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1 Einleitung

Die letzten zwei Jahrzehnte sind durch eine Renaissance der Fluoreszenzspektroskopie
gepragt. Fluoreszenzspektroskopie an einem Ensemble sehr vieler Teilchen erlaubt eine
Charakterisierung des Systems iiber die Mittelwerte der spektroskopischen Gréften. Unter
der Annahme der Ergodizitit, die in einem Ensemble die Ubereinstimmung von Schar-
und Zeitmittel voraussetzt, konnen aus makroskopischen Beobachtungen Riickschliisse auf
mikroskopische Eigenschaften gezogen werden. Durch die Mittelung kann dabei jedoch die
Information iber eine statische oder eine dynamische Heterogenitit des Ensembles ver-
loren gehen. Statische Heterogenitét tritt z. B. in Form verschiedener Populationen auf,
wihrend die zeitliche Anderung spezifischer Eigenschaften eine dynamische Heterogenitit
ausmacht. Erst durch die Beobachtung der Fluoreszenz einzelner Molekiile konnen eben

diese Heterogenitdten nédher untersucht werden.

1948 entwickelte Theodor Forster eine Theorie, die den strahlungslosen Energietransfer
zwischen zwei Fluorophoren beschreibt [39]. Die Energie eines angeregten Fluorophors,
dem sogenannten Donor, wird dabei auf einen anderen Fluorophor, den Akzeptor, mittels
Dipol-Dipol-Wechselwirkung tibertragen. Der Abstand der beiden Fluorophore bestimmt
im Wesentlichen die Ubertragungsrate und damit die Transfereffizienz, die den spektro-
skopisch zugénglichen Parameter des Prozesses darstellt. Umso naher sich die Fluorophore
kommen, desto grofer ist der Energieiibertrag auf den Akzeptor. Aufgrund dieser Ab-
standsabhéngigkeit wird der Forster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) oft als spektro-
skopisches Lineal bezeichnet, mit dem inter- und intramolekulare Abstdnde zwischen 1 nm
und 10nm untersucht werden kénnen [124, 114]. Die Anwendung auf Biomolekiile ermog-
licht die Analyse von sowohl statischen Eigenschaften, z. B. der Konformation, als auch
dynamischen Eigenschaften. Wird der Energietransfer an einem einzelnen Fluorophoren-
paar verfolgt, so wird diese Methode als single-pair-FRET (spFRET) bezeichnet.

In einem typischen spFRET-Experiment diffundieren Makromolekiile, die mit einem Fluo-
rophorenpaar markiert sind, frei in einer Losung. Beim Durchqueren des winzigen Beobach-
tungsvolumens, das durch ein konfokales Mikroskop realisiert wird, werden die Farbstoffe
angeregt und liefern iiber ihre Emission Informationen iiber ihre Diffusionseigenschaften
oder ihren Konformationszustand. Nachteilig ist dabei die durch die Diffusion limitierte,
kurze Beobachtungszeit von in der Regel weniger als eine Millisekunde. Auf der einen
Seite ist durch die geringe Photonenanzahl und das damit verbundene Rauschen die Mess-

genauigkeit eingeschrankt. Andererseits ist die Analyse von Molekiildynamiken, die &hnlich
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lang oder langer als die Beobachtungszeit sind, erschwert bzw. nicht moglich.

Es gibt bereits verschiedene Methoden, die eine Verldngerung der Beobachtungszeit er-
moglichen. Neben einer Immobilisierung der Molekiile, z. B. tiber Linkerstrukturen oder in
Gelen [76, 31], ist auch eine Vergroferung des Anregungsvolumens durch kiinstliches Auf-
bléhen des Laserfokus’ [139, 54| oder eine langsamere Diffusion durch Einschluss in grofe Li-
pidstrukturen denkbar . Dennoch bleibt die Beobachtungszeit durch die Uberlebenszeit der
Fluorophore, welche hauptséchlich durch Umgebungsparameter bzw. -wechselwirkungen

bestimmt ist, begrenzt.

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit liegt in einer verldngerten und damit préziseren Be-
obachtung von spFRET, realisiert durch das Einfrieren von markierten Makromolekiilen
in einer diinnen Schicht ihres Losungsmittels. Eine reduzierte Wechselwirkung der Fluoro-
phore mit der festen, amorphen Umgebung verspricht verlingerte Uberlebenszeiten, sodass

ausreichend Photonen zur Analyse eines Zustandes gesammelt werden kénnen.

Um Fluoreszenzspektroskopie an einzelnen Molekiilen bei tiefen Temperaturen anzuwen-
den, musste eine addquate Probenpraparation und eine am Mikroskop integrierbare Kiihl-
einheit, ein Kryostat, entwickelt werden.

Die Einbettung der Makromolekiile erfolgt in amorphem Eis, da sie so in einem moglichst
natiirlichen /physiologischen Zustand eingefroren werden. Die Vitrifizierung von Wasser
erfordert jedoch eine hohe Abkiihlrate sowie kleine Volumina. Deshalb wurde ein Kalt-
Rotationsbeschichter mit einem integrierten Kryostat zur Praparation diinner Eisschich-
ten entwickelt. Der gleichzeitig als Probentréager konzipierte Kryostat ermoglicht sowohl
einen einfachen Probentransfer als auch die Adaption an das Stativ eines konfokalen Laser-
Raster-Mikroskops. Dieses System erfiillt die Anforderungen einer effektiven Probenkiih-
lung, sowie einen kurzen Arbeitsabstand des Objektivs. Durch einen kurzen Arbeitsabstand

ist eine hohe Sammeleffizienz gesichert.

Als Modellsystem werden zwei unterschiedlich lange Polyprolinketten untersucht. Polypro-
line, allgemein fiir ihre steife Struktur bekannt, bieten eine Referenz, mit deren Hilfe der
Energietransfer zunéchst fiir distinkte (bekannte) Abstédnde néher charakterisiert werden
kann. Somit wird die Voraussetzung geschaffen, unbekannte Konformationen bzw. Zustéin-
de von Biomolekiilen anhand ihres Abstandes zu identifizieren. Auch die Detektion kurz-
lebiger Ubergangszustinde im Gleichgewicht wird maoglich, da durch den Einfrierprozess

Schnappschiisse zu beliebiger Zeit entstehen.

Die vorliegende Arbeit ist wie folgt gegliedert. Nach der Einleitung erfolgt im zweiten Ka-
pitel zunédchst eine Einfiihrung in photophysikalische Grundlagen. Dabei wird insbesonde-
re auf den resonanten Energietransfer eingegangen. Nach der Erlduterung des konfokalen
Prinzips des Messaufbaus werden Charakteristika von Einzelmolekiilexperimenten néher
betrachtet.



Das dritte Kapitel beschéftigt sich mit dem experimentellen Aufbau. Die entwickelte Kryo-
stateinheit, die Probenpréparation und die Experimente zur Charakterisierung der Leis-
tungsfahigkeit des Aufbaus werden im Detail beschrieben. Das Modellsystem, fluoreszenz-
markierte Polyproline, wird kurz vorgestellt.

Im vierten Kapitel wird der Entwicklungsprozess der Probenpraparation skizziert und die
Methode evaluiert.

Die photophysikalischen Eigenschaften der genutzten Fluorophore sind fiir eine korrekte
Interpretation des Energietransfers notwendig und sind ausfiihrlich im fiinften Kapitel be-
schrieben.

Das sechste Kapitel beschéftigt sich mit dem Energietransfer am Modellsystem bei Raum-
temperatur in Losung und bei der Temperatur von fliissigem Stickstoff (77 K) in einer
amorphen Eisschicht.

Im letzten Kapitel wird schlieflich die Photophysik und -chemie bei tiefen Temperaturen

charakterisiert.






2 Grundlagen

Dieses Kapitel gibt zuerst einen Uberblick iiber photophysikalische Grundlagen. Dabei wird
hauptséchlich auf die Eigenschaften von Fluoreszenz eingegangen, die in der Einzelmo-
lekiilspektroskopie Anwendung finden. Insbesondere wird der resonanten Energietransfer
zwischen zwei Fluorophoren und der Einfluss des Orientierungsfaktors niher erldutert.
Die folgende Einfiihrung in die Konfokalmikroskopie erlautert das konfokale Prinzip, den
Einfluss einer Punkt-Abbildungs-Funktion auf die Auflésung und schliellich die Geometrie
des konfokalen Volumens.

Abschliefsend werden die Methoden der Einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopie bei Raum-
temperatur und bei kryogenen Temperaturen vorgestellt. Dabei wird auch auf die Photo-
nenstatistik und ihre Auswirkung auf das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis bei Einzelmolekil-

messungen eingegangen.

2.1 Photophysikalische Grundlagen

2.1.1 Fluoreszenz und Phosphoreszenz

Die Untersuchung von Molekiilen und ihren Energieniveaus kann tiber die Absorption und
Emission von elektromagnetischer Strahlung im sichtbaren, infraroten und ultravioletten
Spektralbereich erfolgen. Energie, die von einem Molekiil absorbiert wurde, kann iiber
verschiedene Prozesse wieder abgegeben werden. Neben strahlungslosen Prozessen sind
vor allem die Fluoreszenz und die Phosphoreszenz von Bedeutung. Des weiteren kénnen
photochemische Prozesse das Molekiil &ndern bzw. zerstéren. Die wichtigsten Ubergiinge
zwischen den Energieniveaus eines Molekiils konnen in einem Jablonski-Diagramm (siehe
Abbildung 2.1) veranschaulicht werden. Dies zeigt neben den elektronischen Singulett- und

Triplettzustdnden auch deren Schwingungszustiande.

Bei der Absorption von Licht erfolgt die Anregung eines Elektrons von seinem Grund-
zustand Sy in einen vibronischen Zustand von S; oder von hoheren elektronischen Zu-
stdnden. Durch die Schwingungsrelaxation wird ein Teil der Anregungsenergie innerhalb
weniger Pikosekunden in Form von Schwingungs- und Rotationsquanten an die Umgebung
abgegeben, sodass sich das Elektron nun in dem energetisch niedrigsten Zustand von 5
befindet. Da das Elektron in S; zum Elektron im Grundzustand einen entgegengesetzten
Spin besitzt, ist der Ubergang in einen vibronischen Zustand von Sy erlaubt. Dieser strah-
lende Ubergang wird Fluoreszenz genannt und erfolgt innerhalb weniger Nanosekunden.

Durch die sogenannte innere Umwandlung (IC - Inner Conversion) kann die elektronische
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Abbildung 2.1: Jablonski-Diagramm

Die Anregung eines Molekiils und die darauf folgenden strahlenden und nicht-strahlenden Prozesse
werden schematisch in einem Jablonski-Diagramm verdeutlicht. Die Singulettzustdnde Sp, S und
Sy sowie der erste Triplettzustand T3 (dicke Linien) und ihre vibronischen Zusténde (diinne Linien)
sind dargestellt. Nach der Anregung eines Elektrons in einen vibronischen Zustand von S; rela-
xiert das Elektron durch Schwingungsrelaxation (SR) in den niedrigsten Zustand von S;. Erfolgt
die Relaxation durch Emission von Licht innerhalb von ca. 10~8 s direkt in einen vibronischen Zu-
stand von Sy, so spricht man von Fluoreszenz. Durch innere Umwandlung (IC - Inner Conversion)
kann die elektronische Energie in Schwingungsenergie umgewandelt werden; die Relaxation in den
Grundzustand erfolgt dann strahlungslos durch Schwingungsrelaxation. Geht das Elektron durch
Interkombination (ISC) in den Triplettzustand T iiber und relaxiert erst dann durch Emission
von Licht, so handelt es sich um Phosphoreszenz. Der Ubergang aus dem Triplettzustand in ein
Schwingungsniveau des Grundzustandes Sy wird reverse ISC (rISC) genannt. (Bild adaptiert von
[45])

Energie auch in Schwingungsenergie umgewandelt werden, sodass sich dann das Elektron
in einem hohen Schwingungszustand von Sy befindet. Der Ubergang in den energetisch
niedrigsten Grundzustand erfolgt dann strahlungslos {iber Schwingungsrelaxation. Streng
quantenmechanisch nicht erlaubt hingegen ist die Interkombination (ISC - Inter System
Crossing), der Ubergang in einen Triplettzustand Ty, T}... . Da die Spins der Elektronen
im angeregten Zustand und im Triplettzustand parallel sind, muss der Spin beim Uber-
gang umklappen, was bei optischen Ubergéinge verboten ist. Moglich ist der Ubergang
dennoch durch die Spin-Bahn-Kopplung, d. h. durch die Wechselwirkung des Bahndrehim-
pulses eines Elektrons mit seinem Spin, die einen Ubergang wahrscheinlicher macht. Durch
Wechselwirkungen mit der Umgebung wird diese Kopplung begiinstigt und damit auch die
Interkombination. Die Emission eines Photons durch den Ubergang in den Grundzustand
aus dem Triplettzustand ist aufgrund des Verbotes cher langsam (einige Mikrosekunden
bis mehrere Sekunden) und wird Phosphoreszenz genannt. Schlieflich kann das Elektron
auch {iber eine Interkombination zuriick (reverse ISC, rISC) in einen Schwingungszustand

von Sy und dann {iber Schwingungsrelaxation in den Grundzustand iibergehen.

2.1.2 Stokes -Verschiebung

In Abbildung 2.2 sind schematisch ein Absorptions- und ein Fluoreszenzspektrum gezeigt.
Das Absorptionsspektrum weist mehrere Banden auf, die der Anregung in verschiedene

elektronische Zusténde S, entsprechen. Die Breite einer Bande gibt die Schwingungszu-
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Abbildung 2.2: Stokes -Verschiebung

Das Absorptions- und das Fluoreszenzspektrum eines Fluorophors sind spiegelsymmetrisch. Die
einzelnen Banden entsprechen Ubergingen in verschiedene elektronische Zustinde. Durch Uber-
gange in die verschiedenen vibronischen Niveaus ist eine Bande nicht schmal (diskret), sondern
verbreitert. Das Fluoreszenzspektrum ist durch Wechselwirkungen mit der Umgebung und damit
verbundenen Energieverlusten zu langeren Wellenléingen hin verschoben. Der Abstand der Spektren
(Pfeil) wird als Stokes -Verschiebung bezeichnet.

sténde eines elektronischen Zustands wieder. Typisch fiir das Fluoreszenzspektrum ist die
Spiegelsymmetrie zum Absorptionsspektrum, die aus der Relaxation in vibronische Zustéan-
de des Grundzustandes resultiert, welche denen der angeregten Zusténde dhneln. Wichtig
fiir die Einzelmolekiilspektroskopie ist jedoch die Stokes -Verschiebung, die die Verschie-
bung der Emission zu lingeren Wellenldngen hin beschreibt. Durch die Wechselwirkung
des angeregten Molekiils mit dem umgebenden Medium geht Energie verloren, sodass die
daraufhin folgende Emission langwelliger ist. In Abhéngigkeit von z. B. der Polaritéat ver-
grofert oder verkleinert sich die Stokes-Verschiebung. Durch sie ist es erst moglich, in
den Spektroskopieexperimenten das Fluoreszenzlicht spektral von dem Anregungslicht zu

trennen.

2.1.3 Fluoreszenzlebensdauer 7 und Quantenausbeute ¢

Fiir die Fluoreszenzspektroskopie entscheidende molekulare Parameter eines Fluorophors
sind die Fluoreszenzlebensdauer 7, die Quantenausbeute ®r und der Absorptionsquer-
schnitt o. Sie bestimmen die Fluoreszenzintensitdt und entscheiden, ob Fluorophore fiir
die Spektroskopie geeignet sind. Ist die gesamte Fluoreszenzintensitét eines Farbstoffes zu
klein, so sind Experimente damit nicht sinnvoll und in der Einzelmolekilspektroskopie nicht
moglich. Ein grofier Absorptionsquerschnitt spricht, bei gleicher Laserleistung, fiir eine ho-
here Anregungswahrscheinlichkeit des Fluorophors (siehe Abschnitt 2.3.1). Verbunden mit
einer hohen Quantenausbeute kann die Emissionsrate maximiert werden. Die Fluoreszenz-
lebensdauer bestimmt die Zeit, in der das Fluorophor Informationen iiber Wechselwirkun-

gen mit seiner Umgebung geben kann.

Die Fluoreszenzquantenausbeute ® i gibt an, wie viel absorbierte Photonen wieder in Form
von Fluoreszenzphotonen abgegeben werden:
ke ke

bp=—=——— 2.1
r ka ke+kNS ( )
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ke ... Rate der emittierten Photonen
k, ... Rate der absorbierten Photonen

kns ... Rate der nicht-strahlenden Ubergiinge von S; zu Sp

Die Depopulation des angeregten Zustandes erfolgt somit iber strahlende und nicht strah-
lende Prozesse. Die Rate der nicht strahlenden Ubergéinge fasst die Raten der inneren
Konversion, der Interkombination (ISC) (siehe Abschnitt 2.1.1) und die der Fluoreszenz-

16schung (siehe Abschnitt 2.1.4), auch ,Quenching® genannt, zusammen:

kns = krc + krsc + kg (2.2)

krc ... innere Konversion
krsc ... Interkombination

kg ... Fluoreszenzloschung

Die Fluoreszenzlebensdauer 7y ist die mittlere Zeit, die ein Elektron im angeregten Zustand

verbringt und kann durch die strahlende und die nicht-strahlende Rate ausgedriickt werden:

_ 1
B ke"'kaS

Die natiirliche Lebensdauer 7, eines Fluorophors, bei der nicht-strahlende Prozesse ausge-

T0 (23)

schlossen sind,

(2.4)

kann theoretisch aus dem Extinktionskoeffizienten € und den Emissions- und Absorptions-
spektren berechnet werden [71]. Da diese Berechnung jedoch sehr fehlerhaft ist, sollte 7,

mittels Quantenausbeute und Lebensdauer bestimmt werden:

T = q%. (2.5)
Fiir Fluoreszenz liegt die Lebensdauer im Bereich weniger Nanosekunden (107 s). Rhoda-
min 6G, ein beliebter Farbstoff aufgrund seiner Photostabilitdt und hohen Quantenausbeu-
te von 0,95 (in Ethanol) [38], hat eine mittlere Lebenszeit von ca. 4 ns. In einer Sekunde
kénnen von Rhodamin 6G also, bei optimaler Anregung, ca. 2,5 - 108 Photonen emittiert
werden.

Diese hohe Emissionsrate wird jedoch durch verschiedene Faktoren begrenzt. Neben der
optischen Séttigung und der Triplett-Sattigung reduziert auch Photobleichen die maximale
Photonenzahl. Zunéchst steigt die Emission des Fluorophors mit steigender Laserleistung.
Der Absorptions-Emissions-Kreislauf ist jedoch durch die Lebensdauer des angeregten Zu-
standes zeitlich begrenzt, sodass die Emissionsrate bis zur optischen Sattigung konvergiert.

Zusatzlich wachst mit steigender Laserintensitéat die Wahrscheinlichkeit fiir das Fluorophor,
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in einen Triplettzustand tiberzugehen. Es ist dann nicht mehr anregbar, d. h., die Emissi-
onsrate wird vermindert.

Im Experiment muss somit die optimale Anregungsintensitit gefunden werden, um maxi-
male Quantenausbeute zu erreichen und dabei den Hintergrund, der linear mit der Laser-

intensitat wéchst, niedrig zu halten (siehe auch Abschnitt 2.3.1).

2.1.4 Fluoreszenzldschung (,,Quenching’)

Quenching ist ein allgemeiner Begriff fiir die Reduktion der Emissionsrate eines Fluoro-
phors. Meistens handelt es sich dabei um den Energieverlust des angeregten Zustandes
iiber nicht strahlende Prozesse.

Auf der einen Seite sind Molekiilwechselwirkungen sowohl mit der Umgebung als auch mit
anderen Probemolekiilen fiir Fluoreszenzloschung verantwortlich. Befindet sich ein ande-
res Fluorophor in der Nahe, kann iiber resonanten Energie-Transfer (FRET) (siehe Ab-
schnitt 2.1.7) oder photoinduzierten Elektronentransfer (PET) [94] die Energie an diesen
strahlungslos iibergeben werden. Die Wahrscheinlichkeit fiir diese Ubergéinge ist u. a. vom
Abstand der Farbstoffe zueinander abhéngig. Des weiteren kénnen sich im Losungsmittel
sogenannte Kollisionsquencher befinden, die durch einen kurzen Kontakt die Anregungs-
energie des Fluorophors 16schen. Sauerstoff, Halogene oder elektronegative Molekiile wie
Acrylamid [71] sind nur einige von ihnen. Kollisionsquenchen sowie FRET und PET zéhlen
zu den dynamischen Quenchprozessen, bei denen die Energie dem angeregten Fluorophor
entzogen wird.

Auf der anderen Seite kann es zu Molekiilumformungen kommen, bei denen der Fluorophor
nicht-fluoreszierende Verbindungen eingeht. Da der Fluorophor zwar weiterhin durch Ab-
sorption von Licht angeregt werden kann, jedoch nicht mehr emittiert, wird von statischem
Quenchen gesprochen.

Experimentell kann die Art des Quenchens durch die unterschiedliche Temperatur- oder
Viskositatsabhangigkeit der beiden Prozesse unterschieden werden. Temperatur und Vis-
kositat beeinflussen beide die Diffusion der Quenchmolekiile. Wird diese schneller, ist die
Wahrscheinlichkeit eines Quenchprozesses durch Kollision grofser. Die Wahrscheinlichkeit
flir statisches Quenchen sinkt dagegen, da leicht gebundene Komplexe von Fluorophor und

Quencher bei hoheren Temperaturen dissozieren.

2.1.5 Photobleichen

Photobleichen ist ein photochemischer Prozess, bei dem sich das fluoreszierende Molekiil
chemisch so verdndert, dass Absorption und Emission von Licht dann nicht mehr moglich
ist. Ein Fluorophor in Losung unterliegt meist nach der Emission von ca. 10° Photonen
einer Strukturdnderung, die ihn zum volligen Erloschen bringen [87]. Oft ist eine erhéhte

Reaktivitdt des Farbstoffes im angeregten Zustand fiir das Photobleichen verantwortlich.
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Abbildung 2.3: Struktur des Farbstoffes Fluorescein
Die Lage des Ubergangsdipolmomentes am Beispiel von Fluorescein ist als Pfeil gekennzeichnet.
Quelle: [93]

Neben einer Photooxidation, meist aus einem angeregten Triplettzustand, kann es auch zu
einer Photoionisierung, und der damit verbundenen Bildung eines hochreaktiven, radika-
lionischen Zustandes, kommen [138|.

Hinauszogern lasst sich Photobleichen z. B. durch die Reduktion der Konzentration des
molekularen Sauerstoffs im Losungsmittel [67] sowie durch Anpassen der Anregungsinten-

sitdt, da diese, zu hoch gewahlt, den Prozess beschleunigt.

2.1.6 Anisotropie

Die Anisotropie r ist ein Ma# fiir die Anderung der Orientierung des Ubergangsdipols zwi-
schen Absorption und Emission. Die Orientierung der Ubergangsdipole, im Folgenden kurz
Emissions- bzw. Absorptionsdipol genannt, ist durch die Fluorophorstruktur gegeben (siehe
Abbildung 2.3). Die Anregung eines Fluorophors ist optimal, sobald sein Absorptionsdipol
parallel zur Polarisation des anregenden Lichtes ist. Die Wahrscheinlichkeit, mit der ein
Fluorophor angeregt wird, ist somit vom elektrischen Feld E und seinem Absorptionssdipol

fi abhéngig [71]:

P~ |- E* ~ cos®p (2.6)

¢ beschreibt dabei den Winkel zwischen Ubergangsdipol und elektrischem Feld.

Werden Fluorophore, deren Absorptionsdipole in einer homogenen Loésung zufillig ver-
teilt sind, mit polarisiertem Licht angeregt, so fithrt das aufgrund der selektiven Anregung
auch zu einer polarisierten Emission. Unterscheidet sich jedoch der Emissionsdipol vom
Absorptionsdipol, so ist die Emission relativ zur Anregung depolarisiert. Der Grad dieser
Depolarisation wird mit der Anisotropie beschrieben. Eine Depolarisation erfolgt haupt-
séchlich durch zwei verschiedene Prozesse. Zum Einen durch Rotationsdiffusion, d. h., dass
sich wahrend der Lebensdauer des angeregten Zustandes die Lage des Dipols durch eine
Drehung des Fluorophors dndert. Zum Anderen besitzen manche Fluorophore einen vom
Absorptionsdipol verschiedenen Emissionsdipol.

Fiir die Messung der Anisotropie wird eine Probe mit polarisiertem Licht angeregt, und

deren Fluoreszenz polarisationsabhéngig, d.h. einmal parallel und einmal senkrecht zur

10



2.1 Photophysikalische Grundlagen

Anregung, mithilfe eines Polarisators detektiert. Die statische Anisotropie r ist dann wie
folgt definiert:

IL,—1I
p s
r = 2.7
I, + 21 (27)
mit
I, ... Fluoreszenzintensitét parallel zur Anregung polarisiert
I, ... Fluoreszenzintensitit senkrecht zur Anregung polarisiert.

Durch die Normierung auf die Gesamtintensitit (I, + 21,) ist die Anisotropie einheitenlos
und unabhéngig von der Konzentration der Farbstoffe. Erfolgt die Anregung gepulst, so
kann die Anisotropie in Abhéngigkeit von der Zeit gemessen und die Rotationskorrelati-

onszeit 7, bestimmt werden [71]:

r(t) = roe (2.8)
ro = % (3 COSZB - 1) (2.9)

mit 3 als Winkel zwischen Emissions- und Absorptionsdipol.

Die fundamentale Anisotropie rg wird beobachtet, wenn es keine Depolarisationseffekte
durch Rotationsdiffusion oder Energietransfer gibt, und setzt sich aus dem Faktor fiir die
Photoselektion bei der Anregung (2/5) und der Depolarisation durch verschieden orientier-
te Emissions- und Absorptionsdipole zusammen. Sind Emissions- und Absorptionsdipol des
Fluorophors parallel (8 = 0), so ergibt sich aus Gleichung 2.9 die maximale Anisotropie
von 0,4. Die fundamentale Anisotropie eines Fluorophors wird meist in Propylenglykol be-
stimmt. Es bildet bei tiefen Temperaturen ein homogenes Glas [71] und verhindert somit
eine Rotation des Molekiils.

Mithilfe der Formel von Perrin [150] wird ein Zusammenhang zwischen der Fluoreszenzle-

bensdauer 7, der Rotationskorrelationszeit sowie der statischen Anisotropie r hergestellt:

o1 (1 + T) (2.10)

T To

Anwendung Bei Ensemblemessungen in der Biochemie wird die Anisotropie seit langem
genutzt, um Aussagen iiber Form, Grofe oder Beweglichkeit von Biomolekiilen treffen
zu konnen [71|. Zudem koénnen auch Wechselwirkungen zwischen Proteinen, die mit ei-
ner Anderung der Rotationsdiffusion einhergehen, untersucht werden. Fiir die Einzelmole-
kiilspektroskopie interessant ist die Moglichkeit, Bindungseigenschaften, insbesondere die

Beweglichkeit der Fluorophore am Molekiil, ndher zu charakterisieren.

11
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S1 i ET

SO ! 1 SO
Donor Akzeptor

Abbildung 2.4: Jablonski-Diagramm mit resonantem Energietransfer

Die elektronischen Zustande Sy und Sy (dicke Linien) und ihre Schwingungszustéinde (diinne Lini-
en) von Donor und Akzeptor sowie die moglichen Ubergiinge sind dargestellt. Nach der Anregung
des Donors in einen vibronischen Zustand von S; relaxiert er durch innere Konversion (gewellter
Pfeil) in den Grundzustand von S7. Von dort aus geht er entweder durch Abgabe eines Fluoreszenz-
photons in den Grundzustand {iber oder iibertrégt strahlungslos seine Energie auf den Akzeptor,
welcher danach z. B. {iber Fluoreszenz relaxiert. Dieser Energietransfer (ET) ist von verschiedenen
Faktoren abhiingig, unter anderem stark vom Abstand beider Fluorophore.

2.1.7 Forster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)

Der strahlungslose Energieiibertrag von einem angeregten Fluorophor auf einen anderen
Fluorophor wurde 1948 von Theodor Forster theoretisch beschrieben [39]. Stryer und Haug-
land [124] zeigten 1967, dass sich die starke Abstandsabhéngigkeit des Energietransfers fiir
Abstandsmessungen im Bereich weniger Nanometer nutzen ldsst. Durch das Markieren
unterschiedlich langer Polyproline mit fluoreszenten Farbstoffen konnte die von Forster
vorhergesagte Abhingigkeit der Transferrate k7 vom Abstand r der Farbstoffe, kz ~ 1/15,
im wesentlichen bestéatigt werden.

Das Prinzip des Energietransfers ist schematisch in einem vereinfachten Jablonski-Dia-
gramm in Abbildung 2.4 gezeigt. Ein Fluorophor, der Donor, wird durch Licht passender
Wellenldnge in den ersten angeregten, elektronischen Zustand gebracht. Befindet sich in
dessen Nahe ein anderer Fluorophor, der Akzeptor, so wird die Anregungsenergie mit-
tels Dipol-Dipol-Wechselwirkung auf diesen iibertragen. Obwohl dieser Energietransfer
oft Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer genannt wird, spielt Fluoreszenz wahrend der
Ubertragung keine Rolle. Die Wechselwirkung der Ubergangsdipolmomente des Donors
und des Akzeptors ist strahlungslos.

Theodor Forster berechnete mithilfe Fermis Goldener Regel die Transferrate kr(r):

CpRPJNK L

ke (r) e (2.11)
®p ... Fluoreszenzquantenausbeute des Donors in Abwesenheit des Akzeptors
k? ... Orientierungsfaktor
J(A) ... Uberlappungsintegral
7p ... Lebensdauer des angeregten Zustandes
r ... Abstand zwischen Donor und Akzeptor

12
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Abbildung 2.5: Uberlappungsintegral
Aus dem Emissionsspektrum des Donors (griin) und dem Absorptionsspektrum des Akzeptors (rot)
wird das Uberlappungsintegral berechnet. Der Uberlappungsbereich ist grau schraffiert.

n ... Brechzahl des Losungsmittels
K ... Konstante (K = 9000 (In10) / 128 7® N = 8.7*1072% mol)

Sie gibt an, wie viele Ubergéinge vom Donor auf den Akzeptor in einer bestimmten Zeit
stattfinden. Neben dem Abstand r, der die fiir Konformationen von Biomolekiilen interes-
sante Groke darstellt, spielen auch das Uberlappungsintegral .J(A) und der Orientierungs-

2

faktor xk* eine wichtige Rolle.

Uberlappungsintegral J(\) Damit ein Energieiibertrag stattfinden kann, miissen die bei-
den Ubergangsdipolmomente der Fluorophore miteinander resonant sein, d. h. das Emis-
sionsspektrum des Donors muss sich mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors iiber-
lappen. In Abbildung 2.5 ist das auf Eins normierte Emissionsspektrum eines Donors und
das Absorptionsspektrum eines Akzeptors gezeigt. Der schraffierte Bereich von 490 nm bis
650 nm zeigt den spektralen Uberlapp.

Das Uberlappungsintegral .J(\) beschreibt den Grad der spektralen Uberlappung von Do-

nor und Akzeptor:
JO) = / Fp(\) ea(3) A da (2.12)
0
A ... Wellenlénge

Fp(A) ... Fluoreszenzintensitat des Donors (normiert)
€A(A) ... Extinktionskoeffizient des Akzeptors (bei \)

Je grofer der Uberlapp ist, umso effizienter ist der Energietransfer. Optimal fiir FRET
ist, wenn die langwelligste Emissionsbande des Donors mit der Absorption des Akzeptors

iiberlappt.

13
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(a) (b)
Dipolebene Donor — K=

®l\ \G)D O T k=1
Yo, 0,
\

Dipolebene Akzeptor

Abbildung 2.6: Orientierung der Ubergangsdipolmomente

Ubergangsdipolmoment des Donors (griin) und des Akzeptors (rot). (a) © p und © 4 sind die Winkel
zwischen Donor- bzw. Akzeptordipolmoment und ihrer Verbindungslinie (schwarzer Pfeil). © ist
der Winkel zwischen Donor- und Akzeptordipolmoment und ® ist der Winkel zwischen den Ebenen
der Dipolmomente. (b) Der Wert von x? ergibt sich aus der Lage der Dipolmomente zueinander
nach Gleichung 2.13.

2 Ein weiterer Parameter, der die Transferrate wesentlich beein-

Orientierungsfaktor
flusst, ist der geometrische Orientierungsfaktor 2. Er beschreibt, wie stark die Wechselwir-
kung zweier Ubergangsdipolmomente in Abhingigkeit ihrer Orientierung zueinander ist,

und wird wie folgt definiert [27]:

K2 = (cos®Op — cosOp cos@A)2 (2.13)
2 (o : 2
K" = (sin©p sinO4 cos® — 2cosOp cosO 4) (2.14)
Or ... Winkel zwischen Donordipolmoment und dem Akzeptordipolmoment
Op ... Winkel zwischen Donordipolmoment und dem Verbindungsvektor

©4 ... Winkel zwischen Akzeptordipolmoment und dem Verbindungsvektor
® ... Winkel zwischen den Ebenen

Zur Veranschaulichung sind in Abbildung 2.6a die Ubergangsdipolmomente beider Fluo-
rophore und ihre Winkel zueinander sowie der Verbindungsvektor dargestellt. Der Orien-
tierungsfaktor kann Werte zwischen 0 und 4 annehmen. Die Wechselwirkung beider ist am
effektivsten, wenn die Dipole hintereinander kollinear angeordnet sind, d. h. x? = 4 (siche
Abbildung 2.6b). Sind sie senkrecht zueinander ausgerichtet, so ist 2 = 0, und es findet

kein Energietransfer statt.

Fiir die meisten FRET-Experimente in Losung wird fiir den Orientierungsfaktor ein Mit-
telwert von 2/3 angenommen [27, 10]. Voraussetzung dafiir ist jedoch, dass die Farbstoffe
sich komplett neu orientieren kénnen, bevor der Energietransfer stattfindet. In Losung
konnen sich die Farbstoffe meist so frei bewegen, dass dieser dynamische Mittelwert des
Orientierungsfaktors gerechtfertigt ist. Wird jedoch ein statisches, zuféllig orientiertes En-

semble betrachtet, so ergibt sich ein Mittelwert von 0,476 [10]. Eine genauere Betrachtung
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des Orientierungsfaktors und seiner statischen Verteilung erfolgt in Abschnitt 2.1.8, da ein

Mittelwert bei der Beobachtung von einzelnen Molekiilen nicht angewandt werden kann.

Forster-Radius Ry Der Abstand, bei dem genau die Hélfte aller Anregungen des Donors
auf den Akzeptor iibertragen werden, wird als Forster-Radius bezeichnet. Da in diesem
Fall die Ubertragungsrate kr gleich der inversen Lebensdauer des Donors in Abwesenheit
des Akzeptors 7p ist, kann er mithilfe der Gleichung 2.11 wie folgt berechnet werden:

k2 J(\) @p K
R{=—""1——

. (2.15)

Der Forster-Radius ist fiir jedes Fluorophorenpaar eine Konstante, solange die Fluorophore
frei rotieren konnen und ein mittleres x? angenommen werden kann.

Die Transferrate kann nun mithilfe des Forster-Radius vereinfacht angegeben werden:

kr(r) = L (RO>6 (2.16)

D r

In dieser Gleichung wird die Abhéngigkeit der Transferrate vom Abstand der Fluorophore

besonders deutlich. Vergrofert sich der Abstand, so sinkt die Transferrate.

Transfereffizienz £ Im Experiment ist oft die sogenannte Transfereffizienz FE zugénglich.

Sie ist als Anteil transferierter Anregungen definiert:

kr
F=——"+-— 2.17
(tp)~t + kr (2.17)
Der Einfluss des Abstandes spiegelt sich natiirlich auch in der Transfereffizienz, die von kr

abhingt, wider. Durch Einsetzen der Gleichung 2.16 in Gleichung 2.17 ergibt sich:
__R§
RS+

In Abbildung 2.7 wird deutlich, was Gleichung 2.18 aussagt: ist der Abstand der Fluoro-

phore klein gegeniiber dem Forster-Radius, ist die Transfereffizienz fast Eins. Ist er jedoch

(2.18)

mehr als doppelt so grofs, findet kaum Energietransfer mehr statt. Fiir Abstandsmessun-
gen in einem FRET-Experiment ist nur der Bereich von 0,5 Rg bis 1,5 Ry geeignet, da hier
bereits eine geringe Abstandsdnderung die Transfereffizienz beeinflusst. Durch unterschied-
liche Forster-Radien verschiedener Fluorophorpaare kénnen damit Abstdnde zwischen 1 nm

und 10 nm untersucht werden.
Eine relativ einfache Bestimmung der Transfereffizienz wird durch das separate Messen
von Donor- und Akzeptorfluoreszenz moglich. Danach ergibt sich die Effizienz wie folgt:

Ny

D — 2.19
N4+ Np ( )
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Abbildung 2.7: Transfereffizienz in Abhéingigkeit von R,

Gezeigt wird die Transfereffizienz in Abhéngigkeit vom Abstand r der Fluorophore im Verhaltnis
zum Forster-Radius Ry. Genau die Hélfte der Energie wird iibertragen, wenn der Abstand dem
Forster-Radius entspricht. Ist der Abstand mehr als doppelt so grof, wird fast keine Energie mehr
iibertragen.

Np ... Photonen des Donors pro Zeiteinheit
N, ... Photonen des Akzeptors pro Zeiteinheit

In dieser Gleichung ist noch nicht das spektrale Verhalten der im Aufbau vorkommenden
Filter und Strahlteiler sowie die unterschiedliche Quanteneffizienz der Detektoren beriick-
sichtigt. Zudem muss die Quanteneffizienz der Farbstoffe beachtet werden. Dafiir wird in
Abschnitt 6.1 ein Korrekturfaktor eingefiihrt.

Eine weitere Moglichkeit, die Transfereffizienz experimentell zu bestimmen, ergibt sich
aus der Fluoreszenzlebenszeit des Donors ohne Akzeptor (7p) und in Anwesenheit des

Akzeptors (Tpa):

E=1-P4 (2.20)
TD

Um nun aus der gemessenen Transfereffizienz einen mittleren Abstand zu berechnen, ist die
Kenntnis des Forster-Radius (Gl. 2.15) wichtig. Die Quantenausbeuten werden bestimmt,
indem sie mit der von Standardfluorophoren verglichen wird. Fiir den Brechungsindex wird
fiir Losungsexperimente in der Regel der von Wasser angenommen (1,33). Eine genaue Be-
stimmung in der unmittelbaren Umgebung des Fluorophors ist nicht méglich. Das Uberlap-
pungsintegral wird mithilfe der Emissions- und Absorptionsspektren berechnet. Die grofste
Unsicherheit stellt in der Regel der Orientierungsfaktor dar. Nur wenn die Farbstoffe frei
beweglich sind, was z. B. bei einer Bindung an ein Protein stark eingeschriankt sein kann,

ist eine Mittelung gerechtfertigt.
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Eigenschaften der Fluorophore Werden die beschriebenen Bedingungen fiir den resonan-
ten Energietransfer zusammengefasst, so ergeben sich fiir Farbstoffe bestimmte Kriterien,

damit Abstandsmessungen mit diesen iiberhaupt moglich sind [113]:

e Die Farbstoffe sollten geeignete photophysikalische und -chemische Eigenschaften auf-
weisen. Eine hohe Quantenausbeute, ein grofser Absorptionskoeffizient und eine ge-
ringe Triplettdynamik sowie hohe Photostabilitdt ermoglichen eine hohe Signalinten-

sitat.

e Der Forster-Radius sollte entsprechend des untersuchten Abstandes gewdhlt werden.
Die Anderungen der Transfereffizienz sind im Bereich von 0,5 Ry bis 1,5 Ry am

effektivsten.

e Donor- und Akzeptoremission miissen gut spektral voneinander trennbar sein, um

den Crosstalk! niedrig zu halten.

e Die Absorption und die Emission des Fluorophorenpaares sollten im sichtbaren Be-

reich liegen. Beide Farbstoffe sollten bei gédngigen Laserlinien optimal anregbar sein.

e Der Farbstoff darf das Molekiil, an das er gebunden ist, nicht bei Strukturédnderungen
und Bewegungsabldufen beeinflussen. Zudem ist es von Vorteil, wenn er hydrophil

ist, um besser im Puffer 16sbar zu sein und nicht mit dem Molekiil zu wechselwirken.

Anwendungen FRET wird primér als ,spektroskopisches Lineal“ genutzt, d. h. struktu-
relle Verdnderungen, die mit Abstandséinderungen innerhalb des Biomolekiils verbunden
sind, kénnen erkannt und zeitaufgelost untersucht werden [114, 116, 42|. In Verbindung mit
der Einzelmolekiilspektroskopie konnen zum Beispiel verschiedene Konformationen des ent-
falteten Zustandes eines Proteins, also Subpopulationen, gefunden werden [29]. Eine hohe
Zeitauflosung erlaubt es auch, Dynamiken zu untersuchen, die z. B. bei katalytischen Pro-
zessen von Enzymen eine Rolle spielen [53].

Des weiteren konnen Farbstoffpaare an zwei verschiedenen Biomolekiilen angebracht und so
deren Wechselwirkung néher untersucht werden. So kénnen z. B. Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen n vivo in einer Zelle betrachtet werden [144, 121], oder deren Wechselwirkungen
mit der Zellmembran [82].

2.1.8 Theoretische Betrachtung des Orientierungsfaktors x?

Fiir quantitative Aussagen bei FRET-Experimenten ist die Kenntnis des Forster-Radius fiir
eine Abstandsbestimmung unerlésslich. In Abschnitt 2.1.7 wurde gezeigt, dass der Forster-

Radius mit dem Orientierungsfaktor eines Fluorophorenpaares variiert,

RS = CK?, (2.21)

!Crosstalk ist z. B. Donorfluoreszenz, die im Akzeptorkanal detektiert wird und somit dem falschen Kanal
zugeordnet ist.
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wéahrend die anderen Parameter im Allgemeinen als Konstante zusammengefasst werden
konnen. Bei den meisten Messungen im Ensemble wird davon ausgegangen, dass die Di-
polmomente statistisch gleichverteilt sind. Ist aufserdem gegeben, dass die Dipole bzw. die
Fluorophore sich wihrend der Anregungszeit komplett orientieren kénnen, so kann fiir 2
ein Mittelwert von 2/3 angenommen werden [27, 10]. Die Annahme eines konstanten Mit-
telwertes ist jedoch nicht gerechtfertigt, wenn die Bewegung der Fluorophore langsam im
Vergleich zur ihrer Lebenszeit ist oder wenn die Orientierung bzw. die Bewegung der Fluo-
rophore raumlich eingeschrénkt ist. Die eingeschriankte Bewegung wird hier nicht weiter
betrachtet, sondern auf Literatur verwiesen [27].

Die Dynamik eines Systems bestimmt also den Mittelwert des Orientierungsfaktors. Ent-
scheidend dabei ist das Verhéltnis der Rotationskorrelationszeit 7, zur Dauer des angereg-
ten Zustandes 7, des Fluorophors. Die Fluorophore, genauer gesagt deren Dipolmomente,
dndern stetig ihre Orientierung, und so kann fiir Donor und Akzeptor eine Rotationskorre-
lationszeit definiert werden, die die Geschwindigkeit einer solchen Rotation charakterisiert.
Um nun Riickschliisse auf den Orientierungsfaktor durch Betrachten der Dynamik ziehen

zu kénnen, wird der Ensemble-Mittelwert von s2, ((k2)/2), néher betrachtet [10]:

((2)?) = /0 ) ()1 (2.22)
mit

_ 1 [t
K2 = n / K2(t) dt’. (2.23)
0

F(k2) beschreibt die Verteilung der x>-Werte in einem Ensemble. x2 ist der endliche, zeitli-
che Mittelwert fiir ein Donor-Akzeptor-Paar. Die Zeitabhéngigkeit des Mittelwertes ergibt
sich aus der sich stdndig éndernden Verteilung der Dipole F (/-;2, t).

Wird der dynamische Grenzfall fiir <(/<;2)1/ 2> betrachtet, d. h. die Rotationskorrelationszeit
ist viel kiirzer als die Lebensdauer, so konnen sich wahrend der Anregung alle mdglichen
Orientierungen der Dipole einstellen. Das zeitliche Mittel entspricht dann dem Ensemble-
Mittel; k2 = (k%). In diesem Fall ist der Mittelwert 2/3.

Beim statischen Grenzfall ist die Anregungsdauer des Fluorophors viel kiirzer als die Ro-
tationszeit. Die Dipole werden als starr angesehen, und der zeitliche Mittelwert ist somit
gleich k2. Mit Gleichung 2.22 ergibt sich dann ein Mittelwert von 0.476 [10].

Wird die Rotationskorrelationszeit, vom statischen Grenzfall ausgehend, im Vergleich zur
Anregungsdauer immer kleiner, d. h. das System wird dynamischer, so steigt (x2) an, bis es
den dynamischen Grenzwert von 2/3 erreicht. Dieser Zusammenhang ist in Abbildung 2.8a
dargestellt. Zusatzlich ist die Entwicklung des Mittelwertes gezeigt, wenn nur ein Fluo-
rophor frei rotieren kann und das andere starr ist. Der Mittelwert strebt hier zu einem
kleineren Mittelwert von 0,63 [10].

Wird ein System mit starren Dipolen betrachtet, so bleibt (x2), unabhéngig von der Le-

bensdauer, konstant, da eine Orientierung der Dipole nach der Anregung ausgeschlossen ist.
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Abbildung 2.8: Mittelwert und statische Verteilung des Orientierungsfaktors 2

(a) Das Verhiltnis der Anregungsdauer 7, zur Rotationskorrelationszeit 7,. bestimmt den Wert von
k? fiir das jeweilige Experiment. Handelt es sich um bewegliche Molekiile (griine Linie), wiichst
der Mittelwert von k2 von 0.476, bei dem keine Orientierung der Dipole wihrend der Anregung
vorausgesetzt wird, auf 2/3, bei dem sich die Dipole sehr schnell im Vergleich zu ihrer Anregungs-
dauer orientieren. Ist nur ein Molekiil frei beweglich (griin gestrichelte Linie) ist der Mittelwert im
dynamischen Grenzfall etwas kleiner. Sind die Dipole gar nicht oder kaum beweglich, ist auch bei
unterschiedlichen Lebensdauern x? konstant (blau). (b) Im starren Grenzfall ist die Verteilung von
k2 durch die Gleichung 2.24 gegeben. Deutlich ist, dass statistisch die x2-Werte meist kleiner als
Eins sind (dunkelblaue Linie). GroRe x2-Werte, die eine hohere Transfereffizienz erméglichen, sind
eher unwahrscheinlich. Die hellblaue Linie zeigt zur genaueren Darstellung die Verteilung F' (/9_2)
fliinfmal vergrofert.

Vorausgesetzt, dass Donor und Akzeptor das gleiche Rotationsverhalten haben, konnte
die Verteilung F(x?) im statischen Grenzfall mithilfe des isotropen Diffusionsmodells [96]

bestimmt werden. Sie ist gegeben durch [27]:

F(Kk?) = 2\/13? [ln(2 +V3)—H(k*>-1) ln(\//-?—i— VK2 — 1)} (2.24)

H(k?>—1) ... Heavy-Side-Funktion,
mit H =0, fiir 0 < k2 < 1, und H = 1, fiir 1 < x? < 4.

In Abbildung 2.8b ist die statische Verteilung von 2 zu sehen. Theoretisch spiegelt sie die
Verteilung des Orientierungsfaktors einzelner Fluorophore im eingefrorenen Zustand wider.
Der Schwerpunkt der Verteilung liegt deutlich bei Werten unter Eins. Groke x2-Werte, bei
denen der Energietransfer effizienter ist, sind eher unwahrscheinlich. Zur besseren Veran-

schaulichung ist die Verteilung noch einmal vergréfsert dargestellt.

2.2 Grundlagen der Konfokalmikroskopie

Mitte der Fiinfziger entwickelte Marvin Minsky [84] ein erstes Konfokalmikroskop, um
neuronale Netze direkt im Hirngewebe beobachten und somit biologische Vorgéange in vivo
untersuchen zu kénnen [24|. Durch zu schwache Lichtquellen und fehlende Rechnerkapazi-

taten war die Anwendbarkeit des ersten Mikroskops jedoch eher eingeschrankt. Erst Ende
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Abbildung 2.9: Konfokales Prinzip

Eine Punktlichtquelle (gelb) wird {iber einen halbdurchldssigen Spiegel oder Dichroit (orange)
mithilfe einer Linse in der Objektebene abgebildet. Das Objekt (blau) wird iiber dieselbe Linse in
der Mitte einer kleinen Lochblende abgebildet. Ein Objekt (griin), das nicht in der Objektebene
liegt, wird nicht in der Lochblende abgebildet und somit nicht detektiert.

der Sechziger gelang es Egger und Petran [35] Gehirnzellen mithilfe eines konfokalen Mi-
kroskops, das eine Nipkowscheibe zum Rastern nutzte, darzustellen.

Der grofse Vorteil von Konfokalmikroskopie ist die Méglichkeit, unerwiinschten Hintergrund
der Probe, meist Streulicht, auf ein Minimum zu reduzieren, da durch eine kleine Blende
nur Licht aus der konfokalen Ebene detektiert wird. Somit ist die axiale Auflésung im Ver-
gleich zur konventionellen Mikroskopie verbessert. Durch das Uberlagern des Anregungs-
und des Detektionsfokus wird auch die laterale Auflosung erhéht. Die Punktdetektion ist
aber auch gleichzeitig ein Nachteil, da fiir die Aufnahme eines Bildes die Probe abgerastert
werden muss.

Das Rastern erfolgt prinzipiell iiber zwei verschiedene Ansétze. Entweder wird die Probe
selbst iiber einen festen Laserfokus bewegt, oder die Probe ist fixiert und die Anregung
bewegt sich auf dieser. Das Rastern der Anregung wird dabei z. B. mithilfe eines auslenk-

baren Lasers oder iiber eine Nipkow-Scheibe realisiert [103].

