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Zusammenfassung

Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit wurden die Varianten EYFP und EGFP des grin
fluoreszierenden Proteins (GFP) aus der Qualle Aequorea victoria, sowie das aus der
Steinkoralle Discosoma stammende rot fluoreszierende Protein DsRed und weitere vier DsRed
Varianten mit spektroskopischen Methoden untersucht. Neben einigen
ensemblespektroskopischen Untersuchungen wurde die Fluoreszenz einer grol3en Anzahl
einzelner fluoreszierender Proteine und Proteinoligomere, zeitlich und spektral aufgelést, auf
Einzelmolekllebene bei Raumtemperatur in-vitro untersucht.

Bei Beobachtung auf Einzelmolekiilebene zeigen die Proteine eine erstaunliche intrinsische
Vielgestaltigkeit und Dynamik der Fluoreszenz. Es wurde gezeigt, dass die Breite der Verteilung
der Lage des Emissionsmaximums eine fur jede Variante spezifische GroRe ist, die sich direkt
aus der Einbettung des Chromophors in die charakteristische Proteinumgebung ergibt.
AuBerdem konnten zum Teil bisher unbekannte, sich in ihrer Fluoreszenz unterscheidende
Formen der Proteine identifiziert und Uberginge zwischen verschiedenen Formen spektral
verfolgt werden.

Fir DsRed und alle DsRed Varianten wurde unter den typischen Bedingungen der
Einzelmolekulspektroskopie bei Beobachtung des gereiften Chromophors fast ausschlieRlich
die sog. super rote Form des Chromophors detektiert, die sich durch die hohen
Anregungsleistungen schnell bildet. AuRerdem wurden bei allen DsRed Varianten gemischte
Oligomere aus Proteinen mit ungereiftem und gereiftem Chromophor beobachtet, und es
konnte gezeigt werden, dass die unterschiedlichen Chromophore innerhalb eines Oligomers
kein hocheffizientes FRET System bilden.

Abstract

This work presents spectroscopic analyses of the EGFP and EYFP variants of the Aequorea
green fluorescent protein (GFP) and of the red fluorescing protein DsRed and four of its variants
from the coral Discosoma. In addition to ensemble spectroscopy, the fluorescence of a large
number of single fluorescing proteins and protein oligomers was temporally- and spectrally-
resolved at the single molecule level in vitro at room temperature.

These analyses reveal that at the single molecule level these proteins exhibit a striking intrinsic
versatility and dynamics of the emission. It was shown that the spread of the distribution of the
emission maximum positions is characteristic for each variant and directly reflects the specific
nature of the embedding of the chromophore into its neighbouring protein environment. It was
further possible to identify different emitting forms of the proteins, some not observed until now,
and to follow transitions between the forms by spectrally resolving the single molecule emission.

The typical conditions for single molecule detection employed in these experiments, especially
the high excitation power, caused an extremely rapid transition of the matured chromophore of
DsRed and all of the tested variants into a ‘super-red’ emitting form. Mixed fluorescence of the
immature and the mature chromophore was detected for all DsRed variants, yielding evidence
of the existence of mixed oligomers of proteins with mature and immature chromophores.
Finally it was possible to show that the different chromophores within an oligomer do not form a
efficient FRET system.
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1 Einleitung

1 Einleitung

Innerhalb der letzten 10 Jahre wurde aus dem bis dahin weitgehend unbekannten und
wenig beachteten griin fluoreszierenden Protein (GFP) ein in der Molekularbiologie,
Medizin und Zellbiologie vielfaltig eingesetztes Werkzeug. Durch Einschleusung des
GFP Gens in Zellen wird GFP von der Zelle selbst hergestellt, die grine Fluoreszenz
entsteht durch eine autokatalytische Reaktion innerhalb des Proteins, zu der keine
weiteren Reaktionspartner benotigt werden. Man verfligt somit (ber eine Moglichkeit
der Fluoreszenzmarkierung innerhalb von Zellen, die keine weiteren Eingriffe von
auflen bendtigt und zudem nur in Ausnahmefallen fiir die Zelle toxisch ist, was das
Protein zu einem gefragten in vivo Fluoreszenzmarker macht. Das urspringliche griin
fluoreszierende Protein wurde inzwischen so verdndert, dass andersfarbige
fluoreszierende Varianten erhalten wurden, auflerdem wurden einige weitere
fluoreszierende Proteine gefunden, so dass heute Proteine, die Fluoreszenz von blau
bis rot zeigen, zur Verfligung stehen.

Das grin fluoreszierende Protein wurde 1962 von Shimomura et al. in der pazifischen
Qualle Aequorea victoria entdeckt und in einer Veroffentlichung, die sich eigentlich mit
der Reinigung des Proteins Aequorin beschaftigte, erwdhnt [1]. In den folgenden
Jahren erschienen nur eine Handvoll Veroéffentlichungen, die sich mit dem grin
fluoreszierenden Protein beschaftigten. So dauerte es bis 1979, bis die Struktur des
fluoreszierenden Chromophors aufgeklart wurde [2] und erst 1992 wurde die Sequenz
des Proteins bestimmt [3]. Die Literaturdatenbank ,PubMed® verzeichnet bis Anfang
1994 insgesamt nur 82 Publikationen, die ,GFP® im Titel oder der Zusammenfassung
fUhren. Erst als es 1994 gelang, die flir GFP kodierende DNA in andere Organismen
und Zellen einzuschleusen, in denen dann das griin fluoreszierende Protein gebildet
wurde [4], rickte GFP ins Blickfeld vieler Forscher. Die Literaturdatenbank ,PubMed*
weist dementsprechend das Erscheinen von Uber 6300 Verdéffentlichungen, die ,GFP*
im Titel oder der Zusammenfassung flhren, zwischen Anfang 1994 und heute (Anfang
2004) aus.

Inzwischen sind fluoreszierende Proteine bis in die Kunst und damit in die 6ffentliche
Diskussion und ins Bewusstsein einer breiten Offentlichkeit vorgedrungen. Der
Klnstler Eduardo Kac erfand den Begriff der ,Transgenen Kunst® und gab im Jahr
2000 die Schaffung des transgenetischen Hasen ,Alba“ als Kunstobjekt bekannt [5]. Er
prasentierte hierzu Bilder von Alba, die einen griinen Hasen zeigten. Das offentliche
Echo war veritabel, auf einmal schien die Gentechnik die Laboratorien verlassen zu

haben und deutlich, namlich grin, sichtbar zu werden. Es kam zu einer breit
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1 Einleitung

angelegten Diskussion Uber Moral, Gentechnik und Kunst, wobei nie zweifelsfrei die

physische Existenz von Alba belegt wurde.

Auch falls es Alba nicht gab, so gibt es inzwischen transgene héhere Tiere wie Mause
und Affen [6, 7]. Anwendungen im ganzen héheren Organismus sind jedoch selten, die
meisten Anwendungen liegen auf zellularer und molekularer Ebene [8]. Die erste
Anwendung von GFP war die Verwendung als Reporter Gen. Hierbei wird das Niveau
der Genexpression beobachtet, indem das GFP Gen von einem interessierenden
Promotor kontrolliert wird. Die Messung der GFP Fluoreszenz zeigt direkt das Niveau
der Genexpression an [4, 9]. Eine weitere Anwendung ist als ,Fusion Tag®, wobei ein
Gen mit dem GFP Gen verschmolzen wird, so dass in der Zelle ein chimares Protein
exprimiert wird. In den meisten Fallen unterscheiden sich die entstandenen Chimaren
nicht in der Funktion und Lokalisation des urspriinglichen Proteins, so dass durch die
Verfolgung der GFP Fluoreszenz das Zielprotein lokalisiert werden kann [10, 11].
Durch Bleichexperimente an Zellen, die GFP Chiméare enthalten, kann zudem die
Mobilitdt der Chimaren bestimmt werden [12]. Da einige GFP Varianten
Veranderungen der Fluoreszenz abhangig von verschiedenen Salzkonzentrationen
und pH Werten zeigen, wurden diese als Biosensoren innerhalb von Zellen eingesetzt,
um pH Unterschiede und Konzentrationsunterschiede bestimmter Anionen und
Kationen innerhalb von Zellen zu zeigen [13, 14].

Eine weitere Gruppe von Anwendungen von fluoreszierenden Proteinen, die standig an
Bedeutung gewinnt, beruht auf dem Fluoreszenz Resonanz Energietransfer (FRET)
zwischen Chromophoren. FRET ist ein nichtstrahlender Transfer von Energie vom
angeregten Donorchromophor zu einem geeigneten Akzeptorchromophor, wobei eine
starke Abhangigkeit der Transfereffizienz von der Entfernung der FRET Partner
voneinander besteht, so dass durch FRET Messungen Abstandsénderungen im
Angstrombereich detektiert werden kdnnen. Aus verschiedenen GFP Varianten kénnen
sog. FRET Paare konstruiert werden, die wiederum von den Zellen selbst synthetisiert
werden. FRET Paare kommen bei verschiedensten Anwendungen zum Einsatz, z.B.
wurden  Konstrukte geschaffen, bei denen durch ein FRET Paar
Konformationsveranderungen durch die Veranderung der Energietransfereffizienz
sichtbar gemacht wurden [15]. FRET Techniken kdnnen auch verwendet werden, um
Protein-Protein Wechselwirkungen zu studieren, wobei verschiedene Ansatze
verwendet werden, die alle darauf beruhen die Veranderung der FRET
Wechselwirkungen bei Anndhern oder Entfernen der FRET Partner voneinander zu
beobachten [16-18].

Die Entwicklung von Methoden und hochsensiblen Detektoren zur Beobachtung
einzelner fluoreszierender Molekiile machte es mdglich, die Fluoreszenz einzelner,
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1 Einleitung

zunachst synthetischer Fluoreszenzfarbstoffe zu untersuchen [19-21]. Inzwischen ist
die Beobachtung von FRET Wechselwirkungen einzelner FRET Paare aus
synthetischen Farbstoffen mit denen Biomolekile markiert wurden ein oft benutztes
Verfahren, um molekulare Dynamik sichtbar zu machen [22, 23].

Der Einsatz der Einzelmolekiilspektroskopie zur Untersuchung von fluoreszierenden
Proteinen ist eine naheliegende Konsequenz dieser Entwicklung. Seit einigen Jahren
werden verschiedene fluoreszierende Proteine, meist in vitro, auf Einzelmolekilebene
untersucht [24-28]. Auch die Untersuchung von einzelnen FRET Paaren aus
verschiedenen GFP Varianten hat inzwischen begonnen [29].

Bei der Beobachtung einzelner Molekule werden Eigenschaften sichtbar, die sich mit
klassischen Ensemble-Experimenten nicht messen lassen, da es bei der Untersuchung
eines Ensembles zur Ausmittelung der Messwerte kommt. Der Untersuchung einzelner
FRET Paare aus fluoreszierenden Proteinen, z.B. zur Aufklarung molekularer Dynamik,
sollte konsequenterweise die genaue Analyse des Einzelmolekulverhaltens der
fluoreszierenden Proteine vorausgehen. So ist inzwischen einiges Uber das Auftreten
von nicht strahlenden Zustanden, die im Ensemble naturgemafl nicht beobachtet
werden koénnen, durch Beobachtung des Verlaufs der Gesamtfluoreszenzintensitat
einzelner fluoreszierender Proteine bekannt. Arbeiten, bei denen die Fluoreszenz
einzelner Proteine spektral aufgeldst detektiert wurden, sind auf3erst rar [30, 31], was
hauptsachlich darauf zuriickzufihren ist, dass die spektral aufgeldste Detektion der
Fluoreszenz einzelner Molekile experimentell deutlich anspruchsvoller ist als die
Detektion des Verlaufs der Gesamtfluoreszenzintensitat. Aus den Fluoreszenspektren
und Spektrenserien einzelner Molekile kénnen jedoch Informationen Uber spektrale
Verteilungen und das Auftreten von Subensemblen, spektrale Dynamik,
Zusammenhange zwischen spektraler Dynamik und Intensitatsdynamik, usw.
gewonnen werden, die bei allen Anwendungen, bei denen einzelne fluoreszierende
Proteine als Fluoreszenzsonden verwendet werden, speziell bei FRET Anwendungen,
von Interesse sind.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen deshalb mit Hilfe von spektral aufgel6ster in vitro
Einzelmolekulspektroskopie einzelner Proteine die Verteilungen spektraler Parameter
bestimmt, spektrale Dynamik analysiert und spektral unterschiedliche Subensemble
gefunden werden.



1 Einleitung

1.1 Ziele

Die photophysikalischen Daten zu Fluoreszenzquantenausbeute und Resistenz gegen
Photobleichen zeigen, dass die spektral aufgeloste Fluoreszenzspektroskopie
einzelner fluoreszierender Proteine an die Grenzen des heute moglichen stoRt. Es
wurde sogar die Meinung vertreten, dass jegliche Auflésung von Heterogenitaten bei
fluoreszierenden Proteinen aufgrund des schnellen Photobleichens und der geringen

Fluoreszenzquantenausbeute unmdglich sei [27].

Ziel der hier vorgelegten Arbeit ist die in vitro Beobachtung und Charakterisierung der
Fluoreszenz einzelner fluoreszierender Proteine mit Methoden der spektral aufgeldsten
Fluoreszenzspektroskopie. In einem ersten Schritt sollten geeignete
Praparationsmethoden und Versuchsparameter gefunden werden, die die Aufnahme
von zunachst einzelnen Fluoreszenzspektren und danach von Spektrenserien
einzelner fluoreszierender Proteine erlauben. Anschlielend sollten fluoreszierende
Proteine verschiedenen Ursprungs, namlich Varianten des Aequorea GFP und
Varianten des DsRed, untersucht werden. Die ausgewahlten Varianten zeigen
Fluoreszenz in unterschiedlichen spektralen Bereichen zwischen griin und rot, wobei
Fluoreszenz Resonanz Energietransfer Paare denkbar sind. Die Verteilungen
spektraler Parameter und die Fluoreszenzdynamik der Varianten werden
charakterisiert und Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen dem spektralen
Verhalten der verschiedenen Varianten und Stdmme werden herausgearbeitet. Hierzu
ist es notwendig, von jeder Variante eine statistisch relevante Anzahl einzelner
Proteine zu untersuchen, woraus die Notwendigkeit der Auswertung tausender
Spektrenserien folgt. Rohdatenmengen in diesem Ausmal} kénnen nur unzureichend
und mit hohem Aufwand ohne Softwareunterstlitzung ausgewertet werden, weshalb

die notwendige Software konzipiert und geschrieben wurde.



2 Grundlagen

2 Grundlagen

2.1 Das Prinzip der Einzelmolekul-

Fluoreszenzmikroskopie

Die Hauptschwierigkeiten bei der Einzelmolekilmikroskopie liegen darin,
sicherzustellen, dass man nur ein Molekul untersucht und nicht viele, und in der
Detektion des naturgemal sehr schwachen Signals eines einzelnen Molekuls. Um zu
gewahrleisten, dass man nur ein einzelnes Molekll untersucht, kdbnnen nur solche
Eigenschaften des Molekiils untersucht werden, die die umgebenden Molekile nicht
aufweisen. Die Fluoreszenz kann eine solche Eigenschaft sein. Wird die zu
untersuchende fluoreszierende Substanz in eine unter den gewahlten Bedingungen
nicht fluoreszierende Umgebung gebracht, und wird weiterhin die Verdinnung der zu
untersuchenden Substanz so gewahlt, dass sich jeweils nur ein Probenmolekul im
Detektionsvolumen befindet, stammt die bei der Untersuchung der Probe gemessene
Fluoreszenz von einem einzelnen Molekul. Im hier benutzten Aufbau wird zur
Anregung der Fluoreszenz ein fokussierter Laserstrahl benutzt, der Gber eine Probe
aus fluoreszierenden Proteinen, die in einen sehr dinnen Polymerfilm eingebettet sind,
gerastert wird. Das Volumen des Probenraumes ergibt sich somit zum einen durch die
laterale Ausdehnung des auf die Probe fokussierten beugungsbegrenzten
Anregungslichts und zum anderen bei sehr diinnen Polymerfilmen durch die Dicke des
Polymerfilms, in die die fluoreszierenden Proteine eingebettet sind.

Um das Fluoreszenzsignal zu detektieren, muss das von der Probe reflektierte und
gestreute Anregungslicht unterdriickt werden, da selbst Reste des Anregungslichtes
um einige Grolkenordnungen intensiver sein konnen als das zu detektierende
Fluoreszenzlicht eines einzelnen Molekils. Dies kann durch hocheffiziente
holografische Bandpassfilter (s.g. ,Notch-Filter) erreicht werden. Die Detektion des
von einem einzelnen Molekul abgestrahlten Fluoreszenzlichtes erfolgt durch sehr
empfindliche Detektoren wie Avalanche Photo Dioden (APD), oder durch gekihlte
Charged Coupled Device (CCD) Kameras.



2 Grundlagen

2.2 Lichtabsorption und -emission von Molekiilen

Grundlage der hier durchgefiihrten Einzelmolekildetektion ist die Fluoreszenz der
untersuchten Proteine. Unter Fluoreszenz versteht man die strahlende Desaktivierung
eines Molekiils zwischen zwei Zustanden gleicher Spinmultiplizitat nach vorheriger
Promotion in einen angeregten Zustand durch Lichtabsorption.

Eine schematische Darstellung der Ubergdnge zwischen verschiedenen Zusténden
zeigt das Jablofiski-Termschema [32] (Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.1: Schema der elektronischen Zustande und
Desaktivierungsprozesse eines organischen Molekiils (Jablonski-Termschema).

Absorption: Ubergang in elektronisch angeregte Zustande durch Absorption eines Photons.

Fluoreszenz: Lichtemission bei der Desaktivierung angeregter Singulettzustande zum
Singulettgrundzustand.

Phosphoreszenz: Lichtemission bei der Desaktivierung angeregter Triplettzustande zum
Singulettgrundzustand.

Internal Conversion (IC): Strahlungslose Ubergénge zwischen Elektronenzusténden gleicher
Spinmultiplizitat.

Inter System Crossing (ISC): Strahlungslose Ubergénge zwischen verschieden hoch
angeregten Elektronenzustéanden unterschiedlicher Spinmultiplizitat.

Energietransfer: Energielibertragung auf andere, sich im Grundzustand befindende Molekiile
in der direkten Umgebung.

Durch Absorption eines Photons geht das Molekul vom Grundzustand Sy in den ersten
angeregten Zustand S; Uber. Die strahlungslose Desaktivierung héher angeregter
Schwingungszustadnde verlduft sehr schnell, so dass eine mdgliche
Fluoreszenzemission praktisch immer vom Schwingungsgrundzustand des

elektronisch angeregten Zustandes ausgeht (Kashas-Regel). Von hier kann der
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2 Grundlagen

Ubergang zu den verschiedenen Schwingungsniveaus des Grundzustandes unter
Abgabe eines Fluoreszenzphotons erfolgen, wobei wie bei der Anregung das Franck-
Condon-Prinzip gilt. Vernachlassigt man die &uRerst schwache Anti-Stokes-
Fluoreszenz, so ist das Fluoreszenzspektrum im Vergleich zum Absorptionsspektrum
zu langeren Wellenlangen hin verschoben, da ein Teil der aufgenommenen Energie als

Schwingungsenergie an die Umgebung abgegeben wurde.

Es sind noch weitere Desaktivierungswege, wie Energietransfer, Inter System Crossing
und Phosphoreszenz oder strahlungslose Desaktivierung durch Internal Conversion,
moglich (vgl. Abbildung 2.1).

2.3 Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer

Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET) bezeichnet einen Energietransfer aus
dem urspringlich angeregten Zustand des Donorchromophors zu einem Akzeptor,
wobei das Fluoreszenzspektrum des Donors und das Absorptionsspektrum des
Akzeptors Uberlappen. Der Energietransfer findet ohne Auftreten eines Photons statt
und ist das Resultat weit reichender Dipol-Dipol Wechselwirkungen zwischen dem
Donor und Akzeptor.

Die Energietransferrate ist gegeben durch [33]:

0,«’ ( 9000(In 10)
k, = :

-J(A
128-7[5-N-n4j “4)

6
T T
mit;

Qp Fluoreszenzquantenausbeute des Donors in Abwesenheit des Akzeptors

K Orientierungsfaktor zur Beschreibung der relativen Orientierung der
Ubergangsdipolmomente von Donor und Akzeptor zueinander

) Fluoreszenzlebensdauer des Donors in Abwesenheit des Akzeptors

r Distanz zwischen Donor und Akzeptor

N Avogadro’sche Zahl
n Brechungsindex des Mediums

J(1)  spektrales Uberlappungsintegral zwischen Donorfluoreszenz und
Akzeptorabsorption
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2 Grundlagen

Das Spektrale Uberlappungsintegral ist wie folgt definiert:
J(A)= j F,(A)-&,(A)- AdA
0

A Wellenlange

Fp(2) Flachennormierte korrigierte Donorfluoreszenz

ea(4) Extinktionskoeffizient des Akzeptors

Weit verbreitete Anwendung findet Fluoreszenz Resonanz Energietransfer in den
Biowissenschaften, wo mit Hilfe der obigen Gleichungen Abstédnde zwischen Donor
und Akzeptor von z.B. markierten Biomolekilen bestimmt werden. Bei
Ensembleexperimenten  koénnen fast alle Parameter durch  klassische
Ensemblespektroskopie bestimmt werden, flir den Brechungsindex n des Mediums

wird bei Biomolekilen in wassriger Losung meist n=1,4 angenommen.
Es bleibt der Orientierungsfaktor k, welcher wie folgt definiert ist:

Kk’ =(cos®, —3-cos®, -cos® ,)’
mit

Or Winkel zwischen dem Emissionstibergangsdipolmoment des Donors und dem

Absorptionsubergangsdipolmoment des Akzeptors

Op und G, Winkel zwischen den Ubergangsdipolmomenten und dem den Donor

und Akzeptor verbindenden Vektor

Je nach Orientierung der Ubergangsdipolmomente zueinander kann k? Werte
zwischen 0 und 4 einnehmen, wobei k?=4 bei kolinear und parallel liegenden
Ubergangsdipolmomenten, k2 = 1 bei parallel liegenden Ubergangsdipolmomenten und
k% =0 bei senkrecht zueinander stehenden Ubergangsdipolmomenten ist. Meist wird
fur k* der Wert 2/3 eingesetzt, welcher sich durch Mittelung der Orientierung der

Ubergangsdipolmomente zueinander durch im Vergleich zum Energietransfer schnelle
Rotationsdiffusion der Chromophore ergibt.

Durch Markierung der zu untersuchenden Systeme, z.B. Proteine, DNA, RNA, etc. mit
geeigneten FRET Partnern kann so speziell im Ensemble eine Abstandsmessung im

Bereich weniger Nanometer erreicht werden.

Bei der Untersuchung eines einzelnen FRET Systems kann im Gegensatz zu
Ensembleuntersuchungen nicht davon ausgegangen werden, dass die relevanten
Parameter fir alle untersuchten Systeme gleich und im einzelnen untersuchten System
zeitlich stabil sind. Wenn Fluoreszenzquantenausbeuten, spektrale
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Uberlappungsintegrale, Lebensdauern, etc. fiir jedes untersuchte System schwanken
konnen und sich zudem auch im Laufe der Zeit verdndern konnen, ist es
ausgesprochen schwierig, z.B. einerseits zwischen einer Veranderung der
Energietransferrate aufgrund einer veranderten Distanz zwischen FRET Donor und
Akzeptor und andererseits einer gesunkenen Fluoreszenzquantenausbeute oder einem
verminderten spektralen Uberlappungsintegral zu unterscheiden. Die Kenntnis der
Verteilung der relevanten Parameter im Ensemble und die Kenntnis, mit welchen nicht
durch Abstandsanderungen der FRET Partner bedingten Veranderungen der
Parameter wahrend des Experimentes gerechnet werden muss, kann die
Unterscheidung zwischen entfernungsbedingten und nicht entfernungsbedingten
Veranderungen der Energietransferrate erleichtern.

13
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2.4 Fluoreszenzdynamik und Streuung spektraler

Parameter

Bei der Messung einzelner Chromophore, die in Wechselwirkung mit ihrer Umgebung
stehen, wird der individuelle Charakter der untersuchten Systeme sichtbar. Zum einen
kdnnen die untersuchten spektralen Parameter von Molekill zu Molekdl variieren, zum

anderen fluktuieren die spektralen Parameter eines einzelnen Molekdls zeitlich.

Die bekannteste zeitliche Fluktuation von Fluoreszenz ist der bei der Beobachtung von
Intensitatstrajektorien einzelner Molekille gefundene Wechsel zwischen strahlenden
Zustanden und nicht strahlenden Zustanden, der bei einer Vielzahl von Systemen
beobachtet wurde. Je nach Dauer der Dunkelzeiten ohne Fluoreszenz wird von
,Blinking“ oder ,Reversible Photobleaching” [24, 34, 35] gesprochen.

Bei der Beobachtung der Intensitatstrajektorien eines einzelnen Molekdls ist die einzige
Observable die Fluoreszenzintensitat, spektrale Veranderungen koénnen nicht
beobachtet werden. Bei spektral aufgel0ster Beobachtung der Fluoreszenz, wie sie in
der hier vorliegenden Arbeit durchgefihrt wurde, erhdlt man neben der
Intensitatsinformation noch spektrale Informationen. Entsprechend vielfaltiger ist die
beobachtete Fluoreszenzdynamik.

An einem geeigneten System, namlich dem Perylenderivat N,N-di(tert-butoxycarbonyl)-
9-amino-N-(2,6-diisopropylphenyl)perylen-3,4-dicarboximid, DAPI in Polystyrol konnten
auf Einzelmolekilebene zahlreiche Unterschiede im Fluoreszenzspektrum einzelner
Molekile und zeitliche Variationen der Fluoreszenz einzelner Molekile beobachtet
werden [36]. Das Perylenderivat DAPI wurde gewahlt, da es eine sehr hohe
Fluoreszenzquantenausbeute und Stabilitat gegen Photobleichen aufweist. Hinzu
kommt eine ausgepragte Schwingungsprogression der Fluoreszenz, was die
Beobachtung von z.B. Veranderungen der Franck-Condon-Faktoren erleichtert.

Zunachst kann zwischen Intensitatsfluktuationen und spektralen Unterschieden
unterschieden werden. Als spektrale Unterschiede oder spektrale Fluktuationen
werden all die Veranderungen bezeichnet, die sich in der Form und in der Lage des
Fluoreszenzspektrums zeigen. Demgegeniuber stehen die Intensitatsveranderungen,
die sich als Veranderungen der Intensitdt ohne sonstigen Einfluss auf das

Fluoreszenzspektrum zeigen.

Im Experiment werden meist gleichzeitig Intensitatsfluktuationen und spektrale
Fluktuationen beobachtet, zudem kommt es zu einer Uberlagerung verschiedener, in
ihrer Erscheinung unterschiedlicher spektraler Fluktuationen. Im folgenden sollen
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spektrale Variationen, die bei der Spektroskopie der Fluoreszenz einzelner Molekiile
beobachtet werden kdnnen, kurz modellhaft gezeigt werden (Beispiele siehe [36]).

Variation der spektralen Lagen

Die Verschiebung des gesamten Fluoreszenzspektrums ohne Veradnderung der
Bandenform wird durch die Anderung des energetischen Abstandes zwischen S, und
S; Zustand verursacht, wobei die Potentialhyperflachen der Zustdnde nur ihren
energetischen Abstand zueinander verandern, ohne dass sich ihre Form oder Lage

zueinander verandert (Abbildung 2.2, a).
Variation der Franck-Condon-Faktoren

Die Veranderung der Intensitatsverhaltnisse der Schwingungsbanden im
Emissionsspektrum wird verursacht durch eine isoenergetische Verschiebung der Sy
und S, Potentialhyperflachen gegeneinander (Abbildung 2.2, b).

Variation der Spreizung der Schwingungsprogression

Die Veranderung der Spreizung der Schwingungsprogression wird durch eine
Veranderung der Form des Potentialtopfes hervorgerufen (Abbildung 2.2, c). Eine
energetische Stauchung flihrt zu einem geringeren energetischem Abstand der
Schwingungsbanden, eine energetische Streckung fihrt zu einer Spreizung der

Schwingungsprogression.

a) b)

i% %‘ U i E % l [
v v Abbildung 2.2: Spektrale
Veranderungen
l Die modglichen spektralen Veranderungen
werden am einfachen Potentialmodell eines
zweiatomigen Molekuls verdeutlicht. Die aus

den Lagen und der Form der Potentiale

resultierenden Spektren sind jeweils rechts neben den Potentialen gezeigt.

a) Variation der spektralen Lagen durch Veranderung des energetischen Abstandes zwischen
Grundzustand und angeregtem Zustand.

b) Variation der Franck-Condon-Faktoren durch isoenergetische Verschiebung der Potentiale
gegeneinander.

c) Variation der Spreizung der Schwingungsprogression durch Veranderung der Form der
Potentialtopfe.

Energie—
Energie—

Energie—»
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Die neben den spektralen Veranderungen beobachteten Intensitatsveranderungen
konnen ihre Ursache zum einen im veranderten Abstrahlverhalten, z.B. durch
veranderte Fluoreszenzquantenausbeute, oder im veranderten Absorptionsverhalten,
z.B. durch eine Verschiebung des Absorptionsspektrums oder durch Reorientierung,
haben.

Die Auswertung von Fluoreszenzspektrenserien zeigte aulterdem diffusionsartige und
Ubergangsartige spektrale Veranderungen der Fluoreszenz einzelner Molekiile (Details
und Beispiele siehe [36]). Bei diffusionsartigen Prozessen sind die gemessenen Werte
der beobachteten GroRe statistisch um einen Wert verteilt, bei Ubergangsartigen
Prozessen sind die gemessenen Werte der beobachteten Grofle um zwei oder mehr
diskrete Werte verteilt. Wechseln die Werte zwischen den Verteilungen, wird dies als
,Ubergang“ oder ,Sprung* bezeichnet.

Bei in Polymermatritzen eingelagerten organischen Farbstoffmolekilen sind die
beobachteten Veranderungen der Fluoreszenz in der Mehrzahl auf Fluktuationen der
das Farbstoffmolekil umgebenden Polymerketten zurickzufuhren. Die sich
verandernde Chromophorumgebung fiihrt dazu, dass sich standig ein neues, leicht
abgewandeltes ,Supermolekil“ aus Chromophor und dessen Umgebung bildet, wobei
sich die Potentialhyperflachen des Grundzustandes und des angeregten Zustandes
des eingebetteten Molekils verandern. Dies flhrt in der beschriebenen Weise zur
Fluktuationen der Fluoreszenz.

Im Gegensatz zu der durch die umgebenden Polymerketten zufallig gebildeten
Umgebung des Chromophors bei Farbstoffen in Polymeren ist die Umgebung des
Chromophors bei fluoreszierenden Proteinen durch die Aminosaureketten des Proteins
vorgegeben. Im Rahmen dieser Arbeit soll deshalb auch analysiert werden, in welchem
Male auch in einem solch definiertem System spektrale Dynamik beobachtet werden
kann. Die geringen Fluoreszenzquantenausbeuten, geringe Stabilitit gegen
Photobleichen und wenig deutliche Auflésung der Schwingungsprogression limitieren
allerdings die Madglichkeiten, die beobachtete Fluoreszenzdynamik nach den

angeflhrten Erscheinungsformen und Mechanismen zu trennen.
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2.5 Fluoreszierende Proteine

Inzwischen ist eine Vielzahl von verschiedenen fluoreszierenden Proteinen bekannt,
die in unterschiedlichen, aber immer maritimen Lebensformen entdeckt wurden [37].
Die fluoreszierenden Proteine aus verschiedenen Organismen wie Seeanemonen,
Quallen oder Steinkorallen weisen erstaunlicherweise alle die gleiche prinzipielle
Proteinstruktur und &hnliche Chromophore auf wie das Aequorea GFP. Da Aequorea
GFP das erste gefundene und am weitesten erforschte fluoreszierende Protein ist, soll
der prinzipielle Aufbau der fluoreszierenden Proteine und der Chromophor an
Aequorea GFP erklart werden, bevor auf spezifische Unterschiede der in dieser Arbeit

verwendeten Proteine eingegangen wird.

2.5.1 Proteinstruktur

2.5.1.1 Aequorea GFP und dessen Varianten

Aequorea GFP besteht aus 238 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 26.9
kDa. Die Struktur des Proteins wurde mittels Réntgenstrukturanalyse von Yang et al.
1996 [38] aufgeklart.

Abbildung 2.3: Struktur des
Aequorea GFP

Das Aequorea GFP weist, wie alle
fluoreszierenden Proteine, die Form eines
Zylinders auf. 11 B-Strange formen die
AuRenwand des  Zylinders, Loop-
Strukturen und kurze a-Helices formen
.Deckel’, die den Zylinder verschliel3en.
Eine a-Helix lauft durch das Zentrum des
Zylinders, der Chromophor entsteht aus
Aminosauren dieser Helix. Der
Chromophor befindet sich in Zentrum des
Zylinders und ist durch die B-Strange von
der Proteinumgebung getrennt.

Die Aminosaurekette formt einen Zylinder mit einem Durchmesser von 24 Angstrém
und einer Hohe von 42 Angstrdm. 11 B-Strange formen die AuRenwand des Zylinders,

Loop-Strukturen und kurze o-Helices formen ,Deckel, die den Zylinder verschlief3en
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(vgl. Abbildung 2.3). Eine a-Helix lauft durch das Zentrum des Zylinders, an der sich im

Zentrum des durch die B-Strange geformten Zylinders der Chromophor befindet.

2.5.1.2 DsRed und dessen Varianten

DsRed ist aus 225 Aminosauren aufgebaut und hat eine molekulare Masse von
25.9kDa [39]. Das aus der Steinkoralle Discosoma gewonnene Protein weist nur eine
Aminosaurensequenzhomologie von ~23% zu Aequorea GFP auf, zeigt aber
erstaunliche strukturelle Ubereinstimmungen zu den fluoreszierenden Proteinen der
Aequorea victoria Gruppe. Wie bei diesen formen in DsRed 11 B-Stréange einen
Zylinder, der von o-Helices an den Enden verschlossen wird. Wie bei Aequorea GFP
lauft eine weitere a-Helix durch das Zentrum des durch die p-Strange gebildeten
Zylinders, die die Aminosauren, die den Chromophor aufbauen, tragt [40, 41]. Im
Gegensatz zu den Aequorea GFP Proteinen, die nur sehr schwach ausgepragte
Tendenz zur Oligomerisierung haben, bildet DsRed Tetramere aus. Die Monomere
sind im Tetramer als Dimer aus Dimeren paarweise gekreuzt zueinander angeordnet
(Abbildung 2.4).

Abbildung 2.4: Tetramerstruktur des
DsRed

Trotz geringer Ubereinstimmung in der
Aminosduresequenz  sind die  DsRed
Monomere  strukturelle  Homologe des
Aequorea GFP, jedoch bildet DsRed
Tetramere aus.

Durch Ultrazentrifugationsversuche und FCS (Fluorescence Correlatin Spectroscopy)
Experimente konnte gezeigt werden, dass DsRed selbst bei nanomolaren
Konzentrationen als obligates Tetramer vorliegt [42, 43], was im Rahmen dieser Arbeit
von besonderer Bedeutung ist, da dies den Konzentrationen entspricht, die bei der
Praparation der Einzelmolekillproben verwendet wurden. Dies bedeutet, dass bei den
im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Untersuchungen hauptsachlich Tetramere
von DsRed und dessen Varianten untersucht wurden. Aus diesem Grund wird im
Folgendem nicht von der Untersuchung einzelner Molekile, sondern von der
Untersuchung einzelner Oligomere oder Einheiten die Rede sein.
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2.5.2 Der Chromophor und dessen Bildung

2.5.2.1 Aequorea GFP und dessen Varianten

Die Struktur des GFP Chromophors wurde 1979, also lange bevor die GFP Struktur
bekannt war, von Shimomura abgeleitet [2]. Ihm war es gelungen, ein kleines
Peptidfragment aus GFP zu isolieren, welches den Chromophor enthielt. Durch
Synthese von Modellsubstanzen und Vergleich der spektralen Eigenschaften
identifizierte er den GFP Chromophor als 4-(p-hydroxybenzyliden)imidazolid-5-on (vgl.
Abbildung 2.5).

o]
Abbildung 2.5: Chromophor des
o NA[(" Aequorea GFP
o N= o
(H/-) H

Der Chromophor des Aequorea GFP und

vieler Varianten ist
R ):O 4-(p-hydroxybenzyliden)imidazolid-5-on

Der Chromophor entsteht nach der Faltung der 11 p-Strdnge des Proteins zum
Zylinder aus den Aminosauren Serin an der Stelle 65 (kurz: Ser-65), Threonin an der
Stelle 66 (kurz: Tyr-66) und Glycin an der Stelle 67 (kurz: Gly-67), die Teil der durch
das Zentrum des Proteinzylinders laufenden o-Helix sind. Der genaue
Reaktionsmechanismus, der zur Chromophorbildung fihrt, ist nicht bekannt, jedoch
wurde eine Folge von Reaktionen vorgeschlagen, die durch vom Protein selbst
autokatalytisch begulnstigte Reaktionsschritte zum fluoreszierenden Chromophor
fihren [44, 45] (vgl. Abbildung 2.6).

19



2 Grundlagen

Tyr66 Gly67

HO_ R
. (0]
s H %
:\H H/\w/ﬁ
[¢] (o]
Ser oder Thr 65 Faltung / Umlagerung :\N
" H

OH OH
o

. (o] P N
Q/YMN/Yn N/Y‘. Q/%H(N/Y
HO N O Dehydrierung N=— o Oxidation g N= (o]
OH — -+ HO ———= (H I/ -)
: R . R : R
N R N
N =N H

OH OH OH

Cyclisierung I

Abbildung 2.6: Mechanismus der Chromophorbildung bei GFP

Der von Heim und Cubitt [44, 45] vorgeschlagene Mechanismus geht nach der Faltung des
Proteins von einer Cyclisierung, anschlieRender Dehydrierung und schlieRlich einer Oxidation
aus, die zum fluoreszenten Chromophor fiihrt.

Die Chromophorbildung verlauft demnach in drei Schritten: Nach der Faltung des
Proteins zyklisiert das Aminosaurertickrat durch einen nucleophilen Angriff der
Aminogruppe von Gly-67 mit dem Carbonyl-Kohlenstoff von Ser-65, es folgt eine
Kondensationsreaktion und schlieRBlich eine Oxidation, die zum fluoreszenten
Chromophor fihrt. Der letzte Schritt der Reaktion, die Oxidation, ist
geschwindigkeitsbestimmend.

Der so entstandene Chromphor befindet sich im Zentrum des Proteinzyinders und wird
durch die B-Strange sowohl fixiert als auch gegen auliere Einflisse abgeschirmt. Der
Chromophor wird von mehreren polaren Gruppen und Wassermolekilen umgeben,
Abbildung 2.7 zeigt den Chromophor der Aequorea GFP Variante Ser-65-Tyr, dessen
unmittelbare Umgebung und die Wasserstoffbricken in der unmittelbaren

Chromophorumgebung.
R 9%
( Q183
Wags  New.30 >\N Abbildung 2.7: Chromophor und
W28 g 5 . .
v Nr,--;q 12 0% dessen Umgebung im Protein
168 R n,_z =0 NY Darstellung des Ser-65-Tyr Chromophors

sind mit W gekennzeichnet, maogliche
,,,,,,,,, Wasserstoffbriickenbindungen sind als

) ﬁ\ >‘ gestrichelte Linien dargestellt.

H""N\I‘ -uw» o j\/ von S. Remington [46, 47] und der
. Wechselwirkungen mit der Chromophor-
}R W” umgebung. Sauerstoffatome von Wasser
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2.5.2.2 DsRed und dessen Varianten

Wie bei Aequorea GFP wird der Chromophor aus Aminosaureresten der durch das
Zentrum des Zylinders laufenden a-Helix gebildet. Die Homologie zwischen Aequorea
GFP und DsRed ist in der Region, die den Chromophor ausbildet und in dessen
unmittelbarer Umgebung besonders grof3. Die wichtigsten Aminosauren fir die
Chromophorbildung im Aequorea GFP, namlich Thr-66 und Gly-67 und in der
Chromophorumgebung Arg-96 und Glu-222 finden ihre exakte Entsprechung in Thr-67,
Gly-68, Arg-95 und Glu-215 des DsRed [42]. Die Bildung des rot fluoreszierenden
Chromophors verlauft in mehreren Schritten, wobei zunachst ein grin fluoreszierendes
Zwischenprodukt gebildet wird. Der Prozess der Ausbildung der roten Fluoreszenz
Uber griine Fluoreszenz wird als ,Reifen“ oder ,Maturieren“ bezeichnet. Zunachst wird
durch Cyclisierung und Dehydrierung aus GIn-66, Tyr-67 und Gly-68 ein grin
fluoreszierendes Zwischenprodukt, welches dem anionischen GFP Chromophor
homolog ist, gebildet. Die darauf folgende Dehydrierung an GIn-66, bei der Sauerstoff
anwesend sein muss, fuhrt zu einem am Imidazolring durch Acylimin verlangerten
chromophoren =n-System, welches fur die Rotverschiebung der Fluoreszenz
verantwortlich ist. Die Dehydrierung des zweiten Schritts ist
geschwindigkeitsbestimmend (fir DsRed: 1 Tag) fur die Gesamtreaktion [48].

Tyr67 o Gly68

. 0 “ o
/Y N o o)
H NN - N N N\)K .
HN o - o
HO o) - -
2) ? =N
(0] . (0]
© ;\/(KO o — °
Phe65 Ph Ph

Ph
Abbildung 2.8: Mechanismus der Chromophorbildung bei DsRed

Die Bildung des DsRed Chromophors verlauft Gber die Bildung eines dem Aequorea GFP
Chromophor homologen griin fluoreszierenden Zwischenproduktes.

Die Umwandlug vom grin zum rot fluoreszierenden Chromophor verlauft nicht ganz
vollstandig (vgl. 4.2.1), es bleibt immer ein Teil Proteine, die den GFP typischen
Chromophor in seiner anionischen Form enthalten, so dass etwas griine GFP artige
Fluoreszenz beobachtet werden kann.

Wie bei Aequorea GFP ist der Chromophor im DsRed durch die umgebenden
Proteinketten und ein Geflecht aus Salzbricken und Wasserstoffbrickenbindungen im

Innern des durch die B-Ketten geformten Zylinders fixiert [40].
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3 Methoden

3.1 Experimenteller Aufbau zur

Einzelmolekulspektroskopie

Alle Einzelmolekiil-Messungen wurden an einem konfokalem Rastermikroskop, das in
der Arbeitsgruppe Meixner auf der Basis eines Zeiss Axiovert 135 TV konzipiert und
gebaut wurde, durchgefiihrt. Im Vergleich zum urspringlichen Aufbau (ausfuhrliche
Beschreibung siehe [49]), wurden einige Modifikationen vorgenommen. Der

verwendete Aufbau ist in Abbildung 3.9 schematisch dargestellit.

NdYAG-
Laser

Probenkam,

Raster-Tisch

Objektiv
Klappspiegel [ |

|| Ar*-Tonenlaser

| — Strahlteiler

{[n

|~ Notch-Filter

AOM Blende

Faserkoppler .
G Abschwécher

T
A/2-Platte Bandpass Klappspiegel
\/4-Platte APD-Box
Faserkopple\m _

/1_4

Polarisationsfilter po —/\_|| Blende
Photodiode Objektiv

Strahlteiler
Monochromator

Abbildung 3.9: Schematische Darstellung des verwendeten Versuchsaufbaus

Axiovert

I

2

Links: Uberblick Gber den gesamten Aufbau
Rechts: Darstellung der konfokalen Optik und des Detektionsstrahlengangs

Als monochromatische Lichtquellen dienten zwei verschiedene Laser, deren Licht
wahlweise Uber einen Klappspiegel in die Apparatur eingekoppelt wurde. Es konnten
so Untersuchungen mit Licht der Wellenlange 514nm, 488nm und 458nm eines
Argonionenlasers (American Laser Corporation 60X-200) und mit Licht der
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Wellenlange 532nm eines frequenzverdoppelten Nd:YVO, Lasers (Crystal Laser, GCL-
025L) durchgefiihrt werden. Ein akustooptischer Modulator (AOM, Brimrose TEM-85-
10) dient als Schalter, um den Laserstrahl in den Messaufbau einzukoppeln. Die
schnelle Schaltung des Lichts durch den AOM erlaubt es, die Probe immer nur exakt
dann zu beleuchten, wenn gemessen wird. Auferdem wird der AOM benutzt, um tber
einen Regelkreis die in das Mikroskop eingekoppelte Laserleistung konstant zu halten,
was bei der Spektroskopie der fluoreszierenden Proteine von grofer Bedeutung ist.

