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Kapitel 1

Einleitung

Das Zusammenwachsen der Naturwissenschaften fiihrte in den letzten Jah-
ren zu komplexen interdisziplindren Fragestellungen in vielen Forschungsbe-
reichen. Dabei kommt dem Verstdndnis von molekularen Prozessen in le-
benden Zellen eine tragende Rolle zu. Vieler dieser Prozesse sind ohne ein
grundlegendes Verstdndnis der dahinter stehenden Mechanismen nicht nach-
zuvollziehen. Der transmembrane Transport kleinerer Molekiile zum Be— und
Entladen der Vakuole, einem vom Cytoplasma durch eine Membran getrenn-
ten Bereich, stellt einen solchen Prozess dar. Von besonderem Interesse ist
dabei die Versorgung dieser aktiven Transportprozesse mit Energie. Uber die
Zellmembran werden unterschiedliche chemische oder elektrische Gradienten
in den Kompartimenten einer Zelle getrennt. Diese konnen aktiv iiber den
Austausch von Ionen gesteuert werden. ATP stellt den Energielieferanten fiir
viele dieser Vorgénge in allen eukaryontischen und vielen prokaryontischen
Zellen dar. Die durch Hydrolyse von ATP zu ADP freiwerdende Energie ver-
sorgt die eigentlichen Motoren, die transmembranen Proteinkomplexe. Die
Hydrolyse wird durch eine Vielzahl von membranstindigen Prozessen iiber-
nommen. Die umgesetzte Energie kann in Form von Ionen durch die Membran
durchgeschleust werden. Die FyFy—, ViVo— und A; Ag-Enzyme bilden dabei
eine Klasse zum Austausch von Protonen zwischen den Zellbereichen. Spéa-
testens seit der Auflosung diskreter Rotationsschritte der F—ATPase ist der
Begriff der molekularen Maschine gerechtfertigt [1, 2].

Anhand der gezielten spektroskopischen Untersuchungen einer Vielzahl
einzelner Molekiile kann ein Verstdndnis der grundlegenden Prozesse erlangt
und damit ein Bild der Formation dieser Molekiilaggregate gewonnen werden.
So konnte beispielsweise die Struktur vieler Proteinkomplexe durch Rontgen-
strukturanalyse aufgelost werden (z.B. [3]). Viele dieser Techniken sind aber
leider statisch, so dass die Molekiile fiir das Studium in einen homogenen Zu-
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10 KAPITEL 1. EINLEITUNG

stand prapariert werden miissen, z.B. durch das Bilden einer Kristallstruktur.
Daher kénnen dynamische Prozesse nicht bzw. nur mit einer relativ grofen
Ungenauigkeit aufgelost werden. Um gréftmogliches Vertrauen in die beob-
achteten Daten zu bekommen, werden die Ergebnisse mit einer Fiille von
Experimenten und Bedingungen wiederholt. Einen anderen Zugang bilden
fluoreszenzspektroskopische Verfahren. Einige wurden weiter entwickelt, so
dass die Verdnderungen eines Chromophores Riickschliisse auf biomoleku-
lare Strukturen und Funktionen zulassen. Obwohl kristallographische und
spinresonatorische Techniken mehr strukturelle Details wiedergeben, bieten
optische, auf Fluoreszenz basierende, Methoden wesentliche Vorteile in der
Spezifitit, Flexibilitdt und zeitlichen Auflésung. Gerade die zeitliche Auflo-
sung ist fiir biomechanische Studien von grofser Bedeutung, denn Biomolekiile
bilden dynamische Strukturen [4].

Die Verfolgung dynamischer Prozesse gelingt durch den Einsatz der Ein-
zelmoelkiilfluoreszenzspektroskopie (SMFS!). Sie stellt eine Technik dar, mit
der eine Vielzahl detailierter Informationen zur Analyse der statischen und
dynamischen Heterogenitit gewonnen werden koénnen |5, 6]. Neben der sta-
tischen Heterogenitit durch eine Vielzahl unterschiedlicher, aber wihrend
einer Messung konstanter, Zustdnde sind in biomolekularen Motoren die dy-
namischen Prozesse die interessanten. Eine Synchronisation aller Molekiile
ist im Gegensatz zu aussagekriftigen Ensemblemessungen nicht notwendig,
vielmehr kann die zeitliche Auflésung einzelner Molekiile angestrebt werden.
Die ersten einzelnen Molekiile wurden optisch bereits 1976 nachgewiesen |[7].
Erst eine Dekade spéter konnten einzelne Fluorophore bei Tieftemperatur-
messungen im Kristall nachgewiesen werden [8, 9]. Ebenfalls 1990 gelang die
Detektion einzelner Molekiile bei Raumtemperatur [10]. Die Kombination
mit der konfokalen Mikroskopie brachte 1992 einen entscheidenden Vorteil
|11], so dass sich in den folgenden Jahren diese Technik enorm weiterentwi-
ckelt hat. Durch das sehr kleine betrachtete Volumen in einem konfokalen
Mikroskop kénnen einzelne Molekiile bis zu einer Konzentration von 1072 M
sehr empfindlich detektiert werden. Der Einsatz moderner Detektoren ermdg-
licht dabei die Detektion einzelner Photonen. Uber spektrale Filter kénnen
die Wellenldngen auf die Fluoreszenz eingegrenzt werden, so dass ein gu-
tes Verhéltnis zwischen Signal und Hintergrund erzielt wird. In der heutigen
Zeit ist die konfokale SMF'S eine weit verbreitete und gebrauchliche Technik
[12, 13, 5, 6].

Z.B. konnte die Giiltigkeit des ergodischen Prinzips bei vielen Einzelmolekiil-
messungen direkt nachgewiesen werden: Der Mittelwert aus einer Summe von

'SMFS: Single Molecule Fluorescence Spectroscopy
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Einzelmolekiilereignissen iiber einen lingeren Zeitraum reflektiert die Ergeb-
nisse der Ensemblemessungen. Damit kénnen sowohl die spektralen Daten,
die Energieiibertriage als auch die zeitauflésenden Informationen im Mittel
mit den Ensemblemessungen verglichen werden. Ebenso kann mit Hilfe der
SMFS wesentlich detailierter die Zusammensetzung einer Probe wiedergege-
ben werden, da viele Eigenschaften im Ensemble verwaschen werden.

Der Einsatz fluoreszierender Marker? ermdglicht die Visualisierung von
nicht selbstéindig leuchtenden Molekiilen. Dabei werden hohe Anforderun-
gen an die Farbstoffe gestellt. Mit Proteinfarbstoffen wie GFP? kann eine
hohe Selektivitat bei Proteinen erreicht werden, jedoch ist die maximale An-
zahl emittierter Photonen fiir Einzelmolekiilmessungen gering. Halbleiter—
Nanokristalle (Quantendots) sind sehr photostabil und besitzen eine grofse
Quantenausbeute. Sie werden auch in Einzelmolekiilmessungen eingesetzt
[14]. Die Groke der Kristalle liegt im Bereich von 10nm und ist daher fiir
eine Auflosung dieser Grofenordnung ungeeignet. Eine weitere Klasse wird
durch organische Farbstoffe gebildet. Aufgrund ihrer geringen Groéfe, den ho-
hen Quantenausbeuten und einer ausreichend hohen Photostabilitit eignen
sich diese fiir die Fluoreszenzspektroskopie. Das spezifische Markieren von
Proteinen mit solchen Farbstoffen ist jedoch erschwert, da Proteine generell
mehrere aktive oder funktionelle Gruppen tragen.

Die Effizienz des Fluoreszenz—Resonanz—Energie—Transfers (FRET) weist
im Bereich von zwei bis zehn Nanometern eine Abhéngigkeit mit der sechsten
Potenz vom Abstand auf. In dieser Grofenordnung laufen die Prozesse der
molekularen Motoren ab, wodurch sich FRET als molekulares Lineal anbie-
tet. FRET wurde 1948 von Forster theoretisch beschrieben [15]. Durch die
schwache elektronische Wechselwirkung zwischen den Dipolen zweier Farb-
stoffe kann die Anregungsenergie strahlungslos von einem Farbstoff (Donor)
auf einen anderen Farbstoff iibertragen werden. Voraussetzung hierfiir ist
die spektrale Uberdeckung des Donoremissionsspektrums mit dem Absorp-
tionsspektrum des Akzeptors. Dadurch ist der Energieiibertrag nicht auf
zwel unterschiedliche Farbstoffe beschriankt, sondern kann in Form des ener-
gy hoppings auch iiber gleiche Farbstoffe erfolgen. Unterschiedliche Marker
erleichtern die Abstandsbestimmung zwischen den fluoreszierenden Farbstof-
fen. Nicht nur iiber die Lebensdauer oder einem schwer zu detektierenden
Riickgang der Donorfluoreszenz, sondern auch durch den Anstieg der Akzep-
torfluoreszenz kann mit FRET der Abstand zwischen Molekiilen bestimmt

2Farbstoffmolekiile, die kovalent mit dem zu untersuchenden Molekiil verkniipft werden
3GFP: Green Fluorscent Protein



12 KAPITEL 1. EINLEITUNG

werden.

Vorausgesetzt, dass die Molekiile trotz der angebrachten Markierungen eben-
so ihre Funktion behalten, werden Verdnderungen in der Umgebung durch
die Sonden widergespiegelt. Spektrale Verdnderungen konnen ebenso wie eine
Verénderung der Fluoreszenzabklingzeit iiber FRET Riickschliisse auf Veran-
derungen in der Struktur oder der Nanoumgebung des Fluorophors geben.

Der Einsatz FRET-gestiitzter Experimente hat in den Bereich der SMFS
starken Einzug erhalten [16]. Hierbei wird das Fluoreszenzsignal entsprechend
der Emissionsmaxima der Fluorophore spektral separiert. Die Abstinde zwi-
schen den Farbstoffen kénnen {iber die anteilige Intensitit auf den Kanélen
berechnet werden. Die Anregung erfolgt fiir Abstandsbestimmungen gene-
rell nur mit einer Anregungswellenldnge. Alternativ kann auch das Zdhlen
zeitkorrelierter Einzelphotonen (TCSPC?) genutzt werden. Damit kann die
Fluoreszenzabklingzeit eines Molekiils aus den Ankunftszeiten aller Photonen
bestimmt werden, woraus schlieflich die Abstinde berechnet werden kénnen
[13]. Beide Methoden weisen einen Nachteil auf: Bei Anregung des Donors
bleibt unbekannt, wie grof der Anteil der direkten Anregung des Akzeptor
bei einzelnen Ereignissen ist. Die Transferrate und damit der scheinbare Ab-
stand wird durch die Stochiometrie beeinflusst.

Eine Erweiterung zu den bisherigen Einzelmolekiil-FRET-Verfahren zur
Abstandsbestimmung ist 2004 vorgestellt worden und beruht auf der alter-
nierenden Laseranregung mit zwei Anregungswellenlingen (ALEX 5) [17, 18].
Zusétzlich zu der Transferrate wird fiir jedes Ereignis ein stochiometrischer
Index bestimmt, indem neben der Anregung des fluoreszierenden Donors
auch der ebenfalls fluoreszierende Akzeptor angeregt wird. Damit ist es mog-
lich, selektiv die Population von beiden Farbstoffen auszuwerten. Die Tren-
nung der Signale von freiem Donor von Ereignissen mit beiden Farbstoffen
und ermoglicht selbst die Abstandsbestimmung von Paaren mit geringem
FRET. Mit ALEX konnen also, unabhingig vom Forsterregime, Aussagen
iiber Bindungen getroffen werden. Dies birgt wesentliche Vorteile gegeniiber
der Anregung mit nur einer Wellenlange.

Die rdumliche Anordnung und deren Verdnderung von Molekiilen in Pro-
teinkomplexen oder von Nanostrukturen im Allgemeinen ist von besonde-
rem Interesse. Durch eine vielschichtige Anordnung kann der Energietransfer
mit mehr als zwei Farbstoffen auf konkurrierenden Pfaden verlaufen. Diese

4TCSPC: Time Correlated Single Photon Counting
SALEX: Alternating Laser Excitation
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sind selbst mit ALEX nicht und mit TCSPC nur durch Lebensdauermessun-
gen auf allen Detektionskanélen zu entwirren. Die hiufig interdisziplindren
Fragestellungen verlangen weit mehr Informationen, als durch die Anregung
und dem Energietransfer von zwei Farbstoffen abgefragt werden kann. Der
Komplex der vakuoldren Ht-ATPase (VHA) zum Beispiel besteht aus zwdlf
Untereinheiten, die miteinander wechselwirken. Durch verminderte Produk-
tion einzelner Teile der transmembranen Protonenpumpe, reagiert der Orga-
nismus regulativ auf Salzstress [19]. Der dadurch herbeigefiihrte Mangel an
bestimmten Untereinheiten fiihrt wahrscheinlich zu einer partiellen Dissozia-
tion des Gesamtkomplexes. Daher ist es von grofsem Interesse, eine Methode
zu entwickeln, mit der mehrere dieser Untereinheiten voneinander unterschie-
den werden kénnen, um so die Reassemblierung zu beobachten.

In dieser Dissertation wird eine Methode vorgestellt, mit der es moglich
ist, die Energietransferraten mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe in einer Messung
zu bestimmen. Die Methode beruht auf dem Prinzip der alternierenden La-
seranregung in einem bildgebenden, konfokalen Einzelmolekiilmikroskop. An-
stelle mit einer festen Wellenldnge wird zwischen drei Anregungswellenlingen
eines Lasers so schnell alterniert, dass jedes Molekiil im Fokus in wenigen
Mikrosekunden mit allen Farben angeregt wird (TrALEx ). Die Detektion
erfolgt mit drei Avalanche Photodioden (APD), auf die das Fluoreszenzlicht
spektral durch dichroitische Strahlteiler aufgeteilt wird.

Die Herausforderungen bei der Umsetzung gliedern sich in drei Bereiche.
Die erste Herausforderung liegt in der theoretischen Betrachtung des mehr-
fachen FRET. Bestehende Theorien gilt es zu kombinieren [20, 21, 17| und
entsprechend zu erweitern. Die technische Umsetzung mit der Ansteuerung
alternierender Anregung, einer sinnvollen Datenstruktur und der zu entwi-
ckelnden Auswertung bilden den zweiten Bereich. Die praktische Umsetzung
stellt schlieftlich den dritten Bereich der Herausforderungen. Es gilt, sowohl
die Farbstoffe, als auch die Anregungswellenléngen sorgfiltig auszuwéhlen.
Die Farbstoffe sollen photostabil sein, eine hohe Quantenausbeute besitzen
und wenig Einfluss auf die Proben nehmen. Diese Kriterien beschrianken die
Auswahl zur Zeit auf organische Farbstoffe im sichtbaren Bereich [22]. Die
SMFE'S erfordert zudem sehr geringe Untergrundsignale. Die Detektion des
spektral verschobenen Ramansignals ist zu verhindern. Eine Uberlagerung
der Ramanlinien mit weiteren Anregungswellenldngen wurde daher ange-
strebt.

STrALEx: Triple Alternating Laser Excitation
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Anhand zweier Modellsysteme wird die Auflosung der Transferpfade des

multidimensionalen FRET demonstriert. Beide Modelle basieren auf Oligo-
nukleotiden, an denen Fluoreszenzfarbstoffe innerhalb des Forster-Regimes
wechselwirken konnen. In dem einen System sind die Farbstoffe linear ange-
ordnet und zeigen gerichteten FRET. Dieses Modell ist bereits als photoni-
scher Draht vorgestellt worden [22]. Es besteht aus einem 60 Basen langen
Strang, der mit drei je 20 Basen langen Gegenstrangen vervollstandigt wird.
An jedem Einzelstrang ist ein Farbstoff kovalent gebunden, so dass diese re-
lativ definierte Positionen annehmen kénnen. Das andere Modell wurde im
Rahmen dieser Dissertation entwickelt. Es besteht aus drei 40 Basen lan-
gen DNA-Sequenzen, die zur Hilfte jeweils den Gegenstrang zu den beiden
anderen Sequenzen bilden. Diese bilden vollstdndig hybridisiert eine stern-
formige Struktur. Wiederum liegt die Position der Farbstoffe innerhalb der
Reichweite des resonanten Energietransfers, diesmal kann die Energie auf un-
terschiedlichen Wegen weitergegeben werden.
Der zweite Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der partiellen Auflésung der
Feinstruktur der vakuoldren HT—ATPase. Einige Untereinheiten und der Ge-
samtkomplex wurden mit herkémmlichen spektroskopischen Verfahren als
auch den Methoden der Einzelmolekiilspektroskopie untersucht. Die selb-
stindige Assemblierung heterolog exprimierter Untereinheiten sowie die Dis-
soziation und Reassemblierung des solubilisierten Gesamtkomplexes bilden
einen weiteren Schwerpunkt der Untersuchungen. Als Strategie wurde eine
statistische Markierung der Proteine verfolgt, um auf einfachem Weg Infor-
mationen zur Bindung und zu den Abstinden innerhalb des Komplexes zu
erhalten.

Die mit den, in dieser Arbeit beschriebenen, Techniken mogliche Auflo-
sung der intrazelluldren Strukturen im Bereich weniger Nanometer erlaubt es,
Eingriffe in empfindliche Systeme besser zu verstehen. Ein groferes Verstiand-
nis dieser Prozesse kénnte z.B. bei der Entwicklung von weniger schiadigenden
Diingemitteln weiterhelfen. Ebenso kann der Nachweis von Bindungen einer
Reihe verschiedener Bindungspartner bei sehr geringen Konzentrationen bei
der Erforschung neuer Impfstoffe oder der Wirkung neuer Medikamente von
Nutzen sein.



Kapitel 2

Theoretische Grundlagen

In den letzten Jahren ist in den Naturwissenschaften der Trend zur inter-
disziplindren Forschung gewachsen. Die Ergebnisse aus der Biologie, Chemie
und Physik haben sich durch das erlangte Verstindnis in ihren Disziplinen
angendhert und profitieren auf vielfiltige Weise voneinander. Der erlangte
Grad an Komplexitdt der untersuchten Objekte ist gleichzeitig iberpropor-
tional gestiegen. Das Verstindnis konnte vor allem durch den Ubergang auf
kleinere Abstinde vertieft werden. Gerade in diesem Rahmen spielt der Uber-
gang von vielen auf einzelne Molekiile eine wesentliche Rolle. Die Methoden
und Techniken miissen an die neuen Fragestellungen angepasst werden. Der
Einsatz von fluoreszierenden Markern ermoglicht Abstandsmessungen biolo-
gischer Systeme in wéssriger Umgebung. Diese Arbeit beruht auf den Prinzi-
pien der fluoreszenzgestiitzten Einzelmolekiilspektroskopie. In den folgenden
Abschnitten (2.1-2.3) werden die Grundlagen dieser Technik dargestellt. Die
im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Methode TrALEx ' wird im Abschnitt
2.4 eingefiihrt. AbschlieRend folgt eine Ubersicht iiber die vakuoldre H*—
ATPase in Abschnitt 2.5.

2.1 Fluoreszenzspektroskopie

Das Phanomen der Fluoreszenz ist seit Mitte des 19. Jahrhunderts bekannt.
Entdeckt und beschrieben wurde dieses Phidnomen von Henschel an dem Mi-
neralgestein Flussspat. Fluoreszenz ist die molekulare Eigenschaft, aus einem
angeregten atomaren Zustand durch Emission eines Photons zu relaxieren.
Dabei konnte Stokes einen Versatz zwischen der Exitationswellenldnge und
der Emission beobachten. Die Emission ist energieirmer als die Exitation.
Dieser Versatz wird daher auch Stokes-Shift genannt. In den letzten Jah-

'TrALEx: Triple Alternating Laser Excitation
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16 KAPITEL 2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

ren hat das Prinzip der Fluoreszenz Einzug in das Gebiet der Mikroskopie
erhalten. Viele organische und anorganische Materialien zeigen Fluoreszenz.
Zunichst wurde in der Mikroskopie vor allem diese primére Fluoreszenz oder
Autofluoreszenz beobachtet. In den letzten Jahrzehnten sind immer mehr
und besonders helle Fluoreszenzfarbstoffe entwickelt worden, die an spezielle
Gruppen in Molekiilen selektiv angekoppelt werden konnen. Diese indirekte
oder sekundire Fluoreszenz steht heutzutage im Mittelpunkt der Fluores-
zenzmikroskopie.

Durch die Vielféltigkeit der fluoreszierenden Systeme und den daraus re-
sultierenden breit gestreuten Anwendungsbereichen, stellt sie gerade in der
interdisziplindren Wissenschaft ein wesentliches Verfahren zur Erforschung
dieser Fragestellungen dar. Gerade der Einsatz von fluoreszierenden Markern
hat in den vergangenen Jahren tiefe Einblicke in die Nanowissenschaft ge-
bracht und dem Prinzip der Fluoreszenzspektroskopie zu einer Renaissance
verholfen: Zum Beispiel bei der Beobachtung von molekularen Prozessen in
intrazellularen Systemen [23, 24], in bildgebenden Verfahren an lebenden
Zellen durch konfokale oder 2-Photonen Mikroskopie |25, 26, 27, 28], oder in
der Einzelmolekiilspektroskopie. Daher wird im Folgenden das Prinzip der
Fluoreszenz etwas genauer dargestellt.

2.1.1 Prinzip der Fluoreszenz

Als Fluoreszenz bezeichnet man die Eigenschaft eines Materials aus einem an-
geregten Singulett Zustand S,, durch die Emission eines Photons in den elek-
tronischen Grundzustand Sy zu gelangen. Der Energiezustand eines Atoms
wird bestimmt durch die Konfiguration seiner Elektronen [29]. Der Zustand
mit der niedrigsten Energie wird Grundzustand Sy, des Molekiils genannt,
hohere Energiestufen bezeichnet man als angeregte Zusténde.

Absorption

Die Anregung eines Molekiils kann aufgrund von Stofen mit freien Elektro-
nen, anderen angeregten Molekiilen und durch Absorption von Licht gesche-
hen.

Die Absorption von Licht ist eine resonante Kopplung von elektromagne-
tischen Zustinden eines Molekiils mit der einfallenden elektromagnetischen
Welle. Da die Zustande von Molekiilen quantisierte Energien besitzen, muss
die Energie der eingestrahlten Welle, z.B. eines oder mehrerer Photonen, der
Energiedifferenz zweier Zustande eines Molekiils gleichen:

hv = AE (2.1)
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Abbildung 2.1: Spontane und induzierte Uberginge: Zwei Energieniveaus E;
und F5 mit den Besetzungszahlen N7 und Ns sind durch die Uberginge mit den
Wahrscheinlichkeiten Bisp, Ba1p und Ao verbunden.

wobei h das Planck’sche Wirkungsquantum und v die Frequenz des ein-
treffenden Photons ist. In der Regel regt man Molekiile aus ihrem stabilen
elektronischen Grundzustand Sj in einen energiereichen Zustand S; an. Die
Beziehung in Gleichung 2.2 stellt die Wahrscheinlichkeit dar, aus dem Grund-
zustand der Wellenfunktion ), iiber das elektrischen Dipolmoment /i in den
angeregten Zustand v; zu gelangen:

o — / o (2.2)

Dies wird als das Ubergangsmoment jiy; zwischen den beiden Zustéinden be-
zeichnet. Fiir die Anregung eines Molekiils muss fip; von null verschieden
sein. Das elektrische Dipolmoment [ in dem Ausdruck fiihrt dazu, dass ein
Ubergang wahrscheinlicher wird, wenn die Ladungen in dem Molekiil Di-
polcharakter besitzen. Der Ubergang kann demnach als die Wechselwirkung
zwischen zwei oszillierenden Feldern angesehen werden|30].

Dieser Prozess wird als induzierte Absorption bezeichnet und hiangt von der
Dichte des eingestrahlten elektromagnetischen Feldes und somit von der In-
tensitit ab. Einstein formulierte fiir die Ubergangswahrscheinlichkeit w, ein
Molekiil in einem angeregten Zustand zu finden, den Ausdruck

oP

w St pPH12, ( )
wobei il
Hi12

By = 2.4

12 6€0h2 ( )

der Einsteinkoeffizient fiir induzierte Absorption und p der Streuquerschnitt
ist. Diese Uberginge sind in Abbildung 2.1 dargestellt. Die Relaxion eines
angeregten Zustands erfolgt auf dem Weg der spontanen oder induzierten
Emission (A9, bzw. Ba;), wobei die induzierte Emission der induzierten Ab-
sorption (Ajs) gleicht. Der Einsteinkoeffizient fiir spontane Emission stellt
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ein Maf fiir die sogenannte natiirliche Linienbreite eines atomaren Ubergangs
dar. Durch diesen zufilligen Prozess haben die Molekiile in einem angeregten
Zustand eine mittlere Lebensdauer

1

pum _’ 2.5
T (2.5)

T

die in der Unschérferelation begriindet liegt [31]. 7 entspricht einer Vermin-
derung auf 1/e der urspriinglich vorhandenen angeregten Molekiile und liegt
in der Grokenordnung von 7 = 1079 bis 10785 [32]. Hieraus ergibt sich eine
natiirliche Verbreiterung des Emissionsspektrums

Ag
Aynat == % (26)
Zwischen der spontanen Emission und der induzierten Absorption besteht
im thermischen Gleichgewicht der Zusammenhang

8rhi?
3

A21 =

Arz (2.7)

Die Anregung erfolgt schnell im Vergleich zu einer Konformationsinde-

rung der Kerne im Molekiil. Es kann daher angenommen werden, dass die
Atomkerne sich wihrend dieser Zeit nicht bewegen (Franck-Condon Prinzip).
Betrachtet man dieses im Jablonski-Diagramm in Abbildung 2.2, so sind nur
senkrechte elektronische Ubergiinge erlaubt. Zusammen mit der Verteilung
der Wellenfunktion innerhalb des elektronischen Grundzustand im Schwin-
gungsgrundzustand, kénnen somit nur energiereichere Vibrationszusténde im
elektronisch angeregten Zustand erreicht werden. Diese sind energetisch je-
doch instabil, daher relaxiert das Molekiil schnell in den metastabilen elektro-
nisch angeregten Schwingungsgrundzustand .S;. Die Form der Absorptionss-
pektren ist abhdngig von der Lage der beiden Potentialkurven zueinander.
Ausgedehnte Schwingungsbanden hingen mit weit gegeneinander verschobe-
nen Potentialkurven zusammen. Angeregte Zustinde haben mehr antibin-
denden Charakter und sind daher im Diagramm nach rechts verschoben.
Molekiile konnen auch direkt in einen energiereicheren Singulett Zustand S5,
angeregt werden, jedoch relaxieren sie in etwa 10725 in den ersten angereg-
ten Zustand S; iiber internal conversion (k;¢).
Die Absorption wird als Stoffeigenschaft mit dem Buchstaben e angegeben.
Die verwendete Einheit ist (M cm)™! und man kann somit iiber die Absorp-
tion eines Stoffes dessen Konzentration mit dem Lambert-Beer’schen Gesetz
bestimmen [33].
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Energie

L/
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Abbildung 2.2: Franck—Condon Prinzip im Jablonski-Diagramm: Die Anregung

erfolgt schnell und somit ohne riumliche Anderungen im Molekiil. Die Ubergiinge
sind daher senkrecht dargestellt.

Fluoreszenz

Elektronisch angeregte Zustédnde konnen auf unterschiedlichen Wegen ihre
Energie wieder abgeben. In der Regel geschieht dies vor allem durch Uber-
tragung der Energie in Schwingung, Rotation oder Translation auf Molekiile
in der Umgebung, letztendlich in Umsetzung der Energie in Warme. Jedoch
kann die Energie auch in chemische Reaktionen (Photochemie) oder in die
Aussendung von Photonen umgesetzt werden. Wirkt das Molekiil als ein l&n-
gerer Energiespeicher, so spricht man von Phosphoreszenz (107% bis 10735 ),
im Fall einer quasi instantanen Umsetzung von Fluoreszenz (1072 bis 107%s),
welche fiir die Untersuchung von einzelnen Molekiilen von besonderer Bedeu-
tung ist.

Ein, im Zustand S,, angeregtes Molekiil, relaxiert zunéchst iiber einen
schnellen strahlungslosen Prozess (vibrational relaxation) in etwa k,, &~ 1072
in den angeregten Schwingungsgrundzustand S;. In dem Fall, dass die iiber-
schiissige Energie nicht durch die Molekiile in der Umgebung in thermische
Energie umgesetzt werden kann (k, in Abbildung 2.3), erfolgt wie bei der Ab-
sorption ein vertikaler elektronischer Ubergang nach dem Franck-Condon-
Prinzip. Damit erhélt man entsprechend der erreichbaren Schwingungszu-
stande ein fiir das Molekiil typisches Fluoreszenzspektrum der Energie hv,,,.
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Abbildung 2.3: Energieniveausschema und Reaktionsraten bei Fluoreszenz. Die
Anregung erfolgt mit einem Photon der Energie hve, bzw. hvoe, in den Zustand
S1 bzw. S,. Aus letzterem gelangt es schnell via innerer Konvertierung (IC) in
den Zustand S;. Da die Anregung in Vibrationszustiande erfolgt (siehe Text) wird
durch Vibrationsrelaxion k,, der Grundzustand des Sy erreicht. Aus diesem kann
die Energie durch Energietransfer (kr), Stof (k,), innerer Konversion (kr¢) oder
Abgabe eines Photons der Energie hve,, in den Grundzustand gelangen. Der Uber-
gang vom Singulett in den Triplett ist auf Grund der Spinzustinde verboten, jedoch
iiberlappen die Energieniveaus der Triplett-Zustéinde haufig mit denen des S;. Da-
her konnen diese iiber intersystem crossing (krsc) dennoch erreicht werden.

KY
—~

1 |
K1

—vV

Die Betrachtungen der Emission in den o.g. Gleichungen 2.5 und 2.6 gelten
nur fiir isolierte Atome im Vakuum. Fluorophore Systeme im Wechselspiel
mit anderen Liganden zeigen eine deutliche Verbreiterung der Uberginge.
Die elektronischen Singulett— oder Triplettzustinde sind durch zahlreiche
Vibrations— und Rotationszustidnde erweitert. Die emittierten Lichtquanten
verschmelzen statistisch zu einem kontinuierlichen Spektrum.

Dass die Fluoreszenz eines Molekiils immer einer bestimmten Energie
und somit einem Wellenldngenbereich zugeordnet ist, stellt eine grundlegen-
de Eigenschaft dar und ist bekannt unter der Kasha Regel [34]. Es kommt
zwar zu einer Verbreiterung des Spektrums und eventuell zu einer leichten
Verschiebung der Intensitdtsmaxima, jedoch bleiben die typischen Merkmale
des Fluoreszenzspektrums erhalten. Ebenso ist die Emission eines fluores-
zierenden Molekiils unabhéngig von der Wellenldnge, mit der es angeregt
wurde. Vergleicht man das Anregungsspektrum mit dem Fluoreszenzspek-
trum, fillt bei den meisten Molekiilen auf, dass die beiden Spektren eine
spiegelbildliche Struktur besitzen. Die raumliche Konfiguration der Elektro-
nen innerhalb eines Molekiils ist bei den meisten Farbstoffen im angeregten
als auch im thermischen Gleichgewichtszustand dhnlich. Somit sind vergleich-
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bare Vibrationszustidnde in beiden Féllen vorzufinden. Betrachtet man nun
im Jablonksi-Diagramm die Energieabsténde, so kann die Spiegelung durch
die Verteilung der Energieniveaus abgelesen werden. Abweichungen von den
gespiegelten Energieniveaus konnen z.B. bei Eximeren oder Exciplexen be-
obachtet werden.

Fluoreszenzlebensdauer und Quanteneffizienz

Die Fluoreszenzlebensdauer und die Quantenausbeute sind wahrscheinlich
die wichtigsten Eigenschaften eines Fluorophors. Als Quantenausbeute oder
Quanteneffizienz wird der Quotient aus absorbierten und emittierten Photo-
nen bezeichnet. Eine hohe Quantenausbeute nahe eins steht somit fiir einen
besonders hellen Farbstoff. Die Fluoreszenzlebensdauer stellt hingegen ein
Malfs fiir die Zeit dar, in denen die elektronische Anregung fiir Reaktionen zu
Verfiigung steht. Betrachtet man das Jablonski-Diagramm in Abbildung 2.2,
so kann die Quanteneffizienz auch iiber die strahlungslose Rate k,, und die
sogenannte intrinsische Rate k, fiir den photoemittierenden Prozess definiert
werden?:

k
o= ——
kr + Ky
Vereinfachend sind an dieser Stelle alle strahlungslosen Prozesse zu einer
Rate

(2.8)

knr = kIC’ + k[SC + kq + kT (29)

zusammengefasst, wobei k;o der Rate des internen Ubergang (internal con-
version), krsc der Rate des Ubergangs in den Triplettzustand (intersystem
crossing) und k, schlieblich der Quenchingrate durch Kollision entspricht.
Gibt es eine weitere externe Mdglichkeit z.B. iiber elektronischen Energie-
transfer nach Dexter (EET) oder resonante Dipol-Dipol-Wechselwirkung
(FRET), so ist kr grofer null. Die Fluoreszenzlebensdauer ist nun iiber

1

- - 2.10
L - (2.10)

bestimmt und hangt mit der in Gleichung 2.5 gegeben natiirlichen oder int-
rinsichen Lebensdauer iiber

1 1
= — = — 2.11
§ kr AQl ( )
zusammen. Die radiative Zerfallsrate kann iiber das Fluoreszenz- und Ab-
sorptionsspektrum nach Strickler und Berg berechnet werden [35]. Es gilt

2nr: nonradiative, r radiative
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der Zusammenhang

ky = 1/7, = 2.88 - 10_9"21"“;?;(;/);”@ / 6(:)@ . (2.12)

Jedoch zeigen viele Fluorophore im Ensemble eine andere Lebensdauer als
iiber die Fluoreszenz— und Absorptionsspektren ermittelten: Durch Interak-
tion mit dem Losungsmittel oder durch Anderungen des (lokalen) Brechungs-
index wird die Lebensdauer beeinflusst und die Raten fiir Quenching oder
intersystem crossing verdndern sich.

Fluoreszenzquenching

Viele Prozesse fiihren zu einer Verkiirzung der Fluoreszenzlebensdauer und
somit zu einer Verminderung der Fluoreszenzintensitit. Diese Prozesse fasst
man unter dem Begriff Quenching zusammen. Die einfachste Moglichkeit,
elektronisch angeregte Zustdnde zu depopulieren, erfolgt {iber Stofe mit an-
deren Molekiilen. Die Rate héngt von der Konzentration der jeweiligen Stof-
partner ab. Die Abnahme der Fluoreszenz kann iiber die bekannte Stern—
Volmer—Gleichung beschrieben werden:

Iy

b Q) (213
wobei k, die bimolekulare Quenchingkonstante, [()] die Konzentration des
Quenchers und 7y die Lebensdauer des Farbstoffs in Abwesenheit des Quen-
chers ist. Bekannte Quencher in Losungen sind Sauerstoff, Halogenide und
Amine.
Aus dem Triplettzustand heraus, erfahren viele Farbstoffe eine irreversible
Zerstorung, so dass es hilfreich sein kann, diesen Zustand wiederum zu ent-
volkern. Dazu konnen Triplettquencher wie z.B. Mercaptoethylamin (MEA)
eingesetzt werden.

2.1.2 Fluoreszenz—Resonanz-Energietransfer

Der Fluoreszenz—Resonanz—Energietransfer (FRET) stellt die Wechselwirkung
eines fluoreszierenden Molekiils (Donor) mit einem réumlich nah liegenden
Empfanger (Akzeptor) dar. Das angeregte Fluorophor gibt dabei seine Anre-
gungsenergie strahlungslos an das Akzeptormolekiil ab. Dieser Effekt wurde
bereits 1948 von Th. Forster quantenmechanisch dargelegt [15] und ist ei-
ne Weiterfiihrung der Arbeiten von J. und F. Perrin [36]. Es handelt sich
bei diesem Ubergang um eine Dipol-Dipol Wechselwirkung im Nahfeld, dass
heifit die Dipole des Sendermolekiils und des Empfangermolekiils iiberlagern
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sich in ihrer Ausdehnung?.

Neben der rdumlichen Nahe der beteiligten Molekiile, ist die grundlegende
Voraussetzung fiir eine solche Wechselwirkung, dass sich das Fluoreszenz-
spektrum vom Donor mit dem Absorptionsspektrum vom Akzeptor iiberla-
gert. Dies ist gleichbedeutend damit, dass, dhnlich der Anregung durch Licht,
eine von null verschiedene Wahrscheinlichkeit fiir eine resonante Uberlage-
rung der elektromagnetischen Schwingungszustinde besteht. Dadurch ergibt
sich fiir den Donor eine durch den Energietransfer verdnderte Lebensdauer

1

= 2.14
knr+kr+kT ( )

TDA

Der Akzeptor muss nicht zwingend fluoreszieren [37]. Die Ubertragungsrate
kr dieses Prozesses hangt mafkgeblich von dem Abstand zwischen den Dipolen
von Donor und Akzeptor, sowie von der urspriinglichen Lebensdauer 7p des

Donor ab: ;
1
kp = — <@> (2.15)

D T

wobei Ry der Forsterradius ist. Beim Abstand r = Ry betrigt die Effizienz
des Energietibertrages 50%, womit die inverse Fluoreszenzlebensdauer des
Donors ohne Akzeptor der Ubertragungsrate kp entspricht. Der Férsterradius
ist bestimmt iiber elektrodynamische Betrachtungen der Dipolfelder mit

[91In 10Kx2D,J
. 6
Ry := —1287T5n4NA , (2.16)

wobei k2 der Orientierungsfaktor der beiden Dipole und ®,; die Quantenaus-
beute des Donors nach Gleichung 2.8 ohne Einfluss durch den Akzeptor ist.
Weiterhin gehen der lokale Brechungsindex n zusammen mit der Avogadro-
zahl N, ein. In dieser Gleichung ist die spektrale Uberlappung

L FEaMe(N)\dA
T JE,(\ax

(2.17)

des Emissions— und Absorptionsspektrums enthalten.

Dieses Integral kann aus den Messgrofen der Absorption des Akzeptors
und der Fluoreszenz des Donors fiir ein Farbstoffpaar berechnet werden. In
Abbildung 2.4 ist die spektrale Uberlappung von ATT0488 und ATTO647N
dargestellt. Die Berechnung von Ry erfolgt mit Gleichung 2.17 an gemessenen

3Im Gegensatz dazu steht eine Dipol-Dipol-Wechselwirkung mit einem, im Verhé&ltnis
zu ihrer Ausdehnung, grofen Abstand, dem Fernfeld.
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Abbildung 2.4: Uberlapp (rot) von ATTO488 und ATTO647N berechnet mit
Gleichung 2.17 aus dem Fluoreszenzspektrum von ATTO488 (blau gepunktet) und
dem Absorptionsspektrum von ATTO647N (griin gestrichelt). Alle Graphen sind
normiert.

Spektren. Fluoreszenz— als auch Absorptionsspektren sind von ihrer Umge-
bung abhéngig. Somit ergibt sich ein von der Umgebung abhéngiges Integral
J(A), was schlieflich zu unterschiedlichen Ry—Werten fithren kann, wenn sich
die lokale Umgebung des Systems éndert (vgl. S. 22). Fiir absolute und nicht
nur relative Abstandsbestimmung ist es daher notwendig, die spektrale Uber-
deckung der Farbstoffe in der jeweiligen Umgebung zu ermitteln.

Der Orientierungsfaktor x?

Eine weitere wesentliche Abhéngigkeit des Forsterradius stellt der Orientie-
rungsfaktor x? dar. Der Wert ergibt sich aus denen in Abbildung 2.5 gegebe-
nen Winkeln:

K* 1= (cos O — 3cosfp cosfy)? (2.18)

mit
01 = sinfp sin 64 cos ¢ + cosOp cos 4 (2.19)

k% kann daher alle Werte zwischen null und vier annehmen [38]. Experimentell
ist dieser Wert nicht direkt zu ermitteln, daher nimmt man meist eine Ver-
teilung an. Unter der Annahme, vollstindig frei rotierender Dipole nimmt
dieser im Mittel einen Wert von 2/3 ein. Gleichzeitig muss die Rotation der
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Abbildung 2.5: Abhingigkeit von x? von der Lage der Dipole bei FRET

Dipole auf einer Zeitskala erfolgen, die wesentlich kleiner ist, als die Mess-
zeit. Dies kommt vor allem in der Einzelmolekiilspektroskopie zum Tragen,
da die Teilchen eine Diffusionszeit von einer Millisekunde oder weniger haben.
Bei mittleren FRET-Werten konnte gezeigt werden, dass diese Annahme fiir
viele untersuchte Systeme gerechtfertigt ist |[39]. Bei sehr kurzen Abstén-
den wird die Orientierung der Dipole beeintréchtigt, wodurch die scheinbare
Transferrate sinkt. Kénnen innerhalb der Messzeit nicht alle Zustéinde ein-
genommen werden, ist eine Umrechnung der Transferrate in Absténde fast
nicht moglich. Die Wahrscheinlichkeitsdichte p(x?), dargestellt in Abbildung
2.6 ist sehr breit und steigt mit Abnehmenden x2. Die Wahrscheinlichkeit
dafiir, dass k2 < 0.1 ist, liegt immerhin noch bei 0.25.

