3  Experimentelle Method en

Dieses Kapitel enthdlt die Beschreibung der verwendeten Experimente und Proben. Im
ersten Kapitel 3.1 wird der neue Mel3aufbau zur zatkorrelierten Einzelphotonenzéhlung
detailliert beschrieben. Im Unterkapitel 3.1.1 wird dazu das Mef3prinzip in Verbindung mit
schematischen Darstellungen erlautert. Die Abschnitte 3.1.2 bis 3.1.5 enthalten Beschrei-
bungen der elektronischen Komponenten, der optischen Komponenten, der
Steuerungssoftware sowie der Datenanalyse. Im Kapitel 3.2 sind die Beschreibung der
Apparatur sowie die Mef3bedingungen der Gleichlichtexperimente aufgefthrt. Im
darauffolgenden Kapitel 3.3 sind neben den Angaben zu den Standardmef3bedingungen Er-
lauterungen zu den Pr@parationen enthalten. Das abschlieRende Kapitel 3.4 stellt die
verwendeten extrinsischen Fluoreszenzmarker vor. Neben den Strukturen und spektro-
skopischen Eigenschaften der Fluoreszenzmarker sind auch die regtiven Gruppen der
Proteine Baderiorhodopsin und Rhodopsin angegeben, an welche die Fluorophore gekop-
pelt wurden.

3.1 Die neue Apparatur zur Detektion zeitaufgeldste r
Fluoreszenz unter Anregung mittels Synchrotronstrahlung

3.1.1 Das Mel3prinzip des neuen Aufbaus

Zur Mesaung der zeitaufgelosten Fluoreszenzanisotropie wurde ein apparativer Aufbau
entwickelt, der auf dem Prinzip der zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlung beruht
[O'Connor und Phillips, 1984 Lakowicz, 1983. Die Konzeption erfolgte speziell zur An-
wendung an Synchrotronstrahlungsgquellen, was aufgrund der zeitlich instabilen
Anregungsimpulse a1 einem erhohten Aufwand fihrte [Siehe auch Kelly et a. 1997. Der
optische Aufbau wurde in eine lichtundurchlassge transportable Systembox integriert, die
Uber Umlenkspiegel mit dem Lichtaustritt der Synchrotronspeicherringe der Berliner
Elektronenspeicherring-Gesellschaft fur Synchrotronstrahlung m.b.H. (BESSY 1) oder des
Hamburger  Synchrotronstrahlungslabors (HASYLAB) verbunden war. Das im
Speicherring der Synchrotronanlage ezeugte Licht ist im Zentrum des Strahlquerschnitts
linea polarisiert (paralel zur Ringebene) und besitzt am oberen und unteren Randbereich
zirkular polarisierte Komponenten. Die Monochromatoren der Strahlrohre wurden auf die
nullte Ordnung eingestellt und dann die Anregungswellenl&ngen mit dem Monochromator
des eigenen Melaufbaus <lektiert. Gemesen wurde im Einzelpaketmodus der
Synchrotronanlagen bei einer Impulsrate von 5 MHz, was einem Abstand von 200 rs
zwischen den Anregungsimpulsen entsprach. Der Mehrpaketmodus hatte im Gegensatz
dazu eine Wiederholrate von 500 MHz, also einen Impulsabstand von 2 ns. Die Totzat der
Elektronik wirde in diesem Fall zu einem hohen Verhaltnis der Anregungsimpulse a1 den
registrierten Photonen von ca 10%1 fiihren, was bei den lichtempfindlichen Proben ein zu
starkes Ausbleichen wahrend der Mesaung zur Folge ritte.
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Abbildung 3-1 MelRaufbau der zeitkorrelierten Einzelphotonenzdhlung zum Einsatz an
Synchrotronanlagen. Die elektronischen Steuerungs- und Signalverbindungen sind durch
gepunktete Linien dargestellt. Die nach auf3en weisenden Pfeile an den gepunkteten Linien
kennzeichnen eine weitere Verarbeitung der Signale. Nach dem Eingangsmonochromator ist der
Strahlengang geteilt. Ein Anteil des Anregungslichtes wird Uber eine Streuprobe und einen
verschiebbaren Spiegel auf den MCP-Detektor gelenkt und mit dem anderen Anteil wird die Probe
linear polarisiert zur Fluoreszenz angeregt.

Die in Abbildung 3-1 gezigte Konfiguration diente der periodischen Akkumulation der
Probenfluoreszenz sowie der Systemantwort® L(t). Diese Addition aufeinander folgender
kurzer Mef3zyklen war notwendig, da sich das Intensitéatsprofil sowie dessen Position auf
der Zeitskala wdahrend der Messung énderte (Abbildung 3-2). Das aus dem
Eingangsmonochromator austretende Anregungslicht wurde nach Parallelisierung mittels
Linse a1 einem geringen Tell durch eine eingefigte Quarzplatte in den
Referenzstrahlengang reflektiert. Innerhalb dieses Strahlengangs lenkte eine weitere
Quarzplatte @nen Antell des Lichtes auf einen Detektor, dessen diskriminiertes Ausgangs-
signal das Stopsignal an einem Zeit-Amplituden-Konverter (TAC)** bildete. Das Signal
wurde astelle der Paketmarkierung verwendet. Dieser Spannungimpuls, der mit den im
Speicherring umlaufenden Elektronenpaketen zeitlich korreliert ist, besal3 eine Instabil itat
von bis zu 150ps

% impuls response function, IRF
% time to amplitude converter
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Abbildung 3-2 Systemantworten der Synchrotronanregungsimpulse zu Beginn Lanang(t) und am
Ende Lenge(t) eines Nutzungszyklus des Berliner Synchrotronanlage BESSY 1. Die Nutzungszyklen
sind durch Injektionen neuer Elektronenpakete in den Speicherring bedingt. Die Intensitét fiel bei
der dargestellten Messung um 59 % und das Impulsmaximum verschob sich um 290 ps wahrend
einer Zyklusdauer von 3 Stunden.

