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1 Einleitung

Mikroskope erméglichen Einblicke in, dem Menschen ohne Hilfsmittel,
verborgene Bereiche. Gerade diese kleinen Strukturen faszinieren die
Menschen jedoch schon seit Jahrtausenden. Der wahre Siegeszug der
Lichtmikroskopie seit ihrer Entstehung zu Beginn des 17. Jahrhunderts,
der bis heute vorangetrieben wird durch die Entwicklung immer neuer,
hoher auflésender Techniken, kann mit dem menschlichen Bediirfnis
nach visueller Bestdtigung erklart werden. Das Lichtmikroskop erzeugt
ein Bild des beobachteten Gegenstands, das das menschliche Auge so
abbildet, wie einen realen Gegenstand. Dadurch entsteht beim Betrachter
das Gefiihl von Begreifen.

Prinzipiell werden mit einem Lichtmikroskop Strukturen aufgelost,
die nicht kleiner als etwa 200 nm sind. Dies folgt aus den Berechnungen
von Abbe (1873), nach denen zwei Strukturen im Mikroskop gerade
noch aufgelost werden kénnen, wenn sie einen Abstand haben, der dem
Verhiltnis aus Lichtwellenldnge und doppelter Brechzahl des Mediums
mal Sinus des halben Offnungswinkels des Objektivs entspricht.

In der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie werden fluoreszierende
Sonden eingesetzt, um Strukturen aufldsen zu kénnen. Die Auflosung
wird dadurch erhoht, dass durch eine Lochblende im Strahlengang nur
Licht aus dem Fokus zum Detektor gelangt. Ublicherweise werden Laser
als Anregungslichtquelle eingesetzt. Der Laserstrahl wird mit einem
Objektiv mit hoher numerischer Apertur, also groflem Offnungswin-
kel, auf ein Volumen von etwa einem Femtoliter fokussiert. Die aus
diesem kleinen Detektionsvolumen emitierten Photonen werden dann
meist mit Lawienenphotodioden detektiert, die Einzelphotonenereig-
nisse aufzeichnen koénnen. Das Bild der Probe entsteht hierbei nicht
direkt, sondern muss durch Rastern der Probe aus einzelnen Punkten
zusammengesetzt werden.

Mit der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie konnen einzelne, fluo-
reszierende Molekiile in Losung bis zu picomolaren Konzentrationen



1 Einleitung

nachgewiesen werden. Dazu muss gewidhrleistet sein, dass der Hinter-
grund keinen zu starken Beitrag leistet und zudem miissen geeignete
Fluorophore verwendet werden.

Werden Messungen an einem Ensemble von Molekiilen durchgefiihrt,
wird der Mittelwert der gemessenen Grof3e bestimmt. Einzelmolekiil-
messungen hingegen zeichnen direkt die Verdnderungen auf, die durch
statische oder dynamische Prozesse hervorgerufen werden. Biologische
Systeme weisen héufig statische oder dynamische Inhomogenititen auf,
und oft sind gerade diese Inhomogenitaten der Schliissel zum Verstiand-
nis ihrer Funktion. Unterscheiden sich die Veranderungen von Molekiil
zu Molekiil kann die Messung eines Ensembles die Verdnderung nicht
auflosen. Daher werden Einzelmolekiiltechniken verwendet, um die
Inhomogenitét der Proben zu diskriminieren.

Zur weiteren Erhéhung der Auflosung wurden unterschiedliche Me-
thoden entwickelt, die Abbildungen unterhalb der Beugungsgrenze er-
moglichen. Dazu zahlen sowohl die STED-Mikroskopie (engl. stimulated
emission depletion) als auch STORM (engl. stochastic optical reconstruc-
tion microscopy). Bei der STED-Mikroskopie wird das Detektionsvo-
lumen durch stimulierte Emission eingeschriankt. Die Auflosungser-
héhung bei STORM wird durch stochastisches Ein- und Ausschalten
der Fluorophore erreicht. Im Gegensatz zu diesen Techniken zéhlt der
FORSTER Resonanz-Energietransfer (FRET) nicht zu den bildgebenden
Verfahren. FRET beruht auf einer strahlungslosen Dipol-Dipol Wechsel-
wirkung durch die die Energie eines elektronisch angeregten Donorfarb-
stoffs auf einen spektral passenden Akzeptorfarbstoff tibertragen wird
und kann genutzt werden, um Abstiande im Bereich von 2 nm bis 10 nm
zu bestimmen. 141845] Die FRET-Effizienz ist abhédngig von:

o der spektralen Uberlappung von Donoremissinsspektrum und
Akzeptorabsorptionspektrum,
o der Fluoreszenzquantenausbeute des Donors,
« dem Absorptionskoeffizienten des Azeptors,
o dem Abstand zwischen Donor und Akzeptor,
o der relativen Orientierung der Ubergangsdipolmomente der Fluo-
rophore
und kann aus spektroskopischen Messungen bestimmt werden. Auf-
grund der Abhdngigkeit der FRET-Effizienz von der inversen sechsten



Potenz des Abstands kénnen aus den FRET-Effizienzen die Abstande der
Fluorophore mit hoher Sensitivitat berechnet werden. So wird FRET viel-
fach zur Abstandsmessung in biologisch relevanten Molekiilen eingesetzt.
Dazu werden diese mit einem Donor- und einem Akzeptorfluorophor
markiert.

Viele Informationen, tiber die Funktion von Biomolekiilen, konnen be-
reits aus relativen Abstandsmessungen gewonnen werden. Dennoch ist
die Bestimmung von exakten Abstinden im Bereich einiger Nanometer
mittels FRET wiinschenswert. Die Grundlage fiir exakte Abstandsmes-
sungen auf Nanometerskalen sind stdbchenférmige Molekiile, die an
beiden Enden geeignete Fluorophore tragen. Die Starrheit der Molekiile
ist dabei, ebenso wie die definierte Ausrichtung der Dipolmomente der
Fluorophore, entscheidend fiir die Prazision der Abstandsbestimmung.
Zur Validierung der von Stryer und Haugland (1967) als ,,spektroskopi-
sches Lineal” (engl. spectroscopic ruler) bezeichneten Technik werden
molekulare Lineale benétigt. [49)

Stryer und Haugland nutzten Oligoprolin Molekiile mit ein bis zwolf
Prolineinheiten als molekulare Lineale und konnten damit die Abhan-
gigkeit der FRET-Effizienz von der inversen sechsten Potenz des Ab-
stands nachweisen. Eine exakte absolute Abstandsmessung erfolgte je-
doch nicht. 4!

Die Nutzung von Fluorophoren mit grofSem Absorptionskoeffizien-
ten und hoher Fluoreszenzquantenausbeute ermoglicht auch die FRET-
Messung an einzelnen Molekiilen. >4 Insbesondere konnen so dyna-
mische Prozesse wie Faltungskinetiken dargestellt werden.[4!]

In dieser Arbeit soll FRET durch Ensemble- und Einzelmolekiilmes-
sungen vollstindig charakterisiert werden. Dazu werden FRET-Mes-
sungen an Oligo- und Polyprolinen und an formtreuen Oligo(para-
phenylenethinylen) (OligoPPE) Molekiilen verglichen. OligoPPE sind
extrem starre, organische Stabchenmolekiile, bei denen eine definierte
Orientierung der Ubergangsdipolmomente der endstindig gekoppelten
Fluorophore erreicht werden kann. Durch einen Vergleich der FRET
Effizienz, bestimmt aus Fluoreszenzspektroskopie, zeitaufgeldster Fluo-
reszenzspektroskopie und Einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopie mit
alternierender Anregung (ALEX), werden die Grenzen der Zuverldssig-
keit von FRET-Messungen ausgelotet und Konkurrenzprozesse wie fluo-
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reszenzloschende Dimerbildung identifiziert. Zudem wird der Einfluss
der Orientierung der Ubergangsdipolmomente auf FRET aufgezeigt.
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2.1 Absorption und Emission

Elektromagnetische Strahlung, die mit Materie wechselwirkt, kann trans-
mittiert, elastisch oder inelastisch gestreut oder absorbiert werden.

Ist die Energie des eingestrahlten Photons zu klein, um die Materie
anzuregen, wird das Photon elastisch gestreut (RAYLEIGH-Streuung).
Die Energie des gestreuten Photons dndert sich dabei nicht.

Inelastische Streuung (RAMAN-Streuung) bezeichnet die Wechsel-
wirkung, bei der Energie zwischen dem Photon und der Materie aus-
gestauscht wird, so dass sich die Energie des gestreuten Photons én-
dert. Wird Energie des Photons auf die Materie iibertragen, heif3t dieser
Vorgang STOKES-RAMAN-Streuung. Bei Anti-STOKES-RAMAN-Streuung
erfolgt ein Energieiibertrag von angeregter Materie auf das Photon. Da
die Wellenldnge des Lichts von der Energie abhangt, bewirkt der Ener-
gielibertrag eine Verschiebung der Wellenldnge des gestreuten Lichtes
gegeniiber dem eingestrahlten Licht.

Die Absorption laf3t sich als resonante Kopplung zwischen dem ein-
fallenden Lichtquant und dem elektronischen System beschreiben. Ent-
spricht die Energie eines Photons der Energiedifferenz AE zwischen
zwei Energieniveaus kann es zu Absorption kommen (Abbildung 2.2).
Neben Auswahlregeln, die bestimmen, ob ein Ubergang erlaubt ist (Spi-
nerhaltung), muf$ die Resonanzbedingung

AE = hv (2.1)

erfiillt sein, wobei AE die iibertragene Energie, v die Frequenz der elek-
tromagnetischen Strahlung und / die PLANCK-Konstante ist. Die Energie
des Photons ergibt sich aus der Frequenz v bzw. der Wellenldnge A = ¢/v
der elektromagnetischen Welle und der PLANCK-Konstante. Quantenme-
chanisch kann ein Elektron bei der Absorption von Licht der Wellenldnge
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A unter Aufnahme der Energie AE = h¢/y aus dem elektronischen Sin-
gulettzustand S auf einen energetisch hoher gelegenen elektronischen
Singulettzustand S, iibergehen, wenn der elektrische Feldstirkevektor
des Anregungslichts parallel zum Ubergangsdipolmoment des Molekiils
orientiert ist. 5]

Absorptionsprozesse im ultravioletten und sichtbaren Bereich beru-
hen auf elektronischen Ubergangen. Ein Elektron wird durch Absorption
eines Photons aus dem HOMO" in das LUMO? eines Fluorophors iiber-
tithrt und erreicht so einen elektronisch angeregten Zustand. Der erste
angeregte Zustand S; ist bei Raumtemperatur T = 293,15K aufgrund
der BorTzMANN-Verteilung

N(S]) _ k_BiET
N(S,) = ehT | (2.2)

mit der Teilchenzahl N (S, ) des Zustands S, und der BoLzmANN-Kon-
stante kg bei einer Energiedifferenz E = 2,5 éV?>, nahezu unbesetzt (Ni/n, =
1-10~*%). Daher entspricht das HOMO dem Singulett-Grundzustand S,
und das LUMO dem ersten angeregten Singulettzustand S;.

Neben elektronischen Ubergangen sind bei Molekiilen auch Rotations-
und Vibrationsiibergiange moglich. Dadurch werden die bei Atomen
scharfen Absorptionslinien zu Banden verbreitert, da vor allem bei gro-
Beren Molekiilen eine Vielzahl von Ubergingen eng beieinander liegen.
Durch Wechselwirkungen mit dem Losungsmittel ergeben sich die be-
obachtbaren kontinuierlichen Absorptionsspektren.

Die Abgabe der Energie bei der Riickkehr in den Grundzustand kann
durch Aussenden eines Photons (Fluoreszenz oder Phosphoreszenz)
oder strahlungslos durch Warmeabgabe erfolgen (Abbildung 2.2).

2.1.1 Lambert-Beer Gesetz

Die Effizienz der Lichtabsorption, also das Absorptionsvermogen A(A)
oder der Transmissionsgrad T'(1) bei einer Wellenlidnge A durch ein

'hochstes besetztes Molekiilorbital (engl. highest occupied molecular orbital)

*niedrigstes unbesetztes Molekiilorbital (engl. lowest unoccupied molecular orbital)

3Die Energiediffferenz E = 2,5V entspricht einer Wellenldnge A = 496 nm, also
beispielsweise dem Absorptionsmaximum von Fluorescein in Methanol 35!
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absorbierendes Medium, laf3t sich nach

Io(})
AV)=-1gT(A) =lg—— .
(D) =-1gT0) =lg 775 (23)
experimentell aus den Lichtintensititen I,(A) und I(A) vor und hinter
dem zu untersuchenden Medium ermitteln.
Den linearen Zusammenhang zwischen Absorptionsvermdgen und

Konzentration beschreibt das LAMBERT-BEER-Gesetz

IIO((;)) =e(A)lc, (2.4)
wobei (1) der molare dekadische Absorptionskoeffizient, I die Weglan-
ge im absorbierenden Medium und ¢ die Konzentration des Absorbers
ist. Der molare dekadische Absorptionskoeffizient €(1), als Mafd fiir
die Lichtabsorption durch ein Medium, ist dabei eine wellenldngenab-
hiangige Materialkonstante. Daher 1df3t sich, bei bekanntem molaren
Absorptionskoeftizienten, die Konzentration einer Probe spektrosko-
pisch bestimmen. ¢!

Das LAMBERT-BEER-Gesetz gilt nur fiir monochromatisches Licht und
verdiinnte Losungen (c < 1072 M), bei denen die gelosten Molekiile nicht
wechselwirken. Abweichungen von der Linearitdt konnen durch Streu-
prozesse an Partikeln in der Probe oder durch Anderung des Brechungs-
index bei hohen Konzentrationen hervorgerufen werden. Fluoreszenz
und Phosphoreszenz konnen die Messung ebenfalls beeintrachtigen,
haben aber aufgrund der Abstrahlung in alle Raumrichtungen nur einen
geringen Anteil.

A()L) =1g

2.1.2 Franck-Condon-Prinzip

Erfolgt ein elektronischer Ubergang in einem Molekiil, wirkt durch
die Umverteilung der elektrischen Ladung eine CouLoms-Kraft auf
die Kerne. Die Anderung der Potentialflichen durch den Wechsel des
elektronischen Zustands wihrend des Ubergangs fiihrt zu einer Kernbe-
wegung.

Nach der BorN-OPPENHEIMER-Néherung ist die Trégheit der Kerne
viel grofler als die der Elektronen. Der Anregungsprozess eines Elek-
trons erfolgt, im Vergleich zu molekularen Schwingungen (1072 s bis
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1019s), sehr schnell (1075 s). Die Anregung tiberfiithrt das Molekdl in
einen Rotations-Vibrations-Zustand eines hoheren Singulettzustandes
(S, mit n > 1). Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass ein elektronischer
Ubergang ohne Verinderung der Kernpositionen stattfindet. Dies stellt
die Grundlage des FRANCK-CONDON-Prinzips dar. Der Ubergang ist
deshalb im Energiediagramm in Abbildung 2.1, in dem die potentielle
Energie in Abhéngigkeit von der Kernkonfiguration durch ein MORSE-
Potential reprasentiert wird, als vertikaler Ubergang dargestellt.

51\.

T
w

So

Potentielle Energie

e

Kernkonfiguration

Abbildung 2.1: Elektronische Uberginge nach dem FRANCK-CONDON-Prinzip.
Dargestellt sind jeweils die Aufenthaltswahrscheinlichkeiten fiir den Vibrati-
onsgrundzustand und die ersten drei vibronisch angeregten Zustande des
elektronischen Grundzustands Sy und des ersten angeregten elektronischen
Zustands ;. Die vertikalen Uberginge erfolgen aus dem Vibrationsgrund-
zustand vorwiegend in den Vibrationszustand mit der grofiten Aufenthalts-
wahrscheinlichkeit fiir diese Kernkonfiguration.

Klassisch tritt der Ubergang auf, wenn die Abstinde zwischen den Ker-
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nen gleich der Gleichgewichtsbindungsliange des Molekiils im Grund-
zustand sind. Wihrend des Ubergangs bleibt die Position der Kerne
unverindert. Folglich endet der Ubergang, wenn die vertikale Linie, die
diesen in Abbildung 2.1 representiert, die Kurve der potentiellen Energie
des niedrigsten angeregten Zustands schneidet. Elektronische Anregung
erzeugt im allgemeinen einen starkeren antibindenden Charakter der
Molekiilorbitale und erhoht damit die Gleichgewichtsbindungslange.
Dabher ist die Potentialkurve des angeregten Zustands in Abbildung 2.1
gegeniiber der des Grundzustands nach rechts verschoben. Der vertikale
Ubergang erfolgt nicht zwischen den Gleichgewichtsbindungslingen
von Grundzustand und angeregtem Zustand, sondern endet in einem
Wendepunkt einer Vibration, an dem die Kerne stationér die gleichen
Bindungsldngen haben wie der Ausgangszustand. Sobald der elektroni-
sche Ubergang abgeschlossen ist, beginnt das angeregte Molekiil mit der
Energie des jeweiligen Vibrationszustands zu schwingen.

Bei Raumtemperatur befinden sich die meisten der Molekiile im un-
tersten Schwingungszustand des Grundzustands (nach der BoLTzmANN-
Verteilung, Gleichung (2.2)). Zusitzlich zum reinen elektronischen Uber-
gang gibt es mehrere vibronische Uberginge, deren Intensitit von der re-
lativen Position und Form der Potentialkurven abhingt (Abbildung 2.1).

Fiir viele Molekiilzustdnde 163t sich die Gesamtwellenfunktion ¥ eines
Zustands, im Rahmen der BorRN-OPPENHEIMER-Niherung, als Produkt

1 /. llyel llmzib llyrot (2.5)

aus elektronischer Wellenfunktion ¢, Vibrations- ¥" und Rotations-
wellenfunktion ¥ schreiben. Der Beitrag der Rotation kann vernach-
lassigt werden und die Wahrscheinlichkeit des Ubergangs zwischen dem
Ausgangszustand (Index i) und dem Endzustand (Index f) ist propor-
tional zum Ubergangsdipolmoment Mg = | %|M|¥,)|*. Da der Dipol-
momentoperator M = }; er; nur von den Koordinaten der Elektronen
r; relativ zum Ladungsmittelpunkt abhingt, kann die Ubergangswahr-
scheinlichkeit als das Produkt

|| M) P ) 2 (2.6)

geschrieben werden, wobei der zweite Teil der FRANCK-CoNDON-Faktor
ist. Qualitativ erfolgt der Ubergang aus dem untersten Vibrationszustand
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des Grundzustands in den Vibrationszustand des angeregten Zustands
mit der groften Ahnlichkeit der Wellenfunktionen.

2.1.3 Interne Konversion

Die Energieliicke zwischen aufeinander folgenden Singulettzustinden
(So> S15 Sa5-.. S;) nimmt mit zunehmender Energie des Elektrons ab. Die
Rate der strahlungslosen Ubergéinge von einem Zustand in einen ande-
ren ist im Allgemeinen umgekehrt proportional zur Energiedifferenz.
Strahlungslose Uberginge zwischen hoheren Zustinden (S, nach S,_;)
erfolgen daher schnell (10™!'s bis 107 s) und bevélkern den niedrigsten
angeregten Zustand §,. Dies gilt analog auch fiir Triplettzustinde T,.
Die Uberginge werden als interne Konversion (IC, engl. internal conver-
sion) bezeichnet, da sie zwischen Zustdnden gleicher Spin-Multiplizitat
erfolgen. Die zugehdrige Rate der Internen Konversion ist kjc.

Die Vibrationsrelaxation (VR, engl. vibrational relaxation, 10712 s bis
1019s) durch Stofle mit der Umgebung (z. B. Losungsmittelmolekiile)
erfolgt im Vergleich zu elektronischer Relaxation schnell. Daher wird
das Molekiil zunichst strahlungslos mit der Rate kyg aus den angeregten
Schwingungsniveaus in den Vibrationsgrundzustand des elektronischen
Niveaus iibergehen.

Tabelle 2.1: Charakteristische Zeiten der im JaABrLoNski-Diagramm (Abbil-
dung 2.2) dargestellten elektronischen Uberginge.

Ubergang Beschreibung Zeit (s)

So+hv—3S, Absorption 107

S =S, +kgT Vibrationsrelaxation (VR) 10712 -10710
T! - T,+kgT  Vibrationsrelaxation (VR) 10712 - 10710
S, = S,_1+kgT Interne Konversion (IC) 1071 -107°
T, — T,.;+ksgT Interne Konversion (IC) 1071 -10°

ST Interkombination (ISC) 10710 -10-8
S = So + hv' Fluoreszenz 10710 - 107
Ty = So + hv" Phosphoreszenz 106 - 10°

10



2.1 Absorption und Emission

Ein Molekiil, das durch Absorption von hoherenergetischen Photonen
beispielsweise direkt in den S; Zustand angeregt wird, relaxiert durch
interne Konversion in den S; Zustand, bevor ein Photon emittiert wer-
den kann. Die Relaxation unter Aussendung eines Photons aus dem
niedrigsten angeregten Zustand S; in den Grundzustand S, wird als
Fluoreszenz bezeichnet.

frey
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Abbildung 2.2: JaproNski-Diagramm. Schematisch dargestellt sind die Vibra-
tionsniveaus der ersten drei Singulettzustdnde und der ersten drei Triplettzu-
stande. Die violetten und blauen Pfeile symbolisieren Absorptionsvorgan-
ge, die griinen Fluoreszenz und die roten Phosphoreszenz. Strahlungslose
Uberginge (IC, ISC, VR, siehe Tabelle 2.1) sind durch geschlingelte Pfeile
dargestellt.

Die KasHa-Regel besagt, dass radiative Prozesse oder Reaktionen
im angeregten Zustand aus den niedrigsten elektronisch angeregten
Zustdnden (S; oder Ty) erfolgen. Daher ist das Fluoreszenzemissions-
spektrum in der Regel unabhéngig von der Anregungswellenldnge.

Die Energieliicke zwischen Sy und S ist deutlich grof3er als zwischen
anderen benachbarten Zustinden. Daher ist die Lebensdauer des S;
Zustands wesentlich ldnger als die hoher angeregten Singulettzustidnde.
Radiative Ubergange aus dem S, Zustand in den Grundzustand kénnen

11
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dadurch effektiv mit nichtradiativen Prozessen konkurrieren. Eine Aus-
nahme von dieser Regel kann bei atypischen Molekiilen wie Azulen, das
aus dem S, Zustand fluoresziert 53!, beobachtet und durch eine grof3e
Energieliicke zwischen S, und §; erklért werden.

2.1.4 Interkombination

Interkombination (ISC, engl. intersystem crossing) ist definiert als ein
nichtradiativer Ubergang zwischen Zustinden unterschiedlicher Multi-
plizitit und erfolgt unter Spinumkehr des angeregten Elektrons. Uber-
gange zwischen Zustidnden gleicher Spin-Multiplizitét (z. B. Singulett-
Singulett) sind erlaubt und erfolgen mit grofierer Wahrscheinlichkeit
als Ubergiinge zwischen Zustinden unterschiedlicher Multiplizitit (z. B.
Singulett-Triplett). Die Interkombinationsrate wird mit kjsc bezeichnet.
Obwohl diese Uberginge formell verboten sind, kénnen sie erfolgen, da
die Auswahlregeln durch Spin-Bahn-Kopplung oder vibronische Kopp-
lung teilweise aufgehoben werden konnen. Aufgrund der geringeren
Wahrscheinlichkeit erfolgen diese Uberginge langsam (10710 s bis 10 ).

