Multiparameter-fluoreszenzspektroskopische
Untersuchungen zur molekularen Dynamik
an einzelnen Biomolekilen

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von
Marcelle Konig

aus Flensburg

Disseldorf 2005



Gedruckt mit der Genehmigung der Mathematisch-Nassenschaftlichen Fakultat der
Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

Referent: Prof. Dr. C. A. M. Seidel
Koreferent: Prof. Dr. H. Bettermann
Tag der miindlichen Prufung: 13. Juli 2005



Die vorliegende Arbeit entstand unter der Anleitwog Prof. Dr. C. A. M. Seidel am Max-
Planck-Institut fur Biophysikalische Chemie und betrstuhl fur Molekulare Physikalische
Chemie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf.

Viele Kollegen und Freunde haben zu dem Gelingervadiegenden Arbeit beigetragen. Ein
herzliches Dankeschén geht an

Herrn Prof. Dr. C. A. M. Seidel fir seine wissenschaftliche Unterstiitzung und
Diskussionsbereitschaft im Rahmen zahlreicher geaeer Projekte. Seine
Anregungen haben zum Gelingen einiger wissendidiagft Vorhaben wesentlich
beigetragen.

HerrnProf. Dr. H. Bettermann fiir die freundliche Ubernahme des Koreferates.

Herrn Dr. Ralf Kidhnemuth fir sein Interesse an meiner Arbeit und die
immerwahrende  Hilfsbereitschaft sowohl in appasti wie auch in
wissenschaftlichen Fragen. Seine Unterstutzungab#retenden wissenschatftlichen
Problemen wird mir als ganz besonderer Beitrdgrinnerung bleiben.

Herrn Dr. Suren Felekyanflr die freundliche Unterstitzung im Labor und der
Analyse, seine Hilfsbereitschaft bei auftretendapparativen Problemen war
unschlagbar. Auch auf sein Mitwirken in einigenthoglischen Entwicklungen der
Analyseverfahren sei an dieser Stelle wohlwolleaviesen.

HerrnVVolodymyr Kudryavtsev fur die Verfassung zahlreicher Software. Ohne seine
Programmierkenntnisse waren viele Projekt-Vorhabieht durchzusetzen gewesen.
Seine Hilfsbereitschaft fand weder nachts nochheoends eine Grenze. Vova, was
kann ich sagen; Danke!

Herrn Carl Sandhagen fur die tatkraftige Unterstlitzung in der apparativ
Realisierung des Imagings.

die HerrerAlexander Gaiduk undDr. Matthew Antonik fur die Diskussionen rund
um die Praparation von Oberflachen und speziell Alexander fir die
Unterstutzung beim Imaging der DNA.

FrauAnna Wozniak fir ihre Hilfsbereitschaft rund um die Arbeit. Demoralischen
Beistand folgte immer die tatkraftige UnterstitguBanke fur Deinen Einsatz!

Herrn Martin Schramm fur die messtechnische Unterstlitzung im Labor fiindlie
vielen geselligen Diskussionen rund um die Wissleaft und vor allem drum herum.

Herrn Marcel Merkwitz fir die Hilfsbereitschaft und stets kompetentefeHibei
Computerangelegenheiten.

die Ubrigen derzeitigen und ehemaligen Mitgliedier Arbeitsgruppe auf deren
Hilfsbereitschaft immer Verlass war. Sie alle habeu dem freundschaftlichen
Arbeitsklima  beigetragen! Besonders hervorgehobeseien Dr. Enno
Schweinberger Alessandro Valeri, Opas Tojira, Heike Hornen, Richad
Janissen, Jun. Prof. Filipp Oesterheltsowie die DamenBarbel Hofmann und
Veronika Mendorf.



Frau Dr. Christina Schutte fur ihren auflerordentlichen Einsatz im Rahmen der
SNARE-Protein-unterstitzten Membranfusion. IhrrBlgar mir eine Inspiration. Viel
Gluck mit ProSciencia!

die FreiburgeDr. Manuel Diez, Boris Zimmermann, Stefan Steigmiller und Dr.
Michael Bérsch mit denen nicht nur eine frohliche, sondern asehr erfolgreiche
Kooperation im Rahmen der'HATP-Synthase gepflegt wurde.

die Lektoren, die mit ihren wertvollen Anmerkungend Vorschlagen diese Arbeit
bereichert habenbr. Michael Boérsch, Dr. Manuel Diez, Dr. Manuel Gnida,
Richard Janissen, Dr. Ralf Kihnemuth, Dr. Christina Schitte, Dr. Enno
Schweinbergerund Anna Wozniak.

Von ganzem Herzen danke ich meiner Familie. Bltandts haben Uber die Jahre immer an
mich und meine F&ahigkeiten geglaubt. Meiner Groffen#nna-Maria Brandt danke ich
ganz besonders fir ihre Zuneigung und die vieleigdh Worte! Ein ganz besonderer Dank
gilt meiner MutterMarion Konig fir ihre stete Zuneigung und Unterstitzung. Siebst
Freuden und Sorgen immer fiir mich da.

Ein lieber Dank geht auch an mein Schwesteri@tascha Gnida die immer ein offenes
Ohr fur mich hat.

Mein grofter Dank gilt meinem Freurddanuel Gnida fir seine Unterstitzung in allen
Lebenslagen. Seine Freundschaft und die mir entgedmachte Liebe sind aus meinem
Leben nicht mehr wegzudenke®alifornia, here we come...



Teilergebnisse dieser Arbeit wurden bereits folgendh3en prasentiert und publiziert:

Publikationen

Single-molecule fluorescence resonance energyfeansveals a dynamic equilibrium
between closed and open conformations of syntaxin 1

M. Margittai, J. Widengren, E. Schweinberger, GSEhrdder, S. Felekyan, E. Haustein,
M. Konig, D. Fasshauer, H. Grubmiller, R. Jahn @né. M. Seidel

PNAS 100 (26), 15516-15521, 2003

Proton-powered subunit rotation in single membréoemnd KHF,-ATP synthase

M. Diez, B. Zimmermann, M. Borsch, M. Konig, E. Sainberger, S. Steigmiller, R. Reuter,
S. Felekyan, V. Kurdyavtsev, C. A. M. Seidel and>Paber

Nature Structural & Molecular Biology 11 (2), 13841 2004

Determinants of liposome fusion mediated by syo&MARE proteins

C. G. Schuette, K. Hatsuzawa, M. Margittai, A. 8t&. Riedel, P. Kister, M. Kénig,
C. A. M. Seidel and R. Jahn

PNAS 101 (9), 2825-2863, 2004

Vortrage

Mechanisms of membrane fusion studied by singleculd FRET and single-molecule
fluorescence images

9™ International Workshop on ,Single Molexule Detectiand Ultrasensitive Analysis in Life
Sciences", 24 — 26 September 2003, Berlin

Poster

Single-molecule FRET dynamics reveal an equilibrngtween a closed and an open
conformation of syntaxin

M. Konig, E. Schweinberger, M. Margittai, J. Wideeg, D. Fasshauer, R. Jahn,

G. Schroder, H. Grubmdiller, E. Haustein, S. Felakgad C.A.M. Seidel

Spring School on Single Molecules in Physics, Clsémypiand Biology, 8 — 12 April 2002,
Hofgeismar

Conformational dynamics of special nucleic acidistures studied by single-molecule FRET
M. Kbnig, E. Schweinberger, P.-A. Muller, V. Kudmaev, S. Felekyan, R. Mller, R. Dede
and C. A. M. Seidel

8" International Workshop on ,Single Molecule Detentand Ultrasensitive Analysis in Life
Sciences*, 25 — 27 September 2002, Berlin



Fluorescence correlation measurements by time-tated single photon counting

R. Kiihnemuth, S. Felekyan, V. Kudryavtsev, C. Sageh, M. Kénig, W. Becker and
C.A.M. Seidel

8" Conference on Methods and Applications of Fluaease: Spectroscopy, Imaging and
Probes, 24 — 27 August 2003, Prag, TschechischelRkp

Mechanisms of membrane fusion studied by singlegutd FRET and single-molecule
fluorescence images

M. Konig , E. Schweinberger, J. Widengren, C. S&h8. Felekyan, V. Kudryavtsev, R.
Jahn, C. A. M. Seidel

Optical Spectroscopy of Biomolecular Dynamics, 225-Méarz 2004, Kloster Banz



Ich bieg den Regenbogen
Fur Dich und immer fir Dich
FUr immer und Dich

Rio Reiser

Fur Manuel






Inhaltsverzeichnis

KAPITEL 1 1
EINLEITUNG 1
KAPITEL 2 5
THEORETISCHE GRUNDLAGEN 5
2.1 Photophysikalische Eigenschaften von Fluoreszafarbstoffen 5
2.1.1 Fluoreszenz und Fluoreszenzquantenausbeute

2.1.2 Fluoreszenzlebensdauer 9
2.1.3 Fluoreszenzanisotropie 10
2.2 Fluoreszenz-Energietransfer-Prozesse 11
2.2.1 Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) 2
2.2.2 Eine Quantifizierung des FRET 13
2.2.3 Der Orientierungsfakter 15
2.2.4 Weitere Energietransfer-Mechanismen 16
2.3 Multiparameter-Fluoreszenz-Detektion (MFD) 17
2.3.1 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) 18
2.3.2 Burst-Integrierte-Fluoreszenz-Lebensdaudrl(Bl 27
2.3.3 Selektive Spektroskopie 30
KAPITEL 3 33
MATERIAL UND METHODEN 33
3.1 Proben, Probenpraparation 33
3.1.1 Fluoreszenzfarbstoffe 33
3.1.2 Probenpréaparation 36
3.2 Der apparative Aufbau 38
3.2.1 Lichtquellen 38
3.2.2 Konfokales Mikroskop 40



3.3 Multiparameter-Fluoreszenz-Detektion (MFD) 45

3.3.1 Experimentelle Erfassung der Daten 45
3.3.2 Analyse und Darstellung der Daten 48
3.3.3 Experimentelle Bestimmung der Fluoreszenzpeter 49
3.3.4 Untersuchungen von dynamischen Gleichgewehitsionen 52

3.4 Multiparameter-Fluoreszenz-Detektion als bildgbende Technik (MFD-Imaging) 53

3.4.1 Experimentelle Erfassung der Daten 53
3.4.2 Analyse und Darstellung der Daten 57
3.4.3 Experimentelle Bestimmung der Fluoreszenzpeter 59
3.4.4 Quantitative Bestimmung der Anzahl von Flypdraren 60
3.5 Verwendete Software 65
KAPITEL 4 67
UNTERSUCHUNGEN ZUR QUANTIFIZIERUNG DER EMITTER EINE S

FLUORESZENTEN SYSTEMS 67
4.1 Fluoreszente Referenzsysteme 67
4.1.1 DNA-Konstrukte 68
4.1.2 Protein Lectin B 70

4.2 Ein Versuch der Quantifizierung tUber die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

71
4.2.1 Untersuchungen an DNA 71
4.2.2 Untersuchungen an Lectin B 77
4.3 Ein Versuch der Quantifizierung tber die sukzesive Photozerstorung 78
4.3.1 Untersuchungen an DNA 79
4.3.2 Untersuchungen an Lectin B 80

4.4 Diskussion der Voruntersuchungen 81



KAPITEL 5

UNTERSUCHUNGEN ZUR SNARE-PROTEIN-UNTERSTUTZTEN

83

MEMBRANFUSION 83
5.1 SNARE-Proteine als Initiatoren der Membranfusim 84
5.1.1 Die exozytotische Membranfusion eukaryongscellen 84
5.1.2 SNARE-Proteine 84
5.1.3 Untersuchte Modellsysteme 85
5.2 MFD-Untersuchungen zur Membranfusion 88
5.2.1 Experimentelle Durchfihrung 88
5.2.2 Charakterisierung der untersuchten Liposomen 90
5.2.3 Der Prozess des Andockens 95
5.2.4 Membranfusion: Welche Anzahl an SNARE-Praeiwird benotigt? 97
5.2.5 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse 101
5.3 MFD-Imaging-Untersuchungen zur Membranfusion 10
5.3.1 Experimentelle Durchflihrung 110
5.3.2 Charakterisierung der untersuchten immobitish Liposomen 112
5.3.3 Die sukzessive Photozerstérung 114
5.3.4 Quantifizierung der Proteine in den Liposomen 115
5.3.5 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse 119
KAPITEL 6 123
REAKTIONSMECHANISMEN DER H *-ATP-SYNTHASE AUS ESCHERICHIA COLI
123
6.1 Die H-ATP-Synthase ausEscherichia coli 123
6.1.1 Struktur der HATP-Synthase 124
6.1.2 Funktion der HATP-Synthase 125
6.2 MFD-Untersuchungen zu Rotationsmechanismen dét*-ATP-Synthase 127
6.2.1 Experimentelle Durchflihrung 127
6.2.2 Charakterisierung der fluoreszenzmarkiert€®/ynthase 129
6.2.3 Inhibition der Rotationsmechanismen 132
6.2.4 Untersuchungen zur ATP-Hydrolyse 133



v

6.2.5 Untersuchungen zur ATP-Synthese
6.3 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse

KAPITEL 7

ZUSAMMENFASSUNG

136

38

143

143




Kapitel 1

Einleitung

Das Verstandnis der Lebensvorgdnge auf molekul&ileene gewinnt in den
klassischen Naturwissenschaften als Forschungssphmld zunehmend an Bedeutung.
Fachubergreifende Interaktionen zwischen den Dliseip erméglichen die umfassende
Erforschung komplexer Biomolekile, welche das Zusamspiel der Bausteine lebender
Organismen gewabhrleisten.

Neue biophysikalische und -chemische Methoden gliofien die eingehende
Erforschung der strukturellen und dynamischen Esgkaften komplexer biologisch
bedeutsamer Makromolekile. Wéahrend die Untersuddungn Allgemeinen in einem
Ensemble von Molekilen durchgefuihrt werden, erfagt Interpretation der Ergebnisse
vielfach auf molekularer Ebene. Dieses Verfahrerflis homogene Systeme gerechtfertigt.
Bei auftretenden Subpopulationen (statische Inh@mibgt) oder zeitlichen Fluktuationen
(dynamische  Inhomogenitat) im Ensemble erfolgtogdd eine Mittelung Uber die
individuellen Eigenschaften der unterschiedlicheyst®@me. Hier liefern Experimente mit
einzelnen Molekilen wertvolle Informationen Ubes dpezifischen Zustédnde der auftretenden
Spezies. Subpopulationen werden aufgeldst und ictheelle Dynamiken der einzelnen
Molekule erfasst. So kbnnen beispielsweise biockeina Vorgange, denen ein stochastischer
Prozess zugrunde liegt, nur Uber die Charakteusgrder Einzelkomponenten aufgeklart
werden, da sie sich fir ein Ensemble von Molekilieht synchronisieren lassen.

Nach den Pionierarbeiten zur optischen Detektiorzetner Moleklle bei tiefen
Temperaturen (Moerner and Kador 1989) haben sialthddie Entwicklungen in der

optischen Spektroskopie und das Aufkommen sensibetektionssysteme eine Reihe von
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Einzelmolekiltechniken etabliert. Eine Vielzahl sBe Methoden basiert auf einer
konfokalen, laserinduzierten Fluoreszenzdetekiier. Einsatz extrem kleiner MefRvolumina
(= 1 Femtoliter) erlaubt den Nachweis einzelner Molekmit einer hohen Empfindlichkeit
und Spezifitat. Die beugungsbegrenzte Fokussied@sgAnregungslasers gestattet ein hohes
Signal-zu-Hintergrund-Verhaltnis, wahrend leistuidabsgge Mikroskopobjektive mit hoher
numerischer Apertur das Fluoreszenzlicht sammelmd whieses von hochsensitiven
Punktdetektoren (,Avalanche Photodioden”, APDs)stigrt wird.

Um Einzelmolekiluntersuchungen an biologischene®ysn durchfiihren zu kénnen,
bedarf es einer hohen Fluoreszenzaktivitat der kMibée Da die wenigsten Molekile
intrinsisch fluoreszent sind bzw. ihre Fluoreszégeeschaften den Anforderungen nicht
entsprechen, werden biologisch funktionale Molekileder Regel Uber die kovalente
Bindung von eigens zu diesem Zweck entwickelterbgtaffen markiert (Sauer, Han et al.
1993; Mishra 2000; Invitrogen 2005). Im Rahmen Herzelmolekulspektroskopie kdnnen
einzelne Biomoleklle schlie3lich unter nahezu phlggischen Bedingungen untersucht
werden.

Die vielfaltigen Eigenschaften von fluoreszenzmenten Biomolekile sind im
Rahmen der vorliegenden Arbeit unter dem Einsatz Meltiparameter-Fluoreszenz-
Detektion (MFD) untersucht worden. Uber die simuétaErfassung der unabhangigen
Fluoreszenzparameter Intensitat, Lebensdauer, #kaEe in jeweils zwei spektralen
Bereichen wird eine hochsensitive Analyse der Fspenz erzielt. Veranderungen in der
unmittelbaren Umgebung der Fluorophore, welche poesveise durch Dynamiken des
Biomolekuls bewirkt werden, beeinflussen in hohemal@d die Fluoreszenzeigenschaften,
sodass deren Analyse einen Beitrag zum Verstamgmisnarkierten Biomolekdle liefert. Die
Farbstoffe agieren somit als ,Reporter” fur ihrelekollare Umgebung. Bei dem Einsatz von
zwei Fluoreszenzreportern kdnnen durch Analysefldeseszenzresonanten Energietransfers
(FRET) zusatzliche Informationen Uber die Struktar untersuchten Biomolekile gewonnen
werden. Dieser bereits 1948 von Theodor Forsteorétisch beschriebene Mechanismus
(Forster 1948) bewirkt einen strahlungslosen Emergnsfer zwischen zwei Fluorophoren,
von denen einer als Donor und der andere als Akeejalr Ubertragenen Energie agiert. Die
Abstdnde, die diesem Mechanismus zuganglich simitispeechen den inter- und
intramolekularen Abmessungen vieler biologischekidmolekile, weshalb sich FRET im
Rahmen biologischer Untersuchungen in der Einzedkidspektroskopie etabliert hat.

Die MFD ermdglicht durch zeitaufgeltste Detektigarschiedener, unabhangiger

Fluoreszenzparameter den Einsatz einer Vielfalt Wathoden fir die Analyse der
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registrierten Fluoreszenz. Der Einsatz der Burstgrated-Fluorescence-Lifetime (BIFL)-
Technik beispielsweise ermdglicht die detailliertdnalyse aller unabhangigen
Fluoreszenzparameter einzelner Moleklle. Die swkekSpektroskopie gestattet dartber
hinaus in einem heterogenen System eine Auswahiegerider Subpopulationen mit
definierten Fluoreszenzparametern. Die zu Begirm7@er Jahre des letzten Jahrhunderts
entwickelte Fluoreszenz-Korrelations-SpektroskdBi€S) (Magde 1972) hingegen gestattet
die Beschreibung der zeitlichen Entwicklung eingelXahl von Prozessen, welchen die
einzelnen Molekile unterworfen sind. Es werden diabe Weise kinetische Informationen
der untersuchten Systeme auf Einzelmolekul-Nivemgénglich.

Im Rahmen dieser Arbeit ist eine Weiterentwickludey MFD durchgefiihrt worden,
sodass diese nicht nur auf frei in Losung diffuneliele Molekile anwendbar ist, sondern
auch auf Molekule, die auf Oberflachen immobilisismd. Hierfur ist die Methode des
konfokalen Scannings entwickelt worden. Diese Amdverg ertffnet eine Vielfalt neuer
Maoglichkeiten fur die umfassende Charakterisieramgelner Molekile. Neben dem Vorzug
einer theoretisch unbegrenzten Beobachtungsdanmssleer Molekile auf Oberflachen stellt

diese Methode die Erforschung molekularer Vorgdndebenden Zellen in Aussicht.

In der vorliegenden Arbeit werden die breiten Andengsmaglichkeiten der MFD
und des MFD-Imagings auf komplexe biologische Systalemonstriert. Diese Methoden
liefern im Rahmen der Einzelmolekulspektroskopieneai wertvollen Beitrag zum

Verstandnis der molekularen Mechanismen belebteurNa

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwende®mndlagen der Fluoreszenz
werden inKapitel 2 erlautert. Neben einer Beschreibung der Fluoresiganschaften der
eingesetzten Fluorophore werden die auftretenderergigiransferprozesse zwischen
verschiedenen Fluorophoren beschrieben. Die theohein Grundlagen der MFD werden
ebenfalls in diesem Kapitel ausgefuhrt.

Kapitel 3 ist den apparativen und experimentellen Grundladen durchgefiihrten
Untersuchungen gewidmet. Neben den Beschreibungerkahfokalen Mikroskops und den
durchgefuhrten experimentellen Erweiterungen fi& M&D-Imaging wird die experimentelle
Bestimmung der Fluoreszenzparameter fur die MFD fiindlas MFD-Imaging beschrieben.
Die vorgenommenen Erweiterungen sind unerlasslicidiie nachfolgenden Untersuchungen

ausgewabhlter biologischer Systeme.
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Die erste experimentelle Fragestellung, welcheRianmen der vorliegenden Arbeit
erortert wird, ist die Quantifizierung der Emitteines fluoreszenten Systems. Sie zielt
ebenfalls auf die nachfolgend bearbeiteten SystaimeZunéchst jedoch sind verschiedene
Referenzsysteme mit definierter Anzahl an Fluorephoin Losung und auf Oberflachen
untersucht worden. Es werden die Fluoreszenz-Kairoels-Spektroskopie (FCS) und die
sukzessive Photozerstérung der Fluorophore aufPbtenzial zur Quantifizierung von
Fluorophoren hin Uberprift. In diesem Zusammenhaigein Algorithmus entwickelt
worden, der fur die Untersuchungen stochiometrisétrordnungen nachfolgend eingesetzt
werden kann. Die erarbeiteten Ergebnisse werd&manitel 4 vorgestellt.

Es schliel3t sich ein Schwerpunkt der vorliegendebeit in Kapitel 5 an. Hier
werden die molekularen Mechanismen der exozytaisdiembranfusion untersucht, welche
durch die Anwesenheit neuronaler Proteine in dembtanen eingeleitet wird. Durch den
Einsatz von Modellsystemen wird das Auftreten eimeder Literatur vielfach diskutierten
Zwischenschritts fur die Fusion von Membranen Uhétp Dariiber hinaus werden die
Stochiometrien der auftretenden Fusionsschrittersaotht. Im Rahmen dieser Fragestellung
finden die entwickelte Methode des MFD-Imagings dinel sukzessive Photozerstérung ihre
erfolgreiche Anwendung.

Ein weiterer experimenteller Schwerpunkt der dgeftihrten MFD-Studien an
komplexen biologischen Systemen und deren moledmldechanismen wird durch die in
Kapitel 6 vorgestellten Untersuchungen zuf-ATP-Synthase dargestellt. Uber die MFD
wird fur das biologisch funktionale Enzym die Koppg der katalytischen Aktivitat mit einer
internen Rotation der Untereinheiten des Enzymsrantht. Sowohl die Synthese als auch
die Hydrolyse von ATP (Adenosintriphosphat) sind iRahmen der vorliegenden
Untersuchungen als katalytische Prozesse deAHP-Synthase untersucht worden, und es
kann ein einmaliger Beitrag zur Auflosung der Rotamechanismen dieses komplexen
Enzyms geliefert werden (Diez 2004).

Kapitel 7 beschliel3t diese Arbeit und fasst die vorgesteResultate zusammen.



Kapitel 2

Theoretische Grundlagen

Die Fluoreszenz bildet das Fundament der gegemyeartUntersuchungen. Das
vorliegende Kapitel widmet sich ihren Grundlagenpbei mafgeblich jene Aspekte
betrachtet werden, die zum Verstandnis der nachflgn Kapitel benétigt werden. Nach
einer Erlauterung der photophysikalischen Eigerfseha von Fluoreszenzfarbstoffen
(Kap. 2.1) werden die mdglichen EnergietransferzBsse zwischen Farbstoffen diskutiert
(Kap. 2.2). Schliel3lich wird die Methode der Mudtipmeter-Fluoreszenz-Detektion als
wichtigstes Werkzeug der vorliegenden Untersuchargegefuhrt (Kap. 2.3).

2.1 Photophysikalische Eigenschaften von Fluoreszefarbstoffen

Allgemein wird bei der Fluoreszenz von Biomolekiilewischen intrinsischen und
extrinsischen Fluorophoren unterschieden. Biomdéekinit intrinsischen Fluorophoren
weisen eine natirliche Fluoreszenz auf, wie siecldudie aromatischen Aminosauren
Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin oder beispielse Bakteriorhodopsin hervorgerufen
wird. Da die meisten Biomolekile jedoch nicht-flaszent sind, muss fir eine
fluoreszenzspektroskopische Untersuchung eine Manmkg des Moleklils mit einem
extrinsischen Fluorophor vorgenommen werden. Dhbadelt es sich zumeist um kinstlich
hergestellte organische FluoreszenzverbindungerRivaelamin- oder Cyanin-Farbstoffe, die
kovalent an das Biomolekil gebunden werden. Dadiér vorliegenden Untersuchungen
ausschlief3lich solch extrinsische Fluorophore eiagg worden sind, beziehen sich die
folgenden Ausfihrungen auf die spektralen Eigerfsehadieser grundlegenden Hilfsmittel

einer biophysikalischen Untersuchung.
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2.1.1 Fluoreszenz und Fluoreszenzquantenausbeute

Fluoreszenzfarbstoffe weisen sich durch ihre Fahiglaus, elektromagnetische
Strahlung aufnehmen und in Form von Fluoreszenzdevieabgeben zu koénnen. Die
Wellenlangenbereiche, in denen der Farbstoff Sirahlabsorbiert und emittiert, werden
durch dessen Energiespektrum bestimmt. Dieses afhiert durch die elektronischen
Zustande des Farbstoffs, welche durch Schwingungsd Rotationsbewegungen des
Molekils jeweils zusatzlich in Vibrations- und Ridasniveaus aufgespalten sind. Da in
Losung eine inhomogene Verbreiterung der Spektrati auftritt, kbnnen Vibrations- und
Rotationszustande nicht aufgeldst werden. Abbild2xigzeigt das typische Absorptions- und
Fluoreszenzspektrum eines Farbstoffs am Beispisl Rleodamins 110, aufgenommen in
Losung. Aufgrund der strahlungslosen Relaxatiorethalb von Schwingungszustanden des
angeregten elektronischen Energieniveaus ist dieisdtmmsbande gegeniber der
Absorptionsbande in den Bereich hoherer Wellenlanggschoben (Stokes-Verschiebung).
Das Fluoreszenzspekirum eines Farbstoffs ist wesge unabhangig von der

Anregungswellenlange.
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Abbildung 2-1: : Absorptions- und Emissionsspektes Farbstoffs Rhodamin 110, aufgenommen in Lésung.

Nach erfolgter Absorption eines Photons und demiidainhergegangenen Ubergang
des Molekils in einen elektronisch angeregten Aastabt es eine Vielzahl von Prozessen,
die zur Depopulation des angeregten Zustandes rfikémnen. Anhand des Jablonski-
Diagramms eines Farbstoffs lassen sich die mogilidileergiange zwischen den einzelnen
Energiezustadnden beschreiben. Eine schematischsteldang findet sich in Abbildung 2-2.
Abhangig von der Spinmultiplizitait M = 2S + 1 dde&ronen werden Singulett-(M=1)- und

Triplett-(M=3)-Zustande unterschieden. Bei einemgsiett-Zustand gilt fur die Summe aller
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Eigendrehimpulse der Elektronen (des Spins) S wdhrend bei einem Triplett-Zustand

S = 1 gilt. Der Ubersichtlichkeit halber sind holaeageregte Zustande nicht beriicksichtigt.

Energie ——

ISC
ths
1?0 AL

IC T, it
Abs| F| ~lIC

P

ISC
s, 1T— ——

Abbildung 2-2:Jablonski-Diagramm: Schematische Darstellung dektelnischen Energiezustande und der
zugehorigen Schwingungszustande eines Farbstofthertd angeregte Zustande sind nicht dargestellt.
So: Singulettgrundzustands;: erster angeregter Singulettzustaiiig, erster angeregter Triplettzustand. Ferner
eingezeichnet sind die moglichen Ubergdnge zwisotiem einzelnen Energieniveausbs (Absorption):
Aufnahme von Strahlung und Ubergang in einen easggiheren Zustand; (Fluoreszenz): strahlungsaktiver
Ubergang von Snach g, IC (engl.: ,Internal-conversion®): strahlungsloserdsggang zwischen zwei Zustanden
gleicher Spinmultiplizitat, ISC (engl.: ,Intersystem-crossing®): strahlungslosebethang zwischen zwei
Zustanden unterschiedlicher SpinmultiplizifatPhosphoreszenz): strahlungsaktiver Ubergang yoradh .

Die kinetische Beschreibung der einzelnen Ubergaadolgt ber die jeweiligen
Ratenkonstanten,i.kBei Vernachlassigung irreversibler photochemisdReaktionen sowie
spezifischer bimolekularer Ldschprozesse ergeberh dblgende Mdglichkeiten der
Ubergange i (Turro 1991):

Ubergang i Ratenkonstante k
Absorption (Abs) h+S-S Kabs

Fluoreszenz (F) S> S+ hv Kr [S1]

.internal conversion“ (IC) 55— S+ Warme ke [Si]
.intersystem crossing” (ISC) 1S»> T + Warme kc[S]
.intersystem crossing” (ISC) 1> S+ Warme kc[T4]
Phosphoreszenz (P) 1B S+ Kp[T4]

Bei Anregung des Farbstoffs mit Strahlung der padse Wellenlange erfolgt tber die
Absorption eines Photons (Abs) der Ubergang vorktelrischen Grundzustang B einen
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Schwingungszustand des elektronisch angeregteraiess $ nach dem Franck-Condon-
Prinzip. Es folgt eine instantane Relaxation in d&rhwingungsgrundzustand des ersten
elektronisch angeregten Zustandes. ®er Ubergang von iSin einen niedrigen
Schwingungszustand des elektronischen GrundzustaBdeinter Abgabe eines Photons
entspricht der erwiinschten Fluoreszenz (F). Erfdey Ubergang von :Sin einen hoch
angeregten Schwingungszustand dgsisb dieser im Allgemeinen strahlungslos und die
Energie geht als Warme verloren (,internal comarsi IC). Ein Ubergang zwischen
Zustanden unterschiedlicher Spinmultiplizitat (gntsystem crossing“, 1SC) ist zwar nach
den Auswahlregeln fir elektrische Dipolibergéangenmsetrieverboten, kann jedoch bei
auftretenden Spin-Bahn-Kopplungen stattfinden. Depopulation des Triplettzustandes T
erfolgt durch einen Ubergang in den GrundzustanperBweder iiber Warmeabgabe (ISC)
oder unter Abgabe eines Photons. Letzteres ent$phbedingt durch das Symmetrieverbot,
einer Phosphoreszenz (P).

Bei hohen Anregungsleistungsdichten kann ein Mdlelwelches sich bereits im
angeregten Zustand befindet, durch Absorption wemit€hotonen in elektronisch héher
angeregte Singulett- oder Triplett-Zustande Ubergebiese sind energetisch unginstig und
es erfolgt im Allgemeinen eine schnelle Relaxationden $-, bzw. T-Zustand. Da
strahlungsaktive Prozesse nach Kasha nur vom disstgdiefsten angeregten Zustand der
jeweiligen Spinmultiplizitat aus erfolgen, in demrkiegenden Fall also von, @us, sind diese
Ubergéange strahlungslos (Kasha 1950). Weil angerefjistande eines Molekiils im
Allgemeinen unstabile Konfigurationen darstelleesteht neben der bereits beschriebenen
Relaxation die Mdglichkeit der chemischen Reaktos dem angeregten Zustand heraus. Die
Photozerstorung der Fluoreszenzfarbstoffe stefie eiolche unerwiinschte photochemische
Reaktion dar. Sie ist abhangig von den verwendéeregungsleistungsdichten und ist
irreversibel. Der Farbstoff kann den Anregungszgkiicht mehr durchlaufen und geht dem
Experiment verloren.

Ein wichtiger Parameter fur fluoreszenzspektrogape Untersuchungen ist der
Anteil der Fluoreszenz an den beschriebenen Zspfalzessen. Das Verhaltnis der Anzahl
der emittierten Photonen zur Anzahl der absorbiertBhotonen beschreibt die

Fluoreszenzquantenausbedte

_ Anzahlemittierte Photonen <1
Anzahlabsorbierer Photonen

(Gl. 2 - 1)

F
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Sie kann durch Wechselwirkungen mit Fremdmolekidtark herabgesetzt werden. Man

spricht in diesem Fall von einer Fluoreszenzltsgh(engl.: ,fluorescence quenching®, Q).

Die Fluoreszenzquantenausbe@te lasst sich Uber die Ratenkonstanten der
Fluoreszenz, & sowie der Ubrigen beteiligten Deaktivierungspssee(internal conversion

IC, intersystem crossing ISC, Fluoreszenzloschupdi(definieren:

k
() = F Ql-2
S (@ 2)

2.1.2 Fluoreszenzlebensdauer

Die Ratenkonstantengkkic und ksc der Ubergange, die zur Entvolkerung des

elektronisch angeregten Zustandesifiren, bestimmen dessen Fluoreszenzlebensdauer
Io = 1/ko = 1/(kr + kic + kisc) (Gl.2-3)

Da Wechselwirkungen des Fluorophors mit seiner tietharen Umgebung einen

erheblichen Einfluss auf die Ratenkonstanten hakem, die Lebensdauer des Fluorophors,
welcher an ein Molekil gebunden ist, als sensitRarameter einer Molekllcharakterisierung
eingesetzt werden. Auch Loschprozesse bewirkenemRkgel neben einer verminderten

Fluoreszenzquantenausbeute eine reduzierte FlemmAsbensdauer.

Die Lebensdauer des elektronisch angeregten Zilesacharakterisiert das zeitliche

Abklingverhalten der Fluoreszenz:
F(t) = F(0) e™"'™ (Gl. 2 - 4)

Die Amplitude F(0) bezeichnet die anfangliche Fasmenz zum Zeitpunkt t = O der
Anregung durch einen Lichtpuls.

Der monoexponentielle Zerfall gilt nur fir Enseewlidentischer Molekule. Befinden
sich verschiedene fluoreszierende Spezies in ememntersuchenden Volumen, oder besitzt
ein  Fluorophor, induziert durch wechselnde &aul3erengébungen, Zustande mit
unterschiedlichen Lebensdauern, wird das Abklingaken der Fluoreszenz durch einen

multiexponentiellen Zerfall beschrieben:
F(t)=> F (0)e™" (Gl. 2-5)

T; bezeichnet hier die einzelnen Lebensdauef) Eie zum Fluoreszenzzerfall zugehérigen

Amplituden.
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2.1.3 Fluoreszenzanisotropie

Jeder Fluorophor besitzt ein Absorptions- undEinissions-Ubergangsdipolmoment
definierter Ausrichtung, abhangig von seiner SuukWird der Fluorophor polarisiertem
Licht ausgesetzt, kann eine Anregung prinzipielt atfolgen, wenn eine Komponente des
Absorptions-Ubergangsdipolmoments  parallel zum tekdhen  Feldvektor der
Anregungsstrahlung ausgerichtet ist. Die Emissien Fluoreszenzphotonen erfolgt entlang
des Emissions-Ubergangsdipolmoments. Somit isFtlameszenzlicht im Prinzip polarisiert.
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Farbstdfésitzen ausschliel3lich lineare
Ubergangsdipolmomente, so dass fir Untersuchungen Repolarisationseffekten eine
lineare Polarisation des Anregungslichts erfordbrlist. Die Anisotropie r liefert ein
quantitatives Mal3 fur die Polarisation der Fluoeegz Sie ist definiert Gber die Intensitaten
der zwei Fluoreszenzkomponenten, #d F, welche parallel und senkrecht relativ zur
Polarisationsrichtung des Anregungslichts ausgeridind (Jabonski 1960):

_ F,—F

r= ﬁ (Gl. 2 - 6)
Die Anisotropie erweist sich als sensitives MaRdié Beweglichkeit der Fluorophore. Uber
die Zeit verringert sich die Anisotropie der Fluphore durch die Brownschen
Rotationsbewegungen (Ehrenberg and Rigler 1974;ndjorGardecki et al. 1996).
Energietransfer-Prozesse zeigen den gleichen Efféker liefert die auftretende
Depolarisation Informationen tber die Effizienz dasergietransfers (Karolin 1997; Karolin
1998).

In einer isotropen LOsung treten alle Orientieemgder Absorptions- und
Emissionsdipolmomente mit der gleichen Wahrschehilit auf. Bei einer Betrachtung der
Orientierungen direkt nach der Anregung ergibt seehe statische Mittelung, wobei die
beteiligten Ubergangsdipolmomente der Absorption wler Fluoreszenz einen Winkel R
einschlieRen. Andert sich die Orientierung der \ghagsdipolmomente nicht im angeregten
Zustand, bleibt der Winkel 3 unveréndert. In diesEail lasst sich die fundamentale
Anisotropie f einfuhren:

_3cos B-1
5
Der Winkel 8 kann folgende Werte annehmeg:[0< 174. Damit ergeben sich Werte fur die

(Gl.2-7)

f

fundamentale Anisotropie von -02 ro < 0,4. Die fundamentale Anisotropie ist eine
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Eigenschaft des Farbstoffs, sie ist beobachtbar Béwesenheit aller anderen
Depolarisations-Prozesse wie Rotationsdiffusion Bndrgietransfer.
Fur kugelsymmetrische Molekile kann das zeitlidb&lingverhalten der Anisotropie

als monoexponentiell angenommen werden und es gilt

r(t)=r,&"° (Gl. 2 - 8)
Hier bezeichnep die Rotationskorrelationszeit ungl die Anisotropie zum Zeitpunkt t = 0.
Sie stimmt mit der bereits eingefuhrten fundamemanisotropie Uberein. Nach der Perrin-
Gleichung ist die Anisotropie abhangig von der Ahigpie zum Zeitpunkt t = O,,r der
Rotationskorrelationszeip, und der Lebensdauar,

f'o

r
1+—
0

Ist der Fluorophor an ein Makromolekil gebundenssndie globale Bewegung des Molekiils

r= (Gl. 2 - 9)

zusatzlich zur lokalen Bewegung des Fluorophorsidiesichtigt werden. Da sich die
Gesamtbewegung aus mehreren Komponenten zusamatiensetiss das zeitliche

Abklingverhalten der Anisotropie als multiexponelitangenommen werden und es gilt
r(t)=>r,; & (Gl. 2 - 10)
j
Fir die Amplituden g gilt Zroj =r,. p; bezeichnet hier die einzelnen
j
Rotationskorrelationszeiten.

2.2 Fluoreszenz-Energietransfer-Prozesse

Zwischenmolekulare Energietransfer-Prozesse, benemn ein strahlungsloser
Ubergang von Elektronenanregungsenergien ohnecfegBindung an das andere Molekiil
stattfindet, wurden erstmals 1948 von Th. Fordteotetisch abgeleitet (Forster 1948). Ein
diesbeziiglich vielfach genutzter Prozess in derkBirbestimmung biologischer Molekdile ist
der Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRETIghee im Folgenden néher betrachtet
werden soll. Weitere Energietransfer-Prozesse, idie Einklang mit dem Forster-
Mechanismus stehen und in den vorliegenden Untbusigen eine Rolle spielen, werden im

Anschluss beschrieben.
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2.2.1 Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET)

Der Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRETimsbimolekularer Prozess, bei
dem ein elektronisch angeregtes Molekil D* seineredungsenergie auf ein sich im
Grundzustand befindendes Molektl A (Akzeptor) Ufagtt und bei diesem einen angeregten

Zustand erzeugt:

D*+A - D+A* (@l- 11)
Charakteristisch fur diesen Prozess ist die strgjdlose Dipol-Dipol-Wechselwirkung
(langreichweitiger Coulomb-Energietransfer (Gilb&#891)) zwischen Donor- und Akzeptor-
Molekdl, die in der Regel einen Energietransfersolien Singulett-Zustanden erzeugt. Eine
experimentelle Quantifizierung dieses Phanomerfserten erstmals Stryer und Haughland
1967 (Stryer 1967).

Abbildung 2-3 zeigt schematisch einen Fluores#®ezonanz-Energietransfer
zwischen Donor- und Akzeptor-Fluorophor. Der Dofarbstoff wird Uber die
Wechselwirkung mit elektromagnetischer Strahlungesegt und kann seine elektronische
Anregungsenergie auf den Akzeptor-Farbstoff Ubgetna Dieser gibt die aufgenommene
Energie in Form von Fluoreszenz ab. Der Energisteainverursacht eine verringerte

Fluoreszenzintensitédt des Donor-Farbstoffs sowie eerkirzte Lebensdauer.

A A
—A
S 1= :
I 1
| = s,
| |
o I !
‘| Abs.| F| Jic ! I
o Q | FRET | F ZIC
< usw. Q
= | | usw,
| ! :
I |
! I
|
— —=
SO ¥ ! ] - Y So
Donor Akzeptor

Abbildung 2-3: Jablonski-Diagramm fur den Fluoresz&esonanz-Energietransfer (FRET). In der Regel wird
der Energietransfer zwischen den Singulett-Zustamderbeteiligten Fluorophore erzeugt, daher sindjene

dargestellt.

Folgende Voraussetzungen muissen fur einen effeeiBhergietransfer erfillt sein:
1. Eine hohe Fluoreszenzquantenausbeute des Donawphars,®p, in Abwesenheit des

Akzeptor-Fluorophors.



Kapitel 2 13

2. Eine ausreichende spektrale Uberlappung von derorédmenzspektrum des Donor-
Fluorophors mit dem Absorptionsspektrum des Akzegttuorophors.

3. Eine beginstigte wechselseitige Orientierung deplddiomente von Donor- und
Akzeptor- Fluorophor sowie ihrem Abstandsvektor.

4. Der raumliche Abstand zwischen Donor- und Akzepkdrorophor betragt 1-10 nm.

Die Abstandsabhéngigkeit des FRET bewirkt einetbr&nwendung dieses Prozesses in der
Strukturbiologie, da die erfassbaren raumlichen té&tde h&ufig den Abmessungen
biologisch interessanter Molekiile entsprechen.

2.2.2 Eine Quantifizierung des FRET

Klassische wie quantenmechanische Betrachtungéarri ahnliche Ergebnisse in der
Quantifizierung des FRET (Cantor 1980). Die Grugdlader Theorie bildet immer die
Betrachtung der Fluorophore als oszillierende Bapdlie ihre Energie mit anderen Dipolen
ahnlicher Resonanzenergie austauschen kénnen.alsgféhrliche Einfuhrung in die FRET-
Theorie liefern R. M. Clegg (Clegg 1992), B. W. wd&r Meer (van der Meer, Cooker et al.
1994) und P. R. Selvin (Selvin 1995). Im Folgendererden nur die wichtigsten

Zusammenhange diskutiert.

Bei einem Abstand . zwischen Donor- und Akzeptor-Fluorophor betragt &ate des

Energietransfers

®_ k2% (900QIn10
kET(RDA): £o ( a )

r, RS, \ 1287°Nn*

Hier bezeichnetbep die Fluoreszenzquantenausbeute des Donor-Farbstofbwesenheit

}](A), Gl 2-12)

des Akzeptorsk® den Orientierungsfaktor der Ubergangsdipolmomemnielie Lebensdauer

des Donors, N die Avogadro-Zahl und n den Brechumogs der Umgebung. A( beschreibt
das Uberlappungsintegral von Donor-Fluoreszenzapekt und Akzeptor-

Absorptionsspektrum. Die bezeichnete Gesamtflastheormiert:

J(A):TFD(A)@A(A)EHW (Gl. 2 - 13)

ea(A) ist der Extinktionskoeffizient des Akzeptors;(F) die flachennormierte Fluoreszenz

des Donors bei der Wellenlanye
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Wie bereits angedeutet hangt der Fluoreszenz-RegdBnergietransfer von der
Distanz zwischen den zwei beteiligten Fluorophoadn Eine in diesem Zusammenhang
wichtige Grol3e ist der Forster-Radius, Ber jenen Abstand zwischen Donor- und Akzeptor-
Molekul bezeichnet, bei dem die Ratenkonstante Hesrgietransfers, gk, gleich der
Zerfallsrate des angeregten Zustandes vom Donaréitnor in Abwesenheit des Akzeptors
ist (ke = ko= TpY). Mit Gleichung 2-12 folgt:

RS = cpprz(%jau) (Gl. 2 - 14)

Beim Zusammenfassen aller Konstanten bedeutetdiese

R, = 978010°(Jk 2D ,n™*)*® mit [Ry] = 10 m (Gl. 2 - 15)
Der Forster-Radius lasst sich im Wesentlichen ausgpektralen Eigenschaften von Donor-
und Akzeptor-Molekil bestimmen. Fur die Berechnumgn R, wird fur den
Orientierungsfaktor meist? = 2/3 eingesetzt; auf diese Problematik wird irsétmitt 2.2.3
ausfihrlicher eingegangen. Uber den Forster-Radigs (Gl. 2-14) ergibt sich ein
vereinfachter Ausdruck fur die Rate des Energisfiens. Aus den Gleichungen 2-12 und

2-14 ergibt sich folgender Zusammenhang:

_1(RY ]
kET_rD(RDA] (Gl. 2 - 16)

Die quantitative Beschreibung des FRET erfolgt in@er die TransfereffizienzrESie wird
Uber den Anteil der vom Donor absorbierten Photoridée@ an den Akzeptor Ubergeben

werden, beschrieben:

E - kET
Tk ke Y K

(Gl. 2 -17)

ki beschreibt die Ratenkonstanten der Ubrigen bgieili Deaktivierungsprozesse fur den
Donor-Fluorophor (internal conversion IC, intergyst crossing ISC, Fluoreszenzléschung
Q). Mit Gleichung 2-16 lasst sich die Effizienz dexum in Abhangigkeit vom Abstand
zwischen Donor und Akzeptor darstellen:

E =— — (Gl. 2 - 18)

Die Effizienz des fluoreszenzresonanten Energisfems, E, ist ein besonders sensitiver

Parameter in Bezug auf Anderungen des AbstangggW®ischen Donor und Akzeptor, wenn
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dieser Abstand in etwa dem Forster-Radiug ddtspricht. Abbildung 2-4 zeigt eine
schematische Darstellung der TransfereffizienZalsktion des AbstandesR Der Forster-
Radius R entspricht dem Abstandpr, bei dem die Effizienz des Energietransfers, 3%
betragt.

