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1. Einleitung

Proteine werden oft plakativ als die Bausteine des Lebens bezeichnet. Sie sind Bestandteil
aller Zellen. Aber sie tragen nicht nur zu deren Struktur bei, sondern übernehmen auch Funk-
tionen, zum Beispiel als Transportproteine oder als Ionenpumpen in der Zellmembran. Als
Enzym wird ein Protein bezeichnet, wenn es biochemische Reaktionen katalysieren kann. Auf
diesem Wege sind Enzyme für die Regulation fast aller biochemisch ablaufender Prozesse im
Körper verantwortlich.
Damit ein Protein seine Funktion ausüben kann, muss es einen strukturierten Zustand ein-
nehmen. Der Übergang von dem statistischen Zufallsknäuel der reinen Polypeptidkette zu
diesem strukturierten nativen Zustand wird als Proteinfaltung bezeichnet. Das Paradigma,
allein die Struktur würde die Funktion eines Proteins erklären, wurde jedoch in den letzten
Jahrzehnten erweitert [1]. Zeitabhängige strukturelle Veränderungen beschreiben eine interne
Dynamik, die sich auf einem weiten Zeitbereich über mehrere Gröÿenordnungen von stark lo-
kalisierten Atomschwingungen bis zu groÿskaligen Bewegungen ganzer Proteinuntereinheiten
erstreckt. Somit muss ein Dreibein aus Struktur, Dynamik und Funktion aufgestellt werden,
um ein Protein in seiner Komplexität und dessen Wirkungsweise verstehen zu können.
Der Konformationsraum, innerhalb dessen sich ein Protein bewegen kann, wird durch die
Energielandschaft dieses Proteins beschrieben [2]. In dieser wird die Gibbs-Energie G gegen-
über der Konformation aufgetragen. Sowohl der entfaltete als auch der gefaltete Zustand des
Proteins nehmen lokale Minima an. Je tiefer das Tal, desto stärker wird dieses populiert.
Die Höhe der Barriere bestimmt die Übergangsraten der Faltung und Entfaltung. Aber nicht
nur die Physik der Proteinfaltung wird in der Energielandschaft erfasst. Jede auftretende
Konformation bildet ein eigenes lokales Minimum innerhalb des nativen Zustands. Auch hier
beschreiben die Energiehügel zwischen den Minima die Raten der Übergänge zwischen den
Konformationen und somit die interne Dynamik des gefalteten Proteins. Wäre also die kom-
plette Energielandschaft eines Proteins bekannt, würden alle Fragestellungen bezüglich der
Struktur und Dynamik beantwortet werden können. Die komplette Energielandschaft ist je-
doch eine von 3N Variablen abhängige Energiefunktion, da jeweils drei Ortskoordinaten aller
N Atome die Konformation des Proteins beschreiben. Eine zeitabhängige Erfassung aller 3N
Koordinaten, wie sie für eine solche Beschreibung nötig wäre, ist experimentell bislang nicht
möglich.
Zwar ist es durch Röntgenkristallographie möglich, die Ortskoordinaten aller Atome eines
Proteins mit einer Genauigkeit im Bereich weniger Ångström zu bestimmen. Durch die Prä-
paration in einem Kristall ist jedoch die Konformation des Proteins festgelegt. Folglich sind
mit einem einzelnen Proteinkristall nur Informationen über ein einzelnes lokales Minimum,
nicht aber über die gesamte Energielandschaft zugänglich. Allerdings ist die Röntgenkristal-

1



1. Einleitung

lographie aufgrund ihrer sehr hohen Ortsau�ösung die gängige Methode mit der die Konfor-
mation innerhalb der lokalen Minima atomgenau beschrieben werden kann.
Die NMR-Spektroskopie arbeitet im Gegensatz dazu mit Proteinen in Lösung, die den vol-
len Konformationsraum ausschöpfen und somit entlang der kompletten Energielandschaft
wandern können. Bei adäquater spektraler Qualität können für Proteine mit einem Mole-
kulargewicht bis zu etwa 50 kDa Strukturen mit atomarer Au�ösung bestimmt werden. Die
Methode erlaubt auch die Messung dynamischer Prozesse über weite Zeitbereiche (Nanose-
kunden bis Stunden) [3]. Sie ist dabei besonders sensitiv gegenüber den am beobachteten
Atom lokalisierten Wechselwirkungen mit der Umgebung. Aus diesem Grund kann vor al-
lem die Rauheit innerhalb der lokalen Minima der Energielandschaft, die zum Beispiel durch
Rückgrat�uktuationen der Aminosäurekette hervorgerufen werden, beschrieben werden. Aber
auch groÿskalige Bewegungen ganzer Proteinuntereinheiten können verfolgt werden, wenn
auch erst durch aufwendige Markierungsverfahren.
Optische Methoden wie die Messung der Absorption, der Fluoreszenz oder des Circular-
dichroismus' an Proteinproben bieten zwar keine atomare Au�ösung zur Bestimmung der
Proteinkonformation. Allerdings können unter unterschiedlichen Bedingungen Informatio-
nen über das Populationsverhältnis der einzelnen lokalen Minima der Energielandschaft im
Gleichgewicht gewonnen werden. Bei kinetischen optischen Experimenten sind zusätzlich die
Übergangsraten und somit dynamische Informationen zugänglich.
Diese unterschiedlichen experimentellen Methoden können genutzt werden, um Stück für
Stück die Energielandschaft eines Proteins zu bestimmen. Jedoch arbeiten alle genannten
Methoden mittels eines Ensembles von Proteinmolekülen, deren individuelle Information bei
der Messung durch die Mittelung über das Ensemble verloren geht. Aber gerade die Kom-
plexität der Energielandschaft mit mehreren populierten Minima erfordert die Betrachtung
einzelner Moleküle. Im Ensemble werden sowohl die statische Heterogenität aufgrund unter-
schiedlicher Konformationen als auch die dynamische Heterogenität aufgrund individueller
Übergänge eines jeden Proteins ausgemittelt. Die Einzelmolekül�uoreszenzspektroskopie er-
möglicht es, diese Heterogenitäten unter Gleichgewichtsbedingungen aufzulösen. Durch die
beugungsbedingte Au�ösungsgrenze im 100 nm-Bereich ist allerdings keine atomare Beobach-
tung möglich. Vielmehr wird durch gezielte �uoreszente Markierung der Proteine erreicht,
den 3N -dimensionalen Konformationsraum abhängig von der Fragestellung auf eine verall-
gemeinerte Variable (zum Beispiel End-zu-End-Abstand, hydrodynamischer Radius, Winkel
zwischen Proteinuntereinheiten) zu reduzieren.

Im Zentrum der vorliegenden Arbeit steht das Zwei-Domänen-Protein SlyD aus dem Organis-
mus Thermus thermophilus (TtSlyD). TtSlyD ist ein Enzym, das die cis/trans-Isomerisierung
von Prolylbindungen katalysiert. Auf diese Weise wird die Energiebarriere zwischen dem na-
tiven und dem entfalteten Zustand des Substratproteins gesenkt und dessen Faltung aktiv
beschleunigt. TtSlyD wirkt desweiteren als Chaperon, welches die Aggregation entfalteter
oder teilweise gefalteter Proteinketten verhindert. So wird, bildhaft gesprochen, die Sackgas-
se der Aggregatbildung in der Energielandschaft auf dem Weg zur Faltung versperrt. Das
Enzym TtSlyD übt somit einen erheblichen Ein�uss auf die Energielandschaft seiner Sub-
stratproteine aus. In dieser Arbeit soll aber auf die Frage nach der Energielandschaft des
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Enzyms selbst eingegangen werden. Ziel ist es, auf diese Weise das Dreibein aus Struktur,
Dynamik und Funktion anhand das Zwei-Domänen-Proteins TtSlyD zu verstehen.
Aus der Röntgenkristallographie ist die strukturelle Gliederung von TtSlyD in zwei Domä-
nen, in die FKBP- und die IF-Domäne, bekannt [4]. Das aktive Zentrum der Isomerisierung
ist in der FKBP-Domäne lokalisiert, während die IF-Domäne als Chaperon wirkt [5, 6].
Erstaunlich ist, dass allein durch die Anwesenheit der IF-Domäne die Aktivität der FKBP-
Domäne um zwei Gröÿenordnungen ansteigt, verglichen zu der isolierten FKBP-Domäne [4].
Aus NMR-spektroskopischen Untersuchungen weiÿ man, dass es keine de�nierte Orientierung
der Domänen zueinander gibt [6]. Die Domänen sind durch einen unstrukturierten Bereich
verbunden, der eine groÿskalige Dynamik zwischen den Domänen ermöglicht. Es stellt sich
also die Frage, ob es eine solche Dynamik gibt und wie diese Dynamik die hohe katalytische
E�zienz der Isomerisierung erklären kann. Geht man zurück zum Bild der Energielandschaft,
sind also nicht nur die zwei Täler der entfalteten und gefalteten Konformation zu erwarten.
Vielmehr können die verschiedenen nativen Konformationen der Domänen Teiltälern im na-
tiven Minimum entsprechen.
Mit Hinblick auf die Beobachtung einer Domänenbewegung wurde das Protein TtSlyD an
beiden Domänen mit einem Fluoreszenzfarbsto� markiert. Durch den abstandsabhängigen
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer sind Fluoreszenzänderungen zu erwarten, die aus dem
unterschiedlichen Abstand der Domänen resultieren. Der Abstand der Farbsto�e bildet so-
mit die reduzierte Variable für die Beschreibung der Proteinkonformation. Da die vermute-
ten Konformationsänderungen unter nativen Bedingungen im Gleichgewicht statt�nden und
nicht durch äuÿere Ein�üsse synchronisiert werden können, wie es bei Faltungsübergängen
möglich ist, ist eine experimentelle Erfassung durch Ensemble-Methoden nicht möglich. Mit
dieser Motivation werden in dieser Arbeit die vielfältigen Methoden der Einzelmolekülspek-
troskopie genutzt.
Die Ergebnisse, die aus diesen Einzelmolekül-Experimenten für das Protein TtSlyD folgen,
werden im Kapitel 4 Ergebnisse der vorliegenden Arbeit detailliert vorgestellt. Dabei wird
das Proteins sowohl hinsichtlich seiner Konformationsheterogenität im nativen Zustand als
auch in Bezug auf seine Faltung und die Eigenschaften im denaturierten Zustand studiert.
Was aus den Einzelmolekülergebnissen für die Energielandschaft des Proteins und den Zu-
sammenhang zwischen Dynamik und Funktion von TtSlyD geschlussfolgert werden kann,
wird im Kapitel 5 Zusammenfassung und Diskussion im Kontext der bisher über das
System bekannten Informationen diskutiert. Bevor jedoch die Ergebnisse vorgestellt werden,
sollen zunächst im Kapitel 2 Grundlagen noch einmal die Zusammenhänge innerhalb einer
Protein-Energielandschaft näher erläutert, das Protein TtSlyD eingeführt und alle Informa-
tionen vorgestellt werden, die bereits über das Protein selbst bzw. über SlyD-Varianten aus
anderen Organismen bekannt sind. Danach werden, ebenso in diesem Kapitel 2 Grundlagen,
die theoretischen Grundlagen der Fluoreszenz und der Einzelmolekülspektroskopie erklärt.
Um überhaupt Informationen über den Domänenabstand aus dem Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer erhalten zu können, mussten beide Domänen von TtSlyD �uoreszent mar-
kiert werden. Dieses Markierungsverfahren und alle weiteren Präparationsschritte werden
im Kapitel 3 Materialien und Methoden vorgestellt. In diesem Abschnitt werden des
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1. Einleitung

Weiteren der experimentelle Aufbau des Konfokalmikroskops, die Analyse der experimentell
bestimmten Daten und die Simulationsverfahren zum Erzeugen vergleichbarer Datensätze
erklärt.
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2. Grundlagen

Das Ziel der Arbeit ist es, die Energielandschaft des Zwei-Domänen-Proteins TtSlyD zu er-
fassen und so das Zusammenspiel zwischen Struktur, Dynamik und Funktion dieses Enzyms
zu verstehen. Im Kapitel Grundlagen wird zunächst der Begri� der Energielandschaft für
ein Protein allgemein erläutert. Daraufhin wird das Protein TtSlyD vorgestellt. Dieses Zwei-
Domänen-Protein steht im Zentrum dieser Arbeit. Es wird auf Einzelmolekülebene durch
Fluoreszenzspektroskopie eingehend untersucht. Aus diesem Grund werden in den weiteren
Abschnitten des Kapitels grundlegende Erläuterungen zum Thema der Fluoreszenz, deren
Ursprung und Eigenschaften getro�en. Im Besonderen wird dabei auf die Anisotropie und
den Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer eingegangen, da dieses die E�ekte sind, die in
dieser Arbeit intensiv genutzt werden. Darüberhinaus wird die Methode der Einzelmolekül-
spektroskopie eingeführt. Es wird erörtert, welche besonderen Anforderungen sowohl an das
Messsystem als auch an die Probe gestellt werden, um tatsächlich die Fluoreszenz einzel-
ner Moleküle verfolgen zu können. Im Speziellen werden die Methoden des Einzelmolekül-
Energietransfers und der Korrelationsspektroskopie vorgestellt.

2.1. Die Energielandschaft

Durch die wegweisenden Arbeiten am Protein Myoglobin konnten Frauenfelder et al. [2, 7, 8]
zeigen, dass erst mehrere Konformationen und dynamische Übergänge zwischen diesen Kon-
formationen die Funktion eines Proteins ermöglichen. Diese konformationelle Heterogenität
wurde mit dem Modell einer Energielandschaft beschrieben.

Die Energielandschaft eines Proteins beschreibt die Gibbs-Energie G (auch freie Enthalpie) in
Abhängigkeit der Konformation des Proteins. Diese Konformation wird durch die drei Orts-
koordinaten aller N Atome im Protein de�niert. In Abb. 2.1 ist das Modell einer Energie-
landschaft dargestellt. Der 3N -dimensionale Konformationsraum wurde vereinfacht auf eine
Variable reduziert. Die Energielandschaft ist durch mehrere Täler und Hügel gekennzeichnet.
Die Hügel entsprechen energetisch ungünstigeren Zuständen, die als Übergangszustände be-
zeichnet werden. Da alle Systeme bestrebt sind, ihre Energie zu minimieren, populieren sie
die Täler, die lokalen Minima der Energielandschaft. Diese Täler geben Konformationen wie-
der, die entweder durch günstige Wechselwirkungen zwischen den Atomen oder durch einen
hohen entropischen Gewinn charakterisiert sind. Je tiefer das Tal der Energielandschaft ist,
desto mehr Moleküle be�nden sich in dieser Konformation. Das Populationsverhältnis NA

NB
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2. Grundlagen
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Abb. 2.1.:
Modellbild einer Energielandschaft. In Abhängigkeit einer verallgemeinerten Koordinate ist die Gibbs-
Energie für ein Protein aufgetragen. Sowohl der native (N), als auch der denaturierte bzw. entfaltete (U)
Zustand bilden ein Energieminimum. Das native Minimum zeigt zwei lokale Minima, die den unterschiedli-
chen Konformationen A und B entsprechen. Die Ober�äche der Energielandschaft ist innerhalb der Minima
rau (siehe Vergröÿerung im grauen Kasten), sodass eine Bewegung innerhalb dieser Konformation nur durch
Sprünge zwischen den kleinen Subminima möglich ist. Die Raten der Übergänge (zum Beispiel kN→U und
kU→N) zwischen den einzelnen Zuständen sind durch die Höhe der Energiebarrieren (∆GN, ∆GU) be-
stimmt. Die Zustände werden entsprechend der Energiedi�erenz der Minima (∆GNU) nach dem Prinzip
der Boltzmann-Verteilung populiert.

verschiedener Konformationen (A, B) wird über die Boltzmann-Verteilung beschrieben:

NA

NB
= exp

(
−∆GAB

kBT

)
, (2.1)

= exp

(
−∆GAB

RT

)
. (2.2)

wobei kB die Boltzmann-Konstante, R die universelle Gaskonstante und T die absolute Tem-
peratur sind. ∆GAB beschreibt die Energiedi�erenz zwischen den lokalen Minima A und B
der Energielandschaft. Wird diese auf die Sto�menge von einem Mol bezogen, gilt Gl. (2.2)
statt Gl. (2.1). Die Übergangsraten von einem Tal A in das andere Tal B (kA→B) und um-
gekehrt (kB→A) sind durch die Energiebarriere bzw. durch den Hügel zwischen den Tälern
(∆GA, ∆GB) bestimmt:

kA→B ∝ exp

(
−∆GA

kBT

)
, (2.3)

kB→A ∝ exp

(
−∆GB

kBT

)
. (2.4)

Die Berechnung der absoluten Gröÿen erfordert einen Faktor vor dem Exponentialterm in Gl.
(2.3) und Gl. (2.4). Für diesen Faktor wurden verschiedene Theorien aufgestellt. Während ein
System in der Gasphase über die Eyring-Theorie beschrieben wird, in der das Probeteilchen
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2.2. SlyD - eine Zwei-Domänen-Prolylisomerase

innerhalb eines Energietals frei oszilliert [9], wird für Systeme in �üssiger Umgebung oft die
Kramers-Theorie angewandt, bei welcher das Probeteilchen durch ständige Wechselwirkung
mit anderen Teilchen di�undiert statt oszilliert [9, 10].
In Abb. 2.1 ist die Energielandschaft eines Proteins dargestellt, die durch zwei Hauptminima
charakterisiert ist. Ein Tal entspricht dem nativen Zustand (N). Das zweite Tal entspricht
dem entfalteten Zustand (U). Aufgrund der vielen Konformationsmöglichkeiten der entfal-
teten Peptidkette bildet der entfaltete Zustand verglichen zum nativen Zustand ein relativ
breites Tal. Unter nativen Standardbedingungen ist der entfaltete Zustand energetisch un-
günstig und entsprechend geringer populiert. Sehr stabile Proteine sind durch sehr hohe
Energiedi�erenzen zwischen dem nativen und dem entfalteten Zustand gekennzeichnet (zum
Beispiel ∆GNU ≈ 75 kJ/mol für das Protein Orf56 [11]). Das einfache Modell der Proteinfal-
tung mit nur zwei Zuständen ist für Proteine, die aus mehreren Einheiten aufgebaut sind, oft
komplizierter. Die Energielandschaft kann durch weitere Teiltäler, die teilgefalteten Zustän-
den entsprechen, sehr komplex werden [12]. Wird die Interaktion eines einzelnen Moleküls
mit weiteren Proteinmolekülen beachtet, können auch Täler in der Energielandschaft ent-
stehen, die die Aggregation oder Fibrillenbildung entfalteter Aminosäureketten beschreiben
[13]. Diese gelten als potentielle Sackgassen der Proteinfaltung, die eine Ausbildung des nativ
gefalteten Zustands verhindern.
Die Energielandschaft in Abb. 2.1 zeigt zwei einzelne Teiltäler innerhalb des Tals des nativen
Proteins. Diese Teiltäler entsprechen zwei räumlichen Konformationen des gefalteten Prote-
ins. Übergänge zwischen den Konformationen, die die interne Dynamik im nativen Zustand
darstellen, werden durch die Raten kA→B und kB→A beschrieben. Da die Energiebarriere zwi-
schen den Konformationen im Bereich mehrerer kBT -Einheiten liegt, wird diese Dynamik als
langsame Dynamik im Mikrosekunden- bis Sekundenbereich beschrieben [14]. Nicht nur groÿ-
skalige Domänenbewegungen, sondern auch geringe konformationelle Änderungen bis hin zur
Verschiebung einzelner Atome haben einen Ein�uss auf die Energielandschaft und vermögen
kleine Täler in dieser Landschaft auszubilden. Auf diese Weise wird die Ober�äche der Ener-
gielandschaft vielfältig aufgeraut. Die Energiebarrieren bei diesen stark lokalisierten Verände-
rungen der Proteinkonformation liegen im Bereich der thermischen Energie (RT = 2.5 kJ/mol).
Deshalb �uktuiert das Protein auf einer schnellen Zeitskala im Pikosekunden- bis Nanose-
kundenbereich zwischen den einzelnen Unterzuständen [14].
Die Energielandschaft eines Proteins kann durch äuÿere Ein�üsse (zum Beispiel durch das
Lösungsmittel oder durch die Bindung eines Liganden) verändert werden. Denaturierungs-
mittel wie Guanidinhydrochlorid senken zum Beispiel das Minimum des entfalteten Zustands
und verschieben so das Gleichgewicht hin zu diesem entfalteten Zustand. Für das Enzym
Adenylatkinase konnte durch Einzelmolekülmessungen gezeigt werden, dass sich das Gleich-
gewicht der einzelnen nativen Konformationen nach Zugabe von Substraten verändert [3].
Dies kann durch ein Absenken und Anheben der Teiltäler der Energielandschaft innerhalb
des nativen Zustands erklärt werden.
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2. Grundlagen

(a) (b)

Abb. 2.2.:
Kristallstruktur und Prolyl-Bindung. (a) Dreidimensionale Kristallstruktur des Proteins TtSlyD,
gelöst durch Röntgenkristallographie [4] (pdb-Schlüssel: 3CGN). Die IF-Domäne (V71-D116) ist in grün,
die FKBP-Domäne (K2-E60, D125-H147) in orange dargestellt. Die Positionen für die Mutationen durch
Cysteine (D82, P68, E111, T139) sind als rote und blaue Kugeln dargestellt mit den Abständen (graue
Linien), die durch FRET zugänglich sind. Die Seitenketten derjenigen Aminosäuren, die dem aktiven
Zentrum für die Katalyse zugeordnet werden [4], sind in rot hervorgehoben. (b) Peptidyl-Prolyl-Bindung
(Acetyl-Prolyl-N-Methylamid) in cis- und trans-Konformation. Der Übergang wird durch eine Energie-
barriere von 85 kJ/mol beschrieben. Die Struktur ist entsprechend der Atome farbig dargestellt (Sauersto�:
rot; Sticksto�: blau; Kohlensto�: grün, Wassersto�: grau).

2.2. SlyD - eine Zwei-Domänen-Prolylisomerase

Das Protein SlyD (engl. sensitive to lysis D) vom Organismus Thermus thermophilus (TtSlyD)
gehört zur Gruppe der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPIasen). Diese katalysieren
den trans-zu-cis-Übergang einer Xaa-Pro-Peptidbindung innerhalb einer Peptidkette (s. Abb.
2.2(b)), welcher aufgrund seiner hohen Energiebarriere (85 kJ/mol) oft der geschwindigkeitsli-
mitierende Schritt der Faltung jener Peptidkette ist [15, 16]. So kann SlyD als aktiver Fal-
tungshelfer verstanden werden. Die PPIasen werden in die drei Gruppen der Cyclophiline,
Parvuline und FK506 bindenden Proteine (kurz: FKBP) aufgeteilt. Die drei Gruppen zeigen
untereinander keinerlei Sequenzhomologie. Sie unterscheiden sich in ihrer Substratspezi�tät
und Sensitivität gegenüber Inhibitoren [17]. SlyD gehört zur Gruppe der FK506 bindenden
Proteine (FKBP).
Aus den hochaufgelösten Strukturen von SlyD verschiedener Längen und aus unterschiedli-
chen Organismen [4, 6, 18, 19] geht hervor, dass SlyD ein Zwei-Domänen-Protein ist (s. Abb.
2.2 und Abb. 2.3). Beide Domänen haben unterschiedliche Funktionen [5]. In der zum hu-
manen FKBP12 (hFKBP12) strukturell ähnlichen Domäne (FKBP-Domäne) ist das aktive
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2.2. SlyD - eine Zwei-Domänen-Prolylisomerase

Zentrum für die Katalyse der Isomerisierung lokalisiert [6]. Die zweite Domäne ist sequentiell
in die FKBP-Domäne integriert und wird als IF-Domäne bezeichnet (engl. inserted-in-flap)
[20]. Diese bindet unspezi�sch mit ihrer vorrangig hydrophoben Ober�äche entfaltete Pro-
teinketten und zeigt Chaperonaktivität [5, 6]. Weiterhin konnte eine hohe A�nität der IF-
Domäne zum Tat-Signalpeptid (engl. twin arginine translocation) nachgewiesen werden [4],
sodass vermutet wird, dass SlyD am Tat-abhängigen Transportsystem im Cytosol beteiligt
ist [21].
Neben den verschiedenen Funkionen zeigen beide Domänen Unterschiede in ihren Faltungski-
netiken [22]. In Lösung war es nicht möglich, eine de�nierte Orientierung der beiden Domänen
zueinander zu bestimmen [6, 18]. Allerdings zeigt die IF-Domäne eine unterstützende Wir-
kung auf die katalytische E�zienz der FKBP-Domäne. So ist zwar die PPIase-Aktivität der
isolierten FKBP-Domäne von EcSlyD deutlich geringer als die von hFKBP12 [5, 23]. Durch
Einfügen einer IF-Domäne in das hFKBP12 steigt aber die Aktivität auf einen 200fach er-
höhten Wert [23, 24]. Für TtSlyD wurde ebenso gezeigt, dass die Volllängenvariante eine
100fach höhere Aktivität als die isolierte FKBP-Domäne hat [4].
Der E�ekt, dass die volle Funktion erst durch das Zusammenspiel mehrerer Domänen en-
steht, kann an weiteren Vertretern der FKBP-Gruppe beobachtet werden und führte sogar
zur Einteilung in eine neue Untergruppe. Der Trigger-Faktor [25�28] besitzt neben seiner
FKBP-Domäne eine Chaperondomäne und eine weitere Domäne, die mit dem Ribosom wech-
selwirkt. Die Proteine FkpA [29�31], SurA [32, 33] undMtFKBP17 [20] sind ebenso Vertreter
dieser Familie der Mehr-Domänen-FKBP.

Abb. 2.3:
Dreidimensionale Strukturen von SlyD aus dem Orga-
nismus Thermus thermophilus (TtSlyD: orange,pdb-
Schlüssel: 3CGN) und aus dem Organismus Esche-

richia coli (EcSlyD: grün,pdb-Schlüssel: 2K8I). Die-
se wurden durch Röntgenkristallograhie (TtSlyD) [4]
und NMR-Spektroskopie (EcSlyD) [6] gewonnen. Die
Strukturen wurden so ausgerichtet, dass das Rück-
grat innerhalb der FKBP-Domäne maximale Über-
einstimmung zeigt. Zusätzlich sind die Cα-Atome der
Tyrosin-Aminosäuren als Kugeln hervorgehoben. Die-
se gelten im Fall von SlyD als natürliche Fluoreszenz-
sonden für Entfaltungsexperimente im Ensemble (s.
Abschnitt 4.6).

9



2. Grundlagen

E

I

(a)

S
0

S
1

S
2

T
1

T
2

Is k
F

k
P

IC

IC

ISC

rISC

(b)

Abb. 2.4.:
Jablonski-Diagramm. (b) Aus dem Singulettgrundzustand S0 wird der Fluorophor durch Absorption in
höhere Schwingungsniveaus der Singulettzustände S1, S2 angeregt. Eine schnelle Relaxation in den Grund-
zustand von S1 erfolgt strahlungslos. Auch isoenergetische Übergänge in S0 sind durch interne Konversion
IC möglich. Aus S1 relaxiert der Farbsto� durch Fluoreszenz in Schwingungsniveaus von S0. Durch In-
terkombination und reverse Interkombination (ISC, rISC) kann es zu Übergängen in den Triplettzustand
(T1) kommen, aus dem eine Relaxation in S0 durch Phosphoreszenz möglich ist. Der Spin-Zustand des
Elektrons ist in den elektronischen Niveaus durch rote und blaue Pfeile angedeutet. (a) Schematisches
Absorptions- (blau) und Fluoreszenzspektrum (orange).

2.3. Grundlagen zur Fluoreszenz

2.3.1. Fluoreszenz als optischer Übergang

Unter Fluoreszenz versteht man die Emission von Licht aus elektronisch angeregten Singulett-
zuständen eines Fluorophors. Dieses grundlegende Prinzip kann anhand eines so genannten
Jablonski-Diagramms (Abb. 2.4(b)) näher erläutert werden [34].
In diesem sind die verschiedenen Energieniveaus eines Fluorophors als horizontale Linien auf-
getragen. Zusätzlich zu den elektronischen Anregungszuständen (Singulettzustände S0, S1,
S2 und Triplettzustände T1, T2) werden auch die quantisierten Schwingungen der Kerne als
einzelne Schwingungsniveaus eingetragen (Abb. 2.4(b): dünne horizontale Linien). Die Über-
gänge zwischen den Niveaus erfolgen entsprechend dem Franck-Condon-Prinzip. Dabei bleibt
die Ortskoordinate der Atomrümpfe aufgrund der schnellen Übergänge in einer Zeit von nur
etwa 10−15 s erhalten. Die Wahrscheinlichkeit, mit der der Übergang in ein bestimmtes Ni-
veau erfolgt, wird durch die Gröÿe des Franck-Condon-Faktors bestimmt, bei welchem die
Überlappung der Wellenfunktionen des Ausgangs- und Endniveaus des Übergangs berech-
net wird. Da bei Raumtemperatur die thermische Energie (RT = 2,5 kJ/mol) nicht ausreicht,
um die Energieabstände zwischen den Schwingungsniveaus zu überwinden, be�ndet sich ein
Fluorophor meist im niedrigsten Schwingungszustand von S0. Durch Absorption von Licht-
quanten (Iσ) in Abhängigkeit der Anregungsleistung I und dem Absorptionsquerschnitt σ
werden höhere Schwingungsniveaus in den elektronisch angeregten Zuständen S1 oder S2

bevölkert. Auf einer Zeitskala von 10−12 s relaxieren die Elektronen strahlungslos in den
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2.3. Grundlagen zur Fluoreszenz

Schwingungsgrundzustand von S1. Mit einer mittleren Fluoreszenzlebensdauer von 10−8 s er-
folgen daher die radiativen Übergänge durch Emission von Fluoreszenzlicht (Fluoreszenzrate
kF) in S0 stets aus dem Grundniveau von S1. Damit ist das Fluoreszenzspektrum unabhän-
gig von der Anregungswellenlänge (Kashas Regel) [35]. Die interne Konversion (IC, engl.
internal conversion) beschreibt isoenergetische, strahlungslose Übergänge zwischen Singu-
lettzuständen. Alternativ kann der Spin des Elektrons wechseln und somit ein Übergang in
ein energetisch äquivalentes Niveau des angeregten Triplettzustands T1 durch Interkombina-
tion statt�nden (ISC, engl. inter system crossing). Die Relaxation aus T1 in S0 erfolgt unter
Emission von Phosphoreszenz (Phosphoreszenzrate kP), die typischerweise rotverschoben ge-
genüber der Fluoreszenz ist. Aufgrund des verbotenen Übergangs zwischen Singulett- und
Triplettzuständen ist die Aufenthaltsdauer in T1 (τT) um mehrere Gröÿenordnungen länger
als in S1.
Anhand des Jablonski-Diagramms lässt sich die grundsätzliche Form des Absorptions- und
Fluoreszenzspektrums eines Fluorophors erklären (Abb. 2.4(a)). Die Anregung höherer Schwin-
gungsniveaus von S1 oder sogar höherer elektronischer Niveaus (S2) spiegelt sich in den
Banden des Absorptionsspektrums wider. Die Höhe der einzelnen Banden ist ein Maÿ für
die Wahrscheinlichkeit des entsprechenden Übergangs zwischen den Niveaus, die durch den
Franck-Condon-Faktor beschrieben wird. Da das System durch Fluoreszenz auch in höhere
Schwingungsniveaus von S0 relaxiert, deren Abstände vergleichbar zu denen aus S1 sind, ist
das Fluoreszenzspektrum eine Art Spiegelbild des Absorptionsspektrums in den niederenerge-
tischen Bereich. Eine Verschiebung des Fluoreszenzspektrums in den langwelligen Bereich ge-
genüber der Absorption wird allgemein als Stokes-Verschiebung bezeichnet, kann aber durch
verschiedene E�ekte begründet sein. So sind die bereits erläuterte vibronische Anregung und
schnelle strahlungslose Relaxation nur eine Ursache. Zusätzlich spielen auch die Lösungsmit-
telrelaxation (vor Allem in polaren Lösungsmitteln), Komplexbildung oder Reaktionen im
angeregten Zustand auf einer Zeitskala schneller als die Fluoreszenzlebensdauer eine Rolle.
Die Stokes-Verschiebung ist essentiell für die spektroskopische Trennung von Anregungs- und
Fluoreszenzlicht in den in dieser Arbeit durchgeführten Versuchen.
Ein Fluorophor wird über die Parameter Quantene�zienz Q und Fluoreszenzlebensdauer τF
charakterisiert. Q beschreibt die Anzahl der emittierten Photonen relativ zur Anzahl der vom
Fluorophor absorbierten Photonen. τF beschreibt die mittlere Aufenthaltsdauer des Fluoro-
phors im angeregten Zustand S1. Fasst man die Übergänge von S1 in S0 (Abb. 2.4(a)) als
Summe von nichtradiativen Übergängen (knr) und den �uoreszenten Übergang (kF) zusam-
men, so ergeben sich folgende Zusammenhänge:

τF =
1

knr + kF
, (2.5)

Q =
kF

knr + kF
. (2.6)

Die natürliche Lebensdauer τn beschreibt nur den radiativen, also �uoreszenten Übergang,
mit:

τn =
1

kF
. (2.7)
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2. Grundlagen

Sie kann unter bestimmten Bedingungen nach [34] aus den Absorptions- ε(ν) und Emissi-
onsspektren F (ν) in Abhängigkeit der Wellenzahl ν des Farbsto�es und dem Brechungsindex
n bestimmt werden:

1

τn
= 2,88 · 10−9n2

∫
F (ν)dν∫

F (ν)ν−3dν

∫
ε(ν)dν

ν
. (2.8)

Die drei Gröÿen bilden den Zusammenhang:

Q =
τF
τn
. (2.9)

Die Quantenausbeute kann folglich durch die Veränderung der Fluoreszenzlebensdauer, aber
auch durch Ein�üsse auf die nichtradiativen Relaxationswege (s. Gl. (2.6)) verändert wer-
den.

2.3.2. Sättigung, Bleichen und Löschung

Die Fluoreszenzlöschung beschreibt alle Vorgänge, die durch Wechselwirkung mit anderen
Molekülen zur Erniedrigung der Fluoreszenzintensität führen. Dabei unterscheidet man das
statische und dynamische Löschen. Im Fall des statischen Löschens wird bereits im Grundzu-
stand mit einem Wechselwirkungspartner ein nicht�uoreszenter Komplex gebildet [36]. Das
dynamische oder auch Kollisionslöschen tritt erst im angeregten Zustand auf. Durch räumli-
che Nähe oder direkten Kontakt mit dem Löschmolekül wird die Energie aus dem angeregten
Zustand strahlungslos abgeführt. Dazu zählen u. a. der photoinduzierte Elektronentrans-
fer (PET) [37] und Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET). Im ersten Fall ist eine
Überlappung der Molekülorbitale zwischen beiden Wechselwirkungspartnern erforderlich, im
zweiten Fall handelt es sich um eine abstandsabhängige Dipol-Dipol-Wechselwirkung (s. Ab-
schnitt 2.3.4).

Mit Photobleichen bezeichnet man die irreversible photochemische Zerstörung eines Fluoro-
phors. Dieses Photobleichen ist durch den Farbsto� bestimmt, der nur eine maximale Anzahl
an Anregungszyklen (Absorption � Emission) durchlaufen kann. Mit steigender Anregungs-
intensität werden die Zyklen schneller durchlaufen, sodass die Wahrscheinlichkeit des Pho-
tobleichens steigt. Die maximale Zahl an emittierten Photonen und somit Anregungszyklen
liegt für die meisten Fluorophore in wässriger Umgebung bei Raumtemperatur bei 106 Pho-
tonen [38].

Die Emissionsrate kEm kann mit steigender Anregungsintensität nicht beliebig erhöht werden,
sie unterliegt einer Sättigung mit der maximale Emissionsrate kEm,max:

kEm,max =
kF

1 + kISC
krISC

. (2.10)
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2.3. Grundlagen zur Fluoreszenz

Für die Emissionsrate folgt:

kEm = kEm,max
1

1 + Isat
I

. (2.11)

Isat ist diejenige Anregungsintensität, bei der die Hälfte der maximalen Emissionsrate er-
reicht wird [39]. Ohne nichtradiative Übergänge (kISC = 0) ist die maximale Emissionsrate
kEm nach Gl. (2.10) durch die Fluoreszenzlebensdauer τF (Gl. (2.6)) bestimmt. Durch strah-
lungslose Übergänge in den �dunklen� Triplettzustand mit kISC kommt es zu einem zusätz-
lichen Sättigungse�ekt. Die Elektronen sind bei Vernachlässigung der Phosphoreszenz mit
einer Aufenthaltszeit τT von

τT =
1

krISC
(2.12)

in diesem Zustand gefangen und stehen erst nach der reversen Interkombination wieder für
den �uoreszenten Anregungszyklus zur Verfügung.

2.3.3. Anisotropie

Die Anisotropie ist eine Eigenschaft des Fluoreszenzlichtes, mit der vielfältige Informationen
über Molekülgröÿe, -form, aber auch Lösungsmitteleigenschaften gewonnen werden können.
Ein Fluorophor emittiert parallel zu seinem Emissionsdipolmoment linear polarisiertes Licht.
Bezieht man die Polarisationsrichtung auf die Polarisation des Anregungslichts, so kann aus
dem Anteil parallel (Ip) und demjenigen senkrecht (Is) zur Anregungspolarisation die Gleich-
gewichtsanisotropie r berechnet werden:

r =
Ip − Is
Ip + 2Is

. (2.13)

Auch die Absorption ist ein polarisationsabhängiger E�ekt. Der Fluorophor absorbiert vor-
rangig Licht, das parallel zu seinem Absorptionsdipolmoment polarisiert ist. Aus Gl. (2.13)
gehen die theoretischen Grenzwerte −0,5 < r < 1 hervor, die nur in einer absolut homogen
ausgerichteten Probe auftreten können. Für eine maximale Anisotropie von r = 1 müssen
die Übergangsdipolmomente für Absorption und Emission übereinander liegen, für r = −0,5

müssen sie um 90◦ versetzt sein.
In dieser Arbeit sind die Fluorophore stets in wässriger Lösung und somit isotrop in ihrer
Richtungsverteilung. Die Fluorophore werden durch linear polarisiertes Licht photoselektiv
angeregt, wobei die Anregungswahrscheinlichkeit Pexc mit dem Winkel α zwischen der Pola-
risationsrichtung und dem auf die Probenebene projezierten Absorptionsdipolmoment nach
Gl. (2.14) skaliert:

Pexc ∝ cos2 α. (2.14)

Für eine Probe mit isotrop verteilten, aber ortsfesten Dipolmomenten ergibt sich eine ma-
ximale Anisotropie von rmax = r0 = 0,4 [34]. Diese wird als Fundamentalanisotropie be-
zeichnet. Sie kann dadurch reduziert sein, dass Absorptions- und Emissionsdipolmoment des
Fluorophors nicht übereinander liegen. Für den in dieser Arbeit verwendeten Farbsto� AF488
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2. Grundlagen

Abb. 2.5:
Vereinfachtes Jablonski-Diagramm (Vgl.
Abb. 2.4(b)). Der Donor (D) wird durch Ab-
sorption in den Singulettzustand S1,D angeregt.
Die Energie wird nicht �uoreszent abgegeben,
sondern strahlungslos durch FRET (Transferra-
te kt) auf den Akzeptor (A) übertragen (grüner
Pfeil), der strahlungslos in den Grundzustand
von S1,A und schlieÿlich �uoreszent mit kF in
S0,A relaxiert.

S0,D

S1,D

S0,A

S1,A

k
F

kt

Is

wurde eine Fundamentalanisotropie von 0,38 bestimmt [40]. Einen wesentlichen Ein�uss auf
die gemessene Gleichgewichtsanisotropie hat die Rotationsdi�usion der Fluorophore. Rotie-
ren diese auf einer Zeitskala der �uoreszenten Anregung, also mit einer Rotationszeit θ ≤ τF,
dann kommt es zu einer Absenkung der Gleichgewichtsanisotropie, zu einer Depolarisation
mit:

r =
r0

1 + τF
θ

. (2.15)

Misst man die Anisotropie zeitabhängig auf der Zeitskala der Fluoreszenzlebensdauer τF (s.
Abschnitt 3.3.3), dann gilt der Zusammenhang:

r(t) = r0 exp

[
− t
θ

]
. (2.16)

Aus der Rotationskorrelations oder -di�usionszeit θ kann über die Einstein-Stokes-Beziehung
auf die Gröÿe globulärer Proteine (Volumen V ) geschlossen werden:

V =
θRT

η
. (2.17)

Dabei sind R die universelle Gaskonstante, T die Temperatur und η die Viskosität. Wie aus
Gl. (2.17) hervorgeht, kann über θ auch die Temperatur kontrolliert werden. In dieser Arbeit
wurde die Bestimmung der zeitabhängigen Anisotropie genutzt, um Aussagen zu tre�en,
inwiefern der am Protein gebundene Farbsto� ungehindert rotieren kann und somit keine
E�ekte auf den zu messenden FRET hat. Die Anisotropiedaten wurden nach Gl. (2.16) an

r(t) = r0y exp

[
− t
θ

]
+ r0(1− y) exp

[
− t

θProt

]
(2.18)

angepasst, wobei θ die Rotationszeit des freien Farbsto�es und θProt die des Proteins be-
schreibt. In diesem Modell geht man davon aus, dass der Farbsto� entweder ungehindert
rotiert oder auf einer Zeitskala t > τF an der Proteinober�äche klebt, sodass er mit dem
Protein als Einheit rotiert. y gibt den relativen Anteil der ungehindert rotierenden Farbsto�e
an.
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2.3.4. Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer

Zur Untersuchung von Abständen r zweier Fluorophore auf einer Längenskala von ca. 1 nm bis
10 nm dient der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET). Der strahlungslose Ener-
gietransfer basiert auf der Dipol-Dipol-Wechselwirkung der zwei Fluorophore. Die zugrunde
liegende Theorie wurde von Theodor Förster 1948 vorgestellt [41]. Der erste quantitative
Nachweis dieser Theorie gelang Stryer und Haugland 1967 mit Experimenten an �uoreszent
markierten Polyprolinen verschiedener Länge [42]. Das Prinzip des FRET lässt sich an einem
vereinfachten Jablonski-Diagramm (Abb. 2.5) erklären. In diesem sind die Singulettsysteme
beider Fluorophore des FRET-Paares, des Donors und des Akzeptors, dargestellt. Der Donor
wird durch Absorption (kabs) in S1,D angeregt. Nach der schnellen Schwingungsrelaxation
wird die Energie strahlungslos auf den Akzeptor übertragen (Transferrate kt), der dadurch
in S1,A angeregt wird. Der Akzeptor relaxiert schnell in den Grundzustand von S1,A und geht
durch Emission von Fluoreszenzlicht in den Grundzustand S0,A über.
Die Energieübertragung wird durch die Transferrate kt bzw. die Energietransfere�zienz Et

quantitativ beschrieben (Abb. 2.7). Diese ist das Verhältnis von übertragenen Photonen zu
absorbierten Photonen:

Et =
kt
Iσ
. (2.19)

Mit der Fluoreszenzlebensdauer des Donors τD in Abwesenheit des Akzeptors und der Summe
aus dem �uoreszenten und allen weiteren nicht radiativen Übergängen kF + knr folgt:

Et =
kt

kt + kF + knr
, (2.20)

Et =
kt

kt + τ−1
D

. (2.21)

Aufgrund des Dipol-Dipol-Wechselwirkungscharakters ist kt und somit Et in der sechsten
Potenz vom Kehrwert des Abstandes der Farbsto�e r abhängig:

kt(r) =
1

τD

(
R0

r

)6

, (2.22)

=
1

τn

(
R′0
r

)6

, (2.23)

Et(r) =
R6

0

R6
0 + r6

. (2.24)

Der Försterradius R0 charakterisiert das Farbsto�paar und gibt den Abstand an, bei dem
die Hälfte der absorbierten Quanten auf den Akzeptor übertragen wird [34]:

R6
0 =

9000(ln 10)κ2QD

128π5Nn4
J(λ), (2.25)
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Abb. 2.6.:
Verschiedene Ein�üsse auf die Energietransfere�zienz. Ein�uss auf die Energietransfere�zienz
haben (a) der spektrale Überlapp zwischen Fluoreszenzspektrum des Donors (orange) und Absorptions-
spektrum des Akzeptors (blau), (b) der Abstand zwischen Donor und Akzeptor und (c) die relative Ori-
entierung der Übergangsdipolmomente zueinander im dreidimensionalen Raum, angegeben durch die drei
Winkel θD, θA und φ.

R′60 =
9000(ln 10)κ2

128π5Nn4
J(λ), (2.26)

mit κ2 als Orientierungsfaktor, QD als Quantenausbeute des Donors, n als Brechungsindex
des umgebenden Mediums und N als Avogadrozahl. J(λ) beschreibt das spektrale Überlap-
pungsintegral:

J(λ) =

∫ ∞
0

FD(λ)εA(λ)λ4dλ, (2.27)

mit FD(λ) als Fluoreszenzspektrum des Donors und εA(λ) als Absorptionsspektrum des Ak-
zeptors. Folglich haben nicht nur die räumliche Nähe der Farbsto�e, sondern auch die spek-
trale Nähe (J(λ)) und die relative Orientierung der Übergangsdipolmomente (κ2) zueinander
einen Ein�uss auf die Energietransfere�zienz (siehe Abb. 2.6).
Die Transferrate kt kann nach Gl. (2.23) auch über den reduzierten Försterradius R′0 und die
natürliche Lebensdauer τn (Gl. (2.26)) beschrieben werden. Der Parameter der Fluoreszenz-
lebensdauer des Donors τD taucht nicht länger in diesem Zusammenhang auf. Nicht radiative
Übergänge des Donors, die einzig Ein�uss auf τD haben, zeigen folglich keinen Ein�uss auf
die Transferrate kt. In die Energietransfere�zienz Et gehen jedoch die Transferrate kt und
die Fluoreszenzlebensdauer τD des Donors nach Gl. (2.21) ein, sodass nichtradiative Prozesse
Et verändern können.
Der Orientierungsfaktor κ2 beschreibt die relative Orientierung der Übergangsdipolmomen-
te von Donor und Akzeptor (Abb. 2.6(c)). Diese ist aufgrund des anisotropen elektrischen
Feldes eines Dipols entscheidend für den Energietransfer. Steht zum Beispiel ein Dipol senk-
recht auf den Feldlinien des anderen, ist eine Energieübertragung trotz geringen Abstands
nicht möglich. Sind die Dipole kollinear angeordnet, ist die Energieübertragung maximal
(κ2 = 4). Für eine beliebige Orientierung zwischen dem Dipolmoment des Donors (D) und
dem Dipolmoment des Akzeptors (A) gilt:

κ2 = (sin θD sin θAcosφ− 2 cos θD cos θA) cos2 φ, (2.28)
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2.3. Grundlagen zur Fluoreszenz

D A

nD nA

knr,D kF,D kF,Aknr,A

kt

Is
Abb. 2.7:
Ratenschema FRET. Ratenschema zur Berechnung der Ener-
gietransfere�zienz zwischen Donor (D) und Akzeptor (A). Die-
se wird durch das Verhältnis der übertragenen Photonen pro
Zeit (kt) zu den absorbierten Photonen pro Zeiteinheit (Iσ) be-
stimmt. Unter Vernachlässigung nicht radiativer Prozesse knr,A,
knr,D kann sie aus der Anzahl der emittierten Photonen pro Zeit-
einheit (nA und nD) berechnet werden.

wobei θD und θA die Winkel der jeweiligen Dipolmomente zur Verbindungsachse zwischen
den Dipolmomenten beschreiben. Mit φ wird der Winkel zwischen den Ebenen, die durch
die Dipolmomente aufgespannt werden, bezeichnet (siehe dazu auch Abb. 2.6(c)). Rotieren
beide Farbsto�e des FRET-Paares mit einer Rotationskorrelationszeit, die deutlich kürzer als
die Fluoreszenzlebensdauer ist, kann man von einem mittleren κ2 = 2/3 [43] ausgehen. Wenn
nur ein Farbsto� frei rotiert, verschiebt sich κ2 = 0,635 nur geringfügig [43]. Gibt es jedoch
transiente Orientierungszustände beider Farbsto�e, die länger als die Fluoreszenzlebensdauer
andauern, können diese einen nicht zu vernachlässigenden Ein�uss auf die apparente Ener-
gietransfere�zienz haben.
Die apparente Energietransfere�zienz ist auf zwei Wegen experimentell zugänglich. Sie kann
über die Fluoreszenzlebensdauer des Donors in An- (τDA) und in Abwesenheit (τD) des Ak-
zeptors bestimmt werden:

Et = 1− τDA
τD

. (2.29)

In dieser Arbeit wurde ausschlieÿlich das Verhältnis der detektierten Akzeptor- und Donor-
photonen pro Zeiteinheit genutzt:

Et =
nA

nA + nD
. (2.30)

Dabei werden nicht radiative Prozesse des Donors und Akzeptors vernachlässigt bzw. als kon-
stant betrachtet (Abb. 2.7). Änderungen in der Quantene�zienz des Donors durch zusätzliche
nicht radiative Prozesse werden nach Gl. (2.5) als Veränderung der Fluoreszenzlebensdauer
τD des Donors messbar. Sie haben jedoch keinen Ein�uss auf die Transferrate kt (Gl. (2.23))
und somit auch keinen Ein�uss auf die apparente Energietransfere�zienz nach Gl. (2.30)
[44]. In diesem Fall sinkt zwar die Gesamtanzahl der Fluoreszenzphotonen pro Zeiteinheit,
das Verhältnis der Photonen pro Zeiteinheit zwischen Donor- und Akzeptorkanal bleibt aber
aufgrund der konstanten Raten, kF,D, kF,A und kt, erhalten (s. Abb. 2.7). Ändert sich jedoch
die Quantenausbeute des Akzeptors, ändert sich nur die Zahl der emittierten Akzeptorpho-
tonen pro Zeiteinheit bei einer konstanten Anzahl von Donorphotonen pro Zeiteinheit. Dies
würde bei der Berechnung nach Gl. (2.30) zu einer Verschiebung von Et führen.

Um nach Gl. (2.23) aus der apparenten Energietransfere�zienz Rückschlüsse auf den Abstand
der Farbsto�e ziehen zu können, müssen deren Quantene�zienzen QD und QA und die durch
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2. Grundlagen

den experimentellen Aufbau bedingte Korrekturen berücksichtigt werden mit

Et,korr =
(nA − nH,A − αnD)

(nA − nH,A − αnD) + qAQA

qDQD
(nD − nH,D)

. (2.31)

Dabei sind nH,x die Hintergrundphotonen und qx die Detektionse�zienzen der beiden Kanäle
(D, A). Die Wahrscheinlichkeit des Eindringens von Donorphotonen in den Akzeptorkanal
wird durch α beschrieben. Bei Vernachlässigung von α kann aus den um den Hintergrund
korrigierten Photonenzahlen n′x mit dem Korrekturfaktor γ die korrigierte Transfere�zienz
berechnet werden:

Et,korr =
n′A

n′A + γn′D
, (2.32)

γ =
qAQA

qDQD
. (2.33)

Bei den in dieser Arbeit aufgeführten Experimenten wurde weitestgehend auf eine Korrektur
der Energietransfere�zienz verzichtet. Deshalb wird stets die apparente Energietransfere�zi-
enz Et, wie sie sich aus den detektieren Photonenraten nA und nD von Donor und Akzeptor
nach Gl. (2.30) ergibt, aufgetragen und analysiert.
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2.4. Einzelmolekülspektroskopie

2.4. Einzelmolekülspektroskopie

Die experimentelle Beobachtung einzelner Moleküle durch sogenannte Einzelmolekültechni-
ken hat in den letzten beiden Jahrzehnten einen enormen Aufschwung erfahren [45]. Neben
der in dieser Arbeit vorrangig genutzten Einzelmolekül�uoreszenzspektroskopie existieren
verschiedene Anwendungen der Kraftspektroskopie auf einzelne Moleküle [46].
Im Gegensatz zu konventionellen Ensemblemethoden werden Verteilungen von molekularen
Eigenschaften erfasst. Das Ensemble aller Moleküle kann dabei sowohl statisch als auch dy-
namisch heterogen verteilt sein. Zum Beispiel können einzelne Konformere eines Enzyms
aufgelöst werden. Konformationsänderungen oder Bindungsreaktionen können im thermody-
namischen Gleichgewicht beobachtet werden, da eine Synchronisation durch äuÿere Ein�üsse
nicht nötig ist.
Das ergodische Prinzip eines Ensemble beschreibt die Tatsache, dass der zeitliche Mittelwert
eines einzelnen Zustands dem Mittelwert über alle möglichen Zustände entspricht. Somit
können aus den Einzelmolekülmessungen zusätzlich die Ergebnisse gewonnen werden, die aus
Ensembleexperimenten resultieren.
Allerdings stellt die Detektion der Fluoreszenz einzelner Moleküle eine enorme technische Her-
ausforderung dar. Zwar konnten bereits 1976 Hirschfeld et al. [47] einzelne Protein-Polymer-
Komplexe untersuchen. Diese waren aber mit bis zu 100 Fluorescein-Molekülen markiert.
Die wesentliche Fragestellung der Einzelmolekülspektroskopie ist diejenige nach der optischen
Selektion einzelner Moleküle [48]. Während eine solche Selektion bei tiefen Temperaturen
durch spektral selektive Anregung realisiert wird, ist diese Methode bei Raumtemperatur
aufgrund der Verschmierung der elektronischen Übergänge nicht mehr anwendbar. Die Mo-
leküle müssen räumlich selektiert werden. Dies wurde zum Beispiel von Shera et al. 1990 [49]
so umgesetzt, dass in einem hydrodynamischen Fokus einzelne Rhodamin-Farbsto�moleküle
detektiert werden konnten, allerdings mit einem schwachen Signal-zu-Rausch-Verhältnis.
Damit sich die Fluoreszenzphotonen eines einzelnen Moleküls deutlich vom Hintergrund-
signal abheben, muss das Hintergrund- bzw. Streulicht reduziert werden. Dies wurde durch
die Minimierung des Beobachtungsvolumens erreicht. In einem konfokalen Mikroskop wird
beugungsbegrenzt ein solches Beobachtungsvolumen von nur etwa 10−15 l erzeugt. Durch to-
tale innere Re�exion können Moleküle in einer Schicht von nur 100 nm angeregt werden [38].
Erst diese technischen Neuerungen und die Entwicklung e�zienter Detektoren und optimier-
ter optischer Filter begründeten die rasch wachsende Zahl der Anwendungen der Einzelmo-
lekülspektroskopie.
So wurde basierend auf den Arbeiten von Elson, Magde und Webb aus der 1970er Jahren
[50, 51] die Methode der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie in einem Konfokalmikroskop
weiterentwickelt und verfeinert [52]. Aus den Fluoreszenz�uktuationen frei di�undierender
Moleküle durch das Beobachtungsvolumen eines Konfokalmikroskops können so Di�usions-
kinetiken, photophysikalische Raten, aber auch Bindungskonstanten bestimmt werden [53].
Durch die spektrale Auftrennung des Fluoreszenzlichts können verschiedene Farbsto�e iden-
ti�ziert werden. Auf diese Weise kann Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) auf
Einzelmolekül-Ebene detektiert und zur Bestimmung des Abstandes zwischen den Fluoro-

19



2. Grundlagen

phoren genutzt werden. Ha et al. dokumentierten 1996 [54] die ersten FRET-Experimente an
einem DNA-Konstrukt, jedoch noch unter nicht physiologischen Bedingungen. Deniz et al.
haben Einzelmolekül-FRET erstmals auf frei di�undierende Moleküle angewandt und konn-
ten verschiedene Populationen in einer heterogenen Mischung von DNA-Proben verschiede-
ner Länge nachweisen. Als Beispiele für ein weit gefächertes Spektrum von Anwendungen
des Einzelmolekül-FRET sollen die Untersuchung von Bewegungen der F1-ATPase [55], von
Konformationsverteilungen von Polypeptiden [56] und der Entfaltung von Proteinen [57�59]
genannt sein.
Durch die Kombination von FRET und der Analyse der Fluktuationen in der Energietrans-
fere�zienz durch FCS können Informationen über die interne Dynamik von Biomolekülen
gewonnen werden [60, 61].