Direkte Absorption in einen Triplettzustand T, aus dem Grundzu-
stand S ist ebenfalls spinverboten und die Besetzung der Triplettzustdn-
de erfolgt vorwiegend durch ISC zwischen §; und T;. Anregung aus dem
T, Zustand in hohere Triplettzustande kann durch Absorption von Pho-
tonen erfolgen. Die absorbierten Wellenldngen gleichen dabei denen der
Singulettabsorption. Da der Ubergang vom T; Zustand in den Sy Grund-
zustand ebenfalls nicht erlaubt ist erfolgt er langsam (1076 s bis 10° s). Die
Relaxation unter Aussendung eines Photons aus dem Triplettzustand T;
in den Grundzustand S, wird als Phosphoreszenz bezeichnet.

2.1.5 Stokes-Verschiebung und Spiegelbildregel

Das Emissionsspektrum ist, gegeniiber dem Absorptionsspektrum, zu
niedrigeren Energien verschoben, da nach der Kasna-Regel die Emissi-
on nach vibronischer Relaxation aus dem S; Zustand in die Rotations-
Vibrations-Zustdnde des Sy Grundzustands erfolgt (Abbildung 2.2). Die
Absorption hingegen erfolgt in héhere Vibrationszustinde der angereg-
ten Singulettzustdnde und bendtigt daher mehr Energie. Die emittierten

12



2.1 Absorption und Emission

Photonen haben durch diese so genannte STOKES-Verschiebung eine
geringere Energie als die absorbierten. 9]

Eine spektrale Verschiebung zu grofieren Wellenldngen wird als ba-
thochrom bezeichnet, eine solche zu kleineren Wellenlangen als hypso-
chrom. Erhoht sich der molare Absorptionskoeffizient nennt man dies
hyperchrom, das Gegenteil ist hypochrom. 6]

Das Emissionsspektrum entspricht in vielen Fallen nahezu einem Spie-
gelbild des Absorptionsspektrums (Spiegelbild-Regel). Da sich die Po-
tentiale des Grundzustands und des ersten angeregten Zustands gleichen
(Abbildung 2.1) weisen die Vibrationszustinde eine dhnliche Verteilung
auf. Daraus resultiert eine ahnliche Verteilung der méglichen Ubergiange
und die erzeugten Spektren dhneln sich. Wie in Abschnitt 2.1.2 beschrie-
ben, erfolgt die Absorption in die Vibrationszustinde mit dem grofiten
Uberlapp der Wellenfunktionen. Fiir die Emission ist ebenfalls ein Uber-
lapp der Wellenfunktionen notwendig. Die Spiegelbild-Regel gilt fiir
Molekiile deren Absorptionsspektrum durch die Absorption in die Vi-
brationszustande des S; Zustands bestimmt ist und bei denen kaum
Anregung hoherer elektronischer Zustande erfolgt. 2!

2.1.6 Anisotropie

Fluorophore absorbieren bevorzugt Photonen, deren elektrische Vek-
toren parallel zu den Ubergangsmomenten der Molekiile ausgerichtet
sind. Die Momente der Uberginge, die bei Absorption und Emission in
Molekiilen erfolgen, konne als schwingende Dipole aufgefasst werden
und haben damit eine definierte Orientierung. Die Orientierung der
Dipolmomente fiir die Absorption und die Emission ist beziiglich der
molekularen Achse festgelegt. Die Fluoreszenzanisotropie r, ist definiert
als:

Fy-F,

r, = — . 2.
: F||+2Fl ( 7)

Dabei werden die anteiligen Fluoreszenzintensititen parallel F| und
senkrecht F, zur Polarisationsrichtung des Anregungslichts betrachtet.

In einer isotropen Losung sind die Fluorophore zufillig orientiert
und es werden bei Anregung mit polarisiertem Licht vorwiegend solche

13



2 Grundlagen

Fluorophore angeregt, deren Ubergangsdipolmoment fiir die Absorpti-
on parallel zum elektrischen Feld des Anregungslichts ausgerichtet ist.
Da die Orientierung der Dipolmomente fiir Absorption und Emission
relativ zueinander konstant ist, ergibt sich eine polarisierte Fluoreszen-
zemission. Der Grad der Depolarisation wird durch den von Anregungs-
dipolmoment und Emissionsdipolmoment eingeschlossenen Winkel,
die Zeitkonstante der Fluoreszenzemission und die Zeitkonstante der
Rotationsdiffusion bestimmt.

2.1.7 Fluoreszenzlebensdauer und Fluoreszenzquantenausbeute

Die Fluoreszenzlebensdauer reprasentiert die mittlere Verweildauer ei-
nes fluoreszierenden Molekiils im angeregten Zustand bevor es in den
Grundzustand zuriick fallt.

Die Fluoreszenzquantenausbeute ¢ laf3t sich als Maf3 fiir die Fluores-
zenz auffassen. Sie ist als das Verhaltnis der von einem Molekiil emittier-
ten zu den absorbierten Photonen definiert:

Nem
¢ =

. .8
Nabs (2 )

Die Fluoreszenzquantenausbeute ldsst sich auch tiber die Ubergangs-
raten aller Desaktivierungsprozesse beschreiben. Hierbei ist zwischen
radiativen k, und nichtradiativen k,, Prozessen zu unterscheiden. Unter
radiativen Prozessen versteht man solche, die die Anregungsenergie
unter Aussendung eines Photons abgeben.

Die Rate der nichtradiativen Prozesse setzt sich aus den Raten der
strahlungslosen Deaktivierung aus Tabelle 2.1 zusammen:

ke = kvr + kic + kisc + kq - (2.9)

Der letzte Summand kg beschreibt darin alle weiteren nichtradiativen
Prozesse, wie z. B. Fluoreszenzloschung oder chemische Reaktionen
(Abschnitt 2.1.8).

Befinden sich N(t) Molekiile im angeregten Zustand, so ergibt sich
tiir die Kinetik des Desaktivierungsprozesses:

dZ\c]l—gt) = —(k; + ko )N(t) (2.10)

14



2.1 Absorption und Emission

Die Losung dieser Differentialgleichung mit der Bedingung N(¢ =0) =
Nj ergibt einen exponentiellen Abfall fiir die Deaktivierung:

N(t) = Nye (kethalt (2.11)

Die Fluoreszenzintensitat F(t) ist proportional zur Anzahl der ange-
regten Molekiile N(t), so dass sich folgende Ersetzung ergibt:

F(t) = Fye (ktha)t (2.12)

Die Lebensdauer 7 eines angeregten Zustands wird durch jeden Pro-
zess, der diesen mit einer Rate k entvolkert, beeinflusst. Sie ist definiert
als mittlere Zeit, die ein Molekiil im angeregten Zustand verbleibt, bevor
es in den Grundzustand zuriick fallt. Eine anhand emittierter Photonen
ermittelte Fluoreszenzlebensdauer 7, gegeben aus:

F(t) = Fye (2.13)
héngt wie folgt von den radiativen und nichtradiativen Raten ab:

B 1
ok + ke

T¢ (2.14)

Mit diesen Definitionen kann die Fluoreszenzquantenausbeute als

k r Tt

P kke 2:19)

ausgedriickt werden, wobei 7, = I/, die radiative Lebensdauer bezeich-
net.

Experimentell 1d3t sich die Fluoreszenzquantenausbeute absolut oder
relativ bestimmen. Zur Bestimmung von absoluten Fluoreszenzquan-
tenausbeuten kann der thermische Linseneffekt (engl. thermal lensing
oder engl. thermal blooming) verwendet werden. Hierbei wird die durch
nichtradiative Prozesse freiwerdende Wérme, iiber eine Brechungsin-
dexdnderung im Medium, gemessen. [222]

Das in einer Probe absorbierte Licht erzeugt eine raumlich inhomoge-
ne Temperaturverteilung. Da der Brechungsindex von der Temperatur

15
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abhéngt, ergibt sich so eine ortsabhiangige Verteilung des Brechungs-
index. Diese Verteilung wirkt als thermische Linse und beeinflusst die
Ausbreitung des einfallenden Strahls und verzerrt die Wellenfront. Die
Grof3e dieser Verzerrung wird durch die Messung der Transmission
hinter einer kleinen Blende im Fernfeld bestimmt.

Fir die relative Messung wird die Fluoreszenzemission einer Probe
mit der eines Fluorophors bekannter Fluoreszenzquantenausbeute ver-
glichen. Dazu existieren tabellierte Standards der Fluoreszenzquanten-
ausbeute. Die iiber den Wellenldngenbereich der Emission integrierten
Fluoreszenzintensititen der Probe F und der Referenz F, werden dabei
verglichen. Die Fluoreszenzquantenausbeute der Probe kann nach:

F Ar(/\exc) n’

Fo AQh o) 12 (2.16)

¢ = ¢
berechnet werden. Darin ist ¢ die Fluoreszenzquantenausbeute, A(Aexc)
die Absorption bei der Anregungswellenldnge Aex und n der jeweilige
Brechungsindex. Der Index r verweist auf die Referenz mit der bekannten
Fluoreszenzquantenausbeute. [29]
Héufig 1483t sich das Fluoreszenzabklingverhalten nur durch die Sum-
me mehrerer Exponentialfunktionen:

E(t)=3a; e, (2.17)

mit der Normierung }; a; = 1, beschreiben. Die Faktoren a; bezeichnen
dabei die den Lebensdauern 7; zugeordneten Amplituden.

Fiir den nicht allgemein giiltigen Fall, dass die Beitrdge zu dem multi-
exponentiellen Abfall durch unterschiedliche, nicht wechselwirkende
fluoreszierende Molekiile mit Lebensdauern 7; hervorgerufen werden,
kann aus den Faktoren a; der relative Anteil A; der einzelnen Populatio-

nen bestimmt werden:
a;T;

2 AiT
Zur experimentellen Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer eines

Molekiils konnen zwei unterschiedliche Prinzipien verwendet werden.
Zum einen die Methode des zeitkorrelierten Einzelphotonenzihlen

A; (2.18)
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(TCSPC, engl. time correlated single photon counting), zum andern
die Phasenmodulationsmethode.

Bei der TCSPC-Methode wird ein mdglichst kurzer Lichtpuls (viel
kiirzer als die zu messende Lebensdauer) zur Anregung der Probe ver-
wendet. die Fluoreszenzlebensdauer laf3t sich aus dem zeitabhingigen
Intensitatsverlauf nach der Anregung ermitteln (Abschnitt 3.2.1).

Bei der Phasenmodulationsmethode erfolgt die Anregung der Pro-
be intensitdtsmoduliert. Die Intensitdt des Anregungslichts wird da-
bei sinusformig mit einer Frequenz von typischerweise 100 MHz verén-
dert.?) Das emittierte Fluoreszenzlicht ist unter diesen Bedingungen
mit der gleichen Frequenz moduliert. Aufgrund der Verweildauer im
angeregten Zustand kommt es jedoch zu einer Phasenverschiebung ge-
geniiber der Anregung aus der die Lebensdauer bestimmt werden kann.

Die Fluoreszenzlebensdauer folgt einem exponentiellen Abfall und
nicht alle im Anregungsmaximum angeregten Molekiile emittieren zum
Zeitpunkt der maximalen Emission. Daher verschmiert die Intensitéts-
differenz der modulierten Anregung. Aus dieser Verminderung der
Maximum zu Minimum Differenz kann die Fluoreszenzlebensdauer
ebenfalls bestimmt werden.

2.1.8 Fluoreszenzl6schung

Als Fluoreszenzléschung (engl. quenching) bezeichnet man die strah-
lungslose Rekombination eines angeregten Molekiils durch Wechselwir-
kung mit einem anderen Molekiil. Fluoreszenzldschung kann durch eine
Vielzahl von Mechanismen erfolgen. Folgende bimolekulare Prozesse
konnen zur Fluoreszenzldschung beitragen:

F+Q —F+Q Energietransfer
F+Q — (FQ Exciplex-Bildung
F+Q — F7/+Q°"* Elektronentransfer
F+QH — FH"+Q" Protonentransfer

Der Energietransfer ist in Abschnitt 2.1.8 ausfiihrlich beschrieben. Da-
bei iibertréagt ein angeregtes Molekiil (Donor D) seine Anregungsenergie
strahlungslos, mittels Dipol-Dipol-Wechselwirkung, auf ein anderes Mo-
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lekiil (Akzeptor A).

Als photoinduzierten Elektronentransfer bezeichnet man die Ubertra-
gung eines Elektrons zwischen einem angeregten Molekiil und einem
geeigneten Molekiil im Grundzustand. Dabei hidngen sowohl die Trans-
ferrichtung, als auch die Effizienz und die Geschwindigkeit von Faktoren
wie den Redoxpotentialen, der relativen Orientierung der Molekiile und
dem Abstand ab.

Bei der Exciplexbildung kommt es zu einer Molekiilverbindung, die
nur im angeregten Zustand stabilisiert ist. Der Komplex zerfillt dann
strahlungslos oder unter Aussendung eines Photons in die entsprechen-
den Grundzustande der Einzelmolekiile.

Der Protonentransfer ist eine Sdure-Base-Reaktion die auf Verande-
rung der Sdurekonstanten der Molekiile im angeregten Zustand basiert.
Voraussetzung dafiir ist die Existenz von aciden Protonen oder basischen
Gruppen.

Prinzipiell kann zwischen zwei Arten der Fluoreszenzldschung unter-
schieden werden, der dynamischen und der statischen Fluoreszenzl6-
schung.

Bei der dynamischen Fluoreszenzloschung (Abbildung 2.3) kommt es
wiéhrend der Lebensdauer des angeregten Zustands eines Molekiils zu
einem Stof$ mit dem Léschmolekiil. Die Desaktivierung erfolgt strah-
lungslos, die Energie wird dabei in Warme umgewandelt. Im folgenden
Reaktionsschema wird die Verbindung F* im ersten angeregten Zustand
S; durch Wechselwirkung mit der Loschsubstanz (engl. Quencher) Q
deaktiviert:

S, F
Q
hv ko = 73! kq[Q]
Q + kBT
So F

Abbildung 2.3: Dynamische Loschung eines Molekiils F* im ersten angeregten
Zustand S; durch Loschmolekiile Q.
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F(S)) + Q(So) ~ E(So) + Q(S) + ks T (2.10)

Unter diesen Bedingungen wird die Fluoreszenzintensitit F mit stei-
gender Konzentration der Loschsubstanz vermindert. Der Einfluss der
Loschsubstanz kann durch die STERN-VOLMER-Gleichung beschrieben
werden:

%:%:[Q]:l_F%g)]:]_{_Kd[Q]’ (2.20)
dabei ist F, die Fluoreszenzintensitat in Abwesenheit der Loschsubstanz
(nur abhédngig von der Rate k) und [Q] die Konzentration der Loschsub-
stanz. Es ergibt sich eine Gerade, wenn das Verhiltnis der Fluoreszenzin-
tensitdten mit und ohne Loschsubstanz gegen die Konzentration der
Loschsubstanz aufgetragen wird. Aus der Steigung der Geraden lasst sich
die STERN-VOLMER-Konstante Ky = kq7o bestimmen. Wenn die Fluores-
zenzlebensdauer 7, der ungeloschten Verbindung bekannt ist, kann die
Loschrate ky errechnet werden. Diese Art der Fluoreszenzldschung wird
als dynamische Fluoreszenzloschung bezeichnet, da dynamisch, durch
Stole mit Loschmolekiilen, die Lebensdauer des angeregten Zustandes
reduziert wird.

Im Gegensatz dazu dndert sich die Lebensdauer des angeregten Zu-
stands bei der statischen Fluoreszenzloschung (Abbildung 2.4) nicht.
Hierbei bildet sich aus der fluoreszierenden Verbindung und der Losch-
substanz ein Komplex, der nicht oder nur schwach fluoresziert. Die
Anzahl der anregbaren Fluorophore wird dadurch reduziert.

Kg

S, F+Q

hv| ko =1y

Sy F+Q

Abbildung 2.4: Statische Loschung eines Molekiils F durch Komplexbildung
mit dem Loschmolekil Q.
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Fir die statische Loschung mit Bildung eines nichtfluoreszierenden
Komplexes ergibt sich die STERN-VOLMER-Gleichung:

%:1+KS[Q]:I+m. (2.21)

[F1[Q]

Die statische STERN-VOLMER-Konstante ist dann gleich der Gleigewichts-
konstante der Komplexbildung:

Q)]
&= Q)

Fir eine rein dynamischen Loschung gilt Fo/r = 7/r, wihrend bei
rein statischer Loschung unter Bildung nicht fluoreszierender Komplexe
n/r =1 gilt, die Fluoreszenzlebensdauer also nicht beeinfluf3t wird. Die
Art der Loschung 1af3t sich daher experimentell, durch stationédre und
zeitaufgeloste Loschexperimente, unterscheiden.

Meistens treten sowohl dynamische als auch statische Loschung auf.
Die STERN-VOLMER-Gleichungen konnen dann kombiniert werden und
es ergibt sich:

(2.22)

0

%:a+mmbﬂ+&MD- (2.23)

Forster Resonanz-Energietransfer

Befinden sich zwei fluoreszierende Molekiile (Donor D im angeregten
Zustand und Akzeptor A im Grundzustand) in unmittelbarer Néhe zu-
einander, besteht eine Wahrscheinlichkeit fiir einen Energieiibertrag
vom Donor zum Akzeptor. Entspricht die Energiedifferenz des Absorp-
tionsiibergangs des benachbarten Akzeptors der des Fluoreszenziiber-
gangs des Donors, konnen diese, bei ausreichender Kopplung zwischen
Donor und Akzeptor, zeitgleich stattfinden. Die Spektren mehratomiger
Molekiile sind meist stark verbreitert, so dass die spektrale Uberlappung
(Abbildung 2.6) oftmals ausreicht, damit ein solcher Energietransfer
erfolgt.

Bei quantenmechanischer Betrachtung der Wechselwirkung zwischen
den beiden Molekiilen und unter der Annahme, dass nur ein Elektron des
Donors (1) und ein Elektron des Akzeptors (2) an der Wechselwirkung
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beteiligt sind, konnen die Wellenfunktionen des Ausgangszustands ¥;
und Endzustands ¥ folgendermaflen geschrieben werden [52:

1

¥ = (Yo (1) Pa(2) - ¥ (2) ¥a(1))

-5

lef: ﬁ (lPD(l)lPA*(Q,) - leD(Z) lPA* (1)) > (2.24)
wobei die Wellenfunktionen der Elektronen des Donors mit D und die
des Akzeptor mit A bezeichnet sind und das Sternchen den angeregten
Zustand signalisiert. Das Austauschmatrixelement, das die Kopplung
zwischen dem Ausgangs- und Endzustand beschreibt, kann wie folgt

geschrieben werden:
U= (¥|VI¥) » (2.25)

wobei V der Storanteil des Hamilton-Operators H=Hp+Hy+ V des
Gesamtsystems ist. Die Wechselwirkung U kann als Summe von zwei
Komponenten U¢ und U,y geschrieben werden:

U = (¥ (1) Ya(2)|V[¥p(1) ¥a- (2))

Uc
(B BQ)D) . (226

Uex

Der erste Anteil Uc charakterisiert dabei die CouLomBs-Wechselwirkung
zwischen den Multipolen, die zu einem Ubergang des Elektrons des
Donors in den Grundzustand bei gleichzeitigem Ubergang des Elektrons
des Akzeptors in den angeregten Zustand fiihrt. Der zweite Anteil Uy
beschreibt einen Elektronenaustausch zwischen Donor und Akzeptor.

Die Austauschwechselwirkung U, ist ein quantenmechanischer Effekt
der aus der Antisymmetriesierung der Wellenfunktionen der Elektronen
resultiert.[9) Der Elektronenaustausch ist nur moglich, wenn die Orbitale
tiberlappen, die Molekiile also in direktem Kontakt stehen. Daher ist die
Austauswechselwirkung kurzreichweitig (< 1nm) und féllt exponentiell
ab.3 Diese Art der Wechselwirkung wird als DEXTER-Energietransfer
bezeichnet.
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2 Grundlagen

Der CouromB Term Uc kann als Multipolentwicklung geschrieben
werden:

Uc=UY4+yday, . (2.27)
—_——

hoéhere Ordnungen

Die Monopolterme verschwinden, da die Molekiile neutral sind, und
die elektrische Dipol-Dipol Wechselwirkung U4 tritt als niedrigste Ord-
nung auf. Die hoheren Ordnungen, wie die elektrische Dipol-Quadrupol
Wechselwirkung U und andere Kombinationen von elektrischen und
magnetischen Multipolmomenten, kénnen gegeniiber der dominan-
ten Dipol-Dipol Wechselwirkung vernachléssigt werden. #5521 Diese
Dipol-Dipol Wechselwirkung wird als FORSTER Resonanz-Energietrans-
fer (FRET) bezeichnet.

Die Wechselwirkung zwischen dem Ubergangsdipolmoment My, der
Donoremission und dem Ubergangsdipolmoment M, der Akzeptoran-
regung kann durch

dd _ MD-MA_3(MD-r)(MA-r)

U
3 5

(2.28)

beschrieben werden, wobei r der Vektor zwischen den Zentren der Uber-
gangsdipolmomente von Donor und Akzeptor ist. Bezieht man die Win-
kel zwischen den Vektoren (Abbildung 2.5) mit ein erhalt man:

Mp||M
Udd = aw (cosfpa —3cosOpcosfy), (2.29)
r

dabei bezeichnet 0p, den Winkel zwischen den Dipolmomenten von
Donor und Akzeptor und 8p und 6, den Winkel zwischen dem jewei-
ligen Dipolmoment und dem Verbindungsvektor r. Der Faktor a ist
von der Wahl des Maf3systems abhdngig und betrigt a = 5,04, wenn die
Wechselwirkung U4 in cm™, der Abstand r in nm und die Ubergangs-
dipolmomente in Debye (1D = 3,335 64 - 1073° C-m) angegeben sind. [5*]
Die Winkelabhingigkeit der Dipol-Dipol Wechselwirkung U9¢ wird mit

x* = (cos Ops — 3 cos Op cos GA)2 (2.30)

bezeichnet und kann Werte zwischen 0 und 4 annehmen. Wie in Abbil-
dung 2.5 dargestellt, ergibt sich x? = 4 fiir kollineare, x* = 1 fiir parallele
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2.1 Absorption und Emission

und x? = 0 fiir senkrecht zueinander angeordnete Dipolmomente. 752]
ein Durchschnittswert von x? = 2/305] ergibt sich fiir Molekiile, die viel
schneller als die Zerfallsrate des Donors rotieren (dynamisch isotrope
Mittelwertbildung). In einem starren Medium, in dem die Molekiile
statistisch zufdllig verteilt und fixiert sind, folgt ein Durchschnittswert
von % = 0,476 (statisch isotrope Mittelwertbildung). 3447]

K2 =4

A

s
.

Abbildung 2.5: (a) Winkelbeziehungen zwischen den Ubergangsdipolmomen—

ten von Donor und Akzeptor. (b) Verschiedene mogliche Orientierungen

von Donor und Akzeptor mit den zugehdrigen Werten von «2.

k2=0

Die Dipolndherung ist fiir Punktdipole giiltig, also fiir Abstande r der
Dipolmomente viel grofier als die Ausdehnung der konjugierten Systeme
(Abschnitt 2.2). Die Theorie bezeiht sich auf den Abstandsbereich von
r = 1nm bis 10 nm. 36!

