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Kapitel 1
Einleitung

Die besondere Relevanz von Einzelmolekiilexperimenten liegt darin, dass sie auf die Frage der detaillier-
ten Funktionsweise eines Molekiils Antworten geben konnen und Informationen zur Heterogenitit eines

Molekiilensembles liefern.

Die Ableitung mikroskopischer Vorginge aus makroskopischen Beobachtungen erfolgt stets unter der
Annahme der Ergodizitit. Es stellt sich jedoch die Frage, ob der Mittelwert des Molekiilensembles der
zeitlichen Mittelung eines einzelnen Molekiils entspricht oder ob diese leicht unterschiedliche (statische

Heterogenitit) oder sich zeitlich dndernde (dynamische Heterogenitit) Eigenschaften haben.

Eine direkte Beobachtung einzelner Molekiile stellte bisher aufgrund ihrer Gré8e unterhalb des optischen
Auflosungsverméogens eine der groiten Herausforderungen in der biologischen Forschung dar. Obwohl
bereits im Jahr 1960 die prinzipielle Durchfiihrbarkeit von Einzelmolekiilexperimenten durch Richard P.
Feynman postuliert wurde [53], gelang es erst 1976 nach weiteren technischen Entwicklungen Thomas
Hirschfeld einen einzelnen mit 80 — 100 Fluoreszinfarbstoffen versehenen Antikdrper zu detektieren
[70]. 1990 konnten erstmals einzelne Molekiile des Rhodaminfarbstoffs in wissriger Losung detektiert
werden [136].

Technische Verbesserungen und die Verwendung der Konfokalmikroskopie fiihrten seit den 90er Jahren
zu einer rasanten Entwicklung der Einzelmolekiilspektroskopie und zu einem breiten Spektrum von An-
wendungen [158]. Beispiele dafiir sind Untersuchungen zur Funktionsweise molekularer Motoren [113],
des Myosins [173], der tRNA [125], des Ribozyms [174, 45, 107], verschiedene Enzyme [105, 2, 140, 97]

sowie zu Faltungsreaktionen [95, 119, 89, 91, 59] und Isomerisationen von Polyprolinen [17].

Die Adenylatkinase, ein Enzym, das in besonderer Weise geeignet ist, den Zusammenhang zwischen
Funktion und Konformation aufzukléren, ist in diesem Zusammenhang von besonderem Interesse. Seine

AKktivitit ist an eine groBe strukturelle Anderung gekoppelt [169].

Die Konformationsdnderungen beinhalten entsprechend der bekannten Kristallstrukturen [16, 154, 64]
intramolekulare Abstandsdnderungen, die mit der Methode des Fluoreszenzresonanz-Energietransfers
zuginglich sind [139, 138]. So konnen an ausgezeichneten Stellen fluoreszente Marker angebracht und

iber die Hohe des Energietransfers die Konformationsidnderungen untersucht werden.

Bezug nehmend auf Ergebnisse von Ensemblemessungen aus der NMR-Spektroskopie, kann eine zuver-

lassige Interpretation der Einzelmolekiilexperimente gewéhrleistet werden.

1=



KAPITEL 1. EINLEITUNG

In der vorliegenden Arbeit werden auf Grundlage der Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie Metho-
den vorgestellt, die den Zusammenhang von Funktion und Konformation der Adenylatkinase am einzel-

nen Molekiil verdeutlichen.
Die Ergebnisse der durchgefiihrten Einzelmolekiilexperimente werden im Kapitel 8 beschrieben.

Die Verwendung von einzelnen Fluorophoren als Marker erfordert eine Kenntnis der photophysikali-
schen Eigenschaften, um korrekte Interpretationen der Ergebnisse zu ermdglichen. Diese Untersuchun-

gen werden im Kapitel 7 dargestellt.

Theoretische Grundlagen zur Spektroskopie, Photophysik und den Methoden der Fluoreszenzspektro-
skopie werden in den Kapiteln 3 bis 5 gelegt. Im Kapitel 6 wird auf die verwendete Messapparatur und

die Methoden zur Markierung und Immobilisierung der Adenylatkinase eingegangen.

Eine ausfiihrliche Betrachtung der Eigenschaften der Adenylatkinase befindet sich im folgenden Kapitel.



Kapitel 2

Motivation

Der Begriff Protein bedeutet so viel wie ,,das Wichtigste", denn Proteine zdhlen zu den Grundbaustei-
nen aller Zellen und sind nahezu an jedem biologischen Prozess beteiligt, der zur Lebenserhaltung und

Funktion unseres Korpers notwendig ist.

Die Tatsache, dass ihre Funktion eng an ihre rdumliche Struktur gekoppelt ist, fithrte in den letzten Jahr-
zehnten zu einer starken Entwicklung der Strukturaufkldrung. So sind bis heute iiber 50.000 Strukturen

verschiedener Proteine bekannt [10].

Eine der zuverldssigsten Methoden hierfiir ist die Rontgenkristallographie. Obwohl dafiir hoch geordnete
und daher meist nur schwierig erhiltliche Proteinkristalle benttigt werden, wurden mit dieser Methode
ca. 86% aller bisher bekannten Strukturen entschliisselt. Der Nachteil dabei ist, dass in den Kristallen
zusitzliche intermolekulare Kontakte entstehen konnen und die Kristallstruktur unter Umstédnden von

der unter physiologischen Bedingungen vorliegenden Form abweicht.

Seit 1958 steht mit der hochauflésenden NMR-Spektroskopie eine Methode zur Verfiigung, mit der Pro-
teinstrukturen auch in Losung aufgeklirt werden konnen [28]. Dies spielt besonders bei kleinen (bis 10
kDa) oder teilweise unstrukturierten Proteinen eine wichtige Rolle. Die NMR-Spektroskopie ist zudem
in der Lage, Anderungen in der chemischen Umgebung einzelner Aminosiuren, den Bausteinen der Pro-
teine, zu erkennen. Dies ermdglicht nicht nur Untersuchungen beziiglich der gefalteten Struktur, sondern
dient auch der Aufklidrung der Proteinfunktion. So konnen fiir verschiedene Zeitbereiche die Dynamik

und die Flexibilitit der Strukturelemente analysiert werden [65].

2.1 Der Konformationsraum eines Proteins

Kenntnisse iiber die Flexibilitit des Proteins sowie die Dynamik bestimmter Teilbereiche sind neben der

rdumlichen Struktur unerlédsslich, um die Funktionsweise von Proteinen zu verstehen [77].

Wird in einem Protein mit N Atomen ein Atom bewegt, dndern sich die Wechselwirkungen mit den
anderen Atomen des Molekiils. Die freie Energie des Systems wird verdndert. Aufgrund der Moglichkeit
eines jeden Atoms, in jede der drei Raumrichtungen bewegt zu werden, besitzt es drei Freiheitsgrade
der Translation. Auf diese Weise entsteht ein 3 N-dimensionaler Konformationsraum, eine so genannte

.Energielandschaft" des Proteins, die alle moglichen Bewegungen umfasst. Diese Landschaft enthélt

_3_



KAPITEL 2. MOTIVATION

Gebirgsziige, deren Gipfel Konformationszustinden hoher Energie entsprechen, in denen zum Beispiel
Bindungen iiberdehnt werden oder Atome aneinander sto3en und Tiler, die Regionen mit niedrigen
Energien darstellen, in denen die Atome in energetisch giinstige Wechselwirkungen treten (vgl. Abb.
2.1).

A

AG(ky.a) AG'(ks.a)

Freie Energie G

Konformation

Abbildung 2.1: Stark vereinfachte Darstellung einer Landschaft der freien Energie G eines Proteins mit zwei Haupt-
zustinden A und B und diversen Subzustinden (blau, durchgezogene Linie). Die Hohe der Ener-
giebarrieren AG¥ bestimmt hierbei die Ubergangsraten und die Differenz der ,,Talsohlen” AG die
GroBe der Populationen. Wird die Landschaft z.B. durch das Losungsmittel oder Binden eines Li-
ganden verindert, werden die Raten sowie die Populationen der Zustéinde beeinflusst (blau, gestri-
chelte Linie). Bild analog zu Abb. 1 in [65].

Da mechanische Systeme bestrebt sind, ihre Energie zu minimieren, werden stets die Konformations-
zustinde der ,,Energietiler” bevorzugt. Die Energiebarriere AG* zwischen zwei Zustinden beschreibt
dabei die Energie, die aufgebracht werden muss, um in einen anderen Zustand zu gelangen. Durch ihre
Hohe werden die Wahrscheinlichkeit des Ubergangs und somit auch die Raten der Konformationsiinde-
rung bestimmt. Die Differenz zweier Zustinde AG legt entsprechend der Boltzmannverteilung die Grofie

beider Populationen fest.

Wihrend Konformationsinderungen im Zeitbereich von Femto- bis Nanosekunden, wie Bindungsvibra-
tionen und Rotationen einzelner Seitenketten, stark lokalisiert sind und keine Anderungen der Funktion
bewirken, sind Bewegungen gesamter Abschnitte des Proteins von funktioneller Bedeutung. Diese kol-
lektiven Bewegungen finden im Mikro- bis Millisekundenbereich statt [6, 42, 84, 14, 65].

Anderungen in der Energielandschaft konnen beispielsweise durch das Binden eines Substrates an ein
Enzym, aber auch durch intensive ZustandsgroBen wie Temperatur und Druck induziert werden. Dabei
werden die Energiebarrieren und die relativen Differenzen der Talsohlen verdndert, woraus eine Ver-

schiebung der Raten sowie der Populationen resultiert.
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2.2. ADENYLATKINASE AQUIFEX AEOLICUS

2.2 Adenylatkinase Aquifex aeolicus

Die Adenylatkinase (Adk) ist ein kleines ubiquitdres Protein mit einer molaren Masse zwischen 22 kDa
und 30 kDa und gehort zu den Transferasen. Diese weisen eine besonders hohe Flexibilitit auf, denn um
geladene Gruppen zwischen zwei Substratmolekiilen iibertragen zu konnen, muss das aktive Zentrum

effektiv von Wasser abgeschirmt werden [77, 128].

Die Adk katalysiert als Phosphotransferase die Reaktion [112]:
Mg*" ATP + AMP = Mg?t ADP + ADP 2.1)

und reguliert auf diese Weise den intrazelluldren Gehalt von ATP (Adenosintriphosphat), ADP (Ade-
nosindiphosphat) und AMP (Adenosinmonophosphat) [123]. ATP ist ein wichtiger Energiespeicher und

Regulator energieabhidngiger Prozesse und fiir jedes Lebewesen essentiell.

Die Struktur der Adk besitzt neben einer unflexiblen Domine, dem ,,Core”, zwei hochst bewegliche
Untereinheiten, die als ,,LLid” bezeichnet werden. Sie enthalten jeweils eine Bindungsstelle fiir ATP bzw.
AMP und werden dem entsprechend als ATP-Lid und AMP-Lid bezeichnet.

ATP-Lid

Abbildung 2.2: Struktureller Aufbau der E. coli Adenylatkinase bestehend aus einer relativ starren Doméne, dem
Core (gelb), und zwei sehr flexiblen Lids (blau bzw. rot) mit Bindungsstellen fiir ATP bzw. AMP.

Die Kristallstruktur in Abb. 2.2 stellt das Enzym in der so genannten ,,gedffneten” Konformation dar. In

diesem Zustand konnen an den Bindungsstellen der beiden Lids die Substrate andocken.

Wihrend der Katalysereaktion bewegen sich die Lids mit einer Art Kippbewegung aufeinander zu und
verringern so den relativen Abstand der gebundenen Substratmolekiile und schirmen diese vom Losungs-
mittel ab. Befinden sich die Lids in ihrer Endstellung, findet der Ubertrag des Phosphatrestes statt. Dieser
Zustand wird auch als ,,geschlossene” Konformation bezeichnet. Anschlieend gehen beide Lids zuriick
in den geodffneten Zustand und entlassen das Produkt (siche Abb. 2.3).

Das Offnen ist hierbei der langsamste und damit der geschwindigkeitsbestimmende Schritt [169]. Es ist
bis jetzt noch nicht geklért, an welchem der beiden Lids das Substrat zuerst bindet, ob es iiberhaupt eine

Reihenfolge gibt und ob die Bewegung der Lids gemeinsam oder nacheinander erfolgt.

_5_



KAPITEL 2. MOTIVATION

++
Mg ATP

Y

v ATP ADP
ADP l‘ AMP
MP + ATP 4—.? 2 ADP

\,»

Abbildung 2.3: Schema der involvierten Prozesse bei der enzymatischen Katalyse durch die Adenylatkinase.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird der Zusammenhang zwischen Konformation und enzyma-
tischer Aktivitdt der thermophilen Adenylatkinase untersucht. Sie entstammt dem Bakterium Aquifex
aeolicus, welches eines der bekanntesten thermophilen Bakterien ist. Es hat seine maximale Tempera-
turtoleranz bei 95 °C. Die 1998 entschliisselte Aminosiduresequenz der thermophilen Adk unterscheidet
sich nur in wenigen Aminosduren von dem mesophilen Homologon des Bakteriums E. coli [33]. Bei 20
°C betrigt die Aktivitit und auch die Rate des Offnens im Vergleich zum mesophilen Enzym fast nur ein
Zehntel [169].

Im Unterschied zur Adk des E. coli-Bakteriums zeigt der Enzymkristall des thermophilen Apoenzyms!
drei Subzustdnde der offenen Konformation, die durch verschiedene Positionen der Lids gekennzeichnet
sind. Sie werden durch acht Regionen besonderer Flexibilitit hervorgerufen, die fiir die Lidbewegung
eine Art ,,Scharnierfunktion” (Hinge) besitzen und eine Bewegung der Lids ermoglichen [66] (siehe
Abb. 2.4).

(@ (b)

Abbildung 2.4: Gemeinsame Darstellung der drei voliegenden Kristallstrukturen des Apoenzyms (rot, orange, gelb)
und der Struktur mit gebundenem Inhibitor (griin) der Adenylatkinase Aquifex aeolicus. Am ATP-
Lid (a) und am AMP-Lid (b) befinden sich jeweils vier Regionen besonderer Flexibilitit, die eine
Bewegung der Lids ermdglichen. Entnommen aus [67].

IDas Apoenzym ist das Enzym ohne gebundene Substrate.



2.3. ADENYLATKINASE UND FLUORESZENZSPEKTROSKOPIE

Diese Subzustinde des Apoenzyms sind nur durch geringe Energiebarrieren voneinander getrennt. In ei-
ner Molekulardynamik-Simulation (MD-Simulation) von 10 ns wurden alle drei Subzustinde innerhalb
des Zeitfensters eingenommen [67]. Weiterhin zeigten sich fiir diese kleinen Konformationsinderungen
nur schwache Korrelationen zwischen den Bewegungen der beiden Lids. Dies ldsst eine gewisse Unab-

hingigkeit der beiden Lidbewegungen vermuten (siche Abb. 2.5).

AMP lid ATP lid
— e e
IO =

200 —

Amplitude
>
o

—_

n

o
T

Aminosédure
®
o
T

0 1 1 A 1
0 40 80 120 16
Aminosaure

(@ (b)

Abbildung 2.5: Amplitude und Richtung der Konformationsédnderungen der Adenylatkinase Aquifex aeolicus (a)
berechnet aus einer Normalmoden-Analyse einer Molekulardynamiksimulation von 10 ns Lénge.
Die Korrelationsamplituden der Bewegung der einzelnen Aminosduren in einer zweidimensionalen
Darstellung (b) zeigt keine Korrelation der Lid-Regionen. Entnommen aus [67].

2.3 Adenylatkinase und Fluoreszenzspektroskopie

Aufgrund der beschriebenen Eigenschaften ist die Adk bestens geeignet, um den Zusammenhang zwi-
schen Konformationsénderung und Funktion zu untersuchen.

NMR-Experimente konnen verwendet werden, um Fragestellungen zur Flexibilitit [152, 145, 132] so-
wie zur Dynamik zu beantworten [169]. Doch aufgrund der fiir diese Experimente notwendigen hohen

Molekiilkonzentrationen wird nur der Mittelwert des Ensembles und keine Verteilung bestimmt.

Mit den Methoden der Fluoreszenzspektroskopie konnen dagegen auch einzelne Molekiile untersucht
und Subpopulationen bestimmt werden [35]. Sie bilden daher eine ideale Ergéinzung zu den Ergebnissen
der NMR-Spektroskopie.

Zur Bestimmung von Abstidnden und Abstandsidnderungen von bis zu 10 nm eignet sich die Anwendung
des 1948 erstmalig von Theodor Forster beschriebenen Phiinomens des Fluoreszenzresonanz-Energie-
transfers (FRET) [54]. Es beruht auf einem stark abstandsabhingigen strahlungslosen Energietransfer

zwischen zwei Fluorophoren (vgl. Abb. 2.6).
Zeitaufgeloste FRET-Experimente wurden bereits in den 90er Jahren in der Arbeitsgruppe von Elisha

Haas verwendet, um den geschlossenen Zustand der Adenylatkinase E. coli zu untersuchen [139, 138,
59]. Zwar handelte es sich hierbei nicht um Einzelmolekiilexperimente, doch konnte bereits nach der
Bindung von der Substrate AMP und ATP sowie des Inhibitors eine tendenzielle Verkleinerung der in-
tramolekularen Absténde festgestellt werden.

Die Anzahl der allein in den letzten drei Jahren erschienenen Publikationen aus den Bereichen der Einzel-

molekiilspektroskopie, der NMR-Spektroskopie sowie der MD-Simulationen zeigen zum einen das un-
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gebrochene Interesse an der Funktionsweise des Enzyms und zum anderen, dass beziiglich des Verstdnd-

nisses der Konformationsanderungen noch einige Fragen offen sind [59, 7, 61, 64, 66, 161, 97, 108, 160]

2.4 Fragestellungen fiir die Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie

Aus den beschriebenen Eigenschaften der Adk und den derzeitigen Moglichkeiten der Einzelmolekiil-

Fluoreszenzspektroskopie ergeben sich Fragestellungen beziiglich der

1. Existenz von Subpopulationen,

2. Konformationskinetik der beiden Lids und

3. Veridnderung der Populationen und Raten bei Bildung von Substrat-Enzym-Komplexen.

Zur Beantwortung dieser Fragen wurde die Adk jeweils an den beiden Lids mit einem geeigneten Fluo-

rophor markiert (siehe Abb. 2.6) und der Energietransfer als ein Maf fiir relativen Abstand verwendet.

(a)

1.0
0.8}
w 0.6f

[a]

w 0.4f
0.2

0.0
0.0

0.5 1.0
Abstand R/R,

1.5

(b)

Abbildung 2.6: Prinzip des Fluoreszenzresonanz-Energietransfers: Ein angeregtes Fluorophor (griin) gibt als Donor
in Abhingigkeit vom Abstand zu einem zweiten Fluorophor, dem Akzeptor (rot), einen Teil der
absorbierten Energie (weiller Pfeil) strahlungslos weiter (a). Infolgedessen verdndert sich der Anteil
der Fluoreszenzintensitit des Donors Fp und der des Akzeptors F4 in Abhédngigkeit des Abstands R
(b) und kann als spektroskopisches ,,.Lineal” verwendet werden. Ry ist eine charakteristische Linge,

die durch die Wahl der Fluorophore bestimmt wird.



Kapitel 3

Grundlagen konfokaler Mikroskopie

3.1 Geschichtlicher Abriss der konfokalen Mikroskopie und der Anwen-

dung in der Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie

Die grofite Hiirde fiir die Durchfiihrung von Einzelmolekiilexperimenten an einzelnen Fluorophoren be-
ruhte in dem hohen Hintergrundsignal des Losungsmittels, welches aufgrund von Rayleigh- und Raman-
Streuung sowie der Autofluoreszenz von Verunreinigungen entsteht. Ein Meilenstein zur Verbesserung
des Signal-Rausch-Verhiltnisses gelang zu Beginn der 90er Jahre durch die starke Reduktion des Be-

obachtungsvolumens unter Verwendung und Weiterentwicklung der konfokalen Mikroskopie [120].

Das Grundprinzip der konfokalen Mikroskopie war zu diesem Zeitpunkt keine neue Erfindung. Es wurde
bereits in den 50er Jahren von Marvin Minsky entwickelt und fiihrte schon sehr bald zum Bau eines ersten

mechanischen Rastermikroskops, mit dessen Hilfe Zellen dargestellt werden konnten [30].

Aufgrund verbesserter Lasertechnologien und digitaler Bildverarbeitung wuchs in den 70er Jahren das
Interesse an der konfokalen Mikroskopie [55, 135] und fiihrte 1985 bereits zu ersten Anwendungen an
fluoreszierenden Préparaten [4]. In den 90er Jahren fiihrten stabile und leistungsstarke Laser sowie Fort-
schritte in der Qualitiit optischer Bauelemente und elektronischer Gerite (z.B. Detektoren) zum Durch-

bruch der Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie.

Die mit der Konfokalmikroskopie erzielte Verkleinerung des Beobachtungsvolumens hat jedoch den
Nachteil, dass jeweils nur ein Volumenelement in der GréBe des Laserfokus von weniger als einem Fem-
toliter zur gleichen Zeit beobachtet werden kann. Daher wurden Scaneinrichtungen entwickelt, bei denen
entweder der Laser (Confocal Laser Scanning Microscopy [134]) oder der Objekttriger (Confocal Sam-
ple Scanning Microscopy [55]) relativ zum Objektiv bewegt wird. Mit Hilfe spezieller Steuerungsein-
heiten ist es bei bestimmten Objekten sogar moglich, dass der Fokus selbst der Bewegung folgt (Particle
Tracking, z.B. [5]).

3.2 Konfokales Prinzip

Das konfokale Prinzip eines Mikroskops beruht auf der Verwendung desselben Objektivs zur Anregung

wie auch zur Detektion. Das entstehende beugungsbegrenzte Fokusvolumen wird zusitzlich durch eine
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KAPITEL 3. GRUNDLAGEN KONFOKALER MIKROSKOPIE

Lochblende in seiner axialen Ausdehnung begrenzt. Sie kann sich im Fokus vor dem Detektor oder an

einer gleichwertigen Stelle im Strahlengang befinden.

In Abb. 3.1 wird das urspriinglich von Minsky entwickelte Prinzip gezeigt.

FIG. 3.

%
.
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MARVIN MIiNSKY
: ATTORNEYS)

Abbildung 3.1: Konfokaler Aufbau nach Minsky. US Patent No. 3013467: Die Lichtquelle befindet sich links, H
ist das Objektiv, A und G die Lochblenden, die Nr. 17 der dichroitische Filter und D die Probe. Die
Nr. 28 kennzeichnet den Detektor.

3.3 Auflosungsvermogen

Bei Anregung mit einem kohirenten, kollimierten Strahl entsteht im Fokus des Objektivs aufgrund der

endlichen Apertur ein beugungsbegrenztes Anregungsvolumen hoher Intensitét.

Das im Laserfokus entstehende Beugungsmuster kann durch die Punktspreizfunktion (PSF)
P(r) = P(z,p)

beschrieben werden. Dabei ist r der Einheitsvektor fiir den dreidimensionalen Raum, der aus Symmetrie-
griinden in die zwei Koordinaten p, fiir die radiale Richtung, und z, fiir die Richtung entlang der optischen
Achse, separiert werden kann. Streng genommen gilt die Separation nur fiir paraxiale Systeme, d.h. fiir

Systeme mit kleiner numerischer Apertur NA. Sie ist definiert durch:
NA = nsin®, 3.1

mit n als Brechungsindex des Mediums und ¥ als dem halben Winkel des Lichtkegels, der zu einem
Punkt hin konvergiert oder von einem Punkt weg divergiert.
Dennoch ist die PSF die gebriduchlichste Ndherung, wobei die Intensititsverteilung des Hauptmaximums

in lateraler Richtung als Airy-Scheibe bezeichnet und zur Beschreibung der lateralen Aufiésung verwen-

det wird (siehe Abb. 3.2). Sie ist ringférmig von Nebenmaxima und -minima héherer Ordnung umgeben
[156].

Die PSF ist rotationssymmetrisch zur optischen Achse. Fiir z = 0 gilt:

P(z=0,p) = : (3.2)

- 10 -
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&:E‘aj
<~ =

Abbildung 3.2: Radiale Intensitiitsverteilung im Fokus eines Objektivs mit dem Offnungswinkel . Entnommen
[156].

Jj ist dabei die sphirische Besselfunktion erster Ordnung mit:

p= %%NA (3.3)

als der reduzierten Variable entlang der zur optischen Achse transversalen Ebene. r entspricht dabei dem

Abstand zur optischen Achse, V der VergroBerung des Objektivs und A der Wellenlidnge des Lichts.

Die axiale Intensititsverteilung kann iiber die Naherung:

Pep=0) = TN G4
mit: 5
e
¢ = T Az 3.5

als entsprechende reduzierte Variable fiir die z-Richtung bestimmt werden.

Die laterale Auflosung ist geméll dem Rayleigh-Kriterium als Radius der Airy-Scheibe definiert. So kann

die Auflésung eines konventionellen beugungsbegrenzten Mikroskops iiber:

A
o= 0,61 und (3.6)
An

beschrieben werden. Das Verhiltnis R der axialen zur lateralen Auflosung ist demnach R = 3,28 n NA.

Bei der konfokalen Mikroskopie entspricht die Funktion der Detektion - aufgrund der gleichzeitigen
Verwendung des Objektivs zur Anregung und zur Detektion, gekoppelt mit einer geeigneten Lochblende

im Detektionskanal - im Idealfall ebenfalls der PSF der Anregung. Somit gilt [156]:

P (g,p) =P(g,p)*

—11 =
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und damit ist:

konf 0,61 A

roon = 7\/5 NiA und (38)
' An

konf

g = 1’5N72‘ (3.9)

Fiir das Konfokalmikroskop bedeutet dies eine Verbesserung der lateralen Auflosung um 30% und der
axialen um 25%. Es bewirkt jedoch im Vergleich zu einem herkdmmlichen Mikroskop ein groBeres
Verhiltnis R um 6% : R*"f =3, 48nNA.

3.4 Konfokales Volumen

Die in Abschnitt 3.3 verwendeten Gleichungen gelten unter der Annahme, dass das Licht nur durch
die Linse des Objektivs selbst begrenzt wird. Dies entspricht einer Uberfiillung des Objektivs mit Licht
homogener Intensitédt, was durch Laser nicht gewihrleistet werden kann. Der Laserstrahl besitzt einen
gaullformigen Querschnitt der Form:

I(p) = Ipe 2P*1”, (3.10)

wobei der Parameter @ als Strahlbreite oder auch als Strahltaille bezeichnet wird und den Strahlenradius
bei einer Intensitit von Iy/e? beschreibt. Wird dieser gauBférmige Strahl durch ein Objektiv fokussiert,
dessen Radius groBer als @ ist, entsteht eine so genannte Unterfiillung des Objektivs. In diesem Fall ist
der starke Einfluss der NA auf das Fokusvolumen verringert, wodurch der Strahlenquerschnitt gau3for-
mig bleibt. Nachteilig ist dabei der Verlust an lateraler und vor allem axialer Auflosung. Ein teilweise
gefiilltes oder tiberfiilltes Objektiv dagegen enthilt neben dem gauf3formigen Strahl eine Reihe weiterer

storender Beugungsmuster, wodurch die Intensitit im Fokus ebenso abnimmt [69].

Nichtsdestotrotz wird bei theoretischen Betrachtungen das Anregungsvolumen in lateraler Richtung
meist als gau3formiges Strahlenprofil angenommen. In axialer Richtung entspricht es aufgrund der Form
der PSF (siehe Gleichung 3.4) einem Lorentzprofil [120]:

2P :
(P = 2P (—2w§(z>) (3.11)

mit P, der Leistung des Anregungsstrahles und ®(z), der Anderung der Strahltaille entlang der axialen
Achse [131]:

A\ 2
o(z) = ay 1+<nwg>. (3.12)

Die Geometrie des Detektionsvolumens wird durch die Funktion der molekularen Detektionseffizienz
MDE (r) beschrieben, welche aus der Anregungsintensitit, multipliziert mit der Funktion der Sammelef-
fizienz CEF (r), berechnet werden kann [90]:

MDE((r) = CEF (r) - 14(r) (3.13)

Die CEF ist beeinflusst von der Form und Position der konfokalen Lochblende und der Beugungsei-
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3.5. PHOTONENRAUSCHEN

genschaft des Objektivs. Beide Bauelemente sind fiir die Projektion des Fluoreszenzlichtes aus dem
Objektraum in den Bildraum verantwortlich. Somit beschreibt die MDE die detektierte relative Fluores-
zenzintensitit eines Molekiils in Abhingigkeit von der rdumlichen Verteilung der Anregungsintensitit

bzw. Sammeleigenschaften des Systems.

Die iiber das gesamte Detektionsvolumen integrierte Fluoreszenz F (¢) 1édsst sich berechnen iiber:
F(t)= n/drMDE(r)C(rjt). (3.14)

Dabei sind zusitzliche Verluste durch optische Elemente wie Filter und Strahlteiler nicht beriicksichtigt.
Die Funktion C(r,r) beschreibt die rdumliche und zeitliche Verteilung der fluoreszierenden Teilchen im
Raum und der Parameter 1 deren Helligkeit. 1 ist abhéngig von der Quanteneffizienz des Systems g,

dem Absorptionsquerschnitt 64 und der Quantenausbeute Q der einzelnen Fluorophore und es gilt:

n=goa0. (3.15)

Die molekulare Helligkeit gibt die detektierte Photonenanzahl pro Molekiil und Zeiteinheit an. Sie ist ein

wichtiger Parameter, da sie proportional zum Signal-Rausch-Verhiltnis (siche Abschnitt 3.5) ist.

3.5 Photonenrauschen

Zufillige und diskrete Ereignisse werden, wenn sie selten auftreten, durch die Poisson-Statisik beschrie-
ben. Daraus folgt, dass nach einer zeitlichen Integration der Ankunftszeiten detektierter Photonen die

erhaltene Photonenanzahl pro Zeiteinheit Poisson-verteilt ist:
P(n,N) = —e V. (3.16)

In dieser Gleichung beschreibt P(n,N) die Wahrscheinlichkeit, dass n Photonen in einem bestimmten
Zeitfenster detektiert werden, wenn N Photonen der Erwartungswert bzw. Mittelwert sind. Fiir die Stan-

dardabweichung der Poisson-Verteilung o gilt:
o =VN. (3.17)

Daraus folgt, dass das Photonenrauschen oder auch Quantenrauschen jeweils der Wurzel der Anzahl der

detektierten Photonen entspricht.

Fiir die Fluoreszenzspektroskopie ist es, wie zu Beginn des Kapitels erwéhnt, von grofiter Bedeutung,
dass das Fluoreszenzsignal der einzelnen Fluorophore das Hintergrundsignal iibersteigt und auch selbst

grofer als das Poisson-Rauschen ist.

Das Signal-Rausch-Verhiltnis SRV lasst sich iiber die Beziehung [156]:

e(F)

N A EAERD)

(3.18)

mit (F) dem zeitlichen Mittel des Fluoreszenzsignals, € der Detektionseffizienz, (B) dem Hintergrund-
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signal der Umgebung und (D) dem Dunkelstrom des Detektors abschétzen. Wihrend D konstant bleibt,
wichst B linear mit steigender Anregungsintensitit an. Da bei dem Fluoreszenzsignal jedoch Séttigungs-
effekte auftreten, gibt es entsprechend der photophysikalischen Eigenschaften des Molekiils eine Anre-

gungsintensitit, bei der das Signal-Rausch-Verhiltnis optimal ist.

3.6 Vor- und Nachteile konfokaler Mikroskopie

Zum Schluss dieses Kapitels sollen kurz die Vor- und Nachteile der konfokalen Mikroskopie erwihnt

werden:

Vorteile:

* ein verbessertes Signal-Rausch-Verhiltnis durch Reduktion des Hintergrundsignals

» cine exakte Uberlagerung des Anregungs- und Detektionsvolumens durch Verwendung eines Ob-

jektivs zur Anregung und zur Detektion
Nachteile:

* zur Darstellung einer Flidche oder eines Volumenelements ist eine Scaneinrichtung erforderlich

* eine geringe Tiefenschirfe

Die Verwendung der konfokalen Mikroskopie in der Fluoreszenzspektroskopie wird im Kapitel 5 be-

schrieben. Im folgenden Kapitel soll zundchst auf photophysikalischen Grundlagen eingegangen werden.
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Kapitel 4
Photophysikalische Grundlagen

Die Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie basiert auf dem Fluoreszenzsignal einzelner fluoreszen-
ter Molekiile, den Fluorophoren. Sie werden, wenn sie nicht selbst Ziel der Untersuchungen sind, als

Sensoren oder Marker verwendet.

Wihrend fiir Sensoren die hohe Sensibilitit der spektralen Eigenschaften beziiglich der lokalen Um-
gebung von Interesse ist (siehe auch Abschnitt 4.4.1), sollen Marker eine gro3e photophysikalische und
photochemische Stabilitdt aufweisen. Sie werden zur Untersuchung von nicht fluoreszierenden Systemen
z.B. Proteinen verwendet, indem sie an diese angebracht werden. Die Absorptions- und Emissionseigen-
schaften bestimmen dabei den Wellenldngenbereich der Anregung und die mogliche Verwendung des

Fluorophors als Donor bzw. Akzeptor in Experimenten mit Energietransfer.

4.1 Eigenschaften von Fluorophoren

Aus physikalischer Sicht entspricht ein Fluorophor einem System, welches ein Absorptions- und ein
Emissionsdipol besitzt (Abb. 4.1(a)). Die Orientierungen der Dipolmomente werden dabei durch die
chemische Struktur bestimmt.

Chemisch gesehen gehoren die meisten Fluorophore zu den konjugierten Molekiilen. Sie bestehen aus
Systemen aromatischer Ringe (siche Abb. 4.1(b)), deren 7- Orbitale iiber viele Atome hinweg ein ge-
meinsames delokalisiertes Molekiilorbital bilden. Dieses Orbital ist energetisch gesehen der Grundzu-
stand des Molekiils.

/. N

Bel) B=h

) [ &

(a) Hertz’scher Dipol (b) Benzolring

Abbildung 4.1: Das elektrische Feld eines Hertz’schen Dipols [68] (a) und die Skizze eines delokalisierten 7-
Molekiilorbitals eines Benzolrings (b).
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Wird durch Absorption von Energie diese Elektronenwolke angeregt, verindert sich die Dichteverteilung
der m-Elektronen und infolge die Abstinde zwischen den Kohlenstoffatomen. Dies fiihrt zu Schwingun-

gen.

Werden die Molekiile stirker angeregt, konnen sich Elektronen aus dem Orbital des Grundzustands 16-
sen und Orbitale hoherer Energie besetzen. Erfolgt die Anregung durch elektromagnetische Strahlung,
ist die Wahrscheinlichkeit Energie zu absorbieren maximal, wenn das Absorptionsdipolmoment parallel
zum elektrischen Feld der Anregung orientiert ist. Eine Emission von Fluoreszenzlicht erfolgt typischer-
weise bei Ubergang aus dem angeregten Zustand mit der geringsten Energie (Kasha Regel) [90]. Die
Orientierung des Emissionsdipolmoments ist dabei meist in Ubereinstimmung mit dem Dipolmoment

der Absorption.

4.2 Energieniveauschema

Die Prozesse, die zwischen der Absorption und Emission stattfinden, werden héaufig mit Hilfe des Ja-

blonski-Diagramms dargestellt [1].

Zur Beschreibung der energetischen Zustiande von Fluorophoren wird dabei meist das vereinfachte Sche-
ma mit drei energetischen Zustdnden verwendet. Es beriicksichtigt den Singulett-Grundzustand, sowie
einen angeregten Singulett- und Triplettzustand (siehe Abb. 4.2). Die Uberginge zwischen verschie-
denen Energieniveaus sind stets dabei stets mit Schwingungszustinden gekoppelt. Die Ubergangsraten

zwischen den Zustidnden sind von dem System und den experimentellen Bedingungen abhéngig.

Das Fluorophor kann iiber Absorption eines Photons vom Grundzustand Sy in den ersten angeregten
Singulettzustand S; gebracht werden. Meist erfolgt dieser Ubergang entsprechend des Franck-Condon-
Prinzips zunichst in einen der vibronischen Zustinde von S; mit anschlieBender schneller Relaxation auf
das S;-Grundniveau (die Rate liegt im GréBenbereich von 10! — 10'* s=!). Werden héhere Singulett-
Zustinde S, besetzt, erfolgt ein ebenso schneller Ubergang in den S;-Zustand. Von diesem Niveau aus
gelangt das Molekiil hauptséchlich iiber strahlende (Fluoreszenz) und nichtstrahlende (z.B. Internal Con-

version, IC) Ubergiinge zuriick in den Grundzustand. Die Raten hierfiir betragen 107 — 10° s~

A . '|'n
kisc
4 -
05)) { krisc l T1
5 Kot (K o} k
AT | = ph
S, Eo o

Abbildung 4.2: Jablonski-Diagramm, welches den Grundzustand Sy und zwei angeregte Zustidnde S| bzw. T} eines
Fluorophors (schwarze horizontale Linien), die jeweiligen Schwingungszustinde (graue horizontale
Linien) und Ubergiinge zwischen den Zustinden (Pfeile) beschreibt. Dabei ist ky; die Anregungs-
rate, ki die Rate aller strahlenden und nichtstrahlenden Ubergiinge von Sy zu Sy, ki die ISC-
Rate von Sy in den Triplettzustand 71, kysc die reversible (strahlungslose) ISC-Rate und k), die
Ubergangsrate aus dem Triplettzustand zuriick in den Grundzustand unter Abgabe eines Photons.
IC-Ubergiinge innerhalb der Schwingungszustinde sind grau dargestellt. Die hoheren angeregten

Zustinde S, und 7, sind nicht besetzt.
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Die Emissionsbande ist aufgrund des Energieverlustes durch Relaxationsprozessen des Losungsmittels
und IC-Uberginge aus hoheren S,,-Zustinden im Vergleich zur Absorption hin zu groBeren Wellenlingen
verschoben (Stokes-Verschiebung). Diese Verschiebung wird zur spektralen Trennung der Fluoreszen-

zemission vom Anregungslicht ausgenutzt.

Besonderes Interesse gilt den quantenmechanisch verbotenen Ubergiingen zwischen Singulett- und Tri-
plettzustinden des Systems (Intersystem Crossing, ISC). Die dafiir ndtige Spinumkehr fiihrt zu einer
geringeren Wahrscheinlichkeit dieser Ubergiinge und zu einer hohen Lebensdauer der Triplettzustinde.
Die ISC-Rate k. liegt im Bereich von 10° bis 10'9 s~1, der Wert der reversiblen ISC-Rate ;s kann sich
zwischen 10° und 1072 s—! bewegen. Phosphoreszenz wird bei geldsten Fluorophoren aufgrund der ty-
pischerweise langsamen Rate k,;, von 10° — 10° s~! und der hohen Wahrscheinlichkeit fiir konkurriende
nichtstrahlende Depopulationsprozesse z.B. durch Wechselwirkung mit anderen Molekiilen (Quenchen)

im allgemeinen nicht beobachtet [90].

Unter der Bedingung, dass ks sehr viel groBer als &, ist, gilt fiir die Ratengleichung des in Abb. 4.2

beschriebenen Systems:

4 So —ko1 k1o krisc So
7 St | = kor  —kio—kise O St |- “4.1)
Tl 0 kisc *krisc Tl

Die Losung des Gleichungssystems im Gleichgewicht fiihrt zu einer Population der Zustdnde mit [165]:

(k1o + kise ) krise

s§ = :

0 kOl (kisc + krisc) + (kl() + kisc)krisc

kOl G

¢ = — & und 4.2)

! (k1o + kise) ~°

k.

¢ = 0S¢

! krisc !

Die Anregungsrate ko; ist das Produkt aus der Photonenflussdichte p (v) und dem Absorptionsquerschnitt
des Fluorophors o, (V):
kot = 0a(V)p (V). (4.3)

Die Photonenflussdichte des Anregungsstrahls ist abhidngig von der Anregungsintensitét / und der Strah-

lungsenergie hv
p(v) = (1) /hv. (“4)

Dabei ist & das Planck’sche Wirkungsquantum und v die Frequenz. Der Absorptionsquerschnitt berech-

net sich aus dem molaren (dekadischen) Extinktionskoeffizienten £(Vv) tiber [32]:
04(v) =3.82-10 2! Mcm3 g(v). (4.5)

Wihrend sich das Fluorophor im Triplettzustand befindet, kann es kein Photon absorbieren und ist folg-
lich photoinaktiv. Diese Dunkelzeiten fiihren zu starken Schwankungen in der Fluoreszenz, dem so ge-
nannten Triplett-Blinken [11]. Die Zeiten, in denen das Fluorophor nicht anregbar ist, sind exponentiell

verteilt und werden durch die Triplettzeit 77 charakterisiert. Die Triplettrate kr ist die Inverse der Tri-

—17 -



KAPITEL 4. PHOTOPHYSIKALISCHE GRUNDLAGEN

a

plettzeit und setzt sich additiv aus der apparenten ISC-Rate kl.slzp und k,;;. zusammen:

kT = kif;p + krisc (46)
kOlkisc
KPP = 4.7
He k1o + ko1 7
Die Rate des Ubergangs vom ersten angeregten Singulettzustand in den Triplettzustand k?slép ist von der

Population des Singulettzustands abhingig und daher kleiner als k;., solange sich das System nicht im

Gleichgewicht befindet. Dies tritt erst bei hohen Anregungsraten auf (siche Abschnitt 4.3.3).

Die Triplettlebensdauer, die Inverse von ks, bleibt dabei unverindert, kann jedoch durch Stoe mit so

genannten ,, Triplettquenchern” verkiirzt werden (siehe Abschnitt 4.4.3) .

4.3 Photophysikalische Eigenschaften der Fluorophore

4.3.1 Natiirliche Fluoreszenzlebensdauer

Unter Abwesenheit nichtstrahlender Zerfallsprozesse des angeregten Zustands S, ist die Fluoreszenzle-
bensdauer die Inverse der Strahlungsrate I" des Fluorophors. Sie entspricht in diesem Fall der natiirlichen
Fluoreszenzlebensdauer 7,,:

T, =I"" (4.8)

Die Strahlungsrate I" kann fiir Singulett-Singulett Ubergiinge entsprechend dem Einsteinkoeffizienten

aus dem Absorptionsspektum €(V) und dem Emissionsspektrum F (V) berechnet werden [143]:

r—288.10 92 L)V / eV) 4. 4.9)

[FV)av/v3 ] v

Dabei ist n die Brechzahl des Mediums und v die Wellenzahl in cm .

4.3.2 Quantenausbeute

Die Quantenausbeute Q ist der Quotient aus absorbierter und emittierter Photonenanzahl und charakteri-
siert den Anteil nichtstrahlender Zerfallsprozesse. Verwendet man zur Beschreibung die Ubergangsraten

SO ist:

r

= , 4.10
o ik, (4.10)

Dabei ist k,,, die Gesamtrate aller konkurrierenden nichtstrahlenden Uberginge in den Grundzustand. Sie

fiihrt zu einer Fluoreszenzlebensdauer 7, die im Vergleich zu 7, verringert ist:

T =01, 4.11)
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Die Fluoreszenzlebensdauer 7 ist folglich die invertierte Summe aller strahlenden und strahlungslosen

Ubergangsraten:
1
= 4.12
Tk, (4.12)
und es gilt der Zusammenhang:
T=0/T. (4.13)

Fluorophore, die fiir die Fluoreszenzspektroskopie verwendet werden, sollten moglichst eine hohe Quan-

tenausbeute besitzen.

4.3.3 Fluoreszenzsittigung

Die Fluoreszenzausbeute ist trotz Erhohung der Anregungsleistung nicht beliebig steigerbar. Bei hohen
Anregungsraten tritt eine Sattigung angeregter Zustdnde auf. Ist dies der Fall ist die Fluoreszenz F ist

nicht mehr linear von der Anregungsleistung / abhéngig, sondern entspricht:

_ ko 1[I
1407 1+1/Is

4.14)

wobei Is die Sittigungsintensitit und Q7 die Quantenausbeute fiir Ubergiinge in den Triplettzustand
beschreibt [32]. Dabei beinhaltet C die Sammel- und Detektionseffizienz des Systems sowie die Quan-

tenausbeute der Fluoreszenz.

Bei einer Sittigung befinden sich die Molekiile vermehrt im angeregten Zustand. Dies konnen sowohl
Singulett- als auch Triplettzustinde oder aber Photoisomerisationen in einen nichtfluoreszenten Zustand
sein. Die reine Singulettsittigung tritt erst bei hohen Anregungsleistungen auf und ist daher fiir Ex-
perimente mit geringeren Anregungsleistungen von untergeordneter Bedeutung. Werden jedoch auch
Triplettzustinde besetzt, treten aufgrund der im Vergleich zur Fluoreszenzlebensdauer langeren Tri-
plettlebensdauer schon bei geringeren Anregungsleistungen Séttigungseffekte auf (so genanntes Triplett-
Pumpen). Dies ist fiir die Bestimmung der geeigneten Anregungsleistung mit dem besten Signal-Rausch-
Verhiiltnis bedeutend (vgl. Gleichung 3.18).

Ausgehend von Gleichung 4.2 gilt unter der Voraussetzung der Giiltigkeit des Systems von Abb. 4.2 fiir

die Fluoreszenzintensitit der folgende Zusammenhang [58]:

Ck01 klO

- 0 itk =0 (4.15)
1 + kOl /ksat st 1 + kisc/krisc

Fiir Systeme ohne Triplettzustidnde entspricht &y, der Rate kjq.

4.3.4 Photophysikalische Lebensdauer und Photobleichen

Eine hohe Photostabilitit von Fluorophoren ist ein wichtiges Kriterium fiir ihre Verwendung als Marker,
wenn hohe Emissionsraten benétigt werden bzw. die Fluoreszenz des Farbstoffes iiber einen langen Zeit-
raum beobachtet werden soll. Unter Bleichen versteht man eine irreversible Zerstorung des 7-Systems

des Fluorophors und der daraus folgenden Photoinaktivitét.
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Bei niedrigen Anregungsraten ko; << kjo + kisc sind die angeregten Zustinde Sjund 77 hinsichtlich der
Bleichvorginge gleichberechtigt und die Bleichrate ist intensitdtsunabhingig [44]. Diese Rate wird durch
die begrenzte photophysikalische Lebensdauer des Fluorophors bestimmt, die durch die Anzahl der

Absorptions- und Emissionszyklen ng beschrieben wird:
nr :CI)F/(DD. (416)

Der Quotient enthélt mit @ den Anteil der Zyklen unter Fluoreszenz und ®p den Anteil der Zyklen, die
zu einer Photodestruktion fiihren. ny liegt bei den meisten Farbstoffen im Bereich 10° — 10° Photonen
[166].

