Multiparameter-
fluoreszenzspektroskopische
Untersuchungen zur molekularen Dynamik
an einzelnen Oligonukleotiden

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades

der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von

Anna Wozniak

aus
Stettin

Disseldorf 2006



Aus dem Institut fir Physikalische Chemie und Elektrochemie II

der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

Gedruckt mit Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Heinrich-Heine-Universitat Dlsseldorf

Referent: Jun.Prof. Dr. Filipp Oesterhelt
Korreferent: Prof. Dr. Claus A.M. Seidel
2. Korefferent: Prof. Dr. Stephan Diekmann, Universitat Jena

Tag der mundlichen Prifung: 23.05.2006



Moim Rodzicg



DANKSAGUNG

An dieser Stelle mdchte ich mich bei all den Menschen bedanken, die mich im
Laufe der letzten Jahre in Goéttingen und Dusseldorf begleitet haben. Es haben
viele Kollegen und Freunde 2zu dem Gelingen der vorliegenden Arbeit

beigetragen, denen ich nun ein herzliches Dankeschén aussprechen mdchte:

Jun. Prof. Filipp Oesterhelt flr die Ermdéglichung, diese Arbeit unter seiner
Betreuung durchflihren zu kénnen. Als seine erste Doktorandin hatte ich vor
allem in den ersten Jahren seine volle Aufmerksamkeit, die sich in einer uner-
mudlichen Diskussionsbereitschaft und Ideenreichtum geduBert hat. Ich bin ihm
vor allem auch fir die stete Unterstlitzung, was Forschung, Lehre und

Konferenzen angeht, dankbar.

Prof. Claus Seidel, in dessen Gruppe ich ebenso selbstverstandlich integriert
wurde. Sein Engagement in den gemeinsamen Projekten und vor allem der groBe
Erfahrungsschatz trugen mafBgeblich zum Gelingen der Arbeit bei. Auch hier

konnte ich auf eine groBe Unterstlitzung bauen.

Volodymyr Kudryavtsev fir seine immer wahrende Bereitschaft, noch ein
Programm flr mich umzuschreiben und mich in das eine oder andere Mysterium
der Auswerteverfahren einzuweihen. Des weiterem mochte ich ihm fur sein
Interesse an meiner Meinung zur Photographie und zum Sport danken; die

Gesprache waren eine groBe Bereicherung des ,Laborlebens™.

Dr. Suren Felekyan, der immer sein Wissen Ulber den MFD-Aufbau und die FCS

groBziigig geteilt hat. Danke auch flr die Hilfe bei den Antikorrelationen.

Dr. Enno Schweinberger fir die Einweisung in die Seidelschen Programme und
Datenkorrekturen, vor allem am Anfang meiner Arbeit. Ich bin froh, von Deinem

Erfahrungsschatz noch profitiert haben zu kénnen.

Dr. Marcelle Konig, die mir ebenfalls viele Tricks zum MFD-Aufbau vermittelt hat
und auch sonst immer mit Ratschlagen glanzen konnte. Danke Dir auch fur Dein
immer offenes Ohr und Dein soziales Engagement, das die Gruppe so maBgeblich
beeinfluBt hat.



Carl Sandhagen flr seine unermudliche Arbeit und innovativen Ideen auf dem

Gebiet des Imagings. Dein Bleiben in Géttingen war flr uns ein groBer Verlust.

Dr. Matthew Antonik und Dr. Ralf Kihnemuth flir ihre Kommentare und
Sichtweise, die den manchmal eingeschrankten Horizont von uns Doktoranden

erweitert hat.

Alessandro Valeri, mit dem ich mich zu jedem auch so wissenschaftlichen oder
weniger wissenschaftlichen Thema auslassen konnte. Mit keinem anderen wollte

ich mein Blro lieber teilen als mit Dir!

Martin Schramm, dessen helfende Hand bei jedem Problem im Praktikum oder im
Labor und bei etwaigen anderen Bastelarbeiten immer sofort zur Stelle war.
Danken mdchte ich auch fir die vielen interessanten Gesprache auf dem Weg zur

Mensa und wahrend anderer Pausen.

Marcel Merkwitz, der die PCs und das die Massen an MeBdaten enthaltende
Netzwerk immer funktionstiichtig erhalten hat; Barbel Hofmann und Veronika

Mendorf daflir, daB sie uns bravouros die Lasten der Birokratie abnehmen.

Marcelle Kénig, Stefan Marawske, Daniela Pfiffi und Andreas Renner, die neben

Filipp Oesterhelt fleiBig korrekturgelesen haben.

An den ganzen Rest der Oesterhelt und Seidel Gruppe, die die Arbeit hier so
abwechslungsreich gestaltet haben, und auch nach der Arbeit zu vielen
Schandtaten bereit waren: Volker Arning, Heike Démkes, Dennis Dorr, Alexander
Gaiduk, Sebastian Heiroth, Richard Janissen, Stanislav Kalinin, Ralf Miller, Opas
Tojira und Aike Stortelder.

Meinen Eltern Ryszard und Zofia sowie Schwester Urszula Wozniak, die immer
mit ihrer moralischen und tatkraftigen Unterstitzung flir mich da waren. Ein
groBer Dank geht auch an Alexander Haas, der mich einen GroBteil der
Promotion begleitet und mich immer wieder aufgebaut hat. Nicht zuletzt mdéchte
ich den ,KletterMenschen" danken, die mir das Einleben in Dulsseldorf so leicht
gemacht haben und mit denen ich viele Stunden an der Wand und am Felsen

verbracht habe.



"Sa ludzie, ktorzy ucza sie na wilasnych btedach. Sa inni, ktorzy
ucza sie na btedach cudzych. Ci pierwsi to wynalazcy."

"Es gibt Menschen, die lernen aus eigenen Fehlern. Es gibt andere, die

lernen aus den Fehlern von Fremden. Erstere sind Erfinder."

Andrzej Majewski



ZUSAMMENFASSUNG

Die MFD-FRET-Technik bietet auf Einzelmoleklilebene die Méglichkeit, die
absoluten Abstande zwischen zwei Fluorophoren zu bestimmen. Dies ist am
Beispiel von unterschiedlichen Strukturen von Oligonukleotiden demonstriert
worden. Obwohl Oligonukleotide lediglich aus vier verschiedenen Bausteinen -
den Nukleobasen Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin (im Fall von DNA) bzw.
Uracil (im Fall von RNA) - bestehen und damit den Proteinen in ihrer Vielfalt an
Sekundarstrukturen unterlegen sind, bieten sie durch die Ausbildung von diver-
sen Tertiarstrukturen gleichwohl eine Flille an Konformationen. Die Kombination
von einem oder mehreren Einzelstrangen sowie von gepaarten und ungepaarten
Abschnitten fuhrt zur Ausbildung von Schleifen, bulges (Beulen), three-way
junctions (Dreiwegkreuzung) und four-way junctions (Vierwegkreuzung). Diese
Formationen wiederum koénnen Knicke in den Helices induzieren, deren Winkel
fur die Bindung von Proteinen maBgeblich ist. Neben einfachen Abstandsmes-
sungen an DNA- und RNA-Helices sind auch Knicke in DNAs sowie Substrukturen

der spleiBosomalen U4/U6 snRNA untersucht worden.

Die DNA stellt mit ihrer ausgiebig untersuchen Tertiarstruktur ein hervor-
ragendes Modellsystem dar. Aus diesem Grunde eignet sie sich sehr gut dafir,
die Genauigkeit der aus MFD-FRET-Messungen resultierenden Transfereffizienzen
durch den Vergleich mit theoretischen Vorhersagen zu ermitteln. Hierzu ist in
einer Kollaboration eine Molekulardynamik(MD)-Simulation der an die DNA ge-
bundenen Fluorophore durchgefiihrt worden, welche die mdégliche 6rtliche Vertei-
lung der Fluorophore unter rein sterischer Hinderung aufzeigt. Aus der Verteilung
lieBen sich unter Einbeziehung unterschiedlicher Mittelungsregimes, die

verschieden schnelle rotative und translative Bewegungen in Betracht ziehen, die



Zusammenfassung

Transfereffizienzen berechnen. Der Vergleich der experimentellen mit den theo-
retischen Daten von zwdlf gemessenen Abstanden zeigt auf, da3 bei den vorlie-
genden Experimenten die Fluorophore den ihnen zur Verfligung stehenden Raum
relativ zur Fluoreszenzlebensdauer nur langsam abtasten. Die translative Diffu-
sion liegt somit im statischen Regime. Dabei ist jedoch die Rotationsbewegung
schneller, so daB eine dynamische Mittelung der Orientierungen stattfindet. Mit
der Kenntnis des korrekten Mittelungsregimes konnte eine neuartige Korrektur
der experimentellen Daten vorgenommen werden, welche die genaue Bestim-
mung der mittleren Fluorophorabstande erlaubt hat. Die so berechneten
Abstande bieten eine ausreichend hohe Auflésung der Struktur dar, die auf eine
Uberstruktur der untersuchten DNA in Lésung schlieBen 18Bt. Demnach liegt die
DNA nicht als regelmaBige B-Helix vor, sondern nimmt eine sequenzabhangige
Struktur an, wie sie sich mit Hilfe von entsprechenden Modellen berechnen
lassen. Die hohe Genauigkeit der Abstandsmessungen ist weiterhin dazu genutzt
worden, Knicke, die durch die Einfiilhrung von einem, drei und finf ungepaarten
Adenosinen (1A-/3A-/5A-bulge) in die Helix induziert werden, zu bestimmen.
Dabei konnte nicht nur der Knickwinkel, sondern auch die Drehwinkel der beiden
Helixarme sowie der Versatz der beiden Helixachsen zueinander bestimmt wer-
den. Die Knickwinkel betrugen jeweils 13°, 36° bzw. 73° flir den 1A-, 3A- bzw.
5A-bulge.

Analoge MFD-Messungen und MD-Simulationen von neun Abstanden sind
an einer A-RNA zu Referenzzwecken fur Untersuchungen an spleiBosomalen
RNAs durchgefihrt worden. Die im Vergleich zur DNA unterschiedliche Helix-
struktur und Verwendung kurzerer Fluorophorlinker haben eine langsamere
Mittelung der Orientierung zur Folge, die sich in den MeBdaten in einer reduzier-
ten Transfereffizienzen auBert. Die Behinderung der lokalen Bewegung sowie des
eingenommenen Raumes laBt sich in der zeitaufgeldsten Anisotropie beobachten.
Die residuale Anisotropie betragt flir den Donor 0,11 und fir den Akzeptor 0,18.
Die Messungen an der DNA und RNA zeigen die Bedeutung der Zeitskala der
Fluorophorbewegung, ihre Abhangigkeit von der Linkerbeweglichkeit und die
Auswirkung auf das Mittelungsregime. Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrie-
ren den starken EinfluB der Fluorophorbewegung auf die Transfereffizienzen und
der daraus resultierenden Notwendigkeit, das zutreffende Mittelungsregime flr
die Korrektur der MeBdaten zu wahlen. Fir die Berechnung korrekter Abstande

an der RNA ist ein statisches Mittelungsregime ermittelt worden, welches auf die
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Messungen der U4/U6 snRNA three-way junction angewandt wird.

Die spleiBosomale U4/U6 snRNA three-way junction ist eine Y-férmige
Interaktionsdomane bestehend aus drei Helices: zwei doppelhelikalen Segmen-
ten, die aus den komplementaren Abschnitten der U4 und U6 snRNAs gebildet
werden (Stamm I und Stamm II), und der dazwischen liegenden 5’-terminalen
Haarnadelschleife der U4 snRNA. Flir gewohnlich stapeln bei ausreichender
Salzkonzentration zwei der drei Helices in einer three-way junction koaxial auf-
einander. Zur Charakterisierung der Faltung der vorliegenden Kreuzung sind
zwolIf unterschiedliche Abstande zwischen den drei an die Kreuzung angrenzen-
den Helixarmen vermessen und entsprechend dem flr die RNA-Messungen be-
stimmten statischen Mittelungsregime korrigiert worden. Mit Hilfe des Vergleichs
dieser Abstande mit den an der A-RNA gemessenen Abstanden konnte gezeigt
werden, daB der Stamm II und die 5’-terminale Haarnadelschleife eine koaxiale
Helixstapelung ausbilden. Die gemessenen Abstande lassen weiterhin darauf

schlieBen, daB Stamm I bei der Faltung in Richtung des Stammes II knickt.

Der Kink-turn (K-turn), ein neues RNA-Strukturmotif, welches sowohl im
SpleiBosom als auch dem Ribosom zu finden ist, dient als spezifisches Protein-
Erkennungselement. Wahrend die Struktur des spleiBosomalen U4 snRNA K-
turn/15.5K Protein-Komplexes aus einer Kristallstruktur bekannt ist, ist es nicht
klar, ob der K-turn auch in Lésung in gefalteter Form vorliegt. In den vorliegen-
den Messungen ist der U4 snRNA K-turn mittels Einzelmolekll-FRET-Messungen
in Abwesenheit und Anwesenheit des 15.5K Proteins sowie in Abhangigkeit von
der Na*- and Mg?*-Ionenkonzentration untersucht worden. Demnach liegt der K-
turn in Lésung in ungefalteter Form mit einem Knickwinkel von 76° £15° in der
RNA-Helix vor. Wahrend sowohl Na*- als auch Mg®*-Ionen diese eher offene Kon-
formation des K-turns induzieren, wird durch die Bindung des 15.5K Proteins
eine starker geknickte Konformation mit einem Knickwinkel von etwa 48° +15°
induziert. Der Vergleich der gemessenen Abstéande mit einer computer-model-
lierten Struktur, die auf der Kristallstruktur basiert, zeigt, daB der starke Knick
mit dem 15.5K Protein der gefalteten Struktur des K-turn-Motifs im Kristall ent-

spricht.

Die Machbarkeitsstudien zu Fluoreszenzmessungen in Zellen haben die
Mdéglichkeit der pixelweisen MFD-Parameterbestimmung am Beispiel von FCS und
Anisotropie demonstriert. Mit den Messungen wird eine Perspektive auf

Einzelmolekilmessungen in Zellen aufgezeigt.
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1 EINLEITUNG

1.1 Entwicklung der Einzelmolekiilspektroskopie

Die meisten Techniken zur Untersuchung von molekularen Prozessen
basieren auf der gleichzeitigen Betrachtung von vielen Moleklilen, sogenannten
Ensemblemessungen. Dies ist zum einen in der dadurch verbesserten Statistik
und zum anderen in der nicht ausreichenden Sensitivitat der jeweiligen MelB3-
gerate zur Betrachtung von einzelnen Molekllen begriindet. Die Interpretation
der so erhaltenen Daten erfolgt in der Regel jedoch auf molekularer Ebene. Dies
ist nur bei homogenen Systemen gerechtfertigt, welche lediglich eine Spezies
enthalten, deren Molekile keine unabhangige Dynamik aufweisen. Ansonsten
fuhrt diese Form der Auswertung zu einem Herausmitteln der Inhomogenitaten.
Zur Lésung des Problems kdnnen zwei Ansatze verfolgt werden: Zum einen die
Synchronisierung von molekularen Prozessen, zum anderen die Benutzung von
EinzelmolekllmeBtechniken. Beide Felder haben sich parallel entwickelt und

besitzen jeweils einen speziellen, wenn auch begrenzten Anwendungsbereich.

Diese Arbeit stitzt sich auf die Einzelmolekilspektroskopie. Die Entwick-
lung der optischen Detektion einzelner Moleklle hatte ihre Anfange Ende der
80er Jahre. Dabei fanden die ersten Messungen bei extrem niedrigen Tempera-
turen und in der Festphase statt (Moerner & Kador 1989). Die Detektion von
einzelnen Molekilen in L6sung wurde durch den Einsatz empfindlicher Detektoren
ermoglicht (Shera et al. 1990). Ausschlaggebend flr die heute verbreitete

Anwendung der Einzelmolekllspektroskopie war aber die Entwicklung des
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konfokalen Aufbaus (Mets & Rigler 1994; Nie et al. 1994; Nie et al. 1995; Rigler
& Widengren 1990), welches endlich ein hohes Signal-zu-Hintergrund-Verhaltnis
lieferte. Praktisch wird die Einzelmolekilspektroskopie in Form der Laser-
induzierten Fluoreszenzspektroskopie realisiert (Goodwin et al. 1996; Moerner &
Orrit 1999; Weiss 1999). Sie bietet neben der hohen Empfindlichkeit ein breites
Spektrum an Analyseverfahren, so daB sich mit ihr unterschiedliche

Problemstellungen untersuchen lassen.

Wie es der Name schon sagt, ist eine Grundvoraussetzung fur die Einzel-
molekdilfluoreszenzspektroskopie die Verfugbarkeit von Fluorophoren bei dem
verwendeten System. In der Biologie ist die intrinsische Fluoreszenz auf Proteine
mit den Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin bzw. fluoreszenten
prosthetischen Gruppen eingeschrankt. Zusatzlich weisen einzelne Co-Faktoren
und Lipide Fluoreszenz auf. Aufgrund dieser begrenzten Verbreitung und vor
allem auch Qualitéat der intrinsischen Fluoreszenz wird haufig auf eine
extrinsische Markierung von Makromolekilen zurickgegriffen. Dazu dienen
Fluorophore - meist organische Verbindungen - mit erwinschten spektralen

Eigenschaften, hohen Quantenausbeuten und einer groBen Photostabilitat.

Die Fluoreszenz eines Farbstoffs ist mehrdimensional: sie besteht aus der
spektralen Verteilung, der Fluoreszenzintensitdat, der Lebensdauer und der
Anisotropie. Beim Einsatz von zwei Farbstoffen mit geeigneten Fluororeszenz-
charakteristiken kommt der fluoreszenzresonante Energietransfer (FRET) als
zusatzlicher Parameter hinzu. Er dient der Bestimmung des Abstandes zwischen
zwei Fluorophoren und kann somit Aussagen sowohl Uber Moleklldimensionen
als auch ihre Dynamik treffen (Clegg 1992; Forster 1948; Lakowicz 1999; van
der Meer et al. 1994). Zusammen werden all diese Informationen dazu herange-
zogen, um AufschluB Uber Struktur, Beweglichkeit, Kinetiken und L&schungs-

prozesse zu erhalten.

Bisherige Arbeiten zur Konformationsdynamik von Nukleinsauren (und Pro-
teinen) befassen sich lediglich mit relativen Abstandsinderungen bzw. Anderun-
gen in der Energietransfereffizienz (Deniz et al. 2000; Weiss 1999; Weiss 2000),
jedoch wird kein Bezug auf die absoluten Abstdande genommen. Aus diesem
Grunde soll im Laufe dieser Arbeit gezeigt werden, wie systematische Fehler
korrigiert werden koénnen und so eine hohe Prazision der Multiparameter-

Fluoreszenzdetektion erreicht werden kann. Die Korrektur der MeBdaten in
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Aussicht auf die Abstandsbestimmung soll ausgeweitet und schlieBlich Strukturen

in drei Dimensionen bestimmt werden.

1.2 Einfiithrung in das Untersuchungsobjekt:

Oligonukleotide

Neben den Proteinen sind die Oligonukleotide die wichtigsten Polymere in
bakteriellen, pflanzlichen und tierischen Organismen. Sie werden aus Nukleotiden
aufgebaut, welche sich in einem Zuckerphosphatriickgrat in 5'—=3’-Richtung ein-
dimensional aneinanderreihen. Im Falle der DNA (engl. desoxyribonucleic acid,;
Desoxyribonukleinsaure) bestehen die Nukleotide aus einer der vier Basen
Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) und Thymin (T), einer Desoxyribose und
Phosphat. Die RNA (engl. ribonucleic acid; Ribonukleinsaure) unterscheidet sich
von der DNA durch die hydroxylierte Form der Ribose an der 2’-Position und den
Austausch von Thymin durch das synthesetechnisch weniger energieaufwendige
Uracil (U).

1.2.1 DNA

Die DNA ist der Trager genetischer Information, welche in der Abfolge der
Basen gespeichert wird. Diese Sequenz spielt eine tragende Rolle im Aufbau von
funktionellen Proteinen, doch hat sie auch Auswirkungen auf die Struktur der
DNA-Helix selbst. Im Folgenden soll aufgezeigt werden, warum die DNA sich
hervorragend als molecular ruler (engl.; molekulares Lineal) eignet und sich als

solche etabliert hat, aber auch auf welche Eigenheiten geachtet werden muB.

1.2.1.1 Struktur

Die Watson-Crick-DNA (Watson & Crick 1953), auch B-DNA genannt, stellt
die am haufigsten vorkommende Struktur der DNA dar. Die antiparallele Doppel-
helix ist rechtsgangig und enthalt zehn Nukleotide pro Windung. Ein Modell ist in
Abbildung 1-1A zu sehen. Die Lage und Orientierung der Basen resultiert aus der
C2’-endo-Konformation der Ribose und einer anti-Konformation der glykosidi-
schen Bindung zwischen Zucker und Base. Daraus folgen eine Ganghdhe (Rise)
von 3.38 A und ein Torsionswinkel (Twist) von 36° zwischen zwei aufeinander-

folgenden Basen. Des weiteren liegen die Basen im Inneren der Helix und sind
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annahrend senkrecht zur Helixachse orientiert. Damit kédnnen die beiden Winkel,
welche die Neigung der Basen beschreiben (Roll und Tilt) vereinfacht gleich Null
gesetzt werden (siehe auch Abbildung 1-1B).

Die regelmaBige Geometrie der B-DNA und die Steifheit der Helix bis zu einer
gewissen Lange hat sie zu einem beliebten Objekt auf dem Bereich der FRET-
Messungen avancieren lassen. Wahrend Hochstrasser et al. (Hochstrasser et al.
1992) noch lediglich die Abstandsverteilung von an DNA gebundenen
Fluorophoren analysiert haben, stand bei Clegg et al. (Clegg et al. 1993) und
Jares-Erijman und Jovin (Jares-Erijman & Jovin 1996) bereits die Demonstration
der Helix-Handigkeit im Vordergrund. Die Vorhersagbarkeit der Abstande
ermoglicht eine Uberpriifung der Prazision der FRET-Technik und kann eventuelle

Probleme aufzeigen.

Rise Twist

Roll Tilt

A B

Abbildung 1-1: Modelle zu DNA-Strukturen A) Zylinderférmiges Modellschema einer B-DNA.
Darstellung von 1,5 Windungen. Die Nukleoside sind blau, das Rickgrat orange gekennzeichnet.
Der Winkel zwischen zwei aufeinanderfolgenden Basen entspricht dem Torsionswinkel (Twist) und
der Abstand zwischen den Basen dem HoOhenversatz (Rise). B) Translative (Rise) und rotative
(Twist, Roll und Tilt) Parameter zur Beschreibung von DNA-Konformationen (nach (Dickerson
1989)).

Diese regelmaBige Geometrie der DNA stellt jedoch einen Grenzfall dar. Die

Parameter, die sie beschreiben, sind aus Réntgenkristallographiedaten gewon-
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nene Mittelwerte. Die Nukleotidabfolge wirkt sich aufgrund der verschiedenen
Struktur der vier Basen jedoch auf die Helix-Parameter Rise, Twist, Roll und Tilt
unterschiedlich aus. Diese Parameter, die in Abbildung 1-1B schematisch darge-
stellt sind, kénnen dazu benutzt werden, um die Heterogenitat der DNA- und
RNA-Strukturen zu beschreiben.

Wie man sich vorstellen kann, wirken sich diese Parameter nicht nur auf die
Orientierung der in der Abbildung 1-1B dargestellten Basenpaare aus, sondern
auch auf das Zuckerphosphorsaure-Rlckgrat der DNA. Dieses wird mit Hilfe von
funf Torsionswinkeln beschrieben, die in der folgenden Abbildung 1-2 dargestellt

sind.

Abbildung 1-2: Definition von Torsionswinkeln im
DNA-Riickgrat Die Torsionswinkel sind in 5—3’-Richtung
entlang des Phosphorsaure-Riickgrates von o nach ¢

benannt.

1.2.1.2 Funktion

Da die DNA als Trager genetischer Information dient, ist ihre Primarse-
quenz von besonders hohem Interesse. Dabei wird zwischen Genen, regulieren-
den Sequenzen und nicht-kodierenden, meist repetitiven Abschnitten unter-
schieden. Ihre Funktion nehmen die kodierenden DNA-Sequenzen hierbei in Form
von Bindestellen flir Proteine der Replikation, Transkription sowie deren
Regulierung (Operatoren, Promotoren) ein und dienen schluBendlich als Matrize

fur die Transkription.

Aufgrund der Interaktion der DNA mit anderen Molekllen ist neben ihrer
Sequenz auch die Struktur und dabei vor allem auch die Sequenzabhdngigkeit
letzterer von Belang. Denn schluBendlich bt die DNA ihre Funktion einzig und

allein durch ihre sequentielle Variablitdt aus. Die Konformationen der Protein-
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bindungsstellen sind hierbei von besonderem Interesse, sowohl fur sich alleine
gesehen als auch im Komplex mit dem jeweiligen Protein.

Durch Mutationen hervorgerufene Veranderungen in der DNA-Sequenz resultie-
ren haufig in Stérungen der regularen Struktur. Es ist die Aufgabe von Repara-
turproteinen, jene zu erkennen und zu beseitigen. Zu den charakteristischen
Mutationsarten zdhlen unter anderem Fehlpaarungen (engl. mismatch) und
herausstehende Basen (engl. bulge). Mit der Konformation letzterer befaB3t sich

ein Teil der vorliegenden Arbeit.

1.2.2 RNA

Wahrend die DNA rein als Trager der genetischen Information dient, Uber-
nimmt die RNA neben ihrer Funktion als Matrize flir die Proteinsynthese (mRNA,
engl. messenger RNA) auch katalytische (rRNA, ribosomale RNA; snRNA, engl.
small nuclear RNA) und dirigierende (tRNA; transfer RNA) Aufgaben. Sie liegt fur
gewohnlich als Einzelstrang vor, mit Ausnahme von einigen Viren. Nichtsdesto-
trotz enthalten RNA-Moleklle doppelhelikale Regionen durch die Ausbildung von
Haarnadelschleifen (engl. hairpin loops) und seltene abschnittsweise Paarung mit
anderen RNA-Strangen. Der Anteil an helikalen Regionen variiert in den verschie-
denen Arten der RNA; ein typischer Wert ist 50% (Stryer 1996).

1.2.2.1 Struktur

Die 2'-OH Gruppe der Ribose halt die RNA durch sterische Hinderung
davon ab, eine klassische Watson-Crick B-Helix auszubilden. Das Problem wird
durch die Formation einer breiteren und gestauchteren Helix-Form geldst, der A-
Helix. Unter dehydrierenden Bedingungen findet man diese Form auch bei der
DNA.

Die A-Helix ist ebenso wie die B-Helix eine rechtsgangige Helix bestehend
aus zwei antiparallelen Strangen. Die unterschiedliche Packform entsteht vor
allem aus dem andersartigen Puckering (engl. pucker; Faltung) der Ribose,
welche in der B-Helix in der 2’-endo und in der A-Helix in der 3’-endo Konfor-
mation vorliegt. Ein weiteres Charakteristikum der A-Helix, welches aus dieser
Zucker-Konformation resultiert, ist die Neigung der Basen relativ zur Helix-
Achse. Die Helixparameter fiir die A-RNA im Vergleich zu der B-DNA sind in

Tabelle 1-1 zusammengefal3t.
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Tabelle 1-1: Vergleich der Helixparameter von A-RNA und B-DNA

Helix-Typ
Helixparameter
A-RNA B-DNA
Rise 2.81 A 3.384
Twist 32.7° 36°
Roll 6.3° 0.6°
Tilt 16-19° 0°

(Institute of Molecular Biotechnology 2005)

Neben der doppelhelikalen A-Helix Struktur sind weitere individuelle
Strukturen der RNA, wie sie in der humanen Zelle vorliegen, Bestandteil dieser
Arbeit. Die RNA bietet durch die Ausbildung von mehr oder weniger langen
hairpin-loops (engl.; Haarnadelschleifen), stem-loops (engl.; Stammschleifen),
unterschiedlich groBen bulges (engl.; Beule) eine hohe Variabilitat an Strukturen,
welche dhnlich wie Proteine katalytische Aufgaben Ubernehmen kénnen. Durch
das Zusammenwirken von mehreren Einzelstrangen kénnen des weiteren three-
way junctions (engl.; Dreiwegkreuzungen) und four-way junctions (engl.;

Vierwegkreuzungen) generiert werden.

1.2.2.2 Funktion

Wie bereits aufgeflihrt, Gbernimmt die RNA in der Zelle Aufgaben, die von
der Speicherung (Viren) und Transmission von genetischen Informationen bis hin
zu ihrer Expression in Form von Proteinen rangieren. Das informationstragende
Intermediat fur die Proteinsynthese ist hierbei die mRNA, deren Sequenz und
weniger die Struktur die tragende Rolle spielt. An der Prozessierung des primaren
MRNA-Transkripts bis hin zur reifen mRNA sind die spleiBosomalen Komplexe
beteiligt. Letztere bestehen selbst neben Proteinen aus kurzen RNA-Stlicken, den
snRNAs (engl. small nuclear ribonucleic acids). Da die Strukturbestimmung
einiger dieser RNAs Bestandteil dieser Arbeit ist, wird auf diese Komplexe im
folgenden Kapitel naher eingegangen.

Im Laufe der Translation - der Ubersetzung des genetischen Codes in eine
Aminosdauresequenz — sind mehrere Arten der RNA beteiligt. Zum einen die rRNA,

welche Bestandteil der Ribosomen - einer weiteren Form eines enzymatischen
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RNA-Protein-Komplexes - ist. Die Ribosomen benutzen die mRNA als Matrize, um
Proteine zu synthetisieren. Die Codons der mRNA werden mit Hilfe von tRNAs
abgelesen, welche die ihnen zugewiesenen Aminosauren tragen. Letztere werden
schlieBlich von den Ribosomen zu einer Kette - der Proteinprimarstruktur -
verknupft.

Neben diesen Hauptformen der RNA gibt es noch weitere Gruppen (z.B. small
nucleolar RNA), welche in einer nicht so groBen Quantitat in der Zelle vorliegen.
Ihre Omniprasenz ist jedoch ein Hinweis daflir, daB die RNA evolutionstechnisch

vor der DNA und den Proteinen entstanden ist.

1.2.3 Strukturbestimmung von Oligonukleotiden

Die antiparallele doppelhelikale Struktur der DNA mit den sich treppenartig
stapelnden Basen im Inneren der Helix und dem &uBeren Ribosephosphatriick-
grat ist bereits 1953 bestimmt worden (Watson & Crick 1953). Die DNA und die
RNA bieten jedoch durch die Ausbildung von beispielsweise four-way junctions,
loops oder durch die Bindung von Proteinen eine Fllle von Strukturen, die von
den regularen helikalen Konformationen abweichen. Die Rdntgenkristallographie
und die NMR-Spektroskopie (engl. nuclear magnetic resonance) waren dabei die
maBgeblichen Techniken, die in den 70er und vor allem 80er Jahren die Struktur-
bestimmung vorantrieben. Wahrend sie immer noch den GroBteil der neuen
Strukturen liefern und theoretisch eine atomare Auflésung ermdglichen, haben
auch diese Techniken ihre Nachteile und gewisse Grenzen. Sie sind meist mit
einem sehr hohen Aufwand verbunden, liefern nur mittlere Werte von Ensembles
und sind im Falle der Rontgenkristallographie relativ weit von in vivo-Bedingun-
gen entfernt. Signifikante Krimmungen in DNAs, wie sie aus ungepaarten Basen
oder sequenzspezifischen Helixparametern resultieren, sind weiterhin durch
Vergleiche der elektrophoretischen Beweglichkeit in Polyacrylamid-Gelen nachge-
wiesen worden (Bhattacharyya & Lilley 1989; Rice & Crothers 1989; Wang &

Griffith 1991). Diese Messungen liefern aber meist recht ungenaue Werte.

Eine Alternative bietet hier die optische Spektroskopie in Form von
absorptions- und fluoreszenzspektroskopischen Methoden. Die ersten FRET-
Ensemblemessungen zur Charakterisierung von Nukleinsaurestrukturen sind
Anfang der 90er Jahre durchgefiihrt worden (Hochstrasser et al. 1992; Jares-
Erijman & Jovin 1996). Die unterschiedliche Gangigkeit von B- und Z-DNA ist
1993 von R.M. Clegg mittels FRET aufgezeigt worden (Clegg et al. 1993). Die

8
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Einfihrung von Knicken in die DNA durch herausstehende Basen und deren
anschlieBender Nachweis ist an mehreren Stellen gezeigt worden (Gohlke et al.
1994; Lorenz et al. 1999; Stihmeier et al. 1997).

Die FRET-Einzelmolekulspektroskopie an B-DNA in Lésung ist schlieBlich
Ende der 90er Jahre eingelautet worden (Deniz et al. 1999; Ha et al. 1996;
Klostermeier & Millar 2001; Lee et al. 2005). Im Falle der RNA sind
Konformationsanderungen in Ribozymen aufgezeigt worden (Zhuang et al.
2000). Lange Beobachtungszeiten lieferten Messungen von auf Oberflachen
immobilisierten Molekiilen (Ha et al. 1999b; Sabanayagam et al. 2005). Die im
Zuge dieser Arbeit aufgeflihrten Messungen reihen sich in die in Ldsung
durchgefiihrten Einzelmolekilexperimente an Oligonukleotiden ein. B-DNA und
A-RNA werden dabei abermals als molekulares Lineal benutzt, jedoch wird die
Fragestellung Uber die des Aufzeigens der Helizitat erweitert. Im Laufe der Arbeit
werden unterschiedlich lange chemische Verknipfungen, im weiteren Verlauf der
Arbeit Linker genannt, zum Anbinden der Fluorophore an die Helices benutzt, um
Aussagen uber ihre Auswirkung auf die Beweglichkeit und den Orientierungs-
faktor k2 zu treffen. Flr die Bestimmung von absoluten Abstanden werden
daraus Korrekturen fir die experimentellen Daten hergeleitet, um schlieBlich
dreidimensionale Strukturen der DNA in Form von Biegungen und Knicken zu

charakterisieren.

1.3 Das humane Ul2-abhangige SpleiBosom

Die Gene der Eukaryonten setzen sich aus kodierenden und nicht-
kodierenden Sequenzen zusammen. Aus dem Primartranskript der DNA - der
pra-mRNA - mussen die Introns (nicht-kodierende Sequenzen) herausgeschnit-
ten und die kodierenden Exons exakt zusammengefligt werden. Das sogennante
SpleiBen findet im Kern der Zelle statt, wo an die modifizierte pra-mRNA an
bestimmte Konsensussequenzen Komplexe aus Ribonukleinsauren und Proteinen
binden - die SpleiBosomen.

Die Hauptbestandteile der SpleiBosomen sind Uracil-reiche Ribonukleoprotein-
Partikel U snRNPs (engl. uidine-rich small nuclear ribonucleo-protein particles).
Im Falle des in dieser Arbeit behandelten humanen U2-abhdngigen SpleiBosoms
handelt es sich dabei um die snRNP-Partikel U1, U2, U5 und U4/U6, die jeweils

eine snRNA der entsprechenden Bezeichnung enthalten. Zusammen mit den

9
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nicht-snRNP-SpleiBfaktoren schneiden sie die Introns mittels einer definierten
sukzessiven Assemblierung, Katalyse und letztlichen Dissoziation aus der pra-
MRNA heraus. Die reife mRNA kann dann schlieBlich aus dem Zellkern trans-
portiert werden und als Matrize fir die Translation zur Proteinsynthese dienen
(zusammengefaBt in (Burge et al. 1999; Green 1991; Moore et al. 1993; Moore
& Sharp 1993; Nilsen 1998))

Exon 1 Exon 2

pra-mRNA

Intron

‘ Exon 1 | Exon 2 ‘

e
«/

Abbildung 1-3: SpleiBosomen-Zyklus der menschlichen Zelle Das SpleiBen wird durch das
Erkennen der 5’-SpleiBstelle mittels des Ul snRNP initiiert. Das U2 snRNP bindet dabei locker an

die pra-mRNA; die Bindung wird erst durch die Spaltung von ATP verstarkt. Durch die Assoziierung
des [U4/U6.U5] tri-snRNPs und die darauf folgende Dissoziation der Ul und U4 snRNPs wird das
SpleiBosom aktiviert. Es findet die erste Transesterifizierungsreaktion zwischen der 5’-SpleiBstelle
und dem Verzweigungspunkt statt. Mit der zweiten Reaktion werden die beiden Exons miteinander
verknipft. SchlieBlich wird das Intron in Form eines Lariats zum Abbau freigelassen und die mRNA

von Proteinen des Exon-Exon-Junction Komplexes aus dem Zellkern begleitet.

Die SpleiBreaktion findet in einem sich wiederholenden Zyklus statt, wie er
in Abbildung 1-3 skizziert ist (Burge et al. 1999; Nilsen 1998):

10
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Das SpleiBen wird durch die Bindung vom Ul snRNP an die 5’-Spleil3stelle ini-
tilert. Dies geschieht Gber komplementdre Basenpaarung mit der pra-mRNA. Das
U2 snRNP assoziiert als nachstes locker an die Initiationsstelle; durch Spalten
von ATP wird die Bindung an die Verzweigungsstelle fester. Im nachsten Schritt
bindet der tri-snRNP [U4/U6.U5]. U4 und U6 sind dabei liber eine Basenpaarung
miteinander assoziiert. Die Komplexierung von U5 geschieht wiederum Uber die
Proteine 61K und 102K (Makarova et al. 2002). Das SpleiBosom wird durch die
Dissoziation von U1l als auch U4 snRNP aktiviert (Lamond et al. 1988; Yean & Lin
1991); die intermolekulare Basenpaarung zwischen U4 und U6 wird somit
aufgehoben. Die U4 snRNA besitzt damit die Funktion eines negativen Regu-
lators. Nun kann der erste Schritt der Katalyse stattfinden, namlich das SpleiBen
der 5’-Stelle des Introns in einer Transesterifizierungsreaktion. An der U2-
Bindungsstelle wird ein Lariat ausgebildet. Im zweiten Schritt findet dann eine
Ligation der beiden das Intron einschlieBenden Exons statt und die reife mRNA
kann aus dem SpleiBosom freigelassen werden. Alle Bestandteile des Spleif3o-

soms werden recycelt und an einem weiteren Intron von neuem assembliert.

1.3.1 Das U4/U6 snRNP

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht das Duplex der U4/U6 snRNA und die
damit assoziierten Proteine 15.5K und 61K. Wie bereits erwahnt geschieht die
Verknlipfung der beiden RNAs U(ber komplementdare Basenpaarung in den

Stammen I und II, wie sie in Abbildung 1-4 dargestellt ist.
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Abbildung 1-4: Primar- und Sekundarstruktur des humanen U4/U6 snRNA Duplex Die U4
snRNA bildet Uber intermolekulare Basenpaarung mit der U6 snRNA eine Y-formige Interaktions-
doméne aus, bestehend aus Stamm I, Stamm II und der 5’ -terminalen Haarnadelschleife von U4
snRNA (nach (Brow & Guthrie 1988; Padgett & Shukla 2002)).
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Die beiden Stamme werden durch die 5’-terminale Haarnadelschleife der U4
snRNA unterbrochen, resultierend in einer Y-formigen Interaktionsdomane
bestehend aus drei Helices. Ein Ziel der Arbeit besteht darin, die 3D-Struktur

dieser three-way junction zu bestimmen.

Das U4/U6 snRNP weist unter anderem flunf spezifische Proteine auf, die
entsprechend ihren Molekulargewichten in kDa 15.5K, 20K, 60K, 61K und 90K
genannt werden. Die Proteine 61K und insbesondere 15.5K sind Inhalt dieser

Arbeit, und es wird im folgenden auf sie eingegangen.

Beide Proteine binden die Duplex an der 5’-terminalen Haarnadelschleife
(Nottrott et al. 1999). Das 15.5K Protein besteht aus 128 Aminosduren und ist
evolutionar hochkonserviert. Es finden sich Vertreter in anderen Organismen, wie
das Snul3 in Saccharomyces cerevisiae und L7Ae in dem Archeabakterium
Haloarcula marismortui (Klein et al. 2001). Das 15.5K treibt die Assemblierung
der U4/U6 snRNP voran und wird fir die Rekrutierung von 61K und des
20/60/90K Proteinkomplexes an die U4 snRNA bendtigt. Des weiteren konnte das
15.5K Protein ebenfalls als ein integraler Bestandteil des C/D-Box snoRNPs (engl.
small nucleolar RNPs, kleine nukleolare RNPs) charakterisiert werden (Watkins et
al. 2000). Dabei wurden Homologien in der Sekundarstruktur der U4 snRNA 5’'-
terminalen Haarnadelschleife und dem C/D-Box Sequenzmotiv aufgezeigt.

Die Aufgabe des 61K besteht in der Vermittlung der Ausbildung funktionaler
[U4/U6.U5] tri-snRNP Komplexe (Makarova et al. 2002). Dies wird auf die
Wechselwirkung des Proteins mit dem U5 snRNP-spezifischen Protein 102K
zurlckgefthrt. Hydroxylradikal-Schutzexperimente und UV-Quervernetzungs-
studien (Nottrott 2002) konnten zwei Bindungsstellen des 61K Proteins an der
U4/U6 snRNA festmachen: zum einen Nukleotide innerhalb der U4 snRNA 5'-
terminalen Loopregion, welche in direkter Nachbarschaft zur 15.5K
Proteinbindungsstelle lokalisiert sind; zum anderen Positionen rechts der three-
way junction, in Richtung Stamm II (Nottrott et al. 2002). Ferner wird in der
Publikation postuliert, daB das 15.5K Protein eine Konformationsanderung

induziert, welche die Bindung des 61K Proteins erst ermdglicht.

Das komplette Bild der U4/U6 snRNA mit einigen spezifischen Proteinen ist
in Abbildung 1-5 zusammengefaBt.
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Abbildung 1-5: Sekundarstruktur des humanen U4/U6 snRNP Neben der Primar- und Sekun-
darstruktur des U4/U6 snRNA Duplex sind auch die duplexspezifischen Proteine entsprechend ihrer

Kontaktstellen untereinander und mit der RNA aufgezeigt.

Wahrend die Sekundarstruktur und die Proteinbindungsstellen der U4/U6
snRNA wie hier aufgeflihrt bereits bekannt sind, soll im Zuge der vorliegenden
Arbeit die dreidimensionale Struktur der three-way junction mittels Triangulation
ermittelt werden. Dazu wird die RNA an mehreren Positionen markiert und unter-
schiedliche Abstande zwischen den helikalen Armen vermessen. Diese sollen
dazu herangezogen werden, um eine Strukturvorhersage Uber die Orientierung

der drei Helices zueinander zu treffen.

1.3.1.1 Three-way junctions

In der Natur gibt es zahlreiche Falle von three-way junctions (3H entspre-
chend der IUPAC-Nomenklatur (Lilley et al. 1995)), die sich v.a. in RNAs immer
wieder in Form von strukturellen und funktionellen Motiven wiederfinden lassen.
Zu den prominentesten gehdren hierbei three-way junctions aus der 5S rRNA
(Shen & Hagerman 1994), eine ribosomale Proteinbindungsstelle in der 16S rRNA
(Orr et al. 1998; Serganov et al. 1996), das Hammerkopf-Ribozym (Forster &
Symons 1987) sowie die P4-P6 Domane des Gruppe I Intronribozyms (Cate et al.
1996). Sie spielen somit eine groBe Rolle bei den zelluldren Prozessen der Trans-
lation und des SpleiBens, so wie die U4/U6 snRNA three-way junction. Obwohl
die Prasenz in DNA viel schwacher ausgepragt ist (Rekombinationsprozesse mit
Phagen (Jensch & Kemper 1986), Huntington’sche Krankheit (Sinden 2001)),

sind die meisten systematischen Untersuchungen an DNAs durchgefiihrt worden.
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1 Einleitung

Es ist aber anzunehmen, daB sich die dabei definierten stereochemischen Eigen-
schaften auf die RNA (bertragen lassen. Eine ausflhrliche Beschreibung der
bisher gewonnenen Erkenntnisse Uber three-way und four-way junctions findet
sich im Quaterley Review of Biophysics (Lilley 2000). Die wichtigsten Punkte
sollen hier kurz vorgestellt werden.

Die three-way junction kann aus drei vollstdndig gepaarten Helices bestehen
(3H), oder kann aber zusatzliche ungepaarte Basen in einer (3HS,) oder meh-
reren (2HS,HS, oder HS,HS,HS,) Strangen an der Stelle der Kreuzung enthal-
ten. Helices sind auch in Kreuzungen tendenziell danach bestrebt, eine Stapelung
der Basen zu erreichen. Bei einer 3H junction fuhrt die vollstéandige Basenpaa-
rung jedoch zu einer steifen Konformation, bei welcher die drei Helixarme von-
einander wegzeigen (Stihmeier et al. 1997). Jedoch sollte man dabei nicht von
einer Koplanaritat und einem Winkel von 120° der Helices zueinander ausgehen
(Lu et al. 1991). Untersuchungen, bei welchen sogenannte bulges in eine der
Helices an der Kreuzung eingeflihrt wurden, haben aufgezeigt, daB3 sich zwei der
Helices mit steigender Anzahl an ungepaarten Basen einander annahern
(Stihmeier et al. 1997; Yang & Millar 1996). Aufgrund der elektrostatischen
AbstoBung der Helices ist diese Faltung ionenabhangig. Es wird dabei ange-
nommen, daB sie von der koaxialen Stapelung zweier Helices thermodynamisch
angetrieben wird. Infolge der mdglichen Stapelung der nicht-bulge-enthaltenden
Helix mit den beiden anderen Helices sind zwei unterschiedliche Konformere bei

der Faltung mdglich. Sie sind in Abbildung 1-6B dargestelit.

s (L) 2 +(O0__I1T)s e

Abbildung 1-6: Schema der koaxialen Helixstapelungen in three-way juctions (A) EinfluB

von Magnesium auf die Stapelung. Die Ionen ermdglichen eine Anndherung von den Helices
aneinander und damit erst die Stapelung. (B) Zwei mdgliche Konformationen bei ungepaarten

Basen in einem Strang (nach (Lilley 2000)).
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1.3 Das SpleiBosom

Ein Ziel der Arbeit ist es, Uber die gemessenen Abstdande eine Aussage Uber eine
eventuelle Faltung der U4/U6 snRNA three-way junction treffen zu kénnen. Es
soll bestimmt werden, welche Helices koaxial aufeinander stapeln und welche

Orientierung die dritte Helix einnimmt.

1.3.2 Der Kink-turn

Durch eine Reihe von Mutationsstudien konnte aufgezeigt werden, daB die
5’-terminale Haarnadelschleife der U4 snRNA eine essentielle Rolle beim SpleiBen
der pra-mRNA spielt (Bordonne et al. 1990; Hu et al. 1994; Vankan et al. 1992;
Wersig & Bindereif 1992). Die RNA Struktur der 5’-terminalen Haarnadelschleife
der humanen U4 snRNA lieB sich der neuartigen Familie der Kink-turns bzw. K-
turns zuordnen, wie sie in Klein et al. (Klein et al. 2001) beschrieben sind. Es
handelt sich dabei um ein zweistrangiges Helix — interne Schleife/bulge - Helix
Motiv, welches etwa 15 Nukleotide enthalt. Die Struktur hat eine
charakteristische Krimmung des Zuckerphosphatriickgrats zufolge. Die
Konsensusstruktur ist in Abbildung 1-7 dargestellt. Homolog |aBt sich die
Struktur fur die U4 snRNA darstellen. Essentiell fir die Ausbildung des K-turns
und das daraus resultierende Vermdgen, das 15.5K Protein zu binden, ist dabei
die Fahigkeit von vier Nukleotiden der Schleifenregion, Basenpaarungen
einzugehen (G34-C42 und G35-C41) (Nottrott et al. 2002).

Kink-turn
Konsensussequenz U4 snRNA
3 5
3 5 47 C—G 26
G—C G—C
G—C G—C
R A
A N A
NG ° N 41 G o UA
(o] G C o G
,C. o A C. \ A
NN U \ ¢
G A G
3 U U 35
U

Abbildung 1-7: Sekundarstrukturmotiv des Kink-turns Die Konsensussequenz resultiert aus
dem Vergleich von acht verschiedenen K-turns (nach (Klein et al. 2001)), wobei es sich um ein
Proteinbindemotiv handelt. Im Falle der 5’-terminalen Haarnadelschleife der U4 snRNA wird der K-
turn durch die Bindung des 15.5K Proteins induziert (Vidovic et al. 2000). N: beliebiges Nukleotid;

R: Purinbase
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1 Einleitung

Neben der Bestimmung der Konsensussequenz konnte zudem aufgezeigt werden,
daB homologe Proteine mit dem K-turn Motiv auf analoge Weise wechselwirken
(Ban et al. 2000; Klein et al. 2001).

Biochemische Studien als auch die Rdntgenstrukturanalyse konnten
essentielle Nukleotide fir die Ausbildung des 15.5K Protein-U4 snRNA Komplexes
nachweisen: U31, G32 und G43 (Nottrott et al. 1999; Vidovic et al. 2000). Die
Kristallstruktur  des Komplexes bestehend aus der 5’-terminalen
Haarnadelschleife und 15.5K ist in Abbildung 1-8 dargestellt.

Abbildung 1-8: Kristallstruktur des U4 snRNA/15.5K Protein-Komplexes Atomare Struktur
der humanen U4 snRNA 5’-Haarnadelschleife (G26-C47) im Komplex mit dem 15.5K Protein nach
(Vidovic et al. 2000). Die Schleifennukleotide sind aufgrund einer schlechten Ortsauflésung nicht

dargestelit.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Charakterisierung des K-turns in
Anwesenheit und Abwesenheit des 15.5K Proteins mittels MFD-FRET Messungen
und der Vergleich der in Lésung bestimmten Struktur mit derjenigen im Kristall.
Des weiteren soll die Abhangigkeit der Struktur von mono- und bivalenten Ionen

untersucht werden. Frihere Studien haben gezeigt, daB die Faltung vieler RNA-
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1.3 Das SpleiBosom

Strukturen ionenabhangig ist. Ionen kdnnen in spezifischer Weise an RNA-
junctions binden und Faltung induzieren, oder Uber unspezifische elektrostatische
Wechselwirkungen die RNA-Struktur beeinflussen (Auffinger et al. 2004). Um
dies zu untersuchen, wurden hier intramolekulare Abstdnde bei variierenden

Mg?*- und Na*-Konzentrationen gemessen.
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2 GRUNDLAGEN DER
FLUORESZENZSPEKTROSKOPIE

Die Erkenntnisse dieser Arbeit sind mit Hilfe von unterschiedlichen Fluores-
zenztechniken erschlossen worden. Dabei dienten extrinsische Fluorophore als
Reporter, die AufschluB gaben Uber Struktur und Dynamik. In dem folgenden
Kapitel soll aus diesem Grunde zunachst auf die grundlegenden photophysika-
lischen Eigenschaften der Fluoreszenz eingegangen werden, bevor im speziellen
der fluoreszenzresonante Energietransfer, die Fluoreszenzkorrelationsspek-
troskopie sowie die Multiparameter-Fluoreszenzdetektion im experimentellen

Zusammenhang beschrieben werden.