Die Energietransferrate k; ergibt sich durch Einsetzen der Bestandteile
von Gleichung (2.26) in FErRMIs Goldene Regel:

ki = 2—T(Uzp. (2.31)
h
Hier bezeichnet p ein, durch die FRaNCck-CoNDON-Faktoren, bestimm-
tes Maf3 fiir die Dichte der wechselwirkenden Ausgangs- und Endzu-
stinde. 52!
Im Fall der Dipol-Dipol Wechselwirkung Ud¢ ergibt sich die Transfer-
rate k34 durch Einsetzen von Gleichung (2.29) zu:

ktddsz (&)6—i(&)6 . (2.32)

r o\ 7
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2 Grundlagen

Hierbei wird vorausgesetzt, dass der Abstand r sich wihrend der Lebens-
dauer 7p des Donors nicht dndert. Der FORSTER Radius R bezeichnet
den Abstand, bei dem die Wahrscheinlichkeit die Anregungsenergie auf
den Akzeptor zu Ubertragen gerade 0,5 betrigt, die Transferrate k¢
also gleich der Donoremissionsrate kp ist. Der FORSTER Radius kann
aus dem spektralen Verlauf von Donoremission Fp(A) und Akzepto-
rabsorption €4 (1) und der Fluoreszenzquantenausbeute ¢, des Donors
gemafd

~90001n 10x2

O 128N n

f ¢oFp(1)ea(D)A4dA (2.33)
0
bestimmt werden. Darin ist Ny = 6,02214179(30) - 10?* mol~! die Avo-
GADRO Konstante und n der Brechungsindex des umgebenden Medi-
ums. [*7]

Das Uberlappungsintegral /(1) beschreibt den Grad der spektralen
Uberlappung der Donoremission und Akzeptorabsorption (Abbildung 2.6)

17 dpFo(A)ea(2)A4dA
f0°° Fp(1)dA

JO) = [ $Ep(Nea(M)Ad = (2.34)

Die Donoremission Fp(A) ist darin so normiert, dass ;™ Fp(A)dA =1
und die Akzeptorabsorption €4 (1) ist in Mm~-cm™! gegeben.

Fiir die in Abbildung 2.6 beispielhaft dargestellen Spektren der Farb-
stoffe Atto488 (Donor, Emissionsspektrum) und Attos65 (Akzeptor, Ab-
sorptionsspektrum) kann das Uberlappungsintegral

J(A) =3,694495-10° v -cm™"-nm* (2.35)

berechnet werden.

Durch Zusammenfassen der Konstanten in Gleichung (2.33) ergibt
sich durch die Wahl des Maf3systems (Wellenlédnge in nm und Uberlap-
pungsintegral in M~-cm~!-nm*) der FORSTER Radius in nm zu:

1/6

R, = 2,108 (Kzn"*]()t)) (2.36)

Hieraus lasst sich fiir beliebige Farbstoffe mit bekannten spektralen Ei-
genschaften direkt der jeweilige FORSTER Radius bestimmen.
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Abbildung 2.6: Bestimmung des Uberlappungsintegrals (griin) aus dem Emis-
sionsspektrum des Donors (blau) und dem Absorptionsspektrum des Akzep-
tors (rot) fur die Farbstoffe Atto488 und Attos6s. Die Fliche des Emissionss-
pektrums des Donors ist mit der Fluoreszenzquantenausbeute und das Absor-
tionsspektrum des Akzeptors auf den molaren dekadischen Absorptionsko-
effizienten normiert. Die Groflenordnung der Spektren ist zur gleichzeitigen
Darstellung angepasst (¢0Fo(1)/10-2, €a(1)/10° m~"-cm™, J(1)/10" M~ .cm™"-nm*).

Fir die Farbstoffe Atto488 und Attos565 in Wasser (n = 1,34) ergibt
sich damit, unter der Annahme dynamisch isotroper Mittelung der Ori-
entierung (x? = 2/3), ein FORSTER Radius Ry = 6,4 nm (Abbildung 2.6).

Die Effizienz E, des Energietransfers ist der Anteil der Photonen, der
vom Donor absorbiert und auf den Akzeptor tibertragen wird. Die Ener-
gietransfereffizienz beschreibt die mittlere Wahrscheinlichkeit eines
Energietransfers vom Donor zum Akzeptor. Der Energietransfereffi-
zienz ist hoch, wenn der Energietransfer schneller erfolgt als die Do-
noremission (Y/k << 7p). Ist die Transferrate kleiner als die Rate der
Donordesaktivierung, erfolgt nur ein geringer Transfer wiahrend der
Lebensdauer des angeregten Zustands und die Energietransfereffizienz
ist gering.

Die Energietransfereffizienz kann in der Praxis aus unterschiedlichen
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2 Grundlagen

spektroskopischen Messungen ermittelt werden. 361 Die Desaktivierungs-
rate, also die reziproke Lebensdauer, eines angeregten Molekiils D kann
nach Gleichung (2.14) wie folgt geschrieben werden:

kD = Tl_)l = knr + kr = kVR + kIC + kISC + kq + kf. (237)

In Anwesenheit eines Akzeptormolekiils A ergibt sich eine weitere Des-
aktivierungsrate durch den Energietransfer (k;):

kDA = T]Sk = kVR + kIC + kISC + kq + kf + kt . (238)

Analog zur Fluoreszenzquantenausbeute 1d3t sich die Energietransferef-
fizienz durch das Verhiltnis der Transferrate k, zur Desaktivierungsrate
kpa des Donors in Anwesenheit des Akzeptors definieren:

k

E = k—t = k¢Tpa . (2.39)

DA
Durch Umformen der Gleichungen (2.37) und (2.38) ergibt sich fiir die
Energietransferrate k, = 75}, — 7. Einsetzten in Gleichung (2.39) ergibt:

E=1-—, (2.40)
3]
wodurch sich die Energietransfereffizienz aus der Donorlebensdauer in
Anwesenheit und Abwesenheit des Akzeptors experimentell bestimmen
lagdt, is]
Bei analoger Betrachtung der Fluoreszenzquantenausbeute nach Glei-
chung (2.15) in Abwesenheit ¢p = *i/k, und Anwesenheit ¢ps = ki/kpa
des Akzeptors ergibt sich:

Et = 1 - m .

ép
Auch aus der erhohten Akzeptorfluoreszenz lafit sich die Transferefhi-
zienz ableiten. Dazu vergleicht man die Fluoreszenzintensitdt des Ak-

zeptors bei Donoranregung in Abwesenheit des Donors FO3 (A4) mit
der in Anwesenheit des Donors F4,, (A%):

_ Ax(dp) [Fap (A1) q
= An(ho) | FA, (1Y)

(2.41)

E, (2.42)
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2.1 Absorption und Emission

Effizienz E;

Abstand 7/nm

Abbildung 2.7: Abhéngigkeit der Energietransfereffizienz E; vom Abstand r.
Der FORSTER Radius Ry = 6,4 nm wurde fiir frei rotierende (x* = 2/3) Farb-
stoffe Atto488 und Attos565 in Wasser (n = 1,34) berechnet und bezeichnet
den Abstand, bei dem 50 % Energietransfer erfolgt.

Eine weitere Methode die Energietransfereffizienz zu bestimmen, ba-
siert auf der Detektion von Anregungsspektren. 48] Das Anregungsspek-
trum FP% (1) der D-A-Probe mit der Anregungswellenlinge A und
der Detektion der Fluoreszenzemisson des Akzeptors kann wie folgt
beschrieben werden:

FPA (1) = { (A*(2) + AP(M)E) , (2.43)

dabei ist { von experimentellen Faktoren wie der optischen Weglange im
Medium, der Anregungsleistung und der Fluoreszenzquantenausbeute
abhdngig. Der direkt vom Akzeptor absorbierte Anteil der Energie wird
mit A*(1) bezeichnet und der tiiber den Donor absorbierte Anteil mit
AP(Q).

Wertet man das Anregungsspektrum einer Probe bei zwei Wellenlan-
gen, die den Absorptionsmaxima des Donors AP und des Akzeptors A4
entsprechen, aus, 1af3t sich nach Gleichung (2.43) ein Gleichungssystem
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2 Grundlagen

aufstellen, so dass die Energietransferefhizienz bestimmt werden kann:

FPL4(AP) = C(c(A)eA(AD) + c(D)eD()LD)E)

F2A(A*) = {(c(A)e*(A*) + ¢(D)eP(A*)E) . (2.44)

Die Absorption A(A) ist dabei durch die Produkte aus den jeweiligen
Absorptionskoeffizienten €(1) und den zugehorigen Konzentrationen ¢
ersetzt. Die Energietransfereffizienz 143t sich daher nach:
c(A) FPA(AP)eA(AA) — FPA(AA)eh (AD)

exA exA

" ¢(D) FPA(1A)eP(AP) — FPA(AP)eD (M)

ex? exA

(2.45)

berechnen. Der Absorptionskoeffizient € (1%) des Donors bei der Wel-
lenlange AA des Absorptionsmaximums des Akzeptors ist in realen Sys-
temen héufig gleich null und Gleichung (2.45) vereinfacht sich entspre-
chend:

_c(A) [Faa(A?) — e2(AP) ] e (2%)

~¢(D) [ FPA(QA)  eA(AA) [eP(AD)

exA

(2.46)

Nach Gleichung (2.32) kann die Energietransfereftizienz auf das Ver-
hiéltnis von Forster Radius Ry und Abstand r bezogen werden:

RS

E = —0
RS + 10

(2.47)

Die Gleichung zeigt die starke Abstandsabhéngigkeit der Energietrans-
fereffizienz bei Donor-Akzeptor Abstinden nahe bei R, (Abbildung 2.7).
Fir Abstiande r = /2R, ergibt sich bereits eine Effizienz E = 98,5 % und
fir r = 2R, fallt die Effizienz auf E = 1,5 %. Eine vergleichende Messung
der Energietransfereffizienz zur Abstandsbestimmung 1463t sich daher
nur im Bereich von /2R, < r < 2R, auswerten. 29

2.2 Chromophore
Chromophore (gr. chromos: farbig) sind Molekiile (bzw. funktionelle

Gruppen in Molekiilen), die in der Lage sind, Licht im Wellenldngenbe-
reich von 180 nm bis 900 nm zu absorbieren. Dabei gehen Elektronen
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2.2 Chromophore

in hohere elektronische Zustande {iber. Dies sind meist 7-Elektronen
(r - m*-Ubergang) oder freie Elektronenpaare (n - ¢* und n - 7*
Ubergange). In organischen Farbstoffen werden vorwiegend Elektronen
aus konjugierten Doppelbindungen angeregt. Auch die Chromophore
natiirlicher Farbstofte (Carotin, Chlorophyll) kann man als ausgedehntes
n-Elektronensystem konjugierter Doppelbindungen auffassen (Abbil-
dung 2.8).

NN S G N

a

Abbildung 2.8: Natiirliche Chromophore -Carotin (a) und Chlorophyll b (b).
Die alternierenden Einfach- und Doppelbindungen der Molekiile bilden
konjugierte m-Elektronensysteme.

Analog wird ein Molekiil (bzw. eine funktionelle Gruppe in einem
Molekiil) als Fluorophor bezeichnet, wenn es die absorbierte Energie als
Fluoreszenz emittiert. Die Fluoreszenzquantenausbeute und die Wellen-
lange der abgestrahlten Energie ist dabei abhdngig vom Fluorophor und
der chemischen Umgebung des Fluorophors.

Die in den meisten organischen Chromophoren vorkommenden aro-
matischen Ringe lassen sich auf den einfachsten aromatischen Ring, den
Benzolring, zuriickfithren. Das Benzol-Molekiil CcH¢ (Abbildung 2.9)
hat im elektronischen Grundzustand eine planare Struktur, wobei die
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2 Grundlagen

sechs C-Atome ein regelmafliges Sechseck bilden. Der Bindungswinkel
a =120° zwischen den C-C-Bindungen entspricht einer sp?-Hybridisie-
rung der Atom-Orbitale der C-Atome.

o-Bindungen m-Bindungen

Abbildung 2.9: Darstellung der sp*-Hybridisierung der C-Atome in einem
Benzolring mit (a) o-Bindungen und (b, ¢) méglichen 7-Bindungen. (8]

Zwischen benachbarten C-Atomen bestehen ebenso wie zwischen den
C- und H-Atomen lokalisierte o-Bindungen, wobei diese von je einem
Valenzelektron der C-Atome gebildet wird (Abbildung 2.9 a). Pro C-
Atom verbleibt ein Valenzelektron im p,-Orbital. Also insgesamt sechs
Elektronen, die nicht an der sp?-Hybridisierung beteiligt sind. Diese p,-
Orbitale sind senkrecht zur x y-Ebene des Molekiils ausgerichtet und
koénnen eine nicht lokalisierte Bindung bilden. Hierzu gibt es zwei nicht-
unterscheidbare Moglichkeiten wie zwei Elektronen aus benachbarten
p--Orbitalen mit entgegengesetzten Spins dazu beitragen (Abbildung 2.9
b, ¢). Die elektronische Gesamtwellenfunktion @ fiir die p,-Elektronen
ergibt sich aus der Linearkombination der p,-Orbitale der sechs C-Ato-
me zu einem molekularen 77-Orbital.

Die Wellenfunktion, die durch diese Linearkombination iiber alle C-
Atome im Sechsring verteilt wird, heif$t delokalisiert. Die delokalisierten
Elektronen stabilisieren dabei die planare Struktur des Molekdils.
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2.2 Chromophore

In einem vereinfachten Modell konnen Elektronen, die mit gleichen
Wahrscheinlichkeiten auf einem Intervall L (Umfang des Sechsrings) zu
finden sind, wie Elektronen in einem Potentialtopf betrachtet werden.
Dabei gilt, wegen der Stetigkeit der Wellenfunktion, fiir die DE BROGLIE
Wellenldnge A:

L
A=—,n=123,.... (2.48)
n

Setzt man A = "/, mit der PLANCK Konstante 4 und dem Impuls p der
Elektronen, ergibt sich p = n’/. Daraus ergeben sich mit Ey, = £’/2m.
tiir die Elektronen diskrete Energieniveaus:

n2h?

= . 2.
L2 (2.49)

n

Die Energiedifferenz zwischen zwei benachbarten Niveaus (Uberginge
n nach n + 1) betragt:

n+1)2h%?  n2h?  h2(2n+1
( ) = ( ) . (2.50)

AE = -
2m.L? 2m.L? 2m.L?

Durch einsetzen der Zahlenwerte erhilt man mit einer Bindungsldnge
der C-C-Bindungen im Benzol von 0,14 nm fiir den Umfang des Sechs-
rings L = 0,84 nm. Daraus ergibt sich die Energiedifferenz zwischen
n=1und n=2zuAE =1,0-107® ] und damit die Anregungswellenlan-
ge
hc

/\—E—199nm. (2.51)
Benzolmolekiile konnen also im UV-Bereich elektronisch angeregt wer-
den.

Die spektralen Eigenschaften eines Chromophores sind abhéngig von
der Molekiilstruktur. Die Lichtabsorption organischer Verbindungen
wird im wesentlichen durch die Eigenschaften des dem Molekiil zu-
grundeliegenden 77-Elektronensystems bestimmt. Damit die Absorption
eines Molekiils im sichtbaren Wellenldngenbereich (400 nm bis 700 nm)
liegt, muss die Energiedifferenz zwischen Grundzustand und angereg-
tem Zustand hinreichend niedrig sein.

31



2 Grundlagen

a (U1 @ (2

Abbildung 2.10: Ausgedehnte 7-Elektronensysteme mit Absorbtionsmaxima
Amax im sichtbaren Wellenldngenbereich. (a) Perylen Apm,x = 436 nm, (b)
Terrylen Apyax = 557 nm, () Quaterrylen A,y = 660 nm und (d) Pentarylen
Amax = 748 nm.

Da die Energie des ersten Ubergangs umso niedriger ist je grofSer die
Ausdehnung des konjugierten n-Elektronensystems ist, werden Farb-
stoffe mit ausgedehnteren 7-Elektronensystemen verwendet (Abbil-
dung 2.10). Die Absorbtionsbanden solcher Farbstoffe lassen sich gezielt
einstellen. Bei dem in Abbildung 2.10 dargestellten Perylen beispiels-
weise liegt das Absorbtionsmaximum bei 436 nm, beim Terrylen bei
557 nm, beim Quaterrylen bei 660 nm und beim Pentarylen bei 748 nm.

Die Verschiebung zu grofieren Wellenlédngen wird als Bathochromie,
zu kleineren Wellenldngen als Hypsochromie bezeichnet. Hyperchromie
bedeutet eine Verstirkung und Hypochromie entspricht einer Verringe-
rung der Absorption.

Bei n— m*-Ubergangen treten mit steigender Losungsmittelpolaritat
hypsochrome und bei fallender Losungsmittelpolaritat bathochrome
Verschiebungen auf. Eine weitere Moglichkeit das Absorptionsverhalten
eines Chromophors zu beinflussen ist die gezielte Modifikation mit Elek-
tronendonoren oder Elektronenakzeptoren. Elektronendonoren stellen
dem 7-Elektronensystem Elektronen zur Verfiigung (z.B. -O~, -NR,,
-NH,, -OH, -OR, ...), Elektronenakzeptoren entzeihen dem System Elek-
tronen (z. B. -NO, -NO,, -SO; , -COOR, ...) dadurch wird die Elektro-
nendichte im System und damit das optische Spektrum verschoben.
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2.3 Mikroskopie

2.3 Mikroskopie

Details, die mit dem blof3en Auge nicht aufgel6st werden kénnen, lassen
sich mit Hilfe eines Lichtmikroskops sichtbar machen. Dabei wird vom
Objekt kommendes Licht durch geeignete Kombination von Linsen
(Objektiv und Okular) optisch so abgebildet, dass durch das Okular ein
durch das Objektiv erzeugtes reelles Zwischenbild vergroflert dargestellt
wird. Das Produkt aus Objektivvergrofierung und Okularvergrofierung
ergibt den Vergrofierungsfaktor des Mikroskops.

Strukturen in kleinen Objekten kénnen nur dann aufgeldst werden,
wenn nicht nur die Vergroflerung, sondern auch das Auflésungsvermo-
gen des Mikroskops dies zulassen. Lassen sich zwei Punkte mit dem Mi-
kroskop gerade noch voneinander unterscheidbar abbilden, beschreibt
ihr Abstand das Auflésungsvermogen des Mikroskops.

Das Bild eines idealen Punktes, betrachtet durch eine kreisférmige
Blende, erscheint verschwommen. Das an der Blende gebeugte Bild wird
als Beugungsscheibe oder A1ry-Scheibe bezeichnet. Ein Objektiv wirkt
aufgrund der endlichen Ausdehnung der Linsen wie eine kreisformige
Blende und es zeigen sich daher auch im Zwischenbild Beugungseftekte.

Nach dem Prinzip von HUYGENS kann jeder Punkt der beleuchteten
Offnung als Quelle einer Kugelwelle betrachtet werden. Die Intensitt
in jedem Punkt der Bildebene ergibt sich durch Integration der Beitra-
ge aller Kugelwellen iiber die gesamte Offnungsfliche. Damit folgt fiir
die rotationssymmetrische Intensititsverteilung I(r) das AIrY-Muster
(Abbildung 2.11):

(2.52)

nna? )2 (2]1 (2manr f1A1) )2

2nanr
f1 Znom

I(?’) = I() (

Darin ist A die Wellenlinge, a der Offnungsradius des Objektivs und r

der Abstand von der optischen Achse. Die Intensitdtsverteilung einer

Punktquelle in der Fokalebene wird auch als Punktabbildungsfunktion
(PSF, engl. point spread function) bezeichnet. 5"

Die ersten drei Nullstellen der Besselfunktion erster Art und erster

Ordnung J;(x) liegen bei x4 = 0, x; = 3,8317 und x, = 7,0156. Der Radius
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Intensitat

Ortskoordinate

Abbildung 2.11: Intensitétsverteilung der AIry-Scheibe. Dargestellt ist die
Funktion (2]1(7“’)/(7“'))2 fiir r = x (rot) und r = x — 1,22 (blau). Die Sum-
me der Funktionen (violett) verdeutlicht die Intensitétsverteilung zweier
Punktlichtquellen die nach dem RAYLEIGH-Kriterium noch unterschieden
werden kénnen.

r; des ersten Minimums der PSF ergibt sich dann zu:

Af A
r = 3,8317 =0,6098— (2.53)
2nan ns

Die Breite der A1ry-Scheibe ist daher von der Wellenlédnge der Licht-
quelle sowie dem Quotienten aus Aperturradius a und Brennweite f
also der numerischen Apertur NA = nsin a = n4/s des Objektivs abhin-
gig. Dabei bezeichnet n den Brechungsindex des Mediums und & den
Winkel zwischen optischer Achse und Strahlenkegel. Der Faktor 0,61
gilt fiir inkoherente Punktlichtquellen und kreisférmige Apertur. Fiir
koherente Lichtquellen ergibt sich ein Faktor von 0,82. 145

Der Abstand zwischen Hauptmaximum und erster Nullstelle wird zur
Definition des Auflosungsvermogens verwendet. Nach dem RAYLEIGH-
Kriterium kdnnen zwei Lichtpunkte aufgelost werden, wenn der Abstand
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der beiden Hauptmaxima grofier ist, als der Abstand zwischen einem der
Maxima und dem zugehorigen ersten Minimum. Liegt das Maximum
der zweiten Punktlichtquelle gerade im Minimum der ersten, trennt die
resultierenden Maxima ein Minimum mit einer Intensitit von 73,5 %. [4]

Fokalebene x

Optische Achse z

Abbildung 2.12: Intensitétsverteilung im Beugungsbild in der Umgebung des
Fokus. Die Intensitat des Fokus ist auf eins normiert. Der Fokus liegt im
Ursprung und die Verteilung ist rotationssymmetrisch um beide Achsen.
Die eingezeichnete orange Linie beschreibt die Grenze des geometrischen
Strahlenkegels. 33!

Die dreidimensionale Intensitdtsverteilung eines aberrationsfreien
Beugungsbilds einer monochromatischen Punktlichtquelle in Fokusna-
he zeigt Abbildung 2.12. Die Konturlinien beschreiben konstante Lichtin-
tensitit (Isophotendarstellung). Deutlich erkennbar sind die Minima der
A1rY-Scheibe bei 71, r, und r; und die gestreckte Intensititsverteilung
entlang der optischen Achse. Diese zeigt sich auch in der Lage des ersten
Minimums bei:

_2f2A 2nd

2 W (2.54)

21

Im Gegensatz zur lateralen Auflosung skaliert die axiale Auflosung mit
dem Quadrat der Numerischen Apertur.
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2.3.1 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Die Bildentstehung in einem konfokalen Mikroskop unterscheidet sich
grundsatzlich von der in einem konventionellen Weitfeldmikroskop. In
einem konventionellen Mikroskop wird die gesamte Probe beleuchtet
und das Bild kann direkt betrachtet werden. Im Gegensatz dazu erfolgt
die Beleuchtung im konfokalen Mikroskop durch Rastern der Probe
mit einem fokussierten Lichtstrahl und das Bild wird aus den einzel-
nen Rasterpunkten zusammengesetzt. Dabei sind Anregungsvolumen
und Detektionsvolumen gleich, da die Probe so auf eine Lochblende
abgebildet wird, dass nur Licht aus dem Fokus detektiert werden kann.

Ein konfokales Mikroskop wurde von M. MINsKY erstmals verwirk-
licht und 1957 zum Patent angemeldet.3”) Der Aufbau ist in Abbil-
dung 2.13 schematisch dargestellt. Das Anregungslicht, meist paralleles
Laserlicht, gelangt iiber einen dichroitischen Strahlteiler in das Objektiv
und wird auf die Probe fokussiert. Dichroitische Strahlteiler reflektieren
bestimmte Wellenlangenbereiche und transmittieren die anderen.

Fluoreszenzlicht aus der Probe wird vom Objektiv aufgesammelt und
passiert als paralleler Strahl, wegen der STOKES-Verschiebung mit gro-
Berer Wellenlange (Abschnitt 2.1.5), den dichroitischen Strahlteiler. Mit
einer weiteren Linse wird das Fluoreszenzlicht auf eine Lochblende ab-
gebildet. Fluoreszenzlicht aus dem Fokus wird auf die Blendenoffnung
abgebildet, wohingegen Licht aus Bereichen auflerhalb des Fokus ent-
weder neben, vor oder hinter der Blendendffnung fokussiert wird. Die
Lochblende wirkt so als rdumlicher Filter, da unerwiinschtes Licht aus
Bereichen auflerhalb des Fokus stark abgeschwiacht wird.

