2  Theoretische Grundlagen und Modelle

Dieses Kapitel enthélt zwei Themengruppen. Zum einen werden die theoretischen Grund-
lagen des Mef3prinzips dargestellt und zum anderen werden verschiedene Modelle aur
Anpasaing der experimentellen Fluoreszenz-, Fluoreszenzanisotropie- und Quenching
daten®® erlautert. In Kapitel 2.1 wird die MeBmethode der zeitkorrelierten
Einzelphotonenzahlung beschrieben. Kapitel 2.2 enthélt die Bestimmung der mittleren
Fluoreszenzlebensdauer. Im darauffolgenden Teil 2.3 sind Formalismen zur Beschreibung
der durch Rotationsdiffusion verursachten Fluoreszenzdepolarisation dargestellt. Es wird
dabei zwischen einer einfachen und einer erweiterten Bewegungsgeometrie unterschieden.
Das Kapitel 2.4 beschreibt die Ergebnisse der Theorie des grahlungslosen Energietransfers
nach Forster [Forster, 1948,1967. Im Unterkapitd 2.4.1 wird der Energietransfer zwischen
Donator-Akzeptor-Paaen dargestellt und der Abschnitt 2.4.2 erlautert ein Modell zur
Beschreibung zweidimensionaler Donator-Akzeptor-Systeme. Das Kapitel 2.4.3 geht
anschlief3end auf den Energie-Homotransfer in intramolekularen Donator-Donator-Syste-
men ein. Das gesamte Kapitel 1 wird mit den Erlauterungen des Abschnitts 2.5 zum
Fluoreszenzquenching abgeschlossen.

2.1 Methode der zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlun g

Bollinger und Thomas begrindeten den Ursprung des Mef3prinzips der zeitkorrelierten
Einzelphotonenzdhlung mit Szintillationsexperimenten an Kristallen [Bollinger und
Thomas, 1961]]. Die Methode basierte unter anderem auf der Weiterentwicklung der fur die
Kernphysik typischen werzogerten Koinzidenz-Experimente. Die Probe wird bei der
zeitkorreli erten Einzephotonenzahlung (SPC)** mit kurzen Lichtimpulsen zur Fluoreszenz
angeregt. Aus der nach der Besetzung des Anregungszustandes folgenden Emisson einer
Anzahl von Photonen detektiert die Mel3apparatur willkirlich ein Photon. Durch Korrela-
tion mit dem Anregungspuls wird parallel der zeitliche Abstand zwischen Anregung und
Detektion gemessen. Wird dieser Prozef3 wiederholt, ergibt sich bei ausreichender Statistik
eine Wahrscheinlichkeitsverteilung fir die Emisson eines Photons zu einer gegebenen
Zeitdifferenz nach der Anregung.

Die diesem Ablauf zugrunde liegenden statistischen Zusammenhénge wurden von einer
Reihe von Autoren dargestellt [zur Ubersicht siehe O' Connor und Phillips, 1984. Nach
einem kurzen Anregungsimpuls der Probe gibt der die Fluoreszenz registrierende Photo-
detektor im Mittel p; Spannungsimpulse an die Folgedektronik weiter. Der Index i
bezeichnet hierbei dasi-te Zeitintervall des Vielkanalanalysators.

3 Der Begriff des Quenching beziehungsweise Energiequenching wird in der Arbeit auf die

Wechselwirkung mit in der Probenldsung befindlichen Quenchermolekiilen reduziert.
4 time-correlated single photon counting
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Die Wahrscheinlichkeit, dal3 zwischen dem nullten und dem i-ten Zeitintervall m
Spannungsimpulse erzeugt werden unterliegt der Poisson-Verteilung:

Pm(|) — (pi)me_ I )

(2.1)
Die Wahrscheinlichkeit, keinen Impuls zu registrieren, betragt demnach
I:)0 (I) = e_pl ’
(2.2)
einen Impuls zu detektieren
P(i)=pe™
(2.3)
und daraus folgend mehr ds einen Impuls zu registrieren
P..(1)=1-R@i)-R()
=1-(1+p)e™.
(2.4)

Das Grundprinzip der zeitkorrelierten Einzelphotonenzahlung beruht darauf, pro Anre-
gungsimpuls nur ein Photon zu messen. Werden mehrere Photonen vom Photomultiplier
detektiert, kommt es zu einer Verfalschung der Statistik. Das Mef3prinzip beruht auf dem
Auslésen einer Spannungsrampe durch den Anregungsimpuls (Start) und deren Beenden
durch das erste registrierte Photon (Stop). Alle innerhalb dieses Anregungszyklus
folgenden Photonen werden nicht mehr berticksichtigt, da die Elektronik eine Totzat
durchléuft, wahrend das erste Signal verarbeitet wird. Es s€ellt sich nun die Frage, unter
welchen Bedingungen die registrierte Statistik die zitliche Vertellung der Photonen
wiedergibt. Erfolgt die mittlere Detektion von Photonen sehr selten (pi << 1), gilt in
Naherung

RaG)=p,
Poi(i) = p? << p,.
(2.5)

Ergibt sich die Messung aus Nex Anregungszyklen, werden N¢(i) Zahlungen zwischen dem
nullten und dem i-ten Kard regstriert, wobei gilt:

Ne () = NedR () + Py ()},
(2.6)
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Die Forderung nach hochstens einem Photon pro Anregungsimpuls wird also durch das
Verhaltnis Ne¢/Ngx bestimmt. Fir ein hinreichend kleines Verhd tnis unterhalb von 0,05 sind
die statistischen Fehler vernachléassgbar [Y guerabide, 1977.

