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1 Einleitung

Die Modellbildung in Physik und Chemie wird seit Ende des 19. Jahrhunderts durch
die Vorstellung von Atomen und Molekiilen bestimmt. Die entsprechenden Experimente
lieferten immer deutlichere Hinweise auf die atomare, diskontinuierliche Struktur der
Materie. Dies schlug sich in den Modellvorstellungen nieder, die von der kinetischen
Gastheorie bis zur Quantenmechanik reichen. Lange Zeit waren individuelle Atome und
Molekiile einer direkten Beobachtung allerdings nicht zugénglich. Einen ersten Schritt
in diese Richtung stellte die hochauflésende Elektronenmikroskopie dar [1], doch erst die
Entwicklung des Raster-Tunnel-Mikroskops durch G. Binnig und H. Rohrer [2] gab den
Anstof§ zu immer neuen mikroskopischen Techniken wie der Nahfeldmikroskopie [3, 4]
und der Rasterkraftmikroskopie [5], mit denen es schliellich méglich wurde, einzelne
Molekiile und Atome abzubilden und zu untersuchen.

Optische Spektroskopie besitzt eine lange Tradition in der Untersuchung von Atomen
und Molekiilen. Die Erfolge der Rastersondentechniken bis hin zu atomaren Dimensio-
nen bei abbildenden Techniken vorzustoflen, lieen es moglich erscheinen, auch einzelne
Atome und Molekiile mit optischen Methoden zu untersuchen. Bereits 1980 wurde ein
einzelnes Ba™-Ion in einer Paul-Falle iiber seine Fluoreszenz nachgewiesen [6,7]. En-
de der 80er Jahre wurde dies dann auch nahezu zeitgleich von verschiedenen Gruppen
mit einzelnen Molekiilen erreicht. Fin einzelnes Pentacen-Molekiil konnte in der festen
p-Terphenyl-Matrix bei der Temperatur von fliissigem Helium von W. E. Moerner und
L. Kador durch seine Absorption detektiert werden [8]. Kurze Zeit spéter gelang es
M. Orrit und J. Bernard am gleichen Probensystem, die Fluoreszenz eines einzelnen Mo-
lekiils nachzuweisen [9]. Dieser Ansatz ist experimentell einfacher zu realisieren, da die
Fluoreszenz durch die Stokes-Verschiebung leichter von gestreutem Anregungslicht ge-
trennt werden kann. Beide Gruppen nutzten die sehr scharfen elektronischen Ubergéinge
der Chromophore bei tiefen Temperaturen aus. Dadurch kénnen einzelne Molekiile an-
hand ihrer Ubergangsfrequenz spektral selektiert werden. Bei Raumtemperatur ist dies
wegen der dann sehr breiten elektronischen Ubergénge nicht maglich, so daf einzelne Mo-
lekiile durch starke Verdiinnung rdaumlich separiert werden miissen. Es war die Gruppe
um R. A. Keller, die die Nachweisgrenze immer weiter senkte, bis ihr 1990 die Detektion
eines einzelnen Farbstoffmolekiils in wéfiriger Losung gelang [10]. Schon zuvor wurde
die Fluoreszenz des Proteins Phycoerythrin, das mehrere Chromophore beinhaltet, mit
einem #hnlichen Aufbau detektiert [11,12]. Auf einer Oberfliche immobilisierte Mo-
lekiile wurden 1993 mit Hilfe der Nahfeldmikroskopie [13] und 1995 im Fernfeld [14,15]
abgebildet. Einen Uberblick iiber dieses in den letzten 12 Jahren stetig gewachsene For-
schungsgebiet geben zahlreiche Ubersichtsartikel und Biicher [16,17,18,19,20].

Einzelmolekiilspektroskopie liefert Ergebnisse, die ohne die Mittelung iiber ein Ensem-
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ble zustande kommen. Dadurch ist zum einem die Verteilung eines Parameters zugéng-
lich, zum anderen konnen auch zeitliche Variationen eines Parameters verfolgt werden.
Diese wiirden bei einer Mittelung iiber ein Ensemble verschwinden. Viele interessan-
te Experimente wurden auf dieser Grundlage durchgefiihrt: Bei tiefen Temperaturen
konnten die quantenmechanischen Eigenschaften eines einzelnen Fluorophores unter-
sucht werden: Direkt nach der Emission befindet er sich im Grundzustand, was zum
photon antibunching fithrt [21]. Aus dem Triplett-Zustand kann er nicht emittieren, wo-
durch die spontanen Quantenspriinge [22] in und aus dem Triplett-Zustand beobachtet
werden kénnen (photon bunching) [23]. Wenn intensive elektromagnetische Wellen einge-
strahlt werden, so modifizieren diese die Eigenschaften des Molekiils, was dann z.B. zum
ac-Stark-Effekt fithrt [24]. Andererseits reagiert ein Molekiil auch empfindlich auf Va-
riationen seiner lokalen Umgebung, so daf} es als mikroskopische Sonde im Wirtskristall
eingesetzt werden kann [25,26,27]. Bei Raumtemperatur-Experimenten wurde ebenso
die Moglichkeit ausgenutzt, ohne Ensemblemittelung messen zu kénnen, um neue Ein-
sichten in komplexe Systeme zu erhalten. So konnte bei kolloidalen CdSe-Nanokristallen
durch temperaturvariable Experimente ein Modell zur Natur des Dunkelzustandes dieser
Partikel aufgestellt werden [28]. Die Gruppe um P. Barbara analysierte die von Poly-
meren eingenommenen Konformationen [29]. Die Arbeit von T. Ha et al. [30] ist ein
Beispiel dafiir, wie Aktivitit und Konformationsénderung individueller Enzyme verfolgt
werden konnen. Diese Komplexitét biologischer Systeme ist es, die in den letzten Jahren
zunehmend das Interesse verschiedener Gruppen geweckt hat, die nun versuchen, auch
hier mit den Methoden der Einzelmolekiilspektroskopie neue Erkenntnisse zu gewinnen.
Es wurden Konformationsiibergénge [31,32], die Kinetik von Enzymen [33], der lokale
pH in Zellen [34] sowie Diffusion in Membranen [35] und Zellen [36] untersucht. Die
lichtinduzierte Verédnderung der Fluoreszenzeigenschaften natiirlicher Fluorophore [37],
die Photodynamik von Lichtsammelkomplexen [38], die Aktivitdt der Motorproteine
Myosin [14] und Kinesin [39] sowie die Kolokalisation von Liganden an Rezeptoren [40]
konnten beobachtet werden.

Die meisten der genannten Experimente an biologischen Systemen benutzen synthe-
tische Farbstoffe, die spezifisch an die interessierenden Biomolekiile gebunden werden.
Die Bindung ist hdufig schwierig zu kontrollieren und bedarf immer eines anschlieffen-
den Reinigungsschrittes. Der Einbau des Farbstoffes bedeutet in den meisten Féllen eine
Modifikation des zu untersuchenden Systems [41]. Alternativ kann die intrinsische Fluo-
reszenz von Proteinen ausgenutzt werden. Unter intrinsischer Fluoreszenz versteht man
die Fluoreszenz, die ein Protein ohne weitere Modifikationen emittieren kann. Verschie-
dene Proteine besitzen fiir sie spezifische Chromophore. Beispiele sind die Pigmente des
Photosyntheseapparates [42] und das green fluorescent protein (GFP) [43]. Wahrend bei
ersteren die Chromophore aus ausgedehnten m-Elektronensystemen bestehen, die nicht
aus Aminosduren aufgebaut sind, wird der Chromophor des GFP durch einen Teil der
Aminoséduresequenz gebildet. Eine Vielzahl von Experimenten nutzen die Fluoreszenz
der Lichtsammelkomplexe oder ihrer Komponenten (z.B. Ref. [12,11,38,44]) sowie des
GFP (z.B. Ref. [36,34,37,45]).

Eine weitere Quelle von intrinsischer Fluoreszenz sind die aromatischen Reste der drei
Aminosduren Tryptophan, Tyrosin und Phenylanalin [46]. Diese sind im Gegensatz zu



den proteinspezifischen Chromophoren in den allermeisten Proteinen vorhanden. Den
grofiten Absorptionskoeffizienten dieser drei Aminoséduren hat Tryptophan bei 280 nm
mit € &~ 5000 M~!em™! [46]. Die Tryptophanfluoreszenz wird auf Ensemble-Ebene hiufig
zur Untersuchung von Proteinen verwendet [46,47,48], da sie empfindlich von der Pola-
ritdt der Umgebung abhéngt. Daher kann diese Aminoséure als lokale Sonde im Protein
eingesetzt werden. Variationen in der Umgebung, z.B. durch Konformationswechsel [49]
oder Proteinfaltung [50], kénnen dann zu einer verédnderten Emission fiihren. Als Fluoro-
phore fiir Einzelmolekiilexperimente wurden diese Aminosduren mit aromatischem Rest
bisher allerdings noch nicht eingesetzt. Als Griinde dafiir werden die Schwierigkeiten
bei der Anregung im Ultravioletten, die geringe Photostabilitdt und Quanteneffizienz
aufgefiihrt.

Das Ziel dieser Arbeit ist zu untersuchen, ob Tryptophan als Fluorophor fiir Ein-
zelmolekiilexperimente geeignet ist. Dies wiirde es ermdglichen, einzelne Proteine ohne
einen verdndernden Eingriff in das biochemische System, wie er beispielsweise bei einer
Farbstoffmarkierung erfolgen muf}, zu detektieren. Gleichzeitig konnte auch im Einzel-
molekiilexperiment Tryptophan als Sonde seiner lokalen Umgebung dienen und ohne
Ensemblemittelung individuelle Variationen zwischen einzelnen Proteinen erkennbar ma-
chen. Wegen des niedrigen Absorptionskoeffizienten und der geringen Quanteneffizienz
(1-30 %) [46] erscheint es allerdings nicht aussichtsreich, die Emission eines einzelnen
Tryptophanmolekiils zu detektieren. Es werden daher keine Einzelmolekiilexperimente
in dem Sinne moglich sein, dal nur ein Fluorophor beobachtet wird, sondern es wird im
Idealfall ein einzelnes Makromolekiil mit relativ vielen Fluorophoren, d.h. ein Protein
mit vielen Tryptophanseitenketten untersucht werden. Besonders interessant erscheint
hierbei das Sauerstofftransportprotein der Vogelspinne Eurypelma californicum.

Dieses Protein gehort zur Klasse der Hamocyanine, die als grofe, multimere Sauer-
stofftransportproteine der Weichtiere (Mollusken) und Gliederfier (Arthopoden) die-
nen [51,52,53]. Es ist vergleichbar mit dem Hamoglobin des Menschen, jedoch wird hier
das Sauerstoffmolekiil nicht an ein Eisenatom sondern zwischen zwei Kupferatome ge-
bunden. Die molekulare Kooperativitit macht dieses Protein zusétzlich interessant: Die
Affinitdt der einzelnen Sauerstoff-Bindungsstellen des Proteins héngt vom Beladungs-
grad des Gesamtmolekiils ab. Dieses Phénomen der Informationsiibertragung innerhalb
eines Makromolekiils wird seit langer Zeit intensiv untersucht [54,55,56,57] und ist noch
nicht vollsténdig geklart. Gerade die Himocyanine eignen sich gut zur Untersuchung der
Kooperativitét, weil sich hier die Sauerstoffbeladung in der Fluoreszenz der 148 Trypto-
phane widerspiegelt und bereits eingehend untersucht ist [58,59, 60, 61]. Im Institut fiir
molekulare Biophysik der Johannes Gutenberg-Universitidt Mainz werden Hamocyanine
seit mehreren Jahren intensiv untersucht. Die vorliegende Dissertation ist im Rahmen ei-
ner Kooperation mit Prof. H. Decker und W. Erker (Institut fiir molekulare Biophysik)
entstanden. Die proteinbiochemischen Arbeiten fanden dort statt, wiahrend die spek-
troskopischen Untersuchungen zum grofiten Teil im Institut fiir physikalische Chemie
durchgefiihrt wurden.

Aus den vorstehenden Griinden scheint das Hamocyanin der Vogelspinne Furypel-
ma californicum ein idealer Kandidat zur Spektroskopie einzelner Proteine auf Basis
ihrer Tryptophanfluoreszenz zu sein. Mit Einzelmolekiilexperimenten koénnte nicht nur
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das Protein detektiert, sondern auch die molekulare Kooperativitidt untersucht werden.
Da Einzelmolekiilspektroskopie nicht den Mittelwert, sondern die Verteilung z.B. der
Fluoreszenzintensitat und damit der Sauerstoffbeladung des Proteins liefert, wére zu
erwarten, daf§ mit dieser Methode auch neue Erkenntnisse iiber den Mechanismus der
molekularen Kooperativitidt gewonnen werden kénnen.

Die Schwierigkeiten der Anregung im Ultravioletten (hohe Untergrundfluoreszenz,
Einschrankungen in der Wahl der optischen Komponenten) soll durch die nichtlinea-
re Zwei-Photonen-Anregung umgangen werden. Dabei liefern zwei Photonen gemeinsam
die Ubergangsenergie eines elektronischen Ubergangs. Die Eigenschaften dieses Prozes-
ses wurden 1931 von Maria Goppert-Mayer berechnet [62] und 1990 von W. Denk et
al. fir die Mikroskopie genutzt [63]. Mit dieser Technik ist es moglich, mit einem sicht-
baren, gepulsten Laserstrahl die Tryptophane anzuregen, ohne die breite, unspezifische
Hintergrundfluoreszenz zu erhalten, die konventionelle Ein-Photonen-Anregung im Ul-
travioletten bewirken wiirde. Nach den ersten Arbeiten zur Einzelmolekiildetektion von
Fluorophoren in Lésung [64] oder auf Glas [65] wird diese Methode nun von vielen
Gruppen eingesetzt, wobei jedoch in der Mehrzahl der Fille Ubergéinge im Sichtbaren
mit infraroten Pulsen anregt werden. Verglichen mit einem synthetischen Farbstoff [66]
besitzt Tryptophan einen geringen Zwei-Photonen-Absorptionsquerschnitt [67], so dafl
bei Zwei-Photonen-Anregung nicht auf eine groffe Anzahl Tryptophan-Seitenketten pro
Molekiil verzichtet werden kann.

Aus diesen Uberlegungen ergibt sich folgende Gliederung der hier vorgestellten Arbeit:
In Kapitel 2 werden die theoretischen und experimentellen Grundlagen dargestellt. Es
wird ein Uberblick iiber die Eigenschaften des Hamocyanins der Vogelspinne Eurypelma
californicum gegeben. Darauf folgt eine Einfithrung in die Theorien zur molekularen Ko-
operativitéit, in der auch gezeigt wird, welche Vorteile die Einzelmolekiildetektion hier
bietet. Dies motiviert die darauf folgende Darstellung der Grundlagen der Mikrosko-
pie einzelner Molekiile. Verschiedene mikroskopische Techniken werden vorgestellt und
verglichen, um so die Entscheidung fiir die Zwei-Photonen-Mikroskopie zu begriinden.
Weiterhin werden die notwendigen Methoden zur Analyse der experimentellen Ergeb-
nisse eingefiithrt. Das Kapitel schlieft mit einer Darstellung der nichtlinearen Optik und
der theoretischen Grundlagen der Zwei-Photonen-Anregung.

Im Kapitel 3 wird der Aufbau des Experiments vorgestellt. Im Rahmen dieser Arbeit
wird ein kommerzielles Lasersystem in Betrieb genommen, das Pulse von 100 fs Lénge
im gesamten sichtbaren Spektralbereich liefern kann. Fiir die speziellen Erfordernisse der
Zwei-Photonen-Mikroskopie von einzelnen Himocyaninen wird ein Mikroskop entwickelt
und aufgebaut, dessen optische und elektronische Komponenten beschrieben werden. In
diesem Kapitel werden auch die im folgenden verwendeten Proben und ihre Préparation
vorgestellt.

Kapitel 4 befafit sich mit Ensemble-Messungen der Fluoreszenz von Tryptophan in
Proteinen und in Wasser gelost. Da Tryptophan als lokale Sonde im Protein verwen-
det werden soll, muf} sichergestellt werden, daf§ die Folgerungen, die aus der Fluores-
zenz nach konventioneller Ein-Photonen-Anregung gezogen werden konnen, auch bei
Zwei-Photonen-Anregung moglich sind. In diesem Kapitel werden darum sorgfaltig ver-
schiedene Aspekte der Tryptophanfluoreszenz nach Ein- und Zwei-Photonen-Anregung



verglichen. Diese umfassen die Spektren, den Einflufl von Fluoreszenzléschern sowie die
Intensitatsabhéngigkeit der Fluoreszenz. Letztere wird es erlauben, die Photostabilitét
von Tryptophan in verschiedenen Umgebungen zu quantifizieren. In einem Exkurs wird
hier die Drei-Photonen-Anregung mit in den Vergleich einbezogen.

Das folgende Kapitel 5 , Sauerstoffbindung bei Hamocyanin® beschéftigt sich eben-
falls mit Ensemblemessungen. Es hat sich herausgestellt, dafl die zur Zwei-Photonen-
Anregung erforderliche hohe Lichtintensitidt durch lineare Absorption im Sauerstoffbin-
dungszentrum in das Bindungsgleichgewicht eingreift. Daher wird es moglich, dieses
Gleichgewicht von aulen zu modifizieren und die Reaktion des Proteins darauf zu unter-
suchen. Bereits auf Ensemble-Ebene lassen sich so neue Einblicke in das Bindungsverhal-
ten der Himocyanine gewinnen. Geeignete Modelle werden in diesem Kapitel eingefiihrt
und mit den Ergebnissen der Experimente verglichen.

Im sechsten Kapitel schliellich werden Untersuchungen an einzelnen Molekiilen vor-
gestellt. Die geringe Photostabilitdt des Tryptophans schrinkt die Art der moglichen
Experimente stark ein. Es wird gezeigt, daf§ die Diffusion einzelner Hamocyanine auf-
grund ihrer Tryptophanfluoreszenz nachgewiesen werden kann. Wenn die Photostabilitét
der Tryptophane ausreicht, konnen auch einzelne Proteine abgebildet werden. Dieses
Resultat wird anhand eines kiinstlichen Modellsystems demonstriert. In einem Ausblick
werden Methoden zur Verbesserung der Photostabilitdt bzw. zur Auswertung der Da-
ten bei geringer Photostabilitit vorgestellt und diskutiert. Die Arbeit schliefit mit einer
Zusammenfassung der Resultate.



2 Theoretische und experimentelle
Grundlagen

Dieses Kapitel soll die theoretischen und experimentellen Grundlagen der vorliegenden
Arbeit darstellen, die dann zur Auswertung der experimentellen Ergebnisse herangezo-
gen werden. Den Ausgangspunkt bildet im ersten Teil dieses Kapitels die intrinsische
Fluoreszenz von Proteinen. Sowohl einzelne Aminoséduren als auch proteinspezifische
Fluorophore kénnen optisch angeregt werden. Damit ist es einerseits moglich, diese Pro-
teine ohne Modifikation zu detektieren, andererseits beinhaltet die Proteinfluoreszenz
Informationen iiber die lokale Umgebung des Fluorophors. Ein besonders interessantes
Beispiel dazu ist die Sauerstoffbeladung der Sauerstofftransportproteine der Spinnen,
die sich aus einem intrinsischen Fluoreszenzsignal ablesen lafit. Die Sauerstoffbeladung
wird durch kooperative Wechselwirkung der Bindungsstellen bestimmt. Der zweite Teil
dieses Kapitels gibt darum eine Einfithrung in die Theorie der molekularen Koopera-
tivitdt. Im dann folgenden Abschnitt sollen die Voraussetzungen und Methoden der
Einzelmolekiilspektroskopie dargestellt werden, die es erlauben, einzelne Proteine durch
ihre intrinsische Fluoreszenz zu detektieren. Das Kapitel schliefit mit den Grundlagen
der nichtlinearen Optik, da sich herausstellen wird, dafl die nichtlineare Zwei-Photonen-
Anregung eine geeignete Methode zur spektroskopischen Untersuchung der intrinsischen
Fluoreszenz einzelner Proteine ist.

2.1 Intrinsische Protein-Fluoreszenz

2.1.1 Uberblick

Unter intrinsischer Fluoreszenz von Proteinen wird die Fluoreszenz verstanden, die Pro-
teine ohne weitere Modifikationen emittieren kénnen. Intrinsische Fluoreszenz stammt
zum einen von den aromatischen Aminosduren Phenylanalin, Tryptophan und Tyrosin,
die in nahezu jedem Protein vorhanden sind, zum anderen von nur in manchen Protei-
nen vorkommende, fiir diese Proteine spezifische Fluorophoren [46,41]. Beispiele fiir diese
zweite Gruppe sind die Pigmente der Lichtsammelkomplexe und das green fluorescent
protein (GFP).

In den Lichtsammelkomplexen (light harvesting complexzes, LHC) des Photosynthese-
apparats sind es die Pigmente, welche die Photonen absorbieren und die Energie wei-
terleiten [42]. Diese Pigmente besitzen mehrere Chromophore mit einem ausgedehnten
m-Elektronen-System, die nicht aus Aminoséduren aufgebaut sind. Neben den Chlorophyl-
len gibt es weitere Pigmente, um das Sonnenspektrum méglichst vollstindig abzudecken.
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Insbesondere das Phycoerythrin zeichnet sich dadurch aus, dafl es in Lésung, also au-
Berhalb seiner natiirlichen Umgebung, mit einer Wahrscheinlichkeit von nahezu Eins ein
absorbiertes Photon auch wieder emittiert. Phycoerythrin stellt daher ein gut geeigne-
tes System von Fluorophoren dar, und bereits 1989 konnten einzelne Molekiile dieses
Proteins auf Grund ihrer starken Fluoreszenz nachgewiesen werden [12]. Die Spektro-
skopie einzelner Lichtsammelkomplexe gelang 1997 bei Raumtemperatur [38] und ein
Jahr spéter bei tiefen Temperaturen [44].

Die Klasse der green fluorescent proteins (GFP) stellt insofern eine Ausnahme dar,
da hier der Chromophor durch drei Aminoséduren gebildet wird. Die Abfolge der Ami-
nosauren Serin—Tyrosin—Glycin in diesem Protein fiihrt bei Zyklisierung und Oxidierung
zu einer Absorptionsbande im blauen und einer Emissionsbande im griinen Spektral-
bereich [41]. Variation der lokalen Umgebung durch Mutation der Aminosduresequenz
fithrt zu verdnderten Spektren. Da der Farbstoff alleine aus Aminoséduren gebildet wird,
kann ihn eine Zelle nach Manipulation des genetischen Codes in beliebige Proteine ein-
bauen. Damit ist es moglich, Proteine gezielt zu markieren, ohne zellfremde Molekiile
einbringen zu miissen. Aus diesem Grund hat die Markierung mit GFP eine weite Ver-
breitung gefunden (siche z.B. Ref. [68]). Auch einzelne GFP konnten spektroskopiert
werden [36, 34,37, 45].

Neben diesen proteinspezifischen Fluorophoren absorbieren und emittieren aber auch
einige Aminoséuren selbst Photonen im nahen Ultraviolett. Dies sind die Aminoséuren,
die einen aromatischen Rest besitzen: Tryptophan (Trp), Tyrosin (Tyr) und Phenyla-
nalin (Phe). Dadurch ist es moglich, nahezu jedes Protein zur Fluoreszenz im nahen
Ultravioletten anzuregen. Abbildung 2.1/ zeigt die molekulare Struktur dieser drei Ami-
nosauren und deren Absorptionsspektren auf einer logarithmischen Skala. Je nach An-
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Abbildung 2.1: Aminosiduren mit aromatischem Rest und deren Absorptionsspektren auf
einer logarithmischen Skala [46].
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regungswellenldnge tragen die drei Aminoséduren unterschiedlich zur Proteinfluoreszenz
bei. Oberhalb von etwa 295 nm wird fast nur noch Tryptophan angeregt. Bei niedri-
geren Wellenlédngen tragt Tyrosin wegen seiner grofieren Haufigkeit (durchschnittliche
Haufigkeit in Proteinen: Trp 1.1 %, Tyr 3.5 %, Phe 3.5 % [69]) ebenfalls deutlich zur
Fluoreszenz bei. Die Tryptophanfluoreszenz ist stark umgebungsabhéngig, so daf§ Tryp-
tophan als lokale Sonde geeignet ist.

2.1.2 Tryptophan

Tryptophanfluoreszenz ist ein wichtiges Werkzeug zur Untersuchung von Proteinen. Sie
wird in einer Reihe von Ubersichtsartikeln und Biichern behandelt [46,48,47]. Die Ab-
sorptionsbande bei 280 nm besteht aus zwei nahe beieinander liegenden Ubergéngen des
Indols, die entsprechend der Notation von Platt [70] mit 'L, und 'L, bezeichnet wer-
den [71]. Die Lage der Emissionsbande hingt deutlich von der Polaritdt der Umgebung
des Molekiils ab. Ebenso variieren die Fluoreszenz- [47] und die Phosphoreszenzlebens-
zeit [72] stark mit der Umgebung. Daher kann diese Aminoséure als lokale Sonde im
Protein eingesetzt werden. Variationen in der Umgebung, z.B. durch Konformations-
wechsel [49], Proteinfaltung [50] oder Bindung eines Liganden [73], fiihren dann zu einer
verdnderten Emission. Ebenso 148t sich die Tryptophanfluoreszenz durch verschiedene
Stoffe 16schen und so die Zugénglichkeit dieser Tryptophanseitenkette in der Protein-
struktur fir die Loscher untersuchen [74].