Die Lochblende in einem konfokalen Mikroskop verhindert, dass Licht
auf den Detektor fillt, das nicht aus dem Fokalvolumen sondern einem
anderen Bereich der Probe stammt. Die Lochblende wird in eine Bilde-
bene eingebaut und kann, wenn sie nicht gut justiert oder kleiner als die
beugungsbegrenzte Abbildung ist, dazu fithren, dass weniger Photonen
detektiert werden. Wird eine zu grofie Lochblende verwendet, konnen
mehr Photonen detektiert werden aber auch Photonen die nicht aus
dem Fokalvolumen stammen werden detektiert. Der geeignete Loch-
blendendurchmesser laf3t sich aus dem Durchmesser der A1ry-Scheibe
berechnen und liegt zwischen 50 % und 100 % des Durchmessers des
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Fokalebene

Objektiv

Laser

dichroitischer
Strahlteiler

Linse

Lochblende

= s Detektor

Abbildung 2.13: Schematische Darstellung des konfokalen Prinzips. Das Fluo-
reszenzlicht aus dem Fokalvolumen gelangt auf den Detektor, wohingegen der
Grofiteil des Lichts aus Bereichen auflerhalb des Fokalvolumens ausgeblendet
wird.

ersten Minimums. Dabei erhélt man fiir kleinere Lochblendendurchmes-
ser eine hohere Auflosung aber auch ein schlechteres Signal zu Rausch
Verhaltnis.

Durch den konfokalen Aufbau kann im Vergleich zu der klassischen
Auflosungsgrenze (Gleichungen (2.53) und (2.54)) eine hohere Auflo-
sung erreicht werden, da die PSF des Systems als Produkt der PSF der
Anregung und der Detektion betrachtet werden kann. Dabei ist die PSF
der Anregung gegeben aus der Feldverteilung des fokussierten Anre-
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2 Grundlagen

gungslichts und die PSF der Detektion aus der optischen Filterung durch
die Lochblende in der Bildebene. 39! Die axiale und laterale Auflgsung
wird um einen Faktor v/2 erhoht:

~ A P ni
= 0,4m und z; = 1’4W' (2.55)

In Abbildung 2.13 ist ein epiaxialer Aufbau dargestellt der fiir Anregung
und Detektion dieselbe Optik verwendet. Es ist aber auch méglich einen
Aufbau mit zwei Objektiven zu realisieren und die Transmission zu
detektieren.

Die Probe wird beim konfokalen Mikroskop punktweise gerastert, das
heif3t, das Bild entsteht nicht gleichzeitig fiir alle Objekte in der Probe
(parallel) sondern nacheinander (seriell). Daher werden zur Bildrekon-
struktion Computer verwendet. Da Licht, das nicht aus der Bildebene
des Mikroskops stammt, vor dem Detektor ausgeblendet wird, ist es
moglich ,,optische Schnitte” durch die Probe zu legen. Diese konnen zur
dreidimensionalen Darstellung digital ibereinandergelegt werden.

Einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopie

Messungen an einem Ensemble von Molekiilen ergeben nur gemittelte
Informationen tiber die Eigenschaften des Gesamtsystems. Messungen
an einzelnen Molekiilen hingegen konnen Informationen liefern, die bei
einer Mittelung verborgen blieben. So kénnen statische und dynamische
Heterogenitéten aufgedeckt werden. Es kann also beobachtet werden ob
einzelne Molekiile leicht unterschiedliche Eigenschaften haben oder ob
sich ihre Eigenschaften mit der Zeit &ndern.

Die ersten einzelmolekiilsensitiven, fluoreszenzspektroskopischen Mes-
sungen wurden 1976 an farbstoffmarkierten Antikérpern durchgefiihrt. 2°]
Diese trugen bis zu hundert Fluoresceinmolekiile. Durch die Einschrén-
kung auf ein konfokales Volumen gelingt es die Sensitivitdt soweit zu
erhohen, dass auch einzelne Fluorophore detektiert werden kénnen.

Das Beobachtungsvolumen eines konfokalen Aufbaus betragt etwa
einen Femtoliter. Bei einer Konzentration von etwa 107 M befindet sich
statistisch stets nur ein Molekiil im Fokalvolumen. die Diffusionszeit

38



2.3 Mikroskopie

eines Molekiils durch den Fokus liegt typischer Weise im Bereich von
Millisekunden. (29!

Zur einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopischen Untersuchung von
FRET-Prozessen kann die Fluoreszenz zweier Farbstoffe ausgenutzt wer-
den. Hierzu ist es moglich bei Donoranregung die Emission der beiden
Farbstofte spektral getrennt zu detektieren. Hierbei ist die Unterschei-
dung von Subpopulationen in der Probe schwierig. Solche Heteroge-
nitaten konnen aufgelost werden, wenn auch der Akzeptor bei einer
geeigneten Wellenldnge angeregt wird und die Anregungswellenlédnge
innerhalb der Diffusionszeit eines Molekiils durch das Fokalvolumen
mehrfach zwischen Donoranregung und Akzeptoranregung wechselt.
Dieses Prinzip der alternierenden Anregung wird als ALEX (engl. alter-
nating laser excitation) bezeichnet. [25:3°]
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3 Material und Methoden

3.1 Proben

3.1.1 Oligo- und Polyprolin

Die untersuchten Oligo- und Polypeptide sind aus a-Aminoséuren, die
tiber eine Peptidbindung miteinander verbunden sind, aufgebaut. Ami-
nosduren sind organische Molekiile, die aus mindestens einer Carboxyl-
gruppe (-COOH) und einer Aminogruppe (—-NH,) bestehen. Die Ami-
nosauren, aus denen die Proteine von Lebewesen aufgebaut sind, werden
als proteinogen bezeichnet und sind genetisch kodiert.

H o H R
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Abbildung 3.1: Geometrie der Peptidbindung. Dargestellt ist der mesomere
Doppelbindungscharakter der C=0O- und C=N-Bindung. Freie Drehbarkeit
besteht um die mit Pfeilen bezeichneten C —C- und N-C_-Bindungen. Die
Seitenketten sind mit R bezeichnet.

Die Polymerkette in Peptiden setzt sich aus sich wiederholenden
N-C-CO Einheiten mit Seitengruppen am zentralen a-Kohlenstoff
Atom zusammen. Durch die Peptidbindung ergibt sich sowohl fiir die
C=0- als auch fiir die C=N-Bindung partieller Doppelbindungscha-
rakter, so dass die freie Drehbarkeit der Peptidbindung eingeschréankt
wird. Abbildung 3.1 zeigt die C,—C- und N-C -Bindungen mit freier
Drehbarkeit um die Winkel v und ¢.5!

Die eingeschrankte Drehbarkeit der C=N-Bindung ergibt sich aus
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Ein energetisch giinstiger Zustand ergibt sich fiir parallel ausgerichtete
p--Orbitale, d. h. es konnen zwei stabile Konformationen eingenommen
werden. Wenn beide C-Atome auf der gleichen Seite liegen, spricht
man von einem (Z)-Isomer (zusammen, auch cis). Liegen die beiden
C,-Atome auf entgegengesetzten Seiten der C=N-Bindung wird die Ver-
bindung als (E)-Isomer (entgegen, auch trans) bezeichnet. >3

Die proteinogene Aminosédure Prolin (Pro) besitzt als einzige keine
primadre, sondern eine sekunddre Aminogruppe am zentralen C,-Atom
und wird daher auch als sekundidre Aminosdure bezeichnet. Die freie
Drehbarkeit der N-C_-Bindung wird durch einen Ringschluss zwischen
der Seitenkette und der Aminogruppe stark eingeschrankt. Peptide lie-
gen, aufgrund von sterischer Hinderung in der Z-Stellung, vorwiegend
als E-Isomere vor. Fiir eine Peptidbindung mit einem Prolin ist das E-
Isomer energetisch nicht so stark begiinstigt, da in beiden Stellungen
ein C-Atom in direkter Nachbarschaft zum C -Atom vorliegt. [1:42]

Polyproline bilden helikale Strukturen aus, wenn auch, aufgrund des
Ringschlusses mit der Seitenkette der Aminosaure, zur Stabilisierung
keine Wasserstoftbriickenbindung beitragen. Helices, die nur aus (Z2)-
Isomeren aufgebaut sind bilden eine eng gewundene rechtshandige Helix,
die als Polyprolin Typ I Helix bezeichnet wird. Jede weitere Prolineinheit
tithrt, nach kristallographischen Untersuchungen, bei der Typ I Helix zu
einem Anwachsen der Helix um 0,19 nm. Als Polyprolin IT Helix wird
die linkshdndige Form bezeichnet, die nur aus E-Isomeren besteht und
um 0,312 nm je Prolineinheit wichst. 6]

A WJWV IW*J/Y

(-2

Abbildung 3.2: Strukturformel der Oligo- und Polyprolin Proben mit N-ter-
minalem Glycin (links) und C-terminalem Cystein (rechts). Die Lange des
Peptids ist abhéngig von der Anzahl n der Prolin Einheiten

Die verwendeten Oligo- und Polyprolin Proben bestehen, wie in Ab-
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bildung 3.2 dargestellt, aus einer Abfolge von Gly—(Pro),—Cys. Es werden
Proben mit n = 4, 6, 8, 12 und 20 Prolineinheiten (Biosyntan, D) ver-
wendet.

Die Oligo- und Polyprolin Proben werden jeweils am Glycin (Gly)
und am Cystein (Cys) mit Fluoreszenzfarbstoffen (Tabelle 3.1) markiert.
Durch ihre helikale Struktur bilden sie einen staibchenférmigen Ab-
standshalter zwischen den Fluoreszenzfarbstoffen. In Abhédngigkeit von
der Distanz kann so der Energieiibertrag zwischen den Farbstoffen un-
tersucht werden.

Tabelle 3.1: Fluoreszenzeigenschaften verschiedener komerzieller Farbstofte.
Angegeben sind jeweils Absorptionsmaximum A,p,s, Emissionsmaximum
Aems> Fluoreszenzlebensdauer 7, Fluoreszenzquantenausbeute ¢ und Absorp-
tionskoefhizient im Maximum €,y nach Herstellerangabe.

Farbstoff ~ Bezugsquelle b Aem T Oﬁ %

nm nm ns % Mlcm™!
Atto488 ATTO-TEC, D 501 523 3,2 80 90000
TMRIA  Invitrogen, D 543 567 - - 99000
Cy3B GE Healthcare, UK 558 572 2,8 70 130000
Attos65 ATTO-TEC, D 563 592 3,4 90 120000
Atto647N  ATTO-TEC, D 644 669 3,4 65 150000
Cys GE Healthcare, UK 646 664 1,0 27 250000

Zur Markierung von Biomolekiilen mit Fluoreszensfarbstoften stehen
verschiedene reaktive Farbstoffe zur Verfiigung. Zum einen N-Hydro-
xysuccinimid (NHS) funktionalisierte Farbstoffe zur Kopplung an den
Amino-Terminus (N-Terminus), also die freie Aminogruppe (-NH,)
am einen Ende von Proteinen und Peptiden. Zum Anderen kénnen
Maleimid-funktionalisierte Farbstoffe zur Kopplung an Thiolgruppen
(—SH) wie z. B. in Cystein verwendet werden.

Die NHS-Ester reagieren mit der Aminogruppe und bilden stabile
Amidbindungen zwischen dem Biomolekiil und dem Farbstoff. Die
Kopplungsreaktion (Abbildung 3.3) erfolgt in leicht basischem Milieu
(pH 8,5), da die Reaktion der NHS-Ester mit den Biomolekiilen in Kon-

43



3 Material und Methoden

R, 4 \\ Rz\l/o \\
Ry\-NH, +  O—N —— R/NH + HO—N
Vi ‘ I
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Abbildung 3.3: Reaktionsschema zur Farbstoffmarkierung von Biomolekiilen.
Farbstofte (a) mit NHS-Funktionalitdt reagieren mit Aminogruppen (oben)
und (b) mit Maleimid-Funktionalitit reagieren mit Thiolgruppen (unten).
Die Farbstoffe werden durch R, reprdsentiert, die Biomolekiile durch R;.

kurenz zu einer moglichen Reaktion mit Hydroxonium Ionen (H;O")
steht.

Die kovalente Kopplung an Thiolgruppen erfolgt mit Maleimid-funk-
tionalisierten Farbstoffen. Das Thiol greift dabei an der Doppelbindung
des Azolrings an.

Die Kopplungsreaktionen werden, nach den im Folgenden dargestell-
ten Protokollen, durchgefiihrt. Aufgrund der Tendenz der Cysteinreste,
Disulfide zu bilden, erfolgt jeweils zuerst die Thiolkopplung. Dabei wird
bei den FRET-Proben jeweils der Donor als Maleimid und der Akzeptor
NHS-funktionalisiert verwendet.

Liegt das Cystein reaktiv, also nicht als Disulfid oder oxidiert vor, kann
die Kopplung in 0,1 M Phosphat-Puffer (pH7,0) durchgefiihrt werden.
Dazu werden 0,5 mg bis 1,0 mg Peptid in 50 ul Phosphat-Puffer gelost.
Zur Herstellung von 0,1 M Phosphat-Puffer pH 7,0 werden 4,08 g Dina-
triumhydrogenphosphat (Na,HPO,) und 3,29 g Natriumdihydrogen-
phosphat (NaH,PO,) in 500 ml H,O geldst. Nach Hinzufiigen von 5 pl
einer Losung mit 0,05 mg Farbstoft (Maleimid-funktionalisiert) in Di-
methylformamid (DMF) benétigt die Reaktion eine Inkubationszeit von
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2h bei Raumtemperatur (20 °C).

Fiir die N-terminale Konjugation der Oligoprolin Proben (Pro, und
Prog mit Atto647N) wird das getrocknete Peptid in 50 ul DMF aufge-
nommen. Die Kopplungsreaktion erfolgt dann in einer Inkubationszeit
von 2h bei Raumtemperatur (20°C) nach Hinzugabe von 5l einer
Losung mit 0,05 mg Farbstoft (NHS-funktionalisiert) in DMF und 1 ul
Diisopropylethylamine (DIPEA).

Aufgrund von Loslichkeitsproblemen mit den langeren Polyprolin
Proben wird fiir die Kopplung der anderen Proben (Pro,, und Pro,,
mit Atto647N, Pro,, n = 4,6, 8,12 und 20 mit Atto565 und Cys mit
Atto647N und Cys) eine andere Vorschrift verwendet. Dabei wird das
Peptid in 50 pl Carbonat-Puffer (0,1 M) aufgenommen. Zur Herstellung
von 0,1 M Carbonat-Puffer pH 8,0 bis pH 8,5 werden 4,20 g Natrium-
hydrogencarbonat (NaHCO;) in H,O gelost. Die Kopplungsreaktion
erfolgt dann in einer Inkubationszeit von 2 h bei Raumtemperatur (20 °C)
nach Hinzugabe von 0,05 mg Farbstoft in 5 ul DMF. Die Hinzugabe von
DIPEA kann wegen des bereits basischen Puffers entfallen.

Es wird jeweils parallel eine Referenzprobe, unter Veringerung des
Volumens und ohne Zugabe des Peptids, erzeugt. Die Aufreinigung der
Farbstoff-markierten Peptide erfolgt mit Hilfe der Hochleistungsfliissig-
keitschromatografie.

Hochleistungsfliissigkeitschromatografie

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatografie (HPLC, engl. high perfor-
mance liquid chromatography) stellt ein Trennverfahren dar, bei dem
mittels einer fliissigen Phase die Probe unter hohem Druck iiber die
stationdre Phase (Trennséule) transportiert wird. Mit dieser Methode
konnen, sehr schnell und mit hoher Trennleistung, chromatographische
Trennungen von Substanzmengen im Bereich von1-10~° g bis1-1072 g
durchgefiihrt werden. Bei der HPLC kénnen verschiedene Wechselwir-
kung (z. B. Dipol-Dipol oder hydrophil-hydrophob) zwischen statio-
ndrer Phase, mobiler Phase und Probe zur Auftrennung genutzt wer-
den. 1]

In einem Chromatogramm wird die Intensitét eines Signals (z. B. Ab-
sorption oder Fluoreszenzemission) gegen die Zeit aufgetragen. Durch
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die Wechselwirkungen mit der stationdren Phase werden unterschiedli-
che Substanzen in einer Trennsaule zeitlich verzogert und erscheinen
nach den jeweiligen charakteristischen Retentionszeiten im Chromato-
gramm.

Grundsitzlich kénnen zwei Methoden unterschieden werden: Normal-
phase (NP, engl. normal phase) und Umkehrphase (RP, engl. reversed
phase). In der NP-Chromatographie ist die stationdre Phase polarer
als die mobile Phase, in der RP-Chromatographie wird eine unpolare
stationdre Phase verwendet.

Zur Aufreinigung von Biomolekiilen wird vorwiegend die RP-Chro-
matographie verwendet. Hierbei hidngt der Trennmechanismus von der
hydrophoben Bindungswechselwirkung zwischen der in der mobilen
Phase gelosten Substanz und der stationdren Phase ab. Als stationdre
Phase wird zur Trennung von Biomolekiilen vielfach mit Octadecylsilan
(ODS) modifiziertes Silicagel (C18-Phase) verwendet.

In wissrigen Losungen sind sowohl die hydrophilen Anteile der sta-
tiondre Phase als auch die Biomolekiile von Hydrathiillen umgeben.
In den hydrophoben Bereichen der Biomolekiile wird die Hydrathiille
abgestofSen. Die hydrophobe stationire Phase und die nicht von einer
Hydrathiille abgeschirmten Bereiche der Biomolekiile assoziieren. Das
System nimmt so einen energetisch giinstigerer Zustand ein, da weniger
hydrophobe Bereiche mit dem Wasser in Berithrung kommen. ¢! Durch
eine kontinuierliche Veranderung der Polaritit des Losungsmittels wird
der Energiegewinn kontinuierlich verringert und so eine Auftrennung
nach Hydrophobizitit der Biomolekiile erreicht.

Zur Aufreinigung der Oligopeptide wird eine HPLC-Anlage Serie 1100
(Agilent Technologies, D) verwendet. Sie besteht aus Entgaser (G1379A),
binarer Pumpe (G1312A), Diodenarraydetektor (G1315B) sowie Fluores-
zenzdetektor (G1321A).

Die Trennung erfolgt auf einer RP-Trennsdule (0oG-o152-Eo, Pheno-
menex, D) mit einer Lange von 250 mm und einem Durchmesser von
4,60 mm. Als Sdulenmaterial dient ODS-Hypersil der Korngréfle 5 um.

Als Laufmittel werden gepufferte Gemische aus zweifach destilliertem
Wasser (H,0) und Acetonitril (MeCN) mit einer Pufferkonzentration
von 0,1 M Triethylammoniumacetat (TEAA) bei pH 7 verwendet. Lauf-
mittel A ist eine rein wissrige Pufferlosung, Laufmittel B enthalt einen
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Volumenanteil von 75 % Acetonitril. Das Verhiltnis Acetonitril zu Was-
ser wird in der HPLC-Anlage durch Mischung der Laufmittel A und
B eingestellt und mit der Zeit variiert. In dieser Arbeit werden linea-
re Gradienten von 0 % bis 75 % Acetonitril in 20 min oder in 40 min
verwendet.

Die Detektion der markierten Biomolekiile erfolgt durch Messung der
Absorption und der Fluoreszenz der verwendeten Farbstoffe. Dazu wer-
den Detektionswellenldngen im Bereich des Maximums des jeweiligen
Farbstoffs ausgewertet.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Biomolekiile zeigen kei-
ne charakteristische Absorption oder Fluoreszenz und kdnnen daher
nicht direkt beobachtet werden. Die Unterscheidung zwischen freiem
Farbstoff und markiertem Peptid erfolgt hier anhand der unterschiedli-
chen Retentionszeiten im Vergleich zu der Referenzprobe (Farbstoff im
Kopplungspufter).

3.1.2 Oligo(para-phenylenethinylen)

Grundlage fiir exakte Abstandsmessungen in FRET-Experimenten sind
stabchenférmige Molekiile in verschiedenen, definierten Langen, die
an beiden Stabchenenden geeignete Chromophore mit definiert ausge-
richteten Dipolmomenten tragen. Durch intrinsische Flexibilitat und
die Bildung von Isomeren kann die Bestimmung der FRET-Effizienz
stabchenfoérmiger FRET-Proben beeinflusst werden.

Die aus para-Phenylen und Ethinylen erzeugten staibchenférmigen
Oligo(p-phenylenethinylen)e (OligoPPE) werden als starre Stabchen an-
gesehen, deren intrinsische Flexibilitdt in den meisten Fillen vernachlés-
sigbar ist. 44 Daher werden FRET-Proben entwickelt, die aus OligoPPE
mit endstdndig konformativ starr angebundenen Fluoreszenzfarbstoffen
bestehen (Abbildung 3.4).

Zudem kann der Akzeptorfarbstoff (PMI(OAr),), wie in Abbildung 3.4
dargestellt, in einem Winkel von 120° angebunden werden. Dadurch
ergeben sich unterschiedliche Orientierungen der Ubergangsdipolmo-
mente, die sich jedoch nicht dynamisch verandern.

Die Lange der OligoPPE-Kette kann durch Einfiigen von PPE-Einhei-
ten variiert werden. Es werden gerade (Index s) OligoPPE mit n = 2, 5,
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Abbildung 3.4: Oligo(para-PhenylenEthinylen) Proben mit PMI und
PMI(OAr);. Die Lange des Abstandshalters kann durch Einfiigen von PPE-
Einheiten variiert werden. Es standen OligoPPE mit n =2,5,7,9 und m =5,
7,9 zur Verfiigung.

7, 9 und geknickte (Index k) OligoPPE mit m = 5, 7, 9 synthetisiert und
vermessen.
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Berechnung der interchromophoren Distanz

Zur Berechnung des Abstands zwischen den Ubergangsdipolmomenten
der Farbstoffe werden die einzelnen PPE-Bausteine addiert. Die Berech-
nung erfolgt mit den Gleichgewichtsbindungsldngen und Winkeln der
Molekiile. 3!

o d> ds da

Abbildung 3.5: Lingen und Winkel zur Berechnung der interchromophoren
Distanz fiir die OligoPPE. Dargestellt ist ein geknicktes Molekiil mit 5 PPE-
Einheiten.

Mit den Bezeichnungen aus Abbildung 3.5 1463t sich der Abstand d der
Zentren der Fluorophore berechnen:

dszd1+1’ld2+d3+d1
dk = (dl + d3 + d4)2 + (dl + ndz + d3 + d4)2
—-2(dy +ds +dy)(dy + ndy + ds + dy) cos(ax) . (3.1)

Es ergeben sich die in Tabelle 3.2 dargestellten Abstdnde.

Abbildung 3.5 verdeutlicht, dass sich durch Hinzufiigen weiterer PPE-
Einheiten nicht nur der Abstand, sondern auch die Orientierung der
Farbstoffe @ndert. Fiir die gestreckten PMI-PPE]-PMI(OAr), Molekiile
wird k2 = 4 angenommen, also die Orientierung der Ubergangsdipol-
momente entlang der langen Achsen des PMI und PMI(OAr),. Die mit
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den gleichen Annahmen fiir die geknickten PMI-PPE} - PMI(OAr),
Molekiile berechneten Werte von «? sind in Tabelle 3.2 zusammen mit
den Abstinden angegeben.

Tabelle 3.2: Interchromophore Abstinde d und Dipolorientierungen k2 der
OligoPPE.