2.2 Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauern

Die endliche Halbwertsbreite des Anregungsimpulses wie darakteristische Verzoge-
rungen innerhalb der Mef3apparatur bewirken, dal3 de gemessene Fluoreszenzintensitét 1(t)
aus einer Faltung der Impulsantwort des Systems™ L(t) mit der Fluoreszenz der Probe i(t)
besteht:

MU:jL@ﬁa—fMt

2.7)

Es wird ein parametrisiertes Modell fir i(t) verwendet, dessen Faltung mit L(t) dem ge-
messenen I(t) angepaldt wird [Heyn, 1989. Stimmt die Faltung mit den Mef3daten Uberein,
werden die Fitparameter extrahiert. Der mefdtedhnisch bedingten Faltung folgend wird die
Fragestellung auf die Wahl der Funktion i(t) gerichtet. Die Relaxation eines angeregten
molekularen elektronischen Ubergangsdipolmomentes erfolgt als Summe ener Reihe von
Prozesen. Sind diese Vorgange mit den Raten k; zeitunabhéngig, kann die Zeitspur mit
einer Exponentialfunktion beschrieben werden, fir deren Lebensdauer 1 ¢ gilt:

T, = zki
(2.8)

Das Verhalten intrinsischer und extrinsischer Proteinfluorophore weist haufig einen nicht-
exponentiellen Charakter auf. Zur Anpassing solcher Mel3daten werden in der Literatur
zwei Wege beschritten [Lakowicz, 1999. Einerseits werden Modelle fur eine statistische
Vertellung der Lebensdauern verwendet, andererseits benutzt man eine Summe von Ex-
ponentialfunktionen zur Approximation. In dieser Arbeit wird letzteres angewandt, jedoch
ohnre den einzelnen Termen eine physikalische Bedeutung zuzuordnen. Nur der Wert der

mittleren Lebensdauer [3;[1gebildet durch

ZGJ.TJ.
<Tf> a zaj

J

,thQ:Zmé%u

(2.9)

wird verwendet.

% auch als ,impulse response function® (IRF) oder Anregungsprofil bezeichnet
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Dies ist sinnvoll, da bei einem multiexponentiellen Abklingen die Amplituden und
Lebensdauern nicht unabhéngig voneinander sind [Grinvald und Steinberg, 1974. Die q;

und T; bezeichnen hier die Amplitude beziehungsweise die Lebensdauer der j-ten
Exponentialfunktion.

2.3 Die Methode der zeitaufgeldsten Fluoreszenzanisotropie

Um einen Zugang zu den spéter betraditeten speziellen Modellansétzen zu ermdglichen,
erfolgt hier eine einleitende Darstellung der Methode der zetaufgeldsten Fluoreszenz-
anisotropie [u. a. Kinosita & al., 1977 Lipari und Szabo, 198Q Wahl, 1975; Cundall und
Dale, 1983. Betradhtet wird ein fluoreszierendes Molekil in einer makroskopisch isotro-
pen Losung. Im Koordinatensystem % wird der Fluorophor entlang X mit einem in
Richtung Z linea polarisierten Lichtpuls angeregt.

Abbildung 2-1 Laborkoordinatensystem der Messung. Der An-
regungsimpuls ist hier durch L(t) und die Angabe der
Polarisationsrichtung veranschaulicht. An der Detektionsrichtung
Y sind die Intensitdtskomponenten I;(t) und Ig(t) als Vektoren
dargestellt. Die Vektoren v und u représentieren die Orientie-
rungen der Ubergangsdipolmomente der Emission
beziehungsweise der Absorption, deren Lage durch Azimutal-
und Polarwinkel bestimmt ist.
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Es werden zwei Polarisationskomponenten des emittierten Lichtes in Abhingigkeit von der
Zeit t in Y-Richtung detektiert: |,(t), die Komponente parallel zu Z und der senkrecht zu Z
polarisierte Anteil I5(t). Die Abbildung 2-1 zeigt die entsprechenden GréBen im Labor -
system. Aus I,(t) und I5(t) wird nach Gleichung (2.7) durch Entfaltung i (t) und in(t) gebildet,
mit dessen Hilfe r(t) konstruiert wird:

i|| (t) - Gim (t)

050+ 26,0

(2.10)

Der Faktor G korrigiert polarisationsabhangige gparative Einfllisse. Fur die nachstehenden
Betrachtungen sei G = 1.
Die raumliche Orientierung des Molekils ist durch die in ihm fixierten Vektoren des

Absorptionsiibergangsdipolmomentes « und des Emissonsibergangsdipolmomentes
v vollsténdig definiert. Die Intensitéten i, (t) und ig(t) sind zu jedem Zeitpunkt t propor-
tional zum Quadrat des Skalarproduktes aus » und dem Einheitsvektor der jeweiligen
Polarisationsrichtung, wobei tber alle angeregten Molekile gemittelt wird:

W® 0{EEOF) 150 0{xEOF)
(2.11)

Setzt man diese Terme in die Gleichung (2.10) fiir r(t) ein, so laBt sich zeigen daB:

r(t) = <§ [z )2 —1]> =(Rz0 ).

(2.12)

P, bezeichnet in dieser Formel das zweite Legendre Polynom. Um die durch die e&igen
Klammern ausgedriickte Mittelung Uber das Ensemble ausfiihren zu konnen, wird eine
Orientierungsverteilungsfunktion bendtigt. Fir den Fall, dal3 # und » nicht identisch sind,
sei f(«,#, t) eine solche normalisierte Wahrscheinlichkeitsverteilung. Die Formulierung der
Integration fuhrt dann zu dem Ausdruck:

r(t) = ﬂg(z (t))f (u,v,t) dud.
(2.13)

Die Ausfiihrung der Integration bestimmt folglich die Anisotropiefunktion r(t).
Zur Veranschaulichung soll der Fall einer freien isotropen Rotation betradhtet werden, fir

die # = » gelten soll. Der Orientierung des Vektors » sei wie in der Abbildung 2-1 dar-

gestellt durch die Winkel @ und 6 gegeben.
Erfolgt die Orientierungsanderung ausschliefllich durch Rotationsdiffusion, mul3 de