2.2.1 Konfokales Prinzip

In Abbildung 2.9 ist das Prinzip eines Konfokalmikroskops gezeigt. Licht einer Punktlicht-
quelle wird iiber einen halbdurchlassigen Spiegel oder einen Dichroit auf eine Linse gelenkt
und von dieser in der Objektebene fokussiert. Vom Objekt reflektiertes oder ausgesandtes
Licht wird von derselben Linse gesammelt und auf das kleine Loch der konfokalen Blende
fokussiert. Licht, das nicht aus dem Fokus stammt, wird nicht detektiert, da es von der
Blende zuriickgehalten wird. Da die Beleuchtung und die Detektion in einem Punkt erfol-

gen, wird der Aufbau konfokal genannt.
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2.2.2 Punkt-Abbildungs-Funktion und Auflésung

Obwohl die Auflésung eines konfokalen Mikroskops besser ist als die eines konventionellen,
ist sie dennoch aufgrund von Beugung begrenzt. Wird ein punktférmiges Objekt durch
ein optisches System abgebildet, so entsteht beugungsbedingt ein ,yerwaschener Punkt.
Die Intensitatsverteilung in diesem Bild wird durch die Punkt-Abbildungs-Funktion (PSF
- engl. point spread function) beschrieben. Unter der Annahme, dass es sich um ein pa-
raxiales System handelt, d. h. um ein System mit kleiner numerischer Apertur, kann die
PSF mithilfe der Besselfunktion .J; beschrieben werden [136].

Die numerische Apertur N A eines Objektivs ist wie folgt definiert:

NA =n sina. (2.25)

Der Winkel « ist der halbe Offnungswinkel des Objektivs und n der Brechungsindex des
Mediums. Unter Verwendung der N A konnen die reduzierten Variablen ¢ und p zur Be-
schreibung der PSF entlang der optischen Achse z bzw. in radialer Richtung r eingefiihrt
werden [136]. A ist dabei die Wellenlénge des Lichts.

p(r) = 27” NAr (2.26)
C(z) = ii; (NA)? (2.27)

In der Fokalebene, d. h. bei { = 0, ist die PSF rotationssymmetrisch und entspricht einer
Airy-Scheibe [51]:

PSF(0,p) = 2J7(p)/p (2.28)

Eine Airy-Scheibe ist eine helle, kreisformige Scheibe in der Mitte, umgeben von konzen-
trisch angeordneten, nach aufsen schwécher werdenden, hellen und dunklen Ringen. Entlang
der optischen Achse (p = 0) kann die PSF durch

. 2
PSF(C,0) = (W) (2.29)

beschrieben werden. Auf der linken Seite in Abbildung 2.10 ist PSF((, p) fur die paraxiale
Naherung dargestellt.

Interessant ist nun die PSF bei konfokaler Beleuchtung, d. h. bei Anregung und Detektion

in einem Punkt. Da beide durch die oben eingefiihrte PSF beschrieben werden kénnen, ist

die konfokale PSF, PSF}y, ¢, durch ihr Produkt gegeben:

PSFkonf(C,p) = PSFAnT(C;p) X PSFDEt(C7p) (230)

Zum Vergleich ist die konfokale PSFj,,s rechts in Abbildung 2.10 dargestellt. Auffillig
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%

Abbildung 2.10: Punkt-Abbildungs-Funktion
Links: PSF in Abhingigkeit der reduzierten Variablen p (radial) und ¢ (entlang optischer Achse).
Rechts: Produkt zweier identischer PSF im konfokalen Fall. Bild aus: [136]

ist, dass unter konfokalen Bedingungen die PSF schmaler und somit die Auflsung besser

als bei Weitfeldmikroskopie ist. Zudem sind die Nebenmaxima minimiert.

Um das Auflésungsvermogen eines Mikroskops zu beschreiben, wird oft das Rayleighkrite-
rium genutzt. Demnach sind zwei Punkte noch voneinander trennbar, wenn die Mitte der
Airy-Scheibe des einen in den ersten dunklen Streifen des anderen Airy-Musters fallt [51].
Der Radius einer Airy-Scheibe, und somit die laterale Auflésungsgrenze eines konventio-
nellen Mikroskops, ist [103]:

A
T Airy = 0; 61 m (231)

Fiir ein Konfokalmikroskop verbessert sich die Auflésung um den Faktor v/2:

0,61 A
TKonf = \/§ NA

(2.32)

Entlang der optischen Achse verbessert sich die Auflésung von 2An/(IN A)? fiir ein konven-
tionelles Mikroskop auf 1,5An/(NA)? bei einem Konfokalmikroskop.

Es sei noch bemerkt, dass die Gréfse der konfokalen Lochblende die Auflésung entlang der
Achse stark beeinflusst. Je kleiner das Loch ist, umso besser wird die axiale Auflésung, da
mehr und mehr Streulicht gefiltert wird. Das geht jedoch auf Kosten des Probensignals,
da immer weniger Photonen die Lochblende passieren kénnen. Als optimale Grofe fiir die
Lochblende wird meist die Grofse der Airy-Scheibe angegeben, da eine kleinere Lochblende
die Auflésung nicht merklich verbessert und kaum Signal verloren geht [103, 117].
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2.3 FEinzelmolekiilspektroskopie

2.2.3 Konfokales Volumen

Die erfolgten Ausfiithrungen zur PSF setzen voraus, dass das Objektiv gleichméfig ausge-
leuchtet wird und nur die Apertur des Objektivs das Licht einschrankt. Diese Annahme
gilt jedoch nicht fiir das Beleuchten mit einem Laser, da die Intensitatsverteilung I(p) im

Querschnitt einem Gaufi-Profil entspricht:

I(p) = Iy e 2" /v°, (2.33)

w definiert den Strahlradius, bei dem die maximale Intensitéit Iy auf 1/e? abgefallen ist.

Wird die Apertur des Objektivs mit Laserlicht unterfiillt, d. h. der Strahldurchmesser
(2w) ist kleiner als die Objektivapertur, wird auch die Intensitatsverteilung im Fokus ei-
nem Gauf-Profil entsprechen. Obwohl so ein grofser Teil der Laserintensitét genutzt werden
kann, geht es auf Kosten der Auflésung, da der Durchmesser der Airy-Scheibe gréfser wird.
Optimal ist ein Strahldurchmesser, der der Apertur entspricht. Die Auflésung wird kaum
verandert im Vergleich zur gleichméfigen Ausleuchtung und nur 14% der Laserleistung

gehen verloren [136].

Vereinfacht kann das durch einen Gaufi-Strahl entstehende konfokale Volumen radial mit

einer Gauf-Verteilung und axial mit einer Lorentz-Verteilung angenéhert werden [107]:

2P 2 102
I — —2r% /w*(2) 2.34
(o) = e (2.34)
mit
w?(2) = wi + 2% tan? 5. (2.35)

w(z) beschreibt den Radius entlang der optischen Achse z, P die Laserleistung und § den

Winkel des fokussierten Laserstrahls.

2.3 Einzelmolekiilspektroskopie

Die Heterogenitat von biologischen Makromolekiilen macht die Einzelmolekiilspektroskopie
fiir die Wissenschaft erst interessant. Proteine z. B. konnen verschiedene Faltungszusténde
und Konfigurationen oder unterschiedliche Dynamik bei enzymatischen Prozessen aufwei-
sen [47]. In einem Ensembleexperiment werden all diese Eigenschaften gemittelt, und die
Information eines einzelnen Molekiils geht verloren.

Fluoreszenzspektroskopie bietet die Moglichkeit, einzelne Molekiile mit hoher zeitlicher
und rdumlicher Auflésung zu betrachten. Neben der Information iiber den Zustand eines
Molekiils, z. B. seine Konformation, kann auch die zeitliche Entwicklung dieses Zustandes,
z. B. bei der Bindung an ein Targetmolekiil, genau untersucht werden. Nicht nur Aus-
sagen iiber das Makromolekiil selbst, sondern auch iiber seine unmittelbare Umgebung

sind moglich, sobald diese die spektralen Eigenschaften, z. B. das Emissionsspektrum des
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Molekiils, beeinflusst. Fluoreszenz dient somit auf der einen Seite als Sonde fiir Konforma-

tionen/Zusténde und auf der anderen Seite als Sonde fiir Umgebungsbedingungen.

Die nichsten Abschnitte geben einen Uberblick iiber die Methoden der Einzelmolekiilfluo-
reszenzspektroskopie bei Raum- und bei Tieftemperatur sowie eine kurze Einfiihrung in
die Photonenstatistik. Wahrend das erste Einzelmolekiilexperiment bei kryogenen Tem-
peraturen stattfand [88], gibt es heutzutage zahlreiche Methoden bei Raumtemperatur

[87, 83, 47|. Die Vorteile der Raumtemperaturexperimente liegen auf der Hand:

e ungemittelte Informationen iiber einzelne Molekiile mit keinem oder minimalem Kon-

takt des Systems, d. h. physiologische Bedingungen sind méglich;

e neben statischen Strukturinformationen sind dynamische Prozesse und Wechselwir-

kungen in Echtzeit zugénglich.

Dennoch bietet die Kryospektroskopie ein grofses Potential, um weiter verfolgt zu werden
[98]. Durch das Einfrieren kann die Struktur eines Biomolekiils exakter bestimmt werden,
da Bewegungen, die das Bild verschmieren, verringert bzw. verhindert werden. Das Beob-
achten verschiedener Konformationszusténde, die im Gleichgewicht vielleicht nur sehr kurz
existieren, ist moglich. Interessant ist auch der Ansatz, durch stufenweises Erhohen der
Temperatur einem System immer mehr Freiheiten in seiner Energielandschaft zu geben
und z. B. die Faltung eines Proteins in verschiedenen Stadien zu untersuchen [98, 150].
Des weiteren sind Raumtemperaturexperimente durch Photobleichen limitiert. Da Wech-
selwirkungen mit der Umgebung, speziell mit Sauerstoff, verringert werden, wird erwartet,
dass die Fluorophore bei tiefen Temperaturen stabiler sind und lange Beobachtungszeiten

ermoglicht werden.

2.3.1 Signal und Hintergrund

Die Emission eines Photons ist ein zufélliges Ereignis, das mit einer geringen Wahrschein-
lichkeit eintritt. Diese voneinander unabhéngigen Ereignisse, die in einem bestimmten Zei-
tintervall eintreten, werden durch die Poisson-Statistik beschrieben. Mit einer mittleren
Anzahl von N Photonen pro Zeitintervall ergibt sich folgende Wahrscheinlichkeit fiir n

Photonen in diesem Intervall:

NTL
Py(n) = — e N (2.36)
n!
Die Standardabweichung dieser Verteilung betragt:
AN =V N (2.37)

Fiir die Fluoreszenzmikroskopie bedeutet das, dass jedes Signal S mit einem statistischen

Rauschen v/S, auch Schrotrauschen genannt, gemessen wird. Gerade fiir die Einzelmolekiil-
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spektroskopie ist es wichtig, das Signal vom Schrotrauschen trennen zu kénnen. Zusétzlich
wird das Signal auch noch von Hintergrund, z. B. Streu- oder Ramanlicht, oder Licht
anderer Quellen iiberlagert. Das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis SRV ergibt sich damit zu
[48]:

NDet R tint
V(pet R+ CpP + Np) ting

Das Signal S setzt sich aus der Detektionseffizienz npe; und der Emissionsrate R in einem

SRV =

(2.38)

bestimmten Zeitintervall ¢;,; zusammen. Der Hintergrund ergibt sich aus Hintergrund-
photonen Cp, der Laserleistung P und der Dunkelzdhlrate Np der Detektoren. Ein gu-
tes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis resultiert somit aus einer hohen Emissionsrate und einer
hohen Detektionseffizienz bei niedrigem Hintergrund und kleiner Dunkelzéhlrate. Da die
Emission bei hohen Laserleistungen in die Sattigung iibergeht (siehe 2.1), der Hintergrund
aber proportional zur Leistung wéchst, gibt es eine optimale Anregungsintensitét, bei der
das Signal-zu-Rausch-Verhéaltnis maximal ist. Die Dunkelzdhlrate der Detektoren dagegen

ist konstant.

2.3.2 Einzelmolekiilspektroskopie bei Raumtemperatur

Die Beobachtung eines einzelnen Molekiils mit einem Konfokalmikroskop kann prinzipiell
auf zwei Arten erfolgen, frei diffundierend in Losung oder immobilisiert an einer Oberflé-
che. In Losungsexperimenten diffundieren die zu beobachtenden Molekiile aufgrund von
Brownscher Molekularbewegung durch das Anregungsvolumen und kénnen anhand ihrer
spektroskopischen Eigenschaften identifiziert und dann klassifiziert werden. Ein Beispiel
dafiir ist ein FRET-Experiment, bei dem die Faltung/Entfaltung im Gleichgewicht un-
tersucht wird. Werden die Molekiile dagegen auf einer Oberfliche immobilisiert, entweder
durch Linker oder durch Einbetten in eine Matrix, so ist eine Beobachtung iiber einen lan-
geren Zeitraum moglich. Die Dynamik eines Enzyms oder die Photophysik des einzelnen
Farbstoffs kénnen dann verfolgt werden.

Fluoreszenz bietet mehrere charakteristische Eigenschaften, anhand derer ein Molekiil
identifiziert werden kann: Emissionsspektrum, Fluoreszenzlebensdauer, -anisotropie und
-intensitét, sowie in Losung den Diffusionskoeffizienten. Durch das Beobachten zweier Farb-
stoffe, die sich sehr nah sind, kommt als weiterer Parameter die Transfereffizienz dazu.
Die simultane Messung mehrerer Fluoreszenzparameter erlaubt in der Regel detailliertere
Riickschliisse auf das System [69, 115].

Im Folgenden werden die Methoden des Einzelmolekil-FRET (engl. single-pair FRET,
spFRET) und der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie vorgestellt. An einzelnen Mole-
kiilen konnen aufferdem Lebenszeit-, Anisotropie- oder Orientierungsexperimente durchge-
fithrt werden. Da diese Methoden hier nur am Ensemble angewandt werden (siehe Kapitel

2.1), wird auf weiterfithrende Literatur verwiesen [71].

25



2 Grundlagen

2.3.3 Einzelmolekiil-FRET (spFRET)

Datenaufnahme und Auswertung Die Transfereffizienz einzelner Molekiile kann entwe-
der in Losung oder immobilisiert gemessen werden. In einem Losungsexperiment ist die
Konzentration der fluoreszenzmarkierten Molekiile so klein (50 pM - 200 pM), dass sich im
Beobachtungsvolumen im Mittel weniger als ein Teilchen befindet. Befinden sich mehre-
re Molekiile gleichzeitig im Fokus, entspriache das gemessene Verhéltnis von Akzeptor- zu
Gesamtintensitat nicht der Transfereffizienz eines einzelnen Teilchens, sondern einem Mit-
telwert. Die Fluoreszenzintensitit wird zeitabhéngig aufgenommen (siehe Abschnitt 3.3)
und fiir FRET-Experimente in Zeitintervallen von z. B. einer Millisekunde dargestellt. In
Abbildung 2.11a ist ein kurzer Ausschnitt von Intensitdten in Abhéngigkeit von der Zeit
zu sehen. Aus der Donor- und der Akzeptorintensitat wird nach Gleichung 2.19 fiir jedes
Zeitintervall die Transfereffizienz berechnet, sobald die Summenintensitit einen bestimm-
ten Schwellwert iibersteigt. Durch die Summenschwelle wird Hintergrund aus der Statistik
herausgefiltert. Die Transfereffizienzen werden dann in ein Histogramm iibertragen (Abbil-
dung 2.11b). In diesem Beispiel ist eine hohe Transfereffizienz bei 0,9 zu sehen, sowie ein
geringer Anteil mit einer Transfereffizienz von Null.

Ist ein Molekiil immobilisiert, kann der Laserfokus direkt auf diesem platziert und die zeit-
abhangige Intensitét dieses einen Molekiils gemessen werden. Die Beobachtungszeit ist jetzt
nicht mehr durch die Aufenthaltszeit im Fokus begrenzt, sondern durch die Uberlebens-
zeit des Fluorophors. In Abbildung 2.11c ist die transiente Intensitét eines doppeltmar-
kierten Molekiils dargestellt. Die Zeitintervalle, in denen die Photonen zusammengefasst
wurden, betragen hier 10 ms. Zur Analyse der Zeitspur wird auch hier ein Transfereffizienz-
Histogramm erstellt (Abbildung 2.11d). Im Vergleich zur der Messung in Losung tragen
weniger Ereignisse zu dem Histogramm bei, dennoch sind deutlich drei Zustédnde des Mo-

lekiils zu erkennen.

Die in Abbildung 2.11b und d gezeigten Histogramme vermitteln recht deutlich die Mog-
lichkeiten der Einzelmolekiilspektroskopie. Wahrend das Histogramm iiber sehr viele Mo-
lekiile (b) eine Ensembleverteilung zeigt, ist in dem Histogramm in (d) eine Zeitverteilung
eines einzigen Molekiils zu sehen. Zusétzlich kann durch eine Analyse der Zeitdauern der

Zustande die Dynamik des Systems charakterisiert werden.

Charakterisierung eines Transfereffizienz-Histogramms Ein Transfereffizienz - Histo-
gramm kann iiber die mittlere Transfereffizienz E und ihre Breite AE Auskunft iiber
Abstédnde, Subpopulationen und Dynamiken geben [29, 111]|. Dabei sollte beachtet wer-
den, dass zur Breite der Verteilung nicht nur Photophysik oder Abstandsénderungen der
Fluorophore beitragen, sondern vor allem das Schrotrauschen, d. h. die Statistik des Fluo-
reszenzsignals. Die Signale des Donors (Np) und des Akzeptors (N4) unterliegen, wie in
den Grundlagen erldutert (s. Abschnitt 2.3.1), der Poisson-Statistik. Ihre Mittelwerte np

und n 4 sind von photophysikalischen Eigenschaften wie Triplettzustédnden oder Sattigung
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Abbildung 2.11: Beispiele fiir spFRET-Experimente

(a) Ausschnitt der zeitabhingigen Intensitéit im Donorkanal (griin) und im Akzeptorkanal (rot)
in einem Losungsexperiment. Diffundiert ein fluoreszenzmarkiertes Molekiil durch das konfokale
Volumen wird ein Photonenschwall (- burst) detektiert. Die Anzahl der Photonen je Millisekunde
wird dargestellt. Fiir jeden Punkt der transienten Intensitét, bei dem die Summe von Donor und
Akzeptor 30 Photonen/ms iibersteigt, wird die Transfereffizienz berechnet (Kreuze) und in einem
Transfereffizienz-Histogramm (b) dargestellt. (c) Zeitabhéngige Intensitét eines immobilisierten
Molekiils mit Donor- (griin) und Akzeptorfluoreszenz (rot). Zunéchst emittiert der durch FRET
angeregte Akzeptor und bleicht nach 0,4 s. Nach ca. 0,6 s bleicht auch der Donor, oder er geht in
einen Dunkelzustand iiber. Die berechnete Transfereffizienz fiir die 10 ms-Intervalle ist in schwarz
dargestellt und ist in (d) in ein Histogramm iibertragen.

sowie von der Laserleistung abhéngig. Sind die Signale, d. h. die Mittelwerte, sehr niedrig, so
spielen die statistischen Schwankungen eine grofe Rolle in der Transfereffizienz-Verteilung.
Zur Veranschaulichung sind in Abbildung 2.12a simulierte Histogramme (durchgezogene
Linien) dargestellt, deren Breite nur durch Schrotrauschen bestimmt ist. Die Simulation
ist eine einfache Monte-Carlo-Simulation, bei der zwei zeitabhéngige Intensitdten mit ei-
ner mittleren Intensitdt np bzw. ng und Poisson-Rauschen erzeugt werden. Die mittlere
Summenintensitét (np+mn4) betragt 60 Photonen pro Zeiteinheit. Es ist deutlich, dass die
Verteilung bei Transfereffizienzen um 0,5 am breitesten ist, da hier das Schrotrauschen auf
beide Intensitdten den grofiten Einfluss hat. Neben der mittleren Transfereffizienz hat die
Hohe des Summensignals S, bestimmt durch die Laserintensitét, Einfluss auf die Breite des
Histogramms. Das wird deutlich, wenn die Varianz der Transfereffizienz betrachtet wird.

Sie kann wie folgt abgeschétzt werden [29]:

E(1-E)
S
In Abbildung 2.12b ist die Breite AFE fiir verschieden grofse Summensignale dargestellt.

(AE)? = (2.39)
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Abbildung 2.12: Simulation von FRET-Verteilungen und deren Breite

(a) Die simulierten FRET-Verteilungen (durchgezogene Linien) wurden mit Gauf-Funktionen an-
gepasst (gepunktete Linien). Die mittlere Summenintensitit betridgt 60 Photonen je Zeiteinheit.
(b) Die Breite der Transfereffizienz in Abh#ngigkeit von der mittleren Transfereffizienz und der
Summenintensitit zeigt den starken Einfluss des Schrotrauschens bei geringer Summenintensitéit
(S = 20). Umso hoher das Summensignal ist, desto schmaler wird die FRET-Verteilung (S = 100).

Bei einer Summenintensitdt von 20 Photonen pro Zeiteinheit kann die Verteilung eine
Breite von 0,1 erreichen; bei 100 Photonen reduziert sich die Breite schon auf 0,05. Es sei
erwahnt, dass die Verteilungen in einem Experiment meist breiter sind, da in diesem Modell
der Hintergrund sowie die Diffusion der Molekiile vernachlissigt wurde. Der zusétzliche
Beitrag macht jedoch nicht mehr als 10 % aus [26].

Zur Bestimmung der mittleren Transfereffizienz E und ihrer Breite AE werden alle Hi-
stogramme mit einer Gauf-Funktion angepasst (Abb. 2.12a). Auch unsymmetrische Ver-
teilungen, die in der N&he einer Transfereffizienz von 0 und 1 liegen, kénnen mit einer
Gaufs-Funktion angenéhert werden. Eine Anpassung mit einer S-Funktion liegt nahe; die

Ergebnisse unterscheiden sich jedoch nur wenig von der Gauk-Verteilung [26].

2.3.4 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

Die theoretischen Grundlagen fiir die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie wurden be-
reits vor vier Jahrzehnten in den 1970ern von Elson und Magde verdffentlicht [36]. Sie
beschreiben die statistische Analyse von Fluktuationen des Fluoreszenzsignals einzelner
Molekiile, die Aussagen iiber die Dynamik dieser Molekiile ermoglicht. Die Fluktuationen
resultieren dabei zum Einen aus der Diffusion der Teilchen durch das Beobachtungsvolu-
men (siehe Abschnitt 2.3.2) und zum Anderen aus photophysikalischen Prozessen, z. B.
aus Triplettzustédnden oder Energietransfer.

Die zeitliche Korrelation der Fluktuationen stellt die Grundlage der Analyse dar und wird
mathematisch mithilfe einer normierten Autokorrelationfunktion (AKF) G(7) charakteri-
siert |54]:

(2.40)
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Dabei sind die Intensitatsfluktuationen §F'(¢) des Fluoreszenzsignals F'(t) und der Mittel-
wert (F'(t)) wie folgt definiert:

SF(t) = F(t) — (F(t)) mit (2.41)

T
(P(0) = 7 /0 F(t)dt. (2.42)

(Der Mittelwert (F'(t)) ist eigentlich fiir unendlich lange Messungen, d. h. T' — oo, defi-
niert.) Die Autokorrelationsfunktion zeigt die Ahnlichkeit eines Signals zum Zeitpunkt ¢
verglichen mit dem Zeitpunkt ¢t + 7. Im Fall von frei diffundierenden Molekiilen in einer
Losung entspricht sie also der Wahrscheinlichkeit, ein Molekiil, das zum Zeitpunkt ¢t de-
tektiert wurde, auch noch zum Zeitpunkt ¢ + 7 detektieren zu kénnen. Ein Beispiel fiir
eine Autokorrelationsfunktion, in der nur Diffusion Ursache der Fluktuationen ist, wird in
Abbildung 2.13 gezeigt.

Aus dieser Form der AKF lassen sich zwei wesentliche Charakteristika entnehmen, die Am-
plitude G(0) und die Zeitkonstante 7p, die Informationen iiber die Konzentration und die

Beweglichkeit der untersuchten Molekiile geben.

e (G(0) entspricht der relativen Stérke der Fluktuationen im zeitlichen Mittel und ist so-
mit ein Maf fiir die mittlere Konzentration der Fluorophore. Da die Fluktuationen,
die hier durch die variierende Teilchenanzahl im Volumen entstehen, der Poisson-
Statistik unterliegen (siche Abschnitt 2.2), ist die Amplitude der Autokorrelations-

funktion:

1
G0)=14 —. (2.43)
(N)
Aus ihr kann somit die Molekiilanzahl im Fokus bestimmt werden und somit auch,
mithilfe der bekannten Grofe des Beobachtungsvolumens, die Konzentration der Pro-

be.

e Die Zeitkonstante 7p ist die charakteristische Zerfalls- oder Relaxationszeit und gibt
Auskunft iiber die Dynamik des Systems. Sie entspricht der Diffusionszeit, wenn
sie nur aus der Aufenthaltsdauer der Teilchen im Volumen bestimmt wird. Ist das

Messvolumen bekannt, lasst sich der Diffusionskoeffizient D berechnen.

Fiir eine Diffusion, die nur auf der Brownschen Molekularbewegung basiert, kann die aus

den Messungen erhaltene AKF mit der folgenden Funktion angepasst werden [107]:

- (wo)z T] o (2.44)

N ... mittlere Anzahl der Molekiile im Fokus

1 17!
G(1) + N [ + TD]
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Abbildung 2.13: Beispiel einer Autokorrelationsfunktion

Die Abbildung zeigt eine simulierte Autokorrelationsfunktion mit einer mittleren Teilchenanzahl
von 0, 5 und einer mittleren Aufenthaltsdauer von 200 us im Fokus. Der Strukturparameter betragt
0, 2.

wgy ... Radius der kleinen Halbachse
zg ... Radius der groften Halbachse
7p ... mittlere Diffusionszeit

Diese Form erméglicht die Bestimmung der Amplitude G(0) sowie der dazugehorigen Dif-
fusionszeit 7p. wg/zo stellt dabei den Strukturparameter S dar, durch den die Geometrie
des Anregungsvolumens (siehe Abschnitt 2.2) in die Gleichung mit einbezogen wird. Mit-
hilfe eines bekannten Fokusradius’, kann aus der Diffusionszeit der Diffusionskoeffizient D
berechnet werden:

wg

D= .
47p

(2.45)
Neben den Intensitatsfluktuationen, die auf Diffusion beruhen, zeigen sich auch photophy-
sikalische und -chemische Prozesse charakteristisch in der AKF. Geht ein Fluorophor in
einen Triplettzustand iiber (siehe Abschnitt 2.1.1), so ist er fiir eine gewisse Zeit dunkel,
bevor er wieder emittiert. Diese An-Aus-Dynamik ist in der Regel viel schneller als die
Diffusion der Molekiile durch das Beobachtungsvolumen und ist dadurch als zusétzlicher
Abfall in der AKF bei kurzen Zeiten zu sehen. In Abbildung 2.14 ist eine AKF eines Ex-
periments mit verschieden starker Triplettdynamik dargestellt. Der Anteil der Molekiile,
die im Beobachtungsvolumen in einen Triplettzustand iibergehen, variiert z. B. mit der
Anregungsintensitit und dufsert sich in einer hoheren Amplitude. Die Anpassungsfunktion

fiir die AKF wird in diesem Fall um einen exponentiellen Triplettterm erweitert:

G =1+ = |14+ —— exp(-Z P B P o (2.46)
= N 1-T *P T D Z%TD .

T ist der mittlere Anteil der Teilchen im Triplettzustand bzw. der Zeitanteil eines Molekiils

im Triplettzustand und 77 die Zeitkonstante des exponentiellen Abfalls.
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Abbildung 2.14: Autokorrelationsfunktion mit Triplettdynamik und Photobleichen
Die blauen AKF haben alle die gleiche Diffusionszeit von 200 us und 0,5 Molekiile im Fokus,
jedoch verschiedene Anteile an Molekiilen, die sich im Fokus in einem Triplettzustand befinden.

Mit steigender Triplettdynamik steigt auch die Amplitude im Bereich sehr kurzer Zeiten an. Die
griine AKF zeigt eine Verkiirzung der Diffusionszeit aufgrund von Photobleichen.

Bei einer zu hohen Anregungsintensitdt kann es auch zum Photobleichen des Farbstoffs
innerhalb des Beobachtungsvolumens kommen (siehe 2.1.5). Ist der Anteil der gebleichten
Molekiile hoch, so verkiirzt sich scheinbar die Diffusionszeit durch den Fokus (siche Abb.
2.14). Ein Hinweis in der AKF auf Photobleichen ist also eine Reduktion der Diffusionszeit

mit steigender Anregungsintensitét.

Anwendung der FCS Mithilfe von FCS kann direkt die Mobilitdt von fluoreszierenden
Molekiilen in verschiedenen Umgebungen untersucht werden. Ein Vorteil stellt dabei die
,honinvasive“ Anregung durch den Laser dar, sodass die Methode auch in vivo Experi-
mente an Zellen erlaubt. Durch Mobilititsinderungen, also Anderungen der Diffusionszeit
von z. B. farbstoffmarkierten Proteinen, konnen Aggregation, Konformationsheterogenitéat
oder Wechselwirkungen mit anderen Proteinen nachgewiesen werden. Aber auch die pho-
tophysikalische Dynamik kann Auskunft iiber Anderungen der Umgebung geben.

Die zahlreichen Experimentmoglichkeiten sind nur durch den gegebenen Zeitrahmen ein-
geschriankt. Das Zeitfenster, das durch FCS erfasst werden kann, ist nach unten begrenzt
durch die Zeitauflosung der Detektoren und der Auswerteelektronik (ps-ns) sowie nach oben

durch die mittlere Aufenthaltsdauer der Molekiile im Beobachtungsvolumen (< 500 us).

2.3.5 Einzelmolekiilspektroskopie bei tiefen Temperaturen

Die Einzelmolekiilspektroskopie bei tiefen Temperaturen erfolgt prinzipiell vor dem Hin-
tergrund zweier verschiedener Fragestellungen.

Auf der einen Seite kdnnen einzelne Molekiile {iber ihre spektrale Selektivitdt beobach-
tet werden. D. h., im Beobachtungsvolumen, welches ca. zwei bis vier Grofenordnungen

grofer als bei Raumtemperatur ist [98], konnen sich viele Molekiile befinden. Die Unter-
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Abbildung 2.15: Fluoreszenz-Anregungsspektrum von Pentacen in p-Terphenyl bei
1,5 K.

Aufgetragen ist die Fluoreszenzintensitit in Abhéngigkeit von der Anregungsfrequenz. Die An-
regung erfolgte mit einem abstimmbaren Laser mit einer Bandweite von ca. 3 MHz. (a) Breite
Anregung um 592,321 nm, sodass mehrere Molekiile angeregt werden. (b) Ausschnitt aus einem 2
GHz-Bereich, der Spektren einzelner Molekiile zeigt. (¢) Anregungsspektrum eines einzelnen Mo-
lekiils. Es zeigt die Lebenszeit-begrenzte Weite des Spektrums von 7,8 MHz (Punkte) und eine
Lorentz-Anpassung (durchgezogene Linie). Ubernommen aus: [86].

driickung des Hintergrundes, fiir ein gutes Signal-Rausch-Verhéltnis, erfolgt nur durch die
sehr schmale Anregung mit einer Frequenz, der Null-Phononen-Linie. Zunéchst bot diese
Technik eine Moglichkeit iiberhaupt optische Spektroskopie an einzelnen Molekiilen zu be-
treiben, in dem die Sensitivitdt der Null-Phononen-Absorption auf die lokale Umgebung
genutzt wurde. Nachdem die ersten einzelnen Molekiile durch eine Linienabsorption ei-
nes Pentacens in p-Terphenyl nachgewiesen werden konnten [88|, zeigte sich spéter, dass
Fluoreszenz ein besseres Signal-Rausch-Verhéltnis ermoglicht [100]. Als Beispiel fur die-
se Null-Phononen-Linien sind in Abbildung 2.15 mehrere Linien einzelner Pentacene in
p-Terphenyl gezeigt [86]. Diese Linien sind sehr sensitiv auf Anderungen in der Umge-
bung, z. B. Punktdefekte oder Versetzungen sowie dufsere Einwirkungen wie Druck [48].
Nachteilig bei dieser Art von Kryospektroskopie ist die geringe Zahl an Molekiilarten, die
Null-Phononen-Linien in verschiedenen Gastsystemen zeigen.

Auf der anderen Seite wird Einzelmolekiilspektroskopie bei tiefen Temperaturen genutzt,
um generell Dynamik der untersuchten Molekiile oder der Umgebung zu reduzieren. In

diesem Fall werden die einzelnen Molekiile wie bei Raumtemperaturmessungen réaumlich
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selektiert. Erste Experimente an biologischen Systemen machten van Oijen und Mitarbeiter
an Lichtsammelkomplexen eines Bakteriums bei 1,2 K. Hintergrund dieser Messungen war
vor allem die Beobachtung der elektronischen Kopplung und der Energieiibertragung in
diesen Lichtsammelkomplexen [131, 132|. Deren Beobachtung war durch die inhomogene
Verbreiterung der Spektren durch verschiedene Umgebungen bei Raumtemperatur nicht
moglich. Neben diesem , Einfrieren” von Umgebungen kénnen tiefe Temperaturen auch ge-
nutzt werden, um Photodynamik zu reduzieren und damit die Beobachtungszeit einzelner
Molekiile zu verlangern [150, 148]. Untersucht wurden bisher z. B. synthetische Farbstoffe
wie Perylenmonoimide oder Rhodamine in Polymerschichten oder Glycerol [150, 18|. Ne-
ben Photophysik [149] und Anisotropie [150] war auch der Energietransfer Gegenstand der
Experimente bei niedrigen Temperaturen [90, 92].

An das Einfrieren von Dynamiken, um einzelne Zustdnde zu untersuchen, und an die
Verldngerung der Beobachtungszeit soll diese Arbeit ankniipfen. Ziel ist es nun, biologi-
sche Makromolekiile in einem wiéssrigen Puffer einzufrieren, um méglichst eine natiirliche
Umgebung zu erhalten. Auf die Schwierigkeiten und Methoden wird im n#chsten Kapitel

eingegangen.

2.4 Kryofixation - Immobilisierung in einer amorphen
Eisschicht

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Betrachtung von einzelnen, fluoreszenzmar-
kierten Polypeptiden, die in einer diinnen Schicht ihrer Losung eingefroren sind. Durch die
Immobilisierung ist es moglich, die Beobachtungszeit des Molekiils, von wenigen hundert
Mikrosekunden in Losungsexperimenten, auf mehrere Sekunden, zu erhéhen. Sie ist somit
nur noch von der Uberlebenszeit des Farbstoffmolekiils begrenzt, welche jedoch, aufgrund
reduzierter Photobleichprozesse, theoretisch langer ist als in Losung.

Vorangetrieben wurde die sogenannte Kryofixation, ,das gekonnte Einfrieren der Proben®,
durch die Transmissions-Elektronen-Mikroskopie, bei der hauchdiinne Schichten als Pro-
be bendtigt werden. Ziel dabei ist es, biologische Systeme oder Molekiile so zu fixieren,
dass sie sich nicht von ihrer Struktur bei Raumtemperatur unterscheiden. Dies gelingt nur,
wenn das Wasser beim Einfrieren vitrifiziert, d. h. in einen festen amorphen Zustand iiber-
geht und keine Kristallstrukturen ausbildet [77]. Interessant ist, dass amorph eingefrorenes
Wasser wahrscheinlich am haufigsten im Universum vorkommt, seine Herstellung jedoch
schwierig ist und spezielle Techniken benotigt [28].

Eine der ersten Methoden, Wasser zu vitrifizieren, war das Aufspriithen sehr kleiner, mit
n-Heptan gemischter Wassertropfchen auf fliissiges Ethan bei 90 K [14]. Spéter erfolgte
die Vitrifizierung durch Wasserdampf auf stark gekiihlten Metallplatten (unter 77 K) [80],
oder durch hohen Druck auf kristallines Eis [85].

Ob Wasser amorph oder kristallin einfriert, héngt von drei Faktoren ab: der Abkiihlungsra-
te, der Viskostiat und dem Volumen [2]. Eine hohe Abkiihlrate, eine hohe Viskositéit sowie
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ein kleines Volumen sind Voraussetzungen fiir die Vitrifizierung. Wird Wasser langsam
abgekiihlt, bildet sich ein hexagonales Gitter aus, das zwischen 72 K und 273 K stabil
ist. Erst bei einer Abkiihlrate von ca. 106K /s wird die Bildung von Kristallen verhindert,
und es entsteht amorphes Eis [28]. Der amorphe Zustand ist jedoch nur bei bei sehr tiefen
Temperaturen stabil. Ab einer Temperatur von 150 K geht die glasartige in die kristalline,
hexagonale Struktur tiber [63, 28].

Nicht nur in der Kristallographie und der Elektronen-Mikroskopie, sondern auch in der
Biologie ist das Interesse an der Vitrifizierung von Wasser groff. Durch die Kryokonservie-
rung von Zellen kann ihre Vitalitét, z. B. bei der Temperatur von fliissigem Stickstoff, iber
sehr lange Zeit erhalten bleiben. Kristallines Eis wiirde Zellstrukturen schon beim Einfrier-
prozess zerstoren. So entdeckten Polge und Mitarbeiter [104], dass Glycerin im Wasser als
Kryoprotektor fungiert und somit auch langsamere Einfrierprozesse erlaubt. Kryoprotek-
toren, u. a. Trehalose, Saccharose oder Propylenglykol, erh6hen die Viskositéat von Wasser,
d. h. die molekulare Mobilitat sinkt und die Bildung von Eiskristallen wird unwahrschein-
licher |2].

Die wahrscheinlich einfachste Methode, amorphes Eis herzustellen, ist, die Probe in fliis-
sigen Stickstoff zu tauchen [2, 119]. Durch das Leidenfrost-Phénomen, bei dem sich ei-
ne Gasschicht um die Probe bildet, wird jedoch der Warmeaustausch zwischen fliissigem
Stickstoff und Probe stark reduziert, sodass die Abkiihlrate gesenkt wird und fiir grofsere
Probenvolumina nicht gentigt. Song und Mitarbeiter [119] zeigten, dass ein 20 ym grofer
Wassertropfen noch vollsténdig vitrifiziert, sich aber in einem 200 ym grofen bereits Fis-
kristalle ausbilden. Stickstoff eignet sich nicht unbedingt als direktes Kiihlmittel, jedoch
als priméres Kiihlmittel, das entweder andere Gase (z. B. Propan) oder feste Substrate
kiihlt. Die géngigste Methode in der Elektronen-Mikroskopie ist das Eintauchen der Probe
in fliissiges Propan bzw. fliissiges Ethan [32].

In dieser Arbeit wird fliissiger Stickstoff fiir den Einfrierprozess als Kiihlmittel fiir den

Probenhalter, ein Deckglas, genutzt; sowie um die Probe konstant auf 77 K zu kiihlen.
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In diesem Kapitel werden der experimentelle Aufbau sowie die verwendeten Peptide be-
schrieben. Basierend auf dem Prinzip der konfokalen Rastermikroskopie kann der Aufbau
fiir Experimente in Losung und im eingefrorenen Zustand genutzt werden. Besonderes Au-
genmerk wird dabei auf den fiir tiefe Temperaturen speziell entwickelten Kryostat sowie
die dazugehorige Probenpraparation gelegt. Die Erweiterung des Aufbaus mit einem Gitter
und einer CCD-Kamera ermdglicht die Aufnahme von Fluoreszenzspektren.

Zwei unterschiedlich lange Polyprolinpeptide wurden ausgewéhlt, um den Energietransfer
néher zu charakterisieren. Auf die Besonderheiten ihrer Struktur sowie auf die zur Markie-
rung genutzten Farbstoffe Alexa Fluor 488 und Alexa Fluor 594 wird im dritten Abschnitt
nédher eingegangen.

Der Farbstoff Perylenmonoimid, eingebettet in einer Polymerschicht, wurde genutzt, um

die Giite des Aufbaus zu charakterisieren, und wird im vierten Abschnitt vorgestellt.

3.1 Konfokales Laser-Raster-Mikroskop

Das Besondere an einem Konfokalmikroskop ist, im Gegensatz zur konventionellen Weit-
feldmikroskopie, die Anregung und Detektion in einem Punkt. Dieser Punkt ist ein beu-
gungsbegrenzter Fokus, der ein sehr kleines Volumen im Femtoliterbereich bildet. Bei Mo-
lekiilkonzentrationen im nanomolaren Bereich befindet sich somit im Mittel weniger als
ein Teilchen in diesem Volumen. Da auch der Hintergrund in solch einem kleinen Volumen
stark reduziert ist, wird das Betrachten einzelner Molekiile moglich (siehe Abschnitt 2.2).
Der prinzipielle Aufbau des Konfokalmikroskops ist in Abbildung 3.1 gezeigt. Passend zu
den gewahlten Farbstoffen stehen zwei Laserlinien der Wellenldngen 488 nm und 594 nm
fiir die Anregung zur Verfiigung. Der 488 nm Laser ist ein frequenzverdoppelter Diodenla-
ser (Sapphire488-20, Coherent, Dieburg, D) mit einer Ausgangsleistung von 20 mW. Der
Laser mit 594 nm ist ein Helium-Neon-Laser (1677P, JDSU, Milpitas, USA) mit einer Aus-
gangsleistung von 5 mW. Dieser wird mithilfe eines Langpassfilters (570DCXR, Chroma,
Bellows Falls, USA) genau auf den Strahlengang des 488 nm Lasers ausgerichtet, sodass
beide Strahlen gleichzeitig in eine Lichtleitfaser (Schéfter + Kirchhoff, Hamburg, D) ein-
gekoppelt werden koénnen. Die Polarisation des Laserlichtes wird durch ein A/2- und ein
A/4-Verzogerungspliattchen (Melles Griot, Bensheim, D), die vor der Faser stehen, sowie
durch die Faser selbst bestimmt, und wird nach der Faser mithilfe eines A/4-Plittchens

und eines Analysators justiert.
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Die Ausbreitung des Lichts in der Faser erfolgt mit nur einer Mode, und da der Glas-
kern nur einen Durchmesser von wenigen Mikrometern aufweist, wird das Ende der Faser
als eine ideale Punktquelle angenommen. Das aus dem Faserende austretende, divergente
Licht wird durch eine achromatische Linse (Brennweite 50 mm) kollimiert und auf einen
Dichroiten (z488-594, Chroma) gelenkt. Der Dichroit ist ein Dualbandpassfilter, der nur
die beiden Laserlinien reflektiert und Licht anderer Wellenlédngen transmittiert (siche Abb.
6.1, blau). Das reflektierte Laserlicht trifft nun auf eine Rastereinheit, die aus zwei mit
Galvanometerantrieb verstellbaren Spiegeln besteht (Squirrel 11, ARGES, Wackersdorf,
D). Durch ihre rdumliche Ndhe konnen diese Spiegel als ein Drehpunkt fiir den Laser ange-
sehen werden. Dieser gedachte, mittlere Drehpunkt muss in die Hauptebene des Objektivs
abgebildet werden, damit durch horizontale und vertikale Auslenkungen des Lasers der Fo-
kus des Objektivs eine Fléche abrastert. Da der parallele Strahlengang nach den Spiegeln
erhalten bleiben soll, wird ein telezentrisches Linsensystem mit zwei Linsen benétigt. Diese
Linsen (2. Tubuslinse, Nikon, Kingston, UK) haben eine Brennweite von 200 mm, und der
Abstand ihrer Hauptebenen betragt 400 mm (doppelte Brennweite). Damit der Drehpunkt
im Objektiv abgebildet wird, muss sich der Brennpunkt der ersten Linse im Drehpunkt
und der Brennpunkt der zweiten Linse in der Hauptebene des Objektivs befinden.

Nach dem telezentrisches Linsensystem wird das Licht durch den Epifluoreszenzeingang
des Mikroskopstativs (T'S100, Nikon) riickwartig in das Objektiv geleitet. Das Objektiv
fokussiert letzlich das Laserlicht in die Probe. Je nach Art des Experimentes wird das
Objektiv gewahlt. Fiir Messungen in Losung wird ein Wasserimmersionsobjektiv mit einer
hohen numerischen Apertur (Nikon, 60X, NA 1,2) und einem Arbeitsabstand von 0,31 mm
bis 0,28 mm eingesetzt. Fiir Tieftemperaturexperimente hingegen wird ein Luftobjektiv
mit einer kleineren numerischen Apertur (Nikon, 60X, NA 0,8) und einem Arbeitsabstand
von 0,30 mm genutzt. Fiir Messungen auf der Deckglasoberfliche bei Raumtemperatur
steht ein Olimmersionsobjektiv (Nikon, 100X) mit einer numerischen Apertur von 1,4 und
einem Arbeitsabstand von 0,13 mm zur Verfiigung.

Das von der Probe emittierte Fluoreszenzlicht wird vom selben Objektiv eingesammelt,
passiert die Tubuslinsen und die Rasterspiegel und trifft auf den Dichriot. Da das Fluores-
zenzlicht aufgrund der Stokes-Verschiebung langwelliger als das Anregungslicht ist (siehe
Abschnitt 2.1.2), wird es vom Dichroit transmittiert. Danach erfolgt eine experiments-
pezifische Auftrennung des Lichts durch zum Beispiel Langpassfilter (alle von Chroma)
oder 50/50-Strahlteiler (Melles Griot). Da die optischen Eigenschaften eines Dichroits
nicht geniigen, um Anregungs- bzw. Streulicht ausreichend zu blockieren, werden zusétz-
lich Bandpass- bzw. Langpassfilter nach oder vor der Auftrennung in den Strahlengang

gestellt.

Fiir FRET-Messungen wird das Licht entsprechend seiner Wellenlédnge in ein Donor- und
ein Akzeptorsignal durch einen Strahlteiler (ST595) getrennt. Ein Bandpassfilter im Do-
norkanal (HQ532/70) blockiert nicht nur Streulicht, sondern auch das ramanverschobene
Streulicht von Wasser nach einer Anregung mit 488 nm. Der Bandpassfilter im Akzeptor-
kanal (HQ650/100) dient hauptséchlich dem Filtern des Streulichts des 594 nm Lasers.
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Abbildung 3.1: Konfokaler Aufbau

Das Laserlicht wird {iber einen Spiegel (S) und einen Langpassfilter (LP) in eine Faser eingekoppelt.
Die Polarisation des Lichtes wird mit Verzogerungsplattchen (VP) eingestellt. Das aus der Faser
austretende, divergente Licht wird von einer achromatischen Linse (AL) kollimiert und durch einen
Dichroit (DC) iiber eine Raster-Einheit (SC) und ein telezentrisches Linsensystem (TL) gelenkt.
Mit der Blende (B) kann die Breite des Laserstrahls variiert werden. Das Objektiv (OB) fokussiert
das Licht und sammelt das emittierte Licht, welches dann den Dichroit passiert, und entweder auf
das holografische Gitter (HG) und die Kamera gelenkt wird, oder auf die APD. Vor den APD
erfolgt durch einen Strahlteiler (LP) eine spektrale Aufteilung des Fluoreszenzlichtes, bevor es von
achromatischen Linsen (AL) auf die APD fokussiert wird. Gestreutes Anregungslicht wird durch
zusitzliche Filter (F) abgeblockt. Fiir Messungen bei 77 K ragt das Objektiv in einen Kryostat,
der wihrend der Messung durch eine Vakuumpumpe evakuiert wird.
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Bei Anisotropiemessungen wird das Licht zunéchst von einem Bandpass (HQ532/70 bzw.
650/100) gefiltert und dann seiner Polarisation entsprechend mit einem Polarisationsstrahl-
teiler (Melles Griot) aufgeteilt.

Die Punktdetektion wird nun durch Linsen (f = 500 mm) realisiert, die das Fluoreszenz-
licht genau auf die aktive Fléche der Detektoren fokussieren. Als Detektoren werden La-
winendurchbruchdioden (APD - Avalanche Photo Diode, SPCM-AQR-14, Perkin Elmer,
Waltham, USA) genutzt. Diese zeichnen sich durch eine gute Quanteneffienz sowie eine
geringe Totzeit (60 ns) aus. Da die aktive Flache der APD nur einen Durchmesser von
180 um hat, gelangt Licht, das nicht aus der Fokusebene in der Probe stammt, nicht auf
die APD. Abgebildet in die Fokusebene hat die Detektorfliche mit dem Luft- oder dem
Wasserobjektiv einen Durchmesser von ca. 1,2 pm. Das entspricht 1,6 AU bei Messungen
mit dem Luftobjektiv und 2,4 AU mit dem Wasserobjektiv bei einer Anregung mit 488
nm!. Damit fungiert die Detektorfliche als Lochblende, die die axiale Auflssung in der
konfokalen Mikroskopie verbessert. Eine bessere Anregungs- und Detektionsoptik sowie ei-
ne bessere axiale Auflésung wird mit einer Lochblende mit einem Durchmesser von z. B.
50 um erreicht, die fest im Brennpunkt zwischen den beiden Tubuslinsen platziert wird.
Um eine optimale Verbesserung der Auflésung zu erhalten, sollte dabei die abgebildete
Lochblende ungefahr die Grofe der Airy-Scheibe (1 AU) besitzen (sieche Abschnitt 2.2.2,
[103, 117]). Die Grofe der Abbildung der Lochblende in der Fokusebene betrégt ca. 1,1 AU
beim Luftobjektiv und 1,7 AU beim Wasserobjektiv. Da ein Abrastern der Probe mit ei-
ner Lochblende nicht mehr moglich ist, kann sie nur bei Losungsexperimenten eingesetzt

werden.

3.1.1 Anisotropiemessungen

Fiir Anisotropie- sowie Fluoreszenzlebensdauermessungen muss der experimentelle Aufbau
erweitert werden. Um den sehr schnellen zeitlichen Abfall der Fluoreszenz zu betrachten,
muss das Fluoreszenzlicht durch eine gepulste Anregung zeitlich synchronisiert detektiert
werden. Dafiir wird ein gepulster Laser der Wellenldnge 470 nm (Picoquant) und einer va-
riablen Pulsfrequenz zwischen 40 MHz und 2,5 MHz integriert. Die Datenaufnahme wird
durch die Zéhleinheit TimeHarp (Picoquant), die zusétzlich zur Detektionszeit eines Pho-
tons die Zeit relativ zum Laserpuls speichert, realisiert. Die Datenauswertung erfolgt mit
IGOR Pro.