Diesem kleinen historischen Abriss der Einzelmolekül�uoreszenzspektroskopie folgend, wer-
den in den folgenden Abschnitten zunächst die experimentellen Grundlagen, daraufhin die
Einzelmolekül-FRET-Experimente und schlieÿlich in einem gröÿeren Absatz die Methode der
Korrelationsspektroskopie dargelegt.

2.4.1. Fluorophore im Einzelmolekülexperiment

Für Einzelmolekülexperimente werden hohe Anforderungen an die Fluorophore gestellt. Diese
bestehen in

� einer geringen ISC-Rate und somit geringen Triplettdynamik,
� einem hohen Absorptionskoe�zient,
� einer hohen Fluoreszenzquantenausbeute,
� einer hohen Photostabilität und
� einer deutlichen Stokes-Verschiebung für eine spektrale Trennung zwischen Anregungs-
und Emissionslicht.

Für biologische Systeme wie DNA und Proteine werden hydrophile Farbsto�e bevorzugt.
Unter diesen Maÿgaben werden Fluoreszenzfarbsto�e synthetisch hergestellt. In dieser Arbeit
kommen Farbsto�e aus der Atto-Familie (Atto-Tec GmbH, Siegen, Deutschland) und der
Alexa-Fluor-Familie (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) zum Einsatz.

2.4.2. Konfokales Prinzip

In dieser Arbeit wird ein konfokales Mikroskop verwendet. Im Gegensatz zur konventionellen
Mikroskopie, bei dem die Probe im Weitfeld angeregt wird, beschreibt das konfokale Prinzip
die Abbildung einer punktförmigen Lichtquelle und eines punktförmigen Detektors in einen
�Punkt� der Probenebene, auch Fokusebene (Abb. 2.10). Fluorophore, die auÿerhalb dieser
Fokusebene liegen, werden zum einen selektiv weniger angeregt. Zum anderen wird deren
Fluoreszenzlicht durch eine für die Konfokalmikroskopie typische Lochblende (engl. pinhole:
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Abb. 2.8.:
Punktspreizfunktion. Darstellung der Punktspreizfunktion (PSF ) an einer Lochblende (linke Spalte)
bei gleichmäÿiger Ausleuchtung in der xy-Ebene (obere Reihe) und entlang der optischen Achse (untere
Reihe) nach [62]. Im Konfokalmikroskop werden die PSF der Anregung und Detektion multipliziert. Das
Produkt ist in der rechten Spalte zu sehen.

Nadelöhr) in der Detektion blockiert (Abb. 2.10). Auf diese Weise wird das Au�ösungsver-
mögen entlang der optischen Achse im Vergleich zur konventionellen Weitfeldbeleuchtung
erhöht.
Das Bild oder Signal, das beugungsbedingt von einem punktförmigen Fluorophor an der
Stelle −→r in der Probe erzeugt wird, wird als Instrumentantwortfunktion IRF (−→r ) (engl.
instrument response function) bezeichnet. Diese ist das Produkt der Emissionsrate kEm und
der Detektionse�zienz Edet:

IRF (x) = kEm [Iexc(
−→r )] · Edet(

−→r ). (2.34)

Die Emissionsrate ist nach Gl. (2.11) von der Anregungsintensität Iexc(−→r ) abhängig. Ohne
Sättigungse�ekte ist kEm(−→r ) direkt proportional zu Iexc(−→r ):

IRF (x) ∝ Iexc(−→r ) · Edet(
−→r ). (2.35)

Die Verteilung der Anregungsintensität ist die Punktspreizfunktion (PSFexc(−→r )) der Anre-
gung:

Iexc(
−→r ) = PSFexc(

−→r ). (2.36)
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Abb. 2.9.:
Instrumentantwortfunktion mit Pinhole-Lochblende. Ein�uss der Pinhole-Lochblende (grau) auf
die Instrumentantwortfunktion IRF (orange). Die Punktspreizfunktionen (blau) der Anregung PSFexc
und Detektion PSFdet sind identisch als Beugungsfunktion an einer kreisförmigen Blende gewählt. Die
Detektionse�zienz Edet (grün) wurde nach Gl. (2.37) berechnet. Zur prinzipiellen Betrachtung wurde das
dreidimensionale Problem auf die Fokalebene beschränkt und aufgrund der Axialsymmetrie nur eine Achse
dargestellt. TB variiert in der Breite von (a) nach (d) relativ zur Breite der PSF .

Sie wird entweder durch die Beugungsfunktion an einer kreisförmigen Blende (entspricht
der Objektivö�nung) beschrieben (Abb. 2.8(a) und 2.8(c)), wenn das Objektiv gleichmäÿig
ausgeleuchtet wird, oder durch eine dreidimensionale Gauÿverteilung, wenn ein Laserstrahl
mit gauÿförmiger Verteilung in das Objektiv tritt [62]. Im ersten Fall entsteht in der Fo-
kusebene eine Intensitätsverteilung mit einem Haupt- und mehreren Nebenmaxima, die als
Airy-Scheibe (Abb. 2.8(a)) bezeichnet wird.
Die räumliche Verteilung der Detektionse�zienz (Edet(

−→r )) ergibt sich aus der Faltung der
PSF der Detektion (PSFdet(

−→r )) und der Transmissionsfunktion der Lochblende (TB(−→r ))
im Detektionsstrahlengang:

Edet(
−→r ) = PSFdet(

−→r )⊗ TB(−→r ). (2.37)

PSFdet(
−→r ) wird wie in der Anregung beschrieben. Die Detektionse�zienz wird deutlich

durch TB beein�usst (Abb. 2.9). Ist die in die Fokusebene projezierte Blendenö�nung deut-
lich gröÿer als die Ausdehnung der PSFdet(

−→r ), wird die Detektionse�zienz in der Gröÿen-
ordnung von TB verschmiert (Abb. 2.9(d)). Im entgegengesetzten Grenzfall kann Edet nicht
beliebig verkleinert werden (Abb. 2.9(a)). Eine zu kleine Blende führt schlieÿlich nur noch zu
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2.4. Einzelmolekülspektroskopie

Signalverlust. Wie auch in Abb. 2.9 ersichtlich ist, sollte die Pinhole-Lochblende so gewählt
sein, dass sie in der Gröÿenordnung der PSFdet liegt. So wird unnötiger Signalverlust vermie-
den, dennoch aber die Nebenmaxima der PSFdet deutlich unterdrückt und so die Au�ösung
erhöht (s. Abb. 2.9(b) und 2.9(c)) [62].
Bei geeigneter Optik kann das Beobachtungsvolumen, das durch die IRF charakterisiert
wird, in Näherung durch ein dreidimensionales Gauÿpro�l mit den Halbachsen w0 und z0

angepasst werden:

IRF (x,y,z) ∝ exp

[
−2(x2 + y2)

w2
0

]
exp

[
−2z2

z2
0

]
. (2.38)

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass durch die Produktbildung nach Gl. (2.34)
die Au�ösung eines Konfokalmikroskops im Vergleich zu einem konventionellen Weitfeldmi-
kroskop erhöht wird, bei welchem nur die einzelne PSF eingeht (Abb. 2.8). Die Au�ösung
wird nach dem Rayleigh-Kriterium bestimmt. Dabei muss die PSF eines Punktes mindes-
tens um das erste Minimum der PSF eines weiteren Punktes entfernt liegen, um diese zwei
Punkte als getrennt wahrnehmen zu können. Der Abstand rWeitfeld des ersten Minimums zum
Maximum der PSF ist in der konventionellen Weitfeldmikroskopie:

rWeitfeld = 0,61
λ

NA
, (2.39)

in der Konfokalmikrokopie wird er auf rkonfokal reduziert:

rkonfokal =
1√
2

0,61
λ

NA
. (2.40)

λ beschreibt die Wellenlänge des Lichts im Vakuum. Nach dem Rayleigh-Kriterium kann
auch die axiale Au�ösung nach [62] verglichen werden, mit:

zWeitfeld = 2
nλ

NA2
,

zkonfokal = 1,5
nλ

NA2
. (2.41)

Dabei ist zu beachten, dass diese stark durch die Wahl der Pinhole-Lochblende beein�usst
werden kann (Abb. 2.9).
In den Gleichungen (2.39)-(2.41) wird das Objektiv über die numerische Apertur NA cha-
rakterisiert. Diese ist das Produkt aus Brechungsindex n und dem halben Ö�nungswinkel ϑ
des Objektivs:

NA = n sinϑ, (2.42)

Die experimentelle Umsetzung des konfokalen Prinzips ist in Abb. 2.10(a) dargestellt. Das
Anregungslicht aus einer punktförmigen Lichtquelle wird über einen farbabhängigen Strahl-
teiler in das Objektiv gelenkt und so innerhalb der Probe fokussiert. Das Detektionslicht wird
vom selben Objektiv gesammelt, durch den farbabhängigen Strahlteiler vom Anregungslicht
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Abb. 2.10.:
Konfokales Prinzip. (a) Das Licht einer punktförmigen Lichtquelle wird über eine Linse parallel ge-
bündelt, über einen dichroitischen Strahlteiler in das Objektiv gelenkt, welches das Licht im Brennpunkt
fokussiert. Das dort emittierte Fluoreszenzlicht wird von demselben Objektiv gesammelt, parallel gebün-
delt, am Dichroit transmittiert und schlieÿlich auf einen punktförmigen Detektor fokussiert. Durch die
punktförmige Dektektion und Anregung wird erreicht, dass nur Fluoreszenzlicht aus einer dünnen Schicht,
der Fokusebene, gesammelt wird. Dadurch wird die Au�ösung entlang der optischen Achse erhöht. (b)
Experimentelle Umsetzung: Durch den Einbau eines telezentrischen Linsensystems wird eine zusätzliche
konfokale Ebene erzeugt, in der eine Lochblende montiert wird, deren Ö�nung, projeziert in die Probene-
bene, der Fokusgröÿe entspricht.

getrennt und durch eine Linsenoptik auf den Punktdetektor fokussiert. Zusätzlich kann dieser
Aufbau mit einem telezentrischen Linsensystem im gemeinsamen Strahlengang der Anregung
und Detektion erweitert werden (Abb. 2.10(b)). Dadurch steht eine zusätzliche konfokale Ebe-
ne zwischen den Linsen zur Verfügung, in der die Pinhole-Lochblende montiert werden kann.
Die Erfassung eines kompletten Bildes der Probe wird durch ein punktweises Abtasten der
Probe erreicht. Dafür kann entweder das Beobachtungsvolumen über eine galvano-gesteuerte
Optik durch die Probe (engl. laser scanning), oder auch die Probe relativ zum Beobachtungs-
volumen durch Piezoelemente bewegt werden (engl. sample scanning).

2.4.3. Verdünnung auf Einzelmolekülniveau

Aufgrund der konfokalen Abbildung, die im Abschnitt 2.4.2 vorgestellt wurde, kann ein sehr
kleines Beobachtungsvolumen in der Gröÿenordnung von nur 10−15 l erzeugt werden. So kön-
nen bei immobilisierten Proben einzelne, ausgewählte Moleküle angeregt werden, indem die
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2.4. Einzelmolekülspektroskopie

〈N〉 p(N = 1) p(N ≥ 2)

1 36,8% 26,5%
0,5 30,5% 9,1%
0,1 9,0% 0,5%
0,01 0,998% 0,002%

Tab. 2.1.:
Poissonverteilung der Teilchen. Au�istung der Wahrscheinlichkeiten für das Auftreten von Ereignissen, bei
denen entweder genau ein Teilchen im Beobachtungsvolumen ist (p(N = 1)) oder mindestens zwei Teilchen
im Beobachtungsvolumen sind (p(N ≥ 2)). Die mittlere Zahl der Teilchen im Beobachtungsvolumen ist
durch 〈N〉 gegeben.

Probe entsprechend im Beobachtungsvolumen positioniert wird. Aber auch in Lösungsexpe-
rimenten unter freier Di�usion ist eine Beobachtung einzelner Moleküle möglich. In diesem
Fall muss durch eine entsprechend geringe Konzentration der Probe sichergestellt sein, dass
sich bei einem �uoreszenten Ereignis mit erhöhter Wahrscheinlichkeit nur ein Teilchen im Fo-
kus be�ndet. Folgt die Teilchenzahl im Anregungsvolumen einer Poissonverteilung, können
die Wahrscheinlichkeiten für ein Teilchen p(N = 1) bzw. mind. zwei Teilchen p(N ≥ 2) im
Beobachtungsvolumen bei einer vorgegebenen mittleren Teilchenzahl 〈N〉 berechnet werden.
Die Ergebnisse sind in Tab. 2.1 aufgeführt. 〈N〉 ist durch die Auswertung von Autokorre-
lationskurven des Fluoreszenzsignals experimentell zugänglich (siehe Abschnitt 2.4.6). Bei
einer mittleren Teilchenzahl von 〈N〉 = 0,1 ist die Wahrscheinlichkeit, dass es sich nur um
ein Teilchen handelt, bereits um den Faktor 10 höher als die Wahrscheinlichkeit, dass zwei
Teilchen beobachtet werden. Eine weitere Verdünnung betont zwar dieses Verhältnis stärker,
führt aber auch zu deutlich längeren Messzeiten, da die Wahrscheinlichkeit für ein Fluores-
zenzereignis insgesamt sinkt.

2.4.4. Signal-zu-Rausch-Verhältnis

Die Zahl der emittierten Photonen pro Zeiteinheit der Fluorophore stellt das Messsignal der
Einzelmolekülspektroskopie dar. Dabei handelt es sich um eine Poisson-verteilte Zufallsgröÿe
mit einer geringen Wahrscheinlichkeit für das Eintreten des Ereignisses der Detektion eines
Photons. Die Wahrscheinlichkeit P (n) für die Detektion von n Photonen ist:

P (n) =
〈N〉n

n!
exp [−〈N〉] . (2.43)

〈N〉 ist der Mittelwert der detektierten Photonen, der mit einer Standardabweichung ∆〈N〉
bestimmt ist:

∆〈N〉 =
√
〈N〉. (2.44)

Dieses poissonverteilte Rauschen der Zählrate um den Mittelwert 〈N〉 wird als Schrotrau-
schen bezeichnet.
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2. Grundlagen

Abb. 2.11:
Signal-zu-Rausch-Verhältnis. Für das Signal-
zu-Rausch-Verhältnis (orange)[39] sind neben dem
durch Sättigung begrenzten Fluoreszenzsignal
(blau) die Dunkelzählrate des Detektors (grau) und
das Streusignal (grün) zu berücksichtigen.
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Zusätzlich zu diesem Fluoreszenzsignal wird ein Hintergrundsignal gemessen. Dieses setzt
sich zusammen aus der anregungsunabhängigen Dunkelzählrate Nd des Detektors und dem
Streusignal (CbIL) aus Rayleigh- und Ramanstreuung, das proportional zur Anregungsinten-
sität IL ist. Für das Signal-zu-Rausch-Verhältnis (SRV ) kann folgender Zusammenhang [39]
aufgestellt werden:

SRV =
ηDetkEm√

ηDetkEm + CbIL +Nd

√
Tint, (2.45)

mit ηDet als Detektionse�zienz, kEm als Emissionsrate und Tint als Integrationszeit. Die
Emissionsrate unterliegt dabei einer Sättigung (Gl. (2.11)). Wie aus Gl. (2.45) und Gl. (2.11)
folgt, kann das Signal-zu-Rausch-Verhältnis durch Anpassung der Anregungsleistung opti-
miert werden (gelber Balken in Abb. 2.11).

2.4.5. Einzelmolekül-FRET

Die Energietransfere�zienz kann für einzelne Moleküle bestimmt werden. Dafür müssen die
emittierten Fluoreszenzphotonen spektral in den Donor- und Akzeptorkanal (rote, blaue Linie
in Abb. 2.12, Mitte) aufgetrennt werden. In Lösungsexperimenten di�undieren die Moleküle
frei durch das Anregungsvolumen (Abb. 2.12, links) und emittieren dabei einen Schwall an
Photonen. Diese Einzelmolekülereignisse werden im transienten Verlauf der detektierten Pho-
tonen pro Zeiteinheit durch Schwellwerte (gestrichelte Linie in Abb. 2.12, Mitte) selektiert.
Für jedes dieser Ereignisse können aus den gezählten Photonen pro Zeiteinheit im Donor- und
Akzeptorkanal die Energietransfere�zienz Et, aber auch weitere Parameter wie die Stöchio-
metrie SV berechnet werden (siehe Abschnitt 3.3.1). Um eine Aussage über die Verteilung
der so ermittelten Energietransfere�zienzen zu erhalten, wird die Häu�gkeit von Et aller
Ereignisse in einem Histogramm H(Et) aufgetragen (Abb. 2.12, rechts). Dieses grundlegende
Prinzip ist in Abb. 2.12 schematisch zusammengefasst.
Aus der Form der Et-Verteilung lassen sich Aussagen über das markierte Molekül ableiten.
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Abb. 2.12.:
Prinzip der Einzelmolekül-FRET-Experimente. Die doppelt markierten Moleküle di�undieren durch
das Anregungsvolumen (links). Das transiente Fluoreszenzsignal wird in spektral getrennten Kanälen auf-
gezeichnet (Mitte). Durch das Setzen eines Schwellwertes (gestrichelte Linie) werden Ereignisse erkannt.
Für jedes Ereignis wird Et berechnet und im Histogramm aufsummiert (rechts).

Oft wird die Verteilung mit einer Gauÿfunktion angepasst. Weist die Verteilung aufgrund
ihrer Position im Randbereich des Histogramms mit Et ≥ 0 oder Et ≤ 1 eine Asymmetrie
auf (Abb. 2.13), wird alternativ eine logarithmische Normal-Verteilung [57] benutzt:

H(Et)Gauÿ = A · exp

[
−(Et − 〈Et〉)2

2σ2

]
, (2.46)

H(Et)LogN = A · exp

[
−
(

ln (1−Et)/(1−〈Et〉)

width

)2
]
. (2.47)

Aus dem Mittelwert 〈Et〉 der Verteilung kann bei richtiger Korrektur ein mittlerer Abstand
der Farbsto�e berechnet werden. Die Breite der Verteilung ist durch das statistische Schrot-
rauschen der geringen Zählraten an Fluoreszenzphotonen bedingt (Abb. 2.13), welches bei
einer gauÿförmigen Verteilung wie folgt angegeben wird [63]:

σ2
Stat =

〈Et〉(1− 〈Et〉)
〈n〉

. (2.48)

Ein Verbreiterung über σStat hinaus kann sowohl als statische Abstandsverteilung interpre-
tiert werden, kann aber auch durch weitere Ein�üsse wie Dejustage des experimentellen Auf-
baus, Photophysik und eingeschränkte Rotation der Farbsto�e oder auch interne Dynamik
des Moleküls bedingt sein. Diese E�ekte werden im Abschnitt 4 anhand des Proteins TtSlyD
und verschiedener Referenzproben ausführlich kontrolliert und diskutiert.
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2. Grundlagen

Abb. 2.13:
Schrotrauschen in der Energietransfere�zienz. Simu-
lation von Et-Verteilungen, die allein eine durch Schrotrau-
schen bedingte Breite aufweisen. Die Gesamtphotonenzahl
ist 〈n〉 = 60, dabei verteilen sich die Photonen im Verhältnis
1 : 11 (rot), 1 : 3 (gelb) bzw. 1 : 1 (braun) auf den Akzeptor-
und Donorkanal (und umgekehrt).
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2.4. Einzelmolekülspektroskopie

2.4.6. Korrelationsspektroskopie

Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (engl. fluorescence correlation spectroscopy, FCS)
basiert auf der Auswertung von Fluktuationen im gemessenen Fluoreszenzsignal. Daraus
können Informationen über die Dynamik bzw. Kinetik des Systems gewonnen werden. Im
Gegensatz zu Einzelmolekülexperimenten an immobilisierten Molekülen wird die FCS in Lö-
sung angewandt. So wird aufgrund der durch die Di�usion begrenzten Aufenthaltszeit der
Fluorophore im Beobachtungsvolumen das Photobleichen minimiert. Die Theorie der FCS
wurde in den 1970ern erstmals beschrieben [50, 51, 64]. Aber erst in den 1990ern, zum einen
mit der Einführung hoche�zienter Detektoren, stabiler Laser und der konfokalen Optik, zum
anderen mit der Synthese e�zienter Farbsto�e, fand die FCS eine wachsende Zahl von An-
wendungen [53].
Die Grundlage der FCS ist die Möglichkeit, nur wenige Teilchen zur gleichen Zeit in einem mi-
nimalen Volumen beobachten zu können (siehe Abschnitte 2.4.2 und 2.4.3). Deren Dynamik
führt zu Fluktuationen δF (t) im Signal F (t):

F (t) = 〈F 〉+ δF (t),

〈δF (t)〉 = 0. (2.49)

Aus diesen Fluktuationen kann die Autokorrelationsfunktion G(τ) berechnet werden, welche
die Selbstähnlichkeit des Signals in Abhängigkeit von der Zeit beschreibt:

G(τ) = 1 +
〈δF (t)δF (t+ τ)〉

〈F (t)〉2
,

G(τ) =
〈F (t)F (t+ τ)〉
〈F (t)〉2

. (2.50)

〈〉 beschreibt den Mittelwert gegenüber der Zeit t. Die Di�usion der Fluorophore durch das
Beobachtungsvolumen, Photophysik, Rotation, Konformationsänderungen, Komplexbildung
und viele weitere Phänomene, die zur zeitlichen Änderung des Fluoreszenzsignals führen,
können in der Korrelationsfunktion durch einen Anstieg oder Abfall erfasst werden. Die freie
Di�usion durch ein Beobachtungsvolumen, das mit einer dreidimensionalen Gauÿverteilung
I(x,y,z) mit den Halbachsen ω0 und z0 angepasst werden kann (siehe auch Gl. (2.38)):

I(x,y,z) = I0 exp

[
−2(x2 + y2)

ω2
0

]
exp

[
−2z2

z2
0

]
, (2.51)

führt zu einer Autokorrelation der Form [34]:

G(τ) = 1 +Gdi�(τ),

Gdi�(τ) =
1

N

1

1 + τ
τD

1√
1 + S2 τ

τD

. (2.52)
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2. Grundlagen

N ist die mittlere Anzahl der Teilchen im Beobachtungsvolumen, S der Strukturfaktor mit
S = ω0

z0
und τD ist die mittlere Aufenthaltszeit der Teilchen im Beobachtungsvolumen (Abb.

2.14). τD ist nach Gl. (2.53) mit dem Di�usionskoe�zienten D verknüpft:

τD =
ω2

0

4D
. (2.53)

Aus der mittleren Zählrate und der Teilchenzahl im Beobachtungsvolumen kann die moleku-
lare Helligkeit MB (engl. molecular brightness) bestimmt werden:

MB =
〈F (t)〉
N

. (2.54)

Zeigen die Fluorophore Photophysik mit Übergängen in den Triplettzustand, entsteht ein
zusätzlicher exponentieller Abfall der Korrelationskurve Gtrip(τ) mit:

G(τ) = 1 +Gtrip(τ)Gdi�(τ),

Gtrip(τ) = 1 +
T

1− T
exp

(
− τ

τT

)
. (2.55)

Der relative Anteil der Moleküle, die sich im Triplettzustand be�nden, wird mit T beschrie-
ben. Die Zeit τT charakterisiert den exponentiellen Abfall. Der Kehrwert entspricht der Sum-
me der Hin- und Rückrate (Interkombination) in den und aus dem Triplettzustand (siehe
Abschnitt 2.3):

(τT)−1 = kISC + krISC. (2.56)

Abweichungen sowohl von der freien Di�usion als auch von der dreidimensionalen Gauÿform
des Beobachtungsvolumens führen zur Einführung eines Streckungsfaktors β in der Korrela-
tionsfunktion:

Gdi�(τ) =
1

N

1√
1 +

(
τ
τD

)β 1√
1 + S2

(
τ
τD

)β . (2.57)

Wird das Fluoreszenzsignal spektral, polarisationsabhängig oder durch einen 50%igen Strahl-
teiler aufgetrennt und in verschiedenen Kanälen (1 und 2) detektiert, dann können die Fluo-
reszenzsignale F1 und F2 kreuzkorreliert werden, mit:

G12(τ) = 1 +
〈δF1(t)δF2(t+ τ)〉
〈F1(t)〉〈F2(t)〉

,

G12(τ) =
〈F1(t)F2(t+ τ)〉
〈F1(t)〉〈F2(t)〉

. (2.58)

Durch die Verwendung von zwei Detektoren lässt sich zum Beispiel das Artefakt des Nachim-
pulses (engl. Afterpulse, Anstieg bei 10−7 s in Abb. 2.14) unterdrücken, indem statt der Au-
tokorrelation die Kreuzkorrelation nach einer 50%-Aufspaltung berechnet wird. Diese wird
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Abb. 2.14:
Autokorrelation. Verlauf einer Autokorrelati-
onskurve Gxx des Fluoreszenzsignals von Fluo-
rophor x. Die Moleküle von x di�undieren frei
in einem dreidimensionalen gauÿförmigen Anre-
gungsvolumen mit τD = 200µs, N = 5 und S =
0,2 (orange). Zusätzlich zeigen sie eine Triplett-
Photophysik mit τT = 2µs (braun). Die Autokor-
relation ist für kurze Zeiten im Bereich von 10−7 s
mit dem Nachimpuls-Artefakt (grau) überlagert.

als Pseudoautokorrelation bezeichnet.
Bei einer polarisationsabhängigen Auftrennung entstehen Änderungen in der Kreuzkorrela-
tionsfunktion im Zeitbereich der Rotation der Fluorophore.
Die spektrale Auftrennung bietet die Möglichkeit, Informationen von verschiedenen Farbstof-
fen zu gewinnen. So kann zum Beispiel eine Komplexbildung nach unterschiedlicher Markie-
rung der Bindungspartner in der Kreuzkorrelation nachvollzogen werden. In dieser Arbeit
wurde die Dynamik innerhalb des Zwei-Domänen-Proteins TtSlyD auf diese Weise unter-
sucht. Das Protein wurde mit zwei Farbsto�en �uoreszent markiert, zwischen denen FRET
messbar ist (Abschnitt 2.3.4). Durch die intramolekulare Dynamik des Proteins ändert sich
der Abstand zwischen den Farbsto�en. Dies resultiert in antikorrelierten Veränderungen der
Fluoreszenzintensitäten von Donor und Akzeptor, welche durch einen Anstieg in der Kreuz-
korrelationsfunktion bzw. durch einen zusätzlichen Abfall in der Autokorrelationsfunktion im
Zeitbereich der Dynamik τdyn sichtbar werden. Diese Zusammenhänge werden detailliert in
Abschnitt 4.3.3 erläutert und diskutiert.
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3. Materialien und Methoden

Nach der Einführung in die theoretischen Grundlagen der Methoden, die in dieser Arbeit zum
Einsatz gekommen sind und der Vorstellung des Proteins TtSlyD, sollen nun die benutzten
Geräte, Materialien und Analysemethoden selbst vorgestellt werden. Zunächst werden die
Fluoreszenzfarbsto�e und die sie charakterisierenden Parameter eingeführt und die �uores-
zente Markierung des Proteins TtSlyD mit diesen Farbsto�en erläutert. Weiterhin werden
alle weiteren in dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien vorgestellt. Daraufhin wird auf den
experimentellen Aufbau, das Konfokalmikroskop, eingegangen. Folgend werden die Verfah-
ren erklärt, mit denen die gezählten Einzelphotonendaten analysiert wurden. Zum Abschluss
wird die Simulation von experimentell zugänglichen Daten theoretisch eingeführt.

3.1. Materialien

3.1.1. Fluoreszente Markierung

3.1.1.1. Farbsto�e und deren Position

Mit Hinblick auf die Fragestellung nach einer möglichen Dynamik zwischen den Domänen
und einem Zusammenhang zur enzymatischen Wirkung wurde TtSlyD mit einem FRET-
Farbsto�paar markiert, sodass Änderungen im Abstand der Farbsto�e als Änderung der
Energietransfere�zienz messbar werden. Die Position der Farbsto�e wurde so gewählt, dass
jeweils eine Domäne �uoreszent markiert ist, Funktion und Stabilität gegenüber dem Wildtyp
aber nicht wesentlich geändert werden (siehe dazu auch Abschnitt 4.2). Durch Mutationen
werden Cysteine in den Wildtyp eingebaut, an denen die Farbsto�e binden. Aus den Kris-
tallstrukturen für den Wildtyp [4] kann für die Variante D82C/T139C ein mittlerer Abstand
von r = 48 Å zwischen den Cα-Atomen der beiden Farbsto� tragenden Aminosäuren er-
mittelt werden. In Bezug auf diesen Abstand wurden Alexa Fluor 488 (AF488) (Invitrogen,
Molecular Probes, Eugene, OR, USA) als Donorfarbsto� und Atto 647N (A647N) (Atto-Tec
GmbH, Siegen, Deutschland) als Akzeptorfarbsto� mit einem Försterradius R0 = 52 Å ge-
wählt (Abb. 3.1(a)). Dieser ergibt sich nach Gl. (2.25) aus den Herstellerangaben für die
Spektren der freien Farbsto�e in Lösung und die Fluoreszenzquantenausbeute des Donors
QD = 0,93, aus dem Brechnungsindex n = 1,33 und einem mittleren Orientierungsfaktor
κ2 = 2/3. Die Extinktionskoe�zienten für die Farbsto�e sind εAF488 = 72000 M−1cm−1 bei
λ = 494 nm und εA647N = 150000 M−1cm−1 bei λ = 644 nm (lt. Herstellerangaben). Die
angegebenen Wellenlängen entsprechen jeweils der maximalen Absorption des Farbsto�es.
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Abb. 3.1.:
Überlappungsintegral und Abstandsabhängigkeit. Das Farbsto�paar AF488 und A647N am Protein
TtSlyD. (a) Absorptionsspektrum von AF488 (blau), Fluoreszenzspektrum von A647N (rot) und Funktion
des Überlappungsintegrals (orange schra�ert). (b) Energietransfere�zienz in Abhängigkeit des Abstan-
des r zw. AF488 und A647N mit R0 = 52 Å. Die Abstände für die Varianten D82C/T139C (A: 48 Å)
und P68C/E111C (B: 22 Å) aus der Kristallstruktur des Wildtyps von TtSlyD [4] sind als Fadenkreuz
eingetragen.

Für Vergleichsexperimente wurden sowohl die Position des Cysteins mit der Doppelvariante
D82C/E137C geändert als auch der Akzeptorfarbsto� mit Atto 655 (A655) (Atto-Tec GmbH,
Siegen, Deutschland) alternativ gewählt.
Für die separate Beobachtung der Faltung der IF-Domäne wurde die Variante P68C/E111C
mit AF488 und A647N markiert. Beide Farbsto�e be�nden sich in der IF-Domäne, mit ei-
nem Abstand von nur r = 22 Å (Fadenkreuz in Abb. 3.1(b)) in der Kristallstruktur [4]. Die
Farbsto�e haben aber mit 43 Aminosäuren einen ähnlichen sequentiellen Abstand wie bei
der Variante D82C/T139C (sequentieller Abstand beträgt 57 Aminosäuren). Dies ermöglicht
den Vergleich der entfalteten Proteinketten.

3.1.1.2. Verfahren zur Markierung des Proteins

Für die �uoreszente Markierung des Proteins TtSlyD müssen Mutationen durchgeführt und
somit Cysteine in das Protein eingebaut werden. Deren reduzierte Thiolgruppen können mit
den Maleimidgruppen der Farbsto�e Thioetherbindungen aufbauen (Abb. 3.2).
Die verschiedenen Doppelvarianten D82C/T139C, D82C/E137C und P68C/E111C sowie
die entsprechenden Einzelvarianten von TtSlyD wurden nach Standardprotokollen [4] von
Christian Löw expremiert, aufgereinigt und bereitgestellt. Für die �uoreszente Markierung
wurden die mit Maleimid funktionalisierten Formen der Farbsto�e AF488, A647N und A655
verwendet. Die Standardchemikalien wie Dimethylsulfoxid (DMSO), Dithiothreitol (DTT)
und Guanidinhydrochlorid (GdHCl) wurden von Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) bezo-
gen.
Die �uoreszente Markierung der Proteine erfolgte innerhalb einer Glovebox (engl. für Hand-
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O Abb. 3.2:
Thioether-Bindung. Zwischen der
Maleimidgruppe des Fluoreszenzfarb-
sto�s und der Thiolgruppe (SH) des
Proteins wird eine Thioetherbindung
(rot umrandet) aufgebaut und so der
Farbsto� stabil am Protein gebunden.
Aufgrund der für die Bindung notwen-
digen Thiolgruppe ist diese Form der
�uoreszenten Markierung spezi�sch, da
die Farbsto�e nur an Cysteine des Pro-
teins binden können.

schuhkasten) unter Argon-Atmosphäre. So wird Sauersto� ausgeschlossen, die reduzierten
Thiolgruppen der Cysteine für die Bindung der Farbsto�e bleiben länger bestehen. Die Pro-
ben wurden für zwei Stunden in 6 M GdHCl und 1 mM DTT (50 mM Natriumphosphatpu�er
bei pH = 7,0) inkubiert, um mögliche Disul�dbrücken und Aggregate zu lösen. Die Rückfal-
tung erfolgte mit einem Pu�erwechsel durch eine PD-10-Tropfsäule (GE Healthcare, Buck-
inghamshire, UK). In dieser Tropfsäule erfolgt die Auftrennung der Substanzen nach dem
Prinzip der Gröÿenausschluss-Chromatographie. Unter nativen Bedingungen (50 mM Natri-
umphosphatpu�er bei pH = 7,0) wurden die Proben für zwei Stunden mit einem ungefähr
zweifachen Überschuss der Farbsto�e inkubiert. Diese wurden zuvor in DMSO gelöst, für
20 min im Ultraschallbad behandelt und vor der Zugabe zur Proteinlösung gemischt. Über-
schüssiger Farbsto�, der nicht an ein Cystein gebunden ist, wird durch Auftrennung über
eine PD-10-Tropfsäule vom Protein getrennt. Dafür wurden Fraktionen von je 500µl aufge-
fangen und für jede Fraktion ein Absorptionsspektrum aufgenommen (Nanodrop 1000 von
Thermo Fisher Scienti�c Inc., Wilmington, DE, USA). In Abb. 3.3 sind die Spekren für die
Markierung der Variante D82C/T139C mit AF488 und A647N dargestellt. Das markierte
Protein durchläuft die Säule am schnellsten (orange unterlegt), der Donorfarbsto� wird lang-
samer, aber scharf eluiert (blau unterlegt). Nur der Akzeptorfarbsto� zeigt eine sehr breite
Bande (rot unterlegt) und kann nicht komplett von der Säule eluiert werden. Dies ist mit
hydrophoben Wechselwirkungen zum Säulenmaterial zu begründen. Optional wurde mögli-
cher freier Farbsto� durch einen Microcon-Filter (Grenzwert 3 kDa, Millipore Corp., Bedford,
MA, USA) bei 14000 g von der Proteinlösung abzentrifugiert. Die Lösungen mit markiertem
Protein wurden in 10µl-Fraktionen aliquotiert und bei −80 ◦C gelagert.

3.1.2. Probenvorbereitung

Die markierten Proteinproben wurden in Probenpu�er (50 mM Natriumphosphatpu�er bei
pH = 7,5, 100 mM NaCl) verdünnt. Um Adhäsion an der Deckglasober�äche zu vermeiden,
enthielt dieser Pu�er zusätzlich 0,001% (v/v) des Detergens' Tween20 (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland). Für die Einzelmolekülmessungen wurden die Proben auf ca. 100 pM

verdünnt. Für die Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer und Anisotropie wurden 1000fach
höhere Konzentrationen verwendet. Für die Entfaltung des Proteins wurde das Denaturie-
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Abb. 3.3:
Kontrolle des Markierungsverfahrens. Die
Lösung aus dem mit AF488 und A647N mar-
kierten Protein und den überschüssigen freien
Farbsto�en wird über eine PD-10-Tropfsäule
(Gröÿenausschluss-Chromatographie) aufgetrennt
und in 500µl-Fraktionen aufgefangen. Aus den Ab-
sorptionsspektren jeder Fraktion wird die Absorption
bei λ = 280 nm (orange), bei λ = 488 nm (blau)
und bei λ = 647 nm (rot) für die Bestimmung
der Protein-, der Donorfarbsto�- und der Akzep-
torfarbsto�konzentration bestimmt. Das markierte
Protein wird aufgrund der höchsten molekularen
Masse am schnellsten eluiert. Dann folgen die freien
Donor- (blau unterlegt) und Akzeptorfarbsto�e (rot
unterlegt).
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rungsmittel GdHCl (BioUltra 8 M, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) verwendet, im Pro-
benpu�er verdünnt und auf den pH = 7,5 eingestellt. Die genaue Konzentration c = [GdHCl]
wurde aus dem Brechungsindexunterschied des Pu�ers ∆n mit und ohne GdHCl bestimmt
[65]:

c = 57,147∆n+ 38,68 (∆n)2 − 91,6 (∆n)3 . (3.1)

3.1.3. Messkammer

Die Messungen im nativen Pu�er wurden bei einem Probenvolumen von (3 . . . 5)µl auf ei-
nem mit Polymethylmethacrylat (PMMA) beschichteten Deckglas in einer Feuchtkammer
durchgeführt (Abb. 3.4(a)). Die Feuchtkammer ist mit einem Wasser getränkten Zellsto�tuch
präpariert worden. Dadurch entsteht eine hohe Luftfeuchte, die das Verdunsten des kleinen
Probenvolumens verhindert. Durch einen Barriere�lm (RotiLab Liquid Barrier Marker, Carl
Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) um den Probentropfen herum kann dieser nicht auf
dem Deckglas verlaufen. Für Messungen mit dem Denaturierungsmittel GdHCl wurde eine
Mikromesskammer verwendet (Abb. 3.4(b)). Die hohe Salzkonzentration in der Probe würde
zu einem osmotischen Anschwellen des Probentropfens in der Feuchtkammer führen. In der
Mikrokammer hingegen ist das Luftvolumen auf ein Minimum reduziert, die Mess�üssigkeit
verdunstet kaum, da schnell der Sättigungsdampfdruck in dem geringen Luftraum erreicht
ist. Die Mikromesskammer besteht aus zwei mit PMMA beschichteten Deckgläsern, die durch
einen Para�lm (Para�lm M, American National Can, Greewich, CT, USA) auf einen Abstand
von ca. 120µm (lt. Herstellerangaben) gehalten werden. Die Probe wird in eine Aussparung
vom Para�lm pipettiert.
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Abb. 3.4.:
Messkammer. Schematische Darstellung (nicht maÿstabsgerecht) der Messkammern für Messungen im
nativen Pu�er (a) und im hochkonzentrierten Salzpu�er (b). Die Probe (1) be�ndet sich auf einem mit
PMMA (3) beschichteten Deckglas (2). (a) Das Verlaufen des Tropfens (1) wird durch einen Barriere�lm (4)
verhindert. Die Feuchtkammer (5) ist mit einem in H2O bidest. getränkten Zellsto�tuch (6) präpariert. (b)
Mit einem Para�lm (7) wird ein zweites Deckglas auf Abstand gehalten und so eine luftdichte Mikrokammer
erzeugt.

3.1.4. Bindungspartner

Als Enzyminhibitoren wurden Rapamycin (Sirolimus 99 %) von Tecoland Corp. (Edison,
NJ, USA) und FK506 von Alexis Biochemicals (Lausen, Schweiz) bezogen. Diese wurden
jeweils in DMSO gelöst und im Probenpu�er bis zu einer Konzentration von cRapa = 70µM

bzw. cFK506 = 100µM verdünnt. Der verbleibende Anteil von weniger als 2 % DMSO in
H2O (v/v) ist vernachlässigbar. Mit einem KD ≈ 1µM für beide Inhibitoren [66] kann bei
Einzelmolekülkonzentration des Proteins (cProt ≈ 100 pM) und einer angenommenen Bin-
dungsstöchiometrie von 1 : 1 [67] davon ausgegangen werden, dass die beobachteten Proteine
mit dem Inhibitor wechselwirken.
Als Modellsubstrat für die durch TtSlyD katalysierte Rückfaltung wurde die reduzierte und
carboxymethylierte Form der Variante S54G/P55N der Ribonuklease T1 benutzt. RNase T1
wird im nativen Zustand durch zwei Disul�dbrücken stark stabilisiert [68]. Desweiteren be-
sitzt der Wildtyp von RNase T1 vier Proline, von denen zwei (P39, P55) in der nativen Form
in cis-Form vorliegen [69] (siehe Abb. 2.2(b)). Deren trans-zu-cis-Übergang ist der geschwin-
digkeitslimitierende Schritt der Rückfaltung [70, 71]. Um den komplexen Faltungsvorgang zu
vereinfachen, wurde die cis-S54-P55-Bindung durch eine trans-G54-N55-Bindung ersetzt [72].
Nach der Reduzierung und Carboxymethylierung der Thiolgruppen sind die Disul�dbrücken
deaktiviert, das Protein derartig destabilisiert, dass es in der entfalteten Form vorliegt. Erst
durch starke Erhöhung der Ionenstärke kann ein nativ ähnlicher Zustand erreicht werden
[68, 73].
Die Variante S54G/P55N der RNase T1 wurde, wie für den Wildtyp beschrieben [74], von
Carolin Haupt aufgereinigt, vorbereitet und bereitgestellt. Der Rückfaltungsansatz [5] wurde
so angepasst, dass Ribonuklease T1 (RCM-T1) ausgehend von einem Ammoniumacetatpu�er
(25 mM, pH = 5,0) auf 14µM in den nativen Probenpu�er mit einer TtSlyD-Konzentration
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von cProt ≈ 100 pM verdünnt wurde. Da im Einzelmolekülexperiment kein Salzsprung auf
2 M NaCl stattfand, bleibt RCM-T1 permanent entfaltet. Dennoch wird davon ausgegangen,
dass trans-zu-cis-Isomerisierungen durch TtSlyD katalysiert werden.
Insulin wurde von Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) bezogen und wie an anderer Stelle
verö�entlicht [75] präpariert. Das Insulin wurde in einer Konzentration von c = 200µM dem
nativen Pu�er von TtSlyD hinzugefügt. Die Messungen fanden zum Teil unter reduzierenden
Bedingungen mit DTT (cDTT = 20 mM) statt.
Das TAT-Peptid (NH2-QRRDFLKYSVALGVASALPLWSRAVFA-OH) wurde von Activotec
(Comberton, Cambridge, UK) bezogen und im nativen Pu�er gelöst. Durch Ultrazentrifu-
gieren wurden ausgefallene Anteile von der Lösung getrennt. Die Einzelmolekülmessungen
fanden bei einer Konzentration von c = 40µM statt.

3.1.5. Referenzproben

Für Referenzversuche wurde das Polyprolin Gly-(Pro)20-Cys (kurz: (Pro)20) mit den Farb-
sto�en AF488 am C-terminalen Cystein und A647N am N-terminalen Glycin entsprechend
Standardprotokollen [3] von Tobias Aumüller markiert und zur Verfügung gestellt. Die Pro-
ben wurden im nativen Probenpu�er analog zu TtSlyD verdünnt.

Eine weitere Referenzprobe ist doppelsträngige DNA (dsDNA), die von der IBA GmbH
(Göttingen, Deutschland) synthetisiert wurde. Die dsDNA besteht aus 23 Basenpaaren mit
folgender Sequenz

5′ − TAACACAGG(dT-AF488)CCCATCTGAATCG− 3′

3′ −ATTGTGTCCAGGGTAGAC(dT-A647N)TAGC− 5′. (3.2)

Dabei wurden die Thyminbasen in einem Abstand von neun Basen mit je einem Farbsto� des
FRET-Paares, AF488 und A647N, markiert. Zur Kontrolle wurde ein Absorptionspektrum
der dsDNA aufgenommen (Abb. A.1 im Anhang). Die Probe wurde in einem TE-Pu�er (Tris
10 mM, EDTA 1 mM, pH = 8,0) auf ca. c ≈ 100 pM verdünnt und analog zu TtSlyD gemessen
und ausgewertet.

Die dritte Referenzprobe sind TetraSpeck (TS)-Kugeln (Invitrogen, Molecular Probes, Euge-
ne, OR, USA). Es handelt sich dabei um Kugeln mit einem Durchmesser von dTS = 100 nm,
die mit vier Farbsto�en hochgradig markiert sind. Die Absorptions-/Fluoreszenzmaxima der
Farbsto�e liegen bei 360/430 nm, 505/515 nm, 560/580 nm und 660/680 nm. Die Stammlö-
sung oder -suspension der TS-Kugeln wurde direkt in H2O bidest. auf 10% (v/v) verdünnt.
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3.2. Experimenteller Aufbau

3.2.1. Konfokales Einzelmolekülmikroskop

Die in dieser Arbeit vorgestellten Experimente erfolgten bis auf wenige Ausnahmen an einem
in der Arbeitsgruppe konstruierten konfokalen Mikroskop (Abb. 3.5). Ein solches Konfokalmi-
kroskop zeichnet sich dadurch aus, dass die punktförmige Lichtquelle direkt als beugungsbe-
grenzter Fokus in die Probenebene abgebildet wird. Das dort emittierte Licht wird wiederum
beugungsbegrenzt auf die Detektions�äche fokussiert. Anregungs- und Detektionsstrahlen-
gang haben somit dieselbe fokale Ebene (konfokal). Licht, das auÿerhalb der fokalen Ebene
emittiert wird, wird durch eine Pinhole-Lochblende (engl. Pinhole - Nadelöhr) mit einem
Durchmesser im µm-Bereich blockiert. Eine detaillierte Beschreibung und Diskussion der
Verwendung einer Pinhole-Lochblende folgt in Abschnitt 4.1.2.

Abb. 3.5.:
Prinzipieller Aufbau der Messapparatur. Die einzelnen Bauelemente werden durch Abkürzungen
benannt. Der Detektionsstrahlengang (orange) kann abhängig von der Fragestellung eingestellt werden
(a,b bzw. c).

In dieser Arbeit erfolgt die Anregung mit verschiedenen Laserlinien, die über Spiegel und
einen wellenlängenabhängigen Strahlteiler (BS520DCXR, AHF Analysentechnik AG, Tübin-
gen, Deutschland) kombiniert und in eine gemeinsame Einzelmodenfaser (SMC-460, Schäf-
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ter&Kirchho�, Hamburg, Deutschland) eingekoppelt werden. Vor der Einkopplung wird die
Polarisation des Anregungslichts mit einer Kombination aus einem λ/2- und einem λ/4-Verzö-
gerungsplättchen (Melles Griot, Bensheim, Deutschland) angepasst. Am Ende der Faser tritt
nur die erste Mode des Lichts mit einem gauÿförmigen Intensitätspro�l aus. Wegen des gerin-
gen Faserdurchmessers (Modendurchmesser d = (3,0 . . . 4,1)µm [76]) wird das Faserende als
ideal punktförmige Lichtquelle angenommen. Durch ein apochromatisches Objektiv (Uplan-
Apo 4x/0.16, Olympus, Tokio, Japan), dessen Brennpunkt auf diesem Faserende liegt, wird
das divergente Anregungslicht zu einem Parallelstrahl kollimiert, dessen Durchmesser über
eine Lochblende eingestellt werden kann. Das so kollimierte Anregungslicht wird an einem
dichroitischen Strahlteiler (Z-405-470-633, AHF Analysentechnik AG, Tübingen, Deutsch-
land) re�ektiert und über ein telezentrisches Linsensystem (Tubuslinse mit der Brennweite
20 cm, Nikon, Japan) fokussiert. In der Fokusebene innerhalb des Linsensystems kann op-
tional eine Pinhole-Lochblende (Thorlabs, Newton, NJ, USA) mit einem Durchmesser von
d = (10 . . . 100)µm montiert werden. Hinter dem telezentrischen Linsensystem be�ndet sich
in einem Abstand der einfachen Brennweite einer Tubuslinse ein Wasserimmersionsobjektiv
mit der numerischen Apertur NA = 1,2 (CFI Plan Apochromat 60x WI, Nikon, Japan), das
das Anregungslicht in die Probe fokussiert. Vor dem Objektiv können Leistung und Polari-
sation des Anregungslichts mit einem Leistungsmessgerät (818-SL, Newport Corp., Irvine,
USA) und einem Analysator (Melles Griot, Bensheim, Deutschland) kontrolliert werden. Das
emittierte Fluoreszenzlicht wird durch dasselbe Objektiv gesammelt und durchläuft das te-
lezentrische Linsensystem erneut. Am dichroitischen Strahlteiler wird das Fluoreszenzlicht
transmittiert und somit vom Strahlengang des Anregungslichts getrennt. Je nach Zielstel-
lung des Versuchs wird der Strahlengang in der Detektion angepasst.
Abb. 3.5(a): Das Fluoreszenzlicht wird wellenlängenabhängig durch einen Langpass (BS640-
DCXR, AHF Analysentechnik AG, Tübingen, Deutschland) aufgeteilt. In jedem der beiden
Teilstrahlgänge be�ndet sich zusätzlich ein Bandpass�lter (Donorkanal: HQ525/50, Akzep-
torkanal: HQ685/70, AHF Analysentechnik AG, Tübingen, Deutschland) zur Unterdrückung
von Streulicht. Das Fluoreszenzlicht im Donorkanal wird zusätzlich durch einen polarisati-
onsabhängigen Strahlteiler (PBS, Melles Griot, Bensheim, Deutschland) aufgeteilt. Alle drei
Strahlgänge werden durch achromatische Linsen (Brennweite 50 cm) auf die Detektoren fo-
kussiert. Diese werden aufgrund ihrer kleinen aktiven Detektions�äche von d = 175µm [77]
als punktförmig angenommen.
Abb. 3.5(b): Der Aufbau ist analog zu (a), allerdings wird auf die Information der Polarisati-
on im Donorkanal verzichtet. Dieser Aufbau wird meist zur Bestimmung der Transfere�zienz
gewählt.
Abb. 3.5(c): Der einfachste Aufbau dient der Messung von Fluoreszenzlebensdauern und
Anisotropien. Das Detektionslicht durchläuft einen Bandpass�lter und einen Analysator, der
variabel auf eine bestimmte Polarisationsrichtung eingestellt werden kann. In diesem Fall
wird optional mit einem Luftimmersionsobjektiv (Plan 10x/0.25, Nikon, Japan) statt mit
einem Wasserimmersionsobjektiv gearbeitet.
Die Photonen werden von hochwertigen Avalanche-Photodioden (APD) (SPCM-AG 14, Per-
kin Elmer, Fremont, MA, USA) mit einer hohen Quantene�zienz (50 % bis 70 %, siehe auch
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Abb. 3.6) und einer geringen Totzeit (60 ns) detektiert und mit einer Zählkarte (TimeHarp
200, Picoquant GmbH, Berlin, Deutschland) gezählt. Die Pulse der Laserdioden steuern als
Trigger die Zählkarte. Die komplette Analyse der Daten wurde mit der Software Igor Pro
6.12A (Wavemetrics) vorgenommen.

3.2.2. Anregungsschema

Für die Anregung des Donorfarbsto�s stehen ein Dauerstrichlaser der Wellenlänge λ =

488 nm (frequenzverdoppelter Diodenlaser von Spectra Physics Cyan, Newport Corp., Ir-
vine, USA) und eine gepulste Laserdiode der Wellenlänge λ = 470 nm (LDH-P-C-470, Pi-
coQuant GmbH, Berlin, Deutschland) zur Verfügung. Die Anregung des Akzeptorfarbsto�es
erfolgt über eine gepulste Laserdiode der Wellenlänge λ = 635 nm (LDH-P-C-635, Pico-
Quant GmbH, Berlin, Deutschland). Die Frequenz der gepulsten Dioden wird über einen
Treiber (Sepia-PDL-808, PicoQuant GmbH, Berlin, Deutschland) gesteuert (ν = 10 MHz,
20 MHz, 40 MHz). Die Leistung der Laser wird rein mechanisch über das teilweise Abschat-
ten des Strahlengangs durch eine Schraube vor der Einkopplung in die Einzelmodenfaser
realisiert.

3.2.3. Probentisch

Die Versuche erfolgten auf Deckgläsern (22 mm× 22 mm, Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land), die durch Magnete auf einem Probentisch �xiert wurden. Dieser Probentisch kann
senkrecht zur optischen Achse (z-Achse) in der x-y-Ebene durch Piezoelemente bewegt werden
(P-733.2CL, Physik-Instrumente, Karlsruhe, Deutschland). Zur Änderung der Fokusposition
entlang der optischen Achse be�ndet sich das Objektiv auf einer von Piezokristallen gesteu-
erten Einheit (PiFoc, Physik-Instrumente, Karlsruhe, Deutschland), durch die das Objektiv
und somit der Fokus in der Probe verschoben werden kann. Auf diese Weise kann die rela-
tive Position des Fokus' zur Probe in einem dreidimensionalen (100× 100× 100)µm3-Raum
festgelegt werden.

3.2.4. Zählkarte

Während einer Messung werden die Daten der detektierten Photonen im TTTR-Modus (engl.
time-tagged-time-resolved) fortlaufend in eine Datei geschrieben. Dabei wird für jedes Photon
ein Eintrag angelegt, in dem die Kanalnummer des Detektors, die Makrozeit und die Mikro-
zeit binär kodiert sind. Die Makrozeit gibt die Zeitspanne zwischen Beginn der Messung und
der Detektion des Photons an. Sie wird mit einer Au�ösung von ∆t = 100 ns gespeichert. Die
Mikrozeit hingegen beschreibt die Zeitspanne zwischen einem Laserpuls (Triggersignal) und
der Detektion des Photons, welche mit einer Au�ösung von ∆t = 35 ps notiert wird. Dies
wird durch die TCSPC-Technik (engl. time correlated single photon counting, zeitkorrelier-
te Einzelphotonenzählung) realisiert. Aus den Mikrozeiten kann bei entsprechend häu�gem
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Abb. 3.6.:
Korrekturfaktor. Berechnung des Korrekturfaktors für AF488 (a) und A647N (b). Die Fluoreszenzpho-
tonen, beschrieben durch die Spektren IF,rel ((a) hellblau, (b) hellorange) passieren den Dichroit Z-405-470-
633 (grau), werden am Strahlteiler BS640DCXR (pink gepunktet) re�ekiert (a) bzw. transmittiert (b) und
passieren dann einen Bandpass�lter (dunkelrot: HQ525-50 in (a) bzw. HQ685-70 in (b)). Neben den Trans-
missionskurven dieser optischen Elemente (Trel) ist die E�zienz QAPD der APD (grün) zu berücksichtigen.
Man erhält die korrigierten Spektren (dunkelblau (a) bzw. dunkelorange (b)).

Durchlaufen eines Anregungszyklus die Lebensdauer des Farbsto�es bestimmt werden. Um
sicher zu stellen, dass ein Fluoreszenzphoton durch den direkt zuvor stattgefundenen La-
serpuls ausgelöst wurde, also pro Pulszyklus immer nur maximal ein Photon emittiert wird
(Vermeidung des Pile-Up-E�ektes1), sollte die mittlere Zählrate die Schwelle von 10 % der
Wiederholungsrate das Laserpulses nicht übersteigen.

3.2.5. Filter

Die Fluoreszenzphotonen (Fluoreszenzspektrum F (λ)) werden wellenlängenabhängig vom Di-
chroit transmittiert (gDC(λ)). Zur Berechnung der Energietransfere�zienz werden die Fluo-
reszenzphotonen durch wellenlängenabhängige Strahlteiler spektral aufgetrennt (Transmissi-
on der Akzeptorphotonen mit gwST(λ), Re�ektion der Donorphotonen mit (1−gwST(λ))). Zur
Unterdrückung des Streulichts werden zusätzlich Bandpass�lter benutzt, deren Transmissi-
onsbande mit dem Maximum des Fluoreszenzspektrums des jeweiligen Farbsto�es überein-
stimmt (gBP(λ)). Schlieÿlich detektieren die APD mit einer spektral abhängigen Quantene�-
zienz QAPD(λ). Durch den Einsatz dieser optischen Bauelemente kommt es zum Verlust von
Fluoreszenzphotonen. Der Korrekturfaktor q beschreibt diese Verluste�ekte:

q =

∫
(F (λ) · gDC(λ) · gwST(λ) · gBP(λ) ·QAPD(λ)) dλ∫

F (λ)dλ
. (3.3)

1Nach jedem Laserpuls (Triggersignal) kann nur die Mikrozeit eines einzelnen Photons bestimmt werden. Ein
weiteres Photon würde nicht in den Zählprozess eingehen und somit verloren gehen. Die frühen Photonen
werden bevorzugt. Dies wird als Pile-Up-E�ekt bezeichnet.
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Die Korrekturfaktoren für die in dieser Arbeit verwendeten Farbsto�e AF488 (qD), A647N
(qA) und A655 (qA2) sind:

qD = 0,28,

qA = 0,34,

qA2 = 0,33. (3.4)

Die Fluoreszenzspektren und die in die Rechnung einge�ossenen Spektralfunktionen gx(λ)

sind für die Farbsto�e AF488 und A647N in Abb. 3.6 dargestellt.