Wahrscheinlichkeitsverteilung f(8,®,t) die Rotationsdiff usionsgleichung erfllen:
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of d 1 020
A _p = L 9 Hing .
o ™ % 200 ae O sin?6 0o 0

(2.14)

Daf(0,d,t) keine Ortsabhangigkeit aufweist, ist die entsprechende Ortsableitung des Ope-
rators gleich Null, es verbleibt nur der winkelabhangige Anteil.
Benutzt man als Lésungsansatz eine Trennung der Variablen

f(0,2,1) = £,(0,D)1,(t),
(2.15)
folgt:

1
C=——_[0%f(0,0) =
ol hEn=

1 of,(1)
f,(t) ot

rot
(2.16)

wobel C die Separationskonstante ist. Die Winkelabhédngigkeit stellt sich nun als
Eigenwertproblem dar, desen Losung die Kugelflachenfunktionen bieten. Die
Zeitabhangigkeit it in  Exponentialfunktionen  enthalten. Die LoOsung der
Rotationsdiffusionsgleichung hat die Form:

f(0,0,t) = Z CImYIm o, (p)e—l(lﬂ)D,mt

(2.17)
mit
C, =I f(8,2,0)Y,, dcosd da.

(2.18)

Die linear polarisierte Anregung erzeugt zum Zeitpunkt t = O eine tharakteristische Ver-
tellung (Photoselektion), fur die gilt:

f(6,9,0) O cos 6.
(2.19)
DasEinsetzen von (2.17) und (2.18) in (2.13) fuhrt zu

(0= [ 3 CYin (@ 2)e'"*2%P, (cos8) d cos

(2.20)
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Unter Berlcksichtigung von Y, = P,, der Orthogonalitét der Kugelflachenfunktionen
sowie der Anfangsbedingung zum Zeitpunkt t = O nimmt die Anisotropiefunktion r(t) far
einen freien ungehinderten Rotor die folgende einfadche Form an:

r(t) = r(0)e™"",
(2.21)
Die Diffusionskonstante ist hier durh

D, =KT/6nV
(2.22)

gegeben. Dabei bedeuten k die Boltzmann-Konstante, T die absolute Temperatur, n die
Viskositdt der Losung und V das effektive Volumen. Mit Hilfe dieses Zusammenhangs
wurden die Volumina der verwendeten Fluoreszenzmarker bestimmt. Es ist naheliegend,
dal3 die Annahme eines kugelformigen Rotors bei exakter Betradhtung nicht gegeben ist.
Die Rotation asymmetrischer Molekile fuhrt anschaulich zu einer Aufspaltung der
Rotationsmodi. Die Anisotropiefunktion r(t) kann dann aus bis zu funf
Exponentialfunktionen bestehen [Chuang und Eisenthal, 1972 Weber, 1971 Belford et a.,
1977. Unabhéangig von Modellannahmen kann die Diffusionskonstante als interessierende
Grof3e auch aus dem anfanglichen Abfall von r(t) bestimmt werden [Kinosita € al., 1977,
1987. Es wird eine mittlere Rotationskorrelationszeit v des Kurzzeitverhaltens von r(t)
angegeben durch

-1

7 :Hgﬂ(t)—rm% d

Y fot A, -r. H
(2.23)

Die Schreibweisen ro und r., beziehen sich dabei auf die Werte der Anisotropiefunktion r(t)
zum Zeitpunkt t = 0 und fir unendlich grof¥e Zeiten. Die Diffusionskonstante egibt sich
dann zu

5M = (1_roo/r0)/6§5|v| :
(2.24)

2.3.1 Das 'wobbling in a cone'-Modell

Betradhtet wird ein fluoreszierendes Molekil, dal3 in seinen raumlichen Orientierungs-
maoglichkeiten eingeschrankt ist [Kinosita € al., 1977, Fujiwara und Nagayama, 1989. Zur
Veranschaulichung soll ein in eine Membran eingebettetes Molekiil verwendet werden. Der
Membran sei ein Koordinatensystem 2\ zugeordnet, desen Zy-Achse entlang der
Membrannormalen orientiert ist.
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Das Molekil besitzt zylindrische Symmetrie und wird in Zy durch die Vektoren des
Absorptionstibergangsdipolmomentes «, des Emissionstibergangsdipolmomentes » sowie
des Symmetrievektors & entlang seiner Zylinderachse, welcher den Winkel 6 mit der Zy-
Achse bildet, beschrieben.

Die Ubergangsdipolmomente spannen untereinander den Winkel & auf. Die Membranen
bilden eine makroskopisch isotrope Losung und selen auf der betraditeten Zeitskala nicht
an der Depolarisation beteiligt. Im Laborsystem %, wird die Probe entlang X, mit einem
unendlich kurzen in Richtung Z,_ linear polarisierten Lichtpuls angeregt.

Wenn in dem gegebenen Modell (Abbildung 2-2) entweder das Absorptionsiibergangs-
dipolmoment « oder das Emisgonsiibergangsdipolmoment » entlang der Symmetrieachse &
orientiert ist, kannr(t) formuliert werden:

r(t) = 94 P, (cos3)( P (0) Gr(t)]).

(2.25)

L) Y
L

X J
Y

Abbildung 2-2 Veranschaulichung der Koordinatensysteme zur Beschreibung der
Rotationsdiffusion eines eingebetteten Fluorophors. Der Index L kennzeichnet das Laborsystem,
der Index M die Molekilkoordinaten. £stellt die Symmetrieachse des Fluorophors dar. Es ist der
allgemeine Fall dargestellt, bei welchem keines der Ubergangsdipolmomente mit der
Symmetrieachse Ubereinstimmt.
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Die e&igen Klammern geben die Mittelung Uber das Ensemble an. Um den Faktor
[Po[«(0) [At)]Uexplizit bestimmen zu kdnnen, missen Annahmen Uber die Molekuldyna-
mik gemacht werden. Der Losungsansatz verbindet sich mit der Forderung, da3 de
Wahrscheinlichkeitsvertellung f(®,6,t) eine entsprechende Differentialgleichung erflllen
muf3. Im Gegensatz zum freien Rotor (2.14) muf3 ein zusétzliches Potential angenommen
werden, innerhalb dessen die Diffusionsbewegung stattfindet.