Die Verwendung eines eigenen stabileren Stopsignals verbesserte die Zeitauflosung. Der
Rest des Referenzlichtes gelangte auf eine Streukivette (Ludox, DuPont Co.). Ein Teil des
Streulichtes wurde von einem dritten Detektor, dessen Signal auf einer Zahlerkarte
registriert wurde, zur Normierung der Intensitat benutzt. Uber einen verschiebbaren Spiegel
gelangte der verbleibende Anteil des Streulichtes auf den Hauptdetektor. Bei der Messung
der Systemantwort L(t) war der zweite Lichtweg, der des Fluoreszenzstrahlengangs, durch
eine Abdedkung hinter dem verschiebbaren Spiegel blockiert. Die mittleren
Halbwertsbreiten von L(t) lagen bei der BESSY-Anlage awischen 600 und 900 ° und am
HASYLAB bei 200 s Sie wurden hauptséchlich durch die Synchrotronimpulsbreiten
bestimmt. Im Fluoreszenzstrahlengang wurde das Anregungslicht durch ein
Polarisationsprisma senkrecht zur Tischebene linea polarisiert und danach mit einer Linse
auf die Probe fokussiert. Das Fluoreszenzlicht der Probe gelangte durch einen
Folienpolarisator (Analysator) und einen Kantenfilter auf den Hauptdetektor. Ein einzelner
Mef3zyklus bestand aus der Aufnahme von I(t), Io(t) und L(t), wobei I(t) und I(t) die
Fluoreszenzintensitéten bei Stellung des Analysators parallel beziehungsweise senkrecht in
bezug auf die vertikale Stellung des Eingangspolarisators bedeutet.

% Ein Vergleich findet sich in [Seifert und Rettig, 1994].
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Mehrere Zyklen, deren Gesamtzahl durch die Zahlrate der Probe bestimmt wurde, ergaben
dann eine &kumulierte Zeitspur der Fluoreszenzanisotropie r(t).Die Drehung der
Polarisatoren sowie die Verschiebung des Spiegels wurde mit Hilfe von Schrittmotoren
automatisiert. Den Mesaungen vorangehend wurde ein Korrekturparameter, der G-Faktor,
bestimmt (Gleichung (2.10)). Dieser Faktor Kkorrigierte die polarisationsabhangigen
EinflUsse der Apparatur. Dessen Wert ergab sich bei horizontalem Eingangspolarisator aus
dem Verhdltnis von I (t) und Ig(t). In dieser Anregungsgeometrie gilt theoretisch | = I
[Michl und Thulstrup, 1995.
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Abbildung 3-3 Blockschaltbild der elektronischen Signalverarbeitung der Einzelphotonenzahlung.
Die Anlage wurde im invertierten Modus betrieben: ein von der Probe emittiertes Photon erzeugte
das Startsignal und der Anregungsimpuls das Stopsignal. Die Zahleranzeige und der Oszillograph
wurden zur Uberpriifung der Zahlraten und der Impulsform verwendet.
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Abbildung 3-4 Zeitaufgeloste Fluoreszenz und Fluoreszenzanisotropie von
ungebundenem IAF in150 mM KCI, 10 mM Tris pH 7, bei 15 °C. Unter den
Kurven sind die den Anpassungen zugehorigen gewichteten Residuen darge-

stellt.
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Das Ausgangssgnal des Hauptdetektors wurde im weiteren nech einer Verzoge-
rungsleitung duch einen Vorverstérker vergrof3ert, mit Hilfe @nes Diskriminators normiert
und auf den Starteingang des Zeit-Amplituden-Konverters (TAC) gegeben (Abbildung
3-3). Dieser wandelte die zitliche Differenz awischen dem Start- und Stopsignal in einen

Spannungswert um.
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Dieses Spannungsdgnal wurde anschlief3end mittels eines <hnellen Analog-Digital-
Konverters (ADC)* digitalisiert und von einem Vielkanalanalysator (MCA)* registriert.
Der Anteil des Streulichts am Signal betrug 1= 4 %. Die Zahlraten lagen dem
Einzel photonenmodus entsprechend im Bereich von einigen 10°-10" eps (Ereignisse pro
Sekunde), wobei 10°-10° Ereignisse im Maximum akkumuliert wurden. Die bei den Expe-
rimenten verwendete Zeitauflosung betrug 2025 ps pro Kanal. Das gesamte Zeitfenster
umfaldte 0- 20 ns. Mit den vorhandenen optischen Komponenten und der benutzten
Strahlgeometrie wurde unter Verwendung von Diphenylhexatrien (DPH) in Glyzerin bei —5
°C eine Anfangsanisotropie ro von 0,390 £ 0,003 gemessen. Ein Vergleich findet sich bel
Heyn [Heyn, 1989 mit einem Wert von ro = 0,394 und bei Kawato et al. [Kawato et .,
1977 mit ro = 0,395 Die Abweichung von dem theoretischen Wert von 0,4 (Gleichung
(2.25) kann aus einer geringen unterschiedlichen Orientierung der Lage der
Ubergangsdipolmomente von Absorption und Emisgon, einer unaufgeldsten schnellen
Bewegung, einem unzureichendem Ldschungsverhéltnis der Polarisatoren oder mangelnder
paralleler Kollimierung des Strahlenganges resultieren. Der Standardtest zur
Funktionstiichtigkeit der Anlage bestand in der Messung des ungebundenen Fluorescein-
Derivates |IAF in waldriger Losung (Abbildung 3-4). Fluoreszenz und Anisotropie mufiten
einer monoexponentiellen Anpassung (X’max = 1,2) genligen.

Die Anisotropiekurve war ein zusétzlicher Beleg fur die Richtigkeit des G-Faktors, der vor
der jeweiligen Messung bestimmt wurde und 1,00 - 1,05 betrug. Bei richtiger Bestimmung
dieses Korrekturfaktors <llte die Kurve r(t) bel ungehinderter Rotationsdiffusion des
Fluorophors auf r., = 0 abklingen. Der Fehler von G betrug = 0,003.