Der geringe Absorptionskoeffizient €., ~ 5000 M~tcm™! zusammen mit der Quan-
tenausbeute von maximal 30 % [46] lassen es allerdings im gegenwértigen Stand der
Technik aussichtslos erscheinen, einzelne Tryptophane zu detektieren. Es muf also ausge-
nutzt werden, daf sich in einem Protein viele Tryptophan-Seitenketten befinden kénnen.
Ein ideales Protein zur Einzelmolekiilspektroskopie auf Basis der Tryptophanfluoreszenz
sollte daher einerseits relativ grofl sein und andererseits sollte die Tryptophanfluoreszenz
Informationen iiber das Protein in der oben geschilderten Weise beinhalten.

1

2.1.3 Hamocyanin

Ein besonders geeigneter Kandidat zur Spektroskopie einzelner Proteine mit Hilfe ih-
rer Tryptophanfluoreszenz findet sich im Hamocyanin (Hc) der Vogelspinne Eurypelma
californicum. Einen Uberblick iiber diese Klasse der Proteine geben van Holde und Mil-
ler [51]. Dieses Protein ist sehr grofl und besitzt 148 Tryptophan-Seitenketten, wodurch
sich der geringe Absorptionskoeffizient des Tryptophans kompensieren lassen sollte. Der
relative Anteil der Tryptophane an den Aminosduren dieses Proteins liegt mit etwa
1.0 % [61] aber sogar etwas unterhalb des Durchschnittes aller Proteine (1.1 % [69]). Auf
der anderen Seite zeigt es als Sauerstofftransportprotein molekulare Kooperativitat. Es
bindet Sauerstoff an insgesamt 24 Bindungsstellen und die Affinitat der Bindungsstellen
zu Sauerstoff steigt mit der Anzahl der bereits beladenen Bindungsstellen, was als (po-
sitive) Kooperativitidt bezeichnet wird. Dieses Phdnomen der Informationsiibertragung
innerhalb eines Makromolekiils wird seit langer Zeit intensiv untersucht. Gerade die
Hamocyanine eignen sich gut zur Untersuchung der Kooperativitat, weil sich hier die
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Abbildung 2.2: Das Himocyanin der Spinne FEurypelma californicum. A: Quartarstruktur be-
stehend aus 4 Hexameren. Gesamtgrofie 20 x 20 x 10 nm? (nach Ref. [75]). B: Sekundérstruktur
einer Untereinheit (ca. 7 nm). Ein Sauerstoffmolekiil wird zwischen zwei Kupferatomen gebun-
den, die als Kugeln dargestellt sind.

Sauerstoffbeladung in der Tryptophanfluoreszenz wiederspiegelt. In diesem Abschnitt
sollen die Eigenschaften des Proteins dargestellt werden, wohingegen Kapitel 2.2 eine
Einfithrung in das Gebiet der molekularen Kooperativitéit gibt.

Hémocyanine (Hc) sind die Sauerstofftransportproteine der Weichtiere (Mollusken)
und Gliederfiiler (Arthopoden). Sie sind vergleichbar mit dem Hdmoglobin des Men-
schen, nur daf} hier das Sauerstoffmolekiil statt an ein Eisenatom zwischen zwei Kupfer-
atomen gebunden wird. Insbesondere das Hamocyanin der Vogelspinne Eurypelma cali-
fornicum gehort zu den am besten untersuchten Transportproteinen [51]. Himocyanine
liegen frei gelost in der Hamolymphe vor, d.h. sie sind nicht wie das Hdmoglobin in Blut-
zellen eingelagert. Um die Teilchenzahlkonzentration niedrig zu halten, sind es darum
relativ grofle Proteine mit bis zu 160 Bindungsstellen fiir Sauerstoff. Die Quartérstruk-
tur von Arthopoden-Hamocyanin ist aus Hexameren aufgebaut. Das Hdmocyanin von
Eurypelma californicum besteht aus 4 Hexameren (Abb. [2.2A), hat eine Grofle von etwa
20 x 20 x 10 nm?® und eine Masse von 1720 kg/mol. Es werden insgesamt 7 verschiedene
Untereinheiten (a-g) gefunden, von denen 5 (a, d-f) in jedem Hexamer vorkommen. Die
sechste Untereinheit des Hexamers ist dann entweder Untereinheit b oder ¢, wobei iiber
diese die Hexamere untereinander verbunden sind [76]. Die Untereinheiten unterscheiden
sich geringfiigig in der Sequenz der Aminoséuren, zeigen jedoch ein fast identisches Sau-
erstoffbindungsverhalten [77]. Jede Untereinheit besitzt ein Bindungszentrum, in dem
ein Sauerstoffmolekiil zwischen zwei Kupferatomen gebunden werden kann (Abb.[2.2B),
so dafl insgesamt 24 Molekiile Sauerstoff transportiert werden kénnen. Die vollsténdige
Sequenz dieses Proteins ist bekannt [61]. Die Kristallstrukur vergleichbarer Himocyani-
ne des Pfeilschwanz-Krebses Limulus polyphemus zeigt je nach Sauerstoffbeladung zwei
verschiedene Konformationen, die im folgenden als R- und T-Zustand bezeichnet wer-
den [78].

Einen Uberblick iiber den molekularen Mechanismus der Sauerstoffbindung geben
Metz et al. [79]. Die Bindung des Sauerstoffmolekiils erfolgt zwischen zwei Kupferatomen,
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Abbildung 2.3: Bindungszentrum bestehend aus zwei Kupferatomen, die jeweils durch Bin-
dung an Stickstoffatome dreier Histidin-Seitenketten verankert sind (nach Metz et al. [79]).

die jeweils durch Bindung an Stickstoffatome dreier Histidin-Seitenketten verankert sind
(Abb.[2.3). Im unbeladenen Zustand ist die pyramidale Struktur dieser Cu-N-Bindungen
verspannt. Bei Bindung eines Sauerstoffmolekiils liegen alle an der Bindung beteiligten
Atome mit Ausnahme zweier Histidine in einer Ebene. Das Sauerstoffmolekiil wird in
einer side-on Koordination gebunden, bei der jeweils ein Elektron von den Kupferatomen
auf den Sauerstoft iibertragen wird.

Alle bisher aufgefiihrten Eigenschaften der Himocyanine wiren fiir die geplanten Ex-
perimente nicht von Bedeutung, wenn nicht die Tryptophanfluoreszenz die Sauerstoff-
beladung widerspiegeln wiirde. Damit enthélt die Fluoreszenz der Tryptophane weitere
Informationen und es wird moglich, die Sauerstoftbeladung zu messen [60]. Die Ursache
hierfir ist, daf der Sauerstoff-Kupfer-Komplex zwei charge transfer Banden besitzt [80],
von denen eine die Tryptophanfluoreszenz 16scht. Im Rahmen dieser Arbeit sollen diese
beiden Banden mit CT1 (XA = 340 nm, € ~ 20000 M~'em™') und CT2 (A = 550 nm,
e ~ 1000 M~tem™!) bezeichnet werden. In beiden Fillen wird bei der Anregung ein
Elektron des Sauerstoffmolekiils zu den Kupferatomen verschoben. Dies macht den La-
dungstransfer bei der Bindung teilweise riickgéngig. Die intensive Bande bei 340 nm
iiberlappt nahezu vollstindig mit dem Tryptophan-Emissionsspektrum von Hémocya-
nin. Aus diesem Grund wird die Tryptophanemission bei besetztem Bindungszentrum
durch Forstertransfer mit einem Verhéltnis von 1:13 geloscht [81,82,83]. Abbildung 2.4
zeigt im oberen Teil das Absorptions- und Emissionsspektrum von Hamocyanin in bela-
denem und unbeladenem (oxygeniertem und deoxygeniertem) Zustand und im unteren
Teil eine schematische Darstellung der beteiligten Niveaus. Die Absorptionsbande des
Hémocyanins bei 280 nm ist auf die Tyrosine und Tryptophane zuriickzufiithren, wobei
bei etwa 295 nm nur Tryptophanabsorption vorliegt [46]. Die Lage des Emissionsmaxi-
mums von Tryptophan ist stark umgebungsabhéngig und liegt im Falle von Hamocyanin
bei etwa 335 nm. Bei beladenem Bindungszentrum kann daher die Anregungsenergie per
Forster-Transfer in die Bande CT1 des Bindungszentrums iibertragen werden. Der ent-
sprechende Zustand relaxiert mit einer Lebenszeit 7 < 1 ps in den Grundzustand [84].
Durch diese schnelle Relaxation beeinflufit die Anregung der Tryptophane das Bindungs-
zentrum kaum. Wenn das Bindungszentrum nicht beladen ist, findet kein Forstertransfer
statt und die Tryptophanfluoreszenz wird nicht geléscht.
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Abbildung 2.4: Oben: Absorptions- und Emissionsspektren von Hamocyanin mit beladenen
und unbeladenen (oxygenierten und deoxygenierten) Bindungszentren. Zur Aufnahme derE-
missionspektren wuren die Molekiile bei 295 nm angeregt, so dafl nur Tryptophanfluoreszenz zu
erwarten ist. Diese wird durch die Absorptionsbande des beladenen Kupfer-Bindungszentrums
bei 340 nm geloscht. Unten: Schematische Darstellung der Zustédnde, die an der Bestimmung
der Sauerstoffbeladung iiber die Tryptophanfluoreszenz beteiligt sind. Die Fluoreszenz wird
iiber Forstertransfer (FT) in das hoherenergetische der beiden charge transfer (CT) Niveaus
des beladenen Kupfer-Bindungszentrums geloscht. Wenn das Bindungszentrum nicht beladen
ist, existieren diese Niveaus nicht, so dafl die Fluoreszenz nicht geléscht wird.
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2.2 Molekulare Kooperativitét

Unter molekularer Kooperativitit versteht man die Interaktion der einzelnen Bindungs-
stellen eines Liganden in einem Makromolekiil [69]. Die Bindung eines Liganden an eine
Bindungsstelle beeinflut das Bindungsverhalten anderer Bindungsstellen. Ein promi-
nentes Beispiel hierzu stellt die Sauerstoffbindung an Hamoglobin, dem Sauerstofftrans-
portprotein des Menschen, dar. Um effektiv Sauerstoff von der Lunge zu den Zellen zu
transportieren, mufl das Protein in der Lunge moglichst vollstdndig beladen sein, also ei-
ne hohe Sauerstoffaffinitét besitzen, aber um andererseits auch im Gewebe den Sauerstoff
nahezu vollstindig abgeben zu kénnen, eine geringe Affinitit zeigen. Abbildung 2.5 zeigt
den Beladungsgrad 6 der Proteine als Funktion des Sauerstoffpartialdrucks. Die gestri-
chelte Kurve beschreibt nicht-kooperatives Verhalten. Das Protein besitzt eine konstante
Affinitat zu Sauerstoff. Durchgezogen ist das von der Natur realisierte kooperative Bin-
dungsverhalten dargestellt. Der Ubergang zwischen be- und entladenem Zustand erfolgt
wesentlich schneller, so dal auch der Unterschied im Beladungsgrad zwischen zwei ty-
pischen Sauerstoffpartialdriicken deutlich grofler wird (durch die schwarzen senkrechten
Striche in Abb. 2.5 angedeutet).

Ein weiterer Vorteil, der sich aus kooperativem Bindungsverhalten ergibt, ist die leich-
te Beeinflulbarkeit des Bindungsverhaltens durch externe Parameter, sog. Effektoren.
Damit wird es moglich, die gesamte Bindungskurve zu hoheren oder niedrigeren Par-
tialdriicken zu verschieben. Ein Beispiel hierfiir ist die Anpassung an einen geringeren
Sauerstoffpartialdruck der Atemluft, z.B. in groen Hohen. Obwohl der angebotene Par-
tialdruck auf die Halfte seines Wertes auf Meeresniveau fallt, bleibt die Transportkapa-
zitét (die Lange des schwarzen Balkens in Abb. 2.5) fast konstant [69].
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Abbildung 2.5: Beispiel fiir kooperative Sauerstoffbindung. Typische Sauerstoff-Partialdriicke
in Lunge und Gewebe sind grau unterlegt. Gegeniiber der nicht-kooperativen Bindung erhéht
sich die Transportkapazitit zwischen Lunge und Gewebe (durch die senkrechten Striche ange-
deutet).
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Wie findet nun die Informationsiibertragung innerhalb des Proteins statt? Nach obi-
ger Beschreibung miissen alle Bindungsstellen ,, wissen“, wieviel Sauerstoff insgesamt im
Protein gebunden ist. Die Ubertragung der Beladungsinformation erfolgt iiber die Kon-
formation des Proteins. Kleine Anderungen der Position einzelner Aminosiuren relativ
zu ihrer Umgebung koénnen iiber eine relativ starre Aminoséduresequenz weitergegeben
werden, so dal damit andere Bindungsstellen beeinflufit werden kénnen. Dies wird als al-
losterische Wechselwirkung bezeichnet [57]. Um molekulare Kooperativitidt zu beschrei-
ben, mufl ein Modell also den Zusammenhang zwischen Beladung und Konformation
darstellen.

2.2.1 Methoden zur Beschreibung von molekularer
Kooperativitat

Fiir ein Makromolekiil ergibt sich aus obiger Beschreibung eine Matrix aus moglichen
Zusténden S; ;, die sich in ihrer Beladung ¢ und Konformation j unterscheiden. Abbil-
dung 2.6 skizziert eine solche Matrix von Zustdnden. Typische Werte fiir die Anzahl
der Bindungsstellen liegen zwischen 4 und 48, die Anzahl der Konformationen wird
héufig geringer angenommen. Ein Modell der Kooperativitdt mufl die Besetzung dieser
Zustdnde als Funktion des Sauerstoffpartialdrucks beschreiben. Im folgenden soll eine
Methode vorgestellt werden, ein Modell mit einer solch grofien Anzahl an Zusténden ef-
fektiv aufzustellen. Einen guten Uberblick gibt Wyman [57], dem auch diese Einfithrung
in weiten Teilen folgt.

Der Ausgangspunkt ist die groSkanonische (normierte) Zustandssumme. Sie wird hier
mit P bezeichnet, da sie auch Bindungspolynom genannt wird (s.u.). Es muf} die grofs-
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Abbildung 2.6: Beladungs-Konformations-Matrix. Alle Modelle zur kooperativen Bindung
lassen sich iiber die Besetzung der Zusténde in dieser Matrix und deren Abhéingigkeit von der
Ligandenkonzentration beschreiben.
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kanonische Zustandssumme verwendet werden, da ja gerade Variationen in der Teilchen-
zahl des Liganden untersucht werden sollen. In den Experimenten wird nur mit einer
Sorte Liganden gearbeitet werden. Daher soll in der hier vorgestellten theoretischen Be-
schreibung nur eine Sorte Liganden betrachtet werden, auch wenn dadurch ein grofler
Bereich der Wechselwirkung zwischen verschiedenen Liganden ausgeschlossen wird. In
diesem Fall lautet die groBkanonische Zustandssumme P [85]

P = Ze* 7 ot R = Ze* 2 2ol (2.1)

2

.3

Dabei bezeichnet G; ; die freie Energie des Zustandes \S; ; und p das chemische Potential
des Liganden X. Die freie Energie des Zustandes Spo wird gleich Null gesetzt. Damit
gilt fiir die G, ; der anderen Zusténde

Gi,j = —R T 11’1 ﬁi,j > (22)

wenn 3;; die (dimensionslose) Gleichgewichtskonstante der Reaktion von Zustand Sy
nach Zustand S; ; bezeichnet:

. [5i.4]
x bezeichnet die Aktivitéit des Liganden X. Fiir das chemische Potential p gilt
pw=p’+RlInx . (2.4)

Die Standardbedingungen werden so gewéhlt, dal ;° = 0 [85]. Damit gilt dann fiir die
grokanonische Zustandssumme P

P=Y e W e k=Y g0 (25)
1,J .3

Dieser letzte Ausdruck macht deutlich, warum P hier als Bindungspolynom bezeichnet
wird.

Mit Hilfe der Zustandssumme lassen sich nun einige Eigenschaften des Gesamtsystems
beschreiben. Die Besetzungswahrscheinlichkeit o ; eines Zustandes .S; ; lautet

Q5 = JT (26)
Fiir die mittlere Anzahl beladener Bindungsstellen X gilt

_ Bt dlnP  dL

X:Z@Z]Z_Z’jﬁj — - = (27)

Y Bt dlnx dp

Bei der letzten Umformung wurde der Bruch mit RT" erweitert, um auf das von Wyman
definierte Bindungspotential £ = RT'In P zu kommen [86]. Wenn ¢ die Anzahl der Bin-
dungsstellen bezeichnet (und damit 0 < ¢, X < t), dann gilt fiir die mittlere Beladung 6

e

In

SO
o &
—

, so daf} 0<H<1 . (2.8)
nx
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Abbildung 2.7: System mit 4 Bindungsstellen, die nicht kooperieren. Unabhéngig von der
Beladung bleibt die intrinsische Bindungskonstante x konstant, nur die statistischen Gewichte
bewirken unterschiedliche Bindungskonstanten K.

Als Beispiel soll nun ein einfaches, nicht-kooperatives Modell betrachtet werden. Nicht-
kooperative Bindung dient einerseits als Vergleichswert zur kooperativen Bindung, an-
dererseits werden Modelle zur kooperativen Bindung haufig aus nicht-kooperativen Teil-
einheiten zusammengefiigt. Das Makromolekiil habe ¢t Bindungsstellen und besitze nur
eine Konformation. Der Konformations-Index j wird darum der Ubersichtlichkeit halber
in diesem Beispiel ausgelassen. Abbildung 2.7 skizziert diese Situation. Die intrinsische
Gleichgewichtskonstante der Bindung an eine Bindungsstelle sei x. Die Anzahl der be-
legten Bindungsstellen im Ausgangs- und Endzustand bestimmt dann die statistischen
Gewichte, mit denen aus der intrinsischen Gleichgewichtskonstante x die Gleichgewichts-
konstante K eines Reaktionsschritts gewonnen wird:

t—(—1

Si1+X=—=S5, und K, = L K (2.9)

i
Die Gleichgewichtskonstante (3; fiir die Gesamtreaktion
| i £ .
So+1i X==315, lautet f; = HKj = () K" (wobei Gy =1) . (2.10)
i

j=1

Daraus ergibt sich die Zustandssumme (das Bindungspolynom) P, die Besetzungswahr-
scheinlichkeit «; der Zusténde S; sowie die mittlere Beladung 6 zu

P =) Ba=(1+ra) | (2.11)
=0
B ﬁixi_ t Kt
Y= 7p _(z> 1+ra) (2.12)

ldlnP  ku
t dlnz l4+kz
Die mittlere Beladung 6 ist also von der Anzahl der Bindungsstellen im Makromo-
lekiil unabhéngig, die einzelnen Bindungsstellen interagieren, wie angenommen, nicht.
Halbséttigung, also 8 = 1/2, wird bei x50 = 1/k erreicht.

0 = (2.13)
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Kooperatives Bindungsverhalten bedeutet eine scheinbare Abhéngigkeit der intrinsi-
schen Gleichgewichtskonstante x von der Beladung i. Wie im folgenden Abschnitt dar-
gestellt wird, entsteht diese Abhéngigkeit durch einen Konformationswechsel, so daf} die
Gewichtung zwischen verschiedenen intrinsischen Gleichgewichtskonstanten verschoben
wird. Nach auflen hin sichtbar ist nur der Mittelwert, die apparente Gleichgewichts-
konstante Kp,. Durch geschickte Auftragung der mittleren Beladung 6 gegeniiber der
Ligandenaktivitdat x 148t sich fiir ein gegebenes Bindungsverhalten entscheiden, ob Ko-
operativitit vorliegt, d.h. ob sich die apparente Gleichgewichtskonstante k,pp, mit der
Beladung éndert. Dazu wird Gleichung 2.13| umgeformt:

g~ fap T - (2.14)
Im sogenannten Hill-Plot wird, wie in Abbildung[2.8|gezeigt, 8/(1 — ) gegeniiber = dop-
pellogarithmisch aufgetragen. Die apparente Gleichgewichtskonstante r,p, ergibt sich
dann als Achsenabschnitt einer Geraden mit Steigung Eins. Im Falle positiver Koopera-
tivitat ist die Bindungskonstante fiir die erste Bindung x; kleiner als die fiir die letzte
Bindung k;. Diese beiden Gleichgewichtskonstanten dominieren das Bindungsverhalten
im Grenzwert sehr niedriger bzw. sehr hoher Ligandenkonzentrationen, da dann nur der
erste bzw. der letzte Ligand bindet. Die kooperative Bindungskurve néhert sich also
im Grenzwert niedriger Konzentrationen an eine nicht-kooperative Bindungskurve mit
Kapp = k1 an, im Grenzwert hoher Konzentrationen an eine mit kupp, = k¢. Da £y > Ky
muf dazwischen ein Ubergang mit einer Steigung n > 1 erfolgen. Diese Steigung n bzw.
ihr Wert bei Halbséttigung nso wird als Hill-Koeffizient bezeichnet und ist ein Maf3 fiir
die Kooperativitit des Systems. Eine genauere Analyse ergibt, dafl der Hill-Koeffizient
n maximal gleich der Anzahl der Bindungsstellen ¢ sein kann [57].

2.2.2 Modelle der kooperativen Bindung

Seit dem ersten Vorschlag zur Beschreibung kooperativer Sauerstoffbindung von Hamo-
globin durch Hill im Jahr 1910 [54], sind viele weitere gefolgt [57]. In diesem Abschnitt
sollen die drei wichtigsten vorgestellt werden.

Sequentielles Modell

Das sequentielle Modell wurde 1966 von Koshland, Nemethy und Filmer vorgeschlagen
und wird nach seinen Autoren auch KNF-Modell genannt [56]. Den Grundgedanken
bildet die Vorstellung, dafl die Bindung eines Liganden an eine Bindungsstelle die Bin-
dungsstellen in der Umgebung so beeinflu3t, dafl ihre Affinitét steigt. Je nach geometri-
scher Anordnung unterscheidet sich die Anzahl der direkt beeinfluften Nachbarn. Aufler-
dem héngt der Grad der Wechselwirkung zwischen Bindungsstellen von ihrer Kopplung
ab. Abbildung2.9A zeigt dieses Modell in der Beladungs-Konformations-Matrix fiir eine
quadratische 2 x 2-Anordnung der Bindungsstellen, bei der senkrecht und waagerecht an-
grenzende Bindungsstellen gleichermafien beeinflut werden, diagonal angrenzende aber
unbeeinflufit bleiben.
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Abbildung 2.8: Beispiel eines Hill-Plots. Nicht-kooperative Bindung liefert eine Gerade mit
Steigung 1 (gepunktet). Kooperative Bindungskurven sind im Grenzwert niedriger und hoher
Ligandenaktivitét nicht-kooperativ. Aus dem Wert bei = 1 148t sich die Bindungskonstante
fiir den ersten und letzten Liganden bestimmen.
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Abbildung 2.9: Modelle zur Kooperativitdt. A: Sequentielles Modell von Koshland et al. Die
Konformation einer Bindungsstelle wechselt bei Bindung eines Liganden von [ auf (). Dabei
werden benachbarte Bindungsstellen so beeinflufit, dafl ihre Affinitéit steigt, was durch graue
Unterlegung angedeutet ist. B: Konzertiertes Modell von Monod et al. Alle Bindungsstellen
wechseln gleichzeitig die Konformation.
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2 Theoretische und experimentelle Grundlagen

Es ist unmittelbar einsichtig, dal mit diesem Modell positive Kooperativitét beschrie-
ben werden kann. Ausgehend von der ersten besetzten Bindungsstelle breitet sich eine
Region von hoher affinen Bindungsstellen aus, die schliellich das gesamte Molekiil um-
faft. Das Modell erlaubt fiir verschiedene Arten der Nachbarschaft zwischen Bindungs-
stellen (in obigem Beispiel waagerecht, senkrecht und diagonal) unterschiedliche Wech-
selwirkungskonstanten. Hinzu kommt, daf bei vielen Transportproteinen auch komplexe
Nachbarschaftsbeziehungen vorliegen (siehe z.B. Abb. [2.2). Das Modell stellt also viele
Parameter zur Beschreibung des Bindungsverhalten zur Verfiigung, so dafl die Anpassung
an gemessene Bindungskurven immer recht gut gelingen wird, man aber andererseits we-
nig neue Erkenntnisse gewinnt.