Bei hoheren Anregungsraten wird die Wahrscheinlichkeit der Absorption eines zweiten Photons erhoht
und es werden die S, bzw. T,-Zustinde besetzt (so genannte Leiterprozesse). In polaren Losungsmit-
teln koppeln diese hoher angeregten Zustidnde sehr stark mit dem ionischen Zustand des Fluorophors,
so dass es neben der Relaxation zum ersten angeregten Zustand auch zur Bildung eines Kationenpaares
(F*,e™) kommt [44]. Das Elektron kann nun entweder mit dem Fluorophor rekombinieren oder aber in
das Losungsmittel entweichen. Der Farbstoff wird tiber diesen Prozess unabhéngig von der photophysi-
kalischen Lebensdauer gebleicht. Die Quantenausbeute fiir die Ionisation sowie das Losen des Elektrons

wichst dabei bei steigenden Anregungsraten [44].

4.4 Wechselwirkungen mit der Umgebung

4.4.1 Spektrale Fluktuationen und Ionisationen

In einigen Anwendungen wie z.B. bei FRET-Experimenten bilden die spektralen Absorptions- und Emis-
sionseigenschaften der Fluorophore die Grundlage fiir duferst sensible Methoden zur Bestimmung von
inter- und intramolekularen Abstinden verwendet. Treten nun spektrale Fluktuationen oder Anderungen
der Quantenausbeute in der Zeitskala der Dynamik des zu untersuchenden Systems auf, kann dies leicht

zu Fehlinterpretationen fiithren.

Die photochemische und photophysikalische Stabilitidt der Fluorophore oder zumindest die genaue Kennt-
nis der Eigenschaften ist daher von besonderer Bedeutung. Letzteres fiihrt zu neuen Anwendungen be-

stimmter Fluorophore als Sensoren z.B. beziiglich von pH-Werten [74] oder der Temperatur [157].

Weitere wichtige Einfliisse der Umgebung auf das Emissionsverhalten von Fluorophoren sind die Po-
laritdt und Viskositit des Losungsmittels. Eine erhohte Polaritidt des Losungsmittels fiihrt zu einer Ver-
groBerung der Stokes-Verschiebung [9, 101]. Ebenso hat bei vielen gebundenen Farbstoffmolekiilen eine
Erhohung der Viskositit eine VergroBerung der Quantenausbeute zur Folge, da die Wechselwirkungs-

hdufigkeit mit anderen Molekiilen reduziert ist [75].

Neben intermolekularen Wechselwirkungen sind aber auch interne Ladungsverschiebungen [21] und
Konformationsidnderungen [168] des Fluorophors selbst moglich. So wurden spektrale Diffusionen des
Emissionsspektrums sowie des Absorptionsspektrums bereits innerhalb der Lebensdauer einzelner Fluo-
rophore beobachtet [96, 150].

Verschiebungen im Absorptionsspektrum kénnen durch Bindungen der Fluorophore mit anderen Mole-
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kiilen hervorgerufen werden [130] und kdnnen von Molekiil zu Molekiil differieren [150]. Sie spielen
vor allem bei geringen Temperaturen eine Rolle, da durch schmale Absorptionsbanden schon geringe

spektrale Verschiebungen zu drastischen Verdnderungen des Absorptionsquerschnitts fithren.

Eine weitere Moglichkeit der Interaktion des Fluorophors mit der Umgebung ist die der lonisation,
welche zuerst bei Nanokristallen beobachtet wurde [110]. Dabei gelangt im angeregten Zustand ein
Elektron vom Fluorophor in eine Elektronenfalle des umgebenden Mediums. Dieser Prozess ist rever-
sibel und das Elektron kann vom Fluorophor wieder aufgenommen werden. Der Ladungstransfer fiihrt
jedoch zu starken Fluktuationen des Fluoreszenzsignals zwischen fluoreszenten und nichtfluoreszen-
ten Zustdnden, wobei die Dunkelzeiten von einigen Millisekunden an bis zu Sekunden dauern kénnen
[159, 60, 25, 124, 172]. Die Verteilung der fluoreszenten bzw. nichtfluoreszenten Zeiten 7 verlaufen
dabei aufgrund des ,,Tunnelns” des Elektrons durch die Energiebarriere nichtexponentiell. Sie werden
durch eine Potenzfunktion [88]:

P(T) o< 1/7" (4.17)

beschrieben. Der Exponent m = 1 4 ¢ driickt dabei die Grofle der Energiebarriere (Arrhenius Modell)
bzw. den rdumlichen Abstand (Elektronen-Hopping-Modell) aus. Fiir Dunkelzustinde ist der Exponent
von der Umgebung des Fluorophors abhingig [60] und im Gegensatz zu den fluoreszenten Zustinden
unabhingig von der Anregungsleistung. Die Wahrscheinlichkeit fiir einen Ubergang in einen nichtfluo-

reszenten Zustand steigt mit der Population der angeregten Zustdnde an [44, 172].

4.4.2 Fluoreszenzloschung

Eine enorme Vielfalt von intermolekularen Wechselwirkungen fiihrt zu einer Verringerung der Fluores-
zenz. Jeder dieser Prozesse wird als Fluoreszenzloschung bzw. Fluoreszenzquenchen bezeichnet. Der
wohl bekannteste ist das Quenchen durch geloste Sauerstoffmolekiile tiber Stofle mit dem Fluorophor
[83].

Die Fluoreszenzloschung findet nur iiber kurze Distanzen hin statt, da die Elektronenwolken der beiden
beteiligten Molekiile selbst interagieren miissen. Die bendtigten Abstinde sind in der Groenordnung

der van-der-Waals’schen Radien (~ 11&). Die drei Hauptmechanismen des Quenchens sind [90]

1. Induzierte ISC-Ubergiinge in den Triplettzustand bei Wechselwirkung mit schweren Halogenato-

men oder Sauerstoffmolekiilen [82].

2. Elektronenaustausch bzw. Dexter-Wechselwirkung, bei der das Fluorophor im angeregten Zustand
als Elektronendonor fiir den Quencher fungiert. Der Akzeptor ist nun im angeregten Zustand und

transferiert im Austausch dazu ein eigenes Elektron aus dem Grundzustand zum Fluorophor [38].

3. Beim Photoinduzierten Elektronentransfer PET wird ein Komplex zwischen Fluorophor und Quen-
cher gebildet, aufgrund dessen das Fluorophor strahlungslos in den Grundzustand zuriickkehren

kann. Dabei kann das Fluorophor als Elektronendonor sowie als -akzeptor fungieren [85].
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4.4.3 Triplettquenchen

Das Quenchen des Triplettzustands ist im Gegensatz zur Fluoreszenzldschung meist ein gewlinschter
Effekt. Mit ihm konnen lange Triplettlebenszeiten, die zur Reduktion der Fluoreszenzemission und zu
Siattigungseffekten fithren, deutlich verkiirzt werden. Der hiufigste Triplettquencher ist das Sauerstoft-
molekiil selbst. Es wird angenommen, dass seine Wirkung aus einer Kombination von induzierten ISC-
Ubergéingen, Elektronenaustausch und PET beruht [22, 115, 86]. An dieser Stelle soll besonders auf die
ISC-Ubergiinge eingegangen werden.

Sauerstoff ist unter normalen Bedingungen reaktionstriige, doch lésst er sich auf photochemischem Weg
in eine sehr reaktionsfreudige Form, den ,,Singulett-Sauerstoff” 10,, umwandeln. Er unterscheidet sich
von dem normalerweise vorliegenden ,, Triplett-Sauerstoff” 30, in der Weise, dass die Spins der bei-
den AuBenelektronen antiparallel zueinander stehen. Der Singulett-Sauerstoff geht bei Abwesenheit ge-
eigneter Reaktionspartner rasch in den Triplett-Sauerstoff iiber, wobei die freigesetzte Energie durch
Licht der Wellenlidnge 633 nm oder 703 nm emittiert wird. Diese beiden Wellenlidngen sind auf die
zwei - entsprechend der Besetzung der Molekiilorbitale - unterschiedlichen energetischen Formen des
Singulett-Sauerstoff zuriickzufiihren. Der energiereichere Singulett - Sauerstoff '0,(1)(]) ist sehr kurz-
lebig (< 10~%s) und verwandelt sich unter Energieabgabe in den vergleichsweise langlebigen (10~%s)

und chemisch wirksamen Singulett-Sauerstoff !0 (1):

302(T)(T)‘mlOﬁTl)mlOz(T)(l)- (4.18)

Befindet sich das Fluorophor im Triplettzustand 77, kann es bei Kollisionen mit dem Triplett-Sauerstoff

Energie iibertragen und strahlungslos in den Grundzustand zuriickkehren [56]:

T\ +3 0, — So+' 0. (4.19)

Der bei der Reaktion in Gleichung 4.19 entstehende reaktionsfreudige Singulett-Sauerstoff kann aber nun
zu einer oxidativen Destruktion der fluoreszenten Eigenschaften des Farbstoffs fithren (siche Abschnitt
4.4.4). Deshalb kann es von Vorteil sein, den Sauerstoff zu entfernen und andere geeignete Triplettquen-

cher einzusetzen [162, 118].

4.4.4 Induziertes Photobleichen

Wie im Abschnitt 4.3.4 beschrieben, wird die Anzahl der Photonen, die ein Fluorophor emittieren kann,
durch seine photophysikalische Lebensdauer begrenzt. Doch kdnnen duBere Einfliisse die Lebensdauer
zusitzlich verkiirzen, d.h. zu einem Ubergang in einen irreversiblen nichtfluoreszenten Zustand fiihren

(Photobleichprozesse).

Ein Faktor, der die Rate des Photobleichens stark beeinflusst, ist die Konzentration von geldostem hoch-
reaktiven Singulett-Sauerstoff, der durch das Quenchen der Triplettzustinde (Gleichung 4.19) entsteht.
Singulett-Sauerstoff kann mit Fluorophoren im Grund- sowie im angeregten Zustand reagieren, welches
meist die Zerstorung des 7— Elektronensystems der Farbstoffe zur Folge hat. Weiterhin wird auch ei-

ne Reaktion des Triplett-Sauerstoffs mit den Fluorophoren im Triplettzustand vermutet, die zu einem
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semioxidierten Zustand X fiihrt [81]:
T+30, > X+HO:. (4.20)

Aufgrund dessen sind in Anwesenheit des Sauerstoffs die Bleichrate des Fluorophors und k;s. fiir viele
Farbstoffe proportional zueinander [166]. Nach Zusatz geeigneter Triplettquencher kann die Verwendung
von desoxygenierten Losungen daher zu einer Erhohung der Photostabilitit und der photophysikalischen
Lebensdauer fiihren [162, 118].

4.5 Strahlungsloser Energietransfer zwischen zwei Fluorophoren

Strahlungsloser Energietransfer zwischen zwei Fluorophoren kann bis zu Abstidnden von 10 nm stattfin-
den und ist daher als kontaktloser Energietransfer iiber grofere Distanzen geeignet. Er beruht auf einem
elektrodynamischen Prinzip, der Dipol-Dipol Wechselwirkung, zwischen dem Emissionsdipol eines Do-

norfluorophors und dem Absorptionsdipol eines Akzeptors (siehe Abschnitt 4.1).

4.5.1 Orientierung der Dipolmomente

GemiB den Eigenschaften von Dipolen ist die Stirke der Energieiibertragung auch von der Orientierung
zueinander abhingig. Als Parameter zur Beschreibung der relativen Lage wird der Orientierungsfaktor

2

Kk~ verwendet [13]:

K> = (3cos?0 + 1)cos’ @ (4.21)

mit 0 als Winkel zwischen Donor-Dipolmoment und Verbindungsachse zum Akzeptor sowie ¢ als Win-
kel zwischen dem Akzeptor-Dipolmoment und dem vom Donor induzierten elektrischen Feld. Am grof3-
ten ist der Orientierungsfaktor (k2 = 4), wenn die Dipolmomente hintereinander (— ——) angeordnet
sind. Stehen sie senkrecht zueinander (—1), ist k2 in den meisten Fillen Null. Ist die Rotation der
Farbstoffmolekiile schneller als die Fluoreszenzlebensdauer des Donormolekiils, kann der dynamische
Grenzfall angenommen werden und k2 ist 2/3. Auch wenn einer der Dipole frei rotieren kann, verrin-
gert sich dieser Wert nur geringfiigig zu 0,63 [13]. Sind beide Farbstoffmolekiile in ihrer Beweglichkeit

eingeschriinkt, kann «? fiir jedes FRET-Paar einen anderen Wert zwischen 0 und 4 annehmen.

4.5.2 Fluoreszenzresonanz-Energietransfer

Beim Fluoreszenzresonanz-Energietransfer (FRET), auch wegen der ersten theoretischen Betrachtung
durch Theodor Forster [54] als Forster-Resonanz-Energietransfer bezeichnet, ist die Stirke des Energie-
iibertrags von den spektralen Emissionseigenschaften des Donormolekiils Fp(A) und den Absorptions-
eigenschaften des Akzeptormolekiils £4(2) abhiingig. Die dazu notwendige Uberlappung der Spektren
wird durch das Integral J(A) charakterisiert [90]:

T Fp(A)ea(M)Atdn
L BA)

23 _
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Die Energietransferrate kg7 vom Donor zum Akzeptor ist zudem sehr stark vom intermolekularen Ab-

stand der beiden Farbstoffe abhingig und lasst sich iiber eine 1/r%—Abhingigkeit beschreiben [90]:

1 [Ro\°®
kET = TDrm()r <> ) (423)
F

r

dabei ist 2" die Fluoreszenzlebensdauer des Donors ohne die Gegenwart des Akzeptors und Ry der

so genannte Forsterradius. Bei diesem Abstand ist der Energietransfer zu 50 % effizient.

R wird die Eigenschaften des Fluorophorenpaar bestimmt und hingt von k2, J;, der Brechzahl n, der

Avogadrokonstante N4 und der Quantenausbeute des Donors Qp ab [90]:

2
. \‘/9000(11110)1( 0 7). 4.24)

- 12875 Nyn*

Die Rate des Energietransfers steht fiir das Donormolekiil konkurrierend zur Rate kg als ein weiterer
Pfad zur Abgabe der Anregungsenergie zur Verfiigung (siche Abb. 4.3). Infolgedessen verkiirzt sich

seine Fluoreszenzlebensdauer.

S, — T

Kot Kiq
SO Arisc D So / - A

Abbildung 4.3: Energieniveauschema bei Energietransfer zwischen einem Donor- D und einem Akzeptorfluorophor
A. Fiir das Molekiil im S1-Zustand eroffnet sich neben der ISC-Rate k. ein weiterer Energiepfad.
Fiir den Donor sowie fiir den Akzeptor sind auch Ubergiinge in die jeweiligen Triplettzustinde
moglich.

H["_
=

Die Energietransfereffizienz Egy wird aus dem Quotienten der Transferrate und der Summe aller Depo-

pulationsraten des ersten angeregten Singulettzustands des Donors bestimmt:

ket
Egr=————, 4.25
Er klO +kisc +kET ( )
und ist gemal
1
Epp=—— (4.26)
1+ (r/Ro)°

mit dem Forsterradius verkniipft. Die Anregungsrate des Akzeptors k‘(‘)‘1 berechnet sich aus der Anregungs-

rate des Donors kOD1 [167] entsprechend:

kB kgt o kgker

= A = k5 Egr, (4.27)
o koDl + kﬁ) + kisc + kET k?O + kisc + kET ol

unter der Bedingung, dass die Anregungsrate kO‘D1 , sehr viel kleiner als die Summe leo + kisc + ket ist. Die-

ser Zusammenhang fiihrt dazu, dass die Energietransfereffizienzen auch direkt aus den Fluoreszenzin-
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tensitdten des Donors (F4) und des Akzeptors (Fp) berechnet werden konnen:

Fy

_ ) (4.28)
FA+vFp

Egr

Der Faktor 7y korrigiert die Unterschiede der Fluorophore beziiglich Detektionseffizienz und Quanten-

ausbeute [36].

4.5.3 Singulett-Triplett-Annihilation

Neben FRET gibt es entsprechend den spektralen Eigenschaften des Donors und Akzeptors analoge
Moglichkeiten des strahlungslosen Energietransfers, die iiber das gleiche Abstandsgesetz mit einem ent-
sprechenden R beschrieben sind. Darunter zéhlen Singulett-Singulett-Annihilation (SSA), Singulett-
Triplett-Annihilation (STA) und Triplett-Triplett-Annihilation (TTA) [62, 148, 71, 133].

Befindet sich der Donor im Singulettzustand S| und der Akzeptor im Triplettzustand 77, kann der Ak-
zeptor entweder iiber den reversiblen ISC-Ubergang zum Grundzustand zuriickkehren (vgl. Gleichung
4.29) oder aber durch strahlungslosen Energietransfer die Anregungsenergie des Donors aufnehmen und

einen hoheren Triplettzustand besetzen [62] (vgl. Gleichung 4.30):

SP 485 (4.29)
sP+1t <
SP4+1A - SP 4T (4.30)

Letzteres wird auch als Singulett-Triplett Annihilation (STA) bezeichnet und hat zur Folge, dass bei voll-
standiger STA wéhrend der Triplettzeit des Akzeptors der Donor nicht fluoreszent ist. Zur Berechnung
des Forsterradius Rgm wird die Uberlappung zwischen dem Emissionsspektrum und dem Spektrum der

Triplettabsorption benotigt.
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Kapitel 5

Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie

5.1 Einzelmolekiil-FRET Experimente

Nachdem Stryer und Haughland 1967 den Fluoreszenzresonanz-Energietransfer als ein Hilfsmittel zur
Bestimmung relativer Abstidnde auf molekularer Ebene entdeckt hatten [144], entwickelte sich aus den
anfinglichen Ensemblemessungen die Anwendung von FRET-Experimenten an einzelnen Molekiilen
(Single Molecule FRET oder kurz smFRET). Das Ziel war vor allem, Abstandsverdnderungen zwi-
schen zwei Fluorophoren frei diffundierender oder an Oberflichen gebundener Molekiile sichtbar zu
machen. Bei genauer Kenntnis der physikalischen Eigenschaften der Farbstoffe sind auch absolute Ab-
stinde im Bereich von 20 — 100 A bestimmbar. Anwendungen sind unter anderem Konformationen und
Konformationsdnderungen, Faltungs- und Entfaltungsprozesse und intermolekulare Wechselwirkungen
[59, 26, 127, 126, 158, 35, 89, 100, 140, 45, 155, 170, 171].

Im Grunde gibt es zwei Ansitze fiir spektroskopische Einzelmolekiilexperimente:

1. Die Aufnahme sehr vieler kurzer ,,Photos” bzw. , Kurzfilme” einzelner Molekiile hochverdiinn-
ter Proben, deren Dauer durch die Verweilzeit der Molekiile im Fokusvolumen eingeschrénkt

wird. Hierzu muss iiber eine groe Anzahl von einzelnen Molekiilen gemittelt werden (siche Abb.

5.1(a)).

2. Das ,,Filmen” einzelner, auf Oberflichen immobilisierter Molekiile (direkter Kontakt oder iiber
Verwendung diverser Linker). Die Ldnge dieser Messungen wird ma3geblich durch die photophy-
sikalische Lebensdauer der Farbstoffe bestimmt (sieche Abb. 5.1(b))

5.2 Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie

Unter Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie (FCS) versteht man die Analyse von Intensitédtsfluktuatio-
nen des Fluoreszenzsignals beziiglich ihrer zeitlichen Korrelationen [46, 120]. Charakteristische Ab-
klingkurven der Korrelationsfunktion liefern Informationen beziiglich der Diffusionszeit von Fluoro-
phoren, Triplettzustinden [165], Isomerisationen [168], Rotationsverhalten von Molekiilen [164] sowie

interne Dynamik [149].
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Laserfokus )
Deckglas
Objektiv
u ™
I.I.a |.|_a
Zeit Zeit
(a) diffundierende Molekiile (b) immobilisierte Molekiile

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der Experimente an diffundierenden Molekiilen in Losung (a, oben) und
auf dem Deckglas immobilisierten Molekiilen (b, oben). Die dargestellten Molekiile sind mit einem
Donor (griin) und einem Akzeptor (rot) markiert. Die zugehorigen Zeitspuren (unten) zeigen die
Photonenbursts (a) bzw. die Fluoreszenz bis zum Photobleichen der Farbstoffe (b). Das konfokale
Prinzip ermoglicht sehr kleine Anregungs- und Detektionsvolumina, so dass die Fluoreszenz von
einzelnen im Laserfokus befindlichen Fluorophoren detektiert werden kann.

5.2.1 Korrelationsfunktion des Fluoreszenzsignals

Die zeitliche Korrelation der Fluoreszenzintensitiit F (¢) bei einer Korrelationszeit T wird bestimmt durch
den zeitlichen Mittelwert des Produktes F () - F (¢ + 7) iiber die Messzeit T

1 T
(F(t)F(t—i-T)):T/O dtF(t)F(t+1). (5.1

Die normierte Korrelationsfunktion G(7) ist definiert durch:

(F(t)F(t+1))
G(r) 1= LT (5.2)
="
Jedoch sind fiir die Korrelationsfunktion nicht die mittlere Intensitit, sondern vielmehr die Fluktuationen
der Fluoreszenzemission 8F (¢), d.h. die Abweichungen der Fluoreszenzintensitit F(¢) von dem zeitli-
chen Mittelwert, ausschlaggebend: F (1) = 0F (t) + (F(¢)). Mit Hilfe dieser Beziehung kann G(7) auch

geschrieben werden als:

(8F(0)8F (1))
(F)>

Die Amplitude der Korrelationsfunktion ist ein MaB fiir die relative Fluktuation. Kurze positive Intensi-

G(r)=1+ (5.3)

tatsfluktuationen bewirken im Vergleich zu negativen Fluktuationen eine groflere Amplitude der Korre-
lationsfunktion (siehe Abb. 5.2).
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Abbildung 5.2: Zeitspuren der Fluoreszenz mit kurzzeitigen negativen (a) und positiven (c) Intensitdtsschwankun-
gen. Die zugehorigen Autokorrelationsfunktionen zeigen einen kleinen (b) bzw. einen grofien (d)
Korrelationsterm.

5.2.2 Diffusion

Eine der gebriuchlichsten Anwendungen der Korrelationsspektroskopie ist die Bestimmung der trans-
lateralen Diffusion. Sie erfolgt durch die konfokale Anregung einer Probe, welche frei diffundierende
Fluorophore enthilt. Aufgrund der Brown’schen Bewegung [141] bewegen sich diese frei und unge-
richtet im gesamten Messvolumen und konnen dabei das Fokusvolumen passieren (vgl. Abb. 5.1(a)).
Wihrend ihres Aufenthalts im Fokus (so genannte Diffusionszeit) werden sie angeregt und konnen Pho-
tonen emittieren. Diese Photonen werden auch als Photonenburst oder Photonenschauer bezeichnet. In
verdiinnten Losungen, bei denen sich im Mittel wesentlich weniger als ein Molekiil im Fokus befindet,

dhnelt die aufgenommene Fluoreszenzzeitspur Abb. 5.2(¢c)).

Fiir ein konfokales Mikroskop gilt entsprechend der Gleichung 3.14 fiir 6 F (¢) bei konstanter Anregungs-

intensitit:

SF(t) =1 / dr MDE (r)8C(r,1) (5.4)

und ist somit bei konstanten photophysikalischen Eigenschaften nur von den Konzentrationsschwank-

ungen der fluktuierenden Fluorophore im Fokus abhingig. Fiir die Korrelationsfunktion folgt daraus:

- n? [ [ drd¥’ MDE (r)MDE(¥') (6C(r,0)6C(¥, 1))

5.5
|BC [ drMDE(r)|* o

G(T)

mit r als Ort zum Zeitpunkt 7 = 0 und ' zum Zeitpunkt ¢ = 7. Die Funktion MDE (r) beschreibt das De-
tektionsvolumen, welches von dem Anregungsvolumen und von den Sammeleigenschaften des Systems
abhingt (siehe Gleichung 3.13).
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Das Anregungsvolumen entspricht bei einem unterfiillten Objektiv mit einer diinnen Linse und niedriger
Apertur einer GauB3verteilung in radialer und einer Lorentzverteilung in axialer Richtung (vgl. Gleichung
3.11).

Bei der Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie werden Linsen mit hoher numerischer Apertur verwen-
det. Die Form des Anregungs- sowie Detektionsvolumens als dreidimensionale Gaulfunktion angenom-

men:

p2 2
Ix(p,z) = yexp <—2w2> exp <—22> . (5.6)

0 0
Dabei ist p = /x2 +y? der Einheitsvektor fiir die radiale und z fiir die axiale Komponente, @y die

Strahltaille und z( die axiale Ausdehnung. Das Fokusvolumen ist durch die Ellipse mit:
I[=1Ie? (5.7)

gegeben und betrigt
VEokus = 7T3/260§Z0- (5.8)

Die Abweichung der GaulBfunktion von der realen axialen Intensitédtsverteilung kann in Kauf genommen
werden, da die Diffusionszeit hauptsédchlich durch die laterale Fokusausdehnung bestimmt wird. Bei sehr

genauen Kalkulationen sollten diese Abweichungen jedoch beriicksichtigt werden [69].

Fiir eine dreidimensionale Diffusion mit einem Diffusionskoeffizienten D gilt fiir die zeitliche Fluktuati-

on der Konzentration im Fokusvolumen [46]:

98C(r, 1)

_ 2
o =DV?8C(r. 7). (5.9)

Damit ist der Korrelationsterm:

72
(8C(r,0)8C(r', 7)) = C(4nD7)* *exp (— ‘;;; | ) (5.10)

und es folgt unter Verwendung des Volumens als dreidimensionales GauB3profil:

G(T):1+111<1+11:/TD> (1+Szt‘c/rD)>1/2’ (5-11)

wobei N die mittlere Anzahl der Molekiile im Fokusvolumen sind und:
T = @ /4D (5.12)

die charakteristische translaterale Diffusionszeit ist.

Soll der Diffusionskoeffizient berechnet werden, ist das Ergebnis von der genauen Kenntnis des Profils
des Fokusvolumens und bei groleren Makromolekiilen von der Form der diffundierenden Teilchen ab-
hiingig. Daher ist eine Referenzmessung an bekannten Molekiilen zu empfehlen. Mit Messapparaturen,
die zwei parallele Foki aufweisen, ist eine absolute Diffusionskonstante jedoch sehr genau zu bestim-
men [37].
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Die mittlere Teilchenzahl im Fokus ist das Produkt aus der Konzentration der Teilchen und dem ef-
fektiven Volumen V, s, welches dem konfokalen Detektionsvolumen V,sr = [ dr MDE(r) entspricht.
Der Strukturfaktor S beschreibt das Verhiltnis zwischen der axialen und der lateralen Fokusausdehnung

@y /z0. Die Amplitude der Korrelationsfunktion ergibt sich aus der Poisson-Statistik mit:

1
GO)—1 =1 .
©) W Vs (C)

(5.13)

Die molekulare Helligkeit 17 ist die mittlere Photonenemission pro Sekunde und Molekiil (vgl. Gleichung
3.15). Sie ldsst sich direkt aus der Amplitude und der mittleren Zihlrate, die der detektierten Fluores-

zenzintensitit in Photonen pro Sekunde entspricht, bestimmen [87, 23]:

n=A(F)/(N). (5.14)
Dabei beinhaltet A Faktoren und Korrekturen beziiglich der Anregungswahrscheinlichkeit, Quantenaus-

beute, Detektionseffizienz usw.

Fiir Messungen, bei denen die Hintergrundfluoreszenz Fps nicht vernachldssigt werden kann, ist die
Amplitude verkleinert. N wird aus der scheinbaren mittleren Anzahl der Molekiile im Fokus N’ iiber die
Gleichung berechnet [32]:

N:N7<L+<Hm>>2 (5.15)

< gesamt >

5.2.3 Diffusion in einem vom GauBprofil abweichenden Fokusvolumen

Eine genaue Kenntnis der Geometrie des Fokusvolumens ist besonders fiir die Fluoreszenz-Korrelations-
spektroskopie von groer Bedeutung. Um eine aussagekriftige Interpretation der Korrelationskurven zu
gewdhrleisten, miissen die Annahmen, die zur Beschreibung der Geometrie verwendet wurden, stets kri-
tisch gepriift werden. Denn gerade das konfokale Volumen ist extrem sensibel gegeniiber einer ganauen
Justage der Apparatur, den verwendeten optischen Elementen und Fluoreszenzeigenschaften des zu un-

tersuchenden Systems [50, 69]:

1. Einfluss optischer Elemente/Systemkomponenten:

* Ausdehnung des Anregungsstrahls in Bezug auf den Durchmesser des Objektivs
* Objektiv (Immersionsart, spektrale Abhingigkeiten der Sammeleffizienz, ....)
* Dicke des Deckglases bzw. Einstellung des Korrekturrings am Objektiv

* polarisations- und wellenldngenabhingige Transmissionsunterschiede einzelner Komponen-

ten
* Durchmesser und Lage der verwendeten Lochblende

* Detektoreigenschaften: Quanteneffizienz, Sittigung

2. Systembedingte Abweichungen:
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* Hintergrund (Rayleigh- bzw. Ramanstreuung des Mediums)
¢ Messtiefe, bei Brechzahlunterschieden

¢ Polarisation

Brechzahl des Mediums
* Fluoreszenzsittigung: z.B. durch Triplettzustinde, Isomerisationen
* Jonisation und Fotodestruktion der Fluorophore

* GrofBe der untersuchten Objekte in Bezug auf Fokusausdehnung

Weicht das Fokusvolumen vom Gauf3volumen ab, kann die verinderte Form des diffusiven Abfalls durch
die Einfiihrung eines weiteren Parameters 3, der die Abweichung vom gauBformigen Volumen charak-
terisiert, korrigiert werden. Dieser Faktor wurde unter anderem auch fiir die Beschreibung der anomalen

Diffusion langer Polymerketten verwendet [98].

1 1 1 1/2
5= 1+5 () (Frsteam) o1

5.2.4 Triplettdynamik

Werden neben Singulettzustinden (7r ~ 1 ns) auch Triplettzustinde besetzt, entstehen auf der Zeitska-
la der Triplettlebensdauer je nach Besetzungswahrscheinlichkeit zusitzliche Fluktuationen der Fluores-
zenzintensitdat wihrend des Durchquerens des Detektionsvolumens. Das verursacht einen weiteren kor-
relierten Term in den Korrelationsfunktionen, der durch die Triplettzeit 77 charakterisiert ist (siche Abb.
5.3).

G

10° 10 10° 10 10° 10° 10
Zeit (s)
Abbildung 5.3: Korrelationsfunktion der Fluoreszenz eines Fluorophors unter Besetzung von Triplettzustinden (rot,
durchgezogene Linie) in einer halb-logarithmischen Darstellung. Der Triplettanteil 7' beschreibt

den prozentualen Anteil der Molekiile, die sich im Triplettzustand befinden. Die Triplettkinetik
wird durch die Triplettzeit 77 und die Diffusion durch die Diffusionszeit 7p charakterisiert.

Unter der Bedingung, dass eine zeitliche Separation der Triplettdynamik von der Diffusion moglich ist,

kann fiir die Korrelationsfunktion folgende Gleichung hergeleitet werden [165]:

1/2
67) = N(IITIG) (1+i/rD> <1+521r/m)> (1 =T+ T exp(—< /7). G-I
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Dabei ist Tlcdie Fraktion der diffundierenden Molekiile im Triplettzustand und 77 die Triplettzeit. Fiir
die Triplettzeit und den Triplettanteil gilt weiterhin (vgl. Abschnitt 4.2):

Oy <I> kisc .
1/t = kpjged+—"—7"-— sowie 5.18
/o ko4 0o ) G189
a I kisc
76 0a (1) (5.19)

Oy <I> (krisc + kisc) + klOkrisc ’

Die Annahme der zeitlichen Separation der Diffusion und Triplettdynamik bedeutet, dass wihrend der
Triplettiibergéinge das Molekiil als stationér angesehen und im Zeitbereich der Diffusion die Singulett-
Triplett-Zustéinde als im Gleichgewicht angenommen werden. Des Weiteren miissen die folgenden Be-

dingungen erfiillt sein, um die Giiltigkeit der Gleichungen zu gewihrleisten [165]:

* Vernachldssigung der thermischen Relaxation (ps-Bereich)

* Vernachlissigung des Absorptionsquerschnitts hoherer Singulettzustinde und Uberginge hoherer

Singulettzustinde zum ersten angeregten Singulettzustand (Subpikosekunden-Bereich)

* keine Ubergiinge vom ersten Singulett- bzw. niedrigsten Triplettzustand zu Singulett- oder Tri-

plettzustanden hoherer Ordnung
* Vernachlidssigung von stimulierter Emission
* Vernachlidssigung von Triplett-Triplett Absorption
* isotrope Strahlung aufgrund einer Rotation der Fluorophore im Subnanosekundenbereich

* Der Triplettzustand wird als nichtfluoreszenter Zustand aufgefasst, da die Quantenausbeute des
Tripletts sehr niedrig und die Triplettlebensdauer sehr grofl im Vergleich zur Fluoreszenzlebens-

dauer ist.

* Die photochemische Lebensdauer des Farbstoffmolekiils ist erheblich grofer als die Lebensdauer

angeregter Zustinde (keine Photobleichprozesse).

5.2.5 Fluoreszenzsittigung

Liegen die Anregungsraten in dem Bereich der Fluoreszenzsittigung (siche Abschnitt 4.3.3), tritt in der
Korrelationsfunktion neben dem Triplettanteil auch eine scheinbare Vergroflerung des Fokusvolumens
auf (vgl. Abb. 5.3).

Dieser Effekt wurde bereits vielfach untersucht [15, 50, 58, 111, 106] und ist darauf zuriickzufiihren, dass
eine auch schon teilweise Sattigung des Fluoreszenzsignals die Form des Detektionsvolumens dndert
(vgl. Gleichung 3.13). Der Grund dafiir ist, dass das diffundierende Farbstoffmolekiil entsprechend des
Anregungsprofils an jedem Ort eine andere Photonenflussdichte und folglich eine andere Anregungsrate
erfihrt (siehe Gleichung 4.3). Daher ist im Zentrum des Fokus die Sittigung grofBer als in peripheren
Bereichen, so dass das Profil der Emission bei zunehmender Anregungsintensitit einer abgeflachten
Exponentialfunktion entspricht [15] (siehe Abb. 5.4).
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In den Korrelationsfunktionen folgt daraus neben einer Vergroerung der Diffusionszeit auch eine Zu-
nahme der mittleren Anzahl der Molekiile im Fokus [31] und verhindert eine Berechnung der molekula-

ren Helligkeit entsprechend der Gleichung 5.14.

Normierte Intensitat

Abstand zur optischen Achse ( p/a,)

Abbildung 5.4: Das Fokusprofil des Detektionsvolumens bei unterschiedlichen Anregungsleistungen Iy relativ zur
Sattigungsintensitit. Entnommen aus [106].

5.3 Fluoreszenz-Kreuzkorrelationsspektroskopie

Ahnlich der Korrelation einer Zeitspur mit sich selbst (Autokorrelation) kénnen auch zwei unterschied-
liche Zeitspuren miteinander korreliert werden (Kreuzkorrelation). Unterscheiden sie sich z.B. im Emis-
sionsspektrum oder in der Polarisationsebene, konnen die Zeitspuren auf dynamische Anderungen dieser

Eigenschaften hin untersucht werden [163].

Die Kreuzkorrelation in der FCCS (Fluorescence Cross Correlation Spectroscopy) wird analog zu Glei-

chung 5.5 berechnet und ist gegeben durch [129]:

- n? [ [drdY MDE,(r)MDE(r’) <5C1(r,0)5C2(r’,‘L')>‘

Gp(r) = BiC\B,C, [ drMDE (r)MDE;(r)

(5.20)

Es ist wichtig zu erwédhnen, dass der Informationsgehalt der Kreuzkorrelationsfunktion von dem der
Autokorrelation abweicht. Wihrend eine positive Amplitude dariiber Auskunft gibt, dass diese Fluktua-
tionen gleichgerichtet (korreliert) stattfinden, zeigt eine negative Amplitude entgegengesetzte (antikorre-
lierte) Intensitédtsdnderungen auf (vgl. Abb. 5.5). Die Amplitude wird hierbei von der Dauer der Zustinde
hoher und niedriger Intensitidten und den Amplituden der Fluktuationen bestimmt [121]. Bleibt ein Signal

konstant, wihrend dem sich das andere dndert, wird die Kreuzkorrelationsfunktion nicht beeinflusst.
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Abbildung 5.5: Zeitspuren der Fluoreszenz zweier Fluorophore bei kollektiven (a) und entgegengesetzten (c) In-
tensitdtsschwankungen. Die zugehorige Kreuzkorrelationsfunktion zeigt einen korrelierten (b) bzw.
einen antikorrelierten (d) Term.

5.3.1 Afterpulsing der Detektoren

Nach jedem detektierten Fluoreszenzphoton besteht durch eine Riickkopplung des Detektors die Wahr-
scheinlichkeit ein zweites, ,,virtuelles” Photon zu detektieren. Dieses Phidnomen wird auch als ,,After-
pulse” bezeichnet und hdngt von dem Material der Detektoren und von den Bedingungen der Umgebung
ab [99]. Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens dieser Photonen sinkt exponentiell zur Ankunftszeit des

detektierten Photons und spielt vor allem bei geringen Zihlraten eine Rolle.

In der Autokorrelation duflern sich diese Photonen durch einen zusétzlichen Korrelationsterm im Be-
reich von 5 ps, der die Gewinnung von Informationen iiber Fluoreszenzfluktuationen in diesem Zeitbe-
reich verhindert. Da die virtuellen Photonen zweier Detektoren jedoch nicht korreliert sind, tritt in der

Kreuzkorrelation des Signals beider Detektoren kein zusatzlicher Term auf.

Dies kann genutzt werden, indem das Fluoreszenzsignal aufgetrennt und beide Detektionskanile mit-
einander korreliert werden. In Abb. 5.6 ist die Auto- und Pseudo-Autokorrelationsfunktion von Alexa-
Fluor 633 bei niedriger Anregungsleistung dargestellt. Der Nachteil der Trennung des Signals ist das
verschlechterte Signal-Rausch-Verhiltnis. So wurden auch andere Methoden entwickelt, um den Anteil
der virtuellen Photonen zu eliminieren (z.B. [49, 80]). Auf sie soll an dieser Stelle aber nicht genauer

eingegangen werden.
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Abbildung 5.6: Auto- und Pseudo-Autokorrelationsfunktion (rot bzw. grau) von AlexaFluor 633 bei Anregung mit
2 uW.

5.3.2 FRET und Diffusion

Sind Molekiile mit einem FRET-Paar markiert, beschreibt die Amplitude der Kreuzkorrelationsfunktion
analog zu Gleichung 5.13 die mittlere Anzahl der Molekiile im Fokus, die einen Energietransfer vom

Donor D zum Akzeptor A zeigen [129]:

Gpa(0)— 1= oA (Con) (5.21)

Vers (Mo (Cp) +Mpa (Cpa))°

mit <C,- j> als zeitliches Mittel der Konzentrationen der Molekiile mit gebundenen Fluorophoren, deren
Fluoreszenz im Kanal i bzw. j detektiert wird und 7;;, den zugehorigen molekularen Helligkeiten. Dies
gilt, sofern keine Triplettkinetik vorhanden ist und keine Abstandsénderungen zwischen den Fluoropho-

ren auftreten.
Bei Anregung des Donors D und eines Energietransfers zum Akzeptor A betrégt fiir die Kreuzkorrelation

der Detektionskanile des Donors und des Akzeptors die Amplitude. Das effektive Volumen V, s und

daher auch die Diffusionszeit berechnet sich aus dem Mittelwert der beiden Detektionsvolumina:

1/2
Vorr =2 (@8 + 03 (@2 + 02,) ' /272 (522)
Die gemittelte Diffusionszeit betriagt demzufolge:
= (@ p+w5s)/(4D-2). (5.23)

5.3.3 FRET und interne Dynamik

Ist ein Molekiil mit einem Donor- und einem Akzeptorfluorophor versehen und treten wihrend der Be-
obachtungszeit im Fokus relative Abstandsidnderungen auf, so @ndert sich die Fluoreszenzemission des

Donor- bzw. Akzeptormolekiils entsprechend der Gleichungen 4.26 und 4.28.

Da sich in diesem Falle die Donor- und Akzeptorintensititen in entgegengesetzte Richtungen @ndern,
fiihrt dies zu einer Antikorrelation (siehe Abb. 5.5(c) und (d)). Dieser Term gibt Auskunft tiber die
Dynamik der Abstandsidnderung [100].

Im Fall von zwei Konformationszustéinden (1) und (2) mit den Energietransfereffizienzen Ejund E, und
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den Raten k> und k»;:

By B, (5.24)

gelten fiir die Intensititsfluktuationen des Donors bzw. Akzeptors entsprechend Gleichung 5.4:
SFEPM (1) = nP? | drMDE(r)8Ci(r,1). (5.25)

Die molekulare Helligkeit des Donors n” und des Akzeptors N wird hierbei durch die Energietrans-

fereffizienzen des jeweiligen Zustands bestimmt. Es besteht der Zusammenhang:

7732 = gPePQP(1—Ei,) (5.26)
nﬁz = g'€Q'E,. (5.27)

Der Parameter g beschreibt die Detektionseffizienz und Q die Quantenausbeute des Donors D bzw. des

Akzeptors A. P ist der Extinktionskoeffizient des Donors.

Entsprechend Gleichung 5.9 entsteht fiir dieses System das Differentialgleichungssystem [46]:

d6C(r,7) &
T:;MlkSCk(l"?T) l,kzl,z (528)

mit der Transfermatrix My, = D;V?8; + Tjx. Die Elemente der Matrix 7j; bestehen aus den jeweiligen
Raten zwischen den Zustidnden und den Diffusionskonstanten D;. Im Fall von interner Konformations-
dnderung, bei der eine Anderung des hydrodynamischen Radius vernachlissigbar ist, konnen konnen die

jeweiligen Diffusionskonstanten durch D ersetzt werden:

DV? —k k
M = 12 21 . (529)
kis DV? — ky,

Wird weiterhin von der Moglichkeit der Separation des diffusiven Anteils von der internen Dynamik

ausgegangen, so dass gilt:

G®(1) = 1+ Gpifr(1)Gp,, (1), (5.30)
sind aus den Eigenwerten und Eigenvektoren von M die Korrelationsfunktionen der Dynamik G)gyn(’l?)
erhiltlich [46]. Fiir sie gilt nach der Normierung lim G’gyn(r) =1[149]:

T—00
GY —1 + f1f2(77§c/77f - 1)(”;/”{ - 1) e—(k12+k21)r. (5.31)

P2 (i o3 /) (A + oy /1))

Die Fraktionen fi = kia/(ki2 + k21) und fo = ka1 /(ki2 + k21) beschreiben hierbei die Population der

verschiedenen Konformationen. Wird dieser Zusammenhang verwendet, folgt fiir die Auto- und Kreuz-
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korrelationen:

kizkai (E1 — E»)?
GgyD,,(T) — 14 12ka1 (Ey — E») zef(k12+k21)’r, (5.32)
ka1 (1 = E1) + ki2(1 — E2)]
k12k21 (El _Ez)ze—(klz-‘rkzl)f
(ko1 E1 +k12E2)?
kleZI(El _E2)2 e*(k12+k21)f.
[k21(1 —El) —|—k12(1 —EZ)] (kZIEl +k12E2)

Ghm(t) = 1+

und (5.33)

Gpm(T) = 1- (5.34)
Das Ergebnis zeigt, dass der zusitzlich auftretende antikorrelierte bzw. korrelierte Term als exponen-
tieller Abfall die Gesamtrate der Kinetik beinhaltet und nicht durch die Effizienzen des Energietransfers
beeinflusst wird. Die Amplitude der Funktion dagegen enthilt die Energietransfereffizienzen beider Zu-

stinde sowie die Raten.

Werden Quotienten, wie z.B. GPP(1)/GPA(1) gebildet, kann mit Hilfe dieses Ergebnisses die interne
Dynamik auch ohne Kenntnis der Funktion des diffusiven Terms bestimmt werden. Einfliisse durch zu-

sétzliche Prozesse wie z. B. die Triplettkinetik werden hierbei jedoch nicht beriicksichtigt.
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Kapitel 6

Messsystem

6.1 Messapparatur

Alle Messungen wurden an einem selbstgebauten konfokalen Rastermikroskop durchgefiihrt, dessen
Aufbau in Abb. 6.1 schematisch dargestellt ist.

Die Anregung konnte wahlweise mit verschiedenen Lasern und auch Laserkombinationen erfolgen (sie-
he Abschnitt 6.2). Das Strahlenbiindel, welches aus einem Laserstrahl oder aus zwei mittels dichroi-
scher Spiegel iibereinandergelegten Laserstrahlen bestand, wurde zur Erzeugung einer Punktquelle iiber
einen Laserstrahl-Koppler (60 SMS, Schifter & Kirchhoff) in eine polarisationserhaltende Einzelmo-
denfaser (Schifter & Kirchhoff) eingekoppelt. Die Polarisation konnte zuvor iiber ein A/2- bzw. A/4-
Phasenplittchen (Melles Griot) eingestellt werden. Ein Analysator zur Kontrolle der Polarisation sowie

ein Leistungsmessgerit konnten bei Bedarf direkt vor dem Objektiv in den Strahlengang gestellt werden.

Die Kollimation des divergenten Strahlenbiindels nach der Auskopplung erfolgte mittels eines ersten Ob-
jektivs (4x, UPlan Apochromat, 0,16 NA, Olympus), um chromatische Aberration, speziell bei Mehr-
farbenexperimenten, zu vermindern. Eine Lochblende gewihrleistete eine optimale Breite fiir den Gaul3-

strahl, um eine Uber- oder Unterfiillung des Messobjektivs zu verhindern [69].