2.1 Absorption

Chromophore (gr. chromos: farbtragend) sind in der Lage, Licht im
UV/VIS-Bereich (ultraviolett (UV) und sichtbar (VIS, engl. visible): 180 bis 800
nm) zu absorbieren. Dabei werden die Valenzelektronen dieser (Makro-)Molekile
in hohere elektronische Zustdnde versetzt. Neben Auswahlregeln, die bestim-
men, ob ein Ubergang lberhaupt erlaubt ist (Spinverbot, Symmetrieverbot,
Paritatsverbot), muB vor allem die Bohr'sche Frequenzbedingung erfillt sein.
Demnach muB die Energie einer Wellenldange 1 des elektromagnetischen Spek-
trums der Energiedifferenz AE zwischen zwei Energieniveaus entsprechen. Die

Energie des Photons ergibt sich aus der Frequenz der elektromagnetischen Welle
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2 Grundlagen der Fluoreszenzspektroskopie

v und dem Planck’schen Wirkungsquantum h (h=6,63-103* Js), bzw. durch

Zuhilfenahme der Lichtgeschwindigkeit ¢” auch aus der Wellenlange.

AE:hv:h-g (Gl. 2-1)
A

Wie stark ein Molekil Licht absorbiert, ist wiederum durch den molaren deka-
dischen Extinktionskoeffizienten ¢1) festgelegt. Es handelt sich dabei um eine
molekil- und wellenléangenspezifische GréBe, welche mit der Extinktion E das
Verhaltnis — genauer gesagt den Logarithmus - eingestrahlter Lichtintensitat I,
zur transmittierten Lichtintensitat I;.,s beschreibt. Die Extinktion ist zudem von
der Konzentration ¢ [M] und der Schichtdicke d [cm] der Probe im Lichtstrahl
abhéngig. Damit erhélt ¢ die Einheit [M! cm™]. Bei einer Schichtdicke von 1 cm
wird die Extinktion auch als optische Dichte 0.D. bezeichnet.

Ezlogizg(i&)cd (Gl. 2-2)

trans

Dieser Zusammenhang ist als das Lambert-Beer'sche Gesetz bekannt.

Neben der Extinktion, die unter anderem zur Konzentrationsbestimmung
benutzt werden kann, ist bei der Absorption die Geschwindigkeitskonstante kaps
fir den Ubergang vom elektronischen Grundzustand in den héher angeregten
Zustand von Interesse. Dieser ProzeB ist proportional zur Leistungsdichte des
eingestrahlten Lichtes I, dem Absorptionsquerschnitt des Molekils o( 1) und der

inversen Photonenenergie j.
k,, =Io(A. )y mit y =hi (Gl. 2-3)
C

Dabei berechnet sich der Absorptionsquerschnitt aus dem Extinktionskoeffizien-

ten nach

(A, )=0385-10"¢(1,,) (Gl. 2-4).

2.2 Fluoreszenz

Fluoreszenz ist ein optisches Phéanomen. Es soll im folgenden auf die Ursa-
chen der Fluoreszenz wie auch auf die photophysikalischen Charakteristika der
Fluorophore eingegangen werden, welche in der vorliegenden Arbeit als Reporter

genutzt werden.

Fluoreszenz ist neben der Phosphoreszenz die zweite Art der Lumineszenz.

Letztere beschreibt allgemein die Emission von Photonen aus angeregten elektro-
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nischen Zustanden von Molekiilen. Die Zuordnung in Fluoreszenz und Phospho-
reszenz geschieht Uber die Natur des Grund- und des angeregten Zustandes. Im
Allgemeinen besitzen Elektronenpaare im Grundzustand eine gegensatzliche
Spinorientierung, d.h. sie liegen in der Singulett-Multiplizitat vor (Pauli Prinzip).
Bei der Anregung wird die Multiplizitat fir gewdhnlich aufgrund von quantenme-
chanischen Auswahlregeln bewahrt, die Spinorientierung wird nicht gedandert.
Geschieht die Emission eines Photons aus dieser Konstellation, handelt es sich
um Fluoreszenz. Der Ubergang vom angeregten Singulettzustand zum nicht
angeregten Singulettzustand ist quantenmechanisch erlaubt, und so sind die
typischen Emissionsraten mit > 10® sec' recht groB. Vollzieht das Elektron
jedoch im angeregten Zustand einen - quantenmechanisch ,verbotenen™ -
Spinwechsel, geht es damit in den Triplett-Zustand Uber. Die Deaktivierung aus
diesem Zustand dauert - da verboten - langer und die Lebensdauer dieses
Zustandes kann somit im Bereich von Millisekunden Gber Minuten und gar Stun-

den liegen.

Fluoreszenz ist durch ihre Lebensdauer im Nanosekunden-Bereich und ihre
meist recht hohe Quantenausbeute im Vergleich zu anderen Deaktivierungspro-
zessen von hohem Interesse flr Strukturuntersuchungen. Viele biologische Mole-
kile besitzen intrinsische Fluoreszenz; so z. B. die aromatischen Aminosauren
Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin in Proteinen und Cofaktoren wie NADH und
Riboflavin. Ihre Leuchtkraft ist jedoch nicht sehr groB und die Anregung liegt im
Falle von Proteinen im UV-Bereich, was die Anregung mit herkdémmlichen Licht-
quellen erschwert. Folglich sind Fluorophore entwickelt worden, die diese Eigen-
schaften erflillen. Diese Substanzen enthalten im allgemeinen ein konjugiertes
Elektronensystem, welches delokalisiert ist. Die GréBe des Systems determiniert
die Fluoreszenzwellenlange. Die extrinsischen Fluorophore erlauben eine Modifi-
zierung der Biomoleklle an der erwlnschten Position. Sie weisen hohe Photo-
stabilitdt und Quantenausbeute auf und ermdglichen somit eine lange Beobach-
tungszeit bzw. ergeben ein glnstiges Signal-zu-Hintergrund-Verhaltnis. Die
folgenden Grundlagen der Fluoreszenz werden am Beispiel der in den vorlie-
genden Untersuchungen genutzten Fluorophore vorgestellt, welche zu der Familie

der Rhodamine und Cyanine gehéren.
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2 Grundlagen der Fluoreszenzspektroskopie

2.2.1 Grundlagen

Das Prinzip der Absorption und Emission von elektromagnetischer Strah-
lung 1aBt sich am einfachsten an dem von Aleksander Jabtonski entwickelten
Energiediagramm erklaren (Abbildung 2-1). Der Grund- und der erste angeregte
elektronische Singulett-Zustand sind mit Sy, und S; deklariert. Jeder dieser Zu-
stande wird durch Schwingungen in weitere Vibrationsniveaus aufgespalten, die
in Abbildung 2-1 von 0 bis 3 durchgezahlt sind. Bei Anregung geht das Molekdl
vom untersten vibronischen Zustand S, in einen der vibronischen Zustande von
S; oder in ein héheres Energieniveau Uber. Die Anregung erfolgt nahezu instan-
tan (~107'% s), so daB die Atomkerne dabei keine rdumliche Verschiebung erfah-
ren. Dies ist als das Franck-Condon-Prinzip bekannt. Die Uberschneidung der
Wellenfunktionen des Grund- und des angeregten Zustandes ergibt die Wahr-
scheinlichkeit fiir den jeweiligen Ubergang und somit entsprechend die Intensitét
der Absorptionsbande. Bei Messungen in Ldsung sind die Vibrationszustande
jedoch haufig nicht aufgelést, es kommt zur inhomogenen Verbreiterung der

Spektrallinien.

Energie

ISC
v, F= e

T, it

Abs| F IC

ISC

3
P ==

0 o—

Abbildung 2-1: Jabtoniski-Diagramm Schematische Darstellung der elektronischen und Vibra-
tionszusténde eines Fluorophors mit den moglichen Ubergéngen. So: Singulettgrundzustand, Si:
erster angeregter Singulettzustand; T;: erster angeregter Triplettzustand. Ho&here mdgliche
Zustande sind nicht aufgezeigt. Die kurzen geraden Pfeile zeigen die Orientierung des Elektronen-
spins an. Zu den méglichen Ubergdngen gehéren: Abs: Absorption; IC: Internal conversion; F:
Fluoreszenz; ISC: Intersystem Crossing; P: Phosphoreszenz. Die durch gerade Pfeile dargestellten
Ubergdnge sind an elektromagnetische Strahlung gekoppelt, die wellenartigen représentieren
strahlungslose Ubergénge.
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2.2 Fluoreszenz

Nach erfolgter Absorption relaxiert das Molekll sehr schnell in den unter-
sten Schwingungszustand des angeregten Zustandes S; (Regel von Kasha). Dies
geschieht strahlungslos und wird Internal Conversion IC (engl.; interne Umwand-
lung) genannt. Aus dem S;-Zustand fuhren nun verschiedene Prozesse zur Depo-
pulation. Neben einer abermaligen internen Konversion kann das Molekil auch
wie erwlnscht Uber Fluoreszenz direkt in den Grundzustand zurtickkehren. Wie
im Jabtonski-Diagramm dargestellt, erfolgen Absorption und Emission meist aus
unterschiedlichen Vibrationsniveaus heraus: Die Emission ist folglich energie-
armer und flhrt zu einer bathochromen Verschiebung des Fluoreszenzspektrums
(Stokes-Shift) (vgl. Spektren im Angang). Ein weiteres Charakteristikum von
Absorptions- und Emissionsspektrum eines Fluorophors ist die Spiegelbildlichkeit
beider. Das Absorptionsspektrum ist durch die Schwingungszustande des ange-
regten Zustands S; charakterisiert; beim Fluoreszenzspektrum sind es die von
Sp; im Allgemeinen liegen die Franck-Condon-Faktoren der Schwingungsniveaus

in beiden Zustanden in der selben GréBenordnung.

Befinden sich Moleklile im ersten angeregten Zustand, kdnnen diese des
weiteren Uber Intersystem Crossing ISC (engl.; Systemwechsel) in den ersten
angeregten Triplettzustand wechseln, was wie bereits erwahnt quantenmecha-
nisch an sich verboten ist, aber durch Spin-Bahn-Kopplung ermdglicht werden
kann. Eine Emission von Photonen aus T; heraus wird Phosphoreszenz genannt;
sie ist langlebiger und meist bathochromer als Fluoreszenz. Auch hier erfolgt der
strahlungsaktive ProzeB nach der Regel von Kasha, die besagt, daB Fluoreszenz
bzw. Phosphoreszenz aus dem niedrigsten Vibrationsniveau des ersten angereg-
ten Zustandes erfolgt. Daraus folgt auch, daB Fluoreszenz- und Phosphoreszenz-

spektrum unabhdngig von der Anregungswellenlange sind.

In den nachstehenden Ausflihrungen sind die folgenden Ratenkonstanten

k; aus dem Jabtonski-Diagramm von Bedeutung:

Tabelle 2-1: Raten aus dem Jabtonski-Diagramm

Rate k; Ubergang i

Kabs Absorption hv + Sg 2 S

Kic Internal Conversion S;1 2> Sp + Warme
Ke Fluoreszenz S;1 2> So + hy

Kisc Intersystem Crossing S; 2> T: + Warme
kt Phosphoreszenz + ISC T; 2 Sp + hv/Warme
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2 Grundlagen der Fluoreszenzspektroskopie

Wie im weiteren Verlauf noch erlautert wird, hangt die Zeit, die ein Molekul
in T; verbringt, von der Anregungsleistungsdichte ab. Weitere, nicht in dem
Schema aufgefiihrte Relaxationsprozesse sind Losungseffekte und quenching
(engl.; Ldéschung). Zudem sind Moleklle im angeregten Zustand reaktiver, so
daB die Wahrscheinlichkeit einer chemischen Reaktion mit Sauerstoff oder
anderen Molekilen erhéht ist. Um der Photozerstbérung vorzubeugen, werden die
Anregungsleistungen und der Puffer im Experiment entsprechend darauf

optimiert.

2.2.2 Fluoreszenzquantenausbeute und -lebensdauer

Ein wichtiges Kriterium fir die Auswahl von Fluorophoren ist die Quanten-
ausbeute. Sie beschreibt das Verhaltnis von emittierten zu absorbierten Photo-

nen; folglich liegt der Maximalwert der Quantenausbeute bei eins:

_ Anzahl emittierter Photonen <1 (Gl. 2-5)

" Anzahl absorbierter Photonen

Anders ausgedruckt handelt es sich dabei um den Anteil des Fluoreszenzprozes-

ses an der Summe aller beschriebenen Zerfallsprozesse aus S;.

ke _ Ky (Gl. 2-6)

o, = F =
: kp + Zki ki + ke + ke ("' kQ [Q])

Hier kommt zu den Raten aus dem Jabtonski-Schema eine eventuelle Loschrate
ko mit der Konzentration des Loschmolekuls [Q] hinzu. Aus der Gleichung ist zu
ersehen, daB sich die Quantenausbeute &ndert, sobald ein zusatzlicher

ZerfallsprozeB aus S; mdglich wird.

Die oben beschriebenen Raten dienen auch dazu, eine weitere physika-
lische GréBe der Fluoreszenz zu beschreiben: die Fluoreszenzlebensdauer. Sie ist
definiert als die mittlere Depopulationszeit des ersten angeregten Zustandes S;.
_ 1 1
ke ke + kg [+ K, [0]) kg

Wie man der Gleichung 2-7 entnehmen kann, ist die sogenannte Strahlungs-

(Gl. 2-7)

Ty

lebensdauer nicht nur von der Fluoreszenzrate kr abhangig, sondern zusatzlich
auch noch von den Raten der strahlungslosen Prozesse. Diese zusatzlichen
Prozesse vermindern die Wahrscheinlichkeit einer Deaktivierung durch Fluores-

zenz und verlangern somit die Lebensdauer. Wie in Kapitel 2.4 gezeigt werden
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wird, kann man diese Sensitivitat der Lebensdauer ausnutzen, um zusatzliche
Prozesse im Laufe einer Molekilcharakterisierung nicht nur zu detektieren,

sondern auch zu quantifizieren.

An dieser Stelle soll die Verbindung von GI. 2-6 und 2-7 gezogen werden.
D, =k, 7, (Gl. 2-8)
In dieser Gleichung wird die Mdglichkeit aufgezeigt, die Quantenausbeute mit

Hilfe der Lebensdauer zu bestimmen. Dabei wird im allgemeinen eine konstante

Fluoreszenzrate kr angenommen.

Die Bestimmung der Lebensdauer geschieht flir gewdhnlich mit Hilfe eines
kurzen Lichtpulses eines Lasers oder einer Blitzlampe in einem zeitaufgeldsten
Experiment. Die Abfallraten des Molekiils aus dem angeregten Zustand charakte-
risieren das zeitliche Abklingverhalten eines Ensembles von angeregten Fluoro-

phoren im S;-Zustand.

F(t)=F(0)-e (Gl. 2-9)

F(t) bezeichnet die Fluoreszenzintensitat zur Zeit t bei einer Anfangsamplitude
von F(0) bei t=0.

Liegen in einer Lésung unterschiedliche Moleklle vor oder werden gleiche
Molekile unterschiedlichen Bedingungen ausgesetzt, mag es notwendig sein, die
Fluoreszenzlebensdauer mittels eines multiexponentiellen Zerfalls zu beschrei-

ben. Es handelt sich nicht mehr um einen unimolekularen DeaktivierungsprozeB.
F(t)=F(0)> x,-e" (Gl. 2-10)

Hier wird flr jede Spezies /i der Anteil an der Fluoreszenzamplitude x; und die
Lebensdauer 7 bestimmt. Da durch x; gleichzeitig der Anteil der i-ten Spezies an
der Gesamtheit der Molekiile festgelegt ist, bezeichnet man x; auch als molekdl-
gewichtete Amplitude.

Durch eine Normierung von x; mit der Lebensdauer z; kann ferner eine photonen-

gewichtete Amplitude definiert werden.

a;

F(t)=F(0)).—L-e™ (Gl. 2-11)

Die Amplituden a; geben den Anteil der Photonen der einzelnen Zerfallskompo-

nenten an und werden als fluoreszenzgewichtete Amplituden bezeichnet.
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2 Grundlagen der Fluoreszenzspektroskopie

2.2.3 Fluoreszenzanisotropie

Bei der Anregung bzw. Deaktivierung von elektronischen Zustanden in
einem Molekll verandert sich dessen zugehoériges Dipolmoment; das daraus
resultierende Ubergangsdipolmoment ist dafiir verantwortlich, ob Licht einer
bestimmten Polarisationsrichtung zur Anregung flhrt bzw. welche Polarisa-
tionsrichtung das Emissionslicht besitzt. Wird ein Fluorophor elektromagnetischer
Strahlung ausgesetzt, so kann Absorption prinzipiell nur erfolgen, wenn min-
destens eine Komponente des Anregungsubergansdipolmomentes parallel zum
elektrischen Feldvektor des eingestrahlten Lichtes ist. Eine isotrope Verteilung
von Fluorophoren, wie sie bei den waBrigen MeBreihen dieser Arbeit vorliegt,
erlaubt die Anregung mit einer linear polarisierten Lichtquelle. Damit wird nur ein
Teil der entsprechend orientierten Moleklle angeregt (Photoselektion). Die
Emission ist relativ zur Absorption meist zu einem gewissen Grad polarisiert, da
die Emissionsiibergansdipolmomente unterschiedliche Orientierungen besitzen.
Der relative Winkel g zwischen den beiden Momenten definiert die gréBtmadgliche

gemessene Anisotropie, die fundamentale Anisotropie r+.

2
y, =208 A1 (Gl. 2-12)
' 5
Der Winkel g kann Werte zwischen 0 und n/4 annehmen, was einen Bereich von
-0,2 und 0,4 fur rr definiert. Die fundamentale Anisotropie ist ein fluorophor-

spezifischer Wert.

Geschieht die Emission nicht homogen in alle Richtungen, behalt das
Emissionslicht einen gewissen Grad an Polarisation. Quantitativ kann das Ausmaf
der Polarisation mit der Anisotropie r beschrieben werden, welche Uber die
Fluoreszenzintensitaten in der - relativ zur Anregungspolarisationsrichtung -

parallel (F,) und senkrecht (Fs) polarisierten Emission definiert ist.

F, -F,

r=— (Gl. 2-13)
F,+2F,

Ist eine gleichzeitige Bestimmung der beiden Einzelkomponenten nicht
maoglich, kann die Fluoreszenz, die proportional zur gesamten emittierten Fluo-
reszenz der Probe Fgs=F,+2F; ist, auch bestimmt werden, indem das emittierte
Licht in einem Winkel von 54,7° (Magischer Winkel; engl.: magic angle) relativ
zur Polarisation des Anregungslichtes gemessen wird (Lakowicz, 1999). Dabei

wird das Licht in der parallelen und senkrechten Polarisationsrichtung in dem
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2.2 Fluoreszenz

erwinschten Verhaltnis von 1:2 detektiert, da die Fluoreszenzintensitat propor-
tional zum Quadrat des transmittierten elektrischen Feldes (F o F?) ist und
sin’54,7° = 2-cos?54,7°. Praktisch wird dieses unter anderem bei Fluoreszenz-
spektrometern und zeitkorrelierten Einzelphotonenmessungen (engl.: time

correlated single-photon counting, TCSPC) genutzt.

Die nach GI. 2-13 experimentell bestimmte Anisotropie kann relativ zu der
erwarteten fundamentalen Anisotropie herabgesetzt sein. Dies ist auf Depolarisa-
tionsphanomene, die innerhalb der Fluoreszenzlebensdauer stattfinden, zurick-
zufihren. Die haufigste und am starksten ausgepragte Ursache ist dabei die
Rotationsdiffusion (Ehrenberg & Rigler 1974). Sie fuhrt zu einer Depolarisation,
da sie zu einer zufalligen Anordnung der Emissionsiubergansdipolmomente fuhrt.
Die Anisotropie erweist sich somit als sensitives MaB flr die Beweglichkeit der
Fluorophore. Fur kugelsymmetrische Moleklle nimmt die Anisotropie ein mono-
exponentielles Abklingverhalten an und es gilt fiir zeitaufgeléste Anisotropie-

messungen:
r(t)=r,-e” (Gl. 2-14)

p ist dabei die Rotationskorrelationszeit.

Ist der Fluorophor an ein groBes Molekil gebunden, 1aBt sich ein mehrexponen-
tielles Verhalten beobachten. Die unterschiedlichen Zerfalle sind auf die lokale
Beweglichkeit des Farbstoffs und die globale Bewegung des Gesamtmolekiils

zurlickzufihren (Lakowicz 1999).

r)=Yre mit S =r (Gl. 2-15)
J J

Die globale Beweglichkeit 1aBt sich meist nur beobachten, wenn die lokale Bewe-
gung eingeschrankt ist und nicht schon selbst zur vollstandigen Depolarisation
fuhrt. Der Anteil der Anisotropie, welcher durch die langsamere - also globale
Bewegung des Makromolekils - abklingt, wird haufig auch residuale Anisotropie
r- genannt, da man diesen Wert bei einem auf einer Oberflache fixiertem Molekdl
als Offset im Anisotropiezerfall messen wirde.
Die fur den Zerfall charakteristische Zeit ist die Rotationskorrelationszeit p,
welche flr die Naherung eines kugelférmigen Moleklls von der Viskositat des
Loésungsmittels 7, der absoluten Temparatur T und dem Rotationsvolumen V
abhangig ist (R ist die Gaskonstante).
14
D= % (Gl. 2-16)
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2 Grundlagen der Fluoreszenzspektroskopie

In der Perrin-Gleichung wird schlieBlich der Zusammenhang zwischen Aniso-
tropie, Lebensdauer und Rotationskorrelationszeit bei einer steady-state (engl.;

stationar) Messung aufgezeigt.

I"f

V=

(Gl. 2-17)
T
1+—
2
Ist die Rotationsdiffusion sehr schnell gegenliber der Fluoreszenzlebensdauer
(r>>p), so ist die Fluoreszenz der Probe vollstandig depolarisiert (r = 0); es

handelt sich dann um eine isotrope Verteilung.

Energietransferprozesse flihren Uber eine Photoselektion ebenfalls zu einer
Depolarisation der Fluoreszenz. Ihre GroBe kann etwas Uber das AusmaB der
Transfereffizienz aussagen (Karolin et al. 1998); da dies keine Anwendung in

dieser Arbeit findet, soll hier nicht naher darauf eingegangen werden.

2.2.3.1 Das wobbling-in-a-cone Modell

Das wobbling-in-a-cone (engl., Taumelbewegung in einem Kegel) Modell
beschreibt die eingeschréankte Bewegung des Fluorophors als eine Diffusion in
einem Kegel mit dem Offnungswinkel 6keger (Kinosita, Jr. et al. 1977). Eine

graphische Darstellung des Modells findet sich in der folgenden Abbildung 2-2.

max

A 6min B

Abbildung 2-2: Graphische Darstellung des wobbling-in-a-cone-Modells Dem Modell liegt
eine Taumelbewegung des an einen Linker gebundenen Fluorophors in einem Kegel zugrunde. Die
resultierende Orientierungsverteilung der Ubergangsdipolmomente unterscheidet sich fir parallel
(A) und senkrecht (B) zum Linker orientierte Momente. Im ersten Fall wird ein maximaler (6nax),

im zweiten ein minimaler Offnungswinkel (6,;,) der Orientierung definiert.

Die Spitze des Kegels ist der Verankerungspunkt des Fluorophors an das Makro-

molekdil Uber einen starren Linker, und die Bewegung geschieht somit auf der
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2.2 Fluoreszenz

Kugelflache des Kegels. Der Fluorophor kann gleichzeitig um die Achse des
Linkers frei rotieren. Die Taumelbewegung resultiert in einer Orientierungsver-
teilung des Ubergangsdipolmomentes. Fiir Fluorophore mit parallel zum Linker
orientierten Dipolmomenten liegt diese Verteilung innerhalb des Offnungswinkels
des Kegels Onax=6kegerr Ist das Ubergangsdipolmoment senkrecht zum Linker
orientiert, nimmt das Moment Orientierungen auBBerhalb eines Kegels ein, dessen

Winkel sich nach 6,=180°-6keges berechnet.

Im Experiment |aBt das biexponentielle Abklingverhalten der Anisotropie
eines an ein Makromolekil befestigten Fluorophors auf eine eingeschrankte
Bewegung des Fluorophors schlieBen. Das wobbling-in-a-cone Modell zieht die
residuale Anisotropie r. dazu heran, den Offnungswinkel des Kegels, in welchem
sich das Ubergangsdipolmoment des Fluorophors bewegt, zu berechnen. Auch
die mathematische Beschreibung unterscheidet zwischen den beiden grenz-
wertigen Winkeln, die das Ubergangsdipolmoment relativ zum starren Linker
besitzen kann. Liegt jenes parallel zur Symmetrieachse, also senkrecht zur

Kugelfldche, gilt fiir den maximalen Offnungswinkel des Kegels Gax

0. =arccos l( 1+8 = 1} (Gl. 2-18).

2 r
Steht das Ubergangsdipolmoment allerdings senkrecht zum Linker und damit
parallel zu der Kugelflache, kann der Farbstoff nur Orientierungen einnehmen,
die auBerhalb des Kegels liegen. In diesem Fall wird der minimale Offnungs-

winkel bestimmt, der sich nach der folgenden Gleichung berechnet:

0 .. =arccos [1-2 3 (Gl. 2-19)
\ Ty

Fir Rhodamin-Farbstoffe, die Uber Linker an Molekile angebunden sind, gilt in
guter Naherung der zuletzt genannte Fall. Cy5 wiederum besitzt ein annahrend

parallel zum Linker ausgerichtetes Ubergangsdipolmoment.

2.3 Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET)

Der strahlungslose intermolekulare Dipol-Dipol-Energietransfer nach
Forster ist bereits 1948 theoretisch abgeleitet worden (Forster 1948). Die experi-
mentelle Quantifizierung dieses Phanomens lieferten erstmals Stryer und
Haughland 1967 (Stryer & Haugland 1967), indem sie FRET (fluorescence oder
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2 Grundlagen der Fluoreszenzspektroskopie

Férster resonance energy transfer) als spektroskopisches Lineal (engl.:
spectroscopic ruler) einfihrten. Dabei prasentierten sie erstmals die Mdglichkeit
der Strukturbestimmung durch das Ankoppeln von Farbstoffen an interagierende
biologische Moleklle. Im folgenden werden die Theorie von FRET und die

Voraussetzungen flr eine quantitative Abstandsbestimmung erértert.

2.3.1 Grundlagen

Der Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer ist ein bimolekularer ProzeB,
bei dem Energie von einem elektronisch angeregten Donormolekill D* auf ein
sich im Grundzustand befindendes Akzeptormolekll A strahlungslos durch eine
Dipol-Dipol-Wechselwirkung Ubertragen wird. Der Donor kehrt dabei in den

Grundzustand zurlick, wahrend der Akzeptor angeregt wird.

D* + A-> D + A¥* (Gl. 2-20)
Der Energietubertrag geschieht dabei im allgemeinen zwischen den Singulett-
Zustanden und wird aus diesem Grunde auch als Singulett-Singulett Transfer

bezeichnet. Er ist in dem folgenden Jabtonski-Diagramm schematisch dargestellt.

Energie

3

Abs

D =% A

Sy Sy

Abbildung 2-3: Jabtonski-Diagramm fiir den Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer
(FRET) Schematische Darstellung des Singulett-Singulett-Transfers vom angeregten Donor D*
zum Akzeptor A. So: Singulettgrundzustand, S;: erster angeregter Singulettzustand; hdohere
mégliche Zustdnde und Triplettzustand sind nicht aufgezeigt. Zu den méglichen Ubergangen neben
FRET (kerer) gehoren: Abs: Absorption; IC: Internal conversion; F: Fluoreszenz. Die durch gerade
Pfeile dargestellten Ubergénge sind an elektromagnetische Strahlung gekoppelt, die wellenartigen

reprasentieren strahlungslose Ubergange.
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2.3 Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer

Der Donor wird mittels elektromagnetischer Strahlung angeregt und kann neben
den in Abbildung 2-1 dargestellten Prozessen die Energie an einen geeigneten
Akzeptor mit der Transferrate kgrer Ubertragen. Dabei missen die Energiebetrage
der Donordeaktivierung und der Akzeptoranregung ubereinstimmen. Dies ist der
Fall, wenn das Fluoreszenzspektrum vom Donor und das Absorptionsspektrum
vom Akzeptor U(berlappen (Uberlappungsintegral>0, Gl. 2-27). Zusétzlich
missen die jeweiligen Ubergangsdipolmomente giinstig zueinander stehen. Der
Akzeptor wiederum kann - vorausgesetzt, es handelt sich ebenfalls um einen
Fluorophor —-die Energie in Form von Fluoreszenz abgeben, welche aufgrund der
vielen Zwischenschritte und der jeweiligen Energieverluste durch interne
Konversion deutlich bathochrom verschoben ist. Die fur den Transfer verant-
wortliche Dipol-Dipol-Wechselwirkung besitzt eine Reichweite von etwa 10 bis
100 A.

2.3.2 Quantifizierung der FRET-Effizienz

Bei einem gegebenen Fluorophorpaar ist der Energietransfer stark von
Abstand und Orientierung abhangig. Schwankungen im Ubertrag kénnen
entsprechend Riickschlisse auf Veranderungen im Abstand liefern. Eine Quanti-
fizierung des Energietransfers ist deshalb von hohem Interesse. Dabei liefern
klassische wie quantenmechanische Betrachtungen ahnliche Ergebnisse (Cantor
& Schimmel 1980). Neuere Ausflihrungen zur FRET-Theorie liefern R.M. Clegg
(Clegg 1992) und B.W. van der Meer (van der Meer et al. 1994).

Die Transfereffizienz Er |aBt wird analog der Quantenausbeute durch die

Transferrate kerer und die weiteren Deaktivierungsraten des Donors definiert:

k k
E. = FRET = FRET __ _p (Gl 2-21)
' Kerpr +hp + ki + kg (+ kQ [Q]) K erpr + T; PR

Dabei ist 7p entsprechend 7y aus Gl. 2-7 die Lebensdauer des Fluorophors in
Abwesenheit eines FRET-Ubertrages und ) in Anwesenheit jenes.

Uber Umformung der obigen Gleichung gelangt man schlieBlich zur Grund-
gleichung, auf der das erste MeBprinzip von FRET beruht: die Abhangigkeit der

Donorfluoreszenzlebensdauer von der FRET-Effizienz.

Tpon =7p(1—E;) (Gl. 2-22)
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2 Grundlagen der Fluoreszenzspektroskopie

Da es sich bei FRET um eine Dipol-Dipol-Wechselwirkung handelt, hangt
die Transferrate mit der sechsten Potenz vom Abstand zwischen Donor und

Akzeptor Rp, ab.

6
R
K rner =i( 0 ] (Gl. 2-23)

D RDA
R, ist dabei der Forsterradius; dieser bezeichnet jenen Abstand, bei welchem der
Energietransfer zu 50% relativ zu allen Prozessen stattfindet. In anderen Worten
bedeutet dies, daB bei diesem Abstand die Rate des Energietransfers gleich der
Zerfallsrate des angeregten Zustandes vom Donor-Fluorophor in Abwesenheit
des Akzeptors ist (kerer = ko). Es ist eine Fluorophorpaar-spezifische GréBe. Setzt
man Gl. 2-23 in Gl. 2-21 erhalt man schlieBlich den Ausdruck der Energietrans-

fereffizienz in Abhangigkeit des Interfluorophorabstandes

E, N S (Gl. 2-24).

( j
0

Graphisch dargestellt ergibt Gl. 2-24 eine sigmoidale Kurve.

1.0

o
)
1

g
o
1

Transfereffizienz £
o
>
1

o
[N
1

0.0 -

0.5R, 1.0R, 1.5R 2.0R
R,, [A]

Abbildung 2-4: Forsterkurve Abhangigkeit der Energiertransfereffizienz Er vom Abstand Rpg,

dargestellt in Einheiten vom Férsterradius Ry.

Wie man der Abbildung 2-4 entnehmen kann, andert sich die Transfereffizienz

am empfindlichsten mit dem Interfluorophorabstand im Bereich von 0,5-1,5:R,.
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2.3.2.1 Der Férsterradius Ry

Wie bereits in Kapitel 2.3.1 erwahnt, ist die Transfereffizienz neben dem
Abstand noch von anderen Parametern abhangig. Diese werden formal im For-
sterradius zusammengefaBBt. Es handelt sich dabei um die Quantenausbeute des
Donors @, welche determiniert, wie viele der angeregten Molekdlle flr einen
Transfer zur Verfigung stehen; den Orientierungsfaktor x2 (Ndheres siehe
Kapitel 2.3.2.2), welcher die relative Orientierung der Ubergangsdipolmomente in
Betracht zieht, sowie das Uberlappungsintegral J(1), das die spektralen Eigen-
schaften der beiden Fluorophore aufzeigt. Ferner ist der Ubertrag vom Bre-
chungsindex des Mediums zwischen den Fluorophoren abhangig, welcher flr

waBrige Loésungen 1,33 betragt.

- ,((9000(In10) 6 B
RS =D, & (—128”%4 JJ(Z) [R®] (Gl. 2-25)

Mit den zusammengefaBten Konstanten (7 und der Avogadro-Zahl N) ergibt sich

vereinfacht
R, =9780(J(A)*® ,,n )" [A] (Gl. 2-26).

Das Uberlappungsintegral J(A) ist das normierte Flachenprodukt aus
Donor-Fluoreszenzspektrum Fp(4) und Akzeptor-Absorptionsspektrum & (1) nach

der Wellenldnge 1 und gibt somit den Grad der spektralen Uberlappung wieder.
J(/l):'[FD(/I)-gA(/i)-/l“d)L (Gl. 2-27)
0

Aus GIl. 2-23 und GI. 2-25 ergibt sich der folgende Zusammenhang fur die

Transferrate Kezer:

o
k R, )=
rrer (Rpy) T RS,

K’ (9000(11110)

v JJ(/I) (Gl. 2-28)

Die groBte Unsicherheit stellt dabei 2 dar. Nicht ganz unproblematisch ist auch
die Wahl des Brechungsindexes, da in manchen Fallen das betrachtete Molekiil

als Medium fungiert.

2.3.2.2 Der Orientierungsfaktor k2

Die Ubergangsdipolmomente der Fluorophore produzieren elektromag-

netische Felder, deren Feldlinien flr einen Energielibertrag parallele Kompo-
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2 Grundlagen der Fluoreszenzspektroskopie

nenten besitzen missen. Der Orientierungsfaktor x2 setzt sich entsprechend aus
den Winkeln zwischen den Ubergansdipolmomenten von Donor-Fluoreszenz up

und Akzeptor-Absorption i, zusammen.

k* =(cos@, —3cos @, cosB,)’ =(sin@,sinf, cosg—2cosb, cosb,)’ (Gl. 2-29)
Eine Veranschaulichung zur Bedeutung der Winkel ist in Abbildung 2-5 zu sehen.
6> und 6, sind jeweils die Winkel zwischen dem Ubergangsdipolmoment von
Donor-Fluoreszenz up bzw. Akzeptor-Absorption ux und dem Abstandsvektor Rpa
von Donor und Akzeptor. &r stellt den Winkel zwischen den beiden Dipolen dar,
und ¢ den Azimuth letzterer, d.h. den Winkel zwischen den Projektionen der

Dipole auf eine Flache senkrecht zum Abstandsvektor.

A
_ RDA
BD - 54

Abbildung 2-5: Winkel zur Bestimmung des Orientierungsfaktors Es sind die Winkel &y, 65,
6r und ¢ zwischen den Ubergangsdipolmomenten der Donor-Fluoreszenz up und der Akzeptor-

Absorption u4 sowie dem Abstandsvektor Rp4 dargestellt.

Nach GI. 2-29 kann x2 Werte zwischen null und vier annehmen. Der
Maximalwert von vier kann durch eine kollineare Orientierung der beiden
Ubergangsdipolmomente relativ zueinander erreicht werden, eine parallele
Orientierung liefert einen Wert von eins. Der minimale Wert Null kann auf

vielfache Weise entstehen, so z.B. durch eine senkrechte Positionierung.

Bei der Markierung von Molekllen mit extrinsischen Fluorophoren besitzen
letztere bei ausreichend langen Linkern eine hohe Bewegungsfreiheit. Ist die
Orientierung von Donor und/oder Akzeptor isotrop verteilt, d.h. kdénnen die

Molekile innerhalb ihrer Lebensdauer alle Orientierungen durchprobieren, so
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2.3 Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer

ergibt sich ein durchschnittlicher Orientierungsfaktor von 2/3. Dies folgt aus der
Integralbildung der in Gl. 2-30 aufgestellten Wahrscheinlichkeitsverteilung fir

alle Werte von «2 bei einer dynamischen Mittelung (van der Meer 2002).

1 21n(2+\/§) 0<Kx?<1
pl?)= 23 (Gl. 2-30)

! ln[ 2443 JISK2S4
213 (W2 ++4k? -1

Eine graphische Darstellung der Verteilung der x2-Werte in einem solchen Fall ist

in Abbildung 2-6 aufgezeigt.

1.0

0.8

0.6 fi

0.4

0.2

Wahrscheinlichkeit p

00 ......... Lo v a [N W
0

Abbildung 2-6: Verteilung von x2 bei einer dynamischen Mittelung Die Berechnung erfolgt
nach Gl. 2-30.

Die Berechnung von 2 wird um einiges komplexer, wenn die Rotationskorrela-
tionszeit der Fluorophore im Bereich der Fluoreszenzlebensdauer liegt. In diesem
Regime ist k2 abhangig vom Abstand Rp, bzw. der Energietransfereffizienz (Dale
& Eisinger 1974), was einer exakten Abstandsbestimmung hinderlich ist. Eine
ausflihrliche Betrachtung des Problems findet sich in (Dale & Eisinger 1974) und
(Haas et al. 1978).

Eine Fehlerabschatzung flir den Orientierungsfaktor von 2/3 kann Uber die
Betrachtung des zeitaufgeldsten Anisotropiezerfalls (siehe Kapitel 2.2.3) gesche-
hen. Relaxiert die Anisotropie durch die lokale Bewegung des Fluorophors nicht
vollstandig, sondern existiert noch eine residuale Anisotropie r., deutet dies auf

eine eingeschrankte Beweglichkeit des Fluorophors hin und damit auf eine Abwei-
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chung von x2 von 2/3. In diesem Fall 1aBt sich ein minimaler und ein maximaler

Wert flir «2 berechnen (Lakowicz 1999). Flr die beiden Grenzwerte gilt:

2 =2 dotds (Gl. 2-31)
3 2
K2 =§(l+d1) +d,+3d,d,) (Gl. 2-32)

wobei d; (mit i= D oder A) den Depolarisationsfaktor der fundamentalen Aniso-
tropie von Donor bzw. Akzeptor aufgrund der lokalen Bewegung darstellt und
sich nach

1/2
..
d, =[i] (Gl. 2-33)

Fo,i
berechnen |aBt. Alternativ kann die Kalkulation bei Kenntnis der Orientierungs-
verteilung der Ubergangsdipolmomente auch (ber die Winkel zwischen den
Dipolen § vorgenommen werden:

29 |
d, =<%> (Gl. 2-34)

2.3.2.3 Eigenschaften der Donor- und Akzeptorfarbstoffe

Neben den photochemischen und photophysikalischen Aspekten wie hohe
Photostabilitat und Fluoreszenzquantenausbeute, auf die bereits in den voran-
gehenden Kapiteln eingegangen wurde, sind noch weitere Punkte bei der
Auswahl von Fluoreszenzfarbstoffen zu bedenken. In den meisten Fallen ist ein
gréBtmoglicher Forsterradius Ry erwiinscht, was durch ein groBes Uberlappungs-
integral gewahrleistet wird. Limitierend wirkt dabei die bestmdgliche spektrale
Separation von Donor- und Akzeptorfluoreszenz, weswegen meist ein KompromifB
zwischen Uberlappungsintegral und dem sogenannten Crosstalk (Ubersprechen
von Donorfluoreszenz in Akzeptordetektionskandle) gefunden werden muB.
Hilfreich ist hierbei ein hoher Extinktionskoeffizient des Akzeptors, wie es z.B. der
Farbstoff Cyanin5 bietet.

Ein weiterer Aspekt ist die chemische Beschaffenheit der Fluorophore. Zum
einen sollte darauf geachtet werden, daB die Nettoladung des Fluorophors und
die des zu markierenden Moleklls bzw. der Molekildomane gleich gerichtet ist.
Die damit erreichte Coulomb-AbstoBung verhindert unerwiinschte Interaktionen

und ermdglicht bei einem ausreichend langen Linker eine hohe Bewegungsfrei-
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heit. Dabei wird eine hohe Wasserldslichkeit vorausgesetzt. Zum anderen sollte
die Kopplung des Fluorophors an das Molekil in einer spezifischen Reaktion
stattfinden, woflr das Zielmolekil meist modifiziert werden muB. Im Falle von
Nukleotiden sind das meist Modifizierungen mit Amnioallylgruppen, die mit dem
NHS-Ester des Fluorophors reagieren. Zum Markieren von Proteinen wird fur
gewodhnlich eine single-Cystein Mutante erstellt, welche Uber die Sulfhydryl-
gruppe dann mit einem Maleiminid-Derivat des Fluorophors eine Verbindung
eingehen kann. Weitere Reaktivitat sowie andere Formen des Energietransfers
neben FRET (zum Molekidl oder Akzeptorfluorophor) sollten natirlich

ausgeschlossen sein.

2.4 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS)

Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) ist eine Methode, die eine
ortlich wie auch zeitlich hochaufgeléste Untersuchung von niedrigkonzentrierten
Molekllen erlaubt. Im Gegensatz zu anderen Fluoreszenztechniken basiert sie
jedoch nicht auf der durchschnittlichen Gesamtintensitat der fluoreszierenden
Moleklle, sondern auf den Abweichungen vom zeitlichen Mittelwert. Die
charakteristische Zeitdauer der Fluktuationen um den Mittelwert kann mittels
einer Autokorrelation des Intensitatssignals isoliert werden. Mittels FCS |aBt sich
damit die Kinetik beliebiger Vorgange untersuchen, solange diese mit einer

Anderung der Fluoreszenzeigenschaften der Molekiile einher gehen.

Die erste Anwendung der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie wurde
bereits 1972 von Magde, Elson und Webb vorgestellt (Magde et al. 1972). Dabei
ist die Interkalation von Medikamenten in DNA aufzeigt worden. Der Durchbruch
auf dem Gebiet kam jedoch erst mit der apparativen Entwicklung der konfokalen
Fluoreszenzmikroskopie in den 90er Jahren (Eigen & Rigler 1994; Rigler 1995;
Rigler & Widengren 1990). Zum einen flihrt das hier eingesetzte kleine Beobach-
tungsvolumen zu einem hohen Signal-zu-Hintergrund-Verhaltnis, zum anderen
ist die geringe Anzahl an gleichzeitig beobachteten Moleklilen von Vorteil, da sie
héhere relative Fluktuationen liefert. Dieses scheinbare Rauschen im
gemessenen Signal kann in seiner Starke und Dauer mittels einer zeitlichen
Autokorrelation quantifiziert werden. Die Autokorrelations-Analyse isoliert
ahnliche Komponenten von Zeitsignalen heraus und gibt damit AufschluB Uber

die charakteristische Dauer molekularer Dynamiken.
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Bei einer konstanten Anregungsleistung ist die Fluktuation oN(t) als Abwei-
chung des Fluoreszenzsignals N(t) vom zeitlichen Mittelwert <N> in der MeBdauer
T definiert.

SN(t)=(N) - N(r) (Gl. 2-35)

mit (N)= jN(t)dz (Gl. 2-36)

Die Fluktuation wird in der Autokorrelationsfunktion G(t.) analysiert, die in der

folgenden Gleichung definiert ist.
Git) = <N(t)N(t+2tc)> :1+<5N(t)5N(;c+tc)>
(N(®) (N(®)

Dabei gibt t. die Korrelationszeit wieder.

(Gl. 2-37)

Die Autokorrelationsfunktion G(t.) spiegelt das normierte Uberlappungs-
integral der Zeitspur mit sich selbst bei einer Verschiebung um t. wider. Dabei
entstehen zwei Arten von Termen, die entweder zu einem Anstieg in der Korre-
lationsfunktion flihren, der Antibunchingterm (engl. bunch: Bilndel), oder zu
einem entsprechenden Abfall, der als Bunchingterm bezeichnet wird. Eine
Korrelationskurve mit den charakteristischen Termen ist in Abbildung 2-7 dar-

gestelit.

G(t)
3

1N

0

AR | ML | MERELAALLL | MR | ML | ML | MERELRARLL | ML
10°  1x10° 1x10* 10° 10?7 10" 10° 10" 10°
t_[ms]

Abbildung 2-7: Schematischer Verlauf einer Autokorrelationskurve Autokorrelationsfunktion
G(t.) zu den Korrelationszeiten t.. 0: Emission eines Photons, 1: Antibunching, 2: Rotations-
diffusion, 3: Triplettkinetik, 4: Translative Diffusion. Dabei entspricht N* der Gesamtanzahl an
Fluorophoren im Beobachtungsvolumen, N der Anzahl der fluoreszierenden Molekile, und A; dem
Anteil der sich im Triplett befindenden Molekile.
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2.4 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

Dabei sind die folgenden Prozesse zu erkennen:

0: Emission eines Photons zum Zeitpunkt t.=0.

1: Antibunching. Die Zeitdauer des Anstiegs (Wendepunkt bzw. Erreichen der
halben Amplitude) ist charakteristisch flr die Zyklusdauer von der Emission
eines Photons aus dem S;-Zustand heraus bis zur abermaligen Anregung. Sie
stellt somit die Totzeit eines einzelnen Fluorophors zwischen zwei Photon-
emissionen dar und basiert auf rein quantenmechanischen Effekten. Wahrend
die Wahrscheinlichkeit, direkt nach der Aussendung eines Photons ein zweites
Photons auszusenden, gleich Null ist, steigt sie mit der Zeit an und erreicht
schlieBlich ein Plateau. Der Verlauf fallt aber aufgrund der nun folgenden
Bunchingterme schnell wieder ab.

Der Antibunchingterm 1aBt sich aufgrund der Totzeit von Detektoren bei einer

klassischen Autokorrelation nicht auflésen; das Problem wird meist damit

umgangen, daB das Signal auf zwei Detektoren aufgespaltet und eine soge-
nannte Kreuzkorrelation der Signale gebildet wird.

Die nun aufgefihrten Abfdlle in der Korrelationskurve sind auf ein Sinken der

Wahrscheinlichkeit, ein emittiertes Photon zu beobachten, zurickzufihren. Es

handelt sich dabei um miteinander korrelierte Prozesse, deren Kinetik eine defi-

nierte Zeitdauer besitzen, welche sich wiederum in der Abfallzeit widerspiegeln.

Es handelt sich dabei um chemische/photochemische Reaktionen, Dynamiken wie

auch unterschiedliche Arten der Diffusion.

2: Rotationsdiffusion. Bei der Anregung mit polarisiertem Licht bzw. der Detek-
tion von nur einer Polarisationsrichtung kann in einer Korrelationskurve die
Rotationsdiffusion eines Fluorophors beobachtet werden. Die Rotation des
angeregten Moleklils fihrt zur Drehung des Emissionsliibergangsdipolmoments
und damit zu einer sinkenden Wahrscheinlichkeit, Fluoreszenz mit derselben
Polarisation zu detektieren. Mit anderen Worten andert sich die Anisotropie
der Lésung mit der Zeitdauer der Rotationskorrelation; bei kleinen Molekllen
liegt jene im ns-Bereich.

3: Triplett-Kinetik. Ein bei hohen Anregungsleistungen dominanter Term ist jener
der Triplett-Kinetik. Die Triplett-Zeit t; charakterisiert die Dauer, die ein Mole-
kal im Mittel bendtigt, um in den dunkeln Triplett-Zustand zu gelangen. Die
Amplitude dieses Terms A; stellt den Anteil der Molekile dar, die sich bei den

entsprechenden Bedingungen im Triplettzustand befinden. Die Abhangigkeit
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2 Grundlagen der Fluoreszenzspektroskopie

dieser GroBe von den im Jabtonski-Schema eingeflihrten Raten wird im
Kapitel 2.4.2.1 erortert.

Der Cyanin-Farbstoff Cy5 zeigt eine weitere hell-dunkel Kinetik im ps-Bereich

auf. Dabei handelt es sich um die Isomerisierung des angeregten Fluorophors

vom fluoreszenten trans-Isomer zum nicht-fluoreszenten cis-Isomer. Auch diese

Reaktion ist von der Anregungsleistung abhangig.

4: Translative Diffusion. Bei Messungen in Ldsung ist die Leuchtdauer eines
einzelnen Fluorophors mit seiner Aufenthaltsdauer im Fokus des Lasers
korreliert. Diese wird durch die Diffusionszeit tp, durch das Detektionsvolumen
bestimmt. Die Wahrscheinlichkeit, ein weiteres Photon zu detektieren, sinkt
beim Uberschreiten der charakteristischen Diffusionszeit schlieBlich auf Null
ab, die Korrelationskurve fallt auf ihren minimalen Wert ab. Die Diffusionszeit
ist auch der maximale Zeitbereich, in dem Kinetiken anhand der FCS unter-

sucht werden kénnen.

2.4.1 Kreuzkorrelation

Wie bereits erwdahnt begrenzt die Totzeit der Detektoren den in der FCS
beobachtbaren zeitlichen Bereich. Um dieses Problem zu umgehen, wird das
Fluoreszenzsignal auf zwei Detektoren aufgeteilt, um schlieBlich eine Kreuz-

korrelation der Zeitspuren vorzunehmen (Schwille et al. 1997).
G (L)e (N* O NP(t+t,) . (SN* (NP (t+t,)) (G, 2-38)
(N 0){N*() (N*0){N(v)

Diese Form der Analyse ermdéglicht zudem die Betrachtung der Korrelation von

sich im Spektrum oder Polarisationsrichtung unterscheidenden Signalen. So
kdnnen Kinetiken, welche die Anisotropie beeinflussen, durch eine Aufspaltung
des Signals in eine parallele und senkrechte Polarisationskomponente relativ zur
Anregungspolarisation untersucht werden. Eine interessante Variante bei Ver-
wendung von zwei Fluorophoren in einer FRET-Messung ist die Korrelation des
Donorsignals mit dem Akzeptorsignal. Dabei kénnen Kinetiken untersucht wer-
den, die mit einer Anderung des Interfluorophorabstandes verbunden sind
(Eggeling et al. 2005; Margittai et al. 2003).