Konzertiertes Modell

Das konzertierte Modell wurde 1965 von Monod, Wyman und Changeaux aufgestellt [55]
und wird im folgenden als MWC-Modell bezeichnet. Im Gegensatz zum sequentiellen
Modell wechseln hier alle Untereinheiten konzertiert von der einen in die andere Kon-
formation. Dies ist in Teil B von Abbildung 2.9 dargestellt. Die beiden Konformationen
werden mit T (tense) und R (relaxed) bezeichnet. Innerhalb einer Konformation sind
die Bindungsstellen unabhéngig, und so 148t sich das Bindungsverhalten innerhalb einer
Konformation durch das oben beschriebene nicht-kooperative Modell mit einer intrin-
sischen Gleichgewichtskonstante kg bzw. kp beschreiben. Die beiden Konformationen
stehen im Gleichgewicht, das durch die Gleichgewichtskonstante Ly zwischen den unbe-
ladenen Zusténden Ry (=Sp) und Ty (=Sp1) beschrieben wird:
[70]

Lo Rol (2.15)
Positiv kooperatives Verhalten tritt auf, wenn einerseits das Gleichgewicht im Grenzfall
niedriger Ligandenkonzentration auf Seite des T-Zustandes liegt (Lo > 1), aber ande-
rerseits die Affinitat des R-Zustandes hoher ist (kg > k7). Sobald ein Ligand an eine
Bindungsstelle im R-Zustand bindet, bringt er damit ¢ — 1 weitere Bindungsstellen in
den hoch affinen R-Zustand, da das einfach beladene Molekiil bei dem durch Ly be-
schriebenen Gleichgewicht nicht beriicksichtigt wird. Im folgenden soll dieses Verhalten
mit den im letzten Abschnitt eingefithrten Methoden beschrieben werden.

Die Zustandssumme eines nicht kooperativen Molekiils mit ¢ Bindungsstellen wurde
in Gleichung 2.11] aufgestellt. Dies ist auch die Zustandssumme einer Konformation:

Prr=(1+krra) . (2.16)
Der Referenzzustand Sy ist Ry, so daff die Gesamtzustandssumme lautet
P=Pr+ Ly Pr . (2.17)

Der Anteil «; der Molekiile, die unabhéngig von ihrer Konformation mit ¢ Liganden
besetzt sind, 148t sich berechnen durch

_ Zjﬁm x! _ (t) K + Lo K P

5 . (2.18)

a; .
?
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Abbildung 2.10: Energetische Lage der Zusténde S; ; in Einheiten von RT' im MWC-Modell

(Lo > 1, kp < kR) (nach Ref. [57]). Die Konformation, die bei gegebener Beladung dominiert,
ist jeweils durch den Kreis gekennzeichnet.

Der Anteil ar der Molekiile im R-Zustand ergibt sich zu

~1
Pr 1+ rr 2’
=— " —(14Ly | — ) 2.1
R Pr + Lo Pr <+ 0(1_'_%}%33)) (2.19)
Damit 1488t sich die mittlere Beladung 6 schreiben als
1dInP
922 d lnz :CYRGR—l-(l—aR) HT . (220)

Die mittlere Beladung des Gesamtsystems ist also ein gewichteter Mittelwert der Bela-
dung der Molekiile im R-Zustand und derer im T-Zustand. Die 6 7 beschreiben nicht-
kooperative Bindungskurven mit unterschiedlichen Halbséttigungswerten (unterschied-
lichen Gleichgewichtskonstanten ) und werden durch Gl. 2.13 definiert. Zwischen ihnen
wird durch eine Anderung der Konformation, also durch eine Anderung von ap, gewech-
selt. Die Steilheit dieses Konformationswechsels fithrt zur Steilheit der Bindungskurven.

Wann es zu diesem konzertierten Wechsel der Konformation kommt, 148t sich gut an
der energetischen Lage der einzelnen Zusténde S, ; erkennen [57]. Diese ist durch

t)/{; c} mit c:{ 1 R-Zustand (2.21)

' Lo T-Zustand

Gi,j = —RT hlﬁ@j = —RTIn |:(
(4

gegeben und in Abbildung [2.10 skizziert!. Fiir i = 0 und 1 liegen die Zusténde der
T-Konformation energetisch giinstiger und werden darum den Schwerpunkt der Popula-
tion bilden. Fiir hohere Beladungen (i > 2) ist dann aber die R-Konformation vorteil-
hafter. Wenn die energetische Bandbreite der einen Konformation nicht die der anderen

'Durch die energetische Lage der Zustinde wird beschrieben, in welcher Konformation sich bei gege-
bener Beladung die Mehrheit der Molekiile befindet. Es wird immer Molekiile geben, die nicht die
Konformation wechseln.
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2 Theoretische und experimentelle Grundlagen

vollsténdig iiberdeckt, wird es keinen Konformationswechsel geben, da unabhéngig von
der Beladung immer eine Konformation die energetisch giinstigere ist [57].

Die Annahme des konzertierten MWC-Modells, nach der alle Untereinheiten gleichzei-
tig die Konformation wechseln, ist gleichbedeutend mit einer starken langreichweitigen
Wechselwirkung zwischen den Untereinheiten. Sie zwingen sich gegenseitig in die glei-
che Konformation, fithren somit den Konformationswechsel gleichzeitig aus. Im vorher
dargestellten sequentiellen KNF-Modell wird die Wechselwirkung der Untereinheiten als
kurzreichweitiger angenommen. Es wird nur jeweils die nédchst benachbarte Bindungs-
stelle beeinfluit. Dadurch kénnen verschiedene Untereinheiten eines Molekiils in ver-
schiedenen Konformationen vorliegen.

Das MWC-Modell beschreibt das Bindungsverhalten mit einer geringen Anzahl Para-
metern: die Bindungskonstanten der Konformationen xz und kr, einer Gleichgewichts-
konstanten zwischen den unbeladenen Zustdnden Lg sowie der Grofie der allosterischen
Einheit ¢, die nicht unbedingt das gesamte Molekiil umfassen mufl. Trotz dieser geringen
Parameterzahl lassen sich gemessene Bindungskurven recht gut wiedergeben. Allerdings
kann der Einflu duflerer Parameter, sog. Effektoren, wie z.B. dem pH, nur unbefriedi-
gend erkldrt werden. Im Experiment zeigt sich, dal die Bindungskurven bei Variation
des pH mit nur geringen Anderungen der Form verschoben werden. Dies miifite durch
eine identische pH-Abhéngigkeit der beiden Bindungskonstanten kr und k7 erklart wer-
den. Andererseits sollten die Konformationen gerade durch ihre kg r beschrieben werden
und Effektoren nur die Gleichgewichtskonstante Lg beeinflussen [58]. Dieser Mangel wird
nun im dritten hier vorgestellten Modell beseitigt.

Nesting-Modell

Der Ausgangspunkt des nesting-Modells ist die hierarchische Struktur der Transportpro-
teine. Die einzelnen Untereinheiten sind nahezu identisch und in Modulen angeordnet,
die wenige Untereinheiten umfassen. Mehrere dieser Module bilden dann das gesamte
Molekiil (siehe z.B. Abb.[2.2). Es liegt darum nahe, fiir jede dieser Hierarchie-Ebenen ge-
trennte Wechselwirkungen und getrennte Konformationen einzufiithren. Wie die Art der
Wechselwirkung innerhalb einer Ebene ausfillt — ob sie durch das KNF- oder das MWC-
Modell beschrieben wird — liegt bei diesem Modell zuerst einmal nicht fest und kann sich
auch von einer Hierarchie-Ebene zur nichsten unterscheiden. Das nesting-Modell stellt
also eigentlich eine Klasse von Modellen dar. Im folgenden soll unter nesting-Modell ein
spezielles Modell dieser Klasse verstanden werden, das 1986 von Decker et al. [87] zur
Beschreibung der Sauerstoffbindung von Hamocyaninen vorgeschlagen wurde. Es ver-
wendet hierfiir zwei Hierarchie-Ebenen, die beide durch das MWC-Modell beschrieben
werden. Die Konformationen der oberen Ebene (das Gesamtmolekiil) werden mit R und
T bezeichnet. Die untere Ebene (ein Modul) besitzt ebenfalls zwei Konformationen r
und ¢, die aber durch die Konformation der oberen Hierarchieebene beeinflufit werden,
so dafl zwischen vier Modul-Konformationen r R, 1", t R und ¢T" unterschieden wird. Wei-
terhin soll das Gesamtmolekiil aus zwei Modulen der unteren Hierarchie-Ebene gebildet
werden. Fiir das Gesamtmolekiil ergeben sich dann 6 verschiedene Konformationen der
24 moglichen Kombinationen, da einerseits fiir beide Module die gleiche Konformation
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Abbildung 2.11: Die hier besprochene Variante des nesting-Modells [87]. Das Molekiil besteht
aus zwei Modulen, deren Konformation r oder ¢ durch die Konformation des Molekiils R oder
T beeinflufit wird. Sowohl innerhalb eines Moduls als auch zwischen den Modulen wird das
MWC-Modell verwendet.

des Gesamtmolekiils gelten muf} (also xR oder zT') und andererseits die Module als un-
unterscheidbar angenommen werden (rR-tR = tR-rR). Diese Konformationen sind in
Abbildung 2.11 dargestellt.

Die Gesamt-Zustandssumme P setzt sich zusammen aus den Zustandssummen P, der
einzelnen Module, die von der Konformation a € {R, T} des Molekiils abhéngen [87]:

P, = (1+4krqx)" +1,(1+ kg x)™ (2.22)
P = Pg" 4 Ly Py . (2.23

Dabei bezeichnet ny; die Anzahl der Untereinheiten pro Modul und ns die Anzahl der
Module pro Molekiil, so dal ny x ny = t. Alle weiteren Gréflen lassen sich daraus mit
den Gleichungen [2.642.8 berechnen.

Dieses Modell wird durch experimentelle Befunde untermauert. Das Hdmocyanin der
Vogelspinne Furypelma californicum zeigt mit einem Hill-Koeffizienten von nyy = 7 be-
sonders ausgeprégtes kooperatives Verhalten. Durch Fluoreszenzmarkierung lassen sich
hier 4 diskrete Konformationen der Untereinheiten unterscheiden, die als die 4 Konfor-
mationen der Untereinheiten im nesting-Modell identifiziert wurden [88].

2.2.3 Verteilung der Beladung

Wie 148t sich nun fiir ein gegebenes Molekiil entscheiden, durch welchen theoretischen
Ansatz sein Bindungsverhalten am besten beschrieben wird? Die einzelnen Modelle
unterscheiden sich darin, wie die Zustédnde S;; der Beladungs-Konformations-Matrix
Abb. 2.6 als Funktion der Ligandenkonzentration besetzt sind. Im Idealfall miifite die
Besetzung dieser Matrix durch ein Experiment bestimmt werden. Viele Schliisse lassen
sich aber schon aus Teilinformationen ziehen. Ob kooperatives Verhalten vorliegt oder
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nicht, 148t sich schon anhand des mittleren Beladungsgrades # als Funktion der Ligan-
denaktivitéit x feststellen. Der Beladungsgrad 6 ist, um im Bild der Zustandsmatrix zu
bleiben, der Mittelwert der Projektion der Matrix auf die Beladungs-Achse. Fiir komple-
xe Molekiile folgt aus diesen Daten — der sog. Bindungskurve — auch, daf} sie nicht durch
ein einfaches MWC-Modell zu beschreiben sind, was dann zum nesting-Modell fiihrt.
Aus wie vielen Modulen ein Molekiil allerdings im Rahmen dieses Modells besteht, 148t
sich mit der Bindungskurve alleine nicht mehr feststellen. Es gibt verschiedene plausible
Kombinationen von n; und ny, mit denen die Bindungskurve beschrieben werden kann.
Um dieses Problem zu losen, miissen mehr Informationen beriicksichtigt werden, z.B.
die Verteilung der Beladung «;, nicht nur ihr Mittelwert 6. Im Bild der Zustandsmatrix
entspricht dies der Projektion auf die Beladungsachse selbst.

Abbildung [2.12 zeigt die Verteilung der Beladung an einem Beispiel eines Molekiils
mit 24 Bindungsstellen. Die zugrunde liegenden Parameter entsprechen dem in Abschnitt
2.1.3 vorgestellten Haimocyanin. Fiir vier verschiedene Modelle ist jeweils die Verteilung
der Beladung «; (i = 0...24) als Funktion der Ligandenaktivitét, in diesem Fall des
Sauerstoffpartialdrucks, berechnet. Zusétzlich ist der Verlauf der Bindungskurve, also
der mittleren Beladung 6 eingetragen. Sie entspricht dem Mittelwert der zweidimen-
sionalen Darstellung in vertikaler Richtung. W&hrend im nicht-kooperativen Fall die
Bindungsstellen nach und nach besetzt werden, erfolgt im MWC-Modell ein Sprung in
der Besetzung. Molekiile mit einer Beladung von z.B. ¢ = 12 sind nie anzutreffen. Bei
Halbséttigung 148t sich das Ensemble in zwei Gruppen teilen, von denen die eine mit
etwa 4 und die andere mit etwa 20 Liganden pro Molekiil beladen ist.

Die beiden Varianten des nesting-Modells unterscheiden sich in der Gréfie der Module.
Links umfafit ein Modul 12 Untereinheiten, rechts nur 6. Wie in Abb. zu sehen, sind
beides realistische Annahmen auf Grund der Struktur des Hamocyanins. Die sich daraus
ergebenden Ensemble-Bindungskurven unterscheiden sich nicht. In der Verteilung der
Beladung sind allerdings deutliche Unterschiede zu erkennen. Bei Halbséttigung sind
in der ,2 x 12“-Variante 4 Maxima zu erkennen, in der ,,4 x 6“-Variante dagegen 5.
Hier sind sie zudem schérfer gegeneinander abgegrenzt. Mit Einzelmolekiilspektroskopie
148t sich nun nicht nur die mittlere Beladung (die Punkte in Abb. [2.12) bestimmen,
sondern die gesamte Verteilung der Beladung. Fiir eine grofie Anzahl von Molekiilen
miifite die individuelle Beladung bei fixiertem Sauerstoffpartialdruck bestimmt werden.
Mit dieser Methode wére es also moglich, z.B. zwischen diesen beiden Varianten des
nesting-Modells zu unterscheiden. Ein weiterfithrendes Experiment, auf das hier nicht
eingegangen werden soll, ist die simultane Bestimmung von Beladung und Konformation
einzelner Molekiile. Dies wiirde dann die vollstandige Zustandsmatrix (Abb.[2.6) liefern.

2.3 Mikroskopie und Spektroskopie einzelner
Molekiile

In diesem Abschnitt sollen die Grundlagen der thischen Mikroskopie und Spektroskopie
einzelner Molekiile dargestellt werden (einen Uberblick liefern Ref. [18] und [16]). Um
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Abbildung 2.12: Verteilung der besetzten Zustédnde «; als Funktion des Sauerstoffpartial-
drucks berechnet fiir vier verschiedene Modelle. Der Ensemble-Mittelwert ist als Linie einge-
zeichnet. Die beiden Varianten des nesting-Modells sind auf Grund des Ensemble-Mittelwerts
nicht zu unterscheiden. Einzelmolekiilspektroskopie wiirde aber die Verteilung der Beladung
liefern und somit eine Unterscheidung erméglichen.
Parameter der beiden nesting-Modelle:
Variante 2 x 12: [, = 10", [, = 10'%, L) = (1 +1,)/(1 + 1;))%, Lo = 103 Lo,

firp = 2.00, fipr = 3.00, ke = 0.0500, Ky = 0.001
Variante 4 x 6: [, = 10766, [, = 1096, L) = (1 +1,)/(1 + 1;))*, Lo = 107096 Lo

Krr = 1.96, Ky = 3.16, kg = 0.0014, Ky = 0.001
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das Fluoreszenzlicht eines einzelnen Molekiils detektieren zu koénnen, miissen mehrere
Voraussetzungen gegeben sein: der Untergrund an Photonen anderen Ursprungs muf} so
gering wie moglich sein. Ein Untergrundsignal kann zum Beispiel durch Fluoreszenz der
das Molekiil umgebenden Matrix entstehen, falls es in eine solche eingebettet ist. Ande-
rerseits mufl ein moglichst groffer Anteil der Fluoreszenzphotonen des zu untersuchenden
Molekiils eingesammelt und detektiert werden. Schlielich mufl das Molekiil stabil ge-
nug sein, damit eine geniigend grofie Anzahl an Photonen detektiert werden kann, um
die gewiinschten Informationen zu gewinnen. Hierzu bedient man sich unterschiedlicher
Methoden der Analyse des detektierten Photonenstroms. Diese Anforderungen werden
in den folgenden Abschnitten dieses Unterkapitels diskutiert.

Wie diese Bedingungen erfiillt werden kénnen, héingt stark von dem zu untersuchen-
den System ab, ob es bei Raumtemperatur oder bei tiefen Temperaturen, in fester oder
in flissiger Umgebung untersucht werden soll. Es wurden verschiedene experimentel-
le Methoden entwickelt, um diesen Anforderungen gerecht zu werden [18]. Im ersten
Abschnitt sollen darum einige Methoden vorgestellt werden, die sich fiir die Untersu-
chung einzelner Molekiile bei Raumtemperatur eignen, um sie von der in dieser Arbeit
verwendeten Zwei-Photonen-Mikroskopie abzugrenzen.

2.3.1 Methoden

Alle im folgenden vorgestellte Methoden haben die Eigenschaft, daf ihre optische Auf-
16sung nicht ausreicht, um direkt benachbarte, identische Molekiile zu unterscheiden.
Die Konzentration der Molekiile mufl daher so weit verringert werden, dafl ihr mittlerer
Abstand deutlich iiber der Auflosung des Mikroskops liegt.

Weitfeld-Mikroskopie

Bei der Weitfeld-Mikroskopie wird ein relativ grofier Bereich der Probe (10 x 10 —
100 x 100 pm?) homogen ausgeleuchtet und auf eine empfindliche Kamera abgebildet
[14,39]. Das Auflosungsvermdogen ist durch das verwendete Objektiv und die Grofie der
Bildelemente der Kamera gegeben. Unerwiinschte Hintergrundfluoreszenz und Streulicht
kénnen nur spektral abgetrennt werden. Die Entwicklung effizienter Kamera-Systeme
und photostabiler Farbstoffe hat es ermoglicht, auch mit dieser eher konventionellen Mi-
kroskopietechnik einzelne Molekiile zu detektieren. Der Vorteil dieser Methode ist, dafl
viele Molekiile gleichzeitig abgebildet werden kénnen und auch rdumliche Dynamik gut
verfolgt werden kann. So 148t sich die Diffusion von Peptiden auf der Zellmembran [89]
oder die Kolokalisation von Liganden an Rezeptoren [40] untersuchen. Wenn die An-
regung der Fluorophore nicht durch das Objektiv, sondern durch evaneszente Wellen
nach Totalreflexion (total internal reflection, TIR) an der Glas-Probe-Grenzfldche er-
folgt, wird nur eine diinne Schicht der Probe angeregt und so die Bildung von Hinter-
grundfluoreszenz vermieden. Gleichzeitig 148t sich aus der exponentiellen Abhéngigkeit
der Anregungsintensitit vom Abstand zur Grenzfliche auch die Position des Molekiils
in Strahlrichtung genau bestimmen [90].
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Abbildung 2.13: Prinzip des konfokalen Mikroskops. Das Anregungspinhole dient als
punktformige Lichtquelle, die auf die Probe abgebildet wird. Durch das Detektionspinhole
wird der Bereich der Probe definiert, aus dem die Fluoreszenz detektiert werden kann. Licht

aus anderen Bereichen der Probe wird nicht scharf auf das Pinhole abgebildet (gepunktet) und
daher unterdriickt.

Nahfeldmikroskopie

Ein optisches Nahfeldmikroskop (scanning near-field optical microscope, SNOM) [3, 4,
91, 92] fiihrt eine kleine Apertur (Durchmesser ca. 100 nm) iiber die Probe und baut
das Bild punktweise auf. Dabei wird das Nahfeld des Molekiils detektiert oder angeregt,
so dafl auch Wellenvektoren mit imagindrem Anteil in Strahlrichtung zum Bild beitra-
gen und sich so auch Raumfrequenzen k| > 27/\ auflosen lassen. Dieses Verfahren
erhoht die Auflosung deutlich, allerdings auf Kosten der Detektions- bzw. Anregungs-
effizienz, da nur ein geringer Teil des Lichts die Apertur passiert. Als Apertur wird
héufig eine metallbedampfte, zur Spitze ausgezogene Glasfaser verwendet, die im Ab-
stand von wenigen Nanometern iiber die Probe gefiihrt wird. Dieser Abstand wird iiber
die Scherkraft-Wechselwirkung zwischen Spitze und Probe detektiert und durch eine
Regelschleife konstant gehalten. Aus dem Signal der Regelschleife erhélt man neben der
optischen auch eine topographische Information der Probe. 1993 zeigten Betzig und Chi-
chester, dafl mit dieser Methode einzelne Molekiile detektiert werden koénnen [13]. Die
Spitze im Nahfeld des Molekiils verandert dessen Abstrahlcharakteristik. Im ungiinstig-
sten Fall wird die Fluoreszenz geloscht. Andererseits kann aber auch die Feldiiberhthung
an einer scharfen Metallspitze alleine als positionsbestimmendes Element dienen, so daf3
gar keine Apertur benétigt wird (apertureless SNOM) [93,94]. Bei der Interpretation
des erhaltenen optischen Kontrastes miissen solche Effekte beriicksichtigt werden.
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Konfokale Mikroskopie

In der konfokalen Mikroskopie wird im Gegensatz zu einem Weitfeld-Mikroskop nur der
minimal mogliche Bereich auf der Probe ausgeleuchtet und auch nur Fluoreszenzlicht
aus diesem Bereich detektiert [95,96, 97, 98]. Abbildung [2.13 skizziert dieses Prinzip.
Die zentralen Elemente sind die zwei Lochblenden (pinhole), die in der Bildebene des
Objektivs hoher numerischer Apertur liegen. Sie definieren den Anregungs- und den De-
tektionsfokus und werden iiber eine sogenannte Unendlich-Optik in die Objekt-Ebene
des Objektivs abgebildet. Der Name zeigt an, dafl das Objektiv ein Bild im Unendlichen
erzeugt (also einen parallelen Strahl liefert) der erst von der Tubuslinse in ein reelles
Bild umgewandelt wird. Ein gut justierter Laserstrahl kommt einem parallelen Strahl
recht nahe, so dafl auf das Anregungspinhole oft verzichtet werden kann. Dies dndert das
Prinzip dieses Mikroskops aber nicht. Fluoreszenzlicht, das nicht aus dem Detektionsfo-
kus stammt, wird nicht scharf auf das Detektionspinhole abgebildet, kann dieses also nur
unter groflen Verlusten passieren. Dies sorgt fiir eine hohe Unterdriickung der Hinter-
grundfluoreszenz. Das Bild wird wie in der Nahfeldmikroskopie punktweise aufgebaut, in
dem die Probe durch den Fokus des Objektivs gefahren wird. Die rdumliche Auflésung
ist hoher als in der Weitfeldmikroskopie, da zwar die Detektion vergleichbar ist, aber nur
punktweise angeregt wird. (Die rdumliche Auflésung wird in Abschnitt 2.3.2 verglichen
werden.) Diese punktweise Anregung ermoglicht es zum einen, sehr hohe Anregungsin-
tensitdten zu erreichen, zum anderen stammt das Licht im Detektionsstrahlengang im
Idealfall von nur einem Objekt. Dessen Fluoreszenzeigenschaften wie Polarisation oder
Fluoreszenz- Autokorrelation kénnen so einfach untersucht werden. Aus diesen Griinden
hat sich die konfokale Mikroskopie zu der am héufigsten eingesetzten Methode bei der
Detektion einzelner Molekiile bei Raumtemperatur entwickelt (siche z.B. Ref. [17,19])

Zwei-Photonen-Mikroskopie

Bei der Zwei-Photonen-Anregung (two photon ezcitation, TPE) wird ein elektronischer
Ubergang eines Molekiils durch die gleichzeitige Absorption zweier Photonen angeregt,
wobei jedes Photon die Hilfte der Energie des Ubergangs aufbringt [99]. Da zwei Pho-
tonen gleichzeitig absorbiert werden miissen, ist die Anregungswahrscheinlichkeit pro-
portional zum Quadrat der Lichtintensitdat. Eine storungstheoretische Herleitung die-
ses Effekts und eine Diskussion seiner Eigenschaften finden sich in Kapitel 2.4.4. Die
Anregungswellenléinge ist bei Zwei-Photonen-Absorption doppelt so gro3 wie die fiir
die Ein-Photonen-Anregung (one photon excitation, OPE) dieses Ubergangs erforderli-
che. Dies ermdoglicht es, Ubergéinge in ansonsten nur schwer zugénglichen Spektralbe-
reichen anzuregen. Mikroskopie im Ultravioletten — wie sie zur Anregung der Tryp-
tophane bei 280 nm erforderlich wire — ist wegen der eingeschrinkten Auswahl an
transmittierenden Glasern aufwendig, z.B. lassen sich achromatische Linsen nur schwer
herstellen. Dies ist einer der Griinde, warum die Spektroskopie einzelner Proteine auf
Basis ihrer Tryptophanfluoreszenz durch Zwei-Photonen-Anregung erfolgen soll. Wei-
tere Griinde werden im folgenden diskutiert: Das Anregungsvolumen ist stérker loka-
lisiert, so dal nur die Molekiile angeregt werden, deren Fluoreszenz auch detektiert
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wird. Auflerdem werden storende Verunreinigungen der Proben weniger leicht ange-
regt, da der Zwei-Photonen-Absorptionskoeffizient in erster Ndherung das Quadrat des
Ein-Photonen-Absorptionskoeffizienten ist, wie in Kap. [2.4.4 dargestellt werden wird.
Wenn nun die Verunreinigungen z.B. einen um den Faktor 5 niedrigeren Ein-Photonen-
Absorptionskoeffizienten als die eigentliche Probe besitzen, so wird daraus bei Zwei-
Photonen-Anregung ein Unterschied um den Faktor 25. Gerade im ultravioletten Spek-
tralbereich, in dem durch die hohe Energie der Photonen viele Ubergiinge angeregt wer-
den konnen, bedeutet dies einen sehr entscheidenden Vorteil.