Durch einen Neutraldichtefiltersatz kann das Laserlicht abgeschwéacht werden. Uber
eine Glasfaser wird das Laserlicht zum Mikroskop geleitet, eine Kombination aus
Polarisationsfilter, A/4- und A/2-Plattchen fihren unter entsprechenden Drehwinkeln zu
zirkularer Polarisation des Anregungslichtes im Fokus. Der Laserstrahl wird direkt vor
der Einkopplung in das Mikroskop durch eine Glasplatte geteilt, und die Leistung des
geteilten Strahls wird durch eine Photodiode gemessen. Die gemessene Leistung wird
genutzt, um den AOM durch einen Regelkreis so zu steuern, dass die Leistung des in
das Mikroskop eingekoppelten Lichtes wahrend der gesamten Messung konstant
bleibt.

Ein Interferenzfilter vor dem  Mikroskopeingang Ilasst nur Licht der
Anregungswellenlange transmittieren, so dass stérendes Licht anderer Wellenlangen
unterdriickt wird. Im Mikroskop wird das Laserlicht Uber eine Glasplatte, die als
Strahlteiler dient, in ein Mikroskopobjektiv (Plan-Neofluar, 100x/1,30 OQil, Zeiss)
reflektiert, welches das Laserlicht auf die Probe fokussiert. Die Probe befindet sich auf
einem geregelten Rastertisch (Pl-Instruments), der eine Positionierung der Probe auf
wenigstens 5nm Genauigkeit (Herstellerangabe) in allen drei Raumrichtungen erlaubt.
Wahrend der Untersuchung der Probe wird mit Hilfe des Rastertisches die Probe
definiert bewegt, wobei bei den vorliegenden Experimenten nur in der Probenebene
ausgelenkt wurde. Der gesamte Probenraum ist abgedeckt und kann mit Stickstoff
gespult werden.

Von der Probe abgestrahltes Fluoreszenzlicht wird vom Mikroskopobjektiv unter der
Probe eingesammelt und fallt auf den Strahlteiler. Der grofite Teil des von der Probe
stammenden Lichtes wird durch diesen transmittiert und fallt auf den holografischen
Bandfilter (,Notch Filter”, Kaiser Optical Systems), der jeweils so gewahlt ist, dass
zurlckreflektiertes und gestreutes Anregungslicht absorbiert werden. Hinter dem
Notch-Filter kann ein Klappspiegel in den Strahlengang gebracht werden, so dass
Fluoreszenzphotonen je nach Position des Spiegels auf zwei Arten detektiert werden
kénnen. Es kann zwischen Detektion per Avalanche Photodiode (APD, SPCM 200,
EG&G) und einer mit flissigem Stickstoff gekihlten CCD Kamera (LN/CCD-1340PB,
S&l GmbH) gewahlt werden. Im Spektroskopiemodus wird das Fluoreszenzlicht in den
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Monochromator (SpectraPro 300i, Acton) gelenkt, und das Fluoreszenzspektrum wird
von der CCD Kamera, die bei —70°C betrieben wird, aufgenommen, wobei etwa drei
Photonen ein Zahlereignis (count) bedingen. Es ist so moglich, Spektrenserien mit
hoher spektraler und zeitlicher Auflosung aufzunehmen, wobei zwischen zwei
aufeinander folgenden Spektren jeweils ca. 20ms Totzeit der Apparatur liegen.

Neben der Detektion der Fluoreszenzphotonen mit einer gekihlten CCD-Kamera ist
auch die Detektion mit zwei APDs moglich. Zwischen den zwei APDs kann durch
Umlegen eines Klappspiegels gewahlt werden. Dies ist besonders dann von Nutzen,
wenn ein Probenbereich direkt nacheinander mit 2zwei unterschiedlichen
Anregungswellenlangen untersucht werden soll. In diesem Fall wurde je eine APD auf
eine der Anregungswellenlangen optimiert.

Die Bedienung des Mikroskops und die Aufnahme der Messdaten wird durch zwei PCs
gesteuert. Einer der Computer synchronisiert AOM, Rastertisch und APD. Dieser
Computer stellt auch alle Messdaten dar, die durch die APD aufgenommen werden.
Der zweite PC steuert bei der Aufnahme von Spektren oder Spektrenserien den AOM,
das Spektrometer und die CCD Kamera und verarbeitet die aufgenommenen Daten.

3.1.1 Messparameter

Alle Einzelmolekiluntersuchungen wurden nach einem festen Schema und mit sehr
ahnlichen Messparametern aufgenommen.

Als Anregungswellenlangen standen 458nm, 488nm, 514nm und 532nm zur
Verfiigung, die Anregungsleistung betrug zwischen 0,2kW/cm? und 1kW/cm? im Fokus
und lag damit deutlich unter den Sattigungsleistungen der Anregung der
Fluoreszenzintensitat der Proteine [28].

Die zunachst aufgenommenen Fluoreszenzintensitatsbilder bildeten eine Flache von
10 x 10um ab und besalRen eine Auflésung von 100 x 100 Punkten, die mit einer
Integrationszeit von 5ms, bzw. 3ms aufgenommen wurden.

Alle Einzelspektren der Fluoreszenzspektrenserien einzelner Proteine wurden mit einer

Integrationszeit von 1 Sekunde aufgenommen.
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3.2 Datenaufnahme und Datenverarbeitung

3.2.1 Datenaufnahme

Die Datenaufnahme erfolgte immer nach dem gleichen Prinzip. Zunachst wurde ein
Bereich von typischerweise 10 x 10um der Probe abgerastert, wobei das
Fluoreszenzlicht mit einer APD detektiert wurde. Man erhalt so ein
Fluoreszenzintensitatsbild des abgerasterten Bereiches, auf dem einzelne Stellen
hoher Intensitat die Prasenz eines fluoreszierenden Proteins oder Oligomers anzeigen.
Die Grofle dieser Fluoreszenzsignale wird durch die laterale Ausdehnung des
Anregungsfokusses gegeben.

Nachdem auf diese Weise die Lage der Proteine ermittelt wurde, kbnnen die Proteine
durch Bewegen des Positioniertisches einzeln in den Anregungsfokus gestellt und

untersucht werden.

Zur spektral aufgelésten Untersuchung der einzelnen Proteine oder Proteinoligomere
wurde das Fluoreszenzlicht durch einen Monochromator auf die CCD-Kamera
abgebildet. Vor jeder Messreihe wurde von einer isolierten, dunklen Stelle auf dem
Fluoreszenzintensitatsbild der Probe ein Hintergrundspektrum unter den aktuellen
Bedingungen aufgenommen, welches dann von den folgenden Fluoreszenzspektren
der Proteine subtrahiert wurde.

Es wurden Sequenzen von meist 10 Spektren mit einer Integrationszeit von einer
Sekunde aufgenommen. Die Totzeit zwischen den Spektren, wahrend die CCD
Kamera ausgelesen wurde, und die Daten an den angeschlossenen Rechner
Ubertragen wurden, betrug jeweils ca. 20ms.

3.2.2 Verarbeitung der Rohdaten

Um in der Einzelmoleklluntersuchung zuverldssige Ergebnisse zu erhalten, ist es
unerlasslich, eine statistisch relevante Anzahl von Molekilen zu untersuchen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden einige Tausend einzelne Proteine oder Proteinoligomere
fluoreszenzspektroskopisch untersucht, die erhaltene Datenmenge ist ohne

Softwareunterstitzung nur schwer auswertbar.

Standardsoftware, die den Anforderungen zur Auswertung einer grofien Menge von
spektralen Einzelmoleklldaten gerecht wird, ist nicht erhaltlich, weshalb im Rahmen
dieser Arbeit speziell an die Notwendigkeiten der spektral aufgeldsten
Fluoreszenzspektroskopie einzelner fluoreszierender Proteine angepasste Software
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konzipiert und realisiert wurde. Da Ubersichtlichkeit, intuitive Bedienbarkeit und
grafische Darstellungen gefordert waren, wurden Programme mit grafischer Oberflache
in der Programmiersprache ,Delphi 5.0 Professional“ von Borland geschrieben.

Im Folgenden wird ein grober Uberblick tiber die Funktionalitat der erstellten Software
gegeben, ohne jedoch auf die genauen Programmstrukturen und Programmablaufe

einzugehen.

Zur Auswertung der erhaltenen Rohspektren ist es notwendig, verschiedene spektrale
Parameter, wie z.B. Lage und Intensitdt des Fluoreszenzmaximums mit hoher
Genauigkeit und Reproduzierbarkeit systematisch zu bestimmen. Bei der
Spektroskopie einzelner Perylene gelang dies durch Glattung der Rohdaten durch
Faltung mit einer Gaussfunktion [36].

Da die hier untersuchten fluoreszierenden Proteine eine deutlich hohere
Quantenausbeute der Photozerstorung aufweisen als Perylene, musste mit geringen
Anregungsleistungen angeregt werden, was zusammen mit der vergleichsweise
geringen Fluoreszenzquantenausbeute der Proteine zu sehr wenig intensiven Spektren
mit deutlich hdherem Rauschanteil als bei den Perylenen fiihrte. Es war deshalb nicht
moglich, die Rohdaten durch einfache Glattung soweit aufzuarbeiten, dass die
spektralen Parameter quantitativ ausgewertet werden konnten.

Es war deshalb notwendig, statt der Glattung der Spektren eine geeignete Funktion an
die Rohdaten anzupassen. Gewahlt wurde die Summe von zwei Gauldfunktionen, weil
mit dieser Funktion das einfache Fluoreszenzspektrum aus zwei Schwingungsbanden,
die ein Maximum und eine Schulter auf der langwelligen Seite des Spektrums bilden,
adaquat dargestellt werden kann. Die Verwendung der Summe von mehr
Gaussfunktionen fuhrt zu keinem verbesserten Ergebnis, steigert aber den
Rechenaufwand enorm.

Der einfachste Ansatz, die gewahlte Funktion an die Rohdaten anzupassen, ist sicher
ein schlichter ,brute force Ansatz, bei dem alle Parameter systematisch verandert und
am Ende das beste Ergebnis ausgegeben wird. Bei den hier zu variierenden sechs
Parametern, namlich fir jede GauBkurve jeweils die Maximumlage,
Standartabweichung und Gesamtflache, fuhrt dieser Ansatz zu ausuferndem
Rechenaufwand. Es wurde deshalb ein Ansatz gewahlt, bei dem zunachst nach
vorgegebenen Parametern ein Bereich flr die einzelnen Parameter gesucht wurde, in
dem das Fehlerquadrat minimal ist. AnschlieRend wurde der gefundene Bereich immer
weiter verkleinert, bis die angestrebte Genauigkeit erreicht war.

Um die Gite der Anpassung zu Uuberprifen, wurde an die Ensemble
Fluoreszenzspektren der Proteine die doppelte Gaussfunktion angepasst. Fur die
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Proteine, die ein Fluoreszenzmaximum um 500nm zeigen, stimmten die
Maximumlagen der angepassten Funktion bis auf weniger als 1nm mit den
Ensemblemaxima Uberein. Bei den Proteinen mit Fluoreszenzmaximum um 585nm
wurden Abweichungen zwischen Anpassung und Ensemblespektrum von bis zu 2nm
gefunden. Die Maxima der angepassten Funktionen waren immer bathochrom zu den
tatsachlichen Maxima verschoben, was sich aus dem steilen Anstieg der

Fluoreszenzspektren auf der kurzwelligen Seite ergibt.

Ein Beispiel flir ein Rohspektrum eines einzelnen Proteins, an das die Summe aus
zwei Gauldverteilungen angepasst wurde, ist in Abbildung 3.10, links, gezeigt. Es ist
gut zu erkennen, dass mit der gewahlten Methode noch sehr intensitatsschwache

Spektren mit hohem Rauschanteil zuverlassig ausgewertet werden konnen.

Intensitat / a.u.
Intensitat / a.u.

Abbildung 3.10: Rohdaten und Anpassungen verschiedener Spektren

Mit der gewahlten Methode des Anpassens der Summe zweier Gaussverteilungen (rot) an die

Rohdaten (schwarz) ist es moglich, selbst sehr intensitatsschwache Fluoreszenzspektren mit

hohem Rauschanteil quantitativ auszuwerten.

Links: Typisches Einzelmolekilspektrum eines fluoreszierenden Proteins, an das eine
doppelte Gaussverteilung angepasst wurde.

Rechts: Typisches zweibandiges Emissionsspektrum eines Oligomers aus fluoreszierenden
Proteinen, an das an jede der zwei Fluoreszenzbanden eine doppelte Gaussverteilung
angepasst wurde.

Besonders bei der Spektroskopie von DsRed und von DsRed Varianten wurden oft
Spektren mit klar getrennten Fluoreszenzbanden zweier Chromophore oder spektral
unterschiedlicher Formen detektiert. In diesen Fallen wurde nacheinander an jede der
beiden Banden die Summe zweier Gaussfunktionen angepasst, wobei bei der
langwelligeren Fluoreszenzbande die Anpassung der kirzerwelligen
Fluoreszenzbande berlcksichtigt wurde (Abbildung 3.10, Rechts).

Das Programm kann eine beliebige Anzahl von Spektren oder Spektrenserien
nacheinander verarbeiten, wobei die gefundenen Anpassungsparameter fur jedes
Spektrum in den Dateikopf des urspriinglichen Datensatzes geschrieben werden.
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In einem weiteren Schritt wurde in den Dateikopf der Dateiname des zu der
Spektrenserie gehérenden Fluoreszenzintensitatsbildes und die Position, an der die
Spektrenserie aufgenommen wurde, geschrieben, um bei der Auswertung die
Spektrenserien dem entsprechenden Fluoreszenzsignal in einem
Fluoreszenzintensitatsbild zuordnen zu kénnen. Die hierfir notwendigen Daten werden
von der Steuer- und Detektionssoftware der Messapparatur nicht protokolliert und
mussen deshalb aus einer gesondert erstellten Tabelle importiert werden. Schliefilich
wurde in den Dateiheader noch eine individuelle Nummer fir jeden Fluoreszenzpunkt
eingesetzt, um auch mehrere Spektrenserien einem Fluoreszenzsignal im

Fluoreszenzintensitatsbild zuordnen zu konnen.

3.2.3 Das Hintergrundsignal

Da das Fluoreszenzsignal der fluoreszierenden Proteine vergleichsweise schwach ist,
kommt dem Hintergrundspektrum, das bereits bei der Datenaufnahme von den
Rohdaten subtrahiert wird, eine besondere Bedeutung zu. Wenn das tatsachliche
Hintergrundsignal zur Zeit und am Ort der spektralen Untersuchung nicht dem
aufgenommenen Hintergrundsignal entspricht, fuhrt dies zu einer Verfalschung der
Messwerte. Die gravierendste Quelle fir diesen Fehler besteht in schwankenden
Anregungsleistungen des verwendeten Laserlichtes. Diese Fehlerquelle wurde durch
die aktive Regelung der Anregungsleistung eliminiert. Es bleiben somit geringe
Schwankungen des Hintergrundsignals, die durch die Probe selbst, z.B. durch
Schichtdickenunregelmafigkeiten des Polymerfiims oder des Glastragers, verursacht
werden. Obwohl diese UnregelmaRigkeiten meist nur zu Intensitatsveranderungen von
einigen Zahlereignissen in einigen Kanalen des Spektrums fuhren, missen sie doch
bei den zum Teil sehr intensitdtsschwachen Spektren berticksichtigt werden. Dies
gelingt zum einen direkt beim Anpassen der doppelten Gaulverteilung an die
Rohdaten, indem ein Schwellenwert vorgegeben wird, ab welcher Flache ein Signal als
Fluoreszenz zu interpretieren ist, zum anderen bei der Durchsicht aller Spektren. Da
bei der Untersuchung der einzelnen Proteine oder Proteinoligomere stets darauf
geachtet wurde, bis zum Bleichen der Fluoreszenz zu spektroskopieren, ergibt sich aus
dem Spektrum, welches nach Bleichen der Proteine noch sichtbar war, ein Hinweis auf
den lokalen Fluoreszenzhintergrund. In der Regel war nach dem Bleichen nur noch
eine Nullinie zu sehen, der lokale Hintergrund stimmte in diesen Fallen mit dem
abgezogenen Hintergrund dberein. In einigen Fallen wurden jedoch Erhéhungen oder
Erniedrigungen im  Spektrum gefunden, was zeigt, dass das lokale
Hintergrundspektrum nicht exakt mit dem abgezogenen Spekirum Ubereinstimmte.
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Gerade um diese moglicherweise falsch positiven Spektren zu finden, ist es notwendig,
alle Spektren sorgfaltig durchzugehen, bevor statistische Analysen der spektralen

Parameter durchgeflhrt werden.

3.2.4 Sichtung der Spektren

Die eigentliche Sichtung und Beurteilung der Spekiren, die der statistischen
Auswertung von spektralen Parametern vorausgeht, erfolgte nach dem Hinzufiigen der
Informationen Uber die genaue Position, an der die Spektrenserie aufgenommen
wurde, das zugehdrige Intensitatsfluoreszenzbild und der individuellen Molekilnummer
in den Dateikopf der Dateien der Spektrenserien. Das Hauptfenster des Programms ist
in Abbildung 3.11 gezeigt.

Dem Spektrum zugeordnete Position
auf dem Fluoreszenzintensitéitsbild Liste aller Datensétze

Molekiilpasition: .70 /17.6 Zoom Dateiliste EE M
MolekilNummer. 1045 x3 7 2 estore D atlist
Detencart: 11 L S
35T .
) B PR e W (I///Reglsterkarte zur
o : e s | Einordnung der Serien
Initial Autoscale 7 5 e h=ave . N
Posiion 526,02 /21 113 SP390535TXT - 1 . ] in Kategorien
|
¥
|
[ -
P A Verlauf der Lage und
A ‘ Intensitdt des
L e e e e e Fluoreszenzmaximums
: il TR I s -
: il 1| i
: il i
TR/ R i .
Vs HEEE | . "
¥ ‘ -
/ Lage Varianz Fliche
/ ‘\
Spektrenbetrachter Anpassungsparameter des

aktuellen Spektrums
Abbildung 3.11: Hauptfenster des Programms zur Auswertung der
Proteinspektren

Das Programm dient hauptsachlich zur Betrachtung und Klassifizierung der Spektrenserien.
Zwischen den Spektren einer Serie und auch zwischen verschiedenen Datensatzen kann
schnell gewechselt werden. Zu den Spekiren wird deren Position auf dem
Fluoreszenzintensitatsbild und andere relevante Daten, wie die zugehorigen
Anpassungsparameter oder die Entwicklung der Maximumlage und Intensitat innerhalb der
Spektrenserie, angezeigt.

Das Programm erlaubt das schnelle Durchblattern der Spektrenserien und den
schnellen Wechsel zwischen verschiedenen Datensatzen. Die einzelnen Spektren
werden als Rohdaten mit Gberlagerter Anpassung dargestellt, gleichzeitig werden die
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relevanten Daten wie Anpassungsparameter und Verlauf der Maximumlagen und

Maximumintensitaten der ganzen Serie gezeigt. AuRerdem wird die Stelle auf dem

entsprechenden Fluoreszenzintensitatsbild markiert, an dem die Spektrenserie

aufgenommen wurde. Auf diese Weise kann die Spektrenserie schnell beurteilt und

kategorisiert werden. Ungenaue Anpassungen konnen entfernt werden, in einer

zweiten Registerkarte unterhalb des Maximumverlaufs kann die Serie in drei frei

wahlbare Kategorien eingeordnet werden, aullerdem kénnen Kommentare zu den

Serien eingegeben werden. So kénnen Gruppen von Proteinen mit &hnlichen

Eigenschaften, z.B. Bleichverhalten, Intensitatsverhalten, etc. gebildet werden. Uber

eine integrierte Suchfunktion kénnen die Kategorien verknupft und die entsprechenden

Spektrenserien dargestellt werden.

3.2.5 Erstellen von Histogrammen und Korrelationsdiagrammen

verschiedener spektraler Parameter

Nach der Durchsicht der Spektren wurden mit Hilfe eines weiteren Programmteils

verschiedene spektrale Parameter statistisch ausgewertet. Das Bedienfenster dieses

Programmteils ist in Abbildung 3.12 dargestellit.

Weitere Registerkarten

Parameter Liste der Datensétze

Anzaht 1289

Darstellung von Histogrammen
bzw. Korrelationsgratiken
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Abbildung 3.12: Fenster des
Programmmoduls zur statistischen
Auswertung der Spektren

Mit Hilfe des Programmmoduls kdnnen
Histogramme verschiedener spektraler
Parameter, z.B. der Verteilung der Lagen
der Fluoreszenzmaxima und auch
Korrelationsgrafiken, z.B.  zwischen
spektraler Verschiebung des
Fluoreszenzmaximums und Intensitats-
anderung von einem Spektrum zum
nachsten, erzeugt werden.

AuRerdem dient das Programm zum
schnellen und effektiven Auffinden von
Datensatzen, die Spektren mit
bestimmten Eigenschaften enthalten.
Diese Datensatze kénnen dann zur
weiteren Analyse an das Hauptprogramm
Ubergeben werden.
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Mit Hilfe dieses Programmteils konnen Histogramme der spektralen Position des
absoluten Fluoreszenzmaximums, der Anzahl detektierter Photonen pro beobachteter
Einheit, der spektralen Diffusion und der Intensitatsspringe von einem Spektrum zum
folgenden erstellt werden. AuRerdem konnen Korrelationsdiagramme zwischen
spektraler Verschiebung des Fluoreszenzmaximums und Intensitadtsanderung, wie
auch Korrelationsdiagramme zwischen den Intensitatsveranderungen zweier spektraler
Banden von einem Spektrum zum nachsten erzeugt werden. Die fiir die Auswertung
jeweils interessanten Parameter, z.B. Klassengréfien, zu untersuchende Bereiche,

Minimum- und Maximumwerte, etc. kbnnen jeweils variiert werden.

Die Ergebnisse werden direkt grafisch dargestellt, so dass eine sofortige Beurteilung
stattfinden kann. Um die erhaltenen Daten in anderen Programmen weiter zu
verarbeiten ist ein Export im ASCIl Format moglich.

Alle Datensatze, die den Parametern entsprechen und in die Auswertung eingegangen
sind, werden in eine Liste der Datensatze eingetragen. Die Liste kann dann an das
Hauptprogramm zuriickgegeben werden, wo die einzelnen Spektren betrachtet werden
konnen. Umgekehrt ist es auch moglich, im Hauptprogramm mit Hilfe der
Suchfunktionen ausgewahlte Datensatze zur Analyse an das Statistikprogramm zu

Ubergeben.

Auf diese Weise erflllt der Programmteil eine doppelte Funktion, namlich die
Zusammenstellung von Histogrammen und Korrelationsgrafiken und das schnelle
Auffinden von Datensatzen, die Spektren mit bestimmten Eigenschaften enthalten.
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3.3 Probenpraparation

Alle hier untersuchten Proben bestanden aus einem dinnen Film aus Polyvinylalkohol
(PVA) mit darin eingebetteten fluoreszierenden Proteinen, der auf ein Deckglas
aufgebracht wurde. Da es sich bei der Einzelmolekil-Fluoreszenzmikroskopie um ein
aulerst empfindliches Verfahren handelt, sind die Anforderungen an die Reinheit der
Proben besonders hoch. Um eine maximale und gleichbleibende Qualitat der Proben
zu erreichen, ist eine aufwendige Vorbehandlung der verwendeten Substanzen und
Materialien noétig. AuBerdem muss immer wieder Uberprift werden, ob eine
Kontamination der zur Probenpraparation verwendeten Losungsmittel und Materialien
stattgefunden hat.

Die Polymerlosung, aus der die Proben hergestellt werden, weist typischerweise eine
Proteinkonzentration von ~10"° Mol/l auf. Bei einer solch niedrigen Konzentration an
Fluorophoren flihren selbst sehr geringe Mengen fluoreszierender Fremdmolekiile zu
gravierenden Verfalschungen.

Um Kontaminationen mit Staub so gering wie méglich zu halten, wurde die Praparation
der Proben in einer Laminar-Flow-Box unter Reinraumbedingungen durchgefuhrt, in
die durch den Gegenstrom speziell gefilterter, praktisch partikelfreier Luft ein
Eindringen von Staub verhindert wird. Als Probentrager dienten handelsiibliche
Deckglaschen fiur die Mikroskopie. Um alle auf den Deckglaschen anhaftenden
organischen Verunreinigungen zu zerstéren, wurden die Deckglaschen fir mindestens
3 Tage in Chromschwefelsdure aufbewahrt. Die Deckglaschen wurden unmittelbar vor
Gebrauch aus der Chromschwefelsdure genommen und zundchst mit dreifach
destilliertem Wasser, dann mit Methanol (Merck, Uvasol, zur Spektroskopie) abgesplilt.

Die verwendete Polymerldsung bestand aus 100g Polyvinylalkohol (Hoechst, Mowiol
40-88) pro Liter Lésung in einer Mischung aus dreifach destilliertem Wasser und
Cacodylat Pufferlésung (Fluka, 100 mM Natriumcacodylattrihydrat, pH 7,5) im
Verhaltnis 1:1. Da solche Polymerlésungen fluoreszente Verunreinigungen enthalten
[50], wurde die Losung fir einige Tage mit intensivem Weillicht bestrahlt, wodurch
fluoreszierende Verunreinigungen weitestgehend zerstért werden. Die so behandelte
Polymerlésung diente als Vorratslosung, von der jeweils kleine Mengen von einigen
Millilitern abgenommen und fur einige Stunden mit dem intensiven Licht eines
Argonionen Lasers (5W, alle Linien) bestrahlt wurden, bevor die LOsung zur
Probenpraparation verwendet wurde. Ebenso wurde mit der zur Probenpraparation
notwendigen Cacodylat Pufferlésung verfahren.
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Zur Probenherstellung wurde jeweils eine frische, hochverdlinnte Lésung des Proteins
in Cacodylatpufferldsung hergestellt, wobei jeweils von einer ca. 10* molaren
Proteinlésung ausgegangen wurde. In einer Verdlinnungsreihe wurde die
Proteinldésung mit der Pufferldsung versetzt, bis eine Konzentration von ca. 10 molll
Protein in Pufferlésung erreicht war. Im letzten Verdinnungsschritt wurde die Lésung
dann mit 50% Pufferlésung und 50% Polymerldsung so verdiunnt, dass man eine ca.

10'° molare Lésung von Protein in Polymerldsung erhielt.

Von der so erhaltenen ~10"° molaren Proteinlésung wurden jeweils 20ul auf die
vorbereiteten Deckglaschen aufgeschleudert. Hierzu wurde ein Spin-Coater verwendet,
auf dem sich das Deckglaschen mit ca. 5000 U/min drehte, so dass die aufgetropfte
Polymerlosung sofort weggeschleudert wurde, und nur ein einige 10 Nanometer
dinner Polymerfilm [51] mit eingelagerten Proteinen auf dem Deckglas zuriickblieb. Es
wurde mit groRBer Sorgfalt darauf geachtet, dass in dem dinnen Polymerfiim der
mittlere Abstand der Proteine zueinander deutlich gréRer als das laterale
Aufldsungsvermdgen des verwendeten Mikroskops war, so dass mit hoher
Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden konnte, dass tatsachlich einzelne
Proteine untersucht wurden. Proben, bei denen dies nicht der Fall war, wurden
verworfen, und die Verdinnung fir die neu zu praparierenden Proben wurde

vergrofiert.

Um die Glte der so erhaltenen Proben zu Uberprifen, wurden sie mit identisch
praparierten Blindproben ohne eingelagerte fluoreszierende Proteine verglichen. Nur
wenn sichergestellt war, dass keine relevanten fluoreszierenden Kontaminationen
vorhanden waren, wurden die Proteinproben weiter untersucht. Im Idealfall zeigten die

Blindproben keinerlei fluoreszierende Verunreinigungen.

3.4 Ensemblespektroskopie

Alle Ensemblespektiren wurden an kommerziellen Spektrometern der Firma Varian
durchgefiihrt. Die Absorptionsspektren wurden an einem Spektrometer des Typs
Varian Cary 50 Bio gemessen, die Fluoreszenzspektren an einem Varian Cary Eclipse.
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4 Spektrale Eigenschaften der fluoreszierenden
Proteine

Die spektralen Eigenschaften der fluoreszierenden Proteine sind ausgesprochen
vielschichtig. Im folgenden wird ein Uberblick Gber das bekannte spektrale Verhalten
der in dieser Arbeit verwendeten fluoreszierenden Proteine gegeben, aul’erdem
werden einige Experimente vorgestellt, die mit den klassischen Methoden der
Ensemblespektroskopie in Lésung durchgefihrt wurden.

4.1 Aequorea GFP und dessen Varianten

Die Fluoreszenz der fluoreszierenden Proteine hangt sehr stark von der Umgebung
des Chromophors ab. Die Synthese des Chromophors zeigte, dass
4-(p-hydroxybenzyliden)imidazolid-5-on in Losung nur extrem geringe Fluoreszenz mit
Quantenausbeuten von 10° aufweist [52]. Wurde die synthetisierte Modellsubstanz
jedoch in ethanolischer Ldsung eingefroren und bei tiefen Temperaturen um den
Siedepunkt von Stickstoff untersucht, wurde starke Fluoreszenz beobachtet. Ahnliche
Ergebnisse wurden fir Proteinfragmente, die den Chromophor beinhalteten, gefunden.
Das Erscheinen der Fluoreszenz wird durch die in fester, gefrorener Matrix gehinderte
Isomerisierung der exo-Methylen-Doppelbindung des Chromophors verursacht, die in
Lésung zu einer effektiven strahlungslosen Desaktivierung des angeregten Zustandes
fuhrt. GFP und seine Varianten zeigen nur Fluoreszenz, weil sich der Chromophor im
gefalteten Protein in einer starren Umgebung befindet, die die strahlungslose
Desaktivierung Uber eine cis-trans-lsomerisierung unterbindet. Folgerichtig zeigen die
fluoreszierenden Proteine im denaturierten, also entfalteten Zustand keine

Fluoreszenz.

Das Aequorea Protein zeigt recht komplexes spektrales Verhalten. Um die Spektren zu
verandern und auf diese Weise mehr Uber die molekularen Grundlagen der
Fluoreszenz der fluoreszierenden Proteine zu erfahren, und um flr bestimmte
Anwendungen optimierte spektrale Eigenschaften zu erhalten, wurden zahlreiche GFP
Varianten erzeugt. Man erhielt so eine Anzahl fluoreszierender Proteine mit zum Tell
deutlich abweichenden spektralen Eigenschaften.
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Tsien zeigt, dass die bekannten GFP Varianten in sieben Klassen unterteilt werden
kénnen, wobei anhand des Chromophors unterschieden wird [47]. Eingeteilt wird in
folgende Klassen:

1. Mischung aus neutralem Phenol und anionischem Phenolat (wild-type)
2. Phenolat Anion

3. Neutrales Phenol

4. Phenolat Anion mit gestapelten n-Elektronensystemen

5. Indole

6. Imidazole

7. Phenyle

In der Polypeptidkette der Varianten 1-4 befindet sich an der Stelle 66 Tyrosin, bei den
Varianten 5-7 findet sich an dieser Stelle Tryptophan, Histidin oder Phenylanalin. Alle
Mitglieder einer Klasse zeigen gruppentypische Absorptions- und Emissionsspektren.

Zunachst soll hier kurz auf die spektralen Eigenschaften des wild-type Aequorea GFP
eingegangen werden, bevor die spektralen Eigenschaften der in dieser Arbeit
untersuchten Aequorea GFP Varianten EYFP und EGFP besprochen werden.

4.1.1 Aequorea GFP

Aequorea GFP ist nach der Klassifizierung von Tsien [47] ein Klasse 1 GFP, da die
Fluoreszenz auf eine Mischung von Chromophoren mit neutralem Phenol und
anionischem  Phenolat  zurickgeht. Im  Absorptionsspektrum  sind  zwei
Anregungsmaxima auszumachen (Abbildung 4.13). Das Hauptanregungsmaximum
befindet sich bei 395nm, ein weiteres, deutlich schwacheres bei 475nm. Anregung bei
395nm fihrt in Lésung zu Fluoreszenz mit einem Maximum bei 508nm, Anregung bei
475nm fihrt zu einem Fluoreszenzmaximum bei 503nm. Hohe pH-Werte erhéhen die
Absorption bei 475nm und verringern die Absorption bei 395nm. Diese Beobachtung
wird so interpretiert, dass die Absorption bei 475nm von Proteinen stammt, deren
Chromophor deprotoniert ist, also als Anion vorliegt, die Absorption bei 395nm
hingegen von Proteinen mit neutralem Chromophor stammt [44, 45]. Da Phenole
praktisch immer im angeregten Zustand deutlich azider sind als im Grundzustand, kann
von einer Deprotonierung vom angeregten Zustand ausgegangen werden. Anregung
des neutralen Chromophors bei 395nm fihrt zur Deprotonierung des Chromophors
zum Anion im angeregten Zustand und somit zu Fluoreszenz mit Maximum
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langerwellig 500nm. Zeitaufgeloste Spektroskopie im Picosekundenbereich bestatigt
den angenommenen Protonentransfer im angeregten Zustand [53, 54]. Man erhalt
durch Anregung des neutralen Chromophors sehr ahnliche, aber nicht gleiche
Fluoreszenz wie bei der direkten Anregung des anionischen Chromophors.

Abbildung 4.13 zeigt das Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von Aequorea GFP.

Abbildung 4.13 Ensemble
Absorptions- und
Fluoreszenzspektren von Aequorea
GFP

Anregung sowohl bei 395nm als auch bei
475nm fuhrt zu Fluoreszenz, die typisch fur
den anionischen Chromophor mit Maximum
langerwellig 500nm ist, was bei kurzwelliger
Anregung des neutralen Chromophors auf
0a . . eine Deprotonierung im angeregten Zustand
00 400 500 G0 zuriickzufihren ist. Abbildung entnommen
aus [47].

a

0.4t

Im vorher unbeleuchteten Aequorea GFP liegen Proteine mit neutralem Chromophor
zu Proteinen mit anionischem Chromophor im Verhaltnis von ca. 6:1 vor. Der
Protonentransfer, ausgehend vom angeregten Zustand, findet wahrscheinlich tber die
Wasserstoffbriicken eines eingelagerten Wassermolekiils und Ser-205 zum Glu-222
statt. Wahrenddessen rotiert die Seitenkette des Thr-203 so, dass die OH-Gruppe in
Richtung Chromophor zeigt, was den anionischen Chromophor stabilisiert [55]. Die
verschiedenen Formen des GFP werden als A-Form mit neutralem Chromophor, I-
Form (Intermediate) mit anionischem Chromophor vor Drehung des Thr203 und B-
Form mit anionischem Chromophor nach Drehung des Thr203 bezeichnet. Die drei
verschiedenen Formen konnten bei tiefen Temperaturen spektroskopisch
nachgewiesen werden, und es konnte gezeigt werden, dass A- und B-Form Uber die I-
Form ineinander Gbergehen kdnnen [56].
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4.1.2 EGFP

EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) ist eine Aequorea GFP Variante, deren
photophysikalische Eigenschaften im Vergleich zu Aequorea GFP fiir die meisten
Anwendungen gunstiger sind. Besonders hervorzuheben sind bei dieser Aequorea
GFP Variante die Moglichkeit der Anregung mit Licht der Wellenlange 488nm und die

Eignung zu Einzelmolekiluntersuchungen [28].

EGFP unterscheidet sich von Aequorea GFP durch den Austausch von zwei
Aminosauren, namlich Ersetzung von Phenylanalin durch Leucin an der Stelle 64 (kurz:
Phe-64-Leu) und Ersetzung von Serin durch Threonin an der Stelle 65 (kurz: Ser-65-
Thr) [57, 58]. Das Absorptionsmaximum von EGFP liegt bei 490nm und das Maximum
der Fluoreszenz bei 510nm (vgl. Abbildung 4.14). Der Extinktionskoeffizient betragt bei
490nm 55000 Mol cm™, die Fluoreszenquantenausbeute wurde zu 0,6 bestimmt [47].

T 1 Abbildung 4.14 : Normierte
Ensemble Absorptions- und
Fluoreszenzspektren von EGFP

Das Absorptionsmaximum von EGFP
liegt bei 490nm, das
Fluoreszenzmaximum bei 510nm. Die
Anregung der Fluoreszenz erfolgte bei
458nm.

Absorption
Zuazsaion|4

Bei EGFP liegt der Chromophor hauptsachlich als Anion vor, EGFP gehort damit nach
Tsien [47] zur Klasse 2 der GFP Varianten. Bei allen Klasse 2 Varianten ist Serin an
der Stelle 65 der Peptidkette durch andere Aminosauren so ersetzt, dass das Anion
des Chromophors stabilisiert wird. Dies fuhrt dazu, dass das Absorptionsmaximum bei
395nm zugunsten der Absorption bei 480nm stark abnimmt, was die Veranderung des
Anzahlverhaltnisses von neutralem Chromophor zu anionischem Chromophor anzeigt.

Der vermutete Mechanismus, der zur Favorisierung der Bildung des anionischen
Chromophors fihrt, ist der, dass Aminosauren an der Position 65 wie Glycin, Alanin
und Leucin keine Wasserstoffbriicken ausbilden kénnen, oder volumindse
Aminosauren wie Threonin oder Cystein sich im dicht gedrangten Innern des Proteins
nicht so orientieren kénnen, dass am Glu-222 das Carboxylat entstehen kann. Damit
fuhren die Veranderungen an der Stelle 65 dazu, dass die Carboxylgruppe am Glu-222
neutral bleibt, ein neutrales Glu-222 behindert nicht durch elektrostatische
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Abstoflungen die Bildung des anionischen Chromophors in seiner unmittelbaren
Umgebung, wie es ein negativ geladenes Glu-222 tut. Es kann, begunstigt durch die
anderen polaren Gruppen in der unmittelbaren Chromophorumgebung, leicht zur
Bildung des anionischen Chromophors kommen [46, 55].

Daten Uber ineinander Ubergehende spekirale Formen wie bei Aequorea GFP liegen
bisher zu EGFP nicht vor, jedoch sind entsprechende Experimente mit einer eng
verwandten Variante der Klasse 2 gemacht worden, namlich mit dem Mutanten
Ser-65-Thr, der sich nur um eine Aminosaure von EGFP unterscheidet. EGFP zeigt
sowohl in der Absorption, als auch Fluoreszenz um einige Nanometer langwellig
verschobene Spektren im Vergleich zu Ser-65-Thr, die Ser-65-Thr Daten sind jedoch
qualitativ Ubertragbar. Creemers et al. [59] konnten durch spektrales Lochbrennen und
hochauflésende Spektroskopie bei kryogenen Temperaturen zeigen, dass bei
Ser-65-Thr drei spektral unterschiedliche Formen besetzt sind, die sie analog zu
Aequorea GFP als A-, B- und I-Form bezeichnen, und dass die Formen bei kryogenen
Temperaturen ineinander Ubergehen [59].

Wegen der Mdoglichkeit der Umwandlung in die beiden anderen Formen folgern
Creemers et al., dass die Variante Ser-65-Thr tberwiegend in der I-Form vorliegt, nicht
in der B-Form, wie von anderen Autoren angenommen wurde [55, 60]. GemaR der
Benennung nach Creemers liegt das Fluoreszenzmaximum der I-Form bei 500nm, das
der B-Form bei 484nm, und das der A-Form bei 434nm. Ubergange zwischen den
angeregten Formen A* und I* und auch B* und I* konnten nicht beobachtet werden,
jedoch die Ubergange von I* nach B und B* nach |, wobei diese Ubergange vermutlich
Uber einen Triplett-Zustand ablaufen. Uber weitergehende strukturelle Grundlagen der
Formen, speziell der I-Form, ist bisher nichts bekannt.
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41.3 EYFP

EYFP (Enhanced Yellow Fluorescent Protein) wurde zur Untersuchung im Rahmen
dieser Arbeit ausgewahlt, weil es eine der Aequorea GFP Varianten ist, die am
weitesten bathochrom verschobene Fluoreszenz und Absorption zeigt. Dies macht
diese Variante sehr attraktiv fir die Forschung, da in biologischen Systemen das
Fluoreszenzhintergrundsignal durch Autofluoreszenz mit steigender
Anregungswellenlange abnimmt, weshalb EYFP besonders als in vivo
Fluoreszenzlabel geeignet ist. Die zweite Hauptanwendung von EYFP ist als Akzeptor
in FRET Systemen, wie z.B. dem Cameleon Konstrukt [15]. Ein weiterer oft genutzter
Vorteil ist, dass EYFP durch Licht der Wellenlange 514nm, wie es in zahlreichen

kommerziellen Fluoreszenzmikroskopen verwendet wird, optimal angeregt wird.

Der EYFP Chromophor liegt als Anion mit gestapeltem n-Elektronensystem vor und
gehort somit zu den Klasse 4 Mutanten des GFP nach Tsien [47]. Einige Jahre lang
waren Klasse 4 GFP Varianten die langwelligsten bekannten fluoreszierenden
Proteine. Die Klasse 4 Varianten sind planmafiig entwickelt worden, nachdem die
Kristallstruktur der Ser-65-Tyr Variante aufgeklart war. Man erwartete, dass eine
zusatzliche Mdglichkeit der Polarisierung am Chromophor und zusétzliche
n-n-Wechselwirkungen zu einer Reduzierung der Energie des angeregten Zustandes

und damit zu einer Rotverschiebung von Absorption und Fluoreszenz fuhren.

Bei allen Klasse 4 Varianten ist Serin an der Stelle 65 so ersetzt, dass die anionische
Form des Chromophors stabilisiert wird (vgl. 4.1.2). Weiterhin ist an der Stelle 203 statt
Threonin eine Aminosaure mit Aromat in der Seitenkette eingefiihrt (Histidin,
Tryptophan, Phenylanalin oder Tyrosin), was die Wechselwirkung des aromatischen
Ringsystems mit dem Phenolat-Anion des Chromophors durch n-n Wechselwirkungen,
sog. m-stacking, ermdéglicht [46]. Wie erwartet kam es zu einer deutlichen
Rotverschiebung der Spektren um ca. 20nm. Durch =zuféllige Mutation des
urspriinglichen Gens ware es praktisch nicht méglich gewesen, die Klasse 4 Varianten
zu entdecken, da alle drei Basen, die bei Aequorea GFP flir die Aminosaure 203
kodieren, ersetzt werden mussten, um eine Aminosaure mit aromatischem Rest an die
Stelle 203 zu platzieren.

EYFP wird auch als GFP 10C bezeichnet und weist vier Mutationen zu Aequorea GFP
auf. An der Stelle 65 tragt EYFP statt Serin Glycin, an der Stelle 68 Leucin statt Valin,
an der Stelle 72 Alanin statt Serin und an der Stelle 203 Tyrosin statt Threonin (kurz:
Ser-65-Gly, Val-68-Leu, Ser-72-Ala, Thr-203-Tyr). Das Absorptionsmaximum von
EYFP liegt bei 515nm, das Fluoreszenzmaximum bei 528nm (Abbildung 4.15). Der
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Extinktionskoeffizient betragt bei 515nm 83400 Mol cm™, die
Fluoreszenquantenausbeute wurde zu 0,61 bestimmt [47].

) ) Abbildung 4.15: Normierte
Ensemble Absorptions- und
Fluoreszenzspektren von EYFP

Absorption
zuazsalon|4

Das Absorptionsmaximum liegt bei
J 515nm, das Fluoreszenzmaximum bei
- N \ 528nm. Die Anregung der Fluoreszenz

; : = ‘ erfolgte bei 488nm.
400 500 600

A /nm

Creemers et al. konnten durch spektrales Lochbrennen und hochauflésende
Spektroskopie bei kryogenen Temperaturen zeigen, dass EYFP bei tiefen
Temperaturen sowohl als A, B und auch I|-Form vorliegt, wobei die Formen hier
wiederum analog zu Aequorea GFP benannt wurden. Neben der vorherrschenden B-
Form mit Fluoreszenzmaximum bei 528nm, sind auch die I|-Form mit
Fluoreszenzmaximum bei 507nm, und die A-Form mit Fluoreszenzmaximum bei

450nm, besetzt. Die Formen kénnen bei kryogenen Temperaturen ineinander
Ubergehen [59].