1.0 1

o
[
1

o
)
I

Transfereffizienz E |
o
i
n 1

o
N
1

o
o
)

T T
05R, 1.0R, 15R

Roy [A]

Abbildung 2-4: Abhangigkeit der Transfereffizienz Eom Abstand B. zwischen Donor und Akzeptor,
dargestellt in Einheiten vongR

2.2.3 Der Orientierungsfaktor k?

FUr die Bestimmung des Forster-Abstandgd®v. der Energietransferrate Euss
der Orientierungsfaktork?® bekannt sein. Dieser ist bestimmt durch die nedati
Orientierungen der Ubergangsdipolmomente von  Ddunanészenz, ¢, und

Akzeptorabsorption, ¢ und lasst sich geometrisch wie folgt ausdricken:

K* = (coSEr - 3 cogh costh)? = (sinéb sinbs cosp- 2 codh cosBy)®  (Gl. 2 - 19)
Abbildung 2-5 veranschaulicht grafisch die Bedegtder Winkel8r, 8, und8p sowieq. 61
bezeichnet den Winkel zwischen den Ubergangsdipolemben von Donor und Akzeptor,

und pa. Bp ist der Winkel zwischen Ubergangsdipolmoment demdbds, |», und der
Verbindungsgerade von Donor und Akzeptor (Separatiektor ﬁDA). B ist der Winkel

zwischen dem Ubergangsdiplomoment des Akzeptors dieser Geraden, ung ist ihr
Azimut, d. h. der Winkel zwischen den Projektiorser Ubergangsdipolmomente auf eine
Flache senkrecht zur Verbindungsgeraden.

Der Orientierungsfaktak? kann folgende Werte annehmens @2 < 4. Der maximale
Wert k> = 4 wird erreicht, wenn die Ubergangsdipolmomeve Donor- und Akzeptor-
Fluorophor kollinear angeordnet sind. Der minims#ert O hingegen kann auf vielfache
Weise entstehen z. B. fir senkrecht zueinandetipoigirte Ubergangsdipolmomente. Haufig
wird von einer freien Beweglichkeit der Fluorophorausgegangen, so dass die

Ubergangsdipolmomente von Donor- und Akzeptor-Fdpbor innerhalb der Lebensdauern
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der angeregten Zustande alle méglichen Orientiemrayeinander einnehmen. Unter dieser
Vorraussetzung ergibt die Berechnung des Orientigsiaktors den Mittelwer? = 2/3. Die
Gultigkeit der Annahme freier Beweglichkeiten déndfophore kann Uber die Bestimmung
der Anisotropien von Donor- und Akzeptor-Fluoroplidrerprift werden. Fir Fluorophore,
die als statisch angesehen werden missen, weicsiebinnen ihrer Fluoreszenzlebensdauer
nicht bewegen, und deren Orientierungen der Ubgsgipolmomente statistisch verteilt
sind, besitzt der Orientierungsfaktor den WeTt= 0.47 (Steinberg 1971). Bei einer nicht
gegebenen freien Beweglichkeit der Fluorophoretiexen unterschiedliche Losungsansatze
fur die Berechnung vor? eine weitergehende Diskussion findet sich in ldegratur (Dale
and Eisinger 1974; Dale 1979).

Abbildung 2-5: Veranschaulichung der Winlgg| 68,, 8, und@zwischen den Ubergangsdipolmomenten i

und dem AbstandsvektoR,, , zur Berechnung des Orientierungsfakicts

2.2.4 Weitere Energietransfer-Mechanismen

Bislang wurde bei den Betrachtungen des FluoregsRersonanz-Energietransfers von
nicht-identischen Donor- und Akzeptor-Molekilen gegangen, dieser muss streng
genommen als hetero-FRET bezeichnet werden. Emengséer zwischen identischen
Molekilen findet unter den gleichen Vorraussetzangiatt, man spricht hierbei von homo-
FRET. Dieser Prozess spielt in einigen Lichtsamomldexen der Pflanzen- und Bakterien-
Photosynthese eine Schlisselrolle (Andrews 1998md4FRET findet bevorzugt zwischen
identischen Fluorophoren statt, die eine vergleuwghse geringe Stokes-Verschiebung
aufweisen. Experimentell lasst sich dieser Enemgisfer nur Uber eine verringerte
Anisotropie der Fluorophore quantifizieren (Kawskil983). Eine verringerte
Fluoreszenzintensitat oder verkirzte LebensdaueDdeor-Farbstoffs wie bei hetero-FRET
tritt nicht auf.
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Weitere mit dem Forster-Formalismus vertraglichmengietransfer-Prozesse sind die
Singulett-Singulett- und Singulett-Triplett-Anniatlon. Ein Donor-Fluorophor, der sich im
ersten elektronisch angeregten Singulett-Zustatichdet, kann seine Energie strahlungslos
aufgrund der Dipol-Dipol-Wechselwirkung auf einerkz&ptor-Fluorophor Ubertragen, der
sich entweder in einem angeregten Singulett-Zustaied in einem Triplett-Zustand befindet.
Die Ubertragene Energie wird nun jedoch nicht disfeszenz wieder abgegeben sondern
intern umgewandelt und geht als Warme verlorertéyimal conversion®, IC) (Hofkens, Cotlet
et al. 2003). Da es sich bei diesen Prozessen usterdMechanismen handelt, ist dieselbe
Abstandsabhangigkeit wie fur FRET gultig. Auch &sssich Forster-Abstadnde nach
Gleichung 2-14 bestimmen, die abhangig sind von spektralen Uberlappung zwischen
Donor-Fluoreszenz und;-Sbhzw. T;-Absorptionsspektrum des Akzeptor-Molekiils sowie de
relativen Orientierung der beteiligten Ubergangstiipmente. Da bei
Annihilationsprozessen die beteiligten Fluorophmieh beide im angeregten Zustand
befinden missen, fordern diese Mechanismen hohegingsleistungen. Es handelt sich um
meist unerwtinschte Loschprozesse, welche die Hmenzquantenausbeute herabsetzen.

Es gibt eine Vielzahl weiterer zwischenmolekulakmergietransfer-Prozesse, die
jedoch nicht mit dem Forster-Formalismus vertrdglsind. So findet bei der Reabsorption
ein strahlungsaktiver Energietransfer statt, beiextBr-Energietransfer hingegen tritt ein
strahlungsloser kurzreichweitiger Austausch vonk&Ebmen auf. Fur eine ausfuhrliche
Darstellung der verschiedenen Energietransfer-Mash®en sei auf die weiterfihrende
Literatur verwiesen (Gilbert and Baggott 1991). &ner Gemeinschaft identischer
Fluorophore eines Systems kénnen diese ferner sberelle Energietransfer-Mechanismen
koppeln und als Ein-Quantensystem agieren (Wu, @oocdt al. 1996). Ein einzelner
Fluorophor tritt hier als alleiniger Emitter dessBms auf. Diese Prozesse sind nicht vollends

geklart.

2.3 Multiparameter-Fluoreszenz-Detektion (MFD)

Die Multiparameter-Fluoreszenz-Detektion (MFD)rieltet die simultane Erfassung
unabhangig detektierbarer Fluoreszenzparametem Qakadren die Fluoreszenzintensitat F,
die Fluoreszenzlebensdaueund die Anisotropie r. Bei Verwendung von zwei igaeten
Fluorophoren, die Uber FRET eine gekoppelte Fluenes aufweisen, erweist sich die
Effizienz E des Energietransfers als ein weiter@ahlangiger Fluoreszenzparameter.
Zusatzlich werden in diesem Fall obige Parameterb&ide spektrale Bereiche bestimmit.

Jeder der aufgefuhrten Parameter ermdglicht spebdi Informationen Uber die raumliche
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Orientierung und Beweglichkeit der Fluorophore soikire chemische Umgebung (Eggeling,
Berger et al. 2001; Rothwell, Berger et al. 2003).

Die MFD ermoglicht den Einsatz verschiedenster Hdden fur die Analyse der
experimentellen Daten. So gestattet die Akquisitien zeitabhéangigen Fluoreszenzintensitat
die Anwendung der Fluoreszenz-Korrelations-Spektp. Diese vielseitige Methode wird
im nachsten Abschnitt (Kap. 2.3.1) naher beschrieli@er Einsatz der Burst-Integrated-
Fluorescence-Lifetime (BIFL)-Technik hingegen erfidig die detaillierte Analyse aller
unabhangigen Fluoreszenzparameter einzelner Maekipitel 2.3.2 ist dieser Anwendung
gewidmet. Andere Methoden wie die ein- oder zweighsionale Fluoreszenzintensitats-
Verteilungsanalyse (1D-/2D-FIDA) sowie ihre Kombioa mit der Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie (FIMDA) oder der Fluareszlebensdauer (FILDA) fanden
keine Anwendung fur die vorliegenden Untersuchunged werden daher nicht weiter

erlautert.

2.3.1 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie wure@eels 1972 von Magde, Elson
und Webb vorgestellt (Magde 1972), der Durchbruaim kedoch erst in den 90er Jahren mit
der apparativen Entwicklung der konfokalen Fluoeegmikroskopie (Rigler 1990; Eigen
and Rigler 1994; Rigler 1995; Schwille, Meyer-Almed al. 1997), welche kleine
Beobachtungsvolumina und damit ein hohes Signatintergrund-Verhaltnis ermoglicht.

Im Gegensatz zur klassischen Fluoreszenzspekpskioei der stets die Mittelwerte
einer Gesamtheit von fluoreszierenden Molekilemalsatet werden, widmet sich die FCS
den Abweichungen vom Mittelwert. Dabei sind dieatelen Fluktuationen um einen
Gleichgewichtswert umso grof3er, je geringer dieakhan beobachteten Molekilen ist. Jede
Reaktion mit einer charakteristischen Zeitdaueribbgévin der aus der Fluoreszenzmessung
berechneten Korrelationsfunktion einen Abfall mérdir den Prozess charakteristischen
Zeit. Die FCS liefert kinetische Informationen Ule@ne Vielfalt von Prozessen:

* Translationsdiffusion (bestimmt durch die Grof3e Besbachtungsvolumens)
* Rotationsdiffusion

* Photophysikalische Prozesse (Fluoreszenz, TriBlesetzung)

* Photochemische Prozesse (Photozerstérung, LOosags@yz

» Chemische Prozesse (spezielle Gleichgewichtsrewdtiio
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Voraussetzung fur die Untersuchungen dynamischezeBse mit Hilfe der FCS ist,
dass die Prozesse die Anzahl an Fluoreszenzersggnibeeinflussen und dass sie zu
Schwankungen um einen Gleichgewichtsmittelwert dahmwobei die Zeitskalen durch die
translative Diffusion der Molekiile begrenzt werden.

2.3.1.1 Mathematische Grundlagen der FCS

Fur die Berechnung der Korrelationsfunktion wirde dzeitabhangige Anzahl an
detektierten Photonen, ({t), die durch Fluoreszenzfluktuatione@Ng(t), um einen
Mittelwert, <Ne>, beschrieben werden kann, betrachtet (<...> st&hteine zeitliche
Mittelung):

Ne(t) = <Ne> + ONg(1) (Gl. 20)
lhre Analyse liefert die normierte Autokorrelatidunsktion G(t), wobei t die

Korrelationszeit ist. Mit SNg(t)> = 0 folgt:

(NEONe 8 (SN ON:(t + )
(N-(0)° (N:©)°

Mit  zunehmender Korrelationszeit nimmt die Amplieud der normierten

G(t.)=

(Gl. 2 - 21)

Autokorrelationsfunktion ab, da die detektiertemdfeszenzfluktuationen bei zunehmender
zeitlicher Separation unkorrelierter werden. Jedbfall in der Korrelationskurve - man
spricht hier von einem Bunching-Term - steht ineliem Zusammenhang zur Zerfallsrate
eines kinetischen Prozesses. Ferner sind ledigleliPhotonen eines einzelnen fluoreszenten
Partikels miteinander korreliert, weswegen die Ktationsamplitude umgekehrt proportional
zur mittleren Anzahl der Teilchen im Beobachtundsreen ist. Diese Amplitude wird im
Folgenden mit 1/Nbenannt. Die mittlere Anzahl an Teilchen hingegke,sich auBerdem in
einem der Singulett-Zustadnde, $der S, befinden, wird mit N bezeichnet. Statt des
fluoreszierenden Teilchens wird im Folgenden dergrBe des Molekils angeflhrt.
Abbildung 2-6 zeigt den schematischen Verlauf eiRkroreszenzkorrelationsfunktion mit

logarithmischer Korrelationszeitachse.
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Abbildung 2-6: Schematischer Verlauf einer Fluoeegkorrelationskurve: (0): Emission eines Photons,

(1): Antibunching, (2): Rotationsdiffusion, (3): Pléettkinetik oder Isomerisierungsreaktion, (4):nskative

Diffusion. N entspricht der Gesamtzahl an Fluorophoren im Beubagsvolumen, N der Anzahl an

Fluorophoren, die sich in einem der Singulett-Zudéarg oder S, befinden. A bezeichnet die Amplitude des

Triplett- bzw. Isomerisierungsterms.

Folgende charakteristische Terme sind erkennbar:

(0) Emission eines Photons zum Zeitpunkt 0.

(1) Phanomen des Antibunchings: Die Korrelation zwisclmvei emittierten Photonen

desselben Molekils nimmt fur sehr kurze Zeiten deit Korrelationszeit zunachst zu.
Nach der Emission eines Photons befindet sich Weréphor im Grundzustand und kann
nur nach erneuter Anregung ein Photon aussendes. Abdéibunching ist somit ein

guantenmechanischer Effekt.

(2) Rotationsdiffusion: Absorption und Emission vonhiti&ann nur erfolgen, wenn sich eine

Komponente des elektrischen Feldvektors paralleldem molekularen Ubergangs-
dipolmomenten eines Fluorophors befindet. Die Aorgg mit polarisiertem Licht,
und/oder die Detektion nur einer Polarisationstiolyt fuhrt bei einer Rotation des
Molekils um seine eigene Achse zu einer anisotroplenteilung der emittierten
Fluoreszenz. Die Rotationsdiffusion eines Molekiishrt zu Fluktuationen im
Fluoreszenzsignal und damit zu einem Abfall in dé@rrelationsfunktion bei der
charakteristischen Rotationskorrelationszeit, diblicherweise im ns-Bereich der

Korrelationszeitachse liegt.
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(3) Triplettkinetik/Isomerisierungsreaktion: Beim Ubarmg des Molekils in  den
Triplettzustand ist dieses nicht mehr am AbsormiEmissions-Zyklus beteiligt und die
Korrelationsfunktion klingt bei der charakteristien Triplettzeit 4 ab. Die Amplitude
A; spiegelt den mittleren Anteil der Molekile widdie sich im Triplettzustand befinden.
Fur einige Farbstoffe wie beispielsweise den Cydarbstoff Cyanin 5 kann eine
Isomerisierungsreaktion im angeregten Zustand viwordszenten trans-lsomer in das
nicht-fluoreszente cis-lIsomer stattfinden. Auchsdi€&keaktion fuhrt zu einem Abklingen
der Korrelationsfunktion. Beide Terme besitzen ak#aristische Korrelationszeiten im
ps-Bereich.

(4) Translative Diffusion: Bei der Diffusion des Moldklaus dem Beobachtungsvolumen
raus wird die Wahrscheinlichkeit, weitere Photoren diesem Molekill zu detektieren,
Null. Die translative Diffusion begrenzt somit dégitbereich, in dem Kinetiken anhand
der FCS untersucht werden kdnnen. Je nach GroR8et@sachtungsvolumens und des

Molekils konnen Diffusionszeiten bis in den Sekurmreich moglich sein.

Sowohl das Antibunching als auch die Rotationsdiin liegen in Zeitbereichen, die
innerhalb der Totzeiten handelsiblicher Detektdiegen und damit der Autokorrelation
nicht zuganglich sind. Um dieses Problem zu umgehland Ublicherweise statt einer
Autokorrelation eine Kreuzkorrelation von zwei Sidgn A und B vorgenommen (Schwille,
Meyer-Almes et al. 1997):

(NS ONS(E+ 1) (NS ONS(t + 1)
=1 +
(N @) (NE@) (N ) (N2 (D)

Dieses Verfahren ermdglicht zusatzliche Untersugkanvon Kinetiken, so kénnen z. B.

G, ()= (Gl. 2 - 22)

Informationen zur FRET-Effizienz Uber die Korretati spektral getrennter Signale erhalten
werden (Margittai 2003).

An die experimentell ermittelte Korrelationskurvard nun eine Modellfunktion
angepasst. Fur die Herleitung solcher Modelle sdi Arbeiten von C. Eggeling und
J. Widengren (Eggeling 1996; Widengren 1996; Eggeli999) verwiesen. Im Allgemeinen
wird fir das Beobachtungsvolumen ein dreidimengioapproximiertes Gauld'sches
Detektionsvolumen angenommen. Es werden die umhiedicchen Ausdehnungeng 2n
axialer (z-Achse) undy in radialer (x-y-Ebene) Richtung, berlcksichtiggi denen die

Anregungsintensitat der Lichtquelle auf Zabgefallen ist. Die raumliche Verteilung des

Detektionsvolumens lasst sich damit Gbefx, y,jzexp(—z( R + )?)/a)oz) exp-2 2/ 2)
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beschreiben. Den einfachsten Fall der reinen wémeh Diffusion in Lésung mit der
Diffusionszeit ¢ liefert folgendes Modell (Thompson and Lakowi®@91; Rigler, Mets et al.
1993):

V2
YA 1 _
T [1+tc/tDN1+(wo/zo)2 tc/tD] 22

Die Korrelationsfunktion nimmt furct>> o aus Normierungsgrinden den Wert 1 an. N
entspricht der Anzahl fluoreszierender Partikel B®obachtungsvolumen (es gilt hier der
spezielle Fall N = N. Hieriiber lassen sich die Photonenzéhlraten pobekdil und, bei
bekannter GroRe des Beobachtungsvolumens, die Kboadenen berechnen. Uber die
Diffusionszeit g lasst sich die Diffusionskonstante D bestimmen; tx?/(4D).

Fur den haufig verwendeten Fall der translativefiuBion mit Triplettkinetik unter
Berlcksichtigung des Antibunchings, liefert folgenModellfunktion eine Anpassung der

experimentellen Daten (abgewandelt nach (Mets 2001)

1 1 1 v T 1
St (mc/tDMn (@2 tc/tDJ {“ 7))y e “)}
(Gl. 2 - 24)

T entspricht dem mittleren Anteil der Molekile, dieh im Triplettzustand befinden, und t

der Triplettkorrelationszeit, Uber sie kbnnen d&tdRkonstanten fur den Triplettzerfall, k
und das ,Inter System Crossing‘isk bestimmt werdenatbezeichnet die charakteristische
Anstiegszeit des Antibunching-Terms, sie lasst sidter die reziproke Summe der
Ratenkonstanten der Anregung,oi,k und des Fluoreszenzzerfalls, o, k ableiten:
ta = 1/(ko1 + ko). m gibt die Anzahl der Fluorophore pro Molekiil and N bezeichnet die
Gesamtzahl fluoreszierender Molekile im Beobachguolymen. Das Auftreten eines
unkorrelierten Hintergrundsignals, verursacht du@treulicht und Dunkelzahlraten der
Detektoren, ist hier unberiicksichtigt, muss jedéith quantitative Aussagen uber Mhit
angepasst werden.

Bei Anwendung der FCS auf immobilisierte Molektri& keine Diffusion auf. Die zu
Gleichung 2-24 &quivalente Anpassung der Triplettkk unter Bericksichtigung des
Antibunchings erfolgt tber eine gesonderte Modaktion (modifiziert nach (Mets 2001)):

“1h ' ex- Y - ]
G(t,)=1 Irn(1_T)exp( t./t;) m(l_T)exp( t,/t,) (Gl. 2 - 25)

Die charakteristischen Parameter entsprechen dgaeroBusfihrungen.
Es wird bislang nicht zwischen kontinuierlicher dungepulster Anregung

unterschieden. Dieses ist streng genommen nurkdiredie Anpassung der Terme, welche
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bei gepulster Anregung im Vergleich zu den Zeiteweiz aufeinander folgender
Anregungspulse viel langere charakteristische HAedefweisen. Fur die Anpassung des
Antibunching-Terms hingegen ergeben sich je nacpeementeller Ausfuhrung der
Anregung Unterschiede in der Anpassung.

2.3.1.2 Die Phanomene des Bunchings und des Antilmlinings

Die Intensitat einer idealen ebenen elektromagole¢én Welle, wie sie in guter
Néherung das kohérente Strahlungsfeld eines Laskndietet, ist konstant. Die
Korrelationsfunktion ist damit ebenfalls konstamdubesitzt aus Normierungsgriinden den
Wert G(t) = 1. Die Ankunftszeiten von Photonen bei sehinggm Fluss werden im Falle
der idealen elektromagnetischen Welle iiber dies®oisStatistik beschrieb&iMarti 2003).

Es handelt sich hierbei um eine diskrete, unsymsutte Verteilung. Die Poisson-Verteilung

gibt die Wahrscheinlichkeiten p(n) fiir n Ereignisse wenn der Mittelwert u gegeben ist:

n

Y7
nl

p(n) =~—e™* (Gl. 2 - 26)

Die Poisson-Verteilung ist immer giltig fur relatiseltene, zufallige Ereignisse, die
voneinander unabhangig sind und die gleiche Wabisbbhkeit besitzen (Sachs 2003).
Sowie Ereignisse abhangig werden oder die Wahnslitigieit nicht konstant bleibt, tritt
eine Abweichung von der Poisson-Verteilung auf.

Stellt man die Photonenstatistik experimentell eagten Lichts durch die
Korrelationsfunktion (Gl. 2-21) dar, zeigt sich eiiendenz der Photonen in Bindeln (engl.:
.ounches”) aufzutreten. Dieses Phé&nomen ist zumenreimuf klassische statistische
Schwankungen zum anderen quantenmechanisch auBasenen-Natur der Photonen
zuruckzufiihren, fur die auf sehr kurzen Zeitskadem Bose-Einstein-Verteilung gultig ist.
Die Zeitintervalle zwischen den Photonen sind kiitaes die Poisson-Verteilung erwarten
lasst. Es ergibt sich eine Korrelation der Photomesh die Korrelationsfunktion liefert Werte
G(t)=1. Der Effekt der Photonenblindelung kann Uber eduper-Poisson-Verteilung
beschrieben werden, die breiter als die PoissoteWiang ist.

Das Gegenstick zum Bunching ist das Antibunchidgeses Phanomen wurde
erstmals 1977 von H. J. Kimble, M. Dagenais undMandel experimentell nachgewiesen

(Kimble 1977). In der Korrelationsfunktion tritteer Effekt fir Photonen mit sehr kleinen

! Streng genommen koénnen aufgrund der quantenmechanisUnschéarfe keine Aussagen Uber die
Ankunftszeiten der Photonen sondern lediglich Agssaiber den mittleren zeitlichen Abstand zweiest&ten

vorgenommen werden.
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Zeitabstanden auf, er lasst sich nur quantenmesttar@rklaren. Anschaulich befindet sich
der Fluorophor nach der Emission eines Photonschahdm Grundzustand und kann erst
durch eine erneute elektronische Anregung ein Phatssenden. Dadurch entstehen langere
Zeitintervalle als nach der Poisson-Verteilung zwagten sind, und es ergibt sich eine
Antikorrelation. Experimentell lasst sich das Aniiching nur Gber ein Ein-Quanten-System
nachweisen, da bei Mehr-Quanten-Systemen die P@&otaon verschiedenen Emittern
erzeugt werden und damit unabhéngig voneinanddr Siie sind dem antikorrelierten Signal
des einzelnen Teilchens Uberlagert. Die Korrelafiomktion liefert fur das Phanomen des
Antibunchings Werte G{f<1. Statistisch wird es uber eine Sub-Poisson-\Martgi erfasst,
die schmaler ist als die Poisson-Verteilung.

Das Antibunching kann Uber eine Anpassung der rarpatellen Daten genutzt
werden, um die Anzahl von unabhangigen Emitterneimem fluoreszenten System zu
bestimmen. Die Modellfunktionen nach Gleichung 2&4v. 2-25 liefern eine Anpassung
unter Berlcksichtigung des Antibunchings. Fur dd@stimmung der Anzahl unabhéngiger
Emitter missen zunéchst Ausdriicke fur die normiarnglitude zum Zeitpunkt t = 0, G(0),
und die normierte maximale Amplitude,n& bestimmt werden (modifiziert nach (Mets
2001)):

Mobile Molekiile:

T 1 11 m-1

G(O)=l+ﬁ+mN(l—T)_ N _D:1+—N—FN:1+W (Gl. 2 -27)
1 L n'(l—T)+T( 1 omi-7) ] ]

Cra = g N Y TNI- T T G -1 V- T (Gl.2-28)

Immobilisierte Molekule:

T 1 1
T 1 1-T
G, =1+ mN(l—T)[: %-1sz7} (Gl. 2 - 30)

Mit ihrer Hilfe lasst sich nun die Anzahl der undbigigen Emitter fir frei diffundierende
(mobile) Molekule in Losung und fir immobilisiert®lolekile auf einer Oberflache

bestimmen:
. .. 1 G -1
Mobile Molekle: = = max - -7 Gl.2-31
1+N(1- 6(0) (Gmax ew) Tj(l e )
Immobilisierte Molekule: mN= 1 :( Comax __ Tj(l_ ™ (Gl. 2 - 32)
1-G(0 \G,, -G(0
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Bei einer gepulsten Anregung kann eine Anpass@mgerperimentellen Daten unter
Bertcksichtigung der Fluoreszenzlebensdauer vorgeren werden. Die
Korrelationsfunktion wird in diesem Fall von der gedmélkigen Abfolge von
Anregungspulsen, welche durch die Fluoreszenzlelaeres verbreitert sind, Gberlagert. Bei
vernachlassigbarer Abklingzeit des Streulichts wdid Anpassung der Lebensdauer Uber
einen monoexponentiellen Zerfall angenommen. Ed imir Allgemeinen eine Anpassung der
Modellfunktion Gber den Zeitbereich einer Serieesmdnder folgender Pulse bis hin zum
Plateau eines ersten Bunchingterms in der Koroglstunktion vorgenommen. Die
Anpassung erfolgt mit der nachstehenden Modellionk (Felekyan, Kihnemuth et al.
2005):

G(tc) = Al e)([{— MJ + Azi [eX[{— |tc _to + ktl_aser|J + eX[{— |tC _tO B ktLaser|jJ
r k=1 T r

(Gl. 2 - 33)
A; ist die Amplitude des zentralen Peaks zum Kornaiaizeitpunkt ¢= 0, A die mittlere

Amplitude der lateralen Peaks.entspricht dem Zeitversatz der beiden korrelieBegmale
der Fluoreszenzlebensdauer undaset dem zeitlichen Abstand zwischen zwei
Anregungspulsen. Statt der Anpassung einer mittlémmplitude A fur die lateralen Peaks
kann eine Anpassung der einzelnen Amplituden(lkd= 1, 2, ..., n) in die Modellfunktion
aufgenommen werden.

Abbildung 2-7 zeigt die korrelierten Daten deslséwffs Rhodamin 110 in Losung fur
eine gepulste Anregung (Pulsfrequenz 76 MHz, AmmggwellenlangeA = 496,5 nm,
Leistungsdichte 35 kW/cfp und ihre Anpassung lber Gleichung 2-33 (Kithnen2@@5).
Die Zeitachse ist im Gegensatz zu der sonst Ublidbarstellung von korrelierten Daten
linear. Die Originaldaten sind orange, eine Mittgjuiber 50 Datenpunkte ist rot und die
Anpassung ist in schwarz gezeigt. Die AbstandeRdaiks entsprechen der Pulsfrequenz der
verwendeten Anregungslichtquelle. Die Amplitude destralen Peaks ist im Vergleich zu

den anderen Amplituden durch das Phanomen desuhiiings verringert.
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Abbildung 2-7: Anpassung korrelierter Daten desbBtmffs Rhodamin 110 in Lésung fiir eine gepulste
Anregung (Pulsfrequenz 76 MHz, Anregungswellenlahge 496,5 nm, Leistungsdichte 35 kW/AmDie
Abstande der Peaks entsprechen der Pulsfrequenereendeten Anregungslichtquelle. Die Originaldatand
orange, eine Mittelung tUber 50 Datenpunkte isurat die Anpassung ist in schwarz dargestellt. Dipassung
der experimentellen Daten wurde Uber die LevenbeagghMardt-Routine mit gleicher Gewichtung aller

Datenpunkte vorgenommen (Kiihnemuth 2005).

Fir genauere Betrachtungen kann zuséatzlich einm#sung des Hintergrundsignals
erfolgen. Die Korrelationsfunktion wird in diesenalFvon der regelmafRigen Abfolge von
Anregungspulsen Uberlagert, welche nicht nur duteh Fluoreszenzlebensdauer sondern
zusatzlich durch das Streulicht bestimmt wird. Bliedellfunktion beinhaltet in Uberlagerung
zur monoexponentiellen Anpassung der Fluoreszefatlzzeiten die zusétzlichen mittleren

Amplituden des Streulichts,sAsamt ihrer Abklingzeiterng (Kihnemuth 2005):

G(tc) = ,6‘1 ex{_wj + Azzn:[eX[{— |tc _tO + ktLaser|J + eXF{_ |tc _tO - ktLaser|J\J
Tk k=1 T e
% - - — —
It~ } r{ It ~ty + ktLaser|J p[ It ~t, ktmﬂ
+ eXxp————|texpg - +exg -
ABkZ:;[ F{ TB TB TB

(Gl. 2 - 34)

Da das Hintergrundsignal haufig nur einen geringeteil des Gesamtsignals ausmacht, wird

es vielfach vernachlassigt.

Um die Anzahl unabhangiger Emitter in einem Systelter Einsatz einer gepulsten
Anregungsstrahlung zu bestimmen, werden nun dia @eichung 2-33 angepassten Daten
weiter analysiert. Die Amplituden sAwerden mit den normierten Korrelationsamplituden

G(i 'tlase) verknupft, die bei kontinuierlicher Anregung zend Zeitpunkt t = i tiaser
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gemessen wirden (Felekyan 2005). Uber eine Infegraer Peaks werden die normierten
Korrelationsamplituden G(0) undn g bestimmt:
2r

G = 2F und i

Gl.2-35
t max t ( )

Laser Laser

Uber die experimentell extrahierten Amplituden Gg@Y Gnax sowie den Anteil der Partikel,
die sich im Triplettzustand befinden (Anpassunghn@teichung 2-24 bzw. 2-25), wird mit
den Gleichungen 2-31 bzw. 2-32 die Anzahl der uaaglgen Emitter bestimmit.

Sind die Emitter nicht unabhéangig, weil z. B. dimergietransfer zwischen den
Fluorophoren vorliegt, ist die Fluoreszenz der Eaniteilweise geldscht und die Anpassung
der experimentellen Daten liefert einen zu geriniyéert fir die Anzahl der Emitter. Es
lassen sich in diesem Fall keine eindeutigen Awessadper das untersuchte System treffen.

Eine verwandte Methode zur Bestimmung der Anzamnl wnabhangigen Emittern in
einem Detektionsvolumen wurde von K. D. Westiral. vorgestellt (Weston, Dyck et al.
2002). Uber einen Aufbau nach Hanbury-Brown und sBw{Hanbury-Brown and Twiss
1956) wird das Fluoreszenzsignal aufgeteilt und awki Detektoren gelenkt, die eine
zeitliche Verzogerung in der Datenaufnahme aufweidgn Detektor liefert bei Ankunft
eines Photons ein Start- der andere Detektor @p-Signal. Ein Start- und ein Stop-Signal
bilden ein Photonenpaar. Die Verzbgerungszeiten @&rotonenpaare werden in
Histogrammen abgebildet und es ergibt sich eineAtdildung 2-7 aquivalente Darstellung
der Daten, jedoch nicht normiert. Im Vergleich zZ6€S wird die Triplett-Besetzung
vernachlassigt. Uber das Verhaltnis der Signalgitaten lasst sich die Anzahl der

unabhangigen Emitter bestimmen.

2.3.2 Burst-Integrierte-Fluoreszenz-Lebensdauer (BiL)

Die Burst-Integrierte-Fluoreszenz-Lebensdauer [BIFechnik ist auf den Signalen
einzeln auftretender Molekile begriindet. Wie bei €S ist der Einsatz eines konfokalen
Mikroskops zur Erhohung des Signal-zu-Hintergrurethaltnisses von grundlegender
Bedeutung. Die Bestimmung der Fluoreszenzlebensdaréordert eine gepulste Anregung
der Fluorophore.

Der Durchtritt eines einzelnen Molekils durch d@sobachtungsvolumen bewirkt
eine Haufung von sequentiell detektierten Photonebie Identifizierung des
Einzelmolekuldurchtritts geschieht Uber eine Sigpiiten-orientierte Auswertung; alle

Photonen eines Durchtritts werden gemeinsam aealysi
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Abbildung 2-8: Zwei aquivalente grafische Darste§jen einzelner Molekildurchtritte durch das
Beobachtungsvolumen von einer Mischung der FafestBhodamin 6G (Rh6G) und Rhodamin B (RhB).
Abbildung A: Auftragung der logarithmierten Abstaaditen aufeinander folgender Photonfn,iber ihre
Ereignisnummer (Mittelung Gber 50 Photonen). AbhilglB: Vielkanalzéhlerspur der detektierten Photonen
Die Anzahl der Photonen ist hier in Zeitintervalieon 1 ms dargestellt. Abbildung | und Il zeigen rtypische
Fluoreszenzabfalle der Photonen eines identifeaeMolekuildurchtritts, erhalten Uber die Ankunfisze nach
erfolgtem Anregungspuls. Abbildung IIl zeigt dastsgmechende Histogramm fir das Hintergrundsignal,
welches sehr viel kurzlebiger ist (Fries 1998).

Abbildung 2-8 zeigt zwei aquivalente grafische $@altungen von Durchtritten
einzelner Molekule durch das BeobachtungsvolumeregFBrand et al. 1998). Als Probe
diente eine Mischung der Farbstoffe Rhodamin 6G6HMund Rhodamin B (RhB). Grafik B
zeigt eine Vielkanalzahlerspur (engl.: ,Multichahsealer-trace® MCS-trace) der
detektierten Photonen. Die Anzahl der Photonenhist in Zeitintervallen von 1 ms
dargestellt. Die Durchtritte einzelner Fluorophaterch das Beobachtungsvolumen sind
deutlich als Signalspitzen mit einer hohen AnzahlPdotonen gegeniber dem Hintergrund
zu erkennen. In Grafik A sind nun die logarithmeertAbstandszeiten aufeinander folgender
PhotonenAt, Uber ihre Ereignisnummer aufgetragen (Mitteligr 50 Photonen). In dieser
Darstellung wird Uber die Festlegung einer Schwdte eine Auswahl der Ereignisse
getroffen. Abbildung | und Il zeigen zwei charaktésche Fluoreszenzzerfalle der Photonen

eines identifizierten Molekuldurchtritts, erhaltéber die Erstellung eines Histogramms der
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Ankunftszeiten nach erfolgtem  Anregungspuls. Uberie d Anpassung der

Fluoreszenzlebensdauern kénnen die Molekildurtteinem der Farbstoffe zugeordnet
werden. Abbildung Il zeigt das entsprechende Hjstoim fir das Hintergrundsignal,
welches sehr viel kirzerlebig ist. Es spiegelt Idirdie Geratefunktion, d. h. die endliche
Breite des Anregungspulses sowie die begrenztaufisung der verwendeten Instrumente,

wider. Eine detaillierte Beschreibung der Datengsefolgt in Kapitel 3.

Nach der Identifizierung der Einzelmolekuldurctiérikbnnen die charakteristischen

Fluoreszenzparameter bestimmt werden:
* Intensitat

Die Intensitat des Fluoreszenzsignals fur einerktsplen BereichA ergibt sich aus der
Gesamtzahl der Photonexales Einzelmolekullereignisses sowie dessen Dawdche durch
das Zeitintervall zwischen erstem und letztem &mdit(n,), gegeben ist:
n, -1
at(n, )

S, = GI(2 - 36)

In der Praxis wird zwischen dem Fluoreszenzsig&al,welches auch Hintergrundsignal
(Streulicht) beinhaltet, und dem Fluoreszenzsigkalwelches um selbiges korrigiert ist,
unterschieden. Die maximale Zahlrate eines Einziekibdurchtritts ist durch eine optische
Sattigung des Fluorophors und photochemische Pseze® die Triplettbesetzung begrenzt.

* Fluoreszenzlebensdauer
Der zeitliche Abfall des FluoreszenzsignalgtSnach erfolgter Pulsanregung wird Uber die
zeitkorrelierte Einzelphotonenzahlung (engl.: ,themrelated single photon counting®
TCSPC) experimentell festgehaltewild 1977; O'Connor 1984). Die registrierten Photonen
eines Zeitfensters, welches von der Pulsrepetidasder Anregungsquelle diktiert wird,
werden in einem Haufigkeits-Histogramm dargesteliind die Anpassung der
Fluoreszenzlebensdauer erfolgt Uber eine matherhatis Faltung mit einer
Exponentialfunktion (vgl. Kap. 2.1.2) unter Berlickdigung der Geratefunktion g(t):

S, ()= g0 ex;{-rioJ (Gl. 27)3

Die Anpassung der Lebensdauer beriicksichtigt invdeiegenden Arbeit einen variablen
Anteil des Streulichts,y, sowie die Wahrscheinlichkeit, dass bei einer hohe
Pulsrepetitionsrate der Anregungsquelle ein Fluooop bereits von vorhergehenden
Anregungspulsen angeregt worden ist (Kullback 19@nder, Sauer et al. 1996; Brand,
Eggeling et al. 1997; Brand 1998).
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* Fluoreszenzanisotropie

Fir die Bestimmung der Anisotropie muss eine linpalarisierte Anregung der
Fluorophore sowie eine Detektion der Fluoreszenzvirei Polarisationsrichtungen (S
parallel zur linearen Polarisationg S senkrecht zur linearen Polarisation) erfolgeme D
Anpassung der experimentellen Daten  berlcksichtigine  Mischung der
Polarisationskomponenten fiir Objektive mit gro3gre/Aur sowie eine Depolarisation des
linear polarisierten Anregungsstrahls durch eiagkst Brechung (Korrekturfaktorenfiir S,
und b fir &) (Koshioka, Saski et al. 1995; Schaffer 2000). neer werden die
polarisationsabhangige Transmission der Filter diedunterschiedlich sensitiven Detektoren
bertcksichtigt. Eine detaillierte Ausfiihrung zur pagsung der Anisotropie findet sich in
(Schaffer 2000).

Sowohl die Lebensdauer als auch die Anisotropie &in Allgemeinen unabhangig
von den experimentellen Einstellungen (z. B. Anrggawellenlange, Intensitat, etc.) und
daher geeignete Parameter fir die Untersuchungnierr und intramolekularen Reaktionen

fluoreszenzmarkierter Molekile.

2.3.3 Selektive Spektroskopie

Die Einzelmolekulspektroskopie, realisiert Uber dWFD, ermdglicht Uber die
Untersuchung der detektierten Fluoreszenzparametee Selektion von Ereignissen
identischer Eigenschaften und damit eine Auswaldrebubpopulation. Dieses fiihrt zu einer
erheblichen VergroRerung des Datensatzes und @anginer verbesserten Statistik, so dass
eine detailliertere Anpassung der Daten moglich dwirAuf diese Weise kdnnen
Fluoreszenzlebensdauer und -anisotropie sowie iBoskbrrelationszeiten Uber mehrere
Exponenten angepasst (Schaffer 2000) und Heterdgemi innerhalb einer Spezies

aufgedeckt werden.

Untersuchungen dynamischer Gleichgewichtsreaktionen

Anhand der selektiven Spektroskopie koénnen Dynamik ausgewéhlter
Subpopulationen untersucht werden. Die speziedsedelKorrelationsanalyse (Eggeling
1999), bei der die Photonen einer Subpopulation weike einer Auto- oder Kreuz-
Korrelation unterzogen werden, ist insbesondere RRET-Experimente interessant. Eine
klassische FCS-Analyse wirde das gesamte Ensemilokekilen mit einbeziehen, somit
auch FRET-inaktive Spezies wie die einfach-markiefolekile. Uber die speziesselektive

Spektroskopie werden diese unerwinschten Ereigniegsausgefiltert und die doppelt



Kapitel 2 31

markierte FRET-Spezies kann Uber die FCS untersuetden. So lassen sich Dynamiken bis
in den ns-Bereich feststellen. Es bleibt zu beachtiass der Diffusionsterm durch die
Selektion der Daten uber die Signalspitzen-orietg&idnalyse verfalscht ist.

Eine weitere Methode zur Untersuchung dynamiscébleichgewichtsreaktionen ist
die Zeitfensteranalyse. Bei zeitlichen Fluktuatiower Fluoreszenzparameter innerhalb eines
Molekuldurchtritts, welche durch eine Dynamik deolskile hervorgerufen werden, kann an
Stelle der Signalspitzen-orientierten Analyse edwtfensteranalyse der experimentellen
Daten vorgenommen werden. Ein identifizierter Dtnittheines einzelnen Molekuls wird zu
diesem Zweck in kleinere Intervalle aufgeteilt uhd Photonen der einzelnen Intervalle nun
getrennt analysiert. Auf diese Weise konnen veestdne Zustdnde eines
fluoreszenzmarkierten Molekuls innerhalb eines Dtritts direkt erkannt werden (vgl. Kap.
3.3.4). Limitiert wird diese Methode durch die &tk der Photonen. Sie beschrankt die
erreichbare Zeitauflosung der untersuchten Dynaméid den Submillisekunden-Bereich.
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Kapitel 3

Material und Methoden

Das vorliegende Kapitel widmet sich dem Materialduden Methoden der
durchgefuhrten experimentellen Untersuchungen. Naemer Beschreibung der
fluoreszenzaktiven Proben samt ihrer Praparaticaap(K3.1) wird der apparative Aufbau der
prasentierten fluoreszenzspektroskopischen Expatenerlautert (Kap. 3.2). Fernerhin wird
die Datenakquisition und -analyse Uber die Multépaeter-Fluoreszenz-Detektion (MFD)
dargelegt (Kap. 3.3). Schliel3lich wird die Multipareter-Fluoreszenz-Detektion als
bildgebende Technik (MFD-Imaging) eingefiuhrt, die Rahmen dieser Arbeit fur einen Teil

der vorliegenden Untersuchungen aufgebaut worden is

3.1 Proben, Probenpraparation

Die biologischen Systeme, welche Gegenstand desrefzenzspektroskopischen
Untersuchungen in den Kapiteln 4, 5 und 6 sinddemrin den entsprechenden Einfihrungen
im Einzelnen vorgestellt. An dieser Stelle werdeidlich die in den Experimenten
eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe erlautert. Femeeden die Praparationen der Proben flur

die durchgefiihrten Experimente mit einzelnen Molekibeschrieben.

3.1.1 Fluoreszenzfarbstoffe

In  der Einzelmolekil-Fluoreszenzspektroskopie wimin hohes Signal-zu-
Hintergrund-Verhaltnis des fluoreszenten Analyterei blangen Beobachtungszeiten
angestrebt. Dieses stellt besondere photophysikalisnd -chemische Anforderungen an die

verwendeten Fluorophore, wie z. B. eine hohe Phatdgat und Fluoreszenz-
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quantenausbeute. Die Auswahl der Farbstoffe wirdctduhre spektralen Eigenschaften
eingeschrankt, da diese dem Experiment Uber eineeging mit einer verfigbaren
Lichtquelle zugénglich sein sollten. Die verwendegxtrinsischen Farbstoffe werden meist
kovalent als N-Hydroxy-Succinimid(NHS)-Ester oderalkinimid an das Biomolekil
gebunden, wobei die Nettoladungen von Fluorophar Biomolekul gleich sein sollten, um
Uber die Coulomb-AbstoRung direkte Interaktionenveumeiden. Die fur die vorliegenden

Untersuchungen wichtigsten Farbstoffe sowie einiger Eigenschaften sind im Folgenden
aufgefihrt:

Rhodamin 110(Evotec, Hamburg)

104 Rhodamin 110 " —— Absorption
- = = Fluoreszenz

Absorptionsmaximum: 496 nm

. €496 nm; 68 000 Mcm*

= Fluoreszenzmaximum: 527 nm

I ———— P 0.95

350 400 450 500 550 600 650 Lésungsmittel: Natriumphosphat-Puffer
Wellenléange [nm]

Fluoreszenz/Absorption (norm.)

Alexa 488(Molecular Probes Inc., Eugene (OR) USA)

104 Alexa 488 —— Absorption
\ - - - Fluoreszenz

Absorptionsmaximum: 495 nm
€405 nmy 71 000 Micmi*
Fluoreszenzmaximum: 519 nm
3/ 400 450 500 550 600 650 ®r: 0.90
Wellenlange [nm] Lésungsmittel: Natriumphosphat-Puffer

Fluoreszenz/Absorption (norm.)
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Alexa 594 (Molecular Probes)

104 Alexa 594 —— Absorption
- = = Fluoreszenz

Fluoreszenz/Absorption (norm.)

a
Rl .

T T T T T T T T
450 500 550 600 650
Wellenlange [nm]

T
700

750

Cyanin 5 (Amersham Biosciences, Freiburg)

104 Cy5

a —— Absorption
I - - - Fluoreszenz

Fluoreszenz/Absorption (norm.)

- -

T T T T T T T T
500 550 600 650 700
Wellenlange [nm]

800

T
R—(CH,)s—HN—C

Absorptionsmaximum: 585 nm

€sg5nm 73 000 M'cm™
Fluoreszenzmaximum: 610 nm

®¢: 0.86

Losungsmittel: Natriumphosphat-Puffer

058 soy
SePPend
e e NN

~

HO

o

Absorptionsmaximum: 649 nm

€649 nm 250 000 Mcm™
Fluoreszenzmaximum: 670 nm

®r: 0.40

Lésungsmittel: Natriumphosphat-Puffer

Fur die vorliegenden homo- und hetero-FRET-Expent@esind die in Tabelle 3-1

aufgefihrten Donor/Akzeptor-Farbstoffpaare verwéndarden. Das Uberlappungsintegral J

und der Forster-Abstand,Rerechnen sich nach den Gleichungen 2-12 bzw. 2-13
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Donor Akzeptor J [10" M em’] Ro [A]
(454 nm-700 nm)

Alexa 488 Alexa 488 0,62 46,8

Alexa 488 Alexa 594 1,61 54,8

Alexa 488 Cyanin 5 1,66 55,0

Rhodamin 110 Cyanin 5 1,56 49,3

TMR Cyanin 5 10,5 63,7

Tabelle 3-1: Eingesetzte Donor/Akzeptor-Farbstoffpamit angegebenetdberlappungsintegral J und Forster-
Abstand R.

