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1. EINLEITUNG 5

I. EINLEITUNG

I Gegenwartiger Forschungsstand

Proteine sind die héufigsten und vielfaltigsten Makromolekiile in lebenden Zellen. [1] Sie
tragen zu mehr als 50 % zum Trockengewicht der meisten Zellen bei und dienen als
Werkzeuge fiir fast alle Aktivititen des Organismus. Der menschliche Korper enthélt z.B.
mehr als zehntausend verschiedene Proteine, die unterschiedlichste Funktionen iibernchmen.
Die molekularen Untereinheiten der Proteine bilden 20 Aminoséduren, die aufgrund ihrer
Unterschiede in GroBe, Gestalt, Ladung und Fahigkeit, Wasserstoftbriicken zu bilden, fiir die
dreidimensionale Struktur der Proteine verantwortlich sind. Aufgrund der vielféltigen
Funktionen der Proteine bei den verschiedensten Prozessen ist die intensive Erforschung der
Proteine von zentralem Interesse: So dienen Proteine als enzymatische Katalysatoren und
iibernehmen Funktionen bei vielen Transport- und Speicherprozessen. Sie besitzen
mechanische Stiitzfunktionen, spielen eine zentrale Rolle bei der Immunabwehr und erzeugen
sowie libertragen Nervenimpulse. Aulerdem sind sie fiir die Koordination der Bewegung
verantwortlich und kontrollieren Wachstum und Differenzierung. [1-3]

Die Funktion der Proteine resultiert unmittelbar aus ihrer dreidimensionalen Struktur. [3] Aus
diesem Grund ist seit der Aufklarung des menschlichen Genoms die Proteomik in den Fokus
des wissenschaftlichen Interesses gerlickt und mit ihr die Analyse der dynamischen
Wechselwirkungen von Proteinen mit ihren Substraten und die Aufkldrung von
Proteinstrukturen. Zur Untersuchung der strukturellen und dynamischen Eigenschaften von
Proteinen steht eine Vielzahl physikalisch-chemischer Methoden zur Verfiigung.
Trennmethoden wie die Elektrophorese, [4-6] die Chromatographie [7] und die Ultra-
zentrifugation [8] erlauben neben einer Reinigung der Substanzen aufgrund ihrer Grofe,
Ladung oder Bindungsaffinitdt eine Bestimmung der MolekiilgroBe. Informationen iiber die
dreidimensionale Struktur des Proteins auf molekularer Ebene und iiber dynamische
Vorginge konnen jedoch iiber sie nicht erhalten werden.

Mit Hilfe von Rontgenstruktur-Untersuchungen konnen Bilder von der im Kristall gegebenen
dreidimensionalen Struktur eines Proteins auf atomarer Ebene erhalten werden. [9,10] Die
Rontgenkristallographie erlaubt jedoch keine Aussagen iiber zeitliche Verdnderungen und nur
in Ausnahmefillen iiber Enzymaktivititen. [11] Des Weiteren entsprechen die erhaltenen
Kristallstrukturen nur ndherungsweise den nativen Strukturen, da die intermolekularen Krifte
innerhalb des Kristalls normalerweise nicht den physiologischen entsprechen. SchlieBlich
kristallisieren speziell makromolekulare Komplexe oft schlecht, so dass sich Rontgenstruktur-
Untersuchungen, wenn iiberhaupt Kristalle erhalten werden kdnnen, hiufig auf Subkomplexe

oder einzelne Untereinheiten beschranken mussen.



Ein GroBteil der Informationen iiber Proteine wird deswegen iiber spektroskopische
Techniken gewonnen. So beruhen Messungen des Circulardichroismus [12,13] auf der
optischen Aktivitdt der Proteine bzw. ihrer Aminosduren und helfen bei der Bestimmung der
Sekundérstrukturanteile. Elektronenspinresonanz-Untersuchungen [14] unterstiitzen die
Analyse von Proteinen mit paramagnetischen Cofaktoren. Uber (‘H-, *C-, °N-, ’F-, *'P-)
Kernmagnetische Resonanz-Spektroskopie (NMR) kann auflerdem Informationen iiber die
raumliche Anordnung der Atome im Protein erhalten werden. [15-17] Uber zweidimensionale
NMR-Techniken konnen dabei Strukturen von Proteinen mit bis zu 100 Aminosduren
(entsprechend einer Masse von ca. 10 kDa) aufgeklart werden. [18] Drei- und vier-
dimensionale NMR-Techniken ermdglichen dariiber hinaus die Bestimmung der
Konformation von Proteinen mit bis zu 30 kDa Masse in Losung. [19,20] Die fir NMR-
Experimente verwendeten Proteinkonzentrationen und Losungsmittel sind jedoch nicht
physiologisch und deswegen oft kritisch zu bewerten. Aullerdem erfordert die Auswertung
der multidimensionalen NMR-Experimente einen hohen zeitlichen Aufwand.

Die Fluoreszenzspektroskopie, die darauf beruht, dass absorbiertes Licht wellenldngen-
verschoben wieder emittiert werden kann, [21] ist eine spektroskopische Technik, mit der im
Gegensatz zu den bereits vorgestellten Methoden unter physiologischen Bedingungen
umfassende Informationen iiber biologische Makromolekiile geliefert werden. Sie hat sich seit
der Formulierung ihres theoretischen Hintergrundes in der ersten Héilfte des zwanzigsten
Jahrhunderts [22] mittlerweile zu einer der vorherrschenden Analysetechniken in der Bio-
technologie und der Medizintechnik entwickelt. [23] Sie ist auBerdem ein Standardverfahren
in der Umwelttechnik, der klinischen Chemie und in der molekularen Genetik, [24] und es ist
absehbar, dass sich ithre Anwendung in naher Zukunft auch auf andere Gebiete wie z.B. die
Erndhrungswissenschaften ausweiten wird. [25] Ihre Vorteile liegen vor allem in hoher
Sensitivitdit und Selektivitdt, mit denen Untersuchungen zerstorungsfrei und unter
physiologischen Bedingungen durchgefiihrt werden kdnnen.

Aufgrund der Wechselwirkungen von Fluorophor und Losungsmittelmolekiilen oder
benachbarten Gruppen im Makromolekiil liefert das emittierte Licht Informationen iiber die
Fluorophorumgebung. Diese lassen sich bei statisch durchgefiihrten Messungen z.B. aus
Form und Lage des Fluoreszenzspektrums und Fluoreszenzintensitdt bzw. Quantenausbeute
ermitteln. Das zeitliche Abklingen der Emission wird in der dynamischen Fluoreszenz-
spektroskopie untersucht und ldsst so ebenfalls Riickschliisse auf die Umgebung zu. Wenn der
angeregte Fluorophor wihrend der Aussendung von Fluoreszenzstrahlung seine relative Lage
andert, kdnnen iiber polarisationsabhéngige dynamische Messungen zusétzlich Informationen
tiber die Beweglichkeit des Fluorophors und die GroBe von Molekiilen erhalten werden.
SchlieBlich konnen Wechselwirkungen von Fluorophoren miteinander untersucht werden: Bei
gezielten Untersuchungen des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) zwischen
zwei Fluorophoren wird die Ubertragung von Anregungsenergie eines Donor-Fluorophors auf

einen Akzeptor-Fluorophor untersucht. Der Transfer erfolgt strahlungslos iiber Dipol-Dipol-
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Wechselwirkungen und ist stark abstandsabhingig, so dass iiber FRET-Messungen Abstinde
zwischen Fluorophoren gemessen werden konnen.

Im Laufe der letzten Jahre wurde eine Vielzahl an Fluoreszenztechniken entwickelt, die mehr
noch als die bereits besprochenen allgemeinen Phdnomene Informationen bereitstellen. Dabei
konnte nach der Anwendung von fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen auf in vitro-
Systeme vor allem ein Trend hin zu kleineren Untersuchungsobjekten wie Zellen und sogar
einzelnen  Molekiilen = beobachtet =~ werden.  Speziell die  Kombination von
Fluoreszenzuntersuchungen mit anderen Techniken liefert dabei eine Fiille von
Informationen: Einzelne Zellen kdnnen quantitativ unter Verwendung von Multi-Parameter-
Ansidtzen mit Hilfe von FACS-Gerdten (FACS - ,fluorescence activated cell sorting’) sortiert
und analysiert werden. [26] Die Kombination von Fluoreszenzspektroskopie und Mikroskopie
gestattet mittlerweile nicht nur die fluoreszenzspektroskopische Untersuchung einzelner
Zellen, sondern sogar die gezielte Anregung ausgewihlter Bereiche der Zelle, wie z.B. der
Zelloberflache bei der TIRF-Mikroskopie (TIRF - ,fotal internal reflection fluorescence’).
Dabei beschrinken sich die mikroskopischen Untersuchungsverfahren nicht nur auf
praparierte Zellen: Handelt es sich z.B. bei den verwendeten Fluorophoren um Varianten des
griin fluoreszierenden Proteins (GFP) aus der Qualle Aequoria victoria [27], konnen
fluorophormarkierte Proteine reproduzierbar in der lebenden Zelle kloniert und transfiziert
werden. An ihnen konnen dann z.B. lokalisierte Protein-Wechselwirkungen, kovalente
Modifizierungen, proteolytische Vorgdnge und Konformationsdnderungen mit bildgebenden
Verfahren untersucht werden. [28,29]

Bildgebende Verfahren haben in den letzten Jahren einen immer stirkeren Einfluss
gewonnen, weil sie auf sehr anschaulichem Weg Informationen bereitstellen. Aus diesem
Grund wurden auch fluoreszenzspektroskopische Techniken in jiingster Zeit sehr erfolgreich
mit sogenannten Imaging-Techniken kombiniert: Uber FRET-Imaging werden molekulare
Wechselwirkungen und Konformationsdnderungen mit einer weit besseren Ortsauflosung als
bei der optischen Mikroskopie zuginglich [30] und lassen sich ebenfalls in lebenden Zellen
untersuchen. [31,32] Bildgebende Verfahren, die Fluoreszenzlebenszeiten wiedergeben
(FLIM - fluorescence lifetime imaging’), werden z.B. bei Fluoreszenzmikroskopie, Tumor-
erkennung, Studien zur Photosynthese, Kapillar-Elektrophorese, DNA-Sequenzierung und
DNA-Chip-Analyse eingesetzt. [33,34]

Die fluoreszenzspektroskopische Untersuchung einzelner Molekiile wird mit Hilfe der
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) ermoglicht, bei der die aus einem sehr
geringen Volumen emittierte Fluoreszenzintensitét zeitlich korreliert wird, um Prozesse zu
analysieren, die zeitliche Fluktuationen der Fluoreszenz bedingen. [35-37]

Zur fluoreszenzspektroskopischen Untersuchung von Proteinen konnen verschiedene
Fluorophore verwendet werden, die sich in zwei Gruppen klassifizieren lassen: Extrinsische
Fluorophore wie z.B. Rhodamin und Fluorescein werden iiber eine kovalente Modifizierung
kiinstlich in das Protein eingebracht. Werden dagegen intrinsische Fluorophore verwendet,

wird auf die autofluoreszenten aromatischen Aminosduren Phenylalanin, Tyrosin und



Tryptophan zuriickgegriffen. Vorteilhaft bei der fluoreszenzspektroskopischen Untersuchung
von Proteinen mittels intrinsischer Fluorophore ist dabei, dass eine Markierung der Proteine
entfillt und somit auf jeden Fall native Systeme untersucht werden. Bei zu vielen identischen
Fluorophoren in einem Protein wird die Aussagekraft jedoch vermindert.

Die meisten Proteinfluoreszenzuntersuchungen auf Basis intrinsischer Fluorophore beruhen
auf der Aminoséure Tryptophan, da sie die seltenste der drei aromatischen Aminosduren ist.
AuBerdem zeigt ihre Fluoreszenz eine starke Abhdngigkeit von der Umgebungspolaritét. [38]
Deswegen ist eine spektroskopische Separation auch mehrerer Tryptophanbeitrdge im Protein
moglich und seit kurzem auch fiir dynamische Fluoreszenzuntersuchungen etabliert. [39]
Uber die Untersuchung der Tryptophanfluoreszenz eines Proteins konnen vielfiltige
Informationen gewonnen werden: Untersuchungen zum Quenching der Tryptophan-
fluoreszenz lassen Riickschliisse auf die intramolekulare Dynamik innerhalb des Proteins zu,
[40] und kombinierte Tryptophanfluoreszenz- und Entfaltungsstudien liefern Informationen
beziiglich der Proteinstabilitit. [41] Uber polarisationsabhiingige Untersuchungen der
Tryptophanfluoreszenz konnen Informationen iiber die Beweglichkeit -einzelner
Untereinheiten gewonnen werden. [42] Tryptophan wird auch bei FRET-Untersuchungen in
Proteinen verwendet und dient dann als Donor fiir Energietransfer auf einen extrinsischen
Akzeptor [43] oder als Akzeptor fiir intrinsische Tyrosinfluoreszenz. [44] Viel versprechend
ist auch ein neues Gebiet, in dem aufbauend auf Proteinen, die bei Bindung ihrer Substrate
eine verdnderte Fluoreszenz zeigen, fluoreszenzspektroskopische Biosensoren entwickelt
werden. [23] Schlielich lassen sich die iiber die Fluoreszenz von Tryptophan im Protein
erhaltenen Informationen noch verbessern, wenn anstelle von Tryptophan strukturell sehr
dhnliche, aber fluoreszenzspektroskopisch unterschiedliche Tryptophan-Analoga eingebaut
werden. [45,46] Die substituierten Tryptophan-Analoga besitzen von Tryptophan unter-
schiedliche Fluoreszenzeigenschaften und konnen ohne eine Verdnderung der Struktur in das
Protein eingebracht werden. Dies ermdglicht die selektive spektroskopische Analyse einzelner

Reste unter Umgehung einer aufwindigen spektroskopischen Separation.

Il. Fragestellung dieser Arbeit

In dieser Arbeit sollen mit Hilfe verschiedener moderner Techniken Fluoreszenz-
untersuchungen an Proteinen unter Verwendung des intrinsischen Fluorophors Tryptophan
durchgefiihrt werden. Die Abhédngigkeit der Tryptophanfluoreszenz von der Polaritit der
Umgebung soll dabei Riickschliisse iiber die Umgebung der analysierten Tryptophanreste und
somit strukturelle Informationen iiber das untersuchte Protein zulassen. Auch soll eine
fluoreszenzspektroskopische Losungsmittelstudie mit verschiedenen Tryptophan-Analoga
durchgefiihrt werden, bei der wunterschiedliche Fluorophor-Umgebungen durch die
verwendeten Losungsmittel simuliert werden.

Dazu werden zwei experimentelle Aufbauten verwendet: Mit Hilfe eines Kurzpulslasers und

der dazu gehorenden Detektionseinheit werden Messungen der simultan zeit- und wellen-
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langenaufgeldsten Fluoreszenz durchgefiihrt. Die Analyse des zeitlichen Abklingens der
Fluoreszenz auf einer Pikosekunden-Zeitskala liefert als primires Ergebnis Fluoreszenz-
lebenszeiten, die Aussagen iiber photophysikalische Prozesse nach der Anregung
ermoglichen.

AuBlerdem werden mit Hilfe eines innerhalb der Arbeitsgruppe entwickelten Anregungs-
Emissions-Spektrometers die statischen Spektren der Proben untersucht: Bei der Anregungs-
Emissions-Spektroskopie werden nahezu simultan alle Anregungs- und Emissionsspektren
der untersuchten Substanzen aufgenommen, iiber die ein fluoreszenzspektroskopischer
,Fingerabdruck® der Probe erhalten wird.

Uber die Kombination der Ergebnisse aus beiden Aufbauten werden umfangreiche Aussagen
tiber die untersuchten Systeme ermdglicht. Das hohe Anwendungspotential von kombinierten
dynamischen und statischen Fluoreszenzuntersuchungen zur Umgebungsanalyse von
Fluorophoren soll in dieser Arbeit an mehreren Systemen demonstriert werden.

In einer Losungsmittelstudie soll die Fluoreszenz von verschiedenen Tryptophan-Analoga im
Vergleich zu Tryptophan in Abhédngigkeit der Umgebungspolaritit analysiert werden. Diese
Untersuchungen werden mit dem Ziel durchgefiihrt, Tryptophan-Analoga zu identifizieren,
die von Tryptophan stark unterschiedliche Fluoreszenzeigenschaften zeigen und sich somit als
Substituenten fiir Tryptophan bei Proteinfluoreszenz-Untersuchungen anbieten. Tryptophan-
Analoga werden zwar schon teilweise als Fluoreszenzsonden in Proteine inkorporiert, eine
systematische und umfassende Untersuchung ihrer statischen und dynamischen
Fluoreszenzeigenschaften steht bislang jedoch noch aus.

Die Eignung fluoreszenzspektroskopischer Methoden zur Umgebungsanalyse von
Fluorophoren in Proteinen soll dann an zwei Proteinsystemen vorgefiihrt werden: Im Rahmen
einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. K.-J. Dietz (Lehrstuhl fiir Stoffwechsel-
physiologie und Biochemie der Pflanzen, Fakultdt fiir Biologie, Universitét Bielefeld) soll das
redox-abhéngige Protein 2-Cystein Peroxiredoxin aus Gerste fluoreszenzspektroskopisch
untersucht werden. Mit Hilfe von Einzeltryptophan-Mutanten soll dabei gezielt die
Umgebung der beiden intrinsischen Tryptophanreste an den Positionen 99 und 189 untersucht
werden. Spezielles Interesse wird dabei auf das Aggregationsverhalten des Proteins gelegt, da
es im oxidierten Zustand {iber zwei Disulfidbriickenbindungen verkniipft dimer vorliegt, bei
Reduktion jedoch in einigen Organismen nicht Monomere, sondern Multimere gebildet
werden.

In Kooperation mit Prof. K. Burda (Henryk Niewodniszanski Institut fiir Kernphysik, Krakau,
Polen) soll das Manganstabilisierende Protein aus Spinat fluoreszenzspektroskopisch
analysiert werden. Dieses Protein nimmt eine essentielle Rolle im Photosystem II ein und ist
dort vermutlich an der Koordination des katalytisch aktiven Mn4-Clusters beteiligt. Da seine
Struktur bislang nicht aufgeklért werden konnte, soll mit fluoreszenzspektroskopischen
Techniken die Umgebung des einen vorhandenen Tryptophanrestes untersucht werden, um so
Riickschliisse auf die Struktur des Proteins zu ermdglichen. Da als eine der moglichen

Funktionen des Manganstabilisierenden Proteins die Bindung von Ionen diskutiert wird, wird
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des Weiteren die Interaktionsfahigkeit des Proteins mit verschiedenen zwei- und dreiwertigen
Ionen tiberpriift.

Zur Untersuchung der Proteinsysteme werden verschiedene Fluoreszenztechniken eingesetzt,
die eine Quantifizierung der Ergebnisse ermdglichen: So werden systematische
Untersuchungen zur Fluoreszenzloschung (Quenching) von Tryptophan eingesetzt, um die
Zuginglichkeit des jeweiligen Fluorophors im Protein zu bestimmen. Uber
fluoreszenzspektroskopische Entfaltungsstudien werden Proteinstabilititen bestimmt, die
indirekt Riickschliisse auf die Proteinstruktur zulassen. Zur Untersuchung der Ionenbindung
werden fluoreszenzspektroskopische Bindungsstudien durchgefiihrt, um die Dissoziations-

konstanten der Protein-lon-Komplexe zu bestimmen.
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II. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

In diesem Kapitel wird zunichst auf die allgemeinen Aspekte der Fluoreszenzspektroskopie
eingegangen. Nach einer Erldauterung von Losungsmitteleffekten und ihrem Einfluss auf die
Fluoreszenz werden dann die Grundlagen der Proteinfluoreszenz beschrieben. Schlieflich

werden Methoden zur fluoreszenzspektroskopischen Untersuchung von Proteinen vorgestellt.

L. Grundlagen der Fluoreszenzspektroskopie

a) Absorption von Strahlung im Grundzustand

Durch Absorption von Strahlung konnen Molekiile innerhalb von Femtosekunden
(1fs=10""s) von einem elektronischen Zustand E niedriger Energie in einen Zustand E°
hoherer Energie iibergehen. Da fiir den Ubergang die Spinmultiplizitit erhalten bleiben muss,
ist bei Anregung aus einem Singulettzustand Sy der angeregte Zustand ebenfalls ein Singulett-
zustand S,. Die Differenz zwischen den beiden Energieniveaus ist bei Resonanz der Frequenz
der eingestrahlten Photonen proportional (Gleichung (II.1)) und wird fiir Elektronen-

iibergéinge und Anderungen des Schwingungs- und Rotationszustands verwendet. [47]
E'-E=h-v (IL.1)

Fiir die Abnahme der Intensitit / monochromatischer Strahlung bzw. die Absorption 4 bei
dem Durchtritt durch eine verdiinnte Losung eines vollig durchldssigen Losungsmittels ohne

Sattigung des angeregten Zustandes gilt das Lambert-Beersche Gesetz

—dl =k-1-dx (I1.2)
IO
bzw. A=log,, v =¢&-c-d (I1.3)

wobei ¢ der molare Absorptionskoeffizient, ¢ die Konzentration der Losung, d die Schicht-
dicke der Probe und k eine Konstante mit dem Wert k& = 2,302 -¢ ist. Aus dem angeregten
Zustand kann das Molekiil iiber mehrere Wege, die anschaulich in einem Jablonski-
Termschema (Abbildung II.1) dargestellt werden konnen, in den Grundzustand Sy
zuriickgelangen.

GroBe Molekiile geben dabei zunichst innerhalb einiger Pikosekunden (1 ps=107%s) ihre
Schwingungsenergie durch Stoe an die Umgebung ab und gelangen in einem als internal
conversion bezeichneten Prozess in den Schwingungsgrundzustand des elektronisch
angeregten Zustands S;. In Losung kann durch Umordnung des Ldsungsmittels

(Losungsmittelrelaxation, vergleiche Abschnitt I1.I1.a) eine weitere Absenkung der Energie-
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Abbildung II.1 - Jabtonski—-Termschema zur Veranschaulichung von Fluoreszenz und

Phosphoreszenz.

niveaus erfolgen. Von dort aus kann das elektronisch angeregte Molekiil durch Ubertragung
seiner restlichen Energie auf die Umgebung (strahlungslose Deaktivierung, Quenching) oder

durch Aussenden eines Photons in den Grundzustand zuriickfallen (Lumineszenz).

b) Lumineszenz aus dem angeregten Zustand

In Abhéngigkeit von den Vorgingen wéhrend der internal conversion werden elektronische
Zusténde erreicht, deren Spinmultiplizitit die auftretende Lumineszenz charakterisiert: Bleibt
die Spinmultiplizitit bei der Emission erhalten, ist der Ubergang spinerlaubt und man spricht
bei der in einem Zeitbereich von 10 s auftretenden Strahlung von Fluoreszenz. Langsamer
als die Fluoreszenz, im Zeitbereich von 10™s, erfolgt die Phosphoreszenz. Thre Strahlung
wird nach einem spinverbotenen, als intersystem crossing bezeichneten Ubergang und
folgender strahlungsloser Deaktivierung in den Schwingungsgrundzustand des elektronisch
angeregten Triplettzustands T; beim Ubergang in den Grundzustand des Singulettzustands Sy
ausgesandt. [24]

Da durch Lumineszenz verschiedene schwingungsangeregte Zustinde des Grundzustands
erreicht werden (vgl. Abbildung 1II.1), weisen sowohl Fluoreszenz- als auch
Phosphoreszenzspektren eine Feinstruktur auf, die Informationen {iber die Energieniveaus des
Grundzustands liefert. Haufig gleichen sich Absorptions- und Emissionsspektren einer
Substanz wie Bild und Spiegelbild, wobei das Lumineszenzspektrum stets rotverschoben ist
und die 0-0-Uberginge, die von den jeweiligen Schwingungsgrundzustinden ausgehen,
zusammenfallen. Die energetische Verschiebung zwischen den jeweiligen Absorptions- und
Emissionsbanden wird als Stokes Shift bezeichnet und ist abhidngig von dem Fluorophor,
seiner Umgebung bzw. seinem Losungsmittel und der Temperatur. Somit lassen
Fluoreszenzspektren z.B. iiber die Betrachtung ihrer Symmetrie und ihres Stokes Shifts

Riickschliisse auf die Umgebung des jeweiligen Fluorophors zu.
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c) Fluoreszenzléschung (Quenching)

Oft wird die Fluoreszenz einer Probe durch strahlungslose Deaktivierung des angeregten
Zustandes (Quenching) vermindert. Das Quenching kann dabei durch unterschiedliche
Mechanismen erfolgen, die auf intermolekularen Wechselwirkungen zwischen dem
angeregten Fluorophor und dem Quencher beruhen. Der hédufigste Fall ist dabei Quenching
der Fluoreszenz durch StoBe bei einem diffusiven Kontakt mit dem Quenchermolekiil, das
auch als dynamisches oder Stof-Quenching bezeichnet wird. Durch den Kontakt zwischen
Fluorophor und Quencher werden dabei alternative Wege =zur Dissipation der
Anregungsenergie zuginglich.

Fiir dynamisches Quenching ldsst sich die Verringerung der Fluoreszenzintensititen bzw. der

Fluoreszenzlebenszeiten tliber die Stern-Volmer-Gleichung gemal

[70:1—0:1+1<D-[Q]:1+kq-70-[g] (IL.4)
T

ausdriicken, nach der das Verhiltnis der Fluoreszenzintensitit [, bzw. Fluoreszenz-
lebenszeit 7y in Abwesenheit des Quenchers zur Fluoreszenzintensitdt / bzw. —lebenszeit 7 in
Anwesenheit des Quenchers proportional zur Stern-Volmer-Konstante Kp und der
Quencherkonzentration [Q] ist. Kp ist dabei das Produkt aus der intrinsischen
Fluoreszenzlebenszeit 7y des Fluorophors in Abwesenheit von Quench-Prozessen und der
bimolekularen Quenchkonstante k,. Die bimolekulare Quenchkonstante k, ist durch die
Quencheffizienz fp mit Werten zwischen 0 und 1 und die diffusionskontrollierte

StoBkonstante k) gegeben:
k, =1,k (IL.5)

AuBer Stoen mit Quenchern, die zu einer strahlungslosen Riickkehr des Fluorophors in den
Grundzustand fiihren, konnen auch andere Prozesse eine Deaktivierung des Fluorophors im
angeregten Zustand bewirken. Zu ihnen zéhlen Reaktionen aus dem angeregten Zustand.

Es sollte erwdhnt werden, dass als Quenching oft simtliche Prozesse bezeichnet werden, die
die Fluoreszenzintensitit einer Probe verringern. So kann z.B. die Fluoreszenzléschung einer
Probe auch durch Komplexbildung zwischen Fluorophor und Quencher im Grundzustand
erfolgen. Dies wird als statisches Quenching bezeichnet. Statisches Quenching ist von dem
AusmaB der Komplexbildung (gemessen iiber die Komplexbildungskonstante K;) und der
Konzentration des Quenchers abhdngig, so dass man fiir die Abnahme der

Fluoreszenzintensitit des Fluorophors aufgrund der Komplexbildung erhilt:

1

“=1+K-[0] (IL6)
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Abbildung I1.2 — Konkurrenz von Fluoreszenz und quenchenden Prozessen bei Abwesenheit
von Phosphoreszenz. Die dargestellten Wege zur Deaktivierung des angeregten Zustandes
sind Fluoreszenz (emittierte Strahlung hat die Energie E =h-vg), dynamisches Quenching
(proportional zur Quenchkonstante k, und der Quencherkonzentration [Q]) und FRET.
Weitere nicht genauer spezifizierte strahlungslose Wege zur Deaktivierung des angeregten

Fluorophors werden iiber die Summe ihrer Geschwindigkeitskonstanten Xk; dargestellt.

Eine Abnahme der Fluoreszenzlebenszeit ist bei statischem Quenching nicht zu verzeichnen,
da die Komplexbildung im Grundzustand erfolgt und die Deaktivierung des angeregten
Zustandes nicht beeinflusst wird.

In vielen Fillen wirken Quencher sowohl iiber Stofe als auch iiber Komplexbildung.
Quantitativ ldsst sich dies iiber eine Multiplikation der beiden Quenchformen beschreiben, die

zu einer Abweichung vom linearen Verhalten fiihrt (vergleiche Abschnitt I1.IV.a):

L/ (4K, [0)-0+ K, [0 =14 ,, -[0] )

Als Spezialfall des Quenchings kann des Weiteren auch der in Kapitel I1.IV.b) erlduterte
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) aufgefasst werden, da sich bei Anwesenheit
geeigneter Partner die Fluoreszenzintensitit eines Donor-Fluorophors erniedrigt, wenn
Energietransfer auf einen Akzeptor-Fluorophor erfolgt.

Somit ist, wie in Abbildung II.2 veranschaulicht, das Verhiltnis von Fluoreszenz und
Quenching ein  empfindliches Wechselspiel verschiedener Prozesse, das die

Umgebungseinfliisse des Fluorophors widerspiegelt.

d) Fluoreszenzlebenszeiten

Die Fluoreszenzlebenszeit t ist fiir ein monoexponentielles Abklingen der Fluoreszenz

definiert als die durchschnittliche Zeit, die ein Molekiil im angeregten Zustand verbringt,
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bevor es in den Grundzustand zuriickkehrt. [24] Sie hingt direkt von der zeitlichen
Konkurrenz der Emission mit Prozessen, die zu einer strahlungslosen Deaktivierung fiihren,
ab. Fiir einen nicht phosphoreszierenden Fluorophor ist die Fluoreszenzlebenszeit durch die
Emissionsrate I' des Fluorophors und die Summe der Geschwindigkeitskonstanten k; flir die

strahlungslosen Zerfille gegeben:

1
r= W (11.8)

In Abwesenheit von Prozessen, die zu einer strahlungslosen Deaktivierung fiihren, erhilt man

die sogenannte intrinsische Fluoreszenzlebenszeit z:

7, = yr (IL9)

Aufgrund der in Abbildung I1.2 dargestellten Zusammenhénge hédngt die Fluoreszenz-
lebenszeit stark von der Umgebung des Fluorophors ab. Somit kann die genaue Natur des
Fluoreszenzabfalls Hinweise auf die Wechselwirkung des Fluorophors mit seiner Umgebung
geben. In unpolaren Losungsmitteln zeigen einige Fluorophore einen monoexponentiellen
Fluoreszenzabfall. Die zeitliche Anderung der Fluoreszenzintensitit /(z) bei komplexeren

Molekiilen folgt hdufig einem multiexponentiellen Verlauf:
_t
1(t)=1,>a,-e 7 (11.10)

Die Amplitude a; ist dabei ein MaB fiir die Gewichtung der einzelnen Lebenszeiten 7. Der
multiexponentielle Fluoreszenzabfall kann einerseits aus der Existenz mehrerer Fluorophore
mit verschiedenen Lebenszeiten resultieren, andererseits kann auch ein einzelner in
verschiedener Umgebung befindlicher Fluorophor zu einem multiexponentiellen Fluoreszenz-
abfall fiihren.

Prinzipiell gibt es zwei Mdoglichkeiten, Fluoreszenzlebenszeiten zu ermitteln: Bei der auch in
dieser Arbeit verwendeten Pulsmethode wird die Probe mit einem kurzen Lichtpuls angeregt
und der zeitliche Abfall der Fluoreszenz detektiert. Die Phasenmodulationsmethode
verwendet zur Anregung der Fluorophore eine kontinuierlich strahlende Lichtquelle mit
sinusformig moduliertem Licht. Aus Phasenunterschied und Amplitudenverdnderung kann die
Lebenszeit bestimmt werden.

Im Gegensatz zu nicht zeitauflosenden Fluoreszenzuntersuchungen (,,statische” Messungen)

werden Fluoreszenzlebenszeiten liefernde Methoden haufig als dynamisch bezeichnet.
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e) Quantenausbeuten

Als Quantenausbeute ¢ der Fluoreszenz bezeichnet man das Verhéltnis der emittierten zu den
absorbierten Photonen. [24] Folglich erhilt man als Ausdruck fiir die Quantenausbeute in

Abhingigkeit der emittierten und absorbierten Lichtintensitét /:

1, _ 2k
¢_Z_Zki+F (IL11)

Die Werte fiir ¢ bewegen sich somit zwischen null und eins und sind umso grof3er, je geringer
der Anteil der strahlungslosen Deaktivierung ist. Da die direkte Messung der emittierten und
absorbierten Intensitéten genauso wie die Ermittlung der strahlungslosen Zerfallskonstanten ;
problematisch ist, werden oft Standards zur Ermittlung der Quantenausbeuten verwendet.
Quantenausbeuten lassen sich z.B. iiber feste Standards wie Magnesiumoxid und Anthracen,
mit fliissigen Standards wie optisch verdiinnten Kolloidlésungen und iiber Vergleich mit
Stoffen bekannter Quantenausbeute bestimmen. Des Weiteren gibt es kalorimetrische
Methoden und die [Integrating-Sphere-Technik. [48] In dieser Arbeit werden Quanten-
ausbeuten iiber den Vergleich mit Verbindungen bekannter Quantenausbeute ermittelt.

Die Bestimmung von Quantenausbeuten basiert dabei auf der Definition, dass die Intensitét
des Fluoreszenzlichtes Iz proportional zum absorbierten Teil des Anregungslichtes
(bestimmbar iiber das Lambert-Beersche Gesetz) ist. Die Proportionalititskonstante ist die
Quantenausbeute ¢ (vgl. Gl. (IL.11)). [48]

1, =1,(1-10°)- ¢ (IL12)

Wenn die geloste Substanz in so geringen Konzentrationen vorliegt, dass die prozentuale

Transmission hoch ist, ldsst sich Gl. (I1.12) {iber eine Reihenentwicklung vereinfachen: [49]

I, =1,-(1-(1-2303-g-c-d +230ecdl _ ). 4 (IL13)

=1,~1,-2303-¢-c-d-¢=2303-1,-4-¢ (I1.14)

Somit lassen sich Quantenausbeuten ¢, von Verbindungen, deren Fluoreszenzintensititen /4
und Absorptionen 44 bekannt sind, mit Hilfe der Daten (A4g, Iz) von Verbindungen bekannter

Quantenausbeute @ im gleichen Losungsmittel bestimmen tiber:

Lo oAb oy Al (IL.15)
4 R
IR IO'AR'¢R AA'IR
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Abbildung II1.3 — Rotverschiebung der Fluoreszenz durch Losungsmittelrelaxation in

Abhingigkeit der Polaritdt des Losungsmittels.

Il. Lésungsmitteleinfluss auf die Fluoreszenz

Die Emissionsspektren vieler Fluorophore sind abhéngig von der Polaritit ihrer Umgebung.
Veranderungen der Umgebungspolaritit eines Fluorophors innerhalb eines Proteins sind
jedoch quantitativ nicht zu erfassen. Deswegen werden oft Losungsmittelstudien zur
Simulation unterschiedlicher Fluorophorumgebungen als Vergleich hinzugezogen. Die
Auswirkung eines Losungsmittels auf die Emission eines Fluorophors ldsst sich dabei auf
generelle und spezielle Losungsmitteleffekte zuriickfiihren. [24]

Generelle Losungsmitteleffekte sind unabhingig von den chemischen Eigenschaften von
Fluorophor und Losungsmittel und lassen sich iiber eine Beschreibung des Losungsmittels als
dielektrisches Medium formulieren. Spezielle Lésungsmitteleffekte  beruhen auf
zwischenmolekularen Wechselwirkungen zwischen Fluorophor und Losungsmittel, wie z.B.
Wasserstoffbriickenbindungen und Komplexbildung. Fiir eine systematische Betrachtung von
losungsmittelabhéngigen Fluoreszenzeigenschaften ist es deswegen wiinschenswert, sich
durch die Wahl der Losungsmittel auf eine Verdnderung der generellen Losungsmitteleffekte

bei einer geringen Variabilitdt der speziellen Losungsmitteleffekte zu beschranken.

a) Lésungsmittelrelaxation

Der generelle Einfluss eines Losungsmittels auf die Fluoreszenz eines Fluorophors ldsst sich
mit Hilfe der Losungsmittelrelaxation beschreiben (vgl. Abbildung I1.3). Nach der Anregung
eines Fluorophors und nachfolgender sehr schneller internal conversion kann prinzipiell
Fluoreszenz aus dem Schwingungsgrundzustand des elektronisch angeregten Zustands S,
erfolgen. In den meisten Losungsmitteln erfolgt jedoch noch vor der Emission eine weitere

Stabilisierung des angeregten Zustandes, die Losungsmittelrelaxation. Sie beruht darauf, dass



18

der Fluorophor im angeregten Zustand meist ein groeres Dipolmoment g als im
Grundzustand () aufweist. Daraus resultierend ordnen sich polare Losungsmittelmolekiile
in einem Zeitintervall von 10"'-10"% s nach Anregung um und senken so den angeregten
Zustand energetisch ab. Mit steigender Losungsmittelpolaritit nimmt die Absenkung des
angeregten Zustandes zu, so dass die Emission des Fluorophors in Losungsmitteln
zunehmender Polaritét stirker rot verschoben wird. Diesen Effekt beschreibt die im nichsten
Abschnitt behandelte Lippert-Gleichung.

Es sollte jedoch erwédhnt werden, dass nicht nur die Polaritdt des umgebenden Lésungsmittels
einen Einfluss auf den Fluorophor zeigt. In Proteinen ist der Fluorophor oft weitgehend vom
Losungsmittel abgeschirmt und zeigt z.B. deswegen nur eine geringere Rotverschiebung
seiner Emission. Ein zusétzlicher, langsamerer Relaxationsprozess kann jedoch oft trotzdem
beobachtet werden. Dieser ist durch eine Relaxierung der Proteinmatrix um den angeregten
Fluorophordipol (,spektrale Relaxation’) zu erklédren, die eine Absenkung des emittierenden
Niveaus bewirkt. Im Gegensatz zur Losungsmittelrelaxation, bei der die sich reorientierenden
Molekiile klein sind, ist die spektrale Relaxation mit Zeiten in der GroBenordnung von 107 s
wesentlich langsamer: Sie ist hdufig nicht mit Beginn der Emission abgeschlossen und fiihrt
somit zu einer uneinheitlichen Emission aus unterschiedlichen, relaxierten und nicht
relaxierten Niveaus. Daraus resultiert oft ein Abklingen der Fluoreszenz, das sich auch bei nur
einem Tryptophanrest im Protein nicht iiber die Anpassung einer einzelnen Lebenszeit
beschreiben lésst. [24,50]

b) Die Lippert-Gleichung

Aufgrund der Losungsmittelrelaxation wird hiufig gefunden, dass sich das Fluoreszenz-
maximum einer gegebenen Substanz mit steigender Losungsmittelpolaritit bathochrom, d.h.
zu langeren Wellenldngen verschiebt, so dass der Stokes Shift groBBer wird. Dieser Effekt geht
hdufig mit einer Abnahme der Quantenausbeute einher. Eine Beschreibung des
l6sungsmittelabhangigen Stokes Shifts liefert die Lippert-Gleichung, der zufolge der Stokes

Shift v, =, eine von dem Brechungsindex » und der dielektrischen Konstante ¢ abhéngige

Eigenschatft ist:

p 3 + const. (H. | 6)

e B - W B 7))
a0 r 2¢+1 2n*+1

he
Orientierungspolarisierbarkeit , Af

Als weitere Groflen geht auBlerdem die Differenz der Dipolmomente des angeregten und des

Grundzustandes in Form von (,u* —,u)z sowie der Radius der Kavitdt, in der sich der

Fluorophor befindet, ein. In der Gleichung enthaltene Konstanten sind das Planck’sche
Wirkungsquantum % = 6,626-10* Js und die Lichtgeschwindigkeit ¢ = 2,998-10% m/s.
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Der den Brechungsindex n und die dielektrische Konstante & beinhaltende Term wird als
Orientierungspolarisierbarkeit Af bezeichnet. Er beschreibt die auf einer reinen
Reorientierung der Losungsmittelmolekiile beruhenden spektralen Verschiebungen iiber die
Differenz zweier Beitrdge, von denen der eine, (£-1)/(2¢+1), die Reorientierung der
Losungsmitteldipole  inklusive  der  Elektronenumordnung in  Abhédngigkeit der
Dielektrizititszahl ¢ beschreibt. Durch Subtraktion eines zweiten Beitrags, der nur die
Umverteilung der Elektronen im Molekiil {iber den Brechungsindex n beschreibt,
(n* -1)/(2n*+1), wird von der Orientierungspolarisierbarkeit Af nur die Verinderung in der
Reorientierungsfahigkeit der Losungsmittelmolekiile beschrieben. Die Lippert-Gleichung
erklart also den Stokes Shift als ein ausschlieBlich auf generellen Losungsmitteleffekten

beruhendes Phianomen.

c) Loésungsmittelpolaritaten

Die in  Abschnitt ILILb)  beschriecbene  Lippert-Gleichung  formuliert  die
16sungsmittelabhéngige Verdnderung des Stokes Shifts zufrieden stellend {iber die
Orientierungspolarisierbarkeit Af als ein Mall fiir die Losungsmittelpolaritit. Die
Orientierungspolarisierbarkeit beschreibt die Losungsmittelabhéngigkeit anderer Fluoreszenz-
parameter nur unzureichend. Da fiir diese bislang keine theoretischen Modelle zur
Beschreibung 16sungsmittelabhéngiger Effekte existieren, werden sie oft mit einem anderen
Mal fiir die Losungsmittelpolaritit korreliert. Dies ist damit zu rechtfertigen, dass andere
Fluoreszenzparameter nicht nur auf generellen Losungsmitteleigenschaften, sondern auch auf
spezifischen Wechselwirkungen zwischen Fluorophor und Losungsmittel beruhen kénnen.

Es gibt eine Vielzahl von Lo&sungsmittelpolarititsskalen, die auf unterschiedlichen
Definitionen der Losungsmittelpolaritdt beruhen und die versuchen, die Polaritét iiber die
generellen und spezifischen Wechselwirkungen zwischen Losungsmittel und gelostem Stoff
mit Ausnahme derer, die zu einer chemischen Verdnderung des geldsten Stoffes fiihren, zu
definieren. [51] Einige von ihnen sollen im Folgenden vorgestellt werden.

Abgesehen von Polarititsskalen wie z.B. der Y-Polaritdtsskala, die auf der Solvolyse-
geschwindigkeit von z-Butylchlorid in verschiedenen Losungsmitteln basiert und die fiir die
Erkldrung von Ldsungsmitteleffekten bei organischen Reaktionen verwendet wird, gibt es
viele auf optischen Indikatoren beruhende Polarititsskalen. Diese bieten sich gerade wegen
der groflen Zahl an Ldsungsmitteln, die iiber sie erfasst werden konnen, fiir
l6sungsmittelabhidngige Studien an. Aufgrund der stark unterschiedlichen chemischen
Struktur vieler solvatochromer Stoffe konnen mit ihnen intermolekulare spezifische
Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Losungsmitteln und dem geldstem Stoff von sehr
gezielt bis sehr umfassend beschrieben werden. Deswegen existieren viele verschiedene auf

solvatochromen Effekten beruhende Polarititsskalen.
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Polaritdtsskalen auf Basis optischer Indikatoren

1994 gab es 18 allein iiber UV / VIS /nah-IR-spektroskopische Messungen abgeleitete
Losungsmittelpolaritétsskalen, die auf systematischen Untersuchungen mit bis zu 78
solvatochromen Stoffen beruhten. [51] Die meisten dieser Skalen basieren auf den spektralen
Daten einer einzigen Verbindung. Die Verdnderungen in den spektralen Eigenschaften einer
einzigen Probe wurden lange Zeit nur bedingt als geeignet fiir die Erkldrung l6sungs-
mittelabhdngiger Prozesse angesehen, da die generellen und spezifischen Wechselwirkungen
dieser einen Verbindung mit dem Losungsmittel dhnlich zu denen der zu untersuchenden
Stoffe sein sollten. Durch die Wahl von mehreren optischen Indikatoren, deren solvatochrome
Eigenschaften gemittelt wurden, sollten z.B. auf Wasserstoffbriickenbindungen beruhenden
Effekte und spektrale Anomalien (Verdnderungen in der Bandenstruktur oder der
Vibrationsfeinstruktur) ausgeschlossen werden. Beispiele fiir solche Losungsmittelpolaritits-
skalen sind die ¢-Skala nach Dubois et al., [52] die 7 -Skala nach Kamlet, Abboud und Taft
[53] und die 7 as-Skala nach Buncel et al.. [54]

Die ¢-Skala basiert auf der Position der 16sungsmittelabhiingigen n — 1 -Ubergiinge acht
gesittigter aliphatischer Ketone, bezogen auf den Wert in n-Hexan als Referenz. Seit ihrer
Formulierung im Jahre 1964 wurde sie jedoch nicht weiterentwickelt und liefert nur fiir 14
Losungsmittel Polaritdtswerte. [52]

Die 7'-Skala beruht auf der Idsungsmittelinduzierten Frequenzmaxima-Verschiebung der
> Tc*-Ubergéinge von sieben nitroaromatischen Indikatoren und wurde im Laufe der Zeit
durch Einbeziehung weiterer solvatochromer Indikatoren verbessert. Zur Definition der
7 -Skala wurden diese optimierten Werte fiir c-Hexan und DMSO auf 0,00 bzw. 1,00
normiert. [53] Mittlerweile existieren in der nt -Skala Eintrige fiir 229 Lsungsmittel. [55]
Die 7 as-Skala basiert auf dhnlichen Uberlegungen wie die 7 -Skala, verwendet jedoch sechs
unterschiedliche Azomerocyaninfarbstoffe' als primére Indikatoren. [54] Diese Skala wurde
aufgrund der Lage der Absorptionsbanden im Wellenldngenbereich von 440-550 nm (also
weit entfernt von den cufoff-Bereichen der meisten Ldsungsmittel) entwickelt, da die
l6sungsmitteleigene Absorption bei der 7 -Skala ein starkes Problem darstellt. Sie steht
allerdings nur fiir 29 Losungsmittel zur Verfiigung.

Die auf nur einem solvatochromen Stoff und die auf vielen solvatochromen Stoffen
beruhenden Polaritdtsskalen sind oft linear miteinander verkniipft. [51,57] Also sind die
Wechselwirkungen zwischen dem Losungsmittel und dem geldsten Stoff oft gleich geartet.
Aus diesem Grund wurde bei Entwicklung neuerer Losungsmittelskalen darauf geachtet, bei

der Wahl der solvatochromen Probe stirkeres Gewicht auf universelle Loslichkeit zu legen.

! Merocyanine: von griech.: uépoc = Teil und Cyaninfarbstoffen abgeleitete Polymethinfarbstoffe, also Polyene
mit einer ungeraden Anzahl von Methingruppen, die von zwei Auxochromen flankiert sind und als push-pull-
System wirken. [56] Merocyanine kdnnen zwitterionisch vorliegen und sind deswegen aufgrund des daraus
resultierenden hohen Dipols fiir Losungsmittelstudien von Interesse. Die Azomerocyanine leiten sich

demzufolge von den Merocyaninen durch Substitution zweier Methingruppen durch eine Azogruppe ab.
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Eine dieser auf verbesserten Loslichkeiten beruhenden Losungsmittelpolaritdtsskalen ist die
Er(30)-Skala. Sie verwendet einen Merocyanin-Farbstoff' (ein Pyridinium-N-Phenolat-
Betain) als solvatochrome Probe und definiert die Losungsmittelpolaritdt iiber das Maximum

der I6sungsmittelabhidngigen intramolekularen charge transfer n-n*-Absorptionsbande. [58]
cmol™ =he-v. -N . =28951
E,(30)/keal -mol™ =hc-¥_ N, = Amax (nm) (IL17)

Die Er-Skala leitet sich von der Et (30)-Skala iiber eine Normierung auf die Werte fiir

Tetramethylsilan und Wasser ab und ist deswegen einheitenfrei:

N E . (solvent)— E..(TMS)
! E.(H,0)— E,(TMS)

(IL.18)

Der groBe Vorteil der Er(30)- bzw. Er"-Skala liegt in der guten Loslichkeit des untersuchten
Betainfarbstoffs in vielen Losungsmitteln, so dass in ihr 360 Eintrdge zu finden sind.

Deswegen ist sie mittlerweile eine der am héufigsten gebrauchten Polarititsskalen. [24]

Multiparameter-Ansdtze

Losungsmittelabhdngige Effekte sind oft sehr komplex und benétigen fiir eine Beschreibung
deswegen oft mehr als einen Parameter. Deshalb gibt es Ansitze, die die Wechselwirkungen
zwischen Losungsmittel und geldstem Stoff iiber mehrere Parameter zu erfassen versuchen.
Ein Beispiel dafiir sind lineare Solvatationsenergie-Bezichungen (,/inear solvation energy
relationships’ - LSERs) mit denen z.B. solvatochrome Losungsmitteleffekte iiber eine
Linearkombination mehrerer Losungsmittelparameter beschreiben werden. [59] Die lineare
Solvatationsenergie-Beziehung nach Kamlet und Taft [60] beschreibt Losungsmitteleffekte in
Abhingigkeit dreier Parameter, der Losungsmittelpolaritit / Polarisierbarkeit 7z, der Wasser-
stoffbriicken-Akzeptor-Aziditdt & und der Wasserstoftbriicken-Donor-Basizitdt £.

Die Wasserstoffbriicken-Akzeptor-Aziditit « gibt dabei an, inwiefern ein Losungsmittel in
der Lage ist [60] Wasserstoftbriickenbindungen als formaler Protonenakzeptor auszubilden,
wohingegen die Wasserstoftbriicken-Donor-Basizitit [ beschreibt, wie stark das
Losungsmittel selbst in der Lage ist, durch seine Hydroxygruppen Wasserstoffbriicken zu
bilden. [61] Die 7 -Polarititsskala wurde bereits im vorhergehenden Abschnitt vorgestellt.
Uber eine multilineare Anpassung der gemessenen solvatochromen Eigenschaften an die
folgende Gleichung (I1.19)

XYZ=XYZ,+a-a+b-B+c-7 (11.19)

konnen somit die jeweiligen Anteile der allgemeinen Losungsmittelpolaritit und der

speziellen Losungsmitteleigenschaften wie Wasserstoffbriickenbindungen an den beobach-
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teten solvatochromen Phidnomenen ermittelt werden. Aufgrund der grof3en Zahl an Variablen

in Gleichung (II.19) ist dies aber nur fiir eine groe Zahl an Losungsmitteln mdglich.

d) Einfluss des Lésungsmittels auf Fluoreszenzeigenschaften

Abgesehen von der tiber die Lippert-Gleichung erklarten Verdnderung des Stokes Shifts mit
der Losungsmittelpolaritét gibt es eine Vielzahl von Beobachtungen, die Verédnderungen von
Fluoreszenzparametern in Abhéingigkeit der Losungsmittelpolaritit beschreiben. Diese
Studien liefern jedoch meist keine quantitative Beschreibung der Ergebnisse fiir Parameter
mit Ausnahme des Stokes Shifts. [62-64] Wenn doch, sind die Resultate aufgrund einer
fehlenden theoretischen Erklarungsmoglichkeit rein empirisch. Beispielsweise berichten
Maroncelli et al. [65] von einer Korrelation zwischen der Lésungsmittelpolaritdt und der
Emissionsfrequenz bzw. der Halbwertsbreite der Emission des Laserfarbstoffs Coumarin 153
fiir 19 Losungsmittel. Eine 16sungsmittelabhéngige Verdnderung der Emissions-Halbwerts-
breiten von Paraterphenyl wird auch von Sander et al. beobachtet und als ein MaR fiir die
Interaktionsfahigkeit des Fluorophors mit dem Losungsmittel interpretiert. [66]

Systematische =~ Untersuchungen zur Quantifizierung der 16sungsmittelabhéngigen
Quantenausbeute gibt es bislang nicht. Die Verdnderung von Indol-Fluoreszenzlebenszeit-
Verteilungen in unterschiedlichen Losungsmitteln ist zwar untersucht, die erhaltenen Daten
wurden aber nicht mit der Losungsmittelpolaritidt korreliert. [67] Das gleiche gilt fiir die
Untersuchung von  l6sungsmittelabhidngigen  Fluoreszenzlebenszeiten  verschiedener
Xanthenfarbstoffe. [68]

e) Bestimmung von Quantenausbeuten in Lé6sungsmitteln mit unterschiedlichem
Brechungsindex

Quantenausbeuten von Fluorophoren, die im gleichen Losungsmittel wie die
Referenzsubstanz vorliegen, konnen mit Hilfe von Gleichung (II.15) bestimmt werden. Ist der
zu betrachtende Fluorophor jedoch in einem anderen Lésungsmittel als die Referenzsubstanz
gelost, sind Abweichungen zu beriicksichtigen, die auf die unterschiedliche Brechung des
Lichtes an der Losungsmittel-Luft-Grenzflidche zuriickzufiihren sind.