4.1.4 Bekanntes Fluoreszenzverhalten einzelner Proteine von
Aequorea GFP und dessen Varianten

Der klassische und bei weitem am haufigsten praktiziete Weg der
Einzelmolekuluntersuchung ist die Aufnahme von Intensitatstrajektorien einzelner
Emitter mittels eines geeigneten Detektors, z.B. einer Avalanche Photo Diode (APD).
Bei der Auswertung der Intensitatstrajektorien der Einzelmolekilfluoreszenz von
Aequorea GFP und dessen Varianten wurden Dunkelzeiten ohne Fluoreszenz mit
verschiedensten Zeitkonstanten gefunden. Fir jede bisher untersuchte Aequorea GFP-
Variante wurden Dunkelzeiten im Mikrosekundenbereich ebenso gefunden wie solche

im Minutenbereich [24-26, 61], wobei zum Teil Abhangigkeiten vom pH-Wert und der
Anregungsleistung beobachtet wurden.

Die Abhangigkeit von Ubergangswahrscheinlichkeiten in einen nicht fluoreszierenden
Zustand vom pH-Wert bei Anregung des anionischen Chromophors deuten auf die
Rolle des neutralen Chromophors bei diesen dunklen Zustdanden hin. Dafir spricht
aulRerdem, dass einzelne Proteine beobachtet werden kdnnen, die durch Bestrahlung
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mit Licht der Wellenlange 405nm, mit der der neutrale Chromophor angeregt werden
kann, aus einem langlebigen Dunkelzustand wieder in einen fluoreszieren Zustand
wechseln [24]. Es wurden jedoch auch Falle gefunden, bei denen der Wechsel in einen
nicht fluoreszierenden Zustand nicht mit dem pH-Wert zusammenhangt [26], was die
Existenz wenigstens eines weiteren dunklen Zustands zeigt.

Aulerdem gibt es lichtinduzierte Wechsel in nicht fluoreszierende Zustande von kurzer
Lebensdauer im Mikrosekundenbereich, die dem Triplett-Zustand des Chromophors
zugeordnet werden [27]. Ein weiterer lichtinduzierter Wechsel in einen dunklen
Zustand, allerdings mit einer Lebensdauer im Sekundenbereich, wurde von Petermann
et al. beobachtet [26]. Sie fanden, dass die Dauer der Zeiten, in denen Fluoreszenz
auftritt, mit steigender Anregungsleistung abnimmt, womit gezeigt wurde, dass dieser
Teil der dunklen Zustande Uber den angeregten Zustand erreicht wird.

Die Natur der meisten dunklen Zustande ist bisher nicht aufgeklart, nur Dunkelzeiten,
die auf den Wechsel in den Triplett-Zustand und auf die Bildung des nur sehr
kurzwellig anregbaren neutralen Chromophors zurickgehen, sind bisher in ihrer
Ursache identifiziert. Vorschlage, wie das Modell der Existenz eines zwitterionischen,
nicht fluoreszenten Zustandes des Chromophors mit deprotonierter phenolischer
Gruppe und protoniertem Stickstoff am Imidazolring [62] konnten experimentell nicht
bestatigt werden, vielmehr gibt es inzwischen Ramanspektroskopische Daten, die
darauf hinweisen, dass die vorgeschlagene Form des Chromophors nicht existiert [63].

Die bisherigen Untersuchungen an einzelnen Proteinen von Aequorea GFP Varianten
zeigen ein sehr vielfaltiges Verhalten, was bei der GréRe der Proteine und der sich
daraus ergebenden Moglichkeit vieler energetisch &ahnlicher Zustdnde, nicht

verwundert.
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4.2 DsRed und dessen Varianten

4.2.1 DsRed

Der Extinktionskoeffizient von DsRed betragt 75000M'cm™ am Absorptionsmaximum
bei 558nm, und die Fluoreszenzquantenausbeute betragt 0,7 [42]. Die optischen
Eigenschaften von DsRed sind damit deutlich besser als von seinen Entdeckern
ursprunglich berichtet [39]. Die Quantenausbeute des Photobleichens unter typischen
Ensemblebedingungen betragt 7107 [42] und ist somit signifikant kleiner als bei den

Aequorea GFP Varianten.

Die fur DsRed typische rote Fluoreszenz bildet sich erst im Verlauf eines
Reifungsprozesses aus, der fluoreszenzspektroskopisch verfolgt werden kann. Direkt
nach der Transkription des Proteins ist keine Fluoreszenz zu beobachten, es kommt
dann zunachst zur Ausbildung des griin fluoreszierenden Chromophors, der dann in
einem weiterem Reaktionsschritt zum typischen rot fluoreszierenden DsRed
Chromophor weiterreagiert (Mechanismus vgl. Kapitel 2.5.2.2). Fluoreszenz-
spektroskopisch beobachtet man, wie in Abbildung 4.16 gezeigt, zunachst einen hohen
Anteil an gruner Fluoreszenz, der dann im Laufe der Zeit immer starker durch die
zunehmende Bildung des rot fluoreszierenden Chromophors abnimmt.

Abbildung 4.16: Ausbildung der roten
Fluoreszenz bei DsRed

Nach der Transkription des Proteins bildet sich die
charakteristische rote Fluoreszenz des DsRed erst
durch einen Reifungsprozess aus, bei dem zunachst
ein grin fluoreszierendes Zwischenprodukt entsteht.

Diagramm von V. Subramaniam

Die grune Fluoreszenz verschwindet jedoch nicht vollig, bei einem Teil der Proteine
kommt es nicht zur zweiten Dehydrierung und damit Bildung des rot fluoreszierenden
Chromophors. Bleichexperimente zeigen, dass es sich nicht um ein Gleichgewicht
zwischen den beiden Chromophoren handelt (vgl. Abbildung 4.19), sondern dass bei
einem Teil der Proteine aus unbekanntem Grund der abschlie®ende Schritt zur Bildung
des langwellig fluoreszierenden Chromophors nicht eintritt.
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Abbildung 4.17 zeigt das Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von gereiftem DsRed.
Das Absorptionsspektrum hat sein Maximum bei 558nm, eine Schulter um 528nm und
ein Nebenmaximum bei 487nm. Eine weitere charakteristische Absorption ist bei
335nm zu beobachten. Die Fluoreszenz wurde bei 458nm angeregt, was zu Emission

mit Maxima bei 500nm und, deutlich starker, bei 583nm fiihrt. Die beiden

Fluoreszenzbanden kénnen zum einem dem grin fluoreszierenden Chromophor des

Zwischenproduktes bei der Reifung und zum anderen dem gereiftem Chromophor
zugeordnet werden.

Abbildung 4.17: Absortions- und
Fluoreszenzspektrum von DsRed

Auch im gereiften DsRed ist neben der
roten Fluoreszenz mit Maximum bei
583nm grine Fluoreszenz des nicht
vollstandig weiterreagierten
Zwischenproduktes bei der
Chromophorreifung mit Maximum bei
350 400 450 500 550 600 650 700 500nm sichtbar. Die Fluoreszenz wurde
o/ nm bei 458nm angeregt.

Absorption
zuazsalon|4

Das Nebenmaximum im Absorptionsspektrum bei 487nm befindet sich ungefahr dort,
wo das Zwischenprodukt maximal absorbiert (480nm), weshalb dieses
Nebenmaximum oft nicht der vibronischen Progression des rot fluoreszierenden
Chromophors, sondern dem griin fluoreszierenden Chromophor zugeordnet wird [42,
48, 64]. Der Vergleich des Absorptionsspektrums mit dem Fluoreszenzanregungs-

spektrum (Abbildung 4.18) zeigt jedoch nur minimale Abweichungen zwischen den
Spektren.

Fluoreszenz

~—~ Absorption ] Abbildung 4.18: Vergleich
\ ] von Absorptions- und

Fluoreszenzanregungsspekt
rum

Absorption
zZuazsalon|4

Die Spektren sind bis auf kleine

; ! Abweichungen identisch, was

I zunachst gegen die Anregung

N mehrerer unterschiedlicher

400 450 500 550 600 Zustdnde oder Chromophore
Al nm spricht.
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Fur nicht FRET gekoppelte Chromophore zeigt die sehr geringe Abweichung der
Spektren voneinander eindeutig, dass die Absorption bei 485nm nicht von der
vermuteten kurzwellig fluoreszierenden Spezies herrihrt. Da DsRed jedoch Tetramere
bildet, kann von einer volligen Unabhangigkeit der Chromophore nicht ausgegangen
werden. Einen Hinweis auf die Kopplung gleichartiger Chromophore im DsRed
Tetramer lieferte die Bestimmung der Fluoreszenzanisotropie von DsRed, wobei eine
ungewodhnlich starke Depolarisierung gefunden wurde [43], die auf einen
Energietransfer zwischen nichtparallelen Chromophoren hinweist. Ebenfalls in diese
Richtung deuten Berechnungen, die auf Strukturdaten aus der Rontgenstrukturanalyse
basieren, welche ergeben, dass die Ubertragungsraten zwischen gleichartigen
Chromophoren deutlich hoher als die Emissionsraten sind [65].

Sollte DsRed jedoch gemischte Tetramere aus Proteinen, die grin, bzw. rot
fluoreszierende Chromophore enthalten, ausbilden, so werden Aussagen zur
Interpretation des Anregungsspektrums deutlich schwieriger. Findet namlich ein
hocheffizienter Energielbertrag vom kurzwellig absorbierenden Chromophor zum
langwellig fluoreszierenden Chromophor statt, erschwert dies die Interpretation des
Anregungsspektrums. Abweichungen sind nur dann sichtbar, wenn ein Teil der
absorbierten Energie nicht auf den FRET Akzeptor Ubertragen wird, also entweder
strahlungslos desaktiviert oder als Akzeptorfluoreszenz abgegeben wird.

Bleichexperimente und zeitaufgeldste Untersuchungen der Fluoreszenz [66] deuten auf
gemischte Tetramere und FRET gekoppelte Chromophore hin, jedoch sind Aussagen
zur Effizienz der FRET Kopplung zwischen grin fluoreszierenden und rot
fluoreszierenden Chromophoren innerhalb eines Tetramers in der Literatur
widersprichlich. So ermitteln Baird et al. aus in vivo Bleichexperimenten eine FRET
Effizienz von 63-83% [42], andere Autoren gehen pauschal und ohne Begriindung von
einer FRET Effizienz von 100% aus [40]. Rechnungen fiir Tetramere mit gemischten
Chromophoren deuten auf eine hohe FRET Effizienz hin, jedoch konnten diese
Rechnungen nur mit  Annahmen bezlglich der Orientierung der
Ubergangsdipolmomente und Abklingdauern der griinen Fluoreszenz [66] durchgefiihrt

werden.

Bleichexperimente, die im Rahmen dieser Arbeit an DsRed durchgeflihrt wurden,
bestatigen die Komplexitdt des beobachteten spektralen Verhaltens. Bei dem
durchgefiihrten Bleichexperiment wurde das fokussierte Licht einer Halogen-
Weilllichtquelle verwendet, wobei das Licht, welches die Probe traf, mittels eines
Kantenfilters auf Wellenlangen oberhalb von 550nm beschrankt wurde. Auf diese
Weise wurde gewabhrleistet, dass nur der rot fluoreszierende Chromophor angeregt und
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somit photozerstort wird. In geeigneten zeitlichen Abstanden wurden Absorptions- und

Fluoreszenzspektren aufgenommen (Abbildung 4.19).
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Abbildung 4.19: Selektives Bleichen des langwellig fluoreszierenden
Chromophors

Bei selektivem Bleichen der roten Fluoreszenz kann ein Anstieg der Fluoreszenz um 500nm
beobachtet werden (Rechts). Ob es sich dabei um eine Photoreaktion oder um das
Dequenching von FRET Donoren handelt, kann nicht mit Bestimmtheit gesagt werden, da
auch die Absorptionsspektren (Links) hierzu kein eindeutiges Ergebnis liefern.

Die Zerstorung des langwellig fluoreszierenden Chromophors zeigt sich im
Absorptionsspektrum durch Abnahme der zugehdrigen Absorption um 558nm und im
Fluoreszenzspektrum durch Abnahme der Fluoreszenzbande mit Maximum bei 583nm.
Gleichzeitig tritt verstarkt Absorption bei 335nm auf, welche dem Photoprodukt, das bei
der Zerstorung des rot fluoreszierenden Chromophors entsteht, zugeordnet werden
kann. Das Nebenmaximum im Absorptionsspektrum bei 487nm bildet sich im Laufe
des Bleichens immer deutlicher zum Absorptionsmaximum in diesem Bereich heraus.
Da diese Bande durch Uberlagerung der Absorption des ungereiften und des gereiften
Chromophors entsteht, und sie wahrend des Bleichens insgesamt abnimmt, kann die
Bildung eines Photoproduktes nicht ausgeschlossen werden. Im Fluoreszenzspektrum
nimmt die Fluoreszenz um 500nm wahrend des zunehmenden Bleichens der rot
fluoreszierenden Chromophore deutlich zu. Dies kann durch Dequenching verursacht
sein, der verstarkten Fluoreszenz des Donor Chromophors in einem FRET System,
verursacht durch verringerten Energietransfer zum Akzeptor Chromophor, z.B. durch
dessen Zerstérung. Eine weitere Erklarung, zumal sich das Fluoreszenzmaximum der
kurzwelligen Fluoreszenzbande kontinuierlich von 499nm nach 504nm verschiebt,
besteht in einer Photoreaktion wahrend des Bleichens, wobei sich ein grin
fluoreszierendes Photoprodukt bildet. FRET kann ebenso wie die Bildung eines

fluoreszierenden Photoproduktes auf diese Weise weder belegt noch widerlegt werden.
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Interessanterweise weichen die hier wahrend des selektiven Bleichens des gereiften
Chromophors beobachteten Absorptionsspektren von einem ahnlichen, in der Literatur
erwahnten Experiment von Cotlet et al. [30] ab. Cotlet et al. hatten DsRed mit
gepulstem Laserlicht der Wellenldnge 532nm und hoher Intensitat bestrahlt und dabei
die Bildung einer neuen Bande bei 386nm und die Veranderung der maximalen
Absorption des gereiften Chromophors von 558nm nach 574nm bei gleichzeitiger
Veranderung des Emissionsmaximums von 583nm nach 595nm beobachtet. Wahrend
des Bleichens entstand eine von ihnen ,super rot* genannte Form des DsRed. Dies ist
im hier durchgefuhrten Experiment nicht zu beobachten. Wie die spater im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiuihrten Experimente an einzelnen Oligomeren zeigen, hangt die
Bildung der super roten DsRed Form mit hohen Anregungsleistungen zusammen (vgl.
Kapitel 5.2.2.1). Da bei dem hier prasentierten Bleichexperiment zur Anregung eine
gefilterte Weillichtquelle anstelle von intensivem Laserlicht benutzt wurde, war die
Anregungsleistung zu niedrig, um die super rote DsRed Form in detektierbarer Menge

entstehen zu lassen.

Um das spektrale Verhalten von DsRed zu verstehen, ist es aulerdem besonders
nachteilig, dass das Anzahlverhadlinis von Monomeren mit rot und grin
fluoreszierendem Chromophor zueinander nicht bekannt ist. Da dieser Anteil nicht
bekannt ist, und auch die FRET Effizienz zwischen den unterschiedlichen
Chromophoren letztlich unbekannt ist, kann die Frage nach der Zuordnung der
Absorption bei 485nm nicht beantwortet werden.

Die Bestimmung des Anzahlverhaltnisses von Proteinen mit grin, bzw. rot
fluoreszierendem Protein ist demnach von einigem Interesse. Erste Hinweise auf das
Anzahlverhaltnis der Chromophore zueinander stammen von Gross et al. [48], die von
Hinweisen auf eine 1:1 Zusammensetzung sprechen, gleichzeitig regen sie
einzelmolekilspektroskopische Experimente an, um z.B. die Zusammensetzung der
Tetramere zu bestimmen.

4.2.2 DsRed-2 und E5

DsRed-2 und E5 sind zwei DsRed Varianten, die dem urspringlichen DsRed in
gereifter Form spektral sehr dhnlich sind, da beide Proteine nach der Reifung fast
ausschlielllich langwellige Fluoreszenz um 583nm und nur sehr wenig griine
Fluoreszenz um 500nm zeigen. Beide Varianten wurden hier nicht wegen ihrer speziell
veranderten Reifungseigenschaften, sondern zu Vergleichszwecken, bzw. zur
Charakterisierung wegen ihrer besonderen Bedeutung in der Forschung ausgewabhit.
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DsRed-2 unterscheidet sich um sechs Aminosauren vom urspringlichen DsRed, wobei
die Ersetzungen Arg-2-Ala, Lys-5-Glu, Lys-9-Thr, Val-105-Ala, lle-161-Thr und Ser-
197-Ala vorgenommen wurden. Dies fiihrt zu einer ca. doppelt so schnellen Reifung
des Chromophors vom griin fluoreszierenden zum rot fluoreszierenden Chromophor
und einer Fluoreszenzquantenausbeute von 55% [67]. Im Absorptionsspektrum von
DsRed-2 ist ein Nebenmaximum bei 488nm, eine Schulter bei 527nm und das
Absorptionsmaximum bei 562nm sichtbar. Bei geeigneter Anregung erhalt man je eine
Fluoreszenzbande mit Maximum bei 502nm, die dem ungereiften Chromophor
zuzuordnen ist, und eine um ein vielfaches intensivere Intensitatsbande mit Maximum
bei 584nm, die dem gereiften Chromophor zuzuordnen ist (Abbildung 4.20, Links).
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Abbildung 4.20: Ensemble Absorptions— und Fluoreszenzspektren von DsRed-2
(Links) und E5 (Rechts)

Spektral unterscheiden sich DsRed-2 und E5 von DsRed hauptsachlich wahrend des
Reifungsprozesses. Die Endprodukie der Reifung, welche hier untersucht wurden,
entsprechen einander und auch DsRed spektral weitestgehend.

ES weist im Vergleich zu DsRed zwei Aminosaureersetzungen, namlich Val-105-Ala
und Ser-197-Thr, auf. Diese Veranderungen flhren zu einer Verstarkung der griinen
Fluoreszenz wahrend der Reifung des Proteins. E5 wird als ,fluorescent Timer*
bezeichnet, da die Bildung des rot fluoreszierenden Chromophors aus dem verstarkt
gebildeten grin fluoreszierenden Zwischenprodukt sehr gut spektral verfolgt werden
kann [68]. Im gereiften Zustand ist E5 mit seinem Nebenmaximum bei 483nm, einer
Schulter bei 525nm und dem Maximum bei 559nm im Absorptionsspektrum und den
Fluoreszenzmaxima bei 500nm und, um ein Vielfaches intensiver, bei 582nm
(Abbildung 4.20) dem DsRed homolog. Uber E5 Fluoreszenzquantenausbeuten ist in

der Literatur nichts bekannt.
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4.2.3 AG4

Der DsRed Mutant AG4 wurde ausgewahlt, weil er fast ausschlieBlich griine
Fluoreszenz zeigt. AG4 entstand durch Zufallsmutagenese des DsRed Gens. Das
Protein unterscheidet sich in drei Aminosdauren von DsRed, es wurden die
Vertauschungen Val-71-Met, Val-105-Ala und Ser-197-Thr durchgefihrt [69].

Wie auch bei DsRed zeigt das frisch transkribierte Protein keine Fluoreszenz. Der
Chromophor in AG4 bildet sich nach dem in Abbildung 2.8 gezeigten Mechanismus,
wobei jedoch der letzte Reaktionsschritt, die Dehydrierung zur Bildung des Acylimins,
bei der Mehrzahl der Proteine unterbleibt. Durch den Austausch der Aminosauren wird
die Bildung des rot fluoreszierenden Chromophors weitgehend verhindert. Es wird
angenommen, dass der Austausch von Methionin durch Valin an der Stelle 71 und
damit direkt in der Chromophorumgebung, durch den héheren sterischen Anspruch
des Valin die weitere Reaktion stark behindert. Der Chromophor in AG4 entspricht dem
im nicht gereiften DsRed Zwischenprodukt. Im Fluoreszenzspektrum ist bei Anregung
mit 450nm nur die Fluoreszenz des ungereiften Chromophors bei 502nm sichtbar

(Abbildung 4.21a).
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Abbildung 4.21: Absorption und Fluoreszenz von AG4

a) Die Absorption und Fluoreszenz entspricht weitgehend der Absorption und Fluoreszenz des
grun fluoreszierenden Zwischenproduktes, welches bei der Reifung von DsRed entsteht.
Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte bei 450nm.

b) Nur ein kleiner Teil der Proteine bildet den gereiften Chromophor aus, welcher im
Absorptionsspektrum schwach sichtbar wird, und dessen Fluoreszenz bei langwelliger
Anregung nachgewiesen werden kann. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte bei 557nm.
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Im Gegensatz zum in der Literatur beschriebenen AG4 [69] sind bei dem verwendeten
AG4 sowohl in der Absorption, als auch in der Emission bei geeigneter Anregung
Hinweise auf den ausgereiften DsRed-artigen Chromophor zu finden. Die
Absorptionsspektren in Abbildung 4.21 zeigen zwei Maxima, namlich bei 481nm, dem
grin fluoreszierenden Chromophor zuzuordnen, und bei 557nm, das dem rot
fluoreszierenden Chromophor zuzuordnen ist. Bei Anregung mit Licht der Wellenlange
450nm ist praktisch nur Fluoreszenz des grin fluoreszierenden Chromophors zu
beobachten (Abbildung 4.21 a), die schwache Fluoreszenz des gereiften Chromophors
wird Uberdeckt. Anregung im Absorptionsmaximum des gereiften Chromophors fuhrt
jedoch zu deutlicher Fluoreszenz dieses Chromophors mit Maximum bei 583nm
(Abbildung 4.21 b).

AG4 ist somit ein System, bei dem das Verhaltnis zwischen roter und griner
Fluoreszenz umgekehrt zu DsRed liegt. Die Frage der FRET Kopplung ist
Uberschaubarer, da das Absorptionsspektrum zeigt, dass der Anteil an gereiftem
Chromophor zu ungereiftem in jedem Fall niedrig ist. Eine Komplikation durch
Unsicherheiten in der Bandenzuordnung tritt bei AG4 nicht auf.

4.2.4 E8

Der E8 Mutant von DsRed ist bisher in der Literatur nicht beschrieben, er wurde im
Rahmen dieser Arbeit ausgewahlt, da er spektral zwischen den Extremen DsRed und
AG4 liegt. Wie AG4 wurde E8 durch Zufallsmutagenese gewonnen, wobei sich das
Protein nur in einer Aminosaure von DsRed unterscheidet (Asn-42-His). Die Mutation
fuhrt dazu, dass sich nur noch in einem Teil der Proteine der voll ausgereifte, rot
fluoreszierende Chromophor ausbildet.

Im Absorptionsspektrum ist die typische Absorptionsbande des nicht ausgereiften
Zwischenproduktes mit Maximum bei 482nm sichtbar, aulerdem die Absorption des
gereiften Chromophors bei 562nm (Abbildung 4.22). Das Verhaltnis der Absorption der
zwei Chromophore betragt ~4, woraus sich zwar nicht das Anzahlverhaltnis der
Chromophore bestimmen lasst, da der Extinktionskoeffizient des ungereiften
Chromophors nicht bekannt ist, jedoch wird deutlich, dass ein hoher Anteil der Proteine
den grun fluoreszierenden Chromophor tragt. Die Anregung mit Licht der Wellenlange

450nm flhrt zu zwei etwa gleich intensiven Fluoreszenzbanden. Die Fluoreszenzbande
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mit Maximum bei 500nm stammt vom nicht ausgereiften Chromophor, die bei 583nm
vom voll ausgereiften, rot fluoreszierenden DsRed-artigem Chromophor.

Abbildung 4.22: Absorption und
Fluoreszenz von E8

Im Absorptionsspektrum ist deutlich
starkere Absorption des ungereiften als
des gereiften Chromophors sichtbar.
Anregung bei 450nm liefert fast gleich

kA SO intensive  Fluoreszenz der beiden
350 400 450 500 550 600 650 700 Chromophore

A/ nm

Absorption
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Anhand des Absorptionsspektrums wirde man auf den ersten Blick flir Anregung bei
450nm sehr deutliche Fluoreszenz des grin fluoreszierenden Chromophors und wenig
Emission vom rot fluoreszierenden Chromophor erwarten. Die etwa gleich intensive
Fluoreszenz der beiden unterschiedlichen Chromophore ist interessant, wobei
verschiedene Ursachen hierfir denkbar sind. Zum einen kommen deutlich
unterschiedliche Fluoreszenzquantenausbeuten in Frage, geringe
Fluoreszenzquantenausbeuten des nicht ausgereiften Chromophors wirden trotz
deutlich besserer Anregung dieses Chromophors zu dem beobachteten
Fluoreszenzspektrum flhren. Zum anderen kann eine FRET Kopplung einzelner
Chromophore innerhalb der E8 Oligomere ebenfalls das beobachtete
Fluoreszenzspektrum erklaren. Dies setzt die Existenz von gemischten E8 Oligomeren
aus Proteinen mit nicht gereiftem und gereiftem Chromophor voraus, da bei den
gewahlten Konzentrationen eine FRET Wechselwirkung zwischen verschiedenen
Tetrameren vernachlassigt werden kann. Dass trotzdem noch starke Fluoreszenz des
ungereiften Chromophors beobachtet wird, kann in diesem Fall auf eine FRET
Effizienz, deutlich unter 100%, oder auf die Existenz von Oligomeren ohne ein Protein
mit gereiftem Chromophor als FRET Akzeptor, zuriickgehen.

Der Vergleich des Absorptionsspektrums mit dem Fluoreszenzanregungsspektrum mit
Detektion bei 595nm (Abbildung 4.23) zeigt, dass die Anregung des nicht ausgereiften
Chromophors sich durchaus auf die Fluoreszenzintensitat bei 595nm, nahe dem
Maximum der Fluoreszenz des gereiften Chromophors, auswirkt. Dies ist ein Indiz fir
Energietransfer vom kurzwellig absorbierenden auf den langwellig fluoreszierenden
Chromophor, jedoch muss bedacht werden, dass auch die Emission des grin
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fluoreszierenden Chromophors noch eine gewisse Emission bei 595nm besitzt, die ins
Anregungsspektrum eingeht.

- - - - Absorption
Fluoreszenz /

1
1

Absorption

Zuazsaion|4

Abbildung 4.23: Absorptions- und
Fluoreszenzanregungsspektrum

Die Anregung des ungereiften Chromophors
wirkt sich deutlich auf die fir das
Anregungsspektrum detektierte Fluoreszenz
bei 595nm aus. Dies kann auf ein FRET
System hinweisen, oder aber durch die, wenn
auch geringe, Fluoreszenz des ungereiften
Chromophors bei 595nm Wellenldnge bedingt

sein.

Da E8 in der Literatur bisher unbeschriecben und =zudem ein fir die

Einzelmolekllspektroskopie interessantes Protein ist, wurde an E8 ein Ensemble-

Bleichexperiment durchgeflhrt, bei dem der ausgereifte, rot fluoreszierende
Chromophor selektiv gebleicht wurde. Analog zum beschriebenen Bleichexperiment an
DsRed (Kapitel 4.2.1) wurde das fokussierte Licht einer Halogen-Weildlichtquelle
verwendet, wobei das Licht, welches die Probe traf, mittels eines Kantenfilters auf
Wellenlangen oberhalb von 550nm beschrankt wurde. Auf diese Weise wurde

gewabhrleistet, dass nur der rot fluoreszierende Chromophor angeregt wird.

Abbildung 4.24: Selektives Bleichen
des rot fluoreszierenden
Chromophors

Zeitliche Abfolge:

Das Bestrahlen mit Licht langerwellig 550nm
fuhrt zu einer deutlichen Abnahme der
Fluoreszenz des gereiften Chromophors.
Gleichzeitig wird eine Zunahme der
Fluoreszenz mit Maximum bei 500nm
beobachtet. Das beobachtete Verhalten
deutet auf das Dequenching eines FRET
Donors durch die Zerstérung des FRET
Akzeptors hin.

BON -
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Die Losung wurde flr einige Tage bestrahlt, wahrenddessen wurden von Zeit zu Zeit
Fluoreszenzspektren und Absorptionsspektren aufgenommen. Die Fluoreszenzbande

mit Maximum bei 583nm nimmt um ~70% der Ursprungsintensitat ab, gleichzeitig steigt
die Fluoreszenz bei 500nm um ~20% an.

Um zu Uberprifen, ob die Zunahme der Fluoreszenz mit Maximum bei 500nm auf die
Bildung eines Photoproduktes zurtckzufuhren ist, wurde auch die Entwicklung der

Absorptionsspektren verfolgt. In den Absorptionsspektren wird das Bleichen des rot
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fluoreszierenden Chromophors deutlich, wahrend die Absorption des grin
fluoreszierenden Chromophors bei 484nm fast unverandert bleibt.

Die Zunahme der griinen Fluoreszenz bei gleichzeitiger Konstanz der zugehérigen
Absorption ist ein Hinweis auf das Vorliegen von FRET Wechselwirkungen zwischen
unterschiedlichen Chromophoren bei ungebleichtem E8. Die selektive Zerstérung des
FRET Akzeptors flhrt zu einem Dequenching des FRET Donors, was als verstarkte
Fluoreszenz bei 500nm beobachtet wird.

Uber die FRET Effizienz kann keine Aussage gemacht werden, da das
Anzahlverhaltnis der Chromophore zueinander und die Fluoreszenzquantenausbeute
des ungereiften Chromophors nicht bekannt sind.

4.2.5 Bekanntes Fluoreszenzverhalten einzelner DsRed
Oligomere

Die Anzahl der Arbeiten, die sich mit der Untersuchung der Fluoreszenz einzelner
DsRed Oligomere beschaftigen, ist im Vergleich zu den Arbeiten zu Untersuchungen
von Aequorea GFP Varianten auf Einzelmolekllebene gering. Wie auch bei den
Aequorea GFP Varianten wurden zumeist Fluoreszenzintensitatstrajektorien
gemessen. Ein groller Teil der Intensitatstrajektorien einzelner DsRed Oligomere
zeigte schrittweises Bleichen der Fluoreszenz, was als weiterer Hinweis auf das
Vorliegen von Tetrameren auch bei sehr hohen Verdiinnungen gewertet wurde [30, 65,
70]. Interessanterweise wurden auch bei der Beobachtung der DsRed Oligomere
Dunkelzeiten ohne detektierbare Fluoreszenz sowohl im Millisekunden- und
Submillisekundenbereich [71, 72], als auch im Sekundenbereich [70], gefunden. Ein
gleichzeitiger Wechsel aller vier Monomere innerhalb eines Tetramers in einen nicht
fluoreszierenden Zustand ist unwahrscheinlich. Die Autoren erklaren die beobachteten
Dunkelzeiten durch Kopplung der Chromophore durch Energietransfer, so dass die
Fluoreszenz immer vom energetisch niedrigsten Chromophor ausgeht. Wechselt dieser
in einen nicht fluoreszierenden Zustand, solange er weiterhin Energie von den anderen
Chromophoren akzeptieren kann, so wird keine Fluoreszenz mehr beobachtet.
Daneben kann auflerdem nicht ausgeschlossen werden, dass auch bei oligomer
vorliegendem DsRed in einigen Fallen nur ein einzelner Chromophor beobachtet wird,
entweder weil nur ein einziges Protein eines Oligomers einen fluoreszierenden

Chromophor enthalt, oder weil ein Monomer spektroskopiert wird.
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In einer einzigen Publikation wird von der spektral aufgelésten Untersuchung der
Fluoreszenz einzelner DsRed Oligomere berichtet [30], wobei jedoch keine
Spektrenserien aufgenommen wurden, so dass Fluoreszenzdynamik nicht detektiert
wurde. Cotlet et al. zeigen, dass die Emissionsspektren einzelner DsRed Oligomere
drei spektral unterschiedlichen Formen zugeordnet werden kdnnen, und dass bei der
Spektroskopie einzelner DsRed Oligomere fast ausschlieBlich Fluoreszenz einer
.super roten“ Form beobachtet wird, deren Fluoreszenzmaximum um etwa 10nm
bathochrom zum Ensemblespektrum verschoben ist. Sie folgern, dass sich diese Form
durch eine Photokonversion aus der Form mit Fluoreszenzmaximum bei 584nm bildet.
Bestatigt wurde diese Annahme durch die Beobachtung, dass sich in einer DsRed
Ldsung die Fluoreszenz durch intensive Bestrahlung bathochrom verschiebt [70, 71].
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5 Fluoreszenzspektroskopische

Untersuchungen auf Einzelmolekulebene

Im Gegensatz zu in Polymeren eingebetteten einzelnen fluoreszierenden Molekilen ist
die unmittelbare Chromophorumgebung bei fluoreszierenden Proteinen nicht zufallig,
sondern durch die den Chromophor umschlieBenden Proteinketten vorgegeben.
AuRerdem ist bei allen bekannten fluoreszierenden Proteinen die Einbettung des
Chromophors Voraussetzung fiir die Beobachtung von Fluoreszenz, denaturierte
Proteine zeigen keine Fluoreszenz [52]. Wenn nur gefaltete Proteine Fluoreszenz
zeigen, und aufgrund der Lage des Chromophors innerhalb des Proteins ohne Kontakt
zum LAsungsmittel auBerhalb des Proteins die Chromophorumgebung hochspezifisch
ist, so erscheint es zunachst unwahrscheinlich, dass deutliche Variationen der
Fluoreszenz auftreten. Wenn jedoch Unterschiede in der Fluoreszenz einzelner
Proteine festgestellt werden, missen diese intrinsische Ursachen haben und z.B.
durch strukturelle Fluktuationen des Proteins bedingt sein.

Die bisherigen Untersuchungen an einzelnen fluoreszierenden Proteinen geben
bereits Hinweise darauf, dass die fluoreszierenden Proteine keine starren Systeme
sind, so wurden z.B. eine Anzahl unterschiedlicher nicht fluoreszierender Zustande
gefunden [24-26, 61]. Die Tatsache, dass die Proteine der Aequorea GFP Klassen
1-4 alle auf den gleichen Chromophor zuriickgehen, obwohl sie sich teilweise
deutlich in ihrer Fluoreszenz unterscheiden, deutet darauf hin, dass bei der
Untersuchung einzelner fluoreszierender Proteine Fluktuationen der Fluoreszenz
zu beobachten sind. Die Unterschiede in der Fluoreszenz beruhen bei den
Varianten des Typs 1-4 einzig auf der Veranderung der Ladung des Chromophors
und auf Verdnderungen in der Chromophorumgebung, wobei Anderungen
praktisch aller photophysikalischer Parameter beobachtet werden, z.B. der
Quantenausbeuten, Lagen der Spektren, Stokes-Shift, Lebensdauern, Fluoreszenz
Sattigungsintensitaten, Effizienz des Photobleichens, [28, 47, 73] usw.

Im Folgenden sollen Unterschiede in der Fluoreszenz zwischen einzelnen
Proteinen und Veranderungen der Fluoreszenz einzelner Proteine gezeigt und

charakterisiert werden.
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5.1 Einzelmolekiil Fluoreszenzspektroskopie an EYFP
und EGFP

5.1.1 Quantenausbeuten des Photobleichens von EYFP und EGFP

Eine wichtige GroRe bei der Beobachtung einzelner Molekule ist die Anzahl von
Fluoreszenzphotonen, die ein Molekll abgeben kann, bevor Photobleichen eintritt.
Je mehr Photonen ein System aussendet, bevor es zerstort wird, desto besser
lasst es sich mit Methoden der Einzelmolekulspektroskopie untersuchen. Die
Quantenausbeute des Photobleichens ist die Wahrscheinlichkeit, dass nach
Absorption eines Photons Bleichen auftritt und ist damit ein MalRR fir die

Photostabilitat eines Chromophors.

Um die Anzahl von Fluoreszenzphotonen pro fluoreszierendem Protein zu
bestimmen, wurden Spektrenserien von 320 einzelnen EGFPs, bzw. 439 einzelnen
EYFPs ausgewertet. Hierzu wurde die Summe der von der CCD-Kamera
detektierten Zahlereignisse (counts) pro Protein gebildet und mit einer
Klassengrofde von 2000 counts in ein Histogramm eingetragen. Anschlie3end
wurde ein einfacher exponentieller Abfall an die erhaltenen Daten angepasst,
woraus sich die mittlere Anzahl Zahlereignisse pro Protein aus der
Abklingkonstante der Funktion ergibt.

Abbildung 5.25: Verteilung der
Summe der detektierten
Zahlereignisse pro fluoreszierendem
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Photobleichens von 2,1*10°® fur EGFP und
2,8*10° fur EYFP.

Da laut Herstellerangabe der CCD Kamera jeweils 3 detektierte Photonen zu einem

Zahlereignis umgesetzt werden, ergeben sich fur EGFP 16500 detektierte
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Photonen pro Molekul und fur EYFP 12300 detektierte Photonen pro Molekdl.
Zusammen mit der abgeschatzten Detektionseffizienz des gesamten Aufbaus von
~6% [49] und den Fluoreszenzquantenausbeuten der Proteine ergeben sich damit
Quantenausbeuten des Photobleichens von 2,1*10° fiir EGFP und 2,8*10° fiir
EYFP.

In der Literatur angegebene Quantenausbeuten des Photobleichens fur die
fluoreszierenden Proteine schwanken stark. So geben Baird et al. [42] die
Quantenausbeuten des Photobleichens mit 3*10® fiir EGFP und 5*10° fiir EYFP
an, wobei die Werte im Ensemble ermittelt wurden. Im Einzelmolekilexperiment
ermittelte Werte sind 8*10° [26] und 6,9*10™ [28] fir EGFP und 5,5*10° [28] fiir
EYFP. Insgesamt fallt jedoch auf, dass die von Harms et al. in [28] gemachten
Angaben fir alle Proteine, auch fur DsRed, im Vergleich zu anderen
Literaturangaben sehr grof3 sind. Ein Grund hierfur kdnnte die von Harms et al.
gewahlte Praparation der Proteine in Polyacrylamid sein, bei der die Losung mit
zugegebenen Proteienen polymerisiert wird. Eigene Versuche, fluoreszierende
Proteine auf diese Weise in einen Film einzubetten, zeigten, dass nur wenige
Proteine nach abgeschlossener Polymerisierung des Polyacrylamids noch

Fluoreszenz zeigten.

Die Ubereinstimmung der hier ermittelten Werte mit den Literaturangaben aufler
von Harms et al. ist fir EGFP recht gut, der fur EYFP ermittelte Wert ist deutlich
kleiner als in der Literatur angegeben. Eine mogliche Fehlerquelle, die die
Abweichungen erklaren kann, ist die lange Integrationszeit von einer Sekunde pro
Spektrum. Zum anderen kénnen die Ergebnisse dadurch verfalscht werden, dass
gerade sehr schnell bleichende Proteine in der Auswertung unberucksichtigt
bleiben, weil kein auswertbares Fluoreszenzspektrum erhalten wurde.
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5.1.2 EYFP - Verteilung der Einzelmolekulfluoreszenz

Maximumlagen und Identifizierung von Subensembles

In den Untersuchungen von Creemers et al. [59] konnten die Subensembles der
A-, |- und B-Form von EYFP nur bei tiefen Temperaturen und als Mischspektren
zusammen mit den jeweils langwelliger fluoreszierenden anderen Formen
nachgewiesen werden. Creemers et al. konnten weiterhin zeigen, dass die A- und
B-Form via der I-Form Uber die angeregten Zustande bei tiefen Temperaturen
ineinander Ubergehen konnen. Da nichts Uber die Hohe der Grundzustands-
energiebarrieren bekannt ist, ist die Frage offen, ob sich die I|-Form bei
Raumtemperatur schnell in eine der anderen Formen umwandelt, oder ob diese
Form stabil genug ist, um bei der Spektroskopie bei Raumtemperatur relevant zu

sein.

Mit Hilfe spektral aufgeloster Einzelmolekulspektroskopie ist es maoglich,
verschiedene im Ensemblespektrum nur schwer zugangliche Subensembles zu
identifizieren und isolierte Fluoreszenzspekiren einzelner das Subensemble
aufbauender Moleklle zu erhalten [31] [21]. Mit Hilfe der spektral aufgeldsten
Einzelmolekullspektroskopie sollte deshalb die Frage beantwortet werden, ob die
EYFP I-Form bei Raumtemperatur nachgewiesen werden kann. Die Analyse der
Einzelmolekulspektren bietet darUber hinaus Zugang zu Erkenntnissen Uber die
Verteilung verschiedener spektraler Parameter, die in der Ensemblespektroskopie

nicht erhalten werden konnen.

Da es nicht moglich ist, mit einer einzigen Wellenlange alle drei Formen von EYFP
effizient anzuregen, wurde in einem ersten Experiment Licht der Wellenlange
488nm verwendet. Mit dieser Wellenlange werden sowohl die |- als auch die
B-Form von EYFP angeregt, nicht jedoch die A-Form, von der ohnehin keine

messbare Fluoreszenz zu erwarten ist.

Bei Anregung mit Licht der Wellenlange 488nm wurden 400 einzelne EYFP
Molekule untersucht, wobei 1288 Einzelmolekulspektren erhalten wurden.

Zur Bestimmung der Maximalagen und —intensitaten wurde an jedes erhaltene
Spektrum eine doppelte Gaussverteilung angepasst. Die erhaltenen Maximalagen
der Fluoreszenz wurden mit einer Klassengrof3e von 3nm in einem Histogramm
zusammengestellt und sind in Abbildung 5.26 dargestellt, wobei die ermittelten

Anzahlen bei Anregung mit 488nm schwarz dargestellt sind.
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Anzahl

400

300

200+

100 -

I Fluoreszenzmaxima bei 1 =488nm

EZZ2 Fluoreszenzmaxima > 540nm
bei 2 =514nm

B- Form

|- Form

C-Form

D- Form

E- Form

Abbildung 5.26: Histogramm der
Maximumlagen der Fluoreszenz
fir EYFP

Fluoreszenzmaxima, die bei Anregung
mit Ao = 488nm beobachtet wurden,
sind schwarz aufgetragen, bei
Aex = 514nm wurden nur Spektren mit
Maximum  bathochrom zu 540nm
bericksichtigt und in orange
aufgetragen.

Im Inset sind die angenommenen
Verteilungen verschiedener Formen zur
Verdeutlichung als Gaussverteilungen
eingezeichnet.

Die gewahlte KlassengroRe betragt
3nm.

Zunachst soll hier auf die Spektren mit Maximum hypsochrom zu 540nm

eingegangen werden, bevor auf die Spektren mit Maximum bathochrom zu 540nm
eingegangen wird (Kapitel 5.1.2.2).
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5.1.2.1 Die I-Form und B-Form von EYFP

Die bei weitem meisten Maxima sind nur einige nm um 528nm gestreut zu finden.
Dies entspricht der Erwartung und stimmt mit der Lage der EYFP Fluoreszenz im
Ensemble sehr gut Uberein. Die Spektren mit Lage des Fluoreszenzmaximums
innerhalb der Verteilung um 528nm stammen von Proteien in der vorherrschenden
B-Form. Das zweite Spektrum in Abbildung 5.27 ist ein typisches B-Form Spektrum

mit Maximum bei 527nm.

I-Form

Abbildung 5.27 Einzelmolekulspektren
der |- und B- Form von EYFP

Intensitat / a.u.

Im Einzelmolekilexpriment ist es mdglich, die
seltenen |-Form Spektren ohne Uberlagerung
durch B-Form Spektren zu beobachten (oben).
Unten: Typisches B-Form Spektrum, im
Hintergrund grau unterlegt das Ensemble-
Fluoreszenzspektrum.