An dieser Stelle soll noch mal kurz darauf eingegangen werden, wie sich
unterschiedliche Prozesse auf die Kreuzkorrelationskurve eines FRET-Paars aus-

wirken. Eine Veranderung des Abstandes hat eine Verstarkung des einen Signals
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zur Folge, wahrend das andere schwacher wird. Das Verhalten der Signale ist
somit antikorreliert, was zu einem Anstieg der Kurve fuhrt. Eine Verstarkung
oder Léschung beider Signale gleichzeitig wiederum entspricht einer Korrelation

der Signale und bewirkt folglich einen charakteristischen Abfall in der Kurve.

2.4.2 Modellfunktionen fir Korrelationskurven

Entsprechend ihrem physikalischen bzw. chemischen Hintergrund kénnen
die den Bunching- bzw. Antibunchingtermen unterliegenden Prozesse mit ada-
quaten Modellfunktionen angepaBt werden. Zur Herleitung solcher Modelle sei
hier auf Arbeiten von C. Eggeling und J. Widengren verwiesen (Eggeling et al.
1998; Eggeling 1999; Widengren 1996). Im weiteren soll nur auf die Ergebnisse

eingegangen werden.

Der einfachste Fall ist die Beeinflussung des Fluoreszenzsignals durch die
translative Diffusion, welcher alle Molekiile gleichsam unterliegen. Die Fluktua-
tionen der Signalintensitaten basieren dabei auf zwei Effekten: zum einen auf der
Intensitatsdichteverteilung der Lichtquelle im Anregungsvolumen, die mit einem
dreidimensionalen GauB’schen Detektionsprofil approximiert wird, und zum
anderen auf der Fluktuation der Molekullkonzentration, die dem Fick’schen Gesetz
folgt. Das Detektionsvolumen wird durch seine Ausdehnung in axialer (z-Achse)
Richtung durch z, und in radialer (x-y-Ebene) Richtung durch @, beschrieben. Die
Anregungsintensitat fallt dabei in allen Richtungen exponentiell ab, so daB die
folgende raumliche Intensitatsverteilung resultiert (welche im Ubrigen auch flr
die Detektionseffizienz gilt):

I(x,y,z)z I, exp(L;yz)]exp{_ 2222] (Gl. 2-39)

o Zy

Die mittlere Anregungsleistungsdichte I, [kW cm™] ergibt sich aus der Leistung
am Objektiv P und dem Parameter wy.
2P

I, =" (Gl. 2-40)
@,

Aus der Transformation der Aufenthalts- und Detektionswahrscheinlichkeit an
jedem Ort zu der entsprechenden Korrelationszeit folgt das Modell fir die FCS

einer rein translativen Diffusion:

12
1 1 1
Gt )=1+— Gl. 2-41
(o=t N [1 +tc/tDJ [1 + (@, /2, ) tc/tD] ( )
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Dabei betragt die charakteristische Diffusionszeit ¢, =a)§/4D (Gl. 2-42), wobei D

die Diffusionskonstante des beobachteten Molekils ist. Fir Rhodaminfarbstoffe
liegt D in Ethanol bei 3:10° cm? s (Hansen et al. 1998). Mit Hilfe dieser GroBe
lassen sich die absoluten AusmafBe des Detektionsvolumens V) berechnen, was
aus Gl. 2-41 alleine nicht mdglich ist, da sie nur das Verhaltnis der zwei Ausrich-

tungen ap und z, liefert.

V=1 2,0 (Gl. 2-43)

Uber die Gl. 2-41 148t sich die Anzahl der fluoreszierenden Partikel im
Beobachtungsvolumen N (in dem Fall der reinen Diffusion ist N ausnahmsweise
auch N*) bestimmen, was wiederum Rulckschllisse auf die Zahlrate pro Molekil
cpm (engl. counts per molecule) ermdglicht. Die cpm ist ein Justagegutepara-
meter, welcher vor jedem MeBtag mit einem Referenzfarbstoff (in den meisten

Fallen Rhodamin 110) bestimmt wird.

Die meisten Fluorophore gehen schon bei geringfligig erhéhten Anregungs-
leistungen zu einem gewissen Anteil in den Triplett-Zustand Uber, was zu einem
zusatzlichen Term in der FCS flUhrt. Die Berilcksichtigung dessen liefert die
folgende Modellfunktion, die zu dem Diffusionsterm noch die charakteristische
Triplettzeit tr und den mittleren Anteil T;o, der Fluorophore im Triplettzustand
beinhaltet (nach (Widengren et al. 1995)).

2
Gt )=1++ (;J [H#} -7, +T,, exp(~t./t,)] (Gl. 2-44)
b

N \1+¢,/t, 2,/ @,
Die Amplitude der Kurve liefert hier die Anzahl der fluoreszenten Moleklle N, also
der Moleklle, die sich in S, oder S; befinden. Die Gesamtanzahl an Fluorophoren
in L6sung kann durch Hinzunahme von T, bestimmt werden. Weitere
Korrelations- oder Antikorrelationsphdanomene kénnen durch Anfligen von zusatz-

lichen Termen analog dem letzten in Gl. 2-44 berucksichtigt werden.

2.4.2.1 Mathematische Beschreibung des Triplett-Termes

Die Herleitung der den Triplett-Term beschreibenden GrdBen geschieht
auch hier aus dem Jabtoniski-Diagramm heraus. Die ausfiihrliche Berechnung
hierzu findet sich in (Widengren et al. 1994). An dieser Stelle sollen lediglich die
Startbedingungen und die Lésung der Differenzialgleichung aufgeflihrt werden.

Erstere sind in den folgenden Gleichungen 2-45 und 2-46 aufgestellt:
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So(t) _kAbs ko kT So(t)
% S(t) |=| ko —(kg+kg) O | S () (Gl. 2-45)
Tl(t) 0 k1sc _kT Tl(t)
S,(0)) (1
und S,(0)|=|0 (Gl. 2-46)
T,(0) ) (0

Dabei sind kr und k;c in kg zusammengefalt.
Daraus folgt die zeitliche Entwicklung des Triplett-Termes:

T(t)="T, — T exp(tij (Gl. 2-47)

T
Tieq Und tr sind die GroéBen, die bereits in Gl. 2-44 fur die Beschreibung des
Triplett-Prozesses in der FCS dienen. Sie ergeben sich aus der Losung des oben
aufgefuhrten Gleichungssystems:

L Kk (Gl. 2-48a)
tT kAbs + kO

]vle — kISC Sle — kAbskISC (GI 2_48b)
! kT ! kAbs(kISC +kT)+ka0

kAbskT

S, = (Gl. 2-48c)
! kAbs (kISC + kT) + kaO

Die charakteristische Triplett-Zeit tr ist dabei die Dauer, die ein Molekul im Mittel
bendtigt, um in den Triplett-Zustand zu gelangen. S;e; und T;eq beschreiben den

Anteil der sich in S; und T; befindenden Molekiile im Gleichgewicht.

Im Fall von FCS-Messungen bei gleichzeitigem Auftreten von FRET mUssen
die obigen Gleichungen insofern erweitert werden, als daBB ky, aus der Summe von
ke, kic und kerer besteht. Wie folglich leicht einzusehen ist, variiert der Triplett-
Term in Dauer und Amplitude in Abhangigkeit von der FRET-Effizienz. Die Mdg-
lichkeit, den Triplett-Term flr verschiedene FRET-Effizienzen bei Kenntnis des
Triplett-Anteils fUr nur Donor-markierte Proben bestimmen zu kénnen, wird im

Laufe der Arbeit genutzt.
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2.5 Multiparameter-Fluoreszenzdetektion (MFD)

Die Multiparameter-Fluoreszenzdetektion (MFD) basiert auf der simultanen
Erfassung voneinander unabhangiger Fluoreszenzparameter. Dazu gehoéren die
bereits beschriebenen GréBen Fluoreszenzintensitat, Lebensdauer, Anisotropie
und spektrale Verteilung. Bei der Verwendung eines geeigneten Fluorophorpaars
fir FRET-Messungen erweist sich die FRET-Effizienz als ein zusatzlicher Para-
meter. Die Betrachtung weiterer, zeit- und intensitatsabhangiger Parameter
(Burstdauer, Rotationskorrelationszeit...) kann zusatzliche Aufschlisse Uber die
betrachteten Molekile liefern. Die Anwendung dieser Technik in ihrem vollen
AusmalB ist unter anderem in (Eggeling et al. 2001) und (Rothwell et al. 2003)
beschrieben.

Wahrend die MFD-Technik mit Erfolg im Ensemble angewandt wird, er-
reicht sie ihren Hohepunkt beim Einsatz auf Einzelmoleklilebene. Dies geschieht
in dieser Arbeit durch die Anwendung der Burst-Integrated-Fluorescence-
Lifetime-Technik (BIFL, engl. signalspitzenintegrierte Fluoreszenzlebensdauer),
welche die Detektion und detaillierte Analyse aller Fluoreszenzparameter von
einzelnen Molekilen ermoglicht. Einzelmolekil-FRET-Untersuchungen bieten den
Vorteil, daB eine aufwendige Aufreinigung der Proben zum Erhalt einer einzigen
Spezies in der Regel nicht nétig ist. Ferner kdnnen statische und dynamische
Prozesse direkt voneinander unterschieden und die MeBdaten einzelner Spezies
auf zusatzliche Details hin untersucht werden. Auch diese Technik basiert wie die
FCS auf einem konfokalen Fluoreszenzmikroskopaufbau (Pawley 1995), welcher
ein hohes Signal-zu-Hintergrund-Verhaltnis liefert. Zur Bestimmung der Fluores-

zenzlebensdauer wird eine gepulste Lichtquelle eingesetzt.

2.5.1 Burst-Integrated-Fluorescence-Lifetime (BIFL)

Die BIFL-Technik basiert auf den Fluoreszenzsignalen einzeln detektierter
Molekule. Hierzu verdinnt man die Lésung so stark, so daB sich im Mittel 1/10
Molekil im Beobachtungsvolumen befindet. Die Identifizierung der einzelnen
Durchtritte geschieht Uber die signalspitzenorientierte Auswertung (engl. burst-
wise analysis), bei welcher eine Haufung von detektierten Photonen aufgespirt
wird. Alle Photonen eines Einzelmolekuldurchtrittes werden schlieBlich einer
gemeinsamen Analyse unterworfen. So lassen sich verschiedene Spezies gemafB

ihrer charakteristischen Fluoreszenzparameter identifizieren.
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2.5.1.1 Bestimmung der Fluoreszenzparameter

Die MFD basiert auf der sequentiellen Zahlung von einzelnen Photonen,
welche flr die folgenden Analysen herangezogen werden. Dabei wird das Signal
einzeln flr alle Molekuldurchtritte durch das Detektionsvolumen in jedem

Spektralbereich analysiert.

Intensitat

Die Intensitat - auch als Zahlrate bezeichnet - wird fiir jeden Spektralbe-
reich aus der Anzahl der Photonen n und der Dauer 4t(n) des Einzelmolekilereig-
nisses berechnet. Flr gewdhnlich wird fir FRET-Messungen ein Fluorophorpaar
benutzt, bei denen der Donor griin und der Akzeptor rot fluoresziert. Aus diesem
Grunde werden im Hinblick auf spatere Ausfiihrungen zu FRET die Indizes des
Spektralbereiches G (grin) und R (rot) definiert. Somit gilt fUr die Signal-

intensitat Sg im grinen Wellenlangenbereich

n, —1

S. =—¢ Gl. 2-49a

© " o) ( )

und analog im roten S, = g ~ 1 (Gl. 2-49b).
At(nR)

Zum Erreichen einer mdéglichst hohen Zahlrate muissen photochemische
Prozesse wie Ldschung und Triplettbesetzung sowie die optische Sattigung des
Fluorophors minimiert werden. Hilfreich ist dabei die Benutzung von Antioxidan-

tien wie Vitamin C oder Mercaptoethanol.

Fluoreszenzlebensdauer

Die Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer geschieht im Rahmen der
MFD Uber die zeitkorrelierte Einzelphotonenzahlung (engl. time-correlated single
photon counting, TCSPC) (O'Connor & Phillips 1984; Wild et al. 1977). Dabei
werden die registrierten Photonen ihrer Ankunftszeit nach (relativ. zum
Anregungspuls) in einem Haufigkeitshistogramm zusammengefalBt, dessen
MeBfenster durch die Repetitionsrate des Lasers vorgegeben ist. Der zeitliche
Abfall des Signals S(t) wird Uber das Anpassen einer Exponentialfunktion, welche
die Entvolkerung des angeregten Zustandes beschreibt, sowie der
Berlcksichtigung der Geratefunktion g(t) durch eine mathematische Faltung

beschrieben.
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s(t)= g(t)@exp[—ij (Gl. 2-50)

z.0

Aufgrund der geringen Anzahl der Photonen in einem Einzelmolekdilereignis kann
nur ein monoexponentieller Zerfall angepaBBt werden. Praktisch wird dies Uber
eine Maximum-Likelihood-Anpassung realisiert. Dabei wird zudem ein variabler
Anteil an Streulicht y als auch die Wahrscheinlichkeit bertcksichtigt, daB bei
hohen Repetitionsraten der Fluorophor bereits durch einen vorhergehenden Puls
angeregt wurde (Brand et al. 1997; Brand 1998; Kullback 1959; Zander et al.
1996).

Bei der Benutzung einer linear polarisierten Lichtquelle und der Separation

des detektierten Signals in zwei Polarisationskomponenten - parallel S, und
senkrecht S; zur Anregungspolarisation — mussen experimentelle Korrekturpara-
meter zur Bereinigung des Signals eingeflihrt werden. Der sogenannte G-Faktor
korrigiert die unterschiedlichen Detektionseffizienzen der beiden Polarisations-
richtungen, welche aus der polarisationsabhangigen Transmission der Filter und
der Senisitivitat der Detektoren resultieren. Ferner wird die Mischung der Pola-
risationskomponenten fir Objektive mit einer groBen numerischen Apertur und
die Depolarisation des Anregungslichtes durch starke Brechung mit den Faktoren
/; und /I, jeweils flr die senkrechte und die parallele Komponente bericksichtigt
(Koshioka et al. 1995).
In der Praxis wird bei der Datenaufnahme die Zeitachse des MefBfensters in i
Kanadle endlicher Breite aufgeteilt. Das Fluoreszenzsignal Sges(i) wird nun korri-
giert, indem die Korrektur in jedem Kanal erfolgt und auf das Gesamtsignal
normiert wird (Schaffer et al. 1999).

5..()- K(1 -31,)-G-S,(i)+(2-31,)- S, (i) (GL. 2-51)

(1-31,)-G-S,(i)+(2-31)-5,(i)

Der G-Faktor wird durch die Datenaufnahme einer vollkommen isotropen Probe,
wie sie standardmaBig kleine Fluorophore mit ihrer sehr kurzen Rotationskorre-
lationszeit (p<<17) darstellen, bestimmt.

G= iSs(i) isp (i) (Gl. 2-52)

i=K-100 i=K-100

Die Herleitung der Korrekturen sowie die nachstehende detaillierte
Beschreibung der Modellfunktion flr den Fluoreszenzzerfall finden sich in
(Schaffer 2000).
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Anisotropie

Um die stationare Anisotropie bestimmen zu kénnen, muB3 die Anregung
der Probe mittels einer linear polarisierten Lichtquelle erfolgen und zudem in zwei
Polarisationsrichtungen - parallel S, und senkrecht S; zur Anregungspolarisation
- detektiert werden. Die Signhale werden analog dem Fluoreszenzzerfall fur die
Lebensdauerbestimmung korrigiert. Fur die experimentelle Anisotropie re ergibt
sich dann:

G-S,-S,

- Gl. 2-53).
" T (1=3L)-G-S, +(2-31,)-S, ( )

Bei einem nicht zu vernachlassigenden Hintergrund ist die Streulicht-
korrigierte Anisotropie rs der zuverlassigere Wert. Diese berticksichtigt die hohe
Polarisation des Laser- und Ramanstreulichtes, welches im Untergrund-
Polarisations-Verhaltnis y ausgedrlickt ist (Berger 2001). y beschreibt dabei den

Streulichanteil.

G-S, -8, —y(1-%x) S,

Yy = Gl. 2-54a
’ (1_312)GSp+(2_3ll)Ss_y(1_312_%/1/(ll_212))Sges ( )
. 2BS
mit y=————— und S =G-S +28, (Gl. 2-54b+c)
G-B,+2B, ¢ i

B, bzw. Bs sind die Zahlraten des parallelen bzw. senkrecht polarisierten Hinter-
grundes. Sie beinhalten trotz Filtereinsatz einen verbleibenden Anteil an Raman-
und Rayleigh-Streuung sowie die Dunkelzdhlraten der Detektoren. Diese werden
aus einer Messung des verwendeten Puffer bestimmt.

Mittels der Perrin-Gleichung (GI. 2-17) kann die Rotationskorrelationszeit
bestimmt werden, die wiederum eine Fehlerabschatzung bei der Abstandsbestim-
mung ermadglicht. Lediglich eine Rotationskorrelationszeit deutlich klrzer als die
Fluoreszenzlebensdauer rechtfertigt das Einsetzen von 2/3 flr x2. Langere Rota-
tionskorrelationszeiten erfordern eine genauere Betrachtung des Orientierungs-

faktors.

FRET-Effizienz

Die Energietransfereffizienz Er ist die aus fluoreszenzspektroskopischen
FRET-Untersuchungen am direktesten bestimmbare GréBe. Trotz des starken
Vormarsches der Abstandsbestimmung mittels FRET wird in der Literatur immer

noch haufig nur die FRET-Effizienz aufgefihrt. Zu ihrer Determinierung kénnen
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2 Grundlagen der Fluoreszenzspektroskopie

verschiedenste Parameter und Methoden herangezogen werden (Clegg 1992;
Dale & Eisinger 1975; Epe et al. 1983; Jares-Erijman & Jovin 1996). Am
weitesten verbreitet ist dabei die Berechnung Uber die Intensitatsverhaltnisse der
Donor- und Akzeptorfluoreszenz Fp und F, (Ha et al. 1999a), u.a. auch in Form
des sogenannten Proximity Ratios (engl., Naheverhaltnis) (Ying et al. 2001).

Fp ©py

-1
E. =/1+—= Gl. 2-55a
r [ F. @FD} ( )

Die MFD bietet aufgrund ihrer simultan erfaBten unabhangigen Parameter zudem

die Moglichkeit, Er mit Hilfe der Fluoreszenzlebensdauer in Abwesenheit und

Anwesenheit des Akzeptors zu bestimmen.

Tp(4)

E,=1--24 (Gl. 2-55b)

Tp
Dabei erfordert die Bestimmung Uber das Intensitatsverhaltnis zudem Kenntnis
Uber die Fluoreszenzquantenausbeuten des Donors @ und des Akzeptors @g,.
Des weiteren ist das Intensitatsverhaltnis nicht direkt aus den detektierten Sig-
nalen herzuleiten. Letztere mlssen zunachst bereinigt werden, um das absolute

Fluoreszenzsignal von Donor und Akzeptor zu erhalten.

Aus diesem Grunde wird in der Praxis zwischen der experimentell
bestimmten Zahlrate Sg und Sk, dem Fluoreszenzsignal Fs und Fr sowie dem
korrigierten Fluoreszenzsignal Fp und F, unterschieden. Bei ersterem handelt es
sich um das an den Detektoren auftreffende Signal. Das Fluoreszenzsignal wird
dadurch erhalten, indem das Hintergrundsignal B abgezogen wird.

F,=S.-B; bzw. F, =S, — B, (Gl. 2-56a+Db)
So wie der G-Faktor unterschiedliche Detektionseffizienzen der beiden Polarisa-
tionspfade berucksichtigt, muB dies nun auch fir die beiden Spektralbereiche
geschehen. Daflir werden die Detektionseffizienzen der beiden spektralen Pfade
ds und gr herangezogen, die den Anteil des detektierten Signals nach dem
Objektiv darstellen. Sie berlicksichtigen die Transmission der optischen Elemente
als auch die Detektionseffizienzen der Detektoren. Damit ergibt sich flr das

Fluoreszenzsignal des Donors:

g6 g (Gl. 2-57)

Die Korrektur des Akzeptorsignals erweist sich als noch etwas komplexer,

da zwei weitere Phanomene die Akzeptorfluoreszenz verfalschen kénnen: Zum
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2.5 Multiparameter-Fluoreszenzdetektion

einen handelt es sich dabei um den Anteil der direkten Anregung DE (engl.:
direct excitation) des Akzeptors durch das Anregungslicht, welche bei der
Betrachtung von fluoreszenzresonantem Energietransfer auf den Akzeptor
unerwilnscht ist. Dieser laBt sich experimentell durch eine Messung der Zahlrate
pro Molekil des alleinigen Akzeptorfluorophors lber die FCS abschatzen.

Zum anderen ist der Anteil des spektrale Crosstalks (engl., Ubersprechen) a zu
beriicksichtigen, welcher aus dem Ubersprechen des Donorspektrums in die
Akzeptorkandle resultiert. Experimentell 188t er sich aus der Messung einer nur

den Donorfluorophor enthaltenen Probe im FRET-Aufbau bestimmen.

S -B
o = _RDonor) TR (Gl. 2-58)
SG(Donor) - BG
Unter Einbindung dieser KorrekturgréBen ergibt sich flr die Akzeptorfluoreszenz
(Sg - (B, + DE))-a(S; -~ B;) F,-DE-aF,

8r 8r

F,= (Gl. 2-59).

Ist das Akzeptor-Fluoreszenzspektrum relativ zur Donor-Anregungswellenlange
weit genug bathochrom verschoben, so kann die direkte Anregung vernachlassigt
werden. Dies ist bei dem in dieser Arbeit verwendeten Donor-Akzeptor-Paar
Alexa488-Cy5 bei einer Direktanregung unter 2% der Fall (Berger 2001;
Schweinberger 2002). Der Crosstalk wiederum 1aBt sich in der Regel nicht ver-
meiden, da die meisten Fluorophore eine stark verbreiterte langwellige Flanke
besitzen. Damit 1aBt sich das Intensitatsverhaltnis der Fluoreszenz
folgendermaBen berechnen:

Fy  gxfs & S¢ = Bg

F, - Fgoy - 8¢ (SR —BR)—a(SG —BG)

(Gl. 2-60)

Allein die Betrachtung des Verhaltnisses gibt guten AufschluB Uber die FRET-
Effizienz, da eine Anderung der Effizienz sich in Z&hler und Nenner entgegen-
gesetzt auswirkt und in der Quotientenbildung verstarkt wird. Bei der Analyse

Uber die Fluoreszenzlebensdauer andert sich hingegen nur ein Parameter.

In beiden Fallen [aBt sich mit dem Foérsterradius nach Gl 2-24 aus der
Energietransfereffizienz der Interfluorophorabstand berechnen. Die direkte
Berechnung des Abstandes Rps aus dem Intensitatsverhaltnis bietet zudem eine
elegante Lésung, aus welcher ersichtlich wird, daB der Abstand von der Donor-

guantenausbeute unabhangig ist:
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F 1/6
Ry, :R0r|:F_Dq)FA:| (Gl. 2-61)

A
Bei Ry handelt es sich dabei um den reduzierten Forsterradius.

R, = (1;" =9780(J(A)>n )" [A] (Gl. 2-62)

FD

Die gleichzeitige Bestimmung des Energietransfers bzw. des Abstandes
Uber die Lebensdauer und die Intensitat stellt zwei komplementare Parameter
gegenuber und vergrdBert somit die Sicherheit der Analyse. Die Messung von
Intensitaten gestaltet sich als recht einfach, und im Gegensatz zur Lebensdauer
erfordert ihre Auswertung keine Fitroutine. Dies fuhrt zu einer niedrigeren Stan-
dardabweichung in der Bestimmung von Fp/F, relativ zur Lebensdauer (Brand
1998; Schaffer 2000). Des weiteren stellt die im Rahmen der BIFL-Technik ange-
wandte monoexponentielle Anpassung der Lebensdauer eine Vereinfachung dar.
Die begrenzte Anzahl an detektierten Photonen flhrt zu einer statistischen
Ungenauigkeit in der Lebensdauerbestimmung. Die Gefahr von systematischen
Fehlern ist hingegen gering, da keine zusatzlichen Korrekturfaktoren wie bei den
Intensitaten bendtigt werden. Diese Faktoren wie Detektionseffizienz, G-Faktor
und Quantenausbeute werden meist selbst aus experimentellen Daten bezogen,
so daB sie eine merkliche Unsicherheit bei der Bestimmung des Intensitats-

verhaltnisses einflihren.

2.5.1.2 Speziesselektive Spektroskopie

In einer MFD-Einzelmoleklilmessung werden flir gewdhnlich einige tausend
Einzelmolekilereignisse detektiert, fur welche die Fluoreszenzparameter einzeln
bestimmt werden. Eine Darstellung in Haufigkeitshistogrammen sortiert die
Signale nach ihren Eigenschaften. Diese Histogramme ermoglichen eine Selektion
von Ereignissen Uber identische Parameter und damit die Auswahl von Subpopu-
lationen. Dabei kann die Schnittmenge aus einer beliebigen Anzahl an Para-
metern gebildet werden. Neben der Auswahl von unterschiedlichen FRET-aktiven
Spezies kénnen auf diese Art und Weise vor allem die einfach-markierten Mole-
klle aus der Analyse ausgeschlossen werden.

Eine Fusionierung aller Daten einer Spezies flihrt zu einer erheblichen VergréBe-
rung des Datensatzes und damit zu einer Verbesserung der Statistik flr nachfol-

gende Analysen. Dadurch kdnnen zusatzliche Auswerteverfahren wie die FCS auf
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die Einzelmolekilmessungen angewandt werden (Eggeling et al. 1999; Felekyan
et al. 2005; Margittai et al. 2003) bzw. die Fitroutinen flir Lebensdauer oder zeit-
aufgeldste Anisotropie auf zwei oder gar drei Exponenten erweitert werden
(Schaffer 2000). Auf diese Weise kdnnen Heterogenitaten und Dynamiken inner-

halb einer Spezies untersucht werden.

Flr die Betrachtung von Dynamiken kénnen je nach Zeitskala der Reaktion
unterschiedliche Techniken herangezogen werden. Eine Reaktion, die deutlich
langsamer als die Diffusionszeit des Moleklils durch das Beobachtungsvolumen
ist, laBt sich bereits in einem Histogramm der Fluoreszenzparameter der MFD-
Untersuchung in Form von zwei getrennten Verteilungen ausmachen. Dynamiken
mit einer Reaktionszeit deutlich unterhalb der Diffusionszeit wiederum kdnnen
durch eine speziesselektive Korrelationsanalyse aufgesplirt werden. Dabei bietet
sich bei Dynamiken, die sich auf den Interfluorophorabstand auswirken, die
Kreuzkorrelation der beiden spektralen Bereiche an. Bei ausreichender Photo-
nenstatistik kdnnen auf diese Weise Dynamiken bis in den ns-Bereich detektiert
werden; in den meisten Fallen geschieht die Analyse jedoch lediglich bis in den
sub-ps-Bereich. Zeitliche Fluktuationen im Rahmen der Molekilldurchtrittsdauer
lassen sich nur schwer von dem Diffusionsterm trennen, so daB ihre Betrachtung
mit der FCS nicht mdglich ist. Des weiteren ist anzumerken, daB3 die Schwellen-
kriterien bei der Einzelmolekilanalyse Ereignisse mit kurzen Diffusionszeiten
diskriminieren und insgesamt den Durchtritt an den Randern abschneiden (siehe
Kapitel 3.2.3.2). In der Summe flihren die Auswahlverfahren zu einer insgesamt
verlangerten Diffusionszeit bei einem steileren Abklingen der Korrelations-
funktion.

Aus diesem Grunde erfordert die intermediare Zeitskala im Bereich des Molekul-
durchtritts eine weitere Analyseform, die Zeitfensteranalyse (engl. time window
analysis, (Margittai et al. 2003)). Dabei werden die bereits identifizierten
Einzelmolekdllereignisse in kleinere Intervalle definierter Breite unterteilt und
daraufhin abermals die Fluoreszenzparameter separat bestimmt. Dynamiken in
diesem Zeitbereich duBern sich in der Ausbildung von Subpopulationen. Die
weitere Dezimierung der Photonen pro Ereignis flUhrt jedoch zu einer
Verschlechterung der  Statistik und limitiert die Anwendung der

Zeitfensteranalyse auf den Submillisekunden-Bereich.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Fluorophore

Die Succinimidylester von Alexa Fluor® 488 (im weiteren als Alexa488
bezeichnet) und Cyanin5 sind jeweils von Molecular Probes (Eugene, USA) und
Amersham Pharmacia (Buckinghamshire, GroBbritannien) bezogen worden. Sie
dienen in allen aufgeflihrten FRET-Experimenten als Donor-Akzeptor-Paar. Das
Uberlappungsintegral J dieses Paares betrdgt 1,14 10 Mcm?3, resultierend in

einem reduzierten Forsterradius Ro- von 53,7 R (Berger 2001).

Zum Zwecke von Justage- und Standardmessungen sind des weiteren
Sulphorhodamin 101 (Fluka, Neu-Ulm), Rhodamin 110 (Radiant Dyes, Wermels-
kirchen) und Sulforhodamin B (LambdaPhysik, Goéttingen) herangezogen worden.
Die Spektren, photophysikalischen Eigenschaften sowie die chemische Struktur

der jeweiligen Fluorophore sind im Anhang aufgeflhrt.

3.1.2 Chemikalien

e Aktivkohle (Merck, Darmstadt)
e Borsaure (Sigma-Aldrich, Seelze)

e L-Ascorbinsaure (Vitamin C) (Sigma-Aldrich)
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3 Material und Methoden

e EDTA (Serva, Heidelberg)

e HEPES (Sigma-Aldrich)

e Kaliumchlorid (Merck)

e Ludox (Sigma-Aldrich)

e Magnesiumchlorid Hexahydrat (Sigma-Aldrich)

e Natriumchlorid (Fluka, Neu-Ulm)

e Glutathion Sepharose-Kugeln (Pharmacia, Buckinghamshire)
e Tris-(hydroxymethyl)-methylamin (TRIS) (Sigma-Aldrich)

e Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

e tRNA (Roche, Mannheim)

3.1.3 Puffer

Puffer A: 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl,, pH 7,6

Puffer A+: 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 0,4 mM
Vitamin C, pH 7,6

Puffer B: 20 mM HEPES-KOH, 150 mM KCI, 1.5 mM MgCl;, 0.2 mM EDTA, 0.1%
(v/v) Triton X-100, pH 7,9

Puffer C: 90 mM Tris-Borat, 0,4 mM Vitamin C, pH 8,3

PBS (Phosphate Buffered Saline): 10 mM Phosphat, 2,7 mM KCI, 137 mM NadCl,
pH 7,4

Alle Puffer sind in Reinstwasser (arium® 611 ufuv, Sartorius, Goéttingen)
angesetzt worden. Fir Einzelmolekllexperimente sind die Puffer zusatzlich ca. 15
min Uber Aktivkohle gereinigt und anschlieBend filtriert (FP30/0,2 CA-S,
Schleicher&Schuell, Dassel) worden, um fluoreszierende Verunreinigungen zu

entfernen.

3.1.4 Oligonukleotide und deren Markierung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sind Hybride einer Reihe von Oligonu-
kleotiden untersucht worden. Die Synthese der DNAs sowie ihre Fluoreszenz-
markierung sind von IBA (Goéttingen, Germany) durchgeflihrt worden. Die RNA-
Oligonukleotide sind allesamt bei Dharmacon (USA) erworben worden, die

nachfolgende Markierung geschah abermals von IBA.

Um eine Amino-Funktionalitat zum Anfligen der Fluorophore in die Oligo-

nukleotidstrange einzufihren, sind an die Positionen der Fluorophormarkierung
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5-Cs-Aminoallyl-Deoxythymidine (im Falle der DNA und der K-turn-Sequenzen)
bzw. 5-Aminoallyl-Uracile (im Falle der restlichen RNAs) eingebaut worden. Die
chemische Struktur ist in Abbildung 3-1 skizziert. Die Succinimidylester-
aktivierten Fluorophore konnten im nachsten Schritt mit der entsprechenden
Base reagieren, gefolgt von einer PAGE-Aufreinigung zum Entfernen der unge-

bundenen Fluorophore.

@) NH
NN ‘ (CH )/ i
N NT e
A "
Z
0] N .
Abbildung 3-1: Struktur der zur
HO Fluorophormarkierung verwendeten
(@] modifizierten Thymidins/Uracils Die
Verknipfungslange kann durch Weglassen
der C6-Gruppe variiert werden.
OH (OH)

Die Sequenzen der in der Arbeit verwendeten Oligonukleotide, die Markie-
rungspositionen sowie die Wahl des Fluorophors sind im Anhangsabschnitt
»~Oligonukleotidsequenzen" aufgeflihrt. Die Sekundarstrukturen sind jeweils im
Ergebnis- und Diskussionsteil schematisch dargestellt, da sie an jener Stelle

maBgeblich zum Verstandnis der gewonnen Daten beitragen.

3.1.5 15.5K und 61K Protein

Die Exprimierung und Aufreinigung des humanen 15.5K sowie des 61K
Proteins sind in der Gruppe von Prof. Lihrmann (Institut flir Biochemie, Max-
Planck-Institut fur Biophysikalische Chemie, Gottingen) von Dr. Stefanie Nottrott
und Eva Kiahn-Hulsken nach (Nottrott et al. 1999) aufgereinigt worden.

3.1.6 Zellkultur

3.1.6.1 Zellinie

Hela SS6, bereitgestellt von Prof. Lihrmann (Institut fur Biochemie, MPI

fur Biophysikalische Chemie, Géttingen).

3.1.6.2 Medien und Feinchemikalien

Von Invitrogen GmbH, Karlsruhe, falls nicht anders angegeben.
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e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco
e F-12 Nutrient Mixture (F12)

e Fotales Kalberserum (FCS) Gibco

e L-Glutamin 20 mM

e Medium 199 liquid (M199)

e Penicillin/Streptomycin (Biochrom, Berlin)

e Trypsin/EDTA Gibco

3.1.6.3 Ndhrmedien

Medium 1: 500 ml DMEM, 50 ml FCS, 5 ml Penicillin/Streptomycin
Medium 2: 500 ml F12, 50 ml FCS, 5,5 ml L-Glu, 5 ml Penicillin/Streptomycin
Medium 3: 500 ml M199, 50 ml FCS, 9 ml L-Glu, 5 ml Penicillin/Streptomycin

3.2 Methoden

3.2.1 Hybridisierung von Oligonukleotiden sowie Proteinanbindung

Flr die Hybridisierung von zwei betreffenden Oligonukleotiden sind beide
Strange im Puffer A bei einem Donor-Akzeptor-Verhaltnis von 1:3 und einer
Donorkonzentration von 10 pM vereinigt worden. Die Probe ist bis 80°C erhitzt

und Uber Nacht abgekulhlt worden.

Fur Experimente mit Protein sind die bereits hybridisierte RNA-Duplex
(0,05 uM) gemeinsam mit dem entsprechenden rekombinanten Protein (2 uM)
sowie E.coli tRNA (0.5 g/L) im Puffer B auf 36°C erhitzt und auf Raumtemperatur

innerhalb von zwei Stunden abgekuhlt worden.

Im Falle der Proben fiir die Messung der U4/U6 snRNA three-way junction
war die Hybridisierung von drei Strangen erforderlich. Hierzu wurden zuallererst
die beiden Strange mit dem langsten doppelstrangigen Abschnitt, U4d und U4a,
nach dem oben aufgeflihrten Schema miteinander hybridisiert. Der unmarkierte
Strang wurde in einem fiinffachen UberschuB relativ zum Donorstrang hinzuge-
fugt, der Ansatz diesmal lediglich auf 45°C erwarmt und abermals abkihlen

lassen.
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3.2.2 Stationare Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie

Zur Messung der Absorption der Fluoreszenzfarbstoffe flir die Konzentra-
tionsbestimmung ist das UV/Vis-Spektrometer Cary 300 Bio (Varian, Palo Alto,
USA) im Zweistrahlmodus benutzt worden. Die Registrierung der Fluoreszenz-
emissionsspektren geschah entweder am FluoroMax-3 oder Fluorolog (Horiba
Jobin Yvon, Edison, USA). Es sind jeweils Korrekturen bezlglich der Wellen-
langenabhangigkeit der Detektoreffizienz und der Anregungsleistung vorge-
nommen worden. Des weiteren wurde der vom Puffer stammende Hintergrund

abgezogen.

Die Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer ist am TCSPC-Aufbau (IBH
Data Station v2.1, Jobin Yvon) durchgefiihrt worden. Die Anregung geschah mit
Hilfe eines linear polarisierten Diodenlasers (470 oder 635 nm, Picoquant, Berlin)
im gepulsten Modus (50 MHz); zur Vermeidung von Anisotropieeffekten ist im
magischen Winkel detektiert worden. Die Instrumentenantwortfunktion ist im
20%igen (v/v) Ludox aufgenommen worden. Um eine gute Anpassung der
Lebensdauern mit einer bis zu biexponentiellen Zerfallsfunktion zu erhalten, sind
10.000 Photonen pro Messung aufgenommen worden. Der Fit ist jeweils mit der

der Apparatur mitgelieferten Software (IBH DAS6 Analysis) durchgefuhrt worden.

3.2.2.1 Bestimmung der Quantenausbeute

Zur Bestimmung der Quantenausbeute sind zwei Methoden zu Hilfe

genommen worden: 1. Intensitatsmessungen; 2. Lebensdauermessungen.

Die Fluoreszenzquantenausbeute ist definiert als das Verhaltnis der emit-
tierten zur absorbierten Strahlung. Da die Bestimmung der absoluten Werte nur
mit einem sehr hohen apparativen Aufbau zu realisieren ist (Kontrolle der Anre-
gungsleistung, Sammlung aller Fluoreszenzphotonen), wird auf eine komparative
Intensitatsmessung zuriickgegriffen. Dabei wird die Absorption (in Form der
optischen Dichte 0.D.) und das Integral der Emission von der Probe und einer
Referenz F, welche eine bekannte Quantenausbeute besitzt, bestimmt. Die

Berechnung der Quantenausbeute folgt nach der Gleichung 3-1:

2
q) O'D'RefFProbenPrnbe

(Gl. 3-1)

F,Probe = F,Re f 2
O'D'ProbeFRefnRef
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Da Referenz und Probe meist in demselben Medium gemessen werden, fallt die
Berlcksichtigung des Brechungsindexes n weg. Um Artefakte durch Reabsorption

zu vermeiden, sollte die Absorption eine 0.D. von 0,03 nicht Ubersteigen.

Die Intensitatsmessungen sind haufig von Schwankungen beeintrachtigt,
so daB sich unter bestimmten Voraussetzungen als Alternative die Lebensdauer-
messung anbietet. Daflir muBB jedoch die strahlende Lebensdauer (1/kgf) flr
Referenz und Probe identisch sein. Diese Annahme ist fir gewdhnlich fur
Fluorophore der gleichen Farbstoffklasse gerechtfertigt, so daB in diesem Fall die
folgende Gleichung 3-2 angewandt werden kann.

D prope = Prpes Torote. (Gl. 3-2)
Re f

Die Fluoreszenzlebensdauer sollte dabei im magischen Winkel detektiert werden.

3.2.3 Multi-Parameter Fluoreszenzdetektion (MFD)

Da bereits im Theoriekapitel ausfiihrlich auf die Prinzipien der MFD einge-
gangen worden ist, soll an dieser Stelle hauptsdchlich der Aufbau skizziert und

die Registrierung als auch Prozessierung der Daten beschrieben werden.

3.2.3.1 Konfokales Mikroskop

Das Prinzip des konfokalen Aufbaus besteht in der epi-illuminierten
Anregung und der Sammlung des Emissionslichtes mittels eines Objektivs mit
hoher numerischer Apertur. Bei vollstandiger Ausleuchtung des Objektivs bewirkt
die hohe numerische Apertur eine Begrenzung des Anregungsfokus in lateraler
Richtung zu 0,5-1 pm. Eine zusatzliche axiale Begrenzung wird durch das
Einsetzen einer Lochblende in der Bildebene erreicht, so daB das Gesamtanre-
gungsvolumen in lediglich wenigen Femtolitern resultiert. Dadurch erreicht man
ein hohes Signal-zu-Hintergrund-Verhaltnis bei der Einzelmolektllspektroskopie,
da das Hintergrundsignal proportional zum Detektionsvolumen ist (Mets & Rigler
1994). Eine detaillierte Beschreibung des konfokalen Aufbaus findet sich in Lehr-
blchern zur Mikroskopie (Pawley 1995).

Im weiteren soll der in dieser Arbeit benutzte Multiparameter-Fluoreszenz-
detektionsaufbau, wie er in der Gruppe von Prof. Seidel (Molekulare Physi-

kalische Chemie, Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf) etabliert worden ist, mit
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seinen Hauptkomponenten skizziert werden. Graphisch wird die Darstellung
durch die Abbildung 3-2 begleitet. Eine ausflihrliche Beschreibung findet sich in
(Rothwell et al. 2003).

i I Objektiv

ﬁ:ﬁ:ﬁ“r Dichroitischer Abbildung  3-2:  Schematischer
Ar-lonenlaser ST Aufbau des epi-illuminierten konfo-
= T buslinse kalen Mikroskops mit Detektions-

- == | ochblende einheit Die Probe wird mit einem Laser

IF ST - angeregt, welcher (ber einen dichroi-

_-t Polaris. tischen Strahlteiler (ST) in das Objektiv
ST

eingekoppelt wird. Das Emissionlicht

41 wird Uber dasselbe Objektiv gesammelt,

passiert den Strahlteiler, um dann ent-

2
I sprechend der Polarisation und der
F Wellenlange in seine Komponenten

aufgeteilt zu werden. Die spektrale

[P
,Start M Auswahl in den Detektionskanalen
Router: 1-2-3-4
— y—S'oD F geschieht mit Hilfe von Interferenzfiltern
Channel D
I

(IF).

Die Anregung der Probe fur Einzelmolekil- sowie FCS-Messungen ge-
schieht an einem konfokalen, epi-illuminierten Mikroskop mittels eines linear-
polarisierten, aktiv modengekoppelten (73 MHz) Argon-Ionen Lasers (Coherent,
Santa Clara, USA), betrieben bei 496,5 nm mit einer Anregungsleistungsdichte
von etwa 50 kW/cm? im Fokus. Die Fokussierung in die Lésung geschieht durch
ein 60x NA 1,2 Wasserimmersionsobjektiv (Olympus, Hamburg). Der Laserdurch-
messer wird mittels eines Kollimators so gewahlt, daB das Anregungsvolumen in
2 fl resultiert. Die Abschatzung erfolgt nach Gl. 2-42 durch Messung der Diffu-
sionszeit von Rhodamin 110 mittels FCS (0,23 ms). Das Fluoreszenzlicht wird
von dem Anregungslicht durch einen 505 LP dichroitischen Strahlteiler (AHF,
Tubingen) separiert und weiter durch eine 100 um Lochblende geschickt, um das
Streulicht in axialer Richtung herauszuschneiden. Weiterhin wird die Fluoreszenz
nacheinander in seine parallele und senkrechte Komponente (Polarisationsstrahl-
teiler VISHT11, Gsanger, Planegg) sowie den roten und grinen Spektralbereich
(dichroitische Strahlteiler 620DCLX oder 595DCLP, AHF) aufgeteilt, resultierend
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in vier Detektionskandlen. Die Einschrankung des detektierten Spektrums
geschieht mittels BandpaBfiltern (HQ535/46 und HQ720/150, Chroma Techno-
logy Corp., Rockingham, USA), bevor die Photonen schlieBlich auf die vier
Avalanche-Photodioden (APD) (EG&G, Vaudeuil, Kanada bzw. SPCM-AQR, Perkin-
Elmer Optoelectronics, Fremont, USA) fokussiert werden. Die Zahlung der
Photonen und die Speicherung der Informationen geschehen lber eine oder zwei
PC-Einsteckkarten (SPC 432 bzw. SPC 132, Becker&Hickl GmbH, Berlin) im MFD-
Modus. Fir jedes Photon werden die Ereignisnummer, die Ankunftszeit nach dem
Laserpuls, die Interphotonzeit seit dem letzten Photon sowie die Kanalnummer,
wie sie von dem Multiplexer zugeordnet wird, gespeichert. Daraus ergeben sich
die Moglichkeiten, die Zeitspur zu rekonstruieren als auch Lebensdauerzerfall-
histogramme flr alle Kandle zu generieren. Die zeitkorrelierte Einzelphotonen-
zahlung wird Uber einen Zeit-zu-Amplitude-Konverter (engl. time-to-amplitude
converter, TAC) realisiert, welcher im umgekehrten Modus betrieben wird (Brand
1998). Das MeBfenster wird durch die Repetitionsrate des Lasers diktiert (13,6
ns); effektiv betragt es nur 12,5 ns, was aus der Breite von 49 ps der 256 Kanale
resultiert (Kapitel 2.5.1.1). Details zur Datenaufnahme sind in einer Publikation

von C. Eggeling vorgestellt worden (Eggeling et al. 2001).

3.2.3.2 Burst-Integrated Fluoreszence Lifetime (BIFL)

An dieser Stelle soll die Durchfihrung einer Einzelmolekilmessung ein-
schlieBlich der Analyse beschrieben werden. Der Messung geht im allgemeinen
die Justage des Anregungs- als auch Detektionspfades voraus. Die Justage des
ersteren zielt auf eine Ausleuchtung des Objektivs entlang seiner Achse mit dem
gewilnschten Strahldurchmesser ab. Die Detektion wird maximiert, indem der
Emissionsstrahl alle optischen Komponenten optimal passiert und schlieBlich

zentral auf den Detektor trifft. Ist dies geschehen, kann die Messung starten.

Datenerfassung

Wie in dem Theoriekapitel bereits beschrieben worden ist, sind fur die
korrekte Bestimmung der Energietransfereffizienz Uber die Lebensdauer bzw.
Intensitaten aufbau- und justagespezifische Korrekturen erforderlich. Aus diesem
Grunde sind vor jeder MeBreihe nach einer sorgfaltigen Justage Messungen flr
die Bestimmung der Korrekturparameter vorzunehmen, wie sie in der folgenden

Tabelle aufgefihrt sind.
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Tabelle 3-1: Korrekturparameter fiir Einzelmolekiilmessungen

Korrekturparameter MeBprobe Konzentration
Geratefunktion g(t) Puffer bzw. Wasser
G-Faktor grine Kanale Gy Rh110 Ensemble, ca. 1 nM
G-Faktor rote Kanale G, Rh101 Ensemble, ca. 1 nM
Crosstalk a Alexa488 bzw. Rh110 Ensemble, ca. 1 nM

Zusétzlich wird zur Uberpriifung der Giite der Justage (Lebensdauer und
Anisotropie) eine Einzelmolekilmessung von Rh110 durchgeflihrt. Die Einzel-
molekilkonzentration betragt im Allgemeinen etwa 0,1 nM. Um der Oxidation der

Fluorophore vorzubeugen, wird dem MeBpuffer 0,4 mM Vitamin C hinzugeflgt.

Datenaufarbeitung und Analyse:

Im Folgenden sollen die Parameter flr die Isolierung der Einzelmolekdl-
ereignisse aus den Rohdaten aufgeflihrt werden, sowie die weitergehenden
Analyseverfahren zur Bestimmung von korrekten Lebensdauern dargestellt
werden. Eine detaillierte Beschreibung der MFD-Datenregistrierung und
-prozessierung findet sich in Publikationen von C. Eggeling und J]. Schaffer
(Eggeling et al. 1998; Schaffer et al. 1999). Die gesamte Analyse wurde mit in
LabView-geschriebenen Programmen (Versionen 5.1-7.0, National Instruments)
durchgefihrt (siehe Kapitel 3.2.3.5)

Die bei der Diffusion von Einzelmolektlen durch das offene konfokale Volu-
men detektierten Photonen - im weiteren als Burst bezeichnet - werden durch
Anlegen von den Auswahlkriterien von einem Minimum von 160 Photonen mit
einer Interphotonzeit unterhalb von 100us vom Hintergrund differenziert. Die
Photonen eines jeden Burst werden Uber 30 nacheinander folgende Photonen
gemittelt und zu Fluoreszenzzerfallhistogrammen - einen pro Detektionskanal
aus Abbildung 3-2 - zusammengefaBBt, wie es die Abbildung 3-3 darstellt. Die
Berechnung der Fluoreszenzparameter geschieht dann weiter wie in Kapitel
2.5.1.1 aufgefihrt. Neben den dort aufgefiihrten Korrekturen wird eine weitere

Subselektion der Bursts vorgenommen, die das Ausbleichen eines Farbstoffs

61



3 Material und Methoden

wahrend des Einzelmolekuldurchtritts in Betracht zieht und eine daraus resultie-
rende Verfalschung der FRET-Effizienz verhindert. Dazu wird der Burst auf seinen
zeitlichen Schwerpunkt T in den roten und grinen Kandlen hin untersucht; zur
weiteren Analyse werden nur Molekile mit einem Unterschied von weniger als

0,55 ms zwischen Ts und Tz herangezogen.
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Abbildung 3-3: Auswahl von Bursts und Bildung von Zerfallhistogrammen Die
Fluoreszenzbursts werden durch Anlegen eines mathematischen Filters vom Hintergrund
unterschieden. Die ausgewahlten Photonen werden im weiteren zu Zerfallhistogrammen

zusammengefaBt und weiter beziglich der Lebensdauer, Intensitat und Anisotropie untersucht.

Im Falle der Messungen am K-turn hat eine detaillierte speziesselektive
Analyse des Fluoreszenzzerfalls der Donorfluoreszenz ein biexponentielles
Verhalten aufgezeigt, was auf eine komplexe Ldschung des Donorfluorophors
schlieBen |aBt. Der Fit, welcher einen Offset von 5% der Gesamtfluoreszenz
aufgrund von Nachpulsen der APDs beinhaltete, resultierte in den Fluoreszenz-
lebensdauern zp; = 3.35 ns und 7, = 0.63 ns mit entsprechenden Speziesan-
teilen von xp; = 0.78 und xp; = 0.22. Die Léschung des Donorfluorophors beein-
trachtigt den FRET-Prozess an sich nicht - wie es durch den reduzierten Forster-
radius ausgedrickt wird - jedoch muB dieser kompetitive ProzeB bei der
Berechnung der korrekten speziesgewichteten Donorfluoreszenzlebensdauer
(Berger 2001; Rothwell et al. 2003; Schweinberger 2002) einbezogen werden.

Hierzu werden die speziesgewichtete ;gm und die photonengewichtete ;gm)

Lebensdauer bei Kenntnis von 1p;, 72, Xp; und Xxp, flr unterschiedliche FRET-

Effizienzen simuliert. Die Auftragung beider Lebensdauern gegeneinander ergibt
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eine Kurve, die mit einem Polynom zweiten Grades, ;gu) =a- (;fm) )2 +b Egm +c,
angepaBt wird und damit die Korrekturfunktion fir die experimentelle Zeitachse,
welche die photonengewichtete Lebensdauer darstellt, liefert. Fir die Daten des
K-turns sind die folgenden Werte ermittelt worden: a = -0.0285, b = 0.9401,
und c = 0.0121.