3.1.2 Die elektronischen Komponenten

Ein Blockschaltbild der elektronischen Komponenten ist in Abbildung 3-3 dargestellt. Den
Hauptdetektor bildete eine kompakte Mikrokanalplatte (Microchannel Plate
Photomultiplier Tube, MCP-PMT, HAMAMATSU R380). Der Verstdrkungseffekt
dieser neuen Detektorgeneration basierte auf der Erzeugung von Sekundérelektronen
innerhalb von kleinsten mit Aluminium beschichteten Glaskapillaren. Die Kapillaren des
angegebenen MCP hatten einen Durchmesser von 6 um und waren zur Unterdriickung von
Folgeimpulsen in zwei Bindeln hintereinander geneigt in dem evakuierten Photodetektor
angeordnet (Chevron-Konfiguration). Die kurze Vervielfaltigungsdredke von ca 4 cm er-
maoglichte ene kurze Impulsanstiegszeit, definiert als digjenige Zeit, die der Impuls zum
Anstieg zwischen 10 % und 90 % seines Maximums ben6tigt. Nadch Herstell erangaben
betrug deser Wert 160 s bei dem verwendeten Detektor. Ebenso konnten konstruktions-
bedingt die Laufzeitunterschiede der Elektronen auf ihrem Weg von der Kathode aur
Anode gering gehalten wurden. Die Laufzeitfluktuation, definiert as die Halbwertsbreite
des auf ein Einzelphotoelektronenereignis folgenden Ausgangsimpulses, betrug 24,5 ps

%% analog to digital converter
*" multi channel analyzer
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Abbildung 3-5 Die Impulsantwort L(t) der MeRapparatur bei verschiedenen Anregungs-
wellenlangen. Im Innenfenster sind die Kurven der Langzeitschulter vergroRert abgebildet. Die
Messungen wurden am Hamburger Synchrotron HASYLAB durchgefiihrt. Die Halbwertsbreite von
L(t) betrug 230 ps.

Das Multialkali-Kathodenmaterial (HAMAMATSU S20) wies eine gpektrale
Empfindlichkeit zwischen 160 und 850 mn auf. Der Stromverstarkungsfaktor betrug 3*10,
bei einer Versorgungsspannung von -3000V. Das Kuhlsystem des Detektors bestand aus
einem temperierbaren Wasserkreislauf sowie einem in das Kihlgehduse integrierten Peltier-
Element. Der Wasserkreislauf wurde auf O °C geregelt. Bei einer Betriebstemperatur des
Detektors von -30 °C betrug de mittlere Dunkelzahlrate 10 eps (Ereignisse pro Sekunde).
Die Eigenschaften des Ausgangssignals waren bis zu einem Wert von 3*10° eps
unabhangig von der Zahlrate. Die Quantenausbeute variierte in dem verwendeten
Spektralbereich zwischen 4 und 20 %. Die Versorgungsgannung von -3000V lieferte an
Hochspannungs-NIM?-Modul mit separater Stromzufiihrung (EG& G ORTEC 456).

Es wurde @ne Meldreihe aur Bestimmung der Farbabhangigkeit des Hauptdetektors durch-
gefuhrt. Dazu wurde die Systemantwort L(t) mit einer Streuprobe bel verschiedene
Anregungswellenlangen in dem Spektralbereich von 300 - 600 nm, in aquidistanten
Abstanden gemessen. Abbildung 3-5 zeigt die Mef3kurven in Abhangigkeit von der
Anregungswellenlange. Die Wellenldngenselektion erfolgte durch den Eingangs-
monochromator bei einer spektralen Spaltbreite von 6 nm.

28 Nuclear Instrument Module
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Die Darstellung zeigt einen geringen Effekt in der Langzeitschulter der Kurven. Zur
Verdeutlichung dieses Effektes ist ein vergrolerter Ausschnitt abgebildet, bei dem die
Kurven zusétzlich gegléattet wurden. Das fur die Entfaltung der Anisotropiekurven
wesentliche Hauptprofil von L(t) blieb Gber dem gesamten Spektralbereich erhalten.
Aufgrund der statistischen Geringfligigkeit des Effektes wurde auf die Verschiebung der
Wellenlangen zu den jeweiligen Emissionswellenlangen der Proben, bel der Aufnahme von
L(t) verzichtet.

Fur die Generierung des Stopsignals wurde ein Kopffensterdetektor (HAMAMATSU
R5600P-01) verwendet. Dieser Metalldynodendetektor ist in seiner Funktionsweise ein
klassischer Sekundérelektronenvervielfacher, der sich durch seine extrem kleine Bauweise
auszeichnet. Die Neuerung in der Konstruktion bestand in der Anwendung spezieller
Metallkanaldynoden, die sich in 8 Einzelsegmente untergliedern. Dieser Detektor stellte
eine preiswerte Alternative aim MCP-PMT dar. Das gewdahlte Kathodenmaterial war in
einem Bereich von 290-820 nm sensitiv. Die Impulsanstiegszeit betrug 0,65 ns, bei einer
Versorgungsgpannung von 750V (NIM-Modul EG&G ORTEC 478 und einem Stromver-
starkungsfaktor von 7*10°. Der Detektor wurde ohne Kiihlung betrieben, da desen
Rauschen keinen Einflul? auf die Signalkette hatte.

In dem Mef3aufbau wurde ein weiterer Detektor benttigt (HAMAMATSU R2949, der die
far die Normierung der Kurven erforderlichen Referenzereignisse registrierte (siehe Funk-
tionsbeschreibung). Dieser einfache  Seitenfensterdetektor besad eine  hohe
Stromverstarkung von 107, wodurch auf eine anschliefende Verstéarkung des Signals ver-
zichtet wurden konnte. Es ergaben sich keine Anspriiche an die Zeitparameter dieses
Gerdtes, s0 dal3 eine Impulsanstiegszeit von 2,2 ns und Laufzeitunterschiede von 1,2 ns
seiner Funktion als Referenzzahler gentigten. Die Ausgangssgnale wurden ohne Kihlung
bei einer Betriebsgannung von -950V (EG&G ORTEC 456) aufgenommen. Der R2949
besal? eine spektrale Empfindlichkeit im Bereich von 200 - 900 nm und wurde bei Z&hl-
raten von 10" eps betrieben.