Von der mikroskopischen Technik her ist die Zwei-Photonen-Mikroskopie [63,100, 66|
der konfokalen Mikroskopie relativ dhnlich. Auch hier wird ein paralleler Laserstrahl
mit Hilfe des Objektivs auf die Probe fokussiert. Da die Anregungswahrscheinlichkeit
proportional zum Quadrat der Lichtintensitit ist, ist die Fokusgrofle kleiner, so dafl
nur ein geringerer Anteil der Probe angeregt wird. Der spektrale Abstand zwischen
Anregungs- und Fluoreszenzwellenldnge ist gréfler als bei einem Ein-Photonen-Prozef,
so dafl Streulicht leichter spektral abgetrennt werden kann. Die starke Lokalisierung der
Anregung erlaubt es, zusammen mit dem grofieren spektralen Abstand der beteiligten
Wellenléngen, auf das Detektionspinhole zur Unterdriickung der Hintergrundfluoreszenz
zu verzichten und trotzdem die gleiche Auflsung zu erhalten (sieche Abschnitt 2.3.2).
Einzelne Molekiile konnten mit dieser Methode von verschiedenen Gruppen detektiert
werden: beispielsweise von Mertz et al. in Losung [64], von Plakhotnik et al. bei tiefen
Temperaturen (1.7 K) in einem Kristall [101], von Sanchez et al. bei Raumtemperatur
adsorbiert auf einer Glasoberfliche [65] sowie von Sonnleiter et al. mit Weitfeld-Anregung
und Detektion [35].

Insbesondere bei stark streuenden, , tritben® Proben ist es von Vorteil [100], dal kein
Detektionspinhole benétigt wird. Wenn Fluoreszenzphotonen auf dem Weg zum Detek-
tionspinhole abgelenkt werden, so kénnen sie es nicht mehr passieren, auch wenn sie aus
dem Detektionsfokus stammen. Dies reduziert den erzielbaren Kontrast des Bildes. Bei
Zwei-Photonen-Anregung kann auf dieses Pinhole verzichtet werden, so dafl mit einem
groBflichigen Detektor auch diese abgelenkten Photonen detektiert werden. Damit wird
es moglich, eine hohe rdumliche Auflosung auch in Zellen [36] oder in tieferen Gewebe-
schichten [102] zu erreichen.

2.3.2 Auflésungsvermogen

Wie oben schon dargestellt wurde, ist die Auflésung eines optischen Mikroskops nicht
groff genug, um Molekiile unterscheiden zu konnen, solange ihr Abstand nicht in die
GroBlenordnung der optischen Wellenldnge kommt. Trotzdem ist das Auflésungsver-
mogen fiir die Einzelmolekiilspektroskopie relevant, da es die Grole des Anregungs- und
Detektionsfokus beschreibt. Diese bestimmt, wieviele Molekiile der umgebenden Matrix
des zu untersuchenden Molekiils mit angeregt werden und somit, wieviel Hintergrund-
fluoreszenz erzeugt und detektiert wird. In diesem Abschnitt soll darum die Gréle und
Form des Fokus bei konfokaler und Zwei-Photonen-Mikroskopie beschrieben werden.
Fiir den Anregungsfokus lassen sich zwei Grenzfille unterscheiden: im ersten Fall
wird der einlaufende Laserstrahl als ebene Welle angesehen, die an der Apertur des
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Mikroskopobjektivs gebeugt und von ihm fokussiert wird. Der andere Grenzfall ist ein
gauBiformiger Strahl, der durch das Objektiv nicht beschnitten wird und entsprechend
der GauB-Optik fokussiert wird. Ein Laserstrahl 1&8t sich gut im Rahmen der Gauf3-
Optik beschreiben. Um in den Grenzfall der ebenen Welle zu gelangen, muf} er sehr stark
aufgeweitet werden. Andererseits ist die Apertur des Objektivs gewthnlich so klein, dafl
der Laserstrahl unter Umstédnden sogar verkleinert werden muf3; um es ohne Abschattung
passieren zu koénnen.

Fiir den Fall der ebenen Welle ergibt sich als Intensitétsverteilung im Fokus [103,104]

1 2

h(u,v) = 2/Jg(vp) exp(tup/2) pdp| (2.24)

wobei u und v die normierten Koordinaten in axialer und radialer Richtung sind

8 2
u= Tﬂ z sin®(a/2) v = Tﬂ r sina (2.25)

und « den halben Offnungswinkel beschreibt (numerische Apertur NA = n sina). Jy
bezeichnet die Bessel-Funktion nullter Ordnung. Diese Funktion h(u,v) wird auch point
spread function (PSF) genannt: eine punktférmige Lichtquelle S wiirde mit Hilfe der
Tubuslinse (siehe Abbildung 2.13) die verlangte ebene Welle erzeugen, die dann zur
beschriebenen Intensitatsverteilung fithrt. Wegen der Umkehrbarkeit des Lichtweges be-
schreibt diese Funktion auch die Wahrscheinlichkeit, mit der ein Photon, das von Punkt
(u,v) ausgeht, am Punkt S detektiert werden kann [105]. Sie ist darum von grundlegen-
der Bedeutung bei der Analyse der Abbildungseigenschaften eines Mikroskops und in
Abbildung 2.14/A linear (k) sowie in Teil B quadratisch (h?) dargestellt.

Je nach verwendeter Mikroskopie-Methode kommen unterschiedliche point spread func-
tions h fiir die Anregung und Detektion zum Einsatz. Die rdumliche Variation der Mo-
lekiil-Detektions-Effizienz MDE(r) wird darum als Produkt der entsprechenden PSFs
fiir Anregung und Detektion gebildet [104]:

MDEges(t,v) = hanregung (U, ) X Abetektion (U, V) (2.26)
MDEweitfela(u,v) = 1 x h(u,v) (2.27)
MDEyontorat (4, v) = h(u,v) x h(u,v) = h*(u,v) (2.28)

MDErpg(u,v) = h*(u/2,v/2) x 1 (2.29)

Im konfokalen Fall wurde die Anregungswellenldnge gleich der Fluoreszenzwellenldnge
angenommen. Wenn bei der Zwei-Photonen-Anregung (two photon excitation, TPE) der
gleiche Farbstoff angeregt werden soll, so mufl mit der doppelten Wellenlénge gearbei-
tet werden. Die Intensititsverteilung im Fokus wird dann durch A(u/2,v/2) beschrie-
ben, wenn \ weiterhin die Ein-Photonen-Wellenlédnge bezeichnet. Das Quadrat beriick-
sichtigt die quadratische Intensitétsabhéngigkeit. Wenn aber die gleiche Anregungswel-
lenldnge und dafiir ein anderer Farbstoff verwendet wird, so stimmt MDErpg(u, v) mit
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Abbildung 2.14: point spread function (PSF) h(u,v). A: lineare Darstellung. B: Qua-
drat der PSF. C und D: Produkt der PSF von Anregung und Detektion fiir ein Weitfeld-
Mikroskop (durchgezogen), ein konfokales Mikroskop (gepunktet) und fiir Zwei-Photonen-
Anregung (gestrichelt). Als Beispiel sind absolute Werte fiir die Parameter numerische Apertur
NA =n sina = 1.2, Brechungsindex n = 1.33 (Wasser) und Wellenlédnge A = 600 nm angege-
ben.

MDExonfoka (1, v) iiberein. Die Funktionen 2.2742.29 sind in Abbildung 2.14] entlang der
axialen (Teil C) und radialen Achse (Teil D) gezeigt. Als Beispiel sind absolute Werte
fiir die Parameter numerische Apertur NA = n sina = 1.2, Brechungsindex n = 1.33
(Wasser) und Wellenléinge A = 600 nm angegeben. Die Verbesserung der Auflésung bei
konfokaler Mikroskopie ist deutlich zu erkennen. Zwei-Photonen-Mikroskopie verbessert
die Auflésung also nur dann, wenn nicht der gleiche Ubergang, sondern die gleiche La-
serwellenléinge verwendet wird (dann stimmt die Auflésung mit der eines konfokalen
Mikroskops iiberein).

Wenn nur die Verbesserung der Auflosung interessiert, ist demnach die Zwei-Photonen-
Anregung nicht unbedingt geeignet. Sie liefert aber eine stérkere Lokalisierung der Anre-
gung als die konfokale Mikroskopie [100,106]. Im Gegensatz zur konfokalen Mikroskopie
wird kein Fluoreszenzlicht am Detektionspinhole gestoppt. Es werden nur die Molekiile
angeregt, deren Fluoreszenz auch detektiert wird. Dies fithrt zu einer verlangerten Le-
benszeit der Farbstoffe, da sie seltener angeregt werden. Beim Abrastern der Probe
senkrecht zur Strahlrichtung integriert ein Molekiil an einer festen Position iiber die
Intensitétsverteilung senkrecht zur Strahlrichtung. Die Zahl der Anregungszyklen ist
proportional zu

Nopg(u) = /v h(u,v) dv bzw. Nrpg(u) = /v h*(u,v) dv . (2.30)
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Aus Griinden der Energieerhaltung ist aber Nopg(u) konstant: durch jede Ebene senk-
recht zum Laserstrahl muf} die gleiche Anzahl Photonen gehen. Bei Nypg(u) ist dies
nicht mehr der Fall, diese Funktion fallt mit u ab, so dal Molekiile aulerhalb des Fokus’
nicht mehr bleichen. Das Ergebnis dieses Effekts ist in Abbildung 2.15 dargestellt [100].
Ein Polymerfilm, der mit Farbstoff dotiert ist, wurde in z-Richtung bei hoher Anre-
gungsintensitit abgerastert (durch die diinnen Linien angedeutet), wihrend der Strahl
sich in z Richtung ausbreitet. Anschlieend wurde die Verteilung der noch fluoreszie-
renden Molekiile bei niedriger Intensitit in beiden Dimensionen abgebildet. Im Fall
der Ein-Photonen-Anregung fluoresziert wegen des Photobleichens keines der Molekiile
in Strahlrichtung vor und hinter dem eigentlich untersuchten Bereich nicht mehr. Bei
Zwei-Photonen-Anregung bleichen hauptséchlich nur die Molekiile, die auch untersucht
wurden.

2.3.3 Detektionseffizienz

Damit die Fluoreszenz einzelner Molekiile detektiert werden kann, mufl zum einen die
Hintergrundfluoreszenz durch Reduktion des Anregungs- und Detektionsvolumens ver-
ringert (wie im letzten Abschnitt dargestellt), zum anderen die Fluoreszenz eines Mo-
lekiils im Zentrum des Fokus zu einem mdglichst hohen Anteil eingesammelt werden.
Dieser Aspekt soll nun diskutiert werden.

Eine punktformige Lichtquelle im Fokus eines Objektivs strahlt in alle Raumrichtun-
gen ab. Von diesem Licht passiert ein Kegel mit dem halben Offnungswinkel o das Objek-
tiv, ohne abgeschattet zu werden. Der Offnungswinkel « ist iiber die numerische Apertur
(NA) des Objektivs definiert: NA = nsin «r, wobei n den Brechungsindex der Umgebung
des Molekiils bezeichnet. Der Kegel umfait einen Raumwinkel 2 = 27(1 — cos «). Sein
Verhéltnis zum vollen Raumwinkel Qg = 4 liefert die geometrische Detektionseffizienz

Abbildung 2.15: Lokalisierung der Anregung bei Zwei-Photonen-Anregung (TPE). Bei TPE
werden nur die Molekiile angeregt, die auch detektiert werden. Hier wurde die Probe in z-
Richtung abgerastert (diinne Linien) und danach die verbleibenden Molekiile abgebildet [100].
Bei Ein-Photonen-Anregung (OPE) sind grofie Bereich vor und hinter dem eigentlich abgebil-
deten Bereichs geblichen, erscheinen also dunkel.
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Tgeo-

Neeo = = (1 —cosa) . (2.31)

N | —

Das bei den Experimenten verwendete Objektiv hat eine numerische Apertur NA =
1.2. Fiir auf Glas préparierte Proben mufl der Brechungsindex n, von Glas n, = 1.5
angenommen werden, so daB der halbe Offnungswinkel av = 53° betrégt. Damit ergibt
sich eine geometrische Detektionseffizienz nge, = 20%.

Bei dieser Rechnung ist nicht beriicksichtigt, dafl das Molekiil nicht vollstdndig von
Glas umgeben ist, sondern sich auf einer Glas-Luft oder Glas-Wasser-Grenzflache befin-
det. Die Abstrahlcharakteristik des Molekiils wird also nicht vollig symmetrisch sein. De-
taillierter 148t sich die Abstrahl- und damit Detektionscharakteristik eines Molekiils nahe
einer Grenzfliache mit einer Methode untersuchen, wie sie z.B. von J. Enderlein [107,108]
oder J. Y. Courtois et al. [109] vorgestellt wurde. Das Molekiil wird als Hertz’scher Di-
pol angenommen. Dessen Abstrahlcharakteristik ist gleich seiner Absorptionscharakteri-
stik [109]. Es wird untersucht, wie gut ein gegebener Dipol eine ebene Welle absorbiert,
die aus der durch die Raumwinkel (6, ¢) definierten Richtung einlduft. Dieses Verfahren
soll im folgenden anhand von Ref. [109] vorgestellt werden.

Der Dipol befinde sich im Abstand z zur Grenzfliche. Der Raum wird in drei Teil-
bereiche unterteilt (siche Abbildung(2.16). Region I umfafit den gesamten Halbraum, in
dem sich das Molekiil befindet. Dieser Halbraum wird als homogen angenommen, z.B.
als Wasser-Deckschicht oder als sehr dicker Polymerfilm. Der andere Halbraum kann
weitere Grenzflichen beinhalten, wie es durch die graue Zwischenschicht in Abbildung
2.16 angedeutet ist. Eine Erweiterung, in der auch Region I Grenzflichen beinhalten
kann, ist in Ref. [107] dargestellt. Typischerweise besteht der zweite Halbraum aus Glas.
Sein Brechungsindex n, ist also hoher als der von Region I n,. Deswegen wird er in
zwei Regionen unterteilt. Licht aus Region II kann die Grenzflache passieren, solches aus
Region III wird totalreflektiert (total internal reflection, TIR). Der Grenzwinkel 01
betrégt

Orr = arcsin 2 | (2.32)
g

Die einfallende Welle kann s oder p-polarisiert sein (a = s oder p). Ebenso kann der

Dipol senkrecht oder parallel zur Grenzflache orientiert sein (b = s oder p), wobei im
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Abbildung 2.16: Verwendete Bezeichnung der einzelnen Regionen. Das Molekiil befindet sich
im Anstand z zur Grenzfliche. Der Grenzwinkel der Totalreflexion g trennt die Regionen
II und III.
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Abbildung 2.17: Abstrahlcharakteristik von einer isotropen Anordnung von Dipolen (z.B.
Hamocyanin) nahe einer Grenzfléche. Sie ist rotationssymmetrisch um die senkrechte Achse.
Integration iiber den Detektions-Raumwinkel des Objektivs liefert Detektionseffizienzen um
25 %, die leicht mit dem Abstand zur Grenzfliche variieren.

Total
reflexion

Falle senkrechter Orientierung und s-Polarisation keine Absorption stattfindet. Damit
ergibt sich fiir die drei Regionen eine Winkelabhéngigkeit der Absorption L, (0) des
Dipols von [109

L, = ny Ay |1 +7, exp (2ikz cosf)| (2.33)
Liy = ng Ay |tal® (2.34)
n2
LU =, Ay [ta]® exp (—ka n—Qg sin?§ — 1) (2.35)
mit
Aps=sin’0 |, A, =cos’0 , A,=1 , A,=0 . (2.36)

r, und t, bezeichnen die Fresnel’schen Reflexions- und Transmissionskoeffizienten fiir
entsprechend polarisierte Wellen. Sie beinhalten die Eigenschaften der Grenzflache bzw.
der aufeinander folgenden Grenzflachen [109,103]. Die Struktur der Gleichungen ist ein-
sichtig: Fiir Licht aus Region I findet Absorption sowohl auf direktem Weg (die 1 in
Gl. 2.33)), als auch iiber Reflektion an der Grenzflache statt. Beide Terme kénnen in-
terferieren und miissen phasenrichtig addiert werden. Licht aus Region II passiert die
Grenzfliche ungehindert und wird nur durch den Transmissionskoeffizienten moduliert.
Aus Region IIT kann Licht nur dann absorbiert werden, wenn das Molekiil sich innerhalb
des evaneszenten Feldes nahe der Grenzflache befindet. Dies beschreibt die Exponenti-
alfunktion in GI.[2.35.

Einzelne Farbstoffe frei in Losung oder die vielen Tryptophan-Seitenketten in Héamo-
cyanin konnen als isotrop orientiert angenommen werden. Diese isotrope Anordnung lafit
sich durch Mittelung tiber alle drei Funktionen L,s, L,,, Ls, berechnen [110]. Das Er-
gebnis ist in Abbildung(2.17 dargestellt. Als Parameter wurden fiir Tryptophan typische
Werte angenommen (n, = 1.5, n,, = 1.33, A = 350 nm, NA = 1.2). Die Detektions-
effizienz kann durch Integration iiber den Detektions-Raumwinkelbereich des Objektivs
bestimmt werden. Sie betrigt etwa 25 % und variiert leicht mit dem Abstand zur Grenz-
flache. Dies riithrt nicht von einem verénderten Photonenstrom in das Objektiv her (Gl.
2.34 hdngt nicht von z ab), sondern von einer geringeren Gesamtemission, wenn sich das
Molekiil in groflerer Entfernung zur Grenzflache befindet. Es kann dann nicht mehr an
die evaneszenten Moden koppeln.
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Abbildung 2.18: Mdogliche photodynamische Prozesse eines Molekiils in vereinfachter Darstel-
lung (es sind nur die elektronischen Niveaus eingezeichnet). Ein angeregtes Molekiil kann mit
einer gewissen Wahrscheinlichkeit ¢ strahlungslos rekombinieren (gny ), ein Photon emittieren
(gf1), in den Triplett-Zustand iibergehen (¢rsc) oder photobleichen (gp).
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Der Sprung im Brechungsindex an der Glas-Wasser-Grenzfléche fiihrt zu einer verbes-
serten Detektionseffizienz (25 statt 20 %). Wenn das Objektiv eine hohere numerische
Apertur hitte, so dafl es auch aus Region IIT detektieren kénnte, so wére die Abstands-
abhéngigkeit der Detektionseffizienz ausgeprigter.

In einem gewissen Sinne ist dieser Abschnitt komplementéar zum vorangegangenen:
Hier wurden die Brechungsindizes der Umgebung des Molekiils vollsténdig beriicksich-
tigt, dafiir allerdings die Position des Molekiils auf das Zentrum des Fokus festgelegt.
Im vorangegangenen Abschnitt mufte der Brechungsindex als konstant angenommen
werden, um die rdumliche Variation der Detektionseffizienz, die point spread function
bestimmen zu koénnen. Fiir die vollstdndige Losung dieses Problems, die sowohl eine
raumliche Variation der Detektionseffizienz als auch des Brechungsindex beinhaltet, sei
hier auf Ref. [111] verwiesen.

2.3.4 Photodynamik

Abbildung [2.18 zeigt ein vereinfachtes Schema von einigen der moglichen photodyna-
mischen Prozesse eines Molekiils. Durch Absorption eines Photons im Grundzustand Sy
gelangt das Molekiil in seinen ersten elektronisch angeregten Zustand S;. Von dort kann
es auf verschiedenen Wegen zum Grundzustand zuriickkehren, wobei jeder Prozefl mit
einer Wahrscheinlichkeit ¢ erfolgt. Es kann strahlungslos rekombinieren (¢yg), ein Pho-
ton emittieren (¢s), in den Triplett-Zustand iibergehen (g;s¢) oder photobleichen (gs).
Unter dem Begriff ,,Photobleichen® seien hier rein phédnomenologisch alle die Prozesse
zusammengefaflt, die zu einem unwiderruflichen Dunkelzustand des Molekiils fiithren, so
daf} es also keine weiteren Photonen emittieren kann. In Kapitel [4.3.3 werden einige
mogliche Ursachen des Photobleichens diskutiert. Wie die Wahrscheinlichkeiten ¢ hier
eingefithrt wurden, mufl ihre Summe Eins ergeben. Die Wahrscheinlichkeit gy, da8 ein
Photon emittiert wird, bezeichnet man auch als Fluoreszenz-Quanteneffizienz, fiir die
im folgenden das Symbol 1 verwendet wird.

Ein solches System zeigt auf verschiedenen Zeitskalen unterschiedliche Effekte, wenn
der emittierte Photonenstrom bei konstanter Anregung betrachtet wird. Fiir sehr kurze
Zeiten 1483t sich das sog. photon antibunching [21,112] feststellen: ein einzelnes Molekiil
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kann nicht zwei Photonen zum gleichen Zeitpunkt aussenden. Direkt nach der Emissi-
on eines Photons muf} es sich im Grundzustand befinden, aus dem es nicht emittieren
kann. Auf lingeren Zeitskalen findet das sog. photon bunching [23,112] statt: solange
sich das Molekiil im Triplett-Zustand befindet, kann es keine Photonen emittieren, so
dafl Dunkelphasen im Fluoreszenz-Photonenstrom festzustellen sind. Dadurch werden
die Photonen in Paketen emittiert, die durch Triplett-Phasen unterbrochen sind. Nach
einer typischerweise noch langeren Zeit bleicht dann der Farbstoff, so dafl keine weite-
ren Photonen detektiert werden kénnen. Wenn sich allerdings die Molekiile in Losung
befinden, so kann durch Diffusion ein geblichenes Molekiil im Fokus durch ein intaktes
ersetzt werden, so daf§ dadurch der Photonenstrom wieder beginnt. In diesem Fall ist
also eine zweite Art von Dunkelphasen erkennbar, die durch Photobleichen und Diffusion
bestimmt ist.

Das Problem bei der Beschreibung von Prozessen, die Diffusion mit einbeziehen, ist
die unendliche Ausdehnung des Fokus. Unabhéngig in welcher Naherung der Fokus be-
schrieben wird, gibt es keine Grenze, auflerhalb derer die Detektionswahrscheinlichkeit
Null wére. In einem ersten Schritt wird darum ein dquivalenter Fokus konstruiert, der in
bezug auf die Photodynamik die gleichen Eigenschaften ausweist, aber scharfe Grenzen
besitzt. Die Detektionswahrscheinlichkeit soll innerhalb dieser Grenzen konstant Kins
und auflerhalb Null sein.

Das Volumen eines solchen Fokus 148t sich dadurch definieren, dafl jedes Volumen-
element mit seiner Detektionswahrscheinlichkeit gewichtet und dann iiber den ganzen
Raum integriert wird [113]. Hier soll ein gauBformiger Fokus mit der oben beschriebenen
Zwei-Photonen-Mikroskopie angenommen werden. Fiir die Molekiil-Detektions-Effizienz
(MDE) gilt dann

w? 472
MDE(r) = — - 2.37

=5 (i) 230
mit w?(2) = W(1 + zA/7w?). A bezeichnet die Anregungswellenléinge und wy den 1/e-
Radius des elektrischen Feldes im Fokus. Integration liefert das effektive Fokalvolumen
Vesr:

Ve = / MDE(r) dV = 73w; /4)\ . (2.38)

Mit dieser Definition ergibt sich direkt die Fluoreszenzzahlrate einer Ensemble-Probe,
bei der sich mehrere Molekiile im Fokalvolumen befinden: Von einem einzelnen Molekiil
im Zentrum des Fokus lassen sich F; Photonen pro Sekunde detektieren

Fi=an¢ . (2.39)

Dabei bezeichnet o die Anregungsrate im Zentrum des Fokus, 7 die Fluoreszenz-Quan-
teneffizienz (gq in Bild 2.18) und ¢ die Detektionseffizienz, also die Wahrscheinlichkeit,
ein Photon zu detektieren, das im Zentrum des Fokus ausgesandt wurde. Der Zusam-
menhang zwischen der Anregungsrate o und der Anregungsintensitit wird in Abschnitt
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2.3 Mikroskopie und Spektroskopie einzelner Molekiile

2.4.4 fiir die Zwei-Photonen-Anregung hergeleitet werden. Fiir die Gesamt-Zahlrate F
gilt dann

F:C’angb/MDE(r)dV:C’ozngbVeﬁc : (2.40)

wobei C' die Farbstoffkonzentration bezeichnet. Die Abhéngigkeit der Anregungsrate und
der Detektionseffizienz vom Ort des Molekiils ist in der Molekiil-Detektions-Effizienz
MDE(r) zusammengefa8t. Der konstruierte dquivalente Fokus — beschrieben durch das
effektive Volumen — liefert also die gleiche Zahlrate wie die Integration {iber den wirkli-
chen, bis ins Unendliche ausgedehnten Fokus.