Probe K2 —

PMI-PPE;-PMI(OAr), 4 3.47
PMI-PPE{-PMI(OAr), 4 553
PMI-PPE{-PMI(OAr), 2.17 5.65
PMI-PPE;-PMI(OAr), 4  6.90
PMI-PPES-PMI(OAr), 1.95 6.99
PMI-PPE;-PMI(OAr), 4 8.7
PMI-PPE§—PMI(OAr), 1.80 8.35

3.2 Messmethoden

3.2.1 Stationdre und zeitaufgeloste Spektroskopie

Die Ensemble Messungen werden in Prazisions Kiivetten aus Quarz-
glas Suprasil (Hellma, D) durchgefiihrt. Die Schichtdicke der Probe
betragt darin 4 mm bei einer Breite von 4 mm. Um intermolekulare
Wechselwirkungen und Reabsorptionseffekte zu vermeiden, werden die
Konzentration der Proben unter 1076 m gehalten.

Zur Messung der Absorptionsspektren im ultravioletten (UV) und
sichtbaren (VIS) Wellenldngenbereich wird ein Lambdaz25 UV/VIS Spec-
trometer (Perkin Elmer, USA) verwendet. Darin wird das von einer
Deuteriumlampe (UV) und einer Wolframlampe (VIS) ausgehende po-
lychromatische Licht mit einem SEya-Namioka-Monochromator (kon-
kaves holografisches Gitter mit 1053 Linien/mm) spektral in einzelne
Wellenldngen zerlegt. Die Selektion der Wellenldnge erfolgt an einer
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Spaltblende mit einer Spaltbreite von 1 nm. So kann der Wellenldngenbe-
reich von 190 nm bis 1100 nm mit einer Genauigkeit von +0,1 nm genutzt
werden.

Zur Messung der Transmission wird ein Photodiodendetektor ein-
gesetzt. Die Transmission einer Kiivette mit der gelosten Probe wird
im Vergleich zu einer Kiivette mit dem Losungsmittel gemessen. Aus
der Verminderung des Signals kann nach dem LAMBERT-BEER-Gesetz
(Abschnitt 2.4) bei bekanntem molaren Absorptionskoefhizienten die
Konzentration der Probenldsung bestimmt werden.

Die Fluoreszenzmessungen werden an einem Fluoreszenzspektrome-
ter Cary Eclipse Spectrophotometer mit Cary Temperature Controller
(Varian, D) durchgefiihrt. Das Spektrometer nutzt eine Xenon Blitzlam-
pe als Anregungslichtquelle. Die Probe wird also nicht kontinuierlich
beleuchtet, sondern mit kurzen Lichtblitzen fir jeden Messpunkt. Anre-
gungswellenlangen von 290 nm bis 1100 nm sind méglich. Als Detektor
kommt ein Sekundérelektronenvervielfacher (PMT, engl. photomul-
tiplier tube) zum Einsatz.

Die Fluoreszenzlebensdauern werden an einem IBH Modell s00oMC
Spektrometer (IBH, GB) mittels zeitkorreliertem Einzelphotonenzédhlen
(TCSPC) bestimmt. Als Anregungsquelle werden NanoLED (IBH, GB)
Dioden mit Repetitionsraten von 1 MHz und Pulsbreiten im ns-Bereich
verwendet (Tabelle 3.2.1). Um Polarisationseffekte auszuschliefSen wird
die Fluoreszenz unter einem Winkel von 54,7° gemessen.

Die Photonen werden mit einem auf Einzelphotonen sensitiven PMT-
Detektor nachgewiesen. Die Auswahl von Anregungs- und Emissions-
wellenldnge erfolgt mit Monochromatoren.

Tabelle 3.3: NanoLED Spezifikationen. Angegeben ist die Wellenlange maxi-
maler Emission Ay, die Repetitionsrate f und die Pulsbreite At.

A max f At
nm MHz ns
NanoLED-o5  Leuchtdiode 450 1.0 1.0
NanoLED-o1  Leuchtdiode 495 1.0 15
NanoLED-02B Laserdiode 635 1.0 02

Modell Lichtquelle

51



3 Material und Methoden
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Abbildung 3.6: Abklingen der Fluoreszenz einer PMI Probe in Toluol (rot).
Dargestellt ist die fiir die Auswertung notwendige Antwortfunktion (blau)
der NanoLED-o05 (450 nm, Tabelle 3.2.1) und das Ergebnis der Anpassung
(griin, oben: Abklingkurve, unten: Residuen). Die Fluoreszenzlebensdauer
betragt 7 = 4,50 s, X2 =1,054.

Die Histogramme werden mit 4096 Kanilen aufgenommen, die je-
weils einer Breite von etwa 12 ps entsprechen. Es werden, abhdngig von
der Probenkonzentration, Histogramme mit 1000 bis 3000 Photonener-
eignissen im Maximum aufgenommen. Die untere Schranke der Fluo-
reszenzlebensdauerdetektion von etwa 100 ps ergibt sich aus den Ant-
wortfunktionen der Lichtquelle und des PMT-Detektors.

Abbildung 3.6 zeigt ein Beispiel fiir eine Messung des Abklingverhal-
tens einer PMI Probe in Toluol. Das dargestellte Profil der Diode (blau)
wird benétigt, da die gemessene Kurve (rot) der Faltung aus diesem Pro-
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fil mit dem tatséchlichen Abklingverhalten des Fluorophors entspricht.
Das Diodenprofil kann gemessen werden, indem die Probe durch ei-
ne Streuprobe’ ersetzt wird und der Emissionsmonochromator auf die
Anregungswellenldnge eingestellt wird.

3.2.2 Einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopie mit alternierender
Anregung

Der experimentelle Aufbau zur Detektion einzelner Molekiile besteht
im wesentlichen aus einem inversen konfokalen Mikroskop mit Laseran-
regung (Abbildung 3.7). Der Aufbau erlaubt, iiber einen dichroitischen
Strahlteiler, die spektral aufgeloste Detektion mit zwei Lawienenphoto-
dioden (APD, engl. avalanche photodiode).

Alternierende Anregung mit zwei unterschiedlichen Laserwellenldn-
gen wird durch den Einsatz von zwei Lasern oder durch abwechselnde
Selektion von zwei Laserwellenldngen eines Lasers erreicht. Dazu wird
ein akustooptisch stimmbares Filter verwendet.

Die Anregung erfolgt entsprechend den spektralen Eigenschaften der
verwendeten Farbstoffe. Zur Anregung der Oligo- und Polyprolin Pro-
ben mit dem FRET-Paar Atto565/Atto647N und der Cystein Proben
(FRET-Paare TMR/Atto647N, Cy3B/Atto647N und Cy3B/Cys) wird die
531nm Linie eines Argon/Krypton Mischgaslasers 2018-RM (Spectra
Physics, D) und ein 638 nm Cube Diodenlaser (Coherent, D) genutzt.
Die 457 nm und 568 nm Linien eines Innova 70C Spectrum (Coherent,
USA) Argon/Krypton Mischgaslasers wird zur Anregung des FRET-
Paares Atto488/Attos65, an den Oligo- und Polyprolin Proben, und der
Perylenderivate PMI und PMI(OAr),, an den OligoPPE Proben, ver-
wendet.

Der Cube Diodenlaser kann im ms-Bereich direkt mit einem TTL-
Signal geschaltet werden. Das Alternieren der Gaslaserlinien kann durch
ein akustooptisch stimmbares Filter (AOTF, engl. acustooptical tunable
filter) erreicht werden. Dazu wird mit einem Piezokristall eine Ultra-
schallwelle in einen optisch anisotropen Kristall induziert. Diese fiithrt
dazu, dass sich innerhalb des anisotropen Kristalls ein Brechungsindex-

'Als Streuprobe eignet sich z. B. ein Tropfen Milch in Wasser.
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gitter ausbildet, an dem die einfallende Laserstrahlung wellenlangenspe-
zifisch gebeugt wird. In dem, in Abbildung 3.7 dargestellten, experimen-
tellen Aufbau wird ein AOTF (AA Opto-Electronic, F) zur alternieren-
den Wellenldngenselektion verwendet.

Ein Einmoden-Lichtwellenleiter (engl. single mode optical fiber) wird
als raumliches Filter eingesetzt, um ein sauberes Strahlplrofil zu erhalten.
Ein dichroitischer Strahlteiler reflektiert das einfallende Laserlicht in
das Mikroskopobjektiv und transmittiert das mit dem Objektiv aufge-
sammelte Fluoreszenzlicht. Die Mikroskopoptik fokussiert das Fluores-
zenzlicht auf eine Lochblende (100 pm).

Die Detektion erfolgt mit zwei SPCM-AQR14 APD (Perkin Elmer,
D), die tiber einen weiteren dichroitischen Strahlteiler spektral getrennt
sind. In APD werden durch einfallende Photonen Elektron-Loch Paa-
re erzeugt, die zu einem Photostrom fiithren. Eine zusatzlich angelegte
Sperrspannung fithrt dazu, dass die, durch das Photon erzeugten La-
dungstrager im elektrischen Feld beschleunigt werden und dabei weitere
Ladungstrdger erzeugen kénnen. So konnen Einzelphotonenereignisse
detektiert werden. Die verwendeten APD haben eine Detektionseffizi-
enz von bis zu 65 %, eine Totzeit von 32 ns und eine Dunkelzdhlrate von
100 Hz.

Die Bestimmung der FRET-Effizienz im Einzelmolekiilexperiment
erfolgt mittels alternierender Laser Anregung (ALEX, engl. alternating la-
ser excitation). Zur Bestimmung der FRET-Effizienz bei kontinuierlicher
Anregung des Donors werden bei Einzelmolekiilmessungen zwei Photo-
nenstrome FP und F* von zwei spektral getrennten APD aufgenommen.
Dabei bedeutet der Index jeweils den Kanal mit vorwiegend Donor- (D)
bzw. Akzeptor-Emission (A). Daraus kann die FRET-Effizienz nach:

FA

~ PP+ A (3.2)

berechnet werden.

Bei Anwendung der ALEX-Technik werden vier unterschiedliche Pho-
tonenstrome (FD, Ff, FY, F{) aufgenommen. Die Unterscheidung er-
folgt zum einen anhand des Detektionskanals (oberer Index) mit vorwie-
gend Donor- (D) bzw. Akzeptor-Emission (A). Zum anderen zusitzlich
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3 Material und Methoden

nach der Wellenldnge des Anregungslichts (unterer Index) mit vorwie-
gend Donor- (D) bzw. Akzeptor-Anregung (A).

Daraus kann, analog zu Gleichung (3.2), die FRET-Effizienz berechnet
werden:

Fyy
= m (3.3)
Zusatzlich wird ein stochiometrischer Index S definiert:
FD + FA
L (3.4)

= 7D A, oA’
F5 + F + Fy

der eine Unterscheidung nach der Stochiometrie des Molekiils ermog-
licht.

Um FRET-Effizienzen genau ermitteln zu kénnen, miissen einige Kor-
rekturen eingefiithrt werden. 3] Die Emission des Donors erfolgt im
allgemeinen nicht nur in den Donorkanal, sondern auch in den Akzep-
torkanal. Dies wird als Durchsickern (engl. leakage) bezeichnet. Der
Koeffizient I = 73/48, mit den Detektionseffizienzen der Donoremission
auf dem Akzeptorkanal #% und dem Donorkanal #, kann mit einer Do-
nor-Probe aus dem Verhdltnis der Photonenstréme bei Donoranregung
ermittelt werden:

= Fy[pD (35)

Zudem kann der Akzeptor in vielen Féllen mit Licht der Anregungs-
wellenldange des Donors direkt angeregt werden. Die Direktanregung
(engl. direct excitation) ist abhéngig von den Intensititen I der Anre-
gungslaser und den Absorptionsquerschnitten o des Akzeptors bei den
verwendeten Wellenldngen. Der Direktanregungskoeffizient kann nach:

A A
B IDGD B FD

- A~ D
IAO'A FD

(3.6)

aus den Photonenstromen bei der Messung einer Akzeptorprobe be-
stimmt werden.

Eine weitere Korrektur ergibt sich aus der Detektionsefhizienz fiir
die jeweiligen Farbstoffe. Der Korrekturfaktor fiir die Detektion y ist
definiert als:

_ $amy
$o71p

(3.7)
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Mit diesen Korrekturen kénnen die Energietransfereffizienz E und der
stochiometrische Index S aus den Photonenstromen berechnet werden:

_ Fy-IFR-dF}
yFD + FA — IF5 — dFs

_ yF}+E)-IF}-dF}

 pFD + FA—IFD —dFA + FA'

(3.8)

Mit Hilfe der ALEX-Spektroskopie konnen unterschiedliche Popula-
tionen in Proben, in Abhédngigkeit ihrer relativen Anregbarkeit mit den
verwendeten Laserlinien und ihrer Emissionscharakteristik, unterschie-
den werden. Bei Betrachtung der E-S Histogramme von FRET-Paaren,
konnen unterschiedliche Subpopulationen aufgeldst werden:

o nur Fluoreszenzemission des Donors (kleine E Werte und grof3e
S Werte),
o nur Fluoreszenzemission des Akzeptors (unterschiedliche E Werte
und kleine S Werte),
o Fluoreszenzemission des Donors und des Akzeptors (E Werte
entsprechend der FRET-Effizienz und mittlere S Werte).
Auf diese Weise konnen Heterogenititen in der Probe, die in Ensem-
bleexperimenten aufgrund der Mittelung nicht sichtbar sind, aufgeldst
werden.

3.3 Datenaufnahme und Datenauswertung

Zur Aufnahme der Daten des Absorptions- und des Fluoreszenzspektro-
meters existiert proprietare Software der Hersteller. Die weitere Auswer-
tung erfolgt nach Export in ASCII-kodierte Dateien unter Verwendung
von OriginPro 8G (OriginLab, USA) und gnuplot 4.2 (freie Software,
www.gnuplot.info).

3.3.1 Ensemblespektroskopie
Absorptionsspektroskopie

Die Absorptionsspektren werden zunichst, durch Substrahieren des
Spektrums des jeweiligen Losungsmittels, von Hintergrund bereinigt.
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Aus den so erhaltenen Spektren wird, nach dem LAMBERT-BEER-Gesetz
(Gleichung (2.4)), die Konzentration der Proben bestimmt. Dazu werden
die molaren dekadischen Absorptionskoeftizienten e(1) der Farbstofte,
soweit nicht anders vermerkt, nach Herstellerangabe verwendet.

Zur tibersichtlicheren Darstellung werden die Absorptionsspektren auf
das Maximum normiert und mit den Absorptionskoefhizienten skaliert
(Normierung auf 1M). Dadurch sind die Spektren der unterschiedlichen
Farbstoffe und Farbstoff-Konstrukte vergleichbar.

Fluoreszenzspektroskopie

Die Emissionsspektren werden ebenfalls mit den Spektren der jeweili-
gen Losungsmittel korrigiert, um Streueffekte zu eliminieren. Die be-
reinigten Spektren werden dann entweder auf die Absorption bei der
Anregungswellenlinge oder, wenn die Absorptionsspektren von Probe
und freiem Farbstoff in guter Ubereinstimmung sind, auf die Absorption
im Maximum normiert.

Zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie

Fiir ein, der §-Funktion entsprechendes Profil, wéire das Abklingverhal-
ten direkt beobachtbar. Bei realen Lichtpulsen muss jedoch eine Entfal-
tung durchgefiihrt werden. Eine Entfaltung stellt allerdings ein unterbe-
stimmtes mathematisches Problem dar, da die Faltung zu einem Verwa-
schen der Funktionen und damit zu einem Informationsverlust fiithrt.
Die Entfaltung, mit anschlieflender Anpassung an das exponentielle Mo-
dell, wird daher durch eine Faltung des Modells mit der Antwortfunktion
und anschlieflenden Vergleich mit den Messdaten ersetzt.

Die Auswertungssoftware des Spektrometers (DAS6, Fluorescence
Decay Analysis Software) verwendet diese Methode und bestimmt die
Qualitdt der Anpassung iiber einen y> Wert, fiir den ein Minimum
gesucht wird. Der Wert fiir x> wird aus dem Verhiltnis der Abweichung
des Modells zu der erwarteten Abweichung (Poisson Statistik) in jedem
Messpunkt berechnet. Fiir eine gute Ubereinstimmung sollte y* = 1
gelten. Eine weitere Moglichkeit die Anpassungsqualitit zu bewerten ist
die Betrachtung der Residuen. Zeigen diese ausschlieflich statistische
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Schwankungen, stimmen das Modell und die erhaltenen Parameter mit
den Messungen iiberein.

3.3.2 Einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopie

Die Datenaufnahme und -verarbeitung bei den ALEX-Messungen er-
folgt mit einer in LabVIEW (National Instruments, USA) geschriebenen
Software. Dabei werden die einzelnen Photonenereignisse, sortiert nach
Detektionskanal und mit einem Zeitstempel versehen, abgespeichert.
Auf diese Daten greift ein Programmteil zu mit dem es maglich ist, mit
Hilfe von wéhlbaren Parametern, Haufungen von Photonenereignis-
sen zu finden. Eine solche Haufung wird als Photonenschauer (engl.
photon burst) bezeichnet. Das Vorliegen eines Photonenschauers ist
gekennzeichnet durch die Detektion von L Photonen, die M benach-
barte Photonen innerhalb eines Zeitintervalls von T" Mikrosekunden
aufweisen. Die detektierten Photonen, der so bestimmten Einzelmo-
lekiilereignisse, konnen, nach Photonenstrom getrennt, abgespeichert
werden.

Die Auswertung der aus diesen Daten erzeugten E-S-Histogramme
kann in OriginPro erfolgen. Dabei werden die implementierten An-
passungsalgorithmen (LEVENBERG-MARQUARDT) verwendet, um die
Korrekturen und die Werte fiir E und S zu bestimmen. Die Auswertung
erfolgt dabei in mehreren Schritten.

Durchsickern und Direktanregung

Zur Bestimmung der Korrekturkoeffizienten / und d werden ALEX-Mes-
sungen an Molekiilen, die nur Donor- bzw. nur Akzeptorfarbstoff tragen,
ausgewertet. Dabei werden fiir jeden detektierten Photonenschauer die
Quotienten fiir [ und d aus den Photonenstromen bestimmt. Das Maxi-
mum der Verteilungen von [ und d ergibt die Korrekturfaktoren.
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Detektionseffizienz

Zur Bestimmung der Detektionsefhizienz y werden vereinfachte Aus-
driicke fiir E und S definiert:

- FA - IFD - dF2
FD + FA - IFD - dF}
FD + FA — IFD - dF%
FD + FA—IFD — dF2 + FY~

PR

(3.9)

Sraw =

Diese lassen sich, mit den Korrekturkoefhzienten / und d, fiir jeden Pho-
tonenschauer aus den Photonenstromen berechnen. Die so erhaltenen
Verteilungen konnen in zweidimensionalen Epg-S;a-Histogrammen
dargestellt werden, aus denen die Lage und Breite der Verteilungen der
Subpopulationen bestimmt werden kann. Dazu werden Anpassungen
von zweidimensionalen Normalverteilungen verwendet.

Da die Verteilungen, fiir die Subpopulationen von nur donor- und
nur akzeptortragenden Molekiilen, aus den Einzelmessungen bestimmt
werden kann, werden diese bei der Bestimmung der Verteilung der
FRET-Population, mit freier Amplitude, vorgegeben. Dabei muss be-
achtet werden, dass FRET-Population, die im E-S-Histogramm nah bei
den Verteilungen des Donors oder des Akzeptors liegen, leicht als sol-
che missinterpretiert werden konnen. Dadurch kann es zu zu grofen
Amplituden fiir die Donor bzw. Akzeptoranteile und einer inkorrekten
Bestimmung der Lage und Breite der FRET-Verteilung kommen.

Zwischen Epg und Vs, besteht ein linearer Zusammenhang, aus dem
sich die Detektionseffizienz y ergibt: (3]

1

:1+yﬁ+ﬁ(1—y)EpR:.Q+2EpR

 0-1
YT avzo1

raw

(3.10)
Bestimmung von Transfereffizienz und Stochiometrie

Mit den Korrekturen [, d und y kénnen aus den Photonenstromen der
Photonenschauer die genauen E und S Werte bestimmt werden (Glei-
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chung (3.2.2)). Die Bestimmung der Lage und Breite der Verteilungen
erfolgt wie zur Bestimmung der vereinfachten Werte.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Oligo- und Polyprolin

Die Untersuchung der Abstandsabhéngigkeit der FRET-Effizienz kann
anhand von Oligoprolin-Molekiilen erfolgen, die mit verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Die, als Abstandshalter wirkenden
Oligo- und Polyproline werden dazu mit den fiir Einzelmolekiilexperi-
mente geeigneten Farbstoffen Atto647N, Atto565 und Atto488 markiert.

Die Messungen werden in PBS (isotonische Salzlosung mit Phosphat-
puffer, engl. phosphate buffered saline) durchgefiihrt.

Absorptionsspektroskopie

Abbildung 4.1 zeigt die Absorptionsspektren der, mit den Farbstoffen
Atto488 und Atto565 markierten Oligo- und Polyprolin Proben. Die
gemittelten Spektren der Proben mit nur einem Donor und nur einem
Akzeptor sind auf das Maximum normiert und mit den Absorptions-
koefizienten der Farbstofte skaliert. Dadurch lassen sich die Spektren
konzentrationsunabhingig vergleichen. Die Spektren, der mit zwei Fluo-
reszenzfarbstoffen markierten Oligo- und Polyprolin Proben, sind auf
die Absorption bei 450 nm (Anregungswellenldnge fiir die Messungen
der Fluoreszenzemission, Abbildung 4.3) normiert. Die Skalierung er-
folgt mit dem Wert der Summe aus Donor- und Akzeptorspektrum bei
dieser Wellenldnge.

Die Absorptionsspektren der Atto565—Pro,—Atto488 Proben zeigen
teils deutliche Abweichungen von der Summe aus Donor- und Akzep-
torspektrum. Die kurzen Oligoprolin Proben, mit 4 und 6 Prolin Einhei-
ten, weisen eine erhohte Absorption im Bereich der Donorabsorption
und eine verminderte Absorption im Bereich der Akzeptorabsorpti-
on auf. Das Spektrum der Probe mit 8 Prolin Einheiten liegt in bei-
den Spektralbereichen oberhalb der Summe der Donor- und Akzep-
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Abbildung 4.1: Absorptionsspektren der Atto565—Pro,— Atto488 Proben. Die
Kurven entsprechen n = 4 (orange), n = 6 (violett), n = 8 (griin), n = 12
(magenta), n = 20 (cyan) und den gemittelten Spektren von Pro,—Atto488
(blau) und Attos65-Pro,, (rot). Zum Vergleich ist die Summe aus dem Donor-
und Akzeptorspektrum dargestellt (grau gepunktet). Die Kurven sind auf die
Absorbtion bei 450 nm normiert und mit dem gewichteten Absorptionskoef-
fizienten skaliert (siehe Text).

torspektren. Die Spektren der Polyprolin Proben mit 12 und 20 Prolin
Einheiten liegen im Bereich der Donorabsorption unterhalb der Sum-
me der Spektren von Donor und Akzeptor. Im Bereich der Akzepto-
rabsorption liegt die Atto565—Pro;,— Atto488 Probe oberhalb und die
Attos565—Pro,— Atto488Probe unterhalb des Spektrums der Summe.

Durch lineares Anpassen der Spektren der Donorprobe und der Ak-
zeptorprobe an das Spektrum der Atto565—Pro,— Atto488 Proben kann
das Verhiltnis ¢(4)/c(p) der Konzentrationen von Donor ¢(D) und Ak-
zeptor ¢(A) bestimmt werden. Es ergeben sich, mit aufsteigender Anzahl
von Prolin Einheiten, die Konzentrationsverhéltnisse 0,64, 0,57, 1,65,
2,27 und 1,07.