Der zur Vergarkung der Signale der Start- und Stop-PMT's eingesetzte Vorverstarker
(EG&G ORTEC 9306 1-GHz) war vom Hersteller auf den Anschlul® an ultra schnelle
Detektoren optimiert. Der Eingang akzeptierte Spannungsimpulse bis zu einem Wert von +
1 V. Der Ausgang lieferte @nen an den Bedarf des in der Signalkette folgenden Zeit-Am-
plituden-Konverters (TAC) angepaldten Spannungsbereich von 0 V bis 1,75 V, bei einer
I mpedanz von 50 Q.

Unter dem angewendeten Prinzip der Zeitmessung war eine Diskriminierung der | mpulse
erforderlich. Es handelte sich dabei um eine Impulsumwandlung im Sinne einer Standardi-
sierung auf der Zeitachse. Die elektronische Einhelt lieferte a1 einem in seiner Amplitude
fluktuierenden Eingangspuls einen in seiner Form und Spannungshohe definierten Aus-
gangspuls. Das shnelle Modul (EG& G ORTEC pico-Timingl Discriminator 9307) wurde
in die Signalverarbeitung hinter dem Hauptdetektor integriert. Unter optimalen
Bedingungen ergab dieses Gerét in Verbindung mit dem Vorverstérker 9306 Breiten der
Systemantwort L(t) von 30- 60 ps (FWHM). Der minimale Input betrug-25 mV.
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Die Schwankungen der Eingangsgpannungsamplituden wurden moch bis zu einem
Verhdltnis von 1001 ohne mefdbare Schwankung des Ausgangssignals auf der Zeitachse
ausgeglichen. Den Ausgang hildete ein 2,5 ns breiter -800 mV-Impuls (50 Q Impedanz).
Das verstérkte Stopsignal wurde ebenfalls mit einem Diskriminator (Oxford Instruments
Inc. CFD TC 453) verarbeitet. Der minimale Input betrug bei diesem NIM-Modul -5 mV,
die Input-Rate maximal 100 MHz. Die weiteren Parameter lagen im Bereich der Werte des
obigen Moduls. Die =itlichen Verschiebung des Ausgangsignals durch eine
unterschiedlich hohe Eingangsgpannung betrug = 50 ps, bei Eingangssgnalen zwischen —
50mV und-5V.

Start- und Stopsignale wurden vom Zeit-Amplituden-Konverter (TAC, ORTEC 566) re-
gistriert und de Eingangszeitdifferenz proportional in eine Ausgangsspannung vom
maximal 10V umgewandelt. Der wéhlbare Zeitbereich lag zwischen 10 ns und 20 ms. Die
Zeitauflosung betrug 001 % der vollen Skala plus einem konstanten Wert von 5 ps. Bel
niedrigen Spannungen zeigte das Gerat nichtlineare Konvertierungen. Fur die Messungen
wurde deshalb der Bereich doberhalb von 5V verwendet.

Der ADC (Canberra 8719, ein schneller Wandler mit einer konstanten Totzet von 800 ns,
war fur hohe Zahlraten ausgelegt. Er besal3 eine gute integrale und differentiale Linearitat
von £0,025 % beziehungsweise £0,9 % Uber 99,5 % des Zeitbereiches. Die U mwandlung
erfolgte hauptséchlich zwischen 4-9 V. Die maximale Zeitauflosung betrug 5 Pikosekunden
pro Kanal (ps/ch). Fir die Messungen wurde im allgemeinen eine Auflésung von 20 ps/ch
verwendet, bel einer Gesamtbreite von 1024 Kanélen, also einem Zeitfenster von 20 ns. Ein
zusatzliches Modu war erforderli ch, um die Ausgangsimpul se des Referenzaetektors an die
Eingangsnorm der Zahlereinschubkarte (Mellhaus ME-15) anzupassen. Dazu wurde én
'Gate und Delay Generator' (EG&G ORTEC 416A) verwendet, desen Ausgangssgnal der
erforderlichen TTL*-Norm entsprach. Weiterhin wurde eine 'Delay Box' (EG&G ORTEC
DB 463 zur Verzbgerung des Startsignals benutzt, um die notwendige Positionierung des
TAC-Signals auf der Zeitachse zu redisieren. Zur sténdigen Kontrolle und Optimierung des
Aufbaus wurde ein Zahler-Einschub (TenneledNucleus, Inc. Dual Counter/Timer TC 512)
eingebaut, der die &tuellen Zahlraten des Haupt- und des Referenzdetektors wiedergab.
Die fur die Signalverarbeitung hisher erwéahnten elektronischen Einheiten entsprachen dem
NIM-Standard und wurden, insofern keine separate Stromzuftihrung vorhanden war, in
einem Versorgungsrahmen (EG&G ORTEC 400I1C BIN) integriert. Der as
Computereinschubkarte ausgelegte Vielkanalanalysator (MCA, CANBERRA Accuspec B)
besal? eine Datenaufnahmebreite von bis zu 8192 Kanélen, bei 31 Bit pro Kanal. Seine
maximale analoge Eingangsrate betrug 1 MHz. Die fir die Automatisierung notwendigen
Schrittmotoren wurden mit einem externen Modul (Conrad SMC 800 gesteuert, desen
Programmierung (ber die parallele Schnittstelle des Computers erfolgte.  Die speziell
angefertigte Probenhalterung war an einen Kuhlkreislauf angeschlossen, dessen Temperatur
ein Umwadalzthermostat (Julabo F25) regelte. Das mit einem Peltier-Element versehene
Kuhlgehduse des Haupt-Photomultipliers (Products for Reseach Inc. Refrigerated
Chamber TE 104 RF) temperierte ein zwetes K tihlaggregat (Julabo F 20).