Spéter wird noch ein Ma8 fiir die Schérfe der Grenzen des Fokus bené6tigt werden. Diese
148t sich mit dem Volumen-Kontrast-Faktor v quantifizieren. Er ist definiert als [113,114]

[ MDE(r)2dV
7= [MDE(r)dv

(2.41)

Bei scharfen Grenzen, wenn also MDE(r) nur die Werte Null und Eins annimmt, gilt
v = 1, fiir Zwei-Photonen-Anregung im Rahmen der Gau-Optik v = 3/16.

Mit diesen Definitionen 14t sich nun das durch Abbildung [2.18 beschriebene Diffe-
rentialgleichungssystem l6sen [114]. Die Diffusion wird dadurch einbezogen, dafi jeder
Zustand mit einer Rate 1/7p aus den dquivalenten Fokus hinaus diffundieren kann, aber
nur der Grundzustand Sy mit eben dieser Rate auch wieder hinein diffundiert. Die Um-
gebung des Fokus wird als Reservoir angesehen, in dem keine Molekiile im angeregten
oder Triplett-Zustand vorliegen. Die Besetzungswahrscheinlichkeit des Grundzustandes
Sp ist identisch mit dem Verhéltnis R zwischen der Konzentration der aktiven, d.h. am
Fluoreszenzzyklus teilnehmenden Molekiile zu der aller Molekiile. Es gilt dann [114]

Caktiv 1 . - 7T 7D
= mit T=q, Tp + qisc

R — _
Clges l+~vaT T+ Tp

(2.42)

Dabei bezeichnet 7 die Aufenthaltszeit des Molekiils im Fokus, also die Zeit zwischen
dem ersten Betreten und dem letzten Verlassen des Fokalvolumens und 71 die Triplett-
Lebenszeit. Gewichtet mit der Wahrscheinlichkeit der Prozesse ergeben sie zusammen die
mittlere Dunkelzeit 7. Der Quotient im rechten Summanden riihrt daher, dafl ein Molekiil
im Triplett-Zustand auch aus dem Fokus diffundieren kann und durch ein anderes im
Grundzustand ersetzt wird.

Ein Zusammenhang zwischen der mittleren Aufenthaltszeit im Fokus 7p und dem Dif-
fusionskoeffizienten D 148t sich nur {iber eine numerische Losung der Diffusionsgleichung
fiir die reale Intensitétsverteilung des Fokus herstellen [114]. Die Konzentration der akti-
ven Molekiile am Ort r dndert sich entweder durch Diffusion oder durch Photobleichen,
also

%O(T, r) = D V?C(r,r) — ¢y « MDE(r) C(7,r) . (2.43)

35



2 Theoretische und experimentelle Grundlagen

Daraus ergibt sich pro Parametersatz im Gleichgewichtszustand eine Konzentrations-
verteilung C(r), die in die Konzentration Cj,ky des dquivalenten Fokus umgerechnet
werden kann. Die Abhéngigkeit von der Fokusform 148t sich dann fiir den Fokus in der
Néherung der GauB-Optik parametrisieren [114]:

2

D ~ IZOD In (GW;\U()) : (2.44)
Durch die Einfithrung des dquivalenten Fokus ist es also moglich, die Photodynamik von
Fluorophoren auch in Losung zu untersuchen. Obwohl sich die individuelle Anregungs-
rate eines Molekiils durch Diffusion durch den Fokus sténdig dndert, kann das gemittelte
Verhalten der Molekiile beschrieben werden. Die Untersuchung individueller Molekiile
verlangt aber weiterhin, dafl diese immobilisiert sind.

2.3.5 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

Die Diffusion von einzelnen Molekiilen in das und aus dem Detektionsvolumen fiihrt zu
charakteristischen Variationen in der Fluoreszenzzahlrate, wie es im letzten Abschnitt
anhand der mittleren Dunkelzeit 7 dargestellt wurde. Die von einem Molekiil emittierten
Photonen sind miteinander korreliert, da sie alle innerhalb der Transit-Zeit durch den
Fokus emittiert worden sind. Diese Art der Korrelation innerhalb einer Fluoreszenzzeit-
spur 148t sich mit Hilfe der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) analysieren.
Die FCS ist in dem Sinne eine Einzelmolekiil-Methode, da ein einzelnes Molekiil Inten-
sitatsfluktuationen durch das Verlassen des Fokus’ hervorruft. Die relative Stérke der
Fluktuation wird geringer, wenn die Anzahl der Molekiile im Fokus steigt, da dann auch
die lokale Konzentrationsfluktuation verschwindet. Andererseits benotigt die statistische
Methode der Korrelationsanalyse sehr viele solcher Transit-Ereignisse, um Aussagen iiber
die Molekiile treffen zu kénnen. Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie der Diffusi-
on daher nichts iiber ein einzelnes Molekiil aussagen.

Die Methodik der FCS geht zuriick auf Elson und Madge, die 1974 kinetische Konstan-
ten von chemischen Reaktionen bestimmt haben, in dem sie die Ddmpfungsraten von
spontanen Konzentrationsfluktuationen untersuchten [115]. Durch die konfokale Mikro-
skopie ist es moglich geworden, das Detektionsvolumen deutlich zu verkleinern, so daf3
Konzentrationsfluktuationen ausreichen, wie sie durch einzelne Molekiile hervorrufen
werden [116]. Die starke Unterdriickung der Hintergrundfluoreszenz erméglicht es, die
FCS in vielen verschiedenen Medien einzusetzen. Eine Einfithrung in die Methode lie-
fert Ref. [113], und Ref. [20] gibt einen Uberblick iiber aktuelle Untersuchungen. Hier
seien exemplarisch nur einige Verdffentlichungen genannt: Zunéchst ist die Translations-
Diffusion direkt zugénglich [117]. Weiterhin 148t sich aber auch molekulare Dynamik auf
einer kiirzeren Zeitskala innerhalb des durch die Diffusion gegebenen Zeitfensters unter-
suchen. Ein Beispiel dafiir ist die Fluktuation der Konformation von DNA-Molekiilen [31]
oder des Proteins GFP [34]. Letztere ist pH abhéngig und kann so als lokaler Sensor
verwendet werden. Zusammen mit der Zwei-Photonen-Anregung ist es moglich, die Dif-
fusion innerhalb einer Zelle zu verfolgen [118] und dabei eine Ortsauflosung von wenigen
Mikrometern zu erreichen [36].
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Die Autokorrelation G(7) einer Grofle A(t) ist definiert als [112]

G(r) = (A(t) A(t+ 7)) = lim —

lm [ A@) At +T)dE (2.45)

S—

Anschaulich beschreibt die Autokorrelationsfunktion, wie dhnlich sich eine Grofie A nach
einem Zeitintervall 7 noch ist. Falls A konstant ist, so ist G(7) ebenfalls konstant. Der
Einflul des absoluten Wertes von A 1&8t sich durch Normierung beseitigen:

(A(t) A(t+ 1)) (0A(t) 0A(t+ 7))

T FTEN (2.46)

wobei dA(t) = A(t) — (A). Gleichzeitig wurde die Kurve so verschoben, da§ nun g(7 —
o0) — 0.

In der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) wird die Autokorrelation der
Fluoreszenzintensitéit F' gemessen. Die Autokorrelationsfunktion g(7) wird, weil Inten-
sitdten und nicht Amplituden korreliert werden, oft auch Intensitéts-Korrelationsfunk-
tion oder Korrelationsfunktion zweiter Ordnung (¢(® (7)) genannt. Da im Rahmen dieser
Arbeit immer nur dieser Typ von Korrelationsfunktionen bestimmt wird, wird im fol-
genden auf den Zusatz Intensitits-Korrelationsfunktion bzw. den Index (2) verzichtet.

Im folgenden soll der Ausdruck fiir die Autokorrelationsfunktion ¢®(7) bei Transla-
tionsdiffusion fiir verschiedene Fokusgeometrien dargestellt werden. Die Herleitung folgt
dabei N. L. Thompson [113]. Fluktuationen § F' der Fluoreszenzintensitéit werden durch
Fluktuationen 6C' der lokalen Konzentration der Fluorophore ausgelost. Mit GI.12.40 gilt
der Zusammenhang

SF=ans / MDE(r) 6C(r) dV . (2.47)

Damit folgt fiir die Autokorrelationsfunktion der Fluoreszenzintensitét

o) = (5F(t)<<;f;(2t+7')> (2.48)
_JJMDE(r) MDE(r') (6C(r,t) 5C(r',t + 7)) dr dr’ (2.49)
[(C) [MDE(r) dr]? ' |

Die Diffusionsgleichung fiir Translationsdiffusion

%C(T, r) =D V?C(r,r) (2.50)

liefert durch Fouriertransformation und Bildung des Ensemble-Mittelwerts einen Term
fiir die Autokorrelation der Konzentrationsfluktuationen [113]:

(6C(x,t) 6C(r',t + 7)) = (C) (47 D 7)** exp <— it -2 /4D T) . (251
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Der verwendete experimentelle Aufbau bestimmt die Grofle und Form des Detekti-
onsvolumens, das durch die Molekiil-Detektions-Effizienz MDE(r) beschrieben wird. Je
nach Fokusgeometrie liefert Gl./2.49 darum ein unterschiedliches Ergebnis. Fiir den Fall
der Ein-Photonen-Anregung bei konfokaler Detektion haben Rigler et al. [117] gezeigt,
daf} sich MDE(r) durch eine dreidimensionale Gauf-Funktion mit den 1/e?-Radien wy
(senkrecht zur Strahlrichtung) und zp (in Strahlrichtung) annéhern 148t:

MDE(r) = exp (—i—f) exp (—i—’f) . (2.52)

0 0

Ein solcher Fokus hat mit den Definitionen aus Abschnitt 2.3.4 ein Volumen Vg und ein
Volumen-Kontrast-Faktor v von

Veg = /MDE(I‘) dV = /73/8 wi 2 und v = 7 ~0.35 . (2.53)

Diese Fokusgeometrie hat den Vorteil, daf sich die Korrelationsfunktion g(7) der freien
Diffusion (Gl. 2.49) leicht berechnen 148t [113,36]

-1 2 -1/2 2
v T Wy T _ Wy
= 14+ — 1 t = — . (2.54
g(T) Vi () ( + TAC) ( + — ) mi TAC 1D (2.54)

Die charakteristische Autokorrelationszeit 74¢ ist zu unterscheiden von der Aufenthalts-
zeit Tp im Fokus [114]. Die mittlere Konzentration der Molekiile ist mit (C) bezeichnet
und N = Vg (C) beschreibt die Anzahl der Molekiile im effektiven Fokalvolumen. Al-
ternativ kann auch die Amplitude der Autokorrelationsfunktion im Zeitnullpunkt direkt
als inverse Teilchenzahl angenommen werden, also

1N

N' = =— . 2.55
9(0) v (2:55)

In diesem Fall wird auch das effektive Volumen anders definiert, so daf3
Vie=Veg/y wnd N =V (C) (2.56)

Schon in der Arbeit von Rigler et al. [117] wird darauf hingewiesen, daf die Parameter wy
und zo des Fokus effektive Parameter sind. Wenn die wirkliche Feldverteilung im Fokus
bestimmt und Gleichung/2.52 daran angepaf}t wird, so ergeben sich andere Parameter wy
und 2y als zur Beschreibung der Autokorrelation (bei bekanntem Diffusionskoeffizienten)
benotigt werden. Je nach Durchmesser des Detektionspinholes ergeben sich gerade bei
2o Abweichungen um den Faktor 2—4.

Bei der Zwei-Photonen-Anregung ergibt sich in der Naherung von MDE(r) durch die
dreidimensionale GauB-Funktion (Gl.[2.52) eine Autokorrelationszeit 74 von [36]

2
Wy
= — . 2.57
TAC S D ( )
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Auch in diesem Fall muf} die Fokusgrofle als effektiver Parameter gesehen werden, insbe-
sondere da der Pinhole-Durchmesser nicht mehr zur Variation des Detektionsvolumens
zur Verfiigung steht. Ansonsten fiihrt dies zu nicht konsistenten absoluten Werten der
Fokusgrole, der Konzentration C' und des Diffusionskoeffizienten D, wenn diese mit
aus unabhéngigen Messungen gewonnenen Werten verglichen werden [118,36]. In kei-
nem Fall stimmen alle Fit-Parameter gleichzeitig mit den realen Werten iiberein. Die
Fokusgrofle mufl durch Vergleichsmessung einer Probe mit bekanntem Diffusionskoeffi-
zienten bestimmt werden und nicht durch Abtasten der Intensitéitsverteilung. Eine an-
dere Moglichkeit ist, den Fokus nicht mehr durch eine dreidimensionale Gauf-Funktion,
sondern durch seine GauB-Lorentz-Form im Rahmen der Gauf3-Optik zu beschreiben
(Gl. 2.37, S.[34). Dies haben Berland et al. [118] vorgestellt. Die Integrale in Gl. 2.49
lassen sich dadurch allerdings nicht mehr vollsténdig auflésen, so daf3 sich fiir die Auto-
korrelationsfunktion g(7) ergibt

(7) 4 /db exp(—25b%/2DT) " 20> +a—4 N 2
T) = —F// 77—
= Govar? | Ui eror+ @22 |24V V2rPta

(2.58)

mit a = 16D7/wi und 2y = 7wi /. Hier stimmen die wirkliche Fokusgeometrie und die
von der Autokorrelation geforderte iiberein.

Der Unterschied dieser beiden Niaherungen der Fokusform und der daraus folgen-
den Autokorrelationsfunktionen ist in Abbildung [2.19 dargestellt. In einer Monte-Carlo-
Simulation wurde die Diffusion von Molekiilen durch einen Gauf3-Lorentz-formigen Fo-
kus (wp = 430 nm, A = 580 nm) iiber 2.6 10% Zeitschritte ty;c verfolgt. Das betrachtete
Volumen betrug 4 x 4 x 20 pum? bei einer Konzentration von 5 Molekiilen/ym?. Der
Diffusionskoeffizient wurde auf D = 2.67 10~* um?/t);c festgesetzt. Wenn ein Molekiil
das Simulationsvolumen verlafit, wird es zuféllig an einer neuen Position am Rand des
Volumens wieder eingesetzt. In jedem Zeitschritt wurde die Molekiil-Detektions-Effizienz
MDE(r) iiber alle Molekiile summiert. Dies bildet einen Punkt der Zeitspur. Die Poisson-
Verteilung der Photonenstatistik wurde also nicht beriicksichtigt, was einer unendlich
groffen molekularen Helligkeit entspricht. Der Mittelwert der Zeitspur entspricht einer
Konzentration von 3.7 Molekiilen / ym?, was darauf hindeutet, dafl das Simulationsvo-
lumen noch zu klein ist. Ein grofleres héitte die Rechenzeit aber zu sehr verlangert. Aus
der Zeitspur wurde die Autokorrelation berechnet und an diese die Modelle von Berland
et al. [118] sowie das der dreidimensionalen Gaufi-Funktion angepafit. Die wichtigsten
Teile der Simulation sind im Anhang|A.1 als IDL-Quelltext angegeben. Die Ergebnisse
faBt Tabelle[2.1 zusammen. Bei der Autokorrelationsfunktion GI.[2.54 kann je nach ange-
nommenem Fokusradius wy entweder der Diffusionskoeffizient oder die Teilchenzahl mit
den Vorgaben zur Ubereinstimmung gebracht werden. Bei der Anpassung von Gl. 2.58
liefert der vorgegebene Wert von wg sowohl den richtigen Diffusionskoeffizienten als auch
die richtige Teilchenzahlkonzentration. Wenn die Autokorrelation also nicht durch einen
Farbstoff mit bekannten Diffusionskoeffizienten geeicht werden kann, so muf} im Fall der
Zwei-Photonen-Anregung die Anpassung mit GI. 2.58 nach Berland et al. erfolgen, um
richtige Absolutwerte zu erhalten. Aber auch in diesem Fall muf3 der Fokusradius w vor-
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Abbildung 2.19: Monte Carlo Simulation der Diffusion durch einen Fokus im Rahmen der
GauB-Optik. An die simulierten Daten wurde die Autokorrelationsfunktion g(7) in der Néhe-
rung des Fokus durch eine dreidimensionale Gaufl-Funktion (GI./2.54) und ohne diese N&herung

(GL. 2.58) angepaft.

her bekannt sein. Eine Vereinfachung in dieser Hinsicht scheint die kiirzlich von Enderlein
und Bohmer vorgestellte Methode zu sein [119], die sowohl MDE(r) als auch die Auto-
korrelationsfunktion ¢(7) direkt ausgehend von den Daten des Mikroskopobjektivs und
des Laserstrahls vor dem Objektiv berechnet.

Berechnung des Diffusionskoeffizienten aus dem Sedimentationskoeffizienten

Fiir einige Molekiile, insbesondere Proteine, liegen in der Literatur keine Diffusionsko-
effizienten vor; im folgenden werden sie jedoch z.B. zur Berechnung der Transit-Zeiten
durch den Fokus 7p benoétigt. Der Diffusionskoeffizient kann wie folgt aus dem Sedi-

Parameter 3D Gaufl | Gaufl-Lorentz | Simulation
TAC (tMC) 108

20/ wo 3.5

Amplitude 0.117

wp (nm) 430 510 430 430

D (107* pym?/tye) | 1.9 2.67 2.67 2.67

C (um™3) 3.5 1.8 3.5 3.7

Tabelle 2.1: Ergebnisse der Anpassung der Modelle an die simulierten Daten aus Abbildung
2.19. Bei der 3D-Gauf-Funktion stimmt je nach angenommenem wg entweder die Konzentration
oder der Diffusionskoeffizient mit der Vorgabe iiberein. Wenn die Autokorrelationsfunktion auf
Grundlage der Gauf3-Lorentz-Form des Fokus berechnet wird, so stimmen beide Parameter bei
dem vorgegebenen Fokusradius iiberein.
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mentationskoeffizienten s berechnet werden, der gerade fiir Proteine gut bekannt ist

(fiir Hamocyanin z.B. Ref. [120]): Der Sedimentationskoeffizient s verkniipft die Sedi-

mentationsgeschwindigkeit vs mit der in der Zentrifuge herrschenden Beschleunigung
2

a=rw [121]:

ve=sa=srw . (2.59)

Aus dem Gleichgewicht zwischen Zentrifugal- und Reibungskraft 148t sich unter Benut-
zung der Stokes-Einstein Beziehung zwischen Reibungskoeffizient und Diffusionskoeffi-
zient die Svedberg-Gleichung herleiten [121,122], die aufgeldst nach D lautet
sRT
D=—— . 2.60
M(1—=Vp) (2.60)
Dabei bezeichnet R die molare Gaskonstante und T die absolute Temperatur. Der Se-
dimentationskoeffizient s, die molekulare Masse M, das spezifische molare Volumen V'
sowie die Dichte des Losungsmittels p miissen bekannt sein, um damit den Diffusions-
koeffizienten zu berechnen.

2.4 Nichtlineare Optik

Die Anregung der Tryptophane soll mit einem Zwei-Photonen-Prozefl erfolgen, um Pro-
bleme bei der Mikroskopie im Ultravioletten zu umgehen, wie sie im letzten Abschnitt
dargestellt wurden. Zu diesem Zweck miissen kurze Laserpulse im Sichtbaren erzeugt
werden, wie im folgenden gezeigt werden wird. Dies geschieht mit den Mitteln der nicht-
linearen Optik.

2.4.1 Einfiihrung

Die Wechselwirkung von Licht mit einem dielektrischen Medium 148t sich durch die
Suszeptibilitéit x beschreiben (soweit nicht anders angegeben folgt diese Einfithrung Ref.
[123,124]). Ein elektrisches Feld E erzeugt durch Verschieben der Ladungstriger eine
Polarisation P, die iiber die Suszeptibilitidt y und die Dielektrizitdtskonstante ey mit
dem Feld E verkniipft ist:

PE)=¢ x E . (2.61)

Dies 148t sich anhand des klassischen Lorentz-Modells verstehen, in dem Elektronen in
einem eindimensionalen Potential V' (z) gebunden sind. In erster Ndherung kann dieses
Potential durch ein harmonisches Potential beschrieben werden, so daf§ die Auslenkung
x der Elektronen proportional zum anliegenden Feld E ist. Steigt die Feldstdrke des
Feldes E an, so wird die Auslenkung z irgendwann so grof};, dafl die Nédherung des
Potentials durch eine Parabel nicht mehr gegeben ist und Terme hoherer Ordnung im
Potential hinzu kommen. Dies fithrt dann dazu, daf§ die Auslenkung x und damit auch
die Polarisation P ebenfalls in hoherer Ordnung vom elektrischen Feld E abhéngen:

P(E)=c (XVE+xPE2 4+ O +...) (2.62)
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Durch die Terme hoherer Ordnung in E wird das Superpositionsprinzip aufgehoben,
so daBl Wellen unterschiedlicher Frequenz w nicht mehr unabhéngig behandelt werden
kénnen. Ein Prozef n-ter Ordnung in E mischt n monochromatische Wellen F(w;). Hin-
zu kommt, daf} die einzelnen Wellen E,, nicht parallel einfallen miissen und auch die
Polarisation P nicht unbedingt parallel zum elektrischen Feld erfolgt. Die Suszeptibi-
litaten (¥ sind darum Tensoren (i+1)-ter Stufe, so daBl obige Gl. 2.62] korrekt lautet

=< (ZXE}’ j +wak (W) Elws) + > X By (w1) By(ws) Ei(ws) + )
J

Jiksl

(2.63)

wobei E;(w;) die i-te Vektorkomponente einer monochromatischen Welle mit Frequenz
wj ist. Die Polarisation P wiederum ist Quelle des elektrischen Feldes £

VQE — €0 o E = IU()P . (264)

Durch den nichtlinearen Zusammenhang zwischen dem Feld E und der Polarisation P
treten in E neue Frequenzkomponenten auf. Dies ist in Abbildung 2.20 dargestellt, wobei
die Reihenentwicklung in Gl.2.62 nach dem quadratischen Glied abgebrochen wurde. Im
Ausgangsfeld FE ist zusatzlich zur Eingangsfrequenz w ein Anteil mit Frequenz Null und
— anhand der Asymmetrie der positiven und negativen Halbwelle — einer mit doppelter
Frequenz zu erkennen. Der erste bewirkt ein Verschieben des Mittelwerts gegeniiber
dem Eingangsfeld, der zweite eine Asymmetrie der Oszillation um diesen Mittelwert.
Der Betrag der Polarisation P ist hier nicht invariant gegeniiber Vorzeichenwechsel des
elektrischen Feldes E |, wie in Teil A der Abbildung zu erkennen ist.

Das Mischen der einzelnen Wellen soll noch etwas genauer betrachtet werden. Die
Wellen E(w) werden als ebene Wellen angenommen:

1 /. A
B(w) = 5 (E(z) emi@i—kz) | QC‘) mit k=nw/c=w \/60 o[l + xM(w)]

Polarisation? - einfallendes Feld ‘

/\ /\\ Zelt /\‘ ]/\\ Zeit
Feld \/ \// \./ \/
NL VoA % F— Polarisation —\/ Y

A o . c

Abbildung 2.20: Einflul eines nichtlinearen Zusammenhangs zwischen einfallendem Feld E
und Polarisation P (Abbildung nach Ref. [124]). A: linearer und nichtlinearer Zusammenhang
zwischen E und P. B: im linearen Fall folgt die Polarisation dem Feld. C: im nichtlinearen Fall
wird einerseits der Mittelwert verschoben (DC-Anteil des Ausgangsfeldes) und andererseits die
Kurve verformt (zusétzlicher Anteil mit doppelter Frequenz).
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(2.65)

Die linke Seite der Wellengleichung 2.64/berechnet sich unter der Annahme, daf sich die
Amplitude E(z) auf der Skala der Wellenldnge nur langsam &ndert, zu

1 dE . .
VE ~ = 22'/{&—183(2) et @R L ee (2.66)
2 dz
O*E
€HO Sy = € pow?E(w) . (2.67)

Im kollinearen Fall werden die ersten beiden Glieder von P auf der rechten Seite von

Gl.[2.64

HoP = —jigeo (Z X5 W Blwy) + DG (w wn)? E(%)E(cm) - (268)
J Jk

Wenn die Wellengleichung 2.64/ fiir drei feste, aber verschiedene Frequenzen w; fiir alle
Zeiten t erfiillt sein soll, so muf sie zeitunabhéngig fiir jedes w; erfiillt sein. Zur Vereinfa-
chung der Schreibweise werden einfallende von ausfallenden Wellen durch das Vorzeichen
der Frequenz w bzw. des Wellenvektors k& unterschieden, wobei einfallende Wellen mit ei-
nem negativen Vorzeichen versehen werden. Ebenso wird deren Amplitude E konjugiert
komplex eingesetzt. Der Energieerhaltungssatz 148t sich dann als ) w; = 0 schreiben.
Ohne die Energieerhaltung wiirde durch Mischen zweier der Wellen keine Polarisation
mit der Frequenz der dritten Welle erzeugt werden kénnen. Schliellich erhéalt man durch
Umsortieren und Kiirzen aus den Gleichungen 2.64-2.68 drei Gleichungen, die sich durch
zyklisches Vertauschen der Indizes {a,b,c} = {1, 2,3} aus

dEa(z) i o [k ok, —1Ak z :
dz 2 \ €, €0 wo x? EyEZe Ak mit Ak = Z ki (2.69)

ergeben. Dieses Gleichungssystem soll im folgenden fiir einige Prozesse diskutiert werden,
die im Rahmen dieser Arbeit von Bedeutung sind.