3.2.6. Spektrometer

Die Absorptionsspektren zur Bestimmung der Konzentration oder zur Qualitätskontrolle im
Markierungsprozess der Proteinproben wurden entweder am Nanodrop 1000 (peqLab Bio-
technologie GmbH, Erlangen, Deutschland) mit einem Probenvolumen von V = (2 . . . 3)µl

oder alternativ am JASCO V-550 (Jasco, Tokio, Japan) mit V = 100µl gemessen. Die Fluo-
reszenzspektren zur Bestimmung der Aktivität von TtSlyD wurden an einem Fluoreszenz-
spektrometer FP-6500 (Jasco, Tokio, Japan) aufgenommen. Für alle weiteren Fluoreszenz-
spektren wurde das Spektrometer LS50B (Perkin Elmer Inc., Waltham, MA, USA) genutzt.
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Abb. 3.7:
Prinzip der Aufteilung der Photonen im
POE-Schema. Die Photonen im Akzeptor- (rot)
und Donorkanal (blau) werden entsprechend ih-
rer Mikrozeiten aufsummiert. Farbig unterlegt sind
die Fenster, nach denen die Photonen sortiert wer-
den. Photonen im rot unterlegten Bereich resultie-
ren hauptsächlich aus der direkten Anregung des
Akzeptors, Photonen im blau unterlegten Bereich
aus der Anregung des Donors und dem Energie-
transfer auf den Akzeptor. Die Photonen im Zwi-
schenbereich (weiÿ) werden nicht in die Auswer-
tung einbezogen.
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3.3. Analyse der Daten

3.3.1. Analyse der FRET-Daten

In dieser Arbeit wurden die �uoreszenten Proben zur Bestimmung der Energietransfere�-
zienz stets im sogenannten POE-Schema angeregt (engl. pulsed overlaid excitation: pulsüber-
lagerte Anregung). Der Dauerstrichlaser (λ = 488 nm) für die Anregung des Donors wird
von einem gepulsten Laser (λ = 635 nm) überlagert, mit dem der Akzeptor direkt angeregt
wird. Da die hochfrequenten Pulse als Triggersignal in die Zählroutine der Photonen ein-
�ieÿen, können mit Hilfe der Mikrozeit, der Zeit relativ zum Laserpuls (s. Abschnitt 3.2),
die Photonen so geordnet werden, dass sie entweder nach reiner Anregung des Donors oder
nach zusätzlicher Anregung des Akzeptors emittiert wurden. In Abb. 3.7 werden die Photo-
nen entsprechend ihrer Ankunftszeiten relativ zum Laserpuls aufsummiert. Die vom Donor
emittierten Photonen sind vom Puls unbeein�usst. Die Anzahl der Akzeptorphotonen steigt
deutlich nach direkter Anregung und klingt mit der Fluoreszenzlebensdauer wieder auf das
Niveau der FRET-vermittelten Anregung ab. Die Grenzen für die Fenster �direkte Akzeptor-
anregung� und �FRET-vermittelte Akzeptoranregung� werden individuell mit der Zielstellung
einer deutlichen Trennung festgelegt. Die Photonen, die in den �Misch-Fenstern� detektiert
werden, �ieÿen nicht in die Auswertung ein.
Das Signal (Anzahl der Photonen) in den spektral aufgetrennten Kanälen (Sdon, Sakz) kann
somit zusätzlich nach der Anregung in S635

don, S
488
don, S

635
akz und S

488
akz sortiert werden (Abb. 3.8(a)),

wobei zu bemerken ist, dass im Fenster der �direkten Akzeptoranregung� zusätzlich der Do-
nor angeregt wird. Das POE-Schema ist vergleichbar mit dem Anregungsschema ALEX [78]
(engl. alternating laser excitation) bzw. PIE [79] (engl. pulsed interleaved excitation). Al-
lerdings wird in beiden Fällen auch der Donor mit einem gepulsten Laser angeregt, sodass
Donor- und Akzeptoranregung direkt getrennt werden können. PIE und ALEX bieten die
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3.3. Analyse der Daten

Möglichkeit, nicht nur die abstandsabhängige Energietransfere�zienz Et zu berechnen, son-
dern auch Informationen zum stöchiometrischen Verhältnis SV der gebundenen Farbsto�e
der markierten Moleküle zu bekommen. Dies ermöglicht, die Proteinproben statistisch zu
markieren (siehe Abschnitt 3.1.1.2):

Et =
S488
akz

S488
akz + S488

don

, (3.5)

SV =
S488
akz + S488

don

S488
akz + S488

don + S635
akz + S635

don

. (3.6)

Wird das System so justiert, dass die Gesamtsignalstärken während der Donoranregung und
Akzeptoranregung übereinstimmen S488 ≈ S635, so können donormarkierte Moleküle mit
SV ≈ 1 und akzeptormarkierte Moleküle mit SV ≈ 0 von den doppelt markierten Molekülen
mit 0,3 < SV < 0,8 getrennt werden [78]. In einer zweidimensionalen FAMS-Gra�k (engl.
fluorescence-aided molecule sorting) wie in Abb. 3.8(b) wird diese Auftrennung der Subpo-
pulationen erkennbar. Mit Et können zusätzlich die doppelt markierten Moleküle hinsichtlich
der Abstandsinformation analysiert werden. Da das POE-Schema nur eine überlagerte Ak-
zeptoranregung bietet, ist eine exakte Bestimmung von SV aus den Rohdaten nicht möglich.
Durch die Korrektur (?) der während der Akzeptoranregung gemessenen Signalstärken um die
während der Donoranregung gemessenen Signalstärken mit den entsprechenden Fensterbrei-
ten der Mikrozeit (∆t635, ∆t488) lassen sich jedoch mit den Gl. (3.7) und (3.8) FAMS-Gra�ken
berechnen, die qualitativ eine Unterteilung in Subpopulationen zulassen:

S635 ?
akz = S635

akz −
∆t635

∆t488
S488
akz , (3.7)

S635 ?
don = S635

don −
∆t635

∆t488
S488
don. (3.8)

Auch ohne Berechnung von SV hat das POE-Schema den groÿen Vorteil, dass man auf rela-
tiv einfache Weise die doppelt markierten Moleküle erkennen kann. Die akzeptormarkierten
Moleküle zeigen bei Donoranregung kein Signal, die donormarkierten Moleküle zeigen bei Ak-
zeptoranregung im Akzeptorsignal kein Signal. Mit zwei Schwellwerten, der Akzeptorschwelle(
S635
akz

)
min

und der Summenschwelle
(
S488
sum

)
min

, können so die Moleküle gefunden werden, die
bei Donor- und Akzeptoranregung ein Signal zeigen, somit doppelt markiert sind:

S635
akz >

(
S635
akz

)
min

S488
don + S488

akz >
(
S488
don + S488

akz

)
min

=
(
S488
sum

)
min

(3.9)

Das grundsätzliche Vorgehen zur Auswertung der in dieser Arbeit vorgestellten Di�usionsex-
perimente ist also die Erkennung von Einzelmolekülereignissen durch die geeignete Wahl von
Schwellwerten (Abb. 3.8(a)). Für jedes einzelne dieser Ereignisse werden die physikalischen
Kenngröÿen Et und SV berechnet. Die Ergebnisse werden in Histogrammen aufsummiert
und analysiert. Dieses Prinzip ist schematisch in Abb. 2.12 kurz zusammengefasst.
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Abb. 3.8.:
Sortieren der Moleküle nach Markierung mit Farbsto�en. (a) Durch das POE-Anregungsschema
wird das Fluoreszenzsignal in S635 nach direkter Akzeptor- und S488 nach Donoranregung unterteilt.
Mit der Wahl geeigneter Schwellen (gestrichelte Linien) könne Einzelmolekülereignisse erkannt werden.
(b) Berechnung einer FAMS-Gra�k aus den Intensitätsverhältnissen für jedes dieser Ereignisse nach Gl.
(3.5). Damit können die Subpopulationen nur donormarkierter (blau), nur akzeptormarkierter (rot) und
doppelt markierter (grün) Moleküle aufgetrennt werden. Im Fall der mit einem Akzeptor und Donor
markierten Moleküle (grün) erfolgt eine zusätzliche Auftrennung des Abstandes zwischen den Farbsto�en
(durch Striche angedeutet).

Werden Et und SV durch direkte Analyse der experimentellen Photonen-Rohdaten gewon-
nen, handelt es sich um apparente Gröÿen. Für die Berechnung der korrigierten Gröÿen muss
beachtet werden, dass die gemessenen Signalstärken um das Hintergrundsignal in beiden
Kanälen (IH,A,IH,D) reduziert werden müssen. Desweiteren müssen die Quantene�zienzen,
QA und QD, der Farbsto�e, die Sammele�zienzen und optischen Korrekturen aller optischen
Elemente im Strahlengang (qA, qD) und die Wahrscheinlichkeit für das Eindringen von Do-
norphotonen in den Akzeptorkanal α (engl. cross talk) nach Gl. (2.31) berücksichtigt werden.
Dieses ist im Fall von Et essentiell, sollten aus Et quantitative Rückschlüsse auf den Farb-
sto�abstand gezogen werden. Für relative Änderungen im Farbsto�abstand ist lediglich die
Konstanz aller Korrekturparameter sicherzustellen.

3.3.2. Analyse der Fluoreszenzlebensdauer

Für die Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer eines Farbsto�es wird dieser mit einem
gepulsten Laser angeregt und die Photonen entsprechend ihrer Mikrozeit (s. Abschnitt 3.2)
aufsummiert.
Das Histogramm N(t) in Abb.3.9 ergibt sich aus der Faltung der theoretischen Verteilung
der Photonen F (t) mit der Instrumentantwort-Funktion (engl. instrument response function)
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Abb. 3.9:
Beispiel einer experimentell bestimmten
Verteilung über Photonenankunftszeiten.
Die mit AF488 markierte Variante P68C des Pro-
teins TtSlyD wurde mit einem gepulsten Laser
(250 nW bei 470 nm, 10 MHz) angeregt. Im Hi-
stogramm werden die Ankunftszeiten relativ zum
Anregungspuls gezählt (orange). Ab einer Zeit
von t > 23 ns wird die Gl. (3.15) an die Daten-
punkte mit τ = (4,342± 0,004) ns angepasst. Die
IRF wurde mit dem identischen experimentellen
Aufbau in bidest. Wasser bei einer Leistung von
3,9µW gemessen. Der Verlauf wurde so skaliert,
dass beide Kurven vergleichbar sind.

IRF (t):

N(t) =

∫ t

−∞
F (t− t′) · IRF (t′)dt′. (3.10)

Geht man nun von einer IRF aus, die nur in einem zeitlich begrenzten Bereich t1 < t < t2
ungleich einem konstanten Hintergrundsignal c ist,

IRF (t) =


c t < t1,

f(t) t1 < t < t2,

c t > t2,

(3.11)

und betrachtet man nur Zeiten die deutlich gröÿer als Zeiten innerhalb dieses Intervalls
sind t � t2, so kann das Faltungsintegral aus Gl. (3.10) in drei Komponenten aufgespaltet
werden:

N(t) = c

∫ t1

−∞
F (t− t′) · dt′ +

∫ t2

t1

F (t− t′) · f(t′)dt′ + c

∫ t

t2

F (t− t′) · dt′. (3.12)

Die theoretische Verteilung der Photonenankunftszeiten eines Farbsto�s mit einer Fluores-
zenzlebensdauer τ folgt einem exponentiellen Abfall:

F (t) = A exp

[
− t
τ

]
,

F (t− t′) = A exp

[
− t
τ

]
· exp

[
t′

τ

]
. (3.13)

Setzt man Gl. (3.13) in Gl. (3.12) ein, so ergibt sich für das Signal N(t):

N(t) = B exp

[
− t
τ

]
+D + exp

[
− t
τ

] ∫ t2

t1

exp

[
t′

τ

]
· f(t′)dt′. (3.14)

Das Integral in Gl. (3.14) stellt einen zeitunabhängigen Skalierungsfaktor für den expo-
nentiellen Abfall dar. Zusammenfassend ergibt sich für exponentielle Verteilungen F (t) =
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Abb. 3.10.:
Ein�uss der IRF auf die Verteilung der Photonenankunftszeiten. Es wurde jeweils ein expo-
nentieller Abfall mit einer Lebensdauer von τ = 4 ns (rot) mit einer möglichen IRF (blau) gefaltet. Es
ergeben sich die Signalverläufe (orange), die für Zeiten t > 12,5 ns durch einen exponentiellen Abfall mit
Hintergrund (grau gestrichelt) mit einer Abfallszeit von τ = 4 ns und einem vernachlässigbar kleinen Fehler
angepasst werden konnten.

A exp
[
− t
τ

]
im Bereich t � t2, wobei t2 die Zeit darstellt, ab der die IRF nur noch einen

konstanten Hintergrundbeitrag liefert mit IRF (t > t2) ∼= c (s. Abb. 3.9 und Abb. 3.10:
t2 ≈ 10 ns):

N(t) ≈ a exp

[
− t
τ

]
+ b. (3.15)

Für die Bestimmung von Fluoreszenzlebensdauern aus einem Histogramm von Photonenan-
kunftszeiten folgt somit, dass für groÿe Zeiten eine Anpassung an einen exponentiellen Abfall
mit konstantem Hintergrund hinreichend ist im Vergleich zu einem komplizierten Variati-
onsverfahren. Bei diesem würden die Parameter eines theoretisch rein exponentiellen Abfalls
variiert werden. Dieser würde mit einer gemessenen IRF gefaltet werden, um das Ergebnis
mit dem gemessenen Histogramm zu vergleichen. Die Variation läuft so lange, bis die Abwei-
chungen zum gemessenen Histogramm minimiert sind.
Die vorangegangene Argumentation kann an simulierten Daten in Abb. 3.10 nachvollzogen
werden. Trotz verschiedener IRF -Konstrukte, kann mit einer Anpassung nach Gl.(3.15) die
Lebensdauer von τ = 4 ns bestimmt werden.

3.3.3. Analyse der Anisotropie-Daten

Für die Bestimmung des zeitabhängigen Anisotropiezerfalls r(t) wurden höher konzentrierte
Proben (c ≈ 100 nM) mit einem gepulsten Laser angeregt und die Histogramme der Mikrozei-
ten N(t) berechnet. Die Detektion erfolgte nach dem Schema in Abb. 3.5(c). Der Vorteil der
Verwendung eines Analysators und somit nur einer APD, statt eines polarisationsabhängigen
Strahlteilers und zwei APD, besteht darin, dass die Mikrozeithistogramme keinen zusätzli-
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Abb. 3.11:
Zeitabhängiger Anisotropie-Abfall.
Beispiel einer experimentell bestimmten
Verteilung über Photonenankunftszeiten
mit Betrachtung der Polarisationsrichtung
(dunkelgrau: Np, hellgrau: Ns). Berechnung
von r(t) (orange) und Anpassung durch
einen zwei-komponentigen exponentiellen
Abfall (grau gestrichelt). Die mit AF488
markierte Variante T139C des Proteins
TtSlyD wurde mit einem gepulsten Laser
(1µW bei 470 nm, 20 MHz) angeregt.

chen Zeitversatz durch unterschiedlich lange Lichtwege zum Detektor aufweisen. Die Probe
wurde jeweils einmal mit linear polarisiertem Licht senkrecht (Exc,0) und parallel (Exc,90)
zum optischen Tisch angeregt. Für beide Anregungsrichtungen wurde der Analysator im
Detektionsstrahlengang jeweils auf 0◦ (Det,0) und 90◦ (Det,90) gestellt. Die Anregungsleis-
tung ist bei den Einzelmessungen konstant. Statt des Wasserimmersionsobjektivs mit hoher
numerischer Apertur wurde ein Luftimmersionsobjektiv mit NA = 0,25 gewählt, um Depo-
larisationse�ekte durch das Objektiv zu minimieren [80].
Die Histogramme N(t) der detektierten Photonen aus den vier Messungen wurden kreuzweise
aufsummiert. So können unterschiedliche Transmissionseigenschaften und stellungsabhängige
Strahlversätze des Analysators ausgeglichen werden. Dabei ist zu beachten, dass die absolute
Zeitlänge der Einzelmessungen konstant ist.

Np(t) = NExc,90
Det,0 (t) +NExc,0

Det,90(t)

Ns(t) = NExc,0
Det,0 (t) +NExc,90

Det,90 (t) (3.16)

Np(t) und Ns(t) beschreiben die Histogramme der Photonen, die parallel bzw. senkrecht
zum Anregungslicht polarisiert sind. Aus diesen lässt sich die zeitabhängige Anisotropie r(t)
berechnen:

r(t) =
Np(t)−Ns(t)

Np(t) + 2Ns(t)
. (3.17)

Durch eine Anpassung an einen exponentiellen Abfall lässt sich die Rotationskorrelationszeit
θ bestimmen:

r(t) = A exp

[
− t
θ

]
+B. (3.18)

Für Farbsto�e, die an ein Protein gebunden sind, wird dieses Modell um die globale Rota-
tionskorrelationszeit des Proteins θProt erweitert. Mit y wird der Anteil der vollkommen frei
rotierenden Farbsto�e beschrieben.

r(t) = A

(
y exp

[
− t
θ

]
+ (1− y) exp

[
− t

θProt

])
+B (3.19)
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Für die Bestimmung der Gleichgewichtsanisotropien rGG werden dieselben Messungen ge-
nutzt, nur Mittelwerte der Zählraten 〈N〉 bestimmt und schlieÿlich analog zu Gl. (3.16)-(3.17)
die Anisotropie rGG berechnet. Analog wurde auch auf Einzelmolekülniveau für jedes Ein-
zelmolekülereignis diese Gleichgewichtsanisotropie des Donorfarbsto�s bestimmt. Dabei ist
zu beachten, dass in diesem Fall mit einem polarisationsabhängigen Strahlteiler gearbeitet
wurde (Abb.3.5(b)). Somit kann eine Korrektur durch kreuzweises Aufsummieren nicht statt-
�nden. Die Anisotropie ergibt sich direkt aus den gezählten Photonen in den beiden APD
für jedes Ereignis. Desweiteren ist zu bemerken, dass in diesem Fall mit dem Wasserimmer-
sionsobjektiv mit hoher numerischer Apertur (NA = 1,2) gemessen wurde. Wie in [80] aber
argumentiert wird, ist der Fehler durch die vom Objektiv verursachte Depolarisation geringer
als das Signalrauschen bei den geringen Photonenzahlen der Einzelmolekülereignisse.
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3.4. Monte-Carlo-Simulation

3.4.1. Simulation von FRET-Daten

Vergleichsdatensätze, die keinerlei Störein�üssen unterliegen, wurden mit Monte-Carlo-Me-
thoden simuliert. Die nötige Software wurde von Johannes Hohlbein programmiert. Für jedes
Molekül wurde ein dreidimensionaler Zufallsweg auf einem kartesischen Gitter innerhalb des
vorgegebenen zylindrischen Volumens simuliert. Mit jedem Zeitschritt kann der Donorfarb-
sto� des Moleküls entsprechend seiner Position relativ zum dreidimensionalen gauÿförmi-
gen Fokus angeregt werden, wobei die Wahrscheinlichkeit der Anregung direkt proportional
zur Leistung am Molekülort ist. Diese Anregung führt entweder zu einer direkten Emission
oder zum Energietransfer zum Akzeptorfarbsto� und dessen Emission. Dies wird stochastisch
durch die Energietransfere�zienz bestimmt. Ebenso können verschiedene FRET-Zustände si-
muliert werden, die sich in Et unterscheiden und durch Hin- und Rückraten untereinander
austauschen. So �ndet in jedem Zeitschritt der Austausch zwischen den verschiedenen Zu-
ständen mit einer Wahrscheinlichkeit statt, die sich aus jenen Raten ergibt. Das Simulations-
verfahren liefert Datensätze, die dem Format der im TTTR-Modus gespeicherten experimen-
tellen Daten entsprechen (s. Abschnitt 3.2.4). Für jedes detektierte Photon werden Makro-
und Mikrozeit gespeichert. Die Auswertung läuft somit analog zu derjenigen der experimen-
tellen Daten (s. Abschnitt 3.3). In Tab. 3.1 sind die Eingabeparameter zur Beschreibung des
Systems aufgeführt. Die Austauschraten und Et werden individuell angepasst.

3.4.2. Simulation von Anisotropiedaten

Für die Beurteilung der Anisotropiedaten von Einzelmolekülereignissen, die im Schema Abb.
3.5(b) gewonnen wurden, werden durch Schrotrauschen limitierte Anisotropiedaten simuliert.
Grundlage sind die Gesamtzahl der Photonen SGes und die berechnete Energietransfere�-
zienz Et für jedes Einzelmolekülereignis des experimentellen Datensatzes. Ausgehend von
einer Fundamentalanisotropie von r0 = 0,38, einer Fluoreszenzlebensdauer von τD = 3,8 ns

des Donors in Abwesenheit des Akzeptors und einer Rotationskorrelationszeit von θ = 1,1 ns

wird für jedes Ereignis mit Et die theoretische Lebensdauer des Donors τDA (Gl. (2.29)) und
der daraus resultierende Anisotropiewert rD (Gl. (2.15)) berechnet. Mit Et wird auch die
theoretische Anzahl der Photonen im Donorkanal SD berechnet. Zusammen mit rD ergeben
sich jeweils die Mittelwerte für die Photonenzahlen in den zwei Kanälen der Polarisations-
richtungen (Np, Ns):

Np = ND
2rD + 1

2 + rD
,

Ns = ND
1− rD
2 + rD

. (3.20)

Für jedes Ereignis werden jeweils 10000 Werte simuliert, die poissonverteilt um diese Mittel-
werte aus Gl. (3.20) streuen. Daraus werden 10000 Werte für rD nach Gl. (3.17) berechnet.
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Parameter Wert

Länge des Zylinders lZ 5000 nm
Radius des Zylinder rZ 2500 nm
Fokusposition zF 2500 nm
Anzahl der Kanäle n 4096
Kanallänge (Mirozeit) ∆tMikro 0,035 ns
Zeitinkrement (Makrozeit) ∆tMakro 10−6 s
Hintergrundsignal SHG 1000 s−1

Pulsrate ν 20 MHz
Fokusradius (Donorlaser) w0 600 nm
Fokuslänge (Donorlaser) z0 1200 nm
Fokusradius (Akzeptorlaser) w0 700 nm
Fokuslänge (Akzeptorlaser) z0 1400 nm
Konzentration c 100 pM
Molekulare Helligkeit (Donor) MBDon 220 ms−1

Molekulare Helligkeit (Akzeptor) MBAkz 220 ms−1

Fluoreszenzlebensdauer (Donor) τF,Don 3,8 ns
Fluoreszenzlebensdauer (Akzeptor) τF,Akz 4,0 ns
Quantenausbeute (Donor) QDon 0,8
Quantenausbeute (Akzeptor) QAkz 0,6
Försterradius R0 5 nm

Di�usionskoe�zient D 3,3 · 108 nm2

s

Tab. 3.1.: Parameter für Simulation

Diese werden mit einer Au�ösung von ∆rD = 0,033 für jedes Ereignis in einem Histogramm
zusammengefasst. Jedes Histogramm wird auf eine Fläche von Eins normiert, da es nur einem
Ereignis entspricht. Alle Histogramme werden schlieÿlich aufsummiert und können mit den
experimentell bestimmten Histogrammen verglichen werden.
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Ziel dieser Arbeit ist es, den Zusammenhang zwischen Funktion, Struktur und Dynamik des
Proteins TtSlyD besser zu verstehen. Aufbauend auf Ergebnissen aus Röntgenkristallogra-
phie und NMR-Spektroskopie wird dieses Protein hier auf Einzelmolekülebene spektrosko-
pisch untersucht. Um die experimentellen Ergebnisse besser beurteilen zu können, werden
zunächst zahlreiche Vorversuche erläutert, die den experimentellen Aufbau qualitativ beur-
teilen. Dabei werden verschiedene Referenzproben eingesetzt.
Nach diesen Vorversuchen gilt es, mit Aktivitäts- und Stabilitätsmessungen zu überprüfen,
ob auch nach der �uoreszenten Markierung das Protein TtSlyD stabil den nativen Zustand
populiert und seine katalytische Funktion als Faltungshelfer für andere Proteinketten ausübt.
Erst nach dieser Kontrolle können die Einzelmolekül-FRET-Ergebnisse vorgestellt, analysiert
und diskutiert werden. Zunächst wird die Energietransfere�zienz-Verteilung der Variante
D82C/T139C unter nativen Bedingungen gezeigt. Die starke Verbreiterung der Verteilung
im Vergleich zu simulierten Daten deutet strukturelle Heterogenitäten an. Bevor die Daten
in diese Richtung interpretiert werden können, wird zunächst experimentell bestätigt, dass
die Form der Energietransfere�zienz-Verteilung nicht durch abstandsunabhängige Artefakte,
die durch die Fluoreszenzfarbsto�e verursacht sind, hervorgerufen wird. Als Artefakte werden
spektrale Verschiebungen, die Photophysik, die Rotationsfreiheit, das Photobleichen und das
unspezi�sche Binden der Farbsto�e kontrolliert.
Daraufhin wird ein Korrelationsanalyseverfahren eingeführt, das anhand der experimentel-
len Daten zeigt, dass es eine Bewegung zwischen den Domänen von TtSlyD gibt. Um diese
Bewegung quantitativ besser beschreiben zu können, werden Datensätze simuliert, analog
ausgewertet und die Ergebnisse mit denen aus dem Experiment verglichen.
In einem weiteren Abschnitt wird die Wechselwirkung von TtSlyD mit verschiedenen Bin-
dungspartnern untersucht. Dabei wird sowohl die Verteilung der Energietransfere�zienzen
als auch die interne Dynamik analysiert.
Um das Protein TtSlyD nicht nur auf die eine Variable des Abstandes zwischen den Amino-
säuren D82C und T139C zu reduzieren, wurde eine weitere Variante P68C/E111C mit dem-
selben FRET-Farbsto�paar markiert. Bei dieser Variante sind beide Fluoreszenzfarbsto�e in
der IF-Domäne lokalisiert. Analog zur Variante D82C/T139C wurden die Experimente unter
nativen Bedingungen durchgeführt.
Nachdem durch die genannten Versuche Informationen über den nativen Zustand und somit
über das energetische Tal dieses nativen Zustands in der Energielandschaft erhalten wurden,
wird in einem weiteren Abschnitt versucht, den Übergang in den entfalteten Zustand zu ver-
stehen. Um diesen zu populieren und das Gleichgewicht zwischen nativem und entfaltetem
Zustand zu verschieben, werden beide Proteinvarianten (D82C/T139C und P68C/E111C) mit
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Probe τD (µs) β

TtSlyD D82C/T139C 181,7± 1,5 0,9
TtSlyD D82C/T139C ? 352,7± 2,2 1,0
(Pro)20 185,3± 1,6 0,9
dsDNA 222,8± 2,7 0,9
TS-Kugeln 4500± 100 0,9

Tab. 4.1.:
Di�usionszeiten τD verschiedener Probenmoleküle bei Anregung ohne zusätzliche Pinhole-Lochblende mit
488 nm. Die Di�usionszeit wurde durch Anpassung der Gl. (2.57) an die Autokorrelationskurven des Fluo-
reszenzsignals bestimmt. Dabei wurde der Streckungsfaktor β mit den angegebenen Werten festgehalten.
?: gemessen in einem vergröÿerten Beobachtungsvolumen durch Unterfüllung des Objektivs mit einem
Strahldurchmesser von d? = 3 mm

einer Konzentrationsreihe des Denaturierungsmittels GdHCl hinsichtlich des FRETs und der
Korrelationsdynamik untersucht. So kann schlieÿlich der Zusammenhang zwischen der Dy-
namik und der Stabilität des Proteins studiert werden.

4.1. Vorversuche am Konfokalmikroskop

4.1.1. Wahl der Referenzprobe

Im Mittelpunkt der Arbeit steht die Untersuchung des mit Farbsto�en markierten Prote-
ins TtSlyD. Für Vergleiche wurden verschiedene Referenzproben gewählt. Zielstellung war
es, Proben zu �nden, deren interne Dynamik, aber auch deren Photophysik, weitgehend be-
kannt sind. Wichtig ist aber auch, dass die molekularen Abmessungen in der Gröÿenordnung
von TtSlyD liegen, um ähnliche Di�usionszeiten und somit Beobachtungszeiten zu erhalten
(Tab. 4.1). Polyprolin (Pro)20 sowie dsDNA mit 23 Basenpaaren stellen jeweils solche Pro-
ben dar. Beide sind mit demselben Donor-Akzeptor-Paar, AF488 und A647N, wie TtSlyD
markiert und zeigen vergleichbare Di�usionszeiten (Tab. 4.1). Für AF488 wurde sowohl bei
(Pro)20 [81] als auch bei dsDNA [44] eine ungehinderte Rotation nachgewiesen. Für A647N
jedoch kann es sequenzabhängig zu Wechselwirkungen mit dsDNA kommen [44], im Zusam-
menhang mit (Pro)20 sind keine Untersuchungen bekannt. Eine weitere Referenzprobe, die
weniger zum Vergleich als zur Kontrolle experimenteller Ein�üsse genutzt wird, sind die Te-
traSpeck (TS)-Kugeln. Diese sind rein synthetisch und haben keinen biologischen Bezug wie
die anderen Proben. Mit einem Durchmesser von d = 100 nm di�undieren sie deutlich langsa-
mer als TtSlyD (Tab. 4.1). Dennoch werden sie aufgrund der Reproduzierbarkeit ihrer Daten
zur Kontrolle des experimentellen Aufbaus genutzt.
In Abb. 4.1 sind die Et-Verteilungen der Vergleichsproben aufgeführt. Zum Vergleich sind
durch Schrotrauschen limitierte, simulierte Datensätze (blau) dargestellt. Nach dem Selek-
tieren der Moleküle mit einem aktiven Akzeptorfarbsto� (siehe Abschnitt 3.3.1) kommen
die Verteilungen von (Pro)20 und dsDNA dieser Simulation recht nahe. Die geringe, aber
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Abb. 4.1.:
Energietransfere�zienzverteilung verschiedener Referenzproben. Die Referenzproben (Pro)20
(a), dsDNA (b) undTS-Kugeln (c) wurden im POE-Schema (40µW (a,b) bzw. 300 nW (c) bei 488 nm,
15µW (a,b) bzw. 300 nW bei 635 nm und 10 MHz) angeregt. Es werden die Ereignisse betrachtet, die
entweder nur die Summenschwelle (S488

sum > 40 s−1) (braune Linie) oder zusätzlich die Akzeptorkontroll-
schwelle (S635

akz > 10 s−1) (gelbe Balken) erfüllen. Aus den mittleren Zählraten wurden die entsprechenden
durch Schrotrauschen limitierten Verteilungen simuliert (blaue Linien). (a) Die (Pro)20-Probe wurde in
TFE gemessen.

doch nicht zu vernachlässigende zusätzliche Verbreiterung kann im Fall von (Pro)20 mit ei-
ner Imhomogenität bezüglich der in der Kette vorkommenden cis-Bindungen [56] begründet
werden, im Fall von dsDNA durch eventuelle Wechselwirkungen von A647N mit der dsDNA
[44]. Aufgrund der hohen Fluoreszenzrate der TS-Kugeln, selbst bei geringen Laserleistungen,
ist die theoretische Verteilung sehr schmal. Die zusätzliche Verbreiterung ist hier eindeutig
durch die Inhomogenität der TS-Kugeln zu begründen. Diese Inhomogenität wird mit exem-
plarischen Energietransfere�zienz-Verteilungen einzelner immobilisierter TS-Kugeln in Abb.
4.4 bestätigt.

4.1.2. Charakterisierung des Beobachtungsvolumens

Im Abschnitt 2.4.2 wurde das konfokale Prinzip und die Abbildungsfunktion IRF eingeführt.
Um diese zu visualisieren, wurden TS-Kugeln in Agarose (1,5 % in H2O bidest. (w/w)) immo-
bilisiert und durch das Probenrasterverfahren (Abschnitt 3.2.3) in Abb. 4.2 dargestellt. Da
die TS-Kugeln mit einem Durchmesser von 100 nm kleiner als das Beobachtungsvolumen sind,
werden nicht die Kugeln selbst, sondern eine Faltung mit der IRF abgebildet. So kann das
Beobachtungsvolumen in guter Näherung visualisiert werden. Da allerdings die TS-Kugeln
nicht als punktförmige Elemente betrachtet werden können, ist eine genaue Abmessung des
Beobachtungsvolumens anhand der Rasteraufnahmen in Abb. 4.2 nicht möglich. Die Form
wird für diese quantitative Analyse zu stark durch die TS-Kugeln bestimmt.
Die Messung erfolgte sowohl ohne, als auch mit einer Pinhole-Lochblende (dPH = 50µm).
Ohne zusätzliche Pinhole-Lochblende stellt die aktive Fläche der APD die Lochblende dar,
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Abb. 4.2.:
Immobilisierte TS-Kugeln. Rasterbild entlang der optischen Achse von TS-Kugeln, die in 1,5 % Aga-
rose immobilisiert wurden. Die Aufnahme erfolgte bei 488 nm mit 500 nW zum einen ohne eine Pinhole-
Lochblende (a), zum anderen mit einer Pinhole-Lochblende mit dem Durchmesser dPH = 50µm (b). In (b)
sind zusätzlich die Pro�le mit 0,1µm Breite durch das Maximum der Rasteraufnahmen dargestellt (ohne
Blende: gelb, mit Blende: grün).

welche aber mit dAPD = 175µm [77] in die Probenebene mit d′APD = 1170 nm abgebildet
wird. Dies entspricht dem 2,4-fachen der beugungsbedingten Airy-Schreibe dAiry = 496 nm

bei 488 nm und NA = 1,2 nach Gl. (2.39), ist also deutlich breiter als die PSF . Das Pin-
hole mit dPH = 50µm hingegen wird auf nur d′PH = 833 nm abgebildet, dem 1,7-fachen der
Airy-Scheibe. So können durch Verwendung dieser Pinhole-Lochblende vor allem die Neben-
maxima entlang der optischen Achse unterdrückt werden (s. Abb. 4.2).
Zur Abschätzung der Gröÿe des Beobachtungsvolumens wurden Korrelationsexperimente
mit TS-Kugeln in Lösung durchgeführt. Aus deren Durchmesser (d = 100 nm) kann mit Gl.
(4.1) deren Di�usionskoe�zient D berechnet werden:

D =
kBT

6πηRH
, (4.1)

D = (4,59± 0,01) · 10−12 m2/s,

mit kB als Boltzmann-Konstante, T = (295,4±0,2) K als Temperatur, η = (948±3)10−6 Pa s

als Viskosität von Wasser und RH = 50 nm als hydrodynamischer Radius. Mit Gl. (2.53) lässt
sich die Halbachse w0 eines angenommenen dreidimensionalen gauÿförmigen Beobachtungs-
volumens unter verschiedenen Bedingungen berechnen. Mit der Annahme von S = 0,2 gilt für
die axiale Ausdehnung des Fokus' z0 = 5w0. So kann unter Annahme des dreidimensionalen
gauÿförmigen Beobachtungsvolumens nach Gl. (2.51) auch die Gröÿe dieses Beobachtungs-
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λ = 488 nm λ = 635 nm

d dPH τD w0 V τD w0 V
(mm) (µm) (ms) (nm) (fl) (ms) (nm) (fl)

8 50 3,38± 0,02 249,1± 1,0 0,13 5,10± 0,05 306,0± 1,8 0,25
8 ohne 4,5± 0,1 287,4± 3,5 0,20 6,8± 0,3 353,3± 8,2 0,38
3 ohne 9,66± 0,01 421,1± 0,7 0,64 17,9± 0,1 573,7± 2,2 1,6

Tab. 4.2.:
Bestimmung der Di�usionszeit τD durch das Beobachtungsvolumen für TS-Kugeln in wässriger Lösung.
Daraus wird w0 nach Gl. (2.53) berechnet. Die TS-Kugeln wurden entweder kontinuierlich bei λ = 488 nm
mit 300 nW (1. und 2. Zeile) bzw. 100 nW (3. Zeile) angeregt. Alternativ wurde gepulst bei 40 MHz und
λ = 635 nm mit denselben Leistungen gearbeitet. Das Fluoreszenzlicht wurde über einen 50/50-Strahlteiler
aufgeteilt. Es wurde eine Pseudoautokorrelation berechnet und Gl. (2.53) (mit S = 0,2) an die Korrela-
tionskurven angepasst. Daraus kann mit D = (4,59 ± 0,01) · 10−12 m2

/s die Ausdehnung w0 senkrecht zur
optischen Achse bestimmt und das Beobachtungsvolumen V abgeschätzt werden. Der Anregungsstrahl
wurde so kollimiert, dass er das Objektiv genau ausfüllt (Strahldurchmesser d = 8 mm) bzw. dieses unter-
füllt (d = 3 mm). Für eine optimale Fokusform wurde eine zusätzliche Pinhole-Lochblende (dPH = 50µm)
eingebaut.

volumens V abgeschätzt werden, innerhalb dessen die Intensität auf 1
e2

abfällt.
Aus Tab. 4.2 ist ersichtlich, dass mit einer Pinhole-Lochblende das kleinste Beobachtungsvo-
lumen erzeugt wird. Bei Verzicht der zusätzlichen Lochblende wächst das Beobachtungsvolu-
men um 15% senkrecht zur optischen Achse. Eine Aussage entlang der optischen Achse lässt
sich nur schwer tre�en, da die Di�usion im wesentlichen durch die senkrechte Komponente
beein�usst wird. Desweiteren ist eine Veränderung der Fokusform zu verzeichnen. Eine An-
passung der experimentellen Daten ist nur noch mit einem Streckungsfaktor β (Gl. (2.57))
möglich. Wird das Objektiv unterfüllt, entsteht zwar wieder ein ideales Gauÿvolumen, aber
mit einer Vergröÿerung von 70% in w0 ist der Fokus stark vergröÿert und weit entfernt vom
beugungsbegrenzten Minimum nach Gl. (2.40) mit rmin = 175 nm, das in der Einzelmole-
külspektroskopie das ideale Ziel darstellt. Dabei ist zu beachten, dass rmin den Radius der
Airy-Scheibe darstellt, w0 den Wert, bei dem die IRF auf 1

e2
des maximalen Wertes abge-

fallen ist.
Ob die Verwendung einer zusätzlichen Pinhole-Lochblende Ein�uss auf die gemessene Et-
Verteilung hat, wurde ebenfalls mit verschiedenen Referenzproben kontrolliert. Aus Abb.
4.3 geht ein deutlicher Ein�uss hervor. Dies ist nicht mit der Formveränderung des Beob-
achtungsvolumens an sich, sondern vielmehr durch einen Versatz der spektral aufgetrennten
Beobachtungsvolumina entlang der optischen Achse zu begründen. Unter Verwendung ei-
ner Pinhole-Lochblende, die im gemeinsamen Strahlengang justiert ist, wird dieser E�ekt
weitestgehend unterdrückt. Man erhält eine vom stöchiometrischen Verhältnis unabhängige
Et-Verteilung.
Durch die Gröÿe der TS-Kugeln von d = 100 nm wird diese minimale Dejustage deutlich über-
betont (Abb. 4.3(a),4.3(c)). Bei Vergleichsmessungen mit dsDNA (Abb. 4.3(b),4.3(d)), deren
molekulare Abmessungen im Bereich von TtSlyD und deutlich unter denen des Beobach-
tungsvolumens liegen, wird deutlich, dass dieser E�ekt zu vernachlässigen ist. Im Gegensatz
zu TS-Kugeln verändert die Wahl der Akzeptorschwelle die Form und Lage der Et-Verteilung
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nur unwesentlich. Dies gilt als Kriterium für eine Unabhängigkeit von E�ekten, die durch den
experimentellen Aufbau bedingt sind.
Trotz der verbesserten Fokusform und der Unterdrückung von leichten Dejustierungen ent-
lang der optischen Achsen wird für die folgenden FRET-Einzelmolekülexperimente zum
groÿen Teil auf die zusätzliche Pinhole-Lochblende verzichtet, aber das Objektiv voll ausge-
füllt, um einen minimalen Signalverlust zu gewährleisten. Gerade mit Hinblick auf langsame
Dynamiken mit Zeitkonstanten deutlich gröÿer als im ms-Bereich wäre eine Verkleinerung
des Beobachtungsvolumens, wie sie aus Tab. 4.2 hervorgeht, nicht empfehlenswert, da nur
Dynamiken innerhalb der Di�usion durch das Beobachtungsvolumen detektiert und analy-
siert werden können.
Im Fall von Korrelations-Experimenten an höher konzentrierten Proben im nM-Bereich wur-
de jedoch mit dieser Pinhole-Lochblende gearbeitet, um eine ideale dreidimensionale Fokus-
form zu erreichen, die eine Anpassung der Gl. (2.52) und Gl. (2.55) an die Messergebnisse
erlaubt.
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Abb. 4.3.:
Ein�uss der Pinhole-Lochblende. Ein�uss der Pinhole-Lochblende auf das stöchiometrische Verhältnis
SV und die Energietransfere�zienz Et. TS-Kugeln (a,c) und dsDNA (b,d) wurden im POE-Schema ange-
regt (300 nW (a,c) bzw. 40µW (b,d) bei 488 nm, 300 nW (a,c) bzw. 15µW (b,d) bei 635 nm und 10 MHz).
Die Messung erfolgte ohne (erste Zeile) bzw. mit einer Pinhole-Lochblende (d = 50µm) (zweite Zeile).
Im 2D-Histogramm wurden alle Ereignisse betrachtet, die die Summenschwelle S488

sum > 40 s−1 erfüllen (in
1D-Projektion: gelbe Balken). In den 1D-Projektionen sind ebenso die Auswertungen für Ereignisse, die
zusätzlich die Akzeptorschwellen S635

akz > 10 s−1 (braune Linie) bzw. S635
akz > 40 s−1 (rote Linie) erfüllen.

(b,d): Die Daten für S635
akz > 40 s−1 (rote Linie) wurden zusätzlich auf die anderen Histogramme normiert

(roter Pfeil), sodass ein besserer Vergleich möglich ist.
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4.1.3. Limitierung durch Schrotrauschen

Abb. 4.4:
Limitierung durch Schrotrauschen. TS-Kugeln
wurden in Agarose-Gel (1,5 %) immobilisiert. Das
Beobachtungsvolumen (488 nm) wurde auf jeweils ei-
ne TS-Kugel in einem Abstand von ca. 40µm vom
Deckglas positioniert und eine Zeitspur (t = 10 s)
aufgenommen. Die TS-Kugeln wurden ohne Pinho-
le (rot), mit einem 50µm-Pinhole (braun) und mit
einem 100µm-Pinhole (gelb) gemessen. Durch Schro-
trauschen limitierte Kurven [63] sind als rote Linien
aufgetragen.
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Für die richtige Interpretation von Et-Verteilungen ist es unerlässlich, störende Ein�üsse aus-
schlieÿen zu können. Die Breite der Verteilung kann zum Beispiel durch den experimentellen
Aufbau verfälscht werden. Ob der in dieser Arbeit genutzte Aufbau wirklich durch Schrot
rauschen limitierte Et-Verteilungen liefert, wurde mit immobilisierten TS-Kugeln überprüft.
Aufgrund der Inhomogenität der Probe selbst (die einzelnen TS-Kugeln variieren in Abb.
4.4 stark in ihrer mittleren Energietransfere�zienz) ist ein solches Prüfexperiment in Lö-
sung nicht möglich. Einzelne TS-Kugeln wurden im Beobachtungsvolumen positioniert, mit
λ = 488 nm angeregt und deren Signal im Donor- und Akzeptorkanal aufgenommen. Das
Objektiv wurde mit einem Strahldurchmesser von d = 8 mm gefüllt. Es wurden alternativ
Pinhole-Lochblenden (dPH = 50µm, dPH = 100µm) im Strahlengang justiert. Die Anre-
gungsleistung wurde so gewählt, dass die mittleren Zählraten denen aus Experimenten mit
dem Probenprotein nahe kommen. Aus jedem Zeitschritt ∆t = 1 ms der transienten Inten-
sitäten wurde die Energietransfere�zienz Et ermittelt. Für die Anzahl der Zeitschritte mit
einer entsprechenden Energietransfere�zienz wurde in Abb. 4.4 ein Histogramm erstellt.
Nach Gl. (2.48) wurde aus den mittleren Zählraten 〈nAkz〉 und 〈nDon〉 die theoretische Brei-
te berechnet und ebenso in Abb. 4.4 aufgetragen. Die Einzelergebnisse sind zusätzlich in
Tab. 4.3 aufgeführt. Durch den Vergleich der experimentellen Daten mit den aus der Theorie
hervorgehenden Verteilungen kann festgestellt werden, dass der experimentelle Aufbau ohne
Zweifel durch Schrotrauschen limitierte Daten liefert.

dPH (µm) 〈Et〉 〈nAkz〉 〈nDon〉 σStat

ohne 0,21 12,8± 2,9 44,0± 5,5 0,054
50µm 0,36 32,9± 4,9 55,3± 6,5 0,051
100µm 0,63 45,2± 5,6 25,5± 4,2 0,057

Tab. 4.3.:
Mittlere Energietransfere�zienzen 〈Et〉 und Zählraten im Donor- (〈nDon〉) und Akzeptorkanal (〈nAkz〉) der
Daten in Abb. 4.4 bei unterschiedlicher Wahl der Pinhole-Lochblende. Nach Gl. (2.48) wurde die allein
durch Schrotrauschen bedingte Breite der Verteilungen σStat berechnet.
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λ = 488 nm λ = 635 nm
Donor Akzeptor Akzeptor

MB (s−1) τD (µs) MB (s−1) τD (µs) MB (s−1) τD (µs)

Immersol-W 16700 4280± 20 1200 9200± 230 13400 6080± 40
H2O bidest. 15700 4240± 20 4200 4750± 50 13000 6260± 40

Tab. 4.4.:
Immersionswasser oder Immersionsöl (Immersol W). Die Di�usionszeiten τD wurden aus der Anpassung
der Gl. (2.57) an die Autokorrelationskurven der Fluoreszenzintensitäten der TS-Kugeln im Donor- und
Akzeptorkanal bestimmt. Die molekulare Helligkeit MB folgt aus der mittleren Zählrate im Kanal, die
durch die mittlere Zahl der Teilchen 〈N〉 (Gl. (2.57)) geteilt wird.

4.1.4. Ein�uss des Immersionsmediums

In dieser Arbeit wurde mit einem Wasserimmersionsobjektiv gearbeitet. Um Langzeitmes-
sungen zu ermöglichen, bei denen die Verdunstung des Immersionswassers der limitierende
Faktor ist, wurde ein Immersionsöl mit wassergleichen optischen Eigenschaften benutzt (Im-
mersol W, Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland). In Abb. 4.5 wird bei einem Vergleichs-
versuch mit TS-Kugeln jedoch deutlich, dass mit Immersol-W die apparenten Parameter SV
und Et drastisch verschoben werden. Die Korrelationsanalyse liefert zwar sowohl für den
Donor als auch für den Akzeptor bei jeweils direkter Anregung vergleichbare Di�usionszei-
ten, aber die Di�usionzeit des Akzeptors bei Anregung des Donors wird bei Verwendung
von Immersol-W fast verdoppelt (Tab. 4.4). Folglich nimmt die molekulare Helligkeit (MB)
drastisch im Akzeptorkanal ab. Aus Rasteraufnahmen (Daten nicht gezeigt) folgt, dass der
Versatz entlang der optischen Achse durch Immersol-W zusätzlich betont wird. Die Überlap-
pung zwischen den spektral aufgetrennten Beobachtungsvolumina wird geringer und stark
verschmiert. Das deutet auf Dispersionse�ekte hin. Vom Hersteller werden bei fünf Wellen-
längen (435,8 nm, 480 nm, 546,1 nm, 589,3 nm, 643,8 nm) Angaben für den Brechungsindex
des Immersionsöls gemacht, die zwar nur geringe Abweichungen von ∆n ≈ 0,002 zum Bre-
chungsindex von Wasser aufweisen [82, 83]. Allerdings nimmt die Abweichung ∆n zwischen
Immersionsöl und Wasser systematisch mit der Wellenlänge ab (Abb. A.2 im Anhang). So
kann angenommen werden, dass diese kleinen Unterschiede zwischen den Brechungsindizes
eine wellenlängenabhängige Veränderung der optischen Abbildung hervorrufen mit der Folge,
dass die Überlappung zwischen den spektral aufgetrennten Beobachtungsvolumina geringer
wird. Da gerade dieses Volumen bestimmend für die Messung von Et ist, wurde Immersol-W
in dieser Arbeit nicht weiter verwendet.

4.1.5. Ein�uss des Korrekturrings

Das in dieser Arbeit verwendete Wasserimmersionsobjektiv besitzt einen Korrekturring, um
die Dicke des Deckglases mit einem vom Wasser abweichenden Brechungsindex von n = 1,47

(Borsilikatglas) zu korrigieren. Dieser Ring ermöglicht die Korrektur von Deckglasdicken im
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Abb. 4.5:
Ein�uss des Immersionsmediums. TS-Kugeln
wurden im POE-Schema angeregt (300 nW bei
488 nm, 300 nW bei 635 nm und 10 MHz). Es wurden
nur Ereignisse ausgewertet, die die Summenschwelle
(S488

sum > 40 s−1) erfüllen. Die Messung erfolgte mit ei-
nem wasserähnlichen Immersionsöl Immersol-W (rot)
bzw. mit reinem bidestilliertem Wasser (orange) als
Immersionsmedium.
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Bereich von 140µm bis 190µm. Die Dicke der benutzten Deckgläser variiert mit der Char-
gennummer von 140µm zu 150µm. Der Ein�uss der richtigen Ringeinstellung wird mit den
Vergleichsproben dsDNA und TS-Kugeln kontrolliert (Abb. 4.6). Die Position mit der gröÿ-
ten molekularen Helligkeit (MB) und der kürzesten Di�usionszeit (τD) gibt die optimale
Ringeinstellung mit 150µm für dsDNA an. Die Breite der Et-Verteilung ist dort minimal.
Die Position 〈Et〉 wird kaum beein�usst. Der relative Anteil der Moleküle im Triplettzustand
(T ) nimmt mit der Ringeinstellung zu. Interessanter Weise kann für die Breite σ der Ver-
teilung bei TS-Kugeln die entgegengesetzte Beobachtung gemacht werden. Dies ist mit der
fehlerbehafteten Justierung entlang der optischen Achse zu erklären (Abschnitt 4.1.2).
Der Korrekturring kann ebenso genutzt werden, um einen von Wasser abweichenden Bre-
chungsindex des Messmediums auszugleichen. Bei Verwendung hoher Konzentrationen des
Denaturierungsmittels GdHCl wird der Brechungsindex bis zu n = 1,438 (cGdHCl = 6 M)
erhöht. Bei Messungen in einer de�nierten Tiefe über dem Deckglas kann diese Abweichung
mit einer gröÿeren Ringeinstellung kompensiert werden. Dies ist im Fall von Korrelations-
messungen sehr wichtig, da der Ein�uss auf die Fokusform und somit auf die apparenten
Di�usionszeiten sehr hoch ist. Die Form der Et-Verteilung hingegen wird nur unwesentlich
verändert (Abb. 4.7).
Für eine Reproduzierbarkeit wurde in den folgenden Experimenten stets mit einer Ringein-
stellung von 150µm gearbeitet. Innerhalb einer Messreihe wurde entweder nur ein Deckglas
oder Deckgläser ein und derselben Charge verwendet.

4.1.6. Zusammenfassung

Damit die Ergebnisse, die aus Einzelmolekül-FRET-Messungen an einem komplexen Sys-
tem wie dem des Proteins TtSlyD folgen, eindeutig interpretiert werden, musste zunächst
sichergestellt werden, dass der experimentelle Aufbau, in diesem Fall das Konfokalmikro-
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4.1. Vorversuche am Konfokalmikroskop
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Abb. 4.6.:
Ein�uss des Korrekturrings. dsDNA (a) und TS-Kugeln (b) wurden im POE-Schema angeregt (40µW
(a) bzw. 300 nW (b) bei 488 nm, 15µW (a) bzw. 300 nW (b) bei 635 nm und 10 MHz). Das Signal im
Donorkanal während direkter Anregung wurde autokorreliert und die Gl. (2.55) und Gl. (2.57) (b = 0,9,
S = 0,2) daran angepasst (TS-Kugeln: ohne Triplett). An die Et-Verteilungen (S488

sum > 40 s−1; dsDNA:
S635
akz > 10 s−1) wurde Gl. (2.46) mit 〈Et〉 und σ angepasst.

skop, störungsfreie und reproduzierbare Daten liefert. Aus diesem Grund wurde mit mehre-
ren Referenzproben das hier genutzte Konfokalmikroskop charakterisiert. Als Referenzproben
wurden �uoreszent markierte TS-Kugeln, dsDNA und (Pro)20 genutzt. Die beiden letztge-
nannten Proben zeigen mit etwa 200µs vergleichbare Di�usionszeiten zum Protein TtSlyD.
Mit den TS-Kugeln konnte aufgrund ihres bekannten Durchmessers und ihrer Kugelform
die Ausdehnung des Beobachtungsvolumens unter unterschiedlichen Bedingungen bestimmt
werden. Ohne eine Pinhole-Lochblende ergab sich bei voller Ausleuchtung des Objektivs
ein Beobachtungsvolumen mit einer Ausdehnung von w0 = 290 nm senkrecht zur optischen
Achse, sodass ein Beobachtungsvolumen von V = 0,5 fl abgeschätzt werden konnte. Mit
den TS-Kugeln konnte ebenso gezeigt werden, dass das genutzte Konfokalmikroskop durch
Schrotrauschen limitierte Energietransfere�zienz-Verteilungen liefert. Desweiteren wurde als
Immersionsmedium destilliertes Wasser und ein wasserähnliches Immersionsöl getestet. Das
Immersionsöl führte jedoch zu einer spektral abhängigen Verschiebung des Beobachtungsvo-
lumens, wodurch die FRET-Ergebnisse verfälscht werden. Aus diesem Grund wurde in allen
weiteren Experimenten bidestilliertes Wasser verwendet. In einer Versuchsreihe mit variieren-
den Korrekturringeinstellungen am Wasserimmersionsobjektiv wurde festgestellt, dass eine
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4. Ergebnisse

Abb. 4.7:
Korrekturring bei hoher GdHCl-Konzentration. Ab-
hängigkeit der Energietransfere�zienz von der Einstellung
des Korrekturrings für die denaturierte Form von TtSlyD.
Die doppelt markierte Variante D82C/T139C wurde im
POE-Schema (40µW bei 488 nm, 15µW bei 635 nm und
10 MHz) angeregt. Der Korrekturring wurde auf Ring 15
(braune Linie) und Ring 17 (gelbe Balken) gestellt. Ring 17
resultiert aus der Echtzeitkorrelation. Diese zeigte bei Ring
17 die maximale Amplitude. Es wurden nur Ereignisse be-
trachtet, die die Summenschwelle (S488

sum > 30 s−1) und die
Akzeptorkontrollschwelle (S635

akz > 10 s−1) erfüllen. Die Ent-
faltung erfolgte bei cGdHCl = 6 M.
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Ringeinstellung von 15, die eine Deckglasdicke von 150µm korrigiert, die besten Ergebnis-
se liefert. Dabei dienten die molekulare Helligkeit und die Di�usionszeit der Referenzprobe
dsDNA als Kriterium. Es konnte auch festgestellt werden, dass die Ringeinstellung keinen
signi�kanten Ein�uss auf die Energietransfere�zienz-Verteilung hat.
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4.2. Stabilität und Aktivität des �uoreszent markierten Proteins

4.2. Stabilität und Aktivität des �uoreszent markierten

Proteins

Durch die �uoreszente Markierung des Proteins mit Farbsto�en und die dafür nötige Varia-
tion einzelner Aminosäuren kann es zu immensen strukturellen Veränderungen des Proteins
kommen, die mit einer stark reduzierten Stabilität und Aktivität verbunden sein können,
oder sogar zur völligen Destabilisierung bzw. Entfaltung führen [84]. Um sicher zu stellen,
dass die markierten Varianten den Wildtyp von TtSlyD bezüglich Stabilität, Aktivität und
Funktion so gut wie möglich reproduzieren, wurden Kontrollmessungen an den verschiedenen
Varianten durchgeführt.