Die zeitabhéngigen Anisotropie- sowie Lebensdauerexperimente erfordern immer zwei Mes-
sungen. Um den Einfluss optischer Elemente, die polarisationsabhéngig transmittieren, auf
das Messergebnis zu minimieren, wird jede Probe nacheinander mit horizontal und mit ver-
tikal linear polarisiertem Licht angeregt. In der Detektion befindet sich ein Strahlteiler, der

horizontal polarisiertes Licht transmittiert und vertikal polarisiertes reflektiert. Zur Berech-

'1 AU entspricht einer Airy-Einheit und bezeichnet den Durchmesser der Airy-Scheibe nach Gleichung
2.32.
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nung der Anisotropie nach Gleichung 2.7 werden jeweils die parallelen bzw. senkrechten

Fluoreszenzintensititen beider Anregungen addiert:

Ip = APDly + APD2y (3.1)
I, = APD2y + APD1y (3.2)
I, ...Fluoreszenzintensitéit parallel zur Anregungspolarisation
I ...Fluoreszenzintensitit senkrecht zur Anregungspolarisation

APDly, APD2y ...detektierte Fluoreszenzintens. bei horiz. Anregungspolarisation
APDl1y,APD2y ...detektierte Fluoreszenzintens. bei vertik. Anregungspolarisation

Fiir die Experimente wurde das Luftobjektiv verwendet, um Messungen bei Raumtempe-

ratur und bei 77 K vergleichen zu konnen.

3.1.2 Aufnahme von Spektren

Die Aufnahme der Spektren erfolgt, wie bei der Anisotropie, mit dem Luftobjektiv. Durch
einen 50/50-Strahlteiler (Melles Griot) im Detektionskanal (siche Abb. 3.1) wird die Emis-
sion zum Teil durch ein Transmissionsgitter auf die Kamera und zum Anderen Teil auf
die APD gelenkt. Dadurch ist es moglich, mit der APD Bilder der eingefrorenen Proben
zu erhalten und deren Qualitét (Strukturen etc.) zu untersuchen und gleichzeitig Spektren
aufzunehmen. Die Spektren werden, mit Ausnahme des notwendigen Dichroits, ohne zu-
sétzliche Filter aufgenommen, um sie so wenig wie moglich zu verfilschen. Nachteilig ist
dabei, dass das Anregungslicht im Spektrum erscheint und es teilweise tiberlagert. Vor den
APD werden zusétzlich der Donor- bzw. der Akzeptorfilter eingesetzt.

Durch Interferenz am Gitter wird das Fluoreszenzlicht spektral aufgetrennt (siehe Abb.
3.2) und auf die Kamera abgebildet. Um die rdumliche Aufteilung des Lichtes nutzen zu
kénnen, muss die Beleuchtung der Probe in einem Punkt erfolgen, was durch den konfo-
kalen Aufbau gegeben ist. Das Licht trifft kollimiert auf das Transmissionsgitter und wird
dann durch das Objektiv der Kamera wieder fokussiert.

Das Gitter ist ein holografisches Volumen-Phasen-Gitter (Volume-Phase Holographic Gra-
ting, EdmundOptics). Im Gegensatz zu konventionellen Reflexions- bzw. Transmissionsgit-
tern, deren Beugungseigenschaften auf periodischen Strukturen auf der Gitteroberfiiche be-
ruhen, werden bei diesem Gitter periodisch wechselnde Brechungsindizes (Volumen-Phase)
in einer optisch dichten Schicht genutzt. Diese Schicht besteht meist aus einem weichen,
dichromatischen Material und wird von einer Glas- oder Quarzglasschicht umschlossen.
Diese Glasummantelung ist ein grofser Vorteil, da die Gitter somit unempfindlich gegen
dukere Einfliisse, lange haltbar und gut zu sdubern sind. Die Herstellung des periodisch
wechselnden Brechungsindexes erfolgt mithilfe eines holografischen Musters, welches durch

zwei kollimierte, interferierende Strahlen einer Quelle erzeugt wird. Die Eigenschaften des
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Abbildung 3.2: Transmissionsgitter und Quanteneffizienz der Kamera

(a) Prinzip des holografischen Volumen-Phasen-Transmissionsgitters. Polychromatisches Licht trifft
unter dem Winkel a auf das Gitter auf. Durch verschiedene Brechungsindizes tritt das Licht wel-
lenldngenabhéngig unter verschiedenen Winkel aus. (b) Dargestellt ist die Quanteneffizienz der
Kamera in Abhéngigkeit von der Wellenldnge. Im Messbereich zwischen 500 nm und 700 nm (vio-
lett) fillt die Effizienz von 50 % auf 20 % ab.

Gitters werden durch die Anzahl der Brechungsindexwechsel sowie deren Breite bestimmt,
dhnlich dem konventionellen Gitter. Auch hier gibt es einen Glanzwinkel, unter dem ein In-
tensitdtsmaximum auftritt. Dieses Gitter zeichnet sich durch die intensiven Beugungsmaxi-
ma und damit geringen Verluste aus. Zudem ist die spektrale Auftrennung im betrachteten
Bereich linear. Es hat 600 Linien pro Millimeter, einen Einfalls- bzw. Glanzwinkel o von
10, 37° (siehe Abb. 3.2) und ist fiir den Wellenldngenbereich von 500 nm - 700 nm konzipiert.

Die Spektren werden mit einer hoch sensitiven CCD-Kamera (PCO sensicam qe, PCO AG,
Kelheim) aufgenommen. Diese Kamera zeichnet sich durch ein geringes Rauschen aus, reali-
siert durch eine interne, thermoelektrische Kiihlung des Sensors, und verfiigt im sichtbaren
Bereich iiber eine gute Quanteneffizienz. Die Wellenldngenabhéngigkeit der Quanteneffizi-
enz ist in Abbildung 3.2b dargestellt und muss bei der Aufnahme der Spektren beachtet
werden. Die Auswertung der Spektren erfolgte mit IGOR Pro 6.

3.2 Kalt-Rotationsbeschichter und Kryostataufsatz

Um eine Spektroskopie zu ermoglichen, mit der einzelne Fluorophore im eingefrorenen
Zustand beobachtet werden kénnen, war die Entwicklung eines geeigneten Aufbaus sowie
einer Probenpréparation notwendig. Ziel war es, diese Methode in den bestehenden Aufbau
des Konfokalmikroskops zu integrieren und dabei die Vorteile der konfokalen Laser-Raster-
Mikroskopie zu nutzen. Zum Einen sollte ein kurzer Abstand der Probe zum Objektiv
gewahrleistet sein. Das ermdglicht die Verwendung eines Objektivs mit einer hohen nume-
rischen Apertur, die mit kurzen Arbeitsabstdnden verbunden ist. Dadurch wird eine hohe
Sammeleffizienz erreicht. Zum Anderen soll die Probenpréiparation an die Beobachtung

gekoppelt sein. Erfolgt das Einfrieren der Probe direkt im Kryostat, so sind aufwendige
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Probentransporte und ungiinstige Kryogenwechsel nicht mehr nétig.

Zuerst wurde ein Kryostat entwickelt, der den oben genannten Anforderungen entspricht
und im néchsten Abschnitt ndher erldutert wird. Bei der Probenpréaparation und -handha-
bung wurden verschiedene Ideen umgesetzt und weiterentwickelt. Gerade in Bezug auf eine
an die Beobachtung gekoppelte Probenpréaparation wurde ein Kalt-Rotationsbeschichter
entwickelt, der die Préparation der diinnen Eisschicht direkt in dem Dewar-Geféfs ermog-
licht, in dem auch gemessen wird. Diese Methode wird im Abschnitt 3.2.2 genauer be-

schrieben.

3.2.1 Aufbau

Fiir die Tieftemperaturexperimente wird der in Abschnitt 3.1 beschriebene Aufbau genutzt.
Dafiir wird auf das invertierte Mikroskopstativ, welches das Objektiv und den Probenhal-
ter tragt, ein spezieller Kryoaufbau gesetzt, der in Abbildung 3.3b zu sehen ist. Er dient
dazu, die Proben mit fliissigem Stickstoff moglichst lange und effizient zu kiihlen. Um dies
zu ermoglichen, ist die Wérmeleitung sowie -konvektion im Probenraum zu minimieren.
Der Kryoaufbau besteht aus zwei Einheiten, die ineinander gesetzt werden. Die dufiere ist
eine Art Edelstahltopf, der fest mit dem Stativ und einer Vakuumpumpe verbunden ist.
In diesen ragt von unten, luftdicht von einem O-Ring umschlossen, das Luftobjektiv. Der
innere Teil ist ein Dewar-Geféafs (siche auch Foto in 3.4a), d. h. ein doppelwandiger, bereits
evakuierter Edelstahltopf, der mit dem unteren Topf luftdicht verschraubt werden kann
und wahrend der Messung mit fliissigem Stickstoff gefiillt ist. Im Boden dieses Geféafses be-
findet sich direkt iiber dem Objektiv ein kleines Loch, das mit einem Deckglas abgedeckt
wird. Somit ist das Deckglas sowohl das optische Fenster als auch der Probenhalter.
Diese zwei Einheiten bilden gemeinsam einen Doppel-Dewar, der durch den abnehmbaren
inneren Topf eine externe Probenpraparation in diesem erméglicht. Zudem garantiert diese
Art der Konstruktion mit zwei separat evakuierten Zwischenrdumen eine guten Warmeiso-
lierung. Das Vakuum im &uferen Topf ist nicht nur aus thermischen Griinden notwendig,
sondern verhindert auch die Reifbildung auf der unteren Deckglasseite.

Da durch das Vakuum im &ufseren Topf das Objektiv in diesen hineingedriickt wird, wurde
aufken auf den Objektivrevolver eine Stange gelegt, die von beiden Seiten durch je eine Fe-
der angepasster Federkraft (5 N/cm) nach unten gezogen wird. Damit kann sicher gestellt
werden, dass das Objektiv wiahrend einer Messung nicht langsam nach oben wandert und
sich damit der Fokus nicht mehr auf der Deckglasoberfliche befindet. Durch thermische
Bewegungen kann jedoch eine Defokussierung nicht ganz ausgeschlossen werden. Die In-
tegration eines Auto-Fokusses ist bedingt moglich, da das Objektiv durch die Reibung an
der Dichtung sehr trége ist.
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Abbildung 3.3: Kalt-Rotationsbeschichter und Kryostat

(a) Das Deckglas wird durch einen Unterdruck im Rotationsbeschichter auf der Teflonkappe fixiert und auf 9000 Umdrehungen pro Minute beschleunigt.
Fliissiger Stickstoff, der in den unteren Teil des Dewar-Gefafies eingefiillt wurde, kiihlt das Deckglas. Ein Tropfen mit wenigen Mikrolitern Probe wird dann
auf das Deckglas fallen gelassen und friert augenblicklich fest. Das Dewar-Gefif mit dem Probendeckglas wird direkt auf den Kryostat (b), der sich auf
dem Mikroskopstativ befindet, gesetzt. Die Evakuierung des Kryostats wihrend der Messung verhindert Reifbildung am Deckglas und isoliert das innere
Dewar-Geféf. (c) Aufsicht der Teflonkappe. Die Ringe verbinden die Locher und optimieren somit das Ansaugen des Deckglases.
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3.2.2 Probenpraparation im Kalt-Rotationsbeschichter

Die Probenpraparation erfolgt direkt im inneren Dewar-Geféaft. Die Probe selbst sollte eine
sehr diinne (wenige Mikrometer), auf einem Deckglas amorph eingefrorene Wasserschicht
sein, in der sich die fluoreszenzmarkierten Molekiile befinden. Um eine Kristallisation des
Wassers zu verhindern, wird zu dem wéssrigen Puffer 7,5 % Trehalose hinzugefiigt, wie
bereits in den Grundlagen 2.4 erldutert.

Eine bekannte Methode, diinne, gleichméfige Schichten auf verschiedenste Oberflachen
aufzutragen, ist die Rotationsbeschichtung (Spin-Coating). Dabei liegt das zu beschich-
tende Material auf einem Drehteller und wird meist durch ein Vakuum an der Unterseite
fixiert. Das aufzutragende Material, z. B. ein Polymer, wird in gel6ster Form von oben auf
das sich drehende Substrat getropft und durch die wirkenden Zentrifugalkréfte gleichméfig
von innen nach auken verteilt. Uberschiissige Losung wird entweder wihrend des Auftra-
gens abgeschleudert, verdunstet augenblicklich oder wird durch nachtrigliches Aufheizen
der Probe entfernt. Die Dicke der Schicht ist dabei von verschiedenen Faktoren abhéngig.
Neben der Rotationsgeschwindigkeit, typischerweise einige tausend Umdrehungen pro Mi-
nute, hat unter anderem die Viskositat der Losung, der Anteil der Feststoffe in der Losung,
die molare Masse des Polymers und die Beschaffenheit der zu beschichtenden Oberfldche
Einfluss auf die Schicht [112].

Dieses Prinzip wurde nun auf die Priaparation der Eisschicht auf dem Deckglas {ibertragen.
Im Gegensatz zur iiblichen Rotationsbeschichtung soll nicht nur der geloste Stoff haften
bleiben und eine Schicht bilden, sondern auch das Loésungsmittel. Dazu wird ein schnell
rotierendes Deckglas so stark abgekiihlt, dass auftreffendes Wasser sofort an der Oberfléche
gefriert und iiberschiissiges Wasser weggeschleudert wird. Durch diese Methode kann so-
wohl eine hohe Abkiihlrate als auch ein sehr kleines zu kiihlendes Volumen erméglicht wer-
den, was, wie oben beschrieben, Voraussetzungen fiir amorphes Einfrieren sind (siehe auch
Abschnitt 2.4). Inwiefern die gewiinschte amorphe Eisschicht entsteht, und ob sie nachweis-
bar sowie reproduzierbar ist, wird nach der Beschreibung des Kalt-Rotationsbeschichters
diskutiert.

Der Aufbau des Kalt-Rotationsbeschichters ist schematisch in Abbildung 3.3a zu sehen.
Zwei fest verbundene Edelstahlzylinder umschlieften einen Motor (Faulhaber), auf dem
eine, oben nach aufsen ragende, von einer Teflonummantelung gefiihrte Antriebswelle be-
festigt ist. Diese Antriebswelle ist hohl, besitzt kurz {iber dem Motor ein kleines Loch und
ist aufsen von einer gelocherten Teflonkappe bedeckt. Der Innenraum des unteren Zylinders
ist nahezu luftdicht und wird mithilfe einer angeschlossenen Wasserstrahlpumpe evakuiert,
sodass durch das Loch in der Antriebswelle an der Teflonkappe ein Unterdruck entsteht
und ein Deckglas fest angedriickt wird. Um die Fixierung des Deckglases zu optimieren,
sind in die Oberflache der Teflonkappe konzentrische Ringe gefrést, die die Luftlécher noch
miteinander verbinden (siehe Abb. 3.3c). Ein Deckglas mit einer Dicke von 150 gm kann
bis zu 9000 Umdrehungen pro Minute gedreht werden.

Der obere Zylinder des Rotationsbeschichters ist offen und hat in der Mitte eine Hiilse, die
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(a)

Abbildung 3.4: Inneres Dewar-Gefaf und Strukturen in der Eisschicht

(a) Das Bild zeigt das innere Dewar-Geféf auf dem Kalt-Rotationsbeschichter. Ein Deckglas liegt
auf der mit einer Teflonkappe bedeckten Antriebswelle. Auf dem Deckglas ist eine eingefrorene
Schicht zu sehen, die aufgrund einer hohen Farbstoffkonzentration rot erscheint. (b) Konfokales
Raster-Bild, das Strukturen in einer Eisschicht aus Trehalose-Puffer mit Prolin 6 (25 nM) zeigt.
Sie deuten entweder auf kristallines Eis oder Deckglasunebenheiten hin.

die Antriebswelle fiihrt. In diesen Zylinder wird zur Probenpréparation das innere Dewar-
Gefifl gestellt. Die Antriebswelle sowie die Teflonkappe passen genau durch das Loch am

Boden des Dewar-Geféfies und ragen ca. 5 cm in dieses hinein.

Um eine Probe zu préaparieren, wird zuerst ein Deckglas mittig auf die Teflonkappe gelegt
und durch die Wasserstrahlpumpe angesaugt. Um das Deckglas von Unreinheiten zu be-
freien, wurde es zuvor fiir zwei Stunden in einem Ofen bei 505 °C gebrannt [49]|. Dann wird
das Deckglas auf ca. 9000 Umdrehungen pro Minute beschleunigt. Nun wird fliissiger Stick-
stoff vorsichtig auf und neben das rotierende Deckglas gegossen, bis der Topf ca. ein Viertel
gefiillt ist. Auf das kalte Deckglas wird mittig mithilfe einer Pipette ein kleiner Tropfen von
wenigen Mikrolitern fallen gelassen. Durch die Rotation wird Wasser, das nicht instantan
am Deckglas festfriert nach aufien getragen, und es entsteht eine sehr diinne Wasser- bzw.
Pufferschicht. In Abbildung 3.4a ist ein Beispiel einer solchen Fisschicht zu sehen. Um
sie besser sichtbar zu machen, wurde eine Losung mit sehr hoher Farbstoffkonzentration
(Rhodamin6G) aufgetragen.

Fiir eine Messung muss nun das Dewar-Gefiaf mit dem Deckglas unverziiglich vom Rotati-
onsbeschichter auf den unteren Teil des Kryostaten gesetzt werden. Nachdem das Deckglas
angehalten und die Wasserstrahlpumpe abgeschaltet wurde, kann der fliissige Stickstoff, der
sich noch im Dewar-Geféft befindet, langsam durch Anheben des Dewar-Geféfses durch das
Loch am Boden abflieften, wahrend das Deckglas weiterhin auf der Teflonkappe liegt. Durch
die gute Warmeisolierung des Dewar-Geféfses bleibt die Temperatur am Deckglas bei ca.
- 50°C, sodass auch ohne fliissigen Stickstoff die Probe gefroren bleibt?. Das Dewar-Gefift

2Die Temperatur im Dewar-Gefi in der Nihe des Deckglases wurde mithilfe eines Thermoelementes
gemessen. Unmittelbar nach dem Einfrierprozess betrug die Temperatur unter dem Deckglas ca. -110 °C.
Ohne Stickstoff, also beim Transport in den Kryostat, wurde eine Temperatur von ca. -50 °C bestimmt.
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wird nun weiter angehoben, sodass sich das Deckglas mittig auf dem Loch des Bodens
befindet, dann schnell auf den Kryostaten gesetzt und durch die zugeschaltete Vakuum-
pumpe gleich fest angesaugt. Sofort wird fliissiger Stickstoff in das Dewar-Gefiaf gefiillt,
sodass die Probe jetzt wieder auf genau 77 K gekiihlt wird. Der Stickstoff muss wihrend

der Messung von Zeit zu Zeit nachgefiillt werden.

Die Probenpréaparation selbst ist ein kritischer Prozess. Vor allem eine hohe Luftfeuchtig-
keit im Raum erschwert die Préparation einer guten Probe. Ist sie zu hoch, beschlagt das
Deckglas zu stark wahrend des Transports in den dufseren Kryostat. Der Laser wird an der
Reifschicht stark gestreut, und eine Messung ist nicht mehr méglich.

Eine Uberpriifung, ob es sich bei der diinnen Eisschicht wirklich um amorph eingefrorenes
Wasser handelt, ist nicht méglich. Strukturen, die oft bei hohen Konzentrationen gesehen
wurden (siche Abb. 3.4b) kénnen ein Hinweis auf kristallines Eis sein, jedoch auch Un-
ebenheiten auf der Oberflache des Deckglases aufweisen. Da jedoch zu jeder Probe 7,5%
Trehalose hinzugefiigt wurde (siehe Abschnitt 2.4) und dies bei bekannten Kryofixations-
prozessen zu amorphem Eis fiihrt, wird davon ausgegangen, dass es sich um amorphes Eis
handelt.

3.3 Aufnahme und Bearbeitung der Daten

Die Steuerung des gesamten Aufbaus erfolgt mithilfe des Echtzeit-Datenerfassungs- und
Verarbeitungssystems ADwin (ADwin Light 16, Jager Computergesteuerte Messtechnik,
Lorsch, D), welches iiber LABVIEW (National Instruments, Austin, USA), einer grafischen
Programmierumgebung, bedient wird. Die Aufnahme der Daten erfolgt sowohl iiber ADwin
als auch iiber zwei weitere PC-Messkarten (PCI6602, National Instruments (NI), Austin,
USA; TimeHarp200, Picoquant, Berlin). Die Auswertung der Daten erfolgt mit IGOR Pro
6 (Wavemetrics, Portland, USA).
Die Art der Datenaufnahme ist experimentspezifisch. Zeitspuren und Bilder fiir FRET-
oder FCS-Experimente werden mit den Messkarten von ADwin und NI aufgenommen.
Die Datenaufnahme fiir Anisotropie- bzw. Fluoreszenzlebenszeitmessungen erfolgt mit der
Messkarte TimeHarp.
Die Messkarte von ADwin zahlt die ankommenden Photonen in zuvor festgelegten Zeitin-
tervallen und speichert diese ,,gebinnten Daten. Das Zeitintervall kann zwischen 20 us und
mehreren Millisekunden oder Sekunden variiert werden. Aufgrund der geringen Zeitauflo-
sung werden diese Daten nur fiir Bilder, die durch das Abrastern einer Probe entstehen,
genutzt. In der Regel erfolgt die Bildaufnahme mit 128 x 128 Pixel? und einer Millisekunde
Integrationszeit. Der maximale Rasterbereich betrigt 160 x 160 um? fiir das Luftobjektiv.
Mit der Messkarte von NI kann eine Zeitauflosung von 12,5 ps erreicht werden. Diese
Karte speichert jedes Photon mit seiner globalen Ankunftszeit. Fiir FRET-Experimente

werden die Ankunftszeiten histogrammiert, d.h. in Zeitintervallen von einer Millisekunde
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Abbildung 3.5: NI-Daten

(a) Fiir die NI-Daten wird zu jedem Photon eine Ankunftszeit gespeichert. (b) Durch Histogram-
mieren wird die detektierte Fluoreszenzintensitdt pro Millisekunde in Abhéngigkeit von der Zeit
erhalten. Der Pfeil markiert einen Ubergang von hoher zu niedriger Fluoreszenzintensitéit.

zusammengefasst. In Abbildung 3.5 ist ein Beispiel fiir die Ankunftszeiten (a) und eine
daraus resultierende transiente Intensitit (b) dargestellt. Der Pfeil zeigt den Ubergang von
einer hohen zu einer niedrigen Fluoreszenzintensitét.

Die Messkarte TimeHarp speichert neben einer globalen Ankunftszeit auch eine Ankunfts-
zeit in Bezug zu dem Triggersignal des gepulsten Lasers (siche Abbildung 3.6), die TCSPC-
Zeit (Time Correlated Single Photon Counting) genannt wird. Die Auflésung der globalen
Zeit betragt 100 ns und die der TCSPC-Zeit 35 ps [9]. Aus den globalen Ankunftszeiten
kann die transiente Intensitét erhalten werden. Erfolgt eine Histogrammierung der Zeiten
in Bezug auf das Triggersignal des Lasers, so kann die Fluoreszenzlebenszeit dargestellt

und charakterisiert werden (sieche Abbildung 5.9).

Laserpuls /\ Laserpuls /\

. .
Fluoreszenzphoton £t Fluoreszenzphoton
)7
Start-Stop-Zeit 1 Start-Stop-Zeit 2 TCSPC-Zeit
—_— L } (ps)
Ereignis 1 Ereignis 2 globale Zeit

Zeit (ns)

Abbildung 3.6: Datenformat der TimeHarp-Karte
Zu jedem Photon wird eine globale Zeit und eine TCSPC-Zeit in Bezug zum Triggersignal des
Lasers gespeichert. Darstellung aus [9].
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3.4 Die Farbstoffe Alexa Fluor 488/594 und Polyprolinpeptide

Alexa Fluor 488 Alexa Fluor 594

f

Abbildung 3.7: Chemische Struktur von AF488 und AF594

Darstellung der Kohlenstoffe in tiirkis (AF488) und blau (AF594), der Wasserstoffe in weif, der
Sauerstoffe in rot, Stickstoffe in blau und Schwefel in gelb. Der schwarze Pfeil zeigt das Ubergangs-
dipolmoment. Der Kreis kennzeichnet die funktionelle Gruppe des jeweiligen Farbstoffs. Bilder aus
[40].

3.4 Die Farbstoffe Alexa Fluor 488/594 und Polyprolinpeptide

Um den Energietransfer bei Raum- und Kryotemperatur genauer zu untersuchen, wurden
zwei Polyprolinketten unterschiedlicher Lange mit einem geeigneten Farbstoffpaar mar-
kiert. Diese Polyproline waren bereits mehrfach Gegenstand der aktuellen Forschung. Zu-
néchst wurden sie aufgrund ihrer Steifheit als ,Referenzstéabe genutzt, mit deren Hilfe der
Energietransfer unabhéngig von Denaturierungsmitteln oder proteininternen Dynamiken
charakterisiert werden konnte [114]. Weitere Experimente zeigten jedoch Abweichungen
von einer starren Struktur, sodass mithilfe des Energietransfers auch Konformationsunter-
suchungen am Polyprolin erfolgten [135, 11]. Auch der Einfluss der Bindung des Farbstoffs,
flexibel oder eher sterisch gehindert, wurde bereits bei Raumtemperatur ndher untersucht
[11, 33].

3.4.1 Alexa Fluor 488 und Alexa Fluor 594

Unter dem Markennamen Alexa bietet Molecular Probes (Invitrogen, Darmstadt) eine Fa-
milie von Fluoreszenzfarbstoffen an, die vom ultravioletten {iber den sichtbaren bis hin zum
infraroten Bereich absorbieren und folglich auch emittieren [102]. Sie zeichnen sich durch
eine hohe Quantenausbeute sowie eine hohe Photostabilitdt aus. Von Vorteil fiir die Mar-
kierung von Biomolekiilen ist ihre gute Wasserloslichkeit. Auflerdem ist ihre Fluoreszenz
weitgehend ph-Wert-unabhéangig.

Alexa Fluor 488 (AF488), dessen maximale Absorption in der Néhe der 488 nm Laserlinie
liegt, dient als Donorfarbstoff. Als Akzeptor wird Alexa Fluor 594 (AF594) verwendet.
In Abbildung 3.7 ist die Struktur der beiden Farbstoffe dargestellt und ihre funktionellen
Gruppen sind markiert [102]. Der Donor tragt als Kopplungsgruppe ein Maleimid und der
Akzeptor iiber einen NHS-Ester. Die Anregung, und somit auch die Fluoreszenz, entsteht

in den konjugierten m-Elektronen im aromatischen Ringsystem. Die Lage des Ubergangs-
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Abbildung 3.8: Spektren von AF488 und AF594
Dargestellt sind die Absorptionsspektren von AF488 (blau) und von AF594 (orange) sowie die
normierten Emissionsspektren von AF488 (griin) und AF594 (rot).

dipols ist als Pfeil angedeutet [93].

Die Absorptions- und Emissionsspektren (von Invitrogen) des Donors und des Akzeptors
sind in Abbildung 3.8 dargestellt. Der Donor wird maximal bei 495 nm angeregt, ist somit
z. B. flir die Anregung mit einem Argon-Laser geeignet, und hat sein Emissionsmaximum
bei 519 nm. Der Akzeptor, bestimmt fiir eine Helium-Neon-Laserlinie, hat seine maximale
Absorption bei 590 nm und emittiert maximal bei 618 nm. Die vom Hersteller angegebene

Fluoreszenzlebensdauer fiir den Donor betrdgt 4,1 ns und fiir den Akzeptor 3,9 ns.

3.4.2 Polyprolinpeptide

Die Struktur eines Polyprolinpeptids wurde 1955 erstmals durch Rontgenkristallographie
bestimmt [25]. Prolin, eine Iminoséure mit einem unpolaren, aliphatischen Aminoséurerest
(siehe Abb.3.9a), ordnet sich danach in einer linksgéangigen Helix (Abb. 3.9b) an. Tatséch-
lich bildet sich diese Helix, die sogenannte Polyprolin-I1I-Helix, nur in wéssriger Umgebung
aus. Die Peptidbindungen befinden sich alle in trans-Konformation. Die Steighthe betréigt
0,93 nm pro Windung und entspricht ca. drei Aminosdureresten [3]. Befindet sich eine Po-
lyprolinkette in apolaren, anorganischen Losungsmitteln, z. B. Propanol, so bildet sich eine
kompaktere Polyprolin-I-Helix aus, die rechtsgéingig ist. Nun befinden sich alle Peptidbin-
dungen in cis-Konformation. Beide Helixstrukturen lassen sich reversibel durch Tausch des
Losungsmittels ineinander {iberfiihren.

Prolin ist die einzige Aminosédure, deren Aminoséurerest sich wieder mit dem Peptidriick-
grat verbindet (Abb. 3.9a). Die dadurch entstehende Einschrénkung des Diederwinkels
¢ auf —75° gibt einer Polyprolinkette eine aufergewthnliche Rigiditdt und einen einge-
schrinkten Konformationsraum [89]. Durch diese, vermeintlich starre Struktur wurde Po-
lyprolin lange als ,molekulares Lineal“ bei FRET-Experimenten genutzt [124, 114, 135].
Abweichungen von der theoretischen Transfereffizienz konnten jedoch nicht génzlich erklart
werden. Nahere Untersuchungen, unter anderem mit NMR-Spektroskopie [11] und photon-

induziertem Elektronen-Transfer (PET) [33], zeigten, dass in der all-trans-Konformation
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3.5 Perylenmonoimide

Abbildung 3.9: Struktur eines Prolins und eines Polyprolinpeptids

(a) Struktur der Aminoséure Prolin (Pymol). Grau unterlegt ist der Aminosaurerest, der wie-
der an das Stickstoffatom (blau) des Peptidriickgrates bindet und somit mogliche Konformatio-
nen einschrinkt. (b) Dargestellt ist eine Polyprolinkette mit neun Prolinen in der Polyprolin-II-
Konformation. Diese Konformation bildet sich in wissrigen Medien aus. Bild aus [3].

der Polyprolin-1I-Helix ein bestimmter Anteil der Peptidbindungen in cis- Konformation
vorliegt. Dieser Anteil wird zu 2 % der Peptidbindungen bestimmt [11]. Demnach kann es
in den starren Helices durch eine cis-Konformation Knickstellen geben, die den Abstand
der Enden verkiirzen und somit den Energietransfer beeinflussen.

Fiir die Experimente dieser Arbeit wurde eine Peptidkette mit sechs Prolinen (Prolin 6)

und eine mit 20 Prolinen (Prolin 20) verwendet.

Synthese und Markierung der Polypeptide

Die Synthese der Peptide mit der Sequenz Gly-(Pro),-Cys erfolgte mit einer Standard
FastMoc Chemie in einem Syro-Peptide-Synthetizer (MultiSynTech). Nach einer prapa-
rativen Aufreinigung mit einer Umkehrphasen-Chromatographie (Macherey Nagel) wurde
AF488-Maleimid (Invitrogen), der Donorfarbsoff, an das Cystein gekoppelt. Die Trennung
markierter von unmarkierten Peptiden erfolgte {iber eine Umkehrphasen-Chromatographie.
Anschliefsend wurde AF594 iiber ein Succinimidylester an die Aminogruppe des Gly-
zins gekoppelt. Das doppelt markierte Peptid wurde wiederholt mit einer Umkehrphasen-
Chromatographie gereinigt. Die Masse wurde mit Elektrospray-lonisations-Massenspek-
troskopie tiberpriift (Waters Micromass MSQ).

3.5 Perylenmonoimide

Um die Giite des konfokalen Aufbaus ohne und mit Kryostataufsatz charakterisieren zu
kénnen, wurde Perylenmonoimid (PMI) untersucht. PMI gehort zu der Gruppe der Rylen-
farbstoffe, ist also ein synthetischer Farbstoff, der aus polycyclischen, aromatischen Kohlen-
wasserstoffen besteht. Rylenfarbstoffe sind Oligomere, deren Wiederholungseinheit Naph-
thalin ist. In Abbildung 3.10 ist die Struktur von PMI dargestellt. Im Perylen, bestehend
aus zwei Naphthalinen, bildet sich das konjugierte m-Elektronensystem. Um eine Stape-
lung der w-Systeme zu verhindern und somit auch die Loslichkeit zu Verbessern, wurde

2,6-Diisopropylphenyl substituiert [97].
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Abbildung 3.10: Struktur des Perylenmonoimids

Das aus zwei Naphthalinen aufgebaute Perylen ist grau unterlegt. Durch den Wechsel von Einfach-
Bindung und Doppel-Bindung der C-Atome bildet sich das fiir Fluoreszenz verantwortlich kon-
jugierte m-Elektronensystem aus. Um ein Stapeln der m-Systeme zu vermeiden, wurde eine 2,6-
Diisopropylphenyl-Gruppe ergénzt, die gelb unterlegt ist.

PMI wird in Toluol gelost, das bereits mit 5g/1 Polymethylmetacrylat (PMMA) versetzt
ist. Durch Rotationsbeschichtung (siehe Abschnitt 3.2.2) erfolgt das Auftragen einer diin-
nen PMMA-Schicht auf ein Deckglas. Die Konzentration der PMI-Molekiile im PMMA
wird so gewahlt, dass sich mit hoher Wahrscheinlichkeit immer nur ein Molekiil im konfo-
kalen Fokus befindet.

Durch die Immobilisierung im PMMA kann die Detektionseffizienz des Aufbaus direkt an

einzelnen Farbstoffen bei Raumtemperatur und bei 77 K verglichen werden.
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4 Entwicklung, Optimierung und Qualitat
der Experimente bei 77 K

4.1 Entwicklung und Optimierung der Experimente

Fiir die ersten Experimente mit fliissigem Stickstoff stand der in Abschnitt 3.2 beschriebe-
ne Kryostat und ein Weitfeldmikroskop mit einer hochsensitiven Kamera zur Verfiigung.
Erste Tests, ob mit der Weitfeldkonfiguration einzelne Molekiile sichtbar waren, wurden an
Perylenmonoimid (PMI) in Polymethylmethacrylat (PMMA) durchgefiihrt (siehe 3.4). Die
Immobilisierung der Fluorophore in einer dilnnen PMMA-Schicht erfolgte iiber ein Rotati-
onsbeschichtungsverfahren und erméglicht Experimente bei 300 K und bei 77 K. Die Dicke
der PMMA-Schicht wurde nicht exakt bestimmt, kann aber, mithilfe der konfokalen Mes-
sungen (néchster Abschnitt), abgeschétzt werden. Die Lange z des konfokalen Volumens
kann mit z = 2\n/(NA)? berechnet werden und ergibt ca. 2 um [103]. Eine Schicht, die
dicker als zwei Mikrometer ist, wiirde zu defokussierten Molekiilen in einem Bild fithren. Da
in den Bildern keine defokussierten Molekiile zu sehen sind, wird auf eine Schicht kleiner
als zwei Mikrometer geschlossen. Aus der Literatur kann entnommen werden, dass diese
PMMA-Schichten viel diinner als diese Abschétzung sind. Ahnliche Experimente zeigten
Schichten zwischen 10 nm und 30 nm [50, 49, 37].

Die in Abbildung 4.1 dargestellte Weitfeldmessung zeigt PMI-Molekiile in PMMA bei
Raumtemperatur und bei 77 K. Die Anregungsleistung betrug 1,5 mW und die Integra-
tionszeit der Kamera 1 s. In beiden Bildern ist der Hintergrund sehr stark, sodass die
PMI-Molekiile nur schwach erkennbar sind. Ob die hellen Punkte einzelne Molekiile oder
Molekiilaggregate sind, konnte nicht genau geklart werden. Es zeigte sich schnell, dass die-
ser Aufbau nicht fiir Einzelmolekiilexperimente geeignet war. Aus diesem Grund folgte der
Aufbau des konfokalen Laser-Raster-Mikroskops (siehe Abschnitt 3.1).

Parallel zur Optimierung des Aufbaus wurde die Probenpréparation entwickelt. Die in
Abschnitt 2.4 genannten Bedingungen, die ein amorphes Gefrieren von Wasser sichern,
erschwerten die Praparation einer Eisschicht auf einem Deckglas. Demnach wurden zu Be-
ginn der Experimente mehrere Ansétze bzw. Methoden verfolgt, die im Folgenden kurz
aufgezeigt werden.

Bei den ersten Versuchen sollte die Eisschicht aus einer diinnen, sich zwischen zwei Deckgla-
sern befindenden, Wasserschicht entstehen. Die beiden iibereinanderliegenden Deckgléser

wurden dafiir einfach in fliissigen Stickstoff getaucht. Da die Warmeleitung von Glas je-
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4 Entwicklung, Optimierung und Qualitidt der Experimente bei 77 K

Abbildung 4.1: PMI in PMMA bei Weitfeldanregung
Der hohe Hintergrund sowohl bei Raumtemperatur (a) als auch bei 77 K (b) erschwert die Detektion
der Fluoreszenz einzelner Molekiile bei Weitfeldanregung.

doch nicht sehr gut ist, reichte die Abkiihlrate, die fiir die Entstehung von amorphem
Eis erforderlich ist, nicht aus. Die eingefrorenen Schichten zeigten stets Strukturen, die
auf kristallines Eis hinwiesen. Zudem waren die zwei {ibereinandergelegten Deckgldser im
Kryostat bei 77 K bruchanfillig. Um sowohl die Warmeleitung zu verbessern als auch
die Bruchanfilligkeit zu mindern, wurden anschliefend Schichten zwischen einem Deckglas
und PMMA-Folie (50 pm dick) oder Aluminiumfolie eingefroren (siche Abbildung 4.2). Die
PMMA-Folie stellte sich als ungeeignet heraus, da sie Autofluoreszenz im Akzeptorkanal
zeigte. Mit Aluminiumfolie konnte FRET bei einer hohen Konzentration an Prolin 6 zwar
bei 77 K gemessen werden, jedoch zeigten sich auch hier noch zu oft Strukturen.

Eine andere Idee war, die Probenpréaparation der Transmissions-Elektronen-Mikroskopie
zu nutzen. Dort werden diinne Schichten von Wasser zwischen den Stegen feiner Netze
(sogenannte Grids) erzeugt. Die Einfrierversuche in fliissigem Stickstoff zeigten jedoch kei-
ne Farbstoffe zwischen, sondern auf den Stegen (siehe Abbildung 4.3b). Oft bildete sich
auch eine Kisschicht auf dem Grid, die die Detektion der fluoreszenten Molekiile verhin-
derte (Abbildung 4.3a). Um das Leidenfrost-Phénomen (siche Abschnitt 2.4) bei fliissigem
Stickstoff zu umgehen und somit den Einfrierschritt zu optimieren, wurden die Grids auch
in fliilssigem Propan eingefroren. Aber auch mit dieser Methode konnten keine besseren Er-
gebnisse erzielt werden. Daraufhin wurde der Kalt-Rotationsbeschichter entwickelt (siehe
Abschnitt 3.2). Um die optimalen Messbedingungen zu finden, die reproduzierbar amorphe
Eisschichten versprechen, wurden verschiedene Parameter getestet. Neben der Anderung
der Rotationsgeschwindigkeit des Deckglases zwischen 5000 und 9000 Runden pro Minute
erfolgte auch eine Variation der Tropfengrofe, die auf das Deckglas fiel. Es wurde auch
getestet, ob das Auftragen mit einer Pipette (Tropfen) oder einer Spritze (gespritzt) giin-
stiger ist. Bei einer hohen Rotationsgeschwindigkeit von 9000 Runden pro Minute und einer
durch eine Pipette aufgetragener Tropfengrofe von 4 - 8 ul wurden die besten Ergebnisse
erzielt.

Des weiteren wurde nach einem geeigneten Kryoprotektor gesucht. Zum Einen erhéht der

Kryoprotektor die Viskositéat des Puffers und somit die Wahrscheinlichkeit, eine amorph ge-
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Abbildung 4.2: Prolin 6 zwischen Deckglas u. PMMA- oder Aluminiumfolie bei 77 K
Prolin 6 zwischen Deckglas und (a) PMMA-Folie oder (b) Aluminiumfolie. (a) Die Summenbilder
aus Filmsequenzen mit Donor- und Akzeptorfilter vor der Kamera zeigen besonders im Akzeptor-
kanal hohen Hintergrund. Im Donorkanal sind einzelne Molekiile bzw. Aggregate von Prolin 6 zu
erkennen. (100 pM, in 7,5% Trehalose in Bidest, Anregungsleistung 1,2 mW). (b) Die Bilder im
Donor und Akzeptorkanal sind hintereinander mit den jeweiligen Filtern aufgenommen worden.
Vereinzelte Molekiile/Aggregate von Prolin 6 zeigen auch im Akzeptorkanal Intensitéit. (1 nM, in
7,5% Trehalose in Bidest, Anregungsleistung 1,0 mW). Der Intensitétsbalken gilt fiir alle Bilder
und zeigt die Intensitét pro Pixel und Sekunde.

frorene Eisschicht zu erhalten (siche Abschnitt 2.4). Zum Anderen ist amorphes Eis nur bei
sehr tiefen Temperaturen stabil. Wird es wirmer als 150 K, so geht es in einen kristallinen
Zustand tiber. Da sich das Deckglas mit der amorphen Eisschicht wahrend des Transports
in den Kryostat bis auf ca. -50 °C erwéarmen kann, hilft der Kryoprotektor, den amorphen
Zustand zu erhalten (siche Abschnitt 3.2.2). Als Kryoprotektoren wurden Glycerin und
Trehalose in verschiedenen Konzentrationen mit einer hohen Farbstoffkonzentration gete-
stet. Dabei zeigten die eingefrorenen Schichten, die eine Konzentration von 7,5% (w/v)
Trehalose im Puffer enthielten, meist nur wenige oder gar keine Strukturen. Diese Trehalo-

sekonzentration sichert bereits das amorphe Einfrieren einer Trehalose-Wasser-Losung [17].

Wahrend der Experimente zeigte sich oft, dass die Luftfeuchtigkeit im Labor auch einen
entscheidenden Einfluss auf die Qualitdt der Probe hat. Bei einer sehr hohen Luftfeuchte

kann das Deckglas, sobald es auf dem Boden des Kryostats liegt, von unten schnell beschla-
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(a) (b)

Abbildung 4.3: Experimente mit Grids

(a) Die Eisschicht, die sich auf einem Grid gebildet hat, verhindert die Abbildung der Molekiile.
(b) Prolin 6 (10 nM, in destilliertem Wasser, Anregungsleistung 1,3 mW) wurde auf einem Grid in
fliissigem Propan eingefroren. Anstatt in einer diinnen Wasserschicht zwischen den Stegen, sam-
melten sich die Mokiile auf den Stegen des Grids. Die Bilder mit Donor- (griin) und Akzeptorfilter
(rot) vor der Kamera sind tibereinandergelegt. Gelb erscheinen Molekiile, die in beiden Kanélen
fluoreszieren.

gen. Es hat sich herausgestellt, dass wahrend des Transports vom Rotationsbeschichter zum
dufkeren Kryostat die Deckglastemperatur nicht so niedrig ist, dass es augenblicklich be-
schlagt. Erst wenn der innere Kryostat (mit Deckglas) auf dem &uferen Kryostat sitzt
und wieder mit fliissigem Stickstoff gefiillt wird, resublimiert Wasser sofort am nun sehr
kalten Deckglas und bildet eine dicke Eisschicht, die das Laserlicht stark streut. Um das
zu verhindern, sollte der Evakuierung des Raumes zwischen dem inneren und dem &ufseren

Kryostat ca. 10 s Zeit gegeben werden, bevor Stickstoff eingefillt wird.

4.2 Evaluation der Methode

In diesem Abschnitt wird gepriift, ob das Konfokalmikroskop mit dem Luftobjektiv fir
Experimente sowohl bei Raumtemperatur als auch mit fliissigem Stickstoff gekiihlt bis auf
FEinzelmolekiilniveau anwendbar ist.

In der Einzelmolekiilspektroskopie ist eine hohe Detektionseffizienz in Verbindung mit ge-
ringem Rauschen unerlésslich, um ein gutes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis zu erhalten. Die
Detektionseffizienz ist das Produkt aus der rdumlichen Sammeleffizienz, der Transmission
der optischen Elemente und der Quanteneffizienz der Detektoren. Die rdumliche Sammelef-
fizienz Y ist das Verhiltnis des Offnungskegels (Steradiants) des Mikroskopobjektivs zum
vollen Raumwinkel (47) und ist eine spezifische Grofe des Objektivs. Die Sammeleffizienz

ist mit dem Offnungswinkel @ des Objektivs iiber folgende Gleichung verkniipft:

Y =(1—-cosa)/2. (4.1)

Der Offnungswinkel o und der Brechungsindex n des Immersionsmediums wiederum defi-

nieren die numerische Apertur NA (siche auch 2.2):

NA =nsin(a), (4.2)
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die fiir ein Mikroskopobjektiv spezifiziert ist. Ein groker Offnungswinkel (bzw. eine groke
numerische Apertur) ermoglicht somit eine hohe Sammeleffizienz.

Um nun die Anwendbarkeit des Luftobjektivs fiir Einzelmolekiilmessungen zu zeigen, wird
seine Detektionseffizienz mit der eines hiufig genutzten Olobjektivs verglichen. Die Ver-
wendung von Immersionsobjektiven ist bei den Tieftemperaturexperimenten nicht mog-
lich, da iiber das Immersionsmedium Warme vom Objektiv zum Deckglas transportiert
werden kann, und folglich das Objektiv abkiihlt und die Probe erwarmt wird. Das Im-
mersionsmedium koénnte zusétzlich einfrieren oder seinen Brechungsindex verdndern. Das
Luftobjektiv, das aufgrund seiner numerischen Apertur von 0,8 einen Offnungswinkel von
53,1° hat, besitzt eine Sammeleffizienz von 20 %. Das Olimmersionsobjektiv hingegen,
mit einer numerischen Apertur von 1,4 und einem Offnungswinkel von 67,5°, sammelt
31 % einer isotropen Emission. An dieser Stelle sei erwéihnt, dass hier die Farbstoffe in
der Néhe einer Grenzschicht mit zwei unterschiedlichen Brechungsindizes (PMMA und
Luft) betrachtet werden. Durch diese Grenzschicht wird die Abstrahlcharakteristik eines
emittierenden Dipols stark verdndert [6]. Anstatt der charakteristischen, senkrecht zur Di-
polachse gleichméfig ringférmigen Abstrahlung, wird die Emission in Richtung des héheren
Brechungsindexes verstérkt [37]. Da dieser Effekt noch zusétzlich von der Orientierung des
Emissionsdipols zur Grenzfliche abhéngt, was diese Betrachtung weiter kompliziert, soll
im weiteren die Ndherung eines isotropen Emitters verwendet werden.

Als Referenzfluorophor wurde, wie bei den ersten Testmessungen (siehe oben) PMI in PM-
MA untersucht. Abbildung 4.4a zeigt ein Bild von PMI in PMMA, aufgenommen mit dem
Olimmersionsobjektiv bei Raumtemperatur und einer Laserleistung von 7 yW. Die Fluores-
zenz wurde durch einen polarisierenden Strahlteiler in vertikal linear und horizontal linear
polarisiertes Licht aufgeteilt. Die Abbildung zeigt tibereinandergelegt und farblich getrennt
die gemessenen Intensitéten in beiden Detektoren. Die griinen Punkte bzw. Molekiile zei-
gen vertikal polarisiertes Licht und die roten horizontal polarisiertes. Diese verschiedenen
Polarisationen machen deutlich, dass es sich bei den Punkten um alleinstehende, emittie-
rende Dipole handelt und somit nur einzelne Molekiile betrachtet werden. Des weiteren ist
das typische Blinken der Fluoreszenz, zu erkennen als dunkle Flecken im Molekiil, und das
Bleichen der Fluorophore ein Indiz fiir die Darstellung/Untersuchung einzelner Molekiile.
In Abbildung 4.4b und c sind im Vergleich zum Olobjektiv die Bilder zu sehen, die mit dem
Luftobjektiv bei 300 K (b) und bei 77 K (c¢) aufgenommen worden sind. Die Laserleistung
wurde bei diesen Messungen auf 20 yW erhoht, um die gleiche Anregungsintensitit wie fiir

das Olimmersionsobjektiv zu erhalten (niihere Erliuterung siehe unten).
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Abbildung 4.4: Giitemessungen mit PMI in PMMA

Detektionseffizienz des Olimmersionsobjektivs bei 300 K verglichen mit der des Luftobjektivs bei
300 K und bei 77 K. (a)-(c) Ubereinandergelegte Bilder der beiden Kaniile, die horizontal linear
polarisiertes (rot) bzw. vertikal linear polarisiertes (griin) Licht detektierten. (d)-(f) Histogramme
der maximalen Intensitét in beiden Kanélen pro Molekiil und Millisekunde. (g)-(i) Linienprofile,
die die zu den weifen Linien in (a)-(c) gehdrende Intensitdt pro Millisekunde darstellen. Obere
Reihe: aufgenommen mit dem Olimmersionsobjektiv (NA 1,4) bei 300 K, Anregungsintensitit
7 uW. Mittlere Reihe: Luftobjektiv (NA 0,8) bei 300 K, Anregungsintensitit von 20 yW. Untere
Reihe: Luftobjektiv (NA 0,8) bei 77 K, Anregungsintensitit von 20 uW.

Bei einem genaueren Blick auf diese drei Bilder fallt auf, dass die Bilder der Molekiile
unterschiedlich grof sind. Die Abbildungen der einzelnen Molekiile (Spots) stellen nicht
die Grofse des Molekiils selbst dar, sondern die Grofe des illuminierenden Strahls, d. h. die
Punkt-Abbildungs-Funktion (PSF) (siche Abschnitt 2.2.2). Deswegen werden die Spots mit
grofer werdender numerischer Apertur kleiner. Die Breite, bei der die Laserintensitdt auf
1/€? ihres Maximums abgefallen ist, wird hiufig als Strahldurchmesser dy angegeben. Die-

ser Strahldurchmesser kann experimentell aus den Bildern bestimmt werden. Dafiir wurde
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Abbildung 4.5: Beispiel fiir die Bestimmung der Spotgrifie

Ausschnitt eines Bildes von PMI in PMMA, aufgenommen mit dem Luftobjektiv bei Raumtem-
peratur mit 20 uW Anregungsintensitit. Um die Grofse des Spots zu ermitteln, wird die Intensi-
téatsverteilung mittig horizontal und vertikal (weifle Linien) mit einer Gauf-Funktion angepasst.
Die Breite, an der die maximale Intensitit auf 1/e? gesunken ist, wird als Spotgrofe angenommen
(griine Pfeile).

jeder Punkt mit einer Gauf-Funktion angepasst [127, 146] und die Breite des Punktes bei
1/€? des Maximums ermittelt (siehe Abbildung 4.5). Unabhiingig von der Laserintensitt
wurde der Strahldurchmesser fiir das Olobjektiv zu dy = (436 4 6) nm und fiir das Luftob-
jektiv zu do = (737 + 13) nm bestimmt. Beim Olobjektiv wurden ca. 50 Spots vermessen,
beim Luftobjektiv ca. 20. Der angegebene Fehler ist der mittlere Fehler der Mittelwertes
mehrerer Messungen.