Die Differentialgleichung wird auch als Smoluchowski-Gleichung bezeichnet
[Chandrasekhar, 1943. Das ‘wobbling in a cone-Modell legt die Diffusion innerhalb eines
Kegelpotentials zugrunde, dessen einfachste Form V(8) = 0 fir 0 < 6 < 8¢ und V(0) = oo flr
alle anderen Winkel ist. V(8) beschreibt somit eine freie Diffusion innerhalb eines Kegels
mit einer Beschrénkung durch eine herte Barriere beim Habkegd 6ff nungswinke Oc.

Esist anzumerken, dal3 andere Potentialverldufe ebenfalls diskutiert wurden [Kinositaetd.,
1982 Szabo, 1984 Martinez und de la Torre, 1987]. Das Kegelmodel findet jedoch auf-
grund seiner anschaulichen Parametrisierung die haufigste Anwendung. Die Mittelung wird
hier Uber den Winkeln ® und 6 mit der normalisierten Vertellungsfunktion f(6,t) ausge-
fahrt, die aufgrund der Symmetrie nicht von ® abhéngt. Kinosita & a. [Kinosita 4 al.,
1977 zegten, dai’ fur dieses Moddll gilt:

00

_ & — -D,t/0;
(RIv(0) (t)]) = 0 ,ZA"e ,

(2.26)

wobei Dy, die Diffusionskonstante bedeutet. Die Koeffizienten A; und o; hédngen von 6. ab.
Eigentliche Anwendung findet jedoch folgende Naherungslosung:

1O A TAm A=A @A e,
(2.27)
mit
= zAjo-j/(l_An)
(2.28)
und
A, =L coss 1+ cost, )Dz ") _ b, (coss))?.
B H 10
(2.29)

Dasin Gleichung (2.27) eingeftihrte @ wird als Rotationskorrelationszeit bezeichnet.
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Der Term A., stellt explizit das Quadrat des Ordnungsparameters zweiten Grades S, dar
[Heyn, 1979:

S, =(P,(cosD)).
(2.30)

Gleichung (2.27) beschreibt die eingeschrénkte Rotationsdiffusion des betradhteten Mole-
kils. Fur grof3e Zeiten wird keine isotrope Verteilung sondern eine verbleibende Ordnung
mit S, > 0 angestrebt. Folglich ist r(eo) ungleich Null. Die Strukturinformation wird somit
von S, wiedergegeben und die dynamische Information ist in @ enthalten. Das Modell ist
exakt fur die Grenzfdllet = 0, t = oo und liefert akkurate Ergebnisse bis zu einem
Halbkegelwinkel von 8¢ = 50°. Unter den gleichen Annahmen findet sich bei Lipari und
Szabo [Lipari und Szabo, 198l1] eine Modellverbesserung. Die Additionstheoreme flr
Kugelflachenfunktionen ausnutzend, wird r(t) formuliert als:

% = 3 (Cinl6(0).POIC,,[00).2(0))

= 3 (D2 [6(0), 2(QIDZIO(). 2(1)])

M _ <
0 2o

(2.31)

Hierbei sind C,n die modifizierten Kugelflachenfunktionen und Dmo® die Wigner
Rotationsmatrizen [Brink und Satchler, 19617]. Die Bestimmung der Korrelationsfunktionen
Gm(t) erfolgt Gber die Approximation der FlachenF, unter den Kurven:

Fr = }[Gm (t) - G, (0)]dt.

(2.32)
Ein Einzelterm der Naherungslosung lautet dann:

Hv 0
G (t) =G, () +[G,(0) -G, (W)]GBA“ 5,
(2.33)
mit

F

(m — m

T oy .
[G,(0) = G ()]

(2.34)
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Gm(0) und Gy(0) lassen sich als integrale Mittelungen Uber die Winkel @, 6 und de Wahr-
scheinlichkeitsverteilung f(8) berechnen. Deren explizite Ausdriicke sowie die der Fy, sind
in Anlage | enthalten. Durch sukzessves Einsetzen erhédt man eine Naherungslosung fir
r(t). Neben der hdheren Genauigkeit hat die Verwendung dieses Naherungsmodells den
Vorteil, dal3 die Diffusionskonstante D,, und der Halbkegel6ff nungswinkel 6. direkte Fit-
parameter sind.

Die nachste Stufe der Veralgemeinerung ist die Einbeziehung der Gesamtrotation eines
sphérischen Makromolekils, an welches der Fluorophor gebunden ist. Diese Betrachtung
ist in beaug auf die verwendeten Mizellenproben relevant. Die Naherungslosung nimmt
dann die folgende Gestalt an [Lipari und Szabo, 198Q Lakowicz, 1991]:

) 2 p oV 4 (o A Yoot
) A.e +(1-A)e .

(2.35)

Qv ist die Rotationskorrelationszeit der Diffusion des Makromolekils und @ beschreibt
die Rotationsdiffusion des gebundenen Fluorophors. Fir @u >> @« geht die Gleichung in
eine Summe von Exponentialfunktionen Uber.