Zusatzlich sind die Lebensdauern auf den Fehler, den das Nachpulsen der APDs
in die Daten einbringt, hin korrigiert worden, da die Lebensdauerbestimmung
ohne zusatzliche Hintergrundbericksichtigung geschah. Daflr sind alle
Fluoreszenzzerfalldaten der Spezies Donor, RNA-Duplex und U4 snRNA/15.5K
Komplex jeweils mit einem monoexponentiellen Zerfall mit und ohne
Hintergrundberlicksichtigung von 5% gefittet worden. Letztere lieferte um 0,3 ns
langere Lebensdauern, so daB die Lebensdauerachse mittels Subtraktion dieses

Wertes korrigiert worden ist.

Im Falle der DNA- und RNA-Messungen ist das Nachpulsen bereits bei der
burstweisen Analyse mit in Betracht gezogen worden. Eine biexponentielle
Anpassung der Donorfluoreszenz hat keine signifikante Léschung des Fluorophors
aufzeigen koénnen, so daB keine Korrektur der Lebensdauer vorgenommen

werden mufBte.

Der GroBteil der U4/U6 snRNA three-way junction Messungen ist an APDs
durchgefihrt worden, die kaum Nachpulse generieren. Lediglich die Lebens-
dauermessungen, die an neueren APDs durchgefuhrt worden sind, sind mit einer
Hintergrundberlcksichtigung von 5% der Gesamtfluoreszenz in Form eines

Offsets angepalt worden.

Darstellung der MFD-Daten

Nachdem flr jeden Burst einer Messung die einzelnen Parameter bestimmt
worden sind, kdnnen sie in einem Haufigkeitshistogrammm graphisch dargestelit
werden. Zur besseren Aufldsung von Subpopulationen in einem heterogenen
System kdénnen die 1D-Histogramme von zwei Parametern einander gegentber-
gestellt werden, so daB sie in einem zweidimensionalen Histogramm resultieren.

Das Prinzip ist in Abbildung 3-4 dargestelit.
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Abbildung 3-4: Ein- und zweidimensionale Darstellung von MFD-Einzelkolekiildaten
(A) Eindimensionale Haufigkeitshistogramme der Parameter Fluoreszenzlebensdauer, Interfluoro-
phorabstand und Anisotropie. (B) Kombination der Parameter in zweidimensionalen Haufigkeits-
histogrammen. Die obere durchgezogene Linie stellt die Gl. 3-3, die untere die Perrin-Gleichung
(Gl. 2-17) dar.

In dem oberen 2D-Histogramm beschreibt die folgende Gleichung den
Zusammenhang zwischen dem aus dem Intensitatsverhaltnis bestimmten
Abstand und der Fluoreszenzlebensdauer bei unterschiedlichen Energietrans-

fereffizienzen.
1/6

“1|-®,, (Gl. 3-3)

T p(oy
Ry, (TD(A) ): R,
Tp) ~ Toy

Der Zusammenhang zwischen der Anisotropie und der Fluoreszenzlebensdauer in
dem unteren 2D-Histogramm wird durch die Perrin-Gleichung (GIl. 2-17)

beschrieben.
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3.2.3.3 FCS

FCS-Ensemblemessungen werden bei einer Fluorophorkonzentration von
1 nM (5-10 Moleklle im Fokus) durchgefiihrt. Bei heterogenen Proben ist eine
speziesselektive FCS auf die Einzelmoleklilmessungen angewandt worden. Dazu
sind die Bursts von Interesse exportiert und einer Softwarekorrelation
unterworfen worden. Je nach Anzahl von hell-dunkel-Dynamiken sind unter-
schiedliche Komponenten der Gl. 2-44 herangezogen worden, um die in der FCS-

Kurve vertretenen Prozesse anzupassen.

3.2.3.4 MFD-Imaging

Die MFD-Technik als bildgebendes Verfahren wird im MFD-Imaging reali-
siert. Hierzu wird eine Probe schrittweise mit dem Anregungsvolumen abgetastet.
Die Umsetzung des sogenannten konfokalen Scannings geschieht Uber eine
piezo-gesteuerte x-y-Scaneinheit (Physik Instrumente, Karlsruhe), wobei die
Probe relativ zum Anregungsvolumen bewegt wird und das Scannen senkrecht
zur optischen Achse stattfindet. Man erhalt ein Bild, bei welchem die PixelgréBe
von der Schrittweite des Scannens diktiert wird und die Auflésung durch die
AusmaBe des konfokalen Volumens begrenzt ist. Um einen beugungsbegrenzten
Fokus zu erhalten, muB das Objektiv vollstandig mit dem Anregungslicht aus-
geleuchtet werden. Da sich das Auflésungsvermdégen eines Objektivs nach

d=122A/2NA berechnet, spielt dabei neben der gebrauchte Wellenldnge vor

allem auch die numerische Apertur NA, welche den Offnungswinkel des Objektivs
widerspiegelt, eine Rolle. Bei der Anregungswellenlange von 496,5 nm und einer
numerischen Apertur von 1,2 ergibt sich eine maximale Aufldésung von 252 nm.
Zum Erhalt einer zusatzlichen hohen Tiefenscharfe bei der Abbildung wird eine
Lochblende verwendet, die bei den MFD-Imaging Versuchen einen Durchmesser

von 60 pym betragt.

Vor der Aufnahme eines Bildes wird die Probe mit Weitfeld ausgeleuchtet
und die Positionierung des Fokus in allen drei Richtungen ausgewahlt. Im Falle
von Scans durch Zellen oder Sepharosekugeln ist als erstes die z-Position so
eingestellt worden, daB man bei einem Scan einen Schnitt durch die Mitte des
Objektes ausfihrt.

Die Steuerung des Scans geschieht mit dem Visual C**-basierten Pro-

gramm Gi-scan (Sandhagen 2005), die Datenaufnahme weiterhin mit den SPC-
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Karten. Wahrend des Scans generiert das Programm zum Zeitpunkt von Pixel-

und Zeilenspringen mittels eines Pulsgenerators virtuelle Photonen, die in

zusatzlichen Kanalen in der SPC-Datei gespeichert werden. Auf diese Weise kann

das Bild rekonstruiert werden.

3.2.3.5 Software

Die Datenregistrierung der MFD erfolgte an der mit den SPC-Karten

mitgelieferten Software SPCM (Becker&Hickl GmbH, Berlin). Die gesamte Prozes-

sierung und Analyse der Daten geschah an eigens in der Arbeitsgruppe Prof.

C.A.M. Seidel geschriebenen LabView-basierten Programmen (Versionen 5.1-7.0,

National Instruments).

Tabelle 3-2: Labview-Programme und ihre Anwendungsbereiche

Programm Anwendung

ELKE burstweise Analyse der Rohdaten (Lebensdauer, Anisotropie,
Intensitaten)

MARGARITA Generierung von anwenderspezifizierten 2D-Histogrammen aus
Elke-Auswertung, Export von ausgewahlten Burst-Koordinaten fir
weitere Analyse

KRISTINE Softwarekorrelation von MFD-Daten (Einzelmolekil- und
Ensemblemessungen)

HBC Histogrammbildung aus Burst-Koordinaten

JORDIGIRL Histogrammbildung aus SPC-Daten

FIT MACHINE

ABID

GET COUNTRATE

MARCELLE

Multiexponentieller =~ Lebensdauerfit von  Ensemble- oder
zusammengefaBten Einzelmolekilmessungen

Generierung eines zeitaufgeldsten Anisotropiezerfalls aus Burst-
Koordinaten

Bestimmung der Zahlrate aus einer SPC-Datei

Betrachtung und Auswertung von MFD-Imaging-Bildern

Entwickelt von: Dr. Matthew Antonik, Dr. Christian Eggeling, Dr. Suren Felekyan, Dr. Elke

Hausstein, Volodymyr Kudryavtsev, Dr. J6rg Schaffer (AG Prof. Claus A.M. Seidel).
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Die Hardwarekorrelation ist an der Korrelatorkarte ALV-5000 durchgefihrt
(Version 5,0, ALV, Langen) worden. Fir weitere Berechnungen und Tabellenkal-
kulationen sind Excel (Version 10, Microsoft, USA) und Microcal™ Origin™
(Version 6.0, Microcal Software, Northampton, USA) herangezogen worden. Fir
die Anpassung von DNA-Knicken an experimentelle Daten wurden Makros in Igor
Pro (WaveMetrics, Portland, USA) geschrieben (mit freundlicher Hilfe von Prof.

Filipp Oesterhelt).

Der Modellierung von gekrimmten DNAs diente das Programm DIAMOD
(Dlakic & Harrington 1998). Die graphische Darstellung und Bearbeitung von
pdb-Dateien wurde sowohl in DS ViewerPro (Version 5.0, Accelerys Software,

San Diego, USA) als auch in VMD 1.8.3 (Humphrey et al. 1996) vorgenommen.

3.2.4 Molekulardynamik(MD)-Simulation

Die Modellierung der Fluorophorverteilung an DNAs und RNAs ist von Dr.
Gunnar Schréder aus der Gruppe von Prof. Helmut Grubmuiller (Theoretische und
computergestlitzte Biophysik, MPI flr Biophysik, Goéttingen) durchgefliihrt
worden. Vakuum-MD-Simulationen der entsprechenden an das Oligonukleotid
gebundenen Fluorophore sind bei erhéhter Temperatur (T = 2000 K) mittels der
Gromacs Simulationssoftware (Berendsen et al. 1995) durchgefiihrt worden.
Wahrend der Simulation wurde die Oligonukleotidstruktur durch ein starkes
harmonisches Potential eingeschrankt, wahrend sich die Flourophore frei bewe-
gen konnten. Die Kraftfeldparameter fir die Farbstoffe wurden von Gruppen
adaptiert, die mit analogen Gromacs Kraftfeldern arbeiten. Da bei der Betrach-
tung nur die sterische Hinderung von Interesse war, wurden die elektrostatischen
Wechselwirkungen in die Simulation nicht mit einbezogen. Die Gesamtdauer der
Simulation betrug 10 ns, wobei die Koordinaten jede Pikosekunde gespeichert
wurden, was ein Ensemble von 10.000 Fluorophorkonfigurationen liefert.

Die Modellstrukturen sind in VMD 1.8.2 (Humphrey et al. 1996) assembliert

worden.

3.2.5 Zellkultur

Die Zellen sind bei 37°C und 20% CO, kultiviert worden. Die Splittung der
Zellen geschah zweimal in der Woche. Zellen mit einer Konfluenz von 80% sind

mit PBS gewaschen, mit 4 ml Trypsin fir eine Minute behandelt und schlieBlich
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resuspendiert worden. Ca. 1,2 ml Zellen sind in 36 ml Medium 1/2/3 verdlinnt
und in drei Kulturflaschen verteilt worden. Zum Messen von Zellen sind jene am
Vortag nach demselben Prinzip verdinnt worden, jedoch bei einer vierfachen
Konzentration, um bereits nach einem Tag eine Konfluenz von 80% zu erhalten.

Die Auftragung geschah auf 24x24 mm groBe Glasplattchen in 6-Well Platten.
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4 ERGEBNISSE

Die in dieser Arbeit aufgezeigten Ergebnisse zu Oligonukleotidstrukturen
resultieren aus FRET-Einzelmolekilmessungen, basierend auf der Multipara-
meter-Fluoreszenzdetektions-Technik. FRET erlaubt das Messen von Abstanden
im nm-Bereich. Die Einzelmolekildetektion stellt dabei sicher, daB Mittelungs-
artefakte aufgrund von nicht vollstandiger Doppelmarkierung oder ausgebleich-
ten Fluorophoren ausgeschlossen werden. Das gleichzeitige Detektieren von
Intensitaten und Lebensdauern erlaubt den AusschluB von systematischen Feh-
lern und der eventuell auftretenden Léschung eines Fluorophors. Eine zusatzliche
Trennung der Fluoreszenz nach der Polarisation ermdglicht die Bestimmung der
Anisotropien. Letztere erlauben die Uberpriifung der Fluorophorbeweglichkeit. All
diese Parameter sollen dazu herangezogen werden, absolute Abstande zu be-
stimmen und hieraus molekulare Strukturen zu determinieren. Am Ende des
Kapitels sind des weiteren Machbarkeitsstudien zu konfokalen Messungen im

Rasterverfahren in Zellen aufgezeigt.

4.1 DNA-Helix

In den vorliegenden Messungen zur Charakterisierung der Multiparameter-
Fluoreszenzdetektion dient eine B-DNA-Helix als Norm fur intramolekulare
Abstandsmessungen via FRET. Es werden zum einen zwdlf unterschiedliche
intrahelikale Abstéande und deren Energietransfereffizienzen untersucht, um sie

mit den Ergebnissen einer Molekulardynamik(MD)-Simulation zu vergleichen.
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Nachdem aus diesem Vergleich Korrekturfunktionen flr die experimentellen
Daten hergeleitet worden sind, konnten zum anderen die Winkel in geknickten
DNA-Helices vermessen werden. Die drei unterschiedlich stark ausgepragten

Knicke sind durch das Einsetzen von ungepaarten Adeninbasen generiert worden.

Die Energietransfereffizienzen sind aus den Lebensdauern nach Gl 2-22
berechnet worden, wobei diese unter Einbeziehung von Nachpulsen, die 5% des
Signals ausmachen, angepaBt worden sind. Die Quantenausbeuten der Fluoro-
phore sind separat Uber Intensitdtsmessungen im Ensemble bestimmt worden
(Gl. 3-1); dabei resultierte fur den Donorfluorophor eine Quantenausbeute von
@Dp = 0,8 und fur den Akzeptor von @, = 0,43. Zur Umrechnung des Abstandes
aus den MD-Simulationen in Energietransfereffizienzen ist der reduzierte

Forsterradius herangezogen worden; er betragt 53,7 A (siehe Kapitel 3.1.1).

4.1.1 Gerade Helix

Die Grundlage der vorliegenden Messung bildet ein DNA-Doppelstrang von
48 Basenpaaren, an welche intramolekularer Markierungen in zwdlf Abstanden
rangierend von 5 bis 27 Basenpaaren in Schritten von zwei Basen angebracht
worden sind. Realisiert wurde dies durch die Kombination von drei unterschied-
lichen Donor- und vier Akzeptorfluorophormarkierungspositionen. Die Sequenzen

beider Strange und die Markierungspositionen sind in Abbildung 4-1 aufgeflhrt.

Akzeptorstrang

5 10 15 20 25 30 35 40 45

5 -TCG GAG TTG TAA ACA GAG AIICGCCTIIAAACG I TCGCCIAGACTAGTCC -3’

3"-AGC CTC AAC AT |G| CTC TAG CGG AAT TTG CAA GCG GAT CTG ATC AGG -5~
45 40 35 30 25 20 15 10 5

Donorstrang

Abbildung 4-1: Primarstruktur der DNA-Helix mit Markierungspositionen Drei verschiedene
Donorstrange wurden mit vier Akzeptorstrangen kombiniert, resultierend in zwdIf unterschiedlichen

Interfluorophorabstanden. Die Markierungspositionen sind weil3 gekennzeichent.

Um sicherzustellen, daB alle Fluorophore die gleiche Umgebung versplren, wurde
die Helixlange so gewahlt, daB an jede Fluorophormarkierungsstelle ein Minimum
von 10 benachbarten Basen angrenzt. Die einzelnen Markierungspositionen

unterscheiden sich lediglich in Form der benachbarten Sequenz voneinander.
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4.1 DNA-Helix

4.1.1.1 Experimentelle FRET-Daten

Die zwdlf Proben sind im Puffer A+ bei einer Donorkonzentration von etwa
0,1 nM Uber die Einzelmolekil-MFD vermessen worden. Es sind MeBdaten fir die
Korrekturparameter der Intensitaten in den griinen und roten Kandlen aufge-
nommen (siehe Tabelle 4-1) worden. Die Energietransfereffizienzen und
Abstande sind aus der Fluoreszenzlebensdauer berechnet worden. Die komp-
letten MFD-Daten in graphischer sowie nhumerischer Form finden sich im Anhang
(Tabelle 5; Abbildung 1).

Tabelle 4-1: Typische Korrekturparameter fiir MFD-Daten B;: griiner Hintergrund, Bg: roter

Hintergrund, gg: griine Detektionseffizien, gg: rote Detektionseffizienz, «: spektraler Crosstalk.

Bs Br gde 9r a
Gerade Helix 2,9 kHz 1,1 kHz 0,32 0,53 0,018
Geknickte Helix 3,8 kHz 1,4 kHz 0,31 0,39 0,018

In Abbildung 4-2 sind die 2D-Histogramme eines Einzelmolekllexperimentes dar-
gestellt. Dabei sind drei Proben mit den Interfluorophorabstanden von 5, 11 und
19 Basenpaaren gemischt worden. In der oberen Graphik ist der Interfluorophor-
abstand Rps gegen die Donorfluoreszenzlebensdauer zp,) aufgetragen. Beide
Parameter sind zusatzlich in 1D-Histogrammen dargestellt. Es sind vier Spezies
zu erkennen: eine nur den Donor tragende Spezies sowie die drei unterschied-
lichen FRET-aktiven Spezies (hervorgehoben durch Pfeile). Die durch alle Proben
durchgehende sigmoidale Kurve beschreibt den Zusammenhang zwischen dem
Abstand und der Donorlebensdauer bei unterschiedlichen Energietransfereffi-
zienzen, wie er durch die Gl. 3-3 definiert ist. Eine Abweichung von dieser Kurve
wirde auf Variationen in den Quantenausbeuten hindeuten. Die Anisotropie des
Donors ist in dem sich darunter befindenden 2D-Histogramm ebenfalls in Abhan-
gigkeit von der Lebensdauer aufgezeigt. Durch das Heranziehen der Perrin-
Gleichung (Gl. 2-17) kann die Rotationskorrelationszeit abgeschatzt werden
(siehe durchgezogene Linie in der Graphik); in diesem Fall betragt sie 0,5 ns.
Dabei wird eine fundamentale Anisotropie flir Alexa488 von 0,375 angenommen.
Aus der niedrigen Anisotropie (zwischen 0,05 und 0,1) und der kurzen Rotations-
korrelationszeit kann ein hoher Grad an Beweglichkeit der Fluorophore geschlos-
sen werden. Aus diesem Grunde ist es auch gerechtfertigt, zur Berechnung der

Abstande einen Wert von 2/3 fiir den Orientierungsfaktor «* anzunehmen.
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Abbildung 4-2: MFD-Einzel-
molekiilmessung vom Gemisch
dreier Abstdnde Messung von
Helices mit Interfluorophor-
abstanden von 5, 11 und 19
Basenpaaren, dargestellt in 2D-
Histogrammen von Interfluoro-
phorabstand und Anisotropie
gegen die Lebensdauer. Die durch-
gezogenen Linen stellen Gl. 3-3
(oben, mit zp)=4,1 und ¢p=0,8)
sowie die Perrin-Gleichung (Gl.
2-17, unten, mit p= 0,5 ns) dar;
jene beschreiben jeweils den
Zusammenhang zwischen den
aufgetragenen Parameter. Die
grau unterlegte Flache stellt die
nicht auflésbaren Absténde dar.
Korrekturparameter finden sich in
Abbildung 1 im Anhang.

Die Ergebnisse der zwdlf separat gemessenen Abstdnde in Form von Energie-

transfereffizienzen sind in Abbildung 4-3 zu sehen (H).
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Abbildung 4-3: Veranschaulichung der Helizitait der DNA anhand der MFD-Daten von

zwolf Abstianden Transfereffizienz der zwolf gemessenen Abstdnde (in Basenpaaren (bp)),

bestimmt aus den Donorlebensdauern (H). Der Fehler wurde aus der normierten Standardab-

weichung von zehn hintereinander aufgenommenen Einzelmolekilmessungen bestimmt. Die

Helizitat zeigt sich im Vergleich mit dem Férstermodell (durchgezogene Linie) und dem helikalen
DNA-Modell (@) auf. Werte finden sich im Anhang (Tabellen 5 und 7).
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4.1 DNA-Helix

Dabei fallt auf, daB die Transfereffizienz nicht stetig mit steigender Anzahl
an separierenden Basen fallt. Zum Vergleich dazu ist eine Kurve nach Fdrster
(durchgezogene Linie) mit eingezeichnet, die aus einer linearen Abstandsmin-
derung von 3,38 A pro Base berechnet wurde. Es stellt sich in diesem Fall der
erwartete sigmoidale Verlauf ein. Die experimentellen Daten zeigen hingegen
eine deutliche Abweichung auf, die aus der Uberlagerung mit einer weiteren
Funktion resultiert: der Helizitat der DNA. Die meisten anderen Arbeiten zu dem
Thema nehmen fir den Aufenthaltsort der Fluorophore ihre mittlere Position an,
so daB fur jede Anzahl an separierenden Basen ein definierter Abstand Ry,
resultiert.

R}

S Gl. 4-1
RS +R§p ( )

T

Der Abstand selbst ist durch die Anzahl an separierenden Basen, der Geometrie
der Helix und der Orientierung der Fluorophore relativ zu den Basen definiert
(Clegg et al. 1993):

R, = fln, )= (L +A,, 2, F +r2 472 ~2r,n, -cosly +A,,4,) (Gl. 4-2)

L axialer Versatz zwischen Donor und Akzeptor (6,17 A)

App  Anzahl an separierenden Basen

zop  Ganghohe (3,38 A)

ra Abstand der mittleren Position des Akzeptors von der Helixachse (12,47 A)
o Abstand der mittleren Position des Donors von der Helixachse (11,77 &)

] helikaler Versatz zwischen Donor und Akzeptor (89,8°)

dop  Gangwinkel (36°)

Aus der Gleichung resultiert eine Uberlagerung der Férsterkurve mit einer sinus-
formigen Funktion aufgrund des Wanderns der Fluorophore um die Helixachse
der DNA. Die Werte der in Klammern aufgefuhrten relativen Fluorophorpositionen
sind der im folgenden Kapitel aufgefihrten Molekulardynamik-Simualtion ent-
nommen. Der Vergleich der experimentellen Daten mit der Férsterkurve und dem
helikalen Modell aus Abbildung 4-3 zieht eindeutig letzteres vor: die Daten
zeigen Merkmale analog denen im helikalen Modell auf.

Nichtsdestotrotz gibt es trotz des analogen Verlaufs deutliche Unterschiede zwi-
schen den beiden Effizienz-Kurven. Es |aBt sich ein allgemeiner Trend feststellen,
nach welchem die vorhergesagten Transfereffizienzen im helikalen Modell zu groB3
im Vergleich zu den experimentellen Daten sind, und zwar vor allem bei kleinen

Abstédnden. Des weiteren ist der sinusféormige Verlauf bei den MeBdaten starker
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4 Ergebnisse

ausgepragt. Insbesondere die Transfereffizienz im Abstand von 17 Basenpaaren
vollfiihrt einen starken Uberschwinger. Folglich 1&Bt sich daraus schlieBen, daB
das helikale Modell einen zu stark vereinfachten Ansatz darstellt, denn es ver-
nachlassigt die lokale Verteilung der Fluorophore und geht auch nicht auf feinere

strukturelle Merkmale der DNA ein.

4.1.1.2 Betrachtung von Mittelungsregimes

Aufgrund der langen, flexiblen Linker, mit denen die Fluorophore an die
DNA gebunden sind, befinden sich die Fluorophore nicht an einer diskreten
Position, sondern sondieren den ihnen zur Verfugung stehenden Raum. Die
langen Linker wiederum sind notwendig, da ein hoher Grad an Rotationsfreiheit
erwiinscht ist, welcher die Mittelung aller mdglichen Orientierungen des Uber-
gangsdipolmomentes erlaubt. Damit wird ein definierter Orientierungsfaktor mit
einem Wert von 2/3 erlangt (Dale et al. 1979; van der Meer 2002), was fur die
akurate Bestimmung von Abstdnden von hoher Bedeutung ist. Jedoch wird meist
vernachlassigt, daB die langen, flexiblen Linker auch dazu fiihren, daB die Fluoro-
phore eine hohe Reichweite haben und viele verschiedene Positionen einnehmen
kdnnen. Dies fuhrt weiterhin zu einer hohen Variabilitat der Interfluorophor-

abstande. Jene sollte in die Berechnung des mittleren Abstandes mit einflieBen.

Um den Effekt dieser Abstandsverteilung zu untersuchen, sind in der
Gruppe von Prof. Grubmiller (Theoretische und computerunterstlitzte Biophysik,
MPI flr Biophysikalische Chemie, Goéttingen) Molekulardynamik-Simulationen
durchgefiihrt worden. Hierbei wird eine starke Wechselwirkung der Fluorophore
mit der DNA, basierend auf den gemessenen Donoranisotropien und der Rota-
tionskorrelationszeit von 0,5 ns (siehe Kapitel 4.1.1.1), ausgeschlossen. Eine
starke Wechselwirkung des Akzeptors mit der DNA wirde eine Léschung dessel-
ben zur Folge haben, wie sie bei den FRET-Messungen nicht sichtbar ist. Somit
kann aus den Daten geschlossen werden, daB weder der Donor noch der Akzep-
tor wesentlich mit der DNA wechselwirken. Aus diesem Grunde sollte die Flexibi-
litat der Fluorophore hauptsachlich durch eine sterische Hinderung eingeschrankt
sein, was letztendlich in der Simulation betrachtet wird. An die DNA gebundene
Wassermolekille oder elektrostatische AbstoBung zwischen dem DNA-Rickgrat
und den Fluorophoren (beide tragen negative Ladungen) kdénnen zu einer
weiteren Einschrankung der Fluorophorpositionen fiihren, welche hier aber nicht

bericksichtigt wird.
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4.1 DNA-Helix

An dieser Stelle wird eine Obergrenze flr die Fluorophorflexibilitdt durch die
Ausfihrung von einfachen Hochtemperatur-Vakuum-Simulationen bestimmt,
welche elektrostatische Wechselwirkungen auBen vor laBt. Die DNA-Konforma-
tion ist durch harmonische Einschrankungen erhalten worden. Dies erlaubt ein
extensives Abtasten des sterisch erlaubten Konfigurationsraumes des
Farbstoffes. Es ist an dieser Stelle zu bemerken, daB nicht die Dynamik der
Fluorophore untersucht wird, da diese aufgrund des fehlenden L&sungsmittels
und der hohen Temperatur nicht korrekt beschrieben ist.

Abbildung 4-4 zeigt das Ergebnis der MD-Simulation fir den Abstand von 21
Basenpaaren in Form von Wolken, die aus 5157 sterisch erlaubten Positionen der
beiden Fluorophore Alexa488 und Cy5 resultieren. Jede Konformation wird durch
die Position eines Referenzatoms reprasentiert, der Donor in hellgrau, der Akzep-
tor in schwarz. Die Referenzatome fir Alexa488 und Cy5 sind dabei jeweils O7
und C27 (siehe chemische Strukturen im Angangsunterkapitel ,Fluorophore").
Die entsprechende mittlere Position flir dieses FRET-Paar und flr die restlichen

Markierungspositionen wird durch groBe Kugeln dargestelit.

Abbildung 4-4: MD-Simulation von Fluorophoren an B-DNA Tertiarstruktur der untersuchten
B-DNA und Verteilung des Donor- und Akzeptorfluorophors, jeweils in hellgrau und schwarz. Darge-
stellt sind je 5157 Positionen der Referenzatome (siehe Anhang) fiir den Abstand von 21
Basenpaaren. Die mittlere Position fiir alle Donoren und Akzeptoren ist durch je eine Kugel

reprasentiert.

Die hier bestimmte Verteilung liefert die mittlere Position der Fluorophore und
damit die Werte fir die Berechnung des helikalen Modells (Gl. 4-2). Des weiteren
sind die Orientierungen der Ubergansdipolmomente mit simuliert worden, und
eine Berechnung der x2-Werte zwischen den individuellen Positionen in den
Wolken lieferte flir alle Abstande einen Mittelwert nahe 2/3, also eine isotrope

Verteilung der Orientierungen der Fluorophore zueinander.
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4 Ergebnisse

Mit der Mittelung der Positionen geht aber auch die Information Uber die Breite
ihrer Verteilung verloren. Wahrend der Abstand zwischen den Mittelpunkten der
Donor- und Akzeptorwolke flir einen Abstand von Null Basenpaaren gegen Null
geht, ist das fir den mittleren Abstand aller miteinander kombinierten Donor-
Akzeptor-Abstande in den Wolken nicht der Fall. Dieser Effekt wurde bereits von
Parkhurst und Parkhurst beschrieben (Parkhurst & Parkhurst 1995). Dies flhrt
dazu, daB kleine Abstande unterschatzt werden.

Auf der anderen Seite ist die Transfereffizienz, und nicht der Abstand, der rele-
vante physikalische Parameter, der gemittelt werden sollte. So beschreiben
bereits B. Schuler und B.W. van der Meer (Schuler et al. 2005) unterschiedliche
Wege, um die korrekte mittlere Effizienz zu beschreiben. Wahrend beim
dynamischen Mittelungsregime die Energietransferrate kerer aus dem mittleren
Orientierungsfaktor x2 und Rpx® berechnet wird, werden bei statischen Regimes
die Fluktuationen der physikalischen Parameter mit einbezogen. Bei diesen
Mittelungen wird die Mdglichkeit aufgefihrt, entweder nur die Abstandsfluktua-
tionen oder zusatzlich auch den individuellen Orientierungsfaktor mit in Betracht
zu ziehen. Die Wahl des korrekten Mittelungsregimes zur Berechnung der
Transfereffizienzen hangt von der Zeitskala der Fluorophorfluktuationen relativ
zur Energietransferrate ab.

Die aus der MD-Simulation erhaltenen Daten Uber die lokale Verteilung der
Fluorophore und der entsprechenden Orientierung des Ubergansdipolmomentes
ermdglichen die Berechnung unterschiedlicher Mittelungen und den Vergleich mit
den experimentellen Daten. An dieser Stelle soll die Mittelung der ,schnellen
Rotation" und der ,langsamen Diffusion™ vorgestellt werden. Beim Regime der
~Schnellen Rotation™ wird angenommen, daB die Abstande auf der Zeitskala der
Fluoreszenzlebensdauer fix sind. Zusatzlich wird jedoch die Rotationsfreiheit der
Fluorophore an jeder Position bewahrt, resultierend in einer Rotationskorrela-
tionszeit viel schneller als die Lebensdauer. Dies rechtfertigt den Gebrauch eines
mittleren Wertes von 2/3 fir «# fir jeden einzelnen Abstand. Im Falle des
Regimes der ,langsamen Diffusion® (in der Literatur meist statisches Regime
genannt) wird — wie es der Name schon sagt - eine langsame Bewegung der
Fluorophore angenommen, so daB sich in der Zeitskala des Energietransfers
weder der Abstand noch die Orientierung andert.

Mathematisch lassen sich die beiden Falle folgendermaBen ausdriicken:
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4.1 DNA-Helix

Im allgemeinen kann die mittlere Energietransfereffizienz nach Gl. 4-3 berechnet

werden.
1
E=[N(E)-E-dE (Gl. 4-3)
0

Hier ist N(E) die normierte Haufigkeit der Effizienz E. Mittels einer Variablen-
transformation kann daraus die Effizienz E in Abhangigkeit des Donor-Akzeptor-
Abstandes Rp, fir alle Abstandsverteilungen bestimmt werden. Anstatt jedoch
die Wahrscheinlichkeitsverteilung der Positionen aus einem abstrakten Modell zu
berechnen, ermdglicht uns die Verteilung aus der MD-Simulation eine direkte
Berechnung der Mittelwerte.

Die diskreten Fluorophorpositionen werden nun dazu herangezogen, die mittlere

Effizienz als eine Summe aller modellierten Abstande zu berechnen.

N

E= -

L E ii; (Gl. 4-4)
NS " N& R 6
1+ !

i)
Hierbei ist N ist die Anzahl der gemittelten Abstéande R,. Der Forsterradius Ry
wird in Abhangigkeit vom Orientierungsfaktor dargestellt.
Im Falle der Mittelung der ,schnellen Rotation® wird ein Forsterradius R, mit
einem mittleren x¥*-Wert von 2/3 entsprechend Gl. 2-26 benutzt. Um die Mitte-
lung der ,langsamen Diffusion® hingegen zu bestimmen, werden individuelle
Forsterradien mit dem fur die Position geltenden Orientierungsfaktor

herangezogen. Diese berechnen sich nach der folgenden Gleichung 4-5:
2 2 —4 ;)6 3, ve
Ry(x?)=9780- (@, x2n 7 ) = Skt | R() (Gl. 4-5)
Die resultierenden Energietransfereffizienzen der entsprechenden Mitte-

lungsregimes, angewandt auf die aus der MD-Simulation resultierenden Fluoro-

phorverteilung, sind in Abbildung 4-5 dargestellt.
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Abbildung 4-5: Auswirkung von Mittelungsregimes auf die Transfereffizienz Betrachtung
der Mittelungen helikales Modell (dynamisch, Gl. 4-1 und 4-2), ,schnelle Rotation" (Gl. 4-4) und
~langsame Diffusion® (Gl. 4-5). Die Berechnungen basieren auf dem aus der MD-Simulation

stammenden Datensatz. Ergebnisse in numerischer Form finden sich in Tabelle 7 im Anhang.

Dabei fallt auf, daB die mittlere Energietransfereffizienz mit zunehmend
langsamerer Bewegung der Fluorophore - also flir zunehmend statischere
Regimes - abnimmt. Dies ist damit zu begriinden, daB der Zusammenhang
zwischen Abstand und Transfereffizienz nicht linear ist (Gl. 2-24) und Zustande
mit besonders unglinstigen Orientierungsfaktoren (x2<2/3) am starksten

gewichtet werden.

4.1.1.3 Vergleich der MeBdaten mit Molekulardynamik-Simulationen

Der Vergleich der unterschiedlichen Mittelungen mit den experimentellen
Daten zeigt auf, daB letztere sehr gut mit der Mittelung der ,schnellen Rotation®
Ubereinstimmen (Vergleich Abbildung 4-3 (H) und 4-5 (A)). Wie bereits die
niedrige Anisotropie und die Rotationskorrelationszeit aufzeigen (Abbildung 4-2),
demonstriert auch diese Ubereinstimmung eine gute und schnelle Mittelung der
Fluorophororientierung. Auch die Helizitat der experimentellen Daten wird weiter-
hin gut durch das Mittel der ,schnellen Rotation™ beschrieben. Lediglich die zwei
kleinsten Abstande zeigen immer noch eine systematische Abweichung von den
erwarteten Werten auf; die flr sie bestimmte Transfereffizienz scheint zu niedrig.
Aus diesem Grunde soll in einer gesonderten Untersuchung die Kreuzkorrelation
zwischen den grinen und den roten Fluoreszenzkandlen untersucht werden
(siehe Kapitel 4.1.1.5).
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4.1 DNA-Helix

Die gute Ubereinstimmung mit dem Regime der ,schnellen Rotation" bedeutet
jedoch auch, daB die aus dem Experiment abgeleiteten Interfluorophorabstande
falsch sind und weder den mittleren Abstand noch den Abstand zwischen den
mittleren Positionen darstellen. Die meisten in der Literatur verwendeten Modelle
beziehen sich aber auf die mittlere Position der Fluorophore. Um folglich die
experimentellen Daten mit diesen Modellen vergleichen zu kdnnen, ist es not-
wendig, den hypothetischen Interfluorophorabstand flr eine dynamische Mitte-
lung wie im helikalen Modell zu bestimmen. Dazu ist im folgenden eine Korrektur
fur die Daten entwickelt worden, welche die Variabilitat der Position mit einbe-
zieht. Die in den Regimes helikales Modell und ,schnelle Rotation™ bestimmten
Transfereffizienzen sind verglichen und die Unterschiede in Form eines abstands-
abhangigen Korrekturfaktors festgehalten worden. Dieser ist natlrlich flr die
verwendeten Linker und Fluorophore spezifisch und kann nur beschrankt auBer-
halb des Systems DNA angewandt werden. Zur Bestimmung des Korrekturfaktors
sind die Transfereffizienzen aus dem helikalen Modell gegen die der ,schnellen
Rotation" flir jeden Abstand aufgetragen und der Verlauf mit einem Polynom
dritter Ordnung angepafBt worden (siehe Abbildung 4-6A). Die Berechnung liefert
die folgenden GréBen:

y =-1.1413 x* + 1.4695 x> + 0.6791 x + 0.0085 (Gl. 4-6)
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Abbildung 4-6: Korrektur der experimentellen Daten fiir ,schnelle Rotation™ (A) Die in
Abbildung 4-5 dargestellten berechneten Transfereffizienzen nach dem helikalen Modell und der
»~Sschnellen Rotation" werden gegeneinander aufgetragen und eine Korrekturfunktion dritten Grades
bestimmt. (B) Anwendung der Korrekturfunktion auf die experimentellen Daten und Vergleich mit

dem helikalen Modell. Die korrigierten MeBdaten in numerischer Form finden sich in Tabelle 5.
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4 Ergebnisse

Die Gleichung wird flr eine Korrektur der experimentellen Daten herangezogen
und letztere im folgenden mit dem helikalen Modell verglichen. Das Ergebnis ist
in Abbildung 4-6B aufgezeigt.

Die korrigierten Daten zeigen nun eine gute Ubereinstimmung mit dem helikalen
Modell der B-DNA Helix auf. Lediglich die bereits angesprochenen kleinsten
Abstdnde von 5 und 7 Basenpaaren lassen auf zusatzliche Effekte schlieBen, wel-
che die Effizienz weiter senken. Interessanterweise ist dies der Bereich, in dem
die Fluorophore aufgrund der Lange der Linker in Kontakt treten kdénnen. Des
weiteren ist der Uberschwinger bei dem Abstand von 17 Basenpaaren in dieser
Darstellung weiterhin sichtbar. Er 1aBt sich nicht alleine auf die sinusférmige
Uberlagerung, die von der DNA-Helizitdt herriihrt, zuriickfilhren. Aus diesem
Grunde soll im folgenden Kapitel der EinfluB der DNA-Konformation betrachtet

werden.

4.1.1.4 Vergleich mit gekriimmten Helix-Modellen

Wie bereits in der Einleitung zu Oligonukleotiden aufgefliihrt worden ist,
stellt die regelmaBige B-DNA Struktur lediglich einen Durchschnitt von sequenz-
abhdngigen Konformationen dar. Diese Konformationen werden durch die vier
Parameter rise, twist, roll und tilt zwischen zwei aufeinanderfolgenden Basen-
paaren determiniert (siehe Abbildung 1-1B). Die sequenzabhangige Struktur von
DNA wurde intensiv untersucht und lieferte dabei unterschiedliche Modelle, die
die Krimmung der DNA beschreiben (Goodsell & Dickerson 1994; Peck & Wang
1981; Sarai et al. 1988). Die Untersuchungen liefern die oben aufgeflihrten Para-
meter flr jedes mogliche Basentriplett oder —quartett und ermdéglichen damit die
Generierung von individuellen DNA-Strukturen. Im folgenden werden drei solcher
sequenzabhdngiger Modelle zu Rate gezogen (Gabrielian & Pongor 1996;
Goodsell & Dickerson 1994; Ulyanov & James 1995) um eine eventuelle Krim-
mung der in dieser Arbeit verwendeten DNA-Sequenz aufzudecken. Dies
geschieht mit der Hilfe des quelloffenen Programms DIAMOD, welches sequenz-
abhdngige pdb-Strukturen von DNAs generiert. Den Satz an Parametern fir die
Orientierung der Basen flr die unterschiedlichen Modelle liefert das Programm
mit. Die Anwendung der drei Modelle von Interesse - im Folgenden Goodsell,
Gabrielian und Ulyanov genannt - auf die hier verwendete DNA-Sequenz

resultiert trotz leicht unterschiedlicher Parameter fir die lokalen Knicke in einer
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4.1 DNA-Helix

insgesamt sehr dhnlichen Kriimmung. Die Uberlagerung der B-DNA mit der auf

den Goodsell-Parametern basierten DNA ist in Abbildung 4-7 dargestellt.

Abbildung 4-7: Uberlagerung von B-DNA mit gekriimmten Modell Die gekriimmte Struktur
wurde im Programm DIAMOD mit den Parametern von Goodsell und Dickerson (Goodsell &
Dickerson 1994) generiert.

Um nun die gekrimmten Modellstrukturen mit den experimentellen Daten
vergleichen zu kdénnen, sind die aus der MD-Simulation stammenden mittleren
Position der Fluorophore relativ zu den Basen an die Goodsell-, Gabrielian- und
Ulyanov-Struktur modelliert worden. Die hypothetischen Transfereffizienzen
eines FRET-Ubertrages zwischen den resultierenden Positionen wurden nach
Forster (Gl. 2-24) berechnet, resultierend in einem helikalen Modell der
gekrimmten Strukturen. Die Auftragung jener zusammen mit den entsprechend

der ,schnellen Rotation™ korrigierten MeBdaten ist in Abbildung 4-8 zu sehen.
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Abbildung 4-8: Gekriimmte Helix-Modelle der DNA Vergleich der entsprechend der ,schnellen
Rotation™ korrigierten experimentellen Daten (Gl. 4-6) mit den helikalen Modellen von Goodsell,

Gabrielian und Ulyanov. Werte in numerischer Form finden sich in Tabelle 6.
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Die teilweise sprungartige Anderung in der Effizienz, die vor allem im Abstand
von 17 Basenpaaren zu sehen ist, ist in der verschachtelten Generierung der
Abstande begrindet (siehe Abbildung 4-1): durch die Benutzung von drei
unterschiedlichen Donor- und vier Akzeptorpositionen wird je nach Abstand ein
anderer Helixabschnitt betrachtet.

Die Ubereinstimmung der MeBdaten, welche vorher vom Modell der ,schnellen
Rotation" auf das helikale Modell umgerechnet worden sind, mit den gekrimm-
ten Helix-Modellen ist im Bereich von 9 bis 27 Basenpaaren exzellent. Sowohl der
Verlauf der Transfereffizienz mit seinen fiir die verwendete DNA-Sequenz charak-
teristischen Uberschwinger bei 17 Basenpaaren als auch die absoluten Werte
stimmen Uberein. Letzteres ist ein Hinweis darauf, daB die Annahme der ,schnel-
len Rotation™ flr die Dynamik der Fluorophore korrekt ist; die Fluorophore
suchen den ihnen zur Verfligung stehenden Raum relativ zur FRET-Transferrate
nur langsam ab, rotieren dabei aber schnell um den Linker, was zu einer iso-
tropen Verteilung der Dipolorientierungen fihrt. Auf die Abweichung der beiden

kleinsten Abstande soll im nachsten Kapitel eingegangen werden.

4.1.1.5 Speziesselektive Korrelationsanalyse

Um potentielle Dynamiken zwischen dem Donor- und dem Akzeptorfluo-
rophor zu detektieren, sind die Fluktuationen der Intensitatssignale mittels
Korrelationsanalysen untersucht worden. Dazu sind die Photonen der FRET-
aktiven Spezies zusammengefaBBt sowie die Autokorrelationen und Kreuzkorrela-
tionen der griinen und roten Fluoreszenz berechnet worden.

Die resultierenden Kreuzkorrelationskurven der sich in einem Abstand von funf
bis 25 Basenpaaren befindenden Donor- und Akzeptorfarbstoffe sind in Abbildung
4-9 aufgezeigt, wobei ihre Amplituden bei 51 ps normiert worden sind. Dem
Graphen ist deutlich zu entnehmen, daB der Triplettanteil, welcher sich auf der
Zeitskala von wenigen ps abspielt, mit sinkender Anzahl an separierenden Basen
rapide fallt, um schlieBlich bei den beiden kleinsten Abstéanden in einen steigen-
den Korrelationsterm umzukehren. Obwohl nach GI. 2-48b erwartet wird, daB der
Triplett-Anteil bei steigender FRET-Effizienz fallt, sollte er nie vollstandig
verschwinden. Aus diesem Grunde liegt die Vermutung nahe, daBB ein Antikorre-
lationsterm die Triplettkorrelationsfunktion Uberlagert, was bei den kleineren
Abstédnden so stark zum Tragen kommt, daB die Antikorrelation selbst sichtbar

wird.
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Abbildung 4-9: Kreuzkorrelationskurven ausgewdhlter DNA-Konstrukte Die untersuchten
DNAs sind der Legende zu entnehmen. Die Diffusionszeit ist aufgrund des Schneidens der Bursts
(siehe Kapitel 3.2.3.2) schlecht aufgeldst.

Um eine Quantifizierung des Antikorrelationstermes vornehmen zu kdnnen, ist
eine Isolierung der Antikorrelation vom Triplettanteil notwendig. Denn ungltick-
licherweise spielt sich die Antikorrelation auf derselben Zeitskala wie der Triplett-
Zerfall des Donor-Fluorophors Alexa488 ab, wie dem Vergleich der Korrelations-
kurven in Abbildung 4-9 zu entnehmen ist. Um folglich den Antikorrelationsanteil
in der Kurve bestimmen zu kénnen, missen zuerst die genauen Werte fiir Ampli-

tude und Lebensdauer des Triplettzustandes bestimmt werden.

Der direkteste Weg ware dabei die Bestimmung des Triplett-Anteiles aus der
Autokorrelation der grinen Signale. Jedoch besitzen gerade die Moleklle von
Interesse — namlich die mit einem kleinen Interfluorophorabstand und hoher
FRET-Effizienz — nur ein schwaches griines Signal, so daB die Autokorrelations-
kurve verrauscht und das Anpassen der Terme schwierig ist. Aus diesem Grunde
muBte eine andere Herangehensweise gewahlt werden, und die Theorie, welche
die Herleitung des Triplett-Termes beschreibt, herangezogen werden (siehe
Kapitel 2.4.2). Mit deren Hilfe ist es moéglich, die Amplitude und Lebensdauer des
Triplett-Zustandes in Abhangigkeit von der FRET-Effizienz, basierend auf den
Werten von Alexa488 in Abwesenheit des Akzeptors, zu bestimmen. Letztere
wurden aus Ensemble-FCS-Messungen von nur Donor-tragenden Proben
bestimmt. Nach Gleichungen 2-48a und b ist die Rate und die Amplitude des

Triplett-Termes abhangig von der Absorptionsrate (kass), der Rate fir den
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4 Ergebnisse

Ubergang zwischen dem ersten angeregten (S;) und dem Triplett-Zustand (kisc),
der Triplett- (ky) und der Fluoreszenzzerfallsrate (ky) des Fluorophors. Unter der
Annahme, daB die ersten drei unabhangig von FRET sind, wurden sie aus nur
Donor-tragenden Messungen bestimmt. Dabei |aBt sich der Wert flir die Absorp-
tionsrate nach GIl. 2-3 allein mit Hilfe der Absorptionsflache fir Alexa488 o
(2,72-107*® cm?), der konfokalen Anregungsleistungsdichte Iy (25 kW cm™) sowie
der inversen Energie des Anregungsphotons y beschreiben. Bei einer Anregungs-
wellenldnge von L = 496 nm resultiert kaps in 8,47-10° 1/s. Die Rate fir den
Ubergang zwischen dem S; und dem Triplett-Zustand sowie die Triplett-Zerfalls-
rate folgen aus den Gleichungen 2-48a und b sowie der Donorzerfallsrate.
Letztere betragt 2,5-10% 1/s, welche aus der Fluoreszenzlebensdauer der nur
Donor-tragenden Proben von 4 ns resultiert. Das Ergebnis betragt jeweils kisc =
9,70-10° 1/s und kr = 1,27-10° 1/s. Zur Berechnung der individuellen Triplett-
Terme in Abhangigkeit von der FRET-Effizienz wird die Fluoreszenzzerfallsrate kj
- der reziproke Wert der Fluoreszenzzerfallsszeit des Donors in Anwesenheit des
Akzeptors - herangezogen. k, wird aus den individuellen Einzelmolekilmes-
sungen ermittelt. Die Ergebnisse der theoretischen Triplett-Komponenten sind in

Tabelle 4-2 aufgelistet.

Tabelle 4-2: Triplett- und Antikorrelationsanteile der FCS von Helixmessungen Die Berech-

nung geschah nach Gl. 2-3 sowie 2-48a und b. Naheres siehe Text.

Theoretische Isolierte Anti-

Abstand Triplettkomponenten korrelationskomponenten
[bp] %

tr [MS] Amplitude ta [MS] Amplitude

5 0,8 7,5 0,05 4,0 0,14

7 0,8 7,5 0,05 4,3 0,16

9 1,3 7,3 0,08 4,7 0,10

11 2,2 6,9 0,12 7,6 0,10

15 3,0 6,6 0,16 -- 0

25 3,6 6,4 0,18 -- 0

Alexa488 4 6,3 0,20

Dabei laBt sich wie bereits vorgegriffen beobachten, daB der Triplett-Anteil mit

steigender Transfereffizienz abnimmt. Gleichzeitig steigt die Triplett-Zeit.
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4.1 DNA-Helix

Nun ist ein abermaliges Anpassen der FCS-Kurve mit dem in Tabelle 4-2 aufge-
fuhrten, festgehaltenem Triplett-Term mdglich, um so den Antikorrelationsterm
zu isolieren. Auch diese Werte finden sich in Tabelle 4-2. Aus ihnen ist zu ent-
nehmen, daB der ProzeB, der zu der Antikorrelation fihrt, mindestens bis zu
einem Donor-Akzeptor-Abstand von 15 Basenpaaren bestehen bleibt. Die mittle-
re Dauer der Antikorrelation liegt im Bereich zwischen 4 und 8 ps. Eine wirklich
stark ausgepragte Antikorrelation mit hohen Amplituden ist nur bei den Abstan-
den von 5 und 7 Basenpaaren (Abstand der Anknlpfungspunkte in der Helix:
17,4 bzw. 23,3 A) zu sehen, bei denen direkter Kontakt zwischen den Fluoro-
phoren mdglich ist. Dies resultiert aus den langen Linkern (etwa 23 A fur Cy5
und 20 A fiir Alexa488), welche die Fluorophore mit den modifizierten Thymidi-
nen der DNA-Strange verbinden. Es ist also denkbar, daB die Antikorrelation aus
dem Kontakt der beiden Fluorophore resultiert. Andere photochemische Ursachen

sind aber nicht auszuschlieBen.

