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2 Grundlagen

2.1 Grundlagen der Strukturuntersuchung von Proteinen mit Hilfe von
Diffraktionsmethoden

2.1.1 Einfuhrung

Das Verstdndnis der Funktion kiologischer Makromolekile wie Proteine und Nucleinsduren
auf molekularer Ebene afordert detailli erte Kenntnisse Uber die Struktur der entsprechenden
Bausteine. Zum gegenwértigen Zeitpunk stellt die Methode der Rontgendiffraktion de
Standardmethode zur Strukturuntersuchung dieser Molekllklassen dar. Die Fortschritte auf
den Gebieten der Computer- und Softwareentwicklung sowie der Einsatz von Synchrotron-
strahlung haben diese Entwicklung enorm beschleunigt. Eine Grundworaussetzung fir die
Anwendung der Rontgendiffraktion zur Ermittlung von Proteinstrukturen ist die Herstellung
von hahgeordneten, dreidimensionalen Proteinkristalen. Bis heute stellen de Schwierig-
keiten bei der Kristalisation integraler Membranproteine dlerdings ein schwerwiegendes
Hindernis bei der Untersuchung dieser biologisch auf3erst bedeutungsvollen Proteine dar.
2D-Kristale von Membranproteinen kénren haufig leichter erhalten werden undermdgli chen
in Kombination mit hochaufl6sender Kryoelektronenmikroskopie, Elektronenkristall ographie
und computergestitzter Bildverarbeitung eine Strukturbestimmung bel niedriger Auflésung
(z. B. Schertler et a., 1993 Havelka d al., 1995 Krebs et al., 1998 Zhang et al. 1998 Auer
et a., 1999, in einigen Fallen sogar bis hin zur atomaren Auflésung (z.B. Grigorieff et al.,
1996 Kuhlbrandt et al., 1994 Nogales et al., 1998. Alternativ wurden auch spezielle
Tedniken der NMR-Spektroskopie zur Ermittlung von Proteinstrukturen in waldriger Losung
entwickelt. Diese sind kislang allerdings auf relativ kleine Molekiile mit einer molekularen
Masse unter 35 kDa beschrankt.

Die Basis der Strukturuntersuchung mit Diffraktionsmethoden ist die Beugung von
Rontgenstrahlung bzw. Elektronen an einem Kristall gitter. Der Hauptunterschied zwischen
Roéntgen- und Elektronenkristall ographie liegt dabel darin, da? Elektronen ceutlich starker mit
Materie interagieren als Rontgenstrahlen. Dies erlaubt einerseits die Untersuchung viel
kleinerer und dumerer Objekte wie z.B. monamolekulare Schichten von zweidimensionalen
Proteinkristall en, limiti ert aber andererseits die Untersuchung auf Grund der sehr viel hoherer
Strahlenschaden (Amos et a., 1983. Die Ladung der Elektronen ermdglicht zugleich de
Abbildung des zu urtersuchenden Objekts im Elektronenmikroskop urter Verwendung
elektromagnetischer Linsen. Eine Ablenkung bzw. Fokusserung von Rontgenstrahlen mit
vergleichbaren ,, Rontgenlinsen® ist nicht mdglich. Daher ist mit Rontgenstrahlung nur das
Diffr aktionshil d eines Objekts, nicht aber die Abbildung des Objekts selbst zugéanglich. In den
folgenden Abschnitten werden de Grundagen der Diffraktion an kristallinen Objekten und
die Zusammenhange zwischen den Objekt- bzw. Gittereigenschaften und @m Diffraktions-
bild néher erlautert.

2.1.2 Die Streuung von Wellen an Materie

Eine ebere ekktromagnetische Welle kannallgeman in der Form

(Gl. 2.1) Eo(r,t) = Eg (KO - wt+3)

geschrieben werden, wobel Eq(r, t) den Feldvektor am Ort r zur Zeit t, k den Well envektor in
Ausbreitungsrichtung, w die Winkelgeschwindigkeit, &y die Phase und E; die Amplitude
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reprasentieren. Man betrachte Eo(r, t) als eine Welle, die aneinem will kiirlichen Koordinaten-
ursprung gestreut wird. Fir eine zweite Welle Eq(r, t), die an einem Ort im Abstand r zum
Ursprung gestreut wird glt dann

El(r t) = E, [Ei(kI] - wt+9q)

= Eg(r,t) (%179
(Gl. 2.2) = Eo(r,) &9 .

Fir die Uberlagerung der beiden Well en weit entfernt vom Ort des Streuprozesses fol gt

(Gl. 2.3) Ey(r.t) + Eo(r,t) = Eg(r,t) (1 +€9),

wobei fir die Amplitude der Summe beider Wellen doffensichtlich de Phasendifferenz & von
entscheidender Bedeutungist.

Die Phasendifferenz & kann aus den Wegdifferenz der einlaufenden und gestreuten Welle
geometrisch korstruiert werden (vgl. Abbildung 2.1). Die Richtung der einlaufenden Welle
wird von dcm Wellenvektor k, die Richtung der gestreuten Welle von dem Vektor k’
beschrieben. Fur die Langen der beiden Vektoren soll gelten:

1
(Gl. 2.4) k| =k| =

wobei A der Wellenlange der einfalenden Welle entspricht. Die Wegdifferenz zwischen der
am Ursprung O undam Ort A im Abstand r einlaufenden Wellen entspricht der Stredke BA .