3.1.2 Probenpraparation

3.1.2.1 Verwendete Chemikalien

Alle eingesetzten Chemikalien wurden in den jesveildochsten Qualitats- und
Reinheitsstufen erworben:

Aceton (Merck, Darmstadt); Aktivkohle (Merck); Afsde Reagenz (Molecular
Probes); L(+)-Ascorbinsaure (Roth, Karlsruhe); Béemsaure (Merck);
Dinatriumhydrogenphosphat (Merck); Dithiothreit@TT) (Sigma-Aldrich, Seelze); EDTA
(Serva, Heidelberg); Hellmanex (Hellma, MuhlheintiEPES (Serva); Kaliumchlorid
(Merck), Kaliumdihydrogenphosphat (Merck); Kaliundmgxid (Merck); Magnesiumchlorid
Hexahydrat (Sigma-Aldrich); Natriumchlorid (Calbleam, Bad Soden); Natriumcitrat
(Merck); Natriumdihydrogenphosphat (Merck); Natrioydroxid (Merck); Tricin
(AppliChem, Darmstadt); Tris-(hydroxymethyl)-metagiin (TRIS) (Sigma-Aldrich);
Zitronensaure (Merck).

3.1.2.2 Puffer

ATPase-Puffer I: Bernsteinsdure 20 mM, NBE&y 5 mM, KOH 0,6 mM,
NaOH 1 M, pH 4,7

ATPase-Puffer Il Tricin 200 mM, NaiRO, 5 mM, KOH 160 mM, NaOH 5 M,
pH 8,8

ATPase-Puffer III: Bernsteinsédure 20 mM, TricinrBM, KCI 0,6 mM,

NaOH 5 M, pH 8,0
HEPES-Puffer: HEPES 25 mM, KCI 100 mM, DTT 1mM, @i
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Hybridisierungs-Puffer: Natriumcitrat 24 mM, Na@@mM, MgC} 50 uM, pH 7,0
PBS-Puffer: NgHPO, 10,4 mM, KHPO, 3,2 mM, NaCl 123 mM, pH 7,5
TRIS-Puffer: TRIS 20 mM, pH 8,0

Die Puffer wurden mit Reinstwasser (Wasseraufhargssystem arium 611VF,
Sartorius, Goéttingen) angesetzt. Um fluoreszierevieirinreinigungen zu entfernen, wurden
die Puffer vor Gebrauch zunachst mit Aktivkohle segrt und anschlieRend tber Einmal-
Filterhalter (0,2 um Porengrof3e, Schleicher&Schuelssel) steril filtriert. Der HEPES-
Puffer wurde Uber ein Membran-Filtrationssystemr@Agrof3e 0,22 um, GP Express PLUS
Membrane, Millipore, Bedford (MA), USA) gereinigt.

3.1.2.3 Einzelne Molekile in Lésung

Fur fluoreszenzspektroskopische Untersuchungezeksiar Molekile in Lésung wird
die konzentrierte Probe erst unmittelbar vor denpefsxment mit einem geeigneten Puffer
verdunnt, um eine vorherige eventuelle Dissoziatrn vermeiden. Bei Adsorption der
Molekile auf der Oberflache wird diese zunachst emter hoher konzentrierten Losung

bedeckt, um mit den adsorbierten Molekilen einedftigping der Oberflache zu erreichen.

3.1.2.4 Einzelne Molekille auf Oberflachen

Fur fluoreszenzspektroskopische Untersuchungerzekier Molekile auf einer
Oberflache muss diese zunachst flr eine Redukties stérenden Hintergrundsignals
gereinigt werden. In den vorliegenden Untersuchongen immobilisierten Molekulen auf
Oberflachen sind ausschliel3lich Deckglaser (Medéker #1,5 entsprechend einer Dicke
von 170 um, Menzel, Braunschweig) und Objekttrgdéenzel, Braunschweig) verwendet
worden, die mit folgender Prozedur im Ultraschalligereinigt worden sind (modifiziert nach
(Ha 2001)):

1. 30 Minuten bei 35°C in 5%-L6sung Hellmanex

2. 5 Minuten in Reinstwasser

3. 15 Minuten in Aceton

4. 5 Minuten in Reinstwasser
Zwischen den einzelnen Reinigungsschritten wird nReinstwasser gespult. Die
Aufbewahrung erfolgt ebenfalls in selbigem. Unniidée vor ihrer Nutzung werden die
Oberflachen in einem Stickstoffstrahl getrocknetei BJberpriifung der aufbewahrten
gereinigten Oberflachen konnte innerhalb von weamigagen kein signifikanter Anstieg des
Hintergrundsignals festgestellt werden.



38 Kapitel 3

Fur eine Immobilisierung der Proben wird eine Istaverdinnte L&sung
(c= 10 mol/l) auf die gereinigte Oberflache gegeben umeae?0 Minuten stehen gelassen.
Uber eine nichtspezifische Bindung geht ein Teit Molekile an die Oberflache. Zum
Spulen wird Puffer hinzu gegeben und die prapai@berflache vorsichtig aus der Losung
genommen. Das auf diese Weise behandelte Deckgldssehliel3lich auf einen gereinigten
Objekttrager mit Vertiefung gegeben, in der sicliféyevtl. mit einer photostabilisierenden
Substanz fur die Fluorophore, befindet, und moglidilasenfrei mit Nagellack (Klarlack,
Manhattan Cosmetics, Stuttgart) fixiert.

Fur einige Messungen sind aktivierte Oberflachénspezifischen Silanverbindungen
verwendet worden Uber die Behandlung einer gereinigten Oberflacmét einer
Silanverbindung (in diesem Fall APTES) bildet siem molekularer Film mit aktiven
Gruppen (hier NB) auf der Oberflache, an welche die Probe bindam@atteo 2000).

3.2 Der apparative Aufbau

Dieser Abschnitt erlautert den apparativen Aufbawnif dem die vorliegenden
Untersuchungen durchgefuhrt worden sind. Neben #&enfokalen Mikroskop und der
Gesamtheit der optischen Bauteile sind die verwmdelLichtquellen wesentliche

Bestandteile des Aufbaus.

3.2.1 Lichtquellen

Als Anregungslichtquellen standen verschiedeneetamur Verfigung. Je nach
verwendeten Fluorophoren kamen folgende GeréateEnsatz:
Argon-lonen-Laser INNOVA Sabre R (Coherent, Diepurg

Der Argon-lonen-Laser liefert kontinuierliche Lastahlung bei verschiedenen
Wellenlangen im sichtbaren (VIS) oder ultraviolati@JV) Bereich. Das Laserlicht ist linear
polarisiert. Fir einen gepulsten Betrieb ist degda-lonen-Laser mit einem Modenkoppler
(APE, Berlin) versehen, der Uber das Prinzip deéivak Modenkopplung (Demtroder 1993)
gepulste Strahlung erzeugt. Die Pulsfolgefrequextidigt 73 MHz bei einer Pulslange von ca.
200 ps. Fur die beschriebenen Experimente sind gumgswellenlangen von 476,5 nm,
496,5 nm und 514,5 nm verwendet worden.

2 Die Préaparation der Oberflichen wurde in dieserh ¥an Alexander Gaiduk (Institut fir Molekulare
Physikalische Chemie, HHU, Dusseldorf) Gbernommen.
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Krypton-lonen-Laser INNOVA Sabre R (Coherent, Digpu

Der Krypton-lonen-Laser liefert kontinuierliche leastrahlung bei Wellenlangen vom
infraroten (IR) uber den sichtbaren (VIS) bis hiane ultravioletten (UV) Bereich. Das
Laserlicht ist linear polarisiert. Fir einen gepets Betrieb ist der Krypton-lonen-Laser
ebenfalls mit einem Modenkoppler (APE, Berlin) aastgttet, der gepulste Strahlung erzeugt.
Die Pulsfolgefrequenz betragt 72 MHz bei einer Rolge von ca. 200 ps. Fiur die
beschriebenen Experimente ist lediglich die Anrggwellenlange 568,2 nm im
kontinuierlichen Betrieb verwendet worden.

Helium-Neon-Laser LHYP-0201 (Laser 2000, Wel3ling)

Der Helium-Neon-Laser LHYP-020lliefert linear polarisierte, kontinuierliche
Strahlung der Wellenlange 594 nm.

Die Strahlungsleistung der drei beschriebenen n_L&aaen mit verschiedenen OD-
Filtern (New Focus, Santa Clara (CA), USA) abgesitiwwerden.

Diodenlasersystem PDL 808 Sepia (Picoquant, Berlin)

Das Diodenlasersystem PDL 808 Sepia besteht im Mieden aus einer
Faserkopplungs-Einheit mit drei Diodenlasern: Easérkopf liefert gepulste Strahlung der
Wellenlange 635 nm, ein zweiter gepulste StrahldegWellenlange 470 nm und ein dritter
Laserkopf liefert kontinuierliche Strahlung der \laelange 470 nm. Alle drei Laser erzeugen
linear polarisiertes Licht. Je nach Bedarf konneis lzu drei Laser Uber eine
polarisationserhaltende Monomoden-Faser mit einerchromatischen  Auskoppler
(Durchmesser 17 mm, Picoquant, Berlin) Uberlagerden. Die Diodenlaser werden Uber ein
internes Triggermodul wahlweise mit der Pulsfolggfrenz 64 MHz oder 50 MHz, bzw.
einer durch einen Binarteiler erzeugten Pulsfolmgienz (32 MHz, 16 MHz, 8 MHz, 4 MHz,
bzw. 25 MHz, 12,5 MHz, 6,3 MHz , 3,1 MHz) betriebeder einem externen Trigger
angeschlossen. Die Pulsbreiten sind abhéngig vorAdegangsleistungen und liegen in der
GroRRenordnung von 70 ps bis 400 ps (Halbwertslmeitelr die vorliegenden Experimente
sind die gepulsten Wellenlangen 470 nm sowie 635 mit unterschiedlichen
Pulsfolgefrequenzen verwendet worden. Die Regulgrder Strahlungsleistung erfolgt vor
der Einkopplung in die Monomoden-Faser Uber eirenéé.

Aufgrund der festgelegten Spezifikationen wird @mgmmen, dass die Strahlung aller
eingesetzten Laser im TEMModus vorliegt. Fir den am haufigsten verwendeiegon-
lonen-Laser ist dieses mittels eines BeamproffdfmmCamD-UCM, GENTEC-EQQuébec,
Kanada, Leihgabe von Dr. J. Enderlein, Forschungsze Jilich) Uberprift worden.
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Abbildung 3-1 zeigt die radiale Intensitatsvertedueines Strahlquerschnitts sowie ihre

Anpassung Uber eine Gaul3-Verteilung. Die Zuordraings TEM¢-Modus ist eindeutig.

x10° x10°

Intensitat normiert
Intensitat normiert

400 600 800 0 200 400 600 800
X/ pm y/um

Abbildung 3-1: Links: Uberprifung der radialen Irggatsverteilung eines Strahlquerschnitts des Adgoen-
Lasers INNOVA Sabre R mittels eines Beamprofilersin@ambD-UCM, GENTEC-EQ Québec, Kanada,
Leihgabe von Dr. J. Enderlein, Forschungszentrumich)il Die Wellenlange betrug 496,5 nm, die

Pulsfolgefrequenz 73MHz. Rechts: Die Anpassung eiiter Gaul3-Verteilung (griin) zeigt die korrekte
Zuordnung des TEM-Modus.

3.2.2 Konfokales Mikroskop

Das Prinzip des konfokalen Mikroskops besteht inere Epi-lllumination eines
Objektivs mit hoher numerischer Apertur: Anregungsid Fluoreszenzlicht passieren
dasselbe Objektiv. Die hohe numerische Apertur béweine laterale Begrenzung des
Lichtkegels im Fokus von 0,5 - 1 um. Eine Lochbkend der Bildebene des Mikroskops
begrenzt zusatzlich das Anregungsvolumen in axRilenhtung, so dass ein Volumenelement
von nur wenigen Femtolitern entsteht. Dieses ist d2etektionsvolumen. Da das
Hintergrundsignal, hauptsachlich hervorgerufen dufaman- und Rayleigh-Streuung
(Affleck, Ambrose et al. 1996), proportional zum tBidionsvolumen ist (Mets and Rigler
1994), bietet dieser Aufbau ein hohes Signal-zudtgrund-Verhéltnis, was eine
Voraussetzung fur die Einzelmolekulspektroskopie is
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Abbildung 3-2: Schematischer Aufbau des verwendef@rlluminierten konfokalen Mikroskops. Fir weie

Erlauterungen siehe Text.

Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Aufbau elasilluminierten konfokalen
Mikroskops ist schematisch in Abbildung 3-2 dargel®as Anregungslicht wird Gber einen
geeigneten dichroitischen Strahlteiler in das Mskapobjektiv eingekoppelt und in die
Losung einer Probe fokussiert. Bei der Diffusiomofieszenzmarkierter Molekile durch das
offene Anregungsvolumen werden diese zur Fluoresasgeregt. Das Fluoreszenzsignal
wird wiederum durch das Objektiv gesammelt, passien Strahlteiler und wird auf eine
Tubuslinse gelenkt, die das Fluoreszenzlicht aaf BRildebene mit der axial begrenzenden
Lochblende abbildet. Hinter der Lochblende erfagie Kollimation des Fluoreszenzlichts
durch eine weitere Linse. FUr die vorliegenden ttehungen ist nun das Fluoreszenzlicht
nach dem Passieren der Lochblende in folgende l&ntrlegt worden: Bei erfolgter
Anregung mit linear polarisiertem Licht wird dasuBteszenzlicht zun&chst durch einen
polarisierenden Strahlteiler (VISHT11, Gsanger,nBtgy) in einen parallelen und einen

senkrechten Anteil relativ zur Polarisation deseungslichts aufgeteilt. Jeder dieser Anteile
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kann wiederum Uber dichroitische Strahlteiler (Q639PXR, AHF, Tldbingen) in zwei
Wellenlangenbereiche zerlegt werden, so dass eischiiedene Anteile des Fluoreszenzlichts
unterschieden werden kdnnen. Die zwei Wellenlangenbhe werden Ublicherweise als grin
und rot bezeichnet, da bei FRET-Experimenten h&dig Donor-Farbstoff im griinen
Wellenlangenbereich und der Akzeptor-Farbstoff aten Wellenlangenbereich des optischen
Spektrums fluoresziert. Jeder Teilstrahl wird aué ghotoaktive Flache einer der vier
Detektoren fokussiert (Single-Photon-Counting Awmalze-Photodioden (APD), EG&G,
Vaudreuil, Kanada). Vor den Detektoren befinderh sBperrfilter, welche das Rayleigh-
Streulicht der Anregung und das Raman-Streulichicldulas Losungsmittel blockieren,
wahrend die Fluoreszenz mdglichst ungehindert pesdbetaillierte Beschreibungen zum
experimentellen Aufbau finden sich in (Eggeling 298chaffer 2000; Eggeling, Berger et al.
2001; Rothwell, Berger et al. 2003). Die weitereqAisition der Daten wird in Abschnitt
3.3.1 beschrieben.

Um auch Untersuchungen an immobilisierten Molekidaif Oberflachen mit dem
oben beschriebenen konfokalen Aufbau durchfihrenk@unen, sind einige apparative
Weiterentwicklungen durchgefiihrt worden. Durch @@msatz der kleinen Lochblende in der
Bildebene des Mikroskops und die damit einhergeidrahe Tiefenscharfe ist der konfokale
Aufbau prinzipiell sehr geeignet fur Oberflachembhelhtungen. Das Bild entsteht nun durch
die schrittweise Abtastung der Probe in der Eben&recht zur optischen Achse. Man spricht
vom konfokalen Scanning. FUr die vorliegende Arbat das Scanning Uber eine
piezogesteuerte x-y-Scan-Einheit (Physik InstrumeRarlsruhe) realisiert worden, welche
die Probe relativ zum Objektiv bewegt. Fir einebffierung der z-Ebene wird eine
gesonderte Piezo-Einheit (Physik Instrumente) vedeé Andere Realisierungen der
Bildabtastung bewegen den Laserstrahl relativ estgehaltenen Probe oder gestalten die
Bildabtastung bei festgehaltenem Laserstrahl ustéhaltener Probe durch eine variierende
Anordnung von Lichtpunkten, die durch den Lichtalhfuf Lochblenden einer rotierenden
Scheibe (Nipkow-Scheibe) entstehen (Frings 2000).

Fur eine optimale Auflosung des konfokal aufgenanen Bildes wird ein
beugungsbegrenzter Fokus angestrebt. Infolge deugBey des Lichts wird eine
Lichtpunktquelle nicht als Punkt, sondern an dergazung der Objektivlinse als
Lichtscheibchen abgebildet (Bergmann/Schaefer 1998gin Durchmesser betragt
naherungsweise d = 1,22/ NA. Die numerische Apertur NA des verwendeterje®iivs
bestimmt damit im Wesentlichen die Auflosung desfkkalen Scannings. Voraussetzung ist

allerdings eine Uberleuchtung des Objektivs mit deAmregungslicht. Um den
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Strahlquerschnitt des Anregungslichts dem jewedsvendeten Objektiv anzupassen, wird
der Laserstrahl vor seiner Einkopplung in das Mskap Uber ein Teleskop, welches aus zwei
plankonvexen Linsen besteht, aufgeweitet bzw. geéliin Bei Verwendung eines OI-
Immersionsobjektivs, bei dem die Brechungsindizasfir das Immersionsmedium Ol
(n = 1,515) und die Oberflachen, bestehend aus @lasl,515), identisch sind, wird eine so
genannte homogene Immersion erzielt, die minimaleugdngsverluste bei der
Objektabbildung bewirkt. In der vorliegenden Arbsibhd die Proben zu ihrer Stabilisation
mit wassriger Losung (n = 1,333) auf der Oberflachedeckt, was zu geringen
Abbildungsfehlern fuhrt. Eine Untersuchung von Maiken auf einer trockenen Oberflache
fuhrt durch die unterschiedlichen Brechungsindides Medien Glas (n = 1,515) und Luft
(n=1,000; bei 1013 mbar) bereits zu weit grol3ekbbildungsfehlern und damit zu einer
Verzerrung des Anregungsfokus, so dass hiervonrateuist.

Die fur die vorliegenden Untersuchungen verwendet®bjektive mit den
angegebenen numerischen Aperturen NA, den zugemriDurchmessern of ihrer
Eintrittsoffnung, den Auflosungsvermbégen A bei eirmgenommenen Wellenlange von

A =496,5 nmsowie den verwendeten Lochblenden-durchmessergirdd in Tabelle 3-2

aufgefuhrt.
Experiment Objektiv dopj/ mm A/nm d/pum
(Olympus, Hamburg)
in Losung ~ UPlanApo; 60x; NA 1,2 7,2 505 100
(Wasserimmersionsobj.)
auf PlanApo; 60x; NA 1,45; TIRF 87 418 50
Oberflachen (Olimmersionsobj.)
PlanApo; 100x; NA 1,4 50 433 70

(Olimmersionsobj.)

Tabelle 3-2: Auflistung der in den vorliegenden Expenten eingesetzten Objektiveit den angegebenen
numerischen Aperturen NA, den Durchmessern ihrer triggdffnungen dop, den maximalen
Aufldsungsvermdgen A bei einer angenommenen Waéllgy@ vonA = 496,5 nm sowie den verwendeten
Lochblendendurchmesserh (mit freundlicher Unterstiitzung von Dr. R. Kihndgminstitut fir Molekulare
Physikalische Chemie, HHU, Dusseldorf)).

Um ein Bild der immobilisierten Probe auf der Glimhe aufnehmen zu kodnnen,

muss zunachst die optimale Position des Laserfaktisder Oberflache gefunden werden. Die

% Angaben aller Brechungsindizes fiir 20°C und eiredl&klange vor = 589 nm.
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optimale Auflosung wird experimentell Uber eine gelvon Bildern einer immobilisierten

Probe - aufgenommen in verschiedenen Ebenen - defunHier empfiehlt sich eine

Referenzprobe, die durch ihre intensive Fluoresaehnell auf der Oberflache zu finden ist.
So genannte Microspheres (Durchmesser 0,17 pm,dulale Probes, Eugen (OR), USA)
konnen, lediglich in Wasser verdinnt, auch auf wveigggten Glasoberflachen bei sehr
geringen Anregungsleistungen als Punktquellen afggswerden. Um nicht fir jede neue
Probe das Verfahren wiederholen zu mussen, wirdRéickreflex des Anregungslichtes, der
an dem Ubergang vom Deckglas zur Probe erscheistdam Mikroskop ausgekoppelt und
auf die aktive Flache einer C-MOS (engl.: ,Complataey metal oxide semiconductor®)-

Kamera (B-Cam 21 Bw, Conrad, Disseldorf) gelenkei Bleichen experimentellen

Randbedingungen bleibt das Muster des Reflexesranglert und die optimale Position auf
der Oberflache kann Uber dieses wieder eingestaiden. In der Praxis wird Uber ein
zusatzliches Teleskop ein besonders signifikantestdt eingestellt, das leicht wieder zu
erkennen ist. Eine elegantere Lésung wie die Vedueg eines Autofokus, der Uber die
Auskopplung eines Teilstrahls vom Anregungslichttribben wird, kann durch die

verwendeten geringen Anregungsleistungen beim katdéo Scanning nicht eingesetzt
werden. Hier wére ein zusatzlicher Justagestrahkaperimentell sinnvollere Losung. Auch
eine automatische Bilderkennungssoftware fur dieM@S-Kamera ist denkbar. Eine
automatische Anordnung hétte den Vorteil der stetigNachregelung wahrend der
Bildabtastung.

Bei Experimenten mit immobilisierten fluoreszenzkierten Molekilen ist zu
beachten, dass auch die Fluorophore meist nichtr nfedi beweglich sind. lhre
Ubergangsdipolmomente sind je nach Probenpraparatehr oder minder fixiert und auf der
Oberflache statistisch  verteilt. Nur Fluorophore t meiner Komponente ihres
Absorptionsdipolmoments in Richtung des elektriscleldvektors der Anregung besitzen
Uberhaupt eine Wahrscheinlichkeit, Uber die Absorpeines Photons in den elektronisch
angeregten Zustand Uberzugehen. Die lineare Patiansder Laserstrahlung gibt somit eine
Vorzugsrichtung der Anregung vor. Daher wird img&lineinen eine zirkulare Polarisation
des Laserlichts, erzeugt durch @if-Plattchen (AQWP0O5M-630, Thorlabs, Karlsfeld)r fu
das konfokale Scanning bevorzugt. Da je nach Anwegd verschiedene
Anregungswellenlangen eingesetzt werden, ist hieraghromatisches Bauteil verwendet
worden. Eine zirkulare Polarisation der Anregunggsan der Ebene des konfokalen

Scannings fur eine gleiche Anregungswahrscheinéitldtler Fluorophore.
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Um die Fluoreszenz mdoglichst von dem stérenden d&amnd Rayleigh-Streulicht
der Anregungsstrahlung zu separieren, missen gaeidgnlter und Strahlteiler ausgewahlt
werden. Im Vergleich zu den reinen Diffusionsmeg&mder Molekuile im Puffer, bei denen
lediglich das Raman-Streulicht von Wasser zu besigbkigen ist, muss beim konfokalen
Scanning auf einer Glasoberflache zusatzlich damaRaStreulicht des Glases moglichst
effektiv geblockt werden. Die verwendeten FilteduBtrahlteiler (AHF, Tubingen) sind in
Tabelle 3-3 aufgefiihrt.

Fluorophor-Paar Aane/ N Strahlteiler  kurzwellige Filter langwellige Filter

Rhodamin 110 / Cyanin 5 496,5 488/594 PCHQ 535/50 M HQ 720/150 M

476,5
Alexa 488 / Alexa 594 (594) 488/594 PC HQ 533/46 M HQ 650/75 M

496,5 488/636 PC HQ 533/46 M --
Alexa 488 / Alexa 488
(470) 498 DCLP HQ 533/46 M --

Tabelle 3-3: Verwendete Strahlteiler und Filter (AHFbingen) fur die verschiedenen Anwendungen. keéir d
Auswahl wird das Fluoreszenzspektrum des Fluoraphdie Anregungswellenlangg,,, und das Raman-
Streulicht von Puffer und evtl. von Glas berltcksgth Die Anregungswellenlangen in Klammern wurden

optional in einem Teil der Experimente verwendet.

3.3 Multiparameter-Fluoreszenz-Detektion (MFD)

Die theoretischen Grundlagen der Multiparametenrfdszenz-Detektion (MFD) sind
bereits in Kapitel 2.3 erlautert worden. An diesgielle werden die experimentellen
Randbedingungen dargelegt.

3.3.1 Experimentelle Erfassung der Daten

Vor den eigentlichen Messungen der fluoreszenzimiden Proben muss einmalig die
Anregungsleistung festgesetzt werden. Ziel ist ratiglichst hohes Signal-zu-Hintergrund-
Verhaltnis bei gleichzeitiger Vermeidung einer Rizetrstorung der Fluorophore. Es werden
daher bei verschiedenen Anregungsleistungen dielratéh pro Molekul samt ihrer
Diffusionszeiten Uber die FCS bestimmt. Die optenanregungsleistung liefert eine
maximale Zahlrate (maximales Signal-zu-Hintergriethaltnis) bei noch unverkurzter
Diffusionszeit (keine Photozerstorung). Bei der i@prung der Anregungsleistung fur

Molekile, die mit mehreren identischen Fluorophorenarkiert sind, muss die
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Wahrscheinlichkeit fir eine Photozerstérung einegetnen Fluorophors miteinbezogen
werden. Hier kann trotz einer gleich bleibenden fudibnszeit bei steigenden
Anregungsleistungen ein Teil der Fluorophore bsragrstort sein.

Nach der sorgfaltigen Justage der Apparatur musgserachst einige fur die weitere
Auswertung relevante Parameter experimentell fésgiyjeverden. Dieses erfolgt tber die
standardmallige experimentelle Erfassung folgendebe (die angegebenen Beispiele
gelten fur eine Anregungswellenlangg, = 496,5 nm) (nach (Schweinberger 2002)):

1. Puffer.

Bestimmung der Geratefunktion (Halbwertsbreitg00 ps)

Bestimmung des Hintergrundsignals

Ermittlung des Schwellenkriteriums zur Selektiom\Einzelmolekullereignissen

2. grun fluoreszierender Farbstaft. B. Rhodamin 110)

(Ensemblemessung~c10° mol/l):

Beurteilung der Gute der Justage

Bestimmung des g-Faktors flir den griinen Spektraiter
3.rot fluoreszierenden Farbstofz. B. Rhodamin 101)

(Ensemblemessungzc10° mol/l):
Bestimmung des g-Faktors fiir den roten Spektraitiere
4. grun fluoreszierender Farbstoft. B. Rhodamin 110)

(Einzelmolekiilmessung,=< 10" mol/l):

Beurteilung der Glte der Justage

Einmalige Messungen zur Festsetzung zusatzlicher&$zenzparameter:
5. Mit dem jeweiligerDonor-Fluorophor markierte Probe

(Ensemblemessungzc10° mol/l):
Berechnung des spektralen Crosstaiksgl. Kap. 3.3.3)

6. Mit dem jeweiligerAkzeptor-Fluorophor markierte Probe

(Ensemblemessungzc10° mol/l):
Berechnung der direkten Anregung DE (vgl. Kap.3.3.
Zusatzlich wird optional eine simultane Zweifarb®megung der doppelt markierten FRET-

Proben durchgefihrt.

Die detektierten Photonen werden Uber eine odei BE-Einsteckkarten (SPC 432
bzw. SPC 132, Becker & Hickl, Berlin) gezahlt urimhaspeichert. Bei Verwendung von zwei

Karten wird die Messung Uber einen externen Triggestartet, damit beide Karten den
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gleichen Nullpunkt ihrer Zeitachsen aufweisen. DRenzip der Datenaufnahme ist
schematisch in Abbildung 3-3 dargestellt. Detaitedén sich in (Eggeling, Berger et al.
2001). Zu jedem registrierten Photon werden folgelRdrameter gespeichert:

1. Die Ereignisnummer Ev #; sie zeigt die Detektioits¥afolge an.

2. Die Interphotonenzeifi; sie ist definiert als zeitlicher Abstand zum wergehend
registrierten Photon. Uber sie wird die makroskecipisZeitachse definiert. Es ergibt
sich aus ihr die Zahlrate des Signals.

3. Der zeitliche AbstandAt zwischen Anregungspuls und Detektion des Photons;
hieriiber werden die Abklingzeiten z. B. der Lebens erstellt. Die Messung erfolgt
Uber einen Zeit-zu-Amplitude-Konvertierer (englTime-to-amplitude converter,
TAC), der im umgekehrten Modus betrieben wird (Brd998).

4. Die Kanalnummer ch #; sie gibt den Detektor an,civet das Photon registriert hat.
Uber sie werden die Polarisationsrichtung des Risotelativ zum Anregungslicht und
der spektrale Bereich festgehalten.

Fur nahezu alle folgenden Analysen werden dieseodifinierten Rohdaten verwendet.

G LAl G L] Gl

y . Ze|t [ms]
ech#1234 | 1 3 1 21 1 4 3 2

Abbildung 3-3: Prinzip der Datenaufnahme. Zu jedemistrierten Photon (griin/rot) werden vier Paramete
gespeichert: Die Ereignisnummer Ev # (cyan), detide# AbstandAt zum vorhergehend registrierten Photon
(blau), der zeitliche Abstand\t zwischen Anregungspuls und Detektion des Photgmau] sowie die

Kanalnummer ch # (schwarz). Die Laserpulse sind@lsdistante Balken (lila) dargestellt.

Die zeitkorrelierte Einzelphotonenzéhlung, expertell realisiert durch den Zeit-zu-
Amplitude-Konvertierer, ermdglicht eine zeitaufge® Fluoreszenzspektroskopie. Die
Akkumulation der Ankunftszeited\t in Zerfallshistogramme erfolgt tber eine diskrete
Zeitachse, welche im Allgemeinen in 256 Kanéle ehelr Breite aufgeteilt ist. Fur
Experimente wie die Kurzzeitkorrelation im ns-Betesteht eine hohere Zeitauflosung von
4096 Kanéalen zur Verfugung. Die Kanalbreiten sibbd&ngig von der Pulsrepetitionsrate des

verwendeten Lasers, im Falle des haufig eingeset&tgon-lonen-Lasers betragt diese 73
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MHz, d. h. der zeitliche Abstand von zwei aufeinandolgenden Anregungspulsen ist
13,6 ns. Die Breite der 256 Kandle betragt hiepg9was zu einem effektivem Messfenster
von T = 12,5 ns fuhrt. Bei 4096 Kanalen betragt Henalbreite 4,07 ps bei gleichem
Messfenster.

3.3.2 Analyse und Darstellung der Daten

Die Identifizierung eines Einzelmolekullereignissesfolgt Uber die grafische
Auftragung der Interphotonenzéit tUber die Ereignisse Ev #, wie sie bereits in Adhing
2-6 A, Kapitel 2.3.2, eingefuhrt worden ist. Eingsatzliche Glattung der Kurve wird Uber
eine statistische Mittelung erreicht (Lee-Filtern@&rlein, Robbins et al. 1997)). Als
Schwellenkriterium fir die Selektion eines Molekirchtritts wird eine Interphotonenzéit
gewahlt, die im Bereich des vierfachen Streuweets ldintergrundsignals liegt. Ein weiteres
Auswabhlkriterium ist die Mindestzahl an Photonene cinem Einzelmolekilereignis
zugeordnet wird (Ublicherweise 100 Photonen). Nadber Identifizierung eines
Molekuldurchtritts, der diesen Kriterien entspriclverden alle Photonen zur Bestimmung der
Fluoreszenzparameter herangezogen (s. Kap. 2.3.2).

Die aus der Gesamtheit der analysierten Molekgliutte hervorgehende Verteilung
der Fluoreszenzparameter wird nun in Haufigkeitslgimmmen dargestellt. Um
Subpopulationen in einem heterogenen System basfiésen zu kénnen, werden die Daten
einer Messung Ublicherweise in zweidimensionalestddgirammen abgebildet. Dabei werden
die eindimensionalen Haufigkeitsverteilungen algjéktionen mit dargelegt. Abbildung 3-4
zeigt eine mdogliche Darstellung der analysierterteBafir ein Gemisch der Farbstoffe
Rhodamin 110 und Tetramethylrhodamin (TMR) (Schwenger 2002). Aufgetragen sind die
Signale des griinen und des roten Spektralberegghs)d S. Die Anregungswellenlange des
Argon-lonen-Lasers betrug 496,5 nm. Die eindimamsien Histogramme der beiden
Parameter zeigen lediglich undefinierte breite ®i&rhgen, erst in der zweidimensionalen
Darstellung lassen sich deutlich zwei Spezies sotaiden. Auf die gleiche Weise lassen
sich alle bestimmten Fluoreszenzparameter einerbePraur Identifizierung seiner

photophysikalischen und -chemischen Eigenschaftezuhiehen.
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Abbildung 3-4: Zweidimensionale Darstellung der Dadines Farbstoffgemischs von Rhodamin 110 und TMR.
Aufgetragen sind die Signale des griinen und desnr&pektralbereichs,;Sund §, zusétzlich sind die
Projektionen dargestellt (Schweinberger 2002).

3.3.3 Experimentelle Bestimmung der Fluoreszenzpanaeter

Fluoreszenzintensitat

Im Allgemeinen werden im Rahmen der fluoreszenaspskopischen FRET-
Untersuchungen zwei spektrale Bereiche experinmeatisst; das griine Signat 8nd das
rote Signal & Unter Berucksichtigung der Hintergrundsignale bleiden Spektralbereiche,
Bs und Bg, wird die Fluoreszenz des Donor- und des AkzeptoorophorsFe = (S - Bg)
und Fgr = (S - Br), bestimmt. Bei Beachtung der unterschiedlicherektainseffizienzen fir
Donor- und Akzeptor-Fluoreszenz; gnd g, sowie des spektralen Crosstalxskdonnen die
korrigierten Fluoreszenzintensitaten des Donor- dad Akzeptor-Fluorophors,pFund R,
extrahiert werden:

=28 _F (Gl 3-1)
9c e
e = (S:-Bi)-a(S -B;)_Fe-aFg (Gl. 3-2)
) .
Or Or

Die Zahlraten des Hintergrundsignalsg Bnd Bk, ergeben sich Uber die experimentelle
Messung des verwendeten Puffers. Sie beinhalténdmogesetzter Filter einen verbleibenden
Anteil an Raman- und Rayleigh-Streuung sowie dienk&lzdhlraten der verwendeten

Detektoren (< 100 Hz pro Detektor). Die Detektidfisenzen, ¢ und g, setzen sich aus der
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Sammeleffizienz des verwendeten Objektivs, den grdeten optischen Bauteilen im
Detektionsstrahlengang und der spezifischen Detesdiffizienz der Detektoren zusammen
(Berger 2001). Der spektrale Crosstallbertcksichtigt einen eventuellen Beitrag der Denor

Fluoreszenz zum Signak$ den roten Kanalen:

S -B
o = —R@onon TR (Gl. 3-3)

SG(Donor) - BG
Da die langwellige Flanke der Fluoreszenzspektéarfig stark verbreitert ist, l&sst sich diese
spektrale Uberlappung der FluoreszenzbereicheriRdgel nicht vollstandig vermeiden.
Fur die Bestimmung von intra- und intermolekularbstanden Uber FRET wird

haufig das Intensitatsverhaltnis/Fa herangezogen:

Fo _9:Fs _ Or S~ B (Gl. 3 - 4)

Fa B 9 Fr B 96 (SR_ BR)_O'(%_ %)

Unter Umstanden kann ein geringer Anteil der Flape®z im roten Spektralbereick @urch
eine nicht erwunschte direkte Anregung (engl.: edir excitation* = DE) des Akzeptor-
Fluorophors hervorgerufen werden. Dieser Anteittdsch Gber eine Messung der Zéhlrate
pro Molekll des Akzeptor-Fluorophors mit der Anregswellenlange des Donor-
Fluorophors experimentell Uber eine Korrelation chidézen und kann dann bei der
Bestimmung der korrigierten Akzeptor-Fluoreszenisgrechend berticksichtigt werden:
Sk —(Bs +DE))-a(S; -B,) _ Fx—-DE —af,
Or R

Fluoreszenzlebensdauer und Anisotropie

FA:( (Gl. 3-5)

Da ein im konfokalen Mikroskop gemessenes Einzbdkidereignis je nach
Anregungsleistung und Diffusionszeit maximal einitgndert Photonen liefert, kann
lediglich  eine  monoexponentielle  Anpassung des temesden Fluoreszenz-
Zerfallhistogramms nach Gleichung 2-33 vorgenommaaarden. Diese erfolgt nach der
Methode des Maximum-Likelihood-Schatzers, detatieBeschreibungen finden sich in
(Kollner 1993; Zander, Sauer et al. 1996; Brand8l ®thaffer 2000). Eine Ausnahme ist die
Fluoreszenz-Lebensdauer des Akzeptor-Fluorophois FRET, hier wird lediglich der
Mittelwert des Zerfallhistogramms als Lebensdaediniert.

Die spezies-selektive Spektroskopie liefert dudol Auswahl multipler Ereignisse
(vgl. Kap. 2.3.3) eine signifikante Vergro3erungs deatensatzes, so dass eine Anpassung
uber mehrere Exponenten moglich wird. Hier erfallig Anpassung der Daten an eine
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Modellfunktion nach der Methode der kleinsten Fequiedrate (Bevington 1969; Wahl 1979;
Schaffer 2000).

Fir die Bestimmung von intramolekularen Abstaneischen Donor- und Akzeptor-
Fluorophor tber FRET ist die Kenntnis des Orientigsfaktors von entscheidender
Bedeutung. Uber die Anisotropie, welche mit der Bglichkeit der Fluorophore verknipft
ist, kann jede gemessene Subpopulation auf Orrengseffekte hin untersucht werden.
Energietransfereffizienz

Die fur Abstandsberechnungen von Donor-Akzeptorrétaa bedeutsame
Energietransfereffizienz {Ewird in der Regel Uber Intensitatsverhaltnisseeblenet (Weiss
2000; Ha 2001). Die MFD mit ihrer simultanen Eriasg unabhéngiger
Fluoreszenzparameter bietet auf Einzelmolekil-Ebele Moglichkeit, neben einem
Intensitatsverhaltnis wie z. B.pAa auch die Lebensdauer des Donor-Fluorophors in
Anwesenheit des Akzeptorsipp), zur Bestimmung der Energietransfereffizienz
heranzuziehen. Es ergeben sich folgende Moglickkeler Berechnung des Energietransfers:
Fo ®ra

-1
T
E, =1- -2 und ET:{1+— } (Gl. 3-6)
FA q)FD

Aus diesen Gleichungen ergibt sich ein Zusammenbaigrhen B/Fa undtpey:

Fo _ P Tow Gl.3-7)
FA cDFA Ip —Tpep

Bei einer zweidimensionalen grafischen Darstellwog Fo/Fa Gbertpy entspricht dieser
mathematische Zusammenhang einer sigmoiden Kurlbildung 3-5 zeigt die Daten von
zwei DNA-Duplexen, die mit einem Donor- und einerkzAptor-Farbstoff im Abstand von
15 bzw. 9 Basenpaaren markiert sind. Durch eineef@Energietransfereffizienz verringert
sich das Intensitatsverhaltnis/Fa und die Fluoreszenzlebensdauer des Donor-Farbstoff
Tpa) Wird verkirzt. Bei zunehmender FRET-Effizienzhdabnehmendem Abstand zwischen
Donor- und Akzeptor-Fluorophor, verschiebt sich dlepulation im zweidimensionalen
Histogramm auf der sigmoiden Kurve von rechts obemach links unten.
Fluoreszenzléschungen des Donor- oder des Akzéworophors fihren zu Abweichungen
von der Kurve. Eine Verbreiterung der Verteilunghorizontaler oder vertikaler Richtung
weist auf Schwankungen in den Quantenausbeuterrlderophore hin. Fluktuationen im
Abstand hingegen haben Auswirkung auf/Hs und auf tpay und fuhren zu einer

verbreiterten Verteilung entlang der sigmoiden Kur8omit lassen sich Abstandsanderungen
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klar von Schwankungen, die durch andere photophiisdéhe und -chemische Prozesse

hervorgerufen werden, unterscheiden.
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Abbildung 3-5: Daten von zwei DNA-Duplexen, die g mit einem Donor- und einem Akzeptor-Farbshoif
Abstand von 15 (A) bzw. 9 (B) Basenpaaren marldied.

3.3.4 Untersuchungen von dynamischen Gleichgewichesktionen

Die MFD ermdglicht Untersuchungen von molekulargm@&miken Uber Zeitbereiche,
die innerhalb der Durchtrittszeiten der untersuchi¥lekile durch das Detektionssvolumen
liegen. Dafur stehen zwei Methoden zur Verflgunig, ganz unterschiedlichen Ansatzen
folgen. Die Zeitfensteranalyse zerlegt jedes Emoétkilereignis in kleinere Intervalle, um
dessen Fluoreszenzparameter zu analysieren. lhtechee Auflosung ist auf den sub-
Millisekunden-Bereich beschrankt. Die speziesselekECS hingegen erfasst alle Photonen
einer selektierten Subpopulation, um diese gemeirmakorrelieren. Die zeitliche Auflésung
ist viel hoher und erstreckt sich vom Millisekunddris in den Nanosekunden-Bereich.
Wahrend die Zeitfensteranalyse sich gut zur Visiging von Dynamiken eignet, kbnnen

mit der selektiven FCS die Dynamiken quantifizigegrden.

3.3.4.1 Zeitfensteranalyse

Im Allgemeinen werden innerhalb der MFD die Flsaenzparameter Uber alle
Photonen eines selektierten Molekuldurchtritts inest. Damit findet eine Mittelung der
Parameter Uber die Dauer des Molekuldurchtritt€lilaglas Detektionsvolumen statt. Weisen
die untersuchten Molekile innerhalb dieser Durtisizéit eine Dynamik auf, werden die

Fluoreszenzparameter (ber mehrere Zustande gdmitiéher eine Zerlegung des
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Molekuldurchtritts in kleinere Zeitfenster definier Lange und die abermalige Bestimmung
der Fluoreszenzparameter fir jedes Zeitfensteretassich Subzustande identifizieren.
Begrenzt wird dieses Verfahren im Wesentlichen ldwiee Photonenstatistik. Um dieses
Problem zu umgehen, kann eine gleitende Zeitfemstdyse vorgenommen werden, bei der
Zeitfenster und Schrittweite unterschiedlich graffisDie Uberlappenden Zeitfenster fihren
jedoch auch bei diskretem Wechsel zwischen dendddsh zu scheinbar kontinuierlichen

Ubergéangen (Berger 2001).

3.3.4.2 Speziesselektive Korrelationsanalyse

Die speziesselektive Spektroskopie beinhaltetiiglichkeit, Daten einer definierten
Subpopulation auszuwahlen und gemeinsam zu anadysfegl. Kap. 2.3.3). So werden z. B.
FRET-Ereignisse der klassischen FCS-Analyse zugdmgind es lassen sich FRET-
Dynamiken bis in den ns-Bereich feststellen. Da dEnergietransfer durch
konformationsbedingte dynamische Anderungen des taddss zu korrelierten
Schwankungen des Donor- und Akzeptor-Signals fufithrt die Dynamik zu einem
zusatzlichen Abfall der Autokorrelationsfunktiondes griinen und des roten Signals. Bei
einer Kreuzkorrelation beider Signale fuhren Schkuagen der FRET-Effizienz zu einer
Anti-Korrelation. Eine Zunahme der FRET-Effizieniahft zu einer Abnahme des Donor-
Signals bei ansteigendem Akzeptor-Signal und umgek®ie Anti-Korrelation fihrt zu
einem Anstieg der Korrelationsfunktion. Diese isinveiner scheinbaren Anti-Korrelation,
ausgelost durch die wellenlangenabhéngigen Abbgdeigenschaften des verwendeten

Objektivs (chromatischer Effeku unterscheiden (Schweinberger 2002).

3.4 Multiparameter-Fluoreszenz-Detektion als bildgbende Technik (MFD-
Imaging)

Die Multiparameter-Fluoreszenz-Detektion als bdldgnde Technik (MFD-Imaging)
unterscheidet sich im Wesentlichen nicht von deshdrigen Ausfihrungen. Sie verarbeitet
Daten von fluoreszenzmarkierten Molekulen, welcba auf einer Oberflache immobilisiert

sind. Die simultane Erfassung aller Fluoreszenzapatar erfolgt fur jedes Pixel des

abgetasteten Bildes. Im Folgenden werden die exieartellen Merkmale dargelegt.

3.4.1 Experimentelle Erfassung der Daten

Die experimentelle Erfassung der Daten fur das MiFRBging folgt im Wesentlichen
der in Kapitel 3.3.1 erlauterten Prozedur. Nachsdegféaltigen Justage der Apparatur werden
die fur die weitere Auswertung relevanten Paramexgerimentell festgelegt. Dieses erfolgt
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Uber die standardmafige experimentelle Erfassutgerider Proben (die angegebenen
Beispiele gelten fur eine Anregungswellenlange= 496,5 nm):

1. Puffer oder Reinstwasser, aufgenommen auf derf@bbe

Bestimmung der Geratefunktion
Bestimmung des Hintergrundsignals
2. grun fluoreszierender Farbstaft. B. Rhodamin 110) in Losung

(Ensemblemessung~c10° mol/l):
Bestimmung des g-Faktors fiir den griinen Spektraidier

3.rot fluoreszierender Farbstofz. B. Rhodamin 101) in Losung

(Ensemblemessung~10° mol/l):
Bestimmung der g-Faktors flr den roten Spektralblre

4. grin fluoreszierende Prole. B. Microspheres) immobilisiert auf einer Oléche

(einzelne Teilchen auf der Oberflache, etwa 1 Teitcauf 20 pf):
Beurteilung der Gite der Justage

Einmalige Messungen zur Festsetzung zusatzlicher&$zenzparameter:

5. Mit dem jeweiligerDonorfluorophor markierte Proban Losung
(Ensemblemessungzc10° mol/l):
Berechnung des spektralen Crosstaiksgl. Kap. 3.3.3)

6. Mit dem jeweiligerAkzeptor-Fluorophor markierte Probe L6sung

(Ensemblemessungzc10° mol/l):

Berechnung der direkten Anregung DE (vgl. Kap.3.3.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen sindviikekile Ublicherweise auf
Deckplattchen aus Glas immobilisiert und mit Puibgedeckt (s. Kap. 3.1.2) worden, daher
muss das Rayleigh- und Raman-Streulicht fur Wasset fur Glas bei der Wahl der
Sperrfilter bertcksichtigt werden. Wie auch beinsiuigsmittel sollten Verunreinigungen der
Oberflache vernachlassigbar sein, so dass dasli6teun Wesentlichen vom verwendeten
Material abhangt. Abbildung 3-6 zeigt einen Vergheder Hintergrundsignale, aufgenommen
in Reinstwasser bzw. auf der Glasoberflache. Dieegungswellenlange betrug 476,5 nm,
die Anregung war zirkular polarisiert. Die Signatker beiden grinen Kanale wurden
zusammengefasst. Die Halbwertsbreite des Hintedgignals, aufgenommen mit dem Fokus
auf der Oberflache, betragt 1274 ps (26 Kanaleggélger 417 ps (8,5 Kandle) in der Losung.