Effizienz des Energietransfer

Die Quanteneffizienz eines Prozesses bestimmt man nach 2.8 iiber den Quo-
tienten aus der Reaktionsrate und der Summe alle Quenschraten. Aus den
Gleichungen 2.14 und 2.15 ergibt sich die Effizienz des Enerigieiibertrag zu

kr

F=—""8-— 2.20
km" + kr + kT ( )

Auf der Ebene der Fluoreszenz fiihrt das Abwandern der Energie vom Donor
auf den Akzeptor zu einer Abnahme der Fluoreszenz des Donors. Ist der
Akzeptor ebenfalls fluoreszent, kann durch das Losen der Ratengleichungen
im Gleichgewicht

d[Fp(t)+]
dt

d[Fa(t)+]
dt

= —(kyp + knrp + kr)[Fp(£)%] (2:21)

= —(kpy + Fonra ) [Fa(t)%] + kr[Fp(t)] (2.22)
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Abbildung 2.6: Wahrscheinlichkeitsdichte p(k?), bzw. die Wahrscheinlichkeitsver-
teilung P(x2) fiir ein gegebenes x? aufgetragen gegen 2. Darstellung entnommen
aus [38].

die Gesamtfluoreszenz des Donors (Akzeptors) in Anwesenheit des Akzeptors
(Donors) Ipa (Iap) durch Integration iiber die Zeit ¢ ermittelt werden:

1
Trs = 2.23
ba knrD + krD + kT ( )
k 1
Iip = T (2.24)

km“D + krp + kT . knrA + krA

Analog gilt dies fiir die Intensitit des Akzeptors. Vergleicht man Gleichung
2.24 mit Gleichung 2.20, so kann man schreiben

E=1-124 (2.25)

D

bzw.
E=1--_ (2.26)

wobei 7p4 die mittlere Lebensdauer des angeregten Donors und @?A die
Quantenausbeute des Donors in Anwesenheit des Akzeptors darstellt. Glei-
chung 2.25 kann geschrieben werden als

I
E=1-24 (2.27)
Ip



2.1. FLUORESZENZSPEKTROSKOPIE 27

mit den leichter messbaren Fluoreszenzintensititen Ip4 und Ip. Fiir den
Fall, dass der Akzeptor ebenfalls leuchtet, kann die Zunahme an Akzeptor-
fluoreszenz als Mak fiir die FRET-Effizienz herangezogen werden [37]. Dabei
wird Bezug auf die nicht messbare Fluoreszenz bei 100% Transmission ge-
nommen, einer schwer zugéanglichen Grofe. Da sich aber die Wellenldnge der
Donor— und Akzeptorfluoreszenz aufgrund der Rotverschiebung von Fluo-
reszenz hiufig spektral separieren lassen, kann aus Gleichung 2.20 eine sehr
hilfreiche Beziehung hergeleitet werden:

1

E= K R,

1+ =

Mit Detektionswahrscheinlichkeit n5¢™ # n4°™ und den Fluoreszenzquan-
teneffizienzen aus Gleichung 2.8 folgt:

1

(bfA nﬂe’m knrA +k'rA
q)fDngem kT
1

knr +k'r )
AThra
1+ A

B =

1+

wodurch mit den Gleichungen 2.23 und 2.24 folgt:

1
B = 1 Ipa
+ ’yIAD
I
> F=—"22_ (2.28)
Iap +7vIpa
wobel
(I)fAnﬁem
’j/ = —em . (229)
®rmp

Das heifst, dass die Effizienz des Energieiibertrags durch die spektral aufge-
16sten Fluoreszenzintensititen von Donor und Akzeptor ausgedriickt werden
kann. Der y—Faktor ist dabei nur von den Quantenausbeuten der beiden
freien Farbstoffe und ihrer Detektionwahrscheinlichkeit abhingig und somit
apparateabhingiger Parameter.
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FRET mit gleichen Partnern

Die Wahrscheinlichkeit fiir einen Energieiibertrag zwischen freien Molekiilen
in einer Losung (homo-FRET) ist sehr gering. Schon Forster hat die kritische

Konzentration dafiir mit 5 )

T Ar NuRS

Co (2.30)
abgeschétzt [15]. Fiir diese Konzentration werden etwa 65% der Energie durch
Dipol-Dipol-Wechselwirkung durch die in der N&dhe befindlichen Molekiile
abgenommen. Fiir Fluorescein ergibt sich eine kritische Konzentration von
co = 3,2-107% mol/l. Diese Art der Energiewanderung spielt jedoch in eini-
gen biologischen Systemen eine Rolle. Die Konzentration von Chlorophyll im
Blatt betrdgt im Mittel 0.1 mol/l. Somit wird die Energie des eintreffenden
Sonnenlichts iiber dieses Prinzip weitergegeben. Da die Bestrahlung von ei-
ner Seite des Blattes erfolgt, kann sogar ein gerichteter Energietransfer {iber
etwa 10* Molekiile stattfinden.

Die Konzentrationen der Einzelmolekiilspektroskopie liegen zwischen 1078
mol/1 bei der FCS bis hin zu 10~ mol/1. Die Wahrscheinlichkeit fiir einen
homo-FRET ist daher quasi null.

2.2 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Bereits im 19. Jahrhundert wurde erkannt, dass die normale Mikroskopie
mit, sichtbarem Licht in ihrer Auflésung von der Theorie her begrenzt ist.
Der minimale Abstand zwischen zwei Punkten, die aufgel6st werden kénnen,
ist gegeben durch
A A

b= nsinae  NA
wobei n der Brechungsindex des Medium, a der Offnungswinkel des Objek-
tivs und A die Wellenlénge des gebrochenen Lichts ist. Beobachtet wurde dies
von Abbe anhand von kontinuierlichen Gitterstrukturen mit unterschiedli-
chen Abstinden. Der Faktor nsin o wird auch als numerische Apertur NA
bezeichnet und ist der Offnungswinkel eines optischen Elements. Die Bezie-
hung 2.31 gilt unter der Annahme einer kohirenten Lichtquelle und ist bei
vollstandiger Ausleuchtung des Objektivs erreichbar.

(2.31)

2.2.1 Auflésungsvermogen eines Mikroskops

Mit Hilfe der Theorie kann die scheinbare Grofe eines beliebig kleinen, punkt-
formigen Objekts unter dem Mikroskop abgeschitzt werden. Ahnlich wie bei
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Abbildung 2.7: Berechnete Intensititsverteilung einer beugungslimitierten Ab-
bildung einer punktférmigen Lichtquelle mit der Besselfunktion erster Ordnung
(schwarz). Weitere Intensitétsverteilung, um den Radius der ersten verschoben so-
wie der Summe der beiden (blau bzw. rot gestrichelt). Das Minimum der Summe
fallt auf etwa 73.5% der maximalen Intensitdt ab. Wahlt man eine Lochblende mit
diesem Radius (griin dargestellt) in einer konfokalen Abbildung, so bleiben etwa
85% der Intensitdt eines Punktes erhalten.
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einer Lochkamera interferiert das Licht mit sich selbst, und es bildet sich ei-
ne kreisférmige Beugungsfigur. Die nullte Ordnung der Verteilungsfunktion
des punktformigen Objekts bei Betrachtung in einem Mikroskop bildet die
sogenannte Airy-Disk. Das Intensitatsprofil

I(r) o< (Jy(r)/r)? (2.32)

wird beschrieben durch eine Besselfunktion erster Ordnung:

Ji(x) = Z:o % (2.33)

Somit ergibt sich der Durchmesser der Airy-Disk

3.8317 A A

in Abhéngigkeit von der numerischen Apertur und der Wellenldnge. Diese
Groke stellt die Ausbreitungsfunktion (PSF?) z.B. eines fluoreszierenden Teil-
chens in einer Abbildung dar und entspricht dem Abstand zwischen den bei-
den benachbarten Intensitdtsminima aus Abbildung 2.7. Der kleinste auflos-
bare Abstand zweier benachbarter Punkte kann nun mit dem Rayleigh’schen
Kriterium als 0.5 d 4y abgeschatzt werden. In diesem Fall féllt die Intensitét
zwischen zwei gleich hellen Punkten auf etwa 73.5%.

Neben der gerade betrachteten lateralen Auflésung, ist die axiale Auflésung,
entlang der optischen Achse, zu betrachten. Diese ist definiert iiber die drei-
dimensionale Ausbreitung einer punktférmigen Lichtquelle nahe der Fokal-
ebene. Der Abstand zwischen den ersten Beugungsminima ist gegeben durch

nA
NA?
Die Betrachtungen der Auflésung gelten in dieser Form fiir ein optimal ein-

gestelltes Mikrokop bei normaler Weitfeldmikroskopie. Durch den Ubergang
zur konfokalen Mikroskopie kann die Auflésung weiter verbessert werden.

dAiry =

d,=14

(2.35)

2.2.2 Konfokale Mikroskopie

In der konfokalen Mikroskopie ist, anders als in der klassischen Mikroskopie,
das Beobachtungsvolumen auf den Fokus beschrankt. Licht auferhalb des Fo-
kus wird iiber eine Blende mit kleiner Offnung gefiltert. Durch diese Art der
Mikrokopie kann das theoretisch ermittelte Auflésungsvermogen erreicht wer-
den. Der Aufbau ist in dem Schema in Abbildung 2.8 dargestellt. Dadurch,

4Point-Spread-Function
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Abbildung 2.8: Prinzip der konfokalen Abbildung. Das Anregungslicht (blau)
trifft auf einen dichroitischen Strahlteiler und wird in die Probe fokussiert. Das
von der Probe ausgehende Licht (griin) wird {iber dasselbe Objektiv auf eine Loch-
blende fokussiert. Licht aufierhalb des beleuchteten Fokus kann die Lochblende
nicht passieren (gestrichelt), da der untere Fokus nicht mit der Lochblende iiber-
einstimmt.
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dass nur Signale aus dem Fokus auf den Detektor gelangen, ist die konfoka-
le Mikroskopie zundchst kein bildgebendes Verfahren. Stattdessen muss zur
Bilderzeugung die Probe punktweise abgetastet werden (CLSM?®). Im We-
sentlichen gibt es zwei Arten daraus ein zweidimensionales Bild zu erzeugen.
Zum einen kann die Probe z.B. iiber Schrittmotoren oder Piezoelementen
in der xy—Ebene gerastert werden. Dabei entsteht ein Abbild der Scanfliche
in Abhéngigkeit von der Zeit. Zum anderen kann iiber einen beweglichen
Spiegel der Anregungsstrahl die Probe selbst rastern. Jedoch muss dabei die
Detektion iiber das Pinhole ebenfalls der Rasterung angepasst werden. Dies
kann z.B. dadurch geschehen, dass Detektion und Anregung erst hinter dem
beweglichen Spiegel getrennt werden.

In Kombination mit der Fluoreszenzmikroskopie wird das Anregungsvo-
lumen an das Beobachtungsvolumen angepasst. Dies wird erreicht, indem
in der Anregung eine homogene und meist monochromatische Lichtquelle
iiber einen Strahlteiler durch das Objektiv in die Probe fokussiert wird. Die
im Fokus befindlichen Farbstoffe geben Photonen ab, welche iiber das selbe
Objektiv gesammelt werden. Diese gelangen durch den Strahlteiler iiber fo-
kussierende Linsen auf den Detektor. Damit Licht aus anderen Ebenen nicht
mit auf den Detektor gelangt, wird eine der Vergrofserung angepasste Loch-
blende, dasPinhole, vor dem Detektor eingesetzt.

Als fluoreszierende Farbstoffe kommen viele Varianten in Frage. Eine Mog-
lichkeit ist es, z.B. bei Proteinen die natiirliche Fluoreszenz zu nutzen. Jedoch
nehmen die Schiadigungen in Zellen mit der energiereicheren UV-Strahlung
zu und die Selektivitit ist zunéchst nicht zu erreichen. Fiir Messungen an
einem einzelnen Molekiil ist die Zahl der Photonen vor der Zerstérung des
Proteins im Moment noch zu gering. Daher werden stattdessen fluoreszieren-
de Farbstoffe eingesetzt, die im sichtbaren Bereich leuchten. Diese Epifluo-
reszenzmikroskopie wird in der Biologie inzwischen als Standard eingesetzt.

Numerische Apertur der Lochblende

Die Lochblende in der konfokalen Mikroskopie dient als Filter fiir Photonen
auferhalb der fokalen Ebene. Da die Groke des Detektionsvolumen, aus dem
verwendbare Signale kommen, auf die Ausdehnung des Laserfokus beschrankt
werden soll, ist es sinnvoll die Abbildung auf das Volumen des Laserfokus
einzugrenzen. Der Durchmesser des Fokus hinter der Abbildungslinse an der
Stelle des Pinhole steht im Zusammenhang mit der Airy—Disk aus Gleichung

5Confocal laser scanning microscopy
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2.34
d=duy, - M, (2.36)

wobei M die Vergroferung des Objektivs ist. Die besten Ergebnisse werden
erzielt, wenn das Pinhole etwa dem 0.5- bis 0.6-fachen der Fokusgrofe ent-
spricht. Nach Abbildung 2.7 auf Seite 29 ist dabei die Intensitét auf etwa 37%
gesunken und 85% der Gesamtintensitat der Beugungsfigur liegen innerhalb
dieses Bereichs.

Durch die konfokale Mikroskopie kann damit das Auflosungsvermogen ge-
geniiber den in Gleichungen 2.34 und 2.35 angegebenen Werten um Faktor
V2 verbessert werden, indem nur das durch das Pinhole in lateraler und
axialer Richtung beschrankte Volumenelement auf den Detektor abgebildet
wird. Somit kénnen mit dem Rayleigh’schem Kriterium Objekte bei einem
Abstand von

A
Tiat = 0.43—
NA
v (2.37)
=1.41
raa: NA2

als getrennt angenommen werden. Sind die Signale jedoch schwach gegeniiber
dem Hintergrundrauschen, so ist es sinnvoll die Lochblende grofser zu wahlen.

In dieser Arbeit wurden Objektive mit einer numerischen Apertur von

1.45 und einer 100-fachen Vergréferung verwendet. Nach 2.36 ergibt sich so-
mit ein idealer Durchmesser von 35 um bei einer maximalen Detektionswel-
lenldnge von 700 nm. Jedoch gelten diese Annahmen nur unter der Voraus-
setzung einer homogenen Ausleuchtung des Objektivs. Im Falle eines eher
gaulformigen Strahlprofil des Lasers, wird das beleuchtete Volumen ver-
grofert [40]. Mit dieser Betrachtung kann eine laterale Aufldsung von etwa
420 nm und eine axiale Auflésung von etwa 630 nm erreicht werden.
Jedoch haben Fluoreszenzfarbstoffe nur eine begrenzte Zyklendauer und so-
mit kénnen gerade in der weiter unten beschriebenen Einzelmolekiilspektro-
skopie nur eine limitierte Anzahl von Photonen von einem Molekiil aufge-
fangen werden. Um diese von dem Rauschen des Detektors signifikant zu
unterscheiden ist ein gewisses Signal zu Rausch Verhéltnis S/N notwendig.
Zur Verbesserung des S/N-Verhéltnis kann der Durchmesser der Lochblende
vergrofert werden. In dieser Arbeit kam ein Pinhole mit einem Durchmesser
von 100 ym zum Einsatz. Die laterale Auflésung wird dadurch nur unwesent-
lich beeinflusst |[40] und das Signal zu Rausch—Verhiltnis kann bei geeigneter
Filterwahl auf etwa 100 : 1 in Losungen gehalten werden.
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2.3 Einzelmolekiilspektroskopie

Der Ubergang von Ensemblespektroskopie zur Einzelmolekiilspektroskopie
(SMS®) wurde erstmals von Rigler et al. 1992 in einem konfokalen Mikroskop
beobachtet [11], jedoch schon 1990 in der Gruppe um Keller vorhergesagt,
welche die ersten Einzelmolekiildaten in Lsung aufnehmen konnten [10]. In
den Jahren danach entwickelte sich diese Technik rasant weiter, da durch
die Beobachtung von einzelnen Molekiilen eine Vielzahl von Aussagen und
Vermutungen belegt oder auch widerlegt werden konnten [41, 42, 43, 44, 45,
16, 46, 47|. Beziiglich abstandsabhéngiger Reaktionen oder zur Analyse von
komplexen Reaktionen besteht ein hohes Interesse an dem Verhalten einzel-
ner Molekiile [48, 49, 50]. Das konfokale Prinzip zusammen mit den heutzu-
tage vorhandenen hochempfindlichen Detektoren, ermdglichen eine Analyse
von einzelnen Molekiilen.

2.3.1 Prinzip der Einzelmolekiilspektroskopie

Prinzipiell kann durch eine hinreichende Verdiinnung einer Substanz immer
erreicht werden, dass sich in einem definierten Volumen statistisch gesehen
nur ein einzelnes Molekiil aufhélt. Jedoch sind dabei der Beobachtung von Re-
aktionskinetiken starke Grenzen gesetzt. Die Bindungskonstante muss ausrei-
chend hoch sein, damit auch bei geringen Konzentrationen die Bindung stabil
bleibt. Durch die hohe Auflésung in einem konfokalen Mikroskop erreicht man
ein Beobachtungsvolumen von (1 ym)? = 11, so dass eine Konzentration von
10~ molar ausreicht, um bei einer Diffusionszeit von 1ms immer nur ein
Molekiil im Fokus zu haben. Jedoch bieten auch andere Methoden wie totale
interne Reflexion (TIRF), Optische-Raster—-Nahfeld—Mikroskopie (NSOM)
oder bildgebende Weitfeldmikroskopie (wide-field imaging microscopy) die
Moglichkeit, einzelne Molekiile zu beobachten. Allen Methoden gemeinsam
ist eine Reduzierung des Anregungs— bzw. des Beobachtungsvolumen.

Der Aufbau eines sm-—empfindlichen konfokalen Mikroskops entspricht im
Prinzip einem konfokalem Mikroskop. Als Lichtquelle dienen ein oder meh-
rere Laser, die iiber den Dichroiten in das Objektiv gelangen. Als Objektiv
kommen vor allem Achromate bzw. Apochromate mit einer hohen numeri-
schen Apertur oberhalb von 1.2 in Frage, damit die wenigen Photonen nicht
verloren gehen. Beobachtet wird nur das Fluoreszenzlicht von einzelnen Fluo-
rophoren, die sich im Fokus befinden. Deren Signal gelangt iiber die Loch-
blende mit einem Durchmesser von 50-100 um auf die etwa 150 ym grofe
Fliche einer hochempfindlichen Avalanche—Photodiode (APD).

6Single Molecule Spectroscopy
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Ein Einzelmolekiilereignis zeichnet sich gegeniiber mehreren Molekiilen
eindeutig aus. Gerade wenn Fluorophore auf Oberflichen betrachtet werden,
kommen eine Reihe typischer Merkmale zum Vorschein, wie zum Beispiel
nicht reversibles, aber spontanes Bleichen der Fluoreszenz (Bleaching), Un-
terbrechungen in der Fluoreszenz (Blinking) aufgrund von nicht radiativen
Zustinden sowie einer definierten Polarisationsrichtung der Fluoreszenz von
dem Dipol des Emitters. In Losungen konnen diese Eigenschaften bis auf
die Polarisation nicht direkt beobachtet werden. Jedoch erméglicht z.B. eine
schnelle Korrelationsspektroskopie [51] das Aufdecken der nicht fluoreszieren-
den Triplett-Zustinde mit der Moglichkeit eine Reaktion durch Anderungen
der Ubergangsraten in den Triplett-Zustand zu beobachten [52, 53].

Vergleich einer 2f-Abbildung mit einem parallelen Strahlengang

Mikroskopobjektive sind meist mit einer auf unendlich korrigierten Optik
versehen, so dass die Abberationen minimal werden, wenn sich das Objekt in
der Fokusebene des Objektivs befindet. Somit wird das Licht von einem Ob-
jekt parallel aus dem Objektiv austreten. Viele Hersteller (Zeiss, Olympus)
haben aber in ihrem Mikroskop eine Tubuslinse eingebaut, die diesen Strah-
lengang auferhalb des Mikroskops fokussiert. Die Fokalebene bietet sich bei
einem Aufbau mit einer 2f-~Abbildung als Position der Lochblende an.

Bei einer 2f-Abbildung ist das Objekt ebenso wie das Bild im Abstand der
doppelten Fokalebene der Linse angeordnet [54]. Der Vorteil dieser Abbil-
dung liegt in der Erhaltung der Abbildungseigenschaften, wodurch Gegen-
stand und Bild gleich grofs sind. Dadurch bleiben auch die in Gleichung 2.36
gegebenen Verhéltnisse der Fokusgrofe erhalten [40] und es ist gewéhrleistet,
dass dasselbe Volumen auch bei unterschiedlichen Wellenldngen beobachtet
wird. Weiterhin kann durch das Nutzen der Tubuslinse auf eine weitere Linse
verzichtet werden.

Der Vorteil eines parallelen Strahlengangs liegt darin, dass die Lochblende
auf den jeweiligen Wellenlédngenbereich angepasst werden kann. So kann ein
besseres Signal-zu-Rausch—Verhéltnis erreicht werden. Auferdem kann auf
die im Mikroskop eingebaute Tubuslinse verzichtet werden, so dass mit voll-
standig korrigierten Objektiven das Signal parallel von dem Objektiv ohne
zusatzliche Linsen gefiihrt werden kann. Wahrend bei einer 2f-Abbildung
die 150 um 2 grofe aktive Fliche der APD iiberstrahlt wird, kann bei par-
allelen Strahlengang dieser Fokus verkleinert werden, indem mit einer Linse
mit kurzer Brennweite das Fluoreszenzsignal auf die Flache fokussiert wird.
Dies fiihrt zu einer geringeren Streuung bei der Auflésung von Fluoreszenz-
abklingdauern durch unterschiedliches Verhalten der beleuchteten Bereiche
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der Photodiode. Durch den parallelen Strahlengang ist auch die Position der
Dioden nicht festgelegt, da der Strahldurchmesser sich nicht &ndert. Dies er-
moglicht eine freiere Gestaltung des Aufbaus.

In dieser Arbeit kamen sowohl der parallele Aufbau als auch ein Aufbau
mit einer 2f-Abbildung zum Einsatz. Da keine wesentlichen Unterschiede
sowohl in der Detektionseffizienz als auch im Signal-zu-Rausch—Verhiltnis
beobachtet werden konnten, iiberwog letztendlich die erhéhte Variabilitit
des parallelen Aufbaus, sowie die geringere Anfilligkeit gegen Stérungen.

Spektrale Auflésung der Fluoreszenz

Da der Einzelmolekiilspektroskopie gerade bei der Untersuchung von Reak-
tionen eine besondere Rolle zukommt, ist der Einsatz unterschiedlicher Fluo-
reszenzfarbstoffe zur Markierung der Reaktionspartner nahe liegend. Dabei
kénnen die Fluorophore sowohl anhand ihres Spektrums als auch ihrer Fluo-
reszenzlebensdauer unterschieden werden [55]. Eine einfachere Trennung auch
ohne Nanosekundenauflosung ist {iber die Spektren moglich. Dazu wird das
vom Mikroskop kommende Signal iiber dichroitische Strahlteiler nach den
Wellenléngen getrennt. Dichroite besitzen die Eigenschaft, Wellenldngen un-
terhalb einer Grenzwellenléinge zu mehr als 90% zu reflektieren, wihrend fiir
langere Wellenléngen der Strahlteiler eine hohe Transmission besitzt. Zum
Schutz der Photodioden werden zusétzlich spektrale Transmissionsfilter ein-
gesetzt, die z.B. Laserstreulicht oder Photonen der Ramanstreuung filtern,
das Fluoreszenzsignal jedoch passieren lassen. Die jeweiligen Filter sind ab-

hingig von den verwendeten Farbstoffen, die Auswahl ist im Kapitel 3 zu
finden.

2.3.2 sm-FRET

Nachdem einzelne Molekiile in einem konfokalen Setup mit Fluoreszenzfarb-
stoffen sichtbar gemacht wurden, erfuhr der FRET-Effekt kurze Zeit spéter
eine Renaissance in dieser Disziplin [48, 56, 57, 49, 58] als Einzelpaar-FRET
(sm-FRET)". Gegeniiber der Ensemblespektroskopie hat sm-FRET die von
der Einzemolekiilspektroskopie bekanten Vorteile. In Bezug auf FRET bedeu-
tet dies konkret:

“sm: single-molecule
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Verteilungen

Mit Hilfe des sm-FRET konnen Verteilungen von unterschiedlichen FRET—
Werten innerhalb einer Probe unterschieden werden. Wahrend im Ensemble
nur ein einziger Wert fiir die Effizienz berechnet wird, kann mit sm-FRET
eine mittlere gewichtete Verteilung iiber die unterschiedlichen FRET-Werte
von einzelnen Molekiilen angegeben werden. Dieser Vorteil ist zwar nicht
einzigartig, jedoch besonders hilfreich: Mit zeitaufgeltster Spektroskopie ist
man ebenfalls in der Lage, durch die Analyse der Fluoreszenzabklingzeit des
Donors unterschiedliche FRET-Werte entsprechend ihren Anteilen zu tren-
nen. Jedoch kénnen verschiedene Fluoreszenzabklingdauern durch statische
und dynamische Heterogenitit aus unterschiedlichen Quellen stammen.

Dynamik

Das Beobachten von biochemischen Reaktionen stellt einen weiteren Vor-
teil des sm—FRET gegeniiber der Ensemblespektroskopie dar. Nicht nur iiber
FCS konnen schnelle Reaktionskinetiken aufgelost werden, sondern auch im
FrRET-Experiment. Der Vorteil liegt darin, dass nicht alle Molekiile in einem
Zustand prapariert werden miissen. Die Kinetik kann aufgrund unterschiedli-
cher FRET-Werte in einer Probe ermittelt werden. Dabei ergeben sich zeitlich
abhingige Verinderungen der Ubertragungseffizienz einzelner Bursts.

Ubersprechen und direkte Anregung

Im Unterschied zum Ensemble ist die Detektion der Fluoreszenz bisher be-
schrinkt auf grofere Wellenlédngenbereiche, da die Detektion {iber ein Spek-
trometer zu ineffektiv ist. Daher besteht die Wahrscheinlichkeit, dass Pho-
tonen eines Farbstoffs auf dem ,falschen“ Detektor registriert werden. Die
detektierte Fluoreszenz setzt sich in Anlehnung an [59] folgendermafen zu-
samimen:

FDD::L = ]wao-gcJT@DT]gpm <1 - E) (238)
Fg:;n - ]Dez O’Bew(bDngem (1 - E) + IDez Uéew¢An£em
+Ip..0p, 24, E (2.39)

wobei Ip,_, die Anregungsintensitit ist. Der Index soll verdeutlichen, dass vor
allem der Donor angeregt wird und bezeichnet somit die entsprechende Wel-
lenlénge. op_ bzw. aéw sind der Absorptionsquerschnitt des Donors bzw.
des Akzeptors bei der Wellenldnge D,, und &, und ¢, Quantenausbeuten
der Farbstoffe in Abwesenheit eines FRET Paares. SchlieRlich sind mit nf_,

n und nﬁem die Detektionswahrscheinlichkeiten der Donorfluoreszenz im
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Donorkanal und im Akzeptorkanal bzw. der Akzeptorfluoreszenz im Akzep-
torkanal gegeben.

Entsprechend des Anteils an Donorintensitit auf dem Akzeptorkanal kann
das Ubersprechen korrigiert werden:

ct = Ip,ob ®’nf (1-E) (2.40)
= /r,ge'm //r/gern FD::L
= afpy
mit
=05 /M - (2.41)

Dieses Ubersprechen (crosstalk) ist eine konstante Gréfe fiir ein Setup mit
einer gewahlten Farbstoff-Filter Kombination. Der Verlust an den Akzeptor-
kanal kann daher durch einen bestimmbaren Faktor a im Mittel korrigiert
werden. Das Ubersprechen betrifft vor allem den Donor, da die Filterkombi-
nation im Allgemeinen so gewiihlt werden kann, dass nur ein Ubersprechen
des Donors in den Akzeptorkanal beobachtet wird. Obwohl in einem kon-
fokalen Einzelmolekiilaufbau einzelne Photonen detektiert werden, ist schon
bei einer Zihlrate von 100 kH z die Statistik ausreichend grof, dass in jedem
Burst jeder Detektionskanal mit einem konstanten Faktor von dem Uberspre-
chen eines Kanals in den anderen korrigiert werden kann. Das Ubersprechen
kann theoretisch aus einer Faltung der Fluoreszenzspektren und der wel-
lenlangenabhéngigen Filtertransmission errechnet werden. Sinnvoller ist es
jedoch, die Faktoren an dem Setup zu bestimmen, indem nacheinander Lo-
sungen der einzelnen farbstoffmarkierten Proben detektiert werden.

Des Weiteren besteht aufgrund der Absorptionsspektren eine Wahrschein-
lichkeit fiir eine direkte Anregung des Akzeptor mit der Anregungswellenlan-
ge des Donors (direct excitation). Dies entspricht dem zweiten Summanden
aus 2.39. Auch die direkte Anregung stellt eine Konstante fiir eine gewahlte
Kombination aus Farbstoff, Filtern und Anregungswellenlingen dar.

In erster Naherung ergibt sich direkte Anregung aus dem Absorptionsspek-
trum des Farbstoffs. Einer bessere Anndherung kann iiber die folgenden Be-
ziehungen bestimmt werden:

direr = ]Demogwq)Anﬁem (2.42)

A
[Dez O-De-r FAem
Aea Acz

= [Em (2.43)

ex
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da fiir eine direkte Anregung des Akzeptor mit seiner Anregungswellenlinge
gilt:

Fior = 14,04, @Y, - (2.44)

Der Faktor )
=7 2.45
B Taol (2.45)

kann in einem Setup mit alternierender Laseranregung bestimmt werden und
somit die gemessene Intensitdt auf dem Akzeptorkanal korrigiert werden.
Bei einer Anregung mit nur einer Wellenldnge ist es aber nicht moglich,
die direkte Anregung des Akzeptors bei Donoranregung zu bestimmen. Eine
vollstandige Korrektur ist nicht moglich, da unbekannt bleibt, wie stark der
Akzeptor in einem Burst fluoresziert [17].
Aus den gegebenen Beziehungen kann die vom Energietransfer stammende
Fluoreszenz

Frper = Ff)‘:j —ct — direx (2.46)

bestimmt werden. Aus Gleichung 2.15 wird im Rahmen der Einzelmolekiil-
spektroskopie

g RET
= e (2.47)
FFRET + '}/FD;m

2.4 Prinzip der alternierenden Laseranregung

Eine wesentliche Einschrankung bei FRET Experimenten mit einfacher La-
seranregung liegt in dem nicht moglichen direkten Nachweis unterschiedlicher
Fluorophore in einem Komplex. Vor allem wenn der Abstand zwischen den
Farbstoffen fiir den resonanten Energietransfer zu grofs wird oder aus anderen
Griinden kein Energietransfer zum Akzeptor stattfindet. Dies kann dann der
Fall sein, wenn die Fluorophore nicht frei beweglich sind und die beteiligten
Dipole aufgrund ihrer raumlichen Anordnung fiir einen wesentlich schwéche-
ren Energietransfer sorgen (vgl. dazu Abschnitt 2.1.2), oder konkurrierende
Prozesse, wie in Kapitel 2.1 beschrieben, eine Depopulation des angeregten
Donors zur Folge haben.

Wihrend bei immobilisierten multichromophoren FRET-Systemen noch die
Moglichkeit besteht iiber Akzeptorbleaching nach und nach alle Farbstoffe
aufzudecken [60, 22|, ist es in Losungen von solchen Systemen selbst auf Ein-
zelmolekiilebene nicht moglich, die beteiligten Farbstoffe allein anhand ihres
spektralen Fingerabdrucks und den Fluoreszenzlebensdauern mit einer Anre-
gungswellenlénge zu identifizieren. Gleichzeitige Anregung mit unterschiedli-
chen Wellenldngen ist zum Nachweis aller Farbstoffe ob mit oder ohne FRET



40 KAPITEL 2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

notwendig und wird z.B. in der FCS eingesetzt [61]. Somit konnen kolokali-
sierte Farbstoffmolekiile nachgewiesen werden, jedoch erlaubt dies keine Be-
stimmung der FRET-Effizienz. Die Fluoreszenz durch direkte Anregung der
Akzeptormolekiile {iberlagert das durch FRET hervorgerufene Fluoreszenzsi-
gnal. Somit ist der fluoreszierende Anteil durch resonanten Energietransfer
nicht mehr nachzuvollziehen.

Die Idee besteht nun darin, unterschiedliche Anregungswellenlingen se-
quentiell in einem konfokalen Aufbau einzusetzen. Damit ist es moglich, die
Existenz unterschiedlicher Farbstoffe an einen Molekiil oder Molekiilkomplex
abzufragen. Diese Methode wurde bereits 2004 von Kapanidis vorgestellt
[17, 18|. Jedoch sind die vielschichtigen Fragestellungen mit einem Donor—
Akzeptor Paar hiufig nicht mehr zu 16sen. Vielmehr ist man durch die Fragen
z.B. aus der Biologie an den Strukturen und Interaktionen von heterogenen
und heteromeren komplexen Systemen interessiert. Ein solches System ist
auch die im zweiten Teil dieser Arbeit untersuchte vakuolire H*-ATPase
(Kapitel 2.5). Gerade ihre Komplexitit war ein ausschlaggebender Grund,
neue Untersuchungsmethoden zu entwickeln und an diesem Komplex auszu-
probieren. Im Folgenden wird zunéchst das Prinzip der alternierenden Laser-
anregung eingefiihrt und im Anschluss daran auf drei Farben erweitert. Dazu
folgen unterschiedliche Testsysteme, um Einblicke in die Funktion des TrA-
LEx zu geben und die Mdoglichkeiten und auch Grenzen dieses kombinierten
System aus mehreren Anregungswellenléingen zu erkunden.

Die Repetitionsrate der unterschiedlichen Wellenldngen muss bei alter-
nierender Anregung mindestens der Diffusionsgeschwindigkeit der Molekiile
durch den Laserfokus entsprechen. Jedoch ist bei dieser Zyklendauer nicht
gewihrleistet, dass auch Molekiile, die den Fokus schneller passieren, einen
vollstdndigen Zyklus aller Anregungswellenldngen erfahren. Freie Farbstoffe
haben eine typische Diffusionszeit von etwa 300us, DNA hingegen hat eine
Diffusionszeit von etwa einer Millisekunde, je nach Lange des Stranges (vgl.
Kapitel 2.2). Wihlt man die Zyklendauer mindestens zehnmal so schnell,
kann von einer ausreichenden Homogenitét aller Anregungswellenldngen fiir
ein einzelnes Molekiil mit unterschiedlichen Farbstoffen ausgegangen wer-
den [17].

Durch das Abfragen der einzelnen Farbstoffe kann nun dhnlich der Ener-
gietransfereffizienz fiir jeden Burst ein stochiometrischer Index S definiert
werden:

S FDese (2.48)

" Fp,.. + Fa

exc
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wobei
FDezc = Ff”’@t + Fg::z (249)
und
Fa,,, = Fjom 4+ FJem (2.50)
= Fi

da F fe om = 0. Fyem ist die vom Ubersprechen und der direkten Anregung
korrigierte Fluoreszenzintensitit bei der Anregungswellenlinge x und dem
Emissionskanal y. Fpp_,. bzw. Fy_, stellen die Gesamtfluoreszenzen bei der
jeweiligen Anregungswellenlinge dar. Der so definierte Wert S stellt nun
ein Maf fiir die Stochiometrie des Bursts dar. Sind Donor und Akzeptor in
gleichen Teilen vorhanden, so wird S den Wert 0.5 annehmen. Nur Donor
(Akzeptor) fithrt zu S gleich 1 (0). In den Fillen, dass ein Farbstoff iiber-
wiegt, wird das Verhiltnis in Richtung des Uberschusses verschoben. Zwei
Donor Molekiile und ein Akzeptor ergeben eine stéchiometrischen Index von
0.66.

Anhand dieser zusatzlichen Information kénnen nun eindeutig Ereignisse mit
nur einem Farbstoff von denen mit zwei unterschiedlichen Farbstoffen ge-
trennt werden. Fy__ geht fiir den Fall, dass nur der Donor vorhanden ist,
gegen Null und somit gilt

I _ FDezc _ 1
Aege—0 — -
exc FDezC

Fiir den Fall, dass der Akzeptor alleine vorliegt, geht Fp,,, — 0 und somit
nimmt S Werte nahe Null an:
0
S — = ———
FDexc 0 O + FA

exc

=0
Nur fiir den Fall, dass beide Farbstoffe vorliegen, ist 0 < S < 1 und bei

ausgeglichener Stéchiometrie gilt:

FDG:EC = FACCI)C

und somit

FDezc _ FDczc

S =
FDE(L‘C + FA

exc

=0.5
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Abbildung 2.9: Simulation von Bursts mit Donor alleine, Akzeptor alleine und
einem Molekiil mit je einem Donor— und einem Akzeptorfarbstoff. Naheres im Text

In Abbildung 2.9 sind die Verteilungen von Bursts fiir nur Donor (blaue
Kreise), nur Akzeptor (rote Dreiecke) und Donor und Akzeptor zusammen
(griine Quadrate) dargestellt. Die Simulation erfolgte mit der Annahme von
einem Ubersprechen der Donorfluoreszenz in den Akzeptorkanal von 12% und
einer Direktanregung des Akzeptors von 3% durch die Donoranregungswel-
lenldnge. Die Addition eines weifsen Rauschens mit etwa 0.5 kHz und einer
Poissonverteilung von je 1000 Werten um die Quantenausbeute fiihrt zu den
angegebenen Verteilungen. Die Detektions— und Anregungswahscheinlichkeit
sind als idenstisch angenommen. Innerhalb dieses Plots existieren drei Be-
reiche: Oben links befindet sich relativ klar abgegrenzt eine Population mit
einem E,ox—Wert nahe null und einem stochiometrischen Index von eins.
Dies stellt die Fraktion dar, in der nur der Donor alleine registriert wurde.
Die breit verteilte Population mit einem Stéchiometrieindex von null gehort
zu der reinen Akzeptor Population. Dies resultiert analog zu der Bursterken-
nung iiber die Summe aller Fluoreszenzsignale. Durch die Direktanregung des
Akzeptor wird ein Burst erkannt, jedoch werden die E,;ox—Werte nach 2.15
nur iiber die Donoranregung bestimmt. Diese nehmen bei fehlendem Donor
beliebig kleine Werte an. Somit streut der E,..x—Wert breit. Die dritte Po-
pulation streut um einen Stéchiometriewert von etwa 0.5 und einem kleinen
Eprox—Wert. Diese Population enthalt beide Farbstoffe und hat in der Simu-
lation keine Ubertragseffizienz. Die Abweichung von null ist mit einem Uber-
sprechen von 0.12 und einem simuliertem Rauschen auf beiden Kanilen zu
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erkliiren. Durch die Korrektur des Ubersprechens und der direkten Anregung
verlagern sich die beiden Populationen mit Donorfarbstoft zu E ;o Werten
um null. Die Streuung bleibt erhalten.

Der freie Donor kann eindeutig von dem Donor— Akzeptorpaar ohne Ener-
gietransfer aufgrund der Stochiometrie unterschieden werden. Die Transferra-
te von freien Akzeptor ist, da quasi keine Anregung stattfindet, breit gestreut.
Somit bietet die Analyse von Einzelmolekiildaten mit alternierender Laser-
anregung eine einfach Moglichkeit, sich das Verhalten von Subpopulationen
innerhalb einer Messreihe anzuschauen: Durch das Setzen von Schwellwerten
fir Eprox oder S, bzw. fiir die Bursthohe der Fluoreszenzkanéle kann z.B.
gezielt die Verteilung von Ereignissen mit sowohl Donor— als auch Akzep-
torfarbstoff analysiert werden. Gerade bei einer geringen Bindungsaffinitit
zwischen zwei unterschiedlich gefarbten Molekiilen, {iberlagert bei einfacher
Einzelmolekiilspektroskopie das Signal des freien Donors die Verteilung der
Transferraten mit beiden Farbstoffen.

Einen weiteren Vorteil bietet die Methode der alternierenden Laseranre-
gung beim statistischen Markieren mit unterschiedlichen Fluorophoren oder
bei Reaktionen mit einer unbekannten Stochiometrie: Liegen die Farbstoffe
in einem anderen Verhéltnis als 1:1 vor, verschiebt sich der stéchiometrische
Index zugunsten des Uberschusspartners, z.B. wird bei einem Verhéltnis von
2:1 von Donor zu Akzeptor S im Mittel bei 2/3 erwartet.

Der stochiometrische Index ist durch die Definition 2.48 nicht unabhéngig
vom Energietransfer. Mit den Gleichungen 2.38, 2.39, 2.49 und 2.50 ergibt
sich

g Ip,,0p,, ®"np, (1= E)+ Ip,,0p ®°nf (1-E)

Ip.,op. ®Pnp (1—E)+Ip,08 ®Pnk (1—E)+Is,04 P45

B 1+ (y—-1E
140+ (y-1E (251)

wobei v = ®4p4t /®Pnp  den Korrekturfaktor zur Berechnung des Ener-
gietransfers aus Gleichung 2.29 und

A
. Ia.,0%,,

= D
Ip..0p,,

5 (2.52)

das Verhiltnis der Anregungsintensititen und der Stochiometrie darstellt.
Letztere steckt in dem Verhiltnis 04 /0B . Aus dieser Uberlegung ist es
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Abbildung 2.10: Simulation von Bursts bei unterschiedlichen ~. Dargestellt ist
der stochiometrische Index S in Abhiingigkeit von der Ubertragungseffizienz von
0.1,0.2,...,0.9 mit y—Faktoren 0.2 (rot), 1 (griin) und 3 (blau).

sinnvoll, den stochiometrischen Index unabhéngig von E neu zu definieren:

__ FpatoFp

o Dem Aem
Ffret +7FDEM +FA

exc

(2.53)

v

Die Korrektur v der Anregungs— und Detektionswahrscheinlichkeit ermog-
licht, aus den Ejox—Werten néherungsweise die Abstdnde zwischen den be-
teiligten Fluorophoren zu bestimmen. Dies ist in Kapitel 2.1.2 bereits dar-
gestellt. Durch diese Korrektur erfahrt der Stéchiometrische Index ebenfalls
eine Verdnderung, nach Lee [18] ist

S, =1+d0)"" (2.54)

und somit nur von dem Verhiltnis der Anregungsintensititen und der Sto-
chiometrie abhéngig. Gleichzeitig ist S, unabhéngig von der FRET-Effizienz.