Theoretisch kann der Strahldurchmesser durch die Grofe einer Airy-Scheibe abgeschitzt
werden [103],

dairy = 1,22 \/(NA), (4.3)

die durch die Wellenlénge A und die numerische Apertur des Objektivs bestimmt ist.

Fiir den genutzten Aufbau ist diese Ndherung der PSF ausreichend. Die Detektionsflache
der APD, die in diesem Aufbau als konfokale Blende fungiert, ist ca. 180 ym grofs. Wird die-
se Fliche auf der Probenebene abgebildet, so ist sie bei dem Olimmersionsobjektiv 0, 7 ypm
und bei dem Luftobjektiv 1,2 pm grofs, und damit ungefahr zweimal grofer als der Durch-
messer der Airy-Scheibe. Aufgrund dieser grofen konfokalen Blende dominiert die PSF
der Anregung die gesamte Instrument-PSF [146, 54|. Die aus Gleichung 4.3 resultierenden,
theoretischen Werte fiir dg, 426 nm fiir das Olobjektiv und 744 nm fiir das Luftobjektiv,
stimmen innerhalb der Fehler sehr gut mit den experimentell erhaltenen {iberein.

Die kleinere numerische Apertur des Luftobjektives fiihrt neben einer geringeren Sam-
meleffizienz auch zu einer geringen Anregungsrate, da die Laserleistung iiber eine grofiere

Fléache verteilt ist. Durch das Anpassen der Laserleistung an die entsprechende Gréfe des
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4 Entwicklung, Optimierung und Qualitdt der Experimente bei 77 K

Strahldurchmessers kann die gleiche Anregungsintensitit fiir beide Objektive eingestellt
werden. Somit ergibt eine Laserleistung von 7 uW bei dem Olobjektiv und 20 uW bei dem
Luftobjektiv die gleiche Anregungsintensitit von 13,5 kW /cm?. Bei dem Luftobjektiv kann
die Anregungsintensitit zudem durch Reflexionen an der Grenzschicht beim Ubergang von
Luft zu Glas vermindert werden. Dieser Effekt wurde jedoch hier nicht mit betrachtet.

In Abbildung 4.4d-f sind, fiir gleiche Anregungsintensitéten, die detektierten Fluoreszenzin-
tensitdten von PMI-Molekiilen dargestellt. Die Anzahl der Teilchen im Histogramm ent-
spricht ungefdhr der Anzahl, die in der rasterbaren Fliche einer Probe vorkommmen. Beim
Olobjektiv betrigt diese Fliche 100 x 100 gm? und beim Luftobjektiv 160 x 160 gm?. Fiir
die Analyse wurden die Bilder zunéchst mit einem Gauf-Filter gegléttet, um den Einfluss
von Schrotrauschen zu minimieren. Dann wurden die maximalen Intensitédten der einzelnen
Molekiile, die, um Hintergrund auszuschlieffen, grofser sind als eine bestimmte Schwelle, in
das Histogramm iibertragen. Bei der Messung mit dem Olobjektiv (4.4d) sind die gemes-
senen Fluoreszenzintensitéten bei Raumtemperatur ungeféhr fiinfmal grofer als mit dem
Luftobjektiv (4.4e). Dieser grofe Unterschied ist sowohl auf die Reflexion am Deckglas als
auch auf die geringere Detektionseffizienz und geringere Transmission des Luftobjektives
zuriickzufiihren. Die Abkiihlung der Probe auf die Temperatur von fliissigem Stickstoff
(4.4f) bedingt jedoch keine weitere Anderung der Fluoreszenzintensitit. Die breite Ver-
teilung der Einzelmolekiilintensititen kann durch die Abhéngigkeit der Anregungs- bzw.
Detektionsrate von dem Winkel zwischen Ubergangsdipol und optischer Achse begriindet
werden [57].

Werden die Bilder links in Abbildung 4.4 genauer betrachtet, wird deutlich, dass neben
einem kleineren Signal auch das Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis fiir das Luftobjektiv
schlechter wird. Die Intensitatsprofile auf der rechten Seite in Abbildung 4.4, die die Fluo-
reszenzintensitit entlang der weiffen Linien in den Bildern links fiir beide APD zeigen,
erlauben nahere Aussagen iiber das Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis. Dieses Signal-zu-
Hintergrund-Verhéltnis wurde durch den Quotienten aus mittlerer Intensitét der Molekiile
und dem Mittelwert des Hintergrundsignals, welches durch eine Schwelle definiert ist, be-
stimmt. Fiir das Olobjektiv bei Raumtemperatur kann damit ein Signal-zu-Hintergrund-
Verhéltnis von 20/1 abgeschétzt werden. Dieses reduziert sich bei dem Luftobjektiv zwar
auf 8/1, wird aber bei Messungen in fliissigem Stickstoff nicht noch kleiner und ist, was
entscheidend fiir Einzelmolekiilmessungen ist, weiterhin ausreichend, um das Signal klar
vom Hintergrund zu unterscheiden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass, trotz der geringeren Sammeleffizienz und des reduzierten
Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnisses, mit dem entwickelten Kryostat Fluoreszenzmessun-

gen auf Einzelmolekiilniveau moglich sind.
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5 Photophysikalische Eigenschaften der
Farbstoffe

In diesem Abschnitt werden die photophysikalischen Eigenschaften der Farbstoffe, die an
den Polyprolinen gebunden sind, néher untersucht, und mit denen der freien Farbstoffe
verglichen.

Neben den doppelt markierten Polyprolinen werden auch einfach markierte betrachtet, um
den Einfluss des Energietransfers auszuschlieffen. Das Peptid, das nur einen Donor am C-
Terminus trigt, besteht aus sechs Prolinen (Prolin 6), wihrend das nur Akzeptor markierte
Peptid aus 20 Prolinen (Prolin 20) aufgebaut ist.

Die Bestimmung der photophysikalischen Eigenschaften ist fiir eine genaue Analyse des
Energietransfers zwischen zwei Farbstoffen unerlésslich. Um aus der apparenten Transferef-
fizienz die tatsdchliche Transfereffizienz zu berechnen, wird neben der Detektionseffizienz
auch die Quantenausbeute beider Farbstoffe bendtigt (siehe Abschnitt 6.1).

Aus der tatséchlichen Transfereffizienz kénnen mithilfe des Forster-Radius’ Aussagen iiber
Absténde getroffen werden. Fiir eine moglichst genaue Berechnung des Forster-Radius’
werden sowohl die Emissions- und Absorptionsspektren der Farbstoffe als auch die Quan-
tenausbeute des Donors benétigt. Da die Bestimmung der Quantenausbeute nicht méglich
war (insbesondere bei 77 K), wird aus den Lebenszeitmessungen auf Verdnderungen der
Quantenausbeute geschlossen.

Die Anisotropiemessungen geben einen Einblick in die Beweglichkeit der Farbstoffe bzw.
der Peptide. Somit konnen Riickschliisse auf die Orientierungsmdoglichkeiten der Farbstoffe
gezogen und der ebenfalls den Forster-Radius beeinflussende Orientierungsfaktor 2 ermit-

telt werden.

Messbedingungen

Die Durchfithrung der Experimente erfolgte jeweils in vier verschiedenen Pufferlosun-
gen. Der Standardpuffer ist Natrium-Phosphat-Puffer (NaP-Puffer, 50 mM, pH 7,0). Als
Kryoprotektor wird Trehalose genutzt, sodass dem NaP-Puffer 7,5 % (w/v) Trehalose
(Trehalose-Puffer) hinzugefiigt wurde (siche Abschnitt 2.4). Des weiteren wurde in Propy-
lenglykol und Trifluoroethanol (TFE) gemessen.

Propylenglykol wird zum Einen oft genutzt, um die fundamentale Anisotropie (s. 2.1.6) zu
bestimmen, da es bei tiefen Temperaturen ein amorphes Glas bildet [71]. Zum Anderen ist

es bekannt fiir die Anderung der Persistenzlinge von Polyprolinen [109] und bietet somit
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5 Photophysikalische Eigenschaften der Farbstoffe

einen zusétzlichen Parameter fiir die FRET-Messungen (siche auch Abschnitt 5.3 und 6.2).
Mit den Messungen in TFE kann die Konformation der Polyproline ndher untersucht

werden. Wahrend in Wasser auch cis-Bindungen méglich sind, liegen in TFE nur trans-
Bindungen vor (siche Abschnitt 3.4) [11].

5.1 Donor- und Akzeptorspektren

5.1.1 Absorptionssspektren

Die Absorption der Farbstoffe in den verschiedenen Medien wurde an einem Standardspek-
trometer (JASCO) mit einer Scan-Geschwindigkeit von 2000 nm /min und einer Auflésung
von 2 nm gemessen. Die Konzentration der Farbstoffe betrug 300 nM fiir AF488 und 500
nM fiir AF594. In Abbildung 5.1 sind die Absorptionsspektren des Donors (a) und des
Akzeptors (b), normiert auf ihr Maximum, zu sehen.

Das Absorptionsspektrum des freien Donors in 5.1a dndert sich durch Zugabe von Treha-
lose in den NaP-Puffer kaum. In TFE verschiebt sich das Maximum um 5 nm zu kiirzeren
und in Propylenglykol um 5 nm zu langeren Wellenlédngen. Der gebundene Farbstoff verhélt
sich dhnlich, nur in den Flanken sind leichte Unterschiede erkennbar.

Auch beim freien Akzeptorfarbstoff in Abb. 5.1b ist zwischen NaP-Puffer und Trehalose-
Puffer kein Unterschied sichtbar. In TFE verschiebt sich die Absorption ebenfalls zu kiir-
zeren Wellenldngen (um 8 nm). Propylenglykol dagegen hat einen anderen Einfluss auf
den Akzeptor als auf den Donor. Hier verschiebt sich das Spektrum um ca. 2 nm auch zu
kiirzeren Wellenlédngen. Durch die Bindung des Akzeptors an die Peptidkette verschieben
sich die Maxima in den Puffern und in Propylenglykol um wenige Nanometer zu kleineren
Wellenlingen. In TFE ist keine Verschiebung erkennbar. Um diese Anderungen deutlicher
darzustellen, wurde in Abbildung 5.1b ein vergroferter Ausschnitt der Maxima hinzugefiigt.
Der grofite Unterschied zwischen gebundenem und freiem Farbstoff ist in Propylenglykol

zu sehen.

Diskussion der Absorptionsspektren

Obwohl in der Literatur meist davon ausgegangen wird, dass die Absorptionsspektren im
Vergleich zu den Emissionspektren weniger 16sungsmittelabhéngig sind [71], besitzen der
Donor und der Akzeptor in Propylenglykol und in TFE unterschiedliche Absorptionsma-
xima. Hierbei spielt die Polaritdt des Losungsmittels eine entscheidende Rolle. Es gibt
Fluorophore, deren Dipolmomente im Grundzustand sowie beim Ubergang in den Franck-
Condon-Zustand von der Polaritdt des Losungsmittels abhéngig sind. Somit variiert das
Absorptionsmaximum mit der Polaritdt [16]. Bei schwach- oder unpolaren Losungsmitteln
stellten Bublitz und Mitarbeiter [16] fest, dass mit sinkender Temperatur die Polaritit des
Losungsmittels aufgrund intensiverer Wechselwirkung mit dem Farbstoffdipol steigt. Au-

flerdem zeigten sie, dass die Verschiebung des Absorptionsmaximums zwischen Raumtem-
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Abbildung 5.1: Absorptionsspektren bei Raumtemperatur von AF488 und AF594

(a) Spektren des freien (durchgezogene Linie) und des gebundenen (gestrichelte Linie) AF488 in
NaP-Puffer (griin), Trehalose-Puffer (blau), Propylenglykol (braun) und TFE (gelb) bei 300 K. (b)
Spektren des freien (durchgezogene Linie) und des gebundenen (gestrichelte Linie) AF594 in NaP-
Puffer (rot), Trehalose-Puffer (blau), Propylenglykol (braun) und TFE (gelb) bei 300 K. Einfligung
links oben: vergroferter Ausschnitt der Maxima mit gleicher Legende wie in (b)

peratur und 77 K in unpolaren Losungsmitteln am grofsten ist. In stark polaren hingegen
ist die Verschiebung nahe Null.

Wasser sowie Propylenglykol und TFE sind polare Losungsmittel. Da sie jedoch unter-
schiedlich stark polar sind, verschiebt sich das Absorptionsmaximum der Farbstoffe bei
Raumtemperatur entsprechend. Mit dem derzeitigen experimentellen Aufbau (sowie mit
dem Standardspektrometer) konnten bei 77 K weder Absorptionsspektren noch mit ih-
nen vergleichbare Anregungsspektren aufgenommen werden. Durch die hohe Polaritiat von
Wasser wird fiir weitere Betrachtungen jedoch davon ausgegangen, dass sich das Absorp-

tionsspektrum im Vergleich zur Raumtemperaturmessung bei 77 K nicht verschiebt.

5.1.2 Fluoreszenzspektren

Vor den Messungen erfolgte zunéchst eine Kalibrierung des im Konfokalmikroskop inte-
grierten Spektrometers. Zum Einen wurde damit einer bestimmten Wellenldnge eine Posi-
tion auf dem Sensor der Kamera zugeordnet und zum Anderen wurde so die Linearitdt der
spektralen Auftrennung tiberpriift. Dazu wurden die drei Laserlinien 488 nm, 594 nm und
633 nm mithilfe des Riickreflexes auf dem Deckglas auf der Kamera abgebildet. Somit gab
es zwei fixe Punkte (488 nm und 633 nm), mit denen die Spektren skaliert wurden. Durch
die Lage des dritten Punktes konnte die Linearitat iiberpriift und auch bestéatigt werden.
Die Fluoreszenzspektren (bei Raumtemperatur) wurden zusétzlich in einem Fluorometer
(LS 50 B, Perkin Elmer) aufgenommen. Um eine Vergleichbarkeit der Spektren bei Raum-
temperatur und bei 77 K zu gewéhrleisten, werden jedoch nur am Konfokalmikroskop
gemessene Spektren gezeigt. Die Raumtemperaturspektren stimmen bei beiden Methoden

uberein.
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Abbildung 5.2: Raumtemperaturfluoreszenzspektren von AF488 und AF594, frei und
gebunden

(a) Spektren des freien (hellgriin) und des gebundenen (dunkelgriin) AF488 in Trehalose-Puffer bei
300 K. Schwarz gestrichelt ist das vom Hersteller angegebene Spektrum und in grau der Hintergrund
des Trehalose-Puffers. (b) Spektren des freien (hellrot) und des gebundenen (dunkelrot) AF594 in
Trehalose-Puffer bei 300 K. Schwarz gestrichelt ist das vom Hersteller angegebene Spektrum und
in grau der Hintergrund des Trehalose-Puffers.

Die Messungen bei Raumtemperatur erfolgten mit einer Konzentration von 1 uM und einer
Laserleistung von 5 uW. Die Integrationszeit der Kamera betrug 100 ms. Die Konzentrati-
on sowie die Laserleistung wurden fiir die Tieftemperaturexperimente auf 5 uM und 10 W
erhoht. Die Integrationszeit der Kamera wurde auf 1 s erhoht. Um die Spektren bei Raum-
temperatur miteinander vergleichen zu kénnen, wurde ihr Intensitdtsmaximum auf Eins
normiert. Auf die Normierung der Tieftemperaturspektren wird im entsprechenden Ab-

schnitt naher eingegangen.

Spektren der freien und der gebundenen Farbstoffe bei 300 K

Zunéachst wurde der Einfluss der Bindung des Farbstoffes an ein Polyprolin auf die Emissi-
onsspektren untersucht. In Abbildung 5.2 sind die Spektren des Donors und des Akzeptors
im gebundenen und im freien Zustand in Trehalose-Puffer zu sehen. Da sich die Spektren
mit und ohne Trehalose nicht unterscheiden, sind nur die fiir die Tieftemperaturmessungen
interessanten mit Trehalose aufgefiihrt. Als Beispiel ist der Hintergrund einer Messung nur
mit Trehalose-Puffer gezeigt. Der Bereich der kurzen Wellenldngen ist in beiden Graphen
nicht dargestellt, da hier, zu sehen durch die hohen Intensitéten zu Beginn der Spektren,
das gestreute Anregungslicht das Fluoreszenzspektrum iiberdeckt. Zum Vergleich sind je-
weils die vom Hersteller angegebenen Emissionsspektren beider Farbstoffe zu sehen. In
Abbildung 5.2a ist eine gute Ubereinstimmung des freien AF488 mit dem Referenzspek-
trum erkennbar. Die Abweichungen ab 560 nm entstehen durch den Dichroit (siehe unten),
der bei 594 nm kein Licht transmittiert. Durch die Bindung des Farbstoffs an das Peptid
verschmélert sich das Spektrum nur geringfiigig. Bei den Spektren des AF594 in Abbil-
dung 5.2b ist der Einfluss des Dichroits und der der Kamera deutlicher zu erkennen. Bei

600 nm schneidet der Dichroit einen Teil des Spektrums ab und bestimmt dadurch die linke
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Abbildung 5.3: Raumtemperaturfluoreszenzspektren in verschiedenen Lésungen

(a) Spektren des gebundenen AF488 in NaP-Puffer mit Trehalose (griin), in Propylenglykol (braun)
und in TFE (gelb). (b) Spektren des gebundenen AF594 in Trehalose (rot), in Propylenglykol
(braun) und in TFE (gelb). Verschiedene Umgebungen verschieben das Fluoreszenzspektrum des
Donors, jedoch nicht das des Akzeptors.

Flanke. Ab 650 nm nimmt die Detektionseffizienz der Kamera ab, sodass der langwellige
Bereich abgeflacht ist. Trotzdem ist ein kleiner Unterschied zwischen dem Spektrum des
freien Farbstoffs und des gebundenen zu sehen. Durch die Bindung verschiebt sich das

Spektrum minimal zu l&ngeren Wellenléngen.

Spektren der gebundenen Farbstoffe in verschiedenen Lésungen bei 300 K

In Abbildung 5.3 sind die Spektren der gebundenen Farbstoffe in den verschiedenen Me-
dien dargestellt. Die Stokes-Verschiebung (siehe Kapitel 2.1.2) eines Farbstoffes ist von
der Losungsmittelrelaxation und damit von der Polaritat des Losungsmittels abhéngig. In
Abbildung 5.3a ist zu sehen, dass das Spektrum des gebundenen Donors im Vergleich zum
Trehalose-Puffer in TFE um wenige Nanometer zu kiirzeren Wellenléngen hin verschoben
ist. In Propylenglykol ist es zu langeren Wellenldngen hin verschoben. Diese, schon beim
Donor sehr kleine Verdnderungen, sind beim Spektrum des Akzeptorfarbstoffes in Abbil-
dung 5.3b nicht zu finden. Die rechte, von Filtern und Kamera unbeeinflusste Flanke des

Spektrums im Trehalose-Puffer liegt genau tiber der in TFE und iiber der in Propylenglykol.

Spektren der gebundenen Farbstoffe bei 77 K

Interessant ist nun die Verédnderung der Fluoreszenzspektren, wenn sich die Farbstoffe bei
77 K in amorphem Eis und damit in einer starren Umgebung befinden. Da Propylengly-
kol aufgrund seiner hohen Viskositat amorph gefriert und deswegen oft zur Messung von
Spektren bei tiefen Temperaturen genutzt wird, erfolgt ein Vergleich mit den Spektren in
Trehalose-Puffer bei 77 K. Messungen in TFE bei 77 K sind fiir die weiteren (FRET-)
Experimente nicht relevant und sind deswegen nicht gezeigt.

Da sich die Spektren beider Farbstoffe viel weiter zu kiirzeren Wellenldngen hin verschieben

als in den anderen Umgebungen, muss hier der Einfluss des Dichroits genauer betrachtet
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Abbildung 5.4: Tieftemperaturspektren des Donors

a) Dargestellt ist die Transmissionseigenschaft des Dichroits (grau, rechte Ordinate), das Herstel-
lerspektrum bei Raumtemperatur (griin gepunktet) und um 5 nm, 10 nm und 26 nm verschobene,
theoretische Spektren (hellblau bis dunkelblau gepunktet, linke Ordinate). Wird die Transmission
des Dichroits beachtet, entstehen die jeweiligen durchgezogenen Spektren. b) Raumtemperatur-
spektrum in Trehalose-Puffer (griin) sowie Tieftemperaturspektren in Trehalose-Puffer (blau) und
Propylenglykol (braun) von Pro6 AF488.

werden. Zudem kann die Normierung der Spektren nicht mithilfe des Intensitdtsmaximums
erfolgen, da dieses (hochstwahrscheinlich) nicht vom Dichroit transmittiert wird. Zur Ver-
anschaulichung sind in Abbildung 5.4a die Transmissionseigenschaft des Dichroits und
daraus resultierende, theoretische Spektren gezeigt. Das Herstellerspektrum des Donors
sowie die, zur Veranschaulichung um 5 nm, 10 nm und 26 nm verschobenen Spektren sind
gepunktet dargestellt. (Eine Verschiebung von 26 nm entspricht der Stokes-Verschiebung
und damit der maximal moglichen.) Durch die Multiplikation dieser verschobenen Spektren
mit dem Transmissionsspektrum des Dichroits werden Spektren erhalten, die der eigentli-
chen Messung entsprechen (durchgezogen). Diese theoretisch ermittelten Spektren in 5.4a
zeigen, dass bis zu einer Verschiebung von ca. 10 nm das gemessene Maximum auch dem
wirklichen Emisssionsmaximum entspricht. Bei gréferen Verschiebungen kann das Maxi-
mum und damit das Ausmaf der Verschiebung nicht bestimmt werden.

Das unverschobene Spektrum in Abbildung 5.4a steht fiir die Raumtemperaturmessung
und wird nur wenig beeinflusst. Das gemessene Spektrum des gebundenen Donors in 5.4b
dhnelt diesem sehr, deutlich vor allem durch die Wellenform bei 560 nm.

Des weiteren sind in Abbildung 5.4b die Spektren des gebundenen Donors in Trehalose-
Puffer und in Propylenglykol bei 77 K zu sehen. Da eine korrekte Normierung der Spek-
tren nicht moglich ist, erfolgt die Darstellung entsprechend der gemessenen Intensitéten.
Zur Vereinfachung ist die maximale Intensitdt bei Raumtemperatur auf Fins normiert. In
Trehalose-Puffer wird von einer Verschiebung von {iber 10 nm ausgegangen, da das Ma-
ximum sehr nah an der Flanke des Dichroits liegt. In Propylenglykol ist das Maximum
nicht mehr als 10 nm verschoben und wird deswegen auch als dieses angenommen. Die
geringe Intensitat der Spektren kann auf eine reduzierte Quantenausbeute bei 77 K (siehe
Abschnitt 5.4) zuriickgefiihrt werden.
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Abbildung 5.5: Tieftemperaturspektren des Akzeptors

a) Dargestellt ist die Transmissionseigenschaft des Dichroits (grau, rechte Ordinate), das Her-
stellerspektrum bei Raumtemperatur (rot gepunktet) und um 10 nm und 28 nm verschobene,
theoretische Spektren (hellblau und blau gepunktet, linke Ordinate). Wird die Transmission des
Dichroits beachtet, entstehen die jeweiligen durchgezogenen Spektren. b) Raumtemperaturspek-
trum in Trehalose-Puffer (rot) sowie Tieftemperaturspektren in Trehalose-Puffer (blau) und Pro-
pylenglykol (braun) von Pro20 AF594.

Die Spektren des Akzeptors werden schon bei Raumtemperatur stark durch den Dichroit
bestimmt. In Abbildung 5.5a ist das Herstellerspektrum ohne und mit Dichroittransmissi-
on dargestellt. Fast die Hélfte des Spektrums wird abgeschnitten, sodass die linke Flanke
nur durch den Dichroit bestimmt wird. Auch bei den um 10nm und 28 nm verschobenen
Spektren wird nur ein kleiner Teil des Spektrums detektiert. Um die Spektren des gebunde-
nen Akzeptors bei Raum- und Tieftemperatur vergleichen zu kénnen, wurde in Abbildung
5.5b die linke Flanke der Messung in Trehalose-Puffer der bei Raumtemperatur angepasst.
Da die Messung in Propylenglykol unter den gleichen Bedingungen der Trehalose-Messung
ablief, wurde ihre Intensitét relativ zu dieser normiert. Die Verschiebung des Emissions-
maximums bei AF594 gebunden an Prolin 20 wurde an der rechten Flanke des Spektrums
bestimmt und auf 15 nm abgeschétzt. Die Verschiebung bei 77 K in Propylenglykol betrégt

mehr als 15 nm, kann jedoch nicht genauer abgeschitzt werden.

Die vier bei 77 K aufgenommenen Spektren in 5.4b und 5.5b zeigen zudem noch die typische
Form von Spektren bei tiefen Temperaturen. Durch die geringe Temperatur verschmélern

sich die Spektren und die verschiedenen Schwingungsniveaus werden im Spektrum deutlich.

Diskussion der Fluoreszenzspektren

Die Emissionseigenschaften von Farbstoffen werden stark durch deren lokale Umgebung be-
einflusst. Vor allem die Polaritat des Losungsmittels bzw. der unmittelbaren Umgebung, die
hauptséchlich fiir die Stokes-Verschiebung verantwortlich ist, kann die Emissionsspektren
der Farbstoffe und deren Quantenausbeute éndern (sieche Abschnitt 2.1.2). Diese Ande-
rungen werden genutzt, um z. B. Bindungsstellen an einem Protein, einer Membran oder

einem Liganden zu charakterisieren.
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Die Aufnahme der Donor- und Akzeptorspektren erfolgte somit zum Einen, um die Bindung
am Peptid zu untersuchen, zum Anderen, um den Einfluss von Trehalose, Propylenglykol
und TFE auf die Spektren und damit auf den Forster-Radius ndher zu spezifizieren. Da
das Hauptaugenmerk auf dem Energietransfer bei 77 K liegt, spielt die Verschiebung der
Spektren eine wesentliche Rolle, um die Transfereffizienz genauer charakterisieren und,
wenn moglich, quantifizieren zu kénnen.

Die Bindung des Donors (AF488) an das C-terminale Cystein der Peptidkette hat weder
Einfluss auf das Absorptions- noch auf das Fluoreszenzspektrum, d. h. die Wechselwir-
kung mit der Peptidkette ist sehr schwach. Beim Akzeptor hingegen verschiebt sich das
Spektrum durch die Bindung an das N-terminale Glyzin um ca. drei Nanometer zu ldnge-
ren Wellenldngen. Die unmittelbare Umgebung des Farbstoffs ist wahrscheinlich durch die
Bindung polarer geworden und resultiert, in Verbindung mit dem verschobenen Absorpti-
onsspektrum, in einer grofieren Stokes-Verschiebung.

Der Zusatz von 7,5% Trehalose im NaP-Puffer zeigt keine Verinderung im Spektrum.
Deutlich sind die Verédnderungen der Spektren des gebundenen Donors in Propylenglykol
und TFE zu sehen. TFE verschiebt die Emission um ca. 3 nm zu kiirzeren Wellenlangen.
Diese Blauverschiebung ist bei Losungsmitteln, die Wasserstoftbriicken bilden kénnen, be-
kannt [105]. Zudem kann sie auch mit einer geringeren Polaritét begriindet werden [71].
Propylenglykol, im Vergleich zu Wasser auch weniger polar, verschiebt das Spektrum hin-
gegen um ca. 3 nm zu langeren Wellenldngen. Der gebundene Akzeptor wird durch die

verschiedenen Medien nicht beeinflusst.

Bei den Tieftemperaturmessungen zeigen alle Spektren eine starke Blauverschiebung. Diese
kann durch eine verzogerte Losungsmittelrelaxation begriindet werden und ist in Abbildung
5.6 schematisch veranschaulicht. Das Jablonski-Diagramm zeigt die Anregung des Fluoro-
phors in den Franck-Condon-Zustand, d. h. in einen vom Losungsmittel unbeeinflussten
Zustand. Daraufhin richten sich die Losungsmittelmolekiile entsprechend des Dipols des
angeregten Fluorophors aus, d. h. sie relaxieren, der angeregte Zustand verliert Energie
und folglich ist die Emission langwelliger. Die Geschwindigkeit des Prozesses wird mit
der Losungsmittelrelaxationsrate kj, beschrieben und ist von der Viskositat des Mediums
abhingig. Relaxiert das Losungsmittel komplett wiahrend der Dauer des angeregten Zu-
standes, so erfolgt die Emission aus dem energetisch niedrigen Zustand R (Abb. 5.6) und
es resultiert ein stark rotverschobenes Spektrum. Kann die Relaxation nicht stattfinden,
so erfolgt die Emission aus dem unrelaxierten Zustand F. Sind die Fluoreszenzlebensdauer
7 und 1/k7, ungefahr gleich grofs, so kann ein sehr breites Spektrum entstehen.

Diese Art der Spektrenverschiebung kann bei sinkender Losungsmitteltemperatur beob-
achtet werden. Bei niedrigen Temperaturen erhoht sich die Viskositdt des Losungsmittels
und die Relaxation verlangsamt sich. Bei 77 K ist die Viskositdt des Losungsmittels so
groft, dass praktisch keine Relaxation mehr stattfindet und die Emission aus dem Franck-
Condon-Zustand F erfolgt [65]. Dass dennoch ein Energieverlust und damit eine Rotver-

schiebung der Emission nach der Anregung erfolgt, kann nicht ganz ausgeschlossen werden.
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Abbildung 5.6: Jablonski-Diagramm

Dargestellt ist der Einfluss der Losungsmittelrelaxation (kr) auf die Lage des Emissionsspektrums.
Ist die Losungsmittelrelaxation langsamer als die Fluoreszenzlebensdauer, so erfolgt die Emission
aus dem Franck-Condon-Zustand (F); ist sie schneller, aus dem relaxierten Zustand (R). Uber-
schneiden sich beide Zeiten, so kann ein sehr breites Spektrum entstehen.

Trotz der geringen Temperatur kann ein Fluorophor in héhere Schwingungszustinde von
S1 oder in Phononenzusténde des umgebenden Mediums angeregt werden [90, 18|. Bei der
Schwingungsrelaxation in den vibronischen Grundzustand von S; wird Energie direkt an
die Umgebung abgegeben. Die anschliefsende Emission erfolgt in einen Schwingungszustand
von Sy, dessen Relaxation auch mit Energieabgabe an die Umgebung verbunden ist. Diese
Energieverluste, die nicht durch eine Reorientierung der Losungsmittelmolekiile entstehen,
konnten bereits bei Temperaturen bis 1,4 K gezeigt werden |18, 91, 92].

Wie bereits oben erwahnt, sind in den bei 77 K aufgenommenen Spektren die Schwingungs-
zustande deutlicher zu erkennen. Die Breite eines Spektrums entsteht durch bei Raumtem-
peratur zahlreich vorhandene Schwingungszustinde des Farbstoffmolekiils. Bei sinkender
Temperatur werden manche Schwingungszustinde eingefroren, sodass die Uberginge ,dis-
kreter und die Spektren schmaler werden [45, 147, 128, 98]|. Bei sehr tiefen Temperaturen
(wenige Kelvin) besteht sowohl das Absorptions- als auch das Emissionsspektrum eines
Molekiils neben Phononenseitenbéandern aus nur einer schmalen Linie, welche aus dem rein
elektronischen Ubergang ohne Schwingungen resultiert (Null-Phononen-Linie) [90, 91]. Die
fiir diese Arbeit gemessenen Spektren bei 77 K sind noch relativ breit, da es zum Einen
Ensemble-Spektren sind und sie somit die Heterogenitét der Molekiile und ihrer Umgebung
darstellen. Zum Anderen kann angenommen werden, dass, im Gegensatz zu 1,4 K, bei 77 K
noch viele Schwingungszusténde existieren. Prinzipiell 1dsst sich aus diesen Spektren das
Uberlappungsintergal fiir den Energietransfer berechnen. Ob diese aber eine gute Nihe-
rung fiir die Spektren von einzelnen Farbstoffpaaren bei 77 K sind, kann nicht beantwortet

werden.

Um den Energietransfer genauer charakterisieren zu kénnen, sind zwei Spektren von Bedeu-

tung. Aus dem Emissionsspektrum des gebundenen Donors und dem Absorptionsspektrum
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des gebundenen Akzeptors wird das Uberlappungsintegral berechnet. Da das gemessene
Fluoreszenzspektrum des Donors vom Dichroit beeinflusst wird, jedoch keine Verschiebung
aufweist, wird fiir Messungen in Trehalose-Puffer das unverschobene Herstellerspektrum bei
Raumtemperatur genommen. Fiir den Energietransfer bei 77 K wird ein um 10nm ver-
schobenes Herstellerspektrum verwendet. Als Absorptionsspektrum fiir den gebundenen
Akzeptor wird fir 300 K sowie fiir 77 K in Trehalose-Puffer das unverschobene Hersteller-
spektrum genutzt.

Eine Ubersicht fiir die Raumtemperaturexperimente in Propylenglykol und TFE ist in Ta-
belle 6.1.2 gegeben.

5.2 Triplettdynamik

Die Triplettdynamik der Farbstoffe wurde mithilfe von FCS untersucht (sieche Abschnitt
2.3.4). Um den Nachimpuls ! (Afterpulse) der APD zu eliminieren, wird das Signal mit
einem 50/50-Strahlteiler auf zwei APD aufgeteilt und kreuzkorreliert. In dieser ,Pseudo-
Autokorrelation“ erscheint der Nachimpuls der APD nicht, da die virtuellen Photonen
nicht miteinander korrelieren. In Abbildung 5.7 sind die Pseudo-AKF fiir den Donor (a)
und fiir den Akzeptor (b) bei verschiedenen Anregungsleistungen zu sehen. Gemessen wur-
de in NaP-Puffer, und die Konzentration des freien und des gebundenen Farbstoffes betrug
500 pM.

Die AKF des freien Donors in Abbildung 5.7a zeigen mit steigender Anregungsleistung des
488 nm Lasers einen steigenden Triplettanteil. Die Normierung erfolgte durch die Ampli-
tude der reinen Diffusions-AKF, welche auf Eins gesetzt wurde. Im Mikrosekundenbereich
ist schon bei 13 4W ein zusétzlicher Anstieg zu erkennen, der deutlich bis zu einer Leistung
von 70 uW ansteigt. Der gebundene Farbstoff zeigt das gleiche Triplettverhalten wie der
freie Farbstoff. Die Diffusionszeit wird durch das gebundene Prolin 6 kaum beeinflusst.
Beim Akzeptorfarbstoff in Abbildung 5.7b wurde die Leistung des 594 nm Lasers von
20 uW auf 50 pW erhoht. Die Triplettdynamik des freien Farbstoffs ist gelb unterlegt, die
des gebundenen rot. Deutlich ist, dass durch die Bindung des Akzeptors an Prolin 20 die
Diffusionszeit steigt. Auch die Triplettdynamik scheint durch die Bindung an die Peptid-
kette ausgepragter zu sein.

In Abbildung 5.8a sind fiir eine genauere Analyse die Triplettzeit 7 und der Triplettanteil
T in Abhéngigkeit von der Anregungsintensitdt dargestellt. Die Anpassung der Pseudo-
AKEF erfolgte nach Gleichung 2.46. Der eingezeichnete Fehler resultiert aus der Anpassung.
Der Donorfarbstoff zeigt im freien und im gebundenen Zustand gleiche Triplettzeiten und
-anteile. Wahrend die Triplettzeit von ca. 7 us bei 13 uW auf 3 us bei 70 uW fallt, erhoht
sich gleichzeitig der Triplettanteil von 14 % auf 34 %. Dass die Bindung des Akzeptors

! Auf der Detektorfliche der APD wird oft nach einem reellen Photon noch ein virtuelles detektiert. Diese
virtuellen Photonen iiberlagern im kurzen Zeitbereich die AKF, sodass die Analyse von Photodynamik
erschwert ist.
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Abbildung 5.7: Triplett der freien und der gebundenen Farbstoffe

(a) AKF des freien (durchgezogen) und des gebundenen AF488 (gepunktet) bei verschiedenen An-
regungsleistungen bei 488 nm, von 70 uW (dunkelblau), iber 50 uW, 25 W bis 13 uW (hellblau).
(b) AKF des freien (gelb unterlegt) und des gebundenen AF594 (rot unterlegt) bei verschiedenen
Anregungsleistungen bei 594 nm, von 50 uW (dunkelrot) tiber 35 uW (rot) bis 20 uW (hellrot).

an das Peptid einen Einfluss auf die Triplettdynamik hat, wird bei der genaueren Analy-
se bestétigt. Der freie AF594 zeigt bei einer Anregungsleistung bis 50 uW eine konstante
Triplettzeit bei einem leichten Anstieg des Triplettanteils von 8 % auf 15 %. Gebunden
verkiirzt sich die Triplettzeit dagegen von ca. 4 us auf 2 us, und der Anteil steigt von 12 %
auf 33 %.
Bei einem genaueren Blick auf die Triplettanteile des freien Akzeptors fallt auf, dass nur
sie bei einer Anregung von 0 uW nicht gegen Null extrapolieren. Dieser Verlauf ist unge-
wohnlich und weist wahrscheinlich auf die ungenaue Bestimmung des Tripletts beim freien
Akzeptor hin. Obwohl die Anpassung keinen grofsen Fehler bei den Triplettanteilen zeigt,
so sind aber die Triplettzeiten mit einem grofen Fehler behaftet. Ein Grund dafiir kann
die schwach ausgeprigte Triplettdynamik in Verbindung mit einem sehr kurzen Aufenthalt
im konfokalen Fokus sein. Durch wenige Triplettereignisse im Fokus ist deren Bestimmung
erschwert. Der gebundene Akzeptor hingegen verweilt durch die Bindung an Prolin 20 viel
langer im Fokus, und erlaubt so eine genauere Analyse.
Mithilfe der Triplettzeiten und -anteile lassen sich die Raten fiir Interkombination k;gc und
Interkombination zuriick in den Sy, krrsc, bestimmen (siehe Abschnitt 2.1.1). Die zusétzli-
che Amplitude A7 in der Pseudo-Autokorrelation, gegeben durch 7'/(1 —T'), bestimmt das
Verhaltnis zwischen der apparenten Interkombinationsrate k?gpc und der Interkombination
zuriick in Sp:

PP

Ap = 1< (5.1)
krisc

Die Summe beider Raten ist die Triplettrate, d. h. das Inverse der Triplettzeit:

k7%e + krisc = 1/7r (5.2)
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Die apparente Interkombinationsrate k;gc ist wiederum von der Besetzungsdichte des S1-
Zustandes, Ng,, abhéngig:
kise = (Ns.) krsc. (5.3)

Aus den Gleichungen 5.1 und 5.2 folgt die direkte Berechung der Raten:

1

Kise = (L T/A=T))

1SC — und  kyrsc =
T

(5.4)

Die berechneten Raten k?g% und k,rsc des Donors und des Akzeptors sind in Abbildung
5.8b in Abhéngigkeit von der Anregungsleistung dargestellt.

Wie erwartet, steigt die apparente Interkombinatonsrate fiir alle Proben mit steigender
Leistung an, da bei héherer Anregung der angeregte Zustand 6fter besetzt wird. Da eine
exakte Bestimmung der Besetzungsdichte nicht moglich ist, wird ko aus dieser Leistungs-
abhéngigkeit der apparenten Rate bestimmt. Ist die Anregung in Séttigung, das heifst, der
angeregte Zustand ist maximal besetzt, entspricht die apparente der maximalen Rate krgc.
Durch folgende Gleichung kann die Leistungsabhéngigkeit mithilfe der Parameter k;gc und
der Sittigungsleistung Py, angepasst werden [48]:

a krsc
kise(P) = T Poy /P (5.5)

Daraus ergeben sich folgende Werte:

krsc in %10° s~1 Psyy in pW
AF488 6,8 + 4,8 370 4+ 340
Pro6AF488 16,5 + 10,8 978 4+ 680
AF594 (1,1 £0,4) (26 + 20)
Pro20AF594 154+ 19 495 + 65

Wie in Abbildung 5.8b (oben) zu sehen, liegen die Messpunkte des Donors und des ge-
bundenen Akzeptors im linearen Anstieg, d. h. eine Séttigung der Rate ist noch nicht
erkennbar. Dass die Sdttigung erst bei viel hoherer Anregung erfolgt, spiegelt sich auch
in den Werten der Sattigungsintensitiat wider (Tabelle 5.2). Der grofe Fehler, der aus der
Anpassung resultiert, ist mit der geringen Anzahl an Messpunkten, welche zudem nur im
Bereich geringer Anregungsintensititen liegen, begriindet. Der freie Akzeptor dagegen zeigt
schon bei diesen Anregungsintensitidten eine Séttigung. Dieser Verlauf bestétigt die bereits
in Abbildung 5.7b sichtbare, schwach ausgeprigte Triplettdynamik des freien Akzeptors.
Dennoch sollte gerade diese Anpassung mit Vorsicht betrachtet werden, da die geringere
Séttigungsintensitét vielleicht nur aus der Bedingung k7%, = 0 bei einer Anregung von
0 uW resultiert.

Die Raten der beiden Farbstoffe zeigen zusétzlich, dass durch die Bindung an ein Peptid
die Wahrscheinlichkeit fiir eine Interkombination steigt.

Die Raten fiir die Interkombination zuriick in Sy sind in Abbildung 5.8b (unten) dargestellt.
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Abbildung 5.8: Triplettparameter und -raten in Abhingigkeit von der Anregung

(a) Die Triplettzeit 7p (oben) nimmt mit steigender Anregungsleistung sowohl fiir den freien (hell-
blau) und den gebundenen (dunkelblau) AF488 als auch fiir den gebundenen AF594 (rot) ab.
Fiir den freien AF594 bleibt sie hingegen konstant. Der Triplettanteil (unten) steigt im gleichen
Mafke fiir den freien (hellblau) und den gebundenen (dunkelblau) AF488 mit steigender Anre-
gungsleistung. Beim freien Akzeptorfarbstoff (orange) steigt der Triplettanteil geringer als beim
gebundenen (rot). (b) Die Raten fiir die apparente Interkombination (oben) steigen bei dem freien
(hellblaue Punkte) und dem gebundenen AF488 (dunkelblaue Punkte), und bei dem freien (orange
Punkte) und gebundenen AF594 (rote Punkte) mit steigender Laserleistung. Die Linien zeigen die
Anpassung nach Gleichung 5.4. Die Riickinterkombination (unten) steigt leicht in Abhingigkeit
von der Laserleistung fiir den freien (hellblau) und den gebundenen AF488 (dunkelblau). Dieser
leichte Anstieg ist auch bei dem gebundenen Akzeptor (rot) zu erkennen. Beim freien Akzeptor
scheint die Rate zu sinken, ist jedoch bei kleiner Anregung mit einem grofien Fehler behaftet. Fiir
(a) und (b): Die gestrichelten Linien dienen nur der Verbesserung der Visualisierung. Die Fehler
resultieren aus einer Groftfehlerabschitzung.

Wahrend sowohl der freie und der gebundene Donor als auch der gebundene Akzeptor einen
leichten Anstieg aufweisen, zeigt der freie Akzeptor eine sinkende Rate. Die groften Fehler
bei geringer Anregungsleistung gestalten eine genaue Interpretation der Raten des freien

Akzeptors jedoch schwierig.

Diskussion der Triplettdynamik Die Triplettzeit des Donors variiert zwischen drei und
sieben Mikrosekunden, die des Akzeptors zwischen zwei und vier Mikrosekunden. Damit
sind sie ca. 1/10 kiirzer als die mittlere Aufenthaltsdauer eines Molekiils im konfokalen
Fokus mit Typngebunden ~ 50 ps und Tyepunden v 90 ps, und sie beeinflussen nicht die gemes-
sene Diffusionszeit der Farbstoffe/Peptide. Fiir die Experimente in Losung stellt sich nun
die Frage, welchen Einfluss die Triplettdynamik auf den Energietransfer und somit auf die
Transfereffizienz-Verteilung hat. Triplett und andere ,blinkende“ Prozesse wie Quenchen
oder Bleichen (siehe Abschnitte 2.1.4 und 2.1.5) beeinflussen erst dann die Breite der Ver-
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teilung, wenn die Auszeiten ungefahr gleich grofs oder grofer sind als der mittlere, zeitliche
Abstand zwischen zwei detektierten Photonen [81, 1]. In den FRET-Losungsexperimenten
betragt der mittlere Abstand zwischen zwei Photonen ca. 10 us (bei einer Zahlrate von 100
kHz). Da die Triplettzeiten bei einer Anregung von 50 pW kleiner als 4 us sind, sollte diese
Dynamik keinen Einfluss auf die Breite der Transfereffizienz-Verteilung haben.

Obwohl die Bestimmung der Interkombinationsraten krgc mit einem grofen Fehler behaf-
tet ist, zeigt sie einen signifikanten Unterschied zwischen freiem und gebundenem Farbstoff.
Durch die Bindung des Farbstoffes an ein Peptid kann durch Wechselwirkungen mit der
Umgebung die Spin-Bahn-Kopplung erhéht werden und somit ist ein Ubergang in den
Triplettzustand wahrscheinlicher. Besonders deutlich ist der Einfluss der Bindung beim
Akzeptor, da die Rate hier ca. 14 mal grofser ist als beim freien Farbstoff.

Die leicht mit der Anregungsintensitit ansteigenden Raten k,;sc weisen auf eine beschleu-
nigte Riickinterkombination (accelerated rISC) hin [50]. Durch eine hohere Anregungslei-
stung werden 6fter hohere Triplettzustdnde T, besetzt, aus denen die Relaxation in den

Grundzustand wahrscheinlicher ist. Somit steigt die Rate des reversen ISC.

5.3 Anisotropie

5.3.1 Messparameter fiir die Anisotropiemessung

Die Anisotropiemessungen wurden mithilfe eines zusétzlich integrierten, gepulsten Lasers
(470 nm, 20 MHz) und einer speziellen Zéhleinheit durchgefiihrt (siche Abschnitt 3.1.1).
Die Konzentration der Proben war so hoch gewéhlt, dass der Hintergrund keinen bzw.
kaum FEinfluss auf das Ergebnis hat. Die Laserleistung wurde zwischen 1 W und 4 uW
eingestellt. Um den sogenannten ,,Pile-Up“-Effekt? zu verhindern, durfte die Zihlrate nicht
mehr als 100000 Photonen pro Sekunde betragen.

In Abbildung 5.9 ist ein Histogramm einer Anisotropiemessung am Beispiel von AF488
(1 xM) in Propylenglykol gezeigt. Der griine Graph stellt die Summe des Fluoreszenzab-
falls der zur Anregung parallel polarisierten Signale I, dar, der gelbe dementsprechend die
Summe der senkrecht orientierten Signale I5. Da die Ankunftszeiten der Signale aufgrund
unterschiedlich langer Wege zu den Detektoren verschieden sind, wurde der Anstieg der
Kurven zunéchst ibereinandergelegt. Dann wurde nach Gleichung 2.7 der Anisotropieabfall
berechnet. Die Rotationskorrelationszeit 7. wird aus einer Anpassung des Anisotropieab-

falls r(¢) mit einer monoexponentiellen Funktion bestimmt:

r(t) = 1o - exp(—t/y). (5.6)

Um die statische Anisotropie ¢ (Abschnitt 2.1.6) zu berechnen, wird in Gleichung 2.7 nicht

die zeitabhangige, sondern die mittlere Intensitét der Kanéle eingesetzt. Eine Bestimmung

2Bei einer TCSPC-Messung (s. 3.3) kann zwischen den Triggersignalen nur ein Photon gemessen wer-
den. Ein zweites, spéteres Photon wiirde verloren gehen. Um diese Bevorzugung frither Photonen zu
unterbinden, sollten im Mittel pro Laserpuls nur 0,1 bis 0,01 Photonen detektiert werden.
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Abbildung 5.9: Beispiel einer Anisotropiemessung

Gezeigt ist eine Messung an dem freien Donorfarbstoff AF88 in Propylenglykol. Aus den Summen
des Fluoreszenzabfalls der zur Anregung parallelen (griin) und senkrechten (gelb) Signale wird der
Anisotropieabfall (blau) berechnet. Die Anpassung der Anisotropie erfolgt mit einer monoexpo-
nentiellen Funktion (schwarz). Die Rotationskorrelationzeit betrigt in diesem Beispiel 1,9 ns.

von 1o aus Gleichung 5.6 ist ungenau, da der Zeitpunkt Null nicht exakt bekannt ist.

Die Fehler aus der Anpassung der Rotationskorrelationszeit sind meist nicht signifikant
und werden deswegen nicht angezeigt. Die Fehler der statischen Anisotropie konnen iiber
eine Gaufische Fehlerfortpflanzung mit einer Standardabweichung des Messsignals I von
VT abgeschitzt werden (siehe Abschnitt 2.3.1). Daraus resultiert ein Fehler von ca. 40, 05
fiir Messungen in NaP-Puffer und TFE sowie +0,07 in Propylenglykol.

Die Anisotropie gibt Aufschluss iiber die Depolarisation der Emission bezogen auf die Po-
larisation der Anregung (siche Kapitel 2.1.6). Somit kénnen depolarisierende Effekte des
Aufbaus das Ergebnis verfilschen. Der Einfluss von Filtern und Strahlteilern wird, wie in
Abschnitt 3.1.1 beschrieben, durch zweifache Anregung minimiert.

Im Allgemeinen wird zur Messung der Anisotropie ein Spektrometer mit einer Kiivettenan-
ordnung genutzt. Dabei erfolgt die Anregung sowie die Detektion mit linear polarisiertem,
parallelem Licht. In dem genutzten konfokalen Aufbau wird das Licht jedoch durch ein
Objektiv hoher numerischer Apertur fokussiert. Dadurch wird das linear polarisierte Licht
teilweise depolarisiert, und die gemessene Anisotropie wére kleiner als die wahre. Diese
Depolarisationseffekte kénnen mithilfe des Offnungswinkels des Objektivs theoretisch kor-
rigiert werden [43]. Fiir das Luftobjektiv mit einem Offnungswinkel von 53, 1°C reduziert
sich demnach die Gesamtintensitét in Gleichung 2.7, und die Anisotropie r wird wie folgt

berechnet:

I, — I,

s 5.7
"I, 41,481, (5.7)
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Abbildung 5.10: Anisotropie und Rotationskorrelationszeit von AF488

(a) Anisotropie des freien (Quadrat) und des an Prolin 6 gebundenen (Kreuz) Farbstoffs bei Raum-
temperatur (rot) und bei 77 K (blau). Anisotropie bei Raumtemperatur ermittelt aus der Perrin-
Gleichung (grau). (b) Rotationskorrelationzeit des freien (Quadrat) und des an Prolin 6 gebundenen
(Kreuz) Farbstoffs bei Raumtemperatur (rot). Die hohe Viskositéit von Propylenglykol ist fiir hohe
Anisotropie- und Rotationskorrelationswerte verantwortlich. Bei 77 K ist die Rotation so stark
eingeschrankt, dass eine Bestimmung von 7, nicht moglich ist.