B-Form

Intensitat / a.u.
N B D ©
2. 2. 2. 2.2

Die Haufung von Maximumlagen unter 510nm (Abbildung 5.26, Inset) zeigt die
Existenz eines Subensembles aus EYFP in der I|-Form und bestatigt das
Vorkommen dieser spektralen Form auch bei Raumtemperatur. In
Ensemblemessungen ist das Spektrum dieser Form nicht sichtbar, da die
Fluoreszenz der vorherrschenden B-Form das Fluoreszenzspektrum dominiert. Ein
typisches Einzelmolekulspektrum eines isolierten EYFP in I-Form ist in Abbildung
5.27 gezeigt. Das Fluoreszenzmaximum dieses Spektrums liegt bei 507nm und
entspricht damit genau dem von Creemers et al. bestimmten Wert der maximalen
[-Form Fluoreszenz des EYFP bei kryogenen Temperaturen. Die sehr gute
Ubereinstimmung der Maximumlagen bei den unterschiedlichen Temperaturen und
bei unterschiedlichsten Einbettungen, so verwendeten Creemers et al. z.B. eine
Losung mit 50% Glycerol, bestatigen, dass die Umgebung der Chromophore in
fluoreszierenden Proteinen allein durch den Proteinzylinder gegeben ist, weshalb

keinerlei Solvatochromie beobachtet werden kann.

59



5 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen auf Einzelmolekiilebene

5.1.2.2 Langwellig fluoreszierende Formen von EYFP

Die beobachteten deutlich rotverschobenen Spektren jenseits von 540nm sind
nicht einer der bekannten spektralen Formen von EYFP zuzuordnen.

Um die Anzahl an Spektrenserien, auf denen diese rotverschobene Emission von
EYFP zu sehen war, zu erhdohen, wurden weitere Einzelmolekulexperimente
durchgefuhrt, wobei statt der Anregung bei 488nm Licht der Wellenlange 514nm
zur Anregung von EYFP verwendet wurde, da angenommen werden konnte, dass
die stark langwellig verschobenen Formen so effizienter angeregt werden. Bei
Anregung mit Licht der Wellenlange 514nm wurden 270 einzelne EYFP Proteine
untersucht, wobei 957 Einzelmolekullspektren erhalten wurden. Spektren, die bei
dieser Untersuchung gefunden wurden und ein Emissionsmaximum bathochrom zu

535nm hatten, wurden zum Histogramm in Abbildung 5.26 hinzugefugt.

Insgesamt wurden 43 einzelne EYFPs mit Fluoreszenzspektren mit Maximum
langerwellig als 540nm beobachtet. Dies entspricht ca. 6% der untersuchten
einzelnen EYFPs. Im Histogramm der Maximumlagen der Fluoreszenz (Abbildung
5.26, Inset) kdnnen verschiedene Haufungen ausgemacht werden, die auf die
Existenz von sich in ihrer Fluoreszenz unterscheidenden Formen hinweisen. Die
Haufungen sind wenig deutlich ausgepragt, was hauptsachlich auf die relativ
geringe Anzahl einzelner langwellig fluoreszierender Emitter zurtckzufuhren ist. Bei
einer geringen Anzahl von Emittern, die zu einer spektralen Form gehoren, kann es
zu einer Uberreprasentation der photostabilen Emitter gegeniiber den schnell
bleichenden Emittern kommen, was dazu fuhrt, dass die Verteilungen nicht mehr
die charakteristische Form der Normalverteilung zeigen. Auflerdem kann
aulergewohnlich starke spektrale Diffusion bei den langwelligen Formen
beobachtet werden (vgl. 5.1.6), was zeigt, dass die spektrale Verteilung innerhalb

einer Form tatsachlich grof} ist.

Berucksichtigt man diese Faktoren, kdnnen drei rotverschobene EYFP Formen
identifiziert werden. Die Formen werden willkirlich wie folgt benannt: C-Form mit
Emissionsmaximum um 550nm, die D-Form mit Emissionsmaximum um 575nm
und schlieBlich die E- Form mit Emissionsmaximum um 600nm. Die Verteilungen
der Maximumpositionen fur die einzelnen Formen sind in Abbildung 5.26, Inset
eingezeichnet. Die eingezeichneten Verteilungen sind als bloRe Verdeutlichungen
zu verstehen, deren genaue Werte fur die wahrscheinlichsten Lagen und
Standartabweichungen der Verteilungen der Emissionsmaxima der einzelnen
Formen sich nach einer detaillierteren Untersuchung der langwelligen EYFP
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Formen durchaus noch verandern koénnen. Typische Beispielspektren fur die

langwelligen Formen sind in Abbildung 5.28 gezeigt.

550nm

kurzwelligen
erklart.

Intensitat / a.u.

o

E-Form % /nm

Intensitat / a.u.

des

Abbildung 5.28: Beispielspektren fir
die langwelligen Formen von EYFP

Oben: C-Form, Emissionsmaximum

um

Mitte: D-Form, Emissionsmaximum um 575nm
Unten: E- Form, Emissionsmaximum um
600nm. Anregungswellenldnge war hier
514nm, was die Begrenzung auf der
Spektrums

5.1.2.3 Anzahlen der Proteine, die Fluoreszenz der seltenen Formen zeigen

Insgesamt wird bei rund 9% der EYFP Proteine von der vorherrschenden B-Form

abweichende Fluoreszenz beobachtet.

Tabelle 1: Anzahl der Proteine, die Fluoreszenz
der seltenen spektralen Formen von EYFP zeigen

I-Form
C-Form
D-Form

E-Form

Gesamt

Absolut

12
15
19

9

%

3.0
22
2.8
1.3

* nur die 400 einzelnen Proteine beriicksichtigt,

die mit 488nm angeregt wurden
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5.1.3 EGFP- Verteilung der Einzelmolekiilfluoreszenz

Maximumlagen und Identifizierung von Subensembles

Alle Einzelmolekulexperimente wurden mit Anregungslicht der Wellenlange 488nm
durchgefuhrt. Insgesamt wurden 294 einzelne EGFP Proteine untersucht, von
denen 1098 Einzelmolekilspektren erhalten wurden. Die erhaltenen Spektren
wurden wie die EYFP Spektren analysiert, d.h. zunachst wurde eine doppelte
Gaussverteilung in jedes Spektrum angepasst. Die Maximumpositionen aller
Emissionsspektren wurden zu einem Histogramm mit einer Klassengréf3e von 3nm

zusammengestellt (Abbildung 5.29).

I-Form

400 -

C-Form Abbildung 5.29: Verteilung der
D-Form EGFP Emissionsmaximumlagen

E-Form

300

Haufigkeit

Die bei weitem meisten Maxima sind
eng um 512nm verteilt. Auch an den
spektralen Positionen der schon fir
EYFP gefundenen langwelligen
Spektren kénnen Haufungen erkannt
werden (auch Inset).

Die gewahlte Klassengrofie ist 3nm.

200 +

Haufigkeit

100

o N ] | T

0- } ] } }
500 520 540 560 580 600 620
A/ nm

Fast alle beobachteten Lagen des EGFP Emissionsmaximums sind in einem Bereich
von wenigen Nanometern um 512nm verteilt. Das haufigste Vorkommen des
Fluoreszenzmaximums bei 512nm entspricht sehr gut dem Wert, den man vom
Ensemblespektrum her erwartet (Vgl. Kapitel 4.2.1).
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Die Fluoreszenz mit Maximum um 512nm hat ihre Ursache in der |I-Form des EGFP,
welche die bevorzugt besetze Form bei EGFP st [59]. Ein typisches
Einzelmolekulspektrum der EGFP I-Form mit Maximum bei 512nm ist in Abbildung

5.30 gezeigt.

Abbildung 5.30: EGFP Einzelmolekiilspektrum

Typisches Einzelmolekdl I-Form Spektrum von EGFP. Im
Hintergrund ist grau das EGFP Ensemblespektrum
aufgetragen. Die Maximumlagen des Einzelmolekil-
spektrums und des Ensemblespektrums fallen
zusammen.

Intensitat / a.u.

Erwartungsgemal sind keine Hinweise auf A- oder B-Form Fluoreszenz vorhanden, da
diese Formen im Vergleich zur I-Form hypsochrom verschoben sind und damit mit der

verwendeten Anregungswellenlange nicht mehr angeregt werden konnten.

5.1.3.1 Die langwelligen Formen bei EGFP

Analog zu der Verteilung der Maximumlagen bei EYFP werden auch bei EGFP deutlich
langwellig verschobene Emissionsspektren beobachtet (vgl. Abbildung 5.29, auch

Inset).

Auch bei EGFP sind die genauen Lagen der Verteilungen der Fluoreszenzmaxima der
einzelnen Formen nur schwer zu bestimmen. Die Grinde hierfur sind wie bei EYFP
hauptsachlich in der geringen Zahl an EGFPs mit langwelliger Fluoreszenz zu suchen.
Deutlich wird jedoch, dass auch bei EGFP, analog zu EYFP, drei langwellige spektrale
Formen beobachtet werden kdnnen. Die Maximumlagen der Emission dieser Formen
liegen um 540nm, 580nm und 620nm. Die drei Formen werden analog zu den bei
EYFP gefundenen Formen von der kurzwelligen zur langwelligen Form als C-Form mit
Maximum um 540nm, als D-Form mit Maximum um 580nm und E-Form mit Maximum
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um 620nm bezeichnet. Typische Einzelmolekilspektren fir die C-, D-, und E-Form sind
in Abbildung 5.31 abgebildet.

C-Form

Abbildung 5.31: Bathochrome Formen von
EGFP

Intensitat / a.u.

Beispielspektren der C-, D- und E-Formen von EGFP.

Oben: C-Form Spektrum mit Fluoreszenzmaximum um
540nm

Mitte: D-Form Spektrum mit Fluoreszenzmaximum um
580nm

Unten: E-Form Spektrum mit Fluoreszenzmaximum um
620nm

D-Form

Intensitat / a.u.

E-For

Intensitat / a.u.

Wenn die EGFP und EYFP C-, D- und E-Formen jeweils den gleichen molekularen
Ursprung haben, so wirde man erwarten, dass auch bei den bathochromen EYFP
Formen die n-n Wechselwirkungen zwischen Chromophor und Tyrosin an der Stelle
203 zu einer Rotverschiebung der Fluoreszenz fiihren. Dies ist nach den bisher
vorliegenden Ergebnissen nicht erkennbar, entweder weil unterschiedliche Strukturen
den spektroskopisch analogen Formen zugrunde liegen, oder weil die
n—n—Wechselwirkungen bei den bathochromen Formen aufgehoben sind. Moglich ist
aullerdem, dass die spektralen Lagen der Formen bisher durch statistische

Ungenauigkeiten wegen zu kleiner Kohorten nicht genau bestimmt sind.
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5.1.3.2 Anzahlen der Proteine, die Fluoreszenz der seltenen Formen zeigen

Insgesamt ergibt sich fur EGFP ein Anteil von rund 7% an Proteinen, bei denen
langwellig verschobene Fluoreszenz beobachtet wurde, die von der Fluoreszenz der
vorherrschenden I-Form deutlich abweicht.

Gesamt
Tabelle 2: Anzahl der Proteine, die Fluoreszenz der
bathochrom verschobenen spektralen Formen von Absolut %
EGFP zeigen
C-Form 14 4.8
D-Form 3 1,0
E-Form 3 1,0
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5.1.4 Einzelmolekiil-Fluoreszenzdynamik

Neben der Identifizierung von Subensembles anhand der Verteilung der
Emissionsmaximumlagen war es auch mdglich, durch den Vergleich aufeinander
folgender Emissionsspektren einzelner Proteine sowohl Ubergangsartige als auch
diffusionsartige Veradnderungen der Fluoreszenz zu unterscheiden. Im folgenden
werden zunachst die Ubergangsartigen Veranderungen der Fluoreszenz beim
Ubergang eines Proteins von einer emittierenden Form in eine andere emittierende
Form diskutiert.

5.1.4.1 Umwandlungen der EYFP Formen ineinander

Neben Spektrenserien, die wahrend der gesamten Beobachtungszeit die Fluoreszenz
einer einzigen Form des Proteins zeigten, wurden auch solche Spektrenserien
aufgenommen, bei denen die Fluoreszenz von zwei unterschiedlichen Formen zu
sehen war. Grundsatzlich kann bei der Spektroskopie auf Einzelmolekilebene die
Beobachtung der Fluoreszenz zweier verschiedener Formen innerhalb einer
Spektrenserie auf zwei verschiedene Phanomene zuriickgeflihrt werden. Dies ist zum
einen die Umwandlung eines Proteins von einer Form in eine spektroskopisch
unterschiedliche Form, zum anderen die gleichzeitige Beobachtung zweier Proteine in
unterschiedlichen Formen. In letzter Konsequenz ist bei den hier durchgefuhrten
Untersuchungen nicht zwischen diesen zwei Moglichkeiten zu unterscheiden, jedoch
gibt es Hinweise, die es zu beachten gilt.

Bei der Praparation der Proben wurde sorgfaltig darauf geachtet, dass der mittlere
Abstand zwischen zwei benachbarten Proteinen in der praparierten Probe grof ist.
Weiterhin wurden bei der spektralen Untersuchung nur solche Fluoreszenzsignale
naher untersucht, die ein fir einen einzelnen Emitter typisches Profil im Intensitatsbild
der Probe zeigten. Zwei Proteine, die gleichzeitig spektroskopiert wurden, missten
demnach nur einige wenige Nanometer voneinander entfernt liegen, was denkbar ist
und sicher auch vorkommt. Dass in diesem Fall jedoch eines der Proteine in einer der
seltenen spektroskopischen Formen vorliegt und unter Umstanden dann noch aus
einem nicht fluoreszierenden in einen fluoreszierenden Zustand wechselt, ist sehr
unwahrscheinlich und erklart nicht die beobachteten zahlreichen Wechsel in der

beobachteten spektralen Form.
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Die zweite und deutlich plausiblere Erklarung der beobachteten Wechsel der
spektralen Erscheinung einzelner fluoreszierender Proteine ist, dass es sich um
Ubergénge von einer Form in eine andere handelt, was als Veranderung der Emission

beobachtet wird.

Die Umwandlung zwischen zwei spektral unterschiedlichen Formen kann zwei
Erscheinungsarten innerhalb der detektierten Spektrenserie zeigen. Zum einen ist
dies das offensichtliche zeitlich aufeinander folgende Auftreten der Formen in
verschiedenen Spektren der Serie, wie z.B. in der Spektrenserie in Abbildung 5.33.
Zum anderen ist es auch mdglich, dass die Spektren der verschiedenen Formen
innerhalb eines Spektrums einer Serie zu sehen sind. Solch Uberlagerte Spektren
entstehen dadurch, dass innerhalb eines Integrationszeitraumes die Umwandlung
stattfindet. Das beobachtete Spektrum erscheint deshalb als Uberlagerung der
zwei tatsachlich zeitlich getrennten spektralen Formen (z.B. Abbildung 5.35).
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5.1.4.2 Umwandlungen zwischen B-Form und I-Form

Bei der Beobachtung einzelner EYFPs, die mit Licht der Wellenlange 488nm angeregt
wurden, zeigten 12 Proteine typische I-Form Fluoreszenz, von denen 7 einen
spektralen Ubergang vom oder zum B-Form Spektrum aufwiesen. In Abbildung 5.32 ist
eine Spektrenserie gezeigt, bei der die Umwandlung von der EYFP B-Form in die
I-Form anhand der typischen Emissionsspektren zu beobachten ist. Spektrum 1 zeigt
ein typisches B-Form Spektrum mit Maximum bei 528nm, worauf wahrend der zweiten
Integrationszeit (2) eine Dunkelzeit ohne messbare Emission des EYFP folgt.
Spektrum 3 ist ein I-Form Spektrum mit Fluoreszenzmaximum bei 508nm, schliel3lich
kommt es zum irreversiblen Bleichen des Chromophors (4). Sowohl B-Form als auch
I-Form Spektrum sind typische Spektren, deren Maximumlagen sehr genau mit den im
Tieftemperatur-Ensembleexperiment ermittelten Werten tbereinstimmen [59].

; B-Form [-Form

Intensitat / a.u.

U ‘! \|\|lm| 1\.1
m l l |
0 I\J ‘ | ””‘ ‘[Hk h m IMM ,’ ” y 'l”f I\I‘l“m“ k \“‘J AW

500 550 600 560 550 600 500 550 600 500 550 600
»/nm A /nm A/ nm A/ nm

Abbildung 5.32: Ubergang von der B-Form in die I-Form in EYFP

Der typischen B-Form Fluoreszenz folgt eine Dunkelzeit von ca. einer Sekunde, bevor I-Form
Fluoreszenz zu beobachten ist. Schlief3lich bleicht der Chromophor, es kann keine weitere Emission
mehr beobachtet werden (4).

Fir Aequorea GFP wird angenommen, dass der strukturelle Unterschied zwischen
B-Form und I-Form primar darin liegt, dass durch Rotation des Aminosaurerestes von
Thr-203 einmal die Hydroxylgruppe des Threonins auf den Chromophor und einmal
vom Chromophor wegzeigt [60, 74]. Fir EYFP kann dies nicht zutreffen, da gerade die
Aminosaure an der Stelle 203 ersetzt wurde, um durch ,n-Stacking“ die spektralen
Eigenschaften zu beeinflussen. Interessant ist in diesem Fall, dass die spektrale Lage
der EYFP I-Form sehr gut der der EGFP I-Form entspricht, welche die Fluoreszenz des
Chromophors ohne ,n-Stacking® zeigt. Es kann deshalb vermutet werden, dass sich die
EYFP B-Form und die I-Form dadurch unterscheiden, dass die n-n-Wechselwirkungen
zwischen dem aromatischen Rest des Tyr-203 und dem chromophoren n-System aus

z.B. sterischen Griinden aufgehoben sind.
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5.1.4.2.1 Umwandlungen zwischen B-Form und den langwelligen Formen

AuRer den Umwandlungen zwischen B-Form und I-Form konnten verschiedene
Umwandlungen zwischen der B-Form und den rotverschoben fluoreszierenden Formen
beobachtet werden. Wahrend der gesamten Untersuchung mit beiden
Anregungswellenlangen wurden 15 einzelne EYFPs gefunden, die ein C-Form
Spektrum zeigten, von denen 5 einen Ubergang vom, bzw. zum B-Form Spektrum
zeigten. In Abbildung 5.33 ist eine komplette Spektrenserie, die einen solchen
spektralen Sprung zeigt, dargestellt. Wahrend der ersten finf Sekunden (1-5) ist
B-Form Fluoreszenz mit einem Emissionsmaximum bei 527nm sichtbar. Obwohl die
Spektren sich deutlich in Form und Intensitdt unterscheiden, ist nur sehr geringe
spektrale Diffusion der Maximumlage von £1nm zu beobachten. AnschlieRend folgen
zwei Integrationsintervalle ohne messbare Fluoreszenz (6+7), was einer Dunkelzeit
von wenigstens zwei Sekunden entspricht. Schliel3lich erscheint in Spektrum 8 das
C-Form Spektrum mit Emissionsmaximum bei 556nm. Ab Spektrum 9 ist keine
Fluoreszenz mehr zu beobachten.
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Abbildung 5.33: Ubergang von der B-Form in die C-Form

Wahrend der ersten 5 Spektren ist B-Form Fluoreszenz mit Maximum recht stabil bei 527nm zu
beobachten. Es folgt eine Dunkelzeit von ca. 2 Sekunden, bevor das typische C-Form Spektrum
erscheint, dessen Emissionsmaximum bei 556nm liegt.
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Insgesamt wurden 19 einzelne EYFPs gefunden, die D-Form Fluoreszenz mit
Maximumlagen um 575nm zeigten. Von diesen zeigten 9 eine Veranderung von, bzw.
zur B-Form. Das in Abbildung 5.34 gezeigte Beispiel zeigt zunachst den Ubergang vom
B-Form Spektrum (1 und 2) in einen ca. 6 Sekunden dauernden Dunkelzustand (3-6),
bevor schlieBlich wahrend des neunten Beobachtungsintervalls von jeweils einer
Sekunde D-Form Fluoreszenz mit einem Emissionsmaximum von 575nm sichtbar wird

9).
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Abbildung 5.34: Ubergang von der B-Form in die D-Form

Den zwei B-Form Spektren folgt eine sehr lange Dunkelzeit von ca. 6 Sekunden, bevor das D-Form
Spektrum erscheint.

Die B-Form Spektren, die wahrend der ersten zwei Beobachtungsintervalle sichtbar
sind, scheinen ihr Maximum bei 535nm zu haben. Dies ist auf den verwendeten
holografischen optischen Filter zur Absorption des Lichtes der Anregungswellenlange
zurlckzufuhren. Fluoreszenz hypsochrom zu ca. 525nm wird durch den verwendeten
Filter abgeschwacht, und zwar umso starker, je geringer die Differenz zur
Zentralwellenlange des Filters von 514nm ist. Dies fuhrt im hier gezeigten Fall zur
Abschwachung der Spektren auf der kurzwelligen Seite, was bei hypsochrom
verschobenen Spektren leicht zu einer scheinbaren Rotverschiebung des
Fluoreszenzmaximums flhrt. Im hier vorliegenden Fall spielt dies keine Rolle, da die
Spektren eindeutig als B-Form Spektren zu erkennen sind. In jeder Art von
Auswertung, bei der die genaue Lage, Form, etc. der Spektren eine Rolle spielt,
kénnen solche auf der kurzwelligen Seite verfalschten Spektren jedoch nicht verwendet

werden.
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E- Form Spektren wurden bei 9 einzelnen EYFPs beobachtet, von denen 7 einen
Ubergang zum, bzw. vom B-Form Spektrum zeigten. Entgegen den gezeigten
Beispielen fur die Umwandlungen zur C-Form und auch zur D-Form, die jeweils
deutliche Dunkelzeiten vor dem Erscheinen der neuen spektralen Form aufwiesen,
sind solche Dunkelzeiten im hier gewahlten Beispiel des Ubergangs zum E-Form
Spektrum nicht zu sehen (Abbildung 5.35). Auffallig ist in diesem Beispiel zunachst das
Doppelspektrum aus B-Form und E-Form, welches wahrend der ersten zwei
Integrationszeitrdume (1 und 2) gemessen wird. Fir diese Spektren gilt analog, was
bereits oben fur Uberlagerte Spektren diskutiert wurde (vgl. 5.1.4.1), nadmlich dass nicht
ausgeschlossen werden kann, dass in einzelnen Fallen zwei statt ein Emitter
gleichzeitig beobachtet wird, wobei dies jedoch aus den angeflhrten Grinden
unwahrscheinlich ist. Daneben spricht besonders der Intensitatsanstieg vom zweiten,
Uberlagerten, zum dritten reinen E-Form Spektrum daflir, dass es sich um ein
einzelnes EYFP handelt, das nacheinander in verschiedenen spektralen Zustanden
vorkommt. Die Beobachtung von zwei aufeinander folgenden Spektren, die eine
Uberlagerung von zwei spektralen Formen zeigen, ist selten, da in diesem Fall bei
Beobachtung eines einzelnen Chromophors mindestens zwei Ubergange zwischen
den Formen stattgefunden haben missen. Im hier gezeigten Beispiel wird die im
Kapitel 3.2.3 angesprochene Schwierigkeit sichtbar, dass der Fluoreszenzhintergrund
nicht vollig gleichmaRig verteilt ist. Nach dem Bleichen der Fluoreszenz ist im
Spektrum 8 immer noch ein Signal knapp oberhalb der Nulllinie zu sehen, was auf
einen lokal erhéhten Fluoreszenzhintergrund zurlickzuflinren ist. Dieser erhdhte
Hintergrund muss bei der Beurteilung, ob z.B. im Spektrum 5 Fluoreszenz der B-Form

sichtbar ist, bedacht werden.

Falls Dunkelzeiten zwischen dem Erscheinen der verschiedenen spektralen Formen
auftraten, mussen diese deutlich kirzer als die Integrationszeit von einer Sekunde
gewesen sein. Im Spektrum 3 bis 5 ist schlieBlich nur noch E-Form Fluoreszenz zu
beobachten. Danach verandert sich die Emission von Spektrum 5 zu 6 noch einmal
vom E-Form Spektrum zum B-Form Spektrum. Wiederum kann keine Dunkelzeit
aufgeldst werden. Im Spektrum 7 ist wiederum B-Form Fluoreszenz zu sehen, bevor es
zum irreversiblen Bleichen des Chromophors kommt.
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Abbildung 5.35: Ubergang von der B-Form in die E-Form

Im Gegensatz zu den bisher gezeigten Beispielen zeigten sich bei diesem Ubergang keine
Dunkelzeiten von mehr als einer Sekunde Dauer. Die Detektion von sowohl B- als auch E-Form
wahrend der ersten beiden Integrationsintervalle deutet auf jeweils mindestens einen spektralen
Ubergang zwischen den zwei Formen pro Integrationszeitraum hin. Die B- und E-Form Fluoreszenz
ist in diesem Fall nicht gleichzeitig, sondern folgt einander und erscheint nur aufgrund der
Integrationszeit von einer Sekunde in einem Spektrum. Besonders interessant ist, dass in dieser
Spektrenserie auch Umwandlungen von der langwellig fluoreszierenden E-Form zurlick zur B-Form
sichtbar sind.
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5.1.4.3 Fluoreszenzdynamik zwischen EGFP I-Form Spektren und

bathochrom verschobenen Spektren

Auch fiir EGFP wurden analog zu EYFP Ubergénge zwischen der vorherrschenden

Form und den bathochrom verschobenen Formen beobachtet.

Es wurden 11 Ubergange zwischen der I-Form und der C-Form des EGFP beobachtet,
ein solcher Ubergang ist in Abbildung 5.36 gezeigt. Nach drei Sekunden |-Form
Fluoreszenz mit Maximum bei 512nm folgt eine Dunkelzeit von ca. einer Sekunde. Im
funften Beobachtungszeitraum erscheint die typische C-Form Fluoreszenz mit

Maximum bei 541nm.
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Abbildung 5.36: Ubergang vom I-Form Spektrum zum C-Form Spektrum.

Wahrend der ersten drei Sekunden wird ein typisches |-Form Spektrum beobachtet. Nach einer
Dunkelzeit von ca. einer Sekunde erscheint das C-Form Spektrum.

Neben den Umwandlungen zur langerwelligen Form mit Dunkelzeit Gber einer Sekunde
wurden auch bei EGFP Umwandlungen mit Dunkelzeit unterhalb der Zeitauflosung des
Experimentes und auch Umwandlungen von der langerwelligen zur |I-Form beobachtet.
Die Spektren in Abbildung 5.37 zeigen, dass im ersten Beobachtungsintervall von einer
Sekunde eine Umwandlung zwischen C-Form und |-Form stattgefunden hat. Falls eine
Dunkelzeit auftrat, war diese deutlich kirzer als eine Sekunde. Im néachsten

Integrationszeitraum ist dann nur noch I-Form Fluoreszenz sichtbar.
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Abbildung 5.37: Umwandlung
von der C-Form zur I-Form

Die Maximalagen im ersten Spektrum
sind typisch fir die I- und die C-Form,
namlich 511nm und 544nm. Im zweiten
Spektrum ist nur noch |-Form
Fluoreszenz mit Maximum bei 513nm
sichtbar.

Auch zwischen der I-Form und der D-Form wurden Ubergénge gefunden. Abbildung

5.38 zeigt als erstes Spektrum der Serie ein I-Form Spektrum. Es folgen zwei Spektren

mit schwacher, nicht zuzuordnender Fluoreszenz, die wie schnelle Wechsel zwischen

den Formen aussehen

(nicht abgebildet),

bevor im vierten Spektrum eine

Uberlagerung von I|-Form und D-Form Spektrum zu sehen ist, welches die

Umwandlung des beobachteten Proteins wahrend dieser Integrationszeit von der

I-Form in die D-Form anzeigt.
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Abbildung 5.38: Ubergang
zwischen |I-Form und D-Form

Das erste Spektrum zeigt das Vorliegen
der I-Form an, dann folgen zwei
Spektren mit schwacher Fluoreszenz
(nicht abgebildet), bevor ein
Uberlagertes I- und D-Form Spektrum
erscheint.

Umwandlungen zwischen E-Form und anderen Formen wurden nicht beobachtet, was

auf die insgesamt geringe Anzahl an Proteinen, die E-Form Spektren zeigen,

zuruckzufihren ist.
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5.1.5 Die langwellig fluoreszierenden Formen von EYFP und
EGFP - Folgerungen

5.1.5.1 Mogliche molekulare Ursachen

Sowohl bei EYFP als auch bei EGFP konnten stark rotverschobene Spekiren
beobachtet werden. Die beobachteten Ubergédnge zwischen den jeweils
vorherrschenden spektralen Formen und den selteneren bathochrom emittierenden
Formen belegen zum einen, dass die beobachteten Spektren nicht von in die Matrix
eingebetteten Fremdchromophoren herrihren, zum anderen, dass sowohl bei EYFP
als auch EGFP bei Raumtemperatur unter typischen Bedingungen flr
Einzelmolekulspektroskopie drastische Veranderungen der Emission auftreten kénnen.

Betrachtet man die Art der Ubergange zwischen den vorherrschenden EGFP und
EYFP-Form und den langwelligen Formen C, D und E, so kann man keine
formspezifische Systematik fir die Dunkelzeiten ausmachen. Bei allen Formen konnten
Ubergange mit Dunkelzeiten zum Teil deutlich Uber der Zeitaufldsung des
Experimentes von einer Sekunde beobachtet werden (vgl. z.B. Abbildung 5.33,
Abbildung 5.34), bei allen Formen wurden aber auch Ubergange unterhalb der
Zeitauflosung des Experiments gefunden (vgl. z.B. Abbildung 5.35, Abbildung 5.37).

Anhand der beobachteten Fluoreszenz kann klar zwischen zwei Reaktionsschritten, die
bei der Bildung aller bathochromen Formen auftreten, unterschieden werden. Zunachst
bildet sich ein nicht fluoreszierendes Zwischenprodukt, welches dann langsam in die
wiederum fluoreszierende Form weiterreagiert. Eine quantitative Bestimmung der
Zeitkonstanten der Ubergange konnte aufgrund der deutlich zu geringen Anzahl der
beobachteten Ubergénge nicht erfolgen.

Die beobachtete bathochrome Verschiebung des Fluoreszenzspektrums um bis zu
80nm deutet darauf hin, dass sich nicht nur die Chromophorumgebung verandert hat,
sondern dass vielmehr durch eine Erweiterung des n-Systems eine chemische

Veranderung des Chromophors stattgefunden hat.

Mit DsRed steht ein fluoreszierendes Protein zur Verfligung, bei dem eine solche
Erweiterung des chromophoren n-Systems mit der damit verbundenen Veranderung
der Fluoreszenz von griin nach rot beobachtet wird. Die rote DsRed Fluoreszenz bildet
sich erst im Laufe eines Reifungsprozesses heraus, wobei ein grun fluoreszierendes,
dem GFP Chromophor homologes Zwischenprodukt entsteht.
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Der Vergleich der Emissionsspektren der C-, D- und E-Formen von EYFP und EGFP
zeigt deutliche Parallelen zu Spektren, die bei der Untersuchung einzelner DsRed
Oligomere gefunden wurden (vgl. Abbildung 5.39). Sowohl bei den Aequorea GFP
Varianten als auch bei DsRed und dessen Varianten werden im
Einzelmolekllexperiment drei spektral unterschiedliche Formen mit Emissionsmaxima
zwischen 530nm und 610nm gefunden. Auch die Lagen der Emissionsmaxima der
Formen stimmen bei den Aequorea GFP Varianten und DsRed gut Uberein, fur die
EYFP D- und E-Form Spektren kénnen jeweils DsRed Spektren gefunden werden, die
exakt die gleiche Maximumlage zeigen, wobei Abweichungen in der Form der Spektren
auf den individuellen Charakter der Spektren einzelner Proteine und Oligomere und
nicht auf prinzipielle Unterschiede zurlickzufiihren sind. Fir die EYFP C-Form
Spektren kénnen keine DsRed Spektren mit exakt gleichem Emissionsmaximum
gefunden werden, was darauf zuriickzuflhren ist, dass diese Form sowohl bei den
GFP als auch den DsRed Varianten nur selten vorkommt, was die Anzahl moglicher
Vergleichsspektren stark einschrankt. Naturlich fuhrt auch die unterschiedliche
Chromophorumgebung in den verschiedenen Proteinen zu Abweichungen der
Emissionslage. Dennoch wird die Ahnlichkeit zwischen den Spektren gut sichtbar.
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Abbildung 5.39: Vergleich EYFP und DsRed Spektren

Zu den EYFP Beispielspektren (obere Reihe) fiir die C-, D- und E-Form aus Abbildung 5.28
kénnen jeweils analoge DsRed-Spektren (untere Reihe) gefunden werden. Dass fiir das EYFP C-
Form Spektrum kein DsRed Spektrum mit exakt der gleichen Maximumlage gefunden wurde, kann
zum einen auf die geringe Anzahl an DsRed C-Form Spektren und zum anderen auf Unterschiede
in der Chromophorumgebung innerhalb von EYFP und DsRed zuriickgehen. Insgesamt sind die
Ahnlichkeiten zwischen den Spektren so deutlich, dass zumindest EYFP D- und E-Form
Emissionsspektren einzelner Proteine nicht von DsRed Spektren zu unterscheiden sind.
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Anhand ihrer Einzelmolekiilspektren kdonnen die langwellig fluoreszierenden Formen
von EYFP und EGFP nicht von den entsprechenden DsRed Formen unterschieden

werden.

Die Einzelmolekuldaten zeigen, dass die untersuchten Aequorea GFP Varianten EYFP
und EGFP DsRed-artige Spektren zeigen kénnen, welche aus den fir diese Proteine
typischen griin, bzw. gelb fluoreszierenden Formen hervorgehen. Wie der Schluss
nahe lag, dass der grin fluoreszierende Chromophor des DsRed Zwischenproduktes
GFP-artig ist, liegt umgekehrt nun der Schlul® nahe, dass den rot fluoreszierenden
D- und E-Formen ein DsRed-artiger Chromophor zugrunde liegt.

Die Chromophore von GFP und DsRed (Abbildung 5.40) sind sehr ahnlich, im
Wesentlichen unterscheiden sie sich durch die Verlangerung des chromophoren
n-Systems durch eine Acylimin Verlangerung beim DsRed, was zur bathochromen

Verschiebung der Fluoreszenz fihrt.
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Abbildung 5.40: Struktur des GFP- und des DsRed Chromophors

Der DsRed Chromophor (Links) unterscheidet sich vom GFP Chromophor (Rechts) durch eine
Acylimin Verlangerung des chromophoren n-Systems. Prinzipiell ist diese Verlangerung des
chromophoren n-Systems auch beim GFP Chromophor méglich.

Der DsRed Chromophor entsteht aus einem griin fluoreszierenden, dem Aequorea
GFP homologen Chromophor durch einen weiteren Reaktionsschritt, namlich einer
Dehydrierung (vgl. Kapitel 2.5.2.2). Es wird angenommen, dass in DsRed dieser
Reaktionsschritt durch die Umgebung begunstigt wird. In GFP und dessen Varianten
besteht grundsatzlich auch die Mdglichkeit der Verlangerung des n-Systems in der
gleichen Weise wie bei DsRed, jedoch wird diese zumindest im Ensemble nicht
beobachtet, weil die Chromophorumgebung die Dehydrierung nicht fordert.

Die im Einzelmolekilexperiment beobachteten DsRed-artigen Spektren der GFP
Varianten EYFP und EGFP legen nahe, dass auch der GFP Chromophor dehydriert
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werden kann. Die Dehydrierung flihrt zu einem DsRed analogen Chromophor, der
Fluoreszenz mit langwellig verschobenem Maximum zeigt.

Inzwischen wurde ein weiteres fluoreszierendes Protein gefunden, das sehr leicht
durch Bestrahlung mit Licht seine Fluoreszenz verandert, so dass rotverschobene
Emission sichtbar wird. Es handelt sich um eine Variante eines fluoreszierenden
Proteins aus der Steinkoralle Trachypyllia geoffroyi, welches als ,Kaede“ bezeichnet
wird. Nach der Bestrahlung erscheint stark rotverschobene Fluoreszenz mit Maximum
bei 582nm, analog der hier beschriebenen D-Formen [75]. Auch in diesem Fall wird
angenommen, dass die Rotverschiebung des Fluoreszenzspektrums durch die

Verlangerung des chromophoren n-Systems am Imidazolring zustande kommt.

Uber die mdglichen molekularen Ursachen der C-Form Spektren ist nichts bekannt. Da
diese Form deutlich hypsochromer fluoresziert, erscheint es wenig wahrscheinlich,
dass die Fluoreszenz auf das gleiche verlangerte chromophore n-System zurlickgeht

wie die D- und E-Form Fluoreszenz.

In letzter Zeit wurden fluoreszierende Proteine mit Fluoreszenz im Bereich der C-Form
Fluoreszenz gefunden [37], jedoch gibt es bisher keine Arbeiten zur Struktur des
Chromophors und dessen unmittelbare Umgebung innerhalb des Proteins.
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5.1.5.2 Photoaktivierung von GFP Varianten

Die generelle Moglichkeit, die Fluoreszenz von Aequorea GFP und vieler Varianten so
zu verandern, dass in Ensemblelésungen deutlich rotverschobene Fluoreszenz

entsteht, ist bereits vor einigen Jahren beobachtet worden.

Elowitz et al. [76] fanden, dass die Bestrahlung von Aequorea GFP mit Licht der
Wellenlange 488nm bei niedrigen Sauerstoffkonzentrationen zum Erscheinen stark rot
verschobener Fluoreszenz flhrt. Dieser Effekt konnte fir Aequorea GFP und alle von
Elowitz et al. getesteten GFP Varianten, darunter auch EGFP, nachgewiesen werden
und wird als Photoaktivierung bezeichnet. Photoaktivierung wurde sowohl an GFP
Varianten in vivo, wie auch in aufgereinigter Lésung beobachtet. Es kann daher
angenommen werden, dass es sich um eine Eigenschaft handelt, die unter den GFP
Varianten weit verbreitet oder allgemeingliltig ist.

Obwoh! die Photoaktivierung von GFP Varianten Anwendungen im Bereich der
Verfolgung von Bewegungen innerhalb der Zelle gefunden hat [77], ist nichts Uber die
Ursachen der Rotverschiebung der Emission bekannt. Vergleicht man die Ergebnisse
von Elowitz et al. zur Photoaktivierung mit den hier gefundenen Ergebnissen zu den
bathochrom verschobenen C-, D- und E-Formen von EGFP und EYFP, so fallen
deutliche Zusammenhange auf.

Bei der Photoaktivierung der Proteinlésungen durch Elowitz et al. wurden die Ldsungen
fur jeweils 20 Minuten mit einer Leistung von 1,2 W/cm? bei 488nm bestrahlt, was zu
Fluoreszenz mit zwei Maxima bei 590nm und 600nm und einer Schulter bei 560nm,
und zu verstarkter Absorption um 525nm (vgl. Abbildung 5.41) fiihrte.

Abbildung 5.41 Photoaktivierung
von Aequorea GFP
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Abbildung enthommen aus [76].

Das Fluoreszenzspektrum von photoaktiviertem Aequorea GFP zeigt mit seinen zwei
Maxima und einer Schulter auf der kurzwelligen Seite des Spekirums eine flr
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Fluoreszenzspektren einer einzelnen spektralen Form untypische Gestalt, was auf die
Uberlagerung der Emission verschiedener Subensembles hinweist. Da die im
Einzelmolekullexperiment gefundenen Emissionsspekiren in dem spektralen Bereich
liegen, in dem nach Photoaktivierung Fluoreszenz ausgemacht wird, liegt die
Vermutung nahe, dass es sich bei der im Ensemble beobachteten Rotverschiebung
der Fluoreszenz und der im Einzelmolekilexperiment beobachteten Bildung von drei
stark langwellig verschobenen spektralen Formen um das gleiche Phanomen handelt.
Tatséachlich kann das Ensemblespektrum gut als Uberlagerung der Emissionsspektren
der drei im Einzelmolekilexperiment identifizierten Formen beschrieben werden. Die
Ensemblemaxima bei 590 und 600nm stammen von der D- und E-Form Fluoreszenz,
die Schulter bei 560nm von der Emission der C-Form. Die Abweichungen zwischen
den C- und D-Form Maximalagen der Einzelmolekilspektren und der resultierenden
Schulter und dem Nebenmaximum erklart sich dadurch, dass die Maxima dieser
Spektren sich in der steil ansteigenden Flanke des Ensemblespektrums befinden, was
zu einer scheinbaren bathochromen Verschiebung fuhrt.

Die Annahme, dass die im Ensemble Experiment beobachtete Photoaktivierung auf die
im Einzelmolekilexperiment beobachteten langwellig fluoreszierenden Formen von
EYFP und EGFP zuriickgeht, wird auch dadurch gestitzt, dass Elowitz et al. nach
einem Lichtpuls der Wellenldnge 488nm und einer Dauer von 30ms ein Hellerwerden
der roten Fluoreszenz beobachteten, wobei die Zunahme der Fluoreszenz einer 1/e
Funktion mit einer Zeitkonstante von 0,7 Sekunden folgte. Dies weist auf einen
zweistufigen Reaktionsmechanismus hin, bei dem zuerst durch Lichteinwirkung schnell
ein Zwischenprodukt gebildet wird, das dann langsam zur rot fluoreszierenden
GFP-Form weiterreagiert. Dies stimmt mit der hier bei der Spektroskopie einzelner
Proteine gemachten Beobachtung Uberein, dass sich beim Ubergang in eine der
langwellig fluoreszierenden Formen zunadchst ein nicht fluoreszierenders
Zwischenprodukt ausbildet.

Es kann daher angenommen werden, dass die von Elowitz et al. beobachtete
Photoaktivierung auf die Bildung der drei spektral verschiedenen Formen zuriickgeht.
Umgekehrt zeigt dieses Resultat, dass die im Einzelmolekulexperiment beobachteten
Ubergénge nicht spontan, sondern lichtinduziert waren.

Eine interessante Abweichung zwischen den Beobachtungen von im Ensemble
photoaktivierten Aequorea GFP Varianten und den Beobachtungen an den C-, D- und
E-Formen auf Einzelmolekilebene besteht darin, dass die langwellig verschobene
Fluoreszenz bei Aequorea GFP und den untersuchten Varianten im Ensemble flr
wenigstens 24 Stunden stabil blieb [76]. Bei der Beobachtung einzelner Proteine wurde
jedoch trotz der vergleichsweise geringen Anzahl von Proteinen, die Ubergange
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zwischen den Formen zeigten, bei einigen Proteinen die Rickreaktion, namlich die
Bildung der kirzerwellig fluoreszierenden Form, beobachtet (vgl. Abbildung 5.35).

Ein  entscheidender  Unterschied  zwischen  dem hier  durchgefihrten
Einzelmolekulexperiment und dem Ensembleexperiment von Elowitz et al. [76] ist, dass
im Einzelmolekllexperiment standig mit hoher Leistung beleuchtet wurde, wohingegen
das Ensemble nur von Zeit zu Zeit, wenn eine Kontrollmessung gemacht wurde, mit
den geringeren Leistungen der Ensemblespektroskopie angeregt wurde. Die im
Einzelmolekulexperiment beobachteten Rickreaktionen weisen somit darauf hin, dass
nicht nur die Hinreaktion, sondern auch die Ruckreaktion zur kirzerwellig
emittierenden Form photoaktiviert verlauft.