Fluoreszenzstrahlung, die in einem Winkel & von der Normalen innerhalb der Kiivette
emittiert wird, wird in einem groeren Winkel ¢ auflerhalb der Kiivette detektiert, da bei dem
Ubergang von einem optisch dichteren (Losungsmittel) in ein optisch diinneres Medium
(Luft) das Licht von der Normalen fort gebrochen wird. [69] Da der Brechungsindex der Luft
eins ist, gilt fir den Zusammenhang zwischen ¢ und 6 in Abhingigkeit des Brechungsindex

der Losung np:

sing=n, -sinf (11.20)
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Analog nimmt der Raumwinkel fiir die gleiche Intensitdt an betrachtetem Fluoreszenzlicht
beim Ubergang vom Losungsmittel in Luft zu. Das Verhiltnis der Raumwinkel ist gegeben
durch: [69]

d¢ nj-cosf

10" sosp (I1.21)

Die in Luft detektierten Fluoreszenzintensitit muss deswegen auf ihre unterschiedliche
Brechung an der Phasengrenze korrigiert werden. Fiir die 16sungsmittelabhdngige in Luft
detektierte Intensitit gilt in Abhéngigkeit des Brechungsindex der Losung und des Winkels in
Luft: [70]

cos ¢

R (11.22)

Fiir Winkel nahe 0° vereinfacht sich dieser Ausdruck zu

]Lq/z (B,n)=1 5,

1 2

L =1 o 2 Sy =Ly n (I1.23)

Aus diesem Grund lassen sich Quantenausbeuten von Fluorophoren in verschiedenen
Losungsmitteln iiber einen Vergleich mit einer Referenzsubstanz iiber Gleichung (I1.15) und
(I1.23) ermitteln:

AgIn)

B Ay -1 'nR2

P, “Pr (I1.24)

1. Proteinfluoreszenz und Proteinstruktur

Proteine sind die hidufigsten und vielfdltigsten Makromolekiile in lebenden Zellen und
iibernehmen dort die unterschiedlichsten Funktionen. Da sich die Funktion eines Proteins
direkt aus seiner Struktur ableitet, [3] ist die Erforschung der Struktur eines Proteins von
zentralem Interesse. Fiir diese Untersuchungen bieten sich speziell Fluoreszenztechniken an,
da mit ihrer Hilfe auch unter physiologischen Bedingungen Informationen iiber die
Umgebung eines im Protein befindlichen Fluorophors erhalten werden konnen. Als
Fluorophore konnen allgemein extrinsische Fluorophore verwendet werden, solange diese
nicht die Struktur des Proteins verdndern. Viele Proteine enthalten jedoch bereits intrinsische
Fluorophore, also bereits vorhandene, fluoreszente Proteinbestandteile, die fiir Fluoreszenz-
untersuchungen verwendet werden konnen. Durch die Verwendung der intrinsischen im
Gegensatz zu den extrinsischen Fluorophoren wird gewihrleistet, dass das Protein bei der

Untersuchung tatséchlich in der gleichen Struktur wie im Organismus vorliegt.
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Abbildung I1.4 — Die drei intrinsischen autofluoreszenten Aminoséuren in Proteinen.

a) Intrinsische Fluorophore

Proteine enthalten bis zu zwanzig verschiedene proteinogene Aminosauren, von denen drei in
der Lage sind, Fluoreszenzstrahlung im UV-Bereich zu emittieren. Bei diesen drei
intrinsischen Fluorophoren handelt es sich um die drei aromatischen Aminosduren
Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin (vgl. Abbildung I1.4). Da nur diese drei der zwanzig
Aminosduren fluoreszieren und sie auflerdem relativ selten in Proteinen vorkommen, ist es
mdglich, aus Proteinfluoreszenzspektren Informationen zu gewinnen.

Tryptophan und Phenylalanin sind fiir den Menschen essentiell, Tyrosin kann hingegen im
Korper durch Oxidation von Phenylalanin hergestellt werden. Neben ihrer Beteiligung bei
strukturellen und katalytischen Funktionen von Proteinen sind die drei aromatischen
Aminosduren Vorstufen fiir Hormone und andere wichtige Verbindungen. Sie sind wegen
threr aromatischen Ringsysteme relativ unpolar und deshalb an hydrophoben
Wechselwirkungen, oft im Innern der Proteine, beteiligt. Die Hydroxygruppe des Tyrosins ist
auBerdem in der Lage, Wasserstoftbriickenbindungen einzugehen.

Die aromatischen Aminosduren Tryptophan, Tyrosin und zu einem geringen Teil auch
Phenylalanin absorbieren im UV-Bereich des Spektrums. Ihre Absorptionsmaxima liegen bei
280 nm (Tryptophan), 277 nm (Tyrosin) bzw. 258 nm (Phenylalanin), wobei sich die
Absorptionskoeffizienten wie 27 :7:1 verhalten, so dass Tryptophan am stdrksten und
Phenylalanin am schwéchsten absorbiert. [71] In den meisten Proteinen dominiert somit der
Einfluss von Tryptophan und ihr Absorptionsmaximum liegt in der Néhe von 280 nm.

Um eine selektive Anregung von nur einem Fluorophor (Tryptophan) zu erreichen, werden
Proteine hiufig mit Licht, das zu ihrem Absorptionsmaximum rotverschoben ist, angeregt. Da
sich das Emissionsmaximum von Phenylalanin bei 282 nm befindet, liefert diese Aminoséure
dann keinen Beitrag zu Proteinfluoreszenz. Tyrosin weist ein Emissionsmaximum bei

303 nm, Tryptophan bei 353 nm auf. Somit kann die Tryptophanfluoreszenz in Proteinen
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Abbildung II.5 — Absorptions- und Emissionsspektren der drei aromatischen Aminosduren.

Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan. [24]

gezielt durch Anregungswellenldngen ab 295 nm untersucht werden. Die Quantenausbeuten
in Wasser (pH 7) von 0,14 (Tryptophan), 0,13 (Tyrosin) und 0,02 (Phenylalanin) zeigen wie
auch schon die Absorptionskoeffizienten, dass der Beitrag von Phenylalanin zur
Proteinfluoreszenz zu vernachléssigen ist. [72]

Das oft

Proteinstrukturen, da die Quantenausbeute der Tryptophanreste um so geringer und das

Fluoreszenzverhalten von Tryptophan dient zur Charakterisierung von
Fluoreszenzmaximum um so stdrker rot verschoben ist, je stirker sie zum Losungsmittel
exponiert sind. [38,73,74] Dieser Effekt ldsst sich zuriickfiihren auf die groBe Anderung des
Dipolmomentes bei der Anregung von Tryptophan, so dass die Losungsmittelrelaxation eine
sehr wichtige Rolle einnimmt. [38]

Tyrosin reagiert im Vergleich dazu wesentlich weniger stark auf eine Verdnderung seiner
Umgebung. Auflerdem ist die Tyrosinfluoreszenz von Proteinen hédufig nur sehr gering, da
einerseits die Bildung von nur schwach fluoreszierendem Tyrosinat durch Wasserstoff-
briicken stattfinden kann. [75] Andererseits ist Energietransfer (vgl. Kapitel II.IV.b) von
Tyrosin auf Tryptophan [76] bzw. Tyrosinat [72] moglich, durch den die Tyrosinfluoreszenz
weiter verringert werden kann. SchlieBlich wird die Emission von Tyrosin haufig gequencht:
Effektive Quencher sind Tyrosinatreste, [77] Phosphationen, [78] Peptidbindungen [79] oder
nahe gelegene, protonierbare bzw. geladene Seitengruppen anderer Aminoséuren. [80]
Tryptophanfluoreszenz im Protein kann unter gewissen Bedingungen auch intrinsisch
gequencht werden: Abgesehen von der Abnahme der Fluoreszenzintensitit eines
Tryptophanrestes durch Losungsmittel-Quenching konnen auch rdumlich nahe gelegene
Aminosduren die Fluoreszenz von Tryptophan 16schen. Dies sind, in der Reihenfolge ihrer
Quencheffizienzen aufgefiihrt, Cystin [81], Cystein [82], Prolin [83], Methionin [82],

Glutamat [84], Aspartat [82], Arginin [83], Histidin, Serin und Threonin [82], Glycin und
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Phenylalanin Tyrosin Tryptophan

Abkiirzung / Buchstabencode Phe / F Tyr/Y Trp /W
Absorptionsmaximum Acx, max.(nm) 260 275 280
Absorptionskoeffizient &y (I'mol™-cm™) 200 1400 5600
Emissionsmaximum Aem, max. (nNm) 282 304 353
Quantenausbeute ¢ 0,02 0,13 0,14
Fluoreszenzlebenszeit t (ns) 6.8 3,6 3,1
relative Haufigkeit im Protein (%) 3,5 3.5 1,1
Hydropathie—lndex2 (von —4,5 bis 4,5) 2,8 -1,3 -0,9

Tabelle II.1 — Fluoreszenzspektroskopische [24] und biologische [2] Eigenschaften der

aromatischen Aminoséuren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan.

Lysin [83] sowie Valin und Alanin [82]. Erwdhnenswert ist in diesem Kontext, dass die
bimolekularen Quenchkonstanten der Aminosduren (ermittelt iiber Quenching-
Untersuchungen mit N-Acetyltryptophanamid als Modell fiir proteingebundenes Tryptophan
und den entsprechenden Aminoséuren [83]) um mindestens den Faktor drei niedriger sind als
bei Quenchern, die zur Bestimmung der Losungsmittelexposition eines Fluorophors im
Protein (vgl. Abschnitt I1.IV.a) verwendet werden. Somit ist ihr quenchender Einfluss auf
Tryptophan im Protein nur dann relevant, wenn sie sich in starker rdumlicher Nédhe zu

Tryptophan befinden.

b) Merkmale der Proteinstruktur

Die dreidimensionale Struktur eines Proteins ist in komplexer Weise von seiner
Aminosduresequenz abhdngig und fiir seine Funktion verantwortlich. [3] Zur Diskussion der
Proteinstruktur verwendet man in der Regel vier Strukturebenen, die in Abbildung II1.6
dargestellt sind und die im Folgenden beschrieben werden: Die Primdrstruktur entspricht
einer Sequenz von Aminosduren, die durch kovalente Peptidbindungen miteinander
verbunden sind und schlief3t alle Disulfidbriicken mit ein. Polypeptidketten kénnen nicht jede
beliebige Anordnung im Raum einnehmen: Aufgrund sterischer Zwénge und vieler schwacher
Wechselwirkungen gibt es Anordnungen, die stabiler sind als andere. Unter der
Sekunddrstruktur versteht man in diesem Zusammenhang regelméBige, periodisch

wiederkehrende rdaumliche Anordnungen benachbarter Aminosdurereste. Als héaufigste

? Der Hydropathie-Index fasst die hydrophilen und hydrophoben Eigenschaften der Aminosiuren im Protein
zusammen. So lédsst sich vorhersagen, welche Aminoséduren in wissriger Umgebung (negative Werte) oder in
hydrophober Umgebung (positive Werte) vorkommen. Hydropathie-Werte fiir einzelne Aminosduren liefern
natiirlich nur Informationen iiber ihr tendenzielles Verhalten, da fiir Strukturvorhersagen die gesamte

Aminosduresequenz mit einbezogen werden muss.
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Abbildung I1.6 — Die vier Ebenen der Proteinstruktur (entnommen aus [1]).

Beispiele hierfiir sind die a-Helix und die B-Faltblattstruktur zu nennen. Als Tertidrstruktur
bezeichnet man die rdumliche Beziehung zwischen allen Aminosduren einer Polypeptidkette
bzw. die vollstindige dreidimensionale Struktur eines Polypeptids. Schlieflich ist bei
Proteinen aus mehreren Polypeptidketten die Quartdrstruktur, die riumliche Anordnung der

Untereinheiten, die letzte Strukturebene.

c) Vorhersage der Proteinstruktur

Bislang ist es nicht moglich, aus einer gegebenen Aminosduresequenz die dreidimensionale
Proteinstruktur des entsprechenden Proteins vorherzusagen. Aus der Primédrstruktur kann zwar
oft mit Hilfe von Berechnungsmethoden in Kombination mit z.B. Circulardichroismus-
messungen die Sekundérstruktur erhalten werden, es fehlen jedoch Algorithmen zur
Berechnung von Tertidr- und Quartérstrukturen. Zum Teil konnen diese Informationen aus
einem Vergleich des Proteins unbekannter Struktur mit den Daten von Proteinen mit
bekannter 3D-Struktur erhalten werden (, Threading’). Sekundarstrukturberechnungen kdnnen
dagegen bereits zufriedenstellend durchgefiihrt werden. Z.B. kann mit der 1994 entwickelten
Vorhersagemethode PHD unter Anwendung neuronaler Netze die Sekundirstruktur eines

Proteins mit einer Genauigkeit von bis zu 88 % erhalten werden. [85]
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d) Einfluss der Proteinstruktur auf die Fluoreszenz

Aufgrund der in Abschnitt I1II1.a) dargelegten Uberlegungen hat die Proteinstruktur einen
starken Einfluss auf die Fluoreszenz eines Proteins. Speziell die stark umgebungsabhéngige
Fluoreszenz von Tryptophan ist dabei ein Charakteristikum, das Informationen {iber die
Umgebung des Fluorophors und somit indirekt {iber die Proteinstruktur liefert. Ein Faktor, der
dabei die Interpretation erschwert, ist die Gegenwart mehrerer Fluorophore im Protein. Selbst
bei einer ausschlieBlichen Anregung von Tryptophan durch Anregungswellenldngen grofBBer
als 295 nm kann bei mehreren Tryptophanresten im Protein die Separation ihrer einzelnen
Beitriige aufgrund der spektralen Uberlappung erschwert sein. Aus diesem Grund werden oft
Einzeltryptophanmutanten oder Tryptophan-Analoga enthaltende Mutanten der jeweiligen
Proteine zusitzlich zu der nativen Form untersucht.

Das Emissionsmaximum von Tyrosin im Protein liegt wie auch das Emissionsmaximum von
nicht-proteingebundenem Tyrosin bei 305 nm. Im Protein kann jedoch das Tyrosin auch
durch Wasserstoffbriickenbindungen formal als Tyrosinat vorliegen. In diesem Fall liefert
dieser Fluorophor einen Fluoreszenzbeitrag mit einem Emissionsmaximum von 345 nm.
Aufgrund der stark umgebungsabhédngigen Fluoreszenz von Tryptophan liegt das Emissions-
maximum der Tryptophanfluoreszenz im Protein erfahrungsgemdll zwischen 353 nm
(entspricht  vollstindiger = Ldsungsmittelexposition) und 308 nm. Die  stérkste
Blauverschiebung der Tryptophanfluoreszenz wurde bislang fiir das Protein Azurin
(Aem., max = 308 nm) beobachtet. [86] Die starke Umgebungsabhéngigkeit der Tryptophan-
fluoreszenz wird z.B. dafiir verwendet, Proteine in ,spektrale Klassen* einzuordnen.
Beispielsweise klassifiziert Burstein [87] Proteine {iber ihr Emissionsmaximum zusammen
mir der Halbwertsbreite FWHM in drei Klassen: Klasse I (Aem =330-332 nm; FWHM =
48-49 nm) zeigt einen Tryptophanrest, der stark vom umgebenden Losungsmittel
abgeschirmt, Klasse II (Aem = 340-342 nm; FWHM = 53-55 nm) zeigt einen eher an der
Oberfliche angesiedelten Fluorophor, und Klasse III (Aem, =350-353 nm, FWHM = 59-
61 nm) zeigt einen komplett 16sungsmittelzugénglichen Fluorophor. Zu 330 nm blau

verschobene Tryptophanfluoreszenz wird jedoch nicht erfasst.

e) Tryptophan-Analoga

Bei der Untersuchung von Multi-Tryptophanproteinen ist die spektrale Separation der
Beitrdge der einzelnen Tryptophanreste oft unmdoglich. Fiir diesen Fall ist es wiinschenswert,
den Tryptophanrest durch einen Fluorophor mit unterschiedlichen spektroskopischen
Eigenschaften (Quantenausbeute, Anregungs- und Emissionsmaximum, etc.) zu ersetzen.
Chemisch modifizierte Tryptophan-Analoga bieten sich fiir diese Aufgabe an, da sie von allen
moglichen Substituenten aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu Tryptophan die Proteinstruktur am
wenigsten verdndern. Einige Tryptophan-Analoga sind in dieser Rolle seit mehr als 30 Jahren

untersucht [88] und bieten vielfiltige Anwendungsmoglichkeiten.
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Eines der am griindlichsten untersuchten Analoga ist 7-Azatryptophan, das einen deutlichen
Unterschied in seiner Fluoreszenz im Vergleich zu Tryptophan zeigt, da seine Absorptions-
und Emissionsmaxima in Wasser verschoben sind. AufBlerdem unterscheidet sich das
Abklingen der Fluoreszenz, und 7-Azatryptophan reagiert noch sensitiver als Tryptophan auf
Verdnderungen seiner Umgebung. [89-91] 5-Hydroxytryptophan reagiert im Vergleich dazu
wesentlich weniger auf eine Verdnderung seiner Umgebung [92] und besitzt eine wesentlich
hohere Quantenausbeute. [93] 7-Aza- und 5-Hydroxytryptophan sind die beiden nicht-
biogenen Aminosduren, die am héufigsten fiir Proteinfluoreszenzstudien verwendet werden.
[94-97] Aber auch das nicht-fluoreszierende 4-Fluorotryptophan bietet sich als ,,stummes
Analogon* fiir Proteinfluoreszenzuntersuchungen an. [98]

Tryptophan-Analoga kénnen zusétzlich zur aufwendigen Totalsynthese iiber unterschiedliche
biochemische Methoden in Proteine eingebracht werden. Die einfachste Methode zur
Inkorporation von Tryptophan-Analoga in Proteine ist, die jeweiligen Analoga bei einer
bakteriellen Expression den verwendeten Medien zuzusetzen. Voraussetzung dafiir ist, dass
die verwendeten Bakterien keine eigene Tryptophanbiosynthese betreiben und dass das
jeweilige Analogon nicht als von Tryptophan unterschiedlich erkannt wird. Des Weiteren
konnen Tryptophan-Analoga aber auch nach geeigneter Modifizierung der entsprechenden
DNA nach der Transkription iiber eine Translation mit chemisch modifizierten, das
Tryptophan-Analogon bindenden ,nonsense suppressor tRNAs in die entsprechenden

Proteine eingefiihrt werden. [99]

f) Beschreibung der spektralen Form

Fiir die Diskussion der Form eines Emissionsspektrums ist es oft wiinschenswert, prdzise
Fluoreszenzparameter wie das Emissionsmaximum oder die Halbwertsbreite angeben zu
konnen. Fiir die Beschreibung der spektralen Form der Fluoreszenz eines in Wasser geldsten
oder im Protein befindlichen Tryptophanrestes kann eine Lognormal-Verteilung gemif3
Burstein et al. verwendet werden, [100,101] die die Fluoreszenzintensitit / in Abhingigkeit

der Wellenzahl v und der maximalen Emissionswellenzahl v, wiedergibt:

1(7)=1, -exp{— In 2 -1n2[ e’ }} (I1.25)
vm

In* p a—

Weitere in Gleichung (I1.25) enthaltenen Parameter sind die Fluoreszenzintensitit am

Emissionsmaximum 7,,, der Bandensymmetrieparameter p (wobeip = (7, —7_ )/ V. -v,)),
und @ der funktionslimitierende Punkt (a =7, +p-(V, =v_)/ (,02 —1)), ab dem I(V)=0ist.
Bei v, und v handelt es sich um die Wellenzahlen der Wertepaare mit halbmaximaler

Fluoreszenzintensitit.
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V. Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungsmethoden

a) Bestimmung der Fluorophorexposition ber Quenching

Die in Kapitel IL.I.c) beschriebene strahlungslose Deaktivierung eines Fluorophors durch
Quenching kann bei gezielten Quenching-Untersuchungen dazu verwendet werden,
Informationen tiber die Losungsmittelzugénglichkeit eines Fluorophors im Protein zu
gewinnen. Dazu wird das Protein mit verschiedenen Konzentrationen an Quencher inkubiert
und das Verhiltnis der Fluoreszenzintensitdten bzw. Lebenszeiten betrachtet. Bei geringen
Proteinmengen bietet sich dabei die Verdnderung der Fluoreszenzlebenszeiten als
Untersuchungskriterium an, da diese in der Regel von der Proteinkonzentration unabhéngig
sind und somit eine stark fehleranféllige Konzentrationsnormierung der Spektren vermieden
wird. Die Untersuchung des gezielten Quenchings iiber die Abnahme der Fluoreszenz-
intensitdt bietet sich jedoch im Gegenzug bei grofleren Mengen an vorhandenem Protein

wegen des geringeren experimentellen Aufwandes der statischen Messungen an.

Dynamisches Quenching & Stern-Volmer-Auftragungen

Fiir den Fall des dynamischen Quenchings eines Fluorophors gilt die Stern-Volmer-Gleichung

ITO:T—°:1+KD~[Q]=1+kq~TO-[Q] (IL.4)
T

der zufolge ein linearer Zusammenhang zwischen der relativen Fluoreszenzveridnderung des
Fluorophors im Protein und der Quencherkonzentration besteht. Uber die Steigung einer
Stern-Volmer-Auftragung, bei der die Quencherkonzentration [Q] gegen das Verhiltnis der
Fluoreszenzintensititen I,/ I bzw. der Fluoreszenzlebenszeiten 7,/ 7 in Ab- und Anwesenheit
des Quenchers aufgetragen wird, kann somit die relative Zugénglichkeit des Fluorophors im
Protein {iber den Vergleich mit Quenching-Untersuchungen anderer Proteine unter
identischen Bedingungen erhalten werden. Der entsprechende Fluorophor ist dabei umso
zugénglicher, je steiler die Stern-Volmer-Auftragung verlduft. Abbildung I1.7 zeigt eine
Stern-Volmer-Auftragung fiir die Verdnderung der Fluoreszenzintensititen bei Acrylamid-
Quenching von nicht-proteingebundenem Tryptophan in Wasser. Da fiir Stern-Volmer-
Auftragungen Fluoreszenzintensititen und Fluoreszenzlebenszeiten verwendet werden
konnen, ist die Auswertung unabhdngig von der statischen bzw. dynamischen
Versuchsdurchfiihrung.

Oft befindet sich in einem Protein mehr als ein Fluorophor. Diese liegen mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit in  unterschiedlichen Umgebungen vor und sind somit fiir
Fluoreszenzloscher unterschiedlich zugénglich. Daraus resultieren fiir die korrespondierenden

Stern-Volmer-Auftragungen fiir die Fluoreszenzintensititen® Abweichungen vom linearen

3 Fiir mehrere Fluorophore im Protein in unterschiedlichen Umgebungen ist eine komplementire Betrachtung der

Fluoreszenzlebenszeiten bei Quenching-Untersuchungen hinfillig, da sich diese anders als die gemessenen
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Abbildung II.7 — Stern-Volmer-Auftragung fiir die Lebenszeitverdnderungen bei
Acrylamidquenching von Tryptophan in wéssriger Losung. Die aus der Auftragung ermittelte
Stern-Volmer-Konstante betrdgt Kp = 15,36 I/mol. Fiir eine Stern-Volmer-Auftragung fiir die
Fluoreszenzintensititsverdnderungen unter identischen Bedingungen vgl. Abbildung I1.9.

Verhalten. Abbildung I1.8a) zeigt die relative Verdnderung der Fluoreszenzintensitit fiir zwei
Fluorophore, von denen der eine fiir Quencher gut zugénglich, der andere aber nicht bzw. nur
schlecht zuganglich ist.

Die Gesamtfluoreszenzintensitéit der Probe in Abwesenheit des Quenchers /) ist bei Vorliegen
eines flir Quencher zuginglichen Fluorophors ,.a* sowie eines unzugénglichen Fluorophors

,b* durch die Summe der beiden einzelnen Fluoreszenzbeitrage gegeben:

Iy =1, +1 (IL.26)

(13

Infolge des selektiven Quenchings des Fluorophors ,,a*“ erhdlt man in Gegenwart des

Quenchers fiir die Gesamtfluoreszenzintensitét

IOa

I = m+ I, (I1.27)

Durch Subtraktion von Gleichung (I1.27) von (I1.26) erhélt man fiir die Differenz zwischen

Ausgangsfluoreszenzintensitdt und Fluoreszenzintensitdt in Anwesenheit des Quenchers Al

Al=1,-1=1I, [ﬂ] (11.28)
I+K, -[0]

Intensititen bei Abwesenheit von Energietransfer nicht additiv verhalten, sondern in Form einer ,,gemittelten‘

Lebenszeit detektiert werden, fiir die die folgenden Betrachtungen nicht gelten.
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Abbildung I1.8 — a) Abweichungen vom linearen Stern-Volmer-Plot und b) modifizierte
Stern-Volmer-Auftragungen bei unterschiedlich zugénglichen Fluorophoren — Simulation fiir
zwei Fluorophore in unterschiedlichen Umgebungen: (—) Kp, =5 1/mol und Kp; = 0 1/mol;
(-=) Kps, =5 1/mol und Kp, = 0,5 1/mol.

Durch Division von Gleichung (I1.27) durch Gleichung (II1.28) erhdlt man einen von 1/[(Q]
abhingigen Ausdruck, der eine graphische Bestimmung von K, und dem fiir den Quencher

zugénglichen Bruchteil der Fluoreszenz f, zuldsst.

I 1 1
L= — (I1.29)
Al f,-K,-[O9] 1,
. I,
mit [ =——
S I+l (I1.30)

Abbildung I1.8b) zeigt eine derartige simulierte modifizierte Stern-Volmer-Auftragung fiir
zwei Fluorophore in unterschiedlicher Umgebung. Fiir den Fall eines zuginglichen und eines
nicht zugénglichen Fluorophors resultiert in der modifizierten Stern-Volmer-Auftragung ein
linearer Zusammenhang zwischen dem aufgetragenen Fluoreszenzparameter 7,/ A/ und dem
Kehrwert der Quencherkonzentration 1/[Q], so dass die Bestimmung der Stern-Volmer-
Konstanten Kp, und der Bruchteil der quencherzuginglichen Fluoreszenzintensitét £, sehr gut
ermOglicht wird. Fiir zwei unterschiedlich zugingliche Fluorophore ist dies nur eingeschrinkt
moglich, da in diesem Fall auch in der modifizierten Stern-Volmer-Auftragung
Abweichungen von der Linearitdt zu erkennen sind. AuBBerdem fiihrt die Parallelverschiebung
der Auftragungen (vgl. Abbildung I1.8b) auch bei einer ausschlieBlichen Betrachtung von
Iy/Al bei grolen Werten von 1/[Q] (also kleinen Quencherkonzentrationen) zu einer

Verfilschung bei der Bestimmung des Achsenabschnitts 1/f,, so dass daraus folgend
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ungenaue Werte fiir die Stern-Volmer-Konstante Kp, erhalten werden. Somit ist auch die
modifizierte Stern-Volmer-Auftragung nur eingeschrinkt flir eine Auswertung von
Quenchingexperimenten bei Proteinen mit unterschiedlich zuginglichen Fluorophoren

geeignet.

,Quenching Sphere of Action’ — die Aktionssphdrenabweichung

Bei hohen Quencherkonzentrationen und guten Fluorophorzuginglichkeiten werden oft
Abweichungen von der Linearitdt festgestellt, die auf einer starken Wechselwirkung zwischen
Fluorophor und Quencher bereits bei der Anregung beruhen.

Zurlickzufiihren ist dies auf eine Deaktivierung des Fluorophors direkt bei Anregung, die bei
hohen Quencherkonzentrationen in einer Abweichung der Stern-Volmer-Auftragung nach
oben resultiert (Abbildung I1.9). Somit konnen nur Fluorophore zur Gesamtfluoreszenz der
Probe beitragen, in deren direkter Umgebung (,quenching sphere of action’ -
,Aktionssphire’) bei der Anregung kein Quenchermolekiil existiert. Die Wahrscheinlichkeit,
dass sich kein Quencher bei der Anregung in der Aktionssphire des Fluorophor-Quencher-

Paars mit dem Volumen J befindet, ist bei einer Konzentration [Q] gegeben durch:

P(0)=exp(-[Q]-V-N,) (IL31)

Folglich wird die Zahl an Fluorophoren, die bei Anwesenheit des Quenchers fluoreszieren,
um den Faktor exp (-[Q]'V-N4) verringert, wobei [Q]-N4 die durchschnittliche
Quencherkonzentration im Volumen V angibt. Daraus resultiert fiir die Stern-Volmer-
Gleichung bei dynamischem Quenching eines Fluorophors unter Beriicksichtigung der

Aktionssphiarenabweichung:

I, ~ .
I_exp([Q].V_NA)—HKD [O] (IL32)
bzw. 170 =(1+ K, -[0])-exp(Q]-V-N,) (11.33)

Die durch das Vorhandensein einer Aktionssphére zustande kommenden Abweichungen von
der Linearitit konnen somit durch Division mit einem Term der Form exp (-[Q]-V-N,4)
korrigiert werden. Abbildung I1.9 zeigt fiir das Acrylamid-Quenching von Tryptophan in
wassriger Losung die Abweichung von der Linearitit durch die Deaktivierung des
Tryptophans durch Acrylamid innerhalb der Aktionssphire des Tryptophans direkt bei der
Anregung. Die Abweichungen konnen gut durch Division eines entsprechenden
Exponentialterms kompensiert werden.

Erwdhnenswert ist, dass Abweichungen durch das Vorhandensein einer Aktionssphére nur in

statischen Fluoreszenzmessungen beobachtet werden konnen. Bei zeitauflésenden
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Fluoreszenzmessungen fiihrt die sehr schnelle Deaktivierung des Fluorophors direkt nach der
Anregung nicht zu einer Verdnderung der angepassten Fluoreszenzlebenszeiten. Deswegen
treten Abweichungen von der Linearitit der Stern-Volmer-Auftragung aufgrund einer
Aktionssphiarenabweichung bei Lebenszeit-Messungen nicht auf.

Die Bedeutung des Volumens V der Aktionssphére ldsst sich einfach veranschaulichen: Fiir
die in Abbildung I1.9 dargestellte Messung wurde bei der Korrektur der

3 ermittelt. Bei

Aktionssphirenabweichung ein Aktionssphérenvolumen von 2,85-107' cm
Annahme einer kugelformigen Aktionssphédre entspricht dies einem Sphirenradius von
8,80 A. Somit ist die zu der Abweichung fithrende Aktionssphire nur wenig groBer als der

Fluorophor selbst, da der Durchmesser des Indol-Rings ca. 5 A betrigt.

Statisches Quenching

Wie in Abschnitt I1.I.c) angesprochen, kann die Verringerung der Fluoreszenz nicht nur durch
eine Deaktivierung des Fluorophors im angeregten Zustand, sondern auch durch
Komplexbildung im Grundzustand erfolgen.

Dieses statische Quenching ist von dem Ausmal} der Komplexbildung und der Konzentration
des Quenchers abhdngig, so dass man flir die Abnahme der Fluoreszenzintensitit des

Fluorophors aufgrund der Komplexbildung mit der Komplexbildungskonstante K erhlt:

1 0

=14k [0] (IL6)
Statisches Quenching ist wie bereits die Aktionssphirenabweichung nur iiber statische
MeBmethoden zu identifizieren, da die Komplexbildung nur den Grundzustand des
Fluorophors und damit die zu detektierende Gesamtfluoreszenzintensitdt, nicht aber den

angeregten Zustand und somit auch nicht die Lebenszeit des Fluorophors beeinflusst.

Unterscheidung zwischen statischem und dynamischen Quenching

Da sich sowohl dynamisches als auch statisches Quenching vergleichbar auf die von der
Quencherkonzentration abhédngige Fluoreszenzintensitits-Verdnderung auswirkt, ist es
wichtig, zwischen beiden unterscheiden zu konnen. Ein wichtiges Indiz liefern
temperaturabhéngige Quenching-Untersuchungen, da diese fiir beide Phdnomene
unterschiedliche Auswirkungen zeigen sollten: Bei statischem Quenching ist davon
auszugehen, dass eine Temperaturerhohung eine Dissoziation der auf schwachen
Wechselwirkungen beruhenden Komplexe bewirkt, die Komplexbildungskonstante verringert
ist und deswegen die Steigung der Stern-Volmer-Auftragung bei hdheren Temperaturen
abnimmt. Bei dynamischem Quenching ist dagegen bei einer erhdhten Temperatur davon
auszugehen, dass durch schnellere Diffusion Kollisionen zwischen Quencher und Fluorophor
verstéarkt auftreten. Demzufolge nimmt bei héheren Temperaturen das dynamische Quenching

zu und die Stern-Volmer-Auftragung hat eine groBere Steigung. Stehen Aufbauten zur
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Abbildung I1.9 — Stern-Volmer-Auftragung fiir die Veridnderung in der Fluoreszenzintensitét
ohne (®)/mit (O) Korrektur der Aktionssphérenabweichung bei Acrylamidquenching von
Tryptophan in wéssriger Losung. Die aus der Auftragung ermittelte Stern-Volmer-Konstante
nach der Korrektur betrdgt Kp = 16,86 1/mol.

Messung von Fluoreszenzlebenszeiten bereit, kann die Natur des Quenchings iiber einen

Vergleich aus statischen und dynamischen MeBBmethoden geklért werden.

Kombiniertes Quenching

Viele Quencher konnen sowohl iiber dynamisches als auch statisches Quenching die
Fluoreszenzintensitit einer Probe beeinflussen. Das kombinierte Quenching lasst sich geméaf
Gleichung (II.7) iiber eine Multiplikation der beiden mathematischen Beschreibungen der
Effekte beschreiben:

(1K, 10D+ K, o) =1+ ,, o] 1)
wobei K :(170_1)[_;]:(KD+KS)+KD'KS'[Q] (I1.34)

Aus einer Auftragung von Ky, = (lo/l —1)-1/[Q] gegen [Q] konnen somit die Stern-Volmer-
Konstante Kp und die Komplexbildungskonstante K aus der resultierenden Gerade {iber den
Achsenabschnitt (Kp + Ks) und die Steigung Kp-Ks in Abwesenheit von Abweichungen

aufgrund einer starken Aktionssphére zwischen Fluorophor und Quencher ermittelt werden.

Quencher

Der am héaufigsten wuntersuchte Fluorophor bei Quenching-Untersuchungen der

Proteinfluoreszenz ist die Aminosdure Tryptophan. Eine Vielzahl von Quenchern 16scht die
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Tryptophanfluoreszenz, wie z.B. die geladenen Spezies der Halogene und verschiedene
Metallionen. Aber auch wungeladene Spezies wie Sauerstoff, Trifluoracetamid,
Wasserstoffperoxid und Acrylamid beeinflussen die Tryptophanemission.

Der am hiufigsten verwendete Quencher fiir Tryptophanfluoreszenz ist Acrylamid, das tliber
einen Elektronentransfer vom Indolring den angeregten Zustand depopuliert. Da Acrylamid
ungeladen ist, kann es fast ungehindert in die Proteinmatrix hinein diffundieren, und 16scht
somit die Tryptophanfluoreszenz in Abhidngigkeit von der Losungsmittelzuginglichkeit des
Fluorophors. Die erhaltenen Daten miissen jedoch aufgrund der groen Einflusssphére des
Acrylamids nach Gleichung (I1.33) korrigiert werden. Ein wesentlich besserer Quencher fiir
stark 16sungsmittelabgeschirmte Tryptophanreste ist Sauerstoff. Fiir Quenching der
Tryptophanfluoreszenz mit Sauerstoff muss jedoch unter Hochdruck (ca. 100 bar [102])
gearbeitet werden, da die Loslichkeit von Sauerstoff in wéssriger Losung sehr gering ist.
Zusétzlich zu Acrylamidquenching werden oft Untersuchungen mit geladenen Quenchern
einer vergleichbaren GroBe durchgefiihrt. So kann die Ladung der Tryptophanumgebung
untersucht werden, da geladene Quencher aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkung
verstdrkt in eine Umgebung mit der entsprechenden Gegenladung gelangen konnen. Fiir diese
Untersuchungen werden am héufigsten die positiv geladenen ionischen Quencher Césium und
Thallium (Cs”, TI") und negativ geladenes Iodid (I') verwendet. Cisium zeigt dabei eine
geringere Quencheffizienz als Thallium, wird aber wegen der Toxizitdt des Thalliumsalzes

deutlich bevorzugt.

b) Abstandsbestimmungen lber FRET

Als  Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer wird die resonante Ubertragung von
Anregungsenergie eines Fluoreszenz-Donors D auf einen Fluoreszenz-Akzeptor 4 bezeichnet.
Der Energietransfer erfolgt strahlungslos {iber eine Entfernung von vielen
Molekiildurchmessern hinweg und ist primér das Resultat einer Dipol-Dipol-Wechselwirkung
zwischen Donor und Akzeptor. Die Effizienz des Energietransfers hingt einerseits von der
Uberlappung des Emissionsspektrums des Donors D mit dem Absorptionsspektrum des
Akzeptors A und andererseits von dem Donor-Akzeptor-Abstand R ab. Letzteres fiihrt dazu,
dass mit Hilfe von gezielten FRET-Experimenten Abstéinde zwischen Fluorophoren bestimmt

werden konnen.

Mathematische Beschreibung

Die Geschwindigkeitskonstante k7 fiir den Energietransfer ist gegeben durch die
Fluoreszenzlebenszeit des Donors 7p, den Abstand der beiden Fluorophore R und den Forster-

Radius Ry, bei dem 50 % Energietransfer auftritt:

k, = i-(&j (I1.35)
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Die GroBe des Forster-Abstands Ry wird dabei von mehreren Faktoren beeinflusst, wie z.B.
der relativen Orientierung der Ubergangsdipolmomente von Donor und Akzeptor
(beschrieben durch den Faktor x°), dem Brechungsindex n der Fluorophorumgebung, der
Quantenausbeute des Donors ¢p in Abwesenheit des Akzeptors und vor allem dem
Uberlappungsintegral Jp,, das die Uberlappung des Donor-Emissionsspektrums mit dem
Akzeptor-Absorptionsspektrum beschreibt:

2
.
R,[A1=9,79-10° -16/'%;4“ (11.36)
n

Haufig wird die Effizienz E des Energietransfers, also das Verhédltnis der vom Donor

absorbierten zu den auf den Akzeptor strahlungslos iibergehenden Photonen, bestimmt:

kT kT

E: ) =
T, +k, T'p+k;

(1L.37)

Wie man mit Hilfe der Gleichungen (IL.8), (I.9) und (II.11) ableiten kann, gilt somit fiir die
Transfereffizienz E:

E T pa DA

e (I138)

Tp D

~ |~

Der Zusammenhang zwischen der Transfereffizienz £ und dem Abstand r ldsst sich mit
Gleichung (I1.36), (I1.35) und T',, =7}, ausdriicken iiber:

E= Ry
6 6
r’+ R,

(11.39)

Abbildung II.10 =zeigt die Abstandsabhingigkeit der Energietransfereffizienz E in
Abhingigkeit des Forster-Abstandes Ry. Somit kann prinzipiell bei bekanntem Forster-
Abstand mit Hilfe von Gleichung (I1.39) der Abstand zwischen beiden Fluorophoren aus dem
Verhiltnis der Fluoreszenzintensitdten (fiir statische Messungen) bzw. aus dem Verhiltnis der
Lebenszeiten (fiir dynamische Messungen) bestimmt werden. Quantitativ auswertbar ist diese
Methode jedoch nur fiir Donor-Akzeptor-Abstidnde zwischen 0,5-R, und 1,5-Ry, weil sonst die

Verdnderungen des Energietransfers mit dem Abstand zu gering werden.

Relevanz bei Proteinfluoreszenzuntersuchungen

Abgesehen von der gezielten Bestimmung von Abstinden in Proteinen z.B. durch gezieltes
Einbringen von extrinsischen Fluorophoren mit geeigneten Uberlappungsintegralen spielt der
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer eine wichtige Rolle bei der Untersuchung der

intrinsischen Proteinfluoreszenz: Die drei aromatischen autofluoreszenten Aminosiduren



38

Energietransfereffizienz E (normiert)
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Abbildung II.10 — Energietransfereffizienz £ des Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfers in
Abhingigkeit des Forster-Abstandes Ry.

Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan besitzen zT. Uberlappungsintegrale, die bei
geeigneter Orientierung und passendem Abstand im Protein Energietransfer zulassen. Dabei
ist prinzipiell Energietransfer von Phenylalanin auf Tyrosin (Ry= 11,5-13,5 A) und von
Tyrosin auf Tryptophan (Ry= 9-18 A) und auf Tyrosinat (kein Wert fiir R, verdffentlicht)
moglich. Es sollte jedoch auch erwidhnt werden, dass Homo-Energietransfer zwischen
identischen Aminoséduren fiir Tyrosin und fiir Tryptophan auftreten kann. Dabei betragen die
Forster-Abstinde fiir Tyrosin-Homo-Energietransfer Ry = 9-16 A und fiir den Energietransfer
von Tryptophan auf Tryptophan Ry= 4-16 A. Die groBe Spanne an Forster-Abstéinden fiir
Homo-Energietransfer fiir Tryptophan ist dabei auf die stark umgebungsabhéngige Emission
des jeweiligen Donor-Tryptophans zuriickzufiihren, die eine sehr starke Variabilitit des

Uberlappungsintegrals bedingt. [24,72]

c) Bestimmung von Entfaltungsenthalpien

Die Veranderungen in den Fluoreszenzintensitdten wihrend der chemischen Denaturierung

eines Proteins konnen dazu verwandt werden, die Freie Entfaltungsenthalpie AG,, , eines

Proteins und somit seine Stabilitdt zu bestimmen.

Die Gleichgewichtskonstante K fiir die Entfaltungsreaktion der Proteins kann gemél Pace et
al. [103] durch den jeweiligen Fluoreszenzbeitrag / bei einer bestimmten Denaturanten-
konzentration sowie den der reinen nativen bzw. entfalteten Komponente Iy und Ig

ausgedriickt werden:

(11.40)
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Uber die von der Konzentration am Denaturierungsmittel abhéingige Gleichgewichtskonstante

lasst sich die Freie Entfaltungs-Enthalpie AG gemal
AG=—-RT-InK (IL.41)

bei der jeweiligen Temperatur 7 bestimmen. Somit konnen Werte fiir die Entfaltungsenthalpie
fiir verschiedene Denaturantenkonzentrationen erhalten werden.

Informationen iiber die tatsdchliche Stabilitdt des Proteins liefert die Entfaltungsenthalpie
ohne chemische Hilfsmittel. Um diese zu bestimmen, wird eine Linearitdt zwischen den
erhaltenen AG-Werten und den jeweiligen korrespondierenden Denaturantenkonzentrationen

angenommen und auf eine Konzentration von 0 M {iber

AG = AGHZO —m- [Denaturant] (11.42)

extrapoliert, um die Freie Entfaltungs-Enthalpie AG,, , in Abwesenheit des Denaturanten als

y-Achsenabschnitt zu ermitteln. [103] Die Steigung m ist dabei ein Mal} fiir die
Wechselwirkung des jeweiligen Agens mit dem zu denaturierenden Protein und umso

negativer, je besser die Denaturierung mit diesem Stoff erfolgt.

d) Fluoreszenzspektroskopische Bestimmung von Dissoziationskonstanten

Die Bildung eines Protein-Substrat-Komplexes kann mit Hilfe von fluoreszenz-
spektroskopischen Bindungsstudien beobachtet werden, wenn sich die Fluoreszenzintensitét
des Proteins wihrend der Bindungsreaktion dndert.

Im Folgenden wird beschrieben, wie fiir eine einfache Bindung eines nicht-fluoreszierenden
Substrates die Dissoziationskonstante K; ermittelt werden kann. Die Gleichgewichtskonstante
der Protein-Substratkomplexbildung ist durch die jeweiligen Konzentrationen im

Gleichgewicht gegeben:

K - [ Protein][Substrat] _ [P][S]

[ Protein — Substrat] [ PS] (I1.43)

Da die Gesamtkonzentration an Protein und Substrat bei der Bindungskonzentration konstant

ist, gilt [PS]+[P]=[P], und [PS]+[S]=[S],.

Somit ldsst sich die Dissoziationskonstante des Enzym-Substratkomplexes formulieren als
([P1, ~[PS1)-([51, ~[PS))

K, = s (11.44)
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L6st man dies nach [PS] auf, erhilt man eine physikalisch sinnvolle Losung:

[PS]= —[P], [S1, (11.45)

[P], +[S1, + K, \/([P]o +[S], +K, )’
2 4

Die Gesamt-Fluoreszenzintensitét der Probe ist liber zwei von der Apparatur und der Substanz
abhingige Konstanten « und gproportional zu den Konzentrationen des Proteins und des
Protein-Substrat-Komplexes. Folglich ldsst sich die Gesamtfluoreszenzintensitit beschreiben

als:

I =a-[P]+p-[PS]
=a-([P], ~[PS])+ 3-[PS]

=a-[Pl,+(f-a) [P]0+[§]0+Kd _\/([P]0+[TO+Kd)

(11.46)

_[P]o '[S]O

Fiir eine Messreihe mit verschiedenen Substratkonzentrationen konnen somit die
Fluoreszenzparameter & und £ und die Dissoziationskonstante K, iiber eine Anpassung der
erhaltenen Verdnderung der Fluoreszenzintensitdt an (I1.46) bestimmt werden. Erforderlich
dafiir ist, dass die Ausgangskonzentrationen an Protein und Substrat ([P]o, [S]o) préizise
bekannt sind.
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III. EXPERIMENTELLER AUFBAU UND DATENANALYSE

In diesem Kapitel werden die verwendeten Messapparaturen zur statischen und dynamischen
Fluoreszenzanalytik und ihre einzelnen Komponenten vorgestellt. Des Weiteren werden die
Bearbeitung der erhaltenen Rohdaten, die Auswertungsprogramme, die Kalibrierung der

Daten und die Probenpréparation erldutert.

l. Aufbau fiir Anregungs-Emissions-Spektroskopie

Die Apparatur zur Aufnahme von Anregungs-Emissions-Spektren besteht aus einer Xenon-
Lampe mit nachgeschaltetem Monochromator, einem Probenhalter und einer
Detektionseinheit, die aus einem zweiten Monochromator mit Bildverstirker und CCD-
Kamera besteht. Einen Uberblick iiber die einzelnen Komponenten geben die Abbildung III.1
und Abbildung II1.2. Auf die Funktion der einzelnen Gerite wird im Folgenden nédher

eingegangen.

a) Anregung

Als Lichtquelle wird eine kommerziell erhéltliche, ozonfreie 75W-Xenon-Bogenlampe der
Firma L.O.T Oriel (Modell 6263) verwendet, die im Bereich von 200 — 650 nm ein
vorwiegend kontinuierliches Spektrum liefert. Die Lichtausbeute wird durch einen im
Lampengehéduse angebrachten Riickreflektor erh6ht und mit einem aus zwei Sammellinsen
bestehenden Linsenkondensor auf den Eintrittsspalt des rechnergesteuerten Anregungs-
monochromators (SpectraPro-150 der Firma Acton Research) abgebildet. Die Dispersion des
Lichtes erfolgt mit Hilfe eines Plangitters (2400 Linien/mm, Blazewellenldnge 240 nm). Das
spektral zerlegte Licht wird darauthin auf den Austrittsspalt des Monochromators fokussiert.
An dieser Stelle betrdgt die spektrale Dispersion des verwendeten Gitters laut
Herstellerangaben 2,7 nm/mm. Durch die Wahl unterschiedlicher Spaltéffnungen (0-3 mm)
konnen die spektrale Auflosung und die Intensitdt des Anregungslichtes variiert werden.

Die Fokussierung auf die Probe erfolgt mit Hilfe von zwei Hohlspiegeln. Im Gegensatz zu
einer Fokussierung mittels einer Linse wird so eine auf chromatischen Aberrationen

beruhende Verschiebung des Fokus bei verschiedenen Anregungswellenldngen vermieden.

b) Probenhalterung

Die Proben werden je nach Substanzmenge in 5 x 5 mm’ bzw. 10 x 10 mm’-Prizisions-
kiivetten der Firma Hellma (111.057-QS bzw. 111-QS) vermessen. Die speziell fiir beide
KiivettengroBBen gefertigten, austauschbaren Probenhalter befinden sich auf einem in drei

Raumrichtungen verschiebbaren Tisch, um das effektive Probevolumen in die zum
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Abbildung II1.1 — Schematischer Aufbau des Anregungs-Emissions-Spektrometers: Das Licht
der Xenon-Lampe (1) wird mit Hilfe zweier Linsen (2) auf einen der Spalte (3) des
Anregungsmonochromators (4) fokussiert, spektral dispergiert und dann mit einer
Hohlspiegeloptik (5) in den im Probengehduse (6) befindlichen Probenhalter mit Kiivette (7)
fokussiert. Bei gedffnetem Shutter (8) wird die emittierte Fluoreszenzstrahlung mit einer
Spiegeloptik (9) auf den Eingansspalt (10) des Detektionsmonochromators (11) fokussiert, der
fiir die spektrale Aufspaltung des von der Kamera (12) detektierten Lichtes eingesetzt wird.

Detektionsmonochromator gewandte Ecke der Kiivette zu legen. Auf diese Weise werden
Absorptionsverluste fiir Anregungs- und Fluoreszenzlicht weitgehend vermieden.

Weiterhin kann durch Verschieben der Kiivette in vertikaler Richtung der Einfluss durch
unerwiinschtes Streulicht durch den Meniskus der Probenldsung vermieden werden. Optional
konnen die Probeldsungen in den Kiivetten thermostatisiert (Haake Thermostat DC50-K40)
und im Fall der 10 x 10 mm>Kiivetten auch geriihrit (VARIOMAG Magnetriihrer,

12 x 12 x 5 mm®) werden.
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Die Probe wird wihrend der Messung von Streu- und Umgebungslicht abgeschirmt. Das
dafiir verwendete Gehéuse ist innen vollstindig geschwirzt und besitzt nur die Offnungen fiir
anregendes und emittiertes Licht.

c) Detektion

Die Detektion erfolgt im rechten Winkel zum eintretenden Lichtstrahl. Die chromatische
Aufspaltung des emittierten Lichtes wird mit Hilfe eines Monochromators (SpectraPro-275
der Firma Acton Research) durchgefiihrt, der durch seine gréferen Abmessungen im
Vergleich zum Anregungsmonochromator geniigend Raum fiir bis zu drei Gitter bietet, die je
nach gewliinschter Auflésung ausgewihlt werden kdnnen. Das in dieser Arbeit ausschliefSlich
verwendete Gitter ist ein fiir 300 nm geblaztes Gitter mit 300 Linien/mm (Dispersion
12 nm/mm), das zu einem Sichtbereich von 293 nm fiihrt. Eine ergiinzende, aus mehreren
Spiegeln bestehende Eingangsoptik der Firma Sopra sorgt fiir eine stigmatische Korrektur des
Bildes in der Austrittsebene des Monochromators, d.h. Orts- und Wellenldngenachse sind
gleichzeitig scharf.

Abbildung I1I.2 — Foto des Anregungs-Emissions-Spektrometers ohne Probengehduse.
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Abbildung III.3 — Erstellung eines Anregungs-Emissions-Spektrums von Tryptophan in
wissriger Losung aus vielen orts- und wellenldngenauflosenden Emissionsspektren unter-
schiedlicher Anregungswellenlédnge. In den erhaltenen Anregungs-Emissions-Spektren sind
Streulichtanteile (Rayleigh- und Raman-Licht) aufgrund der linearen Abhingigkeit von der
Anregungswellenldnge deutlich von der Fluoreszenz zu unterscheiden. Ebenfalls aufgeldst
wird die Fluoreszenz von zu sehr geringen Teilen im Losungsmittel vorhandenen

Verunreinigungen.
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d) Spektrenaufnahme

Die rechnergesteuerte Spektrenaufnahme erfolgt mit Hilfe des Programms WinSpec32 der
Firma Roper Scientific®, das fiir verschiedene Anregungswellenlingen orts- und wellen-
langenaufgeldste Rohdatenbilder (in Abbildung III.3 links dargestellt) aufnimmt. Das
Sichtfenster auf der Ortsachse betrdgt dabei 6 mm und der von ihm erfasste Bereich in der
Fliissigkeit ldsst sich durch die vertikale Positionierung der Kiivette variieren. Auf der
Wellenlidngenachse ist der Sichtbereich bei der Verwendung des 300 Linien/mm-Gitters
293 nm groB. Die in den Rohdatenbildern vorhandene Ortsauflosung ist iiblicherweise
unndtig. Somit kann, wie in Abbildung IV.1 gezeigt, iiber den Fluoreszenz zeigenden
Ortsbereich integriert werden.

Anregungs-Emissions-Spektren sind dreidimensionale Spektren, die Lumineszenz- und
Streulichtintensitdten in Abhdngigkeit von sowohl der Anregungs- als auch der
Emissionswellenldnge zeigen. Diese konnen aus den integrierten Emissionsspektren
unterschiedlicher Anregungswellenldnge, wie in Abbildung III.3 rechts schematisch gezeigt,
in WinSpec32 erzeugt werden: Wiahrend der rechnergesteuerte Anregungs-Monochromator
den gewlinschten Wellenldngenbereich abfahrt, nimmt das Programm aus dem Rohdatenbild,
das in y-Achsenrichtung keine wellenlingenaufgeloste Information enthédlt, horizontale
Profile, mittelt diese und fligt sie in jeweils eine Bildzeile des wéhrend der Messung simultan
aufgebauten Anregungs-Emissions-Spektrums ein.

Rohdatenbildaufnahme und Selektion der jeweiligen Anregungswellenlinge wird dabei mit
dem Steuerprogramm AES-Control [104], das auf WinSpec32 und die Software der
Monochromator-Steuerung zugreift, koordiniert. Typischerweise wird die Wellenldnge im
relevanten Anregungsbereich in Inkrementen von 0,5 nm bzw. 1 nm variiert.

Im Gegensatz zu herkdmmlichen reinen Anregungs- oder Emissionsspektren bieten
Anregungs-Emissions-Spektren viele Vorziige: Durch die dreidimensionale Darstellung der
Daten lassen sich Streulichtphinomene aufgrund ihrer linearen Abhéngigkeit von der
Anregungswellenldnge leicht von den fingerprint-artigen Lumineszenzbeitrdgen der gelosten
Stoffe separieren. Auch lassen sich strahlende Verunreinigungen leicht identifizieren. Des
Weiteren konnen aus einem Anregungs-Emissions-Spektrum alle Anregungs- und alle
Emissionsspektren in den betrachteten Wellenldngenbereichen extrahiert werden: Die
Emissionsspektren bei einer bestimmten Anregungswellenldnge lassen sich durch einen an
entsprechender Stelle gesetzten horizontalen Schnitt erhalten, wohingegen die
Anregungsspektren aus vertikalen Profilen bei einer bestimmten Emissionswellenldnge

zuginglich werden. Abbildung I11.4 veranschaulicht dies.

e) Spektrenbearbeitung

Vor der Auswertung miissen die erhaltenen Spektren bearbeitet werden. Dies kann entweder
direkt in WinSpec32 oder in dem benutzerfreundlicheren, speziell dafiir erzeugten Programm
AES-Eval [105]durchgefiihrt werden.
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Abbildung III1.4 — Aus den Anregungs-Emissions-Spektren koénnen durch entsprechende
Schnitte alle Anregungs- und alle Emissionsspektren in den betrachteten Wellenldngen-

intervallen erhalten werden.