Die an Ursprung gestreute Welle legt die Wegdifferenz OC im Vergleich zu der am Ort A
gestreuten Well e zurtick.

Wellel

Welle2

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Streugeometrie. Eine Welle wird am Ort A im Abstand r
vom Ursprung, die andere Welle am Ursprung O gestreut.

Die gesamte Wegdifferenz AX zwischen der Welle 1 undWelle 2 betrégt demnadch
(Gl. 2.5) AX =BA-OC =Ar [k-Ar [K'.
Die Phasendifferenz o ist mit der Wegdifferenz AX Uber die Beziehung

(Gl. 2.6) o= 2771 AX

verknapft. Mit (Gl. 2.5) folgt fir die Phasendifferenz
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(Gl 2.7) o =2mr [k — k")
und radh Einfuhrung des sogenannten Streuvektors S
(Gl. 2.8) o =2mnr[H mit S=k -k'.

Der Streuvektor S besitzt geméal3 seiner Definition de Dimension einer reziproken Lénge. Er
beschreibt in Analogie zum Vektor r im reden Raum einen beliebigen Ort im reziproken
Raum, der auch als Diffraktionsraum bezeichnet wird. Die an Ort r gestreute Welle kann
jetzt in der Form

(Gl. 2.9) El(r’t) :Eo(r ,t) @l 2mrtSld

geschrieben werden.
2.1.3 Die Streuung am Kristallgitter

Der Aufbau eines Kristalls kann prinzipiell mit der Beschreibung der kleinsten Einheit im
Kristall, der sogenannten Elementarzelle oder Einheitszelle, und dr Beschreibung der
periodischen Wiederholung vollstdndig charakterisiert werden. Fir die Betrachtung der
Amplituden von Wellen, de an einer derartigen Struktur gestreut werden, benétigt man de
Kenntnis der Streukraft an jedem Ort des Kristals. Die Streukraft wird duch den
Strukturfaktor ausgedriickt, der sich aus der Elektronenverteilung der einzelnen Atome, den
Streubeitragen aler Atome in der Elementarzelle und schliefdlich aus der Summe dler
Elementarzell en zusammensetzt.

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung von Atomen (o) und Ortsvektoren (rq, Iy, r4) der Atome in
einer Elementarzelle.

In Abbildung 2.2 ist die Vertelung von Atomen in der Elementarzelle schematisch
dargestellt. Zur Beschreibung des Systems wird ein Eckpunk der Elementarzelle ds
Ursprung eines beliebigen Koordinatensystems gewahlt. Der Streubeitrag des Atoms 1 im
Abstandr; vom Ursprung tetragt nacdh Integration Gker das Volumen des Atoms

(Gl. 2.10) fi= [p() e?™(Sgy
V atomt

wobel pi(r) die Elektronendichte des Atoms 1 darstellt. Der Streubeitrag G(S) aller N Atome
in der Elementarzell e, die sogenannte molekulare Transformation, ergibt sich aus der Summe
der einzelnen Streubeitrége nach

N :
(Gl. 2.11) GO=Y f 2 (S
j=1
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Betracdhtet man zundchst nur die Periodizitdt in einer Dimension, so ist die nadiste
Elementarzell e gegentber der ersten relativ zum gleichen Ursprung lediglich um enen Vektor
a verschoben. Der Streubeitrag der zweiten Elementarzell eist daher

Die weiteren Elementarzellen des Kristalls snd entsprechend um ein Vielfadhes von a zum
gemeinsamen Ursprung verschoben. Die Streuamplitude, héufig auch as Strukturfaktor
bezeichnet, des gesamten eindimensionaen Kristall s ergibt sich durch Summation tiber alle M
Elementarzellen nach

M |
Gl. 2.12) FO =36 p?(n-hals

n=1

Die von dn enzelnen Elementarzellen gestreuten Wellen sind somit gegentber den
benathbarten Elementarzellen um 2mta-S phasenverschoben.

Das Produk a-S liefert alerdings nur dann einen Beitrag zur Streuamplitude, wenn de
Phasendifferenzen zwischen den Streubeitrégen der Elementarzellen ganzzahlige Vielfache
von 2rsind:

(Gl. 2.13) 27 (A [B=2x [h.

Unter dieser Bedingung addieren sich die Einzelbeitrage der gestreuten Wellen korstruktiv
und de GroRenordnung der resulti erenden Welleist propational zu M [iG(S)|.

Die Periodizitét eines dreidimensionaen Kristalls kann entsprechend duch einen Satz von
drei Trandationsvektoren a, b und ¢ entlang der Kanten der Elementarzelle beschrieben
werden, fur die entsprechend glt:

alS=h
(Gl. 2.14) bB=k
cB=lI.