Nach Reflexion an einem multichroischen Strahlteiler (z405/470/633, Chroma) wurde der Laserstrahl
in die riickseitige Apertur des Mikroskopobjektivs (siche Abschnitt 6.4) eingekoppelt und in die Probe
fokussiert. Dabei ermdglichte eine x-y-Scaneinheit eine laterale Verdnderung der Probenposition und ein

Piezo-Aktuator die Verschiebung des Objektivs entlang der optischen Achse.
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Abbildung 6.1: Schematischer Aufbau der Messapparatur.

Die im Fokus entstandene Fluoreszenz wurde nun durch dasselbe Objektiv, das auch zur Anregung ver-
wendet wurde, gesammelt und gelangte als Parallelstrahl erneut zum multichroischen Strahlteiler. Auf-
grund der Stokes-Verschiebung konnte das Fluoreszenzlicht diesen passieren und wurde anschlieBend
nach gewiinschten Eigenschaften aufgetrennt, bevor es auf die Detektoren fokussiert wurde. Falls beno-
tigt konnte der Detektionsstrahl an dieser Stelle auch auf eine EMCCD-Kamera (C9100-02, Hamamatsu

Photonics) umgelenkt werden.

Entsprechend der durchgefiihrten Experimente wurden zur Auftrennung des Strahls ein 50/50 Strahltei-
ler (03 BSC, Melles Griot), ein polarisierender Strahlteiler (03 PBB, Melles Griot) oder verschiedene
dichroische Strahlteiler verwendet. Vor bzw. nach dem Strahlteiler wurden geeignete Bandpassfilter oder
Langpassfilter positioniert, um das Streulicht der Anregung, das Fluoreszenzlicht anderer Fluorophore

und die Ramanstreuung von Wasser zu unterdriicken (siehe Abschnitt 6.7).

AnschlieBend wurden die Strahlenbiindel iiber achromatische Sammellinsen auf hochempfindliche Ava-
lanche Photodioden (SPCM AQ14, Perkin-Elmer, sieche Abschnitt 6.5) fokussiert, wobei die aktiven
Detektoroberflachen mit einem Durchmesser von 175 um als Lochblenden zur rdumlichen Filterung des

Fokusvolumens dienten (vgl. Abschnitt 3.2).

Die von der Zihlkarte (TimeHarp200, Picoquant) registrierten Pulse der Detektoren wurden im TTTR-

Format in eine Datei ausgeschrieben (siehe Abschnitt 6.6).

Das gesamte Mikroskop wurde mittels eines programmierbaren Systems zur Steuerung digitaler Signale

(ADWin Gold, Jiger) und einer selbst geschriebenen Software (LabView, National Instruments) bedient.
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6.2 Laser

Dauerstrichlaser

Fiir die Wellenlinge von 488 nm wurde ein frequenzverdoppelter Diodenlaser (Protera, Novalux) ver-
wendet. Er enthielt einen internen Kreislauf zur Leistungsstabilisierung. Fiir die Wellenldnge von 633

nm wurde ein Helium-Neon Gaslaser (JDS Uniphase) verwendet.

Gepulste Laser

Die Anregung bei 470 nm bzw. 635 nm erfolgte durch Diodenlaser (LDH-P-C-470 bzw. LDH-P-635,
Picoquant) mit einer Pulsbreite von weniger als 500 ps. Mit der Steuerungseinheit (PD 808, Picoquant)
konnten die Leistung sowie die Pulsfrequenz im Bereich von 2 - 40 MHz eingestellt werden. Die Laser-
wellenldngen wurden mittels Bandpassfilter (470/10 bzw. 635/10, Chroma) auf eine spektrale Breite von

10 nm begrenzt.

6.3 Scantisch

Zum Scannen der x-y-Ebene wurde ein durch Piezoelemente gesteuerter Scantisch (P-734, Physik-
Instrumente) verwendet, mit dem die Probe relativ zum Objektiv bewegt werden konnte. Bewegungen in
der axialen Richtung wurden durch Anderung der vertikalen Position des Objektivs iiber eine ebenfalls
durch Piezoelemente gesteuerte Einheit (PiFoc, Physik-Instrumente) erreicht. Uber geschlossene Regel-
kreise der Piezokristalle konnte auf diese Weise innerhalb eines Volumens von 100x 100x 100 (um)3 eine

im Nanometerbereich prizise und beliebig oft reproduzierbare Positionierung gewéhrleistet werden.

6.4 Objektive

Die Messungen wurden mit einem Wasserimmersionsobjektiv (Nikon CFI Plan Apochromat 60x 1.2)

und einem Olimmersionsobjektiv (Nikon, CFI Plan Apochromat 100x 1.4) durchgefiihrt.

Sammeleffizienzen

Die Sammeleffizienz eines Objektivs beschreibt den Anteil der Photonen einer isotropen Punktquelle im
Detektionsvolumen, der iiber die Linse des Objektivs gesammelt werden kann [47]. Sie entspricht dem

auf 47 bezogenen Raumwinkel Q der Detektion mit

Q =27(1—cos?). (6.1)

Der halbe Offnungswinkel @ des Objektivs ist der maximale Winkel relativ zur optischen Achse, unter
dem noch Photonen in das Objektiv gelangen konnen. Er hdngt von der numerischen Apertur des Objek-

tivs NA und der Brechzahl des Immersionsmediums n ab (Gleichung 3.1). Fiir das Olimmersionsobjektiv
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(n= 1,515, NA = 1,4) ist demnach der halbe Offnungswinkel U = 68° und fiir das Wasserimmersi-
onsobjektiv (n = 1,33, NA = 1,2) Uyusser = 64°. Dies zeigt, dass die Sammeleffizienzen Y

Y =Q/4n = (1—cos®)/2 (6.2)

mit 31% bzw. 28% fiir beide Objektive vergleichbar sind.

Vergleich der Objektive und ihre Verwendung

Fiir Messungen in wissrigen Losungen mit grofleren Abstinden zur Deckglasoberflidche ist das Wasser-
immersionsobjektiv aufgrund der Ubereinstimmung der Brechzahlen zwischen Immersion und Medium
bestens geeignet. Wichtig ist dabei die Korrektur der Deckglasdicke mit dem am Objektiv befindlichen
Korrekturring. In Abb. 6.2 ist die Abhéngigkeit der molekularen Helligkeit und der mittleren Teilchen-

anzahl im Fokus bei verschiedenen Einstellungen dargestellt.

SN o4 wi [yezueuayo|ial

Photonenrate/Teilchen (kHz)

13 14 15 16 17 18 19
Korrekturringeinstellung

Abbildung 6.2: Einfluss der Stellung des Korrekturrings am Wasserimmersionsobjektiv auf die gemessene Fluores-
zenz (schwarz) von Tetraspeck-Latexkiigelchen bzw. die Teilchenanzahl im Fokus (griin).

Wird das Olimmersionsobjektiv fiir Experimente in wissriger Losung verwendet, fiihrt der Brechzahlun-
terschied zu einer sphirischen Aberration. Sie nimmt in Abhingigkeit vom der numerischen Apertur und
der Messtiefe zu. Neben einer Abnahme der raumlichen Auflésung und einer axialen Verschiebung des
Fokus fiihrt es zu nicht geringen Verlusten des Fluoreszenzsignals [63, 20]. In Abb. 6.3 ist die Tiefen-
abhingigkeit der Fluoreszenz fiir das Ol- und das Wasserimmersionsobjektiv vergleichend dargestellt.

Deutlich ist beim Olimmersionsobjektiv fiir beide Wellenlingen (488 und 635 nm) die starke Abnahme

Rel. Intensitat
Rel. Intensitét
o

) 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Tiefe (um) Tiefe (um)
(a) Olimmersion (b) Wasserimmersion

Abbildung 6.3: Tiefenabhingigkeit der Fluoreszenz fiir das Ol- (a) bzw. Wasserimmersionsobjektiv (b), gemessen
an einer konzentrierten Molekiillosung (1 uM), die mit AlexaFluor 488 und AlexaFluor 633 gelabelt
war. Die Anregung fiir AlexaFluor 488 erfolgte bei 488 nm (griin) bzw. fiir AlexaFluor 633 bei 635
nm (rot). Die Intensitéit von AlexaFluor 633 nach FRET ist orange dargestellt. Die Kurven wurden
jeweils auf die Fluoreszenz des Wasserobjektivs in einer Tiefe von 20 um normiert.
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der Fluoreszenz zu erkennen. Das Wasserimmersionsobjektiv dagegen weist ab 10 um keine Verédnde-
rungen mehr auf. Der Abfall der Intensitdt in Deckglasnihe entsteht aufgrund der Verkleinerung des
Messvolumens, wenn sich das Deckglas innerhalb des Fokusvolumens befindet. Werden die Ergebnisse
zwischen Donor- und Akzeptoremission unter FRET verglichen, zeigt sich beim Wasserimmersionsob-

jektiv in 20 um Tiefe eine um 5% bessere Sammeleffizienz im roten Spektralbereich.

In Deckglasniihe zeigt das Olimmersionsobjektiv jedoch aufgrund der héheren Apertur auch in wiissrigen
Losungen eine bessere laterale Auflosung 7%/ (vgl. Gleichung 3.8) und ist demnach fiir Messungen an

immobilisierten Objekten sowie zur Justage der Messapparatur besser geeignet.

6.5 Detektoren

Als Detektoren wurden Avalanche Photodioden (APD, SPCM AQI14, Perkin-Elmer) verwendet. Sie
zeichnen sich durch einen extrem niedrigen Dunkelstrom (< 100 s~ ') aus und konnen fiir den gesamten

sichtbaren und NIR Spektralbereich eingesetzt werden (400 — 1060 nm).

6.6 Datenformate und Datenverarbeitung

Die Ankunftszeiten der einzelnen detektierten Photonen wurden im TTTR-Format (Time Tag Time Re-

solved) gespeichert (siche Abb. 6.4). Dieses enthilt die Informationen iiber

1. die Ankunftszeit (globale Zeit), gemessen vom Start des Experiments mit einer Auflésung von
100 ns,

2. die TCSPC-Zeit (Time Correlated Single Photon Counting), welche in einem umgekehrten Start-
Stop Modus die Ankunftszeit in Bezug zu das Triggersignal des Laserpulses enthilt (Zeitauflo-

sung: 35 ps), sowie

3. den Detektionskanal.

Die Daten wurden mit dem Programm Igor 6.0 (Wavemetrics) eingelesen, weiterverarbeitet und analy-

Laserpuls /\ Laserpuls /_\
» »
Fluoreszenzphoton Fluoreszenzphoton

siert.

I~
~

Start-Stop-Zeit 1 Start-Stop-Zeit 2 TCSPC-Zeit
— —
(ps)
Ereignis 1 Ereignis 2 globale Zeit
+ (ns)

Zeit

Abbildung 6.4: Fiir jedes registrierte Photon wurden zwei Zeiten, zum einen die TCSPC-Zeit in Bezug auf den
Laserpuls und zum anderen eine globale Ankunftszeit in Bezug auf den Messstart gespeichert.
Entnommen aus [12].
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6.7 Verwendete Fluorophore und Filter

Fiir die Untersuchung der Adenylatkinase wurde diese mit einem Donor- und einem Akzeptorfluorophor
versehen. Auf photophysikalische Eigenschaften der gebundenen Farbstoffe wird im Kapitel 7 detailliert

eingegangen.

AlexaFluor 488

Als Donormolekiil wurde das AlexaFluor 488-maleimide (Molecular Probes) verwendet. Die Fluores-
zenzlebensdauer wird vom Hersteller in einem Puffer mit pH 7,4 bei 20°C mit 4,1 ns angegeben, der
Extinktionskoeffizient bei 494 nm mit 73.000 mol ~'cm~!.

Die Struktur ist in Abb. 6.5 dargestellt.

2Lt

Abbildung 6.5: Chemische Struktur von AlexaFluor 488 maleimide.

AlexaFluor 488 kann bei den Wellenldngen 488 nm sowie 470 nm angeregt werden, wobei bei der letz-
teren die Extinktion nur 50% der maximal moglichen betridgt. Zur Detektion des Farbstoffes wurde ein
Bandpassfilter 532/70 (HQ532/70, Chroma) fiir den Bereich zwischen 500 und 570 nm gewihlt (siehe
Abb. 6.6). So kann im kurzwelligeren Bereich das Streulicht des Anregungsstrahls und bei Anregung mit
488 nm im langwelligeren Bereich das Ramanlicht von Wasser effektiv vermieden werden. Das Raman-
licht liegt bei einer Anregung bei 488 nm zwischen 570 und 588 nm und bei 470 nm zwischen 547 nm
und 563 nm.

1.0 1 Emission

*~[— Absorption
—— Bandpassfilter HQ532/70
—— Multichroider Strahlenteiler |

0.8F

0.6}
0.4}

0.2p

Rel. Absorption/Emission, Transmission

0.0 '
350 400 450 500 550 600 650

Wellenlange (nm)

Abbildung 6.6: Die spektrale Absorption (blau) und Emission (griin) von AlexaFluor 488 zusammen mit dem ver-
wendeten Bandpassfilter (grau) und dem multichroiden Strahlteiler (schwarz). Die Wellenldngen
470 nm bzw. 488 nm, welche zur Anregung des Farbstoffs verwendet wurden, sind als gestrichelte
Linien angedeutet.
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Die verwendeten Filter und Strahlteiler sowie die Detektionseffizienz der Detektoren verringern die
durch das Objektiv gesammelte Fluoreszenz um 62%. Wird die Sammeleffizienz des Objektivs mit 30%
beriicksichtigt (sieche Abschnitt 6.4), werden bei optimaler Einstellung 12% der emittierten Photonen
detektiert.

AlexaFluor 633

AlexaFluor 633-maleimide (Molecular Probes) wurde als Akzeptor verwendet. Die Fluoreszenzlebens-
dauer wird vom Hersteller mit 3,2 ns in Wasser bei 20°C und der Extinktionskoeffizient bei 632 nm mit

100.000 mol~'ecm~! angegeben. Die chemische Struktur ist nicht verdffentlicht.

1.0 @ Emission "
*¥|—— Absorption

—— Langpassfilter HQ645LP

—— Multichroider Strahlenteiler

V

0.8

0.6F

0.4

0.2

0.0

Rel. Absorption/Emission, Transmission

500 550 600 650 700
Wellenlange (nm)

Abbildung 6.7: Die spektrale Absorption (orange) und Emission (rot) von AlexaFluor 633 zusammen mit dem
verwendeten Bandpassfilter (grau) und dem multichroiden Strahlteiler (schwarz). Die Wellenldngen
633 nm bzw. 635 nm, welche zur Anregung des Farbstoffs verwendet wurden, sind als gestrichelte
Linien angedeutet.

Zur Detektion der Fluoreszenz bei Anregung durch den Laser wurde zur Unterdriickung des Streulich-
tes ein Langpassfilter bei 645 nm (HQ645LP, Chroma) verwendet. Zusétzlich wurde ein Bandpassfilter
650/100 (HQ650/100, Chroma) zur Reduzierung des Ramanstreulichts von Wasser, das im Bereich von
781 nm bis 813 nm liegt, eingesetzt.

Obwohl die Quanteneffizienz der Detektoren fiir den roten Spektralbereich sehr gut ist (70%), werden
aufgrund der geringen Stokes-Verschiebung des Farbstoffes bereits 68% des gesammelten Fluoreszenz-
lichts durch die verwendeten Filter und Strahlenteiler absorbiert (sieche Abb. 6.7). Bei Beriicksichtigung

der Sammeleffizienz des Objektivs werden 10% der vom Fluorophor emittierten Photonen detektiert.

6.8 Justage

Zur Kalibrierung des Setups wurden neben Messungen an ungebundenen Farbstoffen (vgl. Abschnitt
6.9) ebenso Messungen an fluoreszenten Latexkiigelchen (Tetraspeck 0,1 um, Molecular Probes) durch-
gefiihrt. Der Vorteil der Latexkiigelchen ist ihre hohe Photostabilitit, der konstante intrinsische Energie-
transfer, die homogene Photonenemission (kein Blinken) und der grofle Absorptionsquerschnitt, woraus

schon bei geringen Anregungsraten eine hohe Photonenrate resultiert.
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Zur Uberpriifung, dass die Messungen im Shot-Noise-Limit fiir Einzelphotonmessungen erfolgen (vgl.
Abschnitt 3.5 und [109]), wurde die Fluoreszenz diffundierender Latexkiigelchen mit Monte Carlo Simu-
lationen verglichen. In der Simulation wurden Poisson-verrauschte Zeitspuren erzeugt und daraus eine

Verteilung der Energietransfereffizienzen erstellt.

Die Fluoreszenz der Latexkiigelchen wurde entsprechend der FRET-Experimente spektral getrennt (sie-
he Abschnitt 6.7) und aus dem Verhéltnis der Detektionskanile konntw iiber die Gleichung 4.28 der

intrinsische Energietransfer berechnet werden. Die Energietransfereffizienz betridgt im Mittel 0,74.

Die experimentell gemessene Verteilung der Energietransfereffizienzen und die Simulation zeigen in
Abb. 6.8 eine sehr gute Ubereinstimmung. Daher ist die Genauigkeit der Ergebnisse des konfokalen

Mikroskops allein durch Shot-Noise begrenzt.

5001

4001

AT
300} ‘l |

\
200} i l

Ereignisse

Abbildung 6.8: Vergleich der Histogramme der Energietransfereffizienzen von Tetraspeck-Latexkiigelchen (rot)
und einer theoretischen, Shot-Noise limitierten Verteilung (schwarz). Die mittlere Photonenzahl
pro Burst betrigt 30.

6.9 Konfokales Volumen

Zur Bestimmung des konfokalen Volumens Vs des Wasserimmersionsobjektivs entsprechend Glei-
chung 5.8, wurden fiir die verwendeten Wellenldngen die Diffusionszeiten einzelner Farbstoffe und fluo-

reszierender Latexkiigelchen untersucht.

Die Messungen ergaben bei einer Anregung mit 488 nm eine laterale Ausdehnung des effektiven Volu-
mens von (187£10) nm und bei einer Anregung mit 635 nm von (222+10) nm (siehe Tabelle 6.1). Das

Verhiltnis 0)835 / wgﬂo betrdgt 1,19. Die nach Gleichung 3.8 theoretisch erwarteten Werte sind rﬁggf =

168 nm fiir 488 nm und rlgggf = 218 nm fiir 633 nm mit einem Verhiltnis von 1,35.

Wird die Ausdehnung des Fokus iiber in Agarosegel eingebettete Latexkiigelchen bestimmt, findet man
fiir das Wasserimmersionsobjektiv bei Anregung mit 488 nm @y = (190+20) nm und zp =(600+50) nm
[52]. Der Strukturfaktor S, der das Verhiltnis der lateralen zur axialen Ausbreitung beschreibt, ist dem-
nach 0,31. Fiir die Berechnung von V, sy wird der Strukturfaktor als wellenlingenunabhiingig angenom-

men.

Die Abweichung zu den experimentell bestimmten Werten entsteht, da als rdumlicher Filter des konfo-
kalen Volumens die aktive Detektorfliche selbst verwendet wurde. Im Bereich lingerer Wellenléngen
ist der konfokale Effekt grof3er, und somit entspricht das experimentell bestimmte Fokusvolumen dem

theoretischen Wert.
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Aexein nm | D in (um)Zs~! Tp in ms @pinnm  V,grin fl
AlexaFluor 488 488 196 [116] 0,045+0,005 | 188+10 0,12
Rh 110-dCTP 488 224 [94] 0,038+0,005 | 185410 0,12
AlexaFluor 633 633 135 [153] 0.0914+0,005 | 222410 0,20
Tetraspeck 470 4,40 4,30+0,05 273+10 0,37
Tetraspeck 635 4,40 5,79+0,05 315410 0,58

Tabelle 6.1: Diffusionszeiten tp freier Farbstoffe des an das Nukleotid dCTP gebundenen Rhodamins 110 und fluo-
reszenter Tetraspeck-Kiigelchen zur Bestimmung der lateralen Fokusausdehnung @ und des effektiven
Volumens V, ¢ bei Anregung mit unterschiedlichen Wellenlangen Acy.. Der Diffusionskoeffizient der
Tetraspeck-Kiigelchen wurde iiber die Stokes-Einstein- Beziehung (Gleichung 6.3) bestimmt. Der Ra-
dius betrug 50 nm.

Der Vorteil der Messung mit Tetraspeck (Molecular Probes) ist, dass das emittierte Licht den gesam-
ten visuellen Spektralbereich oberhalb der Anregungswellenldnge umfasst und daher ideal geeignet ist,
um spektrale Anderungen des Messvolumens zu untersuchen. Die Diffusionskonstante D kann iiber die

Stokes-Einstein Relation:
kgT

- 67TNR

(6.3)

bei Kenntnis des hydrodynamischen Radius R berechnet werden. Dabei entspricht 17 der dynamischen

Viskositit des Mediums, kg der Boltzmann-Konstante und 7" der absoluten Temperatur.

Der Nachteil ist, dass sie mit einem Durchmesser von 100 nm nicht mehr als Punktquellen angesehen
werden konnen. Die Werte in Tab. 6.1 wurden zwar entsprechend Gleichung 15 in [142] korrigiert,
bestimmen aber das Volumen trotzdem nur unzureichend. Es konnen jedoch auch Akkumulationen der
Kiigelchen vorliegen, welche zu einer groferen Diffusionszeit fithren. Bei einer Anregung mit 470 nm
wurde ein lateraler Fokusquerschnitt @y von (273+10) nm und mit 635 nm von (316410) nm ermittelt.

Dies ergab ein mit den Ergebnissen der freien Farbstoffe vergleichbares Verhiltnis rot:griin von 1,17.

6.10 Adenylatkinase

Die Adenylatkinase wurde im Labor von Dorothee Kern, Brandeis University, Waltham, MA, U.S.A

hergestellt sowie mit den Fluorophoren markiert [67].

6.10.1 Bindungsstellen der Farbstoffe

Als Bindungsstellen fiir die Farbstoffe wurden das Tyrosin als die 52. und das Valin als die 145. Ami-
nosdure der Adk ausgewdhlt (siehe Abb. 6.9). Diese Positionen zeichnen sich durch eine relative Ab-
standsdnderung bei Konformationsdnderungen von 10 nm aus und gebundene Farbstoffe zeigen kaum
Wechselwirkungen mit den Bindungstellen der Nukleotide [67]. Zur Markierung wurden die Amino-
sauren jeweils durch Cystein ersetzt, an welche sich die Maleimide der Farbstoffe binden konnten. Die
Prozedur wurde ausfiihrlich in [67] beschrieben. Fiir die Fluoreszenzmarkierung mit einem Donor und
einem Akzeptor wurden beide Farbstoffe zu gleichen Anteilen und im Uberschuss zu dem Molekiil ge-

geben, so dass es sich um eine kompetitive Bindungsreaktion handelte.
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Abbildung 6.9: Positionen der als Bindungsstellen fiir Fluorophore verwendeten Aminoséuren in der rdumlichen
Struktur der Adenylatkinase.

6.10.2 Eigenschaften der Mutante

Die Y52C/V145C Mutante der Adk besitzt 35% der Aktivitit des Wildtyps und zeigt in NMR-Dis-
persionsexperimenten trotz gebundener Fluorophore dquivalente Konformationsdnderungen und Kinetik
[67]. Am C-Terminus enthielt die Mutante zusétzlich sechs Histidine, welche als His-Tag zur Bindung

an Metallionen verwendet wurden (siche 6.11).

6.10.3 Pufferlosung

Alle spektroskopischen Messungen wurden in TRIS-Puffer (20 mM TRIS, 50 mM NaCl) bei pH 7,0
durchgefiihrt. Zusitzlich wurde 0,01% Tween20 (Roth) hinzugegeben, um eine Adsorption an das Deck-

glas zu vermeiden.

6.10.4 Diffusionskonstante der Adenylatkinase

Die Korrelationszeit der Rotation 7z unmarkierter Apoenzym-Molekiile in freier Losung betriagt 18,22

ns [27]. Entsprechend des Zusammenhangs mit dem hydrodynamischen Radius R:

1 4nnr®
6Dr 3 kgT ’

TR = (64)

wobei 1) der Viskositdt des Mediums, kg der Boltzmann-Konstante und 7' der absoluten Temperatur
entsprechen, kann der Radius des Molekiils mit 2,62 nm bestimmt werden. Bei Adk-Molekiilen mit
gebundenem Inhibitor APsA verringert sich aufgrund von Konformationsinderungen 7z auf 14,00 ns
und R betrdgt nunmehr 2,40 nm. Dies entspricht einer Verringerung des Durchmessers um 10%.

Unter Verwendung der Stokes-Einstein-Relation von Gleichung 6.3 entsprechen diese Radien Diffu-

sionskonstanten D von 83,8 um? /s fiir das Apoenzym und 91,6 um? /s bei gebundenem Inhibitor.

6.10.5 Verwendete Nukleotide

Zur Untersuchung der Konformationsdynamik wurden die Substrate Adenosin-5’-monophosphat (AMP)

und Adenosin-5’-diphosphat (ADP) von Sigma verwendet. Die Substrate bestehen jeweils aus einem
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Adenin-Rest, dem Zucker Ribose und ein bzw. zwei Phosphaten (siche Abb. 6.10). Letztere bestimmen

die GroBenunterschiede der Nukleotide (siehe Tab. 6.2).

NH.
0 0 N X
1 I </ | h
HO—P—0—P—0 =
| | N~y
OH OH o

OH OH

Abbildung 6.10: Chemische Struktur von Adenosin-5’-diphosphat.

Des Weiteren wurden Untersuchungen mit dem ATP-Substratanalogon B, y-imidoadenosin-5’-triphos-

phat (AMPPNP) und dem Inhibitor p! ,Pz—di(adenosin—S’)—pentaphosphat (APsA) durchgefiihrt (Struktu-
ren siche Abb. 6.11).

Die Konzentrationen wurden iiber Absorptionsmessungen bei 259 nm bestimmt. Fiir Nukleotide mit ei-
nem Adenin wurde der Extinktionskoeffizient von 15.400 M~ 'cm™" und fiir APsA von 30.800 M 'cm ™!
verwendet [19].

NH, NH
HO OH AN "
o o o o o ,\:1\1\/'['\1\> o o o] fI >
o O—I%—O—I%—O—I%—O—IIIDI—O—I%—O 1 1 I N N
OH OH OH OH OH |©o O_T_"H_T_o_foc”z o
N N\j o oo 0o
e
N HO oH HO OH
NH,
(a) APSA (b) AMPPNP
Abbildung 6.11: Chemische Struktur von APsA und AMPPNP.
Abkiirzung Name Molare Masse (g mol~")
AMP Adenosin -5’-monophosphat 347,2
ADP Adenosin-5’-diphosphat 4272
ATP Adenosin-5’-triphosphat 507,2
AMPPNP B, y-imidoadenosin-5’-triphosphat 529.9
APsA P! P2-di(adenosin-5")-pentaphosphat 1001,5

Tabelle 6.2: Verwendete Nukleotide und ihre molare Masse.

6.11 Verfahren zur Immobilisierung

Um die Enzymmolekiile auf der Deckglasoberfliche zu immobilisieren, wurde die Bildung eines stabilen
Chelat-Komplexes des am C-terminus befindlichen Hisg-Tags mit Ni>*-Ionen ausgenutzt. Dazu wurde
ein langkettiger NTA-Chelator mit einer Trimethylsilylgruppe (N-((3-trimethoxysilyl)propyl)ethylendi-
amin -Tri-Essigsdure, Fluorochem) verwendet. Die Silanisierung an der Deckglasoberfliche erfolgte iiber
eine mehrstiindige Inkubation der Deckgléser in einer 0,4% (w/w)-Losung in Wasser. Nach griindlichem

Spiilen mit bidestilliertem Wasser wurde durch Zugabe von 10 mM NiSO4 und 5 mM Glycerin bei einem
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pH-Wert von 8,0 [78] eine Raumbindung zwischen den Nickelionen und den deprotonierten Carboxyl-
gruppen sowie Stickstoffatomen aufgebaut (sieche Abb. 6.12). Zum Schluss wurden die Deckglédser erneut

sorgfiltig gespiilt und getrocknet.

HNJ/\r NH

Abbildung 6.12: N-((3-trimethoxysilyl)propyl)ethylendiamin -Tri-Essigséure (schwarz) gebunden an die Glasober-
flache (grau) mit gebundenem Ni2*-Ion (griin), Hisp-Tag (blau) und Imidazol (hellblau).

Eine erfolgreiche Silanisierung und Bindung des Nickelions an die Stickstoffatome des His-Tags kann
mit Hilfe von Imidazol aufgrund seiner dhnlichen Struktur iiberpriift werden (siehe Abb. 6.12). Sind die
Bindungsstellen funktionalisierter Deckglédser bereits mit Imidazol gesittigt, haben die Adk-Molekiile
keine Mo6glichkeit iiber die Histidine anzudocken. Das Ergebnis in Abb. 6.13(b) zeigt zudem, dass unspe-
zifische Adsorptionen auf der funktionalisierten Deckglasoberfliche iiberwiegend ausgeschlossen wer-

den konnen.

(a) 1 M Imidazol (b) 1 M Imidazol + Adk

Abbildung 6.13: Scanbilder der Fluoreszenzintensitit einer funktionalisierten Deckglasoberflache nach Inkubation
mit 1 M Imidazol vor (a) und nach (b) der Zugabe von Adk-Molekiilen. Die Anregung erfolgte bei
100 nW (488 nm), die Integrationszeit pro Pixel betrug 2 ms.

Sind Enzymmolekiile bereits gebunden, konkurrieren die Imidazol-Molekiile um die Bindungsplitze,
woraus bei hohen Konzentrationen von Imidazol eine kompetitive Verdringung der Enzyme folgt (siche
Abb. 6.14). Benachbarte Bereiche der gescannten Deckglasfliche wiesen ebenfalls keine gebundenen
Adk-Molekiile mehr auf, so dass ein ,,Verschwinden” der Fluorophore durch Bleichen ausgeschlossen
werden konnte. In Vergleichsmessungen mit adsorbierten Enzymmolekiilen an nicht-funktionalisierten

Deckgldsern wurde dagegen kein Ablosen der Adk-Molekiile festgestellt.
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(b) Adk + Puffer

@

=)

(¢c) Adk + 20 mM Imidazol (d) Adk + 1 M Imidazol

Abbildung 6.14: Scanbilder der Fluoreszenzintensitit einer funktionalisierten Deckglasoberfliche mit gebundenen
Adk-Molekiilen vor (a) und nach (b) dem Spiilen mit Pufferlosung und nach der Zugabe von 20
mM (e) bzw. 1 M (d) Imidazol. Die Anregung erfolgte bei 100 nW (488 nm), und die Integrati-
onszeit pro Pixel betrug 2 ms.

6.12 MC-Simulationen

Zur Verifizierung der Ergebnisse wurden Monte-Carlo-Simulationen (MC-Simulationen) durchgefiihrt
[103]. Dazu wurde die Fluoreszenzemission diffundierender Molekiile, die eine beliebige Anzahl ver-
schiedener Fluorophore tragen konnten, simuliert. Das Intensititsprofil des Fokus wurde hierbei tiber
eine dreidimensionale Gauffunktion definiert (siehe Gleichung 5.6). Eine ausfiihrliche Beschreibung
findet sich in [72].

Fiir die Simulation der Photophysik wurde ein Modell mit einem Grundzustand und zwei angeregten
Zustdnden (siehe Abschnitt 4.2) gewihlt. Als Eingabeparameter konnten die Raten ko1, kjsc und kg
sowie die Fluoreszenzlebensdauer verindert werden. Die Singulettsittigung wurde iiber die Verwendung
von Zeitintervallen, die der Lebensdauer entsprechen, erreicht. Innerhalb dieses Intervalls konnte das

Fluorophor nur maximal einmal angeregt werden.

Befand sich ein Akzeptor in der Néhe eines Donors, so wurde iiber den relativen Abstand zueinander
und den Forsterradius eine Energietransferrate k7 berechnet. Es wurde stets eine vollstindige Singulett-

Triplett-Annihilation vorausgesetzt (siehe Abschnitt 4.5.3).
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Kapitel 7

Photophysik von AlexaFluor 488 und
AlexaFluor 633

Die Adenylatkinase wurde an der 52. und 145. Aminosdure jeweils im Bereich des AMP- bzw. ATP-
Lids mit einem Fluorophor versehen (siche Abschnitt 6.10). Im Folgenden sollen nun photophysikalische
Eigenschaften der gebundenen Fluorophore in Abhiingigkeit von der Bindungsstelle untersucht und mit

dem freien, d.h. ungebundenen Farbstoff verglichen werden.

7.1 Absorptions- und Emissionsspektren

Die spektrale Absorption wurde mittels eines Standardspektrometers (Jasco V-560 UV/VIS, Jasco Labor-
und Datentechnik) in dem Wellenldngenbereich von 350 bis 700 nm bestimmt. Als Molekiilkonzentration
wurde 1 uM verwendet. Die Spektren wurden beziiglich des Absorptionsspektrums der Pufferlosung und
des wellenldngenabhingigen Hintergrunds aufgrund transienter Aggregationen korrigiert (siche unten).
Die spektrale Emission wurde mit einem Fluorometer (Fluoro Max 2, Horiba Yvon Jobin) gemessen.
Zur Anregung wurde fiir AlexaFluor 488 die Wellenldnge 488 nm und fiir AlexaFluor 633 von 633 nm
gewdhlt.

Die Absorptionsspektren wurden jeweils fiir das Fluorophor in ungebundener und an das AMP- bzw.
ATP-Lid der Adk gebundener Form aufgenommen. Der auftretende wellenlingenabhéngige Hintergrund
(sieche Abb. 7.1) entstand durch transiente Aggregationen der Enzymmolekiile aufgrund der im Vergleich
zur Fluoreszenzspektroskopie verwendeten hohen Konzentration (mind. 1 uM). Diese waren jedoch not-
wendig, um eine gut messbare Extinktion zu erhalten. Diese Aggregationen sind konzentrationsabhin-
gig [114] und bei Einzelmolekiilexperimenten im nano- oder pikomolaren Bereich demnach nicht zu
erwarten. Der erhohte Hintergrund, der auftrat, wenn die Fluorophore an das ATP-Lid gebunden waren,
kann durch die Flexibilitit des Loops und der daraus folgenden erhohten Kontaktwahrscheinlichkeit mit
Nachbarmolekiilen erklidrt werden. Wurde der Hintergrund abgezogen, konnten die Absorptionsmaxima
durch Anpassung mit einer Gaullfunktion bestimmt werden (sieche Tab.7.1). Fiir AlexaFluor 633 traten

zwei Absorptionsmaxima auf, die einer Anregung des S;- und des S»-Zustands entsprechen.

Die Absorptionsspektren der gebundenen Fluorophore zeigten im Vergleich zum freien Farbstoff stets

eine Verschiebung zu groBeren Wellenldngen (sieche Tabelle 7.1). Bei beiden Farbstoffen war diese am
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Abbildung 7.1: Absorptionsspektren von AlexaFluor 488 (a,b) und AlexaFluor 633 (c,d) ohne und mit Hintergrund-
korrektur und Normierung in ungebundener Form (rot) sowie gebunden an das ATP-Lid (griin) bzw.
an das AMP-Lid (gelb). Die Spektren von AlexaFluor 633 zeigen neben der Absorptionsbande des
S1-Zustands auch die fiir S5.

ATP-Lid mit +2 nm nur gering, doch am AMP-Lid betrug die Differenz zum freien Farbstoff ca. +10 nm.
Eine Kontrollmessung an einem anderen Spektrometer fiithrte zu einem vergleichbaren Ergebnis.

Der Grund hierfiir konnen schwache Wechselwirkungen der lokalen Umgebung mit dem Fluorophor sein.
Diese werden offenbar durch die Anregung geschwicht, da die Verschiebung in den Emissionsspektren
(siehe Abb. 7.2) nicht zu erkennen war.

Die unterschiedlichen relativen Amplituden der S»-Absorptionsbande am ATP-Lid konnen durch eine

unzureichende Hintergrundkorrektur verursacht sein und werden nicht beachtet.

Abs.-Max. (nm) | Em.-Max. (nm)
AlexaFluor 488 frei in TRIS 493+1 51441
AlexaFluor 488 am AMP-Lid in TRIS 49741 51641
AlexaFluor 488 am ATP-Lid in TRIS 495+1 515+1
AlexaFluor 633 frei in TRIS 580+1 628+1 646+1
AlexaFluor 633 am AMP-Lid in TRIS | 588+1 637+1 646+1
AlexaFluor 633 am ATP-Lid in TRIS | 586+1  630+1 648+1

Tabelle 7.1: Absorptions- und Emissionsmaxima von AlexaFluor 488 und 633.

Im Gegensatz zu den Absorptionsspektren sind die Emissionsspektren nur geringfiigig verschieden (sie-
he Abb. 7.2). Die Emissionsspektren werden vor allem durch Eigenschaften des Losungsmittels, wie
Brechzahl und Dielektrizititskonstante beeinflusst. Der Einfluss der verwendeten Pufferlosung auf die
untersuchten Farbstoffe ist aber nur sehr schwach.

Aufgrund der geringen Stokes-Verschiebung und der Anregung bei 633 nm konnte das Emissionsspek-

trum bei AlexaFluor 633 erst ab 645 nm gemessen werden und die Emissionsmaxima durch einen Ver-
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gleich mit der veroffentlichten Kurve des Herstellers nur geschiitzt werden. Doch der Verlauf der Kurve
ab 650 nm zeigt keine signifikanten Unterschiede, so dass die Emissionsspektren sowohl des AlexaFluor

633 als auch des AlexaFluor 488 von der Bindung weitgehend unabhéngig sind.
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(a) AlexaFluor 488 (b) AlexaFluor 633

Abbildung 7.2: Emissionsspektren des AlexaFluor 488 (a) und AlexaFluor 633 (b) ungebunden (rot) und gebunden
an das ATP-Lid (griin) sowie an das AMP-Lid (gelb).

Zusammenfassung:

Die Absorptionsspektren von AlexaFluor 488 und AlexaFluor 633 weisen in Abhédngigkeit von der Bin-
dungsstelle Unterschiede auf. Wihrend bei Fluorophoren, die am ATP-Lid gebunden sind, nur eine ge-
ringe Verschiebung von 2 nm hin zu groBeren Wellenldngen auftritt, zeigen am AMP-Lid gebundene
Farbstoffe eine groBere Verschiebung von bis zu 10 nm. Die Ursache hierfiir konnen schwache loka-
le Wechselwirkungen mit dem Enzym sein. Im angeregten Zustand der Fluorophore sind diese jedoch

aufgebrochen und beeinflussen die Emissionsspektren nicht.

7.2 Fluoreszenzlebensdauer und Rotationskorrelationszeit

7.2.1 Natiirliche Fluoreszenzlebensdauer von AlexaFluor 488 und AlexaFluor 633

Die natiirliche Fluoreszenzlebensdauer kann entsprechend der Gleichung 4.8 berechnet werden und ent-
spricht der Fluoreszenzlebensdauer ohne jegliche Verluste durch nichtstrahlende Prozesse. Sie betrigt
bei Verwendung der Herstellerangabe fiir den Extinktionskoeffizienten von 73.000 M~ !ecm™! (bei einer
Wellenlidnge von 494 nm) fiir das AlexaFluor 488 4,57 ns. AlexaFluor 633 hat eine natiirliche Lebens-

dauer von 6,41 ns (bei Verwendung eines Extinktionskoeffizienten von 100.000 M~'cm™~! bei 632 nm).
7.2.2 Bestimmung der Rotationskorrelationszeit und Fluoreszenzlebensdauer

7.2.2.1 Durchfiihrung

Experimente zur zeitaufgelosten Messung der Fluoreszenzlebensdauer und zur Bestimmung der Rota-
tionskorrelationszeit wurden an diffundierenden Molekiilen unter Verwendung des Wasserimmersions-

objektivs (Messtiefe 20 um) durchgefiihrt.
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Die Datengewinnung fiir den zeitabhéngigen Zerfall der Fluoreszenzintensitit wird durch Anregung mit
repetitiven Laserpulsen und deren Triggerung mit der Zihlkarte gewéhrleistet (TCSPC-Daten, siehe auch
Abschnitt 6.6). Dabei wurden je nach molekularer Helligkeit der Farbstoffe und der verwendeten Anre-
gungsleistung die Farbstoffkonzentrationen so gewihlt, dass sich die Zahlraten zwischen 10 kHz und
50 kHz befanden. Dieser Bereich zeigte ein gutes Signal-Rausch-Verhiltnis und es musste kein ,,Pileup”

aufgrund zu hoher Zihlraten befiirchtet werden [31].

Zur Durchfiihrung der Experimente wurden die Proben mit linear polarisiertem Licht angeregt und das
Fluoreszenzlicht mit einem polarisierenden Strahlteiler (Melles Griot) in einen Strahl senkrecht und par-
allel zur Polarisationsrichtung des Anregungslichtes aufgeteilt. Zur Anregung wurden die gepulsten Di-

odenlaser verwendet.

Der Strahlteiler konnte sowohl fiir Anregung bei 470 nm als auch bei 635 nm verwendet werden. Dabei
traten in der Reflexion und Transmission fiir den senkrecht sowie den parallel polarisierten Strahlenanteil
Verluste von weniger als 5% auf. Weitere polarisationsabhingige Verluste entstehen jedoch auch an dem
multichroischen Strahlteiler und den verwendeten Bandpassfiltern. Um die unterschiedlichen Empfind-
lichkeiten der beiden Detektionskanile auszugleichen, wurden die Messungen bei 0° und mit einer um

90° gedrehten, linear polarisierten Anregung durchgefiihrt.

Die Depolarisation des Anregungslichts im Fokus des Objektivs ist aufgrund der hohen numerischen

Apertur zwar im geringen Malle vorhanden [8], soll jedoch fiir diese Messungen vernachlissigt werden.

7.2.2.2 Anisotropie

Die elektrischen Felder der Emissionsdipole fiihren bei einer linear polarisierten Anregung zu einer An-

isotropie des emittierten Fluoreszenzlichts in Bezug auf das Anregungslicht. Die stationdre Anisotropie

ist durch die relative Differenz der senkrechten (£ ) bzw. parallelen (F)) Intensitdtskomponente mit:
(Fj) +2(F1)

gegeben. Fiir die Berechnung wurden die mittleren Fluoreszenzintensititen der jeweiligen Polarisations-

richtung nach Anregung bei 0° und 90° addiert.

7.2.2.3 Rotationskorrelationszeit

Die Rotationskorrelationszeit Tg kann aus der stationdre Anisotropie bestimmt werden [90]:

TF

TR = 7'//'()7—1 (72)

Dabei ist 7r die Fluoreszenzlebensdauer und ry die fundamentale Anisotropie, die der stationdren Aniso-
tropie entspricht, wenn keine zusitzlichen Rotationsfreiheitsgrade vorhanden sind. Sie betrégt fiir Fluo-

rophore mit kollinearen Anregungs- und Emissionsdipolmomenten 0,4 [90].
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7.2.2.4 Fluoreszenzlebensdauer

Um bei der Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer einen Einfluss der Anisotropie auszuschliefen,

wurde die Summe der senkrecht und parallel polarisierten Fluoreszenz mit:
F(t) = Fy(1) +2F. (1) (13)

verwendet. Dazu war eine Korrektur des optischen Wegldngenunterschieds zwischen den Detektions-
kanidlen notwendig (sieche Abb. 7.3(a)). Mit Hilfe von Tangenten am ansteigenden Abschnitt der Fluores-
zenzantwort konnte der jeweilige Schnittpunkt mit der x-Achse bestimmt und als neuer Koordinatenur-
sprung verwendet werden. Bei groeren Anregungsleistungen trat in Abhingigkeit der Photoemissions-
raten eine Verschiebung des anfianglichen Anstiegs der Fluoreszenzantwort zu kiirzeren Zeiten auf (siche

Abb. 7.3(b)). Diese entsteht durch die groere molekulare Helligkeit der Fluorophore.
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- £
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0 10° : . : i i
10 ol 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
Kanadle t, (Ausschnitt) Kanéle t, (Ausschnitt)
(a) Gangunterschied der Detektionskanile (b) Leistungsabhingigkeit

Abbildung 7.3: Typischer Verlauf des Fluoreszenzzerfalls. (a) Tangenten zur Bestimmung des Gangunterschiedes
zwischen dem Detektionskanal der APD1 (rot) und APD2 (griin). (b) Linksverschiebung bei Erho-
hung der Anregungsleistung bei Anregung mit 470 nm: 1 pW (gelb), 5 uW (griin), 35 uW (blau).

7.2.2.5 Prozedur zur Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer

Da bei Ensemblemessungen an diffundierenden Molekiilen der Mittelwert iiber alle Molekiile gebildet
wird, setzt sich der Fluoreszenzzerfall additiv aus den einzelnen Komponenten zusammen. Im Falle eines

exponentiellen Zerfallsgesetzes gilt:
F(t) =Y Fjexp(—t/7). (7.4)
i

Fiir eine korrekte Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer sollte die Pulsbreite der Anregung sowie
der Abfall der Systemantwort (Instrument Response Function, IRF) kiirzer als der Fluoreszenzzerfall
selbst sein. Ist dies der Fall, geniigt zur Bestimmung der Zerfallskonstante ein sogenannter ,, Tailfit”. Er
entspricht einer exponentiellen Anpassung in der Region, bei der die IRF einen konstanten Wert hat bzw.

Null ist und keinen Einfluss auf den Verlauf der Fluoreszenzantwort hat.