# Transitor-Transistor-Logic
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3.1.3 Die optischen Komponenten

Das Anregungslicht der nullten Ordnung des dem Strahlrohr zugeordneten Synchrotron-
monochromators wurde nach Umlenkung mittels gpezell justierter Spiegel und einer
abbildenden Linse auf den Eingangsspalt des eigenen Monochromators (JOBIN YVON
H.10 U.V.) fokussiert. Alle in der Apparatur verwendeten Linsen bestanden aus Quarzglas
und waren somit auch fir den mahen UV-Bereich durchldssg. Die spektrae
Empfindlichkeit des Gittermonochromators reichte unter Einsatz eines holographischen
Gitters mit 1200Linien/mm von 200 bs 800 nm. Die Dispersion in Hohe der Spalte betrug
8 nm/mm, wobei die Spaltbreiten fest, aber austauschbar waren. Die haufigste Anwendung
fanden Spaltbreiten von 0,5 und 1mm. Das Monochromatorstreulicht betrug im
hoherenergetischen Spektralbereich maximal 5 % und verringerte sich entsprechend bel
VergrolRerung der gewdhlten Wellenlange. Zur Unterdriickung des Streulichtes wurden
folgende Interferenz- beziehungsweise Bandenfilter in  Abhéngigkeit von der
Anregungswell enlange eingesetzt (Firma Schott): IF 580, IF 484, | F 548, BF 380.

Zur Erzeugung der lineaen Polarisation des Anregungdli chtes in definierter Lage wurde en
UV-Glan-Taylor Polarisationsprisma (Spindler & Hoyer) verwendet. Dieses Prisma besal3
fir 2/3 der Apertur ein Loschungsverhaltnis von 5*10°. Der Transmissionsbereich des
Prismas betrug 214 - 2300 nm. Auf der Fluoreszenzseite wurde ein Folienpolarisator
(Spindler & Hoyer) als 'Analysator' eingesetzt. Dessn spektraler Offnungsbereich lag
zwischen 280 tnd 800 mm mit einem L&éschungsverhdltnis von 1¥10™*. Um gestreutes
Anregungslicht im Emisgonsdrahlengang auszuschlief3en, wurden Kantenfilter (Firma
Schott: KV 380 GG 455 OG 475 OG 515 RG 610) in Abhéngigkeit vom
Emissonsbereich des jeweiligen Fluoreszenzlabels eingebracht. Diese Form der
Wellenlangenselektion wurde gegeniiber einem Monochromators bevorzugt, um den
Transmisdonsgrad uwnd somit das Signal-Rausch-Verhdltnis zu  verbessern.
Zusammenfassend ergab sich unter Einbeziehung aller Komponenten, die Empfindlich-
keiten der Detektoren mit eingeschlossen, ein spektraler Funktionsbereich der neuen
Mef3apparatur von 290-800 nm.

3.1.4 Die Steuerungssoftware

Die Hauptsteuerroutine wurde in der Makrospradche des Vielkanalanalysators (MCA) ent-
wickelt. Der Programmablauf enthielt Unterprogramme, die auf der Hochsprache 'C'
basierten und an dem Suffix ".exe" zu erkennen sind. Diese Programme befanden sich als
kompilierte Dateien im Makroablauf und vollzogen die Kommunikation zwischen der
MCA-Steuerung und der DOS-Ebene des Computers. Das Hauptanliegen war eine
vollstdndige Automatisierung der Mel3wertaufnahme, was im Hauptprogramm eine
Schleifenprogrammierung bedingte. Per Tastatur konnte die Messung in einfacher Weise
unterbrochen (mit der Option sie spéater fortzusetzen) oder bei ausreichender Statistik
beendet werden. Ein einzelner Mel3durchlauf dauerte ca dra Minuten.
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Zu Beginn der Hauptroutine wurde das Programm "null" aufgerufen. Dieses Unter-
programm legte die ASCII- Auslagerungsdateien "monpara’ und "monsenk™ an, in denen
gpéter die Referenzzdhlungen abgelegt wurden, die der Normierung der Fluoreszenz-
mesaingen dienen. Die danach erzeugten virtuellen MCA-Konfigurationen bestimmten die
Aufnahmen von [|(t), [5(t) und L(t).

Nadh jedem Zyklus wurden die Inhalte dieser Konfigurationen ebenfalls in
Auslagerungsdateien kopiert. Vor der jeweiligen Messung der Probenfluoreszenz wurden
die Adressen- und Datenleitungen der im PC integrierten Zéhlerkarte mit "ini" eingerichtet.
Die Puffer dieser Einschubkarte wurden nech Ablauf jeder einzelnen Fluoreszenzmessung
mit "blickp(s)" ausgelesen und zu den in den Dateien "monpara’ und "monsenk"
befindli chen aktuellen Zahlerwerten addiert.

In Abhangigkeit der zu messenden Funktion (1y(t), 1o(t) oder L(t)) wurden die Programme
"tischrau”, "tischrei" und "analysa' gestartet. Die asten beiden verschoben den
undurchldsdgen Spiegel parallel zum Hauptdetektor. Die Steuerung "tischrei” bewirkte
dabei eine Verschiebung des Spiegels in den Strahlengang, die Voraussetzung fir die
Messung der Systemantwort L(t). Das Aufrufen von "analysa" drehte den Analysators um
90°, unterschied somit zwischen I|(t) und In(t). Bevor der Sprungbefehl am Ende der
Programmschleife eschien wurde die C-Routine "darst" aufgerufen. Sie verarbeitete die
Inhalte der Referenzdatelen zu einem Normierungsfaktor und stellte dann die gemessene
Funktion r(t) grafisch dar. Die Qualitdt der Mesaung konnte somit schnell Gberpruift
wurden. Eine Voraussetzung fur die Messungen bestand in der vorherigen Bestimmung des
G-Faktors. Dazu muf¥e das Programm "gfaktor" aus der Kommandozeile des MCA
aufgerufen werden. Der Inhalt dieses Quelltextes wich durch zwei Verénderungen von der
Hauptsteuerroutine ab. Zum einen muf3te das Eingangspolarisationsprisma um 90° gedreht
werden, denn die Funktionen 1(t) und I5(t) wurden beim G-Faktor entsprechend seiner
Definition unter parallel zur Tischebene polarisierter Anregung gemessen (“polari2") und
zum anderen gab die Routine aum Ende jedes Zykluses nicht die Anisotropie, sondern den
Wert des G-Faktors auf dem Bildschirm aus. Nadh Abschlul® einer voll standigen Messung
wurden die bindren Daten mit der Canberra Software "lotcnv' in ASCII- Formate konver-
tiert.