Dies snd de fundamentalen Laue-Gleichungen, in denen h, k,| = 0, £1, £2, +3, ... de
sogenannten Mill erschen Indizes darstellen. Die zentrale Aussage der Laue-Gleichungen ist,
dald de Projektion des Streuvektors S auf die Gittervektoren a, b bzw. ¢ gleich einer ganzen
Zahl sein mul3, damit die Streuamplitude F(S) von Null verschieden ist. Diese Bedingungen
sind gleichzeitig nur auf den Ebenen senkredht zu den Gitterachsen a, b undc in den Hohen
hOaO, k/Cb O undl/CcO erfllt.
Unter Bertcksichtigung der Laue-Gleichungen kann F(S) unter Vernadléssgung der
Propartionalit tskonstanten M wie folgt umgeschrieben werden:

N :
(Gl. 2.15) FO =Y f 2"
j=1

Die reduzierten Koordinaten des j-ten Atoms in der Einheitszelle seien x;, y; und z. Fir den
Vektor rj vom Ursprung zu j-ten Atom gilt somit

I = ax; +byj +CZ;

undfir das Skalarprodukt
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rj (B=x;alB+yjb5+z;clE

(Gl. 2.16)
:hXj +kyJ +|Zj .

Nad Ersatz des Streuvektors S durch de Mill erschen Indizes folgt daraus fur den Struktur-
faktor:

N :
@.217)  F(hkl)=S f; e () +hyj+lz)).

j=1
Diese Gleichung wird als Strukturfaktorgleichung bezeichnet. Sie erlaubt die Beredinung des
Diffr aktionshil des eines beli ebigen Gitters, sofern de Koordinaten aller Atome bekannt sind.

Der Strukturfaktor eines einzelnen Reflexes ist alerdings eine komplexe Grofie, die in eine
Amplitude F(h,k|) undPhase a(h,k,l) zerlegt werden kann:

(Gl. 2.18) F(h,k,1) = F(h,k,I) athkl)

Bel der Aufnahme anes Diffraktionshildes mit Hilfe @nes Films bzw. anderen Detektoren
geht jedoch die Phaseninformation verloren, da nur die Energie der Réntgenphdonen und
somit die Intensitéten der Reflexe experimentell mef3bar sind:

(Gl. 2.19) L (h k1) = F(hk, 1) TF* (h,k,1) =|F(h,k, 1],

Mathematisch entspricht das Diffraktogramm gerade der Fourier-Transformation des
streuenden Objekts. Rontgenstrahlen werden an den Elektronen der Atome im Kristall
gestreut. Daher erlaubt das Diffraktionsbild bel Kenntnis der Phasen de Berechnung der
Elektronendichte des Objekts p(r). Der Strukturfaktor, ausgedriickt als kontinuierliche Summe
uber das Volumen der Elementarzelle

27U (1 | [EB)

N
(Gl. 2.20) FO=S f @ J’p(r) By
j=1

EZ
ergibt nach Ausfuhrung der Fourier-Transformation duch Multiplikation beider Seiten mit
e 21" B) yng Integration Uker das reziproke Volumen de Elektronendichtevertellung im
reden Raum
(Gl. 2.21) p(r) = [F(S) 2 Bgyg.

Vs
Hierbei steht dVs fur ein Volumenelement aus dem reziproken Raum. Da der Strukturfaktor

F(S) jedoch keine kontinuierliche Funktion ist, sondern gemal3d den Laue-Gleichungen nur an
reziproken Gitterpunken Werte ungleich Null aufweist, folgt fur die Elektronendichte

(Gl. 2.22) p(x,y,z)— z z zp(hk|)[e-2m(hX+ky+IZ)

h=—00 k=—00 | =—0c0
Ersetzt man F(h, k,1) nach (Gl. 2.18), folgt daraus

(Gl. 2.23) p(X,y,2) == Z Z Z F(h,k,1) @Ia(h k,l) @—an (hx+ky+|z)

h=—00 k=—00 | =—00

Die Kenntnis der Strukturfaktoramplituden F(h, k, 1) und Phasen a(h, k, 1) erlaubt demnach
die Berechnung der Elektronendichte an jedem beli ebigen Ort der Einheitszelle.
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In 2D-Kristallen sind de Elementarzellen lediglich in zwei Raumrichtungen periodisch ange-
ordnet. Mit | = O folgt fur die Elektronendichte:

(Gl. 2.24) p(Xy) :%\z z F(h,k) & 2i(hx+ky)
h  k

bzw.

(Gl. 2.25) o(X,Y) :%Z S F(h.k) A (h k) =27 (hx+ky)
ok

2.1.4 Fourier-Differenzverfahren

Wie bereits oben erwéhnt, geht bel der Aufnahme @nes Diffraktionsbildes die
Phaseninformation werloren. Ein Ausweg aus diesem sogenannten ,, Phasenproblem” bieten
unterschiedliche Methoden, wobel in der klassschen Rontgenkristallographie an dreidimen-
sionalen Proteinkristallen de Methode des isomorphen Ersatzes die gebréuchlichste ist. Sie
beruht auf dem Einbau von Schweratommarkern und éém Vergleich der Strukturfaktoren des
nativen und markierten Proteinkristalls. Die physikalische Grundage hierfir ist die héhere
Streukraft von Schweratomen wie Quecksilber auf Grundihrer hohen Anzahl von Elektronen
im Vergleich zu den in hiologischen Molekilen Uberwiegend vorkommenden Kohlenstoff-,
Saverstoff-, Stickstoff- bzw. Wassrstoffatomen. Die Intensitdt der von einem Atom
gestreuten Strahlung nimmt dabei propartional mit dem Quadrat der Anzahl der Elektronen
des Atoms zu.

Imagindrteil
AF

bar

Realteil

Abbildung 2.3: Argand-Diagramm der Strukturfaktoren des nativen Proteins (Fp), des markierten
Proteins (F.g) und der Strukturfaktordifferenz (AF).