2.4.2 Erzeugung neuer Frequenzen
Frequenzverdopplung

Der einfachste Fall der nichtlinearen Erzeugung neuer Frequenzen ist die schon in Ab-
bildung 2.20 gezeigte Frequenzverdopplung. Sie ergibt sich aus Gleichung 2.69, wenn

W] =Wy = —Ww und ws = 2w (2.70)

gesetzt wird. Dies erfiillt die Energieerhaltung. Die Impulserhaltung, die in diesem Zu-
sammenhang auch Phasenanpassung genannt wird, wird durch

Ak = 2k, — ko, = 2w /€y o [n(w) — n(2w)] (2.71)
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beschrieben. Hier soll nur der vereinfachte Fall betrachtet werden, daf sich die Intensitét
der anregenden Welle durch den Konversionsprozef3 nicht dndert, also Ey(2) = Ey(2) =
const. Damit 148t sich E5(z) = Es,(z) leicht integrieren

L
“ ) R ) , R Ak L _ 1
Bon(L) = — t [ Ho e (20) Y@ (Ew)2/e’Akz dr — — [ Ho eow x? ( w)2€4
2 €20 €2 Ak
0
(2.72)
und
. 2 .
EQw(L>‘ = 570 (o w X(Q))2 (E,)* Lsinc(Ak L)2) . (2.73)

Die Intensitéit bei der doppelten Frequenz ist proportional zum Quadrat der Intensitét
der einfallenden Welle, da zwei Photonen der Frequenz w in ein Photon der Frequenz
2w umgewandelt werden. Die Konversionseffizienz steigt mit dem Quadrat der Linge
L des Kristalls. Gleichzeitig wird durch ein wachsendes L die Bedingung an die Pha-
senanpassung strenger, da Ak L/2 < 1 sein mufl. Um eine hohe Konversionseffizienz
zu erreichen, sollte also die Phasenanpassung optimal sein. Dies gilt auch, wenn obige
Einschrankung auf konstante Intensitdt der anregenden Welle fallengelassen wird.

Der Einflul der Phasenanpassung ist qualitativ in Abbildung|2.21 skizziert. Im oberen
Teil ist die Polarisation P oc E? aufgetragen. Sie oszilliert mit der doppelten Frequenz
des einfallenden Feldes. In den durch Kreise markierten Intervallen soll nun eine Teilwelle
mit doppelter Frequenz (halber Wellenlénge) erzeugt werden. Falls der Brechungsindex n
fiir beide Wellenléingen A; und A, gleich ist, so iiberlagern sich beide Teilwellen konstruk-
tiv und die Ausgangsintensitéit der zweiten Harmonischen steigt. Ist der Brechungsindex
n(Ag) allerdings grofer, so 16schen sich die beiden Teilwellen teilweise aus und die Aus-
gangsintensitéit ist geringer. Gleichung 2.73 zeigt aber auch, dafl die Phasenanpassung
(d.h. die Impulserhaltung) nicht exakt erfiillt sein muf. Dies ist in der Orts-Impuls-
Unschérfe begriindet [99, 125]: Die Umwandlung der zwei Photonen in eines mit der
doppelten Frequenz muf} irgendwo im Kristall erfolgen. Dadurch ist die Ortsunschérfe
nach oben und mit der Orts-Impuls-Unschérferelation auch die Impulsunschérfe nach
unten hin abgegrenzt. Innerhalb dieses Impulsbereiches muf3 also immer Frequenzver-
dopplung moglich sein, was gerade durch die Funktion sinc(AkL/2) beschrieben wird.

Zur optimalen Phasenanpassung mufl der Brechungsindex von Anregungswelle und
zweiter Harmonischer iibereinstimmen. Da der Brechungsindex aber von der Frequenz
des Feldes abhéngt, ist diese Ubereinstimmung normalerweise nicht gegeben. Einen Aus-
weg bieten doppelbrechende Kristalle. Hier unterscheidet sich der Brechungsindex zwi-
schen ordentlich und auflerordentlich polarisierten Wellen, solange die Ausbreitung nicht
entlang der optischen Kristallachse erfolgt. Abbildung[2.22 zeigt die Beziehung zwischen
den Achsen. Fiir den Brechungsindex n,(w, 0) einer auBerordentlichen Welle gilt

1 cos?f)  sin®f

(0,0 miw) | @) (2.74)
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2.4 Nichtlineare Optik

Abbildung 2.21: Schematische Darstellung der Bedeutung der Phasenanpassung (Abbildung
nach Ref. [126]). In den durch Kreise gekennzeichneten Intervallen werde eine Teilwelle mit
doppelter Frequenz generiert. Wenn die Brechungsindizes n(w) und n(2w) nicht iibereinstim-
men, so loschen sich die Teilwellen gegenseitig aus und die Intensitat der zweiten Harmonischen
steigt nicht an.

1.8 r — T —T
BBO
Polarisations- opt. Kristall-Achse 1.7 :\ n,(A)
richtung . \
o} >

S~o
~
—_—
——————

Brechungsindex
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.................................... > Ng,(A,30°)
Ausbreitungs- 1.6
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Abbildung 2.22: Phasenanpassung durch Doppelbrechung am Beispiel von g-Bariumborat
(BBO). Durch passende Wahl des Winkels 6 der optischen Kristallachse zur Ausbreitungsrich-
tung der Wellen 148t sich der Brechungsindex fiir die aulerordentliche Welle so einstellen, daf3
Neo(2w, 0) = np(w).
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2 Theoretische und experimentelle Grundlagen

wobei Neo(w) = Neo(w, § = 7/2). Durch die Wahl des Winkels 6 zwischen der Ausbrei-
tungsrichtung und der optischen Kristallachse kann nun der Brechungsindex so gewahlt
werden, dafl (im Falle eines negativ uniaxialen Kristalls mit n., < n,)

Neo(2w, 0) = no(w) . (2.75)

Dies ist am Beispiel von g-Bariumborat (BBO, $-BaB20Oy4) in Abbildung [2.22 gezeigt.
Anregungswelle und zweite Harmonische sind senkrecht zueinander polarisiert. Mit die-
ser Methode ist es also moglich, optimale Phasenanpassung fiir ein Paar von Frequenzen
w, 2w zu erreichen. Sie besitzt allerdings mehrere Nachteile: Der Kristall mufl gedreht
werden, um die Phasenanpassung zu erzielen. Dadurch ergibt sich beim Durchstimmen
der zu verdoppelnden Frequenz ein variabler Versatz, so dafl dieses Verfahren nur unter
grofem Aufwand in einem Resonator eingesetzt werden kann. Um eine grofle Inten-
sitéit des einfallenden Feldes zu erzielen, wird der Laserstrahl stark fokussiert. Dadurch
verdndert sich der Einfallswinkel aber iiber den Strahlquerschnitt und damit auch die
Qualitat der Phasenanpassung, so dafl nicht der ganze Strahl frequenzverdoppelt wird.
Schliellich zeichnet es gerade doppelbrechende Kristalle aus, dafl der ordentliche und
der auflerordentliche Strahl eine unterschiedliche Ausbreitungsrichtung besitzen [127],
wodurch sie nicht auf der gesamten Kristallange optimal iiberlappen. Alle diese Nach-
teile werden durch das sogenannte non-critical phase matching umgangen [99,128]: der
Winkel 6 wird zu 90° gewihlt. Damit hiangt der Brechungsindex n.,(w, §) nur noch sehr
schwach (nicht kritisch) vom Einfallswinkel 6 ab, so daf§ die Phasenanpassung auch bei
starker Fokussierung fiir den gesamten Strahlquerschnitt gleich gut ist. In diesem Fall
unterscheidet sich auch die Ausbreitungsrichtung zwischen ordentlichem und aufleror-
dentlichem Strahl nicht, so daf§ die ganze Kristallinge ausgenutzt werden kann. Um in
dieser Konfiguration die Phasenanpassung zu erzielen, wird die unterschiedliche Tem-
peraturabhéngigkeit der beiden Brechungsindizes ausgenutzt und der Kristall entweder
gekiihlt oder beheizt. Dieses Verfahren erfordert dann auch keine Anderung des Strahl-
weges bei Variation der Wellenldnge mehr, womit es auch fiir den Einsatz in einem
Resonator gut geeignet ist.

Parametrische Verstirkung

Unter parametrischer Verstarkung versteht man einen Prozefl, bei dem eine Schwin-
gung nicht von auflen getrieben, sondern durch periodische Variation eines Parameters
verstarkt wird [123]:

getrieben: i+ wir = F(t) (2.76)
parametrisch: i+ wit)r =0 (2.77)

Ein einfaches Beispiel fiir parametrische Verstarkung ist ein Pendel, dessen Pendelldnge
periodisch mit der Frequenz w’ variiert wird. In diesem Fall kommt es zur Verstarkung der
schon vorhandenen Oszillation, wenn w’ ~ 2wy. Falls das Pendel zu Beginn vollstindig
in Ruhe ist, also = 0, so hat die Variation der Pendelldnge keinen Einfluf}, sie kann die
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2.4 Nichtlineare Optik

Schwingung nur verstérken. Fin getriebenes Pendel dagegen kann zu Beginn durchaus
in Ruhe sein.

Ein starkes Laserfeld der Frequenz wy sorgt in einem nichtlinearen Kristall fiir die
Variation eines Parameters, der Dielektrizitdtskonstanten e, da [129]

P=cx(E)E=¢ (e(E)—1) E=¢ (XVE+xPE*+...) . (2.78)

Dies gibt dem folgenden Prozel den Namen. In der Gegenwart einer starken Pumpwelle
Es5 wird die sogenannte Signal-Welle E; verstiarkt und dabei eine sog. Idler-Welle FEs
erzeugt, da diese zur Energie- und Impulserhaltung notwendig ist:

Wy + wy = w3 und Ak = ]{?1 + ]{32 - ]{33 . (279)

Bei optimaler Phasenanpassung (Ak = 0) und unter der Annahme, dafl die Pumpinten-
sitét tiber die Lange des Kristalls konstant ist (E5(z) = const.), folgt durch Integration

2

Bz = ‘EI(O) cosh?Kz | (2.80)
~ 2 w1 ~ 2 . 2
Ez(z)‘ == El(O)‘ sinh? Kz (2.81)

wobei K oc ’Eg(O)‘ Diese Situation ist in Abbildung 2.23| zusammengefafit. Die

Intensitét der Signal- und Idler-Welle steigt also fast quadratisch mit der Lange z an.
In einem optisch-parametrischen Oszillator (OPO) wird diese parametrische Verstér-
kung als Lasermedium benutzt, das durch ein Pumpfeld E3 mit Energie versorgt wird.
Bei gegebener Frequenz w3 des Pumplasers entscheidet die Phasenanpassung, welche der
Photonenpaare der Frequenz {wy,ws}, die die Energieerhaltung erfiillen, erzeugt werden.
Das erste Signal-Photon, das dann verstéirkt wird, entsteht durch sogenannte parame-
trische Fluoreszenz analog zur spontanen Emission in einem herkommlichen Laser [123].
Abbildung 2.24 zeigt dies fiir einen Kalium-Titanyl-Arsenat-Kristall (KTA, KTiOAsQOy,),
wie er auch im hier eingesetzten OPO verwendet wird (siche Abschnitt 3.1.3). Da KTA

Signal
I , ignal
hwz NN/
Idler wp “’\’VV\/\NV\/\/l\/\ WWW% Idler
A
e s UUUU\IUUU\N\NUW\MM ) /
= | L |

A B C -

Abbildung 2.23: Parametrische Verstirkung [125]. A: in Gegenwart einer pump-Welle wird
die Signal-Welle verstédrkt und eine Idler-Welle erzeugt. B: Dabei wird die Energie eines Pump-
Photons auf je ein Signal- und ein Idler-Photon aufgeteilt. C: Signal- und Idler-Intensitét
zeigen den gleichen Verlauf mit steigender Kristalldicke z, wobei zu Beginn keine Idler-Welle
vorhanden ist.
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biaxial ist, also zwei ausgezeichnete optische Achsen besitzt, kann durch die Orientierung
des Kristalls der Brechungsindex des ordentlichen und des auflerordentlichen Strahls in
weiten Bereichen beeinflufit werden. Mit der gleichen Begriindung wie bei der Frequenz-
verdopplung ist auch der KTA-Kristall nicht-kritisch phasenangepafit (6 = 90°, ¢ = 0°).
Die Brechungsindizes héngen bei Raumtemperatur nur schwach von der Temperatur ab,
so daf} der Kristall nicht thermostatisiert werden muf. Teil C der Abbildung skizziert, wie
durch unterschiedliche Polarisationsrichtungen von Signal- und Idler-Welle Energie- und
Impulserhaltung fiir ein Frequenzpaar gleichzeitig erfiillt sind. Daraus ergibt sich dann
die Abhéngigkeit der Signalwellenlédnge von der Pumpwellenlénge, wie sie in Teil B dar-
gestellt ist. Im Anhang A.2/ist zusammengefaf3t, wie sich aus den Sellmeier-Koeffizienten
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Abbildung 2.24: Phasenanpassung und Durchstimmen eines optisch-parametrischen Oszil-
lators (OPO) mit einem Kalium-Titanyl-Arsenat-Kristall (KTA, KTiOAsO4). A: Verlauf der
Brechungsindizes fiir ordentliche und auflerordentliche Wellen bei nicht-kritischer Phasenan-
passung (0 = 90°, ¢ = 0°). B: Die Signal-Wellenléinge als Funktion der Pump-Wellenléinge.
Dieser Zusammenhang ist iiber die Brechungsindizes gegeben. C: Nur fiir ein Paar von Signal-
und Idler-Energien ist gleichzeitig Energie- und Impulserhaltung gegeben.
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zur Beschreibung des Brechungsindex diese Kurve bestimmen 148t.

Kerr-Effekt

Als nichtlineare Effekt dritter Ordnung spielte in den durchgefiihrten Experimenten
der Kerr-Effekt eine Rolle. Er soll hier kurz vorgestellt werden, auch wenn er nicht
zur Erzeugung neuer Frequenzkomponenten dient. In einem inversionssymmetrischen
Medium verschwindet x?, so daB die ersten zwei Glieder von Gl./2.62 lauten

P(E)=c) (XVE+xPE?) =¢¢ XWE+xP|E] B) = €t E (2.82)
Damit kann ein intensitdtsabhingiger Brechungsindex nyoa gebildet werden [124]:
Ntotal = / Etotal = N + TL(2) |E1|2 : (283)

Wenn fiir zwei der vier an diesem nichtlinearen Effekt dritter Ordnung beteiligten Wel-
len Gleichspannungsfelder eingesetzt werden, so wird dieser Kerr-Effekt zur Modulation
des Brechungsindexes z.B. in variablen Polarisatoren verwendet. Die Modulationstiefe
verhélt sich dann quadratisch zur angelegten Spannung. Wenn allerdings der Laser-
strahl intensiv genug ist, so kann er sich selbst den Brechungsindex modulieren. Hohe
Intensitéiten in der Mitte des Strahlprofils bewirken einen hohen Brechungsindex, was
gleichbedeutend mit einer Linse positiver Brennweite ist.

2.4.3 Erzeugung kurzer Pulse

Alle beschriebenen nichtlinearen Effekte benotigen hohe Intensitéiten mindestens einer
Welle. Dies lafit sich relativ einfach erreichen, wenn nicht eine fiir die gesamte Zeit-
spanne konstant hohe Intensitéit gefordert wird, sondern periodische Intensitatsspitzen
ausreichen. Wahrend dieser Pulse reicht die Intensitét aus, um nichtlineare Optik zu be-
treiben. In den Pausen ist die Intensitéit so gering, dafl keine weiteren Prozesse ablaufen.
Die gemittelte Leistung eines solchen Lasers kann darum im Bereich von etwa einem
Watt liegen und trotzdem werden Spitzenwerte von rund 100 kW erreicht, wenn eine
Pulsdauer von 100 fs einem Pulsabstand von 13 ns gegeniibergestellt wird. In diesem
Abschnitt soll dargestellt werden, wie solche kurzen Laserpulse erzeugt werden konnen.
Der Ausgangspunkt ist der breite Verstarkungsbereich eines Titan-Saphir-Lasers. Die
Kopplung der Titan-Niveaus an Schwingungszusténde des Saphir-Kristalls bewirken eine
starke homogene Verbreiterung der Ubergiinge [130], so dafl dieser Typ von Laser den
breiten Verstarkungsbereich 700-1000 nm besitzt. Damit wird es vielen longitudinalen
Moden des elektrischen Feldes F, ermoglicht, iiber die Laserschwelle zu kommen. Die
Resonatorlinge L definiert den Frequenzabstand der Moden, so daf} fiir die w,, gilt

wp =nme/L . (2.84)

Das Ausgangsfeld eines Multimodenlaser ist in der Summe seiner Moden:

E(t)=Y E,(t)=)_ E,ee/bmt (2.85)
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Der zeitliche Verlauf des Ausgangsfeldes ist also die Fouriertransformierte des mit ei-
nem Phasenfaktor multiplizierten spektralen Verlaufes der Amplituden E,. Die zeitliche
Periode T' = 2L/c entspricht gerade der Umlaufzeit im Resonator. Wenn keine weite-
ren Vorkehrungen getroffen werden, so besitzt die Phase ¢,, der einzelnen Moden einen
zufilligen Wert. Dann ergibt sich ein mit der Periode T wiederholender Verlauf von
inkohérentem Licht [131]. Wenn allerdings die einzelnen Moden gekoppelt sind, d.h. in
einer festen Phasenbeziehung zueinander stehen,

0¢ = Gny1 — ¢ = const. (2.86)

dann entspricht der zeitliche Verlauf des elektrischen Feldes der Fouriertransformierten
der Amplitudenverteilung. Die Konstante d¢ fithrt zu einer Verschiebung des zeitlichen
Nullpunkts. Eine typische Resonatorlange betragt L = 2 m. Bei einer Zentralwellenlénge
von A9 = 800 nm und einer spektralen Breite des Verstarkungsbereichs (durch das
wellenléngenselektive Lyot-Filter begrenzt) von AX = 4 nm schwingen etwa

AN L
N ~ — — = 3980 2.87
A2 (2.87)
Moden an. Deshalb ist es gerechtfertigt, im folgenden von einer kontinuierlichen Ampli-
tudenverteilung F(w) auszugehen.
Als Beispiel soll hier eine gauBBformige Verteilung betrachtet werden. Einen Uberblick
tiber diese und weitere Pulsformen geben Ref. [131,132]. Fiir die Amplitudenverteilung

A

E(w) soll gelten
E(w) = By /T 7g e i W& (2.88)

Der zeitliche Verlauf des elektrischen Feldes folgt daraus per Fouriertransformation

A

Elt)=EyeW*  und  E(t) = B(t) et . (2.89)
Als Pulsbreite 7, wird die zeitliche Halbwertsbreite des elektrischen Feldes bezeichnet

T, =Vv2In271g . (2.90)

Die spektrale Breite des Lasers wird als Halbwertsbreite Av der spektralen Intensitéits-
verteilung S(w) = |E(w)|* angegeben

VB 1
Ay 2w _v8m2 (2.91)
27 21 1o

Durch die Verkniipfung iiber die Fouriertransformation gilt fiir die letztgenannten Grofien
ein Pulsdauer-Bandbreiten-Produkt

2 In2

Av T, = ~ 0.441 . (2.92)
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Laserpulse, deren Pulsdauer-Bandbreiten-Produkt diesen Wert erreicht, werden fourier-
limitiert genannt. Wenn die zur Verfiigung stehende spektrale Bandbreite Av nicht aus-
genutzt wird, um die kiirzest moglichen Pulse, also das kleinste 7, zu erzeugen, dann
liegt das gemessene Pulsdauer-Bandbreiten-Produkt iiber dem Wert von 0.441. Unter
der Voraussetzung, daf§ der zeitliche und spektrale Verlauf einer Gauflkurve entspricht,
gibt das Pulsdauer-Bandbreiten-Produkt also Auskunft dariiber, ob das Lasersystem
optimal eingestellt ist.

Wie kann es zu einem vergroflerten Pulsdauer-Bandbreiten-Produkt kommen? Dazu
soll der Einfluf} einer zeitabhéngigen Phase ¢(t) des elektrischen Feldes betrachtet wer-
den. Zur Vereinfachung wird angenommen, dafl sich ¢(t) als ein Polynom in ¢ darstellen
1a8t. Damit gilt dann

E(t) _ E(t) ei(wo t+o(t) _ E(t) ei(wo +do(t)/dt) t ei ol _ (293)

Solange ¢(t) nur linear von der Zeit ¢ abhéngt, bewirkt dies nur ein Verschieben der
Zentralfrequenz wy nach wj = wy + d¢p(t)/dt. Im Frequenzraum — durch Fouriertransfor-
mation obiger Gleichung — bedeutet dies, dafl die Phase ¢ nur linear von der Frequenz
w abhéngt. Dies wurde oben in Gl. 2.86 schon durch d¢ = const. gefordert. Bei einer
quadratischen Abhéngigkeit der Phase von der Zeit tritt eine zeitliche Anderung der
Zentralfrequenz wy des Pulses auf. Man spricht dann von chirp (zwitschern), da es im
Akustischen einer ansteigenden oder abfallenden Tonfolge entspricht. Quadratische (und
hohere) Abhéngigkeit der Phase von der Zeit (und damit von der Frequenz) wird durch
die Gruppengeschwindigkeitsdispersion (group velocity dispersion, GVD) in optischen
Elementen, z.B. Glédsern, aber auch Spiegeln, hervorgerufen. Diese ist mit der ersten
und zweiten Ableitung des Brechungsindex nach der Wellenlénge verkniipft. Aus GI.
2.93 wird dann mit ¢ = —a t*/7

A

E(t) = Ege~(#1@) (t/7e)” (2.94)

und fiir das Pulsdauer-Bandbreiten-Produkt gilt

2 In2
Avr =" T+a?~ 0441 VIt a2 | (2.95)

(e

da die spektrale Bandbreite Av gerade um den Faktor v/1 + a? ansteigt. Auf den Einflufl
hoherer Ordnungen von ¢ in ¢(t) soll hier nicht eingegangen werden.
Gruppengeschwindigkeitsdispersion (GVD) 148t sich in einem optischen Resonator
nicht vermeiden. Sowohl transmittierende als auch reflektierende Elemente #ndern die
Phase der elektromagnetischen Welle je nach Wellenldnge unterschiedlich stark. Um
trotzdem einen optimalen, d.h. fourierlimitierten Puls zu erzeugen, mufl die Gesamt-
GVD moglichst wellenldngenunabhéngig werden. Der Einflul der einzelnen Elemente
sollte sich also gegenseitig kompensieren. Abbildung 2.25| zeigt den Brechungsindex von
BK7-Glas und dessen Ableitungen. Die positive zweite Ableitung dominiert die GVD.
Um dies zu kompensieren, muf} ein Teilstiick mit negativer GVD in den Resonator ge-
bracht werden. Dies 148t sich mit einer Prismenstrecke, wie sie Abbildung 2.26 zeigt,
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Abbildung 2.25: Der Brechungsindex des Glases BK7 und seine Ableitungen (Daten aus
Ref. [131]). Die positive zweite Ableitung des Brechungsindexes dominiert die Gruppenge-
schwindigkeitsdispersion (GVD).

erzielen. Zwei gleiche Prismen sind so vor dem hochreflektierenden Endspiegel ange-
bracht, dafl alle spektralen Komponenten senkrecht auf den Spiegel treffen und so der
Resonator fiir alle Komponenten geschlossen ist. Durch die spektrale Aufspaltung in
den Prismen entsteht aber ein geometrischer Wegldngenunterschied, der von der Wel-
lenlénge abhéngt. Wie oben dargestellt ist aber nicht die erste, sondern erst die zweite
(und evtl. dritte) Ableitung des Phasenunterschiedes nach der Wellenldnge interessant.
Dieser Zusammenhang erschlie3t sich leider nicht intuitiv. Genaue Rechnungen, die z.B.
in Ref. [131] dargestellt sind, ergeben, dafl der reine geometrische Wegléngenunterschied
eine negative GVD bewirkt, je nach Lange der Strecken innerhalb der Prismen durch
das Glas aber auch eine insgesamt positive GVD erzielt werden kann. Durch Variation
der Position z 143t sich also die GVD des Gesamtsystems minimieren.