3.1.5 Datenanalyse

Zur Datenanalyse standen zwei Algorithmen zur Verfigung: Ein Fortran-Quelltext, der auf
der Levenberg-Marquardt-Methode [Johnson, 1994 basierte und eine Anpassung der Fluo-
reszenz sowie der Fluoreszenzanisotropie mit maximal finf Exponentialfunktionen edaubt
sowie eine C-Routine deren Parameteroptimierung auf einer Evolutionsstrategie beruhte
[Rosenhagen, 1994. Das C-Programm bot die Mdglichkeit der Modellanpassung mittels
einer Summe von drel Exponentialfunktionen und zusétzlichem gleichzeitigen oder einzel-
nen Fixieren der Anfangss oder Endanisotropie. Die Evolutionsdrategie wies eine
hervorragende Stabilitét auf, bendtigte jedoch durch das Zufallsprinzip einen erhthten
Rechenaufwand. Dieses C-Programm wurde im Rahmen dieser Arbeit stark modifiziert.
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Das Einlesen der Mefddaten wurde mit dem Datenausgangsformat des MCA abgeglichen,
eine Untergrundkorrektur eingebracht und die Fensterbreite von 256 hs 8192 Kandlen
variabel gestaltet.

Die Anpassung der Mef3daten erfolgte als iterative Faltung der Modellfunktion (einer
Summe von Exponentialfunktionen) mit dem Anregungsprofil L(t)%.

Die Anderung der Modellparameter wurde nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate
durchgeftihrt [Grinvald und Steinberg, 1974, bei der die Anpassungsqualitdt durch die
Minimierung des Parameters

,_ o1 _ )
X —ga—kz[N(tk) N ()]

(3.1)

verbessert wird [Straume @ a., 1991 Johnson, 1994. Summiert wird tber n Datenpunkte,
die bei der zeitkorrelierten Einzelphotonenzahlung durch die Mef3kandle des MCA gegeben
sind. Die Grof3en N(tx) und Ngi(tk) geben die Anzahl der gemessnen Ereignisse im k-ten
Kanal beziehungsweise deren berechneter Wert an. Fur die Poisson-Statistik der Ereignisse
ist die Standardabweichung duch die Quadratwurzel aus der Anzahl, o, = [N(t)]Y3
gegeben, so da? Gleichung (3.1) formuliert werden kann als:

4 [N (tk) - Nfit (tk)]zl

X2 N

Im allgemeinen ist die Abhangigkeit von der Zahl der Datenpunkte nicht erwlnscht und
anstelle von Gleichung (3.2) wird die reduzierte Grole

(3.2)

(3.3)

verwendet. Der Nenner beschreibt dabei die Anzahl der Freiheitsgrade, zusammengesetzt
aus n Datenpunkten sowie p frelen Anpasaungsparametern. Als weliteres Kriterium der
Anpassaingsglte wurden die gewichteten Residuen R(tk)gew VErwendet:

N(tk) - Nfit (tk)
R(tk)(gew) = \/N(tk)

(3.4)

Werden die Abweichungen ausschlief3lich durch zuféllige Fehler verursacht, kommt es zu
einer gleichformig streuenden Vertellung der gewichteten Residuen Uber den Daten-
punkten.

% siehe auch Gleichung (2.7)



Gleichlichtspektroskopie 49

3.2 Gleichlichtspektroskopie

Zur Probencharakterisierung wurden Absorptionsgektren mit einem Zweistrahlphotometer
(Shimadzu UV-2102PC) aufgenommen. Im Referenzstrahlengang befand sich zur
Korrektur der Untergrundextinktion wahrend der Mef3wertaufnahme eine Klvette mit dem
jewelligen Losungsmittel der Probe

Die Mesaungen wurden mit einem vom Hersteller angebotenen Streueinsatz vorgenommen,
der die von der Probe gestreuten Photonen sammelte und wieder auf den Detektor lenkte.
Die verbleibende Reduzierung der Intensitét im Strahlengang der Probe wurde somit nur
durch die zu messende Absorption hervorgerufen.

Die Absorptionswerte wurden in der einheitslosen Grof3e OD (Optische Dichte) angegeben.
Fir die optische Dichte gilt OD = ecd®. In diesser Formel bezeichnet & den
Extinktionskoeffizienten, ¢ die Konzentration und d die Dicke der Probe. Die Angaben der
Absorptionswerte sind dadurch dimensionslos. Die spektrale Spaltbreite betrug 2 mm, bei
einer Scangeschwindigkeit von 200 nm/min und einem Intervallwert von 1 nm. Der
verwendete Spektralbereich konnte avischen 250 uind 800 i gewahlt werden und wurde
der jeweiligen Probe angepalit.

Die Gleichlichtfluoreszenzspektren wurden an einer Doppelmonochromator-Apparatur
(Kratos Spektrofluorometer RRS 1000 aufgenommen, deren Anregungslichtquelle aus
einer Xenon-Bogenlampe bestand. Der Eingangs-Tandem-Gittermonochromator mit einer
Czerney-Turner Anordnung besal? eine Dispersion von 1,6 nm/mm am Austrittsalt, bel
einem Transmisgonsbereich von 200-800 rm. Die Streuli chtunterdriickung dieses Systems
betrug 5*10°. Die auch fiir die Gleichlichtanisotropie konzipierte T-Konfiguration besal3
eine temperierbare Probenhalterung in einer abgeschlossenen Probenkammer mit von auf3en
verstellbaren Ein- und Ausgangspolarisatoren. Die Emissonsmonochromatoren besal3en
eine Dispersion von 3,3 nm/mm an ihren Audtrittspalten. Als Detektoren wurden hoch
verstérkende Kopffensterausfihrungen verwendet (RCA Q 4283 b), die sich in thermo-
elektrischen Kiuhlgehausen befanden. Der nutzbare Spektralbereich der Emissionsseite lag
zwischen 350 wnd 750 m. Die Mef3wertaufnahme efolgte attomatisiert. Im allgemeinen
wurden Mef3geschwindigkeiten von 50 mm/min bel Spaltenbreiten von 0,5 mm verwendet.
Die OD-Werte der Maxima in den untersuchten Spektralbereichen betrugen maximal 0,05,
um eine Verfdschung der Emissionsgpektren durch einen inneren Filtereffekt zu
vermeiden. Die Probentemperatur wurde wéhrend der Messung mit einem an den
Probenhalter angeschlossenen Thermostaten konstant gehalten. Die Fluoreszenzspektren
wurden nach den Messungen beziglich der Wellenlangenabhéngigkeit der Apparatur auf
der Emisgonsseite korrigiert. Die Spektren der Quenching-Experimente am
lichtempfindlichen Rhodopsin wurden mit der maximalen Aufnahmegeschwindigkeit von
200 m/min detektiert, um Verdnderungen des Mef3signals durch Zustandsdnderungen des
Proteins zu minimieren. Die Auswahl der Spaltbreiten erfolgte derart, dal3 bei minimierter
Anregungsintensitét ein ausreichendes Signal-Rausch-Verhdltnis erzielt wurde.