Bel der Untersuchung von zweidimensionalen Proteinkristallen mit hochaufldsender Kryo-
elektronenmikroskopie sind sowohl die Abbildung des Gitters as auch das Diffraktionshild
durch Beugung des Elektronenstrahls am Gitter oder rechnerisch durch Fourier-Transforma-
tion des aufgenommenen Bil des zugangli ch. Dies ermégli cht die Bestimmung der Phasen mit
Hilfe computergestitzter Bildverarbeitung (Amos et a., 1982 Henderson et al., 1986
Schertler, 1999. PI6hn und Blldt (1985) haben gezeigt, da auf Grund &hnlicher
Atomformfaktoren de Phasen fur Elektronen und Roéntgenquanten in guter Naherung
Ubereinstimmen. Daher kénren de Phasen aus der Elektronenmikroskopie zur Auswertung
von Rontgendiffraktionsexperimenten an zweidimensionalen Proteinkristalen verwendet
werden. Die Methode des isomorphen Ersatzes erlaubt daher umgekehrt bei Kenntnis der
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Phaseninformation de Positionsbestimmung von Schweratomen durch den Vergleich der
Diffr aktionsdaten von markiertenund retiven Proteinkristallen (Krebs et d., 1993 Behrenset
a., 199&).

Die Unterschiede der Strukturfaktoren des nativen Proteins Fp und des markierten Proteins
Frg sind in Abbildung 2.3 veranschauli cht. Die Position des Schweratoms ergibt sich aus der
Differenz AF der Strukturfaktoren

(Gl. 2.26) AF = FHg -Fp
bzw. aus der Differenz der Elektronendichteverteilung
GL227)  Bp(r) = ppg(r) — pp(r).

Fur die Elektronendichteverteil ung des nativen undmarkierten Proteins in einem 2D-Kristall
gilt

(Gl. 2.28) pp(h,k) :%\z z Fo gl a(h.K) =2mi(hx+ky)
h k

und

(Gl. 2.29) PrHg(h.k) :%\Z Z Frg rel B(K) g2mi(hx+ky)
h K

wobei a(h, K} und(h, k) die Phasen des nativen bzw. markierten Proteins snd. Daraus folgt
fur die Differenzdichte

(Gl. 2.30) Ap(h,k) :%z z(FHg g AhK) _ g, g a(hk)y pg2mi(hxrky)
h K

Fur kleine AF gilt ndherungsweise a(h, k) = 3(h, K) unddaher

(Gl. 2.31) Ap(h,K) :%Z Z(FHQ — Fp) @ 9(NK) [2mi(hxctky)
h K

Die Anwendung der Phase a(h, k) der nativen Proteinstruktur auf die Differerzamplituden AF
kann folgendermal3en dskutiert werden: Durch Anwendung des Cosinus-Satzes (vgl.
Abbildung 2.3)

(Gl. 2.32) Rig = F5 + AF? + 2AF [Fp [E0S@F — )
|a3t sich de folgende Beziehung herleiten:

AF? + 2AF [Fp [E0S@ar — )
Fig +Fp

(Gl. 2.33) FHg -Fp=
Nad Substitution mit

cosy = %(ei VeV
erhdlt man

2
Gl.2.34 Ry = BR7 Lia, PPIAF Ligy  FPIBF Li2a-gpe)
( ) (Fig —Fp) Fg + Fp Fig + P Fag * Fp
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Da die Phasen 2a und ¢,r nicht korrdiert sind, liefert der Phasenfaktor e (20~0aF) im
allgemeinen auler Rauschen keinen korstruktiven Beitrag zur Fourier-Transformation. Der
zweite Term mit der Phase ¢ des Markers liefert bei der Fourier-Transformation de
Position des Schweratoms. Mit Frg bzw. Fp >> AF und Fyg = Fp fur kleine Streudifferenzen
ergibt sich in guter Naherung
A 1,
FugtFp 2
d.h. de zu erwartende Intensitét im Vergleich zu dem Beitrag, den ein einzelnes Atom leisten
mufde, ist um den Faktor 2 zu klein. Der erste Term wird von dr Phase a des nativen
Proteins bestimmt. Die Differenzdichte ist demnacdh von der Struktur des nativen Proteins
Uberlagert. Solange AF klein gegeniiber Fp ist, bleibt der Beitrag dieses Terms jedoch im
Vergleich zum zweiten Term gering.
Diese Diskusson madit deutlich, dal3 de Fourier-Differenzmethode unter Verwendung der
Phasen des nativen Proteins die korrekte Position des Markers mit halber Amplitude liefert.
Wegen der niedrigen Zahl der Reflexe konren de unkareierten Phasen a bzw. ¢ar
allerdings lokale Nebenmaxima in der Elektronendichteverteilung hervorrufen, de durch de
Fehler von ¢ar verursacht werden.