Bestimmung von

An einem System mit genau einem Donor und einem Akzeptor, kann aus
Messdaten mit unterschiedlichen FRET-Werten v ermittelt werden. Dazu
kann die von Dahan [47] definierte Niherung an E

P, VE

Eox = = 2.55
p FAem + FDem 1 + (fy — 1)E ( )

exc exc
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betrachtet werden. In Abbildung 2.10 sind fiir unterschiedliche Detektions-
wahrscheinlichkeiten die resultierenden E...—Werte dargestellt. Bei gleich-
bleibender Quanten— und Detektionseffizienz ist der stochiometrische Index
S fiir alle Ejox—Werte konstant. Verschiebt sich die Detektionswahrschein-
lichkeit zugunsten des Donorkanals, erscheint die Ubertragungseffizienz stets
zu geringeren E,...—Werten verschoben (rote Punkte). Gleichzeitig fallt S
mit steigender Effizienz ab. Korrigiert werden muss in diesem Beispiel mit
v = 0.3. Der Wert kann iiber die Steigung zwischen zwei Punkten ermittelt
werden. Wird der blaue Kanal schlechter detektiert als der rote, so sind die
Eprox—Werte gegeniiber der Ubertragungsrate zu grok und gleichzeitig ist der
stochiometrische Index unterhalb von 0,5. In dem Beispiel ist eine Korrektur
von v = 2 zu wahlen.

Auflésen der Gleichung 2.55 nach E ergibt

Eprox
7= (7 = D Eprox

wodurch ein linearen Zusammenhang von E. und 1/S deutlich wird:

E = (2.56)

St= 1+790+ 81 —79)Eprox
= Q2+ YEprox - (2.57)

Wird S~ gegen E,0x aufgetragen, so kann aus dem Achsenabschnitt 2 und
der Steigung X' durch einen linearen Fit durch zwei Proben mit unterschied-
licher FRET-Effizienz sowohl ~ als auch § gewonnen werden [18]:

§ = N+r-1 (2.58)
v= (2 —1))(Q2+5—1) (2.59)

In der Simulation in Abbildung 2.11 fillt auf, dass J nur eine konstante
Verschiebung aller stochiometrischen Indize zu Werten kleiner bzw. grofer
0,5 bewirkt. Die E;.x—Werte bleiben bei allen FRET-Raten erhalten. Da bei
alternierender Anregung mehrere Wellenldngen in ein System eingekoppelt
werden, kann die Detektionswahrscheinlichkeit eines Kanals mit der Anre-
gung variieren. Dies liegt darin begriindet, dass die Anregungsvolumina nicht
zu 100% iibereinstimmen. Li et al. gehen in ihrer Betrachtung von einer Uber-
einstimmung von nur 30% aus [62]. Dies wird durch den §-Faktor ebenfalls
einbezogen.

Durch alternierende Laseranregung (ALEX #), kann fiir jedes Molekiil im
Fokus festgestellt werden, welche Fluoreszenzfarbstoffe es tragt und welche

8 Alternating Laser Excitation
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Abbildung 2.11: Einfluss der Detektionseffizienz auf den stéchiometrischen Index
in Abhéngigkeit vom Epox—Wert.

Wege die Energie zwischen den Farbstoffen nimmt. Kapanidis et al. haben
dies fiir ein zweifarbiges System bereits 2004 vorgestellt [17, 18]. Jedoch ist
gerade bei Prozessen mit biologischen Molekiilen die Einfiihrung eines drit-
ten Fluoreszenzfarbstoff wiinschenswert. Diese Erweiterung birgt mehr als
nur die Information eines zwei— oder dreifach durchgefiihrten Experiments
mit unterschiedlichen Markierungen. Es bietet eine Vielzahl von zusétzlichen
Informationen, die durch geschickte Fragestellungen und ein intelligentes De-
sign der Proben nutzbar zu machen sind. Im folgenden Abschnitt wird diese
Erweiterung mit ihren aufwendigen, aber notwendigen Korrekturen darge-
stellt.

2.4.1 Multidimensionale alternierende Laseranregung

Der multidimensionale Energietransfer stellt mehr als nur eine Erweiterung
des einfachen FRET-Experiments auf drei oder mehr Farben dar. Schon allei-
ne bei drei Farbstoffen bilden sich unterschiedliche Situationen mit teilweise
konkurrierenden Transferpfaden aus. Als Veranschaulichung soll Abbildung
2.12 dienen, in denen drei mdogliche Situationen dargestellt sind. Zunichst
gibt es den Fall I, bei dem die Farbstoffe in der Reihenfolge ihrer Fluo-
reszenzwellenléinge einen linearen, gerichteten Energietransfer ausiiben. Die
Energie kann dabei in erster Naherung nur vom ersten auf den zweiten und
von dort auf den dritten Farbstoff {ibertragen werden. Dies kann als eine
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Abbildung 2.12: Transferpfade von Systemen mit drei Fluorophoren

Kaskade von zwei Transferstufen betrachtet werden. Die Energielandschaft
einer solchen Anordnung wurde von Heilemann ef al. anhand eines soge-
nannten Photonischen Drahtes untersucht, der die Anregungsenergie anstatt
nur zum néchsten Nachbarn auch {iber einen Farbstoff hinweg transportieren
kann [60, 22, 63]. Weiterfiihrende Ergebnisse zu dieser Energiekaskade wer-
den in dem Kapitel 4.1 dargestellt.

In den beiden anderen Fillen konkurrieren die Pfade des Energietransfers
miteinander. Dadurch beeinflussen die beobachtbaren, scheinbaren Transfer-
raten sich gegenseitig: Im Fall IT erfolgt der Energietransfer parallel vom
ersten zum zweiten sowie vom ersten zum dritten Farbstoff, wihrend im
Fall III zusétzlich die Transferrate zwischen dem zweiten und dritten Farb-
stoff eine Rolle spielt. Um die konkurrierenden Transferpfade analysierbar
zu machen und Abstidnde zwischen drei Farbstoffen bestimmen zu konnen,
werden mehr Informationen bendétigt, als durch die einfache Intensitit auf
drei Kanélen erhalten wird. Fine Moglichkeit bestiinde z.B. aus der simulta-
nen Messung der Fluoreszenzlebensdauer auf den drei Kanélen. Ein globaler
Fit der Lebensdauern auf drei Kanélen kénnte die Energietransferpfade auf-
klaren. Allerdings ist dies bei niedriger Photonenstatistik, wie sie im Fall
durch einen Laserfokus diffundierender Molekiile zu erwarten ist, schwierig
durchzufiihren. Ferner ergibt sich das Problem, dass bei niedrigem FRET
oder Abstdnden aufserhalb der FRET-Reichweite eine Kolokalisierung der
Molekiile nicht detektierbar wére. Eine Alternative bietet die alternierende,
quasi simultane Laseranregung aller Farbstoffe. Durch Anregung des spektral
mittleren Farbstoffs wird der Energieiibertrag vom zweiten auf den dritten

analysiert. Das vereinfacht den generellen Fall IIT zum einfacheren Spezialfall
II.

Aus der Theorie von Forster setzt sich die Transfereffizienz eines FRET-
Paares ¢,7 aus allen radiativen k, und nicht radiativen Transferraten k,,
zusammen (vgl. dazu Kapitel 2.1.2):

kr,

2 . 2.60
kri + knri + kTij ( )

Ez‘j =
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Abbildung 2.13: Abklingpfade angeregter Zusténde (1%, 2* und 3*) eines Systems
mit dreifachem FRET und beliebiger Anordnung, entnommen aus [21].

Veréndert sich nun die Ratengleichung, indem ein konkurrierender Prozess
z.B. durch einen weiteren Akzeptor k£ hinzukommt, so taucht dessen Trans-
ferrate kr, als Summand im Nenner der nun scheinbaren Transfereffizienz

.

/ 3

E. -
Y kri + knri + kTij + kTik

auf. Somit verringert sich scheinbar die Effizienz des Energietransfers. Da
der Abstand zwischen den beteiligten Farbstoffen von Interesse ist, bedarf
es einer genaueren Betrachtung der angeregten Zustinde. In Abbildung 2.13
werden die méglichen Pfade anhand eines Schaubildes in sogenannten general
irreversible excited—state Reaktionen dargestellt. Vereinfachend werden die
nicht radiative Rate k,,,; und die radiative Rate k,; eines Farbstoffs 7 in einer
Rate )

Tfl
zusammengefasst. Um aus diesem System die Energietransferraten zu erhal-
ten, die den Absténden entsprechen, ist es notwendig, die zeitlich abhangigen
Differentialgleichungen

d[l*}/dt = _(kl + kTm + kTw) : [1*}
d[Q*}/dt = _<k2 + kT23> ’ [2*] + lez[l*]
d[3"]/dt = —(ks)[3"] + Ky, [27] + ki, [17]

der angeregten Zustinde der drei Chromophoren zu l6sen. Unter der Annah-
me, dass Farbstoff 1 nur von einer Wellenldnge mit einem d—Puls angeregt
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wird, folgt [1§]:=0 = No. Daraus ergeben sich nach [21] die Anteile der ange-
regten Farbstoffe nach der Anregung von Ny Teilchen des ersten Farbstoffs
zu jedem Zeitpunkt ¢.

[116) =M - exp 0
2] (t) =No - kg, - {exp™™" —exp ™2} {K, — K}

[3*] (t) =Ny - {(K2 — K3) - (kF,, + 2kry, (k1 — k) + Ky, k) - exp” 507
— (kry,kry, (K5 — K7)) - exp (K2t
+{ (Ky — K1) - [kokryy + krpkrys + ks ks
+ kry, - Ky - [Ky + (k2 — kny)] - epr3't}

: {(Ks — ) (K3 — Ky) - (K2 — Kl)}_
(2.62)
mit
K, = (kl + kT12 + les)
K2 — (k,’g + kng) (263)

Durch Integration von [i*](t) iiber die Zeit erhdlt man schlieklich die In-
tensitdt /; in Relation zur Anregung Nj.

Fall I Die drei Farbstoffe bilden einen photonischen Draht mit einem gerich-
teten Energietransfer und der Ubertragungsrate kp,, = 0. Die gemes-
sene Intensitét im 1. Kanal

1

[ = ——
YTk ko

(2.64)

ergibt sich aus Integration von 2.62 und ist unabhéngig von dem wei-
teren Verbleib der Anregungsenergie. Somit kann im Fall einer Lebens-
dauermessung z.B. iiber gepulste Anregung der Energietransfer

k.
Eo=1-1 =tz 2.65
12 1/7'1 ey +]<?T12 ( )
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tiber Donorquenching ermittelt werden, wobei 71 = 1/k; der Abkling-
dauer der Donorfluoreszenz in Abwesenheit des Akzeptors entspricht.
Die Intensitét in Kanal 2
_ kry, 1

k1 + kg, ko + kg

I (2.66)
ist sowohl in der Anregung abhéngig von kr,,, als auch von der Rate,
mit der der angeregte Zustand 2x via FRET depopuliert wird. In 2.66
steckt demnach die Transfereffizienz

By = ]2/7'£ ) (2-67)

die iiber die Abklingdauer 75 = 1/ks+ kr,, der Fluoreszenz in Anwesen-
heit des Farbstoff 3 in Kanal zwei bestimmt ist. Kanal drei enthélt die
Information der weitergeleiteten Energie von 1 iiber 2 auf den letzten
der drei Farbstoffe. Die Intensitat

lez kT23 1
1; = — 2.68
’ (k1+kT12> (k2+kT23> (k3) ( )

ergibt sich wiederum iiber die Integration von 2.62 in dem Sonderfall,
dass F13 = 0 und man erhélt

Eiog = I3/13 = Eyg - Eog (2.69)

Fall II Liegt 1 in der Mitte zwiscchen 2 und 3, kann der Energietransfer

nur von 1 aus erfolgen. kp,, ist null, jedoch beeinflussen sich die beiden
anderen Raten kp,, und kg, so dass die gemessenen Transferraten nicht
direkt den Abstédnden entsprechen. Die Intensitét

1
B kl + lez + kT13

(2.70)

I

ergibt sich wiederum aus Integration von 2.62 woraus sich der Anteil
an iibertragener Energie

E12,13 =1- ]1/7'1

k kr,.
= i + T (2.71)
kl + leg + kT13 kl + kTIQ + leB
= Ej, + B3

ergibt. Uber die Fluoreszenzlebensdauer und die Intensitéiten von 2 und
3 konnen die Transfereffizienzen

kr,
kl + lez + le:s

Eikj = j/Tj = (272)
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gewonnen werden. Aus diesen kann jedoch nicht der Abstand direkt be-

rechnet werden, da die Transferpfade in Konkurrenz zueinander stehen.

Nach [20] gilt:
1— EY; —Ei‘k)l/6 (2.73)

le = Rolj ( E*
1j

Fall III In dem Fall, dass die Energie der angeregten Zustinde iiber alle
drei Pfade weitergegeben werden kann, kommen Watrob et al. durch
Integration von 2.62 auf die Intensitét

{< : , ) ( : k > : . :| < )
3 /{71 + kT12 + kT13 /{32 + kng k’l + leQ + leB l{fg

von 3 [21]. Der zweistufige Energietransfer fiihrt zusammen mit dem
direkten Energietransfer von 1 nach 3 zu der messbaren Intensitéit des
Farbstoffs 3. Die Abklingzeit von 1 enthélt wie in Fall II die Information
iiber die Ubertragsraten nach 2 als auch nach 3. Die Fluoreszenzlebens-
dauer von Fluorophor 2 berichtet wie in Fall I von den Transferraten
von 1 nach 2 und dem Energietransfer von 2 nach 3. Jedoch ist anders
als in Fall I der konkurrierende Prozess von 1 nach 3 mit in Betracht
zu ziehen. Die Intensitat

B kry, 1
k1 + kry, + kg ko + Ky,

(2.75)

Iy

ist daher durch den direkten Energietransfer von 1 nach 3 geringer.
Somit ergibt sich nur noch ein Energietransfer

Ejy, = L/7) (2.76)
iiber die Abklingrate von 2. Ebenso ist

1
ki by, + g

I (2.77)
durch beide Transferraten wie im Fall II beeinflusst. Teilt man 2.74
durch die Fluoreszenzlebensdauer 73, erhdlt man die totale Transferrate

von 1 nach 3:
Eiot = I3/73 = EyEa3 + Efy . (2.78)

2.4.2 Berechnung der FRET-Effizienz aus TrALEx—Daten

Mit TrALEx ist man nun in der Lage, ohne Messung der Fluoreszenzle-
bensdauer die Energieeffizienz des resonanten Energietransfers zu ermitteln.
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Durch die direkte Anregung der einzelnen Chromophore kénnen sukzessive
die Transferraten bestimmt werden.

Zunichst muss der Einfluss vom Ubersprechen und der direkten Anregung
aus den Messdaten extrahiert werden (vgl. den folgenden Abschnitt 2.4.3).
Weiterhin sind fiir zwei der Farbstoffkombinationen aus 1, 2 und 3 die v~
Faktoren (712, 7923) geméf Abschnitt 2.4 zu bestimmen. Dazu werden je Paar
zwei Proben mit unterschiedlichen FRET-Werten bendétigt. Je eine davon
kann auch ohne FRET als Koinzidenzprobe vorliegen. Der dritte Faktor folgt
aus der Beziehung

q)fz 775“” q)fsngcm
D g @ gy (2.79)

=73,

V12723 =

Daraus ergibt sich ein Satz von sechs Intensitéten, die jeweils nur unter dem
Einfluss von Energietransferraten stehen, dargestellt in Tabelle 2.1. Die ersten
drei sind die Intensititen der drei Farbstoffe bei Anregung mit der Wellen-
linge fiir 1, I2 und I3 geben die Intensitiit der Farbstoffe 2 und 3 bei der
Anregung von 2 wieder, wihrend der letzte Kanal nur die Fluoreszenz von
Farbstoff 3 direkt durch einen Laser angeregt wiederspiegelt.

Uber die direkte Anregung von 2 wird die Bestimmung der FRET-Rate auf

I | Intensitéit von 1 bei Anregung von 1
I? | Intensitéit von 2 bei Anregung von 1
I? | Intensitédt von 3 bei Anregung von 1
I7 | Intensitit von 2 bei Anregung von 2
I3 | Intensitét von 3 bei Anregung von 2
I3 | Intensitdt von 3 bei Anregung von 3

Tabelle 2.1: Nomenklatur der sechs Kanile aus der Kombination der Anregungs-
wellenldnge und dem Detektor

den Fall mit zwei Farbstoffen reduziert. Die Ubertragungsrate

I3

By = —2
BT a2

(2.80)
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ergibt sich direkt aus 2.47 mit dem FRET-Paar 2 und 3. Mit diesem Wert
kann der Fall III bereits auf den Fall II zuriickgefiihrt werden. Es gilt:

o+ I
1 — B
- kry, 1 (2.81)
B
= EIQTQ )
wodurch sich die Intensitdt durch den Energietransfer Ej, = M#Tls

ergibt. Dadurch lisst sich nun direkt die abstandsabhingige Transferrate
bestimmen:

= (2.82)
12 ]12* + 712]11 . .
Mit 2.77 und 2.28 folgt:
I

I 4 o}
B 1
=

1+ M2 72+
B 1
- k 1 ki+kr 5 +kT

L T TR TNEY Y TS
_ lez

ki + kry,

I3 enthilt nach 2.74 Informationen sowohl iiber den Energietransfer von 1
nach 3, als auch von 2 nach 3. Da F»3 nun bekannt ist, kann der Anteil in
I} aufgrund von Energieiibertrag von 1 nach 3 berechnet werden durch

I = I} — yo3 17 Eog

. o1 ky ., 1
= (E},Fos + Elg)k—3 — k—iElgk—ZE% (2.83)
mit der Transferrate
k
By Tis . (2.84)

N kl + leQ + kT13

Die Transferrate von 1 nach 3 ohne den Einfluss der anderen beiden Wege
kann analog zu 2.82 berechnet werden:

3%
]1

- 2.85
B+ yi3lf ( )

Eqs
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Die korrigierten Energietransferraten 2.80, 2.82 und 2.85 kénnen mit 2.15 in
Absténde iibertragen werden.

Die Gesamteffizienz eines Systems von 1 nach 3 kann analog zu 2.78 mit der
Beziehung

1 — Eg
Ef =F,.— "% 2.86
1j 1j 1— Elelk ( )
berechnet werden [20]. Es folgt:
1— Elg 1— E12
Eiyw=FE E E
tot 2T BB P 31" b

_ Ei5(1 — Ey3)Egs + Er3(1 — E9)

2.87
1— E9b3 (2.87)

2.4.3 Ubersprechen und Direktanregung der Fluores-
zenz in andere Detektionskanile bei TrALEx

Betrachtet man die Fluoreszenzspektren und vergleicht diese mit den jewei-
ligen Detektionskanilen, so fallt auf, dass die meisten Fluoreszenzfarbstoffe
nicht nur in einem Kanal detektiert werden, sondern es immer eine Wahr-
scheinlichkeit gibt, dass ein Photon in einem anderen Detektionskanal detek-
tiert wird. Diese Wahrscheinlichkeit wurde in Kapitel 2.3.2 dargestellt und
Ubersprechen in andere Kanile genannt. Die Auswirkungen auf Messungen
mit TrALEx lassen sich aus dem normalen Einzelmolekiilmikroskop ableiten.
Fiir drei Detektionskanile und drei Laseranregungen ergibt sich ein lineares
Gleichungssystem, welches es zu 16sen gilt. Analog zu Abbildung 2.14 ge-
ben F; bis Fg die gemessenen Zahlraten aller Detektor-Laser—Kombinationen
wieder. In dieser Grafik ist der Einfluss des Ubersprechens und der direkten
Anregung durch Pfeile dargestellt. Da bei den verwendeten Farbstoffkombi-
nationen kein Ubersprechen von lingeren Wellenlingen zu kiirzeren Wellen-
langen entsteht, reichen drei Korrekturfaktoren aus:

aia  Ubersprechen von Farbstoff 1 auf Detektor 2
ai3  Ubersprechen von Farbstoff 1 auf Detektor 3
a3 Ubersprechen von Farbstoff 2 auf Detektor 3

Zuséatzlich muss fiir jeden Farbstoff die ebenfalls schon eingefiihrte direk-
te Anregung durch kurzwelliges Laserlicht korrigiert werden. Von den sechs
Kanilen kann eine Direktanregung nur in den Kanélen F, = I, F3 = I} und
F5 = I3 erfolgen. Die Korrektur erfolgt analog zu Kapitel 2.3.2.
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Abbildung 2.14: Direktanregung und Ubersprechen bei TrALEx

[z direkte Anregung von Farbstoff 2 durch Laser 1
(13 direkte Anregung von Farbstoff 3 durch Laser 1
(a3 direkte Anregung von Farbstoff 3 durch Laser 2

Daher werden aus den gemessenen Intensitdten F)..Fg durch Korrektur der
direkten Anregung

' = R
112/ = F, — BioF,
' = Fy—pisFy
Z = F
I3 = F5— (ks
¥ = F

Das Ubersprechen ergibt sich analog durch Lésen des Gleichungssystems zu-
néchst zu

1 _ 1/
Il - Il
2 2/ 1/

3 3/ 1/ 2/
Il = [1 —@13[1 —CY23<[1

— apl})
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Da neben den drei Kanélen sowohl bei blauer Anregung als auch bei gelber
Anregung ein Ubersprechen stattfindet, muss dies ebenfalls korrigiert werden:

2 =17

3 3/ 2/

Somit ergeben sich die korrigierten Intensititen zu:

II = I (2.88)
I} = Fy— BioFy — ak (2.89)
I} = F3— BisFs — aisFy — ans(Fy — B1oFy — i Fy) (2.90)
2 = F, (2.91)
I = Fy— ByFs— asxFy (2.92)
I3 = F;. (2.93)

Die neu bestimmten Fluorszenzintensititen I} - I3 gehen schlieflich in die
Berechnung der y—Faktoren und der FRET-Effizienz ein. Die Bestimmung der
Koeffizienten zur Korrektur des Ubersprechens konnen weiterhin wie gewohnt
durch die Fluoreszenz des Donors alleine (ohne FRET) bestimmt werden

Qij = njz—m - F]T ’ (2.94)
Micm iem
wobei 7%, (bzw. nj ) die Detektionswahrscheinlichkeit von Donor 7 in De-
tektor j (bzw. i) ist.
Die direkte Anregung kann mit Hilfe von TrALEx ebenfalls direkt bestimmt
werden, da gilt: '
&

VoL € ’ '

Jex “Jex

wobei durch den Akzeptor alleine bei einem festen Verhéltnis der Anregungs-
intensitit auch 3;; bestimmt ist.

2.4.4 Darstellung der TrALEx—Daten

Die Auswertung der TrALEx-Daten ist gegeniiber alternierender Anregung
mit zwei Farben komplexer. Man erhlt fiir die drei Anregungslaser und bei
drei Detektionskanélen drei Stéchiometrien und drei FRET—Verteilungen. Als
vierte Verteilung ergibt sich noch die Verteilung der totalen Energieeffizienz.
In dieser Arbeit wurden die FRET-Verteilungen zwischen zwei Partnern je-
weils gegen ihre Stochiometrie aufgetragen. Dies entspricht der gewohnten
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Abbildung 2.15: 2D-Verteilungen der stéchiometrischen Indizes in allen Kombi-
nationen. Farblich markiert ist jeweils das Vorkommen von Subpopulationen. In
jeder Darstellung sind zwei Populationen in den Diagrammen breit verteilt, wéh-
rend die anderen fiinf eindeutig lokalisiert sind.

Darstellung aus der ALEX. Zusétzlich wurden alle Kombinationen der sto-
chiometrischen Indizes gegeneinander aufgetragen. In Abbildung 2.15 sind
diese dargestellt. Es ist nicht ausreichend, nur eines der drei Diagramme
darzustellen, da jeweils zwei der sieben moglichen Kombinationen aus drei
Farbstoffen breit in dem Diagramm verteilt sind und mit einer weiteren iiber-
lagern. Anhand dieser Diagramme ldsst sich feststellen, welche Farbstoffe an
dem Experiment beteiligt waren und es lassen sich sinnvolle Subpopulationen
auswahlen.

Befinden sich alle drei Farbstoffe in einem Burst, so wird die Stochiometrie
von allen Kombinationen gleich um 0.5 streuen. Diese Population liegt also
in allen drei Diagrammen in der Mitte. Als Annahme geht dabei eine gleich-
méfkige Anregungsintensitit ein, d.h. § = 1. Fehlt nur einer der Farbstoffe,
z.B. 1, so wandert der Schwerpunkt in jedem Diagramm in die entsprechende
Richtung: S15 und Si3 streben gegen null, wihrend S53 weiterhin bei 0.5 liegt.
Somit liegt die Verteilung in den Diagrammen (Sj3 — Sa3) und (S13 — Sa3)
bei (0; 0.5), wihrend dies Population im Diagramm (S72 — S13) bei (0; 0) zu
finden ist. Interessant sind die breiteren Verteilungen der einzelnen Farbstoffe
i. Der stochiometrische Index S}, ist nur durch das Rauschen beeinflusst und
somit, breit gestreut.

Es gibt zwei Moglichkeiten, sich nur eine bestimmte Population zu be-
trachten: Zum einen koénnen iiber die Stochiometrie bestimmte Populationen
aus einem Datensatz extrahiert werden. Zum Beispiel wihlt die Vorausset-
zung 0.3 < 5;; < 0.7 fiir alle 4 und j, nur die Subpopulation mit allen drei
Farbstoffen. Zum anderen konnen auch an die Burst selbst die Vorausset-
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zung gestellt werden, oberhalb eines Schwellwerts fiir eine bestimmte Farbe
zu liegen. Dies ermoglicht eine einfachere Auswahl unabhéngig von der An-
regungsintensitat.
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2.5 Vakuolire H"—ATPase

Vakuoldre Ht—ATPasen sind groke Proteinkomplexe mit einem Gesamtge-
wicht von 700 — 800 kDa. Sie sorgen fiir eine iiber die ATP Konzentrati-
on gesteuerte Ansduerung der endomembranen Kompartimente und sind ein
Teil des sekretorischen Systems. Der Komplex besteht aus 14 verschiedenen
Untereinheiten, deren GGencode bei arabidopsis thaliana vollstindig vorliegt
[64, 65, 66]. Durch die Hydrolyse von ATP in ADP nach der Reaktionsglei-
chung

ATP = ADP + Pi+ AE (2.96)

wird iiber die freigesetzte Energie AE der Stiel der ATPase in eine Drehbe-
wegung versetzt. Dabei werden Protonen durch die Membram entgegen den
Konzentrationsgradienten transportiert. Somit wird gegen den elektrochemi-
schen Protonengradienten Arbeit geleistet und die Energie umgesetzt.
Adenosin 5’-Triphosphat (ATP) ist der wesentliche Energiespeicher in al-
len eukaryontischen und auch vielen prokaryontischen Zellen. Die Synthese
durch oxidierende oder photoinduzierte Phosphorilisierung wird bei diesen
Zellen durch eine Vielzahl von membranstindigen Prozessen bewerkstelligt,
die durch Enzyme wie der F}Fy—, V1Vp— und A;Ap—Enzymen {ibernommen
werden. Die umgesetzte Energie wird dabei in Form von Ionen oder Protonen
durch Membranen hindurch ausgetauscht. Die Erforschung der Zusammen-
setzung und die Funktion der Untereinheiten stellt zur Zeit hohe Anforde-
rungen an die interdisziplindrer Wissenschaft.

Die ATPase-Formen haben einen gemeinsamen Punkt in der genetischen
Entwicklung [67]. Alle drei Formen besitzen einen dhnlichen Aufbau, der
im wesentlichen aus drei Gruppen besteht: einem membranstindigen Teil
(Ao, Fo, Vi), der einen Ionenkanal enthélt, einem zentralen Stiel sowie dem
annihernd kugelférmigen Kopf (A, F1, V1) [68, 69, 70|. Die V-ATPase be-
sitzt zusatzlich eine zweite Stiitze in der Membran, wie Boekemaet al. durch
elektonenmikroskopische Aufnahmen beobachten konnten|71|, wodurch sich
die V-ATPase gegeniiber der F— oder A-ATPase auszeichnet. Einen weiteren
fundamentalen Unterschied bildet die reversible Dissoziation des Kopfes V;
der V-ATPase gegeniiber den anderen ATPasen |72, 73, 74|, wodurch eine zu-
satzliche Regulierung der ATPase-Aktivitat in vivo gegeben wird. Im Gegen-
satz dazu bilden A; /Ay und Fi/Fj einen stabilen Komplex in der Zelle. Diese
beiden Formen sind in der Lage, ATP auch zu synthetisieren, die V-ATPase
aber nicht. Betrachtet man jedoch die Gemeinsamkeiten in der Struktur und
der Gensequenz (Tabelle 2.2), so fillt eine hohere Ubereinstimmung zwischen
der V-ATPase und der A-ATPase auf |75, 76, 77]. Wihrend in den letzten
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M. mazeir Gé1 M. sexta DBovine E. cols

A1Ao ViVo FiFo  FiFp
A A b b
B B a a
C C - -
- D -
D E g g
E - OSsCPp dec
F F dm eec
- G - -
- H - -
- - em -
I a a+b a+b
K c c C
- d - -
- e -
H - - -
Q - - -
- d -
- - e -
- - f -
- - g -
- - F6 -
- - IF1 -

Tabelle 2.2: Auflistung dhnlicher Gensequenzen in A—, V- und F-ATPasen [67].

Jahren die aus acht Untereinheiten bestehende F; Fo—ATPase mit der Darstel-
lung der ATP-Hydrolyse als molekularer Motor aufgelost [1, 58] und bereits
1995 in atomarer Auflosung erfolgreich klassifiziert werden konnte [3|, lagen
von der pflanzlichen V-ATPase lange Zeit nicht einmal alle Untereinheiten
in ihrer Struktur aufgeldst vor. Erst in 2003 gelang es Imamura et al., die Ro-
tation des Stiels in der Membran nachzuweisen|2, 78]. Dazu wurde der Kopf
der ATPase mit drei His-tags an einer mit Ni-N'TA beschichteten Oberfliche
fixiert, und iiber ein Polystyrolkiigelchen an der Untereinheit D bzw. F konn-
te die Bewegung sichtbar gemacht werden. Dabei wurde ausgenutzt, dass die
Kopfgruppe ohne die Membran selbstindig stabil und funktionstiichtig ist.
Ende 2005 konnte schlieflich der Nachweis erbracht werden, dass der Bewe-
gungsablauf der V-ATPase sich von der F-ATPase unterscheidet|79]. Die bei
dem Experiment verwendeten V-ATPase stammt aus thermus thermophilus,
und gehort somit zu der Familie der Prokaryonten. Diese weisen im Gegen-
satz zu den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Eukaryonten eine weitaus
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ADP + P ATP

Abbildung 2.16: Arbeitsmodell der VHA, angelehnt an [82]

héhere Stabilitidt auf. Die Assemblisierung des Kopfes konnte 1999 auch bei

Eukaryonten (Weizen) gezeigt werden|80]. In dieser Arbeit wurde die VHA
aus arabidopsis thaliana verwendet, deren Gencode im Rahmen der Arabi-
dopsis Initiative vollstdndig aufgelost wurde [64]. Es konnte gezeigt werden,
dass mesembryanthenum crystallinum und arabidopsis thaliana einen glei-
chen Satz Untereinheiten produzieren [66]. Somit wurden viele Untereinhei-
ten aus mesembryanthenum crystallinum gewonnen, deren cDNA Sequenzen
zu Beginn des Projektes bereits vorlagen [19, 81].

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten zwischen den ATPasen und be-
stehenden Daten zu den Untereinheiten wurde als Hypothese das Arbeits-
modell aus Abbildung 2.16 von der VHA erstellt. Groke Buchstaben be-
zeichnen dabei Untereinheiten aufserhalb der Membran, kleine Buchstaben
membranstindige Teile. Eine Ubersicht iiber die Massen ist in Tabelle 2.3
wiedergegeben. Die Benennung erfolgt analog zu der von Sze vorgeschlage-
nen Nomenklatur [83].

Der Kopf Vi wird aus jeweils drei Untereinheiten VHA-A und VHA-B im
Wechsel und einer Untereinheit VHA-D gebildet. Gestiitzt wird der Kopf aus
einer Kombination aus VHA-G und VHA-E, wobei Seidel et al. zeigen konn-
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ten, dass die Untereinheit VHA-E in vivo als Dimer vorliegt [84, 26], wiahrend
Arai et al. folgerten, dass nur die Untereinheiten A,B, und ¢ mehrfach in dem
Komplex vorliegen [85]. In wie weit VHA-E und VHA-G sténdig gleichzeitig
in dem Komplex vorliegen oder ob sich gegenseitig ergdnzen, ist nicht geklart.
Die beiden Untereinheiten sind in der Membran zwischen Zytoplasma und
der Vakuole verankert und bilden zusammen mit dem kugelférmigen Kopf
aus VHA-A und VHA-B einen Stator.

In der Mitte der hexagonalen Struktur aus A und B liegt die Untereinheit
VHA-D, von der angenommen wird, dass sie bei Aktivitdt innerhalb des
Kopfes rotiert. Aufkerhalb der Membran befinden sich noch die Untereinhei-
ten C, F, G und H, wobei unklar ist, ob sie sich stindig im Komplex befin-
den, oder sich einzeln ablosen kénnen. Von der 54 kDa grofen Untereinheit
H wird angenommen, dass sie eine regulierende Wirkung bei der Hydrolyse
von ATP hat [86]. Diese Untereinheit ist auch die einzige, von der bisher
Kristallstrukturen veréffentlicht worden sind [87]. Die Position und Rolle der
membranstdndigen Untereinheiten ist bei weitem nicht so gesichert. Die Un-
tereinheit ¢ bildet einen Ring aus sechs bzw. in einigen Féllen auch fiinf
Isoformen. ¢’ kommt jedoch maximal in mal vor [26]. Auffillig ist die Groke
der membranstéandigen Untereinheit a mit 95 kDa. Diese reagiert empfind-
lich auf Proteasen und ist nicht immer an dem Komplex zu sehen. Dennoch
spielt sie bei der Zusammensetzung von V; und Vj eine Rolle. Die Grofke der
gesamten VHA liegt bei etwa 15nm im Durchmesser und einer Linge von
etwa 25 nm.

2003 konnten Zhang et al. elektronenmikroskopische Aufnahmen des V1 von

Bezeichnung | Molmasse / kDa
A% 68
o7
42
28
27
14
13
o4
95
40
16
17
19

QLo TOmMmEHOOQE =

a

Tabelle 2.3: Molekulares Gewicht der VHA-Untereinheiten [83].
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saccharomyces cerevisiae erzeugen, die in guter Ubereinstimmung mit dem
verwendeten Modell stehen [88]. Die Auflésung lag bei 25A. Auf Grundlage
der vorhandenen Daten wurde das Modell aus Abbildung 2.16 weiter entwi-
ckelt.
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Kapitel 3

Material und Methoden

3.1 Konfokaler Aufbau

Ein wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit bestand in dem Aufbau und der
Entwicklung eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops mit dreifach alternie-
render Laseranregung. Als Grundlage wurde dafiir ein bestehender Aufbau
eines konfokalen Laser—Scanning-Mikroskops (CLSM!') auf alternierende An-
regung erweitert. Dabei wurde sowohl der Aufbau selbst, als auch die die
Software zur Ansteuerung und Auswertung entwickelt. In Abbildung 3.1 ist
der prinzipielle Aufbau dargestellt. Zunichst soll hier eine kurze Ubersicht
gegeben werden, bevor auf die einzelnen Komponenten genauer eingegangen
wird.

Das Herzstiick dieses Aufbaus ist das invertierte Mikroskop (Olympus IX 70)
mit einem xyz—piezoelektrischen Verschiebetisch (PI-509, Physik Instrumen-
te), sowie den drei Avalanche Photodioden (APDs). Die Besonderheit gegen-
iiber herkémmlicher SMFS liegt im Bereich der Anregung. Fiir diese steht ein
Multiline-Argon-Krypton Laser (Innova 70C, Coherent, USA) zu Verfiigung,
dessen Wellenldngen iiber einen AOTF (AA.AOTF.nC, AA.Optics, Frank-
reich) selektiert werden konnen. Die Ansteuerung aller Komponenten wird
an eine Analog-Output Karte (PXI 6713, National Instruments) in einem
Echtzeitrechner (PXI 8186, National Instruments) iibergeben.

Die unterschiedlichen Wellenldnge des Lasers werden iiber den AOTF selek-
tiert und in einen Lichtwellenleiter (460-HP, Nufern, USA) gekoppelt. Nach
dem Auskoppeln wird der Strahldurchmesser iiber ein Teleskop dem Objektiv
angepasst. Ein Strahlteiler reflektiert das Laserlicht nun in das Olimmersions-
objektiv. An dieser Stelle wurde je nach Anwendung ein Triple- oder Dual-
band Strahlteiler verwendet. Diese haben einen schmalen reflektiven Bereich

LCLSM: Confocal Laser Scanning Microscopy

65
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Abbildung 3.1: Ubersicht iiber den TrALEx-Aufbau
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Abbildung 3.2: Innova 70C

mit einer hohen Durchlassigkeit jenseits dieser Wellenldngen. Fluoreszenz-
licht aus dem Fokus wird wiederum iiber das Objektiv gesammelt und tritt
durch den Strahlteiler hindurch. Entsprechend eines konfokalen Aufbaus ge-
langt das parallele Licht iiber eine Kombination aus zwei Linsen und einer
Lochblende auf die Emissionsstrahlteiler. Diese sind dichroitische Langpass-
kantenfilter, so dass Licht unterhalb einer Wellenldnge reflektiert wird und
oberhalb passieren kann. Durch zusitzliche Emissionsfilter vor jedem De-
tektor wird das restliche Streulicht gefiltert. Schlieflich wird {iber ein Linse
(f=40 mm) das Signal auf die APD fokussiert.

Bei einem Ereignis auf einem der Detektoren wird dieses aus einer Kombina-
tion aus den Detektoren und der Anregungswellenléinge, sowie einer makro-
skopischen und einer mikroskopischen Zeit in dem Rechner gespeichert.

3.1.1 Anregungsquelle

Als Anregungsquelle wurde ein Argon-Krypton Ionenlaser (Innova 70C, Co-
herent) verwendet. Dieser konnte so konfiguriert werden, dass alle potenti-
ellen Wellenléingen des Mediums zeitgleich in dem Resonator in Resonanz
gelangen. Die Wellenldnge mit ihrer Lesitung sind in Tabelle 3.1 dargestellt.
Der Laser arbeitet im sogenannten ,Multiline Modus“ [89]. Dadurch werden
gleichzeitig die Wellenldngen 476 nm, 488 nm, 514 nm, 531 nm, 568 nm und
647 nm emittiert. Das Verhédltnis der Intensitdten kann dabei sowohl iiber
eine innere Blende als auch iiber die Pumpleistung angepasst werden. Fin
Nachteil dieser Anordnung ist, dass der Laser nicht auf allen Wellenldngen in
einer TEMgy—Mode emittiert. Durch die Wahl einer kleinen Blende kénnen
relativ homogene Moden bei allen verwendeten Wellenldngen erreicht wer-
den. Die Messungen wurden daher bei einem Pumpstrom von 30 Ampere
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Wellenldnge / nm Leistung / mW

476 335
488 980
514 950
931 270
268 415
647 360

Tabelle 3.1: Spektum des Innova 70C im cw—Betrieb mit maximalen Pumpstrom
(40 A) und offener Austrittsblende (A0)

mit der Austrittsblende A2 vorgenommen. Jedoch waren zusitzliche Schritte
notwendig, das Strahlprofil zu verbessern.

Der weiter hinten dargestellte AOTF ldsst eine schnelle Selektion einzelner
Wellenldngen zu. Durch ein OD-Filterrad wurde die mittlere Intensitit den
Messungen angepasst. In dem Schema auf Seite 66 fehlt die zusétzliche Sau-
berung der ausgewihlten Moden iiber eine ,Single-Mode* Glasfaser (460-HP,
Nufern, USA), bevor der Strahldurchmesser vergréfsert wurde. Durch diese
Faser konnte schlieklich eine sehr homogene Ausleuchtung der hinteren Off-
nung des Objektivs gewidhrleistet werden. Die Faser transmittiert im Bereich
von 450 nm bis 600 nm und verhindert die Transmission hoherer Moden.

Die Auswahl der Anregungswellenléngen wurde so getroffen, dass die Ra-
manlinien von Wasser wieder in Ubereinstimmung mit der niichsten Anre-
gungswellenlinge bzw. auferhalb der zu detektierenden Fluoreszenz liegt. Die
symmetrische O-H Streckschwingung hat eine Bande bei 3585 cm ~! . Daher
wurden Rh110 und ATTO488 anstelle der iiblichen 488 nm mit 476 nm ange-
regt (vgl. Tabelle 3.2). Als weitere Wellenlédngen wurden 568 nm und 647 nm
gewahlt.

Die eingesetzten Leistungen sind zundchst grofer als bei SMES mit einer

Anregung Ramanstreuung von Wasser

476 nm 576 nm
568 nm 716 nm
647 nm 847 nm

Tabelle 3.2: Ramanbanden der symmetrischen O-H Streckschwingung.