Die zeitliche Pulsbreite 7p 148t sich bei Pulsen von etwa 100 fs Lange nicht mehr elek-
tronisch messen, da die dabei auftretenden Frequenzen um mehrere Gréflenordnungen
iiber der hochsten elektronisch noch handhabbaren Frequenz liegen. Die Pulsbreite 7p
muf also rein optisch gemessen werden. Dazu wird der Puls mit sich selbst abgetastet, in-
dem der Strahl in zwei Teile geteilt wird, von denen der eine variabel gegen den anderen
verzogert wird, bevor sie wieder iiberlagert werden. Zeiten im Bereich von Femtose-
kunden entsprechen Léngen im Bereich von Mikrometern, die gut kontrolliert werden
konnen. Um unterscheiden zu koénnen, ob die beiden Hélften a und b des Pulses iiber-
lappen oder zeitlich nacheinander auf dem Detektor eintreffen, mufl dieser quadratisch

52



2.4 Nichtlineare Optik

Abbildung 2.26: Prismenstrecke, mit der die Gruppengeschwindigkeitsdispersion eingestellt
werden kann.

auf die Lichtintensitéit reagieren:
nacheinander a®+b* # (a +b)? gleichzeitig. (2.96)

Héufig wird dazu die Frequenzverdopplung ausgenutzt, indem der wieder vereinigte
Strahl auf einen frequenzverdoppelnden Kristall gegeben wird und der Detektor nur
fiir Licht der halben Wellenldnge empfindlich ist. Bei variabler Verzégerung 7 kann mit
diesem Verfahren zeitintegriert gemessen werden; die zeitliche Auflésung des Detektors
spielt also keine Rolle:

G(r) = I(t) x I(t—7)) . (2.97)

Die Funktion G(7) wird als Intensitéts-Autokorrelation bezeichnet. Sie ist immer sym-
metrisch (G(7) = G(—7)) und ist relativ unempfindlich gegeniiber der eigentlichen Puls-
form [131]. Es muf} also vorher angenommen werden, ob der Puls eher gau3formig oder
sech?-formig ist. Mit dieser Annahme kann dann die Pulsbreite 7p aus der Halbwerts-
breite der Autokorrelation 74¢ berechnet werden [131]:

p= TAC/\/§ fiir Gauf3-Pulse, (2.98)
= Tac/1.543 fiir sech?formige Pulse. (2.99)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Pulse immer als gaufiférmig angenommen und
angegebene Pulslangen sind immer die so aus der Autokorrelationsbreite 7,4¢ berechneten
Werte.

2.4.4 Zwei-Photonen-Absorption

Die Moglichkeit der gleichzeitigen Absorption von zwei Photonen in einem Quantenpro-
zefl wurde bereits 1931 von Maria Goppert-Mayer in ihrer Dissertation ,, Uber Elementa-
rakte mit zwei Quantenspriingen® vorhergesagt [62]. Ein Jahr nach der Realisierung des
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Rubin-Lasers durch Maiman [133] gelang 1961 der erste experimentelle Nachweis von
Zwei-Photonen-Anregung von CaFy:Eu®T durch Kaiser und Garrett [134]. Zwei Jah-
re spater wurde auch Fluoreszenz organischer Kristalle (Pyren, Anthracen) nach Zwei-
Photonen-Anregung beobachtet [135]. Wichtige Anwendungsgebiete der Zwei-Photonen-
Absorption sind die dopplerfreie Spektroskopie von Atomen und Molekiilen im Moleku-
larstrahl (Einfithrung in Ref. [99]) und die optische Spektroskopie von Ubergingen, die
fiir einen Ein-Photonen-Prozef verboten sind [136]. Die Entwicklung der Zwei-Photonen-
Mikroskopie mit dem Ziel der Detektion einzelner Molekiil begann mit der Arbeit von
Denk et al. [63] und ist bereits in Abschnitt 2.2.1/dargestellt worden. In diesem Abschnitt
soll nun ein Ausdruck fiir die Absorptionsrate eines Zwei-Photonen-Ubergangs mit Hilfe
der zeitabhéngigen Stérungsrechnung hergeleitet und diskutiert werden [137,138].

Abbildung 2.27 skizziert die beteiligten Zustinde und ihre Bezeichnung. Es wird nur
der Fall betrachtet, dal beide absorbierte Photonen aus der gleichen, monochromati-
schen Welle der Frequenz w stammen. Der Zwischenzustand |¢/ > muf nicht unbedingt
energetisch unter dem Endzustand |e > liegen. Die Wellenfunktion ¢» des Gesamtsystems
lautet

¢ — Z CM¢N . (2100)
pefiz, f}

Zu Beginn befindet sich das System in Grundzustand, so dafl ¢;(0) = 1 und alle anderen
¢,(0) = 0. Gesucht ist die Besetzung des Endzustandes |f > in Abhéngigkeit von der
Zeit t, also |cf(t)|*. Der Hamilton-Operator H wird im Rahmen der Stérungsrechnung
als H = H+ H angesetzt und die Zeitentwicklung der Matrixelemente des Stor-Terms
lautet

S _ S Twupt
Huy(t) - HMI/(O) € (2101)

mit Aw,, = E, — E,. Daraus folgt dann fiir die zeitliche Entwicklung von c¢f(¢), wenn
nur Prozesse beriicksichtigt werden, die die Absorption zweier Photonen verlangen [137]

.00 le>  Endzustand: |f> = |e, n-2>

le'> Zwischenzustand: |x> = |e', n-1>

|g> Ausgangszustand: |i> = |g, n>

Abbildung 2.27: Verwendete Bezeichnungen des quantenmechanischen Systems. Unterschie-
den werden die Zusténde des absorbierenden Systems (|g >, |¢/ >, |e >) und die Zusténde des
Gesamtsystems, das auch das Lichtfeld mit anfinglich n Photonen umfafit.
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t t1

1 ~ .
B =—3 D H7,(0)H(0) / eremtidty / ety (2.102)
w

0 0

Wahrend wy, +wu = (Ee — E,)/h — 2w = Aw ~ 0 die Energieerhaltung garantiert,
oszillieren Terme mit wy, > 1 so schnell, dafl sie im zeitlichen Mittel Null ergeben und
darum vernachléssigt werden kénnen (rotating wave approxzimation). Damit ergibt sich

1etowt — 1 HS (O)Hs (0)  1eiwrit —1
t) = — == X 2.103
=5 A Z}; E,—E  h wp 7 (2.103)
und
2 ’XfiP 2 a2
lcp(t)]” = 2 t° - sinc’(Awt/2) . (2.104)

Mit den bisher als infinitesimal scharf angenommenen Ubergéngen wiirde die Ubergangs-
rate wy; bei Resonanz (Aw = 0) linear mit der Zeit ¢ ansteigen:

_ e P _ Xl
I dt K2

Mit Annahme einer lorentzférmigen Linie der Breite I', deren Form durch die Funktion
D(Aw) beschrieben wird,

-t -sinc?(Awt/2) . (2.105)

L/m
D(Aw) = ———= 2.1
( w) (Aw)2+F2 ( 06)
148t sich die Populierung P. von |e > berechnen [138]:
/D ' t2 sinc? [Awt/2] d(Aw) . (2.107)
Fiir Zeiten ¢t > 1/T ist sinc? [Awt/2] nur fiir Aw = 0 von Null verschieden, so daf}
2 | Xpil? 2 | Xpil?
Pe:th und waZFT (2108)

Nun muf} noch der Term | X ;|* genauer betrachtet werden. Die Matrixelemente des Stor-
Operators H* sind das Produkt aus dem komplexen Dipolmatrixelement g, und der

Amplitude E(w) des elektrischen Feldes [112]:
HS, = B(w) - (2.109)
Die Energiedifferenz E, — E; 148t sich auch als E,, — fw schreiben (u € {g, €/, e}), so da8
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Insgesamt ergibt sich damit fiir die Ubergangsrate w fi

%UTPE (%)2 , (2.111)

2

2
Mew Hug .
7T I(w) =

s = B o

wobei orpgr den Zwei-Photonen-Absorptionsquerschnitt bezeichnet und der Faktor 1/2
beriicksichtigt, dafl zwei Photonen fiir eine Anregung absorbiert werden miissen [139].
Die Anregungsintensitéit [ ist nun zeitlich in der Regel nicht konstant, da es vorteilhaft
ist, mit einem gepulsten Laser zu arbeiten. Dies wird in der mittleren Anregungsrate «
beriicksichtigt:

1 (7 _1 @) AW
— (wy) = = S =0) | £ . 2.112
« (wf> 5 OTPE (hw)Q 5 orPE 9 (T ) 7w ( )
Dabei bezeichnet ¢ (7 = 0) die schon mehrfach verwendete Intensitéits- Autokorrelation,
die hier im Zeitnullpunkt ausgewertet wird. Bei bekannter Pulsform li8t sich ¢® (1 = 0)
berechnen, so dafl

a= 1 orpE ngPP (@Y . (2.113)

Fiir gauBformige Pulse besitzt der Pulsformfaktor gp den Wert gp = 0.66, fiir sech?-
formige Pulse gilt gp = 0.59 [139]. f bezeichnet die Repetitionsrate des Lasers und 7p
die bereits in Abschnitt 2.4.3 eingefiihrte Halbwertsbreite des Pulses. Schliellich kann
die Intensitéat im Fokus bei bekanntem Radius wg noch durch die Leistung P ausgedriickt
werden. Fiir die zeitlich gemittelte Anregungsrate im Zentrum des Fokus gilt also

1 gp P/hw \*
= — . 2.114
@ 2 OTPE frp (0.5 T w%) ( )

Damit Zwei-Photonen-Absorption stattfinden kann, mufl der Endzustand |e > {iber
zwel aufeinanderfolgende elektrische Dipoliibergéinge aus dem Grundzustand lg > zu
erreichen sein. Zum Zwei-Photonen-Ubergang tragen alle Zwischenzustinde |z > des
Molekiils bei, allerdings werden sie mit ihrem energetischen Abstand zur Photonenener-
gie gewichtet. Da die Summenbildung innerhalb des Betragsquadrats erfolgt, kann es
dabei zu Interferenz zwischen den einzelnen Termen in GI. kommen.

Eine Abschétzung fiir die Groflenordnung typischer Zwei-Photonen-Absorptionsquer-
schnitte erhdlt man, wenn man nur einen Zwischenzustand |z > annimmt, der au-
Berdem nahe bei dem Endzustand |e > liegt. Aus Gleichung [2.111 ergibt sich, dafl
der Zwei-Photonen-Absorptionsquerschnitt dann auf das Produkt zweier Ein-Photonen-
Absorptionskoeffizienten zuriickgefiihrt werden kann [139]:

oope oopp (10717 cm?)?
w 1015 sec!

In einer ersten Naherung ist der TPE-Absorptionsquerschnitt also proportional zum

Quadrat des OPE-Absorptionsquerschnitts. Der Zwei-Photonen-Absorptionsquerschnitt

orpE ~ =10"* cm?*sect = 10 GM . (2.115)
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Farbstoff Aex (nm)  orpp (GM)
Rhodamin B 840 210 £ 55
Dil 700 95+ 28 *
Fluorescein 782 384+ 9.7
Coumarin 307 776 19+55*
Indo-1 700 1244
Bis-MSB 691 6.3+ 1.8
Lucifer Yellow 860 0.95+0.3"~

Tabelle 2.2: Zwei-Photonen-Absorptionsquerschnitte orpg einiger Farbstoffe bei verschiede-
nen Anregungswellenléingen Aex [66]. Bei den mit einem Stern (*) gekennzeichneten Farbstoffen
ist das Produkt aus Absorptionsquerschnitt orpgp und Fluoreszenz-Quanteneffizienz n ange-
geben. Speziell fiir die Zwei-Photonen-Absorption synthetisierte Farbstoffe erreichen Absorp-
tionsquerschnitte oppp von mehr als 1000 GM [142].

orpe wird hiufig in der Einheit ,, Géppert-Meier“ angegeben (1 GM = 107 cm?sec!)
und typische Werte liegen zwischen 1 und 500 GM. Tryptophan besitzt einen Zwei-
Photonen-Absorptionsquerschnitt orpg von etwa orpg ~ 1 GM [67]. Fiir eine grofie
Reihe von in der Mikroskopie verwendeten Farbstoffen wurde orpgr von der Gruppe um
W. W. Webb vermessen [66, 140,141]. Einige dieser Werte sind in Tabelle [2.2] zusam-
mengefafit

Besonders einfach 148t sich Gleichung [2.111] dann berechnen, wenn kein Zwischen-
zustand z angenommen wird, z.B. weil alle in Frage kommenden energetisch zu weit
entfernt sind. Dann lduft die Summe nur iiber die Zusténde e und g, so dafl

Heg
w

2 2
|:U’ee - :U’gg| : (2116>

OrpE X ‘

Der Absorptionsquerschnitt ist also proportional zur Anderung des statischen Dipolmo-
ments j; vom Grund- in den angeregten Zustand. Die Anderung des Dipolmoments wird
dann besonders grofl, wenn bei der Anregung Ladungen im Molekiil verschoben werden.
Bemiihungen, Molekiile mit besonders groflem Zwei-Photonen-Absorptionsquerschnitt
zu synthetisieren, konzentrieren sich auf diesen Effekt [142].

Auswahlregeln

Mit der Zwei-Photonen-Anregung (two photon excitation, TPE) lassen sich Zusténde in
Atomen und Molekiilen erreichen, die fiir die Ein-Photonen-Absorption (one photon ab-
sorption, OPA) nicht zugénglich sind, da bei der TPE die Paritit des Ausgangszustandes
gleich der des Endzustandes ist, wohingegen sie sich bei der OPE unterscheiden mu#.
Allerdings werden schon bei groBen Atomen die Auswahlregeln der Uberginge durch
Zumischen andere Zustédnde aufgeweicht, so daf§ die Unterscheidung zwischen verschie-
denen Klassen von Zustdnden bei Molekiilen nicht immer moglich ist. Abbildung [2.28
zeigt Absorptionsspektren von zwei Aminosduren, Tryptophan und Tyrosin, die mit
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OPA und TPE aufgenommen wurden. In beiden Fillen werden Ubergiinge des aromati-
schen Teils des Molekiils angeregt (81ehe Kap.[2.1). In den Spektren von Tyrosin ist zu
erkennen, daf der Zwei-Photonen-Ubergang bei kiirzeren Wellenlingen erfolgt als von
der Ein-Photonen-Absorption erwartet. Letztere ist zur besseren Vergleichbarkeit bei
der doppelten Wellenlénge eingezeichnet. Mit TPE wird also ein Zustand erreicht, der
energetisch hoher als der mit OPA erreichte liegt. Die Fluoreszenz erfolgt allerdings aus
dem selben Zustand. Im Fall von Tryptophan dagegen iiberlappen dann die Spektren
fast vollstandig. Mit TPE wie mit OPA wird der gleiche Zustand erreicht. Die Auswahl-
regeln sind nicht mehr streng giiltig. Der Unterschied in den Auswahlregeln zwischen
Tryptophan und Tyrosin fithrt dazu, daf§ eine Mischung dieser beiden Aminoséduren im
Verhéltnis Trp:Tyr = 1:25 bei Ein-Photonen-Anregung (A = 285 nm) durch die Tyrosin-
Emission dominiert wird, bei Zwei-Photonen-Anregung bei der doppelten Wellenlédnge
aber die Tryptophan-Emission tiberwiegt [143]. Daher kénnen Proteine mit TPE auch
mit Wellenléngen kiirzer als 295 nm angeregt werden, ohne dafl dabei Tyrosinfluoreszenz
zu erwarten ist, was bei OPA nicht der Fall ist.

15 16
TYROSINAMIDE
® CONH,
NH, TPE OPA
1.0 1.0 ®
Scoo NH;

Q6+

z
b

OH

0.0 00

T T : T T
440 50O 560 620 440 500 660 620
wavelength (nm) wavelength (nm)

Abbildung 2.28: Ein- und Zwei-Photonen-Absorption von Tryptophan und Tyrosin(amid).
Innen: Spektren der Ein-Photonen-Absorption (OPA) und Zwei-Photonen-Anregung (TPE)
[67]. Die OPA-Spektren sind zum besseren Vergleich bei der doppelten Wellenlénge eingezeich-
net. Auffen: Struktur der Molekiile.
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Im Rahmen dieser Dissertation wurde ein Aufbau fiir die Zwei-Photonen-Fluoreszenz-
Mikroskopie erstellt, der in diesem Kapitel beschrieben werden soll. Das gesamte System
wurde dabei so flexibel gestaltet. dafl neben der Zwei-Photonen-Anregung auch Ein-
Photonen-Anregung im sichtbaren und nahen infraroten Spektralbereich durchgefiihrt
werden kann. Die Fluoreszenz kann sowohl zeitlich als auch spektral aufgelost analysiert
werden.

Im ersten Abschnitt wird das kommerzielle Lasersystem beschrieben, das bei allen
Experimenten zum Einsatz kam und in einem grofien Spektralbereich Pulse von etwa
150 fs Lénge liefern kann. Die néchsten drei Abschnitte befassen sich mit den optischen
Komponenten des Mikroskops, der Erweiterung auf spezielle Erfordernisse der Spek-
troskopie von Hamocyanin sowie der Experimentsteuerung. In Abschnitt [3.5 werden
einige Vorversuche dargestellt, die den experimentellen Aufbau charakterisieren und sei-
ne Funktionsfahigkeit testen. Im letzten Abschnitt dieses Kapitels werden schliellich die
Proben und die Probenpréparation beschrieben.

3.1 Lasersystem

Fiir die Zwei-Photonen-Anregung von Tryptophanen wird eine hohe Lichtintensitét bei
einer Wellenldnge zwischen 550 und 600 nm bendtigt. Durch die quadratische Intensitéts-
abhéngigkeit der Zwei-Photonen-Anregung ist es sinnvoll, den zur Verfiigung stehenden
Photonenstrom auf kurze Zeitintervalle zu biindeln, wie es schon im letzten Kapitel dar-
gestellt wurde. Kurze Laserpulse einer Dauer von etwa 100-200 fs lassen sich heute mit
kommerziell erhéltlichen Lasersystemen erzeugen. Der geforderte Wellenldngenbereich
erhoht den Aufwand etwas, 148t sich aber immer noch mit kéduflichen Systemen errei-
chen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Lasersystem verwendet, das aus einem Pum-
plaser, einem Titan-Saphir-Laser sowie einem damit gepumpten optisch-parametrischen
Oszillator mit Frequenzverdopplung innerhalb des Resonators bestand. Mit diesem Sy-
stem lassen sich Pulse mit den oben genannten Eigenschaften mit einer Repetitionsrate
von 76 MHz und einer Leistung von etwa 200 mW erzeugen. Das gesamte Lasersystem
befindet sich auf einem schwingungsgeddmpften optischen Tisch, zusammen mit dem
weiter unten beschriebenen experimentellen Aufbau, und wird durch eine Flow-Box von
laminarer, staubfreier und temperierter Luft umspiilt.
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3.1.1 Pumplaser

Als Pumplaser wurde fiir die meiste Zeit dieser Arbeit ein Argon-lonen-Laser (Innova
Sabre TSM 15, Coherent Radiation) verwendet. Er war mit einem System zur Nach-
regelung der Spiegelstellung (power track) ausgestattet. Trotzdem fiihrte der nicht un-
erhebliche Wirmeeintrag des Lasers — bei einem Wirkungsgrad von etwa 0.05 % — zu
langen Aufwérmzeiten des gesamten Lasersystems. Als Anregungslaser wurde er multi
line, also ohne linienselektives Element, bei einer Ausgangsleistung um 11 W im light
mode betrieben. Dieser Modus regelt den Strom durch die Gasentladung nach, so dafl
die Ausgangsleistung konstant bleibt.

Die Vorteile des Argon-lonen-Lasers — die Moglichkeit, Linien im Ultravioletten erzeu-
gen zu konnen — iiberwogen den Nachteil der langen Aufwérmzeit nicht, so dafl er gegen
Ende der Arbeit gegen einen diodengepumpten, frequenzverdoppelten Nd:YAG-Laser
(mit Neodym dotiertes Yttrium-Aluminium-Granat, Verdi V10, Coherent Radiation)
ausgetauscht wurde. Bei diesem Lasersystem erzeugen zwei Diodenbénke jeweils etwa 20
W Laserlicht bei 808 nm, mit dem ein Nd:YAG-Kristall gepumpt wird. Im Laserresona-
tor befindet sich weiterhin ein temperaturstabilisierter Lithium-Triborat-Kristall (LBO,
LiB305), der sehr effizient die 1064 nm Strahlung des Nd:YAG frequenzverdoppelt. Die
Ausgangsleistung betridgt maximal 10.5 W bei 532 nm. Da die Anschluflleistung des Sy-
stems nur etwa 1/40 des Argon-lonen-Lasers betrégt, ist die Aufwirmzeit des Gesamt-
systems deutlich reduziert. Bereits nach 5 Minuten erreicht der optisch-parametrische
Oszillator 60 % seiner Endleistung.

3.1.2 Titan-Saphir-Laser

Aus dem kontinuierlichen Licht des Anregungslasers erzeugt ein Titan-Saphir-Laser
(Mira 900-D, Coherent Radiation) etwa 120 fs kurze Laserpulse im nahen Infraroten
(700-1000 nm). Das verwendete Modell ist auch in der Lage, etwa 1-2 ps lange Pulse
im gleichen Wellenldngenbereich zu erzeugen. Da diese Option fiir die Zwei-Photonen-
Experimente keine Verwendung fand, wird sie hier nicht weiter vorgestellt. Abbildung/3.1
zeigt den Aufbau des Laserresonators. Im folgenden fett gedruckte Bezeichnungen bezie-
hen sich auf diese Abbildung. Der Strahl des Anregungslasers wird durch die Linse L auf
den Titan-Saphir-Kristall C fokussiert, der sich in einer temperaturstabilisierten Halte-
rung befindet. Mit Hilfe eines doppelbrechenden Lyot-Filters (birefringent filter, BRF)
wird aus dem Verstarkungsbereich ein Wellenlédngenintervall ausgewahlt. In diesem Filter
dreht ein doppelbrechender Kristall die Polarisationsrichtung des Lichtes [99]. Die Orien-
tierung des Kristalls bestimmt, fiir welche Wellenlédnge diese Drehung verschwindet und
somit das Licht nicht aus der fiir den Resonator optimalen horizontalen Polarisations-
richtung gedreht wird. Um die Justage des Resonators zu vereinfachen, kann ein relativ
komplexer Teil durch einen einfacheren (aux. cavity) ersetzt werden. Beim modenge-
koppelten Betrieb des Lasers mufl aber der vollstdndige Resonator verwendet werden.
Alle weiteren Elemente im Resonator werden fiir die Erzeugung kurzer Pulse benétigt.
Die Modenkopplung wird passiv durch eine Kerr-Linse (siehe Abschnitt 2.4.2) erzielt.
Als Medium dient dabei der Titan-Saphir-Kristall selbst. Sein Brechungsindex variiert
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Abbildung 3.1: Titan-Saphir-Laser: Er wird durch den Pumplaser im Wellenldngenbereich
488-532 nm angeregt und liefert im nahen Infraroten (700-1000 nm) Pulse einer Breite von
etwa 120 fs mit einer Wiederholfrequenz von 76 MHz. Zur Beschreibung der Bauteile sei auf
den Text verwiesen.

intensitatsabhéngig und fokussiert den Strahl bei optimaler Leistung auf den Spalt (slit).
Die Breite des Spalts bestimmt den Verlust fiir den nicht-pulsenden Anteil der Energie
im Oszillator, darum wird sie solange verringert, bis der Laser zu pulsen beginnt. Um
dies zu iiberwachen, wird nach dem Auskoppelspiegel des Resonators ein geringer Teil
der Leistung abgetrennt und auf mehrere Dioden D geleitet. Diese messen die Aus-
gangsleistung, liefern einen elektrischen Trigger-Puls synchron mit dem Laser-Puls und
bestimmen den Dauerstrich-Anteil (continuous wave, cw) des Lasers, indem ein Etalon
kontinuierlich moduliert wird [144]. Ist die spektrale Breite des Lasers geringer als der
freie Spektralbereich des Etalons, wie es im cw-Modus der Fall ist, so moduliert das Eta-
lon die transmittierte Intensitat. Wenn die spektrale Breite des Lasers allerdings grofier
ist, so hat eine Modulation des Etalons keinen Einfluf} auf die transmittierte Intensitét.
Mit diesem Verfahren kann eine dritte Diode bestimmen, ob ein Rest an kontinuierlicher
Laserleistung vorhanden ist. Um die bei passiver Modenkopplung notwendigen zufélli-
gen Leistungsspitzen zu provozieren, befindet sich im Resonator ein sogenannter starter.
Ein kleines Glasplattchen wird schnell verkippt, so daf sich die effektive Resonatorlange
dndert und dies Intensitétsfluktuationen bewirkt [132]. Die Kontrollelektronik des Lasers
zeigt einerseits die Werte der Dioden an, andererseits kann mit ihr auch die modengekop-
pelte Betriebsart ausgewéhlt werden. In dieser wird der cw-Anteil der Ausgangsleistung
iiberwacht und der starter betétigt, sobald solche festgestellt werden.