4.2.1. Aktivität
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Abb. 4.8.:
Katalytische E�zienz. Bestimmung der Enzymaktivität von TtSlyD durch katalytische Rückfaltung von
RCM-T1. (a) Transienter Anstieg der intrinsischen Fluoreszenz von RCM-T1 nach Anregung mit λEx =
280 nm bei steigender Konzentration (roter Pfeil) von TtSlyD. (b) Ergebnisse für die Rückfaltungsrate kR
durch Anpassung der Gl. (4.2) an Daten aus (a). An den kompletten Datensatz wird wiederum Gl. (4.3)
angepasst (rote Linie).

Die Aktivität der jeweiligen Variante von TtSlyD wird durch die Rückfaltung der reduzierten
und carboxymethylierten Form der Variante S54G/P55N der RNase T1 (RCM-T1) bestimmt.
Dafür wird RCM-T1 in 0,1 M Tris (pH 8,0) mit einer Inkubationszeit von mind. 60 min bei
15 ◦C entfaltet. Mit einem 40-fachen Verdünnungsschritt in 2 M NaCl, 0,1 M Tris (pH 8,0)
wird ein Salzsprung erzeugt, der eine Rückfaltung von RCM-T1 in eine nativ-ähnliche Struk-
tur auslöst [5]. Diese wird durch Ansteigen der Fluoreszenzintensität IF (Abb. 4.8(a)) bei
λEm = 320 nm nach einer Anregung bei λEx = 280 nm im Fluoreszenzspektrometer gemes-
sen. Die Rückfaltung wird durch die enzymatische Wirkung von TtSlyD beschleunigt. Für
verschiedene Konzentrationen von TtSlyD werden die Fluoreszenzverläufe an einen monoex-
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4. Ergebnisse

AF488 A647N

CF280 0,135 0,0244
CF ?280 0,11 0,05

Tab. 4.5.:
Korrekturkoe�zient CF280 = E(280 nm)/E(λmax). Dieser ergibt sich aus dem Verhältnis des Extinktionswertes
bei 280 nm und demjenigen im Absorptionsmaximum des Farbsto�es. ?: Herstellerangaben

ponentiellen Anstieg angepasst:

IF = IF,0 +A exp (−kR · t) . (4.2)

Daraus ergibt sich die jeweilige Geschwindigkeitskonstante kR der Rückfaltung. Nach dem
Modell von Michaelis-Menten können diese gra�sch gegen die Konzentration des Enzyms
TtSlyD aufgetragen werden (Abb. 4.8(b)). Durch lineare Regression der Daten nach

kR = kR,0 +
kkat
KM
· cTtSlyD (4.3)

wird die katalytische E�zienz kkat
KM

bestimmt.
Die Schwierigkeit besteht jedoch in der genauen Messung der Konzentration des Proteins
cTtSlyD. Die sonst standardisierte Bestimmung durch Absorptionsmessung bei λ = 280 nm

mit einem zuvor ermittelten Extinktionskoe�zienten ist stark fehlerbehaftet, da die Fluores-
zenzfarbsto�e die Absorption des Proteins stark überlagern. Die Absorptionswerte müssen
also korrigiert werden. Dafür wurden die Absorptionsspektren der reinen Farbsto�e im Puf-
fer gemessen und der Quotient CF280 bestimmt, der das Verhältnis aus der Absorption bei
λ = 280 nm und derjenigen im Absorptionsmaximum des Farbsto�es angibt (Tab. 4.5).
Die Spektren der markierten Proteinvarianten wurden analog aufgenommen. Die Absorption
bei λ = 280 nm wurde mit den experimentell ermittelten und vom Hersteller angegebenen
Werten für CF280 korrigiert. Mit dem Extinktionskoe�zienten ε = 6000 M−1cm−1±10% und
der Länge der Küvette d = 10 mm wurde die Konzentration nach dem Lambert-Beer-Gesetz
bestimmt:

c =
E(280 nm)

ε · d
. (4.4)

Daraus wurde schlieÿlich die katalytische E�zienz kkat
KM

ermittelt. Die Ergebnisse sind in

Tab. 4.6 aufgeführt. Die Spanne der Ergebnisse für kkat
KM

resultiert aus den unterschiedlichen
Werten für CF280. Die Fehler aus dem Ablesen der Absorptionswerte sowie die Unsicherheit
in der Angabe von ε mit ±10% wurden nicht berücksichtigt. Die Werte sind somit eher als
Richtwerte zu verstehen. Von Löw et al. wurde für die nicht markierte Wildtyp-Variante
von TtSlyD eine Aktivität von kkat

KM
= 0,29 · 106 M−1s−1 [4] bestimmt, die vergleichbar mit

den in Tab. 4.6 aufgeführten Werten für die markierten Proteinvarianten ist. Auch nach
der Mutation und Markierung von TtSlyD gilt immer noch, dass die katalytische E�zienz
um zwei Gröÿenordnung höher ist als die der isolierten FKBP-Domäne mit kkat

KM
= 0,25 ·

104 M−1s−1 [4].
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4.2. Stabilität und Aktivität des �uoreszent markierten Proteins

Variante Wildtypa D82C/T139C D82C/T139C D82C/T139C P68C/E111C
Markierung ohne AF488 AF488 A647N AF488

A647N A647N

c0 22. . . 32 19. . . 29 17. . . 29 47. . . 104
(µM)
kkat
KM

0,29 0,23. . . 0,18 0,25. . . 0,16 0,28. . . 0,16 0,53. . . 0,24
(106 M−1s−1)

Tab. 4.6.:
Konzentration c0 und katalytische E�zienz kkat

KM
für verschiedene �uoreszent markierte Varianten von

TtSlyD. a: Angabe aus [4]

4.2.2. Stabilität

Die Kontrollmessungen zur Stabilität des Proteins wurden in Kooperation mit Caroline
Haupt mittels Entfaltungsreihen mit dem Denaturierungsmittel GdHCl bei 25 ◦C im Gleich-
gewicht durchgeführt. Die intrinsische Fluoreszenz der vier Tyrosine (s. Abb. 2.3) wird bei
λEx = 280 nm angeregt und bei λEm = 308 nm detektiert. Die Entfaltung ist durch eine starke
Änderung der Fluoreszenz gekennzeichnet. Daraus kann der Anteil an gefalteten Proteinen
yN berechnet werden [85]. Aus dessen Abhängigkeit von der Konzentration des Denaturie-
rungsmittels können die freie Entfaltungsenthalpie ∆GNU(H2O) als Maÿ für die Stabilität
und die Kooperativität m des Übergangs, sowie dessen Mittelpunkt c

1/2
GdHCl ermittelt werden

[85]. Die Ergebnisse sind in Tab. 4.7 übersichtlich zusammengefasst.
Das Einbringen der Cysteine in den Wildtyp von TtSlyD reduziert die Stabilität zwar im
Fall von T139C, scheint das Protein aber im Fall von D82C eher zu stabilisieren. Für die
Doppelvarianten, D82C/T139C und P68C/E111C, sind die Parameter ∆GNU(H2O) und m
innerhalb des Fehlerbereiches vergleichbar zu den Werten des Wildtyps. Im Gegenzug sind
die Stabilitäten ∆GNU(H2O) sowohl der Einzelvariante E137C als auch der Doppelvariante
D82C/E137C mit einer Abnahme auf fast ein Drittel der Wildtyp-Werte sehr kritisch zu
betrachten. Die Glutaminsäure E137 scheint einen wesentlichen Beitrag zur Stabilität des
Wildtyp-Proteins zu liefern. Folglich wird die Variante ohne diese Glutaminsäure in dieser
Arbeit nicht weiter genutzt.
Nach der Markierung mit den Fluoreszenzfarbsto�en, A647N und AF488, werden generell er-
niedrigte Werte für ∆GNU(H2O) und m gemessen. Diese Ergebnisse können allerdings auch
durch Wechselwirkungen der Tyrosine als intrinsische Fluoreszenzsonden mit den Farbsto�en
verursacht werden. Es ist nicht klar, wie die Tyrosin-Fluoreszenz abhängig von der Konzen-
tration des Denaturierungsmittels und abhängig von der Position und der Art des Farbsto�es
systematisch beein�usst wird. Durch eine solche Wechselwirkung der Tyrosine mit den Fluo-
reszenzfarbsto�en lassen sich vielleicht die nicht intuitiven Ergebnisse begründen, dass zum
Beispiel die Doppelvariante D82C/E137C mit den Fluoreszenzfarbsto�en deutlich höhere
∆GNU(H2O)- und m-Werte aufweist als die unmarkierte Doppelvariante.
Desweiteren ist zu bedenken, dass es sich bei den Proben mit den Fluoreszenzfarbsto�en
um heterogene Mischungen handelt. Es können einfach markierte, zweifach mit dem Donor-
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4. Ergebnisse

Variante Farbsto� ∆GNU(H2O) m c
1/2
GdHCl

(kJmol−1) (kJmol−1M−1) (M)

Wildtyp - 35,1± 3,0 11,4± 0,5 3,1± 0,1
T139C - 24,8± 3,4 10,6± 1,4 2,3± 0,2
T139C A647N 15,9± 4,1 4,6± 1,9 3,5± 0,4
T139C AF488 18,1± 2,9 5,8± 0,9 3,0± 0,1

D82C - 46,4± 4,0 15,7± 1,4 3,0± 0,1
D82C A647N 17,6± 1,5 4,1± 0,5 4,3± 0,2
D82C AF488 46,8± 8,1 12,3± 2,3 3,8± 0,3

E137C - 13,5± 2,7 5,7± 1,0 2,4± 0,1
E137C AF488 8,1± 1,6 2,3± 0,4 3,5± 0,2

D82C/T139C - 32,8± 2,5 13,2± 1,0 2,5± 0,1
D82C/T139C AF488 + A647N 19,6± 0,8 6,2± 0,3 3,2± 0,1

P68C/E111C - 41,3± 9,7 17,0± 4,0 2,4± 1,1
P68C/E111C AF488 + A647N 13,9± 1,6 5,2± 0,6 2,7± 0,6

D82C E137C - 12,9± 2,8 5,4± 1,0 2,4± 0,1
D82C E137C AF488 + A647N 44,9± 7,4 13,4± 2,2 3,4± 0,2

Tab. 4.7.:
Freie Entfaltungsenthalpie ∆GNU(H2O), Koorperativität m und Mittelpunkt des Übergangs c

1/2
GdHCl für

Entfaltungsreihen verschiedener Varianten von TtSlyD mit dem Denaturierungsmittel GdHCl bei 25 ◦C.

farbsto� markierte, zweifach mit dem Akzeptorfarbsto� markierte und schlieÿlich mit beiden
Farbsto�en markierte Proteine in der Probe sein. Im letzteren Fall gibt es zusätzlich zwei
Möglichkeiten, welcher Farbsto� an welchem Cystein gebunden ist. Auch völlig unmarkierte
Proteine sind nicht auszuschlieÿen. Es kann die Annahme gemacht werden, dass der appa-
rente Übergang aus dem Experiment eine Überlagerung verschiedener Entfaltungskurven der
einzelnen Komponenten der Probe ist. So lässt sich die starke Abnahme der Kooperativi-
tät m erklären. Dies kann ebenso eine Begründung für die erniedrigten Stabilitätswerte von
∆GNU(H2O) sein, da beide Gröÿen,m und ∆GNU(H2O), bei der Anpassung der Gl. (4.14) an
die experimentellen Daten miteinander gekoppelt sind. Der Übergangsmittelpunkt c

1/2
GdHCl ist

als Wendepunkt der Kurve ein von der Kooperativität unabhängiger Parameter. Betrachtet
man diese Übergangsmittelpunkte c

1/2
GdHCl, so werden die Werte des Wildtyps von den markier-

ten Doppelvarianten, D82C/T139C und P68C/E111C, nahezu reproduziert. Die apparente
Absenkung der Kooperativität und Stabilität sind demzufolge aller Wahrscheinlichkeit nach
auf die Heterogenität der Probe nach der Markierung mit den Fluoreszenzfarbsto�en zurück-
zuführen. Werden die Doppelvarianten nicht �uoreszent markiert, sind die Stabilitätswerte
vergleichbar mit denen des Wildtyps.
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4.2. Stabilität und Aktivität des �uoreszent markierten Proteins

4.2.3. Zusammenfassung

Nachdem im ersten Abschnitt zunächst das Konfokalmikroskop mit Referenzproben charak-
terisiert wurde, lag in diesem Abschnitt das Augenmerk auf der Ensemble-Charakterisierung
des Proteins TtSlyD. Sowohl die �uoreszent markierten Doppelvarianten, D82C/T139C und
P68C/E111C, als auch die entsprechenden Einzelvarianten wurden hinsichtlich ihrer Aktivi-
tät und Stabilität überprüft. Die Aktivität der Enzymvarianten wurde durch die zeitabhängi-
ge Rückfaltung der RCM-T1 bei verschiedenen Konzentrationen von TtSlyD bestimmt. Für
die �uoreszent markierten Doppelvarianten folgen Aktivitätswerte, die vergleichbar mit der
Aktivität des nicht markierten Wildtyps sind (kkatKM

= 0,29 · 106 M−1s−1 [4]).
Die Stabilität wurde durch Entfaltungsreihen mit dem Denaturierungsmittel GdHCl be-
stimmt. Sowohl die Kooperativitätm also auch die Gibbs-Energie der Entfaltung ∆GNU(H2O)

sind für die nicht markierten Varianten vergleichbar mit demWert des Wildtyps (∆GNU(H2O)

= 35 kJmol−1 [4]). Allerdings werden durch Markierung mit den Fluoreszenzfarbsto�en in
beiden Fällen (D82C/T139C und P68C/E111C) die Gibbs-Energie auf 56 % bzw. 40 % und
die Kooperativität auf 54 % bzw. 46 % verglichen zum Wildtyp reduziert. Dies ist aller Wahr-
scheinlichkeit nach durch die Heterogenität der Probe bedingt. Der Übergangsmittelpunkt
des Wildtyps (c

1/2
GdHCl = 3,1 M [4]) wird unabhängig von der Markierung nahezu reprodu-

ziert.
Mit den vorgestellten Messungen konnte gezeigt werden, dass die �uoreszent markierten
Varianten von TtSlyD aktiv sind und ihre Funktion als Faltungshelfer zeigen. Die Ener-
gielandschaften des Wildtyps und der �uoreszent markierten Varianten sind verbleichbar.
Allerdings wurde nur die ausgewählte Eigenschaft der Energiedi�erenz zwischen entfaltetem
und nativem Zustand analytisch bestimmt.
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4. Ergebnisse

4.3. Konformationsheterogenität des Zwei-Domänen-Proteins

TtSlyD

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse auf Einzelmolekül- und Ensemble-Niveau
für das doppelt �uoreszent markierte Protein TtSlyD vorgestellt. Es werden Et-Verteilungen
unter verschiedenen Bedingungen vorgestellt. Diese weisen eine deutliche Verbreiterung auf,
die nachfolgend diskutiert wird. Dabei werden vielfältig Korrekturmessungen analysiert, die
Ein�üsse auf die Breite erklären oder ausschlieÿen können.

4.3.1. Verteilung der Energietransfere�zienzen
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Abb. 4.9.:
Energietransfere�zienz und Stöchiometrie. Die Variante D82C/T139C des Proteins TtSlyD wurde
im POE-Schema (40µW bei 488 nm, 15µW bei 635 nm und 10 MHz) angeregt. Für alle Einzelmolekü-
lereignisse wurden Et und SV berechnet. Die Ereignisse wurden entweder nur mit der Summenschwelle
S488
sum > 40 s−1 ausgewählt (a: orange skalierte Verteilung; b: hellgelbe Balken) oder mit einer zusätzlichen

Akzeptorschwelle S635
akz > 10 s−1 sortiert (a: rot umrandet; b: dunkelgelbe Balken). (b) Die experimentel-

len Daten wurden durch ein Zwei-Gauÿ-Modell (rote Linie) angepasst. Datensätze mit entsprechend zwei
Farbsto�abständen wurden simuliert (blau durchgezogen) und analog ausgewertet. Die jeweiligen Abwei-
chungen zu den experimentellen Daten sind unter Res dargestellt. Aus der mittleren Photonenzählrate
und den Transfere�zienzen wurden theoretische Verteilungen nach dem Modell von Gopich [63] berechnet
(blau gestrichtelt).

Für die doppelt markierte Variante D82C/T139C des Proteins TtSlyD wurde im nativen
Pu�er die Verteilung der Energietransfere�zienz Et und des stöchiometrischen Verhältnisses
SV experimentell bestimmt (Abb. 4.9). Die einzelnen Ereignisse, wenn sich ein Molekül im
Beobachtungsvolumen be�ndet, werden durch Schwellwerte erkannt und sortiert (Gl. (3.9)).
Wird nur ein Summenschwellwert S488

sum zur Auswahl der Einzelmolekülereignisse genutzt,
werden auch Ereignisse mit inaktivem Akzeptor gezählt. In Abb. 4.9 erscheint deshalb eine
Population bei Et ≈ 0 und SV ≈ 0,9. Durch Anwendung der Akzeptorschwelle S635

akz werden
diese Ereignisse nicht gewertet. Man zählt nur noch die Moleküle, die in Abb. 4.9(a) eine
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4.3. Konformationsheterogenität eines Zwei-Domänen-Proteins

Zustand 〈Et〉 σ

1 0,56± 0,01 0,24± 0,01
2 0,880± 0,003 0,092± 0,004

Tab. 4.8.:
Ergebnisse aus der Anpassung eines Zwei-Gauÿ-Modells an die Daten in Abb. 4.9(b) mit den Mittelwerten
〈Et〉 und den Breiten σ der Einzel-Gauÿ-Kurven.

Verteilung ergeben, die annähernd symmetrisch um SV = 0,5 verteilt ist (rot umrandet). In
Abb. 4.9(b) zeigt die Et-Verteilung eine bimodale Form (gelbe Balken). Diese weist auf zwei
Zustände in der Abstandsverteilung und somit zwei Konformationen des Proteins hin. Die
Verteilung kann durch ein Zwei-Gauÿ-Modell angepasst werden, aus welchem die mittleren
Energietransfere�zienzen 〈Et〉 und die Breite σ der Einzelverteilungen (1, 2) in Tab. 4.8
folgen.
Wird jedoch ein Zwei-Zustands-System simuliert, bei dem allein das Schrotrauschen der Pho-
tonendaten die Breite der Energietransfere�zienzverteilung bedingt (Abschnitt 3.4.1), ent-
steht eine viel schmalere bimodale Verteilung (blaue Linie in Abb. 4.9(b)). Die Simulation
liefert dieselbe Verteilung, wie sie aus der Theorie von Gopich et al. [63] hervorgeht (grau
gestrichelte Linie in Abb. 4.9(b)).
Durch Autokorrelation des Signals und Anpassung an Gl. (2.57) erhält man eine mittlere Teil-
chenzahl im Beobachtungsvolumen von N ≤ 0,1, womit nach den Erläuterung in Abschnitt
2.4.3 von Einzelmolekülereignissen ausgegangen werden kann. Höhere mittlere Teilchenzahlen
N ≥ 0,2 würden zu einem deutlichen Verschmieren der einzelnen Verteilungen führen. Diese
Tendenz wurde durch simulierte Daten bei verschiedenen Konzentrationen bestätigt (Abb.
A.6 im Anhang).
In Abb. 4.10 wird durch Variation sowohl der Summen- als auch der Akzeptorschwelle kon-
trolliert, ob deren Wahl die Form der Et-Verteilung bestimmt. Durch Erhöhen der Sum-
menschwelle werden vorrangig Moleküle gewählt, die durch das Zentrum des Detektionsvolu-
mens di�undieren und somit eine hohe Fluoreszenzrate haben, wohingegen bei geringen Sum-
menschwellen auch die Ereignisse im Randbereich ausgewertet werden. Wie aus Abb. 4.10(a)
und Abb. 4.10(c) hervorgeht, verändert sich nur die Anzahl der ausgewählten Ereignisse,
nicht aber die Form der Verteilung. Nach [44] können somit Sättigungse�ekte ausgeschlos-
sen werden, da diese eine starke Abhängigkeit zwischen dem Summenschwellwert und der
mittleren Energietransfere�zienz zur Folge haben. Durch die zusätzliche Verwendung einer
Akzeptorschwelle (Abb. 4.10(b),4.10(d)) können die Ereignisse mit einem aktiven Akzeptor
aussortiert werden. Wird diese Schwelle jedoch zu hoch gewählt, wird die Et-Verteilung im
Bereich geringer Energietransfere�zienzen unterbetont, da schwach leuchtende Moleküle im
Akzeptorkanal nicht in die Auswertung ein�ieÿen können. Aus diesem Grund wurde eine
Akzeptorschwelle von

(
S635
akz

)
min

= 10 s−1 festgelegt.
Die Et-Verteilung wird aus den gemessenen Signalintensitäten pro Zeitschritt bestimmt. Die
Aufsummierung der Einzelphotonen in diese Zeitschritte �ndet rechnerunterstützt nach der
Messung statt. So können verschiedene Zeitau�ösungen für die Zeitspuren gewählt werden.
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Abb. 4.10.:
Ein�uss der Schwellwerte auf die Energietransfere�zienz Et. Variation der Summenschwel-
le
(
S488
sum

)
min

und der Akzeptorschwelle während direkter Akzeptoranregung
(
S635
akz

)
min

. An die Et-
Verteilungen wurde die Gl. (2.46) angepasst (c,d: durchgezogene Linien). Die Ergebnisse aus dieser An-
passung sind für die zwei Subpopulationen (gelb, braun) in (a) und (b) aufgetragen.

Dynamische Informationen, die deutlich schneller als die Zeitau�ösung sind, werden ausgemit-
telt. In Abb. 4.11 wird die Zeitau�ösung variiert. Dieser Variation sind Grenzen gesetzt. Die
Zeitschritte dürfen nicht zu kurz sein, um eine statistisch sinnvolle Zahl an detektierten Pho-
tonen pro Zeitschritt zu realisieren. Zu lange Zeitschritte verschmieren die Information aus
verschiedenen Einzelmolekülereignissen. Innerhalb dieser Grenzen von ∆t = (0,5 . . . 2,0) ms

ist die Et-Verteilung unabhängig von der Wahl der Zeitau�ösung.
Durch Unterfüllen des Objektivs kann das Beobachtungsvolumen vergröÿert werden (Ab-
schnitt 4.1.2). Die bimodale und über das Rauschen hinaus verbreiterte Form derEt-Verteilung
bleibt aber erhalten (Abb. 4.12). Die Verschiebung in einen Bereich mit höheren Et-Werten
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Abb. 4.11:
Ein�uss des Zeitfensters auf die Energie-
transfere�zienz Et. Die Zeitfenster variieren
von ∆t = 0,5 ms (rot), ∆t = 1,0 ms (oran-
ge), ∆t = 1,5 ms (braun), bis ∆t = 2,0 ms
(schwarz). Die Variante D82C/T139C des Prote-
ins TtSlyD wurde in einem beugungsbegrenzten
Fokus im POE-Schema (40µW bei 488 nm, 15µW
bei 635 nm und 10 MHz) angeregt. Es wurden
nur die Einzelmolekülereignisse betrachtet, die die
Schwellen S488

sum > 40 s−1 und S635
akz > 0 s−1 erfüllen

(gelb). Die Datensätze wurden jeweils mit einem
Zwei-Gauÿ-Modell im Bereich Et = 0,1 . . . 1,0
angepasst.

ist vermutlich eine Folge der veränderten Optik und somit anderen Form der Überlappung
zwischen den Detektionsvolumina im Akzeptor- und Donorkanal.
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〈Et〉 σ

0,72± 0,02 0,27± 0,02
0,913± 0,003 0,072± 0,007

Abb. 4.12.:
Ein�uss der Fokusgröÿe und -form auf die Energietransfere�zienz Et. Die Variante D82C/T139C
des Proteins TtSlyD wurde in einem vergröÿerten Beobachtungsvolumen durch Unterfüllung des Objektivs
(Strahldurchmesser d = 3 mm) im POE-Schema (40µW bei 488 nm, 15µW bei 635 nm und 10 MHz)
angeregt. Es wurden nur die Einzelmolekülereignisse betrachtet, die die Schwellen S488

sum > 40 s−1 und
S635
akz > 10 s−1 erfüllen (gelb). Zum Vergleich sind die Ergebnisse in einem beugungsbegrenzten Fokus

gezeigt (schwarze Linie). Die Daten wurden an Gl. (2.46) angepasst.
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4.3.2. Abstandsunabhängige Ein�üsse auf die Energietransfere�zienz

In die Energietransfere�zienz �ieÿen nicht nur Abstands-, sondern auch Orientierungs- und
spektrale Informationen des Farbsto�epaares ein. Diese und weitere abstandsunabhängige
Ein�üsse werden in den folgenden Abschnitten in Bezug auf die apparente Energietransferef-
�zienz von TtSlyD diskutiert.

4.3.2.1. Spektrale Eigenschaften der Farbsto�e

Fluoreszenzlebensdauer Durch die Bindung der Farbsto�e an das Protein kann es zu
veränderten Eigenschaften der Farbsto�e kommen. Treten Variationen in Abhängigkeit der
Bindungsstelle auf, kann dies ein Grund für die Aufweitung der Et-Verteilung sein. Zur Kon-
trolle wurde in TCSPC-Messungen die Fluoreszenzlebensdauer τF an markierten Einzelvari-
anten von TtSlyD bestimmt (Tab. 4.9). Für A647N konnte eine bindungsstellenunabhängige
Lebensdauer in Bezug auf D82C und T139C bestimmt werden. Für AF488 variieren die Wer-
te geringfügig. Diese Variation rührt wahrscheinlich aus einer Änderung der strahlungslosen
Rate knr durch Wechselwirkung mit dem Protein her und führt somit zu einer proportionalen
Änderung der Fluoreszenzquantenausbeute des Donors (Gl. (2.6)). Diese Änderung geht je-
doch nicht in die Transferrate kt und die apparente Energietransfere�zienz Et ein [44], wenn
diese aus dem Verhältnis der detektierten Photonen berechnet wird (siehe Abschnitt 2.3.4).
Eine Änderung von QD führt somit nicht zu einer Formveränderung oder -verbreiterung der
Verteilung.
Für die Variante P68C/E111C, bei der beide Farbsto�e an der IF-Domäne gebunden sind,
treten jedoch Änderungen der Quantenausbeute des Akzeptors auf (s. Tab. 4.9), die ei-
ne Verbreiterung der Et-Verteilung begründen können. Dies gilt ebenso für die Variante
D82C/T139C mit A655 als Akzeptorfarbsto�.

Absorption und Emission Ebenso wurden für die genannten Einzelvarianten im Ver-
gleich zum freien Farbsto� sowohl Absorptions- E(λ) als auch Fluoreszenzspektren F (λ)

aufgenommen (Abb. 4.13). Aufgrund der sinkenden Emp�ndlichkeit des Fluoreszenzspek-
trometers mit steigender Wellenlänge sind die Fluoreszenzspektren durch die Normierung
apparent zu kürzeren Wellenlängen verschoben. Desweiteren wird dadurch die Form stark
verfälscht, was aus dem Vergleich mit den vom Hersteller gegebenen Daten hervorgeht. Der
Donor AF488 zeigt bis auf P68C in seiner Absorption und Emission keine Abhängigkeiten
gegenüber der Bindungsstelle. Das Absorptionsspektrum des Akzeptors wird für die ver-
schiedenen Bindungsstellen um (3 . . . 5) nm verschoben, was mit lokalen Wechselwirkungen
mit dem Protein zu begründen ist. Im angeregten Zustand werden diese o�ensichtlich aufge-
hoben, die Fluoreszenzspektren liegen wieder übereinander. Nur im Fall von P68C kommt es
zu einer Verschiebung um ca. 3 nm.
Eine Änderung des Försterradius' R0, der die spektrale Information trägt, begründet im
Gegensatz zur Quantenausbeute des Donors eine Änderung von kt und Et. Für dessen Be-
rechnung sind das Fluoreszenzspektrum des Donors FD(λ) und das Absorptionsspektrum
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Variante von TtSlyD Farbsto� τF (ns) Q Q (Hersteller)

D82C AF488 3,9± 0,1 0,83 0,92
T139C 4,0± 0,1 0,85
P68C 4,3± 0,1 0,92
E111C 4,4± 0,1 0,94

D82C A647N 4,2± 0,1 0,78 0,65
T139C 4,2± 0,1 0,78
P68C 4,3± 0,1 0,79
E111C 3,9± 0,1 0,72

D82C/T139C A655 1,7± 0,1 0,33 0,30
2,7± 0,1 0,52

Tab. 4.9.:
Fluoreszenzlebensdauer τF, bestimmt durch Anpassung der Histogramme der Photonenankunftszeiten mit
einem exponentiellen Abfall mit Hintergrund. Die zeitlichen Grenzen, innerhalb derer die experimentellen
Verläufe angepasst wurden, wurden manuell variiert. Aus der Variation der Ergebnisse für τF folgt ein
mittlerer Fehler von ∆τ = 0,1 ns. Zu beachten gilt, dass die Messung für A655 nur an der Doppelvariante
möglich war. Deren Daten wurden mit einem Zweifach-Exponential-Modell angepasst, resultierend in zwei
Lebensdauern mit vergleichbar hohen Amplituden. Aus den Spektren (lt. Herstellerangaben) und τF wurde
die Quantenausbeute Q nach Gl. (2.8)-(2.9) berechnet. Die Angaben des Herstellers sind ebenso aufgeführt,
wobei A647N und A655 in Wasser und AF488 in Natriumphosphat-Pu�er (50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,2,
22 ◦C) gelöst sind.

des Akzeptors EA(λ) entscheidend. Da FD(λ) unabhängig von der Bindungsstelle ist, die
Form jedoch stark durch das Spektrometer verfälscht wird, ging in die Rechnung für alle
Kombinationen stets das Herstellerspektrum ein. Im Fall des Akzeptors wurden die gemes-
senen Spektren bei λ = 644 nm auf den Absorptionskoe�zienten von εA = 150000 M−1cm−1

normiert und für die Rechnung genutzt.

Fluoreszenzquantenausbeute Neben dem spektralen Überlapp der Farbsto�e wird der
Försterradius auch durch die Fluoreszenzquantenausbeute des Donors bestimmt. Da deren
Bestimmung sowohl bei einer absoluten Messung als auch bei einer indirekten Vergleichsmes-
sung mit einem bekannten Farbsto� technisch schwer umzusetzen und stark fehlerbehaftet
ist, kann für Q nur eine Abschätzung angegeben werden. Um im Vergleich zu den Hersteller-
angaben den experimentellen Bedingungen näher zu kommen, wurde Q für die am Protein
gebundenen Farbsto�e aus deren Fluoreszenzlebensdauer τF (Tab. 4.9) und der natürlichen
Lebensdauer τn = 5,41 ns berechnet. τn wurde aus den Spektren (Herstellerangaben) nach Gl.
(2.8) [34] bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tab. 4.9 aufgeführt. Allerdings sind diese unter
dem Aspekt zu betrachten, dass die Form der Berechnung viele E�ekte wie Wechselwirkung
mit dem Lösungsmittel, Änderungen im Brechungsindex etc. vernachlässigt. Die Änderungen
im Absorptionsspektrum des Akzeptors (Abb. 4.13(b)) wurden ebenfalls vernachlässigt.
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Abb. 4.13.:
Spektren der Fluoreszenzfarbsto�e. Normierte Absorptions- (a,b) und Fluoreszenzspektren (b,d) der
Einzelvarianten D82C (orange), T139C (grün), P68C (violett) und E111C (blau) von TtSlyD, markiert
mit AF488 (a,c) bzw. A647N (b,d). Zum Vergleich sind die Spektren der freien Farbsto�e (rot) und die
vom Hersteller gelieferten Kurven (grau gefüllt) angegeben. Die Fluoreszenzspektren wurden bei einer
Anregungswellenlänge von λExc = 488 nm (c) bzw. λExc = 647 nm (d) aufgenommen. Daraus resultiert in
(c) die hohe Verteilung bedingt durch Streulicht bei 488 nm.

Försterradius Werden nun mittlere Werte von QAF488 = 0,84 und QA647N = 0,78 ange-
nommen, ergeben sich die Försterradien wie in Tab. 4.10 angegeben. Die Werte in Klammern
resultieren aus der zusätzlichen Änderung der Quantene�zienz. Wie bereits diskutiert, kür-
zen sich für die Berechnung der Transferrate kT die E�ekte durch die Quantene�zienz des
Donors wieder heraus. Da eine maximale Variation von Et bei einem Abstand in der Nä-
he des Försterradius entsteht, wurde die Aufweitung an dieser Stelle ebenso in Tab. 4.10
abgeschätzt. Es kann zusammenfassend geschlussfolgert werden, dass zwar die spektralen Ei-
genschaften geringfügige Abhängigkeiten von der Bindungsstelle aufweisen, vor allem im Fall
von A647N, aber diese nur eine Verbreiterung der Energietransfere�zienz in der Gröÿenord-
nung von ∆Et ≈ 0,03 erklären, nicht aber die Form der Verteilung für TtSlyD in Abb. 4.9(b)
vollständig begründen können.

Korrekturfaktor Möchte man Rückschlüsse von Et auf den Abstand der Farbsto�e zie-
hen, müssen die Daten nach Gl. (2.31)-(2.32) korrigiert werden. Das Hintergrundsignal SH
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D82C T139C R0 (nm) Et bei r = 5 nm

AF488 A647N 50,1 (51,0) 0,503 (0,530)
A647N AF488 50,9 (50,0) 0,527 (0,500)

P68C E111C

AF488 A647N 49,9 (50,7) 0,497 (0,521)
A647N AF488 48,9 (49,9) 0,467 (0,497)

Tab. 4.10.:
Ein�uss der Änderung der Spektren und der Fluoreszenzlebensdauer auf Et. Der Försterradius R0 wur-
de aus dem Fluoreszenzspektrum des Donors (lt. Herstellerangaben) und dem experimentell bestimmten
Absorptionsspektrum des Akzeptors berechnet. Die Quantenausbeute des Donors wurde mit QD = 0,84
konstant gehalten bzw. entsprechend Tab. 4.9 und Gl. (2.9) mit einer konstanten natürlichen Lebensdauer
τn = 5,41 ns berechnet. Wird die Änderung der Quantenausbeute mit betrachtet, ergeben sich die Werte
in Klammern. Bei einem Abstand von r = 5 nm wurde der Wert für Et berechnet, um die Aufweitung der
Verteilung einschätzen zu können.

in beiden Detektionskanälen (A, D) wurde durch Messungen im nativen Pu�er ohne Protein
bestimmt (SH,A = 94 s−1, SH,D = 184 s−1). Die Detektionse�zienzen wurden bereits in Gl.
(3.4) berechnet (qA = 0,34, qD = 0,28). Die Wahrscheinlichkeit α für das Eindringen von Do-
norphotonen in den Akzeptorkanal wurde in einer Messung mit freiem Donorfarbsto� durch
Signalvergleich in beiden Kanälen zu α = 0,74 % bestimmt. Mit den mittleren Quantenef-
�zienzen QAF488 = 0,84 und QA647N = 0,78 und einem geschätzten Fehler von 10 % ergibt
sich der Korrekturfaktor γ zur Berechnung der korrigierten Energietransfere�zenz nach Gl.
(2.31):

qAQA

qDQD
= 1,1± 0,2. (4.5)

Interessanterweise gleichen sich die unterschiedlichen Detektions- und Quantene�zienzen na-
hezu aus. Da in dieser Arbeit das Hauptaugenmerk auf relativen Änderungen, nicht aber auf
der absoluten Bestimmung der Struktur, also des Abstandes liegt, wird auf eine quantitative
Korrektur der Daten verzichtet.
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Abb. 4.14.:
Schnelle Photophysik. Die mit AF488 (a) bzw. A647N (b) markierte Variante T139C wurde in ei-
nem beugungsbegrenzten Fokus (Pinhole d = 50µm) mit zirkular polarisiertem Licht der Wellenlänge
λ = 488 nm (cw) (a) bzw. λ = 635 nm (40 MHz) (b) bei verschiedenen Leistungen angeregt ((a):40µW-
250µW, (b):15µW-80µW, jeweils von braun zu gelb). Die Fluoreszenz wurde mit einem 50/50-Strahlteiler
aufgeteilt und so konnte eine Pseudoautokorrelation berechnet werden. Entsprechend wurden Messungen
an den freien Farbsto�en (rot, Dreiecke) durchgeführt ((a): 100µW, (b): 20µW). Die Kurven für die ge-
bundenen Farbsto�e wurden mit einem Triplett-Di�usions-Modell angepasst. Die Di�usionskomponente
ist als gestrichelte Linie angedeutet. Die Kurven wurden alle auf eine Amplitude des Di�usionsanteils von
Eins normiert. Grau hinterlegt ist das kritische Zeitfenster, innerhalb dessen dynamische Übergänge zum
Verschmieren der Energietransfere�zienz führen.

4.3.2.2. Photophysik der Farbsto�e

Zeitabhängige photophysikalische E�ekte der Farbsto�e können einen Ein�uss auf die Form
der Et-Verteilung haben. Ein�üsse auf die Photophysik der Farbsto�e durch Bindung an Pro-
teine [86�89] und DNA [44, 90, 91] sind dokumentiert. Wie bei jeder dynamischen Änderung
ist dabei die Zeitskala der Dynamik entscheidend. Auf diese Zusammenhänge wird im Ab-
schnitt 4.3.3.2 genauer eingegangen. Zusammenfassend führen nur photophysikalische E�ekte
mit charakteristischen Zeiten gröÿer als die inverse maximale Photonenzählrate 1/kphot ≈ 10µs

zur Verbreiterung der Et-Verteilung (grau hinterlegt in Abb. 4.14).
Ob im Fall des Proteins TtSlyD photophysikalische E�ekte zu beachten sind, wurde durch
Korrelationsmessungen [92] an markierten Einzelvarianten D82C und T139C des Proteins
kontrolliert. Für verschiedene Anregungsleistungen wurden Pseudoautokorrelationen berech-
net (Abschnitt 2.4.6) und an Gl. (2.52)-(2.55) angepasst. Beispielhaft sind in Abb. 4.14
Ergebnisse für die Variante T139C dargestellt. O�ensichtlich kann an die experimentellen
Kurven kein reines Di�usionsmodell (Gl. (2.52)) angepasst werden. Vielmehr ist ein zusätz-
licher Anstieg im µs-Bereich zu verzeichnen.

Die Parameter der Di�usionszeit τD, der Triplettzeit τT, des relativen Triplettanteils T und
der molekularen Helligkeit MB sind leistungsabhängig in Abb. 4.15 aufgetragen.
Für AF488 wird eine typische Triplettkinetik mit einer charakteristischen Zeit von τT ≈
(2 . . . 5)µs für beide Einzelvarianten beobachtet. Der relative Triplettanteil T zeigt eine deut-

78



4.3. Konformationsheterogenität eines Zwei-Domänen-Proteins

100

0

t
D

 (
µs

)

2001000
Leistung (µW)

0.4

0.2

0.0

T
5

0

t
T
 (

µs
)

100

0M
B

 (
m

s-1
)

(a)

200

0

t
D

 (
µs

)

100806040200
Leistung (µW)

0.4

0.2

0.0

T

10

5

0

t
T
 (

µs
)

100

0M
B

 (
m

s-1
)

(b)

Abb. 4.15.:
Leistungsabhängigkeit der schnellen Photophysik. Die mit AF488 (a) bzw. A647N (b) markierten
Varianten D82C (braun, Quadrate) und T139C (orange, Kreise), sowie dsDNA (grün, Diamanten) wurden
in einem beugungsbegrenzten Fokus (mit Pinhole d = 50µm mit zirkular polarisiertem Licht der Wellen-
länge λ = 488 nm (cw) (a) bzw. λ = 635 nm (40 MHz) (b) bei verschiedenen Leistungen angeregt. Die
resultierende Pseudoautokorrelation wurde an Gl. (2.52) bzw. Gl. (2.55) angepasst. Zum Vergleich sind
Messungen an dem freien Farbsto� AF488 dargestellt (rot, Dreiecke).

liche Leistungsabhängigkeit und ist auch von der Bindungsstelle abhängig. Diese Triplettki-
netik kann sowohl am freien als auch am dsDNA-gebundene Farbsto� beobachtet werden.
Diese Daten liefern Ergebnisse, die vergleichbar zu den Daten an der Bindungstelle T139C
sind. Triplettzeit und -anteil sind für D82C kleiner. Dies spricht für bindungstellenabhängige
Wechselwirkung zwischen dem Farbsto� und dem Protein und führt schlieÿlich auch zu un-
terschiedlichen molekularen Helligkeiten.
Im Fall des Akzeptorfarbsto�es A647N kann nur für gebundenen Farbsto�, sowohl am Protein
als auch an dsDNA, eine zusätzliche Kinetik beobachtet werden, die durch eine deutlich gerin-
gere Leistungsabhängigkeit gekennzeichnet ist. Die charakteristische Zeit ist τx ≈ (5 . . . 10)µs.
Welcher photophysikalischer Prozess dieser Kinetik zugrunde liegt, ist nicht geklärt, wird aber
auf jeden Fall durch Wechselwirkung mit dem Bindungspartner verursacht.
Für beide Farbsto�e des FRET-Paares kann jedoch argumentiert werden, dass die photophy-
sikalischen Kinetiken auf einer Zeitskala auÿerhalb des kritischen Zeitfensters, beginnend bei
10µs, statt�nden und deshalb keine Aufweitung der Et-Verteilung begründen können.
In Abb. 4.15 sind auch Sättigungse�ekte ersichtlich. Die Kurven für die molekulare Hellig-
keit werden mit steigender Leistung �acher. Allerdings muss hier beachtet werden, dass die
Ab�achung der Kurven nicht allein durch die gesättigte Emissionsrate erklärt werden kann.
Zusätzlich wird durch die sättigungsbedingte Formveränderung des Beobachtungsvolumens
die mittlere Zahl der Moleküle im Fokus 〈N〉 apparent vergröÿert. Da auf Einzelmolekülniveau
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aber mit relativ niedrigen Leistungen (40µW bei λ = 488 nm bzw. 15µW bei λ = 635 nm)
gearbeitet wird, sind diese Sättigungse�ekte zu vernachlässigen.

4.3.2.3. Rotationsfreiheit der Farbsto�e

Zeitabhängige Messungen Bei der Berechnung des Försterradius nach Gl. (2.25) wird
oft ein Orientierungsfaktor von κ2 = 2/3 angenommen [43]. Dies ist gerechtfertigt, solange die
Fluorophore frei rotieren (θ < τF) und somit die Information über deren relative Orientierung
zueinander während der Zeit im angeregten Zustand verloren geht. Die Rotationskorrelations-
zeit θ kann mit zeitabhängigen Anisotropiemessungen bestimmt werden (Abschnitt 3.3.3).
Durch die Bindung der Farbsto�e an das Protein kann die freie Rotation eingeschränkt sein.
In dieser Arbeit wird dies mit einem Zwei-Komponenten-Modell nach Gl. (3.19) beschrieben,
das mit der freien Rotationszeit der Farbsto�e θ und der globalen Rotationszeit des Proteins
θProt arbeitet. Man geht dabei von einer attraktiven Wechselwirkung aus, die zum transien-
ten Kleben des Farbsto�es am Protein führt. Über den relativen Anteil y wird der Anteil frei
rotierender Farbsto�e bestimmt. Alternativ gibt es ein Modell, dass die Rotation in einem
räumlich begrenzten Kegel an der Proteinober�äche beschreibt [40, 93]. Die Ergebnisse für
y und θ sind in Tab. 4.11 aufgeführt. Die globale Rotationszeit wurde mit θProt = 10 ns

festgehalten. Dies ist mit dem Wert von θProt = 14,5 ns aus NMR-Experimenten vergleichbar
[94].
Der Donorfarbsto� AF488 zeigt an fast allen Bindungsstellen eine nahezu ungehinderte
Rotation. Die prozentualen Anteile für klebende Farbsto�e sind mit (1 − y) < 20 % sehr
gering. Nur an der Bindungsstelle T139C kommt es zu transienten Wechselwirkungen, die
in einer Gleichverteilung von freier Rotation und klebenden Farbsto�en münden. Der Ak-
zeptor A647N wird an allen Bindungsstellen stärker beein�usst, sodass der Anteil klebender
Farbsto�e zum Teil überwiegt. Die Ergebnisse für die Gleichgewichtsanisotropie rGG liefern
dieselbe Interpretation. Damit kann nicht von einer freien Rotation beider Farbsto�e des
FRET-Paares ausgegangen werden. Allerdings ist auch die freie Rotation nur eines Farb-
sto�es hinreichend für eine Ausmittelung der Orientierungsinformation. Der Wert verschiebt
sich mit κ2 = 0,635 nur geringfügig [43]. Da AF488 weitgehend frei und deutlich schneller
als seine mittlere Aufenthaltszeit im angeregten Zustand mit τF ≈ 4,0 ns rotiert, ist diese
Annahme im Fall von TtSlyD begründet [44].

Einzel-Ereignis-Messungen Die Werte aus Tab. 4.11 resultieren aus Ensemblemessun-
gen, stellen also nur Mittelwerte über das gesamte Ensemble an Molekülen dar. Es stellt sich
die Frage, ob diese Mittelung hinreichend genaue Aussagen für die Einzelmolekül-FRET-
Experimente zulässt. Mittelt sich die Orientierung zwischen den Farbsto�en während der
Anregung nicht aus, wie es aus einem langsamen Anisotropiezerfall im Ensemble geschluss-
folgert wird, würde der Försterradius mit jedem FRET-Ereignis variieren. Dies würde die
Verschmierung der Transfere�zienzen trotz konstantem Abstand erklären. Aus den Ensem-
blemessungen folgt jedoch nicht eindeutig, in welcher Anzahl und ob überhaupt diejenigen
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Variante von TtSlyD Farbsto� rGG y θ (ns)

D82C AF488 0,080± 0,008 80%± 2% 1,2± 0,1
T139C AF488 0,125± 0,010 53%± 2% 0,9± 0,1
P68C AF488 0,052± 0,004 80%± 2% 0,9± 0,1
E111C AF488 0,017± 0,005 86%± 2% 1,2± 0,1
- AF488 0,022± 0,002 100%± 1% 0,68± 0,03

D82C A647N 0,235± 0,007 33%± 2% 0,6± 0,1
T139C A647N 0,179± 0,004 59%± 2% 0,9± 0,1
P68C A647N 0,155± 0,002 29%± 2% 0,6± 0,1
E111C A647N 0,124± 0,002 65%± 2% 1,1± 0,1
- A647N 0,036± 0,003 99,9%± 0,1% 0,72± 0,02

D82C/T139C A655 0,127± 0,005 70%± 2% 0,9± 0,1

Tab. 4.11.:
Rotationskorrelationszeiten durch Anpassung der Gl. (3.19) an den zeitabhängigen Anisotropiezerfall. Da-
bei wurde die globale Rotationskorrelationzeit des Proteins mit θProt = 10 ns und die Amplitude auf
A = 0,38 (für AF488) bzw. A = 0,4 (für A647N und A655) festgehalten. Die Fehler ergeben sich aus den
Abweichungen, wenn der Zeitbereich für die Anpassung der Kurven variiert wird. Die Gleichgewichtsan-
isotropien wurden aus den mittleren Intensitäten nach Gl. (3.17) berechnet, wobei eine Zeitau�ösung von
∆t = 1 s gewählt wurde. Die Fehler ergeben sich aus der Fehlerfortp�anzung der statistischen Schwan-
kungen in den einzelnen Detektionskanälen. Zu beachten ist, dass für A655 nur eine Messung an der mit
zusätzlich AF488 markierten Doppelvariante möglich war. Für die Farbsto�e AF488 und A647N sind zum
Vergleich die Daten der freien Farbsto�e angegeben.

Moleküle, die zur Komponente des langsamen Anisotropiezerfalls beitragen und somit eine
Wechselwirkung zwischen Protein und Farbsto� aufweisen, durch die Sortierung der Einzel-
molekülereignisse nach dem POE-Schema in die Betrachtung ein�ieÿen. Um diese Frage zu
klären, inwiefern eine eventuelle Wechselwirkung des Donorfarbsto�es AF488 mit dem Pro-
tein die Energietransfere�zienz einzelner doppelt �uoreszent markierter TtSlyD-Moleküle
beein�usst und somit die Form und Breite der Energietransfere�zienz-Verteilung verändern
kann, wird eine zusätzliche Anisotropiebestimmung auf Einzelmolekül-Niveau durchgeführt.
Mit einem angepassten Detektionsstrahlengang (Abb. 3.5(a)) wird das Donor�uoreszenzlicht
polarisationsabhängig aufgetrennt. So kann für jedes Einzelmolekül-Ereignis neben der Ener-
gietransfere�zienz Et die Gleichgewichtsanisotropie des Donors rD bestimmt werden. Hohe
Anisotropiewerte spiegeln Ereignisse wider, die durch klebende Farbsto�e erzeugt werden.
Würde nun die eingeschränkte Rotation oder das Kleben des Donorfarbsto�es die Transferef-
�zienz beein�ussen, müssten diese beiden Gröÿen miteinander korreliert sein. Dies würde
in einer zweidimensionalen Darstellung (Abb. 4.16) entweder zur Auftrennung in einzelne
Gruppen oder mindestens zu einer Asymmetrie der Verteilung führen, sodass zum Beispiel
kleine Anisotropiewerte zu hohen Transfere�zienzen gehören und andersherum.
Diese Korrelation ist in Abb. 4.16 nicht zu sehen. Die Anisotropiewerte sind symmetrisch
verteilt. Die leichte Verschiebung zu höheren Anisotropiewerten mit steigender Transfere�zi-
enz ist durch das FRET-Löschen des Donors zu begründen. Dessen Fluoreszenzlebensdauer
verkürzt sich nach Gl.(2.29). Der theoretische Verlauf nach Gl. (2.15) und Gl. (2.29) bei einer
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4. Ergebnisse

Abb. 4.16:
Einzelmolekül-Anisotropie-Analyse. Für jedes

Einzelmolekülereignis (S488
sum > 40 s−1) wird aus den

Photonen die Anisotropie des Donors rD und die
Energietransfere�zienz berechnet (Falschfarbendia-
gramm in zweidimensionaler, Balkendiagramme in
eindimensionaler Darstellung). Für alle Ereignisse in-
nerhalb eines Intervalls mit ∆Et = 0,02 werden die
Mittelwerte von rD berechnet (graue Kreise). Zum
Vergleich werden Daten simuliert (Konturen im zwei-
dimensionalen Histogramm), die sich aus den Pho-
tonenzählraten und Et ergeben, wobei r0 = 0,38,
τD = 3,8 ns (ohne Akzeptor) und θdye = 1,1 ns sind.
Für jedes Ereignis wird τD entsprechend Et nach Gl.
(2.29) angepasst. Diese Abhängigkeit nach Gl. (2.29)
ist als schwarze Linie dargestellt. Für die experimen-
tellen Daten wurde die doppelt markierte Variante
D82C/T139C des Proteins TtSlyD im POE-Schema
(40µW bei 488 nm, 15µW bei 635 nm und 10 MHz)
angeregt.
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vorgegebenen Rotationskorrelationszeit von θ = 1,1 ns und einer Fundamentalanisotropie von
r0 = 0,38 ist in Abb. 4.16 als schwarze Linie dargestellt. Die experimentelle Verteilung folgt in
ihrem Mittelwert (graue Kreise) diesem Verlauf. Zusätzlich wurde eine Verteilung ausgehend
von den experimentell bestimmten Et- und den sich daraus ergebenden Anisotropiewerten
simuliert (Abschnitt 3.4.2), die nur durch das Schrotrauschen aufgeweitet ist. Die simulier-
te Verteilung (graue Konturen) gibt die experimentelle Verteilung sehr gut wieder. Selbst
die Singularitäten für Et ≈ 0,9, bedingt durch die geringe Anzahl der detektierten Donor-
photonen, sind reproduzierbar. Sowohl aus dem Vergleich mit dem theoretischen Verlauf als
auch mit dem simulierten Datensatz geht hervor, dass es keinen korrelierten Zusammenhang
zwischen der Donoranisotropie und der Energietransfere�zienz gibt. Somit ist die Annahme
einer freien Rotation des Donors gerechtfertigt.

Ein�uss auf die Rotationsfreiheit des Donors Die eingeschränkte freie Rotation des
Donorfarbsto�es AF488 kann durch die Titration mit dem Denaturierungsmittel GdHCl be-
ein�usst werden, wie durch zeitabhängige Messungen der Anisotropie an der Doppelvariante
D82C/T139C gezeigt werden konnte (Abb. 4.17(b) und 4.17(e)). Mit steigender GdHCl-
Konzentration sinkt der Anteil klebender Farbsto�e (1 − y) deutlich. Dies deutet auf hy-
drophobe Wechselwirkungen zwischen der Proteinober�äche und dem Farbsto� hin, welche
durch das Denaturierungsmittel aufgehoben werden können. Nach Rückfaltung des Proteins
durch Verdünnung im nativen Probenpu�er kommt es wieder zu einer messbaren Wechsel-
wirkung mit AF488 (Abb. 4.17(c)). Elektrostatische Wechselwirkungen, die auch durch ein
alternatives Salz wie NaCl abgeschirmt werden könnten [95], können ausgeschlossen werden,
da eine Titration mit NaCl keinen systematischen E�ekt zeigt (Abb. 4.17(a) und 4.17(d)).
Desweiteren folgt aus den Messungen an der Doppelvariante selbst ohne Denaturierungsmit-
tel ein relativ hoher Anteil frei rotierender Farbsto�e mit y = (77± 2) %. Daraus kann durch
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Abb. 4.17.:
Ein�uss des Probenpu�ers auf die Rotationsfreiheit des Donorfarbsto�es AF488. Eine erhöhte
NaCl-Konzentration (grau: 0,1 M, braun: 1,5 M, orange: 3,0 M) hat wenig Ein�uss auf den Anisotropie-
zerfall (a,d), wohingegen das Denaturierungsmittel GdHCl die Rotationsfreiheit deutlich erhöht (b,e).
Der Anteil freier Farbsto�e nimmt mit steigender Konzentration an GdHCl (grau zu gelb: 0 M-6 M in
1 M-Schritten) zu (roter Pfeil in (b)). Eine Rückfaltung durch Verdünnung von cGdHCl = 5 M (gelb) auf
cGdHCl = 0,5 M (braun) führt jedoch wieder zur eingeschränkten Rotation (c). Die doppelt markierte
Variante D82C/T139C des Proteins TtSlyD wurde mit einem gepulsten Laser (470 nm, 10 MHz) angeregt.

additive Zusammensetzung der Angaben für die Einzelvarianten (Tab. 4.11) abgeschätzt wer-
den, dass der Donorfarbsto� überwiegend, zu etwa (85− 90) %, an der Bindungsstelle D82C
statt an T139C bindet. Somit wird die Aussage gestützt, dass die Form des Et-Histogramms
der Doppelmutante nicht durch die Wechselwirkungen an der Stelle T139C begründet ist.
Mit den relativen Anteilen y ≈ 92 % für sehr hohe Denaturierungsmittelkonzentrationen
(Abb. 4.17(e)) werden die Grenzen der Analyse-Methode ersichtlich. Denn auch im Fall frei-
er Rotation läuft y nicht gegen 100 %, sondern wird mit kleineren Werten angepasst. Dies ist
für die Interpretation der Werte aus Tab. 4.11 zu beachten.
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Abb. 4.18.:
Methoden zur Analyse des Photobleichens. Dargestellt sind idealisierte Einzelmolekülereignisse, die
im Donorkanal (blau) und Akzeptorkanal (rot) detektiert und durch einen Schwellwert (schwarz gestri-
chelte Linie) sortiert werden. (a) Abhängig davon, ob das Donorsignal (blau) den Kern der Korrelation
bildet und das Akzeptorsignal (rot) verschoben wird (oben) oder umgekehrt (unten), kommt es in den
Kreuzkorrelationen (GAD, GDA) im Fall des Photobleichens vom Akzeptor zu einem zusätzlichen Anstieg
bzw. Abfall. Dies äuÿert sich in einer apparenten Verschiebung der Kreuzkorrelationskurven gegeneinander.
(b) Vergleich der mittleren Detektionszeiten von Donor- und Akzeptorphotonen innerhalb eines Einzelmo-
lekülereignisses. Bleicht der Akzeptor, führt dies zu negativen Zeitdi�erenzen Takz − Tdon (oben), ohne
Bleichen liegen die Zeiten übereinander (unten). (c) Durch Photobleichen des Akzeptors werden tenden-
ziell in der zweiten Hälfte der Einzelmolekülereignisse weniger Akzeptorphotonen gezählt und Et (grüne
Linie) unterschätzt (oben), ohne Bleichen ist in beiden Hälften Et gleich.