Wellenlénge. Dies liegt daran, dass jede Anregungswellenlinge bei TrALEx
nur ein Drittel der Zeit an ist. Da die Zerstorung der Fluoreszenzfarbstoffe
nicht nur von der durchschnittlichen Leistung abhéngt, ist es dennoch nicht
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Abbildung 3.3: Beugung in einem AOTF nach Bragg

sinnvoll, die dreifache Anregungsleistung im Vergleich zu kontinuierlicher Be-
strahlung einzusetzen. Daher wurden die Leistungen so angepasst, dass eine
optimale Zahlrate fiir die Farbstoffe erzielt wurde. Typische Anregungsleis-
tungen bei einfarbiger SMFS liegen zwischen 100 und 300 pW. Fiir TrALEx
wurde fiir 476 nm eine Leistung zwischen 400 und 1000 pW gewéhlt. Da-
bei ist jedoch zu bedenken, dass der Extinktionskoeffizient von Rh110 oder
ATTO488 nur noch etwa 40% vom Maximum betrégt. Die beiden anderen
Wellenldngen wurden zwischen 200 und 500 uW eingesetzt. Zusétzlich konn-
ten mit dem AOTF die Beleuchtungsdauer fiir eine gleichméfige Detektion
otpimiert werden.

3.1.2 Selektion der Wellenlingen

Die Auswahl der Wellenléngen erfolgt iiber eine einstellbaren akusto-optischen
Filter (AOTF?, AA Opto-Electronic, Frankreich). Dieser erlaubt die Aus-
wahl und Modulation einzelner oder mehrerer Wellenldngen iiber ein breites
Spektrum. Das Prinzip des Akusto—Optischen—Effekts wurde bereits 1921
von Brilouin vorhergesagt und 1932 durch Lucas, Biquard und Debye besté-
tigt. Durch eine mechanische Kraft a wird eine lokale Anderung der Permit-
tivitit € in einem Kristallgitter hervorgerufen. Eine planare akustische Welle
entlang der Achse z bewirkt eine periodische Anderung des Brechungsindex.
Daher stellt das Medium fiir Licht ein sich bewegendes Phasengitter dar.
Prinzipiell wird zwischen dem Raman-Nath und dem Bragg Gebiet unter-
schieden. Bei einem AOTF wird die Bragg’sche Reflexion ausgenutzt (Ab-
bildung 3.3). Durch eine Frequenz von etwa 100 MHz wird eine Wellenlénge
von der 0. Ordnung auf die 1. Beugungsordnung abgelenkt. Dabei trifft die
einfallende Lichtwelle senkrecht auf den geschliffenen Kristall, in dem iiber
einen Schwingquarz eine sich bewegende Welle induziert wird. Durch das

2AOTF: Acousto Optical Tunable Filter



70 KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

Laserleistung < bW
Polarisation (in) 1
Polarisation (out) |
Material TeOs
Anstiegsflanke L5pus (@ 1.5 mm)
Temp. Stab. + 0.05°C
Spektraler Bereich 450-700 nm
Seperation (0. und 1. Ordnung) > 4.6°
Chromatische Abweichung < 0.2mrad

Tabelle 3.3: Eigenschaften des AA.AOTF.nC [90]

sich verdndernde Beugungsgitter, wird eine Frequenz von dem ordentliche
Strahl weg gebeugt, und verlisst den Kristall mit einem leichtem Versatz
gegeniiber dem einfallenden Lichtstrahl. Unterschiedliche Frequenzen bewir-
ken nur, dass sich die gebeugte Wellenléinge dndert, nicht jedoch die Position
des gebeugten Strahles. Uber die Amplitude des akustischen Signales wird
der Anteil der Reflexion veriindert. Die relative Anderung ist dabei propor-
tional zu sinQ\/ﬁf_l, wobei P,; die Leistung der Radiofrequenz ist. Durch
die nichtlineare Beugung dreht sich die Polarisationsebene des ausgehenden
Strahles. Alle relevanten Eigenschaften des verwendeten AOTF sind in Ta-
belle 3.3 wiedergegeben.

3.1.3 Mikroskop

Als Mikroskop wurde ein Olympus IX 70 eingesetzt. Dieses Mikroskop hat
durch seine frei zugéngliche Strahlteilerkasette den Vorteil einer hohen Va-
riabilitdt. Wahrend bei den ersten Messungen noch die Detektion iiber die
Tubuslinse mit einer 2f-Abbildung erfolgte, wurde spiter der Strahlteiler
ebenfalls auferhalb des Mikroskops gesetzt, um einen parallelen Strahlen-
gang zu verwirklichen. Dies hat den Vorteil, dass auf der Detektionsseite
weitere Komponenten eingebaut werden konnen, da der Abstand zwischen
Mikroskop und den Detektoren nicht so begrenzt ist. Weiterhin kann eine
genauere Positionierung des Signales auf die Detektoren erfolgen.

3.1.4 Objektiv

Wihrend der Arbeit kamen zwei unterschiedliche Objektive zum Einsatz.
Zum einen ein Nikon 60fach Objektiv mit einer NA von 1.4 und einer hinte-
ren Offnung von 0.5 cm. Dieses Objektiv wurde bei Messungen in Lésungen
eingesetzt. Durch seine relativ kleine Offnung ist es nicht so anfillig gegen
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Storungen im Strahlprofil, die bis zum Einbau der Glasfaser vorhanden wa-
ren. Messungen in der Nihe der Oberfliche waren jedoch mit diesem Ob-
jektiv nicht durchfiihrbar. Daher wurde das Objektiv nach der Korrektur
des Strahlprofiles bei Oberflaichenmessungen durch ein lichtstiarkeres 60-fach
Objektiv mit einer NA von 1.45 (PlanApoChromat, Olympus) ausgetauscht.
Die hintere Offnung ist mit fast einem Zentimeter sehr grof und kann zur
totalen internen Reflexion benutzt werden.

3.1.5 Filter und Dichroite

Bei dem Einsatz von Filtern wird zwischen Anregungsfiltern und Emissions-
filtern unterschieden. Wahrend Anregungsfilter vor allem dafiir sorgen, dass
nur die gewiinschte Wellenlénge in die Probe gelangt, sind die Anforderungen
an die Emissionsfilter weitaus grofer.

Auf der Anregungsseite waren durch den Einsatz des AOTFs keine Filter
vorgesehen. Jedoch hat sich herausgestellt, dass beim schnellen Wechsel der
am AOTF angelegten Frequenzen 514 nm und 531 nm den AOTF ebenfalls
passieren konnten, obwohl nur die Frequenzen fiir 476 nm, 568 nm und 647 nm
auf den Kristall einwirken. Dies machte den Einsatz eines Filters notwendig.
Als Losung wurde ein 546L.P vor dem Glasfaserkabel leicht verkippt einge-
setzt. Dieser zeigte einen Durchlass bei 476 nm und oberhalb von 535 nm,
wahrend 514 nm und 531 nm zu etwa 95% geblockt wurden.

Bei der SMFS wird die Anregungswellenlinge hiufig durch einen dichroi-
tischen Strahlteiler von den Fluoreszenzsignalen getrennt. Der Einsatz von
mehreren Wellenldngen wéhrend einer Messung stellt daher an den Strahl-
teiler den besonderen Anspruch, alle Anregungswellenlingen zu reflektieren
und das Fluoreszenzlicht dennoch méglichst breit durchgehen zu lassen. Er-
reicht wurde dies bei TrALEx durch einen speziellen Tripleband-Passfilter,
dessen Spektrum in Abbildung 3.5 dargestellt ist.

Die Detektion von Photonen soll in Abhéngigkeit ihrer Wellenldnge erfol-
gen. Dadurch kann wesentlich mehr Information gewonnen werden. In dieser
Arbeit wurde die spektrale Auflésung durch mehrere Detektoren mit dichroi-
tischen Strahlteilern umgesetzt. Die Entwicklung der Strahlteiler hat gerade
in der letzten Zeit enorme Fortschritte gemacht, so dass heute breitbandi-
ge Langpasskantenfilter zur Verfiigung stehen, die oberhalb einer gewiinsch-
ten Wellenléinge eine hohe Transmission (>95%), und fiir einen grofen Be-
reich unterhalb dieser Wellenldnge eine Refletivitit von iiber 95% zeigen.
Fiir die Messungen mit TrALEx wurden die beiden Strahlteiler DC560LP
und DRLP650 (Omega, USA) unter 45° verwendet. Die Absorptionsspek-
tren sind in Abbildung 3.4 wiedergegeben. Da die beiden Filter unterhalb
500nm bzw. unterhalb 575 nm wieder transmittieren, wurde zusétzlich ein
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Abbildung 3.4: Transmission der Langpassfilter und Strahlteiler bei Verwendung
von TrALEx.

500 nm Langpasskantenfilter senkrecht in den Emissionsstrahlengang einge-
setzt.

Die Strahlteiler allein sind jedoch zur ausreichenden Unterdriickung der
Anregungswellenléingen nicht geeignet. Um jedoch méglichst wenig Photo-
nen zu verlieren, sollte die Transmission der zusdtzlichen Filter im Bereich
der Fluoreszenz eines Farbstoffes nahe 100% sein, und gleichzeitig andere
Wellenléngen vollstindig unterdriicken. Vor allem Streulicht der Anregung,
aber auch Ramanstreuung, das Ubersprechen anderer Fluoreszenzfarbstoffe
oder unerwiinschte Fluoreszenz der Probe, z.B. von Chlorophyll, gilt es zu
unterdriicken. Als geeignet haben sich ein 531/30 (Semrock) vor Diode 1, ein
605/55 HQ (AHF) vor Diode 2 und ein 692/40 (Semrock) vor Diode 3 erwie-
sen (Abbildung 3.5). Dadurch lagen alle Detektionsbereiche aufserhalb der
Anregungswellenlingen und der jeweiligen Ramankomponenten von Wasser.
Die Transmission der Kombination aller Filter ist in Abbildung 3.6 darge-
stellt. Zusétzlich sind die Fluoreszenzspekten der drei verwendeten Farbstoffe
Rh110, AlexaFluor 568 und ATTO647N wiedergegeben. Wihrend die ersten
beiden Farbstoffe ihr Maximum in Ubereinstimmung mit dem Detektions-
bereich haben, fillt das Emissionsmaximum von ATTOG647N aufserhalb des
Filterbereichs. Wie in Tabelle 3.4 wiedergegeben, ergibt sich auch fiir AT-
TOG647N eine passable Wahrscheinlichkeit von 34% auf Detektor 3 detektiert
zu werden. Die beiden anderen Farbstoffe werden nicht wesentlich besser



3.1. KONFOKALER AUFBAU 73

Semrock 531/30
100+ —— AHF 605/55 HQ
l Semrock 692 / 40
== Triple Band |
80

60

40

Transmission / %

20

450 500 550 600 650 700 750 800
Wellenldnge / nm

Abbildung 3.5: Transmission der Bandpassfilter bei Verwendung von TrALEx.
Zusitzlich sind die Anregungswellenléngen (476, 568, 647 nm) und deren Raman-
linien von Wasser (576, 716, 847 nm) eingetragen.
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Abbildung 3.6: Transmission der Filterkombinationen fiir alle APDs (schwarz),

sowie die Fluoreszenzspektren (gestrichelt) und die Detektionswahrscheinlichkeit
(durchgezogen) der Fluoreszenzfarbstoffe.
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Farbstoff ‘ Diode 1 Diode 2 Diode 3
ATTO488 38.5 (100) 5.4 (14.0) 0.2 (0.5)
ATTO565 - 45.8 (100) 6.9 (15.0)
ATTOG47TN — - 33.5 (100)

Tabelle 3.4: Detektionswahrscheinlichkeit der Farbstoffe auf die Detektoren bei
TrALEx in Prozent. In Klammern sind die erwarteten Werte fiir das Ubersprechen
dargestellt.

ct direx v 5
2;?8;22 0.1403 0.1064 1.3681 1.4652
ﬁ??ggi?N 0.0052 0.0098 0.7070 2.8011
ﬁ??ggi%\] 0.1507 0.0780 0.5168 1.2500

Tabelle 3.5: Berechnung von « und §

detektiert. Aus diesen Werten kann das Ubersprechen eines Farbstoffs auf
andere Kanéle bestimmt werden. Die Werte in Prozent sind ebenfallls in der
Tabelle dargestellt.

Der Einfluss dieser Faktoren auf die Messungen von Energietransfer und
der Stochiometrie mit alternierender Anregung ist in Kapitel 2.4 ausfiihrlich
behandelt worden. In Abbildung 3.7 sind, mit den aus Ensemblemessungen
der Farbstoffe und der Filtertransmission bestimmten Werten, die potenti-
ellen Fluoreszenzsignale der Detektoren in E,ox und S fiir unterschiedliche
Transferraten dargestellt. Die ebenfalls daraus errechneten v- und é6—Faktoren
sind in Tabelle 3.5 fiir die Anregungsleistungen 350 uW (476 nm), 250 uW
(568 nm) und 250 uW (647 nm), zusammengefasst.

3.1.6 Detektoren

Fiir die Detektion von Fluoreszenz einzelner Molekiile ist zunéchst eine gu-
te Quantenausbeute gefordert. Durch die schnellen Verdnderungen in der
Fluoreszenz gerade bei Experimenten mit FRET, ist die Ansprechzeit und
die Totzeit zwischen zwei aufeinander folgenden Ereignissen ebenfalls inter-
essant. Als drittes Kriterium sollte das Hintergrundrauschen mindestens zwei
Grofkenordnungen geringer als das Signal sein.
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Abbildung 3.7: Detektion von Bursts mit den FRET-Werten (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8,
1.0) in Abhéngigkeit von v und §. Die Verteilungen sind simuliert auf Grundlage der
errechneten Detektionswahrscheinlichkeit der Farbstoffe und Filter bei TrALEx.
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Abbildung 3.8: Detektionswahrscheinlichkeit der Dioden aus der AQR-1x Serie.

Avalanche Photodioden (APD) sind festkorperbasierte Halbleiterdioden,

die aus Photonen Elektronen erzeugen. Anders als in normalen Photodioden
werden die Elektronen iiber den Avalanche-Effekt innerhalb der Diode in
Abhéangigkeit zur angelegten Spannung verstarkt. Das Signal ist proportional
zur Intensitit auf der aktiven Detektorfliche. Die in dieser Arbeit verwen-
deten Detektoren (AQR 14 / 15 (PerkinElmer)) haben eine aktive Fliche
von etwa 180 pm und sind iiber Peltierelemente gekiihlt. Dadurch wird eine
Untergrundzihlrate von weniger als 100 Ereignissen pro Sekunde erreicht.
Die Auszeit zwischen zwei aufeinanderfolgenden, detektierbaren Ereignissen
liegt fiir diese Dioden bei etwa 300ns. Die APDs kénnen mit einer Genau-
igkeit von 300 ps die Ankunftszeit der Photonen zu einem entsprechenden
Triggersignal detektieren. Die Genauigkeit kann durch eine kleinere, effektiv
genutzte Flache erhoht werden.
In der Detektionseffizienz liegen diese APDs mit einem Maximum von 70%
bei 700 nm inzwischen hinter modernen CCD-Kameras, die aufgrund ihrer
Wiederholrate im Bereich von kHz vermehrt Einzug in dem Gebiet der Ein-
zelmolekiilmessungen erhalten. Die Vorteile von APDs liegen immer noch in
der zeitlichen Genaugkeit, was bei Lebensdauermessungen, aber auch bei dy-
namischen Verdnderungen in der Fluoreszenz von besonderem Interesse ist.
In dem im Rahmen dieser Arbeit verwendeten spektralen Fenster von 500 nm
bis 800 nm liegt die Detektionswahrscheinlichkeit durchgehend oberhalb von
50%. Zusammen mit der zeitlichen Auflésung und dem geringen Rauschen
stellen APDs einen guten Kompromiss an die gestellten Anforderungen.
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Abbildung 3.9: Prinzip des TCSPC der SPC830 (entnommen aus [91])

3.1.7 Zahlkarte

Die verwendete Zahlkarte (SPC 830, Becker & Hickl, Berlin) ist speziell auf
die Detektion von einzelnen Molekiilen ausgelegt. Durch die extrem schnel-
le Signalverarbeitung und einem ausreichenden Speicher konnen bis zu 410°
Photonen pro Sekunde detektiert werden. Die Auflésung liegt bei 7 ps mit ei-
ner Totzeit von 125 ns fiir aufeinander folgende Ereignisse. Das Prinzip dieser
Karte beruht auf einer Umwandlung der zeitlichen Information in eine Ampli-
tude (TAC?), vergleiche dazu die Abbildung 3.9. Ein Ereignis vom Detektor
wird vom CFD* an den TAC weitergegeben. Dies 16st eine Spannungsrampe
aus und der Wert wird beim Eintreffen des nichsten Synchronisationspulses
(SYNC) vom 12 Bit ADC? digitalisiert auf der Karte gespeichert. Die Daten
werde dabei im FIFO%-Modus aufgenommen, wodurch fiir jedes Photon die
Ankunftszeit gespeichert wird. Dadurch kénnen nachtriglich die Photonen
durch Software korreliert werden. Neben der sogenannten Mikrozeit, wird
zusitzlich eine 50 ns genaue makroskopische Zeit gespeichert. Bei der Ver-
wendung mehrerer Detektoren wird zu jedem Ereignis eine Zuordnung in 4
Bit gespeichert. Liefern zwei Detektoren innerhalb eines SYNC ein Signal, so
wird dieses Ereignis als ungiiltig markiert und nicht gespeichert. Alle Daten
sind dem Handbuch zu dieser Karte entnommen [91].

3TAC: Time-to-amplitude Converter
4CFD: Constant Fraction Discriminator
SADC: Analog-digital Converter
SFIFO: First In First Out
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3.1.8 xyz—Scanner

Verwendet wurde ein dreidimensionaler closed-loop—Piezoscanner (P-517.3CL,
Physik Instrumente, Gottingen), dessen Position iiber einen 3-Kanal Ver-
stiarker (E503.00, Physik Instrumente, Gottingen) geregelt wird. Uber die
AO-Karte erhiilt der Verstéirker (PI-509, Physik Instrumente, Gottingen) ein
Spannungssignal mit einer Ubersetzung von einem Volt pro pm. Die Scan-
weite betrdgt in x,y 100 um und in z 20 pm. Die Ansteuerung ist mit dem
AOTF und der Datenaufnahme synchronisiert.

3.2 Steuerung des TrALEx—Aufbaus und Aus-
wertung

3.2.1 Steuerung

Die zentrale Steuerung und Synchronisation aller Komponenten wurde durch
ein Programm in LABVIEW (Version 7.1) vorgenommen. Das Programm ist
im Rahmen dieser Arbeit entwickelt worden und beruht auf einem Programm
zur Ansteuerung eines konfokalen Laser-Scanning Mikroskops. Als externer
Zeitgeber wird eine prézise Uhr (Modelocker PulseDrive, APE GmbH, Ber-
lin) mit 76.529700 MHz verwendet.

In Abbildung 3.10 ist die Ansteuerung in einem Flussdiagramm wiedergege-
ben. Uber das Programm erhilt die Analog-Output Karte (AOut, PXI 6713,
National Instruments) zunéchst die auszugebenden Funktionswerte, sowie die
Wiederholrate und deren Geschwindigkeit. Insgesamt werden zur Steuerung
drei Kanile fiir den piezogetriebenen xyz—Verschiebetisch, drei Kandle zur
Steuerung des AOTFs und ein Kanal fiir die Synchronisation benétigt. In-
nerhalb der Karte werden die digitalen Funktionen in analoge Spannungen
umgewandelt, mit einer maximalen Auflésung von einem Megasample. Dies
entspricht in etwa einer Auflésung von einer Mikrosekunde. Der Startimpuls
bewirkt, dass die Photonenzéhlkarte (SPC830) gestartet wird. Werden von
den APDs nun Ereignisse detektiert, wird der Kanal iiber den Router in 2
Bit verschliisselt und iiber den Eingang ,cfd“ ein Ereignis an die Zihlkarte
weitergegeben. Die drei Kanile sind in den Routing-Bits 20 und R1 kodiert.
Gleichzeitig mit dem Startimpuls erhalten sowohl der AOTF als auch der
Piezotisch die in Spannung kodierten Anweisungen vom analogen Output an
ihre jeweiligen Steuereinheiten (AA.AOTF.nC bzw. Amp E503.00). Mit der
Spannung von 0...10V wird im AOTF fiir jeden Kanal einzeln die Amplitu-
de einer Radiofrequenz im Kristall geregelt, wodurch der Anteil an gebeugter
Intensitat einer Wellenldnge verdndert wird. Somit regelt die Amplitude die
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Abbildung 3.10: Flussdiagramm der TrALEx—Ansteuerung.

Intensitat einer Wellenldnge. Diese Spannungen werden iiber ein externes
ODER~Gatter (ODER) wiederum in zwei Bit kodiert, die auf die SPC830
als Routing-Bit R2 und R3 gegeben werden (blau). Da die interne Elektronik
der AOTF-Ansteuerung (AA.AOTF.4C), wie im folgenden Abschnitt erldu-
tert, eine Verzogerung hervorruft, ist es notwendig, diese Bits ebenfalls zu
verzogern. Die Verzogerung betrug konstant 8 us, diese kann iiber ein Minia-
turtaster im Gerét eingestellt werden.

Der Piezotisch (xyz) bekommt von dem Verstirker (Amp) die Anweisung,
welche Position er einnehmen soll. Diese wird selbsténdig iiber eine Schleife
zwischen dem Positioniertisch und dem Verstirker kontrolliert.

Da die Diffusionszeit von Molekiilen durch einen Fokus etwa 300 us be-
tragt, ist ein schnelles Schalten der Wellenldngen notwendig. Ziel sind da-
her mehrere Zyklen aller Anregungswellenlingen wiahrend der Diffusionszeit.
Durch die AO-Karte konnten bei einer Belegung von sechs Kanélen gleich-
zeitig noch sechs Werte pro Mikrosekunde ausgegeben werden. Die Anzahl
der Datenpunkte begrenzte wiederum die Wiederholrate, so dass bei drei
zu steuernden Laserwellen eine maximale Wiederholrate von 60 ps und einer
Auflésung von 360 Werten erreicht werden konnte. Da die Anstiegsflanke des
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AOTFs grofer ist als eine Mikrosekunde (Tabelle 3.3), ist dies ausreichend
genau. Uber ein Oszilloskop wurde die Flankensteilheit und der Jitter des
analogen Ausgangs iiberpriift. Der Jitter lag unterhalb von 0.05 us, die Flan-
ken wiesen eine Anstieg von 0V auf 10V und umgekehrt kleiner 1 us auf, ein
Uberschwingen konnte nicht beobachtet werden. Die vorgegebene Dauer von
60 ps konnte im Rahmen der Auflésung bestéitigt werden.

Bei der Auswertung der ersten mit TrALEx erzeugten Daten, wurde ein nicht
konstant bleibender Unterschied zwischen den von der AO-Karte erzeugten
Signalen und den Makrozeiten der FIFO-Daten erkannt. Diese unterschieden
sich um den Faktor 0.9999887+0.0000003. Bei einem Zyklus von 60 s macht
dies zundchst nur einen Unterschied von 0.00067 us aus, jedoch bereits nach
100000 Zyklen ist zwischen den beiden Uhren eine Differenz von mehr als
einem Zyklus. Gerade die nicht konstante Abhéngigkeit fiihrt zu Schwierig-
keiten. Die Differenz in der Korrektur fiihrt zu einer Abweichung von 1075 us,
wodurch nach etwa 360 Sekunden (6000000 Zyklen) ein vollstandiger Zyklus
als Differenz auftaucht. Weiterhin entstand ein konstanter Offset von 8 us
zwischen der eingestellten und ausgegebenen Wellenldnge. Zunéchst wurden
daher die aufgenommenen Daten iiber deren Verteilung bei der Auswertung
optimiert. Dies ist ein langwieriger Prozess und liefert vermeidbaren Fehler-
quellen. Da die SPC830 iiber insgesamt vier Routing Kanile verfiigt und nur
zwei dieser Kandéle durch die drei Detektoren belegt waren, wurde stattdes-
sen den Photonen eine zusétzliche Markierung fiir die jeweilige Laseranregung
mitgegeben. Dafiir wurden drei Varianten in Betracht gezogen:

Variante I Routing Flag wird bei Auswertung durch Software erzeugt, Anpassung
erfolgt iiber Flankensteilheit
e Langwierige Auswertung
e Hohe Fehlerrate bei kurzen Messzeiten
e Verdnderungen der Korrektur wihrend einer Messung konnen nicht

korrigiert werden

Variante II Routing Flag durch zwei Stanford Uhren, Synchronisation mit einem
Kanal
e Synchronisation ist ausreichend (1x pro Zykus)

e Umstandliche Programmierung vor allem beim Wechsel vom 2D-
Scan zur zeitlichen Aufnahme eines Spots

e Einfiigen von Pausen zur Vermeidung von Schwebungen beim Schal-
ten des AOTF nur bedingt méglich
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Variante 1II Routing Flag durch Hardware. Uber ein ODER-Gatter werden je zwei
der AO-Kanile verkniipft. Zusétzlich kann eine Verzégerung iiber Jum-
per eingestellt werden. Bendtigte Auflosung etwa 1 Megasample pro
Kanal

e Verzogerung wird korrigiert

e TrALEx—Markierung ist permanent synchronisiert mit der An-
steuerung

e Grofle Variabilitdt in der Steuerung
e Keine zusitzlichen Fehlerquellen

e Erweiterung um maximal einen Detektor und eine Wellenlénge

Variante III ist vor allem durch die Variabilitdt von Vorteil. Verdnde-

rungen an der Ansteuerung ergaben die korrekt verdnderten Werte fiir die
entsprechende Wellenldnge. Dadurch waren Aufnahmen mit nur einer Wel-
lenlange oder mit ALEX moglich. Das Setzen von Pausen vor jedem Wechsel
der Wellenlénge von einer Millisekunde wurde vereinfacht. Weiterhin konnte
das Verhéltnis der Anregungsdauer innerhalb des Zyklus beliebig verdndert
werden, so dass iiber diesen Faktor die effektive Anregungsleistung reguliert
werden konnte, ohne die Intensitdt weiter zu erhéhen.
Das Ansprechen des AOTFs wurde anhand von Histogrammen der Ankunfts-
zeiten innerhalb eines Zyklus sichergestellt. In Abbildung 3.11 ist das Ant-
wortverhalten zu erkennen. Die Reihenfolge der Anregung war 476-647—
568 nm, ohne Pausen vor einem Wechsel.

Als Probe wurde ,wire0409“ in einer Konzentration von 10~® molar einge-
setzt. Durch FRET erhalten bei blauer Anregung auch die Detektoren 2 und
3, bei gelber auch Detektor 3 ein Signal. Die Flanken sind bei allen Wechseln
etwa 2.5 us steil. Auffallend ist das Uberschwingen beim Wechsel von 568 nm
auf 476 nm. Offenbar sind beide Frequenzen fiir einen kurzen Moment gleich-
zeitig im AOTF vorhanden. Dadurch wird die eindeutige Zuordnung gestort.
Durch Messungen mit einem Spektrometer konnte gezeigt werden, dass nicht
nur die beiden Wellenldngen vorhanden sind, sondern zusétzlich 514 nm und
527nm den AOTF passieren konnten. Das Einfiigen einer Pause von etwa 1 us
konnte sowohl das Uberschwingen, als auch die Transmission der zusitzlichen
Wellenldngen unterbinden.

3.2.2 Auswertung

Da die Auswertung der FIFO-Daten recht speicherintensiv ist, wurde diese
auf einem externen Rechner durchgefiihrt, um die Messungen nicht zu stéren.
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Abbildung 3.11: Antwortverhalten des AOTF

Das Programm tralex.11lb zur Auswertung von TrALEx—Daten in Losun-
gen ist zu weiten Teilen im Rahmen dieser Arbeit entstanden, nur fiir die
Umwandlung der Rohdaten in FIFO-Daten und die Burstanalyse wurde auf
bereits bestehende Komponenten zuriickgegriffen.

Die Auswertung der Daten erfolgt in mehreren Schritten: Nach der Um-
wandlung der Rohdaten in FIFO-Daten werden diese auf die sechs relevan-
ten Kanéle reduziert, und entsprechend der Anregungswellenléinge und den
Detektionskanélen sortiert. Dabei wird jedem Photon ein neuer Routerka-
nal zugewiesen und der Datensatz in einer globalen Variablen gespeichert,
um eine unnotige Speicherbelastung durch ungenutzte Kanéle zu vermeiden

(Tabelle 3.6).

Im Anschluss daran erfolgte das Zusammenfassen der Daten pro Kanal in
gleich grofse Zeitabschnitte (Binning) und die Umrechnung aller Intensititen
auf kHz. Diese Spuren konnen sehr grof werden und werden daher nur tem-
porar als ,MCS“-Spur im Speicher abgelegt.

Die eigentliche Auswertung beginnt mit der Korrektur des Hintergrundes fiir
alle Kanéle aus den Messdaten des Puffers unter den eingestellten Messbe-
dingungen. Danach werden die Koeffizienten fiir das Ubersprechen und der
direkten Anregung aus den entsprechenden Proben bestimmt (vgl. Abschnitt
2.4.3). Diese sind relative Faktoren und bleiben fiir eine Einstellung wihrend
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Bezeichnung Routerkanal
Summe 0

L1D1
L1D2
L1D3
L2D2
L2D3
L3D3

S| O | W N~

Tabelle 3.6: Kanalzuordnung bei TrALEx, Ln liefert die Bezeichnung fiir die
Anregungswellenléinge, Dn fiir den Detektor.

einer Messreihe konstant. Beim Einlesen neuer Messdaten wird die Intensitéat
auf jedem Kanal entsprechend des Ubersprechens und der direkten Anregung
korrigiert, so dass in den Daten eines Kanals nur noch das Fluoreszenzsignal
eines Farbstoffs enthalten ist.

Die Auflosung der durch FRET bedingten Verinderungen wird durch den
néichsten Teil der Software iibernommen. Dafiir werden aus den MCS-Spuren
iiber eine Burstanalyse die Intensitéiten eines jeden Kanals in Bursts zusam-
mengefasst. Die genauere Beschreibung der Bursterkennung ist in Abschnitt
3.4 erliutert. An dieser Stelle beginnt die Ubersetzung der Intensitit in den
Stochiometrischen Index und in Ep,.—Werte, bzw. nach der Korrektur durch
die y—Faktoren in korrigierte £ und S,—Werte.

Fiir die Bestimmung der y—Faktoren wurden die Daten der Kalibrierungspro-
ben exportiert und iiber ein Script in MATLAB die Schwerpunkte von E.ox
gegen 1/S durch eine lineare Regression angepasst. Aus den beiden Koeffizi-
enten ergeben sich die Faktoren v und ¢ nach Gleichung 2.79.

3.3 Aufbau eines Modellsystems fiir Multistep—
FRET

Um verléssliche Ergebnisse aus unbekannten Daten zu gewinnen, ist es not-
wendig ein neuartiges Messverfahren unter bekannten Voraussetzungen zu
testen. Die so gewonnen Ergebnisse lassen Riickschliisse auf mogliche Fehler-
quellen, Starken und Schwéchen des Messverfahrens zu. Als Modellsysteme
kommen nur solche in Frage, in denen bekannte Abstéinde zwischen den Fluo-
rophoren bestehen. Idealerweise sollte es mit dieser Probe oder den Proben
moglich sein, unterschiedliche rdumliche Anordnungen zu erzielen, die sich
dann mit TrALEx beobachten lassen. DNA hat sich als Trager fiir solche
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Messverfahren als gut geeignet herausgestellt. Ob es um Studien zu den Bin-
dungskraften geht [92, 93, 94|, Einfluss von DNA-Hairpins [95, 96, 48] und
den Einsatz von fluoreszierenden DNA—Sonden in der Virologie, oder die be-
kanntere Holiday Junction [97, 98]. Vor allem das einfache Handling und das
relativ einfache Design von neuen Proben bieten hier eine Vielzahl von Még-
lichkeiten.

Fiir eine sinnvolle Probe im TrALEx—Setup miissen mindestens drei unter-
schiedliche Fluoreszenzfarbstoffe an diese Probe fest verbunden werden. Der
Abstand der Farbstoffe sollte im Bereich des Forsterradius liegen. Die Pro-
be sollte zwei unterschiedliche Konformationen einnehmen kénnen, die durch
aufsere Einfliisse verdnderbar sind. Weiterhin sollte es méglich sein, das Mo-
dellsystem auf zwei Farben zu begrenzen, ohne dass dies die Konformation
beeinflusst.

Der photonische Draht

'LL‘(A ATTO647
w TMR i
- ,'\‘. ! v ".‘f‘\.." PN ~. v‘: i e

y

¥ ATTOS590

Abbildung 3.12: 3D-Model des hybridisierten Wire 0409 [60]. Die Farbstoffe ha-
ben einen Abstand von 10 Basenpaaren und konnen in dieser Anordnung ihre
Energie gerichtet weiterreichen. Nicht gezeigt sind die 20 freien Basen mit dem
Biotinanker am 3’-Ende

Die von Heilemann et al. in dem Bereich des Photonic-Wire gewonnen
Erfahrungen mit mehreren Einzelstringen waren sehr positiv [60, 99, 63]. Da-
her wurde der photonische Draht auch in den ersten Messungen mit TrALEx
eingesetzt. Im Gegensatz zu einem herkdmmlichen Leiter aus Metall wird
nicht elektrische Energie iiber Elektron-Loch—Paare weitergegeben, sondern
die Anregungsenergie eines Fluorophors iiber mehrere Farbstoffe. Die einge-
setzten Farbstoffe sind in der Lage, Energie gerichtet weiter zu leiten. Ein
Farbstoff wird direkt angeregt und die Energie wandert iiber FRET zum
néchsten. Dieser wiederum kann seine Anregungsenergie via FRET an den
dritten Farbstoff weitergeben. Die Richtung wird dadurch erreicht, dass die
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Farbstoffe nur in eine Richtung FRET zeigen konnen, im Unterschied zu ei-
ner Anordnung aus mehreren gleichen Farbstoffen. Diese Art des gerichteten
Energietransfers rechtfertigt daher die Bezeichnung photonischer Draht. In
Abbildung 3.12 ist der in dieser Arbeit verwendete photonische Draht abge-
bildet. Als Tréger fungiert ein 60 Basen langer Strang aus Oligonukleotiden.
An diesem befindet sich zum einen ein Biotinanker zur Fixierung des Stran-
ges an der Oberfliche, zum anderen ist das 5’ Ende mit dem Farbstoff RhG
markiert. Dieser Farbstoff ist der Donor fiir den Energietransfer. Die weiteren
Farbstoffe sitzen jeweils im Abstand von 10 Basen an 20 Basen langen Ge-
gensequenzen. An der ersten Gegensequenz befinden sich an den Positionen
10 und 20 die Farbstoffe TMR und ATTO590. Diese beiden Farbstoffe bilden
quasi eine Einheit, da der theoretische Energietransfer bei dem Abstand iiber
90% ist. Dadurch ist das TMR nahezu vollstindig geloscht und es kann nur
die Fluoreszenz von ATTO590 beobachtet werden. Die zweite (Gegensequenz
ist an Position 10 mit ATTO647N markiert. Die letzten 20 Basen bleiben im
Rahmen dieser Arbeit als Einzelstrang.

Der Stern

»—ATTO647N

ATIOB65 52
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Abbildung 3.13: Sternférmige Anordnung von drei DNA-Stréngen, die jeweils
zu 50% zu einem anderen Komplementéir sind. An den Stellen x, y, z befindet
sich aminomodifiziertes Thymidin zum anbinden der Farbstoffe. Ein Strang ist am
5’-Ende mit Biotin modifiziert.

Der photonische Draht ist ein gerichteter Energietransfer. Durch TrA-
LEx lassen sich Transferraten konkurrierender Pfade untersuchen. Im Zusam-
menhang mit einer potentiell rdumlichen Auflésung durch mehrere FRET-
Schritte, bietet sich ein System aus drei DNA-Strangen an, die jeweils zu 50%



86 KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

den Gegenstrang zu den beiden anderen Strangen bilden. Durch die Bindun-
gen bilden sich drei Arme doppelstrangiger DNA aus, die einen gemeinsamen
Punkt in der Mitte der Strange besitzen. Eine Skizze ist in Abbildung 3.13
dargestellt. Die Form entspricht einem dreiarmigen Stern. Zunéchst sind die
Arme gegeneinander frei bewgelich, so dass die Farbstoffe sich zumindest
teilweise recht nahe kommen kénnen. Die Mitte der drei DNA—Stérnge stellt
eine Bindungsstelle fiir Steroide dar [100]. Bindet ein solches Steroid daran,
so versteift sich die Struktur und die Arme des Sterns formen einen Tetra-
eder mit dem Steroid als Spitze.Einer der Strange wird zusétzlich mit einem
Biotin gekoppelt, wodurch eine Immobilisierung des Stranges und damit des
gesamten Stern an Streptavidin moglich wird. Genaueres zu diesem Verfahren
befindet sich in Kapitel 3.11.3. An Position 10 (x, y, z) wurde in allen Strén-
gen ein aminomodifiziertes Thymidin eingebaut. An diese kann iiber einen
NHS-Esther ein geeigneter fluoreszierender Marker gekoppelt werden. Um
mogliche Schleifen oder gegenseitige Behinderungen zu vermindern, wurde
folgendes Design gewéhlt:

Strang A:
57- AGA GAG AGA xAG AGA GAG AGG GTG TGT GTG AGT GTG TGT G -3’

Strang B:
Biotin - 52- CAC ACA CAC yCA CAC ACA CCA AAA AAA AAA AAA AAA AAA A -3’

Strang C:
52- TTT TTT TTT zTT TTT TTT TTC TCT CTC TCT ATC TCT CIC T -3°

Schleifen

Zunachst einmal ist fiir jeden Einzelstrang sicherzustellen, dass sich keine
Osen oder Schleifen bilden, die bei Raumtemperatur stabil sind. Mit Hil-
fe von mfold kann die Bindungsenergie von moglichen Schleifen im voraus
berechnet werden [101]. Alle Berechnungen erfolgten mit einer Na+ Konzen-
tration von 100 mM. Nach mfold ist nur Strang A in der Lage, {iberhaupt
eine nennenswert stabile Schleife zu bilden. Da die Bindung nur iiber ein
Basenpaar erfolgt (vgl. Abbildung 3.3), wird diese Struktur jedoch nicht sta-
bil sein. Die Bindungsenergie ldsst ebenfalls darauf schliefsen, dass dieser bei
Raumtemperatur nicht stabil ist:
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Abbildung 3.14: Mogliche

AG
T™
DeltaH
DeltaS

dG = 2.8 strand_A

Stamm-—Schleifen Struktur vom Strang A.

2.76  kecal mol™!
-55.3 °C

-7.6  kcal mol™!
-34.9 cal K~ mol™!

Die Bindungsstelle wird zusétzlich durch die Aminomodifikation verdndert
und durch Ankoppeln eines Farbstoffs weiter beeinflusst. Es zeigte sich, dass
diese Sequenz schwer mit einem Farbstoff eine kovalente Bindung eingeht.
Daher wurde diese Sequenz als einzige gefiarbt eingekauft (IBA Gottingen).

Dimerisierung

Der andere Aspekt beim Design von Oligonukleotiden ist die Bindungsenergie
zwischen den Strangen. Diese sollte ausreichend grof sein, damit bei Raum-
temperatur die Dimere bzw. in diesem Fall Trimere nicht auseinander fallen.
Dazu wurde wiederum mit mfold die Dimerisierung zwischen je zwei un-
terschiedlichen Striangen berechnet. Durch das Design konnte ausgeschlossen
werden, dass sich homogene Dimere ausbilden konnen.

Maximum AG -71.51 kcal x mol™!
AG -32.61 kcal x mol™*
Base Pairs 20
5> AGA GAG AGA TAG AGA GAG AGG GTG TGT GTG AGT GTG TGT G
: [ 1 T T I T I Y I O N N
3> AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAC CAC ACA CAC TCA CAC ACA C
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Maximum AG -71.51 kcal/mol
Delta G -36.94  kcal /mol
Base Pairs 20

5> CAC ACA CAC TCA CAC ACA CCA AAA AAA AAA AAA AAA AAA A
: I O e el
3> TCT CTC TCT ATC TCT CTC TCT TTT TTT TIT TTT TIT TTT T

Tabelle 3.7: Stabilitdt eines Heterodimer von Stang B und Strang C mit mfold
berechnet.

Maximum AG -71.51 kecal x mol™!
AG -29.42  kecal x mol™!
Base Pairs 20

5> AGA GAG AGA TAG AGA GAG AGG GTG TGT GTG AGT GTIG TGT G

N e :
3> TCT CTC TCT ATC TCT CTC TCT TIT TTT TIT TTT TIT TIT T

Tabelle 3.8: Stabilitéit eines Heterodimer von Stang A und Strang C mit mfold
berechnet.

Die Bindungsenergie zwischen je zwei Einzelstrangen ist ausreichend hoch.

Die Schmelztemperatur wird bei etwa 50°C erwartet. Somit bilden diese Di-
mer wechselseitig bei Raumtemperatur eine stabile Einheit.
Homogene Oligonukleotide aus nur einer Base sind im Allgemeinen nicht ge-
gen einen Versatz geschiitzt. Daher kann es bei der Kombination aus Strang
B und Strang C auch zu einem solchen kommen. Die Stabilitdt nimmt aber
im Vergleich zu dem in Tabelle 3.7 dargestellten Werten mit jeder Verschie-
bung ab. Bei einer Verschiebung um einen ist die Bindungsenergie nur noch
AG = —35kcal/mol. Bei mehr als drei Basenpaaren Versatz ist das Dimer
nicht mehr ausreichend stabil im Vergleich zu den anderen Konfigurationen.
Ebenso konnen wiederholende Muster aus Basen sich gegenseitig verschie-
ben. Jedoch ist die Bindungskonstante in dieser Konfirmation nur in etwa
ein Drittel von der besten Uberdeckung.