4.1.2 Geknickte Helix

Die ungewodhnlich hohe Genauigkeit der im Kapitel 4.1.1 vorgestellten
FRET-Abstandsmessungen an einer DNA-Helix mit Hilfe von Korrekturen bezlg-
lich Mittelungsregimes und sequenzabhangigen Helixkrimmungen soll nun in der
Analyse von geknickten DNA-Strukturen angewendet werden. Dabei sollen
Knicke, die durch das Einbauen von herausstehenden Adenosinen in die DNA
eingefihrt worden sind - im folgenden auch A-bulge genannt, mittels FRET MFD-
Einzelmolekilmessungen detailliert untersucht werden. Hierbei wird dieselbe
Sequenz wie bereits in Kapitel 4.1.1 herangezogen. Zusatzlich werden zwischen
den Basen 27 und 28 des Donorstranges ein, drei oder finf Adenine eingescho-
ben. Abermals werden zwdlf Abstande betrachtet. Da die drei kleinsten Abstande
durch den erwarteten Knick weiter reduziert wirden und diese Abstdnde bereits
bei der geraden Helix Probleme in der Abstandsbestimmung bereitet haben,
werden sie bei der folgenden Untersuchung weggelassen. Als Ersatz daflr
werden im Bereich mittlerer Effizienz durch eine unterschiedliche Anordnung der
Akzeptoren drei neue Abstande eingefiihrt. Damit sind im Bereich von 17 bis 23
Basenpaaren alle Abstande kontinuierlich abgedeckt. In Abbildung 4-10 sind die

Sequenz und die Markierungspositionen zu sehen.
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Akzeptorstrang

5 10 15 20 25 30 35 40 45
5-TCG GAG TTG TAA ACA GAG ATC GCCTJAAAC G 111 CGC C /A GAC TAG TCC-3'

3’-AGC CTC AAC AT IGII CTC TAG,CGG AAT TTG CAA GCG GAT CTG ATC AGG-5"
45 40 35 ( 30 25 20 15 10 5

Donorstrang

Abbildung 4-10: Primarstruktur der geknickten DNA-Helix mit Markierungspositionen
Drei verschiedene Donorstrange wurden mit vier unterschiedlichen Akzeptorstrangen kombiniert,
resultierend in zwolf unterschiedlichen Interfluorophorabsténden. Die Markierungspositionen sind

weil3 markiert.

Es ist zu der Struktur zu bemerken, daB3 alle Donoren auf der einen Seite des

Knicks und alle Akzeptoren auf der anderen Seite sitzen.

4.1.2.1 Experimentelle FRET-Daten mit 1, 3 und 5 Adenosinbasen

Jeweils zwolIf unterschiedliche Abstéande sind fur die Konstrukte mit ein,
drei und finf ungepaarten Adenosinen mittels Einzelmolekll-FRET-Messungen
untersucht worden. Das Anfitten der Lebensdauer geschah abermals unter Einbe-
ziehung von Nachpulsen im Bereich von 5%. Die Parameter fir die Korrektur der
Intensitatsdaten sind in Tabelle 4-1 aufgeflihrt. Die Transfereffizienzen sind
sowohl aus der aus der Lebensdauer als auch den Fluoreszenzintensitatsverhalt-
nissen berechnet und verglichen worden, um Léschung von Donor oder Akzeptor
ausschlieBen zu koénnen. Die kompletten MFD-Daten in graphischer sowie
numerischer Form finden sich im Anhang (Tabellen 8 - 10, Abbildungen 2 - 4).
Die in den Graphen a, c und e der Abbildung 4-11 gezeigten Transfereffizienzen
far die drei verschiedenen Knicke sind abermals aus den Lebensdauern bestimmt
worden. Dabei fallt fir alle drei Knicke auf, daB die Energietransfereffizienz nicht
kontinuierlich mit steigender Anzahl an separierenden Basenpaaren fallt. Dies
kann dadurch erklart werden, daBB der Akzeptor an Position 32 (siehe Abbildung
4-10) im Gegensatz zum Akzeptor 26 im Inneren des Knickes liegt und somit

durch den Knick dem Donorarm naher kommt.
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Abbildung 4-11: MFD-Daten von geknickten DNAs und Torsionswinkel im Knick Von oben
nach unten sind jeweils die Daten der geknickten DNAs mit 1, 3 und 5 Adenosinen dargestellt.
Links (Graph a,

entsprechend der ,schnellen Rotation™ korrigierten Transfereffizienzen in Abhangigkeit von dem

c und e) sind die aus den Einzelmolekll-FRET-Messungen hergeleiteten,

Basenabstand aufgetragen (m). Die Anpassung des Knicks geschah durch die Variation von finf
Torsionswinkeln in dem den herausstehenden Basen gegenliberliegenden Strang (Graph b, d und
f). Die aus dem Fit resultierenden Transfereffizenzen sind in den Graphen a, c und e (A) dargestellt

(Naheres siehe Text). Die Daten finden sich in tabellarischer Form im Anhang (Tabellen 8 - 10).
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4 Ergebnisse

4.1.2.2 Bestimmung des Knickwinkels

Um aus den gemessenen Abstanden strukturelle Informationen zu erhal-
ten, ist das Modell einer geknickten DNA-Helix an die MeBergebnisse angepalt
worden. Dabei sind die Annahmen getroffen worden, daB alle Basen bis auf die
ungepaarten Adenine gepaart sind und die Hybridisierung nahe dem A-bulge
nicht fluktuiert. Der Knick sollte auf die Bindungen gegeniiber den herausstehen-
den Adeninen beschrankt sein, also auf die Bindungen im Zuckerphosphatriick-
grat zwischen Base 21 und 22 des Akzeptorstranges. Die Konformation des
Knickes wird folglich von der Rotation um die fUnf freien Bindungen an dieser
Stelle im Ruckgrat determiniert: C3'-03’(¢), O3"-P(¢), P-O5'(a), O5’-C5'(p), C5'-
C4'(y). Die Definition dieser Winkel findet sich in Abbildung 1-2. Durch eine
zufallige Variation dieser Winkel lassen sich alle unter den gemachten Annahmen
sterisch erlaubten Konformationen austesten und mit den MeBwerten
vergleichen. Die Modellierung basiert auf Vektoren, die in der folgenden

Abbildung 4-12 vorgestellt werden.

4

<}---

IV -
R4

b

Abbildung 4-12: Vektorielle Parameter zur Anpassung des Knicks Darstellung der DNA mit
den Donoren (grin) und Akzeptoren (rot). Zwischen den beiden Helixarmen sind in schwarz die
funf Bindungen skizziert, die den Knick definieren. Sie liegen zwischen Base 21 und 22 des
Akzeptorstranges. Die herrausstehenden Adenine sind durch die gestrichelte Linie angedeutet. Fir
das Anpassen des Knickwinkels werden folgende Vektoren bendétigt: I: {C3'} - {Donor}; II:
Bindungen C3’-03’, 03’-P, P-O5’, O5’-C5’, C5'-C4’; III: {Akzeptor} - {C4'}; IV: {Akzeptorhelix-
achse} - {C4'}; V: {Akzeptor} - {Donor}.
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4.1 DNA-Helix

Die Modellierung der Torsionswinkel ist mit dem Datenverarbeitungsprogramm
Igor von Prof. F. Oesterhelt (Institut fir Molekulare Physikalische Chemie, HHU,
Dusseldorf) durchgeflihrt worden. Zuerst wurde der Abstandsvektor zwischen
dem mittleren Aufenthaltsort des Donorfluorophors und dem C3° bzw. dem
mittleren Aufenthaltsort des Akzeptorfluorophors und dem C4° Atom des
geknickten Rlckgrates fir ein Modell der gekrimmten DNA (Goodsell) bestimmt.
Zusammen mit den finf Bindungsvektoren des Rlickgrates lassen sich daraus flr
jede Kombination der finf Torsionswinkel die Abstande zwischen den mittleren
Donor- und Akzeptorpositionen bestimmen. Zum Auffinden der Konformationen
mit der kleinsten mittleren quadratischen Abweichung von den MeBdaten sind in
11 Wiederholungen jeweils unter 100.000 zufalligen Rickgrat-Konformationen
die besten 1000 ausgewahlt und innerhalb immer kleiner werdender Bereiche
(30°, 25°, 20°, 10°, 7°, 5°, 3°, 2°, 1.5°, 1°, 0.5°) je 100 mal zufallig variiert
worden. Das Schema der Modellierung findet sich in Abbildung 4-13.

e Generierung eines pdb-Modells der DNA ohne bulges
mit Hilfe von sequenzabhangigen Strukturvorher-
sagen |
e Modellierung der mittleren Fluorophorpositionen ) )
sowie Helixachsenatome an die Struktur [ Simulation und Bewertung ]

l l/ Auswertung

Bestimmung folgender Abstandsvektoren:

Préparation |

I={C3'}-{Donor} II=Bindungen der Knickstelle {} Ortsvektoren
III1={Akzeptor}-{C4’}  IV={Akzeptorhelixachse}-{C4'} I-V Richtungsvektoren
V={Akzeptor}-{Donor} o-¢ Torsionswinkel

100.000 zuféllige Variationen der Torsionswinkel um die
Bindungen der Knickstelle C3’-03’(¢), 03'-P (¢), P-O5'(a), O5'-
C5’(B), C5'-C4’(y) vom C3’-Atom aus —> II(neu)

!

Berechnung 100.000 neuer Positionen fir {Akzeptor} und
{Akzeptorhelixachse}: -
{Akzptor}(neu) = {C4’} + Summe II(neu) + III - |

Akzeptorhelixachse}(neu) = {C4'} + Summe II(neu) + IV f
{Akzeptorhelix y(neu) = {C4" Y (new) J 100 Variationen innerhalb

l immer kleiner werdender

. Bereiche (30°, 25°, 20°, 10°,
[ Berechnung von V(nei) und seines Betrages ] § 79,59, 30, 20, 1,59, 1°,'0,5°) |
Chi2-Bestimmung zwischen experimentellen Abstanden und

[ 100.000 neu modellierten Abstédnden V(neu) ] gzl glzr 1'0.00 BESE

l Konformationen
[ Sortierung von II(neu) entsprechend dem Chiz2 } f

Berechnung der Knick-, Drehwinkel sowie Versatz zwischen den
beiden Helixachsen aus den Helixachsenatomen

Abbildung 4-13: FluBschema zur Modellierung der Knickwinkel Die graphische Darstellung
der Abstandsvektoren findet sich in Abbildung 4-12.
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Der beste Fit ist fur den Knick mit drei Adenosinen berechnet worden, mit einer
Summe der quadratischen Abweichung im Bereich von 0,70-1,49 flr die besten
100.000 Anpassungen. Flir den Knick mit einem Adenosin lag der Fehler zwi-
schen 1,58 und 2,17, flr funf Adenosine bei 7,07-8,03. Der Vergleich der ange-
paBten Abstdnde mit den korrigierten MeBdaten ist in Abbildung 4-11 in den
Graphen a, c und e in Form der Transfereffizienz zu sehen. Die dazugehérigen
Torsionswinkel sind in b, d und f rechts daneben graphisch dargestellt, die tabel-
larische Auffiihrung findet sich in Tabelle 4-3 im Vergleich mit der gekrimmten

Helix.

Tabelle 4-3: Torsionswinkel im Bereich des Knicks der gekriimmten und geknickten DNAs
Torsionswinkel des Phosphatriickgrats zwischen Base 21 und 22 im Akzeptorstrang flr die
gekrimmte DNA und fur die 1A-, 3A- und 5A-bulge Helices aus dem besten Fit. Die Definition der
Winkel findet sich in Abbildung 1-2.

gekriimmte DNA 1A 3A 5A
e [°] -150,2 40,2 15,6 -41,5
¢[°] -150,9 -169,3 -161,2 158,2
o [°] 27 -69,3 47,2 -176,9
B [°] 136,3 135,8 -93,4 132,5
v [°] 31,2 20,7 166,6 -26,9

Die Berechnung des Ortes der mittleren Fluorophorposition ermdglicht die Kon-
struktion von pdb-Dateien. Dazu sind die Helixarme der Goodsell-DNA inklusive
der Fluorophormittelpunkte mit den Donor- und Akzeptorpositionen aus den Igor-
Berechnungen (berlagert worden (Programm DS Viewer Pro). Die Ergebnisse
sind in den Abbildungen 5-5A bis C aufgezeigt. Dabei sieht man, daB die beiden
Helixarme sich nicht gegenseitig behindern und damit eine erlaubt Konformation
darstellen.

Da die Torsionswinkel wenig anschaulich sind und lediglich zur Anpassung der
experimentellen Daten an eine geknickte Helix herangezogen wurden, liegt eine
Bestimmung der Dreh- und Knickwinkel der beiden Helixachsen nahe. Zusatzlich
soll der Versatz zwischen den Achsen berechnet werden. Dazu sind fur die beiden
Abschnitte der gekrimmten Helix (Trennung der Segemente zwischen Base 21
und 22 des Akzeptorstranges) die Helixachsen bestimmt worden, und zwar
indem gerade Helices mit den gekrimmten mit der kleinsten Abweichung Uber-
lagert worden sind (V.M.D. 1.8.3). Ein Schema der berechneten Winkel und des
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4.1 DNA-Helix

Abstandes findet sich in Abbildung 4-14. Aus den Achsenvektoren (durchgezo-
gene Pfeile, Z) und den Positionsvektoren (gestrichelte Pfeile, X), die jeweils
durch Atome auf und neben der Achse festgelegt worden sind, sind der
Knickwinkel ¢, der Drehwinkel der Donorhelix 8 sowie Drehwinkel der Akzep-
torhelix y berechnet worden. Zudem ist der Versatz d zwischen den Helixachsen
kalkuliert worden. Auch diese Werte sind im Programm Igor mit Hilfe der

folgenden Gleichungen 4-7 - 4-11 bestimmt worden.

—

Zp 'EA

—_

@ =arccos ———— (Gl. 4-7) 0 = arccos ej -@ -90° (Gl. 4-8)
‘ZD "ZA ‘XD
w =arccos| e, - |+90°+ 8 (Gl. 4-9) d:%-(ED—EA) (Gl. 4-10)
‘XA
. . . - ED XEA
mit dem Vektor senkrecht zu beiden Helixachen e, = ———— (Gl. 4-11)
‘ZD X Z 4
C&e Abbildung 4-14: Modell zur Veran-

schaulichung der knickbeschreibenden
Parameter ¢ stellt den Knickwinkel zwischen
den beiden Helixachsen dar. ¢ und v

reprasentieren jeweils die Drehrichtung des

A Donor- bzw. Akzeptorarmes. Der Achsen-

z versatz wird durch d beschrieben. Die
f,—D""—_:_} > Parameter lassen sich aus den Vektoren Z und
\__/ X der Donor und der Akzeptorhelixachse

Xy

mittels GI. 4-7 - 4-11 berechnen.

In Tabelle 4-4 sind die den Knick beschreibenden Parameter flr die ge-

krimmte Helix nach Goodsell sowie die drei geknickten DNAs mit einem, drei
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und finf Adenosinen flr den jeweils besten Fit dargestellt. Aus der Krimmung

der Helix nach Goodsell resultiert ein Grundwinkel von 16° zwischen den Achsen.

Tabelle 4-4: Parameter zur Beschreibung der gekriimmten und geknickten DNAs Die
Werte ergeben sich aus den Orientierungen der beiden Helixarme zueinander, wie sie aus der
Modellierung der Torsionwinkel im Knick flur die gekrimmte Goodsell-Helix sowie die Heilces mit
1,3 und 5 ungepaarten Adenosinen (1A, 3A und 5A) resultieren (Tabelle 4-3). Die zugehdrige
graphische Darstellung der Parameter findet sich in Abbildung 4-14.

gekg’}\'l’z\mte 1A 34 54
Knickwinkel ¢ [°] 16 13 36 73
Drehwinkel Donorhelix 6[°] 90 57 88 77
Drehwinkel Akzeptorhelix  [°] 26 -16 3 -79
Versatz der Achse d [/3\] 1,33 1,32 1,05 9,9

g 1
_-§ 10000 -
g 4
‘= 5000 -
> ]
Q

T 0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Knickwinkel [°]

(] .
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2 1 . 1A
2 5000- -2’2
k=, -
o ]
L 0

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
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Abbildung 4-15: Verteilung der Knick- und Drehwinkel fiir geknickte DNAs Haufigkeits-
histogramme der relativen Winkel der Donor- und Akzeptorhelix zueinander (siehe Abbildung 4-13)
aus dem Ensemble der 10.000 besten Modellierungen fiir die Torsionswinkel in den 1A-, 3A- und
5A-bulge Helices bei einem Binning von 0,2°.
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4.1 DNA-Helix

Obwohl die besten 10.000 Kombinationen an Torsionswinkeln mehrere Minima -
also unterschiedliche Kombinationen - flUr die drei Knickanpassungen liefern,
resultieren jene in fast identischen Orientierungen der beiden Helixarme
zueinander (Abbildung 4-15). Dies bedeutet folglich, daB sich mittels der MFD-
FRET-Messungen dreidimensionale Strukturen eindeutig bestimmen lassen. Bei
der Betrachtung der Winkel fallt auf, daB sich der Knickwinkel durch die
Einfllhrung von einer einzelnen Base im Vergleich zur gekrimmten Helix (13° zu
16°) kaum andert. Dies wird auch in den Energietransfereffizienzen
widergespiegelt. Lediglich die Drehung der Helices andert sich. Erst das Einsetzen
von zwei weiteren Adenosinen fuhrt zu einer Zunahme des Knickwinkels um etwa
20°, im nachsten Schritt dann um weitere 40°. Die Drehwinkel der Helices
weisen keinen solchen stetigen Verlauf auf, sondern sind flr die unter-

schiedlichen Knicke andersartig ausgepragt.

4.2 RNA-Helix

Die in dieser Arbeit durchgeflihrten Untersuchungen zu biologischen Frage-
stellungen befassen sich mit SpleiBosomen und den darin eingebauten Oligonuk-
leotiden. Da in diesem Fall fur die Strukturbestimmung RNA fluoreszenzmarkiert
worden ist, soll an dieser Stelle eine ahnliche Charakterisierung, wie sie an DNA
vorgenommen wurde, flir RNA aufgestellt werden. Die Abstandskalibrierung, die
abermals aus der Gegenilberstellung von experimentellen und Simulationsdaten
hergeleitet werden soll, dient als Referenz flir die Messungen an der U4/U6
snRNA three-way junction. Zusatzlich kann die Auswirkung von zwei leicht unter-
schiedlichen Probemolekillen sowie verschieden Ilangen Linkern auf die

Transfereffizienz miteinander verglichen werden.

Analog der DNA-Helix wurden RNAs derselben Sequenz erworben und an
jeweils drei Donor- und Akzeptorpositionen pro Strang markiert, resultierend in
neun unterschiedlichen Interfluorophorabstanden (siehe Abbildung 4-16). An die
Positionen der Fluorophormarkierung wurden 5-Aminoallyl-Uracile eingebaut,
was insgesamt im Vergleich zu der DNA-Markierung (C6-5-Aminoallyl-Thymidin)

zu einer klrzeren Fluorophorverkntpfung fihrt (siehe Abbildung 3-1).
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Akzeptorstrang

5 10 15 20 25 30 35 40 45
5 -UCG GAG UUG UAA ACA GAG A'l€C GCC U"AAAC G'U CGC CUAGAC UAG UCC -3
3"-AGC CUC AAC AU "G/ CTC UAG CGG AAU UUG CAA GCG GAU CUG AUC AGG -5
45 40 35 30 25 20 15 10 5

Donorstrang

Abbildung 4-16: Primarstruktur der RNA-Helix mit Markierungspositionen Drei verschie-
dene Donorstrange wurden mit drei Akzeptorstrangen kombiniert, resultierend in neun unter-

schiedlichen Interfluorophorabsténden. Die Markierungspositionen sind weil3 gekennzeichent.

4.2.1.1 Experimentelle FRET-Daten

Es sind Einzelmolekll-MFD-Messungen der neun Proben im Puffer A+ bei
einer Donorkonzentration von etwa 0,1 nM durchgefiihrt worden. Die Korrektur-
parameter flr die Intensitaten in den griinen und roten Kandlen sind bestimmt
(gruner Hintergrund B = 2,9 kHz, roter Hintergrund Bz = 0,9 kHz, griine Detek-
tionseffizienz gz = 0,36, rote Detektionseffizienz gr = 0,53 und spektraler
Crosstalk « = 0,019) und zur Berechnung der Energietransfereffizienzen und
Abstdnde aus den experimentellen Daten herangezogen worden. Die in den
nachstehenden Graphen aufgezeigten Energietransfereffizienzen resultieren aus
den Intensitatsmessungen. Der komplette Datensatz ist im Angang zu finden
(Tabelle 11 und Abbildung 5). Der Fit der TCSPC-Daten wurde unter
Einbeziehung von Nachpulsen, die 5% des Signhals ausmachen, berechnet. Die
Quantenausbeuten des jeweils an die RNA gebundenen Donors (@ = 0,8) bzw.
Akzeptors (@, = 0,48) sind separat in TCSPC-Lebensdauermessungen im
Ensemble bestimmt worden (Kapitel 3.2.2.1). Die zugehdrigen Lebensdauerdaten

finden sich im Anhang in den Tabellen 15 und 16.

In Abbildung 4-17 ist eine MFD-Einzelmolekllmessung an RNA am Beispiel
des Interfluorophorabstandes von 13 Basenpaaren aufgezeigt. Wie bereits bei
der DNA geschieht die Darstellung in 2D-Histogrammen. Dem oberen Histo-
gramm |aBt sich der experimentelle Interfluorophorabstand nach Foérster (Gl.
2-61) entnehmen. Die Probe ist gut hybridisiert und zeigt kaum nur Donor-
markierte Einzelstrange auf. Durch Anpassen der Perrin-Gleichung an die Daten
im Anisotropie-vs.-Fluoreszenzlebensdauer-Plot 1aBt sich die Rotationskorrela-
tionszeit des Donors von 2,4 ns bestimmen. Diese deutet auf eine einge-
schrankte Beweglichkeit des Fluorophors hin und wird durch die hohe Anisotropie

des Donors bestatigt (siehe Abbildung 4-17 unten).
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siehe Anhang Abbildung 5.

Da die stationare Anisotropie der FRET-Spezies und der Donor-markierten Einzel-
strange recht schlecht durch die Perrin-Gleichung, welche nur eine Rotationskor-
relationszeit in Betracht zieht, beschrieben wird (Abbildung 4-17 unten), ist die
zeitaufgeldste Anisotropie des Donors untersucht worden. Dazu sind die Einzel-
molekUlereignisse einer Messung des Donors im Doppelstrang zusammengefal3t
und aus dem parallelen und senkrechten Intensitatsabfall die zeitaufgel6ste
Anisotropie bestimmt worden. Die biexponentielle Anpassung liefert hierbei eine
schnelle Komponente von 1,49 ns £0,12 ns mit einer Amplitude von 0,26 und
eine langsame mit der Abklingzeit von 32,2 ns £10 ns und einer Amplitude von
0,11 (siehe Abbildung 4-18). Die schnelle Komponente beschreibt die lokale
Bewegung des an das Molekil gebundenen Fluorophors. Die langsame
Komponente entspricht der globalen Rotationsbewegung der RNA. Ihr hoher
Anteil deutet darauf hin, daB die lokale Rotation des Fluorophors eingeschrankt
ist. Dies ist auf die kurzen Linker zurickzufthren.

Nach GIl. 2-19 liegt der maximale Wert, den die residuale Anisotropie r, im Fall
eines senkrecht zur Langsachse des Kegels aus dem wobbling-in-a-cone-Modell
orientierten Ubergangsdipolmomentes annehmen kann, bei %-r;, also 0,094. Der

gemessene Wert von 0,11 +0,01 deutet also darauf hin, daB der minimale Off-
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4 Ergebnisse

nungswinkel der Fluorophororientierung von Alexa488 den Maximalwert von 90°
besitzt, was einer vollstandig eingeschrankten translativen Bewegung der Achse

entspricht. Die Rotation um die Achse kann dabei aber weiterhin frei sein.

0.4
\ r, = 0,26 0,01
03F |\ p, =149 ns £0,12
\ r,=0,110,01
p,=32,2ns 10,0
0.2 - Abbildung 4-18: Zeitaufgeloste Anisotropie
= des Donors Speziesselektive Anisotropie-
01L Analyse von MFD-Daten des Donors an Position
36 im Doppelstrang. Die Anpassung geschah
0.0 SIS biexponentiell nach Gl. 2-15.
0 2 4 6 8 10
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Da diese Einschrankung der Fluorophorbeweglichkeit sich auf den Orientierungs-
faktor und damit auch auf die bestimmten Abstdnde auswirken, ist ebenfalls der
Akzeptor hinsichtlich seines Anistropieabklingsverhaltens untersucht worden.
Dazu ist eine TCSPC-Anisotropiemessung des Akzeptors an Position 20 im RNA-
Doppelstrang im Ensemble bei einer Anregunswellenlange von 635 nm und einer
Emission von 660 nm durchgeflihrt worden. Das biexponentielle Anfitten der
parallelen und senkrechten Intensitatskomponente ergibt die folgenden Werte:

Tabelle 4-5: Fitparameter des Anisotropiezerfalls von Cy5 an RNA Bezogen aus TCSPC-

Ensemblemessungen.

P1 I P2 rz Feo re

0,279 ns 0,087 1,51 ns 0,143 0,179 0,409

Fir das Cy5 resultiert die Anisotropiemessung aufgrund der zwei Fluoreszenzle-
bensdauern in einen komplexen Zerfall, so da auch zwei Rotationskorrelations-
zeiten angepaBt werden mussen. Die mittlere Lebensdauer von Cy5 ist wiederum
so kurz (etwa 1,2 ns), daB keine globale Rotationszeit bestimmt werden kann.
Aus diesem Grunde sollen an dieser Stelle nur die Anisotropieamplituden
betrachtet werden. Im Fall von Cy5 liegt das Ubergangsdipolmoment parallel zur
Kegelachse, so daB eine hohere Residualanisotropie als Va:rr erreicht werden
kann. Bei einem r, von 0,179 besitzt der Kegel der Fluorophordiffusion einen
maximalen Offnungswinkel von 40,5°. Die Beweglichkeit des Akzeptors ist also
nicht ganz so stark eingeschrankt wie die des Donors, was bei dem langeren

Linker auch zu erwarten ist.
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4.2 RNA-Helix

Aus diesen Werten |aBt sich nun auch der Fehler im «2-Wert abschatzen. Hierzu
wird zu allererst der Depolarisationsfaktor flr beide Fluorophore nach Gleichung
2-33 bestimmt (0,54 fir Donor und 0,67 fir Akzeptor), um schlieBlich die Grenz-
werte von x2 berechnen zu kénnen. Der Minimalwert fiir «2 liegt bei 0,26, der
maximale bei 2,20. Diese Abweichung von dem dynamischen Mittelwert von 2/3
geht mit der sechsen Wurzel in die Abstandsbestimmung ein. Die Werte kdnnen
im weiteren Verlauf der Arbeit bei der Vermessung der U4/U6 snRNA three-way
junction zur Fehlerabschatzung der Abstande herangezogen werden.

Analog der DNA-Ergebnisdarstellung sind in der folgenden Abbildung 4-19 die
MFD-MeBdaten zusammen mit dem Forster- und dem dynamischen Helixmodell
aufgetragen, wobei die starke Abweichung ersterer von den beiden Modellen

auffallt. Dies gilt sowohl flir die absoluten Werte als auch vor allem flir die Form

der Kurve.
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Abbildung 4-19: MFD-Daten von neun Abstidnden an RNA Darstellung der neun gemessenen
Abstande in Form der Transfereffizienz, bestimmt aus den Donorlebensdauern (H). Der Fehler
wurde aus der normierten Standardabweichung von zehn hintereinander aufgenommenen
Einzelmoleklilmessungen bestimmt. Die Helizitat zeigt sich im Vergleich mit dem F&rstermodell
(durchgezogene Linie) und dem helikalen Modell (®) auf. Die Werte in tabellarischer Form finden
sich im Anhang (Tabellen 11 und 12).

Ferner ist zu sehen, daf3 der Verlauf des Helixmodells, welches abermals nach Gl.
4-2 mit Hilfe der aus MD-Simulationen hergeleiteten mittleren Fluorophorposi-
tionen berechnet wurde, sehr nah am einfachen Fdrstermodell ist. Da letzteres
auf einem linearen Anstieg des Abstandes mit der Anzahl der Basenpaare basiert,
und zudem das helikale Modell der RNA-Simulation die fir die DNA-Simulation

charakteristische sinusférmige Uberlagerung nicht aufweist, folgt der SchluB, daB
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4 Ergebnisse

im Falle der RNA-Untersuchungen die Helizitat aufgrund einer zu groBen Nahe
der Fluorophore zur Helixachse in der MD-Simulation nicht sichtbar wird. Dies
zeigt sich im mittleren Abstand der Fluorophore von der Achse, welcher flir den
Donor 7,1 & und den Akzeptor 8,5 A betragt.

Da das helikale Modell mit den aus der MD-Simulation stammenden Fluorophor-
positionen die experimentellen Daten nur schlecht widerspiegelt, soll im folgen-
den naher auf die Mittelungsregimes und die Fluorophorverteilung eingegangen

werden.

4.2.1.2 Betrachtung von Mittelungsregimes

Die A-RNA stellt mit ihrer tiefen und engen groBen Grube (engl. major
groove) eine stark unterschiedliche Umgebung flir die Anbindung des Fluorophors
als die B-DNA dar, die ihrerseits eine breite und flache groBen Grube besitzt.
Zudem ist im Falle der RNA-Messungen die Linkerlange um eine C6-Einheit
reduziert, was den dem Fluorophor zur Verfligung stehenden Raum reduziert. All
dies deutet auf eine starker eingeschrankte Beweglichkeit der Donors und des
Akzeptors an der RNA relativ zur DNA hin. Die Ausfihrungen zu den
Mittelungsregimes der MD-simulierten Daten flir die DNA haben den EinfluB einer
langsamen Diffusionsbewegung auf die Energietransfereffizienzen aufgezeigt. Da
die Ergebnisse nicht direkt fir die RNA Ubernommen werden kénnen, ist auch
hier eine MD-Simulation der Fluorophore vonndten. Die Bedingungen der Simu-
lation sind dieselben wie bei der DNA, d.h. es werden lediglich die Fluorophore
inklusive der Linker Fluktuationen unterworfen, die RNA-Konformation selbst wird
durch harmonische Einschrankungen erhalten. Die Wechselwirkung zwischen den
Fluorophoren und der Helix sind abermals durch Ausbildung von Van-der-Waals-
Potentialen reduziert. Es wird wieder auf die Einbeziehung von Ldsungsmittel-

molekllen sowie elektrostatischen Wechselwirkungen verzichtet.

Analog den Berechnungen fir die unterschiedlichen Mittelungsregimes aus
der Fluorophoraufenthaltsverteilung flir die DNA werden auch die Simulations-
daten der RNA dazu herangezogen, neben dem helikalen Modell zusatzlich die
Modelle der ,schnellen Rotation™ sowie der ,langsamen Diffusion™ zu berechnen
(siehe Kapitel 4.1.1.2). Dazu werden Transfereffizienzen aus den 10,000 simu-
lierten Positionen sowie den jeweiligen Orientierungen des Ubergansdipolmomen-
tes mit Hilfe der Gleichungen 4-4 und 4-5 gemittelt. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 4-20 dargestellt. Im Vergleich zu den Berechnungen flir die B-DNA
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4.2 RNA-Helix

Helix fallt auf, daB der Unterschied zwischen dem helikalen Modell und dem Mo-
dell der ,schnellen Rotation" - welches eine langsame Diffusion des Fluorophors
in der Wolke bei einer schnellen Rotation um die Linkerachse voraussetzt - bei
den A-RNA-Proben nicht so groB ausfallt. Dies ist auf die kleineren Wolken der
Fluorophorverteilung sowohl des Donors als auch des Akzeptors zuriickzufiihren,
welche aus den kirzeren Linkern resultieren. Dies fluhrt zu kleineren Schwankun-
gen in den Abstanden und damit auch in der Energietransfereffizienz, so daB die

unterschiedlich gewichteten Mittelungen nicht so stark voneinander abweichen.
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Abbildung 4-20: Auswirkung von Mittelungsregimes auf die Transfereffizienz Betrachtung
der Mittelungen helikales Modell (dynamisch) (GIl. 4-1), ,schnelle Rotation" (GIl. 4-4) und ,lang-
same Diffusion™ (Gl 4-5). Die Berechnungen basieren auf dem Datensatz aus der MD-Simulation.
Werte in tabellarischer Form finden sich im Anhang (Tabelle 12).

Erst die Einbeziehung von den individuellen Orientierungen der Dipolmomente,
wie das bei dem Modell der ,langsamen Diffusion® der Fall ist, reduziert die
Transfereffizienzen deutlich. Dies ist auf die starkere Gewichtung von kleinen x2-

Werten zuriickzufihren.

4.2.1.3 Vergleich der MeBdaten mit Molekulardynamik-Simulationen

Wie der Abbildung 4-19 zu entnehmen ist, sind die experimentell bestimm-
ten Energietransfereffizeinzen der RNA-Untersuchung viel niedriger als die des
helikalen Modells. Daraus laBt sich auf eine im Vergleich zur Fluoreszenzlebens-
dauer langsame Fluorophorrotation sowie -diffusion schlieBen, da wie im vorher-
gehenden Kapitel erdrtert das Modell der ,schnellen Rotation™ im Falle der hier

vorliegenden RNA-Proben sich kaum von dem helikalen Modell unterscheidet.
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4 Ergebnisse

Lediglich das statische Modell ist imstande, die niedrigen Transfereffizienzen zu
erklaren. Die relativ zur Transferrate langsame lokale Bewegung der Fluorophore
ist bereits in der Messung der Rotationskorrelationszeit aus dem Anisotropiezer-
fall demonstriert worden. Mit 1,5 ns liegt sie deutlich Gber dem Wert von 0,4 ns
fir das an der B-DNA angebundene Alexa488. Des weiteren deutet die hohe
Residualanisotropie von 0,179 des Akzeptors Cy5 auf eine eingeschrankte
Beweglichkeit hin. Damit ist die Ubereinstimmung der GréBenordnung der expe-
rimentellen Daten (B in Abbildung 4-19) mit der statischen Mittelung der ,langsa-
men Diffusion™ (@ in Abbildung 4-20) leicht einsichtlich. Der Energietransferver-
lauf in Abhangigkeit von der Anzahl an separierenden Basenpaaren ist aber
weiterhin - wie bereits im Vergleich mit dem helikalen Modell konstatiert - sehr
unterschiedlich; die MD-Simulation beschreibt in keiner Weise die in den expe-
rimentellen Daten sichtbaren Uberschwinger der Transfereffizienzen bei 15 und

17 Basenpaaren.

In Anbetracht der experimentellen Hinweise auf eine eingeschrankte
Beweglichkeit der Fluorophore aus den zeitaufgeldsten Anisotropiemessungen,
sollen die Mittelungen mit einer begrenzte Auswahl an Fluorophorpositionen wie-
derholt berechnet werden. Dazu wurden zuallererst die aus den MD-Simulationen
stammenden Fluorophorwolken auf eine engere Verteilung reduziert. Eine Kugel
mit einem Durchmesser von 0,9 & ist in die Wolken der Referenzatome (siehe
Anhang) plaziert und als Schablone zum Ausschneiden einer Subpopulation

benutzt worden. Das Ergebnis ist in Abbildung 4-21 zu sehen.
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Abbildung 4-21: Auswahl einer Subpopulation aus modellierter Fluorophorverteilung Eine
Kugel mit einem Durchmesser von 0,9 & wurde in die Giber die MD-Simulation berechneten Wolken
des Donor- (A) und Akzeptorreferenzatoms (B) (grau) plaziert und als Schnittmuster benutzt. Die

Auswahl der Fluorophorpositionen (inkl. der jeweiligen Dipolorientierung) ist in schwarz dargestellt.
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4.2 RNA-Helix

An dieser Stelle soll kurz auf die Form der Fluorophorwolke aufmerksam gemacht
werden. In beiden Fallen - dem des Donors und des Akzeptors - ist die Vertei-
lung sichelférmig. Dies ist auf die bereits erwahnte enge und tiefe groBe Grube
der A-RNA zurlckzufiihren, in der die Fluorophore aufgrund der kurzen Linker
gefangen sind. Im Vergleich dazu ist die Form der an der B-DNA modellierten
Fluorophorwolken nahezu kugelsymmetrisch (siehe Abbildung 4-4): die
Fluorophore kdnnen aufgrund der langen Linker und der breiten, flachen groBen
Grube der B-DNA einen viel gréoBeren Raum einnehmen. Der EinfluB der
Linkerlange ist auch innerhalb der RNA-Untersuchungen zu sehen: die Verteilung
ist im Falle des Akzeptors, der lGber einen langeren Linker angebunden ist, groBer
und weniger dicht gepackt als im Falle des Donors (vergleiche Graph B und A in
Abbildung 4-21).

In Abbildung 4-22 sind die Ergebnisse der Anwendung der drei in dieser
Arbeit betrachteten Mittelungsregimes auf die in Abbildung 4-21 definierten Sub-
populationen der Fluorophorverteilung aufgezeigt. Zum Vergleich sind sogleich
auch die MeBdaten aufgefiihrt. Es fallt auf, daB der Verlauf der Transfereffizien-
zen im Gegensatz zu den aus den vollstandigen Fluorophorwolken berechneten
Werten zusatzliche zum sigmoidalen Verlauf eine helixinduzierte Sinusiberlage-
rung aufzeigt. Diese Anderung fiihrt von der Tendenz in Richtung der experimen-

tellen Daten.
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Abbildung 4-22: Anwendung der Mittelungsregimes auf die ausgeschnittene Fluorophor-
wolke Die Auswahl der Subpopulation ist in Abbildung 4-21 dargestellt. Gleichzeitiger Vergleich
mit MeBdaten aus Abbildung 4-19. Werte in tabellarischer Form finden sich im Anhang (Tabelle
13).
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Das Auswahlen der Subpopulation fihrt zum einen zu kleineren Wolken und
damit zu schwacheren Fluktuationen im Abstand, was sich in dem noch starker
dezimierten Unterschied zwischen dem helikalen Modell und der ,schnellen
Rotation™ niederschlagt. Auch der Unterschied zu dem statischen Modell der
~langsamen Diffusion™ wird kleiner. Zum anderen fihrt das Vernachlassigen der
beiden Enden der Sichel dazu, daB der Schwerpunkt der Fluorophorverteilung
weiter auBen liegt. So ist der mittlere Abstand der Fluorophore zur Helixachse
von 7,1 A im Falle des Donors und 8,5 A im Falle des Akzeptors auf jeweils 9,4 A
gestiegen. Dies wird in der sinusférmigen Uberlagerung mit dem sigmoidalen
Abfall der Transfereffizienz widergespiegelt. Der Vergleich mit den MeBdaten
deutet insgesamt darauf hin, daB die Fluorophore nicht nur allein wegen rein
sterischen Hinderungen durch die RNA in ihrer Bewegung eingeschrankt sind, wie
das in der MD-Simulation angenommen wird. Weitere die rotations- und transla-
tionsdiffusionsbegrenzende Einfllisse spielen im Falle der RNA-Proben offen-
sichtlich eine Rolle. Eine noch starker eingeschrankte Auswahl der Fluorophore
(Kugeldurchmesser von 0,6 A) hat jedoch zu keiner zusatzlichen Anpassung der
Modelle an die MeBdaten geflihrt (Daten nicht aufgefliihrt).

Ein Grund flr den weiterhin bestehenden Unterschied zwischen den expe-
rimentellen Daten und der MD-Simulation ist das noch zu starke Abtasten aller
madglichen Dipolorientierungen auch in der eingeschrankten Wolke. Dies wird in
der sehr niedrigen Residualanisotropie r,, wie sie aus den Orientierungen der
Dipolmomente in der Wolke mittels Gl. 2-33 und 2-34 berechnet wurde, wider-
gespiegelt. Sie betragt flir den Donor 0,0022 und fir den Akzeptor 0,0003 und
liegt damit weit unterhalb den experimentell bestimmten Werten von jeweils
0,11 und 0,179. Dies zeigt auf, daB der Rotationsfreiraum auch durch die Aus-
wahl der Subpopulation nicht weit genug eingeschrankt wird, um den experi-
mentellen Bedingungen zu genugen. Um dies zu erreichen, waren wohl eine
Einbeziehung der elektrostatischen AbstoBung und die Berlicksichtigung von an
die RNA gebundenem Wasser bei der Simulation der Fluorophorpositionen
vonnoéten. Die Weiterentwicklung der MD-Simulation liegt jedoch auBerhalb des
Rahmens dieser Arbeit. Eine Betrachtung der Beweglichkeit des Fluorophors
liefert jedoch das wobbling-in-a-cone-Modell, auf welches nun im folgenden

Kapitel eingegangen werden soll.
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4.2.1.4 Anpassung eines wobbling-in-a-cone-Modells an die MeBdaten

Wie die Ergebnisse der zeitaufgeldsten Anisotropiezerfallsmessungen ge-
zeigt haben, sind sowohl Donor als auch Akzeptor in ihrer lokalen Rotationsfrei-
heit eingeschrankt. Eine Theorie, die den EinfluB der Bewegung des Farbstoffs
auf die Anisotropie und in einer Erweiterung auf das x2 betrachtet, ist das
wobbling-in-a-cone-Modell (Kapitel 2.2.3.1). Damit steht ein theoretisches Modell
zur Verfligung, welches eine eventuelle Einschrankung der Fluorophorbeweglich-
keit und damit einhergehend der Orientierung in Betracht zieht. Durch die Varia-
tion des Offnungswinkels des Kegels, in welchem sich die beiden Fluorophore -
Donor und Akzpetor - entlang der groBen Grube der RNA bewegen, soll eine
Vorhersage uber die Transfereffizienzen von FRET-Messungen an A-RNA bei einer
statischen Mittelung getroffen werden. Die Berechnung ist freundlicherweise von
Dr. Stanislav Kalinin (AG Seidel, HHU Dusseldorf) zur Verfigung gestellt worden.
Bei der Simulation sind 100.000 Positionen des an einen Linker gebundenen und
sich im Kegel bewegenden Fluorophos berechnet worden (Modell siehe Abbildung
2-2). Dabei wird vorausgesetzt, daB die Dipolorientierung des Donors senkrecht
und die des Akzeptors parallel zur Linkerachse ist. Um den EinfluB der groBen
Grube auf die Verteilung mit einzubeziehen, ist der Verankerungspunkt der
Kegelspitze entlang der Helixwindung der A-RNA (Tabelle 1-1) im Bereich von
0,6 bp variiert worden (= 0,11x). Die statisch gemittelte Transfereffizienz
beinhaltet damit sowohl die Variation des Abstandes als auch der Orientierung
und kann entsprechend mit Hilfe von Gl. 4-5 berechnet werden. Der beste Fit,
welcher aus einem Offnungswinkel von 107,5° fiir die Donorbewegung
(entspricht einem 6, von 72,5° im wobbling-in-the-cone-Modell) und von 85,9°
fur die Akzeptorbewegung bei einer Linkerldnge von jeweils 8 A und 16 A
resultiert, ist in Abbildung 4-23 (®) zu sehen. Der Verlauf der Transfereffizienz in
Abhdngigkeit vom Abstand in Basenpaaren dhnelt der Mittelung der ,langsamen
Diffusion™ aus den MD-Daten. Insgesamt sind die Effizienzen aber vor allem im
Bereich der kleinen und mittleren Abstande niedriger, was aus dem groBen
minimalen Offnungswinkel fiir die Orientierung der Donordipolmomente von
72,5° resultiert. Letzterer spiegelt die schwach ausgepragte Mittelung der Orien-
tierungen des Donorfluorophors Alexa488 wider, was im Falle der hier
vorliegenden RNA zu einer Reduktion des Energielbertrags fihrt. Die Abwei-
chung von den MeBdaten ist kleiner als die der Ergebnisse aus der MD-Simulation

(siehe Abbildung 4-23), so daB man annehmen kann, daB das wobbling-in-a-
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4 Ergebnisse

cone-Modell mit den bestimmten Offnungswinkeln die experimentellen Daten

korrekter reprasentiert.

1.0 L L L B

08| N ]

| N .

0.6 -
\-%

0.4 '§.\ ]

0.2 |- MeRdaten X

—4&— langsame Diffusion
[ —8— wobbling-in-a-cone
N | L

0 5 10 15 20 25
Abstand [bp]

Transfereffizienz

0.0

Abbildung 4-23: Vergleich der MeBBdaten mit MD-Simulation sowie dem wobbling-in-a-
cone Modell Die Berechnung der Transfereffizienzen ist von Dr. Stanislav Kalinin (HHU Disseldorf)
zur Verfigung gestellt worden. Die Effizienzen resultieren aus dem statischen Mittel der Diffusion
des Donors und des Akzeptors in Kegeln mit Offnungswinkeln von jeweils 107,5° und 85,9° bei
Linkerldngen von je 8 und 16 A. N&heres siehe Text. Werte siehe Anhang (Tabelle 13).

Insgesamt kann zusammenfassend gesagt werden, daB die A-RNA-Struktur und
die kurzen Linker in einer komplizierten raumlichen Einschrankung resultieren
und die Dynamik der Fluorophore nicht genau bestimmt werden kann. Da die
statische Mittelung der ,langsamen Diffusion™ ein recht gutes Ergebnis liefert,
wird sie im folgenden bei der Bestimmung der Struktur der U4/U6 snRNA three-
way junction zur Korrektur der MeBdaten herangezogen. Des weiteren dienen die
hier bestimmten minimalen und maximalen Orientierungsfaktoren zur Fehlerab-

schatzung in der Abstandsbestimmung.

4.3 SpleiBosomen

Im folgenden sollen zwei bereits in der Einleitung dargestellte Fragestel-
lungen bearbeitet werden. Zum einen soll die relative Orientierung der drei Heli-
ces in der U4/U6 snRNA three-way junction zueinander bestimmt werden, und
zum anderen die Struktur des in der 5’-terminale Schleife der U4 snRNA liegen-
den K-turn-Motifs. Hierbei ist insbesondere der EinfluB des 15.5K-Proteins auf die
Konformation des K-turns von Interesse. Dazu werden die aus den bisherigen

Untersuchungen an DNAs und RNAs gewonnenen Erkenntnisse genutzt.
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4.3 SpleiBosomen

4.3.1 U4/U6 snRNA three-way junction

Die Bestimmung von Knicken in DNA-Doppelstrangen (Kapitel 4.1.2) hat das
Potential der MFD-Technik aufgezeigt, durch die Anbringung von mehreren
Fluorophoren die 3D-Struktur von Molekilen zu determinieren. In den hier vor-
liegenden Untersuchungen ist diese Fragestellung auf ein biologisches System,
das SpleiBosom, erweitert worden. Die Proben in den Messungen zur three-way
junction basieren auf der Primarstruktur der humanen U4/U6 snRNA aus
Abbildung 1-4, wobei die einzelstrangigen Sequenzen auBer acht gelassen
werden. Um die Orientierung der drei Arme der three-way junction mittels
Triangulation zu bestimmen, werden entsprechend der Verfligbarkeit der nativen
Uracile vier Donor und vier Akzeptorstellen gewahlt, wie sie in Abbildung 4-24
dargestellt sind. Das Ziel der Untersuchungen ist es herauszufinden, welche zwei
der drei Helices koaxial aufeinander stapeln und welche Ausrichtung die dritte
Helix relativ dazu einnimmt. Es wird auch direkt in der 5’-terminalen Haarnadel-
schleife an Position 40 markiert, um einen eventuellen EinfluB der 15.5K und 61K
Proteine auf die Struktur und damit die Interfluorophorabstande beobachten zu
kénnen. Die Nomenklatur der untersuchten Abstande basiert auf der Numerie-

rung der Donor- und Akzeptorposition innerhalb des Duplex.
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Abbildung 4-24: Sekundarstruktur des untersuchten Ausschnitts der U4/U6 snRNA mit
Markierungspositionen Die three-way junction wird aus dem Duplex durch die Ausbildung einer
Haarnadelschleife innerhalb der U4 snRNA realisiert. Die Donormarkierungspositionen sind durch

Kreise, die des Akzeptors durch Quadrate gekennzeichnet.
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Die Auflistung der Sequenzen und Namen findet sich im Anhang.

4.3.1.1 Experimentelle Daten

Um Aussagen Uuber die relative Orientierung der drei die three-way-
junction definierenden Helices Stamm I, Stamm II und 5’-terminale Haarnadel-
schleife treffen zu kdnnen, sind MFD-Einzelmolekllmessungen der in Abbildung
4-24 dargestellten Proben durchgefiihrt worden. Die MeBbedingunen entsprechen
denen der vorhergehenden Untersuchungen: die Proben sind im Puffer A+ bei
einer Donorkonzentration von etwa 0,1 nM vermessen worden. Vor jeder
Messung sind die Korrekturparameter fir die Intensitaten in den grinen und
roten Kandlen bestimmt worden (gruner Hintergrund Bs; = 2,0-2,5 kHz, roter
Hintergrund Bg = 0,7 kHz, griine Detektionseffizienz gs = 0,36-0,40, rote Detek-
tionseffizienz gz = 0,54 und spektraler Crosstalk a« = 0,019). Diese sind zur Be-
rechnung der Energietransfereffizienzen und Abstande aus den experimentellen
Daten herangezogen worden. Die in Tabelle 4-7 aufgeflihrten Abstdnde resultie-
ren aus den Intensitatsmessungen und wurden nach GIl. 2-61 berechnet.

Die Fluororeszenzquantenausbeuten wurden Uber TCSPC-Ensemble-Lebens-
dauermessungen bezogen. Aufgrund der Ausbildung einer dreidimensionalen
Struktur durch das U4/U6 snRNA Duplex ist die Umgebung der Fluorophore je
nach Markierungsposition unterschiedlich, was sich in einer Variation der
Quantenausbeute widerspiegelt (siehe Tabelle 4-6).

Tabelle 4-6: Fluoreszenzquantenausbeuten der Farbstoffmarkierungen an der U4/U6

snRNA Bestimmt Uber Ensemble-TCSPC-Messungen. Die zugehdrigen Lebensdauerdaten

finden sich im Anhang in den Tabellen 15 und 16.

U4 D6 U4 D21 U4 D24 U4_ D40

ggﬁgﬁega“‘gbe“te 0,74 0,73 0,73 0,73
FD

U4_A62 U6_A52 U6_A57 U6_A64

Quantenausbeute 0,62 0,56 0,70 0,51

Akzpetor @,

Die Unterschiede sind vorrangig bei dem Akzeptor recht groB. Wie aus dem Ver-
gleich mit der Anbindung an DNA und RNA geschlossen werden kann (Kapitel 4.1
und 4.2.1.1), reagiert Cy5 sehr sensitiv auf Unterschiede in der Mirkoumgebung

mit Anderungen in der Quantenausbeute.