Durch den Abzug eines unter gleichen Bedingungen aufgenommenen Dunkelbildes werden
zundchst der Dunkelstrom der Kamera und etwaiges Umgebungslicht eliminiert. Dann wird
jeweils an die horizontale und die vertikale Achse des Anregungs-Emissions-Spektrums eine
Skalierung angepasst, die den durchlaufenen Anregungswellenlingen-Bereich und in
Abhingigkeit des verwendeten Gitters und dessen Einstellung den sichtbaren Emissions-
wellenldngen-Bereich wiedergibt. SchlieBlich muss die Wellenldngenabhédngigkeit der
verwendeten optischen Komponenten (wie z.B. der Xenon-Lampe, der Linsen im Lampen-
gehduse, der Gitter, der Kamera) beriicksichtigt werden. Aus diesem Grund wird sowohl das
Anregungslicht als auch die Detektionseffizienz intensitétskalibriert. Die Erstellung der

verwendeten Kalibrationsdatensitze wird in Kapitel IIL.III beschrieben.

Il. Aufbau fiir zeitaufgeloste Laserinduzierte Fluoreszenz

Der experimentelle Aufbau des MeBsystems ist in Abbildung III.5 schematisch dargestellt.
Ein als Lichtquelle dienender Ti:Saphir-Laser erzeugt Pulse mit einer Pulsbreite von 80 ps,
die energetisch nachverstiarkt und frequenzverdreifacht werden, bevor sie in die Probe
fokussiert werden. Das Emissionslicht wird um 90° zur Anregung versetzt mit Hilfe eines
Systems aus Spektrometer, Streak-Kamera und CCD-Kamera gleichzeitig zeit- und

wellenldngenaufgelost detektiert.
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Abbildung II1.5 — Schematischer Uberblick iiber den Aufbau zur Untersuchung der

zeitaufgelosten Laserinduzierten Fluoreszenz.

a) Der Titan:Saphir-Laser

Der verwendete Ti:Saphir-Laser (SpectraPhysics, Modell Tsunami) wird durch einen Argon-

Ionen-Laser mit ca. 6 W Leistung gepumpt und erzeugt wahlweise ultrakurze Pulse von 3

oder 80 ps Pulsbreite.

Die Wellenldngenabstimmung und die Einstellung der zeitlichen Breite des Pulses erfolgt mit

einem doppelbrechenden (birefringent) Filter und einem Gires-Tournois-Interferometer

(GTI). Ersterer besteht aus drei planparallel angeordneten Quarzplatten, die im Brewster-
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Winkel in der Laserkavitit angeordnet sind. Nur ein kleiner Frequenzbereich der urspriinglich
linear polarisierten Laseremission wird in seiner Polarisation um 180° gedreht und
weiterverstirkt, wihrend das restliche, elliptisch polarisierte Licht bei jeder Reflexion an den
im Brewster-Winkel angeordneten Spiegeln an Intensitit verliert. Die Wellenldngenselektion
erfolgt also durch die Drehung der Quarzplatten. Das GTI ist ein modifiziertes Fabry-Perot-
Etalon mit einem teildurchlissigen und einem hochreflektierenden Spiegel, dem Endspiegel
der Laserkavitit. Die longitudinale Modenselektion wird durch die Variation des Abstandes
des Spiegels moglich. Der zeitliche Abstand der Pulse zueinander wird durch einen akusto-
optischen Mode-Locker definiert, mit dessen Hilfe eine Repetitionsrate der Laserpulse von
80 MHz erreicht wird.

Das zeitliche Pulsprofil wird mit einem Autokorrelator analysiert. AuBerdem wird die
Einstellung der Wellenlinge mit einem Zwei-Bereichs-Wavemeter der Firma Burleigh
kontrolliert.

b) Verstarkung und Frequenzverdreifachung

Die durch den Ti:Saphir-Laser generierten Pulse haben eine Energie von einigen Nano-Joule
und werden in einem dreistufigen Prozess nachverstarkt. Der regenerative Verstiarker TSA-50
mit einer Verstirkung um den Faktor 10° und die beiden nachfolgenden Linearverstirker mit
den Faktoren 2,5 und 4 sorgen fiir eine Verstiarkung der Energie des Pulses auf 15-25 mJ. Die
Verstirkung erfolgt in Ti:Saphir-Kristallen, die durch zwei giitegeschaltete und
frequenzverdoppelte Nd:Y AG-Laser mit einer Repetitionsrate von 10 Hz gepumpt werden.
Zur Anregung der Aminosduren in Peptiden und Proteinen wird UV-Strahlung bendtigt
(vergleiche Abschnitt II.I11.a). Diese wird mittels zweier Kaliumdihydrogenphosphatkristalle
erzeugt. Im ersten Kristall erfolgt eine Frequenzverdopplung und im zweiten wird dann durch
Mischung mit der Fundamentalen mit einer Effizienz von ca. 2% die dritte Harmonische
erzeugt. Die so entstehende ultraviolette Strahlung hat eine Energie von 1,5 — 2 mJ pro Puls.
Um die Proben nicht zu schddigen, wird nur ein Bruchteil von 5 — 10% iiber eine Quarzplatte
als Strahlteiler direkt auf die Probe geleitet.

c) Detektion

Die Proben werden, dhnlich wie in Abschnitt II1.1.b) beschrieben, in Kiivetten vermessen. Der
Unterschied bei der Detektion im Vergleich zum Anregungs-Emissions-Spektrometer ist, dass
das Emissionslicht durch einen einzigen sphérischen Hohlspiegel (f=250 mm, d =250 mm)
auf den Eintrittsspalt des Monochromators abgebildet wird. Ein Kantenfilter (WG320, 3 mm
Stiarke) verhindert das Eintreten von Streustrahlung in die Detektionseinheit. Die
Wellenldngendispersion im Monochromator (baugleich zu dem Detektionsmonochromator
der AES) erfolgt mit einem 150 Linien/mm-Gitter, das fiir 300 nm geblazt ist.

Die zeitliche Auflosung (Zeitbereiche von 0,5 bis 10 ns, verwendet wurde jedoch nur der
langste Zeitbereich) der Emissionsstrahlung iibernimmt eine Streak-Einheit (C2830,

Hamamatsu), mit der sich das Signal in einem fiinfstufigen Bereich verstirken ldsst. Die
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Abbildung II1.6 — Zeit- und wellenldngenaufgeldstes Fluoreszenzspektrum von Tryptophan in
wassriger Losung. Ebenfalls dargestellt ist die Fluoreszenzabklingkurve von Tryptophan am
Emissionsmaximum, entsprechend einem vertikalen Schnitt im zeit- und wellenldngen-

aufgeldstem Spektrum.

nachgeschaltete CCD-Kamera (C4880, Hamamatsu) nimmt dann ein gleichzeitig zeit- und
wellenlingenauflosendes Bild auf, das auf einen Computer iibertragen und mit dem
Programm HPD-TA der Firma Hamamatsu ausgewertet wird. Man erhélt ein Bild, das aus
1000 x 1018 Einzelpunkten  besteht und die Intensitit in  Abhéngigkeit von
Emissionswellenlédnge und zeitlichem Versatz nach dem anregenden Puls farblich wiedergibt
(vergleiche Abbildung II1.6).

d) Datenbearbeitung und -auswertung

Auch die zeitaufgeldsten Spektren miissen vor der Auswertung bearbeitet werden. Dies kann
mit der dafiir erstellten Auswertungs-Software Winlmgeval [106] geschehen.

Wie bereits bei den Anregungs-Emissions-Spektren wird zundchst ein Dunkelbildabzug
durchgefiihrt, um Einfliisse durch das Umgebungslicht und den Dunkelstrom der Kamera zu
eliminieren. Nach Zuweisung der Zeit- und Wellenldngenskala wird dann eine
Intensititskalibration der Wellenldngenachse durchgefiihrt, da das verwendete Gitter im
Monochromator und die Kamera selbst eine von der Wellenldnge abhingige Effizienz zeigen.
SchlieBlich kénnen Profile erstellt werden, die den zeitlichen Verlauf der Intensitit bei einer
Emissionswellenldnge als vertikale Schnitte durch das Spektrum wiedergeben

(,,Fluoreszenzabklingkurven®, vgl. Abbildung II1.6). Aus diesen zeitlichen Profilen kann mit
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Hilfe des Programms Winlmgeval [106] die Fluoreszenzlebenszeit ermittelt werden. In
Winlmgeval wird dabei eine numerische Riickfaltung des detektierten Fluoreszenzsignals, das
das Faltungsprodukt aus dem Laserpuls und der Abklingkurve ist, durchgefiihrt. In dem
Programm konnen dann an die entfalteten Daten je nach Vorgabe die Lebenszeiten fiir einen

mono- bzw. biexponentiellen Abfall der Fluoreszenzintensitit angepasst werden:
_t
1t)=1,) a,-e s (i=12)  (IL10)

AuBerdem konnen die Fehlergrenzen iiber eine Fehleranalyse bestimmt werden. Bei einer
Anpassung eines biexponentiellen Abfalls der Fluoreszenzintensitét ist es oft von Interesse,
statt zweier separater Fluoreszenzlebenszeiten z; und ihrer jeweiligen Amplituden a; eine
gemittelte Lebenszeit anzugeben. Dabei gibt es zwei Moglichkeiten, die Mittelung
durchzufiihren: gemittelte Lebenszeiten kdnnen einerseits iiber eine Mittelung der Intensititen
des jeweiligen Prozesses und andererseits liber eine Mittelung der jeweiligen Amplituden

berechnet werden. Die Amplituden-gemittelte Lebenszeit l4sst sich tiber

_ Za,. 7
m-a —
Zai

bestimmen. Sie entspricht der Lebenszeit, die ein Fluorophor mit der gleichen statischen

r (1IL1)

Fluoreszenzintensitit, aber einem monoexponentiellen Abklingen der Fluoreszenz hitte. [107]

Die Intensitéts-gemittelte Fluoreszenzlebenszeit, die sich iiber

2

_ zai T
m-i TN
zai.ri

berechnen lésst, gibt dagegen die durchschnittliche Zeit an, die ein Fluorophor im angeregten

r (1I1.2)

Zustand verbringt. [24] Beide gemittelte Lebenszeiten liefern somit unterschiedliche
Informationen. Es ldsst sich zeigen, dass die Amplituden-gemittelte Lebenszeit fiir alle
dynamischen Fluoreszenzuntersuchungen mit Ausnahme der Bestimmung der bimolekularen
Quenchkonstante k, aus der Stern-Volmer-Konstante Kp (vgl. Abschnitt IL.I.c) am besten
geeignet ist. [107] Fir die Bestimmung von k, sollte dagegen die Intensitéts-gemittelte
Lebenszeit verwendet werden.

Neben der zeitlichen Fluoreszenzverdnderungen konnen natiirlich auch die spektralen Profile
zu einem Zeitpunkt als horizontale Schnitte aus den zeit- und wellenldngenaufgeldsten
Spektren ermittelt werden. Fiir ein horizontales Profil {iber den gesamten zeitlichen Bereich
erhdlt man dabei das statische Emissionsspektrum des jeweiligen Fluorophors bei der

selektierten Anregungswellenldnge (vgl. Abbildung I11.4).
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Abbildung 1I1.7 - Pixel-Wellenldngen-Zuordnung der
300 Linien/mm-Gitter  bei

Spektrometer) bzw. fiir das 150 Linien/mm-Gitter bei einer Einstellung von 419 nm

Quecksilberlinien fiir das

einer Einstellung von 350nm (Anregungs-Emissions-
(Pikosekundensystem). [108] Die Korrelationskoeffizienten R fiir die lineare Anpassungen

betragen 1,0000 bzw. 0,9995.

1. Kalibration

In diesem Abschnitt werden die durchgefiihrten Kalibrationen an den Anregungs-Emissions-
Spektren und den zeit- und wellenldngenaufgeldsten Fluoreszenzspektren beschrieben, mit
denen erst eine quantitative Auswertung der Daten ermdglicht wird. Es handelt sich dabei um
die Bestimmung des spektralen Sichtfensters sowie dessen Wellenldngenauflosung, die
Eichung der Detektionseffizienzen und (nur fiir die Anregungs-Emissions-Spektren) die

Kalibration der Anregungslichtintensitat.

a) Die spektrale Auflésung

Fir die Bestimmung des Auflosungsvermogens der beiden Kameras wurde eine
Quecksilberlampe verwendet, die an der Stelle des jeweiligen Probenhalters positioniert
wurde. Thr Linienspektrum wurde bei der gleichen Emissionswellenlédngeneinstellungen wie
bei den durchgefiihrten Experimenten als Datenbild aufgenommen. An die erhaltenen
Quecksilberlinien wurden zu einer genauen Bestimmung ihrer Maxima Gauffunktionen
angepasst und Uber die Literaturwerte [108] Wellenldingen zugeordnet. Eine lineare
Regression (vgl. Abbildung III.7) ergab dann die Wellenldnge in Abhéngigkeit von der

horizontalen Pixelposition auf dem Kamerachip.
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Abbildung II1.8 — Vergleich der mit dem Anregungs-Emissions-Spektrometer gemessenen

Spektren der Deuterium- und der Halogenlampe im Vergleich mit ihren Referenzspektren.

Fiir das 300 Linien/mm-Gitter im Monochromator des Anregungs-Emissions-Spektrometers
erhédlt man somit fiir eine Einstellung von 350 nm fiir die Konversion der Pixelposition auf

dem Kamerachip in die Wellenldnge:

Wellenldnge (nm) = 219,44 + 0,286 - Pixelposition (II1.3)

Fiir die spektrale Aufspaltung durch das 150-Linien/mm-Gitter im Monochromator vor der
Streak-Kamera erhdlt man fiir die Konversion von Pixelposition in Emissionswellenlédnge fiir

die zeit- und wellenldngenaufgeldsten Spektren bei einer Einstellung von 419 nm:

Wellenlinge (nm) = 301,66 + 0,195 - Pixelposition (111.4)

b) Kalibration der Detektionseffizienz

Die Detektionseffizienzen der beiden verwendeten Systeme hingen ab von den jeweiligen
Effizienzen der CCD-Chips der detektierenden Kameras sowie von den Wellenlédngen-
abhingigkeiten der verwendeten optischen Bauteile, wie z.B. der Linsen und Gitter. Aus
diesem Grund miissen die detektierten Intensititen kalibriert werden. Dazu werden zwei
Lampen verwendet, eine Halogen- und eine Deuteriumlampe. Einander erginzend zeigen
diese beiden Lampen iiber einen groen Wellenldngenbereich eine kontinuierliche Emission:
Die Deuteriumlampe zeigt im UV-Bereich ein kontinuierliches Spektrum, geht jedoch bei
grofBeren Wellenldngen (ab 375 nm) in ein nicht brauchbares Bandenspektrum iiber (vgl.
Abbildung II1.8). Das Spektrum der Halogenlampe ldsst sich dagegen durch die
Schwarzkdrperstrahlung bei einer Temperatur von 3200 K beschreiben und zeigt somit ein
durchgéngig kontinuierliches Spektrum, das bei kleinen Wellenldngen zunichst eine sehr

geringe Intensitit aufweist, die dann aber fiir gréere Wellenldngen zunimmt.



III. EXPERIMENTELLER AUFBAU UND DATENANALYSE 53

Kalibrationsfaktor

Anregungs-Emissions-Spektrometer‘ Pikosekundensystem ‘
O,5 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 0‘5
250 300 350 400 450 500 300 350 400 450
Wellenlange (nm) Wellenlange (nm)

Abbildung II1.9 — Vergleich der Kalibrationsdatensitze fiir die in Abbildung IIL.7
angegebenen Gittereinstellungen der Detektionsmonochromatoren des Anregungs-Emissions-

Spektrometers und des Pikosekundensystems.

Uber den Vergleich der Referenzspektren der beiden Lampen mit den detektierten Spektren
konnen somit Kalibrationsdatensidtze (Abbildung II1.9) fiir beide Messaufbauten erhalten
werden, mit denen die erhaltenen Spektren zur Korrektur der Detektionseffizienz multipliziert

werden miissen.

c) Kalibration der Anregungsintensitéit der AES

Die Intensitit des Anregungslichtes des Anregungs-Emissions-Spektrometers ist nicht
konstant und wird durch das Spektrum der Xenon-Lampe, die wellenldngenabhingige
Fokusverschiebung im Linsenkondensor und das Gitter im Anregungsmonochromator
bestimmt. Die deswegen erforderliche Kalibration der Anregungslicht-Intensitét /, erfolgt mit
Hilfe der bekannten A *-Abhingigkeit fiir die Rayleigh-Streulichtintensitit /:

87t Na’

I=1I, 14R?

(1+cos” 0) (111.5)

Als Konstanten geht neben der Polarisierbarkeit ¢, der Entfernung von dem Streuer R und
dem Streuwinkel € auch die Teilchenzahl N der streuenden Teilchen ein. Um letztere und
daraus resultierend auch die Intensitdt der detektierten Streustrahlung zu erhéhen, wurde als
Streuer nicht Luft, sondern (fliissiges) Wasser verwendet. Dazu wurden fiir den gesamten
betrachteten Anregungsbereich Streulichtspektren von filtriertem Wasser aufgenommen und
auf Wellenldnge und Detektionseffizienz kalibriert. An die erhaltenen Streulichtsignale
wurden Gaullfunktionen angepasst, deren Integrale proportional zur Intensitit des gemessenen

Streulichtes sind. Uber den in Gleichung (II1.5) gegebenen Zusammenhang lisst sich die



54

12,5 T T T T T T T T T T

10,0 .

7,54 i

5,0 i

Kalibrationsfaktor

2,54 i

0,0 T T T T T T T T T T
240 260 280 300 320 340
Anregungswellenlange (nm)

Abbildung II1.10 — Kalibrationsdatensatz fiir das Anregungslicht des Anregungs-Emissions-

Spektrometer.

Anregungslichtintensitit aus den jeweiligen Streulichtspektren bestimmen und das
Anregungslicht auf einen konstanten Wert kalibrieren.

Einen beispielhaft ausgewidhlten Kalibrationsdatensatz flir das Anregungslicht zeigt
Abbildung II1.10. Alle Datensitze wurden auf einen Minimalwert von eins normiert.
Uberschritt der jeweilige bestimmte Kalibrationsfaktor einen Wert von ungefihr 12, wurden
alle hoheren Werte auf den letzten zuldssigen Wert gesetzt. Somit wird ein unndtiges
Verstirken des Kamerarauschens unterbunden. Die Spektren konnen in diesem Bereich

jedoch nicht mehr quantitativ ausgewertet werden.

V. Absorption

Absorptionsspektren der untersuchten Substanzen werden mit einem UV/VIS-
Doppelstrahlspektrometer der Firma Kontron Analytik (Uvikon 860) aufgezeichnet. Die
durchgefiihrten Messungen werden mit einer Aufzeichnungsgeschwindigkeit von
100 nm/Minute mit Messintervallen von 0,25 bzw. 0,50 nm durchgefiihrt. Als Lichtquellen
dienen zwei Lampen: Im Wellenldngenbereich von 200 bis 340nm wird eine
Deuteriumlampe verwendet. Von 340 bis 700 nm wird mit einer Quarz-Halogenlampe
angeregt. Alle Messungen werden im Zweistrahlmodus mit Baselinekorrektur durchgefiihrt.
Als Referenz dient dabei das jeweilige Losungsmittel bzw. der jeweilige Puffer. Als Kiivetten
werden verschiedene Hellma-Prizisions-Kiivetten aus Suprasil® verwendet.

Zur Bestimmung der Konzentrationen der Losungen von Tryptophan und den Analoga dienen
die in Tabelle IIl.1 angegebenen Extinktionskoeffizienten. Mogliche Anderungen des
Extinktionskoeffizienten mit dem Losungsmittel werden dabei vernachléssigt.

Zur Uberpriifung der Konzentrationen der Proteinlosungen werden die Extinktions-

koeffizienten von Tryptophan und Tyrosin bei einer Anregungswellenlinge von 280 nm
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(&30 (Trp) = 5500 M'l-cm'l; &so (Tyr) = 1490 M'l-cm'l) mit threm Vorkommen (N 7, N 13,
im Protein gewichtet und daraus der Extinktionskoeffizient des Proteins berechnet. Kommen
des Weiteren auch Disulfidbriicken im Protein vor, ist deren Absorption nach Pace ef al. [109]
(&30 (S-S) = 125 M'.cm™) bei der Berechnung des Extinktionskoeffizienten ebenfalls zu

berticksichtigen:

&5 (Protein) = N, - & (Trp)+NTyr &0 (TYr)+ Ng s €250 (S=9) (I11.6)

Trp

V. Probenpréparation

In diesem Kapitel wird die Probenprdparation und die Zusammensetzungen der
Puffersubstanzen beschrieben. Soweit nicht anders angegeben, wurden alle kommerziell
erhdltlichen Substanzen in p.4.-Qualitit verwendet. Alle wéssrigen Losungen wurden in

tridest. H,O angesetzt.

a) Tryptophan und Tryptophan-Analoga

Um geringe Mengen an Losungen einheitlicher Konzentration ohne starke Wiegefehler
herzustellen, wurden fiir Tryptophan und die Tryptophan-Analoga jeweils 10 ml 1 mM
ethanolischer Stammlosungen hergestellt. Von den Stammldsungen wurden 75 pl
abgenommen und in ein 2 ml-Eppendorfgefil gegeben, das zum Abdampfen des
Losungsmittels in einen temperierbaren Schiittler (maximal 55°C; Eppendorf, Thermomixer
comfort) gestellt wurde. Der Riickstand wurde in 1,5 ml des jeweiligen Losungsmittels
aufgenommen, so dass die Losungen unter Annahme vollstindiger Loslichkeit eine
Fluorophor-Konzentration von 50 uM hatten. Bei den verwendeten Losungsmitteln handelte
es sich um Wasser und die Alkohole Methanol, Ethanol, n-Propanol, iso-Propanol, n-Butanol,

n-Hexanol, n-Heptanol, n-Octanol, n-Nonanol und n-Decanol.

Quenching-Untersuchungen

Zur gezielten Untersuchung des Quenchings der Tryptophan-Analoga durch Acrylamid,
Cisium (Cs") und Iodid (I') wurden wissrige Losungen pripariert, die jeweils eine
Konzentration von 50 uM des Fluorophors besalen. Durch Verdiinnen entsprechender
Fluorophorléosungen mit und ohne 200 mM Quencherzusatz konnten so 50 uM
Fluorophorlésungen mit Quencherkonzentration zwischen 0 und 200 mM hergestellt werden.
Bei den ionischen Quenchern wurde eine konstante Gesamtsalzkonzentration von 200 mM
durch Verwendung entsprechender Kaliumchlorid-haltiger Fluorophorstammldsungen
aufrecht erhalten. Um eine Oxidation des lodids zu verhindern, wurden die lodid-haltigen

Losungen mit 0,005 M Natriumthiosulfat versetzt.
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Analogon A/ nm e/M'em™ | Literaturnachweis
Tryptophan 280 5500 [109]
5-Hydroxytryptophan 280 4800 [110]
5-Methoxytryptophan 280 5140 [94]
5-Methyltryptophan 276 6120 [111]
5-Fluorotryptophan 280 5400 [110]

5-Bromotryptophan 280 5400 -

6-Fluorotryptophan 280 4900 [110]
7-Azatryptophan 290 6720 [111]

Tabelle III.1 — Verwendete Extinktionskoeffizienten & bei der jeweiligen Anregungs-

wellenldnge A fiir Tryptophan und die Tryptophan-Analoga.

b) 2-Cystein Peroxiredoxin

Die 2-Cystein Peroxiredoxin-Proben und die entsprechenden Mutanten lagen in
Konzentrationen zwischen 18,2 uM und 40,5 uM (entsprechend 0,45 - 1,00 mg/ml) vor.
Fluoreszenzspektroskopisch untersucht wurden Proben mit Konzentrationen zwischen 10 uM
und 20 uM, die entsprechend mit einem 40 mM Phosphatpuffer (pH-Wert 7,0) verdiinnt
wurden. Zur Reduktion der Proteinproben wurde eine Konzentration von 10 mM
Dithiothreitol (DTT) verwendet.

Quenching-Untersuchungen

Die gezielten Fluoreszenz-Quenching-Untersuchungen an 2-Cystein Peroxiredoxin und
seinen Mutanten wurden in Titrationsreihen durchgefiihrt. Bei diesen wurde zu den
Proteinlosungen mit einer Ausgangskonzentration von 18,2 - 20 uM und 300 pl Ausgangs-
volumen schrittweise zwischen 10 und 150 ul einer 1 M Quencherldsung gegeben und gut
durchmischt. Im Zuge der Titration verringerte sich die Proteinkonzentration auf bis zu
7,3 uM und die maximale Quencherkonzentration betrug 0,83 M. Nach jeder Quencherzugabe
wurde einige Minuten gewartet, um ein im Gleichgewicht befindliches System zu
untersuchen.

Um bei Zugabe von Losungen ionischer Quencher eine konstante lonenstirke aufrecht zu
erhalten, wurden Ausgangslosungen des Proteins mit einer entsprechenden Menge an
Kaliumchlorid versetzt, so dass die Gesamt-Salzkonzentration bei der Messung immer 1 M
betrug. Die lodid-Quencherlésung wurde auBerdem mit 0,005 M Natriumthiosulfat versetzt,

um eine Oxidation des lodids zu verhindern.
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c) Das Manganstabilisierende Protein (MSP)

Die erhaltenen MSP-Stammlosungen hatten eine Konzentration von 135 uM. Fluoreszenz-
spektroskopisch untersucht wurden Proben mit Proteinkonzentrationen zwischen 15 und
25 uM. Die entsprechenden Konzentration wurden iliber Verdiinnen mit einem MES-Puffer
(25 mM MES, 10 mM NaCl, pH-Wert 6,5) erhalten. Fiir die Reduktion von MSP wurde eine

Konzentration von 10 mM Dithiothreitol verwendet.

Quenching-Untersuchungen

Gezielte Fluoreszenz-Quenching-Untersuchungen wurden in Titrationsreihen durchgefiihrt.
Bei diesen wurde zu den Proteinlosungen mit einer Ausgangskonzentration von 15 uM und
einem Ausgangsvolumen von 1 ml (in den 1 x 1 cm>Kiivetten kann so gerithrt werden)
schrittweise zwischen 20 und 300 pl einer 2 M Quencherlosung gegeben. Im Zuge der
Titration verringerte sich die Proteinkonzentration auf bis zu 7,3 uM und die maximale
Quencherkonzentration betrug 1 M.

Wie bereits bei den Quenching-Untersuchungen am 2-Cystein Peroxiredoxin und an den
Tryptophan-Analoga wurden die Messungen bei einer konstanten Gesamt-Salzkonzentration
durchgefiihrt. Die Iodidldsung enthielt ebenfalls 0,005 M Natriumthiosulfat.

Denaturierungsstudien

Die Denaturierungsstudien wurden ebenfalls als Titrationsreihe durchgefiihrt. Fiir diese
wurden 9 M Harnstoff- bzw. Guanidinium-Hydrochlorid-Losungen schrittweise zu 750 pl
einer 10 uM MSP-Losung gegeben, bis eine finale Denaturantenkonzentration von 7 M

erreicht wurde. Die Proteinkonzentration betrug dann noch 2,2 uM.

lonenbindungsstudien

Statische und dynamische Fluoreszenzuntersuchungen zur Ionenbindung des MSP wurde mit
10 uM MSP-Losungen, die mit 2 mM Salz des entsprechenden Ions inkubiert wurden,
durchgefiihrt. Die Studien zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten der Ion-MSP-
Komplexe wurden mit 50 mM Salzlosungen in Titrationsreihen durchgefiihrt. Die
Konzentration von MSP verdiinnte sich im Zuge der Messung von 15 uM auf 12 uM. Es
wurden maximale Salzkonzentrationen von 10 mM erreicht. Wurde kein Effekt beobachtet,
wurde die Konzentration des Salzes auf bis zu 60 mM erhoht (MSP: 7,9 uM), um eine
Bindung bei hoheren Salzkonzentrationen auszuschlieBen.

Fiir die Untersuchung der zeitlichen Fluoreszenzinderung von MSP (15 uM) bei der
Inkubation mit verschiedenen Salzen wurden Proben prépariert, die nach Zugabe eine

Salzkonzentration von 50 mM besallen.
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IV. TRYPTOPHANFLUORESZENZ IN WASSRIGER LOSUNG

l. Fragestellung

Als Referenzstandard fiir die Untersuchungen der 16sungsmittelabhdngigen Fluoreszenz von
Tryptophan bzw. seinen Analoga und fiir Studien der Tryptophanfluoreszenz in Proteinen
wird die reine Aminosédure Tryptophan in wissriger Losung verwendet. Tryptophan wird in
den meisten Veroffentlichungen (vgl. z.B. bei Untersuchungen des Fluoreszenz-Quenchings
[24,112,113]) und seit langer Zeit [114,115] als Referenz fiir Fluoreszenzuntersuchungen
angewandt. Ein alternativer Standard wére das Tryptophanderivat N-Acetyl-Tryptophanamid
(NATA). Vorteile fiir die Verwendung von NATA sind, dass es im Gegensatz zu Tryptophan
bei neutralem pH-Wert nicht zwitterionisch vorliegen kann, da die Acetyl- bzw.
Aminogruppe von NATA acetyliert bzw. amidiert ist. Deswegen wird die elektronische
Struktur des Indolrings im angeregten Zustand und somit die Fluoreszenz aus selbigem durch
geladene Seitenketten bei NATA nicht beeinflusst. Die Fluoreszenz von NATA sollte
deswegen besser als die von Tryptophan in wissriger LOsung geeignet sein, um
Tryptophanfluoreszenz in Proteinen zu verstehen. Fir die Untersuchung der
l6sungsmittelabhéngigen Fluoreszenz der Tryptophan-Analoga, die nicht amidiert und
acetyliert erworben werden kdnnen, ist NATA als Referenz jedoch nicht von Nutzen. Aus
diesem Grund wurde Tryptophan als einheitlicher Standard gewéhlt.

In diesem Kapitel sind die Fluoreszenzeigenschaften von Tryptophan in wéssriger Losung
(tridestilliertes Wasser, pH 7) zusammengestellt. Diese sollen als Basis fiir die Interpretation
der in den folgenden Kapiteln vorgestellten Daten dienen. Zunéchst werden die {iber statische
Methoden ermittelten Fluoreszenzparameter von Tryptophan in wéssriger Losung vorgestellt.
Dann wird das Abklingen der Fluoreszenz von Tryptophan in wissriger Losung und die
daraus ermittelten Fluoreszenzlebenszeiten erldutert. SchlieBlich wird auf Quenching-
Untersuchungen an Tryptophan in wéssriger Losung mit den Fluoreszenzléschern Acrylamid,

Iodid und Césium eingegangen.

Il. Charakteristika des statischen Spektrums

Im Folgenden werden zunidchst die statischen Fluoreszenzparameter von Tryptophan in
wissriger Losung betrachtet, die aus dem in Abbildung III.4 dargestellten Anregungs-
Emissions-Spektrum von Tryptophan erhalten wurden. Dabei wird auf die Lage des
Anregungs- und Emissionsmaximums, die Beschreibung des Spektrums als eine Lognormal-
Verteilung, die Quantenausbeute, die Halbwertsbreite der Emission (FWHM, ,full width at

half maximum’) und den Stokes Shift eingegangen.
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Abbildung IV.1 — normiertes Anregungsspektrum von Tryptophan fiir einen Emissions-

wellenldngenbereich von 340-360 nm.

a) Anregungsmaximum

Abbildung IV.1 zeigt das Anregungsspektrum von Tryptophan in wissriger Losung. Dieses
zeigt im Einklang mit dem Absorptionsspektrum von Tryptophan (hier nicht dargestellt) und
weiteren Verdffentlichungen eine strukturierte Form mit einem Anregungsmaximum bei
280 nm und zwei dazu rot bzw. blau verschobenen Schultern bei 272 und 288 nm. [72,114]
Die strukturierte Form des Absorptionsspektrums und daraus resultierend auch die des
Anregungsspektrums ist dabei unter anderem auf die Anregung von Tryptophan in zwei
Zusténde zuriickzufiihren. [38] Diese werden gemil} der Platt’schen Nomenklatur in Analogie
zu dhnlichen Zustinden in substituierten Benzolen und kondensierten Aromaten als 'L, und
'Ly bezeichnet. [116] Der 'L,-Zustand weist dabei im Gegensatz zu 'L, ein wesentlich
groBBeres Dipolmoment als der Grundzustand auf und bedingt dadurch die hohe
Umgebungssensitivitit der Tryptophanfluoreszenz: Durch Losungsmittel-Relaxation nach
direkter Anregung in 'L, oder nach internal conversion bei Anregung in 'L, wird der 'L,-
Zustand in Abhéngigkeit der Umgebungspolaritit energetisch abgesenkt und verringert so die
energetische Differenz zum Grundzustand. [38] Die nach der Relaxation emittierte
Fluoreszenzstrahlung ist deswegen stark von der Umgebungspolaritit abhingig (vergleiche
Abschnitt I1.I1.a).

In Proteinen ist 'L, aufgrund der energetischen Absenkung durch Relaxationsvorginge meist
auch der emittierende Zustand. Fluoreszenz aus dem 1Lb-Zus‘cand wird nur fir Proteine mit

einer sehr stark blau verschobenen Emission von Tryptophan wie z.B. Azurin diskutiert. [117]
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Abbildung 1V.2 — Emissionsspektren von Tryptophan bei einer Anregungswellenldnge von
280 nm. Um die Nicht-Linearitdt zwischen Wellenldnge- und Wellenzahl-Skalen zu
verdeutlichen, wird das Emissionsspektrum fiir beide Skalen dargestellt. Ebenfalls dargestellt
ist die Halbwertsbreite der Emission (FWHM), die aus den Spektren fiir die Wellenzahl-Skala

ermittelt wird.

b) Emissionsmaximum

Das Emissionsspektrum von Tryptophan in wéssriger Losung in Wellenldngen- und
Wellenzahl-Darstellung ist in Abbildung IV.2 gezeigt. Im Gegensatz zu dem Anregungs-
spektrum ist in dem Emissionsspektrum keine Strukturierung der Emission zu beobachten.
Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass die Emission der Fluorophore in Losung aufgrund der
Wechselwirkungen mit dem Losungsmittel inhomogener Verbreiterung unterliegt. [24] Das
Emissionsmaximum des dargestellten Fluoreszenzspektrums befindet sich im Einklang mit
der Literatur bei Aem.max =353 nm. [72] Auf eine Darstellung von zu unterschiedlichen
Anregungswellenldngen korrespondierenden Emissionsspektren wurde verzichtet, da diese
aufgrund des in Abschnitt Il.1.a) beschriebenen Prozesses der internal conversion vor

Emission weitgehend unabhéngig von der Anregungswellenldnge sind.

c) Beschreibung des Spektrums als Lognormal-Verteilung

Die Form des Emissionsspektrums lédsst sich, wie in Abschnitt ILIIL.f) erldutert, mathematisch

mit Hilfe einer Lognormal-Verteilung der Form

1(7)=1, -exp{— In2 -1n2( a7 J} (I1.25)
In” p a-v,

beschreiben. [100,101] Das Emissionsspektrum von Tryptophan und die daran erfolgte

Anpassung ist in Abbildung IV.3 dargestellt. Die sehr gute Ubereinstimmung zwischen dem

gemessenen Spektrum und der Anpassung ist deutlich zu erkennen. Die Daten der Anpassung
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Abbildung IV.3 — Anpassung einer Lognormal-Verteilung an das Emissionsspektrum von

Tryptophan in wéssriger Losung.

lieferten ein Emissionsmaximum von ¥, =28510 cm™ = 350,7 nm. Der ermittelte Wert fiir

den Asymmetrieparameter betrug o = 1,22 und der funktionslimitierende Punkt der
Anpassung, ab dem [/ (17 )= 0 gilt, wurde als ¢ = 41240 cm™ = 242 nm bestimmt. Das
Spektrum wurde auf ein Intensitdtsmaximum von 7,, = 1 normiert. Der Korrelationskoeffizient
R’ betrigt 0,9996 und verdeutlicht somit die sehr gute Ubereinstimmung zwischen
Experiment und Anpassung. Diese Daten stimmen gut mit bereits publizierten Daten {liberein
([101], ¥, =28250 cm™ =353 nm, p= 1,25, a =39730 cm™ = 252 nm). Somit lisst sich das

Emissionsspektrum von Tryptophan sehr gut {iber eine Lognormal-Verteilung beschreiben

bzw. simulieren.

d) Quantenausbeute

Im Prinzip ldsst sich mit Hilfe geeigneter Verbindungen mit bekannter Quantenausbeute aus
dem gezeigten Emissionsspektrum von Tryptophan in Wasser die Quantenausbeute
bestimmen. Da die Quantenausbeute von Tryptophan in wissriger Losung jedoch seit langer
Zeit ebenso wie die Quantenausbeute von NATA selbst als Standard zur Bestimmung der
Quantenausbeuten anderer Verbindungen verwendet wird, wird an dieser Stelle auf eine
Absolutkalibrierung verzichtet. Fiir alle weiteren Betrachtungen wird der 1968 von Eisinger
und Navon bestimmte Wert fiir die Quantenausbeute von Tryptophan (¢ = 0,14) verwendet.
[118] Dieser Referenzwert wird beispielsweise auch von She et al. zur Berechnung der

Quantenausbeute der Tryptophanfluoreszenz von Troponin C verwendet. [119]

e) Halbwertsbreite des Emissionsspektrums

Aus dem in Abbildung IV.2 gezeigten Emissionsspektrum bzw. aus der in Abbildung IV.3
dargestellten Anpassung kann die Halbwertsbreite der Emission (FWHM, | full width at half

maximum’) erhalten werden. Diese ldsst sich zu FWHM = 5050 cm™ bzw. 63,5 nm
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bestimmen. Ein Wert flir die Halbwertsbreite der Emission von Tryptophan in waissriger
Losung ist bislang nicht veroffentlicht. Die Halbwertsbreite der Emissionsbande von
proteingebundenem Tryptophan dient jedoch zusammen mit dem Emissionsmaximum als
Kriterium zur Einteilung von Proteinen in spektrale Klassen (vgl. auch Abschnitt IL.II1.d). Sie
wird fiir vollstindig 16sungsmittelzugingliche Tryptophanreste im Protein in einer
vergleichbaren Grofle von 59-61 nm angegeben. [87] Da in wéssriger Losung die
Losungsmittelrelaxation vor der Emission von Tryptophanfluoreszenz verstdarkt ist, werden
dort mehr emittierende Energieniveaus zugédnglich und sind somit fiir die vergroferte
Halbwertsbreite verantwortlich.

Die iiber die Halbwertsbreite der Emission bereitgestellte Information soll Riickschliisse iiber
die energetischen Verhiltnisse im Fluorophor zulassen. Es sollte deshalb darauf hingewiesen
werden, dass sich die Angabe der Halbwertsbreite in Nanometern im Gegensatz zu der
Angabe in Wellenzahlen verfilschend auswirken kann. Aufgrund der Proportionalitét
zwischen Energie und Wellenzahl wird bei einer Angabe der Halbwertsbreite in Wellenzahlen
direkt eine Information iliber die energetische Breite der emittierenden Niveaus geliefert.
Aufgrund der Nichtlinearitdt zwischen Wellenzahl und Wellenldnge liefert die Angabe der
Halbwertsbreite in Nanometern diese Information nicht. So kann es zum Beispiel geschehen,
dass Fluorophore mit stark unterschiedlichen Emissionsmaxima in Nanometern identische
Emissionshalbwertsbreiten aufweisen. Ihre Emissionshalbwertsbreiten in der zur Energie
proportionalen Wellenzahl-Skala sind jedoch nicht identisch und zeigen fiir den blau
verschobeneren Fluorophor eine energetisch wesentlich hohere Halbwertsbreite. Dies
entspricht einer groBeren energetischen Aufficherung der an den Ubergingen beteiligten

Energieniveaus.

f) Stokes Shift
Der Stokes Shift bestimmt sich gemdB3 Abschnitt II.I.b) aus der Differenz zwischen

Absorptions- und Emissionsmaximum und ist somit ein Mal} fiir die Dissipation an Energie
vor Emission der Strahlung. Aus den gegebenen Daten (Absorptions- und Emissions-
maximum) kann der Stokes Shift von Tryptophan in wéssriger Ldsung als

V, =V, =7390 cm™ bestimmt werden. Dieser Wert ist wie auch bereits die Absorptions- und

Emissionsmaxima im Einklang mit bereits verdffentlichten Daten. [120] Dieser im Vergleich
mit den Stokes Shifts fiir Tyrosin und Phenylalanin (die sich aus den in Tabelle II.1
angegebenen Absorptions- und Emissionsmaxima bestimmen lassen) sehr grofle Wert ldsst
sich wiederum durch die starke energetische Absenkung des 'L,-Zustand durch

Losungsmittelrelaxation bei Tryptophan erkléren.



64

5
é 1.0 Anpassung [} Anpassung ||
N — Signal ’ t-Anteil ||
S 0,8 - ?/\ 1 .
N / 1,-Anteil
s ™) // '_
L 04- 1
8 0,0- . . . i . i . VP rss ///////////A
£, | | | | | 0 2000 4000 6000
B 0,0 g AN W g e Zeit (ps)
R — ‘ ‘ ‘ ‘
i 0 2000 4000 6000

Zeit (ps)

Abbildung 1V.4 — Fluoreszenzabklingkurven und daran erfolgte biexponentielle Anpassung
sowie das Residuum fiir Tryptophan in wéssriger Losung. Das ausgewertete Emissions-
wellenldngenintervall lag bei 345-355nm. Die Anregung erfolgte bei 280 nm. Die
Darstellung rechts veranschaulicht die jeweiligen Anteile der beiden Exponentialterme am

Gesamtabklingen der Fluoreszenz.

Tabelle IV.1 - Daten der Biexponentialanpassung in Abbildung IV.4. Angegeben sind die
jeweiligen Amplituden a;, die einfachen Lebenszeiten 7; und die Amplituden-gemittelte

Lebenszeit z,., der Anpassung sowie der Korrelationskoeffizient R:

T -a (PS) R
2943 + 164 0,991

72(ps)
580 + 96

aj 71 (ps) a

0,934 £0,045 3117+128 |0,066+0,013

1. Fluoreszenzlebenszeiten

Zusitzlich zu Untersuchungen der statischen Fluoreszenz wurden zeitaufgeldste Fluoreszenz-
untersuchungen an Tryptophan durchgefiihrt.

Abbildung IV.4 zeigt die normierte Fluoreszenzabklingkurve von Tryptophan in wéssriger
die

Biexponentialfunktion angepasst, deren Daten in Tabelle IV.1 angeben sind. Es wurden zwei

Losung am Emissionsmaximum. An Fluoreszenzabklingkurve wurde eine
Fluoreszenzlebenszeiten ermittelt, die 3,12 +0,13 ns bzw. 0,58 £0,10 ns grofl sind. Der
Exponentialanteil mit der ldngeren Lebenszeit trigt wesentlich starker zum Abklingen der
Gesamtfluoreszenz bei als der Anteil mit der kurzen Fluoreszenzlebenszeit, wie an der

wesentlich grofleren Amplitude und der Veranschaulichung in Abbildung I'V.4 abzulesen ist.



IV. TRYPTOPHANFLUORESZENZ IN WASSRIGER LOSUNG 65

Das biexponentielle Abklingen der Fluoreszenz von Tryptophan wurde bereits vor fast drei
Jahrzehnten beschrieben [121,122], und die hier ermittelten Fluoreszenzlebenszeiten stimmen
mit den erstmals von Rayner und Szabo [123] prizise bestimmten und in der Literatur
veroffentlichten Werten von 3,15 £ 0,05 ns bzw. 0,65 £+ 0,23 ns tiberein. Auch dort wurde ein
wesentlich stirkerer Anteil der langlebigen Komponente am Abklingen der Gesamt-
fluoreszenz festgestellt. Ahnliche Werte wurden auch von van Resandt et al. bestimmt. [124]
Das biexponentielle Abklingen der Fluoreszenz wird entgegen fritherer Meinungen aufgrund
der energetischen Absenkung des 'L,-Zustandes durch Losungsmittelrelaxation heutzutage
nicht mehr mit Emission aus den beiden potentiell emittierenden Zustinden ", und 'L,
erkldart. Die Existenz einer zweiten Lebenszeitkomponente wird nun damit begriindet, dass
Tryptophan in Lésung in verschiedenen Rotations-Konformeren vorliegen kann, die aufgrund
von intrinsischem Quenching unterschiedliche Fluoreszenzlebenszeiten haben. [24] Das
intrinsische Quenching wird dabei durch Protonentransfer von der in Lésung in einem weiten
pH-Bereich geladen vorliegenden Aminogruppe des Tryptophans verursacht. Im Gegensatz
zu Tryptophan zeigt NATA ein ausschlieBlich monoexponentielles Abklingen der
Fluoreszenz, da dort die unterschiedlichen Rotamere nach Amidierung der Aminogruppe dem
Quenching durch Protonentransfer nicht mehr ausgesetzt sind.

Die Fluoreszenz von Tryptophan in Proteinen zeigt ebenfalls ein nicht monoexponentielles
Abklingen der Fluoreszenz. Dies ist jedoch nicht auf die Bildung von Rotameren
zuriickzufiihren, da dafiir 4hnlich wie bei NATA die Proteinstruktur zu starr ist. Vielmehr ist
zu beriicksichtigen, dass im Protein hdufig mehr als nur ein Tryptophanrest als Fluorophor
vorliegt. Doch auch die Fluoreszenz von Proteinen, die nur einen einzelnen Tryptophanrest
enthalten, klingt nicht monoexponentiell ab. Zuriickzufiihren ist dies neben der Tatsache, dass
Proteine oft in mehreren Konformationen, die zu einer unterschiedlichen Umgebung des
Tryptophans und zu einem unterschiedlichen Abklingen der Fluoreszenz fiihren, vorliegen
konnen, vor allem mit dem in Abschnitt II.Il.a) erwdhnten Phdnomen der spektralen

Relaxation.

Iv. Quenching von Tryptophan in wassriger L6sung

In Abbildung IV.5 sind die Stern-Volmer-Auftragungen fiir das Quenching der Fluoreszenz
von Tryptophan in wissriger Losung mit den Fluoreszenzloschern Acrylamid, Iodid und
Céasium gezeigt. Die Quenching-Experimente wurden mit statischen und dynamischen
Fluoreszenzmethoden durchgefiihrt. Fiir die Untersuchungen der statischen Fluoreszenz
wurden eventuelle Abweichungen, die auf Aktionssphiren zuriickzufiihren sind, korrigiert
(vgl. Abschnitt II.IV.a) und die Bestimmung der Stern-Volmer-Konstanten mit den
korrigierten Daten durchgefiihrt.
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Abbildung IV.5 — Stern-Volmer-Auftragung fiir statische (AES) und dynamische (LIF)
Fluoreszenz-Quenching-Untersuchungen an Tryptophan in wéssriger Losung. Die
verwendeten Fluorophore sind Acrylamid (AA), lodid (KI) und Césium (CsCl). Zur

Kennzeichnung der Datenpunkte siche Legende.

Beide Methoden liefern weitgehend konsistente Ergebnisse: Fiir Quenching mit Acrylamid
werden Stern-Volmer-Konstanten von 15,36 + 0,04 (LIF) bzw. 16,86+ 0,18 M (AES) er-
halten. Im Vergleich dazu sind die Stern-Volmer-Konstanten fiir Quenching mit Iodid mit
10,35+ 0,17 (LIF) bzw. 12,00+ 0,15M" (AES) etwas verringert. Die geringsten Stern-
Volmer-Konstanten zeigt jedoch Ciasium. Diese liegen bei 2,44 + 0,05 (LIF) bzw. 2,52
+0,08 M (AES).

Die erhaltenen Daten sind im Einklang mit verschiedenen Studien, die sich mit Quenching
von Tryptophan bzw. NATA in wissriger Losung beschiftigen: Fiir Quenching mit
Acrylamid wurde dort fiir Tryptophan eine Stern-Volmer-Konstante Kp von 13,1 M
publiziert. [113] Fiir lodid-Quenching von Tryptophan sind Stern-Volmer-Konstanten von
11,6 M [112] bzw. 13,9 M [113] publiziert. Fiir Cisium-Quenching wurde ebenfalls eine
wesentlich geringere Stern-Volmer-Konstante von 3,19 M veroffentlicht. [113] Diese ist auf
die im Vergleich zu den anderen Quenchern verringerte Quencheffizienz von Céisium (fp =
0,02) zuriickzufiihren, die nur bei einem Fiinftel der kollidierenden angeregten Fluorophore
eine strahlungslose Riickkehr in den Grundzustand bewirkt. [84] Im Gegensatz dazu zeigen
die Quencher Iodid und Acrylamid mit Quencheffizienzen nahe eins einen wesentlich
starkeren Einfluss. [24]



V. LOSUNGSMITTELABHANGIGE FLUORESZENZ VON TRYPTOPHAN-ANALOGA 67

V. LOSUNGSMITTELABHANGIGE FLUORESZENZ
AUSGEWAHLTER TRYPTOPHAN-ANALOGA

l. Fragestellung

Die aromatische Aminosdure Tryptophan ist einer der am hiufigsten verwendeten
Fluorophore in der biologischen Fluoreszenzanalytik. [24] In Proteinen mit mehr als einem
Tryptophan als Fluorophor kann eine spektrale Separation der jeweiligen Tryptophanbeitrige
jedoch schwierig oder sogar unmdglich sein. Aus diesem Grund ist es von Interesse, gezielt
einen oder mehrere Tryptophanreste durch einen Fluorophor mit anderen spektroskopischen
Eigenschaften (wie z.B. Quantenausbeute, Anregungs- bzw. Emissionsmaximum) unter
Erhalt der Konformation des Proteins zu substituieren.

Chemisch modifizierte Tryptophan-Analoga stellen niitzliche strukturkonservierende
Alternativen fiir Tryptophan bei Proteinfluoreszenzuntersuchungen dar und sind in dieser
Hinsicht seit mehr als 30 Jahren Gegenstand der Forschung. [88] Die beiden bislang am
intensivsten erforschten Tryptophan-Analoga sind 5-Hydroxytryptophan und 7-Aza-
tryptophan. Ersteres zeichnet sich durch eine wesentlich héherer Quantenausbeute im
Vergleich zu Tryptophan aus und seine Fluoreszenz ist weniger abhéngig von der Polaritét
der Fluorophorumgebung. [92,93] 7-Azatryptophan zeigt im Gegensatz dazu zwar geringere
Quantenausbeuten als Tryptophan, ist aber wesentlich stirker von der Polaritit seiner
Umgebung abhingig und weist auflerdem im Gegensatz zu Tryptophan ein
monoexponentielles Abklingen der Fluoreszenz bei Integration iiber den gesamten
Emissionswellenldngenbereich auf. [90,91,125]

Aufgrund der Vielzahl an kommerziell erhiltlichen Tryptophan-Analoga ist ihr Potential bei
Protein-Fluoreszenzuntersuchungen jedoch noch nicht ausgeschopft. In diesem Kapitel
werden deswegen statische und zeitaufgeloste Fluoreszenzstudien an Tryptophan und den
sieben Tryptophan-Analoga 7-Azatryptophan, 5-Hydroxytryptophan, 5-Methoxytryptophan,
5-Methyltryptophan,  5-Fluortryptophan,  6-Fluortryptophan und  5-Bromtryptophan
vorgestellt. Um eine Vielzahl von identischen Fluorophorumgebungen unter einfachsten
Bedingungen zu untersuchen, wurde eine Ldsungsmittelstudie durchgefiihrt, bei der die
Fluoreszenz dieser acht Verbindungen in Wasser sowie in zehn verschiedenen priméren
Alkoholen (die Serie von Methanol bis n-Decanol) sowie iso-Propanol untersucht wurde.
Nachteilig bei der Solvatation durch Alkohole ist zwar der groBe Anteil von spezifischen
Losungsmitteleffekten wie Wasserstoffbriickenbindungen. Die Entscheidung, diese
Losungsmittel zu verwenden, wurde an dieser Stelle jedoch trotzdem getroffen, da so sehr
dhnlich strukturierte Losungsmittel, die gleichzeitig einen groen Polarititsbereich (0,525 bis

0,762 auf der normalisierten E1"-Skala [51]) abdecken, verwendet werden konnten.
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Abbildung V.1 — Normierte Anregungs- (a) und Emissionsspektren (b) bei Aex. = 280 nm bzw.
Aem. = 335 nm von Tryptophan, 5-Hydroxytryptophan und ihrer 1:1-Mischung in Wasser.

Bislang existierte noch keine vergleichenden Untersuchungen tber die ldsungsmittel-
abhéngigen Fluoreszenzeigenschaften mehrerer Tryptophan-Analoga. Im Rahmen dieser

Arbeit wurde erstmalig eine entsprechende Studie publiziert. [126]

Il. Spektroskopische Separation der Tryptophan-Analoga

Fiir den Einsatz der Tryptophan-Analoga ist es von Bedeutung, dass sich die untersuchten
Analoga spektroskopisch von Tryptophan unterscheiden. Dass dieses prinzipiell der Fall ist,
zeigt Abbildung V.1, in der die Anregungs- und Emissionsspektren von Tryptophan,
5-Hydroxytryptophan und ihrer 1:1-Mischung dargestellt sind.

Aus den Anregungsspektren wird deutlich, dass sich Tryptophan und 5-Hydroxytryptophan
trotz dhnlicher Anregungsmaxima bei ca. 270-280 nm mit Strahlung einer Wellenlénge grof3er
als 305 nm unterschiedlich anregen lassen: Tryptophan wird ab 305 nm nicht mehr angeregt,
wohingegen sich 5-Hydroxytryptophan mit Wellenldngen von bis zu 320 nm anregen lésst.
Dies ist auf eine Rotverschicbung des 'Ly—Ubergangs relativ zum 'L,-Ubergang bei
[46] Infolgedessen kann durch die Wahl von
5-Hydroxytryptophan als Alternative zu Tryptophan ein Fluorophor in Proteine inkorporiert

5-Hydroxytryptophan zuriickfiihren.

werden, dessen Fluoreszenz selektiv angeregt werden kann.

Auch die Emissionsspektren von Tryptophan und 5-Hydroxytryptophan unterscheiden sich
stark voneinander. Tryptophan zeigt in wéssriger Losung ein Emissionsmaximum von 353 nm
(vgl. Tabelle II.1), wohingegen das Emissionsmaximum von S5-Hydroxytryptophan bei
336 nm liegt.