5.3.2 Anisotropie von freiem und gebundenem Alexa Fluor 488

Mithilfe des gepulsten Lasers konnte die Anisotropie und die Rotationskorrelationszeit des
Donorfarbstoffes, AF488, unter verschiedenen Pufferbedingungen sowohl bei Raumtem-
peratur als auch bei 77 K untersucht werden. Da kein gepulster Laser der Wellenlédnge
594nm zur Verfiigung stand, konnten diese Messungen nicht fiir den Akzeptorfarbstoff,
AF594, durchgefiihrt werden. Bei den Tieftemperaturmessungen wurde zur Aufnahme der
Fluoreszenzintensititen eine Flache abgerastert, da aufgrund von Bleichprozessen die emit-
tierte Fluoreszenz aus einem Punkt nicht ausreichte, um ungefédhr zehn Millionen Photonen
zu sammeln.

In Abbildung 5.10a ist die statische Anisotropie des freien und des an Prolin 6 gebundenen
Farbstoffs AF488 in den verschiedenen Pufferlésungen zu sehen. Die Konzentration des
Farbstoffes betrug 200 nM bei Raumtemperatur und 1 M bei 77 K . Die Quadrate zeigen
die Ergebnisse fiir den freien AF488 bei Raumtemperatur und bei 77 K. Die Kreuze stehen

fiir den gebundenen Farbstoff, gemessen bei Raumtemperatur und bei 77 K.

Die Anisotropie bei Raumtemperatur in NaP-Puffer ist mit 0,02 sowohl fiir den freien als
auch fiir den gebundenen Farbstoff klein, d. h. wihrend der Anregungsdauer kénnen sich
beide komplett neu orientieren. Durch den Trehaloseanteil im NaP-Puffer vergrofsert sich
die Anisotropie nur minimal. Die Anderung der Viskositit des Puffers durch Trehalose
spielt somit fiir so kleine Molekiile wie den freien Farbstoff sowie fiir die kurze Peptidket-
te kaum eine Rolle. In Propylenglykol hingegen ist die Anderung der Viskositit deutlich
durch eine erhohte Anisotropie zu erkennen. In TFE ist fiir beide Proben die Anisotropie
nur geringfiigig hoher.

Im eingefrorenen Zustand wird aufgrund der hohen Anisotropiewerte auf einen unbewegli-
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chen Zustand der Molekiile geschlossen. Dennoch wird die maximale Anisotropie von 0,4,
die aus der Photoselektion resultiert (siche Abschnitt 2.1.6), nicht erreicht. Auch im ein-
gefrorenen Zustand gibt es zwischen freiem und gebundenem Farbstoff in Propylenglykol
und in TFE kaum Unterschiede. Nur mit Trehalose ist die statische Anisotropie leicht ver-
schieden.

Die Rotationskorrelationszeiten bei Raumtemperatur, gezeigt in Abbildung 5.10b, spiegeln
die statischen Anisotropiewerte wider. In NaP-Puffer, mit und ohne Trehalose, sowie in
TFE ist 7, sehr kurz (=~ 1ns). Im zdhfliissigen Propylenglykol dagegen rotieren sowohl
der freie als auch der gebundene Farbstoff sehr viel langsamer (7, ~ 7ns). Auffillig ist,
dass in den wiéssrigen Losungen kein Unterschied zwischen freiem und gebundenem Farb-
stoff auftritt. In Propylenglykol rotiert jedoch der an Prolin 6 gebundene Farbstoff trotz
grokerem Volumen etwas schneller. Begriindet werden kann das durch eine eingeschrénkte
Beweglichkeit des gebundenen Farbstoffs. D. h., die Reorientierung in einem Raum weniger
Freiheitsgrade erfolgt schneller als in einem Raum, in dem alle Freiheitsgrade gegeben sind
[55]. Dieser Unterschied ist jedoch nur im viskosen Propylenglykol messbar.

Im eingefrorenen Zustand konnte die Rotationskorrelationszeit nicht bestimmt werden.
In Abbildung 5.11 ist als Beispiel der Anisotropieabfall von AF488 an Prolin 6 in zwei
Pufferlosungen bei Raumtemperatur und bei 77 K zu sehen. Durch die halblogarithmi-
sche Auftragung der Anisotropie ist der monoexponentielle Abfall linear dargestellt. Die
Messung bei Raumtemperatur in Trehalose-Puffer zeigt im Vergleich zur Messung in Pro-
pylenglykol einen sehr schnellen Abfall der Anisotropie. Bei der Temperatur von fliissigem
Stickstoff befindet sich der Farbstoff in einer starren Umgebung, d. h. jegliche Rotation
ist unterbunden, und somit bleibt die Anisotropie konstant. Sollte der Farbstoff bzw. die
Peptidkette noch geringe Bewegungsfreiheiten besitzen, so sind diese, aufgrund der kurzen
Fluoreszenzlebensdauer, zu langsam, um detektiert werden zu koénnen.

Mithilfe der Rotationskorrelationszeit und der in Abschnitt 5.4 bestimmten Fluoreszenzle-
bensdauer kann die statische Anisotropie auch aus der Perrin-Gleichung (siehe Gleichung
2.10) berechnet und mit der oben ermittelten (nach Gleichung 2.7) verglichen werden. Als
fundamentale Anisotropie 79 wird 0,4 angenommen (siehe Abschnitt 2.1.6). In Abbildung
5.10a sind die so erhaltenen statischen Anisotropien fiir die Raumtemperaturmessungen
mit eingezeichnet. Diese sind nur minimal hoéher als die zuvor bestimmten. Die geringe
Abweichung kann ein Hinweis auf eine kleinere fundamentale Anisotropie oder auf Unge-
nauigkeiten bei der Bestimmung von 7. und der Lebensdauer 7 sein, soll hier aber nicht

weiter betrachtet werden.

5.3.3 Anisotropie von Alexa Fluor 488 an doppelt markierten
Polypeptidketten

Nach den Messungen am einfach markierten Peptid erfolgten Messungen an den Donor-
Akzeptor gelabelten Peptiden. Neben einer verdnderten Rotationsdiffusion aufgrund gro-

ferer Molekiile hat jetzt auch der Energietransfer vom Donor auf den Akzeptor Einfluss
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Abbildung 5.11: Anisotropie bei Raumtemperatur und bei 77 K

Anisotropieabfall (halblogarithmisch aufgetragen) von AF488 gebunden an Prolin 6 bei Raumtem-
peratur in Trehalose-Puffer (orange) und in Propylenglykol (rot), sowie bei 77 K in Trehalose-Puffer
(hellblau) und in Propylenglykol (dunkelblau). Die Messungen bei Raumtemperatur zeigen einen
sehr schuellen (in Trehalose) und einen durch hohere Viskositéit bedingten (in Propylenglykol) lang-
sameren Abfall der Anisotropie mit der Zeit. Bei 77 K bleibt die Anisotropie dagegen konstant, d.
h. alle Bewegungen sind eingefroren.

auf die Anisotropie. Da durch den Energietransfer die im Donorkanal detektierte Intensitét
sinkt, insbesondere bei Prolin 6, wurden die Konzentrationen fiir die Anisotropiemessung
auf 1 uM (Prolin 6) und auf 500 nM (Prolin 20) erhoht. Die Anregungsleistung betrug
2 uW.

In Abbildung 5.12 ist sowohl die statische Anisotropie (a) als auch die Rotationskorrelati-
onszeit (b) fir Prolin 6 und Prolin 20 bei Raumtemperatur gezeigt. Die Quadrate stehen
fiir Prolin 6 und die Kreise fiir Prolin 20. Wie bereits beim einfach markierten Prolin 6
ist die statische Anisotropie in NaP-Puffer mit und ohne Trehalose am kleinsten, in Pro-
pylenglykol am groéften, und die Messung in TFE ordnet sich mittig ein. Insgesamt sind
die Werte groker als am einfach markierten Peptid. Fiir Prolin 20 sind die Anderungen der
Anisotropie analog; die Werte liegen jedoch alle unter denen von Prolin 6.

Die Rotationskorrelationszeiten des Donorfarbstoffs in Abbildung 5.12b zeigen, wie er-
wartet, das gleiche Verhalten wie am einfach markierten Peptid. Durch den Einfluss des
Energietransfers sind diese Zeiten, insbesondere bei Prolin 6, etwas langsamer.

Auch hier erfolgte die Bestimmung der statischen Anisotropie zum Vergleich zusétzlich
mit der Perrin-Gleichung (siehe Abbildung 5.12a). Wiahrend die so ermittelte Anisotropie
bei Prolin 6 etwas kleiner ist, stimmt sie bei Prolin 20 recht gut mit den anderen Werten

uberein.

5.3.4 Diskussion der Anisotropie der markierten Peptidketten

Die Anisotropie, die ein MaR fiir die Anderung der Orientierung des Absorptions- zum
Emissionsdipol darstellt, gibt Auskunft iiber die Beweglichkeit eines Farbstoffes in seiner
Umgebung (siehe Abschnitt 2.1.6). Ist er frei, konnen Riickschliisse auf die (lokale) Viskosi-

tat seiner Umgebung gezogen werden [150]. Ist der Farbstoff an einem Makromolekiil, z. B.
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Abbildung 5.12: Anisotropie und Rotationskorrelationszeit an Prolin 6 und Prolin 20
(a) Anisotropie von Prolin 6 (blaue Quadrate) und von Prolin 20 (griine Kreise) in verschiedenen
Losungen. Durch die hohe Transferrate bei Prolin 6 ist der angeregte Zustand des Donors kiirzer.
Der Donor kann sich nicht mehr vollstédndig reorientieren und die Anisotropie steigt. Durch den ge-
ringeren Energietransfer bei Prolin 20 ist, trotz gleicher Bindungsart des Donors, seine Anisotropie
kleiner. Die aus der Perrin-Gleichung ermittelte Anisotropie ist in grau dargestellt. (b) Rotations-
korrelationszeit von Prolin 6 (blaue Quadrate) und von Prolin 20 (griine Kreise) in verschiedenen
Lésungen. Auch hier suggeriert die hohe Transfereffizienz eine langsamere Rotationskorrelationszeit
des kiirzeren Peptids.

einem Protein, gebunden, charakterisiert die Anisotropie auch die Bindungseigenschaften.
Neben der Depolarisation durch die Rotationsdiffusion des Makromolekiils kann erkannt
werden, ob der Farbstoff frei am Molekiil rotiert oder eher starr gebunden ist. Wenn die
Farbstoffe ohne Orientierungsmoglichkeit am Molekiil gebunden sind, kann das Einfluss
auf die Transfereffizienz haben, da ein mittlerer Orientierungsfaktor von 2/3 nicht mehr
gerechtfertig ist [10, 130, 93] (siche 2.1.7).

Um die Bindung des Donors, der iiber ein Maleimid mit dem C-terminalen Cystein verbun-
den ist, zu charakterisieren, wurde die Anisotropie am freien und am gebundenen Farbstoff
bestimmt. Bei Raumtemperatur zeigen die Anisotropie und die Rotationskorrelationszei-
ten keinen Unterschied zwischen gebundenem und ungebundenen Farbstoff. Da die Aus-
dehnung von Prolin 6 jedoch mit ca. 2 nm Linge ungefdhr der des Farbstoffs entspricht,
kann es sowohl in wéssriger Losung als auch in Propylenglykol &hnlich schnell rotieren wie
der Farbstoff. Dadurch kann nicht direkt eine Aussage iiber die Bindung getroffen werden.
Durch molekular dynamische Studien ist jedoch bekannt, dass die fiinffache Kohlenstoffbin-
dung des Donors sehr flexibel ist [11]. Die Bindung des Akzeptors, die hier nicht untersucht
werden konnte, ist hingegen, mit einer zweifachen Kohlenstoffbindung am N-terminalen
Glyzin, weniger flexibel. Dennoch ist ein Orientierungsfaktor von 2/3 gerechtfertigt, da er

sich selbst bei nur einem flexiblen Linker maximal auf 0,63 reduzieren wiirde [10].

Interessant sind die Ergebnisse der Messung bei der Temperatur von fliissigem Stickstoff.
Bei dieser Temperatur sollte jegliche Bewegung des Fluorophors und des Peptids in sei-
ner Umgebung ausgeschlossen sein. Dennoch erreicht die Anisotropie nicht den maximalen

Wert von 0,4. Die Depolarisation der Anregung durch das Objektiv hoher numerischer
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Apertur wurde korrigiert. Sehr wahrscheinlich wird die Anisotropie durch Photoblinken
(siche Abschnitt 2.1) reduziert [150, 148]. Durch Elektronentransport vom umgebenden
Medium kann der Farbstoff in einen radikal-ionischen Zustand tibergehen; d. h. er geht in
einen Dunkelzustand iiber. Da dieser Ubergang bei einer hohen Anregungsrate wahrschein-
licher ist, gehen hauptsichlich Molekiile, deren Absorptionsdipol parallel zur Anregung ist,
in diesen iiber. Dadurch sinkt das Verhéltnis I,/ I, und somit auch die nach Gleichung 5.7
berechnete Anisotropie. Dieses Blinken ist durch die hohe Anzahl an Fluorophoren in dieser
Ensemblemessung nicht sichtbar, wird jedoch bei den Einzelmolekiilmessungen deutlich.

Eine maximale Anisotropie von 0,4 setzt auch voraus, dass die Ubergangsdipolmomente
der Absorption und der Emission parallel sind. Bei AF488 ist kein Unterschied bekannt.
Die Anregung des Farbstoffs bei 470 nm erfolgt auferdem in den ersten elektronischen
Zustand, und da nach Kashas Regel die Emission auch immer aus diesem erfolgt, sind die
Momente parallel zueinander. Ein Winkelunterschied der beiden Momente, der z. B. bei
einer Anisotropie von 0,33 schon ca. 20° (nach 2.9) betragen wiirde, kann die geringe Ani-
sotropie im eingefrorenen Zustand nicht erklaren. Weitere Griinde fiir eine Depolarisation
kénnen Streulicht, Reabsorption, Energietransfer sowie Ungenauigkeiten der polarisieren-
den Optiken sein. Durch die sehr diinne Schicht und die relativ geringe Konzentration wird
Reabsorption sowie Energietransfer zwischen zwei Farbstoffen, der erst bei Konzentratio-
nen im millimolaren Bereich auftritt [71], ausgeschlossen. Inwieweit die amorphe Schicht
sowie der sich dariiber befindende Stickstoff streuen, konnte anhand einer Messung nur mit

Trehalose-Puffer untersucht werden. Diese Messung wurde jedoch nicht durchgefiihrt.

Die Messungen der Anisotropie an den doppelt markierten Peptidketten zeigen, dass der
Energietransfer bei der Interpretation der Ergebnisse nicht aufer Acht gelassen werden
kann. In allen Losungen zeigt sich, dass, im Vergleich zum einfach markierten Polyprolin,
die Anisotropie steigt, insbesondere bei der kiirzeren Kette Prolin 6. Das ist bei diesen
kleinen Peptiden (um 1-2 kDa) nicht auf eine verdnderte Beweglichkeit des Molekiils durch
einen weiteren, gebundenen Farbstoff zurtickzufithren. Durch die hohe Transfereffizienz bei
Prolin 6 emittiert hauptsichlich der Akzeptor. Umso ldnger sich der Donor im angeregten
Zustand befindet, desto wahrscheinlicher ist ein Energietransfer. Photonen, die der Donor
emittiert, besitzen somit eine sehr kurze Lebensdauer, in der der Donor sich nicht vollstan-
dig drehen kann, d. h. die Anisotropie steigt. Dieser Effekt ist bei Prolin 20 aufgrund einer

geringeren Transferrate weniger stark ausgeprigt.

5.4 Fluoreszenzlebensdauer

5.4.1 Messparameter

Die Fluoreszenzlebensdauer des Donorfarbstoffs unter verschiedenen Bedingungen wurde
aus den Daten der Anisotropiemessungen (siche Abschnitt 5.3) bestimmt. In Abbildung
5.13 ist eine Messung der Lebensdauer am Beispiel von AF488 in Propylenglykol gezeigt.
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Abbildung 5.13: Messung der Fluoreszenzlebensdauer

Beispiel einer Fluoreszenzlebensdauermessung an AF488 in Propylenglykol bei horizontal linear
(rot) und vertikal linear (blau) polarisierter Anregung. Die Anpassung der Daten erfolgte mit
einer monoexponentiellen Funktion (schwarz). Die Instrument-Antwort-Funktion, bei horizontaler
Anregung in gelb und in vertikaler griin, wurde in Wasser gemessen. Durch die lange Messzeit ist
der Hintergrund iiber den ganzen Zeitbereich sehr hoch.

Die gemessenen Intensitaten beider APD wurden je fiir die horizontal linear und fiir die ver-
tikal linear polarisierte Anregung addiert, um den Einfluss des polarisierenden Strahlteilers
zu entfernen. Der Laufzeitunterschied zwischen beiden APD wurde bereits vor der Addi-
tion korrigiert. Wie erwartet ist kein Unterschied zwischen beiden Anregungen zu sehen.
Zur weiteren Auswertung wurden die Daten der horizontalen Anregung verwendet. Der
Fluoreszenzabfall I(t), in Abbildung 5.13 halb-logarithmisch dargestellt, wurde mit einer
monoexponentiellen (5.8) oder doppeltexponentiellen (5.9) Funktion mithilfe von IGOR

Pro angepasst, um die Fluoreszenzlebensdauer 77 zu bestimmen:

I(t) = Io + I - exp(—t/7p1) (5.8)
bzw.
I(t) =1y + I - exp(—t/71p1) + Iz - exp(—t/TF2). (5.9)
Iy ... Hintergrundintensitat
I ... Intensitat Spezies 1
I ... Intensitat Spezies 2
TF1 ... Lebensdauer Spezies 1
TF2 ... Lebensdauer Spezies 2

Der Hintergrund der Messung, der verhindert, dass die Intensitéat auf Null abfallt, wird mit

Iy korrigiert.
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Abbildung 5.14: Fluoreszenzlebensdauer des freien und des gebundenen AF488
Fluoreszenzlebensdauer von freiem (Quadrate) und an Prolin 6 gebundenen (Kreuze) AF488 bei
Raumtemperatur (rot) und bei 77 K (blau). Deutlich ist, dass die Fluoreszenzlebensdauer bei 77K
in allen Medien kleiner ist als bei Raumtemperatur.

Die Instrument-Antwort-Funktion? (IRF) wurde unter den gleichen Bedingungen der ande-
ren Messungen fiir 40 Minuten in Wasser gemessen und ist in Abbildung 5.13 fiir horizontale
und vertikale Anregung zu sehen. Durch die lange Messzeit ist der Hintergrund auflerhalb
des Laserpulses hoher als bei einer normalen Messung.

Der gemessene Fluoreszenzabfall ist eine Faltung aus der IRF und dem wahren Fluores-
zenzabfall. Da der Einfluss der IRF auf alle Messungen gleich ist, und fiir diese Arbeit nur
relative Anderungen von Bedeutung sind, erfolgt die Anpassung der Kurven ohne Faltung.
Die Fehler der Lebenszeiten, die aus der Anpassung resultieren, sind sehr klein und werden

deswegen nicht mit aufgefiihrt.

5.4.2 Fluoreszenzlebensdauer des freien und des gebundenen Farbstoffs
Alexa Fluor 488

Die Fluoreszenzlebensdauer von freiem AF488 betragt in Puffer laut Hersteller (Molecular
Probes) 4,1 ns bei Raumtemperatur. Die Ergebnisse der Messungen bei Raumtemperatur
sowie bei 77 K sind in Abbildung 5.14 fiir den freien und fiir den an Prolin 6 gebunde-
nen Farbstoff dargestellt. In NaP-Puffer sowie in Trehalose-Puffer weicht die gemessene
Lebensdauer des freien Donors mit 3,8 ns nur gering ab, was wahrscheinlich auf die fehlen-
de Faltung der Instrument-Antwort-Funktion zuriickzufiihren ist. Durch die Bindung des
Farbstoffes an die Peptidkette erhoht sich die Lebensdauer mit und ohne Trehalose auf
4,1 ns. In Propylenglykol verringert sich die Lebensdauer des freien und des gebundenen
Farbstoffs auf 3,6 ns, wahrend sie sich in TFE auf 4,5 ns erhoht.

Ist der Donor bei 77 K eingefroren, reduziert sich die Fluoreszenzlebensdauer in Trehalose

und Propylenglykol auf 3,2 ns und in TFE auf 3,8 ns (keine Messung in NaP-Puffer).

3Die Instrument-Antwort-Funktion entspricht der Kurve, die ohne eine fluoreszierende Probe gemessen
wird. Der entstehende Abfall gibt das kiirzeste Zeitprofil, das gemessen werden kann, wieder, und seine
Breite wird durch Detektoreigenschaften und der Messelektronik bestimmt [71].
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Tabelle 5.1: Fluoreszenzlebensdauer und Quantenausbeute AF488

NaP-Puffer Treha-Puffer | TFE Propylenglykol
AF488 To in ns 3,8 3,8 4.4 3,5
300 K Q 0,84 0,84 0,98 0,78
Pro6AF488 | 7p in ns 4.2 4,1 4,5 3,6
300 K Q 0,93 0,91 1,00 0,80
AF488 Top in ns - 3,2 3,8 3,2
77T K Q - 0,71 0,84 0,71
Pro6AF488 | 7y in ns - 3,2 3,7 3,2
77 K Q - 0,71 0,82 0,71

Fluoreszenzquantenausbeute Mithilfe der bestimmten Fluoreszenzlebenszeiten des frei-
en und des gebundenen Donors kénnen Riickschliisse auf seine Quantenausbeute gezogen
werden. Da eine genaue Bestimmung der Quantenausbeute nicht durchgefiihrt wurde, er-
folgt sie so indirekt tiber Gleichung 2.5, 7, = 79/® . Dabei wird die natiirliche Lebensdau-
er 7, zundchst aus den Herstellerdaten berechnet. Dieser gibt bei einer Lebensdauer von
4,1ns (pH 7.4, 20 °C) eine Quantenausbeute von 0,92 (pH 7,2, 22 °C, 50 mM KaliumPhos-
phat, 100 mM NaCl) an. Daraus folgt eine natiirliche Lebensdauer von 4,5 ns. Unter der
Annahme, dass die strahlende Rate konstant bleibt, ergeben sich die in Tabelle 5.1 zusam-

mengefassten Quantenausbeuten des Donors in den verschiedenen Losungsmitteln.

5.4.3 Fluoreszenzlebensdauer des Donors an den doppelt markierten
Peptidketten

Durch die Anwesenheit des Akzeptors und die dadurch entstehende, zusétzliche Moglichkeit
des Donors, {iber Energietransfer in den Grundzustand zuriickzukehren, verkiirzt sich des-
sen Fluoreszenzlebenszeit. In Abbildung 5.15a ist am Beispiel von Prolin 6 der Unterschied
der Lebenszeiten des Donors mit und ohne Akzeptor zu sehen. Der Fluoreszenzabfall des
Donorfarbstoffs an Prolin 6 ohne Akzeptor zeigt einen monoexponentiellen Verlauf. Deut-
lich dagegen ist der doppeltexponentielle Abfall des Peptids mit Akzeptor zu sehen. Der
schnelle Abfall bei den kurzen Zeiten entspricht der Lebenszeit des Donors mit Akzeptor
in der Ndhe. Molekiile, die keinen Akzeptor tragen oder deren Akzeptor gebleicht ist, sind
fiir den anschliefsenden, langsameren Abfall verantwortlich.

Die ermittelten Lebenszeiten in verschiedenen Puffern sind in Abbildung 5.15b fiir Pro-
lin 6 und Prolin 20 gezeigt. Die lingere Lebenszeit, die der an den einzeln markierten
Peptiden bestimmten Lebenszeit entspricht, wurde wihrend der Anpassung an einen dop-
peltexponentiellen Verlauf fiir beide Peptide fest gehalten. Bei Prolin 6 verkiirzt sich die
Donorlebensdauer bei Anwesenheit des Akzeptors sowohl in Puffer mit und ohne Trehalose
sowie in TFE auf 0,8 ns. In Propylenglykol ist sie mit 1,1 ns etwas ldnger. Bei Prolin 20
verkiirzt sich die Lebensdauer auch, jedoch durch eine geringere Transfereffizienz weniger
stark, auf 2 ns bis 3 ns.

Mithilfe der Fluoreszenzlebenszeiten des Donors kann die Transfereffizienz der beiden Pep-
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Abbildung 5.15: Fluoreszenzlebensdauer des Donors an Prolin 6 und Prolin 20

(a) Monoexponentielle Abklingkurve von Pro6 AF488 (hellblau) im Vergleich zur doppelt-
exponentiellen von Prolin 6 (dunkelblau). Die schnelle Lebenszeit entsteht durch den Energie-
transfer zum Akzeptor; die langsame entspricht der ohne aktiven Akzeptor. (b) Dargestellt ist die
Fluoreszenzlebensdauer des Donorfarbstoffs an doppelt markiertem Prolin 6 (blaues Quadrat) und
Prolin 20 (griine Kreise) bei Raumtemperatur. Zu sehen sind immer zwei Lebenszeiten; die lange
entspricht der ohne Energietransfer (Molekiile ohne aktiven Akzeptor) und die kurze Lebenszeit
der des Donors mit Energietransfer. (c) Die aus den Lebenszeiten bestimmten Transfereffizienzen
von Prolin 6 (blaues Quadrat) und Prolin 20 (griiner Kreis).

tide nach Gleichung 2.20, E = 1 — 7pa/7p , bestimmt werden. In Abbildung 5.15¢ sind
die berechneten Transfereffizienzen dargestellt. Wie bereits anhand der Lebenszeiten sicht-
bar wurde, zeigt Prolin 6 in allen Losungsmitteln eine hohe Transfereffizienz von 0,8. In
Propylenglykol ist sie etwas geringer. Bei Prolin 20 wird in wéssriger Losung eine Trans-
fereffizienz von 0,5 erhalten. Wahrend in TFE die Effizienz auf 0,37 sinkt, zeigt sich in
Propylenglykol eine weitere Abnahme auf 0,21.

5.4.4 Diskussion der Fluoreszenzlebenszeiten

Zunichst wurde untersucht, ob die Bindung des Donorfarbstoffes an das Peptid einen Ein-
fluss auf dessen Fluoreszenzlebensdauer und damit auf seine Quantenausbeute hat. Bei
Raumtemperatur in wassriger Losung mit und ohne Trehalose zeigt sich, dass die Lebens-
dauer am Peptid leicht erhoht ist. Folglich ist somit, unter der Annahme, dass die strah-
lende Rate konstant bleibt, auch die Quantenausbeute nach Gleichung 2.5 im gebundenen
Zustand grofer als im freien. Durch die Nahe des Peptids éndert sich die unmittelbare
Umgebung des Farbstoffs, sodass die Wahrscheinlichkeit fiir einen strahlungslosen Uber-
gang in den Grundzustand sinkt und die Lebensdauer steigt [123, 71]. In Propylenglykol
und in TFE scheint der Einfluss des Losungsmittels auf die Lebensdauer des Fluorophors
grofer zu sein als dessen Bindung an ein Peptid, sodass sich die Lebensdauer durch die
Bindung nicht dndert. Die kiirzere Lebensdauer in Propylenglykol ist wahrscheinlich auf
den groferen Brechungsindex (1,43) im Vergleich zu Wasser (1,33) zuriickzufithren. Es ist
bekannt, dass die Fluoreszenzlebensdauer mit steigendem Brechungsindex sinkt [71]|. Die
hohere Lebensdauer des Donors in TFE kann somit mit dem geringeren Brechungsindex
(1,29) erklart werden.
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5.4 Fluoreszenzlebensdauer

Bei den Tieftemperaturexperimenten zeigt sich fiir die Lebensdauer in allen Losungen
kein Unterschied zwischen dem gebundenen und dem freien Farbstoff. Auffillig ist jedoch,
dass die Lebensdauer im Vergleich zu den Raumtemperaturexperimenten in allen Medi-
en kiirzer wird. Im Allgemeinen sind die radiativen und die nicht-radiativen Raten von
der Schwingungsenergie des angeregten Zustands und dem Ausmaf der Losungsmittelre-
laxation abhéingig [118]. Daraus folgt, dass die Lebensdauer sowie die Quantenausbeute
temperatur- und l6sungsmittelabhéngig sind. Ungewdhnlich ist jedoch eine Abnahme der
Fluoreszenzlebensdauer bei tiefen Temperaturen. Zum Einen wird argumentiert, dass sich
in einer stabilen Matrix die Photostabilitat erhoht, da Wechselwirkungen und somit strah-
lungslose Prozesse reduziert werden, und die Lebensdauer steigt [74, 128|. Zum Anderen
werden dynamische Losungsmitteleffekte aufgefiihrt [118]. Eine mogliche Erklarung fiir
kiirzere Lebenszeiten ist die Bildung von Aggregaten bei tiefen Temperaturen, die gegen-
seitig die Fluoreszenz léschen und somit die Lebenszeit verkiirzen [74]. Da sich aber die
Emissionsspektren bis auf eine Blauverschiebung nicht verdndert haben (siehe Abschnitt
5.1) und auch die Konzentration der Losung relativ gering war, ist Aggregation als Ursache
unwahrscheinlich.

Die kiirzeren Fluoreszenzlebenszeiten bei 77 K lassen sich nur erklaren, indem die néahe-
re Umgebung der Farbstoffe betrachtet wird. Im Vergleich zu Messungen in Lsung bei
Raumtemperatur befinden sich die Molekiile nicht mehr in einem homogenen Medium,
sondern in der Ndhe zweier Grenzschichten. Diese Grenzschichten entstehen durch die un-
terschiedlichen Brechungsindizes von Glas, amorphem Eis und fliissigem Stickstoff. Die
Farbstoffe sind in amorphem Eis eingebettet (n = 1,31), welches zum Einen von Glas mit
einer hoheren optischen Dichte (n = 1,5) und zum Anderen von fliissigem Stickstoff niedri-
ger optischer Dichte (n = 1,21) begrenzt wird. Die Anderung der Fluoreszenzabklingraten
in Abhéngigkeit vom Abstand zu diesen Grenzschichten wurde von Kreiter [68] untersucht
und ist in Abbildung 5.16 dargestellt. Befindet sich der emittierende Dipol im optisch diin-
neren Medium, so steigt seine Abklingrate, umso néher er der Grenzschicht kommt. Da
die Fluoreszenzabklingrate invers proportional zur Fluoreszenzlebensdauer ist, sinkt die
Lebensdauer in der Ndhe der Grenzschicht [68]. Somit wird angenommen, dass die Verkiir-
zung der Lebenszeiten bei 77 K durch die Ndhe der Grenzschicht zwischen Glas und Eis
verursacht wird. Der Brechungsindexunterschied zum fliissigen Stickstoff ist kleiner, sodass

nur von einem geringen Einfluss ausgegangen wird.

Die Messungen der Fluoreszenzlebenszeiten an den doppeltmarkierten Polyprolinen zeigen,
welchen Einfluss die unterschiedlichen Medien auf den Energietransfer haben, sodass erste
Riickschliisse auf die Struktur der Polyproline gezogen werden konnen. In den wéssrigen
Losungen sinkt die Fluoreszenzlebensdauer des Donors aufgrund der hohen Transfereffizi-
enz; bei Prolin 6 durch den kurzen Abstand der Fluorophore viel stéarker als bei Prolin 20.
Trehalose hat dabei keinen Einfluss auf die Farbstoffe oder auf ihre Abstédnde. In Propylen-
glykol hingegen sinkt die Lebensdauer fiir beide Peptide weniger, d. h. die Transfereffizienz

ist kleiner. Diese geringere Transfereffizienz weist auf eine geweitete Konformation beider
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Abbildung 5.16: Fluoreszenzabklingraten an einer Grenzschicht

In der Nihe einer Grenzschicht (schwarzer, vertikaler Balken) zwischen zwei Medien unterschied-
licher Brechungsindizes (n; = 1, no = 1,5) dndern sich die Fluoreszenzabklingraten (decay ra-
te) eines emittierenden Dipols in Abhéngigkeit vom Abstand (distance). Der Verlauf ist fiir zur
Grenzschicht parallel orientierte (durchgezogene Linien) und fiir senkrecht orientierte (gestrichelte
Linien) Dipole dargestellt. Nahert sich ein Dipol vom optisch diinneren Medium der Grenzschicht,
so steigt seine radiative Rate fiir beide Dipolorientierungen an; die Fluoreszenzlebenszeit sinkt.
Grafik entnommen aus [68].

Peptide hin. In TFE zeigt sich diese Aufweitung nur bei Prolin 20 und ist ein Indiz fiir eine
konformationelle Anderung, die bei lingeren Peptiden wahrscheinlicher ist. Es ist bekannt,
dass Polyprolin in TFE ausschliefslich in trans-Konformation vorliegt [23, 11] (siehe 3.4).
Durch fehlende cis-Konformationen liegt Prolin 20 somit nur in gestreckter Form vor, und
damit sinkt der Anteil mit hoher Transfereffizienz.

Weitere Schlussfolgerungen zu den Transfereffizienzen, die aus der Lebensdauer bestimmt
wurden, erfolgen in Kapitel 6.2. Dort werden sie mit den mittleren Transfereflizienzen aus

FEinzelmolekiilmessungen verglichen.

5.5 Zusammenfassung der photophysikalischen Eigenschaften

Die Bestimmung der photophysikalischen Eigenschaften der Farbstoffe unter verschiede-
nen Bedingungen ist fiir eine korrekte Analyse der FRET-Experimente wichtig. Da der
Schwerpunkt dieser Arbeit auf dem Energietransfer in amorphem FEis liegt, ist vor allem
der Einfluss des Kryogens Trehalose im Messpuffer interessant. Die Messungen zeigen, dass
7,5% Trehalose bei Raumtemperatur weder die Spektren noch die Fluoreszenzlebensdau-
er der Farbstoffe veréandert. Die Anisotropie-Messungen belegen, dass eine Mittelung des
Orientierungsfaktors x? mit und ohne Trehalose gerechtfertigt ist, da die Rotationskorre-
lationszeit (1 ns) kiirzer als der angeregte Zustand (4 ns) ist.

Mithilfe der Quantenausbeuten, bestimmt aus den Fluoreszenzlebensdauern, und der Spek-

tren kdnnen die Forster-Radien fiir die entsprechenden Losungsmittel bei Raumtemperatur
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berechnet werden. Da die Anisotropie in Propylenglykol aufgrund der hohen Viskositét sehr
hoch ist, sollte beriicksichtigt werden, dass eine Mittelung von x? die Ergebnisse verfil-
schen konnte.

Beide Farbstoffe weisen bei Raumtemperatur eine ausgepréigte Triplettcharakteristik auf.
Der Aufenthalt eines Farbstoffes im Triplettzustand ist jedoch so kurz, dass ein Einfluss
auf Transfereffizienz-Verteilungen ausgeschlossen werden kann.

Bei den Tieftemperaturexperimenten muss die Blauverschiebung des Emissionsspektrums
des Donors bei der Berechnung des Forster-Radius im Uberlappungsintegral beriicksichtigt
werden. Aus der geringeren Fluoreszenzlebensdauer wird auf eine kleinere Quantenausbeu-
te bei 77 K geschlossen. Fiir den Orientierungsfaktor wird aufgrund der hohen Anisotropie

die statische Verteilung angenommen.
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6 Energietransfer bei 300 K und 77 K

6.1 Parameter fiir FRET-Experimente

6.1.1 Detektionseffizienzen und Quantenausbeuten

In dieser Arbeit wird die Transfereffizienz aus dem Verhéltnis von Akzeptorsignal zum Ge-
samtsignal nach Gleichung 2.19 bestimmt. Die detektierten Fluoreszenzintensitéiten ent-
sprechen jedoch nicht den emittierten, da auf dem Weg vom Emitter zum Detektor zahl-
reiche Photonen absorbiert bzw. gestreut werden. Neben den Transmissionseigenschaften
des Dichroits und der Bandpassfilter tragt auch die Detektion mit einer APD zu Verlusten
bei. Die daraus resultierenden Detektionseffizienzen des Donor- und des Akzeptorkanals,
sowie die Quantenausbeuten der Farbstoffe, werden durch den Korrekturterm ~ bei der

Berechnung der Transfereffizienz beachtet:

Ny

F=— 6.1
Na+~vNp (6.1
na ®a
— 6.2
np ®p (62)

N4, Np ... Anzahl der Photonen im Akzeptor- bzw. Donorkanal
y ... Korrekturfaktor

n4,Mp ... Detektionseffizienz des Akzeptor- bzw. Donorkanals
D4, ®p ... Quantenausbeute des Akzeptors bzw. des Donors

In Abbildung 6.1a sind zur Veranschaulichung die Transmissionseigenschaften der im Auf-
bau integrierten Filter sowie die Quanteneffizienz der APD dargestellt. Deutlich ist, dass
ca. 40% der Donoremission und ca. 30% der Akzeptoremission durch die Detektionseigen-
schaften der APD verloren gehen. Werden zusétzlich, wie in Abbildung 6.1b zu sehen, die
Filtereigenschaften auf die Emissionsspektren angewendet, so werden reduzierte ,Emissi-
onsspektren” erhalten, die den Anteil der detektierten von der gesamten Emission dar-
stellen. Bei Raumtemperaturmessungen werden danach im Donorkanal nur noch 40,9%
aller Donorphotonen und im Akzeptorkanal 41,0% aller Akzeptorphotonen detektiert. Da-
mit sind die Korrekturfaktoren n4 = 0,410 und np = 0,409. Bei Messungen in fliissigem
Stickstoff muss die Blauverschiebung der Emissionsspektren beachtet werden. Diese sind
in Abbildung 6.1b in hellblau fiir die jeweiligen Farbstoffe dargestellt. Der Anteil, der noch

von der Emission detektiert wird, ist jetzt noch geringer. Die Korrekturfaktoren bei 77 K
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Abbildung 6.1: Transmission der Filter und Detektionseffizienzen

(a) Transmissionseigenschaften des Donorfilters HQ532/70 (griin), des Akzeptorfilters HQ650/100
(rot), des Dichroits Z488-594 (blau) und des Langpassfilters ST595 (schwarz) sowie die Quantenef-
fizienz der APD (gelb). (b) Die Emissionsspektren des Donors (griin) und des Akzeptors (rot),
mit einer Normierung der Flachen auf Eins, sind durchgezogen gezeigt. Durch die Transmissions-
eigenschaften der Filter und die Quanteneffizienz der APD wird jedoch nur ein Teil der Emission
(gepunktet) detektiert. Der Cross-Talk des Donors im Akzeptorkanal ist schwarz dargestellt. Bei
77 K sind die Emissionsspektren blau verschoben (durchgezogene, hellblaue Linien). Der Anteil
der detektierten Emission ist geringer als bei 300 K (gepunktet hellblau).

betragen damit ny = 0,288 und np = 0, 371.
Die Quantenausbeuten der Farbstoffe in den verschiedenen Medien bei Raumtemperatur
und bei 77 K wurden mithilfe der Fluoreszenzlebensdauern in Abschnitt 5.4, Tabelle 5.1,

bestimmt.

Des weiteren muss bei jeder Messung der Hintergrund sowie der Anteil von Photonen im
Jfalschen Kanal, der sogenannte Cross-Talk, beachtet werden. Durch eine Messung des
nur donor- bzw. nur akzeptormarkierten Peptids wurde der Anteil der Donorphotonen
im Akzeptorkanal auf 3,6% bestimmt, wahrend der Anteil von Akzeptorphotonen im Do-
norkanal vernachlassigbar klein ist. Diese 3,6% werden dem Donorsignal hinzugefiigt und
dem Akzeptorsignal abgezogen. Der Hintergrund, fiir das jeweilige Losungsmittel separat
gemessen, wird von den Signalen abgezogen. Die vollstiandig korrigierte Transfereffizienz

ergibt sich zu:

(No— HG4 —0,036- Np)

E = 6.3
(Na—HG4 —0,036 - Np)+~(Np—HGp+0,036- Np) (6:3)
Na,Np ... Anzahl der Photonen im Akzeptor- bzw. Donorkanal
HG4,HGp ... Hintergrund im Akzeptor- bzw. Donorkanal
v ... Korrekturfaktor
0,036 - Np ... Anteil der Donorphotonen im Akzeptorkanal

Die Transfereffizienz wird fiir jeden Datenpunkt einer transienten Fluoreszenzintensitét, die

die detektierten Photonen einer Millisekunde zusammenfasst (s. Abschnitt 3.3), berechnet
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Tabelle 6.1: Ergebnisse der Spektrenverschiebung
Emissionsspektren des Donors

Temperatur | NaP-Puffer Treha-Puffer TFE Propylenglykol
300 K unverschoben unverschoben + 3 nm -3 nm

7T K - - 10 nm - —
Absorptionsspektren des Akzeptors

Temperatur | NaP-Puffer Treha-Puffer TFE Propylenglykol
300 K unverschoben unverschoben - 8 nm -2 nm

7T K - unverschoben - —

und in einem Histogramm dargestellt. Um Hintergrund in diesem Histogramm auszuschlie-
fsen, werden nur Datenpunkte iibernommen, deren Summensignal (S = N4 + Np) einen

bestimmten Schwellwert iibersteigt [26].

6.1.2 Bestimmung des Forster-Radius’ in verschiedenen Lésungsmitteln

Um bei einer Messung des Energietransfers zwischen zwei Fluorophoren auf deren Abstén-
de schliefsen zu kénnen, ist die Kenntnis des Forster-Radius’ unabdingbar. Die Berechnung
des Forster-Radius’ erfolgt nach Gleichung 2.15.

Das Uberlappungsintegral wurde mithilfe der Herstellerspektren berechnet. Dabei wurden
jedoch die Ergebnisse der Messungen aus Kapitel 5.1 beachtet. Das Maximum des Emis-
sionsspektrums des Donors ist sowohl in TFE und in Propylenglykol als auch bei einer
Temperatur von 77K verschoben. Auch die Absorptionsspektren des Akzeptors sind in
den Losungsmitteln verschoben. Die Tabelle 6.1.2 gibt eine Ubersicht iiber die Ergebnisse.
Die Donorquantenausbeute, bestimmt aus den Fluoreszenzlebenszeitmessungen, wird der
Tabelle 5.1 entnommen.

Der Brechungsindex fiir NaP-Puffer und fiir Trehalose-Puffer betrdgt 1,33 bei Raumtem-
peratur und 1,31 fiir 77 K. Fiir TFE wird der Wert 1,29 und fiir Propylenglykol 1,43 bei
Raumtemperatur angenommen. In diesen Medien fanden keine FRET-Messungen bei 77
K statt (sieche Abschnitt 6.3).

Entscheidenden Einfluss auf den Forster-Radius hat der Orientierungsfaktor x2. In Kapi-
tel 2.1.8 wird néher erldutert, dass fiir Messungen in Losung ein mittlerer Wert von 2/3
gerechtfertigt ist. In Tabelle 6.2 sind die daraus resultierenden Forster-Radien fiir die ver-
schiedenen Pufferbedingungen bei Raumtemperatur zusammengefasst. Fiir die Messungen
in Trehalose-Puffer bei 77 K muss fiir x? die statische Verteilung (siehe Abb. 2.8), d. h.

2 angenommen werden. Die daraus entstehende theoreti-

flir jedes Prolin ein anderes
sche Verteilung der Forster-Radien in einer Einzelmolekiilmessungen ist in Abbildung 6.2
zusehen. Diese Verteilung wurde mithilfe einer Monte-Carlo-Simulation (MC-Simulation)
erhalten, in der die Orientierung zweier Ubergangsdipolmomente zueinander zufillig ge-
wiirfelt und daraus je ein Orientierungsfaktor und ein Férster-Radius berechnet wurde. Am
hiufigsten tritt ein Forster-Radius zwischen 5,6 nm und 5,8 nm auf, was einem 2 nahe

Eins entspricht. Sehr wahrscheinlich sind jedoch auch kleinere Radien bis 2,0 nm. Grofsere
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Tabelle 6.2: Forster-Radien

Temperatur | NaP-Puffer Treha-Puffer TFE Propylenglykol
300 K 5,9 nm 5,9 nm 6,3 nm 5,5 nm
77T K — 5,2 nm — —
1.0 T
0.8
< 0.6
<
0 0.4
0.2 1
0.0 == T T T
0 2 4 6 8

Fdrster-Radius Ry in nm

Abbildung 6.2: Verteilung der Forster-Radien bei 77 K

Bei 77 K findet keine Orientierung der Ubergangsdipolmomente wihrend der Zeit im angeregten
Zustand statt. Daraus folgt fiir jedes FRET-Paar ein bestimmtes x? und damit ein anderer Férster-
Radius. Die Wahrscheinlichkeit fiir einen Forster-Radius von 5,7 nm ist am grofiten; er variiert
jedoch zwischen 0,6 nm und 7,4 nm.

Forster-Radien, bei denen x? grofer als Eins ist, sind seltener.
Wird ein Ensemble von Molekiilen bei 77 K betrachtet, so kann fiir x2 der statische Mit-
telwert von 0,467 angenommen und der mittlere Forster-Radius auf 5,2 nm abgeschétzt

werden.

6.1.3 Flexibilitdat und Konformationen der Polyproline

Der Abstand der Farbstoffe wird {iber den Abstand der Peptidtermini bestimmt. In der
Polyprolin-II-Konformation, die sich in Wasser ausbildet und nur ¢trans-Bindungen aufweist
(sieche Kap. 3.4), nimmt ein Prolin eine Lange von 0,312 nm in der helikalen Struktur ein
[25]. Fiir das Glyzin am N-Terminus und fiir das Cystein am C-Terminus wird von der
Ausdehnung in einer a-Helix ausgegangen, die pro Aminosdure 0,15 nm entspricht. Die
maximale Lénge der Prolinpeptide, auch Konturlinge [ genannt, betragt somit fiir Pro-
lin 6 2,17 nm und fiir Prolin 20 6,54 nm.

Aufgrund ihrer als recht starr angenommenen Struktur wurden Polyprolinpeptide oft als
Referenz fiir FRET-Experimente genutzt [124, 114]. Abweichungen von der Theorie zeigen
jedoch, dass dynamische Flexibilitat sowie Konformationsheterogenitét, die zu einer Vertei-
lung von Abstédnden fiihrt, nicht ausgeschlossen werden kénnen [11, 33, 89]. Eine gute Né-
herung fiir die dynamische Flexibilitat der all-trans-Konformation bietet das WLC-Modell
(Worm-like-Chain-Modell) [126]:
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47 N L? 3k
P(L) = - 6.4
(L) 21— 12120 P ( 1lp (1L2/l§<)> (64)

P(L)... Wahrscheinlichkeit fiir den Terminiabstand L

N ... Normierungskonstante
L ... Abstand der Termini
lg ... Konturlange

lp ... Persistenzlange

Dabei bezeichnet lx die oben angegebene Konturlange, L den Terminiabstand und Ip
die Persistenzlange. Die Persistenzlange gibt an, iiber welche Lange eine Kette ihre ur-
spriingliche Orientierung beibehélt. Fiir Polyprolinpeptide ergab eine Anpassung des WLC-
Models an molekulardynamische Simulationen langenabhéngige Persistenzlédngen [11]. Da-
nach wéchst die Persistenzldnge mit der Anzahl der Monomere von ca. 7 nm bei zehn
Prolinen bis maximal 13 nm fiir unendlich lange Ketten. Fiir Prolin 6, das in [11] nicht
betrachtet wurde, wird eine Persistenzlange von 7 nm angenommen und fiir Prolin 20
die dort ermittelte Persistenzldnge von 9 nm. Die Normierungskonstante N ist durch das

Verhiltnis o von Kontur- zu Persistenzlédnge bestimmt:

4 o3/2 e
N = a (6.5)
/2 (4412 a1 4+ 15 a~2)
31
a=- L (6.6)

Die aus diesem Modell erhaltenen Abstandsverteilungen fiir Prolin 6 und Prolin 20 in all-
trans-Konformation sind in Abbildung 6.3 dargestellt. Zum Vergleich ist fiir beide Peptide
die Konturldnge schwarz gestrichelt eingezeichnet. Die Termini von Prolin 6, welches auf-
grund seiner Kiirze eher steif ist, nehmen nur Abstdnde zwischen 1,9 nm und 2,1 nm ein.
Am wahrscheinlichsten ist jedoch ein Abstand von ca. 2,1 nm. Prolin 20 ist dagegen viel
flexibler, sodass Absténde zwischen 4 nm und 6,4 nm auftreten kénnen. Dem Modell nach

ist ein Abstand von 6,1 nm am wahrscheinlichsten.

Allein durch die Flexibilitéit der Polyproline konnten die Ergebnisse der FRET-Messungen
jedoch noch nicht erklart werden. NMR-Messungen ergaben, dass ca. 2 % der Peptidbin-
dungen in cis-Konformation vorliegen [11]. D. h., in einem Ensemble von Prolin20-Peptiden
besitzen ca. 30 % eine cis-Bindung. Der dadurch entstehende Knick im Peptid kann je nach
Position zu einer starken Verkiirzung des Terminiabstandes fiihren.