Aufgrund der Vielfdt der Bewegungsmdglichketen gebundener Fluorophore mit den inter-
nen Bindungs- und Segmentbewegungen existiert bis heute keine allgemeinguiltige Theorie.
Die in dieser Arbeit gemessnen nichtexponentiellen Anisotropieverldufe der in diesem
Sinne noch unbekannten Label-Loop-Konstrukte wurden deshalb prinzipiell mit einer
Summe von maximal drei Exponentialfunktionen angepaldt. Diese Vorgehensweise findet
bei qualitativen Analysen eine haufige Anwendung, da die Mel3daten mit Hilfe der Ampli-
tuden und Rotationskorrelationszeiten auf einfache Weise verglichen werden kénnen
[Zannoni et a., 1983 Rehorek et a., 1985 Lakowicz, 1991 Tanaka & a., 1994
Nishimoto et al., 1999. Unter der Annahme von internen unabhéngigen Rotationen um
verschiedene Atombindungsachsen, ist die Beschreibung duch eine Summe von
Exponentialfunktionen (wobei jeder Einzelrotation eine Rotationskorrelationszeit und eine
Amplitude zugeordnet wird) sogar exakt [Wallach, 1967.

2.3.2 Die Modellerweiterung um eine zusatzliche Bewegungskomponente

Die Suche nach einem adaguaten Modell, durch das die gemessenen nicht monoexponen-
tiellen Zeitspuren der Fluoreszenzanisotropie gproximiert werden konnen, fuhrt zur
Annahme weliterer Bewegungskomponenten. Van der Meg et a. [van der Meg et al.,
1984 entwickelten eine Naherungslosung fur ein zylindrisches Molekil in einem
Membranvesikel, das neben dem 'Wadkeln' der Symmetrieachse aich eine asétzliche
Rotationsdiffusion um diese berticksichtigt®”.

!® siehe auch [Lipari und Szabo, 1980]
" Weitere Modelle, die hier nicht zur Anwendung kamen, sind u. a. in [Wahl, 1975a; Cross et al.,
1983; van der Meer et al., 1993] beschrieben.
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Die Autoren geben einen allgemeinen Ausdruck fir die Zeitabhéngigkeit der Anisotropie
an, auf den prinzipiell verschiedene Annahmen der Wahrscheinlichkeitsverteil ungsfunktion
angewendet werden konnen. Es sei ein Koordinatensystem Zm (Xm, Y m, Zm), die molekulare
Orientierung kennzeichnend, im Fluorophor fixiert. Dem Ubergeordnet sei ein
Koordinatensystem 2y (Xm, Ywm, Zm), Wobel die Zy-Achse entlang der Membrannormalen
orientiert ist. Das Koordinatensystem 2, kann zum Zeitpunkt t mit Hilfe der Eulerwinkel
@y, 6; und W, in Zy UberfUhrt werden. Es gelten die Annahmen einer axialsymmetrischen
Vertelung der Proben um die Membrannormale Zy sowie einer zylindrischen
Eigensymmetrie um die Z,-Achse. Die Orientierung der verwendeten Vektoren
« (Ubergangsdipolmoment der Absorption) und » (Ubergangsdipolmoment der Emisson)
ist aus Abbildung 2-3 ersichtlich.

Eine Formel far r(t) in Abhangigkeit von den Winkelkoordinaten wurde unter diesen
Voraussetzungen von Zannoni [ Zannoni, 1981] angegeben:

r(t) = % P,(cos8,, )P, (cosB, )G, (t)
+¥,Sin20, sin20, cos® G, (t)
+¥,sin* @, sin” 6, cos2d , G, (t),

(2.36)
mit ®,y =P, - Oy. Die Korrelationsfunktionen Gy(t) (n = 0, 1, 2) kbnnen unter Zuhilfe-
nahme von Wigner Rotationsmatrizen in Unterfunktionen aufgespalten werden [Zannoni,
1981, Zannoni et a., 1983:

G, () =G,,(t) +2G, (t) + 2G,, (1),

(2.37)

mit
G (1) = (DZ,(9(0),6(0), W(0)) DZ,(®(1).6(), W(1))).
(2.38)

D? (P, 6, W) bezeichnen die Matrixelemente der Wigner Rotationsmatrizen.

Der wesentliche Schritt fur die Naherungslosung ist eine Interpolation fur alle n und m des
Kurzzeitverlaufs, Gun(t) = Gmn(0) + t dGmn(0)/dt, mit der Funktion fir sehr groRe Zeiten,
Gmn(t) = P2H8modro, die zur folgenden Form fiihrt:
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F() = %P,(c059, )P, (2059, ) 1P, + oo Xpt) + 23 B XPEL)

2

+3,Sin20, sin20, cosd , EBOI expEay,t) +2y B, exp(—amlt)@

m=.
2

+%,sin* 6, sin’ 6, cos2®d , EBOZ expEat) +2Y B, exp(—amzt)ﬁ

m=

(2.39)

Die Exponential- und Vorfaktoren om, und Bmn sind in Anlage Il zusammengefaldt. Sie ent-
halten die Diffusionskonstanten D, D) sowie die Ordnungsparameter zweiten und vierten
Grades [P,[)) [(P4L] Neben den drei Winkeln 8,, 6, und ®,, enthélt Gleichung (2.39) somit
noch vier weltere freie Parameter. Die Ordnungsparameter stehen mit  der
Gleichgewichtsverteil ungsfunktion in folgendem Zusammenhang:

1) =5+ (P P (o)

(2.40)

D o
ip,

<y

Abbildung 2-3 Darstellung der in der erweiterten Geometrie verwendeten Gréfen. Der Index m
bezeichnet das Molekilkoordinatensystem, p und v sind Einheitsvektoren in Richtung der
Ubergangsdipolmomente der Absorption und Emission, die Winkel 6, und 6, geben ihre
Offnungswinkel gegentiber der Zylinderachse Z, an und ®, und @, sind die entsprechenden
Azimutalwinkel. Die Diffusionskonstanten Dy und D, beschreiben die Bewegung der
Symmetrieachse Z,,, beziehungsweise die Rotation der Ubergangsdipolmomente um diese Achse.
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Im Gegensatz zum Kegelmodell sind her fir f(6) keine weiteren Annahmen notwendig.
Die Ordnungsparameter werden direkt aus der Mesaung bestimmt und liefern einen
empirischen Zugang zu f(8). Andererseits sind die Ordnungsparameter durch die Vorgabe
eines Vertellungsmodells nach Gleichung (2.40) bestimmt. Fur das Kegelmodell gilt
insbesondere:

(P,) = ¥ cos, (1+cos,)

(2.41)"°

und

(R,) = %cosh,(1+ cosh, )(7cos 6, - 3).
(2.42)

Der Winkel 6. gibt wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben den halben Offnungswinkel des
Bewegungskegels der Symmetrieadhse (Abbildung 2-2) an.