1 Nach dem Lambert-Beersche Gesetz gilt I(A) = Io(A)*10°%, wobei Io(A) die Intensitat vor und I(A)
die Intensitat nach der Absorption bezeichnet.
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3.3 Praparation der Proteinproben und MelRBbedingungen

Die umfangreichen Basispraparationen der Proteine Baderiorhodopsin und Rhodopsin, die
Herstellung der Mutanten sowie die kovalente Ankopplung der verschiedenen &trinsischen
Fluoreszenzmarker wurden von Frau Dr. U. Alexiev, Herrn T. Mielke sowie der
Arbeitsgruppe von Prof. Khorana (MIT)%* durchgefuhrt.

Das Wildtyp Baderiorhodopsin wurde nach einem Standardverfahren nach Oesterhelt und
Stoedkenius aus Halobakterien gewonnen [Oesterhelt und Stoedkenius, 1974. Das
Baderiorhodopsin enthdlt keine Cysteine in seiner nativen Polypeptidsequenz. Deshalb
wurden Mutanten verwendet, bei denen mittels gezelter Mutagenese ausgewahlte Ami-
nosduren gegen Cystein ausgetauscht wurden Eine Beschreilbung der Expresson und
Praparation der Baderiorhodopsin-Mutanten in Halobakterien wurde von Krebs et a.
[Krebs et a., 1993 und Alexiev et a. [Alexiev et a., 1995 dokumentiert. Die Solubilisie-
rung der Purpurmembranen und die Regenerierung in CHAPS®-Mizdlen erfolgte nach
dem Verfahren von Liao et al., dald von Scherrer et a. modifiziert wurde [Liao et al., 1983
Scherrer et al., 1994.

Bei einer Reihe von Proben wurde die Schiffsche Base des Retinals reduziert [Peters et a.,
19749. Die Reduzierung erfolgte durch Zugabe von 1 % (wt/vol.) NaBH, und unter Be-
strahlung mit orangem Licht (500-600 nm). Nadh einmaligem Waschen mit kalten Wasser
wurden die Proben bei 0 °C unter Stickstoff mit ultraviolettem Licht bestrahlt. Das cha-
rakteristische Absorptionsspektrum einer solchen Probe ist in Abbildung 6-3 dargestellt.

Zur Herstellung der Rhodopsin-Proben wurden Netzhdute der Augen frisch geschlachteter
Rinder verwendet. Nadh Prdparation der Retinae wurden ROS-Membranen bei niedriger
Salzkonzentration nach der Methode von McDowell und Kihn [McDowell und Kihn,
1977 isoliert und Uber einen stufenférmigen Sacdarosedichtegradienten gereinigt. Die
Membranen wurden in 3 mM Tris, 150 mM NaCl und 1mM DTT aufgenommen und bel —
80 °C unter Argon gelagert. Fir die Fluoreszenzexperimente wurde das Rhodopsin in Ana-
logie a1 den Bacteriorhodopsin-Proben in der Form von Membranfragmenten oder als
OG”-Mizdlen verwendet. Zur Hersellung von Rhodopsin-Mizellen wurden ROS-
Membranen in Wasser gewaschen und bei einer Rhodopsin-Konzentration von 2 mg/ml in
20mM TrispH 7.0, 150mM NaCl, 3 mM MgCl;, 3 mM CaCl,, 1 mM EDTA, 1mM DTT
und 100mM OG 30 min unter Ruhren bei 4 °C solubilisiert. Nicht solubilisierte Partikel
wurden durch Zentrifugation entfernt und die Rhodopsin-Mizellen nach einer modifizierten
Methode von DeGrip [DeGrip, 19823 mittels ConA-Affinitdtschromatographie gereinigt
Eine ausfiihrliche Beschreibung der Rhodopsin-Préparation und Markierung findet sich in
[Mielke, 200Q.

%2 Massachusetts Institute of Technology
% 3-[(3-Cholamido-propyl)dimethylammonio]-1-propansulfat
% n-Octyl-B-D-glucopyranosid
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Baderiorhodopsin Rhodopsin
Temperatur 15°C 15°C
Salzgehalt 150mM KClI 150mM NaCl
Puffer 10mM Tris?, pH 7 10mM Mes®, pH 6
Detergenz der 0,1 % CHAPS 30mM OG
Mizellen-Proben
a = Tris(hydroxymethyl)aminomethan, b = (2-[N-M orpholi no] ethansulf onsaure)

Tabelle 3-1 Standardmel3bedingungen der Proteinproben. Wenn nicht anders beschrieben wurden
die Messungen unter den angegebenen Bedingungen durchgefiihrt, um die Vergleichbarkeit zu
gewahrleisten.

Die Rhodopsin-Mutanten waren eine Leihgabe der Arbeitsgruppe von Prof. Khorana (MIT)
und wurden von Frau Dr. Judith Klein-Seeharaman und Frau Dr. Ulrike Alexiev prapariert
[Klein- Seegharaman et a., 199%)]. Die Konzentrationen der markierten Proben bei den
Experimenten zur zeitaufgelosten Fluoreszenzanisotropie betrugen 0,5-4 pM, in
Abhangigkeit von der Markierungsstochiometrie und den Quantenausbeuten der
Fluoreszenzmarker. Die Standardmef3bedingungen sind aus der folgenden Tabelle 3-1
ersichtlich.