2.2 Theoretische Grundlagen der Fluoreszenzanisotr opiemesaungen
2.2.1 Einfuhrung

Unter Fluoreszenz versteht man allgemein de Emisson vonelektromagnetischer Strahlung,
die @n Molekiil beim Ubergang von einem elektronisch angeregten Zustand in den Grund-
zustand (S) abgibt. Die Lebensdauer der Fluoreszenz betrégt typischerweise 10° bis 107 s,
wohingegen die Anregung sehr viel schneller in einem Zeitbereich 10™° s erfolgt. Wahrend
die Anregung eines Molekiils zur Besetzung verschiedener elektronischer Anregungszustande
fuhren kann, erfolgt die Emisgon stets aus dem angeregten Zustand mit der niedrigsten
Energie (S;), da die hoherenergetischen Zustéande zuvor strahlungslos in den $;-Zustand
relaxieren. Gemald dem Franck-CondonPrinzip bewirkt die Lichtabsorption auf}erdem einen
Ubergang aus dem Schwingungsgrundzustand des elektronischen Grundzustands in €inen
héheren Schwingungszustand eines elektronisch angeregten Zustands. Durch strahlungslose
Abgabe von Schwingungsenergie gelangt das Molekidl zuerst in den Schwingungsgrund-
zustand des angeregten elektronischen Zustands, bevor es Licht emittiert. Deshalb ist das
Emissonsgpektrum gegentiber der Anregungswell enlange zu langeren Well enléngen verscho-
ben (Rotverschiebung).

Die Rate der Emissonist unter der Voraussetzung, da3 die argeregten Molekil e keinen inter-
molekularen Wedhselwirkungen urterliegen, propartional zur Zahl der angeregten Molekdle.
Die Fluoreszenz klingt daher exporentiell mit der Zeit ab. Neben der sportanen Emisson
tragen all erdings auch andere Prozess wie z.B. phaochemische Re&tionen, Energietransfer-
prozese, Stolwedhselwirkungen mit sogenannten Quenchern sowie thermische Relaxation
zum Abbau des angeregten Zustands bei. Die De&tivierungsraten der verschiedenen Abbau-
wege aldieren sich dabel zu einer zeitunabhéngigen Gesamtrate, so dald fur die Quanten-
ausbeute der Fluoreszen @- gilt:

ke +kg +KkqlQ]+ ki
[

(Gl. 2.35) o
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Hierbel bedeuten kr die Fluoreszenzabklingrate, ke die Energietransferrate, ky[Q] der Anteil
der Deaktivierung durch Quenchermolekile und k die Abklingraten der Ubrigen Abbauwege.
Eine darakteristische Grofle der Relaxation des angeregten Zustands ist die Fluoreszenz-
lebensdauer 1, die sich im einfachen Fall eines monacexporentiellen Abklingverhaltens aus
der Summe der reziproken Raten k; ergibit:

(Gl. 2.36) T = Zki
i N

wobei ki hier fir die Raten aller moglichen Abbauwege steht. Das Fluoreszenzverhaten
extrinsischer und intrinsischer Fluorophae in Proteinen ist haufig komplexerer Natur. Die
Fluoreszenzintensitét kann dann als Summe von Exporentialtermen nach

_t
(Gl. 2.37) )= ae A

beschrieben werden, ohre den einzelnen Komporenten eine konkrete physikalische Bedeu-
tung zuzuordnen (Lakowicz, 1999. Hierbel stehen a; und T1; fir die Amplitude bzw. Lebens-
dauer des i-ten Exporentiaterms. Da bei einem multiexporentiellen Abklingverhalten de
Amplituden und Lebensdauern nicht unabhangig voneinander sind (Grinvald und Steinberg,
1974, wird héufig nur der Wert der mittleren Lebensdauer <t;> verwendet, die nach

iZOfiTi
-

bestimmt wird. Auf Grund dr Sensitivitét der maximalen Emissonswellenlange (Amax)
gegeniber Einflissen der Umgebung und der Abhéngigkeit der Fluoreszenzlebensdauer von
den Antellen der unterschiedlichen Abbauwege besitzen Fluoreszenztechniken ein breites
Anwendungsspektrum (Lakowicz, 1999. Beispiele hierfir sind Untersuchungen von
Abstandsbeziehung unter Ausnutzung der Energietransferprozesse oder die Analyse inter-
molekularer Wedselwirkungen. Eine besondere Stellung nimmt hierbei die Fluoreszenz-
spektroskopie mit linea poarisiertem Licht ein, de die Untersuchung dynamischer Prozesse
mit Hilfe der Huoreszenzanisotropieradgli cht.

(Gl. 2.38) (tj) =

2.2.2 DieMethode der zdataufgddsten Fluoreszenzanisotropie

Die Wahrscheinlichkeit der Anregung eines Molekils ist propational zum Quadrat des
Skalarprodukts aus dem Ubergangsdipomoment der Absorption p und dem el ektrischen Feld-
vektor E des Anregungslichts. Sie ist am hochsten, wenn beide Vektoren parall el zueinander
ausgerichtet sind. Bel Anregung isotrop \erteilter Molekile mit einem kurzen, linea
poarisierten Lichtpuls werden daher bevorzugt digenigen Molekile angeregt, deren
Ubergangsdipodmoment zum Zeitpunk der Anregung gerade parallel zur Polarisations-
richtung des Anregungglichts orientiert ist. Dieser Prozefd wird allgemein als Photoselektion
bezeichnet. Die Emisson des Anregungslichts besitzt wiederum eine Polarisation parall el
zum Ubergangsdipolmoment der Emisson v. Daher sind de gemessenen Fluoreszenzinten-
sitéten 1y(t) parale bzw. 15(t) senkredht zur Polarisation des Anregungslichts abhéngig von
der Orientierung der emittierenden Moleklle zu einem beliebigen Zeitpunkt t. Ein Mal3 fur
diese Orientierung stellt die zeitaufgelOste Fluoreszenzanisotropie r(t) dar, die wie folgt
definiert ist:
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u®=1p0

(Gl. 2.39) r(t) = 0200

Die durch den kurzen Anregungspuls erzeugte Photoselektion wird durch Rotationsdiffusion
der angeregten Moleklle agebaut, wobei die Rotationsbewegung an Hand des zeitli chen
Zerfals der Anisotropie verfolgt werden kann. Die Zusammenhange zwischen der linea pola-
risierten Anregung bzw. Emisson und & Fluoreszenzanisotropie werden in Abbildung 2.4
veranschauli cht.