Die Oberflache liefert demnach nicht nur ein durcisétzliches Raman-Streulicht erhdhtes,
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sondern auch ein deutlich verbreitertes Hintergsigrmhal. Hierfur ist eine Lumineszenz des

Glases verantwortlich, verursacht z. B. durch gge&arbzentren bei Lasereinstrahlung.

25000 Streulicht in Reinstwasser 150000 Streulicht auf der Oberflache

20000

100000 1
15000+

10000
50000+

5000 /_J
0 : /j\ 0

T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Detektionskanale Detektionskanéle

Photonen / Detektionskanal
Photonen / Detektionskanal

Abbildung 3-6: Vergleich des Streulichts, aufgenoennm Reinstwasser und direkt auf der Glasoberd&bie
Halbwertsbreite des aufgenommenen Streulichts iruhgsbetragt 417 ps (8,5 Kanéle) gegeniber 1274 ps
(26 Kanale) auf der Oberflache. Die Anregungswéilege betrug 476,5 nm, die Anregung war zirkular

polarisiert. Die Signale der beiden griinen Kanaleden zusammengefasst.

Eine Reduktion des Hintergrundsignals auf der Q&ene kann durch den Einsatz
von Quarz (Dicke #2 entsprechend einer Dicke vab 26, SPI, West Chester (PA), USA)
statt Glas erzielt werden. Ein Vergleich der Higtendsignale von Reinstwasser auf
gereinigten Oberflachen aus Glas und Quarz ist iobildung 3-7 dargestellt. Die
Anregungswellenlange betrug 496,5 nm, das Licht zuwdkular polarisiert. Die Signale der
beiden grinen bzw. roten Kanéle wurden zusammesgfef®as Hintergrundsignal wurde
iiber das konfokale Scanning aufgenommen und Uiber Fdiache von 36 phgemittelt. Im
Vergleich zu Glas ist das Hintergrundsignal von Quaahezu um eine Grof3enordnung
vermindert. Bei Betrachtung der Halbwertsbreiters @&reulichts ist jene auf Quarz viel
geringer als die auf Glas. Vielmehr entspricht datseulicht von Quarz demjenigen
aufgenommen in Wasser (ohne Abbildung). Der vererited Hintergrund des Quarzes im
Vergleich zur Glasoberflache kann auf die fehlebhdmineszenz des Quarzes zurtickgefuhrt
werden.

Das Streulicht des Hintergrundes liefert bei Verdung sehr geringer
Anregungsleistungen auch beim Einsatz von Glaslétodidn einen sehr geringen, absoluten
Beitrag zum Fluoreszenzsignal. Im Rahmen der \gelelen Untersuchungen sind diese
daher trotz der aufgewiesenen Vorteile des QuaemdsGlasoberflachen vorgenommen

worden.
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Abbildung 3-7: Hintergrundsignal von Reinstwassemgssen auf gereinigten Oberflachen aus Glas uadzQu
Links das grune HintergrundsignagBrechts das rote Hintergrundsigna. Bie Anregungswellenlange betrug
496,5 nm, die Anregung war zirkular polarisiert.eDiHintergrundsignalraten wurden Uber das konfokale

Scanning aufgenommen und uber eine Flache von 3@yamittelt.

Die Winkelverteilung der Fluoreszenz von einzelnemmobilisierten Emittern auf
einer Oberflache unterscheidet sich wesentlich demenigen in wassrigen Losungen
(Macklin 1996; Lermer 1998). Fur letztere sind Qdipe mit einer numerischen Apertur
(NA) bis zu einem Wert von 1,33 (entsprechend desctBungsindex von Wasser) sinnvoll.
Um einen madglichst groRen Anteil der emittiertendfeszenz der untersuchten Systeme auf
einer Glasoberflache zu sammeln, werden im Allgeerei Objektive mit einer hdheren
numerischen Apertur fur die Untersuchungen an Glé&ctzen eingesetzt (NA > 1,33). In dem
Fall einer isotropen Orientierung der Dipolmomewied bei der Detektion der Fluoreszenz
von Fluorophoren auf einer Glasoberflache folgendegleiche Winkelverteilung der
Fluoreszenz beobachtet: Der Grossteil der Fluonzsgg2%) wird in Richtung des Glases
emittiert, wahrend ein vergleichsweise geringerefr(£8%) in die wassrige Losung emittiert
wird (Ruckstuhl 2000). Ein signifikanter Anteil détuoreszenz, detektiert durch das Glas,
wird aul3erhalb des Winkels der totalen internereRafn detektiert. Diese Fluoreszenz wird
als ,verbotenes Licht* bezeichnet (Novotny 199Hr Anteil nimmt mit dem Abstand der
Molekile zur Oberflache u/6 ab. Dieses bedeutet, dass bei einer Anregurgidintbaren
Bereich des Energiespektrums das verbotene Lialpteachlich von Molekilen verursacht
wird, die einen geringeren Abstand als etwa 100zomOberflache besitzen. Objektive mit
numerischen Aperturen gréf3er 1,33 sammeln einend&siverbotenen Lichts. Die maximal
erreichbare Effizienz der Fluoreszenz-Detektiorrdggtfur ein Objektiv mit NA = 1,4 etwa
44%; es wird in diesem Fall etwa 43% des verboténants gesammelt (Ruckstuhl 2000).
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3.4.2 Analyse und Darstellung der Daten

Das konfokale Scanning wird (iber das Visual'-Gasierte Programm gi-scan2
(Sandhagen 2005) gesteuert. Wahrend der Abtastengrs das Programm zu Beginn jedes
neuen Pixels und zu Anfang jeder neuen Zeile Pokrgdéoren an. Diese erzeugen Puls-
Pakete mit einer Dauer von 0,2 ms, welche den &grier verwendeten Detektoren &hnlich
sind. Sie werden als virtuelle Photonen gehandiadbtiiber die PC-Einsteckkarten zusatzlich
zu den echten Photonen gespeichert. Uber die l@tu@hotonen wird die Zuordnung der
experimentellen Photonen zu den entsprechendemRige Abtastung vorgenommen.

Fur die Aufnahme eines Bildes wird ein festzuletg@nAbtast-Bereich in definierten
Schritten mit variabler Aufenthaltsdauer, im Folden auch Integrationszeit genannt,
abgetastet. Abtast-Bereich, Schrittweite und Irgggnszeit werden vor der Erzeugung des
Bildes Uber folgende Parameter festgelegt: Anzainl Rixel in horizontaler und vertikaler
Richtung (maximal 200 Pixel x 200 Pixel, entsprechenaximal 97,19 um x 97,19 um),
Schrittweite n*s als diskrete vielfache Werte n15 2, ..., 20} von s = 24 nm, Integrationszeit
i = {2 ms, 3ms, ..., 1000 ms}. Das Anregungslideis Lasers wird ausschlieRlich fir die
Dauer der Abtastung auf die Probe durchgelassengine unnotige Photozerstérung der
Fluorophore zu vermeiden. Beim Start der Abtastwg das Anregungslicht automatisch
freigegeben und bei Beendigung Uber einen exteb@serverschluss wiederum blockiert.
Bereits wahrend der laufenden Abtastung werderdaéssten Daten als Intensitaten in einem
Bild dargestellt. Parallel geschieht optional efrdassung der Daten lber zwei PC-Karten.
Damit gelingt die simultane Erfassung aller Fluasseparameter fur jedes Pixel. Die
Analyse und Darstellung der erfassten Daten des {tk&yings geschieht nun Uber das
Labview-basierte Programm Marcelle (Kudryavtsev 3J00Fur jedes Pixel werden die
Intensitaten der vier Detektionseinheiten dargkstelner konnen Fluoreszenzparameter wie
Lebensdauern und, bei linear polarisierter Anregwrgsotropien angepasst werden. Selbst
eine Korrelation der Daten eines Pixels kann voogemen werden. Abbildung 3-8 zeigt
zwei Darstellungen des gleichen Bildausschnitts momobilisierten Systemen (Liposomen
mit fluoreszenzmarkierten SNARE-Proteinen, die memm Teil FRET zeigen, Farbstoffpaar
Alexa 488/Alexa 594; Naheres folgt in Kapitel 5)f ainer Glasoberflache, aufgenommen
uber das konfokale Scanning. Links sind die Gesdentsitaten (§+ S), rechts die
angepassten Lebensdauarrdargestellt. Die Anregungswellenlange betrug 4nép5 die
Leistungsdichte 2,3 kW/ci Die Lebensdauern einiger immobilisierter Systersiad

geldscht. Die Visualisierung der Fluoreszenzlebanedh stimmt mit der bekannten Methode
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FLIM (engl.: ,Fluorescence Lifetime Imaging Micraguzy“) Uberein (Lakowicz 1994;
Szmacinski 1994).

T, [ns]
7.5

[relu.]

5.2

2.8

4pum

Abbildung 3-8: Immobilisierte Liposomen (mit fluomsnzmarkierten SNARE-Proteinen, die zu einem Telil
FRET zeigen, Farbstoffpaar Alexa 488/Alexa 594) anéreGlasoberflache, aufgenommen Uber das konfokale
Scanning (Anregungswellenlange 476,5 nm, Leistunhseli2,3 kW/crf). Links sind die Gesamt-Intensitaten
(Sg + S), rechts die angepassten Lebensdauedes griinen Spektralbereichs dargestellt (Minimud601

Photonen pro Pixel).

Neben der pixelweisen Erfassung und Analyse depergxentellen Daten im
bildgebenden Verfahren ist fur die vorliegende Arldée Erfassung von Daten ausgewahlter
Moleklle auf der Oberflache mit definierten Flua@szeigenschaften von besonderem
Interesse. Nach der Erzeugung des Bildes von Mtdekauf einer Oberflache wird ein
Molekil nach seinen Fluoreszenzeigenschaften audgewdber das Steuerprogramm gi-
scan? lasst sich jedes Pixel auswahlen und saqmueiten, dass der Fokus der Anregung mit
diesem ubereinstimmt. Mit der manuellen Freigabg Aeregungslichts tber den externen
Laserverschluss wird das ausgewahlte Molekiul zworelszenz angeregt, und die Daten
werden wiederum anhand der MFD Uber die Zeit erfab&an erhédlt so genannte
Intensitatsspuren, die sich in dem Labview-basefogramm ViewMCS (Kudryavtsev
2003) darstellen lassen. Auch hier konnen wiederalle Fluoreszenzparameter wie
Lebensdauer und Anisotropie, fir die gesamte Spi@r &ir ausgewahlte Teile, bestimmt
werden. Abbildung 3-9 zeigt die Intensitatsspuesieinzelnen DNA-Doppelstrangs, der mit
dem Farbstoff Alexa 488 fluoreszenzmarkiert und ewfer Glasoberflache immobilisiert
worden ist. Die Anregungswellenlange betrug 47675 bei einer Leistungsdichte von 1,0
kW/cn?. Nach der Positionierung des Molekiils im Fokusdwitas Anregungslicht zum
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Zeitpunkt t = 3,7 s freigegeben. Nach etwa 1,5 8Sdkn findet eine Photozerstdérung des
Fluorophors statt und das Signal wird nur noch kiuden Hintergrund bestimmt. Es lassen
sich Uber dieses Vorgehen detaillierte Informatioiber ein definiertes Molekdl erzielen.
Bei einer genaueren Betrachtung ist zu erkenness das Fluoreszenzsignal nach 0,9 s auf
das Niveau des Hintergrundsignals abféllt, um naamgen 100 ms wieder auf das
urspringliche Niveau zurickzukehren. Dieses haulfepbachtete Phanomen wird als
"Blinken" bezeichnet. Der Fluorophor geht in einBaonkelzustand Uber, in dem er dem
Anregungszyklus nicht mehr zuganglich ist. Diesehtnfluoreszente Zustand kann bis zu
einige Sekunden andauern, bevor der Fluorophoreriadtiv ist. Dieses Phanomen ist fur

Fluorophore auf Oberflachen bekannt, aber noch hicineichend aufgeklart.

SG/kHz

~ -
©

3 I 4 5 6
Zeit/s

start laser

Abbildung 3-9: Intensitatsspur eines einzelnen Fdpbors auf einer Glasoberflache (DNA-Duplex, markmit

Alexa 488). Weitere Erlauterungen finden sich im Text

3.4.3 Experimentelle Bestimmung der Fluoreszenzpanaeter

Die MFD als bildgebendes Verfahren unterscheidet sicht wesentlich von der
MFD in diffusionsbestimmten Experimenten. Es erigth lediglich geringe Unterschiede bei
der experimentellen Anpassung der Fluoreszenzpaeamdie im Folgenden dargelegt
werden.

Intensitat:

Es werden im Allgemeinen wiederum zwei spektralyeBhe erfasst. Wie bereits
angedeutet ergibt sich durch das zusatzliche Rgyeund Raman-Streulicht an der
Oberflache ein erhohtes Hintergrundsignal. Zuweléesst sich auch bei einer kurzwelligeren
Anregung ein erhohtes Signal in den langerwellig@nalen detektieren, welches durch die
Lumineszenz der Glasoberflache hervorgerufen wbd. ein solcher Beitrag fur die
Bestimmung von FRET-Effizienzen hinderlich ist, dmblt sich fur diese Experimente eine
Immobilisierung der FRET-Molekile auf Quarz-Obecfigdn, die insgesamt ein viel

geringeres Hintergrundsignal aufweisen.
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* Lebensdauer
Der erhOhte Hintergrund auf Glasoberflachen wirddaer Auswertung der zeitkorrelierten
Fluoreszenzdaten bericksichtigt. Zunachst wird de@tergrundsignal von der
Gesamtintensitdt abgezogen, bevor die Anpassungr hbeziehung der Geratefunktion
stattfindet.

* Anisotropie
Die Fluorophore sind bei einer Immobilisierung ddolekile auf einer Oberflache nur
eingeschrankt beweglich und ihre Ubergangsdipolnmienestatistisch auf der Oberflache
verteilt. Bei mehr oder minder fixierten Absorptiiibergangsdipolmomenten besitzen die
Fluorophore jedoch bei linear polarisierter Anreguneine ungleich verteilte
Anregungswahrscheinlichkeit. Ebenso ist die Detelgivahrscheinlichkeit durch die Position
des Emissionsdipolmoments festgelegt. Da die Qemmnigen der Fluorophore im
Allgemeinen nicht bekannt sind, lassen sich aufrmEhen keine eindeutigen Aussagen uber
die Anisotropie treffen. Daher wird in der Prakiufig auf diese Information verzichtet und
statt einer linear polarisierten eine zirkular peiarte Anregungsstrahlung eingesetzt. Sie
birgt den Vorteil, dass alle Fluorophore in der iE#besenkrecht zur optischen Achse mit
gleicher Wahrscheinlichkeit erfasst werden.

» Energietransfereffizienz
Die statistische Verteilung der Ubergangsdipolmat@exuf einer Oberflache, welche durch
die Positionen der als eingeschrankt beweglich momgenen Fluorophore vorgegeben
werden, sorgt fur eine erschwerte Analyse der FRBAameter. Die ungleichen Anregungs-
und Detektions-Wahrscheinlichkeiten der Dipolmoreenbeeinflussen quantitativ die
Energietransfer-Effizienz. Fir die Bestimmung voREH -Abstanden muss zusatzlich der
Orientierungsfaktor bekannt sein; die in Losungidifd Mittelung aller Orientierungen der

Ubergangsdipolmomente (iber den gesamten Raunt Siérflachen hinfallig.

3.4.4 Quantitative Bestimmung der Anzahl von Fluorphoren

Bei Untersuchungen immobilisierter Molekile aufexi Oberflache ist zunachst eine
der grundlegenden Fragen, ob es sich hierbei urekgi@ Moleklle handelt. Da die GroRRe der
untersuchten Biomolektle im Allgemeinen unterha#is duflosungsvermogens liegt, kann
auch bei einer beugungslimitierten Aufnahme dereDaton einem einzelnen Pixel in einem
Bild nicht direkt auf ein einzelnes Molekul auf d@berflache geschlossen werden. Auch gibt
es haufig keine Erkenntnisse Uber das Verhalten Biemolekile in den geringen

Konzentrationen, die fir die Einzelmolekllspektmgike verwendet werden und weit
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unterhalb der nativen Bedingungen liegen. Ferrntediess Wechselwirkung von Biomolekl
und Oberflache meist unbekannt. Eine Aggregatbddanf der Oberflache kann daher im
Allgemeinen nicht ausgeschlossen werden. Um dergeFramach der Anzahl der
immobilisierten Molekile nachzugehen, kdnnen veestdne Ansatze verfolgt werden.

Bei einer Weitfeldbeleuchtung und dem Einsatz rei@€D-Kamera ist eine sehr
einfache Methode zur Visualisierung der einzelnenleMile auf einer Oberflache das
defokussierte Imaging, bei der durch eine beahgtehtUnscharfe des aufgenommenen
Bildes die dreidimensionale Orientierung einzel&enissionsdipolmomente direkt sichtbar
gemacht wird (Patra, Gregor et al. 2004; Schroeg0). Die Unscharfe kann tber den
Zusatz einer Aberration, die Aufnahme der Fluoreszdurch eine Bertrand-Linse oder eine
definierte Defokussierung erzielt werden.

Fur das konfokale Scanning, welches experimenibér die MFD mit einer
zeitkorrelierten Einzelphotonenzahlung realisieitdwkann die Uberpriifung, ob einzelne
Fluorophore auf der Oberflache immobilisiert siniber die Auszahlung koinzidenter
Photonen bestimmt werden (vgl. Abschnitt 2.3.1B8i. Experimenten auf Oberflachen sollte
jedoch die eingeschrankte Beweglichkeit der Fluboop mit in Betracht gezogen werden,
durch die eine gleichwertige Betrachtung aller Fiypdore nicht immer gerechtfertigt ist.
Statt einer Korrelation im Kurzzeitbereich und dempassung des Antibunching-Terms,
welches durch die geringe Photonenstatistik einezelen Fluorophors ein anspruchsvolles
Anliegen ist, kann in ahnlicher Form Uber die Beltang der Interphoton-Zeiten eine
Aussage Uber die Anzahl der unabhangigen Emitteoffien werden (vgl. Abschnitt 2.3.1.2).
Da auch hier die Zahlen koinzidenter Photonen in derliegenden Untersuchungen nicht
ausreichend waren, konnten mit beiden Methodenekeinverlassigen Ergebnisse erzielt
werden.

Eine in den vorliegenden Untersuchungen erfolgresmgewandte Methode zur
Bestimmung der Anzahl unabhangiger Emitter einesnoflisierten Systems, ist die
sukzessive Photozerstorung der Fluorophore. BeaiaBletung der Fluoreszenz Uber die Zeit
liefert ein Fluorophor eines immobilisierten, sidim Fokus befindenden Systems ein
weitgehend konstantes Signal, bis der Fluorophbliestlich ausbleicht (Ambrose, Goodwin
et al. 1994). Zum Zeitpunkt der Photozerstérunly és Fluoreszenzsignal abrupt ab, und es
bleibt lediglich das Hintergrundsignal. Es entsteine Stufe in der Intensitatsspur, wie sie in
Abbildung 3-9 zu beobachten ist. Bei einem Systdtmmehreren Emittern entstehen mehrere
Stufen in der Intensitatsspur. Das manuelle ZahMen Stufen ist bei bis zu etwa vier

ausbleichenden Fluorophoren moglich. In Abbildun@03ist eine Intensitatsspur mit vier
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Stufen, d. h. mit vier sukzessiv ausbleichenderorelphoren, dargestellt. Es handelt sich
hierbei um das modifizierte Protein Lectin B, wadsimit dem gelb fluoreszierenden Protein
eYFP (engl.: ,enhanced Yellow Fluorescent ProteifNgheres folgt in Kapitel 4)
fluoreszenzmarkiert wurde (Denis Tielker, Forscrsmemtrum Julich, Julich). Das Protein
liegt als Homotetramer vor, d. h. es besteht aesidientischen Untereinheiten, wobei jedes
ein eYFP tragt (Tielker 2005; Tielker 2005). Digdnsitatsspur zeigt die Photozerstérung der
vier Fluorophore. Die Anregungswellenlange betrug6,8 nm, die Leistungsdichte
2,3 kW/cnd.
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Abbildung 3-10: Intensitéatsspur des modifiziertantBins Lektin B, das mit dem gelb fluoreszieren8eotein
eYFP exprimiert wurde und {ber die Bindung des 2uek Fucose ein Tetramer mit vier
Fluoreszenzmarkierungen bildet. Die Photozerstorumigr vier Einheiten ist zu beobachten

(Anregungswellenlange 476,5 nm, Leistungsdichtek@/&nt).

Untersuchungen von immobilisierten Systemen, diae ehdhere Anzahl an
auszubleichenden Emittern aufweisen, zeigen Intisspuren, bei denen eine sehr schnelle
Abnahme der Intensitat zu beobachten ist, wobeizedéme Niveaus nicht mehr zu
unterscheiden sind. Lediglich die letzten ausblencen Fluorophore lassen sich in der
Intensitatsspur Uber unterscheidbare Niveaus ilgaten. Bei den verwendeten geringen
Anregungsleistungen kann eine Zwei-Photonen-Anrggausgeschlossen werden, daher ist
die Wabhrscheinlichkeit der Photozerstérung fur ein€luorophor proportional zur
Anregungsleistung. Fiur moglichst lange Beobachtdagsrn werden in der Praxis so geringe
Leistungen eingestellt, dass die einzelnen Intatsstufen eben noch klar unterschieden
werden konnen.

Fur die vorliegenden Untersuchungen wurde einghbtle entwickelt, welche die

Anzahl der Fluorophore in einem System bestimmtf der Grundlage der sukzessiven



Kapitel 3 63

Photozerstorung und der Annahme, dass die Fluoreghnerhalb eines Systems die gleiche
Intensitat aufweisen, ist ein Algorithmus zur Bestiung der Anzahl der photozerstorten
Fluorophore in einer Intensitatsspur, wie sie inbiddung 3-10 dargestellt ist, entwickelt
worden. Fur die Bestimmung missen das Hintergrgndsiund das Signal des als letzter
Ubrig gebliebenen Fluorophors als Poisson-Vertgilbekannt sein. Diese werden Uber die
Erstellung von Histogrammen (Uber die Fluoreszemzdey der identifizierten
Spurenabschnitte und eine entsprechende Anpassitiegner Poisson-Verteilung gewonnen.
Sie gibt nun die Wahrscheinlichkeitsverteilung flas Signal des Hintergrundes (B) bzw.
eines einzelnen Fluorophors an. Uber eine matheahatiEntfaltung der beiden Verteilungen
wird zunachst die Wahrscheinlichkeitsverteilung fil’s Fluoreszenzsignal des Fluorophors
ohne Hintergrund (n = 1) extrahiert. Eine Faltungsds Fluoreszenzsignals mit sich selbst
liefert fir das untersuchte System die Wahrschehikitsverteilung fur das zu erwartende
Fluoreszenzsignal von zwei Fluorophoren (Abb. 3-al17 2). Durch weitere Faltungen
werden die Wahrscheinlichkeitsverteilungen fur Eieoreszenzsignale von n Fluorophoren
erzielt (Abb. 3-11, n = {3, 4, 5, ..., m}) (Schmidchitz et al. 1996; Prummer, Hubner et al.
2000). In Abbildung 3-11 sind die Poisson-Vertegan der Intensitaten fur die Fluoreszenz
eines immobilisierten Systems aufgezeigt (Liposommait drei fluoreszenzmarkierten
Synaptobrevin (Alexa 488), Naheres folgt in Kapikl
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Abbildung 3-11: Berechnete Poisson-Verteilungendigrintensitaten von n Fluorophoren (n = {1, 2,.3). Es
missen das Hintergrundsignal und das Signal dedetdter Ubrig gebliebenen Fluorophors als Poisson-
Verteilung bekannt sein. Uber eine mathematischémg wird das Fluoreszenzsignal des Fluoroplobrse
Hintergrund extrahiert. Eine Faltung dieses Fluarzgignals mit sich selbst liefert fir das untensaSystem
die Wahrscheinlichkeitsverteilung fur das zu eremade Fluoreszenzsignal von zwei Fluorophoren. Durch
weitere Faltungen werden die Wahrscheinlichkertsiengen fur die Fluoreszenzsignale von n Flubmpn
erzielt (Schmidt, Schiitz et al. 1996; Prummer, Hibet al. 2000). (Verwendete Probe: Liposomen ngi dr

fluoreszenzmarkierten Synaptobrevin (Alexa 488)).
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Ein Algorithmus tUberprift nun die experimenteltaldierte Intensitatsspur. Sie wird
zunachst in kleine Zeitintervalle (typischerweisB02us) aufgeteilt. Den Intensitaten der
einzelnen Zeiteinheiten werden die Wahrscheinligdbkezugewiesen, dass diese durch die
Anzahl von 1, 2, 3, .., m Fluorophoren hervorgenuf worden sind. Das
Fluoreszenzmaximum in der untersuchten Intensgétsentspricht dem Signal, welches
durch die urspringlich vorhandene Anzahl von Flpbayen in dem fluoreszenten System
hervorgerufen worden ist. Es kénnen nun die Waleistibhkeit angegeben werden, dass
dieses Signal durch n Fluorophore hervorgeruferdeoist.

Die ermittelten Wahrscheinlichkeiten sind in Alolihg 3-12 grafisch dargestellt.
Uber eine Mittelung der Wahrscheinlichkeiten meéreaufeinander folgender Zeiteinheiten

treten diese deutlicher hervor.
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Abbildung 3-12: Beispiel fur die ermittelten Wahmnsmlichkeiten, dass die experimentell festgehalten
Intensitaten der einzelnen Zeitfenster von n Kpbhoren hervorgerufen werden. Es ist keine Mitteldeg

Daten vorgenommen worden. Die verschiedenen Kuemesprechen den ermittelten Wahrscheinlichkeitassd
die Intensitat eines Zeitintervalls von n Fluoromrorverursacht worden ist. Schwarz: Hintergrund; fot
Fluorophor; grin: 2 Fluorophore; blau: 3 Fluoropharyan: 4 Fluorophore; magenta: 5 Fluorophoreetéh
Wahrscheinlichkeiten sind der Ubersichtlichkeit deal nicht dargestellt. Es werden maximal 4 Fluoregho

ausgegeben.
Die Zuverlassigkeit bzw. Richtigkeit des entwickelt Algorithmus ist fir
verschiedene Systeme Uberprift und bestatigt wordiesbesondere die Annahme der

gleichen Intensitaten fur Fluorophore eines Systdras sich bei zirkular polarisierter
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Anregungsstrahlung fur die untersuchten Anordnungés richtig erwiesen, was eine
Gleichverteilung der Ubergangsdipolmomente vordassand auf ahnliche Lagen der
Fluorophore in der Detektionsebene hinweist. Uitaesiliche Intensitatsspuren weisen
allerdings ungleiche Intensitatsstufen fur die dishenden Fluorophore auf, dieses ist auf
die unterschiedlichen Lagen der fluoreszenten 8ystein der Detektionsebene
zuruckzufihren. Aus diesem Grund ist eine Verettibrung der Stufen unter gleichen

experimentellen Bedingungen flr die gleiche flueezge Probe nicht mdglich.

3.5 Verwendete Software

Die Datenaufnahme fur die MFD erfolgte wahlweisig @ner oder mit zwei SPC-
Karten (engl.: ,Single Photon Counting“) (SPC-432vb SPC-132, Becker&Hickl, Berlin).
Fur Korrelationen stand eine Korrelatorkarte zurfifgung (ALV-5000 Software, Version
5,0, ALV, Langen). Die gesamte Weiterverarbeitueg dufgenommenen Daten wurde mit
Eigenproduktionen der Arbeitsgruppe Prof. C. Séidtelden Computersprachen LabView
(Versionen 5.1-7.0, National Instruments) und udis C* (Microsoft Corporation)
vorgenommen. Fur weitere mathematische Anwendungeden Excel (Excel fir Windows,
Microsoft, Version 10) und Origin (Microcal Origin™, Version 6.0; Microcal Software,
Northampton (MA), USA) verwendet.

4 Mit groRem Dank sei auf Dr. Matthew Antonik, DrurBn Felekyan, Alexander Gaiduk, Volodymyr
Kudryavtsev, Dr. Ralf Kilhnemuth (Institut fur Moldlre Physikalische Chemie, HHU Disseldorf) undl Car
Sandhagen (MPI fur Biophysikalische Chemie, Go#irjgverwiesen.
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Kapitel 4

Untersuchungen zur Quantifizierung der Emitter eines

fluoreszenten Systems

In dem vorliegenden Kapitel werden Untersuchungamwr Bestimmung der
Stochiometrie fluoreszenter Systeme vorgestelltesBi sind mit Hinblick auf eine der
wesentlichen Fragestellungen des Kapitels 5 dufihge worden, welche auf eine
Quantifizierung von fluoreszenzmarkierten ProteinienLiposomen abzielt. Um dieser
komplexen Problematik nachgehen zu kdnnen, sinéchst vergleichsweise gut erforschte
Molekule mit einer bekannten Zahl an identischeniti&m untersucht worden. Die
Ergebnisse werden im Rahmen dieses Kapitels vaiffesis sind zwei Methoden eingesetzt
worden, welche recht unterschiedliche Ansétze gefu Die Fluoreszenz-Korrelations-
Spektroskopie unter Einbeziehung des Antibunchingsiche in Kapitel 2 ausfuhrlich
erlautert worden ist, sowie die sukzessive Phostdgring, welche als neu eingeflihrte
Methode in Kapitel 3 vorgestellt worden ist. Im g@hden werden in aller Kirze vorab die
verwendeten Referenzsysteme vorgestellt (Abschnlf, um daraufhin die durchgefuhrten
Untersuchungen mit der Fluoreszenz-KorrelationskBpskopie (Abschnitt 4.2) und der
sukzessiven Photozerstorung zu skizzieren (Abdchdi3). Schliel3lich wird die
Anwendbarkeit der beiden Methoden diskutiert (Alvsttht.4).

4.1 Fluoreszente Referenzsysteme

Als Referenzsysteme fur die vorliegenden Voruntgmsngen sind einfach zu
handhabende Proben bekannter raumlicher Ausmal@ewadislt worden, die eine moglichst

definierte Zahl an identischen Fluorophoren auferisUnter diesem Gesichtspunkt sind
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fluoreszenzmarkierte Konstrukte der doppelstrangigesoxyribonukleinsaure (DNA) sowie

eine fluoreszenzmarkierte Mutante des Lectinprst&reingesetzt worden.

4.1.1 DNA-Konstrukte

Die Desoxyribonukleinséduren (engl.: ,Desoxyriboraichcid“, DNA) gehdren zu den
Grundbausteinen des Lebens, ihre grundlegende t&trakurde bereits 1953 aufgeklart
(Watson and Crick 1953). Die DNA dient vorwiegens &@rager genetischer Informationen
im Nukleus eukaryontischer Zellen. Sie besteht ausem Zucker-Phosphat-Rickgrat
(Pentose-Zucker), an denen genetische Information&orm von definierten Abfolgen von
Nukleobasen (Cytosin, Thymidin, Guanin, Adenin) mgshert sind. Durch physikalisch-
chemische Wechselwirkungen zweier komplementarerA{Ehzelstrange bildet dieses
Biomolekdl unter Optimierung ihrer thermodynamisché&tabilitat eine Doppelhelix-
Konformation aus.

Diese auflerst stabile Konformation erreicht die DD@ppelhelix durch
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den kompleinemtNukleobasen, durch Stacking-
Wechselwirkung zwischen den benachbarten aromatiscPurin- und Pyrimidin-
Ringsystemen (Nukleobasen) und nicht zuletzt dur@lan-der-Waals-Kréafte und
Coloumb’sche Ladungswechselwirkungen. Aufgrund eliegEigenschaften in Bezug auf
Stabilitdt und definierter Struktur ist die DNA aBomolekil fir Referenzuntersuchungen
geeignet.

Die Sequenzabfolge einzelner Nukleobasen induziéuech ihre sterische Grol3e und
unterschiedliche molekulare Struktur geringfugigam®ichungen der Helixstruktur in Bezug
auf ihre Langsachse. Da fur die Untersuchungemigefe und stabile Strukturen nétig waren,
wurden durch Struktursimulationen silico (DIAMOD v3.5 (Dlakic 1998), RNAstructure
(Mathews 1996-2001)) durchgéngig komplementére Dhéuenzen ermittelt, die auf eine
maglichst parallele Helixkonformation in Bezug #lufe Langsachse abzielten.

Die bei der Untersuchung verwendeten DNA-Doppeatgfed wurden mit
fluoreszierenden Molekilen und Biotin an spezifesthStellen der Struktur modifiziert
(Firma IBA GmbH, Goéttingen). Die Fluoreszenzmarliey wurde durch den Farbstoff Alexa
488 an definierten Positionen Uber aminomodifieieithymidine vorgenommen. Die
spezifische Chemiesorption von Biotin erfolgte db#® spezifisch an Thymidinbasen.
Tabelle 4-1 zeigt die verwendeten DNA-Sequenzebell@4-2 die nach einer Vorschrift von
Dr. Enno Schweinberger (Schweinberger 2002) hysisden DNA-Duplexe. Die Messungen
sind in PBS-Puffer vorgenommen worden (vgl. Absttigil.2.2).
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Name Sequenz

MK-0* 5'-d(TTC ATT ATT* TAT TAC GAC GA)

MK-1 5-d((Biotin) TCG TCG TAA TAA ATA ATG AA)

MK-2 5'-d((Biotin) TCG TCG TAA TAAATAATG AATCG TCG TAA TAA ATA ATG AA)

5'-d((Biotin) TCG TCG TAA TAA ATA ATG AA TCG TCG TAA TAAATA ATG AA

MK-4 TCG TCG TAA TAA ATAATG AA TCG TCG TAA TAA ATA ATG AA)
5-d(GGA CTA GTC TAG GCG AAC GTT TAA GGC GAT CTC TGT TTA CAKETC

D-15 CGA)

o o16n 5-d(GGA CTA GTC TAG GCG AAC GTT TAA GGC GAT CTG*GT TTA CAA CTC
CGA)

o1 5-d(GGA CTA GTC TAG GCG AAC GTT TAA GGC GAT CTC TGTTFA CAA CTC
CGA)

. 5-d(TCG GAG TTG TAA ACA GAG AT*C GCC TTA AAC GTT CGC CTA GAC TAG
TCC)

A 5-d(TCG GAG TTG TAA ACA GAG ATC GCC TTA AAC G*T CGC CTA GAC TAG
TCC)

. 5-d(TCG GAG TTG TAA ACA GAG ATC GCC TTA AAC GTT CGC T#A GAC TAG

TCC)

Tabelle 4-1: DNA-Sequenzen. * bezeichnet die mieminFarbstoff markierten Sequenzan. bezeichnet ein

aminomodifiziertes Thymin, an welches der Farbsidéixa 488 gekoppelt ist.

Die Sequenzen MK-1, MK-2 und MK-4 bestehen aus ewei bzw. vier gleichen
Wiederholungssequenzen. Sie werden mit jeweilszewe] und vier Gegensequenzen MK-0*
gepaart, so dass ein baugleicher Satz aus Dupleiewariierender Zahl an Fluorophoren
entsteht. Die Sequenzen D-11* D-15* und D-15 weiggeiche Nukleotidstrange mit
unterschiedlichen Markierungspositionen (*) aus;2@; A-32* und A-38* bilden die
entsprechenden komplementaren Gegenstrange. Hehemisaugleiche DNA-Duplexe mit
einem Fluorophor bzw. mit zwei Fluorophoren in ust@iedlichen, definierten Abstanden.
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Name Duplex
DNA-(1Al488)-a MK-0* ¢ MK-1
DNA-(2A1488)-(20bp) 2 MK-0*e MK-2
DNA-(4Al488)-(20bp) 4 MK-0** MK-4
DNA-(1Al488)-b D-15¢ A-20*
DNA-(2A1488)-(27bp) D-11*e A-38*
DNA-(4Al488)-(17bp) D-15% A-32*
DNA-(4Al488)-(5bp) D-15%¢ A-20*

Tabelle 4-2: Hybridisierte DNA-Duplexe.

4.1.2 Protein Lectin B

Proteine sind Vertreter einer weiteren wichtigdadse der Biomolekile. Sie verfigen
Uber eine sehr hohe Strukturdynamik und -kompléexitié ihre hochstspezifische Funktion in
den unterschiedlichsten biologischen Systemen diambgind beschreibt.

Lectin B gehort einer 1988 (Barondes 1988) neu ildeten Klasse von
kohlenhydratbindenden Glycoproteinen an, die vonikénpern und Enzymen deutlich zu
unterscheiden und in Flora und Fauna gleichermafeutreffen sind. Seine Funktion besteht
in der Bindung von oberflachenexponierten Zuckeaw.bGlycokonjugaten an Erythrozyten,
wodurch letztere agglutiniert werden. Diese immogache Funktion fuhrt es in Pflanzen,
Vertebraten und Mikroorganismen aus. Das Proteatihd liegt nativ als Homotetramer mit
11,7 kDA pro Untereinheit vor und besteht aus issge 336 Aminosauren. Uber
Wasserstoffbriickenbindung und Calzium-induzierteckgelwirkungen ist jede Untereinheit
in der Lage, den Liganden L-Fucose spezifisch nddm.

Fur die Untersuchung an diesem System ist eineaMetdes Lectins B verwendet
worden, welche durch die Fusion mit dem gelb-flsarerenden Protein (engl.: ,enhanced
Yellow Fluorescent Protein“ (eYFP, Clontech, PaltoAUSA)), einer gelb-fluoreszierenden
Variante des GFP (green fluorescent protein) Aeguorea victoriamodifiziert worden ist.
Die Herstellung dieser Mutante erfolgte durch eeat# mikrobiologische Methoden der
Genexpression (Tielker 2005). Das resultierenddoRaprotein LecB(eYFP) besitzt somit
ein eYFP-Molekul an jeder einzelnen Untereinhed diamit eine definierte Anzahl von vier
messbaren fluoreszierenden Einheiten. Die einzelNessungen sind in TRIS-Puffer

durchgefuhrt worden.
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4.2 Ein Versuch der Quantifizierung tber die Fluoreszenz-Korrelations-
Spektroskopie

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCB8Jl ihre Anwendbarkeit auf die
Quantifizierung von unabhangigen Emittern in fllsmenten Systemen ist ausfihrlich in
Abschnitt 2.3.1 beschrieben worden. Die folgendesf@hrungen sind an diesen angelehnt.

Es werden zunachst die frei in Losung diffundieesnoleklle untersucht.

4.2.1 Untersuchungen an DNA

Die Quantifizierung der unabhangigen Emitter eiflasreszenten Systems wird im
Rahmen der FCS Uuber das Phanomen des Antibunchingsnommen. Dazu wird bei einer
gepulsten Anregung die Anpassung der Korreliertepeementellen Daten nach der
Modellfunktion (Gl. 2-33) wunter Bertcksichtigung rde Fluoreszenzlebensdauer
vorgenommen. Abbildung 4-1 zeigt stellvertretend &lle folgenden Korrelationen die
korrelierten Daten der DNA-Duplexe DNA-(1AIl488)waelche mit einem einzelnen Farbstoff
Alexa 488 markiert sind. Die Originaldaten sindwgraine Mittelung Giber 50 Datenpunkte ist
schwarz dargestellt. Nach der Anpassung kdnnennaintier Gleichung. 2-35 die normierten
Korrelationsamplituden G(0) und & bestimmt und damit die Zahl der unabhangigen
Emitter, m, Uber die Gleichung 2-31 festgelegt werdUnter diesem Aspekt sind die

experimentellen Daten verschiedener DNA-Konstridiachtet worden.
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Abbildung 4-1: Korrelierte Daten der DNA-Duplexe BN1Al488)-a, welche mit einem Alexa 488-Farbstoff
markiert sind, bei gepulster Anregung (grau: Ordglaten, schwarz: Mittelung Gber 50 Datenpunkté®. Zahl
der unabhangigen Emitter wird zu m = 1,03 bestinibig¢. Anpassung aller experimentellen Daten wurde Ube
die Levenberg-Marquardt-Routine mit gleicher Gewiclgt aller Datenpunkte vorgenommen (Pulsfrequenz 76

MHz, Anregungswellenléange = 496,5 nm, Anregungsleistungsdichte P = 123 k\Vijcm
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Zunachst werden DNA-Duplexe der gleichen Sequenzetnachtet, in denen die
Anzahl der Fluoreszenzmarkierungen variiert. An\eschiedenen DNA-Duplexe sind ein,
zwei bzw. vier Alexa 488-Farbstoffe angekoppelt, beio die Abstdnde zwischen den
Fluorophoren jeweils 20 Basenpaare, d. h. 68 Aragen. Die experimentell bestimmten
Zahlen der unabhéngigen Emitter, m, sind in TabdH8 gezeigt. Zum Vergleich ist
zusatzlich der experimentell bestimmte Wert deseriFarbstoffs Rhodamin 110 angegeben.
Der Sollwert betragt hier m = 1. Uber eine zusékdi Anpassung des Streulichts vom
Hintergrund nach Gleichung 2-34 werden im Rahmenashgegebenen Genauigkeit keine
Veréanderungen in den vorliegenden Daten festgestell

Probe Anzahl unabhangige Fluorophore, m
DNA-(1AI488)-a 1,03
DNA-(2AI1488)-(20bp) 1,69
DNA-(4A1488)-(20bp) 1,54
Rhodamin 110 0,96

Tabelle 4-3: DNA-Duplexe mit variierender Anzahl Bstoffe Alexa 488 und die experimentell ermittelten
Zahlen der unabhangigen Emitter m. Zum Vergleich dincerzielten Ergebnisse fiir Rhodamin 110 angegeben.

(Anregungswellenlangk = 496,5 nm, Anregungsleistungsdichte P = 123 k\&/cm

Fur die DNA-Duplexe, welche mit einem einzelnerexd 488-Farbstoff markiert
sind, ergibt sich ebenso wie fir das Rhodamin 1it@eringen Abweichungen der erwartete
Wert von Eins. Die DNA-Duplexe mit zwei Farbstoffareisen einen erhéhten Wert fur die
Zahl der Emitter auf, dieser bleibt jedoch untemderwarteten Wert von zwei. Die DNA-
Duplexe mit vier Farbstoffen weisen einen im Veigdienoch niedrigeren Wert m auf. Eine
Ursache flir dieses Ergebnis ist die auftretendesridgenitat der untersuchten Proben. Ein
Teil der Duplexe wird als einfach markierte bzw.erwund dreifach markierte Doppelstrange
vorliegen. Da alle Molekiile einer Probe Uber disSFggmeinsam analysiert werden, werden
die auftretenden Heterogenitaten innerhalb der drdie Ergebnisse verfalschen. Die
Problematik der auftretenden Heterogenitat eineb®rkann ausschliel3lich Gber die MFD
eingegrenzt werden. Fur fluoreszente Systeme nahtischen Fluorophoren allerdings
werden haufig sehr ahnliche Fluoreszenzeigenschalttektiert, so dass die selektive

Spektroskopie in dem vorliegenden Fall variierenB&rorophore haufig nicht eingesetzt
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werden kann. Ferner ist eine auftretende Photdrersy der Farbstoffe zu beriicksichtigen,
welche flur die grofReren Moleklile durch die langefiffusionszeiten einen grof3eren
Einfluss hat. Schlie3lich kann eine auftretende lopg der Farbstoffe untereinander,
welche in der Analyse nicht bertcksichtigt wirde chiedrigen, ermittelten Emitterzahlen
verursachen. Die mdglichen Einflisse sollen im Eotien weiter eingegrenzt werden.

Um die Bedeutung einer auftretenden Photozerstzurerfassen, sind die Zahlen der
unabhangigen Emitter der DNA-Duplexe DNA-(2AI482Pbp), welche zwei Alexa 488
aufweisen, fur verschiedene Anregungsleistungselichtestimmt worden. Die ermittelten
Werte sind in Tabelle 4-4 dargestellt. Offensidftliliegt eine Photozerstérung zumindest
eines Fluorophors vor, welche die ermittelte Zahér dEmitter bei steigender
Anregungsleistungsdichte senkt. Firr eine Anregeissingsdichte von 14 kWi/drkann
eine Photozerstorung ausgeschlossen werden (vdlildiing 4-2, links). Die Anzahl der
ermittelten Emitter betragt hierbei 1,68. Da au@dr der der Sollwert von Zwei nicht erzielt
wird, muss der Einfluss der Heterogenitaten deb@mnaind die Kopplung der Fluorophore als

weitere Ursache angesehen werden.

Anregungsleistungsdichte P Anzahl unabhangige Fluorophore, m

kW/cny
14 1,68
50 1,52
109 1,32
319 1,29

Tabelle 4-4: Experimentell ermittelte Zahlen der Uréaigigen Emitter, m, fir DNA-(2Al488)-(20bp), gemarss
bei verschiedenen Anregungsleistungsdichten P.egungswellenlénge = 496,5 nm).

Um eine Photozerstérung der Fluorophore bei hoheregungsleistungsdichten zu
vermeiden, kdnnen photostabilisierende Substanaetten fluoreszenten Systemen gegeben
werden. L(+)-Ascorbinsaure (Vitamin C) hat sich efektiver Stabilisator erwiesen. Es wird
in einer Konzentration von 400 pmol der Probe bsaga. In Abbildung 4-2 sind die nach
Gleichung 2-24 angepassten Diffusionszeiten der BEN#lexe DNA-(1Al488)-b Uber
ansteigende Anregungsleistungsdichten aufgetragebgei die Daten links ohne und die

rechts mit Vitamin C ermittelt worden sind. Der glich demonstriert eine Eigentimlichkeit
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des Vitamins C: Uber die Beigabe der photostabilésiden Substanz werden verlangerte
Diffusionszeiten beobachtet. Zuséatzlich steigemnleén gezeigten Grafik die Diffusionszeiten
zunachst mit der Anregungsleistungsdichte an. DBEsgbhachtungen sind mit einer optischen
Sattigung des S;-Uberganges zu erklaren. In der Anpassung der §dhszeiten tuber die

FCS wird eine dreidimensionale Gauly'sche Interssigiteilung angenommen, aus einer
Sattigung des fluoreszenten Uberganges resultigrteine verbreiterte GauR-Verteilung, aus
der eine verlangerte Diffusionszeit folgt. Ab einAnregungsleistungsdichte von etwa
150 kW/cnf tritt eine Photozerstérung der Fluorophore auf wsl werden verkirzte

Diffusionszeiten beobachtet. Ohne Vitamin C tritinee Photozerstérung bereits bei
Anregungsleistungsdichten von 20 kWfcrauf. Somit kénnen mit Vitamin C nahezu
zehnfach hohere Anregungsleistungen eingestelltdever was die Photonenausbeute

entsprechend erhoéht.
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Abbildung 4-2: Nach Gl. 2-24 angepasste Diffusi@iten der DNA-Duplexe DNA-(1Al488)-a fiir steigende
Anregungsleistungsdichten P, welche tiber Messunbae (links) und mit Vitamin C (rechts) ermittelokden

sind. Fir weitere Erlauterungen siehe Text. (Anrggurellenlanga = 496,5 nm).