106



4.3 SpleiBosomen

Die zweidimensionalen Histogramme der Probe U4_D24 - U6_A57 aus den
Parametern Interfluorophorabstand, Anisotropie und Fluoreszenzlebensdauer des
Donors sind in Abbildung 4-25 dargestellt. Die Messung besitzt einen recht hohen
Anteil an nur Donor-markierten Einzelstrangen, was vermutlich auf eine schlech-
te Hybridisierung der Probe zurickzufiihren ist. Dies wird durch die niedrige
Anisotropie eines GroBteils jener langlebigen Spezies widergespiegelt, welche aus
der héheren Beweglichkeit des Donors in einem RNA-Einzelstrang resultiert. Ihre
Rotationskorrelationszeit liegt deutlich unterhalb derer, die flir die FRET-Spezies

bestimmt wurde. Flr letztere betragt diese nach der Perrin-Gleichung etwa 1,2

ns.
5., 50
e
%120 100
Abbildung 4-25: MFD-Ein-
100 - 100 zelmolekiilmessung eines
80-— I 180 Abstandes an dem U4/U6
g | snRNA Duplex Beispielmessung
< 60| L 160 der U4_D24 - U6_A57 Probe, dar-
o 3 gestellt in 2D-Histogrammen von
40 - i 140 Interfluorophorabstand und Aniso-
20 I . % . % . . tropie gegen die Donorlebensdauer.
I Die durchgezogenen Linen stellen
Gl. 3-3 (oben, mit 7pp=4,1 und
¢p=0,73) sowie  die Perrin-
Gleichung (GI. 2-17) bei einer
o0 Rotationskorrelationszeit von 1,2
ns (unten) dar. Die grau unterlegte
Flache stellt die nicht auflésbaren
Abstdnde dar. Korrekturparameter
'0'20 ' é ' ‘Il ' 100 siehe Anhang Tabelle 14.
TD(A) [ns] # Ereignisse

Die Resultate aller Messungen in Form von Abstanden sind in Tabelle 4-7 aufge-
listet. Neben den experimentellen sind die entsprechend dem Regime der ,lang-
samen Diffusion® korrigierten Daten dargestellt. Auf die Umrechnung wird im

folgenden Kapitel 4.3.1.2 eingegangen.
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Tabelle 4-7: Mittelungskorrigierte Abstinde aus MFD-Messungen der U4/U6 snRNA Die
Korrektur der Daten geschah nach der in Abbildung 4-26 aufgefiihrten Gleichung. Die Rohdaten
finden sich im Anhang (Tabelle 14, Abbildung 6). Der minimale und maximale Abstand resultieren

aus einem maximalen Wert von 2,20 und einem minimalen von 0,26 fiir «2 entsprechend Gl. 4-8.

Probe Abstand [A] Abstandmn [A]  Abstandmax [A]
U4_D21 - U6_A52 24,2 19,9 28,1
U4_D21 - U6_A57 26,6 21,9 30,9
U4_D21 - U6_A64 35,7 29,4 41,5
U4_D24 - U6_A52 29,0 23,8 33,7
U4_D24 - U6_A57 33,3 27,4 38,7
U4_D24 - U6_A64 46,9 38,6 54,5
U4_D40 - U6_A52 53,9 44,3 62,6
U4_D40 - U6_A57 55,3 45,5 64,3
U4_D40 - U6_A64 63,9 52,6 74,3
U4_D6 - U4_A62 58,2 47,9 67,7
U4_D40 - U4_A62 98,4 81,0 114,4
U4_D24 - U4_A62 47,1 38,8 54,8

Um einen eventuellen EinfluB der U4/U6 snRNA-spezifischen Proteine
15.5K und 61K auf die betrachteten Abstande zu untersuchen, sind die Messun-
gen in Gegenwart von den beiden Proteinen einzeln und zusammen wiederholt
worden. Die bereits mit dem Protein hybridisierten RNAs sind bis auf 0,1 nM
Donorkonzentration in Puffer A+ runter verdinnt worden. Um einer Dissoziation
des RNA/Protein-Komplexes vorzubeugen, ist bei den entsprechenden Messun-
gen das 15.5K Protein in einer Endkonzentration von 180 nM und das 61K Pro-
tein 600 nM hinzugefiigt worden. Zusatzlich wurde bei allen Messungen, die
Protein beinhalteten, die tragende Glasoberflache mit 0,1 g/l tRNA 15 min lang
passiviert, um einen Verlust des Proteins durch Adsorption an der Oberflache
vorzubeugen.

Bei den Messungen inklusive der Proteine konnte bei keiner der Proben eine
zusatzliche FRET-Spezies nachgewiesen werden. Bei der Bindung des 15.5K
Proteins alleine ist eine Konformationsanderung zu erwarten (siehe Kapitel 4.3.2
und (Wozniak et al. 2005)), die sich aber lediglich auf die Proben mit dem Donor

an Position 40 auswirkten sollten. Da sich diese Markierungsposition jedoch recht
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4.3 SpleiBosomen

nah an der K-turn-Bindestelle befindet, mag der EinfluB auf die Abstande inner-
halb der three-way junction vernachlassigbar sein. Eine durch die Bindung des
61K Proteins bedingte Konformationsanderung wurde bisher nicht postuliert und
konnte in den hiesigen Untersuchungen auch nicht nachgewiesen werden. Neben
der fehlenden Induktion einer Konformationsanderung kann als Grund fir das
Fehlen neuer Spezies auch ein schwacher EinfluB des Proteins auf die teilweise
sehr kleinen Interfluorophorabstande sein. Von einer korrekten Anbindung der
Proteine an die RNA wird hierbei ausgegangen, da jene mittels Gel-Shift-Essays
(personliche Mitteilung Dr. Stephanie Nottrott, AG Lihrmann, MPI flr Biophysi-

kalische Chemie, Goéttingen) nachgewiesen werden konnte.

4.3.1.2 Korrektur der MeBdaten und Aufstellung vom Modell der three-way-

junction

Um mittels der gemessenen Abstande eine Strukturvorhersage treffen zu
kdnnen, missen erstere zu allererst Mittelungskorrekturen unterworfen werden.
In einem weiteren Schritt soll der Fehler in der Abstandsbestimmung abgeschatzt
werden. Beides geschieht mit Hilfe der Erkenntnisse, die aus der RNA-Helix
Untersuchungen gewonnen worden sind (Kapitel 4.2). Die Bedingungen sind in
beiden Fallen bezlglich der verwendeten Fluorophore und deren Anbindung an
die RNA identisch, so daB von einer vergleichbaren Beweglichkeit ausgegangen
werden kann. Dies spiegelt sich unter anderem in der hohen gemessenen
Anisotropie wider (siehe Abbildung 4-25).

Die Messungen an der RNA-Helix haben ergeben, daB die Fluorophore eine relativ
zu der FRET-Transferrate langsame rotative und translative Diffusion vollziehen,
sprich daB sich die Fluorophore im Regime der ,langsamen Diffusion" befinden
(Kapitel 4.1.1.3). Die experimentellen Transfereffizienzen bzw. die daraus
geleiteten Absténde reprasentieren somit eine Mittelung aller Abstdnde und der
dazugehdérigen Orientierungen. Fiur die Strukturbestimmung missen jedoch aus
den experimentellen Daten die Abstande zwischen den mittleren Positionen der
Fluorophore bestimmt werden. Aus diesem Grunde wird wie bereits bei der
Strukturbestimmung der DNA-Helix der Unterschied zwischen dem helikalen
Modell und dem im Experiment vorliegenden Modell fir die RNA bestimmt und
daraus eine Korrekturfunktion berechnet. Mit Hilfe derer kdnnen Transfereffizien-
zen und Abstande, die dem helikalen Modell entsprechen, aus den gemessenen

Intensitaten bzw. Lebensdauern berechnet werden. Die aus der MD-Simulation
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an RNAs bezogene Umrechnungsfunktion vierten Grades findet sich in Abbildung
4-26.

Y =0,848 X+1,178 X>-0,658 X°-0,371 X*

1.0 . . . .
_ 0.8 7 Abbildung 4-26: Korrektur der experimen-
% 0.6 _ _ tellen Daten fiir ,,langsame Diffusion" Die in
= | Abbildung 4-22 dargestellten Transfereffi-
%0.4- . zienzen nach dem helikalen Modell und der
% 02'_ _ ~langsamen Diffusion® aus der MD-Simulation
< ] werden gegeneinander aufgetragen und eine
Korrekturfunktion dritten Grades bestimmt.
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Die Anwendung der Funktion auf die bei der Untersuchung der U4/U6 snRNA
three-way-junction bestimmten Abstande resultieren in den in Tabelle 4-7 aufge-
listeten korrigierten Abstdanden. Die Korrektur fUhrt dabei im allgemeinen zu
einer Reduktion der Absténde, die vor allem bei kleinen Abstanden sehr deutlich

ist.

Die Kenntnis der absoluten Interfluorophorabsténde kann nun dazu ge-
nutzt werden, diese mit den Abstéanden in der geraden RNA-Helix zu vergleichen
um schluBendlich zu ermitteln, welche zwei der drei Helices eine durchgangige
Helix bilden. Die experimentellen Bedingungen (adaquate Salzkonzentration)
sowie die zahlreichen ungepaarten Basen im Bereich der Kreuzung stellen gln-
stige Voraussetzungen fir die Ausbildung einer koaxialen Stapelung von Helices
dar (Lilley 2001). Daftur werden fir die drei mdglichen Stapelungen den jewei-
ligen Donor-Akzpetor-Paaren die Interfluorophorabsténde in Form von Basen-
paaren zugeordnet, wie sie bei einer durchgehenden Helix auftraten. Diese
dienen als Abszisse fur die korrigierten U4/U6-MeBdaten. Als Referenz einer
geraden Helix dienen nun die experimentellen sowie MD-simulierten Daten der A-
RNA Untersuchung (Kapitel 4.2). Es ist hierbei in Betracht zu ziehen, daB bei den
Helix-Messungen lediglich Abstdnde betrachtet worden sind, bei denen Donor
und Akzeptor an verschiedene Stréange gebunden sind. Aufgrund der komplexen
Assemblierung der three-way junction treten bei den hier aufgefihrten Messun-
gen jedoch auch MeBabstande auf, die einer Markierung desselben Stranges
entsprechen. Da sich die in der RNA-Helix gegenlberliegenden Basen in

Ganghdéhe und Gangwinkel unterscheiden, sind die Abstande zwischen zwei
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Fluorophoren, die beispielsweise zehn Basenpaare auseinander liegen, unter-
schiedlich je nachdem, ob sie sich im selben oder gegenuberliegenden Strang
befinden. Eine Analyse der A-RNA-Konformation (siehe Tabelle 1-1) hat hierbei
ergeben, daB dieser Unterschied durch einen Versatz um 2,73 Basen in der Helix

wiedergegeben werden kann.

A,, (helikalesModell) = A, (selberStrang) + 2,73 (Gl. 4-12)

Die Auftragung der korrigierten Abstdnde in Abhangigkeit von der Anzahl
an separierenden Basenpaaren zusammen mit den Referanzdaten aus dem
Kapitel 4.2 ist in Abbildung 4-27 zu sehen. Die Fehler sind Uber GIl. 4-8 mit Hilfe
der in Kapitel 4.2.1.1 abgeschatzten «2,;,- und x2,.-Werte (je 0,26 und 2,20)

berechnet worden (siehe Tabelle 4-7).
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Abbildung 4-27: Vergleich der U4/U6 snRNA-Messungen mit den RNA-Helix Daten Die
Zuordnung der U4/U6-Daten findet sich in Tabelle 4-8. Der Fehler berechnet sich nach GI. 4-8 mit
minimalen und maximalen Werten flir x2 von je 0,26 und 2,20. 5'-Stem-Loop = 5'-terminale

Haarnadelschleife.

Das Modell der Stapelung von Stamm I und Stamm II ist mit einem Ab-
stand deutlich unterreprasentiert. Leider konnten auch nicht alle gemessenen
Abstande in Betracht gezogen werden, da sie auBerhalb des Bereiches der an der
Referenzhelix gemessenen Abstdande liegen. Die Auflistung der zur Bestimmung
der U4/U6 snRNA three-way junction-Struktur mit einbezogenen Proben findet
sich in Tabelle 4-8.
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Tabelle 4-8: Proben fiir das Modell der koaxialen Helixstapelung Darstellung der U4/U6
snRNA Proben als Funktion des Abstandes in Basenpaaren. Flir auf dem gleichen Strang sitzenden
Donor und Akzeptor berechnet sich der Abstand nach GI. 4-7. Die Proben sind in die drei mdglichen
koaxialen Stapelungen der Helixarme Stamm I, II und 5’-terminalen Haarnadelschleife aufgeteilt.
Die dazugehérige graphische Aufstellung mit den Abstanden in A findet sich in Abbildung 4-27.

Modell der Helixstapelung Probe Abstand [bp]
O Stamm I - Stamm II U4_D6 - U4_A62 21,73
U4_D21 - U6_A52 11,73
<& Stamm I - 5'-term. Schleife U4_D24 - U6_A 52 14,73
U4_D40 - U6_A 52 20

U4_D21 - U6_A 57
Uu4_D21 - U6_A 64

A Stamm II - 5’-term. Schleife U4 _D24 - U6_A 57 10
U4_D24 - U6_A 64 13
U4 D40 - U6_A 57 16,73

Wie man der Abbildung 4-27 entnehmen kann, entsprechen die Abstande
zwischen Stamm II und der 5’-teminalen Haarnadelschleife am nachsten denen
einer geraden A-RNA Helix. Im Gegensatz dazu sind die Abstande zwischen
Stamm I und jeweils einer der beiden anderen Helices deutlich kleiner als flr
eine durchgangige Helix erwartet werden wirde. Daraus resultiert die These, daB
Stamm II und die 5’- teminale Haarnadelschleife aufeinander koaxial stapeln und
der Stamm I von dieser Achse weggerichtet ist. Da ferner die Abstande zwischen
Stamm I und der 5’- teminalen Haarnadelschleife besonders klein sind, kann des
weiteren angenommen werden, daB sich der Stamm I in Richtung der 5'-termi-

nale Haarnadelschleife und nicht dem Stamm II faltet.

4.3.2 K-turn der humanen U4 snRNA unter EinfluB vom 15.5K

Protein

Die 5’-terminale Haarnadelschleife der U4/U6 snRNA enthalt das K-turn
Proteinbindemotiv. Die Konformationsanderung durch Proteinanbindung soll an
dieser Stelle genauer untersucht werden. Die Faltung von RNA-Domanen, wie sie
der K-turn darstellt, geschieht haufig in der Dimension von Subnanometern,
kann sich aber in einer deutlichen Reorganisation der benachbarten Regionen

auswirken. Auf diese Weise kdnnen Konformationsanderungen verstarkt werden
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und somit fir FRET-Messungen zuganglich gemacht werden. Bei einem sehr
kleinen RNA-Motiv wie dem K-turn (s. Abbildung 1-6) besteht die Mdglichkeit,
durch Verlangerung der doppelhelikalen Arme zu beiden Seiten des Motivs jenes
zu vergréBern, und die Abstandsédnderungen somit zu verstarken. Durch
zusatzliches Anbringen von Donor- und Akzeptorfarbstoffen an die Enden dieser
Arme kénnen Anderungen in der RNA-Struktur direkt mittels FRET detektiert
werden. Die Umsetzung dieser Idee ist in dem Konstrukt Up1Down in Abbildung
4-28 zu sehen, wobei die grau unterlegten Basen die native Struktur des U4
snRNA K-turns (Abbildung 1-5) reprasentieren. Es wurde dabei die 5'-terminale
Haarnadelschleife auf der einen Seite des Motivs durch eine Doppelhelix,
bestehend aus sechs kanonischen Basenpaaren, ersetzt und die andere Seite mit
drei Basenpaaren verlangert. Die Erweiterung bzw. Modifikation des K-turn-
Motives war nicht nur zur Generierung von gentgend groBen Abstdnden fir die
FRET-Messungen notwendig, sondern auch um eine stabile Hybridisierung der

Probe zu erreichen und die Fluktuationen auf den K-turn alleine zu beschranken.

Da bekannt ist, daB Wechselwirkungen der Fluorophore mit den Basen am
Ende des Helixstammes zur Léschung flihren kénnen, wurden sowohl Donor als
auch Akzeptor Uber interne Aminomodifikationen drei Basen vom 3’-Ende ent-
fernt angebracht. Die Linkerlange ist so gewahlt worden, daB zum einen eine
hohe Beweglichkeit der Fluorophore eingehalten werden konnte und zum ande-
ren gleichzeitig weder die Faltung des K-turns noch die Bindung des 15.5K
Proteins gestért wiirde (siehe Abbildung 3-1). Das Endkonstrukt ist in Abbildung
4-28 als Up1Down zu sehen.
Um den EinfluB des herausstehenden Adenins nahe des K-turn-Motivs auf die
Faltung und Bindung zu untersuchen, wurde auch ein modifiziertes Bindungs-
motiv zur Untersuchung konstruiert (Up2Down in Abbildung 4-28). Dazu wurde
das Adenin entfernt und das GeU Paar durch ein G-C Watson-Crick Basenpaar
ersetzt. Zusatzlich ist auch ein RNA-Duplex zu Referenzzwecken untersucht
worden, in welcher das K-turn-Motiv vollstandig seiner bulges und Fehlpaarungen
entledigt und damit eine reine Watson-Crick Doppelhelix generiert wurde. Ihre
Struktur ist ebenfalls in Abbildung 4-28 unter dem Namen Up3Down zu sehen;
ihre Konformation kann mittels einer Standard-A-RNA reprasentiert werden. Die
Nomenklatur bezieht sich auf die hybridisierten Formen der Oligonukleotidse-

quenzen, wie sie im Anhang aufgefiuhrt sind. Daraus wird auch ersichtlich, daB
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der Donorstrang in allen drei Konstrukten identisch ist und das jeweilige

nur durch den Akzeptorstrang determiniert wird.

UplDown

Natives
Bindungsmotif

Up2Down

Modifiziertes
Bindungsmotiv

Up3Down

Ohne Bindungsstelle

Motiv

Abbildung 4-28: Konstrukte zur Untersuchung des K-turns Um den U4 snRNA K-turn FRET-

Messungen zuganglich zu machen, ist die native U4 snRNA 5’-terminale Haarnadelschleifen-

sequenz, wie sie durch die grau unterlegten Flachen indiziert ist, an beiden Seiten mit doppel-

helikalen Segmenten verlangert worden (UplDown). Zusatzlich zum nativen Motiv ist eine

modifizierte Sequenz, in welcher das herausstehende A und die GeU Fehlpaarung deletiert bzw.

ersetzt wurde, untersucht worden (Up2Down). Eine lineare A-RNA mit vollstandig fehlendem K-

turn Motiv wurde als Kontroll-RNA benutzt (Up3Down).

An den drei Konstrukten sind MFD-Einzelmolekiilmessungen vorgenommen

worden. Die Bestimmung der Abstdnde geschah hierbei Uber das Verhaltnis der

grinen zur roten Fluoreszenz, Fp and F,, welche aus den griinen und roten Signa-

len durch Korrekturen flr Hintergrund, Bs and Bg, Detektionseffizienzen, gs and

gr, und dem spektralen Crosstalk « nach GI. 2-53 und 2-54 berechnet worden

sind; typische Werte flr die hier vorliegenden Messungen sind dabei B =
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2,9 kHz, B = 0,9 kHz, g = 0,36 und gg = 0,53 und «= 0,019. Die Abstande
sind fir Werte von 0,52 fur die rote Quatenausbeute @, (Bestimmung mittels
Intensitatsmessung, s. Kapitel 3.2.2.1) und einen reduzierten Fdrsterradius Ry,
von 53,7 A berechnet worden. Die Annahme von einem Wert von 2/3 fur den
Orientierungsfaktor ¥ war durch die Messung der niedrigen Donoranisotropien
von 0,061, 0,068 und 0,108 flr jeweils die Referenz-RNA, das Duplex mit der
nativen Bindungsstelle alleine und letzterer im RNA/Protein Komplex gerecht-
fertigt (siehe Abbildung 4-30). Die Akzeptoranisotropien sind lediglich unter
FRET-vermittelten Anregung gemessen worden, so daB8 aus ihnen kein direkter
RlckschluB auf die Beweglichkeit zu ziehen ist. Da der flir die Akzeptoranbindung
benutzte Linker jedoch langer als der vom Donor ist, wird angenommen, daB die

Voraussetzung der dynamischen Mittelung auch hier erfillt ist.

4.3.2.1 FRET-Messungen ohne Protein

Die Graphen a bis c der Abbildung 4-29 zeigen jeweils die MeBergebnisse
der drei RNA-Duplices — Duplex inklusive Bindungsmotiv, Duplex mit dem modi-
fizierten Bindungsmotiv als auch die der Referenzhelix ohne Bindungsstelle. Die
Messungen sind alle in Puffer A+ bei einer RNA-Konzentration von 0,1 nM durch-
gefuhrt worden. Es sind die Haufigkeitshistogramme der Fluoreszenzlebensdauer
des Donors in Anwesenheit des Akzeptors 7ps) und der Interfluorophorabstand
Rps gegeneinander aufgetragen, resultierend in einem 2D-Histogramm, in wel-

chem die Ereignisdichte farbkodiert ist.

In allen drei Graphen sind zwei Spezies zu sehen. Die Spezies mit der
verkirzten Lebensdauer ist dabei die FRET-Spezies, die mit der langeren ist den
einzelstrangigen RNAs, welche nur den Donorfluorophor tragen, bzw. den
Duplices mit einem gebleichten Akzeptor (im weiteren nur Donor-tragende-
Spezies), zuzuordnen. Die Zuweisung eines Abstandes fir jene lediglich einen
funktionierenden Donorfluorophor tragende Molekiile liegt in der Streubreite des
Hintergrundsignals begriindet: Fir Ereignisse mit einem Uberdurchschnittlich
hohen roten Hintergrundsignal kann trotz Korrektur ein Abstand berechnet
werden, welcher in der Regel gréBer gleich 90 A ist. Entsprechend représentieren
diese Abstdande keine relevanten Werte, jedoch kann die Spezies dazu genutzt
werden, die Fluoreszenzlebensdauer in Abwesenheit des Akzeptors pp) als

Referenzwert im Graphen zu erhalten.
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Abbildung 4-29: MFD-Messungen am K-turn der U4 snRNA Graphen a) bis c) zeigen die 2D-
Histogramme der MFD-Einzelmolekilmessungen fir die Proben Up1Down, Up2Down und Up3Down.
Die steigende Anzahl an Molekilen ist mittels eines Farbgradienten dargestellt. Die Spezies mit
dem groBen Interfluorophorabstand reprasentiert die nur den Donor tragenden Molekile. Die
schwarze sigmoidale Linie beschreibt die gleichzeitige Anderung des Abstandes mit der
Donorlebensdauer fur alle moglichen FRET-Effizienzen ensprechend Gl. 3-3 mit zpg)= 2.9 ns, kgp =
0.16 ns’l. Die horizontale Linie I zeigt die nur Donor-tragende Population an, wahrend II und III
sich jeweils auf das Referenzduplex und das Duplex inklusive Bindungsmotiv beziehen. Graphen d)

bis f) zeigen die 2D-Histogramme flir die Proben, die zusatzlich das 15.5K Protein bei einer
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Konzentration von 220 nM enthalten. Eine neue Spezies, die durch die Linie IV hervorgehoben

wird, tritt bei den beiden Proben, die das K-turn Motiv enthalten, auf.

Der Vergleich der Graphen a und b der Abbildung 4-29 zeigt auf, daB3 der
Interfluorophorabstand der FRET-Spezies sich durch das Fehlen des herausste-
henden Adenins und des Austausches des GeU Paars durch ein G-C Paar nicht
andert. Somit konnte aus dem Intensitatsverhaltnis sowohl fir das native als
auch das modifizierte K-turn-Motiv eine FRET-Effizienz von 0,37 berechnet
werden. Bei einem reduzierten Férsterradius von 53,7 A ensprechen diese Effi-
zienzen zu einem Abstand von 56 +3 /3\, wobei der Fehler die Halbwertsbreite der
Verteilung der Spezies darstellt. In Graph b ist zu sehen, daB3 die Spezies, die nur
den Donorfluorophor enthalt, im Vergleich zu derselben Spezies in Graph a
deutlich dezimiert ist. Dies liegt in der hoéheren Hybridisierungseffizienz von
Up2Down relativ zu UplDown begrindet, welche wiederum durch die hdhere
Anzahl an Watson-Crick-Basenpaaren verursacht wird. Entsprechend besitzt die
Referenz-RNA Up3Down, welcher Fehlpaarungen und bulges jeglicher Art fehlen,
die héchste Hybridisierungseffizienz und zeigt fast gar keine nur Donor-tragende

Spezies (Graph ).

Die FRET-Spezies der vollstandig gepaarten Referenzduplex (Graph c der
Abbildung 4-29), welche eine gerade A-RNA darstellt, zeigt relativ zum nativen
und modifizierten K-turn-Motiv klar einen gréBeren Interfluorophorabstand auf.
So ist flr diese Moleklle eine FRET-Effizienz von nur 0,19 bestimmt worden, was
einem Abstand von 65 +2,5 R entspricht. Aus diesen Vergleichen 1Bt sich der
SchluB ziehen, daB die herausstehenden Nukleotide des K-turn-Motivs einen
Knick in der RNA-Helix hervorrufen und damit den Abstand zwischen den beiden
Helixarmen und damit den Fluorophoren verkleinern. Ein positiver oder negativer
Beitrag des herausstehenden Adenins und der GeU MiBpaarung an der Ausbil-

dung des Knicks konnte nicht beobachtet werden.

4.3.2.2 FRET-Messungen mit Protein

Um den EinfluB des 15.5K Proteins auf das K-turn-Motiv zu untersuchen,
sind die drei Konstrukte Up1Down, Up2Down und Up3Down auch in Anwesenheit
des Proteins MFD-Einzelmolekilmessungen unterworfen worden. Die bereits mit
dem Protein hybridisierten RNAs wurden abermals bis auf 0,1 nM Donorkonzent-

ration in Puffer A+ verdinnt. Um einer Dissoziation des RNA/15.5K-Komplexes
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vorzubeugen, wurde den Messungen das 15.5K Protein in einer Endkonzentration
von 220 nM hinzugefligt. Zusatzlich wurde bei allen Messungen, die Protein bein-
halteten, die tragende Glasoberflache mit 0,1 g/l tRNA 15 min lang passiviert,

um einen Verlust des Proteins durch Adsorption an der Oberflache vorzubeugen.

Graphen d bis f der Abbildung 4-29 zeigen die gleichen Proben wie die
Graphen a-c, jedoch unter der Zugabe des 15.5K Proteins. In allen Proben ist die
relative Anzahl an Molekilen, die nur den Donor tragen, fast vollstandig er-
schopft. Entsprechend sind die Populationen der doppelstrangigen Spezies, die
FRET zeigen, erhoéht. Fur die Proben, die das native und das modifizierte Bin-
dungsmotiv (Abbildung 4-28) aufweisen, erscheint eine neue Spezies mit einer
héheren FRET-Effizienz und damit einem geringeren Interfluorophorabstand, wie
er in der Graphik dargestellt ist. In der Referenzprobe ohne Bindungsmotiv ist
eine solche zusatzliche Spezies bei der Zugabe des 15.5K Proteins nicht aufzu-
finden (Vergleich Graph c und f). Dies demonstriert, daB die neue Spezies den
Komplex der spezifischen Bindung des 15.5K Proteins am K-turn-Motiv repra-
sentiert. Der kleine Abstand von 45 +2 A und die damit einhergehende hohe
FRET-Effizienz zeigen auf, daB die Proteinbindung den Knick in der RNA maB-
geblich verstarkt und die Helixarme einander naher bringt. Die Tatsache, daB
weiterhin zwei Spezies in der Messung zu sehen sind, welche die freie RNA-
Duplex und den RNA/Protein-Komplex reprasentieren, ist ein Hinweis darauf, daB3
erstere nicht vollstdndig an das 15.5K Protein gebunden hat. Demnach ist das
Experiment nahe den Gleichgewichtsbedingungen durchgefiihrt worden. Die
Gleichgewichtskonstante flr die Bildung des U4 snRNA/15.5K-Komplexes wurde
von (Watkins et al. 2000) auf 20 nM bestimmt. Eine Bestimmung der
Gleichgewichtskonstante aus der Anzahl der Bursts der beiden Spezies, welche
die RNA-Duplex und den RNA-Protein-Komplex darstellen, ist aufgrund von
Unsicherheiten in der effektiven Probenkonzentration, die durch die Adsorption

der Probe an die Glasoberflache verursacht wird, nicht mdglich.

Um sicherzustellen, daB8 die nicht mit dem Protein assoziierte Spezies, die
sowohl in Abwesenheit als auch in Anwesenheit des 15.5K Proteins zu sehen ist
(hervorgehoben durch Linie III in Graph a und d der Abbildung 4-29), nicht
selbst die Mittelung einer schnellen Dynamik zwischen der gefalteten und einer
noch offeneren Konformation darstellt, sind diese Daten einer speziesselektiven
FCS-Analyse unterworfen worden (Felekyan et al. 2005; Margittai et al. 2003)

(Daten nicht dargestellt). Dazu wurden die Photonen dieser Spezies zusammen-
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gefaBt und eine Kreuzkorrelation der grinen gegen die roten Photonen durch-
gefuhrt. Eine Antikorrelation des Signals, wie sie aus Fluktuationen im Inter-
fluorophorabstand resultieren wirde, ist bis in den Zeitbereich von 10 us nicht
beobachtet worden. Sehr starke Fluktuationen wirden sogar bis im sub-us-
Bereich sichtbar sein; aber auch dort konnte kein auffalliger Term festgemacht

werden.

Aus den oben aufgefiihrten MFD-Messungen lassen sich neben der Lebens-
dauer und dem Abstand zudem die stationdare Anisotropie flir jeden Burst
bestimmen. Sie ist ein MalB3 fur die Korrektheit der Annahme von 2/3 fir x2. In
der Abbildung 4-30 ist in einem 2D-Histogramm die Donoranisotropie rg in
Abhéangigkeit von 7ps) fur a) den Up1Down/15.5K-Komplex und b) die Referenz-
helix Up3Down dargestellt. Die Anisotropie des RNA/Protein-Komplexes betragt
dabei 0,108, die der alleinigen Duplex 0,068. Die Referenzhelix in Graph b besitzt
eine Anisotropie von 0,061. Das Einsetzen der Perrin-Gleichung (Gl. 2-17) in den
Graphen in Form einer blauen Kurve liefert fir beide Experimente eine Rota-
tionskorrelationszeit von p = 0,45 ns. Die Konsistenz der Rotationskorrelations-
zeiten flr beide Messungen bzw. alle drei Spezies veranschaulicht, daB die
Beweglichkeit des Donorfluorophors in allen Fallen gleich ist und weder durch den

K-turn noch die Proteinbindung beeinfluBt wird.
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Abbildung 4-30: Anisotropiebestimmung aus den K-turn MFD-Messungen 2-D-Histogram-
me der griinen Anisotropie vs. Donorfluoreszenzlebensdauer in Anwesenheit des Akzeptors fir a)
den UplDown/15.5K-Komplex und b) die Referenzhelix Up3Down. Die blaue Kurve beschreibt die

Perrin-Gleichung bei einer Rotationskorrelationszeit von 0,45 ns (Gl. 2-17).
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4.3.2.3 EinfluBB von Salzen auf den K-turn

Um zu untersuchen, inwiefern die Faltung des K-turns ionenabhangig ist,
sind hier die intramolekularen Abstande der Molekille Upl1Down - dem nativen
Bindungsmotiv - und Up3Down - der Referenzhelix — im 90 mM Tris-Borat-Puffer
mit steigenden Mg®*- and Na*-Konzentrationen von jeweils 0 bis 5 mM bzw. 0 bis
200 mM gemessen worden. Die Ergebnisse der MFD-Einzelmolekilmessungen
sind in Abbildung 4-31 gegen die entsprechenden Endkonzentrationen an NaCl
und MgCl, aufgetragen. Fiir Messungen ohne Na* und Mg?*-Ionen wurde EDTA in

einer Konzentration von 2 mM hinzugegeben.
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Abbildung 4-31: Salzabhadngigkeit des Abstandes Abhéngigkeit des Interfluorophorabstandes
von der Magnesium- (W) und Natriumkonzentration (4) in logarithmischer Auftragung flir das
native Bindungsmotiv (Graph a und b) und fur die Referenzhelix (Graph c und d), bestimmt Uber
MFD-Einzelmolekllmessungen.

Alle vier MeBreihen - zwei Proben unter dem EinfluB von zwei unterschied-
lichen Ionenarten - weisen einen Abfall des Abstandes mit steigender Ionenkon-
zentration auf (Graph a bis d der Abbildung 4-31). Im Falle des U4 snRNA K-
turn-Motivs induzieren die Na*-Ionen einen Konformationslibergang bei einer
Konzentration zwischen 20 und 100 mM, wahrend in Gegenwart von Mg?*-Ionen
dieser Ubergang schon unterhalb einer Konzentration von 0,1 mM Mg** statt-
findet. Hierbei ist noch anzufilhren, daB der EinfluB von Mg?**- und Na*-Ionen

nicht unabhangig voneinander ist. Die Kombination von Mg?* und Na*, wie sie in
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den Messungen der drei Konstrukte mit und ohne Protein im Puffer A benutzt
wurde, fihrt zu einer abermaligen schwachen Verkirzung der gemessenen Ab-
stande (siehe Abbildung 4-29). Die hier aufgefiihrte gemessene Salzabhangigkeit
laBt vermuten, daB das ungefaltete U4 snRNA K-turn-Motiv eine Struktur anneh-

men kann, welche durch die Bindung von Na* und Mg?*-Ionen stabilisiert wird.

Um den EinfluB der Ionen auf den K-turn interpretieren zu kénnen, sind
die gleichen Messungen zusatzlich an der Referenzhelix durchgefiihrt worden.
Auch hier zeigt sich eine Abhangigkeit der Abstdnde von der Ionenkonzentration
(Graph c und d), obwohl diese etwas schwacher ausgepragt ist. Des weiteren ist
kein sprungartiger Konformationsiibergang innerhalb des untersuchten Ionen-
konzentrationsbereiches wie bei der nativen K-turn-Duplex festzustellen, sondern
eher ein stetiger Abfall des Abstandes mit steigender Ionenkonzentration.

Die Tatsache, daB sowohl Na* als auch Mg?®* nicht nur einen EinfluB auf die Kon-
formation der U4 snRNA K-turn-Duplex sondern auch auf die gerade, vollstandig
gepaarte Referenzhelix haben, |aBt darauf schlieBen, daB es auch unspezifische
Wechselwirkungen der Ionen mit der RNA gibt, welche sich auf den Abstand
auswirken. Dies erfordert eine weitergehende Diskussion (siehe Kapitel 5.3.2).
Hinzu kommt, daB sich die gemessenen Intensitatsverhaltnisse und die
resultierenden Abstande nur schwach mit der Salzkonzentration dndern, wenn
man sie mit dem EinfluB der Bindung des 15.5K Proteins vergleicht: Das Protein
reduziert den Abstand in der nativen Helix um weitere 11 A bei einem bereits
gesattigten EinfluB der betrachteten Ionen. AbschlieBend laBt sich also sagen,
daB die Ionen sowohl spezifischen als auch unspezifischen EinfluB auf das K-turn-
Duplex haben, jedoch nicht die starke Konformationsanderung wie das 15.5K

Protein induzieren kénnen.

Hierbei soll angemerkt werden, daB mit fallender Salzkonzentration eine
Depopulation der FRET-Spezies und eine Steigerung der nur den Donor tragen-
den Spezies zusatzlich zur Anderung des Interfluorophorabstandes beobachtet
wird. Dies demonstriert die Abhangigkeit der Hybridisierungseffizienz von Katio-
nen, die ein Annahern von zwei negativ geladenen Strangen ermdéglichen und die
doppelhelikale Struktur stabilisieren. An dieser Stelle wird auch der Vorteil der
Einzelmolekllmessung im Vergleich zu Ensemblemessungen demonstriert, da
letztere die Verlagerung der Populationen von einer internen Anderung der FRET-
Effizienz nicht unterscheiden kdénnte und entsprechend fehlerhafte Abstande

liefern wirde.
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4.3.2.4 Vergleich mit Molekulardynamik-Simulationen

Da die FRET-Effizienz von der relativen Orientierung des Donors und des
Akzeptors zueinander abhangt, ist es wichtig, daB die Fluorophore eine hohe
Rotationsfreiheit haben und somit eine schnelle Mittelung ihrer Orientierungen
gewahrt wird. Aus diesem Grunde sind flr die Fluorophoranbindung Linker von 6
A Lange fir den Farbstoff Alexa488 und 12 A fir Cy5 benutzt worden. Dies fihrt
jedoch gleichzeitig zu einer Unsicherheit in der Fluorophorposition. Um jene zu
quantifizieren und um die mittlere Fluorophorposition zu bestimmen, wurden von
Gunnar Schrdéder aus der Gruppe von Prof. Grubmuller (MIP fir Biophysikalische
Chemie, Goéttingen) Molekulardynamik-Simulationen der an die RNA gebundenen
Fluorophore durchgeflihrt. Die Annahmen und die Bedingungen der Simulation
gleichen denen der DNA- und RNA-Helix. Es sind lediglich sterische Hinderungen
in Betracht gezogen worden, die elektrostatischen Interaktionen sowie der Ein-
fluB von Lésungsmitteln wurden auBen vor gelassen. Auch hier kann eine starke
Wechselwirkung der Fluorophore mit der RNA basierend auf den gemessenen
Donoranisotropien und der Rotationskorrelationszeit von 0,45 ns (siehe Kapitel
4.3.2.2) ausgeschlossen werden. Die erhaltenen Positionen und Orientierungen
reprasentieren das groBtmdgliche Ensemble, welches den sterischen Einschran-
kungen der RNA und der Linker gehorcht.

Um also die Qualitat der multiparameter-FRET-Abstandsmessungen zu
Uberprifen, sind die hier untersuchten RNA-Molekile UplDown und Up3Down
zusammen mit den Fluorophoren modelliert und letztere MD-simuliert worden.
Zur Beschreibung der Referenz-RNA ohne K-turn-Motiv wurden Aminoallyl-
modifizierte Thymidine inklusive der Linker und der Fluorophore an eine A-RNA
modelliert. Aus den 10.000 Punkten der mittels der MD-Simulation erhaltenen
Fluorophorpositionen (siehe Abbildung 4-32) wurde die mittlere Position des
Donor- und des Akzeptorfluorophors berechnet. Um die experimentell
bestimmten Abstande mit den MD-Simulationen vergleichen zu kénnen, wurde
der Abstand zwischen jenen mittleren Positionen bestimmt. Die entsprechenden
Fehler wurden aus der Standardabweichung der einzelnen Verteilungen
berechnet. Fir die modellierte gerade A-RNA, die die Referenzhelix darstellt,
wurde ein Mittelpunktsabstand von 60 £9,5 & bestimmt (Abbildung 5-8A), was
recht gut mit dem experimentellen Wert von 64 2,5 A aus der MFD-FRET-

Messung uUbereinstimmt.
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Abbildung 4-32: MD-Simulation
der Fluorophore am Up3Down
Konstrukt Verteilung von Alexa488
(grau) und Cy5 (schwarz) an der A-
RNA Up3Down. Es sind jeweils nur
die Referenzatome (siehe Anhang)
des entsprechenden Fluorophors in

10.000 Konformationen aufgezeigt.

Zur Modellierung des UplDown-Konstuktes wurde die von Vidovic et al.
bestimmte Struktur des kristallinen U4 snRNA K-turn/15.5K-Komplexes herange-
zogen (Vidovic et al. 2000) (Abbildung 1-7). Diese Struktur zeigt eine stark ge-
nickte Konformation des U4 snRNA K-turn-Motivs in Gegenwart des 15.5K
Proteins. Die Bestimmung der Fluorophorverteilung an dieser Struktur und der
daraus resultierende Mittelungsabstand kann dazu benutzt werden, die Struktur
des U4 snRNA- K-turn/15.5K Komplexes in Losung im Vergleich mit der Struktur
im Kristall zu diskutieren. So wurden an die R&ntgenkristallstruktur die
verlangerten Arme in Form einer A-RNA sowie die bereits flir die Referenzhelix
MD-simulierten Fluorophorwolken dran modelliert. Das Ubernehmen der MD-
simulierten Fluorophorverteilungen von der Referenzhelix war aufgrund der

identischen Umgebung der Fluorophore madglich. Des weiteren zeigt die Fluoro-
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phorwolke des Up3Downs bereits, daB3 sich die Verteilungen eher zu den Enden
der Helix und nicht zur Mitte hin orientieren, wo der Knick die Verteilung even-
tuell beeinflussen koénnte. Die MD-Simulation liefert diesmal einen Abstand
zwischen den Mittelpunkten der Donor- und Akzeptorwolke von 42 11 A
(Abbildung 5-8B). Dies ist in guter Ubereinstimmung zu den 45 +2 A aus den
MFD-FRET Messungen, die fur den UplDown/15.5K-Komplex bestimmt worden
sind.

4.3.2.5 Abschétzung von Winkeln

Die interhelikalen Winkel sind auf der Basis der FRET-Abstande berechnet
worden, woflr angenommen wurde, daB die Helix im Phosphatrickgrat des
Donorstranges zwischen den Basen G9 und A10 knickt. Es ist ferner angenom-
men worden, daB sich die Fluorophore auf der helikalen Achse befinden. Ihr
axialer Abstand vom Knick ist durch Aufteilung des experimentell bestimmten
Abstandes von 65 A zwischen dem Donor- und dem Akzeptorfluorophor an der
linearen Referenz-RNA proportional der Anzahl der Basenpaare in jedem heli-
kalen Arm bestimmt worden. In der Berechnung ist die kleine mittlere Abwei-
chung der Fluorophore von der Achse sowie eine mégliche Rotation der helikalen
Arme vernachlassigt worden. Der Fehler der Winkel ist durch eine abermalige
Kalkulation der Winkel mit einer Verlangerung/Verklrzung der Interfluorophor-
abstédnde um die mittlere Linkerlange, wie sie aus den MD-Simulationen
abgeleitet wurde, abgeschatzt worden.

Nach dieser Berechnung ergibt sich fir die RNA-Duplex mit dem K-turn-Motiv ein
Winkel von 76° £15° zwischen den Helices. Die Zugabe des 15.5K Proteins und
die damit verbundene Komplexbildung reduziert den Winkel auf 48° £15°, wie
aus den gemessenen Abstdnden von 45 2 AR geschatzt werden kann. Eine
genauere Berechnung der Dreh- und Knickwikel kénnte durch den Einsatz von
mehreren Abstanden zwischen den Helixarmen erreicht werden, wie dies bei den

DNA-Knicken angewandt worden ist.

4.4 MFD-Imaging

In Ldésung durchgefuhrte Untersuchungen an Biomolekilen stellen eine
lebensnahe und einfache Madglichkeit dar, das Molekll von Interesse unter

kontrollierten Bedingungen zu charakterisieren. Die Struktur und Dynamik des
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4.4 MFD-Imaging

Moleklls kann unter EinfluB von Temperatur, unterschiedlichen Salzkonzentra-
tionen und weiteren organischen Zusatzen untersucht werden. Ebenfalls die
Wechselwirkung von multiplen Biomolekilen kann in waBrigen Medien nach-
gewiesen und charakterisiert werden. Um das komplette Bild der Funktion eines
Makromoleklls jedoch in seiner nativen Umgebung beschreiben zu kénnen,
wurde in den letzten Jahren die konfokale Fluoreszenzmikroskopie in Zellen stark
entwickelt. Sie ermdglicht die Lokalisation von bestimmten Molekllen in der
Zelle. Zu diesem Zwecke miussen die Proteine jedoch haufig Uberexprimiert
werden. Die hohe Detektionseffizienz des MFD-Aufbaus hingegen ermdglicht die
Messung von niedrigeren Konzentrationen. Zudem werden nicht nur die
Intensitat, sondern auch Anisotropie und Lebensdauer detektiert. Analog den
Einzelmolekll-MFD-Experimenten kdénnen FRET-Bilder generiert werden. Damit
lassen sich Interaktionen ortsaufgelést in der Zelle beobachten. In einem
weiteren Auswerteverfahren ist zusatzlich die Mdglichkeit gegeben, die Photonen
aus einer Auswahl an Bildpunkten zu korrelieren. Auf diese Weise kann die
Beweglichkeit des Moleklils in der Zelle dargestellt werden. Die folgenden aufge-
fuhrten Messungen stellen die Machbarkeitsuntersuchungen zur Detektion von

Fluoreszenz in Zellen dar.

4.4.1 Diffusionsmessungen in Sepharose-Kugeln

Um das Potential des MFD-Imagings, FCS-Untersuchungen in Zellen durch-
flhren zu kdénnen, aufzuzeigen, sind Fluoreszenz-Messungen in Sepharose-
Kugeln durchgefuhrt worden. Die Sepharose-Kugeln stellen ein im Vergleich zu
der waBrigen Umgebung dichteres Medium dar. Es wird erwartet, daB das Sepha-
rose-Netzwerk die Diffusion von den sich darin befindenden Molekilen relativ zur
Diffusion auBerhalb der Kugel verlangsamt. Dieser Effekt soll mittels MFD-
Imaging an Rh110 und der den 3A-bulge enthaltenden, Alexa488-markierten
DNA-Helix (siehe Kapitel 4.1.2) in den Sepharose-Kugeln veranschaulicht
werden. Die Ergebnisse der Messungen sind in der Abbildung 4-33 dargestellt.
Die Sepharose-Kugeln heben sich bereits in den Intensitatsbildern (a) vom Puffer
aufgrund der unterschiedlichen Aufenthaltswahrscheinlichkeiten der fluores-
zierenden Molekile innerhalb und auBerhalb der Kugeln ab. Wahrend das Rh110
sich in den Sepharose-Kugeln ansammelt (Kugel heller als Hintergrund), ist die
Aufenthaltswahrscheinlichkeit der DNA aufgrund ihres viel héheren Molekular-

gewichtes auBerhalb der Kugel héher (Kugel dunkeler als Hintergrund).
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Abbildung 4-33: MFD-Imaging-Aufnahmen von Flourophoren innerhalb und auBerhalb

von Sepahrose-Kugeln. Detektion von jeweils 20x20 Pixeln bei einer Pixeldauer von 300 ms. In
Graph a) ist die Intensitat der Fluoreszenz, in b) die zugehdérige Anisotropie dargestellt. Die FCS-
Kurven in Graph c) resultieren aus den in Graph a) farblich markierten Pixel innerhalb (grin) und
auBerhalb (rot) der Kugel. Es ist sowohl die Diffusion von Rh110 (A) als auch die von dem mit
Alexa448-markierten DNA-Duplex mit dem 3A-bulge (Abb. 4-10)(B) untersucht worden.

Ein Unterschied in der Beweglichkeit der beiden Probemolektle Rh110 und DNA-
Helix ist bereits in der Anisotropie, wie sie aus den Rohsignalen der Intensitat in
den Detektoren der parallelen und der senkrechten Polarisationsrichtung berech-
net worden ist, zu sehen: in beiden Fallen ist die Anisotropie innerhalb der Kugel
hoéher als auBerhalb, wobei der Effekt bei der DNA-Helix starker ist. Eine Quanti-
fizierung der Beweglichkeit in Form der Diffusionszeit liefert die FCS der Pixel
innerhalb und auBerhalb der Kugel: Die Auswahl auBerhalb der Kugel (rot) liefert
fir beide Probemolekile eine FCS-Kurve mit einer kirzeren Diffusionszeit als
innerhalb (grtn). Fir Rh110 liegt die Diffusionszeit im Puffer im sub-ms-Bereich
und steigt in der Kugel auf mehrere ms an (Graph A-c der Abbildung 4-33). Die
geknickte DNA-Helix mit dem 3A-bulge diffundiert selbst durch das Anregungs-
volumen innerhalb von einigen ms, was durch die Sepharose-Kugel auf etwa 20
ms verlangsamt wird (Graph B-c der Abbildung 4-33). Die vorliegenden Messun-

gen demonstrieren somit die Mdglichkeit, die Beweglichkeit von Fluorophoren in
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4.4 MFD-Imaging

einer MFD-Messung im Rasterverfahren anhand von pixelselektiver FCS quantifi-

zieren zu konnen.

4.4.2 Fluoreszenzhintergrund in Zellen

Um Messungen von fluoreszierenden Proben in Zellen bei einer piko- bis
mikromolaren Konzentration durchfihren zu kénnen, missen die MeBbedingun-
gen so gewahlt werden, daB8 der von der Autofluoreszenz der Zellen stammende
Hintergrund in so niedrig wie mdglich ist. Es ist bekannt, daB die Autofluoreszenz
bei Anregung mit grinem und blauen Licht starker als bei rotem Licht ist. Bei
Messung von FRET und Benutzung von hellen Fluorophoren, wie sie die Fluoro-
phore im grinen und blauen spektralen Bereich darstellen, ist jedoch eine Licht-
quelle im Wellenlangenbereich um die 500 nm unabdingbar. Aus diesem Grunde
sollen zu allererst die Bedingungen der Zellkultur so gewahlt werden, daB3 die

Autofluoreszenz bei dieser Anregung so klein wie maéglich ist.

Die SS6 Hela-Zellen werden fir gewohnlich in DMEM-Medium kultiviert,
welches Phenolrot zur Kontrolle des pH-Wertes enthalt. Phenolrot ist selbst bei
Anregung mit 496,5 nm nicht fluoreszent, aber es besteht die Vermutung, daB es
in der Zelle zu einer fluoreszenten Substanz umgewandelt wird. Des weiteren ist
Riboflavin, welches ein essentieller Bestandteil von Nahrmedien ist, selbst fluo-
reszent. Aus diesem Grunde sind Nahrmedien ausgewahlt worden, die die
aufgefihrten Inhaltsstoffe in maoglichst niedriger Konzentration enthalten. Die
Zellen sind folglich vor den Imaging-Messungen mindestens eine Woche lang in
den Medien DMEM, welches kein Phenolrot enthdlt, und in F12 sowie M199
kultiviert worden. Die jeweilige Konzentration an den Zusatzstoffen Phenolrot

und Roboflavin in den Medien ist in Tabelle 4-9 aufgeflhrt.

Tabelle 4-9: Konzentration an Phenolrot und Riboflavin in den verwendeten Nahrmedien

DMEM +
DMEM F12 M199
Phenolrot
Phenolrot 15 mg/L --- 1,2 mg/L ---
Riboflavin 0,4 mg/L 0,4 mg/L 0,037 mg/L 0,01 mg/L

Die in den Medien kultivierten Zellen sind im konfokalen Imaging-Aufbau
(Kapitel 3.2.3.4) im Rasterverfahren abgebildet worden (siehe Abbildung 4-34).
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4 Ergebnisse

Dabei zeigen alle Zellen eine niedrigere Autofluoreszenz auf als in herkdmmlichen
DMEM mit Phenolrot kultivierte Hela-Zellen. Die Fluoreszenzzahlrate im Zellkern,
welcher im allgemeinen nur wenig Autofluoreszenz aufweist, betragt flr die hier
aufgefihrten Medien mit einer sehr niedrigen Riboflavinkonzentration (F12 und
M199) jeweils 39 kHz relativ zu 45 kHz im DMEM-Medium. Es ist zudem auf die
Spitzenzahlrate in den Zellen als ganzes hinzuweisen, die flr die im F12-Medium
kultivierten Zellen mit Abstand am niedrigsten ist (vergleiche Intensitatsskala der
Graphen a)-c) der Abbildung 4-34).

200 kHz 70 kHz 200 kHz

0 kHz 0 kHz
b) c)
Abbildung 4-34: MFD-Imaging der Autofluoreszenz von Hela-Zellen. Die Messungen sind in
den Medien a) DMEM; b) F12; c) M199 durchgeflihrt worden. Die Fluoreszenzzahlrate an der

markierten Position ( ® ) betragt jeweils 45, 39 und 39 kHz. Die Anregungsleistungsdichte betrug
57 kW cm™2.