Iparallel (too) = Isenkrecht (too) Iparallel (too) Z lsenkrecht (ta

g g

isotrope Verteilung beit=co => r_ =0 anisotrope Verteilung bei t=co => r_# 0
Zerfall der Anisotropie r(t) Zerfall der Anisotropie r(t)
bei ungehinderter Bewegung bei eingeschrankter Bewegung
Iparallel (t:O)

Photoselektion zum Zeitpunkt t=0
=> maximale Anisotropie r(t=0)

‘ Isenkrecht (t:O)

isotrope Verteilung der Ubergangsdipolmomente

Polarisationsrichtung des Anregungslichts

Abbildung 2.4: Das Prinzip der zeitaufgeldsten Fluoreszenzanisotropiemessung. Zur Vereinfachung
sollen die Ubergangsdipolmomente der Absorption und Emission die gleiche Orientierung im Molekiil-
gerust des Fluorophors besitzen. In der Praxis wird die Fluoreszenzintensitat | senkrecht bzw. parallel
polarisiert zur Polarisationsrichtung des Anregungslichts in einem Winkel von 90° zur Richtung des
Anregungslichts gemessen. Nach Photoselektion mit einem kurzen, linear polarisierten Lichtpuls klingt
die Fluoreszenzanisotropie r(t) bei uneingeschrankter Bewegung des Fluorophors auf Null ab. Eine
Bewegungseinschréankung fuhrt dagegen zu einer Endanisotropie r., # O (weitere Erlauterungen siehe
Text).

Im einfachsten Fall, der ungehinderten Bewegung eines phérischen Rotors, gibt es nur eine
Bewegungskomporente. Die Rotationsbewegung fuhrt dabei wieder zu einer isotropen Ver-
teilung der Emissonsiibergangsdipomomente; die Anisotropie félt monoexponentiell auf
Null ab. Ein mehrfach exporentieller Zerfall der Anisotropie wird beobaditet, wenn sich de
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Bewegung des angeregten Molekils in dem beobachteten Zeitfenster aus verschiedenen
Rotationsmodi zusammensetzt:

(Gl. 2.40) JOEDY: rta.
i

Hierbei stehen (i bzw. @ fur die Amplituden bzw. Rotationskorrelationszeiten der i-ten
Bewegungskomporente. Ursache hierfur konren urterschiedliche Raten der Diffusions-
bewegung entlang der molekularen Achsen eines unsymmetrischen Molekils oder komplexe
Bewegungsablaufe sein, de durch de Kopdung des Fluorophas an ein Makromolekil
hervorgerufen werden. Im letzteren Fall tragen die Eigenbewegungen von Fluoropha und
Makromolekll sowie moglicherweise die Bewegung einzelner Segmente des Makromolekils
zum Zerfall der Anisotropie bei. Ist die Bewegung der Molekile dagegen auf der Fluores-
zenzzeitskala @ngeschrénkt, verbleibt eine anisotrope Verteilung der angeregten Molekiile.
Daraus resulti ert eine konstante Endanisotropie r., ungleich Null:

(Gl. 2.41) (OEDY: e tE 4,
i

Zur mathematischen Beschreibung der experimentellen Beobachtungen verwendet man ein
Koordinatensystem, in dem der Fluoropha entlang der x-Richtung mit einem in z-Richtung
linea poarisiertem Lichtpuls angeregt wird (vgl. Abbildung 2.5). Das Fluoreszenzlicht wird
poarisations- und zeitabhangig in y-Richtung detektiert, wobei I,(t) paralel und Ig(t)
senkredht zur z-Achse gemessen werden. Die Orientierung der Fluorophore wird durch de
Winkel 8 und @ zwischen z- bzw. x-Achse und den Ubergangsdipodmomenten der Absorp-
tion p undEmissonv voll standig beschrieben.

Abbildung 2.5: Laborkoordinatensystem der Fluoreszenzanisotropiemessung. L(t) reprasentiert den
Anregungspuls, der parallel zur z-Achse polarisiert ist. Die Lage der Ubergangsdipolmomente der
Absorption g und Emission v sind durch die Azimutal- und Polarwinkel eindeutig charakterisiert. Die
Intensitadtskomponenten [I;(t) und Ig(t), die in y-Richtung detektiert werden, sind als Vektoren
dargestellt.
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Die Intensitdten I,(t) bzw. I5(t) sind zu jedem Zeitpunkt t propational zum Quadrat des
Skalarproduks aus v und ém Einheitsvektor der jeweiligen Polarisationsrichtung, wobei
Uber al e angeregten Molekile gemittdt wird:

©l.242) Iy 0 <(z Br(t))2>, I5(t) O <(x B'(t))2>.
Setzt man des Termein (Gl. 2.39) ein, so 183 sich zeigen, dal3 fur die Anisotropie gilt:
(Gl. 2.43) r(t) = < [3 zBr(t) —1]> P2 zBr(t))}

wobei P, dem Legendre-Polynom zweiten Grades entspricht. Zur Durchfihrung der Mittelung
Uber das Ensemble bendtigt man einen Ausdruck fur die Orientierung der Emissonsiiber-
gangsdipamomente zu einer beliebigen Zeit t. Die Funktion f(,v,t) sei eine solche norma-
lisierte Vertellungsfunktion fur den Fall, da3 g und v nicht identisch sind. Die Anisotropie
ergibt sich dann aus der Integration Uler die Grenzen der Vertellung nach

(Gl. 2.44) r®) = J’Pz(z (1)) f (u,v,t)dudv.

Betradhtet man de uneingeschrénkte Bewegung eines isotropen Rotors, wobei zur Verein-
fachung die Ubergangsdipomomente der Absorption und Emisson identisch sein sollen
(1 =), entspricht die Orientierungsvertellung von v einer Funktion der Winkel 8 und® (vgl.
Abbildung 2.5). Die Photoselektion duch linea polarisierte Anregung erzeugt zum Zeitpunk
t = 0 eine charakteristische Vertellung, fur die gilt:

(Gl. 2.45) f(6,®,t=0) Ocofo.

Erfolgt die zeitliche Anderung der Orientierungsverteilung ausschlielich duch eine Rota-
tionsdiffusion, so mul3 de Verteilungsfunktion f(8,®,t) die Rotationsdiffusionsgleichung
erfull en:

of 01 9 1 9% 0
(Gl. 2.46) =Dyot F——= E:al —f .
o " ing 06 [ 66 0 sin’0 002 5

Dot entspricht der Rotationsdiff usionskonstante. Die Trennung der Variablen gemél3
f(0,®,t) = f1(8,P) [F,(t)
fahrt zu
1 sz1(9,¢’) _ 1 af5(t)
fl(e'q’) Drot fz(t) ot

wobei C die Separationskonstante darstellt. Die Winkelabhangigkeit stellt sich nunals Eigen-
wertproblem dar, dessen Losung mit Hilfe der Kugelflachenfunktionen erhalten werden kann,
wobei die Zeitabhangigkeit in dem Exporentialterm enthalten ist. Die Losung der Rotations-
diffusionsgleichung hat daher die Form

C=

(Gl. 2.47) f(8,®,1) = ZCleIm(e’qv))e—KHl)Drott
I

mit

(Gl. 2.48) Cim = [ f (8,®,0)Y,, d cosh ddb .

Durch Einsetzen von(Gl. 2.47) und(Gl. 2.48) in (Gl. 2.44) folgt fur die Anisotropie:
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(G. 2.49) r®=[f ZC|mY|m(6,¢>)e_'(' *UDrat'p, (cosp) d cosd ddb .
Im

Zum Zeitpunk t= 0 ist die Verteilung durch de Photoselektion charakterisiert (Gl. 2.45).
Unter Beriicksichtigung von Yo = P,, der Orthogonalitét der Kugelflachenfunktionen sowie
der Anfangsbedingung zum Zeitpunk t = 0 nimmt die Anisoto piefunktion r(t) im Falle des
ungehinderten freien Rotors die enfadhe Form

(Gl. 2.50) r(t) = ry & OPratt

an, wobei ro der Anfangsanisotropie zum Zeitpunkt t = 0 entspricht. Die Rotationgdiff usions-
konstante setzt sich hierbel aus der Boltzmann-Konstante k, der absoluten Temperatur T, der
Viskositéat der Lésung n und éem Volumen des Fluorophas zusammen:

(Gl. 2.51) Dot =KT /6nV .

In komplexen Systemen zeigt die Anisotropiefunktion all erdings haufig einen multi exporen-
tiellen Verlauf. Unabhéngig von Modellannahmen Uber die Verteilungsfunktion f(6) kann
eine mittlere Diff usionskonstante nach

(Gl. 2.52) Dy = (- /10)/ 6@y -
berechnet werden (Kinosita @ a., 1977 Heyn, 1989. Hierbel stellt ¢ die mittlere

Rotationskorrel ationszeit aus dem Kurzzeitbereich der Anisotropie nach
-1

_ Bog-rd { o % l—RE_l
Gl. 2.53 == = +-
R L s e I .

dar, wobei R von den Amplituden der empirischen Anpasaung nach (Gl. 2.40) bzw. (Gl. 2.41)
und der Anfangs- und Endanisotropie éhéangt:

(Gl. 2.54) R=—PL pow. r=1-_P2
o~ T o~

In der modell unabhéngigen Betrachtungsweise entspricht ferner der Ausdruck /r,, /rg dem
zweiten Term der Reihenentwicklung der normierten Vertell ungsfunktion f(0):

©.255) Sy =Ta/lo = (Pa(cosB)) = IHCOi e_lgf(e)dcose.

-1

Der Parameter S, wird gewdhnlich as Ordnungsparameter bezeichnet und stellt ein Mald fur
die Bewegungsfreiheit des Fluoropha's dar.