Neben dem Phé&nomen der optischen Sattigung welger-luorophore unter der
Zugabe von Vitamin C eine erhOhte Triplett-Besetzuauf. Die nach Gleichung 2-24
angepassten Anteile der Triplett-Besetzung undzdgehérigen Relaxationsraten der DNA-
Duplexe DNA-(1Al488)-b sind in Abbildung 4-3 grafts dargestellt. Die mit der
Anregungsleistungsdichte ansteigenden Triplett-Wtesind mit abnehmenden Triplett-
Relaxationszeiten verknipft. Bei einem Anteil vawa 0,4 tritt eine Sattigung der Triplett-

Besetzung auf.
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Abbildung 4-3: Nach Gl. 2-24 angepasste Anteile Tigulett-Besetzung und die zugehdrigen Relaxattes
der DNA-Duplexe DNA-(1Al488)-a. (Anregungswellentfgh = 496,5 nm).

Es wird nun der Einfluss des Vitamins C auf dimidelte Zahl der unabh&ngigen
Emitter untersucht. Fir den freien Farbstoff Aled@B (5’-Isomer) wird keine signifikante
Veranderung festgestellt. Die Diffusionszeit allag$ ist auch fiur den freien Fluorophor
durch die optische Sattigung verlangert. Eine Piregiorung ist bei dieser
Anregungsleistung fur den freien Fluorophor ausglessen (ohne Abbildung). Die

Ergebnisse sind in Tabelle 4-5 dargestellt.

ohne Vitamin C  mit Vitamin C

Anregungsleistungsdichte P /
5 to / ms m b/ ms m
kKW cm

73 0,398 0,97 0,471 0,98

Tabelle 4-5: Vergleich der ermittelten Diffusiongeei , und beinhalteten Emitter m nach Gl. 2-24 bzw.
Gl. 2-33 fur den freien Farbstoff Alexa 488 (5'4fser). (Anregungswellenléange= 496,5 nm).

Da Vitamin C eine Photozerstérung der Fluorophoteei moderaten
Anregungsleistungsdichten verhindert, sollten draigelten Zahlen m fir Proben mit einer
hoheren Zahl von Fluorophoren den erwarteten Wen#&her kommen. Fir die DNA-
Duplexe DNA-(2Al488)-(20bp), welche mit zwei Alexd88 fluoreszenzmarkiert sind,
ergeben sich die ermittelten Werte nach Tabelle. 28ne Vitamin C werden 1,5
unabhangige Emitter ermittelt, welcher flr die h&hAnregungsleistungsdichte weiter auf
1,32 abnimmt. Die verkirzte Diffusionszeit bestétiger eine auftretende Photozerstérung
der Fluorophore. Mit Vitamin C wird zwar ein erhéhtWert m von 1,79 festgestellt, der
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jedoch ebenfalls fur die hohere Anregungsleistuingpse verringert ist (1,46). Hier allerdings
wird eine durch die auftretende optische Sattiguerdangerte Diffusionszeit beobachtet, eine
Photozerstorung kann ausgeschlossen werden. Vielsodleint die optische Sattigung auch
Einfluss auf die ermittelte Zahl der unabhangigemtter Einfluss zu nehmen.

ohne Vitamin C  mit Vitamin C

Anregungsleistungsdichte P /
tp / ms m b/ ms m

KW cm?
21 1,76 1,50 2,05 1,79
73 1,49 1,32 2,29 1,46

Tabelle 4-6: Vergleich der ermittelten Diffusiongeei  und beinhalteten Emitter m nach Gl. 2-24 bzw.
Gl. 2-33 fur die DNA-DuplexeDNA-(2AI488)-(20bp) bei zwei verschiedenen Anregsiegstungsdichten.
(Anregungswellenlangk = 496,5 nm).

Um schlief3lich den Einfluss von Kopplungen derdftyphore zu tberprifen, sind
verschiedene DNA-Duplexe mit zwei Alexa 488-Fartists welche in verschiedenen
relativen Abstanden voneinander an die DNA gebundem, untersucht worden. Die
Abstande betragen 5, 17 und 27 Basenpaare, bzw. A7,57,8 A und 91,8 A. Fir
abnehmende Abstande zwischen den Fluorophore ndenmgrmittelte Wert m von 1,35 Uber
1,34 nach 1,16 ab (siehe Tabelle 4-7). Offensudtiritt eine zunehmende Kopplung der
Fluorophore auf. Neben homo-FRET sind durch diatirehohen Anregungsleistungsdichten
Singulett-Singulett- und Singulett-Triplett-Anniailons-Prozesse als abstandsabhangige
Energietransfer-Mechanismen in Betracht zu ziehegl. (Abschnitt 2.2.4). Bei einem
Abstand von 97,2 A zwischen den Farbstoffen wirchbeFRET kaum ins Gewicht fallen,
hier kommen im Wesentlichen nur die Annihilatiorsgesse in Frage. Auch andere

Kopplungsmechanismen, welche in Kapitel 2 diskutsarden sind, waren denkbar.
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Probe Anzahl unabhangige Fluorophore, m
DNA-(2AI1488)-(27bp) 1,35
DNA-(4AI488)-(17bp) 1,34
DNA-(4AI488)-(5bp) 1,16

DNA-(1AI488)-b 1,04

Rhodamin 110 0,99

Tabelle 4-7: DNA-Proben markiert mit zwei Farbstoff@lexa 488 in verschiedenen Abstédnden und die
experimentell ermittelten Zahlen der unabhangigenttemin. Zum Vergleich sind die Ergebnisse fir DNA mit
einem Farbstoff Alexa 488 und fur Rhodamin 110 gepen. (Zugabe von 400 pmol Vitamin C,

Anregungswellenlangk = 496,5 nm, Anregungsleistungsdichte P = 112 k\jcm

Im Vergleich zu Ergebnissen der DNA-Duplexe DNAXI288)-(20bp), welche in
Tabelle 4-3 vorgestellt worden sind, fallt der Jerghsweise geringe Wert m fur die hier
untersuchten DNA-Duplexe DNA-(4Al488)-(17bp) und BN2AI488)-(27bp) auf, obwohl
hier die Abstande zwischen den Fluorophoren ahrhziw. sogar groRer sind. Hier kann
entweder eine auftretende optische Sattigung deworéphore die ermittelten Werte
verfalschen (vgl. Tabelle 4-4) oder es tritt einekleobasenspezifische Kopplung der
Fluorophore an der DNA auf. Um diese Effekte weitar quantifizieren, sind zusatzliche

Experimente in Planung.

4.2.2 Untersuchungen an Lectin B

Als weiteres Referenzsystem ist das Lectin B Ufier FCS auf die Anzahl der
unabhangigen Emitter untersucht worden. Da jedevigerunabhéangigen Untereinheiten des
Homotetramers mit einem eYFP fluoreszenzmarkigrbestragt der Sollwert der Emitter vier.
Das Lectin B weist eine hohe Affinitat zu L-Fucoaaf; um eine eventuell auftretende
Stabilisierung des Proteins unter der Zugabe dekefs auszunutzen, sind experimentelle
Daten mit und ohne die Zugabe von 1 mmol L-Fucase Puffer erfasst worden. Uber eine
Anpassung nach Gleichung 2-33 und die anschliel3Bedeémmung der Zahl unabhangiger
Emitter, m, werden die in Tabelle 4-8 gezeigten /ermittelt.
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Probe Anzahl unabhangige Fluorophore, m
LecB(eYFP), ohne L-Fucose 1,75
LecB(eYFP), mit L-Fucose 1,89
Rh110 1,02

Tabelle 4-8: Ermittelte Zahlen der unabhangigen Emiiierdas Lectin B-(eYFP). Zum Vergleich ist das
Ergebnis fir Rhodamin 110 angegeben. (Zugabe von gf®l Vitamin C, Anregungswellenlédnge
A = 476,5 nm, Anregungsleistungsdichte P = 67 kWycm

Es werden ahnliche Werte fir das Lectin B mit withe L-Fucose ermittelt (1,89
bzw. 1,75), beide entsprechen nicht dem erwartédart von vier. Analog zu den
Ergebnissen der DNA ist eine Kopplung der Fluoropha@u erwarten, woraus eine
verringerte Zahl an ermittelten unabhangigen Emmtteesultiert. Auch eine eventuelle
Heterogenitdt der Probe durch auftretende Homodimeder Monomere kann nicht

ausgeschlossen werden.

Es wird deutlich, dass eine heterogene Probe engchiedenen Fluorophorzahlen in
ihrer Gesamtheit nicht Gber die FCS untersucht amritdcann. Die MFD ermdglicht hier unter
Einzelmolekul-Bedingungen eine Selektion der Datfalls sich die einzelnen Spezies
innerhalb der Probe in ihren Fluoreszenzeigensehafteutlich unterscheiden. Um das
Problem der Heterogenitdt der Proben zu umgehem sun die Molekile auf einer
Oberflache immobilisiert und einzeln auf ihre Flophore hin untersucht worden. Eine
Quantifizierung der Fluorophore (ber die FCS istrcu die auftretende, geringe
Photonenstatistik der einzeln untersuchten Molekidgbt moglich. An diesem Punkt mussten
neue Ideen fur die Quantifizierung der Fluorophemn immobilisierten Systemen auf

Oberflachen entwickelt werden.

4.3 Ein Versuch der Quantifizierung tUber die sukzesive Photozerstdrung

Das schrittweise Ausbleichen von Fluorophoren inem fluoreszenten System,
welches auf einer Oberflache immobilisiert ist, kagbenfalls fur die Quantifizierung der
anwesenden Emitter verwendet werden. Um diesesoRtéimauch auf fluoreszente Systeme
mit héheren Zahlen von Emittern anwenden zu konnéna, die sukzessive Photozerstérung
in diesem Fall analytisch erfasst. Die hierfir aokelte Methode ist in Abschnitt 3.4.4

eingefuhrt worden.
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4.3.1 Untersuchungen an DNA

Zunachst wird das schrittweise Ausbleichen anhamdes einfachen Systems
Uberpruft. Daflr sind Untersuchungen an immobilisie DNA-Duplexen DNA-(2A1488)-
(27bp) auf einer Glasoberflache vorgenommen wordenmit zwei Alexa 488-Farbstoffen
im Abstand von 91,8 A markiert sind. Nach dem irséimitt 3.4.2 beschriebenen Verfahren
werden die Intensitatsspuren der einzelnen DNA-Bxmpldetektiert und die Stufen betrachtet
(vgl. Abbildung 3-9). Uber 23 untersuchte Molekigegibt sich die in Abbildung 4-4

dargestellte Stufenverteilung.
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moglich
Anzahl Fluorophore

Abbildung 4-4: Verteilung der ermittelten Stufenieahin experimentell detektierten Intensitatsspwen 23
untersuchten DNA-Duplexen (DNA-(2A1488)-(27bp)). riregungswellenlange A =476,5 nm,
Anregungsleistungsdichte P = 1,4 kWfym

Mehr als die Halfte der untersuchten Duplexe weisei Stufen innerhalb ihrer
Intensitatsspur auf, diese werden der Photozersgoneon zwei Alexa 488-Farbstoffen
zugeordnet. Ein knappes Drittel der untersuchtenekMie weist nur eine Stufe auf. Eine
vorzeitige Photozerstérung eines Fluorophors bei g@erangestellten konfokalen Scanning
zur  Lokalisierung der Molekiule wird durch die vemdeten geringen
Anregungsleistungsdichten ausgeschlossen. Vielmishr diese Fraktion den einfach
markierten Molekilen zuzuordnen. Ihr Anteil entspti in etwa jenem Uber
Einzelmolekilmessungen gewonnenen Anteil von 278 $ind die gleichen DNA-Duplexe
untersucht worden, welche statt des zweiten Ale88 den Akzeptor-Farbstoff Cyanin 5
aufweisen. 17,4% der untersuchten Molekile lasg#gnrscht eindeutig zuordnen, hier sind

keine klaren Stufen in den Intensitatsspuren ucieisibar.
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4.3.2 Untersuchungen an Lectin B

Nach dem gleichen Verfahren wie in dem vorangegaeg Abschnitt wird das Lectin
B auf die Zahl der ausbleichenden Fluorophore mtensucht (vgl. Abbildung 3-10). Die
Untersuchungen sind unter Zugabe von 1 mM L-Fucasgenommen worden. Uber 37

untersuchte Molekile ergibt sich die in Abbildun§ dlargestellte Stufenverteilung.
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Abbildung 4-5: Verteilung der ermittelten Stufenteahin den experimentell detektierten Intensitéaissp von
37 untersuchten Lectin B-Proteinen. (1 mM L-Fucosénregungswellenlange A =476,5 nm,

Anregungsleistungsdichte P = 0,8 kW/&m

In dem vorliegenden Fall sind allen Intensitatsspu Stufenzahlen zugeordnet
worden; falls eine manuelle Auszdhlung nicht mdygligewesen ist, ist die sukzessive
Photozerstorung analytisch erfasst worden, um Eioerophorzahl zu quantifizieren. Die
grofdte Fraktion der Lectin B-Proteine weist die rvierwarteten Fluorophore fur das
Homotetramer auf. Fir etwa ein Viertel der untelnseic Proteine werden drei Fluorophore
ermittelt, diese Fraktion wird den Homotetrameramgeordnet. Knapp ein Drittel der
untersuchten Proteine weist nur zwei Fluorophom etwa jedes zehnte Lectin B nur einen
Fluorophor auf. Sie koénnen im Wesentlichen dem Hiimer bzw. dem Monomer
zugewiesen werden. Eine Photozerstérung kann dilieclauftretende Fraktion der Proteine
mit drei Stufen nicht ganzlich ausgeschlossen werda das Auftreten eines Proteins mit drei
Untereinheiten mit dem derzeitigen Strukturmodalhhzu vereinbaren ist.

Die Stufenhdhen, welche den Z&hlraten der einmellaorophore entsprechen, sind
durch die Lage und Orientierung der Proteine imusdiedingt. Letzterer weist im Vergleich

zu den untersuchten Systemen grof3ere Ausmalle sufnt@nsitatsverteilung des jeweils
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letzten ausbleichenden Fluorophors ist in Abbilddrg dargestellt. Die Stufenhdhen sind im
Wesentlichen auf Zahlraten von weniger als 700 elchrankt, nur wenige Proteine weisen

hdhere Intensitaten bis zu 2 kHz auf.
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Abbildung 4-6: Verteilung der Stufenhdhen der letztletektierten Stufen in den Intensitatsspurer_éetin B-
Proteine. Sie entsprechen im Wesentlichen den Zéhlrder einzelnen Fluorophore. (Anregungswellerdéng
A = 476,5 nm, Anregungsleistungsdichte P = 0,8 kVfycm

Ein Vergleich der manuell zugeordneten Stufendait Ergebnissen der angewandten
Methode der sukzessiven Photozerstorung liefertdférLectin-Proteine mit drei und vier

ausgewiesenen Stufen eine Ubereinstimmung derteh®it Ergebnisse zu 95%.

4.4 Diskussion der Voruntersuchungen

Die Quantifizierung der Emitter eines fluoreszen®ystems entspricht einer sehr
komplexen Zielsetzung, welche Gegenstand der d&tuélorschung ist. Es sind bislang nur
wenige Methoden entwickelt worden, welche eindeutggebnisse liefern (vgl. Abschnitt
2.3.1). Um im Rahmen der Einzelmolekilspektroskauidliberprifen, ob ein fluoreszentes
System als Ein-Quantensystem vorliegt, erweist dietFCS als Methode der Wahl. Uber das
Phanomen des Antibunchings lassen sich eindeutigesagen treffen, ob die Fluoreszenz
eines Systems durch einen einzelnen Emitter heevofgn wird. Die in Kapitel 4.2
untersuchten Systeme, welche nur einen Fluoropbhfwedsen, werden eindeutig Uber die
FCS als Ein-Quantensysteme bestatigt. Fur die @izaerung von hoheren Zahlen an
Emittern wirkt sich die auftretende Kopplung deudfiophore unginstig auf die ermittelten
Zahlenwerte aus und es werden im Allgemeinen zingerWerte erzielt. Um die Kopplung

der Fluorophore als zusatzliche Informationsquelidzen zu konnen, sind gegenwartig
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Untersuchungen geplant, welche die Anisotropiesalssitiven Fluoreszenzparameter eines
fluoreszenzresonanten homo-Energietransfers zigdatzin  die Betrachtungen des
Antibunchings mit einflie3en lassen.

Die FCS untersucht die Gesamtheit einer fluorasrerProbe; Heterogenitaten,
welche durch Moleklle mit unterschiedlichen Zahkm Emittern hervorgerufen werden,
wirken sich ungunstig auf die Analyse aus. Die M&noglicht hier unter Einzelmolekul-
Bedingungen eine Selektion der Daten, falls digedimen Spezies innerhalb der Probe sich
Uber ihre Fluoreszenzeigenschaften unterscheidssera Fir Systeme mit identischen
Fluorophoren ist dieses haufig nicht der Fall, assdhier die Einzelmolekulspektroskopie an
ihre Grenzen stof3t. Um das Problem der Heterodes@iéProben zu umgehen, werden die
Molekule auf einer Oberflache immobilisiert undzsim untersucht. Eine Quantifizierung der
Fluorophore uber die FCS ist durch die auftretegelenge Photonenstatistik der einzelnen
Molekile allerdings nicht moglich.

An dieser Stelle wird nun ein anderer Ansatz Jgtfdn Kapitel 4.3 ist aufgezeigt
worden, dass sich die Fluorophore eines immohiteseSystems Uber ihre Photozerstdrung
zuverlassig quantifizieren lassen. Sowohl fur defelRenzsysteme mit zwei als auch mit vier
Fluorophoren werden die entsprechenden durch dieleicthenden Fluorophore entstehenden
Stufen in der detektierten Intensitatsspur beoledchtm dieses Phdnomen auch auf Systeme
anwenden zu konnen, welche hohere Zahlen an Emittefweisen, ist die Methode der
sukzessiven Photozerstorung entwickelt worden.isiausfuhrlich in Kapitel 3 eingefihrt
worden. Ihre Anwendbarkeit ist an dem Protein lred@i Uberprift worden, in dem eine
manuelle Auszahlung der Fluorophore noch moglith Dse Ergebnisse der entwickelten
Methode bestéatigen die manuelle ausgezahlten Staiden. Es werden zu 95% die gleichen
Zahlen an Fluorophoren bestimmt. Die variablen fpborzahlen in einer heterogenen
Probe, welche eine Untersuchung Uber die FCS unambghachen, werden uber die
sukzessive Photozerstérung direkt sichtbar.

Nach der erfolgreichen Einfiihrung einer Methode Quantifizierung identischer
Fluorophore eines fluoreszenten Systems konnerkaoiplexere Fragestellungen untersucht
werden. Im folgenden Kapitel 5 wird die Methode deikzessiven Photozerstérung auf
fluoreszenzmarkierte Proteine in definierten Systemangewandt, um ihre Zahl zu

quantifizieren. Die aufzuweisende Stéchiometridnist von grundlegendem Interesse.
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Untersuchungen zur SNARE-Protein-unterstitzten

Membranfusion

Die molekularen Mechanismen der exozytotischen Bramfusion sind Uber geregelte
Protein-Protein-Wechselwirkungen determiniert. Haggerende Proteine gegenuberliegender
Membranen unterstitzen durch die Ausbildung defiereProteinkomplexe den Prozess der
Membranfusion. Viele Aspekte dieser Mechanismerd sitabei bislang ungeklart. Die
Fluoreszenz-Einzelmolekulspektroskopie kann hierdiinige Fragestellungen ihren Beitrag
zur Aufklarung der ablaufenden Prozesse leister. &mdglicht die Untersuchung der
fluoreszenzmarkierten Systeme in einer quasi-natilangebung ohne &ullere, stdorende
Einflisse. Heterogenitaten der beteiligten Systeraeden in den Untersuchungen einzelner
Systeme aufgeklart und die separaten Fraktionemmdt analysiert. Auch stdchiometrische
Untersuchungen zu der erforderlichen Anzahl vontdimen, welche aktiv an der
Membranfusion beteiligt sind, kbnnen nur Uber digs2Zdhlung einzelner Proteine realisiert
werden.

Im Folgenden werden zunachst die Initiatoren deemYranfusion vorgestellt
(Abschnitt 5.1), ferner werden die fur die Untefsuegen entwickelten Modellsysteme
eingefuhrt. Daraufhin werden die erzielten Ergetbmiprasentiert; dabei ist sowohl die MFD
(Abschnitt 5.2) als auch das MFD-Imaging (Abschbig) eingesetzt worden.

Die im Rahmen dieses Kapitels vorgestellten Ergeslensind aus einer Kooperation
mit Dr. Christina Schitte (jetzt: ProSciencia, Lékeder Arbeitsgruppe von Prof. Reinhard
Jahn (Abteilung Neurobiologie, MPI fir Biophysikathe Chemie, Gottingen) entstanden.
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5.1 SNARE-Proteine als Initiatoren der Membranfusiam

SNARE-Proteine (engl.: ,Soluble NSF Attachment tBiro Receptor®, NSF: ,N-
ethylmaleimide-sensitive factor) dbernehmen einehl&sselfunktion in den Membran-
fusionsvorgangen eukaryontischer Zellen. Sie bildeme Klasse von Proteinen, denen eine
homologe ,Heptad-Repeat*-Sequenz von 60 Aminosagesneinsam ist, die als SNARE-
Motiv bezeichnet wird (Jahn 2003). Im Rahmen diegebeit sind die speziellen
exozytotischen, neuronalen SNARE-Proteine untetswadrden, welche die Fusion von
synaptischen Vesikeln mit der Plasmamembran desyRaise bei der Neurotransmitter-

Ausschittung vermitteln.

5.1.1 Die exozytotische Membranfusion eukaryontisen Zellen

Die SignalUbertragung im zentralen Nervensystefolgdr Gber die Neuronen, die
spezialisierte Zellen darstellen, welche fir dieizRefnahme sowie die Weitergabe und
Verarbeitung von Nervenimpulsen zustandig sindAlbtildung 5-1 sind zwei Nervenenden
mit dem dazwischen liegenden synaptischen Spadinsatisch dargestellt. In der Prasynapse
befinden sich die synaptischen Vesikel, welche Néurotransmittern gefillt sind. Die
Ankunft eines Aktionspotentials im prasynaptischen

Nervenende initiilert die Fusion der synaptisch .
elektrisches

Vesikel mit der Plasmamembran und es erfolgt Signal

Ausschittung  der  Neurotransmitter.  Die: prasynaptische

. . ) Membran

diffundieren durch den synaptischen Spalt u

binden an der postsynaptischen Membran synaptische OO 00 0

- .. Vesikel (@)

spezifische lonenkanale (Jahn 2005). Der gesa o

Prozess bendtigt weniger als eine Millisekunde.

Abbildung  54: Schematische Darstellung ¢

Signaliibertragung im zentralen Nervensystem. Gée postsynaptische
Membran

sind zwei Nervenzellermit dem dazwischen liegend

synaptischen Spalt (modifiziert nach (Berg 2003)).

5.1.2 SNARE-Proteine

In dem beschriebenen Fusionsprozess der synagtiscesikel mit der
Plasmamembran spielen die neuronalen SNARE-Protime zentrale Rolle; dieses sind
Synaptobrevin (Sb), Syntaxin 1 (Sx) und SNAP-25gl(en,Synaptosomal-Associated
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Protein®). Fur das Syntaxin 1 allein sind ebenfallsfassende fluoreszenzspektroskopische
Untersuchungen durchgefiihrt worden, die im Rahmesed Arbeit jedoch nicht diskutiert
werden. Die Ergebnisse sind an anderer Stelle bebeim (Margittai, Widengren et al. 2003).
Das SNARE-Protein SNAP-25 besitzt keine eigene dmwsmbranregion, es tritt
grundsatzlich im binaren Komplex mit Syntaxin 1 ,awfelches in die prasynaptische
Membran eingelagert ist. Synaptobrevin wird auch \AMP (engl.: ,Vesicle Associated
Membrane Protein“) bezeichnet, es ist in der Vdsikenbran lokalisiert. Abbildung 5-2 zeigt
ein detailliertes Modell der Membranfusion. Naherth ein synaptisches Vesikel der
Plasmamembran, treten die drei SNARE-Proteine ichalwirkung und bringen die beiden
gegeniiberliegenden Membranen in engen Kontaktineme C&*-abhangigen Schritt wird
Uber die weitere Ausbildung eines stabilen terndkemplexes die Fusion der beiden

Membranen initiiert, und die Neurotransmitter wer@deisgeschuittet.

synaptisches
Vesikel (Sb) 0
= ~h

Plasmamemban ) P
(Sx /SNAP-25) =™ g Q Q
i - —i

synaptischer Spalt

Abbildung 5-2: Schematisches Modell der Membramfusin den Synapsen (Jahn 2005). Fir weitere

Erldauterungen, siehe Text.

Details des Fusionsprozesses sind Gegenstandiedlan Forschung. Es ist unklar,
ob ein angedockter Zustand der synaptischen Vesdel die Plasmamembran der
Membranfusion vorangestellt ist. Ferner wird diskdf ob die sich ausbildenden SNARE-
Komplexe eine ringformige Pore bilden, Gber welchie Membranfusion eingeleitet wird
(Almers 1990; Lindau 1995; Cho 2002), oder ob dMARE-Komplexe lediglich die
Aktivierungsenergie des Fusionsprozesses abseridenck 1995; Jahn 1999). Fir einen
detaillierten Uberblick Uber die SNARE-Proteine thige Rolle in der Membranfusion sei auf
(Chen and Scheller 2001; Jahn, Lang et al. 2008inT2003) verwiesen.

5.1.3 Untersuchte Modellsysteme

Fur die fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungaur SNARE-Protein-
unterstutzten Membranfusion sind definierte Modslleme entwickelt worden. Die
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exprimierten, aufgereinigten und fluoreszenzmat&ier SNARE-Proteine werden in
artifizielle Liposomen eingelagert. Die Herstelludgr untersuchten Proben ist durch Dr.
Christina Schutte (MPI fur Biophysikalische Chem@&jttingen) erfolgt, eine ausfuhrliche
Darstellung der Praparation findet sich in (Scleyyddatsuzawa et al. 2004).

Die untersuchten Modellsysteme sind in Abbildung Schematisch dargestellt.
Synaptobrevin und der binare Komplex aus Syntaxim BNAP-25 sind jeweils in
Liposomen eingebettet. Es wird ein Syntaxin vervegndas um seine N-terminale Doméne
verkurzt ist und nur das SNARE-Motiv und die Traesnbranregion enthalt (Syntaxin
183-289, (Schuette 2004)). Die Markierungspositiofigr die Fluorophore liegen innen an
der Transmembranregion der Proteine. Synaptobistvmit dem Donor-Farbstoff Alexa 488
und Syntaxin mit dem Akzeptor-Farbstoff Alexa 59dofeszenzmarkiert. Die Fusion der
Liposomen erfolgt Gber die Ausbildung des terndkemplexes und es entsteht ein sehr
geringer Abstand zwischen den Fluorophoren, so dess fluoreszenzresonanter
Energietransfer stattfinden kann.

bindrer Komplex aus
Synaptobrevin Syntaxin und SNAP-25 terndrer Komplex

Alexa 488 Alexa 594

Abbildung 5-3: Schematische Darstellung der eingése Modellsysteme: Die fluoreszenzmarkierten étnet
sind in Liposomen eingebettet; bei einer Fusion ldposomen bildet sich der terndre Komplex aus, usid e
findet FRET statt. (Die Abbildung ist freundlichstrv@®r. C. Schitte (ProSciencia, Libeck) zur Verfiigung
gestellt worden).

Zusatzlich ist ein Modellsystem von angedockteposomen entwickelt worden.
Dieses ist in Abbildung 5-4 schematisch dargesteélit diese Andockkontrolle wird bei der
Liposomenherstellung biotinyliertes Lipid zur Lipnischung zugegeben. Nach Ausbildung
der Liposomen wird Streptavidin hinzugegeben, ubdridie Bindung des Streptavidins an
das Biotin bilden sich angedockte Liposomen aus.dilm Membranfusion zu unterbinden,
sind in beide Liposomenfraktionen Synaptobrevint&lne eingelagert, die gemeinsam keine

Fusion initiieren. Eine Fraktion der Liposomenmnst Synaptobrevin-Proteinen versehen, die
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mit Alexa 488 fluoreszenzmarkiert sind, die and&maktion beinhaltet Synaptobrevin,

welches mit Alexa 595 markiert ist.

\/ : Abbildung 54: Schematische Darstellung eil
\ s Syb LA Modellsystems fiir angedockte Liposoméiber
e 279 ."/ R ? q B biotinylierte Lipide und dienschlieBende Zuga
1 * b ol (e \_w:/\ von Streptavidin  bilden sich angedoc
s > 4 \ p. @ %7, ot Liposomen aus(Die Abbildung ist freundlichs
. e Lo von Dr. C. Schitte (ProSciencia, Lubgckur
P o)

Verfigung gestellt worden).

Fur die Untersuchungen zur Membranfusion sind @&gnaptobrevin-haltigen
Liposomen (Donor-Liposomen) und die Syntaxin/SNARRaltigen Liposomen (Akzeptor-
Liposomen) im Verhaltnis 1:3 gemischt und bei 37Akubiert worden. Der Uberschuss an
Akzeptor-Liposomen soll eine umfassende Fusioni@ror-Liposomen gewahrleisten. Die
beschriebene Probe stellt die Fusionsprobe dar.ellBatb-1 zeigt die verschiedenen
Liposomen, welche in den vorliegenden Untersuchorgjagesetzt worden sind. n gibt die
mittlere Anzahl der Proteine in den Liposomen ar|che als statistisch verteilt angesehen
werden muss. Sie ist in den Experimenten variietden (n = {1; 3; 5; 7,5; 10; 20; 30;
100}).

Die Frage der Fusions-Kinetik ist nicht Gegenstdadvorliegenden Untersuchungen
gewesen, zum Zeitpunkt der Messung sollten alle o&kd und Fusionsprozesse
abgeschlossen sein.

DA-Fusionsprobe (Sb(Al488) + Sx(AI594)/SNAP25)-n

D-Liposomen (Sb(Al488))-n
A-Liposomen (Sx(AI594)/SNAP25)-n
Andock-Kontrolle (Sb(Al488) + Sb(AI594))-n

Tabelle 5-1: Liposomen, welche in den vorliegendenetsuchungen eingesetzt worden sind. Alle Liposomen
einer ausgewahlten Probe besitzen die gleiche AraalProteinen, da in den vorliegenden Untersucénng
grundsatzlich nur D- und A-Liposomen mit gleicheoteéin-Zahl als DA-Fusionsprobe angesetzt worden sind
(D-Donor, A-Akzeptor).
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Etwa 80% des Syntaxins und 65% des Synaptobrsuidsmit korrekter Orientierung
in die Membran eingebaut. Der Markierungsgrad lgetiid das Alexa 488 zirka 95% und flr
das Alexa 594 85-90%.

Die Durchmesser der Liposomen wurden durch elakinnikroskopische
Untersuchungen bestimmt und betragen etwa 30 nenLipidmischung ist nach Méglichkeit
den nativen Bedingungen angeglichen; die Ladungvdexendeten Lipide ist negativ bzw.

neutral.

5.2 MFD-Untersuchungen zur Membranfusion

Bei solch komplexen Systemen wie sie die Liposorfigndie Untersuchungen zur
SNARE-Protein-unterstitzten Membranfusion darsteleird ein nicht unerheblicher Anteil
der experimentellen Bemuihungen sich vorab auf dmwigklung einer geeigneten
fluoreszenzmarkierten Probe und ihrer AnwendbarkeiExperiment konzentrieren. Daher
erfolgt in diesem Abschnitt nach der Beschreiburey dxperimentellen Durchfihrung
zunachst eine Charakterisierung der entwickeltesb®rum mit diesen Erkenntnissen die

Ergebnisse der weiterfihrenden Experimente austtihdiskutieren zu kénnen.

5.2.1 Experimentelle Durchfiihrung

Untersuchungen zur Membranfusion tber die MFDestdbesondere Anforderungen
an die experimentelle Durchfiihrung der Messungeahdia sich anschlieRende Analyse der
Daten. Durch die Einbettung der fluoreszenzmarkielSNARE-Proteine in Liposomen ist
die Diffusionszeit gegeniber den isolierten Prapinerlangert, was prinzipiell den Vorteil
langer Beobachtungszeiten mit sich bringt, jedogheamentell mit zusatzlichem Aufwand
verbunden ist. So kénnen Untersuchungen von dgrafien Objekten nicht wie tblich in
einem offenen Tropfen der verdinnten LOsung durchge werden, da durch externe
Schwingungen der Umgebung, die sich auf den Tropfbertragen, ein detektierter
Liposomendurchtritt durch das Anregungsvolumen &sn durch die Schwingung
Uberlagert wird. Systeme dieser Dimension werddmedan einem zylindrisch begrenzten
Probenvolumen (25 ul) untersucht (Micro Carrier 2825, Evotec Biosystems, Hamburg).
Ferner muss fur eine effektive Nutzung der verldiege Beobachtungszeit eine
Photozerstorung der Fluorophore wahrend des Lipesadorchtritts durch das
Anregungsvolumen unterbunden werden. Dieses wirdndentsprechend gering eingestellte
Anregungsleistungen erreicht (vgl. Kapitel 3.3.1)lie eingesetzten mittleren
Anregungsleistungsdichten sind in Tabelle 5-2 diifge. Die Anregung der Fluorophore

erfolgt wahlweise Uber einen oder zwei eingekogpélaser: Die Anregung der Donor-
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Fluorophore geschieht Gber den Argon-lonen-Laseplftste Strahlung, 476,5 nm), optional
besteht die Mdoglichkeit einer zusétzlichen Anreguiey Akzeptor-Fluorophore mit dem

Helium-Neon-Laser (kontinuierliche Strahlung, 59)n

Laser Anregungswellenlangk / nm Leistungsdichte P / kWcth
Argon-lonen 476,5 9,2
Helium-Neon 594,0 0,8

Tabelle 5-2: Verwendete Laser, Anregungswellenlangen und Anregungsleistungsdichten P fir
Liposommessungen in Losung. Die Anregungsleistuchsein sind als mittlere Leistungen fur die gepulste
Strahlung (73 MHz) des Argon-lonen-Lasers und damtkuierliche Strahlung des Helium-Neon-Lasers
angegeben.

Die vorliegenden Untersuchungen sind grundséatzfigeh Liposomen durchgefuhrt
worden, die eine definierte mittlere Anzahl an SNARroteinen in ihrer Membran
aufweisen. Fir eine ausgewahlte Fusionsprobe, welehmittlere Proteinzahl n besitzt, sind
die in Tabelle 5-1 aufgelisteten Liposomen expentek erfasst worden. Jede Probe ist
zunachst Uber eine Anregung mit dem Argon-loneret.4d476,5 nm) und dann Uber die
simultane Anregung mit Argon-lonen- und Helium-Ndaser (476,5 nm und 594 nm)
untersucht wordenDie Untersuchungen Uber eine Simultananregung gédeisien eine
genaue Zuordnung der Fluoreszenzereignisse undakitekonnen ausgeschlossen werden.
Fur die DA-Fusionsprobe und die Andockkontrolle dviiber die simultane Anregung von
Donor- und Akzeptor-Fluorophor die gleichzeitige wasenheit von beiden Farbstoffen in
der Probe uberpruft. Durch die Auswahl der Farlist¢hlexa 488/Alexa 594) und deren
spektrale Eigenschaften ergibt sich ein nicht zunaehlassigender Anteil der direkten
Anregung der Akzeptor-Fluorophore durch den Argonen-Laser. Daher werden auch bei
einer Anregung nur mit 476,5 nm ein Teil Durch&rittetektiert, die von Liposomen
herriihren, die ausschlie3lich Akzeptor-markiertetéine aufweisen. Durch ihre geringen
Zahlraten im grinen Wellenlangenbereich konnenEdegnisse leicht identifiziert und Uber
die selektive Spektroskopie von der weiteren Aralgsisgeschlossen werden. Durch den
eingesetzten Uberschuss an A-Liposomen betrageaeentsatz dieser Ereignisse etwa 10%
der Gesamtereignisse.
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Eventuell auftretende Aggregate werden Uber discBginkung der maximalen
Anzahl von Photonen pro Liposomendurchtritt Ubex delektive Spektroskopie von den

Analysen ausgeschlossen.

5.2.2 Charakterisierung der untersuchten Liposomen

5.2.2.1 Auswahl der Fluoreszenzmarkierung

Bei FRET-Untersuchungen an einzelnen Molekilere diit Hilfe der MFD
vorgenommen werden und bei denen das Ziel die lesing der FRET-Effizienz ist, wird
ein hoher Markierungsgrad zwar angestrebt, istgedturch die Moéglichkeiten der selektiven
Spektroskopie keine Voraussetzung fir qualitatind quantitative Aussagen. Im Gegensatz
hierzu werden die Untersuchungen zur Membranfudiceh niedrige Markierungsgrade der
SNARE-Proteine erschwert, da es bei diesen Expetane um die Ermittlung eines
Verhaltnisses bzw. um die Auszahlung von FRET-&ktiwind -inaktiven Molektlen geht.
Bei geringen Akzeptor-Markierungsgraden ist untendtinden ein Teil der Liposomen
fusioniert, ohne dass diese als FRET-Ereignis diettkwerden kénnen, da die Donor-
Farbstoffe ihre Anregungsenergie nicht an einenefakar abflihren kénnen. Der bestimmte
Anteil an fusionierten Liposomen wiurde in diesenli Garinger ausfallen als er tatséchlich
ist.

Der FarbstoffAlexa 488 hat sich in der Vergangenheit als Donasfophor am
SNARE-Protein Syntaxin bewahrt (Margittai, Widenge al. 2003). Fir diese Experimente
war das Syntaxin jedoch nicht in Liposomen eingébatiir die hier beschriebenen
Untersuchungen erweist sich diese Markierung atginstig, da die Fluoreszenz von Alexa
488 bei Insertion des Syntaxins in die Liposomenlwétse geloscht wird. Die
Fluoreszenzléschung hat eine verringerte Fluorgsaesibeute sowie eine verminderte
Fluoreszenzlebensdauer gegeniber dem freien Fluordp = 2,3 ns stattp = 4,0 ns fur
(Sx(Al488)/SNAP25)-0,3) zur Folge. Wahrend der kalsng des Syntaxins wird haufig
eine Dimer-Bildung beobachtet, daher ist eine 3i@bshung der Fluorophore als Folge des
vorliegenden Dimers im Liposom wahrscheinlich. Ddarkierung von Syntaxin mit dem
Donor-Fluorophor scheidet somit aus. Bei Markierutgs Gegensticks Synaptobrevin
hingegen sind nur geringflgige Loscheffekte fur Abexa 488 beobachtet worden. Hier tritt
eine Verkirzung der Fluoreszenzlebensdauer durtiist®eschung lediglich bei einer hohen
Anzahl an markierten Proteinen im Liposom auf. éi@érUntersuchungen der Membranfusion
Uber die MFD werden daher nur 10% der Synaptob+Bvateine mit dem Farbstoff Alexa

488 markiert, um eine Selbstldschung der Fluorophmach Méglichkeit zu vermeiden. Bei
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zirka 30 Proteinen pro Liposom und einem Markiesgrgd von 10% tritt so eine um
lediglich 400 ps verminderte Fluoreszenzlebensdauevergleich zum freien Farbstoff auf
(tp = 3,6 ns stattp = 4,0 ns fur (Sb(Al488))-30).

Bei einer entsprechenden Auswahl der Farbstoffsh narer spektralen Separation
wurde auf Grund der geringeren Anteile der direkfamregung des Akzeptors und des
Crosstalks ein hoherer Kontrast der experimenteldaten erzielt werden. Der Farbstoff
Alexa 633 als Akzeptor erfullt prinzipiell diese Kmssetzungen und liefert fur die
Membranfusion vergleichbare Ergebnisse wie der ptaeFarbstoff Alexa 594. Allerdings
weist Alexa 633 einen hohen Anteil der Triplettieeag auf, wodurch dem Messprozess
Akzeptor-Photonen verloren gehen, was sich wiedarngunstig auf den Kontrast zwischen
Donor und Akzeptor auswirkt. Alexa 633 ist dahetarder guten spektralen Separation nicht
als Farbstoff eingesetzt worden. Fur andere Akzdpltmorophore wie den Farbstoff Cyanin 5
haben sich die Markierungsgrade als zu gering eemeDie hier prasentierten Messungen
sind mit (Alexa 488)-markiertem Synaptobrevin uideka 594)-markiertem Syntaxin als
FRET-Paar durchgefihrt worden.

5.2.2.2 Charakterisierung der Donor-Liposomen

Ziel der Messungen ist die Quantifizierung dereNet an fusionierten Liposomen in
den untersuchten Fusionsproben. Fir die korrektadfuing der Ereignisse, welche durch
fusionierte Liposomen entstehen, missen diese wonDiirchtritten der Donor-Liposomen
unterschieden werden. Daher ist die Charakterisgeraler reinen Donor-Liposomen
unerlasslich. In Tabelle 5-3 sind die Fluoreszdmatsdauermp, und die Anisotropien, r, der
eingesetzten Donor-Liposomen aufgelistet. Beide d¢gedien sind dber eine
monoexponentielle Anpassung bestimmt worden. Dierfelszenzlebensdauer von Alexa 488
nimmt durch die nicht ganz zu vermeidende Fluomnegbschung mit steigender Zahl der
Proteine in den Liposomen ab. Die Anisotropie wéistalle Proben relativ hohe Werte auf,

was auf eine eingeschrankte Beweglichkeit der Biploore hindeutet.
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D-Liposomen o/ ns r

(Sb(AI488))-1 4,0+ 0,1 0,09+ 0,01
(Sb(Al488))-3 4,0+ 0,1 0,10+ 0,01
(Sb(Al488))-5 3,9+ 0,1 0,09+ 0,01
(Sb(Al488))-7,5 3,8t 0,1 0,11+ 0,01
(Sb(AlI488))-10 3,8t 0,1 0,10+ 0,01
(Sb(Al488))-20 3,8+ 0,1 0,14+ 0,01
(Sb(Al488))-30 3,6+ 0,1 0,15+ 0,01

Tabelle 5-3: Vergleich der ermittelten Fluoreszebefesdauernyp, und Anisotropien, r, der eingesetzten
D-Liposomen (Sb(Al488))-n, mit n = {1; 3; 5; 7,5; ;1@0; 30}. Der Markierungsgrad betrug 10%. Die
Fluoreszenzparameter sind monoexponentiell angepassden. (Anregungswellenlange 476,5 nm,
Anregungsleistungsdichte 9,2 kW/m

Im Folgenden soll eine Abschéatzung der Zahlrate @onor-Fluorophor
vorgenommen werden. Hierflr sind zunachst die Zébir aller untersuchten D-Liposomen
(Sb(Al488))-n, mit n ={1; 3; 5; 7,5; 10; 20; 30fber die FCS bestimmt worden. Sie sind in
Abbildung 5-5 dargestellt. Alle Z&hlraten sind aiie Anregungsleistung von 9,2 kW/cm
bezogen und eventuell schwankende Glten der Justagerschiedene Messungen sind tber
eine Kalibration mit dem Farbstoff Rhodamin 110 Uwmésichtigt. Unter Beachtung der
Markierungsgrade von 10% wird deutlich, dass faeeajeringe Anzahl Proteine pro Liposom
(n < 10) die Wahrscheinlichkeit des Auftretens vam einem fluoreszenzmarkierten Protein
in den Liposomen am hdchsten ist. Experimentebggli sich dies in den gleich bleibenden
Zahlraten fur n = {1, 3, 5} deutlich wider. Umgekelsteigt fir grol3ere Proteinzahlen pro
Liposom die Wahrscheinlichkeit, dass mehr als ewtdh pro Liposom fluoreszenzmarkiert
ist. Bereits ab re 7,5 lassen sich erhohte Z&ahlraten feststellerdié#sem Kontext ist zu
beachten, dass die Gewichtung der FCS nicht liseadern quadratisch mit der Z&ahlrate
ansteigt. Aufgrund der erhéhten Detektionswahrsdiobikeit und der Normierung auf die
quadrierte Gesamtintensitat werden Ereignisse méregrof3eren Helligkeit, hervorgerufen
durch mehrere Fluorophore, starker gewichtet. D&den von den Zahlraten pro Liposom
nicht direkt auf die Anzahl der Fluorophore gesskén werden. Bei der Interpretation der
Ergebnisse muss neben der beschriebenen GewichdengFCS prinzipiell auch die
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Fluoreszenzléschung fir héhere Fluorophorzahleohieawerden. Unter der Annahme, dass
die ersten drei dargestellten Zahlraten (n = {15}3in der Abbildung 5-5 durch ein einzelnes

fluoreszenzmarkiertes Synaptobrevin-Protein hemmrign werden, ergibt sich eine mittlere

Zahlrate von 9,3 kHz pro Fluorophor bei einer Amneggsleistung von 9,2 kW/dn

50
45
40 ®
35 ®
30 ®

25 -
20
15
1010 @ ©

Zahlrate pro Liposom

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Anzahl Proteine pro Liposom
(Markierungsgrad 10%)

Abbildung 5-5: Zahlraten pro D-Liposom fiir eine arggade Anzahl von SNARE-Proteinen ((Sb(Al488))-n,
mit n={1; 3; 5; 7,5; 10; 20; 30}). Alle Zahlratesind Uber die FCS bestimmt worden und auf eine
Anregungsleistungsdichte von 9,2 kWfcnbezogen. Eventuell schwankende Giten der Justagé si

bertcksichtigt. Die Markierungsgrade betragen 1B@6.weitere Erlduterungen, siehe Text.