4.3.2.4. Photobleichen

Das Photobleichen der Farbsto�e während der Einzelmolekülereignisse kann zur Verfälschung
der berechneten Energietransfere�zienzen führen. Bleicht der Donor zuerst, wird entweder
vom Donor keine Energie mehr absorbiert oder keine Energie mehr übertragen. Sowohl Donor
als auch Akzeptor sind dunkel. Das führt zu einer geringeren Photonenanzahl, aber nicht zu ei-
ner Verschiebung von Et. Bleicht jedoch der Akzeptor zuerst, kann der Donor entweder heller
werden aufgrund des fehlenden Energietransfers [96]. Oder der Donor leuchtet gleichbleibend
oder sogar mit einer geringeren molekularen Helligkeit weiter, da auch Energietransfer zum
geblichenen Akzeptor möglich ist [97]. In allen Fällen wird durch die unterschätzte Zahl der
Akzeptorphotonen pro Ereignis die Energietransfere�zienz unterbewertet.
Ob das Photobleichen von A647N als Akzeptor bei den vorgestellten Experimenten mit
TtSlyD eine Rolle spielt, kann durch verschiedene Kontrollexperimente festgestellt werden
[98], die im Prinzipbild in Abb. 4.18 dargestellt sind.
Aufgrund des spontanen Photobleichens des Akzeptors ist der Signalverlauf im Donor- und
Akzeptorkanal (FD, FA) asymmetrisch. Diese Asymmetrie kommt zum einen bei der Berech-
nung der Kreuzkorrelation der Signale zum Tragen. Je nachdem, welches Signal den Kern
der Korrelationsfunktion bildet (GDA, GDA), kommt es zu einem zusätzlichen Anstieg bzw.
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Abfall auf der Zeitskala des Bleichens. Neben der Kreuzkorrelation kann das Photobleichen
auch über eine Verschiebung der Zeiten Takz und Tdon, die die mittlere Detektionszeit der
Photonen innerhalb eines jeden Einzelmolekülereignisses beschreiben, erkannt werden. Oh-
ne Photobleichen liegen die Zeiten übereinander. Bleicht der Akzeptor, ist der Schwerpunkt
im Akzeptorkanal zu kleineren Zeiten verschoben und die Di�erenz Takz − Tdon negativ. Ein
drittes Kontrollverfahren liefert das zeitliche Auftrennen der Einzelmolekülereignisse in deren
Mitte. Aus den ersten und zweiten Hälften werden getrennt Et-Verteilungen berechnet. Durch
das Photobleichen des Akzeptors wird Et in der zweiten Hälfte tendenziell unterschätzt, die
Histogramme werden für geringe Werte von Et überbetont. Alle drei Kontrollanalysen wurden
auf die experimentellen Daten der doppelt markierten Variante D82C/T139C des Proteins
TtSlyD angewendet und werden im Folgenden aufgeführt.

Kreuzkorrelation Zur Veranschaulichung der E�ekte auf die Kreuzkorrelation wurde ein
einfaches System in Abb. 4.19(a) simuliert. Innerhalb einer Box mit re�ektierenden Wänden
wurden dreidimensionale Zufallswege nach Monte-Carlo-Methoden zufällig ermittelt. Ent-
sprechend einer gauÿförmigen Intensitätsverteilung wurden transiente Intensitäten beider
Kanäle berechnet, die mit einem Poissonrauschen als Hintergrund überlagert wurden. War
die Intensität im Akzeptorkanal für eine Zeit tB gröÿer als ein gesetzter Grenzwert, wurde
die Intensität im Akzeptorkanal auf das Hintegrundsignal gesetzt und so das Photobleichen
simuliert. Findet das Bleichen sehr schnell statt, kommt es zu deutlichen Unterschieden in
den Korrelationsfunktionen. Bei spätem Bleichen führen der zusätzliche Anstieg/ Abfall eher
zu einem apparenten Versatz beider Kurven im Vergleich zu denjenigen ohne Bleichereignis-
se. Dieser Versatz kann als Verschiebung der apparenten Di�usionszeiten (τAD − τDA) durch
Anpassen der Gl. (2.57) an die Korrelationskurven bestimmt werden.
Für TtSlyD wurde bei verschiedenen Anregungsleistungen (λ = 488 nm) diese Verschiebung
beider Korrelationsfunktionen berechnet und graphisch aufgetragen (Abb. 4.19(b)). Für die
Anpassung der Kurven wurden die Parameter b = 0,8 und S = 0,2 festgehalten. Mit stei-
gender Anregungsleistung nimmt die apparente Verschiebung der Korrelationskurven zu. Die
Daten für τAD−τDA können mit einer linearen Funktion beschrieben werden, die extrapoliert
durch den Nullpunkt verläuft. Dieses Verhalten weist deutlich auf ein leistungsabhängiges
Photobleichen des Akzeptors hin.

Analyse der mittleren Detektionszeiten Für jedes Einzelmolekülereignis, das die Sum-
menschwelle

(
S488
sum

)
min

erfüllt, wurden die mittleren Detektionszeiten der Photonen in beiden
Kanälen berechnet und deren Di�erenz zusammen mit der Energietransfere�zienz in einem
zweidimensionalen Histogramm aufgetragen (Abb. 4.19(c)). Die zweidimensionale Verteilung
ist im Wesentlichen symmetrisch um Takz−Tdon = 0 ms verteilt. Allerdings werden im Bereich
0,1 < Et < 0,4 vermehrt Ereignisse mit negativen Zeitdi�erenzen gezählt. Dies wird auch
deutlich, wenn die eindimensionalen (Takz − Tdon)-Histogramme für bestimmte Et-Bereiche
berechnet werden (Abb. 4.19(d)). Das Photobleichen des Akzeptors führt folglich vor allem
im Bereich zwischen den Ereignissen ohne aktiven Akzeptor (Et ≈ 0) und denen des doppelt
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markierten Proteins (Et > 0,4) zum Au�üllen und Verschmieren der Verteilung.

Auftrennen der Einzelmolekülereignisse Die separate Berechnung der Et-Verteilung
für die vordere und linke Hälfte der Einzelmolekülereignisse ist für TtSlyD in Abb. 4.19(e)
dargestellt. Für die zweite Hälfte der Ereignisse wird die Energietransfere�zienz im Bereich
0,1 < Et < 0,4 stärker betont. Diese Verschiebung zu geringeren Werten ist ebenso ein Indiz
für das Photobleichen des Akzeptors.

Vergleich der Kontrollverfahren Vergleicht man die Methoden in Abb. 4.19, stellen der
Vergleich der Detektionszeiten (Abb. 4.19(c)) und die zeitliche Auftrennung der Einzelmo-
lekülereignisse (Abb. 4.19(e)) gegenüber der Kreuzkorrelation die weniger sensitiven Metho-
den dar. Darüberhinaus ist die Auftrennung der Einzelmolekülereignisse in ihrer Anwendung
durch die geringen Photonenzahlen und kurzen Di�usionszeiten der Moleküle durch das Anre-
gungsvolumen begrenzt. Für eine schnelle und sensitive Kontrolle ist folglich die Berechnung
der Korrelationsfunktionen in beiden Richtungen und deren Vergleich durchzuführen.

Sortieren des Photobleichens durch eine Akzeptorschwelle Das in dieser Arbeit ver-
wendete POE-Schema bietet zum einen die Möglichkeit, Ereignisse verursacht durch Molekü-
le, die nur donormarkiert sind, herauszusortieren. Zum anderen können aber auch Ereignisse,
die durch Photobleichen des Akzeptors geprägt sind, sortiert werden. Denn neben der Sum-
menschwelle muss auch die Akzeptorschwelle erfüllt werden, was im Fall des Photobleichens
nicht mehr gegeben ist. Die Zeitschritte nach dem Bleichen werden folglich heraussortiert. Die
E�zienz dieses Sortierens wird in Abb. 4.20 mit allen drei Kontrollverfahren veranschaulicht.
Die Unterschiede zwischen den beiden Korrelationsrichtungen werden mit steigender Ak-
zeptorschwelle minimiert (Abb. 4.20(a)). Allerdings werden dadurch auch viele Photonen
aus der Auswertung sortiert, sodass die Korrelationskurven stark verrauschen. Für die Vari-
ante P68C/E111C des Proteins TtSlyD wurden sowohl die Energietransfere�zienz als auch
das logarithmische Intensitätsverhältnis bei der Anwendung verschiedener Akzeptorschwellen
berechnet. Auch in diesem Fall konnte eine Minimierung der Unterschiede in den Korrelati-
onsrichtungen bestätigt werden (Abb. A.3 im Anhang).
Bei der Analyse der Detektionszeiten in den unterschiedlichen Kanälen kann eine symmetri-
sche Verteilung um Takz − Tdon = 0 ms festgestellt werden (Abb. 4.20(b)).
Auch die separat berechneten Et-Verteilungen für die beiden Hälften der Einzelmolekülereig-
nisse liefern keine systematischen Unterschiede mehr (Abb. 4.20(c)). Somit ist die E�zienz des
POE-Schemas durch mehrere Kontrollversuche bestätigt wurden. Es kann zusammengefasst
werden, dass es mit A647N als Akzeptor zwar zum Photobleichen kommt, diese Ereignisse
aber durch die gezielte Ausnutzung des POE-Schemas von der Auswertung ausgeschlossen
werden können.
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Abb. 4.19.:
Anwendung der Methoden zur Analyse des Photobleichens. (a) Kreuzkorrelation (GAD: orange,
GDA: braun) simulierter transienter Intensitäten, wobei das Photobleichen des Akzeptors nach der Zeit
tB mit 100µs (5), 500µs (4), 700µs (3), 800µs (2) eintritt (1: ohne Photobleichen). Das Akzeptorsignal
wird dann auf den Hintergrund reduziert, das Donorsignal nimmt um den fehlenden Energietransfer zu.
(b) Absolute Di�erenzen zwischen den apparenten Di�usionszeiten der Kreuzkorrelationen GDA und GDA.
Die doppelt markierte Variante D82C/T139C des Proteins TtSlyD wurde bei verschiedenen Leistungen
kontinuierlich bei 488 nm angeregt. Alle Photonen, ohne Auswahl von Einzelmolekülereignissen, wurden
korreliert. (c) 2D-Histogramm über die Di�erenzen in der mittleren Detektionszeit pro Kanal und die
Energietransfere�zienzen für jedes Einzelmolekülereignis (S488

sum > 40 s−1). (d) Die Di�erenzen (Takz−Tdon)
wurden separat für Ereignisse mit 0,0 < Et < 0,1 (unten), 0,1 < Et < 0,4 (Mitte) und 0,4 < Et < 1,0
(oben) berechnet. Ohne Photobleichen des Akzeptors sollten die Verteilungen, durch Photonenrauschen
bedingt, symmetrisch um Takz − Tdon = 0 ms verteilt sein (gestrichelte Linien). (e) Histogramm über die
Energietransfere�zienz, separat berechnet für die erste Hälfte (braune Linie) und zweite Hälfte (gelbe
Balken) der Einzelmolekülereignisse (S488

sum > 20 s−1) und deren Di�erenz (oben).
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Abb. 4.20.:
Analyse des Photobleichens nach Anwendung der Akzeptorschwelle. (a) Di�erenzen der Kreuz-
korrelation in beide Richtungen für verschiedenen Akzeptorschwellen (S635

akz > 0 s−1 (dunkelbraun),
S635
akz > 10 s−1 (braun), S635

akz > 20 s−1 (ockar), S635
akz > 30 s−1 (orange)) bei konstanter Summenschwelle

(S488
sum > 20 s−1).(b) Zweidimensionale Darstellung über die Di�erenz der Detektionszeiten und die Ener-

gietransfere�zienz pro Einzelmolekülereignis (S488
sum > 40 s−1, S635

akz > 10 s−1). (c) Et-Verteilung für die
erste (braune Linie) und für die zweite Hälfte (gelbe Balken) der Einzelmolekülereignisse (S488

sum > 20 s−1,
S635
akz > 30 s−1) und deren Di�erenz zueinander (oben). Die Variante D82C/T139C des Proteins TtSlyD

wurde in einem beugungsbegrenzten Fokus im POE-Anregungsschema (100µW (a) bzw. 40µW (b+c) bei
488 nm, 15µW bei 635 nm und 10 MHz) angeregt.
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Abb. 4.21.:
Kontrolle von unspezi�schen Farbsto�bindungen durch Korrelation. Test auf unspezi�sche Bin-
dung der Farbsto�e an die nicht markierte Variante D82C/T139C des Proteins TtSlyD. Das Protein wurde
in einem ungefähren Verhältnis von 1 : 1 mit AF488 (a), A655 (b) bzw. A647N (c) im Pu�er gemischt und
nach einer Inkubationszeit von t = 2 h im beugungsbegrenzten Fokus bei einer Konzentration von c ≈ 1 nM
angeregt und die Photonen korreliert (rote Linien). Zum Vergleich wurde der reine Farbsto� unter densel-
ben Bedingungen gemessen (gelb gestrichelt). Die Messung erfolgte mit einem Pinhole (d = 50µm). Die
Pseudoautokorrelation wurde normiert. Die Di�erenzen zwischen den Korrelationen der Kurven mit und
ohne Protein sind aufgetragen (blaue Linie). In (c) sind die normierten Korrelationen für Zeitabschnitte
von 30 s einzeln dargestellt (grau), um die Heterogenität der Probe zu verdeutlichen. (d) Die Wechselwir-
kung zwischen dem Farbsto� A647N und dem Protein kann durch das Denaturierungsmittel GdHCl (6 M)
aufgelöst werden. Dabei wird allerdings auch das Protein TtSlyD vollständig entfaltet.

4.3.2.5. Unspezi�sche Bindung der Farbsto�e

Ursache für verfälschte Et-Werte können auch unspezi�sch gebundene Farbsto�e am Protein
sein. Die Kontrolle auf die Möglichkeit solch einer Bindung der Farbsto�e erfolgte zum einen
durch Korrelationsanalyse der nicht markierten Doppelvariante D82C/T139C des Proteins
TtSlyD nach Zugabe der Farbsto�e AF488, A655 bzw. A647N (rote Linie in Abb. 4.21).
Die Mischung von Protein und Farbsto� erfolgte in einem ungefähren Verhältnis von 1 : 1

und wurde für t = 2 h inkubiert. Zum Vergleich wurde jeweils für den freien Farbsto� eine
Korrelationskurve aufgenommen (gelb gestrichelt in Abb. 4.21). Für die Farbsto�e AF488
und A655 können keine signi�kanten Unterschiede (blaue Linien in Abb. 4.21) vor und nach
der Mischung mit dem Protein festgestellt werden. Unspezi�sche Wechselwirkungen können
somit ausgeschlossen werden. Für A647N jedoch wird nach Mischung mit dem Protein die
Di�usionszeit deutlich zu längeren Zeiten hin verschoben. Desweiteren weisen die Korrela-
tionskurven, wenn sie für einzelne Zeitabschnitte von 30 s der Gesamtmessung berechnet
werden, eine groÿe Streuung auf (graue Linien in Abb. 4.21(c)). Dies deutet auf unspezi�sche
Wechselwirkungen hin, die zur vielfältigen Aggregation des Proteins führen. Diese Bindungs-
e�ekte können durch die Zugabe des Denaturierungsmittels GdHCl aufgehoben werden (Abb.
4.21(d)).
Dieses Ergebnis würde die Schlussfolgerung erlauben, dass der Akzeptorfarbsto� A647N
vielfältig und unkontrolliert an der Ober�äche des Proteins klebt. Eine Auswertung der Et-
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Abb. 4.22:
Kontrolle von unspezi�schen Farbsto�bindun-
gen durch Vergleich der Energietransfere�-
zienzen. Eventuell unspezi�sche gebundene A647N-
Farbsto�e wurden durch GdHCl gelöst und durch Ul-
trazentrifugation bei 14000 g durch einen Filter mit
dem Grenzwert von 3 kDa vom Protein getrennt. Die-
ses wurde durch Verdünnung im nativen Pu�er zu-
rückgefaltet. Aus den intensitätskorrigierten Ereignis-
sen (S488

sum > 100 s−1, S635
akz > 50 s−1) beider Protein-

proben, vor (1) und nach (2) der Aufreinigung, wur-
de die Et-Verteilung berechnet und mit einem Zwei-
Gauÿ-Modell (rote Linie) angepasst. Die doppelt mar-
kierte Variante D82C/T139C des Proteins TtSlyD
wurde in einem beugungsbegrenzten Fokus im POE-
Schema (40µW bei 488 nm, 15µW bei 635 nm und
10 MHz) angeregt.
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Verteilung wäre nicht möglich.
Ein weiteres Kontrollexperiment mit der im Gegenzug bereits markierten Doppelvariante
zeigte jedoch, dass die unspezi�sche Bindung während des Markierungsverfahrens der Cy-
steine keinen Ein�uss hat. Eventuelle unspezi�sch gebundene Farbsto�e wurden durch Ver-
dünnung in einem hochkonzentrierten Denaturierungspu�er (cGdHCl = 6 M) gelöst und durch
Ultrazentrifugieren durch einen Filter vom Protein getrennt. Die aufgereinigte und rückge-
faltete Probe zeigt jedoch keinen messbaren Unterschied in der Et-Verteilung zur Probe vor
der Aufreinigung. Wahrscheinlich ist die Reaktivität der reduzierten Thiolgruppen so hoch,
dass die konkurrierende unspezi�sch hydrophobe Bindung keinen Ein�uss hat. Zusammen-
fassend können unspezi�sche Bindungen der benutzten Farbsto�e mit TtSlyD ausgeschlossen
werden.

4.3.2.6. Weitere Markierungsmöglichkeiten des Proteins TtSlyD

Alternativer Akzeptorfarbsto� Da der Akzeptorfarbsto� aufgrund seines hydrophoben
Charakters zu Wechselwirkungen mit der Proteinober�äche neigt (Abschnitt 4.3.2.3), wur-
de ein alternativer Farbsto�, Atto 655 (A655), eingeführt. Die verminderte Hydrophobizität
geht jedoch mit einem Abfall der Quantenausbeute von QA = 0,65 für A647N auf QA = 0,3

für A655 einher (lt. Herstellerangaben). Dadurch können bei gleichen Anregungsleistungen
nur geringere Zählraten und ein schlechtes Signal-zu-Rausch-Verhältnis erzielt werden. Zur
Berechnung der Energietransfere�zienz wurde der Korrekturfaktor nach Gl. (2.32)-(2.33)
mit den Filterkorrekturwerten (qD = 0,28, qA = 0,34) und den Herstellerangaben für die
Fluoreszenzquantenausbeute (QD = 0,8, QA = 0,3) zu γ = 0,46 bestimmt. Die korrigier-
ten Verteilungen für verschiedene Schwellwerte nach direkter Akzeptoranregung sind in Abb.
4.23 dargestellt. Wegen der geringen Photonenzahl im Akzeptorkanal hat die Anwendung
einer zusätzlichen Akzeptorschwelle deutlichen Ein�uss auf die Form der Verteilung. Somit
wurden die Daten ohne Akzeptorschwelle (gelbes Balkendiagramm in Abb. 4.23) durch ein
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Abb. 4.23:
Atto 655 (A655) als Alternative zum Ak-
zeptor A647N. Die doppelt markierte Vari-
ante D82C/T139C des Proteins TtSlyD wurde
in einem beugungsbegrenzten Fokus im POE-
Schema (40µW bei 488 nm, 10µW bei 635 nm
und 20 MHz) angeregt. Es wurden nur die Ein-
zelmolekülereignisse betrachtet, die die Schwel-
len S488

sum > 20 s−1 und S635
akz > 0 s−1 (gelb) bzw.

S635
akz > 5 s−1 (rot) bzw. S635

akz > 10 s−1 (braun) er-
füllen. Die Energietransfere�zienzen wurden kor-
rigiert. Die Daten ohne Anwendung der Akzep-
torschwelle wurden im Bereich Et = 0,2 . . . 1,0
an ein Zwei-Gauÿ-Modell angepasst (rote Linie).
Aus den mittleren Transfere�zienzen 〈Et,1〉 =
0,30±0,02 und 〈Et,2〉 = 0,62±0,01 und der mittle-
ren Photonenzahl pro Ereignis (〈nD〉+〈nA〉 = 35)
wurde eine durch Schrotrauschen begrenzte Ver-
teilung nach dem Modell in Gl. (2.48) berechnet
(blaue Linie).

Zwei-Gauÿ-Modell angepasst (rote Linie). Zum Vergleich ist die durch Schrotrauschen be-
grenzte, simulierte Verteilung aufgeführt (blaue Linie).
Auch mit A655 erhält man eine bimodale Verteilung, die allerdings stärker, und somit auch
über das Schrotrauschen hinweg, verbreitert ist. Die Verteilung ist insgesamt zu niedrigeren
Et-Werten verschoben. Dies spricht gegen die Erwartung, da das Farbsto�paar, AF488 und
A647N, mit R0 = 65,5 Å (mit QD = 0,8 und Spektren lt. Herstellerangaben) einen deutlich
höheren Försterradius hat als AF488 und A647N (siehe Abschnitt 4.3.2.1). Der Zustand mit
geringeren Energietransfere�zienzen (〈Et,1〉 = 0,30 ± 0,02) ist vergleichsweise geringer po-
puliert, als es in Abschnitt 4.3 diskutiert wurde. Folgende Aspekte müssen jedoch beachtet
werden. Die Korrektur der Daten basiert auf Herstellerangaben und wurde nicht explizit für
die gebundene Form der Farbsto�e am Protein bestimmt. Fehler in der Korrektur führen zu
einer Verschiebung der Verteilung. Die Populationen können verfälscht werden, da die Aus-
sortierung inaktiver oder fehlender Akzeptorfarbsto�e mit einer zusätzlichen Schwelle nicht
möglich ist.
Aus Tab. 4.11 geht hervor, dass die Rotationsfreiheit von A655 vergleichbar mit derjenigen
von A647N ist. Aufgrund der geringen Fluoreszenzquantenausbeute und der dennoch ein-
geschränkten Rotationsfreiheit wurde der Akzeptorfarbsto� A655 nicht weiter zum Einsatz
gebracht.

Alternative Bindungsstelle Da der Donorfarbsto� AF488 vor allem Wechselwirkungen
mit dem Protein gezeigt hat, wenn dieser Farbsto� an der Aminosäure T139C gebunden war,
wurde eine alternative Doppelvariante D82C/E137C des Proteins TtSlyD mit dem FRET-
Farbsto�paar, AF488 und A647N, �uoreszent markiert. Die Bindungsstelle des Farbsto�es
in der FKBP-Domäne ist also nur um 2 Aminosäuren verschoben. Trotz dieser scheinbar
nur kleinen Variation konnten enorme Auswirkungen auf das Protein festgestellt werden.
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Abb. 4.24:
Alternative Bindungsstelle mit
TtSlyD D82C/E137C. Die doppelt
markierte Variante D82C/E137C des
Proteins TtSlyD wurde im POE-Schema
(40µW bei 488 nm, 15µW bei 635 nm
und 10 MHz) angeregt. Es wurden nur
die Einzelmolekülereignisse betrachtet,
die die Schwellen S488

sum > 40 s−1 und
S635
akz > 0 s−1 (schwarz) bzw. S635

akz > 5 s−1

(braun) bzw. S635
akz > 10 s−1 (orange)

bzw. S635
akz > 20 s−1 (rot) erfüllen. Die

Daten wurden an ein Zwei-Gauÿ-Modell
angepasst, mit den mittleren Trans-
fere�zienzen 〈Et,1〉 = 0,37 ± 0,01 und
〈Et,2〉 = 0,82± 0,02.
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Bereits mit den Ensemblemessungen (siehe Abschnitt 4.2) wurde eine reduzierte Stabilität
dieser Proteinvariante bestimmt. Dieses Ergebnis kann eindeutig durch Einzelmolekül-FRET-
Experimente bestätigt werden. In Abb. 4.24 ist die Et-Verteilung bei verschiedenen Schwell-
werten dargestellt. Die deutliche Population mit einem Mittelwert von 〈Et,1〉 = 0,37 ± 0,01

deutet auf bereits entfaltete oder teilweise entfaltete Proteine hin. Dies geht aus einem Ver-
gleich mit Entfaltungsexperimenten hervor, wie sie in Abschnitt 4.6 vorgestellt werden. Die
Population nativer Proteine im Bereich höherer Energietransfere�zienzen ist fast vernach-
lässigbar. Die Mutation der Glutaminsäure zu einem Cystein (E137C) scheint die Stabilität
des Proteins stark zu beein�ussen. Aus diesem Grund wird die Doppelvariante D82C/E137C
für die weiteren Experimente nicht verwendet.
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Abb. 4.25.:
Dynamik in einem FRET-System und Analyse dieses FRET-Experimentes. (a) Skizze eines
Zwei-Zustands-Systems mit den Energietransfere�zienzen Et,1 und Et,2. Zwischen den Zuständen kommt
es zum dynamischen Austausch mit den Raten k12 und k21. (b) Die interne Dynamik führt zu entgegen-
gesetzten, also antikorrelierten Fluktuationen im Donor- (blau) und Akzeptorsignal (rot). (c) Die Signal-
�uktuationen führen zu einem Abfall der Kreuzkorrelation von Donor und Akzeptor (gelb) und zu einem
zusätzlichen Anstieg der Autokorrelation (blau). Durch Division der Korrelationskurven erhält man den
di�usionsunabhängigen Quotienten

Gdyn,DD
Gdyn,DA

(blau-gelb gestrichelt). Gezeigt sind Kurven mit τdyn = 6µs

bei τD = 200µs für Donor und Akzeptor.

4.3.3. Interne Dynamik

In den vorangegangenen Abschnitten wurden die experimentell, photophysikalisch, photoche-
misch und die durch eingeschränkte Rotation bedingten Ein�üsse auf die gemessene Vertei-
lung der Energietansfere�zienz (Abb. 4.9(b)) untersucht. Aus vielfältigen Kontrollmessungen
ging hervor, dass die deutliche Verbreiterung der Et-Verteilung über das Schrotrauschen hin-
aus nicht allein durch diese E�ekte begründet werden kann. Vielmehr ist das Modell mit
zwei festen Konformationszuständen und somit zwei festen Farbsto�abständen nicht hinrei-
chend, um das Protein TtSlyD zu erklären. In diesem Kapitel werden dynamische Übergänge
zwischen den Konformationen, deren experimenteller Nachweis und deren Ein�uss auf die Et-
Verteilung diskutiert. Im ersten Abschnitt wird die Korrelationsanalyse der internen Dynamik
nach Torres und Levitus [60] vorgestellt, danach werden diese Zusammenhänge anhand simu-
lierter Daten erläutert. Im dritten Abschnitt werden analog zu den simulierten Datensätzen
experimentelle Daten analysiert und mit der Simulation verglichen.

4.3.3.1. Interne Dynamik im Modell

Die experimentell bestimmte Energietransfere�zienz-Verteilung konnte (Abb. 4.9(b)) im ein-
fachsten Fall mit zwei möglichen Zuständen (Zwei-Gauÿ-Modell) angepasst werden. Dies
weist auf zwei Konformationen des Proteins TtSlyD mit zwei unterschiedlichen Farbsto�ab-
ständen hin. Dabei sind die IF- und FKBP-Domäne entweder zueinander geschlossen oder
o�en.
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Treten in so einem Zwei-Zustands-System zusätzliche dynamische Änderungen des Abstandes
der Farbsto�e eines FRET-Paares auf, führt dies zu entgegengesetzten Intensitätsänderungen
im Donor- und Akzeptorkanal (Abb. 4.25(b)). Dieses Prinzip ist in Abb. 4.25 abgebildet. Da-
bei springt das Zwei-Zustands-System mit den Raten k12 und k21 zwischen den Energietrans-
fere�zienzen 〈Et,1〉 und 〈Et,2〉. Die antikorrelierten Intensitätsänderungen gehen als Abfall
in die Kreuzkorrelation und als zusätzlicher Anstieg in die Autokorrelation von Donor- und
Akzeptorphotonen im Zeitbereich der internen Dynamik τdyn = 1

k12
+ 1

k21
ein (Abb. 4.25(c)).

Torres und Levitus [60] haben folgendes analytische Modell aufgestellt, in dem der di�usive
Anteil Gdi� und der dynamische Anteil Gdyn,xy der Korrelationfunktion multiplikativ ver-
knüpft sind. x und y stellen den verallgemeinerten Index dar und können mit A bzw. D für
den Akzeptor bzw. den Donor besetzt werden:

Gxy(τ) =1 +Gdyn,xy(τ)Gdi�(τ),

Gdyn,DD(τ) =1 +
k12k21(〈Et,1〉 − 〈Et,2〉)2

[k21(1− 〈Et,1〉) + k12(1− 〈Et,2〉)]2
exp [−(k12 + k21)τ ], (4.6)

Gdyn,AA(τ) =1 +
k12k21(〈Et,1〉 − 〈Et,2〉)2

[k21〈Et,1〉+ k12〈Et,2〉]2
exp [−(k12 + k21)τ ], (4.7)

Gdyn,DA(τ) =1− k12k21(〈Et,1〉 − 〈Et,2〉)2

[k21(1− 〈Et,1〉) + k12(1− E2〈Et,2〉)] (k21E1〈Et,1〉+ k21〈Et,2〉)
. . .

. . . exp [−(k12 + k21)τ ]. (4.8)

Durch Division von Auto- und Kreuzkorrelation kann so der di�usive Anteil gekürzt werden,
man erhält den allein durch interne Dynamik verursachten Anteil (Abb. 4.25(c), gestrichelte
Linie):

GDD(τ)− 1

GDA(τ)− 1
=
Gdyn,DD(τ)

Gdyn,DA(τ)
,

=
1 +A exp [−(k12 + k21)τ ]

1−B exp [−(k12 + k21)τ ]
. (4.9)

Die Abhängigkeit von der Zeitskala der internen Dynamik k12, k21 tritt jedoch nicht nur in
dem doppelt auftretenden Exponentialterm, sondern auch in den Amplituden A und B auf:

A =
k12k21(〈Et,1〉 − 〈Et,2〉)2

[k21(1− 〈Et,1〉) + k12(1− 〈Et,2〉)]2
,

B =
k12k21(〈Et,1〉 − 〈Et,2〉)2

[k21(1− 〈Et,1〉) + k12(1− 〈Et,2〉)] (k21〈Et,1〉+ k21〈Et,2〉)
. (4.10)

In Abb. 4.26 ist die Amplitude des Gdyn,DD

Gdyn,DA
-Quotienten in Abhängigkeit vom Verhältnis der

Raten k12
k21

für verschiedene Energietransfere�zienzen aufgetragen.
Der Abstand ∆〈Et〉 = 〈Et,1〉−〈Et,2〉 bestimmt zum einen die Sensitivität der Methode (Abb.
4.26(b)). Dynamische Übergänge zwischen Zuständen mit groÿem Unterschied ∆〈Et〉 führen
zu groÿen Amplituden des Gdyn,DD

Gdyn,DA
-Quotienten (braune Kurven). Je dichter die Einzelzustän-
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Abb. 4.26.:
Korrelationsamplitude bei verschiedenen Ausgangsparametern. Berechnung der Amplitude von
GDD/GDA nach dem Modell von Torres-Levitus. (a) Bei konstantem ∆〈Et〉 = 〈Et,1〉− 〈Et,2〉 = 0,2 werden
die absoluten Werte beginnend mit 〈Et,1〉 = 0,75 und 〈Et,2〉 = 0,95 (dunkelbraun) in Schritten von
∆〈Et,1〉 = ∆〈Et,2〉 = 0,1 bis 〈Et,1〉 = 0,05 und 〈Et,2〉 = 0,25 (hellgelb) verkleinert. (b) Bei konstantem
〈Et,2〉 = 0,9 wird 〈Et,1〉 beginnend bei 〈Et,1〉 = 0,1 (dunkelbraun) in Schritten von ∆〈Et,1〉 = 0,1 erhöht
bis 〈Et,1〉 = 0,8 (hellgelb). Die Summe der Raten ist k12 + k21 = 1000 Hz.

de auf der Achse der Energietransfere�zienz liegen, desto geringer fällt die Amplitude aus
und desto weniger sensitiv ist die Torres-Levitus-Methode zum Nachweis der Dynamik zwi-
schen den Einzelzuständen (gelbe Kurven). Dieses Verhalten wurde auch mit der Simulation
eines Zwei-Zustands-Systems bestätigt (Abb. A.7 im Anhang).
Allerdings ist nicht allein der Abstand der beiden Zustände in der Energietransfere�zienz-
Verteilung für die Amplitude bestimmend. Es ist leicht zu erkennen, dass bei konstantem
∆〈Et〉 = 〈Et,1〉 − 〈Et,2〉 das Ratenverhältnis k12

k21
ausschlaggebend ist, wobei diese Abhän-

gigkeit mit den absoluten Werten 〈Et,1〉 und 〈Et,2〉 variiert (Abb. 4.26(a)). Für Übergänge
im Bereich geringer Energietransfere�zienzen (gelb bis orange) ist die Emp�ndlichkeit des
Gdyn,DD

Gdyn,DA
-Quotienten generell gering, für hohe Energietransfere�zienzen (braun) sind Raten-

verhältnisse von 1 < k12
k21

< 10 durch einen deutlichen Anstieg in Gdyn,DD

Gdyn,DA
zu detektieren.

Für Gdyn,AA

Gdyn,DA
sind die Tendenzen umgekehrt (Daten nicht gezeigt). Die Amplitude ist zwar

wesentlich vom Ratenverhältnis k12
k21

bestimmt, sie ist aber unabhängig von der Ratensumme
k12 + k21.
Die Anpassung experimenteller Daten an das Modell von Torres und Levitus erweist sich
als sehr schwierig. Die kritischen Punkte werden in den folgenden Abschnitten diskutiert.
Aufgrund der komplexen Struktur der Gl. (4.9)-(4.10) ist selbst die Frage der Normierung
experimentell bestimmter Korrelationskurven nicht einfach zu beantworten. Eine solche Nor-
mierung würde auch ohne analytische Anpassung den Vergleich verschiedener Daten bzgl.
des Korrelationsabfalls und somit der Zeitskala der internen Dynamik ermöglichen. Da aber
die Raten k12, k21 selbst in der Amplitude von Gdyn,DD

Gdyn,DA
enthalten sind, kann eine Normierung

diese Information verfälschen. Für den Fall konstanter Raten, aber geringfügig abweichender
Energietransfere�zienzen, wie sie durch geringste Dejustage im Experiment schnell auftreten
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Abb. 4.27.:
Problem der Normierung. (a) Quotient GDD/GDA nach dem Modell von Torres-Levitus. Die Raten
sind k12 = 400 Hz und k21 = 100 Hz, bei konstantem 〈Et,2〉 = 0,9 wird 〈Et,1〉 beginnend bei 〈Et,1〉 = 0,56
(dunkelbraun) in Schritten von ∆〈Et,1〉 = 0,02 bis zu 〈Et,1〉 = 0,64 (hellgelb) erhöht. (b) Normierung
durch Skalierung der Amplituden auf den Wert GDD

GDA
(τ = 0) = 2,0. (c) Normierung durch Verschiebung

der Kurven auf eine gemeinsame maximale Amplitude.

können, kann jedoch durch das Beispiel in Abb. 4.27 gezeigt werden, dass eine Normierung
durch Reskalierung der Datensätze erlaubt ist (Abb. 4.27(b)). Die alleinige Verschiebung der
Korrelationskurven würde jedoch zur Fehlinterpretation des Zeitabfalls führen (Abb. 4.27(c)).

4.3.3.2. Interne Dynamik in der Simulation

Die experimentell bestimmte Verteilung der Energietransfere�zienz (Abb. 4.9(b)) kann nicht
allein durch ein Zwei-Zustands-Modell erklärt werden. Eine zusätzliche Dynamik, wie sie im
Modell von Torres und Levitus [60] erklärt wird, ist zu erwarten. Im folgenden Abschnitt wird
jedoch an simulierten Daten gezeigt, dass aufgrund der Datenverarbeitung, wie sie in dieser
Arbeit angewendet wird, eine Analyse der experimentell bestimmten Korrelationskurven an
das Modell von Torres und Levitus nicht möglich ist. Um dennoch Aufschluss über die interne
Dynamik zu erlangen, werden verschiedene Modellsysteme mit interner Dynamik simuliert.
Die simulierten Daten werden hinsichtlich ihrer Korrelation und Energietransfere�zienz ana-
lysiert. Die Ergebnisse werden folgend vorgestellt und können mit den experimentellen Werten
verglichen werden.

Verschmierung der Energietransfere�zienz - eine Frage der Zeitskala In Abb. 4.29
sind simulierte Daten für ein System mit den mittleren Energietransfere�zienzen 〈Et,1〉 =

0,50 und 〈Et,2〉 = 0,93 und verschiedenen Austauschraten gezeigt. Die Di�usionszeit des Sys-
tems ist mit τD = (210 ± 10)µs vergleichbar zu den Werten gemessen mit TtSlyD in Tab.
4.1 (Abschnitt 4.1.1).
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Abb. 4.28:
Zeitskala der Dynamik. Welchen Ein�uss die in-
terne Dynamik zwischen zwei Zuständen auf die
Energietransfere�zienz-Verteilung hat, ist abhängig
von der Zeitskala der Dynamik zwischen den Zuständen
1 und 2. Ist die Dynamik deutlich langsamer als das
Beobachtungszeitfenster (gelb), werden die einzelnen Zu-
stände getrennt aufgelöst (a). Sehr schnelle Dynamik, die
dazu führt, dass jedes detektierte Photon (rot bzw. blau)
bereits einem neuen Zustand entspricht, spiegelt sich in
einer durch Schrotrauschen begrenzten mittleren Verteilung
wider (c). Dynamik zwischen diesen Grenzfällen führt zu
einem Verschmelzen der einzelnen Verteilungen (b). Bei
dieser Darstellung wurde davon ausgegangen, dass die zwei
Zustände 1 und 2 den Energietransfere�zienzen Et = 1 und
Et = 0 entsprechen. Demzufolge werden nur Donor- (blau)
bzw. nur Akzeptorphotonen (rot) detektiert.

Zwei getrennte Populationen (notiert mit 1 und 2) in einem Et-Histogramm deuten auf zwei
Zustände hin. Diese können zum einen von zwei Farbsto�abständen, aber auch von zwei Hel-
ligkeitzuständen der Farbsto�e durch chemische Isomerisierung oder deren Wechselwirkung
mit dem Protein herrühren. Treten Übergänge zwischen den Zuständen auf, kommt es zur
Verschmierung der zwei Populationen. Dabei ist die Zeitskala der Dynamik, also die Aus-
tauschraten k12 und k21, entscheidend [99]. Sehr langsame Übergänge mit Austauschraten,
die deutlich geringer als die inverse mittlere Zeit der Teilchen im Beobachtungsvolumen 1/tFokus
sind, beein�ussen das Histogramm nicht (Abb. 4.29: Fall (1) und Abb. 4.28(a)). Je mehr sich
die Austauschraten der inversen Beobachtungszeit annähern, desto höher wird der Bereich
im Histogramm zwischen den Subpopulationen aufgefüllt, was schlieÿlich zum Verschmel-
zen der einzelnen Populationen führt (Abb. 4.29: Fälle (2-4)). Mit gröÿer werdenden Raten
wird nur noch eine gauÿförmige Verteilung gemessen, die mit wachsenden Austauschraten
schmaler wird. Für sehr schnelle Dynamiken mit Austauschraten, die deutlich schneller als
die Photonenzählrate kphot sind, wird schlieÿlich nur noch eine Verteilung gemessen, deren
Breite durch das Schrotrauschen der Photonen begrenzt ist [100]. Dieser Grenzfall ist dann
erreicht, wenn mit jedem detektierten Photon der Zustand des Systems zwischen 1 und 2
wechselt (Abb. 4.28(c)).

In dieser Arbeit kann für die experimentellen Daten von TtSlyD somit ein kritisches Zeitfens-
ter von tU = 1/kphot,max ≈ 10µs bis tO = 10 × tFokus ≈ 10 ms aufgespannt werden, innerhalb
dessen dynamische Übergänge mit der Ratensumme (k12 + k21) zum Verschmieren des Et-
Histogramms führen (grau hinterlegt in Abb. 4.29(b)). Als obere Grenze tO wurde dabei
der zehnfache Wert der Zeitau�ösung von ∆t = 1 ms gewählt. Da die gröÿte Zahl der Ein-
zelmolekülereignisse bei einer Di�usionzeit im Bereich von 200µs eine maximale Länge von
1 ms hat (Abb. A.4(b) im Anhang), wird mit der Wahl von tO sichergestellt, dass die Be-
dingung (k12 + k21)tFokus � 1 erfüllt wird. Die untere Grenze ergibt sich aus der maximalen
Photonenzählrate innerhalb der ausgewählten Einzelmolekülereignisse kphot,max = 100 s−1

(Abb. A.4(a) im Anhang). Die minimale Photonenzählrate wird durch den Schwellwert
S488
sum > 40 s−1 bestimmt. Die mittlere Zählrate entspricht 〈kphot〉 = 50 s−1. Zu beachten
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Abb. 4.29.:
Ein�uss der Dynamik auf die Energietransfere�zienz in verschiedenen Zeitbereichen. Simula-
tion eines Zwei-Zustands-Systems mit 〈Et,1〉 = 0,50 und 〈Et,2〉 = 0,93 und Austauschraten k12 = k21
zwischen den Zuständen. Die Summe der Raten (rote Linien) variiert von (k12 + k21) = 40 s−1 (1),
(k12 + k21) = 1000 s−1 (2), (k12 + k21) = 4 · 103 s−1 (3) bis (k12 + k21) = 4 · 105 s−1 (4). (a) Energie-
transferhistogramm für die Ereignisse mit S488

sum > 40 s−1. (b) Die Ratensumme ist jeweils als gestrichelte
Linie der Donor-Autokorrelationskurve mit einer Di�usionszeit von τD = (210 ± 10)µs (b) überlagert.
Der graue Bereich symbolisiert das Zeitfenster, innerhalb dessen dynamische Prozesse zum Verschmieren
der Et-Verteilung führen. Die untere Grenze tU = 7µs resultiert aus der maximalen Photonenzählrate
von kphot,max = 140 s−1. Die obere Grenze entspricht mit tO = 10 ms dem zehnfachen Wert der Zeitauf-
lösung. Sehr langsame Dynamik führt zu zwei getrennten Populationen (1), sehr schnelle Dynamik führt
zu einer mittleren Population (4), die wie die Einzelpopulationen in (1) durch reines Schrotrauschen der
Photonen begrenzt ist. Findet eine Austauschdynamik zwischen diesen Grenzfällen statt, führt dies zum
Verschmieren der einzelnen Populationen (2,3).

ist, dass nur wenige Ereignisse überhaupt Zählraten aufweisen, die deutlich höher als dieser
Mittelwert sind. So liegt zum Beispiel für nur 3% aller Ereignisse die Zählrate über 80 s−1. Da
die untere Grenze für das Zeitfenster mit tU = 1/kphot,max angeben wird, ist also die Bedingung
(k12 + k21)� kphot erfüllt.

Analyse der Kreuzkorrelation Das Prinzip der Korrelationsanalyse wurde bereits ein-
geführt. Ferner wurde auch das Modell von Torres und Levitus [60] beschrieben, mit dem
es möglich ist, das Verhältnis aus Auto- und Kreuzkorrelation GDD

GDA
analytisch anzupassen.

Dieses Modell zeigt jedoch mehrere Schwachstellen.
So müsste zum Beispiel der Di�usionsanteil der Korrelationsfunktionen in beiden Detektio-
nenskanälen (GAA,GDD) identisch sein. Dies ist aufgrund der von der Wellenlänge abhängigen
Gröÿe des Beobachtungsvolumens nicht gegeben.
Desweiteren ergibt sich im Fall der hier benutzten Farbsto�e das Problem des Photoblei-
chens, sodass die Richtung der Kreuzkorrelation (GAD oder GDA) entscheidend ist (siehe
Abschnitt 4.3.2.4). Dies lässt sich erst durch das Sortieren der Ereignisse mit den Schwell-
werten S488

sum und S635
akz verhindern. Diese Sortierung basiert jedoch auf den pro Zeiteinheit

gezählten Photonen. Somit erzeugt die Wahl der Zeitau�ösung ein Artefakt in der Kor-
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Abb. 4.30.:
Ein�uss der Datenbearbeitung auf die Korrelationsanalyse. (a) Autokorrelation der Photonen
im Donor- (blau) und Akzeptorkanal (rot) ohne (durchgezogen) bzw. nach (gestrichelt) Sortierung der
Einzelmolekülereignisse mit Schwellwerten. Zusätzlich sind oben die Di�erenzen der Korrelationskurven
zwischen den Kanälen aufgeführt. (b+c) Simulation eines Zwei-Zustands-Systems mit 〈Et,1〉 = 0,50
und 〈Et,2〉 = 0,93. Zwischen den Zuständen wird eine zusätzliche Dynamik für k12 = k21 = 20 s−1

bis k12 = k21 = 10 · 103 s−1 simuliert. (b) Verhältnis GDD
GDA

für Photonen aus Einzelmolekülereignis-

se (S488
sum > 40 s−1), wobei k12 = k21 = 0,1 · 103 s−1 (orange) und k12 = k21 = 10 · 103 s−1 (braun)

sind. Zusätzlich sind die theoretischen Kurven [60] (rot gestrichelt) aufgetragen. Der graue Balken mar-
kiert den durch die Datenaufarbeitung beein�ussten Zeitbereich ab τ = 2 ms. (c) Sowohl die simulierten
(rot) als auch theoretischen (grau gestrichelt) Korrelationskurven wurden mit einem exponentiellen Abfall
GDD
GDA

(τ) = 1 + exp
(
τ−1
0 τ

)
angepasst. Die charakteristische inverse Zeit τ−1

0 wurde gegen die simulierte
Summenrate aufgetragen.

relationsberechnung der sortierten Photonen. Werden zum Beispiel die Photonenraten mit
∆t = 1 ms gezählt, entsteht ein Knick in allen Korrelationsfunktionen (GAD, GDA, GAA,
GDD) bei τ = 2 × ∆t = 2 ms (Abb. 4.30(a)). Deshalb wird der Zeitbereich τ > 2 ms stets
grau in den Abbildungen unterlegt, da dieser Bereich durch die Auswertung, nicht aber durch
das Experiment bedingt ist. Allein durch dieses Artefakt werden dynamische Prozesse, die
den Zeitbereich der Di�usion überlagern, verfälscht wiedergegeben (Abb. 4.30). Um dies zu
verdeutlichen, wurden Photonendaten mit verschiedenen Austauschraten simuliert. Die Pho-
tonen der simulierten Einzelmolekülereignisse wurden analog zu den experimentellen Daten
mit Schwellwerten ausgewählt (bei einer Zeitau�ösung von ∆t = 1 ms) und schlieÿlich korre-
liert. Zum Vergleich wurden die theoretischen Kurven nach Torres und Levitus berechnet [60].
Simulierte und theoretische Datensätze wurden mit einem einfachen exponentiellen Abfall an-
gepasst und die inversen charakteristischen Zeiten (τ−1) gegen die simulierte Ratensumme
(k12 +k21) aufgetragen (Abb. 4.30(c)). Die relative Abweichung nimmt für langsame dynami-
sche Prozesse zu. Die Abweichung zwischen simulierten Daten und den theoretischen Kurven
wird beispielhaft für die Ratensummen k12 = k21 = 10 · 103 s−1 und k12 = k21 = 0,1 · 103 s−1

in Abb. 4.30(b) gezeigt. Die Auswahl der Einzelmolekülereignisse mit Schwellwerten führt
zwar zu einer Verzerrung der Korrelationskurven. Allerdings hat sie gleichzeitig den E�ekt,
dass in beiden Detektionskanälen die Start- und Endpunkte der Ereignisse auf gleiche Wei-
se künstlich festgelegt werden, sodass die Korrelationsfunktionen wieder übereinander liegen
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und somit die Abhängigkeit des Di�usionsterms vom Beobachtungsvolumen nicht mehr ge-
geben ist (Abb. 4.30(a)).
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass durch die schwellwertabhängige Auswahl
der Einzelmolekülereignisse sowohl E�ekte durch Photobleichen als auch E�ekte durch die
unterschiedliche Gröÿe des Beobachtungsvolumens behoben wurden. Die Idee, durch Divi-
sion der Korrelationskurven GDD

GDA
den Di�usionsterm zu entfernen, konnte somit umgesetzt

werden. Gleichzeitig wurde aber eine analytische Diskussion der Daten nach Torres und
Levitus aufgrund der Verzerrung der Korrelationskurven verhindert. Um die Methode der
GDD

GDA
-Analyse dennoch auf die experimentellen Daten anwenden zu können, wurden Daten-

sätze simuliert und entsprechend den experimentellen Daten ausgewertet. Durch Vergleich
können Rückschlüsse auf die zu Grunde liegenden Parameter wie k12, k21, 〈Et,1〉 oder 〈Et,2〉
gezogen werden.

Simulationsbespiel 1: Variation der mittleren Energietransfere�zienzen In Abb.
4.31 (oben) sind Zwei-Zustands-Systeme mit den Raten k12 = k21 = 1000 s−1, aber un-
terschiedlichen Werten für 〈Et,1〉 und 〈Et,2〉 simuliert. Sowohl der Quotient GAA

GDA
mit der

Akzeptor-Autokorrelation, als auch der Quotient GDD

GDA
mit der Donor-Autokorrelation sind

dargestellt. Für Übergänge im Bereich höherer Transfere�zienzen, wie sie im Fall von TtSlyD
vermutet werden, ist aufgrund der höheren Amplitude und somit höheren Sensitivität der
Quotient GDD

GDA
zur Diskussion heranzuziehen. Für Übergänge im mittleren Bereich mit 〈Et,1〉,

〈Et,2〉 ≈ 0,5 besteht die Gefahr, Dynamiken in der Kreuzkorrelation nicht zu erkennen.

Simulationsbeispiel 2: Variation der Austauschraten Mit der Konzentration auf
Zwei-Zustands-Systeme mit höheren Energietransfere�zienzen 0,50 = 〈Et,1〉 < 〈Et,2〉 = 0,93

wurden auch die Einzelraten k12 und k21 variiert, wobei die Summe k12 +k21 = 1000 s−1 kon-
stant ist (Abb. 4.31 (unten)). Die zwei Zustände in der Et-Verteilung werden folglich unter-
schiedlich populiert. Erstaunlich ist, dass neben der Gleichverteilung k12 = k21 = 500 s−1 vor
allem asymmetrische Verteilungen mit einem Gewicht zum erhöhten Energietransfer ((5),(6))
eine deutliche Amplitude in GDD

GDA
aufweisen, wohingegen dynamische Prozesse mit einer er-

höhten Population des Zustandes Et,1 ((1)-(3)) kaum detektiert werden können. Aber auch
im entgegengesetzten Fall dürfen die Ratenunterschiede nicht zu groÿ werden. Wird E1 nur
noch vernachlässigbar populiert ((7)), kann auch keine Dynamik mehr zwischen den Zustän-
den analysiert werden.
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Abb. 4.31.:
Simulationsbespiele: Variation der mittleren Energietransfere�zienzen und Variation der
Austauschraten. (a+b) Simulation eines Zwei-Zustands-Systems mit 〈Et,1〉 = 0,50 und 〈Et,2〉 = 0,93 (1),
〈Et,2〉 = 0,71 (2), 〈Et,2〉 = 0,30 (3) bzw. 〈Et,2〉 = 0,10 (4) und den Austauschraten k12 = k21 = 1000 s−1

simuliert. Für die Einzelmolekülereignisse (S488
sum > 40 s−1) werden in (b) die Et-Histogramme und in (a)

die Quotienten aus Autokorrelation des Donors (durchgezogene Linien) bzw. des Akzeptors (gestrichelte
Linien) und der Kreuzkorrelation berechnet. Die Kurven in (a) und (b) sind äquivalent farbig kodiert.
(c+d) Simulation eines Zwei-Zustands-Systems mit 〈Et,1〉 = 0,50 und 〈Et,2〉 = 0,88. Die Summe der
Austauschraten ist k12 + k21 = 1000 s−1, die Raten der Hin- und Rückreaktion variieren mit k12 = 10 s−1

(1), 100 s−1 (2), 200 s−1 (3), 500 s−1 (4), 800 s−1 (5), 900 s−1 (6) und 990 s−1 (7), wobei k21 = 1000 s−1−k12
ist. Für die Einzelmolekülereignisse (S488

sum > 40 s−1) werden in (d) die Et-Histogramme und in (c) die
Quotienten aus Donorautokorrelation und Kreuzkorrelation berechnet. Die Kurven in (c) und (d) sind
äquivalent farbig kodiert.Der graue Balken (a, c) markiert den durch die Datenbearbeitung beein�ussten
Zeitbereich ab τ = 2 ms.

101



4. Ergebnisse

2.2

2.0

1.8

1.6

1.4

1.2

1.0

G
D

D
/G

D
A

10
-5

10
-4

10
-3

10
-2

Zeit (s)
(a)

E
re

ig
ni

ss
e 

(w
. E

.)

1.
0

0.
5

0.
0

Et

1.
0

0.
5

0.
0

Et

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(b)

Abb. 4.32.:
Korrelationsanalyse der internen Dynamik an TtSlyD und verschiedenen Referenzproben.
(a) Quotient GDD

GDA
für die doppelt markierte Variante D82C/T139C von TtSlyD im beugungsbegrenzten

Fokus (1), im vergröÿerten (durch Unterfüllung des Objektivs) Fokus (2) und für die Referenzproben:
dsDNA (3), TS-Kugeln (4) und (Pro)20 in TFE (5). Es wurden nur Photonen aus Einzelmolekülereignissen
korreliert (S488

sum > 40 s−1, S635
akz > 10 s−1 (1,2,4) bzw. S635

akz > 20 s−1 (3) und S488
sum > 30 s−1, S635

akz > 30 s−1

(5)). Der graue Balken (a) markiert den durch die Datenbearbeitung beein�ussten Zeitbereich ab τ =
2 ms. (b) Für dieselben Daten wurden die Et-Verteilungen berechnet. In den Fällen (4,5) wurden statt
der Originaldaten (rosa, graue Linie) die Daten nach Vertauschen der Detektionskanäle (gefüllte Balken)
genutzt. Die Farbkodierung ist in (a) und (b) äquivalent.

4.3.3.3. Interne Dynamik im Experiment

Die vorgestellte Kreuzkorrelationsanalyse nach Torres und Levitus [60] wurde auf die experi-
mentellen Daten angewendet. Dabei wurden nur die Photonen berücksichtigt, die aus Einzel-
molekülereignissen stammen, die die Auswahlschwellen S488

sum und S635
akz bei einer Zeitau�ösung

von ∆t = 1 ms erfüllen. Aufgrund der Populationen im Bereich mit höheren Energietrans-
fere�zienzen Et > 0,5 wird zur Analyse nur das Verhältnis der Donorautokorrelation zur
Kreuzkorrelation GDD

GDA
herangezogen, da dieses eine höhere Sensitivität als das Verhältnis aus

Akzeptorautokorrelation zur Kreuzkorrelation besitzt. Dies wurde durch Simulationsbeispiele
belegt (Abb. 4.31 (oben)) .