Da diese Konformationsheterogenitiat nicht durch das WLC-Modell beschrieben werden
kann, wurde zusétzlich eine MC-Simulation zur Bestimmung der Terminiabsténde durch-
gefiihrt. Das Riickgrat der gestreckten Polyprolin-II-Konformation wurde mit den entspre-

chenden Diederwinkeln ® = —75°%, ¥ = 145 sowie w = 180° (trans) oder, mit einem Anteil
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Abbildung 6.3: Theoretische Abstinde der Peptidtermini

Unten: Die Abstandsverteilungen der ali-trans-Konformation von Prolin 6 (a) und von Prolin 20
(b) berechnet nach dem WLC-Modell sind in blau dargestellt. Sie spiegeln die Flexibilitdt der
Peptidketten wider. Die Konturlinge beider Peptide ist schwarz gestrichelt eingezeichnet. Eine
MC-Simulation, die einen cis-Anteil aller Peptidbindungen von 2 % berlicksichtigt, ist in orange
zu sehen. Deutlich wird der Anteil verkiirzter Abstédnde durch cis-Bindungen. Oben: Die Anzahl
der cis-Bindungen in einem Peptid in Abhiingigkeit vom Terminiabstand fiir 10° Molekiile. Nur
der Bereich zwischen (a) 5 und 2000 Ereignissen und (b) 5 und 7000 Ereignissen ist grau skaliert.
Ereignisse unter 5 sind hellblau dargestellt und iiber 2000 bzw. 7000 in rot.

von 2 % w = 0° (cis), simuliert. Die Abstdnde des N-Atoms im Glyzin zum C’-Atom im
Cystein wurden fiir 10° Proline bestimmt. Ihre Verteilung ist in Abbildung 6.3 im Ver-
gleich zum WLC-Modell dargestellt. Bei dieser Simulation fand keine Energieminimierung
statt, sodass die erhaltenen Abstidnde die maximale Riickgratausdehnung widerspiegeln.
Des weiteren enthélt die Simulation keine Beweglichkeit der Ketten, sondern soll Auskunft
tiber mogliche Konformationen geben. Demnach befinden sich ca. 89 % der Prolin6-Peptide
in einer all-trans-Konformation mit einer Linge von ca. 2,3 nm. Der Rest besitzt eine cis-
Bindung, sodass kleinere Terminiabstande moglich sind. Die Wahrscheinlichkeit fiir zwei
cis-Bindungen ist deutlich kleiner [11]. Bei Prolin 20 ist der Anteil geknickter Konforma-
tionen grofser. Wahrend ca. 67 % in gestreckter all-trans-Konformation vorliegen, besitzt
der Rest ein (27 %) oder zwei (5 %) cis-Bindungen. Ein Abstand von ca. 4 nm ist sehr
wahrscheinlich auf einen Knick mittig der Peptidkette zurtickzufithren [33]. Um zu ver-
anschaulichen, welche Abstédnde aus moglichen cis-Bindungen entstehen konnen, ist der
Abbildung 6.3 die Anzahl der cis-Bindungen fiir die verschiedenen méglichen Abstédnde in
einem 2D-Histogramm hinzugefiigt. Es sei bemerkt, dass die Grauskala nur einen Teil der
insgesamt 10° Molekiile abdeckt. Allein bei Prolin 6 haben bereits 89 % aller Molekiile kei-
ne cis-Bindung. Deutlich wird jedoch, dass, wenn auch eher unwahrscheinlich, sehr kleine
Absténde durch mehrere cis-Bindungen selbst bei Prolin 20 méglich werden.

Die Konformationsdnderungen, die auf der cis-trans-Isomerie beruhen, sind so langsam,

dass sie nicht wahrend des Aufenthalts im konfokalen Fokus beobachtet werden konnen.
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Abbildung 6.4: Prolin 6 mit AF488 und AF594

Der Akzeptor AF594 (rot) ist {iber ein Succinimidylester und der Donor AF488 (blau) iiber ein
Maleimid an Gly-(Pro)s-Cys gebunden. Die graue Helix stellt nur die sechs Proline dar. Die ein-
gezeichneten Abstdnde (blau) geben einen moglichen Abstand des Akzeptordipols (vom N des
Glyzins) und des Donordipols (vom S des Cysteins) von den Peptidenden an. Struktur von M.
Glanert, [40].

Fiir die FRET-Messungen kann somit von einer statischen Heterogenitat ausgegangen wer-
den [33, 135].

Einfluss der gebundenen Fluorophore Gerade bei sehr kurzen Peptidketten muss die
Lange der Verbindung und die Grofe der Farbstoffe beriicksichtigt werden. Um die Gro-
fse besser abschétzen zu konnen, wurde die Struktur von AF594-Gly-(Pro)e-Cys-AF488
mithilfe des Programms PyMOL! (DeLano Scientific LLC, Schrédinger) erstellt und an-
schlieRend mit GROMACS? energieminimiert [40]. In Abbildung 6.4 ist die so erhaltene
Struktur von Prolin 6 mit den Farbstoffen gezeigt. Die eingezeichneten Abstdnde geben
einen von vielen moglichen Abstédnden der Farbstoffdipole von den Peptidenden an. Der
Abstand des Akzeptordipols vom Stickstoffatom des Glyzins betragt ca. 0,7 nm. Von der
Disulfidbriicke des Cysteins hat der Donordipol einen Abstand von ca. 1,0 nm (siehe auch
[145]). Da die Farbstoffe flexibel am Peptid angebracht sind, insbesondere der Donor durch
die Bindung iiber fiinf Kohlenstoffe, kann je nach Orientierung der Abstand beider sehr
unterschiedlich sein [11]. Aufgrund der MD-Simulation in [40] wird auf einen zusétzlichen
Abstand von maximal 1,7 nm geschlossen.

Es wird angenommen, dass die Flexibilitdt und die Konformation der Proline nicht durch
die Farbstoffe beeinflusst werden, obwohl sie im Verh&ltnis zum Peptid mit einer Ausdeh-

nung von ca. 0,7 nm (Donor) und 1,2 nm (Akzeptor) relativ grof sind [114].

'PyMOL - Freie Software, mit der Molekiile erstellt, bearbeitet und dargestellt werden kénnen.
2GROMACS - GROningen MAchine for Chemical Simulations, freie Software der Universitét Groningen,
NL, fiir Molekiildynamik-Simulationen.
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Abbildung 6.5: Theoretische Transfereffizienz bei Raumtemperatur in NaP-Puffer
Theoretisches Transfereffizienz-Histogramm fiir Prolin 6 (a) und Prolin 20 (b) in NaP-Puffer bei
300 K. Als Orientierungsfaktor wird der dynamische Mittelwert von 2/3 angenommen, und die
Farbstoffabstdnde entsprechen denen der MC-Simulation, addiert mit 1,7 nm, bedingt durch die
Farbstoffverkniipfungen (farbige Balken). Den Verteilungen wurde Poisson-Rauschen hinzugefiigt.
Wahrend Prolin 6 durch die kurzen Fluorophorabstdnde nur eine Transfereffizienz bei 0,9 zeigt,
sind bei Prolin 20 zwei Populationen zu erkennen. Diese zeigen die Konformationsheterogenitét
und weisen auf Peptidketten mit und ohne cis-Bindung hin. Die transparenten Histogramme zei-
gen die Transfereffizienz ohne den zusétzlichen Abstand durch die Farbstoffverkniipfungen. Die
Transfereffizienz verschiebt sich dadurch zu héheren Werten.

6.1.4 Theoretische Transfereffizienz bei 300 K und bei 77 K

Mithilfe der bestimmten Férster-Radien und der Fluorophorabstdnde kann nach Gleichung
2.19 die Transfereffizienz bei Prolin 6 und Prolin 20 abgeschétzt werden. Fiir ein Ensemble
von 10* Molekiilen, deren Terminiabstinde aus der MC-Simulation bekannt sind, wurde
fiir jedes einzelne eine Transfereffizienz berechnet. Da in Losung (hier NaP-Puffer) von
einem dynamischen Ensemble ausgegangen werden kann, ist k2 = 2/3, und somit betrigt
der Forster-Radius 5,9 nm. Fiir die erhaltenen Transfereffizienzen wurden aus einer Sum-
menintensitdt von 50 Photonen pro Binzeit die theoretischen Donor- und Akzeptoranteile
berechnet und ihnen Poisson-Rauschen hinzugefiigt. Die aus den verrauschten Intensité-
ten berechneten Transfereffizienz-Histogramme sind in Abbildung 6.5 fiir Prolin 6 (a) und
Prolin 20 (b) gezeigt. Bei Prolin 6 ist der Abstand so gering, dass eine hohe Transferef-
fizienz bei 0,9 (+0,06) erwartet wird. Wiirde die Transfereffizienz nur fir den Abstand
der Peptidtermini bestimmt (ohne die 1,7 nm), so lige die Transfereffizienz genau bei
1,0 (siehe Abbildung 6.5a). Prolin 20 dagegen zeigt zwei breite Verteilungen. Die geringe
Transfereffizienz bei 0,1 ist auf die gestreckte Konformation ohne cis-Bindung zuriickzufiih-
ren, wahrend die hohere Transfereffizienz bei 0,5 durch Konformationen mit cis-Anteilen
entsteht. Auch hier ist ein Histogramm ergénzt, bei dem nur der Transfer zwischen den
Peptidenden betrachtet wurde. Die zwei Verteilungen verschieben sich dadurch zu héheren

Transfereffizienzen.

Die Simulationen der FRET-Verteilungen im eingefrorenen Zustand erfolgten wie bei Raum-
temperatur, jedoch nicht mehr mit einem gemittelten Orientierungsfaktor. Nun wurde fir

jedes Molekiil auch ein k2 entsprechend der statischen Verteilung in Abschnitt 2.1.8 berech-
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Abbildung 6.6: Theoretische Transfereffizienz bei 77 K

Theoretische Transfereffizienz-Histogramme (blau) fiir Prolin 6 (a) und Prolin 20 (b) in Trehalose-
Puffer bei 77 K. Fiir jedes Molekiil wurde ein Abstand r, entsprechend der MC-Simulation und
Farbstoffabstand (1,7 nm), und ein x? gewiirfelt. Oben ist die Transfereffizienz-Verteilung fiir 500
Peptide dargestellt. In der Mitte ist der Verteilung mit 500 Teilchen Poisson-Rauschen hinzugefiigt.
Unten ist die theoretische Verteilung mit Poisson-Rauschen fiir 10000 Molekiile gezeigt. Bei Prolin 6
(a) wird auch im eingefrorenen Zustand von einer Transfereffizienz bei 0,9 ausgegangen, jedoch mit
einer breiteren Verteilung. Bei Prolin 20 (b) wird eine geringe Transfereffizienz bei 77 K erwartet.

net. Die daraus ermittelten Transfereffienz-Verteilungen sind in Abbildung 6.6 fiir Prolin 6
(a) und Prolin 20 (b) dargestellt. Um den Einfluss des Poisson-Rauschens zu zeigen, wurde
fiir beide Peptide eine Verteilung mit 500 Molekiilen mit und ohne Rauschen simuliert. Bei
Prolin 6 dhnelt die Verteilung der bei Raumtemperatur, jedoch gibt es jetzt auch Ereignis-

2 zuriickzufiithren

se mit geringen Transfereffizienzen, die auf die statische Verteilung von &
sind. Bei einer Anzahl von 10* Molekiilen dndert sich die Verteilung kaum. Wird Prolin 20
im statischen Zustand betrachtet, so ist aufgrund der x2-Verteilung und des recht grofen

Abstandes nur geringe Transfereffizienz zu erwarten.

6.2 FRET bei Raumtemperatur in Losung

Die FRET-Messungen in Losung wurden mit zirkular polarisiertem Licht, dem Wasserim-
mersionsobjektiv und einer 50 pm Lochblende zwischen den telezentrischen Linsen durch-
gefiihrt. Die Anregungsleistung betrug 300 nW bei den Tetra-Speck-Kugeln und 50 uW bei

den Prolinen.
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6 Energietransfer bei 300 K und 77 K

6.2.1 Tetra-Speck-Kugeln und ,Shotnoise“-Verteilung

Transfereffizienz von immobilisierten Tetra-Speck-Kugeln In Kapitel 6.1 ist der Ein-
fluss der Poisson-Statistik auf die Einzelmolekiilspektroskopie erkldrt. Wiirde in einem
Experiment der Energietransfer zweier Farbstoffe betrachtet, die einen festen Abstand
besitzen, so wird nicht nur eine bestimmte Transfereffizienz gemessen, sondern aufgrund
der Poisson-Statistik eine breite Verteilung. Erst bei Verteilungen, deren Breite iiber die-
se sogenannte ,Shotnoise-Verteilung hinausgehen, kann iiber verschiedene Absténde der
Fluorophore und damit iiber verschiedene Konformationen nachgedacht werden (siehe auch

Abschnitt 2.3.3).

Mithilfe von Tetra-Speck-Kugeln (TS-Beads, Invitrogen), die mit vielen verschiedenen
Farbstoffen gefiillt sind und somit eine definierte Transfereffizienz besitzen, kann die Shot-
noise-Verteilung gemessen und fiir den genutzten Aufbau iiberpriift werden. Die Tetra-
Speck-Kugeln bestehen aus Latex, haben einen Durchmesser von 100 nm und emittieren
bei 430 nm, 515 nm, 580 nm und 680 nm. Um sie zu immobilisieren, wurde ein Tropfen mit
den in destilliertem Wasser gelosten Kugeln auf ein Deckglas gegeben und anschlieffend das
Wasser entfernt. Die durch Adhésion am Deckglas verbliebenen TS-Kugeln wurden dann
mit dem Laser der Wellenldnge 488 nm bei 1 nW angeregt.

Als Beispiel sind in Abbildung 6.7a die transienten Intensititen zweier TS-Kugeln im
Donor- und im Akzeptorkanal dargestellt. Die unterschiedliche Helligkeit beider Kugeln
ist wahrscheinlich auf von 100 nm abweichende Gréfen oder auf eine variierende An-
zahl von Farbstoffen in einer Kugel zuriickzufiihren. Aus den Intensitdten wurde dann
die Transfereffizienz pro Zeiteinheit (1 ms) berechnet und in Abbbildung 6.7b in einem
Histogramm dargestellt. Die Transfereffizienz beider Kugeln betrigt ca. 0,2. Die Breiten
der Verteilungen weichen dagegen mit 0,05 und 0,09 voneinander ab. Ob diese Verteilungen
,shotnoise'~limitiert sind, kann anhand einer einfachen Simulation iiberpriift werden (siehe
auch Abschnitt 2.3.3). In dieser Simulation wird die im Experiment ermittelte mittlere
Intensitdt in Donor- und Akzeptorkanal pro Zeiteinheit mit einer Poisson-Verteilung ver-
rauscht. Die daraus erhaltene Transfereffzienz-Verteilung ist auch in Abbildung 6.7b darge-
stellt. Bis auf eine geringe Abweichung der mittleren Transfereffizienz, stimmen die Breiten
der simulierten Verteilungen genau mit den gemessenen iiberein. Aufserdem wird wieder-
holt deutlich (siehe Abschnitt 2.3.3), dass die Breite der Verteilung von der Anzahl der
Photonen abhéngt. Damit ist gezeigt, dass mit dem genutzten Aufbau shotnoise-limitiert
Energietransfer gemessen werden kann. (Da in der Simulation der Mittelwert und nicht der
wahrscheinlichste Wert der Intensitdt verrauscht wurde, kommt es zu der geringen Abwei-

chung der simulierten von der gemessenen Transfereffizienz.)

Durch die Experimente an den immobilisierten T'S-Kugeln wurde festgestellt, dass sie un-
terschiedlich grof und damit unterschiedlich hell sind, und, dass sie leicht voneinander

abweichende Transfereffzienzen haben (zwischen 0,17 und 0,21). Bei einer Messung in Lo-
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Abbildung 6.7: Energietransfer von immobilisierten Tetra-Speck-Kugeln

(a) Transiente Intensitit zweier immobilisierter TS-Kugeln im Donor- (griin) und im Akzeptorkanal
(rot). (b) Die aus den Zeitspuren resultierenden Transfereffizienz-Histogramme (blaue Balken)
zeigen eine mittlere Transfereffizienz von ca. 0,2 und durch eine Simulation (schwarz) bestétigte,
shotnoise-limitierte Breiten von 0,05 und 0,09.

sung (dest. Wasser) wird zwar immer eine reproduzierbare Transfereffizienz von 0,19 4+ 0,06
erhalten, diese ist jedoch aufgrund der Unterschiede in der Zusammensetzung der Kugeln

nicht shotnoise-limitiert.

Einfluss der Losungsmittel auf die Histogramme Das konfokale Volumen ist bei gegebe-
ner numerischer Apertur des Objektivs sowohl von der Anregungswellenlédnge als auch vom
Brechungsindex des Losungsmittels abhéngig (siche Abschnitt 2.2). Aus diesem Grund wird
der Einfluss von TFE und Propylenglykol auf die gemessene Transfereffizienz im Vergleich
zu Messungen in wassriger Losung untersucht. Da die Fluorophore in den Tetra-Speck-
Kugeln aufgrund der Latexumhiillung nicht mit dem Losungsmittel in Kontakt kommen
bzw. bei Kontakt vollig von diesen gequencht werden, kann in allen Medien von der gleichen
mittleren Transfereffizienz (0,19) ausgegangen werden. Sollten sich die Anregungs- und De-
tektionsfoki fiir Donor-und Akzeptorkanal in TFE und Propylenglykol stark d&ndern, kann
das das Verhéltnis von Donor und Akzeptor, und somit die gemessene Transfereffizienz,
verfalschen.

In Abbildung 6.8 sind die Transfereffizienz-Histogramme von Tetra-Speck-Kugeln in den
verschiedenen Medien dargestellt. In Propylenglykol verschiebt sich das Histogramm kaum
merklich zu einer héheren Transfereffizienz hin und wird schmaler. Durch die hohe Visko-
sitdt von Propylenglykol ist der Aufenthalt der Kugeln im Fokus sehr lang, sodass viele
Photonen gesammelt werden kénnen und die Verteilung schmaler wird. In TFE wird eine
verbreiterte Verteilung gemessen, die zudem leicht zu héheren Transfereffizienzen verscho-

ben ist.
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Abbildung 6.8: Tetra-Speck-Kugeln in verschiedenen Ldsungen

Tetra-Speck-Kugeln in destilliertem Wasser (blau Linie), TFE (gelb) und Propylenglykol (braun).
Die gemessene Transfereffizienz verschiebt sich in Propylenglykol nur minimal und wird schmaler im
Vergleich zur Messung in destilliertem Wasser. In TFE wird eine starker verschobene und breitere
Verteilung gemessen.

Fiir die in Abschnitt 6.2.3 folgenden FRET-Messungen werden die Transfereffizienzen so-
wohl mit den in Abschnitt 6.1 eingefiihrten Korrekturen fiir die Detektionseffizienz und die
Quantenausbeute als auch mit den hier ermittelten Verschiebungen korrigiert. Der Einfluss

auf die Breite der Verteilung wird nicht korrigiert, jedoch in die Diskussion einbezogen.

6.2.2 Simulation einer Messung in Lésung

Fiir die FRET-Messungen in Lésung ist eine Simulation fiir die Interpretation der Transfer-
effizienz-Verteilung notig, bei der zusétzlich zur Simualtion in 2.3.3 auch die Diffusion der
Molekiile durch das konfokale Anregungsvolumen beriicksichtigt wird. Die Simulation ist
eine Monte-Carlo-Simulation, bei der mehrere Molekiile in einer Box diffundieren. In dieser
Box befindet sich ein konfokales Beobachtungsvolumen (siche 2.2.3). Passiert ein Teilchen
das Volumen, wird Fluoreszenz entsprechend der Anregungsintensitédt im Volumen berech-
net, und dieses Mittel wird als Grundlage fiir Poisson-Rauschen verwendet.

Zum Vergleich mit einer Messung in Losung wird die Summenintensitat im Maximum des
Volumens gleich der molekularen Helligkeit des Donors und des Akzeptors im Experiment
gesetzt. Die molekulare Helligkeit wird aus der mittleren Intensitét einer Zeitspur geteilt
durch die mittlere Anzahl von Molekiilen im Volumen berechnet. Da in TFE und Propy-
lenglykol der hohe Hintergrund zu einer hoheren mittleren Anzahl der Teilchen fiihrt, und
somit die Bestimmung der molekularen Helligkeit erschwert, wird fiir alle Simulationen die
molekulare Helligkeit der Messung in NaP-Puffer angenommen. Diese betréigt fiir Prolin 6
ca. 80 und fiir Prolin 20 ca. 90 Photonen pro Millisekunde und Teilchen.
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6.2 FRET bei Raumtemperatur in Ldsung

6.2.3 Transfereffizienz-Histogramme der Polyproline

Die Konzentration der Polyproline betrug bei jeder Messung 100 pM. Den Pufferlosun-
gen wurde je 0,001 % Tween 20 (Carl Roth) hinzugefiigt, um Adhésion der Proline am
Deckglas zu vermeiden. Der Hintergrund fir die verschiedenen Messungen wurde mit den
Tween-Pufferlésungen unter gleichen Messbedingungen bestimmt und von den gebinnten
Zeitspuren subtrahiert (s. Abschnitt 6.1). Die Summenschwelle wurde auf 70 Photonen pro
Millisekunde gesetzt.

In Abbildung 6.9 sind die Transfereffizienz-Histogramme von Prolin 6 und Prolin 20 in den
verschiedenen Pufferlosungen zu sehen. Wie erwartet, zeigt Prolin 6 aufgrund des kurzen
Farbstoffabstandes in NaP-Puffer, in Trehalose-Puffer und in TFE eine hohe Transferef-
fizienz. Die mittlere Transfereffizienz, bestimmt durch eine Anpassung mit einer Gauf-
Funktion, betrdgt 0,92 in NaP-Puffer, 0,90 in Trehalose-Puffer und 0,89 in TFE. Die Breite
der Verteilung ist 0,05 in NaP-Puffer, 0,05 in Trehalose-Puffer und 0,06 in TFE. In Pro-
pylenglykol verschiebt sich die Verteilung zu niedrigeren Werten (0,77) und wird deutlich
breiter (0,10). Zum Vergleich ist allen Histogrammen eine simulierte Shotnoise-Verteilung
gezeigt (siehe 6.2.2), deren Breite gut mit der Messung iibereinstimmt. Nur in Propylen-
glykol ist die gemessene Verteilung etwas breiter als die simulierte. In den Histogrammen
erscheinen zusétzlich zu der hohen Transfereffizienzen Werte mit geringer Transfereffizienz.
Diese sind auf Proline, die keinen aktiven Akzeptor besitzen, zuriickzufiihren. Wahrend
dieser Anteil in NaP-Puffer, Trehalose-Puffer und TFE relativ klein bleibt, ist er in Pro-
pylenglykol stérker ausgeprigt. Daraus wird auf ein verstérktes Bleichen des Akzeptors in

Propylenglykol geschlossen (siehe unten).

In Abbildung 6.9b sind die Histogramme von Prolin 20 dargestellt. Fiir eine erste Analyse
erfolgte die Anpassung der Histogramme mit nur einer Gaufs-Kurve, um die verschiedenen
Losungsbedingungen miteinander vergleichen zu kénnen. In NaP-Puffer und in Trehalose-
Puffer zeigt sich ein sehr breites Histogramm mit einer mittleren Transfereffizienz von
0,41 bzw. 0,39. Die Breite der Verteilung reduziert sich in TFE von 0,15 (NaP-Puffer und
Trehalose-Puffer) auf 0,11. Auch die mittlere Transfereffizienz verschiebt sich auf 0,35. In
Propylenglykol wird die Transfereffizienz noch geringer (0,25). Die Breite der Verteilung
ist mit 0,09 im Vergleich zu den anderen Medien am schmalsten. Transfereffizienzen nahe
Null sind auch hier wieder auf Proline ohne bzw. mit inaktiven Akzeptor zuriickzufiihren.
Die simulierten Verteilungen, die iiber den Histogrammen eingezeichnet sind und die die
Breite einer reinen Shotnoise-Verteilung darstellen, zeigen deutlich, dass es, aufgrund der
breiteren Verteilungen, eine Art Abstandsverteilung fiir die Fluorophore bei Prolin 20 geben
muss. Um Riickschliisse auf verschiedene Konformationen der Proline ziehen zu konnen,

werden die Histogramme im Folgenden ndher analysiert.
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Abbildung 6.9: Transfereffizienz in Lésung

Gezeigt sind die Transfereffizienz-Histogramme von Prolin 6 (a) und Prolin 20 (b) in NaP-Puffer, in
Trehalose-Puffer, in TFE und in Propylenglykol. (a) Prolin 6 zeigt in NaP-Puffer, Trehalose-Puffer
und TFE eine hohe Transfereffizienz bei 0,9. In Propylenglykol verschiebt sich der Transferefli-
zienz zu 0,77. Die Verteilung bei geringen Transfereffizienzen ist in allen Losungen auf Proline
zuriickzufithren, die keinen Akzeptor tragen bzw. deren Akzeptor bereits gebleicht ist. Uber den
Histogrammen ist jeweils eine simulierte Shotnoise-Verteilung dargestellt (schwarz). (b) In NaP-
Puffer und Trehalose-Puffer liegt die Transfereffizienz von Prolin 20 bei 0,41 bzw. 0,39 und ist
mit einer Breite von 0,16 viel breiter als eine Shotnoise-Verteilung. In TFE und in Propylengly-
kol verschiebt sich die Verteilung zu geringeren Transfereffizienzen und wird schmaler. Auch hier
entspricht die Population bei einer Transfereffizienz von Null Prolinen ohne aktiven Akzeptor. Die

simulierten, shotnoise-limitierten Verteilungen (schwarz) sind schmaler als die gemessenen.

Einfluss von Photophysik und -chemie Die Verbreiterung der Transfereffizienz-Histo-

gramme kann neben verschieden grofien Fluorophorabstdnden auch photophysikalische
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6.2 FRET bei Raumtemperatur in Ldsung

bzw. -chemische Ursachen haben. Um auf moégliche Abstandsverteilungen schliefen zu
konnen, miissen diese Ursachen zuniichst ausgeschlossen bzw. (quantitativ) beriicksich-
tigt werden. Bei Prolin 6 sind die Verteilungen in NaP-Puffer, Trehalose-Puffer und TFE
nicht breiter als eine Shotnoise-Verteilung (siehe Abbildung 6.9a), sodass hier zunéchst
auf einen einzigen Fluorophorabstand geschlossen werden kann. Nur in Propylenglykol ist
die Verteilung breiter und sollte naher analysiert werden. Bei Prolin 20 sind dagegen alle
Verteilungen breiter als eine reine Shotnoise-Verteilung.

Heterogenitét, die durch verschiedene Positionen der Fluorophore an der Peptidkette auf-
treten konnte, ist ausgeschlossen, da durch die unterschiedliche Bindungschemie der Farb-
stoffe jeder nur an einer Position binden kann (siche auch Abschnitt 3.4).

Des weiteren konnen Triplettzustéinde, die ein Blinken des Farbstoffes im Fokus verursa-
chen, die Verteilung verbreitern. In Abschnitt 5.2 wurde die Triplettdynamik beider Farb-
stoffe untersucht und aufgrund der sehr kurzen Triplettzeit geschlussfolgert, dass diese
Dynamik keinen Einfluss auf die Histogramme hat. Auch konnte bereits durch die Ani-
sotropiemessungen (siche Abschnitt 5.3) gezeigt werden, dass die Farbstoffe durch ihre
flexible Bindung am Peptid nicht in ihrer Bewegung eingeschriankt sind. Die Annahme des
gemittelten Orientierungsfaktors von 2/3 ist somit gerechtfertigt.

Letztlich kann auch ein Bleichen des Akzeptors im Fokus zu einer Verbreiterung fithren.
Bleicht der Donor zuerst (was bei einem FRET-Paar meist jedoch unwahrscheinlich ist),
hétte das keine Auswirkungen auf das Histogramm. Das Bleichen des Akzeptors wiirde das
Histogramm zum Teil zu geringeren Effizienzen verschieben, und es somit verbreitern. Um
zu iberpriifen, ob Akzeptoren hiufig in einer Messung bleichen, werden zwei Histogram-
me erstellt: eines mit den Intensitiiten aus der ersten Hilfte eines Photonenschwalls® und
eines mit der zweiten Hélfte. Liegen beide iibereinander, so ist das Akzeptorbleichen im
Fokus sehr unwahrscheinlich. In Abbildung 6.10 sind diese Histogramme fiir beide Peptide
in NaP-Puffer und in Propylenglykol im Vergleich zu den nicht getrennten Histogrammen
dargestellt. Wahrend in NaP-Puffer bei Prolin 6 kein Unterschied zu erkennen ist, zeigt das
Histogramm der zweiten Hélfte in Propylenglykol einen hoheren Anteil in der Population
ohne Energietransfer und einen kleineren Anteil bei der hohen Transfereffizienz, d. h. ein
Teil der Akzeptoren ist im Fokus geblichen. Bei Prolin 20 ist sowohl in NaP-Puffer als auch
in Propylenglykol kaum ein Unterschied beider Histogramme auszumachen.

Dass der Akzeptor trotz gleicher Anregungsintensitit nur bei Prolin 6 in Propylenglykol
bleicht, kann gut erklért werden. Zum Einen diffundieren die Peptide aufgrund der hohen
Viskositdt von Propylenglykol sehr lange durch den Fokus. Zum Anderen ist bei Prolin 6
die Transfereffizienz so hoch, dass fast ausschlieflich der Akzeptor fluoresziert und somit
schneller bleicht als bei Prolin 20, da er hier nur ca. 20% — 40% der Energie aufnimmt.
In Trehalose-Puffer und TFE (nicht gezeigt) liegen beide Histogramme {ibereinander, so-

dass Akzeptorbleichen auch in diesen Losungsmitteln ausgeschlossen werden kann.

3Diffundiert ein Molekiil durch den Fokus wird die resultierende Anh#ufung von Photonen, die sich oft
iiber mehrere ,Bins“ in der transienten Intensitét erstreckt, Photonenschwall bzw. -burst genannt.
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Abbildung 6.10: Einfluss von Akzeptorbleichen

Uber die Transfereffizienz-Histogramme (grau) von (a) Prolin 6 und (b) Prolin 20 sind die Hi-
stogramme der ersten Hilfte (rot) und der zweiten Hélfte (blau) eines Photonenschwalls gezeigt.
Kein Unterschied ist in NaP-Puffer (oben) bei beiden Peptiden und in Propylenglykol (unten) bei
Prolin 20 zu erkennen, sodass das Bleichen des Akzeptors im Fokus ausgeschlossen werden kann.
In Propylenglykol bei Prolin 6 weist der Unterschied der beiden selektierten Histogramme auf
Akzeptorbleichen hin.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Photophysik und -chemie bei Prolin 20
nicht fiir die Verbreiterung der Transfereffizienz-Histogramme verantwortlich ist und tat-
séchlich eine Abstandsverteilung vorliegen muss. Das breite Histogramm von Prolin 6 in
Propylenglykol ist wahrscheinlich auf ein vermehrtes Bleichen des Akzeptors zuriickzufiih-

remn.

Konformationsanalyse bei Prolin 20 Es ist bekannt, dass Polyproline in wissrigen Lo-
sungen eine linksgangigen Helix bilden, in der alle Peptidbindungen in ¢rans-Konformation
vorliegen (siehe auch Abschnitt 3.4). Genauere Strukturanalysen mit NMR-Spektroskopie
[11], photoinduziertem Elektronentransfer (PET) [33] und FRET [11] deckten jedoch auf,
dass ein kleiner Anteil der Bindungen von ca. 2% in Wasser eine cis-Konformation ein-
nimmt. In TFE hingegen, einem organischen Alkohol, das an die Carbonylgruppe der
Peptidketten bindet, liegen alle Bindungen in trans vor, da die Binderate bei der trans-
Konformation fiinfmal grofer ist als bei der cis-Konformation [23]. Nur an der Bindung
zum C-terminalen Cystein der markierten Peptdie kénnen cis-Bindungen auftreten [11].

Mit dem Wissen, dass Prolin 20 in TFE nur in zwei verschiedenen Konformationen vorliegt,
wird das Transfereffizienz-Histogramm mit zwei verschiedenen Gaufs-Kurven angepasst. In
Abbildung 6.11 ist das Histogramm in TFE mit der Anpassung gezeigt. Die mittleren
Transfereffizienzen beider Verteilungen liegen bei 0,33 40,09 und 0, 50 £ 0, 13. Mit einem
Forster-Radius in TFE von 6,3 nm ergeben sich daraus mittlere Absténde von 7,1 nm und
6,3 nm. Dabei wird es sich bei 7,1 nm um die gestreckte Konformation und bei 6,3 nm

um die Konformation mit einem C-terminalen cis handeln. Wird der relative Anteil des
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Abbildung 6.11: Konformationsanalyse von Prolin 20 in Losung

Die Transfereffizienz-Histogramme von Prolin 20 in NaP-Puffer, TFE und Propylenglykol sind mit
zwel bzw. drei Gauf-Funktionen (gepunktete Linie) angepasst. Die gesamte Anpassungsfunktion
ist als durchgezogene Linie gezeigt.

C-terminalen cis betrachtet, so ist er mit 36% hoher als die in der Literatur angegebenen.
Mithilfe von NMR-Messungen wurde ein Anteil von 12,5% bestimmt, und mit FRET-
Messungen ein Anteil von 19% [11].

Die Transfereffizienzen im NaP-Puffer zeigen eine sehr breite Verteilung, die sich nur un-
genau mit zwei Gaul-Kurven anpassen lisst. Erst ab drei Kurven wird eine verniinftige
Anpassung erhalten. Aus den mittleren Transfereffizienzen von 0,33, 0,39 und 0,56 ergeben
sich Abstdnde von 6,6 nm, 6,4 nm und 5,7 nm. Aus den Breiten der einzelnen Verteilungen
(0,19, 0,10 und 0,18), die z. T. deutlich breiter als eine Shotnoise-Verteilung sind, kann
jedoch geschlussfolgert werden, dass in Prolin 20 in wissrigem Puffer mehr als drei Konfor-
mationen vorliegen miissen. Das bestétigt die in Abbildung 6.3 dargestellte Verteilung der
Terminiabstande von Prolin 20, die viele verschiedene Konformationen mit cis-Bindungen
enthalt.

Das Histogramm in Propylenglykol in Abbildung 6.11 zeigt, &hnlich der Messung in TFE,
an der rechten Seite eine weitere Verteilung. Die daraus folgende Anpassung mit zwei Gaufs-
Funktionen ergibt mittlere Transfereffizienzen von 0,24 40,08 und 0,36 40, 13. Durch den
kleineren Forster-Radius in Propylenglykol von 5,5 nm entspricht das mittleren Absténden

von 6,8 nm und 6,1 nm. Diese Absténde kdnnten wie in TFE einer gestreckten Konforma-
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6 Energietransfer bei 300 K und 77 K

Tabelle 6.3: Mittlere Transfereffizienzen und Abstinde bei Prolin 20

NaP-Puffer | E+ AF 0,33+0,19 0,39+0,10 0,56 £0,18
r 6,6 nm 6,4 nm 5,7 nm
TFE E+AF 0,33+0,09 0,50 £0,13 -
r 7,1 nm 6,3 nm -
PropGlyk E+ AFE 0,24+ 0,08 0,36 £0,13 -
r 6,8 nm 6,1 nm -

tion und einer Konformation mit einer terminalen cis-Bindung zugeordnet werden.
Zur besseren Ubersicht sind die angepassten mittleren Transfereffizienzen, deren Breite

und die daraus resultierenden Fluorophorabsténde in Tabelle 6.3 zusammengefasst.

Vergleich mit den Transfereffizienzen aus den Lebenszeitmessungen In Abschnitt 5.4
wurden die Transfereffizienzen bereits mithilfe der Gleichung 2.20 aus den Fluoreszenzle-
benszeiten berechnet. In Abbildung 6.12 sind diese im Vergleich zu den oben ermittelten,
mittleren Transfereffizienzen dargestellt. Dabei ist deutlich, dass bei Prolin 6 eine geringe-
re und bei Prolin 20 ein hohere Transfereffizienz aus den Fluoreszenzlebenszeiten erhalten
wird.

In der Literatur wird dieser Unterschied auf einen statisch gequenchten Anteil zuriickge-
fithrt {110, 109]. D. h., bei Farbstoffen, die im direkten Kontakt stehen, findet der Ener-
gietransfer augenblicklich statt, sodass diese dann nicht in die Donorlebenszeitmessungen
eingehen. Somit werden bei Prolin 6 eher Konformationen detektiert, die kein Quenchen
ermdglichen und deren Transfereffizienz etwas kleiner ist. Bei Prolin 20 ist diese Art von
Quenchen sehr unwahrscheinlich (siehe Diskussion in 6.2.4). Die geringen Abweichungen
sowohl zu hoheren (in wéssriger Losung und in TFE) als auch zu kleineren Transfereffi-
zienzen (in Propylenglykol) weisen auf eine gemittelte Fluoreszenzlebenszeit des Donors
in Anwesenheit des Akzeptors hin. Durch die schon beschriebene Konformationsheteroge-
nitét bei Prolin 20 variiert die Donorlebenszeit je nach Fluorophorabstand, d. h. je nach

Transfereffizienz, und ldsst somit Abweichungen zu.

6.2.4 Diskussion des Energietransfers in Losung

Prolin 6 Die Messungen von Prolin 6 in wéssriger Losung und TFE zeigen, wie erwartet,
einen hohen Energietransfer mit einer Transfereffizienz bei 0,9. Der daraus resultierende
mittlere Abstand der Farbstoffe von 4,1 nm, stimmt gut mit dem theoretisch bestimmten,
grofiten Abstand, der die Farbstoffverbindungen berticksichtigt, tiberein (2,3 nm+1, 7 nm).
Die Breite der Verteilung (0,05) lésst nicht auf verschiedene Abstéande schliefsen, sodass un-
klar ist, warum die durch eine cis-Bindung auftretenden kiirzeren Absténde nicht zu sehen
sind (siche Abbildung 6.3). Auch in der theoretischen Verteilung in Abbildung 6.5 sind
diese nur schwer durch eine leicht breitere Verteilung (0,06) zu erkennen. Dabei sollte je-

doch bemerkt werden, dass hier nur der maximal mogliche Abstand der Farbstoffdipole
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Abbildung 6.12: Mittlere Transfereffizienzen im Vergleich

Die Transfereffizienzen bestimmt aus den Einzelmolekiilexperimenten (Kreise) und aus den Le-
benszeitmessungen (Quadrate) sind fiir Prolin 6 (griin) und Prolin 20 (rot) dargestellt. Wahrend
die geringere Transfereffizienz aus der Lebenszeitmessung bei Prolin 6 auf statisches Quenchen
zuriickgefiithrt wird, ldsst sich die Abweichung bei Prolin 20 durch eine gemittelte Lebensdauer
mehrerer Konformationen erkléren.

und eine steife Peptidkette betrachtet wurden. Durch die sehr flexiblen Verbindungen der
Farbstoffe, sowie durch cis-Bindungen, sind durchaus Abstdnde unter 2 nm méglich [11],
die eine Transfereffizienz von 1,0 aufweisen miissten. Diese kurzen Abstdnde kénnen einen
van-der-Waals-Kontakt? beider Farbstoffe ermoglichen, der zu einem Quenchen der Fluo-
reszenz iiber photoinduzierten Elektronen-Transfer (PET) fithren kann [33]. Deswegen wird
angenommen, dass dieses Quenchen die Detektion von Populationen mit einer Transferef-
fizienz bei 1,0 verhindert. Das Quenchen selbst kann statisch, iiber Komplexbildung der
Farbstoffe, oder dynamisch, durch kurzzeitige Kollision, erfolgen.

In TFE zeigt Prolin 6 das gleiche Transfereffizienz-Histogramm wie in wéssriger Losung.
Riickschliisse auf die Konformation in TFE kénnen somit bei Prolin 6 nicht gezogen wer-
den.

Obwohl ein Teil der Fluoreszenz bei Prolin 6 gequencht wird, zeigt sich das gewéhlte Farb-
stoffpaar fiir Messungen an Prolin 6 als (bedingt) geeignet. In der Literatur wurde oft
aus den FRET-Experimenten an Prolin 6, die ungefdhr die gleiche Transfereffizienz von
0,9 zeigten, durch ungenaue Abstandsbestimmungen auf eine zu gering gemessene Trans-
fereffizienz geschlossen [114|(mit anderen Alexa-Farbstoffen auch [135, 108]). Begriindet
wurde die Abweichung zum Einen durch die Punkt-Dipol-Approximation in der Foérster-
Theorie [39], die bei diesen kurzen Abstdnden nicht mehr gilt [93, 4] und zum Anderen
durch fehlende Reorientierung des Donors wihrend der kurzen Zeit im angeregten Zustand
[62]. Durch die genaue Darstellung der Farbstoffe gebunden an Prolin 6 (siche Abschnitt
6.1.3) konnte hier jedoch gezeigt werden, dass die Verbindung der Farbstoffe und ihre

4Sind die Abstéinde der Fluorophore so gering, dass sich deren Molekiilorbitale iiberlappen, so spricht
man von einem van-der-Waals-Kontakt.
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Ausdehnung selbst einen entscheidenden Einfluss auf die Fluorophorabstéinde hat. Fiir die
gestreckte Konformation, in der immerhin ca. 89 % der Prolin 6-Peptide vorliegen, liefert
das Fluorophorenpaar korrekte Abstdnde. Die Annahme, dass die Farbstoffe immer einen
zusitzlichen Abstand von 1,7 nm liefern, ist jedoch mit Vorsicht zu betrachten, da sie sehr
flexibel gebunden sind und damit kiirzere Absténde sehr wahrscheinlich sind. Das dennoch
nicht hohere Transfereffizienzen detektiert werden, liegt wahrscheinlich an dem bereits oben
erwiahnten Quenchen der Farbstoffe, sobald sie in van-der-Waals-Kontakt kommen.
Bedingt geeignet ist es, weil es keine genauere Strukturanalyse von Prolin 6 zuldsst. Um
kiirzere Abstdnde im FRET-Histogramm darstellen zu konnen, ist der Forster-Radius mit
5,9 nm viel zu grofs. Optimal wére ein Forster-Radius dhnlich des untersuchten Abstandes,
um mit kleinen Anderungen des Abstandes signifikante Anderungen in der Transfereffizienz
zu erhalten (siehe Abbildung 2.7). In der Literatur sind dafiir bereits Beispiele aufgefiihrt
[72, 110, 135].

In Propylenglykol verringert sich die Transfereffizienz auf 0,77, und die Verteilung wird
deutlich breiter. Trotz des kleineren Forster-Radius’ (5,5 nm) ergibt sich ein grofierer mitt-
lerer Farbstoffabstand von 4,5 nm. Propylenglykol besitzt eine ca. 40 mal héhere Viskositat
als Wasser. Bei einer Donorlebenszeit von 1,1 ns bei Anwesenheit des Akzeptors und einer
Rotationskorrelationzeit von 6,4 ns kann hier nicht mehr von einer vollstdndigen Reorien-
tierung des Donors wahrend seiner Zeit im angeregten Zustand ausgegangen werden. Der
mittlere Orientierungsfaktor wire damit kleiner (sieche Abschnitt 2.1.8) und somit auch der
Forster-Radius, d. h., der Energietransfer ist weniger effizient. Allein durch die (maximal
mogliche) Anderung des Orientierungsfaktors auf 0,476 lieke sich die geringe Transfereffi-
zienz jedoch nicht ganz erkldren, denn auch mit dem daraus resultierenden Forster-Radius
von 5,2 nm betrigt die Transfereffizienz bei einem theoretischen Abstand von 4,0 nm noch
0,83. Sehr wahrscheinlich kommt es auch zu einer strukturellen Anderung. Es ist bekannt,
dass Polyprolin in organischen Losungsmitteln weniger kompakt vorliegt als in wassriger
Losung [79]. Auch die Persistenzldnge von Polyprolin ist in Propylenglykol mit 22 nm
[109, 135] deutlich grofser als in Wasser (max. 13 nm)[11]. Daraus kann geschlussfolgert
werden, dass die Helix stabilisiert wird und in einer gestreckteren Konformation vorliegt,
sodass die Farbstoffe einen grofseren Abstand voneinander haben.

Auftillig ist auch die Breite der Verteilung. In den anderen Medien zeigte Prolin 6 shotnoise-
limitierte Verteilungen, jedoch nicht in Propylenglykol. Ein Einfluss von Propylenglykol
auf die optischen Bedingungen des Konfokalmikroskops konnte mit der Messung von Tetra-
Speck-Kugeln ausgeschlossen werden. Die Analyse von photochemischen Prozessen im kon-
fokalen Fokus konnte aber zeigen, dass die Verbreiterung des Histogramms zum Teil durch
Akzeptorbleichen im Fokus entsteht. Auch die bereits oben erwéhnte unvollsténdige Reori-
entierung des Donors kann zur Verbreiterung betragen, da dadurch jedes Fluorophorenpaar
einen anderen Orientierungsfaktor tragen kann. Diese k?-Heterogenitiit spiegelt sich dann

auch in der Transfereffizienz wider.
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Prolin 20 Die FRET-Messungen an Prolin 20 zeigen in allen Medien Verteilungen, die
breiter als eine shotnoise-limitierte Verteilung sind. Sowohl experimentelle als auch photo-
physikalische /-chemische Ursachen koénnen ausgeschlossen werden, sodass eine Abstands-
verteilung bzw. Konformationsheterogenitét vorliegen muss. Schon in der theoretischen
Betrachtung der Transfereffizienz in Abbildung 6.5 sind zwei Verteilungen sichtbar, die
zudem etwas breiter sind als es mit reiner Photostatistik erkldrbar wére. Die gemessenen
Histogramme zeigen anstatt einer zweiteiligen Verteilung eine breite mit einer Transferef-
fizienz zwischen 0,1 und 0,8.

Im Folgenden wird zunéchst auf die ermittelte Konformationsheterogenitéit eingegangen.
Anschliefsend werden die resultierenden Fluorophorabstinde mit denen der Simulation ver-

glichen und die Unterschiede diskutiert.

Die Histogramme in TFE und Propylenglykol lassen sich mithilfe zweier Gau-Kurven gut
beschreiben. Die gréfieren Populationen in beiden, die den grofseren Abstand aufweisen
(7,1 nm und 6,8 nm), lassen auf eine gestreckte Peptidkonformation ohne cis-Bindungen
schliefsen. TFE besitzt die Eigenschaft, trans-Bindungen in einer Polyprolinkette zu begiin-
stigen [23]; das Isomerieverhalten in Propylenglykol ist jedoch nicht bekannt. Die zweite,
kleinere Population mit den kleineren Absténden (6,3 nm und 6,1 nm) wird auf eine Ver-
kiirzung des Abstandes durch ein terminales cis zuriickgefiihrt. In TFE konnten mithilfe
von NMR-Spektroskopie cis-Bindungen am C-Terminus nachgewiesen werden [11]. Wo sich
die (vermutete) terminale cis-Bindung in Propylenglykol befindet, kann nicht genau gesagt
werden. In der Literatur wurde in Propylenglykol mit zirkularem Dichroismus (CD) eine
cis-Population von ca. 25 % am N-Terminus gemessen, dabei handelte es sich jedoch um ei-
ne Tryptophan-Prolin-Bindung [109]. In wéssriger Losung war die Population etwas hoher
und betrug ca. 30 %. Eine andere Untersuchung N-terminaler cis/trans-Isomerie bei Pro-
linen zeigte auch fiir ein N-terminales Glyzin, also vergleichbar mit dem hier untersuchten
Prolin, 13,7 % cis in Wasser [106]. Der Anteil der in dieser Arbeit ermittelten kompakteren
Population betragt 30 %, sodass moglicherweise an beiden Enden cis-Bindungen vorliegen.
Das Histogramm in wéssriger Losung lasst sich erst mit drei Gauk-Kurven zufriedenstel-
lend anpassen. Sowohl die resultierenden mittleren Absténde (6,6 nm, 6,4 nm, 5,7 nm) als
auch die breiten Verteilungen der Transfereffzienzen lassen auf eine sehr flexible Peptid-
kette mit mehreren Konformationen schliefsen. Im Vergleich zu TFE und Propylenglykol
sind die Absténde zudem kiirzer. Das bestétigt zum Einen die Aussage, dass Polyproline
in den organischen Losungsmitteln ausgedehnter/gestreckter sind [79] und zum Anderen,
dass, zumindest in Propylenglykol, die Persistenzléinge viel grofser und die Kette somit
steifer ist [11, 135|. Des weiteren macht die Breite der Verteilung, die Transfereffizienzen
bis 0,8 zulésst, deutlich, dass viele Konformationen, d. h. Peptide mit cis-Bindungen, vor-
liegen miissen. Eine Transfereffizienz von 0,8 bringt die Farbstoffe auf einen Abstand von
ca. 4,7 nm. Allein durch Peptidflexibilitdt ist dieser Abstand nicht zu erkldren. Erst eine
oder mehrere cis-Bindungen, die eine Art Knick in der Peptidhelix verursachen, bringen

die Peptidenden so nah zueinander.
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Die experimentell erhaltene mittlere Transfereffizienz in NaP-Puffer ist mit 0,41 viel hoher
als die theoretisch erwartete von 0,1. Diese grofe Abweichung kann zwei Ursachen haben.
Zum Einen hat der Korrekturfaktor v Einfluss auf die Position der mittleren Transfereffi-
zienz. Die den Korrekturfaktor beeinflussende Fluoreszenzquantenausbeute des Akzeptors
konnte nicht bestimmt werden, sodass ein Literaturwert herangezogen wurde. Da sich
jedoch bei der Analyse der Transfereffizienz von Prolin 6 bereits als geeignet herausstellte
und eine so grofse Abweichung nicht allein durch die Akzeptorquantenausbeute erklarbar
ist, wird  als Ursache ausgeschlossen. Viel wahrscheinlicher als Ursache ist die Unzulang-
lichkeit der Monte-Carlo-Simulation, die nur die Lénge einer steifen Prolinkette ermittelt
und keine Flexibilitdt dieser zulésst. Ein Vergleich der MC-Simulation mit dem WLC-
Model zeigt (Abbildung 6.3), dass sich die Peptidkette aufgrund von Flexibilitdt um 1 nm
bis 2 nm verkiirzen kann. Das entspricht in etwa dem zusétzlichen Abstand der Farbstoffe
durch die Linker von der Peptidkette von 1,7 nm. Bei der theoretischen Betrachtung wurde
auch ein Histogramm erstellt, in dem nur der Abstand der Peptidenden bei der Berechnung
der Transfereffizienz beriicksichtigt wurde. Die somit erhaltene mittlere Transfereffizienz
von 0,33 ist dem Experiment schon néher. Es scheint, dass aufgrund der fehlenden Flexi-
bilitdt der langen Prolinkette die MC-Simulation zu grofse Abstédnde liefert, sie bei kurzen
Peptidketten, wie Prolin 6, aber eine gute Néherung gibt.

Ob sich die Farbstoffe an den Enden der Prolinkette wirklich auf 5,7 nm bis 6,6 nm nidhern
(siehe Tabelle 6.3), entsprechend einer Transfereffizienz von 0,41, kann nicht genau gesagt
werden. Bedingt durch die Flexibilitdt von Prolin 20, kann es auch zu einer Erhéhung
der Transfereffizienz durch die Diffusion der Peptidenden kommen (,diffusion enhanced
FRET") [78, 120]. Nédhern sich die Peptidenden mit den gebundenen Farbstoffen, wihrend
der Donor sich im angeregten Zustand befindet, so steigt die Wahrscheinlichkeit, dass ein
Energietransfer stattfindet. Bei sehr flexiblen Ketten kann somit eine héhere Transferef-
fizienz gemessen werden. Fiir eine (beliebige) Peptidkette mit 20 Aminosduren und einer
Donorlebenszeit von 1 ns bis 3 ns kann die gemessene Transfereffizienz sogar bis zu 30 %
abweichen [78].