Stabilitdt und Eindeutigkeit des Sterns

Zur Berechnung der Stabilitdt des hetero—Trimeres ist das Programm mfold
nicht in der Lage. Als eine Néherung wurde daher die Schmelztemperatur
eines 120 Basen langen Stranges aus allen drei Einzelstringen berechnet.
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Abbildung 3.15: Faltung des Sternes aus allen drei Einzelstringen berechnet mit
mfold.

Dieser nimmt als stabilste Form die des dreiarmigen Sternes an (Abbildung
3.15), mit den folgenden Charakteristika:

AG -44.5  kcal mol™!
TM 72.2 °C

AH  -436.5 kecal mol™!
AS  -1263.9 cal K 'mol™!

Damit ist die Bindungsenergie des gesamten Sternes grofer als die der einzel-
nen Dimere. Dies ist zu erwarten, da ja auch die im Dimer vorhandenen freien
Basen mit zu einer Stabilisierung beitragen. Die Anordnung ist in Abbildung
3.15 dargestellt. Durch den Winkel von 120° in der zweidimensionalen Struk-
tur scheint diese vollstdndig zu binden. Dies ist die stabilste Struktur, die
der Stern einnehmen kann. Wie jedoch in dem Abschnitt zuvor festgestellt,
konnen die Strange durch Verschiebung um einige Basenpaare ebenfalls sta-
bile Strukturen ausbilden. Dies macht sich bei der Zusammensetzung von
allen drei Oligonukleotiden wiederum bemerkbar: Speziell in den homogenen
Teilen der Stringe A und BC bilden die versetzten Stringe zusammen mit
dem dritten Strang vergleichbar stabile Strukturen mit kleinen Schleifen aus
(Abbildung 3.16):

a b
AG | -38.72 kcal mol™! -38.56 kcal mol~!
TM 70.2 °C 70.2 °C
AH | -400.3 kcal mol™* -399.2  kcal mol™!
AS |-1165.9 cal K'mol™! | -1162.7 cal K~'mol™!
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Abbildung 3.16: Suboptimale Faltung des Sternes berechnet mit mfold. Durch
den Versatz bildet sich in der Mitte eine kleine Schleife in Strang A bzw. Strang B.
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Abbildung 3.17: Bursterkennung anhand von Schwellwerten.

Daher ist bei der Hybridisierung der Sterne zwischen 75°C und 55°C eine
geringe Temperaturdnderungsrate zu wihlen.

3.4 Bursterkennung

Anders als bei der FCS werden bei der Burstanalyse die Ereignisse eines Mo-
lekiils im Fokus zusammengefasst und diese analysiert. Dazu muss die Kon-
zentration so gering angesetzt werden, dass sich zu jedem Zeitpunkt maximal
ein fluoreszierendes Molekiil im Fokus befindet. Nach den Betrachtungen in
Kapitel 2.2 liegt das Fokusvolumen bei etwa einem Femtoliter, woraus ei-
ne Konzentration von 107! bis 107! mol/1 fiir einzelne Molekiile im Fokus
folgt.

Die Bursterkennung erfolgt mit Hilfe einer kleinen C++ Routine, in der die
zeitlich aufgelosten Intensititen einer Einzelmolekiilspur anhand der drei Kri-
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terien Recognition Threshold, Peak Threshold und Separation Limit vergli-
chen werden [102]. Dies ist in Abbildung 3.17 dargestellt. Betrachtet wird fiir
die Burstanalyse die Summe aus allen Kanélen, um moglichst alle Ereignisse
aufzunehmen. Die Auswahl von bestimmten Ereignissen erfolgt im Anschluss
an die Bursterkennung durch unterschiedliche Schwellwerte: Steigt das Signal
iiber den Schwellwert ,Recognition Threshold”, wird es als Signal gewertet
und vom Untergrund getrennt. Ein Peak beginnt dann, wenn die Intensitéit
oberhalb des ,Peak Threshold“ steigt. Sinkt die Intensitit wieder unterhalb
des Peak Threshold, endet der Peak. Bleibt die Intensitit oberhalb des Er-
kenungsschwellwerts und sinkt nur auf ein lokales Minimum, so gelten die
Peaks als getrennt, wenn der Mittelwert der Maxima multipliziert mit dem
Separation Limit“ kleiner ist als das Minimum. Zum Vergleich der Intensitét
der Bursts werden alle Spuren unabhéngig von der zeitlichen Zusammenfas-
sung in kHz wiedergegeben.

Der Vorteil einer Burstanalyse gegeniiber anderen Verfahren liegt vor al-
lem darin, dass hier wirklich einzelne Ereignisse betrachtet werden kénnen
[13, 48, 47]. Daher kénnen vor allem im Zusammenhang mit FRET auch
unterschiedliche Populationen betrachtet werden. Weiterhin ist es moglich
selbst bei diffundierenden Molekiilen, das Blinken der Farbstoffe aufzuneh-
men. Ebenso konnen Bleichprozesse des Akzeptors mit dem typischen Farb-
wechsel direkt beobachtet werden. Im Zusammenhang mit TrALEx koénnen
auch die FRET Verteilungen von multichromophoren Systemen aufgeldst wer-
den und somit an einzelnen Molekiilen Abstéinde berechnet werden.

3.5 Empfindliche Fluoreszenzspektroskopie

Die ersten Messungen an den chiméren Proteinuntereinheiten der VHA er-
folgten an einem eigenen spektroskopischen Aufbau. Die Anregung der fluo-
reszierenden Proteine wurde durch einen Frequenzverdoppelten Titan—Saphir
Laser (TiSa) erreicht, der zunéchst in eine Quarzglaskiivette und spéter in
eine Kapillare fokussiert wurde. Uber einen Bildverstirker wurden das Spek-
trum auf einer CCD7 abgebildet. Der schematische Aufbau ist in Abbildung
3.18 dargestellt.

3.5.1 Titan-Saphir Laser

Als Lichtquelle wurde ein Femtosekunden Titan—Saphir Laser mit Frequenz-
verdopplung (Tsunami, Spectra Physics) eingesetzt. Der Laser kann im Be-
reich von 780 nm bis 980 nm justiert werden, so dass nach der Frequenzver-

7CCD: Charge Coupled Device
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Spektrometer Anregungslaser

Abbildung 3.18: Detektion von Fluoreszenzlicht aus einer Kiivette mit Spektro-
meter und CCD mit Bildverstarker (ICCD)

dopplung ein Wellenldngenbereich von 390 nm bis 490 nm erreicht werden
kann [103]. Die Pulsdauer des Laser liegt bei ca. 130fs, bei einer Wiederhol-
rate von 82MHz, wodurch Lebensdauermessungen ermoglicht werden. Die
spektrale Breite ist grofer als 26 nm, dem Fourierlimit von Femtosekunden
Pulsen. Die direkte Anregung von E-YFP betrigt bei 420nm noch etwa 4%
der maximalen Anregung, E-CFP wird zu 88% angeregt. Damit wird fiir die
meisten Messungen eine Frequenz von 840 nm am TiSa eingestellt.

Zur Filterung der fundamentalen Wellenldinge wurde der Strahl iiber ein
Pellin-Broca Prisma [31] spektral zerlegt und zusétzlich tiber zwei Langpass—
Kantenfilter (400 nm bis 650 nm, 45°) gereinigt. Die Leistung der frequenz-
verdoppelten Anregung betrigt maximal 98 mW. Das Prinzip der Frequenz-
verfielfachung kann ist z.B. in [54] beschrieben.

3.5.2 Spektrometer

Das Spektrometer (Spectra Pro 275, Acton Research) ist in der ,Czerny—
Turner Anordnung aufgebaut. Die abbildenden Hohlspiegel im Spektrometer
haben eine NA von 3.8 und eine Brennweite von 275 mm. Der Eintrittsspalt
kann im Bereich von 10 um bis 3 mm eingestellt werden. Der Blazewellenlédnge
des Gitters liegt bei 300 nm, wodurch sich eine Transmission von von etwa
60% im Emissionsbereich von E-CFP und E-YFP ergibt. Die Auflésung ist
durch das Gitter mit 600 Linien pro mm auf etwa 0.1 nm gegeben [104].



3.6. ENSEMBLESPEKTROSKOPIE 93

3.5.3 Bildverstarker und CCD

Das spektral aufgeloste Fluoreszenzlicht wird vom Spektrometer auf den
Bildverstérker (PP0340N, B.V. Delft Elektronische Produkte) abgebildet.
Die Funktionsweise von Bildverstirkern ist in [105] hinreichend dargestellt.
Die Quanteneffizenz des Bildverstiarkers ist bei 480 nm mit 12.8% angegeben
und fallt mit steigender Wellenlénge ab. Bei 600 nm betrigt sie nur noch 7%.
Der verwendete Bildverstéirker arbeitet mit einem P43 Phosphor und hat so-
mit eine Nachleuchtdauer von etwa 1 ms.

Die Datenaufnahme erfolgt mit einer CCD-Kamera (Pixelfly, PCO) mit
640x480 Pixeln und einer Dynamik von 12 Bit. Als Untergrundzahlrate wur-
den 30 2 Ereignisse gemessen. Betrieben wurde die Kamere im schnelle-
ren Videomodus, wodurch ein kontinuierliches Auslesen fiir Belichtungszei-
ten grofer als 24.8 ms erreicht werden konnte. Die Totzeiten liegen damit bei
etwa 50 ms.

3.6 Ensemblespektroskopie

3.6.1 Absorption

Absorptionsmessungen wurden an einem UV /VIS-Spektrometer (Lambda
25, PerkinElmer, USA) durchgefiihrt. Es wurden Quarzglaskiivetten aus Su-
prasil (Hellma, Miihlheim) mit einem Probenvolumen von 45 ul verwendet.
Diese Kiivetten haben eine Pfadlinge von nur 3 mm und kénnen gleichzeitig
in das Fluoreszenzspektrometer eingesetzt werden, da sie drei Fenster besit-
zen.

Zur Konzentrationsbestimmung muss daher die Pfadldnge (pl) in dem Lambert-
Beer’schen Gesetz beachtet werden:

_ AN df
e\ pl

df ist der Verdiinnungsfaktor,® um den die Probe zur Messung verdiinnt
wurde. Die verwendeten Konzentrationen lagen unterhalb von 10~¢ molar,
so dass Reabsorption ausgeschlossen werden kann. Das Spektrometer weist
eine Empfindlichkeit von bis zu 10~® molar auf.

Konz (3.1)

3.6.2 Fluoreszenz

Die weiteren Fluoreszenzmessungen im Ensemble wurden an einem kommer-
ziellen Fluoreszenzspektrometer (Cary Eclipse, Varian, Darmstadt) durch-

8df: dilution factor
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gefiihrt. Bei diesem Spekrometer besteht neben den Intensitétsmessungen
die Moglichkeit, die Temperatur durch ein Thermoelement einzustellen, so
dass temperaturabhingige Messungen zwischen 4°C und 90°C durchgefiihrt
werden konnen. Somit konnte die Hybridisierung kontrolliert werden. Die
Empfindlichkeit des Spektrometers wird mit 10~? molar angegeben, da die
Detektion iiber einen Photonenverfielfacher erfolgt.

3.7 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS?) bietet fiir viele Prozesse die
Moglichkeit einer zeitlichen Auflosung. Neben der Diffusionszeit durch ein
definiertes Volumen, sind in ihr die Informationen {iber Reaktionskinetiken,
An— und Auszustinde von Farbstoffen oder der Fluoreszenzloschung enthal-
ten. Gerade wenn nur schwichere Signale erzielt werden konnen stellt die FCS
eine Alternative zur Detektion einzelner Molekiile dar. Bei der FCS werden
die Ankunftszeiten der Fluoreszenzsignale aus einem festen Probenvolumen
mit sich selbst korreliert. Dies kann iiber die normalisierte Autokorrelations-
funktion
(0OF(t)0F(t+ 1))
(F(1)*
beschrieben werden. Die Intensitidt F(f) zu einem Zeitpunkt ¢ wird mit sich
selbst zu allen anderen Zeitpunkten ¢ + 7 in Beziehung gesetzt. Physikalisch
wird dabei die Wahrscheinlichkeit fiir die Detektion eines Photons zu ei-
nem Zeitpunkt ¢+ 7 nach erfolgreicher Detektion zum Zeitpunkt ¢ bestimmt.
Unkorrelierte Photonen erzeugen so einen konstante Verschiebung, wahrend
abhingige Ereignisse zu einer zeitlichen Abhéingigkeit fiihren. Uber die Art
der Abhéngigkeit konnen verschieden Urspriinge der dahinterstehenden Pro-
zesse aufgekliart werden.
Das in dieser Arbeit verwendete Modell zur Anpassung der experimentel-
len Daten beruht auf der Annahme, dass nur ein exponentieller Term durch
Uberginge in Triplettzustinde Tezp und eine Diffusionszeit 7p, ¢y in den kor-
relierten Daten enthalten ist:

G(7) := (3.2)

1 r \ ! P
Gr)=—=|(1 1 —7/Tear 3.3
=5 (1+:5) e ey )

p ist der Anteil der Farbstoffmolekiile im Triplettzustand. Bei diesem Modell
wird der Einfluss der Fokusgrofe aufser Acht gelassen, so dass nur relati-
ve Diffusionszeiten ermittelt werden konnen. Der Anpassung der Messdaten

9FCS: Fluorescence Correlation Spectroscopy
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durch ein mathematisches Modell sind Grenzen gesteckt. So konnen selbst
mit einem erweiterten Modell sehr dhnliche Diffusionszeiten nicht vonein-
ander getrennt werden. Eine detaillierte Ubersicht iiber die FCS ist z.B. in
[106, 107]| gegeben, weitreichende Informationen im Hinblick auf unterschied-
liche Modelle und der Herleitung dieser sind in [108| zusammengefasst.

3.8 Verwendete Farbstoffe und deren
Eigenschaften

GFP und Varianten

Die Entdeckung fluoreszierender Proteine [109] und die vollstindige Klonie-
rung von Prasher et al. 1992 [110] ergaben vielseitige Anwendungsmoglich-
keiten und erlaubten den Zugang zu ganz neuen Fragestellungen in lebenden
biologischen Systemen. Durch die gezielte Weiterentwicklung der fluoreszie-
renden Eigenschaften konnten die Farbstoffe schlieflich so stabilisiert werden,
dass sie nicht nur fiir das Lokalisieren von Proteinen in den Zellen geeignet
sind, sondern auch Abstandsbestimmungen mit FRET innerhalb von Zellen
zu lieken [23, 111, 25, 26. Eine Ubersicht iiber die Entwicklung und Eigen-
schaften des Green Fluorescent Protein (GFP) sowie deren cyanfarbenen,
blauen und gelben Variationen ist in [112] gegeben. Die beiden Farbstoffe
CFP und YFP! bilden zusammen ein FRET-Paar, welches in vielen Expe-
rimenten Verwendung findet. Die Struktur von CFP ist in Abbildung 3.19
dargestellt. Das verwendete eYFP!'! gehort nach [112] zu der Klasse der Chro-
mophore mit einem Phenolat—Anion im gestapeltem m—Elektronen System,
wahrend eCFP ein Indol im Chromophor besitzt. Die relevanten physikali-
schen Eigenschaften sind in Tabelle 3.9 zusammengefasst. Der Forsterradius
dieser beiden Proteine liegt bei 48.4 A unter nativen Bedingungen.

Chemische Farbstoffe

Neben den beiden GFP-Varianten wurden mehrere Farbstoffe im Rahmen
dieser Arbeit eingesetzt. Die verwendeten Farbstoffe lasse sich chemisch in
zwei Klassen einteilen: Carbocyanine und Rhodamine. Prinzipiell ist man bei
dem Einsatz von Photodioden oder Photonenverfielfachern nicht unbedingt
auf den sichtbaren spektralen Bereich begrenzt. Jedoch weisen gerade hier

0CFP: Cyan Fluorescent Protein
YFP: Yellow Fluorescent Protein
1eYFP: enhanced YFP
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Abbildung 3.19: 3D Visualisierung von CFP. Elf g-Faltblatter erzeugen einen
Hohlzylinder, durch den eine Helix fiihrt, an der das eigentliche Chromophor sitzt.
Die Abbildung wurde aus den Daten von [113] mit Hilfe von cn3d erzeugt [114].

die Farbstoffe eine hohere Photostabilitit im Vergleich mit energiereicheren
Farbstoffen kiirzerer Emissionswellenlangen. Gerade in der Einzelmolekiil-
spektroskopie ist diese Stabilitdt von besonderem Interesse, da die einzelnen
Chromophore méglichst viele Anregungszyklen durchlaufen sollen. Dadurch
kann eine besser Statistik erreicht werden.

Mit der Tendenz zu lingeren Wellenléinge geht ein Anstieg der nicht ra-
diativen Ubergéinge einher. Dies ist dadurch zu erkliren, dass der energe-
tische Abstand zwischen dem hochsten besetzten molekularen Orbital und
dem untersten nicht besetzten Orbital mit wachsender Wellenldnge geringer
wird. Dadurch kann durch Vibrationsrelaxierung die Energie in Form von
Wiérme an die Umgebung abgegeben werden (vgl. 2.1, IC). Als eine Konse-
quenz sind die Farbstoffe im sichtbaren Bereich zu bevorzugen. Diese sind bis
650 nm Emission auch mit funktionellen Gruppen kommerziell zu erwerben.
Heilemann et al. konnten zeigen, dass sich fiir Farbstoffe aus unterschied-
lichen Klassen nur schlecht ideale Bedingungen finden lassen. Daher wurde
vornehmlich auf Rhodamine und Carborhodamine zuriickgegriffen. Eine Aus-
nahme bildet Cy5, welches zu der Klasse der Cyanine gehort. Eine Auflistung
der wichtigsten Eigenschaften ist in Tabelle 3.9 wiedergegeben.

Rhodamine lassen sich durch die Zugabe von Triplet—Quenchern stabili-
sieren. Daher wurde zu fast allen Proben fiir die Messung Mercaptoethylamin
(MEA) zugegeben. Wie im Kapitel 2.1.2 beschrieben, ist eine Berechnung der
Forsterradien von Farbstoffen aus dem Emissionsspektrum des Donors und
dem Absorptionsspektrum des Akzeptors moglich. Fiir die verwendeten Farb-
stoffkombinationen sind in Tabelle 3.10 die Radien zusammengefasst. Haufig
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Name Aex € Aem O T Quelle
/nm /(em M)~! /nm /ns
eYFP 514 83400 527 0.61 Clontech
eCFP 434 32500 476 0.4
452 505

AlexaFluor | 494 100000 517 0.6 4.1 Molecular

488 Probes

AlexaFluor | 556 112000 573 0.9 4.1

546

Rh110 497 81000 520 0.91 Amersham

Cyb 646 250000 664 0.28 0.3 Biosciences

ATTO488 | 501 90000 523 0.8 3.2 Atto-Tec

ATTO565 | 563 120000 592 0.92 3.4

ATTO590 | 594 120000 624 0.8 3.7

ATTO647N| 644 150000 669 0.65 3.4

ATTO655 | 663 125000 700 0.3 1.9

Tabelle 3.9: Farbstoffe und deren Eigenschaften
Rh110 Atto565 Alexa568 Attob90 Atto647N Atto655

Rh110 5l 63.3 60.1 60.4 50.5 50.3
Atto488 62.9 60.5 61.0 52.9 52.1
Attob65 70.6 71.8 72.9
Atto590 74.0 74
Alexab68 70
Atto655 60

Tabelle 3.10: Berechnete Forsterradien fiir Fabrstoffkombinationen in A

wurde der Forsterradius fiir Homo—FRET mit angegeben, um zu verdeutli-
chen, dass auch zwischen gleichen Farbstoffen ein guter FRET zu erwarten

ist.

3.9 Koppeln von Farbstoffen an DNA und Pro-

tein

Viele Farbstoffe werden als reaktive Farbstoffe direkt vom Hersteller ange-
boten. An das fluorophore Geriist eines Farbstoffkomplexes wird eine frei
rugingliche funktionelle Gruppen gebunden. Diese Farbstoffe besitzen eine
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reaktive Gruppe, um mit jeweils einer bestimmten Gruppe in Proteinen kova-
lente Bindungen eingehen zu kénnen. Weit verbreitet sind zwei unterschied-
liche Varianten, zum einen Farbstoffe mit NHS-Esther, zum anderen Farb-
stoffe mit Maleimiden als funktionelle Gruppe. Der Esther bindet bei einem
pH-Wert um 8.5 gut an primére Amine wie z.B. bei der Aminosaure Lysin.
Farbstoffe mit einer Maleimid-Gruppe binden an Thiolgruppen wie z.B. bei
der Aminosdure Cystein. In Proteinen gibt es hdufig viel mehr Lysin als Cy-
stein, so dass unterschiedliche Fragestellungen angegangen werden kdnnen.
Weiterhin konnen zwei Cysteine zusammen eine Disulfidbriicke bilden. Diese
sind in Proteinen haufig mafgeblich an der Strukturbildung beteiligt. Daher
kam fiir das Anfarben von Proteinen vor allem die Kopplung mit Lysin in
Frage, um storende Effekte in der Strukturbildung und somit in der Interak-
tion zwischen den Proteinen zu minimieren.

Beim Koppeln von DNA wurde anstelle einer normalen Base eine amino—
modifizierte Base eingebaut. Die Aminogruppe kann wiederum mit NHS-
Esther gekoppelt werden.

3.9.1 Kopplungsvorschrift

Um die Kopplung zu ermdoglichen, muss der natiirliche Umgebungspuffer der
Proben auf einen Saduregehalt zwischen pH 7.5 und pH9 gebracht werden.
Fiir DNA hat sich pH8 — 8.5 als giinstig erwiesen und wurde normalerweise
zum Koppeln gewihlt. DNA wurde entsprechend der folgenden Liste nach
Heilemann [60] gekoppelt:

e 10 nmol Oligonukleotid 10~* molar

e 40 ul PBS (Phosphate Buffered Saline, Sigma)

e 10 ul Carbonat / Bicarbonat Puffer pH 9

e 10 .. 30 nmol reaktiver Farbstoff in DMF (Fluka)

Beim Koppeln von Proteinen erfolgte meist ein Ansatz von einem Mol Farb-
stoff zu einem Mol Protein. Der Phosphatpuffer wurde durch Dialysepuffer
ersetzt. Teilweise wurde der pH-Wert etwas erniedrigt und gleichzeitig die In-
kubationszeit verldngert. Unter stdndigem Schwenken bei Raumtemperatur
kann der reaktive Farbstoff mit den Amino-Gruppen reagieren.
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3.9.2 Aufreinigung

Restlicher, freier Farbstoff wurde nach ein bis drei Stunden bei DNA-Proben
durch ein- bis zweimalige HPLC-Aufreinigung von der markierten DNA ge-
trennt. Verwendet wurde eine reversed-phase HPLC (Agilent Technologies,
Waldbronn) mit ODS-Saulen und einem linearen Gradienten von 0%-75%
Acetonitril in 0.1M wissrigem Triethylammoniumacetat (TEAA).

Bei hydrophoben Farbstoffen erfolgte vorher zusétzlich eine Grofsenausschluss-
chromatografie {iber eine NAP-10 Sédule von Amersham Biosciences. Die Séu-
len sind gefiillt mit Sephadex G-25 [115]. Proteine kénnen durch die HPLC
nicht aufgereinigt werden, so dass die Trennung von freien Farbstoffen nur
durch Gelfiltration in Sephadex G-25 erfolgte.

Kontrolliert wurde das Anfarben mit einem Absorptionsspekrometer (Perkin—
Elmer, Lambda 25), indem das Verhéltnis von Farbstoff zu Protein bzw. DNA
(DOL'?) bestimmt wurde. Uber die Absorption kann mit Hilfe der Absorp-
tionskoeffizienten des Proteins (bzw. der DNA) €y,5. und dem Farbstoff €y,
der DOL

Adyeebase

bOL Abase - CfAdyeEdye (34)
bestimmt werden. Wenn nicht bekannt, kann die Absorption der Proteine
(bzw. der DNA) durch eine Referenzmessung bestimmt werden. Dazu wur-
den Vergleichsmessungen vor und nach dem Férben angesetzt, und die Kon-
zentration mit Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes bestimmt. Die Kon-
zentrationsbestimmung vor dem Firben erfolgte zusitzlich iiber einen Far-
bumschlag mit dem BioRad Test. Dieser Wert wurde als Referenz zur Stoft-
mengenbestimmung beim Farben eingesetzt.

3.10 Hybridisierung

Die Hybridisierung von Oligonukleotiden erfolgt mit Hilfe eines programmier-
baren Thermocontrollers (PTC 100, MJ Research, USA). Bei der Hybridi-
sierung werden Oligonukleotide auf eine Temperatur oberhalb der Schmelz-
temperatur erhitzt und langsam abgekiihlt. Dabei haben die Stringe Zeit,
sich in ihrer energetisch giinstigsten Form zu falten. Gerade der Bereich ih-
rer Schmelztemperatur sollte daher langsam {iberstrichen werden. Stérke-
re Temperaturdnderungen ermoglichen das Entstehen instabiler Strukturen
bzw. verhindern sogar die Hybridisierung vollstindig.

Aus diesem Grund wurden die farbstoffmarkierten DNA-Stringe in gleicher

12degree of labelling
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Konzentration zusammengegeben, kurzzeitig auf 95°C erhitzt und in einer
Minute auf 65°C gekiihlt. Innerhalb einer Stunde wurden die Proben schritt-
weise weiter auf Raumtemperatur gekiihlt.

3.11 Priparation von Oberflichen

3.11.1 Passivierung

Unspezifische Bindung von Proteinen oder DNA an Oberflachen stellt in der
Einzelmolekiilspektroskopie eine Schwierigkeit dar. Bei Messungen in Losun-
gen kommt es aufgrund der sehr geringen Konzentrationen hiufig zu Kon-
zentrationverminderungen wahrend einer Messung. Daher wird versucht, die
Wechselwirkung weitgehend zu unterdriicken. Durch die Zugabe von BSA im
Uberschuss mit typischer Konzentration 0.3g/1 wird durch Verdringung die
Oberfliche mit BSA belegt. Stéren die BSA Molekiile in der Lésung kann
alternativ die Oberfliche mit BSA belegt und mit Wasser abgespiilt werden.
Dadurch findet nur wenig Wechselwirkung der Probe mit der Oberfliche
statt, jedoch gelangt auch nur wenig BSA in die Losung.

3.11.2 Immobilisierung durch unspezifische Wechselwir-
kung

Der Effekt der Glaswandadsorption kann zur Immobilisierung von Oberfla-
chen genutzt werden. Dazu ist es notwendig, die Oberfliche zundchst von
vorhandenen Verschmutzungen zu befreien. Dazu wurden folgende Schritte
durchgefiihrt:

e 1 Minute 0.5% HF

e 3x spiilen mit Aqua Dest.

e Trocknen unter Druckluft

e 10 Minuten 1-2% Amino-Proyl-Silan (APS) in Methanol

e 3x spiilen mit Aqua Dest.
Auftragen der Proben:

e 1 Tropfen 1072 bzw. 10~ molar fiir Einzelmolekiilbelegung grofflichig
auftragen
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e Einwirkzeit 10 Sekunden bis 10 Minuten, je nach Belegung

e 1x spiilen mit Aqua Dest.

Bei dennoch zu dichter Belegung kann die Oberfliche auch mit BSA teilweise
passiviert werden, indem zu der Probe BSA gegeben wird.

3.11.3 Immobilisierung in wissriger Umgebung

Um den Einfluss der Glaswand auf die Farbstoffe zu verringern, ist es not-
wendig, eine Immobilisierung der Molekiile mit einem gewissen Abstand zur
Oberflache zu bewerkstelligen. Dadurch wird die Umgebung des Fluorophores
homogener und die Farbstoffe zeigen sehr dhnliche Fluoreszenzeigenschaften.
In dieser Arbeit kam eine Immobilisierung auf Proteinbasis zum Einsatz, in-
dem Proteine iiber die vergleichsweise starke Bindung zwischen Streptavidin
und Biotin miteinander verankert wurden.

Dazu wurden Deckgléser mit acht Kammern (LabTek, Nunc, Karlsruhe) nach
folgendem Schema vorbehandelt:

e 20 Sekunden 0.5% HF
e 3x spiilen mit Aqua Dest.

e mehrere Stunden Inkubation mit einer Losung aus 1 mg/ml biotinilier-

tem BSA und 5mg/ml BSA (Sigam Aldrich, Paris) in PBS

3x spiilen mit PBS

2 Minuten Inkubation mit 0.1 mg/ml rekombinanten Streptavidin (Ro-
che, USA)

e 3x spiilen mit PBS

Die Proben bestanden aus fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden, deren ei-
nes Ende mit einem Biotin modifiziert war. Zur Messung wurden die Ober-
flichen mit wenigen Mikrolitern einer 10~ molaren Losung der Probe unter
Beobachtung inkubiert. Nach wenigen Minuten, wenn die gewiinschte Dichte
auf der Oberfliche erreicht wurde, wurde wiederum dreimal mit PBS gewa-
schen, bis der Uberstand frei von farbstoffmarkierten Oligonukleotiden ist.

Durch diese Art der Immobilisierung sind die Fluorophore frei rotierend in
der Losung und die Oligonukleotide konnen ebenfalls ohne Behinderung ge-
nutzt werden. Dies konnte durch eine Hybridisierung auf der Oberfliche mit
einem weiteren Farbstoff nachgewiesen werden. Dazu wurde eine etwa 1078
bis 107 molare Losung der Gegensequenz in die Kammer gegeben. Da die
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Oberfliche komplett mit BSA belegt ist, kommt es zu keiner unspezifischen
Wechselwirkung. Nur an dem vorgelegten Strang hybridisierte DNA bleibt
nach mehrmaligem Spiilen auf der Oberfliche.

3.12 Priparation der Proteinkomplexe und der
Untereinheiten

3.12.1 Gewinnung des Proteinkomplex aus mesembryan-
thenum crystallinum

Der Gesamtkomplex der Vakuoldren Ht—ATPase (VHA) wird aus der Pflanze
mesembryanthenum crystallinum gewonnen. Dazu werden die Pflanzen zu-
néchst in einer Klimakammer aufgezogen und im Alter von etwa drei Mona-
ten geerntet. Die Blatter der Pflanze werden nun mit dem Morser zerkleinert
und iiber einem Saccharosegradienten zentrifugiert[116]. Ubrig bleiben Zell-
membranen, in denen sich unter anderem der Gesamtkomplex befindet. Die
Proteine werden aus der Membran durch das Detergenz Brij58 solubilisiert.
Brij58 kann Mizellen mit einem hydrophoben Inneren ausbilden. In diesen
Mizellen liegen nun die membranstandigen Proteinuntereinheiten weiterhin
als Komplex vor.

Mit Hilfe der Gelfiltration iiber Sephacrylsdulen (S-300 HR, Amersham Bios-
ciences) werden die gelosten Proteine der Grofe nach aufgetrennt und durch
ihre Eigenfluoreszenz detektiert. Der Peak bei einem Molekulargewicht von
etwa 600-800 kDa wird aufgefangen. Zur Kontrolle wurde mit Hilfe von de-
naturierender Sodiumdodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS—
PAGE) die Grofe der Untereinheiten im so gereinigten Komplex beobachtet.
Die Gele wurden im Anschluss mit CoomassieBlue oder Silber gefirbt [82],
um die Proteinbanden sichtbar zu machen (Abbildung 3.20)

Als Nachweis, dass es sich bei dem Proteinkomplex um die VHA handelt,
erfolgte im Western-Blott ein Antikorpernachweis gegen Teilstiicke bekannter
Untereinheiten. Der Vorteil in dieser Methode gegeniiber einfacher Gelauf-
trennung liegt in der spezifischen Markierung bestimmter Proteine. Somit
ist im Zusammenhang mit der vorherigen Massenbestimmung sichergestellt,
dass der vollstindige Proteinkomplex aufgefangen werden konnte. Die Her-
stellung und Reinigung der Proteinkomplexe erfolgte ausschlieflich in der
biologischen Fakultdt in Anlehnung an das Protokoll von C.Kluge [82]
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Abbildung 3.20: SDS-PAGE der gereinigten VHA. Wesentliche Untereinheiten
sind in der Losung enthalten, einige konnten nicht aufgeldst werden.
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3.12.2 Expression und Aufreinigung von VHA Unter-
einheiten aus F.coli

Alle einzeln hergestellten Proteinuntereinheiten wurden N-Terminal mit ei-
nem sechsfachen Histidinrest (His-Tag) versechen. Somit kénnen diese {iber
eine Affinitdtschromatographie aus dem restlichen Lysat spiter entfernt wer-
den. Um sicherzustellen, dass die erzeugten Proteine auch die gesamte Se-
quenz darstellen und zur besseren Reinigung, wurde bei einigen Unterein-
heiten zusiitzlich ein Streptavidinrest (Strep-Tag) C-Terminal mit eingefiigt.
Die Expression und Reinigung erfolgten ausschlieflich in der Biologischen
Fakultit und beruhen auf den Arbeiten von C.Kluge [82].

Zur Expression werden die cDNA-Sequenzen nach einer Amplifikation mit-
tels PCR mit einem Vektor in FE.coli kloniert. Die Analyse erfolgte durch
Kolonien—PCR und Restriktionsverdau.

Fiir die Anzucht wurden 20 ml der erzeugten Kultur iiber Nacht bei 37°C in
einem passenden Medium unter leichtem Schiitteln inkubiert. Im Anschluss
daran erfolgte eine weitere Inkubation in einem Liter Nidhrmedium, bis eine
optische Dichte vom 0.6 bei 590 nm erreicht wurde. Zugabe von 500uM IPTG
induzierte die Expression des rekombinanten Proteins, welches nach weiteren
vier Stunden durch Zentrifugieren sedimentiert wurde. Bis zu Verwendung
wurde dies bei -20°C gelagert.

Die tiefgefrorenen F.coli—Sedimente wurden nach schonendem Auftauen
in nativem Lyse-Puffer (50 mM NaH;PO,4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol,
pH 8) aufgenommen und mit 1 mg/ml Lysozym (Sigma, Deissenhofen) fiir
30 Minuten auf Eis inkubiert, wobei sie alle fiinf Minuten fiir zehn Sekunden
im Ultraschall homogenisiert wurden. Das Abtrennen der unléslichen Zellbe-
standteile erfolgte in einer Zentrifuge mit 10000 ¢g bei 4°C. Der Uberstand
wird mit 10% Nickel-Nitrilotriacetat (Ni-NTA) versetzt und eine Stunde bei
4°C geschwenkt. Dabei bilden die in die Proteine eingebundenen Histidin-
reste eine Matrix mit Ni-NTA und kdnnen {iber einer Chromotographiesédule
von Proteinen getrennt werden. Unspezifische Bindungen wurden durch zwei-
maliges Spiilen mit dem Waschpuffer (50 mM NaH;PO,4, 300 mM NaCl, 20
mM Imidazol, pH 8) gelést und von der Sdule gespiilt. Mit dem Lysepuffer
konnten nun die gebundenen Proteine von der Sdule eluiert werden.

3.12.3 Vorbereiten des Gesamtkomplex fiir einen Reas-
semblierungsnachweis

Im Rahmen der Aufklarung der Topologie der V-ATPase bildet die eigenstan-
dige Assemblisierung einzelner Untereinheiten bis hin zum Gesamtkomplex
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Anfarben O
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Abbildung 3.21: Der Gesamtkomplex der ATPase wurde statistisch mit Fluo-
reszenzfarbstoffen markiert und anschlieffend chaotrop zerlegt. Nach dem Mischen
erfolgte iiber Nacht ein Dialyseschritt, um die chaotropen Salze zu entfernen. Die
neu gebildeten partiellen ATPasen sollen iiber FRET nachgewiesen werden.

in vitro einen wesentlichen Baustein. Neben dem Versuch, chimére Prote-
inuntereinheiten mit CFP und YFP in den Komplex einzubinden, liegt ein
Schwerpunkt auf Experimenten mit statistisch gefarbten Gesamtkomplexen.
Im Rahmen dieser Arbeit soll gezeigt werden, dass sich die VHA in Losung
dissoziieren und reassemblieren lisst. Als Grundlage dienen die Untersuchun-
gen von Ward, der ein entsprechendes Verhalten der ATPase aus avena sativa
in der Zellmembran beobachten konnte [117]. Gleichzeitig soll gezeigt wer-
den, dass die Spektroskopie von einzelnen Molekiilen ein geeignetes Mittel
ist, auch grofe Komplexe aus vielen Bausteinen zu untersuchen. Weiterhin
kénnen diese Experimente als Vorexperimente betrachtet werden, mit deren
Hilfe es gelingen soll, durch statistisches Markieren heterolog exprimierter
Untereinheiten den Zusammenbau der ATPase in wvitro zu charakterisieren.
Die Idee des Experiments ist in Abbildung 3.21 skizziert. Zunéchst sollen die
intakten Gesamtkomplexe in zwei unterschiedlichen Proben mit jeweils einem
chemischen Farbstoff markiert werden (vgl. Kapitel 3.9). Die Anzahl der ge-
bundenen Farbstoffe pro ATPase ist dabei nicht so sehr entscheidend, jedoch
sollte jede ATPase mindestens einen Farbstoff tragen. Da beim Anfarben
von Proteinkomplexen zunéchst nur die aufken liegenden Bereiche zugénglich
sind, wurde erwartet, dass die Funktion der ATPase weniger eingeschrénkt
wird, als wenn einzelne Untereinheiten markiert werden. Im Anschluss an das
Anfarben erfolgte die chaotrope Zerlegung mit Kaliumiodid und das Mischen
deer beiden Proben. Uber Nacht wurden die Proben wieder durch Dialyse in
eine fiir die ATPase natiirlichere Umgebung gebracht. Die Schritte sind in
der folgenden Aufzihlung zusammen gefasst:

1. VHA-gesamt mit Donor- und VHA-gesamt Akzeptorfarbstoff farben
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2. NAP-10 Saule zum Auffangen von freien Farbstoff
3. Absorptionspektrum beider Proben und Bestimmung des DOL
4. Zusatz von 500 mM Kaliumjodid, 5 mM ATP, 5 mM MgSO4

5. Mischen der beiden Ansitze im Verhaltnis der Farbstoffkonzentration
und bei 4°C (20°C) unter Schwenken Desassemblieren lassen

6. Dialyse iiber Nacht in ATPase—Puffer. Aufgrund der geringen Mengen
wurde der Dialyseschlauch (Visking, Roth, cutoff 14000 g/mol) iiber
1.5ml Reaktionsgefife gespannt

7. Standardspektroskopie (eventuell FRET im Ensemble)

Als ATPase—Puffer kamen zwei unterschiedliche Puffer zum Einsatz. Die
ersten Experimente erfolgten mit

20mM Na,HPO,, pH8
50mM NaCl
0.002% Brijs8

wahrend spéitere Experimente mit dem Puffer

20mM KHCOg3, pHS
50mM  KCI
0.002% Brij58

durchgefiihrt wurden. Kaliumsalze stellen fiir die VHA eine natiirlichere Um-
gebung als Natriumsalze. Bei den Experimenten mit exprimierten Unterein-
heiten wurden diese ebenfalls mit einem Farbstoff markiert und erst nach der
Einwirkung von Kaliumjodid zur Dialyse zugegeben.

Das Verfahren beruht auf dem Prinzip des resonanten Energietransfers 2.1.2
mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen.



Kapitel 4

Ergebnisse und Diskussion

4.1 TrALEx

4.1.1 Bestimmung der y—Faktoren mit Oligoprolinen

Die Bestimmung der y—Faktoren fiir das verwendete Setup ist ein notwendi-
ger Schritt, um aus den berechneten E,.—Werten zu den FRET-Effizienzen
zu gelangen. Im Rahmen dieser Arbeit stand ein System aus doppelt markier-
ten Oligoprolinen mit unterschiedlichen Langen zur Verfiigung. Oligoproline
gelten als starre Abstandshalter und sind deshalb schon friih als spektrosko-
pisches Lineal bezeichnet worden [35, 118|. Neuere Ergebnisse stellen jedoch
dies fiir langere Oligoprolinketten in Frage, da diese eher dem Wormlike-
Chain-Modell entsprechen, als dem Rod-Like-Spacer [39]|. Die Persistenz-
lange wurde dabei mit Einzelmolekiilspektroskopie als wesentlich kiirzer be-
stimmt, als bisher im Ensemble angenommen. Die Oligoproline wurden mit
den beiden Farbstoffen ATTO488 und ATTO647N endstindig markiert.
Der Aufbau entspricht dem TrALEx-Aufbau, jedoch mit einem alternativen
Strahlteiler. Der Anteil der Fluoreszenz auf dem blauen und dem roten Kanal
wird dadurch nicht wesentlich beeinflusst, jedoch ist dieser Strahlteiler bes-
ser fiir die Anregung bei 488 nm geeignet. Die v—Faktoren wurden fiir zwei
unterschiedliche Filterséitze bestimmt. In Setup I kommen die Filter zum Tra-
gen, die auch bei TrALEx zum Einsatz kommen, wihrend im zweiten Setup
die Detektion im griinen Kanal fiir dieses Zweifarben—Experiment optimiert
wurde.