Der Grund, weshalb die Bildung Ilangwellig emittierender Formen im
Einzelmolekllexperiment  ohne  besondere  Vorkehrungen bezlglich  der
Sauerstoffreduktion beobachtet werden kann, ist unklar. Méglicherweise ist die Bildung
der langwellig fluoreszierenden Formen auf lokale
Sauerstoffkonzentrationsschwankungen aufgrund der geringen Sauerstoffloslichkeit
und Sauerstoffdiffusionsgeschwindigkeit in PVA, die die Reaktion einiger Proteine
ermoglichen, zurlckzufliihren. Eine andere Moglichkeit ist, dass die Bildung der
bathochromen Formen nur durch geringe Sauerstoffkonzentrationen begunstigt wird,
diese aber keine notwendige Voraussetzung ist. Denkbar ist auch, dass die Einbettung
der Proteine in Mikroporen des Polymers zur Untersuchung auf Einzelmolekilebene

eine Rolle spielt.
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5.1.6 Spektrale Verteilung und Diffusion ohne Formumwandlung
bei EYFP und EGFP

5.1.6.1 Spektrale Verteilung der Maximumlagen der vorherrschenden Formen

Obwohl es sich bei der Chromophorumgebung der fluoreszierenden Proteine um eine,
wie die Daten der Rontgenstrukturanalyse suggerieren, hochdefinierte Umgebung
handelt, kénnen deutliche spektrale Fluktuationen der Einzelmolekilspektren der
untersuchten fluoreszierenden Proteine sowohl beim Vergleich der Spektren
individueller Proteine, als auch im zeitlichen Verlauf der Fluoreszenz eines einzelnen
Proteins gefunden werden. Bereits in Abbildung 5.26 und Abbildung 5.29 kann man
erkennen, dass die in EYFP und EGFP vorherrschende B-Form, bzw. I|-Form
Fluoreszenz nicht immer eine genau festgelegte Maximumposition hat, sondern dass
die Maximumpositionen verteilt sind. Betrachtet man die Verteilung der Maximumlagen
der EYFP B-Form und der EGFP I-Form genauer, so wird deutlich, dass diese jeweils
um eine wahrscheinlichste Maximumposition normalverteilt sind (Abbildung 5.42).
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Abbildung 5.42: Maximumverteilung der EYFP B-Form und der EGFP I-Form

Die Histogramme der Maximumlagen wurden mit einer KlassengroRe von 1,5nm erstellt, die
Verteilung der Maximumpositionen entspricht jeweils sehr gut einer Gaussverteilung (rot).

Die Maximumlagen von EYFP sind mit einer Standardabweichung von 2*c = 5,6nm um
528,6nm verteilt, die von EGFP mit einer Standardabweichung von 2*c = 4,5nm um
512,5nm. Die Standartabweichungen sind ein MalR fur die Breite der Streuung der
Maximumlagen der Fluoreszenz der einzelnen Proteinvarianten. Es ist gut erkennbar,

dass die Maximumlagen von EYFP starker gestreut sind als die von EGFP.

Die experimentellen Parameter wie Temperatur, Anregungsleistung, Integrationszeiten
etc., waren bei den Einzelmolekilexperimenten von EYFP und EGFP vergleichbar und
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scheiden damit als Ursache fir die beobachteten Unterschiede aus. Die
Standardabweichungen der Maximumpositionen der Fluoreszenz gehen auf
strukturelle Inhomogenitaten der Proteine zuriick, die sich auf die Fluoreszenz des
Chromophors auswirken. Da die beiden Varianten prinzipiell gleichartig aufgebaut sind,
ist nicht anzunehmen, dass EYFP insgesamt flexibler ist als EGFP, was darauf
hinweist, dass die Erklarung fir die beobachteten Unterschiede in der direkten
Chromophorumgebung zu suchen ist.

Dass Veranderungen in der unmittelbaren Chromophorumgebung sich deutlich auf die
Fluoreszenz auswirken, zeigt der Vergleich verschiedener GFP Varianten. So
unterscheiden sich EYFP und die EYFP GIn-69-Lys Variante nur in einer Aminosaure,
namlich Glutamin und Lysin an der Stelle 69, die Maxima der Absorption und
Fluoreszenz sind jedoch beim EYFP GIn-69-Lys Mutant synchron um 2nm bathochrom
verschoben [78]. Die Einfihrung der basischen Seitenkette des Lysin in die
Chromophorumgebung fuhrt somit zu einer Verschiebung sowohl des Absorptions- als
auch des Emissionsspektrums.

Betrachtet man den Stokes-Shift verschiedener Varianten, findet man fir den Stokes-
Shift des anionischen Chromophors 29nm fir Aequorea GFP, 22nm flir Ser-65-Tyr
(eng verwandt mit EGFP) und 14nm fur EYFP. Die Reihe folgt der Anzahl von Atomen
in van der Waals Kontakt mit dem Chromophor [73]. Dies ist plausibel, denn je dichter
und unflexibler die Chromophorumgebung ist, umso weniger kann der angeregte
Zustand durch energetisch gunstigere Ausrichtung der umgebenden Atome und
Atomgruppen stabilisiert werden, umso geringer fallt der Stokes-Shift aus.

Die gréRere Anzahl von Atomen in van der Waals Kontakt zum Chromophor im EYFP
im Vergleich zum EGFP ist auch der Grund fur die beobachtete groRere spektrale
Verteilung der Maximumlagen des EYFP. Die Ursache fur diesen Zusammenhang
besteht darin, dass jedes Atom und jede Atomgruppe in Kontakt mit dem Chromophor
die Fluoreszenz des Chromophors beeinflusst. Thermisch angeregte strukturelle
Fluktuationen verandern standig die Anzahl und Starke der Kontakte zwischen dem
Chromophor und dessen unmittelbarer Umgebung. Je mehr Madglichkeiten des
Kontaktes bestehen, desto deutlicher kénnen die Verdnderungen der Fluoreszenz
ausfallen, was in der grofieren spektralen Verteilung der Fluoreszenzmaxima sichtbar

wird.

Die Tendenz, dass eine groRere Anzahl von Atomen oder Atomgruppen in direkter
Umgebung des Chromophors zu einer  groéReren Verteilung der
Fluoreszenzmaximumlagen fuhrt, wird bei der Untersuchung von DsRed und seinen
Varianten bestatigt werden (vgl. 5.2.2.7).
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5.1.6.2 Spektrale Diffusion der Maximumlagen der Emission

Da die Erscheinung der Verteilung der Maximumlagen monomodal ist, kann schon aus
dem Histogramm der Maximumlagen vermutet werden, dass nicht nur verschiedene
fluoreszierende Proteine unterschiedliche Maximumpositionen der Emission aufweisen,
sondern dass auch die Lage des Emissionsmaximums der einzelnen Proteine mit der
Zeit spektral im Bereich der Verteilung des Fluoreszenzmaximums der entsprechenden
spektralen Form diffundieren.

Bei der Mehrzahl der aufgenommenen Spektrenserien konnten spontane
Veranderungen der Emissionsmaximumposition beobachtet werden. Sowohl langsame
Anderungen, die als kleine Schritte im Subnanometerbereich erschienen, als auch
grolkere Springe Uber einige Nanometer von einem Spektrum zum nachsten,
(Abbildung 5.43) wurden beobachtet. In Abbildung 5.43 ist eine Spektrenserie gezeigt,
bei der vom ersten zum zweiten Spektrum Uberhaupt keine Veranderung der
spektralen Lage der Emission beobachtet wird, einzig die Intensitdt nimmt ab. Vom
zweiten zum dritten Spektrum verdndert sich die Maximumposition um 5nm

bathochrom, wobei die Intensitat wieder zunimmt.

Abbildung 5.43: Spektrale Diffusion der Lage des
Emissionsmaximums

Intensitat / a.u.

Wahrend der ersten zwei Beobachtungszeitraume kommt es
zu keiner Veranderung der Lage des Emissionsmaximums
des beobachteten einzelnen EYFPs. Vom zweiten zum dritten
Spektrum springt die Maximumposition um 5nm.
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In Abbildung 5.44 ist eine EGFP Spekirenserie gezeigt, bei der langsame
Veranderungen der Emission beobachtet wurden. So sind z.B. wahrend der ersten vier
Sekunden nur geringfiigige Veranderungen der Spektrenlage und Intensitat zu
beobachten. Danach nimmt die Dynamik der Fluoreszenzspektren deutlich zu, wobei
kein systematischer und wiederkehrender Zusammenhang zwischen spektraler
Verschiebung und der beobachteten Intensitat der Spektren ausgemacht werden kann
(Abbildung 5.44, rechts).
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Abbildung 5.44: Diffusion des Fluoreszenzmaximums

Abgebildet ist eine EGFP Spektrenserie und die dazugehdrigen Trajektorien der Maximumintensitat
(rote Kreise) und der Maximumposition (schwarze Quadrate). Ein systematischer und
wiederkehrender Zusammenhang zwischen der Veranderung der Spektralen Lage und Intensitat des
Emissionsmaximums ist nicht erkennbar.

Die gemessene Diffusion der Lage des Emissionsmaximums kann bestimmt und
wiederum zu einem Histogramm zusammengestellt werden. Hier soll die spektrale
Diffusion je einzelnem Protein als Differenz zwischen dem kurz- und langwelligsten
Spektrum, welches je Protein detektiert werden konnte, ermittelt und ausgewertet
werden. Veranderungen von Uber 20nm wurden nicht mehr berucksichtigt, da es sich
bei diesen spektralen Spriingen in der Regel um Ubergange zwischen verschiedenen
spektralen Formen handelt. Die Werte flir die erhaltene spektrale Diffusion wurden mit
einer KlassengroRe von 1,5nm zu einem Histogramm zusammengestellt (vgl.
Abbildung 5.45).
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Abbildung 5.45: Histogramm der
spektralen Diffusion pro Protein
innerhalb der vorherrschenden

EYFP EGFP
Form

404
50 Ausgewertet wurde die Differenz zwischen
30l dem kurz- und langwelligsten
401 Emissionsspektrum einer Spektrenserie.

_ Obwohl deutliche Unterschiede bei der
J‘:QZO— Wahrscheinlichkeit von  sehr  geringer
< spektraler Diffusion des Emissionsmaximums
zu erkennen sind, liegen die
104 Wahrscheinlichkeiten bei der Beobachtung
eines einzelnen Proteins, spektrale Diffusion
0 0 der Maximumlage der Fluoreszenz von
weniger als 4,5nm zu beobachten, sehr eng
zusammen, namlich fur EYFP bei 55% und
fur EGFP bei 53%.

Anzahl

Die beobachtete spektrale Diffusion pro Protein hangt stark von den gewahlten
Versuchsbedingungen ab, weshalb die in Abbildung 5.45 gezeigte Verteilung der
spektralen Diffusion des Emissionsmaximums der untersuchten fluoreszierenden
Proteine nur das Verhalten unter den gewahlten Versuchsbedingungen abbildet. Wird
z.B. die mogliche Gesamtbeobachtungszeit pro Molekil etwa durch variierte
Anregungsleistungen verandert, kann sich auch die Weite der spektralen Diffusion der
einzelnen fluoreszierenden Proteine andern. Dies ist z.B. flir den Teil der spektralen
Diffusion der Fall, der durch zuféllige, thermisch bedingte strukturelle Anderungen in
der Chromophorumgebung bedingt wird.

Da die experimentellen Parameter bei der Untersuchung von EYFP und EGFP
ungefahr gleich waren, kénnen die Histogramme der spektralen Sprungweiten direkt
miteinander verglichen werden. Fur EYFP konnte die spektrale Diffusion der
Maximumlagen der Fluoreszenz von 258 einzelnen Molekile bestimmt werden, bei
EGFP konnte die spektrale Diffusion von 198 einzelnen Emittern bestimmt werden. Die
Histogramme zeigen, dass EGFP haufiger spektral stabil ist als EYFP und spektrale
Diffusion unter 1,5nm zeigt, jedoch sind die Werte, die man fiir die spektrale Diffusion
bis 4,5nm erhalt, recht ahnlich. Bei EYFP zeigen 55% aller beobachten Proteine
spektrale Diffusion des Fluoreszenzmaximums bis 4,5nm, bei EGFP sind es mit 53%

nur unwesentlich weniger.

Da die experimentellen Parameter auf die Spektroskopie einzelner fluoreszierender
Proteine optimiert waren, sind die Ergebnisse zumindest tendenziell auf andere
Einzelmolekullexperimente an fluoreszierenden Proteinen (Ubertragbar. Beide
Tatsachen, namlich, dass die Maximumlagen unterschiedlicher individueller EGFPs
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bzw. EYFPs verteilt sind, und dass die Maximumlagen der Emissionsspektren spektral
wahrend der Beobachtungszeit diffundieren, sind bei der Auswertung von
Einzelmolekllexperimenten mit EGFP und EYFP zu berlcksichtigen. Bei
Einzelmolekll-FRET Experimenten ist dies besonders kritisch. Die spektrale Diffusion
von EGFP als FRET-Donor fiihrt zu einem veranderten spektralen Uberlapp von Donor
und Akzeptor und damit zu einer veranderten FRET Rate. Die Auswertung von
Einzelmolekil FRET Experimenten wird dadurch kompliziert, dass die meist
angestrebte Beobachtung der Veranderung der FRET-Rate aufgrund von
Veranderungen der Donor und Akzeptor Position zueinander kaum von der spontanen
Veranderung der FRET Rate durch spektrale Diffusion von Donor und Akzeptor zu
unterscheiden ist. Weiter erschwert wird die Auswertung noch durch spontane
Intensitatsanderungen der Einzelmolekiilemission, wie sie im Kapitel 5.1.7 diskutiert

werden.
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5.1.6.3 Spektrale Diffusion der Maximumlagen bei den langwelligen Formen

In Kapitel 5.1.2 wurde bereits erwahnt, dass die spektrale Verteilung der
Fluoreszenzmaxima der langwelligen C-, D- und E-Formen von EYFP und EGFP sehr
grol3 ist, was unter anderem die lIdentifizierung der Subensemble erschwert. In
Abbildung 5.46 ist eine EYFP Spekirenserie gezeigt, bei der sich innerhalb einiger
Sekunden die Lage des Fluoreszenzmaximums um ca. 20nm verandert. Auch die
Fluoreszenzintensitat variiert, wobei jedoch kein Zusammenhang mit der spektralen
Verschiebung des Spektrums zu erkennen ist.
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Abbildung 5.46: Spektrale Diffusion der Maximumposition der langwelligen
D-Form

Intensitat und vor allem Lage des Emissionsmaximums verandern sich innerhalb der 5 Sekunden
Beobachtungszeit erheblich. Unten rechts sind die Trajektorien der Maximumposition (schwarze
Quadrate) und Maximumintensitaten (rote Dreiecke) aufgetragen.

Vergleichbar groBe diffusionsartige Anderungen der Maximumposition wurden
innerhalb der bei EYFP vorherrschenden B-Form und der EGFP I-Form nicht

gefunden.

Eine Zusammenstellung der Daten zu einem Sprungweitenhistogramm war aufgrund
der Seltenheit der langwelligen Formen nicht méglich.
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5.1.7 Intensitatsfluktuationen der Emission

Bei fast allen beobachteten Spektrenserien der fluoreszierender Proteine, die im
Rahmen dieser Arbeit aufgenommen wurden, wurden deutliche Intensitatsfluktuationen
gefunden.

Grundsatzlich konnten von der Erscheinung her zwei unterschiedliche Arten von
Intensitatsanderungen beobachtet werden, namlich zum einen Wechsel zwischen Hell-
und Dunkelzeiten, in denen gar keine Emission beobachtet werden konnte, und
anderseits die Folge von unterschiedlich intensiven aufeinanderfolgenden Spektren.

5.1.7.1 Fluktuationen der Fluoreszenzintensitat

Da Uber einen relativ langen Zeitraum von einer Sekunde gemittelt wurde, ist das
zeitweise Wechseln eines Moleklls in einen dunklen Zustand von weniger als einer
Sekunde Dauer nicht von einer absolut verminderten Fluoreszenz, z.B. durch
verminderte Quantenausbeute, zu unterscheiden.

Um die insgesamt beobachteten Intensitatsschwankungen zu verdeutlichen, kénnen
die beobachteten Intensitatsschwankungen von einem Spekirum zum nachsten in
einem Histogramm zusammengestellt werden. Dabei ist die Auftragung der Differenz
der absoluten Intensitatswerte nicht sinnvoll, da die fluoreszierenden Proteine in eine
Poymermatrix eingebettet sind, was zu einer statistischen Verteilung der
Ubergangsdipolmomente der Chromophore in der untersuchten Probe fiihrt. Die
absolute Intensitat der Spektren verschiedener Chromophore kann deshalb nicht direkt
miteinander verglichen werden, da die Absorption von Anregungslicht und die Emission
von Fluoreszenz in Detektionsrichtung abhangig von der Ausrichtung der Chromophore
sind, welche sich aus dem detektierten Fluoreszenzlicht nicht bestimmen lasst.

Es ist daher notwendig, eine geeignete Mittelung oder Normierung zu finden. Gewahlt

wird hier:
_ maxp - max
A]re[ - ]
max’'
mit

Imax1 , Intensitat des Emissionsmaximums des ersten, bzw. des folgenden Spektrums

..« per Definition der grolkere der beiden Intensitatswerte der aufeinander

folgenden Spektren
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Man erhalt so die vorzeichenbehaftete relative Intensitdtsveranderung von einem
Spektrum zum nachsten, bezogen auf das intensivere Spektrum. Die relativen
Intensitdtsanderungen wurden mit einer KlassengroRe von 0,1 zu Histogrammen
zusammengestellt (Abbildung 5.47). Die relativen Intensitatsanderungen und somit die
Histogramme hangen von den Bedingungen des Experiments, z.B. der
Anregungsleistung, der Integrationsdauer, etc. ab. Da diese Parameter in den
vorliegenden Untersuchungen vergleichbar waren, koénnen die Histogramme
miteinander verglichen werden.

EGFP EYFP Abbildung 5.47: Relative
a0 1404 Intensitatsdnderungen von
120 EGFP und EYFP
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Wie die groRe Anzahl von relativen
Intensitatsspringen mit dem Wert +1
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ein Einsetzen der Fluoreszenz nach
einer Dunkelzeit von Uber einer
Sekunde beobachtet.
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Zunachst fallt die gro’e Anzahl von Fallen mit der relativen Intensitatsveranderung +1
auf, was fur ein Erscheinen der Fluoreszenzbande steht. Hier wird deutlich, dass
reversibles Bleichen mit Dunkelzeiten Uber der Integrationszeit von einer Sekunde und
wieder Einsetzen der Fluoreszenz ein bei den untersuchten GFP Varianten nicht selten
zu beobachtendes Phanomen ist. Generell sind Intensitatszunahmen haufig zu
beobachten, wie die Werte groRer 0 in den Histogrammen zeigen.

Die Wahrscheinlichkeiten, dass das folgende Spektrum intensiver ist als das zuletzt
beobachtete, lag bei EGFP bei 37%, bei EYFP bei 34%, die Wahrscheinlichkeit, dass
als nachstes ein Spektrum mit niedrigerer Intensitat beobachtet wurde betrug fur EGFP
54% und far EYFP 53%, jeweils fur den Fall, dass noch kein Bleichen stattgefunden
hatte. EGFP und EYFP verhalten sich, was die Wahrscheinlichkeit einer
Intensitatszunahme bzw. —abnahme angeht, generell sehr ahnlich, jedoch ist im
Histogramm  deutlich zu erkennen, dass bei EGFP oOfter groRere
Intensitatsveranderungen zu beobachten waren als bei EYFP.

Der hier verwendete Ansatz ermdéglicht es zu Uberprifen, ob Intensitdtsschwankungen

mit einer Verschiebung des Emissionsspektrums korreliert sind. Geht man von dem
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einfachen Modell des konstanten Stokes-Shifts aus, so hat jede Veranderung der

spektralen Lage eine ebensolche Entsprechung im Absorptionsspektrum.

Bei der Anregung von EYFP mit Licht der Wellenlange 488nm wird 27nm hypsochrom
des Absorptionsmaximums angeregt, was bedeutet, dass die Anregung in der steil
ansteigenden Flanke des Spektrums erfolgt (vgl. 4.1.3). Dies hat zur Folge, dass
hypsochrome Verschiebungen des Absorptionsspektrums zu vermehrter Absorption,
bathochrome Verschiebungen hingegen zu verminderter Absorption fiihren, was sich
unter bestimmten Umstanden im Emissionsspektrum verfolgen lasst. Wenn die
Fluoreszenzquantenausbeute, die Dauer der mdglichen Dunkelzeiten pro
Integrationszeit und der Stokes-Shift sich nicht zu stark gleichzeitig mit der spektralen
Verschiebung verandern, kann man Korreliertes Verhalten von Maximumlage und
Maximumintensitat beobachten (Abbildung 5.48).

Intensitat / a.u.

500 550 600 524 525 526 507 528
A/ nm A /nm
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Abbildung 5.48: Verstarkte Emission bei hypsochromer Verschiebung des
Spektrums

Abgebildet ist die Emission eines einzelnen EYFPs, bei dem der Anstieg der Emission mit der
hypsochromen Verschiebung des Spektrums einhergeht, was auch aus der Auftragung der
Maximumposition gegen Maximumintensitat (rechts) zu erkennen ist.

Wenn der in Abbildung 5.48 beispielhaft gezeigte Zusammenhang zwischen
Fluktuationen der spektralen Lage der Fluoreszenz und Intensitatsfluktuationen eine
Eigenschaft des EYFP ist, so muss sich dies durch Auswertung einer grolen Menge

von Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektren nachweisen lassen.

In der hier durchgefuhrten Untersuchung soll die relative Intensitdtsdnderung auf
Korrelation mit der Anderung der Maximumlage der Emission von einem Spektrum
zum nachsten untersucht werden. Wie bereits oben gezeigt, wird zunachst die
vorzeichenbehaftete relative Intensitatsveranderung von einem Spektrum zum
nachsten, bezogen auf das intensivere Spektrum, bestimmt. Die Veranderung der
Maximumlage kann direkt als Differenz bestimmt und aufgetragen werden, so dass
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man ein Korrelationsdiagramm aus relativer Veranderung der Emissions-
maximumintensitat gegen Veranderung der spektralen Lage des
Fluoreszenzmaximums von jeweils einem Spektrum zum nachsten einer Serie erhalt
(Abbildung 5.49).

Abbildung 5.49:
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Aus Abbildung 5.49 ist zu erkennen, dass eine hypsochrome Verschiebung des
Spektrums nicht unbedingt zu einem Anstieg der Fluoreszenzintensitat fihrt und auch
eine bathochrome spektrale Verschiebung mit ahnlicher Wahrscheinlichkeit von einem
Anstieg wie einem Abfall der Emissionsintensitat begleitet wird. Eine Korrelation
zwischen der Veranderung der spektralen Lage und der Intensitadtsanderung ist nicht
erkennbar.

Die Ursprungsidee, dass die veranderte Absorption, bedingt durch eine Verschiebung
des Absorptionsspektrums, sich auf die Fluoreszenzintensitat auswirkt, insofern alle
anderen photophysikalischen Parameter sich nicht zu sehr andern, ist sicher richtig.
Obwohl es nicht moglich ist, die Absorptionsspekiren einzelner Molekile zu
beobachten, ist es dennoch plausibel anzunehmen, dass diese von der strukturellen
Umgebung des Chromophors abhangen und somit zeitlich nicht vollkommen konstant
sind, sondern sich ebenfalls diffusionsartig verdndern. Die beobachtete Fluoreszenz ist
jedoch  neben der Absorption von weiteren Parametern wie der
Fluoreszenzquantenausbeute, der Anzahl und Dauer von Dunkelzeiten ohne
Fluoreszenz, dem Stokes-Shift, etc. abhangig, die wiederum ebenfalls von der
Chromophorumgebung abhangen. Strukturelle Veranderungen wirken sich je nach Art
der Umlagerung unterschiedlich stark und in ihrer Wirkung auf die Fluoreszenz
durchaus auch entgegengesetzt auf diese Parameter aus. Es kommt somit zu einer
Uberlagerung der unterschiedlichen Effekte, so dass sich kein Trend zwischen
veranderter spektraler Lage und veranderter Fluoreszenzintensitat mehr erkennen
Iasst.
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Die Auswertung der EGFP Daten auf die gleiche Weise ist wenig vielversprechend, da
EGFP bei Anregung mit 488nm genau an seinem Absorptionsmaximum angeregt wird.
Es ist deshalb nicht mehr vorhersagbar, ob eine hypsochrome/bathochrome
Verschiebung zu verstarkter oder geringerer Absorption flhrt, da dies von der genauen
und leider unbekannten spektralen Lage des Absorptionsmaximums des einzelnen

Proteins abhangt.

5.1.7.2 Dunkelzeiten ohne beobachtbare Fluoreszenz

Die Untersuchungen der Fluoreszenzdunkelzeiten haben gezeigt, dass die dunklen
und hellen Zustdnde der fluoreszierenden Proteine vom pH-Wert, der
Anregungsleistung und naturlich von der untersuchten Variante abhangen [24-26, 61].
Uber die nicht fluoreszierenden Zustande selbst ist wenig bekannt. Fir einige Typ 4
Varianten, zu denen auch EYFP gehort, gibt es Vorschlage, die langlebige dunkle
Zustande erklaren. Die Erklarung geht auf die Beobachtung von Dickson et al. an den
EYFP eng verwandten Typ 4 Proteinen zurtck, dass sich einige der scheinbar
endgultig gebleichten Chromophore durch Bestrahlung mit Licht der Wellenlange
405nm wieder in einen fluoreszierenden Zustand zurlickversetzen lassen [24]. Es wird
angenommen, dass bei den scheinbar gebleichten Proteinen der Chromophor in seiner
neutralen, kurzerwellig absorbierenden Form vorliegt. Durch Anregung der neutralen
Form bei 405nm kommt es schlieBlich zur Deprotonierung und damit

Wiederherstellung des anionischen Chromophors.

Die Untersuchungen von Creemers et al. haben gezeigt, dass EYFP in drei spektral
verschiedenen Formen, die ineinander tbergehen kénnen, vorliegt, wobei die A-Form
mit neutralem Chromophor und die B-Form mit anionischem Chromophor nur via der
I-Form ineinander Ubergehen [59]. Aufgrund ihrer Beobachtungen verfeinerten
Creemers et al. den von Dickson vorgeschlagenen Mechanismus, der zu Dunkelzeiten
und der Reaktivierung der Fluoreszenz fiihrt. Da die Dauer der Hell-Zeiten mit
zunehmender Anregungsleistung abnimmt, kann eine Umwandlung, ausgehend vom
angeregten Zustand, angenommen werden. Anregung mit 488nm fihrt dazu, dass
schlieBlich ein Ubergang aus dem angeregten Zustand der B-Form in den
Grundzustand der |-Form erfolgt. Bei Anregung bei 488nm wird auch die I-Form
angeregt und aus der angeregten I-Form kann nun eine Umwandlung in die A- oder die
B-Form erfolgen. Tritt eine Umwandlung in die A-Form auf, kann keine weitere
Fluoreszenz mehr beobachtet werden, da diese bei 488nm nicht absorbiert. Proteine,
die in der A-Form vorliegen, kdnnen entweder mit Licht A<446nm angeregt werden,

wobei die Anregung nach A* zur Photokonversion zu I* flihrt, oder thermisch bedingt
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wieder in die I-Form Ubergehen. Aus der I-Form kann dann wieder die Umwandlung

zur A- oder B-Form erfolgen.

Ubergénge von der vorherrschenden B-Form in die A-Form des EYFP, die bei 488nm
nicht angeregt wird, verlaufen demnach immer Uber die I-Form, die, wie bereits gezeigt
werden konnte, mit den Methoden der spektral aufgeldsten
EinzelmolekUllspektroskopie nachgewiesen werden kann. Bei Anregung mit Licht der
Wellenlange 488nm sollten Umwandlungen zwischen der B-Form und der bei
Anregung mit 488nm nicht angeregten A-Form zu Spektrenserien wie in Abbildung
5.50 fiulhren. In der oberen Reihe ist zunachst ein B-Form Spektrum sichtbar, bevor
nach einer kurzen Dunkelzeit ein I-Form Spektrum erscheint, danach folgt der hier
angenommene Ubergang in die A-Form. In der unteren Reihe wird zunédchst eine
Dunkelzeit beobachtet, nach dem hier angenommenen Mechanismus liegt das Molekdil
als A-Form vor. Aufgrund der fehlenden Anregung der A-Form kommt es dann nicht zu
einem lichtinduzierten, sondern zu einem thermisch bedingten Ubergang in die I-Form,
deren Spektrum fiir zwei Sekunden sichtbar wird, bevor der Ubergang in die B-Form
erfolgt.
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Abbildung 5.50: Dunkelzeiten durch Uberginge von der EYFP B-Form in die
nicht angeregte A-Form via der I-Form

Bei Anregung mit 488nm erscheinen Ubergénge von der B-Form (oben, 1) liber die I-Form (oben, 3)
zur nicht angeregten A-Form (oben,4; unten, 1) und wieder zuriick (I-Form unten 2,3; B-Form unten
4), wie hier beispielhaft dargestellt. Da keine einzelnen Proteine gefunden wurden, an denen
reversible Ubergénge via der I-Form gefunden wurden, ist das Beispiel aus zwei Serien (oben,
unten) zu Demonstrationszwecken zusammengesetzt.
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Die in Abbildung 5.50 gezeigten Spektren gehoéren jedoch zu zwei unterschiedlichen
EYFPs, da keine einzelnen EYFPs beobachtet werden konnten, bei denen mehrere

Ubergénge via der I-Form gefunden werden konnten.

Von den beobachteten 400 einzelnen EYFPs zeigten 78 (19%) reversibles
Photobleichen mit einer Dunkelzeit Uber einer Sekunde, jedoch konnte nur bei 9
Proteinen (2,3%) I-Form Fluoreszenz zwischen der dunklen Phase und der B-Form

Fluoreszenz detektiert werden.

Fir den weitaus groten Teil der Molekile, bei denen reversibles Photobleichen
beobachtet wurde, zeigten sich keine ungewdhnlichen Veradnderungen bezlglich der
spektralen Lage der Fluoreszenz. Abbildung 5.51 zeigt ein typisches Beispiel flr
reversibles Bleichen, wie es meist bei EYFP beobachtet wurde. Angeregt wurde mit
Licht der Wellenlange 488nm, so dass Wechsel in die I-Form an deren Fluoreszenz zu

erkennen waren.
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Abbildung 5.51: Reversibles Bleichen bei EYFP, ohne dass I-Form Fluoreszenz
beobachtet wird.

Beim Wechsel zwischen fluoreszierendem und nicht fluoreszierendem Zustand ist bei der weitaus
gréten Anzahl der beobachteten Falle keine intermediare I-Form Fluoreszenz sichtbar. Nach der
Dunkelzeit erscheint die Fluoreszenz wieder bei der gleichen spektralen Lage.

Beim Wechsel vom fluoreszierenden in den dunklen Zustand ist keine intermediare
I-Form Fluoreszenz sichtbar, das Gleiche gilt bei der Rickkehr der Fluoreszenz in
Spektrum 4. Das Fehlen von intermediarer |-Form Fluoreszenz beim Bleichen bzw. bei
der Rickkehr in einen fluoreszierenden Zustand bei den meisten Proteinen zeigt, dass
der Ubergang zwischen A-Form und B-Form via der |-Form kein dominierender Effekt
bei der Ausbildung von Dunkelzeiten ist. Eine weitere Erklarung dafur, dass nur sehr
selten intermediare I-Form beobachtet wurde, ware, dass die |-Form sehr schnell in
Richtung A- oder B-Form depopuliert wird. Gegen eine Depopulierung der I-Form nach

nur wenigen Anregungszyklen, so dass keine I-Form Fluoreszenz beobachtet werden
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kann, spricht, dass bei 3% der Gesamtzahl der beobachteten EYFPs I-Form

Fluoreszenz detektiert werden konnte.

Betrachtet man die Verteilung der spektralen Diffusion der Lagen der
Emissionsmaxima von allen EYFPs, die reversibles Bleichen zeigten, stellt man fest,
dass reversibel bleichende Proteine kaum grofere spektrale Diffusion der
Maximumlagen zeigen als die Gesamtheit der EYFPs. Der Wechsel zwischen
fluoreszierendem und nicht fluoreszierendem Zustand wird nicht von einer verstarkten
Streuung der Emissionsmaximumlagen begleitet, was gegen deutliche strukturelle
Umlagerungen in der Chromophorumgebung spricht, da diese ihren Niederschlag in

einer gréolReren Veranderung der Maximumpositionen finden sollten.

Abbildung 5.52: Verteilung der spektralen Diffusion
15 der Maximalagen von EYFPs, die reversibles
Bleichen zeigten

Die Verteilung der spektralen Diffusion der Maximumlagen
entspricht gut der fir die Gesamtheit der EYFPs ermittelten
Diffusion (vgl. Abbildung 5.45, links). Der Wechsel zwischen
einem dunklen und einem hellen Zustand hat keinen besonderen
Einfluss auf die Lage des Emissionsspektrums.

Die Klassengrofie des Histogramms betragt 1,5nm.
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5.2 DsRed und Varianten

Seit der Entdeckung des DsRed durch Matz et al. im Jahr 1999 [39] ist das Interesse
an diesem fluoreszierenden Protein und dessen inzwischen produzierten Varianten
wegen deren weit bathochrom verschobener Fluoreszenz, groR. Die
Einsatzmdglichkeiten dieser neu entdeckten Proteingruppe als in vivo
Fluoreszenzmarker und als Komponenten von FRET Systemen legen die
Untersuchung auf Einzelmolekilebene nahe. Die bisher in dieser Richtung
durchgefiihrten Arbeiten beruhen jedoch praktisch ausschlieflich auf der Verfolgung
von Intensitatstrajektorien, wobei eine ganze Reihe verschiedener Dunkelzustande,
ahnlich denen von GFP und seinen Varianten, gefunden wurden [70-72]. Eine breiter
angelegte Untersuchung der Einzelmolekllspektren dieser Proteinfamilie zur
Charakterisierung von Eigenschaften, die im Ensemble verborgen sind, z.B. der
spektralen Diffusion, existiert bisher nicht. Diese Charakterisierung auf
Einzelmolekullebene durch spektral aufgeldste Fluoreszenspektroskopie soll hier an
DsRed und einigen ausgewahlten Varianten erfolgen. Untersucht wurden DsRed, die
ebenfalls rot fluoreszierenden Varianten DsRed-2 (Arg-2-Ala, Lys-5-Glu, Lys-9-Thr,
Val-105-Ala, lle-161-Thr, Ser-197-Ala) und E5 (Val-105-Ala, Ser-197-Thr), die orange

fluoreszierende Variante E8 (Asn-42-His) und die griin fluoreszierende Variante AG4
(Val-71-Met, Val-105-Ala, Ser-197-Thr).

Da DsRed und dessen hier untersuchte Varianten auch in nanomolaren
Konzentrationen noch Tetramere ausbilden (vgl. Kapitel 4.2.1), ist davon auszugehen,
dass auch bei den hier durchgefuhrten Untersuchungen von DsRed und seinen
Varianten keine einzelnen Proteine, sondern einzelne Oligomere untersucht wurden.
Statt von einzelnen Molekilen wird deshalb von einzelnen Oligomeren oder Einheiten
die Rede sein.

5.2.1 Anzahl der emittierten Photonen pro Oligomer fur DsRed

und seine Varianten

Analog zu der in Kapitel 5.1.1 beschriebenen Methode wurde die Anzahl der
emittierten Photonen und die Quantenausbeute des Photobleichens pro
Proteinoligomer unter den gewahlten Versuchsbedingungen bestimmt.

Insgesamt wurden die Fluoreszenzspektren von 571 DsRed Einheiten, 129 DsRed-2
Einheiten, 201 AG4 Einheiten und 463 E8 Einheiten, die bei 488nm angeregt wurden,
ausgewertet und die Summen der Zahlereignisse pro Einheit in Histogrammen
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zusammengestellt. Fir E5 standen flr Anregung bei 488nm nicht genug Daten zur
Verfligung, der Vergleich mit Anregung bei 458nm ist nicht sinnvoll, da es Hinweise
gibt, dass die Bleichrate bei kirzeren Anregungswellenlangen stark ansteigt (siehe
unten).

Die Verteilung der Anzahl der Zahlereignisse pro beobachteter Einheit ist flir DsRed,
DsRed-2 und E8 ahnlich (Abbildung 5.53). An die Verteilungen wurde eine einfacher
exponentieller Abfall angepasst, aus dessen Abklingkonstante sich die mittlere Anzahl
Zahlereignisse ergibt.

DsRed

DsRed-2 E8
100

Ag4

Anzahl
o
Anzahl

0 20 40 60 80 20 40 60 80 0 20 40 60 80 20 40 60 80
Zahlereignisse * 1000 Zahlereignisse * 1000 Zahlereignisse * 1000 Zahlereignisse * 1000

Abbildung 5.53: Verteilung der Summe der detektierten Zahlereignisse pro
Proteinoligomer

An die Verteilung der Summe der detektierten Zahlereignisse der verschiedenen Varianten, die alle
bei 488nm angeregt wurden, wurde jeweils ein einfacher exponentieller Abfall angepasst.

Daraus ergibt sich die mittlere Anzahl Zahlereignisse und damit die mittlere Anzahl Photonen, die
pro Oligomer emittiert wurden. Man erhalt fiir DsRed 4,65*10° Photonen (9300 Zahlereignisse), fiir
DsRed2 4,95*10° Photonen (9900 Zahlereignisse), fiir E8 4,85*10° Photonen (9700 Zahlereignisse)
und fiir AG4 2,8 *10° Photonen (5600 Zahlereignisse).

Da nur fir DsRed die Fluoreszenzquantenausbeute bekannt ist, kann nur fir DsRed die
Quantenausbeute des Photobleichens zu 1,5*10° bestimmt werden.

Fir DsRed erhalt man 9300 Zahlereignisse, was ca. 4,65*10° emittierten Photonen
oder, unter Berlcksichtigung der Fluoreszenzquantenausbeute von DsRed, einer
Quantenausbeute des Photobleichens von 1,5*10° pro beobachtetem Oligomer
entspricht. Dieser Wert weicht von dem im Ensemble bestimmten Wert von 7*107 [42]
um den Faktor 2 ab, was mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die durch hohe
Anregungsleistungen im Einzelmolekulexperiment bedingte Bildung einer spektral
bathochrom verschobenen super roten Form zurlickgeht (vgl. 5.2.2.1).

Die Abweichungen zu dem von Harms et al. [28] ermittelten Wert fir die
Quantenausbeute des Photobleichens von einzelnen DsDed Oligomeren in einer
Gelmatrix von 15*10° sind jedoch betréchtlich. Wie bereits bei der Bestimmung der
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Quantenausbeute des Photobleichens der Aequorea GFP Varianten diskutiert (Kapitel
5.1.1), sind die von Harms et al. bestimmten Werte generell sehr grof. Gegen den
angefiihrten Wert von 15*107 spricht eindeutig, dass dieser nur ca. 5000 emittierten
Photonen pro Oligomer entspricht, was eine spektral aufgeldste Detektion der
Proteinfluoreszenz ausschlielen wirde.

In der Literatur findet sich eine weitere Arbeit, die sich mit der Verteilung der Summe
der emittierten Photonen pro DsRed Oligomer beschaftigt. Lounis et al. [65]
detektierten im Einzelmolekilexperiment 5100 Photonen pro Oligomer, wobei sie leider
keine Angabe uber die Detektionseffizienz ihres Aufbaus machen. Geht man jedoch
von einer ahnlichen Detektionseffizienz wie im hier verwendeten Aufbau aus, so
entspricht dies ungefahr einer Quantenausbeute des Photobleichens von 810, einem
Wert, der die Annahme, dass die von Harms et al. ermittelten Werte deutlich zu grof3
sind, bestatigt. Die Abweichungen zwischen dem von Lounis et al. und dem hier
ermittelten Wert  gehen vermutlich auf  tatsachlich unterschiedliche
Detektionseffizienzen und unterschiedliche experimentelle Bedingungen zurick.

Aulerdem liegt eine Abhangigkeit der Anzahl Photonen, die pro Oligomer emittiert
wird, bevor Bleichen eintritt, von der Anregungswellenlange nahe, da bei Anregung von
DsRed mit Licht der Wellenlange 458nm nur noch 5300 Zahlereignisse statt wie bei
488nm Anregung 9300 Zahlereignisse pro Einheit detektiert werden.

Fur DsRed-2 und E8 erhalt man ahnliche Ergebnisse wie fir DsRed, namlich 9900,
bzw. 9700 Zahlereignisse, was ca. 4,95*10° bzw. ca. 4,85*10° emittierten Photonen pro
beobachtetem Oligomer entspricht. Fir AG4 hingegen werden nur 5600 Zahlereignisse
beobachtet, was ca. 2,80*10° emittierten Photonen pro beobachtetem Oligomer
entspricht.

Bedenkt man den oligomeren Charakter der DsRed Varianten, geht man also davon
aus, dass in der Mehrzahl der beobachteten Einheiten vier Chromophore emittierten,
so zeigt sich, dass DsRed und die hier untersuchten Varianten nach weniger
emittierten Photonen ausbleichten als die untersuchten GFP Varianten (vgl. Kapitel
5.1.1).
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5.2.2 Einzelmolekilspektren und deren Verteilung der spektralen

Lagen des Fluoreszenzmaximums

5.2.2.1 DsRed

DsRed wurde mit den Anregungswellenlangen 488nm und 458nm untersucht. Bei
Anregung mit 488nm wurden insgesamt 539 einzelne DsRed Oligomere untersucht,
wobei 2263 Fluoreszenzspektren von jeweils einer Sekunde aufgenommen wurden.
Bei Anregung mit 458nm wurden 549 Spektren von jeweils einer Sekunde von 141
einzelnen Oligomeren aufgenommen. Um die spektralen Charakteristiken wie Lage
des Maximums, Intensitat, etc. zuverlassig und reproduzierbar auswerten zu kénnen,
wurde auch hier jeweils eine Funktion aus zwei Uberlagerten Gaussverteilungen an

jede Fluorezenzbande der Rohdaten angepasst.
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Abbildung 5.54: Typische Emissionsspektren einzelner DsRed Oligomere

Die bei weitem meisten Spektren zeigen ausschlieBlich die langwellige Fluoreszenz des gereiften
Chromophors (Links). Das Ensemblespektrum ist grau hinter das Einzelmolekilspektrum gelegt,
wobei deutlich zu erkennen ist, dass das Emissionsspektrum des einzelnen Oligomers bathochrom
gegenuber dem Ensemblespektrum verschoben ist. Bei einigen Oligomeren wurde gemischte
Fluoreszenz des ungereiften und des gereiften Chromophors detektiert (Mitte), bei einer kleinen
Anzahl von Oligomeren wurde die reine Fluoreszenz des ungereiften Chromophors detektiert
(Rechts).

Die bei weitem groRte Zahl der Einzelmolekiilspektren konnte dem ausgereiften, rot
fluoreszierenden Chromophor des DsRed zugeordnet werden (Abbildung 5.54 Links),
wobei jedoch eine bathochrome Verschiebung der Spektren einzelner Oligomere
gegenuber dem Ensemblespektrum beobachtet wurde. Da die Anregungswellenlangen
so gewahlt waren, dass auch der ungereifte, grin fluoreszierende Chromophor
angeregt wurde, wurde in einigen Fallen auch Emission dieses Chromophors
beobachtet. In den meisten Fallen wurde die Fluoreszenz des ungereiften

Chromophors mit Intensitdtsmaximum um 500nm zusammen mit der langwelligen
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Fluoreszenz des ausgereiften Chromophors gefunden (Abbildung 5.54, mitte). Die
Intensitatsverhaltnisse der beiden Fluorezenzbanden zueinander variierten in diesen
Fallen, bei einigen Spektren wurde ausschliellich die kurzwellige Fluoreszenz des
ungereiften Chromophors gefunden (Abbildung 5.55, rechts).

Die Beobachtung von Fluoreszenz zweier unterschiedlicher Formen oder
Chromophore in einem Fluoreszenzspektrum ist im Fall der als Oligomer vorliegenden
DsRed Varianten anders zu interpretieren als bei den monomeren Aequorea GFP
Varianten. Da wegen der starken Tendenz von DsRed und dessen Varianten zur
Oligomerbildung in der Regel ein Oligomer aus mehreren Monomeren untersucht wird,
deutet die Beobachtung von zwei Fluoreszenzbanden auf die gleichzeitige
Beobachtung zweier unterschiedlicher Chromophore und nicht primar auf die
Umwandlung eines Chromophors wahrend der Beobachtungszeit hin. Bestatigt wird
diese Interpretation auch dadurch, dass bei DsRed und Varianten nur selten innerhalb
einer Serie Ubergdnge zwischen den reinen Spekiren verschiedener Formen zu
beobachten waren.

Dass bei der Untersuchung einzelner Oligomere Spektren, die gleichzeitig die
charakteristischen Fluoreszenzbanden des ungereiften und des gereiften Chromophors
zeigen, gefunden wurden, zeigt demnach, dass in DsRed gemischte Oligomere aus
Proteinen, die den ungereiften und Proteinen, die den gereiften Chromophor enthalten,
vorliegen koénnen. Aullerdem wurden in geringem Malle Spektren, die keinem der
bekannten Chromophore zuzuordnen waren, gefunden.