Beide Fluorophore sollten somit unabhidngig voneinander spektroskopisch untersucht werden
konnen. Das Anregungs- und Emissionsspektrum der 1:1-Mischung von Tryptophan und

5-Hydroxytryptophan zeigt, dass dies gelingt: Das Anregungsspektrum der Mischung zeigt im
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Abbildung V.2 — Regulére (a) und normierte (b) Emissionsspektren der Tryptophan-Analoga
in identisch konzentrierten wéssrigen Losungen. Die Anregung erfolgte am jeweiligen

Anregungsmaximum (vgl. Tabelle V.1).

Bereich zwischen 305 und 320 nm Werte, die zwischen den Werten fiir reines Tryptophan
bzw. 5-Hydroxytryptophan liegen. Auch die Emissionsspektren zeigen ein Maximum, dass
sich zwischen den Werten fiir Tryptophan und 5-Hydroxytryptophan befindet. Es liegt jedoch
nicht genau zwischen den Werten der Emissionsmaxima der beiden reinen Aminoséiuren, da
5-Hydroxytryptophan eine hdhere Quantenausbeute als Tryptophan besitzt und so das
Spektrum der Mischung dominiert. Die fiir 5-Hydroxytryptophan relativ zu Tryptophan
(@ rer = 0,14) bestimmte Quantenausbeute betrdgt 0,27 und ist im Einklang mit der Literatur
(¢ rer. = 0,275). [127] Eine vergleichbare Separation der Beitrige weiterer Fluorophore von der

Fluoreszenz von Tryptophan ist auch fiir einige der anderen Analoga moglich.

il Spektren der Tryptophan-Analoga in wassriger Lésung

Abbildung V.2 zeigt die Emissionsspektren der jeweiligen Tryptophan-Analoga in wéssriger
Losung an ihrem Anregungsmaximum. Die korrespondierenden Emissionsmaxima sind
zusammen mit den Anregungsmaxima und den Quantenausbeuten in Tabelle V.1
protokolliert.

Einige der Emissionsspektren unterscheiden sich wie bereits bei 5-Hydroxy- und 7-Aza-
tryptophan sehr stark von dem Tryptophanspektrum. So weist 5-Methoxytryptophan eine
dhnlich starke Blauverschiebung wie 5-Hydroxytryptophan auf (Aem. max = 335 nm) und
besitzt ebenfalls eine sehr groe Quantenausbeute. Auch 5-Bromtryptophan zeigt ein stark
blau verschobenes Emissionsmaximum (Aem, max = 336 nm), fluoresziert aber im Vergleich
mit Tryptophan fast nicht. Die Emissionsspektren von 5-Methyl- und 5-Fluortryptophan

unterscheiden sich im Gegensatz dazu nicht stark genug von Tryptophan, um eine Separation
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Analogon Quantenausbeute | Anregungsmaximum | Emissionsmaximum
¢ Aex., max (nm) Aem., max (M)

5-Hydroxytryptophan 0,27 273 336
5-Methoxytryptophan 0,27 272 335
5-Methyltryptophan 0,14 287 348
5-Fluorotryptophan 0,15 286 352
5-Bromotryptophan 0,02 300 336
6-Fluorotryptophan 0,15 282 359
7-Azatryptophan 0,01 291 391
Tryptophan 0,14 280 353

Tabelle V.1 — Quantenausbeuten sowie Anregungs- und Emissionsmaxima der Tryptophan-
Analoga in wissriger Losung im Vergleich zu Tryptophan. Die Anregungs- und
Emissionsmaxima fiir Tryptophan sind Tabelle II.1 entnommen. Die Quantenausbeute fiir
Tryptophan wurde [118] entnommen. Um die aufgefiihrten Emissionsmaxima prizise zu
bestimmen, wurden an die Emissionsspektren Lognormal-Funktionen angepasst, deren

Maximalwert als Emissionsmaximum angegeben wird.

zuzulassen. Auch die nur wenig von Tryptophan unterschiedlichen Anregungsmaxima der
beiden Fluorophore lassen keine selektive Anregung dieser Fluorophore zu. Das
Anregungsmaximum von 6-Fluortryptophan ist ebenfalls sehr &hnlich zu dem von
Tryptophan. Die anderen Tryptophan-Analoga zeigen jedoch unterschiedliche Anregungs-
maxima, so dass eine selektive Anregung dieser Fluorophore auch im Beisein von Tryptophan
moglich sein sollte.

Weiterhin wurden deutliche Unterschiede zu Tryptophan in bezug auf die Quantenausbeuten
festgestellt. Zum Beispiel betragen die Quantenausbeuten Werte zwischen 0,27 (sowohl fiir
5-Hydroxy als auch 5-Methoxytryptophan), 0,15 (6-Fluortryptophan) und 0,01 (7-Aza-
tryptophan). Fiir die meisten der Verbindungen wurden somit erstmalig die Quantenausbeuten
bestimmt. Der fiir 7-Azatryptophan ermittelte Wert wie auch der fiir 5-Hydroxytryptophan
wird durch die Literatur bestétigt (0,017 bzw. 0,275). [127]

Die festgestellten Unterschiede zwischen den Emissionsmaxima und den Quantenausbeuten
der Tryptophan-Analoga im Vergleich zu Tryptophan lassen sich auf Wechselwirkungen
zwischen dem Losungsmittel und dem Fluorophor zuriickfiihren (vergleiche Abschnitt I1.1I):
Zum einen bewirkt die Losungsmittelrelaxation als ein genereller Losungsmitteleffekt eine
energetische Absenkung des angeregten Zustandes durch eine Umordnung des
Losungsmittels um den angeregten Fluorophor. Des Weiteren kdnnen speziell in protischen

Losungsmitteln  Wasserstoftbriickenbindungen gebildet werden, die als spezifische
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Losungsmitteleffekte ebenfalls eine energetische Absenkung des angeregten Zustandes
bewirken konnen.

Die relativ zu Tryptophan rotverschobene Emission von 6-Fluortryptophan und
7-Azatryptophan lédsst sich deswegen mit einer stirkeren Interaktion dieser Fluorophore mit
dem Losungsmittel Wasser im angeregten Zustand erkldren. Dies kann z.B. durch ein
groferes Dipolmoment des angeregten Zustandes bedingt sein, so dass Ldsungsmittel-
relaxationseffekte durch die Umordnung des Ldosungsmittels verstirkt werden. Fiir
7-Azatryptophan, dessen Fluorophor 7-Azaindol bereits Bestandteil theoretischer Studien
war, wurde im Einklang mit dieser Uberlegung ein groBeres Dipolmoment des wahrscheinlich
emittierenden 'L,-Zustandes im Vergleich zu Tryptophan berechnet (6,39 D fiir 7-Azaindol
im Vergleich zu 5,69 D fiir Indol). [128] Des Weiteren konnten jedoch auch verstirkte
Wasserstoftbriickenbindungen zwischen dem Losungsmittel und 6-Fluoro- bzw. 7-Aza-
tryptophan eine zusitzliche Absenkung des angeregten Zustandes bewirken.

Im Gegensatz dazu kann die Blauverschiebung der Fluoreszenz von 5-Hydroxytryptophan,
5-Methoxytryptophan und 5-Bromtryptophan zum einen mit einem geringeren Dipolmoment
des angeregten Zustandes und daraus resultierend verminderter Losungsmittelrelaxation und
zum anderen mit verminderten Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Fluorophor und
Losungsmittel erklirt werden. Diese Uberlegung wird dadurch gestiitzt, dass aufgrund der
groBen Energiedifferenz zwischen dem 'L,- und dem 'Ly-Zustand in 5-Hydroxytryptophan
'L, vermutlich dhnlich wie in 5-Hydroxyindol der emittierende Zustand ist. [129,130] Der
'Ly-Zustand ist im Vergleich zu 'L, weniger l16sungsmittelsensitiv, da das Dipolmoment
wesentlich geringer ist. Z.B. betragen die experimentell bestimmten Dipolmomente von Indol
fir den 1La—Zus‘[and 5,4 D und fiir den 1Lb—Zus‘[and nur 2,3 D. [131]

Fir 5-Methyl- und 5-Fluortryptophan ist aufgrund der geringen Abweichung der
Emissionsmaxima nicht davon auszugehen, dass sie stark von Tryptophan abweichende
Dipolmomente des angeregten Zustandes besitzen bzw. stark unterschiedlich Wasserstoff-
briickenbindungen bilden.

Die generelle Abnahme der Quantenausbeute mit Zunahme des Emissionsmaximums ldsst
sich ebenfalls mit einer zunehmenden Interaktion zwischen Fluorophor und Losungsmittel fiir
Fluorophore mit stark rot verschobenem Emissionsmaximum erkldren: Je stirker generelle
und spezifische Losungsmitteleffekte zu einer Absenkung des angeregten Zustands beitragen,
desto groBer ist auch die Wahrscheinlichkeit, dass dabei strahlungslose Wege zur Riickkehr in
den Grundzustand zugédnglich werden.

In den folgenden Abschnitten wird nun die Verdnderung verschiedener Fluoreszenzparameter
in Abhéngigkeit der Losungsmittelpolaritét fiir die erwédhnten elf Alkohole untersucht.

V. Anregungsmaxima

Auf eine Betrachtung der Anregungsmaxima in Abhéingigkeit der Losungsmittelpolaritit wird

an dieser Stelle verzichtet, da sich diese nicht signifikant mit dem Losungsmittel verdndern.
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Analogon* m/cm’ Am /cm™ b/cm™ Ab / cm™ R

SOHW 610 190 29810 30 0,755
50MeW 230 160 30260 20 0,759
SMeW -580 500 30310 60 0,346
S5FW -1290 390 29990 50 0,740
5Brw -140 390 30200 50 0,116
6FW -600 330 19150 40 0,535
INW 20 1450 27340 170 0,005
W -810 290 29880 40 0,723

Tabelle V.2 — Daten der linearen Anpassungen fiir die losungsmittelabhdngige Verschiebung
der maximalen Emissionswellenzahl von Tryptophan und sieben Tryptophan-Analoga.
Angegeben sind Steigungen der Anpassungen m, ihre Fehler Am sowie die Achsenabschnitte
b (bei Er"=0,5) und deren Fehler Ab. Als MaB fiir die Giite der Anpassung wird der

Korrelationskoeffizient R angegeben.

Dieser Effekt ist damit zu begriinden, dass der hauptséchliche Einfluss des Losungsmittels auf
einer Wechselwirkung mit dem angeregten Zustand beruht und sich somit in der Lage des

Emissions-, nicht aber des Anregungsmaximums niederschlagt.

V. Emissionsmaxima

Im Folgenden wird zunichst die Abhingigkeit der maximalen Emissionswellenzahl (in cm™),
die iber Anpassung einer Lognormal-Funktion an die jeweiligen Emissionsspektren erhalten
wurde, von der Polaritit des jeweiligen Alkohols untersucht. Das jeweilige Emissions-
maximum in Nanometern kann aus dem reziproken Wert der Emissionswellenzahl und
Multiplikation mit 1-107 erhalten werden.

Abbildung V.3 zeigt beispielhaft die Verdnderung des Emissionsmaximums von Tryptophan
und 5-Hydroxytryptophan mit der Losungsmittelpolaritidt. Fiir alle Tryptophan-Analoga
wurden lineare Anpassungen an die Auftragungen durchgefiihrt, um Losungsmitteleffekte

quantitativ zu erfassen. Die Parameter dieser linearen Anpassungen sind in Tabelle V.2

* Die Bezeichnung der Tryptophan-Analoga wird in Kurzschreibweise analog zum Einbuchstabencode ,,W* der
Aminosdure Tryptophan angegeben: SOHW — 5-Hydroxytryptophan; SOMeW - 5-Methoxytryptophan; SMeW -
5-Methyltryptophan; SFW - 5-Fluortryptophan; 5SBrW - 5-Bromtryptophan; 6FW - 6-Fluortryptophan und 7NW
- 7-Azatryptophan.

> Der Achsenabschnitt wird fiir Et" = 0,5 angegeben, da die untersuchten Losungsmittel ausschlieBlich in einem
Er"-Bereich von 0,5 bis 0,8 lagen und die in den Tabellen und Graphen dargestellten Ergebnisse so besser

vergleichbar sind.
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Abbildung V.3 — Verdnderung der maximalen Emissionswellenzahl von Tryptophan und
einem ausgewdhlten Tryptophan-Analogon (5-Hydroxytryptophan). Um die Verdnderung der
Emissionswellenzahl quantitativ zu erfassen, erfolgte eine lineare Anpassung an die Daten.

zusammengestellt. Aus den teils sehr geringen Werten fiir die Korrelationskoeffizienten R
sowie den teils systematischen Abweichungen wird ersichtlich, dass die Annahme einer
linearen  Korrelation zwischen der maximalen FEmissionswellenzahl und der
Losungsmittelpolaritit nicht zwingend ist. Da diese Methode jedoch nur dazu dienen soll, den
Einfluss des Losungsmittels zu dokumentieren, ist sie jedoch gerechtfertigt.

Mit den beobachteten Verdnderungen der maximalen Emissionswellenzahlen mit der
Losungsmittelpolaritdt lassen sich die Tryptophan-Analoga in drei Gruppen einteilen: Fiir
5-Methyltryptophan, 5-Fluortryptophan und 6-Fluortryptophan wird wie auch bei Tryptophan
selbst eine Verschiebung des Emissionsmaximums hin zu hoheren Wellenzahlen
(entsprechend einer kleineren Wellenldnge) festgestellt. Fiir 7-Azatryptophan und
5-Bromtryptophan verdndert sich dagegen das Emissionsmaximum nicht mit der
Losungsmittelpolaritidt. Fiir 5-Hydroxytryptophan und 5-Methoxytryptophan wird eine
Zunahme der maximalen Emissionswellenzahl mit der Losungsmittelpolaritdt beobachtet,
entsprechend einer Abnahme der maximalen Emissionswellenldnge mit steigender Polaritét.
Tryptophan zeigt im Vergleich dazu in der linearen Anpassung eine Abhéngigkeit der
Emissionswellenzahl mit einer Steigung von m = -810 + 290 cm™. Im Vergleich dazu zeigen
5-Methyltryptophan (m =-580 + 500 cm™) und 6-Fluortryptophan (m = -600 + 330 cm™) im
Rahmen ihrer Fehlergrenzen &hnliche 16sungsmittelabhingige Verschiebungen des
Emissionsmaximums, wohingegen 5-Fluortryptophan (m=-1290+ 390 cm™) eine etwas
groBere Losungsmittelabhdngigkeit in bezug auf die Emissionsmaxima zeigt.

Unter der Annahme dhnlicher spezifischer Losungsmittelinteraktionen bei diesen Analoga im
Vergleich zu Tryptophan (wie zum Beispiel Wasserstoffbriickenbindungen zwischen

Fluorophor und Losungsmittel), ldsst sich aus diesen Ergebnissen der Schluss ziehen, dass der
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emittierende Zustand von 5-Methyl- und 6-Fluortryptophan ein dhnliches Dipolmoment
besitzt wie der vermutlich in allen Alkoholen emittierende 'L,-Zustand fiir Tryptophan. Diese
Vermutung fullt auf Berechnungen, die zumindest fiir Indol in allen primédren Alkoholen von
Methanol bis 1-Heptanol 'L, als den emittierenden Zustand vorhersagen. [132] Aufgrund der
dhnlichen Dipolmomente fiir die Analoga und Tryptophan kann daraus der Schluss gezogen
werden, dass auch dort ', der emittierende Zustand ist. Die stirkere Losungs-
mittelabhéngigkeit der Emissionsmaxima von 5-Fluortryptophan ldsst Vermutungen zu, dass
der emittierende Zustand hier ein groBeres Dipolmoment im Vergleich zu Tryptophan
aufweist. Die ebenfalls untersuchten Emissionsspektren der wéssrigen Losungen und die
l6sungsmittelabhingigen Quantenausbeuten (fiir letzteres sieche Abschnitt V.VI) unterstiitzen
diese Uberlegung jedoch nicht. Ohne eine genaue Kenntnis der emittierenden Zustinde und
threr Dipolmomente der Tryptophan- bzw. Indol-Analoga, die mit Ausnahme von 5-Hydroxy-
und 7-Azaindol noch nicht bekannt sind, ist eine weitere Analyse hier nicht moglich.

Im Gegensatz zu den bereits erwdhnten Tryptophan-Analoga zeigen 5-Hydroxy- (m =610
+190 cm™) und 5-Methoxytryptophan (m =230 + 160 cm™) hypsochrome Verschiebungen
der Emissionswellenzahl mit einer Zunahme der Losungsmittelpolaritit, wobei der Effekt fiir
5-Methoxytryptophan weniger ausgeprigt ist. Diese Unterschiede in der Solvatochromie
lassen sich darauf zuriickfiithren, dass in diesen zwei Fluorophoren vermutlich der weniger
16sungsmittelabhingige 'Ly-Zustand der jeweils emittierende Zustand ist. [129,130,133] Da
der 'Ly-Zustand keine Abhingigkeit von der Losungsmittelpolaritit zeigen sollte und die
beobachtete Zunahme der Quantenausbeuten fiir die hydroxylierte (und nicht die
methoxylierte) Verbindung stirker ausgepragt ist, ist es moglich, dass diese Beobachtung auf
spezifische Losungsmitteleffekte, also Wasserstoftbriickenbindungen, zuriickzufiihren ist.
Aufgrund der geringen Zahl an verwendeten Losungsmitteln konnte jedoch kein auf linearen
Solvatationsenergie-Beziehungen basierender Ansatz verwendet werden, um dies prizise zu
analysieren. [59]

Um zu untersuchen, ob die Unterschiede in der Solvatochromie der maximalen
Emissionswellenzahlen fiir 5-Methoxy- und 5-Hydroxytryptophan im Vergleich zu
Tryptophan auf den unterschiedlichen Fahigkeiten dieser Fluorophore, durch die Hydroxy-
bzw. Methoxygruppe Wasserstoffbriickenbindungen auszubilden, beruhen konnen, wurden
die Emissionswellenzahlen mit den Kamlet-Taft-Parametern o und [ flir spezifische
Losungsmitteleffekte korreliert (vgl. Abbildung V.4). Diese geben die Féhigkeit des
Losungsmittels an, selbst Wasserstoftbriickenbindungen auszubilden (,,Wasserstoftbriicken-
Donoraziditdt™; o) [60] bzw. Wasserstoftbriickenbindungen zu akzeptieren (Wasserstoft-
briicken-Akzeptorbasizitit™; ). [61] Fiir 5-Hydroxytryptophan konnte eine gute Korrelation
dieser Parameter mit der maximalen Emissionswellenzahl erhalten werden. Daraus kann
gefolgert werden, dass bei 5-Hydroxytryptophan nicht nur der generelle Losungsmitteleffekt
Solvensrelaxation, sondern auch spezifische Effekte wie Wasserstoffbriickenbindungen durch

die Hydroxylgruppen der alkoholischen Losungsmittel und durch den Fluorophor selbst (iiber
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Abbildung V.4 — Verdnderung der maximalen Emissionswellenzahl von 5-Hydroxy-

tryptophan (@) und 5-Methoxytryptophan (O) mit den Kamlet-Taft-Parametern o und .

die indolische Hydroxygruppe) eine wichtige Rolle spielen. Dieser Effekt ist fiir
5-Methoxytryptophan verringert, wo zwar auch eine gute Korrelation, aber keine starke
Verdnderung der maximalen Emissionswellenzahl mit den Kamlet-Taft-Parametern o und 3
beobachtet werden konnte. Dies ldsst wiederum den Riickschluss zu, dass
Wasserstoftbriickenbindungen durch die indolische Hydroxygruppe (als Donor und Akzeptor)
groBtenteils fiir die positive Verdnderung der maximalen Emissionswellenzahl mit der
Losungsmittelpolaritdt verantwortlich ist, da in 5-Methoxytryptophan (im Vergleich zu
5-Hydroxytryptophan formal methyliert) die Fahigkeit, Wasserstoffbriickenbindungen zu
bilden, verringert und der Effekt weniger ausgepragt ist.

5-Bromtryptophan (m =-140 + 390 cm™) und 7-Azatryptophan (m =20 + 1450 cm™) zeigen
innerhalb der Fehlergrenzen keine Verdnderung der maximalen Emissionswellenzahl mit der
Losungsmittelpolaritét. Fiir 7-Azatryptophan steht dies im Kontrast zu dem veroffentlichten
groBen Dipolmoment des 'L,-Zustandes [134], das zu einer starken Umgebungsabhingigkeit
der Fluoreszenzspektren fiihren sollte, wenn ', der emittierende Zustand ist. Da jedoch auch
die Quantenausbeuten von 7-Azatryptophan in den Alkoholen (vgl. Abschnitt V.VI)
wesentlich niedriger liegen als fiir 7-Azatryptophan/-indol in nicht-hydroxylischen
Losungsmitteln [135] und in Proteinen [110], muss beriicksichtigt werden, dass die
Fluoreszenz von 7-Azatryptophan durch alkoholische Losungsmittel stark dynamisch
gequencht werden kann. [45] Deswegen kann moglicherweise die sonst beobachtete starke
Verschiebung der Emissionsmaxima fiir 7-Azatryptophan bei dieser Studie nicht beobachtet
werden, weil das starke Quenching die Position des Emissionsmaximums beeinflusst.

Fiir Tryptophan stimmen die erhaltenen Daten sehr gut mit denen von Guharay et al. [92]
tiberein: Bei der Untersuchung von Tryptophan in Dioxan-Wasser-Mischungen wurde eine

dhnliche Abnahme der maximalen Emissionswellenzahl mit der Losungsmittelpolaritit
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Abbildung V.5 — Verdnderung der Quantenausbeuten von S5-Hydroxytryptophan (A),
5-Methyltryptophan (&), Tryptophan (@) und 7-Azatryptophan (O) mit der Losungsmittel-
polaritét Er.

beobachtet. Im Gegensatz dazu wurden von Guharay ef al. jedoch unterschiedliche Effekte fiir
5-Hydroxy- und 7-Azatryptophan festgestellt: Fiir 5-Hydroxytryptophan wurde kein Einfluss
der Losungsmittelpolaritit auf das Emissionsmaximum beobachtet, fiir 7-Azatryptophan
jedoch eine stark bathochrome Verschiebung der maximalen Emissionswellenzahl. Dies ldsst
sich mit den unterschiedlich gewihlten Losungsmittelsystemen erkldren: In den Wasser-
Dioxan-Gemischen sind Wasserstoffbriickenbindungen mit 5-Hydroxytryptophan vermutlich
weniger ausgepragt, so dass aufgrund des Fehlens von spezifischen Losungsmitteleffekten der
Einfluss des Losungsmittels auf das Emissionsmaximum des Fluorophors vermindert ist. Fiir
7-Azatryptophan wird dagegen eine Verschiebung des Emissionsmaximums festgestellt, da
das Quenching dieses Fluorophors in den Wasser-Dioxan-Gemischen weniger stark als in
Alkoholen ist.

Vi. Quantenausbeuten

In Abbildung V.5 sind die Quantenausbeuten fiir Tryptophan und drei seiner Analoga,
5-Hydroxytryptophan, 5-Methyltryptophan und 7-Azatryptophan, fiir die verschiedenen Er"-
Werte der Alkohole dargestellt. Tryptophan zeigt Quantenausbeuten zwischen 0,08 und 0,21.
Die Werte fiir 5-Methyltryptophan sind im Vergleich dazu leicht vergréfert und erstrecken
sich von 0,10 bis 0,27. Im Gegensatz zu diesen mittleren Werten zeigt 7-Azatryptophan in
den zehn verwendeten Losungsmitteln sehr niedrige Quantenausbeuten (zwischen 0,01 und
0,02), wohingegen die Quantenausbeuten fiir 5-Hydroxytryptophan die grofSten der hier
untersuchten Verbindungen sind und zwischen 0,28 und 0,34 liegen.

Wie auch an den in Abbildung V.5 ebenfalls eingezeichneten linearen Anpassungen zu

ersehen ist, wird zum Teil ein starker Einfluss des Losungsmittels auf die Quantenausbeute
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Analogon m Am b Ab R
SOHW -0,21 0,07 0,318 0,021 0,753
50MeW -0,11 0,14 0,324 0,023 0,282
SMeW -0,50 0,31 0,207 0,035 0,492
SFW -0,36 0,14 0,208 0,015 0,686
SBrw 0,02 0,03 0,013 0,003 0,218
6FW -0,39 0,13 0,187 0,015 0,732
TNW -0,04 0,01 0,014 0,001 0,714
W -0,37 0,14 0,172 0,015 0,689

Tabelle V.3 — Daten der linearen Anpassungen fiir die Losungsmittelabhéngigkeit der
Quantenausbeuten von Tryptophan / den Tryptophan-Analoga. Dargestellt sind die Steigun-
gen m, die Achsenabschnitte b (bei E1" = 0,5), die Fehler und der Korrelationskoeffizient R.

von Tryptophan bzw. den Analoga festgestellt: Fiir Tryptophan verringert sich die
Quantenausbeute im untersuchten Losungsmittelpolarititsbereich stark (um insgesamt einen
Faktor 2), wohingegen fiir 5-Hydroxytryptophan im gleichen Bereich nur eine geringe relative
Veridnderung beobachtet werden kann. Im Vergleich zu Tryptophan ist die Verdnderung der
Quantenausbeute fiir 5-Methyltryptophan noch stirker ausgeprigt. 7-Azatryptophan zeigt
ebenfalls eine starke relative Abnahme der Quantenausbeute mit der Losungsmittelpolaritét.
Aufgrund der geringen absoluten Werte ist dies jedoch weniger offensichtlich.

In Tabelle V.3 sind die Daten der linearen Anpassungen fiir die Verdnderungen der
Quantenausbeuten aller Tryptophan-Analoga mit der Losungsmittelpolaritit dargestellt. Die
starkste Abnahme der Quantenausbeute wird fiir 5-Methyltryptophan (m =-0,50 £+ 0,31)
festgestellt, der entsprechende Fehler in der Steigung ist jedoch auch sehr groB3. 5-Fluor- und
6-Fluortryptophan zeigen sehr &hnliche Werte wie Tryptophan (m =-0,36 £ 0,14; m =-0,39 +
0,13, bzw. -0,37 = 0,14). Die Steigungen fiir 5-Bromtryptophan (m=0,02 + 0,03) und
7-Azatryptophan (-0,04 £ 0,01) sind aufgrund der niedrigen absoluten Quantenausbeuten
dieser Verbindungen fast gleich Null. Die Quantenausbeuten von 5-Hydroxy- und
5-Methoxytryptophan verdndern sich auch nur wenig mit der Losungsmittelpolaritit
(m=-0,21£0,07;, m=-0,11£0,14).

Die erhaltenen Daten zeigen #dhnliche Tendenzen wie die bereits besprochenen ldsungs-
mittelabhdngigen Verdnderungen der maximalen Emissionswellenzahl: Vermutlich besitzen
die jeweils emittierenden Zustinde der Fluorophore 5-Fluor-, 5-Methyl- und 6-Fluor-
tryptophan (unter Berilicksichtigung der entsprechenden Fehler) &hnliche Dipole wie
Tryptophan und zeigen so eine dhnliche Losungsmittelabhidngigkeit der Quantenausbeute. Fiir

5-Hydroxytryptophan und 5-Methoxytryptophan ist dagegen aufgrund der geringeren
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Analogon a 7/ ps a 7/ ps Tm-a | PS
SOHW 3200 3460 - - -
50MeW 3120 3440 - - -
SMeW 2880 2580 260 270 2390
S5FW 3060 2760 280 280 2560
S5Brw 2830 3360 - - -
6FW 2120 3920 290 370 3490
TNW 350 3380 1330 680 1240
W 2790 2880 400 260 2550

Tabelle V.4 — Daten der exponentiellen Anpassungen an die Fluoreszenzabklingkurven der
Tryptophan-Analoga im Vergleich zu Tryptophan. Die angegebene mittlere Fluoreszenz-
lebenszeit ist die Amplituden-gemittelte Lebenszeit z,.,. Die Anregungswellenldnge betrug
Aex. =280 nm, ausgewertet wurde ein Emissionswellenlingenintervall von Aey =
335 - 345 nm (Ausnahme: 7NW - A¢p. = 365 - 375 nm).

Umgebungsabhingigkeit des vermutlich emittierenden 'Ly-Zustandes die Losungsmittel-
abhédngigkeit der Quantenausbeuten dieser Verbindungen vermindert. Da der
Korrelationskoeffizient fiir die lineare Anpassung an die losungsmittelabhingigen
Quantenausbeuten von 7-Azatryptophan vergleichbar mit den Korrelationskoeffizienten der
anderen Anpassungen ist, kann davon ausgegangen werden, dass die grofle relative
Verdnderung der niedrigen absoluten Quantenausbeuten von 7-Azatryptophan kein Artefakt
ist. Vielmehr demonstriert dies die bereits berichtete starke Umgebungsabhingigkeit fiir
7-Azatryptophan, die bei der Untersuchung der maximalen Emissionswellenzahlen nicht
festgestellt werden konnte. Im Gegensatz dazu ldsst die groBe Streuung der Daten fiir

5-Bromtryptophan keinen Spielraum fiir Interpretationen.

VIl. Fluoreszenz-Lebenszeiten in Wasser

Bei einer Anregungswellenlinge von 280 nm wurden zeit- und wellenldngenauflosende
Fluoreszenzspektren aufgenommen und im Emissionswellenldngenbereich von 335 - 345 nm,
nahe dem Emissionsmaximum von Tryptophan und den meisten Tryptophan-Analoga,
ausgewertet. Fiir 7-Azatryptophan wurde aufgrund des stark rot verschobenen Emissions-
maximums (vgl. Abbildung V.2) ein Emissionswellenlangenbereich von 365 - 375 nm
gewdhlt.

Die meisten Tryptophan-Analoga zeigen Fluoreszenzabklingkurven, an die, wie in Tabelle

V.3 fiir ihre wéssrigen Losungen dargestellt ist, biexponentielle Funktionen angepasst werden
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konnen. Dabei wird als Ergebnis meist eine mit einer groBen Amplitude assoziierte grof3e
Fluoreszenzlebenszeit und eine kurze Lebenszeit mit einer kleineren Amplitude erhalten. Die
Ausnahme stellt 7-Azatryptophan dar, dessen Fluoreszenzabfall sich zwar durch eine
biexponentielle Funktion beschreiben ldsst, wobei die langlebige Komponente jedoch nur eine
sehr geringe Amplitude hat und der Prozess mit der kiirzeren Fluoreszenzlebenszeit das
Abklingen der Fluoreszenz dominiert. Die beiden Tryptophan-Analoga 5-Hydroxy- und
5-Methoxytryptophan stellen ebenfalls Ausnahmen dar, da bei ihnen bereits bei der
Anpassung einer monoexponentiellen Abklingfunktion sehr gute Anpassungen erzielt werden
konnten. Aufgrund der sehr geringen Quantenausbeute von 5-Bromtryptophan und dem damit
verbundenen starken Rauschen des Spektrums wurde fiir 5-Bromtryptophan ebenfalls nur ein
monoexponentieller Fluoreszenzabfall angepasst.

Biexponentielle Anpassungen an das Abklingen der Fluoreszenz wurden bereits fiir
Tryptophan, 5-Methyltryptophan, 5-Fluortryptophan, 6-Fluortryptophan und 7-Azatryptophan
in verschiedenen Studien publiziert und lieferten dhnliche Werte wie die hier angegebenen
Fluoreszenzlebenszeiten. [90,110,136] AuBerdem wurde eine dhnliche Lebenszeit fiir das
monoexponentielle Abklingen der Fluoreszenz von 5-Hydroxytryptophan verdffentlicht.
[97,110]

Im Gegensatz zu N-Acetyltryptophanamid (NATA) zeigt Tryptophan ein multiexponentielles
Abklingverhalten, weil in Losung unterschiedliche Rotamere vorliegen, die unterschiedlich
intrinsisch gequencht werden. [24] Das intrinsische Quenching wird dabei durch
Protonentransfer von der in Losung oft geladen vorliegenden Aminogruppe verursacht (vgl.
Abschnitt IV.I). Ahnliches kann folglich auch fiir die anderen Tryptophan-Analoga
angenommen werden und wirft deswegen die Frage auf, warum fiir 5-Hydroxy- und
5-Methoxytryptophan ein monoexponentielles Abklingen der Fluoreszenz beobachtet wird.
Da bislang nur wenig tiber die angeregten Zustdnde von 5-Hydroxytryptophan (bzw. —indol)
und ihre Photophysik bekannt ist, [97] ldsst das monoexponentielle Abklingen der
Fluoreszenz Raum fiir Spekulationen. Eine mogliche Erkldrung ist, dass die gegenseitige
Rotamer-Umwandlung durch  Wasserstoffbriickenbildung bei diesen Fluorophoren
unterbunden wird, da sowohl 5-Hydroxy- als auch 5-Methoxytryptophan in der Lage sind,
Wasserstoftbriickenbindungen zu bilden.

VIIl. Korrelation von Quantenausbeuten und Lebenszeiten

Um den Einfluss des Losungsmittels auf die jeweiligen Fluoreszenzlebenszeiten zu
demonstrieren, sind die losungsmittelabhingigen langen Fluoreszenzlebenszeiten von
Tryptophan sowie die Quantenausbeuten in Abbildung V.6 dargestellt. Die Wahl der langen
und nicht der gemittelten Fluoreszenzlebenszeiten ist damit zu begriinden, dass die kleinen
Fluoreszenzlebenszeiten aufgrund ihrer geringen Amplitude starke Fehler aufweisen, die in

die Berechnung der gemittelten Lebenszeiten eingehen. Da der grofte Teil des Abklingens der
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Abbildung V.6 — Losungsmittelabhingige Verdnderung der langen Fluoreszenzlebenszeit (A)
und der Quantenausbeute (®) von Tryptophan. Ebenfalls dargestellt ist die lineare Anpassung

an die Fluoreszenzlebenszeiten (--).

Fluoreszenz durch die gro3e Lebenszeit beschrieben wird, ist es zuldssig, an dieser Stelle nur
die groBBen Lebenszeiten zu betrachten.

Tryptophan zeigt in den Alkoholen lange Fluoreszenzlebenszeiten, die zwischen 1,66 und
2,49 ns liegen. Im Vergleich mit den Quantenausbeuten, die in Abbildung V.6 ebenfalls
dargestellt sind, streuen die Daten weniger und nehmen ebenfalls mit steigender Polaritit ab.
Somit liefern die Lebenszeiten von Tryptophan umgebungsabhingig die gleichen
Informationen wie die Quantenausbeuten, lassen sich aber im Vergleich dazu
konzentrationsunabhingig bestimmen.

Im Vergleich zu den Daten fiir Tryptophan sind die Lebenszeiten von 5-Hydroxytryptophan
(vgl. Abbildung V.7, ebenso fiir 5-Methyltryptophan, 6-Fluortryptophan und
7-Azatryptophan) und 5-Methoxytryptophan (nicht dargestellt) wesentlich groer und nicht so
stark von der Losungsmittelpolaritdt abhéngig. Fiir 5-Hydroxytryptophan liegen sie zwischen
3,43 und 4,02 ns und fiir 5-Methoxytryptophan etwas vergroBert zwischen 3,53 und 4,30 ns.
5-Fluortryptophan verhélt sich mit Fluoreszenzlebenszeiten zwischen 1,77 und 2,67 ns sehr
dhnlich zu Tryptophan selbst, wohingegen 6-Fluor- und 5-Methyltryptophan eine verstérkte
Abnahme der Lebenszeiten mit der Losungsmittelpolaritdt zeigen: 6-Fluortryptophan zeigt
einen Fluoreszenzabfall mit langen Lebenszeiten zwischen 1,98 und 3,39 ns, und die
Abklingkurven fiir 5-Methyltryptophan lassen sich durch Exponentialausdriicke mit langen
Lebenszeiten zwischen 1,71 und 3,24 ns beschreiben. Somit sind die Verdnderungen in den
langen Lebenszeiten von 5-Methyltryptophan fast doppelt so stark ausgeprigt wie fiir
Tryptophan selbst. 5-Bromtryptophan zeigt recht lange Lebenszeiten, die zu groferen Werten

(zwischen 2,46 und 3,95 ns liegend) hin verschoben sind.
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Abbildung V.7 — Losungsmittelabhingige Verdnderung der Fluoreszenzlebenszeiten (A) und
der Quantenausbeuten (@) vier ausgewdhlter Tryptophan-Analoga. Die jeweils links
stehenden Achsen geben die Lebenszeiten in Pikosekunden an, die rechts stehenden die
jeweiligen Quantenausbeuten. Mit Ausnahme von 7-Azatryptophan wurde als Bezugssystem

die Achse fiir die Quantenausbeuten auf einen Bereich von 0 — 0,45 gesetzt.

Die dynamischen Fluoreszenzspektren von 7-Azatryptophan sind stark unterschiedlich von
den bis jetzt untersuchten. Bei ihnen zeigen sich in Auftragungen der langen
Fluoreszenzlebenszeit gegen die Losungsmittelpolaritit aufgrund der kleinen mit ihnen
assoziierten Amplituden grof3e Fehler. Im Gegensatz zu den anderen Analoga zeigen sich aber
sehr gute Korrelationen zwischen der Losungsmittelpolaritit und der kurzen
Fluoreszenzlebenszeit (Abbildung V.7). Die Werte fiir die kurzen Lebenszeiten von
7-Azatryptophan liegen zwischen 160 und 400 ps und dokumentieren aufgrund ihrer groflen
relativen Anderung die auBergewdhnliche Sensitivitit von 7-Azatryptophan auf die
Umgebungspolaritit.

Insgesamt werden somit sehr gute Korrelationen zwischen der jeweiligen
Fluoreszenzlebenszeit mit der groBeren Amplitude und den Quantenausbeuten beobachtet. Im
Rahmen der Messgenauigkeit weichen wieder 5-Hydroxytryptophan und 5-Methoxy-
tryptophan in Bezug auf ihre l6sungsmittelabhéngigen Fluoreszenzlebenszeiten besonders
stark von Tryptophan ab (grofe Fluoreszenzlebenszeiten einer monoexponentiellen
Anpassung, geringe Abhédngigkeit von der Losungsmittelpolaritit). Auch zeigt
7-Azatryptophan grofle Unterschiede, die sich vor allem in der groBen Amplitude der kurzen

Fluoreszenzlebenszeit und ihrer im Vergleich zu Tryptophan wesentlich stirkeren
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Abbildung V.8 — Verdnderung der Halbwertsbreite (FWHM) von Tryptophan (@),
5-Bromotryptophan (O) and 5-Hydroxytryptophan (A) mit der Losungsmittelpolaritét.

Losungsmittelabhdngigkeit  manifestiert. ~ 5-Bromtryptophan  zeigt  ebenfalls ein
monoexponentielles Fluoreszenzabklingverhalten, reagiert aber anders als 5-Hydroxy- und
5-Methoxytryptophan &hnlich sensitiv wie Tryptophan auf eine Verdnderung der
Umgebungspolaritit. Alle anderen Analoga zeigen ein Tryptophan sehr dhnliches Verhalten.

IX. Emissions-Halbwertsbreiten

Die Halbwertsbreite eines Emissionsspektrums ist ein Charakteristikum des Fluoreszenz-
spektrums, das sehr stark von der Umgebungspolaritidt abhéngt. [65] AuBlerdem dient die
Halbwertsbreite von proteingebundenen Tryptophanresten dazu, diese in spektrale Klassen
einzuteilen. [87]

Abbildung V.8 zeigt die Abhdngigkeit der Emissionshalbwertsbreiten (,full width at half
maximum’; FWHM) von Tryptophan und von zwei Tryptophan-Analoga von der
Losungsmittelpolaritdt. Die bestimmten Werte fiir die alkoholischen Tryptophanldsungen sind
sehr dhnlich zu den Werten fiir die FWHM in Wasser (vgl. Abschnitt IV.Il.e) und variieren
nicht stark mit der Losungsmittelpolaritidt. Die Steigung der linearen Anpassung an die
FWHM von Tryptophan (m = -590 cm™, vgl. die Daten in Tabelle V.5) ist relativ gering. Die
Halbwertsbreiten von 5-Hydroxytryptophan sind im Vergleich dazu mehr als 1000 cm™
schmaler und mit einer Steigung von 60 cm™ weniger 16sungsmittelabhingig. Ein Beispiel fiir
starker 16sungsmittelabhingige (m = -2090 cm ') Halbwertsbreiten mittlerer GroBe wird von
5-Bromtryptophan gestellt.

Unter Beriicksichtigung der Fehler zeigen drei Verbindungen sehr dhnliche FWHMs im
Vergleich zu Tryptophan. Bei diesen handelt es sich um 5-Methyl-, 5-Fluor- und 6-Fluor-
tryptophan. Sie nehmen, wie aus den in Tabelle V.5 angegebenen Daten ersichtlich, jedoch
mit der Losungsmittelpolaritit zu, wobei 5-Methyltryptophan die groBte Steigung in der
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Analogon m Am b Ab R
SOHW 60 70 3030 10 0,267
50MeW -230 90 3100 10 0,663
SMeW 1090 220 4650 30 0,852
S5FW 490 140 4640 20 0,787
S5Brw -2090 1200 4090 140 0,525
6FW 740 260 4720 30 0,706
TINW 440 1030 4920 130 0,170
W -590 480 4800 60 0,399

Tabelle V.5 — Daten der linearen Anpassungen fiir die Losungsmittelabhéngigkeit der
Emissions-Halbwertsbreiten von Tryptophan und seinen Analoga. Dargestellt sind die Stei-

gungen m, die Achsenabschnitte b (bei Er™ = 0,5), die Fehler und der Korrelationskoeffizient.

linearen = Anpassung  zeigt.  7-Azatryptophan  zeigt eine  etwas  geringere
Losungsmittelabhdngigkeit in bezug auf die Verdnderung der Halbwertsbreiten, der Wert ist
aber wie auch bereits bei 5-Bromtryptophan sehr stark fehlerbehaftet.

Fiir 5-Methoxytryptophan sind die Verdnderungen der Halbwertsbreiten mit der
Losungsmittelpolaritit sehr dhnlich zu 5-Hydroxytryptophan. Sie sind jedoch systematisch
um 100 bis 200 cm’ verschoben. Die geringen Halbwertsbreiten von 5-Methoxy- und
verstirkt von 5-Hydroxytryptophan lassen sich mit der gr6eren Tendenz dieser Molekiile zur
Bildung von Wasserstoffbriicken erkldren, die zu einem solvensstabilisierten angeregten
Zustand fiihrt, so dass insgesamt weniger emittierende Zustinde populiert werden. Ein
weiterer Grund ist aber auch, dass fiir Fluorophore mit einer stark blau verschobenen
Emission, die also weniger Relaxationseffekten ausgesetzt sind, die Verteilung der
emittierenden Zustdnde schmaler sein wird und auch so zu einer schmaleren Emissionsbande
fithren sollte.

X. Stokes Shifts

Der Energieverlust zwischen Absorption und Emission von Strahlung, der Stokes Shift, wird
in Losungsmitteln sowohl durch generelle als auch durch spezifische Losungsmittel-
eigenschaften verursacht. [24] Unter Vernachldssigung spezifischer Losungsmitteleffekte, die
sich auf chemische Wechselwirkungen zwischen Fluorophor und Losungsmittel zuriickfithren
lassen, kann die Abhingigkeit des Stokes Shifts von der Losungsmittelpolaritit mit Hilfe der
Lippert-Gleichung (I1.16) beschrieben werden, [137,138] die einen linearen Zusammenhang
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Analogon m Am b Ab R
SOHW -210 350 6440 30 0,222
50MeW 360 410 6130 25 0,317
SMeW 7320 2330 5510 150 0,743
SFW 5370 980 4690 70 0,897

SBrw - - - - -
6FW 210 720 6500 50 0,105
TINW 4310 5470 6790 370 0,286
W 3150 1520 5690 100 0,569

Tabelle V.6 — Daten der linearen Anpassungen flir die Abhingigkeit des Stokes Shifts der
Tryptophan-Analoga von der Orientierungspolarisierbarkeit Af des Losungsmittels. Dar-
gestellt sind die Steigungen m, die Achsenabschnitte b (bei 4f =0,2), die Fehler und der

Korrelationskoeffizient R.

zwischen dem Stokes Shift eines Fluorophors und der Reaktionsfeldfunktion bzw.
Orientierungspolarisierbarkeit Af vorhersagt. [65]

Abbildung V.9 zeigt fiir Tryptophan und drei ausgewéhlte Tryptophan-Analoga die
Verdnderung des Stokes Shift mit der Orientierungspolarisierbarkeit Af der verwendeten
Losungsmittel. An die Daten wurden lineare Funktionen angepasst, deren Parameter in
Tabelle V.6 aufgefiihrt sind. Tabelle V.6 enthdlt des Weiteren auch die Daten fiir die
Anpassungen fiir alle Tryptophan-Analoga mit Ausnahme von 5-Bromtryptophan. Dieser
Fluorophor zeigte eine sehr geringe Absorption, so dass eine genaue Bestimmung der
Absorptionsmaxima unmoglich war. Daraus resultierend war auch die Bestimmung der
Stokes Shifts fiir 5S-Bromtryptophan nicht méglich.

In den hier verwendeten Losungsmitteln wird fiir Tryptophan nur eine geringe Verdnderung
des Stokes Shifts mit der Orientierungspolarisierbarkeit beobachtet. In Studien, die einen
groBeren Bereich an Orientierungspolarisierbarkeiten abdeckten [120], wurde ein groBerer
Einfluss des Losungsmittels auf den Stokes Shift festgestellt. Ein im Vergleich zu Tryptophan
noch geringerer Losungsmitteleinfluss wird in den verwendeten Alkoholen fiir 5-Hydroxy-
und 5-Methoxytryptophan beobachtet. Fiir 5-Methyl- und 5-Fluortryptophan wird eine etwas
verstirkte Abhdngigkeit des Stokes Shifts von der Orientierungspolarisierbarkeit des
Losungsmittels beobachtet, fiir 6-Fluortryptophan ist diese im Vergleich zu Tryptophan
jedoch leicht verringert. Aufgrund der sehr geringen Absorption der 7-Azatryptophan-Proben
war die Bestimmung der Absorptionsmaxima sehr stark fehlerbehaftet. Aus diesem Grund ist
auch die Abhidngigkeit des Stokes Shifts von der Orientierungspolarisierbarkeit des

Losungsmittels fiir 7-Azatryptophan mit einem sehr groBBen Fehler assoziiert. Fiir 5-Brom-
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Abbildung V.9 — Verdnderung des Stokes Shifts mit der Orientierungspolarisierbarkeit Af:
5-Fluortryptophan (O), Tryptophan (®), 5-Methoxytryptophan (V) und 6-Fluortryptophan (<)

tryptophan war sowohl die Ldslichkeit als auch die Absorption in den verwendeten
Losungsmitteln so gering, dass eine Bestimmung der Absorptionsmaxima und somit der
Stokes Shifts nicht moglich war.

Da sich, wie in V.IV angesprochen, die Absorptionsmaxima der untersuchten Fluorophore
nicht signifikant mit der Losungsmittelpolaritit (hier in Form der Orientierungs-
polarisierbarkeit Af) verdndern, sind die beobachteten Effekte allein auf die Abhidngigkeit des
Emissionsmaximums von der Lésungsmittelpolaritdt zuriickzufiihren. Deshalb wird an dieser
Stelle auf eine erneute Diskussion der bereits in V.V erlduterten Effekte verzichtet.

Xl. Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurden die statischen und dynamischen Fluoreszenzeigenschaften von
Tryptophan und sieben Tryptophan-Analoga vorgestellt, die in einer systematischen
Losungsmittelstudie unter Verwendung der Reihe der primidren n-Alkohole untersucht
wurden. Erstmalig wurden Informationen beziiglich der Losungsmittelabhingigkeit von
Emissionsmaxima, Quantenausbeuten, Lebenszeiten, Emissionshalbswertsbreiten und Stokes
Shifts der acht verwendeten Fluorophore unter identischen Messbedingungen geliefert. Diese
sind mittlerweile publiziert. [126]

Die unterschiedliche Losungsmittelabhdngigkeit der Tryptophan-Analoga ldsst sich auf die
verschieden grofen Dipolmomente ihrer mdglichen emittierenden Zustinde 'L, und 'L, im
Vergleich zu Tryptophan zuriickfiihren: Je nach Dipolmoment wird der 'L,-Zustand durch
Losungsmittelrelaxation so weit abgesenkt, dass er energetisch unter dem weniger polaren
'Ly-Zustand zu liegen kommen kann. Das Dipolmoment von 'L, bedingt so die fluoreszenz-

spektroskopisch untersuchte Umgebungssensitivitit des betrachteten Fluorophors.
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Die Analyse der erhaltenen Daten im Vergleich zu Tryptophan soll das mdgliche
Anwendungspotential von Tryptophan-Analoga als strukturerhaltende Alternativen zu
Tryptophan bei Untersuchungen der Proteinfluoreszenz aufzeigen. Dabei ist es von
besonderem Interesse, Tryptophan-Analoga zu identifizieren, die besser als Tryptophan als
Proben fiir die lokale Umgebung dienen konnen, z.B. dadurch, dass sie verstirkt auf
Polarititsverdnderungen der Umgebung oder der Exposition zum Ldsungsmittel reagieren.
Dariiber konnen z.B. Informationen iiber die Fluorophorposition im Protein bzw. deren
Verdanderung bei Konformationsdnderungen oder Interaktion mit Substraten gewonnen
werden. Des Weiteren ist es von Interesse, Tryptophan-Analoga zu identifizieren, die
aufgrund stark unterschiedlicher fluoreszenzspektroskopischer Eigenschaften eine klare
Trennung von den Beitrdgen nativer Tryptophanreste im Protein zulassen.

Fiir Tryptophan konnte in den untersuchten Losungsmitteln eine Abnahme der maximalen
Emissionswellenzahl (entsprechend einer geringen Zunahme der Emissionswellenlénge) bei
einer Erhohung der Losungsmittelpolaritidt beobachtet werden. Auch Quantenausbeuten und
Lebenszeiten einer biexponentiellen Anpassung nehmen dhnlich wie bei Proteinfluoreszenz-
untersuchungen mit der Losungsmittelpolaritit ab. Losungsmittelstudien lassen sich somit
prinzipiell zur Simulation von Fluorophorumgebungen unterschiedlicher Polaritit verwenden.
Es konnten einige Tryptophan-Analoga mit stark abweichenden Fluoreszenzeigenschaften
identifiziert werden: Die beiden Tryptophan-Analoga 5-Hydroxy- und 5-Methoxytryptophan
zeigen sehr groBe Quantenausbeuten und monoexponentielle Fluoreszenzlebenszeiten, die
sich nur gering mit der Losungsmittelpolaritit d&ndern. Dies gilt ebenfalls fiir die Emissions-
halbwertbreiten und Stokes Shifts. 5-Hydroxy- und 5-Methoxytryptophan sind somit
potentielle Substituenten fiir Tryptophan in Proteinfluoreszenzuntersuchungen, wenn Fluoro-
phore mit einer hohen konstanten Quantenausbeute benotigt werden. Des Weiteren sind sie
aufgrund der Blauverschiebung ihrer Emissionsmaxima von Interesse, wenn Fluorophore mit
unterschiedlichen spektralen Uberlappungen fiir FRET-Experimente bendtigt werden.

Auch 7-Azatryptophan und 5-Bromtryptophan konnten als Tryptophan-Analoga mit geringen
Quantenausbeuten und ebenfalls herausragenden spektralen Eigenschaften identifiziert
werden: Die bereits publizierte starke Umgebungssensitivitit von 7-Azatryptophan zeigt sich
z.B. in den Verdnderungen der Fluoreszenzlebenszeiten und Quantenausbeuten. Das stark rot
verschobene Emissionsmaximum ldsst dabei eine spektrale Separation von Tryptophan und
7-Azatryptophan zu. Das erstmalig fluoreszenzspektroskopisch charakterisierte 5-Brom-
tryptophan zeigt ebenfalls starke Abweichungen von Tryptophan: Das Emissionsmaximum
von 5-Bromtryptophan ist dhnlich wie das fiir 5-Hydroxy- und 5-Methoxytryptophan
erheblich blau verschoben. Die Quantenausbeuten von 5-Bromtryptophan sind im Gegensatz
zu denen der anderen Fluorophore jedoch sehr gering. Dies betont das Anwendungspotential
von S5-Bromtryptophan als einer zu Tryptophan strukturell dhnlichen, jedoch fast nicht
fluoreszierenden Alternative bei Anwendungen, in denen die Verringerung der Fluoreszenz-

beitrdge ausgewdhlter Tryptophanreste im Protein gewlinscht wird.
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VI. QUENCHINGUNTERSUCHUNGEN AN TRYPTOPHAN-
ANALOGA

l. Fragestellung

In Kapitel V wurde gezeigt, dass Tryptophan-Analoga niitzliche Alternativen zu Tryptophan
fir Untersuchungen der Proteinfluoreszenz darstellen, die unter Konservierung der
Proteinstruktur iiber verschiedene Methoden in das Protein inkorporiert werden konnen.
Proteinfluoreszenz-Experimente beschiftigen sich jedoch in der Regel nicht nur mit den
Fluoreszenzeigenschaften der verwendeten Fluorophore. So wird z.B. oft die allgemeine
Zuginglichkeit eines Fluorophors im Protein iiber Fluoreszenz-Quenching-Experimente mit
neutralem Acrylamid und den geladenen Spezies Casium (Cs"), Thallium (T1") und Iodid (I')
(vgl. Abschnitt II.IV.a) bestimmt. Fiir diese Untersuchungen wurden die meisten Tryptophan-
Analoga bislang nicht eingesetzt. Einzig 5-Hydroxytryptophan wurde fiir Fluoreszenz-
Quenching-Studien mit Acrylamid, lodid und Thallium verwendet. [139,140] Die dort
erhaltenen Stern-Volmer-Konstanten fiir das proteingebundene 5-Hydroxytryptophan wurden
jedoch nicht in Relation zu den Stern-Volmer-Konstanten von 5-Hydroxytryptophan in
wassriger Losung interpretiert. Bislang wurde nur fiir lodid-Quenching von
5-Hydroxytryptophan eine Stern-Volmer-Konstante ermittelt. [140]

Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit auf statischen Fluoreszenztechniken beruhende
Quenching-Experimente mit den im vorigen Kapitel vorgestellten Tryptophan-Analoga in
wassriger Losung durchgefiihrt, mit dem Ziel, die Stern-Volmer-Konstanten zu ermitteln.
AuBlerdem sollten Tryptophan-Analoga identifiziert werden, die eine von Tryptophan
unterschiedliche Loschung der Fluoreszenz zeigen. Eingesetzt wurde Acrylamid als neutraler
Quencher sowie lodid als anionischer und Césium als kationischer Quencher. Auf die
Verwendung von Thallium wurde aufgrund der Toxizitét seiner Salze verzichtet.