Fiir schnelle Depopulationsprozesse ist jedoch die Beriicksichtigung der Abweichung der Impulsant-

wort von einer Deltafunktion von Bedeutung, denn die gemessene Intensitit N(z) ist das Ergebnis einer
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Faltung der IRF K (¢) mit der Fluoreszenzintensitét F (¢)[48]:
N(t) = /F(t — K (t)dr'. (7.5)

Im Experiment sind dies die Funktionen K(#;) und F(z), wobei #; die einzelnen Messkanile mit einer
Breite von A ¢ bezeichnet. Es gilt somit:

1=ty

N() =Y F(t—n)K(t) ot (7.6)
t=0

Fiir die Faltung und Anpassung wurde eine selbst geschriebene Routine (Igor 6.0, Wavemetrics) ver-
wendet. Dazu wurden die Parameter einer geeigneten Funktion F(¢) (siehe Gleichung 7.4) mit der expe-
rimentell bestimmten IRF gefaltet und durch eine rekursive Anndherung an die experimentellen Daten
bestimmt (siehe Abb. 7.4). Zur Anpassung wurde die Methode der kleinsten Fehlerquadrate verwendet
(Least-Square) [90]:

X = Z . IN(1r) = Ne(1)])* = Z [N (1) — Ne(2)]?

7.7
k sz k N(tk) ( )

Der zu minimalisierende Wert x2 ist die Summe der quadratischen Abweichungen zwischen der gemes-
senen Funktion N(z) und der Anpassungsfunktion N, (z), wobei fiir die Standardabweichung der Photo-

nenanzahl pro Kanal der Wert fiir eine Poisson-Verteilung, o, = /N (#), verwendet wurde.

Fluoreszenz / 35 ps

15 20 25 30
Zeit (ns)

Abbildung 7.4: Die Anpassungsfunktion (rot) unter Beriicksichtigung der Faltung des Fluoreszenzsignals (blau)
mit der IRF (schwarz) zur Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer. Dargestellt sind Daten des frei
diffundierenden Farbstoffs AlexaFluor 488 bei einer Anregung mit 1 uW bei 470 nm.

7.2.3 AlexaFluor 488

Die Fluoreszenzlebensdauer des freien, ungebundenen Fluorophors AlexaFluor 488 betrug in Pufferlo-
sung (4,040, 1) ns in Ubereinstimmung mit den Angaben des Herstellers von 4,1 ns. Es musste darauf
geachtet werden, dass die Bindungsstelle des Farbstoffes vollstindig hydrolysiert war und aus einer
konzentrierten Stamml6sung (> 1 mM) hergestellt wurde. Farbstoffmolekiile, die nicht vollstidig hy-
drolysiert waren, hatten eine geringere Fluoreszenzlebensdauer: Losungen, die frisch aus einer DMSO-

Stammldsung hergestellt wurden, wiesen eine Fluoreszenzlebensdauer von nur 2,8 ns auf.
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Bei gebundenen Farbstoffmolekiilen verkiirzte sich die Lebensdauer auf (3,9£0,1) ns (ATP-Lid) bzw.
(3,8£0,1) ns (AMP-Lid). Entsprechend Gleichung 4.13 betrug die Quantenausbeute nun 0,86 bzw. 0,84
(vgl. Tab. 7.2). Verantwortlich dafiir sind zusitzliche strahlungslose Uberginge vom angeregten Zustand

in den Grundzustand.

Die Rotationskorrelationszeiten der gebundenen Farbstoffe unterschieden sich deutlich vom freien Farb-
stoff, doch waren sie stets kleiner als 1 ns. Dies zeigt, dass die Beweglichkeit zwar eingeschrénkt, aber
nicht vollstandig verhindert ist. Dabei ist g fiir das am AMP-Lid gebundene Fluorophor im Vergleich
zum ATP-Lid fast doppelt so groB3. Die Ursache hierfiir kann sein, dass die Bindungsstelle am ATP in
einem sehr flexiblen Loop liegt, wihrend sich die Bindungsstelle am AMP-Lid innerhalb einer Helix
befindet (vgl. Abb. 6.9).

Unter Zugabe der Nukleotide ADP oder APsA, die das Gleichgewicht hin zum geschlossenen Zustand
verschieben, wurden nur geringfiigig erhdhte Werte von Q festgestellt. Die iberwiegende Population der
geschlossenen Konformation blieb auch ohne signifikanten Einfluss auf die Rotationskorrelationszeit
(siehe Tab. 7.2).

Die Fluoreszenzlebensdauer der Farbstoffe sowie die Anisotropie wiesen bis 30 uW keine Leistungsab-
hingigkeiten auf. Diese Werte fiir die Anisotropie sind mit Ref. [167] vergleichbar, in welcher fiir das
ungebundene AlexaFluor 488 eine Anisotropie von 0,018 und fiir den an DNA gebundenen Farbstoff

eine Anisotropie von 0,050 bestimmt wurde.

AlexaFluor 488 | 17 (ns) 0 \ r Tr( ns)
TRIS-Puffer
ungebunden | 4,00+0,02  0,8840,03 | 0,015+0,003 0,1540,03
AMP-Lid 3,84+0,02 0,84+0,03 | 0,078+0,005 0,9340,10
ATP-Lid 3,93+0,02  0,86+0,03 | 0,049+0,005 0,5540,05
4mM Ap5A, 2mM MgCl
AMP-Lid 3,9840,02 0,87+0,03 | 0,068+0,005 0,8240,08
ATP-Lid 3,90+0,02 0,85+0,03 | 0,05740,005 0,6540,06

Tabelle 7.2: Fluoreszenzlebensdauer 77, Quanteneffizienz Q, Rotationskorrelationszeit 7z und Anisotropie r des
freien und gebundenen Farbstoffs AlexaFluor 488 in TRIS-Puffer und in 4 mM APsA.

7.2.4 AlexaFluor 633

Ungebundene, frei diffundierende Molekiile von AlexaFluor 633 hatten bei vollstindig hydrolysierten
Bindungsstellen eine Fluoreszenzlebensdauer von (3,240, 1) ns, was den Herstellerangaben entspricht.
Im Unterschied zu AlexaFluor 488 wiesen gebundene Farbstoffmolekiile eine hohere Lebensdauer als
die ungebundenen auf, was eine ebenso erhohte Quanteneffizienz zur Folge hat (siehe Tab. 7.3). Dies
kann darauf zuriickzufiihren sein, dass der gebundene Farbstoff stirker vom Losungsmittel abgeschirmt
war. Die Lebensdauer am ATP-Lid mit (3,4+0,1) ns war dabei leicht geringer als am AMP-Lid mit
(3,5£0,1) ns (siehe Tab. 7.3).

Das Molekiil AlexaFluor 633 besitzt einen groleren hydrodynamischen Radius als AlexaFluor 488 und
zeigte daher auch eine Verlangsamung in der Rotation. Wihrend der am ATP-Lid gebundene Farbstoff
eine Rotationskorrelationszeit von unterhalb 1 ns aufwies, betrug diese am AMP-Lid mehr als 2 ns. Sie

verdeutlicht die hydrophoben Wechselwirkungen des im Vergleich zu AlexaFluor 488 gréeren Molekiils

—59 —



KAPITEL 7. PHOTOPHYSIK VON ALEXAFLUOR 488 UND ALEXAFLUOR 633

mit der Helix des AMP-Lids. Wiirde der Farbstoff aber vollstindig an der Adk haften, wiirde 7z im
Bereich von 14 — 18 ns liegen (siehe Abschnitt 6.10.4).

In Bezug zur Fluoreszenzlebensdauer des Donors von 3,9 ns betrug die mittlere Rotationskorrelationszeit
jedoch nur die Hilfte. Es konnte daher zu Einschriankungen beim Energietransfer kommen (siehe Ab-
schnitt 4.5.1), da die Verwendung des Wertes von 2/3 fiir den Orientierungsfaktor k2 eine im Vergleich
zur Fluoreszenzlebensdauer des Donors schnelle Rotation voraussetzt. Doch solange einer der beiden
Fluorophore diese Bedingung erfiillt, wire der Wert fiir k% mit 0,63 nur unwesentlich kleiner (siehe
Abschnitt 4.5.1). Da dies fiir AlexaFluor 488 erfiillt ist und AlexaFluor 633 in seiner Bewegungsfrei-
heit nicht vollstindig verhindert ist, kann eine Abweichung des Orientierungsfaktor 2/3 vernachléssigt

werden.

Bei Zugabe von Nukleotiden (APsA bzw. ADP), die eine geschlossene Konformation des Adk-Molekiils
begiinstigen, war die Lebensdauer sowie die Rotationskorrelationszeit der Farbstoffmolekiile nur gering-
fligig erhoht oder unverindert. Die Fluoreszenzlebensdauer der Farbstoffe sowie die Anisotropie wiesen

dabei bis 10 uW keine von der Anregungsleistung abhingigen Unterschiede auf.

AlexaFluor 633 | 17 (ns) 0 \ r x( ns)
TRIS-Puffer
ungebunden | 3,15+0,02  0,494+0,03 | 0,028+0,005 0,24+0,05
AMP-Lid 3,5240,02  0,554+0,03 | 0,154-0,005 2,2040,10
ATP-Lid 3,41£0,02  0,53+0,03 | 0,05620,005 0,560,05
10mM ADP, 10mM MgCl
AMP-Lid 3,56+0,02 0,55+0,03 | 0,1554+0,005 2,25+0,10
ATP-Lid 3,45+0,02  0,54+0,03 | 0,05040,005 0,49+0,05

Tabelle 7.3: Fluoreszenzlebensdauer 77, Quanteneffizienz Q, Rotationskorrelationszeit 7z und Anisotropie r des
freien und gebundenen Farbstoffes AlexaFluor 633 in Puffer und 10 mM Mg-ADP-Losung.

Zusammenfassung:

AlexaFluor 488 zeigte im gebundenen Zustand eine geringfiigig verringerte Fluoreszenzlebensdauer
bzw. Quantenausbeute. Die Rotationsfreiheit war kaum eingeschrinkt.

Die gebundenen Fluorophore des AlexaFluor 633 zeigten im Vergleich zum ungebundenen Farbstoff da-
gegen eine erhohte Quantenausbeute. Die Rotationsfreiheit am ATP-Lid war nur geringfiigig, am AMP-

Lid stirker eingeschrinkt.

7.3 Beidseitig markierte Adk-Molekiile

Zum Binden der Farbstoffe an die Cysteine der Adk-Mutante wurden jeweils in einem 15-fachen Uber-
schuss AlexaFluor 488 maleimide und AlexaFluor 633 maleimide hinzugefiigt. Beide Fluorophore kon-
kurrierten hierbei um die beiden Bindungsstellen am Enzym. Als Ergebnis entstanden Molekiile, die zwei
Donormolekiile, zwei Akzeptormolekiile oder ein Donor und ein Akzeptormolekiil jeweils am ATP-Lid

bzw. am AMP-Lid tragen konnten.
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Entsprechend der Prozedur, die zur Markierung der Adk verwendet wurde (siche Abschnitt 6.10), war
zu erwarten, dass beide Farbstoffe entsprechend der beiden Bindungsstellen gleichverteilt sind. Daraus
wiirde folgen, dass 50% der Molekiile beide Farbstoffe und jeweils 25% einen Farbstoff zweifach tragen.
Die Bindungseffizienz der Farbstoffe nach der Markierungsprozedur betrug 99 - 100% und das Verhiltnis
der gebundenen Farbstoffe AlexaFluor 488 und AlexaFluor 633 war 1:0,9.
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Abbildung 7.5: Absorptionsspektrum beidseitig markierter Adk direkt nach dem Markieren mit den Fluorophoren
(gelb), nach 2 Wochen unter O,-Atmosphére (rot), nach 12 Monaten unter N,-Atmosphére (griin).
Normiert wurde auf das Absorptionsmaximum von AlexaFluor 488, um die relativen Verhéltnisse
darzustellen.

Aus den Spektren in Abb. 7.5 ist ersichtlich, dass sich in Sauerstoff-gesittigten Pufferlosungen das Ver-
hiltnis zwischen Donor- und Akzeptormolekiilen infolge von Oxidationen schon nach wenigen Wochen
stark verdnderte. AlexaFluor 633 scheint fiir Oxidationsprozesse besonders anfillig zu sein. Infolgedes-

sen wurden fiir die Messungen die markierten Proben in mit Stickstoff geséttigten Losungen aufbewahrt.

In Abb. 7.6 sind die Absorptionsspektren der Farbstoffe an den Lids zusammen mit dem Absorptions-

spektrum einer zweifachmarkierten Probe dargestellt.

Fiir AlexaFluor 488 lag das Maximum der Absorption mit (497 + 1) nm zwischen den Maxima der
einfachmarkierten Proben (vgl. Tab. 7.1), so dass davon ausgegangen werden kann, dass weder das AMP-
noch das ATP-Lid als Bindungsstelle bevorzugt wird.

Die Lage des Absorptionsmaximums der S;-Bande von AlexaFluor 633 entsprach jedoch bei der zwei-

fachmarkierten Probe mit (631 £ 1) nm dem Maximum des am ATP-Lid gebundenen Farbstoffs. Auch

die Fluoreszenzlebensdauer von (3,42 4+ 0,02) ns stimmte mit den am ATP-Lid einzelmarkierten Proben
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Abbildung 7.6: Vergleich der Absorptionsspektren fiir AlexaFluor 488 (a) und AlexaFluor 633 (b) gebunden am
ATP-Lid (griin), AMP-Lid (gelb) und der mit beiden Farbstoffen an beiden Bindungsmoglichkeiten
markierten Adenylatkinase (blau).
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iberein. Es ldsst sich daher vermuten, dass dieses Fluorophor entweder eine schlechtere Bindungseffizi-
enz fiir das AMP-Lid besitzt oder an dieser Bindungstelle eine erhohte Wahrscheinlichkeit zur Oxidation

aufweist.

Diese Betrachtungen legen den Schluss nahe, dass sich bei FRET-Experimenten der Donor, AlexaFluor
488, iiberwiegend am AMP-Lid und der Akzeptor, AlexaFluor 633, am ATP-Lid befindet.

7.3.1 Forsterradius

Aus dem Emissionsspektrum des Donors Fp(A) und dem Absorptionsspektrum des Akzeptors €4(A)
kann nun das Uberlappungsintegral J(2) bestimmt werden. Es wurden hierfiir die vom Hersteller ange-

gebenen Spektren verwendet und entsprechend der experimentell ermittelten Maxima verschoben.

Fiir das Fluorophorenpaar AlexaFluor 488 am AMP-Lid (Qp = 0,84) und das AlexaFluor 633 am ATP-
Lid konnte fiir den Orientierungsfaktor k2 aufgrund der im Vergleich zur Fluoreszenzlebensdauer schnel-
leren Rotation der Wert 2/3 verwendet werden (siehe Abschnitt 4.5.2). Der Forsterradius R, berechnet
sich entsprechend den Gleichungen 4.22 und 4.24 und ist R‘SMP’ATP =48,7A.

Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, ist die Wahrscheinlichkeit, dass sich AlexaFluor 488 am ATP-
Lid (Qp = 0,86) und AlexaFluor 633 am AMP-Lid befindet, nur gering. Wird das Uberlappungsintegral
unter Beriicksichtigung der Lage der Absorptions- und Emissionsmaxima berechnet und fiir den Orien-
tierungsfaktor 2/3 verwendet, so betrigt RgTP’AMP = 48,2 A. Da die Rotationsfreiheit von AlexaFluor
633 am AMP-Lid eingeschrédnkt war, wire Ry im Grenzfall, dass sich das Dipolmoment relativ zu dem
des AlexaFluor 488 nicht mehr bewegt, um 2% kleiner (vgl. Abschnitt 4.5.1).

Zur Berechnung der Energietransfereffizienzen der Adk wird im Weiteren ein Forsterradius von 48,5 A

verwendet.

7.3.2 Intermolekulare Wechselwirkungen

Um zu liberpriifen, ob die in den Absorptionsspektren auftretenden transienten Aggregationen (vgl. Ab-
schnitt 7.1) eine Auswirkung auf die photophysikalischen Eigenschaften haben, wurden intermolekulare
Wechselwirkungen bei verschiedenen Konzentrationen untersucht. Eine sehr empfindliche Messgrofie

dafiir ist die Quantenausbeute bzw. Fluoreszenzlebensdauer.

Eine Untersuchung des intermolekularem Energietransfers ist aufgrund der groeren Reichweite von
besonderer Bedeutung. Daher wurde die Fluoreszenzlebensdauer von gebundenem AlexaFluor 488 bei
verschiedenen Konzentrationen von Adk-Molekiilen untersucht, die mit AlexaFluor 633 markiert waren.
Die Farbstoffe waren jeweils am ATP-Lid gebunden, da an dieser Bindungsstelle die transienten Ag-
gregationen der Adk-Molekiile am hédufigsten auftraten (vgl. Absorptionsspektren in Abb. 7.1). Die zur
Untersuchung verwendeten Konzentrationen lagen in einem fiir die Fluoreszenzspektroskopie relevanten

Bereich.

Die Ergebnisse zeigten im Konzentrationsbereich von bis zu 500 nM innerhalb der Fehlergrenzen keine
Verdnderung der Fluoreszenzlebensdauer (siehe Abb. 7.7). Damit schlieBen sich intermolekulare Wech-
selwirkungen, die die Fluoreszenzlebensdauer und die Quantenausbeute beeinflussen aus. Dieses Ergeb-

nis gilt auch fiir AlexaFluor 633.
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Abbildung 7.7: Fluoreszenzlebensdauer 77 von mit AlexaFluor 488 (griin) und AlexaFluor 633 (rot) einzelmar-
kierten Adk-Molekiilen (10 nM) bei unterschiedlichen Konzentrationen von einzelmarkierter Adk
mit gebundenem AlexaFluor 633 bzw. AlexaFluor 488. Die Fluorophore befinden sich jeweils am
ATP-Lid.

Zusammenfassung:

Bei zweifachmarkierten Adk-Molekiilen gibt es einen hohen Anteil von Molekiilen ohne einen fluores-
zenten Akzeptorfluorophor. Dies kann an unterschiedlichen Bindungseffizienzen des Akzeptors beziig-
lich der Bindungsstellen liegen, wird aber vorwiegend durch eine starke Reduktion der photochemischen
Lebensdauer durch geldsten Sauerstoff hervorgerufen.

Ein Vergleich der photophysikalischen Eigenschaften mit einfachmarkierten Adk-Molekiilen weist wei-
terhin auf eine hohe Wahrscheinlichkeit hin, dass AlexaFluor 488 am AMP und AlexaFluor 633 am
ATP-Lid gebunden ist. Der Forsterradius fiir den Energietransfer betrégt (48,5+0,5) A.

Des Weiteren konnten intermolekulare Wechselwirkungen, die die Quantenausbeute beeinflussen, fiir

den Konzentrationsbereich von bis zu 500 nM ausgeschlossen werden

7.4 Triplettdynamik und Fluoreszenzsittigung

Die Voraussetzung fiir die Durchfithrung von Einzelmolekiilexperimenten ist ein moglichst grofes Signal-
Rausch-Verhiltnis des Fluoreszenzsignals (siche Abschnitt 3.5). Dieses ist jedoch von der Anregungs-
leistung abhingig, so dass zur Bestimmung der optimalen Anregungsintensitit die Kenntnis des Sitti-
gungsverhaltens der Fluorophore wichtig ist. Die Sattigungseigenschaften der Farbstoffe und die damit
verbundenen Ubergangsraten zwischen Singulett und Triplettzustinden sollen in diesem Abschnitt in

Abhingigkeit von den Bindungsstellen der Fluorophore untersucht werden.

Die einfachste Methode ist die Bestimmung der Sittigungsintensitit aus der Abhingigkeit zwischen
Fluoreszenzemission und der Anregungsleistung. Entsprechend Gleichung 4.15 kénnen daraus die Sét-

tigungsintensitit sowie das Verhiltnis der Raten k;s. und k5. ermittelt werden.

Diese Methode ist jedoch eher fiir Ensemblemessungen und unempfindlichere Detektoren geeignet. Bei
Messungen am konfokalen Setup treten bei der Bestimmung der Fluoreszenzemission Schwierigkeiten

auf. Eine Bestimmung der molekularen Helligkeit aus der Amplitude der Korrelationsfunktionen entspre-
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chend Gleichung 5.13 ist nicht mehr méglich, da die Amplitude ebenfalls durch die Séttigung beeinflusst
ist [32].

Bei hohen Anregungsraten ist die mittlere Fluoreszenzintensitit aufgrund des erhohten Hintergrundsi-
gnals und der - um Sittigungseffekte der Detektoren zu vermeiden - benétigten geringen Molekiilkon-
zentrationen nur schwer zuverlédssig zu bestimmen. Zudem konnen auftretende Konzentrationsschwan-

kungen z.B. durch Adsorptionen nicht erkannt werden.

Da eine Bestimmung von charakteristischen Zeiten gegeniiber Messfehlern robuster ist, wurden die Sét-
tigungsintensitidten aus der Abhéngigkeit der Triplettraten von der Anregungsrate berechnet (vgl. Ab-
schnitt 5.3.3).

7.4.1 Durchfiihrung der Experimente

Fiir diese Experimente wurden Messungen an gelosten Farbstoffmolekiilen oder Farbstoff-markierten
Adk-Molekiilen bei unterschiedlichen Anregungsleistungen durchgefiihrt (vgl. Abb. 5.1(a)). Die Kon-
zentration der Molekiile wurde jeweils so eingestellt, dass sich im Mittel ein Molekiil im Fokus befand.
Die entstehenden Zeitspuren des Fluoreszenzsignals der durch den Laserfokus diffundierenden Molekiile
wurden korreliert (sieche Abschnitt 5.2.2).

Hierfiir wurden Kreuzkorrelationsfunktionen des Signals nach Auftrennung mit einem 50/50-Strahlteiler
berechnet (siehe Abschnitt 5.3.1). Um moglichst glatte Korrelationskurven zu erhalten, betrug die Mess-

dauer pro Anregungsrate jeweils 15 - 30 min.

Werden die Korrelationsfunktionen entsprechend der Gleichung 5.17 gefittet, kann die Triplettrate aus
kr =1 ! und der Anteil der Molekiile T, die sich im Triplettzustand befinden, in Abhingigkeit von den
Anregungsraten bestimmt werden. Die Parameter wurden hierbei iiber Fitroutinen von Igor 6.0 unter

Verwendung des Marquardt-Levenberg Algorithmus bestimmt.

In den Anpassungsfunktionen wurde entsprechen Gleichung 5.16 bei 488 nm fiir den Diffusionsterm
ein zusitzlicher Parameter 8 von 0,83 bzw. fiir 633 nm von 0,9 verwendet. Dies war notwendig, da die
Fokussierung auf die aktive Detektoroberfliche nur bedingt der Funktion einer Lochblende entspricht
und daher die Bedingungen fiir ein konfokales Volumenelement nicht vollstéindig erfiillt wurden. Dies
hat besonderen Einfluss auf den diffusiven Abfall von Korrelationsfunktionen mit kleinen Amplituden.
Bei der Anregung bei 633 nm sind aufgrund des groferen Fokusvolumens die Bedingungen besser erfiillt

und daher liegt B néher an eins.

Zur Bestimmung der ISC-Rate und der rISC-Rate wurde der Zusammenhang von Gleichung 4.6 ver-
wendet. Die Anregungsrate ky; wird iiber die Gleichung 4.3 berechnet und betrégt fiir AlexaFluor 488,
das bei Anregung mit 488 nm entsprechend Gleichung 4.5 einen Absorptionsquerschnitt von oy =
2,71 -10'%cm~2 besitzt, 606 kHz uW~!. Diese theoretisch berechnete Rate wurde in der erfolgten
Anpassung unter Verwendung eines zusitzlichen Faktors korrigiert. Die Rate k¢ entspricht der Inverse
der natiirlichen Lebensdauer und ist 2,18 -10% s~/ (vgl. Abschnitt 7.2).

Der Absorptionsquerschnitt von AlexaFluor 633 betriigt bei 633 nm 3,82 - 10~ '°cm™2 und die Anre-
gungsrate ko; = 788 kHz pW‘l. Die Rate kjq ist 1,56- 108 s~ .
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7.4.2 Simulationen

Um die Zuverldssigkeit der Anpassungsfunktion von Gleichung 5.17 zu untersuchen, wurden zunichst
MC-Simulationen diffundierender Fluorophore mit Triplettkinetik durchgefiihrt (siehe dazu auch Ab-
schnitt 6.12).
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Abbildung 7.8: MC-Simulationen diffundierender Fluorophore mit Triplett-Kinetik bei unterschiedlichen Diffus-
ionszeiten (a,b) und bei unterschiedlichen Triplettraten (c,d). Es sind die normierten Korrelations-
funktionen (a,c) und die durch die Anpassungsfunktion erhaltenen Werte (b,d) fiir den Triplettanteil
(schwarz) und die Triplettrate (grau) dargestellt.

Die Graphen in Abb. 7.8(a,b) zeigen, dass eine Bestimmung der Triplettrate sowie des Triplettanteils
unabhingig vom diffusiven Abfall sehr gut moglich ist. Dies gilt sofern die Diffusionzeit ldnger ist als

die Zeit im Triplettzustand und der Triplettanteil nicht zu gering ist (>10%).

Bei schnellen Raten ist der Triplettanteil jedoch nicht mehr genau bestimmbar (siche Abb. 7.8 (c.d)).
Dies liegt an der durch die Zihlkarte diktierten Zeitauflosung von 100 ns, die bei schnellen Raten ver-
hindert, dass das Plateau bei kurzen Zeiten erreicht wird. Wird fiir die Simulationen unter Beibehaltung
der Raten eine bessere Zeitauflosung gewihlt, tritt dieser Effekt nicht auf. Bei experimentell gewonne-
nen Korrelationsfunktionen kommt hinzu, dass gerade der Zeitbereich bis 1 pus aufgrund der schlechten
Photonenstatistik besonders groes Rauschen aufweist. Dies kann zur Folge haben, dass bei leistungs-
abhingigen Messungen der Triplettanteil schon bei geringeren Anregungsraten ein Séttigungsverhalten
zeigt. Eine Bestimmung der Zeitkonstanten der Korrelationsfunktion ist jedoch weitestgehend unabhin-
gig von Einfliissen, die sich auf die Amplitude der Kurve auswirken. Sollen nun die ISC-Raten der

Triplettdynamik bestimmt werden, ist der geeignete Messparameter daher die Triplettrate k.
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7.4.3 AlexaFluor 488

In Abb. 7.9 sind die Korrelationsfunktionen des Fluoreszenzsignals von AlexaFluor 488 an den beiden

unterschiedlichen Bindungsstellen im Vergleich zum freien, ungebundenen Farbstoff dargestellt.

I und

Der gebundene Farbstoff AlexaFluor 488 besitzt einen Diffusionskoeffizienten von 91,6 um?s~
sollte daher entsprechend Gleichung 5.12 eine um 2,4-fach ldngere Aufenthaltsdauer im Fokus besitzen
(vgl. Tab. 7.2).

FCS-Experimente ergaben jedoch bei einer Anregungsleistung von 10 yW mit dem 488 nm-Dauerstrich-
laser eine scheinbare Diffusionszeit des Adk-Molekiils, die im Groflenbereich des freien Farbstoffes lag.
Die Diffusionszeit des ungebundenen Fluorophors betrug (45+1) ps, die Diffusionszeit fiir den Farbstoff
am ATP-Lid des Adk-Molekiils (55+1) us und gebunden an das AMP-Lid (61+£1) ps.

Die Ursache fiir dieses Verhalten ist unklar, es kann aber unter Umstéinden durch einen Ubergang in einen
(reversiblen) nichtfluoreszenten Zustand wihrend des Aufenthalts im Laserfokus verursacht sein (siehe

dazu Abschnitt 4.3.3).
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Abbildung 7.9: Normierte Korrelationsfunktionen bei 10 uW (a), 100 uW (b) und 500 uW (c) zeigen das von der
Bindungsstelle unabhingige Sattigungsverhalten von AlexaFluor 488, ungebunden (rot), gebunden
an das ATP-Lid (griin) und AMP-Lid (gelb), bei Anregung mit dem 488 nm- Dauerstrichlaser.
Deutlich ist bei 100 uW und 500 pW die Komponente der Triplett-Dynamik (7)) vom diffusiven
Anteil (D) zu unterscheiden.

Wird die Anregungsleistung von 10 uW auf 100 uW erhoht, vergroBert sich die Diffusionszeit aufgrund
des durch die Sittigung abgeflachten Detektionsvolumens (siehe Abschnitt 7.4). Dabei bleibt das Ver-
hiltnis der Diffusionszeiten fiir AlexaFluor 488, gebunden am ATP, zu AlexaFluor 488, gebunden am
AMP-Lid, bestehen. Dieses Ergebnis ist ein erstes Indiz dafiir, dass das Sittigungsverhalten von Alexa-
Fluor 488 nicht von der Bindungsstelle abhédngt. Der einzige Unterschied ist der, dass die Fluoreszenz-
ausbeute am AMP-Lid im Vergleich zu dem ATP-Lid um ca. 5% verringert ist. Dies liegt jedoch an
dem erhohten Anteil von nichtstrahlenden Ubergiingen vom S;-Zustand in den Grundzustand bei der
Bindung am AMP-Lid, was auch durch die um 3% verkiirzte Fluoreszenzlebensdauer verdeutlicht wird
(siche Abschnitt 7.2).

Die Abb. 7.10 zeigt die Abhéngigkeit der Triplettraten von der Anregungsrate. Da es sehr schwer moglich
ist, Anregungsraten theoretisch genau zu bestimmen, wurde in der Anpassungsfunktion der Triplettraten
von Gleichung 5.18 ein zusétzlicher Korrekturfaktor zu der im Abschnitt 7.4.1 berechneten Umrechnung
der Laserleistung eingefiihrt. Dieser betrug fiir den 488 nm-Laser 2,5. Somit entspricht die Anregungs-
leistung von 1 pW einer Anregungsrate von 1,52 MHz.

Aus dem leistungsabhingigen Verlauf der Triplettraten konnten nun die Raten k;s und k. bestimmt

und mit Hilfe der Gleichung 4.15 die Séttigungsrate berechnet werden (siehe Tab. 7.4). Langsame Raten
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7.4. TRIPLETTDYNAMIK UND FLUORESZENZSATTIGUNG

bei kleinen Triplettanteilen traten bis zu Anregungsleistungen von 40 uW auf und wurden aufgrund der
groflen Unsicherheiten ihrer Bestimmung ausgeschlossen (vgl. Abb. 7.9(a)). Die Ergebnisse von Tab. 7.4
sind mit den Raten des Fluorophors Rhodamin 110 mit k;;. = 201 kHz und k,;5c = 500 kHz vergleichbar
[102].

400} 2
¥ 300}
=
-3
X 200
100F
0 400 800 1200 1600

kq;(MHz)

Abbildung 7.10: Die Triplettrate von AlexaFluor 488 als ungebundener Farbstoff (rot) sowie gebunden am ATP-Lid
(griin) und AMP-Lid (gelb) in Abhéngigkeit von der Anregungsrate. Die Fehlerbalken entspre-
chen den Unsicherheiten bei der Bestimmung der Parameter aus den Korrelationsfunktionen. Die
durchgezogenen Linien stellen Anpassungsfunktionen entsprechend der Gleichung 5.18 dar, die
die Raten von Tab. 7.4 enthalten.

Die reversible ISC-Rate k,;;. des ungebundenen Farbstoffes stimmt mit der des gebundenen iiberein.
Das bedeutet, dass die Triplettlebensdauer von AlexaFluor 488 unabhingig vom Bindungszustand des
Fluorophors ist. Sie betrigt (4,1£0,2) ps.

Die Raten fiir die Uberginge in den Triplettzustand sind bei den gebundenen Farbstoffen leicht verrin-
gert. Die Unterschiede sind jedoch so gering, dass die Sattigungsintensitdten kaum voneinander abwei-
chen. Sie befinden sich sich zwischen 74 und 81 pW. Die Sittigungsintensitét fiir AlexaFluor 488 ohne
Besetzung der Triplettzustiande, d.h. fiir den Fall kg, = kyq ist 143 uW (vgl. Gleichung 4.15).

AlexaFluor 488 | kise(kHz)  kyiekHz) | 77 () ksat(MHz)  Liq (uW)
ungebunden | 234420  251+10 | 40402  113+10  74+5
AMP-Lid 204420 242420 | 4,1 £04  1184+10 7845
ATP-Lid 185420 243410 | 41402  123+10 8145

Tabelle 7.4: ISC- und rISC-Raten sowie die berechnete Triplettlebensdauer 77, Sittigungsrate kg, und Séttigungs-
intensitét Iy, fiir AlexaFluor 488 ungebunden und gebunden am AMP- bzw. ATP-Lid.

7.4.4 AlexaFluor 633

Fiir AlexaFluor 633 standen ein Dauerstrichlaser mit 633 nm und ein gepulster 635 nm-Laser zur Anre-
gung zur Verfiigung. Die Diffusionszeit bei einer Anregung von 2 uW betrigt fiir das freie, ungebundene
Farbstoffmolekiil 91 ps. Ist es an das ATP-Lid der Adk gebunden, erhoht sich 7p auf 160 ps. Dieser Wert
entspricht in etwa der kleineren Diffusionskonstante der Adk. Das Verhiltnis der Diffusionszeit des frei-
en AlexaFluor 633 (D = 135 (um)?/s) zur Adenylatkinase betrigt 1,6 (vgl. Abschnitt 6.10.4). Bei dem an
das AMP-Lid gebundenen Farbstoff betrigt die Diffusionskonstante 260 us und ist damit deutlich hoher
als erwartet. Dies kann einerseits an Aggregationen, andererseits aber auch an Sittigungseffekten liegen,

da beim AMP-Lid auch schon bei niedrigen Anregungsleistungen Triplettanteile auftraten.
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7.4.4.1 Anregung mit HeNe-Laser, 633 nm

Bereits bei einer Anregung von 2 uW bis 10 uW zeichnet sich bei der Korrelationsfunktion am AMP-Lid
gebundener Farbstoffe ein beginnender Triplettterm ab. Bei hoheren Anregungsleistungen ist, wie in den
Korrelationsfunktionen in Abb. 7.11 ersichtlich, auch der Triplettterm am ATP-Lid im Vergleich zum
ungebundenen Farbstoft erhoht. Diese Unterschiede sind auch im Bereich der Fluoreszenzsattigung zu

erkennen und deuten auf eine von der Bindung abhédngige Triplettrate hin.

Zur Bestimmung der leistungsabhédngigen Triplettraten wurden Korrelationsfunktionen ab einer Anre-
gungsleistung von 10 uW verwendet. Der Faktor zur Korrektur der Anregungsrate betrug 1,76. Somit
entspricht die Anregungsleistung von 1 uW einer Anregungsrate von 1,32 MHz. Die Ergebnisse von
Tab. 7.5 sind denen des Farbstoffs Atto 565 mit kje = 5,6-10° s™! und ks = 1,7 - 10° s~! idhnlich
[172].

1.8."\__ 18\

= _ 1.6} \ _ 16
5 5 5 :
1.4f O q4f O q4f
1.2} T \ 120 \ ]
1.0 — 1.0 | 1.0 . . L
- 4 -2 g 4 2 g 4 2
10 10 10 10 10 10 10 10 10
Zeit (s) Zeit (s) Zeit (s)
(a) (b) ©)

Abbildung 7.11: Normierte Korrelationsfunktionen von AlexaFluor 633 ungebunden (rot), sowie gebunden am
ATP-Lid (griin) und AMP-Lid (gelb) bei 10 uW (a), 50 uW (b) und 500 uW (c) bei Anregung
mit dem HeNe- Laser (633 nm).

Aus den Ergebnissen der leistungsabhdngigen Bestimmung der Triplettraten ist erkennbar, dass die re-
versible ISC-Rate des Farbstoffs am AMP-Lid mit 177 kHz tatséchlich im Vergleich zum ungebundenen
Farbstoff (208 kHz) und am ATP-Lid gebundenen Farbstoff (206 kHz) kleiner ist. Diese Rate entspricht
einer Triplettlebensdauer von 5,6 us und bestimmt den auch schon bei niedrigen Leistungen aufgetre-
tenen Unterschied des Triplettterms. Vergleichsweise betrigt die Triplettlebensdauer des ungebundenen
bzw. am ATP-Lid gebundenen Farbstoffs 4,9 ps.
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Abbildung 7.12: Triplettanteil von AlexaFluor 633 in Abhingigkeit von der Anregungsrate bei kontinuierlicher (a)
und gepulster Anregung (b) fiir den ungebundenen Farbstoff (rot), sowie gebunden am ATP-Lid
(griin) und am AMP-Lid (gelb). Die durchgezogenen Linien sind Anpassungsfunktionen entspre-
chend der Gleichung 5.18 und den Parametern von Tab. 7.5.
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Die ISC-Raten in den Triplettzustand sind bei den gebundenen Farbstoffen im Vergleich zum ungebun-
denen Farbstoff kleiner (siehe Abb. 7.12 und Tab. 7.5). Die Sittigungsintensitdten der Farbstoffe liegen

im Bereich von 35 uW. Bei reiner Singulettséttigung, ks, = k19, wiirden sie entsprechend Gleichung 4.15

112 uyW betragen.
AlexaFluor 633 | kise(kHz)  kyige(kHz) | 77 (us)  ksat(MHz) Lo (W)

Dauerstrichlaser
ungebunden 525430 208+20 | 4,84+0,4 4445 3245
AMP-Lid 399430 177420 | 5,6+0,5 4845 3545
ATP-Lid 450+30 206+20 | 4,9+0,4 4945 3545

gepulster Laser
ungebunden 300+£30 19510 | 5,2+0,4 6145 4445
AMP-Lid 273430 124+10 | 8,1+0,5 4945 3545
ATP-Lid 250430 139+10 | 7,2+0,5 56+5 4045

Tabelle 7.5: ISC- und rISC-Raten sowie die berechnete Triplettlebensdauer 77, Sittigungsrate kg,; und Séttigungs-
intensitét I, fir AlexaFluor 633 ungebunden und gebunden am AMP- bzw. ATP-Lid. Ergebnisse fiir
eine kontinentierliche und gepulste Anregung.

7.4.4.2 Gepulste Anregung

Die Messungen wurden bei Anregung mit einem gepulsten Laser bei einer Frequenz von 40 MHz und
einer Pulsbreite von 0,5 ns wiederholt. Die Ergebnisse in Abb. 7.12 zeigen bereits im Triplettanteil einen

deutlichen Unterschied.
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Abbildung 7.13: Normierte Korrelationsfunktionen von AlexaFluor 633 am ATP-Lid nach kontinuierlicher (griin)
und gepulster (blau) Anregung bei einer mittleren Anregungsintensitit von 50 uW. Die gestrichel-
ten Linien zeigen den Amplitudenunterschied des Triplettterms.

Dies liegt daran, dass wihrend des Pulses mit viel groferen Leistungen angeregt wird und somit die
Wahrscheinlichkeit der Anregung von hoheren Singulett- und Triplettzustdnden groBer als bei kontinu-
ierlicher Anregung ist. Befindet sich das Molekiil in einem 7;,-Zustand, kann es in den 7;-Zustand oder
aber zum S;-Zustand {ibergehen [62, 146, 51]. Wird ersteres favorisiert, verldngert sich die Triplettle-
bensdauer, bei letzterem ist sie verkiirzt.

Werden aus Abb. 7.12(b) die Raten bestimmt, so ist eine verringerte reversible ISC-Rate erkennbar. Sie
wird durch die Uberginge 7,, — S verursacht. Fiir AlexaFluor 633 am ATP-Lid bzw. AMP-Lid betriigt
die Triplettlebensdauer ca. 150% im Vergleich zur kontinuierlichen Anregung (siehe Tab. 7.5). Bei freiem

Farbstoff ist sie nur geringfiigig erhoht.
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Die ISC-Raten sind ebenso verringert. Es bedeutet, dass die Molekiile in hoher angeregten S,-Zustidnden
eine geringere Wahrscheinlichkeit fiir einen Ubergang einen Triplettzustand T;, besitzen. Dies wirkt sich
in der leichten Erhohung der Séttigungsintensitidt aus und wird durch die kleinere Amplitude des Tri-
plettterms bestitigt (sieche Abb. 7.11). Befinden sich die Fluorophore in der Sattigung tritt in den Korre-

lationsfunktionen nach gepulster Anregung ein bis zu 50% verringerter Triplettanteil auf.

7.4.5 Triplettdynamik und Energietransfer

Enthalten die Molekiile einen Donor und einen Akzeptor, entstehen neue Moglichkeiten fiir elektronische
Ubergiinge (sieche Abb. 4.3 und Abschnitt 4.5).

In Abb. 7.14 sind die Kreuzkorrelationsfunktionen der Fluoreszenz von AlexaFluor 488 und AlexaFluor
633 dargestellt. Die Versuche wurden unter Zugabe des Inhibitors (4 mM APsA, 2 mM MgCl,) durch-
gefiihrt, da die geschlossene Konformation der Adk den relativen Abstand zwischen den Fluorophoren

verkleinert und somit die Wechselwirkungswahrscheinlichkeit der Farbstoffe erhoht.

Eine Kreuzkorrelation zweier Intensititssignale enthélt Informationen beziiglich gleichgerichteter oder
entgegengesetzter Anderungen. Diese spiegeln sich in der Amplitude und den Zeitbereichen der Kurve

wieder (siehe dazu Abschnitt 5.3).

Geht der Donor in einen Triplettzustand iiber, findet kein Energietransfer mehr statt und der Akzeptor
zeigt withrend dieser Zeit keine Fluoreszenz. Es handelt sich hierbei um eine kollektive Anderung, die

jedoch unabhiingig von der Triplettdynamik des Akzeptors ist.

Die Kreuzkorrelationskurve mit zusitzlicher Akzeptoranregung zeigt jedoch, dass sich bei einer Erho-
hung der Anregungsrate des Akzeptors ein Korrelationsterm im Zeitbereich der Triplettdynamik ausbil-
det. Dies ist ein Indiz fiir die im Abschnitt 4.5.3 beschriebene Singulett-Triplett-Annihilation, bei der die
Fluoreszenz des Donors durch einen Ubergang des Akzeptors in einen hoher angeregten Triplettzustand
gequencht wird. Dies hat zur Folge, dass der Donor - solange sich der Akzeptor im ersten angeregten

Triplettzustand befindet - ebenso keine Photonen emittiert.

Die Abstandsabhingigkeit dieses Prozesses wird daran deutlich, dass beim Apoenzym mit einem im
Mittel geringeren Abstand der Fluorophore der Triplettanteil nur 12% im Vergleich zu 22% des Inhibitor-

gebundenen Enzyms betrigt (weitere Informationen zu den mittleren Abstinden siehe Abschnitt 8.2.3).
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Abbildung 7.14: Normierte Kreuzkorrelationsfunktionen zweitachmarkierter Adk mit gebundenen Inhibitor bei ei-
ner Anregung des Donors mit 30 uW (488 nm) ohne (blau) bzw. mit (rot) zusitzlicher Anregung
des Akzeptors mit 10 uW (gepulst, 635 nm).
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7.5. SPEKTRALE FLUKTUATIONEN VON ALEXAFLUOR 488

Zusammenfassung:

Die Sittigungseigenschaften von AlexaFluor 488 unterscheiden sich von denen des AlexaFluor 633.
Fiir AlexaFluor 488 betrigt die Sittigungsintensitét fiir die gebundenen Farbstoffe 80 uW. Sie ist im
Vergleich zum ungebundenen Farbstoff aufgrund der kleineren ISC-Raten um 5 uW grof3er.

Ist AlexaFluor 633 gebunden, zeigt im Vergleich zu dem freien Farbstoff ebenfalls eine kleinere ISC-
Raten. Ein gleichzeitiger Anstieg der Triplettlebensdauer bewirkt jedoch eine mit dem gebundenen Farb-
stoff vergleichbare Sittigungsintensitit von 35 uW. Bei Anregung mit dem gepulsten Laser ist die Sétti-
gung geringfiigig verringert, die Sittigungsintensitiit betragen entsprechend der Bindungszustiande zwi-
schen 35 und 44 pW.

Bei zweifachmarkierten Adk-Molekiilen beeinflusst die Triplettkinetik des Akzeptors den Donor, so dass
der Donor ein stiarkeres Sittigungsverhalten aufweist. Der Vorteil der Singulett-Triplett-Annihilation
liegt in den kollektiven Ubergiingen in einen Dunkelzustand, wenn einer der beiden Farbstoffe in den
Triplettzustand geht. Dies erlaubt die Berechnung der Energietransfereffizienzen aus zeitlich integrierten

der Fluoreszenzsignalen.

7.5 Spektrale Fluktuationen von AlexaFluor 488

Spektrale Fluktuationen des Emissionslichts sind fiir die Bestimmung einer zeitlichen Anderung des
Energietransfers zwischen einem Donor- und einem Akzeptormolekiil sehr hinderlich, wenn sie auf der

gleichen Zeitskala wie die zu beobachtende Dynamik stattfinden (siehe Abschnitt 4.4.1).

Um die Emission des Donormolekiils AlexaFluor 488 hinsichtlich spektraler Fluktuationen zu untersu-
chen, wurde das Fluoreszenzlicht von einzelnen, auf dem Deckglas immobilisierten und nur mit dem
Donor markierten Adk-Molekiilen spektral aufgetrennt. Die Immobilisierung erfolgte iiber das Hisg-Tag
der Adenylatkinase (siche Abb. 5.1(b) und Abschnitt 6.11).

Zur spektralen Auftrennung wurde zusitzlich zum Bandpassfilter ein Strahlteiler (dexr520, Chroma)

bei 520 nm verwendet. Diese Wellenldnge ist besonders gut geeignet, da das Emissionsmaximum bei
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Abbildung 7.15: Transmissionseigenschaften der beiden Detektionskanile.
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520 nm liegt und somit jede spektrale Fluktuation das Emissionsmaximum in den einen oder anderen

Detektionskanal verschiebt.

Nach der Korrektur der Verluste der Donoremission beziiglich der verwendeten Filter und Strahlteiler
sowie der Quanteneffizienz der Detektoren, betrdgt das Verhéltnis der Intensititen der Detektionskanile
Fs00-520/Fs20—-570 = 0,6 (siche Abb. 7.15). Eine Kreuzkorrelation beider Kanile sollte Auskunft iiber
etwaige spektrale Anderungen geben, die z.B. mit Konformationsinderungen der Adk einhergehen kon-
nen. Kennzeichen dafiir ist stets ein antikorrelierter Kurvenverlauf. Schwankungen, die nur in einem

Kanal auftreten, sind in den Korrelationsfunktionen nicht sichtbar.