5.2.2.3 Bestimmung der Diffusionskonstanten
Mit Hilfe der FCS sind die Diffusionskonstantenigender Liposomen bestimmt
worden:
e Liposomen mit etwa 100 Synaptobrevin-Molekilen, keat mit Alexa 488
((Sb(Al488))-100).
e Liposomen mit etwa 30 bindren Komplexen (Sx/SNAR®2k)bei das Syntaxin mit Alexa
488 markiert ist ((Sx(Al488)/SNAP25)-30).
Uber den Farbstoff Rhodamin 110 mit bekannter WBiffnskonstante
(D = 2,8*10°% cnf/s (Widengren and Rigler 1996; Hansen, Zhu et 898)) wird eine
Kalibrierung des konfokalen Volumens vorgenommeie Bnpassung der Diffusionszeiten
der Liposomen erfolgt nach Gleichung 2-29 mit Hies Modells der translativen Diffusion
mit Triplettkinetik ohne Einbeziehung des Antibumads. Die Diffusionskonstante wird tber

D = wo?/(4tp) bestimmt und liefert folgende Ergebnisse:
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(Sb(Al488))-100 R, = 54,7*10° cnf/s
(Sx(Al488)/SNAP25)-30 Busnapzs= 31,3*10° cnf/s

Tabelle 5-4: Mit Hilfe der FCS bestimmte Diffusiomsistanten einiger Liposomen. Als Referenzprobe ist
Rhodamin 110 mit der Diffusionskonstante D = 2,8%1énf/s eingesetzt worden. (Anregungswellenléange
476,5 nm, Anregungsleistungsdichte 9,2 kWicm

Die GroRRenordnungen der ermittelten Diffusionskansn stimmen flr beide Liposomen
Uberein. Anhand der Diffusionskonstanten konnte Flisionswahrscheinlichkeit bei einem
Aufeinandertreffen von Liposomen berechnet werdg&ech(ette, Hatsuzawa et al. 2004). Die
Wahrscheinlichkeit ist zu 10bestimmt worden; von 10 Millionen Kollisionen fithmur eine

zur Membranfusion.

5.2.2.4 Fusion der Liposomen

Fusionierte Liposomen werden Uber die ausgebidétendren SNARE-Komplexe
mittels FRET identifiziert, anschlieend wird ihmi&il, bezogen auf die Summe aller
detektierten Ereignisse der Fusionsprobe, quaiatifiz Die Lagerung der einzelnen
Liposomen-Fraktionen erweist sich als unkritisciolden, welche tber zwei Tage bei +4°C
gelagert werden, lassen keine Alterungsprozesseneek. Altere Proben sind nicht
eingesetzt worden. Auch die langfristige Lagerumg 480°C von unmittelbar nach ihrer
Herstellung schockgefrorenen Proben hat sich gisalnematisch erwiesen und lasst in den
experimentellen Untersuchungen keine Unterschiedeisch hergestellten Proben erkennen.
Der Prozess der Fusion ist ebenfalls unkritisch. Anstieg der Fusion oder des Andockens
unter Einzelmolekiilbedingungen wird nicht beobach®ie Uberprifung der erzielten
Ergebnisse unter Einzelmolekilbedingungen durch\Mergleich mit Ergebnissen, die durch
konventionelle Fluoreszenzmikroskopie erzielt ward&chuette, Hatsuzawa et al. 2004),

ergibt vergleichbare Resultate fir beide Methoden.

5.2.2.5 Uberpriifungen der spezifischen SNARE-Proteiunterstiitzten Membranfusion
Um zu Uberprifen, ob die experimentell nachgewesdlembranfusion durch
SNARE-Proteine spezifisch unterstiutzt wird, sinldémde Proben untersucht worden:
* Eine Probe, bestehend aus Liposomen mit Syntaxa@ina(nicht eingelagert im
bindren Komplex mit SNAP-25) und Liposomen mit Sytadbrevin (jeweils 30

Proteine pro Liposom).
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* Eine Probe, bestehend aus Liposomen, die aussattie®ynaptobrevin aufweisen.
Ein Teil der Liposomen weist Alexa 488-markiertegn&tobrevin auf, ein anderer
Teil Alexa 594-markiertes Synaptobrevin (im Miti€l0 Proteine pro Liposom).
Beide Proben zeigen keine FRET-Population. Somil wachgewiesen, dass die Bildung des
terndren SNARE-Komplexes essentiell fir die FusienLiposomen in Losung ist. Diese tritt
ausschlie3lich bei Anwesenheit aller drei SNAREt®ine Synaptobrevin, Syntaxin und
SNAP-25 auf. Eine spontane Fusion, welche ohne ilggteg der SNARE-Proteinen

auftreten wirde, ist vernachlassigbar (Schuettd 200

5.2.3 Der Prozess des Andockens

Um zu Uberprifen, ob neben der Membranfusion zlist der Prozess des
Andockens  auftritt, werden  zunéchst artifiziell destellte  Andockproben
fluoreszenzspektroskopisch untersucht. Mit Hilfeesdr Experimente werden die
Fluoreszenz-Eigenschaften von angedockten Liposobestimmt, um diese Population
spater in den Fusionsproben von den fusioniertppdamen unterscheiden zu kénnen.

Die Beschreibung der Herstellung ist in AbschBitt.3 erfolgt: Die Andockkontrollen
bestehen aus Liposomen mit Synaptobrevin, bei oher [eraktion mit Alexa 488 und eine
andere mit Alexa 594 markiert ist. Das Andocken digosomen wird durch eine Biotin-
Streptavidin-Bindung realisiert. Bei der Messungr dAndockkontrollen treten im
Allgemeinen zwei Spezies auf. Neben der Populatemangedockten Liposomen tritt immer
eine zweite Population auf, welche den Donor-Limoesn zugeordnet wird. Die Population
der angedockten Liposomen weist gegeniiber den Elaposomen einen erniedrigten Wert
des Quotienten der griinen und roten Fluoreszeralsig®/S;, und eine leicht verkirzte
Fluoreszenzlebensdaueps), auf, was einer Spezies mit auftretendem fluomEzasonanten
Energietransfer niedriger Effizienz entspricht. €urdie Lokalisierung der Fluorophore
innerhalb der Liposomen ist ein resonanter Eneagister von Donor- zu Akzeptor-
Fluorophor, welcher {ber die Distanz von zwei Meamschichten £100A) stattfinden
misste, allerdings so gut wie ausgeschlossen. ¥halist das Auftreten der Population auf
den Anteil der mit falscher Orientierung eingebauteNARE-Proteine zurtickzufiihren,
welche ihre Farbstoffmarkierung auf3erhalb der Lgposn tragen (35%). Eine Population
hoher FRET-Effizienz, wie sie beim Andocken von dspmen mit eingebauten SNARE-
Proteinen falscher Orientierung zu erwarten waireg wicht beobachtet. Dieses ist auf die

niedrige Wahrscheinlichkeit zuriickzufiihren, das®izisiposomen mit falsch eingebauten
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und fluoreszenzmarkierten Proteinen aufeinandeifetn (<1%, bei einem Protein pro
Liposom).

In Abbildung 5-6 A und B sind exemplarisch die exmentellen Daten der Andock-
Kontrolle (Sb(Al488) + Sb(AI594))-7,5 den Daten deeinen Donor-Liposomen
(Sb(Al488))-7,5 gegenubergestellt. Es sind hier derhaltnisse der Fluoreszenz-Signale,
S/S;, uber die Lebensdauern der Donor-Fluorophosg,, aufgetragen. Ereignisse, die aus
der direkten Anregung des Akzeptor-Fluorophors dalg sind Uber die selektive
Spektroskopie von dem Datensatz ausgeschlosseremdEinhe unmittelbare Separation der
angedockten Liposomen von den Donor-Liposomenugirand der ahnlichen Fluoreszenz-
Eigenschaften kaum maoglich. Dennoch zeigt der \égchl der Andockkontrolle mit den
Donor-Liposomen augenféllig das Auftreten einer imsve Spezies, die sich in einer
deutlichen Verbreiterung der Verteilung vogS und einer geringftigigen Verschiebung der
Fluoreszenzlebensdauern zu kleineren Werten aul3ert.

Die experimentellen Daten einer Fusionsprobe smébbildung 5-6 C dargestellt.
Anhand der Vergleichsmessungen kdnnen jetzt dieiknter Fraktionen der reinen Donor-
Liposomen, der angedockten Liposomen und der fiesim Liposomen, die sich durch eine
hohe FRET-Effizienz auszeichnen, abgeschatzt wer@si Uberprifung verschiedener
Fusionsproben mit variierender Anzahl SNARE-Praeist fur alle Proben eine Andock-

Population erkennbar.

A. Donor-Liposomen B. Andock-Kontrolle C. Fusionsbe
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Abbildung 5-6: Vergleich der experimentellen Dateiner Probe: A: Donor-Liposomen (Sb(Al488))-7,5; B:
Andock-Kontrolle (Sb(Al488) + Sb(AI594))-7,5; C: &iansprobe (Sb(Al488) + Sx(AI594)/SNAP25)-7,5. Es
sind die Verhéltnisse der Fluoreszenz-Signalgs Suber die Lebensdauern der Donor-Fluorophogg),
aufgetragen. Ereignisse, die aus der direkten Amggles Akzeptor-Fluorophors folgen, sind nichigdatellt.
(Anregungswellenléange 476,5 nm, Anregungsleistuichsel 9,2 kW/crf).
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Um der Frage nachzugehen, ob der Prozess des WKaenbcebenso wie die
Membranfusion ein von den eingesetzten SNARE-Rreteinitiierter spezifischer Prozess
ist, sind die Fusionsproben - bestehend aus Lipesomit Synaptobrevin und Liposomen
mit Syntaxin, welches nicht mit SNAP-25 im binar€omplex eingebettet ist - auf ihre
Andockpopulationen hin untersucht worden (im Mit8f) Proteine pro Liposom). Diese
liefern weder fusionierte noch angedockte Anteilgne Fusionsprobe, bestehend aus
Liposomen mit Synaptobrevin, bei der eine FraktiuhAlexa 488 und eine andere mit Alexa
594 markiert ist (im Mittel 100 Proteine pro Liposp weist neben der Population der Donor-
Liposomen eine geringe Fraktion einer zweiten Pajm auf, welche Uber angedockte
Liposomen zu erklaren sein konnte. Da ihr Anteilniger als 5% der Gesamtereignisse
betragt, wird ihr Auftreten als nicht signifikanedeutet. Auf dieser Grundlage wird eine
Spezifitat des Andock-Prozesses analog zur Membsanf angenommen.

Aus der obigen Betrachtung der experimentellene@atvird deutlich, dass das
Andocken von Liposomen ein parallel zur SNARE-Rretpezifischen Membranfusion
auftretender Prozess ist. Ob das Andocken der Mamhlsion notwendig vorangestellt ist,
kann auf Grundlage der bisherigen Daten nicht eigeentschieden werden. Die Spezifitat
des Andockens allerdings deutet auf eine aktiveeiBging dieses Prozesses in der
Membranfusion hin. Eine Quantifizierung der Anddepulationen und eventuelle
Abhangigkeiten von der Anzahl der vorhandenen SNAR®&eine in den Liposomen werden

im folgenden Abschnitt diskutiert.

5.2.4 Membranfusion: Welche Anzahl an SNARE-Proteian wird benotigt?

Neben dem Prozess des Andockens ist in den verldgn Untersuchungen die
SNARE-Protein-spezifische Fusion der Liposomen wgmindlegendem Interesse. Die
zentrale Fragestellung konzentriert sich auf dieakh der SNARE-Proteine, welche flr eine
Fusion von Liposomen notwendig ist.

Es sind diesbezlglich Fusionsproben, bestehentdiposomen mit einer variierenden
Anzahl an SNARE-Proteinen, experimentell untersugidrden. Die experimentellen
Ergebnisse fir eine Reihe von Fusionsproben (SB@&l4+ Sx(AlI594)/SNAP25)-n, mit
n={1; 3;5; 7,5; 10; 30}, sind in Abbildung 5-Ayestellt.
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Abbildung 5-7: Experimentelle Ergebnisse fir eine ihRe von Fusionsproben (Sb(Al488) +
Sx(AI594)/SNAP25)-n, mit n = {1; 3; 5; 7,5; 10; 30): 1 Protein pro Liposom; B: 3 Proteine pro Liposdin

5 Proteine pro Liposom; D: 7,5 Proteine pro Lipos&ni0 Proteine pro Liposom; F: 30 Proteine pro Liposom
Es sind die Verhaltnisse der Fluoreszenz-Signal&, Siber die Lebensdauern der Donor-Fluorophosg,,
aufgetragen. Ereignisse, die aus der direkten Amggles Akzeptor-Fluorophors folgen, sind nichhatien.
(Anregungswellenléange 476,5 nm, Anregungsleistuichsel 9,2 kW/crf).

Es sind die Verhaltnisse der Fluoreszenz-Sigraj&, tber die Lebensdauern der
Donor-Fluorophore,tpn), aufgetragen. Ereignisse, die aus der direktenedumg des
Akzeptor-Fluorophors folgen, wurden lber die sedekSpektroskopie herausgefiltert. Es ist
deutlich ein Anwachsen der FRET-Populationen zubbebten. Sowohl das Andocken als
auch die Fusion der Liposomen nimmt mit der Zall SWARE-Proteine in den Liposomen
Zu.

Um die Fraktionen der angedockten und der fusiteneliposomen zu quantifizieren,
erfolgt eine Anpassung der experimentellen Datea.Uhterscheidung der drei Populationen,
die fur jede Fusionsprobe prasent sind, wird Uber\Wkrhaltnisse der Fluoreszenz-Signale,
S/S., vorgenommen. Da lediglich eine Quantifizierung ¢gmwveiligen Anteile angestrebt

wird, erfolgt die Anpassung Uber eine flachennortei&au3-Funktion:
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K entspricht dem Erwartungswert der Verteiluagder Standardabweichung. A liefert das
Integral der angepassten Kurve. Die Gaul3-Funktefert eine hinreichende Anpassung der
Verteilungen. Fir eine exakte Anpassung der FREfedangen musste eine Summe von
Poisson-Verteilungen fur die Fluoreszenzsignglartsl S untersucht werden (Gopich 2005).
Zunachst erfolgt eine Anpassung der experimemetiittelten §S-Verteilung der
Donor-Liposomen (Daten nicht dargestellt). Es wardso Erwartungswert und
Standardabweichung fur diese Population ermit@@draufhin erfolgt die Anpassung der
gemessenenggs-Verteilung der Andock-Kontrolle (Daten ebenfallshit dargestellt). Dieses
geschieht tUber die bereits festgelegte Verteiluergkbnor-Liposomen (Erwartungswert und
Standardabweichung sind festgelegt, das IntegraFdektion wird mit angepasst) und eine
zusatzliche Anpassung der Population der angedodkimosomen. Die beiden ermittelten
Gaul3-Funktionen gehen wiederum in die Anpassunggdaresseneng&-Verteilung der
Fusionsprobe mit ein (Erwartungswerte und Standmvdachungen sind wiederum festgelegt,
das Integral wird mit angepasst). Als zusatzlicl@dbedingung wird die Summe der Anteile
von Donor-, angedockten und fusionierten Liposoraeh Eins festgelegt. Abbildung 5-8
zeigt exemplarisch eine grafische Darstellung dechbefiihrten Anpassung der Anteile fur
die Liposomen der Fusionsprobe (Sb(Al488) + Sx(AMSNAP25)-7,5. Die Anpassung gibt

in guter Naherung die experimentellen Daten wieder.
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Abbildung 5-8: Grafische Darstellung der Anpassuig experimentell ermittelten /S-Verteilungen der
Fusionsprobe (Sb(Al488) + Sx(AI594)/SNAP25)-7,51(ulybb. 5-7 D) Uber GaulR-Funktionen (Gl. 5-1). Die
Anpassung ermdglicht die Quantifizierung der Amteiler angedockten und fusionierten Liposomen.
(Anregungswellenlange 476,5 nm, Anregungsleistuichsel 9,2 kW/crf). Nahere Erlauterungen hierzu finden
sich im Text.



100 Kapitel 5

Die Bestimmung der Anteile an angedockten undofusrten Liposomen ist fur alle
vorliegenden Fusionsproben (Sb(Al488) + Sx(AISOKAR25)-n, mit n = {1; 3; 5; 7,5; 10;
30} vorgenommen worden. Die Ergebnisse sind in Ahinig 5-9 zusammengefasst. Der
Ubersichtlichkeit halber sind die Datenpunkte migdlinien versehen.

Es ergibt sich folgender Zusammenhang: Der AteiDonor-Liposomen nimmt mit
ansteigender Proteinzahl ab, wahrend die Fraktioden angedockten und fusionierten
Liposomen zunehmen. Bei zirka 30 Proteinen pro $gmo sind insgesamt 90% der
Liposomen entweder im angedockten oder fusionieftestand. Dieser Prozentsatz stellt eine
obere Grenze dar; auch fiur eine viel hGhere Anaal®roteinen in den beteiligten Liposomen
in der Fusionsprobe wird dieser Prozentsatz nitierschritten (Schuette, Hatsuzawa et al.
2004).

Der Anteil der angedockten Liposomen wachst fieind Zahlen an SNARE-
Proteinen zunachst starker an als der Anteil dsiofuerten Liposomen. Ab einer Grenze
zwischen 5 und 7,5 Proteinen nimmt die Fraktion alegedockten Liposomen einen Anteil
von etwa 32% an, welcher flr weiter ansteigenddeifrpahlen konstant bleibt. Bei etwa
zehn Proteinen entspricht der Anteil der Fusioreiwa dem Anteil des Andockens und
Ubersteigt diesen fur hohere Proteinzahlen. Deldutig steilere Anstieg der Fraktion der
angedockten Liposomen zeigt, dass der Prozess ddeckens bereits fur im Mittel 1-3
Proteine pro Liposom stattfindet, wahrend Fusiost &ei hoheren Zahlen sichtbar wird.
Dieses Ergebnis verweist klar auf einen Schwellwert erforderlichen SNARE-Proteinen
fur den Prozess der Fusion, das Andocken der Lipesofindet bereits fiir geringere

Proteinzahlen statt.
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Abbildung 5-9: Grafische Darstellung der durch G&uktionen angepassten Anteile von Donor-, angddac
und fusionierten Liposomen in den Fusionsproben ilierAnzahl der enthaltenen SNARE-Proteine in den
Liposomen. Der Ubersichtlichkeit halber sind die dbgiunkte mit Trendlinien versehen.
(Anregungswellenlénge 476,5 nm, Anregungsleistuichsel 9,2 kW/crf).

5.2.5 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse

Die Untersuchungen zur SNARE-Protein-unterstitZgmbranfusion fordern ein
komplexes, biologisches System aus unterschiedlicfieoreszenzmarkierten SNARE-
Proteinen, welche in die Membranen von Liposomaegehettet sind. Experimentell ergibt
sich hieraus der Anspruch einer umfassenden Cleaisiktung der Proben, um ein
Verstandnis der Vorgénge, die in den untersuchtebd? registriert werden, zu entwickeln.
Zusatzlich zu den malf3geblichen Untersuchungen zmidanfusion wird daher stets eine
Uberprifung der Gegenwart und Funktionalitat allEluorophore und damit aller
Einzelkomponenten vorgenommen, um eine eindeutigerdretation der Ergebnisse zu
gewahrleisten.

Uber die MFD werden die Heterogenitaten der untdren Proben aufgedeckt und
umfassend untersucht. Die selektive Spektroskapmdglicht den Ausschluss unerwiinschter
Ereignisse, z. B. hervorgerufen durch ausgebildejgregate. Ebenso wird der Anteil der
reinen Akzeptor-Liposomen, welche Uber die Donoregjungswellenlange direkt angeregt
werden, von der weiteren Analyse der Daten ausgessdn. Die Charakterisierung der

Donor-Liposomen offenbart, dass die Donor-Fluorephaicht ganzlich unabhéangig
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voneinander sind. Es treten Loschprozesse auf,zdid. eine verkirzte Fluoreszenz-
lebensdauer verursachen. Da die Loschung der Kpeme mit der Anzahl der
fluoreszenzmarkierten Proteine in einem Liposomimunt, ist eine Selbstldschung der
Fluorophore wahrscheinlich. Aus diesem Grund ist jedes zehnte Synaptobrevin-Protein
mit Alexa 488 fluoreszenzmarkiert. Da die Selbgtisig der Fluorophore bereits eine
Verkirzung der Fluoreszenzlebensdauer verursacht] der bei der Membranfusion
auftretende fluoreszenzresonante Energietransfer dds Verhaltnis der Signalintensitaten,
S/S., und nicht Gber die Lebensdauer des Donwosg), identifiziert. Die untersuchten
Fusionsproben weisen neben der Population der meenor-Liposomen zwei FRET-
Populationen mit unterschiedlichen Effizienzen alig, abhangig von den Proben in variablen
Anteilen auftreten. Neben einer Population mit WORBET-Effizienz, die den fusionierten
Liposomen zugeordnet wird, tritt eine Populatiort miedriger FRET-Effizienz auf. Diese
kann Uber einen Vergleich mit den Fluoreszenzedwften einer kunstlich hergestellten
Andock-Kontrolle als Population angedockter Liposomdentifiziert werden. Das Auftreten
dieser Spezies in den Untersuchungen zur Membrianfudiefert ein wichtiges
Zwischenergebnis, denn es steht in Einklang mit \@emutung, dass das Andocken der
Membranen als wichtiger Erkennungsprozess dem Rssoogang notwendig vorangestellt
ist.

Die untersuchten Fusionsprozesse zeigen fernes di@ Membranfusion spezifisch
von den SNARE-Proteinen ausgelost wird. Nur dieicleeitige Anwesenheit des
Synaptobrevins in der einen Liposomenfraktion ured @egenwart des binaren Komplexes,
gebildet aus den Proteinen Syntaxin und SNAP-2%5leinanderen Liposomenfraktion fuhrt
zu einer Membranfusion der Liposomen komplementédfesktionen. Weiterfihrende
Experimente konnten nun zusatzliche katalytischempanenten fir die exozytotische
Membranfusion, wie z. B. den EaSensor Synaptotagmin (Honda 2002; Jahn, Lang.et al
2003), in die Untersuchungen zum Fusionierungsgzeit einbeziehen, um die Rolle
solcher Additive zu klaren.

Auch das Andocken der Liposomen kann im Rahmen derchgefihrten
Untersuchungen als spezifisch identifiziert werd&e SNARE-Proteine Synaptobrevin,
Syntaxin und SNAP-25 erkennen einander und treten bei Anwesenheit aller drei
Komponenten in gegenseitige Wechselwirkung. Darulvdrd ein Andocken der
gegenuberliegenden Membranen veranlasst. In Ulstimimung mit gangigen Modellen
kann dieser Prozess als Zwischenstufe fir die Manfbsion angesehen werden, die

schlie3lich Uber die Ausbildung des ternaren SNARIEplexes vorgenommen wird.
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Verschiedene Fusionsproben mit variabler Anzahl SMARE-Proteinen sind im
Rahmen dieser Arbeit untersucht worden. Die quargiten Anteile der angedockten und der
fusionierten Liposomen weisen klare Trends auf. éah fur Liposomen mit weniger als
funf SNARE-Proteinen das Andocken Uberwiegt, istgib3ere Proteinzahlen die Fusion der
dominierende Prozess. Offensichtlich wird fir dasldcken der Liposomen eine geringere
Zahl an SNARE-Proteinen bendétigt. Fur die Fusiamgbgen muss die Anzahl der SNARE-
Proteine einen etwas hoheren Schwellwert Ubergehtddie Daten sind vertraglich mit dem
postulierten Mechanismus des Andockens als Vorstge Membranfusion. Fur eine
genauere quantitative Aussage tritt in den vorhelgm Ergebnissen das Problem der
statistischen Verteilung der SNARE-Proteine in dgosomen auf. Bei der Annahme eines
minimalen Schwellwerts werden innerhalb der anzovesiden Verteilung der Proteine in den
Liposomen ausschliel3lich jene Liposomen fusioniedes eine Anzahl an SNARE-Proteinen
aufweisen, welche oberhalb des Schwellwerts liegsrier der Annahme, dass der Einbau
der Proteine in die Liposomen ein statistischez®ss voneinander unabhéngiger Ereignisse
ist, ist die Zahl der SNARE-Proteine nach der Rwisgerteilung festgelegt. Sie gibt die

Wahrscheinlichkeiten p(n) fir n Ereignisse an, wdanMittelwert 1 gegeben ist:

n

p(n) =”—,e‘“ (Gl.5-2)
n

In diesem Fall waren die Verteilungen fur kleinehlésm schmaler als fur grof3e. Abbildung 5-

10 zeigt eine grafische Darstellung der Poissorteleng fur verschiedene Mittelwerte u .
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Abbildung 5-10: Grafische Darstellung der Poissari®ilung fiir verschiedene Mittelwerte p (vgl. alpitel
2.3.1.2).Die Poisson-Verteilung gibt die Wahrscheinlichkeif®n) fir n Ereignisse an, wenn der Mittelwert p

gegeben ist. Es sind lediglich die Poisson-Vertgi@mfir die untersuchten Fusionsproben dargestellt.

Durch die partielle Fluoreszenzmarkierung der étnet besteht eine verminderte
Detektionswahrscheinlichkeit der Liposomen, welakiae geringe Anzahl an Proteinen
aufweisen. Fur Liposomen mit einem Protein wirddéch im Mittel jedes zehnte Liposom
detektiert; fur Liposomen mit zehn Proteinen hirgegollte im Mittel jedes Liposom auch
als solches erkannt werden. Die Wahrscheinlichlaaiss sich ein SNARE-Protein ohne
Fluorophor in einem Liposom Dbefindet, betragt p =,900 bei einem
Fluoreszenzmarkierungsgrad von 10%. Fur n Protémesinem Liposom betragt die
Wahrscheinlichkeit p dass kein Protein fluoreszenzmarkiert ist, p p' = 0,90. Im
Umkehrschluss lasst sich die Wahrscheinlichkeitiimesen, dass bei n Proteinen in einem
Liposom mindestens ein Protein fluoreszenzmarksrtund dass das Liposom detektiert
wird:

P{(n) = (1-9") (Gl. 5-3)
Unter Berucksichtigung dieser Gewichtung der Débeistvahrscheinlichkeiten lassen sich
modifizierte Poisson-Verteilungen fur die Wahrseliehkeiten, dass sich n SNARE-Proteine
in einem Liposom befinden und dass dieses detektiedt, bestimmen:

pr(n) = P(n)p(n) (Gl. 5-4)
Diese gewichteten Poisson-Verteilungen sind in Ahinig 5-11 grafisch dargestellt. Die

Anderungen im Vergleich zu den ungewichteten Poisserteilungen sind fir kleine
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Proteinzahlen n groRRer, daher ist der Einfluss@ewichtung flr Liposomen mit geringen

Zahlen an SNARE-Proteinen am deutlichsten erkennbar
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Abbildung 5-11: Grafische Darstellung der gewichtePoisson-Verteilung fir verschiedene Mittelwentater
Berucksichtigung, dass lediglich 10% der SNARE-&ira fluoreszenzmarkiert sind.

Bei einer angenommenen Poisson-Verteilung der S&RROteine in den Liposomen
kann fUr die Fusionsproben Uber die nach Abbildbv&gbestimmten Anteile der angedockten
und fusionierten Ereignisse eine Abschatzung deimal erforderlichen Proteinzahl fur den
jeweiligen Prozess vorgenommen werden. Innerhalbveeteilung der Proteine werden nur
jene Liposomen andocken bzw. fusionieren konnem, @lne Proteinzahl oberhalb des
angenommenen  Schwellwerts  aufweisen. Der Vergleidtes Anteils von
fusionierten/angedockten Liposomen mit dem Poidetegral liefert die untere
Integrationsgrenze als Schwellwert. Das Verfahetnn Abbildung 5-12 grafisch dargelegt.
Hier sind die Anteile der angedockten (grau) sofugonierten Liposomen (schraffiert) am
Beispiel der Fusionsprobe (Sb(Al488) + Sx(AI594)AMe5))-5 grafisch dargelegt. Als
Verteilung wird die gewichtete Poisson-Verteilung dem Mittelwert p = 5 angenommen.
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Abbildung 5-12: Grafische Darstellung des Verfalsrenr Ermittlung der erforderlichen Proteinzahlendés
Andocken und die Fusion von Liposomen am BeispielFassionsprobe (Sbh(Al488) + Sx(AlI594)/SNAP25))-5.
Es ist die gewichtete Poisson-Verteilung fiir dettdivert 1 = 5 und der Anteil der angedockten (Yiawie
fusionierten Liposomen (schraffiert) dargestellte Biinimal erforderliche Proteinzahl fir das Andatkst tGber
die addierten Fraktionen der Fusion und des Andwkergenommen worden; hier wird vorausgesetzt dies
Fusion durch eine hdhere Zahl an Proteinen verurseéoth

Die Bestimmung der fur das Andocken erforderlicifemteinzahlen ist tGber die
addierten Fraktionen der Fusion und des Andockexisaleert worden. Hier wird
vorausgesetzt, dass fur den Fusionsprozess eirehdimzahl SNARE-Proteine erforderlich
ist. Dieses wird mit den Ergebnissen der Abbildii§ begrindet; fur eine ansteigende
Anzahl an Proteinen tritt zunachst ein Andocken emst fir hohere Proteinzahlen eine
Fusion der Liposomen auf.

Bei Einhaltung der exakten Fraktionen von angetiotkind fusionierten Liposomen
werden zunachst kontinuierliche Werte fir die Anaztghlen grafisch bestimmt. Zuséatzlich
wird nun der Anteil der falsch eingebauten Protdieelicksichtigt, da diese keinen ternaren
Komplex mit dem Syntaxin und dem SNAP-25 ausbild&mnen und damit nicht zur
Membranfusion beitragen. Der Prozentsatz der koregkgebauten Synaptobrevin-Proteine
betragt 65%. Die Korrektur betragt daher n* = 05Da nur diskrete Werte n* den
Proteinzahlen entsprechen kénnen und diese mindestke ermittelten Anteile an
angedockten bzw. fusionierten Liposomen herbeifiilméissen, wird die diskrete Proteinzahl

Uber eine Rundung der ermittelten Proteinzahl natbn bestimmt. Dieses Verfahren liefert
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eine Mindestzahl von erforderlichen SNARE-Proteifi@ndie Prozesse des Andockens und
der Fusion unter Berlcksichtigung der Fluoreszemnkimaing und den falsch eingebauten
Synaptobrevin-Proteinen. Prinzipiell muss sowohl diie Donor- als auch die Akzeptor-
Liposomen eine Poisson-Verteilung der SNARE-Preteangenommen werden. Da die
Akzeptor-Liposomen jedoch im Uberschuss zu derdhasgirobe gegeben werden, wird der
Fusionsprozess im Wesentlichen durch die Verteild®sy Donor-markierten SNARE-

Proteine begrenzt und die Verteilungen der Akzepiposomen sind in erster Naherung
vernachlassigbar. Die vorliegenden Quantifizierumder Schwellwerte sind daher nur unter
Bertcksichtigung der gewichteten Poisson-Verteiludgr Donor-markierten SNARE-

Proteine in den Liposomen vorgenommen worden. TabBi5 gibt die bestimmten

erforderlichen Proteinzahlen unter zusatzlicher iBksichtigung der falsch eingebauten

Synaptobrevin-Proteine fur die untersuchten Fugimizen wieder.

Proteine pro Erforderliche Proteinzahl fur Erforderliche Proteinzahl fir

Liposom, n das Andocken Fusion
1 2 2
3 3 4
5 4 5
7,5 5 7
10 6 8

Tabelle 5-5: Fur die untersuchten Fusionsproberirbesge Mindestanzahl der erforderlichen Proteine dés
Andocken und fir die Membranfusion der Liposomerw&d die Fluoreszenzmarkierung von 10% als auch der
Anteil der falsch eingebauten Synaptobrevin-Prateion 35% sind berlicksichtigt. Nahere Erlauterurgjehe
Text.

Die bestimmte Mindestzahl der erforderlichen Aredur das Andocken und fur die
Membranfusion steigt mit der mittleren Zahl der SREAProteine in den Liposomen an.
Prinzipiell ware der gleiche Schwellwert fir alleustonsproben zu erwarten. Drei
Folgerungen bieten sich unmittelbar an: 1. Die Arma der Poisson-verteilten Proteine in
den Liposomen ist falsch. 2. Die bestimmten Fraddiodes Andockens und der Fusion sind

nicht korrekt. 3. Die Fluoreszenzmarkierung dené&lne betragt keine 10%. Letzteres hat bei
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einem maximalen absoluten Fehler van5% keine Auswirkung auf die ermittelten
Proteinzahlen und wird daher im Folgenden vernasidé

Die erste Annahme wirde bedeuten, dass die Essgiiiir den Einbau der Proteine in
die Liposomen nicht unabhéangig sind. Eventuell sieil der Herstellung der Liposomen
Wechselwirkungen zu bertcksichtigen, welche zu reiMerbreiterung der Poisson-
Verteilungen fuhren wirden. Bei einer Wechselwidkumer Synaptobrevin-Proteine
untereinander, ahnlich zu der auftretenden Oligs®Eung des Syntaxins, waren die
relativen Abweichungen fur kleine Proteinzahlenhteroch und diese Verteilungen wirden
zu groReren Proteinzahlen hin verbreitert. Hierdeir grofRere Schwellwerte ermittelt. Die
Bertcksichtigung einer auftretenden Oligomerisigrder Synaptobrevin-Proteine kdnnte bei
angenommenen Poisson-Verteilungen der einzelnego@e&re in erster Naherung Uber eine
Linearkombination der einzelnen Verteilungen voemen werden. Je nach den
auftretenden Wechselwirkungen sind statt der védsten Poisson-Verteilungen jedoch auch
ganzlich andere statistische Verteilungen denkbar.

Die Folgerung der inkorrekten Anteile der angedeckund fusionierten Anteile
hingegen verweist auf grundsatzlichere Problemené&zen den D- auch die A-Liposomen
eine Verteilung der SNARE-Proteine aufweisen, kaénmsach Abschluss der Fusion
ungleiche Zahlen an Donor- und Akzeptor-Fluorophoriegen. Hieraus ergeben sich breit
gestreute Werte des Fluoreszenzparametgss &oraus sich in der Anpassung zunachst eine
Verschiebung der angedockten und fusionierten Ienadth ergeben kann. Bei einem
Uberschuss einzelner Proteine nach Abschluss deibfristehen diese wiederum weiteren
Andock- oder Fusionsereignissen zur Verfigung, wolbeehrfache Andock- und
Fusionsprozesse nur einfach gezéahlt werden. Die$ekt hatte auf Fusionsproben mit einer
hoheren mittleren Proteinzahl einen groReren Essflthier wirden geringere Anteile des
Andockens/der Fusion und damit grof3ere Schwellweartettelt.

Einen schwer einzuschéatzenden Einfluss birgt diblEmatik der biologischen Probe.
Der Anteil der Proteine, welche mit falscher Oriening in die Membran eingebaut sind,
begunstigt zwar die Quantifizierung des Andockerighrt jedoch innerhalb der
Proteinverteilungen in den Liposomen zu effektivger zur Verfugung stehenden
Proteinen, welche das Andocken oder die Fusiomerenh konnen. Es werden tendenziell
hohere erforderliche Proteinzahlen fir diese Pmeesrmittelt. Eine Berlicksichtigung
geschieht tUber die Proteinzahlen n, der Faktor Ogdért um etwa ein Drittel verringerte
Proteinzahlen und ist in Tabelle 5-6 bertcksichigr Effekt wirkt sich auf alle Liposomen

gleich aus, unabhéngig von der Proteinzahl n, uefigrt daher keine Erklarung fur den



Kapitel 5 109

Anstieg der Schwellwerte mit steigenden ProteiraahNielmehr ist als Problematik zu
beachten, dass die verkehrt eingebauten Protetteads Behinderung fur die Liposomen
erweisen konnten. Ebenso konnte die bereits destatOligomerisierung sich als hinderlich
fur die Prozesse des Andockens und der Fusion geweind diese blockieren.
Zusammenfassend wird trotz der auftretenden Sclgkisten bei der Quantifizierung
der SNARE-Proteine durch die durchgefihrten Untdrangen deutlich, dass eine
Mindestzahl an Proteinen sowohl fur das Andockenaaich fir die Fusion der Liposomen
erforderlich ist. Dieses ist mit der Vorstellungsdeusionsprozesses Uber eine vorherige
Porenbildung durch die interagierenden SNARE-Pneteiereinbar. Diese kann nur durch ein
Minimum an SNARE-Proteinen gebildet werden. Vergarg Studien postulieren eine
Mindestzahl von einem SNARE-Komplex bzw. drei undrvVSNARE-Komplexen, die flr
Fusion benétigt werden (Hua 2001; Yersin 2003; Bow6&04). Der Schwellwert von nur
einem erforderlichen Komplex fir den Fusionsprozésséin durch die vorliegenden
Untersuchungen ausgeschlossen werden, da fir ernegg Anzahl an Proteinen in den
Liposomen zunéchst das Andocken und erst fir holReateinzahlen auch die Fusion
beobachtet wird. Die Zahlen von drei oder vier Kée®pn hingegen stimmen mit einem Teil
der erzielten Ergebnisse Uberein. Zusatzlich wirdier Literatur diskutiert, ob die Energie,
die fur die Membranfusion aufgebracht werden mudser die Bildung des ternéren
Komplexes von den SNARE-Proteinen zur Verfligungtedswird (Monck 1995; Jahn
1999). Auch in diesem Fall wirde eine Fusion nighiierhalb eines kritischen Schwellwerts
fur die Anzahl der gebildeten SNARE-Komplexe stattén, was mit den vorliegenden

Ergebnissen harmoniert.

5.3 MFD-Imaging-Untersuchungen zur Membranfusion

Die bisherigen anhand der MFD durchgefihrten Wotgungen unterstitzen die
These einer fur die Membranfusion erforderlichenndiéistanzahl an SNARE-Proteinen,
ermoglichen jedoch keine exakte Quantifizierungr Eigése zentrale Fragestellung ist eine
weitergehende Methode entwickelt worden.

Aufgrund der statistischen Verteilungen der SNARfBteine in den Liposomen ist
ein Vorgehen erforderlich, in dem einzelne fusiceid_.iposomen direkt auf die Anzahl der
gebildeten terndren Komplexe hin untersucht wetdemen. Fur diese Zwecke ist das MFD-
Imaging Uber das konfokale Scanning entwickelt andgebaut worden. Anhand dieser
Methode lassen sich einzelne, immobilisierte Liposn auf einer Oberflache lokalisieren

und Uber die MFD untersuchen. Die ldentifizierurgy €usionierten Liposomen wird tber
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verschiedene Fluoreszenzparameter vorgenommen, ufioradie Quantifizierung der

SNARE-Proteine erfolgt. In Kapitel 4 sind die emtsghenden Methoden eingefuhrt worden.

5.3.1 Experimentelle Durchfihrung

Die apparativen Weiterentwicklungen, die fur demfdau des konfokalen Scannings
durchgefuhrt worden sind, und die sich hieraus le¥gden analytischen Anwendungen des
MFD-Imagings sind in den Kapiteln 3 und 4 besclerebEs ergeben sich vielfaltige
Moglichkeiten zur Untersuchung und Charakterisigrdar immobilisierten Systeme.

Die Liposomen werden fur das MFD-Imaging nachAl@eitung des Abschnitts 3.1.2
auf einer Glasoberflache immobilisiert. Um nach Ntidkeit einzelne Liposomen auf der
Oberflache zu erhalten, werden Konzentrationen efwva 1-2 Liposomen auf einer Flache
von 10 um x 10 um verwendet. Im Vergleich zur MIRDL6sung ergeben sich nun prinzipiell
unbegrenzte Beobachtungszeiten der Proben, dieriPmxis durch die Photozerstérung der
Fluorophore begrenzt sind.

Die Beweglichkeit der Fluorophore sollte durch krenobilisierung der Proben nicht
zusatzlich eingeschrankt sein, da diese sich imtierter Liposomen befinden. Auch eine
Wechselwirkung der Fluorophore mit der Oberflacbdtes in erster Naherung durch eine
hinreichende Abschirmung durch die Liposomenmembesnachlassigbar sein.

Die Polarisation der Anregungsstrahlung ist jehnder Art der durchzufihrenden
Untersuchungen zu wahlen. Fir eine Quantifizieraieg Fluorophore ist eine zirkulare
Polarisation von Vorteil, wahrend Anisotropie-Bettungen eine lineare Polarisation
erfordern.

Die Anregungsleistungen fir das MFD-Imaging werdenAbhangigkeit von den
beabsichtigten Untersuchungen festgelegt. Fir €mersuchung der Fluoreszenzparameter
von immobilisierten Liposomen, wie beispielsweiser dFluoreszenzlebensdauer, werden
vergleichsweise hohe Anregungsleistungen bendigtdie Anpassung ein Mindestmall an
Photonen (ca. 500 Photonen) bendétigt. Fur die Qumetung der Fluorophore wird das
konfokale Scanning lediglich zum Lokalisieren dggdsomen auf der Oberflache verwendet;
dieses wird bei minimalen Anregungsleistungen urtidgrationszeiten pro Pixel (z. B. 2 ms)
durchgefuhrt, um eine vorzeitige Photozerstorumg®iTeils der Fluorophore zu vermeiden.
Die Quantifizierung der Fluorophore Uber die sukres Photozerstérung ist Uber eine
experimentell optimierte Anregungsleistung durciibuén. Es wird hier in der detektierten
Fluoreszenzspur ein Kompromiss zwischen der vert@géhotozerstérung und einem noch
eindeutigen Signal-zu-Hintergrund-Verhaltnis gesuclwvas sich in der detektierten

Intensitatsspur als Stufenlange und Stufenh6hawsleichenden Fluorophore prasentiert.
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Die Quantifizierung der Donor-Fluorophore ist fiie fusionierten Liposomen nach
folgendem Prozedere durchgefuhrt worden: Die Lak@lung der fusionierten Liposomen
auf der Oberflache erfolgt Gber das konfokale Swanrbei der Anregung der Donor-
Fluorophore, wobei ausschlie3lich die roten Kané&detektiert werden. Auf diese Weise
werden lediglich jene Liposomen dargestellt, weldRBET aufweisen. Bei geringen
Anregungsleistungen erweist sich die direkte Anngguder Akzeptor-Fluorophore als
vernachlassigbar. Ein Pixel eines als fusioniegntdizierten Liposoms wird Uber das
Steuerprogramm der Scan-Einheit ausgewahlt und mmegungsfokus positioniert. Mit der
manuellen Freigabe des Anregungslichts tUber deerret Laserverschluss wird nun ein
zweiter Laserstrahl eingekoppelt. Uber diesen wemdie Akzeptor-Fluorophore vorsatzlich
photozerstort, da fur die Quantifizierung der DeRtrorophore diese nach Mdoglichkeit
unabhangig sein mussen, was bei Anwesenheit deepdzFluorophore nicht gegeben
ware. Um eine vollstandige Zerstérung zu gewahdaisist als zweiter Laser der Krypton-
lonen-Laser mit der Anregungswellenlange 568,2 mkontinuierlichen Modus eingesetzt
worden; dieser liefert wunschgemald hohe Anreguigjstegen. Nach erfolgter
Photozerstorung der Akzeptor-Fluorophore kann €uoantifizierung der Donor-Fluorophore
in dem Liposom durch den Argon-lonen-Laser erfolgédiese Vorgehensweise der
kontrollierten Photozerstérung einer Spezies vamokphoren innerhalb eines definierten
Systems und die nachfolgende Untersuchung eingteaw8pezies ist nur tber das konfokale
MFD-Imaging zu realisieren. In Tabelle 5-6 sind diagesetzten Anregungsleistungen fur
das Scanning und fur die Aufnahme einer Intensipéits dargestellt. Die Lokalisierung der
Liposomen fir die Quantifizierung der Fluorophorgdaypischerweise bei einem Funftel
der spater eingestellten Anregungsleistung durétggfum eine vorzeitige Photozerstdrung

der Fluorophore zu vermeiden.

Scanning: Photozerstorung:
Laser Alnm P /kWen P / kWeni?
Argon-lonen 476,5 0,2 ca. 1,2
Krypton-lonen 568,2 -- ca. 200

Tabelle 5-6: Die fur das MFD-Imaging von immobiliden Liposomen eingesetzten Laser mit ihren

Anregungswellenlangek und Anregungsleistungsdichten P.
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Die Unterscheidung von D-Liposomen und fusionierteiposomen uber die
spektralen Eigenschaften ist in Abbildung 5-13 destert. Hier sind unterschiedlich
detektierte experimentelle Daten desselben Bilddwsds einer immobilisierten
Fusionsprobe (Sb(Al488) + Sx(AI594)/SNAP25)-10 destgllt. In Abbildung a sind nur die
grinen Kanale, in Abbildung b nur die roten undAiobildung ¢ die grinen und die roten
Kanéle detektiert worden. Liposom A wird nur Uber driinen Kandle, Liposom B nur Uber
die roten Kanéle dargestellt. Liposom A wird fobgliden Donor-Liposomen zugeordnet. Das
Liposom B weist einen hoch-effizienten fluoreszenEnergietransfer auf, welcher vielfach
durch den Einfluss der Oberflache begunstigt wikdbosom B wird als fusioniert

eingeordnet.

a: Grune Kanale b: Rote Kanale ¢: Grine und roteika

Abbildung 5-13: Verschiedene Darstellungen der grpentellen Daten einer immobilisierten Fusionsgrob
(Sb(Al488) + Sx(AI594)/SNAP25)-10. a: Detektionden griinen Kanéle, b: Detektion in den roten Karéle
Detektion in den griinen und roten Kanale. Liposorwifl nur Gber die grinen Kanéle, Liposom B (ber die
roten Kanale abgebildet. Somit kann das SignalsfDainor-Liposom und das Signal B als fusioniertggsom
identifiziert werden (Anregungswellenlange 476,5, mnregungsleistungsdichte P 670 nWcBildausschnitt
48um x 48 um, Intensitatsskala von 0 bis 1,5 kHz).