Abbildung 4.2 zeigt die Absorptionsspektren der Oligo- und Polypro-
lin Proben, die mit den Farbstoffen Atto565 und Atto647N markiert sind.
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Abbildung 4.2: Absorptionsspektren der Atto647N —Pro, — Atto565 Proben.
Die Kurven entsprechen n = 4 (orange), n = 8 (griin), n = 12 (magenta),
n = 20 (cyan) und den gemittelten Spektren von Pro,—Attos65 (blau) und
Atto647N—-Pro,, (rot). Zum Vergleich ist die Summe aus dem Donor- und
Akzeptorspektrum dargestellt (grau gepunktet). Die Kurven sind auf die
Absorbtion bei 530 nm normiert und mit dem gewichteten Absorptionskoef-
fizienten skaliert (siehe Text).

Die Spektren sind auf die Absorption bei 530 nm (Anregungswellenldn-
ge fiir die Messungen der Fluoreszenzemission, Abbildung 4.5) normiert
und, wie die Spektren der Atto565—Pro,— Atto488 Proben, mit der be-
rechneten Absorption der Summe aus Donor- und Akzeptorspektrum
bei 530 nm skaliert.

Im Vergleich zu den Spektren in Abbildung 4.1 ergibt sich fiir die
Spektren der Atto647N—Pro,— Attos65 Proben ein einheitlicheres Bild.
Die Kurven liegen nahezu aufeinander, nur das Spektrum der kurzen
Oligoprolin Probe mit 4 Prolin Einheiten weicht deutlich ab. Der Kur-
venverlauf unterscheidet sich dennoch von dem der Summe aus Donor-
und Akzeptorspektrum. Die mit beiden Farbstoffen markierten Oligo-
und Polyprolin Proben zeigen im Bereich des Akzeptors deutlich ver-
minderte Absorption. Bei der kurzen Oligoprolin Probe mit 4 Einheiten
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4 Ergebnisse und Diskussion

wird eine bathochrome und hypochrome Verschiebung des Absorpti-
onsspektrums im Bereich des Akzeptors und eine hypsochrome und
hyperchrome Verschiebung im Bereich des Donors beobachtet.

Das Maximum der Donorabsorption ist, fiir die Oligoprolin Probe
mit 4 Prolin Einheiten, um 5nm hypsochrom und das Maximum der
Akzeptorabsorption um 9 nm bathochrom verschoben. Bei genauerer
Betrachtung der Absorptionsmaxima der langeren Prolin Proben laf3t
sich feststellen, dass auch diese eine Verschiebung zeigen. Die Verschie-
bung vermindert sich mit zunehmender Lange der Oligo- bzw. Poly-
prolin Molekiile. Die hypsochrome Verschiebung des Donormaximums
betragt fiir die Oligoprolin Probe mit 8 Prolin Einheiten 4 nm, fiir die
mit 12 Einheiten 2 nm und fiir 20 Einheiten 1nm. Die bathochrome Ver-
schiebung des Akzeptormaximums betragt fiir die Probe mit 8 Einheiten
3 nm und fiir 12 Einheiten 1 nm. Die Probe mit 20 Prolin Einheiten zeigt
keine bathochrome Verscheibung.

Eine Interpretation dieser Verschiebungen ist die Bildung von H-
Dimeren, die zu dem Auftreten von zwei neuen Absorptionsmaxima,
die zu denen der Farbstoffe verschoben sind, fithren. Charakteristisch
tiir H-Dimere ist, dass die Energiezustande aufspalten. Dabei entste-
hen schwache Uberginge geringerer Energie und starke Uberginge mit
hoherer Energie. 26

Hydrophobe organische Substanzen neigen bekanntermafien zu Di-
merbildung in wiéssrigen Losungen. 6] Die hydrophobe Wechselwir-
kung kann dazu fiihren, dass die planaren aromatischen Ringsysteme
von Fluorophoren aufeinander gestapelt werden. Die Bindungsenergie
eines solchen gestapelten Systems kann einige kJ-mol~! betragen. "

Fluoreszenzspektroskopie

Anhand der in Abbildung 4.3 dargestellten Fluoreszenzemissionsspek-
tren wird deutlich, dass die vollstindige Fluoreszenzquantenausbeute
(Verhaltnis von absorbierten Photonen zu der Anzahl aller emittierten
Photonen sowohl im Bereich der Donoremission als auch im Bereich
der Akzeptoremission) herabgesetzt ist. Zur Quantifizierung kann eine
relative Fluoreszenzquantenausbeute eingefithrt werden, die das Verhélt-
nis der auftretenden Fluoreszenzquantenausbeute der FRET-Probe mit
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4.1 Oligo- und Polyprolin

der erwarteten Summe der Fluoreszenzquantenausbeuten von Donor
und Akzeptor ins Verhiltnis setzt.
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Abbildung 4.3: Fluoreszenzemissionsspektren der Attos65— Pro, — Atto488
Proben. Die Kurven entsprechen n = 4 (orange), n = 6 (violett), n = 8
(griin), n = 12 (magenta), n = 20 (cyan) und den gemittelten Spektren von
Pro,— Atto488 (blau) und Atto565—Pro, (rot). Zum Vergleich ist die Sum-
me aus dem Donor- und Akzeptorspektrum dargestellt (grau gepunktet).
Die Kurven sind auf die Absorbtion bei der Anregungswellenlinge 450 nm
normiert und mit dem gewichteten Absorptionskoeflizienten skaliert (siehe
Text).

Die relative Fluoreszenzquantenausbeute ¢, der FRET-Probe kann
uber die Fluoreszenzemission F(1) und die Absorption A(A.y) bei der
Anregungswellenldnge A, wie folgt definiert werden:

[ Fpa(A)dA
. Apa(Aex)
~ [F(M)dd [ Fa()dA
Ap(he) | An(ler)

Die Integrale werden dabei tiber dem gesamten Wellenldngenbereich
von Donor- und Akzeptoremission ausgewertet. Die so erhaltene relative

¢r

(4.1)
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4 Ergebnisse und Diskussion

Fluoreszenzquantenausbeute kann mit der erwarteten FRET-Effizienz
E und der Fluoreszenzquantenausbeute des Akzeptors ¢, gewichtet
werden:

[1-E(1+¢a)] ¢:. (4.2)
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Abbildung 4.4: Fluoreszenzanregungsspektren der Attos65—Pro,— Atto488
Proben. Die Kurven entsprechen n = 4 (orange), n = 6 (violett), n = 8
(griin), n = 12 (magenta), n = 20 (cyan) und den gemittelten Spektren
von Pro,— Atto488 (blau) und Attos65—Pro, (rot). Zum Vergleich ist die
Summe aus dem Donor- und Akzeptorspektrum dargestellt (grau gepunktet).
Die Kurven sind auf die Absorbtion bei 450 nm normiert und mit dem
gewichteten Absorptionskoeffizienten skaliert (siehe Text).

Betrachtet man die erwarteten FRET-Effizienzen' E(n=4) =1, E(n=
6) =1, E(n=8) =1 E(n=12) = 0,96 und E(n =20) = 0,51 und
die Fluoreszenzquantenausbeute von Attos65 von etwa 90 % ergeben
sich gewichtete Ausbeuten von 17 %, 23 %, 37 %, 42 % und 59 % fiir die
Molekiile mit 4, 6, 8,12 und 20 Prolin Einheiten. Insgesamt wird also bei

'berechnet mit einer Linge von 0,312 nm je Prolineinheit und einem FORSTER Radius
von Ry = 6,3nm fiir das Farbstoffpaar nach Herstellerangabe
*nach Herstellerangabe
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4.1 Oligo- und Polyprolin

allen Proben eine deutlich zu geringe Photonenzahl detektiert, wobei
die Loschung mit zunehmender Lange der Oligo- bzw. Polyprolinkette
abnimmt.
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Abbildung 4.5: Fluoreszenzemissionsspektren der Atto647N—Pro,— Attos565
Proben.

Die Fluoreszenzanregungsspektren (Abbildung 4.4) der Atto565-Pro,~
Atto488 Proben zeigen, ebenso wie die Absorptionsspektren in Abbil-
dung 4.1, kein einheitliches Bild. Die kurzen Proben mit 4 und 6 Prolin
Einheiten zeigen zu geringe Emission bei Anregung im Bereich der Ak-
zeptorabsorption, die Proben mit 8 und 12 Prolin Einheiten erhohte
Emission und die Probe mit 20 Prolin Einheiten leicht erhohte Emissi-
on. Dies stimmt gut mit den aus den Absorptionsspektren erhaltenen
Konzentrationsverhdltnissen iiberein.

Bei Betrachtung der in Abbildung 4.5 dargestellten Spektren der Fluo-
reszenzemission der Atto647N—Pro,—Attos65 Proben fallt auf, dass, wie
schon bei den Attos565-Pro,—Atto488 Proben, die Gesamtfluoreszenz teil-
weise geloscht ist. Zur Quantifizierung dieses Sachverhalts konnen die
relativen Fluoreszenzquantenausbeuten bestimmt und mit den erwarte-
ten FRET-Effizienzen (E(n=4) =1, E(n=8) =1, E(n=12) = 0,97 und
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Abbildung 4.6: Fluoreszenzanregungsspektren der Atto647N—Pro,—Attos565
Proben.

E(n=20) = 0, 63) und der Fluoreszenzquantenausbeute von Atto647N
(pa = 65%°) gewichtet werden.

Daraus ergeben sich gewichtete Ausbeuten von 9 %, 28 %, 31% und
56 % fiir die Molekiile mit 4, 8, 12 und 20 Prolin Einheiten. Wie schon
bei den Atto565—Pro,—Atto488 Proben, sind auch bei den mit Atto647N
und Attos65 markierten Proben die kurzen Oligoprolin Proben sehr
stark geloscht. Insbesondere eine Zunahme der Akzeptorfluoreszenz
durch den erwarteten Energietransfer ist kaum zu erkennen.

Dies wird durch die in Abbildung 4.6 dargestellten Anregungsspektren
bestatigt. Die Emission bei Anregung im Bereich der Akzeptorabsorpti-
on ist, insbesondere bei den kurzen Proben, deutlich geringer als bei der
nur mit dem Akzeptor markierten Probe. Die Emission bei Anregung im
Bereich der Donorabsorption ist bei der Atto647N—Pro,—Atto565 Probe
ebenfalls geloscht. Dies gibt, wie schon die Betrachtung des Absorptionss-
pektrums, einen Hinweis auf das Vorkommen von nichtfluoreszierenden
H-Dimeren, die zwar eine starke Absorption zeigen jedoch nicht zur

*nach Herstellerangabe
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4.1 Oligo- und Polyprolin

Emission beitragen.

Zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie

Zeitaufgeloste Messungen der Fluoreszenzlebensdauer der Attos65—
Pro,—Atto488 Proben konnen mit einer 450 nm Leuchtdiode (NanoLED-
05) und einer Anregungswellenldnge von 450 nm mittels TCSPC durch-
gefiihrt werden. Die Fluoreszenzemission wird bei einer Wellenldnge
von 525nm detektiert. Die Konzentration der Proben wird auf etwa
1076 M eingestellt, so dass die Messung nicht durch Reabsorptionseffekte
beeintrachtigt wird.

Tabelle 4.1: Resultate der Lebensdauermessungen fiir Atto565—Pro,—Atto488.
Es wird eine biexponentielle Anpassung mit Optimierung von y* durchge-
fihrt, um die Lebensdauern 7 und die zugehdorigen relativen Amplituden a
zu ermitteln. Die Lebensdauer der jeweiligen Donorprobe wird dabei als 7,
vorgegeben und festgehalten.

h  a b a )
ns % ns % X
Atto565—Pro,—Atto488 0.46 25 4.10 75 1.317
Atto565—Prog—Atto488 0.37 60 4.12 40 1.151
Attos565—Prog— Atto488 0.48 61 4.04 39 1.097
Attos65—Pro,— Atto488 0.84 80 4.13 20 1.165

Atto565—Pro,g— Atto488 1.82 77 4.15 24 1.148

Probe

Die in Tabelle 4.1 aufgefiihrten Ergebnisse der TCSPC-Messungen
zeigen, dass in den Proben Subpopulationen existieren, die nicht zum
Energietransfer beitragen und deren Lebensdauer somit auch nicht ver-
kiirzt ist. Der Anteil dieser Subpopulation nimmt mit zunehmender
Lénge der Prolinkette ab. Fiir die Atto565—Pro,—Atto488 Probe liegt der
Anteil bei 75 %. Dieser grofie Anteil, und auch die im Vergleich lange
Lebensdauer der geloschten Komponente, kann mit dem sehr hohen
Energietransfer und der damit verbunden kurzen Lebensdauer erklért
werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopie

Einzelmolekiilempfindliche Untersuchungen kdnnen helfen, einen ge-
naueren Einblick in die Beschaffenheit der Proben zu gewinnen und
mogliche Heterogenitéten aufzudecken. ALEX-Fluoreszenzspektrosko-
pie kann verwendet werden, um spektrale und stochiometrische Unter-
schiede innerhalb eines Probenensembles aufzudecken.

Frequenz f/kHz

Zeit t/s

Abbildung 4.7: Zeitspur der fiir die Auswertung genutzten Photonenstrome
bei Donoranregung und Donordetektion (FY, blau), bei Donoranregung und
Akzeptordetektion (Fjy, orange) und bei Akzeptoranregung und Akzeptor-
detektion (Fﬁ), rot). Die dargestellten Einzelmolekiilereignisse (Photonen-
schauer) stammen von Atto647N —Proj,— Atto565 Molekiilen.

In Abbildung 4.7 sind Zeitspuren einer ALEX-Messung an einer Lo-
sung von Atto565—Pro;,—Atto488 dargestellt. Darin werden die in einzel-
nen Zeitschritten gesammelten Photonen gezeigt. Der Durchgang eines
fluoreszierenden Molekiils durch den Fokus ist anhand eines sogenann-
ten Photonenschauers (engl. photon burst) erkennbar.

Die in Abbildung 4.7 dargestellten Zeitspuren zeigen die detektierten
Photonen in den drei fiir FRET-Messungen signifikanten Photonenstro-
men (FD, F5 und F4). Es sind einige Photonenschauer gleichzeitig in
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4.1 Oligo- und Polyprolin

Abbildung 4.8: E-S-Histogramme der Atto565—Pro,—Atto488 Proben. Dar-
gestellt sind die Verteilungen fiir Pro,— Atto488 und Atto565—Pro,, (oben
links, griin und gelb) und die FRET-Proben mit aufsteigender Lange (von
oben nach unten). Die in die eindimensionalen Projektionen der E-S-
Histogramme eingezeichneten Verteilungen (dunkelgrau) entsprechen der
zweidimensionalen Anpassung an die FRET Population.
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mehreren Photonenstromen zu erkennen. Photonenschauer, die nur
im Photonenstrom FJ bzw. F4 sichtbar sind, gehoren zu Molekiilen,
die entweder nur ein Donormolekiil bzw. Akzeptormolekiil tragen oder
bei denen der Akzeptor bzw. Donor nicht leuchtet. Gleichzeitig in den
Photonenstromen F4 und F4 auftretende Photonenschauer bezeichnen
FRET-Paare mit effektiver Donorléschung. Ergibt sich zusitzlich ein
Photonenschauer in dem Photonenstrom Fp, ist die FRET-Effizienz
geringer.

Die einzelnen Photonenschauer konnen mit der zur Verfiigung ste-
henden Software erkannt und ausgegeben werden. Dabei werden die,
dem einzelnen Photonenschauer zugeordneten Photonen getrennt nach
Photonenstrom abgespeichert. Daraus konnen, nach Anwendung der
Korrekturen, die E-S-Histogramme erzeugt werden.

In Abbildung 4.8 sind E-S-Histogramme der Atto565—Pro,—Atto488
Proben und die E- und S-Histogramme als eindimensionale Projektio-
nen dargestellt. In den Histogrammen ist jeweils eine Hauptpopulati-
on zu erkennen, deren Schwerpunkt sich mit zunehmender Lange der
Oligo- bzw. Polyprolinkette zu kleineren Werten von E verschiebt. Diese
Verteilung entspricht den Molekiilen, in denen FRET stattfindet.

Zudem ist in den Histogrammen eine Subpopulation sichtbar, die nur
kleine Werte von S annimmt, aber iiber den gesamten Bereich von E
verteilt ist. Diese entspricht Molekiilen, deren Donor weder iiber Energie-
transfer auf den Akzeptor noch direkt zur Fluoreszenz beitragt. Eine sol-
che Population stellt auch die oben links in gelb dargestellte Atto565-Pro,,
Probe dar. Der Anteil dieser Population ist in den S-Histogrammen gut
zu erkennen. Insbesondere fiir die Proben mit n = 8 und »n = 12 ergibt
sich, in guter Ubereinstimmung mit den Absorptionsmessungen im
Ensemble aus denen sich fiir diese Proben auf eine erhohte Akzeptor-
konzentration schlielen laf3t, eine grofie Population.

Die E-S-Histogramme der Proben mit n = 4 und n = 6 zeigen ei-
ne weitere Subpopulation mit mittleren Werten von S und kleinen bis
mittleren Werten von E. Diese 1af3t sich mit dynamischen Loschpro-
zessen erkldren, die zu unterschiedlichen Transferraten fithren, jedoch
Emission beider Fluorophore zulassen.

Fiir die in Abbildung 4.9 gezeigten E-S-Histogramme der Atto647N-
Pro,—Attos65 Proben gelten im Wesentlichen die gleichen Betrachtun-
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4.1 Oligo- und Polyprolin

Abbildung 4.9: E-S-Histogramme der Atto647N—Pro,—Atto565 Proben. Dar-
gestellt sind die Verteilungen fiir Pro, — Atto565 (oben links, gelb) und
Atto647N—Pro, (oben rechts, rot) und die FRET-Proben mit aufsteigender
Léange (von oben nach unten). Die in die eindimensionalen Projektionen der
E-S-Histogramme eingezeichneten Verteilungen (dunkelgrau) entsprechen
der zweidimensionalen Anpassung an die FRET Population.
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gen. Die Population mit mittleren Werten fiir S und mit zunehmender
Linge abnehmenden Werten fiir E entspricht den Molekiilen, in denen
FRET stattfindet. Auffallig ist eine, im Vergleich zu den Messungen an
den Attos565—Pro,— Atto488 Proben vergroferte Population, die nur
Donoremission zeigt. Dies weist darauf hin, dass in der Probe Molekiile
vorkommen, in denen der Akzeptor, entweder aufgrund schneller Pho-
tozerstorung oder aufgrund von Wechselwirkungen mit dem Donor,
nicht absorbiert. In Einzelmolekiiluntersuchungen mit ALEX kann viel-
fach ein gewisser Anteil, in dem nur Donoremission auftritt, beobachtet
werden. [2438]

FRET-Effizienzen

Aus den in den Ensemblemessungen gewonnenen Daten kann mit unter-
schiedlichen Methoden die FRET-Effizienz bestimmt werden. Prinzipiell
konnen zwei Wege unterschieden werden. Die FRET-Effizienz kann zum
einen aus der, durch den Energietransfer verminderten Donorfluores-
zenz und zum anderen aus der erhohten Akzeptorfluoreszenz ermittelt
werden.

Tabelle 4.2: Transfereffizienz der Atto565—Pro,,— Atto488 Proben.

Probe L E.» Ews Ew E  Eg
nm

Attos65—Pro,~Atto488 1.2 0.983 1.004 0245 0.887 0.945

Attos65—Prog—Atto488 1.9 0.980 1553 0307 0910 0.935

Attos65—Prog-Atto488 2.5 0.969 1563 0240 0.880 0.912

Attos65—Proj,— Atto488 3.7 0.940 1.666 0275 0.797 0.839

Atto565—Proy—Atto488 6.2 0.678 2.139 0.329 0.562 0.547

Die Verminderung der Donoremission 1df3t sich anhand der Quanten-
ausbeute im Bereich der Donoremission (E,,p) und aus der Verkiirzung
der Fluoreszenzlebensdauer (E,) quantifizieren (Gleichung (2.41) und
(2.40)). Die erhohte Akzeptorfluoreszenz kann anhand der Quantenaus-
beute im Bereich der Akzeptoremission bei Donoranregung (E,a) und

76



4.1 Oligo- und Polyprolin

durch die Erh6hung der Donorabsorption in Anregungsspektren (E )
beobachtet werden (Gleichung (2.42) und (2.46)).

Die genaue Bestimmung der FRET-Effizienz aus den Ergebnissen der
ALEX-Messungen erfolgt, wie in Abschnitt 3.3.2 beschrieben. Daraus
ergeben sich die Breite und Lage der Schwerpunkte der Verteilungen
und damit die FRET-Efhzienz (Eqy,).

Tabelle 4.3: Transfereffizienz der Atto647N—Pro,,—Attos65 Proben.

Probe L E.o E,s Esr Eu
nm

Atto647N—Pros—Attos65 1.2 0.899 0.023 0.115 1.006

Atto647N—-Prog—Attos65 2.5 0.681 0.211 0.223 0.982

Atto647N—-Proj,—Attos65 3.7 0.683 0.335 0.288 0.943

Atto647N—-Pro,y—Attos6s 6.2  0.456 0.352 0.262 0.774

Die mit diesen Methoden ermittelten FRET-Effizienzen der Attos65—
Pro,— Atto488 Proben sind in Tabelle 4.2 dargestellt. Dabei ist auffillig,
dass insbesondere die Bestimmung aus der erhohten Akzeptoremission
zu unrealistisch grofien (E,.,a) bzw. kleinen (E 1) Werten fiir die FRET-
Effizienz fiihrt.

Da die aus den Anregungsspektren gewonnenen FRET-Effizienzen
bereits auf das Konzentrationsverhiltnis korrigiert sind, kann dies die
Abweichung nicht erkldren. Die zu kleinen Werte lassen sich mit den
geringen gewichteten Quantenausbeuten erkldren. Wenn die Akzeptor-
fluoreszenz efhizient geldscht ist, ergibt sich keine messbare Erh6hung
der Fluoreszenz.

Die fiir die Atto647N—Pro,,— Attos65 Proben bestimmten FRET-Effi-
zienzen sind in Tabelle 4.3 dargestellt. Auch fiir diese Farbstoffpaarung
liegen die Werte, bei Bestimmung aus der erhéhten Akzeptorfluoreszenz,
deutlich entfernt vom erwarteten Wert.

Abbildung 4.10 zeigt die FRET-Effizienzen der Oligo- und Polyprolin
Proben. Die aus der Akzeptorfluoreszenz bestimmten Transfereffizien-
zen werden nicht dargestellt. Zur gleichzeitigen Darstellung der mit den
unterschiedlichen Farbstoffpaaren markierten Proben ist der Abstand
der Fluorophore ins Verhiltnis zum Forster Radius gesetzt.
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Transfereffizienz E
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Abbildung 4.10: FRET-Effizienzen der Oligo- und Polyprolin Proben. Darge-
stellt sind die FRET-Effizienzen E,,p (orange), E; (cyan) und Egp, (griin) von
Atto565—Pro,— Atto488 (quadratisch) und Atto647N—Pro,— Attos65 (kreis-
formig). Der interchromophore Abstand ist in Einheiten von Ry angegeben.
Die Kurve veranschaulicht die theoretische Vorhersage (grau).

Die teils deutlichen Abweichungen von der theoretischen Vorhersage
deuten auf kontaktinduzierte Loschprozesse. Insbesondere die kurzen
Oligoprolin Molekiile zeigen erhebliche Unterschiede zwischen den
verschiedenen Bestimmungsmethoden.