In Abb. 7.16(a) ist die spektral aufgetrennte Fluoreszenz eines Fluorophors dargestellt. Da die zugehorige
Kreuzkorrelation in Abb. 7.16(b) keinen antikorrelierten Term aufweist, konnen zeitlich periodische Er-
eignisse spektraler Fluktuationen ausgeschlossen werden. Alle der insgesamt 20 untersuchten Zeitspuren

zeigten das gleiche Ergebnis.
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Abbildung 7.16: Die Photoemission eines einzelnen Farbstoffmolekiils AlexaFluor 488 bei Anregung mit 2 uW bei
488 nm bis zum Photobleichen (bei 130 ms) unter spektraler Trennung des Fluoreszenzsignals
(a). Die Ankunftszeiten der detektierten Photonen im Bereich von 500 - 520 nm (hellgriin) wur-
de anschliefend mit denen vom langwelligen Bereich (520 - 570 nm) korreliert. Die normierte
Kreuzkorrelation beider Detektionskanéle (b) zeigt kein antikorreliertes Verhalten.

Zusammenfassung:

Das Fluoreszenzsignal des gebundenem AlexaFluor 488 wurde hinsichtlich moglicher spektraler Fluk-
tuationen untersucht. Die Ergebnisse von Messungen an einzelnen Molekiilen zeigen, dass auftretende

Schwankungen mit einer charakteristischen Zeit von mehr als 10 us ausgeschlossen werden kdnnen

7.6 Photostabilitit

Zur Untersuchung der Photostabilitdt der verwendeten Fluorophore wurden aufgrund der lingeren Be-
obachtungszeit Messungen an immobilisierten Molekiilen durchgefiihrt. Im Folgenden wird das Fluo-
reszenzsignal einzelner Molekiile beziiglich auftretender Fluktuationen untersucht und der Einfluss des
Inhibitors APsA bzw. des Substrats ADP beschrieben.
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7.6. PHOTOSTABILITAT

7.6.1 Photonenrauschen und die Analyse von Dunkelzustinden

Die Zeitspuren der Fluoreszenz einzelner Farbstoffe des Adk-Molekiils ohne gebundene Substrate (Apo-
enzym) zeigen in der Regel Fluktuationen, die auf die Poisson-Verteilung der Photonen zuriickgefiihrt

werden konnen (siehe auch Abschnitt 3.5 und 6.8).

In Abb. 7.17 sind Zeitspuren der beiden gebundenen Fluorophore bei unterschiedlichen Photonenemis-
sionsraten dargestellt. Die Fluktuationsbreiten der experimentell gewonnenen Daten stimmen mit si-
mulierten Zeitspuren, die entsprechend der Poisson-Statistik verrauscht wurden, tiberein. Des Weiteren
traten aber auch zusitzliche Fluktuationen nichtfluoreszenter Zustinde auf, deren Charakteristika in den

folgenden Kapiteln untersucht werden sollen.
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Abbildung 7.17: Vergleich der Fluoreszenzfluktuationen immobilisierter Molekiile des AlexaFluor 488 (griin) und
AlexaFluor 633 (rot) im Vergleich mit einer Poisson-verrauschten Zeitspur gleicher mittlerer In-
tensitit (schwarz). Die dazugehorigen Histogramme (jeweils rechts) zeigen eine Ubereinstimmung
in der durch GaufBfunktionen bestimmten Verteilungsbreite. Die Anregungsleistungen betrugen fiir
AlexaFluor 488 10 W und fiir AlexaFluor 633 1 uW.

Zur Bestimmung der Zeiten, in denen sich das Molekiil im fluoreszenten oder im nichtfluoreszenten
Zustand befindet, wurde von einzelnen immobilisierten Fluorophoren der zeitliche Verlauf der Fluores-
zenz bis zum Photobleichen aufgenommen. Zur Auswertung der Zeitspuren wurde zunichst das Plateau
des fluoreszenten Zustands F des jeweiligen Molekiils bestimmt. Fillt das Fluoreszenzsignal unter die
Schwelle der doppelten Standardabweichung F — 2V'F, wird ein Ubergang in den Dunkelzustand ,,de-
tektiert”. Diese Schwelle wurde gewihlt, da fiir diesen Wert die Wahrscheinlichkeit, dass es sich um ein
zufdlliges Ereignis entsprechend der Poisson-Verteilung handelt, nur 5% betrigt. Trotzdem kann nicht
ausgeschlossen werden, dass auch andere Ereignisse, wie z.B. Triplettzustinde oder Fluktuationen des

Photonenrauschens, mit einflieBen.

Die Histogramme der Lebenszeiten der Zustinde wurden entsprechend Gleichung 4.17 mit einem Po-
tenzgesetz gefittet (Marquardt-Levenberg Algorithmus, Fitroutine von Igor 6.0) und der Exponent be-
stimmt. Um die Anregung von AlexaFluor 488 mit dem 470 nm-Laser und dem 488 nm-Laser verglei-

chen zu konnen, wurde fiir 470 nm die Laserleistung verdoppelt (siehe auch Abschnitt 6.7).
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7.6.2 AlexaFluor 488 an Apo-Adk

In Abb. 7.18(a) wird eine Zeitspur der detektierten Fluoreszenzphotonen gezeigt. Deutlich sind neben

dem irreversiblen Bleichen und dem Poisson-Rauschen die kurzen Dunkelzustinde zu erkennen.

Im Schnitt zeigte nur jede zweite Zeitspur einen erkennbaren Dunkelzustand, was auf eine hohe Photo-
stabilitédt der Farbstoffe hinweist. Doch kann aufgrund der fehlenden langen Dunkelzeiten auch vermutet
werden, dass die Uberginge in den nichtfluoreszenten Zustand vorhanden, die Verweilzeiten aber meist

kiirzer als die gewéhlte Auflosung von 1 ms sind.

Fiir kleinere Zeitauflosungen miissten hohere Anregungraten verwendet werden. Diese wiirden jedoch
zu einem schnelleren Bleichen des Farbstoffs fithren und eine Analyse der langen fluoreszenten Zeiten

verhindern.

In Abb. 7.18(b) und (c) sind die Histogramme der Zeiten im fluoreszenten und nichtfluoreszenten Zustand

in doppelt logarithmischer Darstellung zu sehen.
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Abbildung 7.18: Zeitspur der detektierten Fluoreszenz von AlexaFluor 488 am ATP-Lid eines immobilisierten Adk-
Molekiils bei Anregung mit 2 uW bei 488 nm (a). Die Pfeile markieren die Dunkelzeiten. Die Hi-
stogramme der Fluoreszenzzeiten (b) und Dunkelzeiten (c) von 46 Zeitspuren. Dabei gab es keine
signifikanten Unterschiede, ob mit 4 uW bei 470 nm (gepulst, 40 MHz) oder mit einem Dauer-
strichlaser bei 488 nm mit 2 uW angeregt wurde. Die Anpassungsfunktion fiir die fluoreszenten
Zeiten ergibt den Exponenten my = 0,740, 1 und fiir die Dunkelzeiten my = 2,1+0,2.

Die Linge der Zeitspuren und die Dauer der Dunkelzustidnde unterschieden sich bei Anregung mit dem
Dauerstrichlaser und dem gepulsten Laser bei gleicher Anregungsrate nicht, so dass aufgrund der ge-
ringen Hiufigkeit der Dunkelzustinde die Ergebnisse von insgesamt 46 Zeitspuren in 7.18(b) und (c)
zusammen dargestellt sind. Die Achsen wurden hierbei so gewihlt, dass ein Vergleich der Histogramme
mit den nachfolgenden Experimenten moglich ist.

Die Anregungsrate betrug 3,0 MHz und entspricht einer Leistung von 2 uW, wenn eine Anregungswel-
lenldnge von 488 nm verwendet wird, und 4 uW bei 470 nm (siche Abschnitt 6.7).

AnschlieBend wurden entsprechend des Potenzgesetzes von Gleichung 4.17 die Exponenten der histo-
grammierten Zeiten der fluoreszenten Zustinde bestimmt. Da der Exponent m; jedoch kleiner als eins
ist, kann davon ausgegangen werden, dass die Daten sich mit den Ereignissen des irreversiblen Photo-
bleichens iiberlappen. Die Wahrscheinlichkeit fiir Bleichprozesse ist exponentiell verteilt [44].

Die mittlere Anzahl der detektierten Photonen pro Zeitspur bei Anregung mit dem Dauerstrichlaser be-
trug 3.000 4 1.600 und fiir den gepulsten Laser 2.200 + 800. Die Fehlergrenzen zeigen hierbei den Ver-

trauensbereich des Mittelwertes an.
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Das Ergebnis zeigt somit eine leicht geringere Anzahl von Photonen nach gepulster Anregung, obwohl
die gleichen Anregungsraten verwendet wurden. Dies ist ein Hinweis fiir das Auftreten von internen Lei-
terprozessen in hoher angeregte Energieniveaus und die daraus resultierende erhohte Wahrscheinlichkeit
fiir Photobleichprozesse [44].

Werden die detektierten Photonen entsprechend den Eigenschaften des Systems (siehe Abschnitt 6.7)

korrigiert, sind es in etwa 2,5 - 10* bzw. 1,8 - 10* emittierte Photonen pro Fluorophor.

Wird die Laserleistung des 488 nm - Lasers auf das Fiinffache gesteigert (10 uW), verringert sich die
mittlere Linge der Zeitspuren vom Start der Messung bis zum Bleichen von (110 4-40) ms auf (18 +
14) ms (20%). Aufgrund der erhohten Bleichrate verringert sich die Photonenanzahl pro Zeitspur auf
1200 = 600 (40%). Bei einer vierfachen Erhéhung der Leistung des 470 nm-Lasers auf 16 pyW wird die
Linge der Zeitspuren ebenfalls um ca. 20% (15 & 8ms) verkiirzt und die Photonenanzahl pro Zeitpur auf
680+180 (40%) verringert.

Die Verringerung der mittleren Photonenanzahl pro Farbstoff weist auf die Zunahme von Zweiphotonen-
prozessen hin, die eine Besetzung der hoher angeregten Zustinde beinhalten. In diesen Zusténden ist die
Wahrscheinlichkeit fiir Photobleichprozesse, aber auch fiir die Bildung von Kation-Elektron-Paaren er-
hoht. Aus den ionisierten Zustdnden entsteht bei Verlust des Elektrons an das Losungsmittel ein zweiter
Pfad fiir Bleichprozesse (siehe Abschnitt 4.3.4).

7.6.3 AlexaFluor 488 an Adk mit Inhibitor

Nach Zugabe des Inhibitors APsA wurden erneut Zeitspuren der Fluorophore aufgenommen, da im ge-
schlossenen Zustand der Adk ein Einfluss des gebundenen Nukleotids durch seine unmittelbare Nihe
zu den Fluorophoren nicht ausgeschlossen werden kann. Die Pufferlosung enthielt hierfiir 2 mM MgCl,
und 4 mM APs5A.

Die Zeitspuren zeigen einen deutlichen Unterschied. Es treten lingere Dunkelzustinde im Bereich von
100 ms auf (vgl. Abb. 7.19). Die Gesamtlidnge der Zeitspuren betrug im Mittel (160 4= 60) ms und sie
sind damit fast doppelt so lang wie beim Apo-Molekiil (vgl. Tab. 7.6). Sie wiesen auBBerdem mehr als

dreimal so hédufig Dunkelzustinde auf.

Das Histogramm in Abb. 7.19(b) zeigt einen zu Apo-Molekiilen vergleichbaren Exponenten m, von 1,9.
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Abbildung 7.19: Zeitspur der detektierten Fluoreszenz von AlexaFluor 488 am ATP-Lid eines immobilisierten Adk-
Molekiils mit Inhibitor bei Anregung mit 2 uW bei 488 nm (a). Die Histogramme der Fluoreszenz-
zeiten (b) und Dunkelzeiten (c) von 23 Zeitspuren. Die Anpassungsfunktionen ergeben entspre-
chend Gleichung 4.17 die Exponenten my = 1,2+0,1 und my = 1,9+0, 1.
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KAPITEL 7. PHOTOPHYSIK VON ALEXAFLUOR 488 UND ALEXAFLUOR 633

Daraus folgt, dass die Anwesenheit des APsA -Molekiils nur die Wahrscheinlichkeit des Auftretens der

Dunkelzustinde erhoht, die Rekombination der ionisierten Fluorophore bleibt unveréndert.

Die fluoreszenten Zustinde sind im Vergleich zum Apo-Molekiil nicht mehr durch die Lénge der Zeit-
spuren bestimmt. So zeigt das Histogramm in Abb. 7.19(b) einen Abfall mit einem Exponenten m s von
1,2. Die Zeitspuren enthielten im Mittel 2.200 4= 1.000 Photonen (siehe Tab. 7.6).

Die stabilisierende Wirkung des fluoreszenten Zustands wird auch bei Erhohung der Laserleistung auf
das Fiinffache (10 uW, 488 nm ) deutlich. Die mittlere Linge der Zeitspuren ist im Vergleich zum Apo-
Molekiil nur halbiert (90 4+ 70 ms) und die Anzahl detektierter Fluoreszenzphotonen mit 3.400 4 1.500

sogar erhoht.

7.6.4 AlexaFluor 488 an Adk unter Stoffumsatz

Nun wurde anstelle des Inhibitors das Verhalten nach Zugabe des Substrats Mg-ADP in einer Konzen-
tration von 10 mM untersucht. Die Zeitspur, die in Abb. 7.20(a) dargestellt wird, zeigt exemplarisch die

verstiarkt auftretenden Fluktuationen der Fluoreszenz.

Die Zeitspuren sind dabei mit (610 = 300) ms vierfach so lang wie bei der Adk mit gebundenem Inhi-
bitor und sechsfach so lang wie beim Apo-Molekiil. Doch treten pro Zeitspur ca. 11 Ubergiinge in den
Dunkelzustand auf, und es werden 5.500 &= 2.000 Photonen pro Fluorophor detektiert, das Doppelte im
Vergleich zur APsA-gebundenen Adk (siehe Tab. 7.6).

Das Histogramm der fluoreszenten Zeiten zeigt einen deutlich schnelleren Ubergang in den Dunkelzu-
stand, der Exponent my betrigt nun 1,4. Der Wert fiir oy ist doppelt so grol (vgl. Gleichung 4.17).
Vielleicht spielen dabei die fast zehnfach erhohten Raten der Konformationsdynamik eine Rolle (siche
Tab. 8.4).

Im Gegensatz dazu bleibt der Exponent der Dunkelzustiande m,; mit 2,0 mit den Experimenten des Apoen-
zyms und des Inhibitor-gebundenen Enzyms vergleichbar, d.h. die Riickkehr aus dem Dunkelzustand ist

in ihrer Wahrscheinlichkeit unveridndert.
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Abbildung 7.20: Zeitspur der detektierten Fluoreszenz von AlexaFluor 488 am ATP-Lid eines immobilisierten Adk-
Molekiils mit Mg-ADP bei Anregung mit 2 uW bei 488 nm (a). Die Histogramme der Fluoreszenz-
zeiten (b) und Dunkelzeiten (c) von jeweils 45 Zeitspuren. Die Anpassungsfunktionen ergeben
entsprechend Gleichung 4.17 die Exponenten mit m’}DP =1,4+0,1und ngP =2,0+0,1.
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7.6.5 AlexaFluor 633

AlexaFluor 633 wurde in dhnlicher Weise untersucht, und im Folgenden sollen die Ergebnisse im Ver-

gleich mit AlexaFluor 488 diskutiert werden.

In Abb. 7.21(a) ist eine Zeitspur, die die Apoenzyme sowie die Inhibitor-gebundenen Molekiile charak-

terisiert, dargestellt.
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Abbildung 7.21: Zeitspur der detektierten Fluoreszenz von AlexaFluor 633 am ATP-Lid eines immobilisierten
Adk-Molekiils mit Inhibitor bei Anregung mit 3 uW bei 635 nm (gepulster Laser) (a). Die Hi-
stogramme der Fluoreszenzzeiten (b) und Dunkelzeiten (c) von jeweils 10 Zeitspuren. Die An-
passungsfunktionen ergeben entsprechend Gleichung 4.17 die Exponenten m‘;p °=0,6+0,1und

P =0,940,1.

Die Zeitspurenldangen variierten sehr stark. Beim Apo-Molekiil betrug die mittlere Lange 200 4+ 150 ms
mit einer mittleren Photonenanzahl von 5.000 =4.000 pro Zeitspur. Wird diese Zahl entsprechend der
Eigenschaften des optischen Systems (siehe Abschnitt 6.7) korrigiert, entspricht dies in etwa 5,0 - 10*
Photonen pro Fluorophor. Dies ist trotz der geringeren Quantenausbeute fiir AlexaFluor 633 ungefihr
das zweifache verglichen mit AlexaFluor 488 (siehe Tab. 7.6). Die Anregungsraten waren fiir AlexaFluor
633 mit 4,2 MHz leicht groBer als fiir AlexaFluor 488 mit 3,0 MHz (fiir Umrechnungen vgl. Abschnitt
7.4).

Es deutet darauf hin, dass AlexaFluor 633 gegeniiber Photobleichprozessen und reversiblen Dunkelzu-
standen nicht so anfillig wie AlexaFluor 488 ist. Das zeigen auch die Histogramme der fluoreszenten
Zustinde in Abb. 7.21(b) und (c). Die Exponenten m sind jeweils kleiner als eins, was auf seltene

Dunkelzustinde und einen starken Einfluss des Photobleichens auf die Linge der Zeitspur hinweist.

Die Histogramme der Dunkelzeiten des Apoenzyms und auch der Molekiile mit Inhibitor konnten nicht
nach dem Potenzgesetz gefittet werden und werden daher nicht gezeigt. Die gemessenen Dunkelzeiten

waren jedoch zu 95% kiirzer als 10 ms.

Mit gebundenem Inhibitor traten dhnlich zu AlexaFluor 488 sehr vereinzelt auch lingere Dunkelzeiten im
Bereich von 100 — 600 ms auf. Ebenso war die photochemische Lebensdauer erhoht, so dass die Linge
der Zeitspuren im Mittel 460 + 300 ms und die Anzahl der detektierten Photonen pro Zeitspur 14.000 4
8.000 betrug. Trotz schlechter Statistik ist eine dhnliche Tendenz wie fiir AlexaFluor 488 erkennbar.

Dies gilt ebenso fiir das Verhalten des Fluorophors, wenn das Adk-Molekiil unter Stoffumsatz steht.
Eine Auswertung von 42 Zeitspuren zeigte zwar eine im Vergleich zum Inhibitor-gebundenen Molekiil
gleichbleibende photophysikalische Lebensdauer mit 13.000 £ 6.000 detektierten Photonen und einer
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durchschnittlichen Linge der Zeitspuren von 570 250 ms, doch ist aus den Histogrammen der fluores-

zenten und nichtfluoreszenten Zeiten ein deutlicher Einfluss der Nukleotide sichtbar (siehe Abb. 7.22).

Der Exponent m von 1,2 bestitigt wiederum die hohere Photostabilitidt von AlexaFluor 633 im Vergleich
zum AlexaFluor 488. Der Exponent m, ist mit 1,5 jedoch kleiner und bedeutet, dass die nichtfluoreszen-
ten Zustinde zwar seltener auftreten, aber wenn das Fluorophor sich in dem Dunkelzustand befindet,

dieser in der Regel linger andauert.
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Abbildung 7.22: Zeitspur der detektierten Fluoreszenz von AlexaFluor 633 am ATP-Lid eines immobilisierten Adk-
Molekiils mit Mg-ADP mit 3 uW bei 635 nm (a). Die Histogramme der Fluoreszenzzeiten (b) und
Dunkelzeiten (c) von 42 Zeitspuren. Die Anpassungsfunktionen ergeben entsprechend Gleichung
4.17 die Exponenten m/}PP = 1,24 40,05 und mjP" = 1,4740,04.

Nukleotid T (ms) N my my
AlexaFluor 488 — 1104+£40  3.000=+1.600 0,7+0,1 2,14+0,2
APsA 1604+£60  2.200+£1.000 1,2+0,1 1,9+0,1
ADP 610+300 5.50042.000 1,4+0,1 2,0+0,1
AleaxaFluor 633 — 200+ 150  5.000 +4.000 0,6+0,1 —
APsA 4604300 14.000+8.000 | 0,9+0,1 —
ADP 570+250 13.0004+6.000 | 1,24+£0,05 1,47+£0,04

Tabelle 7.6: Die mittlere Lange der Zeitspur bis zum Bleichen 7 und die mittlere detektierte Photonenanzahl pro
Zeitspur N (Mittelwert £+ Vertrauensbereich des Mittelwertes) sowie die Exponenten der Potenzfunk-
tionen fiir die fluoreszenten Zeiten my und Dunkelzeiten m,; (Mittelwert & Standardabweichung) fiir
AlexaFluor 488 und AlexaFluor 633 gebunden an das Apoenzym bzw. Enzym mit gebundenem Inhi-
bitor oder Substrat. Die Anregung erfolgte bei 2 uW (AlexaFluor 488, 488 nm) und 3 pW (AlexaFluor
633, 635 nm).

Zusammenfassung:

Neben dem Photonenrauschen und der Triplettkinetik beeinflussen auch Zustinde mit niedrigen Quan-
teneffizienzen die Fluoreszenz der Farbstoffe. Die Ubergiinge in die Dunkelzustinde treten verstirkt auf,
wenn Substrate gebunden sind oder in der Losung vorliegen und schrianken die Fluorophore in ihrer
Funktion als Marker ein. AlexaFluor 633 zeigt hierbei im Vergleich zu AlexaFluor 488 eine hohere Pho-
tostabilitit.
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7.7 Experimente zur Erhohung der Photostabilit:it

Wie bereits mehrfach erwiéhnt, sind ein konstantes Fluoreszenzsignal und eine hohe photophysikalische
Lebensdauer der Fluorophore fiir deren Verwendung als Marker notwendig. In diesem Kapitel soll es
nicht mehr schwerpunktméfig um die soeben beschriebenen Dunkelzustinde sondern vielmehr um die
Verbesserung der photophysikalischen Lebensdauer durch eine Umgebung reaktionstriger Substanzen

und der Erhohung der Photoemission durch effiziente Triplettquencher gehen.

Wie in den Abschnitten 4.4.1 und 4.3.4 beschrieben, spielt bei diesen Fragen der in Wasser geloste
Sauerstoff eine zentrale Rolle. Der Triplett-Sauerstoff ist als effizienter Triplettquencher oft erwiinscht,
der Singulett-Sauerstoff wird jedoch aufgrund seiner Reaktionsfreudigkeit und den damit verbundenen

negativen Einfliissen auf die photochemische Lebensdauer gern vermieden (siche Abschnitt 4.4.4).

Um eine hohere Lebensdauer der Fluorophore zu erhalten, wurden Experimente mit Ascorbinsdure und
mit einem Sauerstofffingersystem Glukoseoxidase (GOD) durchgefiihrt. Die nach dem Entzug von Sau-
erstoff notwendigen Triplettquencher Trolox und MEA wurden beziiglich ihrer Wirkung auf die Fluores-
zenz von AlexaFluor 488 und AlexaFluor 633 getestet. Fiir FRET-Experimente ist besonders darauf zu

achten, dass der Triplettquencher fiir beide verwendete Farbstoffe die geeignet sind.

7.7.1 Durchfiihrung der Experimente

Alle Untersuchungen zur Photostabilitidt wurden in einer 600 pl groen Messkammer durchgefiihrt, die
luftdicht verschlossen werden kann. Sie wurde vollstindig mit der Messlosung gefiillt. Mittels einer
Kaniile wurden iiber eine Gummimembran die Substanzen eingebracht. Die Diffusionsmessungen wur-
den mit Hilfe des Wasserimmersionsobjektivs in einer Tiefe von 40 um von der Glasoberfldche durchge-
fiihrt. Fiir oberflichennahe Messungen an immobilisierten Molekiilen wurde das Olimmersionsobjektiv

verwendet.

Zur Anregung fiir AlexaFluor 488 wurde der Dauerstrichlaser (488 nm) verwendet und fiir AlexaFluor
633 die gepulste Anregung (635 nm), da diese Laserkombination auch fiir die Untersuchung der zwei-

fachmarkierten Molekiile (FRET-Experimente) eingesetzt war (sieche Kapitel 8.2.1).

Die Untersuchung des Einflusses von den im néchsten Abschnitt vorgestellten Substanzen auf die photo-
physikalischen Eigenschaften der Farbstoffe wurde mit Hilfe von Burstexperimenten durchgefiihrt. Meist
wurde neben den aus den Korrelationsfunktionen gewonnenen Triplettraten und dem Triplettanteil auch
die molekulare Helligkeit entsprechend Gleichung 5.14 bestimmt und unter Verwendung von Gleichung

5.15 beziiglich des Hintergrunds korrigiert.

Die Korrelationsfunktionen selbst wurden wie bei den Experimenten zur Fluoreszenzsittigung (siche

Abschnitt 7.4.1) unter Verwendung eines 50/50-Strahlteilers gewonnen.

7.7.2 Verwendete Substanzen

Um die photophysikalische Lebensdauer und somit die Fluoreszenzausbeute beider Farbstoffe, des Do-

nors sowie des Akzeptors, zu erhohen, wurden verschiedene Substanzen getestet.
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7.7.2.1 Ascorbinsiure

Die Ascorbinsdure (Vitamin C) ist als starker Radikalfidnger bekannt. Sie enthilt in ihrer Struktur (siche
Abb. 7.23) vier Hydroxylgruppen und kann bei der Reaktion zur Dehydroascorbinsdure zwei Wasser-

stoffradikale freisetzen, die ihrerseits mit Sauerstoffradikalen zu Wasserstoffperoxid reagieren.

Die verwendete Ascorbinsdure (Sigma, Deutschland) wurde in Puffer gelost und der pH-Wert auf 7.0
eingestellt. AnschlieBend wurden bei Konzentrationen von 10 uM, 100 uM, 1 mM und 10 mM die Kreuz-
korrelationsfunktionen des Fluoreszenzsignals (50/50-Strahlteiler) des gebundenen AlexaFluor 488 bei
488 nm, 80 uW und des AlexaFluor 633 bei 635 nm, 10 pW, bestimmt.

Abbildung 7.23: Chemische Struktur der Ascorbinséure.

7.7.2.2 Glukoseoxidase

Zur Verminderung der gelosten Konzentration des gesamten Sauerstoffs wurde das Glukoseoxidase - Ka-
talase - System verwendet. Die enzymatische Entfernung von Sauerstoff durch Glukoseoxidase (GOD)
lauft in zwei Schritten ab. Zunichst katalysiert das Flavoenzym die Umsetzung von Sauerstoff und Glu-

kose zu Glukonsédure und Wasserstoffperoxid:

Hi

HOy,,

HO

OH

Wasserstoffperoxid ist jedoch ein sehr starkes Oxidationsmittel, welches die Fluorophore sofort oxidiert.
Daher ist die Verwendung einer Katalase (KAT) notwendig, die zwei Wasserstoffperoxidmolekiile unter
Freisetzung eines Sauerstoffmolekiils in Wasser umwandelt:

KAT
2H,0, — 0, + 2H,0

Folglich wird beim zweimaligen Durchlaufen der ersten Reaktion unter der Wirkung der Katalase insge-
samt eines der gelosten Sauerstoffmolekiile verbraucht und die O, —Konzentration gemindert. Der Nach-
teil dieses Systems ist der, dass die Glukoseoxidase fiir Wellenléingen bis 520 nm fluoreszent ist (siche

Abb. 7.24). Dies fiihrt bei Anregung in diesem Bereich zu storenden Erhohungen des Hintergrunds.

Zur Entfernung von Sauerstoff wurde 0,4% (w,w) B-D-Glukose, 10 U/ml Glukoseoxidase (Sigma) und
2000 U/ml Katalase (Sigma) verwendet. Die Glukose und die Katalase hatten dabei keine Einfliisse
auf das Fluoreszenzsignal oder die Triplettkinetik der untersuchten Farbstoffe. Nur die Diffusionszeit

erhohte sich leicht aufgrund der Viskosititserhohung nach Zusatz von Glukose. Messungen bei hoheren
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Abbildung 7.24: Spektrale Absorption (a) und Emission (b) der Glukoseoxidase und die zeitliche Abnahme der
Sauerstoffkonzentration bei Zugabe von 100 nM GOD, 1,5 uM Katalase und 56 mM Glukose
(c). Die durchgezogene Kurve in (b) gilt fiir eine Glukosekonzentration von 10 mM. In (c) ist die

Abnahme der Sauerstoffkonzentration nach Zugabe von GODKAT bei vergleichbaren Ausgangs-
konzentrationen dargestellt. Entnommen aus [137], [29] und [3].

Konzentrationen von GOD waren aufgrund der hohen Fluoreszenz der Glukoseoxidase bei Anregung bei

488 nm nicht moglich.

Die Sauerstoffkonzentration im Wasser betrigt bei Raumtemperatur und Normaldruck ca. 500 uM. D.h.,
dass sich in einem abgeschlossenen Gefifs mit 600 pl Puffer ca. 0,8 pmol Sauerstoff befinden. Da eine
Konzentration von 10 U/ml GOD fiir dieses Volumen einen Umsatz von 6 pumol Sauerstoff pro Minute
bedeutet, sollte diese Aktivitit geniigen, wenn nach der Zugabe einige Minuten gewartet wird (vgl. Abb.
7.24(c)). Kontrollmessungen am Fluorophor ergaben nach der Zugabe der GOD und Katalase sowie 5
Minuten Wartezeit einen sehr groen Triplettanteil, der beliebig durch Zugabe von Triplettquenchern
verringert werden konnte. Daher kann von einem fiir den Versuch ausreichenden Grad der Desoxygenie-
rung ausgegangen werden. Vergleichsweise werden in [118] 165 U/ml verwendet, die Messungen jedoch
an immobilisierten Farbstoffen durchgefiihrt. Nach Zugabe des GODKAT-Systems nahm die molekulare
Helligkeit der gebundenen Farbstoffe stark ab und der Hintergrund stieg bei Anregung mit 488 nm im
Donorkanal um das Fiinffache an. Daher dhnelt die Korrelationsfunktion von AlexaFluor 488 in diesem
Fall dem korrelierten Hintergrundsignal (sieche Abb. 7.25). Fiir den Akzeptorkanal dagegen blieb der

Zusatz von GOD ohne Auswirkungen auf das Hintergrundsignal.

G(7)
G(7)

10" 10* 10° 2 10"
Zeit (s) Zeit (s)
(a) AlexaFluor 488 (b) AlexaFluor 633

Abbildung 7.25: Korrelationsfunktionen der Fluoreszenz des AlexaFluor 488 (a) und AlexaFluor 633 (b) gebunden
am ATP-Lid in GODKAT (griin bzw. rot) im Vergleich 78 dem Korrelationssignal der Losung
ohne Farbstoffe.
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7.7.2.3 Triplettquencher

Als Triplettquencher bei Messungen in desoxygenierten Losungen wurde zum einen 6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carbonsaure (Sigma), auch Trolox genannt, verwendet (siehe Abb. 7.26). Da die
Sattigungskonzentration bei Raumtemperatur nur 2 mM betrédgt, wurde mit TRIS-Puffer eine von Trolox
gesittigte Losung hergestellt, die nach einer Filtration (0,1 um) als neue Pufferlosung verwendet wurde.
Zum anderen wurde der Triplettquencher 2-Mercaptoethylamin, MEA, (Sigma) verwendet. Diese Ver-

suche wurden bei verschiedenen Konzentrationen (0,5 - 8 mM) durchgefiihrt.

HO 0}

O OH Hs/\/NHz

(a) (b)

Abbildung 7.26: Chemische Struktur von Trolox (a) und MEA (b).

7.7.3 Ascorbinsiure

Ascorbinsdure, auch bekannt als Vitamin C, ist ein starker antioxidativer Wirkstoff und dient als Radi-
kalfdanger. Seine positive Wirkung auf die Lebensdauer und Quantenausbeute von Fluorophoren wurde
bereits beschrieben [162, 39].

Zur Untersuchung der Fluoreszenzausbeute wurde die Fluoreszenzemission von AlexaFluor 488 und
AlexaFluor 633 korreliert. Dieser Versuch wurde an doppelt markierter Adk und unter Anregung mit
zwei Lasern, jeweils fiir den Donor und fiir den Akzeptor, durchgefiihrt (sieche dazu Abschnitt 8.2.1).
Vergleicht man die Korrelationsfunktionen ohne und mit 10 mM Ascorbinsiure (siche Abb. 7.27), fillt
auf, dass die Ascorbinsiure fiir AlexaFluor 488 und 633 die Triplettséttigung erhoht. Die mittlere Anzahl
der Molekiile im Triplettzustand wird verdoppelt. Fiir AlexaFluor 488 steigt der Triplettanteil von 23%
auf 47% und bei AlexaFluor 633 von 31% auf ca. 70%.

& i
o o
10° 10° 10* 10° 10% 10" 10° 10° 10" 10° 10% 10"
Zeit (s) Zeit (s)
(a) AlexaFluor 488 (b) AlexaFluor 633

Abbildung 7.27: Normierte Korrelationsfunktionen der Fluorophore AlexaFluor 488 (a) und 633 (b) gebunden an
der Adk ohne (griin bzw. rot) und mit 10 mM Ascorbinsiure (blau). Die Anregung erfolgte mit 40
uW (488 nm) und 10 uW (635 nm).

Der Anstieg im Triplettanteil tritt bereits ab Ascorbinsdurekonzentrationen von 100 pM auf und es ist

nicht geklirt, ob dies auf eine Interaktion mit dem Farbstoff selbst oder eine Reduzierung der Effizienz
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von Sauerstoffmolekiilen als Triplettquencher zuriickzufiihren ist. Da die geloste Sauerstoffkonzentration
bei Normaldruck und Raumtemperatur ca. 500 uM betrdgt [151], sind diese hohen Konzentrationen
von Ascorbinsdure jedoch notwendig. In [118] beispielsweise wurden 100 mM Ascorbinséure fiir ein

dhnliches Experiment verwendet.

Die vermehrte Population des Triplettzustands verringert jedoch die Fluoreszenzausbeute drastisch und

macht eine Verwendung der Farbstoffe als fluoreszente Marker unter diesen Bedingungen zunichte.

774 GOD

Weiterhin wurden Experimente mit dem Sauerstofffingersystem Glukoseoxidase und Katalase (GOD-
KAT) durchgefiihrt. Der Entzug des Sauerstoffs soll die photophysikalische Lebensdauer des Farbstoffes
erhOhen (Details siche Abschnitt 7.7.2.2).

In Abb. 7.28 sind die Korrelationsfunktionen von AlexaFluor 488 und 633 gebunden an das ATP-Lid der
Adk mit und ohne Zusatz des Sauerstofffingers GOD in der verwendeten Pufferlosung zu sehen. Die fiir
das Sauerstofffingersystem verwendete Glukose erhohte die Diffusionszeit um etwa 1%, die Katalase

hatte keinen messbaren Einfluss.

Der Anstieg des Triplettanteils ist nach der Reduktion des Sauerstoffgehaltes dramatisch. Die molekulare
Helligkeit sinkt von 55.000 auf ca. 3.000 Photonen/s fiir AlexaFluor 488 und von 26.000 auf ca. 4.000
Photonen/s fiir AlexaFluor 633. Das Signal-Rausch-Verhiltnis war nach Zugabe von GOD so niedrig,
dass die molekulare Helligkeit nur abgeschitzt werden konnte. Gerade fiir die Anregung mit 488 nm war
je nach GOD-Konzentration ein starker Anstieg des Hintergrunds zu verzeichnen (siehe auch Abschnitt
7.7.2.2).

Die starke Besetzung der Triplettzustinde zeigt zum einen die ausreichende Desoxygenierung des Puffers
fiir photophysikalische Effekte und zum anderen den starken Einfluss von Sauerstoff als Triplettquencher.
Die Reversibilitdt des Ergebnisses wurde durch das nachtrigliche Hinzufiigen von Triplettquenchern
(z.B. MEA) tiberpriift. Nach der Zugabe verringerte sich der Triplettanteil und das Fluoreszenzsignal

kehrte zuriick.

G(v)

10° 10° 10" 10° 107 10

6 5 3 2 -1 10
Zeit (s) Zeit (s)
(a) AlexaFluor 488 (b) AlexaFluor 633

Abbildung 7.28: Normierte Korrelationsfunktionen der Fluoreszenz von gebundenem AlexaFluor 488 (a) und 633
(b) vor (griin bzw. rot) und nach (grau) der Zugabe des GOD-Sauerstofffingersystems zeigen die
Effektivitit des Sauerstoffs als Triplettquencher. Die Anregung erfolgte bei 100 uW (488 nm) und
50 uW (635 nm).
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7.7.5 Trolox

Hydroxytetramethylchromancarbonsiure, oder auch als Trolox bekannt, soll nun in desoxygeniertem
Puffer die Funktion des Sauerstoffs als Triplettquencher ersetzen. Trolox wurde dabei in seiner Sitti-
gungskonzentration von 2 mM verwendet. In Abb. 7.29 ist das Ergebnis fiir das ungebundene AlexaFluor

488 mit und ohne Sauerstoff sowie mit Trolox als neuem Triplettquencher dargestellt.

2.0
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Abbildung 7.29: Normierte Korrelationsfunktionen von ungebundenem AlexaFluor 488 in Puffer mit Glukose und
Katalase (griin), mit 2 mM Trolox vor (gelb) und nach (blau) der Zugabe von GOD. Die Anregun-
gen erfolgten bei 488 nm mit 100 uW.

In einer 2 mM-Trolox Losung ist bei unverdnderter Sauerstoffkonzentration in Bezug auf Puffer ohne
Trolox ein leichter Anstieg des Triplettanteils von 21% auf 25% zu verzeichnen. Wird der Pufferlosung
der Sauerstoff entzogen, werden die Triplettzustinde des ungebundenen Farbstoffes durch die Trolox-
Molekiile zwar weiterhin gequencht, aber sie sind weniger effektiv. Der Sauerstoff und der Triplettanteil
betrigt 32%.

An gebundenen Farbstoffmolekiilen ist Trolox noch ineffizienter (siehe Abb. 7.30(a)). Der Triplettanteil
von gebundenem AlexaFluor 488 steigt in Gegenwart von Trolox auf 39% und nach der Zugabe von GOD
auf 49%. Die molekulare Helligkeit des gebundenen Farbstoffes ist von urspriinglich 58.000 Photonen/s
(mit Sauerstoff) auf 43.000 Photonen/s gefallen (vgl Tab. 7.7).

Die Unterschiede zwischen gebundenen und ungebundenen Farbstoffen konnen durch Veridnderungen
der elektronischen Zustinde durch die unmittelbare Umgebung verursacht werden und zeigen die Kom-
plexitit der Photophysik. Es wurden keine Unterschiede zwischen der Bindungsstelle am AMP- oder am
ATP-Lid festgestellt.
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Abbildung 7.30: Normierte Korrelationsfunktionen von gebundenem AlexaFluor 488 (a) und AlexaFluor 633 (b) in
Puffer mit Glukose und Katalase (griin), mit 2 mM Trolox vor (gelb) und nach (blau) der Zugabe
von GOD. Die Anregungen erfolgten bei 488 nm und 100 uW bzw. bei 635 nm und 50 uW.
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Die Ergebnisse fiir das gebundene AlexaFluor 633 verhalten sich sehr dhnlich (siehe Abb. 7.30(b)). Es
fillt jedoch auf, dass schon die Konzentration von 2 mM Trolox in einer mit Sauerstoff gesattigten
Pufferlosung die Zunahme des Triplettanteils von 31% auf 58% verursacht. Die Triplettrate sinkt und die
molekulare Helligkeit fillt von 26.000 Photonen/s auf 16.000 Photonen/s. Durch zuséatzlichen Sauerstoff-
entzug verringert sie sich auf 10.000 Photonen/s. Auch bei AlexaFluor 633 konnte keine Lid-Spezifitit

festgestellt werden.

Aufgrund der schlechten Effizienzen von Trolox als Triplettquencher kommt dieser fiir die Fluoreszenz-

spektroskopie nicht in Frage.

gebundenes AlexaFluor 488 T (%) kr (kHz) n (Photonen/s) | Beurteilung

— 23 284 55.000 +

Ascorbinsidure 47 224 k. A. —

Trolox 39 176 48.000 —
MEA 3(%) 570 (*) 68.000 +-+

Glukose + KAT 24 299 58.000 +

Glukose+ GODKAT 80 (*) 133 (%) 3.000 (*%*) —— —

Trolox + Glukose + GODKAT | 49 (*) 68 (*) 43.000 (%) ——
MEA + Glukose + GODKAT 1(*) 560 (*) 67.000 (**) ++

gebundenes AlexaFluor 633 T (%) kr (kHz) n (Photonen/s) | Beurteilung

— 31 203 24.000 +
Ascorbinsiure 70 (%) 16 (%) k. A. ——

Trolox 58 (*) 76 (%) 16.000 —
MEA 25 312 32.000 ++

Glukose + KAT 30 216 26.000 +

Glukose + GODKAT 51 (%) 64 (*) 4.000 (*%*) - =

Trolox + Glukose + GODKAT | 58 (*) 59 (%) 10.000 (*%*) ——

MEA + Glukose + GODKAT 42 146 20.000 (**) —

Tabelle 7.7: Triplettanteile 7', Triplettraten k7 und molekulare Helligkeit 1 fiir gebundenes AlexaFluor 488 und 633
unter unterschiedlichen Bedingungen bei Anregung mit 100 uW (488 nm, Dauerstrichlaser) bzw. 50 pW
(635 nm, gepulster Laser). Die Experimente mit der Ascorbinsdure wurden abweichend dazu mit 40 uW
(488 nm) und 10 uW (635 nm) durchgefiihrt. Die Standardabweichung des Triplettanteils betrigt 1%,
die der Triplettraten und der molekularen Helligkeiten 5%. Ein Stern (*) bedeutet, dass diese Werte
mit der verwendeten Anpassungsfunktion mit hohem bzw. niedrigem Triplettanteil nur sehr schlecht
zu ermitteln waren und daher die Fehlergrenzen grof3er sind. Zwei Sterne (**) bedeuten, dass nur eine
Abschitzung der molekularen Helligkeit aufgrund des schlechten Signal-Rausch-Verhiltnisses moglich
war. Die Plus- bzw. Minuszeichen geben eine Beurteilung der Wirkung der verwendeten Messlosung
auf die Photoemissionsrate der Fluorophore an.

7.7.6 MEA

2-Mercaptoethylamin (MEA) wurde bereits erfolgreich als Triplettquencher fiir Rhodaminfarbstoffe ein-
gesetzt [162, 39].

Auch fiir AlexaFluor 488 und AlexaFluor 633 ist nach Zugabe von 2 mM MEA eine deutliche Verbesse-
rung der Fluoreszenzausbeute im Vergleich zu Trolox zu erkennen. Bei geringeren Konzentrationen als

2 mM MEA ist die Wirkung von der Konzentration abhéngig.

Fiir AlexaFluor 488 scheint MEA sogar ein besserer Triplettquencher als Sauerstoff zu sein. Der sicht-
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bare Triplettanteil in den Korrelationsfunktionen verschwindet trotz der Anregungsleistung von 100 pW
vollstdndig und verdndert sich auch nach dem Entzug von Sauerstoff nicht (siche Abb. 7.31(a)). Die
molekulare Helligkeit nahm bei der Zugabe von MEA von 55.000 Photonen/s auf 68.000 Photonen/s zu
(vgl. Tab. 7.7).

Bei Anregungsleistungen von 1 mW betrug bei einer Kombination von Sauerstoff und 2 mM MEA der
Triplettanteil 12% und 16% nach Zugabe von GODKAT. Dies ist fiir eine so hohe Anregungsrate ein sehr
geringer Anteil. In sauerstoffgesittigtem Puffer betrdgt der Triplettanteil in diesem Anregungsbereich

vergleichsweise 30%.

Auch AlexaFluor 633 zeigte bei Anregung mit dem gepulsten Laser unter Sauerstoffsattigung und Zu-
gabe von 2 mM MEA eine Abnahme des Triplettanteils von 31% auf 25%. Doch nach Entfernung
des Sauerstoffs stieg dieser Anteil auf 42%. Die molekularen Helligkeiten betrugen unter Sauerstoff-
séttigung 26.000 Photonen/s und mit GODKAT 20.000 Photonen/s. Dieser Verlust an Photonen sollte
FRET-Experimente mit hohem Energietransfer jedoch nicht einschrinken und daher wire MEA auch

zur Verbesserung der Fluoreszenzausbeute bei FRET-Experimenten geeignet.

G(7)

10° 10° 10" 10° 107 10 10° 10° 10" 10® 107 10

6 5 2 1 6 5 3 2 -1
Zeit (s) Zeit (s)
(a) AlexaFluor 488 (b) AlexaFluor 633

Abbildung 7.31: Normierte Korrelationsfunktionen von gebundenem AlexaFluor 488 (a) und AlexaFluor 633 (b)
in Puffer mit Glukose und Katalase (griin bzw. rot), mit 2mM MEA vor (gelb) und nach (blau) der
Zugabe von GOD. Die Anregungen erfolgten bei 488 nm und 100 uW bzw. bei 635 nm und 50
uW.

Bei Anregung mit dem HeNe-Laser ergibt sich fiir AlexaFluor 633 interessanterweise ein anderes Bild.
Da nun vorwiegend 77-Zustdnde besetzt werden, ist im sauerstoffgesittigten Puffer die rISC-Rate lang-

samer und der Anteil der Molekiile im Triplett groBer als bei Anregung mit dem gepulsten Laser.

Bei gleicher Anregungsleistung von 50 uW reduziert sich unter Zugabe von 2 mM MEA der Triplettanteil
von 39% wie bei Anregung mit dem gepulsten Laser zunichst auf 24% (siehe Abb. 7.32(a)). Wird der

Sauerstoff jedoch entzogen, erhoht sich dabei der Triplettanteil im Gegensatz zum gepulsten Laser nicht.

Wird die Anregungsleistung des HeNe-Lasers erhoht, nimmt die Wahrscheinlichkeit fiir Leiterprozesse
in hohere Triplettzustinde zu. Das Plateau in Abb. 7.33(a) entspricht der Triplettsittigung unter gepulster
Anregung mit Sauerstoff als Triplettquencher. Bei 750 uW betriigt der Triplettanteil 42%.