Bei den in den Zellen gemessenen Zahlraten sind einzelne Fluorophore nur
schwer nachzuweisen. Bei Konzentrationen im pM-Bereich sollten jedoch

Fluoreszenzmessungen in Form von FCS-Untersuchungen méglich sein.
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5 DISKUSSION

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Einzelmolekil-Messungen an
Oligonukleotiden haben die Méglichkeiten der MFD-FRET-Technik auf dem Gebiet
der absoluten Abstandsmessungen demonstriert. Im Falle der Messungen an
DNAs konnte dank verbesserter Korrekturansatze eine sehr hohe Genauigkeit
erzielt werden. Dabei ist deutlich geworden, wie groB die Bedeutung der Mitte-
lungsregimes (van der Meer et al. 1994) ist. Es wurde herausgehoben, wie stark
die Rolle der Zeitskala der Fluorophorbewegung ist, wenn der Fluorophor einen
groBen Raum abtasten kann. Davon sind insbesondere kleine Abstande
beeinfluBt, welche sich zudem aufgrund des madglichen Interfluorophorkontaktes

als problematisch erweisen.

Im Laufe der Arbeit sind mehrere Mdglichkeiten der 3D-Strukturbestim-
mung demonstriert worden. Es wurde die Determinierung von Knicken im
dreidimensionalen Raum anhand von DNAs aufgezeigt, der Knickwinkel in RNAs -
induziert durch Proteinbindung - sowie die Orientierung der drei Helices einer
RNA three-way junction zueinander bestimmt. Dabei hing die Genauigkeit der
Strukturbestimmung von der Anzahl der betrachteten Absténde ab.

Bei den Messungen an RNAs sind wir dabei auf die Problematik von kurzen Lin-
kern gestoBen, die einen starken EinfluB auf den Orientierungsfaktor besitzen
und zudem eine Beeinflussung der Quantenausbeute der Fluorophore zur Folge
haben. Somit kdnnen dieser Arbeit gute Bedingungen flr FRET-Messungen

entnommen und neuartige Korrekturansatze abgeleitet werden.
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5 Diskussion

Die Machbarkeitsstudien zu Fluoreszenzmessungen in Zellen haben die
Moglichkeit der pixelweisen MFD-Parameterbestimmung demonstriert und zeigen

eine Perspektive auf Einzelmolekllmessungen in Zellen auf.

5.1 DNA-Helix

Die DNA stellt ein hervorragendes Modellsystem dar, da viel Uber ihre
Struktur bekannt ist. Die an ihr durchgefiihrten Messungen dienen vornehmlich
der Demonstration der Genauigkeit der MFD-FRET-Technik im Einzelmolekdil-
regime zur Strukturanalyse. Dabei werden neue Erkenntnisse flir die Technik
gewonnen, wie die Bedeutung der raumlichen Verteilung der Fluorophore bei
langen Linkern flr die gemessenen FRET-Effizienzen. Zudem konnten die in der
Literatur beschriebenen sequenzabhdngigen UnregelmaBigkeiten in DNA-Helices
reproduziert sowie durch herausstehende Basen generierte Knicke in der Helix

genaustens charakterisiert werden.

5.1.1 Gerade Helix

Zur Eichung der MFD-FRET-Messungen sind experimentelle Einzelmole-
kildaten mit Molekulardynamik-Vorhersagen verglichen worden. Es sind hierzu
zwoOIf unterschiedliche intrahelikale Abstéande - realisiert durch Verschachtelung
von drei Donor- und vier Akzeptorpositionen - untersucht worden, wodurch die
Einbeziehung von kleinen bis hin zu groBen Abstanden gewahrleistet wurde (Ab-
bildung 4-1). Es ist aus der Literatur bekannt, daB die Ermittlung von absoluten
Abstanden auf der ganzen Skala von niedrigen bis hin zu hohen Transfereffi-
zienzen problematisch sein kann. Dabei ist flir gewdhnlich ein einfacher Korrek-
turfaktor eingefihrt worden, welcher lediglich auf einen systematischen Fehler
zurlckgefihrt wurde. Durch den Vergleich der MeBdaten mit MD-Simulationen
sollte hier die physikalische Ursache fur die Unterschiede herausgefunden
werden. Dies ist durch die Betrachtung von verschiedenen Mittelungsregimes und

die Analyse von Antikorrelationen bei kleinen Abstanden erreicht worden.

5.1.1.1 Experimentelle Daten zeigen ein helikales Férstermodell auf

Bereits die erste Betrachtung der MeBdaten zeigte auf, daB die FRET-

Effizienz nicht stetig mit steigender Anzahl an separierenden Basen sank. Zu dem
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5.1 DNA-Helix

sigmoidalen Verlauf der Transfereffizienz nach Férster kam eine zusatzliche
sinusférmige Uberlagerung hinzu (Abbildung 4-3), die aus dem treppenartigen

Ablaufen der Fluorophore um die Helix resultiert (siehe Abbildung 5-1).

Abbildung 5-1: Helikales Modell Die Scheiben stellen die
Basenpaare dar, die Punkte die sich treppenartig aufbauende

Sequenz bzw. die mittlere Position der Fluorophore. Definiert wird
die Helix Uber die Parameter Ganghbhe (rise, zp,) und

Gangwinkel (twist, dpp).

Der Vergleich der experimentellen Daten mit denen aus MD-Simulationen
resultierenden und auf der durchschnittlichen Position der Fluorophore basie-
renden FRET-Effizienzen zeigte sowohl systematische als auch individuelle Abwei-
chungen. Es ist somit flr absolute Abstandsbestimmung aus FRET-Messungen
nicht hinreichend, die raumliche Verteilung der Fluorophore auf eine mittlere
Position zu reduzieren. Aus diesem Grunde sollte im weiteren die in der MD-
Simulation bestimmte dreidimensionale Verteilung der Fluorophore und der
Orientierungen der Ubergangsdipolmomente bei der Energietransferbestimmung

bertcksichtigt werden.

5.1.1.2 Die Fluorophore unterliegen einer ,schnellen Rotation"

Bei der Bestimmung von Energietransfereffizienzen spielt die Zeitskala der
Fluorophordynamik relativ zur Energietransferrate eine groBe Rolle. Dabei wird
zwischen dynamischen und statischen Regimes bezliglich der Dipolorientierung
als auch der Position des Fluorophors im Raum unterschieden. Die Anwendung
von unterschiedlichen Mittelungsregimes - der ,schnellen Rotation™ sowie ,lang-
samen Diffusion™ (Kapitel 4.1.1.2) neben dem oben bereits erwahnten helikalen
Modell - auf die simulierte Fluorophorverteilung hat ergeben, daB erstere die
Mittelungsdynamik der Fluorophore am besten reprasentiert. Somit folgt

gleichzeitig, daB die aus den FRET-Messungen resultierenden Abstande nicht
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direkt physikalische Dimensionen darstellen. Die Voraussetzung, daB flir die
Fluorophore eine mittlere Position angenommen werden kann, ist speziell fir

kleine Abstande fehlerhaft.

Aus den MD-Simulationen der Fluorophore an der Proben-DNA war es
mdglich, FRET-Effizienz-spezifische Korrekturen herzuleiten, um aus den experi-
mentellen Daten Abstdnde, die denen des helikalen Modells entsprechen, zu
bestimmen. Dazu ist die aus der Mittelung , schnellen Rotation" berechnete FRET-
Effizienz gegen die des nach dem helikalen Modell berechnete aufgetragen und
eine Umrechnungsfunktion dritten Grades angepaBt worden. Diese ist auf die
experimentellen FRET-Effizienzen angewandt worden, so daBB die daraus berech-
neten Abstdnde nun den physikalischen Abstand zwischen den mittleren
Positionen der Fluorophore reprasentierten. Die Korrekturen gelten sowohl fir
FRET-Effizienzen die aus Intensitats- als auch Lebensdauermessungen bestimmt
worden sind. Sie sind im Prinzip ebenfalls auf andere Systeme anwendbar, die

analoge Linker und Fluorophore benutzen.

Die Tatsache, daB die experimentellen Daten gut mit dem Mittel der
~schnellen Rotation” angepaBt werden kdnnen, sagt etwas lber die Zeitskala der
Fluorophordynamik aus. Zum einen bedeutet das, daB die Fluorophore genligend
Freiraum haben, um relativ zum Energietransfer schnell zu rotieren, was durch
die schnelle Rotationskorrelationszeit (0,5 ns) aus den Anisotropiemessungen
unterstitzt wird (siehe auch Kapitel 4.1.1.1). Damit wird die Annahme von 2/3
fir x2 gerechtfertigt. Zum anderen beinhaltet das Regime der ,schnellen Rota-
tion" des weiteren, daB die Fluorophore eine langsame translative Diffusion
vollfihren. Dies ist bei den experimentellen Bedingungen realistisch, wenn man
bedenkt, daB allein ein freier Farbstoff eine Translationsdiffusionszeit von nur
2,9-10° cm?/s besitzt (fir Rhodamin6G in Ethanol, (Hansen et al. 1998)), was 29
A%/ns entspricht. Zieht man in Betracht, daB im Experiment der Fluorophor
zusatzlich durch die Bindung Uber den Linker an die DNA in seiner Bewegung
eingeschrankt ist, darf man annehmen, daB dieser Wert deutlich unterschritten
wird. Bei einem Durchmesser der Wolke von mehreren Angstrom kann so der
ganze Raum nicht mehr innerhalb der Fluoreszenzlebensdauer abgetastet
werden. Eine detailliertere Untersuchung der Zeitskala flir Positionsanderungen

ware interessant, liegt aber auBerhalb des Rahmens dieser Arbeit.
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5.1 DNA-Helix

5.1.1.3 Experimentelle Daten lassen auf eine Uberstruktur der B-DNA

schlieBen

Nahere Untersuchungen der experimentellen Daten haben ergeben, daB die in
der Literatur beschriebene strukturelle Variabilitdt der sogenannten B-DNA in
unseren Messungen bestatigt wird. In den Publikationen wird konstatiert, daB die
Struktur der Helix von der Sequenz diktiert wird und jedes aufeinanderfolgende
Basentriplett oder —quartett eine individuelle Konformation definiert. Dies kann
man sich als ein Abknicken der Helix an jeder Base vorstellen, was zu einer

umfassenden Krimmung der Helixstruktur fiihren kann (Abbildung 5-2).

/—’—__ \\
.\ ~
Oy -
E3=3
=F=s
/":—‘-s,.
= —
= Abbildung 5-2: Sequenzabhdngiges helikales Modell Die
= Parameter rise, twist, roll und tilt zur Beschreibung der Struktur von
E Tt DNA-Helices (siehe Abbildung 1-1B) sind sequenzabhdngig und
E——r—_ kénnen zu Krimmungen in der Helix fihren.

Diese sequenzabhangigen Modelle der hier gebrauchten DNA ist mit dem Pro-
gramm DIAMOD (Dlakic & Harrington 1998) generiert worden und es wurde fest-
gestellt, daB die spezifischen Modelle die bezuglich der ,schnellen Rotation"
korrigierten MeBBdaten besser als die B-DNA beschreiben kénnen (Abbildung 4-8).
Damit wird folglich gezeigt, daBB die 48 Basenpaar lange DNA-Helix nicht der
idealen B-DNA entspricht, sondern eine Uberstruktur in Form einer Krimmung
aufweist (Abbildung 4-7). Bisherige Arbeiten auf dem Gebiet der FRET-Messun-
gen an DNAs konnten lediglich die Handigkeit und helikale Geometrie der DNA
demonstrieren (Clegg et al. 1993; Jares-Erijman & Jovin 1996; Lee et al. 2005).
Mit den hier vorgestellten Ergebnissen wird erstmalig eine sequenzabhd&ngige
Krimmung der DNA mittels FRET nachgewiesen. Diese hochauflésende Struktur-
bestimmung wird durch eine groBe Anzahl der gemessenen Abstande und vor

allem die hohe Prazision der MFD-Messungen im Einzelmolekillregime erreicht.
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5.1.1.4 Kleine Absténde liefern eine zu niedrige FRET-Effizienz

Selbst nach der Korrektur der experimentellen Daten bezlglich der Mitte-
lung der Fluorophorverteilung sowie der Sequenzabhdngigkeit der DNA-Struktur
blieben die FRET-Effizienzen der kleinsten Abstdnde deutlich unter den erwarte-
ten (Abbildung 4-8). Dabei handelt es sich um Abstande, bei welchen der Inter-
fluorophorabstand ahnlich den rdumlichen AusmaBen der Wolke der Fluorophor-
positionen aus der MD-Simulation ist, und zudem die Abstande so klein sind, daB3
ein Kontakt zwischen den beiden Fluorophoren mdglich ist. Aus diesem Grunde
sind die Daten dieser Abstande einer FCS-Analyse unterworfen worden, um
potentielle Fluktuationen in den Fluoreszenzsignalen des Donors und des

Akzeptors zu detektieren.

Typischerweise werden Fluktuationen durch translative Diffusion und
photochemische Prozesse der Fluorophore verursacht und resultieren in Korre-
lationstermen sowohl in der Autokorrelation als auch Kreuzkorrelation der ent-
sprechenden Signale. Eine Korrelation in der Kreuzkorrelation ist darauf zurlck-
zuflihren, daB die Signale der beiden Kanadle miteinander korreliert sind, d.h. ein
Dunkelwerden des Donors fiihrt auch zwangsweise zu einem Dunkelwerden des
Akzeptors. Im Gegensatz dazu fihren Konformationsanderungen des Probemole-
kils und Photobleichen des Akzeptors zu einer Antikorrelation, d.h. das
Ansteigen eines Signals flhrt zum Sinken des anderen, resultierend in einem
Anstiegsterm in der Kreuzkorrelationskurve. Dabei kénnen meist nur die Prozes-
se identifiziert werden, die sich in der Zeitskala eindeutig von der Diffusions-

dynamik unterscheiden.

Im Falle der kleinen Abstande in der DNA-Helix war es madglich, eine
Antikorrelation im Bereich von etwa 4 pys aufzudecken (Tabelle 4-2). Der von der
Triplett-Kinetik isolierte Antikorrelationsterm fliir Abstande zwischen neun und elf
Basenpaaren ist im Vergleich zu Abstdanden, die diesen Term nicht mehr
aufzeigen (15 und 21 Basenpaare), in Abbildung 5-3 aufgezeigt. Im Falle des
Interfluorophoroabstands von sieben Basenpaaren betragt die Lebensdauer der
am starksten ausgepragten Antikorrelation 4,3 ps. In dieser Zeitskala ist es
unwahrscheinlich, daB das Ereignis auf Konformationsanderungen der Helix oder
Diffusionsdynamiken der Fluorophore basiert. Die Zeitskala der Dynamik
impliziert vielmehr eine direkte Wechselwirkung zwischen den Fluorophoren.
Dabei sind auch andere Transfermechanismen wie der Dexter-Transfer zu

bedenken.

134



5.1 DNA-Helix
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Abbildung 5-3: Isolierter Antikorrelationsterm in der FCS der Helix-MeBdaten Graphische
Darstellung der berechneten Antikorrelation durch Abziehen der theoretischen Triplett-Komponente

aus der FCS-Kurve (siehe Tabelle 4-2) fir unterschiedliche Interfluorophorabsténde in Basenpaaren
(bp).

Des weiteren sollte an dieser Stelle aufgefiihrt werden, daB sich die
Fluorophore in diesem Bereich nicht mehr wie Punktdipole, wie in der Foérster-
theorie angenommen, verhalten. In diesem Fall gilt die R®~Abh&ngigkeit nicht
mehr, sondern es wird eher ein quadratischer Zusammenhang zwischen der
Energietransfereffizienz und dem Abstand erwartet. In diesem Fall (berschatzt
der Forster-Ausdruck die Energietransferrate aufgrund des Fehlers im Orientie-
rungsfaktors (Wong et al. 2004).

5.1.2 Geknickte Helix

Nachdem das Modellsystemm DNA-Helix gut definiert wurde, konnte die
Problemstellung erweitert werden. Dies ist durch die Generierung von unter-
schiedlich stark ausgepragten Knicken in der DNA durch Adenin-Insertion reali-
siert worden. Neben dem eigentlichen Knickwinkel war es madglich, die mit dem

Knick einhergehende Drehung und Versatz der Helixarme zu quantifizieren.

5.1.2.1 Der Knick nimmt mit der Anzahl der eingeschobenen Basen zu

Es sind die Energietransfereffizienzen von Konstrukten mit einem, drei
sowie flinf eingeschobenen Adenosinen (Abbildung 4-10) unter denselben Bedin-

gungen wie flr die vollstédndig komplementdre Helix gemessen worden. Die
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experimentellen Daten (Abbildung 4-11) zeigen einen sprunghaften Anstieg der
Transfereffizienz von 15 zu 17 separierenden Basen. Die offensichtliche Wieder-
annaherung der Fluorophore bei steigendem Abstand kann nur durch einen Knick
in der Helix erklart werden. Der Grad des Sprunges nimmt mit der Anzahl der
eingeschobenen Basen erwartungsgemalB zu, was die Verstarkung des Knickes

widerspiegelt. Eine Veranschaulichung des Effektes ist in Abbildung 5-4 zu sehen.

Abbildung 5-4: Modell von geknickter Helix
Auswirkung von ungepaarten Basen auf die DNA-
Struktur. Hinzu kommt eine eventuelle Uberstruktur in

Form einer sequenzabhdngigen Krimmung.

Um den Knick zu quantifizieren, sind in einem Modell die Positionen der Akzep-
toren relativ zu den Donoren geandert und den korrigierten gemessenen Abstan-
den angepaBt worden. Fir die Helixarme ist eine gekrimmte Helix gewahlt
worden, die nach sequenzspezifischen Parametern aufgebaut worden ist. Die
Berechnung geschah unter der Annahme, daB die Fluorophore ihre Position
relativ zu den Helixarmen, an welchen sie befestigt waren, bewahrt haben und
die beiden Helixarme weiterhin in einem Helixstrang miteinander verknlpft
waren. Lediglich die funf Torsionswinkel im Riickgrat des klirzeren Stranges - der
Knickstelle - sind variiert worden. Des weiteren ist angenommen worden, daB
die Hybridisierung in der Nahe des Knickes bestehen bleibt und keinen
Fluktuationen unterliegt. Die aus diesen Rechnungen resultierenden Positionen
der Fluorophore im dreidimensionalen Raum sind inklusive der eingefligten
Helixarme graphisch zusammengebracht worden. Das Ergebnis ist in Abbildung
5-5 zu sehen. Dabei ist deutlich die Zunahme des Knickes mit steigender Anzahl
an eingefliigten Basen zu erkennen. Die Stelle des jeweiligen A-bulges ist mit
einem Keil gekennzeichnet, welcher ebenfalls in der gleichen Abhangigkeit
wachst. Dies demonstriert den zunehmenden Platz, den die ungepaarten Adenine

- von einem Uber drei auf finf - einnehmen.
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Abbildung 5-5: Resultierende Knicke in DNA-Helix aus ungepaarten Adeninen Generierung
von Strukturen aus FRET-Messungen von DNA-Helices mit 1, 3 bzw. 5 (jeweils in Abbildung A, B
und C zu sehen) ungepaarten Adeninen. Der einzelstrangige Abschnitt, welcher die heraus-

stehenden Adenine beherbergt, ist durch den Keil reprasentiert.

Ein Versuch, die ungepaarten Adenosine in die Licken zu modellieren, hat aufge-
zeigt, daB der Platz jeweils um wenige Angstrom zu klein ist. Dies mag auf eine
fehlerhafte Annahme bei der Berechnung des Knickes hinweisen, daB3 die Hybridi-
sierung der Helix bis auf die ungepaarten Adenine bestehen bleibt. Es ist anzu-

nehmen, daB die Basenpaarung in direkter Nachbarschaft zu dem Knick gestort
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ist. Zudem ist die Modellierung der Adenosine nicht trivial und verlangt Kennt-
nisse Uber die Struktur von bulged-Adeninen. In der Literatur gibt es Hinweise
auf ein Stapeln von einzelstrangigen Adeninen im Doppelstrang. Hierbei findet
man, daB im Falle von funf Adeninen vier gestapelt sind und das flinfte den Knick
vollfihrt (Dornberger et al. 1999). Die ungepaarten Adenine in einem 3-Nukleo-
tid-bulge sind ebenfalls in einer Konformation der kontinuierlichen Stapelung in
der DNA-Helix vorgefunden worden (Aboul-ela et al. 1993; Rosen et al. 1992).
Im Falle von einem Adenin deuten NMR-Untersuchungen auf eine Stapelung der
Base innerhalb der Helix hin (Hare et al. 1986; Nikonowicz et al. 1989; Nikono-
wicz et al. 1990; Rosen et al. 1992; Woodson & Crothers 1988), wahrend Ront-
genkristallographiedaten auf eine extrahelikale Konformation schlieBen lassen
(Joshua-Tor et al. 1992; Miller et al. 1988). Die MD-Simulationen eines 1A-
bulges konnten beide Konformationen aufzeigen (Feig et al. 2001; Zacharias &
Sklenar 1997). Da die Stapelung von Purinbasen in L6sung jedoch sehr stabil ist,

sollte von einer intrahelikalen Konformation ausgegangen werden.

Um die Korrektur flir die Mittelungen nochmals auf die Probe zu stellen, ist
fur das 3A-bulge der Knick auch flUr die nicht mittelungskorrigierten Daten
angepalBt worden (Daten nicht gezeigt). Die Summe der kleinsten Quadrate
belduft sich in diesem Fall auf 1,38, was eine deutlich schlechtere Qualitat der
Anpassung im Vergleich zum Wert von 0,70 fir die korrigierten Daten aufzeigt.
Dabei sind die starksten Abweichungen bei den Abstanden 17, 22, 23 and 25 zu
sehen. Dies bestatigt noch einmal, daB die Mittelungskorrekturen begriindet und

flr die korrekte Abstandsbestimmung vonnéten sind.

5.1.2.2 Die Einfliihrung von ungepaarten Basen fihrt zu Drehung, Versatz

und Knicken der Helices zueinander

Um die Messungen mit anderen Experimenten vergleichen zu kénnen und
anschaulichere Parameter als die der Torsionswinkel im Knick zu generieren, sind
die beiden Helixarme der modellierten Struktur auf ihre resultierende Orientie-
rung im Raum hin untersucht worden. Die Ergebnisse flir die Knickwinkel, Dreh-
winkel fir Donor- und Akzeptorhelixarme sowie den Helixachsenversatz in

numerischer Form sind Tabelle 4-4 zu entnehmen.

Eine drastischste Anderung im Knick wird im Experiment erst durch den

Sprung von drei auf fiunf Adenosine erreicht (von 36° auf 73°). Auch der dabei
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untersuchte Versatz der beiden Achsen zueinander ist erst in diesem Fall stark
ausgepragt. Die Auswirkung auf die Drehung des Donor- sowie des Akzeptor-
armes um ihre jeweilige Achse ist schwacher ausgepragt und vor allem in der
Drehrichtung unterschiedlich. So variieren beide Winkel nicht stetig mit
ansteigender Anzahl von Basen. Dies laBt vermuten, daB die Konformationen, die
eine, drei oder finf Adenosine einnehmen, recht unterschiedlich sind. Es ist an
dieser Stelle jedoch wichtig anzufiihren, daB die besten 10.000 Konformationen,
bei welchen sich unterschiedliche Kombinationen an Torsionswinkeln finden
lassen, in nur einem Minimum an Knickwinkeln, Drehwinkeln und Versatzen
resultieren (siehe Abbildung 4-15).

Der Vergleich der bisherigen Arbeiten auf dem Gebiet der durch unge-
paarte Basen in die DNA eingefihrten Knicke mit den hier vorgestellten Daten
zeigt abermals die hohe Prazision und Auflésung der aufgeflhrten Messungen
auf. Die Knickwinkel - der in der Literatur am haufigsten aufgefliihrte Parameter
- betragen fiur den 1A-, 3A- bzw. 5A-bulge jeweils 13°, 36° bzw. 73°. Diese
Winkel korrelieren gut mit dem mittels transienter elektrischer Doppelbrechung
bestimmten Knickwinkel pro ungepaarte Base von 10-20° (Zacharias & Hager-
man 1995). Der aus NMR-Messungen hergeleitete Knickwinkel von 73° £11° flr
ein 5A-bulge (Dornberger et al. 1999) stimmt mit dem in dieser Arbeit kalkulie-
rten Wert von ebenfalls 73° hochgradig Uberein. Die Arbeiten zu Knicken in DNAs
mittels FRET (Gohlke et al. 1994; Lorenz et al. 1999; Stuhmeier et al. 2000)
liefern nur grobe Schatzungen der Knickwinkel in den untersuchten Molekulen.
FRET-Untersuchungen an 5A-bulges in DNA-Helices haben Knickwinkel von 95°
+15° (Gohlke et al. 1994) sowie 84° +£3° (Stuhmeier et al. 2000; zwei bulges
innerhalb einer Helix) zwischen den Helixarmen ergeben. Eine Bestimmung der
Knick- und Drehwinkel der beiden an den Knick angrenzenden Helixarme mittels

FRET konnte erstmalig in den vorliegenden Untersuchungen aufgezeigt werden.

5.2 RNA-Helix

Als weiteres wohldefiniertes Referenzsystem dient die A-RNA, die im Hin-
blick auf Untersuchungen an spleiBosomalen RNA-Strukturen vermessen worden
ist. Die unterschiedliche Umgebung der Fluorophore und die verklrzte Linker-
lange haben einen starken EinfluB auf die Bewegungsfreiheit der Fluorophore,

was in den experimentellen Daten beobachtet werden konnte. Da in dem Fall der
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RNA-Untersuchungen die MD-Simulation nur eingeschrankt gut die MeBergeb-
nisse wiedergeben kann, wurde zusatzlich das wobbling-in-a-cone-Modell zu Rate

gezogen, welches die begrenzte Fluorophorbeweglichkeit bestatigt hat.

5.2.1.1 Kurze Linker und eine tiefe, enge groBe Grube der RNA fiihren zu

einer hohen Anisotropie

Die Messungen an der RNA-Helix unterscheiden sich relativ zu denen an
der DNA-Helix nicht nur hinsichtlich des Probemolekiils, sondern auch der Linker-
lange: sie ist sowohl flir den Donor als auch den Akzeptor um eine C6-Einheit
kirzer. Damit liegt v.a. im Falle des Donors Alexa488 eine sehr kurze Anbindung
vor, was in Kombination mit der tiefen und engen groBen Grube der RNA, in wel-
cher der Fluorophor angebunden ist, zu einem begrenzten zur Verfliigung stehen-
den Raum flUhrt. Experimentell zeigt sich das in der relativ hohen Anisotropie des
Donors in Ab- und Anwesenheit des Akzeptors (siehe Abbildung 4-17). Zeitauf-
geldoste Anisotropiezerfallsmessungen zeigen fur beide Fluorophore eine im
Vergleich zur DNA (0,5 ns) langsame Relaxation der lokalen Bewegung im
Bereich von etwa 1,5 ns. Des weiteren besitzen beide eine recht hohe Residual-
anisotropie (0,11 fir Donor und 0,179 fur Akzeptor), die nur mit der globalen
Bewegung der gesamten RNA-Helix relaxiert. Die hohe Anisotropie liefert den
ersten Hinweis daftr, daB der Orientierungsfaktor nicht dem dynamischen Mittel
von 2/3 entspricht (Kapitel 2.3.4) und damit bei der Bestimmung von Absténden

detaillierter berlicksichtigt werden muB.

Anschaulich 188t sich der Effekt der kurzen Linker und der tiefen Grube in
dem Ergebnis der MD-Simulation darstellen. Abbildung 5-6 zeigt die RNA mit den
modellierten Fluorophorverteilungen, wobei jeder Punkt eine mdgliche Position
des Fluorophors darstellt. Die hellgrauen Punkte reprasentieren den Donorfluo-
rophor. Es ist zu sehen, daB3 die Verteilung tief in der groBen Grube positioniert
ist. Der Akzeptor, welcher in schwarz dargestellt ist, nimmt aufgrund des

langeren Linkers einen gréBeren Raum ein.
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Abbildung 5-6: MD-Simulation von Fluorophoren an A-RNA Tertidrstruktur der untersuchten
A-RNA und Verteilung des Donor- und Akzeptorfluorophors, jeweils in hellgrau und schwarz. Darge-
stellt sind je 10.000 Positionen der Referenzatome (siehe Anhang) fiir den Abstand von 21 Basen-

paaren.

Vergleicht man jedoch beide Verteilungen mit denen an der B-DNA aus Abbildung
4-4, wird der Unterschied schnell deutlich. Die offene DNA mit ihrer flachen
groBen Grube bietet den Uber lange Linker angebundenen Fluorophoren viel
Bewegungsfreiraum, was sich in der fast kugelférmigen Verteilung der Fluoro-
phore duBert. Diese steht im krassen Gegensatz zur sichelartigen Form, wie sie
in Abbildung 5-6 zu sehen ist. In Anbetracht dessen, daB3 bei der Simulation die
elektrostatischen Wechselwirkungen auBer acht gelassen wurden, liegt es bei
einer so groBen Kontaktflache zwischen Fluorophor und RNA und der Tatsache,
daB beide negativ geladen sind, nahe anzunehmen, daB die Verteilung noch

starker eingeschrankt ist.

5.2.1.2 Die Fluorophore unterliegen nicht der schnellen Rotation

Wie bereits flir die DNA, sind auch im Falle der RNA-Messungen die Daten
der MD-Simulation dazu benutzt worden, um Energietransfereffizienzen flr
unterschiedliche Dynamiken vorherzusagen und zu vergleichen. Das Modell der
~Schnellen Rotation™, bei welcher die berechnete Ortsverteilung der Fluorophore
bei der Ermittlung der Transfereffizienzen in Betracht gezogen wird, nicht aber
ihre Orientierung, liefert sehr ahnliche Ergebnisse wie das helikale Modell, wel-
ches annimmt, daB sich beide Fluorophore nur einer, und zwar der berechneten
mittleren Position, aufhalten (Abbildung 4-20). Dieser im Vergleich zu den Ergeb-
nissen der DNA-Mittelungen (siehe Abbildung 4-5) nur kleine Unterschied ist
wahrscheinlich auf schwachere Variationen im Abstand zurlickzufiihren, die wie-
derum auf den kleinen Wolken der Verteilung basieren (Parkhurst & Parkhurst
1995). Erst die Einbeziehung des Orientierungsfaktors «2 bei jedem Abstand, wie
das bei dem statischen Modell der ,langsamen Diffusion® angenommen wird,
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fuhrt zu erniedrigten Transfereffizienzen. Diese Art der Mittelung liegt den expe-
rimentellen Daten am nachsten (vergleiche Abbildung 4-19und Abbildung 4-20),
auch wenn sie den charakteristischen Verlauf nicht wiedergeben kann. Die lang-
same Bewegung der Fluorophore spiegelt sich in der experimentellen Rotations-
diffusionszeit der lokalen Bewegung der Fluorophore wider. Diese liegt sowohl flr
den Donor als auch fir den Akzeptor bei etwa 1,5 ns, wie aus zeitaufgeldsten
Anisotropieuntersuchungen bestimmt worden ist, und somit in der GrdBen-
ordnung der Lebensdauer. Eine komplette Mittelung der Orientierungen wahrend
des Transfers ist damit nicht mdglich, und es |aBt sich aussagen, daB sich die
Fluorophore nicht mehr im Regime der ,schnellen Rotation" befinden, sondern

einer statischeren Bewegung unterliegen.

5.2.1.3 Die Fluorophore sind in ihrem oértlichen Aufenthalt sowie ihrer

lokalen Bewegung eingeschrankt

Die Anwendung des statischen Mittels auf die MD-Daten liefert von allen
Modellen die beste Beschreibung der experimentellen MeBwerte. Nichtsdestotrotz
gibt es deutliche Abweichungen vor allem im Verlauf der Werte in Abhangigkeit
von der Anzahl an separierenden Basenpaaren. Aus diesem Grunde ist eine
willklrliche Einschréankung der Fluktuationen vorgenommen worden indem eine
Subpopulation aus der simulierten Fluorophorverteilung ausgewahlt und nur
diese der statischen Mittelung unterworfen wurde. Die daraus resultierenden
Transfereffizienzen spiegeln den charakteristischen Verlauf der MeBdaten deutlich
besser wider (vergleiche Abbildung 4-20 und Abbildung 4-22). Dies demonstriert,
daB eine Einschrankung der simulierten Verteilung gerechtfertigt ist und den
Fluorophoren real ein deutlich kleineres Raumvolumen zur Verfligung steht, als
es in der einfachen MD-Simulation vorhergesagt wird. Der nahliegendste Faktor
ist dabei die elektrostatische AbstoBung zwischen dem jeweiligen Fluorophor, die
beide negativ geladen sind, und dem Phosphatriickgrad. Im Falle der DNA-
Proben sind die Linker lang genug und die groBe Grube weit genug, daB die
Fluorophore aus der Helix rausragen kdénnen und damit die Kontaktflache
zwischen Fluorophor und Ruckgrat klein ist. Dies ist bei der RNA nicht der Fall;
die kurzen Linker halten die Fluorophore in der Grube gefangen bzw. fihren zu
einer Bevorzugung der Positionen, bei denen der Linker ausgestreckt ist und der
Fluorophor aus der Grube rausragen kann. Eine genauere Betrachtung der Ein-

schrankung als die in dieser Arbeit willkirliche Auswahl der Subpopulation durch
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das Ausschneiden eines Kugelvolumens kénnte durch die Einbeziehung von
Losungsmittelmoleklilen und elektrostatischen Wechselwirkungen in die

Simulation erreicht werden.

Neben der értlichen Einschrankung weisen zudem die AnisotropiemefBdaten
auf eine limitierte Rotationsbewegung der Fluorophore hin (Kapitel 5.2.1.1). Wie
bereits erwahnt, ist sie auf die kurzen Linker zurickzufiihren, die daflr verant-
wortlich sind, daB die Fluorophore hauptsachlich in der engen und tiefen groBen
Grube der RNA-Helix gefangen sind. Die repulsiven Krafte zwischen dem Fluoro-
phor und dem Helixrickgrat fihren zudem dazu, daB der Fluorophor eine
Orientierung und Position einnehmen wird, in welcher der Abstand zum Rlckgrad
maximal ist. Es ist zu erwarten, daB diese zusatzliche Einschrankung der lokalen
Beweglichkeit in der MD-Simulation eine noch bessere Anpassung an die
experimentellen Daten liefern wirde. Eine weitere Methode, die die raumliche
Einschrankung explizit mit einbezieht, ist das wobbling-in-a-cone-Modell. Der
gewinschte Freiheitsgrad der Fluorophorbewegung ist durch die Einschrankung
des Kegels, in welchem sich der Fluorophor bewegen darf, realisiert worden. Die
Anpassung des Modells an die experimentellen Werte lieferte ein etwas besseres
Ergebnis als die MD-Simulation. Dies ist wohl damit zu begriinden, daB das
wobbling-in-a-cone-Modell eine ahnlich starke Einschrankung der Fluorophorbe-
weglichkeit an die MeBdaten anpaBt, wie sie aus den Anisotropiemessungen
hergeleitet wurde und wie sie von der MD-Simulation nicht vorhergesagt wird.
Die aus den experimentellen Anisotropiemessungen hergeleiteten Kegelwinkel
der Fluorophorbewegung sind den Vorhersagen der beiden theroretischen
Modelle in Tabelle 5-1 gegenlbergestellt. Wahrend aus der MD-Simulation wie
erwartet zu groBe Winkel resultieren, kann das wobbling-in-a-cone-Modell die
begrenzten Rotationsfreirdume von Donor (minimaler Offnungswinkel 90°) und
Akzeptor (maximaler Offnungswinkel 40°), wie sie aus den experimentellen
Daten resultieren, recht gut reproduzieren. Aus der MD-Simulation ergibt sich
nur eine schwache Restriktion des Donors (minimaler Offnungswinkel 23°) und
eine vernachléssigbar kleine des Akzeptors (maximaler Offnungswinkel 87°). Das
wobbling-in-a-cone-Modell hingegen ist imstande, die experimentell bestimmte
Einschrankung der lokalen Bewegung des Donors wiederzugeben (minimaler
Offnungswinkel 72,5°), auch wenn die Bewegung des Akzeptors weiterhin

ungehindert ist (maximaler Offnungswinkel 85,9°).
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Tabelle 5-1: Werte fiir Beweglichkeit der Fluorophore aus experimentellen und theore-
tischen Daten Der fett markierte Wert stellt die direkt aus den jeweiligen Daten gewonnene GréBe

dar, die Umrechnung in die jeweils andere GroBe geschah nach Gl. 2-18 und 2-19.

r- Donor 0,11 0,0022 0,0776
Omin des Donors 90° 23° 72,5°
r« Akzeptor 0,179 0,0003 0,0006
Omax des Akzeptors 40° 87° 85,9°

Zusatzlich zu den hier erwdhnten und untersuchten Einflissen der Fluoro-
phorbewegung auf die gemessenen Transfereffizienzen sind weitere Parameter
zu bedenken. Zum einen liegt mit Sicherheit auch bei der A-RNA eine sequenz-
abhangige Krimmung der Helix vor, wie im Laufe der Untersuchungen an der B-
DNA ausflhrlich erértert wurde. Hierbei wird eine sequenzabhangige Abweichung
von den mittleren Werten flr die Helixparameter (siehe Abbildung 1-1B), wie sie
zwecks RNA-Modellierung vorausgesetzt wurden, erwartet. Es sind jedoch keine
Arbeiten auf dem Gebiet bekannt, so daBB eine genauere Strukturvorhersage lber
die in dieser Arbeit genutzte RNA-Helix nicht realisiert werden kann. Dies wiede-
rum macht weiterfihrende Arbeiten auf dem Gebiet lohnenswert. Im Falle der
hier vorliegenden Probe darf der EinfluB der Tertiarstruktur auf die gemessenen
Transfereffizienzen jedoch nicht Gberschatzt werden, da der Abstand der Fluoro-
phore zur Helixachse nicht sehr groB ist und damit Variationen wie Helizitat oder
Krimmungen nur schwach zum Tragen kommen. Ferner wurden FCS-Analysen
an den MFD-Daten vorgenommen, die einen AufschluB Uber eventuelle Fluktua-
tionen zwischen den Fluorophoren geben sollten. Auch hier zeigten sich - wie
bereits fur die DNA-Messungen - im Bereich von wenigen ps Antikorrelations-
terme bei den kleinsten Abstanden auf, so daB ebenfalls bei den RNA-Proben
trotz der kurzen Linker von Fluorophorwechselwirkungen ausgegangen werden

muB. Eine quantitative Analyse ist nicht vorgenommen worden.

Insgesamt laBt sich sagen, daB die Messungen an der RNA neue Informa-
tionen zum Thema Flurophorumgebung sowie —-beweglichkeit geliefert haben.
Ferner dienen die Daten als Referenz fir Messungen an spleiBosomalen RNA-

Strukturen.
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5.3 SpleiBosomen

Im Laufe der Untersuchungen an der speiBosomalen RNA ist es gelungen,
die Struktur der three-way junction der U4/U6 snRNA zu bestimmen und den K-
turn der U4 snRNA naher zu charakterisieren. Dabei wurden am K-turn sowohl
Bindungsstudien mit dem Protein 15.5K durchgefliihrt als auch die Ionenabhan-
gigkeit der K-turn-Konformation untersucht. Zur Bestimmung der dreidimen-
sionalen Struktur der three-way junction sind Messungen von zwdlf unterschied-
lichen Abstanden an derselben Probe durchgeflihrt worden. Die Orientierung der
drei Arme zueinander ist Uber Abstandsvergleich ermittelt worden.
Die Experimente sind dabei mittels Einzelmolekll-FRET-Messungen mit Hilfe der
MFD-Technik durchgefiihrt worden. Die gleichzeitige Messung von mehreren
voneinander unabhangigen Fluoreszenzparametern ermdglicht die Kontrolle von
Léschungsereignissen aufgrund von Fluorophor-Proben-Wechselwirkungen wah-

rend der Messung, welche Fehler in die Abstandsbestimmung induzieren wirden.

5.3.1 U4/U6 snRNA three-way junction

Zur Charakterisierung der spleiBosomalen three-way junction aus dem
U4/U6 Duplex sind die an die Kreuzung angrenzenden doppelhelikalen Segmente
fluoreszenzmarkiert und die Abstande mittels MFD-Einzelmolekiilmessungen
bestimmt worden. Neben den apparaturspezifischen Korrekturen sind die experi-
mentell bestimmten Effizienzen und Abstande zusatzlich beziglich der Fluoro-
phorbewegung (Kapitel 4.1.1.2; 4.2.1.2) korrigiert worden. Aus dem Vergleich
der Abstande mit den Erwartungswerten an einer geraden RNA-Helix, wie sie in
Kapitel 4.2 bestimmt worden sind, ist ein Modell fir die Faltung der U4/U6 snRNA
three-way junction erstellt worden, in welchem zwei der drei Helices koaxial

aufeinander stapeln.

5.3.1.1 Die Umgebung der Fluorophore wirkt sich direkt auf ihre spektro-

skopischen Eigenschaften aus

In den spektroskopischen Studien von (Buschmann et al. 2003) an rot
fluororeszierenden  Farbstoffen ist der EinfluB von  Ld&sungsmitteln
unterschiedlicher Polaritat, Viskositat sowie von Detergenzien auf die Fluorores-
zenzquantenausbeute untersucht worden. Dabei ist die starke Sensitivitat hydro-
philer Carbocyanin-Fabstoffe auf die Viskositat der Lésung aufgezeigt worden.
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Die Viskositat, und weniger die Polaritat des Lésungsmittels, wirkt sich auf die
cis-trans-Isomerisierung des flexiblen Polymethin-Rlickgrats der Cyanine aus,
was bereits von Rodriguez et al. demonstriert worden ist (Rodriguez et al. 1997).
Die in dieser Arbeit untersuchten, mit Cyanin5 markierten Proben unterstreichen
die Empfindlichkeit der Carbocyanin-Farbstoffe. Die Messungen zeigen deutlich
den EinfluB des lokalen Umfelds auf die Quantenausbeute von Fluorophoren auf.
Die U4/U6 snRNA three-way juction bildet dabei eine komplexe dreidimenionale
Struktur aus, die in stark unterschiedlichen Mikroumgebungen resultiert und sich
direkt auf die Quantenausbeuten der an unterschiedliche Positionen ange-
bundenen Fluorophore auswirkt. Diese Wirkung wird durch eine Anbindung Uber
kurze Linker beglnstigt, da diese den Bewegungsfreiraum der Fluorophore
deutlich reduzieren. Im Zusammenhang mit den Ergebnissen von Buschmann et
al. und Rodriguez et al. (Buschmann et al. 2003; Rodriguez et al. 1997) kann
aus den hier vorliegenden Untersuchungen geschlossen werden, daB3 die starken
Schwankungen in der Quantenausbeute von Cyanin5 auf Anderungen im Anteil

der cis-trans-Fluktuation basieren.

Die Auswirkung des kurzen Linkers auf die Fluorophorbeweglichkeit ist
bereits bei den Messungen an der RNA-Helix festgestellt worden. Bei diesen
Untersuchungen lag eine den U4/U6-Messungen entsprechende Ankopplung der
Fluorophore sowie analoge Form des Probemolekils vor. Neben der Quanten-
ausbeute spiegelt sich die kurze Anbindung auch in einer eingeschrankten
Beweglichkeit wider, was in der hohen Anisotropie sichtbar wird. Dies fuhrt zu
einer Unsicherheit im Orientierungsfaktor. Der darin enthaltene Fehler wirkt sich
direkt auf die bestimmten Abstandswerte aus (Lakowicz 1999). Der groBe Fehler
im Orientierungsfaktor fuhrt zwangsweise zu einem groBen Fehler in der
Abstandsbestimmung. Den experimentellen Daten kann kein diskreter Wert
zugeordnet werden, sondern lediglich ein Wertintervall. Eine Konformations-
analyse, wie sie fur die DNA durchgeflihrt worden ist (Kapitel 5.1.2) und bei
welcher Knick- und Drehwinkel bestimmt wurden, ist unter diesen Bedingungen
nicht mdglich. Die aus den MFD-Messungen hergeleitete zweidimensionale Struk-

tur der U4/U6 snRNA three-way junction wird im folgenden Kapitel vorgestelit.
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5.3.1.2 Stamm II und 5’-terminale Haarnadelschleife bilden eine koaxiale

Helixstapelung aus

Diverse Untersuchungen an DNA- und RNA-three-way junctions haben
aufgezeigt, daB fur gewohnlich zwei der drei Helices eine durchgangige Helix
ausbilden (zusammengefaBt in (Lilley 2000)). Dies wird vor allem durch mode-
rate Salzkonzentrationen und fehl-/ungepaarte Basen begiinstigt (siehe auch
Kapitel 1.3.1.1). Die vorliegenden Messungen an der U4/U6 snRNA sind bei einer
Magnesium-Konzentration von 5 mM durchgefilhrt worden. Die Mg?**-Ionen
schirmen die negative Ladung des Phosphorsaure-Rickgrads der Helices ab und
sollten folglich eine eventuelle Faltung der Helices ermdéglichen. Bei der U4/U6
three-way junction handelt es sich um eine 2SH5;SH, Kreuzung, was bedeutet,
daB sich in jedem der drei Stéamme ungepaarte Basen befinden. Es ist anzuneh-
men, daB dabei die Einzelstrange in Stamm II untereinander nicht-kanonische
Paarungen eingehen. Die fehl- und ungepaarten Basen erhdhen die Flexibilitat
bei der Faltung der Helices. Um nun herauszufinden, welche zwei der drei Helices
eine koaxiale Stapelung ausbilden, sind verschiedene Abstdnde an der spleiBoso-
malen U4/U6 snRNA experimentell bestimmt worden. Mit Hilfe von vorhergehen-
den Messungen an einer vollstandig kanonisch gepaarten RNA-Helix konnten die
experimentellen Daten entsprechend dem gultigen Mittelungsregime flr die
Bewegung der Fluorophore korrigiert und ein Fehler in der Abstandsbestimmung
geschatzt werden. Zudem dienten die Daten der A-RNA als Referenz fiir eine
Stapelung. Aus der Betrachtung der korrigierten Abstdnde ist zu erkennen, daB
die gemessenen Abstande zwischen dem Stamm II und der 5’-terminalen Haar-
nadelschleife am besten mit denen innerhalb einer geraden A-RNA (bereinstim-
men (siehe Abbildung 4-27). Das aus den MFD-FRET-Messungen resultierende
Schema fir die Faltung der U4/U6 snRNA ist in Abbildung 5-7 dargestellt.

Eine Vergleichsmdglichkeit der Faltung bietet das Hammerkopf-Ribozym,
welches eine HS;HS;HS; Kreuzung enthalt und deren three-way junction-Struktur
mittels Rdntenkristallographie bestimmt worden ist (Scott et al. 1995). Sowohl
das Hammerkopf-Ribozym als auch die U4/U6 snRNA enthalten in allen Stammen
ungepaarte Basen und zudem die Méglichkeit zur Fehlpaarbildung. In beiden
Fallen knickt derjenige Helixstamm ab, welcher auf einer Seite die meisten und
auf der anderen Seite die wenigsten ungepaarten Basen enthalt. Die zwei

anderen Stamme fluhren dabei eine koaxiale Helixstapelung durch.
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—| Stamm II
G.A
U.G
UAU
~
Stamm I ~
\ _
\\ — Abbildung 5-7: Schema der Helix-
— stapelung in der U4/U6 snRNA Stamm II
vollzieht mit der 5’-terminalen Haarnadel-
\\ schleife eine koaxiale Stapelung. Die nicht
AN 5’-terminale Watson-Crick-gepaarten Basen in der three-
Haarnadelschleife way junction sind hervorgehoben.

Im Falle der U4/U6 snRNA three-way junction ist es der Stamm I, der abknickt,
da er angrenzend an die 5’-terminale Haarnadelschleife drei ungepaarte Basen
enthalt wahrend auf der anderen Seite in Richtung Stamm II lediglich zwei nicht-
kanonisch gepaarte Basen sitzen (siehe Abbildung 5-7). Das Fehlen von unge-
paarten Basen zwischen Stamm I und II fUhrt dazu, daB hier nur ein schwacher
Knick ausgefiihrt werden kann und Stamm I sich somit an die 5’-terminale Haar-
nadelschleife anlagert. Der damit einhergehende scharfe Knick zwischen dem
Stamm I und der 5’-terminalen Haarnadelschleife wird durch die drei ungepaar-
ten Basen UAU zwischen den Stammen ermdglicht.

Eine kdurzlich veréffentlichte Homologiestudie von three-way junctions, die
ebenfalls die U4/U6 snRNA beinhaltete, macht eine analoge Strukturvorhersage
der Faltung (Lescoute & Westhof, 2006). Folglich eignen sich MFD-FRET-
Untersuchungen hervorragend zur Bestimmung der Konformation von
biologischen Molekilen. Eine genauere Berechnung der Helixorientierungen bei
weiterfihrenden Untersuchungen ware nichtsdestotrotz wiinschenswert. Hierzu
ware eine Modifizierung der nativen Struktur vonnéten: Zum einen sollten die
drei Stamme verlangert werden, um auch gréBere Abstéande, die im allgemeinen
genauer zu bestimmen sind, messen zu kénnen. Zum anderen sollten die drei
Stamme so modifiziert werden, dafB alle Basen miteinander kanonische Paarun-
gen eingehen wirden und damit die Stamme geraden Helices entsprechen
wirden. Lediglich die native Sequenz im Bereich der three-way junction sollte
vollstandig erhalten bleiben. Zudem ware ein weniger umgebungsabhangiger

Akzeptor-Fluorophor als Cy5 und eine langere Linkerlange vorzuziehen.
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5.3 SpleiBosomen

5.3.2 K-turn der humanen U4 snRNA unter EinfluB vom 15.5K

Protein

Um den Knickwinkel, den das K-turn-Motiv der humanen U4 snRNA in die
RNA induziert, in L6sung zu bestimmen und die Bindung des 15.5K Proteins zu
charakterisieren, sind drei unterschiedliche Konstrukte in Anlehnung an das Motiv
entwickelt worden: Das erste enthdlt das native Bindungsmotiv, das zweite ein
modifiziertes Bindungsmotiv, bei welchem ein bulged-A entfernt und eine GeU
Fehlpaarung gegen ein G-C-Paar ausgetauscht wurde, und das dritte ist eine
lineare A-RNA zu Kontrollzwecken. Hierbei soll noch angemerkt werden, daBB das
modifizierte Konstrukt lediglich der Motive entledigt wurde, die nach (Klein et al.
2001) nicht zu der Konsensussequenz des K-turns gehdren (siehe Abbildung
1-6).