5.3.2 Charakterisierung der untersuchten immobiliserten Liposomen

Da die Quantifizierung der SNARE-Proteine in dapdsomen uber die Farbstoffe
vorgenommen wird, ist ein moglichst hoher Markieysgrad essentiell. Im Gegensatz zu den
bisherigen Untersuchungen werden daher fiur diesail ®er Fragestellung alle
Synaptobrevin-Proteine fluoreszenzmarkiert. EvdlgueEinschrankungen durch eine
auftretende Selbstldschung der Fluorophore konegemwvartig nicht ausgeschlossen werden
und muissen bei der Analyse der experimentellenrDat&etracht gezogen werden. Fur die
Donor-Fluorophore sind durchgehend Markierungsgrade etwa 95% erzielt worden,
wéahrend die Markierungsgrade der Akzeptor-Fluorepmoit 85-90% geringer ausfallen. Um
eine Quantifizierung der Farbstoffe fur definieti@posomen durchfihren zu kénnen, muss

zunéchst eine korrekte Zuordnung der detektierteiggisse gewahrleistet sein.
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Die Unterscheidung zwischen fusionierten und meiBenor-Liposomen erfolgt Gber
die beiden spektralen Fluoreszenzsignalg, S§ ihren Quotienten, 55, oder uber die
Fluoreszenzlebensdaues). Abbildung 5-14 zeigt die Daten der FusionsproBie(Al488)

+ Sx(AI594)/SNAP2%-5. Abbildung A zeigt die Gesamtintensitat (6S). In Abbildung B

ist das Signalverhaltnis ¢& dargestellt, welches fur fusionierte Liposomen ctiuden
auftretenden resonanten Energietransfer gegenitéer Oibnor-Liposomen erniedrigt ist.
Abbildung C zeigt die verkirzte Fluoreszenzlebensteys) der fusionierten Liposomen.
Die Anisotropien der Fluorophore in den fusioniartdposomen sind gegeniber denen in

reinen Donor-Liposomen unverandert (Daten nicheggy

A: Gesamtintensitat ¢S+ S) B: Signalverhaltnisy& C: Lebensdauega)

T, [n=]
TS

[relu.]
1

Y
fusioniertes &

Liposom
@ D-Liposom
[ 4um

"5.2

Abbildung 5-14: Daten der Fusionsprobe (Sb(Al488) Sx(AI594)/SNAP25)-5. A: Darstellung der
Geamtintensitat (Sg + Sr); B: Darstellung des digrhéltnisses @S; C: Darstellung der
Fluoreszenzlebensdaugys). Fir fusionierte Liposomen wird ein verringertegriailverhaltnis gS; aufgrund

der registrierten roten Fluoreszenz registriertei€izeitig wird eine verkurzte Fluoreszenzlebensdales

Donor-Farbstoffs detektiert. (Anregungswellenlang@6,5 nm, Anregungsleistungsdichte 3,5 kWcm
Bildausschnitt 15 pm x 15 pum).

Die angedockten Liposomen weisen im Vergleich en geinen Donor-Liposomen zu
ahnliche Fluoreszenzeigenschaften mit diesen au$, @dass eine Unterscheidung
vorgenommen werden konnten. Sowohl Fluoreszenzgéhlrals auch Lebensdauern sind
durch die zusatzlichen statistischen Schwankungeziche auf Oberflachen beobachtet
werden, keine geeigneten Parameter fir eine zsgegk Separation von den Donor-
Liposomen. Eine falschliche Zuordnung der angedotkLiposomen als fusionierte
Ereignisse ist durch die sehr niedrige Effiziens dRET und die vergleichsweise lange
Fluoreszenzlebensdauer nicht zu befirchten. FurUsieersuchungen der immobilisierten

Liposomen auf Oberflachen werden die angedocktste8ie zunachst aul3er Acht gelassen.



114 Kapitel 5

5.3.3 Die sukzessive Photozerstérung

Die Zielsetzung besteht in der Quantifizierung faoreszenzmarkierten SNARE-
Proteine in den Liposomen. Nach erfolgter Lokatisng der Liposomen auf der Oberflache
wird eines ausgewahlt und die Intensitatsspur dewzessiv ausbleichenden Fluorophore
detektiert. Dieses Verfahren wird in Abbildung 5aférdeutlicht. Links ist ein Bildausschnitt
einer Oberflache mit immobilisierten Liposomen, hisc die zugehorige, detektierte
Intensitatsspur des ausgewahlten Liposoms darfjesiutlich sind zwei Stufen zu

unterscheiden, welche der Photozerstérung von Elwerophoren entsprechen.

[relu.]
1

Anzahl griine Photonen

0 5 10 15 20 25 30
start laser Zeit/'s

Abbildung 5-15: Lokalisierung eines immobilisierteiposoms und Detektion seiner Intensitétsspur. Nefssn
Bildausschnitt einer Oberflache mit immobilisieridposomen ist die zugehérige, detektierte Intetssigur des
ausgewahlten Liposoms dargestellt. (Fusionsprob@\(&88) + Sx(AI594)/SNAP25)-1, Anregungswellenlange
476,5 nm, Leistungsdichte 1,2 kW/grBildausschnitt 15 pm x 15 um).

Fir verschiedene Liposomen auf der Oberflache bergesich bei gleichen
Anregungsbedingungen durchaus ungleiche Stufenholtke Stufen der einzelnen
Fluorophore in einem ausgewéhlten Liposom allerslingesitzen im Wesentlichen
vergleichbare Intensitaten. Dieses ist durch digleiohe Positionierung der Liposomen im
Fokus zu begrinden, welcher relativ zu den Liposowiel groRere Ausmal3e besitzt und
eine radiale Intensitatsverteilung aufweist. Dieidfbphore eines ausgewahlten Liposoms
sind der gleichen Intensitatsverteilung im Fokusgasetzt. Variationen in den Stufenhdhen
kénnen nun noch durch unterschiedliche Lagen dergimgsdipolmomente der Farbstoffe
im Liposom auftreten. Auch eine Kopplung der Flysrore in einem Liposom ist prinzipiell
nicht auszuschlieBen. Durch die Vielfalt der Preeesdie in immobilisierten Systemen
auftreten konnen, ist die separate Auswertung idgeen Liposomen unerlasslich, denn nur

so kdnnen Artefakte, welche die Ergebnisse veffi@iscausgeschlossen werden.
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Fur die verwendeten Anregungsleistungen kann nume eAbschatzung der
Stufenhéhen vorgenommen werden: Die mittlere Z&hlpao Fluorophor, welche in Kapitel

5.2.2 ermittelt worden ist, gibt die Ausbeute amot®ehen bei einer Mittelung tber den

gesamten Fokus arE = 9,3 kHz fur eine mittlere Anregungsleistung Jon 9,2 kW/cnf.
Bei Vernachlassigung einer Sattigung kann Uber Niderung | = J2 (Eggeling 1999),
wobei b die Leistungsdichte im Fokusmittelpunkt<r(0,0), z = 0) bezeichnet, die Zahlrate
pro Fluorophor im Mittelpunkt bestimmt werden. $etragt F = 18,6 kHz flr eine mittlere
Anregungsleistung von | = 9,2 kW/énDie maximal zu erwartende Zahlrate eines einzelne
Fluorophors betrdgt demnach fir das MFD-Imaging F14 kHz fir eine mittlere
Anregungsleistung von | = 0,7 kW/émIn dieser einfachen Betrachtung ist die
Sammeleffizienzfunktion der Einheit Objektiv, Tubaose und Lochblende einer Punktquelle
im konfokalen Mikroskops vernachlassigt (Koppel,ehwd et al. 1976). Zum Vergleich ist
die maximal auftretende Zahlrate bei einer Untdrang von Einzelmolekulereignissen des
reinen Farbstoffs Alexa 488 (5’-Isomer) bestimmtrdem; sie betragt bei Extrapolation auf
die Anregungsleistung | = 0,7 kW/énebenfalls F = 1,4 kHz. Dieser maximale Wert wird
experimentell bestatigt.

Das nach der vollstdndigen Photozerstorung desréphore detektierte Streulicht des
Hintergrundes kann fur Untersuchungen von Liposorsembht sein, da die Lipide im

Vergleich zur Oberflache ein erhdhtes Streulicliux@achen.

5.3.4 Quantifizierung der Proteine in den Liposomen

In Kapitel 4 sind die in Hinblick auf die vorliegde Fragestellung unternommenen
Voruntersuchungen fir die Bestimmung der unabha&mgigmitter eines fluoreszenten
Systems beschrieben worden. Es sind zwei Methditedié Quantifizierung der Fluorophore
eingefuhrt worden, wobei fir immobilisierte Teilcheauf Oberflachen die sukzessive
Photozerstorung als wirksameres Nachweisverfalmgmolet worden ist. Bei der Anwendung
des entwickelten Algorithmus zur Quantifizierung dahl von Fluorophoren werden gleiche
Stufenhohen fur die Intensitaten der einzelnen Bloloore vorausgesetzt. Diese Annahme ist
im vergangenen Abschnitt tGberpruft worden.

Zwei Sachlagen werden nun anhand der sukzessivetoZerstérung Uberprift. Zum
einen wird untersucht, ob die Verteilung der SNARiBteine in den Liposomen wie erwartet
einer Poisson-Verteilung folgt. Zum anderen wirdhlket in den fusionierten Liposomen die
Anzahl der SNARE-Komplexe bestimmt. Beides zieltf adie Bestimmung einer
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Mindestanzahl der Proteine ab, welche fir die SNAR&ein-unterstitzte Membranfusion
erforderlich ist.

Zunachst wird die auftretende Verteilung der Rn@tan den Liposomen uberpruft.
Dafur wird die Anzahl der beinhalteten fluoreszearkierten Proteine in den immobilisierten
Donor-Liposomen Sb(Al488)-3 Uber die sukzessive t®terstorung der Fluorophore
festgestellt. Fir 145 experimentell ermittelte h#igdtsspuren ergibt sich die statistische
Verteilung nach Abbildung 5-16. Die auftretendenghggate mit mehr als 30 bestimmten
Proteinen sind unter der Zahl n = 30 zusammendefasswerden im Folgenden nicht weiter
betrachtet. Die erwartete Poisson-Verteilung furMittel drei Proteine ist dem Histogramm
Uberlagert. Da in diesem Fall alle Synaptobreviotéine fluoreszenzmarkiert sind, wird die
normale Poisson-Verteilung, nicht die gewichtetetwxendet. Die experimentell ermittelte
Verteilung erweist sich als breiter als jene nadhis$on zu erwartende. Die Poisson-
Verteilung ist zwar erkennbar, jedoch scheint zulest eine zweite Verteilung den

experimentellen Daten Uberlagert zu sein.
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Abbildung 5-16: Experimentell ermittelte Verteilumgr Proteinzahlen von Donor-Liposomen Sh(Al488)-3,
immobilisiert auf einer Oberflache. Sie ist Ubee diukzessive Photozerstérung der Fluorophore vdn 14
Liposomen ermittelt worden. Die auftretenden Aggtegsind unter der Zahl n = 30 zusammengefasst. Die
erwartete Poisson-Verteilung fir den Mittelwertidst dem Histogramm (berlagert. (Anregungswellegk
476,5 nm, Anregungsleistungsdichte 1,2 kWicm

Bei einem analog zu Kapitel 5.2.5 festgestelltenhv@llwert fur die Anzahl der fur

die Fusion erforderlichen SNARE-Proteine ergibthseus der experimentell ermittelten
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Proteinverteilung eine Zahl von 14 Proteinen. Dseisé im Vergleich zu den Betrachtungen
des Kapitels 5.2.5 eine hohere Anzahl von ProtefaeRroteine). Fur das Andocken wird
eine mindestens erforderliche Zahl von 6 Proteieemittelt. Die Abweichung hier ist
geringer (4 Proteine). Die relativen Abweichungetissen flr die experimentell ermittelte
statistische Verteilung als vergleichsweise hodearhen werden.

Ein zweiter Ansatz fur die Bestimmung der minineaforderlichen Anzahl ternarer
SNARE-Komplexe untersucht die Verteilung der Pmodein den fusionierten Liposomen.
Der Anteil der fusionierten Liposomen auf den Olgetien ist sehr gering (vgl. den
Prozentsatz fusionierter Liposomen, welcher in kKapb.2.2 ermittelt worden ist) und die
Experimente sind, wie bereits angedeutet, unglewfwendiger. Mit dem nach Abschnitt
5.3.1 beschriebenen Verfahren sind fir die Fusiaisp (Sb(Al488)+Sx(Al594)/SNAPJS3
44 fusionierte Liposomen untersucht worden. UberAtialyse ihrer Intensitatsspuren ist die
Verteilung der Synaptobrevin-Proteine ermittelt éam, sie ist in Abbildung 5-17 dargestellit.

Die Grauskalierung wird im nachsten Abschnitt eiéi Uber die normierten Haufigkeiten p

kann die Verteilungsfunktion F(n) {: p, bestimmt werden. Sie ist in der oberen Halfte der

Abbildung 5-17 dargestellt und wird ebenfalls inthfolgenden Abschnitt diskutiert.

Der Vergleich mit der extrahierten Verteilung deynaptobrevin-Proteine in den
reinen Donor-Liposomen weist kaum Unterschiede Brifzipiell ist eine Verschiebung hin
zu gréReren Werten zu erwarten, tatsadchlich widigleh ein relativer Anstieg der zu
gro3eren Proteinzahlen abnehmenden Flanke beobaglgebesonders interessant missen
die Liposomen mit der geringsten Anzahl an bestenmmSNARE-Proteinen angesehen
werden. Unter Bertcksichtigung des Markierungsggadewie einer vorangegangenen
Photozerstorung einzelner Fluorophore reprasentidiese Liposomen den Anteil mit der
minimalen Zahl an Proteinen, welche flr die Initieg der Membranfusion erforderlich ist.
Die Zahl der erforderlichen Proteine betragt Eimsd tstimmt nicht mit den bisherigen
Ergebnissen Uberein. Es muss hier von einem bé&awl Einfluss ausgegangen werden, der

eine solche Abweichung verursacht.
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1.0 - Fusion

| Docking
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Abbildung 5-17: Experimentell ermittelte Verteiludgr Synaptobrevin-Proteine in den fusionierterokgomen
(Sb(Al488) + Sx(AI594)/SNAP25)-3. In der oberen ftlist zusatzlich die Verteilungsfunktion F(n) der
normierten Haufigkeiten angegeben. Sie wird ebe&riealie Grauskalierung der Haufigkeiten in AbschiB.5
diskutiert. Nach der Photozerstérung der Akzeptactephore ist Uiber die sukzessive Photozerstoming
Anzahl der Donor-Fluorophore in den fusioniertendspmen ermittelt worden. Fir die vorliegenden \ieng
sind 44 fusionierte Liposomen untersucht worden.rég§angswellenlangeip = 476,5 nmA, = 568,2 nm;
Anregungsleistungsdichter, B 1,2 kW/cni, P = 200 kW/crf).

Dieses Ergebnis legt nahe, dass aul3ere Einfliss€is immobilisierte Liposomen
auf Oberflachen eher etablieren kdnnen als furedyst welche sich frei in einer wassrigen
Losung bewegen. Bei einer Betrachtung der angedonckiposomen, welche Uber die
Bindung der SNARE-Proteine zusammenhangen, ohne paoch die Ausbildung des
terndren SNARE-Komplexes abgeschlossen ware, kait won einem stabilen System
ausgegangen werden. AuRRere Kréfte, die wahrentimdeobilisierung auf der Oberflache auf
diese Systeme wirken, konnten unter Umstdnden &uasionierung der angedockten
Liposomen initiieren, sodass die Oberflache quésiKatalysator fur die Fusion wirkt. In
diesem Fall wirden geringere Schwellwerte fur disién ermittelt, namlich jene fir das
Andocken von Liposomen.
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5.3.5 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse

Das MFD-Imaging gestattet die Bearbeitung einzigar Fragestellungen zum
Verhalten einzelner Liposomen. Die Kombination Besfokalen Scannings von Liposomen
auf einer Oberflache mit der darauf folgenden Idiergrung ihres Fusionszustands Uber ihre
Fluoreszenzparameter ermdglicht die Quantifiziernng SNARE-Proteinen in definierten
Systemen. Je nach Fragestellung orientiert sichAitastung der Oberflache bereits an den
zu identifizierenden Systemen, wie im Fall der dngerten Liposomen, welche Uber die roten
Kanéle erkannt werden. Als zusatzlicher experimimteZwischenschritt folgt auf die
Identifizierung der Liposomen eine kontrollierted®eerstérung der Akzeptor-Fluorophore,
woraufhin sich die Quantifizierung der Donor-Fluphore anschliel3t.

Die reinen Donor-Liposomen zeigen analog zu Expenten, welche in Lésung
durchgefuhrt worden sind, eine Fluoreszenzleberesgddie vergleichbar ist zu derjenigen des
freien Fluorophors. Die ldentifizierung der fusierien Liposomen auf Oberflachen verlauft
analog zu Experimenten in Losung Uber eine verkifhioreszenzlebensdauer und tber eine
zusatzlich zur grinen Fluoreszenz ebenfalls detektrote Fluoreszenz. Orientierungseffekte
der beteiligten Ubergangsdipolmomente konnen aurfliizhen allerdings eine veranderte
Effizienz des fluoreszenresonanten Energietransfersauschen. Da in den vorliegenden
Experimenten die fusionierten Liposomen lediglidhefi die Detektion des roten Signals
identifiziert werden, ohne dass eine Quantifizigrales FRETs vorgenommen wird, kénnen
eventuell auftretende Orientierungseffekte, welde® Energietransfer verandern, in dem
vorliegenden Fall vernachlassigt werden.

Durch die geringe Photonenstatistik, welche beigleringen Anregungsleistungen fur
die Untersuchungen auf Oberflachen eingesetzt wieuthel den relativ hoheren Anteil des
Streulichts, werden grof3ere relative Abweichungerussacht. Aus diesem Grund kdnnen
angedockte Liposomen und Donor-Liposomen auf Oéen#n nicht eindeutig unterschieden
werden. Daher werden die angedockten Liposomen raudg der &hnlichen
Fluoreszenzeigenschaften den Donor-Liposomen zdgetr

Ferner kann, wie bereits erwahnt, eine Wechselwigkzwischen Liposomen und
Oberflache, die zu einer Fusion der angedockterodamen fihrt, nicht ausgeschlossen
werden. Durch diese "oberflachen-katalysierte" ésivirden die angedockten Liposomen
falschlich den urspringlich bereits fusioniertenpdsomen zugeordnet werden. Die
bisherigen Betrachtungen liefern jedoch nur geridgeerschiede zwischen der erforderlichen

Mindestanzahl an Proteinen fur die Fusion und dadoéken.
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Auf die Identifizierung der gewlnschten Liposoménlgt die Detektion der
Fluoreszenz mit der Zeit. Die maximale Zahlrate pitaorophor ist fur die verwendete
Anregungsleistung auf 1,4 kHz abgeschatzt wordesd3 entspricht der maximal zu
erwartenden Stufenhthe von einzelnen Fluorophorelen Intensitatsspuren.

Die Bestimmung der auftretenden Verteilungen vdoof®phoren in einzelnen,
analysierten Liposomen sollten eine genauere Abzseghd der minimalen Anzahl an
SNARE-Komplexen, welche fir die exozytotische Meamfusion bendtigt wird,
ermoglichen. Die Verteilung der Donor-Liposomen steirelativ zu der erwarteten
gewichteten Poisson-Verteilung Veranderungen aid. &perimentell ermittelte Verteilung
an Synaptobrevin-Proteinen scheint aus mehrereneitergen zusammengesetzt. Neben
einer Verteilung, welche prinzipiell mit der nacligson zu erklaren ist, tritt eine zweite
Population fur hohere Proteinzahlen (n = 8, 9, 40) Eine Erklarung wirde die bereits
diskutierte Oligomerisiering des Proteins liefelme Verteilungen der Oligomere, bestehend
aus m Proteinen, entsprachen wiederum einer PoeMsdrilung, jedoch mit den
Proteinzahlen n = m. Die experimentelle statisesc¥erteilung wirde sich aus einer
Linearkombination der einzelnen Verteilungen zusamsetzen. Bei einer Bildung
verschiedener Oligomere wirde die experimentellgeilang verstandlich, sie ware aus allen
statistischen Verteilungen der einzelnen Oligomeuwsammengesetzt. Andere mogliche
Ursachen sind bereits in Kapitel 5.2.5 diskutierbraéen. Analog zu den dortigen
Betrachtungen kann eine Bestimmung der fur die Mamflasion erforderlichen Anzahl von
SNARE-Proteinen vorgenommen werden. Bei Verwenddag experimentell ermittelten
Proteinverteilung und den in Abschnitt 5.2.4 erefiétn Fraktionen fir das Andocken und die
Fusion der Liposomen ergeben sich unter Vernadblaisg der auftretenden Aggregate fur
die Fusionsprobe n = 3 erhéhte Schwellwerte vonrd@eihen fir das Andocken und 14
Proteinen fur die Fusion. Hier ist der Anteil dafsth eingebauten Synaptobrevin-Proteine
bertcksichtigt. Im Vergleich mit den in Abschnitt% ermittelten Werten (4 und 5 Proteine
fur das Andocken bzw. die Fusion) mussten die Iéstimmten Proteinzahlen prinzipiell als
die plausibleren angenommen werden. Die Proteieraldind ohne einschrankende
Annahmen fir die statistische Verteilung der Praigain den Liposomen, sondern basierend
auf einer experimentellen Verteilung, bestimmt wvewrd Einschrankend ist allerdings
anzumerken, dass die hier verwendeten FraktionewlifliLiposomen in Losung bestimmt
worden sind, wéahrend die statistische Verteilung awner Analyse der immobilisierten
Liposomen auf Oberflachen resultiert. Ein unerwiitesc Einfluss auf die frei in Losung

diffundierenden Liposomen kann quasi ausgeschlogsaden, eine Wechselwirkung der
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immobilisierten Liposomen mit der Oberflache hingegist vorstellbar. Hier sind
Phanomene, wie beispielsweise eine Zerstorung gersbmenmembran mit unbekanntem
Einfluss auf die Fluoreszenzeigenschaften der Bjlwore, nicht auszuschlieRen. Daher
werden die hier bestimmten Proteinzahlen als waitedinweis gesehen, dass die
Membranfusion durch eine definierte Anzahl von SNEARroteinen initiiert wird, eine
genaue Quantifizierung hingegen musste durch vee@geperimentell bestimmte Verteilungen
einer variierenden Zahl an Proteinen bestatigt emrd

Uber eine direkte Betrachtung der fusioniertenospmen und die Bestimmung der
statistischen Verteilung der Donor-Fluorophore waide erheblich kleinere Proteinanzahl
abgeleitet, namlich nur ein SNARE-Komplex, der fdie Fusion erforderlich ist. Die
Diskrepanz zu den vorhergegangen determiniertenv&8bhkerten ist betrachtlich und kann
Uber eine "oberflachen-katalysierte" Fusion von ealogkten Liposomen erklart werden.

Die Annahme einer Fusion der angedockten LipsoménOberflachen wird in den
folgenden Betrachtungen bericksichtigt. In Abbilgus17 ist unter Voraussetzung dieses
Phanomens zuséatzlich zu der festgestellten Venigilder Synaptobrevin-Proteine eine
Verteilungsfunktion dargestellt, welche angibt, maelcher Wahrscheinlichkeit eine
Proteinanzahl n mit angedockten bzw. fusioniertggosomen korreliert ist. Es sind hier die
in Abschnitt 5.2.4 ermittelten Fraktionen fur dasdédcken/die Fusion berticksichtigt und auf
die Gesamtheit Eins normiert worden. Hieraus engedieh fur die untersuchten Liposomen
relative Anteile von 78,9% angedockten und 21,6%cinierten Liposomen. Die geringeren
Proteinzahlen werden den angedockten Liposomenordget und unter Einbezug der
relativen Anteile wird eine Grenze von neun SNARBtEinen ermittelt. Da nicht alle
angedockten Liposomen notwendig auf der Oberfldab®nieren, und in diesem Fall nicht
in die Untersuchungen aufgenommen werden, kanerdattelte Grenzwert von neun fur die
Zahl der erforderlichen Proteine der Membranfusidé obere Grenze angesehen werden.
Diese Abschatzung fugt sich in die bisherigen bastien Schwellwerte der letzten
Abschnitte ein. Auf diese Weise wiurde eine Anzawiszhen vier und neun SNARE-
Proteinen fir die Membranfusion postuliert. Da daslocken bereits flr eine geringere
Proteinanzahl beobachtet wird, wirde hier ein Sdimeet von ein bis drei Proteinen
postuliert.

Die obigen Betrachtungen sind unter der Annahme, kigtalysierten“ Fusion von
angedockten Liposomen auf Oberflachen vorgenommendem. Da es hierfur keine
experimentelle oder theoretische Bestatigung gibtissten fir die Uberpriifung der

Plausibilitat des erzielten Zahlenwerts zusatzlidetersuchungen zu den angedockten
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Liposomen durchgefuhrt werden. Um die erzieltenelBrgsse zu erklaren, sind auch andere
oder zuséatzliche Prozesse mdglich, die eine vesrtagAnzahl an erforderlichen Proteinen
verursachen. Durch die eingesetzten hohen Anretgisggsgen bei der Photozerstérung der
Akzeptor-Farbstoffe ist eine gleichzeitige photaoisehe Zerstérung der Donor-Fluorophore
nicht auszuschlieRen. Uber Mehr-Photonen-Prozegsmek hoher angeregte Zustande
populiert werden, die instabile Konfigurationen stallen. Die Annahme dieser Prozesse
wurde ebenfalls die diskutierte experimentelle ¥iunhg der Proteine in den fusionierten
Liposomen erklaren. Das Auftreten solcher Phanonkénate Uber die Photozerstérung von
Akzeptor-Fluorophoren bei gleichzeitiger Detektiades grinen Signals der Donor-
Fluorophore Uberprift werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, das§edlinik des MFD-Imagings
Uber die sukzessive Photozerstérung einen wertvolBeitrag zur Bestimmung der
Stochiometrie der SNARE-Protein-unterstitzten Fusrorgange liefern kann. Sie ist im
Rahmen der bearbeiteten Fragestellung erfolgreitwiekelt und erstmalig eingesetzt
worden. Trotz der Komplexitat der Systeme ist elBmgrenzung der erforderlichen
molekularen Stéchiometrien gelungen. Fur den Psodes Andockens kann die Anzahl an
erforderlichen Proteinen auf 1-3 und fir den Prezey Fusion auf 4-9 beschrénkt werden.
Die auftretenden Wechselwirkungen zwischen immsieittem System und Oberflache

bleiben ungeklart. Hier sind zusatzliche Experirediit ein tieferes Verstandnis erforderlich.
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Reaktionsmechanismen der HATP-Synthase ausEscherichia coli

Die katalytische Aktivitat der HATP-Synthase ist mit einer internen Rotation der
Untereinheiten des Enzyms gekoppelt. Da die Ratastiewegung der HATP-Synthase ein
stochastischer Prozess ist, welcher nicht synchiemiwerden kann, missen Untersuchungen
diesbeziiglich auf der Ebene einzelner Molekule lyefihrt werden. Die Préparation des
biologisch funktionalen Enzyms mit Fluoreszenzmemkingen, die so klein sind, dass sie die
Bewegungen der Untereinheiten wahrend der zu bétdraden Katalyse nicht beeinflussen,
ermoglicht die Untersuchung des Enzyms in einersigonativen Umgebung ohne &aul3ere,
storende Einflisse. Sowohl| die Synthese als auelHgdrolyse von ATP sind im Rahmen
der vorliegenden Untersuchungen als katalytischezdase der HATP-Synthase auf
molekularer Ebene untersucht worden. Die Ergebnissel in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Graber (Abteilung-ATP-Synthase unter Leitung von Dr. Bérsch,
Institut fur Physikalische Chemie II, Albert-LudveigJniversitat, Freiburg i. Br.) entstanden.
Sie sind in Ausztgen in (Diez 2003) und (Diez 208d3chrieben.

6.1 Die H-ATP-Synthase ausEscherichia coli

ATP (Adenosin-5-Triphosphat) stellt den wichtigstEnergietrager in den Zellen von
Lebewesen dar. Im menschlichen Korper wird jede®-Aolekil etwa dreihundertmal pro
Tag zu ADP (Adenosin-5-Diphosphat) und Monophogghalrolysiert und wieder zu ATP
synthetisiert. Dieses entspricht im Korper einehkschnittlichen Menschen einem taglichen
Umsatz von bis zu 75 kg (Diez 2004). Als wichtigsEnzym zur ATP-Synthese gilt dieH
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ATP-Synthase. Sie synthetisiert ATP unter Ausnujzureiner transmembranen
elektrochemischen Potentialdifferenz, hervorgeruferch einen Protonengradienten.

Die H-ATP-Synthase vonEscherichia coligehort zur Klasse der F-Typ-ATP-
Synthasen (EfF;) (Jagendorf 1966; Kagawa 1971), welche als Mengyaain einen
exergonischen Protonenfluss mit einer endergonmscerP-Synthese koppelt. Die
elektrochemische Energie des Protonengradiented uler Konformationsdnderungen in
mechanische Energie umgewandelt und diese sclalel®lichemische Energie in Form von
ATP umgesetzt. Die HATP-Synthase vorE. coli kann bei entsprechendem Bedarf der
Zellen auch umgekehrt eine ATP- Hydrolyse durchéahr

6.1.1 Struktur der H*-ATP-Synthase

Die H'-ATP-Synthase vorE. coli besteht aus dem hydrophoben, transmembranen F
Teilkomplex und dem hydrophilen-Heilkomplex. Im Rotationsmodell der Katalyse isth
eine Aufteilung von Untereinheiten derHATP-Synthase in einen Rotor und einen Stator
Ublich. Abbildung 6-1 zeigt ein Modell der B-ATP-Synthase, in welcher der Rotor blau
und der Stator orange gekennzeichnet sind. Die Msé®m des Enzyms betragt insgesamt
etwa 550 kDa.

Der losliche Teilkomplex weist eine weitere Unterteilung mitrdgtéchiometrie
03Bsyde bei einer Gesamt-Molmasse von etwa 382 kDa auf. ddieind 3-Einheiten sind
alternierend angeordnet und bilden zusammen eixagoeale Struktur (Abrahams 1994).
Drei katalytische und drei nichtkatalytische Nukidbindungsplatze sind hier lokalisiert. Der
a3Bs-Komplex umschlief3t den oberen Teil deUntereinheit, welche gemeinsam raitden
zentralen Rotor des;Heilkomplexes bildet. Dieser funktioniert wéahreddr Katalyse als
rotierende Achse, welche die Konformationsanderardg 3-Einheiten mit der Rotation des
Fo-Komplexes koppelt (Jianpeng 2002). ChdJntereinheit ist relativ zunmsfBs-Komplex
fixiert (Lill 1996; Bottcher 2000; Wilkens 2000) drbefindet sich an der oberen Spitze des
a3Ps-Hexagons.

Der membranintegrierte oH eilkomplex besitzt die Stdchiometrie ,aly bei einer
Molmasse von etwa 164 kDa. Bei der ATP-Synthesalisser fir den Protonentransport
verantwortlich. Seine Struktur ist bislang nur ieilbereichen bekannt. Die Untereinheit a ist
essentiell fir den Protonentransport (Cain 200@), midglicherweise durch zwei interne
Halbkanéle erfolgt (Junge 1997). Die beiden b-Untdreiten sind mit de¥-Untereinheit des
F1-Komplexes verbunden und bilden einen Teil eineBeauliegenden, nicht-rotierenden
Stators der HATP-Synthase. Die ringférmig angeordneten c-Uritdreiten gehdren zum
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Rotor der ATP-Synthase (Meier 2005). Die Anzahl debntereinheiten variiert fur
verschiedene ATP-Synthasen. Dié-ATP-Synthase vorE. coli besitzt zehn c-Einheiten
(Jiang 2001). Der Symmetriebruch gegenlber deré@inégen Symmetrie degHKomplexes
verursacht Diskussionen uber die Art und Weiseltteersetzung einer 10-stufigen Rotation
des c-Rings in die drei-stufige Rotation gieiUntereinheit des Rotors.

Es existiert bislang keine hochauflésende Strufiudie gesamte HATP-Synthase,
daher werden die Strukturdaten einzelner Teile inere Gesamtmodell zusammengefasst.
Basierend auf einem Modell der H~ATP-Synthase nach Engelbrecht (Engelbrecht 1997)
ist eine Strukturanpassung vorgenommen worden ¢Bd602)Abbildung 6 -1 zeigt das im
Rahmen dieser Arbeit verwendete Modell depFEfATP-Synthase samt der eingesetzten
Fluoreszenzmarkierungen. Abbildung 6-1a zeigt &egenansichtler ATP-Synthase in der

Membran, Abbildung 6-1b eine Ansicht in der Ebere Eluoreszenzmarkierungen.

Abbildung 6-1: Modell der EfF-ATP-Synthase nach (Engelbrecht 1997, Bérsch 2002§ien Positionen der
verwendeten Fluoreszenzmarkierungen. a: Seiterrdndér ATP-Synthase in der Membran; b: Ansicht in de
Ebene der Fluoreszenzmarkierungen mit Blick vonMembran. Die Untereinheiten des Stators sind orange
die Untereinheiten des Rotors sind blau gekennmeichDer Donor-Fluorophor ist an digyfntereinheit

gekoppelt (griner Kreis), der Akzeptor-Fluorophordie Rb-Untereinheiten (roter Kreis).

6.1.2 Funktion der H'-ATP-Synthase

Die Funktion von biologischen Molekulen steht insAmmenhang mit ihrer Struktur
und deren Dynamik. Auch fiir die"HATP-Synthase bestatigen neuere Untersuchungen die
starke Kopplung zwischen ihrer katalytischen Fuktind den Konformationsanderungen in

Form von Rotationsbewegungen (Kinosita 2004; Raeme2005). Fur die Katalyse-
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Mechanismen der HATP-Synthase existieren verschiedene Modelle, AliBaufe sind
bislang im Einzelnen nicht vollends geklart.

Ein anerkanntes Modell fiir die Katalyse der ATRIBing in dem I=Teilkomplex ist
der von Paul D. Boyer vorgeschlageni@ding-changeMechanismus (Boyer 1975; Boyer
1993; Boyer 1999). Hier wird von drei identischemd@ingsplatzen ausgegangen, die eine
Abfolge von verschiedenen Konformationen mit urdbrsdlicher Affinitdt gegentber den
Nukleotiden durchlaufen. Die drei katalytischen dingsplatze sind miteinander gekoppelt,
so dass jeder der drei Bindungsplatze alternieegnel andere Konformation einnimmt. Die
Konformationsanderungen werden durch eine Rotdi®nsgung dery-Untereinheit
induziert, wobei fur die beiden katalytischen Pssse Hydrolyse und Synthese
unterschiedliche Rotationsrichtungen postuliertceur.

Die Visualisierung einer schrittweisen Rotatiom gd&Jntereinheit im Teilkomplex
ist Noji 1997 in einem videomikroskopischen Expesithgelungen (Noji 1997). Dafur sind
einzelne asBzy-Teilkomplexe auf einer Oberflache immobilisiert duntber ein
fluoreszierendes Aktinfilament an dgiUntereinheit sichtbar gemacht worden. Refsy-
Teilkomplex ist die kleinste Einheit, die noch eidgdrolyse-Aktivitat aufweist (Dunn 1980;
Dunn 1981). Unter Zugabe von ATP ist eine Rotatoes Aktinfilaments an dey-
Untereinheit in 120°-Schritten beobachtet wordexled Schritt wird mit der Hydrolyse eines
ATP-Molekiils erklart. Ahnliche Ergebnisse sind mainer lichtstreuenden Goldkugel an
Stelle des Aktinfilaments erzielt worden (Yasud®20 Hier ist zusatzlich eine Aufspaltung
der 120°-Schritte in einen 90°- und einen 30°-Thifgt beobachtet worden, andere
Untersuchungen verweisen auf eine Aufspaltung @&°-Schritte in einen 80°- und einen
40°-Teilschritt (Shimabukuro 2003). DeeUntereinheit spielt eine entscheidende Rolle bei
der Aktivierung der F-ATP-Synthase; diese wird iber eine Konformatiodsinng der
Untereinheit gesteuert (Zimmermann 2005). Neueretali{se-Modelle beinhalten
Intermediate im Katalysemechanismus, die sich et @aufgefundenen Sub-Schritten decken
(Senior 2002).

Im Rahmen der diskutierten Katalyse-Modelle isthadiir den G-Teilkomplex der
H*-ATP-Synthase eine interne Rotationsbewegung démtereinheiten relativ zu den a- und
b-Untereinheiten vielfach postuliert worden (Vik9¥9 Duncan 1995; Junge 1997). Als
Energiequelle dient ein transmembraner Protonergrgd welcher aus einer hohen
Protonenkonzentration auf der periplasmatischenteSend einer niedrigen auf der
cytoplasmatischen Seite resultiert. Der Protonatigre treibt eine Rotation des c-Rings und

hieriber die Synthese von ATP an (Junge 1997). Zabl der Protonen, welche pro
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synthetisiertes ATP-Molekil durch den c-Ring traorsiprt wird, ist bislang unklar. Aufgrund
der unterschiedlichen Stéchiometrien der c-Einlneiteverschiedenen ATP-Synthasen sind
ungleiche Zahlen der Honen pro ATP mdglich. Thermodynamische Uberleguméihren
fur die ERF1-ATP-Synthase zu mindestens dréildnen pro ATP (Kashket 1982).

6.2 MFD-Untersuchungen zu Rotationsmechanismen dét*-ATP-Synthase

Untersuchungen einzelner fluoreszenzmarkiert&AP-Synthasen uber die MFD
gestatten die simultane Erfassung der verschiedemabh&ngigen Fluoreszenzparameter mit
einer hohen Zeitauflosung. Das Ziel der vorliegendgntersuchungen besteht in der
Detektion der vermuteten FRET-Stufen und dem Nathwmer eventuellen Abfolge von
verschiedenen FRET-Stufen wahrend der Katalyserhaifie eines Enzymdurchtritts durch
das konfokale Detektionsvolumen. Die experimentelleRandbedingungen der
vorgenommenen Untersuchungen werden im nachfolgendlleschnitt (Kapitel 6.2.1)
erlautert. Um ein Verstandnis fur die Probe zu ekein, wird zunachst eine
Charakterisierung der fluoreszenzmarkierten ATPHSyse vorgenommen (Kapitel 6.2.2). In
der Folge wird der Nachweis von verschiedenenreteftden FRET-Stufen erbracht (Kap.
6.2.3), um auf dieser Grundlage die UntersuchurmyerATP-Hydrolyse (Kapitel 6.2.4) und
ATP-Synthese (Kapitel 6.2.5) vorzustellen und im d®ntext des untersuchten Systems zu

bringen.

6.2.1 Experimentelle Durchfiihrung

Die Detektion einer eventuellen Abfolge verschregte FRET-Stufen setzt lange
Beobachtungszeiten flr die betrachtete Probe vpidiasEinbettung der ATP-Synthase in
Liposomen als Modell einer quasi-nativen Umgeburgett glnstige Voraussetzungen
hierfuir. Analog zu Kapitel 5 ergeben sich indesgarexperimentelle Besonderheiten fir die
zu untersuchenden fluoreszenten Systeme. So smdVIiiD-Untersuchungen der ATP-
Synthase wie auch die Liposomen des Kapitels 5 @n aylindrisch begrenzten
Probenvolumina (25 ul) der Firma Evotec durchgdfiitorden. Die Untersuchungen der
ATP-Synthese sind in einer speziell angefertigtemcbflusskammer vorgenommen worden,
in die parallel folgende Komponenten injiziert wend (1) Proteoliposomen, vorinkubiert in
ATP-Synthase-Puffer | bei pH 4,7; (2) ATP-Synth&dfer Il mit pH 8,8 (vgl. Kapitel
3.1.2.2) (Diez 2003). Durch die Vermischung der izemponenten wird ein kunstlicher
Protonen- und KkGradient tiber der Membran der Liposomen ausgebilidge das Enzym zur
ATP-Synthese antreibt. Da die eingestellten Gradiermit der Zeit abnehmen, sind die

Messdauern fir diese Experimente auf 2-3 Minutegrdrezt. Erst Uber eine erneute
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Vermischung der zwei Komponenten wird die protoretnigbene ATP-Synthese wiederum
gestartet. Die anfangliche pH-Differenz Uber dernMean betragtApH =4,1 und die
Differenz des elektrischen Potentidl@ =126 mV (Fischer 1999; Fischer 2000). Fir alle
Ubrigen Messungen ist der ATP-Synthase-Pufferéhmendet worden (vgl. Kapitel 3.1.2.2).
Alle MFD-Messungen der HATP-Synthase sind bei einer Konzentration von e®8gpM
durchgefuhrt worden.

Als weitere Besonderheit der langen Beobachturigszemuss mit geringer
Anregungsleistung gemessen werden, um eine Phetomeng der Fluoreszenzfarbstoffe zu
vermeiden. Die eingesetzten Laser, Anregungsweélhg@n und Anregungsleistungsdichten
fur die vorgestellten Experimente sind in Tabel& &ufgefiihrt. Fiir eine Uberpriifung der
gleichzeitigen Gegenwart von Donor- und Akzeptargfbphor an den Enzymen werden die
Proben in einem Teil der Experimente simultan (#vezi Lichtquellen angeregt.

Laser Anregungswellenlangk.,,/ nm  Anregungsleistung £,/ kWecm?
Argon-lonen 496,5 18,6
Diode 637,0 9,8

Tabelle 6-1: Verwendete Laser, Anregungswellenlanggn und Anregungsleistungsdichten,,Pfur die

Experimente mit der ATP-Synthase.

Eine Schwierigkeit der Untersuchungen besteht iar dHeterogenitat der
fluoreszenzmarkierten Probe. Neben der erwinschtgypelt markierten FRET-Spezies
treten nur mit einem Farbstoff markierte Enzyme, @i unmarkierten Enzyme hingegen
werden im Experiment nicht erfasst. Ferner konnerFd Teilkomplexe als Einzelteile in der
Losung vorliegen. Zusatzlich besteht die Moglichkdass ein Teil der Enzyme biologisch
nicht funktional ist. Fur weiterfihrende Untersusgan muss daher zunéchst eine Selektion
der Ereignisse vorgenommen werden.

Der Schwerpunkt der Untersuchungen konzentriech siuf die Detektion einer
eventuell auftretenden Abfolge verschiedener FREIFe® innerhalb eines einzelnen
Enzymdurchtritts durch das Detektionsvolumen. Datenden fir die Analyse ausschlief3lich
Ereignisse herangezogen, die Uber lange Verweitdaim Detektionsvolumen verfligen
(mindestens 45 ms). Ferner kann tber die Anisatrdps Donor-Fluorophors, welche fur das

vollstdndig rekonstituierte Enzym, eingebettet impdsomen, vergleichsweise hoch ist
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(r 2 0,12), eine effektive Vorauswahl der relevantemir8p getroffen werden. Hier erweist
sich die selektive Spektroskopie als unabdingbae erbleibenden Fluoreszenzspuren
werden einzeln auf inre FRET-Effizienzen hin unters.

Um fir die H-ATP-Synthase die korrigierten Fluoreszenzintebsitigles Donor- und
des Akzeptor-Fluorophors, pF und F, zu erhalten, missen einige experimentelle
Randbedingungen festgelegt werden. So berechnerdgdetektionseffizienzen der griinen
und roten Fluoreszenz zg g 0,253 und g = 0,523. Der spektrale Crosstalk nach Gleichung
3-3 betragta = 0,06. Die Hintergrundzéhlraten,gBund Br, sind abh&ngig von den
verwendeten Puffern; der Hydrolyse-Puffer ergilbitdirer Anregung tber 496,5 nm fiur die
grunen Kanéle B = 1000 Hz und fur die roten Kanale B 400 Hz; fur den Synthese-Puffer
ergeben sich 8= 2000 Hz und B = 500 Hz.

6.2.2 Charakterisierung der fluoreszenzmarkierten A'P-Synthase

6.2.2.1 Entwicklung der Fluoreszenzmarkierung

Die Herstellung der fluoreszenzmarkierter-ATP-Synthase ausE. coli ist in
Freiburg vorgenommen worden, eine ausfuhrliche Besigung findet sich in (Diez 2003).
Um die Rotationsmechanismen der ATP-Synthase UB&TFexperimentell méglichst gut
auflésen zu kénnen, sind unterschiedliche Donorédkar-Farbstoffpaare an verschiedenen
Markierungspositionen der ATP-Synthase getestet@mrDiese Voruntersuchungen werden
im Folgenden kurz vorgestellt, um die Auswahl d&roFeszenzmarkierung zu begrinden.

Die Anbindung der Fluoreszenzfarbstoffe findet gds&v an das Cystein der
entsprechendesingle-cysteirMutante statt. Die Markierungspositionen werdemcHuden
Teilkomplex (kb bzw. F), die Untereinheit und die Aminosaureposition besben. Die
Markierung mit dem Donor-Farbstoff ist zunachst &gb-40, Rb-53 bzw. Bb-64
vorgenommen worden (nach (Bérsch 2002)). Da dientetginheit als Dimer in der ATP-
Synthase vorliegt, ergibt sich das prinzipielle Bfeon der statistischen Markierung der
Cysteine in beiden Untereinheiten, was unterscitieelFRET-Effizienzen verursachen kann.
Als Donor-Farbstoffe dienen Rhodamin 110 bzw. Tegthyl-Rhodamin (TMR), welche
jeweils Uber eine reaktive Maleimid-Gruppe an digst€ine gebunden werdeRhodamin
110 weist dabei prinzipiell die bessere spektrapa®ation von den verwendeten Akzeptoren
auf. Die Markierung mit dem Akzeptor-Farbstoff mwtinachst an #-106 vorgenommen
worden (nach (Borsch 2002)). Es sind @ikzeptor-Farbstoffe Alexa 633 und Cyanin 5
eingesetzt worden, beide liefern keine zufrieddiestde Ergebnisse, da eine eindeutige
Abfolge verschiedener FRET-Stufen, hervorgerufemcliuvariierende relative Abstande



130 Kapitel 6

zwischen den fluoreszenzmarkierten Untereinheméht moglich ist. Um das Problem der
statistischen Markierung der beiden identischennketéinheiten zu umgehen, ist daraufhin
als Akzeptor-Farbstoff das bi-funktionale Cyanir{lis-Cy 5) ausgewahlt worden, welches
uber zwei Maleimid-Gruppen an die Positionei-64 der beiden Untereinheiten gekoppelt
wird (Diez 2003). Erst der Einsatz dieses neuerbstaffes mit einer genau definierten
Position relativ zum FRET-Partner gestattet einemmbare Unterscheidung der Abfolgen
von unterschiedlichen FRET-Effizienzen in der Hygse und der Synthese von ATP. Die
gemessenen Anisotropien der Akzeptor-Molektle $imddas mono- und das bi-funktionale
Cyanin 5 vergleichbar, es entsteht folglich bei Biarkierung Uber zwei Kopplungsgruppen
kein Informationsverlust Uber die Orientierung ddsorophors. Fur die durchzufihrenden
Experimente wird nun das Rhodamin 110 bzw. TMR ay-1866 gebunden.Die
Markierungsgrade fur die Farbstoffe betragen 50-60¢6las Rhodamin 110 und TMR sowie
64% fur das bi-funktionale Cyanin 5, wobei die del@ Ankopplung zu 90% erfolgreich ist.
Nach der Aufreinigungs- und der Markierungs-Prozederden die Enzyme in die Membran
von Liposomen eingebaut. Auf diese Weise wird dagylh stabilisiert und es werden quasi-
native Bedingungen fir die ATP-Synthase erzielt. efJbAktivitats-Messungen wird
schlie3lich die Funktionalitat der Enzyme uberpruft

Nachfolgend werden im Wesentlichen Ergebnisse rdér dem Donor-Farbstoff
Rhodamin 110 markierten ATP-Synthase diskutiertdigae mit dem in Kapitel 3 erlauterten
konfokalen Aufbau erzielt worden sind. Die fir didskussion herangezogenen Ergebnisse
mit TMR als Donor-Farbstoff sind in Freiburg an exm konfokalen Zwei-Kanal-Aufbau

(Diez 2003) mit kontinuierlicher Anregungsstrahlumgerimentell aufgenommen worden.