Exitation 488nm 350 uW 30 us
647nm 250 uW 30 us Ex.: 542LP, 50 mm
Dualband 488 / 630

107
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Mikroskop Olympus IX 70
Backport

Objektiv Nikon PlanApo, 60, NA 1.4

Setup I 500LP
560 LP Strahlteiler
D1 (,blau“): 531/30 Semrock
D2 (,rot“): 542LP + 700/75

Setup IT 500LP
560 LP Strahlteiler
D1 (,blau“): 545 / 75
D2 (,rot“): 542LP + 700/75

DAQ Becker&Hickl SPCM-830 Routing Flag bei Auswertung
(8 us delay, 60 * 0.9999887 + 3 - 1078 us Zyklendauer)

Die Oligoproline lagen in drei unterschiedlichen Léngen vor, mit sechs,
zehn und vierzehn Einheiten. Die Lange eines Prolins wurde zu 0.25nm be-
rechnet, so dass die Farbstoffe ATTO488 und ATTO647N einen Abstand
von 1.5, 2.5 und 3.5nm haben [39]. Dadurch, dass die beide Farbstoffe an
einem Oligoprolin hingen, liegt der Stochiometriefaktor S bei 0.5 bei glei-
cher Anregungsleistung, oder im Fall einfach markierter Oligoproline bei null
bzw. eins. Letzteres kann aber auch bedeuten, dass der Akzeptor frithzeitig
zerstort wurde und daher nicht mehr fluoreszieren kann.

Setup I

Auf der linken Seite der Abbildung 4.1 sind die S-Ep; Histogramme aus
den ALEX Spuren mit der Héufigkeitsverteilung der E,;.x und S Werte dar-
gestellt. Der stochiometrische Index streut bei allen Diagrammen um 0.37,
was auf einen v-Faktor nahe eins hindeutet. Dies bestétigt sich durch eine
lineare Regression der drei Schwerpunkte im S-E;;ox Diagramm in Abbildung
4.2. Uber die Steigung ¥ = 0.0250 und den Achsenabschnitt = 2.5094 er-
rechnen sich die beiden Faktoren v = 0.98 und § = 1.53.

Daraus resultieren die in Abbildung 4.1 auf der rechten Seite gezeigten korri-
gierten Verteilungen der Effizienz, die kaum eine Abweichung gegeniiber den
unkorrigierten E,..—Werten aufzeigen. Das Maximum der Verteilung liegt
bei 0.96 (0.88, 0.7) fiir Oligoprolin 6 (10, 14).Die Genauigkeit der Ausgleichs-
geraden ist beschriankt durch die nahe beieinander liegenden FRET-Werte.
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Der aus den Fluoreszenzdaten bestimmte Ry fiir das Farbstoffpaar an Oligo-
prolin ist 4.94 nm, woraus sich mit den verwendeten Oligoprolinen theoretisch
erwartete FRET—effizienzen von 99.9%, 98.3% bzw. 88.8% ergeben. Ebenso
wie Schuler [39] konnte eine Verteilung der FRET-Effizienz mit einer einherge-
henden Verschiebung zu kleineren FRET-Werten beobachtet werden. Erklart
wird dies durch eine Verinderung des Orientierungsfaktor x2, da die Dipo-
le bei diesen Abstdnden nicht mehr als frei rotierend angenommen werden
koénnen.

Setup 11

Im Vergleich der Daten mit dem auf zwei Farben optimierten System, fallt
in den S-E;ox Histogrammen in Abbildung 4.4 auf, dass die Verteilung der
Eprox—Werte auf der linken Seite zu kleineren Werten verschoben ist. Dies
hingt mit der besseren Detektion der Fluoreszenz von ATTO488 zusammen.
Der Filter vor der ersten APD sammelt mehr Fluoreszenzlicht dieses Farb-
stoffs. In Abbildung 4.3 sind die drei Schwerpunkte der Verteilungen mit
einer linearen Regression angepasst. Der resultierende y-Faktor nimmt mit
0.44 wesentlich mehr Einfluss auf die Verteilungen als der y-Faktor aus dem
vorherigen Setup. J hingegen liegt mit 1.70 in vergleichbarer Groke wie zu-
vor. Dies ist sinnvoll, da das Verhéltnis der Anregungsleistung zwischen den
Messungen konstant gehalten wurde. Durch die Korrektur mit dem ~— und
6-Faktor kénnen die beiden Verteilungen in eine gute Ubereinstimmung mit
den am Setup I erzielten Daten gebracht werden (rechte Seite der Abbildun-
gen 4.1 und 4.4). Ein Vergleich der Maxima der FRET-Verteilungen liefert
eine gute Ubereinstimmung mit denen aus Setup I gemachten Werten:

FrET-Effizienz
Oligoprolin | Setup I ‘ Setupll

P06 0.96 0.96
P10 0.88 0.87
P14 0.7 0.8

Allein die Werte fiir Oligoprolin 14 weichen mafgeblich voneinander ab. Bei
der Betrachtung der Verteilungen wird festgestellt, dass im ersten Setup die
Verteilung breiter ist als beim zweiten. Diese Verbreiterung ist aufgrund einer
héheren Konzentration in den Messungen zuriickzufiihren. Dadurch gelangt
mehr Storsignal auf die APD, was wiederum zu einer Verbreiterung der Epox—
Verteilung fiihrt.

Hier muss darauf hingewiesen werden, dass fiir eine exakte Bestimmung
der beiden Faktoren zwei Proben mit stark unterschiedlichenFRET-Effizienzen
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Abbildung 4.1: Setup I: S gegen Eox in zweidimensionalen Histogrammen (links)
und korrigierten E Histogrammen (rechts) von Oligoprolinen aus 6,10 und 14 Pro-
linen.
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Abbildung 4.2: 1/S gegen Eox mit Daten aus Setup I. Der Fit liefert 2 = 2.5094
und ¥ = 0.0250 (y = 0.98 und § = 1.53). In griin dargestellt ist das Valenzband
mit einfacher Abweichung. Die nah beieinander liegenden Ep;ox—Werte fiihren zu
groften Toleranzbereichen.
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Abbildung 4.3: 1/S gegen E;ox mit Daten aus Setup II. Die linearere Néherung
der Schwerpunkte aus den E-S Verteilungen ergibt v = 0.44 und § = 1.70. Die
Abweichungen sind ausgeprégter als bei Setup I.



112 KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

P06 2 T 150
S
2 100
o © P06 2
I o 250
1 200
09 09 2
20
08 08 e
« 150
07 07 E %
08 08 14 2
» os W) os 12 2
100
04 0.4 10
8
03
03 =
02 G2 4 50
01 L 2
o o
-80 -60 -40 -20 o 0
Haufigkeit
9 prox
.
P10 2 5 =
S
2
= 100 P102
©
T o
0 02 04 06 08 1
E
prox
1 1
09
08 20
o
07 ®
06 15 H
2
05 o) os
04 10
03
02 2
01 :
" o
R T o 02 04 06 08 1
Haufigkeit
prox
P14 2 T
L
S
a3
T o
o 02 04 06 08 1
prox
1 1
09 09 8
08 7 .
07 2
" g
5o 5 2
05
g 4
04
3
03
2
0.2
0.1 : !
o )
b = (] 02 04 06 08 1
Haufigkeit E
prox

Abbildung 4.4: Setup II: S gegen E,;ox 2D-Histogrammen (links) und korrigierte
E Histogramme (rechts) von Oligoprolinen aus 6,10 und 14 Prolinen mit ATTO488
und ATTO647N markiert. Gegeniiber Setup I sind die E,ox—Werte sind aufgrund
der besseren Detektion des Donorkanal zu kleineren Werten verschoben. Nach der
Umrechnung in korrigierte Effizienz stimmen die Verteilungen wieder iiberein.
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geeignet sind. Durch die geringe Differenz der Absténde der hier verwendeten
Oligoproline ist der Fit in den Darstellungen 4.2 und 4.3 nur sehr ungenau.
Vor allem beim zweiten Setup sind die Abweichungen vom Fit sehr grofs. Die
Valenzbander im linearen Fit ergeben folgende Fehler fiir die Faktoren:

‘ Setup I ‘ Setup II
v 10.98 £0.057 | 0.44 +0.73
)

1.53 £0.09 | 1.70 £2.60

Fiir weitere akkurate FRET Messungen mit ALEX bzw. TrALEx ist es daher
notwendig, verlassliche Kalibrierungsproben bereit zu stellen. Gut geeignet
ist eine Probe ohne FRET, die ein natiirliches Maf fiir 3 darstellt, und einer
Probe mit erwarteten 80% Energietransfer. Viele Proben mit einem grofe-
ren Abstand zwischen den Enden sind recht beweglich und fiihren daher zu
breiten Verteilungen. Eine Alternative zu Oligoprolin sind doppelstringige
Oligonukleotide. Die Einzelstriange kénnen mit je einem Farbstoff versehen
werden, so dass nach dem Hybridisieren beide Farbstoffe ebenfalls im Ver-
héltnis 1:1 vorliegen.

4.1.2 Prinzip TrALEx am photonischen Draht

Der photonische Draht (vgl. Abschnitt 3.3) ist ein gutes Beispiel fiir einen
unidirektionalen Energietransfer iiber mehrere Farbstoffe. Thm entspricht der
Fall I aus Abbildung 2.12. Heilemann hat im Rahmen seiner Dissertation
zeigen konnen, dass die Energie hingegen nicht nur zwischen den néchsten
Nachbarn transferiert wird, sondern auch iiber einen Farbstoff hinweg. Mit
TrALEx kann dieser Anteil direkt beobachtet werden.

Als Probe ist ,wire0409* eingesetzt worden, bei der im Ensemble eine Trans-
fereffizienz iiber alle Schritte von 0.37 beobachtet wurde (vgl. [60]). Der Draht
besteht aus einem 60 Basen langen Einzelstrang mit RhG am 5’ Ende und ei-
nem Biotinanker am 3’ Ende (ss60). Dazu wurden zwei Gegenstriange mit je
20 Basen hybridisiert (vgl. Abschnitt 3.12). Am ersten Gegenstrang hingen
die beiden Farbstoffe TMR und ATTO590 an den Positionen 10 bzw. 20 (an-
til), der zweite Gegenstrang besitzt an Position 10 den Farbstoff ATTO647N
(anti2). Rechnerisch ergibt sich bei einem vollstindigen Draht eine Trans-
fereffizienz von mehr als 95% unter der Annahme frei rotierender Dipole. Das
Setup wurde so optimiert, dass die Anregungsdauer im TrALEx—Modus der
einzelnen Laser eingestellt werden konnte, um vergleichbare Signale auf allen
Kanaélen zu erhalten.

Anregung 476nm 870 uW 50 us
568 nm 360 uW 25 pus
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647nm 360 uW 25 pus
542LP, 50 mm
Tripleband FITC

Mikroskop Sideport vom Olympus IX 70
Objektiv Nikon PlanApo, 60, NA 1.4

Emission D1 (,blau“): Dichroit 560LP + 531/30 Semrock
D2 (,griin®): Dichroit 650LP + 605,55
D3 (,rot“): 692/40 Semrock
Paralleler Strahlengang

DAQ Becker&Hickl SPCM-830 Routing Flag durch zwei Sl-clock
(8 s delay; t440 ps..t+60 us, t420 ps..t+60 us)

Die hohe Leistung von 870 uW bei 476 nm héngt damit zusammen, dass der
Absorptionsquerschnitt von RhG bei 476 nm nur noch 42% des Maximums
entspricht. Weiterhin ist durch TrALEx der Laser in diesem Fall nur 50% der
Zeit an. Somit entspricht dies einer vertretbaren Anregung mit einer Leistung
von 165 uW. Alle Filter und Bauteile sind in Kapitel 3.1.5 beschrieben. Das
Ubersprechen der Fluorophore auf die Detektionskaniile wurde mit héheren
Konzentrationen (in der Regel zwischen 107¢ und 107" M) der Einzelstriinge
bestimmt, ebenso das Ausmafs der Direktanregung.

ct. | direx
Kanile « 1]
1—2 8.1 | 14.46
1—3 |1.04 0.9
2—3 |30.6 8.0

Das hohe Ubersprechen von 2 in Detektor 3 hiingt genauso wie die star-
ke direkte Anregung von 2 durch 476 nm mit der Kombination von TMR
und ATTO590 zusammen. Da die beiden Farbstoffe TMR und ATTO590 an
einem Strang hingen und nur einen Abstand von 10 Basenpaaren haben,
ist der Energietransfer extrem hoch. Weiterhin ist gewéhrleistet, dass immer
beide Farbstoffe vorhanden sind. Somit kénnen sie quasi als ein Farbstoff
(2) angesehen werden. Der Energietransfer betrigt bei dem Abstand etwa
98%. In der Regel ist daher die Fluoreszenz vom TMR vollstindig geldscht.
Die Fluoreszenz von ATTO590 gelangt auf den zweiten, zum Teil aber auch
auf den dritten Detektor. Daraus bedingen sich zwei Besonderheiten: Zum
einen lasst sich TMR im Vergleich zu RhG noch relativ gut mit 476 nm



4.1. TRALEX 115

-0

20
Sum

e ® |i,n o uhl'.ﬂll I!I gty 1 ,|.\. b .‘.\ I‘|‘ Yorom
] |

-40

N
L:laserl - Diode 1 b
=
2: Laser 1 - Diode 2 = _50
3: Laser 1 - Diode 3 E
o 2 - 50
4 Llaser 2- Diode 2 Fauv o
S Laser 2- Diode 3 ~-100
6 Laser 3 - Diode 3
0_I [ ] [ [ I_120
4 | 55,3357 ) 57 58,5065

! 58
MCS-TrALEX Time /s 3 wl +

Abbildung 4.5: Einzelmolekiilspur photonischer Drahte in Lésung mit TrALEx

anregen, und ein relativ hoher Anteil der Fluoreszenz von ATTO590 i{iber-
strahlt in den Detektionsbereich oberhalb von 650 nm. Zum anderen kann
es vorkommen, dass einer der beiden Farbstoffe z.B. durch photoinduzierte
Zerstorung keine Energie mehr aufnehmen kann. Durch die hohe Depopula-
tion von TMR via FRET wird dies am Strang anti! haufiger mit ATTO590
passieren. Die Fluoreszenz von TMR wird nur im zweiten Detektionskanal
nachgewiesen, wihrend ATTO590 auch im dritten Kanal detektiert wird. Ei-
ne weitere Schwierigkeit ergab sich bei der Auswertung der Daten, da das
Ubersprechen von 30% zu vielen negativen Intensititen fiihrt, d.h. beim Feh-
len des antil oder der Zerstérung einer der beiden Farbstoffe wirkt sich der
Korrekturfaktor des Ubersprechens dennoch auf die Verteilungen aus.

Photonische Drihte in Losung mit TrALEx

Eine Starke von TrALEx liegt in der Moglichkeit, sich aus heterogenen Ver-
teilungen von unterschiedlichen FRET-Werten und Proben mit unterschiedli-
cher Zusammensetzung gezielt Subpopulationen heraus zu suchen. In Abbil-
dung 4.5 ist eine Einzelmolekiilspur photonischer Drihte mit TrALEx aufge-
nommen dargestellt. Die mit einer Anregungswellenldnge erreichbaren Infor-
mationen sind in den ersten drei Kandlen von oben nach unten dargestellt.
Blau ist die Intensitit des ersten Detektors bei 476 nm Anregung, griin des
zweiten und orange die des dritten. Die zusétzlichen Informationen durch die
alternierende Anregung ist in den drei Farben von unten nach oben kodiert.
Gelb (bzw. weif) stellt die Detektion im zweiten (bzw. dritten) Detektor bei
der Anregung mit 568 nm dar. In rot wird schlieflich die detektierte Fluores-
zenz bei 647 nm Anregung im roten Detektor wiedergegeben. Viele Ereignisse
stammen von ungebundenen DNA Striangen. Nur wenige Ereignisse weisen
auf hybridisierte DNA mit mehreren Farbstoffen hin. Bei etwa 55.5s haben
sich ss60 und anti2 gefunden, zeigen jedoch keinen FRET. Bei 55.53 s schei-
nen die beiden Stringe ss60 und antil gebunden zu haben und zeigen FRET.
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Schlieflich ist bei 58.4s ein Ereignis mit allen drei Farbstoffen und einem re-
lativ hohem FRET zu erkennen.

In den Abbildungen 4.6 und 4.7 auf den Seiten 118 und 117 sind die TrA-
LEx Daten des photonischen Drahts in zweidimensionalen Histogrammen
aller Kombinationen der stochiometrischen Indizes S bzw. der Kombinatio-
nen E,.c gegen S aufgetragen. Jeweils auf der linken Seite sind diese ohne
Schwellwerte fiir die einzelnen Kanéle (b=0, g=0, r=0) und zum Vergleich
auf der rechten mit allen drei Schwellwerten (b=30, g=30, r=30) dargestellt.
Die Schwellwerte sind jeweils in kHz angegeben. Anhand der stochiometri-
schen Verteilungen in Abbildung 4.6 erkennt man gut, dass sehr haufig ss60
zusammen mit antil vorliegt. In (C1) befindet sich ein Schwerpunkt bei
Si3 = S23 = 1, in (Al) und (B1) kann dieser Schwerpunkt jeweils bei (0.5,
1) wiedergefunden werden. D.h. es gibt viele Ereignisse, in denen der AT-
TO647N und somit ein Strang fehlt. Es gibt weiterhin wenig Ereignisse, in
denen nur ein Farbstoff vorhanden ist, hdufig sind zumindest in zwei Kanélen
die Bursts vertreten. Im Vergleich zu den selben, durch Schwellwerte gefilter-
ten Daten fallt auf, dass etwa 45% aller betrachteten Ereignisse die Kriterien
der Schwellwerte erfiillen. Auffallend ist auch, dass nur Si5 zu Ss3 gleichma-
fig um (0.5, 0.5) verteilt ist (B2). Die Werte Sy und Si3 bzw. Si3 und Sas
sind scheinbar voneinander abhiingig. Die Position deutet beide Male auf ein
Fehlen des Donors und des Transmitterpaares aus TMR und ATTO590 hin,
so dass diese Kanédle mit einem hoheren Schwellwert zu belegen wiren. Das
Verhéltnis von Signal zum Hintergrund bei allen Kanélen ist maximal 60:1
bei einer Signalstirke von 60 kHz, so dass keine héheren Schwellwerte gerecht-
fertigt sind. Dennoch kann festgehalten werden, dass zumindest ein Teil der
Ereignisse augrund der stochiometrischen Daten alleine bereits alle Farbstof-
fe und somit alle drei Strange enthalten. Interessant ist daher die Verteilung
der FRET-Werte in Bezug auf den stéchiometrischen Index in allen Kanilen.
Diese sind in Abbildung 4.7 zunéchst durch die Anndherung der FRET-Werte
durch Epox dargestellt. In der linken Spalte sind wiederum die Schwellwerte
auf null gesetzt, wihrend in der rechten Spalte alle drei Schwellwerte auf
30 kHz gesetzt wurden. Auffallend ist, dass alle drei Verteilungen durch das
Setzen der Schwellwerte schmaler werden. Dies ist gleichbedeutend damit,
dass die Schwellwerte Ereignisse einer gemeinsamen Populationen selektiert.
Die Eppx—Werte fallen jeweils fiir die beiden benachbarten Farbstoffe viel
zu klein aus. Nach den Ergebnissen von Heilemann [60] wird erwartet, dass
sich eine Subpopulation mit einer Energietransfereffizienz nahe 90% iiber al-
le Farbstoffe ausbildet. Da jedoch sowohl in Ejrox 12 als auch in Epox 23 das
Maximum der Population zwischen 0.6 und 0.8 liegt, sind keine hohen Trans-
ferraten {iber alle drei Stringe in dieser Messung zu beobachten.

Die EpoxVerteilung iiber alle Farbstoffe ist in Abbildung 4.8 wiedergege-
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Abbildung 4.6: Stochiometrischer Index in 2D-Histogrammen ohne (links) und
mit kanalabhingigen Schwellwerten (rechts) berechnet aus TrALEx-Daten des pho-
tonischen Drahts.
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Abbildung 4.7: E;ox gegen S in 2D-Histogrammen ohne (links) und mit kanal-
abhéngigen Schwellwerten (rechts) berechnet aus TrALEx-Daten des photonischen
Drahts.
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Abbildung 4.8: Totaler Energieiibertrag E},; von 1 auf 3 des photonischen Drahts

ben. Gut zu erkennen ist, wie sich durch die Schwellwerte fiir die einzelnen
Kanile die Verteilung auf einen E,;.x—Wert konzentriert: Wahrend ohne die
zusatzlichen Schwellwerte zwei Maxima mit unterschiedlicher Energietrans-
fereffizenz resultieren (links), schélt sich in dem rechten Histogramm eine
Verteilung mit dem Schwerpunkt bei E;ox — 0.5 heraus. Der Mittelwert der
Verteilung (Abbildung 4.8, linke Seite) mit allen Ereignissen entspricht dem
im Ensemble bestimmten Energietransfer von 37% iiber alle vier Stationen.

Anhand der Neigung der Verteilungen ist zu erkennen, dass die Popula-
tionen nicht voneinander unabhéngig sind. Daher miissen die Verteilungen
mit entsprechenden y—Faktoren korrigiert werden. Da die Farbstoffe nicht an
einem festen System héngen, sind jeweils zwei neue Proben mit den entspre-
chenden Farbstoffkombinationen notwendig. Der y-Faktor zwischen ss60 und
antil kann am bestehenden System nur bedingt bestimmt werden, da sich
am Strang antil zwei Farbstoffe befinden, die teilweise im gleichen Kanal
detektiert werden. Als Naherung wurde die Steigung der Messdaten selbst
im E-1/S Diagramm durch y-Faktoren auf null gesetzt. Daraus ergab sich
o3 = 0.4. Da fiir 1/S72 keine Abhéngigkeit von Ej zu erkennen war, ist
Y12 = 1 angenommen worden. Durch die Beziehung 2.79 ergibt sich der drit-
te Faktor 3 = 0.4. Dieser Wert steht im Widerspruch zu der Messung
von 13 = 0.98 anhand der Oligoproline. Die in Abbildung 4.9 dargestell-
ten Verteilungen, zeigen die neu berechneten E-S Populationen mit diesen
~v-Faktoren. Besonders deutlich wird die Korrektur in der Grafik 4.9 (D),
der die E-S Verteilung zwischen den Detektoren zwei und drei darstellt: Die
Population ist homogener geworden und im Mittel auf 83% FRET gestiegen.
Da sich die Kanéle gegenseitig beieinflussen, édndert sich auch die FRET-
Effizienz zwischen 1 und 2 (Abbildung 4.9 (A)). Sie steigt auf fast 80% im
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Abbildung 4.9: E-S 2D-Dichte Histogramm der selben TrALEx—Daten des pho-
tonischen Drahts mit y—Korrektur (y12 = 1, 13 = 0.4 und 723 = 0.4)
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Ey  FEiz  Ea
TrALEx vy =1 0.59 0.41 0.62 0.49
TrALEx v=0.4 | 0.79 0.62 0.83 0.72
Ensemble 0.35 0.37
SMF'S 0.83

Tabelle 4.1: Vergleich der FRET-Werte des photonischen Drahtes

Mittel an. Breit gestreut bleibt die Verteilung des FRET-Effizienz zwischen
1 und 3. Da der Abstand zwischen den Farbstoffen 30 Basenpaare betrigt,
ist kein bzw. ein sehr geringer Energietransfer zu erwarten. Eine Betrachtung
der Berechnung des Energietransfers von 1 nach 3 nach Gleichung 2.85 fiihrt
darauf, dass bei hohem FRET von 1 nach 2 und gleichzeitig grofem Abstand
von 1 und 3 der relative Fehler bei der Berechnung der Transfereffizienz grofs
wird. Die Ubertragseffizienz iiber den gesamten Draht wird erwartungsge-
méak nach rechts zu hoheren FRET-Werten verschoben und weist nun einen
Schwerpunkt bei 0.72 auf.

Fiir eine abschliefende Betrachtung sind in Abbildung 4.10 die E-S Dia-
gramme und die Verteilung des totalen Energieiibertrages einer Mischung aus
den vier Farbstoffen frei in Losung dargestellt. Deutlich zu erkennen ist, dass
sich dort keine Ereignisse mit Energieiibertrag wiederfinden. Ebenso liegt
der Stochiometriewert immer bei eins oder null. Die Energieeffizienz iiber
alle drei Kanile ist ebenfalls gleich null. Simtliche Bursts bestehen eindeutig
aus einzelnen Farbstoffen: das Setzen von detektorabhéngigen Schwellwerten
fithrt dazu, dass kein einziger Burst iibrig bleibt. Damit ist das Setzen der
Schwellwerte fiir einzelne Kanéle eine geeignete Methode Bursts selektiv zu
filtern.

Mit TrALEx ist es daher moglich, die Energietransfereffizienz zwischen
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen zu bestimmen. Neben den Mittel-
werten aus den FRET-Effizzienzverteilungen ist die breite der Verteilungen
im Blick zu behalten. Speziell bei einem niedrigen FRET zwischen dem ersten
und dritten Farbstoff wird die Verteilung von E;3 breit streuen und der Mit-
telwert kann daher nicht in Abstdnde umgerechnet werden. Im Vergleich zu
den von Heilemann erzielten Daten fallt auf, dass die bestimmte totale Trans-
fereffizienz kleiner als die von ihm maximal beobachtete Transfereffizienz ist.
Es ist zudem keine eindeutige Subpopulation mit wesentlich groferem FRET
zu erkennen. Zusammen mit der deutlichen Korrektur durch einen 53 = 0.4
gibt Anlass zum nachdenken. Mit Hilfe der Oligoproline wurde am gleichen
Setup 713 zu 0.98 bestimmt. Zusammen mit y;2 = 1 nimmt auch 7,3 einen
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Abbildung 4.10: E,;x-S Diagramme und E;ot als Kontrolle, erstellt aus TrALEx—
Daten mit den freien Farbstoffen RhG, TMR, ATTO590 und ATTO647N in L&-
sung.
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Wert nahe eins an. Der resultierende geringe Energieiibertrag stimmt jedoch
nicht mit den Ergebnissen von Heilemann mit einer Anregung bei 488 nm
tiberein [60]. Eine hohere Zeitauflosung einzelner Burst liefert dafiir eine Er-
klarung:

Bei mehreren Ereignissen wurde der Akzeptor ATTO647N vorzeitig gebleicht,
wihrend im direkten Anschluss daran die Fluoreszenz der anderen Farbstof-
fe wieder aufkommt. Durch die Bursterkennung wird iiber die Dauer eines
Bursts der Mittelwert der Fluoreszenz betrachtet. Dadurch verdndert sich die
scheinbare Quantenausbeute des geblichenen Farbstoffs, wodurch eine schein-
bare Verschiebung der FRET Signale zum schwécheren Energieiibertrag resul-
tiert. Woher stammt aber diese schnelle Zerstérung des ATTO647N? Einen
Hinweis darauf ergaben Messungen der Oligoproline mit den beiden Farb-
stoffen Rh110 und ATTOG647N. Bei einer Anregung mit 476 nm zeigten sie
ebenfalls einen geringeren FRET und eine schnelle Zerstérung des Akzeptors.
Zusammen mit dem Absorptionsspektrum von ATTO647N muss angenom-
men werden, dass der angeregte Farbstoff zusétzlich bei 476 nm absorbiert
und diesen zumindest fiir lingere Zeit in einen nicht fluoreszierenden Zustand
versetzt [119]. Welche Prozesse zu der Zerstorung des Farbstoffs fiihren, oder
ob dieser nur in einen langeren, nicht fluoreszierenden Zustand gelangt, sind
im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht worden.

Immobilisierte photonische Drahte in wissriger Umgebung

Um mehr Informationen {iber die verschiedenen photoinduzierten Prozesse
im photonischen Draht zu erhalten, ist es sinnvoll, immobilisierte photoni-
sche Drihte in wissriger Umgebung anzuschauen. Durch die Immobilisierung
konnen die Prozesse bis zum Bleichen eines Farbstoffs betrachtet werden. Die
Reihenfolge der Zerstorung lasst Riickschliisse auf mogliche Lecks und vor-
iibergehende Ubergiinge in Triplettzustinde zu.

Ein geeignetes Verfahren fiir die Synthese eines photonischen Drahts auf
Oberflachen ist es, die Hybridisierung auf der Oberfliche erfolgen zu las-
sen. Der Strang ss60 besitzt an einem Ende ein Biotin, mit dessen Hilfe
eine Immobilisierung an der Oberfliche tiber Streptavidin moglich ist. Das
Verfahren ist in Kapitel 3.11.2 beschrieben. Auf die, mit dem Einzelstrang
préaparierte, Oberfliche wurden schrittweise die beiden Gegenstrange antil
und anti2 zugegeben. Dadurch konnte eine homogenere Oberfliche erzielt
werden, als wenn das vorher hybridisierte Oligonukleotid auf die Oberfliche
gebracht worden wére [60].

Fiir die Messungen wurde das lichtstarkere Olympusobjektiv verwendet und
die Anregungsleistung wurde auf allen Kanélen fiir Oberflaichenmessungen
angepasst.
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Exitation 476nm 77 uW o 20 us
568nm 30 uW 20 us
647nm 30 uW 20 us
542LP, 50 mm
Tripleband I

Mikroskop Sideport vom Olympus IX 70
Objektiv Olympus 60x 1.45 Ol-Immersion Apochromat

Emission D1 (,blau®): Dichroit 560LP + 531/30 Semrock
D2 (,griin“): Dichroit 650LP + 605/55
D3 (,rot“): 692/40 Semrock
Paralleler Strahlengang

DAQ Becker&Hickl SPCM-830
Routing Flag durch ODER-Gatter mit 100 MHz, 8 us delay

Die Oberflichen wurden mit einer Auflésung von 50nm pro Pixel bei ei-
ner Belichtungszeit von 1ms gerastert. In Abbildung 4.11 sind alle sechs
Detektor-Laser Kombinationen dargestellt. Auf der linken Seite sind die drei
Kanéle mit 476 nm Anregung abgebildet. Dies entspricht der Information
mit einer Anregungswellenlidnge. Auf der rechten Seite sind die durch TrA-
LEx zusétzlich gewonnenen Informationen dargestellt, in gelb und weif die
Signale bei Anregung mit 568 nm, in rot schlieklich die Signale des Detektors
fiir ATTO647N, angeregt bei 647 nm. Der gescannte Bereich hat eine Fliche
von 20 x 20 yum?. Die PSF der Spots betriigt etwa 0.9 um. Analog zu einfarbi-
ger Anregung zeigen auch hier die Signale typisches Verhalten von einzelnen
Molekiilen mit photoinduzierter Zerstorung oder Blinken einzelner Farbstoffe.
Auffallig ist, dass bei allen beobachteten Spots der rote Farbstoff ATTO647N
vorzeitig zerstort wurde. Dies deckt sich mit den Beobachtungen von freien
photonischen Drahten im vorherigen Abschnitt. In den Kreisen dargestellt
sind vier unterschiedliche Varianten. In (1) sind alle drei Farbstoffe an ss60
gebunden. Bei blauer Anregung ist fast kein Signal im ersten Kanal (Laser 1
Detektor 1). Sehr wohl kann ein schwaches Signal auf dem zweiten Detektor
(Laser 1 Detektor 2) beobachtet werden. In der Mitte scheint der Farbstoff
kurz heller zu werden. Auf dem roten Detektor bei blauer Anregung fillt
auf, dass ATTO647N wihrend des Scans kurz ausgeht, um anschliefsend et-
was schwicher wieder Fluoreszenz zu zeigen. Die zusétzlichen Kanéle durch
TrALEx liefern die zur vollstdndigen Erkldrung notwendigen Informationen:
Bei Anregung mit 568 nm (Laser 2 Detektor 2, Laser 2 Detektor 3) fillt auf,
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Laser 1 Detektor 1 = Laser 2 Detektor 2

Laser 2 Detektor 3

—

Abbildung 4.11: Falschfarbdarstellung der Detektor—Laserkombinationen einer
20 x 20 um? Fliche, belegt mit ss60 und den Gegenstringen antil und anti2.
In Spot 1 sind alle drei Strange gleichzeitig vorhanden. Rh110 wird, ebenso wie
ATTO590 und TMR stark geloscht, wihrend der ATTO647 auf dem roten Kanal
leuchtet.
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dass der gelbe Farbstoff nur bis etwa zur Hélfte des Spots fluoreszierte. Zu-
néchst verschwindet die Fluoreszenz vom ATTO647N und die Fluoreszenz
von ATTO590 wurde bis zu dessen Photozerstérung detektiert. Jedoch ist
kein Anstieg des Signales im blauen Kanal zu erkennen. Stattdessen beginnt
wiederum der rote Farbstoff zu leuchten. Im verbleibenden Kanal (Laser 3
Detektor 3) wurde eindeutig ATTO647N erneut nachgewiesen. Dass heifst,
der Farbstoff war zu diesem Zeitpunkt nicht zerstort. Vielmehr ist in seinem
kurzen Auszustand ATTO590 zerstort worden. Im Anschluss daran wird die
Energie nur noch vom Rh110 auf das TMR und weiter auf den ATTO647N
iibertragen.

Spot (2) zeigt eine unvollstdndige Hybridisierung. Es fehlt der zweite Gegen-
strang anti 2. Die Fluoreszenz von der Kombination TMR-ATTO590 weist
ein starkes Blinken bei direkter Anregung auf.

In (3) ist das Fehlen des ersten Gegenstranges zu sehen, da keine direkte
Anregung durch 568 nm zu verzeichnen ist. Auch hier ist ein sehr geringer
Energieiibertrag vom Rh110 direkt auf ATTO647N zu erkennen. Immerhin
betriagt der Abstand zwischen den beiden Chromophoren 30 Basenpaare.
Schlieflich ist in (4) ein Spot nur mit Rh110 zu erkennen. Die beiden Gegen-
strange fehlen oder deren Farbstoffe sind bereits zerstort.

Die Betrachtung des zeitlichen Verlaufs der Fluoreszenz eines an der Ober-
flache fixierten Molekiils mit TrALEx bestétigt die oben gemachte Beobach-
tung, dass die Farbstoffe nicht immer in der Reihenfolge von rot nach blau
zerstort werden. In Abbildung 4.12 (A) ist zunéchst ein Spot mit der erwar-
teten Reihenfolge der Photozerstérung abgebildet. In dem Bereich bis 800 ms
ist eine Transfereffizienz {iber alle Farbstoffe von etwa 50% gegeben. Bei blau-
er Anregung ist die Signalstirke auf dem roten Kanal (orange) genauso grof
wie bei direkter Anregung des roten Farbstoffs. Ebenso liegt die Fluoreszenz
des TMR-ATTO590 Stranges bei gelber Anregung (gelb) auf gleichen Niveau
wie die Fluoreszenz in Detektor 3 (weifs). Bei etwa 1800 ms stirbt der rote
Farbstoff und die Fluoreszenz von TMR-ATTO590 wird alleine nachgewie-
sen. Interessanter Weise ist der Eox—Wert zwischen griin und blau gréfser
als bei der Fluoreszenz von ATTO647N. TMR zeigt in der Zeit Blinken, das
im gelben Detekor zu beobachten ist. Rh110 fluoresziert zu dieser Zeit nicht.
Zum Zeitpunkt t=3000 ms wird wahrscheinlich TMR photozerstort, so dass
das Rh110 nicht weiter geloscht wird und selbst fluoresziert. Dies erfahrt bei
etwa 6200 ms einen fiir Rh110 typischen Shift in der Emission zu lingeren
Wellenlidngen [22| und wird teilweise im zweiten Detektor nachgewiesen.

In Abbildung 4.12 (B) hingegen beginnt bei etwa 7300 ms ATTO590 wie-
der zu fluoreszieren. Dieser Farbstoff muss bei Anregung mit einem Laser als
zerstort angenommen werden. Solche Ereignisse sind mit herkdmmlicher Ein-
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Abbildung 4.12: Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenz einzelner immobilisierter pho-
tonischer Drihte (wire0409) mit Rh110, TMR, ATTO590 und ATTO647N unter
TrALEx.

zelmolekiilspektroskopie mit einer Anregungswellenldnge nicht nachzuweisen.
Zu erkldren ist dies damit, dass der ATTO590 in einen langlebigeren Triplett-
zustand angeregt und in dieser Zeit Rh110 zerstort wurde.

Abschliefsend konnte hier gezeigt werden, dass TrALEx es erlaubt, kom-

plexe Photophysik wie in Abbildung 4.12 (B) aufzudecken. Zusétzlich ver-
hindert TrALEx die Fehlinterpretation von MultiFRET Daten. Z.B. hitten
viele FRET Fluktuationen auch als Abstandsinderungen von Biomolekiilen
interpretiert werden konnen, wenn nicht quasi simultan die Fluoreszenz aller
Farbstoffe nachgewiesen worden wire. Dies erlaubte, lange Auszeiten einzel-
ner Farbstoffe im photonischen Draht nachzuweisen.
TrALEx ist eine geeignete Methode, multichromophore Systeme mit und oh-
ne FRET zu untersuchen. Neben den durch FRET aufzuldsenden Abstdnden
konnen Informationen iiber die Stochiometrie selbst ohne FRET gewonnen
werden. Das Verfahren kann sowohl in Losungen als auch auf Oberflichen
mit immobilisierten Molekiilen in wéssriger Umgebung angewandt werden.
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4.1.3 Das Modellsystem DNA-Stern

Um die Unterschiede zwischen einem gerichteten Energietransfer und einer
rdumlichen Anordnung der Farbstoffe mit anndhernd gleichem Abstand zu-
einander aufzuldsen, wurde das Modellsystem des DNA-Sterns im Rahmen
dieser Dissertation entwickelt (Abschnitt 3.3). Die berechnete Affinitét zwi-
schen allen Kombinationen der drei Strénge wurde zundchst im Ensemble
iiberpriift. In dem ersten Schritt wurde die Konzentration der markierten
Einzelstrange eingestellt und iiber die spektral aufgeloste Absorption kon-
trolliert (Abbildung 4.13 (A)). Uber die Absorption ergaben sich die relati-
ven Anteile entsprechend der nachfolgenden Tabelle aus der Konzentration
der Farbstoffe (vgl. Abbildung 4.14).

Der Markierungsgrad ist aufgrund nur einer vorhandenen Bindungsstel-

Strang A-ATTO488 B-ATTO565 C-ATTO647
a; 0.4443 0.6765 1.0455

€ 90 000 120 000 150 000
Ctabs 0.2814 0.3213 0.3973
Konz. / (mol/l) | 6.9610~7  7.1910°7  7.50 1077

Tabelle 4.2: Linearkombination aus Absorptionsspektren einzelner Fluorophore
zur Anndherung an das Absorptionsspektrum vom DNA-Stern

le gleich eins, was in guter Ubereinstimmung mit dem Spektrum ist. Die
drei Stiange liegen somit in vergleichbarer Konzentration vor. Von diesem
Gemisch wurde vor und nach der Hybridisierung ein Fluoreszenzspektrum
aufgenommen. In Abbildung 4.13 (B) ist ein Anstieg der Fluoreszenz beider
Akzeptoren nach diesem Schritt zu erkennen.

Die Bestimmung der Transfereffizienz bei einem System aus drei Farbstof-
fen an drei einzelnen DNA-Stréingen ist nicht trivial. Nach [59] gibt es drei
unterschiedliche Methoden, die Transfereffizienz zwischen zwei Farbstoffen
zu bestimmen:

1. Linearkombination aus den, auf die Quanteneffizienz normierten, Emis-
sionsspektren

2. Vergleich der Intensitit der durch FRET erzeugten Fluoreszenz mit der
Intensitit einer Probe mit 100% FRET

3. Anndherung des Anregungsspektrums der FRET-Probe durch eine Li-
nearkombination der Absorptionsspektren
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Abbildung 4.13: DNA-Stern: (A) Absorptionsspektrum, (B) Emissionsspektren
in Abhéngigkeit von der Temperatur bei 488 nm angeregt zeigen den Einfluss der
Hybridisierung. (C) Anregungsspektren, Beobachtung bei 605 und 680nm. (D)
Emissionsspektren bei 488, 568 und 647 nm Anregung
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Abbildung 4.14: DNA-Stern, Linearkombination aus Emissionsspektren bei (A)
488nm und (B) 568 nm aus drei (zwei) Fluorophoren zur Anpassung des Emis-
sionsspektrums, (C) Linearkombination aus den Absorptionsspektren der Einzel-
strange zur Anpassung des Absorptionsspektrums, (D) Linearkombination aus drei
Absorptionsspektren zur Anpassung des Anregungsspektrum.
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Alle drei Verfahren wurden zur Kontrolle angewandt, um einen moglichst
gesicherten Uberblick iiber die Verteilung der FRET-Werte des Sternes im
Ensemble zu bekommen.