Die SpleiBosomexperimente haben das Potential der MFD-FRET-
Einzelmolekilmessungen demonstriert, unterschiedliche Spezies einer Probe
diskriminieren und intramolekulare Abstandsbestimmungen flr jede Spezies
innerhalb einer Messung durchfihren zu kdénnen. Des weiteren wurden sowohl
die FCS als auch die Zeitfensteranalyse dazu herangezogen, eventuelle Dyna-
miken zwischen den Spezies zu verfolgen. Die Schllisse aus den Untersuchungen

sollen im folgenden aufgeflihrt werden.

5.3.2.1 Sowoh! der native als auch der modifizierte K-turn fiihren einen
Knick in die RNA ein

Zur Charakterisierung des K-turn-Motivs in Lésung sind intramolekulare
Abstédnde innerhalb der drei oben aufgefihrten Konstrukte mittels MFD-
Einzelmolekllmessungen bestimmt worden (siehe Abbildung 4-29, Graphen a bis
c). Dabei wurde sowohl fir das native als auch das modifizierte Bindungsmotiv
ein deutlich kleinerer Abstand als flur die gerade Referenzhelix gemessen. Der
Unterschied von 9 A 148t den SchluB zu, daB das K-turn-Motiv der U4 snRNA
einen Knick in die RNA induziert, wie es bereits flir andere K-turn-Motive mittels
Rontgenkristallographie und NMR gezeigt wurde (Klein et al. 2001; Mao et al.
1999; Nissen et al. 2001). Da es sich bei der Struktur um ein Proteinbindemotiv
handelt, wurde seine Konformation in den meisten Fallen im Komplex mit dem
entsprechenden Protein determiniert. Die hier vorliegenden Messungen zeigen

auf, daB der Knick im Falle des K-turns der 5’-terminalen Haarnadelschleife der
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U4 snRNA bereits ohne Protein vorliegt. Des weiteren hat die Messung desselben
Abstandes von 56 +3 A fiir das modifizierte wie fir das native Konstrukt veran-
schaulicht, daB bereits die Konsenesussequenz nach D.J. Klein (Klein et al. 2001)
aus Abbildung 1-6 genugt, um den Knick zu induzieren. Das bulged-A und die

Fehlpaarung sind flr die Ausbildung des K-turns nicht essentiell.

5.3.2.2 Die Bindung des 15.5K Proteins flihrt einen starken Knick ein

Die Messungen an der U4 snRNA K-turn/15.5 Protein-Mischung zeigen
zwei FRET-aktive Spezies im 2D-Histogramm, welche die RNA-Duplex und den
RNA/15.5-Komplex reprasentieren. Dies deutet darauf hin, daB der U4 snRNA K-
turn nur zwei bevorzugte Konformationen besitzt, namlich eine ungefaltete und
eine gefaltete. Die Tatsache, daB die beiden Spezies separat voneinander detek-
tiert werden, zeigt, daB die Aufenthaltsdauer der Spezies in der jeweiligen Kon-
formation deutlich langer als die Beobachtungszeit von mehreren Millisekunden
bei der Diffusion durch das Anregungsvolumen ist. Eine schnellere Dynamik als
die Diffusionszeit wirde zu einem Vermischen der beiden Konformationen inner-
halb eines Bursts und damit zu einer Mittelung der Abstande flihren. Folglich mufB
es sich um einen raren und schnellen Ubergang handeln. Um dies zu bestétigen,
sind die Bursts in Abschnitte von 1 ms unterteilt worden (Zeitfensteranalye,
Daten nicht dargestellt), es konnte aber auch in diesem Zeitbereich kein
Umschalten zwischen den Konformationen beobachtet werden. Der Versuch eines
Nachweises von schnelleren Dynamiken wurde weiterhin mittels spezies-
selektiver FCS an der proteinungebundenen RNA-Duplex durchgefliihrt. Sie sollte
aufklaren, ob der flr diese Spezies bestimmte Abstand eine Mittelung aus der
gefalteten Konformation, wie sie im Komplex mit dem 15.5K Protein vorliegt, und
einer noch offeneren Konformation darstellt, oder ob es sich dabei um eine
statische Spezies handelt. Die FCS-Analyse zeigte keine zusatzliche
Antikorrelation bis in den Bereich von 10 ps, und eine signifikante Fluktuation bis
in den sub-ps-Bereich, die den Triplett-Term Uberlagern wirde, konnte auch
nicht beobachtet werden. Beide Analysen zeigen auf, daB die ungefaltete
Konformation (gekennzeichnet durch die Linie III in Abbildung 4-29) wirklich nur
eine Spezies darstellt und nicht aus der Mittelung von unterschiedlich langlebigen
(Ms-ms) Konformationen resultiert. Die Abwesenheit von jenen langlebigen
gefalteten Konformationen weist weiterhin darauf hin, daB die Komplexbildung

von dem U4 snRNA K-turn und dem 15.5K Protein entweder durch einen
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induced-fit (engl.; induzierte Anpassung) ProzeB oder durch das konformationelle
Einfangen einer kurzlebigen Konformation geschieht. Hierzu hat V. Cojocaru in
einer Molekulardynamik-Simulation gezeigt, daB sich der U4 snRNA K-turn, wie
er im Kristall mit dem 15.5K Protein vorliegt (Abbildung 1-7), in Abwesenheit des

Proteins bereits nach 10 ns teilweise entfaltet (Cojocaru et al. 2005).

Der EinfluB des 15.5K Proteins auf die Struktur des U4 snRNA 5’-termi-
nalen Haarnadelschleife muB noch weiter untersucht werden. Die Messungen sind
zwar an dem nativen Motiv durchgeflihrt worden, jedoch wurde die UUUAU-
Schleife, die im Ubrigen in der Kristallstruktur nicht aufgelést war, durch ein
doppelhelikales RNA-Segment ersetzt (Vergleich Abbildung 1-6 und Konstrukt
UplDown der Abbildung 4-28). Letzteres sollte zu einer Stabilisierung der
Hybridisierung fihren und damit auch die gefaltete Konformation des K-turn-
Motivs stabilisieren. Die geschlossene Struktur ist jedoch nur in der Anwesenheit
des 15.5K Proteins beobachtet worden. Somit kann gefolgert werden, daB auch
der U4 snRNA K-turn der 5’-terminalen Haarnadelschleife in Abwesenheit des
15.5K Proteins aufgrund der schwacheren Stabilisierung ungefaltet vorliegt und
die Faltung erst durch Proteinbindung, so wie sie in der Kristallstruktur zu sehen
ist, stattfindet.

5.3.2.3 Weder Natrium- noch Magnesium-Ionen kénnen einen starken Knick

induzieren

Die Faltung von RNA-Strukturen ist oft von der Wechselwirkung mit Ionen
abhangig. Die hier aufgefihrten Messungen an dem U4 snRNA K-turn-Motiv
enthiillten einen Konformationsiibergang, welcher durch Na*- und Mg?*-Ionen bei
Konzentrationen von jeweils zwischen 20 und 100 mM bzw. unter 0.1 mM
induziert werden kann (Graphik 4-29 a und b). Ein ahnliches Ergebnis wurde von
T.A. Goody fir das KT-7-Motiv der Helix 7 aus der 23S rRNA mittels
Frequenzdomanen-Lebensdauermessungen gefunden (Goody et al. 2004). Dies
deutet darauf hin, daB das ungefaltete U4 snRNA K-turn-Motiv eine starker
gedffnete Konformation adaptiert, welche durch die Bindung von Na*- and Mg?**-
Ionen stabilisiert wird. Jedoch ist im Kontrast zum KT-7 K-turn-Motiv die Bindung
von Ionen nicht hinreichend, um die stark geknickte Konformation zu induzieren,

wie sie in Gegenwart des 15.5K Proteins aufzufinden ist.
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Abbildung 5-8: Schema der Knickinduktion in der 5’-terminalen Haarnadelschleife der U4

snRNA Das 15.5K Protein induziert eine starke Konformationsanderung im K-turn, die allein in der

Gegenwart von Mg?*- oder Na*-Ionen nicht beobachtet werden kann.

Da im Experiment einzelne Molekile betrachtet werden, die durch das konfokale
Anregungsvolumen diffundieren, wirden neue, langlebige (mehrere ms
andauernde) Konformationen, die durch die Bindung von Ionen an das K-turn-
Motiv entstehen wirden, als neue Spezies im 2D-Histogramm erscheinen. Dies
wird jedoch nicht beobachtet. Ebenfalls hat weder die Analyse von individuellen
Zeitspuren noch eine spezies-selektive Korrelationsanalyse bei unterschiedlichen
Salzkonzentrationen ein Umschalten zwischen verschiedenen Konformationen
aufgedeckt. Dieses Ergebnis und die hohe nétige Konzentration an monovalenten
Ionen, um den Konformationsiibergang zu induzieren, deuten darauf hin, daB die
Ionen mit dem U4 snRNA K-turn mittels eines diffusen Mechanismus
wechselwirken. Ihre Bindung ist jedoch nicht spezifisch und sie kdnnen auch

keinen Konformationsliibergang in die vollstandig gefaltete Struktur induzieren.

Die Interpretation der Salzabhangigkeit muB jedoch mit Vorsicht gehand-
habt werden, da auch im Falle der doppelhelikalen Referenzhelix, die kein
Bindungsmotiv enthalt, eine Abhangigkeit des Abstandes von der Ionen-
konzentration beobachtet werden konnte (Abbildung 4-31 c und d). Solch eine
Anderung im Abstand kdénnte durch Strukturumwandlungen in der RNA-Helix
erklart werden. Eine durch die Bindung von Ionen hervorgerufene
elektrostatische Abschirmung des RNA-Rlckgrats kdénnte damit in einer
Stauchung der Helix resultieren. Des weiteren kann ein schwacher EinfluB der
Ionen auf die Beweglichkeit der Fluorophore nicht ganz ausgeschlossen werden
und wirde zu einer MiBinterpretation als Konformationsanderung der RNA-Helix
fihren. Zu dem EinfluB auf die Beweglichkeit sind jedoch keine Hinweise aus der
Betrachtung der Anisotropie zu enthehmen.

Auch wenn die Ionen einen schwachen EinfluB die U4 snRNA K-turn-Struktur

haben, so zeigen die Messungen doch eindeutig auf, daB sie die stark geknickte
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Konformation, wie sie vom 15.5K Protein induziert wird, nicht einfihren kénnen.
So wurden auch keine lokalisierten Mg®*-Ionen in der Kristallstruktur des U4
snRNA K-turn/15.5K-Komplexes gefunden (Vidovic et al. 2000). Dies zeigt, daB

die Ionen nicht bei der Stabilisierung der gefalteten Konformation beteiligt sind.

5.3.2.4 Die Struktur des K-turns in Lésung entspricht derjenigen im Kristall

Um die gemessenen Abstdnde mit Modellstrukturen vergleichen zu
kdnnen, muissen die Positionen der Fluorophore mit in Betracht gezogen werden.
Um die ortliche Unsicherheit, welche durch die Léange der Linker eingefiihrt wird,
mit einzubeziehen, ist ein Satz von 10.000 méglichen Positionen der Fluorophore
mittels MD-Simulationen berechnet worden, bei welchen nur sterische Hinde-
rungen in Betracht gezogen worden sind. Die Position des Fluorophors ist durch
die Bildung einer Mittelung abgeschatzt worden. Die Struktur des RNA-Protein-
Komplexes ist durch die Verlangerung der Kristallstruktur des U4 snRNA K-turns
mit helikalen Armen modelliert worden. Die mittleren Positionen der Fluorophore
an der Referenzhelix und dem K-turn/15.5K-Komplex sind in Abbildung 5-9
dargestellt.

Abbildung 5-9: Mittlere Fluorophorposition aus MD-Simulation an spleiBosomalen Kon-
strukten Mittlere Position von Alexa488 (griin) und Cy5 (rot) an den Konstrukten Up3Down (A)
und UplDown/15.5K-Komplex (B). Die gestrichelt umrandete Flache deutet die Fluorophor-
verteilung aus der MD-Simulation an.
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Der Vergleich der gemessenen Abstdande mit den aus den Konstrukten
modellierten Abstanden zeigt, daB die Struktur des gefalteten U4 snRNA K-turn-
Motivs in Lésung der Kristallstruktur sehr dahnlich ist. Darauf deuten auch die
geschatzten interhelikalen Winkel, welche in Tabelle 5-2 zusatzlich zu den Ab-
standen aufgefihrt sind.

Tabelle 5-2: Abstdande und interhelikale Winkel fiir unterschiedliche Proben Sowohl fir die

lineare Referenzhelix als auch den K-turn/15.5 Protein-Komplex ist eine gute Ubereinstimmung

zwischen den gemessenen und den modellierten Abstédanden gefunden worden.

MFD-FRET-Messungen MD-Simulation
Interhelikaler Interhelikaler
Abstand Winkel Abstand Winkel
Referenzhelix 65 +2,5 A 180° 60 +9,5 Al 180° 1
Natives 56 +3 A 76 +15°
Bindungmotiv
Natives
Bindungsmotiv 45 +2 R 48 +15° 42 £11 A? 530 2
+15.5K Protein
1 A-RNA

2 Kristallstruktur

So betragt der Winkel zwischen den Helixarmen flr das native Bindungsmotiv in
Abwesenheit des 15.5K Proteins 76° £15° und wird durch die Bindung des
Proteins auf 48° +15° gesenkt. Letzteres ist in guter Ubereinstimmung mit den
53° des Knickes des RNA-Duplex in der Kristallstruktur.

5.4 MFD-Imaging

Die MFD-Imaging-Experimente stellen Machbarkeitsstudien zu Diffusions-
und Beweglichkeitsuntersuchungen von fluoreszenzmarkierten Proben in Zellen
dar. Sie sollen zum einen die Entwicklung der Apparatur und der Programme flr
das MFD-Imaging im Rasterverfahren in der Gruppe von Prof. Seidel
demonstrieren. Zum anderen werden die Bedingungen flr die Zellkultur

beziglich einer méglichst niedrigen Autofluoreszenz in den Zellen optimiert.
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5.4.1 Diffusionsmessungen in Sepharose-Kugeln

Mit der Messung von sich frei bewegenden Fluorophoren innerhalb und
auBerhalb von Sepharose-Kugeln wird ein Modell geschaffen, bei welchem die
Molekdile in unterschiedlich dichten Medien diffundieren. Auf diese Weise kann
eine unterschiedliche Beweglichkeit desselben Molekills in Abhangigkeit vom
Aufenthaltsort simuliert werden. Die Detektion von Photonen im Rasterverfahren
liefert ein Bild der Fluoreszenz innerhalb und auBerhalb der Sepharose-Kugel. Die
Berechnung der pixelweisen FCS dieser Photonen ermdglicht die Bestimmung der
Diffusionszeit und bei genlgender Photonenanzahl auch die Rotationszeit der
Molekile in einem beliebigen Bildausschnitt. In den vorliegenden Messungen
(Abbildung 4-33) wird das an der Bestimmung der FCS und der daraus ersichtli-
chen Diffusionszeit von Rh110 bzw. Alexa488-markierter, einen 3A-bulge ent-
haltender DNA-Helix demonstriert. In der FCS kann eine deutliche Behinderung
der Diffusion des jeweiligen Moleklls durch das Sepharosenetzwerk beobachtet
werden. Die erhéhten Anisotropiewerte innnerhalb der Sepharose-Kugel lassen
zudem auf eine Erhéhung der Rotationskorrelationszeit schlieBen, also auch hier
auf eine behinderte Bewegung. Insgesamt zeigen die Messungen die Mdglichkeit
auf, unterschiedliche Beweglichkeiten an verschiedenen Orten in der Zelle quan-

titativ und bildgebend in einem pixelweisen Verfahren auswerten zu kénnen.

5.4.2 Fluoreszenzhintergrund in Zellen

Eine FCS-Kurve mit einer guten Auflésung des Diffusionstermes kann nur
generiert werden, wenn die vom untersuchten Fluorophor stammenden Fluktua-
tionen sich in der Intensitdt vom Hintergrundsignal abheben. Werden die
Fluoreszenzmessungen in Zellen durchgefiihrt, so kann deren Autofluoreszenz
eine FCS-Auswertung erheblich erschweren, sofern die Autofluoreszenz um ein
vielfaches starker als das eigentliche Fluoreszenzsignal ist. Aus diesem Grunde
sind in Aussicht auf zukiinftige FCS-Messungen in Zellen mittels MFD-Imaging die
Bedingungen der Zellkultur optimiert worden. Die Messungen zeigen die ersten
Bilder in Zellen auf (Abbildung 4-34). Demnach sollte fir die Zellkultur das
Medium F12 verwendet werden, wahlweise kdénnten noch weitere Unter-
suchungen mit M199 durchgefiihrt werden, da es die niedrigste Konzentration an
Riboflavin und gar kein Phenolrot enthalt. Nach den Intensitdtsmessungen zu

urteilen sollten die zukilnftigen FCS-Messungen nach Mdglichkeit im Zellkern
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durchgefiihrt werden, da jener die niedrigste Autofluoreszenz in der ganzen Zelle
aufweist. Eine weitere Mdglichkeit, die Fluoreszenz des untersuchten Moleklls
vom Hintergrund zu unterscheiden, ist die Lebensdauer im jeden Pixel zu
bestimmen. Aus MFD-Imaging-Messungen resultierende Lebensdauerbilder sind
bereits in der Dissertation von M. Kdénig vorgestellt worden (Kénig 2005). Das
MFD-Imaging bietet somit wie auch die MFD-Einzelmolekllmessungen durch die

Auswertung mehrer Parameter eine Kontrolle der Ergebnisse.
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ANHANG

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A Akzeptorfluorophor bzw. mit Akzeptor markiertes Molekiil; Adenin
APD Avalanche-Photodiode

BIFL Burst-Integrated Fluorescence Lifetime

B Streulichtsignal

bp Basenpaar(e)

C Konzentration

c’ Lichtgeschwindigkeit

C Cytosin

ds doppelstrangig

D Donorfluorophor bzw. mit Donor markiertes Molekil; Diffusionskonstante
D(A) mit Donor- und Akzeptorfarbstoff markierter Molekilkomplex
DNA Desoxynucleic Acid (Desoxynukleinsaure)

em emission (Fluoreszenzemission)

ex excitation (Anregung)

E Extinktion

Er Energietransfereffizienz

F Fluoreszenzintensitat

F. Faraday-Konstante (= 9,65°10* C mol™)

Fa Fluoreszenzintensitat des Akzeptorfarbstoffs

FCS Fluorescence Correlation Spectroscopy (Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie)
Fp Fluoreszenzintensitat des Donorfarbstoffs

Fges Gesamt-Fluoreszenzintensitat

FRET Fluoreszenzresonanter Energietransfer

ds Detektionseffizienz im griinen Wellenlangenbereich

dr Detektionseffizienz im roten Wellenlangenbereich

griner Wellenléngenbereich; Guanin

h Plancksches Wirkungsquantum (= 6,63°103% ] s)

I mittlere Anregungsleistungsdichte [kW cm™]

Io Anregungsleistungsdichte in der Fokusebene [kW cm™]
IC Internal Conversion (Innere Konversion)

ISC Intersystem Crossing

J Uberlappungsintegral [M! cm?]
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kD
kp

Kp(o)

G
kFRET

kic

kISC

kp

kr

Ka
Kb

|1l IZ

MD
MFD

NHS
NMR

o

ROr

Rpa
RNA
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Geschwindigkeitskonstante, Boltzmann-Konstante (= 1,38:10 J K'!)
Kilodalton

Summe der Geschwindigkeitskonstanten von  Fluoreszenz, innerer
Umwandlung und intersystem crossing des Donorfarbstoffs [s]

Summe der Geschwindigkeitskonstanten von  Fluoreszenz, innerer
Umwandlung und intersystem crossing des Donorfarbstoffs [s™]

Geschwindigkeitskonstante der Fluoreszenz [s!]
Geschwindigkeitskonstante des Energietransfers [s™!]

Geschwindigkeitskonstante der inneren Umwandlung (engl. internal
conversion) [s7!]

Geschwindigkeitskonstante fir den Ubergang vom angeregten in den
Triplettzustand [s™]

Geschwindigkeitskonstante der Phosphoreszenz [s™]
Geschwindigkeitskonstante der Léschung [M! s71]

Geschwindigkeitskonstante fiir den Ubergang vom Triplettzustand in den
Grundzustand [s-1]

Gleichgewichtskonstante der Assoziation
dynamische Léschkonstante; Dissoziationsgleichgewichtskonstante

Korrekturfaktoren fiir die Mischung der Polarisatonsanteile bei Transmission
durch das Objektiv

Molekulardynamik

Multiparameter-Fluoreszenzdetektion

Anzahl an Photonen in einem Einzelmolekdilereignis

Brechungsindex des Lésungsmittels

Anzahl an fluoreszierenden Molekllen; Nukleobase

Anzahl an fluoreszierenden Molekiilen zur Zeit t=0 der Anregung
Besetzungsdichte eines Energieniveaus

Avogadro-Konstante (= 6,022-107% mol™?)

N-Hydroxysuccinimid

Nuclear Magnetic Resonance (= Kernmagnetische Resonanz)

Index fir parallele Polarisation; Laserlichtleistung am Objektiv
Léschmolekil; Léschung (engl. quenching)

Anisotropie

Anisotropie zur Zeit t=0 der Anregung des Molekiils (molekilabhangig)
Forsterradius [A]

reduzierter Forsterradius [A]

ideale Gaskonstante (= 8,31 J mol!K!); ,roter® Wellenldngenbereich
Abstand von Donor und Akzeptor eines FRET-Paares [A = 107'° m]
Riconucleic Acid (Ribonukleinsaure)

Index fur senkrechte Polarisation

am Detektor auftreffendes Signal



Abklrzungsverzeichnis

S0/1

Vb
VitC

Xj

Zp

S}

a © < ' 2 A, =

a

Singulettzustand des Grundzustands/des ersten angeregten Zustands
Zeit

Korrelationszeit des Bunchingterms i in der FCS

Korrelationszeit [ms]

Diffusionszeit [ms]

Triplettkorrelationszeit [ps]

absolute Temperatur [K]; Triplettzustand; Messfenster bei der zeitaufgelosen
Spektroskopie; zeitlicher Schwerpunkt eines Einzelmolekilereignisses, Thymin

Amplitude des Triplettanteils der Korrelationskurve

Time-correlated Single Photon Counting (Zeitkorrelierte Einzel-
photonenzahlung)

Detektionsvolumen [fl]
Vitamin C

molekilgewichtete Amplitude der Abklingzeit 1, bei mehrexponentieller
Abklingkurvenanpassung

Koordinate senkrecht zur Helixachse
1/e?-Radius in axialer (z) Richtung [um]

Helixachsenkoordinate

Crosstalk (Ubersprechen)
Extinktionskoeffizient [M™? cm™]
Fluoreszenzquantenausbeute
inverse Photonenenergie; Streulichtanteil
Orientierungsfaktor
Wellenlange [nm]
Ubergangsdipolmoment
Frequenz [Hz]
Rotationskorrelationszeit [ns]
Absorptionsquerschniss
Fluoreszenzlebensdauer

1/e’-Radius in radialer (x,y) Richtung [pm]
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FLUOROPHORE
Alexa 488 10l N . 10
. i I'v | === Fluoreszenz
Absorptionsmaximum: 495 nm o8l D los —
P g £
€495 nm: 71 000 Mt cm™? 4 06 &
Fluoreszenzmaximum: 519 nm S 04 g
g
2 02 8
< [
0.0
350 460 4;0 560 5;0 660 650
HOOC Wellenlange [nm]
I\COOH
= | I N
HNT N NG N MK,
SO3° SOz
Cy5 10k N —— Absorption 1.0
Absorptionsmaximum: 649 nm (LD 77 Fluoreszenz

€649 nm- 250 000 M_1 Cm_1

Fluoreszenzmaximum: 670 nm

Absorption (norm.)

1 " 1 " 1 " 1 " 1
550 600 650 700 750
Wellenlange [nm]

Cy5

HOOC

* Bei der MD-Simulation herangezogene Atome zur Abstandsbestimmung.
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Fluorophore

Rhodamin 110
Absorptionsmaximum: 496 nm
€649 nm- 68 000 M_1 Cm'l

Fluoreszenzmaximum: 527 nm

Rhodamin 101

Absorptionsmaximum: 649 nm

Fluoreszenzmaximum: 670 nm

Sulphorhodamin B

Absorptionsmaximum: 649 nm

Fluoreszenzmaximum: 670 nm

Absorption (norm.) Absorption (norm.)

Absorption (norm.)
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OLIGONUKLEOTIDSEQUENZEN

Sequenzen der in Material und Methoden eingefiihrten Molekile. Der Stern (*)
verweist auf die Fluorophormarkierungsstellen. Bei mehreren mdglichen Markierungen an
einer Sequenz wird dem Namen die Nummer der markierten Base drangehangt. Die
Namensgebung der Hybride erfolgt durch das Aneinanderreihen von Donor- und
Akzeptorname. (Eine Ausnahme bildet hier der K-turn - in diesem Falle wird der Donor-

an den Akzeptornamen nachgestellt.)

Tabelle 1: DNA-Helices

Name Fluorophor Sequenz
5-d(48-GGA CTA GTC TAG GCG AAC GTT TAA GGC GAT CTC
DNAD  Alexa488 T*GT* TT*A CAA CTC CGA-1)
ONA A Cvs 5'-d(1-TCG GAG TTG TAA ACA GAG AT*C GCC TT*A AAC GT*T
= Y CGC CT*A GAC TAG TCC-48)
12 D Alexaags 5 -d(53-AAT TGG ACT AGT CTA GGC GAA CGT TTA AGG CAG
- ATC TCT* GT*T T*AC AAC TCC GA-1)
38 D Alexaagg 5 -d(55-AAT TGG ACT AGT CTA GGC GAA CGT TTA AGG CAA
- AGA TCT CT*G T*TT* ACA ACT CCG A-1)
5a D Alexaqgg 5 -d(57-AAT TGG ACT AGT CTA GGC GAA CGT TTA AGG CAA

AAA GAT CTC T*GT* TT*A CAA CTC CGA-1)

Endstandig ungepaarte Basen sind kusiv, intern ungepaarte unterstrichen.

Tabelle 2: RNA-Helices

Name Fluorophor Sequenz
5"-(48-GGA CUA GUC UAG GCG AAC GUU UAA GGC GAU CuUC
RNA_D  Alexa488 U*GU* UU*A CAA CUC CGA-1)
(1= * *
RNA_A Cy5 57-(1-UCG GAG UUG UAA ACA GAG AU*C GCC UU*A AAC

GU*U CGC CUA GAC UAG UCC-48)

Tabelle 3: K-turn der U4 snRNA

Name Fluorophor Sequenz
upl Cy5 5"-(GCA UCG UAG CCA AUG AGG UCU T*CG)
up2 Cy5 5"-(GCA UCG CGC CAA UGA GGU CUT* CG)
up3 Cy5 5"-(GCA UCG CGC CUC GGU CUT* CG)
down Alexa488 5’-(CGA AGA CCG AGG CGC GAT* GC)
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Oligonukleotidsequenzen

Tabelle 4: U4/U6 snRNA three-way junction

Name Fluorophor Sequenz

5'-(1-AGC UUU* GCG CAG UGG CAG UAU* CGU* AGC CAA

U4_D Alexa488 UGA GGU UUA U*CC GAG GCG CGA UUA UUG CUA AUU GA-
65)
U6 A cvs 5'-(47-UCA AUU* AGC AU*G GCC CCU* GCG CAA GGA UGA
— Y CAC GCA AAU UC-87)
U4 AG2 oys 5'-(1-UCA AUU AGC AAU AAU CGC GCC UCG GAU AAA CCU

CAU UGG CUA CGA UUA UUG CUA AU*U GA-59)
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ORIGINALDATEN DER FRET-STUDIEN

Im folgenden sind die Zahlenwerte der im Ergebnisteil prasentierten Diagramme
tabellarisch aufgelistet. Des weiteren sind die zugehérigen MFD-Messungen in Form von

2D-Histogrammen aufgefihrt.

Kapitel 4.1.1

Tabelle 5: MFD-Rohdaten und der daraus geleiteten Ergebnisse zur geraden DNA Helix
pea) ist dem GauBfit der jeweiligen Probe in Abbildung 1 entnommen. 17, ist in einer nur den Donor
enthaltenden Messung bestimmt worden. E; berechnet sich aus diesen Werten nach GI. 2-22, zur
Korrektur der Transfereffizienz wird Gl. 4-6 herangezogen. Der daraus resultierende Abstand
zwischen der mittleren Fluorophorverteilung laBt sich nach Gl. 2-24 mit einem Foérsterradius von
R, = 51,7 R berechnen. Werte zu den Abbildungen 4-3, 4-6 und 4-8.

Abstand D(a) 7] Er Er Abstand
[bp] [ns] [ns] (korr) [A]

5 0,94 3,97 0,76 0,89 37,4

7 0,91 3,97 0,77 0,90 37,0

9 1,29 3,97 0,68 0,81 41,7

11 2,27 3,97 0,43 0,51 52,5

13 2,71 3,97 0,32 0,36 58,0

15 3,02 3,97 0,24 0,26 62,8

17 2,90 3,97 0,27 0,30 60,8

19 3,21 3,97 0,19 0,20 66,4

21 3,54 3,97 0,11 0,11 75,0

23 3,81 3,97 0,04 0,04 88,7

25 3,97 3,97 0 0,01 114,5

27 3,84 3,97 0,03 0,04 91,3
150 2 A5 350 e S
g 5bp E 7bp
"1000 11000 "1000 11000

100 1100 100 1100
< 10 110 g 10; 110
o 11 ut 1} 11
0.1 To1 0411 Jo1
e cysé - 100 T 4 400
TD(A) [nS] # of bursts TD(A) [ns] # of bursts
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FRET-Originaldaten

1 2 3 4
o 250 T T T
g 9 bp
2
S
3* L L
1000 | 3 41000
100 3 4100
< 10 3 410
[T
\D
' 1 L 11
0.1 3 401
Alexa 488 - Cy5
1 1
2 4 300
TD(A) [ns] # of bursts
1 2 3 4
o 250 T T T
g 13 bp
2
S
3+
1000 E 41000
100 3 4100
< 10 E 410
[T
\D
w 1 i 11
0.1 3 401
Alexa 488 - Cy5
1 1
2 4 200
TD(A) [ns] # of bursts
1 2 3 4
» 950 T T T T
g 17 bp
2
S
3*
1000 [ [ 11000
100 L . 1100
< 10[ 110
w f
=] E
'y 1 ! L 11
01t L 101
1 1
2 4 550
# of bursts
Tow [ns]
1 2 3 4
» 120
® 21 bp
2
k]
*
1000 | 3 41000
100 4100
< 10 110
L
o
w9 L 11
0.1 3 40.1
Alexa 488 - Cy5
1 1
2 4 100
# of bursts
tD(A) [I'IS] of bur:

200 : . . T .

11 bp

- #ofbursts

000 -

1000

100 100
< 10 10
[T
\D
('S 1 1
0.1 L 0.1
Alexa 488 - Cy5
1 n 1 n
4 270
# of bursts
Tow [ns]
1 2 3 4 5
» 300 T T T T T )
é 15 bp
k]
*
1000 | 41000
100 4100
< 10 410
[’
\ﬂ
[TH 1 1
0.1 0.1
Alexa 488 - Cy5
1 n 1
2 4 450
# of bursts
o) [ns]
1 2 3 4 5
» 250 T T T T T .
B 19 bp
=]
S
*
1000 | [ 1000
100 L » 100
< 10L 10
w E
=} L
['8 1 ! 1
0.1 0.1
1 1
2 4 200
# of bursts
Tom [ns]
1 2 3 4 5
» 150
® 23 bp
S iy
o
k]
3*
1000 +
3 1000
100 r 100
< 10] i 10
W
u° 1 3 1
L 0.1
0.1 E 0.01
'Alexa488-Cy5
1 1
4 130
TD(A) [ns] # of bursts
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1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
» 100 . : : : : » 80
K] *25 bp K 27 bp
H ]
% 5 N
I* *
1000 - 41000 1000 - . 3 41000
100 4100 100 4100
&< 10 410 &cx 10 410
o [=]
| 11 | 11
0.1 40.1 0.1 40.1
Alexa 488 - Cy5 Alexa 488 - Cy5
1 1 1 1
2 4 60 2 4 100
# of bursts # of bursts
Tow [ns] Tom [ns]

Abbildung 1: 2D-Histogramme der MFD-FRET Messungen der geraden DNA Helix Die
Korrekturparameter fir die MFD-Daten sind: Bg = 2,9 kHz, B = 1,1 kHz, gs = 0,32, gr = 0,53, «
= 0,018. Der Schwerpunkt des 7pa)~Gaullfits ist in Tabelle 5 aufgefihrt. Die Quantenausbeuten
betrugen bei den vorliegenden Messungen @, = 0,8 und @, = 0,43. Kurve nach Gl. 1 (siehe

unten).# of bursts: Ereignisanzahl.

~

T )]
N e 30 C

4 Tp) ~ Tpay

Tabelle 6: Gekriimmte helikale Modelle der DNA Transfereffizienz zwischen den mittleren
Aufenthaltsorten der MD-simulierten Fluorophorverteilung an unterschiedlichen DNAs. Werte zur
Abbildung 4-8.

Abstand [bp] B-DNA Gabrielian Goodsell Ulyanov

5 0,97 0,97 0,97 0,97
6 0,97 0,96 0,97 0,97
7 0,97 0,94 0,95 0,96
8 0,94 0,89 0,91 0,92
9 0,87 0,81 0,82 0,85
10 0,75 0,68 0,69 0,73
11 0,61 0,55 0,54 0,53
12 0,49 0,44 0,43 0,41
13 0,40 0,35 0,36 0,33
14 0,35 0,30 0,30 0,28
15 0,31 0,27 0,26 0,25
16 0,28 0,24 0,22 0,21
17 0,23 0,25 0,27 0,32
18 0,18 0,19 0,22 0,24
19 0,13 0,13 0,16 0,17
20 0,10 0,09 0,11 0,12
21 0,07 0,07 0,08 0,08
22 0,05 0,05 0,06 0,06
23 0,04 0,04 0,04 0,05
24 0,04 0,03 0,04 0,04
25 0,03 0,03 0,03 0,03
26 0,03 0,02 0,02 0,02
27 0,02 0,02 0,02 0,02
28 0,02 0,02 0,01 0,02
29 0,01 0,01 0,01 0,01
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Tabelle 7: Auswirkung von Mittelungsregimes auf die Transfereffizienz Anwendung von Gl.
4-2 (helikales Modell), 4-4 (schnelle Rotation) und 4-5 (langsame Diffusion) auf den DNA MD-
Datensatz. Werte zur Abbildung 4-5.

Abstand helikales schnelle langsame
[bp] Modell Rotation Diffusion
5 0,97 0,90 0,76
7 0,97 0,87 0,73
9 0,87 0,75 0,59
11 0,61 0,53 0,41
13 0,40 0,37 0,29
15 0,31 0,30 0,24
17 0,23 0,23 0,18
19 0,13 0,14 0,12
21 0,07 0,08 0,07
23 0,04 0,05 0,05
25 0,03 0,03 0,03
27 0,02 0,02 0,02

Kapitel 4.1.2

Tabelle 8: MFD-Rohdaten und der daraus geleiteten Ergebnisse zur geknickten Helix mit

einem ungepaarten Adenin 75, ist dem GauBfit der jeweiligen Probe in Abbildung 2 entnom-

men. 7p ist in einer nur den Donor enthaltenden Messung bestimmt worden. E; berechnet sich aus

diesen Werten nach Gl. 2-22, zur Korrektur der Transfereffizienz wird Gl. 4-6 herangezogen. Der

daraus resultierende Abstand zwischen der mittleren Fluorophorverteilung 1aBt sich nach Gl. 2-24

mit einem Forsterradius von Ry = 51,7 A berechnen. Werte zur Abbildung 4-11a.

Abstand .
o] (el e ET (kir) Ab?f??nd B[Gkéz?R 96/ 9r a  Erdy
11 2,14 4,00 0,47 0,53 50,9 3,3/1,1 0,32/0,39 0,018 0,54
13 2,82 4,00 0,30 0,31 59,3 3,2/0,9 0,32/0,39 0,018 0,33
15 3,15 4,00 0,21 0,21 64,7 3,2/0,9 0,32/0,39 0,018 0,25
17 2,77 4,00 0,31 0,32 58,6 3,0/0,8 0,32/0,39 0,018 0,34
18 2,91 4,00 0,27 0,28 60,7 3,0/0,8 0,32/0,39 0,018 0,26
19 3,28 4,00 0,18 0,17 67,3 3,2/0,9 0,32/0,39 0,018 0,16
20 3,3 4,00 0,18 0,17 67,8 3,2/0,9 0,32/0,39 0,018 0,11
21 3,56 4,00 0,11 0,10 74,8 3,2/0,9 0,32/0,39 0,018 0,08
22 3,67 4,00 0,08 0,07 78,9 3,2/0,9 0,32/0,39 0,018 0,06
23 3,8 4,00 0,05 0,05 85,9 3,0/0,8 0,32/0,39 0,018 0,04
25 3,85 4,00 0,04 0,04 89,6 3,3/1,1 0,32/0,39 0,018 0,03
27 3,94 4,00 0,02 0,02 99,9 3,2/0,9 0,32/0,39 0,018 0,02
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Abbildung 2: 2D-Histogramme der MFD-FRET Messungen der geknickten Helix mit einem
ungepaarten Adenin Die individuellen Korrekturparameter sind der Tabelle 8 zu entnehmen. Der
Schwerpunkt des 7p)-GauBfits ist ebenfalls in dieser Tabelle aufgefihrt. Die Quantenausbeuten

betrugen @, = 0,8 und @, = 0,43. Kurve nach Gl. 1. # of bursts: Ereignisanzahl.

Tabelle 9: MFD-Rohdaten und der daraus geleiteten Ergebnisse zur geknickten Helix mit
drei ungepaarten Adeninen 7, ist dem GauBfit der jeweiligen Probe in Abbildung 3
entnommen. zp ist in einer nur den Donor enthaltenden Messung bestimmt worden. E; berechnet
sich folglich nach GIl. 2-22, zur Korrektur der Transfereffizienz wird Gl. 4-6 herangezogen. Der
daraus resultierende Abstand zwischen der mittleren Fluorophorverteilung 1aBt sich nach Gl. 2-24
mit einem F&rsterradius von Ry, = 51,7 A berechnen. Werte zur Abbildung 4-11c.

Abstand D(A) (95} Er Abstand Bs / Bgr E+

[bp] s [ns]  ET (korr) [A] [kHz] s/ gr o (fit)
11 1,95 3,91 0,50 0,57 49,3 3,7/0,8 0,32/0,39 0,013 0,62
13 2,66 3,91 0,32 0,34 57,9 3,9/1,1 0,32/0,39 0,013 0,35
15 3,17 3,91 0,19 0,18 66,5 3,5/0,8 0,32/0,39 0,013 0,25
17 2,16 3,91 0,45 0,50 51,6 3,8/0,8 0,32/0,39 0,013 0,60
18 2,33 3,91 0,40 0,45 53,6 3,8/0,9 0,32/0,39 0,013 0,51
19 2,78 3,91 0,29 0,30 59,7 3,9/1,2 0,32/0,39 0,013 0,29
20 3,07 3,91 0,21 0,21 64,5 4,0/1,3 0,32/0,39 0,013 0,22
21 3,47 3,91 0,11 0,10 74,4 3,5/0,8 0,32/0,39 0,013 0,13
22 3,56 3,91 0,09 0,08 77,8 3,5/0,8 0,32/0,39 0,013 0,10
23 3,63 3,91 0,07 0,06 80,9 3,9/1,0 0,32/0,39 0,013 0,07
25 3,73 3,91 0,05 0,04 87,0 4,0/1,3 0,32/0,39 0,013 0,03
27 3,84 3,91 0,02 0,02 98,2 3,5/0,8 0,32/0,39 0,013 0,02
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Abbildung 3: 2D-Histogramme der MFD-FRET Messungen der geknickten Helix mit drei
ungepaarten Adeninen Die individuellen Korrekturparameter sind der Tabelle 9 zu entnehmen.
Der Schwerpunkt des 7p)~-GauBfits ist ebenfalls in dieser Tabelle aufgefihrt. Die Quantenaus-

beuten betrugen @, = 0,8 und @, = 0,43. Kurve nach Gl. 1. # of bursts: Ereignisanzahl.

Tabelle 10: MFD-Rohdaten und der daraus geleiteten Ergebnisse zur geknickten Helix mit
funf ungepaarten Adeninen (Kapitel 4.1.2) 7, ist dem GauBfit der jeweiligen Probe in
Abbildung 4 entnommen. 7, ist in einer nur den Donor enthaltenden Messung bestimmt worden. Er
berechnet sich aus diesen Werten nach GIl. 2-22, zur Korrektur der Transfereffizienz wird Gl. 4-6
herangezogen. Der daraus resultierende Abstand zwischen der mittleren Fluorophorverteilung 1aBt
sich nach GIl. 2-24 mit einem Forsterradius von R, = 51,7 A berechnen. Die Quantenausbeuten

betrugen bei den vorliegenden Messungen @, = 0,8 und @, = 0,43. Werte zur Abbildung 4-11e.

Abstand D(A) D E Er Abstand Bg/ Br / Er
[bp]  [ns]  [ns] T (korr) [A] [kHz] 9c/ Gr X (i)
11 1,6 4,01 0,60 0,70 45,0 4,2/1,8 0,31/0,39 0,018 0,73
13 2,5 4,01 0,38 0,41 55,0 3,5/1,0 0,31/0,39 0,018 0,42
15 3,11 4,01 0,22 0,22 63,8 3,4/0,9 0,31/0,39 0,018 0,29
17 1,67 4,01 0,58 0,68 45,7 3,3/0,9 0,31/0,39 0,018 0,83
18 1,75 4,01 0,56 0,65 46,6 3,3/0,9 0,31/0,39 0,018 0,77
19 2,43 4,01 0,39 0,43 54,1 3,8/1,6 0,31/0,39 0,018 0,48
20 2,6 4,01 0,35 0,38 56,2 3,8/1,4 0,31/0,39 0,018 0,39
21 3,07 4,01 0,23 0,23 63,1 3,4/0,9 0,31/0,39 0,018 0,22
22 3,16 4,01 0,21 0,21 64,8 3,4/0,9 0,31/0,39 0,018 0,19
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Abbildung 4: 2D-Histogramme der MFD-FRET Messungen der geknickten Helix mit finf

ungepaarten Adeninen Die individuellen Korrekturparameter sind der Tabelle 10 zu entnehmen.

Der Schwerpunkt des 7ps)-GauBfits ist ebenfalls in dieser Tabelle aufgeftihrt. Die Quantenaus-

beuten betrugen @, = 0,8 und @, = 0,43. Kurve nach Gl. 1. # of bursts: Ereignisanzahl.

Kapitel 4.2

Tabelle 11: MFD-Rohdaten und der daraus geleiteten Ergebnisse zur RNA-Helix Rp,(Fp/Fa)

ist einem GauBfit der jeweiligen Probe in Abbildung 5 enthommen. E; berechnet sich aus diesen

Werten nach GI. 2-22, zur Korrektur der Transfereffizienz wird die Gleichung aus Abbildung 4-26

herangezogen. Der daraus resultierende Abstand zwischen der mittleren Fluorophorverteilung 1aBt

sich nach Gl. 2-24 mit einem Forsterradius von Ry = 51,7 A berechnen. Werte zur Abbildung 4-19,

4-22 und 4-23. Die in grau aufgeflihrten Werte sind nicht zur Auswertung herangezogen worden.

Abstand Er Abstand
pj P o Fr R B gom) A
5 0,43 4,07 0,89 35,8 0,90 0,98 25,64
7 0,71 4,07 0,83 38,4 0,86 0,99 24,99
9 1,51 4,07 0,63 45,8 0,67 0,92 36,94
11 1,91 4,15 0,54 49,9 0,55 0,81 41,49
13 2,56 4,15 0,38 54,7 0,42 0,63 49,25
15 2,56 4,15 0,38 55,6 0,39 0,59 49,25
17 2,54 4,15 0,39 56,2 0,38 0,57 49,00
19 3,03 4,15 0,27 62,7 0,24 0,33 55,94
21 3,46 4,15 0,17 68,4 0,16 0,18 65,40
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Abbildung 5: 2D-Histogramme der MFD-FRET Messungen der RNA-Helix Die Korrektur-
parameter flir die MFD-Daten sind: Bg = 2,9 kHz, B = 0,9 kHz, g = 0,36, gr = 0,53, « = 0,019.
Die Quantenausbeuten betrugen @, = 0,8 und @, = 0,48. Weitere Daten siehe Tabelle 11. Kurve
nach Gl. 3-3.

Tabelle 12: Auswirkung von Mittelungsregimes auf die Transfereffizienz Anwendung von
Gl. 4-2 (helikales Modell), 4-4 (schnelle Rotation) und 4-5 (langsame Diffusion) auf den RNA MD-
Datensatz. Werte zur Abbildung 4-20.

Abstand helikales schnelle langsame
[bp] Modell Rotation Diffusion
5 0,99 0,98 0,88
7 0,98 0,95 0,81
0,95 0,89 0,72

11 0,86 0,79 0,60
13 0,73 0,67 0,48
15 0,57 0,55 0,38
17 0,43 0,43 0,30
19 0,31 0,32 0,23
21 0,20 0,23 0,17

Tabelle 13: Auswirkung von Mittelungsregimes auf die Transfereffizienz/Wobbling-in-a-
cone-Fit Anwendung von Gl. 4-2 (helikales Modell), 4-4 (schnelle Rotation) und 4-5 (langsame
Diffusion) auf Subpopulation des RNA MD-Datensatzes (Abb. 4-21). Werte zur Abbildung 4-22.

Abstand helikales schnelle langsame wobbling-in-

[bp] Modell Rotation Diffusion a-cone-Fit
5 0.98 0.98 0.88 0,84
7 0.97 0.96 0.85 0,80
9 0.92 0.91 0.76 0,72
11 0.85 0.83 0.69 0,61
13 0.63 0.63 0.52 0,46
15 0.47 0.47 0.39 0,37
17 0.38 0.39 0.34 0,33
19 0.26 0.26 0.23 0,25
21 0.16 0.17 0.16 0,18
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Kapitel 4.3.1

Tabelle 14: MFD-Rohdaten und der daraus geleiteten Ergebnisse zur RNA-Helix Rp,(Fp/Fa)
ist der MFD-Messung der jeweiligen Probe in Abbildung 6 entnommen. E; berechnet sich aus diesen

Werten nach GI. 2-22, zur Korrektur der Transfereffizienz wird die Gleichung aus Abbildung 4-26

herangezogen. Der daraus resultierende Abstand zwischen der mittleren Fluorophorverteilung laBt

sich nach Gl. 2-24 mit einem Forsterradius von R, = 51 A berechnen. Rohdaten zur Tabelle 4-7.

Die individuellen Quantenausbeuten finden sich in Tabelle 4-6.

RDA ET Abstand ET
Duplex [,3] Er (korr) [,3] Bg/ Br gé/ gr a (fit)
u4_p21 - 38,8 0,84 0,99 24,2 2,04/0,76 0,36/0,54 0,019 0,54
U6_A52
U4 D21 -
U6_AS57 34,3 0,92 0,98 26,6 2,04/0,76 0,36/0,54 0,019 0,33
U4 D21 -
U6_A64 46,3 0,64 0,89 35,7 2,13/0,76 0,36/0,54 0,019 0,25
U4 D24 - 453 0,75 0,97 29,0 2,30/0,68 0,36/0,54 0,019 0,34
U6_A52
U4_D24 -
U6_A57 44,8 0,69 0,93 33,3 2,50/0,70 0,40/0,54 0,019 0,26
U4 D24 -
U6_A64 54,0 0,42 0,62 46,9 2,50/0,70 0,40/0,54 0,019 0,16
U4 D40 -
U6_A52 59,3 0,29 0,42 53,9 2,54/0,71 0,40/0,54 0,019 0,11
U4_D40 -
U6_A57 60,4 0,27 0,38 55,3 2,21/0,70 0,40/0,54 0,019 0,08
U4_D40 -
U6_A64 66,4 0,17 0,21 63,9 2,14/0,72 0,40/0,54 0,019 0,06
u4_D6 - 62,5 0,23 0,31 58,2 3,40/1,35 0,42/0,53 0,029 0,04
U4_A62 I I I I 4 I I 4 I I
U4 D40 -
U4_A62 78,0 0,07 0,02 98,4 3,20/1,20 0,36/0,53 0,023 0,03
U4 D24 -
U4_A62 54,2 0,41 0,62 47,1 3,20/1,20 0,36/0,53 0,023 0,02
2 4 2 4
< 80 , ‘ < 80 : ‘
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Abbildung 6: 2D-Histogramme der MFD-FRET Messungen der RNA-Helix Die Korrekturpara-
meter flir die MFD-Daten sind der Tabelle 13 zu entnehmen. Die individuellen Quantenausbeuten
finden sich in Tabelle 4-6. Weitere Daten siehe Tabelle 14. Kurve nach GI. 3-3.
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Quantenausbeutemessungen

TCSPC-QUANTENAUSBEUTEMESSUNGEN

Daten zur in der Arbeit benutzten Fluoreszenzquantenausbeuten aus TCSPC-Ensemble-

messungen. Die Werte berechnen sich aus den exprimentell bestimmten Lebensdauern

nach Gl. 3-2. Im Falle der Cy5 Proben sind die Lebensdauern sowohl monoexponentiell

als auch biexponentiell

angepaBt worden.

Aus ersteren

ist die Quantenausbeute

berechnet worden, letztere liefern die bessere Anpassung und sind aus diesem Grunde

der Vollstandigkeit halber ebenfalls aufgefihrt.

Tabelle 15: TCSPC-Lebensdauerdaten der Donoren Referenz: Alexa488 im Puffer, @ = 0,80,

Lebensdauer 4,07 ns

Donorprobe im Lebensdauer Dep
Doppelstrang [ns]

la_D1i1 4,08 0,80
3a_D13 4,07 0,80
5a_D15 4,08 0,80
RNA_D13 4,07 0,80
RNA_D15 4,04 0,79
U4_D6 3,78 0,74
u4_D21 3,73 0,73
U4_D24 3,73 0,73
U4_D40 3,72 0,73

Tabelle 16: TCSPC-Lebensdauerdaten der Akzeptoren Referenz: Cy5 im Puffer, o= 0,35,

Lebensdauer 0,90 ns

Akzeptorprobe im Lebensdauern Anteil [%] Lebensdauer Drp
Doppelstrang (biexp) [ns] (monoexp) [ns]
RNA_A20 0,78/1,34 26/74 1,19 0,46
RNA_A26 0,86/1,55 41/59 1,26 0,48
RNA_A32 0,82/1,44 35/66 1,22 0,47
u4_A62 0,82/1,76 16/84 1,61 0,62
U6_A52 0,82/1,67 25/75 1,45 0,56
U6_A57 0,94/2,2 28/72 1,83 0,70
U6_A64 0,78/1,46 27/73 1,27 0,51
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