Die Maximumlagen aller Fluoreszenzbanden, die bei Anregung mit 488nm beobachtet
wurden, wurden anschlielend ermittelt und mit einer KlassengroRe von 1,5nm zu
einem Histogramm zusammengestellt (Abbildung 5.55). Die bei weitem meisten
Maxima finden sich bathochrom zu 580nm, was dem Spektrum in Abbildung 5.54 links
entspricht. Spektren, die Fluoreszenz des ungereiften Chromophors zeigten,
verursachen die Haufung um 510nm, Maximumlagen zwischen 520nm und 570nm
stammen von Spektren, die keinem der beiden Chromophore zugeordnet werden

konnten.
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3501 Abbildung 5.55: Verteilung der
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Die Verteilung der Maximumpositionen des rot fluoreszierenden Chromophors lasst
sich gut durch eine Gaussverteilung um 598nm und einer Standardabweichung von

2*c = 7,3nm beschreiben.

Besonders auffallig ist der Unterschied zwischen dem Emissionsmaximum im
Ensemble bei 583nm und dem Maximumwert der Verteilung der
Einzelmolekllemissionsmaxima bei 598nm. Die Verteilung zeigt, dass nur ein
verschwindend kleiner Teil der Einzelmolekilspektren das Emissionsmaximum bei der

fur das Ensemble gemessenen Wellenlange von 583nm aufwiesen.

In der Literatur sind Hinweise auf die Bildung einer spektral bathochrom verschobenen,
s.g. ,super roten“ Form des DsRed zu finden [30, 70, 71]. So flhrt die Bestrahlung
einer DsRed Ldsung mit Licht der Wellenlange 532nm zur Bildung einer
Absorptionsbande bei 574nm unter Rickbildung der Absorption bei 558nm und der
Ausbildung einer Fluoreszenzbande bei 595nm [30], wobei die Bildung der langwellig
fluoreszierenden Form von der Intensitat des eingestrahlten Lichtes abhangt, wie FCS
Experimente zeigen [71]. Weiterhin konnte die super rote Form bereits auf
Einzelmolekiilebene nachgewiesen werden [30]. Uber die strukturellen Ursachen der
super roten Fluoreszenz ist bis dato nichts bekannt.

Die hier durchgefiihrten zeitlich und spektral aufgelésten Untersuchungen der
Fluoreszenz einzelner DsRed Oligomere bestatigen die sehr schnelle Bildung der
super rot fluoreszierenden Form bei hohen Anregungsleistungen. Fluoreszenzspektren
einzelner Oligomere mit Emissionsmaximum bei 584nm, wo im Ensemblespektrum das
Maximum der Fluoreszenz beobachtet wird, wurden nur in Ausnahmefallen
beobachtet.

Unter der Annahme, dass die Chromophore eines Tetramers via FRET gekoppelt sind,
reicht unter Umstanden bereits die Umwandlung eines Chromophors in die super rote
Form, um nur noch Fluoreszenz mit Maximum bei 595nm zu zeigen. Rechnungen,
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basierend auf der Roéntgenstrukturanalyse von DsRed unter Abschatzung der
Orientierung der Ubergangsdipolmomente, weisen auf eine FRET Kopplung
gleichartiger Chromophore innerhalb eines Tetramers hin [65]. In einem effektiven
FRET System bildet die super rote Form eine Energiefalle, zu der die absorbierte
Energie der Chromophore geleitet wird, und von der aus Fluoreszenz erfolgt. Im Laufe
der Bestrahlung kommt es dann zur Umwandlung auch der anderen Chromophore in
die super rote Form, so dass schlieBlich auch beim sukzessiven Bleichen der
Chromophore nur Fluoreszenz der super roten Form beobachtet werden kann.

Die fur die Anregungswellenlange 488nm gemachten Beobachtungen werden auch bei
einer Anregungswellenlange von 458nm gemacht. Die Auswertung von 469
Einzelmolekulspektren liefert ein Histogramm analog zu Abbildung 5.55, die
Maximumpositionen sind hier mit einer Standardabweichung von 2*c=7,6nm um
597nm verteilt (Abbildung 5.56) und stimmen somit sehr gut mit den Daten, die fir
488nm Anregung ermittelt wurden, Gberein.
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501 Abbildung 5.56: Verteilung der Maximumlagen der

Emission bei 458nm Anregung

Wie bei Anregung mit 488nm sind die Maximumpositionen der
Emission um 597nm gestreut. Dies zeigt, dass wiederum fast
ausschliellich die super rote DsRed Form vorliegt.

Anzahl

Al nm

Auch die Standardabweichung der gaussverteilten Maximumpositionen ist fur die

Anregungswellenlangen 458nm und 488nm fast gleich, namlich jeweils 2*c~7,5nm.
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5.2.2.2 ES

Die DsRed Variante E5 wurde mit Anregungswellenlangen von 458nm und 488nm
untersucht. Dabei erhielt man bei Anregung mit Licht der Wellenldange 458nm 167
Einzelspektren von 52 E5 Einheiten und bei Anregung mit 488nm 894 Einzelspektren

von 258 Oligomeren.

Die sehr groRe spektrale Ahnlichkeit zwischen gereiftem DsRed und E5 spiegelt sich
auch in den Emissionsspektren einzelner Oligomere wider. Die bei weitem meisten
Spektren  konnten dem  ausgereiffen = Chromophor  zugeordnet werden
(Beispielspektrum Abbildung 5.57 links). Daneben wurden wie bei DsRed einige
Spektren gefunden, die zwei Fluoreszenzbanden zeigten, die auf gemischte Oligomere
mit sowohl gereiften wie auch ungereiften Chromophoren hinweisen (Beispielspektrum
Abbildung 5.57 mitte). Sehr wenige Spektren zeigten ausschlieldlich die Emission des
grin  fluoreszierenden Zwischenproduktes der Reifung des Chromophors

(Beispielspektrum Abbildung 5.57 rechts).
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Abbildung 5.57: Typische Emissionsspektren einzelner E5 Oligomere

Analog zu DsRed wurden bei E5 hauptsachlich Spektren mit langwelliger Fluoreszenz des gereiften
Chromophors (Links) gefunden, im Hintergrund ist das Ensembleemissionsspektrum von E5
abgebildet. Es ist eine deutliche bathochrome Verschiebung des Emissionsspektrums des einzelnen
Oligomers gegenuber dem Ensemblespektrum sichtbar. AuRerdem wurden einige Oligomere mit
gemischter Fluoreszenz von ungereiftem und gereiftem Chromophor (Mitte) und wenige Spektren,
die die kurzwellige Fluoreszenz des ungereiften Chromophors zeigen (Rechts), beobachtet.

Die Maximumlagen der Fluoreszenzbanden aller bei Anregung mit 458nm
aufgenommenen Spektren wurden zu einem Histogramm mit der KlassengrofRe 1,5nm
zusammengestellt (Abbildung 5.58). Die grolte Haufung der Maximumlagen ist im
langwelligen Bereich um 600nm zu beobachten und ist der Fluoreszenz des gereiften
Chromophors zuzuordnen, wobei die im Einzelmolekilexperiment bestimmten

Maximumpositionen der Emission des gereiften Chromophors deutlich von der Position
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des Fluoreszenzmaximums im Ensemble bei 583nm abweichen, was analog zu DsRed
auf die schnelle Bildung der super roten Form des Chromophors zurlickzufiihren ist.
Die Fluoreszenzbandenmaxima unter 510nm stammen vom ungereiften, grin
fluoreszierenden Chromophor. Somit sind fast alle beobachteten Emissionen den
bekannten zwei unterschiedlichen Chromophoren zuzuordnen. Es blieb jedoch ein
kleiner Teil Spektren mit Maximumlagen zwischen 510nm und 540nm, die nicht
eindeutig zugeordnet werden kénnen.

Abbildung 5.58: Verteilung

140 ] der Maximumlagen der

120'_ Emissionsbanden
— 100__ Die  bei  weitem  meisten
'cCU 80 Maximumpositionen der Emission
E 1 sind um 602nm normalverteilt und
< 601 dem ausgereiften Chromophor

40_- zuzuordnen. Daneben sind

1 Maximumlagen unterhalb 510nm
20

vom ungereiften Chromophor und
O—- nicht eindeutig zuzuordnende
500 520 540 560 580 600 Spektren mit  Maximumlagen
2/ nm zwischen 510nm und 540nm zu

sehen.

Die Verteilung der Maximumpositionen der roten Fluoreszenz des gereiften
Chromophors kann durch eine Normalverteilung um 602nm mit einer
Standardabweichung von 2*c =8,2nm beschrieben werden. Das Maximum der
Verteilung liegt damit 4nm bathochrom im Vergleich zu DsRed, obwohl sich die Lagen

der Fluoreszenzmaxima in den Ensemblespektren nicht unterscheiden.

105



5 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen auf Einzelmolekiilebene

5.2.2.3 DsRed-2

Von DsRed-2 wurden 129 einzelne Oligomere bei Anregung mit Licht der Wellenlange
488nm untersucht, wobei 420 Emissionsspektren erhalten und ausgewertet wurden. Es
Uberrascht nicht, dass auch fir dieses Protein fast ausschliel3lich Spektren, die die
super rote Fluoreszenz des gereiften Chromophors zeigen, gefunden wurden.
Beispielspektren einzelner Oligomere sind in Abbildung 5.59 gezeigt, auch bei DsRed-
2 zeigt die Beobachtung von Spektren mit kurz- und langwelliger Fluoreszenz das
Vorhandensein von gemischten Oligomeren aus Proteinen mit ungereiftem und

gereiftem Chromophor.
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Abbildung 5.59: Typische Emissionsspektren einzelner DsRed-2 Oligomere

Wie bereits bei den spektral eng verwandten Proteinen DsRed und E5 wurden bei DsRed-2
hauptsachlich Spektren mit langwelliger super roter Fluoreszenz des gereiften Chromophors
(Links) gefunden, im Hintergrund ist das Ensembleemissionsspektrum von DsRed-2 abgebildet. Es
ist eine deutliche bathochrome Verschiebung des Emissionsspektrums des einzelnen Oligomers
gegenuber dem Ensemblespektrum sichtbar. Aufderdem wurden einige Oligomere mit gemischter
Fluoreszenz von ungereiftem und gereiftem Chromophor (Mitte) und wenige Oligomere, die die
reine kurzwellige Fluoreszenz des ungereiften Chromophors zeigen (Rechts), beobachtet.

Auch das Histogramm der Maximumpositionen der Fluoreszenzbanden, das mit einer
Klassengréle von 1,5nm erstellt wurde, zeigt die schon von DsRed und E5 bekannte
charakteristische Verteilung (Abbildung 5.60). Die Haufung um 510nm wird durch
Oligomere, die wenigstens einen ungereiften Chromophor enthalten, verursacht. Einige
nicht den zwei bekannten Formen zuzuordnende Emissionsspektren verursachen die
Haufung um 570nm. Die Fluoreszenzmaxima der gereiften Chromophore sind bei
DsRed-2 mit einer Standardabweichung von 2*c¢=5,0nm um 600nm verteilt.
Offensichtlich entsteht auch bei der Spektroskopie von DsRed-2 sehr schnell die super
rot fluoreszierende Form des Proteins mit gereiftem Chromophor, so dass
ausschliellich diese Form beobachtet wird. Interessant ist die sehr geringe

Standardabweichung der Maximumpositionen von nur 5,0nm, die DsRed-2
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Fluoreszenzmaxima sind damit sehr viel weniger gestreut als die von DsRed, bzw. E5,
obwohl die Fluoreszenz auf den gleichen Chromophor zurtickgeht.

Abbildung 5.60: Verteilung der
Maximumlagen der Emissions-

100 banden
804 Bei DsRed-2 zeigt sich die gleiche
= charakteristische Verteilung wie bereits
S 601 bei DsRed und ES. Maximumlagen um
é 510nm sind dem ungereiften Chromophor
40+ zuzuordnen, Maximumlagen um 570nm
20- gehdéren  zu  keiner der  beiden
Chromophore. Die bei weitem meisten
0- Maximumpositionen der Emission sind
500 520 540 560 580 600 um 600nm normalverteilt und der super

Al nm roten Form des ausgereiften
Chromophors zuzuordnen.
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5.2.24 AG4

Auch die fast ausschlieRlich grin fluoreszierende DsRed Variante AG4 wurde bei
Einzelmolekullkonzentrationen nacheinander bei zwei verschiedenen
Anregungswellenlangen fluoreszenzspektroskopisch vermessen. Bei Anregung mit
Licht der Wellenlange 458nm wurden 276 einzelne AG4 Einheiten untersucht, wobei
689 Emissionsspektren erhalten wurden, weitere 158 einzelne Oligomere wurden bei
Anregung mit Licht der Wellenlange 488nm vermessen, wobei 487 Emissionsspektren

erhalten wurden.

Erwartungsgemal® wurde ein zu den rot fluoreszierenden Varianten umgekehrtes
Verhaltnis von Fluoreszenz des ungereiften zu Fluoreszenz des gereiften
Chromophors gefunden. Spekiren, die die kurzwellige Emission des ungereiften
Chromophors zeigten, Uberwogen (Abbildung 5.61, links). Daneben wurden wiederum
einige Spektren mit gemischter Fluoreszenz des gereiften und ungereiften
Chromophors gefunden und einige Spektren nur mit Fluoreszenz des gereiften
Chromophors (Abbildung 5.61, mitte und rechts).
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Abbildung 5.61: Typische Emissionsspektren einzelner AG4 Oligomere

Auch bei AG4 wurden die drei fir DsRed Varianten typischen Arten von Emissionsspektren
gefunden. Die kurzwelligen Spektren des ungereiften Chromophors tiberwogen deutlich (Links), im
Hintergrund ist das Ensembleemissionsspektrum von AG4 abgebildet. Das Emissionsspektrum des
einzelnen Oligomers und das Ensemblespektrum entsprechen sich. Auerdem wurden Spektren
mit gemischter Fluoreszenz (Mitte), bzw. Spektren mit ausschlieRlicher Fluoreszenz des gereiften
Chromophors beobachtet (Rechts).

Die spektralen Lagen der Emissionsmaxima aller mit Anregung bei 458nm
aufgenommener  Spektren wurden mit einer KlassengroRe von 1,5nm zum
Histogramm in Abbildung 5.62 zusammengestellt. Auch bei AG4 ist der groRte Teil der
Emissionsmaximumlagen normalverteilt, namlich um  503nm mit  einer

Standardabweichung von 2*6=10,0nm.
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Abbildung 5.62: Verteilung der
Maximumlagen der Emissions-
banden

Die bei weitem meisten
Maximumpositionen der Emission sind
mit einer Standardabweichung von
10,0nm um 503nm gaussverteilt.
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480 500 520 540 560 580 600 620
A/ nm

Die wahrscheinlichste Maximumposition bei 503nm entspricht sehr gut dem
Fluoreszenzmaximum des Ensembles bei 502nm, was zeigt, dass in diesem Fall der
unveranderte AG4 Chromophor spektroskopiert wurde und kein Photoprodukt gebildet

wurde.

Die Standardabweichung der Maximumlagen der Emission ist mit 2*6=10,0nm gut
doppelt so grol wie bei EGFP, welches einen analogen Chromophor aufweist. Hier
wird besonders deutlich, dass die Standardabweichung der Maximumpositionen von
der Art der Chromophorumgebung abhangt, da der gleiche Chromophor je nach
umgebendem Protein deutlich unterschiedliche Verteilungen der Emissionsmaxima
zeigt.
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5.2.2.5 E8

Von E8 wurden bei Anregungswellenlangen von 458nm und 488nm Emissionsspektren
einzelner Oligomere aufgenommen. Von den 315 bei 458nm angeregten Oligomeren
wurden 1379 Einzelspektren erhalten, von den 329 Oligomeren die bei 488nm

angeregt wurden, wurden 2004 Einzelspektren erhalten.

Dass E8 spektral zwischen DsRed und AG4 steht, zeigte sich bei den
Emissionsspektren, indem hauptsachlich Spektren einzelner Oligomere mit gemischter
Fluoreszenz des gereiften und des ungereiften Chromophors gefunden wurden
(Abbildung 5.63, Mitte). Seltener wurden die Spektren, die ausschliellich Fluoreszenz
des ungereiften, bzw. des gereiften Chromphors zeigten, gefunden (Abbildung 5.63,
Links, Rechts). Wenn Spektren mit gemischter Fluoreszenz beobachtet wurden, war
das Intensitatsverhaltnis der Banden zueinander nicht festgelegt. E8 bildet demnach
ebenfalls gemischte Oligomere aus Proteinen, die unterschiedliche Chromophore
enthalten koénnen. Die beobachtete Ensemblefluoreszenz geht also nicht auf
nebeneinander vorliegende Oligomere mit ausschlielllich ungereiften, bzw.

ausschlieBlich gereiften Chromophoren zurick.
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Abbildung 5.63: Typische Emissionsspektren einzelner E8 Oligomere

Die spektrale Erscheinung von E8 als Ensemblemischspektrum der Fluoreszenz von ungereiftem
und gereiftem Chromophor spiegelt sich in der vornehmlichen Detektion von gemischten Spektren
einzelner Oligomere wider (Mitte), im Hintergrund ist das Ensemblefluoreszenzspektrum von E8
abgebildet. Die kurzwellige Fluoreszenzbande von Ensemblespektrum und Einzelmolekiilspektrum
stimmen in ihrer Lage gut Uberein, bei der langwelligen Fluoreszenzbande sind wiederum
Abweichungen um einige Nanometer sichtbar. Seltener wurden Oligomere mit reiner Emission des
ungereiften (Links) oder des gereiften Chromophores (Rechts) beobachtet.

Die Verteilung der Positionen der Emissionsbandenmaxima wurde fir Anregung bei
458nm bestimmt, wobei die Positionen der Fluoreszenzmaxima der kurzwelligen und
der langwelligen Fluoreszenz mit einer Klassengrofle von 1,5nm zu einem Histogramm
zusammengestellt wurden (Abbildung 5.64). Bei 1065 Einzelspektren war die
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kurzwellige Fluoreszenzbande des ungereiften Chromophors sichtbar, bei 835
Einzelspektren war die langwellige Fluoreszenzbande des gereiften Chromophors
sichtbar. Auch hier wird eine Gaussverteilung der Maximumpositionen fir die
Fluoreszenz beider unterschiedlicher Chromophore deutlich. Die kurzwellige
Fluoreszenz des ungereiften Chromophors ist mit einer Standardabweichung von

2*6=7,0nm um 507nm verteilt, die langwellige Fluoreszenz des gereiften Chromophors

ist mit einer Standardabweichung von 2*5=9,0nm um 598nm verteilt.

Abbildung 5.64: Verteilung der
Maximumlagen der Emissions-
150+ banden

Da E8 sowohl deutliche Fluoreszenz

-% 100 - des ungereiften, wie auch des
E gereiften Chromophors zeigt, werden
< zwei Gaussverteilungen der
501 Maximumlagen beobachtet, wobei die
kurzwellige Verteilung der Fluoreszenz

0l des ungereiften Chromophors und die

480 500 520 540 560 580 600 620 langwellige Verteilung der Fluoreszenz

A /nm des gereiften Chromophors
zugeordnet ist.

Die Verteilungen entsprechen in ihrer Lage bis auf einige Nanometer den
wahrscheinlichsten Maximumlagen, die fir AG4 und DsRed bestimmt wurden, die
dennoch beobachteten Abweichungen sind mit hoher Wahrscheinlichkeit auf
substanzbedingte Unterschiede zurlickzuflihren. Auch bei E8 kommt es offensichtlich,
analog zu DsRed und allen anderen DsRed Varianten mit gereiftem Chromophor, zu
einer schnellen Bildung der super roten Form, was die monomodale Verteilung um
598nm zeigt.
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5.2.2.6 Seltene spektrale Formen von DsRed und dessen Varianten

In der Hauptsache wurden fir DsRed und alle DsRed Varianten Fluoreszenzspektren
gefunden, die bekannten Formen der Proteine zugeordnet werden konnten. Zum einen
waren dies Spektren mit Fluoreszenzmaximum unterhalb von 510nm, die von
Proteinen mit ungereiftem Chromophor stammen, zum anderen waren dies
Fluoreszenzspektren langerwellig als 580nm, die von Proteinen mit gereiftem
Chromophor entweder in der im Ensemble vorherrschenden Form, bzw. der super

roten Form stammten.

Jedoch zeigen die Histogramme der Maximumlagen aller untersuchten DsRed
Varianten eine geringe Anzahl an Spektren mit Maximum zwischen 520nm und 580nm,
die keiner dieser Formen zuzuordnen sind (vgl. Abbildung 5.58, Abbildung 5.60,
Abbildung 5.62, Abbildung 5.64). Diese Maxima gruppieren sich vornehmlich um zwei
Positionen, nadmlich um 535nm und 565nm, wobei es zu gewissen Verschiebungen der
Lagen fiur die verschiedenen Varianten kommt.

Die Haufung der Maximumpositionen bei zwei deutlich unterschiedlichen Wellenlangen
und die Beobachtung der Umwandlung der Spektren in zuordenbare Spektren (siehe
unten) macht deutlich, dass es sich bei den Spektren um die Fluoreszenz von bisher
nicht beschriebenen Formen handelt. In Anlehnung an die Benennung der Formen, die
fur die GFP Varianten gefunden wurden, wird die Form mit Fluoreszenzmaximum um
535nm als C-Form und die mit Fluoreszenzmaximum um 565nm als D-Form
bezeichnet. Die Fluoreszenz der hier als C-Form bezeichneten Form wurde in der
Literatur bereits an einer Stelle erwahnt, wurde jedoch falschlich als ,griine
Fluoreszenz des Zwischenprodukt Chromophors bezeichnet [30]. C-Form Spektren
wurden in dieser Untersuchung von DsRed auf Einzelmolekulebene deutlich haufiger
gefunden als bei der hier vorliegenden Untersuchung.

Beispiele flr Spekiren beider Formen bei unterschiedlichen Varianten sind in
Abbildung 5.65 gezeigt. Da zu jeder Form jeder Variante nur eine begrenzte Anzahl an
Fluoreszenzspektren zur Auswahl stand, konnte die Form der Spekiren bei der
Auswahl der Beispielspektren nicht beriicksichtigt werden. Es ist davon auszugehen,
dass die Unterschiede in der Form der Spektren die individuelle Natur der Spektren
einzelner Proteineinheiten widerspiegeln und nicht auf grundsatzliche Unterschiede

zurtickzufihren sind.
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C-Form Spektren D-Form Spektren
Abbildung 5.65: Seltene

spektrale Formen aller DsRed

E8 .
Varianten

Bei DSRed und allen untersuchten
Varianten wird die Fluoreszenz
zweier weiterer fluoreszierender
Formen, die als C- und D-Form
bezeichnet werden, beobachtet.

Zum einen sind dies Spektren der
C-Form mit Maximum um 535nm
(Links) und zum anderen D-Form
Spektren mit Maximum um 565nm
(Rechts). Die Unterschiede in der
Form der Spektren werden der
individuellen Natur der Spektren
zugeschrieben und sind nicht auf
prinzipielle spektrale Unterschiede
der Formen je nach Variante
zuruckzufihren.
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Wie bereits bei allen anderen spektral unterschiedlichen Formen der fluoreszierenden
Proteine wurden auch fir diese Formen der DsRed Varianten Ubergénge zwischen
den vorherrschenden Emissionsspekiren der Proteine und den Formen mit
Fluoreszenzmaximum um 535nm und 565nm beobachtet. Zwei beispielhafte
Ubergénge zu den Formen sind in Abbildung 5.66 dargestellt. In Abbildung 5.66 oben
ist eine Spektrenserie gezeigt, die bei der Untersuchung von DsRed-2 bei Anregung
mit  488nm  detektiert wurde. Zunachst st das Spektrum der flr
Einzelmolekulspektroskopie typischen super roten Form sichtbar, wahrend der zweiten
Integrationszeit von jeweils einer Sekunde verschwindet die Fluoreszenz und die
Proteineinheit bleibt fiir weitere zwei komplette Integrationzeiten in einem nicht
fluoreszierenden Zustand. Wahrend des flinften und sechsten Beobachtungsintervalls

ist schliel3lich D-Form Fluoreszenz mit Maximum um 570nm zu sehen.

Die zweite Spektrenserie stammt von AG4, welches bei 458nm angeregt wurde, und
zeigt eine Umwandlung zwischen der typischen kurzwelligen AG4 Fluoreszenz und der
C-Form Fluoreszenz mit Maximum um 535nm. In dem hier gezeigten Fall kann keine

Dunkelzeit aufgeldst werden.
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Abbildung 5.66: Ubergang zwischen den vorherrschenden Spektren und C- und
D-Form Spektren bei DsRed Varianten

Oben: Spektrenserie einer DsRed-2 Einheit, die die Veranderung der typischen Fluoreszenz der
super roten Form zur D-Form Fluoreszenz zeigt. Zwischen den fur die Formen typischen Spektren
trat eine Dunkelzeit ohne detektierbare Fluoreszenz von Uber zwei Sekunden auf.

Unten: Spektrenserie einer AG4 Einheit, die den Ubergang von der fiir den ungereiften Chromophor
typischen Fluoreszenz zur Fluoreszenz der C-Form zeigt, ohne dass dabei eine Dunkelzeit zeitlich
aufgeldst werden kann.

Die bei DsRed und dessen Varianten beobachteten Formen mit Fluoreszenzmaximum
um 535nm und um 565nm weisen deutliche Parallelen zu den bei GFP Varianten
gefundenen Spektren der C- und D-Form auf. Die Lagen der Spektren der C- und
D-Form der Aequorea GFP Varianten stimmen gut mit den hier gefundenen Lagen der
C- und D-Form Spektren der DsRed Varianten Uberein. Analog zu den GFP Varianten
wurden auch bei den Ubergangen der DsRed Varianten in die C- und D-Form
verschieden ausgedehnte Dunkelzeiten zwischen dem Verschwinden der Fluoreszenz
der einen Form und dem Erscheinen der Fluoreszenz der anderen Form gefunden.

Insgesamt ergeben sich damit starke Hinweise darauf, dass die beobachteten Formen
von GFP und DsRed Varianten vergleichbare molekulare Ursachen haben. Dies ist ein
weiterer Beleg fur die Hypothese, dass auch bei den GFP Varianten die Ausbildung
eines DsRed analogen Chromophors mdéglich ist (vgl. Kapitel 5.1.5.1), und unterstreicht
einmal mehr die Ahnlichkeit der chromophoren Systeme zwischen den
fluoreszierenden Proteinen unterschiedlichen Ursprungs, auch wenn die gesamte

Aminosaurenhomologie zwischen den einzelnen Proteinen nur gering ist.
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5.2.2.7 Vergleich der Standardabweichungen der Verteilungen der

Maximumpositionen

Es fallt auf, dass die ermittelten Standardabweichungen der Verteilungen der
Positionen des Emissionsmaximums der jeweils vorherrschenden Fluoreszenz fiir die
verschiedenen Proteine deutlich unterschiedlich sind. Es ist nicht zuldssig, die
Streuung der Maximumlagen unterschiedlicher Chromophore direkt miteinander zu
vergleichen. Der Vergleich der Standardabweichungen der Verteilungen gleicher
Chromophore mit unterschiedlicher Chromophorumgebung ist jedoch mdglich und
wurde bei den GFP Varianten im Rahmen dieser Arbeit auch schon durchgefiihrt (vgl.
Kapitel 5.1.6.1).

Der von der Rontgenstrukturanalyse von DsRed ausgehende Vergleich verschiedener
DsRed Varianten deutet darauf hin, dass die Geschwindigkeit des Reifungsprozesses
des Chromophors und auch das Endverhaltnis von ungereiftem zu gereiftem
Chromophor stark von der unmittelbaren Umgebung des Chromophors abhangt. Je
weniger Atome oder Atomgruppen in van der Waals Kontakt mit dem Chromophor
sind, je mehr freier Platz also um den Chromophor verfiigbar ist, desto schneller und
vollstéandiger reift der grun fluoreszierende Zwischenproduktchromophor zum rot
fluoreszierenden Chromophor [69]. AG4 zeigt fast ausschlieBlich kurzwellige
Fluoreszenz, da aufgrund der sehr dichten Einbettung des Chromophors nur in einem
sehr kleinen Teil der Proteine der Zwischenproduktchromophor zum rot
fluoreszierenden Chromophor ausreift. Im DsRed Protein ist der Chromophor weniger
dicht eingebettet, was dazu fuhrt, dass ein weitaus groRerer Teil der Chromophore zum
rot fluoreszierenden Chromophor reift [69].

Die beiden anderen rot fluoreszierenden Proteine, die in dieser Arbeit untersucht
wurden, namlich DsRed-2 und E5 kénnen ebenfalls entsprechend diesem Schema
eingeordnet werden. DsRed-2 reift schneller als DsRed, der Chromophor ist demnach
lockerer eingebettet, E5 zeigt deutliche grine Fluoreszenz vor dem Ausreifen und reift
langsamer als DsRed, der Chromophor ist demnach fester eingebettet als in DsRed.
Analog kann auch E8 eingeordnet werden, das Protein nimmt eine Zwischenstellung
zwischen AG4 und DsRed ein, da ein deutlich héherer Anteil der Chromophore als
beim AG4 ausreift, jedoch der Anteil an rot fluoreszierenden Chromophoren noch
deutlich unter dem von DsRed liegt. FUr die Einbettung des Chromophors bedeutet
dies, dass der Chromophor weniger stark eingebettet ist als in AG4, aber starker als in
DsRed.

Wie bei den GFP Varianten zeigt sich ein klarer Trend zwischen Streuung der
spektralen Verteilung der Maximumlagen der Einzelmolekilfluoreszenz und der
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Einbettung der Chromophore im Protein. Die Starke der Einbettung oder die Anzahl
von Atomen oder Atomgruppen in van der Waals Kontakt mit dem Chromophor nimmt
in der Reihenfolge E8, E5, DsRed zum DsRed-2 hin, ab. Fir die Standardabweichung
der Maximumlagen erhalt man 9,0nm fur E8, 8,2nm fir E5, 7,3nm fir DsRed und
5,0nm fir DsRed-2. Die Standardabweichung der Maximumlagen nimmt in der
Reihenfolge der Anzahl der Atome oder Atomgruppen in van der Waals Kontakt mit
dem Chromophor, also wie die Starke der Einbettung der Chromophore in die
Proteinumgebung, ab.

Das gleiche Ergebnis zeigt sich beim Vergleich von AG4 und dem kurzwelligem
Chromophor in E8, namlich eine Standardabweichung der Verteilung der
Maximumlagen von 10,0nm in AG4 und nur 7,0nm im weniger dicht gepackten ES8.

Es wird deutlich, dass der schon fiir GFP Varianten gefundene Zusammenhang
zwischen Anzahl der Atome und Atomgruppen in van der Waals Kontakt mit dem
Chromophor und der Standardabweichung der Verteilung der Maximumpositionen der
Emission auch auf die untersuchten DsRed Varianten zutrifft. Je mehr Atome oder
Atomgruppen in van der Waals Kontakt mit dem Chromophor sind, desto groRer ist die
Standardabweichung der Maximumpositionen der Emission. Die Ursache flr diesen
Zusammenhang besteht darin, dass jedes Atom und jede Atomgruppe in Kontakt mit
dem Chromophor die Fluoreszenz des Chromophors beeinflusst. Thermisch angeregte
strukturelle Fluktuationen verandern standig die Anzahl und Starke der Kontakte
zwischen dem Chromophor und dessen unmittelbarer Umgebung. Je mehr
Méglichkeiten des Kontaktes bestehen, desto deutlicher kénnen die Veranderungen
der Fluoreszenz ausfallen, was in der groRReren spektralen Verteilung der

Fluoreszenzmaxima sichtbar wird.

Die Standardabweichung der Maximumpositionen stellt damit ein MaR fur die Dichte
der Einbettung des Chromophors in das Protein dar.
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5.2.3 Spektrale Diffusion von DsRed und dessen Varianten

Da auch bei DsRed und dessen Varianten Serien von aufeinander folgenden
Fluoreszenzspektren aufgenommen wurden, kann auch flr diese Proteine die
Veranderung von spektralen Eigenschaften mit der Zeit verfolgt werden. Zwei
aufeinander folgende Emissionsspektren eines einzelnen Oligomers waren nur in den
seltensten Fallen gleich, praktisch immer sind Veranderungen, wie z.B. der Lage oder
Intensitdt des Emissionsmaximums, der Form des Spektrums oder Ahnliches, zu
beobachten gewesen.

Wie bei den GFP Varianten wurde auch bei den von DsRed und dessen Varianten
aufgenommenen Spektren diffusionsartige Anderungen der spektralen Lage des
Emissionsmaximums beobachtet.

Die Auswertung der Verteilung der spektralen Lage aller Emissionsspektren in Kapitel
5.2.2 zeigt an, welche Maximumpositionen auftreten, sie macht aber keine Aussage
Uber das spektrale Verhalten einzelner Oligomere. Um die Veranderungen der
spektralen Lage des Emissionsspekirums pro beobachtetem Oligomer abzuschatzen,
wird die Weite der beobachteten spektralen Diffusion der Lage der Emissionsmaxima
pro beobachteter Einheit in einem Histogramm zusammengestellt. Die Weite der
spektralen Diffusion wird flr jedes beobachtete Proteinoligomer bestimmt, indem die
Differenz zwischen der Lage des langwelligsten und kurzwelligsten beobachteten
Maximum eines Spektrums eines Oligomers gebildet wird. Die erhaltenen Werte
wurden dann mit einer Klassengrofe von 1,5nm zu den Histogrammen in Abbildung
5.67 zusammengestellt.

Abbildung 5.67: Spektrale
Diffusion der Lage des

15 Emissionsmaximums von
DsRed und dessen
Varianten pro Oligomer
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Ausgewertet wurden flr den ungereiften Chromophor, also fir AG4 und fir die
kurzwellige Fluoreszenz von E8, Spektrenserien, die bei Anregung mit Licht der
Wellenlange 458nm aufgenommen wurden. Von AG4 konnten 135 und von E8 204
Einheiten ausgewertet werden, bei denen jeweils mehr als ein Fluoreszenzspektrum
mit entsprechender Fluoreszenz vorlag (Abbildung 5.67, linke Spalte). Fir die
Auswertung von DsRed, DsRed-2 und des gereiften Chromophors von E8 wurden
Spektren von Oligomeren, die mit 488nm angeregt wurden, verwendet, bei E5
Spektren von Oligomeren, die bei 458nm angeregt wurden. Von DsRed konnten die
Spektren von 448 Einheiten, von DsRed-2 von 103 Einheiten, von E5 von 188
Einheiten und vom gereiften E8 Chromophor konnten die Spektren von 278 Einheiten
ausgewertet werden.

Der Vergleich zeigt, dass sich sowohl der ungereifte Chromophor in AG4 und der
ungereifte Chromophor in E8 als auch der gereifte Chromophor in DsRed und alle
untersuchten Varianten bezuglich der spektralen Diffusion der Lage des
Emissionsmaximums pro beobachtetem Oligomer &hnlich verhalten. Die
Wabhrscheinlichkeit, bei der Beobachtung eines einzelnen Oligomers eine Veranderung
der Lage des Emissionsmaximums von mehr als 6nm zu beobachten, betragt fiir den
ungereiften Chromophor in AG4 50% und in E8 51%, bei den gereiften Chromophoren
in DsRed 39%, in E8 52%, in E5 47% und in DsRed-2 43%.

Die erhaltenen Werte flr den ungereiften Chromophor stimmen sehr gut Uberein, die
Abweichungen beim gereiften Chromophor sind durch die unterschiedlichen
Chromophorumgebungen der Varianten und die nicht vollig gleichen Bedingungen des
Experiments zu erklaren. Es wird an dieser Stelle deutlich, dass unter Bedingungen
des Einzelmolekilexperimentes mit nicht unerheblicher spektraler Diffusion der Lage
des Emissionsmaximums innerhalb der moglichen Beobachtungszeit eines einzelnen

Oligomers gerechnet werden muss.

Interessant ist, dass flr den ungereiften Chromophor ahnliche spektrale Diffusion
gefunden wurde wie flr den gereiften Chromophor, obwohl die Verteilung der
Maximumlagen fur den ungereiften Chromophor deutlich groRer ist (vgl. Kapitel 5.2.2).
Zu erklaren ist dies durch das schnellere Bleichen des ungereiften Chromophors (vgl.
Kapitel 5.2.1). Da ein Grund fir spektrale Diffusion zufallige strukturelle Umlagerungen
in der Chromophorumgebung sind, bedeutet ein schnelleres Ausbleichen, dass
weniger ausgepragte spektrale Diffusion mit dieser Ursache beobachtet wird.

Um die spektrale Diffusion der Lage des Emissionsmaximums des ungereiften und des
gereiften Chromophors direkt miteinander zu vergleichen, ist E8 das ideale System.
Dadurch, dass in E8 sowohl Fluoreszenz des ungereiften als auch des gereiften
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Chromophors beobachtet wird, kann im gleichen Experiment die Veranderung der
Fluoreszenz beider Chromophore bestimmt werden, was den Vorteil hat, dass die
experimentellen Parameter fur beide Chromophore gleich sind.

Die spektrale Diffusion der Lage der Emissionsmaxima pro beobachtetem Oligomer
wurde bestimmt und mit einer Klassengrofle von 1,5nm in das in Abbildung 5.68
gezeigte Histogramm eingetragen. Fir Anregung bei 458nm konnten fiir den
ungereiften Chromophor die Spektren von 204 Oligomeren ausgewertet werden, flr
den gereiften Chromophor die Spektren von 175 Oligomeren. Bei 50% der
beobachteten kurzwelligen Fluoreszenz um 500nm wurden spektrale Verschiebungen
der Maximumposition von mehr als 6nm gefunden, bei der langwelligen Fluoreszenz
um 598nm wurde in 60% der Spektrenserien eine Anderung der spektralen Lage von
mehr als 6nm beobachtet.

Bei Anregung mit 488nm wurde die kurzwellige Fluoreszenz von 269 Oligomeren und
die langwellige Fluoreszenz von 271 Oligomeren analysiert, wobei 48%, bzw. 52% der
Spektrenserien Veranderungen der Lage der jeweiligen Fluoreszenz von mehr als 6nm

zeigten.
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Die beobachtete spektrale Diffusion der Lage des Emissionsmaximums ist in allen
Fallen vergleichbar.
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Da bei vielen einzelnen E8 Oligomeren sowohl Fluoreszenz des ungereiften wie auch
des gereiften Chromophors beobachtet werden kann, kann fiir diese Oligomere mit
gemischten Monomeren untersucht werden, ob die Verdnderungen der
Maximumpositionen der Fluoreszenz der spektral unterschiedlichen Chromophore
zusammenhangen.

Hierbei hat die Gesamtveranderung der Maximumposition der beiden
Fluoreszenzbanden wahrend der photophysikalischen Lebensdauer des Oligomers nur
wenig Aussagekraft, da rote und griine Fluoreszenz auch durchaus nacheinander und
nicht gleichzeitig auftreten kénnen. Ausgewertet wurden deshalb nur aufeinander
folgende Spektren einer Serie, in denen jeweils beide Fluoreszenzbanden sichtbar
waren. Es wurde jeweils die Differenz der Positionen der Bandenmaxima zweier
aufeinander folgender Spektren gebildet und gegen die Differenz der Positionen der
Bandenmaxima der zweiten Bande aufgetragen. Man erhalt so eine Auftragung, die die
Veranderung der Emissionsmaximalagen beider Fluoreszenzbanden aufeinander
folgender Spektren in Abhangigkeit voneinander darstellit.

1, =457nm A, =488nm

204 20+

W, /nm
o
., /nm
o

AL
AL

Ax,, /nm Ak, /Inm
w Iw

Abbildung 5.69: Auftragung spektraler Diffusion der Lagen der Emissions-
maxima des gereiften Chromophors gegen die des ungereiften Chromophors

Die Auftragung der spektralen Diffusion der Lage des Emissionsmaximums der zwei
Fluoreszenzbanden gegeneinander, die aus jeweils aufeinander folgenden Spektren, die jeweils
Fluoreszenz von beiden Chromophoren zeigten, ermittelt wurde, zeigt die Unabhangigkeit der
Diffusion der Lage des Emissionsmaximums der Fluoreszenz des ungereiften Chromophors von
der Diffusion der Lage der Fluoreszenz des gereiften Chromophors in gemischten Oligomeren.

A\ : Differenz der Lagen der langwelligen Bandenmaxima (gereifter Chromophor)

A\ : Differenz der Lagen der kurzwelligen Bandenmaxima (ungereifter Chromophor)

Fur Anregung bei 458nm konnten 284 aufeinander folgende Spektren, fir Anregung
bei 488nm 624 aufeinander folgende Spektren analysiert werden. Die sich sowohl flr
die Anregung mit 458nm als auch mit 488nm ergebende wolkenartige Verteilung der
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Punkte um den Ursprung zeigt, dass sich die spektralen Lagen der Bandenmaxima
unabhangig voneinander verandern (Abbildung 5.69). Fur spektrale Diffusion, die auf
zuféllige strukturelle Veranderungen der Chromophorumgebung zuriickgeht, entspricht
dies der Erwartung, da davon ausgegangen werden kann, dass diese Fluktuationen in
ihrer Wirkung nicht tGber das jeweilige Monomer hinausreichen.

Aus Daten, die den Korrelationsdiagrammen in Abbildung 5.69 zugrunde liegen, kann
ein Histogramm, welches die Verteilung der Veranderung des spektralen Abstands
zwischen den Bandenmaxima darstellt, erstellt werden. Hierzu wird die Differenz der
spektralen Veranderungen beider Bandenmaximumlagen gebildet und in das
Histogramm mit einer Klassengrdofle von 1,5nm eingetragen (Abbildung 5.70). Werte
unter Null stehen fir ein Auseinanderdiffundieren der Bandenmaxima, Werte tber Null
zeigen ein Aufeinanderzudiffundieren der Bandenmaxima. Die Verteilungen kénnen gut
durch Gaussverteilungen beschrieben werden, deren Maximum jeweils um Onm liegt.
Die Standardabweichung ist bei Anregung mit 458nm mit 2*=11,0nm gréRer als bei
Anregung mit 488nm, wo die Standardabweichung 8,4nm betragt. Diese Werte
spiegeln die bereits festgestellte etwas grofRere Diffusion im Experiment mit Anregung
bei 458nm im Vergleich zu 488nm wider (vgl. Abbildung 5.68). Die Wahrscheinlichkeit,
dass sich von einem Spektrum zum darauf folgenden der spektrale Abstand zwischen
den Bandenmaxima um mehr als 3,5nm andert, betragt bei Anregung mit 458nm 48%
und bei Anregung mit 488nm 36%.

Abbildung 5.70: Verteilung der
spektralen Abstandsadnderung

Die Verteilung der Veradnderung des
spektralen Abstandes zwischen den
Bandenmaxima aufeinander folgender
Spektren ist normalverteilt. Die
Standardabweichung im Experiment mit
Anregung von 488nm ist etwas groRer als
die bei 488nm beobachtete
Standardabweichung, was aus der bereits
festgestellten etwas groReren spektralen
Diffusion bei Anregung bei 458nm
resultiert.

A, =457nm

Bedeutung haben die hier erhaltenen Ergebnisse besonders fiir die Auswertung von
Einzelmolekil FRET Untersuchungen von FRET Systemen aus fluoreszierenden
Proteinen. In solchen Systemen ist der spektrale Uberlapp von Donor Fluoreszenz und
Akzeptor Absorption von zentraler Bedeutung. Das Akzeptor Absorptionsspektrum
einzelner Chromophore ist nicht zuganglich, weshalb das Modell des konstanten
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Stokes Shifts angewandt werden soll, was, sicher vereinfachend, postuliert, dass eine
Verschiebung des Fluoreszenzspektrums eine ebensolche Entsprechung der
Verschiebung des Absorptionsspektrums hat. Fir diesen Fall zeigen die in Abbildung
5.70 dargestellten Verteilungen die spontane Verschiebung der fir FRET
entscheidenden Spekiren gegeneinander an, woraus die Veranderung der FRET
Effizienz ohne Veranderung des Abstandes oder der Orientierung der FRET Partner
zueinander abgeleitet werden kann (Kapitel 5.2.4). Diese Werte miissen schlief3lich bei
der Auswertung des Experimentes bertcksichtigt werden, wenn die Veranderungen
der Orientierung und des Abstandes der FRET Partner bestimmt werden.