Betrachtet man de Anfangsanisotropie ro zum Zeitpunk t = 0, so 183 sich leicht zeigen, dai3
ro im Falle dnes isotropen Rotors mit identischen Ubergangsdipdmomenten g und v einen
Wert von 0,4 lesitzt (Kinosita @ al., 1977. I, und I héngen auf Grund der Photosel ektion
von der cos’8-Verteilung und dem Winkel zwischen der Polarisationsrichtung parallel zur z-
Achse und dem Ubergangsdipomoment v ab. Die Intensitaten komen daher wie folgt ausge-
driickt werden:
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If(@)coszesinGdeCD | lIf(G)sinzesinzdbsinGdeCD
o='o

(Gl. 2.56) ||| = |0 - ) .
J’f(B)SlnGddeD J’f(6)5|n6d6dd>

wobei |y die Gesamtintensitét reprasentiert. Da die Vertellungsfunktion f(6) wegen der zylin-
drischen Symmetrie um die z-Achse nicht von @ abhangt, folgt unter Berlicksichtigung von
sin?@ = 1 - cos’® undf(8) = cose:

J’cos4esin6 do
J’co§ 0sinfdo’

lo J’co§ Qﬁ—cog B)Sine dé

(Gl. 2.57) =1 =0
= 2 [cod6sinode

I

und de Integration von O lbs Ttliefert
Iy =3/5lg, 15=1/5l.

Setzt man dese Wertein (Gl. 2.39) ein, erhdt man de Anfangsanisotropie vonry = 0,4.
2.2.3 Der strahlungslose Energietransfer

Neben der sportanen Emisson eines Photons gellt der strahlungslose Energietransfer zu
einem anderen Molekul einen wichtigen Weg zum Abbau der Anregungsenergie dar. Die
Voraussetzung hierfir ist die spektrale Uberlagerung der Emissonsbande des angeregten
Donatormolekuls (D) mit der Absorptionsbande des Akzeptormolekiils (A). Ein Mal3 fur die
Starke der spektralen Uberlagerung ist das Uberlagerungsintegral J, das wie folgt definiert ist:

00

(Gl. 2.58) J=[Fp (A)ea(MA%A .
0

Fo(A) und ga(A) stehen fur die normierte Fluoreszenzintensitét bzw. den Extinktionskoeffi-
Zienten des Akzeptorsin der Einheit M™cm™. Die Wellenlange A wird hier in cm angegeben.
Bel Akzeptor und Donator kann es sch um identische oder unterschiedliche Molekile
handeln. Man spricht dementspredhend vonHomoenergietransfer bzw. Heteroenergietransfer
(zur Ubersicht siehe Wu undBrand, 1994.

Weiterhin hangt der Energietransfer von der Quantenausbeute und der Fluoreszenzlebens-
dauer des Donators und vam Abstand zwischen Donator und Akzeptor sowie der Orientierung
der beiden Molekile zueinander ab. Fur ein Donator-Akzeptor-Paar mit festem Abstand
wurde von Forster (1948 ein Formalismus zur Beschreibung des grahlungslosen Energie-
transfers entwickelt, wonach de Transferrate kt nach

(G. 2.59) kr =R ®Ik2n™4Qprpt| x 871x10%%s™1

gegeben ist. R beschreibt hierbei den Abstand zwischen Donator und Akzeptor in A, Qp und
Tp die Quantenausbeute bzw. Fluoreszenzlebensdauer des Donators in Abwesenheit des
Akzeptors, J das Uberlagerungsintegral in der Einheit cm®M™ und n @n Brechungsindex des
Mediums. Der Faktor k? repréasentiert die relative Orientierung der Ubergangsdipomomente
der Transferpartner. Er ist definiert a's

(Gl. 2.60) k% =[(DA) -3(DR)(AR)],

wobel R dem Einheitsvektor des Abstandes zwischen Donator und Akzeptor entspricht. Die
Einheitsvektoren D und A repréasentieren die Richtungen der Ubergangsdipomomente der
Donatoremisson kzw. Akzeptorabsorption. Der Faktor k® kann Werte zwischen 0 und 4
annehmen und letragt 2/3 im Falle a@ner uneingeschrankten, isotropen Orientierung von
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Donator und Akzeptor. Die Einfihrung des sogenannten Forsterradius Ry fuhrt zu einer
vereinfachten Darstellung cer Transferrate nach

©l.261)  kp=—[Q

Ro ist der Abstand, kei dem der Abbau der Anregungsenergie zu 50% durch Energietransfer
erfolgt. Der Abstand zwischen Donator und Akzeptor &3t sich somit bel Kenntnis von kr, Tp
und Ry bestimmen, wobei der Forsterradius aus Experimenten ohre Energietransfer
zuganglich ist:

(Gl. 2.62) Ro =9,79010°(n*Qp k2 )Y (in A).

Eine entscheidende Einschrankung bel der Untersuchung von Energietransferprozessen in
biologischen Makromolekilen stellt alerdings die Tatsache dar, dal3 de Orientierung der
Transferpartner und damit der Orientierungsfaktor k® nicht bekannt ist. Die analytische
Beschreibung des Energietransfers erfordert dann de Annahme von Orientierungsmodell en
unter Berticksichtigung spezifischer geometrischer Verhédltnisse der biologischen Systeme wie
z.B. im Fal von Membransystemen (Dale & a., 1979 Y guerabide, 1999.