6.2.2.2 Charakterisierung der Donor-markierten ATP-Synthase

Um FRET-induzierte Anderungen der Fluoreszenzpatanguantifizieren zu kénnen,
wird zusatzlich zum doppelt markierten Enzym dieligich mit dem Donor-Farbstoff
markierte Spezies untersucht. Die Analyse der Elkmenzparameter liefert Hinweise auf
lokale Loscheffekte in Abwesenheit des AkzeptorbBtoffs sowie die Beweglichkeit des
Fluorophors. Die mit Rhodamin 110 markierten Systeweisen eine speziesgewichtete
Fluoreszenzlebensdauer  (vgl. (Lakowicz =~ 1999; Schiexger 2002)) von
o = (3,85% 0,13) ns auf. Es liegt damit bereits ohne fluoeegzesonanten Energietransfer
eine geringfigige L6schung des Fluorophors vor, clwal im freien Zustand eine
Fluoreszenzlebensdauer von 4,0 ns aufweist (B&@@t). Die Anisotropie des an die ATP-

Synthase gebundenen Rhodamins 110 betragt r =#0201; der Fluorophor kann damit
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nicht als frei beweglich angesehen werden. Zusdt#litt eine zweite Population auf, die
eine viel geringere Anisotropie €& 0,02) aufweist. Sie wird den Rhodamin 110-markiert
Fi-Teilen zugeordnet, welche nicht an den in die Memlder Liposomen eingebettetes F
Teil gebunden sind, sondern frei in der Losungudiffieren. Diese Population wird von der

weiteren Analyse ausgeschlossen.

6.2.2.3 Charakterisierung der doppelt markierten ATP-Synthase

Bei Anwesenheit des Akzeptor-Farbstoffs wird dladfeszenzlebensdauer des sich
an der ATP-Synthase befindenden Donor-Fluorophorssatzlich Uber einen
fluoreszenzresonanten Energietransfer geldschsctiexdene Abstadnde zwischen Donor- und
Akzeptor-Fluorophor resultieren in unterschiedlicHeRET-Effizienzen, fur jede weist der
Donor-Farbstoff eine andere Lebensdauer auf. Digseden im Abschnitt 6.2.4 n&her
betrachtet.

Die Anisotropie der FRET-Spezies ist vergleichipait der nur mit dem Donor-
Farbstoff markierten Spezies. Die Uberpriifung eigeentuellen Zeitabhangigkeit weist
keine Veranderungen der Anisotropie Uber die Dalesr Messungen auf; die Probe ist
demnach unter den eingestellten Einzelmolekulbedtiggn stabil. Eine Dissoziation der
Probe wirde eine Verringerung der Anisotropie henfen.

Eine Photozerstérung der Akzeptor-Farbstoffe wadhrder Enzymdurchtritte durch
das konfokale Volumen kdnnte unter Umstanden ddse&ten einer FRET-Stufe zu geringer
Effizienz vortauschen. Um dieses auszuschliel3endemedie Ereignisdauern der einzelnen
Molekuldurchtritte, welche Uber die grinen und dien Kandle detektiert werden,
verglichen. Bei einer grafischen Auftragung dere#gerten Ereignisdauern in den roten und
in den griinen Kandlen, wie es in Abbildung 6-2 datellt ist, befinden sich die Daten auf
der Diagonalen. Die Ereignisdauern sind demnacltbdiole spektrale Bereiche gleich und es
wird keine signifikante Photozerstbérung des Akzejtarbstoffs angezeigt. Bei einer
Photozerstorung des Donor-Farbstoffs wirde einkivete Ereignisdauer fur beide spektrale
Bereiche vorgetauscht.
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o Abbildung 6-2 Grafische Auftragung de
. Ereignisdauern der doppelt markierten Enzyme
» getrennt nach ihrer Detektion in den roten und
. in den griinen Kandlen. Die Ereignisdauern sind
fur beide spektrale Bereiche ahnlich. E

o Photozerstérung des Akzeptor-Farbstoffs liegt
/ somit nicht vor.
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6.2.3 Inhibition der Rotationsmechanismen

Bei der Untersuchung einzelner fluoreszenzmaskidiFi-ATP-Synthasen Uber die
MFD werden die Fluoreszenzparameter wahrend deyriaarchtritte durch das konfokale
Volumen analysiert. Nur die simultane Betrachtueg dnabh&ngigen Fluoreszenzparameter
ermoglicht verlassliche Aussagen Uber FRET und béieggliche eventuell auftretende
Dynamiken. Die auftretenden FRET-Stufen werden orli?#genden Fall zunachst tber die
Zugabe eines Inhibitors zu der ATP-Synthase algeleDas nicht hydrolysierbare ATP
Derivat Adenosin-5"f,y-imido)triphosphat (AMPPNP) blockiert diejyUntereinheit des
Enzyms in einer von drei putativen Orientierungelativ zur b-Untereinheit (Borsch 2002).
In einem MFD-Experiment ergeben die Fluoreszenzpater konstante FRET-Effizienzen
fur die Dauer der Durchtritte, Ubergange zwischersghiedenen FRET-Stufen werden nicht
beobachtet. Die unterschiedlichen FRET-Effizienzemrden durch die verschiedenen
Abstande zwischen den Fluorophoren hervorgerufensidh fur die Haltepositionen dgr
Untereinheit relativ zur b-Untereinheit ergebeni &eer Analyse der Fluoreszenzparameter
von 185 einzelnen Ereignissen, welche durch die -8YyRthase, markiert mit TMR und bi-
funktionalem Cyanin 5, unter Zugabe von 1 mM AMPP&iRalten worden sind, ergibt die
Darstellung der Fluoreszenzquotienteno/Hs in  einem Haufigkeitsdiagramm drei
unterscheidbare FRET-Stufen. Diese sind in AbbiddGrda dargestellt. Die Mittelwerte der
drei Verteilungen sind Uber eine Anpassung mit Gaufktionen bestimmt worden und
grafisch durch gepunktete, vertikale Geraden angeze

Bei einem angenommenen Orientierungsfaktor vefdi=2/3 und einem
Brechungsindex von n = 1,33 lassen sich die Abstandischen Donor- und Akzeptor-
Fluorophor , RBa, nach Forster abschatzenppR= {51 A, 65 A, 78 A}). Sie sind fir die
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berechneten Mittelwerte der Verteilungeno/Fa angegeben. Prinzipiell kénnen die
Fluorophore wegen ihrer hohen Anisotropie nicht faés beweglich angesehen werden,
sodass die Festsetzung des Orientierungsfakt@sgsgenommen nicht gerechtfertigt ist. Die
Abschatzung der Abstéande dient lediglich der Anatibakeit der FRET-Stufen und kann fur
die relativen Anderungen der intramolekularen Abd& in den spater betrachteten

Reaktionsmechanismen herangezogen werden.

6.2.4 Untersuchungen zur ATP-Hydrolyse

Die Zugabe von ATP zu der fluoreszenzmarkiertgh-ATPynthase initiiert eine
Rotation der Rotor-Untereinheiten im;-Fund R-Teilkomplex relativ zu den Stator-
Untereinheiten, welche mit der Hydrolyse von ATP ADP und R einhergeht. Die
Rotationsraten sind von der Konzentration des ADRaagig, bei einer angenommenen
stufenweisen Rotation ergeben sich dadurch untediathe Verweildauern der einzelnen
FRET-Stufen. Die Rotation bewirkt eine zyklische dénung der Abstande zwischen den
beiden eingesetzten Fluorophoren und es kdnneremvdrgenommenen Untersuchungen
verschiedene FRET-Stufen in den analysierten Fizerezspuren detektiert werden.

Nach der Selektion der Fluoreszenzspuren nach efanyerweildauern im
Detektionsvolumen und hohen Anisotropien ergebenh sbreite Verteilungen der
Fluoreszenzparameter. Diese liefern noch keine Elisevauf das Auftreten diskreter Stufen
wahrend der Hydrolyse von ATP. Die Breiten der ¥gunhgen konnten in der
Konformationsdynamik der Enzyme wahrend ihrer Dtttk durch das konfokale
Anregungsvolumen begrindet sein. Eine Analyse dexighkisse Uber Zeitfenster lasst
tatsachlich drei diskrete Verteilungen vermutemeegindeutige Zuordnung ist jedoch nicht
maoglich. Die schlechte Auflosung der Statistik hegtet sich vielmehr in der Vielzahl der
Spuren, welche durch Enzyme hervorgerufen werdenzwar vollstandig rekonstituiert in
den Liposomen eingebettet sind und damit die Ausikwidérien erfillen, jedoch wahrend der
Beobachtungszeit nicht aktiv sind. Die Selektidnaissschlief3lich manuell moglich: Nur fur
die katalytisch aktive Spezies bewirkt die Anwesanhtion ATP eine Hydrolyse, mit der eine
Rotation der Rotor-Untereinheiten im;-Fund R-Teilkomplex relativ zu den Stator-
Untereinheiten einhergehen kann. Es muissen daheauseeichend vorhandenem ATP
verschiedene FRET-Effizienzen in den Fluoreszenezspuerkennbar sein. Da die
Geschwindigkeit der Hydrolyse abhangig von der esefzten ATP-Konzentration ist, sind
unterschiedliche Konzentrationen getestet wordemM. erweist sich dabei als gunstig. Bel
dieser Konzentration werden Ubergéange zwischerchimdenen FRET-Stufen innerhalb der

Durchtrittszeiten der Enzyme durch das Detektiohswen beobachtet.
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Die statistische Analyse der selektierten Fluaeggpuren offenbart drei
verschiedene FRET-Stufen fur die Hydrolyse von AERe Auswahl von 48 Ereignissen mit
mindestens drei detektierten Stufen (entsprech@YdERET-Stufen) liefert die Verteilung
des Fluoreszenzquotientep/Fa nach Abbildung 6-4b. Es sind deutlich drei Vetteden zu
unterscheiden, die im Vergleich zu den Verteilungggr AMPPNP-inhibierten JF;-
ATPynthasen sogar schmaler sind. Den Uber eine #sumg der Gauly’'schen Funktion
gefundenen Mittelwerten der Verteilungen sind wrede die abgeschatzten FRET-Abstande
Roa zugeordnet (Ba = {53 A, 64 A, 79 A}).

Die Zuordnung der gFa-Verteilungen zu verschiedenen FRET-Effizienzen und
-Abstéanden wird Uber die anderen, simultan erfassteoreszenzparameter bestatigt. So geht
jede der Uber #Fa bestimmten FRET-Stufen mit einer definierten Faszenzlebensdauer
des Donor-Fluorophors einher. Tabelle 6-2 zeigtdistimmten Fluoreszenzlebensdauern des
Donor-Farbstoffs Rhodamin 110 in Anwesenheit degefkors bis-Cy 51p), fur die drei
FRET-Stufen. Die Analyse ist analog zur Bestimmuieg Lebensdauer der reinen Donor-
Spezies,tp, wiederum speziesgewichtet. Aus den Fluoreszeamktauern der einzelnen
FRET-Stufen lassen sich die verschiedenen FRET&Effzen nach Gleichung 3-6 berechnen.
Sie sind ebenfalls in Tabelle 6-2 aufgefihrt. FRET weist die langste
Fluoreszenzlebensdauess) auf und entspricht einer niedrigen Transfer-Eéfid. FRET 2
besitzt eine im Vergleich verkirzte Lebensdauer widd als mittlere FRET-Effizienz
angesehen und FRET 3 besitzt eine kurze Lebensdaiteeiner vergleichsweise hohen
FRET-Effizienz.

FRET 1 FRET 2 FRET 3 Donor
To/ns - - - 3,85+ 0,13
Tpea) / NS 3,63+ 0,08  2,92+0,28 2,1%0,13 --
E 0,057+ 0,038 0,242+0,076 0,452 0,037 --

Tabelle 6-2: Speziesgewichtete Fluoreszenzlebensdi@seDonor-Fluorophors Rhodamin 110 in Abwesenheit
des Akzeptor-Fluorophorsp, und in Anwesenheit des Akzeptor-Fluorophogs,, bei drei detektierten FRET-
Zusténden. Die berechneten FRET-Effizienzen E derchidenen detektierten FRET-Zusténde sind ebenfalls

dargestellt.
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Abbildung 6-3 zeigt die Fluoreszenzspur einer eimzn doppelt markierteng-
ATP-Synthase (Rh 110/ bis-Cy 5). Neben dem Quatientpr/Fa der Kkorrigierten
Fluoreszenzend-und R sind die berechneten Fluoreszenzlebensdaugindargestellt. Fur
letztere ist eine gleitende Zeitfensteranalyseinh&ten von 5 ms und mit einer Uberlappung
von 2,5 ms durchgefihrt worden. Fur die einzelnerief sind die berechneten Mittelwerte
der entsprechenden Fluoreszenzparameter als haliegpechwarze Linien Gberlagert. Auch

hier geht jede Stufe mit einer definierten Fluoezgstebensdauer einher.
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Abbildung 6-3: Fluoreszenzspur einer einzelnen étpmarkierten pF-ATPynthase (Rh 110 und bis-Cy 5).
Neben dem Quotienterpf5 der korrigierten Fluoreszenzep Bnd R, (Zeitfenster 1 ms) sind die berechneten
Fluoreszenzlebensdauernp, des Donor-Fluorophors dargestellt. Fir letztere isine gleitende
Zeitfensteranalyse in Einheiten von 5 ms und mitref@erlappung von 2,5 ms durchgefiihrt worden. Ediest
Abfolge folgender FRET-Stufen zu erkennen: FRED FRET 1> FRET 3.

Die koinzidenten Stufenspriinge der dargestellteabbangigen Fluoreszenzparameter
Fo/Fa und T1pn) belegen, dass die verschiedenen Stufen nicht dusshporare
photophysikalische Artefakte (Rothwell, Berger e2803) sondern durch Anderungen in der
FRET-Effizienz hervorgerufen werden. Jeder Stufedwin fester Abstand zwischen Donor-
und Akzeptor-Fluorophor zugeordnet. Die Uberganigsaezwischen den Stufen betragen
weniger als 1 ms, welches die Zeitauflosung derigi@rten Fluoreszenzintensitaten, énd
Fa, und ihres Quotienten, pfFa, in den dargestellten Spuren ist. Dieses stimmt mi
Beobachtungen von (Yasuda 2001) Uberein. Die Serimglen FRET-Effizienzen werden
stufenweisen Anderungen in der Konformation zugeetd Insgesamt ist deutlich die
Abfolge der folgenden drei verschiedenen FRET-®tufel erkennen: 2 1-> 3. Die
Analyse von 222 Fluoreszenzspuren mit mindesters detektierten FRET-Stufen liefert fur
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72 % der untersuchten Spurdie Abfolge 3> 2> 1> 3... der FRET-Stufen. Dabei wird eine
Stufe nur als solche erkannt, wenn ihre Dauer nsiteths 5 ms betragt. Uber die ATP-
Umsatzzeit und eine angenommene monoexponenti@iéeNing der B/Fa-Stufendauern
ergibt sich eine Wahrscheinlichkeit von 77 %, deise Stufe langer als 5 ms andauert.

6.2.5 Untersuchungen zur ATP-Synthese

Mittels der Ausbildung eines Protonen- und-®&radienten (entsprechend einem
elektrochemischen Potentialgradienten) lUber dieodopnenmembran, in welche die ATP-
Synthase eingebettet ist, wird die Synthese von AG®¥ ADP und Hnitiiert. Bislang ist die
Rotation der zentraley-Untereinheit des JfTeilkomplexes Uber eine protonengetriebene
ATP-Synthese lediglich indirekt nachgewiesen wor@&nhou 1997). Mit den vorliegenden
Untersuchungen wird eine direkte Observierung detattbon vorgenommen. Die MFD-
Untersuchungen zeigen analog zur Hydrolyse von A&Rchiedene FRET-Stufen in den
detektierten Fluoreszenzspuren. Die Ubergange hetscen Stufen geschehen in weniger
als 1 ms, es ist also wiederum eine stufenweisatiat dery-Untereinheit relativ zur b-
Untereinheit zu beobachten.

Die Auswahl der Spuren, die nach unverénderterte@n geschieht, ergibt nur
andeutungsweise diskrete FRET-Effizienzen, ershthauelle Auswahl der Spuren bestatigt
die vermutete stufenweise Rotation. Eine Analysen \B2 ausgewahlten Spuren mit
mindestens drei detektierten FRET-Stufen (entsgmretHl29 Stufen) ergibt eine Verteilung
des Quotienten der korrigierten Fluoreszenzintatesit Ib/Fa, wie sie in Abbildung 6-4c
gezeigt ist. Die Verteilungen sind zwar im Vergleiu jenen mit der AMPPNP-Bindung und
ATP-Hydrolyse erzielten Verteilungen verbreitertptz allem sind diskrete Stufen zu
unterscheiden. Den Mittelwerten der Haufigkeitssungen sind wiederum FRET-Abstande
Roa zugeordnet (Ba = {52 A, 66 A, 84 A}).
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Abbildung 6-4: Haufigkeitshistogramme der Quotientder Kkorrigierten Fluoreszenzintensitaten,/Hrx,
bestimmt (ber die detektierten Spuren einzelner FR&TKierter KF-ATP-Synthasen (TMR / bis-Cy 5).
Oberhalb der Histogramme sind die FRET-AbstandeMitelwerte der Verteilungen angezeigt. a: Inhdoit
durch AMPPNP (1 mM), Analyse von 185 EreignisserAbP-Hydrolyse (1mM), Analyse von 48 Ereignissen
mit mindestens drei detektierten Stufen; c: ATP-Bgaé (100 uM ADP, 5 mM PhosphapH = 4,1), Analyse

von 32 Ereignissen mit mindestens drei detektieBteiien.

Abbildung 6-5 zeigt die Fluoreszenzspur einer €men doppelt markiertenogfF-
ATPynthase (Rh 110/bis-Cy 5), welche wahrend ddiiarten ATP-Synthese detektiert
worden ist. Es sind der Quotient/Fa der korrigierten Fluoreszenzen Bnd Fa sowie die
berechneten Fluoreszenzlebensdaugym des Donor-Fluorophors dargestellt. Analog zur
Hydrolyse-Spur ist fur die Fluoreszenzlebensdauee gleitende Zeitfensteranalyse in
Einheiten von 5 ms und mit einer Uberlappung vo& @s durchgefiihrt worden. Die
berechneten Mittelwerte der einzelnen Stufen seml Fluoreszenzparametern als horizontale
schwarze Linien (dberlagert. Jede Stufe ist wiederumt einer definierten
Fluoreszenzlebensdauer des Donor-Fluorophors lemrelwas die Zuordnung der
unterschiedlichen FRET-Stufen zu verschiedenen aiaetn bestatigt. Insgesamt ist in der
vorliegenden Spur die Abfolge folgender FRET-Stutenerkennen: & 2 > 3 > 1. Von
188 analysierten Fluoreszenzspuren mit mindesteres detektierten FRET-Stufen weisen
83 % der untersuchten Spureliese im Vergleich zur Hydrolyse umgekehrte Abfolgd. Es
kann daher wiederum auf eine stufenweise RotateEmzevei relativ zueinander bewegten
fluoreszenzmarkierten Untereinheiten geschlossemleme die Rotationsrichtung ist jedoch

fur die Synthese von ATP im Vergleich zur Hydrolysagedreht.
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Abbildung 6-5: Fluoreszenzspur einer einzelnen étpmarkierten pF-ATPynthase (Rh 110 und bis-Cy 5).
Neben dem Quotienterpf5 der korrigierten Fluoreszenzep Bnd F, (Zeitfenster 1 ms) sind die berechneten
Fluoreszenzlebensdauern des Donor-Fluorophars,, dargestellt. Fir letztere ist eine gleitende
Zeitfensteranalyse in Einheiten von 5 ms und mitretgerlappung von 2,5 ms durchgefiihrt wordgs.istdie
Abfolge folgender FRET-Stufen zu erkenner>12 > 3> 1.

6.3 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse

Die im Zusammenhang mit der Hydrolyse und der IS3s¢ von ATP postulierten
Rotationsmechanismen der ATP-Synthase (Boyer 1B@$er1993; Boyer 1999; Vik 1994;
Duncan 1995; Junge 1997) sind bislang nur teilweiggerimentell bestéatigt. Wahrend eine
katalytisch initiierte Rotation dgrUntereinheit fur die Hydrolyse sowohl an immobédigen
Fi-Teilen (Noji 1997; Yasuda 2001) als auch an deristémdigen, membranintegrierten
Enzym (Borsch 2002) nachgewiesen worden ist, ligfgerdie Synthese lediglich indirekte
Bestatigungen (Zhou 1997) einer katalytisch angeredrotation vor. Untersuchungen zur
Rotation sind fur die Synthese ungleich aufwendidardiese an einem vollstéandigen, in ein
Vesikel eingebettetes Enzym durchgefihrt werdenseriisiber welche ein Protonengradient
aufgebaut werden kann. Auch kdnnen keine groRReeshk® wie Aktinfilamente flr die
Visualisierung einer Rotation eingesetzt werdendigse durch den &ul3eren Teil des Stators
und durch die Membran blockiert wirden. Eine ungeééite Rotation kann nur durch den
Einsatz kleiner Reporter-Moleklle gewahrleistet degr, welche die Funktion des Enzyms
nicht beeintrachtigen. Der Einsatz extrinsischerbf®ffe und die Anwendung des
fluoreszenzresonanten Energietransfers sichern neingeitgehend unbeeinflussten
Rotationsprozess des Enzyms.

Die Untersuchungen zu den RotationsmechanismeAterSynthase sind durch die

Anforderungen des komplexen biologischen System&usammenspiel mit der Technik der
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Einzelmolekulspektroskopie eine experimentelle dsfarderung. Bei der Analyse der Daten
liegt die besondere Schwierigkeit in der Auswahl Eeeignisse, diese wird tber die selektive
Spektroskopie vorgenommen. Zunachst sind nur lart@uernde Ereignisse von Interesse;
ferner ist die Anisotropie ein wichtiges Auswahi&rium, da Uber diese die vollstandig
rekonstituierten, membranintegrierten ATP-Synthaseon den fluoreszenzmarkierten
Einzelteilen unterschieden werden kdnnen. Trotzddeibt eine Auswahl von Ereignissen
bestehen, die zwar alle Kriterien erftllen, jedéelalytisch nicht aktive Enzyme aufweisen.
Hier kann eine Auswahl der biologisch funktiona®pezies nur Uber die manuelle Ansicht
der Fluoreszenzspuren geschehen.

Um unter anderem Artefakte durch photophysikaksoder -chemische Prozesse in
den Fluorophoren auszuschlie3en, sind die Expetamemt zwei verschiedenen Donor-
Farbstoffen durchgefihrt worden; TMR und Rhodamli®,1beide an die jf=Untereinheit
gebunden. Als Akzeptor-Farbstoff erweist sich dafubktionale Cyanin 5 als zweckmaRig,
welches Uber zwei Kopplungsgruppen an die idergisdbb-Untereinheiten gebunden wird.
Bei einer Rotation der zwei fluoreszenzmarkiertartddeinheiten relativ zueinander &ndern
sich die Abstdnde zwischen den Fluorophoren, waterschiedliche Effizienzen des
fluoreszenzresonanten Energietransfers hervorflfier die auftretenden gleichzeitigen
Veranderungen mehrerer detektierter, unabhéngigerészenzparameter wie Intensitat und
Lebensdauer konnen Abweichungen in der FRET-Efizieeindeutig mit einer
Abstandsanderung zwischen den Fluorophoren verknitpfden. Um eine schrittweise
Rotation von einer Oszillation zu unterscheidensseih mindestens drei unterschiedliche
FRET-Stufen detektiert werden. Eine systematischiolgde der Stufen kann in diesem Fall
mit einer Rotationsbewegung in eine Richtung glgedetzt werden. Durch die Symmetrie
der ATP-Synthase muss bei der Fluoreszenzmarkieroegchtet werden, dass zwei
Haltepositionen nicht die gleichen Abstande zwisckden Fluorophoren und damit nicht-
unterscheidbare Fluoreszenzstufen liefern.

Bei Zugabe des nicht hydrolysierbaren ATP-Deriv&tsIPPNP wird die -
Untereinheit des Enzyms in einer der drei Orienotigen relativ zur ¢b-Untereinheit
blockiert. Durch die unveranderten Abstande zwiactien Fluorophoren ergeben sich Uber
die gesamte Lange des Enzymdurchtritts durch déskBensvolumen Spuren mit konstanten
Intensitatsquotientenpf-a und Fluoreszenzlebensdaudgg). Diese Fluoreszenzparameter
sind unabhéngig von den Intensitatsfluktuationee, a@urch die Diffusionsbewegung der
doppelt-markierten Enzyme durch das konfokale Va@aonentstehen. Bei einer grél3eren
Auswahl der Spuren zeigt sich, dass diese untexdlitie, in den einzelnen Stufen jedoch
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konstante FRET-Effizienzen aufweisen. Die festdkste Verteilungen werden tber Gaul3-
Funktionen angepasst und fir die Mittelwerte werdeibh Einschrdnkungen drei FRET-
Abstande berechnet, welche sich signifikant untessten. Die Inhibition der ATP-Synthase
mit einer einhergehenden Fixierung des Rotors merevon drei moglichen Haltepositionen
wird demnach lber die MFD-Untersuchungen bestafigirden die abgeschatzten Abstande
zwischen den Fluorophoren in Relation zughFATP-Synthase-Modell gesetzt, erweisen
sich diese als plausibel. Der grofdte erreichbarstakil der Cysteine, an welche die
Fluorophore angekoppelt sind, betragt bei eineatkwt dery-Untereinheit von Frelativ zu
den b-Untereinheiten imFeilkomplexe nach dem Modell 73 A. Bei einer Draguum
120° bzw. 240° ergeben sich zwei Abstiande der Graf®@ung 40-60 A. Diese stimmen im
Rahmen der vorliegenden Unsicherheiten in der Bwsting der FRET-Abstéande und der
Unsicherheit in der Definierung der Haltepositionandem vorliegenden Modell mit den
abgeschéatzten Werten grob Uberein und belegenalisibilitat der erzielten Ergebnisse.

Bei Zugabe von ATP fiuhrt die ATP-Hydrolyse zu eistufenweisen Rotation dgr
Untereinheit im -Teilkomplex der ATP-Synthase. Dieses zeigt sichden detektierten
Spuren einzelner Enzyme (ber erkennbare diskretderStder Fluoreszenzparameter
Intensitatsquotient, gfFa, und Lebensdauetp). Die statistische Analyse der ausgesuchten
Spuren liefert vergleichbare Verteilungen vop/Hs zu jenen, welche unter Zugabe des
AMPPNPs beobachtet werden. Da die VerweildauerrEdeyme im Detektionsvolumen fur
die Gesamtheit der Spuren vergleichbar sein solMenden die unter AMPPNP beobachteten
konstanten Stufen wesentlich langer sein als jeeehselnden Stufen, beobachtet unter
Zugabe des ATPs. Dieses erklart die etwas grofdeeeuhg der F/Fa-Werte fur die ATP-
Spuren. Die abgeschatzten FRET-Abstdnde sind jeddohlich. Die Positionen der
fluoreszenzmarkierten Untereinheiten relativ zuedw, welche bei der Hydrolyse
beobachtet werden, scheinen die gleichen zu sem,jeme bei der AMPPNP-Inhibition
auftretenden. Dieses wird Uber Untersuchungen tigtstén denen bei einer millimolaren
Konzentration des ATPs dieses sehr schnell anfegreeNukleotid-Bindungsstelle bindet und
der limitierende Schritt vielmehr in der FreigabesdADPs besteht. Da das AMPPNP als
ATP-Derivat zwar bindet, jedoch das Enzym inhihisdllte die Halteposition des Enzyms in
diesem Fall mit der Position vor der Freigabe, die diesem Fall gehemmt ist,
Ubereinstimmen.

Die fluoreszenzmarkierten Untereinheiten der AMAtBase verbleiben wahrend der
Hydrolyse von ATP fir eine gewisse Aufenthaltsdauereiner von drei definierten
Positionen, bis lUber eine schrittweise Rotationggpwg die n&chste Position eingenommen
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wird. Die Abfolge der Stufen liefert in der Mehrhder Spuren die FRET-Sequen232 -

1 - 3. Die videomikroskopischen Experimente von imriisigrten F-ATP-Synthasen mit
einem fluoreszierenden Aktin-Filament an geUntereinheit haben ergeben, dass sich bei
Anwesenheit von ATP dief~Untereinheit aus Sicht deg-Feilkomplexes entgegen dem
Uhrzeigersinn in 120°-Schritten dreht (Noji 1997Mpemzufolge wird die detektierte
Stufenabfolge der FRET-Sequenz aus Sicht deefkomplexes einer Rotation der Rotor-
Untereinheiten im £ und k-Teilkomplex relativ zu den Stator-Untereinheiterigegen dem
Uhrzeigersinn zugeordnet, wie in Abbildung 6-1bgdsstellt.

Die uber einen Protonen- und'-&radienten initiierte Synthese von ATP liefert
ahnliche Ergebnisse zur Hydrolyse. Es werden wigdediskrete Stufen in den bestimmten
Fluoreszenzparameterm/Fa und tp) observiert. Die Verteilung des Intensitatsquogent
Fo/Fa ist fur die Synthese im Vergleich zu den Vertegan erreicht unter Zugabe von
AMPPNP oder ATP verbreitert. Zum einen wird hiemeeschlechtere Statistik erreicht, was
eine gréRere Streuung der Werte mit sich bringmZnderen besteht die Moglichkeit von
zusatzlich auftretenden Abstdnden. In einem gennal der untersuchten Synthesespuren
ist das Auftreten zusatzlicher Stufen aufgefalletie allerdings nur kurz sind.
Hydrolysespuren weisen dieses Verhalten weitauterssl auf. Das Auftreten von Sub-
Zustanden als Zwischenposition zu den bisher obéem Haltepositionen ist denkbar als
funktionelle Zwischenstufe der ablaufenden Hydrelydozw. Synthese-Prozesse. Das
Auftreten von Subschritten fur den Hydrolyse-Prezast bereits in Abschnitt 6.1.2
beschrieben worden. An Stelle einer 120°-Rotatretet 90°- und 30°-Subschritte (Yasuda
2001) auf bzw. 80°- und 40°-Subschritte (Shimabak2003). Die Verweilzeit vor dem 90°-
Schritt ist in dem beschriebenen Experiment ablgaingin der Konzentration des ATP,
weshalb diese Halteposition innerhalb der Hydrolyse ATP-Bindung zugeordnet wird. Die
Konformationséanderung des 30°-Schritts wird derideteung der Produkte ADP und P
zugeordnet. Eine Bestatigung fur das Auftreten Bubschritten in dem vollstandigen,
membranintegrierten Enzym ist bisher ausgeblielféir. die Synthese lie3e sich eine
hypothetische Warteposition des Enzyms fir das AD&genuber einer mit einer
konformationellen Rotation einhergehende katalimesReaktion oder Freigabe des ATP uber
eine Variation der Substrat-Konzentrationen UbdgmiiDieses Phanomen ist jedoch nicht
Gegenstand der vorliegenden Untersuchungen gew&sengegenuber der Inhibition mit
AMPPNP oder der Hydrolyse verbreiterten Verteilumgend daher wie bislang tber Gaul3-
Funktionen angepasst worden, um den Mittelwerteit FRbstande zuzuordnen. Nur die
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detektierte Stufe mit der geringsten FRET-Effiziemzist eine signifikante Abweichung zu
den berechneten Abstanden fir die Hydrolyse undhdtidition auf.

Die Abfolge der detektierten Stufen fir die Symsihéefert in der Mehrheit der Spuren
die FRET-Sequenz $ 2-> 3-> 1..., was einer Umkehrung der Rotationsrichtung im
Vergleich zur Hydrolyse entspricht. Dieses ist iim@ationen der molekularen Dynamik
postuliert, bislang jedoch experimentell nicht rgahiesen (Béckmann 2002). In dem bereits
vorgestellten Modell entspricht dieses aus Siclstdeleilkomplexes einer Rotation deg-F
Komplexes im Uhrzeigersinn, dargestellt in Abbildus+1b. Die Haltepositionen entsprechen
im Wesentlichen denen, welche bei der Inhibition AMPPNP und bei der Hydrolyse von
ATP beobachtet werden. Durch den Verbrauch deioReot bei der Synthese sowie Verluste
der Protonen (und in geringem MafR dérlgnen) iiber die Membran nehmen die anfanglich
eingestellten Gradienten mit der Zeit ab. Nach rein&usgleich, der sich innerhalb von
wenigen Minuten einstellt, werden lediglich konséarStufen und selten Oszillationen
zwischen zwei Stufen observiert.

Die beobachteten Langen der Stufen fur die Hydelynd die Synthese entsprechen
der Verweilzeit einer definierten Konformation. Eirmonoexponentielle Anpassung der
Verteilungen der Stufenlangen fur die Spuren debilung 6-4b und c liefert eine mittlere
Verweilzeit von 19 ms fir die Hydrolyse und einetttare Verweilzeit von 51 ms fur die
Synthese (zuséatzliche Daten aus Freiburg). Die &Verttsprechen im Wesentlichen den
Umsatzzeiten der Hydrolyse (15 ms) bzw. Synthe8ar(d) von einem ATP-Molekul, welche
uber Ensemble-Messungen erhalten werden (Diez 20D8) Vergleich begriundet die
Annahme, dass die Dauer einer FRET-Stufe direktderh katalytischen Ereignis verknipft
ist.

Zusammenfassend ist mit den vorliegenden Untewswygdn die Echtzeit-Observation
einer kinetisch kontrollierten Hydrolyse und Syrgbevon ATP fur die FRET-markierte,
biologisch aktive pF-ATP-Synthase aus. coliin frei diffundierenden Liposomen gelungen.
Die postulierte stufenweise Rotation ist fir dadsténdige, membranintegrierte Enzym in
einer quasi-nativen Umgebung bestéatigt worden. Bigebnisse sind in Ubereinstimmung
mit dem gegenwartig angenommenen Modell der ATPi&ge, welches fur die Hydrolyse
von ATP eine katalytisch induzierte Rotation dey-Bntereinheit aufweist und die Synthese
mit einer durch Protonenfluss imy-Komplex verursachten Rotation verbindet. Es ehtste
das Bild der ATP-Synthase, welche als Gesamtkomplegsammengesetzt ist aus zwei

gegenlaufig rotierenden Maschinen auf den SkalemNdao-Technologie.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sind fluoreszenzspedtopische Untersuchungen zur
molekularen Dynamik an einzelnen biologischen Syste vorgenommen worden. Im
Mittelpunkt der Abhandlung steht die Anwendung Brtiparameter-Fluoreszenz-Detektion
(MFD) in einem konfokalen Mikroskop, welche lbee diensitive Analyse von simultan
erfassten, unabhangigen Fluoreszenzparameterniauindfassende Charakterisierung der
fluoreszenzmarkierten Molekile abzielt. Die Vielfalieser Methode ermoglicht einen
Beitrag zur Aufklarung komplexer, molekularer Reaksmechanismen der untersuchten

Biomolekdle.

MFD-Imaging

Um im Rahmen der vorliegenden Arbeit die konkr€tagestellung auftretender
molekularer Stochiometrien in definierten, fluoreisten Systemen bearbeiten zu kdnnen,
erfolgte durch einen Ausbau der konfokalen Appardia experimentelle Realisierung des
konfokalen Scannings. Mit der einhergehenden Eidwig der Datenanalyse konnte die
bisherige Anwendung der Multiparameter-Fluoreszeeiektion (MFD) von einzelnen
Molekilen, die frei in wassriger Losung diffundiereuf Molekile, die auf einer Oberflache
immobilisiert sind, ausgeweitet und die MFD alsdbgbendes Verfahren (MFD-Imaging)
etabliert werden.

Durch die schrittweise Abtastung der Oberflachestent ein Bild der Verteilung von
immobilisierten Molekilen. Fir jedes Pixel des dbgeeten Bildes werden die

zeitabhangigen Intensitaten von vier Detektionsaiteln erfasst, welche die Fluoreszenzdaten
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analog zur MFD in Losung spektral und nach ihrelafsation, relativ zum Anregungslicht,

separiert detektieren. Fluoreszenzparameter wid elbensdauer und, bei linear polarisierter
Anregung, die Anisotropie lassen sich hiertber barde Spektralbereiche anpassen. Auf
diese Weise gelingt die simultane Erfassung unajibén Fluoreszenzparameter fur jedes
Pixel des abgetasteten Bildes. Die Beobachtungseeier Molekile sind gegeniber einer
diffusionsbegrenzten Aufenthaltsdauer im Fokus umbf8nordnungen langer und im
Wesentlichen nur durch die Photozerstorung derrBjatwore begrenzt.

Neben der Erfassung und Analyse der experimenteldaten im bildgebenden
Verfahren kdnnen nun immobilisierte Systeme mitirdeften Fluoreszenzeigenschaften
gezielt ausgewahlt und untersucht werden. Bei Bbtumg ihrer Fluoreszenz Uber die Zeit
liefern die Fluorophore weitgehend konstante Signhis sie schliel3lich ausbleichen. Durch
eine gezielte, sukzessive Photozerstorung der éfilnare lassen sich die molekularen
Stochiometrien fluoreszenter Systeme bestimmen.

Quantifizierung der Emitter eines fluoreszenten Sytems

Der Zuwachs an Mdglichkeiten, der sich aus demitdung des MFD-Imagings
ergibt, offenbart sich auch in der bearbeiteten géstellung einer aufzuweisenden
Stochiometrie der fluoreszenten Systeme. Es sindhdchst Untersuchungen an
Referenzsystemen durchgefiihrt worden, in denen nahheerschiedener Methoden die
Moglichkeiten der Quantifizierung von Emittern esndluoreszenten Systems Uberprift
worden sind.

Zunachst sind MFD-Untersuchungen von DNA, welchg ein, zwei oder vier
identischen Fluorophoren in variablen Abstandenkredr sind, in Losung durchgefihrt
worden. Die Anwendung der Fluoreszenz-KorrelatiSpgktroskopie (FCS) unter
Einbeziehung des Antibunchings ist als eine geéggndethode fur den eindeutigen
Nachweis von Ein-Quantensystemen eingefihrt worden.

Untersuchungen an einem Lectin-Protein (LecB)ches als Homotetramer mit vier
eYFP-Fluorophoren fluoreszenzmarkiert ist, demas&n, dass fur fluoreszente Systeme mit
mehr als einem Emitter die Uber das MFD-Imagindisieate Methode der sukzessiven
Photozerstorung von Fluorophoren der FCS UberlesjeBas manuelle Zahlen von Stufen ist
bei bis zu etwa vier ausbleichenden Fluorophorenglicla Um auch hohere
Fluorophorzahlen quantifizieren zu konnen, ist zlg#, basierend auf der sukzessiven
Photozerstorung, ein Algorithmus entwickelt worderglcher die auftretende Fluoreszenz

mit den Wahrscheinlichkeitsverteilungen der Flupeezsignale einer variierenden
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Fluorophorzahl vergleicht. Auf diese Weise kann ejedFluoreszenzintensitat eine
Fluorophorzahl zugeordnet werden.

Anhand der untersuchten Referenzsysteme sind somitMoglichkeiten und die
Grenzen in der Bestimmung stochiometrischer, mdéeku Anordnungen aufgewiesen
worden. Um die Anwesenheit eines Ein-Quantensystmigberprifen, ist die Anwendung
der FCS auf die in Losung diffundierenden Systenmiaenden. Grol3ere Fluorophor-Zahlen
hingegen lassen sich Uber die sukzessive Photomemgt fir immobilisierte Systeme auf

Oberflachen uberprifen.

SNARE-Protein-unterstitzte Membranfusion

Die beschriebenen experimentellen Entwicklungemdn ihre Anwendung in den
Untersuchungen zur SNARE-Protein-unterstitzten yotschen Membranfusion, welche
eine zentrale Rolle in der SignalUbertragung imtrzéen Nervensystem spielt. In der
Prasynapse befinden sich die synaptischen Vesikelche mit Neurotransmittern gefullt
sind. Die Fusion der synaptischen Vesikel mit dasfamembran der Prasynapse wird Uber
die neuronalen SNARE-Proteine geregelt und resulti@ der Ausschittung der
Neurotransmitter. Fur die durchgefuhrten Untersugem sind die beteiligten SNARE-
Proteine fluoreszenzmarkiert und in die Membraifizidller Liposomen eingelagert worden.
Das SNARE-Protein Synaptobrevin der synaptischesikééwurde mit dem Farbstoff Alexa
488 markiert und bildet den wesentlichen Bestahdter Donor-Liposomen. Der in der
Plasmamembran des prasynaptischen Nervenendedagege bindre Komplex besteht aus
den SNARE-Proteinen Syntaxin und SNAP-25. Das Symtaurde mit dem Farbstoff Alexa
594 fluoreszenzmarkiert und der binare KomplexienAkzeptor-Liposomen eingelagert. Die
Markierungspositionen fir die Fluorophore liegeman an der Transmembranregion der
Proteine. Die Membranfusion wird Uber die Ausbilgugines terndren SNARE-Komplexes
der beteiligten Proteine gegensatzlicher Liposonmatiiert. Hierlber entsteht ein sehr
geringer Abstand zwischen den Fluorophoren, soda&ss fluoreszenzresonanter
Energietransfer stattfindet.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte tUber MBilersuchungen zunachst die
postulierte Existenz eines Andock-Mechanismus iraz€ss der Membranfusion bestatigt
werden. Ferner wurden sowohl der Andockmechanismus auch die Fusion der
eingesetzten Liposomen als spezifisch erkannt. ginedlegende Fragestellung befasste sich
weiter mit der bislang unbekannten molekularen Idtinetrie der bei der Membranfusion

auftretenden Prozesse. Die MFD-Untersuchungen wposbmen mit variierender Zahl von
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SNARE-Proteinen belegen zunéachst, dass der Andadtanésmus nur geringe Proteinzahlen
benétigt, wahrend die Fusion nur bei Anwesenheieridefinierten Zahl von SNARE-

Proteinen stattfinden kann, welche einen gewisstmv8liwert tberschreitet. Die statistische
Verteilung der Proteinzahlen in den Liposomen unig dich daraus ergebenden
Unsicherheiten in den bestimmten Protein-Schwetkver welche fir die Prozesse des
Andockens und der Fusion erforderlich sind, fihme der Notwendigkeit, definierte

Liposomen auf ihre Proteinzahl hin zu untersucHemrses wurde durch den Aufbau des
MFD-Imagings realisiert. Die Kombination mit der kzessiven Photozerstorung der
Fluorophore und die Anwendung des entwickelten Atgmus lieferte die Grundlage fur die

vorgenommene Eingrenzung der Proteinzahlen. FurAda®ocken von Liposomen konnte
eine Beteiligung von 1-3 SNARE-Proteinen pro Liposermittelt werden. Zur Stéchiometrie
der Membranfusion konnte durch die Vereinigungeterelten Ergebnisse der in Losung wie
auf Oberflachen untersuchten Liposomen eine Eirmynegp der beteiligten Proteine auf 4-9
SNARE-Proteine pro Liposom vorgenommen werden. Bxigebnisse stehen teilweise im
Gegensatz zu bisherigen stochiometrischen Unteusigem zur Membranfusion, wobei die
prasentierten Untersuchungen als einzige den nasloheauftretenden Andockmechanismus

bertcksichtigen.

Reaktionsmechanismen der HATP-Synthase

Eine weitere Anwendung der MFD findet sich in deantersuchten
Reaktionsmechanismen der*-ATP-Synthase. Die katalytische Aktivitat der*-HTP-
Synthase ist mit einer internen Rotation der Untdreten des Enzyms gekoppelt. Da die
Rotationsbewegung ein stochastischer Prozess eséther nicht synchronisiert werden kann,
muissen Untersuchungen diesbezlglich auf der Ebemlmer Molekile durchgefihrt
werden.

Die Praparation des biologisch funktionalen Enzymis Fluoreszenzmarkierungen,
die so klein sind, dass sie die Bewegungen derréinteeiten wahrend der zu beobachtenden
Katalyse nicht beeinflussen, ermdglichte die Untelnsing des Enzyms in einer quasi-nativen
Umgebung ohne aufere, stérende Einflisse. DurclelgeFluoreszenzmarkierungen mit
dem Donor-Farbstoff Rhodamin 110 bzw. Tetrametloddmin und dem bifunktionalen
Akzeptor-Farbstoff Cyanin 5 an exponierten Pos#giorder Untereinheiten des Enzyms
konnten verschiedene Effizienzen eines fluoresesarranten Energietransfers (FRET)
nachgewiesen werden. Uber eine Drehung der magkiduntereinheiten relativ zueinander
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wurden drei verschiedene FRET-Effizienzen aufgdzeigelche in Relation zu drei
Abstanden der Fluorophore gesetzt wurden.

Sowohl die Hydrolyse als auch die Synthese von ANiRden im Rahmen der
vorliegenden Untersuchungen als Kkatalytische Psezesler H-ATP-Synthase auf
molekularer Ebene untersucht. Uber die detektiettad analysierten FRET-Effizienzen
konnte nachgewiesen werden, dass sowohl die Hysbradis auch die Synthese von ATP zu
einer schrittweisen Rotation der Untereinheitemtrelzueinander fuhrt. Der Vergleich mit
videomikroskopischen Experimenten von immobiligiart Teilkomplexen der HATP-
Synthase, welche mit einem fluoreszierenden Akiianfent versehen waren (Noji 1997),
lieferte die Zuordnung einer Rotation in 120°-Stteni. Eine aufl3erordentliche Entdeckung
lieferte der Vergleich der Abfolgen der FRET-Efénken fir die Hydrolyse und die Synthese
von ATP. Hier konnte der experimentelle Nachweis gestulierten gegenséatzlichen
Rotationsrichtungen fur die beiden Prozesse gelieferden.
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