FrRET-Werte durch Fluoreszenzspektren

Diese Methode greift das Fluoreszenzspektrum bei der Anregung des ers-
ten Donors auf. Das Spektrum wird durch eine Linearkombination aus den
Emissionsspektren (4.13 (D)) gebildet:

FO‘) = Z aifi<)‘) (4-1)

Die FRET-Effizienz ergibt sich durch die Korrektur mit der Quantenausbeute
und anschliefsender Normierung.

| ATTO488 ATTO565 ATTOG47N

o 0.912 0.149 0.089
o 0.80 0.92 0.65
agbs 0.79 0.11 0.10

Unter der Annahme eines gerichteten Energietransfers liegt die FRET-Effizienz
tiber alle drei Schritte bei etwa 10%. Auch der Energietransfer auf ATTO565
liegt mit 11% unter den Erwartungen. Damit ist die FRET-Effizienz insge-
samt recht gering. An dieser Stelle wird deutlich, dass ein grofter Teil der
Energie vom Donor an keinen der anderen Farbstoffe weitergegeben wird.
Um den Energietransfer zwischen ATTO565 und ATTO647N zu bestimmen,
ist bei dieser Methode eine zweite Messung erforderlich. Der nicht durch
die Anordnung beeinflusste FRET-Wert von ATTO565 auf ATTO647N kann
aus dem Emissionsspektrum des Sterns bei Anregung mit 568 nm berechnet
werden (Abbildung 4.14 (B)).

| ATTO565 ATTOG47N

Y 0.988 0.190
i) 0.92 0.65
azbs | 0.786 0.214

Der Energieiibertrag zwischen ATTO565 und ATTO647N betriagt 21.4%.
Erwartet wurde eine Transfereffizienz von etwa 50%. Auch hier bleibt ein
grofkerer Teil der Anregungsenergie bei dem angeregten Farbstoff, oder es
liegt Strang B ungebunden in der Losung vor. Ein Vergleich der absoluten
Anteile der Linearkombinationen zwischen diesen beiden Farbstoffen mit der
Anregung bei 488 nm ergibt, dass die detektierte Fluoreszenz des ATTO647N
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nicht vollstindig vom ATTO565, sondern auch vom ATTO488 hervorgerufen
wird. Analog zur Bestimmung der Transfereffizienz bei TrALEx, kann nun die
Effizienz zwischen dem ersten und dem mittleren Farbstoff bestimmt werden.
Es gelten die Gleichungen 2.82 und 2.85, wobei sich Unterschiede in der
Detektionswahrscheinlichkeit durch die Methode autheben. Daher sind alle
~—Faktoren eins, woraus eine Energietransfereffizienz von 15% von ATTO488
auf ATTO565 und 8% von ATTO488 auf ATTO647N folgt.

FRET—Werte durch direkte Anregung des Akzeptors

Durch die direkte Anregung des Akzeptors ist es ebenfalls moglich, die Trans-
fereffizienz zwischen Donor und Akzeptor zu bestimmen [59]. Dazu wird die
Fluoreszenz des Akzeptors durch FRET und der Direktanregung in Beziehung
gesetzt. Da die Fluoreszenzintensitit durch den Absorptionsquerschnitt der
Farbstoffe beeinflusst ist, muss diese korrigiert werden. Es ergeben sich fol-
gende Werte:

Anregung bei 488nm 568nm 647 nm
Fluoreszenz bei 665 nm 35 147 597
Anteil des ATTO647N 29.1 123.5 597
€(Aez) / (M cm)™! 60300 120000 150000
Normalisierte Fluoreszenz 0.12 0.25 1.00

Dabei wurde das Ubersprechen der anderen Fluorophore bei 665 nm substra-
hiert und die Fluoreszenz anteilig zur direkten Anregung des Akzeptors wie-
dergegeben. Schlieflich ergab sich eine FRET-Effizienz iiber alle drei Schritte
von etwa 12% und zwischen den Farbstoffen an den Stringen B und C von
25%.

FRET-Werte durch Anregungsspektren

Die letzte Variante zur Bestimmung der FRET-Werte verwendet das Anre-
gungsspektrum (C) aus Abbildung 4.13 mit der Detektion der Fluoreszenz
bei 665 nm. Dabei wird aus den Absorptionsspektren der Einzelstringe eine
optimale Linearkombination gebildet. Diese Methode wird vor allem dann un-
zuverlissig, wenn der Akzeptor im Uberschuss vorliegt. Die relativen Anteile
miissen mit den Absorptionsquerschnitt normiert werden. Dadurch ergeben
sich folgende Werte:

| Rh110 ATTO568 ATTOG647N
Otreg 0.0626  0.1460 0.9852
€(Amaz) / (M cm)™' | 90000 120000 150000
gbs 0.11 0.19 1.00
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Durch die Normierung auf den Anteil der direkten Anregungen konnen die
FRET-Werte ermittelt werden. Wiederum zeigt sich eine geringe Transferef-
fizienz vom ATTO488 auf C-ATTO647N (11%) und eine etwas grokere zwi-
schen den Strangen B-ATTO565 und C-ATTO647N (19%).

Aus den drei unterschiedlichen Modellen fiir die Bestimmung der FRET—
Werte ergeben sich vergleichbare Werte fiir die Effizienz des Energietransfers.
Allen Messungen gemeinsam féllt die Transferrate wesentlich geringer aus als
erwartet. Dies kann sowohl in einem geringeren Energietransfer zwischen den
Farbstoffen als auch an einer unvollstindigen Hybridisierung der Stringe
liegen. Eine Unterscheidung zwischen unvollstindigen Sternen oder einem
geringen Energietransfer ist aus diesen Daten nicht moglich. Eine genauere
Methode zur Untersuchung der Absténde ist daher notwendig.

Der Stern in Losung mit TrALEx

Obwohl die Ensembeldaten nicht die erwarteten FRET-Werte ergeben haben,
wurde versucht vollstindig hybridisierte Sterne aufzuspiiren. Die Stiarke von
TrALEx liegt in der gezielten Auffindung von Subpopulationen. Erwartet
werden Populationen, die einen moderaten FRET, groker als 50%, zwischen
allen drei fluoreszierenden Partnern zeigen. Die bei einer Konzentration von
107 molar hybridisierten Sterne wurden fiir die Messungen auf etwa 107!
molar verdiinnt. Um zufillige Koinzidenzen der Farbstoffe im Laserfokus zu
vermeiden, wurden die Messungen mit so verdiinnten Losungen durchgefiihrt,
dass nur maximal fiinf Einzelmolekiilereignisse pro Sekunde erkannt wurden
(vgl. Abschnitt 3.4). Dem Puffer (PBS) wurden 0.3 mg/ml BSA zugegeben.
Der Aufbau (Kapitel 3.1) wurde fiir die Detektion der Farbstoffe ATTO488,
ATTO565 und ATTO647N optimiert:

Exitation 476nm 350 uW 18 us
568nm 250 uW 18 us
647nm 250 W 18 us
542LP, 50mm
Tripleband I

Mikroskop Sideport vom Olympus IX 70
Objektiv Nikon PlanApo 60x 1.4 Olimmersion

Emission D1 (,blau®): Dichroit 560LP + 531/30
D2 (,griin“): LP585 + Dichroit 650LP+ 605/55(AHF)
D3 (,rot“): LP5858 + 692/40
Paralleler Strahlengang
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DAQ Becker&Hickl SPCM-830
Routing Flag durch ODER-Gatter mit 100 MHz, 8 us delay

Zunachst wurde der Hintergrund des Puffers bestimmt, anschliefiend die Kor-
rekturfaktoren fiir das Ubersprechen und die direkte Anregung aus den ein-
zelnen Einzelstranglosungen:

crosstalk direx
Kanile Q I6]
1—2 11.0 7.6
1—3 1.1 0.7
2 — 3 9.0 7.8

Die Werte liegen in Ubereinstimmung mit den aus der Kombination fiir Filter
und Farbstoffe berechneten Werten. In den Abbildungen 4.15 und 4.16 sind
die Verteilungen der Bursts des DNA-Sterns in S-S bzw. E,;ox-S Diagrammen
wiedergegeben. Zunichst fillt auf, dass sich die Verteilungen in Abbildung
4.15 mit oder ohne Schwellwerte &hnlich sind. Der wesentliche Unterschied
liegt in einer Subpopulation, die auf dem griinen und roten Kanal gleichzeitig
detektiert wird. Diese kann gut in (A1) und (C1) erkannt werden, da sie sich
jeweils um das Wertepaar (0.2; 0.2) abzeichnet. Weiterhin ist in (C1) eine
kleine Population des ATTO647N alleine erkennbar. Aufgrund des leichten
Uberschusses des Stranges C-ATTO647N war dies zu erwarten. Durch die
Auswahlkriterien der Bursts wurden schon bei diesem Schritt Ereignisse mit
mehreren Fluorophoren bevorzugt. Ein relativ grofer Anteil erfiillt die Kri-
terien fiir alle drei Farbstoffe. Durch das Setzen von Schwellwerten, auf der
rechten Seite, ist eine Konzentrierung der Verteilung auf eine 1:1:1 Stochio-
metrie zu beobachten. Die Anzahl der Bursts wird durch die Schwellwerte
um etwa 70% reduziert. In Tabelle 4.3 sind die Mittelwerte der stochiome-
trischen Verteilungen dargestellt.

Alle Schwerpunkte sind durch die Schwellwerte zur Mitte hin verschoben.

Schwellwert | 1-2 1—-3 2—3
ohne 0.43 040 047
mit 0.48 0.47 0.49

Tabelle 4.3: Mittelwerte der S—Verteilungen.

Die Verteilung zwischen dem griinen (2) und roten (3) Kanal dndert sich
kaum. Die stochiometrischen Daten lassen den Riickschluss zu, dass alle drei
Farbstoffe an der betrachteten Subpopulation in jedem Burst enthalten sind.
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Abbildung 4.15: Darstellung der TrALEx-Daten des DNA-Sternes mit AT-
TO488, ATTO565 und ATTO647N ohne Schwellwerte (linke Seite) und mit
Schwellwerten (rechte Seite) in S-S Dichteplots.
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Abbildung 4.16: Darstellung der TrALEx-Daten des DNA-Sternes mit AT-
TO488, ATTO565 und ATTO647N ohne Schwellwerte (linke Seite) und mit
Schwellwerten (rechte Seite) in Epox-S Dichteplots.
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Beginnend mit der S gegen E..x Verteilung zwischen den letzten bei-
den Stringen (Abbildung 4.16 (C1)) ist zu erkennen, dass sich auch ohne
Schwellwerte auf den Kanélen keine reinen Donor— oder Akzeptorpopulatio-
nen auszeichnen. Vielmehr sind an allen erkannten Bursts sowohl ATTO565
als auch ATTO647N vorhanden. Sie zeigen in gleichem Mafse Energietrans-
fer. Der Schwerpunkt der Verteilung der E,;.—Werte dndert sich nicht, wenn
zusitzliche Schwellwerte gesetzt werden (vgl. Tabelle 4.4).

Anders verhalten sich die Verteilungen zwischen dem blauen und griinen,

Schwellwert | 1—2 1—3 2-3
ohne 022 0.16 0.32
mit 0.20 0.12  0.32

Tabelle 4.4: Mittelwerte der Epox—Verteilungen.

bzw. dem blauen und roten Kanal. Beide weisen eine Subpopulation mit
einem niedrigen stochiometrischen Index und einem gegeniiber den Schwer-
punkt hoheren E,..—Wert auf. Dies wird durch die Verschiebung der Mittel-
werte von Erox zu kleineren Werten bestatigt.

Nach Abschnitt 4.1.1 ist zwischen den Kanélen 1 und 3 kaum eine Korrek-
tur durch einen y-Faktor notwendig. Die Verschiebung der Anregungswel-
lenlinge zu 476 nm bewirkt keine Anderung des ~Faktors. Daher betrigt
die FRET-Effizienz zwischen den Farbstoffen ATTO488 und ATTO647N
im Mittel 12%. Die aus den Filterkombinationen abgeschiatzen ~-Faktoren
(1 - 2=137,2 — 3 =0.521— 3 = 0.71) liefern keine brauchbaren
Ergebnisse. Fiir eine Abschitzung der beiden anderen y-Faktoren wurden
TrALEx-Spuren von je zwei hybridieserten Strangen im 1/S gegen E Dia-
gramm verglichen. Dies fithrte zu ;9 = 723 ~ 1. Daher kénnen die Epq—
Werte in Anniherung als FRET-Werte angenommen werden.

Ein Vergleich der FRET-Werte mit denen im Ensemble ist in Tabelle 4.5
dargestellt. Es fallt auf, dass die Werte bei den TrALEx—Messungen insge-
samt grofer ausfallen als im Ensemble. Dies ist dadurch zu erkldren, dass
nur Bursts mit einer Rate grofer 70 kHz betrachtet wurden. Dadurch sind
Bursts bevorzugt, zu denen mehrere Farbstoffe beitragen.

Die Farbstoffe befinden sich im Abstand von 20 Basen. Bei einer vollstan-
digen Hybridisierung haben die Farbstoffe einen maximalen Abstand von
6.8 nm. Dabei wurde die Verbindung zwischen Farbstoff und DNA vernach-
lassigt. Da in diesem Fall jedoch die Stringe bei einer flachen Anordnung
einen Winkel von 120° zueinander einnehmen, verringert sich der Abstand
auf 4.8nm. In Tabelle 4.5 sind die erwarteten FRET-Werte unter der An-
nahme von x? = 2/3 dargestellt. Die mit dem DNA-Stern erzielten Werte
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1—-2 2—-3 1—-3 Eiu
Ensemble 5%  21% 8%  10%
TrALEx (ohne) | 22%  32%  16% 19%
TrALEx (mit) 20% 32% 12% 16%
180° 38% 58% 24% -
120° 83% 92% 64% -

Tabelle 4.5: Vergleich der FRET-Werte im Ensemble, auf Einzelmolekiilebene

(ohne und mit Schwellwerten) und mit den erwarteten Werten aus den Forsterra-
dien (Annahme x? = 2/3) fiir den DNA-Stern mit den Farbstoffen ATT0488 (1),
ATTO565 (2) und ATTO647N (3).

liegen alle weit unterhalb der theoretischen Berechnung, selbst unter der An-
nahme von gestreckten DNA—Stridngen. Bei dem erwarteten Abstand wurde
davon ausgegangen, dass eine gegenseitige Behinderung der Farbstoffe na-
hezu ausgeschlossen werden kann (Vergleiche [39]). Messungen mit anderen
Farbstoffen (Rh110, Alexa568) wiesen vergleichbare Ergebnisse auf. Die Um-
rechnung der FRET-Werte in Abstéinde ergibt folgenden mittlere Absténde:
7.9nm (ATTO488-ATTO565), 7.4nm (ATTO488-ATTO647N) und 8.1 nm
(ATTO565-ATTO647N). Diese Werte sind wieder unter der Annahme frei ro-
tierender Fluorophore berechnet. Die bei der Untersuchung des photonischen
Drahtes gemachten Beobachtungen kénnen hier nur zum Teil greifen: Durch
ein vorzeitiges Bleichen des ATTO647N wire ein geringerer Energieiibertrag
von 1 nach 3 und von 2 nach 3 logisch. Jedoch bleibt eine Erklérung offen,
da ATTOb565 bzw. der ebenfalls untersuchte Alexa568 das schnelle Bleichen
nicht zeigen. Daher kann angenommen werden, dass sich in dem Modell an-
dere stabile Strukturen ausbilden, die einen gréferen Abstand zwischen den
Fluorophoren bewirken, als die mit mfold berechneten Werte vorgegeben
haben. Es bleibt jedoch auch die Md&glichkeit offen, dass weitere, ungekléarte
photophysikalische Ursachen die FRET-Werte beeinflussen.

Abschliefsend kann festgehalten werden, dass die Unterschiede zwischen
einem gerichteten Energietransfer und einer anderen Anordnung der Fluoro-
phore durch TrALEx beobachtet werden konnten.
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4.2 Die vakuolare H"—ATPase

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der heteromere Komplex der V-ATPase
mit fluoreszenzspektroskopischen Methoden untersucht. Die ersten Experi-
mente fanden mit chim#ren Untereinheiten A und B statt, die mit den im
sichtbaren fluoreszierenden Proteinen eCFP bzw. eYFP markiert wurden.
Die weiteren Untersuchungen wurden mit heterolog exprimierten, nachtrag-
lichem gefirbten Untereinheiten bzw. dem solubilisierten Gesamtkomplex aus
mesembryanthenum crystallinum durchgefiihrt.

4.2.1 VHA-A-CFP und VHA-B-YFP Experimente

Von VHA-A und VHA-B wird angenommen, dass sie eine hexagonale Struk-
tur aus je drei Kopien bilden. Diese sind im Wechsel regelméfig angeordnet
(Abbildung 2.16 auf Seite 61). Ziel dieser Experimente war es, eine Kom-
plexbildung aus diesen beiden Proteinen zu beobachten. Da die beiden Un-
tereinheiten ein Molekulargewicht von 68 bzw. 57 kDa haben, wachsen die
chimiren Proteine auf eine Grofe von 85 bzw. 74kDa. Die N-Terminalen
GFP-Varianten ragen aus den beiden Proteinen ab, wodurch die Funktion
nicht beeintrichtigt werden soll [82].

Die Messungen erfolgten zum Teil am kommerziellen Spektrometer 1.545 von
PerkinElmer, zum Teil wurden sie mit einem gepulsten TiSa Laser bei 420 nm
an einem Oriel Spektrometer durchgefiihrt (vgl. Abbildung 3.18 in Abschnitt
3.5). Aufgrund der geringen Konzentrationen konnten die FRET-Messungen
nicht an dem kommerziellen Gerit durchgefiihrt werden (Abbildung 4.17).
Die chiméren Proteine lagen bei den Messungen nur in einer begrenzten Sau-
berkeit vor. Reste vom Zelllysat waren noch in den Proben zu finden, was
sich auch in den Spektren widerspiegelt.

Aufgrund der Fluoreszenzspektren in den Abbildungen 4.17 und 4.18 der
beiden Proben kann mit Hilfe der Quanteneffizienz und dem Extinktionsko-
effizienten das Konzentrationsverhéltnis abgeschéitzt werden:

(Al 1a(Aa) e5(A5)PB

E X T50m) eaCa)Bs (4.2)

Daraus resultiert ein Konzentrationsverhaltnis von

ACFP : BYFP =59:1

Fiir eine empfindlichere Detektion wire die Betrachtung unterschiedlicher
Konzentrationen wiinschenswert gewesen. Aufgrund der geringen Probenkon-
zentration wurde davon aber abgesehen.
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Abbildung 4.17: Fluoreszenzpektren der chiméren Proteine VHA-Agpp und
VHA-By rp bei 420nm angeregt.
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Abbildung 4.18: Fluoreszenzspektrum von By pp bei 420 nm bzw. 490 nm ange-
regt. Als Bezug ist das Spektrum des reinen Puffers abgebildet.
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Abbildung 4.19: Spektrum des Puffer im eigenen Aufbau. Das Maximum der
Ramanstreuung korreliert mit der Anregungswellenldnge. Messwerte von aufeinan-
der folgenden Tagen.

Das ungewdhnlich hohe Signal im Vergleich zu den Literaturspektren von
ECFP und EYFP bei etwa 490 nm stammt von der Ramanstreuung der Was-
sermolekiile, dessen Energieabstand 3652 cm™! betriigt. Eine Anregung mit
420nm ergibt ein Ramanmaximum bei 496 nm. Die FRET—Analyse wurde
aus den oben genannten Griinden an dem eigenen Aufbau mit einen TiSa-
Laser als Lichtquelle durchgefiihrt. Die Detektion durch eine CCD-Kamera
mit Bildverstirker ist signifikant empfindlicher als das kommerzielle Spektro-
meter. Der Laser konnte nicht durchgehend bei der Wellenldnge von 420 nm
gehalten werden, so dass eine Drift um bis zu 5nm zu beobachten war. Auf
das Verhéltnis der Anregung beider Farbstoffe hat dies keinen Einfluss, je-
doch verschiebt sich die Position des Ramanmaximums mit der Anregungs-
wellenlénge (Abbildung 4.19). Da das Ramanspektrum bei der Betrachtung
von VHA-Bypp iiberwiegt (Abbildung 4.20), ist es nicht sinnvoll das ge-
samte Spektrum fiir eine lineare Regression zu nutzen. Die Ramanstreuung
beeinflusst nur einen Bereich von 480 bis 505 nm, deshalb kann der Bereich
oberhalb von 505 nm genutzt werden. Fiir das Spektrum der Mischprobe gilt:

FACFP+BYFP ()‘) = aFACFP()\) + ﬁFBYFP()\) ) (4'3)

woraus die FRET-Effizienz iiber die Quantenausbeute mit Hilfe der Fitpa-
rameter zu ermitteln ist [59]. Im Wesentlichen ist dies die Situation wie in
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Abbildung 4.20: Fluoreszenzspektren am eigenen Aufbau, angeregt mit einem
TiSa-Laser bei 420nm. Vergrofert dargestellt ist das Spektrum von By pp.

Gleichung 2.47 beschrieben. Die Detektionswahrscheinlichkeit kann als ho-
mogen angenommen werden, d.h. np = 74, und der y—Faktor entspricht dem
Verhiltnis der Quanteneffizienzen. Die Effizienz wird durch die Fitparameter
a und 3 ausgedriickt. Es gilt:

g

PEyFp
——
®Ecrp + 6

Erger = (4.4)

In dem nicht vom Ramanspektrum beeinflussten Bereich ergeben sich mit
der Methode der kleinsten quadratischen Abweichung (least mean square)

a = 0.2593 B = 0.0084,

wodurch sich eine Effizienz von 2.1% errechnet. Der Vergleich der errechneten
Koeffizienten mit der Messung ist in Abbildung 4.21 dargestellt. Problema-
tisch bei dieser Messung ist das unbekannte Spektrum von YFP. Da die
Anregungswellenlidnge nicht auf das Absorptionsmaximum eingestellt wer-
den konnte, wurde als Referenz die direkte Anregung von YFP mit 420 nm
betrachtet. Der Extinktionskoeffizient von eYFP betriagt bei 420 nm in etwa
4.5% der maximalen Extinktion, weshalb der Fit einer groken Unsicherheit
unterliegt. Auf Ensembleebene gibt es zwei Erklarungen dafiir, warum dieses
Ergebnis so gering ausfillt. Geht man davon aus, dass die beiden chimé-
ren Proteine vollstindig gebunden haben, d.h. jedes VHA-Bygp ist an ein
VHA-A¢pp gebunden, dann wire der Abstand zwischen den beiden chromo-
phoren Gruppen auflerhalb des Arbeitsbereichs von FRET. In der Tat sind
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Abbildung 4.21: Fit des Fluoreszenzspektrum von Agopp By pp durch aAcpp und
BBy pp ergibt die Parameter 0.2593 und 0.0084. Als Vergleich ist das Spektrum
von Acpp abgebildet.
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die beiden GFP-Varianten mit einem Durchmesser von 2.4 nm und eine H&-
he von 4.2 nm recht grofs. Der minimale Abstand der beiden fluoreszierenden
Gruppen liegt somit bei 2.4 nm. Dies entspricht bei einem Foérsterradius von
5.2nm (vgl. 3.8) und einem frei rotierenden System einem Energieiibertrag
von iiber 99%, so dass hier nicht die Limitierung gegeben ist. Der gesam-
te Kopf hat einen Durchmesser von etwa 15nm, so dass die Untereinheiten
A und B mit einem Durchmesser von kleiner als 7.5 nm abgeschétzt werden
kénnen. Dennoch kann dadurch der Abstand der Chromophore fast das Dop-
pelte des Forsterradius betragen. Der Energieiibertrag lige bei etwa 2%, also
in der Grofenordnung der gemessenen Transferraten. Dies legt wiederum die
Vermutung nahe, dass die Fusionsproteine sich in der Interaktion behindern.
Zumindest kénnen keine Komplexe mit mehreren Proteinuntereinheiten ge-
bildet werden, da dann der Abstand der Fluorophore kleiner als 7.5 nm wird.
Die andere Erklarungsmoglichkeit besteht darin, dass die beiden chiméren
Untereinheiten keinen stabilen Komplex bilden konnen. Die Griinde dafiir
konnen sowohl in den angehidngten GFP-Varianten liegen, als auch am Feh-
len weiterer Untereinheiten. Messungen in Gegenwart der exprimierten Un-
tereinheit VHA-E ergaben ebenfalls keinen Anstieg der Akzeptorfluoreszenz.
Weitere heterolog exprimierte Untereinheiten lagen fiir diese Messungen nicht
vor, so dass die Versuchsreihe an diesen Punkt beendet wurde.

Aus diesen Daten wird ersichtlich, dass weitere Verfahren zur eindeutigen
Charakterisierung der Wechselwirkung notwenidg sind. Eine Moglichkeit be-
steht darin, auf einzelne Molekiile {iberzugehen. Die fluoreszierenden Proteine
CFP und YFP sind aber leider aufgrund ihrer geringen Photostabilitat nur
bedingt fiir Einzelmolekiilexperimente geeignet. Stabilere, chemische Farb-
stoffe sind nur iiber funktionelle Gruppen an Lysine oder Cysteine in den
Proteinen zu koppeln. Da die Lysate in den bisherigen Proben nicht voll-
standig entfernt werden konnten, miissen die Proteinuntereinheiten weiteren
Reinigungsstufen unterzogen werden.

Als Alternative kann der gesamte Proteinkomplex aus der Pflanze solubili-
siert und mit einer ausreichenden Reinheit erzeugt werden.

4.2.2 Messungen am Gesamtkomplex

Ziel dieser Untersuchungen war es, die Dissoziation und partielle Reassemb-
lierung der VHA in Losung zu demonstrieren. Diese Experimente kénnen als
Vorstufen betrachtet werden, mit deren Hilfe es gelingen soll, durch statis-
tisches Markieren heterolog exprimierter Untereinheiten den Zusammenbau
der ATPase in wvitro zu charakterisieren. Die Methode der Einzelmolekiil-
spektroskopie ist ein probates Mittel detailiertere Einsichten zu gewinnen
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und potentielle Verteilungen zu erkennen.

Der aus mesembryanthenum crystallinum gewonnene Komplex VHA wur-
de nach der in Kapitel 3.12.3 beschrieben Methode in zwei Proben mit je
einem der FRET-fahigen Farbstoffe Rh110 bzw. ATTO590 als Succinimidy-
lester an die Lysinreste des Komplexes statistisch gekoppelt. Dabei wurde
darauf geachtet, dass der Markierungsgrad (DOL') zwischen eins und zehn
liegt. D.h. pro Gesamtkomplex stehen statistisch ein bis zehn Farbstoffmo-
lekiile zur Verfiigung. Da die ATPase zu dem Zeitpunkt des Anfiarben frisch
vorlag, kann davon ausgegangen werden, dass die Komplexe noch intakt sind.
Somit konnen die Farbstoffe vor allem die frei zugénglichen Aminogruppen
belegen, und die funktionellen Bausteine werden nicht behindert. Weiterhin
wurde auch wiahrend der Reaktion Brij58 in der Losung belassen, so dass die
hydrophoben Untereinheiten innerhalb der Mizellen verweilten. Ansonsten
bestiinde die Gefahr von hydrophoben Wechselwirkungen der Farbstoffe mit
diesen Untereinheiten.

Analog zu der beobachteten Dissoziation und Reassemblisierung in Zell-
membranen wurden die beiden Proben im Anschluss daran mit Kaliumjodid,
Magnesiumsalz und ATP versetzt, mit den Endkonzentrationen von

e 5mM ATP
e 5mM MgSO4
e 500 mM Kaliumjodid.

Dabei erfolgt eine Destabilisierung der hydrophoben Interaktionen zwischen
den Proteinen. Die Proben wurden gemischt und fiir eine Stunde bei 18°C
unter leichtem Schwenken gelagert. Nach dieser Zeit erfolgte die gemeinsame
Dialyse der Proben iiber Nacht in einem mindestens 1000-fachen Uberschuss
an Dialyse-Puffer 1T (50 mM KCL, 20mM KHCOj3, pH 8) bei 4°C. Anhand
der fluoreszenzspektroskopischen Daten konnte iiber das o.g. Verfahren eine
Energietransfereffizienz von etwa 28% nachgewiesen werden (vgl. Abbildung
4.22, schwarze Kurve).

Damit ist gewdhrleistet, dass zumindest ein Teil der Proteine nach der Dia-
lyse wieder rekombinieren und die Farbstoffe dies nicht verhindern. Selbst
ohne chaotrope Zerlegung war nach mehreren Stunden bei 4°C ein gerin-
ger Anstieg der Energietransfereffizienz zu beobachten. In Abbildung 4.23
sind die Fluoreszenzspektren von nach der Dialyse gemischten Proben di-
rekt (schwarz) und nach 12 Stunden (rot) dargestellt. Deutlich zu erken-
nen ist hier ein Anstieg der Akzeptorfluoreszenz bei gleichzeitigem Riickgang

!Degree of Labelling
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Abbildung 4.22: Ensemblespektroskopie von VHA gefarbt mit Rh110 bzw. AT-
T0590. Nach chaotroper Dissoziation und gemeinsamer Dialyse (schwarz) kann ein
deutlicher Anstieg der Akzeptorfluoreszenz bei gleichzeitigem Riickgang der Donor-
fluoreszenz nachgewiesen werden. Rechts sind die Anregungsspektren der gleichen
Proben dargestellt.
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Abbildung 4.23: Reassemblisierung der chaotrop destabilisierten VHA nach ge-
trennter Dialyse. 12 Stunden bei 4°C nach dem Mischen kann ein Anstieg der
FreET-Effizienz verzeichnet werden.
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Abbildung 4.24: Reaktionskinetik der V-ATPase. Die Mischung der Proben er-
folgte nach chaotroper Desassamblisierung und Dialyse in der Messkiivette. Mit
beiden Farbstoffkombinationen wird eine vergleichbare Kinetik erzielt.

der Donorfluoreszenz. Dies spricht fiir einen langsamen Austausch der VHA-
Untereinheiten im Gleichgewicht. Die Reaktionskinetiken in Abbildung 4.24
zeigen eine Sittigung des Austausches der Unterinheiten im Gleichgewicht.
Der Versuch wurde mit zwei unterschiedlichen Farbstoffpaaren durchgefiihrt,
um hydrophobe Wechselwirkungen von ATTO590 auszuschlieften.

Einzelmolekiil-FRET der ATPase

Es stellt sich die Frage, ob der FRET-Anteil aus einer homogenen Vertei-
lung um einem Abstand stammt, oder vielmehr unterschiedliche Absténde
innerhalb der Komplexbildung angenommen werden miissen. Aufgrund der
Ringbildung aus sechs Untereinheiten ist eine Verteilung von mehreren Ab-
stdnden wahrscheinlich. Da es sich um ein statistisches Markierungsverfahren
handelt, ist es interessant, ob sich im Gemisch nach der Dialyse Subpopula-
tionen befinden, oder wie viel Prozent der gefirbten Untereinheiten wieder
reassemblieren. Daher wurden weitere Messungen auf der Einzelmolekiilebe-
ne durchgefiihrt. Der Aufbau entspricht der in (3) gegebenen Darstellung.
Angeregt wird Rh110 bei 488 nm, die Detektion erfolgt auf zwei APDs mit
einem Dichroiten (DCLP550) als Strahlteiler und einem Langpasskantenfil-
ter LP500 bzw. dem Bandpassfilter 645/75HQ vor je einer APD. In Abbil-
dung 4.25 ist ein Auszug einer Einzelmolekiilspur abgebildet. Die Analyse
der Bursts erfolgt mit dem in 3.4 beschriebenen Verfahren.

Die Auswertung der Einzelmolekiilmessungen liefert die Verteilung der
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Abbildung 4.25: Einzelmolekiilspuren von VHA gefirbt mit Rh110 bzw. AT-
T0O590. Nach chaotroper Dissoziation und gemeinsamer Dialyse zeigen einige Mo-
lekiile FRET.

Energietransferraten an einzelnen Proteinkomplexen. Aus den Einzelproben
(Abbildung 4.26) ergibt sich, dass Rh110 zu etwa 12% in den Akzeptorkanal
iiberspricht. Es fallt auf, dass die Werte um 0.12 recht breit gestreut sind.
ATTO590 an der VHA liefert erwartungsgeméf eine schmale Verteilung von
Eprox Werten nahe eins. Die Histogramme aus der gemeinsamen Dialyse ent-
halten einen hohen Anteil von reinem Donorsignal. Die FRET-Verteilung kann
durch substrahieren der gewichteten Donorverteilung extrahiert werden. Die
resultierende Verteilung in Abbildung 4.27 weist deutlich zwei Subpopulatio-
nen auf. Eine mit einer FRET-Effizienz von 0.89 und eine mit einer Effizienz
von 0.26. Dies deutet auf bevorzugte Kopplungspositionen und unterschiedli-
che Positionen der Fluorophore in den gebildeten Komplexen hin. Unter der
Annahme frei rotierender Farbstoffe (k* = 2/3) ergeben sich mittlere Ab-
stande von 4.4 bzw. 6.5 nm.

Durch diese Experimente konnte gezeigt werden, dass der solubilisierte
Komplex der VHA durch 500 mM Kaliumjodid in Anwesenheit von Magne-
siumsalz und ATP dissoziiert werden kann. Durch die Dialyse in einem fiir
die ATPase natiirlichen Puffer konnen mindestens Teile wieder reassemblie-
ren. Der Anteil der wieder gebildeten Komplexe ist gering, wie im Vergleich
mit den Ensemblemessungen zu sehen. FRET auf Einzelmolekiilebene mit
gefarbten Gesamtkomplexen ist ein geeignetes Mittel. Diese Reassemblisie-
rung zu charakterisieren. Es gibt zwei Subpopulationen mit etwa 4.4 nm bzw.
6.5nm Abstand zwischen den Chromophoren. Ein geringerer Anteil der Pro-
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Abbildung 4.26: VHA Komplexe gefirbt mit Rh110 (griin) bzw. ATTO590 (rot).
Rh110 verursacht ein Ubersprechen in den Akzeptorkanal und ergibt eine FRET

Verteilung grofer 0. ATTO590 l&sst sich direkt durch 488 nm anregen, jedoch liegen
die Eprox—Werte Nahe eins.
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Abbildung 4.27: E,.x-Verteilung der gemeinsam dialysierten Mischung aus
VHA-Rh110 und VHA-ATTO590. Die Verteilung wurde mit der Distribution des
Donor allein korrigiert.
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teine kann auch ohne chaotrope Behandlung wn wvitro ausgetauscht werden.
Der Austausch konnte sowohl im Ensemble, als auch an einzelnen Molekiilen
beobachtet werden.

Versuche, bei denen Cysteinreste innerhalb der VHA gefirbt wurden, er-
gaben mit allen dargestellten Methoden keinen Energietransfer. Der Vorteil
bei dieser Markierungsmethode liegt in der voraussichtlich geringen Anzahl
an frei zuginglichen Cysteine im Gesamtkomplex. Dazu wurden die Maleimi-
de von Cy)5, sowie von ATTO488 und ATTO590 verwendet. Trotz einer guten
Markierungsrate von durchschnittlich einem Farbstoff pro Komplex konnte
kein Energietransfer zwischen den desassemblierten und gemischt wieder dia-
lysierten Proben beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass die frei
zugénglichen Cysteine fiir die Reassemblisierung von Bedeutung sind.

Beobachtung einzelner VHA auf Oberflichen

Zwei Ziele wurden mit diesen Experimenten angestrebt. Zum einen sollte
nachgewiesen werden, dass die reassemblierten ATPase-Komplexe auch auf
Glasoberflichen gebunden bleiben, zum anderen sollte die Anzahl der reas-
semblierten Untereinheiten abgeschéitzt werden.

Durch den Markierungsgrad pro ATPase grofser als eins kénnen mehrere ge-
farbte ATPase-Untereinheiten an einem Einzelmolekiilereignis beteiligt sein.
Versuchsweise wurden daher Oberflichen mit einer diinnen Lésung aus ge-
meinsam dialysierten ATPase Molekiilen analog zu Abschnitt 3.11.2 prépa-
riert. Anders als bei den Messungen in Losung sind die Farbstoffe ATT0O590
und ATTO655 verwendet worden. Die Messungen wurden mit folgendem
Aufbau durchgefiihrt:

Exitation 590nm 30 uW
Mikroskop Zeiss Axiovert 200M
Objektiv Zeiss 100x 1.45 Ol Immersion

Emission D1 (,blau®): Dichroit DCR 650 + AHF 700/76 HQ
D2 (,griin“): AHF 645/65 HQ
2f-Strahlengang

APD PerkinElmer,
D1: SPCM AQR-14
D2: SPCM AQR-14

DAQ Becker&Hickl SPCM-630
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Abbildung 4.28: Scan einer diinn mit gefarbter ATPase belegten Glasoberfliche.
Blau dargestellt ist die detektierte Emission von ATTO590, rot die von ATTO655.
Viele Ereignisse sind mehrfach markiert, einige davon tragen zwei verschiedene
Farbstoffe und zeigen FRET. Im Kreis hervorgehoben ist das Bleichen eines einzel-
nen Akzeptors zu sehen.

Abbildung 4.28 ist ein Scanbild einer mit ATPasen belegter Oberfléiche.
Das Fluoreszenzsignal von ATTO590 ist in blau dargestellt, rot ist die Fluo-
reszenz von ATTO655. Wie zu erwarten, sind viele der beobachteten Ereignis-
se mit mehreren Fluorophoren bestiickt. Durch die Analyse der Bleichschritte
kann die Anzahl der Farbstoffmolekiile pro Spot auf maximal fiinf abgeschétzt
werden. Es konnten auch eindeutige Spuren reassemblierter Komplexe mit ge-
nau einem Donor und einem Akzeptor aufgenommen werden (weiker Kreis).

Eine Betrachtung der Ep,.x—Werte beider Kanéle in Abbildung 4.29, stel-
len sich viele Ereignisse als Donor alleine mit einem E,,.. unterhalb von 0.3
dar. Es gibt wenige Ereignisse mit einem hoheren FRET-Wert, maximale
Eprox—Werte lagen bei 0.6. Diesist niedriger, als die in Losungen beobach-
teten By o Effizienzen von bis zu 0.89. Farbstoffe allgemein zeigen jedoch
unter dem Einfluss von Glasoberflichen Verdnderungen in Bezug auf ihre
Absorptions- und Emissionsspektren als auch auf ihre Quantenausbeute [60].
Somit kann die Verschiebung der Effizienz nicht als eindeutiger Hinweis auf
eine veranderte Bindung dienen.
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Abbildung 4.29: Falschfarbdarstellung der Eox—Werte von 0.2 bis 0.6 der mit
VHA belegten Fliache aus Abb. 4.28. Einige Ereignisse sind eindeutig durch FRET
mit genau zwei Farbstoffen zu erkliren (weifer Kreis).

Weiterhin ist erkennbar, dass sich die Proteingruppen nicht homogen iiber
die Fléche verteilen. Die ATPase scheint die Eigenschaft zu haben, sich in
grofseren Mengen beim Spiilen auf der Glasoberfliche zu sammeln. Die Bi-
lanz zwischen ATPasen mit beiden FRET-Partnern und denen nur mit dem
Donor markierten, liegt bei etwa 1:15. Die Bereiche auferhalb der Molekiile
weisen ein Ejox von konstant 0.25 auf. Abbildung 4.30 (A) zeigt den zeitli-
chen Intensitdtsverlauf eines Spots aus einem Scan. Eindeutig ist das Sterben
des Akzeptormolekiils nach 11 Sekunden zu beobachten. Kurze Zeit spéter
kam die Fluoreszenz des Donors zuriick. Aufgrund des verbleibenden Signals
im Donorkanal ist anzunehmen, dass mindestens ein weiterer Donor in der
Nihe des Spots liegt. Die Ep o Werte (B) &ndern sich entsprechend mit der
Zeit.

Als Ergebnis kann festgehalten werden, dass die Assemblisierung der Un-
tereinheiten auch unter dem Einfluss von unspezifischen Wechselwirkungen
mit Glasoberflichen erhalten bleibt. Hiufig sind mehrere Farbstoffe in den
Spots anzutreffen. Sie legen die Vermutung nahe, dass sich Komplexe aus
mehr als zwei Partnern bilden. Das Verhiltnis zwischen zweifarbigen Spots
zu allen detektierten liegt bei 1:15. Einige davon weisen sowohl mehrere Do-
noren als auch mehrere Akzeptoren auf.
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Abbildung 4.30: Intensitédtsverlauf (A) und Epx—Wert (B) einer immobilisier-
ter ATPase mit beiden Fluorophore bis zum Bleichen: Zunéchst leuchtet fast nur
der Akzeptorfarbstoff (0..11s, Eppox =0.6), wihrend nach einer kurzen Auszeit der
Donor verstirkt aufleuchtet (14..16s, Eprox —0.4). Anschliefend wird auch dieser
gebleicht. Der Untergrund stammt vermutlich von weiteren Farbstoffen in direkter
Nachbarschaft.

4.2.3 VHA-E: Einfiigen in den Gesamtkomplex

Die Untereinheit E der VHA ist die einzige Untereinheit, die bisher erfolg-
reich aukerhalb der Pflanze in E.coli heterolog exprimiert werden konnte.
Analog zu den chimiren Untereinheiten erhielt diese ebenfalls einen sechs-
fachen Histidintag zur Trennung vom Zelllysat (vgl. Kapitel 3.12.2). Durch
SDS-PAGE wurde sichergestellt, dass das Protein in der Volllinge erzeugt
wurde. VHA-E befindet sich auferhalb der Zellmembran im Zytoplasma. Es
galt zu kléren, ob diese Untereinheit sich in den Komplex einfiigen lésst. Die
exprimierte Untereinheit hat eine Masse von etwa 30 kDa, wéihrend allein der

Abbildung 4.31: Modell der Untereinheit E. Sie befindet sich auferhalb der Zell-
membran im Zytoplasma
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Abbildung 4.32: FCS von VHA-E mit ATTOG647N bei verschiedenen Konzentra-
tionen von VHA. Im Inset ist eine Ausschnittvergréfierung des Breichs von 4 bis
10 ms gezeigt. Die Diffusionszeiten steigen mit wachsender ATPase Konzentration.