2.4 Der strahlungslose Energietransfer

2.4.1 Energietransfer zwischen Donator-Akzeptor-Paaren

Ein Fluorophor kann seine Energie, die @ auf einem angeregten elektronischen Niveau
besitzt, entweder durch Emisgon eines Photons oder mittels grahlungsloser Prozesse &-
geben. Ein mdglicher Prozel ist der Transfer der Anregungsenergie a1 einem anderen
Molekul™. Forgter hat einen Formalismus zur Beschreibung des grahlungslosen Energie-
transfers® fir ein Donator-Akzeptor-Paa mit festem Abstand entwickelt [Forster, 1949.
Die Transferrate ky des Energietransfers vom angeregten Donator (D) zum Akzeptor (A)
ist gegeben durch:

ke = [R®IK*n*Q,1|x871x10%s™,
(2.43)

Dabei beschreibt R den Abstand des D-A-Paaes, Qp und tp die Quantenausbeute bezie-
hungsweise die Fluoreszenzlebensdauer des Donators in Abwesenheit des Akzeptors, n den
Brechungsindex des Mediums, J das Integral der spektralen Uberlagerung der Dona-
toremission mit der Akzeptorabsorption und k? die relative Orientierung der
Ubergangsdipolmomente der beiden Transferpartner. In Gleichung (2.43) wird R in A und J
in M cm® angegeben.

'8 Dieser Zusammenhang ist in der quadrierten Form auch in Gleichung (2.30) dargestellt.
19 Zur Ubersicht siehe auch [van der Meer, 1994].
%% resonance energy transfer (RET)
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R sal der Einheitsvektor des Abstandes zwischen dem Donator (mit dem Einheitsvektor D
in Richtung des Emisgonsiibergangsdipolmomentes) und dem Akzeptor (mit dem
Einheitsvektor A in Richtung des Absorptionsiibergangsdipolmomentes). Der als
Orientierungsfaktor bezeichnete Parameter ist dann definiert durch:

=[(D)-3(DR)AR].
(2.44)

Der Wertebereich von k? liegt zwischen 0 und 4. Das Integral J wird auf der Wellen-
langenskala definiert durch:

J= j’FD (Mg, (A)A'dA.

(2.45)

Fo(A) ist die normierte Fluoreszenzintensitat und €, der spektrale Extinktionskoeffizient mit
der Einheit M™cm™. Die Wellenlange A wird in cm angegeben. Eine Vereinfachung der
Darstellung von ky ergibt sich durch die Einfihrung des sgenannten Forsterradius Ry,

wobeli gilt:
i
O

i
Tp

:u%ju

(2.46)

Ro ist der Abstand, bei dem die Donatorrelaxation zu 50 % durch den Energietransfer er-
folgt. Esist also mdaglich, bei Kenntnis von kr, Tp und Ry, die Distanz R zwischen Donator
und Akzeptor zu bestimmen. Die explizite Darstellung des Forsterradius

Ry = 9,7810%(n"*Qpk 2J )1’6A
(2.47)

zeigt, dal’ dieser Wert aus Experimenten ohre die Betelligung des Energietransfers be-
stimmt werden kann. Bei einem gegebenen Ensemble von Donator-Akzeptor-Paaen gilt flr
die Transfereffizienz E; desi-ten Paales Di/A;

k

S ai)

(2.48)
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Die Transfereffizienz E, as Mef3grofe, ist dann der Mittelwert Uber die Transfereffizienzen

E; dler Paare:
— — _TDAi — le
E'«E>_@ rm> <aﬂ+k)>

Im dynamischen Grenzfall seien durch eine hohe Beweglichkeit der Fluorophore dle
moglichen Orientierungen der Ubergangsdipolmomente eingenommen, bevor der
Energietransfer wirksam wird, so dal3 die Transfereffizienz E; fur alle Paae gleich ist.
Unter Verwendung der Gleichungen (2.47) und (2.49) gilt fir diesen Fall:

(2.49)

(E), =(E), :%, it c:%.
(2.50)

Die gemessene Transfereffizienz ist somit eine Funktion der mittleren Orientierung.
Existiert eine isotrope Verteilung der Ubergangsdipolmomente cer D; und A;, so ergibt sich
ein Wert fiir (k?Ovon 2/3. Fir den Fall einer raumlichen Orientierungsbeschrankung der
Ubergangsdipolmomente lassen sich obere und untere Grenzen abschitzen [Dale und
Eisinger, 1975 Daleetd., 1979.

Die maximalen und minimalen mittleren Quadrate des Orientierungsparameters sind gegen
durch:

= 25l {0x) + (o) + 3oz ){ax)

(2.51)
k%), = 25k {(ax)+(ax))2)
(2.52)
mit
-G
(2.53)

Die GroRe d* stellt den axialen Depolarisationsfaktor der Eigenbewegung von Donator dp*
und Akzeptor dpa* dar. Die Gleichungen gelten unter der Annahme positiver Faktoren. Im
allgemeinen trégt der Energietransfer ebenfalls zur Depolarisation bei.
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Fur den mittleren Transferdepolarisationsfaktor LdyCgilt dann:

(o) = (a3 (a),
(2.54)

Der Faktor d”; gibt in dieser Formd die axiale Transferdepolarisation an. Fiir den statischen
Fall, bei dem keine Reorientierung der Ubergangsdipolmomente D; und A; wahrend des
Transfers erfolgt, kann die Mittelung aus Gleichung (2.50) nicht verwendet werden [Dale
und Eisinger, 1979.