Vergleich mit Referenzproben In Abb. 4.32 sind die Quotienten GDD

GDA
für verschiedene

Proben unter verschiedenen experimentellen Bedingungen aufgeführt. Gleichzeitig wurde aus
den für die Korrelation ausgewählten Photonen auch jeweils das Histogramm über die Ener-
gietransfere�zienz berechnet. Die mit AF488 und A647N markierte Variante D82C/T139C
des Proteins TtSlyD zeigt in einem Zeitbereich von 10−4 s ≤ τ ≤ 10−3 s einen signi�kan-
ten Abfall des Korrelationsquotienten, der für interne Dynamik spricht. Die Proteinprobe
wurde sowohl in einem beugungsbegrenzten als auch in einem vergröÿerten Beobachtungsvo-
lumen (Unterfüllung des Objektivs) untersucht. Die Di�usionszeit ändert sich dadurch von
τD = (181,7 ± 1,5)µs auf τD = (352,7 ± 2,2)µs. Der durch Di�usion bedingte Abfall in den
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Korrelationsfunktionen ist somit deutlich auf der Zeitachse verschoben. Dennoch liegen die
Quotienten übereinander. Somit wurde bewiesen, dass der di�usive Anteil bei der Berech-
nung des Verhältnisses GDD

GDA
gekürzt wird. Der Abfall in Abb. 4.32 ist eindeutig auf interne

Dynamik zurückzuführen.
Zum Vergleich wurde die Analyse analog mit den Referenzproben durchgeführt. Da beide
Proben, TS-Kugeln und (Pro)20 Energietransfere�zienzen im Bereich Et < 0,5 aufweisen,
wurden speziell für diese Analyse die Detektionskanäle vertauscht, sodass die Et-Verteilungen
nun im Bereich Et > 0,5 und somit vergleichbar zu derjenigen von TtSlyD liegen. Die Quo-
tienten GDD

GDA
zeigen für alle drei Referenzproben, TS-Kugeln, (Pro)20 und dsDNA, keinen

signi�kanten Abfall im experimentell zugänglichen Bereich bis τ = (1 . . . 2) ms. Für diese
Proben wird keine interne Dynamik erwartet. TS-Kugeln sind feste Kunststo�-Kugeln. Für
(Pro)20 wurde sowohl in Simulationen als auch im Experiment nachgewiesen, dass die Mole-
küle keine End-zu-End-Dynamik auf einer Zeitskala t > 10 ns zeigen [101]. Doppelsträngige
DNA wird als Polymer mit einer Persistenzlänge lP = (30 . . . 80) nm beschrieben [102]. Die
Spanne der Daten resultiert aus unterschiedlichen Experimenten unter verschiedenen Salz-
bedingungen. Mit einer Länge von ca. l = 8 nm bei 23 Basenpaaren, die deutlich kürzer
als die Persistenzlänge ist, ist die hier genutzte Referenzprobe somit als annähernd steif zu
betrachten.

Ein�uss der Datenverarbeitung Die Photonendaten für die Berechnung des Quotienten
GDD

GDA
werden so gewonnen, dass zuerst zeitabhängige Intensitäten berechnet werden. Mit den

Schwellwerten S488
sum und S635

akz werden die Zeitabschnitte sortiert, in denen ein Einzelmolekül
im Beobachtungsvolumen war. Alle Photonen, die in diesen Zeitabschnitten detektiert wur-
den, werden vom Detektionskanal abhängig korreliert. Sowohl die Wahl der Zeitau�ösung als
auch die der Schwellwerte kann folglich Ein�uss auf das Verhältnis GDD

GDA
haben.

In Abb. 4.33 wurde aus diesem Grund die Zeitau�ösung mit den Werten ∆t = 0,5 ms,
∆t = 1,0 ms, ∆t = 2,0 ms und ∆t = 5,0 ms variiert. Die Quotienten für beide Kreuzkor-
relationsrichtungen, GDD

GDA
und GDD

GAD
, sind in Abb. 4.33(b) dargestellt und der Übersicht-

lichkeit halber absolut verschoben. Am Beispiel eines Einzelmolekülereignisses sind in Abb.
4.33(a) die transienten Intensitätsverläufe im Donor- und Akzeptorkanal für die verschiedenen
Zeitau�ösungen dargestellt. Das Einzelmolekülereignis ist durch eine Kontur, die die Farb-
kodierung aus Abb. 4.33(b) nutzt, hervorgehoben. Die Di�erenzen zwischen GDD

GDA
und GDD

GAD
,

die als schra�erte Flächen in Abb. 4.33(b) markiert sind, werden durch die Anwendung der
Akzeptorschwelle S635

akz nahezu unterdrückt, d. h. Bleiche�ekte des Akzeptors werden heraus-
sortiert. Allerdings ist die E�zienz der Methode bei groben Zeitau�ösungen (∆t > 1 ms)
trotz Anpassung der Schwellwerte vermindert. Die Ursache dafür wird klar, wenn man den
Ein�uss der Zeitau�ösung auf die transiente Intensität in Abb. 4.33(a) betrachtet. Mit ei-
ner groben Zeitau�ösung von ∆t = 2 ms wird die Fluoreszenzinformation eines kompletten
Ereignisses in einem Zeitschritt gemittelt. Das Aussortieren von Teilzeitschritten, zum Bei-
spiel ab dem Photobleichen des Akzeptors, ist nicht mehr möglich. Wird die Zeitau�ösung
mit ∆t = 5 ms noch gröber gewählt, wird nicht nur über den Zeitverlauf eines kompletten
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Abb. 4.33.:
Ein�uss der Zeitau�ösung auf die Korrelationsanalyse. Bei verschiedenen ∆t = 0,5 ms (1), 1,0 ms
(2), 2,0 ms (3) und 5,0 ms (4) wurden in (a) die transienten Intensitäten im Akzeptor- (rot) und Donor-
kanal (blau) für ein Einzelmolekülereignis aufgetragen. Mit den Schwellwerten S488

sum/S
635
akz (20 s−1/10 s−1

(1), 40 s−1/10 s−1 (2), 40 s−1/20 s−1 (3), 70 s−1/30 s−1 (4)) wurden diese Einzelmolekülereignisse sortiert
(durch dicke farbige Konturlinien in (a) eingerahmt) und die Quotienten GDD

GDA
(durchgezogen) und GDD

GAD

(gestrichelt) für beide Korrelationsrichtungen in (b) berechnet. Die senkrechten Linien markieren jeweils
die Zeitau�ösung der zugrunde liegenden Daten. Die Farbkodierung in (a) und (b) ist identisch. Das Prote-
in TtSlyD wurde in einem vergröÿerten Fokus (durch Unterfüllung des Objektivs) im POE-Schema (40µW
bei 488 nm, 15µW bei 635 nm und 10 MHz) angeregt.

Einzelmolekülereignisses, sondern auch über Zeitbereiche mit reiner Hintergrundinformation
gemittelt. Das Signal-zu-Rausch-Verhältnis nimmt ab. Aber auch eine zu hohe Zeitau�ösung
führt schlieÿlich zu einem reduzierten Signal-zu-Rausch-Verhältnis, da die Anzahl der Pho-
tonen pro Zeiteinheit immer kleiner wird.
Liegt die Korrelationszeit τ im Bereich der Zeitau�ösung τ = ∆t (gestrichelte Linien in
Abb. 4.33(b)), zeigen alle Kurven eine deutliche Auftrennung. Dies ist somit durch die Ein-
teilung der Photonen in diskrete Zeitschritte, nicht aber durch das Bleichen bedingt. Ab-
schlieÿend kann aber festgestellt werden, dass trotz der Bleich- und Zeitau�ösungsartefakte
in allen Fällen eine ähnliche Amplitude und ein charakteristischer Zeitabfall im Bereich von
10−4 s ≤ τ ≤ 10−3 s zu beobachten ist.

Die Abhängigkeit von der Wahl der Schwellwerte S488
sum und S635

akz wird in Abb. 4.34 dargestellt
(für Variante P68C/E111C von TtSlyD in Abb. A.8 im Anhang). Die Summenschwelle S4

sum88

ist generell nötig, um überhaupt getrennte Ereignisse zu erkennen. Je höher diese gewählt
wird, desto weniger Photonen werden korreliert, desto schlechter ist die zugrunde liegende
Statistik und desto verrauschter sind die Korrlationskurven (Abb. 4.34(b)). Dennoch ist für
einen weiten Bereich der Summenschwelle von 20 s−1 ≤ S488

sum ≤ 60 s−1 der typische Abfall
mit einer ähnlichen Amplitude der Korrelationskurven zu verzeichnen. Auch bei der Wahl
der Akzeptorschwelle (Abb. 4.34(a)) ist die Unabhängigkeit der Kurven für den Bereich
10 s−1 ≤ S635

akz ≤ 30 s−1 zu erkennen. Zum Vergleich wurden ebenso die Daten ganz ohne
Akzeptorschwelle berechnet. In diesem Fall ist die Amplitude deutlich erhöht. Der zeitliche
Abfall ist zwar auch in dieser Kurve ersichtlich, aber nur mit Vorsicht zu genieÿen, denn ohne
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Abb. 4.34.:
Ein�uss der Schwellwerte auf die Korrelationsanalyse. (a) Die Akzeptorschwelle wurde mit S635akz >
0 s−1 (dunkelbraun), 10 s−1 (braun), 20 s−1 (orange) und 30 s−1 (gelb) bei S488sum > 40 s−1 variiert. (b) Die
Summenschwelle wurde mit S488sum > 20 s−1 (dunkelbraun), 30 s−1 (braun), 40 s−1 (orange), 50 s−1 (gelb) und
60 s−1 (hellgelb) bei S635akz > 10 s−1 variiert. Das Protein TtSlyD wurde im POE-Schema (40µW bei 488 nm,
15µW bei 635 nm und 10 MHz) angeregt. Der graue Balken markiert den durch die Datenbearbeitung
beein�ussten Zeitbereich ab τ = 2 ms.

Akzeptorschwelle gehen deutlich E�ekte durch das Photobleichen des Akzeptors ein, die in
den anderen Kurven vernachlässigt werden können.

Vergleich zwischen Experiment und Simulation Da die experimentell bestimmten
Kurven aufgrund der vorlaufenden Datenbearbeitung nicht analytisch an das Modell von
Torres und Levitus angepasst werden können, werden die Daten mit simulierten Ergebnis-
sen verglichen. So können aus den Simulationsparametern Rückschlüsse auf die experimen-
tellen Parameter gezogen werden. Aus diesem Grund wurde ein Zwei-Zustands-Sytem mit
verschiedenen Austauschraten simuliert. Die mittleren Energietranfere�zienzen wurden mit
〈Et,1〉 = 0,50 und 〈Et,2〉 = 0,93 festgehalten. Diese Werte weichen geringfügig von den An-
passungsergebnissen der experimentellen Daten (〈Et,1〉 = 0,56, 〈Et,2〉 = 0,88, s. Tab. 4.8)
ab, erzeugen aber bei einem Ratenverhältnis von k12

k21
= 1 dieselbe Amplitude in GDD

GDA
, wie

sie das Experiment liefert (Abb. 4.35(a)). Das Ratenverhältnis k12
k21

= 1 ist als Annahme ge-
rechtfertigt, da so auch die Populationsverhältnisse in der Energietransfere�zienz-Verteilung
reproduziert werden (Abb. 4.35(b)). Zum Vergleich wurde auch eine Simulation durchge-
führt, in die die reinen Ergebnisse aus der Anpassung der experimentellen Daten mit einem
Zwei-Gauÿ-Modell ein�ieÿen. Dies sind die mittleren Energietransfere�zienzen 〈Et,1〉 = 0,56

und 〈Et,2〉 = 0,88, sowie das Populationsverhältnis 2,25
1 zwischen o�ener und geschlossener

Konformation, das sich aus den Flächen der einzelnen Gauÿkurven ergibt. Das Ratenver-
hältnis wurde dementsprechend k12

k21
= 1

2,25 gesetzt. Allerdings mussten unter diesen An-
nahmen deutliche Abweichungen zwischen simulierten und experimentellen Daten sowohl in
der Energietransfere�zienz-Verteilung als auch in der Korrelationsanalyse festgestellt werden
(siehe Abb. A.5 im Anhang). Aus diesem Grund wurden die Simulationsparameter, wie sie
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Abb. 4.35.:
Vergleich des Experimentes mit der Simulation. Die Daten aus Abb. 4.9(b) für TtSlyD D82C/T139C
((a): orange; (b): gefüllte Balken) werden mit simulierten Daten verglichen. Das simulierte Zwei-Zustands-
System (〈Et,1〉 = 0,50 und 〈Et,2〉 = 0,93) hat verschiedene Austauschraten k12 = k21 (10000 s−1 (1),
5000 s−1 (2), 2000 s−1 (3), 1000 s−1 (4), 500 s−1 (5), 200 s−1 (6), 100 s−1 (7), 50 s−1 (8) und 20 s−1 (9)).
Aus den sortierten Einzelmolekülereignissen (S488sum > 40 s−1) wurden die Quotienten GDD

GDA
(a) und die

Et-Verteilungen ((b): schwarze Linien) berechnet. Der graue Balken (a) markiert den durch die Datenbe-
arbeitung beein�ussten Zeitbereich ab τ = 2 ms.

im ersten Fall (〈Et,1〉 = 0,50, 〈Et,2〉 = 0,93, k12k21
= 1) beschrieben wurden, in allen weiteren

Simulationen als Grundlage verwendet.
In Abb. 4.35 wurden die Einzelraten von k12 = k21 = 20 s−1 bis k12 = k21 = 10000 s−1 vari-
iert. Die entsprechenden Kurven für GDD

GDA
sind im Vergleich zu der experimentellen Kurve von

D82C/T139C TtSlyD in Abb. 4.35(a) dargestellt. Das experimentelle Ergebnis wird sehr gut
auf einem weiten Zeitbereich durch die simulierte Kurven mit den Raten k12 = k21 = 100 s−1

reproduziert. Aufgrund der Unsicherheit der Daten wird aber eine mögliche Ergebnisspanne
von 50 s−1 ≤ k12 = k21 ≤ 200 s−1 angegeben. Für solch geringe Austauschraten wurden zu-
sätzlich in Abb. 4.35(b) die simulierten Et-Verteilungen (schwarze Linien) im Vergleich zum
Experiment (gefüllte Balken) dargestellt. Durch die Dynamik zwischen den Zuständen wird
zwar das Minimum zwischen den Verteilungen zunehmend aufgefüllt, jedoch reichen diese
E�ekte nicht aus, um die Breite des experimentell bestimmten Histogramms zu erklären.

Aufweitung des Modells auf drei Zustände Durch die Korrelationsanalyse konnte ein-
deutig eine Dynamik zwischen Zuständen mit verschiedenen Energietransfere�zienzen nach-
gewiesen werden. Somit ist eine rein statische Heterogenität als Ursache für die Verbreiterung
der Et-Verteilung ausgeschlossen. Jedoch muss das Zwei-Zustands-System kritisch betrachtet
werden. Das Et-Histogramm kann ebenso mit einem Dreifach-Gauÿ-Modell angepasst werden
(Abb. 4.36). Auch in diesem Fall sind die Einzelpopulationen deutlich breiter als die simu-
lierten, durch Schrotrauschen begrenzten Verteilungen. Aufgrund der geringen Populierung
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Abb. 4.36:
Drei-Zustands-System. Die Energietransfere�zienz-
Verteilung aus Abb. 4.9(b) (gelbe Balken) wurde durch
ein Drei-Gauÿ-Modell (rote Linie) angepasst. Die einzel-
nen Gauÿ-Funktionen wurden in rosa separat gezeich-
net. Zum Vergleich wurden durch Schrotrauschen be-
grenzte theoretische Verteilungen als blaue Histogramme
aufgetragen.

des Zwischenzustandes muss von einem Ungleichgewicht der Raten ausgegangen werden. Der
mittlere Zustand wird durch eine Dynamik schneller entvölkert als bevölkert.
Ob eine solche schnelle Zusatzdynamik in einen dritten Zustand durch die Korrelations-
analyse detektierbar ist, wird mit der Simulation des folgenden Systems kontrolliert. Das
Zwei-Zustands-System (〈Et,1〉 = 0,61, 〈Et,2〉 = 0,93, k12 = k21 = 100 s−1) wurde durch einen
dritten Zustand 〈Et,3〉 = 0,75 ergänzt. Dieses neue Drei-Zustands-System soll im Experi-
ment einen geschlossenen und zwei o�ene Zustände symbolisieren (Abb. 4.37(a)). Die Raten
zwischen den o�enen Zuständen sind mit k23 = k32 = 1000 s−1 vergleichsweise hoch gegen-
über den Übergängen zum bzw. vom geschlossenen Zustand ((50 . . . 200) s−1). Obwohl die
Form der Et-Verteilung deutlich von der Wahl der einzelnen Raten abhängt, kann die schnel-
le Dynamik zwischen den o�enen Zuständen nicht eindeutig durch die Korrelationsanalyse
nachgewiesen werden. Zwar verändert sich die Amplitude von GDD

GDA
, aber der zeitabhängige

Abfall der Kurven �ndet in einem Zeitbereich statt, der auch vergleichbar mit dem reinen
Zwei-Zustands-System ist. Die schnelle Dynamik bzw. die Ausweitung auf ein Modell mit
mehr als zwei Zuständen kann somit nicht eindeutig durch die Korrelationsanalyse festge-
stellt werden.

4.3.4. Zusammenfassung

Mit Einzelmolekül-FRET-Messungen an der �uoreszent markierten Variante D82C/T139C
des Proteins TtSlyD konnte eine bimodale Verteilung von Energietransfere�zienzen be-
stimmt werden, die auf zwei mögliche Konformationen zwischen den Domänen von TtSlyD
hindeutet, die als geschlossene und o�ene Konformation interpretiert werden. Die Vertei-
lung ist deutlich breiter als die Verteilung simulierter Daten, die allein durch das Schrot-
rauschen der Photonen limitiert sind. Mit mehreren Kontrollexperimenten konnte bestätigt
werden, dass diese Aufweitung durch das Protein bedingt ist und Artefakte durch die Farb-
sto�e ausgeschlossen werden können. Als mögliche Artefakte wurden unter anderem das
Photobleichen und die Rotationsfreiheit der Fluoreszenzfarbsto�e überprüft. Die Form der
Energietransfere�zienz-Verteilung ist also mit einer strukturellen Heterogenität zu begrün-
den, die über das vereinfachende Zwei-Zustands-System hinausgeht. Es stellt sich nun die
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Abb. 4.37.:
Drei-Zustands-System in der Simulation. Simulation eines Drei-Zustands-Systems mit 〈Et,1〉 = 0,61
(o�en1), 〈Et,2〉 = 0,93 (geschlossen) und 〈Et,3〉 = 0,75 (o�en2). Die Austauschraten sind für die drei Fälle
(2)-(4) in einer Skizze (a) aufgeführt. Der Fall (1) beschreibt das reine Zwei-Zustands-System mit 〈Et,1〉
und 〈Et,2〉 zum Vergleich (rosa). Für die Einzelmolekülereignisse (S488

sum > 40 s−1) werden in (c) die Et-
Histogramme und in (b) die Quotienten aus Donorautokorrelation und Kreuzkorrelation berechnet. Die
Farbkodierung ist in (a)-(c) äquivalent. Der graue Balken (b) markiert den durch die Datenbearbeitung
beein�ussten Zeitbereich ab τ = 2 ms.

Frage, ob diese Heterogenität rein statisch ist oder dynamische Übergänge zwischen den ein-
zelnen Konformationen die Verschmierung der Energietransfere�zienzen begründen. Durch
die Berechnung der Kreuzkorrelationsfunktion konnten Fluktuationen im FRET nach der
Methode von Torres und Levitus [60] analysiert werden. Da nur die Photonen aus den Ein-
zelmolekülereignissen korreliert wurden, kommt es zu einer arti�ziellen Verformung der Kor-
relationskurven, sodass eine analytische Anpassung nicht mehr möglich ist. Um dennoch
quantitative Aussagen tre�en zu können, wurden mit Monte-Carlo-Methoden vergleichba-
re Photonen-Datensätze simuliert und mit den experimentellen Ergebnissen verglichen. Auf
diese Weise konnte eine Austauschdynamik zwischen der o�enen und geschlossenen Kon-
formation im Zeitbereich von 50 s−1 ≤ k12 = k21 ≤ 200 s−1 festgestellt werden. Allerdings
ist diese Dynamik nicht ausreichend, um die Form der Energietransfere�zienz-Verteilung zu
erklären. Es müssen weitere konformationelle Zustände existieren. So ist es denkbar, dass
zwar die zwei Hauptkonformationen existieren, aber es innerhalb des geschlossenen und o�e-
nen Zustands mehrere Möglichkeiten der Domänenorientierung zueinander gibt, die auf einer
schnelleren Zeitskala miteinander austauschen. Wird im einfachsten Modell nur eine dritte
Population angenommen, kann diese zwar durch ein Drei-Gauÿ-Modell in der Verteilung der
Energietransfere�zienzen angepasst werden, aber eine schnelle Austauschdynamik zu dieser
dritten Population wird durch die langsame Dynamik zwischen der o�enen und geschlossenen
Hauptkonformation in der Korrelationsanalyse unterdrückt. Die schnelle Dynamik kann also
weder bestätigt noch widerlegt werden.
Mit den Erkenntnissen können nun zwei mögliche Bilder für die Energielandschaft von TtSlyD
im nativen Zustand konstruiert werden. In beiden Fällen ist das native Tal durch zwei Haupt-
täler gekennzeichnet, die die o�ene und geschlossene Konformation darstellen. Die Barriere
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zwischen diesen Haupttälern lässt bei Raumtemperatur eine Dynamik im Bereich von 100 s−1

zu. Die beiden Haupttäler selbst sind wiederum in einzelne Täler strukturiert, die kleineren
Variationen in der o�enen bzw. geschlossenen Konformation entsprechen. Da keine eindeutige
Aussage über die Austauschdynamik zwischen diesen Teilkonformationen möglich ist, sind
nun verschiedene Modelle möglich. Zum einen können die kleinen Teiltäler durch deutlich
höhere Energiebarrieren voneinander getrennt sein, als es die beiden Hauptkonformationen
sind. Dies hätte zur Folge, dass keine oder eine nur sehr langsame Austauschdynamik (mit
Raten deutlich kleiner 1 s−1) zwischen diesen Teiltälern statt�ndet. Vielmehr springt das
Protein in diesem Modell von einer beliebigen geschlossenen Konformation in eine der mög-
lichen o�enen Konformationen, dann wieder in eine andere geschlossene Konformation und
so fort. Die Verbreiterung der Energietransfere�zienz-Verteilung ist in diesem Fall durch die
statische strukturelle Heterogenität der Hauptkonformationen zu erklären. Allerdings spricht
die komplizierte Topologie der Energielandschaft gegen dieses Modell. Ein anderes Bild der
Energielandschaft ergibt sich, wenn angenommen wird, dass die Energiebarrieren zwischen
den Teiltälern niedriger sind als die Energiebarriere zwischen den beiden Haupttälern. Dieses
Bild führt zu dem Modell, dass TtSlyD im 100 s−1-Bereich zwischen den beiden Hauptkonfor-
mationen austauscht. Innerhalb der o�enen bzw. geschlossenen Konformation durchläuft das
Protein aufgrund geringerer Energiebarrieren schneller diese kleineren konformationellen Än-
derungen. In diesem Modell würde die Verbreiterung der Energietransfere�zienz-Verteilung
durch eine dynamische Heterogenität innerhalb der Hauptkonformationen erklärt werden,
wobei die dynamischen Raten einerseits deutlich gröÿer als 200 s−1 sein müssen, um schneller
als der Austausch zwischen den Hauptkonformationen zu sein. Andererseits müssen die Raten
unter 105 s−1 liegen, um eine Mittelung auszuschlieÿen (Abb. 4.29). Dies würde wieder zu
einer schmalen Energietransfere�zienz-Verteilung führen. Welchen Ein�uss diese zwei vorge-
stellten Modelle auf den zeitabhängigen Verlauf der Energietranfere�zienz für ein einzelnes
Molekül hätten, wird in der Abb. A.9 im Anhang skizziert.
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4.4. Wechselwirkung mit verschiedenen Bindungspartnern

Im folgenden Abschnitt werden Einzelmolekülmessungen von TtSlyD in Anwesenheit ver-
schiedener Bindungspartner (FK506, Rapamycin, RCM-T1, Insulin und TAT-Peptid) vorge-
stellt, um deren Ein�uss auf die Struktur und die Dynamik und somit auf die Energieland-
schaft von TtSlyD zu erfassen.

4.4.1. Vorstellung der Bindungspartner

Die Immunosuppresiva FK506 und Rapamycin gelten als Inhibitoren der PPIase-Aktivität
der Proteine aus der Klasse der FKBP [5, 103, 104]. Kovermann et al. [94] haben in NMR-
Experimenten für SlyD gezeigt, dass diese Moleküle hauptsächlich mit den Aminosäuren des
aktiven Zentrums in der FKBP-Domäne wechselwirken.
Als Modellsubstrat für die PPIase-Aktivität dient die reduzierte und carboxymethylierte
Form der Variante S54G/P55N der RCM-T1. Deren Rückfaltung bei hohen Salzkonzentra-
tionen (2 M NaCl) in einen nativ-ähnlichen Zustand ist durch die cis-zu-trans-Isomerisierung
des Prolins P39 limitiert [16]. Diese Reaktion wird jedoch durch den Faltungshelfer TtSlyD
beschleunigt [4]. Die Einzelmolekülexperimente von TtSlyD mit RCM-T1 fanden bei geringen
Salzkonzentrationen (100 mM NaCl) statt, sodass ein stabiler nativ-ähnlicher Zustand nicht
erreicht werden kann. Dennoch wird von transienten Isomerisierungsreaktionen, katalysiert
durch die FKBP-Domäne von TtSlyD, ausgegangen. Für eine um wenige Aminosäuren ge-
kürzte Form von EcSlyD wurde durch Weininger et al. [6] gezeigt, dass RCM-T1 an mehreren
Stellen des Proteins bindet, die sowohl in der IF- als auch in der FKBP-Domäne lokalisiert
sind. EcSlyD zeigt eine hohe strukturelle Übereinstimmung mit TtSlyD (Abb. 2.3).
Die Chaperon-Aktivität wird mit einem standardisierten Insulin-Verfahren [75] überprüft.
Insulin neigt nach Zugabe von reduzierendem DTT zur Aggregation. Durch Streulichtmes-
sungen konnte gezeigt werden, dass diese Aggregation durch SlyD reduziert wird, wobei diese
Funktion allein die IF-Domäne trägt [85]. In den hier vorgestellten Experimenten dient In-
sulin als Beispiel für die unspezi�sche Bindung an die IF-Domäne [6]. Die Versuche fanden
sowohl mit als auch ohne das Reduktionsmittel DTT statt.
Neben Chaperon- und PPIase-Aktivität wurden für SlyD weitere zelluläre Funktionen fest-
gestellt. So greift SlyD vermutlich in das TAT-abhängige Transportsystem der Zelle ein [21],
indem SlyD an die TAT-Peptidsequenzen gefalteter Proteine bindet und diese somit vor pro-
teolytischem Abbau schützt. Durch NMR-Messungen konnte aminosäurespezi�sch festgestellt
werden, dass das TAT-Signalpeptid beinahe ausschlieÿlich mit Aminosäuren der IF-Domäne
wechselwirkt [94].
Alle vorgestellten Substanzen wurden in Konzentrationen, die deutlich gröÿer als die KD-
Werte sind, verwendet, sodass sichergestellt ist, dass die beobachteten TtSlyD-Moleküle in
Wechselwirkung mit dem jeweiligen Bindungspartner treten.
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4.4.2. Einzelmolekül-Experimente mit Bindungspartnern

Das TAT-Signalpeptid führte zu einer starken Löschung der Fluoreszenz, sodass keine detail-
lierte Auswertung statt�nden konnte. Die Löschung kann auf einen photoinduzierten Elek-
tronentransfer (PET) zwischen den Fluoreszenzfarbsto�en und dem Tryptophan innerhalb
des Peptids zurückgeführt werden (s. Abschnitt 3.1.4) [37]. In Abb. 4.38(a) ist der deutliche
Signalverlust nach Zugabe des Peptids zu erkennen. In Abschnitt 4.3.2.3 wurde bereits durch
Analyse der Rotationskorrelationszeiten die Vermutung aufgestellt, dass der Donorfarbsto�
in der Doppelvariante D82C/T139C zu (85 % - 90 %) an die Bindungsstelle D82C in der IF-
Domäne bindet. Das erklärt die starke Löschung nahezu aller Ereignisse in beiden Kanälen.
Die Löschung des Akzeptors würde nur E�ekte auf den Akzeptorkanal haben. Durch Anpas-
sung der Gl. (2.57) an die Autokorrelation der Donor�uoreszenz wurde die Di�usionszeit von
τD = (57±5)µs in Anwesenheit des Peptids bestimmt. Dieser Wert ist deutlich langsamer als
die Di�usionszeit des Proteins (τD = (185±5)µs) ohne das TAT-Peptid, allerdings vergleich-
bar mit der Di�usionszeit freier Farbsto�e. Es stellt sich also die Frage, ob freier Farbsto� in
der Lösung ist, der nicht gelöscht wird. In diesem Fall müsste es sich um Restfarbsto�e han-
deln, die aus dem Markierungsprozess resultieren. Die hier untersuchte Proteinprobe wurde
nach der Fluoreszenzmarkierung nicht durch ein gesondertes Ultrazentrifugieren aufgereinigt,
sodass freier Farbsto� denkbar wäre. Der Wert, der als Di�usionszeit gemessen wurde, kann
aber auch vom Assoziations- und Dissoziationsverhalten des TAT-Peptids herrühren. Im Mo-
ment des Dissoziierens wird der Farbsto� nicht länger gelöscht, er zeigt wieder Fluoreszenz.
Auf der Zeitskala der Bindungskinetik kommt es somit zu Fluoreszenz�uktuationen, die in der
Autokorrelation messbar wären. Vergleichswerte für die bindungskinetischen Raten existieren
nicht. Die These dieser Bindungskinetik kann somit nicht eindeutig bestätigt werden. Eine
weitere Möglichkeit ist, dass die Fluoreszenz�uktuationen im Bereich von τD = (57±5)µs von
einer schnellen internen Dynamik des Proteins TtSlyD herrühren, durch die das gebundene
TAT-Peptid an die Position des Fluoreszenzfarbsto�es heran- und wieder weggeführt wird.
Die Fluoreszenz würde entsprechend abstands- und somit zeitabhängig gelöscht werden.
Für alle weiteren Substrate wurden neben den Energietransfere�zienzverteilungen (Abb.
4.39(a)) auch die Korrelationsanalyse mit dem Quotienten GDD

GDA
(Abb. 4.39(b)) durchgeführt.

Es können jedoch keine signi�kanten Veränderungen in der Form der Et-Verteilung festge-
stellt werden. Die Verteilungen sind weiterhin stark verbreitert und können durch ein Zwei-
Zustands-Modell (rote Linie) angepasst werden. Nur kleine Verschiebungen in der relativen
Population der Einzelzustände sind zu erkennen. So wird der Zustand, der der geschlossenen
Konformation zugeordnet wird, im Fall von Insulin stärker bevölkert (5), im Fall des Inhibi-
tors FK506 weniger bevölkert (3). Erstaunlich ist, dass die interne Dynamik, messbar durch
den Abfall von GDD

GDA
, nicht wesentlich verändert ist verglichen zu derjenigen im freien Zustand

des Proteins. Zwar variieren die Kurven leicht in ihrer Amplitude. Dies kann jedoch bereits
durch geringe Verschiebungen der Energietransfere�zienzen begründet sein. Der Abfall �n-
det allerdings stets in einem Zeitbereich 10−4 s ≤ τ ≤ 10−3 s statt. Nach einer Normierung,
wie sie in Abschnitt 4.3.3.1 diskutiert wurde, liegen alle Kurven übereinander. Folglich ist
ein Ein�uss der Bindungspartner auf die interne Dynamik nicht nachweisbar.
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Abb. 4.38.:
Wechselwirkung mit dem TAT-Peptid. Die Variante D82C/T139C des Proteins TtSlyD wurde vor
(a: oben; b: durchgezogen)) bzw. nach (a: unten; b: gestrichelt) Zugabe des TAT-Peptids im POE-Schema
(40µW bei 488 nm, 15µW bei 635 nm und 10 MHz) angeregt. Dargestellt sind die Zeitspuren (a) sowie die
normierte Autokorrelation des Donorsignals (b) während direkter Anregung. Die Di�usionszeit wird nach
Gl. (2.57) zu τD = (185± 5)µs ohne TAT und τD = (57± 5)µs mit TAT bestimmt.

Die geringfügige Verschiebung der Et-Verteilung kann auch durch einen möglichen Ein�uss
der Bindungspartner auf die Farbsto�e begründet sein. Aus diesem Grund wurde die Fluores-
zenzlebensdauer für die an den Einzelvarianten des Proteins (D82C bzw. T139C) gebundenen
Farbsto�e in Anwesenheit der Inhibitoren FK506 und Rapamycin bestimmt. Die zeitabhän-
gigen Fluoreszenzabklingkurven stimmen für AF488 (Abb. A.10(a) im Anhang) an beiden
Bindungsstellen überein, für A647N (Abb. A.10(b) im Anhang) kommt es nur an der Bin-
dungsstelle D82C zu leichten Veränderungen mit der Tendenz zu längeren Fluoreszenzlebens-
dauern. Dies wurde nicht erwartet, da die Wechselwirkung der Inhibitoren im Wesentlichen
mit der FKBP-Domäne statt�ndet, der Farbsto� jedoch in der IF-Domäne lokalisiert ist.
In Abschnitt 4.3.2.3 wurde herausgefunden, dass an der Bindungsstelle D82C hauptsächlich
der Donor AF488 bindet und somit der Ein�uss auf A647N kaum messbar sein kann. Für
Insulin und RCM-T1 war eine solche Kontrollmessung nicht möglich, da entsprechend hohe
Konzentrationen der Substanzen für diese Ensemblemethode nicht verfügbar waren.

4.4.3. Zusammenfassung

Moleküle, die an Proteine binden, können deren Energielandschaft beein�ussen. Dabei werden
Konformationen energetisch ungünstiger oder zusätzlich begünstigt. In der Energielandschaft
können demzufolge einzelne Täler in der Höhe verschoben und die Barrieren gesenkt oder
gehoben werden. Für die Adenylatkinase konnte dieser E�ekt durch Bindung der Substrate
in Einzelmolekül-FRET-Messungen nachgewiesen werden [14]. Aus diesem Grund wurden für
TtSlyD mit verschiedenen Bindungspartnern sowohl die Energietransfere�zienz-Verteilung
bestimmt als auch die Korrelationsanalyse auf interne Dynamik durchgeführt. Es musste je-

112



4.4. Wechselwirkung mit verschiedenen Bindungspartnern

E
re

ig
ni

ss
e 

(w
. E

.)

1.
0

0.
5

0.
0

Et

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(a)

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0
G

D
D
/G

D
A

10
-6

10
-5

10
-4

10
-3

10
-2

Zeit (s)
(b)

10
-6

10
-5

10
-4

10
-3

10
-2

Zeit (s)
(c)

Abb. 4.39.:
Wechselwirkung mit verschiedenen Bindungspartnern. Die Variante D82C/T139C des Proteins
TtSlyD (cTtSlyD < 1 nM) wurde mit 70µM Rapamycin (2, Quadrat), 100µM FK506 (3, Dreieck), 14µM
RCM-T1 (4, Diamant) und mit 200µM Insulin (5, Doppeldreieck) im POE-Schema (40µW bei 488 nm,
15µW bei 635 nm und 10 MHz) angeregt. Für jedes Einzelmolekülereignis (S488

sum > 40 s−1, S635
akz > 10 s−1)

wurde Et berechnet. Die resultierenden Verteilungen wurden mit einem Zwei-Gauÿ-Modell angepasst (rote
Linien). Die Mittelwerte der zwei Gauÿverteilungen für das Protein ohne Bindungspartner (1, Kreis) sind
als gestrichelte Linie angedeutet. Aus den ausgewählten Photonen wurde das Korrelationsverhältnis GDD

GDA

berechnet (b) und auf eine gemeinsame Amplitude normiert (c). Der graue Balken (b, c) markiert den
durch die Datenbearbeitung beein�ussten Zeitbereich ab τ = 2 ms.

doch festgestellt werden, dass weder die RCM-T1 als Substrat für die FKBP-Domäne, die
Inhibitoren Rapamycin und FK506, noch Insulin als Chaperon-Substrat einen signi�kanten
Ein�uss auf die Energietransfere�zienz-Verteilung und die interne Dynamik in der Korre-
lationsanalyse haben. Daraus lässt sich ableiten, dass das Populationsverhältnis der beiden
Haupttäler der o�enen (A) und geschlossenen (B) Konformation in der Energielandschaft von
TtSlyD erhalten bleibt. Dies bedeutet, dass der Unterschied in der Gibbs-Energie zwischen
diesen Tälern (∆GA,B) erhalten bleibt. Da auch keine Änderungen in der internen Dynamik,
also im Austausch zwischen diesen Haupttälern, messbar waren, folgt daraus, dass die Ener-
giebarriere zwischen den Haupttälern ebenso durch die Bindungspartner nicht beein�usst
wird. Dies kann zum einen bedeuten, dass der Unterschied in der Gibbs-Energie zwischen der
mit dem Bindungspartner (?) gebundenen und der freien Enzymform (∆GA,A? bzw. ∆GB,B?)
sehr klein gegenüber dem Unterschied in der Gibbs-Energie ∆GA,B ist. Dafür würden auch
die nur moderaten A�nitäten im µM-Bereich sprechen [5]. Die Änderungen, die in diesem
Fall durch die Bindungspartner hervorgerufen würden, wären mit den in dieser Arbeit vor-
gestellten Methoden einfach nicht messbar. Zum anderen könnte durch die Bindungspartner
auch die gesamte Energielandschaft abgesenkt werden, sodass nicht nur tiefere Täler für die
energetisch günstigeren Bindungszustände (A?, B?) entstünden, sondern auch die Barriere
zwischen diesen Zuständen im gleichen Maÿe sinken würde. Sowohl das Populationsverhältnis
als auch die interne Austauschdynamik blieben in diesem Fall unverändert.
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4.5. Separate Markierung der IF-Domäne

Neben den umfangreichen Experimenten an der Variante D82C/T139C wurde ebenso die
Variante P68C/E111C des Proteins TtSlyD bezüglich der Energietransfere�zienz zwischen
den Farbsto�en AF488 und A647N untersucht. Im Vergleich zur Variante D82C/T139C, bei
der beide Domänen markiert sind und somit Abstandsänderungen zwischen den Domänen
zugänglich werden, sind in diesem Fall beide Farbsto�e in der IF-Domäne lokalisiert (Abb.
2.2). Auf diesem Weg kann die interne Stabilität bzw. Flexibilität der IF-Domäne separat
untersucht werden. Anhand von eindimensionalen NMR-Spektren (Abb. A.14 im Abhang)
wurde bestätigt, dass die �uoreszent markierte Variante P68C/E111C dieselbe Rückgrat-
struktur zeigt wie der Wildtyp von TtSlyD. Ausgehend von der Kristallstruktur [4] ist der
Abstand zwischen den markierten Aminosäuren mit (22,0± 0,5) Å sehr gering. Somit wurde
erwartet, dass man sehr hohe Energietransfere�zienzen (Et = 0,99) erhält.
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Abb. 4.40.:
Energietransfere�zienz bei TtSlyD P68C/E111C. Analyse der IF-Domäne: Die doppelt markierte
Variante P68C/E111C wurde im POE-Schema (40µW bei 488 nm, 15µW bei 635 nm und 10 MHz) an-
geregt. Für alle Einzelmolekülereignisse (S488

sum > 40 s−1, S635
akz > 10 s−1) wurden die Werte Et bestimmt

und nachfolgend im Histogramm aufsummiert. Die experimentellen Daten (gelbe Balken) wurden mit ei-
ner reinen logarithmischen Normalverteilung (a) oder mit einem Zwei-Gauÿ-Modell (b) angepasst (rote
Linien). Die Einzelanteile sind in (b) extra eingetragen (rosa Linien). Für beide Fälle der Anpassung
wurden entsprechend der Ergebnisse für die mittleren Transfere�zienzen 〈Et,1〉 = 0,92 ± 0,01 (a,b) und
〈Et,2〉 = 0,84 ± 0,03 (b) durch Schrotrauschen simulierte Daten zum Vergleich aufgeführt (blaue Linien-
histogramme). Die Di�erenzen zwischen Experiment und Simulation sowie die Residuen der graphischen
Anpassung sind in entsprechender Farbkodierung unter Res aufgetragen.

4.5.1. Strukturelle Heterogenität oder lokale Entfaltung

Unter identischen experimentellen Bedingungen verglichen zu der Variante D82C/T139C
wurde die Energietransfere�zienzverteilung für die Variante P68C/E111C von TtSlyD in
Abb. 4.40 bestimmt. Aufgrund der Lage dicht am Grenzwert Et = 1,0 wurden die Daten
mit einer asymmetrischen logarithmischen Normalverteilung angepasst (Abb. 4.40(a)) [57].
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Allerdings kann die Breite nicht durch das Schrotrauschen der Photonen erklärt werden, was
aus einem Vergleich mit simulierten Daten hervorgeht. So wurden die Daten alternativ mit
einem Zwei-Gauÿ-Modell angepasst (Abb. 4.40(b)).
Die Ursache für eine zweite Population könnte in der lokalen Entfaltung der IF-Domäne
liegen. Während die FKBP-Domäne stabil gefaltet vorliegt, müsste man den Verbindungs-
und IF-Domänen-Bereich als geschlossenes Zufallsknäuel mit einer Länge von insgesamt 65
Aminosäuren betrachten (Abb. 5.2 (oben)). Nach dem WLC-Modell (engl. Wormlike Chain)
berechnet sich der mittlere Abstand zweier Aminosäuren (1, 2) in einem o�enen Zufallsknäuel
zu: √

〈R2
1,2〉o�en =

√
2lpL, (4.11)

wobei lp die Persistenzlänge und L die Konturlänge zwischen beiden Aminosäuren ist. Wird
die Peptidkette als Ring geschlossen, wie es durch die Bindung der IF-Domäne an die FKBP-
Domäne der Fall ist, wird der Wert des mittleren Abstandes nach Vollmert et al. [105] redu-
ziert auf: √

〈R2
1,2〉Ring = 0,79 ·

√
〈R2

1,2〉o�en. (4.12)

Mit einer Persistenzlänge von lp = 3,7 Å ohne Denaturierungsmittel [106] können der mitt-
lere Abstand und somit die erwartete mittlere Energietransfere�zienz abgeschätzt werden.
Die Konturlänge zwischen den Aminosäuren kann in der ringförmigen Sequenz mit 43 Ami-
nosäuren bzw. 22 Aminosäuren zu L = 172 Å bzw. L = 88 Å [107] berechnet werden. Mit

den Gl. (4.11) und (4.12) werden
√
〈R2

1,2〉Ring = 28 Å bzw.
√
〈R2

1,2〉Ring = 20 Å berechnet.

Nach Gl. (2.24) folgen bei einem Försterradius von R0 = 50 Å die Werte Et = 0,97 bzw.
Et = 0,99. Eine lokale Entfaltung würde somit ähnliche Energietransfere�zienzen liefern wie
die nativ gefaltete IF-Domäne, wie sie aus der Röntgenstruktur hervorgeht. Zieht man in Be-
tracht, dass durch die �xe Bindung an die FKBP-Domäne das Modell des Zufallsknäuels nur
bedingt richtig ist, und Kettenabschnitte vielleicht in gestreckterer Form vorliegen, können
auch geringere Energietransfere�zienzen erwartet werden. Somit kann eine lokale Entfaltung
auf Grundlage der Einzelmolekülexperimente nicht ausgeschlossen werden.
Hierbei muss beachtet werden, dass die Ursache für die zweite Population auch in den unter-
schiedlichen Fluoreszenzlebensdauern für den Akzeptorfarbsto� A647N an den beiden Bin-
dungstellen, P68C und E111C, begründet liegen könnte. In Abschnitt 4.3.2.1 wurden an den
Einzelvarianten von TtSlyD die Fluoreszenzlebensdauern von τF = (3,9±0,1) ns an P68C und
τF = (4,3± 0,1) ns an E111C bestimmt. Bei einer proportionalen Abhängigkeit zwischen τF
und der Fluoreszenzquantenausbeute Q (Gl. (2.9)), ergibt sich in Q ein relativer Unterschied
von 9% zwischen den Bindungsstellen. Dieser Unterschied resultiert in einer Verschiebung
der Energietransfere�zienz von lediglich ∆〈Et〉 = 0,02. Die vollständige Breite und die Auf-
spaltung in zwei Populationen mit einer Di�erenz in den mittleren Energietransfere�zienzen
von ∆〈Et〉 = 0,08 (s. Abb. 4.40) ist jedoch deutlich gröÿer und kann folglich nicht allein
durch die E�ekte auf die Fluoreszenzlebensdauer erklärt werden.
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Abb. 4.41.:
Analyse der internen Dynamik für TtSlyD P68C/E111C. Vergleich von experimentellen Daten
(a: gelbe Linie; b: Balkendiagramme; b (1): Linie) und simulierten Daten (a: gestrichelte Linien; b (2)-(4):
Liniendiagramme). Die Photonen wurden entsprechend der Schwellwerte S488

sum > 40 s−1, S635
akz > 10 s−1 (b

(2)-(4) und b (1): Balkendiagramm) bzw. S488
sum > 20 s−1, S635

akz > 40 s−1 (a und b (1): Linie) ausgewählt.
Der Ein�uss der unterschiedlichen Akzeptorschwellen auf die Form der Et-Verteilung ist vernachlässigbar
(b (1)). Es wurde ein Zwei-Zustands-System mit 〈Et,1〉 = 0,68 und 〈Et,2〉 = 0,96 simuliert. Zwischen den
Zuständen wurde eine zusätzliche Dynamik mit den Raten k12 = 800 s−1 (2), 400 s−1 (3) bzw. k12 =
160 s−1 (4) simuliert, wobei die Raten im Verhältnis k12

k21
= 4

1
stehen. Die Daten wurden hinsichtlich ihrer

Korrelation (a) und ihrer Histogrammform (b) analysiert. Der graue Balken (a) markiert den durch die
Datenbearbeitung beein�ussten Zeitbereich ab τ = 2 ms.

4.5.2. Interne Dynamik

Unabhängig von der Ursache einer weiteren Population, ob also eine zweite Konformation
vorliegt oder eine lokale Entfaltung statt�ndet, musste festgestellt werden, dass auch eine
Beschreibung als Zwei-Zustands-System, charakterisiert durch die zwei gauÿförmigen Vertei-
lungen, nicht hinreichend ist, um die Breite der Verteilung zu erklären. Da für die Variante
P68C/E111C dieselben Kontrollmessungen wie für die Variante D82C/T139C durchgeführt
und analysiert wurden, muss der Grund in der Verbreiterung ebenso ein dynamisches Wech-
selspiel zwischen den verschiedenen Populationen sein.
Aus diesem Grund wurde die Korrelations-Analyse nach Torres und Levitus durchgeführt.
Die Ergebnisse sind in Abb. 4.41 dargestellt. Interessanterweise folgt aus der Betrachtung der
Kreuzkorrelation der verschiedenen Richtungen (GDA, GAD), dass das Photobleichen des Ak-
zeptors erst mit höheren Akzeptorschwellen (S635

akz > 40 s−1) eindeutig ausgeschlossen werden
kann (Abb. A.3 im Anhang). Da allerdings die Form der Et-Verteilung nur vernachlässigbar
beein�usst wird (Abb. 4.41(b) (1)), werden für die Histogramme geringe Akzeptorschwellen
angesetzt, um die Güte der Statistik zu wahren. Für die Korrelationsanalyse müssen die Ver-
luste vieler Photonen hingenommen und höhere Schwellwerte genutzt werden.
Obwohl die angenommenen Einzelkonformationen auf der Et-Achse relativ dicht zueinander
liegen, kann am Quotienten GDD

GDA
ein deutlicher Abfall im Zeitbereich 10−4 s ≤ τ ≤ 10−3 s

festgestellt werden. Der Ein�uss der Akzeptor- und Summenschwelle zur Auswahl der Ein-
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4.5. Separate Markierung der IF-Domäne

zelmolekülereignisse auf diesen Abfall wurde in Abb. A.8 (im Anhang) kontrolliert.
Für einen Vergleich wurde ein Zwei-Zustands-System simuliert, dessen mittlere Energietrans-
fere�zienzen mit 〈Et,1〉 = 0,68 und 〈Et,2〉 = 0,96 angepasst wurden, sodass die experimen-
tell bestimmte Amplitude in GDD

GDA
reproduziert wird, die Et-Verteilung (Abb. 4.41(b)) aber

dennoch nahe an der experimentell bestimmten Verteilung liegt. Die Asymmetrie der Et-
Verteilung wird durch ein Ratenverhältnis von k12

k21
= 4

1 angepasst. Es folgt, dass der Abfall

des Verhältnisses GDD

GDA
durch eine Dynamik mit den Raten im Bereich k12 = 800 s−1 bis

k12 = 160 s−1 erklärt werden kann (Abb. 4.41(a), grau gestrichelt). Der weite Bereich folgt
aus dem stark verrauschten Charakter der experimentellen Kurve (orange).
Wie bereits erläutert, kann eine lokale Entfaltung der IF-Domäne allein durch die Einzel-
molekülexperimente nicht ausgeschlossen werden. Durch die Bestimmung der Dynamikraten
wurde aber bekannt, dass der entfaltete Zustand auf einer Zeitskala im ms-Bereich stabil wä-
re. Die Entfaltung würde zur Änderung der chemischen Verschiebung einzelner Aminosäuren
führen. Dies kann durch NMR-Experimente jedoch nicht bestätigt werden [67]. Desweite-
ren konnten Zoldak et al. [22] durch Ensemble-Fluoreszenzmessungen feststellen, dass die
IF-Domäne zwar in isolierter Form keinen stabil gefalteten Zustand besitzt, jedoch durch
Bindung an die FKBP-Domäne deutlich stabilisiert wird und im Gleichgewicht kooperativ
mit der FKBP-Domäne entfaltet. Diese Erkenntnisse führen in der Summe zu der begrün-
deten Annahme, dass die IF-Domäne stabil vorliegt und die zusätzliche Population in der
Et-Verteilung durch eine Konformationsänderung erklärt werden muss.
Ähnlich zur Variante D82C/T139C ist allerdings ein dynamischer Austausch zwischen zwei
de�nierten Abständen nicht hinreichend, um die Form und Breite der gemessenen Et-Ver-
teilung zu erklären (Abb. 4.41(b)). Das Modell zweier möglicher Konformationen muss also
durch eine zusätzliche strukturelle Heterogenität erweitert werden. Dies deutet darauf hin,
dass durch die Wahl der Bindungsstellen der Farbsto�e nicht nur die Stabilität der IF-Domäne
kontrolliert wird. Zusätzlich hat auch die globale Dynamik zwischen den Domänen, wie sie
durch die Messungen an der Variante D82C/T139C bestimmt wurde, einen Ein�uss auf den
Energietransfer zwischen den Farbsto�en. Die Aminosäure an der Position 68 zählt zum
Verbindungsbereich zwischen FKBP- und IF-Domäne, ist somit Bestandteil eines unstruk-
turierten Proteinbereichs. Da die globale Dynamik vermutlich hauptsächlich durch diesen
unstrukturierten Verbindungsbereich getragen wird, ist es sehr wahrscheinlich, dass die Brei-
te der Et-Verteilung durch die globale Dynamik zwischen FKBP- und IF-Domäne begründet
werden kann. So ist auch zu erklären, dass die dynamischen Übergänge zwar in einem gering-
fügig schnelleren, aber dennoch in einem vergleichbaren Zeitfenster von 10−4 s ≤ τ ≤ 10−3 s

statt�nden.

4.5.3. Zusammenfassung

Die Ergebnisse, die aus den Experimenten der Doppelvariante D82C/T139C des Proteins
TtSlyD folgen, konnten genutzt werden, um ein Bild der Energielandschaft zu entwerfen.
Allerdings handelt es sich dabei um eine eindimensionale Darstellung, die allein die Abhän-
gigkeit vom Abstand zwischen den Domänen, charakterisiert durch die Aminosäuren D82C
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4. Ergebnisse

und T139C, wiedergibt. Der gesamte Konformationsraum wurde auf diese Variable reduziert.
Während die Domänenbewegung durch die Wahl dieser Variable gut beschrieben werden
kann, sind weitere Aussagen über die einzelnen Domänen und deren Struktur nicht möglich.
Aus diesem Grund wurde eine weitere Proteinvariante P68C/E111C �uoreszent markiert, bei
der beide Farbsto�e des FRET-Paares in der IF-Domäne lokalisiert sind. So ist eine zwei-
te Variable experimentell zugänglich, die den Konformationsraum des Proteins beschreibt.
Aufgrund des geringen Abstandes der beiden Farbsto�e im nativen Zustand des Proteins
wurde eine Verteilung mit hohen Energietransfere�zienzen gemessen. Die Verteilung kann
jedoch nicht durch eine einzige Konformation mit einem festen Abstand beschrieben wer-
den. Aus NMR-Experimenten lässt sich ableiten, dass die IF-Domäne nicht lokal entfaltet.
Somit kann eine solche lokale Entfaltung als Ursache für die Verbreiterung der Verteilung
ausgeschlossen werden. Die Energietransfere�zienz-Verteilung kann mit einem Zwei-Gauÿ-
Modell angepasst werden. Aus dem Vergleich mit simulierten Daten geht jedoch hervor, dass
es sich, wie im Fall der Variante D82C/T139C, um eine komplexere strukturelle Heteroge-
nität handelt. Die Dynamikanalyse der Korrelationskurven liefert eine Austauschdynamik,
die mit k12 = 800 s−1 bis k12 = 160 s−1 beschrieben werden kann, wobei k12k21

= 4
1 gilt. Diese

Dynamik ist vergleichbar mit den dynamischen Fluktuationen im Abstand von D82C und
T139C, allerdings mit Werten von bis zu k12 = 800 s−1 geringfügig schneller. Das kann als ein
Hinweis auf die schnellere Dynamik gesehen werden, die innerhalb der geschlossenen und of-
fenen Konformation statt�ndet. Da die Aminosäure P68C aber nur am Rand der IF-Domäne
im unstrukturierten Verbindungsbereich zwischen den Domänen lokalisiert ist, ist die globa-
le Dynamik der Domänen zueinander nicht völlig entkoppelt und spiegelt sich auch in den
Ergebnissen der Variante P68C/E111C wider. Eine Überlagerung von globaler Domänenbe-
wegung und schnelleren Bewegungen mit geringeren Amplituden ist in diesem Falle denkbar.
Die Abstände zwischen P68C und E111C und zwischen D82C und T139C bilden somit keine
unabhängigen Variablen, wie sie für das Bild einer zweidimensionalen Energielandschaft nötig
wären. Dennoch konnten die Ideen, wie sie aus der Betrachtung der Variante D82C/T139C
hervorgehen, gefestigt werden.
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4.6. Faltung des Proteins

4.6. Faltung des Proteins

In den vorangegangenen Abschnitten dieser Arbeit wurden Struktur und Dynamik des Pro-
teins TtSlyD unter nativen Bedingungen untersucht. Im folgenden wird das Protein mit
dem Denaturierungsmittel Guanidinhydrochlorid (GdHCl) destabilisiert und schlieÿlich kom-
plett denaturiert. Diese Entfaltungsreihen wurden mit beiden Varianten, D82C/T139C und
P68C/E111C, durchgeführt. In Abb. 4.42 werden beide Markierungen (rote, blaue Kugeln)
schematisch dargestellt. Die grauen Linien stellen den Abstand im nativen Zustand, die grün
gefärbte Struktur gibt den Sequenzabstand an. Obwohl die Mutationen für die Farbsto�bin-
dungen sehr unterschiedlich gewählt wurden, ist der Sequenzabstand mit 57 bzw. 43 Amino-
säuren in beiden Fällen grob vergleichbar. Dieser Abstand ist entscheidend für die komplett
entfaltete Proteinkette, die sich wie ein statistisches Knäuel verhält. Zur Beschreibung eines
solchen Zufallsknäuels können verschiedene Modelle herangezogen werden, deren Anwend-
barkeit und Genauigkeit von O'Brien et al. [106] diskutiert worden sind. Für eine einfache
Abschätzung wurde in dieser Arbeit das WLC-Modell (engl.: Wormlike Chain) genutzt. In
diesem wird das entfaltete Protein als Zufallskette mit einer gewissen Stei�gkeit, charakteri-
siert durch die Persistenzlänge lp, beschrieben. Der e�ektive Abstand (RMS-Abstand) zweier

Aminosäuren der Kette
√
〈R2

1,2〉 wird durch Gl. (4.13) beschrieben:

√
〈R2

1,2〉 =
√

2lpL. (4.13)

Die Konturlänge L zwischen den Aminosäuren kann aus dem Sequenzabstand und dem mitt-
leren Vorschub pro Aminosäure von (4,0 ± 0,3) Å [107] berechnet werden. Für die Variante
D82C/T139C erhält man L = (228± 17) Å, für P68C/E111C L = (172± 13) Å.