Fiir die Anregung mit dem 633 nm Laser konnten durch leistungsabhingige Messungen (vgl. Abschnitt

7.4.4) die rISC-Raten bestimmt werden (Abb. 7.33). Wie erwartet war die Rate, bei der Sauerstoff und
0y, MEA

MEA im Losungsmittel vorhanden waren mit k.

= 551 kHz am grofiten. Dies entspricht einer

Triplettlebensdauer von 1,8 ps. Im Vergleich zu Sauerstoff mit k%2 =206 kHz (77 = 4.9 us) war MEA

risc

mit kMEA = 392 kHz (17 = 2,6 ps) der bessere Triplettquencher.

risc
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Abbildung 7.32: Normierte Korrelationsfunktionen von AlexaFluor 633 gebunden am ATP-Lid in Puffer (rot), mit
2mM MEA vor (gelb) und nach (blau) der Zugabe von GOD. Anregung mit dem HeNe-Laser bei
50 uW (a) und 750 uW (b).
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Abbildung 7.33: Triplettrate von AlexaFluor 633 gebunden am ATP-Lid in Puffer (rot) und unter Zugabe von 8
mM MEA (gelb) und GOD (blau) in Abhingigkeit von der Anregungsrate bei Verwendung des
gepulsten Lasers. Die durchgezogenen Linien sind Anpassungsfunktionen, die die Raten K% =

risc
(206 +10) kHz, k92" = (551 + 10) kHz und kMEA = (392 + 10) kHz enthalten, wobei dic Rate

risc
kisc = 450 kHz, die fiir das Fluorophor AlexaFluor 633 bestimmt wurde (Tab. 7.5), festgehalten
wurde.

Zusammenfassung:

Die Ergebnisse zeigen, dass Trolox im Vergleich zu geldstem Sauerstoff und MEA ein schlechter Tri-
plettquencher ist. Der erhohte Triplettanteil fiihrt zu einer Verschlechterung der Fluoreszenzausbeute.
Auch die Ascorbinsidure erhoht den Triplettanteil, im besonderen von AlexaFluor 633, und kann somit
als Radikalfiinger nicht verwendet werden.

Ein geeigneter Triplettquencher ist dagegen MEA. Bei AlexaFluor 488 ist der Triplettanteil im Bereich
der Anregungsintensitéiten bis zu 100 uW fast vollstindig eliminiert. Fiir AlexaFluor 633 ist der Triplett-
anteil entsprechend des verwendeten Laser zur Anregung leicht erhoht bzw. erniedrigt. Dies ermdglicht

eine Verwendung von MEA zur Verbesserung der Fluoreszenzintensititen bei FRET-Experimenten.

7.1.7 Weitere Experimente mit MEA

Aufgrund der guten Ergebnisse von MEA als Triplettquencher sollen nun im Folgenden zwei weitere

wichtige Kriterien untersucht werden: die Ionisationshidufigkeit und die photophysikalische Lebensdauer.

Es gibt Beispiele, bei denen die Untersuchung der Rate des Bleichens iiber FCS-Messungen bestimmt
wurde [166, 44, 39, 40, 43, 162]. Die Schwierigkeit darin besteht die Fluoreszenzsittigung, bei der
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die Diffusionszeit steigt, von dem durch das Bleichen verkiirzte Fluoreszenzdauer zu unterscheiden. So
wurden fiir diese Untersuchungen zunéchst die Photonenbursts der diffundierenden Molekiile statistisch

untersucht.

7.7.7.1 Burstexperimente

In Abb. 7.34 (a) ist eine Zeitspur diffundierender, einfach markierter Adk-Molekiile mit einer zeitlichen
Auflésung von 1 ms und ein Ausschnitt eines Bursts mit einer zeitlichen Auflosung von 100 ps dar-
gestellt. Dies zeigt, dass fiir eine exakte Bestimmung der Photonen der einzelnen Burstereignisse eine
Zeitauflosung in Groenordnung der Diffusionszeit - oder geringer - notwendig ist. Bei langen Messzei-
ten fiihrt dies jedoch leicht zu sehr gro3en Datenmengen. Daher wurde eine Methode entwickelt, die die
Ankunftszeiten der detektierten Photonen bezogen auf den Startpunkt der Messung direkt verwendet. Die
Photonen wurden dabei entsprechend der Photonendichte n gefiltert, so dass die mit einer bestimmten
Anzahl von Nachbarphotonen in einem bestimmten Zeitintervall selektiert werden konnten. Im Weiteren

werden diese Photonen als Burstphotonen bezeichnet.
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Abbildung 7.34: Zeitspur diffundierender Adk-Molekiile mit einem am ATP-Lid gebundenen AlexaFluor 488 bei
einer Anregung von 100 pW (a) mit einer Zeitauflosung von 1 ms (links) und als Ausschnitt mit
einer Auflosung von 100 ps (rechts) ohne (grau) und mit (griin) der Filterung von n> 25 Nachbar-
photonen pro ms. Weiterhin ein Vergleich der Histogramme von mit 1 ms gebinnten Zeitspuren
(b) und der mittleren Photonenzahl pro Burst in Abhingigkeit des Schwellenwertes von Nachbar-
photonen pro ms (c) bei einer Anregung von 50 uW (dunkelgriin), 100 uW (hellgriin), 500 uW
(gelb) und 1 mW (rot). Pfeile markieren die mittlere Photonenzahl des Plateaus.

Zur statistischen Auswertung der Burstphotonen wurde die mittlere Ankunftszeit 7, der Burstschwer-
punkt #5 , die Burstbreite w und die Photonenanzahl pro Burst N berechnet. Um kleinere Bursts mit einer
schlechten Statistik auszuschlieBen, wurden nur Ergebnisse von Bursts mit einer Mindestanzahl von 10

Photonen verwendet.
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Die Burstbreite w bezeichnet hierbei nicht die Halbwertsbreite, sondern den zeitlichen Abstand zwi-
schen dem ersten und letzten Photon eines Bursts. Zur Bestimmung von Bleichprozessen wurden die
Zeitspuren weiterhin auf eine mogliche Verschiebung der mittleren Ankunftszeit relativ zum Intensi-
tatsschwerpunkt hin untersucht: At = 7 —tg. Dies beruht auf des unsymmetrischen Fluoreszenzsignals,
wenn das Fluorophor innerhalb des Fokus in einer Stufe bleicht. Der zeitliche Verlauf der Fluoreszen-
zemission beim ,,Betreten” bzw. ,,Verlassen” des Fokusvolumens entspricht ohne Bleichen gemal3 der
MDE-Funktion einer GauBkurve.

In Abb. 7.34 werden die Histogramme der Zeitspuren (b) und das Ergebnis der Burstanalyse (c) bei
unterschiedlichen Anregungsleistungen verglichen. Zur Bestimmung der mittleren Anzahl der Burstpho-
tonen wurde der Mittelwert der Burstphotonen der Zeitspur (N) fiir verschiedene Schwellenwerte von
n dargestellt. Zu Beginn zeigt die Kurve in (c) einen Anstieg aufgrund des Einflusses kleinerer Photo-
nenbursts, die der Autofluoreszenz des Losungsmittels entstammen. Der Plateauwert wurde als die die

Zeitspur charakterisierende mittlere Anzahl von Burstphotonen verwendet.

7.7.7.2 Ergebnisse der Burstexperimente

In Abb. 7.35 sind die Ergebnisse der Burstanalyse fiir AlexaFluor 488 mit 2 mM MEA mit und ohne
GOD dargestellt.
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Abbildung 7.35: Burstanalyse von leistungsabhéngigen Diffusionsmessungen an AlexaFluor 488 am ATP-Lid nach
der Zugabe von 2 mM MEA (gelb) und 2 mM MEA und GOD (blau). (a) zeigt die mittlere Anzahl
der Photonen pro Burst in Abhingigkeit von der Anregungsleistung bei 488 nm und (b) zeigt
normierte Histogramme der mittleren Abstéinde der Photonen eines Bursts zum Schwerpunkt des
Bursts bei 500 uW.

Stimmten bei einer Anregungsleistung von 50 uW die mittlere Anzahl der Photonen pro Burst in den
Messungen bei 2 mM MEA mit und ohne GOD f{iberein, so wurde bei einer Anregungsleistung von 1
mW nur noch die Hilfte der Photonen ermittelt, wenn GOD in der Losung vorlag (siehe Abb. 7.35(a)).
Diese Anderungen sind nicht auf Sittigungseffekte zuriickzufiihren, da die Triplettanteile sich auch bei
1 mW Anregungsleistung kaum unterschieden (sieche Abschnitt 7.7.6). Auch Bleichprozesse konnten fiir

diesen Effekt ausgeschlossen werden.

Weiterhin zeigte sich im Vergleich der mittleren Abstdnde der Photonen der Bursts zu den jeweiligen
Burstschwerpunkten bei jeder Anregungsleistung bis 1 mW eine Symmetrie zum Nullpunkt (siehe Abb.

7.35(b)). Wiirden Bleichprozesse vorliegen, giibe es eine Verschiebung des Maximums hin zu negativen
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Werten. Daraus folgt jedoch auch, dass die Dunkelzustinde symmetrisch zum Burstmittelpunkt auftreten.

Die Ursache fiir die verringerte Photonenemission liegt in den scheinbaren Diffusionszeiten des gebun-
denen AlexaFluor 488 (siehe Abb. 7.36(a)). Wihrend die Unterschiede der scheinbaren Diffusionszeiten
zwischen gebundenen Fluorophoren in Puffer und in 2 mM MEA aufgrund der verdnderten Triplett-
kinetik durch Sittigungseffekte verursacht sein konnen, trifft diese Erkldrung nicht fiir die Kurve nach
Zugaben von GOD zu. Die Triplettkinetik von AlexaFluor 488 dnderte sich in Gegenwart von MEA nach
Zugabe von GOD nur sehr gering (siehe Tab. 7.7). Trotzdem sind die Diffusionszeiten erheblich kiirzer,
wenn GOD in der Losung vorliegt (sieche Abb. 7.36(a)), blaue Kurve). Da verstiarkte Bleichprozesse
entsprechend der Abb. 7.35(b) ausgeschlossen werden konnen, ist die Verkiirzung der Lebensdauer nur
durch Ubergiinge in lange Dunkelzustinde zu erkliren, die vermehrt in Gegenwart von GOD und unter

hohen Anregungsleistungen auftreten.
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Abbildung 7.36: Diffusionszeiten von gebundenem AlexaFluor 488 (griin) bzw. AlexaFluor 633 (rot) in Abhingig-
keit von der Anregungsleistung eines Dauerstrichlasers in Gegenwart von 2 mM MEA ohne (gelb)
und mit (blau) GOD.

Fiir gebundenes AlexaFluor 633 konnten fiir Leistungen von bis zu 750 uW bei Anregung mit dem Dauer-
strichlaser ebenso keine Bleicheffekte festgestellt werden. Doch die Kurvenverldufe der Diffusionszeiten
in Abb. 7.36(b) sind in Gegenwart von MEA mit und ohne GOD im Gegensatz zu AlexaFluor 488 sehr
dhnlich. Dies lisst auf eine geringere Ionisationsfreudigkeit schlieBen und ist in Ubereinstimmung mit

den Messungen immobilisierter Farbstoffe (vgl. Abschnitt 7.6).

Nur ab 500 uW traten in den gemessenen Diffusionszeiten leichte Abweichungen auf. Die gemessenen
Unterschiede der scheinbaren Diffusionszeiten zwischen Molekiilen in Puffer und in 2 mM MEA konnen

dagegen auf Sittigungseffekte zuriickgefiihrt werden.

7.7.7.3 Experimente an immobilisierten Molekiilen

Um die Dunkelzustinde und das photoinduzierte Bleichen des gebundenen AlexaFluor 633 nach Zu-
gabe von GOD zu untersuchen, wurden die Adk-Molekiile immobilisiert und mit einer Geschwindig-
keit von 2,5 um/s abgerastert. Bei einer Flachendichte von 0,15 Molekiilen pro 2,5x2,5 (,um)2 kann
mit hoher Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass jeweils nur die Fluoreszenz eines Mo-
lekiils detektiert wurde. Als Anregungsleistung wurden fiir AlexaFluor 633 10 uW verwendet, so dass
die Wahrscheinlichkeit, dass das Farbstoffmolekiil wihrend des Scannens gebleicht wird, grofl war. Zur

Auswertung wurde die fiir Diffusionsmessungen entwickelte Burstanalyse verwendet. In Abb. 7.37(a)
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sind Beispiele fiir drei Fluoreszenzsignale unterschiedlicher Charakteristik gezeigt. Deutlich sind die

Dunkelzustinde (Mitte) sowie das photoinduzierte Bleichen (rechts) zu erkennen.

Abb. 7.37(b) zeigt die Histogramme der Zeiten im fluoreszenten Zustand in doppelt-logarithmischer Dar-
stellung. Es ist deutlich zu erkennen, dass nach Zugabe von MEA und GOD die Héufigkeit der Dunkel-
zustidnde zunimmt. Die Zeiten konnen entsprechend dem Potenzgesetz mit einem negativen Exponenten

von 2,24 gefittet werden. Demnach ist Ot?-/[EA’GOD =1,24+0,03 und sehr viel groBer als bei Zugabe von

Substraten. Bei 10 mM Mg-ADP betrug Oc;ngDP vergleichsweise 0,24 + 0,05 (siche Abschnitt 7.6.5).

Bei Messungen ohne jegliche Zusitze zum Puffer entsteht im Histogramm im Bereich von bis zu 80
ms ein vergleichbarer Abfall entsprechend dem Potenzgesetz. Bei lingeren Zeiten aber folgen die Daten
einem exponentiellen Abfall mit einer charakteristischen Zeit von 270 ms. Sie ist durch die Scange-
schwindigkeit bestimmt: Wird von einem Fokusquerschnitt von 500 nm (wy = 250 nm) ausgegangen,
kann ein Fluorophor innerhalb eines Abstandes von 500 nm vor und 500 nm nach dem Punkt angeregt
werden, auf dem es sich im Fokusmittelpunkt befindet. Bei einer Geschwindigkeit von 2,5 um/s ent-
spricht diese Distanz von 1 um einer Zeit von 400 ms. Fiir Fluorophore, die sich nicht im Mittelpunkt

befinden, ist die Zeit entsprechend kiirzer.

Dies bedeutet, dass sich die einzelnen Fluorophore entweder nur fiir kurze Zeiten im fluoreszenten Zu-
stand befinden oder aber gar keine Fluktuationen aufweisen. Die mittlere detektierte Photonenzahl pro
Molekiil, deren Fluoreszenz unter anderem auch mehrere Dunkelzeiten aufweisen konnte, nimmt nach
Zugabe von MEA und GOD von 8.500 Photonen auf 3.300 Photonen ab.

Die vermehrten Ubergiinge in die Dunkelzustinde wiederum verhindern eine Verwendung von MEA als
geeigneten Triplettquencher fiir immobilisierte Messungen. Da augenscheinlich GOD oder die Substan-
zen der Abbaureaktion (sieche Abschnitt 7.7.2.2) fiir diese Ionisationen verantwortlich sind, wire eine
Desoxygenierung des Losungsmittels z.B. durch eine Stickstoffatmosphire anstelle von GODKAT bes-

ser geeignet.
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Abbildung 7.37: Fluoreszenzsignal (a) von AlexaFluor 633 wihrend des Scannens immobilisierter Adk-Molekiile
in TRIS-Pufter. Die Pfeile stellen zum Vergleich der verwendeten Zeitachsen ein Intervall von 0,5 s
dar. Die ermittelten Histogramme der fluoreszenten Zeiten (b) von Messungen in Pufferlosung vor
(orange) und nach Zugabe von 4 mM MEA und GOD (blau). Die Kurven sind Anpassungsfunk-
tionen nach dem Potenzgesetz von Gleichung 4.17 mit einem Exponenten von my = 2,24 +0,03
(rot) und einer Exponentialfunktion mit einer mittleren Zeit von 270+10 ms.
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KAPITEL 7. PHOTOPHYSIK VON ALEXAFLUOR 488 UND ALEXAFLUOR 633

Zusammenfassung:

Der Triplettquencher MEA zeigt neben der Erniedrigung keinen Einfluss auf die Uberginge von Alexa-
Fluor 488 und AlexaFluor 633 in lange nichtfluoreszente Zustinde.

Das Sauerstofftingersystem GODKAT, das zur Entfernung des raktiven Singulett-Sauerstoffs verwendet
wurde, begiinstigt jedoch diese Zustinde. Bei AlexaFluor 488 sind die Wechselwirkungen besonders

stark. Zur Desoxygenierung des Puffers sollten daher andere Methoden verwendet werden.

7.8 Zusammenfassung und Diskussion

In diesem Kapitel wurden die photophysikalischen Eigenschaften der verwendeten Fluorophore Alexa-

Fluor 488 und AlexaFluor 633 im ungebundenen und gebundenen Zustand untersucht.

Die Farbstoffe sind im gebundenen Zustand in ihrer Rotationsfreiheit kaum eingeschrinkt. Doch tre-
ten besonders am AMP-Lid hydrophobe oder vergleichbare Wechselwirkungen mit dem Adk-Molekiil
auf. Schon das Absorptionsspektrum der Farbstoffe am AMP-Lid unterscheidet sich durch eine leichte

Verschiebung hin zu grofleren Wellenldangen.

Befinden sich die Molekiile im angeregten Zustand, sind diese Wechselwirkungen vermindert, da das
Emissionsspektrum keine signifikanten Unterschiede zum ungebundenen und zu dem am ATP-Lid ge-
bundenen Farbstoff mehr aufweist. Trotzdem sind fiir AlexaFluor 488 und AlexaFluor 633 die Quanten-
ausbeuten an beiden Lids leicht verschieden, wobei immer das AMP-Lid am weitesten von dem Wert des
freien Farbstoffs abweicht. Die Unterschiede bewegen sich jedoch in einem Rahmen, der ohne groflen
Einfluss auf den Forsterradius ist. Er konnte fiir beide Bindungsvarianten mit AlexaFluor 488 am AMP-
Lid und AlexaFluor 633 am ATP-Lid mit R‘SMP’ATP = 48,2 A und fiir die vertauschten Bindungspliitze

mit R‘STP’AMP =487 A bestimmt werden.

Neben der schlechteren Bindungseffizienz wihrend des Markierungsvorgangs - speziell am AMP-Lid
- ist AlexaFluor 633 besonders anfillig fiir Oxidationen, die zu einer irreversiblen Photoinaktivierung
fiihren. Dies verschiebt das Verhiltnis der zweifachmarkierten Molekiile in Richtung des AlexaFluor
488. In der Regel ist das Verhiltnis von Molekiilen, die nur fluoreszentes AlexaFluor 488 tragen, zu
Adk-Molekiilen, bei denen beide Farbstoffmolekiile intakt sind, 10 : 1.

Es kann davon ausgegangen werden, dass hauptsédchlich AlexaFluor 488 am ATP-Lid und AlexaFluor
633 am AMP-Lid gebunden ist.

Hinsichtlich der Photostabilitit hat AlexaFluor 488 eine im Vergleich zu AlexaFluor 633 groflere Wahr-
scheinlichkeit in einen Zustand mit niedrigen Quantenausbeuten (Dunkelzustidnde) tiberzugehen. Dies

wird besonders deutlich, wenn an die Adenylatkinase zusétzlich Substrate binden.

Fiir FRET-Experimente sind die im Vergleich zu den Triplettzeiten langen Dunkelzustinde von besonde-
rer Bedeutung. Unterscheidet sich beispielsweise das Absorptionsverhalten des Akzeptors im Dunkelzu-
stand vom fluoreszenten Zustand, fiihrt dies zu einer Verdnderung des aus den Intensitdten berechneten
Energietransfers, ohne dass das Messsystem selbst verdndert ist. In diesem Fall wére das Fluorophoren-

paar nicht mehr zur Bestimmung relativer Abstidnde geeignet.
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Weiterhin zeigen beide Farbstoffe ein unterschiedliches Séttigungsverhalten. Bei Anregung mit einem
Dauerstrichlaser betrdgt die Sattigungsintensitit fiir AlexaFluor 633 35 uW und fiir AlexaFluor 488
80 uW. Sie ist weitestgehend unabhiéngig von der Bindungsstelle der Fluorophore.

Die Wechselwirkung des von AlexaFluor 633 mit AlexaFluor 488 bei einem zweifachmarkierten Mo-
lekiil reduziert die Sattigungsintensitdt des Donors zusitzlich. Der Vorteil der Singulett-Triplett-Anni-
hilation sind die kollektiven Ubergiinge, wenn der Donor oder der Akzeptor in den Triplettzustand geht.

Uber die Effizienz dieses abstandsabhingigen Prozesses kann keine Aussage getroffen werden.

Bei der Verwendung von Substanzen, die die Photostabilitit und die photophysikalische Lebensdauer er-
hdhen sollen, zeigt sich, dass fiir AlexaFluor 633 sowie fiir AlexaFluor 488 MEA der beste Triplettquen-
cher ist. Unter Zugabe von MEA kann nun auch in desoxygenierten Losungen gemessen werden. Dies
hat den Vorteil, dass der Triplett-Sauerstoff als Triplettquencher nicht mehr benétigt wird und zusammen
mit dem reaktionsfreudige Singulett-Sauerstoff entfernt werden kann. Dadurch kann die photochemi-
sche und photophysikalische Lebensdauer der Farbstoffe erhoht werden. Jedoch zeigen AlexaFluor 488
und AlexaFluor 633 negative Wechselwirkungen mit dem verwendeten Sauerstofffingersystem Gluko-
seoxidase und Katalase, so dass eine besser geeigneten Methode der Desoxygenierung (z.B. Stickstoft-

gesittigte Pufferlosungen) benotigt wird.

Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass AlexaFluor 488 und AlexaFluor 633 als FRET-Paar zur Un-

tersuchung der Konformationskinetik der Adenylatkinase gut geeignet sind.
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Kapitel 8

Konformation und Funktion der

Adenylatkinase

In diesem Kapitel werden die Konformationszustiande und die Konformationskinetik der Adenylatkinase
untersucht und mit der enzymatischen Funktion verkniipft. Dafiir soll zunichst die Aktivitit der markier-

ten Adk-Mutante bestimmt werden.

8.1 Untersuchungen zur Aktivitit

Zur Uberpriifung der Aktivitit von markierten Adk-Molekiilen wurde die Entstehung von ATP bei der
Katalyse der Riickreaktion 2 ADP— AMP + ATP genutzt. Schon geringe Stoffmengen von ATP (bis
10~ "?mol) kénnen iiber den Abbau von Luziferin, dem Leuchtstoff des Leuchtkiifers, quantitativ be-
stimmt werden [92]. Bei der Nachweisreaktion reagiert in der ersten Stufe Luziferin zusammen mit ATP
zu Adenyl-Luziferin, welches im zweiten Schritt unter Freisetzung von Licht oxidiert [34]. Das Emissi-

onsmaximum des entstehenden Lichts liegt bei 575 nm [76]:

Luziferase

ATP + Luziferin Adenyl-Luziferin + PP; (8.1)

Mgt
Adenyl-Luziferin+ 0, —— —  Oxyluziferin + AMP + CO; + Photon (8.2)

8.1.1 Durchfithrung der Experimente

Die Aktivitit der markierten Adenylatkinase sollte in Losung und immobilisiert auf der Deckglasoberfla-
che untersucht werden. Als Nachweisreagenz wurde das System FL-AA von Sigma-Aldrich verwendet,

welches Luziferase, Luziferin und einen ATP-Standard zur Kalibrierung enthélt.

Messungen an diffundierenden Adk-Molekiilen wurden in einem auf dem Deckglas befindlichen Tropfen
(V =20 pl) in einer Messtiefe von 40 um durchgefiihrt (sieche Abb. 8.1). Die Molekiilkonzentrationen
der diffundierenden Molekiile wurden aus einer Verdiinnungsreihe einer Stammlosung bekannter Kon-

zentration bestimmt. Eine Fehlbestimmung der Konzentration durch Adsorption an Pipetten und Eppen-
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KAPITEL 8. KONFORMATION UND FUNKTION DER ADENYLATKINASE

dorfgefiBBen ist dabei nicht ausgeschlossen, wiirde jedoch stets zu einer Unterbestimmung der Aktivitit

fithren.

Fiir die Messungen immobilisierter Molekiile wurde eine Glaskiivette mit Ni-NTA-funktionalisiertem
Boden verwendet (siehe Abb. 8.1). Das Verfahren der Immobilisierung wird in Abschnitt 6.11 beschrie-
ben. Die Grundflziche betrug 25 (mm)? und das Puffervolumen 50 ul. Nach erfolgter Immobilisierung der
markierten Adk-Molekiile wurden durch mehrfaches Spiilen alle frei diffundierenden Molekiile entfernt
und mittels FCS-Messungen in verschiedenen Tiefen die Pufferlosung auf frei diffundierende Mole-
kiile hin kontrolliert. Die Oberflachendichte der immobilisierten Molekiile wurde {iber Anregung der
gebundenen Donorfluorophore (488 nm, 1 uW) und dem Vergleich der integrierten Photonenausbeute
mit Messungen bekannter Oberflachendichten berechnet. Eine Partikelanalyse war aufgrund der hohen
Oberflichendichte und den daraus folgenden Uberlappungen der Punktspreizfunktionen (siche Abschnitt
3.3) der Fluorophore nicht moglich. Die bei den Reaktionen entstehende Biolumineszenz wurde in einer

Tiefe von 5 um gemessen.

Luziferase

Luziferin
H ‘ M 4+
i+ Luziferase [¢]
Mo e iferi Messvolumen ADP
ADP _Arp Luziferin
Ok I AN /-\TPATP/XTPPATP ATP
' ATPg PATP / 7

[ATP @ AT® & |
i : Deckglas

D Objekﬁv

< ‘ CCD-Kamera

(a)

Abbildung 8.1: Messaufbau zur quantitativen Bestimmung der Biolumineszenz an diffundierenden (links) und im-
mobilisierten (rechts) Molekiilen.

Nach Zugabe von 2 mM Mg-ADP zu den im Puffer befindlichen Substanzen Luziferin und Luziferase
wurde die Messung gestartet. Ein Teil der durch die chemische Reaktion erzeugten Photonen wurde iiber
das Wasserimmersionsobjektiv gesammelt und auf die Oberfliche einer EMCCD-Kamera (C9100-02,
Hamamatsu Photonics) projiziert. Diese Kamera besitzt fiir jedes Pixel einen eigenen Verstirker, der
die Anzahl der ausgelosten Elektronen durch StoBionisation, erhoht (EM steht fiir Electron Multiplier).
Sie ist daher fiir besonders empfindliche Messungen geeignet. Die einzelnen Bilder wurden mit einer
Integrationszeit von 1 s aufgenommen und als Film gespeichert. AnschlieBend wurde das Summensignal
der Bilder in Abhingigkeit von der Zeit dargestellt und die Werte hinsichtlich des Hintergrundsignals der
Umgebung korrigiert.

Die Kurven der Zahlraten gehen von einem linearen Anstieg in ein Séttigungsverhalten iiber, welches
auf eine Sittigung der freien Reaktionspartner zuriickzufiithren ist. Zur Bestimmung des Anstiegs wur-
de der lineare Teil zu Beginn der Kurve verwendet. Zur Kalibrierung der Photonenausbeute wurde die

Biolumineszenz bei verschiedenen ATP-Konzentrationen des Standards bestimmt (siche Abb. 8.2).
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Abbildung 8.2: Messungen des ATP-Standards zeigen einen linearen Zusammenhang zwischen der detektierten
Photonenrate und der ATP-Konzentration. Der Anstieg betrigt (92+5) Hz/nM.

8.1.2 Diffundierende Molekiile

Zur Bestimmung der Aktivitdt der markierten Adk-Mutanten wurde zu einer Pufferlosung, die sowohl
Luziferin als auch Luziferase enthielt, 2 mM Mg-ADP hinzugegeben und der zeitliche Verlauf der Bio-
lumineszenz aufgenommen (sieche Abb. 8.3). Der anfingliche Anstieg der detektierten Photonen be-
schreibt die wachsende Konzentration von ATP-Molekiilen, die durch die katalytische Unterstiitzung
aktiver Adk-Molekiile entstehen. Die sich daran anschlieBende Sittigung hingt von der Stoffmenge der
ATP-Molekiile ab. Aus den Messungen kann ein linearer Zusammenhang zwischen dem Anstieg und
der Enzymkonzentration festgestellt werden. Uber Referenzmessungen bekannter ATP-Konzentrationen
(siehe Abschnitt 8.1.1) kann die Aktivitit eines einzelnen zweifach-markierten diffundierenden Adk-

Molekiils bestimmt werden. Sie betrigt (7 4 2) s~ .

500 T ; . . T . .
__ 400 1 - 15+ 1
z -
= 300( x 10
& L J
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100
0 o 1 1 1 1 L
0 0 5 10 15 20 25 30
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Abbildung 8.3: Zeitverlauf der Biolumineszenz (a) nach Zugabe von 2 mM Mg-ADP zu diffundierenden Adk-
Molekiilen bei Konzentrationen zwischen 0.1 nM (blau) und 25 nM (rot). Die hohen Zihlraten zu
Beginn entstehen durch die unvollstindige Verdunkelung direkt nach dem Messstart. Die Anstiege
(b) sind linear von der Konzentration abhéngig.

Dieser Wert stimmt mit anderen Messungen iiberein, bei der die Aktivitdt der markierten Mutante bei
35% des Wildtyps lag [27]. Nichtmutierte und unmarkierte Adk-Molekiile besitzen vergleichsweise eine
Aktivitit von (30 £ 10) s~ [169].
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8.1.3 Immobilisierte Molekiile

Zur Bestimmung der Aktivitit immobilisierter Adk-Molekiile wurden Untersuchungen an einer Mess-
kammer mit funktionalisiertem Boden durchgefiihrt (siche Abb. 8.1 und Abschnitt 6.11).

Nach dem Auftragen einer hohen Molekiilkonzentration wurde die Messkiivette mehrfach gespiilt, so
dass der Puffer nur geringste Konzentrationen von frei diffundierenden Molekiilen enthielt. Aus der Am-
plitude von Korrelationsfunktionen konnte entsprechend Gleichung 5.13 die Konzentration mit kleiner
als 20 pM abgeschitzt werden werden. Dies entspricht einer Anzahl von maximal 5-108 Enzymmole-
kiilen, die in der gesamten Pufferlosung verblieben sind. Zusammen mit den adsorbierten Molekiilen an
der Kiivettenwand sind sie jedoch weitestgehend unabhiingig von der Anzahl der immobilisierten Mole-
kiile. Beide wiirden einem konstanten Hintergrund, wenn die Aktivitdt der immobilisierten Molekiile in
Abhingigkeit von der Oberflichendichte bestimmt wird, entsprechen.

Nach der Zugabe von 2 mM Mg-ADP zu den in der Pufferlosung enthaltenen Luziferin und Luziferase
wurde entstehende Biolumineszenz fiir drei verschiedene Oberflichendichten bestimmt (sieche Abb. 8.4).
Die Gesamtanzahl der immobilisierten Molekiile belief sich hierbei auf das Zehn- bis Zwanzigfache

hinsichtlich der verbliebenen Molekiile in Losung.

Konzentration p,..,, (NM)

300 . . | 000 010 020 _0.30
_ el = 15
i 200 g
§ 1501 F 1.0
g 100 g 0.5
50
0 = 00 400 200 300 400
Zeit (s) Oberflachendichte (um)?
(a) (b)

Abbildung 8.4: Anstieg der Zihlrate (a) nach Zugabe von ADP zu immobilisierten Adk-Molekiilen bei Oberfld-
chendichten von 120 (um)~2 (blau), 180 (um) 2 (griin) und 350 (um)~?2 (rot). Die hohen Zzhlraten
zu Beginn enstehen durch eine unvollstindige Verdunkelung direkt nach dem Messstart. Die An-
stiege (b) sind linear von der Oberflichendichte abhingig.

Aus der Anzahl der immobilisierten Adk-Molekiile kann eine auf das Probenvolumen bezogene Dichte
Pimmob berechnet werden. Die Voraussetzung dafiir ist eine ungehinderte und schnelle Diffusion der ATP-
Molekiile von der Oberflache in das gesamte Probenvolumen. Dass diese Bedingung hinreichend erfiillt
ist, zeigten Messungen in 100 um Tiefe, die im Vergleich zur Messung in Oberflachenniihe eine Abwei-
chung des Anstiegs von nur 10% aufwiesen. Durch den Vergleich von p;,m0» mit Referenzmessungen
bekannter ATP-Konzentrationen (Abschnitt 8.1.1) kann die Aktivitit eines einzelnen immobilisierten
Adk-Molekiils mit (42 4 10) s~! abgeschiitzt werden.

Weiterhin zeigt die lineare Anpassung in Abb. 8.4(b) einen Durchgang durch den Koordinatenursprung.
Dies bedeutet, dass alle von der Oberflaichendichte unabhingigen Effekte nur einen vernachlédssigbar

kleinen Einfluss auf die gemessene Biolumineszenz haben.
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Zusammenfassung:

Das Enzym verliert seine Aktivitit weder durch die gebundenen Fluorophore noch durch das Binden an
Ni-NTA. Fiir immobilisierte Molekiile wurde dabei eine Umsatzrate k., von (42 + 10) s~ fiir frei in
Losung befindliche von (7 + 2) s~! bestimmt.

Eine Erkldrung fiir den Unterschied der Aktivitdten wird erst durch die Egebnisse der Konformationsdy-

namik im Abschnitt 8.4 gegeben.

8.2 Burstexperimente

8.2.1 Anregung bei Einzelmolekiil-Burstexperimenten

Die Anregung des Donors und des Akzeptors erfolgte bei Diffusionsmessungen durch eine Kombina-
tion des 488 nm Dauerstrichlasers und des gepulsten 635 nm-Lasers bei einer Repetitionsrate von 10
MHz. Dieses Verfahren wird im Weiteren mit POE (Pulsed Overlayed Excitation) bezeichnet'und kann
mit PIE (Pulsed Interleaved Excitation [104]) bzw. nsALEX (nanosecond Alternating Laser Excitation
[91, 93]) verglichen werden. Fiir die letztgenannten Methoden werden jedoch zwei gepulste Laser be-
notigt. Eine Anregung mit dem gepulsten 470 nm-Laser war aufgrund der geringen Leistung, die in die
verwendete Einzelmodenfaser eingekoppelt werden konnte, und dem geringeren Absorptionsquerschnitt

von AlexaFluor 488 bei dieser Wellenldnge nicht moglich.

Zur Anregung wurden 40 uW (488 nm) und 10 pW (635 nm) verwendet. Bei diesen Anregungsleistungen
war das Signal-Rausch-Verhiltnis ideal, ohne bereits eine starke Sattigung der Fluoreszenz hervorzurufen
(vgl. Abschnitt 7.4).Die Konzentrationen der markierten Enzymmolekiile wurden so gewihlt, dass sich

im Mittel weniger als 0,1 Molekiile im Fokus befanden (entsprechend Gleichung 5.13).

Die niedrigen Konzentrationen im Bereich von 0,1 pM ermdglichten eine ideale Separation der einzelnen
Photonenbursts. Pro Sekunde traten im Schnitt 30 Bursts auf, die geniigend Photonen aufwiesen und

potentiell zur Berechnung der Energietransfereffizienzen verwendet werden konnten.

Die zusitzliche gepulste Anregung des Akzeptors hat die Aufgabe, das diffundierende Enzym wéhrend
des Aufenthalts im Laserfokus auf die Anwesenheit eines gebundenen Akzeptors hin zu iiberpriifen.
Photonen, die bis zu 20 ns nach dem roten Laserpuls detektiert wurden (rot schraffierter Bereich in Abb.
8.5(a)), wurden nur fiir diese Identifikationszwecke und nicht zur Berechnung der Fluoreszenz nach
Donoranregung (FA8,F : 8) und der Energietransfereffizienzen verwendet. Zur Berechnung der Intensi-
tatszeitspur des Akzeptors bei gepulster Anregung (F A635) wurde die Zahl der detektierten Photonen um
den Anteil des in diesem Zeitfenster erfolgten Energietransfers (rot gestrichelte Linie in Abb. 8.5(a))
korrigiert. Durch den Vergleich der Fluoreszenzintensititen nach erfolgter spektraler und zeitlicher Fil-
terung konnen die Molekiile mit intaktem Donor-Akzeptorpaar (DA), mit zwei Donormolekiilen (DD)
bzw. einem Donor- und einem photoinaktiven Akzeptorfluorophor und mit zwei Akzeptormolekiilen
(AA) identifiziert werden (siehe Abb. 8.5(b)).

IDiese Methode wurde 2007 auch unter der Bezeichnung PAX (Periodic Acceptor eXcitation) von der Arbeitsgruppe von A. N.
Kapanidis veroftentlicht. [41].
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Abbildung 8.5: Histogramm der detektierten Photonen (a) im Donor- (griin) und Akzeptorkanal (rot bzw. lila) nach
Anregung mittels des 488 nm Dauerstrichlasers bzw. des gepulsten 635 nm-Lasers bzgl. des Trig-
gerpulses. Die entsprechenden Intensititszeitspuren der Photonen (b) zeigen die unterschiedlichen
Variationsmoglichkeiten der Farbstoffe an den beiden Bindungsstellen: DD, DA und AA.

Zur Berechnung der Energietransfereffizienzen wurden die Ankunftszeiten der Photonen integriert (¢, =
500 ps) und die gewonnenen Zeitspuren hinsichtlich der Hintergrundfluoreszenz und der systembeding-

ten bzw. Fluorophor-spezifischen Faktoren korrigiert.

Die Filterung der Bursts erfolgte durch Setzen von Schwellenwerten fiir die Summe F388+F :'88 und fiir
F A635. Die Summenschwelle diente dabei zur Entfernung kleinerer Bursts des Losungsmittels und die

zweite Schwelle zur Filterung der Molekiile beziiglich des Akzeptorfluorophors.

Desweiteren verursachten die diskreten Werte von F;338und F f 88 storende Hiaufungspunkte in den Vertei-
lungen der Energietransfereffizienzen Eg7. Die Verteilungen wurden durch Addition einer gaullverteilten
Zufallsvariable (o = 0,5 Photonen) zu den Fluoreszenzintensititen stark reduziert (siehe auch Abb. 8.6)
und vgl. [109].

Ereignisse
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Abbildung 8.6: Hiufigkeitsspitzen bei der Berechnung von Eg7 ohne (schwarz) und mit (griin) verrauschten Fluo-
reszenzintensitéiten Fl‘)‘gsund F/fgg unter Verwendung natiirlicher Zahlen bis 100.

Wird von einer reinen Shot-Noise verursachten Verbreiterung der Egpr-Verteilung ausgegangen (siehe
Abschnitt 3.5), konnen die Kurven mit Mittelwerten zwischen 0,1 und 0,9 sehr gut durch eine GauB-
funktion beschrieben werden (siehe Abb. 8.7(a)). Es zeigt sich jedoch, dass die Breite der Verteilung
trotz gleicher Gesamtintensitit I,,, der beiden Kanile variiert. Ist die Standardabweichung bei einer

Energietransfereffizienz von 90% beispielsweise 0,06, betrigt sie bei 50% mit 0, 10 fast das Doppelte.

Der Grund hierfiir liegt in der Fehlerfortpflanzung. Fiir AEg7 gilt entsprechend der Beziehung in Glei-
chung 4.28 und den Gesetzen der Fehlerfortpflanzung:

ANEpT = (FAAFD JrFDAFA) . (8.3)

(Fp+Fa)?
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8.2. BURSTEXPERIMENTE

Fp kann dabei durch den Term Fy,,,, — Fy, AFydurch \/F; und AFp durch +/F,, — Fj ersetzt werden. Bei
einer Intensitit von Fs = Fy,,/2 sind die Bedingungen (d/dFy) AEgr 2 0 und (82/8FA2)AEET > 0 fiir
ein Maximum erfiillt. Die Symmetrie von F4 und Fp in Gleichung 8.3 zeigt bereits die stark symmetrische
Verteilung der Breiten von Abb. 8.7(b).
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Abbildung 8.7: Simulation (durchgezogene Linie) und GauB3verteilungen (gestrichelte Linie) der Energietransferef-
fizienzen unter Shot-Noise Bedingungen (a) bei unterschiedlichen Mittelwerten und einer mittleren
Photonenanzahl von 50 pro Zeiteinheit. Die nach Gleichung 8.3 berechneten Verteilungsbreiten
der Energietransfereffizienzen (b) bei einer Gesamtintensitit von 10, 20, 50 und 100 Photonen pro
Zeiteinheit.

8.2.2 Identifikation der Fluorophore

Das Binden der Donor- und der Akzeptorfluorophore erfolgte kompetitiv an den zwei Bindungsmoglich-
keiten des Adk-Molekiils. Dadurch entstanden neben Molekiilen, die einen Donor und einen Akzeptor
tragen, auch Molekiile mit zwei Donor- bzw. Akzeptormolekiilen. Die nur mit Donorfarbstoffen markier-
ten Molekiile treten in einem Er7-Histogramm als storende Werte bei kleinen Energietransfereffizienzen
auf und konnen eine Interpretation des Histogramms erschweren. Daher wurden die Donorfluorophore
der diffundierenden Molekiile mit einem Dauerstrichlaser und die Akzeptormolekiile zur Uberpriifung

zusitzlich mit einem gepulsten roten Laser angeregt.

Nach erfolgter Zweifarbenanregung diffundierender Adk-Molekiile wurde die in Abschnitt 8.2.1 be-
schriebene Filterung durchgefiihrt. Zur Uberpriifung einer erfolgreichen Identifikation der gebundenen
Fluorophore und Trennung der Molekiile hinsichtlich der Farbstoffe wurden FAMS-Diagramme erstellt
(siehe Abb. 8.8).

FAMS (Fluorescence-Aided Molecule Sorting [79]) ist ein zweidimensionales Diagramm mit Egr auf
der horizontalen und dem Stochiometriefaktor S auf der vertikalen Achse. Zur Berechnung der Ener-
gietransfereffizienzen wurde die Gleichung 4.28 verwendet. S berechnet sich aus dem Quotienten der
Emission nach Donoranregung (F5 + F) und der gesamten Emission, einschlieBlich der detektierten

Photonen nach direkter Anregung des Akzeptors F3:

FP+FP

S=—FP—4—.
FP+FP+F}

(8.4)

Daher ist S geeignet, um zwischen Molekiilen mit und ohne Akzeptor zu unterscheiden.

Mit Hilfe der Diagramme ldsst sich zeigen, dass ohne die Akzeptor-selektive Auswahl die Molekiile

mit gebundenen Donormolekiilen, die kein FRET zeigen, iiberwiegen (griiner Kreis, Abb. 8.8(a)). Der
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KAPITEL 8. KONFORMATION UND FUNKTION DER ADENYLATKINASE

Anteil der Molekiile, die ein FRET-Paar tragen, ist gering (roter Kreis, Abb. 8.8(b)) und das Verhiltnis
zwischen Donor- und Donor-Akzeptor-markierten Molekiilen ist 10:1. Die fehlenden Werte innerhalb
des Bereiches fiir nur Donor-markierte Molekiile nach der Selektion (griiner Kreis, Abb. 8.8(b)) geben

Hinweis auf eine erfolgreiche Identifikation und Trennung mit POE.

Bei dlteren Proben von wenigen Wochen tauchte im Bereich von S = 0,6 eine weitere Population auf,
die keinen oder nur sehr geringen Energietransfer zeigten. Sie ist wahrscheinlich aggregierten Molekiilen

zuzuordnen, die noch einzelne intakte Fluorophore, aber kein FRET-Paar besitzen.
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Abbildung 8.8: FAMS-Diagramme von mit Donor und Akzeptor markierten, diffundierenden Adk-Molekiilen ohne
(a) und mit (b) Akzeptor-selektiver Filterung (logarithmische Skala). Sie verdeutlichen die erfolg-
reiche Trennung des groflen Anteils der Molekiile, die ein oder mehrere Donormolekiile (griin)
tragen und Molekiile mit einem FRET-Paar (rot).

8.2.3 Bestimmung der Konformationspopulationen

Im Folgenden werden nun die Energietransfereffizienzen der FRET-Paare unter Zusatz verschiedener
Substrate, dem Substratanalogon AMPPNP und Inhibitor APsA, bestimmt (siche Abschnitt 6.10.5). Ziel
ist es, verschiedene Konformationen zu identifizieren und den Einfluss der Nukleotide auf deren Popula-

tion zu untersuchen.

Aus der Kristallstruktur konnen die relativen Abstinde der Bindungsstellen von vier moglichen Haupt-
konformationen ermittelt werden, bei denen sich die Lids in der gedffneten bzw. geschlossenen Konfor-
mation befinden (siche Tab. 8.1 und Abb. 8.9).
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Abbildung 8.9: Positionen der Farbstoffe an der Apo-Adk (a) und Inhibitor-gebundenen Adk (c) sowie der Zusam-
menhang zwischen Abstand und Energietransfereffizienz (b).
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Entsprechend der Kristallstrukturen wird die offene Konformation am besten durch das Apoenzym re-
prasentiert und die geschlossene Konformation durch das Binden des Inhibitors APsA, der die Bindungs-
stellen beider Lids besetzt.

AMP-Lid  ATP-Lid | Abstand (A) Egr

offen offen 46 0,58
offen geschlossen 42 0,70
geschlossen offen 36 0,86
geschlossen  geschlossen 36 0,86

Tabelle 8.1: Abstinde der Bindungsstellen der Farbstoffe und theoretisch berechnete Energietransfereffizienzen
bei unterschiedlichen Konformationszustinden der Adk. Zur Berechnung wurde ein Forsterradius von
48,5 A verwendet.

8.2.3.1 Korrekturfaktoren zur Berechnung der Energietransfereffizienzen

In NMR-Experimenten zeigten die Inhibitor-gebundenen Adk-Molekiile eine starke Population des ge-
schlossenen Zustands (93%). Die bestimmten Raten waren sehr langsam, so dass wihrend der Diffu-
sionszeit von ca. 100 ps nur selten Mittelungen liber zwei Zustdnde auftreten sollten. So eignet sich
das Inhibitor-gebundene Molekiil gut als Referenz, um von den Energietransfereffizienzen auf Abstinde

schlieffen zu konnen.