5.2.4 Abschatzung der Auswirkung spektraler Verschiebung auf
das spektrale Uberlappungsintegral zweier FRET Partner

Ein Ziel bei der Variation der verschiedenen fluoreszierenden Proteine war und ist es,
geeignete Proteine zu schaffen, die als FRET Partner, auch auf Einzelmolekilebene,
fungieren kdnnen. Gerade die Beobachtung eines einzelnen FRET Paares ermdglicht
die unmittelbare Beobachtung struktureller Veranderungen, vorausgesetzt, es ist
moglich, zwischen Veranderungen der FRET Effizienz aufgrund von Abstands- und
Orientierungsanderungen und spontanen Veranderungen, z.B. durch Veranderung des
spektralen Uberlappungsintegrals oder der Fluoreszenzquantenausbeuten, zu
unterscheiden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass die
Fluoreszenzintensitat eines einzelnen Proteins oder eines Oligomers zeitlich fluktuieren
kann, ebenso kdnnen die Lagen der Fluoreszenzspektren einzelner fluoreszierender
Proteine untereinander als auch eines Proteins mit der Zeit variieren.

An dieser Stelle soll abgeschatzt werden, wie grofl3 der Einfluss der Fluktuation der
Lage der Spektren auf das spektrale Uberlappungsintegral und damit auf die
beobachtete FRET Kopplung eines FRET Paares ist. Betrachtet wird hier ein
hypothetisches FRET Paar aus AG4 als FRET Donor und DsRed als FRET Akzeptor.
Ein solches FRET Paar wird zwar kaum realisiert werden, da beide Proteine als
Oligomer vorliegen, was hier jedoch nicht von Bedeutung ist, da nur eine Abschatzung
des Einflusses der spektralen Verschiebung von zu AG4 und DsRed spektral
vergleichbaren fluoreszierenden Proteinen durchgefuhrt werden soll.
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Das Spektrale Uberlappungsintegral wird entsprechend der unten stehenden Formel
(Kapitel 2.3) berechnet:

J(A) = TFD(A) & ,(A) AdA

Da das Absorptionsspektrum eines einzelnen Molekiils keine zugangliche GroRe ist,
wurden statt der Einzelmolekilspektren die Ensemble Absorptions- und
Fluoreszenzspektren verwendet, wobei dem Absorptionsmaximum des DsRed bei
558nm ein Extinktionskoeffizient von 75000M'cm™ zugeordnet wurde [42].

Das spektrale Uberlappungsintegral fir AG4 und DsRed betragt ausgehend von den
Ensemblespektren J = 3.08*10" M'cm®nm*. In Abbildung 5.71 links ist die
Veranderung des spektralen Uberlappungsintegrals bei Verschiebung des
Fluoreszenzspektrums des FRET Donors und gleichzeitigem Beibehalten der
spektralen Lage des Absorptionsspektrums des FRET Akzeptors aufgetragen. In
Kapitel 5.2.3 wurde ermittelt, dass bei 50% der AG4 Proteine spektrale Diffusion tUber
6nm zu beobachten ist. Eine Verschiebung des Fluoreszenzspektrums um 6nm in jede
Richtung fuhrt jeweils zu einem Anstieg oder Abfall des spektralen
Uberlappungsintegrals von ca. 9%, was im gleichen MaRe die Energietransferrate
zwischen den  Chromophoren  beeinflusst, jeweils vorausgesetzt, das
Absorptionsspektrum des FRET Akzeptors bleibt unverandert.
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Abbildung 5.71: Verinderung des spektralen Uberlappungsintegrals bei
Verschiebung der Spektren

Links: Veradnderung des spektralen Uberlappungsintegrals, wenn sich nur das
Fluoreszenzspektrum des FRET Donors verschiebt und das Absorptionsspektrum des
FRET Akzeptors unverandert bleibt.

Rechts: Fluoreszenzspekirum des Donors und Absorptionsspektrum des FRET Akzeptors
verschieben sich gegeneinander, wobei jedes Spektrum die Halfte der
Gesamtverschiebung erfahrt.
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In Kapitel 5.2.3 wurde auch die Verschiebung des Fluoreszenzspektrums des Donors
gegen das Absorptionsspektrum des Akzeptors unter der Annahme eines konstanten
Stokes Shifts beim FRET Akzeptor diskutiert. Um die Auswirkungen der Verschiebung
beider Spektren abschatzen zu koénnen, ist in Abbildung 5.71 rechts der Fall der
gleichzeitigen Verschiebung der Spektren um den selben Betrag gegeneinander
aufgetragen. Positive Verschiebungen zeigen eine geringere Differenz zwischen den
Spektrenmaxima an, negative Werte bedeuten, dass sich die Maximumlagen
voneinander entfernen. Eine Verschiebung der Spektren von 5nm in jede Richtung
gegeneinander fuhrt zu einem Anstieg oder Abfall des spektralen
Uberlappungsintegrals um 5%.

Es wird deutlich, dass der Einfluss von Diffusion der Maximumlagen der Fluoreszenz
des FRET Donors und der Absorption des FRET Akzeptors ebenso wie spontane
Intensitdtsanderungen der Donor- und Akzeptorfluoreszenz bei der Auswertung von
Einzelmolekul-FRET Experimenten mit fluoreszierenden Proteinen nicht vernachlassigt
werden kann. Nur deutlichere und haufigere Veranderungen der Energietransferraten
als die Fluktuationen, die aufgrund der hier beschriebenen spontanen Veranderungen
zu erwarten sind, kénnen als Beleg fiir Abstands- und Orientierungséanderungen der
FRET Partner angesehen werden.

5.2.5 Fluktuationen der Fluoreszenzintensitat

Wie bei der Beobachtung der Aequorea GFP Varianten wurden auch bei der
Beobachtung von DsRed und dessen Varianten sehr haufig Intensitatsfluktuationen
beobachtet. Wie in Kapitel 5.1.7 flr die Aequorea GFP Varianten, sind in Abbildung
5.72 die von einem Spektrum zum nachsten innerhalb einer Serie beobachteten
relativen Intensitatsdnderungen des Maximums der jeweiligen Fluoreszenzbande fir
die verschiedenen Varianten in Histogrammen zusammengestellt. Angeregt wurde die
Fluoreszenz jeweils bei 488nm, auller bei E5, welches mit 458nm angeregt wurde. Am
auffalligsten gegenlber den entsprechenden Histogrammen der Aequorea GFP
Varianten ist das vergleichsweise seltene Erscheinen einer Bande, dargestellt durch
den Wert +1 der relativen Intensitdtsdnderung. Das vergleichsweise seltene
Erscheinen einer Fluoreszenzbande ist eine Folge der Untersuchung von Oligomeren.
Der Wechsel eines Proteins eines Oligomers in einen nicht strahlenden Zustand und
zurlck in einen strahlenden Zustand kann nur dann als Erscheinen von Fluoreszenz
detektiert werden, wenn die anderen Proteine des Oligomers nicht fluoreszieren.
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Abbildung 5.72: Relative Intensitatsfluktuationen von DsRed und dessen
Varianten

Aufgrund der Ausbildung von Oligomeren wird bei DsRed und dessen Varianten deutlich
seltener als bei den Aequorea GFP Varianten das Erscheinen einer Fluoreszenzbande,
Al = +1, beobachtet. Die kurzwellige Fluoreszenz des ungereiften Chromophors von AG4
und E8 zeigt insgesamt deutlich ausgepragtere Fluktuationen als die langwellige Fluoreszenz
von DsRed, DsRed-2, E5 und E8. Die Wahrscheinlichkeit, eine relative Intensitatsdnderung
groler Null zu beobachten, betragt bei der Fluoreszenz des ungereiften Chromophors fir AG4
41% und fur E8 32%, bei der Fluoreszenz des gereiften Chromophors fir DsRed 16%, fir
DsRed2 21%, fur E5 19% und fiir E8 23%.

Es fallt weiterhin auf, dass die Fluoreszenz des ungereiften Chromophors (AG4 und
E8, kurzwellige Bande) deutlichere Intensitatsfluktuationen zeigt als die Fluoreszenz
des gereiften Chromophors (DsRed, DsRed-2, E5 und E8, langwellige Bande). Bei der
Beobachtung von AG4 liegt die Wahrscheinlichkeit, dass das nachste gemessene
Spektrum intensiver ist als das vorhergehende bei 41%, bei der kurzwelligen
Fluoreszenz von E8 bei 32%, vorausgesetzt, es wird noch Fluoreszenz detektiert. Die
entsprechenden Werte fir die langwellige Fluoreszenz des gereiften Chromophors sind
deutlich geringer, nadmlich 16% fur DsRed, 21% fur DsRed-2, 19% fur E5 und 23% fur
E8. Auch an dieser Stelle wird die Homologie zwischen dem spektralen Verhalten der
gereiften Proteine von DsRed, DsRed-2, E5 und der langwelligen Fluoreszenz von E8
einerseits und von AG4 und der kurzwelligen Fluoreszenz von E8 andererseits, einmal
mehr deutlich.

Ob die beobachteten Intensitatsdnderungen auf Dunkelzeiten ohne Fluoreszenz

unterhalb der Zeitauflosung des  Experimentes oder auf veranderte

Absorptionseigenschaften oder veranderte

Fluoreszenzquantenausbeuten
zurtickgehen, kann hier nicht beantwortet werden. Es wird jedoch deutlich, dass DsRed
und deutliche

DsRed Varianten zum Teil

Intensitatsschwankungen zeigen.

alle untersuchten

spontane

125



5 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen auf Einzelmolekiilebene

5.2.6 Kopplung unterschiedlicher Chromophore via FRET

5.2.6.1 E8

5.2.6.1.1 Bleichverhalten

Die Untersuchung von einzelnen DsRed Oligomeren zeigte schnell, dass DsRed kein
besonders geeignetes System ist, um die vorhergesagte Kopplung [40, 66] von
ungereiften und gereiften Chromophoren via FRET innerhalb eines einzelnen

Oligomers zu untersuchen.

Der Fund von Oligomeren, die sowohl Fluoreszenz des ungereiften als auch des
gereiften Chromophors zeigten, belegt zwar das Vorhandensein von gemischten
Chromophoren, in denen ein FRET Donor-Akteptor System bestehen kann, jedoch
konnte die Fluoreszenz des ungereiften Chromophors nur in wenigen Fallen detektiert
werden. Diese Falle mit einer Fluoreszenzbande um 500nm waren deutlich zu selten,
um Aussagen Uber die Wechselwirkungen der beiden unterschiedlichen Chromophore
machen zu kénnen. Besonders nachteilig wirkte sich hier wiederum aus, dass das
Anzahlverhaltnis zwischen Monomeren mit ungereiften und Monomeren mit gereiftem
Chromophor weder fiir DsRed noch fir eine der zahlreichen Varianten bekannt ist,
weshalb nicht zu entscheiden war, ob keine kurzwellige Fluoreszenz detektiert wurde,
weil z.B. deren Energie mit sehr hoher Effizienz an die rot fluoreszierenden
Chromophore abgegeben wurde, oder ob grundsatzlich nur wenige ungereifte
Chromophore in DsRed vorhanden sind.

Ein vielversprechendes System, um die FRET Wechselwirkungen innerhalb eines
Oligomers zu untersuchen, ist E8. Bereits die ersten spektral aufgelosten
Untersuchungen einzelner Oligomere zeigten, dass die im Ensemble beobachtete
deutliche Fluoreszenz sowohl des ungereiften als auch des gereiften Chromophors
nicht auf nebeneinander vorliegende Oligomere, die jeweils ausschlie3lich griin, bzw.
rot fluoreszieren, zurlickgehen. Vielmehr zeigt die Mehrzahl der Oligomere
Fluoreszenz beider Chromophore, was bedeutet, dass die Mehrzahl der Oligomere aus
gemischten Monomeren besteht, also sowohl aus Monomeren, die den ungereiften
Chromophor enthalten, als auch Monomeren, die den gereiften Chromophor enthalten.

Als Anregungswellenlange zur Untersuchung von E8 wurde zunachst Licht der
Wellenlange 488nm verwendet, da in der Literatur an einigen Stellen diskutiert wird,
dass das Nebenmaximum im DsRed Absorptionsspektrum bei 485nm nicht der
vibronischen Progression des gereiften Chromophors, sondern dem grln
fluoreszierenden Chromophor zuzuordnen ist [42, 48, 64] und eine Anregung bei
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488nm nur zu vernachlassigbarer Anregung der rot fluoreszierenden Form fiihrt, wie es
Garcia-Parajo et al. dargelegt haben [70]. Dies bedeutet, dass immer, wenn
Fluoreszenz des gereiften Chromophors beobachtet wird, der Chromophor
ausschlief3lich durch Energietransfer vom ungereiften Chromophor angeregt wurde. Im
Fall von E8 bedeutet dies, dass offensichtlich nur ein Teil der vom kurzwellig
fluoreszierenden Chromophor absorbierten Energie an den FRET Akzeptor abgegeben
wird, so dass die Fluoreszenz beider Chromophore sichtbar ist.

Zunachst wurden die Anzahlen an einzelnen Oligomeren bestimmt, bei denen
ausschlielllich Fluoreszenz des ungereiften, des gereiften und sowohl des ungereiften
als auch des gereiften Chromophors gefunden wurde. Insgesamt wurden 44 Einheiten
mit ausschliel3lich griiner Fluoreszenz des ungereiften Chromophors, 64 Einheiten mit
ausschlielllich roter Fluoreszenz des gereiften Chromophors und 209 Einheiten, die
sowohl grine als auch rote Fluoreszenz zeigten, gefunden. Dies entspricht einem
Anteil von 14% grun fluoreszierenden, 20% rot fluoreszierenden und 66% grun und rot

fluoreszierenden Einheiten.

Fur eine rein statistische Zusammensetzung von Tetrameren aus Monomeren, die
verschiedene Chromophore enthalten, sind die Anteile der Oligomere mit rein roter
oder rein gruner Fluoreszenz zu hoch. Hierfur sind verschiedene Erklarungen denkbar.
Zum einen kénnten bevorzugt Tetramere aus gleichartigen Monomeren gebildet
werden, was nicht auszuschlie3en ist, da der Grund dafur, dass ein Teil der Proteine
rot fluoreszierende, ein anderer Teil nur den grin fluoreszierenden Chromophor
ausbildet, unbekannt ist. Da es sich nicht um ein chemisches Gleichgewicht zwischen
den Chromophoren handelt, ist es wahrscheinlich, dass die Proteine sich strukturell so
unterscheiden, dass nur ein Teil der Proteine gereifte Chromophore ausbilden kann,
was sich auch auf die Fahigkeit zur Zusammenlagerung auswirken kann. Weiterhin ist
denkbar, dass nicht alle Einheiten tatsachlich vier fluoreszierende Chromophore
enthalten, entweder weil die Einheit nicht tetramer ist, oder weil nicht alle Proteine
eines Tetramers einen fluoreszierenden Chromophor enthalten. Da bekannt ist, dass
die fluoreszierenden Proteine nicht fluoreszente, dunkle Zustande aufweisen [70-72],
kann es vorkommen, dass ein Monomer gerade in einem solchen Zustand ist.
Besonders bei einem Verhaltnis von drei Chromophoren einer Form zu einem der
spektral anderen Form flhrt dies zur Nichtdetektion der nur einfach vertretenen Form,
wenn diese gerade in einem nicht fluoreszenten Zustand ist. Eine weitere
Schwierigkeit, die besonders bei drei zu eins Tetrameren zu erwarten ist, geht auf die
zuféallige Orientierung der Tetramere in der einbettenden Matrix zurick. Durch die
zufallige Orientierung der Oligomere in der Matrix kann es passieren, dass ein
Chromophor so zur Anregung und Detektion orientiert ist, dass keine Fluoreszenz
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dieses Chromophors detektiert werden kann, so dass auch in einem solchen Fall eine

gemischte Einheit als Einheit nur einer Form erscheint.

Einige Beispiele fur die bei Anregung mit 488nm gefundenen Emissionsspektren
einzelner E8 Oligomere sind in Abbildung 5.73 gezeigt. Die Spektren, die
ausschlieBlich rote, bzw. griine Fluoreszenz (Abbildung 5.73, a, €) zeigen, sind analog
den vorherrschenden DsRed bzw. AG4 Spektren. Die meisten Spektren wiesen jedoch
gemischte Fluoreszenz sowohl der griin als auch der rot fluoreszierenden Form auf,
wobei keine festen Verhaltnisse zwischen den Intensitdten der Fluoreszenzbanden

gefunden werden konnten (z.B. Abbildung 5.73, b-e).
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Abbildung 5.73: Emissionsspektren einzelner E8 Einheiten

Bei der Untersuchung wurden Spektren mit jeglichem Verhaltnis von Fluoreszenz der grin
fluoreszierenden zur rot fluoreszierenden Form gefunden. Ruckschlisse aus dem
Intensitatsverhaltnis der Fluoreszenzbanden (b, ¢, d) auf die Zusammensetzung des Tetramers aus
grun und rot fluoreszierenden Proteinen ist wegen der zufalligen Orientierung der Tetramere in der
Matrix relativ zur Anregungs- und Detektionsrichtung nicht moglich.

Bei immer gleicher Orientierung der Monomere innerhalb der Tetramere relativ zur
Anregungs- und Detektionsrichtung konnte man feste Intensitatsverhaltnisse der
Fluoreszenzbanden je nach Anzahlverhaltnis zwischen rot und grin fluoreszierenden
Chromophoren im Tetramer erwarten, welche ungefdhr der Verteilung der
Intensitatsverhaltnisse der Beispielspektren in Abbildung 5.70 entsprechen koénnte.
Drei rot fluoreszierende Proteine und ein grin fluoreszierendes Protein kdnnten zu
einem Spektrum wie unter a) fihren, zwei rot fluoreszierende Proteine und zwei griin
fluoreszierende Proteine wirden zu einem Spektrum wie unter b) fihren, etc. Jedoch
sind die E8 Tetramere relativ zur Anregung und Detektion zuféllig orientiert, was
verhindert, dass jedes Anzahlverhaltnis der verschiedenen Chromophore zueinander
im Tetramer zu einem charakteristischen Intensitatsverhaltnis zwischen den
Fluoreszenzbanden flihrt. Aus den gezeigten gemischten Spektren kdnnen also keine

Ruckschlisse auf die Zusammensetzung der Tetramere gemacht werden.
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Bereits die Beobachtung, dass die Mehrzahl der einzelnen Oligomere gemischte
Fluoreszenz sowohl des grin als auch des rot fluoreszierenden Chromophors
aufweisen, kann die in der Literatur fir DsRed gemachte Annahme, dass die
Chromophore innerhalb eines Oligomers ein hoch effektives FRET System ausbilden,
bei dem die Fluoreszenz stets vom energiedrmsten Chromophor ausgeht, fir E8 nicht

zutreffen.

Neben der Auswertung der einzelnen, statischen Fluoreszenzspektren kann auch die
Betrachtung der zeitlichen Veranderung der Emission einzelner Oligomere, mithin die
Fluoreszenzdynamik, Aufschliisse Uber die Ausbildung eines FRET Systems im

einzelnen Tetramer geben.

Bei der Beobachtung eines einfachen Systems mit zwei unterschiedlichen
Chromophoren auf Einzelmolekllebene kann beim Bleichen eines der beiden
Chromophore eine Veranderung der Emission gemaf dem in Abbildung 5.74 gezeigten
Modell beobachtet werden. Beim Bleichen eines der beiden Chromophore werden je
nachdem, ob die Chromophore via FRET gekoppelt waren oder nicht, unterschiedliche
Veranderungen des Spektrums zu beobachten sein. Sind beide Chromophore vdllig
unabhangig voneinander, so wird das Bleichen eines der Chromophore keinen Einfluss
auf die Emission des anderen Chromophors haben (Abbildung 5.74, 1; 2). Findet
zwischen den intakten Chromophoren jedoch ein Energietransfer statt, so findet das
Bleichen eines der Chromophore seinen Niederschlag in der Fluoreszenz des anderen
Chromophors. Bleicht der FRET Akzeptor Chromophor vor dem Donor Chromophor, so
kommt es, da in diesem Fall keine Energie mehr vom Donor auf den Akzeptor
transferiert werden kann, zu einem Dequenching der Donor Fluoreszenz, die Donor
Fluoreszenz nimmt also zu (Abbildung 5.74, 3). Fir den Fall, dass der FRET Donor
Chromophor vor dem Akzeptor Chromophor bleicht, kommt es zum Abfall auch der
Akzeptor Fluoreszenzintensitat, da vom Donor keine Energie mehr auf den Akzeptor
Ubertragen wird. Wenn der Akzeptor ausschlielBlich GUber den Energietransfer vom
Donor angeregt wird, fiihrt ein Bleichen des Donor Chromophors auch zum

Verschwinden der Akzeptor Fluoreszenz (Abbildung 5.74, 4).
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Abbildung 5.74: Bleichen eines Chromophors in einem zweichromophorigen
System

In einem zweichromophorigen System flhrt das Bleichen eines der Chromophore zu

unterschiedlichen Veranderungen der Emission, je nachdem, ob die Chromophore unabhangig oder

durch Energietransfer gekoppelt sind.

1, 2: Bei unabhangigen Chromophoren hat das Bleichen eines Chromophors keinen Einfluss auf die
Emission des anderen.

3: Bei gekoppelten Chromophoren filihrt das Bleichen des Akzeptor Chromophors zu einem
Dequenching der Donor Emission.

4: Das Bleichen des Donor Chromophors fiihrt zum Abfall, bzw. Verschwinden der Akzeptor
Fluoreszenz, wenn diese ausschlief3lich durch Energietransfer angeregt wird.

Obwohl im vorliegenden Fall Tetramere, und nicht wie im Modell Dimere, vorliegen,
sollte sich grundsatzlich das beschriebene Verhalten zeigen.

In einer ersten Untersuchung wurde genau nach diesem Verhalten bei Bleichen
einzelner Chromophore gesucht [31]. Fir den Fall, dass der langwellig fluoreszierende
Chromophor, wie in der Literatur beschrieben, praktisch ausschliellich durch
Energietransfer angeregt wird, sollten sich deutliche Veranderungen der Emission beim
Bleichen eines Chromophors gemal dem angefiihrten Modell zeigen.

Insgesamt wiesen bei dieser Untersuchung 91 einzelne E8 Oligomere genug
aufeinander folgende Fluoreszenzspektren auf, um die Veranderung der Fluoreszenz
entsprechend dem Modell einzuordnen.
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Bei 75 einzelnen Oligomeren wurde eine Veranderung des Spektrums von gemischter
gruner und roter Fluoreszenz hin zu rein griiner Fluoreszenz beobachtet. Von diesen
75 Fallen wurde bei 70 Oligomeren kein Dequenching, also mit dem Abfall der roten
Fluoreszenz konzertierter Anstieg der grinen Fluoreszenz, festgestellt. Die Intensitat
der griinen Fluoreszenzbande blieb wie in Abbildung 5.75 oben nach Bleichen des rot
fluoreszierenden Chromophors entweder konstant oder nahm ebenfalls ab. In dem hier
gegebenen Beispiel in Abbildung 5.75 oben ist deutlich zu erkennen, dass das
Bleichen des rot fluoreszierenden Chromophors wahrend des ersten Messintervalls
keinerlei Einfluss auf die Intensitat der kurzwelligen Fluoreszenz hat. Die Intensitat der
grinen Fluoreszenz ist im ersten und zweiten Spektrum gleich, erst im dritten

Beobachtungsintervall kommt es zum Bleichen auch der griinen Fluoreszenz.
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Abbildung 5.75: Wechsel von gemischtem Spektrum zu rein griiner Fluoreszenz

In der Mehrzahl der Falle wurde spektrales Verhalten wie in der Abbildung oben gefunden. Das
Bleichen des rot fluoreszierenden Chromophors fiihrte zu keinem Anstieg der griinen Fluoreszenz.
Unten: Spektrenserie, die auf ein Dequenching des griin fluoreszierenden Chromophors hinweist.
Mit Bleichen des rot fluoreszierenden Chromophors steigt die Intensitdt der griinen
Fluoreszenzbande an.

Bei nur 5 von 75 Fallen konnte beim Wechsel von gemischter Fluoreszenz zu rein
griner Fluoreszenz ein mit dem Bleichen des rot fluoreszierenden Chromophors
konzertiertes deutliches Dequenching der grinen Fluoreszenz beobachtet werden. Ein
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entsprechendes Beispiel ist in Abbildung 5.75, unten, gezeigt. Wahrend der ersten
beiden Spektren ist gemischte Fluoreszenz zu sehen, im dritten Spektrum nur noch

grune Fluoreszenz, wobei diese an Intensitat zugenommen hat.

Auch der Fall, dass bei gemischten Spektren die grine Fluoreszenz zuerst bleichte,
wurde beobachtet. In zwei Fallen wurde neben dem Bleichen der griinen Fluoreszenz
auch ein korrespondierender Abfall der roten Fluoreszenz beobachtet, was ein Hinweis
auf FRET zwischen den Chromophoren sein kann. In sechs weiteren Fallen hatte das
Bleichen der kurzwelligen Fluoreszenz keinen Einfluss auf die rote Fluoreszenz.

Ein Beispiel fur solches spektrales Verhalten ist in Abbildung 5.76 gegeben. Wahrend
der ersten vier Beobachtungsintervalle bleibt die rote Fluoreszenz konstant, wahrend
die griine Fluoreszenz verschwindet, wiederkommt und schlielich endgliltig bleicht.
Die unveranderte rote Fluoreszenz bei fluktuierender griner Fluoreszenz deutet darauf
hin, dass die Chromophore nicht durch Energietransfer wechselwirken, was wiederum
bedeutet, dass der gereifte Chromophor entgegen den Darstellungen in der Literatur
sehr wohl mit Licht der Wellenlange 488nm angeregt werden kann.
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Abbildung 5.76: Wechsel zwischen gemischter und rein roter Fluoreszenz

Die beobachtete rote Fluoreszenz bleibt wahrend der ersten vier Spektren konstant, das
Verschwinden und Zurlickkehren der griinen Fluoreszenz hat keinerlei Einfluss auf die langwellige
Fluoreszenzbande. Dies ist ein Hinweis darauf, dass kein Energietransfer zwischen den
Chromophoren stattfindet, was wiederum bedeutet, dass der rot fluoreszierende Chromophor bei
488nm direkt angeregt wird.

Bei vier Einheiten wurde der Wechsel von rein roter zu rein griner Fluoreszenz ohne
detektierbare Dunkelzeit beobachtet. Ein konzertierter Wechsel von rein roter zu rein
griner Fluoreszenz ist innerhalb des Modells ein Hinweis auf eine hoch effektive
Kopplung der ungebleichten Chromophore durch Energietransfer. Ein Beispiel fir den
Wechsel von langwelliger zu kurzwelliger Fluoreszenz ist in Abbildung 5.77 gezeigt.
Der Wechsel erfolgt scheinbar konzertiert, eine Dunkelzeit ist nicht zu erkennen. Da die

132



5 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen auf Einzelmolekiilebene

Integrationszeit pro Spektrum jedoch eine Sekunde betragt, bedeutet dies, dass
Dunkelzeiten kiirzer als eine Sekunde nicht detektiert werden kénnen.

Abbildung 5.77: Wechsel
von roter zu griiner
Fluoreszenz

Nur ein konzertierter Wechsel von
roter zu griner Fluoreszenz ist ein
Hinweis auf eine FRET Kopplung
der Chromophore. Befindet sich
zwischen dem Verschwinden der
roten Fluoreszenz und dem
Erscheinen der grinen

Intensitat / a.u.

500 550 600 650 . .
»/nm A/nm A/nm Fluoreszenz eine Dunkelzeit ohne

Fluoreszenz, spricht dies gegen
Energietransfer  zwischen  den
Chromophoren.

Bei weiteren vier Einheiten trat zwischen dem Verschwinden der roten Fluoreszenz
und dem Erscheinen der grinen Fluoreszenz eine Dunkelzeit von wenigstens einer
Sekunde auf, was gegen ein Dequenching des kurzwellig fluoreszierenden
Chromophors als Grund fir das Sichtbarwerden der kurzwelligen Fluoreszenz spricht,
da der angenommene Mechanismus eine konzertierte spektrale Veranderung bedingt.
AulRerdem wurde bei einer beobachteten Einheit ein Wechsel der Fluoreszenz von rein
grin nach rein rot beobachtet, was innerhalb des Modells, bei dem nur spektrale
Veranderungen aufgrund des Bleichens eines Chromophors berlcksichtigt wird, nicht
vorkommt.

Die vier Falle, in denen eine Dunkelzeit zwischen dem Verschwinden der roten
Fluoreszenz und dem Erscheinen der griinen Fluoreszenz beobachtet wurde, deuten
auf zufallige Intensitatsfluktuationen der Fluoreszenz hin und sprechen gegen eine
FRET Kopplung der Chromophore.
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Die Anzahlen der jeweiligen beobachteten spektralen Veranderungen sind noch einmal

in Tabelle 3 zusammengestellt.

Tabelle 3: Spektrale Verdanderungen von E8 bei Bleichen eines Chromophors

Spektrale Erscheinung Anzanhl
Einheiten
Gemischte zu rein griiner Fluoreszenz, kein Hinweis auf Dequenching 70
Gemischte zu rein griiner Fluoreszenz, mdgliches Dequenching 5
Gemischte zu rein roter Fluoreszenz, mit konzertiertem Abfall der roten Fluoreszenz 2
Gemischte zu rein roter Fluoreszenz ohne Abfall der roten Fluoreszenz 6
Rein rote zu rein gruner Fluoreszenz, dazwischen detektierbare Dunkelzeit 4
Rein rote zu rein gruner Fluoreszenz ohne detektierbare Dunkelzeit 4
Rein griine zu rein roter Fluoreszenz 1

Bereits diese einfache Auswertung zeigte, dass das Fluoreszenzverhalten der E8
Oligomere komplizierter und vielgestaltiger ist als bisher angenommen. So deuten
fluktuierende Maximaintensitaten der einzelnen Banden z.B. auf die Mdglichkeit von
sich verandernden FRET Effizienzen hin. Neben der Auswertung des Bleichverhaltens
wurde deshalb bereits flir die erste Messserie an E8 die Entwicklung der
Bandenintensitaten der Emission eines einzelnen E8 Oligomers beispielhaft fir eine
besonders photostabile Einheit ausgewertet (siehe auch [31]). Auf diese Weise kann
Uberprift werden, ob Fluktuationen der Maximumintensitaten auf eine sich
verandernde FRET Effizienz zwischen den Chromophoren zuriickzufiihren ist. In
diesem Fall sollte stets eine niedrigere Intensitat der griinen Fluoreszenzbande mit
einer hdheren Intensitat der roten Fluoreszenzbande und umgekehrt, einhergehen. Die
gesamte ausgewertete Serie ist in Abbildung 5.78 gezeigt, im Verlauf von 15
Einzelspektren von jeweils einer Sekunde Integrationsdauer sind zum Teil drastische
Veranderungen der Intensitatsverhaltnisse der Bandenmaxima zu beobachten. Der
Verlauf der Bandenmaxima ist rechts aufgetragen. Es ist deutlich zu erkennen, dass
ein Abfall von griner Fluoreszenz nicht systematisch zu einer Erhéhung der roten
Fluoreszenz, bzw. umgekehrt, fuhrt. Die fluktuierenden Fluoreszenzintensitaten sind
also nicht ausschlieBlich durch eine fluktuierende FRET Effizienz bedingt.
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Abbildung 5.78: Fluktuierende Intensitaten der Bandenmaxima

Links: Wahrend der Beobachtung von 15 Einzelspektren von jeweils einer Sekunde treten zum Teil
drastische Veranderungen der Verhaltnisse der Bandenintensitaten zueinander auf.

Rechts: Die Auftragung der Intensitatsverlaufe der Emissionsbanden (kurzwellige Fluoreszenz
schwarz, langwellige rot) zeigt keinen systematischen Zusammenhang zwischen den
Intensitatsverlaufen. Die Intensitatsschwankungen kdnnen demnach nicht ausschlieRlich durch sich
verandernde FRET Effizienz bedingt sein.

Insgesamt gibt die Analyse desBleichverhaltens einzelner E8 Oligomere und auch die
exemplarische Auswertung einer Spektrenserie keine deutlichen Hinweise auf
effizienten Energietransfer zwischen kurzwellig und langwellig fluoreszierenden
Chromophoren. Im Gegenteil, Spektrenserien wie die in Abbildung 5.75 oben oder
Abbildung 5.76 sprechen deutlich gegen effizienten Energietransfer zwischen den
Chromophoren.

Bei den wenigen Beispielen, die auf FRET zwischen den Chromophoren hindeuten, ist
nicht zwischen Kausalitat und Koinzidenz zu unterscheiden. Wie bereits an DsRed und
an AG4 gezeigt wurde, sind Intensitatsspriinge der Emission ein allgegenwartiges
Phanomen (vgl. 5.2.5). Diese spontanen Intensitatsspriinge kénnen z.B. so mit dem
Bleichen des langwelligen Chromophors zusammenfallen, dass ein Anstieg der griinen
Fluoreszenz beobachtet wird, welcher der Erscheinung nach nicht von einem
Dequenching der griinen Fluoreszenz zu unterscheiden ist.
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Um alle Spektren und die Intensitdtsdynamik, die im Einzelmolekilexperiment
gefunden wurde, zu erklaren, ist es nicht notwendig, von Energietransfer zwischen den
Chromophoren auszugehen. Andererseits weisen die Bleichexperimente an E8 (Kapitel
4.2.4) auf Energietransfer zwischen ungereiften und gereiften Chromophoren innerhalb
eines Tetramers hin.

Zu Beginn der spektralen Untersuchung war, entsprechend den Literaturangaben,
einerseits von einem sehr effektiven Energietransfer zwischen den Chromophoren [40,
66] und andererseits, ebenfalls entsprechend den Literaturangaben, davon
ausgegangen worden, dass der rot fluoreszierende Chromophor nur vernachlassigbar
bei 488nm direkt angeregt werden kann [70]. Beides trifft, wie die obige Untersuchung
gezeigt hat, so fir E8 nicht zu. Ein wenig effizienter Energietransfer zwischen den
Chromophoren kann den im Ensemble-Bleichexperiment beobachteten Anstieg der
Donor Fluoreszenz erklaren, bei der Art der Auswertung der Einzelmolekilexperimente
kdnnte ein solch schwacher Energietransfer aber unerkannt bleiben, da nach
Anzeichen fiir einen effektiven Energietransfer gesucht wurde.

5.2.6.1.2 Fluktuierende Bandenintensitiaten

Unter diesen Umstadnden erschien die angewendete Auswertemethode zu stark
vereinfachend und auch subjektiv gepragt zu sein, weshalb zunachst Gberprift wurde,
ob mit einer verfeinerten Auswertemethode, die auerdem die Datenbasis verbreitert,
die gleichen Ergebnisse erhalten werden.

Anstatt sich auf das Bleichverhalten einer Einheit zu konzentrieren, sollen im
Folgenden die Intensitatsveranderungen beider Fluoreszenzbanden von einem
Spektrum zum darauf folgenden untersucht werden. Auf diese Weise wird der
tetramere Charakter der Einheiten besser beriicksichtigt, auRerdem sollte es mdglich
sein, nicht nur beim Bleichen eines Chromophors die entsprechenden
Intensitatveranderungen aufzuspiren, sondern auch sich verdndernde FRET
Effizienzen, die zu konzertierten Intensitatsdnderungen der Emissionsbanden fihren.
In Ansatzen war dies bereits bei der beispielhaften Betrachtung der Spektrenserie in
Abbildung 5.78 (auch veroffentlicht in [31]) geschehen, jedoch musste das Verfahren
noch weiterentwickelt werden.

Kernpunkt der Betrachtung der Veranderung der Emissionsbanden von einem
Spektrum zum néchsten ist die genaue und systematische Bestimmung der spektralen
Position und der Intensitdt der Fluoreszenzbanden. Die ursprunglich bei
Perylenspektren angewandte Methode der Glattung der Spektren ergab bei den wenig
intensiven Emissionsspektren der fluoreszierenden Proteine keine akzeptablen
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Ergebnisse, weshalb auf das Anpassen einer Funktion an die Rohdaten
zuruckgegriffen wurde. Die Bandenlage und Intensitdt wird so mit ausreichender
Genauigkeit zuganglich, so dass auch weniger augenscheinliche spektrale
Fluoreszenzdynamik ausgewertet werden kann.

Zur Suche nach Bestatigung flir Energietransfer zwischen einzelnen Chromophoren
wurden nur die Spektren solcher Oligomere ausgewertet, bei denen Emission sowohl
des ungereiften, als auch des gereiften Chromophors gefunden wurde. Zunachst
wurde die Intensitatsveranderung beider Fluoreszenzbanden von jedem Spektrum zum
nachsten bestimmt und diese dann gegeneinander aufgetragen. Insgesamt konnten
1350 Wertepaare aus aufeinander folgenden Spektren ermittelt werden, welche im
Diagramm in Abbildung 5.79 aufgetragen sind. Auf der Ordinate ist die
Intensitatsveranderung der kurzwelligen, grinen Fluoreszenz des ungereiften
Chromophors von einem Spektrum zum nachsten aufgetragen, auf der Abszisse die
Intensitatsveranderung  der  langwelligen  Fluoreszenzbande des  gereiften
Chromophors. Punkte mit x=0 oder y=0 zeigen Intensitatsanderungen nur einer Bande
an, ohne dass sich die entsprechend andere Bandenintensitat verandert, sei dies, welil
die Emission genau gleich intensiv blieb, oder weil in beiden aufeinander folgenden
Spektren keine Fluoreszenz der anderen Bande gefunden wurde.

100 -
2 1
50 :
" .
)
O o
_2
4 .
_50_
3 - 4
-100 T T T — T ]
-100 -50 0 50
AIIW [cts

Abbildung 5.79: Korrelation der absoluten Intensitatsverdanderungen

Auftragung der Differenzen der Intensitdtsdnderungen beider Fluoreszenzbanden von einem
Spektrum zum nachsten, gegeneinander. Auf der Abszisse sind die Intensitatsdifferenzen der
langwelligen Fluoreszenzbande, auf der Ordinate die Intensitatsdifferenzen der kurzwelligen
Fluoreszenzbande aufgetragen.
Es ist deutlich zu erkennen, dass jegliche mdgliche Veranderungen der Intensitdtsmaxima
zueinander beobachtet werden.
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Alle Punkte im ersten Quadranten des Koordinatensystems in Abbildung 5.79 zeigen
eine gleichzeitige Zunahme beider Fluoreszenzbanden, alle Punkte im dritten
Quadranten eine gleichzeitige Abnahme beider Fluoreszenzbanden. Im zweiten
Quadranten finden sich alle Falle, bei denen die Intensitat der grinen Fluoreszenz
zugenommen und die der roten Fluoreszenz abgenommen hat. Im vierten Quadranten
sind schlielllich alle Spektren eingetragen, bei denen die Intensitat der griinen
Fluoreszenz abnahm, wahrend die der roten Fluoreszenz zunahm. In Abbildung 5.79
wird deutlich, dass alle méglichen Intensitatsveranderungen der beiden Banden
gegeneinander auch beobachtet werden.

Die Auftragung der absoluten Intensitatsveranderungen gibt zwar einen guten
Uberblick, verdeckt aber andererseits einige Informationen. Hauptproblem ist hierbei
die grundsatzlich unterschiedliche Intensitat der detektierten Spektren, die auf die
zuféllige Orientierung der Oligomere in der Matrix zurickgeht. So ist z.B. eine
Verdopplung der Intensitat einer im vorherigen Spektrum schwachen Bande nicht von
nur geringen Intensitatsschwankungen in einem intensiven Spektrum zu
unterscheiden. Auch das vollige Bleichen oder das Auftauchen einer Bande ist im
Diagramm der absoluten Intensitatsveranderungen nicht auszumachen.

Aus diesem Grund wurde die Methode weiter verfeinert, indem eine Normierung der
Intensitéten eingefihrt wurde, um die Intensitatsschwankungen untereinander
vergleichbar zu machen. Gewahlt wurde die bereits in Kapitel 5.1.7.1 vorgestellte
Normierung, um relative Intensitatsanderungen zu erhalten. Es wurde die Differenz
zwischen den Maximumintensitaten jeder Fluoreszenzbande in aufeinander folgenden
Spektren gebildet und diese dann durch die grélkere der beiden Intensitaten der
entsprechenden Fluoreszenzbande geteilt. Man erhélt so Werte zwischen —1 und 1,
Intensitatsabnahmen erscheinen als negative Werte, Intensitdtszunahmen als positive
Werte.

Die so erhaltenen Werte flir sowohl die kurzwellige als auch die langwellige
Fluoreszenzbande wurden wiederum gegeneinander aufgetragen, man erhielt die
Grafik in  Abbildung 5.80. Die  verschiedenen Moglichkeiten der
Intensitatsveranderungen der beiden Fluoreszenzbanden sind analog zu Abbildung
5.79 in den vier Quadranten des Koordinatensystems zu finden. Veranderungen nur
einer Bandenintensitat bei unveranderter zweiter Bande erscheinen auf den Achsen
des Koordinatensystems. Im  Vergleich zur Auftragung der absoluten
Intensitatsanderungen hat die Auftragung der relativen Intensitatsdnderungen einige
Vorteile. Zum Einen werden die Intensitdtsschwankungen unabhangig von ihrer
absoluten Intensitat vergleichbar. Zum Anderen werden im Diagramm die Falle deutlich
sichtbar, bei denen eine Fluoreszenzbande verschwindet oder erscheint. Das
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Erscheinen einer Bande ergibt den Wert 1, das Verschwinden einer Bande den Wert -1

fur die relative Intensitatsanderung der jeweiligen Bande.
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Abbildung 5.80: Korrelation der relativen Intensitatsveranderungen

Die absoluten Intensitatsveranderungen der Fluoreszenzbanden wurden durch Division durch den
gréBeren Intensitatswert der aufeinander folgenden Banden normiert.

Die Auftragung der relativen Intensitatsveranderungen der Bandenmaxima gegeneinander zeigt,
dass jegliche Art von Intensitatsveranderungen gefunden wird. Intensitdtsschwankungen einer
Bande ohne Veranderung der Intensitat der anderen Bande ergeben Punkte auf den Achsen des
Koordinatensystems. Das Bleichen einer Bande ergibt den Wert -1 fur die relative
Intensitatsanderung, das Erscheinen einer Bande ergibt den Wert 1 der relativen
Intensitatsanderung.

FRET zwischen den Chromophoren kann auch mit dieser verfeinerten Auswertung nicht belegt,
aber auch nicht ausgeschlossen werden.

Interpretiert man das Diagramm mit Blick auf Energietransfer zwischen den
Chromophoren, sind im zweiten Quadranten all die Falle dargestellt, bei denen die
FRET Effizienz abnahm, wo ein Dequenching, z.B. aufgrund des Bleichens eines rot
fluoreszierenden Chromophors, zu beobachten war. Im vierten Quadranten sind all die
Falle, bei denen die FRET Effizienz zunahm, d.h. die FRET Donor Fluoreszenz
abnahm und die FRET Akzeptor Fluoreszenz zunahm. Im dritten Quadranten sind all
die Falle, bei denen sowohl die rote als auch die griine Fluoreszenz abnahmen, z.B.
wegen Bleichen eines FRET Donors, was dann auch zur Abnahme der
Akzeptorintensitat fihrte.

Die ausschlieBliche Interpretation von Abbildung 5.80 aus der Perspektive des
Energietransfers zwischen den Chromophoren lasst sich jedoch bei vollstandiger
Betrachtung der Auswertung nicht halten. Am augenscheinlichsten widerspricht das
Vorhandensein von Punkten im ersten Quadranten der ausschlieBlichen FRET

Interpretation. Im ersten Quadranten sind all die Falle verzeichnet, bei denen ein
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gleichzeitiger Anstieg der roten und grinen Fluoreszenz beobachtet wurde, was mit
sich veranderndem Energietransfer zwischen den Chromophoren nicht zu erklaren ist.
Auch die Intensitatsabnahme beider Chromophore, dargestellt im dritten Quadranten,
ist kein wirklicher Hinweis auf Energietransfer, schliellich kann die Abnahme auch
durch spontanes Bleichen von jeweils wenigstens einem grin und einem rot
fluoreszierenden Chromophor verursacht sein.