4.6.1. Entfaltungsreihen

4.6.1.1. Energietransfere�zienz-Histogramme

Die Entfaltungsreihe für die Variante D82C/T139C, bei der der Abstand über beide Domänen
experimentell zugänglich ist, ist in Abb. 4.43 für GdHCl-Konzentrationen von cGdHCl = 0,0 M

bis cGdHCl = 6,0 M dargestellt. Die Verteilung der Energietransfere�zienz ist für kleine Kon-
zentrationen bis cGdHCl ≈ 1,5 M nahezu konstant. Für höhere Konzentrationen tritt eine
dritte Population mit geringeren Energietransfere�zienzen auf, deren relativer Anteil mit
steigender Konzentration an GdHCl zunimmt, bis schlieÿlich ab ungefähr cGdHCl ≈ 4,5 M

kaum Ereignisse im Bereich Et > 0,5 gezählt werden, die dem nativen Protein zugeordnet
werden können. Die entstandene dritte Population wird der entfalteten Kette zugeordnet,
d. h. immer mehr Proteine gehen ab cGdHCl ≥ 2,0 M in den entfalteten Zustand über. Die
einzelnen Verteilungen wurden mit einem Mehrfach-Gauÿ-Modell angepasst, um quantitati-
ve Vergleiche anstellen zu können. Bis 0,9 M GdHCl wurde ein Zwei-Gauÿ-Modell (Indizes
2, 3) genutzt, für höhere Konzentrationen wurde dieses auf ein Drei-Gauÿ-Modell erweitert,
wobei die Breiten der beiden Gauÿglocken des nativen Proteins (w2 = 0,25, w3 = 0,08)
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4. Ergebnisse

(a) TtSlyD P68C/E111C (b) TtSlyD D82C/T139C

Abb. 4.42.:
Kristallstruktur des Proteins TtSlyD. Durch Kugeln sind die Cα-Atome derjenigen Aminosäuren
markiert, die durch Cysteine für die Farbsto�markierung ersetzt wurden. Mit einer grauen Strichellinie wird
der aus der nativen Kristallstruktur (pdb-Schlüssel: 3CGN) [4] bestimmte Abstand hervorgehoben und ist
entsprechend in Å angegeben. Der sequentielle Abstand zwischen den �uoreszent markierten Aminosäuren
ist grün eingefärbt.

festgehalten wurden. Diese Werte resultieren aus den Mittelwerten der ersten Verteilungen.
Ab cGdHCl = 3,6 M wurde zusätzlich die Position der dritten Gauÿkurve (〈Et,3〉 = 0,85) und
ab c = 3,8 M die der zweiten Gauÿkurve (〈Et,2〉 = 0,63) festgehalten. Auch diese Werte
folgen den Mittelwerten der vorangegangenen Messungen. Das Fixieren der einzelnen Anpas-
sungsparameter wurde nötig, da eine zu geringe Anzahl an Ereignissen im nativen Bereich
gemessen wurde. Das Anpassen der Verteilungen für Konzentrationen cGdHCl < 1,5 M mit
einem Drei-Gauÿ-Modell ist nicht möglich. Ein solches Modell ist in diesem Fall für die ex-
perimentellen Daten überbestimmt, sodass erst für höhere Konzentrationen dieses Modell
genutzt werden konnte.
Wird bei der Auswahl der Einzelmolekülereignisse auf die Akzeptorschwelle S635

akz verzichtet,
werden auch die Ereignisse ohne aktiven Akzeptor gezählt. Dabei fällt auf, dass der relative
Anteil dieser Ereignisse mit der Konzentration an GdHCl steigt (Abb. A.15 im Anhang). Dies
deutet auf eine höhere Wahrscheinlichkeit des Photobleichens hin, denn die Anzahl der nur
mit Donorfarbsto� markierten Proteine ist unabhängig von der GdHCl-Konzentration.

Die Variante P68C/E111C als Referenz für die Entfaltung der IF-Domäne wurde analog bis
zu einer Konzentration von 6,35 M GdHCl untersucht (Abb. 4.44(b)). Auch in diesem Fall
ist ab einer bestimmten Konzentration (cGdHCl = 3,3 M) das Auftreten einer zusätzlichen
und stetig wachsenden Population durch entfaltete Proteinketten zu erkennen. Die Vertei-
lung, die den nativen Zustand darstellt, wurde durch ein Zwei-Gauÿ-Modell angepasst und
ab 3,3 M durch eine dritte Gauÿkurve erweitert. Diese Erweiterung kann mit dem sprung-
haften Anstieg der aufsummierten mittleren Abweichung (χ2-Wert ohne Wichtung) zwischen
dem Zwei-Gauÿ-Modell und den experimentellen Daten auf den doppelten Wert begründet
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Abb. 4.43:
Entfaltung der Variante D82C/T139C
von TtSlyD. Die Messung erfolgte in Lö-
sung mit dem POE-Anregungsschema (40µW
bei 488 nm, 15µW bei 635 nm und 10 MHz)
bei verschiedenen Konzentration von GdHCl
(rechte Spalte).Für alle Einzelmolekülereignis-
se (S488

sum > 40 s−1, S635
akz > 10 s−1) wurde Et

berechnet. Die Histogramme wurden mit einem
Dreifach-Gauÿ-Modell angepasst (braune Lini-
en). Zusätzlich sind die einzelnen Gauÿglocken
entsprechend ihrer Interpretation als entfalte-
te Konformation (rot), nativ o�ene Konforma-
tion (grün) und nativ geschlossene Konforma-
tion (blau) dargestellt. Deren Mittelwerte sind
durch Kästchen hervorgehoben.Die Anpassung
erfolgte bis cGdHCl = 1,9 M mit nur zwei Gauÿ-
glocken, ab cGdHCl = 2,4 M wurde eine drit-
te Gauÿglocke für die entfaltete Fraktion ein-
geführt. Die Breite der zwei bestehenden Gauÿ-
glocken wurde festgehalten bei w2 = 0,25 und
w3 = 0,08. Diese Werte ergeben sich aus den
Mittelwerten der ersten drei Anpassungen. Ab
cGdHCl = 3,6 M wurde zusätzlich die Position
der dritten Gauÿglocke mit 〈Et,3〉 = 0,85 und
ab cGdHCl = 3,8 M die der zweiten Gauÿglocke
mit 〈Et,2〉 = 0,63 festgehalten. Die Werte erge-
ben sich jeweils aus den Mittelwerten der zuvor
angepassten Kurven.

werden. Die Position der nativen Subpopulation wurde ab cGdHCl = 3,3 M bei 〈Et,3〉 = 0,87

festgehalten. Für Konzentrationen cGdHCl > 4,1 M werden vermehrt Ereignisse im Bereich
Et < 0,1 gezählt, die mit dem Photobleichen des Akzeptors zu begründen sind. Da diese
Ereignisse jedoch von der entfalteten Population getrennt liegen, wird auf ein vollständiges
Aussortieren dieser Ereignisse mit folgendem Verlust der statistischen Güte des Histogramms
verzichtet.
Da die Verteilung des nativen Zustands dicht an der Grenze der Energietransfere�zienz-
Achse (Et = 1,0) liegt und Et dort wenig sensitiv gegenüber Verschiebungen ist, wurden zum
Vergleich Histogramme über das logarithmische Signalverhältnis im Donor- und Akzeptorka-
nal lg

(
Sdon
Sakz

)
erstellt (Abb. 4.44(a)). Diese sind in ihrer horizontalen Achse nicht beschränkt.

Die Anpassung erfolgt alternativ über ein Ein- bzw. Zwei-Gauÿ-Modell. Das bedeutet, dass
die native Population mit einer alleinigen Gauÿ-Verteilung angepasst wird.
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Abb. 4.44.:
Entfaltung der Variante P68C/E111C von TtSlyD. Die Messung erfolgte in Lösung mit dem POE-
Anregungsschema (40µW bei 488 nm, 15µW bei 635 nm und 10 MHz) bei verschiedenen Konzentration
von GdHCl (Spalte in der Mitte).Für alle Einzelmolekülereignisse (S488

sum > 40 s−1, S635
akz > 10 s−1) wurden

das logarithmische Intensitätsverhältnis lg
(
Sdon
Sakz

)
und Et berechnet. Die Histogramme wurden mit einem

Doppel- bzw. Dreifach-Gauÿmodell angepasst (braune Linien). In (b) sind die Einzelkurven der entfalte-
ten Fraktion rot, die der nativen Fraktion blau und grün eingezeichnet. Die Mittelwerte der jeweiligen
Verteilungen sind durch Kreise (a) bzw. Quadrate (b) hervorgehoben.
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cGdHCl Variante 〈Et〉
√
〈R2

1,2〉 (Å) L (Å) lp (Å)

6,0 M D82C/T139C 0,20± 0,01 63,0± 0,7 228± 17 8,7± 0,8
6,0 M P68C/E111C 0,36± 0,01 55,0± 0,4 172± 13 8,7± 0,8
0,0 M D82C/T139C 0,83± 0,04 38,4± 1,8 228± 17 3,2± 0,5

Tab. 4.12.:
Bestimmung der Persistenzlänge lp. Für beide Varianten des Proteins TtSlyD wird bei 6,0 M bzw. 0,0 M
GdHCl durch Interpolation bzw. Extrapolation die mittlere Energietransfere�zienz der entfalteten Po-

pulation bestimmt, nach Gl. (2.24) der mittlere Abstand der Aminosäuren
√
〈R2

1,2〉 berechnet. Mit der

Konturlänge L, die sich aus einem mittleren Vorschub pro Aminosäure von (4,0± 0,3) Å [107] ergibt, wird
nach Gl. (4.13) die Persistenzlänge berechnet.

4.6.1.2. Verschiebung der mittleren Energietransfere�zienzen

Für einen übersichtlichen Vergleich wurden die Ergebnisse für die mittleren Transfere�zien-
zen der Subpopulationen graphisch gegen die Konzentration von GdHCl in Abb. 4.45 aufge-
tragen. Die Farbkodierung wurde beibhalten. Für beide Varianten des Proteins verschieben
sich die Energietransfere�zienzen der nativen Population zu geringeren Werten unter An-
wendung von GdHCl. Aus der Messung der Fluoreszenzlebensdauer beider Farbsto�e, AF488
und A647N, in Lösung bei verschiedenen GdHCl-Konzentrationen (Abb. A.13 im Anhang)
folgt, dass es keine signi�kanten Veränderungen in der Fluoreszenzlebensdauer beider Farb-
sto�e gibt und somit die Verschiebungen und Formveränderungen in der Et-Verteilung nicht
durch farbsto�bedingte Ein�üsse erklärt werden können.
Die Verschiebung der nativen Population kann vielmehr auf eine Art generelles, unspezi�sches
Aufquellen des nativen Zustands hindeuten. Allerdings müssen diese Verschiebungen mit Vor-
sicht betrachtet werden. Durch die hohen Salzkonzentrationen wird der Brechungsindex des
Pu�ers gegenüber Wasser (n(H2O) = 1,33) deutlich verändert (zum Beispiel n(Pu�er) = 1,36

für cGdHCl = 2,0 M, siehe Gl. (3.1)). Die Anpassung des Objektivs an wässrige Lösungen mit
einem Brechnungsindex von n = 1,33 ist somit nicht mehr gegeben. Jedoch konnte für die
Referenzprobe dsDNA eine stabile mittlere Transfere�zienz von Et = 0,81 ± 0,01 bis zu
cGdHCl = 2,0 M bestimmt werden (Anhang: Abb. A.11), sodass eine Interpretation der Daten
hinsichtlich eines Aufquellen gerechtfertigt ist.
Die entfaltete Population beider Varianten zeigt ebenso diese Verschiebung zu geringeren
Energietransfere�zienzen. Diese ist signi�kant. Wäre sie durch optische Abberation hervor-
gerufen, müsste sich das gesamte Histogramm verschieben, was nicht der Fall ist. Die nativen
Populationen nehmen zwar für höhere GdHCl-Konzentrationen ab, sind aber in ihrer Positi-
on weitestgehend stabil. Das Aufquellen des entfalteten Knäuels und die folgende Abnahme
des Energietransfers zwischen zwei Farbsto�en wurde bereits für andere Proteine beobachtet
[108]. Der Grund liegt in dem Wechsel zwischen einem schlechten Lösungsmittel (engl. poor
solvent) zu einem guten Lösungsmittel (engl. good solvent) durch die Zugabe von GdHCl.
In einem guten Lösungsmittel werden Wechselwirkungen zwischen den Ketteneinheiten und
dem Lösungsmittel gegenüber Wechselwirkungen innerhalb der Kette favorisiert [109]. Folg-
lich wird die Grenz�äche zwischen dem Protein und seinem Lösungsmittel vergröÿert. Der
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messbare E�ekt dieses Aufquellens kann in der Theorie des Zufallsknäuels, beschrieben durch
das WLC-Modell [110], durch ein stetiges Anwachsen der Persistenzlänge erfasst werden. Für
beide Proteinvarianten können die Persistenzlängen somit bestimmt werden. Dafür wird aus
den mittleren Energietransfere�zienzen der entfalteten Population der mittlere Abstand der
Farbsto�e berechnet (Försterradius R0 = 50 Å) und mit der entsprechenden Konturlänge L
nach Gl. (4.13) lp bestimmt. Die Ergebnisse sind in der Tab. 4.12 aufgeführt. Unabhängig
von der Position der Farbsto�e erhält man eine Persistenzlänge von lp = (8,7± 0,8)Å für das
vollständig entfaltete Protein bei 6,0 M GdHCl. Für den entgegengesetzten Grenzfall ohne
Denaturierungsmittel kann die Persistenzlänge durch Extrapolation bestimmt werden. Dazu
werden die mittleren Energietransfere�zienzen durch ein Polynom dritten Grades angepasst
und 〈Et〉 = 0,83±0,04 bei 0,0 M GdHCl für die Variante D82C/T139C bestimmt. Aus dieser
folgt lp = (3,2 ± 0,5)Å. Diese Extrapolierung ist für die Variante P68C/E111C nicht mög-
lich, da erst für höhere Denaturierungsmittelkonzentrationen sichere Werte für die entfaltete
Fraktion bestimmt werden konnten.

4.6.1.3. Übergangskurven der Einzelpopulationen

Aus der graphischen Anpassung der Histogramme können die relativen Anteile der einzelnen
Populationen bestimmt werden. Diese sind für die native Konformation beider Varianten in
Abb. 4.45 für verschiedenen Anpassungsmodelle aufgetragen. Zusätzlich wurde der Anteil
der geschlossenen Konformation an allen Ereignissen, die der nativen Population zugezählt
werden, berechnet. Diese ergibt sich aus der Anpassung des nativen Anteils durch zwei Gauÿ-
glocken, die zwei möglichen Konformationen, einer o�enen und einer geschlossenen, entspre-
chen. Die Fehlerbalken wurden durch Fehlerfortp�anzung aus den Anpassungsfehlern aller
ein�ieÿenden Parameter bestimmt. Sie sind zum Teil sehr hoch, sodass der Einzelwert als un-
sicher zu betrachten ist. Der systematische Verlauf der Gesamtzahl an Punkten ist dennoch
charakteristisch.
Aus diesen Übergangskurven für den relativen Anteil an nativen Proteinmolekülen xnativ kön-
nen die Parameter der Entfaltung, die freie Entfaltungsenthalpie ∆GNU(H2O) in Abwesenheit
des Denaturierungsmittels und die Kooperativität m nach Gl. (4.14) bestimmt werden:

xnativ(cGdHCl) = xnativ,∞ +
xnativ,0 − xnativ,∞

1 + exp
(

∆GNU(H2O)+m·cGdHCl
RT

) , (4.14)

xnativ,0 und xnativ,∞ sind dabei die Grenzwerte für die Fälle ohne Denaturierungsmittel bzw.
für pures Denaturierungsmittel. Dabei wird von der linearen Abhängigkeit der Stabilität des
Proteins von der Konzentration des Denaturierungsmittels ausgegangen [65, 111]:

∆GNU = ∆GNU(H2O) +m · cGdHCl. (4.15)

∆GNU(H2O) ist ein Maÿ für die Stabilität des Proteins unter nativen Bedingungen. Eine
hohe Energiedi�erenz zwischen entfaltetem und nativem Zustand wird durch einen hohen
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Abb. 4.45.:
Auswertung der GdHCl-Übergänge. Ergebnisse aus der Entfaltung der Varianten D82C/T139C (a)
und P68C/E111C (b) des Proteins TtSlyD. Dargestellt sind die mittlern Energietransfere�zienzen der
einzelnen Fraktionen (entfaltet: rot; nativ: blau, grün) . Wird die Position der zweiten Gauÿglocke in (a)
im Gegensatz zu der Anpassung in Abb. 4.43 frei laufen gelassen, ergeben sich z. T. stark �uktuierende und
fehlerbehaftete Werte (gestrichelte Kurven). (b) Zusätzlich wurden die mittleren Energietransfere�zienzen
aus der Anpassung des logarithmischen Intensitätsverhältnisses (Abb. 4.44(a)) berechnet (o�ene Kreise:
türkis, rot). Aus den Flächen der Fraktionen wurde der Anteil der Moleküle in der nativ geschlossenen
Konformation an der Gesamtzahl der nativen Moleküle (Mitte) sowie der Anteil der nativen Moleküle an
der Gesamtzahl der gemessenen Moleküle (Unten) berechnet. Die o�enene Kreise geben die Ergebnisse an,
wenn in (a) die Position der zweiten Gauÿglocke frei ist bzw. in (b) die Anpassung des logarithmischen
Intensitätsverhältnisses und dessen Anpassung an ein Zwei-Gauÿ-Modell zugrunde liegt. An alle Übergänge
wurde Gl. (4.14) angepasst. Die durchgezogenen grauen Linien (Unten) sind die Übergänge, die sich aus
der Ensemblemessung der Tyrosin�uoreszenz mit einem Fluorimeter ergeben.

Wert von ∆GNU charakterisiert. Die Gröÿe m beschreibt die kooperative Faltung, d. h. den
E�ekt, dass die Faltung einzelner Peptidkettenabschnitte die Faltung weiterer Abschnitte
beein�usst. Der Übergangsmittelpunkt c1/2 kann entweder aus den beiden Gröÿen mit

c1/2 =
∆GNU(H2O)

m
(4.16)

berechnet werden oder direkt mit einer Anpassung eines sigmoidalen Übergangs mit dem
Wendepunkt c1/2 an den experimentell bestimmten Übergang ermittelt werden.
Diese Stabilitätsparameter können auch durch die Messung der Energietransfere�zienz oder
der intrinsischen Fluoreszenz des Proteins im Ensemble bestimmt werden, allerdings muss
dabei stets beachtet werden, dass über heterogene Proben gemittelt wird. In Abb. A.12 im
Anhang sind beispielhaft die Übergänge aus der mittleren Energietransfere�zienz aller Er-
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eignisse dargestellt. Die Verschiebung der mittleren Energietransfere�zienz einer einzelnen
Population führt dort zur Verschiebung des Ensemble-Mittelwertes und muss als zusätzli-
cher Anstieg in der Übergangskurve angepasst werden [85]. Bei Ensemble-FRET-Messungen
beein�usst zusätzlich der Anteil derjenigen Proteinmoleküle, die nur mit einem aktiven Do-
nor markiert sind, den Ensemble-Mittelwert beträchtlich. Da in Abhängigkeit von GdHCl
dieser Anteil aufgrund des Photobleichens vom Akzeptor wächst (Abb. A.15 im Anhang),
wird der Mittelwert mit steigender GdHCl-Konzentration zu geringeren Energietransfere�-
zienzen verschoben. Sowohl der Übergangsmittelpunkt als auch die Kooperativität würden
ohne Korrektur fehlinterpretiert werden. Erst durch Einzelmolekül-Messungen können diese
Heterogenitäten aufgelöst werden.
Die Ergebnisse für die Auswertung der Einzelmolekül-Übergangskurven der nativ gefalte-
ten Proteinmoleküle sind in Tab. 4.13 aufgeführt. Als Vergleich sind ebenso die Ergebnisse
aus Ensemble-Entfaltungsmessungen angegeben. In diesen wurde die Fluoreszenz der vier
intrinsischen Tyrosinaminosäuren von TtSlyD abhängig von der Konzentration an GdHCl
detektiert und daraus der Anteil der nativ gefalteten Moleküle berechnet.
Im Fall der Variante D82C/T139C, bei der jeweils eine Domäne von TtSlyD �uoreszent mar-
kiert ist, sind die Parameter der Faltung aus Einzelmolekül-FRET- und Ensemble-Fluores-
zenz-Messungen vergleichbar. Dies ist auch am Verlauf der Übergangskurven in Abb. 4.45(a)
(unten; gestrichelt: Einzelmolekül-FRET; graue Linie: Ensemble-Fluoreszenz) zu sehen, die
nahezu deckungsgleich sind. Für die Variante P68C/E111C zeigt sich jedoch, dass die Über-
gangskurve aus dem Einzelmolekül-FRET-Experiment deutlich zu höheren GdHCl-Konzen-
trationen verschoben ist gegenüber der Ensemble-Messung. Diese Verschiebung äuÿert sich
in einem deutlich höheren Übergangsmittelpunkt und einer höheren Gibbs-Energie der Ent-
faltung (siehe dazu Tab. 4.13).
Inwiefern eine domänenweise Entfaltung und die Population von teilweise gefalteten Zustän-
den in der Energielandschaft Ursache für die Unterschiede in den experimentell bestimmten
Werten sein kann, wird im Kapitel 5 hinterfragt.

Der Verlauf für den Anteil der geschlossenen Konformation an allen nativen Ereignissen unter-
scheidet sich deutlich für die beiden verschiedenen Varianten. Für die Variante D82C/T139C
wird ein charakteristischer Übergang von (27,8± 0,1) % auf 0 % mit einem Mittelpunkt von
c1/2 = (3,3± 0,1) M beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass die geschlossene Konformation
unter Einwirkung des Denaturierungsmittels schneller destabilisiert wird und deshalb deren
Anteil sinkt.
Für die Variante P68C/E111C gibt es keinen signi�kanten Übergang. Der relative Anteil ist
konstant bei xgeschlossen = (46,9±0,4) %. Dies ist ein weiteres starkes Indiz dafür, dass es sich
bei keiner der nativen Subpopulationen der Variante P68C/E111C um eine lokale Entfaltung
der IF-Domäne handelt. Diese müsste durch die Einwirkung des Denaturierungsmittels un-
terstützt werden. Das Gleichgewicht müsste sich also deutlich zu dieser Subpopulation hin
verschieben. Dies ist nicht zu beobachten. Vielmehr wird bekräftigt, dass die Breite des Hi-
stogramms unter nativen Bedingungen dadurch bedingt ist, dass der Abstand zwischen P68C
und E111C nicht völlig entkoppelt von der globalen Dynamik zwischen den Domänen ist.
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Variante ∆GNU(H2O) m c1/2
(kJmol−1) (kJmol−1M−1) (M)

Wildtyp? 35,1± 3,0 11,4± 0,5 3,1± 0,1
D82C/T139C 20,9± 4,4 7,1± 1,5 2,94± 0,07
D82C/T139C? 19,6± 0,8 6,2± 0,3 3,2± 0,1
P68C/E111C 21,7± 5,0 5,7± 1,3 3,81± 0,08
P68C/E111C? 13,9± 0,2 5,2± 0,6 2,7± 0,4

Tab. 4.13.:
Entfaltungsparameter. Aus den Subpopulation der Et-Verteilungen wurden die relativen Anteile von nativ
gefalteten Proteinen berechnet und Gl. (4.14)-(4.16) an den Verlauf angepasst (bei 300 K). ?: Ergebnisse
aus Ensemblemessungen, wobei die Proben bei 278 nm angeregt wurden und die Fluoreszenz der vier
Tyrosine von TtSlyD bei 308 nm als Messsignal für den Übergang genutzt wurde.

4.6.2. Interne Dynamik

Im Abschnitt 4.3.3 wurde detailliert auf die interne Dynamik zwischen den Domänen des
Proteins TtSlyD eingegangen und deren Ein�uss auf die Verteilung der Energietransferef-
�zienz erläutert. Dabei stellte sich heraus, dass durch die Korrelationsanalyse nach Torres
und Levitus [60] eine Dynamik in einem Zeitfenster von 10−4 s ≤ τ ≤ 10−3 s nachweisbar ist.
Diese Analyse wird auch auf die Entfaltungsmessungen angewandt (Abb. 4.46). Für gerin-
ge Konzentrationen des Denaturierungsmittels sind charakteristische Abfälle im genannten
Zeitfenster für beide Varianten des Proteins zu beobachten. Ab einer Konzentration von
cGdHCl = 3,8 M (D82C/T139C) bzw. cGdHCl = 5,2 M (P68C/E111C) verlaufen die Kurven
für GDD

GDA
konstant bis zu Zeiten, in denen die Kurven durch die Zeitau�ösung der zugrunde

liegenden Daten verfälscht werden. Aus dem Vergleich mit den Et-Verteilungen (Abb. 4.43
und 4.44) folgt, dass die Dynamik bis zu den Denaturierungsbedingungen gemessen wer-
den kann, bei denen Einzelmolekülereignisse im nativen Bereich gezählt werden. Solange das
einzelne Protein also noch nativ gefaltet ist, scheint dessen interne Dynamik unabhängig
vom Denaturierungsmittel zu sein. Der Übergang zu kleineren Amplituden des Verhältnisses
GDD

GDA
kann durch die Verschiebung der Et-Verteilungen zu geringeren Werten erklärt werden.

Dieser Zusammenhang geht auch aus den theoretischen Betrachtungen in Abb. 4.26 hervor.
Der deutliche Sprung jedoch, der für die Variante P68C/E111C von 0 M auf 1 M GdHCl
beobachtet werden kann, ist dadurch nicht zu erklären. Die Et-Verteilung verschiebt sich nur
unwesentlich, wohingegen die Amplitude von GDD

GDA
auf die Hälfte des Wertes absinkt. Auf-

grund der komplexen Zusammenhänge, die der Berechnung von GDD

GDA
zugrunde liegen, kann

nicht eindeutig begründet werden, was zu diesem Sprung geführt hat. Es sollte aber auch
nicht auÿer Betracht gelassen werden, dass GDD

GDA
artefaktanfällig ist, d. h. dass zum Beispiel

Di�usionsereignisse von Agglomeraten die Amplituden der Korrelationskurven verfälschen
können, auch wenn diese Ereignisse sehr selten sind.
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Abb. 4.46.:
Korrelationsanalyse der internen Dynamik unter denaturierenden Bedingungen. Die Varian-
ten D82C/T139C (a) und P68C/E111C (b) des Proteins TtSlyD wurden bei unterschiedlichen GdHCl-
Konzentrationen (Legende rechts) im POE-Anregungsschema (40µW bei 488 nm, 15µW bei 635 nm
und 10 MHz) angeregt. Für die Korrelationsanalyse wurden nur Photonen aus Einzelmolekülereignissen
(S488

sum > 30 s−1(a) bzw. S488
sum > 20 s−1(b) und S635

akz > 10 s−1) genutzt. Der graue Balken markiert jeweils
den durch die Datenbearbeitung beein�ussten Zeitbereich ab τ = 2 ms.

4.6.3. Echtzeit-Rückfaltung

Die Entfaltungsreihen wurden in geschlossenen Mikrokammern durchgeführt, um konstante
Bedingungen, vor allem eine konstante Konzentration des Denaturierungsmittels, zu gewähr-
leisten. Würde eine Messung mit hoher GdHCl-Konzentration in der normalen Feuchtkammer
durchgeführt, käme es aufgrund der hohen Salzkonzentration schnell zu einem Lösungsmittel-
austausch über die Dampfphase. Dieser E�ekt ist mit dem E�ekt der Osmose an semipermea-
blen Membranen zu vergleichen. Das hat zur Folge, dass nicht nur die Proteinkonzentration
sinkt, sondern auch die Konzentration des Denaturierungsmittels. Dieser E�ekt führt bei
kleinen Tropfengröÿen von maximal 5µl zur drastischen Abnahme der Konzentration. Dieser
Nachteil kann aber auch genutzt werden, um die Rückfaltung des Proteins zu beobachten.
In Abb. 4.47 ist ein solches Experiment mit einer Startkonzentration von cGdHCl = 6 M

GdHCl dargestellt. Die Et-Verteilung wurde in Abschnitten von 1000 s berechnet. Anhand
der gemittelten Et-Werte aus allen Ereignissen über 10 s (Abb. 4.47, Mitte) wird bereits der
Übergang in die native Konformation deutlich. Die Einzelhistogramme (Abb. 4.47, oben)
bestätigen dieses Bild im Detail. Nach ca. zwei Stunden ist das Histogramm der nativen
Variante D82C/T139C des Proteins TtSlyD erneut zu messen. Interessant sind die Inten-
sitätsverläufe der detektierten Photonen (Abb. 4.47, unten). In den ersten 200 s steigt die
Intensität im Donor- und Akzeptorkanal, sowohl bei Donoranregung als auch bei direkter
Aktzeptoranregung. Dies deutet auf ein anfängliches Verdunsten des Tropfens hin, sodass
die Proteinkonzentration leicht steigt. Danach sinkt die Intensität im Donorkanal und Ak-
zeptorkanal bei jeweils direkter Anregung, was auf die Verdünnung durch das Anwachsen
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Abb. 4.47.:
Echtzeit-Rückfaltung. Unten: Zeitverlauf der Intensitäten im Donor- (blau) und Akzeptorkanal (rot)
während der Donoranregung (488 nm, 40µW), sowie der Intensität im Akzeptorkanal (grün) nach direk-
ter Anregung (635 nm, 10 MHz, 15µW) der Variante D82C/T139C des Proteins TtSlyD bei einer an-
fänglichen GdHCl-Konzentration von cGdHCl = 6 M. Oben: Et-Verteilung aller Einzelmolekülereignisse
(S488

sum > 40 s−1, S635
akz > 10 s−1) für jeweils 1000 s der Messzeit. Mitte: Zeitverlauf von Et, gemittelt über

Einzelmolekülereignisse von jeweils 10 s (braun) und 1000 s (dunkelbraun).

des Tropfens zurückzuführen ist. Die Intensität im Akzeptorkanal bei Anregung des Donors
bleibt konstant, denn hier kommt es zu zwei E�ekten. Zum einen wird das Protein verdünnt,
zum anderen wird aber mehr Energie aufgrund der Rückfaltung auf den Akzeptor übertragen.
Beide E�ekte scheinen sich gegenseitig auszugleichen, sodass die Zählrate nahezu konstant
bleibt.

4.6.4. Zusammenfassung

In den ersten Abschnitten des Kapitels 4 Ergebnisse lag das Hauptaugenmerk auf dem Tal
des nativen Zustandes innerhalb der Energielandschaft von TtSlyD. In diesem Abschnitt
wurde nun mit Einzelmolekülexperimenten zusätzlich der entfaltete Zustand studiert. Durch
das Denaturierungsmittel GdHCl wurde der entfaltete Zustand stabilisiert und das Gleichge-
wicht verschoben. Die Einzelmolekül-FRET-Experimente erlauben aber nicht nur, die relative
Verschiebung der Populationen zueinander zu beobachten, sondern zusätzlich Informationen
über die einzelnen Populationen selbst zu erhalten. So konnte mit der Verschiebung der
mittleren Energietransfere�zienz der entfalteten Population das Aufquellen des entfalteten
Zustandes mit dem Denaturierungsmittel für beide �uoreszent markierten Doppelvarianten,
D82C/T139C und P68C/E111C, beobachtet werden. Bei einer Konzentration von 6 M des
Denaturierungsmittels wurde eine Persistenzlänge von lP = (8,7± 0,8) Å bestimmt.
Als Vergleich für die Einzelmolekül-FRET-Experimente wurde die Entfaltung der Protein-
varianten auch im Ensemble studiert. Dabei wurde die Fluoreszenz der vier Tyrosin-Amino-
säuren in der Sequenz von TtSlyD verfolgt. Während die Einzelmolekül-Übergangskurve der
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nativ gefalteten Proteinmoleküle für die Variante D82C/T139C die Ergebnisse aus den En-
semblemessungen reproduziert, wurde für die Variante P68C/E111C, bei der beide Farbsto�e
in der IF-Domäne lokalisiert sind, im Einzelmolekülexperiment eine deutlich höhere Stabilität
bestimmt. Es ist denkbar, dass diese Unterschiede auf die Wahl der betrachteten Konformati-
onskoordinaten zurückzuführen sind. Während mit der intrinsischen Tyrosin�uoreszenz über
das gesamte Protein gemittelt wird, wird im Einzelmolekül nur der Abstand zwischen P68C
und E111C erfasst. Dies kann ein Hinweis auf eine komplexere Energielandschaft der Faltung
sein, bei der Zwischentäler existieren, innerhalb deren das Protein TtSlyD nur teilweise ge-
faltet ist.
Abhängig von der Konzentration des Denaturierungsmittels wurden die Korrelationskurven
der einzelnen Messungen hinsichtlich der Proteindynamik untersucht. Daraus ergab sich, dass
die Austauschdynamik, die im nativen Zustand für beide Proteinvarianten festgestellt wur-
de, stabil ist gegenüber dem Denaturierungsmittel. So lange nativ gefaltete Proteinmoleküle
im Experiment detektiert wurden, konnte auch eine Dynamik nachgewiesen werden. Somit
folgt, dass die Struktur der Energielandschaft innerhalb des nativen Zustands nicht durch
das Denaturierungsmittel beein�usst wird.
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5.1. Struktur, Funktion und Dynamik

Eine der grundlegenden Fragestellungen auf dem Gebiet der Biochemie ist die Erklärung der
erstaunlich hohen katalytischen E�zienz, die durch Reaktionen mit Enzymen erreicht wird.
Das ursprüngliche Schlüssel-Schloss-Prinzip [112], bei welchem das Substrat exakt zum En-
zym passen muss, wurde beginnend in den 1960ern durch weitere Thesen ausgebaut. Dabei
wird nicht länger das gesamte Enzym als funktionstragend gesehen, sondern nur einzelne kata-
lytische Gruppen. Diese sind bei Substratbindung in ihrer Konzentration erhöht und in ihrer
Orientierung optimiert. Eine strukturelle Flexibilität ermöglicht dabei die Anpassung an das
Substrat; man spricht von einer induzierten Anpassung (engl.: induced �t) [113]. Ausgehend
von diesem Modell scheinen dynamische Änderungen in der Struktur des Enzyms eine wichti-
ge Grundlage für dessen enzymatische Aktivität zu sein. Die Publikationen von Frauenfelder
et al. [2, 114] weisen bereits auf die Bedeutung interner Bewegung für die Funktion eines
Enzyms am Beispiel des Myoglobins hin. Dennoch ist die Relevanz dynamischer Fluktuatio-
nen auch im aktuellen Forschungsumfeld eine Streitfrage [1]. Dabei überstreichen dynamische
Änderungen einen groÿen Zeitbereich, der von ps−ns für die Reorganisation einzelner Atome
bis hin zu ms−s für Konformationsänderungen ganzer Proteinabschnitte reicht. Verschiedene
Beispiele werden in dem Übersichtsartikel von Nagel & Klinman [1] aufgeführt. Die Beob-
achtung solcher Bewegungen setzt vielfältige experimentelle Möglichkeiten voraus, die auf
den verschiedenen Zeitskalen sensitiv sind. So haben NMR-spektroskopische Untersuchungen
für Proteine wie Cyclophilin A [115], Adenylatkinase [14, 116] und die Dihydrofolatreduktase
[117] mehrfach zeigen können, dass die intrinsische Dynamik maÿgeblich mit der katalytischen
Funktion des Enzyms verknüpft ist. Aber auch auf dem Feld der Einzelmolekülspektroskopie
wurden wichtige Beiträge geliefert. Bereits 1998 gab es erste Ergebnisse zur intramolekula-
ren Dynamik der Meerrettichperoxidase [118]. Chen et al. verö�entlichten 2003 FRET-Daten
zum T4-Lysozym [119], das mehrere Konformationen einnehmen und dynamische Übergänge
zeigen soll. Santoso et al. [61] konnten für die DNA-Polymerase I intramolekulare Bewegun-
gen auf einer ms-Zeitskala nachweisen. Für die Adenylatkinase konnte erst durch detaillierte
Einzelmolekülexperimente [3] die groÿskalige Bewegung der zwei Untereinheiten zwischen
unterschiedlichen Konformationen eindeutig nachgewiesen und so das Bild aus kristallogra-
phischen, NMR-spektroskopischen und simulierten Daten vervollständigt werden. Schlieÿlich
liefern auch kraftspektroskopische Einzelmoleküluntersuchungen [120�122] und Simulations-
rechnungen [123] ihren Beitrag zu diesem mannigfaltig diskutierten Forschungsthema.
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In dieser Arbeit lag das Augenmerk auf dem Zwei-Domänen-Protein SlyD aus dem Organis-
mus Thermus thermophilus (kurz: TtSlyD). Das Enzym TtSlyD katalysiert den cis-trans-
Übergang einer Peptidyl-Prolyl-Bindung, welcher oft ratenlimitierend für die Faltung von
Proteinen ist [15, 16]. Diese katalytische PPIase-Aktivität ist in der FKBP-Domäne lokali-
siert, wohingegen die IF-Domäne als Chaperon wirkt und die Aggregation von Peptidketten
verhindert [4�6]. Für die �uoreszenzspektroskopische Untersuchung des Proteins auf Ein-
zelmolekülniveau wurde das Protein innerhalb beider Domänen mit jeweils einem Farbsto�
markiert. Der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer zwischen diesen Farbsto�en macht den
Abstand zwischen IF- und FKBP-Domäne experimentell zugänglich. Für frei di�undieren-
de Moleküle wurde unter nativen Bedingungen eine breite Verteilung für die Energietrans-
fere�zienz bestimmt. Aus dieser geht deutlich hervor, dass TtSlyD nicht durch eine einzige
Konformation beschrieben werden kann. Diese These wird von NMR-spektroskopischen Un-
tersuchungen gestützt, aus denen zwar wohl de�nierte Strukturen der einzelnen Domänen
hervorgehen, aber aus denen keine de�nierte relative Orientierung der Domänen zueinan-
der bestimmt werden kann [6, 18]. Weitere Hinweise auf eine strukturelle Flexibilität geben
Daten aus der Röntgenkristallographie. Löw et al. [4] haben verschiedene Kristallstrukturen
bestimmt, bei denen die relative Domänenorientierung variiert.
Um die Form der Energietransfere�zienzverteilung besser beurteilen zu können, wurde durch
zahlreiche Kontrollexperimente sichergestellt, dass weder durch den experimentellen Aufbau
hervorgerufene E�ekte noch lokale E�ekte an den Farbsto�en die Breite der Verteilung er-
klären können. So können die Photophysik, das Photobleichen und die gehinderte Rotation
der Farbsto�e als Ein�üsse ausgeschlossen werden.
Die Breite der Verteilung ist somit eindeutig durch eine strukturelle Heterogenität des Prote-
ins begründet. Die Verteilung konnte durch ein Zwei-Gauÿ-Modell angepasst werden, das zwei
mögliche Konformationen wiedergibt. In Analogie zur Adenylatkinase [3] wurde die Hypothe-
se für eine o�ene und eine geschlossene Konformation aufgestellt. Die Abstände zwischen den
Farbsto�en konnten dabei mit 5,0 nm und 3,7 nm abgeschätzt werden. Der Farbsto�abstand
in der o�enen Konformation ist somit nur geringfügig gröÿer als der aus der Röntgenstruktur
bestimmte Abstand zwischen den Cα-Atomen. Diese Abweichung kann durch die chemische
Bindung der Farbsto�e an das Protein erklärt werden. Aus dem Vergleich mit simulierten
Daten geht jedoch hervor, dass zwei Zustände nicht hinreichend sind, um die komplette Form
der Verteilung erklären zu können. Weitere Konformationen mit vielleicht nur geringen struk-
turellen Änderungen müssen existieren. Dies ist nicht unerwartet, da Kristallographie- und
NMR-Untersuchungen zeigen konnten, dass vor allem die IF-Domäne eine hohe lokale Flexi-
bilität aufweist [94].
Für die hochau�ösende Röntgenkristallographie muss ein Protein in einem homogenen Kris-
tall vorliegen. Zwar können durch ausgefeilte Techniken Zwischenzustände eines dynamischen
Übergangs kristallisiert werden [124], die kinetische Information struktureller Änderungen ist
jedoch nicht direkt experimentell zugänglich1. In der NMR-Spektroskopie ist die Beobachtung
von Bewegungen möglich, die im ps- bis ns-Bereich, im µs- bis ms-Bereich oder im Langzeit-

1Die Debye-Waller-Faktoren (b-Faktoren) der einzelnen Atome werden oft so interpretiert, dass daraus
Rückschlüsse über die lokale Dynamik des Proteins auf atomarer Ebene gewonnen werden [125].
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bereich von min- bis h liegen [14, 66]. Allerdings muss die Dynamik zur Veränderung der
lokalen Umgebung einzelner Atome führen (zum Beispiel Veränderung der chemischen Ver-
schiebung der einzelnen Aminosäure für NMR-Austausch-Experimente [14]). Eine groÿskalige
Bewegung, die diese lokale Umgebung nicht stört, kann durch NMR nicht erkannt werden.
Somit ergab sich die Zielstellung, durch die Analyse der �uoreszenzspektroskopischen Daten
die Frage zu klären, ob das Protein eine breit gefächerte statische Heterogenität aufweist
oder tatsächlich eine zusätzliche Austauschdynamik zwischen den einzelnen Konformationen
statt�ndet, die anderen Messmethoden nicht zugänglich ist. Durch das Korrelationsverfahren
können jegliche dynamische Änderungen, die zu Fluktuationen im Fluoreszenzsignal führen,
erkannt und analysiert werden. Dies ist bereits weit etabliert für schnelle photophysikalische
und photochemische Prozesse [92, 126�128], wurde aber auch zur Beobachtung von Kon-
formationsaustausch auf der ms-Zeitskala genutzt [37, 129, 130]. In dieser Arbeit wird das
Analyse-Verfahren nach Torres und Levitus [60] genutzt. Dieses ermöglicht die Trennung der
Konformationsdynamik innerhalb des Proteins von der Di�usionsdynamik des kompletten
Proteins. Somit können auch Bewegungen auf deutlich langsameren Zeitskalen erfasst werden.
Santoso et al. gelang es, auf diese Weise den Konformationsaustausch der DNA-Polymerase
I nachzuweisen. Im Gegensatz zur Arbeit von Santoso et al. wurden in dieser Arbeit nur
Photonen aus ausgewählten Einzelmolekülereignissen genutzt. Somit werden Hintergrundef-
fekte reduziert, sowie gleichzeitig Artefakte durch Photobleichen und unterschiedlich groÿe
Beobachtungsvolumina der Detektionskanäle minimiert. Diese Form der Photonenselektion
verbietet allerdings die Anpassung an das analytische Modell von Torres und Levitus [60].
Um dennoch quantitative Ergebnisse aus dem Korrelationsverfahren gewinnen zu können,
wurden dynamische Mehr-Zustands-Systeme in einem idealisierten Beobachtungsvolumen si-
muliert und deren Fluoreszenzsignal analog zu den experimentellen Daten ausgewertet. Aus
dem Vergleich von simulierten und experimentellen Daten konnte eine interne Austauschdy-
namik in einem Zeitbereich von 50 s−1 bis 200 s−1 nachgewiesen werden. Dieses interessante
Ergebnis zeigt, dass bereits ohne ein Substrat das Enzym verschiedene Konformationen be-
völkert und dass ein dynamischer Austausch zwischen diesen Konformationen statt�ndet.
Für andere Enzyme wurden bereits ähnliche Beobachtungen gemacht, die darauf hindeuten,
dass ein Enzym auch in der ungebundenen Form alle Konformationen intrinsisch durchläuft,
die für die Katalyse relevant sind [3, 61, 115, 119, 131, 132].
Während die Korrelationskurven nach Torres und Levitus für simulierte und experimentelle
Datensätze gut übereinstimmten, konnten die aus den simulierten Photonendaten berech-
neten Energietransfere�zienzverteilungen die Breite der experimentell bestimmten Vertei-
lung nicht reproduzieren. Somit wurde geschlussfolgert, dass die Ereignisse, die zwischen
den beiden Hauptmaxima der Verteilung liegen, nicht allein durch Ausmittelung aufgrund
dynamischer Übergänge begründet werden können, sondern eine zusätzliche strukturelle In-
homogenität vorliegen muss, die über das einfache Zwei-Zustands-Modell hinausgeht.
Da die Fragestellung nach einem Zusammenhang zwischen Katalyse und Dynamik im Zen-
trum dieser Arbeit stand, wurden analog zu den Versuchen mit freiem Enzym, Versuche in
Anwesenheit von verschiedenen Bindungspartnern durchgeführt. FK506 und Rapamycin sind
Inhibitoren der PPIase-Aktivität und binden an die FKBP-Domäne, wohingegen RCM-T1
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als Modellsubstrat für die PPIase-Aktivität gilt. Insulin wird zum Prüfen der Chaperonak-
tivität eingesetzt. Es bindet an die IF-Domäne. Erstaunlicherweise konnte für keinen der
Bindungspartner eine signi�kante Verschiebung weder in der Energietransfere�zienzvertei-
lung noch in der Korrelations-Dynamikanalyse festgestellt werden. Im Gegensatz dazu wurde
sowohl bei der Adenylatkinase [3] als auch bei der DNA-Polymerase I [61] eine deutliche Ver-
schiebung des Gleichgewichts zwischen den Zuständen festgestellt. Während die genannten
Enzyme kleine Substrate mit einer hohen Spezi�tät binden, katalysiert SlyD groÿe Substrate,
d. h. groÿe ungefaltete Proteinketten, mit geringer Spezi�tät. Für SlyD verschiedener Orga-
nismen wurden moderate Substrat- und Inhibitora�nitäten im geringen Mikromolarbereich
bestimmt (zum Beispiel EcSlyD: für RCM-T1 ist KM = 1,7µM, für entfaltete Proteinketten
ist Ki = 0,2− 2,3µM, für FK506 ist Ki = 4,6µM) [5]. Zoldak et al. konnten zeigen, dass die
Bindung entfalteter Proteinketten an die IF-Domäne keinen wesentlichen Ein�uss auf PPIase-
Aktivität der FKBP-Domäne hat [133]. All diese Ergebnisse stimmen mit der Beobachtung
überein, dass Bindungspartner das Gleichgewicht zwischen verschiedenen Konformationen
des Enzyms TtSlyD nicht stören. Als weiterer Bindungspartner gilt das TAT-Signalpeptid,
dass vorrangig mit Aminosäuren der IF-Domäne wechselwirkt [94]. Aufgrund eines Trypto-
phans in der Sequenz des Peptids wird aber die Fluoreszenz beider Farbsto�e stark gelöscht,
wenn das Peptid am Protein TtSlyD bindet. Einzelmolekül-FRET-Experimente waren aus
diesem Grund nicht möglich. Fluktuationen im Fluoreszenzsignal auf einer Zeitskala von
60µs könnten jedoch Hinweise auf die Bindungskinetik oder aber auf eine eventuelle schnelle
interne Dynamik innerhalb der IF-Domäne geben. Um diese Vermutungen jedoch bestätigen
zu können, sind weitere Experimente nötig.
Mit einer alternativen �uoreszent markierten Variante des Proteins sollte neben dem Domä-
nenabstand auch die thermodynamische Stabilität der IF-Domäne selbst kontrolliert werden.
Da durch Kovermann et al. eine hohe lokale Flexibilität innerhalb dieser Domäne bestimmt
wurde [94], stand zur Diskussion, ob es zur lokalen Entfaltung der Domäne kommen kann.
Das Experiment lieferte eine Verteilung mit sehr hohen Energietransfere�zienzen, wie sie
für den kleinen Abstand (Abstand der Cα-Atome ist 2,2 nm [4]) erwartet werden. Allerdings
konnte die genannte Verteilung nicht durch ein Ein-Zustands-Modell erklärt werden. Folglich
kann eine lokale Entfaltung allein durch die Einzelmolekülexperimente nicht ausgeschlossen
werden. Ensemble-FRET-Studien von Zoldak et al. [22] an EcSlyD (Abb. 2.3) weisen je-
doch darauf hin, dass die IF-Domäne durch die FKBP-Domäne stabilisiert wird und beide
Domänen kooperativ entfalten. Desweiteren konnte in den NMR-Spektren für TtSlyD kein
Hinweis auf eine lokale Entfaltung im Zeitbereich von Millisekunden gefunden werden [67].
Diese Zeitskala geht aus der Dynamikanalyse auf Einzelmolekülebene hervor, mit welcher
Raten von (200 . . . 800) s−1 bestimmt wurden. Zusammenfassend kann also die begründete
Annahme gestellt werden, dass die IF-Domäne stabil ist. Jedoch muss beachtet werden, dass
durch die Positionierung eines der Farbsto�e am Rand der IF-Domäne (P68C) im unstruk-
turierten Verbindungsbereich zur FKBP-Domäne, die FRET-Messungen nicht komplett von
der globalen Dynamik beider Domänen zueinander entkoppelt sind. Dies erklärt auch die ver-
gleichbaren Ergebnisse der Dynamikanalyse beider Varianten des Proteins. Die geringfügig
schnellere interne Dynamik mit Raten gröÿer 200 s−1 ist ein Indiz für einen komplexen Be-
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wegungsraum. Das heiÿt, dass bei Betrachten unterschiedlicher generalisierter Koordinaten
verschiedene Geschwindigkeitsraten der Bewegung detektiert werden. Die Koordinaten sind
in diesem Fall zum einen der Abstand zwischen den Aminosäuren D82C und T139C, zum
anderen zwischen den Aminosäuren P68C und E111C.
Für diese beiden Abstandskoordinaten kann ein erstes Modellbild einer Energielandschaft für
TtSlyD als Zwei-Domänen-Protein entworfen werden. Die Energielandschaft ist durch zwei
Täler im nativen Zustand charakterisiert, die dem o�enen und dem geschlossenen Zustand
zwischen der IF- und der FKBP-Domäne entsprechen. Die Täler sind energetisch äquivalent
und werden aus diesem Grund vergleichbar stark populiert. Die Energiebarriere zwischen den
Tälern bestimmt eine Austauschdynamik in der Gröÿenordnung von 100 s−1. Die absolute
Höhe der Energiebarriere ist allein aus dieser Angabe jedoch nicht zu berechnen. Dafür wäre
der Vorfaktor vor dem Exponentialterm der Arrhenius-Abhängigkeit in Gl. (2.3) notwendig.
Dieser Vorfaktor ist abhängig von der zugrundeliegenden Theorie für das Überwinden der
Energiebarriere (zum Beispiel Kramers-Theorie [10, 134]) und ist nicht bekannt.
Die zusätzliche Plastizität durch kleinskalige strukturelle Änderungen der Domänen zuein-
ander spiegelt sich in mehreren Teiltälern innerhalb der beiden Haupttäler wider. Ob ein
dynamischer Austausch zwischen diesen Teiltälern erfolgt, konnte nicht direkt durch die hier
genutzten Analyseverfahren beobachtet werden. So können verschiedene Modelle aufgestellt
werden. In einem Modell existieren zwischen den Teiltälern sehr hohe Energiebarrieren, die
deutlich höher als die Energiebarriere zwischen den beiden Hauptkonformationen sind, sodass
keine oder eine nur sehr langsame Austauschdynamik statt�ndet. In einem weiteren Modell
sind die Energiebarrieren so niedrig, dass ein schneller Austausch statt�ndet. Dabei muss
diese Dynamik in einem Zeitfenster von 2 ·102 s−1 bis 105 s−1 liegen, da sie zum einen schnel-
ler als der Austausch zwischen den Hauptkonformationen (200 s−1) sein muss, zum anderen
aber nicht schneller als die Photonenzählrate sein darf, damit diese dynamischen Informatio-
nen nicht vollständig ausgemittelt werden. In diesem Grenzfall wäre die Verbreiterung der
Energietransfere�zienz-Verteilung nicht mehr begründet. Sowohl die Detektion von dyna-
mischen Austauschprozessen im Bereich von (200 . . . 800) s−1 für die Variante P68C/E111C
von TtSlyD als auch die anschaulichere Topologie der Energielandschaft sind Argumente für
dieses zweite Modellbild.
Für ein abschlieÿendes Modell für die Wirkungsweise von TtSlyD �ieÿen auch die Erkennt-
nisse aus Ensemblemessungen zur Aktivität und Spezi�tät verschiedener Vertreter dieser
Gruppe von Proteinen aus einer FKBP- und einer Chaperon-Domäne ein [5, 24]. So zeigt
zum Beispiel das Ein-Domänen-Protein FKBP12, das der FKBP-Domäne von TtSlyD struk-
turell sehr ähnlich ist, für die Isomerisierung eines Tetrapeptids eine sehr hohe Spezi�tät
bezüglich der Peptidyl-Prolyl-Bindung. Desweiteren zeichnet sich FKBP12 durch eine sehr
geringe katalytische E�zienz für die Faltungsreaktion anderer Proteinketten aus [24]. Das
Einbringen einer Chaperon-Domäne in die Sequenz von FKBP12 hat einerseits kaum einen
Ein�uss auf die Spezi�tät und die katalytische E�zienz bezogen auf die Isomerisierung des Te-
trapeptids [24]. Betrachtet man andererseits die Rückfaltung anderer Proteinketten, so steigt
die katalytische E�zienz durch die Chaperon-Domäne auf bis zu 1000fach erhöhte Werte
[24]. Die Spezi�tät geht dabei verloren. Alle Proteinketten der genutzten Gruppe wurden mit
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Abb. 5.1.:
Vorgeschlagenes Modell für die Funktionsweise von TtSlyD. Die ungefaltete Proteinkette (graue
Linie) wird unspezi�sch von der IF-Domäne (orange) gebunden. Verschiedene Orientierungen und Posi-
tionen werden aufgrund der hohen strukturellen Flexibilität mit einer Rate von ca. 100 s−1 durchlaufen.
Bei einer optimierten Lage relativ zum aktiven Zentrum (rot umrandet) in der FKBP-Domäne (gelb) wird
die Peptidyl-Prolyl-Bindung isomerisiert (roter Kreis wird zu grünem Kreis) und das Produkt wird wieder
von der IF-Domäne gelöst. Dieses Lösen ist der ratenlimitierende Schritt und bestimmt die Umsatzrate im
Bereich von (1− 10) s−1. Zusätzlich ist der durch FRET messbare Abstand als Strichellinie symbolisiert.