Die Energietransfereffizienz kann entsprechend Gleichung 4.28 berechnet werden. Um jedoch die un-
terschiedlichen Quanteneffizienzen sowie optischen Eigenschaften der Detektionskanile zu beriicksich-

tigen, muss der Wert von Y bestimmt werden.

Dieser wurde mit Hilfe des Egr-Histogramms der Adk, gemessen mit 4 mM APsA und 2 mM MgCl,,
durchgefiihrt. Betrdgt v 1,25, so stimmt der Haufungspunkt der Verteilung exakt bei dem aus dem Fors-
terradius berechneten Wert von 0,86 iiberein (Abb. 8.10(b)). Die Breite der Verteilung betrigt bei An-
passung mittels einer GauBBkurve o = 0, 13. Da von einer einzigen geschlossenen Konformation ausge-
gangen werden kann, ist diese Breite einzig auf Shot-Noise Fluktuationen des Signals zuriickzufiihren
(vgl. Abschnitt 6.8).

8.2.3.2 Histogramme der Energietransfereffizienzen: Zweizustandmodell

Wird zunichst von einem Zweizustandmodell mit einer vollstindig gedffneten und einer geschlossenen
Konformation ausgegangen, kann das Histogramm der Energietransfereffizienzen tiber zwei Gaul3vertei-
lungen gefittet werden. Bedingung fiir die Verwendung der Gauf3verteilung ist, dass die Energietrans-
fereffizienzen nicht groBer als 0,9 oder kleiner als 0,1 sind (vgl Abb. 8.7).

Das Zweizustandmodell entspricht der Gleichung:

ko
EY) —ED (8.5)
ka1

mit £ ‘(E]T) und E ‘(52} den Energietransfereffizienzen des offenen bzw. vollig geschlossenen Zustands und ki,

und ky; den Raten des SchlieBens bzw. Offnens.
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KAPITEL 8. KONFORMATION UND FUNKTION DER ADENYLATKINASE

Zur Anpassung des Histogramms der Energietransfereffizienzen des Apoenzyms (siche Abb. 8.10(a)),
wird die Breite der Gaullfunktion der geschlossenen Konformation aus dem Ergebnis der Messung am
Inhibitor-gebundenen Molekiil iibernommen (siehe Abschnitt 8.2.3.1). Aufgrund der Verbreiterung der
Verteilung bei Egr-Werten um 0,6 wird entsprechend Gleichung 8.3 fiir die Gauffunktion der offe-
nen Konformation eine Breite von o = 0,20 verwendet. Die Lage der Maxima wurde daraufthin durch
Anpassung des Histogramms mit Hilfe der Gaullfunktionen bestimmt. Sie liegen bei den Energietrans-
fereffizienzen von 0,59 40,01 und 0,86 +0,02.
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Abbildung 8.10: Histogramme der Energietransfereffizienzen (grau) fiir das Apo- (a) und das mit Inhibitor
APsA gebundene Enzym (b) zusammen mit der Anpassungsfunktion zweier GauBverteilungen
(schwarz).

Bei schnellen Raten wird iiber die Energietransfereffizienzen der Zusténde teilweise gemittelt. Werden
Simulationen mit den im Abschnitt 8.2.4 bestimmten Raten durchgefiihrt, folgt eine Verschiebung der
Energietransfereffizienz des vollig offenen Zustands um +0,02 und des geschlossenen Zustands um
—0,01.

Wird dies beriicksichtigt, stimmen die Maxima des Err—Histogramms des Apoenzyms mit den theo-
retisch erwarteten Werten von Tab. 8.1 iiberein. Die Population der offenen Konformation betrug fiir
das Apoenzym 76% (siehe Tab. 8.3). Der Anteil bei sehr niedrigen Energietranfereffizienzen entsteht
durch Alterungsprozesse der Probe und wird hochstwahrscheinlich durch Aggregationen von Molekiilen

verursacht, welche zwar fluoreszente Farbstoffe enthalten, aber keinen Energietransfer zeigen.

Auch beim Egr-Histogramm des Inhibitor-gebundenen Molekiils kann neben dem geschlossenen Zu-
stand bei 0,86 einen offener Zustand bei 0,57 gefittet werden. Die Population des offenen Zustands
betrdgt 15% und stimmt mit der durch NMR-Messungen ermittelten Population von 5 - 15% {iberein
[67].

Die verwendeten Fitfunktionen zeigen fiir das Apoenzym wie auch fiir das Inhibitor-gebundene Enzym
jedoch eine nur unzureichende Anpassung. Da Hinweise auf unkorrelierte Bewegungen der Lids beim
Apoenzym bereits bei MD-Simulationen auftraten (siehe Abb. 2.5), kann es auf einen zusétzlichen halb-

geschlossenen Zustand bei Egr = 0,70 hindeuten.
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8.2.3.3 Histogramme der Energietransfereffizienzen: Dreizustandmodell

Mit dem Zweizustandmodell konnten die zwei Hauptkonformationen der Adenylatkinase identifiziert
werden. Nun sollen die Enzyme hinsichtlich der halbgeschlossenen Zustéinde untersucht werden. Das
ist von groBer Bedeutung, da die Konformation mit geschlossenem AMP-Lid nicht vom vollstindig

geschlossenen Zustand unterschieden werden kann (siche Tab. 8.1).

Zur Untersuchung der Histogramme treten nun drei mogliche Populationen auf, die mit Hilfe von drei
Gauf3-Funktionen entsprechend den theoretischen Werten des zu erwartenden Energietransfers bestimmt

werden sollen:

1. beide Lids im gedffneten Zustand
2. ATP-Lid im geschlossenen Zustand und

3. AMP-Lid oder beide Lids im geschlossenen Zustand.

Die Untersuchungen wurden mit Substraten durchgefiihrt, die jeweils nur an einem Lid binden und das
SchlieBen des jeweiligen Lids verstidrken sollten. Als Substrate wurden fiir das ATP-Lid Mg-AMPPNP
und fiir das AMP-Lid AMP verwendet. Die Affinitdt von AMPPNP ist hierbei mit ATP vergleichbar.
Wihrend AMP sehr spezifisch bindet, kann AMPPNP mit einer noch unbekannten, aber geringen Wahr-
scheinlichkeit auch an das AMP-Lid binden [27]. Liegen beide Substrate in der Losung vor, ist die

Gesamtrate trotz des fehlenden Stoffumsatzes mit Messungen mit ADP vergleichbar [169].

Die Abb. 8.11(a) zeigt, dass sich nach der Zugabe von 1 mM AMP die Energietransfereffizienzen im

Vergleich zum Apoenzym nicht verdndern.
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Abbildung 8.11: Histogramme der Energietransfereffizienzen (grau) fiir das nur am AMP-Lid gebundene AMP (a)
und das Apoenzym (b) zusammen mit der Anpassungsfunktion als Einhiillende dreier Gauf3vertei-
lungen (schwarz).

Eine vermehrte Population des halbgeschlossenen Zustands (nur AMP-Lid geschlossen) wiirde eine Er-
hohung der Population um 0, 86 zur Folge haben. Die Population des getffneten Zustands betrigt jedoch
78% und ist mit dem Apo-Molekiil vergleichbar (siehe Tab. 8.2). Auch in NMR-Experimenten wurde
eine Ubereinstimmung der Ergebnisse mit dem Apoenzym festgestellt [27], so dass davon ausgegangen
werden kann, dass das Binden von AMP keine Auswirkung auf das Gleichgewicht zwischen dem ge-

schlossenen und gedffneten Zustand hat. Der Anteil des halbgeschlossenen Zustands bei 0,70 konnte
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im Vergleich zum Apoenzym (siche Abb. 8.11(b)) jedoch nicht gefittet werden, was bedeutet, dass das

Binden von AMP sogar unkorrelierte Bewegungen des ATP-Lids unterdriickt.

Auch die Zugabe von 1 mM Mg-AMPPNP erhoht nicht wie erwartet die Population des halbgeschlosse-
nen Zustands des bindenden Lids (siche Abb. 8.12(a)). Fiir den Fall, dass nur das ATP-Lid geschlossen
ist, liegen die Energietransfereffizienzen bei 0, 70. Vielmehr zeigt das Histogramm im Gegensatz zu den
Experimenten mit AMP eine grofle Population bei der Energietransfereffizienz des vollstindig geschlos-

senen Zustands.
Wird vergleichsweise das Histogramm des Molekiils mit gebundenem APsA mit dem Dreizustandmodell

gefittet (siche Abb. 8.12(b)), so betrdgt der Anteil des halbgeschlossenen Zustands 19% und ist sogar
groBer als beim AMPPNP-gebundenen Molekiil (7%).
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Abbildung 8.12: Histogramme der Energietransfereffizienzen (grau) fiir das Enzym mit gebundenem Mg-AMPPNP
(a) und Inhibitor (b) zusammen mit der Anpassungsfunktion als Einhiillende dreier Gaufiverteilun-
gen (schwarz).

Das AMPPNP-gebundene Molekiil weist weiterhin im Vergleich zum APsA-gebundenen mit 25% eine
hohere Population des offenen Zustands auf. Dies wurde durch NMR-Messungen bestétigt [27] und kann
an der, wenn auch geringen, Wahrscheinlichkeit liegen, dass AMPPNP auch an das AMP-Lid bindet.
Sind AMPPNP-Molekiile an beiden Lids gebunden, kann aufgrund ihrer GroBe der Ubergang in den

geschlossenen Zustand erschwert sein.
Werden nun beide Nukleotide, AMP und Mg-AMPPNP, in einer jeweiligen Konzentration von 1 mM

hinzugegeben, zeigt sich analog zu den Experimenten mit Mg-AMPPNP eine in Richtung des geschlos-

senen Zustands verschobene Verteilung (siehe Abb. 8.13). Der Anteil der Molekiile im offenen Zustand

2 Zustinde 3 Zustinde
Nukleotid P (%) Py(%) | Pi(%) Px(%) Py(%)
0] 76+5 24+5 | 64+5 1345 2345
APsA 15£5 8545 545 1945 7445
AMPPNP 2245 7845 | 2545 745 6945
AMP 79+5 21+5 | 785 0+5 2245
AMPPNP + AMP | 325 6845|3145 5+£5 64+£5

Tabelle 8.2: Ergebnis der Populationen des offenen Zustands Py und der halb- bzw. vollstindig geschlossenen Zu-
stinde bzw. P> bei Verwendung eines Zwei- bzw. Dreizustandmodells. Der halbgeschlossene Zustand
bei Egr = 0,7 wird als P* bezeichnet. Die Werte entsprechen den Flachenverhéltnissen der Gaufifunk-
tionen. Die Fehlerbreite resultiert aus der Abschitzung der Breite der Verteilungen.
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Abbildung 8.13: Histogramm der Energietransfereffizienzen (grau) fiir das Enzym mit gebundenen AMP und
Mg-AMPPNP zusammen mit der Anpassungsfunktion als Einhiillende dreier GauBverteilungen
(schwarz).

betrdgt dabei 30% und im vollstidndig geschlossenen 64%. Der halbgeschlossene Zustand des ATP-Lids
ist ebenfalls mit den Messungen mit AMPPNP vergleichbar und betriagt 5% (vgl. Abb. 8.12). Er wird

durch unkorrelierte Bewegungen der Lids verursacht. Alle Ergebnisse sind in Tab. 8.2 zusammenfasst.

Sie zeigen, dass die halbgeschlossenen Zustinde fiir eine Zustandsanalyse von Adk-Molekiilen mit ge-
bundenen Substraten eine untergeordnete Rolle spielen und dass Bursts mit einer Energietransfereffizienz
um 0,86 mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit von vollig geschlossenen Enzymmolekiilen stammen. Hier
ist auch die Sonderstellung des Apo- und des Inhibitor-gebundenen Enzyms zu erkennen, bei denen die

Population des halbgeschlossenen Zustands des ATP-Lids groBer als 10% ist.

Zusammenfassung:

Die Histogramme der Energietransfereffizienzen bestétigen die zwei ausgezeichneten Zustinde der offe-
nen und der geschlossenen Konformation.

Ist kein Substrat gebunden oder sind beide Bindungsstellen der Lids besetzt, so gibt es einen geringen
Anteil des Zustands, bei dem nur das ATP-Lid geschlossen ist. Dies ist ein Hinweis auf unter diesen
Bedingungen auftretende unkorrelierte Bewegungen. Uber den Anteil des halbgeschlossenen Zustands
des AMP-Lids kann aufgrund des mit dem geschlossenen Zustand vergleichbaren Energietransfers keine
Aussage gemacht werden.

Das Apoenzym befindet sich zu 64% im vollstindig gedffneten Zustand. Bei gebundenem Inhibitor be-
trigt dieser nur noch 5%.

Das Gleichgewicht zwischen dem geschlossenen und gedffneten Zustand kann durch das Binden von
Substraten beeinflusst werden. Dabei induziert das Binden am ATP-Lid das SchlieBen des AMP-Lids,
wihrend ein Binden am AMP-Lid das ATP-Lid nicht beeinflusst. Diese Korrelation ldsst die Verwendung
eines Zweizustandmodells zur Beschreibung der Konformationskinetik zu. Sind Mg- AMPPNP und AMP
gebunden, befindet sich das Molekiil zu 60% im geschlossenen Zustand.
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8.2.4 Konformationskinetik bei Einzelmolekiil-Burstexperimenten

Die Konformationsidnderungen diffundierender Molekiile beeinflussen den Verlauf der Auto- und Kreuz-
korrelation der Donor- und Akzeptorfluoreszenz (siche Abschnitt 5.3.3). Daher konnen aus den Zeit-
spuren diffundierender Molekiile die Raten der Konformationsianderungen bestimmt werden, sofern die
einzelnen Zustinde kiirzer als die Diffusionszeit sind oder sich zumindest in deren Groflenordnung be-
finden (siehe Abschnitt 5.3.3).

Die Korrelationsfunktionen der Fluoreszenzzeitspuren enthalten die Raten sowie die Energietransfereffi-
zienzen der Zustinde. Zur Berechnung der Korrelationsfunktionen wurden nur Photonen von Molekiilen,

die einen Donor und einen Akzeptor tragen, verwendet.

Zusitzlich wurden neben den Photonen des ausgewéhlten Bursts auch die benachbarten Photonen mit
einem Abstand von max. 5 ms zum Burstmittelpunkt verwendet (siehe Abb. 8.14(a)). Wiirden nur die
jeweiligen Photonen der Bursts selektiert, wiirde es zu einer storenden Uberlagerung der Konformations-

dynamik mit dem korrelativen Abfall aufgrund der Linge des Zeitspurenabschnitts kommen.

Mit Hilfe der Burstanalyse (siche Abschnitt 7.7.7.1) wurden weiterhin nur Bursts mit dhnlichen Burst-
breiten ausgewéhlt, um eine Verschmierung der Korrelation durch stark unterschiedliche Diffusionszei-
ten zu verhindern (siche Abb. 8.14(b)).
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Abbildung 8.14: Fluoreszenz des Donors (griin) und des Akzeptors (rot) wihrend der Diffusion durch den Fokus
(a). Der schwarze Pfeil kennzeichnet den Bereich, aus dem die Photonen fiir die Korrelation ver-
wendet werden. Die grauen Pfeile markieren die Breite des Bursts. Entsprechend der Verteilung
der Burstbreiten (b) wurde ein Bereich (grau) zur Filterung ausgewihlt.

In Abb. 8.15 sind die Auto- und Kreuzkorrelationsfunktionen des diffundierenden Apoenzyms vor und
nach der Filterung der Photonen entsprechend den genannten Kriterien dargestellt. Deutlich ist die gro-
Bere scheinbare Diffusionszeit des Akzeptors aufgrund von Sittigungseffekten zu erkennen. Die Diffu-

sionszeit des Akzeptors betrigt Tjy = 270 ps im Vergleich zum Donor mit 75 = 80 ps.

Nach der Filterung erhoht sich zudem die Amplitude der Autokorrelation des Donors und der Kreuz-
korrelation (siche Abb. 8.15(b)). Dies beruht auf der Reduktion des fluoreszenten aber unkorrelierten
Hintergrundsignals. Der Abfall bei 10 ms entsteht durch die gewihlte Breite der verwendeten Zeitspu-
renausschnitte (sieche Abb. 8.14 (a)).
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Abbildung 8.15: Autokorrelation des Donors (griin) und des Akzeptors (rot) nach Anregung der Donormolekiile
und deren Kreuzkorrelation (blau) vor (a) und nach (b) der Filterung mittels POE und Selektion
entsprechend der Burstbreiten.

In Abb. 8.16(a) sind Korrelationsfunktionen einer simulierten Zeitspur von Molekiilen mit einer Kon-
formationsdynamik mit den Raten k1, = 2.200 s~ und ky; = 6.200 s~ ! zwischen den Zustinden E élT) =
0,57 und E ,(EZT) = 0, 86 dargestellt. Die simulierte Triplettkinetik beinhaltete gleiche Triplettraten und eine
vollstindige Singulett-Triplett-Annihilation. Die Diffusionszeit der simulierten Molekiile betrug 200 ps.

Der Unterschied zur Kreuzkorrelation der experimentellen Daten liegt vor allem in der groleren Ampli-
tude. Dies ist durch Einfliisse von unkorrelierten Photonen begriindet. Desweiteren zeigt die simulierte
Kreuzkorrelationsfunktion bei 1 us einen leichten Triplettanteil. Dieser Unterschied beruht auf der im

Experiment nur unvollstindigen Singulett-Triplett-Annihilation (siehe dazu Abschnitt 7.4.5).

Zur Analyse der Zustdnde und der Konformationskinetik wird der diffusive Bestandteil der Korrelations-
funktionen durch die Bildung der Quotienten der Autokorrelationen mit der Kreuzkorrelation entfernt.
Aus den Quotienten konnen entsprechend den Gleichungen 5.32 bis 5.34 die Energietransfereffizienzen
der Konformationszustinde und die Raten der Konformationsdynamik ermittelt werden. In der verwen-

deten Anpassungsfunktion wurde ein zusétzlicher Offset fiir die y-Achse eingefiigt.

Bei vollkommen freier Parameterwahl war die Konformationsdynamik aus den simulierten Daten jedoch

nur mit grolen Fehlergrenzen zu ermitteln. Zur Reduzierung der Unsicherheit wurden die Energietrans-

fereffizienzen als feste Parameter mit £ ST) =0,57 und E ézT) = 0,86 verwendet. Uber die Anpassungs-
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Abbildung 8.16: Autokorrelation des Donors (griin) und des Akzeptors (rot) und deren Kreuzkorrelation (blau)
einer simulierten Zeitspur mit den Zustinden EélT) = 0,57 und EézT) = 0,85 und den Raten k|, =
2.200 s~ ! und ky; = 6.200 s~!(a). Die Quotienten aus der Autokorrelation des Donors (grau) bzw.
des Akzeptors (gelb) mit der Kreuzkorrelation und die jeweiligen Fitfunktionen entsprechend den
Gleichungen 5.32 bis 5.34 (schwarz)(b).
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funktionen entsprechend der Glelchungen 5.32 bis 5.34 kénnen fiir den Quotienten fiir G1) (t)/ GDW( )
die Raten k1 = 2.218 £70 s " und ky; = 6.203+250 s~ ' sowie fiir G}, (7)/GDy, (7) die Raten kjy =
1.126£90 s~ und ky; = 6.163 1000 s~ ' ermittelt werden.

Die groBere Abweichung der Raten des Quotienten, der die Autokorrelation des Akzeptors enthilt, ent-
steht durch die unterschiedlichen Triplettanteile in der Auto- und Kreuzkorrelation. Die Raten, die unter
Verwendung der Autokorrelation des Donors gewonnen wurden, stimmen dagegen sehr gut mit den in

der Simulation verwendeten Raten iiberein.

Fiir die experimentellen Daten war die Bildung des Quotienten aus der Autokorrelation des Akzeptors
GDyn( )/ GDyn( ) aufgrund der groBeren Diffusionszeit nicht moglich. Bei dem Donor trat das Problem
der stark unterschiedlichen Triplettterme nicht auf. Der Triplettanteil der Autokorrelation des Donors be-
trug 20% und die der Kreuzkorrelation 10%. In den Anpassungsfunktionen fiir GDyn( )/ GDW( ) wurde
weiterhin zuerst nur E,(ET) bei dem Wert von 0,86 festgehalten. Nach der Bestimmung von EJ(ET) wurde

auch dieser zu Ermittelung der Raten als fester Parameter verwendet.

8.2.5 Bestimmung der Raten der Konformationskinetik

In Abb. 8.17(a) ist der Quotient der Korrelationsfunktionen fiir das Apoenzym dargestellt. Eine Anpas-
sungsfunktion entsprechend den Gleichungen 5.32 und 5.34 ergibt bei festem Parameter £ ézT) von 0,86
eine Energietransfereffizienz £ élT) von 0,31. Die zugehorigen Raten werden mit k1 = (2.200 + 140) s~
und ki = (6.3004330) s~! bestimmt. Der Wert fiir £ ,(;T) weicht hierbei von dem erwarteten Wert von
0,57 ab. Dieser Unterschied wird durch Abweichungen der Amplituden der experimentell gewonnenen
Korrelationsfunktionen von den theoretischen Modellen hervorgerufen. Ursachen hierfiir sind z.B. un-

terschiedliche Triplettterme und ein unkorreliertes Hintergrundsignal.
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Abbildung 8.17: Quotient der Autokorrelation des Donors Gpp(T) mit der Kreuzkorrelation des Donors mit dem
Akzeptor Gap(7) (grau) des Apoenzyms (a) und des Enzyms mit Inhibitor (b) und die Anpas-
sungsfunktionen (rot).

Im Weiteren wird der Einfluss nach Zugabe der Nukleotide APsA, AMP und AMPPNP untersucht. Die

Ergebnisse sind in der Tab. 8.3 mit Populationen der Burstexperimente zusammengefasst.

Fiir das Inhibitor-gebundene Enzym gibt es in der Funktion Gpp/Gpa(T) zwei Zeitbereiche (siche Abb.
8.17(b)). Der langsame Bereich entspricht den Raten kj» = (1904 5) s~! und ko = (2542) s~ ! sowie
den beiden Zustinden E g} =0,39und £ ,(EZT) = 0,86 und kann eindeutig dem Zeitbereich der Konformati-
onsdnderungen zugeordnet werden. Jedoch ist die Gesamtrate dieses Prozesses so langsam, dass bereits
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eine Uberlappung mit dem gewihlten Zeitfenster der Bursts von 10 ms vorhanden ist. Das Fenster kann
aber nicht groBBer gewihlt werden, da aufgrund der Burstdichte die Wahrscheinlichkeit grof3 ist, dass dann
benachbarte Bursts von Molekiilen ohne Energietransfer innerhalb der ausgewéhlten Zeitfenster liegen.

Dadurch wiirden die Korrelationsfunktionen ihren Informationsgehalt beziiglich der Dynamik verlieren.

Bei einer Anpassung des schnellen Bereichs von Abb. 8.17(b) werden Raten mit kj» = (200410) s~! und
ka1 = (8.0004400) s~! sowie die Zustinde E ,(;T) =0,04und E ,(52T> =0, 86 erhalten. Der niedrige Wert von
E éZT) deutet bereits darauf hin, dass es sich hochstwahrscheinlich um Uberginge in einen Zustand ohne
Energietransfer handelt. Hierbei handelt es sich hochstwahrscheinlich um die Ubergiinge des Donors und

des Akzeptors in einen Zustand geringer Quantenausbeute.

Ist der Donor im Dunkelzustand, kann kein Energietransfer stattfinden und auch der Akzeptor ist ,,dun-
kel”. Dies ist ein korrelierter Prozess beider Fluorophore mit einer Energietransfereffizienz von Null.
Befindet sich der Akzeptor im Dunkelzustand, bleibt das Donorsignal konstant oder vergrofert sich je
nach den Absorptionseigenschaften des Akzeptors. Im ersten Fall ist die Intensitédtsdnderung nicht kor-
reliert und wiirde keinen Beitrag in der Kreuzkorrelationsfunktion liefern. Im zweiten Fall wiirde ein
antikorrelierter Term entstehen. In beiden Fillen wire die aus den Fluoreszenzintensititen berechenbare

»scheinbare” Energietransfereffizienz Null.

Bindet die Adenylatkinase an Mg-AMPPNP, tritt erneut auf zwei Zeitskalen eine Dynamik auf. Die Ge-
samtrate der schnellen Fluktuationen in einen Zustand ohne Energietransfer betrigt 21.000 s~!. Dies
deutet auf eine erhohte Ionisationsfreudigkeit der Farbstoffe nach dem Binden des Nukleotids hin. Die
langsamen Raten der Konformationsdnderung sind jedoch aufgrund der geringen Photonenanzahl pro
Burst und dem damit verbundenen Rauschen nur abzuschitzen und betragen ki» = (1.200 +1.000) s~ !
sowie ky; = (20 £40) s~! (vgl. Tab. 8.3). Trotz der groBen Fehlerbereiche ist jedoch eine Aussage be-
ziiglich der GroBenordnung der Raten moglich. Bindet zusétzlich das AMP am AMP-Lid, bleibt die
Offnungsrate gleich, nur die SchlieBungsrate ist verlangsamt. Die Raten betragen kj» = (630 £250) s~!
sowie kp; = (25+30) s~ .

Bindet dagegen nur das Substrat AMP an das AMP-Lid, bevorzugt das Enzym weiterhin den offenen
Zustand und die Raten sind mit denen des Apoenzyms identisch (vgl. Abb. 8.11).

Aus den Raten konnen fiir das Gleichgewicht die entsprechenden Populationen der Konformationszu-

stinde P::
kji

 kijtk;i

(8.6)

[

mit i bzw. j fiir die Zustidnde 1 bzw. 2 berechnet werden. In Tab. 8.3 sind sie zusammen mit den Ergeb-
nissen der Histogramme fiir die verwendeten Nukleotide vergleichend dargestellt. Es zeigt sich eine gute
Ubereinstimmung fiir das Apoenzym, das AMP-gebundene und das Inhibitor-gebundene Enzym. Bindet
AMPPNP, stimmen die Ergebnisse nicht mehr iiberein. Die Population des gedffneten Zustands ist in
den Histogrammen zehnfach grofer. Aufgrund der gro3en Unsicherheiten in der Bestimmung der Raten

kann aber an dieser Stelle noch keine Schlussfolgerung gezogen werden.

Es ist jedoch deutlich sichtbar, dass besonders die Rate des Offnens durch eine Bindung an das ATP-Lid
um den Faktor 300 verlangsamt wird, wihrend die SchlieBungsraten nur um den Faktor zwei variieren.
Der Inhibitor nimmt allerdings eine Sonderrolle ein. Aufgrund seiner Grofie und der Bedingung, dass

beide Bindungsstellen der Lids an ein Molekiil binden, ist auch die SchlieBungsrate stark verlangsamt.
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Epr- Histogramme Korrelationsfunktionen
Nukleotid P (%) P (%) kiafs™! kyi/s™! P (%) Py (%)
(0] 76+5 2445 2.200+130 6.4004+330 | 74+2 26+1
AMPPNP 22+5 78 +5 1.200 + 1.000 20+40 2+1 9845
AMP 79+5 2145 2.100+£110  6.5004+260 | 754+2 25+1
AMPPNP + AMP | 32+5 68+5 630+250 25430 4+1 9646
APsA 15+5 85+5 190+5 2542 1241 88+1

Tabelle 8.3: Vergleich der Populationen F;, die aus den Verteilungen der Energietransfereffizienzen und aus den
Raten k;; unter Verwendung des Zweizustandmodells fiir die offene (1) und die geschlossene (2) Kon-
formation bestimmt wurden. Die Werte geben die Mittelwerte und Standardabweichungen an.

Zusammenfassung:

Aus den Zeitspuren der in Losung diffundierenden Molekiile konnten nicht nur die Verteilungen der
Energietransfereffizienzen, sondern unter Verwendung des Zweizustandmodells auch die Raten der Kon-
formationsidnderungen abgeschitzt werden.

Es zeigt sich, dass das Binden der Nukleotide vor allem die Offnungsrate beeinflusst. Die SchlieBungsrate
befindet sich im Bereich von 1000 — 2000 s~!. Die Ausnahme bildet das Inhibitor-gebundene Enzym
mit einer Rate von 190 +5 s~!. Die aus den Raten berechneten Populationen stimmen hierbei in ihrer

Tendenz mit den Populationen der Egy-Histogramme {iberein.

8.3 Immobilisierte Molekiile

8.3.1 Zeitaufgeloste Einzelmolekiil-FRET-Experimente

Bei Burstexperimenten wird iiber viele einzelne Molekiile, die nur wéihrend der Diffusion durch den La-
serfokus ,,sichtbar” sind, gemittelt. Der Vorteil ist die gute Statistik, der Nachteil, dass die Diffusionszeit

das Beobachtungsfenster fiir die Kinetik limitiert.

Um nun das Verhalten einzelner Enzyme zu untersuchen, wurde der zeitliche Verlauf der Donor- und
Akzeptorfluoreszenz von immobilisierten Adk-Molekiilen aufgenommen. Die begrenzte Anzahl von

Absorptions- und Emissionszyklen begrenzt hierbei mafigeblich die Linge der Zeitspuren.
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Abbildung 8.18: Fluoreszenzzeitspuren des Donors (griin) und des Akzeptors (rot) immobilisierter Adk-Molekiile
ohne (a) und mit (b) dem Substrat ADP bei einer zeitlichen Auflosung von 5 ms. Die Symbole
F und D stehen fiir fluoreszente bzw. nichtfluoreszente Zustinde, BD und BA markieren die Zeit
des Bleichens des Donors bzw. Akzeptors. Die Anregungsleistungen betrugen 10 uW fiir (a) und
5 uW fiir (b).
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In Abbildung 8.18 sind exemplarisch zwei Zeitspuren mit einer Zeitaufldsung von 5 ms dargestellt.
Deutlich ist der stufenartige Abfall der Fluoreszenz durch Ionisationsereignisse und Photobleichen zu
erkennen. In den meisten Fillen bleicht der Akzeptor vor dem Donor. Bei effizienten Energietransfer
(Abbildung 8.18(b)) und den daraus folgenden hohen Photonenemissionsraten des Akzeptors sind die

Zeitspuren kiirzer.

Es lassen sich verschiedene Arten von Dunkelzustinden der Fluorophore feststellen. In der Zeitspur (a)
ist ein Beispiel fiir einen Ubergang des Donors in einen Dunkelzustand zu erkennen. Daraus folgt, dass

der Akzeptor wihrend dieser Zeit nicht angeregt wird und demzufolge dunkel ist.

Befindet sich der Akzeptors in einen photoinaktiven Zustand, wie z.B. in der Zeitspur in (b), erhoht sich
wihrend dieser Zeit in fast allen Féllen die Fluoreszenz des Donors nicht. Dies deutet darauf hin, dass
AlexaFluor 633 auch im Dunkelzustand als Akzeptor die vom Donor iibertragene Energie aufnimmt.

Diese Eigenschaft wurde auch an anderen Fluorophoren beobachtet [147].

Dieser Fakt ist sehr wichtig fiir die Analyse der Zeitspuren mit Hilfe der Kreuzkorrelationsfunktion (vgl.
Kapitel 5.3). Wiihrend Uberginge des Donors in den Dunkelzustand einen korrelativen Term (d.h. posi-
tive Amplitude) zur Folge haben, hat, solange sich die Donorfluoreszenz nicht dndert, ein Dunkelzustand
des Akzeptors keinerlei Auswirkungen. Eine Konformationsinderung dagegen fiihrt zu einem antikorre-

lierten Term.

Zur Ermittelung der Kinetik der Konformationsinderungen werden Zeitspuren mit einer geringeren
Zeitauflosung als 5 ms erstellt. Zur Analyse wurde ein Zweizustandmodell verwendet (sieche auch Glei-
chung 8.5), wobei die Werte fiir die Zustinde Eg)T aus den Ergebnissen der Burstanalyse verwendet

wurden.

Alle Ergebnisse der Konformationskinetik in der Tabelle Tab. 8.4 mit den Ergebnissen der Burstexperi-

mente sowie NMR-Spektroskopie vergleichend dargestellt.

8.3.2 Zustandsanalyse zeitaufgeloster Einzelmolekiil-FRET-Experimente

Zur Gewinnung der Fluoreszenz-Zeitspuren von Fluorophoren wurde die Deckglasoberfliche mit einer
geringen Dichte von immobilisierten Adk-Molekiilen von 5 - 20 Molekiils pro 10x 10 (um)? versehen.
Dazu wurde auf die Deckglaser eine Losung mit Molekiilkonzentrationen von weniger als 100 pM auf-

getragen und anschlieBend mit Pufferlosung gespiilt.

Zur Lokalisation der einzelnen Molekiile wurden die Deckgliser bei einer niedrigen Anregungsleistung
von 100 nW mit dem 488 nm-Laser gescannt. Dabei wurde eine Integrationszeit von 2 ms pro Pixel
(die Fliche betrug 80x80 (nm)?) verwendet und je ein Bild fiir die beiden Detektionskanile erstellt.
Dies ermoglichte erste Aussagen beziiglich der An- bzw. Abwesenheit des Akzeptors an den einzelnen
Adk-Molekiilen. Danach wurde der Laserfokus genau auf das Maximum der Punktspreizfunktion gesetzt
(siehe Abschnitt 3.3).

Die Aufnahme der Zeitspuren wurde je nach gewiinschter Emissionsrate bei unterschiedlichen Anre-
gungsleistungen durchgefiihrt. Zeitspuren, die die Fluoreszenz von adsorbierten Bestandteilen der Puf-
ferlosung oder mehreren Fluorophoren enthielten bzw. starke Intensititsschwankungen aufwiesen, wur-
den verworfen. Bestandteile des Puffers zeigten einen graduell abnehmende Fluoreszenzintensitdt und

waren daher leicht zu erkennen.
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Abbildung 8.19: Als Grundlage fiir die Zustandsanalyse dienen die Energietransferverteilungen (schwarz) zweier
distinkter Zustinde und die unbestimmte Zone (grau) (a).

Konformationszustinde mit unterschiedlichen relativen Abstdnden der gebundenen Fluorophore kénnen
iiber die Anderung der Energietransfereffizienz nachgewiesen werden. (vgl. Gleichung 4.26). Fiir die
Zustandsanalyse der Adk wurde ein Modell mit zwei Zustinden E gT) und E ézT) verwendet. Die mogliche
zeitliche Auflosung der Zeitspuren wurde durch die Photonenemissionsrate, durch die charakteristische
mittlere Anzahl der Emissions- und Absorptionszyklen der Fluorophore und die mittlere Verweilzeit in
den Zustdnden diktiert. Sie wurde in der Regel so gewihlt, dass die Gesamtphotonenanzahl pro Zeitein-
heit 20 — 40 Photonen betrug.

Aus Energietransfer-Histogrammen der Diffusionsmessungen konnte fiir den gedffneten Zustand ein Ma-
ximum bei E 1(517) = (0,57 und fiir den geschlossenen Zustand bei E ézT) = 0,85 bestimmt werden (vgl. Ab-
schnitt 8.2.3). Aufgrund des Photonenrauschens iiberlappen die Verteilungen der Energietransferzustén-
de, und es gibt eine Zone, in der eine Zuordnung des Energietransfers zu einem der beiden Zustinde
nicht moglich ist. Die Lage der Zone wurde durch die beiden Maxima bestimmt und ihre Breite betrug
1/3 des Abstands der Maxima. Wurde die Zone iiberschritten, wurde dies als Ubergang in einen anderen

Zustand gewertet (siche Abb. 8.19).

Die gewonnenen Aufenthaltszeiten in den beiden Zustdnden wurden histogrammiert und konnten mit
einer einfachen Exponentialfunktion gefittet werden. Die resultierende Zeitkonstante entspricht der mitt-
leren Aufenthaltsdauer 7 in dem jeweiligen Zustand. Durch die begrenzte zeitliche Auflésung werden
jedoch kiirzere Ereignisse ,,verpasst” (Missed Events) und folglich sind die aus der Zustandsanalyse
gewonnenen Raten nur apparent. Ist eine Rate sehr viel langsamer als die andere, konnen Korrekturen

entsprechend [18] verwendet werden.

Unterscheiden sich beide Raten jedoch nur wenig und gibt es noch weitere Einflussfaktoren, ist eine
Korrektur iiber diese Gleichungen nicht moglich. Daher wurden zur Verifikation der Ergebnisse Monte-
Carlo-Simulationen der Fluoreszenz immobilisierter Molekiile durchgefiihrt (siehe Abschnitt 6.12). In
ihnen wurde neben den Konformationsidnderungen auch die begrenzte Photonenemissionsrate und die
Triplettrate beriicksichtigt. Aus den simulierten Zeitspuren wurden nun ebenfalls iiber die Zustandsana-
lyse die scheinbaren Raten ermittelt. Durch eine rekursive Prozedur konnten die Ergebnisse mit den
Resultaten des Experiments verglichen werden. Stimmen diese iiberein, entsprechen die wahren Raten

den Eingabeparametern der Simulation.

Verinderungen der indifferenten Zone (vgl. Abb. 8.19) in Bezug auf Breite und Lage fiihren zwar zu

einer Verschiebung der apparenten Raten, doch durch den Abgleich mit den simulierten Daten ist dieser

~114-



8.3. IMMOBILISIERTE MOLEKULE

Einfluss fiir die Bestimmung der ,,wahren” Raten ohne Bedeutung.

Um die Zustandsanalyse hinsichtlich der Empfindlichkeit auf zufillige, messbedingte Fluktuationen der
Fluoreszenz zu untersuchen, wurden Zeitspuren eines Adk-Molekiils simuliert, bei dem sich der relative
Abstand der Farbstoffe nicht dnderte. Die Photonenrate wurde dabei so gewihlt, dass sie mit den Experi-
menten vergleichbar war. Wurden auf diese Zeitspuren die Zustandsanalyse oder die Korrelationsanalyse
angewandt, so unterschieden sich die Ergebnisse signifikant von denen der Experimte. Das verdeutlicht

eine weitestgehende Unabhiéngigkeit der Methoden in Bezug auf zufillig auftretende Fluktuationen.

8.3.3 Korrelationsanalyse zeitaufgeloster Einzelmolekiil-FRET-Experimente

In den Korrelationsfunktionen sind aufgrund des antikorrelierten Verhaltens der Donor- und Akzeptor-
fluoreszenz bei Anderung des relativen Abstandes die Konformationsénderungen enthalten. Die GroBe
des antikorrelierten Terms ist von den Energietransfereffizienzen sowie von dem Verhéltnis der Rate ab-
hingig (siehe Gleichung 5.32 bis 5.34). Die grofiten Amplituden treten bei gleichen Raten k> und kp;
und groBen Unterschieden der Energietransfereffizienzen auf. Neben den Konformationsianderungen sind
aber auch korrelierte Anteile, die z.B. durch Ubergiinge in Dunkelzustinde entstehen. Um den durch die
endliche Linge der Zeitspur bedingten Abfall zu eliminieren wurde eine Funktion f(¢) eingefiihrt, die
den Abfall auf eins normiert (siche Abb. 8.20, vgl. [100]).

Die zusitzlich auftretende Triplettkinetik wurde in der globalen Anpassungsfunktion mit einbezogen. Fiir
die Autokorrelationsfunktion des Donors bzw. des Akzeptors AC(¢) und die Kreuzkorrelationsfunktion
CC(r) gilt demnach:

AC(t) = 1—-f(t)+A+ 1 —C+Cexp (—kkonst)) (8.7)

(I—C)(I—T)(
X (1—=T+Texp(—krt)) und

CC(t) = 1—f(t)+A+B(1+Cexp(—kionst)) (1+Texp(—krt)). (8.8)

Dabei beschreibt C je nach Vorzeichen den korrelativen bzw. antikorrelativen Anteil und 7" den Triplett-
anteil mit der Rate k7. Die Gesamtrate Ky, s entspricht der Summe von k2 und kz; (vgl. 5.3.3). Auf die

Bedeutung der Amplitude von Kreuzkorrelationen wurde in Abschnitt 5.3 eingegangen.

G(v)
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1

Abbildung 8.20: Mittelwerte der Autokorrelation des Donors (griin) und des Akzeptors (rot) zusammen mit der
Kreuzkorrelation (blau) von Zeitspuren des immobilisierten Apoenzyms. Die Funktion f(z) (grau)
beschreibt den durch die Linge der Messspur bedingten Abfall und wird zur Normierung verwen-
det.
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8.3.4 Ergebnis fiir die Apo-Adk
8.3.4.1 Zustandsanalyse

Aufgrund der schnellen Raten der Konformationsidnderungen, die entsprechend der NMR-Messungen
und den Korrelationsfunktionen der Bursts im Bereich von bis zu 8000 s~! liegen, wurde eine moglichst
hohe zeitliche Auflosung angestrebt. Die dafiir notwendigen Photonenraten fithren jedoch zu einer hohen
Wabhrscheinlichkeit fiir Ionisations- und Bleichprozesse und daher zu kurzen Zeitspuren. Zur Untersu-
chung der Raten ist aber eine Zeitspur, die moglichst viele Wechsel zwischen den Zustinden aufweist,
notwendig. Das Optimum wurde fiir die Apo-Adk bei einer Anregungsleistung von 10 uW erreicht. So
konnte eine Auflosung von bis zu 200 ps bei einer mittleren Lidnge von 100 ms erreicht werden.

Entsprechend den Maxima der Histogramme der Energietransfereffizienzen und der erwarteten zeitlichen
Mittelung wurden fiir die Zustandsanalyse die Werte E ](;T) =0,59 und E I(,:ZT) = 0,84 als die jeweiligen

Haufungspunkte der Egy— Verteilungen verwendet.

Die Zeitspuren enthalten neben dem irreversiblen Bleichen auch reversible lonisationseffekte (siehe Ab-
schnitt 7.6). Wihrend lange Dunkelzeiten der Ionisationszustinde im Bereich von 10 - 100 ms leicht
erkannt und aus der Zustandsanalyse ausgeschlossen werden kdnnen, sind es gerade die kurzen Dunkel-
zeiten, die einen Einfluss auf die Zustandsanalyse haben. Obwohl das Enzym in dem Zustand verharrt,
wird durch einen kurzen Dunkelzustand ein Wechsel in einen Zustand mit geringerem Energietransfer
suggeriert. Um diese Ereignisse auszuschlieen, werden Ereignisse unterhalb eines bestimmten Sum-
menschwellenwertes beider Detektionskanile ignoriert. Die Gefahr hierbei ist, dass eine kurze Zustands-

dnderung wihrend der Dunkelzeit nicht erkannt wird.

In Abb. 8.21 ist ein Ausschnitt einer Zeitspur des Apoenzyms dargestellt. Die fiir jeden Zeitabschnitt

berechnete Energietransfereffizienz zeigt die Ubergiinge zwischen den einzelnen Zustinden an.

Aufgrund der Shot-Noise-bedingten Breite der Verteilungen dndert sich ein Zustand nicht, solange der
indifferente Bereich, bei dem keine eindeutige Zuordnung moglich ist, nicht iiberschritten wird (siche
auch Abschnitt 8.3.3). Die niedrigen Energietransfereffizienzen unterhalb von 0,3 weisen auf lonisati-

onsereignisse hin (vgl. mit Abschnitt 8.2.4). Das Epr-Histogramm aus 20 Zeitspuren entspricht dabei

F,FA(1/200ps)

Zeit (s)

Abbildung 8.21: Ausschnitt einer Zeitspur der Donor- und Akzeptorfluoreszenz (griin, rot) eines Apo-Molekiils bei
einer zeitlichen Auflésung von 0,2 ms. Der Verlauf der Energietransfereffizienz (blau) zeigt Uber-
ginge zwischen den zwei Zustidnden (schwarz). Die Liange der horizontalen schwarzen Balken gibt
die Aufenthaltsdauer in den jeweiligen Zustinden an. Die graue Zone markiert den unbestimmten
Bereich, der aufgrund der Breite der Verteilungen entsteht. Das Er7 —Histogramm (grau) wurde
aus 20 Zeitspuren gebildet. Die Anregung erfolgte mit 10 uW (488 nm).
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dem Ergebnis der Burstexperimente und zeigt die Ergodizitit der Molekiile beziiglich ihrer Konforma-
tionen.

Mit Hilfe der Zustandsanalyse konnen weiterhin die Zeiten ermittelt werden, in denen sich das Molekiil
in dem gedffneten bzw. geschlossenen Zustand befindet (siehe Abschnitt 8.3.3). Die Aufenthaltsdauer
in den jeweiligen Zustinden wird durch die Lange der horizontalen schwarzen Balken angegeben. Die
Histogramme der Aufenthaltszeiten in Abb. 8.22(a) und (b) zeigen einen einfachen exponentiellen Ab-
fall. Da infolge der begrenzten Auflosung kurze Ereignisse verpasst oder durch zufillige Fluktuationen

Ereignisse erzeugt werden konnen, sind die aus den Histogrammen bestimmten Raten nur apparent. Sie
betragen k}, = (1.070£30) s~ ! bzw. k&, = (2.650+£90) s~ 1.
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Abbildung 8.22: Histogramme der Aufenthaltsdauer im gedtfneten (a) und geschlossenen (b) Zustand von 20 Zeit-
spuren immobilisierter Apoenzyme. Die exponentiellen Anpassungsfunktionen enthalten die ap-
parenten Raten von k, = (1.070£30) s~! bzw. k3, = (2.650£90) s~!. Die Anregung erfolgte
mit 10 uW bei 488 nm. Erfolgt die Anregung bei 30 uW, enthalten die zugehorigen Histogramme
des gedffneten (c) und geschlossenen (d) Zustands von sechs Zeitspuren ebenfalls vergleichbare
Raten mit k}, = (1.100£30) s~! bzw. k3, = (2.650 £ 140) s~ .

Um die Methode nun hinsichtlich des Einflusses kurzer Dunkelzustinde zu untersuchen, wurden die
Messungen bei dreifacher Anregungsleistung wiederholt und die gleiche Zustandsanalyse wie bei 10
UW durchgefiihrt (Abb. 8.22(c) und (d)). Die Zeitspuren sind kiirzer und pro Zeitspur traten daher
weniger Wechsel zwischen den Konformationszustinden und hiufiger Uberginge in den Dunkelzu-
stand auf. Trotzdem sind nach erfolgter Zustandsanalyse die apparenten Raten mit k], = 1.100 s~! bzw.
k3, =2.650 s~! mit den Zeitspuren geringerer Anregungsleistung identisch. Dies zeigt eine erfolgreiche

Eliminierung der Einfliisse kurzer lonisationszustinde.