2.4.2 Energietransfer in zweidimensionalen Donator-Akzeptor-Systemen

Eine analytische Beschreibung des grahlungslosen Energietransfers in zweidimensionalen
Systemen wurde von einer Reihe von Autoren behandelt [u. a Wolber und Hudson, 1979
Dewey und Hammes, 198Q Y guerabide, 1994. Die folgende Darstellung erfolgt in Anleh-
nung an die Theorie von Wolber und Hudson [Wolber und Hudson, 1979. lhr liegen die
Annahmen zugrunde, dal3 Donatoren und Akzeptoren zuféllig in der Ebene verteilt sind und
dal? der Orientierungsfaktor vom Donator-Akzeptor-Abstand urebhéngig ist. Die all-
gemeine Losung wurde von den Autoren dahingehend erweitert, dal3 ein Abstand Re der
minimalsten Anndherung zwischen Donatoren und Akzeptoren eingefiihrt wurde. Fur die
Wahrscheinlichkeitsdichte P(t), die Donatoren in ihrem angeregten Zustand zum Zeitpunkt
t vorzufinden, gilt dann nach Mittelung Uber das gesamte Ensemble:

(P(t)) = exr{— (t/1y) - R2cy[2/3,(R,/R)C(t/Tp)](t/ Tp)" ° + mgc[l_e-mo/&)e(t/rw]},
(2.55)

Der Radius der minimalsten Anngherung Re wird bei den Purpur- und ROS-Membranen
durch die Grofe des den Akzeptor einschlief3enden Proteins wie durch den Bindungs-
abstand und die GrofRRe des Donator bestimmt. Es bedeuten im weiteren Ry der
Forsterradius, 1p die Fluoreszenzlebensdauer der Donatoren in Abwesenheit der Akzep-
toren und y die unvoll sténdige Gamma-Funktion mit der Definition

y
y(X,y) = I e *dz.
0

(2.56)
Die Akzeptorkonzentration c ist durch

¢=N/[n(R} - R?)]
(2.57)
gegeben, wobei N die Zahl der Akzeptoren auf einer Kreisflache mit dem Radius Ry ist.
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De erste Exponentialterm in Gleichung (2.55) gibt das Fluoreszenzverhalten ohne
Akzeptoren wieder. Den zweiten und dritten Term bestimmen die Abhéngigkeiten von der
Akzeptorkonzentration ¢ und dem minimalem Abstand R.. Mit Gleichung (2.55) lassen sich
nichtmonoexponentiellen Fluoreszenzverlaufe beschreiben. Durch die Einflihrung der di-
mensionlosen Grof3en:

a=(R/R)% C=R, A=t/
(2.58)
gilt fUr die relative Quantenausbeute

q = Ie‘” exp[-nCy(2/3,A/a)A *Jexp[nCa® }(1-e'*)]dA.
0

(2.59)

Diese relative Quantenausbeute g, dem Verhaltnis zwischen den Quantenausbeuten der
Donatoren mit (Qpa) und ohne Akzeptoren (Qp), kann experimentell aus dem Verhdltnis
der mittleren Lebensdauern mit und ohne Akzeptor bestimmt werden.

2.4.3 Energie-Homotransfer zwischen Donator-Donator-Paaren

Ein Speziafall des Energietransfers gellt der Energieaustausch zwischen gleichartigen
Fluorophoren dar [u. a Craver und Knox, 1971]. Die Anwendung dieses als Homotransfer
bezeichneten Prozesss bietet sich bevorzugt dann an, wenn die Distanz awischen ausge-
wéhlten Positionen im Proteingertst bestimmt werden soll. Die spezfische Markierung
verschiedener Stellen mit unterschiedlichen Fluoreszenzlabeln erfordert in der Praxis einen
hohen Aufwand und ist mitunter nicht eindeutig realisierbar. Die Markierung der Positio-
nen mit nur einem Labeltyp vereinfadht den préparativen Aufwand. Wéhrend der
Homotransfer in Membransystemen als zweidimensionales Problem vorliegt, handelt es
sich bei den Proteinen in Mizellenform mit zwel unterschiedlichen Bindungsstellen um
einen  intramolekularen  Prozel3.  Dieser  Prozel3 18 sich nicht im
Fluoreszenzabklingverhalten, sondern mur anhand der zeitaufgelosten Fluoreszenz-
anisotropie r(t) beobachten. Der Energietransfer zwischen zwei gleichartigen Fluorophoren
hat keinen Einflul? auf die Lebensdauer [Tanaka und Mataga, 1979. Die Funktion r(t) wird
in Anlehnung an einen Formalismus, der von Karolin et a. [Karolin et al., 1998
vorgeschlagen wurde, dargestellt. Vorausgesetzt, der zdtliche Verlauf der Anisotropie der
einzelnen Fluorophore kann vom Zeitverlauf der Besetzung des elektronischen
Anregungszustandes separiert werden [siehe auch Fedchina und Westlund, 1994, gilt:

F(t) = %{ri () +1,O}p(t) + %{rij ) +r, ORL- pt)}

(2.60)
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Dabei bedeuten ri(t) und rj(t) die Anisotropieverlaufe der einfach markierten Proteine (ohne
Homotransfer) und r;;(t) gibt den Anteil des Donators D; nach Anregung durch den Donator
D;i bei den doppelt markierten Proteinen wieder. Die Funktion p(t) gibt die Wahr-
scheinlichkeit an, den urspringlich angeregten Donator zum Zeitpunkt t in seinem
Anregungszustand vorzufinden, und wird ausgedrickt durch:

PO) = 5 i+ exp(-2K,0)}

(2.61)

Im Exponenten ist die Energietransferrate kyr enthalten®. Die Funktion ri(t) wird, den
Funktionen r;(t) und r;(t) dquivalent, durch einen Exponentialterm und eine Endanisotropie
dargestellt, wobei fur die Grenzwerte von r;(t) folgende Konvention gelten soll:

i) = % p; undr;(0) = % pi(j)'
(2.62)