ähnlichen katalytischen E�zienzen gefaltet. Eine Reduzierung der katalytischen E�zienz um
den Faktor 100 wurde auch für das Protein TtSlyD beobachtet, wenn die IF-Domäne durch
Mutation entfernt wurde [4].
Anhand der Ergebnisse, die in dieser Arbeit vorgestellt wurden, konnte im Zusammenspiel
mit bereits publizierten Daten ein Modell aufgestellt werden, wie das Protein SlyD mögli-
cherweise arbeitet und welche Rolle die IF-Domäne für die Katalyse in der FKBP-Domäne
spielt (Abb. 5.1):
Entfaltete Proteinketten binden zunächst unspezi�sch an die IF-Domäne, was durch NMR-
Titrations-Experimente bestätigt wurde [4]. Die wiederholte Bewegung der IF-Domäne in
Richtung der FKBP-Domäne erhöht die lokale Substratkonzentration am dort lokalisierten
aktiven Zentrum. Gleichzeitig steigt die Wahrscheinlichkeit, dass die Peptidyl-Prolyl-Bindung
nahe und in der passenden Orientierung zu den katalytisch aktiven Aminosäuren ist. Im Mo-
dell von Jakob et al. [24] geht man davon aus, dass der ratenlimitierende Schritt der Katalyse
die Lösung des Substrats von der IF-Domäne ist, nachdem diese das Substrat zur FKBP-
Domäne transportiert hat und bevor die eigentliche katalytische Isomerisierung statt�ndet.
Diese verläuft deutlich schneller. Für die Isomerisierung einer Leu-Pro-Bindung in einem
Tetrapeptid wurde zum Beispiel eine katalytische Rate von kkat = 600 s−1 bestimmt [135].
In dem Modell, das in dieser Arbeit aufgestellt wurde, wird das Substrat nicht von der IF-
Domäne gelöst und anschlieÿend von der FKBP-Domäne gebunden. Vielmehr bleibt es in
Bindung mit der IF-Domäne, auch während der Substratkatalyse am aktiven Zentrum der
FKBP-Domäne. Aufgrund der Flexibilität zwischen den beiden Domänen und der relativ
schnellen Dynamik im Bereich von 100 s−1 kann die IF-Domäne verschiedene Orientierun-
gen des Substrats zum aktiven Zentrum �probieren�. Die IF-Domäne wirkt somit als unspe-
zi�scher Fangarm, der die Substrate in eine optimierte Position zur spezi�sch wirksamen
FKBP-Domäne bringt. Dieses veränderte Modellbild wird durch die Messungen gestützt,
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aus denen hervorging, dass weder das Gleichgewicht noch die Dynamik von Substraten oder
Inhibitoren gestört werden. In Analogie zu dem Modell in Abb. 5.1 �ndet der Produkt-
Substrat-Austausch wahrscheinlich in der o�enen Konformation statt. Dies ist jedoch nur
eine Vermutung. Da in der Energietransfere�zienz-Verteilung von TtSlyD keine Verände-
rungen nach Substrat-Zugabe messbar waren, kann kein groÿer Unterschied in den A�ni-
täten zum Substrat zwischen geschlossener und o�ener Konformation existieren, sodass der
Produkt-Substrat-Austausch auch in der geschlossenen Konformation denkbar ist. Das Lösen
des Produkts von der IF-Domäne ist immer noch der ratenlimitierende Schritt, der schlieÿlich
zu einer katalytischen Umsatzrate in der Gröÿenordnung von kkat ≈ 1 s−1 führt, wie sie für
SlyD aus verschiedenen Organismen bestimmt wurde [5, 24]. NMR-Relaxationsexperimente
konnten eine langsame Dynamik im Bereich von (1 − 10) s−1 nachweisen. Diese resultiert
wahrscheinlich aus den lokalen Verschiebungen während des eigentlichen Katalyseschritts.
Die schnelleren, groÿskaligen Konformationsbewegungen der beiden Domänen zueinander,
die aus den Einzelmolekülversuchen hervorgingen, sind der NMR-Spektroskopie nicht zu-
gänglich.
TtSlyD zählt zu einer ganzen Gruppe von Mehr-Domänen-Proteinen, die jeweils eine FKBP-
Domäne haben, welche durch eine Chaperon-Domäne ergänzt wird. Auch für andere Vertreter
dieser Gruppe wurden ähnliche Beobachtungen bezüglich der PPIase-Aktivität gemacht. Der
Triggerfaktor [25�28], FkpA [29�31], SurA [32, 33] und MtFKBP17 [20] sollen als Beispie-
le genannt sein. Das in dieser Arbeit vorgestellte mechanistische Modell für TtSlyD könnte
somit eine generelle Gültigkeit für die Wirkungsweise einer ganzen Gruppe von Proteinen
haben.
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5.2. Stabilität und Faltung

Mit dem Dreibein aus Struktur, Dynamik und Funktion wurde bislang nur der native Zu-
stand des Proteins diskutiert. Es wurde ein Bild der Energielandschaft entwickelt, das allein
auf das globale Minimum des nativen Zustandes begrenzt ist. Wie aber wird dieser funk-
tionstragende, hochstrukturierte Zustand gebildet und wie stabil ist er gegenüber äuÿeren
Ein�üssen? Diese Fragestellungen führen schnell zum Bild der Energielandschaft, in der ne-
ben dem energetisch günstigen Tal des nativen Zustandes mindestens ein weiteres Tal für
den breiten Konformationsraum des denaturierten, entfalteten Zufallsknäuels existiert.
Die Arbeiten von An�nsen zeigen, dass ausschlieÿlich die sequentielle Abfolge der Aminosäu-
ren alle Informationen für die native Struktur des Proteins trägt [136]. Somit ist das Ergebnis
der Proteinfaltung, die native Konformation, vorgegeben. Die Frage bleibt nach dem konfor-
mationellen Weg, nach der Trajektorie zur gefalteten Struktur. Dieser Weg hängt von der
Form der Energielandschaft ab. Die steilen Wände, die vom breiten Konformationsraum des
entfalteten Knäuels in das scharfe Minimum des nativen Zustandes führen, werden als Fal-
tungstrichter bezeichnet [12]. Abhängig von der Gröÿe des Proteins und der Anzahl möglicher
lokaler Kontakte zwischen den Aminosäuren kann die Ober�äche des Faltungstrichters sehr
rau sein. Das Protein kann in diesen lokalen Minima teilweise gefaltete Zustände annehmen
oder Intermediate ausbilden. Die mehrdimensionale Energielandschaft bietet somit mannig-
faltige Möglicheiten für den Weg vom Zufallsknäuel zur nativen Struktur.
Betrachtet man nicht nur das einzelne Protein, sondern das Molekül in einem Ensemble vie-
ler anderer Moleküle, so können intermolekulare Kontakte zwischen teilweise oder komplett
entfalteten Proteinketten zur Aggregation und Fehlfaltung dieser führen. Dies zählt als die
potentielle Ursache vieler, vor allem neurodegenerativer Krankheitsbilder (Alzheimer, Parkin-
son, Huntington) [137] und rückt das Verständnis der Proteinfaltung auch aus medizinischem
Interesse in den Fokus der Wissenschaft.
Aufgrund der Komplexität durch mögliche Zwischenzustände, verschiedene Faltungswege und
potentielle Fehlfaltungen stellt das Faltungsproblem eine vielversprechende Anwendung der
Einzelmolekülspektroskopie dar. Bereits 1997 wurde die domänenweise Entfaltung einzel-
ner Titin-Moleküle sowohl mit Rasterkraftspektroskopie [138] als auch mit optischen Pin-
zetten [139] untersucht. Auf dem Feld der optischen Einzelmolekülspektroskopie wurde der
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) zwischen künstlich eingebrachten Farbstof-
fen am Protein genutzt, um aus der Abstandsinformation Rückschlüsse auf die Konformati-
on bzw. die Struktur des Proteins zu ziehen. Die ersten Versuche wurden in der Gruppe von
Hochstrasser an immobilisierten Proteinen durchgeführt [140, 141]. Die Faltung wurde als an-
tikorrelierter Verlauf der Intensitäten von Donor- und Akzeptorfarbsto� einzelner Proteine
beobachtet. In den folgenden Jahren wurden viele verschiedene Proteine in ihrem Faltungs-
verhalten studiert, wie der Chymotrypsin Inhibitor 2 [142], das Kälteschockprotein TmCsp
[57], Barstar [95], das Protein L [143], die Ribonuklease H [144] oder die Adenylatkinase
[145, 146]. Alternativ zu den Experimenten an immobilisierten Molekülen [144�146], die un-
ter dem Ein�uss möglicher Wechselwirkungen mit der Ober�äche standen, wurde die Analyse
transienter Fluoreszenzereignisse frei di�undierender Moleküle entwickelt und mehrfach ange-
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wendet [57, 95, 142, 143]. Die Proteine wurden stets im thermodynamischen Gleichgewicht bei
verschiedenen Denaturierungsbedingungen betrachtet. Verschiedene Gruppen konnten aber
auch Einzelmolekül-FRET-Daten anhand kinetischer Versuche gewinnen. So zeigten Lipman
et al. den schnellen Kollaps der entfalteten Kette des Kälteschockproteins unter Rückfal-
tungsbedingungen [147]. Orte et al. gelang es, die Ausbildung eines Intermediat-Zustandes
und verschiedene Faltungswege einer Variante des grün �uoreszierenden Proteins (Citrine)
nachzuweisen [148].
Bei den meisten der aufgeführten Proteine handelt es sich um kleine Ein-Domänen-Proteine,
die nachweislich einem Zwei-Zustands-Übergang von der entfalteten Polypeptidkette zum
nativen Zustand folgen. Selten wurden bisher komplexere Systeme mit Einzelmolekül-FRET
untersucht. Zwar gibt es FCS-Studien zur Entfaltung der Multi-Domänen-Proteine F(ab')2
und Protein A, aber Guo et al. konzentrierten sich hauptsächlich auf das unterschiedliche
Di�usionsverhalten der entfalteten Ketten, nicht aber auf die Entfaltung an sich [149]. Die
Analyse der Entfaltung von TtSlyD als Zwei-Domänen-Protein ö�net somit ein neues Feld.
Es ergeben sich innovative Fragestellungen. So interessiert unter anderem, ob die Domänen
kooperativ entfalten oder ob die IF-Domäne eine geringere Stabilität aufweist als das Ge-
samtprotein und somit teilweise entfaltete Zustände existieren.
Um das Faltungsverhalten des Proteins TtSlyD untersuchen zu können, wurden zwei Vari-
anten, D82C/T139C und P68C/E111C, mit dem Farbsto�paar AF488 und A647N markiert,
wobei die erst genannte Variante den Zwischen-Domänen-Abstand und die zweit genann-
te Variante die internen Abmessungen innerhalb der IF-Domäne experimentell zugänglich
machen. Für beide Varianten wurde bei verschiedenen Konzentrationen des Denaturierungs-
mittels GdHCl die Verteilung der Energietransfere�zienz bestimmt. Im Gegensatz zu der
Analyse �uoreszenzspektroskopischer Daten im Ensemble [22], gibt der Einzelmolekül-FRET
nicht nur Auskunft über die relativen Verhältnisse der einzelnen Populationen. Ferner sind
auch Strukturänderungen innerhalb jener Populationen über Verschiebungen der mittleren
Energietransfere�zienzen zugänglich.
So konnte für die entfaltete Fraktion von TtSlyD in beiden Fällen das Aufquellen des Zufalls-
knäuels mit steigender Denaturierungsmittelkonzentration festgestellt werden. Dieses Verhal-
ten wurde sowohl für kleinere Ein-Domänen- [108] als auch für Multi-Domänen-Proteine [149]
nachgewiesen. Unter Annahme des WLC-Modells [110] konnte unabhängig von der Position
der Farbsto�e eine Persistenzlänge von lp = (8,7± 0,8) Å bei 6,0 M GdHCl ermittelt werden.
Die FRET-Messungen sind folglich in sich konsistent, aber auch vergleichbar mit Ergebnis-
sen anderer Gruppen. So haben Ho�mann et al. [150] für verschiedene Varianten von TmCsp
Persistenzlängen in der Gröÿenordnung von lp ≈ 10,0 Å bestimmt, sind dabei aber auch von
einem geringeren Vorschub in der Konturlänge pro Aminosäure (3,8 Å) ausgegangen. Mit
angepassten Werten erhält man für TtSlyD einen Wert von lp = (9,2 ± 0,8) Å. Dieses Er-
gebnis ist auch vergleichbar mit den Werten lp = (8 . . . 9) Å von O'Brien et al. [106], die aus
der Simulation verschiedener Kettenmodelle für das entfaltete Knäuel hervorgehen. Für die
Variante D82C/T139C konnte die mittlere Energietransfere�zienz der entfalteten Fraktion
zusätzlich auf native Bedingungen extrapoliert werden. Dies resultiert in einer Persistenz-
länge von lp = (3,2 . . . 3,4) Å, wobei sich die Spanne der Ergebnisse aus den verschiedenen
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Vorschublängen [107, 150] ergibt. Auch dieser Wert liegt in guter Übereinstimmung mit
bereits verö�entlichen Daten, wie lp = (3,9 ± 0,7) Å für TmCsp [150], verschiedenen kraft-
spektroskopisch bestimmten Werten (lp = (3,3 . . . 4,2) Å) [151] oder den simulierten Werten
lp = (3,0 . . . 3,5) Å [106]. Der damit verbundene Kollaps der denaturierten Kette bei feh-
lendem Denaturierungsmittel wird damit begründet, dass GdHCl als Salz die attraktiven
elektrostatischen Kräfte innerhalb des Zufallsknäuels abschirmt [95]. Für die zweite Variante
P68C/E111C konnte eine Extrapolierung nicht vorgenommen werden, da erst für sehr hohe
GdHCl-Konzentrationen sichere Werte für die entfaltete Fraktion bestimmt werden konnten.
Im Gegensatz zur entfalteten Population ist die Energietransfere�zienz der nativ gefalteten
Moleküle annähernd unabhängig von der Konzentration des Denaturierungsmittels. Nur ei-
ne leichte Verschiebung der mittleren Energietransfere�zienz zu geringeren Werten ist für
geringe Konzentrationen bis 2,0 M GdHCl zu beobachten. Dabei ist nicht eindeutig zu klä-
ren, ob diese Verschiebung durch Ereignisse bereits entfalteter Proteine entsteht, die in der
nativen Verteilung eingeordnet werden oder ob es sich um eine systematische Verschiebung
durch ein Aufquellen des gefalteten Zustands selbst handelt. O'Brien et al. haben durch
theoretische Berechnungen die Hypothese für ein ähnliches Verhalten der nativen Fraktion
des Kälteschockproteins aufgestellt [106], die allerdings nicht durch Experimente bestätigt
werden konnte.
Aus den Flächen der einzelnen Populationen im Energietransfere�zienz-Histogramm konn-
ten Übergangskurven ermittelt und daraus die thermodynamischen Kenngröÿen der Stabilität
und Kooperativität bestimmt werden. Für die Variante D82C/T139C wurden die Vergleichs-
werte aus Ensemble-Experimenten überzeugend reproduziert. Die Ergebnisse für die Variante
P68C/E111C fallen im Einzelmolekül-Experiment durch eine höhere Stabilität auf, sodass der
Übergangsmittelpunkt um 1 M zu höheren Konzentrationen von GdHCl verglichen zu den
Ensemble-Messungen verschoben ist.
Da die native Verteilung der Variante D82C/T139C durch das Zwei-Zustands-Modell ei-
ner möglichen o�enen und geschlossenen Konformation angepasst wurde, konnte auch das
Verhalten dieser zwei nativen Subpopulationen in Abhängigkeit des Denaturierungsmittels
ausgewertet werden. Innerhalb des Entfaltungsübergangs des Gesamtproteins mit einem Mit-
telpunkt von c1/2 = (2,95 ± 0,07) M verschiebt sich das Gleichgewicht deutlich zur o�enen
Konformation. Die geschlossene Konformation wird zunehmend destabilisiert. Es ist nicht
auszuschlieÿen, dass elektrostatische Wechselwirkungen, die vielleicht Grundlage dieser Kon-
formation waren, zu stark durch GdHCl abgeschirmt werden. Der Übergangsmittelpunkt liegt
allein für die Betrachtung der geschlossenen Konformation anteilig an allen nativen Ereignis-
sen bei c1/2 = (3,3±0,1) M. Interessanterweise kann eine interne Austauschdynamik nach der
Methode von Torres und Levitus [60] bis zu Konzentrationen von 3,5 M GdHCl beobachtet
werden. Diese Konzentration ist vergleichbar mit dem Übergangsmittelpunkt der geschlos-
senen Konformation. Es kann geschlussfolgert werden, dass sich auch unter denaturierenden
Bedingungen die Proteine im gesamten nativen Konformationsraum auf einer vergleichbaren
Zeitskala bewegen. Dies bedeutet, dass die Form des nativen Tals in der Energielandschaft
robust gegenüber dem Denaturierungsmittel GdHCl sein muss.
Mit der Markierung der Variante P68C/E111C sollte die Struktur, vor allem die Stabilität
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der IF-Domäne innerhalb des Gesamtproteins kontrolliert werden. Unter nativen Bedingun-
gen ergab sich zwar eine Et-Verteilung, die nicht allein durch eine Konformation beschrieben
werden konnte. Jedoch sprechen mehrere Gründe gegen die lokale Entfaltung der IF-Domäne
als Ursache für die Breite der Verteilung. So gibt es keinerlei Hinweise in NMR-Spektren auf
solch eine Entfaltung [67]. Ferner würde unter Zugabe des Denaturierungsmittels die loka-
le Entfaltung begünstigt und somit das Gleichgewicht zu dieser Subpopulation verschoben
werden. Aufgrund der deutlichen Zunahme der Persistenzlänge, auch unter Einwirkung gerin-
ger Denaturierungsmittelkonzentrationen [150], müsste die Fraktion der lokal entfalteten IF-
Domäne eine signi�kante Verschiebung in der Energietransfere�zienz-Verteilung aufweisen.
In den vorgestellten Einzelmolekül-Experimenten sind weder eine signi�kante Verschiebung
in der mittleren Energietransfere�zienz, noch eine systematische Veränderung des Verhält-
nisses der Subpopulationen für die Variante P68C/E111C nachweisbar. Die Breite der unter
nativen und schwach denaturierenden Bedingungen gemessenen Verteilung ist folglich dem
E�ekt zuzuschreiben, dass der Abstand zwischen den �uoreszent markierten Aminosäuren
nicht vollständig von der globalen Dynamik zwischen den Domänen entkoppelt ist.
Für höhere Konzentrationen an GdHCl (c > 3,0 M) wird auch für die Variante P68C/E111C
eine Fraktion ermittelt, die deutlich dem entfalteten Protein zuzuordnen ist. Überraschend ist
jedoch, dass die entfaltete Fraktion erst bei Konzentrationen des Denaturierungsmittels auf-
tritt, die deutlich höher liegen, als sie nach den Ensemble-Messungen erwartet werden. Der
Übergangsmittelpunkt ist um etwa 1 M GdHCl verschoben. Dieses Ergebnis wirft nun die
Frage auf, was der Grund für diesen Unterschied ist. Während im Einzelmolekül-Experiment
die Energietransfere�zienz zwischen Donor- und Akzeptorfarbsto� die Messgröÿe darstellt
und so nur der Abstand zwischen den Aminosäuren P68C und E111C die bestimmende Gröÿe
für den daraus ermittelten Übergang ist, wird in den Ensemble-Messungen die intrinsische
Fluoreszenz der vier Tyrosinaminosäuren experimentell bestimmt. Drei der vier Tyrosine sind
in der FKBP-Domäne lokalisiert, ein weiteres Tyrosin be�ndet sich in der IF-Domäne (Abb.
2.3). Die Veränderung der Fluoreszenz mit dem Denaturierungsmittel resultiert aus der Ver-
änderung der chemischen Umgebung der Tyrosine. Wie die einzelnen Tyrosin-Aminosäuren
dabei zum Gesamtsignal beitragen, ist nicht bekannt und kann nur durch Einzelvarianten
aufgeklärt werden. Unter der Annahme, dass alle Tyrosine eine vergleichbare Fluoreszenzän-
derung zeigen, spiegelt der Ensemble-Übergang nicht nur eine Mittelung über das Protein-
Ensemble, sondern auch über beide Domänen von TtSlyD wider, da es in beiden Domänen
Tyrosin-Aminosäuren gibt.
Bei SlyD aus dem Organismus E. coli (EcSlyD, s. Abb. 2.3) ist, im Gegensatz zu TtSlyD,
keines der vier Tyrosine als intrinsische Fluoreszenzsonde in der IF-Domäne lokalisiert (Abb.
2.3), sodass Zoldak et al. davon ausgehen, dass nur die Entfaltung der FKBP-Domäne erfasst
wird [22]. Durch die Mutation eines Tryptophans in die IF-Domäne (D101W) und eine ge-
trennte Betrachtung der Tyr- und Trp-Fluoreszenz ist es möglich, beide Domänenfaltungen
unabhängig voneinander beobachten zu können. Umfangreiche kinetische und Gleichgewichts-
Entfaltungsstudien wurden im Ensemble durchgeführt [22]. In Abhängigkeit von Harnsto� als
Denaturierungsmittel wurden kinetisch die Entfaltungs- und Rückfaltungsraten (kEF und kF)
bestimmt. Bis zu einer Konzentration von 4,0 M Harnsto� stimmen die Raten für die Tyr- und
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Trp-Fluoreszenz überein, d. h. die Prozesse unterliegen einem gemeinsamen ratenlimitieren-
den Schritt. Zoldak et al. gehen davon aus, dass die Faltung der FKBP-Domäne dieser raten-
limitierende Schritt ist [22]. Unter stark denaturierenden Bedingungen (c = 8,1 M Harnsto�)
unterscheiden sich die Verläufe in der Tyr- und Trp-Fluoreszenz für die Entfaltung. Während
die FKBP-Domäne (Tyr) weiterhin mit einer Rate zu beschreiben ist (kEF = 2,6 s−1), tre-
ten für die IF-Domäne (Trp) zwei Komponenten auf. Eine Komponente zeigt dieselbe Rate
wie für die FKBP-Domäne und eine zweite Komponente ist ungefähr 90 Mal schneller mit
kEF = 240 s−1. Diese Aufspaltung wird ab c = 4,0 M Harnsto� beobachtet, wobei der rela-
tive Anteil der schnellen Entfaltung mit der Harnsto�konzentration steigt, die Raten aber
annähernd konstant bleiben. Analog wurden Ergebnisse für das stärkere Denaturierungsmit-
tel GdHCl bestimmt. Dabei treten die zwei Entfaltungskomponenten bereits ab c = 1,0 M

GdHCl auf. Im Fall von GdHCl steigt die schnelle Entfaltungsrate mit der Konzentration.
Werden die Daten auf c = 0,0 M GdHCl extrapoliert, erhält man die Faltungs- und Entfal-
tungsraten für die IF-Domäne (Trp) von kF = 460 s−1 und kEF = 20 s−1. Diese Daten werden
so interpretiert, dass die IF-Domäne unter nativen Bedingungen von der Einbindung in die
FKBP-Domäne stabilisiert wird und kooperativ in einem Zwei-Zustands-Übergang mit dieser
Domäne entfaltet. Unter denaturierenden Bedingungen wird die IF-Domäne aber zunehmend
destabilisiert und entfaltet mit Raten, die bis zu 100 Mal gröÿer sind als die Entfaltungsrate
der FKBP-Domäne. Für die Rückfaltung ist entscheidend, ob die FKBP-Domäne noch ge-
faltet oder bereits selbst entfaltet ist. Im ersten Fall ist eine schnelle Rückfaltung möglich,
im zweiten ist sie durch die Rückfaltung der FKBP-Domäne limitiert.
Mit dieser Vielzahl an Ergebnissen für EcSlyD im Hintergrund wurden die Einzelmolekülda-
ten für TtSlyD betrachtet. Warum ist der Faltungsübergang für die Variante P68C/E111C
so stark gegenüber dem Ensemble-Experiment verschoben? Intuitiv würde man vermuten,
dass die Ergebnisse der Einzelmolekül-Betrachtung die reine Entfaltung der IF-Domäne wi-
derspiegeln, da die Farbsto�e des FRET-Paares in der IF-Domäne lokalisiert sind, während
der Ensemble-Übergang das gesamte Protein oder annähernd nur die FKBP-Domäne von
TtSlyD beschreibt. Dies würde aber bedeuten, dass die IF-Domäne eine höhere Stabilität
als die FKBP-Domäne besitzt. Dieses Ergebnis stünde in einem klaren Widerspruch zu den
Ergebnissen für EcSlyD von Zoldak et al. [22].
Alternativ können zwei mögliche Faltungs-Hypothesen aufgestellt werden, die den Unter-
schied zwischen Ensemble- und Einzelmolekül-Experiment erklären können. Die erste Hypo-
these beschreibt weiterhin eine domänenweise Entfaltung, bei der die IF-Domäne unter de-
naturierenden Bedingungen schon entfaltet vorliegt, während die FKBP-Domäne noch nativ
gefaltet ist (Abb. 5.2: Hypothese 1). Dies kann auf folgende Weise durch die Einzelmolekül-
Ergebnisse erklärt werden: Die Farbsto�e des FRET-Paares haben sowohl im nativen Zustand
des Proteins, als auch in dem Zwischen-Zustand mit einer entfalteten IF-Domäne einen ge-
ringen Abstand, da die Enden der IF-Domäne fest in der gefalteten FKBP-Domäne verankert
sind. In beiden Fällen würden hohe Energietransfere�zienzen gemessen, sodass die Entfal-
tung der IF-Domäne durch eine Verschiebung der Energietransfere�zienz nicht detektiebar
ist. Der Übergang der Einzelmolekül-Daten der Variante P68C/E111C zeigt somit erst die
Entfaltung der stabileren FKBP-Domäne und liegt deshalb bei einem höheren Übergangsmit-
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Hypothese 1

Hypothese 2

GdHCl

Abb. 5.2.:
Faltungsmodelle für TtSlyD. Die native Struktur ist durch die FKBP-Domäne (gelb), den Verbin-
gungsbereich (grün) und die IF-Domäne (violett) charakterisiert. Im Fall der Variante P68C/E111C des
Proteins sind beide Farbsto�e des FRET-Paares in der IF-Domäne lokalisiert. Aufgrund des geringen Ab-
standes in der Struktur wird ein hoher Energietransfer gemessen (Akzeptor als roter Stern, Donor als blauer
Kreis). (Oben) Hypothese 1: Entfaltet nur die IF-Domäne zusammen mit dem Verbindungsbereich (Mitte),
bleibt die hohe Energietransfere�zienz aufgrund des geringen sequenziellen Abtandes von 22 Aminosäuren
(grün) erhalten. Erst durch die Entfaltung des gesamten Proteins (rechts) sinkt die Energietransfere�zi-
enz, die nun durch den Sequenzabstand von 43 Aminosäuren (violett) bestimmt wird (Donor als blauer
Stern, Akzeptor als roter Kreis). (Unten) Hypothese 2: Das komplette Protein entfaltet kooperativ (Mit-
te), allerdings bleiben residuale Strukturen in dem Verbindungsbereich (grün), der als Faltungskern wirkt,
erhalten, die erst durch stark denaturierende Bedingungen mit steigender GdHCl-Konzentration aufgelöst
werden (rechts). Da die Farbsto�e bei der Variante P68C/E111C am Rand der IF-Domäne und teilweise
im Verbindungsbereich liegen, steigt die Energietransfere�zienz nicht bei der Entfaltung des Proteins,
sondern erst bei der kompletten Au�ösung der residualen Strukturen.

telpunkt. Gegen diese These sprechen die Ergebnisse von Zoldak et al. aus Gleichgewichts-
Entfaltungsstudien von EcSlyD, die eine kooperative Entfaltung der einzelnen Domänen
zeigen. Desweiteren ist es unwahrscheinlich, dass die Entfaltung der IF-Domäne zu keiner
Änderung in der Energietransfere�zienz-Verteilung führen sollte.
Im Gegensatz zu dieser ersten Hypothese geht die zweite Hypothese von einer kooperati-
ven Faltung bzw. Entfaltung der IF- und FKBP-Domäne aus. Diese kooperative Entfaltung
wird durch den Übergang im Ensemble-Experiment visualisiert, während der Übergang im
Einzelmolekül-Experiment auf residuale Strukturen im bereits entfalteten Zustand des Pro-
teins hinweist, die erst unter stark denaturierenden Bedingungen aufgelöst werden (Abb. 5.2:
Hypothese 2). Solche residualen Strukturen wurden bereits für andere Proteine nachgewiesen
[152]. Betrachtet man die Faltung eines Proteins, geht man davon aus, dass diese Struktu-
ren in den ersten Schritten (Zeiten im Sub-µs-Bereich [152]) vom entfalteten Zufallsknäuel
zum nativen Zustand ausgebildet werden. Dabei handelt es sich nicht um Sekundärstruktur-
elemente, sondern vielmehr um eine nativähnliche Topologie des Peptidrückgrats, die durch
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nichtlokale Wechselwirkungen stabilisiert wird [153]. Im Fall von TtSlyD P68C/E111C lie-
gen die Farbsto�e des FRET-Paares genau am Rand des Verbindungsbereiches zwischen den
Domänen (P68C) beziehungsweise nur vier Aminosäuren sequentiell von diesem entfernt in
der IF-Domäne (E111C). Geht man von einer kooperativen Faltung der beiden Domänen
aus, muss diese Faltung über den Verbindungsbereich vermittelt werden. Somit spielt der
Verbindungsbereich nicht nur im nativen Zustand als dynamischer Verbindungsarm, sondern
auch in der Proteinfaltung eine zentrale Rolle. Es liegt nahe, dass in diesem wichtigen Bereich
residuale Strukturen existieren können, die eine höhere Stabilität aufweisen als das Gesamt-
protein. Ein Indiz für die ausgezeichnete Bedeutung des Verbindungsbereiches ist auch die
hohe sequentielle Übereinstimmung der Aminosäuren innerhalb des Verbindungsbereiches,
die sich durch Vergleich verschiedener Zwei-Domänen-FKBP ergibt [20]. Mit der zweiten
Hypothese wird der Verbindungsbereich als eine Art Faltungskern interpretiert, dessen To-
pologie sich auf einer schnellen Zeitskala ausbildet, bevor die Sekundärstrukturelemente der
einzelnen Domänen formiert werden.
Fasst man die bisher erhaltenen Ergebnisse zusammen, bietet die Untersuchung der Entfal-
tung des Zwei-Domänen-Proteins TtSlyD auf Einzelmolekülebene neue Erkenntnisse. Wäh-
rend ein Teil durch bekanntes Wissen über Ein-Domänen-Proteine bestätigt werden kann,
müssen andere Aspekte weiterführend untersucht und analysiert werden. So konnten zwar
mögliche Hypothesen für den Faltungsweg aufgestellt werden. Während die domänenweise
Entfaltung vor allem durch Ensemble-Experimente von Zoldak et al. widerlegt wird, kann die
Hypothese residualer Reststrukturen in einem Faltungskern erst durch weitere Experimente
bestätigt werden (siehe Kapitel 6 Ausblick). Die Faltungsproblematik bildet somit ein neues
Forschungsthema, das vielversprechend und zukunftsweisend ist. Denn nur mit der Aufklä-
rung des Faltungsprozesses können die Ursachen für Fehlfaltungen verstanden werden. SlyD
als Vertreter der Zwei-Domänen-Proteine könnte allgemein gültige Neuaussagen zur Faltung
komplexerer Systeme als der bisher betrachteten Ein-Domänen-Proteine liefern.
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Das Ziel der Arbeit war es, die Zusammenhänge zwischen Funktion, Dynamik und Struktur
von Proteinen am Beispiel des Zwei-Domänen-Proteins TtSlyD verstehen zu lernen. Zwei
verschiedene Varianten des Proteins wurden mit einem FRET-Farbsto�paar �uoreszent mar-
kiert. Aus der Verteilung der Energietransfere�zienz konnten Aussagen über die struktu-
relle Heterogenität im nativen Zustand, über eine Austauschdynamik zwischen den beiden
Hauptkonformationen und über die Entfaltung des Zwei-Domänen-Proteins getro�en werden.
Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit sind neue Fragestellungen aufgekommen, deren
Beantwortung das Ziel weiterführender Experimente und Projekte sein kann.
Alle vorgestellten Einzelmolekül-Experimente fanden an frei di�undierenden Molekülen statt.
Die dynamischen Informationen wurden indirekt aus Korrelationsanalysen gewonnen. Für ei-
ne direkte Beobachtung der Dynamik ist eine Immobilisierung der Proteine erforderlich. Zeit-
abhängige Intensitätsverläufe einzelner Proteinmoleküle können so aufgenommen werden. Die
längeren Beobachtungszeiten würden das Verfolgen langsamer dynamischer Übergänge in der
Gröÿenordnung von 100 s−1 ermöglichen, während die Korrelationsanalyse im Grenzbereich
des zugänglichen Zeitfensters arbeitet. Erste Versuche wurden bereits in einer Bachelorarbeit
von Lydia Lutter an TtSlyD in immobilisierten Vesikeln durchgeführt [154]. Diese deuten auf
eine Bestätigung von zwei Hauptkonformationen von TtSlyD hin. Durch die weitere Analy-
se der Zeitspuren können die Übergangsraten zwischen den Hauptkonformationen bestimmt
und mit den Ergebnissen der Korrelationsanalyse verglichen werden [155]. Aus dem zeitab-
hängigen Verlauf der Energietransfere�zienz sollte ebenso klar werden, welches Modell der
Energielandschaft den nativen Zustand von TtSlyD am besten beschreibt, ob die Energiebar-
rieren zwischen den Teilzuständen innerhalb der Konformationen deutlich höher oder deutlich
niedriger als die Barriere zwischen den Hauptkonformationen sind (siehe dazu Abb. A.9 im
Anhang).
Das Protein TtSlyD stammt aus dem thermophilen Organismus Thermus thermopilus, des-
sen optimale Wachstumstemperatur deutlich über 50 ◦C liegt [156]. So stellt sich die Frage,
ob die strukturelle Heterogenität und die interne Dynamik von TtSlyD von der Tempera-
tur abhängig sind. Diese Frage kann durch temperaturabhängige Einzelmolekül-Messungen
beantwortet werden, die eine temperierbare Messkammer verlangen. Der Temperaturverlauf
der Dynamikraten, wie sie aus Lösungs- aber auch aus Immobilisierungs-Experimenten be-
stimmt werden können, könnte genutzt werden, um Rückschlüsse auf die Energiebarriere
zwischen den einzelnen Zuständen zu gewinnen. Dafür ist auch eine detaillierte Diskussion
der verschiedenen theoretischen Modelle (zum Beispiel: Kramers-Theorie) notwendig, die den
Übergang zwischen Zuständen über eine Energiebarriere beschreiben.
Die Wechselwirkungsstudien mit Bindungspartnern können weiter ausgebaut werden. So
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könnten Versuche mit einer gekürzten Form des TAT-Signal-Peptids ohne Tryptophan durch-
geführt werden, um den Ein�uss auf TtSlyD untersuchen zu können, ohne die Fluoreszenz
der FRET-Farbsto�e zu löschen. Aber auch Experimente mit der ungekürzten Form des
TAT-Signal-Peptids mit Tryptophan sind von Interesse. Aus konzentrationsabhängigen Mes-
sungen können eventuell Aussagen über die Bindungskinetik getro�en werden. Im Fall von
immobilisierten TtSlyD-Molekülen ist eine explizite Bestimmung der Assoziations- und Dis-
soziationsraten denkbar. Diese Art von Experiment ist auch für alle weiteren Bindungspartner
möglich. Aufgrund der nötigen hohen Konzentration der Bindungspartner sollten diese für
bindungskinetische Studien mit einem nicht�uoreszenten Löschmolekül markiert werden.
Da im Modell über den Wirkungsmechanismus von TtSlyD in dieser Arbeit angenommen
wurde, dass die Dynamik zwischen den Domänen die hohe Rückfaltungsrate der Substrat-
proteine erklärt, wäre es von groÿem Interesse, diese Dynamik zu blockieren und den Ein�uss
auf die Aktivität des Proteins untersuchen zu können. Dies ist eventuell durch Mutationen
möglich, die eine Versteifung des Verbindungsbereiches zwischen den beiden Domänen zur
Folge haben.
Das Projekt, die Faltung des Zwei-Domänen-Proteins vollständig zu verstehen, steht erst am
Anfang. Weitere Experimente sind notwendig, um ein komplettes Faltungsmodell aufstellen
zu können. Unter anderem können die Farbsto�positionen im Protein variiert werden, so-
dass die Entfaltung der FKBP-Domäne separat messbar ist. Auch für die Beoachtung der
IF-Domänen-Entfaltung müssen die Farbsto�positionen optimiert werden. Interessant ist in
diesem Zusammenhang auch, wie der Einbau einer Disul�dbrücke in den Verbindungsbereich
zwischen den Domänen die Entfaltung beein�usst. Sollte der Verbindungsbereich ein Fal-
tungskern sein, würde dieser durch die Disul�dbrücke zusätzlich stabilisiert. Der Entfaltungs-
übergang der Variante P68C/E111C von TtSlyD sollte in diesem Fall deutlich beein�usst
werden. Der Denaturierungsübergang von TtSlyD kann auch durch einen Temperaturanstieg
induziert werden. Durch Zirkulardichroismus-Messungen konnte die Übergangstemperatur
des Wildtyps von TtSlyD mit ϑM = 80 ◦C bestimmt werden [67]. Ein Faltungsübergang in
einem so hohen Temperaturbereich stellt allerdings groÿe Anforderungen an die Messappara-
tur. Der hohe Temperaturunterschied zur Umgebung (Raumtemperatur) erschwert die stabile
Regelung der Temperatur in der Messkammer. Die Erwärmung des Objektivs und die Ver-
änderung der optischen Abbildung dürfen nicht vernachlässigt werden. Wenn diese Ein�üsse
jedoch verstanden sind und beachtet werden, wäre die Messung von Temperaturübergängen
ein möglicher neuer Zugang zum Faltungsmechanismus von TtSlyD.
Konzentriert man sich auf die entfaltete Polypeptidkette als Biopolymer, sind weitere Entfal-
tungsmessungen mit dem Denaturierungsmittel Harnsto� von Interesse. Das Verhalten der
entfalteten Peptidkette ist in Harnsto� und GdHCl unterschiedlich, da es sich bei GdHCl
im Gegensatz zu Harnsto� um ein Salz mit einer hohen Ionenstärke handelt. Durch GdHCl
können elektrostatische Wechselwirkungen abgeschirmt werden, von denen vermutet wird,
dass sie unter nativen Bedingungen den entfalteten Zustand hauptsächlich bestimmen [95].
Neben diesen gezielten Fragestellungen liegt das Augenmerk stets auf der Optimierung des
Systems. So sollte auch versucht werden, die Wechselwirkung zwischen Farbsto� und Protein
zu reduzieren. Alternative Farbsto�e können detailliert studiert werden.
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Abb. A.1.:
Absorptionsspektrum der Referenzprobe dsDNA. Es enstehen die Maxima für die intrinsische
DNA-Absorption bei (260 ± 2) nm mit Abs = (0,400 ± 0,005), für AF488 bei (493 ± 2) nm mit Abs =
(0,078±0,005) mm−1 und für A647N bei (649±2) nm mit Abs = (0,150±0,005) mm−1. Die Fehler ergeben
sich aus den Abweichungen von drei Messungen und der Wellenlängenau�ösung des Spektrometers. Mit
den Absorptionskoe�zienten εAF488 = 72000 M−1cm−1 und εA647N = 150000 M−1cm−1 lässt sich die
Konzentration der dsDNA zu (10 . . . 11)µM bestimmen.

1.344

1.340

1.336

1.332

n

650600550500450

l (nm)

2.5

0.0∆n
 (

10
-3

)

Abb. A.2.:
Dispersion. Brechungindex von Wasser [83] (blau) und des Immersionsöls Immersol W [82] (rot). Die
Kurven wurden nach Interpolation voneinander abgezogen. Die Di�erenz ist im oberen Teil in grau darge-
stellt.
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Abb. A.3.:
Photobleichen des Akzeptors. Ein�uss des Photobleichens vom Akzeptor auf die Analyse der experi-
mentell bestimmten Verteilungen aus Abb. 4.44. Die in die Auswertung ein�ieÿenden Ereignisse werden mit
unterschiedlichen Schwellenkriterien ausgewählt. Die Summenschwelle liegt bei S488

sum > 30 s−1, die Akzep-
torschwelle läuft von S635

akz > 0 s−1 (rot) über 10 s−1 (gelb), 20 s−1( ockar), 30 s−1(braun) bis S635
akz > 40 s−1

(dunkelbraun). Die Photonen aus dem Akzeptor- und Donorkanal der jeweils ausgewählten Ereignisse wer-
den in beide Richtungen kreuzkorreliert (GDA, GAD). Deren relative Abweichung zueinander ist in (c)
aufgetragen (0,5(GDA−GAD)/(GDA+GAD)). Diese stellt ein Indiz für das Bleichen des Akzeptors innerhalb
der ausgewählten Ereignisse dar.
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Abb. A.4.:
Photonenzählrate und Länge der Einzelmolekülereignisse . Verteilung der Photonenzählraten (a)
und der Länge der Einzelmolekülereignisse (b). Die Variante D82C/T139C des Proteins TtSlyD wurde im
POE-Schema (40µW bei 488 nm, 15µW bei 635 nm und 10 MHz) angeregt. Die Einzelmolekülereignisse
wurden über die Schwellen S488

sum > 40 s−1 und S635
akz > 10 s−1 ausgewählt. Für jedes Ereignis wurden

die Zählrate pro Zeiteinheit (ms) und die Länge des Ereignisses in absoluten Zeiteinheiten bestimmt.
Die Verteilungen wurden jeweils auf ihre Gesamt�äche normiert und prozentual dargestellt ((a): blau,
(b): gelbe Balken). Für die Zählraten (a) ergibt sich eine exponentielle Verteilung (grau gestrichelt). Der
Mittelwert wurde zu 〈n〉 = 51 ms−1 bestimmt (rotes Fadenkreuz). Die maximale Photonenzählrate ist
nmax = 100 ms−1.

148



2.2

2.0

1.8

1.6

1.4

1.2

1.0

G
D

D
/G

D
A

10
-5

10
-4

10
-3

10
-2

Zeit (s)
(a)

E
re

ig
ni

ss
e 

(w
. E

.)
1.00.0

Et

(b)

Abb. A.5.:
Simulation und Experiment im Vergleich bei unterschiedlichen Raten. Die experimentellen Er-
gebnisse der Einzelmolekül-Experimente an der Variante D82C/T139C des Proteins TtSlyD (rot) aus den
Abb. 4.9(b) und 4.32(a) werden im Vergleich zu simulierten Daten (orange, braun) dargestellt. Aus der
Anpassung mit einem Zwei-Gauÿ-Modell der Daten aus Abb. 4.9(b) resultieren die mittleren Energietrans-
fere�zienzen 〈Et,1〉 = 0,56 und 〈Et,2〉 = 0,88. Aus den Flächen der zwei Gauÿkurven kann ein relatives
Populationsverhältnis von 2,25

1
für den Zustand mit geringerer Energietransfere�zienz bestimmt werden.

Basierend auf diesen Daten wurde ein doppelt markiertes Protein mit zwei verschiedenen Farbsto�ab-
ständen (r1 = 4,80 nm, r2 = 3,59 nm) simuliert. Bei einem Försterradius von R0 = 5,0 nm resultieren
diese in zwei Verteilungen mit 〈Et,1〉 = 0,56 und 〈Et,2〉 = 0,88 (b). Zwischen den Zuständen wird eine
zusätzliche Dynamik mit den Raten k12 = 90 s−1 und k21 = 200 s−1 (orange) bzw. k12 = 220 s−1 und
k21 = 500 s−1 (braun) simuliert. Das Ratenverhältnis entspricht dem Verhältnis der Populationen der
experimentellen Daten. (a) Die Photonen aus den Ereignissen mit S488

sum > 60 s−1 werden kreuzkorreliert
und in Hinsicht auf ihre interne Dynamik kontrolliert (Kurven entsprechend zu (b) farbig kodiert). Der
graue Balken (a) markiert den durch die Datenbearbeitung beein�ussten Zeitbereich ab τ = 2 ms. Aus den
Energietransfere�zienz-Verteilungen (a) folgt, dass die Abschätzung des Ratenverhältnisses fehlerhaft ist
und die Population des o�enen Zustands überbewertet wird. Auch die Amplitude der Korrelationsanalyse
(a) kann mit den Annahmen in der Simulation nicht reproduziert werden.
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Abb. A.6.:
Ein�uss der Konzentration auf die Energietransfere�zienz-Verteilung und auf die Korrela-
tionsanalyse. Je höher die Konzentration der �uoreszenten Probe ist, desto höher ist die Wahrschein-
lichkeit, dass sich mehr als ein Teilchen im Beobachtungsvolumen be�nden. Ist dies der Fall, wird die
Information mehrerer Teilchen gemittelt. Dies führt zum Verschmelzen der einzelnen Populationen im
Energietransfere�zienz-Histogramm (b). Die Korrelations-Analyse auf interne Dynamik bleibt nahezu un-
verändert (a). Die Daten resultieren aus der Simulation eines doppelt markierten Proteins mit zwei ver-
schiedenen Farbsto�abständen (r1 = 5,0 nm, r2 = 3,3 nm). Bei einem Försterradius von R0 = 5,0 nm
resultieren diese in zwei Verteilungen mit 〈Et,1〉 = 0,50 und 〈Et,2〉 = 0,92 (b). Zwischen den Zustän-
den wird eine zusätzliche Dynamik mit den Raten k12 = k21 = 100 s−1 simuliert. Das Protein wird in
verschiedenen Konzentrationen simuliert. Die apparente mittlere Zahl der Teilchen im Fokus wird durch
Autokorrelation des Donorsignal zu N = 0,16 (1), N = 0,19 (2), N = 0,34 (3) und N = 0,59 (4) bestimmt.
(a) Die Photonen aus den Ereignissen mit S488

sum > 60 s−1 werden kreuzkorreliert und die Simulation in
Hinsicht auf ihre interne Dynamik kontrolliert (Kurven entsprechend zu (b) farbig kodiert). Der graue
Balken markiert den durch die Datenbearbeitung beein�ussten Zeitbereich ab τ = 2 ms.
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Abb. A.7.:
Ein�uss des Unterschieds in der Energietransfere�zienz-Verteilung auf die Korrelations-
analyse. Je dichter die mittleren Energietransfere�zienzen liegen, desto geringer ist die Amplitude des
Korrelationsverhältnisses. Die Daten resultieren aus der Simulation eines doppelt markierten Proteins
mit zwei verschiedenen Farbsto�abständen (r1 = 5,8 nm (schwarz), r1 = 5,0 nm (braun), r1 = 4,2 nm
(ockar), r1 = 4,7 nm (gelb); r2 = 3,6 nm). Bei einem Försterradius von R0 = 5,0 nm resultieren diese
in zwei Et-Verteilungen mit 〈Et,1〉 = 0,30 (1), 〈Et,1〉 = 0,50 (2), 〈Et,1〉 = 0,60 (3) bzw. 〈Et,1〉 = 0,75
(4), und 〈Et,2〉 = 0,88 (b). Zwischen den Zuständen wird eine zusätzliche Dynamik mit den Raten
k12 = k21 = 100 s−1 simuliert. (a) Die Photonen aus den Ereignissen mit S488

sum > 60 s−1 werden kreuzkor-
reliert und die Simulation in Hinsicht auf ihre interne Dynamik kontrolliert. Der graue Balken markiert
den durch die Datenbearbeitung beein�ussten Zeitbereich ab τ = 2 ms.
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Abb. A.8.:
Ein�uss der Auswahlschwellen auf die Korrelationsanalyse. Die Variante P68C/E111C des Prote-
ins TtSlyD wurde im beugungsbegrenzten Fokus im POE-Schema (40µW bei 488 nm, 15µW bei 635 nm
und 10 MHz) angeregt. Für alle Photonen aus den Einzelmolekülereignissen wurde das Verhältnis GDD

GDA
be-

rechnet. Die Einzelmolekülereignisse wurden in (a) mit S488sum > 20 s−1 und einer variablen Akzeptorschwelle
von S635akz > 0 s−1 (rosa) zu S635akz > 40 s−1 (dunkelbraun) ausgewählt. In (b) war die Akzeptorschwelle mit
S635akz > 20 s−1 fest, die Summenschwelle wurde von S488sum > 10 s−1 (rosa) zu S488sum > 50 s−1 (dunkelbraun)
variiert. Die Abstufung fand in beiden Fällen in 10 s−1-Schritten statt. Der graue Balken markiert jeweils
den durch die Datenbearbeitung beein�ussten Zeitbereich ab τ = 2 ms.
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Abb. A.9.:
Skizze des zeitabhängigen FRET-Verlaufs eines einzelnen Moleküls. Auf Grundlage des Bil-
des der Energielandschaft für TtSlyD wurden zwei mögliche zeitabhängige FRET-Verläufe für die Vari-
ante D82C/T139C skizziert. In beiden Fällen ist die Energielandschaft im nativen Zustand durch zwei
Haupttäler gekennzeichent, die eine o�ene und eine geschlossene Konformation zwischen den Domänen
wiedergeben. Diese Zustände werden durch die mittleren Energietransfere�zienzen von 〈Et,1〉 = 0,56 und
〈Et,2〉 = 0,88 beschrieben (rot gestrichelte Linien). Ein langsamer Austausch zwischen diesen Hauptkon-
formationen �ndet in einer Gröÿenordnung von 100 s−1 statt. Diese Haupttäler sind in weitere Teiltäler
unterteilt, durch die kleinskalige strukturelle Änderungen der Domänen innerhalb der Hauptkonforma-
tionen beschrieben werden. (Oben): Sind diese Teilzustände durch sehr hohe Energiebarrieren (deutlich
höher als die Energiebarriere zwischen o�ener und geschlossener Konformation) voneinander getrennt, gibt
es keinen Austausch zwischen den Teiltälern. Vielmehr wechselt das Protein zwischen einer der möglichen
o�enen Konformationen in eine der möglichen geschlossenen Konformationen, danach wieder in eine andere
mögliche o�enen Konformation und so fort. Dies führt dazu, dass der Energietransfer konstant ist, während
das Protein in einer Hauptkonformation ist. Allerdings ergeben sich verschieden Niveaus der Energietrans-
fere�zienz innerhalb der Hauptkonformationen. (Unten): Sind die Teilzustände durch Energiebarrieren
getrennt, die deutlich niedriger als die Barriere zwischen der o�enen und geschlossenen Konformation sind,
erfolgt auf einer schnelleren Zeitskala innerhalb der Hauptkonformationen die Dynamik mit kleinskaligen
Änderungen. Dies führt dazu, dass sich die Energietransfere�zienz dynamisch ändert, während das Molekül
in einer der Hauptkonformationen ist.
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Abb. A.10.:
Ein�uss der Inhibitoren auf die Fluoreszenzfarbsto�e. Die mit AF488 (a) und A647N (b) markierten
Varianten D82C und T139C des Proteins TtSlyD wurden mit einem gepulsten Laser (5µW bei 470 nm
bzw. 635 nm, 20 MHz) angeregt. Der Fluoreszenzabfall ist ohne einen Bindungspartner (schwarz), mit
Rapamycin (c = 40µM, blau) und FK506 (c = 75µM, orange) dargestellt.
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Abb. A.11.:
Entfaltung der Referenzprobe dsDNA. Die Messung erfolgte in Lösung mit dem POE-
Anregungsschema (40µW bei 488 nm, 15µW bei 635 nm und 10 MHz) bei verschiedenen Konzentrationen
an GdHCl (unkorrigierte Werte in der rechten Spalte). Für alle Einzelmolekülereignisse (S488

sum > 40 s−1

bis 2 M, S488
sum > 20 s−1 ab 2 M, S635

akz > 10 s−1) wurde Et berechnet. Die Histogramme wurden mit einem
Gauÿ-Modell angepasst (rote Linien). Die mittleren Positionen sind durch Quadrate hervorgehoben. Für
Konzentrationen c > 2 M an GdHCl �ndet wahrscheinlich eine strukturelle Veränderung der dsDNA statt,
sodass sie als Referenzprobe nicht mehr geeignet ist.
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Abb. A.12.:
Vergleich der Energietransfere�zienz im Ensemble mit Einzelmolekül-Ergebnissen. Für die
Varianten D82C/T139C (a) und P68C/E111C (b) wurde die mittlere Energietransfere�zienz aller Ein-
zelmolekülereignisse in Abhängigkeit der Denaturierungsmittelkonzentration berechnet. Dabei wurden die
Ereignisse entweder nur mit der Summenschwelle S488

sum > 30 s−1 (blaue Kreise) oder zusätzlich mit der
Akzeptorschwelle S635

akz > 10 s−1 (rote Quadrate) ausgewählt. Im ersten Fall (blaue Kreise) werden auch die
Ereignisse in die Mittelwertbildung einbezogen, die durch Moleküle ohne einen aktiven Akzeptorfarbsto�
hervorgerufen werden. Da der Anteil an diesen Molekülen abhängig von der Konzentration an GdHCl ist,
wird die Übergangskurve in der Energietransfere�zienz stark verschmiert. Im zweiten Fall (rote Quadrate)
werden beide Schwellwerte (S488

sum und S635
akz ) genutzt. In diesem Fall verfälschen die Strukturänderungen

innerhalb der einzelnen Populationen (zum Beispiel das Aufquellen des entfalteten Zustands) den Verlauf
der Energietransfere�zienz. Zum Vergleich sind die Übergänge aufgetragen (grau; Anpassung durch Gl.
(4.14): Strichellinie)), die aus der Einzelmolekül-Auswertung für den Anteil der nativ gefalteten Moleküle
xnativ resultieren (siehe Abschnitt 4.6).
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Abb. A.13.:
Ein�uss von GdHCl auf die Fluoreszenzfarbsto�e. Fluoreszenzslebensdauer der Farbsto�e AF488
(a) und A647N (b) in NaP-Pu�er bei verschiedenen Konzentrationen von GdHCl (cGdHCl = 0 M (dun-
kelbraun) bis cGdHCl = 6 M (hellgelb) in Schritten von ∆cGdHCl = 1 M. Die Instrumentantwortfunktion
(blau) wurde in Wasser ohne Filter in der Detektion gemessen und auf eine gemeinsame Amplitude mit
den Fluoreszenzabklingkurven der Farbsto�ösungen normiert.
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Abb. A.14.:
1D-NMR-Spektren. Eindimensionales Protonenspektrum des Wildtyps (rot) von TtSlyD und der �uo-
reszent markierten Variante P68C/E111C (blau) von TtSlyD bei einer Konzentration von 1 mM (rot) bzw.
2µM (blau). Die Spektren wurden bei T = 298 K an einem 600 MHz-Spektrometer aufgenommen. Die Auf-
nahmezeit für das Wildtypprotein betrug 1 min, für die �uoreszent markierte Variante 6 h. Die Dispersion
innerhalb des Amidprotonenbereiches (etwa 1H = (6 . . . 9) ppm) ist vergleichbar.
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Abb. A.15.:
Ein�uss von GdHCl auf das Photobleichen. (a) Energietransfere�zienz-Verteilung für alle Einzelmo-
lekülereignisse (S488

sum > 30 s−1). Die Messung erfolgte in Lösung mit dem POE-Anregungsschema (40µW
bei 488 nm, 15µW bei 635 nm und 10 MHz) bei verschiedenen Konzentration von GdHCl (rechte Spalte).
(b) Berechnung des relativen Anteils der Ereignisse mit doppelt markierten Molekülen (xDA + xAD) an
allen Ereignissen, die die Summenschwelle

(
S488
sum

)
min

erfüllen. Aufgrund des Photobleichens des Akzeptors
nimmt der Anteil der Moleküle mit einem aktiven Akzeptor mit der GdHCl-Konzentration ab.
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C. Abkürzungsverzeichnis

A647N Atto 647N
A655 Atto 655
AF488 Alexa Fluor 488
ALEX engl. alternating laser excitation
APD Avalanche-Photodioden
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA engl. Deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure
dsDNA doppelsträngige DNA
DTT Dithiothreitol
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
FAMS engl. �uorescence aided molecule sorting, durch Fluoreszenz gestütztes Sortieren

von Molekülen
FCS engl. �uorescence correlation spectroscopy, Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie
FKBP FK506 bindendes Protein
FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
GdHCl Guanidinhydrochlorid
IC engl. internal conversion, Interne Konversion
IF engl. insert in �ap, im Bogen eingefügt
ISC engl. intersystem crossing, Interkombination
IRF engl. instrument response function, Instrumentantwortfunktion
NMR engl. nuclear magnetic resonance, Kernspinresonanz
MB engl. molecular brightness, Molekulare Helligkeit
pdb engl. protein data bank, Proteindatenbank
PET Photoinduzierter Elektronentransfer
PIE engl. pulse interleaved excitation
PMMA Polymethylmethacrylat
POE engl. pulse overlaid excitation
rISC engl. reverse intersystem crossing, reverse Interkombination
PSF Punktspreizfunktion
RMS engl. root mean square, Wurzel aus dem mittleren Quadrat
RCM-T1 Ribonuklease T1
SV Stöchiometrisches Verhältnis
TAT engl.Twin-Arginine Translocation, Twin-Arginin-Transport
TCSPC engl. time correlated single photon counting, zeitkorrelierte

Einzelphotonenzählung
TFE Tri�uoroethanol
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TS TetraSpeck
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C. Abkürzungsverzeichnis

TTTR engl. time-tagged-time-resolved, Modus zur Speicherung von Einzelphotonendaten
mit Mikro- und Makrozeiten

WLC engl. Wormlike Chain, wurmähnliches Modell
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