4.1.1 Intramolekulare Farbstoff-Farbstoff Wechselwirkungen

Anhand von farbstoffmarkierten Cystein (Cys) Molekiilen konnen intra-
molekulare Farbstoft-Farbstoftf Wechselwirkungen untersucht werden.
Die Fluorophore sind dabei in vAN DER WAALS Kontakt, d. h. der Abstand
betragt nur wenige zehntel Nanometer. Es werden die Farbstoftpaare
Atto647N/Cy3B, Atto647N/TMR und Cys/Cy3B untersucht. Die Fluores-
zenzquantenausbeuten der an Cystein gekoppelten Fluorophore werden
relativ zu freiem, hydrolysiertem Farbstoft bestimmt.

Die Cys—Cy3B Probe zeigt relative Fluoreszenzquantenausbeuten von
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Abbildung 4.11: Absorptionsspektren von Atto647N —Cys—Cy3B (schwarz),
Atto647N — Cys (rot) und Cys—Cy3B (blau) in Ethanol (oben) und Was-
ser (unten). Zum Vergleich ist die Summe der Absorptionsspektren von
Atto647N - Cys und Cys—Cy3B dargestellt (grau gepunktet). Die Absorpti-
onsspektren von Atto647N—Cys—Cy3B und Atto647N—-Cys sind jeweils auf
das Absoptionsmaximum von Atto647N (642 nm) normiert und mit dem Ab-
sorptionskoeffizienten von Atto647N skaliert. Das Absorptionsspektrum von
Cys—Cy3B ist auf das Absoptionsmaximum von Cy3B (H,O: 556 nm, EtOH:
565 nm) normiert und entsprechend skaliert. Das Anregungsspektrum von
Atto647N-Cys—Cy3B (schwarz gestrichelt) ist bei einer Emissionswellenlédnge
von 710 nm aufgenommen.
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62 % in Ethanol und 75% in destilliertem Wasser. Fiir die Cys— Cys
Probe ergeben sich in den gleichen Losungsmitteln Fluoreszenzquan-
tenausbeuten von 82 % und 62 % und fiir die Atto647N — Cys Probe
Fluoreszenzquantenausbeuten von 83 % und 32 %.

Bei allen mit Donor und Akzeptor markierten Proben ist mit einer
hohen FRET-Effizienz (E > 99 %) zu rechnen, da der Abstand, der kon-
formativ flexibel an das Cystein gekoppelten Farbstoffe durchschnittlich
nicht mehr als 1 nm betrigt. Der FORSTER Radius fiir das D-A-Paar Cy3B
und Atto647N liegt bei 5,9 nm in Ethanol und 6,4 nm in Wasser. Fiir das
D-A-Paar Cy3B und Cys ergeben sich 4,5nm in Ethanol und 4,7 nm in
Wasser. Die Berechnung erfolgt unter der Annahme dynamisch isotroper
Verteilung der Orientierungen der Ubergangsdipolmomente (x2 = 2/3).

Zur Beobachtung von FRET und konkurrierenden Loschprozessen
wurden Messungen der Absorption, der Fluoreszenzemission und Fluo-
reszenzlebensdauer durchgefiihrt. Einzelmolekiilspektroskopische Mes-
sungen mittels ALEX erfolgen, um die Heterogenitdt der Proben aufzu-
decken.

Absorptionsspektroskopie

Die Absorptionsspektren von Atto647N—-Cys—Cy3B, Atto647N-Cys und
Cys—Cy3B in Ethanol und Wasser sind in Abbildung 4.11 dargestellt. Die
Spektren von Atto647N—Cys und Cys—Cy3B zeigen den fiir organische
Fluorophore typischen Verlauf, ein Maximum mit ausgepragter Schulter
zu kiirzeren Wellenlangen. Das Absorptionsspektrum von Atto647N—
Cys—Cy3B hingegen zeigt in Wasser eine deutliche Abweichung im
Vergleich zu der Summe der Einzelspektren. Es tritt ein zusitzliches
Maximum bei 543 nm auf, relativ zu dem Maximum der Absorption
von Cys—Cy3B um 13 nm zu kiirzeren Wellenldngen verschoben. Zudem
verschwindet die Schulter um 600 nm im Spektrum von Atto647N und
das Maximum der Absorption von Atto647N wird um 10 nm zu ldngeren
Wellenldngen verschoben.

Das Auftreten von zwei deutlichen, neuen Absorptionsmaxima bei
Wellenldngen von 543 nm und 652 nm deutet auf die Bildung von H-
Dimeren hin. Insbesondere das stark ausgepragte Absorptionsmaximum
bei 543 nm kann mit der Bildung eines H-Dimers erklart werden. Die
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Abbildung 4.12: Anregungsspektren von Cys— Cy3B (blau gestrichelt) und
Atto647N - Cys—Cy3B (schwarz gestrichelt) in Ethanol (links) und Wasser
(rechts) bei einer Emissionswellenldnge von 610 nm. Zum Vergleich ist das
Absorptionsspektrum von Cys—Cy3B (blau) dargestellt. Die Kurven sind auf
das Maximum bei 553 nm normiert.

leichte Verschiebung des zweiten Maximums zu lingeren Wellenldngen
konnte auch durch solvatochrome Effekte, die ebenfalls eine bathochro-
me Verschiebung bewirken konnen, hervorgerufen sein. Solvatochrome
Effekte beruhen auf der Beeinflussung des elektronischen Systems durch
die lokale Umgebung (z. B. Losungsmittel).

Der auf der hydrophoben Wechselwirkung beruhende Effekt der Di-
merbildung tritt insbesondere in wissrigen Losungen auf. In weniger
polaren Losungsmitteln, wie Ethanol, kann die Dimerbildung deutlich
vermindert sein.[4¢! Das Absorptionsspektrum von Atto647N-Cys-Cy3B
in Ethanol bestitigt diesen Sachverhalt.

Im Vergleich zu den Absorptionsspektren in Wasser ergibt sich eine
deutliche bathochrome Verschiebung des Spektrums von Cy3B in Etha-
nol. Diese Verscheibung kann mit dem solvatochromen Effekt (Verande-
rung der Umgebung der Farbstoffmolekiile) erklart werden. Das Absorp-
tionsmaximum des Cy3B in der Summe der Spektren von Atto647N-Cys
und Cys—Cy3B liegt, ebenso wie in dem Spektrum von Atto647N—Cys—
Cy3B, in Ethanol bei 567 nm.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Fluoreszenzspektroskopie

Die Anregungsspektren der Atto647N—Cys—Cy3B Probe in Ethanol und
Wasser stimmen gut mit dem Verlauf der Summen der Absorptionss-
pektren von Atto647N—-Cys und Cys—Cy3B tiberein (Abbildung 4.11).
Es ist jedoch in Wasser ein deutlicher Unterschied zu dem Absorptions-
spektrum festzustellen. Der Dimeriibergang, im Absorptionsspektrum
bei 543 nm, ist im Anregungsspektrum nicht sichtbar.
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Abbildung 4.13: Emissionsspektren von Atto647N—Cys—Cy3B (schwarz), Cys—
Cy3B (blau) und Atto647N—Cys (rot) in Ethanol (links) und Wasser (rechts).
Die Emission wurde mit den Anregungswellenldngen 510 nm (durchgezogen)
und 610 nm (gepunktet) aufgenommen. Die Spektren sind auf die Absorption
bei der Anregungswellenldnge normiert. Die Gesamtquantenausbeute ist
reduziert und es existiert eine Subpopulation die keinen FRET zeigen.

Die in Wasser gemessenen Anregungsspektren (Abbildung 4.11 und
4.12) zeigen, dass der Dimeriibergang nicht zu der beobachteten Fluores-
zenzemission beitragt. Dies stimmt gut mit theoretischen Vorhersagen
fir H-Dimere tiberein. [4°]

Die in Ethanol gemessenen Anregungsspektren sind, wie auch die
Absorptionsspektren, der Summe der Spektren von Cys—Cy3B und
Atto647N - Cys sehr dhnlich. Dimerbildung ist also in wiéssrigen Lo-
sungsmitteln, gegeniigber weniger polaren Losungsmitteln wie Ethanol,
begiinstigt.
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4.1 Oligo- und Polyprolin

Der Einfluss von kontaktinduzierten Loschprozessen auf die beobach-
tete FRET-Effizienz wird anhand der in Abbildung 4.13 dargestellten
Fluoreszenzemissionsspektren deutlich. Die FRET-Eflizienz ist geringer
als fiir den geringen Abstand der Fluorophore erwartet. Zudem ist die
Gesamtquantenausbeute, also das Verhiltnis von absorbierten Photonen
zu der Anzahl aller emittierten Photonen, im Vergleich zu der Cys-Cy3B
Probe erheblich herabgesetzt. Fiir die relative Fluoreszenzquantenaus-
beute nach Gleichung (4.1) der Atto647N—-Cys—Cy3B Probe ergibt sich
in Wasser ¢, = 0,21 und in Ethanol ¢, = 0,47. Unter der Annahme einer
FRET-Efhizienz von 100 % und mit einer Fluoreszenzquantenausbeute
des Akzeptors von 65 %* bedeutet dies, dass in Wasser nur maximal ein
Drittel der erwarteten Photonen detektiert werden. In Ethanol kdnnen
innerhalb dieser groben Abschitzung nahezu alle erwarteten Photonen
gemessen werden.

Die Spektren in Abbildung 4.13 verdeutlichen, dass es in der Probe
eine nicht zu vernachldssigende Subpopulation gibt, die keinen FRET
zeigt. Die Fluoreszenzemission im Maximum von Cy3B wird nicht so
stark wie erwartet verringert, sondern féllt auf 19,5 % in Wasser und
10,1% in Ethanol. Zudem erhoht sich die Emission des Akzeptors nicht
wie erwartet, sondern ist insbesondere in Wasser eftektiv geloscht.

Zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie

Zur weiteren Analyse der Loschprozesse, die die FRET-Effizienz beein-
flussen werden zeitaufgeloste Messungen der Fluoreszenzlebensdauer
durchgefiihrt. Mit zeitaufgelosten Messungen konnen Loschprozesse un-
tersucht werden, da diese die Anzahl emittierter Photonen vermindern
und so die Fluoreszenzlebensdauer verkiirzen. Sehr effiziente Losch-
prozesse konnen dazu fithren, dass die Anzahl emittierter Photonen
zu gering ist, um die Photonen mit typischen TCSPC-Spektrometern
detektieren zu kénnen.

In Tabelle 4.4 sind die Ergebnisse der TCSPC-Messungen in Wasser
und Ethanol dargestellt. Die Anregung des Donors erfolgt bei 500 nm
mit einer Leuchtdiode () und die Anregung des Akzeptors bei 635 nm

“nach Herstellerangabe
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4 Ergebnisse und Diskussion

mit einer Laserdiode.

Tabelle 4.4: Resultate der Lebensdauermessungen fiir Atto647N—-Cys—Cy3B,
Atto647N - Cys und Cys—Cy3B in Wasser (H,O) und Ethanol (EtOH). Es
wurde eine biexponentielle Anpassung mit Optimierung von x* durchgefiihrt,
um die Lebensdauern 7 und die zugehorigen relativen Amplituden a zu
ermitteln.

Losungs-  Aex 4 a; L a

Probe , — X
mittel nm ns % ns %

Cys—-Cy3B H,O 500 031 12 245 88 1.13
Atto647N-Cys-Cy3B  H,O 500 0.38 17 234 83 1.10
Atto647N-Cys H,0 635 025 5 3.60 95 1.12
Atto647N-Cys-Cy3B  H,O 635 034 9 360 91 1.10
Cys—Cy3B EtOH 500 050 15 2.52 85 1.12
Atto647N-Cys—-Cy3B EtOH 500 0.52 15 2.60 85 1.09
Atto647N-Cys EtOH 635 048 5 3.68 95 0.99

Atto647N-Cys—-Cy3B EtOH 635 050 5 4.06 95 1.07

In den Messungen kann keine Komponente mit kurzer Fluoreszenzle-
bensdauer, die einem Loschprozess zugeordnet werden konnte, aufgelost
werden. Die Ergebnisse in Tabelle 4.4, zweifach exponentiell angepasst,
zeigen nahezu identische Abfille. Auch ein dritter Exponentialterm er-
brachte keine Verbesserung der Anpassung. Es kann also keine geldschte
Subpopulation erkannt werden.

Eine allgemeine Verringerung der Photonen-Zihlraten, in Uberein-
stimmung mit den Messungen der Fluoreszenzemission, kann jedoch
beobachtet werden. Dies legt nahe, dass die Loschung so effektiv erfolgt,
dass die Lebensdauer auf einen Wert unterhalb der Nachweisgrenze
der Messung fallt. Dies ist konsistent mit der erwartet hohen FRET-
Effizienz von tiber 99 %. Auch kontaktinduzierte Loschprozesse konnen
sehr effektiv die Fluoreszenz l6schen, da die Fluorophore sich in den
untersuchten Proben sehr nahe kommen kénnen. Beobachtbar sind die
Loschprozesse mit der Methode des TCSPC nicht, es gibt keine Sub-
population die teilweise geloscht ist, sondern nur nicht geloschte und
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4.1 Oligo- und Polyprolin

vollstandig geloschte Subpopulationen.

Das Fehlen solcher teilweise geloschter Subpopulationen weist auf die
Bildung von stabilen Komplexen (statische Loschung) hin. Im Fall von
dynamischer Loschung wire die Loschrate bedingt durch die Diffusion
der flexibel gekoppelten Fluorophore. In dem Fall kime es diffusionsge-
steuert zu voriibergehenden Kontakten der Fluorophore und damit zu
unterschiedlich starker Loschung. Wenn die Diffusionsbewegung lang-
samer als das Detektionsvermogen (100 ps) der Anlage erfolgt, wiirden
Subpopulationen sichtbar.

Einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopie

Statische und dynamische Heterogenitdt in der Probe kann, im Gegen-
satz zu Ensemblemessungen, in einzelmolekiilspektroskopischen Un-
tersuchungen aufgedeckt werden. Durch die geringen Konzentrationen
in Einzelmolekiilexperimenten sind zudem intermolekulare Wechsel-
wirkungen duflerst unwahrscheinlich. In den Ensembleexperimenten
konnte keine Konzentrationsabhangigkeit der beobachteten Loschpro-
zesse festgestellt werden. Dies deutet darauf hin, dass diese nicht auf
intermolekulare Wechselwirkungen beruhen. Die Messung bei Einzelmo-
lekiilkonzentration (pm) vermindert den Effekt intermolekulare Wech-
selwirkungen zusitzlich.

Die Verteilung der Grof3en der Photonenschauer, also der mittleren
Anzahl Photonen aus einem Molekiil im fokalen Volumen, unterscheidet
sich kaum zwischen den nur mit einem Farbstoft markierten Proben und
der FRET-Probe. Die Fluoreszenzloschung der FRET-Probe erfolgt also,
auf Zeitskalen die der Diffusion durch den Fokus entsprechen, nicht
dynamisch. Auch gibt es keine teilweise Loschung. Dies bestitigt die
zuvor beschriebene Annahme vorwiegend statischer Léschung durch
die Bildung stabiler Komplexe.

Abbildung 4.14 zeigt Epr-S Histogramme von Atto647N—-Cys—Cy3B
und Atto647N—-Cys—TMR in Ethanol und Wasser. Darin kénnen unter-
schiedliche Subpopulationen aufgelst werden:

(i) eine Subpopulation, die nur Fluoreszenzemission des Donors zeigt

(kleine Epgr Werte und grofie S Werte),
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Abbildung 4.14: Epr-S Histogramme von Atto647N—Cys—Cy3B (links) und
Atto647N—-Cys—TMR (rechts) in Ethanol (oben) und Wasser (unten). Deut-
lich erkennbar ist das Verschwinden der Subpopulation mit hoher FRET-
Effizienz in Wasser.
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4.1 Oligo- und Polyprolin

(ii) eine Subpopulation, die nur Fluoreszenzemission des Akzeptors
zeigt (unterschiedliche Epr Werte und kleine S Werte),

(iii) eine Subpopulation mit hoher FRET-Effizienz, die Fluoreszen-
zemission bei Donor- und Akzeptoranregung zeigt (grofse Epg
Werte und mittlere S Werte),

(iv) eine Subpopulation, die Fluoreszenzemission des Donors und des
Akzeptors bei unterschiedicher FRET-Effizienz zeigt (kleine bis
mittlere Epg Werte und mittlere S Werte).

Aufgrund der verminderten Anzahl der Photonenschauer pro Messung
kann, insbesondere bei den Atto647N—Cys—Cy3B Proben, davon ausge-
gangen werden, dass eine weitere Subpopulation (v) existiert, die nicht
fluoresziert.

Die Molekiile in Subpopulation (i) zeigen das Verhalten von Proben,
die nur mit einem Donor markiert sind. Der Akzeptor ist also entweder
photogebleicht oder emittiert, aufgrund einer Wechselwirkung mit dem
Donor nicht.

Der Donor der Molekiile in Gruppe (ii) ist effektiv geloscht, nur der
Akzeptor emittiert. Photoinduzierter Elektronentransfer (PET, engl. pho-
toinduced electron transfer) bei direktem Kontakt von Donor und Ak-
zeptor kann dazu fithren, dass zwar der Donor geloscht ist, der Akzeptor
jedoch nicht.

Die Subpopulation (iii) zeigt die erwartete, hohe FRET-Efhizienz. Beide
Fluorophore konnen angeregt werden und emittieren, wobei die Do-
noremission durch den Energietransfer zum Akzeptor verringert wird.
Diese Subpopulation tritt vorwiegend in den in Ethanol gelosten Proben
auf.

Die in allen Proben vorkommende Subpopulation (iv) zeigt Fluo-
reszenz von beiden Fluorophoren, jedoch keine oder nur eine geringe
FRET-Effizienz. Dies deutet auf eine fixierte Orientierung der Uber-
gangsdipolmomente der Fluorophore hin, die dafiir sorgt, dass der Ori-
entierungsfaktor x? = 0 und damit kein FRET moglich ist. Die Bildung
von H-Dimeren bedeutet zwar eine Fixierung der relativen Dipolorien-
tierung, da H-Dimere jedoch keine Fluoreszenz zeigen, kann sie nicht
zur Erkldrung herangezogen werden. Vielmehr gehoren die Molekiile
die H-Dimere bilden zu Subpopulation (v).
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4 Ergebnisse und Diskussion

Wechselwirkungen von Farbstoffen und Thiolgruppen

In Abbildung 4.15 sind die Absorptions- und Fluoreszenzemissionsspek-
tren von Atto647N und Cys dargestellt. Es wird untersucht, in wiefern
die spektralen Eigenschaften der Farbstofte durch die N-terminale Kopp-
lung an Cystein beeinflusst werden.
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Abbildung 4.15: Veranderungen der spektroskopischen Eigenschaften von
Atto647N (links) und Cys (rechts) durch Wechselwirkung mit der Thiol-
gruppe eines Cystein in Wasser (bldulich) und Ethanol (rotlich). Die Absorp-
tionsspektren (gepunktet) sind jeweils auf das Maximum normiert und mit
dem Absorptionskoeffizienten des Farbstoffs skaliert. Die Emissionsspektren
sind auf die Absorption bei der Anregungswellenlinge normiert. Darge-
stellt sind jeweils die Spektren der hydrolysierten Farbstoffe (blau, rot), der
farbstoffmarkierten Cysteine (cyan, magenta) und der farbstoffmarkierten
Cysteine nach Maleimid-Kopplung (dunkelblau, dunkelrot).

Durch die N-terminale Kopplung an Cystein verdandert sich das Ab-
sorptionsspektrum von Atto647N deutlich. Es entsteht ein Nebenma-
ximum in der blauverschobenen Schulter des Hauptmaximums. Die
Fluoreszenzquantenausbeute sinkt dramatisch auf etwa 37 % ab.

Durch eine Kopplung von Maleimid an die Thiol-Gruppe des Cysteins
wird dieser Effekt aufgehoben. Das Absorptionsspektrum ist in Uberein-
stimmung mit dem Spektrum des hydrolysierten Farbstofts und es wird
nahezu die Fluoreszenzquantenausbeute des freien Farbstoffs erreicht
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4.2 Oligo(para-phenylenethinylen)

(86 %).

Der gleiche Effekt kann bei an Cystein gekoppeltem Cys beobachtet
werden. Das Nebenmaximum im Absorptionsspektrum ist in Wasser
nicht so stark ausgepragt wie bei Atto647N, in Ethanol ist keine Verén-
derung des Spektrums zu beobachten. Die Fluoreszenzquantenausbeute
sinkt durch die Kopplung an das Cystein auf etwa 62 % in Wasser und
82 % in Ethanol. Zusitzliche Kopplung mit Maleimid fithrt zu vollstan-
diger Riickgewinnung der Fluoreszenzquantenausbeute (H,O: 103 %,
EtOH: 101 %).

Die Wechselwirkung, die zu den beschriebenen Veranderungen der
spektroskopischen Eigenschaften der Farbstoffe fiithrt, 1af3t sich somit
auf eine Wechselwirkung mit der Thiolgruppe des Cysteins zuriickfiih-
ren. Nach erfolgter Kopplung der Thiolgruppe mit Maleimid ist keine
Wechselwirkung mehr festzustellen. Durch Bildung des Thiolations des
Systems aus Farbstoft und Cystein kann sich die elektronische Mikroum-
gebung des Farbstoffs verdndern und so das elektronische System des
Farbstofts beeinflussen.

4.2 Oligo(para-phenylenethinylen)

Durch die Beschaffenheit der OligoPPE Proben sollen die interchromo-
phoren Wechselwirkungen auf den FORSTER Resonanz-Energietransfer
beschriankt werden.

Absorptionsspektroskopie

Die Absorptionsspektren der Proben mit fiinf PPE-Einheiten zeigen
deutlich, dass die Kopplung der PPE-Kette keinen nennenswerten Ein-
fluss auf die spektroskopischen Eigenschaften der Farbstofte hat. Es tritt
lediglich eine geringe hypsochrome Verschiebung des Absorptionss-
pektrums des PMI (blau) um 2 nm auf. Das Absorptionsspektrum des
PMI(OAr), (rot) wird nicht verdndert.

Die Spektren der FRET-Proben (griin) konnen additiv aus den Spek-
tren von Donor und Akzeptor gebildet werden. Eine direkte Addition
der Spektren von Donor und Akzeptor ist nicht méglich, da der zur
Normierung notwendige Absorptionskoeffizient des Akzeptors nicht
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Abbildung 4.16: Absorptionsspektren von OligoPPE Proben. Dargestellt sind
die Spektren von PMI (cyan), PMI(OAr); (magenta), PMI-PPE? (blau),
PPE;—PMI(OAr), (rot), PMI-PPE;—~PMI(OAr), (griin), PMI—PPEIS( (dun-
kelblau), PPES-PMI(OAr), (dunkelrot) und PMI-PPES-PMI(OAr), (dunkel-
griin). Zum Vergleich ist die Summe der Spektren von PMI und PMI(OATr);
eingezeichnet (grau).

genau bekannt ist. Lediglich der logaritmierte Wert log ey, = 4.6 ist
angegeben. 15!

Zur Bestimmung des unbekannten Absorptionskoeflizienten des Ak-
zeptorfarbstoffs PMI(OAr), werden Absorbtionsmessungen am Donor-
farbstoft PMI, am Akzeptorfarbstoff PMI(OAr), und an den FRET-Kon-
strukten durchgefiihrt. Der Absorptionskoeffizienten des Donorfarb-
stoffs PMI liegt bei 35000 m~'-cm™.05°) Damit lasst sich der Absorp-
tionskoefhizient des Akzeptorfarbstofts PMI(OAr), durch Anpassung
der Spektren der einzelnen Farbstofte an das Absorptionsspektrum der
FRET-Probe ermitteln. Dabei wird angenommen, dass die Farbstofte
nicht wechselwirken. Es ergibt sich, bei einem angenommenen Markie-
rungsgrad von 1, ein Absorptionskoeffizient von 39 000 m~!-cm™. Dieser
wird, ebenso wie der gleichzeitig bestimmte Absorptionskoethzient der
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FRET-Probe (66 000 Mm~!-cm™), zur Skalierung der normierten Spektren
verwendet.