Abschliefsend ist zu kléren, warum die zweite Population der theoretischen Verteilung bei
hoheren Transfereffizienzen nicht im Experiment zu sehen ist. Auch dies wird wiederum
mit der fehlenden Flexibilitdt in der Simulation begriindet. In der Simulation sind die
Populationen ohne und mit cis-Bindung, die einen Knick in der Peptidkette und damit
einen kiirzeren Abstand hervorrufen, klar voneinander getrennt. Im Experiment ist nur
eine sehr breite Verteilung zu sehen, die eher eine Verschmelzung beider Populationen dar-
stellt. Dies zeigt, dass ein Knick in einer flexiblen Kette nicht notwendigerweise zu einer
Verkiirzung des Terminiabstandes fithren muss, und somit die Abstandsunterschiede ver-
schiedener Konformationen geringer als in der Simulation ausfallen.

Dass die Farbstoffe sich gegenseitig durch Kontakt quenchen, kann bei Prolin 20 ausge-
schlossen werden. Ein Abstand von 1 nm, bei dem PET wahrscheinlich ist, ist bei Prolin

20 auch fiir mehrere cis-Bindungen sehr unwahrscheinlich [33].

108



6.3 FRET bei tiefen Temperaturen (77 K)

Zusammenfassend kann man feststellen, dass FRET-Messungen in Losung zur Charakte-
risierung von Konformationen gut geeignet sind. Dabei ist eine griindliche Analyse der
photophysikalischen Eigenschaften der Farbstoffe Voraussetzung fiir eine richtige Interpre-
tation der Daten. Die markierten Polyprolinketten, die aufgrund ihrer starren Struktur als

Referenzlineal dienen sollten, zeigten eine ausgepragte Konformationsheterogenitét.

6.3 FRET bei tiefen Temperaturen (77 K)

Fiir die Messungen bei 77 K wurden die Polypeptide in 50 mM NaP-Puffer, pH 7,0, der
7,5% (w/w) Trehalose enthélt, auf Konzentrationen im Nanomolarenbereich (500 pM -
5nM) verdiinnt. Nach der Probenpriaparation im Kalt-Rotationsbeschichter (siehe Ab-
schnitt 3.2.2) und dem Probentransfer auf das Mikroskop erfolgten sowohl Bildaufnahmen
als auch Messungen von transienten Intensititen einzelner Molekiile (siehe Kapitel 7).

Die Bildaufnahme ist durch die Rasterspiegel und das 60fach vergréfernde Luftobjektiv
auf eine Gesamtfliche von 160 x 160 ym? beschrinkt. Fiir die Energietransfer-Experimente
wurde eine Bildgrofe von 30 x 30 um? mit 128 x 128 Pixel? und eine Integrationszeit von
1 ms pro Pixel gewéhlt. Die Anregungsleistung wurde je nach Experiment fiir den 488 nm
Laser zwischen 5 uW und 60 pW eingestellt; fiir den 594 nm Laser auf 20 uW. Das Licht

beider Laser war zirkular polarisiert.

Die Messungen erfolgten nur in NaP-Puffer mit Trehalosezusatz. Einzelmolekiilexperimen-
te in Propylenglykol und in TFE zeigten sich problematisch.

In Propylenglykol konnten keine einzelnen Peptide gefunden werden, was auf Quench-
prozesse und eine damit verbunden geringe Fluoreszenzintensitit zuriickgefiihrt wird. In
Abbildung 6.13a ist zur Veranschaulichung Prolin 6 in Propylenglykol bei 77 K gezeigt.
Trotz einer sehr hohen Konzentration von 100 nM und einer Anregungsleistung von 30 yW
wurden im Mittel nur ca. 40 Photonen pro Millisekunde und Pixel in beiden Kanélen de-
tektiert.

Bei den Experimenten in TFE bildeten sich wiederholt Strukturen, zu sehen in Abbildung

6.13b. Aus diesem Grund erfolgten keine Messungen auf Einzelmolekiilniveau in TFE.

6.3.1 Dicke der Eisschicht

Die Dicke der Eisschicht kann mithilfe der Flichendichte detektierter Molekiile und der
Konzentration der markierten Proline abgeschétzt werden. Fine Peptidkonzentration von
500 pM, bestimmt durch die Donorabsorption, und eine Fldchendichte von ungefahr 30
Molekiilen auf einer Fliche von 10 x 10 pm? ergibt eine Schichtdicke, die diinner als ein

Mikrometer ist. Die Molekiilanzahl wurde aus der Summe von Donor- und Akzeptorkanal
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50 um 50 um
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Abbildung 6.13: Prolin 6 in Propylenglykol und AF488 in TFE bei 77 K

(a) Summenbild des Donor- und des Akzeptorkanals von Prolin 6, eingefroren in Propylenglykol.
Der Intensitdtsbalken gibt die Photonen pro Millisekunde und Pixel an. Aufgrund der niedrigen
Fluoreszenzintensitét, trotz einer hohen Konzentration von 100 nM und einer Anregungsleistung
von 30 W, wird auf ein Quenchen der Fluoreszenz in Propylenglykol geschlossen. Die mittige,
dunkle Stelle wurde bereits durch die Anregung geblichen. Das bestétigt, dass es sich bei dem
Signal um Fluoreszenz und nicht um Hintergrund handelt. (b) Der freie Farbstoff AF488 (1 uM,
2uW) in TFE wihrend einer Lebenszeitmessung. Das Summenbild der Kanéle unterschiedlicher
Polarisation (siche Abschnitt 5.4) zeigt deutliche Strukturen.

bestimmt. Proline, die nur einen Akzeptor tragen, werden weder in der Konzentrations-
bestimmung noch in der Statistik beachtet. Molekiile, die sich wéhrend der gesamten Bild-
aufnahme in einem Dunkelzustand befinden und somit in der Statistik fehlen, kénnen
ausgeschlossen werden. Wie die Photophysikanalyse in Abschnitt 7 zeigt, sind die Dunkel-

zusténde zu kurz, um Molekiile zu verbergen.

6.3.2 Bildaufnahme mit abwechselnder Laseranregung (ALEX)

Durch die unterschiedliche Bindungschemie der Fluorophore sollte jedes Polyprolin je einen
Donor und einen Akzeptor tragen. Polyproline mit zwei Donoren oder Akzeptoren sind
nicht moglich. Es kann jedoch sein, dass nur ein Farbstoff gebunden ist, oder, dass ein
Farbstoff photoinaktiv ist. Wahrend ein Prolin, das nur einen Akzeptor tragt, bei der fir
FRET entscheidenden Donoranregung nicht sichtbar ist, kann ein Molekiil mit nur einem
Donor falschlich auf eine geringe Transfereffizienz schliefsen lassen. Um diese Molekiile zu
unterscheiden, erfolgt die Bildaufnahme bei einer Probe mit abwechselnder Laseranregung
(Alternating Laser Excitation - ALEX).

Dafiir wird jede Zeile zweimal gerastert. Erst erfolgt die Anregung der Probe mit dem
488 nm Laser, der den Donorfluorophor direkt anregt. Detektiert wird dabei die Fluo-
reszenz des Donors und die durch FRET vermittelte Fluoreszenz des Akzeptors. Um die
Anwesenheit eines intakten Akzeptors zu liberpriifen, wird jede Zeile dann mit dem 594 nm
Laser gerastert. Dabei werden im Akzeptorkanal alle Molekiile, die ein Akzeptorfluorophor
tragen, detektiert. Die resultierenden vier Bilder einer Probenfliche sind in Abbildung 6.14
dargestellt.
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Abbildung 6.14: Bildaufnahme mit ALEX

In den FRET-Experimenten bei 77 K erfolgt das Abrastern einer Zeile immer doppelt. Erst wird
der Donor mit 488 nm direkt angeregt (a,b), dann der Akzeptor mit 594 nm (c¢,d). Detektiert
wird jeweils im Donorkanal (a,c) und im Akzeptorkanal (b,d), sodass pro Aufnahme vier Bilder
entstehen.

Mithilfe dieser Bilder ist nun sowohl eine Stochiometrie- als auch eine FRET-Analyse der
Probe moglich. In Abbildung 6.15 ist ein Beispiel fiir die Auswertung der Bilder anhand
einer Messung mit Prolin 20 gezeigt. Zunéchst wird ein Summenbild aus dem Donor- und
dem Akzeptorkanal bei 488 nm Anregung erstellt und Molekiile, deren Summenintensitit
iiber einer bestimmten Schwelle liegt, markiert. Um hier zwischen Molekiilen mit einem
oder zwei Fluorophoren zu unterscheiden, wird zunéchst ein Stochiometriebild, zu sehen
in Abbildung 6.15b, erstellt. Dafiir werden die Bilder des Donor- und des Akzeptorkanals,
die einmal wihrend der Donor- und einmal wiahrend der Akzeptoranregung entstanden,
addiert und anschliefend {ibereinandergelegt. Molekiile, die wahrend der Donoranregung
fluoreszierten (unabhéngig in welchem Kanal), tragen auf alle Félle einen Donor und er-
scheinen griin im Stéchiometriebild. Molekiile, die einen Akzeptor tragen, erscheinen rot.
Befinden sich zwei Fluorophore an einem Prolin, so emittieren sie bei beiden Anregungen
und sind somit gelb im Stéchiometriebild.

Zur Berechnung der Transfereffizienz werden nur diese gelben Molekiile herangezogen. Die
nach Gleichung 6.1 berechnete Transfereffizienz ist farblich kodiert in Abbildung 6.15 zu
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Abbildung 6.15: Analyse der FRET-Experimente bei 77 K

(a) Summenbild aus Donor- und Akzeptorkanal wihrend der Donoranregung (488 nm). Zu sehen
sind direkt angeregte Donormolekiile oder durch Energietransfer angeregte Akzeptormolekiile. (b)
Durch das Stéchiometriebild kann zwischen Molekiilen, die ein FRET-Paar oder nur ein Fluorophor
tragen, unterschieden werden. Griine Punkte zeigen die gesamte Emission bei Donoranregung und
rote die bei Akzeptoranregung. Besitzt ein Molekiil beide Farbstoffe und emittiert folglich bei bei-
den Anregungen, so erscheint der Punkt gelb. (¢) Zur Berechnung der Transfereffizienz werden nur
die gelben Molekiile genommen. Der Hintergrund wird durch eine Schwelle fiir das Summensignal
bei Donoranregung entfernt. Die Transfereffizienz, farblich kodiert, zeigt hohen Energietransfer in
rot und niedrigen in blau. (d) Die Transfereffizienzen aus (c¢) werden in ein Histogramm iibertragen.

sehen. Hohe Transfereffizienz ist demnach in rot gezeigt, niedrige in blau. Der gesamte
Hintergrund ist durch das Anlegen der Summenschwelle entfernt und somit weifs.

Zur genaueren Analyse werden dann die Transfereffizienzen der einzelnen Molekiile in ein
Histogramm {ibertragen. Das Histogramm der Beispielmessung ist in Abbildung 6.15d ge-
zeigt. Zunéchst wird fiir jedes Molekiil, da es aus mehreren Pixeln besteht, ein Histogramm
erstellt. Dieses Histogramm wird auf Eins normiert, d. h. durch die Anzahl der Pixel geteilt,
um im Gesamthistogramm nicht nur Aussagen iiber die Verteilung, sondern auch iiber die

Anzahl der Molekiile treffen zu konnen.

6.3.3 Transfereffizienz-Histogramme der Polyproline bei 77 K

Fiir die Erstellung der Histogramme wurden folgende Parameter bzw. Schwellen genutzt.
Der Hintergrund wurde aus Bildausschnitten, die keine fluoreszierende Molekiile enthielten,
entnommen und iiber viele Messungen gemittelt. Danach wurde im Akzeptorkanal ein Hin-
tergrund von vier Photonen pro Millisekunde und Pixel, und im Donorkanal zwei Photonen
pro Millisekunde und Pixel abgezogen. Die Summenschwelle, d. h. die Summe der Signa-
le beider Kanéle wihrend der Donoranregung, wurde auf 20 Photonen pro Millisekunde
und Pixel festgesetzt. Die Schwelle fiir das Akzeptorsignal wihrend der Akzeptoranregung,
die bestimmt, ob ein Prolin einen Akzeptor triagt, wurde ebenfalls auf 20 Photonen pro

Millisekunde und Pixel festgelegt.
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Abbildung 6.16: Transfereffizienz-Verteilung ohne und mit Akzeptorschwelle
Transfereffizienz von Prolin 6 (a) und von Prolin 20 (b) ohne (schwarz) und mit (blau) Akzep-
torschwelle. Durch die Photoselektion bei der Anregung werden nicht nur einfach-donor markierte
Proline aussortiert, sondern auch die, deren Akzeptor kaum oder nur schwach angeregt wird.

Einfluss der Akzeptorschwelle In Abbildung 6.16 sind die Transfereffizienz-Verteilungen
von Prolin 6 und Prolin 20 ohne und mit Akzeptorschwelle dargestellt. Durch die Akzep-
torschwelle reduziert sich die Anzahl der detektierten Molekiile bei Prolin 6 von 944 auf
421, bei Prolin 20 von 1116 auf 558. Deutlich ist, dass die Anzahl der Ereignisse in beiden
Histogrammen nicht nur bei kleinen Transfereffizienzen verringert ist, sondern iiber das
gesamte Histogramm verteilt. Insbesondere bei Prolin 6 ist keine bestimmte Population
auszumachen, die auf Molekiile ohne aktive Akzeptor zuriickzufiihren ist. Durch die Ak-
zeptorschwelle werden hier Molekiile mit allen moglichen Transfereffizienzen aussortiert.
Bei Prolin 20 hingegen befindet sich der grofite Anteil der aussortierten Population bei
geringen Transfereffizienzen, und wird damit auf Molekiile, die nur einen Donor tragen,
zuriickgefiihrt. Dass dieser Anteil bei Prolin 20 grofier ist, bestétigt die Verteilung von ein-
fach (-donor) und doppelt markierten Peptiden, die schon aus den Losungsexperimenten
ersichtlich war. In Abbildung 6.9 zeigt sich sowohl in NaP-Puffer als auch in Trehalose-

Puffer bei Prolin 20 ein grofsere Population von Molekiilen, die nur einen Donor tragen.

Trotz zirkular polarisierter Anregung werden nicht alle Fluorophordipole gleichwahrschein-
lich angeregt (siehe auch Abschnitt 2.1.6). D. h., ein Akzeptormolekiil kénnte z. B. durch
den Donor iiber FRET angregt werden, aber nicht direkt oder nur schwach durch den Ak-
zeptorlaser selbst. Somit wiirde zwar FRET wéahrend der Donoranregung detektiert werden,
das Akzeptorsignal bei direkter Anregung ist jedoch zu schwach, um in die Statistik auf-
genommen zu werden. Aus diesem Grund werden Ereignisse mit allen Transfereffizienzen

durch die Akzeptorschwelle aussortiert.

Prolin 6 Abbildung 6.17a zeigt die Transfereffizienz-Verteilung von Prolin 6 bei der Tem-
peratur von fliissigem Stickstoff. Ahnlich der Messung in Losung zeichnet sich Prolin 6
durch eine sehr hohe Transfereffizienz aus. Bei der Verteilung, bestehend aus 421 Teilchen,

gibt es nur wenige mit geringer Transfereflizienz.
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Abbildung 6.17: Transfereffizienz-Verteilung bei Prolin 6

(a) Die Transfereffizienz-Verteilung von 421 Prolin 6 - Molekiilen zeigt eine hohe Transfereffizienz
zwischen 0,8 und 1,0. (b) Uber die experimentelle Verteilung (blau) ist die Simulation mit den
Fluorophorabstanden entsprechend der MC-Simulation (rot) gelegt, sowie die Simulationen mit
um 1,1 nm (griin) und um 2 nm (schwarz) gekiirzten Abstédnden. Dabei gibt die mit um 1,1 nm
gekiirzten Abstdnden die gemessene Verteilung sehr gut wieder.

Mithilfe der in Abschnitt 6.1 bestimmten Fluorophorabstéinde und der bekannten Vertei-
lung des Orientierungsfaktors in einem statischen Ensemble konnte bereits die erwartete
Transfereffizienz-Verteilung eingefrorener Polyproline simuliert werden (siche Abbildung
6.6). In Abbildung 6.17b ist die gleiche Simulation fiir 421 Molekiile im Vergleich mit
dem Experiment dargestellt. Es ist ersichtlich, dass die Simulation die Transfereffizienz
unterschétzt. Wahrend der Schwerpunkt der Verteilung in der Simulation bei einer Trans-
ferefizienz von 0,9 liegt, ist er im Experiment bei einer Transfereffizienz von 1,0. Zudem
zeigt die Simulation einen geringen Anteil ohne Energietransfer, der im Experiment fehlt.
Fiir die Abweichung sind zwei Erklarungen denkbar. Auf der einen Seite kann die angenom-
mene Akzeptorquantenausbeute von 0,66, die den Korrekturfaktor v beeinflusst, zu klein
sein. Um das Maximum der experimentellen Verteilung auf eine Transfereffizienz von 0,9
zu bringen, ist jedoch die maximal mdgliche Akzeptorquantenausbeute nicht ausreichend.
Die Anderungen im experimentellen Histogramm sind dabei nur minimal (nicht gezeigt).

Auf der anderen Seite konnen die aus der MC-Simulation ermittelten Terminiabstande der
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Abbildung 6.18: Transfereffizienz-Verteilung bei Prolin 20

(a) In dem Histogramm ist die {iber den ganzen Bereich ausgedehnte Transfereffizienz-Verteilung
von 558 Prolin 20 - Molekiilen zu sehen. (b) Uber der experimentellen Verteilung (blau) liegen die
simulierten Verteilungen, deren Grundlage die Abstédnde der MC-Simulation (rot) und um 1,1 nm
(griin) bzw. 2 nm (schwarz) gekiirzte Abstédnde sind. Ein Kiirzung der Abstinde um 2 nm passt
die experimentellen Daten gut an, mit Ausnahme auf die Population ohne Energietransfer.

Proline zu grof sein, da sie die Flexibilitat einer Peptidkette nicht berticksichtigt. Um diese
Flexibilitat versuchsweise zu beriicksichtigen, wurden die Fluorophorabstéinde, die in die
Simulation eingehen, systematisch um wenige Angstrom gekiirzt. Der Abbildung 6.17b sind
zwei dieser Versuche hinzugefiigt. Wahrend eine Kiirzung des Abstandes um 2 nm bereits
eine zu hohe Transfereffizienz zeigt, passt die Verteilung bei einer Kiirzung um 1,1 nm sehr

gut.

Prolin 20 Das Transfereffizienz-Histogramm von Prolin 20 in Abbildung 6.18a zeigt eine
sehr breite Verteilung. Die Simulation der Transfereffizienz, entsprechend dem Experiment
mit 558 Molekiilen, unterschétzt, dhnlich Prolin 6, die gemessene Transfereffizienz (6.18b).
Auch hier wurden darauthin die Fluorophorabstinde aus der MC-Simulation systematisch
gekiirzt und die resultierenden Verteilungen mit der des Experiments verglichen. Bei einer

Kiirzung um 2 nm stimmen die gemessene und die theoretische Verteilung sehr gut iiberein.
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Der einzige Unterschied zur Simulation ist die fehlende Population ohne Energietransfer,

d. h. bei einer Transfereffizienz von 0.

Diskussion Die Effizienz des Energietransfers an einzelnen, eingefrorenen Polyprolinen
unterscheidet sich deutlich von der in Losungsexperimenten. Prolin 6 zeigt, begriindet
durch den sehr kurzen Abstand der Fluorophore, eine sehr hohe Transfereffizienz nahe
Eins. Die Verteilung ist aber dennoch breiter als in Losung, da sie Transfereffizienzen bis
0,6 zuldsst. Die Verteilung von Prolin 20 ist, verglichen mit dem Ldsungsexperiment, géanz-
lich verschieden. Die Transfereffizienzen sind fast gleichméfig zwischen 0,0 und 1,0 verteilt;

mit einer Tendenz zu Effizienzen unter 0,6.

In einem ersten Versuch, diese Verteilungen zu simulieren und erkldren zu konnen, wurde
die statische Verteilung des Orientierungsfaktors und, mithilfe einer MC-Simulation, die
cis-trans-Isomerie der Polyproline beriicksichtigt. Die so erhaltenen Transfereffizienzen ei-
nes statischen Ensembles waren jedoch geringer als die experimentell ermittelten. Ahnlich
der Messungen in Losung wurde dies auf die fehlende Flexibilitat der Polyproline in der MC-
Simulation zuriickgefiihrt. Durch systematisches Kiirzen der Fluorophorabsténde, um der
Flexibilitédt versuchsweise Rechnung zu tragen, konnten die Transfereffizienz-Verteilungen
von Prolin 6 und Prolin 20 sehr gut mit der Simulation beschrieben werden. Fiir Prolin
6 zeigte eine Kiirzung um 1,1 nm die entsprechende Verteilung. Bei Prolin 20, der lin-
geren und somit flexibleren Kette, passte die Simulation mit 2 nm kiirzeren Fluorophor-
abstanden. Die relativen Kiirzungen beider, bei Prolin 6 sind es 28% und bei Prolin 20
24%, stimmen gut iiberein. Zusétzlich zu beriicksichtigen ist hier, dass zur Berechnung der
Fluorophorabstdnde den Terminiabstdnden der Peptide aus der MC-Simulation ein kon-
stanter Abstand von 1,7 nm hinzugefiigt wurde, welcher jedoch den maximal moglichen
Abstand darstellt. Das heifit, aufgrund der sehr flexiblen FarbstofHlinker ist ein kiirzerer
Fluorophorabstand recht wahrscheinlich. Schlussfolgernd kann festgestellt werden, dass sich
die Verteilung der Transfereffizienzen im eingefrorenen Zustand mithilfe der statischen x2-
Verteilung, der cis-trans-Isomerie® der Polyproline und der Flexibilitit von Peptidketten
gut erklaren lasst.

Als signifikanter Unterschied zwischen Simulation und Experiment wurden die in den Mes-
sungen fehlenden Ereignisse bei kleinen Transfereffizienzen um Null festgestellt. In der
Simulation sind diese Ereignisse auf zueinander senkrecht orientierte Fluorophore, deren
Orientierungsfaktor einen Wert nahe Null ergibt (siche Abschnitt 2.1.7), zuriickzufiihren.
Eine Studie zeigte, dass trotz zueinander senkrecht orientierter Farbstoffe Energietransfer
stattfindet [73]. Als Begriindung wurden mégliche rdumliche Fluktuationen der Molekii-
le angegeben, die jedoch in der eingefrorenen Umgebung bei 77 K ausgeschlossen werden

kénnen. Es scheint, dass die Dipolndherung der Fluorophore zur Erklarung des Energie-

50hne die cis-trans-Isomerie, d. h. nur mit den Fluorophorabstéinden der gestreckten Konformation,
fehlen in der theoretischen Verteilung (Abb. 6.18), die das Experiment gut wiedergibt (schwarz), die
Transfereffizienzen zwischen 0,8 und 1,0.

116



6.3 FRET bei tiefen Temperaturen (77 K)

transfers nicht geniigt und hohere Momente (z. B. Quadrupole) existieren und beachtet

werden missen [129].

Dennoch ist dieses Ergebnis aufgrund der vielen Parameter, die den Energietransfer bei
77 K beeinflussen und die zum Teil nur abgeschétzt sind, erstaunlich. Aufgrund des stati-
schen Zustandes bei 77 K besitzt jedes Fluorophorenpaar einen anderen x2-Wert, unter-
schiedliche Emissions- und Absorptionsspektren, wahrscheinlich, je nach lokaler Umgebung,
verschiedene Quantenausbeuten, und somit einen anderen Forster-Radius. Folglich kann
die Transfereffizienz trotz gleichem Fluorophorabstand erheblich variieren. Die Trennung
verschiedener Konformationen eines Proteins, die mit nur recht kleinen Abstandsdnderun-
gen gebundener Farbstoffe einhergehen, ist dadurch kaum méglich. Zwar kénnte z. B. bei
einer Mischung von Prolin 6 und Prolin 20 auf zwei verschiedene Konformationen geschlos-
sen werden, Aussagen iiber weitere Konformationen wéaren aber eher spekulativ.

Es ist eine weitere Studie bekannt, die den Energietransfer von Prolin 6 und Prolin 20 im
eingefrorenen Zustand behandelt [145]. Die Peptide sind mit den gleichen Farbstoffen mar-
kiert, jedoch in einer diinnen Schicht Glycerol bei 170 K eingefroren. Die Transfereffizienz-
Histogramme, erstellt aus transienten Intensitéten einzelner Molekiile, zeigen fiir Prolin 6
zwei sehr breite Verteilungen bei Transfereffizienzen von 0,2 und 0,75, und fiir Prolin 20 eine
breite Verteilung bei einer Effizienz von 0,15, sowie einige Ereignisse bis zu Effizienzen von
0,8. Diese Verteilungen unterscheiden sich somit signifikant von denen in dieser Arbeit. Fi-
nerseits gibt es Proline mit Transfereffizienzen nahe Null, die hier nicht detektiert wurden.
Zudem gibt es keine Erklarung fiir die breiten Verteilungen bei Prolin 6. Schlussfolgernd
wurde jedoch auch festgehalten, dass sowohl der Einfluss der (Re)-Orientierung der Mole-
kiile als auch der des Orientierungsfaktors £? bei Messungen in eingefrorenen Umgebungen

beachtet werden.

Der Orientierungsfaktor spielt bei dieser Art von Experimenten die wohl wichtigste Rolle.
Um dieses Problem zu umgehen, sind zwei Ansitze denkbar. Entweder muss &2 fiir jedes
einzelne Fluorophorenpaar bei der Messung mitbestimmt werden, oder 2 ist fiir jedes Paar
gleich grok.

Um den Orientierungsfaktor direkt zu bestimmen, ist eine 3D-Orientierungsmessung, die
die Orientierung der Fluorophordipole im Raum ermitttelt, méglich [57, 58]. Um damit 2
zu berechnen, ist jedoch auch die Kenntnis des Verbindungsvektors nétig (siehe Abschnitt
2.1.7). Durch die 2D-Abbildung der Proline kann jedoch nur eine Projektion des Verbin-
dungsvektors, d. h. nur seine ungefédhre Richtung, bestimmt werden. Mit FIONA (fluore-
scence imaging with one-nanometer accuracy, [143, 142]) sind Fluoreszenzmessungen mit
einer Aufldsung von bis zu einem 1 nm moglich. Die Genauigkeit dx, mit der die Positi-
on eines fluoreszierendes Molekiil angegeben wird, kann tber die Gleichung dz = \/m
abgeschétzt werden. Dabei ist o die Standardabweichung der mit einem Gauf-Profil ange-
passten Punkt-Abbildungs-Funktion (siehe Abschnitt 2.2.2) und N die Anzahl der detek-

tierten Photonen eines Molekiils [127]. Eine Genauigkeit von ungefihr 0,8 nm kann somit
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6 Energietransfer bei 300 K und 77 K

mit 100000 Photonen erreicht werden, was zur Bestimmung der Richtung des Verbindungs-
vektors geniigen sollte [56].

Um die Transfereffizienz weniger von x? abhingig zu machen, ist die Nutzung von Quan-
tenpunkten (Quantum dots - QD) als Fluorophor [30, 22] denkbar. Da sie iiber einen sehr
groffen Absorptionsbereich und einen schmalen Emissionsbereich verfiigen, eignen sie sich
als Donor in einem FRET-Experiment. Anstatt eines Liniendipols, wie die meisten orga-
nischen Fluorophore, besitzt z. B. ein Cadmiumselenid-QD einen zweifach-entarteten (2D)
Dipol [19]. Der Energietransfer auf einen Akzeptor ist damit weniger abhéngig von der
Orientierung des Donors, sodass 2 fiir jedes (einzelne) Fluorophorenpaar gleich grof ist.
Meist wird sogar aufgrund der teilweise zufélligen Orientierung des Donordipols der Mit-
telwert von 2/3 angenommen [22|. Nachteilig an QD ist jedoch ihre Grofe, die, je nach
Emissionswellenlénge, einige Nanometer betragen kann [21]. Des weiteren miissen QD, z.
B. iiber eine Beschichtung, funktionalisiert werden, um mit Makromolekiilen wechselwirken
oder an ihnen binden zu kénnen.

Auch Porphyrine, organisch-chemische Farbstoffe mit vier Pyrrol-Ringen [140], besitzen
nicht nur einen Dipol und konnten die FRET-Experimente bei 77 K unabhéngiger vom

Orientierungsfaktor machen.

6.3.4 Vergleich der Fluorophorabstinde bei 300 K und bei 77 K

Fiir eine bessere Ubersicht sollen im Folgenden nochmal kurz die experimentell bestimm-
ten Fluorophorabstéinde bei 300 K und bei 77 K mit den theoretischen verglichen werden.
Bei den Messungen in Losung wurden aus den Transfereffizienz-Histogrammen mithilfe ei-
ner (Prolin 6) oder mehrerer (Prolin 20) Gauf-Anpassungen mittlere Fluorophorabstande
bestimmt. Im eingefrorenen Zustand wurden durch eine Anpassung der MC-Simulation Ab-
standsverteilungen erhalten. In Abbildung 6.19 sind diese im Vergleich mit den Fluorophor-
und mit den Terminiabstdnden aus der MC-Simulation gezeigt.

Bei Prolin 6 unterscheiden sich die gemessenen Abstédnde bei 300 K und bei 77 K um etwas
mehr als 1 nm. Dabei passt der in Losung bestimmte Abstand gut zur Theorie. Bei Prolin
20 zeigen sowohl die Petide in Losung als auch in der amorphen Eisschicht einen ca. 2 nm
kiirzeren Fluorophorabstand als die Theorie. Dieser Unterschied ist aber, wie schon bei der
Diskussion der Transfereffizienzen erfolgt, gut erklarbar. Neben flexiblen Fluorophorlinkern
tragt auch die Flexibilitdt der Peptidkette zu kiirzeren Absténden bei. Die Messungen an
Prolin 20 sind also in sich stimmig und erlauben eine quantitative Abstandsbestimmung.
Die grofte Unsicherheit bei der Abstandsbestimmung bei Prolin 6, die auch oft in der Li-
teratur zu finden ist (siehe auch Abschnitt 6.2.3), liegt wahrscheinlich in der Punktdipol-
Approximation oder in einem ungiinstigen Forster-Radius begriindet.

Es wird diskutiert, dass bei diesen kurzen Abstdnden und den im Vergleich dazu relativ
groften Fluorophoren die Punktdipol-Approximation der Forster-Theorie nicht mehr gege-

ben ist [114]. Handelt es sich nicht um Punktdipole, sondern um ausgedehnte Dipole, so

118



6.3 FRET bei tiefen Temperaturen (77 K)

(@) (b)

1.0 1.0
0.8 0.8-
—~ 0.6 —~ 0.6
= =
& 04+ o 44
0.2+ 0.2+
A
0.0 == ,/—J—&ﬁ, — 004 e L
1.5 20 25 30 35 40 45 4 5 6 7 8 9
Abstand L in nm Abstand L in nm

Abbildung 6.19: Vergleich der Fluorophorabstinde in Theorie und Experiment

Fiir (a) Prolin 6 und (b) Prolin 20 sind die theoretischen Fluorophorabsténde (grau) im Vergleich
zu den gemessenen Fluorophorabstinden bei Raumtemperatur (mittlere Absténde aus der Gaufs-
Anpassung, orange) und bei 77 K (Abstandsverteilung, die Effizienzhistogramm erklért, blau)
gezeigt. In griin ist der Terminiabstand der Proline ergénzt, um den Einfluss der Fluorophorlinker
zu verdeutlichen. Bei Prolin 6 stimmt der theoretische Farbstoffabstand gut mit der Messung bei
Raumtemperatur iiberein, bei 77 K wurden kiirzere Absténde ermittelt. Bei Prolin 20 hingegen sind
unter beiden Bedingungen die experimentell bestimmten Absténde kiirzer als die theoretischen.

unterschétzt die Approximation die Stérke der Kopplung [93]. Somit wiirde der Abstand,
der aus der Forster-Theorie ermittelt wird, kleiner als der eigentliche Abstand der Fluo-
rophore sein. Dieser Fehler betragt bei dem hier genutzten Fluorophorenpaar bei 2 nm
Abstand ca. 5 % und steigt bei 1,5 nm auf 10% an [93]. Dies konnte eine Erklarung fiir
die kiirzeren Abstédnde bei 77 K sein. Fine andere Erweiterung der Forster-Theorie geht
von Liniendipolen aus [4]. Ist die Ausdehnung der Dipole (Lp) in der Grofenordnung ihres
Abstandes (R), kann der Dipol als Liniendipol angesehen werden. Fiir den Energietransfer
zwischen zwei Liniendipolen reduziert sich die Transferrate (kjq ~ (RL)™2) im Vergleich
zur Punktdipol-Approximation (kpq ~ L2R75) [4], d. h. bei Prolin 6 kann es zu einer ge-
ringeren Transfereffizienz kommen. Mit dieser Theorie wére es mdoglich, dass die aus den
FRET-Experimenten erhaltenen Absténde in Losung zu groft sind, und eigentlich, begriin-
det durch Flexibilitdt der Linker und der Peptidkette, kiirzer sein miissten.

Oft wird aukerdem diskutiert, dass der Forster-Radius von 5,2 nm bis 6,3 nm (je nach
Losungsmittel, Temperatur) fiir solch kurze Absténde ungeeignet ist. In der Regel sollten
die vermessenen Abstédnde zwischen 0,5 Ry bis 2 Ry grofs sein, um mit Abstandsdnderun-
gen auch signifikante Transfereffizienzénderungen zu erhalten [109] (siehe auch Abschnitt
2.1.7). Ein Abstand von 2,0 nm bis 2,5 nm wie bei Prolin 6 ist somit schon an der unteren
Grenze.

Letzteres zeigt noch einmal deutlich, dass quantitative Abstandsbestimmungen mit FRET

kompliziert sind und von vielen Faktoren beeinflusst werden.
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7 Photophysik und -chemie bei 77 K

Durch die Immobilisierung der Polyproline in einer amorphen Eisschicht und die Mog-
lichkeit, den auslenkbaren Laser direkt auf diese zu fokussieren, kann die Photophysik und
die Photochemie einzelner Farbstoffpaare iiber einen ldngeren Zeitraum beobachtet werden.
Dabei ist die Beobachtungszeit durch die Uberlebenszeit beider Fluorophore begrenzt. Aus
transienten Intensitdten konnen Riickschliisse auf Triplett- oder radikal-ionische Zustande
und deren Abhéngigkeit von der Anregungsleistung gezogen werden. Des weiteren kann die
Fluoreszenzrate und die Gesamtemission beider Farbstoffe ndher untersucht werden.

Ein Vergleich der Photophysik bei 77 K mit der bei Raumtemperatur ist nur begrenzt
moglich. In Losung konnte aus den Autokorrelationsfunktionen die Triplettzeit und der
Triplettanteil sowie daraus resultierende Raten bestimmt werden (Abschnitt 5.2). Eine Im-
mobilisierung der Proline bei Raumtemperatur fiir weiterfithrende Untersuchungen kénnte
einen direkten Vergleich der Uberlebenszeiten ermoglichen, und somit vielleicht die erwar-
tete Verldngerung dieser bestétigen oder revidieren. Fiir eine Immobilisierung iiber eine
Linkerstruktur (z. B. Biotin, Avidin, Histidin, siche in [135]) besitzen die hier genutzten
Proline nicht die notwendige Sequenz. Recht einfach realisierbar ist das Immobilisieren
durch Antrocknen der Peptide auf einem Deckglas. Dabei befinden sich die Peptide jedoch
nicht in physiologischer /wéssriger Umgebung und kénnen mit der Oberfliche wechselwirken
[46]. Insbesondere die Emissionscharakteristik von Dipolen in der Néhe einer Grenzschicht
fithrt dabei zu weiteren Schwierigkeiten |6, 68]. Letztlich bleibt die Méglichkeit, die Pep-
tide in Poren von Gelen [76] oder in immobilisierten Lipidvesikel einzuschliefen [13]. Die
Umsetzung der letzten Methode erfolgte jedoch nicht im Rahmen dieser Arbeit, sodass

keine Messungen transienter Intensitdten bei Raumtemperatur vorliegen.

Die Analyse der transienten Intensititen erfolgt einerseits {iber eine An-Aus-Statistik und
andererseits sowohl iiber die Korrelationsfunktionen der einzelnen Trajektorien als auch
iiber die Korrelation aller gemeinsam. Dabei gibt jede Methode Aufschluss iiber andere
Zeitbereiche. Photophysik, deren Dynamik sich {iber einen Bereich von wenigen Millise-
kunden bis Sekunden ausdehnt, wird direkt mithilfe der An-Aus-Statistik untersucht und
mit der Korrelation aller Zeitspuren verglichen. Photophysik im Sub-Millisekundenbereich

ist nur iiber die Auto- bzw. Kreuzkorrelation der einzelnen Trajektorien zugénglich.
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7 Photophysik und -chemie bei 77 K

Abbildung 7.1: Photophysik an einzelnen Prolin 6 - Molekiilen

In den Bildausschnitten sind die Intensitéten aus dem Donor- (griin) und dem Akzeptorkanal (rot)
ibereinandergelegt. Die Molekiile zeigen sowohl kiirzere (4,5,12) und langere (2,6,8,11) Dunkel-
zustdnde als auch Bleichen (1,9,12) der Fluorophore. Bleicht der Akzeptor, so leuchtet meist der
Donor danach auf (4,7,10). Ob die Molekiile irreversibel bleichen oder ob sie in einen langen Dun-
kelzustand {ibergehen, kann anhand der Bilder nicht genau gesagt werden. Das Molekiil in (f)
wurde defokussiert aufgenommen und erscheint deswegen viel grofer als die anderen Molekiile.

7.1 Aufnahme transienter Intensitaten

Um eine transiente Intensitéit zu erhalten, wird zunsichst ein Bild von ca. 10 x 10 um? aufge-
nommen (Integrationszeit 1 ms/Pixel), der Laser dann direkt auf ein Molekiil positioniert
und die Emission zeitabhéngig detektiert. Die Anregung erfolgte nur mit dem 488 nm La-
ser. Eine Uberpriifung, ob ein intakter Akzeptor vorhanden ist, wurde nicht durchgefiihrt,
um friithzeitiges Bleichen des Akzeptors zu vermeiden. Die Anregungsleistung wurde zwi-
schen 10 uW und 60 uW variiert.

In Abbildung 7.1 ist eine Auswahl an Bildausschnitten dargestellt, in denen die Fluoropho-
re an Prolin 6 aufféllige Photophysik bzw. -chemie zeigen. Die Intensitéten aus Donor- und
Akzeptorkanal sind in diesen Bildern iibereinander gelegt, sodass direkt erkannt werden
kann, welcher Fluorophor emittiert. Besonders aufféllig sind in diesen Bildern Dunkelzu-
stdnde, zu sehen durch dunkle Pixel, die die Abbildung eines Molekiils unterbrechen. Dabei
kann sowohl der Donor als auch der Akzeptor in einen photoinaktiven Zustand {ibergehen.
Neben sehr kurzen Dunkel- oder Auszeiten (wenige Pixel, wenige ms) sind auch Auszeiten
mehrerer hundert Millisekunden zu sehen. Bleicht der Akzeptor, oder geht er in einen Zu-

stand fiiber, in dem er keine Energie mehr vom Donor aufnehmen kann, so wechselt in den
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Bildern die Farbe des Molekiils, d. h. der Akzeptor wird dunkel und der Donor beginnt zu
emittieren.

Auch wenn die Bildausschnitte schon einen Einblick in die photophysikalischen Eigenschaf-
ten der Fluorophorenpaare zulassen, eignen sie sich nicht fiir ndhere Analysen. Aus diesem
Grund wurden transiente Intensitéten vieler Molekiile bei variierender Anregungsleistung
aufgenommen.

In Abbildung 7.2 sind verschiedene Beispiele von Prolin 6 und von Prolin 20 zu sehen.
Schon diese zehn ausgesuchten Trajektorien veranschaulichen deutlich die Verschiedenheit
der photophysikalischen Eigenschaften einzelner Fluorophore.

Neben unterschiedlich langen Uberlebenszeiten zeigt jede Trajektorie verschieden starke
Fluktuationen in der Intensitdt sowie unregelméfig korreliertes oder antikorreliertes Ver-
halten beider Fluorophore. Gehen beide Fluorophore gleichzeitig in einen Dunkelzustand,
so verhalten sie sich korreliert. Dabei kann entweder der Donor in einen Dunkelzustand
iibergehen oder bleichen, oder der Akzeptor geht in einen Zustand iiber, der zwar Energie
vom Donor weiterhin aufnimmt, jedoch selbst die Energie nicht in Form von Photonen
abgeben kann. Geht der Akzeptor in einen Zustand {iber, bei dem kein Energieiibertrag
mehr moglich ist, so steigt in der Dunkelzeit des Akzeptors die Emission des Donors und
beide verhalten sich antikorreliert.

Aulffallig sind auch die unterschiedlich hohen Intensitéten trotz gleicher Anregungsleistung.
Das ist durch die Dipolcharakteristik der Fluorophore und ihre zuféllige Orientierung im
Raum begriindet. Sowohl die Anregungsrate als auch die Detektionseffizienz hingt vom
Winkel zwischen Ubergangsdipol und optischer Achse ab [57] (siche auch 2.1.6).

Bei Prolin 6 dominiert oft der Akzeptorfluorophor. In den vier gezeigten Trajektorien
bleicht dieser zuerst, und dann emittiert der Donor. Bei Prolin 20 hingegen sind sehr
unterschiedliche Verhéltnisse beider Fluorophorintensititen zu erkennen. Auch innerhalb

einer Zeitspur kann das Verhéltnis wechseln.

7.2 Analyse der transienten Intensitaten

Fiir eine systematische Analyse der transienten Intensitdten wurden zunéchst die Intensité-
ten beider Kanélen addiert, sodass im Folgenden immer das photophysikalische Verhalten
beider Fluorophore néaher betrachtet wird. Inwiefern sich die Photophysik des Donors und
die Photophysik des Akzeptors beeinflussen kénnen, wird in der Diskussion aufgezeigt.
Fiir Prolin 6 wurden insgesamt 91 Trajektorien untersucht, sieben bei 60 pW, 31 bei 40 uW,
22 bei 20 pW und 31 bei 10 uW. Bei Prolin 20 erfolgte die Analyse fiir insgesamt 197 Mo-
lekiile, 67 bei 40 uW, 26 bei 30 W, 74 bei 20 uW und 30 bei 10 uW.

In Abbildung 7.3 ist die Summe der Donor- und der Akzeptorintensitét eines Prolin 20 -
Molekiils zu sehen. Fiir die Analyse wurde eine Binzeit (siehe Abschnitt 3.3) von 10 ms
gewahlt. Eine kleinere Binzeit wiirde die Analyse bei intensitéatsschwachen Trajektorien er-

schweren, da eine klare Trennung von Signal und Hintergrund nicht immer machbar wire.
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Abbildung 7.2: Transiente Intensititen einzelner Proline bei 77 K

Die Fluoreszenzintensitéit im Donor- (griin) und im Akzeptorkanal (rot) ist in Abhéngigkeit von
der Zeit dargestellt. Charakteristisch fiir einzelne Molekiile sind abrupte Intensitdtsdnderungen,
bei denen der Donor und der Akzeptor in einen Dunkelzustand {ibergehen (blaue Punkte), und
antikorreliertes Verhalten, bei dem ein Fluorophor dunkel wird wéhrend der andere Fluorophor

eine erhohte Emission zeigt (blaue Balken).
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Abbildung 7.3: Beispiel fiir An- und Auszeiten einer transienten Intensitéit

Die Summe der Intensitéten aus Donor- und Akzeptorkanal ist in grau dargestellt. Der Schwellwert
(blau), bestimmt aus dem maximalen Hintergrund der letzten drei Sekunden (Ende der Trajektorie
nicht gezeigt), trennt An- und Auszeiten. Die Gesamtlange, bestehend aus allen An- und Auszeiten,
wird Uberlebenszeit genannt.

Zudem koénnen Dynamiken, die schneller als 10 ms sind, mithilfe der Auto- bzw. Kreuzkor-
relation der transienten Intensitdten untersucht werden (siche Abschnitt 7.2.3).

Um die Liange von An-, Aus- oder Uberlebenszeiten zu bestimmen, muss zunéichst Signal
und Hintergrund in einer Trajektorie definiert, d. h. ein Schwellwert, der beides voneinan-
der trennt, bekannt sein. Dieser Schwellwert wurde fiir jede Trajektorie aus dem maximalen
Hintergrund der letzten drei Sekunden, addiert mit fiinf Photonen pro Bin, bestimmt. In
Abbildung 7.3 macht diese Schwelle deutlich, wann ein Fluorophor emittiert und wann es
in einem Dunkelzustand ist.

Im n#chsten Abschnitt werden zuerst diese An- und Auszeiten ndher analysiert. Im folgen-
den Abschnitt wird dann auf die Anzahl aller Photonen eines Fluorophors und auf seine

Uberlebenszeit in Abhingigkeit von der Anregungsleistung eingegangen.

7.2.1 An-Aus-Verhalten des Fluoreszenzsignals

Die Abbildung 7.3 zeigt ein charakteristisches Beispiel fiir das photophysikalische Verhalten
einzelner Fluorophore. Dabei ist der Zustand, in dem Photonen emittiert werden, immer
wieder von Zustédnden ohne Fluoreszenz unterbrochen. Die Lange und die Haufigkeiten
dieser An- bzw. Auszeiten kénnen iiber Zustinde des Fluorophors und Ubergiinge in diese
Aufschluss geben [70].

In einem ersten Schritt der Analyse wurden die Léngen der An- bzw. Auszeiten, zusam-
mengefasst in Zeitintervallen von 100 ms, in einem Histogramm dargestellt. Angenommen,
das An-Aus-Verhalten der Fluorophore wiirde durch nur eine Ratenkonstante, z. B. den
Ubergang in den Triplett, krgc, dominiert werden, so miissten sich die Haufigkeiten fiir
eine bestimmte Auszeit ¢4, durch einen einfach exponentiellen Abfall beschreiben lassen
[70]. D. h. in einer halblogarithmischen Darstellung miissten die Anzahl der Ereignisse fiir

eine Auszeit linear abnehmen. In Abbildung 7.1a, die beispielhaft bei einer Anregungslei-
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Abbildung 7.4: halb- und doppelt-logarithmische Darstellung der Auszeiten von Pro-
lin 6 bei 10 W

(a) Die Auszeiten von Prolin 6, zusammengefasst in Zeitintervallen von 100 ms, zeigen in der
halb-logarithmischen Darstellung keinen mono-exponentiellen Abfall. (b) Der lineare Abfall der
Auszeiten in einem doppelt-logarithmischen Histogramm zeigt, dass sich die Statistik der Auszei-
ten mit einem Potenzgesetz beschreiben lasst.

stung von 10 uW die Auszeiten von Prolin 6 zeigt, wird deutlich, dass die Auszeiten einer
anderen Statistik folgen. Anstatt einer linearen Abhéngigkeit ist eine Kurve zu sehen. Es
gibt also Auszeiten, die deutlich langer sind, als dass sie mit einem exponentiellen Abfall
erkléarbar waren.

Diese grofte Zeitspanne der Auszeiten ldsst sich sehr gut tiber ein Potenzgesetz beschreiben
[70, 64, 44]. Da die Léngen der Auszeiten jedoch durch die experimentellen Bedingungen
begrenzt sind (10 ms bis Sekunden), wird angenommen, dass die Auszeiten nur in die-
sem Zeitbereich dem Potenzgesetz folgen [134]. Fiir die Wahrscheinlichkeit Pg,s, dass ein
Auszustand der Lange t auftritt, gilt demnach fir ¢, « tmae Und toin < t < tmae [134]:

P(tays) = At~ Mavs, (7.1)

mit dem Normierungsfaktor

A= (m—1D(tmin)™ Y, fiir m> 1. (7.2)

Maus beschreibt den Anstieg der Auszeiten in einem doppelt-logarithmischen Histogramm.
Ein Prozess, der auf einer einfachen Zufallsbewegung basiert, wiirde z. B. zu einem Anstieg
von 1,5 fithren [64].

In Abbildung 7.4b sind nun die Auszeiten aus 7.4a in einem doppelt-logarithmischen Hi-
stogramm aufgetragen. Daflir wurden die Auszeiten in logarithmische Intervalle aufgeteilt.
Die erhaltene Anzahl der Auszeiten eines Intervalls wurden durch die Breite des Intervalls
geteilt, sodass Wahrscheinlichkeitsdichten der verschiedenen Auszeiten/Zusténde entste-
hen. In diesem Histogramm wird nun deutlich, dass nicht nur die Zeiten tiber einen grofen
Bereich verteilt sind, sondern auch deren Wahrscheinlichkeitsdichten. Die Verteilung zeigt
einen linearen Abfall, sodass sie mit einem Potenzgesetz nach Gleichung 7.1 angepasst wer-

den kann.
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Die hier fiir die Auszeiten diskutierte Statistik zeigt sich auch bei den Anzeiten der tran-
sienten Intensitdten. Aus diesem Grund werden die Anzeiten auch mithilfe der doppelt-

logarithmischen Darstellung ndher analysiert.

In Abbildung 7.5 sind die zeitlichen Verteilungen der An- und Auszeiten von Prolin 6 und
Prolin 20 fiir verschiedenen Anregungsleistungen gezeigt. Sowohl die An- als auch die Aus-
zeiten lassen sich durch ein Potenzgesetz beschreiben. Zu sehen sind bei Prolin 6 An- bzw.
Auszeiten von 10 ms bis 4 s, bei Prolin 20 sogar Auszeiten bis 10 s. Die Wahrscheinlich-
keitsdichte, mit der diese Ereignisse eintreten, umfasst dabei mehr als eine Gréfsenordnung.
Kiirzere Ereignisse werden aufgrund der gewéhlten Binzeit von 10 ms hier nicht erfasst,
werden aber mithilfe von Autokorrelationen in Abschnitt 7.2.3 ndher untersucht. Léngere
An- bzw. Auszeiten sind sehr wahrscheinlich auch méglich. Diese treten jedoch sehr selten
auf. Des weiteren ist deren Detektion durch die begrenzte Uberlebenszeit oder durch die

experimentell begrenzte Messzeit erschwert.