Um von den apparenten Raten auf die wahren Raten der Konformationsidnderung zu schlieBen, wur-
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den mittels MC-Simulationen Zeitspuren mit vergleichbaren apparenten Raten erzeugt (siche Abschnitt
6.12). Abb. 8.23(a) zeigt einen Ausschnitt einer solchen Simulation dargestellt, und in Abb. 8.23(b) und

(c) werden die zugehorigen Histogramme dargestellt. Die Simulation enthielt eine Triplettkinetik mit

1

Ty =4 ps™ " und einem Triplettanteil von 40%.

Zeit (s)

(a) Simulierte Zeitspur
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Abbildung 8.23: Ausschnitt einer Simulation der Zeitspur der Donor- und Akzeptorfluoreszenz (griin, rot) eines
Apo-Molekiils mit den Raten ki = 2.200 s~! bzw. kp; = 6.200 s~! bei einer zeitlichen Auflé-
sung von 0,2 ms (a). Das Ep7—Histogramm ist grau dargestellt. Der Verlauf der Energietrans-
fereffizienz (blau) zeigt Ubergiinge zwischen den zwei Zustinden (schwarz). Die Linge der hori-
zontalen schwarzen Balken gibt die Aufenthaltsdauer in den jeweiligen Zustinden an. Die graue
Zone markiert den unbestimmten Bereich, der aufgrund der Breite der Verteilungen entsteht. Die
Histogramme der Aufenthaltsdauer im gedffneten (b) und geschlossenen (c) Zustand enthalten die
exponentiellen apparenten Raten k, = (1.070£20) s~! bzw. k}; = (2.650£10) s~ 1.

Mit Hilfe der Simulation kann auf die wahren Raten der Konformationsinderung mit kjp = (2.200 £
200) s~ ! bzw. ky; = (6.2004500) s~ ! geschlossen werden. Aus ihnen folgt eine Gesamtrate von kg, =
(8.400+700) s~! und eine Aufenthaltswahrscheinlichkeit des Apoenzyms im offenen Zustand von 74%.
Dieses Ergebnis stimmt mit den Raten und Populationen der diffundierenden Molekiile recht gut iiberein
(Abschnitt 8.2.3).

8.3.4.2 Korrelationsanalyse

Aufgrund der Tatsache, dass aus den relativen Abstandsénderungen ein antikorreliertes Verhalten der
Donor- und Akzeptorfluoreszenz folgt, enthalten die Korrelationsfunktionen wichtige Informationen be-
ziiglich der Konformationsdynamik. Auf diese Weise konnen Populationen und Raten der Konformati-
onsianderungen bestimmt werden (siehe Kapitel 5.3.3). Der robusteste Parameter ist dabei die charak-

teristische Zeitkonstante des antikorrelierten oder korrelierten Terms. Sie entspricht der Gesamtrate der
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Kinetik. Die Amplituden der Korrelationsfunktionen enthalten die Populationen (siehe dazu auch Ab-

schnitt 5.3.3), konnen aber durch Einfliisse des Messsystems stirker verfalscht werden.

Aus allen Messungen an immobilisierten Apo-Molekiilen wurden die lingsten sechs Zeitspuren ausge-
wiihlt und der Mittelwert der Korrelationsfunktionen berechnet. In Abb. 8.24 sind die normierten Korre-

lationsfunktionen der experimentellen und simulierten Daten dargestellt.

G(r)f(x)+1
G(r)f(x)+1

Zeit (s) Zeit (s)

(a) (b)

Abbildung 8.24: Mittelwerte der normierten Autokorrelation des Donors (griin) und des Akzeptors (rot) zusam-
men mit der Kreuzkorrelation (blau) von experimentellen Daten (a) und einer mit gleicher An-
zahl von Photonen simulierten Zeitspur (b) des immobilisierten Apoenzyms. Zur Simulation der
Triplettkinetik wurden ein Triplettanteil von 7 = 0,4 und eine Triplettzeit von 77 = 4 us ver-
wendet. Eine globale Anpassung bestimmt die Zeitkonstante der Konformationsidnderungen mit
kiony = (7:500=£1.200) s~! bzw. kil - = (7.100 £ 1.000) s~ .

Aus den experimentellen Daten kann mit Hilfe von Anpassungsfunktionen entsprechend Gleichung 8.7
die Gesamtrate ki, r = (7.500 £ 1.200) sl als globaler Parameter aller drei Korrelationsfunktionen be-
stimmt werden. Das Ergebnis ist mit der Gesamtrate der Zustandsanalyse von rund 8.400 s~! vergleich-
bar (sieche Tab. 8.3).

Werden die simulierten Daten der Raten k1 = 2.200 s~! bzw. k»; = 6.200 s~! korreliert (Abb. 8.24(b)),
erhilt man eine Gesamtrate von ki, = (7.100 £ 1.000) s~

Neben der Rate stimmt auch die Amplitude des antikorrelierten Anteils der experimentellen und simu-
lierten Kurven iiberein. Die Amplituden der Autokorrelationsfunktionen sind jedoch bei den simulierten

Daten deutlich kleiner.

Das kann auf einen weiteren korrelativen Prozess zuriickgefiihrt werden, der sich vorwiegend auf die
Autokorrelationen auswirkt. In Kapitel 7.6.2 wurde beschrieben, dass fiir Farbstoffe am Apoenzym zu-
satzlich Dunkelzustéinde auftreten konnen. Diese sind, wie zu Beginn dieses Kapitels erwihnt, entweder
korreliert - falls der Donor in den Dunkelzustand geht - oder haben keine Auswirkung auf die Kreuz-
korrelation, weil sich die Donorfluoreszenz wéhrend der Dunkelzustinde des Akzeptors nicht dndert.
Aufgrund des Energietransfers ist die Wahrscheinlichkeit fiir Dunkelzustinde des Donors jedoch gerin-

ger, so dass vorwiegend Fluktuationen erwartet werden, die ohne Auswirkung auf die Kreuzkorrelation
bleiben.

Fiir die Autokorrelationen gilt jedoch, dass die Ubergiinge in kurzzeitige Dunkelzustinde aufgrund der
Amplitude der Intensitdtsinderung einen viel groBeren Einfluss als die Konformationsdnderung hat. Dies
schlédgt sich in den Amplituden der Autokorrelationen von Abb. 8.24 nieder. Die experimentellen Ampli-

tuden sind im Vergleich zu den simulierten groer, wihrend die Kreuzkorrelationsfunktionen gleichen.
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Sie wird also auch von Ubergingen in den Dunkelzustand beeinflusst. In der Zustandsanalyse konnten

diese erfolgreich ausgeschlossen werden (siehe vorheriger Abschnitt).

Der korrelative Term der Kreuzkorrelation im ps-Bereich zeigt einen weiteren wichtigen Aspekt. Die
positive Amplitude im Zeitbereich der Triplettzustinde bedeutet, dass sich die Fluoreszenz von Donor
und der Akzeptor gleichgerichtet dndert. Dies ist auf den Einfluss der Triplettdynamik des Akzeptors
auf die Fluoreszenz des Donors zuriickzufithren und ein weiterer Hinweis fiir eine effiziente Singulett-

Triplett-Annihilation (siehe dazu Abschnitt 7.4.5).

8.3.5 Ergebnis fiir die Inhibitor-gebundene Adk

Fiir das Enzym mit gebundenem Inhibitor APsA wurden vergleichbare Messungen durchgefiihrt. NMR-
Messungen ergaben Austauschraten des mutierten und markierten Enzyms von kg, s = (600 4300) s~!

sowie einer Population des gedffneten Zustands von 5-15% [67].

Die Raten sind sehr viel langsamer als beim Apoenzym, so dass lingere Zeitspuren benotigt werden.
Erschwert wird dies jedoch durch den hohen Energietransfer und das damit verbundene schnelle Blei-
chen des Akzeptors. Als Anregungsleistung wurden daher 2 uW gewahlt. Die hochstmogliche zeitliche

Auflosung bei dieser Anregungsleistung betrug 1 ms.

8.3.5.1 Zustandsanalyse

Entsprechend der relativ langen Aufenthaltsdauer in der geschlossenen Konformation kann fiir diesen
Zustand der Wert E ,(EZT) =0, 86 verwendet werden. Die kurzen Uberginge im offenen Zustand werden auch
bei einer Auflésung von 1 ms nur leicht gemittelt. Dies bewirkt eine Verschiebung des Haufungspunktes

fir £ 1(51T) um +0,01 gegeniiber dem aus der Kristallstruktur erwarteten Wert von 0,57.

Trotz der fiinffach geringeren Anregung waren die Zeitspuren im Vergleich zum Apoenzym im Mittel
nicht ldnger. Aufgrund des hohen Energietransfers zum Akzeptor bleichte dieser sehr schnell, so dass es
sehr viele Zeitspuren ohne einen einzigen Ubergang in den offenen Zustand gab. Die mittlere Linge der
ausgewerteten Zeitspuren betrug 0,3 s. In Abb. 8.25 ist eine Zeitspur exemplarisch dargestellt. Aufgrund
der langsamen Kinetik stimmt trotz der Zeitauflosung von 1 ms das Histogramm der Energietransfereffi-

zienzen sehr gut mit dem des Burstexperimentes iiberein.

Als Ergebnis der durchgefiihrten Zustandsanalyse an 26 Zeitspuren einzelner Inhibitor-gebundener Mo-
lekiile werden apparente Raten von k}, = (705 +£50) s~! bzw. k5; = (1104 5) s~! erhalten (siche Abb.
8.25). Ein analog zum Apoenzym durchgefiihrter Vergleich mit MC-Simulationen ergibt die Raten kj, =
(350 £50) s~! fiir das SchlieBen und ky; = (404 10) s~ fiir das Offnen. Das entspricht einer Aufent-
haltswahrscheinlichkeit von 90% im vollstiandig geschlossenen Zustand. Dieser Wert ist mit dem Ergeb-

nis der NMR-Messungen sowie der Burstexperimente vergleichbar.
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Abbildung 8.25: Ausschnitt einer Zeitspur der Donor- und Akzeptorfluoreszenz (griin, rot) eines Molekiils mit ge-
bundenem Inhibitor bei einer zeitlichen Auflésung von 1 ms (a). Das Egr—Histogramm (grau)
wurde aus 25 Zeitspuren gebildet. Der Verlauf der Energietransfereffizienz (blau) zeigt Ubergiinge
zwischen den zwei Zustinden (schwarz). Die Lange der horizontalen schwarzen Balken gibt die
Aufenthaltsdauer in den jeweiligen Zustinden an. Die graue Zone markiert den unbestimmten Be-
reich, der aufgrund der Breite der Verteilungen entsteht. Die exponentiellen Anpassungsfunktionen
der Histogramme der Aufenthaltsdauer im gedffneten (b) und geschlossenen (c) Zustand von 25
Zeitspuren enthalten die apparenten Raten von k, = (705 £50) s~! bzw. k}, = (110£5) s~ .
Die Anregung erfolgte mit 2 yW bei 488 nm.

8.3.5.2 Korrelationsanalyse

Werden die Zeitspuren des Inhibitor-gebundenen Molekiils korreliert, sind diese aufgrund der geringen
Photonenrate des Donors, besonders im Bereich bis zu 1 ms, sehr stark verrauscht. Die Kurven in Abb.

8.26 (a) entsprechen dem Mittelwert aus 10 Zeitspuren.

Der antikorrelierte Term der Kreuzkorrelation (k ~ 800 s~!) liegt in der GroBenordnung des zu erwarten-
den Wertes fiir die Gesamtrate der Konformationsédnderung. Aber durch das starke Rauschen und durch
die Uberlagerung mit der korrelierten Ionisationskinetik der Farbstoffe ist eine genaue Bestimmung nicht
moglich. Die Amplitude des antikorrelierten Terms betrigt ca. 0,03 und stimmt mit dem Wert aus der
Simulation iiberein (siehe Abb. 8.26 (b)).

Im Bereich von k =~ 3.000 s~ ! ist in den Autokorrelationen des Donors und des Akzeptors ein deutlich
schnellerer Term, der lonisationsereignissen zuzuschreiben ist, ersichtlich (siehe oben). Er iiberwiegt

aufgrund der Grofe der Fluktuationen gegeniiber den Konformationsinderungen.
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Abbildung 8.26: Normierte Autokorrelation des Donors (griin) und des Akzeptors (rot) und die Kreuzkorrelation
beider Kanile (blau) immobilisierter Enzyme mit gebundenem Inhibitor (a) im Vergleich zu den
simulierten Kurven (b). Die Simulation erfolgte fiir Konformationsdnderungen der Raten kip =
350 s~! und ky; = 40 s~ 'und einer Triplettkinetik mit 7 = 0,4 und 77 =4 ps.

Zusammenfassung:

Fluoreszenzzeitspuren immobilisierter Molekiile zeigen fiir das Apoenzym und das Inhibitor-gebundene
Enzym eine zu den Burstexperimenten vergleichbare Kinetik. Die geringe Lebensdauer der Farbstoffe
und Uberginge in Dunkelzustinde erschweren jedoch die Analyse.

Weiterhin wurde festgestellt, das AlexaFluor 633 wihrend seiner Dunkelzeiten ein Akzeptor bleibt. Zu-
dem wurde die Singulett-Triplett-Annihilation wéahrend der Triplettzeit des Akzeptors bestitigt. Beides
ist fiir die Verwendung von integralen Energietransfereffizienzen (z.B. bei Burstexperimenten) als Para-

meter fiir den relativen Abstand der Fluorophore von zentraler Bedeutung.

8.4 Adk unter Stoffumsatz

Im letzten Abschnitt soll nun die Adenylatkinase wihrend der Katalyse untersucht werden. In En-
semblemessungen von NMR-Experimenten wurden die Raten der Konformationsidnderung mit ko =
(1.570£100)s ™! und kp; = (44 £20)s™! bestimmt [169]. Daraus wiirde eine Population des geschlos-
senen Zustands von 2% folgen. Diese Raten unterschieden sich nur geringfiigig von den nach Zugabe
von Mg-AMPPNP und AMP gewonnen Raten mit kj» = (1.3704100)s~! und k1, = (40+£20)s~! [169].
Daher wurde eine starke Ahnlichkeit zu diesen Ergebnissen erwartet. Alle Ergebnisse der Konformati-

onskinetik werden in Tab. 8.4 zum Vergleich gegeniibergestellt.

8.4.1 Burstexperimente

Das Histogramm der Energietransfereffizienzen unterscheidet sich nach Zugabe von 2 mM Mg-ADP
(Abb. 8.27(a)) stark von dem Ergebnis, wenn AMPPNP und AMP binden (vgl. Abb. 8.13). Bei Ver-
wendung einer hoheren Konzentration von ADP (z.B. 10 mM Mg-ADP) war aufgrund der zahlreichen
photoinaktiven Zustdnde eine Auswertung der Burstexperimente nicht moglich. Es legt aber auch die
Vermutung nahe, dass die Dunkelzustinde vorwiegend durch St68e mit frei diffundierenden Molekiilen

als durch das gebundene Substrat verursacht werden.
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Abb. 8.27(a) zeigt eine Verteilung mit einem Maximum bei 0,72. Dieser Wert wiirde einem halbge-
schlossenen Zustand des ATP-Lids entsprechen. Fiir die dargestellten Gau3verteilungen der Subpopula-
tionen wurden die Parameter fiir die Lage des Maximums und die Breite verwendet, die auch schon fiir
die anderen Histogramme benutzt wurden. Sie sollen nur die Relationen, nicht aber exakte Populatio-
nen darstellen. Es kann aber auch nicht ausgeschlossen werden, dass in diesem Fall die Offnungs- und
SchlieBungsraten sowie zusitzliche unkorrelierte Bewegungen zu einer Mittelung der Energietransferef-
fizienzen wihrend des Aufenthalts im Fokus fithren und eine Analyse des Egr-Histogramms unmoglich

machen.

Verwendet man trotzdem das Zweizustandmodell mit E I(EIT) = 0,3 und EézT) = 0,86, erhilt man aus den
Korrelationsfunktionen der Zeitspuren die Raten k1 = (1.9004200) s~ und k>; = (2104240) s=!. Im
Vergleich zu den den Ergebnissen des Enzyms mit gebundenen Nukleotiden AMP und AMPPNP so-
wie zu Ensemblemessungen der NMR-Spektroskopie unterscheidet sich besonders die Rate des Offnens
(siche Tabelle 8.4).
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Abbildung 8.27: Histogramme der Energietransfereffizienzen unter Zusatz von 1 mM Mg-ADP zusammen mit der
Anpassungsfunktion als Einhiillende dreier Gaullverteilungen (schwarz) (a). Der Quotient der Au-
tokorrelation des Donors Gpp () mit der Kreuzkorrelation Gpy (7) (grau) des Enzyms unter Stoff-
umsatz (b) und die Anpassungsfunktionen (rot).

Die Diskrepanz zu den NMR-Daten von [169] ist darin begriindet, dass Einzelmolekiilexperimente nicht
im Gleichgewicht der Substrate stattfinden. Bei einer Molekiilkonzentration von 100 pM werden bei einer
ausreichend hohen Konzentration von ADP und einer zeitlich konstanten Rate k., von 30 s~! in einer
Stunde ca. 10 uM ATP und AMP gebildet. Diese Konzentration betrédgt jedoch nur ein Hundertstel der
verwendeten Konzentration von ADP, so dass wihrend der gesamten Zeit der Einzelmolekiilmessungen

ein Ungleichgewicht in der Losung bestehen bleibt.

Ergebnisse von NMR-Titrationsexperimenten zeigen bei hohen ADP-Konzentrationen jedoch eine Off-
nungsrate in Ubereinstimmung mit den Einzelmolekiil-Burstexperimenten. Sie betrigt nun ungefihr das

Dreifache der Rate unter Gleichgewichtsbedingungen [27].

Ist in diesem Fall die Aktivitit so wie im Gleichgewicht mit der Rate des Offnens [169] verkniipft,
wiirde daraus eine erhohte Aktivitidt und eine Verschiebung der Gleichgewichtskonstante der Reak-

tion in Richtung der Bildung von ATP und AMP abzuleiten sein. Doch die iiber alle Enzyme ge-
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mittelte chemische Verschiebung? erreichte bei den NMR-Titrationsexperimenten nur die Hilfte des
Wertes, der nach Zugabe von ATP und AMP gefunden wurde. Daraus folgt, dass bei hohen ADP-
Konzentrationen die Population des geschlossenen Zustands verringert ist. Dies ist ebenso in Uberein-
stimmung mit den Einzelmolekiil-Burstexperimenten und steht im Gegensatz zu einer erhdhten Aktivitét.
Das Egr-Histogramm verdeutlicht dabei, dass es durch eine erhohte Population des halbgeschlossenen

Zustands hervorgerufen wird.

Die Ursache fiir die halbgeschlossenen Zustédnde ist nicht geklért. Sie kann jedoch in den unterschied-
lichen Offnungsraten der Lids beruhen. Aus NMR-Messungen ist bekannt, dass das AMP-Lid im Ver-
gleich zum ATP-Lid schneller 6ffnet [27]. Im Falle von einer hohen ADP-Konzentration kann nun die
Situation eintreten, dass nach der erfolgten Katalyse am AMP-Lid bereits ein neues ADP-Molekiil bin-
det, bevor sich das ATP-Molekiil am ATP-Lid 16sen konnte. Die Adk trigt nun am AMP-Molekiil ein
ADP-Molekiil und am ATP-Lid ein ATP-Molekiil. In diesem Zustand kann sich das Molekiil nicht voll-
standig schlieBen, weil die beiden Nukleotide zusammen fiinf Phosphate besitzen. Diese Situation kann
zu einer vermehrten Population der halbgeschlossenen Konformation und zu einer Erniedrigung der Ak-
tivitdt filhren. Aufgrund des fehlenden Stoffumsatzes und der spezifschen Bindung ist dieser Zustand bei
hohen Konzentrationen von AMP und AMPPNP nicht vorhanden.

8.4.2 Immobilisierte Molekiile

Fiir Experimente an immobilisierten Molekiilen waren hohe Konzentrationen des Substrats kein Problem,

da die Beobachtungszeit im Vergleich zu den Burstexperimenten nicht nur 100 ps betrug.

Die Zeitspuren an immobilisierten Molekiilen unter FRET zeigen nach Zugabe von 10 mM Mg-ADP
ebenso wie die Messungen an einzelmarkierten Molekiilen ein stark blinkendes Verhalten des Donors
und des Akzeptors. Die Dunkelzeiten betrugen hierbei meist 1-10 Millisekunden, wodurch eine Zu-

standsanalyse sehr erschwert wurde (siche Abb. 8.28).

Als Anregungsleistung wurde 5 uW gewihlt, weil aufgrund der im Vergleich zum Inhibitor-gebundenen

Molekiil schnelleren SchlieBungsrate eine Auflosung von 500 ps bendtigt wurde.

Fo,F,(1/ms)
Fp,FA(1/ms)

Zeit (s) Zeit (s)

(a) (b)

Abbildung 8.28: Fluoreszenzzeitspuren des Donors (griin) und des Akzeptors (rot) immobilisierter Enzyme nach
Zugabe von 10 mM Mg-ADP mit vielen (a) und wenigen (b) Ubergingen in den Dunkelzustand.
Die Anregung erfolgte mit 5 uW bei 488 nm.

Zur Untersuchung der Kinetik der nichtfluoreszenten Zeiten wurde aus 33 Zeitspuren die Summenfluo-
reszenz beider Kandle hinsichtlich des Blinkens untersucht (vgl. Abschnitt 7.5). Werden die Histogram-

me der Zeiten entsprechend einem Potenzgesetz gefittet, betragen die Exponenten my = 1,540, 1 und

Die chemische Verschiebung ist bei NMR-Experimenten ein Mab fiir die Amplitude der Konformationsinderung.
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my =1,9+0,1 (siche Abb. 8.29). Vergleicht man diese Werte mit Ergebnissen der Messungen der ein-
zelmarkierten Adk (siehe Abschnitt 7.6), so ist der Exponent m; vergleichbar mit den Ergebnissen des
Donors von 1,440, 1. Der Exponent der nichtfluoreszenten Zeiten m, der hauptsidchlich von der Um-

gebung bestimmt wird, stimmt mit den Einzelmessungen beider Farbstoffe {iberein.

1000 T T 1000

ﬁ 100 g 100 -

2 £

2 >
[

g 10} 5 10}

1 3 Y2 48 1 CAe T 2 46
1 10 100 1000 1 10 100 1000
Zeit (ms) Zeit (ms)
(a) Fluoreszenzzeiten (b) Dunkelzeiten

Abbildung 8.29: Die Histogramme der Fluoreszenzzeiten (a) und Dunkelzeiten (b) von 33 Zeitspuren. Die Anpas-
sungsfunktionen ergeben die Exponenten my = 1,540, lund my = 1,9 £0, 1.

8.4.2.1 Zeitspuren mit hohem Energietransfer

Fiir 15 ausgewihlten Zeitspuren, die nur wenige lonisationen und einen hohen Energietransfer aufwiesen
wurde eine Zustandsanalyse durchgefiihrt. In Abb. 8.30 ist eine Zeitspur und das Ergebnis beispielhaft
dargestellt.

Deutlich sind antikorrelierte und unkorrelierte Fluktuationen zusammen mit Dunkelzeiten von mehreren
Millisekunden zu erkennen. Die Histogramme der Zustandsanalyse ergeben apparente Raten von &}, =
(1.550 £20) s~ bzw. k3, = (240 £ 60) s~ !(siehe Abb. 8.30). Die SchlieBungsrate kann dabei durch
zusitzliche Dunkelzeiten, die mit Hilfe des Summenkriteriums nicht ausgeschlossen werden konnten,

verlangsamt sein (siehe Abb. 8.30, bei t = 90 ms).

Werden Zeitspuren simuliert, deren apparente Raten mit den apparenten Raten des Experiments iiber-
einstimmen, so kommen als mogliche reale Raten kj = (1.0004500) s~ und k; = (404 10) s~ in
Betracht. Der groB3e Fehler der schnellen Rate entsteht aufgrund des grofen Verhiltnisses der Raten
zueinander. Es liegt klar zwischen 20: 1 und 30: 1 und ein Verhiltnis von 10:1, wie es beim Inhibitor-

gebundenen Enzym auftritt, kann ausgeschlossen werden.

Die Offnungsrate ist im Vergleich zu den Burstexperimenten langsamer und vergleichbar mit den Er-
gebnissen der NMR-Messungen unter Gleichgewichtsbedingungen (siehe Tab. 8.4). Dies zeigt, dass in
Oberflachennihe des Deckglases der Austausch der Substrate verlangsamt ist und ein lokales Gleichge-
wicht existiert. Werden nun die Zeitspuren mit hohem Energietransfer selektiert, erhdlt man die Raten

fiir das Gleichgewicht.

Zur Kontrolle des Unterschiedes zum Inhibitor-gebundenen Enzym ist eine Korrelationsanalyse uner-

lasslich, da diese eine verléssliche Methode zur Bestimmung der Gesamtrate ist.

Die in Abb. 8.31(a) dargestellten Korrelationsfunktionen entsprechen gemittelten und normierten Kurven
aus zehn Zeitspuren. Die Kreuzkorrelation der Akzeptor- und Donorfluoreszenz zeigt jedoch keine An-
tikorrelation. Werden Daten mit den Raten kj» = 1.000 s~! und k»; = 30 s~! oder kj» = 1.550 s~! und
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Abbildung 8.30: Ausschnitt einer Zeitspur der Donor- und Akzeptorfluoreszenz (griin, rot) eines Adk-Molekiils
nach Zugabe von 10 mM Mg-ADP (a). Das Egp7—Histogramm (grau) wurde aus 15 Zeitspuren
gebildet. Der Verlauf der Energietransfereffizienz (blau) zeigt Ubergiinge zwischen den zwei Zu-
standen (schwarz). Die Linge der horizontalen schwarzen Balken gibt die Aufenthaltsdauer in den
jeweiligen Zustidnden an. Die graue Zone markiert den unbestimmten Bereich, der aufgrund der
Breite der Verteilungen entsteht. Die exponentiellen Anpassungsfunktionen der Histogramme der
Aufenthaltsdauer im gedffneten (b) und geschlossenen (c) Zustand von 15 Zeitspuren enthalten die

apparenten Raten von k}, = (1.550£20) s~! bzw. k5, = (240£60) s~!. Die Anregung erfolgte
mit 5 pW bei 488 nm.

ky; = 30 s~! simuliert, betriigt die Amplitude der Antikorrelation nur jeweils 0,01 (vgl. Abb. 8.31(b))
und ist im Vergleich zu 0,03 des Inhibitor-gebundenen-Molekiils kleiner.

Dabher ist das Verschwinden des antikorrelierten Terms ein Hinweis auf ein hoheres Verhiltnis der Raten

und eine Verringerung der Population des offenen Zustands im Vergleich zum Inhibitor-gebundenen Mo-
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Abbildung 8.31: Normierte Autokorrelation des Donors (griin) und des Akzeptors (rot) und die Kreuzkorrelation
beider Kanile (blau) immobiliserter Enzyme unter Stoffumsatz (a) im Vergleich mit simulierten
Daten (b). Die Simulation erfolgte fiir Konformationsidnderungen der Raten kjp = 1.550 s~ ! und
ka1 =30 s~! sowie der Triplettkinetik der experimentellen Zeitspur mit 7 = 0,4 und 77 =5 ps.
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lekiil. Der erhohte Korrelationsanteil in der Autokorrelation der Akzeptorfluoreszenz mit k ~ 2000 s~!
entsteht aufgrund der Ionisationen (vgl. Abb. 8.31(b)). Dieser ist beim Akzeptor aufgrund der groeren

Photonenrate grofer.

8.4.2.2 Zeitspuren mit niedrigem Energietransfer

Neben den Zeitspuren mit hohem Energietransfer traten erwarteterweise auch Zeitspuren auf, die eine
mittlere Energietransfereffizienz von 0,7 aufwiesen. In Abb. 8.32 sind zwei Zeitspuren exemplarisch
dargestellt. In der oberen Zeitspur befindet sich das Molekiil bis zu 40 ms vorwiegend in der offenen
Konformation und wechselt dann in einen Zustand, in dem es jeweils nur kurz die geschlossenen Konfor-
mation iibergeht. Dies bedeutet, dass das Molekiil eine groBere Offnungsrate als die zuvor untersuchten

Zeitspuren besitzt.
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Abbildung 8.32: Ausschnitte von Zeitspuren der Donor- und Akzeptorfluoreszenz (griin, rot) eines Adk-Molekiils
nach Zugabe von 10 mM Mg-ADP. Der Verlauf der Energietransfereffizienz (blau) zeigt Ubergiin-
ge zwischen den zwei Zustinden (schwarz). Die Linge der horizontalen schwarzen Balken gibt
die Aufenthaltsdauer in den jeweiligen Zustinden an. Die graue Zone markiert den unbestimmten
Bereich, der aufgrund der Breite der Verteilungen entsteht. Die Egr —Histogramm (grau) entspre-
chen der Verteilung des Energietransfereffizienzen der jeweiligen Zeitspur.

Eine Zustandsanalyse dieser Zeitspuren versagte, weil das Zweizustandmodell nicht mehr anwendbar
war. Wurde sie dennoch durchgefiihrt, enthielt das Ergebnis von 15 Zeitspuren die apparenten Raten
ki = (7004 100) s~! und ko = (1.000 4 200) s~!, d.h. die Offnungsrate war groBer als die Schlie-
Bungsrate. Dies liegt an den Exkursionen der Molekiile vom offenen in den halbgeschlossenen Zustand

und zuriick. Dies wird an der unteren Zeitspur in Abb. 8.32 sehr gut deutlich.

Die Energietransfereffizienzen dieser Enzyme entsprechen dem Ergebnis der Burstexperimente und wei-
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sen einen Hiufungspunkt um 0,7 auf. Aufgrund der unkorrelierten Bewegung des ATP-Lids besteht
eventuell eine erhohte Wahrscheinlichkeit, dass das AMP-Lid unabhédngig vom ATP-Lid die Stellung der
geschlossenen Konformation einnimmt. In dieser halbgeschlossenen Konformation besitzen die Farb-
stoffe einen relativen Abstand von 36 A und der Energietransfer betriigt 0,86 (vgl. Tab. 8.1). Dieser Zu-
stand kann von der vollstindig geschlossenen Konformation nicht unterschieden werden. Um die Funk-
tionsweise des Molekiils zu verstehen, sollten die Kinetiken der einzelnen Lids untersucht werden Dafiir
miissten fiir die Fluorophore andere Positionen im Enzym, beispielsweise der N-Terminus und jeweils

ein Lid, gewihlt werden.

Zusammenfassung:

Die Untersuchungen der enzymatischen Aktivitit ergeben bei Sittigung der Bindungsstellen mit ADP
eine Erhohung der Offnungsrate.

Dies ist weiterhin mit einer erhohten Population des halbgeschlossenen Zustands verbunden, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass diese Offnungsrate den Ubergingen aus dem halbgeschlossenen
Zustand entsprechen. Der vollstidndig geschlossene Zustand ist nur wenig populiert. Die genauen Pfade
der Konformationsdnderungen konnen iiber die relative Abstandsbestimmung zwischen den Lids aber
nicht ausreichend erklédrt werden und bediirfen anderer Positionen der Farbstoffe am Molekiil.
Messungen an immobilisierten Molekiilen konnten Populationen mit langsamen wie auch mit schnel-
len Offnungsraten zeigen. Fiir die Molekiile, die langsame Offnungsraten aufwiesen, konnten mit Hilfe
des Zweizustandmodells die Raten der Konformationsidnderung bestimmt werden. Sie entsprechen dem

Ergebnis von Ensemblemessungen, wenn die Substrate im Gleichgewicht vorliegen.
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8.5 Zusammenfassung und Diskussion

Zu Beginn des Kapitels konnte die Aktivitit der markierten Adenylatkinase in Losung und immobili-
siert auf dem Deckglas nachgewiesen werden. Es bildet die Voraussetzung fiir die Durchfithrung der

Experimente zur Konformationskinetik und enzymatischen Aktivitit.

Untersuchungen hinsichtlich der Konformationszustinde ergaben in Ubereinstimmung mit den Ergeb-
nissen der Kristallographie zwei ausgezeichnete Zustinde mit relativen Abstinden der Fluorophore bei
36 A und 46 A.

Das Enzym befindet sich hierbei auch ohne gebundene Substrate zu 23% in dem geschlossenen Zustand
(siehe Tab. 8.4). Dies steht in Ubereinstimmung mit Ensemblemessungen von E. Haas, der die Population
der geschlossenen Konformation mit 10 —20% abschitzte [59]. Dieses Phinomen wurde auch schon bei

einer anderen Transferase gefunden [117].

Zusitzlich zu den Hauptkonformationen kann sich das Apoenzym sowie das Enzym mit gebundenem
Inhibitor AP5A mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 10% in einem Zustand befinden, in dem nur
das ATP-Lid geschlossen ist.

Dieser halbgeschlossene Zustand wird jedoch weniger stark populiert, wenn AMPPNP gebunden ist.
Bindet nur AMP, tritt er iiberhaupt nicht auf. Es ist weiterhin erkennbar, dass in diesen Fillen beide
Lids eine starke Korrelation aufweisen. Dabei begiinstigt das Binden des Substrates am ATP-Lid das
Schliefen des AMP-Lids. Aussagen iiber halbgeschlossene Zustinde des AMP-Lids konnen aufgrund

des gleichen Abstands der Farbstoffe wie beim vollstindig geschlossenen Enzym nicht getroffen werden.

Aufgrund der Korrelation der Lids wurde fiir die Beschreibung der Raten ein Zweizustandmodell mit
einer geschlossenen und eine gedffneten Konformation verwendet, dass die Energietransfereffizienzen
E z(le) = 0,57 bzw. E ,(52T> = 0,86 sowie die entsprechenden Raten des Offnens und SchlieBens charakteri-

siert.

Bei dem Vergleich der gewonnenen Raten (Tab. 8.4) wird deutlich, dass sich die Rate des SchlieBens
stets zwischen 500 s~! und 2.000 s~! befindet und durch Binden der Substrate kaum beeinflusst wird.
Die Offnungsrate hingegen verlangsamt sich, wenn die Bindungsstelle des ATP-Lids besetzt ist um einen
Faktor von 300.

Der Inhibitor APsA nimmt hierbei eine Sonderstellung ein, da durch ihn zusétzlich die SchlieBungs-
rate verlangsamt wird. Das kann durch seine GroBe - er enthilt fiinf Phosphatreste - begriindet sein.
AuBerdem ist es moglich, dass das Binden eines einziges Molekiil an beide Lids einige ungiinstige Uber-
gangskonformationen erfordert, die ein Dehnen bzw. Strecken von Molekiilbindungen beinhalten. Die

Rate des Offnens entspricht der verlangsamten Rate mit (2542) s~ .

Eine Rate von ca. 25 s~! tritt auch auf, wenn das Substratanalogon Mg- AMPPNP und das Substrat AMP
gebunden werden. Sie ist kleiner als die Offnungsrate von (44 4-20) s~!, die unter Gleichgewichtsbe-
dingungen der Substrate aus der NMR-Spektroskopie erhalten wurde [169]. Der geringere Wert kann auf
eine inhibierende Wirkung von AMP zuriickzufiihren sein, die mit steigender AMP-Konzentration - bei
E. coli-Adk ab 0,3 mM - zunimmt [57]. Doch auch bei sehr geringen Konzentrationen von AMP findet
die Katalysereaktion verlangsamt statt [57], und so wurden ohne Zusatz von AMP ebenfalls langsame

Raten von ca. 20 s~! bestimmt. Die Ursache hierfiir kann an der geringen Wahrscheinlichkeit liegen,
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dass AMPPNP auch an das AMP-Lid bindet. Um diesen Effekt besser zu verstehen, sind jedoch weitere

Experimente bei unterschiedlichen Konzentrationen von AMP erforderlich.

Dagegen ist nach dem Binden von ADP-Molekiilen die aus Experimenten an diffundierenden Molekiilen
bestimmte Offnungsrate mit Werten um 200 s~! erhoht. Entsprechend der Ergebnisse im Gleichgewicht,
in dem die Offnungsrate die Aktivitit bestimmt, sollte nun auch ein hoherer Stoffumsatz zu verzeichnen
sein. Doch dies ist nicht der Fall. Die experimentell bestimmte Aktivitit der diffundierenden Molekii-
le nach Zugabe von ADP betrug nur (7 42) s~! pro Adk-Molekiil und ist geringer im Vergleich zu
(304 10) s~! im Gleichgewicht [169]. Das Histogramm der Energietransfereffizienzen zeigt weiterhin
eine Notwendigkeit eines Dreizustandmodells. Die Enzyme befinden sich zumeist im offenen und im
halbgeschlossenen Zustand. Das wiirde bedeuten, dass die schnellere Offnungsrate nicht - wie im Zwei-
zustandmodell angenommen - aus dem vollig geschlossenen, sondern nur aus dem halbgeschlossenen
Zustand stattfindet. Die damit verbundene geringere Population des geschlossenen Zustands fiihrt zu

einer Erniedrigung der Aktivitit.

Ergebnisse von NMR-Messungen unterstiitzen das Ergebnis der hoheren Offnungsraten sowie eine im
Mittel geringere Amplitude der Konformationsdnderung [27]. Trotzdem kann dieses Ergebnis ohne wei-
tere Experimente, die die Bewegung der Lids spezifisch untersuchen, noch nicht vollstindig verstanden

werden.

Messungen an immobilisierten Molekiilen zeigen nach Zugabe von ADP eine starke Heterogenitit der
Enzyme. Neben solchen Enzymen, die sich vorwiegend im offenen und halbgeschlossenen Zustand be-

finden, populiert die Mehrzahl der Enzyme vorwiegend den geschlossenen Zustand.

Eine Zustandsanalyse der letzteren ergibt fiir die Offnungsrate einen Wert von (40 10) s~!. Diese ist mit
der ebenfalls an immobilisierten Molekiilen, jedoch bei hoheren Oberflichendichten bestimmten mittle-
ren Aktivitit pro Molekiil von (42 +10) s~!, in Ubereinstimmung. Beide Werte entsprechen wiederum
der Rate von (44 +£20) s~!, die aus Ensemblemessungen fiir das Gleichgewicht bestimmt wurden [169].
So kann mit groler Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass bei diesen immobilisierten Mo-

lekiilen ein lokales Gleichgewicht der Substrate existiert.

Um den Einfluss der Substrate jedoch besser zu verstehen, sollten Experimente in Abhiingigkeit von
verschiedenen Konzentrationen und unterschiedlichen Verhéltnissen der Substrate durchgefiihrt werden.
Zusitzlich wiirden Untersuchungen der einzelnen Lids Aufschluss iiber die Kinetik der Subzustinde

geben. Dazu werden jedoch andere Positionen der Farbstoffe im Enzym benétigt.

Theoretisch ist auch denkbar, drei Farbstoffe anzubringen und die Abstandsdnderungen zwischen den
drei Flurorophoren zu analysieren. Drei-Farben-FRET-Experimente wurden bereits an anderen Syste-
men durchgefiihrt [24, 73, 93, 122], doch sind sie bei der Adenylatkinase aufgrund der kleinen intra-
molekularen Abstinde und der geringen konformationsbedingten Abstandsinderungen mit den zur Zeit

erhéltlichen Fluorophoren nicht moglich.
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Kapitel 9
Zusammenfassung und Ausblick

Unter Verwendung der Methoden der Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie wurden in der vorlie-
genden Arbeit erstmalig Subpopulationen unterschiedlicher Konformation der Adenylatkinase Aquifex
aeolicus direkt nachgewiesen und die Konformationsdynamik einzelner Enzyme bei unterschiedlichen

Bedingungen bestimmt.

Zur ngheren Bestimmung des Zusammenhangs zwischen Konformation und enzymatischer Aktivitit
wurde die Adenylatkinase (Adk) an zwei ausgezeichneten Stellen mit fluoreszenten Markern versehen
und Einzelmolekiil-FRET-Experimente an frei diffundierenden und an der Deckglasoberflache immobi-
lisierten Enzymen durchgefiihrt. Als Farbstoffpaar wurden die Fluorophore AlexaFluor 488 und Alexa-
Fluor 633 gewihlt. Sie sind aufgrund des kleinen Forsterradius von nur 48 A hervorragend geeignet, um
als Donor und Akzeptor Konformationsdnderungen der Adk aufzuzeigen. Sie erfiillen auch im gebunde-
nen Zustand zwei wesentliche Voraussetzungen fiir Einzelmolekiil-FRET-Experimente, indem sie eine
hohe Quantenausbeute der Fluoreszenz sowie eine freie Beweglichkeit an den Bindungsstellen aufwei-

sen.

Da photophysikalische Prozesse den Energietransfer beeinflussen konnen, wurden die photophysika-
lischen Eigenschaften beider Fluorophore detailliert untersucht. Sind Substrate am Enzym gebunden
oder in hohen Konzentrationen im Losungsmittel vorhanden, werden durch Wechselwirkungen mit dem
Fluorophor Ubergiinge in nichtfluoreszente, reversible Zustinde induziert. Die Ursache hierfiir konnen
Ionisationen des Farbstoffs mit anschlieBender Rekombination mit dem Elektron sein [44]. Die Absorp-

tionseigenschaften des Akzeptors werden im Dunkelzustand jedoch nicht verédndert.

Des Weiteren treten Ubergiinge in kurzlebige, ebenfalls photoinaktive Triplettzustinde auf. Die Lebens-
dauer dieser Zustinde betrdgt je nach Farbstoff und Anregung zwischen 4 und 8 ps. Befindet sich der
Akzeptor im Triplettzustand, so ist der Energietransfer vom Donor stirker, so dass der Donor wihrend

dieser Zeit nicht fluoreszent ist (Singulett-Triplett-Annihilation).

Zur Verbesserung der Photostabilitidt und Erhohung der photochemischen Lebensdauer wurden Untersu-
chungen mit Ascorbinsidure sowie mit verschiedenen Triplettquenchern in Kombination mit dem Sauer-
stofffingersystem Glukoseoxidase-Katalase durchgefiihrt. Fiir beide Farbstoffe war Mercaptoethylamin
als Triplettquencher am besten geeignet, doch verhinderten Wechselwirkungen mit der Glukoseoxidase
die Anwendung in FRET-Experimenten. Dafiir werden geeignetere Methoden zur Desoxygenierung der

Pufferlosung benotigt.
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Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass die verwendete Farbstoff-markierte Mutante der Adk eine
enzymatische Aktivitit besitzt, die mit der des Wildtyps vergleichbar ist. Wéahrend der Katalyse befindet
sich das Enzym - entsprechend der Stellung der beiden beweglichen Lid-Dominen - in zwei Hauptkon-
formationen. In der offenen Konformation konnen die Substrate binden und in der geschlossenen findet
der katalysierte Phosphotransfer statt. Die relativen Abstidnde der Fluorophore betragen fiir die offene

und die geschlossene Konformation entsprechend der Kristallstrukturen 46 A und 36 A.

Einzelmolekiil-Burstexperimente ermoglichten fiir das Apoenzym und die verschiedenen Enzym-Sub-
strat-Komplexe sowohl eine Bestimmung der Population der verschiedenen Konformationszustdnde als
auch der Raten der Konformationsdnderung. Es konnte gezeigt werden, dass die Bewegung der beiden
Lids nicht unkorreliert stattfindet, sondern dass das Binden eines Substrats am ATP-Lid das Schlieflen
des AMP-Lids verursacht. Unkorrelierte Bewegungen der Lids treten nur auf, wenn entweder keine der
beiden oder beide Bindungsstellen besetzt sind. Sie sind besonders stark ausgeprigt, wenn der Inhibitor
APsA gebunden ist.

Zusitzlich konnten aus Finzelmolekiil-FCS-Experimenten sowie von einzelnen immobilisierten Enzy-
men unter Verwendung eines Zweizustandmodells die Raten der Konformationsdnderung gewonnen wer-
den. Aus den Ergebnissen wird ersichtlich, dass ein Besetzen der Bindungsstellen des Enzyms die Rate
aus dem geschlossenen in den gedffneten Zustand verdndert, jedoch die Rate vom geoffneten in den ge-
schlossenen Zustand kaum beeinflusst. Dabei ist es ein Unterschied, ob das Substratanalogon fiir ATP
(AMPPNP) und das Substrat AMP, oder andererseits zwei ADP-Molekiile binden.

Wihrend ersteres das Gleichgewicht stark zur geschlossenen Konformation hin verschiebt, wird im zwei-
ten Fall ein Zustand mit nur geschlossenem ATP-Lid bevorzugt. Zusitzlich bewirkt das Binden von zwei
ADP-Nukleotiden eine erhhte Offnungsrate, in der sich wahrscheinlich nur die Kinetik des ATP-Lids
widerspiegelt. Dies bewirkt, dass bei Verwendung des Zweizustandmodells die Offnungsrate nicht lin-
ger mit der Aktivitét korreliert ist, so wie es unter Gleichgewichtsbedingungen der Substrate der Fall ist
[169]. Die Rate des Stoffumsatzes, bezogen auf die Rate des Offnens, betrigt nur 4%. Diese Ergebnis-
se stimmen mit den Ergebnissen an immobilisierten Enzymen sowie den Ensemblemessungen aus der

NMR-Spektroskopie tiberein.

Eine Untersuchung der Kinetik der einzelnen Lids sowie Experimente mit unterschiedlichen Verhilt-
nissen der Substrate, werden zu einer weiteren Aufkldrung unkorrelierter Bewegungen fiihren. Dafiir
sind jedoch andere Positionen der Fluorophore im Enzym erforderlich, da der halbgeschlossene Zustand
des AMP-Lids mit den fiir diese Arbeit gewahlten Positionen nicht vom vollstindig geschlossenen Zu-
stand unterschieden werden kann. Veridnderte Farbstoffpositionen konnen auch zu einer Aufkldrung der
inhibierenden Wirkung hoherer AMP-Konzentrationen verwendet werden und so bleibt die Konforma-

tionsdynamik der Adenylatkinase auch in der Zukunft ein spannendes Gebiet der Biophysik.
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