Im Folgenden wird wegen der Fiille an Daten exemplarisch die Auswertungsstrategie an
einem ausgewihlten Fluorophor demonstriert. Darauf folgend werden die erhaltenen Stern-
Volmer-Konstanten und bimolekularen Quenchkonstanten der Tryptophan-Analoga

vorgestellt und diskutiert.

Il. Quenching der Tryptophan-Analoga

a) Verédnderung der Fluoreszenzintensitéten

Abbildung V.1 =zeigt die Abnahme der Fluoreszenzintensitit einer waissrigen
5-Methyltryptophanldsung bei Quenching mit verschiedenen Konzentrationen an Acrylamid.

Es kann eine kontinuierliche Abnahme der Fluoreszenzintensitit ohne Veridnderung des
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Abbildung VI.1 — Quenching durch Acrylamid (AA): Abnahme der Fluoreszenzintensitéit von
identisch konzentrierten, jedoch mit unterschiedlichen Quencherkonzentrationen inkubierten
5-Methyltryptophanldsungen. Die Anregung erfolgte aufgrund der hohen Absorption von
Acrylamid bei niedrigen Wellenlédngen nicht wie bei allen anderen Quenchern am Anregungs-

Maximum des Fluorophors, sondern bei 295 nm.

Emissionsmaximums beobachtet werden (sieche Pfeil). Letzteres wurde ebenfalls {iber eine
Betrachtung der normierten Emissionsspektren kontrolliert.

Die Loschung der Fluoreszenz von 5-Methyltryptophan ist ebenso wie bei Tryptophan und
den anderen Tryptophan-Analoga auf dynamisches Quenching zuriickzufiihren. Dies wurde
mit Hilfe von Untersuchungen, die mit zeitaufgeldsten Fluoreszenztechniken an ausgewihlten
Tryptophan-Analoga durchgefiihrt wurden, und in Analogie zu dem ausschlielich
dynamischen Quenching von Tryptophan geschlossen (vergleiche Abschnitt I1.IV.a).

Die Auswertung erfolgt mit Hilfe der in Abschnitt II.IV.a) beschriebenen Stern-Volmer-
Auftragungen, bei denen das Verhdltnis aus Fluoreszenzintensitit vor und nach

Quencherzugabe gegen die Konzentration an zugesetztem Quencher aufgetragen wird.

I 0

S =K, [0] (IL4)
Die Stern-Volmer-Auftragung fiir das in Abbildung V.1 gezeigte Acrylamid-Quenching von
5-Methyltryptophan ist beispielhaft in Abbildung IV.5 dargestellt. Es ist jedoch nicht
moglich, aus dieser Auftragung direkt die Stern-Volmer-Konstanten des dynamischen
Quenchings durch Acrylamid zu bestimmen, da die Messdaten bei hohen
Quencherkonzentrationen Abweichungen von der Linearitét zeigen.

Auf die Darstellung der Stern-Volmer-Auftragungen fiir alle Quencher und alle Tryptophan-
Analoga wird an dieser Stelle aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet.
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Abbildung VI.2 — Stern-Volmer-Auftragung fiir Acrylamid-Quenching von 5-Methyl-
tryptophan. Dargestellt sind die iiber Integration {iber den gesamten Emissionswellenldngen-
bereich erhaltenen Messdaten vor (@) und nach (O) Beriicksichtigung einer Aktionssphéren-

abweichung. An letztere erfolgte lineare Anpassung.

b) Aktionssphérenabweichungen

Abweichungen von der Linearitit bei Stern-Volmer-Auftragungen der statischen
Fluoreszenzmessungen lassen sich prinzipiell auf zwei Effekte zuriickfithren: auf
kombiniertes Quenching (dynamisch und statisch) oder auf eine direkte Inaktivierung des
Fluorophors innerhalb einer Aktionssphiare bei der Anregung um den Fluorophor (vgl.
Abschnitt I1.IV.a).

Alle Stern-Volmer-Auftragungen der Tryptophan-Analoga, die von der Linearitit abwichen,
wurden deswegen zundchst auf Anteile von statischem Quenching mit Hilfe von
modifizierten Stern-Volmer-Auftragungen untersucht, in denen der quadratische Anteil einer

beide Quenchformen beinhaltenden Stern-Volmer-Auftragung linearisiert wird:

K, =(17°—1j[—;]=(KD+KS)+KD~KS-[Q] (I1.34)

Die Analyse von modifizierten Stern-Volmer-Auftragungen lieferte fiir keines der
Tryptophan-Analoga, die Abweichungen in ihren nicht modifizierten Stern-Volmer-
Auftragungen zeigen, Hinweise auf eine Kombination von statischem und dynamischem
Quenching. Sie sind deswegen hier nicht dargestellt.
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Fluorophor | V/cm® AV / [em’] r/A Ar /A
50HW 2,35-10%"  0,05-107 8,25 0,06
50MeW | 4,85-10%"  0,05-10° 10,50 0,04
5MeW 1,95-10%"  0,05-107 7,75 0,07
5FW 1,80-10"  0,05-10% 7,55 0,07
5Brw 4,25-10%"  0,05-107 10,05 0,04
6FW 2,95-10%"  0,05-107 8,90 0,05
TNW - - - -
W 3,00-10%"  0,05-107 8,95 0,05

Tabelle VI.1 —Volumina 7 und Radien r der Aktionssphédren, die bei den Tryptophan-Analoga

Abweichungen von der Linearitdt bei Quenching mit Acrylamid verursachen.

Infolgedessen kann geschlossen werden, dass die Nicht-Linearitit der Stern-Volmer-
Auftragungen auf Abweichungen durch Aktionssphéren zuriickzufiihren ist. Es sollte somit
mdglich sein, die Abweichungen zu kompensieren, indem die Abweichungen zeigende Stern-

Volmer-Auftragung

(14K, 0]

S =K, -exp([Q]-V-N,) (I133)
durch einen geeigneten Exponentialausdruck dividiert wird. Um diesen Exponentialausdruck
zu finden, wurde der Einfluss verschieden gro3er Aktionssphdren V auf die Linearisierung der
Auftragung von [p/I analysiert und der Wert fiir V' bestimmt, bei dem der
Korrelationskoeffizient R einer linearen Anpassung maximal wurde. Uber diese Methode
konnen sowohl das Volumen ¥V der jeweiligen Aktionssphére als auch die Stern-Volmer-
Konstante K des dynamischen Quenchings nach der Korrektur ermittelt werden.

Der einzige Quencher, bei dem messbare Einfliisse durch Aktionssphéren festgestellt werden
konnten, ist Acrylamid. Fiir Césium (Cs") und Iodid (I') wurden fiir die hier untersuchten
Tryptophan-Analoga keine derartigen Abweichungen festgestellt.

In Abbildung V.1 sind die erhaltenen Volumina /" und Radien r der Aktionssphéren fiir das
Acrylamid-Quenching der  Tryptophan-Analoga im  Vergleich zu  Tryptophan
zusammengestellt. Fiir 7-Azatryptophan konnte das Volumen und der Radius der
Aktionssphdre nicht ermittelt werden, da die Stern-Volmer-Konstante fiir 7-Azytryptophan
bei gleichzeitig sehr geringen Fluoreszenzintensititen in Wasser sehr gering ist und somit
Abweichungen von der Linearitidt bei einer starken Streuung der Daten nicht detektiert

werden konnen.
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Fluorophor | K, /M" AK,,/M"'| Kes/ M AKeo /M| K /M AK; /M
50HW 16,15 0,31 4,09 0,07 12,63 0,26
50MeW 20,50 0,16 3,92 0,07 13,72 0,12
5MeW 15,85 0,11 3,67 0,12 12,09 0,19
5FW 15,02 0,22 1,79 0,06 13,06 0,25
5BrW 41,60 0,83 9,08 0,60 22,58 0,62
6FW 18,85 0,23 1,97 0,06 15,02 0,20
TNW 1,960 0,067 0,485 0,023 4,360 0,049

w 16,86 0,18 2,52 0,08 12,00 0,15

Tabelle VI.2 — Stern-Volmer-Konstanten fiir Quenching der angegeben Tryptophan-Analoga
mit Acrylamid (AA), Todid (I') und Césium (Cs").

Die in Tabelle VI.1 protokollierten Volumina V" und Radien r der fiir die Tryptophan-Analoga
ermittelten Aktionssphiaren unterscheiden sich teilweise signifikant von den fiir Tryptophan
gefundenen Werten. So zeigen 5-Methyl-und 5-Fluortryptophan eine wesentlich geringere
Einflusssphidre als Tryptophan bei Quenching mit Acrylamid. Im Gegensatz dazu sind die
Einflusssphidren von 5-Methoxy- und 5-Bromtryptophan vergréfert. Fiir 5-Hydroxy- und
6-Fluortryptophan kann kein grofler Effekt des jeweiligen Substituenten auf die Grofie der
Einflusssphire festgestellt werden. Worauf die verdnderten Einflusssphéren der substituierten
Tryptophane beruhen, ist ohne eine genaue Kenntnis ihrer energetisch angeregten Zustéinde
spekulativ. Es ist davon auszugehen, dass die Substitution von Tryptophan mit verschiedenen
Substituenten und an unterschiedlichen Positionen des Indolrings die elektronische Struktur
des angeregten Zustandes und damit seine Interaktionsfihigkeit mit Acrylamid beeinflusst.
Ohne eine weitere Kenntnis des Quenching-Mechanismus’ von Acrylamid und seiner
Interaktion mit den untersuchten Fluorophoren im angeregten Zustand ist an dieser Stelle eine

Analyse nicht mdglich.

1. Ermittlung von Stern-Volmer-Konstanten

In Tabelle V.2 sind die fiir die jeweiligen Fluorophore und Quencher dargestellten Stern-
Volmer-Konstanten, die entweder direkt aus den Stern-Volmer-Auftragungen (I, Cs") oder
nach Beriicksichtigung einer Aktionssphirenabweichung (Acrylamid) ermittelt werden
konnten, aufgefiihrt. Eine graphische Darstellung der in Tabelle V.2 gezeigten Daten erfolgt
in Abbildung VI.3.

Man erkennt fiir die meisten Fluorophore, wie bereits fiir Tryptophan selbst, ein deutlich
effektiveres Quenching der Fluoreszenz durch Acrylamid im Vergleich zu lodid. Die

Quencheffizienz von Cidsium bei Quenching der Analoga ist (wie auch bereits fiir das
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Abbildung VI3 — Stern-Volmer-Konstanten fiir Tryptophan und die untersuchten
Tryptophan-Analoga fiir Quenching mit Acrylamid, Iodid (I') und Césium (Cs").

Quenching von Tryptophan, vgl. Abschnitt IV.IV) im Vergleich zu den anderen Fluoreszenz-
l6schern stark erniedrigt. Die erhaltenen Werte fiir die Stern-Volmer-Konstanten der
jeweiligen Fluorophore bei Fluoreszenzldoschung durch die drei Quencher verhalten sich
uniform und sind bis auf zwei Ausnahmen sehr dhnlich zu den Werten fiir Tryptophan selbst.
Fiir 5-Brom- und 7-Azatryptophan werden jedoch sehr stark unterschiedliche Stern-Volmer-
Konstanten im Vergleich zu Tryptophan erhalten: 5-Bromtryptophan lésst sich im Vergleich
zu Tryptophan wesentlich besser durch alle drei Fluoreszenzldscher quenchen und die Stern-
Volmer-Konstanten sind um Faktoren von bis zu 2,5 erhoht. Im Gegensatz dazu sind die
Stern-Volmer-Konstanten von 7-Azatryptophan im Vergleich zu Tryptophan um bis zu einem
Faktor von 3 verringert.

Bislang st fiir die Tryptophan-Analoga nur eine Stern-Volmer-Konstante fiir lodid-
Quenching von 5-Hydroxytryptophan in wissriger Losung veroffentlicht, die 8,4 M betrigt.
[140] Dieser ist wesentlich geringer als der hier bestimmte Wert von 12,63 M. Die héhere
Anzahl an Datenpunkten in der hier vorgestellten Arbeit sowie die gute Ubereinstimmung der
bestimmten Stern-Volmer-Konstanten fiir Tryptophan mit anderweitig publizierten
Ergebnissen spricht jedoch fiir die Richtigkeit des ermittelten Wertes.

Da die Stern-Volmer-Konstante gemil3 Gleichung (I1.4) als das Produkt von der Fluorophor-
Lebenszeit 7p und der bimolekularen Quenchkonstante &, gegeben ist, konnen die stark
unterschiedlichen Stern-Volmer-Konstanten sowohl auf die Interaktion der Fluorophore mit
dem jeweiligen Quencher (iiber die Quenchkonstante k,) oder auf die Zeit, die der Fluorophor
im angeregten Zustand verbringt und die ihm fiir Kontakte mit dem Quencher zur Verfiigung
steht (die Fluoreszenzlebenszeit 7y), zuriickzufiihren sein. Aus diesem Grund wurden aus den
ermittelten Stern-Volmer-Konstanten mit den in Abschnitt V.VII bestimmten gemittelten

Fluoreszenzlebenszeiten die bimolekularen Quenchkonstanten der Fluorophore bestimmt.
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Fluorophor Ky n Akga4 ks Akycs K Akgr
10°M st 100M st | 100Mst 1M | 100 MTsT 102 M s

50HW 4,67 0,09 1,18 0,02 3,66 0,07

50MeW 5,95 0,04 1,14 0,02 3,99 0,03

5MeW 6,63 0,04 1,53 0,05 5,06 0,08

5FW 5,88 0,08 0,70 0,02 5,11 0,10

5Brw 12,37 0,24 2,70 0,18 6,72 0,18

6FW 5,40 0,07 0,56 0,02 4,30 0,06

INW 1,58 0,05 0,39 0,02 3,50 0,04

W 6,62 0,07 0,99 0,03 4,71 0,06

Tabelle VI.3 — Stern-Volmer-Konstanten fiir Quenching der angegeben Tryptophan-Analoga
mit Acrylamid (AA), Todid (I') und Césium (Cs").

IV.  Ermittlung von bimolekularen Quenchkonstanten

Tabelle V1.3 zeigt die berechneten bimolekularen Quenchkonstanten der Tryptophan-Analoga
im Vergleich zu Tryptophan. Die enthaltenen Daten sind auBerdem in Abbildung VI.4
graphisch dargestellt. Es ist deutlich zu ersehen, dass die GroBe der gemittelten Fluoreszenz-
lebenszeit 7y des Fluorophors nur zu einem geringen Teil fiir die bei 7-Azatryptophan und
5-Bromtryptophan stark unterschiedlichen Stern-Volmer-Konstanten verantwortlich ist, da die
bimolekularen Quenchkonstanten sich ebenfalls fiir diese Verbindungen stark von denen fiir
Tryptophan unterscheiden.

Die bimolekularen Quenchkonstanten 4, sind nach Gleichung (VI.1) [24] das Produkt aus der

Quencheffizienz fp und der diffusionskontrollierten bimolekularen StoBkonstante ky:
K,=ky-to=f, k7, (VL1)

Somit konnten theoretisch aus den Quenchkonstanten die StoBkonstanten bestimmt werden.
Da jedoch die Quencheffizienzen der untersuchten Quencher noch nicht préazise bestimmt
wurden, wird an dieser Stelle darauf verzichtet. Es ist jedoch bekannt, dass die
Quencheffizienzen von lodid und Acrylamid nahezu eins sind, [24] wohingegen die
Quencheffizienz von Cisium ungefdhr 0,2 betrdgt. [84] Daraus kann dann fiir den Vergleich
von lodid-Quenching mit Acrylamid-Quenching gefolgert werden, dass sich die verringerten
Stern-Volmer-Konstanten und ebenso die verringerten Quenchkonstanten auf erschwerte
Diffusion des Quenchers lodid im Vergleich zu Acrylamid in Lésung erkldren lassen. Dies
konnte z.B. dadurch begriindet sein, dass lodid aufgrund seiner Ladung eine Hydrathiille

besitzt, die die Diffusion erschwert. Vergleiche zwischen den Stokonstanten von lodid und
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Abbildung VI.4 — bimolekulare Quenchkonstanten fiir Tryptophan und die untersuchten
Tryptophan-Analoga fiir Quenching mit Acrylamid, Iodid (I') und Césium (Cs").

Césium werden hier aufgrund der Unsicherheit in den Werten fiir die Quencheffizienzen nicht
gezogen.

Die Quenchkonstanten fiir 5-Bromtryptophan sind ebenso wie die Stern-Volmer-Konstanten
dieses Fluorophores im Vergleich zu Tryptophan und den anderen Tryptophan-Analoga stark
erhoht. Dies deutet darauf hin, dass die sehr hohen Stern-Volmer-Konstanten von
5-Bromtryptophan nicht etwa auf Effekten beruhen, die in einer sehr langen
Fluoreszenzlebenszeit (entsprechend einer langen Zeit, in der die Deaktivierung des
Fluorophors durch Quenching erfolgen kann) begriindet liegen. Vielmehr kann dieser
Fluorophor unabhidngig von seiner Fluoreszenzlebenszeit sehr gut mit den Quenchern
interagieren. Worauf dies beruht, kann an dieser Stelle nicht geklart werden. Moglich ist z.B.
eine verminderte Hydratation fiir 5-Bromtryptophan, so dass ein Eindringen der Quencher
zum Fluorophor vereinfacht wird.

Fiir 7-Azatryptophan sind dagegen die Quenchkonstanten nicht so stark wie im Vergleich zu
den Stern-Volmer-Konstanten der anderen Analoga erniedrigt. Insofern sind die sehr geringen
Stern-Volmer-Konstanten fiir 7-Azatryptophan fiir alle drei Quencher groftenteils in der
kurzen gemittelten Fluoreszenzlebenszeit dieses Fluorophors begriindet. Da 7-Azatryptophan
im Vergleich mit den anderen Fluorophoren nur eine recht geringe Zeit im angeregten
Zustand verweilt, steht auch weniger Zeit fiir eine Deaktivierung durch den Quencher zur

Verfiigung.
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V. Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurden erstmals systematische Quenching-Untersuchungen mit den drei
gebrauchlichsten Fluoreszenzloschern von Tryptophan an Tryptophan-Analoga in wéssriger
Losung durchgefiihrt. Die erhaltenen Daten wurden mit den Werten fiir Tryptophan
verglichen, und, soweit Daten vorhanden waren, in den Kontext der Literatur gestellt. Fiir die
meisten Tryptophan-Analoga wurde ein sehr &hnliches Quenching im Vergleich zu
Tryptophan festgestellt. Fiir 5-Bromtryptophan und 7-Azatryptophan werden jedoch starke
Abweichungen von Tryptophan beobachtet: Fiir 5-Bromtryptophan werden wesentlich
vergroferte Stern-Volmer-Konstanten beobachtet, die auf stark erhdhten StoBkonstanten fiir
den Fluorophor-Quencher-Kontakt beruhen. Fiir 7-Azatryptophan sind die Stern-Volmer-
Konstanten stark erniedrigt. Anders als bei 5-Bromtryptophan ist dies aber auf die sehr kurzen
Lebenszeit von 7-Azatryptophan zuriickzufiihren, die das zeitliche Fenster, in dem Fluorophor
und Quencher miteinander wechselwirken kdnnen, minimiert.

Das festgestellte unterschiedliche Quenchverhalten dieser beiden Tryptophan-Analoga bietet
ein neuartiges Anwendungspotential in Proteinfluoreszenzuntersuchungen: Durch die
Verwendung von 5-Bromtryptophan kann eine sehr sensitive Probe in das Protein eingebracht
werden, mit der genauer als mit Tryptophan selbst die Fluorophorzuginglichkeit bestimmt
werden kann. Auch konnte es moglich sein, Quenching von 5-Bromtryptophan im Beisein
weiterer Tryptophanreste zu untersuchen. Durch die Anwesenheit von 7-Azatryptophan in
einem Protein, dessen Fluorophore mit Hilfe von Quenching-Untersuchungen auf ihre
Zugénglichkeit hin untersucht werden sollen, kann des Weiteren die Interpretation der Daten
vereinfacht werden: Da sich die Fluoreszenz von 7-Azatryptophan nur vermindert 16schen
lasst, kann durch Substitution ausgewéhlter Tryptophanreste mit 7-Azatryptophan ein
Fluorophor eingebracht werden, der in Quenching-Untersuchungen nur einen geringen
Beitrag zeigt. Somit kann durch die Alternative 7-Azatryptophan die Auswertung von
Quenching-Daten bedeutend vereinfacht werden.

Die bislang noch nicht erfolgte Verwendung von Tryptophan-Analoga bei Quenching-
Untersuchungen von Proteinen kann somit einen wichtigen Beitrag zur Aufklidrung von

Proteinstrukturen iiber die Bestimmung von Fluorophorzugénglichkeiten liefern.
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VII. DAS REDOXABHANGIGE PROTEIN 2-CYSTEIN
PEROXIREDOXIN

l. Biologische Relevanz

Metabolische Reaktionen in aeroben Organismen laufen oft unter der Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (,reactive oxygen species’; ROS) ab. Zu ihnen zdhlen nicht nur freie
Radikale wie das Superoxid-lon und das Hydroxyl-Radikal, sondern auch Wasserstoffperoxid
und Singulett-Sauerstoff. [141] Weitere Beispiele fiir ROS sind Alkylhydroperoxide, die
durch chemische Reaktion von ungesittigten organischen Verbindungen mit Radikalen oder
durch enzymatische Reaktion von mehrfach ungesittigten Lipiden mit Lipoxygenasen
entstehen konnen. [142] In aeroben photosynthetischen Organismen entstehen reaktive
Sauerstoffspezies speziell im Bereich der Elektronentransferketten in Mitochondrien und
Chloroplasten, wohingegen in tierischen Organismen ROS vor allem in der Atmungskette
gebildet werden. [3]

Da die ordnungsgemifBe Beteiligung reaktiver Sauerstoffspezies im Pflanzenmetabolismus
und in der molekularen Biologie nur unter genau kontrollierten Bedingungen gegeben
ist, [141] wurde im Laufe der Evolution eine Reihe von Antioxidationssystemen entwickelt,
um die schiddlichen Einfliisse der ROS auf Nucleinsduren, Lipide und Proteine, wie z.B. die
Oxidation der Biomolekiile und die Einleitung von Kettenreaktionen, zu verringern. [143] Zu
diesen Systemen zdhlen eine Vielzahl von Enzymen wund nicht-enzymatischen
niedermolekularen Verbindungen. [144]

In Pflanzen befindet sich die Hauptquelle der ROS am Photosystem I, wo Sauerstoff
zusammen mit den entstandenen reduzierten Spezies zunichst zum Superoxid-Ion (O;") und
dann zu Wasserstoffperoxid (H,O;) umgesetzt wird. In Chloroplasten kommen z.B. vier
Typen von Entgiftungssystemen vor, die flir das Abfangen der reaktiven Sauerstoffspezies auf
Hydroperoxidbasis verantwortlich sind. Zu ihnen zdhlen die zwei Ascorbatperoxidasen
(APx), die sich im Stroma bzw. an die Thylakoidmembran gebunden befinden, und die fiir die
Reduktion von H»0,, aber nicht von Alkylhydroperoxiden verantwortlich sind. AuBerdem
existieren drei Typen von Enzymen, die fiir die Reduktion von Alkylhydroperoxiden
verantwortlich sind - die Lipid-Hydroperoxid-Reductase, die stromale Phospholipid-
Hydroperoxid-Glutathion-Peroxidase (PHGPx) und das dimere 2-Cystein Peroxiredoxin
(2-CP), das in dieser Arbeit untersucht wurde. [144]

Das dimere 2-Cystein Peroxiredoxin zdhlt zu der Gruppe der Peroxiredoxine (Prx). Diese
Enzyme reduzieren verschiedene Alkylhydroperoxide und Wasserstoffperoxid mit Hilfe
katalytisch aktiver Cysteinreste zu den entsprechenden Alkoholen bzw. Wasser. Eine der
bemerkenswertesten Eigenschaften der Peroxiredoxine ist, dass sie himfreie Peroxidasen sind

und deswegen auf einen externen Elektronendonor angewiesen sind. Da reduziertes
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Thioredoxin oft die Rolle des Elektronendonors tibernimmt, werden die Peroxiredoxine auch
oft als Thioredoxin-Peroxidasen bezeichnet. [ 144]

Der Reaktionsmechanismus der Peroxiredoxine ist robust, unabhidngig von sensitiven
Cofaktoren und aktiv gegeniiber einer hohen Zahl von Peroxiden. Dies macht sie, trotz ihrer
geringen enzymatischen Effizienz mit Geschwindigkeitskonstanten in der GroBenordnung
von 10° M's”, zu einem wichtigen Teil des antioxidierenden Verteidigungssystems in
Pflanzenzellen. Nur unter nichtphysiologischen Bedingungen wird der katalytisch aktive
Cysteinrest zur Sulfinsdure oxidiert und dadurch das Peroxiredoxin irreversibel inaktiviert.
[145] Die von ihnen katalysierte Reduktion der Peroxide (LOOH) zu Alkoholen bzw. Wasser

(LOH) unter Oxidation der Cysteinreste des Peroxiredoxins ldsst sich liber
LOOH + Prx(SH), — LOH + PrxS,

formulieren. Peroxiredoxine kommen in allen Organismen von Archaebakterien zu
Sdugetieren vor und sind zwischen 150 und 220 Aminosduren groB3. In Abhéngigkeit von der
Positionierung ihrer Cysteinreste innerhalb der Aminosduresequenz und der Anordnung ihrer
Untereinheiten werden die Peroxiredoxine in die Klassen der [-Cystein Peroxiredoxine
(1-CP) und der 2-Cystein Peroxiredoxine (2-CP) differenziert, die entsprechend ihrer
Bezeichnung einen oder zwei konservierte Cysteinreste enthalten. [144,145]

In den 1-Cystein Peroxiredoxinen ist fiir die Katalyse nur der eine konservierte Cysteinrest
verantwortlich, obwohl sie in einigen Organismen zusitzliche Cysteinreste enthalten konnen,
die aber nicht am katalytischen Mechanismus beteiligt sind.

Fiir die 2-Cystein Peroxiredoxine konnen in Abhéngigkeit des Katalysemechanismus und der
Aminosduresequenz drei Unterklassen differenziert werden: Die dimeren 2-Cystein
Peroxiredoxine bestehen aus dimeren Enzymen, die iiber Disulfidbriicken aus zwei
identischen Untereinheiten gebildet werden. Die Klasse der monomeren Typ I Peroxiredoxine
besteht aus monomeren Enzymen, die eine intramolekulare Disulfidbriicke wihrend der
Katalyse zeigen. Bei ihnen sind die beiden die Disulfidbriicke bildenden Cysteine in der
Regel durch vier Aminosduren voneinander getrennt. Die dritte Klasse wird schlieBlich von
den monomeren Typ Il Peroxiredoxinen gebildet, die zwei Cysteine beinhalten, von denen
aber nur eines fiir die katalytische Aktivitét erforderlich ist.

Das hier zu untersuchende dimere 2-Cystein Peroxiredoxin zeichnet sich wie alle
Peroxiredoxine durch seine variable Substratspezifitit im Vergleich zu anderen
antioxidierenden Enzymen aus: Neben Wasserstoffperoxid (H,O,) koénnen sie ebenfalls
Alkylhydroperoxide (LOOH) reduzieren. [143] Sie konnen aber des Weiteren auch aus
Stickoxid und Superoxid gebildetes Peroxynitrit (O,NO’) reduzieren, das #hnlich wie
Peroxide DNA und Proteine durch Oxidation schidigen kann. [142] 2-Cystein Peroxiredoxine
sind in der Lage, sich reversibel an der Thylakoidmembran anzulagern, [145] so dass sie vom
Stroma in direkte Ndhe zu den Photosystemen I und II, den Entstehungsorten ihrer Substrate,

gelangen konnen (vgl. Abbildung VIII.1).
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Abbildung VII.1 — Das 2-Cystein Peroxiredoxin (Prx), das sich an der Thylakoidmembran
anlagern kann, katalysiert in Pflanzen die Reduktion von reaktiven Sauerstoffspezies wie
Wasserstoffperoxid (H,0,), Alkylhydroperoxiden (LOOH) und Peroxynitrit O,NO™, die bei
der Photosynthese in den Photosystemen (PS) I und II entstehen. Die Regeneration kann

durch Thioredoxin (Trx) erfolgen. (Abbildung entnommen aus [145])

Der Oxidationszustand der Cysteinreste der 2-Cystein Peroxiredoxine hat starken Einfluss auf
ithre Struktur: Im oxidierten Zustand liegen 2-Cystein Peroxiredoxine antiparallel angeordnet
und iiber zwei Disulfidbriicken miteinander verkniipft als Dimere vor. [145] Bei Reduktion
erfolgt in vielen Organismen oft jedoch keine Monomerisierung durch die Spaltung der
Disulfidbriicken. Z.B. kann 2-Cystein-Peroxiredoxin aus M. tuberculosis als ringformiges
Dekamer (bzw. Penta-Dimer (a)s) vorliegen, [146] das aus humanen Erythrocyten
kristallisiert sogar im oxidierten Zustand dekamer. [147] Die Faktoren, die zu der Deka-
/Oligomerisierung des 2-Cystein Peroxiredoxins fiihren, sind noch nicht verstanden. [148] Es
gibt jedoch Hinweise darauf, dass die Oligomerisation des 2-Cystein Peroxiredoxins redox-
sensitiv ist, da fiir das Protein aus S. #yphimurium im oxidierten Zustand iiber
Strukturanalysen, Lichtstreuungsexperimente und Untersuchungen der Sedimentation eine
Favorisierung der Dimer-Struktur sowie niederer Oligomere berichtet wurde. Unter
reduzierenden Bedingungen wird die dekamere (a;)s-Struktur bevorzugt. [148]

Das hier zu untersuchende 2-Cystein Peroxiredoxin aus Gerste ist das erste identifizierte
pflanzliche 2-Cystein Peroxiredoxin und wurde 1996 isoliert. Die Aminosduresequenz ist in
Abbildung VII.2 dargestellt. Von den 210 Aminosduren sind 22 fiir spektroskopische
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PDB-Eintrag Ahnlichkeit Organismen Autor, Jahr

1QQ2 75 % R. norvegicus Hirotsu, 1999

1QMV 75 % H.sapiens g 1 sder, 2000
(Erythrocyten)

1E2Y 66 % C. fasciulata Alphey, 2000

1KYG 58 % S. typhimurium Wood, 2002

Tabelle VII.1 — Homologie zwischen 2-Cystein Peroxiredoxin aus Gerste und aus anderen
Organismen. [149,150]

Untersuchungen interessant: zwei Tryptophane an den Positionen 99 und 189, sieben

Tyrosine und dreizehn Phenylalanine.

Il. Strukturelle Voriiberlegungen

Fiir das 2-Cystein Peroxiredoxin aus Gerste existiert bislang keine Kristallstruktur. Um einen
Anhaltspunkt fiir die ungefdhre Struktur des Proteins und speziell die Lage der zwei
intrinsischen Tryptophanreste zu erhalten, wurden 2-Cystein Peroxiredoxine unterschiedlicher
Organismen mit bekannter Struktur, die als Eintrdge in der ,,RCSB Protein Data Bank* [149]
zu finden sind, auf ihre Homologie® zu 2-Cystein Peroxiredoxin aus Gerste untersucht. Die
Homologie-Untersuchung wurde iiber einen paarweisen Abgleich der Primirsequenz mit
Hilfe von BLAST® (= Basic Local Alignment Search Tool) durchgefiihrt, das auf der
BLAST®-Homepage [150] kostenfrei zuginglich ist. Die Daten der vier gefundenen Proteine
mit der groBten Ahnlichkeit sind in Tabelle VII.1 aufgefiihrt.

Zu tberpriifen ist, ob die Strukturen der gefundenen Proteine auch mit der fiir das Gersten-2-
Cystein-Peroxiredoxin zu erwartenden iibereinstimmt. Deswegen wurde fiir die Sequenz des
Gersten-2-Cystein Peroxiredoxins mit Hilfe des online frei verfligbaren Tools NPS@ (=
Network Protein Sequence @nalysis) unter Verwendung mehrerer Verfahren’ eine
Sekundirstrukturvorhersage berechnet. [151] Uber eine Zusammenfassung der Ergebnisse
wurde eine Vorhersage fiir die Sekundarstruktur erhalten, die iiber eine farbliche Buchstaben-
codierung fiir die erhaltenen Strukturmotive im Vergleich zur Aminosdure-Sequenz in
Abbildung VII.2 wiedergegeben ist.

¢ Identitit bzw. Vergleichbarkeit der Aminoséuresequenz
" Bei diesen handelt es sich um die Vorhersagemethoden DPM, DSC, GOR4, HNNC, PHD, Predator, SIMPA96,
SOPM und Second Consensus.
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Abbildung VII.2 — Vergleich zwischen der berechneten Struktur des 2-Cystein Peroxiredoxins
aus Gerste (2-CP) und den in den PDB-Eintrdgen enthaltenen Strukturdaten fiir die vier zu
2-CP dhnlichsten Proteine aus Tabelle VII.1 (1QMV, 1QQ2, 1E2Y, 1KYG). Farblich codiert
sind fiir Berechnung / Strukturdaten a-Helix- und Bereiche. Fiir die verdffent-
lichten Strukturen sind auBerdem an Schleifen beteiligte Aminosduren gekennzeichnet.
Schwarz belassene Aminosduren befinden sich in nicht klar definierten Sekundérstruktur-

bereichen. Die Nummerierung der Aminosiuren entspricht ihrer Abfolge im Gersten-Protein.

Mit Hilfe des ebenfalls online verfiigbaren Tools SAS (Sequence Annotated by Structure)
[152] wurde ein struktureller Vergleich der vier zu 2-Cystein Peroxiredoxin aus Gerste
dhnlichsten Proteine mit bekannter Kristallstruktur aus Tabelle VII.1 durchgefiihrt. Die
erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung VII.2 im Vergleich zu den Informationen der
gemittelten Struktur-Berechnung fiir das 2-Cystein-Peroxiredoxin aus Gerste zusammen-
gestellt. Aus der Gegentiberstellung wird deutlich, dass sich mit Ausnahme eines vermutlich

falschlicherweise als a-Helix vorhergesagten Bereichs der Aminosduren 27 bis 37 die
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Abbildung VII.3 — Die Kristallstrukturen der Proteine mit hochster Homologie zu 2-Cystein
Peroxiredoxin aus Gerste. PDB-Eintrag bzw. Literaturstelle: 1QQ2 - [153]; IKYG - [148];
1E2Y - [154]; IQMYV - [147].

berechnete Sekundérstruktur-Vorhersage mit den Strukturen der vier kristallisierten Proteine
deckt. Aus diesem Grund kann davon ausgegangen werden, dass die verdffentlichten
Kristallstrukturen als Basis fiir die Struktur des 2-Cystein Peroxiredoxins aus Gerste
verwendet werden konnen.

Abbildung VIL.3 zeigt eine Gegeniiberstellung der vier verdffentlichten Strukturen: Trotz
unterschiedlicher Oxidations- (1QQ2 und 1KYG liegen oxidiert, 1E2Y und 1QMV reduziert
vor) und Aggregations-Zustinde (1QQ2: Dimer, 1KYG: Pentamer-Fragment, moglicherweise
Dekamer, 1E2Y und 1QMV: Dekamer) sind die jeweiligen Kristallstrukturen bei der
Betrachtung einer einzelnen Dimer-Einheit unabhingig vom Oxidationszustand sehr &hnlich.
Insofern ist davon auszugehen, dass auch das 2-Cystein Peroxiredoxins aus Gerste sehr
dhnlich zu den vier gezeigten Strukturen ist.

Fiir den folgenden Strukturvergleich wurden die Strukturdaten des Thioredoxin-Peroxidase B
aus humanen Erythrocyten (1QMV) gewihlt, [147] das eines der beiden Proteine mit einer
Sequenz-Homologie von 75 % ist. AuBlerdem ist es das einzige Protein, das auch einen
vergleichbaren C-terminalen Bereich wie das 2-Cystein Peroxiredoxin aus Gerste enthilt (vgl.
Abbildung VIIL.2). Die Struktur der humanen Thioredoxin-Peroxidase B ist in Abbildung

VIIL.4 dargestellt. Zur iibersichtlicheren Darstellung wurde die eine Dimerhélfte entsprechend
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Abbildung VII.4 — Die Kristallstruktur der Thioredoxin-Peroxidase B aus Erythrocyten
(2-Cystein  Peroxiredoxin, 1QMV). [147] Die Kennung der gekennzeichneten
Tryptophanreste entspricht ihrer Position im Gersten-2-Cystein Peroxiredoxin. Die Ansicht

erfolgt aus zwei um 90° versetzten Winkeln (,,oben* bzw. ,,vorne®).

threr Sekundirstrukturbereiche farblich gekennzeichnet und die andere einheitlich grau
belassen.

Deutlich zu erkennen ist der fiir die Thioredoxin-Peroxidase B gegebene Aufbau der Dimere
aus zwei halbschalenartigen Hélften mit einer recht geringen Kontaktfldche, speziell in der
Aufsicht von oben. Die fiir fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen relevanten jeweils
zwei Tryptophanreste pro Monomereinheit befinden sich an einer sehr stark von der Dimer-
Verbundstelle abgewandten Seite (Trp86 der Thioredoxin-Peroxidase B) bzw. direkt am
Dimerverbund (Trpl176). Beide Tryptophane befinden sich gemiB dieser Struktur nicht

l6sungsmittelexponiert, sondern relativ geschiitzt innerhalb des Proteins. Zu erwéhnen ist
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Abbildung VII.5 — Die Struktur des 2-Cystein Peroxiredoxin-Dekamers aus Erythrocyten.
[147] Dunkelblau gekennzeichnet sind die Tryptophanreste, die Trp99 im Gersten-Protein
entsprechen.

auBerdem die starke Nihe des Tryptophanrestes 176 zum Cysteinrest 172. Uber die
erwihnten Analogieschliisse ist fiir das 2-Cystein Peroxiredoxin aus Gerste davon
auszugehen, dass die erwédhnten Tryptophane 86 und 172 der Thioredoxin-Peroxidase B den
Tryptophanresten des Gersten-Proteins an den Positionen 99 und 189 entsprechen und sich
diese somit ebenfalls am Dimerverbund bzw. an der vom Dimerverbund abgewandten Seite
befinden. Auch ist davon auszugehen, dass sich der Tryptophanrest 189 in rdumlicher Nihe
zum Cysteinrest 185 befindet, der fiir die Ausbildung der Disulfidbriicke mit der anderen
Dimerhélfte verantwortlich ist.

Zu erwihnen sind auflerdem die drei farbig gekennzeichneten Argininreste der Thioredoxin-
Peroxidase B an den Positionen 127 (cyan), 150 (blau) und 157 (violett), die aufgrund ihrer
primir- und sekundir-strukturellen Daten den Argininresten 140, 163 und 170 des 2-Cystein
Peroxiredoxins aus Gerste entsprechen diirften. Uber einen Vergleich mit der Erythrocyten-
Struktur ist davon auszugehen, dass sich der Tryptophanrest 189 des Gersten-Proteins in

rdumlicher Néhe zu den jeweiligen Argininen 140 und 163 der gleichen Dimerhilfte sowie in
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Nihe zu dem Argininrest 170 der gegeniiberliegenden Dimereinheit befindet. Interessant ist,
dass am Dimerverbund solch eine starke Hiufung polarer bzw. geladener Aminosduren
existiert. Dies deutet auf Dimerbildung nicht nur durch die Kniipfung zweier Disulfidbriicken,
sondern auch auf eine =zusitzliche Unterstiitzung durch polare bzw. ionische

Wechselwirkungen hin.

1. Fragestellung

Spektroskopisch soll nun iiberpriift werden, ob fiir das 2-Cystein Peroxiredoxin aus Gerste die
iiber Analogieschliisse zu erwartende Struktur verifiziert werden kann. Dabei stiitzen sich die
Untersuchungen auf die beiden intrinsischen Tryptophanreste des 2-Cystein Peroxiredoxins.
Durch  Verwendung geeigneter Einzeltryptophan-Mutanten werden selektiv  die
Fluoreszenzbeitrage der Tryptophanreste 99 und 189 untersucht. Die Analyse ausgewéhlter
Arginin-defizienter Mutanten (R140Q, R163Q, R170Q) soll aulerdem Informationen {iber ihr
eventuelles Vorkommen in der Umgebung des Tryptophanrestes 189 liefern.

Betrachtet werden im Folgenden die erhaltenen Anregungs- und Emissionsspektren, sowie die
ermittelten Lebenszeiten der beiden Fluorophore. Zuginglichkeiten der Fluorophore fiir
neutrale (Acrylamid) und ionische Quencher (Iodid, Cédsium) sollen auBBerdem Schliisse auf
Losungsmittelexposition und Ladungsverhiltnisse der Umgebung zulassen. Durch Messungen
in Abhéngigkeit des Oxidationszustandes sollen Riickschliisse auf strukturelle Verdnderungen
erhalten werden, da einige 2-Cystein Peroxiredoxine dekamer (vgl. Abbildung VIL.5) bzw.
oligomer vorliegen konnen, die Oligomerisierung jedoch auf unterschiedliche Effekte
zurlickgefiihrt wird, wie z.B. die lonenstéirke des Losungsmittels und den Oxidationszustand.
Ein Teil der hier vorgestellten Ergebnisse wurde bereits in Kooperation mit der Arbeitsgruppe
von Prof. K.-J. Dietz veroffentlicht. [155]

Iv. Fluoreszenzanalyse der 2-CP-Mutanten W99L und W189L

a) Anregungs-Emissionsspektren von 2-CP

In Abbildung VII.6 sind die Anregungs-Emissions-Spektren von oxidiertem 2-Cystein
Peroxiredoxin aus Gerste sowie seinen beiden Einzeltryptophan-Mutanten W99L und W189L
dargestellt.

Im Vergleich zu dem in Abbildung III.4 dargestellten Anregungs-Emissions-Spektrum von
Tryptophan in wéssriger Losung ist der Fluoreszenzbeitrag der beiden Tryptophanreste im
nativen Protein blau verschoben. Dies ist typisch fiir Tryptophanfluoreszenz von Proteinen:
Aufgrund der Abschirmung durch die anderen Aminosduren innerhalb des nativen Proteins
sind die Tryptophanreste dort verminderter Losungsmittelrelaxation ausgesetzt, was zu einer
Blauverschiebung der Fluoreszenz fiihrt (vgl. Abschnitt I1.II1.d). Eine genaue Diskussion tiber

das Ausmaf} der Blauverschiebung der 2-Cystein Peroxiredoxin-Fluoreszenz und speziell die
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Abbildung VII.6 — Die Anregungs-Emissions-Spektren des 2-Cystein Peroxiredoxin-Wildtyps
und der Mutanten WI189L und W99L. Diese Einzeltryptophan-Mutanten liefern die reinen
Fluoreszenzbeitrige der beiden 2-CP-Tryptophane an den Positionen 99 (Trp99) und 189
(Trp189). Zur besseren Vergleichbarkeit sind die AES auf den Maximalwert der

Fluoreszenzintensitit normiert.

Analyse liber die Lage der Emissionsmaxima der Einzeltryptophan-Mutanten erfolgt in
Abschnitt VIL.IV.b).

Obwohl im Wildtyp des 2-Cystein Peroxiredoxins sieben Tyrosine im Vergleich zu nur zwei
Tryptophanen vorkommen, wird fast keine Fluoreszenz von Tyrosin im charakteristischen
Emissionswellenldngenbereich von 300 bis 310nm beobachtet. Dies ist neben
Tyrosinatbildung oder Quenching der Tyrosinfluoreszenz im Protein vor allem auf FRET von

Tyrosin auf Tryptophan innerhalb des Proteins (vgl. Abschnitt I1.IV.b) zuriickzufiihren und
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deutet damit auf eine der recht kompakte Struktur des 2-CP hin, in der sich die 14 Tyrosine
der untersuchten 2-Cystein-Peroxiredoxin-Dimere im Mittel nicht weit entfernt von einem der
vier Tryptophanreste als den potentiellen Fluoreszenz-Akzeptoren befinden.

Ein Vergleich mit der Struktur der dimeren Thioredoxin-Peroxidase B [147] bestitigt dies:
Dort sind die Abstinde zwischen Tyrosin und seinem jeweils ndchsten benachbarten
Tryptophanrest zwischen 5 und 20 A groB und somit vergleichbar mit den in Abschnitt
ILIV.b) fiir Tryptophan und Tyrosin erwihnten Forster-Radien. Somit kann theoretisch jeder
Tyrosinrest einen groen Teil seine Anregungsenergie iiber FRET auf einen der vier
Tryptophanreste iibertragen.

Die Einzeltryptophan-Mutanten des 2-Cystein-Peroxiredoxins zeigen in den AES interessante
Abweichungen vom Wildtyp: Das Spektrum der nur die Fluoreszenz des Tryptophanrestes
Trp99 zeigenden Einzeltryptophan-Mutante 2-CP W189L® weicht nur gering von dem des
Wildtyps ab. Im Gegensatz dazu ist das AES der Mutante mit nur dem einzelnen
Tryptophanrest Trp189 stark unterschiedlich: Vor allem ist augenfillig, dass im Emissions-
wellenldngen-Bereich von 300 bis 310 nm fiir Trp189 eine deutliche Fluoreszenzzunahme zu
beobachten ist. Dies ist nicht auf eine extreme Blauverschiebung der Fluoreszenz dieses
Tryptophanrestes im Vergleich zu den Spektren des Wildtyps zurilickzufiihren.
Wahrscheinlicher ist dagegen, dass die Fluoreszenzerhohung in diesem Bereich auf
verminderten Tyrosin-Tryptophan-Energietransfer zuriickzufiihren ist, so dass im Spektrum
des Proteins jetzt verstirkt Beitrdge von sowohl Tyrosin als auch Tryptophan zu erkennen
sind. Dafiir spricht, dass sich im rot verschobenen Bereich des Spektrums die Fluoreszenz
nicht signifikant verringert. Dies fiihrt zu einer asymmetrischen Form des Spektrums, die auf
Emission von mehr als einem Fluorophor zuriickzufiihren ist.

Daraus kann abgeleitet werden, dass es einen Tryptophanrest im 2-Cystein Peroxiredoxin
gibt, der hauptséchlich als Akzeptor fiir Energietransfer von Tyrosin aus dient. Bei diesem
handelt es sich um den Tryptophanrest an Position 99. Diese Beobachtung kann auf mehrere
Arten gedeutet werden. Die einfachste und wahrscheinlichste Erklérung ist, dass sich der
GroBteil der Tyrosinreste in der Ndhe von Trp99 und nicht in der Ndhe von Trp189 befinden,
da so die Energietransfereffizienz auf Trp99 aufgrund des geringeren Abstandes geméf
Gleichung (I1.39) hoher ist. Es kann jedoch auch zusétzliche Griinde geben: Der Tyrosinrest,
der sich gemidf3 der in Abbildung VII.4 gezeigten Kristallstruktur in néchster Nachbarschaft
zu einem Tryptophan um 2-CP befindet, ist der Tyrosinrest 164 in einer Entfernung von ca.
5 A. Es wire somit zu erwarten, dass er alle seine Anregungsenergie auf einen Akzeptor
tibertrdgt. Sein nichster Nachbar ist jedoch nicht ein Trp99, sondern ein Trpl89.
Energietransfer von Tyr164 auf Trp189 konnte nun z.B. trotz groer Nihe nicht stattfinden,

wenn die Orientierung der beiden Fluorophore stark unglinstig ist. Dies ist jedoch

¥ In dieser Mutante ist der Tryptophanrest (W) an Position 189 durch ein Leucin (L) substituiert. Analog dazu
zeigt die Mutante W99L nur die Fluoreszenz des Tryptophanrestes Trp189, weil bei ihr der Tryptophanrest
Trp99 durch Leucin ersetzt wurde.
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unwahrscheinlich, weil eine gewisse Bewegungsfreiheit innerhalb des Proteins immer noch
gegeben sein sollte. Moglich wiére jedoch auch, dass kein Energietransfer von Tyrosin auf
Tryptophan stattfindet, wenn in der Umgebung des Trpl189 kein Tyrosin, sondern das in
polarer Umgebung gebildete Tyrosinat vorliegt. Da die Fluorophorumgebung am Dimer-
verbund des 2-CP stark polar ist, konnte diese Erkldrung fiir verminderten Energietransfer auf
Trp189 auBlerdem in Betracht kommen. Energietransfer von einem beliebigen Tyrosin auf
Trp189 wire auBBerdem nicht (als eine Zunahme an Tryptophanfluoreszenz) zu beobachten,
wenn die Fluoreszenz von Trp189 stark gequencht wiére.

Die starke Zunahme an linearen Streulichtphdnomenen und anderen Anomalien in den AES
bei Betrachtung der Einzeltryptophan-Mutanten (speziell von Trpl189) ist neben der
Normierung der Spektren auf den Maximalwert der Fluoreszenz auf Triibungen in den
Losungen zuriickzufiihren. Trp99 alleine zeigt eine geringere Fluoreszenzintensitit als der
Wildtyp, noch geringer ist die von Trp189. Diese Effekte sind darauf zuriickzufiihren, dass
die Isolierung des Wildtyps unter einer hoheren Ausbeute als der der Mutanten erfolgte: Die
verwendeten Proteinstammldsungen’ wurden deswegen zu unterschiedlichen Mengen bei der
Prédparation von Proben gleicher Konzentration verwendet, dementsprechend sind die Anteile
an bei der Proteinaufarbeitung anfallenden Verunreinigungen fiir die Proben der untersuchten
Einzeltryptophan-Mutanten hoher als fiir den Wildtyp.

Unter der Voraussetzung, dass die in Abbildung VII.4 gezeigte Struktur stark dhnlich zu der
des 2-Cystein Peroxiredoxins der Gerste ist, kann somit in Kombination mit dem Spektrum
des Wildtyps und denen der Einzeltryptophan-Mutanten geschlossen werden, dass der
Grofteil der Proteinfluoreszenz des 2-Cystein Peroxiredoxins von Trp99 stammt, da sich die
Spektren des Wildtyps und von Trp99 nicht wesentlich unterscheiden. Dies ist liberraschend,
da sich nach der Kristallstruktur der Tryptophanrest Trp99 in einer weiter auB3en befindlichen
Position im Protein befindet und deswegen nach herkdmmlichen Uberlegungen eine geringere
Fluoreszenzintensitédt (aufgrund der groBeren Fluorophor-Zugénglichkeit fiir Wasser) zeigen
sollte. Da sich der Tryptophanrest Trp189 nach der Kristallstruktur direkt am Dimerverbund
befinden soll, wéire davon auszugehen, dass er sich in einer unpolaren, l6sungsmittel-
ausschlieBenden Umgebung tief im Inneren des gebildeten Dimers befindet. Unter Annahme
der in Abbildung VII.4 gezeigten Kristallstruktur konnte die verminderte Fluoreszenz-
intensitdt von Trpl89 z.B. durch eine geladene Umgebung am Dimerverbund verursacht

werden.

b) Emissionsspektren des 2-Cystein Peroxiredoxins

Aus den Anregungs-Emissions-Spektren wurden die Emissionsspektren des Wildtyps und der
Mutanten im oxidierten Zustand bei einer Anregungswellenldnge von A, = 280 nm ermittelt

und aus ihnen die reinen Tryptophanbeitrige zur Gesamtfluoreszenz des Proteins durch

’ Die Konzentration des Wildtyp-Stammldsung betrug 40,49 pM, die fiir die Einzeltryptophan-Mutanten
25,30 uM (Trp99) bzw. sogar nur 18,22 uM (Trp189).
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Abbildung VII.7 — Die Emissionsspektren des 2-Cystein Peroxiredoxin-Wildtyps und seiner
Einzeltryptophan-Mutanten bei Anregungswellenldngen von 280 bzw. 295 nm. Ebenfalls

eingezeichnet sind die angepassten Lognormal-Verteilungen.

Aem., max (nm) Aem., max (nm)
(Aex. = 280 nm) (Aex. = 295 nm)
Wildtyp 338,1 338,44
Trp99 335.5 3359
Trp189 338,3 340,1

Tabelle VII.2 - Uber die Anpassung einer Lognormal-Verteilung erhaltene Emissionsmaxima
fiir die Spektren des 2-Cystein Peroxiredoxin-Wildtyps und seiner Einzeltryptophan-Mutanten

bei Anregungswellenldngen von 280 bzw. 295 nm.

Subtraktion eines entsprechend gewichteten Tyrosinspektrums gleicher Anregungswellen-
lange erhalten. Um eine Verzerrung der Ergebnisse durch evtl. fehlerhaft subtrahierte Beitrage
von Tyrosin vom Gesamtspektrum des 2-Cystein Peroxiredoxins bei den Spektren
auszuschlieBen, werden in Abbildung VIL.7 die Emissionsspektren bei einer
Anregungswellenldnge von Ae =280 nm mit denen bei Ae, =295 nm verglichen. Diese
sollten wegen des geringen Absorptionskoeffizienten von Tyrosin bei dieser Wellenldnge nur
Tryptophanfluoreszenz zeigen. Aufgrund der geringen Quantenausbeute von Tryptophan bei
295 nm und wegen der teils starken Triibung der Proben werden dabei jedoch neben dem
starken Ramansignal bei 328 nm auch starke zusdtzliche Abweichungen durch Streulicht
beobachtet, die nicht eliminiert werden konnten.