Auf den ersten Blick ist keine deutliche Abhangigkeit der Wahrscheinlichkeitsdichten von
der Anregungsleistung auszumachen. Einzig die Verteilungen bei Prolin 6 bei einer An-
regungsleistung von 60 uW weicht von den anderen ab. Die grofere Streuung der Werte
um die Anpassung liegt sehr wahrscheinlich an der geringen Statistik, da hier nur sieben
Trajektorien gemessen wurden.

Fiir eine genauere Analyse sind die aus den Anpassungen erhaltenen Potenzen, die die
Anstiege in den Histogrammen darstellen und damit die Verteilung der An- und Auszei-
ten beschreiben, in Abbildung 7.6 in Abhéngigkeit von der Anregungsleistung gezeigt. Bei
Prolin 6 ist mit steigender Anregungsleistung sowohl bei den An- als auch bei den Aus-
zeiten eine leichte Tendenz zu kleineren Anstiegen zu erkennen. Dabei sei jedoch nochmal
erwihnt, dass der Anstieg bei einer Anregungsleistung von 60 4W aus wenigen Ereignissen
ermittelt wurde und damit mit einem groferen Fehler behaftet sein kann. Ohne diesen
Wert ist die Tendenz zu kleineren Anstiegen, vor allem bei den Auszeiten, nicht mehr so
eindeutig. Bei Prolin 20 ist keine Abhéngigkeit von der Anregungsleistung erkennbar. Wéh-
rend die Anstiege der Anzeiten noch ein wenig streuen, sind die Anstiege der Auszeiten
innerhalb des Fehlers aus der Anpassung konstant.

Ein Vergleich der aus der An-Aus-Statistik gewonnenen Potenzen mit denen aus der Kor-

relation aller Trajektorien erfolgt in Abschnitt 7.2.3.

7.2.2 Uberlebenszeit der Fluorophore

Fiir die Einzelmolekiilspektroskopie ist sowohl ein hohe Fluoreszenzintensitét, die ein gutes
Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis erméglicht, als auch eine hohe Gesamtanzahl an emittier-
ten Photonen sehr wichtig [56]. D. h. neben der Immobilisierung der Fluorophore, die eine

lingere Beobachtungszeit ermdglicht, ist auch eine Verlingerung der Uberlebenszeit nétig,
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Abbildung 7.5: An- und Auszeiten der Fluorophore an Prolin 6 und Prolin 20
Doppelt-logarithmische Darstellung der Anzeiten (a),(c) und der Auszeiten (b),(d) des Donor-
Akzeptor-Paars an Prolin 6 (oben) und an Prolin 20 (unten). Die Anregungsleistung variiert bei
Prolin 6 von 10 uW (hellblau) bis 60 yW (dunkelblau) und bei Prolin 20 von 10 pgW (hellgriin) bis
40 uW (dunkelgriin). Die Linien zeigen die Anpassung der Verteilungen nach dem Potenzgesetz.
Die grofien Abweichungen bei Prolin 6 bei einer Anregungsleistung von 60 4W sind auf die geringe
Anzahl der Trajektorien (7) zuriickzufiihren.

sodass genligend Photonen gesammelt werden konnen.

In Abbildung 7.7a ist die mittlere Anzahl der Photonen in Abhéngigkeit von der Anre-
gungsleistung zu sehen. Die mittlere Anzahl entspricht der Summe der Photonen beider
Kanéle pro Millisekunde wihrend einer Anzeit. Bei beiden Peptiden zeigt sich, dass die
niedrigste, detektierte Photonenanzahl pro Zeit mit der Anregungsleistung steigt. Aufféllig
ist auch die breite Streuung der Photonenanzahl, die z. B. bei 40 yW Werte zwischen 100
und 500 Photonen pro Millisekunde zuldsst. Dabei wird, dhnlich der Bilder (siehe Abb.
7.1), wieder die Abhéngigkeit der Anregung und der Detektionseffizienz von der Orientie-
rung des Fluorophordipols deutlich.

Interessant ist nun, ob es durch die erhéhte Anregung, und dem damit erhéhten Photo-
nenfluss, auch zu einer hoheren Gesamtanzahl der Photonen in einer Trajektorie kommt.
Abbildung 7.7b zeigt die Gesamtanzahl der emittierten Photonen von Donor und Ak-
zeptor aller transienten Intensitédten in Abhéngigkeit von der Anregungsleistung. Bereits
die logarithmische Achse der Gesamtanzahl, gewéhlt fiir eine tibersichtlichere Darstellung,

weist auf grofe Unterschiede zwischen einzelnen Fluorophorpaaren hin. Eine Tendenz zu
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Abbildung 7.6: Anstieg der Wahrscheinlichkeitsdichten der An- und Auszeiten

Die Anstiege der (a) An- und (b) Auszeiten aus den doppelt-logarithmischen Histogrammen von
Prolin 6 (blau) und Prolin 20 (griin) sind in Abhéngigkeit von der Anregungsleistung dargestellt.
Wahrend bei Prolin 6 eine Tendenz zu kleineren Anstiegen mit steigender Leistung auszumachen
ist, sind die Anstiege bei Prolin 20 konstant. Der eingezeichnete Fehler resultiert aus der Anpassung
nach dem Potenzgesetz.

einer héheren Gesamtphotonenanzahl bei steigender Anregungsleistung ist nur bei Prolin
20 zu erkennen, da die geringste Gesamtanzahl mit der Anregung steigt. Ansonsten ist
die Gesamtanzahl, unabhéngig von der Anregungsintensitit, bei beiden Peptiden relativ

gleichméfig tiber mehr als eine Grofenordnung verteilt (100 bis 500000).

Ausschlaggebend fiir die Gesamtanzahl an Photonen, die aus einem Fluorophor gewonnen
werden kann, ist schlieklich dessen Uberlebenszeit. Neben reversiblen Dunkelzustéinden,
kann ein Fluorophor einer photochemischen Verdnderung unterliegen, sodass er danach
weder Photoenergie absorbieren noch emittieren kann. Die vorherige Analyse der transien-
ten Intensitdten machte deutlich, dass neben kurzen Dunkelzeiten auch sehr lange, bis zu
mehreren Sekunden, méglich sind. Die Detektion sehr langer Auszeiten ist jedoch durch
die zeitlich limitierte Aufnahme einer Trajektorie eher selten. Ob ein Fluorophor wahrend
der Messung photobleicht oder in einen sehr langen Dunkelzustand iibergeht, kann somit
nicht eindeutig festgestellt werden. In der Regel wurde die Aufnahme einer Trajektorie ca.
10 s nach der letzten Anzeit abgebrochen.

In Abbildung 7.8 sind fiir beiden Peptide die Uberlebenszeiten von Donor und Akzeptor
fiir die verschiedenen Anregungsleistungen gezeigt. Auch die Uberlebenszeiten iiberspan-
nen einen grofen Zeitbereich, sodass eine halblogarithmische Darstellung gewahlt wurde.
Die maximale (gemessene) Uberlebenszeit sinkt mit steigender Anregungsleistung bei Pro-
lin 6 recht deutlich. Auch bei Prolin 20 befindet sich die lingste Uberlebenszeit bei der
geringsten Anregung, jedoch sinkt sie nicht so eindeutig bis zu einer Anregungsleistung von
40 uW. Auch scheinen die Uberlebenszeiten der Fluorophore an Prolin 20 allgemein linger
zu sein als an Prolin 6. Dies kann bereits auf eine geringere Photostabilitéit des Akzeptors
hinweisen, da sein Emissionsanteil bei Prolin 6 aufgrund der hohen Transfereffizienz héher
als bei Prolin 20 ist.
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Abbildung 7.7: Photonenanzahl pro Zeit und Gesamtanzahl der Photonen

(a) Fiir jede transiente Intensitéit ist die mittlere Photonenanzahl pro Millisekunde wihrend der
Anzeiten aus dem Summensignal fiir Prolin 6 (blau) und fiir Prolin 20 (griin) gezeigt. Deutlich ist
die steigende Anzahl an Photonen mit steigender Anregungsleistung. (b) Die Gesamtanzahl aller
Photonen aus dem Summensignal wihrend der Anzeiten jeder Trajektorie ist fiir Prolin 6 (blau)
und Prolin 20 (griin) dargestellt. Bei Prolin 6 ist keine Abhéngigkeit von der Anregungsleistung zu
erkennen. Bei Prolin 20 steigt die Gesamtanzahl der Photonen mit steigender Anregungsleistung.

7.2.3 Korrelation der transienten Intensitaten

Aufgrund der oft geringen Fluoreszenzintensitét der Fluorophorpaare bei den hier gewéhl-
ten Anregungsleistungen (maximal 60 uW) sind Triplettzusténde, d. h. Auszeiten im Mi-
krosekundenbereich, nicht iiber die transiente Intensitat analysierbar. Eine klare Trennung
von Signal und Hintergrund ist dabei nicht moglich.

In der Autokorrelation des Donor- bzw. des Akzeptorsignals ist das An-Aus-Verhalten bei-
der Fluorophore in einem bestimmten Zeitbereich durch einen Abfall der Korrelationsfunk-
tion in eben diesem Zeitbereich zu sehen (siehe Abschnitt 2.3.4). In der Kreuzkorrelation
beider Signale wird deutlich, ob die beiden Farbstoffe sich korreliert oder unkorreliert ver-
halten. Geht z. B. der Donor wiederholt in einen Dunkelzustand iiber, in dem er keine
Energie aufnehmen kann, so ist auch der Akzeptor gleichzeitig dunkel und beide emittie-
ren korreliert. Wird ein Fluorophor dunkel wihrend der andere aufleuchtet, so verhalten

sie sich antikorreliert.

In Abbildung 7.9a ist ein Beispiel fiir die Auto- und die Kreuzkorrelationen (Akzeptor
mit Donor und Donor mit Akzeptor) eines Prolin 20 - Molekiils dargestellt. Die An-Aus-
Dynamik, hervorgerufen durch Triplettzustédnde, fithrt in der Korrelationsfunktion zu einem

zusitzlichen Abfall, der mit einer exponentiellen Funktion Gp(7) angepasst werden kann:

GT(T) = ATeiT/TT (73)
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Abbildung 7.8: Uberlebenszeit der Fluorophore

Die Uberlebenszeit, d. h. die Linge aller An- und Auszeiten einer Trajektorie einschlieflich der
letzten, gemessenen Anzeit, ist fiir Prolin 6 (blau) und Prolin 20 (griin) in Abhéngigkeit von der
Anregungsleistung gezeigt. Die lingsten Uberlebenszeiten treten bei beiden bei der niedrigsten
Anregungsleistung auf.

Arp ist die durch Triplettzustinde hervorgerufene Amplitude und 7p die mittlere Zeit vom

Beginn eines Triplettzustandes bis zum Beginn des néchsten.

In den Korrelationsfunktionen des Beispiels in Abbildung 7.9a ist nach dem Abfall, der
aus der Triplettdynamik resultiert, ein weiterer Abfall zu erkennen, der auf zeitlich lange-
ren An-Aus-Prozessen beruht und meist bei der Zeit des Photobleichens endet. Da diese
Ereignisse aufgrund ihrer Lange eher selten in einer Trajektorie auftreten, wird zu ihrer
Analyse iiber die Korrelationsfunktionen aller Trajektorien gemittelt. In diesen gemittelten
Autokorrelationen (siehe Abbildung 7.9b) zeigen sich nun, die bereits in Abschnitt 7.2.1
mithilfe des Potenzgesetzes beschriebenen, langen An- und Auszeiten in einem Bereich von
einigen Millisekunden bis zu mehreren Sekunden. Dieser Bereich der Korrelationsfunktion

lasst sich durch eine gestreckte Exponentialfunktion anpassen [125]:

GL(r) = Ape~(/m)"? (7.4)

Ay ist die Amplitude, 77, eine Zeitkonstante, die den zeitlichen Abfall beschreibt, und 5/2
der zusétzliche, streckende Parameter im Exponenten, der die Anpassung iiber einen so
grofen Zeitraum mit einer exponentiellen Funktion erst moglich macht. Der Parameter £

ist mit den Anstiegen m aus der doppelt-logarithmischen Darstellung wie folgt verkniipft
[125]:

B/2=2—-m (7.5)
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Abbildung 7.9: Analyse der Korrelationsfunktionen

(a) Die aus der transienten Intensitit eines Prolin 20 - Molekiils (30 W) erhaltenen Autokorrela-
tionen des Donors (griin) und des Akzeptors (rot) sowie die Kreuzkorrelation des Akzeptorsignals
mit dem des Donors (blau) und des Donorsignals mit dem des Akzeptors (schwarz) sind dargestellt.
Die Donorautokorrelationsfunktion zeigt eine ausgepragte Triplettcharakteristik, die mithilfe einer
exponentiellen Funktion angepasst ist (gelb); die des Akzeptors ist weniger stark. In der Kreuz-
korrelation ist ein korreliertes Verhalten der Emission beider Fluorophore zu sehen (Anpassung in
gelb nur bei der Kreuzkorrelation Akzeptor mit Donor). (b) Gemittelte Auto- und Kreuzkorrela-
tionen aller Trajektorien von Prolin 20 bei einer Anregung von 40 uW (Farben entspr. (a)). Der
durch ldngere Aus- und Anzeiten verursachte Abfall ist mit einer gestreckten Exponentialfunktion
angepasst.

Photophysik im Submillisekunden-Bereich In Abbildung 7.10 sind transiente Intensité-
ten verschiedener Peptide und ihre Korrelationsfunktionen dargestellt. Ahnlich der vielen
diversen transienten Intensitdten (Abb. 7.2) zeigen auch die Korrelationsfunktionen der
einzelnen Trajektorien unterschiedliche, photophysikalische Charakteristika. In manchen
Autokorrelationen des Donors (d,fh,j) und eher selten in denen des Akzeptors (h,j) ist
Triplettdynamik zu sehen. Ob der Akzeptor dabei selbst in Triplettzustdnde tibergeht oder
die Dynamik des Donors zeigt, ist fraglich. Ein Indiz, dass der vermutete Akzeptortriplett,
genauer die Dunkelzeit des Akzeptors, hauptsichlich durch den Donor verursacht wird, ist
in der Kreuzkorrelation zu sehen. Zeigen Donor und Akzeptor das gleiche Blinkverhalten,
gehen also gemeinsam an und aus, so ist dies auch in der Kreuzkorrelation zu erkennen (h.j).
In der Regel stimmen die beiden Kreuzkorrelationen, Akzeptor-Donor und Donor-Akzeptor,
tiberein. In einigen ist jedoch bei groferen Zeiten ein Unterschied auszumachen (b,h). Die
deutliche Antikorrelation entsteht durch das zeitgleiche Bleichen des Akzeptors und Auf-
leuchten des Donors. Geht der Akzeptor in einen Dunkelzustand {iber, ohne dass der Donor

danach mehr emittiert, so fallt der Unterschied beider Kreuzkorrelationen geringer aus.
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Abbildung 7.10: Beispiele transienter Intensititen und ihrer Korrelationen

Links: Transiente Intensitdten im Donor- (griin) und im Akzeptorkanal (rot) fiir verschiedene Pep-
tide und Anregungsleistungen. Rechts: Die dazugehorenden Autokorrelationen des Donors (griin)
und des Akzeptors (rot) sowie die Kreuzkorrelationen Akzeptor-Donor (blau) und Donor-Akzeptor
(schwarz). Die griinen Pfeile weisen auf Triplettdynamik des Donors, die roten auf Triplettdynamik
des Akzeptors hin. Das Bleichen des Akzeptors mit anschlieffendem Aufleuchten des Donors resul-
tiert in verschiedene Kreuzkorrelationen (blauer Pfeil). Das Bleichen beider Farbstoffe ist durch

einen schwarzen Pfeil gekennzeichnet.

133



7 Photophysik und -chemie bei 77 K

12,8 . 102 0.7
R 1.4+ :
101 . 12 8 - %" )
8 1.0- 3 . 0.5 . .
i 7 ‘1 044
< 67 08 . 53 :
06 ° 44 0372 .
4- s . :
. : 04 ° . , M B 2 :
. [ ] ° . L4 -1 o ° ° ° °
2 0.2 ° ' oo, s
g & ¢ ! g ¢ ¢ s
0 T T T T OO T T T 7 O T T T T OO T T T T
10 20 40 60 10 20 40 60 10 20 30 40 10 20 30 40
1000 1600 1 800 800 O
8007 1200 - 600 . 600
% 600 A @ .
£ 800 . £4004 . 400 A .
&400H . ‘ | . &
° ]
20045 ° - . 400 . 2004 ¢ : . - 200 . e
SRR s . B s 4.
O T T T T O T T T T 0 T T T T O 7 T T T
10 20 40 60 10 20 40 60 10 20 30 40 10 20 30 40
Anregungsleistung in pyW Anregungsleistung in pyW

Abbildung 7.11: Triplettdynamik bei 77 K

Die Triplettamplituden Ar und -zeiten 7 des Donors (griin) und des Akzeptors (rot) fiir Prolin 6
(a) und Prolin 20 (b) sind gezeigt. Die Donorkorrelation hat meist eine viele hdhere Amplitude als
Prolin 20, d. h., er geht 6fter in einen Triplettzustand tiber. Die Triplettzeiten sind im Vergleich
zur Raumtemperaturmessung mit wenigen hundert Mikrosekunden sehr lang und breit gestreut.

Die mithilfe der exponentiellen Funktion (Gleichung 7.4) ermittelten Triplettzeiten 7r und
-amplituden A7 sind in Abbildung 7.11 fiir Prolin 6 und Prolin 20 dargestellt. Es sei be-
merkt, dass nur etwa 30 % aller Peptide Triplettdynamik beim Donor zeigten (siehe z. B.
7.10b), und sogar nur ca. 10 % beim Akzeptor.

Bei Prolin 6 lisst sich aufgrund der geringen Statistik keine Anderung der Triplettdyna-
mik mit der Laserintensitdt erkennen. Deutlich ist nur, dass die Amplitude beim Donor
oft grofser ist als beim Akzeptor, d. h. der Donor geht viel 6fter in den Triplett {iber. Die
Triplettzeit liegt bei beiden zwischen 50 und 800 us.

Der Donor bei Prolin 20 hingegen zeigt mit steigender Anregungsleistung kiirzere Triplett-
zeiten mit stark variierenden, und auch wachsenden, Amplituden. Die Triplettzeiten des
Akzeptors sind meist kiirzer als die des Donors und auch die Amplitude ist viel kleiner als
die des Donors. Der Donor zeigt also an beiden Peptiden eine ausgepréagtere Triplettdyna-
mik.

Auffillig bei beiden Fluorophoren ist die deutlich verldngerte Triplettzeit im Vergleich zu
den Messungen bei Raumtemperatur. In Losung variierte die Triplettzeit bei einer Anre-

gung von 10 uW bis 60 uW nur zwischen 7 us und 2 us (siehe Abschnitt 5.2).
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Abbildung 7.12: Gemittelte Donor-AKF aller transienten Intensititen

Fiir Prolin 6 (a) und Prolin 20 (b) sind die AKF, gemittelt {iber alle Donortrajektorien, in Ab-
héngigkeit von der Anregungsleistung dargestellt. Die Amplitude jeder AKF ist bei 1 ms auf Eins
normiert. Bei beiden Peptiden ist die Triplettdynamik und die langsamere An-Aus-Dynamik gut
erkennbar. An Prolin 20 (b) zeigt sich mit steigender Leistung ein hoherer Triplettanteil. Die
langsame An-Aus-Dynamik zeigt keine Abhéngigkeit von der Anregung. (c) Die Potenzen mys
(Quadrat) und mg, (Kreuze) fiir Prolin 6 (griin) und Prolin 20 (blau) im Vergleich zum Parameter
m (Kreis) bestimmt aus den AKF aller Trajektorien.

Weitere Erkenntnisse {iber das Triplettverhalten der Farbstoffe lassen sich aus der Korre-
lation aller Trajektorien ziehen. Die Abbildungen 7.12a und b zeigen fiir die verschiedenen
Anregungsleistungen die gemittelten AKF des Donorsignals. Zum Vergleich sind die AKF
bei einer Millisekunde auf eine Amplitude von Eins normiert. Der Bereich um eine Zeit
von einer Millisekunde trennt deutlich die schnelle Triplett- von der langsameren Dynamik.
Die AKF des Akzeptors und die Kreuzkorrelationen aller Trajektorien weisen keine, oder
nur sehr schwach, charakteristische Photophysik auf und werden aus diesem Grund nicht
weiter betrachtet.

Der Donor, gebunden an Prolin 20, unterliegt bei hoherer Anregung 6fter einem Ubergang
in den Triplettzustand, zu sehen an der hoheren Amplitude in der AKF bei kurzen Zeiten.
Beim Donor, gebunden an Prolin 6, zeigt sich fiir 10 uW bis 40 uW das gleiche Verhalten,
die AKF sind jedoch aufgrund der geringeren Anzahl an Trajektorien verrauschter. Des-

wegen sollte gerade die AKF bei 60 uW mit Vorsicht betrachtet werden.

Photophysik im Millisekunden- bis Sekundenbereich Die langen An- und Auszeiten des
Donors spiegeln sich auch in den AKF, gezeigt in Abbildung 7.12a und b, wider, jedoch
in einem Zeitbereich von 1 ms bis 4 s. Aus der Darstellung ist weder bei Prolin 6 noch
bei Prolin 20 eine Abhéngigkeit von der Anregungsleistung auszumachen. Um den zeitli-
chen Verlauf besser zu quantifizieren, wurden die AKF in diesem Bereich mit Gleichung
7.4 angepasst und aus dem Faktor b das mg, / Maus-Aquivalent m bestimmt. In Abbildung

7.12¢ sind im Vergleich die aus dem Potenzgesetz ermittelten Anstiege mg, und myg,s und
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der aus den Korrelationen bestimmte Parameter m dargestellt. Dabei ist der Parameter m
immer kleiner als my, /mqys. Nur der (statistisch bedenkliche) Wert bei Prolin 6 bei 60 W
gleicht den anderen. Bei Prolin 6 steigt, im Gegensatz zur vorherigen Analyse, der Parame-

ter m leicht mit der Anregungsleistung, wihrend Prolin 20 erneut keine Abhéngigkeit zeigt.

7.3 Diskussion der Photophysik und -chemie

Im letzten Kapitel dieser Arbeit wurde die Photophysik und -chemie des Farbstoffpaares
AF488 und AF594, gebunden an Polyprolin, in einer amorphen Eisschicht untersucht. Die
Kenntnis photophysikalischer und - chemischer Prozesse in einer bestimmten Umgebung
unter verschiedenen Voraussetzungen, z. B. variierender Anregungsleistung, ist unerlés-
slich fiir die Einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopie. Zum Einen kann eine haufige Unter-
brechung der Fluoreszenz eine genaue Untersuchung eines Prozesses verhindern, da zu
wenig Photonen gesammelt werden kénnen. Zum Anderen kénnen z. B. Dynamiken eines
Proteins, die zeitlich dhnliche Fluktuationen wie die Photophysik aufzeigen, nicht von die-
sen getrennt und somit untersucht werden. Sind Prozesse, die Photoblinken und -bleichen
verursachen, bekannt, so kann die Effizienz einer fluoreszenten Probe verbessert werden
[141]. Neue Methoden in der Fluoreszenzspektroskopie nutzen sogar die Photophysik, um

gezielt Molekiile an- bzw. auszuschalten und so eine hohere Auflésung zu erreichen [52, 66].

Photoblinken Als ein méglicher reversibler Prozess, der zu Dunkelzustdnden des Fluoro-
phors fiithrt, war zunéchst der Triplettzustand bekannt |75, 137, 41]. Genauere Photophysik-
analysen, sowohl an Quantenpunkten [70, 134, 64] als auch an organischen Fluorophoren
[44, 149, 60|, zeigten jedoch die Existenz sehr viel langsamerer Prozesse. Als mdogliche
Ursache werden verschiedene Modelle aufgefiihrt [44, 141]:

e Konformationsinderungen, die zu einer spektralen Verschiebung der Absorption oder

zur Anderung der Quantenausbeute fiihren kénnen
e molekulare Reorientierung, die die Anregungs- und die Detektionseffizienz dndert

e photochemische Prozesse, die zu ionisierten oder metastabilen oxidierten Zusténden

fithren

e Quenchen durch andere Molekiile in der unmittelbaren Umgebung

Um die verschiedenen Prozesse identifizieren zu kénnen, sind meist zusétzliche Informatio-
nen notwendig, da sich die Zeitbereiche oft iiberlappen [44]. Durch die simultane Messung
des Spektrums und der Orientierung des Molekiils kann z. B. spektrale Verschiebung oder
Reorientierung des Molekiils ausgeschlossen werden [15]. Die Entstehung eines Anions kann
z. B. mithilfe von Elektronen-Spin-Resonanz niaher untersucht werden [149]. Durch den Zu-

satz oder die Reduktion quenchaktiver Stoffe, z. B. Sauerstoff, kann Quenchen systematisch
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7.3 Diskussion der Photophysik und -chemie

untersucht werden [138].
Fiir das Verstidndnis dieser Prozesse ist nicht nur ihre Art von Interesse, sondern auch der

Weg in den Dunkelzustand, z. B. iiber einen angeregten Singulett- oder Triplettzustand.

In den Korrelationsfunktionen der einzelnen transienten Intensitéten wurde zunéchst die
Triplettdynamik naher betrachtet. Wenn ein Prozess nur einer einzigen Rate unterliegt, so
zeigt seine Korrelation einen monoexponentiellen Abfall [70]. Da die Anpassung der Kor-
relationsfunktionen mithilfe einer monoexponentiellen Funktion erfolgreich war und der
Ubergang in einen Triplettzustand von nur einer Rate (krsc) bestimmt wird, kann bei
dieser Dynamik auf Triplett geschlossen werden.

Ein weiterer Prozess, der zu Intensitdtsfluktuationen und zu einem monoexponentiellen
Abfall in der Korrelationsfunktion fiithren soll, ist spektrale Diffusion [12, 99]. Unter spek-
traler Diffusion wird eine Verschiebung der Absorptionsfrequenz eines Molekiils verstanden,
sodass sie dann nicht mehr zur Frequenz des anregenden Lasers passt und das Molekiil folg-
lich nicht mehr emittiert |75]. Gerade bei tiefen Temperaturen, bei denen die Absorptions-
und Emissionsspektren schmaler werden (siehe Abschnitt 5.1), kommt es oft zu spektra-
ler Diffusion. Inwiefern spektrale Diffusion hier eine Rolle spielt, kann nicht genau gesagt
werden, da Spektren an einzelnen Molekiilen nicht gemessen wurden.

Im Vergleich zu den Messungen bei Raumtemperatur in Losung (siehe Abschnitt 5.2) sind
die Triplettzeiten in amorphen Eis sehr viel ldnger. Sie steigen von wenigen Mikrosekunden
in Losung auf einige hundert Mikrosekunden in der Eisschicht. Generell werden in festen
Medien (z. B. PMMA, Polyvinylalkohol), unabhéngig von der Temperatur, aufgrund ein-
geschrankter Dynamik [133], ldngere Triplettzeiten gemessen (tiefe Temperaturen: [100, 8],
Raumtemperatur: [44, 49]). Zudem variieren auch da die Triplettraten und -zeiten, je nach
Molekiil und der Umgebung, in dem es eingebettet ist, sehr stark. Zum Beispiel zeigte
sich an Pentazen in einem p-Terphenyl-Kristall, dass die Triplettraten k;sc von dem Grad
der Fehlstellungen im Kristall abhéngen [7]. D. h. die starke Streuung der Triplettzeiten
im amorphen Eis ist ein Hinweis auf eine inhomogene, lokale Umgebung, entweder bereits
durch die amorphe Struktur von Wasser gegeben, oder erst durch die Anwesenheit von
Trehalose bzw. Verunreinigungen verursacht.

Eine klare Abhéngigkeit der Triplettdynamik von der Laserleistung war, aus den Einzel-
korrelationen, weder fiir den Donor noch fiir den Akzeptor zu finden. Nur fiir den Donor,
gebunden an Prolin 20, nahm die Triplettzeit, das heifit, die Zeit von Beginn eines Triplett-
zustandes zum Beginn des nachsten, ab. Die Mittelung aller Korrelationen zeigte jedoch
recht deutlich, dass der Triplettanteil des Donors mit steigender Laserleistung zunimmt.
Auch hier ist diese Tendenz fiir den Donor an Prolin 20 stédrker ausgeprégt, hochstwahr-
scheinlich begriindet durch den héheren Anteil an emittierten Photonen aufgrund der ge-
ringeren Transfereffizienz bei Prolin 20. Somit fithrt in amorphen Eis, wie auch in Lésung
bei 300 K, eine hohere Anregungsleistung zu einem erhohten Triplettanteil (trotz gleicher
Ubergangswahrscheinlichkeit), da der Anregungs-Relaxations-Zyklus des Fluorophors 6fter

durchlaufen wird.
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7 Photophysik und -chemie bei 77 K

Schlieflich ist noch zu bemerken, dass nicht jedes Fluorophor bzw. Fluorophorpaar in der
amorphen Schicht Triplettdynamik zeigte. Der Ubergang in den Triplettzustand, welcher
durch Wechselwirkungen mit der Umgebung aufgrund verstédrkter Spin-Bahn-Kopplung
begiinstigt wird (sieche Abschnitt 2.1.1), ist wahrscheinlich aufgrund der starren, jedoch
heterogenen Umgebung bei 77 K, von Fluorophor zu Fluorophor verschieden wahrschein-

lich bzw. sogar ausgeschlossen.

Schon bei der Betrachtung der Abbildungen einzelner Fluorophore zeigten sich sehr lange
Dunkelzeiten, die nicht nur auf Triplettzustinde beruhen konnten. Die Analyse der transi-
enten Intensitdten bestétigte dann diese Vermutung. Durch das Histogrammieren der An-
und Auszeiten aller Fluorophore wurde sowohl der grofse zeitliche Bereich als auch der grofse
Bereich der Wahrscheinlichkeiten fiir bestimmte An-/Auszeiten deutlich. Die Abhéngigkeit
der An-/Auszeiten von einem Potenzgesetz kann nur durch sehr viele Ubergangsraten in
andere Zustiande erklart werden [70].

In der starren, amorphen Eisschicht bei 77 K konnen, von den bereits oben aufgefiihr-
ten Ursachen, die Konformationsdnderung und die molekulare Reorientierung als Ursache
ausgeschlossen werden. Spektrale Diffusion fiihrt laut [99] zu einem monoexponentiellen
Abfall. Die wahrscheinlichste Ursache fiir die langen Auszeiten ist die Bildung eines radi-
kalionischen Zustandes [44, 70|. Dabei wird nach einer photoinduzierten Ladungstrennung
ein Elektron oder ein Loch in der Umgebung des Fluorophors eingefangen [149|. Die Ab-
hingigkeit der An-/Aus-Fluktuationen von einem Potenzgesetz wurde zunédchst nur an
Quantenpunkten beobachtet und ndher untersucht, da sie die bendtigte Photostabilitét
aufwiesen [70]. Aber auch organische Fluorophore in festen Medien wie PMMA zeigten
dhnliche Charakteristika [44, 60].

Zur Beschreibung dieser Prozesse wurden verschiedene Modelle entwickelt, von denen
die zwei géngigsten hier kurz erlautert werden sollen (ausfiihrlich in [20]). Da das An-
/Ausverhalten der Fluorophore fast immer temperaturunabhéngig ist, und somit thermi-
sche Aktivierung ausgeschlossen werden kann, wird zum Einen Tunneln der Ladungen ange-
nommen. Die Tunnelrate einer Ladung sinkt exponentiell mit dem Abstand der Elektronen-
/Lochfalle. Wird von einer statischen Verteilung der Fallen ausgegangen, so kann damit
das Potenzgesetzverhalten der Auszeiten erklart werden, jedoch nicht das der Anzeiten, da
diese wieder exponentiell verteilt wéren |70]. Wird jedoch angenommen, dass die Barrieren,
die die Wahrscheinlichkeit fiir das Tunneln bestimmen, fluktuieren, so lassen sich auch die
nach dem Potenzgesetz verteilten Anzeiten erkldren. Dennoch ist dieses Modell umstritten,
da es fiir fluktuierende Barrieren in einem Festkorper keinen physikalischen Hintergrund
gibt [64]. Eine andere Erklarung ergibt sich aus der oft wiederkehrenden Potenz mgy, qus
von 1,5. Betragt der Anstieg 1,5, so kann die Rekombination der Ladungen (also das Ende
der Auszeit) mit einer Zufallsbewegung, d. h. mit einem reinen Diffusionsprozess, beschrie-
ben werden [20]. Die Zeit, die z. B. ein Elektron braucht, um durch Diffusion wieder an
den Ausgangspunkt zuriickzukehren, ist nach einem Potenzgesetz verteilt. Da jedoch nicht

jedes Elektron an seinen Ausgangspunkt zuriickkehren wiirde, miisste die Diffusion auf ein
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oder zwei Dimensionen beschrankt werden. Als Losung dieses Problems wurde u. a. vor-
geschlagen, dass die Rekombination zusétzlich von Coulomb-Kriften beeinflusst wird [59].
Auch wurde vorgeschlagen, dass der Prozess nicht durch Diffusion, sondern durch Super-
Diffusion, die auf einem Lévy-Flug! beruht, beschrieben werden kann [64]. Aber auch hier
fehlt dem mathematischen Geriist die physikalische Erklarung [20].

Um nun die hier beobachteten An-/Auszeiten in amorphen Eis zu erkldren, wird auf das
Tunneln in Fallen zurtickgegriffen. Es ist bekannt, dass Elektronenfallen in amorphem Eis
existieren [5]. Aufgrund der Unordnung in solch einer Schicht, existiert eine grofe Viel-
falt von Fallen unterschiedlicher Energie. Zunéchst wird das Elektron gefangen, und durch
Reorientierung der Umgebung, also der polaren Wassermolekiile, wird der Zustand weiter
stabilisiert [122]. Diese Art ,Vorfalle” fiir Elektronen, die dann erst stabilisiert wird, wur-
de auch fiir Fluorophore in anderen Kristallen/Festkorpern entdeckt. In Kristallen hoher
Ordnung existieren diese Vorfallen nicht, und folglich wurden auch keine langen Auszeiten
detektiert [99, 20|. Das Auftreten sehr langen Auszeiten wird somit auf die Bildung von
Radikalionen zuriickgefiihrt, bei der das Elektron des Fluorophors durch einen Tunnelpro-
zess im Eis eingefangen wird.

Die Bildung eines Radikalions kann auch {iber die Abgabe eine Loches, d. h. die Aufnahme
eines Elektrons, erfolgen. Die Ionisierungsenergie von amorphen Eis liegt bei 8,5eV [95].
Licht der Wellenldnge 488 nm hat jedoch nur eine Energie von 2,5eV, sodass das Eis in
der Néhe eines Fluorophors nicht photoinduziert ionisiert und die Abgabe eines Loches

ausgeschlossen werden kann.

Bei den Anstiegen mgp qus und dem Parameter m aus der Korrelation konnte keine si-
gnifikante Abhéngigkeit von der Laserleistung festgestellt werden. Das ermoglicht erste
Schlussfolgerungen iiber den Weg in den Dunkelzustand. Wiirden die Dunkelzusténde nur
aus dem Triplettzustand entstehen, so miisste es aufgrund steigender Triplettdynamik mit
steigender Laseranregung zu kiirzeren Anzeiten und somit zu einem groferen (negativen)
Anstieg mg,;, kommen. Auch wenn dieser Weg sehr wahrscheinlich wére, da die Lebensdau-
er des Triplettzustandes ldnger als die des ersten angeregten Zustandes ist, wiirde er auch
nicht das Potenzgesetz der Anzeiten erklaren. Bildete sich der Dunkelzustand nur aus dem
Triplettzustand, unterlége er nur einer Rate und wére somit monoexponentiell. D. h. das
Tunneln des Elektrons kann aus dem ersten angeregten Zustand oder aus dem Triplett-
zustand erfolgen [141]. Die Unabhéngigkeit der Auszeiten von der Laserleistung bestétigt,
dass der Tunnelprozess zuriick eher durch die lokale Umgebung bzw. die Barrierenhéhe

bestimmt ist als durch einen photoinduzierten Prozess.

Photobleichen Unterliegt ein Fluorophor einer chemischen Anderung, sodass er danach

keine Photoenergie mehr absorbieren kann, so spricht man von einem gebleichten Fluo-

'Bei einer zufilligen Fortbewegung nach Lévy gibt es keine mittlere Schrittweite, d. h. sehr grofe Schritt-
weiten sind auch mdoglich. Die Schrittweiten sind nach einem Potenzgesetz verteilt.
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7 Photophysik und -chemie bei 77 K

rophor. Es ist bekannt, dass Photobleichen von der Anregungsrate und von den Umge-
bungsbedingungen abhéngig ist und iiber viele verschiedene Prozesse erfolgen kann [138].
Im Zusammenhang mit der Umgebung werden hauptséchlich zwei Prozesse, die Photoioni-
sierung und die Photooxidation, diskutiert. Photoionisierung erfolgt meist aufgrund eines
gesteigerten Reaktionsvermogens eines Fluorophors in einem angeregten Zustand und ver-
ursacht oft, wie bereits erwdhnt, Photoblinken. Bei der Photooxidation hingegen wird aus
einem Sauerstoff im Triplettzustand iiber den Triplettzustand des Fluorophors ein che-
misch aktiver Singulett-Sauerstoff erzeugt [138]. Durch das Einfrieren der Fluorophore in
eine amorphe Eisschicht sollte eine Verlingerung der Uberlebenszeit aufgrund reduzierter
Wechselwirkungen mit der Umgebung erreicht werden. Insbesondere der Ausschluss von

Sauerstoff sollte die Photooxidation der Fluorophore verhindern.

Die Analyse der Uberlebenszeiten ergab eine breite Verteilung, die sowohl sehr kurze als
auch sehr lange Uberlebenszeiten von fast einhundert Sekunden zeigte. Deutlich ist die
Abhéngigkeit von der Anregungsleistung zu sehen. Durch eine erhéhte Anregungsleistung
stieg zwar die mittlere Anzahl an Photonen pro Zeiteinheit; die Gesamtanzahl an Photonen
konnte jedoch nicht deutlich erhoht werden, da sich die Uberlebensdauer meist verkiirzte.
Da die Fluorophore, die an Prolin 20 gebunden waren, insgesamt bei gleicher Anregung
linger lebten, wird auf eine allgemein lingere Uberlebenszeit des Donors geschlossen. Der
Akzeptor unterliegt in FRET-Experimenten meist zuerst Photobleichen, oft aus einem ho-
heren angeregten Singulettzustand [34]. Wird bei Donoranregung die Energie durch FRET
auf den Akzeptor iibertragen, so befindet sich dieser im ersten angeregten Singulettzu-
stand. Die Anregung in hohere, und damit in reaktivere, Singulettzusténde ist dann direkt
iber die Donoranregung moglich [138].

Da ein Vergleich mit Messungen bei Raumtemperatur in Losung nicht vorliegt, kann nicht
genau gesagt werden, ob die Uberlebenszeit von Fluorophoren prinzipiell bei 77 K linger
ist. Andere Arbeiten zeigen jedoch deutlich kiirzere Uberlebenszeiten bei Raumtempera-
tur [101]. Offensichtlich unterliegen die Fluorophore jedoch weiterhin Photobleichprozessen
oder Auszeiten, die die Lénge des Experiments tiberschreiten. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass Sauerstoff, der in dem fliissigen Stickstoff direkt iiber der Probe gelost ist, in
die Eisschicht diffundieren und mit den Fluorophoren reagieren kann. Dass Sauerstoff in
kristallinem Eis diffundiert, ist bekannt [61]. Der Einfluss von diffundierendem Sauerstoff
in Polymeren wurde bereits untersucht und zeigte z. B. die Verkiirzung der Triplettzeiten,
jedoch keine Anderung der Triplettraten [49]. Ein Experiment, bei dem der fliissige Stick-
stoff zusétzlich mit Sauerstoff angereichert wire, kénnte somit vielleicht Auskunft iiber eine
mogliche Sauerstoffdiffusion und ihre Auswirkung auf photophysikalische bzw. -chemische

Eigenschaften der Fluorophore geben.
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Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Evaluierung einer Methode, die Un-
tersuchungen von Einzelmolekill-FRET an eingefrorenen Proteinkonformationen erlaubt.
Einzelmolekill-FRET, bei Raumtemperatur angewendet, bietet bereits vielfaltige Moglich-
keiten, Struktur und Dynamik von Biomolekiilen spektroskopisch zu verfolgen. Dabei kon-
nen jedoch nur Zustédnde charakterisiert werden, die so stabil sind, dass sie ein fiir die
Analyse ausreichendes Signal aussenden. Aus diesem Grund wurde die Idee verfolgt, die
Zusténde einzufrieren, um auch kurzlebige Zusténde beliebig lange beobachten und somit

charakterisieren zu konnen.

Das Einfrieren der Molekiile erfolgte in einer diinnen amorphen Eisschicht. Fiir die Préa-
paration dieser Schicht wurde ein Kalt-Rotationsbeschichter entwickelt. Der Kryostat, der
als Probentrager und -kiihler fungiert, ist in diesen Kalt-Rotationsbeschichter integriert,
sodass ein sicherer Probentransport auf die Kryostateinheit des Mikroskopstativs gewéhr-

leistet ist.

Fiir die Charakterisierung des Energietransfers bei tiefen Temperaturen wurden Polyproli-
ne verschiedener Léangen als Modellsystem gewéhlt, da sie aufgrund ihrer steifen Struktur
oft als Referenz fiir FRET-Experimente genutzt werden. Um aus den ermittelten Trans-
fereffizienzen Riickschliisse auf Fluorophorabstinde ziehen zu kénnen, muss der Forster-
Radius des Farbstoffpaars fiir alle Messbedingungen bekannt sein. Die Berechnung des
Forster-Radius’ setzt die Kenntnis der photophysikalischen Eigenschaften der Farbstoffe,
wie Spektren und Fluoreszenzquantenausbeuten, voraus. Insbesondere wurde der Einfluss
von Trehalose im Puffer untersucht, da diese bei den Tieftemperaturexperimenten die Kris-
tallisation der Eisschicht verhindern soll. Zum Vergleich wurden Experimente bei Raum-
temperatur und bei der Temperatur von fliissigem Stickstoff durchgefiihrt.

Die Messungen der Absorptions- und Emissionsspektren bei Raumtemperatur zeigten leich-
te Verschiebungen der Maxima in TFE und Propylenglykol im Vergleich zu den wéssrigen
Losungen. Viel deutlicher dagegen war die Verschiebung der Emissionsspektren beider
Farbstoffe bei der Temperatur von fliilssigem Stickstoff. Die Lésungsmittelrelaxation, die
zu Energieverlusten im angeregten Zustand fiihrt und damit die Stokes-Verschiebung ver-
ursacht, ist in der amorphen, festen Umgebung bei 77 K sehr viel kleiner. Die Maxima
der Emissionsspektren sind dadurch zu niedrigeren Wellenldngen verschoben. Die Messung
der Spektren erfolgte nur am Ensemble. Gerade bei tiefen Temperaturen kénnen jedoch

die Spektren von Molekiil zu Molekiil variieren, sodass zukiinftig auch die Messung von
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Spektren einzelner Molekiile erfolgen soll.

Anhand von FCS-Messungen wurde die Triplettdynamik der Farbstoffe untersucht. Geht
ein angeregter Farbstoff in den Triplettzustand iiber, so ist er fiir gewisse Zeit dunkel. Da
diese Dunkelzeiten nur wenige Mikrosekunden betragen, konnte ein Einfluss auf Transferef-
fizienzen ausgeschlossen werden. Durch die Bestimmung der Triplettraten wurde deutlich,
dass die Bindung der Farbstoffe an das Polypeptid den Ubergang in einen Triplettzustand
begiinstigt.

Des weiteren war von Interesse, ob die Flexibilitdt der Fluorophorbindungen einen Mit-

2 von 2/3 bei Losungsexperimenten rechtfertigt. Die

telwert des Orientierungsfaktors s
Anisotropie, die Auskunft iiber die Reorientierung der Farbstoffe wéhrend ihrer Zeit im
angeregten Zustand gibt, konnte nur fiir den Donor bestimmt werden. Dieser zeigte eine
sehr kleine Anisotropie, und lisst damit den Mittelwert fiir x2 zu. Die Anisotropie bei
tiefen Temperaturen war, wie erwartet, sehr hoch. Durch die gefrorene Umgebung ist keine
Orientierung der Farbstoffe méglich und fiir £ muss die statische, heterogene Verteilung

des Orientierungsfaktors beachtet werden.

Bereits in Losung zeigte die ldngere der Prolinketten, Prolin 20, eine komplexe Transfer-
effizienz-Verteilung. Anstatt einer schmalen Verteilung, deren Breite nur durch Schrotrau-
schen bestimmt ist, wurde eine sehr breite Verteilung gemessen. Diese liefs sich jedoch durch
die Konformationsheterogenitét, hervorgerufen durch die cis-trans-Isomerie von Prolinen,
gut erklaren. Die Isomerie konnte durch eine Messung in TFE bestétigt werden, da die
Unterdriickung von cis-Bindungen in TFE in einer schmaleren Transfereffizienz-Verteilung
resultierte. Die Transfereffizienz von Prolin 6, der kurzen Peptidkette, lag nahe Eins und
lief keine Schlussfolgerungen iiber verschiedene Fluorophorabsténde zu. Einerseits ist der
Forster-Radius des Farbstoffpaares nicht geeignet, um solch kurze Absténde aufzuldsen,
und andererseits konnen sich die Farbstoffe aufgrund ihrer flexiblen Bindung so nahe kom-
men, dass die Fluoreszenz gequencht wird. Die Messungen bei Raumtemperatur machten
deutlich, dass sich Polyproline, trotz ihrer vergleichsweise starren Struktur, nicht unbedingt
als gute Referenz fiir FRET-Experimente eignen, sondern selbst ein komplexes System dar-

stellen.

Die Transfereffizienz-Verteilungen der Proline in der amorphen Eisschicht unterscheiden
sich deutlich von denen in Lésung. Das Histogramm von Prolin 6 hat die meisten Ereignis-
se bei einer Transfereffizienz von 1,0, zeigt aber auch Ereignisse bei einer Effizienz von 0,5.
Die Transfereffizienzen bei Prolin 20 sind iiber den gesamten Bereich nahezu gleich verteilt.
Die Hauptursache der breiteren Verteilungen als in Losung ist die statische x2-Verteilung.
Die Rotation der Farbstoffe ist bei 77 K ganz unterbunden, sodass jedes Farbstoffpaar
einen eigenen Orientierungsfaktor und damit einen eigenen Forster-Radius besitzt. Durch
MC-Simulationen wurde deutlich, dass die x2-Heterogenitit jedoch zur Erklarung der Ver-
teilungen nicht ausreichte. Erst mit der zusétzlichen Beachtung der cis-trans-Isomerie und

der Flexibilitdt der Polyprolinketten konnten die Histogramme beschrieben werden. Als
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einziger Unterschied blieb der in der Messung fehlende Anteil an Ereignissen mit Trans-
fereffizienzen nahe Null, die die Simulation insbesondere bei Prolin 20 zeigt. Wahrschein-
lich ist dies auf die nicht vollstdndig zutreffende Vereinfachung der Farbstoffe als Dipol
zuriickzufiihren. Zusammenfassend kann fiir die FRET-Messungen bei tiefen Temperatu-
ren festgestellt werden, dass Aussagen iiber Abstande bzw. Abstandsverteilungen durch die

statische Verteilung von >

erschwert sind. Konformationsheterogenitét, die mit groffen Ab-
standsdnderungen einhergeht, konnte jedoch gut detektiert werden. Um kleinere Absténde
auflésen zu kénnen, wére in Zukunft die Verwendung von Fluorophoren ohne ausgeprégte
Liniendipole, z. B. Quantenpunkte, denkbar, um die Abhéngigkeit der Transfereffizienz

vom Orientierungsfaktor zu minimieren.

Abschliefsend wurden transiente Intensitidten einzelner Polyproline néher betrachtet, um
einen Einblick in die Photophysik bzw. -chemie bei tiefen Temperaturen zu erhalten, da
ein Ziel des Einfrierens war, die Transfereffizienz mit grofer Photonenstatistik prézise zu
messen.

Besonders aufféllig waren Dunkelzeiten unterschiedlicher Lénge, deren Verteilung mithil-
fe eines Potenzgesetzes beschrieben werden konnten. Durch diese Abhéngigkeit konnten
die Dunkelzeiten auf radikalionische Zusténde zuriickgefiithrt werden. Die Ionisierung der
Farbstoffe erfolgt sehr wahrscheinlich durch das Tunneln des angeregten Elektrons in eine
Elektronenfalle im amorphen Fis.

Durch die Korrelation der transienten Intensitdten wurden auch Triplettzustiande bei tiefen
Temperaturen entdeckt. Diese sind mit einigen hundert Mikrosekunden sehr viel langer als
bei den Messungen in Losung.

Beide Eigenschaften, sowohl die radikalionischen als auch die Triplettzustédnde, haben die
gemessenen Transfereffizienzen jedoch nicht sichtlich beeinflusst.

SchlieRlich wurde geklirt, ob die Immobilisierung der Farbstoffe in amorphem Eis die Uber-
lebenszeit und damit die mogliche Beobachtungszeit deutlich verlangert. Die Polyproline
zeigten neben sehr kurzen Uberlebenszeiten auch sehr lange von bis zu 100 s. Im Vergleich
mit Literaturwerten von Uberlebenszeiten in Losung ist die Beobachtungszeit erhéht. Um
einen direkten Vergleich fiir das gleiche Fluorophorenpaar zu ermoglichen, sollten diese in
einem zukiinftigen Experiment z. B. in immobilisierten Vesikeln und bei Raumtemperatur

in Losung untersucht werden.

Diese Arbeit zusammenfassend kann festgestellt werden, dass FRET-Messungen in einem
eingefrorenen System ermdglicht und verstanden wurden. Damit wurde eine neue Methode
entwickelt, die weitere Einblicke in biologische Systeme erlaubt. Beliebige Zusténde oder
Konformationen kénnen anhand eines Abstandes in einer Art Foto festgehalten werden.
Dies stellt einen erfolgreichen ersten Schritt auf dem Weg zur Untersuchung von Protein-
dynamik durch Auftau-Gefrier-Zyklen dar. In einem zukiinftigen Projekt sollen diese durch

kurzzeitiges Erhitzen der Probe mit einem Laserpuls realisiert werden.
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