Fur den Endwert gilt im weiteren

- r.
rij(tm):E@COSZCSHT—E Tieo L
S5[R2 20/ e\ 1o

Das Argument der Kosinusfunktion, oy, ist der Winkel zwischen den Symmetrieachsen
der beiden Fluorophor-Bindungsgeometrien. Der Ausdruck r;(0) stellt den maximalen
Anteil der indirekt angeregten Donatoren an r(t) dar. Speaell gilt fur den Fall isotrop
orientierter Donatoren r;j(0) = 2/125 [Baumann und Fayer, 1984. Nad sukzessivem
Einsetzen folgt fur die Gesamtanisotropiefunktion

(2.63)

r(t) = 3500 + r, (O + expe-2k,, 1)}
+ 1. llpe - o Rexoct/g) + expitip)}+ 207 [fL-expe-2k, )
(2.64)

Die variablen Parameter in Gleichung (2.64), die zur Anpasaung an die Mef3kurven \erwen-
det werden, sind p’1o, p°1> und kyr. Die Anisotropien ri(t) und ri(t) sowie die
Rotationskorrelationszeiten @ und @ werden durch die Mesaingen der einzeln markierten
Proben ermittelt.

Bei Kenntnis der Transferrate kyr und der Fluoreszenzlebensdauer tp 183t sich das Verhalt-
nis zwischen dem Forsterradius Ry und dem effektiven Abstand R berechnen (Gleichung
(2.46)). Zur Beredhnung des Forsterradius ist die Bestimmung des mittleren Quadrates des
Orientierungsparameters [k“Chotwendig.

2 Der Index HT bedeutet Homotransfer.
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In bezug auf diesen Parameter ist auch die beschriebene Methode des intramolekularen
Homotransfers in ihrer Anwendbarkeit begrenzt. Fur die konkreten Orientierungen der
Ubergangsdipolmomente miissen geometrische Einschrankungen gemacht werden, um &0
berechnen zu kdnnen. Es soll im folgenden angenommen werden, dal3die Symmetrieachsen
der beiden Bewegungskegel der Donatoren senkrecht auf dem Verbindungsvektor stehen.
Fur den Orientierungsparameter gilt dann:

(K > D§o(5m)\/: \/7 2%300(9) o +D 2(Q)) Jwg
+D3(0,)D3(@, )\F\F
(2.65)

Die hier noch unbekannten Wigner Rotationsmatrizen D’n(Qi) und D'n(Q;) geben die
Transformation vom Laborsystem ins i-te beziehungsweise j-te Molekulkoordinatensystem
an. Fur die spéteren Betradhtungen im Experimentalkapitel 4.3.2 sind nur die Grenzen der
Wertebereiche von Bedeutung, die bei —0,5 beziehungsweise 1,0 liegen. Vorausgesetzt, die
restlichen Parameter wurden aus den vorherigen Formeln ermittelt, lassen sich durch einen
3D-Plot fiir [0 Uber den Variablen D%n(Qi) und DA o(Q;) minimale und maximale
Funktionswerte bestimmen.

2.5 Fluoreszenzquenching

Der Begriff Fluoreszenzquenching umfaldt mit Ausnahme der Emisgon von Photonen alle
Prozese, die aum Abklingen des elektronischen Anregungszustandes eines Molekuls bel-
tragen. Im folgenden Abschnitt soll nur die diffusionskontrollierte Ded&ktivierung durch
Kontakt mit einem Quenchermolekil betrachtet werden.

Bei dem als dynamisches Quenching bezeichneten Prozeld wird die Anregungsenergie des
Fluorophors durch Kollision mit dem diffundierenden Quencher strahlungslos abgegeben.
Im Gegensatz zu desem dynamischen Quenching kommt es bei einem statischen Quen-
ching zu einer Ded&ktivierung duch eine Komplexbildung mit dem Quencher. Wéahrend
beim statischen Quenching die Fluoreszenzlebensdauer konstant bleibt, ist sie beim dyna-
mischen Quenching von der Konzentration der Quenchermolekile in der Losung abhangig.
Die Prozess unterscheiden sich aufRerdem in ihrem Temperaturverhalten. Durch Tempe-
raturerhdhung wird das Kollisionsquenching verstérkt, die Komplexbildung dagegen
meistens reduziert®.

2 Fiir die Temperaturabhangigkeit der Komplexbildung kann AH > 0 oder AH < 0 gelten, wobei AH
die Bildungsenthalpie ist.
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Beide Effekte konnen einzeln mit der Stern-Volmer-Gleichung beschrieben werden:

I,/1 =1+K,[Q].
(2.66)

In dieser Gleichung bedeuten | und |, die Fluoreszenzintensitéten mit und ohne Quencher,
Ksy die Stern-Volmer-Konstante und [Q] die Quencherkonzentration. Fir das dynamische
Quenching gilt aul3erdem

I0/I =1+ KS\/[Q] =1+ quO[Q]i
(2.67)

wobei kq die gparente bimolekulare Quenchingkonstante ist und 1o die Fluoreszenz-
lebensdauer in Abwesenheit des Quenchers. Im allgemeinen |&%t sich eine solche
bimolekulare Quenchingre&tion folgendermal3en darstellen:

A*+Q DEL; (A-Q)* O -~ A+Q+AE,,,

(2.68)

A* bezichnet den angeregten Fluorophor, Q das Quenchermolekll. Die diffusions
limitierten Ratenkonstanten kq und kg beschreiben die Bildung beziehungsweise den
Zerfall des StolRkomplexes. Das Abklingen des Anregungszustandes des Komplexes unter

Ausendung thermischer Energie, AEpem, Wwird mittels k; berlcksichtigt. Die
Ratenkonstante k, ist dann

(2.69)
wobel die Quenchingeffizienz y definiert ist durch:

K

AT

(2.70)
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