Um die Lage der Emissionsmaxima fiir die Emissionsspektren prizise zu bestimmen, wurden

ohne Beriicksichtigung der Streulicht zeigenden Bereiche Anpassungen an die Messdaten mit



110

einer Lognormal-Verteilung nach Gleichung (I1.25) durchgefiihrt, aus denen die in Tabelle
VII.2 dargestellten Emissionsmaxima in Nanometern durch Umrechnung aus der maximalen

Wellenzahl v, erhalten wurden. Zwischen den experimentellen Datensdtzen und ihren

Anpassungen ist eine gute Ubereinstimmung, mit Ausnahme der Bereiche, in denen starkes
Streulicht detektiert wird, zu beobachten. Das Spektrum des Wildtyps des 2-Cystein
Peroxiredoxins zeigt ein Emissionsmaximum um 338 nm, wohingegen die beiden
Einzeltryptophan-Mutanten im Einklang mit der Tatsache, dass sich das Spektrum des
Wildtyps aus einer Kombination der beiden Spektren der Einzeltryptophan-Mutanten ergeben
muss, dazu leicht rot (Trp189, Emissionsmaximum Aem. max = 339 nm) bzw. stirker blau
verschoben (Trp99, Aem.max = 336 nm) sind. Nach der Klassifizierung nach Burstein [87]
liegen diese beiden Tryptophane genau zwischen den beiden Grenzfillen fiir die Klasse der
abgeschirmten Tryptophanreste (Klasse I; Aem, max = 330-332 nm) und fiir die eines an der
Oberfldche angesiedelten Tryptophanrest (Klasse II; Aem, max = 340-342 nm).

Aus den unterschiedlichen Emissionsmaxima der Einzeltryptophan-Mutanten lédsst sich
ableiten, dass sich der Tryptophanrest 189 in einer etwas polareren Umgebung im 2-Cystein
Peroxiredoxin befindet als der Tryptophanrest 99. Ein Vergleich dieser Ergebnisse mit den
vermutlichen Positionen der beiden Tryptophanreste, wie sie in Abbildung VII.4 zu erkennen
sind, iiberrascht: Der Tryptophanrest 189, der sich nach der Analyse der Spektren in einer
polareren Umgebung als der Tryptophanrest 99 befindet, erscheint in der Vergleichsstruktur
weniger 16sungsmittelzugéanglich.

Erklart werden kann dies durch eine zwar geringere Losungsmittel-Zuginglichkeit, aber
trotzdem héhere Umgebungspolaritét durch z.B. stark geladene Aminoséduren in der Nédhe des
Tryptophanrestes 189 (sowohl nach Primédrsequenz als auch Vergleichsstruktur wére dies
moglich), die dhnlich wie umgebende Losungsmittelmolekiile fiir die durch Dipolrelaxation
entstehende Rotverschiebung der Fluoreszenz verantwortlich sein konnten.

Im Prinzip sollte es moglich sein, aus den Spektren der Einzeltryptophan-Mutanten das
Spektrum des 2-Cystein Peroxiredoxin-Wildtyps zu berechnen. Aufgrund des potentiell
fehleranfilligen Abzugs der Tyrosin-Fluoreszenz bei einer Anregungswellenlinge von
Aex. =280 nm und wegen des starken Streulicht-Anteils in den relevanten Bereichen der
Emissions-Spektren bei Aex. = 295 nm wurde hier jedoch darauf verzichtet, da alternativ dazu
die Fluoreszenzabklingkurven verwendet werden konnen, um die Beitrdge der einzelnen
Tryptophanreste zu der Gesamtfluoreszenz des Proteins zu bestimmen. Es ist jedoch deutlich
zu sehen, dass der Tryptophanrest 189 einen geringeren Anteil als der Tryptophanrest 99 zum
Gesamtspektrum leistet, da einerseits das normierte Spektrum des Tryptophanrestes 99
weniger vom Wildtyp-Spektrum abweicht und zudem das Emissionsspektrum des
Tryptophanrestes 189 im nicht normierten Fall unter gleichen Aufnahmebedingungen
wesentlich geringere Fluoreszenzintensititen (und damit fiir Trpl89 eine geringere

Quantenausbeute) aufweist.
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Abbildung VII.8 — normierte Fluoreszenzabklingkurven fiir Wildtyp und Einzeltryptophan-
Mutanten des 2-Cystein Peroxiredoxins im oxidierten Zustand. Die Anregungswellenlinge

betrug A.x. = 280 nm, der ausgewertete Emissionswellenldngenbereich umfasste einen 10 nm-
Bereich von 332,5 bis 342,5 nm.

ar 71 (ps) az 22 (ps) Tn-a (PS)
Wildtyp 0,524 3412 0,476 411 1981
Trp99 0,633 3750 0,367 517 2532
Trp189 0,416 1819 0,584 325 934

Tabelle VII.3 - Daten der biexponentiellen Anpassungen an die Fluoreszenzabklingkurven in
Abbildung VILS8. Aufgefiihrt sind die Amplituden a; und a, der beiden Exponentialausdriicke
sowie die Lebenszeiten 7; und 7. Ebenfalls dargestellt ist die Amplituden-gemittelte

Fluoreszenzlebenszeit z,., (vgl. Kapitel IIL.IL.d).

c) Fluoreszenzlebenszeit-Untersuchungen

In Abbildung VIIL.8 sind die fiir den Bereich der Emissionsmaxima ermittelten normierten
Fluoreszenzabklingkurven des 2-Cystein Peroxiredoxin-Wildtyps und der Einzeltryptophan-
Mutanten dargestellt. Die Fluoreszenzabklingkurven der Mutanten weichen deutlich von der
des Wildtyps ab: Fiir Trp99 wird ein langsameres Abklingen der Fluoreszenz beobachtet, fiir
Trp189 ein deutlich schnelleres. Dies zeigt wiederum, dass der Tryptophanrest 189 wesentlich
starkerem Quenching ausgesetzt ist als der Tryptophanrest 99.

Die iiber biexponentielle Anpassungen erhaltenen Fluoreszenzlebenszeiten sowie deren

relative Amplituden fiir das 2-Cystein Peroxiredoxin bzw. die Einzeltryptophan-Mutanten
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sind in Tabelle VIL3 dargestellt. Relativ zu Tryptophan in Losung' sind die gemittelten
Fluoreszenzlebenszeiten der Proteine erniedrigt, fiir die Mutante Trp189 sogar sehr stark.
Obwohl also die fluoreszierenden Reste in eine abschirmende Proteinmatrix eingebettet sind,
sind ihre Fluoreszenzlebenszeiten niedriger als fiir freies Tryptophan. Dies ist ein weiterer
Hinweis darauf, dass sich der Tryptophanrest 189 in einer stark geladenen Umgebung
innerhalb des Proteins befindet, die stark quenchend auf die Fluoreszenz wirkt. Die
Umgebung des Tryptophanrestes 99 wirkt im Vergleich dazu weniger quenchend auf die
Fluoreszenz der entsprechenden Einzeltryptophan-Mutante, da sich dieser in einer weniger
polaren Umgebung befindet, wie dies bereits auch bei der Bestimmung der Emissionsmaxima
festgestellt werden konnte. Die Umgebung des Tryptophanrestes 189 wird in Kapitel VIL.VI
mit Hilfe von entsprechenden Ausschlussmutanten analysiert.

Die Unterschiede in den langen und kurzen Fluoreszenzlebenszeiten fiir den Wildtyp und die
Mutanten sind vergleichbar zu den Verdnderungen der gemittelten Fluoreszenzlebenszeiten
und werden deswegen an dieser Stelle nicht diskutiert.

Die Fluoreszenzabklingkurven der beiden FEinzeltryptophan-Mutanten koénnen dazu

verwendet werden, das Abklingen der Fluoreszenz des Wildtyps gemal
Spektrum (Wildtyp) = a - Spektrum (Trp189) + (1 - «) - Spektrum (Trp99) (VIL1)

zu simulieren (vgl. Abbildung VILS8, Simulation). Der so ermittelte Anteil ¢, den dabei der
Tryptophanrest 189 zur Gesamtfluoreszenz des 2-Cystein Peroxiredoxins beitrdgt, kann als «
= 0,34 bestimmt werden. Insofern trdgt der Tryptophanrest 189 wesentlich weniger zur
Gesamtfluoreszenz des Proteins bei als sich aus seiner Positionierung gemdll der
Kristallstruktur ableiten lassen wiirde. Dies ist im Einklang mit den vorherigen Uberlegungen,
die aufgrund des starken Quenchings des Tryptophanrestes 189 auf eine nur geringe
Beteiligung zur Gesamt-Proteinfluoreszenz hindeuteten.

Es sollte an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass die Berechnung des Wildtyp-
spektrums aus den Spektren der Einzeltryptophan-Mutanten aufgrund der unterschiedlich
gegebenen Moglichkeiten des Energietransfers von Tyrosin auf Tryptophan nur eingeschriankt
moglich ist. Gemill den Informationen aus den AES der Einzeltryptophan-Mutanten erfolgt
fast vollstdndiger Energietransfer von den 14 Tyrosinresten des dimeren 2-Cystein
Peroxiredoxins auf Trp99 und, wenn iiberhaupt, nur eingeschrinkter Energietransfer auf
Trp189. Deswegen konnen Abweichungen zwischen der berechneten und der tatséchlichen
Gewichtung der beiden Tryptophanreste bei der Gesamtfluoreszenz des Proteins nur dadurch
zustande kommen, dass der Fluoreszenzbeitrag von Trp189 zu stark bewertet wird. Dies ist
der Fall, wenn der Tryptophanrest 189 in der Einzeltryptophan-Mutante der Akzeptor fiir

Energietransfer von Tyrosinresten ist, die im Wildtyp ihre Anregungsenergie auf Trp99

' Fluoreszenzlebenszeiten fiir Tryptophan in Wasser: 7, = 2943 ps, 7; = 3117 ps sowie 7, = 580 ps (bestimmt

durch eigene Messungen am Emissionsmaximum A, = 353 nm, vgl. Abschnitt IV.III).
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iibertragen. Eine zu schwache Bewertung des Fluoreszenzbeitrags von Trpl89 aus den
Abklingkurven der Einzeltryptophan-Mutante kann im Gegensatz dazu nicht erfolgen, da es
nicht wahrscheinlich ist, dass bei bereits vollstindigem Energietransfer von Tyrosin auf Trp99
in der Einzeltryptophan-Mutante stattdessen im Wildtyp Energietransfer von diesen
Tyrosinresten auf Trp189 erfolgt. Infolgedessen ist der prozentuale Anteil von Trp189 zum
Abklingen der Gesamtfluoreszenz kleiner oder gleich 34 %.

V. Untersuchung der redoxabhéangigen Oligomerisierung

Im Folgenden soll iiberpriift werden, ob 2-Cystein Peroxiredoxin in Abhéngigkeit des
Oxidationszustandes  oligomerisiert. ~Aus diesem Grund werden zunédchst die
Emissionsspektren der reduzierten Einzeltryptophan-Mutanten auf Verdnderungen im
Vergleich zu den Spektren der oxidierten Verbindungen untersucht und dann die
Fluoreszenzlebenszeiten der oxidierten und reduzierten 2-Cystein Peroxiredoxine miteinander
verglichen. Zeitaufgeloste Quenching-Untersuchungen fiir die jeweils oxidierten und
reduzierten Einzeltryptophan-Mutanten sollen Unterschiede in der Umgebung der jeweiligen
Tryptophanreste identifizieren. Die Reduktion der Proben erfolgte dabei durch Zusatz von
10 mM reduziertem Dithiothreitol.

a) Emissionsspektren

Die Emissionsspektren des Wildtyps des reduzierten 2-Cystein Peroxiredoxins und seiner
Einzeltryptophan-Mutanten unterscheiden sich nur unwesentlich von den in Abbildung VII.7
dargestellten Emissionsspektren der Proteine im oxidierten Zustand. Aus diesem Grund wird
auf ihre Darstellung und Diskussion an dieser Stelle verzichtet. Dies Ergebnis ist nicht
auBergewohnlich, da Fluoreszenzlebenszeiten und selektive Quenching-Untersuchungen
wesentlich sensitiver als die generelle Form der Emissionsspektren bzw. ihre

Emissionsmaxima Verdnderungen in der Fluorophorumgebung aufweisen.

b) Fluoreszenzlebenszeiten der Proteine im reduzierten Zustand

Abbildung VII.9 zeigt die normierten Fluoreszenzabklingkurven von 2-Cystein Peroxiredoxin
und seinen Einzeltryptophan-Mutanten im reduzierten Zustand. Die Daten der angepassten
biexponentiellen Fitfunktionen sind in Tabelle VII.4 dargestellt. Abbildung VII.10 visualisiert
die Unterschiede in den gemittelten Fluoreszenzlebenszeiten zwischen dem oxidierten und
reduzierten Zustand.

Der Vergleich mit den Daten fiir die oxidierten Proteine zeigt, dass fiir das reduzierte
2-Cystein Peroxiredoxin und seine Mutanten die gemittelte Fluoreszenzlebenszeit grofer ist
als im oxidierten Zustand. Daraus kann geschlossen werden, dass im reduzierten Zustand die
Tryptophanfluoreszenz weniger stark gequencht wird. Ahnliches gilt im Rahmen der
Messgenauigkeit fiir die langen und kurzen Fluoreszenzlebenszeiten: Sie sind im Vergleich

zum oxidierten Zustand leicht erhdht oder bleiben gleich.
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Abbildung VII.9 — normierte Fluoreszenzabklingkurven fiir den reduzierten Zustand des

2-Cystein Peroxiredoxin-Wildtyps und

seine Einzeltryptophan-Mutanten.

Die Mess-

bedingungen sind identisch mit den in Abbildung VII.8 angegebenen. Ebenfalls dargestellt ist

die Simulation des Wildtyp-Spektrums aus den Spektren der Mutanten.

aj 77 (ps) a; 72 (ps) Tin-a (PS)
Wildtyp 0,53 3413 0,47 459 2024
Trp99 0,78 4228 0,22 465 3407
Trp189 0,49 1951 0,51 372 1143

Tabelle VII.4 — Daten der biexponentiellen Anpassungen an die Fluoreszenzabklingkurven
von reduziertem 2-CP. Aufgefiihrt sind die Amplituden a; und a,, die langen und kurzen

Lebenszeiten 7; und 7, sowie die Amplituden-gemittelten Fluoreszenzlebenszeiten z,,.,.

Die Verdnderungen in den Fluoreszenzlebenszeiten bewirken eine grofere Beteiligung des
Tryptophanrestes 189 bei der Simulation des Wildtypspektrums: Der in Abbildung VIL.9
angegebene Faktor von o = 0,55 gibt an, dass der Anteil dieses Tryptophanrestes am
Abklingen der Gesamtfluoreszenz um 21 % zugenommen hat. Dies ldsst Riickschliisse auf
eine Verminderung des Quenching dieses Tryptophanrestes im reduzierten Zustand des
Proteins zu. Dies konnte z.B. darauf zuriickzufithren sein, dass Kontakte mit bereits
erwahnten geladenen Nachbar-Aminosduren aufgrund der Spaltung der Disulfidbriicken
vermindert sind.

Besonders stark ist der Effekt der Fluoreszenzlebenszeitverlingerung jedoch fiir die
Einzeltryptophan-Mutante, die nur den Tryptophanrest 99 enthélt. Fiir diesen wird eine starke
Zunahme der gemittelten Fluoreszenzlebenszeit um ca. 900 ns beobachtet. Die grof3e

Verdnderung der Lebenszeit ist ein starkes Indiz fiir eine Konformationsdnderung des
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Abbildung VII.1I0 — Vergleich der in Tabelle VII.3 und Tabelle VII.4 angegebenen
gemittelten  Fluoreszenzlebenszeiten von  2-Cystein  Peroxiredoxin und  seinen
Einzeltryptophan-Mutanten.

2-Cystein Peroxiredoxins bei Reduktion. Die in Abbildung VIIL.4 gezeigte Struktur des
2-Cystein Peroxiredoxins lokalisiert den Tryptophanrest 99 jedoch in einer von dem
Dimerverbund abgewandten Position, die somit unabhdngig vom Oxidationszustand der
Disulfidbriicken sein sollte. Deswegen kann die starke Zunahme der Fluoreszenzlebenszeiten
von Trp99 nur durch eine Zusammenlagerung des Proteins, die die Umgebung des Trp99
direkt betrifft, erklart werden und deutet somit auf eine Oligomerisierung von 2-Cystein
Peroxiredoxin aus Gerste unter reduzierenden Bedingungen hin. Diese Beobachtung ist im
Einklang mit der in Abbildung VIL.5 dargestellten Kristallstruktur von dekamerem 2-Cystein
Peroxiredoxin aus humanen Erythrocyten, die den a-helikalen Bereich, in dem sich Trp99
befindet, als den Ort der Zusammenlagerung fiir die ringformige Dekamerisierung

kennzeichnet.

c) Quenching-Untersuchungen am 2-Cystein Peroxiredoxin

Um Informationen iiber das redox-abhidngige Oligomerisationsverhalten des 2-Cystein
Peroxiredoxins zu gewinnen, wurden in beiden Oxidationszustinden Quenching-
Untersuchungen an den beiden Einzeltryptophan-Mutanten mit den Quenchern Acrylamid,
Césium und lodid durchgefiihrt. So konnen selektiv die Zugénglichkeiten der beiden
Fluorophore und Umgebungsladungen der Fluorophore bestimmt werden (vergleiche Kapitel
[I.IV.a). Da fir die Untersuchungen des 2-Cystein Peroxiredoxins nur geringe
Substanzmengen zur Verfligung standen, wurden die Quenching-Untersuchungen
zeitaufgelost durchgefiihrt.

Die in Abbildung VII.11 und Abbildung VII.12 dargestellten Auftragungen zeigen die Stern-
Volmer-Plots der beiden Einzeltryptophan-Mutanten in beiden Oxidationszustinden als

Verdnderung der gemittelten Lebenszeit 7. Im Gegensatz zu den zuvor angegebenen
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Abbildung VII.11 — Vergleich der Stern-Volmer-Auftragungen fiir selektives Quenching des
Tryptophanrestes Trpl189 des 2-Cystein Peroxiredoxins fiir den oxidierten und reduzierten
Zustand.

Amplituden-gemittelten Fluoreszenzlebenszeiten werden fiir die Auftragungen nun die
jeweiligen Intensitits-gemittelten Lebenszeiten (vgl. Abschnitt III.I1.d) verwendet. In der
Literatur hat sich zwar allgemein die Verwendung der Amplituden-gemittelten Lebenszeiten
fiir zeitaufgeloste Quenching-Untersuchungen mit dem Ziel der Bestimmung von Stern-
Volmer-Konstanten als geeigneter erwiesen, [107] diese lieferten aber in diesem Fall sehr
schlechte Korrelationen, die fiir die Interpretation der Daten ungeeignet waren. Da aullerdem
aus den ermittelten Stern-Volmer-Konstanten die bimolekularen Quenchkonstanten bestimmt
werden sollten, wurden die dafiir besser geeigneten Intensitits-gemittelten Fluoreszenz-
lebenszeiten fiir die gesamte Auswertung verwendet.

Abbildung VII.11 zeigt die Stern-Volmer-Auftragungen fiir oxidiertes und reduziertes
Trpl189. Die aus den Auftragungen ermittelten Stern-Volmer-Konstanten Kp und die
bimolekularen Quenchkonstanten k,, die sich mit Hilfe der jeweiligen Ausgangslebenszeiten
Tm-i,0 berechnen lassen, sind zusammen mit Referenzwerten fiir monomeres Tryptophan in
Tabelle VII.1 zusammengestellt. Im Vergleich zu Tryptophan in wéssriger Losung, wofiir mit
Hilfe der in Kapitel IV angegebenen Fluoreszenzlebenszeiten und Stern-Volmer-Konstanten
Quenchkonstanten von kg acryiamia = 5,86~109 M'ls'l, kg k1= 4,17-109 Mst und kg cscr =
0,88:10° M's™" bestimmt werden konnen, sind die Quenchkonstanten fiir Trpl189 im
oxidierten Zustand stark verringert. Dies spricht im Vergleich fiir die flir den Tryptophanrest
189 im oxidierten Zustand ermittelten Quenchkonstanten von kg, scryiamia = 0,50-109 M"ls'l,
kyxr=0,46-10° M's™ und k, e = 0,23-10° M™'s™ fiir eine stark verminderte Zuginglichkeit
des Tryptophanrestes, auch im Vergleich mit Literaturdaten. [84,139,156] Also stiitzen auch
die Quenching-Untersuchungen die Annahme, dass sich der Tryptophanrest 189 in einer
wenig l6sungsmittelzugdnglichen Umgebung am Dimerverbund befindet.
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Abbildung VII.12 — Vergleich der Stern-Volmer-Auftragungen fiir selektives Quenching des
Tryptophanrestes Trp99 des 2-Cystein Peroxiredoxins im oxidierten und reduzierten Zustand.
Im Vergleich zu Abbildung VII.11 sind andere x- und y-Achsenbereiche dargestellt.

Dass die ermittelten Quenchkonstanten fiir Acrylamid und Iodid fiir Trp189 vergleichbar grof3
sind, Uberrascht: Bei den meisten Quenching-Untersuchungen wird beobachtet, dass
Acrylamid Tryptophanfluoreszenz generell aufgrund seiner Unpolaritdt (die ein direktes
Eindringen in das Protein zuldsst) am stérksten 16scht, wohingegen die ionischen Quencher
Iodid weniger und Cisium am wenigsten quenchend wirken. [157-161] Das verminderte
Quenching von Césium im Vergleich zu lodid ist auf dessen geringere Quencheffizienz fo
zuriickzufiihren, die gemdfl Gleichung (IL.5) direkt in k, eingeht: fo scryiamia =fo ki =1,
wohingegen fp csc; = 0,2. [84] Fiir Trp189 wird jedoch ein vergleichbar starkes Quenching
durch Acrylamid und Iodid im oxidierten Zustand festgestellt. Dies ist unter Annahme des
Strukturvorschlages nur durch eine stdrkere Umgebungsladung des Tryptophanrestes zu
erkliaren, so dass die geladenen Quencher durch elektrostatische Wechselwirkungen zum
Tryptophanrest 189 gelangen konnen. Durch die starke Umgebungsladung des Trp189 wird
zugleich auch eine Erkldrung fiir die geringen Fluoreszenzlebenszeiten und die geringe
Fluoreszenzintensitit von Trpl189 gegeben, da eine Vielzahl von geladenen Aminosdure-
seitengruppen quenchend wirken kénnen (vgl. Kapitel I1.1I1.a).

Bei Reduktion werden die bimolekularen Quenchkonstanten &, fiir Trp189 etwas grofer, aber
sie sind nach wie vor nicht vergleichbar mit Quenchkonstanten fiir Tryptophanreste, die in
Proteinen zum Losungsmittel hin orientiert sind. [84] Da des Weiteren die Quenchkonstanten
fiir Acrylamid und lodid vergleichbar grof} bleiben, ist davon auszugehen, dass bei Reduktion
trotz Bruch der beiden intermolekularen Disulfidbriicken der Tryptophanrest 189 in seiner
urspriinglichen Umgebung verbleibt. Die geringe Zunahme der Quencher-Zuginglichkeit ist
somit durch ein geringes Aufweiten am Dimerverbund bei Reduktion, aber nicht durch eine

Dissoziation der beiden Dimerhilften zu erkléaren.
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Acrylamid KI CsCl
oxidiert Kp kg -10° Kp ky 107 Kp ky 107
M) Msh | ) s o) (s
Trp99 0,98 0,25 0,32 0,08 0,17 0,04
Trp189 0,76 0,50 0,71 0,46 0,35 0,23
Acrylamid KI CsCl
reduziert Kp ky -1 0’ Kp ky -1 0’ Kp kg1 0’
™MhH  Msh | ) s | ) (s
Trp99 0,68 0,17 0,23 0,06 0,05 0,01
Trp189 1,28 0,76 1,33 0,79 0,59 0,35
Acrylamid KI CsCl
Referenz Kp ky -10° Kp ky -10° Kp ky -10°
M) MsH | ) ) | ) (s
Trp in H,O | 16,86 5,86 12,00 4,17 2,52 0,88

Tabelle VII.5 — Stern-Volmer-Konstanten Kp der in Abbildung VII.11 und Abbildung VII.12
dargestellten Auftragungen fiir die oxidierten bzw. reduzierten Einzeltryptophan-Mutanten
des 2-Cystein Peroxiredoxins und fiir Tryptophan in wéssriger Losung (vgl. Kapitel IV.IV).
Ebenfalls aufgefiihrt sind die aus den Stern-Volmer-Konstanten ermittelten bimolekularen
Quenchkonstanten k,. Die fiir die Berechnung von k, verwendeten Intensitits-gemittelten
Ausgangs-Lebenszeiten 7, ¢ betragen fiir Trp99 3792 ps (oxidiert) bzw. 3955 ps (reduziert)
und fiir Trp189 1520 ps (oxidiert) bzw. 1686 ps (reduziert).

Trp99 zeigt im oxidierten Zustand eine etwas groflere Stern-Volmer-Konstante flir Quenching
durch Acrylamid als Trp189 (vgl. Abbildung VII.12 und Tabelle VII.1). Aufgrund der grof3en
Fluoreszenzlebenszeiten fiir Trp99 und der sehr kleinen fiir Trp189 resultiert daraus aber eine
kleinere Quenchkonstante k,. Auch die Quenchkonstanten fiir Iodid und Césium sind geringer
als bei Trpl89. Insofern ist der Tryptophanrest 99 noch weniger als Trpl89 fiir
Fluoreszenzloscher zuginglich. Fiir den Tryptophanrest 99 wird des Weiteren im Gegensatz
zu den Beobachtungen fiir Trp189 ein stdrkeres Loschen der Fluoreszenz durch Acrylamid im
Vergleich zu Céasium und Iodid beobachtet. Daraus kann geschlossen werden, dass sich der
Tryptophanrest in einer typisch unpolaren Umgebung im Protein befindet, in die Acrylamid

leichter als die ionischen Quencher hinein diffundieren kann.
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Bei Reduktion verringert sich die Zugénglichkeit des Tryptophanrestes 99 fiir alle
untersuchten Quencher. Fiir den Quencher Acrylamid verringert sich z.B. die bimolekulare
Quenchkonstante um ca. 30 %. Da sich der Tryptophanrest 99 nicht in der Néhe der beiden
redox-aktiven Disulfidbriicken befindet, ist die Verdnderung in den Fluorophor-
Zuginglichkeiten in Kombination mit der in VIL.V.b) beschriebenen Verldngerung der
Fluoreszenzlebenszeiten von Trp99 bei einer unverdnderten Struktur der Monomereinheiten
plausibel durch eine Zusammenlagerung bei Reduktion zu erkliren.

Aufgrund der durchgefiihrten Untersuchungen kann somit davon ausgegangen werden, dass
auch das 2-Cystein Peroxiredoxin aus Gerste oligomerisieren kann. Die hier vorgestellten
Untersuchungen legen nahe, dass die Oligomerisierung des 2-CP bei Reduktion erfolgt. Ob
bei der Oligomerisierung wie im Fall der Thioredoxin-Peroxidase B aus humanen
Erythrocyten ringformige Dekamere [147] gebildet werden, kann mit Hilfe der hier
vorgestellten Techniken jedoch nicht untersucht werden.

Da die Oligo- bzw. Dekamerisierung des 2-Cystein Peroxiredoxins ebenfalls von der
Ionenstédrke der Losung abhéngen kann, [148,162] wurden Studien durchgefiihrt, bei denen in
urspriinglich salzfreien Probelosungen die Konzentration an Kaliumchlorid schrittweise auf
bis zu 300 mM erhoht wurde. Die ermittelten Fluoreszenzlebenszeiten zeigten jedoch keine
Korrelation mit der Salzkonzentration. Somit konnten Hinweise auf eine von der
Salzkonzentration abhdngende Oligomerisierung nicht festgestellt werden.

Auf die Darstellung von Stern-Volmer-Auftragungen des Wildtyps aus zeitaufgelOsten
Messungen wird an dieser Stelle verzichtet. Da aufgrund der geringen Probenmengen fiir den
2-Cystein Peroxiredoxin-Wildtyp und seine Einzeltryptophan-Mutanten die Entscheidung
getroffen wurde, die Quenching-Untersuchungen zeitaufgelost durchzufiihren, kann aus den
Stern-Volmer-Auftragungen fiir die Fluoreszenzlebenszeiten nicht der Bruchteil der

zuginglichen Fluorophore ermittelt werden (vgl. auch Abschnitt I1.IV.a).

V. Umgebungsanalyse von Trp189 mit Mutanten

Um zu analysieren, welche der umgebenden Aminosduren fiir die ungewohnlich kurze
Fluoreszenzlebenszeit bzw. das starke Quenching des Tryptophanrestes 189 verantwortlich ist
bzw. sind, wurden weitere Mutanten des 2-Cystein Peroxiredoxins untersucht, die potentielle
Quencher nicht mehr enthielten. Bei diesen wurden die Cysteine (C) an den Positionen 64 und
185 durch Serin (S) ersetzt (Mutanten C64S und C185S), da die von diesen Cysteinen im
oxidierten Zustand gebildeten intermolekularen Disulfidbriicken starke Quencher fiir
Tryptophanfluoreszenz sind. [81,163] Da die Arginine (R) an den Positionen 140, 163 und
170 des Weiteren auch potentielle Quencher der Tryptophanfluoreszenz sind, wurden sie in
den Mutanten R140Q, R163Q und R170Q durch Glutamin (Q) ersetzt. Mit diesen Mutanten
wurden statische und dynamische Fluoreszenzuntersuchungen durchgefiihrt, die im

Folgenden vorgestellt werden.
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Abbildung VII.13 — Emissionsspektren weiterer Mutanten des 2-Cystein Peroxiredoxins im
Vergleich zum Wildtyp. Die Anregungswellenldnge betrug 295 nm. Die verwendete

Kennzeichnung der Mutanten wird im Text erldutert.

Aem., max (NM)
Mutante
(Aex. = 295 nm)

Wildtyp 338.4
C64S 339,1
R140Q 3359
R163Q 337,6
R170Q 338.1

Tabelle VII.6 — Emissionsmaxima der in Abbildung VII.13 dargestellten Emissionsspektren
verschiedener 2-CP-Mutanten. Die Emissionsmaxima wurden {iiber Anpassung von

Lognormal-Funktionen nach Burstein ef al. ermittelt. [100,101]

a) Betrachtung der Emissionsspektren

Abbildung VII.13 zeigt die normierten Emissionsspektren dieser Mutanten bei einer
Anregungswellenldnge von 295 nm im Vergleich zu dem bereits in Abbildung VIL7
gezeigten Spektrum des Wildtyps. Die wieder mit Hilfe einer Anpassung gemifl Gleichung
(IL.25) ermittelten Emissionsmaxima sind in Tabelle VII.6 dargestellt. In bezug auf Form des
Spektrums und Lage des Emissionsmaximums unterscheiden sich die Spektren der Mutanten
nicht stark von dem des Wildtyps: Im Vergleich zum Emissionsmaximum des Wildtyps bei
338,4 nm sind die Emissionsmaxima der Mutanten C64S mit 339,1 nm, R163Q mit 337,6 nm

und R170Q mit 338,1 nm nicht unterschiedlich genug, um Riickschliisse darauf zuzulassen,
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ob bei Deletion der entsprechenden Aminosduren die Emission des Tryptophanrestes 189
beeinflusst wird.

Eine Ausnahme stellt dabei die Mutante R140Q dar, die ein rot verschobenes
Emissionsmaximum von 335,9 nm aufweist. Dieser Wert ist zwar nicht identisch mit dem
Emissionsmaximum der Einzeltryptophanmutante, die nur den Tryptophanrest 189 beinhaltet,
und dhnelt eher dem Emissionsmaximum der nur Trp99 enthaltenden Mutante, ldsst aber
unabhingig davon Riickschliisse darauf zu, dass sich das Emissionsverhalten der beiden
Tryptophanreste bei Entfernen des Arginins 140 stark verdndert.

Im Gegensatz dazu hat die Existenz der beiden Arginine an den Positionen 163 und 170 nur
wenig Einfluss auf die Fluoreszenz der beiden Tryptophane. Auch beeinflusst der Cysteinrest
64 die Fluoreszenz des Wildtyps nur gering. Aus letzterem kann gefolgert werden, dass sich
die beiden Cysteine 64 und 185 im oxidierten Zustand (also als stark quenchende
Disulfidbriicke) nicht in nichster Ndhe des Tryptophanrestes 189 befinden. Es ist deswegen
davon auszugehen, dass ebenso wie das Spektrum der Mutante C64S die Emissionsspektren
von C1858S nicht stark unterschiedlich sind.

Da jedoch in den untersuchten Mutanten beide Tryptophanreste vorhanden sind, die zur
Gesamtfluoreszenz des Proteins beitragen, konnen Verdnderungen in der Fluoreszenz von
Trpl89 in den statischen Spektren aufgrund des starken Einflusses von Trp99 zur
Gesamtfluoreszenz eventuell iibersehen werden. Aus diesem Grund wurden ebenfalls
zeitaufgeloste Messungen durchgefiihrt, da die dort untersuchten Verdnderungen des
Fluoreszenzabklingens die Verdnderung der Umgebung des Tryptophanrestes 189 sensitiver

erfassen als die Parameter der statischen Fluoreszenzuntersuchungen.

b) Fluoreszenzlebenszeiten

Die iiber die dynamischen Messungen erhaltenen Lebenszeiten der biexponentiellen
Anpassungen und die entsprechenden Amplituden-gemittelten Lebenszeiten sind in Tabelle
VIIL.7 dargestellt. Abbildung VII.14 zeigt eine Gegeniiberstellung der Amplituden-gemittelten
Fluoreszenzlebenszeiten im Vergleich zum Wildtyp. Fiir die untersuchten Mutanten werden
ebenso wie bereits bei den Emissionsspektren nicht so starke Abweichungen wie bei der
Untersuchungen der Einzeltryptophan-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp festgestellt.

Fiir alle Arginin-defizienten 2-Cystein Peroxiredoxine werden jedoch starke Zunahmen in
allen Fluoreszenzlebenszeiten beobachtet. Die grofiten Verdnderungen von ca. 350 ps in den
gemittelten Fluoreszenzlebenszeiten zeigen dabei die Mutanten R140Q und R170Q), aber auch
die Zunahme der gemittelten Fluoreszenzlebenszeit von R163Q betrdgt 200 ps. Die
detektierten Fluoreszenzlebenszeiten entsprechen fiir diese Mutanten jedoch noch nicht den
Werten fiir die Mutante Trp99, folglich wird die Fluoreszenz von Trp189 relativ zu Trp99 in
diesen Arginin-defizienten Mutanten stdrker gequencht. Daraus kann geschlossen werden,
dass alle drei Arginine die Fluoreszenz von Trpl89 loschen und somit die geringe
Fluoreszenzlebenszeit des Trpl189 nicht auf eine spezifische benachbarte Aminosédure

zuriickzufiihren ist, sondern auf die gesamte Umgebung.
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Abbildung VII.14 — Amplituden-gemittelte Lebenszeiten z,., der 2-Cystein Peroxiredoxin
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. Die Anregungswellenldnge betrug 280 nm. Die Daten
der biexponentiellen Anpassungen sind in Tabelle VII.7 zusammengefasst.

ai 71 (ps) a; 72 (ps) Tin-a (PS)
Wildtyp 0,52 3412 0,48 411 1981
C64S 0,51 4043 0,49 497 2320
C185S 0,47 3188 0,53 470 1760
R140Q 0,60 3530 0,40 526 2324
R163Q 0,55 3552 0,45 443 2157
R170Q 0,57 3693 0,43 503 2336

Tabelle VII.7 - Daten der biexponentiellen Anpassungen an die Fluoreszenzabklingkurven
weiterer 2-CP-Mutanten. Aufgefiihrt sind die Amplituden a; und a,, die langen und kurzen

Lebenszeiten 7; und 7, sowie die Amplituden-gemittelten Fluoreszenzlebenszeiten z,,.,.

Auch hat die Entfernung der beiden Cysteinreste einen starken Einfluss auf die
Fluoreszenzlebenszeiten des Proteins: Fiir die 2-Cystein Peroxiredoxin C64S wird ebenfalls
eine starke Zunahme der gemittelten Fluoreszenzlebenszeit beobachtet. Diese ist vermutlich
darauf zurlickzufithren, dass die Existenz der Disulfidbriicken im nativen 2-Cystein
Peroxiredoxin entgegen der Uberlegungen in VII.VI.a) doch einen nicht vernachlissigbaren
quenchenden Einfluss auf die Fluoreszenz von Trp189 hat.

Fir die Mutante C185S wird aufgrund der starken Verkiirzung der langen
Fluoreszenzlebenszeit iliberraschenderweise auch eine starke Verkiirzung der gemittelten

Fluoreszenzlebenszeit im Vergleich zum Wildtyp beobachtet. Obwohl die anstelle von
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Cystein eingefiihrte Aminosédure Serin ebenfalls ein Quencher von Tryptophanfluoreszenz ist,
[82] ist nicht davon auszugehen, dass die Verkiirzung der Fluoreszenzlebenszeiten von C185S
auf Quenching durch Serin zuriickzufiihren ist. Vielmehr ist aufgrund der Nidhe von C185
zum C-Terminus anzunehmen, dass bei Deletion dieser fiir die Kniipfung der Disulfidbriicken
erforderlichen Aminosdure die native Form des Proteins nicht mehr eingenommen werden
kann: Durch Entfernen des Cysteins 185 wird es z.B. moglich, dass sich der C-terminale
Bereich inklusive des Tryptophanrestes 189 vom Dimerverbund entfernt und sich stirker zur
Losung orientiert. Da durch eine solche Strukturverdnderung die Beschaffenheit der
Kontaktfliche fiir die Dimerisierung verdndert wiirde, wiirde daraus resultierend die
Dimerisierung des 2-Cystein Peroxiredoxins verhindert. Dieses wiirde, da das Protein selbst
im reduzierten Zustand dimer vorliegt, die Stabilitit von 2-CP nachhaltig beeinflussen.

Es kann somit gefolgert werden, dass die Mutante C185S sehr wahrscheinlich sehr kurze
Fluoreszenzlebenszeiten im Vergleich zum Wildtyp zeigt, weil sie nicht nativ vorliegt. Im
Gegensatz dazu ist davon auszugehen, dass die anderen untersuchten Mutanten aufgrund ihrer

hohen Fluoreszenzlebenszeiten relativ zu Tryptophan in wéssriger Losung nativ vorliegen.

VI. Zusammenfassung

Das in allen Organismen vorkommende Protein 2-Cystein Peroxiredoxin ist fiir die Reduktion
zelltoxischer Peroxide verantwortlich und gewihrleistet somit neben anderen Peroxidasen die
Funktion der Zelle auch unter oxidativem Stress. Im Gegensatz zu anderen Peroxidasen
enthilt es jedoch keine Cofaktoren, sondern katalysiert die Reduktion seiner Substrate mit
Hilfe katalytisch aktiver Cysteinreste und ist auf externe Elektronendonoren angewiesen.
2-Cystein Peroxiredoxine liegen im oxidierten Zustand antiparallel angeordnet als Homo-
Dimere vor. Bei Reduktion erfolgt in vielen Organismen jedoch keine Monomerisierung.
Vielmehr berichten unterschiedliche Untersuchungen davon, dass das 2-Cystein
Peroxiredoxin nicht nur redoxabhédngig, sondern auch in Abhédngigkeit anderer Faktoren
Aggregate bilden kann. Das Aggregationsverhalten des 2-Cystein Peroxiredoxins ist somit
Bestandteil vieler Untersuchungen, die sich mit seiner Funktion und Regenerierung
beschaftigen.

Fiir das hier fluoreszenzspektroskopisch untersuchte 2-Cystein Peroxiredoxin aus Gerste
existiert bislang keine Kristallstruktur. Da jedoch fiir eine Interpretation der erhaltenen Daten
eine Kenntnis iiber die ungefdahre Lage der spektroskopisch relevanten Tryptophanreste Trp99
und Trp189 erforderlich war, wurde eine Datenbankrecherche durchgefiihrt, um die zu dem
Gersten-Protein dhnlichsten Proteine mit bekannter Struktur zu finden. Aufbauend auf der
Struktur des zu 2-Cystein Peroxiredoxin dhnlichsten Proteins, der humanen Thioredoxin-
Peroxidase B, konnte die Position des Tryptophanrestes 99 als entfernt vom Dimerverbund
bestimmt werden, wohingegen der Tryptophanrest 189 an der Verbundstelle der beiden

Dimerhailften lokalisiert werden konnte.



124

Die Untersuchung der Emissionsspektren und der Fluoreszenzlebenszeiten fiir den Wildtyp
und zwei Einzeltryptophan-Mutanten in Kombination mit selektiven Quenching-
Untersuchungen zeigten, dass sich der Tryptophanrest 189 am Dimerverbund in einer stark
polaren und dennoch wenig 16sungsmittelzugidnglichen Umgebung befindet, wohingegen sich
der Tryptophanrest 99 eher in einer unpolaren Region des Proteins mit geringer
Losungsmittelexposition befindet. Die stark polare Umgebung des Tryptophanrestes 189 hat
dabei einen stark quenchenden Einfluss auf seine Fluoreszenz, die zu ungewohnlich kurzen
Fluoreszenzlebenszeiten fiihrt.

Es wurden gezielte Untersuchungen durchgefiihrt, um das Aggregationsverhalten des
Gersten-2-Cystein Peroxiredoxins in Abhdngigkeit des Redox-Zustandes zu untersuchen.
Quenching-Untersuchungen sowie Daten aus statischen und dynamischen Fluoreszenz-
untersuchungen zeigten, dass der Tryptophanrest 189 bei Reduktion nur wenig zuginglicher
wird, wohingegen der Tryptophanrest 99 bei Reduktion in seiner Zuginglichkeit verringert
wird. Aus diesen Daten kann der Schluss gezogen werden, dass das 2-Cystein Peroxiredoxin
aus Gerste dhnliche wie seine homologen Proteine aus anderen Organismen im reduzierten
Zustand oligomerisiert. Fiir die humane Thioredoxin-Peroxidase B wird beispielsweise von
einer Dekamerisierung berichtet. Die Natur der Oligomerisierung kann jedoch mit Hilfe von
fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen nicht gekldrt werden. Neben Aggregation bei
Reduktion wird als weitere Ursache fiir die Oligomerisierung des 2-Cystein Peroxiredoxins
ein Einfluss der Ionenstirke diskutiert. Dynamische Fluoreszenz-Untersuchungen am
2-Cystein Peroxiredoxin in unterschiedlich konzentrierten Kaliumchlorid-Salzlosungen
zeigten jedoch keine Verdnderung der Fluoreszenzlebenszeit mit der Ionenstdrke. Daraus
kann geschlossen werden, dass zumindest unter den gewéhlten Bedingungen keine
Oligomerisierung des 2-Cystein Peroxiredoxins erfolgt.

Um schlieBlich die Ursache der geringen Fluoreszenzlebenszeit des Tryptophanrestes 189 im
Protein zu kldren, wurden Mutanten des 2-Cystein Peroxiredoxins fluoreszenzspektroskopisch
untersucht, die potentielle Quencher der Tryptophanfluoreszenz nicht mehr enthielten. Es
konnte gefolgert werden, dass die Fluoreszenz des Tryptophanrestes 189 nicht wegen eines
spezifischen = Quenchpartners  stark  verringert ist, sondern dass die kurzen
Fluoreszenzlebenszeiten auf eine Vielzahl von geladenen Quenchern in seiner Umgebung
zuriickzufithren sind. AuBerdem scheinen die beiden intrinsischen Disulfidbriicken um

2-Cystein Peroxiredoxin quenchend auf die Emission von Trp189 zu wirken.
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L Biologische Relevanz und Fragestellung

Das Photosystem II ist ein aus mehreren Untereinheiten bestehender Enzymkomplex, der in
der Thylakoidmembran von Pflanzen, Algen und Cyanobakterien vorkommt und eine der
thermodynamisch anspruchvollsten Reaktionen der Biologie — die Spaltung von Wasser in
Sauerstoff und reduzierende Aquivalente mit Hilfe von Lichtenergie — katalysiert. Diese
Reaktion ist die Basis allen Lebens auf der Erde: Durch sie wird der fiir Atmungsprozesse
notwendige Sauerstoff bereitgestellt, die vor UV-Strahlung schiitzende Ozonschicht aufrecht
erhalten und die ndtigen Reduktionsmittel geliefert, mit denen nach Fixierung von
Kohlendioxid die verschiedensten organischen Molekiile entstehen konnen — Biomasse,
Nahrung und Brennstoffe. [164]

Der Enzymkomplex (siehe Abbildung VIII.1) besteht aus mindestens 34 Transmembran-
proteinen, die eine lichtgetriebene Ubertragung von Elektronen des Wassers auf Plastochinon
katalysieren. [3,164] Die einzelnen Teilschritte der Redoxreaktion sind dabei die Oxidation
von Wasser zu molekularem Sauerstoff und die Reduktion von Plastochinon zu Plastochinol.
Von den 34 Transmembranproteinen sind mindestens sieben Polypeptide mit molekularen
Massen von 49 (CP 47), 45 (CP 43), 34 (D1), 32 (D2), 9 und 4,5 (a- und B-Einheit des
Cytochrom b-559), sowie 4kDa (das psbl Genprodukt) fiir die photosynthetische
Sauerstoffentwicklung zustindig. [165] Kernstiick der Wasseroxidation ist dabei ein (Mn)s-
Cluster, der sich an der zum Lumen hin ausgerichteten Seite des D1-Proteins befindet und der
vermutlich in vivo zwei Wassermolekiile koordiniert. [164] In hoheren Pflanzen kommen drei
weitere nicht die Membran durchspannende Proteine mit molaren Massen von 33, 24 und
17 kDa (in Abbildung VIII.1 gekennzeichnet als O, P und Q) assoziiert mit dem Sauerstoft-
entwickelnden Komplex (,,Oxygen evolving complex, OEC) vor, die vermutlich ebenfalls an
der Koordination den (Mn)s-Clusters beteiligt sind. [164,166]

Von diesen drei Proteinen nimmt die erstmalig 1979 isolierte 33 kDa-Komponente [167] die
interessanteste Rolle ein: Es ist das einzige der drei Proteine, das ebenfalls in Cyanobakterien,
den primitivsten Organismen, die zur Photosynthese fahig sind, vorkommt. Des Weiteren
konnen die 24 und 17 kDa-Proteine durch Waschen mit Salzlésungen (z.B. 1 M NaCl)
entfernt werden, wohingegen das 33 kDa-Protein an Ort und Stelle verbleibt. Die Tatsache,
dass sich das 33 kDa-Protein unter alkalischen Bedingungen gleichzeitig mit dem (Mn)s-
Cluster unter vollstindigem Verlust der Aktivitit von dem OEC entfernen 14Bt, wurde
deswegen urspriinglich als Indiz dafiir gewertet, dass das 33 kDa-Protein in vivo direkt mit
dem aktiven Zentrum des Photosystems II assoziiert vorliegt. [166]

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die selektive Abspaltung der 33 kDa-Komponente
vom OEC ohne Beeinflussung der Position des (Mn)4-Clusters (jedoch unter Verlust der
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Aktivitdt) moglich ist und dass des Weiteren eine Rekonstitution mit Wiederherstellung der
vollstdndigen Enzymaktivitit moglich ist. [168] AuBerdem konnte beobachtet werden, dass
unter geeignet gewéhlten Bedingungen bei Dissoziation des 33 kDa Proteins vom OEC
teilweise nur zwei Manganionen des (Mn)s-Clusters freigesetzt werden. Zudem kann die
Freisetzung von Mangan durch hohe Chloridkonzentrationen unterbunden werden. [169]
Demzufolge ist das 33 kDa-Protein nicht direkt an der Bindung des (Mn)4-Clusters beteiligt,
stabilisiert aber direkt oder indirekt seine Position im OEC. Aus diesem Grund wird die
33 kDa-Komponente des Photosystems II in der Literatur auch als Manganstabilisierendes
Protein (,,Manganese stabilizing protein®, MSP) bezeichnet.

1986 konnte erstmalig die Aminosduresequenz des MSP aufgeklirt werden. [170] Thr zufolge
handelt es sich bei dem in dieser Arbeit untersuchten MSP aus Spinat um ein aus 248
Aminosduren bestehendes Protein mit einem fiir spektroskopische Untersuchungen
interessanten Tryptophan, acht Tyrosinen und 13 Phenylalaninen. Des Weiteren existieren im
MSP zwei Cysteinreste, die im nativen Zustand oxidiert als Disulfidbriicke vorliegen. [171]
Die grof3e Diskrepanz zwischen dem gelelektrophoretisch bestimmten Molekulargewicht von
ca. 33 kDa und dem tatsdchlichen, {iber die Aminosduresequenz berechnetem von 26,7 kDa
konnte dabei iiber Lichtstreuungsuntersuchungen auf eine stark gestreckte Struktur des MSP,
die zu Dimensionen von ca. 12,6 x 3,0 nm fiihrt, zuriickgefiihrt werden. [172]

Das stochiometrische Verhiltnis des MSP zum Reaktionszentrum des Photosystems II wird in
der Literatur trotz der Vielzahl an durchgefiihrten Untersuchungen kontrovers
diskutiert: [173] Eine Rontgenstrukturuntersuchung an einer Photosystem II-Préparation aus
Synechococcus elongatus mit einer Auflosung von 3,8 A konnte einen Teil eines als MSP
identifizierten Proteins an der Oberfliche des OEC lokalisieren. [174] Sie stiitzt somit die
These von nur einem MSP pro (Mn)s-Cluster. Es gibt aber auch Studien, die von zwei MSP
pro (Mn),-Cluster im Photosystem II berichten. [175] Eventuell ist dieser Unterschied in der
MSP-Stochiometrie darauf zuriickzufiihren, dass bei hoheren Pflanzen und Algen in MSP
zwei Erkennungsdoménen vorhanden sind, die fiir die Bindung an Photosystem II
verantwortlich sind, wohingegen in Cyanobakterien die in Eukaryoten gefundene N-terminale
Erkennungsdomine des MSP fehlt. [176]

Bislang konnte trotz der geringen Grofle und einer Vielzahl von Versuchen keine
Kristallstruktur des MSP erhalten werden. Zum Teil ist dies mit einer sehr flexiblen Struktur
des MSP zu erkléren, [177] die z.B. durch die Existenz von ,natively unfolded’- oder ,molten
globule’-Strukturen gedeutet werden kann. [177-179] Charakterisiert werden konnen diese
beiden Zustinde als Mischung schneller, miteinander in einem Gleichgewicht stehender
Konformere, die gemittelt nur wenig Sekundérstruktur und keinen hydrophoben Proteinkern
beinhalten (daher der Terminus ,natively unfolded structure’) bzw. als eine expandierte Form
des gefalteten, nativen Zustands, wie er z.B. auch bei der Proteinfaltung beobachtet werden

kann (,molten globule’).
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Abbildung VIII.1 — Schematische Darstellung des Photosystems II. Die jeweiligen
dargestellten Proteine sind gemdf3 der Nomenklatur ihrer Genprodukte gekennzeichnet — z.B.
O = psbO, kennzeichnend fiir MSP bzw. das 33 kDa Protein. [180]

Uber verschiedene Methoden lassen sich jedoch einige Aussagen iiber die Struktur des MSP
treffen: Zum einen wurden iiber ein Alignment mit Aminosduresequenzen des MSP aus
Pflanzen, Algen und Cyanobakterien die innerhalb dieser Sequenzen konservierten
Aminoséuren identifiziert, um dann aus dieser Konsensussequenz eine Sekundédrstruktur des
MSP zu berechnen. [181] Das Ergebnis dieser Strukturvorhersage sagt in Ubereinstimmung
mit Ergebnissen aus Circulardichroismus-Messungen und FT-IR-Untersuchungen
[166,182,183] aus, dass im MSP der B-Faltblattanteil im Vergleich zu dem an a-Helices
wesentlich groBer ist (38,3 bzw. 3,2 %). Des Weiteren besteht das MSP nach dieser Analyse
zu 38,7 % aus Aminosduren, die an der Ausbildung einer Schleife beteiligt sind. Trotz des
Gesamtanteils an [-Faltblatt- und a-Helixbereichen von 41,5 %, der lokal zu einer sehr
geringen Losungsmittelzugénglichkeit der beteiligten Aminoséuren flihren kann, ist demnach
der Anteil an Aminosduren, die sich in Schleifen bzw. in nicht definierten Strukturbereichen
befinden, mit insgesamt 58,5 % sehr hoch. Dies ldsst Riickschliisse darauf zu, dass es sich bei
einer derartigen Verteilung von Sekundirstrukturelementen im MSP mit hoher

Wabhrscheinlichkeit um ein offenes, gestrecktes oder sehr flexibles Protein handelt, und stiitzt
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Abbildung VIII.2 — Strukturvorhersage des MSP aus Spinat auf Basis des T-Lymphozyten-
Adhésions-Glykoproteins (PDB: 1hnf). [184] Deutlich zu erkennen ist der starke (-Faltblatt-
anteil an der Proteinstruktur sowie die wahrscheinliche Unterteilung des Proteins in zwei
Doménen, die iiber ein flexibles PGG-,,Scharnier” miteinander verbunden sind. Die Sicht auf

das Protein erfolgt aus zwei unterschiedlichen Blickwinkeln, die um 90° versetzt sind.

somit die erwdhnten Strukturiiberlegungen. Die Strukturvorhersage lokalisiert auBerdem den
einen Tryptophanrest des MSP in einem wohldefinierten B-Faltblattbereich.

Uber einen Abgleich von Aminosiuresequenz und berechneter Strukturvorhersage des MSP
mit 3D-Koordinaten von Proteinen bekannter Struktur wurde eine Sequenz-Struktur-
Anpassung durchgefiihrt (,,7hreading® — vergleiche Abschnitt I1.IIL.c). [184] Ihr zufolge kann
das  humane  T-Lymphozyten-Adhédsions-Glykoprotein  als  Templat fir die
Strukturmodellierung des MSP verwendet werden. Der Vorschlag, ein bei der Zelladhésion
beteiligtes Protein fiir die Modellierung eines Proteins des OEC zu verwenden, ist an dieser
Stelle nicht kritisch zu bewerten, da Proteine mit gleicher Faltung durchaus unterschiedliche
Funktionen tibernehmen konnen. [185]

Uber die Technik des Threadings wurde das in Abbildung VIII.2 dargestellte Strukturmodell
des MSP erhalten. [184] Thm zufolge liegt das MSP in zwei Doménen mit sehr hohen
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B-Faltblattanteilen vor, die iiber ein sehr flexibles Prolin-Glycin-Glycin-Motiv (PGG-
»Scharnier”) miteinander verbunden sind. Die beiden charakteristischen Cysteinreste (griin)
befinden sich in der N-terminalen Domine und nahe genug beieinander, um in vivo die
erwihnte Disulfidbriicke auszubilden. Das vermutlich fiir die Flexibilitit des MSP
verantwortliche PGG-Motiv ist violett gekennzeichnet. Der einzige Tryptophanrest (Trp241,
rot gekennzeichnet) befindet sich in der C-terminalen Doméne des MSP nach innen gerichtet
als Teil des B-Faltblattverbundes. Alle Tyrosinreste (blau gekennzeichnet) mit Ausnahme des
direkt neben dem Tryptophanrest befindlichen Tyr242 befinden sich dem Modell zufolge
mindestens 15 A von diesem Tryptophanrest entfernt (Tyr150 bzw. Tyr167) bzw. sogar in der
anderen [B-Faltblattdoméine des MSP. Fiir die Umgebung des Tryptophanrestes 241 sind
auBerdem potentielle Fluoreszenz-Quencher gekennzeichnet: Thr128 (~ 5,0 A entfernt;
orange), Lys130 (~ 8,5 A entfernt; pink) und Glu212 (~ 8,2 A entfernt; dunkelgriin).