Auch die Falle im vierten Quadranten, bei denen y=-1 und x>1 ist, sind im Sinne der
Theorie zur Erklarung von Intensitdtsanderungen durch veranderte FRET Effizienzen
wenig uberzeugend. In diesen Fallen wurde das vollige Verschwinden der grunen
Fluoreszenz bei gleichzeitigem Anstieg der roten Fluoreszenz gefunden. Dies wirde
den Anstieg der FRET Effizienz auf 100% bedeuten, was vor dem Hintergrund, dass in
fast allen Spektren sowohl griine als auch rote Fluoreszenz zu beobachten ist,

unwahrscheinlich erscheint.

Hinweise darauf, was dem beobachteten spektralen Verhalten zugrunde liegt, ergeben
sich, wenn man die Achsen der Auftragung der gegeneinander fluktuierenden
Intensitaten betrachtet. Auf den Achsen des Koordinatensystems sind die
Fluktuationen einer Fluoreszenzbande ohne Veranderung der anderen
Fluoreszenzbande abgebildet. Hier wird deutlich, dass die einzelnen
Fluoreszenzbanden von der  anderen Fluoreszenzbande unabhangige
Intensitatsfluktuationen analog denen, die in AG4 und DsRed gefunden wurden,
zeigen. Offensichtlich liegt in diesen spontanen Intensitatsfluktuationen die Erklarung
eines grolken Teils der beobachteten Intensitatsveranderungen der

Fluoreszenzbanden.

Prinzipiell sind die spontanen Intensitatsfluktuationen der Banden ausreichend, um das
gesamte in Abbildung 5.80 dargestellte spektrale Verhalten zu erklaren. Allerdings ist
nicht auszuschlieRen, dass ein Teil des in den Quadranten 2 bis 4 abgebildeten
Intensitatsverhaltens auf sich verandernden Energietransfer zwischen den
Chromophoren zurtickgeht, oder dass im ersten Quadranten abgebildete Falle auf eine
verstarkte Fluoreszenz des Donors und damit starkerer Energielibertragung auf den
Akzeptor zuruckgehen.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass auch mit der verbesserten Auswertung der
Serien von Emissionsspektren einzelner E8 Einheiten Energietransfer zwischen den
Chromophoren nicht nachgewiesen, allerdings auch nicht ausgeschlossen werden

kann.

Der scheinbare Widerspruch zwischen dem Ensembleexperiment, wo Hinweise auf
FRET gefunden wurden, und dem Einzelmolekiilexperiment, wo FRET nicht widerlegt,
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aber auch nicht eindeutig bestatigt werden konnte, konnte demnach auch durch eine
deutlich verfeinerte Auswertemethode nicht beseitigt werden.

Dies war Grund genug, die Aufmerksamkeit wieder auf die prinzipiellen Unterschiede
der Untersuchungsmethoden zu richten. Interessant ist in diesem Fall besonders die
Anregbarkeit des rot fluoreszierenden, ausgereiften Chromophors bei der hier
verwendeten Anregungswellenlange von 488nm. Obwohl in der Literatur die Meinung
vertreten wird, dass diese Anregung vernachlassigt werden kann [70], zeigen die hier
durchgeflhrten Experimente, dass dies nicht so ist. Sicher ist die Absorption des
gereiften Chromophors bei 488nm nicht mehr sehr grof3, jedoch muss man die in der
Spektroskopie  einzelner  Einheiten Ublichen und notwendigen hohen
Anregungsleistungen in Betracht ziehen.

Findet eine direkte Anregung des gereiften Chromophors statt, so steht dieser immer,
wenn er direkt angeregt wurde, fir diesen Anregungs- und Relaxationszyklus nicht
mehr als FRET Akzeptor zur Verfiugung. Bei hohen Anregungsleistungen ist dies haufig
der Fall. Daraus ergibt sich zum einen verstarkte rote Fluoreszenz durch direkte
Anregung des gereiften Chromophors als auch verstarkte griine Fluoreszenz durch
Dequenching, da der FRET Donor durch Fluoreszenz relaxiert, wenn zum FRET
Akzeptor keine Energie Ubertragen werden kann. Effektiv beobachtet man unter
Umstanden bei hohen Anregungsleistungen eine geringere FRET-Kopplung als bei
geringeren Anregungsleistungen.

Wenn die direkte Anregung des gereiften Chromophors die dargelegte Rolle spielt,
sollte eine Veranderung der Anregungswellenlange und der Anregungsintensitat eine
Veranderung der im Einzelmolekilexperiment aufgenommenen Daten ergeben. Um
dies zu Uberprifen, wurden in einem nachsten Experiment einzelne E8 Oligomere bei
Anregung mit Licht der Wellenldange 458nm untersucht. Dies fuhrt zu einer deutlich
geringeren  Absorption des gereiffen Chromophors und einer ungefahr
gleichbleibenden Absorption des ungereiften Chromophors. AulRerdem wurde die
Anregungsleistung um 4/5 auf ca. 0.2kW/cm? gesenkt. Beide MaRnahmen ergéanzen
sich, weshalb eine Veranderung im spektralen Verhalten sichtbar sein sollte, wenn die
direkte Anregung des gereiften Chromophors eine Rolle beim Energietransfer
zwischen den Chromophoren spielt.

Die Auswertung der Emissionsspekiren von E8, die mit deutlich geringerer
Anregungsleistung und Anregung bei 458nm aufgenommen wurden, ergaben ein
analoges spektrales Verhalten zu dem, welches in der Versuchsreihe mit héheren
Anregungsleistungen bei 488nm beobachtet wurde. Wiederum wurde eine Uberzahl an
Einheiten gefunden, die gemischte Spektiren einer Form aufwiesen, namlich 180
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Einheiten mit gemischter Fluoreszenz beider Chromophore, 72 Einheiten mit rein
gruner Fluoreszenz und 59 Einheiten mit rein roter Fluoreszenz. Die Auswertung der
Korrelation der relativen Intensitatsveranderungen (Abbildung 5.81) der beiden
Fluoreszenzbanden gegeneinander von einem Spektrum zum nachsten zeigt die
gleichen Charakteristiken wie die entsprechende Auswertung flir Anregung mit 488nm.
Besonders hervorzuheben sind wiederum die groRe Anzahl Punkte im ersten
Quadranten des Koordinatensystems, welche die gleichzeitige Zunahme sowohl der
roten als auch der grinen Fluoreszenzbande anzeigen, was nicht zur FRET
Vermutung als Ursache von Intensitadtsschwankungen passt. Weiterhin wurden
wiederum sehr viele Falle gefunden, bei denen eine Bande von der zweiten
Fluoreszenzbande unabhangige Intensitatsschwankungen zeigte, welche im Diagramm
auf den Achsen des Koordinatensystems zu finden sind.
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Abbildung 5.81: Korrelation der relativen Intensitatsveranderungen

Aufgetragen wurden die relative Intensitatsveranderung der langwelligen Fluoreszenzbande gegen
die relative Intensitatsveranderung der kurzwelligen Fluoreszenzbande von einem Spektrum zum
nachsten einer Serie. Die Anregung der Proteine erfolgte hier bei 458nm. Die Auswertung zeigt die
gleichen Charakteristiken wie die entsprechende Auswertung fir Anregung mit 488nm. Wiederum
ist kein eindeutiger Beleg fiur FRET auszumachen.

Auch bei Anregung mit Licht der Wellenlange 458nm konnten flr E8 keine zwingenden
Hinweise auf einen Energietransfer zwischen unterschiedlichen Chromophoren
innerhalb eines einzelnen Oligomers gefunden werden. Durch die zweite
Anregungswellenlange neben 488nm und die reduzierten Anregungsleistungen konnte
weiterhin gezeigt werden, dass die vergleichsweise hohen Anregungsleistungen und
die direkte Absorption des gereiften Chromophors keinen Einfluss auf die
Veranderungen der Bandenintensitaten hat.
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Die Hinweise auf FRET aus dem Ensembleexperiment konnten im
Einzelmolekulexperiment nicht erhartet, aber auch nicht entkraftet werden. Es wurde
deutlich, dass Intensitatsschwankungen durch veranderten Energietransfer, wenn
Uberhaupt, nur eine untergeordnete Rolle spielen, bei der Betrachtung einzelner E8
Oligomere dominieren spontane oder durch das Anregungslicht induzierte
Intensitatsschwankungen der Fluoreszenz, die z.B. durch veranderte
Quantenausbeuten, veranderte Absorption, etc. bedingt sind.

5.2.6.2 Energietransfer bei DsRed und DsRed Varianten

Wie bereits dargelegt wurde, ist eine analoge Untersuchung auf Energietransfer zu E8
bei DsRed nur dann sinnvoll, wenn einige Tausend Oligomere untersucht werden, da
fur DsRed nur eine begrenzte Anzahl Spektren gefunden wird, bei denen Fluoreszenz
des ungereiften Chromophors sichtbar war. Fir eine solche Untersuchung steht der

Aufwand in keinem akzeptablen Verhaltnis zum Erkenntnisgewinn.

Auf eine solche Untersuchung kann aullerdem verzichtet werden, da nach der in
Kapitel 5.2.7.1 beschriebenen Methode der Anteil von Proteinen mit ungereiftem
Chromophor zu 1,5% bis 5% abgeschatzt werden konnte. Dieser Anteil kann mit dem
Anteil Oligomere mit kurzwelliger Fluoreszenz, die bei der spektral aufgeldsten
Untersuchung einzelner DsRed Oligomere gefunden wurde, verglichen werden. Von
den 539 DsRed Einheiten, die bei Anregung mit 488nm untersucht wurden, zeigten 19
Fluoreszenz des ungereiften Chromophors. Daraus errechnet sich unter Annahme
stochastischer Zusammensetzung der Tetramere ein Anteil von 1% Proteine mit
ungereiftem Chromophor, was gut mit den 1,5% Ubereinstimmt, die aus den im
Bleichexperiment detektierten Spektren des ungereiften Chromophors errechnet

werden konnten.

Die gute Ubereinstimmung der Zahlen zeigt, dass nicht ein Teil der griin
fluoreszierenden Chromophore aufgrund eines effizienten Energietransfers zum rot
fluoreszierenden Chromophor keine Fluoreszenz zeigten und deshalb nicht detektiert
werden konnten. Dies belegt, dass die Spektren, in denen Fluoreszenz des ungereiften
Chromophors gefunden wurde, reprasentativ sind. Da die meisten dieser Spektren
nebeneinander Fluoreszenz sowohl des ungereiften als auch des gereiften
Chromophors zeigten, bedeutet dies, dass innerhalb von gemischten DsRed
Oligomeren aus Proteinen mit ungereiffem und gereiftem Chromophor kein
hocheffizienter Energietransfer zu dem oder den rot fluoreszierenden Proteinen
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stattfindet (vgl. hierzu auch 5.2.7). Der in der Literatur an einigen Stellen unterstellte
Energietransfer mit praktisch 100%iger Effizienz [40] muss deshalb relativiert werden.

Die groBe spektrale Ahnlichkeit von E5 und DsRed-2 zu DsRed zeigt sich auch an
dieser Stelle. Fir E5 konnte ein vergleichbarer Anteil an grun fluoreszierenden
Proteinen wie in DsRed ausgemacht werden, so dass auch in diesem Fall davon
ausgegangen werden kann, dass die Spektren, in denen Fluoreszenz des ungereiften
Chromophors gefunden wurde, reprasentativ sind und damit ein hocheffektiver
Energietransfer ausgeschlossen werden kann. Vergleichbares kann fur AG4 und

DsRed-2 angenommen werden.
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5.2.7 Untersuchungen zum Anzahlverhaltnis zwischen gereiftem
und ungereiftem Chromophor bei verschiedenen DsRed

Varianten

Die Untersuchung des DsRed Mutanten E8 auf Einzelmolekilebene hat einige
Ergebnisse erbracht, die zur Beurteilung des spektralen Verhaltens von DsRed und
samtlicher Varianten von Interesse sind. Speziell die Erkenntnis, dass zwischen
unterschiedlichen Chromophoren innerhalb der Oligomere bestenfalls ein moderater
Energietransfer stattfindet, fihrt zu der Frage, ob E8 eine Sonderstellung einnimmt,
oder ob diese Erkenntnisse auf die anderen Varianten Ubertragen werden kdnnen.

Entscheidend fir die Beantwortung dieser Frage ist, wie im vorigen Kapitel dargelegt,
das Anzahlverhaltnis zwischen Proteinen mit ungereiftem und gereiftem Chromophor in
DsRed. Ist der Anteil an Proteinen mit ungereiftem Chromophor hoch, zeigt die nur
seltene Detektion der fur diesen Chromophor typischen Fluoreszenz bei der
Untersuchung einzelner Oligomere, dass ein hoch effizienter Energietransfer zum
gereiften Chromophor stattfindet. Die ungereiften Chromophore sind in diesem Fall im
Oligomer zwar vorhanden, fluoreszieren aber nicht. Damit wirde E8 eine
Sonderstellung bei den DSRed Varianten einnehmen, da bei E8 bei der Mehrzahl der
Oligomere Fluoreszenz des ungereiften Chromophors gefunden wurde. Ist umgekehrt
der Anteil der ungereiften Chromophore gering, zeigt die, wenn auch seltene Detektion
im Einzelmolekllexperiment, dass der Energietransfer nicht effektiv verlauft, E8 also
keine Sonderstellung einnimmt, sondern ein sehr geeignetes System ist, um mit Hilfe
der Einzelmolekilspektroskopie Erkenntnisse tber DsRed und dessen Varianten zu
erhalten.

In der Literatur ist die Frage nach dem Anzahlverhaltnis von Proteinen mit ungereiftem
zu gereiftem Chromophor bei DsRed bisher nicht abschlieRend beantwortet.
Klassische spektroskopische Methoden scheiden zur Lésung dieser Frage aus, da nur
Absorptionsspektren von Proteinen mit gemischten Chromophoren erhaltlich sind, da
beide Formen immer nebeneinander entstehen, wobei weiterhin erschwerend
hinzukommt, dass Uneinigkeit besteht, inwieweit das Nebenmaximum im
Absorptionsspektrum bei 585nm zur Schwingungsprogression des Spektrums des
gereiften Chromophors gehort, oder ob es sich hierbei alleine um Absorption des
ungereiften Chromophors handelt. Auch die Fluoreszenz von DsRed hilft in dieser
Frage nicht weiter, da im Fluoreszenzspektrum, sollte effektiver Energietransfer
stattfinden, was aber bisher ungeklart ist, primar die Fluoreszenz der langerwelligen

Form erscheint.
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Erste Ergebnisse aus der Massenspektroskopie wiesen auf ein Verhaltnis von ca. 1 : 1
zwischen rot und grin fluoreszierendem Chromophor hin [48], auch Abschatzungen
aus der Elektronendichteverteilung aus Rontgenstrukturdaten wiesen in diese Richtung
[40], insgesamt bleiben die Autoren jedoch eher vage.

5.2.7.1 Bleichexperimente auf Einzelmolekiilebene

Die Einzelmolekilspektroskopie bietet die Méoglichkeit, der Frage nach dem
Anzahlverhaltnis von Proteinen mit gereiffem 2zu ungereiffem Chromophor
nachzugehen. Am einfachsten wéare sicherlich das einfache Abzahlen, bei wie vielen
DsRed Spektren einzelner Oligomere bei gleichzeitiger moglicher Anregung beider
Chromophorarten Fluoreszenz des griin fluoreszierenden, ungereiften Chromophors,
bzw. des rot fluoreszierenden, gereiften Chromophors gefunden wurde. Dieser Ansatz
ignoriert allerdings die bisher ungeklarte Frage nach Energietransfer zum langwellig
fluoreszierenden Chromophor, was bei sehr effizientem Energietransfer die Ergebnisse
dieser Zahlung vdllig verfalscht, da die kurzwellig fluoreszierenden Chromophore
aufgrund des Energietransfers in diesem Fall auch im Einzelmolekilexperiment nicht
sichtbar sind.

Dieses Problem kann durch ein Bleichexperiment auf Einzelmolekllebene nach
folgendem Schema bericksichtigt werden: Von einer Stelle der Probe wird zunachst
ein Fluoreszenzintensitatsbild mit Anregung bei 458nm aufgenommen, direkt gefolgt
von einem Bild mit Anregung bei 532nm. Danach wird die gerade untersuchte
Probenflache intensiv mit Licht der Wellenlange 532nm bestrahlt. Da bei dieser
Wellenlange nur der ausgereifte, rot fluoreszierende Chromophor absorbiert, wird
dieser selektiv photozerstort. Das Resultat der Bestrahlung wird jeweils Uberprift, erst
wenn bei Anregung bei 532nm keine Fluoreszenz mehr detektiert werden kann, wird
fortgefahren, indem wiederum ein Fluoreszenzbild mit Anregung bei 458nm
aufgenommen wird. Alle Stellen, an denen in diesem Bild noch Fluoreszenz
beobachtet werden kann, zeigen die Existenz von ungereiften Chromophoren an, zur
eindeutigen Identifizierung werden diese Fluoreszenzsignale abschlieRend noch
spektroskopiert.

Durch Vergleich der Bilder sind sowohl Erkenntnisse Uber die Zusammensetzung der
Oligomere als auch die Anregbarkeit des langwellig fluoreszierenden Chromophors bei
kurzwelliger Anregung moglich, jedoch sind die experimentellen Schwierigkeiten nicht
zu unterschatzen. Hauptsachlich sind in dieser Hinsicht die geringe Photostabilitat
gegen Bleichen der Chromophore und die geringe Anregbarkeit des gereiften
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Chromophors bei kurzen Wellenlangen zu erwdhnen. Hier sind Kompromisse
notwendig. Einerseits braucht man zur deutlichen Detektion hohe Anregungsleistungen
und lange Integrationszeiten, andererseits ist es notwendig, die Proteine in drei
Fluoreszenzsbildern und danach noch spektral zu untersuchen, was geringe
Anregungsleistungen und kurze Integrationsdauern notwendig macht. Gewahlt wurden
hier kurze Integrationsdauern bei der Aufnahme der Fluoreszenzintensitatsbilder, da es
von entscheidender Bedeutung ist, von den empfindlichen ungereiften Chromophoren
so wenige wie moglich vor Abschluss der Untersuchung zu bleichen. Dies zusammen
mit den starken Intensitatsfluktuationen, die fir die fluoreszierenden Proteine typisch
sind, fuhrt zu einem maRigen Signal zu Rausch Verhaltnis der Bilder, was die
Auswertung zusammen mit der durch den Aufbau bedingten Ausbildung eines

Doppelbildes durch einen zweiten Anregungsfocus, erschwert.

Aex = 458nm Aex = 532nm Aex = 458nm, nach Bleichen

der gereiften Chromophore

Abbildung 5.82: Bleichexperiment mit einzelnen DsRed Oligomeren

Die Fluoreszenzintensitatsbilder stellen den gleichen Probenausschnitt dar.

Links: Anregung bei 458nm

Mitte: Anregung bei 532nm

Rechts: Anregung bei 458nm nach selektivem Photozerstéren der gereiften Chromophore mit Licht
der Wellenlange 532nm

Nach dem Zerstoéren der gereiften Chromophore sind bei Anregung mit 458nm nur noch wenige

fluoreszierende Proteine, namlich die mit ungereiftem Chromophor, sichtbar. Dies belegt zum

einen, dass die gereiften Chromophore bei kurzwelliger Anregung nicht ausschliellich Gber

Energietransfer angeregt werden, zum anderen kann durch Vergleich der Anzahl an

Fluoreszenzpunkten vor und nach dem selektiven Bleichen der gereiften Chromophore der

Anteil von ungereiften Chromophoren in DsRed abgeschéatzt werden.

In Abbildung 5.82 sind die Fluoreszenzintensitatsbilder der skizzierten Untersuchung
fur einen Bereich einer Probe mit DsRed Proteinen gezeigt. Bild a) wurde bei Anregung
mit 458nm aufgenommen, unmittelbar danach folgte die Untersuchung des gleichen
Probenbereiches mit Anregung bei 532nm, wobei das Bild b) erhalten wurde. Danach
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wurde der Bereich intensiv mit Laserlicht der Wellenlange 532nm bestrahlt, um den rot
fluoreszierenden Chromophor selektiv zu bleichen. Die Auswirkung des Bleichens zeigt
sich nicht nur bei Anregung mit 532nm, wo gar keine Fluoreszenz mehr beobachtet
wurde, sondern auch bei Anregung mit 458nm in Bild c). Um zu verifizieren, dass es
sich bei der beobachteten Fluoreszenz in ¢) um Fluoreszenz des ungereiften
Chromophors handelt, wurden alle Stellen, an denen Fluoreszenz beobachtet werden
konnte, noch spektral aufgeldst untersucht.

Obwohl die Auswertung oft schwierig war, war das Ergebnis dennoch eindeutig. Fir
DsRed waren die Bilder mit Anregungswellenlangen von 458nm und 532nm vor dem
selektiven Bleichen des gereiften Chromophors praktisch identisch, zu beinahe jedem
Fluoreszenzsignal lie@ sich eine Entsprechung bei der jeweils anderen
Anregungswellenlange finden.

Das Bleichen des langwelligen Chromophors fuhrte dazu, dass bei kurzwelliger
Anregung nur noch sehr wenige fluoreszierende Chromophore gefunden werden
konnten. Insgesamt wurden auf den Fluoreszenzbildern vor dem selektiven Bleichen
231 einzelne DsRed Oligomere gefunden, nach dem selektiven Bleichen des gereiften
Chromophors konnte nur noch an 42 Stellen Fluoreszenz bei Anregung bei 458nm
detektiert werden, wovon an 12 dieser Stellen eindeutige Fluoreszenzspektren des
ungereiften Chromophors nachgewiesen wurden.

Bei einem Anteil des ungereiften Chromophors von ca. 50%, wie in der Literatur
angedeutet, enthalten bei stochastischer Zusammensetzung der Tetramere ca. 94%
der Tetramere wenigstens ein Protein mit ungereiftem Chromophor, welches nach dem
Bleichen der langwelligen Chromophore bei Anregung mit Licht der Wellenlange
458nm detektiert werden kann. Dies bedeutet, dass in diesem Fall an 94% der Stellen,
an denen vor dem Bleichen der gereiften Chromophore Fluoreszenz beobachtet
werden konnte, dies auch nach dem Bleichen der gereiften Chromophore bei
Anregung bei 458nm moglich sein muss. Die erhaltenen Bilder zeigen deutlich, dass
dies im vorliegenden Fall nicht zutrifft. Der Anteil an Oligomeren, die wenigstens ein
Protein mit ungereiftem Chromophor enthalten, ist signifikant geringer als 94%.

Eindeutig nachgewiesen werden konnte das Vorhandensein ungereifter Chromophore
fur 5% der Oligomere, namlich fur die 12, bei denen eindeutige Fluoreszenzspektren
nach dem Bleichen des gereiften Chromophors gefunden wurden. Einen Einfluss,
weshalb bei den restlichen Stellen, bei denen Fluoreszenz bei Anregung mit 458nm
gefunden wurde, aber keine Spektren zu detektieren waren, hat sicherlich die geringe
Stabilitdt gegen Photobleichen der fluoreszierenden Proteine, so dass die
Chromophore bereits zerstort waren, als die Spektren aufgenommen wurden.
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Weiterhin ist von einer kleinen Anzahl falsch positiver Signale, z.B. durch
Verunreinigungen, auszugehen.

Geht man von Tetrameren und stochastischer Zusammensetzung aus Proteinen mit rot
und grin fluoreszierendem Chromophor aus, so kann der Anteil rot zu grun
fluoreszierender Proteine aus diesen Daten leicht errechnet werden. Je nachdem, ob
man von den spektral nachgewiesenen oder den im Fluoreszenzintensitatsbild
gefundenen Fluoreszenzpunkten bei kurzwelliger Anregung nach dem Bleichen des
gereiften Chromophors ausgeht, erhalt man einen Anteil von ca. 1,5%, bzw. ca. 5%
Proteine mit ungereiftem Chromophor in DsRed.

Neben dem geringen Anteil an ungereiften Chromophoren beweist das Experiment
aullerdem die Madoglichkeit der kurzwelligen Anregung der rot fluoreszierenden
Proteine. Die beobachtete rote Fluoreszenz bei kurzwelliger Anregung ist eindeutig
nicht auf ausschlieBliche Anregung des ungereiften Chromophors und Energietransfer
auf den rot fluoreszierenden Chromophor zurtickzufiihren.

Die bestimmte Spanne fur den Anteil an ungereiften Chromophoren weicht deutlich von
dem zwischenzeitlich von Garcia-Parajo et al. ebenfalls im Einzelmolekilexperiment
ermitteltem Wert ab [70]. Deren Methode bestand im Prinzip aus dem Vergleich von
Fluoreszenzbildern mit Anregung bei 488nm und Anregung bei 568nm. Einige
Oligomere waren nur auf den Bildern mit Anregung bei 488nm zu sehen, andere nur
auf denen mit Anregung bei 568nm. Zur Interpretation wurde vorausgesetzt, dass der
rot fluoreszierende Chromophor nicht mit Licht der Wellenlange 488nm angeregt
werden kann, Fluoreszenz dieses Chromophors bei Anregung bei 488nm
ausschlielllich von effektivem Energietransfer herrihrt. Daraus wurde geschlossen,
dass die Oligomere, die nur bei Anregung mit 488nm detektiert wurden, aus rein grin
fluoreszierenden Proteinen und die, die ausschlieBlich bei Anregung bei 568nm
detektiert wurden, ausschlie3lich aus rot fluoreszierenden Proteinen aufgebaut sind.
Hieraus errechnete sich ein Anzahlverhaltnis von grin zu rot fluoreszierenden
Proteinen von 1:1,2-1,5. Der verwendete Ansatz stellt den ersten Teil des oben
diskutierten Experimentes dar, und greift damit zu kurz, da der entscheidende Teil des
Bleichens und Uberpriifens der Fluoreszenz fehlt. Es wurden keine Spektren, sondern
nur Fluoreszenzintensitaten detektiert, weshalb nur spekuliert werden konnte, dass die
Oligomere, die ausschliel3lich mit Anregung bei 488nm gefunden wurden, tatsachlich
rein grun fluoreszierten. Auch die Annahme, dass der rot fluoreszierende Chromophor
bei 488nm nicht anzuregen ist, ist, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, nicht zu halten,
und auch die Beantwortung der Frage nach Energietransfer zwischen den
Chromophoren ist nicht abschliefiend geklart.
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Neben dem hier durchgefiihrtem Experiment spricht auch das Absorptionsspektrum
gegen einen hohen Anteil an ungereiftem Chromophor (vgl. Kapitel 4.2.1), weiterhin
sind die Daten konsistent zu der spektral aufgelésten Einzelmoleklluntersuchung, die
im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrt wurde (vgl. Kapitel 5.2.6.2).

E5 wurde nach der gleichen Methode untersucht, wobei analoge Ergebnisse wie bei
DsRed erhalten wurden. Auch bei E5 zeigten die Fluoreszenzintensitatsbilder mit
Anregung bei 458nm und 532nm die gleichen Oligomere. Nach dem selektiven
Bleichen der gereiften Chromophore mit Licht der Wellenlange 532nm waren auch bei
E5 bei Anregung mit Licht der Wellenlange 458nm nur noch wenige Oligomere
auszumachen. Von 150 identifizierten Oligomeren war nach dem Bleichen noch von 28
im Fluoreszenzbild Emission auszumachen, von diesen konnte von 10
Einzelmolekulfluoreszenzspektren aufgenommen werden. Es ergibt sich damit ein
Anteil von 5% Proteinen mit ungereiftem Chromophor, wenn man von der Detektion im
Fluoreszenzintensitatsbild ausgeht, und von 2%, wenn man von der durch
Emissionsspektren bestatigten Identifikation ausgeht. Insgesamt zeigt sich auch hier
die sehr groBe spektrale Ubereinstimmung zwischen ausgereiftem DsRed und
ausgereiftem E5.

Die hier gefundenen Anteile fur Proteine mit ungereiftem Chromophor sind als
Untergrenzen zu verstehen. Obwohl groRer Wert darauf gelegt wurde, mit mdglichst
geringen Anregungsleistungen zu arbeiten, kann nicht verhindert werden, dass ein Teil
der Chromophore vor Abschluss der Untersuchung eines Probenausschnitts bereits
durch Bleichen zerstért wurde. Da die Stabilitdt gegen Photobleichen des grin
fluoreszierenden Chromophors geringer ist als die des rot fluoreszierenden
Chromophors (vgl. Kapitel 5.2.1), kann dies letztlich zu einer gewissen
Unterreprasentation der grun fluoreszierenden Proteine fihren. Dennoch zeigen die
Experimente deutlich, dass die Anteile an griin fluoreszierenden Proteinen geringer
sind als in der Literatur angegeben.

In ahnlicher Weise wurde auch AG4 untersucht, allerdings wurde in diesem Fall auf
das Bleichen des rot fluoreszierenden Chromophors verzichtet, da bei dem geringen
Anteil rot fluoreszierender Chromophore davon keinerlei Erkenntnisgewinn zu erwarten
war. Stattdessen wurde aus dem Vergleich der Fluoreszenzintensitatsbilder mit
Anregung bei 458nm und bei 532nm der Anteil an Einheiten bestimmt, der bei
Anregung mit 532nm und 458nm sichtbar war. Unter Vernachlassigung schnellen
Ausbleichens und des Wechsels in einen nicht fluoreszierenden Zustand sind nur diese
Einheiten bei beiden Wellenlangen sichtbar, die wenigstens ein Protein mit gereiftem
Chromophor enthalten. Von den insgesamt 224 beobachteten Einheiten traf dies auf
38 Einheiten zu. Daraus errechnet sich fiir stochastisch zusammengesetzte Tetramere
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ein Anteil von 5,4% Proteinen, die den gereiften rot fluoreszierenden Chromophor
enthalten. Bestatigt wird dieser Wert durch die spektral aufgelésten Untersuchungen
an AG4, bei denen von 434 beobachteten Einheiten 86 Fluoreszenz des gereiften
Chromophors zeigten, woraus sich der Anteil von rot fluoreszierenden Chromophoren

zu 4,5% bestimmt.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es zu zeigen, dass die zeitlich und spektral aufgeldste
Spektroskopie einzelner fluoreszierender Proteine in-vitro moglich ist. Durch
Optimierung der Praparationsmethoden und der experimentellen Bedingungen der
Fluoreszenzspektroskopie war es mdglich, Spektirenserien von einzelnen
fluoreszierenden Proteinen der Aequorea GFP Gruppe und von einzelnen
fluoreszierenden Proteinoligomeren der DsRed Gruppe aufzunehmen.

Obwohl die fluoreszierenden Proteine breite Anwendung in den Biowissenschaften
finden, gibt es bis heute nur wenige Arbeiten, die sich mit der Fluoreszenz einzelner
Proteine der GFP Varianten und einzelner Oligomere des DsRed beschaftigen.
Spektral und zeitlich aufgeléste Untersuchungen einzelner fluoreszierender Proteine
und Proteinoligomere liegen bisher nicht vor, aus der DsRed Gruppe wurde bisher
Uberhaupt nur der Gesamtintensitatsverlauf der Fluoreszenz von DsRed auf

Einzelmolekllebene untersucht.

Es wurden die grun und gelb fluoreszierenden Varianten EGFP (Phe-64-Leu, Ser-
65-Thr) und EYFP (Ser-65-Gly, Val-68-Leu, Ser-72-Ala, Thr-203-Tyr) des
fluoreszierenden Proteins aus der Qualle Aequorea victoria, sowie das rot
fluoreszierende DsRed aus der Steinkoralle Discosoma und dessen ebenfalls rot
fluoreszierende Varianten E5 (Val-105-Ala, Ser-197-Thr) und DsRed-2 (Arg-2-Ala,
Lys-5-Glu, Lys-9-Thr, Val-105-Ala, lle-161-Thr, Ser-197-Ala) und die orange, bzw. griin
fluoreszierenden DsRed Varianten E8 (Asn-42-His) und AG4 (Val-71-Met, Val-105-
Ala, Ser-197-Thr) untersucht.

Zur Charakterisierung der Fluoreszenz der Proteine wurden insgesamt einige Tausend
einzelne Proteine, bzw. einzelne Proteinoligomere bei  verschiedenen
Anregungswellenlangen spektroskopiert. Die erhaltenen Rohspektren wurden mit einer
eigens fur diesen Zweck ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit konzipierten und
realisierten Software weiterverarbeitet, gesichtet und ausgewertet.

Die fluoreszierenden Proteine waren so ausgewahlt, dass ein maoglichst breiter Bereich
verschiedener Fluoreszenz abgedeckt war, und auflerdem verschiedene Varianten der
fur die Forschung vor allen in den Biowissenschaften wichtigen fluoreszierenden
Proteine der Aequorea GFP und der DsRed Gruppe in der Auswahl enthalten waren.
Auf diese Weise konnte das Fluoreszenzverhalten einzelner fluoreszierender Proteine
innerhalb der Gruppen, aber auch zwischen den Gruppen, miteinander verglichen
werden. Die DsRed Varianten waren aufierdem so gewahlt, dass durch Vergleich der
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Fluoreszenz Riickschliisse Uber die bis dato ungeklarten Fragen der Stéchiometrie der
Proteinoligomere aus Proteinen mit ungereiftem und gereiftem Chromophor und der
FRET Wechselwirkungen verschiedener Chromophore innerhalb eines Oligomers

gezogen werden konnten.

Bei allen fluoreszierenden Proteinen wurde eine Vielzahl von spektralen
Unterschieden zwischen verschiedenen einzelnen Proteinen, aber auch
Veranderungen der Fluoreszenz der vorherrschenden Formen mit der Zeit
beobachtet. Zur Verteilung der spektralen Parameter und der spektralen Dynamik
der vorherrschenden Formen wurden folgende Ergebnisse erhalten:

e Es wurden die Verteilungen der Maximumlagen der Emissionsbanden
fur alle untersuchten Proteine bestimmt. Der Vergleich der Breite der
Streuung der Maximumlagen fur jeweils homologe Chromophore zeigt,
dass die Verteilung der Maximumlagen bei allen Proteinen, sowohl der
Aequorea GFP als auch der DsRed Gruppe, mit der Anzahl der Atome
und Atomgruppen in van der Waals Kontakt zum Chromophor zunimmt.
Die nur bei der Beobachtung einzelner Proteine zugangliche Breite der
Verteilung der Maximumlagen ist somit ein Mal} fur die Einbettung des

Chromophors in die Proteinumgebung.

e Die Bestimmung der spektralen Diffusion der Emissionsmaximumlagen
ohne Formumwandlungen pro Protein zeigt, dass sich bei EGFP und
EYFP bei ca. 50% der Proteine die Lage des Fluoreszenzmaximums um
mehr als 4,5nm wahrend der Beobachtungszeit verandert. Bei den
Proteinen der DsRed Gruppe verandert sich die Lage der
Bandenmaxima bei ca. 50% der beobachteten Oligomere um mehr als

6nm.

e Um die Auswirkungen von spontanen oder photoinduzierten spektralen
Verschiebungen auf die FRET Rate in einem FRET Paar abzuschatzen,
wurde exemplarisch die Veranderung des spektralen
Uberlappungsintegrals des FRET Paares aus DsRed und AG4
berechnet. Ausgegangen wurde hierbei von den Werten der spektralen
Diffusion der Maximumlagen der Emission fur die Proteine der DsRed
Gruppe und den Ensemblespektren von DsRed und AG4. Die spontanen
spektralen Verschiebungen kénnen bei bis zur Halfte der beobachteten
FRET Paare Veranderung des spektralen Uberlappungsintegrals von
uber 10% bewirken. Die spontanen spektralen Verschiebungen der
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Spektren sind demnach ein nicht zu vernachlassigender Effekt bei der
Spektroskopie einzelner FRET Paare aus fluoreszierenden Proteinen.

e Die Verteilung der relativen Intensitatsanderungen des
Emissionsmaximums von einem Spektrum zum nachsten einer Serie
wurde fur alle verschiedenen Proteine bestimmt und zeigt, dass die
beobachteten Proteine deutliche Intensitatsfluktuationen aufweisen. Bei
der Beobachtung der Proteine der Aequorea GFP Gruppe wurden
deutlich haufiger Dunkelzeiten ohne Fluoreszenz, langer als die
Zeitauflosung des Experimentes von einer Sekunde, gefunden als bei
den Proteinen der DsRed Gruppe, was auf das Vorliegen dieser
Proteine als Oligomere zurickzufiihren ist.

Durch Verfolgung der Fluoreszenzspektren konnte fur EYFP gezeigt
werden, dass der fur dieses Protein in der Literatur vorgeschlagene
Mechanismus der Protonierung des Chromophors nicht die

dominierende Ursache flr die beobachteten Dunkelzeiten ist.

Neben den Unterschieden und Fluktuationen der Fluoreszenz bei den vorherrschenden

Formen der Proteine wurden im Einzelmolekllexperiment auch spektral von der

vorherrschenden Form abweichende Formen gefunden, die im Ensemble nicht oder

nur schwer nachzuweisen sind:
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Es wurde gezeigt, dass in EYFP die kurzwellig zur vorherrschenden B-Form
fluoreszierende |-Form, die bisher ausschlielich bei kryogenen
Temperaturen nachgewiesen werden konnte, auch bei Raumtemperatur
populiert ist. Weiterhin konnten Ubergange zwischen der B- und der I-Form
des EYFP beobachtet werden.

Sowohl fur EYFP als auch fur EGFP konnten jeweils drei einander
entsprechende bathochrom 2zu den vorherrschenden Formen bisher
unbekannte fluoreszierende Formen identifiziert werden. Es wurden
Ubergéange zwischen den vorherrschenden und allen bathochrom
fluoreszierenden Formen beobachtet, wobei zum Teil Dunkelzeiten von
einigen Sekunden Dauer ohne Fluoreszenz zwischen dem Verschwinden
der Fluoreszenz der einen Form und dem Erscheinen der Fluoreszenz der
anderen Form auftraten. Daraus wurde auf einen zweistufigen
Reaktionsmechanismus Uber ein nicht fluoreszierendes Zwischenprodukt

geschlossen.
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e Die Lage der Fluoreszenz der drei Formen und die beobachtete zweistufige
Bildung weisen darauf hin, dass der bereits im Ensemble beobachteten
photoaktivierten Bildung roter Fluoreszenz bei Aequorea GFP Varianten die
Bildung der drei im Einzelmolekulexperiment identifizierten Formen

zugrunde lieget.

e Der Vergleich der beiden am starksten bathochrom verschobenen Formen
der Aequorea GFP Varianten zeigt deutliche Analogien zu bei DsRed
beobachteten Fluoreszenzspektren. Ausgehend von den spektralen
Homologien wurde vorgeschlagen, dass die stark rotverschobenen
Aequorea GFP Formen auf ein verlangertes chromophores n-System

analog zu dem von DsRed zuruckgehen.

e Fir DsRed und dessen Varianten DsRed-2, E5, E8 und Ag4 konnte gezeigt
werden, dass im Einzelmolekllexperiment aufgrund der vergleichsweise
hohen Anregungsleistungen der ausgereifte Chromophor schnell in eine ca.
15nm bathochrom zur Ensemblefluoreszenz fluoreszierende ,super rote®
Form Ubergeht. Bei allen Varianten wird bei Beobachtung der Fluoreszenz
des gereiften Chromophors praktisch ausschlie3lich Fluoreszenz der super

roten Form beobachtet.

e Bei allen Proteinen der DsRed Gruppe wurden Formen mit
Fluoreszenzmaximum um 530nm und 570nm gefunden, die den Formen,
die bei der Untersuchung der Proteine der Aequorea GFP Gruppe
beobachtet wurden, entsprechen. Dies unterstreicht einmal mehr die

Homologie der Proteine beider Gruppen.

Weiterhin wurde die bislang ungeklarte Frage nach der Zusammensetzung der
Oligomere der Proteine der DsRed Gruppe aus Monomeren mit ungereiftem und
gereiftem Chromophor und der FRET Wechselwirkung zwischen unterschiedlichen
Chromophoren innerhalb  eines  Oligomers mit den Methoden  der

Einzelmolekullspektroskopie angegangen. Folgende Ergebnisse wurden erhalten:

e Bei allen Proteinen aus der DsRed Gruppe wurden gemischte
Fluoreszenzspektren aus Fluoreszenz des ungereiften und des gereiften
Chromophors gefunden. Dies zeigt, dass sowohl bei DsRed als auch bei
allen untersuchten Varianten gemischte Oligomere aus Monomeren mit
gereiftem und ungereiftem Chromophor vorkommen. Die im Ensemble
beobachtete rote und griine Fluoreszenz der Proteine beruht demnach nicht
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auf der Emission rein rot fluoreszierender und rein grin fluoreszierender

Oligomere.

e Die Fluoreszenzdynamik der DsRed Variante E8, die sowohl deutliche
Fluoreszenz des ungereiften, als auch des gereiften Chromophors zeigt,
wurde auf FRET Wechselwirkungen innerhalb der Oligomere untersucht, die
sich an Veranderungen der Verhaltnisse der Fluoreszenzbandenintensitaten
zueinander zeigen sollten. Es konnten keine eindeutigen Belege flr, aber
auch keine eindeutigen Belege gegen eine FRET Kopplung
unterschiedlicher Chromophore eines Oligomers gefunden werden. Eine
hocheffektive FRET Kopplung, wie in der Literatur an einigen Stellen

postuliert, konnte jedoch ausgeschlossen werden.

e Durch Bleichexperimente auf Einzelmolekilebene mit verschiedenen
Anregungswellenlangen konnte das Anzahlverhaltnis zwischen Proteinen
mit gereiftem zu ungereiftem Chromophor fur DsRed, E5 und AG4
abgeschatzt werden. Fur DsRed und ES wurde ein Anteil von ca. 1,5% bis
5% grun fluoreszierende Proteine, fir AG4 ein Anteil von ca. 5% rot
fluoreszierende Proteine, abgeschatzt.

e Der Anteil Oligomere mit ungereiftem Chromophor, der bei der spekiral
aufgeldsten Untersuchung der Fluoreszenz einzelner Oligomerere von DsRed
und E5 beobachtet wurde, entspricht dem Anteil, der im Bleichexperiment
bestimmt wurde. Es kann daraus geschlossen werden, dass auch bei DsRed
und E5 kein hocheffizienter Energietransfer zwischen unterschiedlichen
Chromophoren stattfindet. Gleiches gilt fur AG4.

Es kann abschlielend festgestellt werden, dass es mit Hilfe der spektral
aufgeldosten  Untersuchung  einzelner  fluoreszierender  Proteine,  bzw.
Proteinoligomere gelang, einige offene Fragen zu klaren, aber auch neue
Anknupfungspunkte fir weitere Arbeiten zu schaffen. Speziell im Hinblick auf
kommende Experimente an einzelnen FRET Paaren aus fluoreszierenden
Proteinen ist es notwendig, die im Rahmen dieser Arbeit gezeigte spektrale
Heterogenitat und Dynamik zu bertcksichtigen. Anknipfungspunkte ergeben sich
durch weitere Experimente, z.B. mit Anregung mit mehreren Wellenlangen, eine
Methode, die im Rahmen dieser Arbeit nur am Rande angewendet wurde, und die

sicher noch optimiert werden kann und auf interessante Ergebnisse hoffen lasst.
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Gerade die in letzter Zeit vorangetriebene Entwicklung weiterer Varianten und auch
die Entdeckung neuer Gruppen fluoreszierender Proteine zeigt, dass die
fluoreszierenden Proteine ein nicht mehr wegzudenkendes Werkzeug in den
Biowissenschaften geworden sind. Mit Hilfe der Einzelmolekulspektroskopie
konnen die fluoreszierenden Proteine zum einen charakterisiert werden, zum
anderen stellen die fluoreszierenden Proteine zusammen mit der
Einzelmolekulspektroskopie  eine  vielversprechende @ Methode dar, um
Fragestellungen der Biowissenschaften zu beantworten.
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