3.4 Fluoreszenzmarker und Bindungspositionen

Es wurden sieben verschiedene Fluoreszenzmarker fir die Anisotropieexperimente ver-
wendet, die alle von Molealar Probes, Inc., bezogen wurden. Die Bindung dieser
thiolreaktiven Fluorophore eafolgte durch eine Reaktion mit der SH-Gruppe des Ami-
nosaurerestes von Cystein.

Fir die Experimente mit Baderiorhodopsin standen folgende Cystein-Mutanten zur Verfu-
gung: in den zytoplasmatischen Loops AB und EF, S35C und A160C sowie im
extrazellularen DE-Loop, V130C (Abbildung 1-1). Die Bezichnungen stehen fiur die
numerierten Aminosduren Vall30 Alal60 und Ser35, welche gegen Cysteine (C)
ausgetauscht wurden. Die Markierung mit 5-(lodoacdamido)fluorescein (IAF), die
Bestimmung der Markierungsgtchiometrie und die Entfernung des C-Terminus durch
limitierte Proteolyse mit Papain erfolgte nach Alexiev et al. [Alexiev et a., 19945, 1999.
Die Markierung mit den anderen Fluoreszenzmarkern wurde in Anlehnung an die Prozedur
des |AF sowie nach Angaben der Hersteller durchgefiihrt [Moleaular Probes, 1994 .

Das Rhodopsin enthélt im Gegensatz zum Baderiorhodopsin in seiner nativen Form zehn
Cysteine (Abbildung 1-4). Vier liegen im a-helikalen Membranbereich, C110, C167, C222
und C264, wobei das Cystein C110 zusétzlich mit einem weiteren (C187) eine Disulfid-
bricke bildet. Die in der C-terminalen Region befindlichen C322 wd C323 sind
palmitoyliert und an einer teilweisen Fixierung dieses Bereichs beteili gt.
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Nr. | Name und Struktur Nr. | Name und Struktur
1 5-lodoacdamidofluorescein 4 4-chloromethyl-7-hydroxycoumarin
HO (@] (@]
| S05
CH,CI
NH-E'CHZI
2 Texas Red" Cs bromoaceamido 5 N-(1-pyrene)iodoacdamide
Il iNHgCHQ
3 6 5-dimethylaminonaphtalene-1-
sulfonyl-aziridine
N(CHa),
_CH,
80,-N__|
CH,
f o
4
7| 5((((2

iodoacetyl)amino)ethyl)amino) naphta
lene-1-sulfonic acid

NHCH,CH,;NH—C—CHl

ot

SO;H

Tabelle 3-2 Strukturen und Herstellerbezeichnungen der thiolreaktiven Fluoreszenzmarker
[Molecular Probes, 1996]

Es verbleiben drel Cysteine, die den wasserldslichen Thiolreagenzien zuganglich sein
sollten: im intradiskalen 1V/V-Loop das C185und auf der zytosolischen Seite C140 (111/1V -
Loop) sowie C316, dal3 sich in der Peptidstruktur zwischen Helix G und den C-terminalen
Palmitoylierungsdellen befindet. Eine Reihe von Arbeiten mit thiolre&tiven Reagenzien,
die von DeGrip in einer Ubersicht zusammengefaldt wurden [DeGrip, 1982, zeigten, dai
nur zwei Cysteine unter milden Re&ktionsbedingungen zuganglich sind.
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Es handelt sich hierbei um C140 und C316. Diese beiden Aminosdurereste konrnten durch
jewells unterschiedliche Regtionsbedingungen eindeutig mit den Fluorophoren markiert
werden [Mielke, 2000. De Nadweis erfolgte durch Gelelektrophorese. Die
Bindungsg6chiometrie wurde aus der Absorptionsdifferenz zwischen markierten und
nichtmarkierten Proben ermittelt.

Die Reduzierung der Schiffschen Base durch NaBH,; wurde nach Prozedur von Bownds
und Wald vorgenommen [Bownds und Wald, 1965. Neben dem nativen Rhodopsin
wurden sechs Rhodopsin-Mutanten mit Fluoreszenzlabeln markiert. Die Mutationen V63C,
Q64C, L68C, R69C und L72C befanden sich im I/ll-Loop und de Mutation K245C im
VIVI-Loop. Die Positionen dieser Punktmutationen lagen somit alle aif der
zytoplasmatischen Seite. Die oben beschriebenen nativen Cysteine waren bei den Mutanten
gegen nichtregktive Aminosaurereste ausgetauscht. Tabelle 3-2 und Tabelle 3-3 zagen die
Bezeichnungen, die Strukturen und die spektroskopischen Eigenschaften der ungebunden
Fluorophore in Losung nach Herstellerangaben [Moleaular Probes, 1994. Die haufigste
Verwendung fanden das Fluoresceinderivat (IAF) und der Marker Texas Red” (TR). Mit
diesen beiden Fluorophoren wurden ca 90 % aller Messungen durchgeftihrt.

Nr. [MW Abklrzung | Ama(@bs) / nm |Ama(em) / nm |e/10°cm™* M™
1 515 IAF 492 515 75

2 812 TR 583 603 113

3 729 TRm 582 600 108

4 211 Cm 372 470 16

5 385 Pyr 339 384 26

6 276 DNZ 340 543 4.1

7 434 IAEDANS 336 490 5,7

Tabelle 3-3 Spektroskopische Parameter [Molecular Probes, 1996] und die in dieser Arbeit
verwendeten Bezeichnungen der Fluoreszenzmarker. Die Numerierung bezieht sich auf Tabelle
3-2. Die Spaltenbezeichnungen tragen die Bedeutung MW: Molekulargewicht, Amax(abs):
Absorptionsmaximum, Ama(e€m): Emissionsmaximum, €: Extinktionskoeffizient. Die Tabellenwerte
beziehen sich auf Messungen in MeOH. Bei den pH-sensitiven Labeln Fluorescein (AF) und
Coumarin (Cm) wurde ein pH-Wert von 9 zugrunde gelegt.
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