Das gezeigte Strukturmodell ist im Einklang mit den meisten Verodffentlichungen, die sich mit
Struktur und Dynamik des MSP beschiftigen: Es gibt den iiber spektroskopische Methoden
ermittelten hohen B-Faltblattanteil wieder, zeigt die in hydrodynamischen Studien detektierte
gestreckte Struktur und lokalisiert die zwei Cysteinreste in Positionen, die die Kniipfung der
Disulfidbriicke zulassen. Zudem gibt das Zwei-Doménen-Modell in Kombination mit dem
hohen B-Faltblattanteil zwangsldufig auch eine Erkldrung fiir das vermehrte Auftreten von
Aminosduren in Schleifen oder ungeordneten Bereichen und somit gleichzeitig fiir die
berichtete geringe Stabilitdt des MSP. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass es sich bei der in
Abbildung VIIL.2 dargestellten Struktur um einen Strukturvorschlag handelt. Fiir die
tatsdchliche Struktur des MSP sind gewisse Abweichungen zu erwarten. Die dargestellte
Struktur liefert jedoch einige Ansatzpunkte, mit denen vorlaufig gearbeitet werden kann.

Die erhaltene Struktur soll mit fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen {iberpriift
werden und gleichzeitig als Grundgertist fiir selbige dienen: Mit Hilfe diverser Methoden soll
die Lage des Tryptophanrestes sowie seine Umgebung unter Verwendung des Modells
untersucht werden. AuBerdem soll das Modell iiber Fluoreszenz-Quenching des
Tryptophanrestes, das Informationen iiber die Fluorophorzuginglichkeit liefert, verifiziert
werden. Fluoreszenzspektroskopische Entfaltungsstudien sollen Aufschluss iiber die Protein-
stabilitit geben. Des Weiteren soll die Interaktionsfahigkeit von MSP mit diversen zwei- und
dreiwertigen Ionen @hnlicher Radien untersucht werden, da fiir MSP eine mogliche Bindung
von lonen (speziell von Calcium) berichtet wird. [186] Ebenso wird als eine der Rollen des
MSP die Regulierung der Calcium-Anforderungen des Photosystems II diskutiert. [166] Der
Meinung anderer Autoren zufolge konnte jedoch die Bindung aufgrund des hohen pI-Wertes
des MSP (pI = 5,2) auf unspezifische Effekte zuriickzufiihren sein. [187]
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Il. Generelle Fluoreszenzeigenschaften

a) AES: Apo-MSP im nativen und denaturierten Zustand

In Abbildung VIIL.3 sind die Anregungs-Emissions-Spektren fiir natives und denaturiertes
Apo-MSP'!" dargestellt. Ein Vergleich der Spektren zeigt, dass relativ zum denaturierten
Protein die Emission des einzigen Tryptophanrestes im nativen Protein stark gequencht wird.
Dies ist ungewohnlich, da im Allgemeinen die Tryptophanfluoreszenz von denaturierten

Proteinen aufgrund des bei ihnen verstirkten Solvens-Quenchings stark vermindert ist. [24]

b) Anregungsspektren flir natives bzw. denaturiertes MSP

Aus den AES erhaltene und in Abbildung VIII.4 dargestellte normierte Anregungsspektren
zeigen deutliche Fluoreszenzunterschiede fiir natives und denaturiertes Apo-MSP. Fiir
denaturiertes MSP befindet sich in dem Anregungsspektrum fiir eine Emissionswellenlénge
von 308 nm ein Anregungsmaximum bei A = 282 nm, das auf Tyrosinemission zuriick-
zuftihren ist. In dem Spektrum fiir natives MSP befindet sich das Anregungsmaximum
ebenfalls bei Aex. = 282 nm, ist nun aber gemeinsam Tyrosin und Tryptophan zuzuordnen.
Zusitzlich existiert jedoch eine sehr deutliche Schulter bei Aex =292 nm, die ausschlieflich
auf Tryptophanemission zuriickzufiihren ist. Wegen der geringen Absorption von Tyrosin bei
Wellenldngen oberhalb von 292 nm ist es also mdglich, dort selektiv nur Tryptophan
anzuregen. Der signifikante Fluoreszenzbeitrag von Tryptophan bei Emissionswellenldngen
von 308 nm im nativen Protein deutet zudem auf eine betrdchtliche Blauverschiebung des

Tryptophanfluoreszenz im MSP hin.

c) Vergleich der Emissionsspektren bei 280 und 295 nm

In Abbildung VIII.5 werden die Emissionsspektren von Apo-MSP im nativen und
denaturierten Zustand fiir zwei unterschiedliche Anregungswellenldngen mit den Spektren
einer Tryptophanldsung gleicher Konzentration verglichen.

Bei einer Anregungswellenlinge von 280 nm wird das Spektrum des nativen MSP von
Tyrosin (linke Schulter des blau gekennzeichneten Spektrums in Abbildung VIII.5) dominiert.
Der geringe Fluoreszenzanteil des Tryptophanrestes im nativen MSP (griin eingezeichnet)
lasst sich durch Subtraktion eines Tyrosinspektrums geeigneter Intensitit von dem Spektrum
der nativen MSP-Form bestimmen. Dieser geringe Fluoreszenzanteil des Tryptophans am
Gesamtspektrum des nativen MSP ist ungewohnlich, da normalerweise auch bei hohen
Anteilen von Tyrosin im Protein dessen Fluoreszenz aufgrund von Energietransfer-Prozessen
relativ zu der von Tryptophan stark vermindert ist. [24] Deutlich zu erkennen ist eine starke

Zunahme an Tryptophanfluoreszenz bei Denaturierung.

" Kennzeichnung: ionenfreies oxidiertes MSP wird in Kurzform als Apo-MSP bezeichnet. Dem entgegengesetzt
ist die Bezeichnung Holo-MSP fiir ionenbindendes oxidiertes MSP. Probenpraparation: 15 uM Apo-MSP in
25 mM Mes-Puffer pH 6.5, 10 mM NaCl. Denaturierung erfolgt mit 8 M Guanidinium-Hydrochlorid.



VIII. DAS MANGANSTABILISIERENDE PROTEIN 131

denaturiert

250 300 350 400 450 500
A__ (nm)
EMm.

Abbildung VIII.3 — Anregungs-Emissions-Spektren von Apo-MSP im nativem bzw.

denaturierten Zustand''

Beides zusammen deutet auf starkes internes Quenching sowie geringen intramolekularen
Tyrosin-Tryptophan-Energietransfer durch ungewohnlich groBBe  Tyrosin-Tryptophan-
Abstinde im Protein hin. Da sich nach dem Strukturmodell mit Ausnahme des direkt
benachbarten Tyrosins (Tyr242) alle anderen Tyrosinreste in einem Abstand von mindestens
15 A von dem Tryptophanrest befinden und der Forster-Abstand fiir FRET zwischen Tyrosin

und Tryptophan in Proteinen zwischen 9 und 18 A liegt, [24] sind sie vermutlich zu weit
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Abbildung VIII.4 — Anregungsspektren von nativem/denaturiertem MSP bei einer

Emissionswellenlédnge von Ay = 308 nm.
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Abbildung VIIL.5— Emissionsspektren von nativem und denaturiertem Apo-MSP sowie einer

wissrigen Tryptophan-Losung bei Anregungswellenldngen von A = 280 und 295 nm.
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Abbildung VIII.6 — Nur leicht verzerrte Spiegelsymmetrie von Absorptions- und

Emissionsspektren (fiir Aex. = 280 und 295 nm) im MSP.

entfernt, um als FRET-Donoren fiir Trp241 fungieren zu konnen. Der nicht stattfindende
Energietransfer von Tyr242 auf Trp241 ist mit einer ungiinstigen Orientierung der beiden
Fluorophore zu erkldren, die ebenfalls einen Einfluss auf die Energietransfereffizienz hat.

Das interne Quenching der Tryptophanfluoreszenz kann auf die rdumliche Nihe
verschiedener Aminosduren zuriickzufiihren sein. Dafiir kommen z.B. (in der Reihenfolge
threr Quencheffizienzen) Cystin [81], Cystein [188], Prolin [83], Methionin [188], Glutamat
[84], Aspartat [188], Arginin [83], Histidin, Serin und Threonin [188], Glycin und Lysin [83]
sowie Valin und Alanin [188] in Betracht. Von Quenching durch Cystin/Cystein (Cys28 &
Cys51) sowie Methionin (Met78) ist nicht auszugehen, da sich diese Aminosduren nach der
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Abbildung VIII.7 — Stern-Volmer-Plots fiir Quenching des nativen MSP mit Acrylamid (AA),

KI und CsCl. Vgl. Abbildung VIIL.8 fiir Stern-Volmer-Auftragungen fiir denaturiertes MSP.

Modellstruktur in der anderen Doméne des MSP und somit zu weit von dem Tryptophanrest
entfernt befinden. Da sich aulerdem in der Ndhe des Tryptophans keine Prolinreste befinden,
ist das interne Quenching vermutlich auf geladene Aminosduren wie Glutamat, Aspartat,
Arginin und Lysin, oder auf Threonin zuriickzufiihren. Die wahrscheinlichsten Quencher sind
die in Abbildung VIII.2 dargestellten Reste Thr128, Lys130 und Glu212 in Abstédnden von ca.
5,0, 7,0 bzw. 8,7 A. Welche(r) der genannten Aminoséuren fiir die geringe Quantenausbeute
des Tryptophans verantwortlich ist oder sind, ist ohne Kristallstruktur nur {iber die
Untersuchung verschiedener Deletionsmutanten zu kléren.

Die Emissionsspektren des Tryptophans im nativen Protein, die entweder durch Subtraktion
eines geeigneten Tyrosinspektrums vom gemessenen Gesamtspektrum bei Aex. = 280 nm oder
durch selektive Anregung des Tryptophans bei Aex. = 295 nm erhalten wurden, zeigen eine
stark strukturierte Form. Diese stammt nicht etwa von einer Uberlagerung des sehr geringen
Fluoreszenzsignals mit dem Raman-Signal des Wassers, das bei einer Anregungswellenldnge
von 280 nm bei 310 nm bzw. fiir eine Anregungswellenldnge von 295 nm bei 328 nm im
Spektrum zu sehen ist. Stattdessen ist sie auf die verminderte Ldsungsmittelrelaxation
aufgrund des sehr geringen Stokes Shift des Fluorophors zurlickzufiihren, so dass die
normalerweise in Proteinfluoreszenzuntersuchungen nicht mehr gegebene Spiegelsymmetrie
(vgl. Abbildung VIIL.6) von Absorptions- und Emissionsspektrum des Tryptophans wieder
eintritt. Dies wurde bereits fiir Azurin und Amicyanin berichtet. [189,190] Erwdhnenswert ist
in diesem Zusammenhang, dass Azurin ebenfalls ein Protein mit hohem B-Faltblattanteil und

einem innerhalb des (-Faltblattbereichs nach innen gerichteten Tryptophan ist. [191]
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Abbildung VIII.8 — Stern-Volmer-Auftragung fiir Acrylamid-Quenching von nativem und

denaturiertem MSP verglichen mit der einer wéassrigen Tryptophan-Losung.

il Quenching-Untersuchungen am MSP-Tryptophan

Um die Zuginglichkeit des Tryptophans im MSP zu ermitteln, wurden Quenching-
Untersuchungen mit Acrylamid (im nativen und im mit Guanidinium-Hydrochlorid
denaturierten Zustand) sowie mit Césium und lodid (nur im nativen Zustand) durchgefiihrt.
Wegen der geringen Quantenausbeute des MSP-Tryptophans und wegen des starken
Tyrosinanteils an der Proteinfluoreszenz wurden die Quenching-Daten fiir eine Anregungs-
wellenldnge von 295 nm ausgewertet.

Abbildung VIIL.7 zeigt die Stern-Volmer-Auftragungen fiir Quenching des Tryptophans im
nativen Apo-MSP mit neutralem Acrylamid sowie mit den geladenen Quenchern Iodid (I)
und Cisium (Cs"). Im nativen Zustand ist die Stern-Volmer-Konstante fiir Acrylamid-
Quenching des Tryptophans nur sehr gering (Kp = 0,465 1/mol; Vergleichswert fiir nicht
Protein-gebundenes Tryptophan: Kp = 15,36 I/mol), was bedeutet, dass dieser Rest extrem
schlecht zugénglich ist. Dies wurde bereits durch das stark blau verschobene Emissions-
maximum impliziert. Aufgrund der geringen Zuginglichkeit des Tryptophans im MSP kann
auf eine Korrektur der Einflusssphére bei den Stern-Volmer-Auftragungen verzichtet werden
(vgl. Abschnitt IL.IV.a). Im Vergleich zu Azurin'> (Aem. max = 308 nm) ist der Tryptophanrest
im MSP bei dhnlichem Emissionsmaximum (Aem, max =309 nm) etwas besser zugénglich.
[193]

Fiir Quenching durch lodid und Césium sind die Stern-Volmer-Konstanten im Prinzip gleich

null. Ein bevorzugtes Quenching der Tryptophanfluoreszenz durch geladene Quencher, wie es

% Literaturwerte fiir Acrylamid-Quenching bei Azurin: Kp(Holo-Azurin) = 0 I/mol; Kp (Apo-Azurin)
=0,24 I/mol. [192]
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Abbildung VIIL.9 — Zeitliche Abhédngigkeit der Harnstoff-Entfaltung von oxidiertem Apo-

MSP (detektiert als Fluoreszenzintensitit bei Emissionswellenldngen von 310 bzw. 350 nm).

bei geladenen Tryptophanumgebungen auftritt, wird somit nicht beobachtet. Die fiir lodid
ermittelte negative Stern-Volmer-Konstante ist vermutlich ein Artefakt, das z.B. auf eine
strukturelle Anderung oder Zusammenlagerung des Proteins bei lodid-Zugabe zuriick-
zufiihren ist, da sich hierbei die Fluoreszenzintensitit des Tryptophans selektiv erhoht, anstatt
gequencht zu werden. Der Tryptophanrest liegt also definitiv in einer extrem unpolaren,
solvensunzugénglichen Umgebung vor.

Uber Quenching des Tryptophans im denaturierten MSP lisst sich die erfolgreiche Entfaltung
des MSP nachweisen (Abbildung VIIL.8). Die Stern-Volmer-Konstante (berechnet iiber eine
lineare Anpassung an die erhaltenen Messdaten nach Beriicksichtigung der Einflusssphéren-
Abweichung) liegt in diesem Fall mit 7,83 1/mol unter dem Wert fiir freies Tryptophan von
15,36 1/mol. Dies ist dadurch zu erkldren, dass trotz Denaturierung immer noch eine gewisse
Einschrankung in Bezug auf die Zuginglichkeit des Tryptophans vorliegt: Im Gegensatz zu
freiem Tryptophan liegt das MSP-Tryptophan nach der Entfaltung nicht monomer, sondern
als Bestandteil der Polypeptidkette vor. Deswegen kann es im entfalteten Zustand nicht

uneingeschrankt zugénglich sein.

V. Stabilitat des MSP - Entfaltungsstudien

Die Stabilitit eines Proteins kann bei Denaturierung neben anderen Verfahren iiber
fluoreszenzspektroskopische Methoden bestimmt werden. [103,194] Die Denaturierung kann
dabei auf chemischem [195-197] (z.B. mit Harnstoff und Guanidinium-Hydrochlorid) oder
thermischem [198,199] Wege erfolgen. In der Literatur werden fiir die Entfaltung je nach
Protein ein- [200-202] und mehrstufige [192,203] Entfaltungsvorgénge vorgestellt, so dass

nicht notwendigerweise von einem einfachen Prozess auszugehen ist.
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Abbildung VIII.10 — Verdnderung der Emissionsspektren von oxidiertem Apo-MSP bei der
Denaturierung mit Harnstoff. Grenzfille: (--) native und (=) denaturierte Form des MSP. Die

Anregungswellenldnge war Aex =295 nm.

a) Chemische Denaturierung mit Harnstoff und Guanidinium-Hydrochlorid

Notwendig flir die Auswertung ist, dass zum Zeitpunkt der Spektrenaufnahme die
Denaturierung bis zur Einstellung des Gleichgewichtes erfolgt ist, da Entfaltungsvorginge
durchaus auch im Minuten- bis Stunden-Zeitraum stattfinden konnen. Aus diesem Grund
wurde zunichst die Entfaltung des MSP nach Zugabe von Harnstoff zeitabhéngig untersucht
(Abbildung VIIL.9).

Nach Zugabe des Harnstoffs erkennt man eine starke Abnahme an Fluoreszenz bei einer
Emissionswellenldnge von 310 nm, nahe dem Emissionsmaximum des Tryptophanrestes im
nativen Protein. Bei 350 nm (nahe dem Emissionsmaximum von Tryptophan in wéissriger
Losung) ist hingegen eine starke Zunahme zu beobachten. Deutlich zu erkennen ist, dass nach
Zugabe von Harnstoff (Konzentration in Losung nach Zugabe: 3,8 M) die Entfaltung sehr
schnell innerhalb eines Zeitraumes von ca. einer Minute vollstindig erfolgt. Fiir die im
Folgenden vorgestellten spektroskopischen Denaturierungsstudien wurde deswegen darauf
geachtet, nach jedem einzelnen Pipettierschritt ca. zwei Minuten zu warten, um zu

gewihrleisten, ein im Gleichgewicht befindliches System zu untersuchen.

b) Verdnderung der Emissionsspektren bei Denaturierung
Abbildung VIII.10 zeigt beispielhaft fiir oxidiertes Apo-MSP die Verdnderung der bei einer

Anregungswellenldnge von 295 nm aufgenommenen Emissionsspektren wéhrend der
konzentrationsabhéngigen Denaturierung mit O bis 7 M Harnstoff. Die Pfeile kennzeichnen
die bereits erwidhnte Fluoreszenzabnahme bei ~ 310 nm (grau) und die Zunahme der
Fluoreszenz bei ~ 350 nm. Da die Messungen so durchgefiihrt wurden, dass zu einer

bestimmten Menge an Proteinlosung schrittweise unterschiedliche Mengen einer
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hochkonzentrierten Harnstofflosung in die Kiivette gegeben wurden, wurde die Proteinlosung
im Zuge der Denaturierungstitration verdiinnt. Dieser Verdiinnungseffekt wurde bei der
Auswertung berlicksichtigt und die dargestellten Spektren sind auf eine einheitliche

Proteinkonzentration von 10 uM normiert.

c) Entfaltung von oxidiertem Apo-MSP — Betrachtung der Emissionsmaxima

In Abbildung VIIL.11 ist die Verdnderung des Emissionsmaximums (A, = 295 nm) von
oxidiertem Apo-MSP bei der Denaturierung mit Harnstoff und Guanidinium-Hydrochlorid
dargestellt.

Die dargestellten Emissionsmaxima entsprechen den Maximalwerten der geglétteten
Emissionsspektren. Fiir den Fall, dass die Spektren (speziell im Ubergangsbereich der
Entfaltung) einen sehr starken Raman-Anteil bei 328 nm enthielten, der mit dem
Emissionsmaximum des Spektrums interferierte, wurde an die Messdaten eine Lognormal-
Verteilung gemid Gleichung (I1.25) (vgl. Abschnitt ILIIL.f) angepasst, liber die nach

Umrechnung aus der Maximalfrequenz v, das Emissionsmaximum erhalten werden konnte.

Fiir die stark strukturierten Spektren der nativen Formen ist die Anpassung nicht verwendbar,
fiir die Bestimmung von Emissionsmaxima bei Spektren mit starken Raman-Anteilen ist sie
jedoch gut geeignet (vergleiche auch Abschnitt VILIV.b).

Mit beiden Denaturierungsmitteln erfolgt eine vollstindige Entfaltung, wie aus der
Verschiebung des Emissionsmaximums von ca. 310 nm zu ca. 350 nm im Laufe der Titration
zu erkennen ist. Des Weiteren deutet die Tatsache, dass die Entfaltungskurve kein Plateau
durchléuft, auf einen einstufigen Entfaltungsprozess hin. [200,201,204]

Die jeweiligen Ubergangsbereiche befinden sich bei unterschiedlichen Konzentrationen an

Denaturant: Fir Guanidinium-Hydrochlorid findet die Entfaltung bei niedrigen
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Abbildung VIII.11 — Verdnderung des Emissionsmaximums von oxidiertem Apo-MSP bei der

Denaturierung mit Harnstoff bzw. Guanidinium-Hydrochlorid.



138

Konzentrationen (unter 1 M) statt, wohingegen mehr als doppelt so hohe
Harnstoffkonzentrationen fiir die Entfaltung benétigt werden. Dies Resultat liegt darin
begriindet, dass es sich bei Guanidinium-Hydrochlorid um das stirkere der beiden
Denaturierungsmittel handelt. [200,202,203,205] Um die erhaltenen Entfaltungskurven

quantitativ auszuwerten, wurde an die Daten eine sigmoidale Boltzmann-Funktion gemal3

A - A
y(x)=4, + 1 2
I—exp X—¢,y (VIIL.T)
dx

angepasst, die sehr gut die Bestimmung der Ubergangspunkte ¢, (,,transition midpoints* =
nwpoints of half maximum fluorescence intensity*) [204,206,207] der Entfaltung gestattete.

Fiir Guanidinium-Hydrochlorid liegt der Ubergangspunkt der Entfaltung bei c¢;, = 0,72 +
0,01 M und fiir Harnstoff bei c¢;», = 2,06 £ 0,02 M. Im Vergleich zu anderen publizierten
einstufigen Entfaltungsvorgéngen sind diese Werte sowohl fiir Guanidinium-Hydrochlorid
[198,203,208,209] als auch fiir Harnstoff [202,204,210] sehr niedrig. Fiir Guanidinium-
Hydrochlorid ist es sogar der niedrigste Wert verglichen mit allen gefundenen Literaturdaten.

Diese Werte deuten somit auf eine ungewohnlich geringe Stabilitét fiir MSP hin.

d) Entfaltung von oxidiertem Apo-MSP - Verdnderung der Intensitéten

Abbildung VIII.13 zeigt die relative Anderung der Fluoreszenzintensitiit des oxidierten Apo-
MSP bei einer Anregungswellenlinge von Ae, = 295 nm und einer Emissionswellenlédnge von
Aem. = 346 nm  bei Denaturierung mit Guanidinium-Hydrochlorid und Harnstoff. Die
Verdanderung der Fluoreszenz ldsst sich als ein einstufiger Prozess beschreiben, wie an der
guten Ubereinstimmung mit der Anpassung (sigmoidale Boltzmann-Funktion) zu sehen ist.
Die unterschiedliche Fluoreszenz fiir den nativen und den denaturierten Zustand des Proteins
kann wieder dazu benutzt werden, die jeweiligen Ubergangspunkte der Entfaltung zu
bestimmen. Diese liegen nach dieser Methode fiir eine Entfaltung mit Harnstoff bei c;, =
1,93 £0,06 M und fiir Guanidinium-Hydrochlorid bei ¢;, = 0,73 £0,01 M und sind im
Rahmen der Fehler identisch mit den in Absatz c¢) bestimmten Daten. Die erhaltenen Daten
sind sehr dhnlich zu Literaturdaten, die fiir die Entfaltung des ebenfalls aus Spinat isolierten
oxidierten Apo-MSP mit Guanidinium-Hydrochlorid einen Entfaltungspunkt von ¢;, 20,5 M
lieferte. [199]

Da der Ubergangspunkt der Entfaltung abhingig von dem verwendeten Denaturierungsmittel
ist, kann er nicht fiir den Vergleich der MSP-Stabilitdt mit anders denaturierten Proteinen
angewendet werden. Informativer ist deswegen die Anderung der Freien Enthalpie fiir den

Entfaltungsvorgang, die aus den Fluoreszenzdaten wie folgt bestimmt werden kann. [103]
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Abbildung VIII.13 — Relative Anderung der MSP-Fluoreszenz bei 346 nm bei Denaturierung

mit Guanidinium-Hydrochlorid und Harnstoff.
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Abbildung VIII.12 — Bestimmung der Freien Entfaltungs-Enthalpie iiber eine Extrapolation
fiir die Entfaltungsdaten fiir Guanidinium-Hydrochlorid und Harnstoff. Da fiir die
Auswertung nur die Werte im Ubergangsbereich von Abbildung VIII.13 verwendet werden

konnen, ist die Zahl der Datenpunkte stark verringert.

Die Gleichgewichtskonstante K fiir die Entfaltungsreaktion kann durch den jeweiligen
Fluoreszenzbeitrag [ bei einer bestimmten Denaturantenkonzentration sowie den der reinen

nativen bzw. entfalteten Komponente /y bzw. I ausgedriickt werden (Abschnitt I1.IV .c):

(I1.40)
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Die Freie Entfaltungs-Enthalpie AG lédsst sich iiber die von der Denaturantenkonzentration

abhingige Gleichgewichtskonstante bei der jeweiligen Temperatur 7 gemal3
AG=—-RT-InK (VIIL.2)

bestimmen. Zur Bestimmung der tatséchlichen Proteinstabilitdt, also der Freien Enthalpie fiir

eine Entfaltung ohne chemische Hilfsmittel AG, ,, wird fir mehrere erhaltene AG-Werten

ein linearer Zusammenhang mit der jeweiligen Konzentration des Denaturierungsmittels

angenommen und auf eine Konzentration von 0 M iiber

AG=AG, ,—m:- [Denaturant] (VIIL3)

extrapoliert. [103] Die Steigung m ist dabei ein Mal} fiir die Wechselwirkung des jeweiligen
Agens mit dem zu denaturierenden Protein und ist umso negativer, je besser die
Denaturierung mit diesem Stoff erfolgt.

Abbildung VIII.12 zeigt die Bestimmung der Freien Entfaltungs-Enthalpie ohne chemische

Zusdtze AG, , aus den in Abbildung VIIL.13 dargestellten Fluoreszenzverénderungen des

Apo-MSP bei der Entfaltung mit Guanidinium-Hydrochlorid und Harnstoff: Deutlich zu
erkennen ist die stirkere Anderung der Freien Entfaltungs-Enthalpie mit der Konzentration an
Guanidinium-Hydrochlorid im Vergleich zu Harnstoff. Des Weiteren liefern beide
chemischen Entfaltungsmethoden vergleichbare Werte flir die Entfaltungs-Enthalpie des
MSP, die fiir die Bestimmung mit Harnstoff 13,28 £+ 1,55 kJ/mol und mit Guanidinium-
Hydrochlorid 12,63 + 0,34 kJ/mol betrdgt. Somit ist diese Methode zur Analyse der
chemischen Denaturierung eine exzellente Moglichkeit zur Bestimmung der Entfaltungs-
Enthalpien von Proteinen. Eine 1989 durchgefiihrte Studie [199] lieferte fiir die Freie
Entfaltungs-Enthalpie des Apo-MSP aus Spinat zwei Werte von 11,7 bzw. 18,4 kJ/mol. Diese
Werte wurden {iber zwei unterschiedliche Extrapolationsverfahren mit dem gleichen
Datensatz erhalten und bestdtigen im Rahmen ihrer hohen Abweichung voneinander die hier
ermittelten Ergebnisse. Die bestimmten Werte von ca. 13 kJ/mol liegen im Vergleich zu den
Literaturdaten fiir andere Proteine, wie bereits die Werte fiir die Ubergangspunkte, sehr
niedrig. Es sind nur wenige Proteine mit einer vergleichbar niedrigen Stabilitidt bekannt.
[195,197,200] Z.B. ist das in Bezug auf die Lage des Emissionsmaximums sehr &hnliche

13

Azurin im Vergleich dazu wesentlich stabiler.” Folglich kann die publizierte geringe

Stabilitdt des Apo-MSP iiber die hier vorgestellten Untersuchungen verifiziert werden.

" Die Entfaltung von Kupfer-bindendem Azurin mit Guanidinium-Hydrochlorid verlduft einstufig. Der
Ubergangspunkt der Entfaltung von Holo-Azurin wird mit 3,94 M und die Freie Entfaltungs-Enthalpie mit
52,2 kJ/mol Azurin angegeben. Fiir Apo-Azurin betriigt der Ubergangspunkt der Entfaltung 1,66 M. Ein Wert fiir
die Entfaltungsenthalpie von Apo-Azurin wurde nicht bestimmt. [209]
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Abbildung VIII.14 - Emissionsspektren des MSP bei A = 295 nm bei Inkubation mit
verschiedenen Ionen und in Abhingigkeit des Redoxzustandes. Die MSP-Konzentration ist
10 uM. Die lonenkonzentration betrigt 2 mM; Reduktion erfolgt durch 10 mM DTT.

V. lonenbindung des MSP

Das Manganstabilisierende Protein soll auf eine noch nicht geklirte Art und Weise den
(Mn)4-Cluster des Photosystems II stabilisieren. AuBlerdem wird als eine seiner weiteren
Funktionen die Bindung von Calcium (Ca®") diskutiert. [186] Es wurden daher verschiedene
Experimente durchgefiihrt, um herauszufinden, ob fluoreszenzspektroskopisch die Bindung
von Mangan (Mn”") und Calcium (Ca”") oder von Ionen vergleichbarer Ionenradien, wie dem
zweiwertigen Magnesium (Mg”") sowie den dreiwertigen Ionen Dysprosium (Dy’") und
Europium (Eu®"), nachgewiesen werden kann.

Betrachtet wurde dabei der Unterschied in den Emissionsspektren und den
Fluoreszenzlebenszeiten der jeweiligen Holo-Formen (erhalten iiber Inkubation des oxidierten
Apo-MSP mit 2 mM Chlorid des entsprechenden Ions) zu der ionenfreien Apo-Form.
AuBerdem wurde die Stabilitdt der jeweiligen Holo-Formen des MSP iiber Denaturierung mit
Harnstoff bestimmt. Schlieflich wurde eine Bindungsstudie durchgefiihrt, bei der zu
oxidiertem Apo-MSP schrittweise kleine Mengen an Salzlosung (Konzentration in der
Proteinldsung 0 — 14 mM) gegeben wurde, um iiber eine Anderung der relativen Fluoreszenz

die jeweiligen Bindungskonstanten zu bestimmen.

a) Anregungs- und Emissionsspektren fiir lonenbindung des MSP

In Abbildung VIII.14 sind die Emissionsspektren fiir das Apo-MSP sowie fiir die mit
verschiedenen lonen inkubierten Holo-Formen dargestellt. Um zudem den Einfluss der einen
Disulfidbriicke [171] auf die Struktur des MSP zu untersuchen, wurde das Apo-MSP sowohl

im oxidierten als auch im reduzierten Zustand untersucht.
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Abbildung VIII.15 — normierte Emissionsspektren bei Aex. = 295 nm. Zum Vergleich
aufgefiihrt ist das

Versuchsbedingungen siehe oben.

Emissionsspektrum von Tryptophan in wéssriger Losung.

Die Spektren fiir MSP, das mit den zweiwertigen Ionen inkubiert wurde, zeigen (im
Gegensatz zu MSP, das mit dreiwertigen lonen inkubiert wurde und dann Emissionsmaxima
bei ~327 nm aufweist) das stark blau verschobene Emissionsmaximum bei ~ 309 nm, das
schon fliir Apo-MSP beobachtet wurde. Im Rahmen der Messgenauigkeit ist die Lage der
Emissionsmaxima identisch, wie an den normierten Spektren sowie den angegeben Daten in
Abbildung VIII.15 zu erkennen ist. Auch in Bezug auf die Fluoreszenzintensititen sind die
Spektren der mit Ca*", Mn>" und Mg”" inkubierten Formen sehr dhnlich zum oxidierten Apo-
MSP: Es kann kein stark quenchender Einfluss der gebundenen Ionen festgestellt werden.
Somit ist im Gegensatz zu Azurin und Amicyanin die Quantenausbeute des MSP nur zu
einem geringen Teil abhdngig von der Ionenbindung. [190,211] Das unverdnderte
Emissionsmaximum und die geringe Abhéngigkeit der Fluoreszenzintensitit konnte ein
Hinweis darauf sein, dass die Bindung dieser lonen unspezifisch erfolgt. Méglich ist natiirlich
auch, dass eine spezifische Bindung der Ionen in der Tryptophan nicht enthaltenden Domine
des MSP stattfindet und somit keine Fluoreszenzveridnderung bewirkt.

Die Reduktion der einen Disulfidbriicke im MSP hat, dhnlich wie die lonenbindung, einen nur
geringen Einfluss auf die Lage des Emissionsmaximums und die Quantenausbeute. Zwar
kann eine leichte Verschiebung des Emissionsmaximums um ca. 0,8 nm sowie eine
Verstiarkung der Schulter bei ~ 330 nm im Spektrum beobachtet werden, aber diese Indizien
sind nicht ausgeprégt genug, um Riickschliisse auf eine strukturelle Verdnderung des MSP bei
Reduktion zuzulassen. Die geringe Verdnderung in den Spektren ist damit konsistent, dass
sich die beiden Cysteinreste, die im oxidierten Apo-MSP eine Disulfidbriicke bilden, in dem
Modell weit entfernt von dem spektroskopisch untersuchten Tryptophanrest befinden, da ihr

Oxidationszustand keine relevanten Einfluss auf die MSP-Fluoreszenz zeigt.
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Das stark unterschiedliche Emissionsmaximum sowie der generelle starke Unterschied in der
Form der Spektren des mit Dysprosium oder Europium inkubierten MSP kann auf
unterschiedlichen Phénomenen beruhen, die auf spezielle Wechselwirkungen von
Dysprosium und Europium mit MSP zuriickzufiihren sind. Zum einen ist es moglich, dass
durch Bindung von Dy’" oder Eu’" durch MSP ein Komplex gebildet wird, der selbst
fluoresziert. Dieser konnte sowohl im Grundzustand als auch im angeregten Zustand des
Tryptophans (Exciplex) gebildet werden. Auch Energietransfer von Tryptophan auf die
Lanthanide ist denkbar, da Lanthanide im Gegensatz zu den Hauptgruppen- oder Ubergangs-
metallelementen fluoreszieren konnen und héufig fiir Energietransfer-Untersuchungen mit
Proteinen eingesetzt werden. [212] Des Weiteren ist aber auch moglich, dass die Bindung der
untersuchten Lanthanidionen durch MSP im Gegensatz zu der Bindung anderer lonen eine
Konformationsdnderung des Proteins induziert, durch die sich die lokale Umgebung des
Tryptophans verdndert und somit zu einer verdnderten Emission fiihrt. Die unterschiedlichen
Effekte beruhen auf unterschiedlichen Voraussetzungen und haben verschiedene
Auswirkungen auf Absorption und Emission. Dies soll im Folgenden diskutiert werden.

Die Bildung eines Komplexes im Grund- oder angeregten Zustand des Tryptophans setzt
zwingend voraus, dass sich die Bindestelle fiir Dysprosium oder Europium in der Ndhe des
Tryptophans im Protein befindet. Fiir das Auftreten von Energietransfer zwischen Tryptophan
und den Lanthanidionen ist dagegen aufgrund der abstandabhingigen Dipol-Dipol-
Wechselwirkung eine rdumliche Ndhe zwischen beiden nur bedingt zu erwarten. Fiir eine
Verianderung der Tryptophanfluoreszenz aufgrund einer induzierten Konformationsinderung
ist eine Anndherung zwischen Tryptophan und den Lanthaniden dagegen nicht unbedingt
vorauszusetzen, da Konformationsdnderungen in Proteinen auch durch Substratbindung in
anderen Bereichen des Proteins induziert werden konnen.

Um die Ursache fiir die unterschiedliche Fluoreszenz des Lanthanid-bindenden MSP zu
identifizieren, sind einige Voriiberlegungen beziiglich der Absorption sinnvoll: Fiir den Fall
der Komplexbildung zwischen Dysprosium/Europium und proteingebundenem Tryptophan
im Grundzustand ist ein verdndertes Absorptionsspektrum der Proteinlosung zu erwarten.
Dies ist bei Exciplexbildung oder Energietransfer von Tryptophan auf die Lanthanide nicht
der Fall, da dort die Wechselwirkung zwischen Tryptophan und dem jeweiligen Ion erst nach
der Anregung des Tryptophans erfolgt. Auch bei einer lokalen Konformationsdnderung des
Proteins sollte sich das Absorptionsspektrum des Proteins nicht notwendig verdndern.

Fir die beschriebenen Moglichkeiten sind ebenfalls Unterschiede in den statischen
Emissionsspektren zu erwarten: Fiir den Fall der Komplexbildung im Grundzustand ist die
Lage des Emissionsmaximums sowie die Quantenausbeute nicht vorhersehbar, ebenso wenig
fiir die Bildung eines Exciplexes. Fluoreszenz von evtl. nicht-komplexierendem MSP-
Tryptophan wird nur bei nicht-quantitativ verlaufender Komplexbildung beobachtet. Beim
Auftreten von Energietransfer sollte jedoch selektiv die Tryptophanemission bei den
bekannten Emissionsmaxima verringert und die Fluoreszenz des Lanthanids dafiir erhoht

werden. Fiir den Fall einer Konformationsinderung bei Ionenbindung sollten die
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Fluoreszenzmaxima in den statischen Spektren zwischen 308 und 353 nm liegen, da diese
Wellenldngen Indikatoren fiir maximale Solvensabschirmung (308 nm - Beispiel Azurin)
bzw. vollstandige Losungsmittelexposition (353 nm - Tryptophan in wéssriger Losung) sind.
SchlieBlich sind auch Unterschiede in den zeitaufgeldsten Spektren zu erwarten: Fiir eine
Komplexbildung zwischen Dysprosium/Europium und Tryptophan im Grundzustand ist die
Fluoreszenzlebenszeit des gebildeten Komplexes ebenso wie fiir die Bildung eines Exciplexes
nicht vorherzusagen, und Anteile an nicht-komplexierendem Tryptophan am Abklingen der
Proteinfluoreszenz sind wieder nur bei einer nicht-quantitativ ablaufenden Komplexierung zu
detektieren. Fiir den Fall des Energietransfers sind jedoch fiir den FRET-Donor Tryptophan
im MSP kiirzere Fluoreszenzlebenszeiten im Vergleich zu den Werten des Apo-MSP zu
erwarten. Uber die Fluoreszenzlebenszeiten fiir den Fall einer Konformationsinderung des
MSP bei lonenbindung koénnen keine Vorhersagen getroffen werden, da sowohl die
benachbarten Aminosiduren als auch die Ldsungsmittelexposition die Lebenszeiten des
Tryptophans beeinflussen.

Nach diesen Voriiberlegungen konnen nun einige der Moglichkeiten, die zu der
unterschiedlichen Fluoreszenz des mit den Lanthaniden inkubierten MSP fiihren konnen,
ausgeschlossen werden: Da das Absorptionsspektrum des mit Dysprosium oder Europium
inkubierten MSP (ebenso wie fiir alle anderen Ionen) identisch mit dem des Apo-MSP ist, ist
nicht von einer Komplexbildung zwischen Dysprosium und dem MSP-Tryptophan im
Grundzustand auszugehen. Auch kann Energietransfer von Tryptophan auf Dysprosium
ausgeschlossen werden, da sich in diesem Fall die Fluoreszenzintensitéit des Dysprosiums bei
seinen charakteristischen Emissionswellenldngen bei 487, 576 oder 669 nm [213] erh6hen
sollte und dies nicht das relativ dazu blau verschobene Emissionsmaximum der Dysprosium-
MSP-Probe bei ~ 327 nm erkldrt. Das gleiche gilt fiir Energietransfer von Tryptophan auf
Europium. Die Tatsache, dass kein Energietransfer von Tryptophan auf
Dysprosium/Europium stattfindet, ist des Weiteren in eingeschriankter Weise ein Hinweis
darauf, dass vermutlich nicht von einer Exciplexbildung zwischen Tryptophan und den
Lanthaniden im MSP auszugehen ist: Energietransferstudien mit Tryptophan und
verschiedenen Lanthaniden inklusive Dysprosium werden in der Literatur haufig
durchgefiihrt, um Bindung der Ionen in der Néhe des jeweiligen Tryptophans nachzuweisen
[212], so dass Tryptophan und Dysprosium ein geeignetes Uberlappungsintegral besitzen
miissen. Die Tatsache, dass kein Energietransfer auftritt, deutet somit auf eine gewisse
rdumliche Distanz zwischen Tryptophan und Dysprosium hin. SchlieBlich findet die
Komplexbildung von Tryptophan und Lanthaniden (Sm®*, Tb®* und auch Dy’") in wissriger
Losung zwar in der Literatur Erwdhnung, [213] das von reinem Tryptophan unterschiedliche
Fluoreszenzverhalten der Komplexe konnte jedoch als FRET der Tryptophan-
Anregungsenergie auf das jeweilige Lanthanid identifiziert werden.

Insofern ist davon auszugehen, dass bei Bindung der Lanthanide durch das MSP eine
Konformationsédnderung des Proteins induziert wird, die zu einer etwas stirkeren Exposition

des Tryptophanrestes fiihrt. Diese ist durch das Emissionsmaximum bei 327 nm
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gekennzeichnet und deutet im Vergleich mit anderen Proteinen immer noch auf eine geringe
Losungsmittelexposition hin. [87] Gleichzeitig wird bei der Konformationsinderung das
zuvor diskutierte intramolekulare Quenching der Tryptophanfluoreszenz verringert, so dass
die Fluoreszenzintensitit der Probe zunimmt.

Verzichtet wurde auf eine Darstellung der Anregungsspektren bei A = 309 nm an dieser
Stelle. Mit Ausnahme der Dysprosium bzw. Europium bindenden Form, deren Tryptophan bei

dieser Wellenlidnge keine Fluoreszenz zeigt, unterscheiden sie sich nicht wesentlich von dem
Spektrum des Apo-MSP in Abbildung VIII.4.

b) Fluoreszenz-Lebenszeiten von Apo- und Holo-Formen des MSP

Um weitere Informationen iiber die Fluorophorumgebung sowie die teils geringe
Quantenausbeute im MSP zu erhalten, wurden zeitaufgeloste Studien bei einer
Anregungswellenldnge von Aex. = 292 nm mit der oxidierten und reduzierten Apo-Form sowie
mit den mit verschiedenen Ionen inkubierten Holo-Formen durchgefiihrt. Bei dieser
Anregungswellenlédnge ist der Tyrosinanteil in den Spektren immer noch vernachldssigbar
gering, so dass davon auszugehen ist, dass die ermittelten Fluoreszenzabklingkurven
ausschlieflich Informationen tiber den einen Tryptophanrest im MSP liefern.

Abbildung VIII.16 zeigt die normierten erhaltenen Fluoreszenzabklingkurven der Proben bei
einer Emissionswellenldnge von A¢, = 308 nm sowie die an sie angepassten biexponentiellen
Funktionen, deren Fit-Parameter in Tabelle VIII.1 aufgefiihrt sind. Ein graphischer Vergleich
der erhaltenen Lebenszeiten ist in Abbildung VIII.17 dargestellt.

Ein Vergleich der gemessenen Lebenszeiten fiir die mit verschiedenen Ionen inkubierten
Formen des MSP mit den Lebenszeiten einer wissrigen Tryptophanlsung'® zeigt, dass die
Lebenszeiten des Tryptophanrestes im Protein ungewohnlich kurz sind. Die lange Lebenszeit,
die in Proteinen typischerweise Werte zwischen 3 und 8 ns annimmt, [24] ist mit nur ca. 1,1 —
1,4 ns stark verringert und sogar weit niedriger als die Lebenszeit des Tryptophans ins
wissriger Losung. Da die lange Lebenszeit des Apo-MSP-Tryptophans relativ zu der
Lebenszeit des vollstindig Losungsmittel-exponierten Tryptophans stark erniedrigt ist, kann
die auBBergewohnlich kurze Lebenszeit im MSP nicht auf Solvens-Quenching zuriickzufiihren
sein. Sie ist, wie bereits in VIILIL.c) diskutiert, auf internes Quenching durch nicht genau
identifizierbare Nachbargruppen zuriickzufiihren.

Festzustellen ist, dass sich wie schon die Emissionsspektren auch die Fluoreszenzabkling-
kurven der unterschiedlichen Formen nur wenig unterscheiden: Lebenszeiten und
Abklingkurven fiir oxidiertes und reduziertes MSP sind quasi identisch. Dies ist entweder
darauf zuriickzufithren, dass unter den gewéhlten Bedingungen bei Reduktion keine
Strukturverdnderung erfolgt oder dass eine strukturelle Verdnderung nur in der die

Cysteinreste beinhaltenden N-terminalen B-Faltblattdoméne stattfindet.

' Fluoreszenzlebenszeiten einer biexponentiellen Anpassung fiir Tryptophan in Wasser: t,, = 2973 ps, 1| =

3117 ps sowie 1, = 580 ps (bestimmt am Emissionsmaximum A, = 353 nm, vergleiche Tabelle IV.1).
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Abbildung VIII.16 — Vergleichend dargestellte Fluoreszenzabklingkurven fiir MSP bei

Aem. = 307,5 nm: Vergleich der Apo-Form mit den mit verschiedenen Ionen inkubierten Holo-
Formen (links); oxidierte und reduzierte Apo-Form (Reduktion iiber 10 mM DTT; rechts).

Tabelle VIII.1- Aus den biexponentiellen Anpassungen an die Fluoreszenzabklingkurven
erhaltene Fluoreszenzlebenszeiten = fiir die verschiedenen MSP-Formen sowie ihre
Amplituden a; und Fehler 87: 7; — lange Lebenszeit, 7> — kurze Lebenszeit, 7,,., - Amplituden-

gemittelte Lebenszeit.

a 7 on az () on X Tin-a OTm

[ps]  [ps] [ps]  [ps] [ps]  [ps]

MSP (ox.) 0,46 | 1465 250 | 0,54 | 453 24 220 | 923 257

MSP (red.) 0,49 | 1432 238 | 0,51 | 415 20 165 | 911 225
Ca’"- MSP 0,48 | 1317 212 | 0,52 | 437 23 157 | 863 244
Dy**- MSP 0,31 | 2238 789 | 0,69 | 174 5 354 | 804 273
Mg**- MSP 0,50 | 1129 349 | 0,50 | 179 9 322 | 656 213
Mn**- MSP 0,53 | 1316 220 | 047 | 365 17 162 | 866 199

Auch die Inkubation mit verschiedenen Ionen (mit Ausnahme von Dy3+) hat keinen
wesentlichen Einfluss auf die Fluoreszenzlebenszeiten. Zwar verringern sich bei Inkubation
mit Ca®*, Mn*" und vor allem Mg®>" sowohl die kurzen als auch die langen
Fluoreszenzlebenszeiten des MSP, durch die ohnehin sehr geringe Fluoreszenzlebenszeit des
Tryptophans im Apo-MSP fillt dieser Effekt aber nicht stark ins Gewicht. Zuriickzufiihren ist
er vermutlich auf eine rigidere Struktur des MSP durch unspezifische Ionenbindung nach
Ionenzugabe, die das bereits diskutierte intermolekulare Quenching verstirkt. Hinweise auf
eine spezifische Bindung von Mn**, Ca>" und Mg*" kénnen somit auch iiber zeitaufgeloste

Fluoreszenzuntersuchungen nicht erhalten werden.
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Abbildung VIII.17 — Gegeniiberstellung der erhaltenen Fluoreszenzlebenszeiten des
biexponentiellen Anpassungen fiir die verschiedenen MSP-Formen: 7; — lange Lebenszeit, 7, —

kurze Lebenszeit, 7,,., - Amplituden-gemittelte Lebenszeit.

Interessant ist wiederum der Effekt, der bei Inkubation mit Dysprosium auftritt: Die lange
Fluoreszenzlebenszeit ist im Vergleich mit der Apo-Form um mehr als eine Nanosekunde
grofler. Dies ldsst sich dadurch erkldren, dass der Tryptophanrest bei der Bindung des
Dysprosiums nicht nur etwas weiter 10sungsmittelexponiert wird, sondern gleichzeitig der
Kontakt mit den quenchenden Nachbaraminosduren verringert wird. Dies erhoht die
Fluoreszenzlebenszeit durch vermindertes intramolekulares Quenching bei gleichzeitiger
Rotverschiebung des Fluoreszenzmaximums durch verstirkte Losungsmittelrelaxation. Es ist
davon auszugehen, dass die Lebenszeiten fiir Europium bindendes MSP ebenfalls im
Vergleich zu den Werten fiir Apo-MSP vergrofert sind. Die Studien zur Europiumbindung
wurden jedoch erst durchgefiihrt, als das fiir die Untersuchung der Fluoreszenzlebenszeiten
erforderliche Pikosekundensystem nicht mehr zur Verfiigung stand.

Aufgrund der sehr geringen Quantenausbeute und des geringen Emissionswellenlédngen-
bereichs des MSP und auch wegen des starken Raman-Anteils an den Spektren, der nicht
vollstindig abgetrennt werden konnte, konnte die Wellenldngenabhidngigkeit der
Fluoreszenzlebenszeiten nicht betrachtet und deswegen decay-associated spectra nicht erstellt

werden.

c) Entfaltungsstudien an verschiedenen Holo-MSP

Um Informationen tiiber die jeweilige Stabilitit der mit den unterschiedlichen Ionen
inkubierten Formen des MSP zu erhalten, wurden Denaturierungsstudien mit Harnstoff
durchgefiihrt, mit dem Ziel, wie fiir die Apo-Form die Entfaltungspunkte c;,, sowie die Freien

Entfaltungs-Enthalpien AG,, , zu bestimmen.
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Verdnderung des Emissionsmaximums

Zunichst wurde, wie in Abbildung VIII.18a) dargestellt, die Verschiebung des Emissions-
maximums bei der Denaturierung mit Harnstoff untersucht. Mit Ausnahme des mit
Dysprosium oder Europium inkubierten MSP weisen die erhaltenen Entfaltungskurven eine
sehr hohe Ahnlichkeit zu der Harnstoffentfaltungskurve des oxidierten Apo-MSP auf: Die
Ubergangpunkte fiir die Entfaltung der Holo-MSP haben dhnliche Werte wie fiir das oxidierte
Apo-MSP (c;» = 2,06 £ 002 M) und sind leicht vergroBert. Dies deutet darauf hin, dass die
mit den jeweiligen Ionen inkubierten Holo-MSP erst bei leicht hoheren
Harnstoffkonzentrationen denaturiert werden, erkldrbar durch eine gering erhohte
Proteinstabilitit durch die vermutlich unspezifische Ionenbindung.

Im Gegensatz dazu hat das reduzierte Apo-MSP hat einen leicht erniedrigten Ubergangspunkt
(c12 = 2,00 £ 0,02 M), was sich durch eine verringerte Proteinstabilitit bei Reduktion der
Disulfidbriicke erkldren ldsst. Grof3 ist der beschriebene Effekt jedoch nicht. Aufgrund der
geringen Unterschiede bei der Denaturierung von oxidiertem und reduziertem Apo-MSP ist
nicht davon auszugehen, dass die korrekte Ausbildung der Disulfidbriicke notwendig fiir die
Struktur der Doméne ist, die den Tryptophanrest 241 beinhaltet.

Fiir MSP, das mit Dysprosium oder Europium inkubiert wurde, zeigen sich im Laufe der
Denaturierung stark unterschiedliche Emissionsmaxima im Vergleich zu Apo-MSP. Wie
bereits in VIII.V.a) beschrieben, ist der Ausgangswert des Emissionsmaximums aufgrund
einer Konformationsidnderung nach Bindung des lons wesentlich groBer als fiir die anderen
MSP-Formen. Auch erfolgt die Entfaltung der Lanthanide bindenden MSP nicht bei
vergleichbar geringen Harnstoffkonzentrationen wie bei der Bindung anderer Ionen (Dy’:
5,16+ 0,12 M; Eu’": 5,24 £ 0,05 M im Vergleich zu ~ 2 M fiir die anderen Formen). Bei den
angewandten Messbedingungen war es sogar unmoglich, MSP-Ldsungen in ausreichend
hohen Harnstoffkonzentrationen anzusetzen, um die vollstindige Denaturierung des Proteins
zu beobachten (siche Messpunkte und Extrapolation in Abbildung VIII.18b). Dies deutet auf
eine hohere Stabilitdt der La’*-MSP im Vergleich zu dem mit den zweiwertigen Ionen
inkubierten MSP hin.

Verdnderung der Fluoreszenzintensitdten

Uber die Verinderung der Fluoreszenzintensitit (Abbildung VIIL.19) wihrend der
Denaturierung des mit verschiedenen Ionen inkubierten MSP wurden komplementire
Ergebnisse zu den Daten fiir die Verschiebung des Emissionsmaximums erhalten. Wieder
sind, mit Ausnahme des Dysprosium/Europium bindenden MSP, die Ergebnisse sehr dhnlich
zu den Dbereits fir das Apo-MSP erhaltenen. Die Auswahl der betrachteten
Emissionswellenldnge wurde dabei fiir die jeweiligen MSP-Formen fiir die Auswertung so
getroffen, dass groftmogliche Intensitdtsverdnderungen detektiert werden konnten (Aem =
346 nm fir alle MSP-Formen mit Ausnahme der mit Lanthaniden inkubierten; Aer,. = 335 nm
fiir Inkubation mit Dy’ und Eu®").
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Abbildung VIII.18 — a) Verdnderung der Emissionsmaxima der Holo-MSP bei Harnstoff-
Denaturierung im Vergleich zu den Werten fiir ox. und red. Apo-MSP, ausgewertet fiir
Aex. = 295 nm. Bei starken Raman-Signalen in signifikanten Wellenldngenbereichen in den
Spektren wurde das Emissionsmaximum iiber Anpassung einer Lognormal-Verteilung
bestimmt. Die untere Abbildung b) zeigt die Entfaltung des Dy’"- bzw. Eu’"-MSP iiber den

vollstdndigen notigen Konzentrationsbereich.