Fluoreszenzspektroskopie
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Abbildung 4.17: Fluoreszenzemissionsspektren der gestreckten OligoPPE Pro-
ben. Dargestellt sind die Spektren von PMI (blau), PMI(OAr); (rot), PMI-
PPE;-PMI(OAr), (orange), PMI-PPE;-PMI(OAr), (violett), PMI-PPE;-
PMI(OAr), (griin) und PMI-PPEg-PMI(OAr), (magenta). Die Spektren
sind, wie beschrieben, normiert und skaliert. Zum Vergleich ist die Summe
der Spektren von PMI und PMI(OAr); eingezeichnet (grau gepunktet).

Die Fluoreszenzemissionsspektren der gestreckten OligoPPE Proben
(Abbildung 4.17) zeigen das erwartete Verhalten. Die Emission im Be-
reich der Donorfluoreszenz ist lingenabhéngig vermindert. Die PMI-
PPE;-PMI(OAr), Probe zeigt nahezu keine Donorfluoreszenz. Wohin-
gegen die PMI-PPE;-PMI(OATr), Probe schon ein deutlich erkennbares
Maximum ausbildet.

Die Akzeptorfluoreszenz ist, im Vergleich zum Verlauf des Spektrums
der Summe aus PMI und PMI(OAr),, erh6ht. Dabei zeigen die kiirzeren
OligoPPE Proben einen grofieren Effekt als die laingeren Proben. Dies
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Abbildung 4.18: Fluoreszenzemissionsspektren der geknickten OligoPPE Pro-
ben. Dargestellt sind die Spektren von PMI (blau), PMI(OAr); (rot), PMI-
PPE{-PMI(OAr), (violett), PMI-PPES-PMI(OATr), (griin) und PMI-PPE§—
PMI(OAr), (magenta). Zum Vergleich ist die Summe der Spektren von PMI
und PMI(OAr); eingezeichnet (grau gepunktet).

ist in Ubereinstimmung mit den theoretischen Erwartungen. Eine ob-
jektive, quantitative Bestimmung der Transfereffizienz aus der Hohe der
Maxima ist nicht moglich, da die Donor- und Akzeptorspektren sehr
stark iiberlappen. Nur durch Anpassung dieser Spektren an das FRET-
Spektrum konnen die Transfereffizienzen bestimmt werden.

Der gleiche Effekt wird bei Betrachtung der Abbildung 4.18 beobachtet.
Die Donoremission der kurzen OligoPPE ist stark vermindert, wohinge-
gen die Akzeptoremission erhoht ist. Die PMI-PPEs—PMI(OAr), Probe
zeigt nur eine geringe Verminderung der Donoremission und geringe
Erhohung der Akzeptoremission.

Zur Berechnung des Uberlappungsintegrals aus den Spektren der
PMI-Emission und der PMI(OAr),-Absorption werden die Spektren
der verschiedenen PMI-PPE Proben flichennormiert und gemittelt. Die
PPE-PMI(OAr), Absorptionsspektren werden auf das Maximum nor-
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Abbildung 4.19: Bestimmung des Uberlappungsintegrals ] (griin) aus den
Spektren der PMI-Emission (blau) und der PMI(OAr);-Absorption (rot).
Die Groflenordnung der Spektren ist zur gleichzeitigen Darstellung angepasst
(‘PDFD()‘)/IO_Z, GA(/\)/IOS m~lem™, ]()‘)/1014 m~lem™'nm?).

miert und ebenfalls gemittelt. Mit Gleichung (2.34) und Gleichung (2.36)
kann eine Uberlappung O der Spektren und damit der FORSTER Radius,
in Abhéngigkeit von x2, bestimmt werden:

R§ =«*0 = «* [87,745151—/1)] , (4.3)

wobei n = 1,496 der Brechungsindex des Losungsmittels (Toluol) ist. Es
ergibt sich die Uberlappung O = 25214 und damit fiir die gestreck-
ten Proben ein FORSTER Radius R, = 6,82nm. Fiir die geknickten
Proben konnen die R, Werte fiir die verschiedenen Orientierungen
nach Tabelle 3.2 berechnet werden. Damit konnen die FORSTER Radien
Ry(m=5) = 6,16 nm, Ry(m =7) = 6,05nm und Ry(m =9) = 5,97 nm
bestimmt werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie

Die Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauern der OligoPPE Proben
erfolgt mittels TCSPC. Bei einer Anregungswellenlédnge von 450 nm be-
steht ein gutes Verhéltnis aus Donorabsorption (moglichst hoch) und
Akzeptorabsorption (mdglichst niedrig). Daher kann die 450 nm Leucht-
diode verwendet werden. Die Konzentration der Proben wird auf etwa
1076 M eingestellt, um zu vermeiden, dafl die Messung durch Reabsorp-
tionseffekte beeintrachtigt wird.

Tabelle 4.5: Resultate der Lebensdauermessungen fiir PMI—PPE—PMI(OAr)3.
Es erfolgt eine triexponentielle Anpassung mit Optimierung von x?, um die
Lebensdauern 7 und die zugehorigen relativen Amplituden a zu ermitteln.
Die Lebensdauer der jeweiligen Akzeptorprobe wird als 73 vorgegeben und
festgehalten.

t a 1) a, t3 as
Probe — — — — — —
ns % ns % ns %
PMI—PPES PMI OAI‘)3 0.02 -1.58 0.19 7.46 428 94.12 1.05
PMI- PPES IOAI‘)3 0.12 -546 0.75 67.59 421 3787 1.14
PMI- PPEk PMI OAI‘)3 0.11 -7.86 136 89.34 433 1852 0.89

(
(
(
PMI-PPE;-PMI(OAr), 0.12 -1.92 198 6525 4.14 36.67 091
(
(
(

PMI-PPEX-PMI OAr), 0.12 -2.97 284 98.01 4.38 497 087
PMI-PPE;-PMI(OAr), 0.12 -2.94 295 8943 4.12 13.51 1.07
PMI-PPES-PMI OAr), 0.12 -3.38 356 9266 4.34 10.72 1.04

In Tabelle 4.5 sind die Ergebnisse einer dreifachen exponentiellen An-
passung dargestellt. Die kurze Abklingzeit 7, beschreibt darin, erkennbar
an der negativen Amplitude, die Anstiegszeit (engl. rise time) der Ak-
zeptoremission. Diese resultiert aus der Anregung des Akzeptors, die
tiber den Donor und nicht direkt erfolgt. Die mittlere Abklingzeit 7,
beschreibt die, durch FRET verminderte Fluoreszenzlebensdauer des
Donors und die lange Abklingzeit 73 die Fluoreszenzlebensdauer des
Akzeptors, die in der Anpassung vorgegeben wird.

Die mittlere Fluoreszenzlebensdauer der PMI - PPE Proben kann
zu 4,17(2) ns bestimmt werden, die der PPE — PMI(OAr), Proben zu
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4.2 Oligo(para-phenylenethinylen)

4,26(4) ns. Der geringe Standardfehler belegt, dass die Fluorophore nicht
durch die PPE-Kette beeinflusst werden.

Einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopie

Die in Abbildung 4.20 dargestellten E-S-Histogramme der PMI-PPE; -
PMI(OATr), Proben zeigen die Abstandsabhéngigkeit der FRET-Effizi-
enz. Die Lage des scharfen Maximums der PMI-PPE-Verteilung und
die breite Verteilung der PPE—~PMI(OATr), Ereignisse sind deutlich zu
erkennen.

Die Verteilungen der FRET Proben liegen durch die eingesetzten Kor-
rekturen bei gleichem stdchiometrischem Index S. Die in die S-Histo-
gramme eingezeichneten Kurven entsprechen der zweidimensionalen
Anpassung an die FRET Population im E-S-Histogramm. Die S-Hi-
stogramme weichen von der Form der Normalverteilung im Bereich
kleinerer S Werte ab. Diese Abweichung kann mit dem Auftreten ei-
ner Population, die nur Akzeptoreigenschaften zeigt, erklart werden. Es
ist zu erkennen, dass es eine gute Ubereinstimmung der angepassten
Kurve mit den Verteilungen im Bereich groferer S Werte gibt. Daraus
lasst sich schlieflen, dass die gewdhlte Methode, im E-S-Histogramm
drei unabhingige, zweidimensionale Normalverteilungen anzupassen,
geeignet ist, Subpopulationen, die nur Akzeptoreigenschaften zeigen,
aufzuldsen. Subpopulationen, die nur Donoreigenschaften zeigen, treten
in sehr geringem Maf3e auf. Folglich kann nur angenommen werden,
dass diese ebenfalls aufgelst werden kénnten und somit die Ermittlung
der FRET-Efhzienzen nicht beeintrachtigten.

Bei Betrachtung der Breiten der an die FRET Population angepass-
ten Normalverteilungen, fillt auf, dass die Breite fiir das kurze und das
lange OligoPPE geringer ist als fiir die mittleren. Dieses Verhalten ist
theoretisch zu erwarten und bedingt durch die Berechnung der Trans-
tereffizienz. Insbesondere bei langen Molekiilen, mit kleinen Werten von
E, ist jedoch, aufgrund der Flexibilitdt der Kette, mit einer Verbreiterung
der Verteilung zu rechnen. Die OligoPPE zeigen also, wie erwartet, das
Verhalten starrer Molekiile.

Die in Abbildung 4.21 dargestellten E-S-Histogramme der geknickten
Proben zeigen ebenso wie die der gestreckten Proben kaum Hinweise
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4 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 4.20: E-S-Histogramme der PMI-PPE;-PMI(OAr), Proben. Dar-
gestellt sind die Verteilungen von PMI-PPE (oben links), PPE-PMI(OAr),
(oben rechts), PMI-PPE}-PMI(OAr), (mitte links), PMI-PPE:-PMI(OAr),
(mitte rechts), PMI - PPE; -~ PMI(OAr), (unten links) und PMI - PPE; -
PMI(OAr), (unten rechts).
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4.2 Oligo(para-phenylenethinylen)

L
0.1

Abbildung 4.21: E-S-Histogramme der PMI—PPEI:n—PMI(OAr)3 Proben. Dar-
gestellt sind die Verteilungen von PMI-PPE und PPE -~PMI(OAr), (oben
links, griin und gelb), PMI- PPE15< —~PMI(OAr), (oben rechts), PMI- PPEI;—
PMI(OAr), (unten links) und PMI—PPElg‘—PMI(OAr)3 (unten rechts).
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4 Ergebnisse und Diskussion

auf Subpopulationen. Einzig eine Verbreiterung des S-Histogramms zu
kleinen Werten von § ist erkennbar. Dies ldsst sich wiederum durch das
Auftreten einer Population von Molekiilen, die nur Akzeptoreigenschat-
ten zeigen, erklédren.

FRET-Effizienzen

Um die FRET-Effizienz zu bestimmen, konnen, wie bereits beschrie-
ben, unterschiedliche Methoden verwendet werden. Zum einen kann
die Verminderung der Donoremission ausgenutzt werden, um aus dem
Vergleich der Emissionsspektren von nur donormarkierter Probe und
FRET-Probe im Bereich der Donoremission die Effizienz zu bestimmen.
Zum anderen ergibt sich, parallel zur Verminderung der Donorfluores-
zenz, auch eine verkiirzte Fluoreszenzlebensdauer des Donors, da die Do-
norfluoreszenz wahrend dieser Lebensdauer durch den Energietransfer
geloscht wird. Desweiteren kann die Erhohung der Akzeptorfluoreszenz
aus den Emissionsspektren abgelesen werden.

Tabelle 4.6: Transfereffizienz der PMI-PPE —~PMI(OAr), Proben.

Probe X B.o E,x E, Eq
nm

PMI-PPE;-PMI(OAr), 3.47 1.031 0.964 0.956 0.856
PMI-PPE;-PMI(OAr), 5.53 0.827 0.782 0.821 0.686
PMI- PPE];—PMI(OAr)3 565 0.674 0.658 0.674 0.562
PMI-PPE;-PMI(OAr), 6.90 0.552 0.542 0.536 0.472
PMI—PPE17(—PMI(OA1')3 6.99 0319 0316 0.319 0.292
PMI-PPE;-PMI(OAr), 8.27 0272 0.292 0.290 0.255
PMI—PPEl;—PMI(OAr)3 835 0.117 0.135 0.142 0.166

Um die Unterscheidung von Subpopulationen mdglich zu machen,
und so nur die Untermenge aller Molekiile betrachten zu konnen, bei
denen FRET erfolgt, wird die ALEX-Spektroskopie eingesetzt. Dabei
ergibt sich die FRET-Effizienz aus der korrigierten fraktionalen Intensitét
des Akzeptorkanals relativ zur Summe der Emissionskanéle von Donor
und Akzeptor (Gleichung (3.3)).
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Transfereffizienz E
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Abbildung 4.22: FRET-Effizienzen der OligoPPE Proben. Dargestellt sind die
FRET-Effizienzen E,p (orange), E.,a (magenta), E; (cyan) und Egp, (griin)
von PMI-PPE; - PMI(OAr)3 (rund, oben) und PMI- PPEI,‘n— PMI(OAr)3
(quadratisch, unten). Die durchgezogenen Kurven geben die Anpassungen
der theoretischen Funktionen an die Punkte wieder, die gepunkteten Kurven
veranschaulichen die theoretische Vorhersage (violett).

Die mit den verschiedenen vorgestellten Methoden ermittelten FRET-
Effizienzen der PMI-PPE-PMI(OAr), Proben sind in Tabelle 4.6 darge-
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4 Ergebnisse und Diskussion

stellt. Die Werte zeigen nur geringe Abweichungen und keine Ausreif3er.
Nur die FRET-Effizienzen der PMI-PPE;-PMI(OAr), Probe zeigen
eine deutlichere Schwankung.

Abbildung 4.22 verdeutlicht die gute Ubereinstimmung der ermittelten
Daten mit den theoretischen Vorhersagen. Die dargestellten Messwerte
liegen sehr gut auf den angepassten Kurven. Fiir die gestreckten Oli-
goPPE kann R, durch Anpassen der Funktion E = Rj/(r¢+) bestimmt
werden. Wohingegen die, an die Messwerte der geknickten OligoPPE
anzupassende Funktion E = (0x*)/(ox?+s%) der Distanzabhingigkeit der
Orientierung der Ubergangsdipolmomente Rechnung trigt:

x* = (cos120°-

d
3 cos (120° + arcsin (— sin120°))
r
. d o\ \2
cos (arcsin (—sin120°)))*. (4.4)
r

Darin bezeichnet d = 1,39 nm den Abstand zwischen dem Knick in der
Molekiilkette und dem Zentrum des Akzeptors (Abbildung 3.5).

Die gestrichelt dargestellten Kurven geben den aus den spektralen In-
formationen der Fluorophore gewonnenen FORSTER Radius wieder. Sie
liegen sehr dicht bei den angepassten Kurven, so dass die Abschétzungen
beziiglich der Abstinde der Fluorophore bestitigt werden. Der aus der
Anpassung fiir die gestreckten Proben ermittelte Wert Ry = 6,98 nm ist
nur 0,16 nm grofler als die aus spektralen Daten gewonnene Referenz
(Ro = 6,82 nm). Fiir die geknickten Proben ergibt sich, mit einen Wert
k? = 2, sogar nur ein Unterschied von 0,08 nm.
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In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass einzelmolekiilempfindliche Messun-
gen an stabchenformigen Molekiilen Informationen iiber Langenskalen
im Bereich von einigen Nanometern liefern kénnen. Solche stabchenfor-
migen Molekiile zeichnen sich durch intrinsische Steifigkeit und Form-
stabilitét aus.

Mit der Aminoséure Prolin gibt es ein natiirliches Molekiil, dass durch
Polymerisation starre Polymere ausbilden kann. Aus kristallographi-
schen Untersuchungen sind zwei mogliche helikale Strukturen bekannt,
die aus Prolin Einheiten aufgebaut sind.s! Diese beruhen auf dem Auf-
treten von zwei energetisch favorisierten Orientierungen der Monomere
zueinander und werden als Typ I und Typ II Helix bezeichnet. In wissri-
gen Losungen kommt iiberwiegend die Typ II Helix vor, wobei jedoch
etwa 30 % der Peptidbindungen in (Z)-Stellung vorliegen. 3

Fir FRET-Messungen an solchen Oligo- und Polyprolin Molekiilen
wurden, konformativ flexibel, an die Enden der Peptidkette Fluoropho-
re gekoppelt. Die aus den spektroskopischen Messungen im Ensemble
berechneten FRET-Effizienzen zeigen ein uneinheitliches Bild, die erwar-
tete Steigerung der Akzeptorfluoreszenz bleibt aus. Die Verminderung
der Donorfluoreszenz kann jedoch ausgewertet werden und ergibt FRET-
Effizienzen nahe den erwarteten Werten. Insbesondere die Spektren der
kurzen Oligoprolin Molekiile, mit 2, 4 und 6 Prolineinheiten, zeigen
Hinweise auf die Bildung von nicht fluoreszierenden H-Dimeren. Diese
sind dadurch charakterisiert, dass die Absorption gegeniiber dem Mo-
nomer erhoht und hypsochrom verschoben ist und keine Fluoreszenz
auftritt.

ALEX-Messungen zeigen, insbesondere fiir das Farbstoffpaar Atto488
und Attos65, fiir die kurzen Oligoprolin Molekiile zu geringe Transferef-
fizienzen. Dies kann damit erkldrt werden, dass fiir relativ zur Ausdeh-
nung der Chromophore kurze Abstinde die Punkt-Dipol-Nédherung, die
zu den einfachen Formeln der FORSTER Theorie fithrt (Abschnitt 2.1.8),

101



5 Zusammenfassung und Ausblick

nicht mehr gilt. 43! Zudem konnen Loschprozesse, die die Gesamtquan-
tenausbeute vermindern, dazu fithren, dass die Transfereflizienz ver-
ringert wird. Fiir das Molekiil aus 20 Prolin Einheiten ergibt sich eine,
relativ zur Vergleichskurve, héhere FRET-Effizienz. Diese laf3t sich mit
dem Auftreten von Knicken in der helikalen Struktur, durch Peptid-
bindungen in (Z)-Stellung, und der damit verbundenen Verminderung
des interchromophoren Abstands, erkldren. 3541 Um den Einfluss die-
ser Knicke zu untersuchen, konnten Messungen in z. B. Trifluorethanol
durchgefiihrt weden, da in diesem Losungsmittel die Peptidbindungen
nicht in (Z)-Stellung vorliegen und damit eine gestreckte Typ II Helix zu
erwarten ist. 3] Durch Hinzugabe von Lithiumchlorid (LiCl) kann der
Anteil Peptidbindungen in (Z)-Stellung auf 40 % bis 70 % angehoben
werden. 28

Zur Untersuchung der interchromophoren Wechselwirkung wurde
das Molekiilsystem bis auf eine einzelne Aminoséure (Cystein) verkiirzt,
die mit unterschiedlichen Fluorophorpaaren gekoppelt wurde. Die Farb-
stoffe sind dabei in vAN DER WaALs Kontakt. Es zeigt sich eine deut-
lich verstirkte Wechselwirkung der Chromophore, mit dem Resultat
einer ausgepragten Dimerbildung in Wasser, die in dem weniger polaren
Ethanol nicht auftritt. Die Wechselwirkung konnte fiir unterschiedliche
Farbstoffklassen nachgewiesen werden.

Die festgestellte Fluoreszenzléschung durch kontaktinduzierte Prozes-
se kann die Beobachtung von dynamischen Prozessen in Biomolekiilen
beeinflussen. Besonders, wenn die Wechselwirkung, aufgrund schneller
Konformationsdynamik, weniger statisch ist, konnen beobachtete FRET-
Effizienzen verfilscht werden.

Die N-terminale Kopplung von Farbstoffen an Cystein zeigt den mog-
lichen Einfluf3 der Zielmolekiile der Kopplung auf die Fluoreszenzeigen-
schaften des Farbstofts. Bei der Kopplung an Cystein kann es zu einer
elektronischen Wechselwirkung zwischen dem elektronischen System
des Chromophors und dem in Wasser auftretenden Thiolation kommen.
In dem unpolareren Losungsmitttel Ethanol ist die Bildung des Thiolati-
ons vermindert und die Fluoreszenzldschung tritt nicht auf. Zur genauen
Aufklarung des Mechanismus konnten pH-abhingige Untersuchungen
beitragen, da so die Bildung des Thiolations beeinflufit werden kann.

Um die in den Oligo- und Polyprolin Molekiilen auftretenden Hetero-
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genitéten zu vermeiden, und die Orientierung der Ubergangsdipolmo-
mente der Chromophore zu fixieren, wurden FRET-Proben entwickelt,
die eine hohe Starrheit aufweisen. 7l Zudem konnten die verwendeten
Chromophore mit unterschiedlicher Orientierung endstindig fixiert
werden.

Transfereffizienz E

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Distanz 1/r,

Abbildung 5.1: FRET-Effizienzen der OligoPPE, Oligo- und Polyprolin Pro-
ben. Dargestellt sind die jeweils gemittelten FRET-Effizienzen aus den
Abbildungen 4.10 und 4.22 und die Standardfehler der Mittelung fiir die
Attos565 — Pro — Atto488 (cyan), Atto647N — Pro— Attos65 (magenta) und
PMI-PPE-PMI(OAr), (orange) Proben.

Die spektroskopische Untersuchung der FRET-Effizienz dieser Oli-
goPPE Proben ergab eine hohe Ubereinstimmung mit der theoretischen
Vorhersage aus einem einfachen Modell'. Zudem kommt es in diesem
System nicht zu starken Wechselwirkungen zwischen den Chromopho-
ren, die zur Verringerung der Gesamtfluoreszenzquantenausbeute fith-
ren. So konnte die FRET-Effizienz tibereinstimmend sowohl aus der
verminderten Donorfluoreszenz als auch aus der erhohten Akzeptorfluo-
reszenz ermittelt werden. Auch die Abhéngigkeit von der Orientierung

!Abstand der Chromophore additiv aus Gleichgewichtsbindungslangen
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5 Zusammenfassung und Ausblick

der Ubergangsdipolmomente konnte bestitigt werden.

In Abbildung 5.1 sind die zusammengefassten Ergebnisse der spektro-
skopischen Untersuchung der Abstandsabhingigkeit der FRET-Efhizienz
dargestellt. Die Mittelwerte der Messungen fiir die OligoPPE zeigen, bei
geringer Schwankung, eine gute Ubereinstimmung mit der theoretischen
Kurve. Die Abweichungen kénnen mit der eingeschrankten Giiltigkeit
der Punkt-Dipol-Néherung (kiirzestes OligoPPE) und einer restlichen
Flexibilitdt der Kette (lange OligoPPE) erklart werden. Zur genauen Un-
tersuchung der Restflexibilitét sollen die Ergebnisse mit EPR-Messungen
an mit Spinsonden markierten OligoPPE und Simulationen verglichen
werden.

Die Ergebnisse der Oligo- und Polyprolin Proben zeigen bei groferer
Schwankung der Mittelwerte, den, durch die Verringerung der Abstinde
erzeugten, abgeflachten Verlauf der Transfereffizienzkurve. [43]

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass, bei Verwendung ge-
eigneter starrer Systeme, die Ndherungen der Forster Theorie mit den
Messergebnissen iibereinstimmen. Die auftretenden Abweichungen kon-
nen mit dem Auftreten von Knicken in der Helix (Oligo- und Polyprolin)
oder der Restflexibilitat der Kette (OligoPPE) erklart werden, da diese
zu einem geringeren interchromophoren Abstand fiihren.
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