Ring aus je drei VHA-A und VHA-B eine Masse von 375 kDa hat. Aufgrund
des Massenunterschiedes wurde FCS als Methode gewahlt. Erwartet wird
eine Diffusionszeiterhthung von

$/375/30 = 2.3

durch Bindung an den Gesamtkomplex. Die Untereinheit wurde mit AT-
TO647N markiert und analog zu den Experimenten mit dem Gesamtkomplex
in die chaotrop behandelte ATPase gegeben und gemeinsam dialysiert. Als
Kontrolle wurde der Gesamtkomplex mit ATTO647N markiert und sowohl
direkt als auch mit chaotroper Behandlung unter FCS beobachtet.
Angeregt wurde mit einem HeNe-Laser bei 632 nm mit einer Intensitét von
300 W. Die Detektion erfolgte mit zwei APDs, die iiber eine Korrelatorkar-
te kreuzkorreliert wurden. In Abbildung 4.32 sind die FCS-Kurven dieser
Proben dargestellt. Alle Kurven sind auf die Anzahl der Teilchen im Fokus
normiert. Die Konzentration von VHA-E-ATTO647N wurde bei den Proben
konstant gehalten und fiir die Messungen auf etwa 107°M eingestellt.
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Deutlich zu erkennen ist die Zunahme der Diffusionszeit der Unterein-
heit nach dem Mischen mit dem Gesamtkomplex. Die erwartete Zunahme
der Diffusionszeit ist mit 1.5 fach nicht so hoch wie erwartet. Die Erwartung
stiitzt sich auf die Annahme, dass eine Zunahme der Masse auch einem ent-
sprechenden Zuwachs an Volumen nachkommt. Das Experiment konnte mit
mehreren Anséitzen mit gleichem Ergebnis wiederholt werden. Dies belegt,
dass die Untereinheit mit der ATPase im Austausch steht.

Die Diffusionszeit des Gesamtkomplexes ist wesentlich héher als erwartet. Da
sich das in dem Puffer enthaltene Detergenz vor allem an den hydrophoben
Gruppen anlagert, ist anzunehmen, dass z.B. durch Bildung von Mizellen
der Komplex langsamer diffundiert als der Rest. Die chaotrope Behandlung
mit Kaliumjodid greift die hydrophoben Wechselwirkungen an, so dass auch
die membransténdigen Untereinheiten in Losung gehen. Dennoch wird auch
nach der Dialyse eine vergleichbare Diffusionszeit erreicht. Dies konnte eben-
falls mehrmals bestitigt werden.

Auffillig ist ebenfalls, dass die Diffusionszeiten aller gemischten Proben na-
hezu gleich sind. Im Inset der Abbildung auf Seite 153 ist der entscheidende
Ausschnitt vergrofert dargestellt. In der nachfolgenden Tabelle sind die Dif-
fusionszeiten angegeben. Gefittet wurde mit dem Modell einer Diffusionszeit
und einem exponentiellen Term, der die Triplettkinetik wiedergibt.

Verhiltnis [VHA | ™ ATp
VHA-ATTO647N 12,371 +£0.728
1:10 1E-8 2,472  40.214
1:5 2E-9 2,307  £0.179
1:1 1E-9 2,213 £0.172
2:1 5E-10 2,157  £0.156
5:1 2E-10 2,153  £0.156
10:1 1E-10 2,169 4+0.183
E 1E-9 1,621  +0.126

An dem Verlauf der FCS—Kurven kann bereits erkannt werden, dass dieses
Modell nur bedingt geeignet ist. Durch zusétzliche Diffusionterme konnte je-
doch keine nennenswerten Verbesserung in der Anpassung erreicht werden. Es
muss daher davon ausgegangen werden, dass viele, unterschiedlich grofe Mo-
lekiile den Fokus passieren. Die Diffusionszeiten sind daher breiter gestreut
als in dem einfachen Modell angenommen. Die Ursachen konnte ebenfalls
lokalisiert werden:

Als Vergleich ist die FCS des freien Farbstoff in Abbildung 4.33 wiedergege-
ben. Auch hier ist eine deutliche Abweichung der Fitfunktion von der Mes-
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Abbildung 4.33: FCS von ATTO647N in ATPasepuffer. Die FCS entspricht nicht
dem Modell mit einer Diffusionszeit und einem exponentiellen Term.

sung erkennbar. Dies ist durch die Verwendung des ATPasepuffer zu erklaren.
Dieser enthélt 0.002% Brij58, wodurch die hydrophoben Gruppen der mem-
branstammigen Untereinheiten gestiitzt werden sollen. Offenbar lagert sich
das Detergenz auch an den Farbstoff an und fiihrt zu einer Streuung in der
Diffusionszeit. Ohne Brij hat der freie Farbstoff eine Diffusionszeit von etwa
300 us. Unter Einwirkung des Detergenz, wird der Verlauf der Korrelations-
funktion im Bereich der Diffusionszeit flacher. Aufserdem verschiebt sich die
Diffusionszeit zu langeren Zeiten.

Daher sind die Messergebnisse nicht geeignet, eine absolute Bestimmung
der Diffusionszeit vorzunehmen. Ohne das Detergenz ist die ATPase nicht
stabilisiert. Dennoch zeigt die Diffusionszeit in Abh&ngigkeit von der Kon-
zentration der VHA in Abbildung 4.34 einen Wendepunkt. Die Diffusionszeit
von E ohne ATPase bildet mit 1.6 ms nicht die Asymptote der konzentrati-
onsabhéngigen Diffusionszeiten. Die Untereinheit E liegt bei der niedrigsten
ATPasekonzentration im zehnfachen Uberschuss vor. Im Vergleich zur freien
Untereinheit E zeigt die Autokorrelationsfunktion keinen flacheren Verlauf
im Bereich der Diffusionszeit. Dies deutet darauf hin, dass die gebildeten
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Abbildung 4.34: Abhéngigkeit der Diffusionszeit von dem Anteil an VHA bei der
Dialyse.

Komplexe nicht aus der gesamten ATPase bestehen, sondern aus einem klei-
neren Teil. Wahrscheinlich handelt es sich um Teile des Kopfes V.

Bei der Betrachtung des gefarbten Gesamtkomplexes vor und nach chao-
troper Behandlung mit anschliefender Dialyse, dndert sich die Diffusions-
zeit wenig. Ohne die Behandlung mit Kaliumjodid betragt die Diffusionszeit
13.0 ms, mit 12.4ms. Unter Beriicksichtigung der Experimente im Gesamt-
komplex lisst dies zwei Vermutungen zu: Entweder wird ein Teil der gefirbten
VHA nicht aus dem Komplex gelost, oder der Anteil an wieder zusammen-
gesetzter ATPase ist sehr hoch.

Zusammenfassend léfkt sich sagen, dass die Untereinheit E ist in der Lage
ist, in vitro in den destabilisierten Komplex der ATPase mit aufgenommen
zu werden. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Verbindung mit einem
kleinen Teil der gesamten ATPase erfolgt, da die Diffusionszeit wesentlich
kleiner ist, als die der gefarbten ATPase. Die Diffusionszeit hingt von dem
relativen Anteil an ATPase gegeniiber der Untereinheit zusammen. Das Ver-
haltnis der Diffusionszeiten zwischen gebundener und ungebundener Unter-
einheit liegt bei etwa 1.5. Unter Vernachlissigung der tertidren Struktur und
der Annahme einer kugelférmigen Oberflache entspricht dies einem Massen-
zuwachs um den Faktor 3.5, was einer Molmasse von circa 100 kDa entspricht.
Dies kdme einer Wechselwirkung mit nur einer oder zwei Untereinheiten aus
dem Gesamtkomplex gleich.
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Das Prinzip der FCS ist im Zusammenhang mit dem stabilisierenden Deter-
genz Brij58 nur eingeschrinkt einzusetzen, da die Anlagerung an hydrophobe
Gruppen die Diffusionszeit beeinflusst. Bilden sich gar Mizellen, so ist mit
einem Anstieg und einer Streuung der Diffusionszeit zu rechnen. Dies konnte
mit ATTO647 in Anwesenheit des Detergenzes bestétigt werden.

4.2.4 VHA-E: Dimer oder Monomer

Nachdem fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an Protoplasten star-
ke Indizien zeigen, dass in der VHA die Untereinheit E als Dimer vorliegen
kann, stellte sich die Frage, ob dies auch in witro zu beobachten sei. Mit-
tels FRET kann eine mogliche Interaktion der 30 kDa schweren Untereinheit
mit sich selbst aufgedeckt werden. Da im Ensemble keine Wechselwirkung zu
beobachten war, wurde die Einzelmolekiiltechnik ALEX eingesetzt, um die
Interaktion iiber die Stochiometrie nachzuweisen. Die Wahl der Farbstoffe
fiel auf ATTO565 und ATTOG647N, die sich bereits bei den Messungen mit
TrALEx etabliert hatten. Probleme mit ATTOG647N sind nicht zu erwarten,
da keine Anregung bei 476 nm erfogt (vgl. Kapitel 4.1.2). Als Ansatz wur-
de beim Anfirben ein DOL von fiinf angestrebt. Die Signalhéhe der Bursts
weisen auf einen DOL zwischen eins und zwei bei beiden Ansdtzen hin und
decken sich mit den Daten aus den Absorptionsspektren. Im Falle einer Di-
merisierung werden stochiometrische Werte zwischen 0.3 und 0.7 erwartet.

Um eventuell vorliegende Dimere zu losen, wurden die Proben wieder
mit 500 mM Kaliumjodid bzw. mit 6 M Harnstoff behandelt und {iber Nacht
dialysiert. In Abbildung 4.35 sind die E-S Histogramme der Einzelmolekiil-
spuren dargestellt. Es sind nur eindeutige Donor bzw. Akzeptor Verteilungen
in den Diagrammen zu erkennen. Die als Akzeptor markierte Probe lag in
diesen Messungen im Unterschuss vor, jedoch ergab das Setzen des blauen
und roten Schwellwerts keine Bursts.

Eine Dimerisierung der Untereinheit E konnte in vitro nicht nachgewiesen
werden. Weder die Ensemblespektroskopie noch die empfindlichere Technik
ALEX konnte eine Interaktion oder sogar FRET sichtbar machen. Verdnde-
rungen des pH-Werts hatten ebenfalls keinen Einfluss auf die Messergebnis-
se. Eine mogliche Erklarung kann eine geringe Bindungskonstante sein. Liegt
diese im Bereich von Mikromol pro Liter, so wird aufgrund der Konzentration
von etwa 1072 M der Edukte die Konzentration des Dimers nur noch 1072 M
sein (vgl. [120]). Dabei kann diese Population verdeckt werden. Durch ALEX
kann zwar eine Subpopulation durch den stochiometrischen Index in einer
Majoritdt wahrgenommen werden, jedoch liegt die Grenze bei etwa 1:100.
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Abbildung 4.35: E-S Histogramme von VHA-E mit ATTO565 bzw. ATTO647
markiert. Ein Ansatz wurde mit 6M Harnstoff behandelt (links), der andere Teil
mit Kaliumjodid. In beiden Féllen zeigen sich die typischen Verteilungen von Donor
und Akzeptor ohne feste Beziehung.
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Wenn die Untereinheit E dimerisieren kann, liegt die Bindungskonstante in
vitro unterhalb von 107° M. Uber die Dimerisierung der Untereinheit E in
der natiirlichen Umgebung der Zellen kann mit diesen Daten allerdings keine
Aussage getroffen werden.
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Kapitel 5

Zusammenfassung und Ausblick

Die in dieser Arbeit vorgestellte Methode der dreifach alternierenden La-
seranregung (TrALEx) stellt eine Erweiterung der Einzelmolekiilfluoreszenz-
mikroskopie dar. Der Einsatz mehrerer Anregungswellenldngen erlaubt es,
unterschiedlich fluoreszierende Sonden simultan zur Erforschung der Zusam-
mensetzung oder rdumlichen Wechselwirkungsméglichkeiten im Rahmen von
FRET z.B. an Biomolekiilen einzusetzen. Mit der entwickelten Methode las-
sen sich:

e Riumliche Anordnungen innerhalb einzelner Molekiile / Molekiilkom-
plexe abfragen.

Bindungen an komplexen Molekiilen / Molekiilaggregaten studieren.

Zeitliche Strukturverdnderungen molekularer Aggregate nachweisen.

Subpopulationen in einer heterogenen Probe selektiv auswerten.

Konkurrierende Energietransferpfade auflosen.

Lecks z.B in einem gerichteten FRET iiber mehrere Stationen aufde-
cken.

e Abstidnde jenseits des zweifarbigen FRET bestimmen.

Die alternierende Laseranregung wurde mit einem akusto—optischen Fil-
ter (AOTF) bewerkstelligt, der aus den Linien eines Multiline-Lasers die
jeweilige Wellenldnge selektiert. Die fiir die Charakterisierung notwendigen
Proben fiir gerichteten Energietransfer und Energietransfer mit drei beliebi-
gen Transferpfaden wurden sowohl mit klassischer Ensemblespektroskopie als
auch mit der auf TrALEx erweiterten Einzelmolekiilfluoreszenzmikroskopie

161
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untersucht. Ein Vergleich der Daten mit herkémmlicher Einzelmolekiilmikro-
skopie, mit nur einer anregenden Wellenldnge, deckte wesentliche Informa-
tionen iiber die Transferpfade des FRET bei beiden Proben auf. Es konnten
Abstinde zwischen mehreren Farbstoffen bestimmt werden, selbst wenn die
Energietransferpfade konkurrieren. Aufgrund der zusétzlichen Anregungswel-
lenléngen wurden fiir einige Farbstoffe Indizien fiir weiter zu untersuchende
photophysikalische Effekte gefunden.

Den zweiten Schwerpunkt dieser Dissertation bildet die partielle Struk-
turauflosung des heterogenen Proteinkomplexes der vakuoldren HT—ATPase.
Dieser Komplex aus zwdlf unterschiedlichen Proteinen wurde mit Methoden
aus der Ensemblespektroskopie und der Einzelmolekiilspektroskopie unter-
sucht. Bindungsstudien auf Einzelmolekiilebene des chaotropen Salzen aus-
gesetzten Proteinkomplexes, konnten eindrucksvoll belegen, dass sich dieser
nach Dialyse teilweise reassembliert. Es wurde der Nachweis erbracht, dass
statistisches Markieren von Molekiilkomplexen einen Zugang zur Struktur
und Zusammensetzung von Biomolekiilen bilden kann. Mit dieser Methode
konnte die Integration der heterolog exprimierten Untereinheit E in den solu-
bilisierten Gesamtkomplex nachgewiesen werden. Ebenso wurde die Annah-
me einer Dimerisierung der Untereinheit E und ihr zweifaches Vorkommen
im Gesamtkomplex in vitro in Frage gestellt.

Im Folgenden werden die wesentlichen Ergebnisse dieser Arbeit noch ein-
mal zusammengefasst. Mogliche Punkte fiir weitere Studien werden darge-
legt, mit denen die Technik des dreifachen FRET mit dreifach alternierender
Laseranregung einen gegeniiber Ensemblemessungen detailierteren Einblick
in die Zusammensetzung und Wechselwirkungsmoglichkeiten biologischer Ag-
gregate und Komplexe liefert. Schlieklich werden weitere mogliche Anwen-
dungen und Verbesserungen diskutiert.

5.1 Triple Alternating Laser Excitation

Das Prinzip der alternierenden Laseranregung ist 2004 das erste Mal vor-
gestellt worden [17]. Dabei wurde zwischen zwei Anregungswellenléngen in
einem konfokalen Einzelmolekiilmikroskop gewechselt. In dieser Arbeit wurde
das Konzept auf drei Anregungswellenldingen und drei Detektoren erweitert.

Der simultane Einsatz von mehreren Farben bei FRET, bietet im Ver-
gleich zum sequenziellen Messen der gleichen Abstdnde in mehreren Schrit-
ten wesentliche Vorteile. Zunichst wird durch das Beobachten eines einzel-
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nen Systems die Anzahl der Proben reduziert. Nicht alle Kombinationen an
Abstidnden miissen einzeln pripariert und gemessen werden. Dies fiihrt zu
konsistenten Proben, in denen unterschiedliche Ergebnisse durch abweichen-
de Préparation nicht auftauchen. Weiterhin kann durch den Einsatz mehre-
rer Chromophore die Reichweite der FRET-Experimente signifikant erweitert
werden [121, 22|. Schliefslich ermoglicht die Beobachtung von FRET an ver-
schiedenen Zweigen eines Biomolekiils Riickschliisse sowohl auf die Struktur
als auch auf die Dynamik aller Zweige. Wenn daher FRET auf Einzelmolekiile-
bene an Biomolekiilen nachgewiesen wird, sind abstandsabhangige Prozesse
auf intramolekularer Ebene zuganglich. Mit einer solchen Technik koénnen
an immobilisierte Biomolekiilen Faltungen und Reaktionen in zeitlicher und
rdumlicher Abhéngigkeit studiert werden.

Im Zusammenspiel mit TrALEx wird das Spektrum an Vorteilen erwei-
tert. Durch die direkte Anregung aller Fluorophore konnen diese unabhéngig
vom FRET nachgewiesen werden. Dies erlaubt Aussagen iiber Bindungen
zwischen einzelnen Molekiilen, oder kann als Indikator fiir Formationsinde-
rungen von groferen Molekiilkomplexen gesehen werden. Stehen die Energie-
transferpfade in Konkurrenz zueinander, kénnen diese mit TrALEx aufgelost
werden. Somit sind mit mehreren Farbstoffsonden die Abstinde zwischen den
Sonden zugdnglich.

Fiir alternierende Laseranregung miissen mehrere Anregungswellenlingen
dasselbe Volumen in einem konfokalen Mikroskop beleuchten. Die Uberla-
gerung unterschiedlicher Laserfoki und das Alternieren zwischen den Anre-
gungswellenldngen wurde durch die Kombination aus einen Multiline-Laser
und einem akusto—optischen Filter gelost. Mit dem Filter lassen sich die beno-
tigten Wellenlidngen innerhalb weniger Mikrosekunden selektieren. Dadurch
konnten selbst in diffundierenden Molekiilen alle Farbstoffe sequentiell ange-
regt werden. Die Synchronisation zwischen detektierten Photonen und der
Anregungswellenldnge konnte durch eine, zur Verschliisselung des Detektor-
kanals analogen, Markierung der detektierten Photonen umgesetzt werden.

Das fiir die Einzelmolekiilspektroskopie notwendige Signal-zu-Rausch-
Verhéltnis wurde durch den Einsatz von hochempfindlichen Lawinenphotodi-
oden und der Verwendung von organischen Farbstoffen im spektral sichtba-
ren Bereich in Kombination mit der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie er-
moglicht. Ebenso bedeutend ist ein gutes Signal-zu-Hintergrund—Verhéltnis.
Der Hintergrund setzt sich vor allem aus inelastischer und elastischer Streu-
ung zusammen. Inelastisches Streulicht der Rayleighstreuung wurde iiber die
Kombination aus einem Triplebandfilter und einem fiir jeden Kanal angepass-
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ten Bandpassfilter minimiert. Die Unterdriickung elastischer Ramanstreuung
wurde minimiert durch die Ubereinstimmung der zweiten Anregungswellen-
lainge mit der durch die O-H Streckschwingung hervorgerufenen Ramanban-
de. Daher fiel die Wahl der Anregungswellenlangen auf 476, 568 und 647 nm.

Durch die verkiirzte Anregungsdauer bei alternierender Anregung sind
Farbstoffe mit einer hohen Quantenausbeute von besonderem Interesse, die
gleichzeitig viele Anregungszyklen iiberstehen. Die Wahl der Farbstoffe fiel
daher auf Rhodaminderivate. Diese emittieren in einer reduzierenden Umge-
bung, also in Gegenwart starker organischer elektrischer Donoren, eine grofse
Anzahl von Photonen und haben eine hohe Quantenausbeute. Hierbei konnte
die Photostabilitiat durch den Einsatz von Mercaptoethylamin (MEA) erheb-
lich verbessert werden.

Korrigiertes Eox liefert Epgpr

Uber die angepasste Detektionswahrscheinlichkeit sind bei TrALEx korri-
gierte FRET-Werte zu erreichen, so dass sich aus diesen leichter intermole-
kulare Abstinde berechnen lassen. Die Korrekturen konnen aus dem Aufbau
selbst iiber Kalibrierungsproben hergeleitet werden. Anhand von Oligopro-
linen wurde die Detektionswahrscheinlichkeit zwischen zwei Kanélen {iber
den y—Faktor angepasst. Dieser ist fiir eine Kombination aus Farbstoffen
und Filtern konstant. Die Intensitdt, Anregungsdauer und sogar die Anre-
gungswellenldnge haben keinen Einfluss auf diesen Wert. Die Bestimmung
erfolgte iiber drei unterschiedlich lange Prolinketten, an deren Enden die
Farbstoffe ATTO488 und ATTO647N kovalent gebunden waren. Fiir das
TrALEx—Setup konnte v = 0.98 ermittelt werden. Dieser Wert unterschei-
det sich von dem aus den Absorptionsspektren ermittelten Korrekturfaktor
(0.71). Diese Differenz kann verschiedene Ursachen haben: Zum einen ist es
denkbar, dass durch die Breite des Spektrums die Position der Lochblende
aufgrund chromatischer Abberationen nicht fiir alle Kanéle optimiert werden
kann. Durch sequenzielles Optimieren der Kanéle konnten jedoch keine signi-
fikanten Unterschiede in der Zdhlrate beobachtet werden. Zum anderen kann
dies ebenfalls auf die Farbstoffphysik der verwendeten roten Farbstoffe unter
den Einfluss von blauer und roter Anregung gleichzeitig zuriickzufiihren sein.
Zwei Filterkombinationen mit unterschiedlichen v—Werten, erzielten gleiche
FRET-Werte fiir unterschiedlich lange Oligoproline (P06=0.96, P10=0.88,
P14=0.75). Diese Werte liegen in guter Ubereinstimmung mit bereits verdf-
fentlichten Daten [39]. Somit konnte die Funktion des Aufbaus sichergestellt
werden.
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Abbildung 5.1: Einfluss von 476 nm Anregung auf die Zahlrate des ATTO647N

Geringere Photostabilitdt organischer Farbstoffe bei blauer Anre-
gung

Neben den moglichen Verbesserungen mit TrALEx traten aber auch erhebli-
che Probleme durch die alternierende Laseranregung gerade hinsichtlich der
Photostabilitdt organischer Farbstoffe unter Anregung im blauen Spektral-
bereich auf. In Abbildung 5.1 ist der Einfluss der gleichzeitigen Anregung des
Farbstoffs ATTO647N mit 647 und 476 nm im Vergleich zu einer rein roten
Anregung gezeigt. Wahrend das rote Laserlicht kontinuierlich das Proben-
volumen ausleuchtete, wurde das blaue Laserlicht wahlweise dazugeschaltet.
Deutlich ist ein Einbruch der Zahlrate bei gleichzeitiger blauer und roter
Anregung zu verzeichnen. Inzwischen konnte iiber FCS gezeigt werden, dass
nicht nur ATTO647N, sondern auch Cy5 dieses Verhalten zeigt. Bei Letzte-
rem konnte der Riickgang der Zahlraten bei 476 nm durch MEA weitgehend
verhindert werden.

TrALEx entwirrt konkurrierende FRET—Pfade

Bei der Betrachtung des photonischen Drahts, einer Kaskade FRET-fiahiger
Farbstoffe an doppelstriangiger DNA, konnte der gerichtete Energietransfer
erfolgreich mit TrALEx nachgewiesen werden. Die Selektion vollstdndig hy-
bridisierter photonischer Drahte wurde durch TrALEx ermoglicht und durch
die homogene Verteilung der Abstédnde und sowie der Stéchiometrie besta-
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tigt. Im Vergleich zu Ensemblemessungen als auch zu den Einzelmolekiilda-
ten von Heilemann [60] wurden geringere Transfereffizienzen beobachtet. Die
Verringerung konnte auf eine scheinbare Anderung der Quanteneffizienz von
ATTO647N zuriickgefiithrt werden. Diese ist durch ein friithzeitiges Bleichen
des Farbstoffs unter dem Einfluss der Laseranregung bei 476 nm zu erkléren.

Mit dem zweiten Modellsystem, einem Stern aus drei DNA-Stréngen, er-
gaben sich bereits in der Ensemblespektroskopie unerwartet niedrige Energie-
iibertrdge zwischen den Farbstoffen. Aufgrund von Simulationen mit mfold
wurde eine vollstédndige Hybridisierung aller drei DNA-Strange erwartet. Das
Design wurde auf Messungen mit TrALEx optimiert, so dass die Farbstoffe
ATTO488 bzw. Rh110 als Donor fungierten, ATTO565 bzw. AlexaFluor 568
als mittlerer Farbstoff und schlieflich ATTOG647N als Akzeptor. Die stern-
formige Anordnung der hybridisierten DNA resultiert in einem theoretischen
Abstand zwischen benachbarten Farbstoffen von 4.8 nm. Dieser ist geringer
als die Forsterradien aller Farbstoffkombinationen und bedeutet einen Ener-
gietransfer von 83% vom ATTO488 auf ATTO565, 92% von ATTO565 auf
ATTOG647N und 64% von ATTO488 auf ATTOG47N, jeweils unter der An-
nahme frei rotierender Farbstoffe. Dies entspricht einem totalen Energietrans-
fer von fast 82%.

Im Ensemble ist ein totaler Energietransfer iiber alle Stationen von 10%
zu beobachten. Die grofste Energietransfereffizienz findet zwischen den Stran-
gen B und C von ATTO565 auf ATTO647N statt (21%). Dies kann an einer
inhomogenen Probe mit unvollstindiger Hybridisierung liegen. Der Ubergang
zur SMFS mit TrALEx konnte eine Population mit allen drei Farbstoffen se-
lektieren. Diese zeigte insgesamt hohere Transferraten als im Ensemble. Ein
geringer Energietransfer von ATT0488 auf ATTO647N von 12% (7.4nm),
20% Transfer auf ATTO565 (7.9 nm) und einem Transfer von 32% von AT-
TO565 auf ATTO647N (8.1 nm). Aufgrund der berechneten Abstinde ist von
der vorhergesagten sternférmigen Anordnung der Farbstoffe auszugehen.

Die vergleichsweise geringen Energietransferraten kénnen nicht durch das
Bleichen von ATTO647N alleine erklért werden. Eine Moglichkeit besteht
darin, dass die Farbstoffe sich an dem DNA-Stern sehr wohl wechselseitig be-
einflussen konnen. Hinweise auf Photochemie durch unterschiedliche Struk-
turen bei einer Drei-Wege-Kreuzung sind z.B. in [122] gegeben. Eventuell
kénnen aber auch Spannungen im Stern zu normalerweise energetisch un-
giinstigeren Konstrukten fiihren, die unter diesen Bedingungen stabiler sind.
Durch die Betrachtung weiterer Subpopulationen der gleichen Daten wird
diese Annahme gestérkt. Dort wurden etwas grofiere Transferraten zwischen



5.1. TRIPLE ALTERNATING LASER EXCITATION 167

den DNA-Stréngen A und B (22%) bzw. A und C (16%) beobachtet, wenn
nicht vorausgesetzt wurde, dass alle Farbstoffe vorhanden sind. Dies weist auf
stabilere Paare aus zwei DNA-Stringen, die sich nicht als Stern formieren.

Immobilisierte Proben sind mit TrALEx ebenfalls zugénglich. Dies bewies
das Studium des immobilisierten photonischen Drahts. Diese Molekiile zeig-
ten auch mit TrALEx die typischen Eigenschaften von Farbstoffen: Blinking,
Ubergang in den Triplettzustand und Photozerstérung. Trotz eines hohen
FRET wurde der starkste Emitter nicht immer als Erster gebleicht. Dies ist
bei dem Design neuer Proben von grofsem Interesse.

Weiterfiihrende Forschung mit TrALEx

Die Moglichkeiten von TrALEx selbst sind noch lange nicht ausgeschopft.
Die neue Erweiterung der Einzelmolekiilspektrokopie ermdoglicht die Beant-
wortung vielfaltiger Fragestellungen gerade im Rahmen der Biophysik. Mit
TrALEx konnen Abstdnde in einem Bereich von zwei bis zehn Nanometern
gemessen werden. Durch Triangulation kann die zweidimensionale Auflésung
verbessert werden. Weiterhin ist TrALEx nicht beschrinkt auf FRET. Der
vorgestellte stochiometrische Index liefert fiir Abstédnde auferhalb des Fors-
terregimes Informationen iiber die Zusammensetzung einzelner Molekiilkom-
plexe.

Eine tiefer gehende Einsicht in die Ablaufe innerhalb des Energietrans-
fers ist durch den Einsatz gepulster Laser moglich. Da diese jedoch nicht
im Multiline-Modus arbeiten konnen, sind wiederum mehrere Lichtquellen
einzusetzen. Eine sehr gute Alternative sind Laserdioden. Thr Einsatz er-
spart zugleich einen AOTF, da sich Laserdioden hiufig {iber einen externen
Zeitgeber ansteuern lassen. Dies bedeutet auch eine wesentlich hohere Alter-
nierungsrate. Teilweise kommen Systeme mit zwei Laserdioden bereits zum
Einsatz (PIE' [123], ns—ALEX [124]), jedoch sind griine Laserdioden noch
nicht verfiigbar.

Eine weitere Verbesserung bildet die Auswahl geeigneter Strahlteiler. Th-
re Aufgabe ist es, die Fluoreszenz von den Anregungswellenldangen und dem
auftretenden Ramanstreulicht zu trennen. Gleichzeitig muss eine hohe Trans-
mission des Fluoreszenzsignals gewéhrleistet sein, um keine Photonen zu ver-
lieren. Die Auswahl der Anregungswellenldngen ist durch den Einsatz di-
chroitischer Strahlteiler begrenzt. Eine Variante besteht darin, anstelle eines

Pulsed Interleaved Excitation
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Abbildung 5.2: Transmission eines AOBS im Zusammenhang mit den Fluores-
zenzspektren einer moglichen Farbstoffkombination.

Strahlteilers ein diinnes Quarzglas zu verwenden. Die Reflexe des Lasers an
deren Oberfliche reichen zur Anregung aus. Eine Verbesserung des Signal-
zu-Rausch—Verhéltnisses kann hingegen durch den Einsatz eines Strahlteilers
auf Grundlage des akusto-optischen Effekts (AOBS?) beruhen. Dieser kénnte
mit dem AOTF synchronisiert betrieben nur jeweils die Anregungswellenlén-
ge und deren rotverschobene Ramanlinie selektiv filtern. Diese Filter besitzen
sehr schmale Filterbanden, so dass eine Verbesserung der Signalstirke {iber
das gesamte Spektrum zu erwarten ist. Gleichzeitig ist keine Bindung der
Wellenldngen an die Ramanlinie notwendig, so dass ein groferer spektraler
Bereich abgedeckt wird. Durch die freie Auswahl der Wellenldnge ist auch
der Einsatz von mehr als drei Farbstoffen und Anregungswellenldngen denk-
bar. Zusammen mit TCSPC kénnten komplexe Vorginge aufgelost werden,
so dass eine Rekonstruktion der dreidimensionalen dynamischen Organisati-
on von Molekiilkomplexen moglich wird.

2Acousto Optical Beam Splitter (Leica)
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5.2 Pflanzliche vakuoliare H™—ATPase

Die vakuoldre H™-ATPase (VHA) stellt als biomolekularer Komplex mit
ihren zwolf verschiedenen Untereinheiten fiir den derzeitigen Stand der For-
schung eine Herausforderung dar. Trotz ihrer Bedeutung z.B. fiir die Anséue-
rung der Vakuole gegeniiber dem Cytoplasma und ihrer weiten Verbreitung,
hat sich dieser Komplex als vergleichsweise instabil fiir Experimente in vitro
erwiesen. Die funktionelle Rekonstruktion von aus Wurzelzellen isolierten
ATPasen konnte bereits gezeigt werden [117, 125], daher stellt die Unter-
suchung der Dissoziation und Reassemblierung der aus mesembryanthenum
crystallinum gewonnenen ATPasen mit der Einzelmolekiilspektroskopie einen
ersten Schritt zur Auflésung der rdumlichen Organisation dar. Die stufenwei-
se Integration aller Untereinheiten in den Gesamtkomplex kann schlieflich in
eine detailierte Strukturauflosung unter Erhaltung der Funktion fiihren.

Weiterhin stellen die Wechselwirkungen zwischen einzelnen Untereinhei-
ten sowie die Formierung von stabilen Teilkomplexen einen weiteren Schritt
in der Aufklarung der regulativen Wirkung dieser selbstdndigen Assemb-
lierung dar. Die Interaktionen zwischen den Untereinheiten oder zwischen
Teilkomplexen ist ebenso wie die Funktionsweise oder das Vorkommen des
Gesamtkomplexes innerhalb der Zellen weitgehend unbekannt. Das Aufkla-
ren von Interaktionen einiger Proteinuntereinheiten und die Assemblierung
des Gesamtkomplexes bilden Gegenstand der hiesigen Untersuchung.

Chimére Proteinuntereinheiten zeigen keine Wechselwirkung

Mit Hilfe der GFP Varianten eCFP und eYFP wurde untersucht, ob eine
Komplexbildung der chiméren Proteine VHA-A-CFP und VHA-B-YFP zu
beobachten ist. Unter den gegebenen Bedingungen konnte im Ensemble ma-
ximal ein 2%-iger Energietransfer beobachtet werden. Dies kann entweder
an einem grofen, nicht gebundenen Anteil liegen, oder daran, dass die bei-
den Einheiten in wvitro keine Wechselwirkung aufweisen. Die Zugabe einer
weiteren, den Kopf eventuell stabilisierenden Untereinheit (VHA-E), zeigte
keinen Einfluss auf die gemessenen Transfereffizienzen. Die verwendeten Pro-
teinfarbstoffe sind jedoch nicht ausreichend photostabil, so dass ein Wechsel
auf die Einzelmolekiilebene nicht moglich war. Ein nachtrigliches Anfirben
durch organische Farbstoffe wurde aufgrund der in Losung verbliebenden Ly-
satreste verhindert.
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VHA kann in vitro reassemblieren

Das Destabilisieren und Reassemblieren des solubilisierten Gesamtkomple-
xes der VHA konnte erfolgreich mit FRET im Ensemble und durch Einzel-
molekiilmessungen nachgewiesen werden. Die isolierte ATPase wurde dazu
in zwei Proben aufgeteilt und jeweils mit einem der Farbstoffe Rh110 bzw.
ATTOH90 statistisch markiert. Zur Destabilisierung wurden 500 mM Kali-
umjodid bei gleichzeitiger Anwesenheit von Magnesiumionen und ATP ver-
wendet. Die Reassemblierung wurde durch Dialyse in nativen Lysepuffer bei
pH 8 erreicht. Der Nachweis von FRET im Ensemble belegte, dass eine Reas-
semblierung stattgefunden hat. Wiahrend Energietransfer im Ensemble mit
28% relativ gering war, konnte auf Einzelmolekiilebene belegt werden, dass
sich zwei unterschiedliche Populationen ausbilden. Die FRET-Effizienz lag bei
89% bzw. 26%, woraus sich theoretische Abstande von 4.4nm bzw. 6.5nm
ergeben. Dies deutet zum einen auf bevorzugte Bindungsstellen fiir aminbin-
dende Farbstoffe hin, zum anderen konnen diese grofen Transfereffizienzen
nur durch die Markierung benachbarter Proteinuntereinheiten hervorgeru-
fen werden. Der Einsatz von Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie (FCS)
konnte belegen, dass keine vollstéindige Reassemblierung der VHA auftritt.
Die Diffusionszeit blieb unterhalb der des markierten Gesamktkomplexes.
Im Vergleich mit dem bestehenden Modell der ATPase spricht dies fiir eine
bevorzugte Markierung zweier benachbarter Untereinheiten des hydrophilen
Kopfes.

Durch die Immobilisierung der chaotrop behandelten und wieder dialy-
sierten ATPasen auf trockenen Glasoberflichen konnte der Markierungsgrad
pro ATPase mit fiinf abgeschiatzt werden. Das Verhéltnis von zweifarbigen
zu einfach markierter ATPase lag bei etwa 7%. Exemplarisch konnte gezeigt
werden, dass die Fluorophore an dem immobilisierten Proteinkomplex iiber
FRET interagierten. Der Energietibertrag blieb mit maximal 60% unterhalb
des in Losung beobachteten. Dabei kann die Wechselwirkung der Glasober-
flache mit den Farbstoffen Einfluss haben.

Untereinheit E bindet am Gesamtkomplex

Der Einbau der Untereinheit E in destabilisierte Gesamtkomplexe konnte
nach Dialyse mittels FCS nachgewiesen werden. Die Diffusionszeit wurde ge-
geniiber der Untereinheit E um den Faktor 1.5 erhoht. Dies entspricht einer
Massenzunahme von 60 kDa auf etwa 100 kDa, unter der Annahme von kugel-
formigen Oberflichen mit homogener Dichte. Verglichen mit den bekannten
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Molmassen der VHA entspriche dies einer Bindung mit VHA-A.

Im Zusammenhang mit der Beobachtung von Dimeren der Untereinheit
E in Protoplasten [26], wurde versucht, diese in vitro ebenfalls nachzuweisen.
Dies konnte weder im Ensemble noch mit Hilfe von ALEX auf Einzelmo-
lekiilniveau nachgewiesen werden. Sdmtliche FErgebnisse deuten hier darauf,
dass die Dimerisierung der Untereinheit in nativem Lysepuffer nicht mog-
lich ist. Ebenso konnte die Annahme, dass mehrere Untereinheiten E in dem
Gesamtkomplex anzutreffen sind, nicht mit TrALEx bestétigt werden.

Zukiinftige Einzelmolekiilexperimente mit der VHA

Der fluoeszenzmikroskopische Zugang der VHA hat sich als unerwartet schwie-
rig erwiesen. Gerade das Studium solch komplexer und zugleich empfindlicher
Systeme wie die VHA stellt eine enorme Herausforderung an die heutige
Wissenschaft dar. Immerhin gehort die Familie der ATPasen zu einer der
wichtigsten Energielieferanten fiir die Zellen von Pflanzen und Tieren. Die
Regulierung des Energichaushalts wird zumindest bei Pflanzen ebenfalls von
der VHA vorgenommen. Dies ist besonders unter schwierigen Bedingungen,
wie etwa bei Wassermangel oder unter Salzstress von iiberlebenswichtiger
Bedeutung. Daher wird auch in Zukunft versucht werden, das Prinzip der
ATPasen zu verstehen und eventuell sogar sinnvoll beeinflussen zu konnen.
Die SMFS bietet weitreichende Moglichkeiten zum besseren Verstdndnis bio-
logischer Komplexe. Mittels SMFS werden Untersuchungen in natiirlicher
Umgebung, eventuell selbst in lebenden Zellen ermdglicht.

Fiir die nahe Zukunft kénnen Experimente mit immobilisierten Komple-
xen tiefere Einblicke in die Welt der ATPase geben. Nicht nur der schrittweise
Transport von HT in die Zelle ist dabei von Bedeutung, sondern gerade im
Hinblick auf die regulative Wirkung der ATPase, das Zusammensetzen des
Komplexes unter dem Einfluss der Umgebung. Aufgrund der Empfindlichkeit
der VHA empfiehlt es sich, diese am besten in ihrer natiirlichen Umgebung zu
lassen. Ein geeigneter Zugang kann daher das Ablegen der Zellmembran auf
Oberflachen sein. An dieser kénnen sowohl der Austausch von Untereinhei-
ten als auch die Aktivitat beobachtet werden. Eine Kombination mit anderen
Verfahren kann dabei sehr sinnvoll sein. Zum Beispiel konnte durch das Auf-
spiiren von Anderungen der lokalen Leitfihigkeit z.B. durch Scanning-Ton-
Conductance-Microscopy (SICM), die Position einzelner ATPasen festgestellt
werden. Durch SICM koénnen an diesen Stellen selektiv fluoreszierende Mar-
ker eingebracht oder lokale Manipulationen vorgenommen werden.
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Fiir diese Experimente sind Farbstoffe notwendig, die an eine wohldefi-
nierte Stelle innerhalb des Komplexes gekoppelt werden kénnen, jedoch die
Funktion des Komplexes nicht beeintrichtigen. Die Entwicklung der Prote-
infarbstoffe auf GFP-Basis weist in Richtung auf gesteigerte Photostabilitit
und eine verbesserte Fluoreszenzquantenausbeute. Uber die heterologe Ex-
pression als chimére Proteine sind diese als natiirliche Lichtquellen gut ge-
eignet. Anstelle der Proteinfarbstoffe, die aufgrund ihrer Gréfse eventuell zu
Behinderungen fiihren kénnen, ist der Einsatz von fluoreszierenden Markern
an definierten Stellen moglich. Dazu werden bisher samtliche Cysteine bis
auf eines ersetzt. Dies kann jedoch auch die Struktur von Proteinkomplexen
beeinflussen. Durch das statistische Markieren, wie es in dieser Arbeit einge-
setzt wurde, sind einige Fragestellungen ebenfalls zugédnglich. Verbleiben z.B.
die Proteine zum Férben in der Membran, kann auch dariiber eine Selekti-
on erfolgen. Eine andere Entwicklung wire der Einsatz von Quantendots in
biologischen Proben. Diese zeigen praktisch keine Photozerstorung und sind
somit fiir die Messung von langsameren Prozessen von Interesse.

Weiterhin ist es sinnvoll die Strategie einzelne Untereinheiten in den iso-
lierten Gesamtkomplex zu integrieren weiter zu verfolgen. Durch den Aus-
tausch verschiedener, markierter Untereinheiten gleichzeitig kénnen die ge-
wonnenen Abstandsinformationen in eine dreidimensionale Karte umgesetzt
werden. Mit Aggregatbildung aus zwei oder mehreren heterolog exprimierten
Untereinheiten kann die Frage nach stabilen Subkomplexen und der Funktion
im Gesamtkomplex angegangen werden. Zusitzlich kann durch den Einsatz
von TrALEx auf der Einzelmolekiilebene die Anzahl der zu generierenden
Proben drastisch reduziert und sofort Aussagen iiber zweidimensionale Ab-
standsbeziehungen getroffen werden.
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