Die Anpassung sigmoidaler Boltzmann-Funktionen lieferte fiir die Inkubation mit den Ionen
Ca®’, Mg* und Mn®" Entfaltungs-Ubergangspunkte, die innerhalb der Fehlergrenzen
identisch mit denen sind, die fiir die Verschiebung des Emissionsmaximums bestimmt
wurden. Ein friiher liegender Ubergangspunkt (c;» = 1,99 + 0,04 M) wurde jedoch fiir das
oxidierte Apo-MSP bestimmt, ein spéterer fiir das reduzierte (c;> = 2,36 + 0,03 M). Diese
Ergebnisse stehen nicht zwangsldufig in Kontrast zu den Daten, die bei der Betrachtung der
Emissionsmaxima erhalten wurden, da die Anderung der Tryptophanfluoreszenzintensitit (als
Indikator fiir verschiedene Umgebungseinfliisse auf das Tryptophan) nicht unbedingt

komplementdr zu der Verdnderung des Emissionsmaximums (als Effekt der
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Abbildung VIII.19 — Verdnderung der Fluoreszenzintensititen der Holo- und Apo-MSP bei
Denaturierung mit Harnstoff, ausgewertet fiir Aex. = 295 nm und fiir A¢y, = 346 nm (Apo- und
Holo-Formen fiir Ca®*, Mg*", Mn*") bzw. Aem. = 335 nm (Dy” ", Eu®").

Losungsmittelrelaxation unmittelbar ein Indikator fiir die Losungsmittelzugénglichkeit des
Tryptophanrestes) bei der Entfaltung verlaufen muss."

GroBe Unterschiede fiir die Verdnderung der Fluoreszenzintensitit des Lanthanide bindenden
MSP wurden im Vergleich zu dem mit zweiwertigen lonen inkubierten MSP und dem in
beiden Oxidationszustinden untersuchten Apo-MSP festgestellt. Fiir letztere wird eine
Zunahme an Fluoreszenzintensitdt wihrend der Denaturierung festgestellt, da die
Tryptophanfluoreszenz im nativen Protein dort stark gequencht wird: Bei der Denaturierung
werden die fluoreszenzloschenden Umgebungseinfliisse aufgehoben, und im Laufe der
Titration nimmt die Fluoreszenzintensitit trotz gleichzeitig erfolgender
Losungsmittelexposition (und damit Solvensquenching) zu. Fiir das Dysprosium bzw.
Europium bindende MSP wird der Tryptophanrest nach der diskutierten Umlagerung weniger
quenchenden Nachbaraminosduren ausgesetzt. Somit ist seine Fluoreszenzintensitit im
nativen Zustand hoher als die einer dquimolaren wissrigen Tryptophanlosung und nimmt

infolgedessen im Zuge der Denaturierungstitration ab. Die Ubergangspunkte fiir die

" Uber Modellierung der Emissionsspektren von Losungen zweier Fluorophore mit verschiedenen
Emissionsmaxima in unterschiedlichen Verhidltnissen kann gezeigt werden, dass sich bei einer linearen
Verdnderung der Gesamtfluoreszenzintensitit die Emissionsmaxima der Mischungsspektren sigmoidal
verdndern. Fiir eine 1:1-Mischung der Fluorophore ist dabei die sigmoidale Beschreibung der Emissionsmaxima
symmetrisch beziiglich des Ubergangspunktes, fiir eine belicbige Mischung dagegen unsymmetrisch. Daraus
resultiert fiir das MSP, das bei der Denaturierung als ein Gemisch von ,nativen” und ,denaturiertem®
Tryptophan betrachtet werden kann, die nicht zwangsldufige Komplementaritit der Informationen aus den

Fluoreszenzintensititen und Emissionsmaxima bei der Entfaltung.



VIII. DAS MANGANSTABILISIERENDE PROTEIN 151

25 T T T T T T T T T T T T T
- AGHZO A( AGHZO )
20 - (kJ/mol)  (kJ/mol)
- k\* § Apo-MSP (ox.) | 13,3 +1,6
[e) L — — a
£ - § N 5 Apo-MSP (red.)| 12,8 +0,8
2 \
& ] 1 Ca”-MSP 14,9 +0,3
<
5. | Mg"-MSP 14,0 +0,5
Mn**-MSP 13,3 +0,9
0 T T T 1 T T T T T T T T
y  ox o w w Dy**-MSP 20,2 +2.4
QO@A o\@& @ ¥ K o & y3+
LN Eu’"-MSP 16,4 +0,4

Abbildung VIII.20 — Freie Entfaltungs-Enthalpien der verschiedenen Apo- und Holo-MSP-
Formen, bestimmt aus den Fluoreszenzdnderungen fiir Aex, = 295nm und Aep, = 346 nm (Apo-
und Holo-Formen fiir Ca®", Mg2+, Mn”") bzw. Aem = 335 nm (Dy3+, Eu3+).

Harnstoff-abhingigen Fluoreszenzintensititen (Dy3+: 3,15+0,05 M; Eu’': 4,08 £ 0,04 M)
liegen wie die Ubergangspunkte fiir die Verdinderung der Emissionsmaxima bei
unterschiedlichen Harnstoffkonzentrationen als fiir die anderen Holo-MSP und deuten
wiederum auf eine erhohte Proteinstabilitdt fiir Lanthanide bindendes MSP hin. Die
Diskrepanz in den Ubergangspunkten (~ 3,5 M fiir die Verinderung der Fluoreszenzintensitit
und ~5,2M fiir die Verdnderung des Emissionsmaximums) ist wieder mit dem nicht
gleichformigen Einfluss des Denaturierungsmittels auf die betrachteten Fluoreszenzparameter
zu begriinden.

Im Folgenden soll aus den Entfaltungskurven fiir die Verdnderung der Fluoreszenzintentititen

die Freien Entfaltungs-Enthalpien AG, , fir die verschiedenen lonen bindenden MSP

bestimmt werden.

Freie Entfaltungs-Enthalpien
Die ermittelten Freien Entfaltungs-Enthalpien AG, , fir das mit unterschiedlichen Ionen

inkubierte MSP sind in Abbildung VIII.20 sowie in der nebenstehenden Tabelle dargestellt.
Aus der Auftragung wird ersichtlich, dass Inkubation mit den meisten Ionen (Ca®", Mg2+,
Mn®") verglichen mit den bereits in Abschnitt VIILIV bestimmten Daten nicht zu einer
starken Erhohung der Proteinstabilitét fiihrt: Bei der Bindung von Calcium bzw. Magnesium
erhoht sich die Proteinstabilitdt um 1,6 bzw. 0,7 kJ/mol. Fiir die Bindung von Mangan kann
keine Erh6hung der Proteinstabilitét festgestellt werden. Insofern ist davon auszugehen, dass

es sich tatsdchlich um eine unspezifische Bindung dieser Ionen handelt, da durch eine
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selektive elektrostatische Wechselwirkung zwischen Ion und Bindestelle eine starrere und
somit schlechter zerstorbare Struktur induziert werden sollte.

Anders ist dies fiir die Inkubation des MSP mit Dysprosium bzw. Europium, die auf eine
besondere Art und Weise mit dem MSP wechselwirken: Die Bindung von Dysprosium fiihrt
nach der gezeigten Umlagerung des Proteins zu einer Struktur, die ca. 7 kJ/mol stabiler ist als
Apo-MSP bzw. mit anderen Ionen inkubiertes MSP. Auch die Bindung von Europium fiihrt
zu einer Erhohung der Proteinstabilitdt, jedoch nur um ca. 3 kJ/mol. Die ermittelte Erhohung
der Freien Entfaltungsenthalpien fiir Dy*” bzw. Eu®” bindendes MSP sind dabei im Vergleich
mit einer Studie, die sich mit der Bindung von Lanthaniden an a-helikale doppelstringige
Polypeptide beschiftigt, etwas grofer. [214] Die selektiv stirkere Bindung von Dysprosium
und Europium durch MSP im Gegensatz zu Calcium, Magnesium oder Mangan ldsst sich
vermutlich durch die hohere Ladungsdichte der Lanthanidionen erkldren, da diese im
Gegensatz zu den anderen betrachteten Ionen bei vergleichbarem Ionenradius'® dreiwertig
sind. Durch dieses hohe Ladung/Radius-Verhiltnis sollten elektrostatische Wechselwirkung
mit hypothetischen Bindestellen anders geartet als fiir die zweiwertigen lonen sein.

Die hohere Stabilitit des MSP nach Bindung von Dy’" im Vergleich zu Eu®” kann aufgrund
des fiir Dysprosium grof3eren Ladung/Radius-Verhéltnis erklart werden: Eine festere Bindung
sollte durch verstirkte elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Dy’" und Protein eine
starrere Struktur des Proteins induzieren, die aufgrund der Rigiditdt weniger leicht zu

denaturieren ist.

d) Bindungsstudien mit Hilfe von statischen Fluoreszenzuntersuchungen

Im Folgenden wird die Ionenbindung des MSP in Abhingigkeit von der Zeit und der
Konzentration an zugegebenem lon untersucht, mit dem Ziel, Dissoziationskonstanten und
Geschwindigkeitskonstanten der jeweiligen Bindung zu identifizieren und somit Hinweise auf

die Art der Bindung zu erhalten.

Zeitabhdngige Untersuchung der lonenbindung

Abbildung VIII.21 zeigt exemplarisch fiir eine Emissionswellenldnge (Aem, =327 nm) die
zeitabhéngige Verdnderung der Fluoreszenzintensitdt des MSP-Tryptophans bei Inkubation
des Proteins mit den Ionen Dysprosium (Dy’"), Europium (Eu’") bzw. Mangan (Mn”"). Es
sind deutliche Unterschiede in der zeitlichen Fluoreszenzentwicklung nach Zugabe der
verschiedenen Ionen zu ersehen: Nach der Zugabe von Mn”>" wie auch fiir alle anderen
zweiwertigen lonen (hier nicht dargestellt) bleibt die Fluoreszenzintensitidt des MSP bei allen
Emissionswellenldngen unverdndert, wohingegen, wie in Abbildung VIII.22 demonstriert,
nach Zugabe von Dy’" (ebenso wie fiir Eu’") eine starke Zunahme an Fluoreszenzintensitit im

rot verschobenen Spektralbereich zu erkennen ist. Gleichzeitig kann nach Dysprosium- bzw.

' Jonenradien der angegebenen Ionen bei achtfacher Koordination: Mn®* - 1,10 A, Ca*" - 1,26 A, Mg*" - 1,03 A,
Dy*" - 1,17 A, Ev’" - 1,21 A. [215]
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Abbildung VIII.21 — Zeitabhéingige Betrachtung der Fluoreszenz wihrend der Inkubation von
MSP (15 uM) mit 50 mM Dy*", Eu’" und Mn*". (Aeyx. = 295 nm; Aem, = 327 nm)

Europiumzugabe eine Abnahme an Fluoreszenzintensitdt im blau verschobenen Bereich des
Spektrums (~ 309 nm) verzeichnet werden.

Die starke zeitliche Zunahme der Fluoreszenzintensitit im rot verschobenen Spektralbereich
ist konsistent mit den in VIILV.a) untersuchten statischen Fluoreszenzspektren des mit Eu’"
oder Dy’" inkubierten Apo-MSP, bei denen sich das Emissionsmaximum des MSP nach
Zugabe der Ionen von ~309 nm zu 327 nm verschob. Durch Informationen, die aus den
statischen und dynamischen Messungen stammen, konnte die Rotverschiebung der
Fluoreszenz auf eine Umlagerung des Proteins zuriickgefithrt werden. Die zeitliche
Verdnderung der Fluoreszenzintensitdt nach der Zugabe der Lanthanide ldsst nun
Riickschliisse auf den zeitlichen Verlauf des Prozesses inklusive der Umlagerung zu.

Nach Zugabe von Mn’" und den anderen zweiwertigen lonen wird keine zeitliche
Veranderung der Fluoreszenz des MSP-Tryptophans beobachtet. Dies ist damit zu begriinden,
dass die beobachtete unspezifische Bindung der zweiwertigen lonen durch MSP wesentlich
schneller erfolgt als die spezifische Bindung der Lanthanide. Somit wird sie, speziell, da ihr
Einfluss auf die Fluoreszenzintensititen und die Lage der Emissionsmaxima nur sehr gering
ist, durch die zeitabhdngige Fluoreszenzmessung nicht detektiert. Da es mit
fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen nicht moglich ist, eine Bindung der erwéhnten
zweiwertigen lonen beobachten, wird deswegen die zeitliche Untersuchung der lonenbindung

auf Dysprosium und Europium beschrinkt.
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Abbildung VIII.22 — Zeitliche Verdnderung der Emissionsspektren von 15 uM MSP bei der
Inkubation mit 50 mM DyCls. (Aex. =295 nm). Die in Abbildung VIIL.21 fiir Dysprosium

dargestellten Daten entsprechen einem Schnitt am Emissionsmaximum bei Aep = 327 nm.

Die zeitliche Verdnderung der Fluoreszenzintensitdt wihrend der Bindung lésst sich durch
unterschiedliche Modelle beschreiben, je nachdem, was fiir ein Bindungsmechanismus
zugrunde gelegt wird. Fiir die Dysprosium- oder Europiumbindung des MSP sind dabei die
folgenden zwei unterschiedlichen Bindungsreaktionen denkbar:
a) Die Bindung des La’" durch MSP ist eine Gleichgewichtsreaktion zweiter Ordnung,
deren Hinreaktion sich fiir hohe Dysprosiumkonzentrationen nédherungsweise als eine
Reaktion pseudo-erster Ordnung ausdriicken lasst:

MSP + La3+

MSP-La3+

b) Die Bindung von La®" durch MSP ist ein zweistufiger ProzeB, dessen erster
Reaktionsschritt die als Reaktion pseudo-erster Ordnung betrachtete Bindungsreaktion
zweiter Ordnung ist, gefolgt von einer weiteren Umsetzung des Zwischenproduktes
zum Endprodukt:

MSP + La3+

[MSP ---La3+] ——> MSP-La3+

Durch Aufstellen und Integration der jeweiligen Geschwindigkeitsgesetze konnen Ausdriicke
fiir die zeitliche Gesamtfluoreszenzdnderung durch das Edukt MSP und das Produkt
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MSP-La*" ermittelt werden, so dass man fiir die Verinderung der Fluoreszenzintensitit in

Abhingigkeit des jeweiligen Prozesses Exponentialausdriicke der folgenden Form erhélt:
—t —t
I(t)=yo+A1-(1—e%‘)Mz-(l—e%zj (VIIL4)

Dabei kennzeichnet y, die Ausgangsfluoreszenz vor Zugabe des Lanthanidions, die vor der
Messung bestimmt wird, und fiir a) ist ein monoexponentieller Anstieg zu erwarten (d.h.,
A;#0 und A4,=0). Fiir den in b) dargestellten zweistufigen Prozess ist hingegen eine
biexponentielle Verdnderung der Fluoreszenzintensitit zu beobachten (d.h., 4;# 0 und
Ay #0).

Abbildung VIII.23a) und Abbildung VIII.24a) zeigen die zeitlichen Verdnderungen der
Tryptophanfluoreszenzintensitit bei Inkubation von MSP mit Dy’" bzw. Eu’" und jeweils
zwel an sie angepasste Exponentialausdriicke, deren Parameter in Tabelle VIII.2 und Tabelle
VIIL.3 dargestellt sind. An den in b) dargestellten Residua und an den angegeben
Korrelationskoeffizienten R ist deutlich zu erkennen, dass die biexponentiellen Funktionen
die zeitliche Anderung der Fluoreszenz wesentlich besser beschreiben als die
monoexponentiellen Anpassungen, die systematische Abweichungen enthalten. Daraus ldsst
sich schliefen, dass die Bindung der Lanthanidionen durch MSP iiber einen assoziativen
Mechanismus verlduft. Gestiitzt wird dies des Weiteren von der in den Abbildung VIII.23c)
und Abbildung VIII.24c) mit dargestellten zeitlichen Verdnderung der Emissionsmaxima, die
sich im zeitlichen Verlauf der Bindungsreaktion ebenfalls iiber einen zweistufigen Prozess
verinderten. Die Ubergangspunkte fiir die Verinderung der Emissionsmaxima stimmen dabei
mit den ermittelten Halbwertszeiten fiir die Verdnderung der Fluoreszenzintensititen der
einzelnen Exponentialanteile iiberein.

Die ermittelten zwei Lebenszeiten fiir die exponentielle Fluoreszenzintensititsverdnderung
liegen fiir beide Bindungsstudien (Dy3+: 71 = 0,81 + 0,05 Minuten, 1, = 3,93 + 0,42 Minuten;
Euv’’: 1, = 0,37 £ 0,13, 17, = 2,53 + 0,28 Minuten) im Minutenbereich. Insofern kann fest-
gehalten werden, dass es sich bei der Bindung der Lanthanidionen durch MSP um einen sehr
langsamen Prozess handelt. [216,217]

Fraglich ist nun, ob nach Identifikation des assoziativen Bindungsmechanismus geklart
werden kann, wie die Bindung in den beiden einzelnen Teilschritten erfolgt. Die Verdnderung
der Emissionsmaxima liefert dafiir Hinweise: Fiir die erste Reaktionsstufe zeigt sie einen
starken Effekt (Verschiebung des Emissionsmaximums um ca. 15 nm fiir beide MSP-
Bindungsstudien), gefolgt von einer langsameren, weniger ausgeprigten Emissions-
maximaverschiebung um ca. 3 nm. Dies deutet darauf hin, dass bereits die lonenbindung die
Konformationsédnderung induziert, da sich die Losungsmittelexposition des Tryptophanrestes,
wie an der Verdnderung des Emissionsmaximums zu ersehen, stark &ndert. Dieser
Konformationsidnderung folgt vermutlich eine Festigung der Ionenbindung, die eine weitere,

geringere Verschiebung des Emissionsmaximums bewirkt.
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Abbildung VIII.23 — Zeitliche Verdnderung der Fluoreszenz bei Dysprosium-Bindung durch
MSP:  a) zeitabhingige  Fluoreszenzintensitit  (Aem, =327nm) und  Anpassung
monoexponentieller (—) bzw. biexponentieller (—) Funktionen; b) Residua fiir die erfolgten
Anpassungen in a); ¢) Verdnderung des Emissionsmaximums bei Bindung sowie Ermittlung

der Ubergangspunkte durch Anpassung von zwei sigmoidalen Boltzmann-Funktionen.

Tabelle VIIL.2 — Parameter der Anpassungen an die zeitliche Verdnderung der MSP-
Fluoreszenzintensitit durch Dy*" (Abbildung VIII.23a) fiir ein fest gesetztes yo= 340 nm. Die

erhaltenen Lebenszeiten dienen zur Bestimmung der Halbwertszeiten in Abbildung VIII.23.

Anpassung a 71/ min. a T, / min. xz R?

monoexponentiell | 496 1,30 £ 0,02 - - 406,24  0,91458
biexponentiell 367 0,81 £0,05 135 3,93 +£0,42 295,69  0,93791
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Abbildung VIII.24 - Zeitliche Verdnderung der Fluoreszenz bei Europium-Bindung durch
MSP:  a) zeitabhingige  Fluoreszenzintensitit  (Aem, =327 nm) und  Anpassung
monoexponentieller (—) bzw. biexponentieller (—) Funktionen; b) Residua fiir die erfolgten
Anpassungen in a); ¢) Verdnderung des Emissionsmaximums bei Bindung sowie Ermittlung

der Ubergangspunkte durch Anpassung von zwei sigmoidalen Boltzmann-Funktionen.

Tabelle VIII.3 - Parameter der Anpassungen an die zeitliche Verdnderung der MSP-
Fluoreszenzintensitit durch Eu’" (Abbildung VIII.24a) fiir ein fest gesetztes yo= 340 nm. Die

erhaltenen Lebenszeiten dienen zur Bestimmung der Halbwertszeiten in Abbildung VIII.24a).

. . 2
Anpassung a 71/ min. a T, / min. xz R

monoexponentiell | 130 1,55+ 0,06 - - 1,88,10  0,6362
biexponentiell 47,5 0,37 £0,13 83,9 2,53 +£0,28 176,54 0,6591
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Abbildung VIIL.25 - Anderung der Fluoreszenzspektren von MSP bei Inkubation mit neun
verschiedenen Konzentrationen (0 — 10 mM) an Mn”" bzw. Dy’".

Konzentrationsabhdngige Bindungsstudien

Nach der Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten der Lanthanidbindung durch MSP
sind des Weiteren die Dissoziationskonstanten der MSP-La’*-Komplexe zu bestimmen, da
diese Riickschliisse auf die Stirke der Bindungen zulassen. Aus diesem Grund wurde die
Verdanderung der MSP-Fluoreszenzintensitdt fiir lonenkonzentrationen zwischen 0 und
10 mM in Titrationsreihen untersucht. Beispielhaft ausgewihlte Ergebnisse sind in Abbildung
VIIL.25 dargestellt. Im Einklang mit vorherigen Untersuchungen, die eine unspezifische
Bindung der zweiwertigen Ionen Mn®", Mg®" und Ca’* nahe legten, wurden keine
Veranderungen der Fluoreszenzintensitit des MSP-Tryptophans festgestellt, die es gestattet
hitten, eine Dissoziationskonstante fiir die lonenbindung zu bestimmen. Fiir die spezifische
Bindung von Dy’" und Eu’" lassen dagegen die starken spektralen Verdnderungen die
Bestimmung von Komplex-Dissoziationskonstanten K, zu.

Sie werden iiber eine Anpassung der von der lonenkonzentration [La’'], abhingigen

Gesamtfluoreszenzintensitit / an die zu Gleichung (I1.46) analoge Gleichung

I =a-[MSP)+ f3-[MSP—La™]
- a-([MSP), ~[MSP~La*"])+ B-[MSP—La*']

(VIIL5)
MSP)[La’"],

3+ 3+
N {[Msp]w[éa LK, \/([MSP]OHT LK)
mit den Variablen ¢, £ und K, erhalten. Die Anpassung der jeweiligen Gesamtfluoreszenz-
intensitdten der Apo- und sich bildenden Holo-Form des MSP an die hier dargestellte
Funktion ist in Abbildung VIII.26 dargestellt. Die iiber die Anpassungen ermittelten

Dissoziationskonstanten betragen K;=1,40+ 0,23 mM fiir die Dysprosiumbindung und
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Abbildung VIIL.26 — Bestimmung der Dissoziationskonstante fiir die Bindung von Dy’ und
Eu’" durch MSP: Verinderungen der Fluoreszenzintensititen bei Aem = 375 nm (links) und

der Emissionsmaxima (rechts)

K;=2,69+£080mM fiir die Europiumbindung. Die Ionenbindung im MSP ist somit
schwicher als bei vielen anderen Proteinen [218-220], aber noch nicht auflergew6hnlich
gering [221]. Die Korrelationskoeffizienten der Anpassungen sind jedoch nicht vollstindig
zufriedenstellend (Dy3 "R =0,9902; Eu’:R= 0,9745).

Bessere Anpassungen werden erhalten, wenn neben den Variablen «, £ und K, auch die
Ausgangskonzentration des Proteins [MSP], variabel gesetzt wird. Die durchgefiihrten
Anpassungen liefern dann zwar sehr gute Korrelationskoeffizienten und kleinere Werte fiir
die Dissoziationskonstanten, ergeben aber physikalisch keinen Sinn, da sie als Anpassungen
fiir die Ausgangskonzentration [MSP]y Werte zwischen 1,8 und 3,6 mM liefern. Diese liegen
mehr als das Hundertfache iiber der angenommenen und iiber Absorptionsmessungen
verifizierten Ausgangskonzentration von MSP. Unter der Voraussetzung, dass ein Teil des
aufgereinigten Proteins nicht nativ vorlag und somit nicht fihig zur Ionenbindung war,
konnen zwar Abweichungen von der bestimmten Ausgangskonzentration bei der Messung
festgestellt werden, diese sollten aber zu geringeren Messwerten fiir die Proteinkonzentration
und auBerdem nicht zu derart grolen Schwankungen fiihren.

Insofern ist die nicht sehr zufriedenstellende Qualitit der Anpassung vermutlich auf
Abweichungen zurlickzufithren, die bei hoheren Lanthanidkonzentrationen auf
Proteinzusammenlagerungen, auf Mehrfachbindungsprozesse oder auf Absorptionseffekte
durch die Lanthanide zuriickzufiihren sind. Worauf genau die Abweichungen zuriickzufiihren
sind, ist an dieser Stelle nicht zu kldren. Da wegen der geringen Fluoreszenzintensitit der
Proben Wert auf ein hohes Auflésungsvermogen der Fluoreszenzspektren gelegt wurde,
wurde das Rayleigh-Signal {iibersteuert, so dass normalerweise iiber Rayleigh-Streuung
zugingliche Informationen iiber potentielle Proteinzusammenlagerungen nicht zur Verfiigung

stehen. Des Weiteren ist es im Gegensatz zu der Annahme der einfachen Ionenbindung nicht
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moglich, fluoreszenzspektroskopisch die Bindungskonstanten K;; und K, fiir eine potentielle
zweifache Lanthanidbindung zu bestimmen.

Trotz der vermutlich ungenauen Bestimmung der Dissoziationskonstanten fiir Dysprosium-
und Europiumbindung werden wichtige Informationen geliefert: Die Werte liegen im
millimolaren Bereich und somit ist die Bindung der Lanthanide durch MSP nicht sehr stark.
AuBerdem ist deutlich zu sehen, dass die Bindung fiir Dysprosium stérker als fiir Europium
ist, da die entsprechende Dissoziationskonstante fiir den MSP-Dy’*-Komplex geringer als fiir
den MSP-Eu’"-Komplex ist. Fiir eine festere Bindung von Dysprosium durch MSP spricht
bereits die in Abschnitt VIII.V.a) vorgestellte Analyse der Emissionsspektren: Diese zeigten
fir die Dysprosium-Bindung bei gleicher Konzentration eine wesentlich hohere
Fluoreszenzintensitit als fiir die Europium-Bindung. Daraus kann geschlossen werden, dass
sich der Tryptophanrest nach der Umlagerung in einer geschiitzteren Umgebung befindet,
wenn die Umlagerung durch Dysprosium statt Europium induziert wird. Tryptophan ist somit
geringerem Solvens-Quenching ausgesetzt. Zuriickzufiihren ist die festere Bindung des

Dysprosiums auf sein grofleres Ladung/Radius-Verhiltnis im Vergleich zu Europium.

Vi. Zusammenfassung

Das Manganstabilisierende Protein (MSP) ist in héheren Pflanzen eines der drei extrinsischen
Proteine des Photosystems II, die u.a. fiir die durch einen (Mn)s-Cluster katalysierte
Oxidation von Wasser zu Sauerstoff verantwortlich sind. Da der Mechanismus der Reaktion
noch nicht vollstindig gekldrt ist, ist speziell die Rolle dieses Proteins, das
hochstwahrscheinlich an der Koordination des Clusters im Enzymkomplex beteiligt ist, von
Interesse. Bislang konnte fiir MSP keine Kristallstruktur erhalten werden. Aus diesem Grund
wurde die Kombination verschiedener fluoreszenzspektroskopischer Techniken dazu
angewendet, Informationen iiber die Umgebung des einen intrinsischen Tryptophanrestes und
die Stabilitdt des Proteins zu erhalten. Speziell sollte dabei die Validitdt der einen bisher
vorhandenen Strukturvorhersage, die auf Basis von Alignment-Methoden in Kombination mit
einer neuartigen Sequenz-Struktur-Anpassung erstellt wurde, tiberpriift werden. Auch sollte
der Einfluss des Oxidationszustandes auf die Struktur des MSP untersucht werden. Da des
Weiteren in der Literatur neben der Stabilisierung des (Mn)4-Clusters die Bindung von Ionen
als eine weitere Funktion des MSP diskutiert wird, sollten verschiedene Ionen-
Bindungsstudien mit MSP durchgefiihrt werden.

Aufgrund des Emissionsspektrums von oxidiertem MSP, das ein ungewdhnlich stark blau
verschobenes Emissionsmaximum zeigte, konnte fiir den Tryptophanrest im Einklang mit der
Strukturvorhersage aufgrund der geringen Losungsmittelrelaxation eine sehr stark
hydrophobe und somit wenig 16sungsmittelzugingliche Umgebung festgestellt werden. Auch
Fluoreszenz-Quenching-Untersuchungen lokalisieren den Tryptophanrest in einer nur sehr
wenig fiir neutrales Acrylamid und iiberhaupt nicht fiir die ionischen Quencher Iodid und

Casium zuginglichen Umgebung. Interessanterweise ist trotz der starken Solvensabschirmung
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die Tryptophanemission ungewo6hnlich stark gequencht. Zuriickzufiihren ist dies einerseits auf
sehr gro3e Tyrosin-Tryptophan-Abstinde im Protein, die FRET von Tyrosin auf Tryptophan
verhindern, so dass die Anregungs-Emissions-Spektren des nativen Proteins von Tyrosin
dominiert werden. Des Weiteren ist die geringe Fluoreszenzintensitit des Tryptophanrestes
auf starkes internes Quenching durch benachbarte Aminosduren zuriickzufiihren, wie sich in
den statischen und dynamischen Spektren gleichermaBlen zeigt. Die wahrscheinlichsten
StoBpartner des Tryptophanrestes, die sich aus der Strukturvorhersage ergeben, sind die Reste
Thr128, Lys130 und Glu212, die sich in Abstinden zwischen 5,0 und 8,7 A von dem
Tryptophanrest entfernt befinden. Entfaltungsstudien lieferten iiberraschende Informationen
iiber die Stabilitdt des MSP, das trotz der der stark solvensabgeschirmten Umgebung des
Tryptophanrestes eine nur geringe Entfaltungsenthalpie besitzt. Dies Ergebnis ist konsistent
mit diversen Untersuchungen, die auf eine hohe Flexibilitdt bzw. geringe Stabilitdt des MSP
hinweisen.

Der Status der Disulfidbriicke zeigt keinen groBen Einfluss auf die Fluoreszenz des
Tryptophans: Lebenszeiten und Emissionsspektren wie auch Entfaltungsenthalpien sind fiir
oxidiertes und reduziertes MSP vergleichbar gro3. Insofern ist davon auszugehen, dass der
Oxidationszustand der beiden Cysteinreste die Umgebung des Tryptophanrestes und somit
vermutlich die Gesamtstruktur des Proteins nicht oder nicht stark beeinflusst.
Ionenbindungs-Studien zeigen, dass entgegen einiger publizierter Ergebnisse [186] keine
spezifische Bindung von zweiwertigen lonen wie Calcium, Magnesium und Mangan erfolgt:
Fluoreszenzlebenszeiten, Emissionsspektren und ermittelte Entfaltungsenthalpien zeigen
keine signifikante Diskrepanz zu ionenfreiem MSP. Auch zeit- und konzentrationsabhéngige
Bindungsstudien lieferten keine Hinweise auf eine selektive Bindung dieser Ionen. Eine
unspezifische Bindung dieser Ionen aufgrund der hohen Ladung des Proteins unter
physiologischen Bedingungen ist jedoch den erhaltenen Daten zufolge wahrscheinlich.
Insofern kann die diskutierte Rolle des MSP als Ca**-Speicher fiir die Wasseroxidation in
vitro bislang nicht verifiziert werden.

Eine sehr deutliche spezifische Bindung der dreiwertigen Lanthanidionen Dysprosium und
Europium kann jedoch im Gegensatz zu den untersuchten zweiwertigen lonen festgestellt
werden: Durch Kombination von Daten aus Absorptions- und Emissionsspektren mit
Fluoreszenzlebenszeiten konnten die Fluoreszenzveranderungen nach Zugabe von Losungen
dreiwertiger Europium- und Dysprosiumsalze auf eine Umlagerung des Proteins
zuriickgefiihrt werden, woraus eine stirkere Losungsmittelexposition des Tryptophanrestes
bei gleichzeitiger Verminderung des internen Quenchings resultiert. Die Bindung der Ionen
fiihrt dabei zu einer Zunahme der Proteinstabilitit, die fiir die Dysprosiumbindung stédrker
ausgepragt ist. Zeitabhidngige Untersuchungen der lonenbindung liefern die Geschwindig-
keitskonstanten fiir die Bindung dieser lonen: Die Bindung von Europium und Dysprosium ist
demzufolge ein liber die Verdnderung der Fluoreszenzintensititen und der Emissionsmaxima
nachweisbarer zweistufiger Prozess, der im Minutenbereich und damit sehr langsam erfolgt.

Uber Ionen-konzentrationsabhiingige Fluoreszenzuntersuchungen wurden des Weiteren die
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Bindungskonstanten der Lanthanidbindung bestimmt. Diese liegen im millimolaren Bereich,
wobei Dysprosium die kleinere der beiden Bindungskonstanten zeigt. Die festere Bindung
von Dysprosium bei gleichzeitig stirkerer Erhdhung der Proteinstabilitét ist dabei auf das
grofere Ladung/Radius-Verhiltnis fiir Dy’" zuriickzufithren, das zu stirkeren elektro-
statischen Interaktionen fiihrt.

Die durchgefiihrten Untersuchungen stiitzen somit den durch Vorhersage erhaltenen
Strukturvorschlag des Proteins und liefern auerdem dariiber hinausgehende Informationen,
die Hypothesen fiir weitere Funktionen des MSP zulassen. Die geringe ermittelte Stabilitit ist
im Einklang mit der postulierten Funktion des MSP: Die Stabilisierung des (Mn)4-Clusters an
der Lumenalseite des Transmembran-Komplexes konnte bei einer gleichzeitigen hohen
Flexibilitdat des Proteins die Katalyse positiv beeinflussen. Speziell die Untersuchung der
Ionenbindung lédsst Riickschliisse auf die Interaktionsfahigkeit des MSP im Enzymkomplex
zu: Da in vitro keine Bindung von Calcium, Magnesium und Mangan festgestellt werden
konnte, kann vermutlich riickgeschlossen werden, dass MSP nicht als Speicherprotein durch
direktes Bereitstellen von Ca*" an der Regulierung des Calciumbedarfs des Photosystems II
beteiligt ist. Die in vitro ermittelte Affinitit des MSP fiir hoher geladenen Lanthanidionen mit
einer mit Calcium vergleichbaren GroBe hat vermutlich keine biologische Relevanz, da
Lanthanide nur in sehr geringen Mengen vorkommen und bei biologischen Prozessen keine
wichtige Rolle spielen. Die Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass MSP zusammen mit
anderen Komponenten des Enzymkomplexes nicht nur bei der Stabilisierung des (Mn)s-
Clusters, sondern auch bei der Stabilisierung oder Ubertragung fiir die Reaktion essentieller
Calcium-Ionen bzw. anderer Ionen beteiligt sein kdnnte. Eine Speicherfunktion fiir Calcium

kann dagegen ausgeschlossen werden.
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IX. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Zur Untersuchung biochemischer Systeme sind Verfahren zur Aufklarung der
dreidimensionalen Struktur und zur Detektion umgebungsabhingiger Strukturverdnderungen
essentiell, da sich nur bei Kenntnis der Struktur die Interaktion biochemischer Systeme
miteinander, wie z.B. von Proteinen mit ihren Substraten, molekular interpretieren ldsst. Die
gebrauchlichsten experimentellen Verfahren zur Aufkldrung von Proteinstrukturen beruhen
auf der Rontgenkristallographie, der NMR-Spektroskopie und der Cryo-Elektronen-
mikroskopie. Sie bergen jedoch den Nachteil, dass sich ihr Einsatzgebiet auf hohe
Konzentrationsbereiche bzw. auf feste Phasen beschrinkt. Deshalb sind sensitive Verfahren,
die auch unter physiologischen Konzentrationen Aussagen iliber die Struktur und ihre
Verdnderungen ermoglichen, zur Untersuchung dieser Systeme unerlésslich.

Die vorliegende Arbeit demonstriert die erfolgreiche Anwendung von statischen und
dynamischen Fluoreszenztechniken zur Untersuchung von Proteinen unter Verwendung der
autofluoreszenten Aminosdure Tryptophan. Die Fluoreszenzspektroskopie ist eine sehr
sensitive Technik, die neben dieser Grundvoraussetzung sehr selektive Untersuchungen unter
nicht-invasiven Bedingungen zuldsst. Sie ist speziell fiir die Untersuchung von Proteinen ein
bedeutendes Werkzeug, das unter der Verwendung autofluoreszenter Proteinbestandteile ohne
die Notwendigkeit einer externen Probenmarkierung strukturelle Informationen und
Antworten auf kinetische Fragestellungen liefert.

Zur erfolgreichen Realisierung der durchgefiihrten Studien war die Kombination mehrerer
fluoreszenzspektroskopischer Techniken und die Adaptation bislang nicht verwendeter
Analyseverfahren notwendig: Zur Detektion der statischen Fluoreszenzeigenschaften der
Untersuchungsobjekte wurde die bislang noch nicht weit etablierte Anregungs-Emissions-
Spektroskopie verwendet, bei der iiber die Aufnahme von vielen Emissionsspektren iiber
einem definierten Anregungswellenldngenbereich dreidimensionale Fluoreszenzspektren
erhalten werden. Die dynamischen Fluoreszenzeigenschaften der Proben wurden mit Hilfe
von simultan zeit- und wellenldngenauflésender Fluoreszenzspektroskopie unter Verwendung
eines Kurzpulslasers analysiert, wobei ebenfalls dreidimensionale Spektren erhalten wurden.
Fluoreszenzspektroskopisch konnten so unter Verwendung der unterschiedlichen Methoden
Informationen iiber das Interaktionsverhalten der untersuchten Proteine mit sich selbst und
anderen Agenzien erhalten werden. Generelle Studien der statischen und dynamischen
Fluoreszenz von Tryptophan in Proteinen, die unter verschiedenen Bedingungen untersucht
wurden, ermdglichten dabei Riickschliisse auf die Fluorophorposition innerhalb des Proteins
in Abhéngigkeit der verdnderten Parameter. Die Untersuchungen der Fluoreszenz-Loschung
(Quenching) lieferten zusétzliche Informationen iiber die Umgebung und die Zugénglichkeit
des jeweiligen Tryptophanrestes. Diese Technik wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmalig in

der Arbeitsgruppe fiir systematische Untersuchungen eingesetzt und fiir dynamische als auch
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statische Untersuchungsmethoden etabliert. Die fluoreszenzspektroskopische Untersuchung
der Tryptophanreste in Deletionsmutanten des betrachteten Proteins konnte Kontakte
zwischen dem untersuchten Tryptophanrest und der entfernten Aminosdure sowie deren
Anteil an Struktur und Funktionalitdt des Proteins identifizieren. Die Quantifizierung der
Messergebnisse  ermoglichte aulerdem die Bestimmung von kinetischen und
thermodynamischen Parametern wie Bindungskonstanten und Proteinstabilititen. Letztere
wurden ebenfalls erstmalig in dieser Arbeitsgruppe bestimmt.

Die aromatische Aminosdure Tryptophan ist der wichtigste intrinsische Fluorophor in
Proteinen. Seine Fluoreszenz ist stark umgebungsabhingig und lésst so indirekt Riickschliisse
auf die Fluorophorumgebung zu. In Proteinen mit vielen Tryptophanresten ist ihre
spektroskopische Separation jedoch nicht immer mdglich. Chemisch modifizierte
Tryptophan-Analoga konnen unter geeigneten Bedingungen als strukturkonservierende
Alternativen zu Tryptophan verwendet werden. Grundvoraussetzung dafiir ist, dass sich ihre
Fluoreszenzeigenschaften stark von Tryptophan unterscheiden. Wichtig ist aber auch oft eine
von Tryptophan unterschiedliche Verdnderung der Fluoreszenz bei Variation der Umgebungs-
polaritit. Verdnderungen der Fluorophorumgebung im Protein lassen sich durch die
Verwendung unterschiedlicher Losungsmittel simulieren. Der Einsatz von Lésungsmitteln zur
Simulation unterschiedlicher Umgebungspolarititen im Protein und deren Quantifizierung

war bislang ebenfalls vor Ort nicht etabliert.

Mit einer Kombination der vorgestellten Techniken lassen sich komplexe Fragestellungen auf
molekularer und makromolekularer Ebene beziiglich Sensitivitdt, Struktur, Struktur-
variabilitdt, Stabilitdt und Interaktionsverhalten beantworten. So konnte fluoreszenz-
spektroskopisch z.B. sowohl die redox-abhéngige Zusammenlagerung des Proteins 2-Cystein
Peroxiredoxin als auch die auf Unterschieden in der molekularen Struktur beruhenden
16sungsmittelabhéngigen Fluoreszenzunterschiede von Tryptophan und 7-Azatryptophan

analysiert werden.

Da es bislang keine systematische Untersuchung zu den Eigenschaften aller zur Verfiigung
stehenden kommerziell erhéltlichen Tryptophan-Analoga gab, wurde in dieser Arbeit eine
fluoreszenzspektroskopische Losungsmittelstudie mit verschiedenen Tryptophan-Analoga
durchgefiihrt, um ihr Anwendungspotential bei Proteinfluoreszenzuntersuchungen zu
analysieren. So waren bereits die fluoreszenzspektroskopischen Eigenschaften der
Tryptophan-Analoga 5-Hydroxy- und 7-Azatryptophan wohl charakterisiert, nicht bekannt
waren jedoch die korrespondierenden Stern-Volmer-Konstanten und Quenchkonstanten, die
Aussagen iiber die Sensitivitit gegeniiber Fluoreszenzloschern zulassen. Auch wurde erst in
dieser Arbeit erstmals die herausragende Rolle von 5-Bromtryptophan in bezug auf
Fluoreszenz und Fluoreszenzloschung identifiziert. Insgesamt wurden mit den durchgefiihrten
Untersuchungen Daten erhalten, die eine umfassende Dokumentierung der Fluoreszenz-

eigenschaften der untersuchten Tryptophan-Analoga im Vergleich zu Tryptophan und eine
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Zusammenstellung von vielen bislang nicht publizierten fluorophorspezifischen Konstanten
ermoglichte. Aufgrund der durchgefiihrten Studien sollten Untersuchungen der Fluoreszenz
von Tryptophan-Analoga enthaltenden Mutanten eines Proteins in Zukunft wesentlich
aussagekriftiger werden.

Bei den beiden untersuchten Proteinsystemen handelt es sich um das 2-Cystein Peroxiredoxin
aus Gerste und das Manganstabilisierende Protein aus Spinat. Mit ihnen durchgefiihrte
Studien konnten wesentlich das Wissen iiber diese beiden Proteine vergrofern und offene
Fragen kliaren. So konnte {iber eine Analyse der Emissionsmaxima und der Fluoreszenz-
lebenszeiten der beiden intrinsischen Tryptophanreste im 2-Cystein Peroxiredoxin in
Kombination mit Fluoreszenz-Quenching-Untersuchungen die Position der beiden Reste
fluoreszenzspektroskopisch analysiert werden. Dabei konnte der eine Tryptophanrest des im
oxidierten Zustand dimer vorliegenden Proteins im Einklang mit Kristallstrukturen aus
anderen Organismen an einer von der Dimerverbundstitte abgewandten Seite lokalisiert
werden. Der zweite Tryptophanrest, dessen Position iiber Kristallstrukturanalysen bislang
nicht ermittelt werden konnte, lie} sich iiber sein Emissionsmaximum und seine
Quencherzuginglichkeit im oxidierten Zustand an der Dimerverbundstétte bestimmen. Somit
lieferten die fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen strukturelle Informationen, die
iiber andere Methoden bislang nicht erhalten werden konnten. Des Weiteren konnte eine
redoxabhingige Aggregation des 2-Cystein Peroxiredoxins aus Gerste fluoreszenz-
spektroskopisch detektiert werden: Uber die Analyse der redoxabhingigen Fluoreszenz-
16schung wurde dabei festgestellt, dass der an der Dimerverbundstitte befindliche
Tryptophanrest bei Reduktion stirker zugdnglich wird, wohingegen der andere
Tryptophanrest fiir Fluoreszenzldscher weniger erreichbar wird. Da fiir das 2-Cystein
Peroxiredoxin aus anderen Organismen teilweise von einer Zusammenlagerung unter Bildung
ringformiger Multimere berichtet wird, ist die verminderte Zuganglichkeit dieses
Tryptophanrestes im Gerstenprotein bei Reduktion somit mit einer Aggregation des Proteins
unter reduzierenden Bedingungen zu erkléren.

Das Manganstabilisierende Protein zeigte ein ungewdhnlich stark blau verschobenes
Emissionsmaximum, das auf eine sehr geringe Zuginglichkeit seines einzigen
Tryptophanrestes schlieBen ldsst. Dies wurde mit Hilfe von Fluoreszenz-Quenching-
Untersuchungen bestitigt. Obwohl die geringe Zugénglichkeit des Tryptophanrestes auf eine
hohe Strukturierung seiner Umgebung hindeutet, wurde mit Hilfe von Denaturierungsstudien
eine sehr geringe Stabilitdt fiir das Manganstabilisierende Protein ermittelt. Die erhaltenen
Ergebnisse stilitzen Strukturberechnungen, die fiir das Manganstabilisierende Protein eine
Struktur mit zwei Regionen mit sehr hohen B-Faltblattanteilen, die iiber ein sehr flexibles
Prolin-Glycin-Glycin-Motiv  verbunden sind, vorhersagen. Neben dem stark blau
verschobenen Emissionsmaximum wurde eine sehr geringe Fluoreszenzintensitidt des
emittierenden Tryptophanrestes beobachtet. Dies lief3 sich einerseits auf sehr groe Tyrosin-

Tryptophan-Abstdnde, die zu vermindertem Energietransfer von Tyrosin auf Tryptophan
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fiihren, und andererseits auf starkes intramolekulares Quenching im Manganstabilisierenden
Protein zuriickfithren. Da als eine der moglichen Funktionen des Manganstabilisierenden
Proteins die Bindung bzw. Speicherung von Calcium diskutiert wird, wurden Ionenbindungs-
studien mit Calcium und verschiedenen Ionen vergleichbarer Grofle durchgefiihrt. Ein
Hinweis auf eine Bindung von Calcium wurde dabei in vitro nicht erhalten. Es ist
infolgedessen nicht davon auszugehen, dass das Manganstabilisierende Protein ohne
Wechselwirkung mit anderen Cofaktoren eine Calcium-Speicherfunktion erfiillt. Es konnte
jedoch eine mit einer Umlagerung des Proteins einhergehende Bindung der Lanthanidionen
Dysprosium und Europium beobachtet werden. Diese flihrt zu einer signifikanten Erhohung
der Proteinstabilitdt. Es ist davon auszugehen, dass die Bindung der Lanthanidionen keinen
physiologischen Zweck erfiillt. Da die verwendeten Lanthanidionen im Gegensatz zu dem
zweiwertigen Calcium-Ion jedoch dreiwertig sind, lassen sie Riickschliisse darauf zu, dass das
Manganstabilisierende Protein vermutlich nicht an der Speicherung von Ionen,

mdglicherweise aber an ihrer Ubertragung beteiligt ist.

Die durchgefiihrten Untersuchungen helfen somit, Strukturen, strukturelle Veranderungen und
Funktionen von Proteinen zu analysieren. Bei der Abwesenheit von Kristallstrukturen konnen
sie Strukturberechnungen verifizieren und liefern des Weiteren Hinweise auf die tatséchliche
Struktur des Proteins in Losung, die nicht notwendigerweise der Kristallstruktur entspricht.
AulBlerdem konnen thermodynamische und kinetische Fragestellungen aufgeklart werden. Die
verwendeten Techniken und experimentellen Aufbauten eignen sich also hervorragend zur
Untersuchung von Proteinen unter physiologischen Konzentrationen und ohne externe
Fluoreszenzmarkierung.

Dennoch gibt es Ansidtze zur Verbesserung der eingesetzten Apparaturen: Das Anregungs-
Emissions-Spektrometer konnte durch die Verwendung eines mehrstrangigen Glasfaserkabels
mafgeblich verbessert werden. Durch dieses konnten neben Messungen der Fluoreszenz z.B.
Absorptionsspektren simultan aufgenommen werden. Durch die Verwendung von
Polarisatoren konnten auBerdem statische Anisotropiemessungen durchgefiihrt werden. Fiir
den Aufbau zur Untersuchung der zeitaufgelosten laserinduzierten Fluoreszenz wére der
direkte FEinsatz der hochrepetitiven Strahlung des Titan-Saphir-Lasers vorteilhaft. Bei
Verwendung einer Synchroscan-Streakkamera zur zweidimensionalen Detektion oder einer
Photon-Counting-Anlage zur punktweisen Detektion konnten dann Messungen bei einer
Verringerung der Strahlungsdichte am Messort durchgefiihrt werden. So wiirde die
Photodegradation empfindlicher Proben und ebenso die Wahrscheinlichkeit von
Mehrphotonenprozessen verringert und die Genauigkeit der Messungen erhoht. Des Weiteren
konnten Messungen der Phosphoreszenz durch zugingliche Zeitfenster bis in den
Millisekundenbereich hinein durchgefiihrt werden. Ein entsprechendes Experiment befindet
sich zur Zeit im Aufbau.

Ankniipfend an die vorgestellten Untersuchungsmethoden konnten iiber ihre Kombination

weitere Substanzen umfassend charakterisiert werden. Um die durchgefiihrten Losungsmittel-
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studien an den Tryptophan-Analoga und die erhaltenen Ergebnisse auf Proteinsysteme zu
tibertragen, ist als nédchster Schritt die systematische Synthese und fluoreszenz-
spektroskopische Analyse von Tryptophan-Analoga enthaltenden Peptiden sinnvoll.

Des Weiteren konnten neben der bereits erfolgreichen Denaturierung von Proteinen mit Hilfe
chemischer Substanzen in dem bereits zur Verfiigung stehenden temperierbaren Probenhalter
thermische Denaturierungsstudien durchgefiihrt werden und kombiniert ausgewertet werden.
Dartiiber konnten neben der iiber chemische Denaturierungsstudien zuginglichen Verdnderung
der Freien Enthalpie auch Enthalpie- und Entropieverdnderungen wéhrend der thermischen
Denaturierung erfasst werden. [41] AuBerdem konnte eine Kombination von Denaturierungs-
und Quenching-Untersuchungen an Proteinen dazu beitragen, Entfaltungsmechanismen
aufzukléren, da die Vorginge, die zu Faltung und Entfaltung eines Proteins fithren, noch nicht

vollstindig verstanden sind.
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L. Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

Lateinische Buchstaben

Abkiirzung Erklarung
2-CP 2-Cystein Peroxiredoxin
a Amplitude (hier: einer exponentiellen Anpassung)
AA Acrylamid
A Absorption
AES Anregungs-Emissions-Spektroskopie bzw. -Spektrum
c Lichtgeschwindigkeit (¢ = 2,998-10° m-s™)
DTT Dithiothreitol
E Energietransfereffizienz fiir FRET
EN normierte Losungsmittelpolaritit nach Dimroth & Reichardt
fo Quencheffizienz
FRET Forster- / Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer
FWHM Halbwertsbreite (‘full width at half maximum’)
h Plancksches Wirkungsquantum (A = 6,62618-107* J-s)
1 Intensitét absorbierter / emittierter Strahlung
K Gleichgewichtskonstante
ko Diffusionskontrollierte Sto3konstante
Kupp Scheinbare Stern-Volmer-Konstante fiir kombiniertes Quenching
Ky Komplexdissoziationskonstante
Kp Stern-Volmer-Konstante
ky Bimolekulare Quenchkonstante
Ks Komplexbildungskonstante
kr Geschwindigkeitskonstante flir Energietransfer
LIF Laserinduzierte Fluoreszenz
MES 2-Morpholinoethansulfonsdure-Monohydrat
MSP Manganstabilisierendes Protein
n Brechungsindex
N Teilchenzahl
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Abkiirzung Erkliarung
Ny Avogadro-Zahl (N4 = 6,02205-10% mol™)
NATA N-Acetyltryptophanamid
OEC Sauerstoffentwickelnder Komplex des PS II (,oxygen evolving complex’)
PSI Photosystem I
PSTI Photosystem II
r Radius
R Gaskonstante (R = 8,31441 J-K'-mol™)
Ry Forster-Abstand
ROS Reaktive Sauerstoffspezies (,reactive oxygen species’)
14 Volumen

Griechische Buchstaben

Abkiirzung Erklarung
a Wasserstoffbriicken-Akzeptor-Aziditit nach Kamlet & Taft
p Wasserstoffbriicken-Donor-Basizitit nach Kamlet & Taft
Af Reaktionsfeldfunktion / Orientierungpolarisierbarkeit
AG Freie Enthalpie (hier: der Proteinentfaltung)
¢ Quantenausbeute
£ Molarer Absorptionskoeffizient
r Emissionsrate
A Wellenlénge
7 Dipolmoment
v Frequenz
Wellenzahl

4 X N, X

Losungsmittelpolaritét / -polarisierbarkeit nach Kamlet & Taft
Bandensymmetrieparameter einer Lognormal-Verteilung

Fluoreszenzlebenszeit
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Il. Die Kurzschreibweise der biogenen Aminoséuren
Aminosiure Abkiirzung [3] 1-Buchstabencode [3]
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsdure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin GIn Q
Glutaminsdure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val A%
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il Abkiirzungen verwendeter Tryptophan-Analoga

Tryptophan-Analogon Abkiirzung
5-Hydroxytryptophan 5SOHW
5-Methoxytryptophan 50MeW

5-Methyltryptophan SMeW
5-Fluortryptophan SFW
5-Bromtryptophan 5SBrw
6-Fluortryptophan 6FW
7-Azatryptophan TNW

V. Lésungsmittelparameter der eingesetzten Alkohole

Alkohol EfN [51] 7 [222] a[222] B[222]
Methanol 0,762 0,60 0,93 0,62

Ethanol 0,654 0,54 0,83 0,77
1-Propanol 0,617 0,52 0,78 0,83
2-Propanol 0,546 0,48 0,76 0,95
1-Butanol 0,586 0,47 0,79 0,88
1-Pentanol 0,568 0,44 0,70 0,92
1-Hexanol 0,559 0,41 0,67 0,94
1-Heptanol 0,549 0,39 0,64 0,96
1-Octanol 0,537 0,37 0,62 0,97
1-Nonanol 0,528 - - -

1-Decanol 0,525 - - -
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