Die Dispersion der Gruppengeschwindigkeit (GVD) wird durch eine Prismenstrecke
bestehend aus zwei Brewster-Prismen (BP1 und BP2) vor dem hochreflektierenden
Endspiegel kontrolliert. Dabei steht das erste Prisma BP1 fest und durch Translation
des zweiten, senkrecht zu seiner Basis wird die Lange des Strahlweges durch das Glas
und damit der Anteil der positiven GVD zusétzlich zur negativen GVD des Wegléngen-
unterschieds kontrolliert. Durch die Wahl der Position von Prisma BP2 148t sich die
Pulsbreite einstellen. Fiir genau eine Position erfiillen die Pulse dann das Fourier-Limit.
Bei optimaler Justage ist dies die einzige Einstellung des Resonators, die von der Zentral-
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wellenlédnge abhéngt. Der hochreflektierende Endspiegel wird immer senkrecht getroffen.

3.1.3 Optisch-parametrischer Oszillator

Der optisch-parametrische Oszillator (OPO) hat die Aufgabe, aus dem Licht des Titan-
Saphir-Lasers im nahen Infraroten iiber den Zwischenschritt des infraroten Lichts sicht-
bare Pulse bei &hnlicher Pulsbreite zu erzeugen. Der verwendete Oszillator (APE Ange-
wandte Physik und Elektronik, Berlin) ist verglichen mit dem Titan-Saphir-Laser relativ
einfach aufgebaut (siehe Abb. 3.2). Der Anregungsstrahl wird durch die Linse L1 und
einen transmittierenden Resonatorspiegel auf den eigentliche OPO-Kristall fokussiert.
Dabei handelt es sich um einen Kalium-Titanyl-Arsenat-Kristall (KTA, KTiOAsOy,),
der nicht-kritisch phasenangepafit ist (0 = 90°, siche Kap. 2.4.2)). Die infraroten Photo-
nen des Signal- und Idler-Strahls entstehen in Strahlrichtung und definieren damit den
Umlaufsinn des Ringoszillators, der allerdings nur den Signal-Strahl reflektiert. Der Os-
zillator hat nur einen weiteren Fokus, in dem sich der Kristall zur Frequenzverdopplung
(SHG) befindet. Dies ist ein Lithium-Triborat-Kristall (LBO, LiB3053), bei dem die Pha-
senanpassung durch Variation der Kristalltemperatur zwischen 10 und 200 °C erreicht
wird. Der nun sichtbare Laserstrahl verlafit den Resonator durch den Auskoppelspiegel
(OC) und wird durch Linse L2 kollimiert.

Damit der OPO synchron gepumpt werden kann, muf} sein Ring-Resonator die gleiche
Lénge wie der des ihn pumpenden Titan-Saphir-Lasers besitzen, also etwa 4 Meter. Dies
bedingt die grole Anzahl Spiegel, von denen einer (M) sowohl per Mikrometerschraube
von Hand als auch per Piezo iiber die Elektronik verschoben werden kann. Die Léangen
der beiden Resonatoren miissen deutlich besser als eine Pulslinge (etwa 30 ym) iiberein-
stimmen. Eine Regelelektronik optimiert darum stédndig die Position dieses Spiegels, um
temperaturbedingte Anderungen der Linge des Titan-Saphir-Lasers oder des OPO zu
kompensieren. Als Regelgrofien stehen verschiedene Signale zu Verfiigung: zusétzlich zum

Abbildung 3.2: Der optisch-parametrische Oszillator (OPO). Durch den nichtlinearen Prozefl
der parametrischen Verstédrkung erzeugt dieser Laser aus Licht der Wellenldnge um 800 nm
zuerst Licht im Infraroten, dessen Frequenz dann verdoppelt wird, so daf3 schliefSlich Pulse im
Sichtbaren erzeugt werden. Auch hier sind die einzelnen Bauteile im Text beschrieben.
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eigentlichen OPO-Prozef§ laufen im KTA-Kristall weitere nichtlineare Mischprozesse ab.
Eines dieser Mischprodukte im blauen Spektralbereich wird durch Diode D1 aufgezeich-
net. Dies ist die einfachste Regelgréfie. Weiterhin ist sowohl ein kleines Spektrometer als
auch ein Autokorrelator an die Regelelektronik angeschlossen, so dafy auf konstante spek-
trale oder zeitliche Breite geregelt werden kann. Schliefllich mifit Diode D2 direkt die
Intensitdt des erzeugten sichtbaren Lichts. Wenn auf konstante Ausgangsleistung gere-
gelt werden soll, so muf3 zusétzlich einer der spektralen Parameter herangezogen werden,
um die Richtung der Abweichung festzustellen. Bei den in den folgenden Kapiteln vor-
gestellten Experimenten wurde in den allermeisten Féllen auf konstante spektrale Breite
geregelt, da so das stabilste Verhalten des Lasers erzielt werden konnte.

Um eine gleichbleibende Charakteristik des Laserlichts zu gewéhrleisten und eventuelle
Abweichungen zu erkennen, wurde ein Teil der Laserleistung (bis zu 60 %) ausgekoppelt
und wie oben erwihnt auf ein Spektrometer und einen Autokorrelator geleitet. Das
Spektrometer besitzt ein rotierendes Gitter, das das Licht auf eine Photodiode ablenkt
und so kontinuierlich ein Wellenlédngenspektrum des Pulses mit einer Auflésung von etwa
0.2 nm zu Verfiigung stellt. Der Autokorrrelator wurde in der sog. untergrundfreien
Konfiguration betrieben und lieferte ebenfalls kontinuierlich eine Autokorrelation des
Pulses. Beide Geriite sind an die Regelelektronik des OPO angeschlossen und {iber diese
vom Computer auslesbar (siche Abschnitt 3.4).

3.2 Mikroskop

Zur Detektion einzelner Molekiile wird ein hochauflésendes optisches Mikroskop bendtigt,
da hohe optische Auflésung bei vergleichbarer Abbildungsqualitéit gleichbedeutend mit
hoher Einsammeleffizienz ist, auf die es letztendlich ankommt. Auflerdem soll so wenig
Untergrundfluoreszenz wie moglich entstehen, was durch einen kleinen Anregungsfokus
erzielt werden kann. Bei der Zwei-Photonen-Anregung kommt hinzu, daf§ die benétigte
Anregungsintensitit um mehrere Gréfenordnungen hoher als bei der konventionellen
Ein-Photonen-Anregung ist, die Fluoreszenzintensitét aber bestenfalls gleich bleibt. Die
Unterdriickung des Anregungslichts muf} also deutlich besser sein. Im Rahmen dieser Ar-
beit wurde ein Mikroskop entwickelt und aufgebaut, das diesen Anforderungen geniigt.
Bei Raumtemperatur konnen Proben sowohl in Fliissigkeit bzw. unter einer Fliissigkeits-
schicht, als auch direkt auf einem Deckglas oder in einem Polymerfilm untersucht werden.
Der Strahlengang ist so gehalten, dafl sowohl Ein- als auch Zwei-Photonen-Messungen
durchgefiihrt werden kénnen. Abbildung 3.3 zeigt eine Skizze des gesamten Versuchsauf-
baus. Vom Filter F1 im Anregungsstrahlengang an befindet sich der ganze Aufbau in
drei optisch voneinander abgeschirmten Késten, um den EinfluB von Raumlicht gering
zu halten. Im folgenden sollen nun die einzelnen Komponenten des Mikroskops bespro-
chen werden. Das in Abbildung ebenfalls dargestellte Lasersystem wurde bereits im
vorangehenden Abschnitt erlautert.
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3.2 Mikroskop

3.2.1 Anregungsstrahlengang

Das Laserlicht der Wellenldnge 550-600 nm wird vom optisch-parametrischen Oszillator
zum eigentlichen Experiment geleitet. Um die Pulsbreite durch die Gruppengeschwindig-
keitsdispersion in einer Glasfaser nicht zu vergréfiern, mufl der Strahl iiber Spiegel gefiihrt
werden, wodurch etwaige Variationen in der Strahlrichtung groferen Einflufl haben. Dies
wird durch die permanente Kontrolle der Anregungsrate iiberwacht (s.u.). Der Strahl
wird mit einem variablen Graufilter abgeschwicht (variabler Abschwécher). Dieser
Filter besteht aus zwei gegeneinander verschiebbaren Graukeilen, so daf§ die Transmis-
sion iiber das Strahlprofil homogen ist (M-925B, Newport). AnschlieBend werden durch
einen Schott-Langpa$-Glasfilter (OG 530, F1) nichtlineare Mischprodukte des OPO im
spateren Detektionswellenldngenbereich abgetrennt. Mischprodukte mit groflerer Wel-
lenlédnge werden im Detektionsfilter absorbiert und sind von so geringer Intensitét, dafl
sie auf die Probe keinen Einflul haben.

Kontrolle der Anregungsrate

Bei der Zwei-Photonen-Anregung hiangt die Anregungsrate nicht nur vom Quadrat der
mittleren Intensitét ab, sondern auch von der Form des Pulses (siehe Abschnitt [2.4.4).
In vielen der im folgenden vorgestellten Experimenten soll die Fluoreszenzintensitit von
Molekiilen unter unterschiedlichen Bedingungen verglichen werden. Daher ist es wichtig,
bei allen Experimenten gleiche Anregungsraten einzustellen oder wenigstens den Einfluf3
einer veranderten Anregungsrate im nachhinein auszugleichen. Das hierzu verwendete
Verfahren soll nun vorgestellt werden.

Eine Kombination von drei Photodioden ermdglicht es in einem gewissen Mafle, den
Einflufl von Variationen in der Pulsform oder Laserleistung nachtréglich aus der Fluo-
reszenzzihlrate herauszurechnen. Eine Siliziumcarbid-Photodiode (D1, JEC 1S, Laser
Components, bezogen iiber NT&C, siche Abschnitt 3.5.1) absorbiert nur Photonen im
Wellenlédngenbereich 210-380 nm, allerdings kann in ihr auch Zwei-Photonen-Absorption
stattfinden [145]. In diesem Fall ist die Abhéngigkeit des Diodenstromes und der Fluores-
zenzzahlrate von Form und Intensitat der Laserpulse identisch. Somit kann die Zahlrate
um diese Variationen korrigiert werden. Allerdings ist die Siliziumcarbid-Photodiode
(SiC) relativ unempfindlich und benétigt deshalb eine hohere Leistung, als kurz vor
dem Mikroskopobjektiv vorhanden wire. Die SiC-Diode wurde darum relativ nahe am
Laser plaziert. Mit Hilfe zweier linearer Photodioden (D2 und D3), eine in der Ndhe der
SiC-Diode, die andere kurz vor dem Mikroskopobjektiv, wird dann nur noch die Strahl-
stabilitéat iiberwacht. Insbesondere bei Verwendung einer Lochblende im Strahlaufweiter
ist dies kritisch. Die zweite lineare Diode D3 liefert ein Signal, das proportional der An-
regungsleistung am Ort der Probe ist. Dazu wird mit einer Iris vor der Diode der aufge-
weitete Anregungsstrahl (s.u.) auf den Durchmesser der Eingangsapertur des Objektivs
beschnitten. Die Diode detektiert damit den gleichen Ausschnitt des Strahlprofils, der
auch auf die Probe fillt. Mit Hilfe eines Leistungsmefgerits (13PEM001, Melles Griot),
wurde die Diode D3 auf die Leistung vor dem Objektiv kalibriert. In dieser Arbeit sind
diese Werte dann immer mit der Transmission des Objektivs (56 % [146]) auf die Lei-
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Abbildung 3.4: Einflu} des Normierungssignals auf den zeitlichen Verlauf der Zahlrate. Hier
ist als Beispiel die Fluoreszenz-Zeitspur einer Tryptophanlésung dargestellt, wobei der Uber-
sichtlichkeit wegen nicht auf den Mittelwert, sondern auf den Anfangswert normiert wurde.
Alle Variationen der Z#hlrate sind Artefakte des experimentellen Aufbaus. Sie lassen sich zum
groflen Teil durch das Kontrollsignal beseitigen.

stung bzw. Intensitéit im Zentrum des Fokus umgerechnet. Wegen des gepulsten Betriebs
des Lasers muf} die zeitlich gemittelte Leistung bzw. Intensitdt von der Peak-Intensitét
unterschieden werden. Falls nicht abweichend angegeben, sind in dieser Arbeit immer
die zeitlich gemittelten Werte gemeint.

Aus den Signalen der quadratisch-intensitédtsabhéngigen SiC-Diode D1 und der beiden
linearen Dioden D2 und D3 148t sich dann ein Normierungssignal N berechnen:

N = D1 (%)2 . (3.1)

Die korrigierte Zéahlrate Z.,,, lautet dann
N

rig N )

wobei der Uberstrich den zeitlichen Mittelwert bedeutet. Durch dieses Verfahren ist der

Mittelwert der Normierung 1 und deren Einflufl auf die absoluten Zéihlrate minimal.

Abbildung 3.4 zeigt den Einflul des Normierungssignals auf den zeitlichen Verlauf der
Zahlrate.

Leorr = Lo (3.2)

Strahlaufweitung

Die optimale Auflésung erzielt ein optisches Mikroskop, wenn die einfallende Wellen-
front einer ebenen Welle entspricht [103]. Dies 148t sich durch starkes Aufweiten des
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gauBiformigen Strahlprofils des Lasers erzielen. Der Nachteil dieses Verfahren ist, dafl
nur noch ein sehr geringer Anteil der Leistung wirklich durch die Apertur des Objektivs
fallt. Je nach Experiment muf} also ein anderer Kompromify zwischen Fokusdurchmes-
ser und Laserleistung gefunden werden. Bei der Vorstellung der Experimente ist darum
immer der durch Abrastern eines nahezu punktférmigen Objektes (markierte Latex-
kugel, einzelnes Molekiil) ermittelte Fokusdurchmesser angegeben. Der hier aufgebaute
Strahlaufweiter ist so variabel gestaltet, dafl Aufweitungsverhéltnisse von 1:5, 3:5 und
5:3 moglich sind. Im letzteren Fall wird der Strahldurchmesser leicht verkleinert, um die
maximale Laserleistung am Ort der Probe zu ermoglichen. Als Linsen wurden entweder
prizise Achromate der Brennweite f = 30, 50 oder 80 mm oder ein Mikroskopobjek-
tiv der Brennweite f = 16 mm eingesetzt. In diesem Fall kann auch eine Lochblende
im Fokus des Strahlaufweiters positioniert werden, die als Raumfilter dient und so eine
optimale Wellenfront am Objektiv garantiert. Aus diesem Grund ist auch die Zahl der
optischen Elemente nach dem Raumfilter so gering wie moglich gehalten worden, damit
diese nicht die Wellenfront wieder veréndern.

Farbteiler

Die Farbteiler sind iiberwiegend so aufgebaut, dafl ihr Reflexionsbereich kurzwellig vom
Transmissionsbereich liegt. Bei der Zwei-Photonen-Anregung ist aber im Unterschied
zur Ein-Photonen-Anregung die Anregungswellenlénge langwelliger als die Fluoreszenz.
Um also zwischen Ein- und Zwei-Photonen-Anregung wechseln zu kénnen, ohne auf spe-
zielle Farbteiler ausweichen zu miissen, mufl der Strahlweg variabel sein. Hinzu kommt,
dafl sowohl Anregungs- als auch Detektionsstrahlengang die gleiche Strahlhéhe iiber dem
optischen Tisch erhalten sollen — was den Austausch von einzelnen Komponenten ver-
einfacht. Schliellich soll das Mikroskopobjektiv senkrecht eingebaut sein, um fliissige
Proben einfacher verwenden zu kénnen. Diese Anforderungen erfiillt vollstdndig ein Sy-
stem aus drei Umlenkspiegeln, das den Anregungsstrahl kurz vor dem Farbteiler in der
Héhe versetzt (in Abbildung 3.3 der Ubersichtlichkeit halber nicht eingezeichnet).

Fiir die Zwei-Photonen-Anregung wurde schlieflich ein speziell angefertigter Farbteiler
eingesetzt (510 DCXRU, AHF Analysentechnik, Tiibingen). Sein Reflexionsband liegt
zwischen 330 und 450 nm, und er transmittiert im Bereich 550-600 nm.

3.2.2 Objektiv und Probenhalterung

Die zentrale Komponente des Mikroskops ist das Objektiv. Es mufl das Fluoreszenz-
licht im nahen Ultravioletten (300-400 nm) mit grofer Effizienz einsammeln. Gleichzeitig
muB} es chromatisch so gut korrigiert sein, daf§ der Anregungsfokus bei 590 nm mit dem
Detektionsfokus im UV iibereinstimmt. Nur ein Objektiv erfiillt diese Anforderungen:
das Ultrafluar 100x, NA=1.2 von Zeiss. Es besitzt eine relativ gleichméflige Transmission
im Bereich 250-900 nm, da seine Linsen nicht entspiegelt sind. Aus dem gleichen Grund
betriagt die Transmission aber nur etwa 56 % [146]. Das Objektiv ist fiir den Betrieb
mit Glycerin-Immersion und Quarz-Deckglésern ausgelegt. Die Korrektur von chromati-
schen und sphérischen Linsenfehlern ist besser, als es die Experimente benotigen, da das
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Abbildung 3.5: Die Probenkammer im Mikroskop. Der Aufsatz sowie das Paddel, die Kapil-
lare und die Elektrode werden fiir die Sauerstoffbindungskurven benétigt und sind in Abschnitt
3.3 beschrieben.

Gesichtsfeld auf der Probe etwa 180 pm Durchmesser umfafit, aber in den Experimenten
nur auf der optischen Achse gearbeitet wird.

Das Objektiv befindet sich in einer Halterung, mit der es einerseits um zwei Ach-
sen gekippt und andererseits in alle drei Raumrichtungen verschoben werden kann. Die
Translation in Strahlrichtung wird zum Fokussieren bendétigt (s.u.), die vier anderen
Freiheitsgrade sind notwendig, um das Objektiv optimal zum Anregungsstrahl zu po-
sitionieren. Es muf} sich sowohl zentrisch als auch senkrecht zum vorgegebenen Strahl
befinden, um eine optimale Qualitit des Fokus zu erzielen. Dies 148t sich anhand des
Riickreflexes der Objektivlinsen auf der Justage-Videokamera (Kamera in Abb. 3.3,
YCO05, IPPI) iiberpriifen, solange keine Probe eingelegt ist. Der an den nicht entspiegel-
ten Linsen reflektierte Anregungsstrahl wird wieder vom Farbteiler transmittiert und ein
Teil dieses zuriicklaufenden Strahls wird von einer Glasplatte auf die Kamera geleitet.
Dazu reicht die normale Reflektivitéit einer Glas-Luft-Grenzfliche aus. Die Dicke der
Glasplatte ist so gewahlt, dafl die Reflexe von Vorder- und Riickseite gut getrennt sind.

Die Probe befindet sich in einer Probenkammer aus Edelstahl, die nach unten durch
das Quarz-Deckglas abgeschlossen wird (Abb. 3.5). Auch nach oben kann die Kammer
durch ein zweites Deckglas verschlossen werden. Ein O-Ring dichtet beide Verbindun-
gen gegen Fliissigkeitsaustritt und zu einem gewissen Grad auch gegen Gasaustritt ab.
Die Probenkammer liegt auf zwei Peltier-Elementen (PKE 36A0020, Peltron, Fiirth)
auf einem piezoelektrischen xyz-Verschiebetisch auf. Die Peltier-Elemente ermdoglichen
es zusammen mit einem temperaturempfindlichen Widerstand, der an die Probenkam-
mer geschraubt werden kann, die Temperatur in der Probe zu regeln. Es hat sich al-
lerdings herausgestellt, dafl die Konstanz der Raumtemperatur durch die Klimaanlage
gut genug war, so dal der Aufwand der gesonderten Temperaturregelung die dadurch
erreichte bessere Temperaturstabilitédt nicht gerechtfertigt hat. Darum wurde die Peltier-
Temperaturregelung in den Experimenten nicht verwendet.
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Der piezoelektrische xyz-Verschiebetisch (PI-517.3CL, Physik Instrumente) hat
einen Verstellbereich von 100 x 100 x 20 um?. Er besitzt einen geschlossenen Regelkreis
(closed loop), der die Position in allen drei Raumrichtungen mit Hilfe von kapazitiven
Positionssensoren iiberwacht und nachregelt. Dadurch liegt seine Anfahrgenauigkeit bei
etwa 0.5 nm, die im Experiment durch das Rauschen der analogen Sollgréfien bestimmt
ist. Die beiden horizontalen Achsen x und y werden zum Verfahren der Probe beim
Aufnehmen von Bildern verwendet und vom Computer aus angesteuert (siche Abschnitt
3.4). Es besteht bei allen drei Achsen zusétzlich zu den analogen Eingéngen der Sollposi-
tion noch die Moglichkeit, manuell einen Offset vorzugeben. Um die Probe manuell iiber
eine grofle Distanz verschieben zu konnen, ist der piezoelektrische Verschiebetisch auf
einen rein mechanischen Kreuztisch (MT 25x25, Mérzhduser) montiert. Der maximale
Translationsweg mit diesem Kreuztisch ist durch die Gréfle des Fensters im Probenhalter
limitiert.

Zur Fokussierung der Probe kann das Mikroskopobjektiv mit einer Mikrometerschrau-
be in Strahlrichtung um mehrere Millimeter verschoben werden. Die Feineinstellung
erfolgt iiber die vertikale z-Achse des piezoelektrischen Verschiebetisches. Diese Tren-
nung erlaubt es, den Fokus nachzuregeln, ohne das lichtdichte Gehéuse des Mikroskops
zu Offnen und ohne die empfindliche Mechanik der Objektiv- und Probenhalterung zu
berithren. Zur Kontrolle des Fokus’™ dient der Riickreflex des Anregungslichts von der
Deckglas-Puffer (bzw. -Luft) -Grenzfliche. Wie schon bei der Justage des Objektivs be-
schrieben, wird er auf die Justage-Kamera (Kamera) geleitet und kann so sténdig auf
einem Videomonitor kontrolliert werden, ohne die laufende Messung zu unterbrechen.

3.2.3 Detektionsstrahlengang

Das Fluoreszenzlicht im Wellenldngenbereich 300-450 nm wird vom Mikroskopobjektiv
eingesammelt (Abb. 3.3) und als kollimierter Strahl abgegeben (sog. unendlich Optik).
Der Farbteiler reflektiert das Licht in Richtung der Detektoren. Eine Filterkombination
F2 absorbiert das Anregungslicht und transmittiert nur ein definiertes Wellenlédngenin-
tervall. Die Filterkombination besteht aus einem Schott-Glasfilter (BG3, 2 mm dick)
und einem Interferenzfilter. Der Glasfilter ist so in eine Trennwand eingebaut, dafl kein
Licht in den Bereich der Detektoren eintritt, das nicht den Filter durchlaufen hat. Dies
reduziert die Untergrundzahlrate des Detektors erheblich. Als Interferenzfilter kamen
zwei verschiedene Modelle zum Einsatz, die sich in der Lage ihres Transmissionsberei-
ches unterscheiden (langwellig D390/120, kurzwellig D337/75, beide AHF Analysentech-
nik, Tiibingen). Im folgenden werden diese beiden Kombinationen jeweils nur noch als
die langwellige oder die kurzwellige Filterkombination bezeichnet. Abbildung 3.6 zeigt
die Filtercharakteristik fiir beide Kombinationen zusammen mit Emissionsspektren von
Hémocyanin (oxygeniert und deoxygeniert) sowie von Tryptophan in Puffer. Man er-
kennt, dafl die langwellige Kombination besser auf Tryptophan in Puffer angepaft ist,
die kurzwellige aber die Lage des Maximums der Hidmocyaninfluoreszenz besser bestim-
men kann.

Nach den Filtern wird das Fluoreszenzlicht entweder auf den Photomultiplier oder auf
den Eingangsspalt des Spektrometers umgeleitet, indem ein Spiegel in den Strahlengang
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Abbildung 3.6: Charakteristik der beiden Filterkombinationen im Detektionsstrahlengang.
Zum Vergleich sind die Emissionsspektren von oxygeniertem und deoxygeniertem Hémocyanin
sowie von Tryptophan in Puffer eingetragen (von kurzen zu langen Wellenléngen).

geklappt wird. Beide Umlenkspiegel im Detektionsstrahlengang sind Aluminium-Spiegel
(RAL UV, Linos), da sie in diesem Wellenléngenbereich besser und spektral homogener
reflektieren als die ansonsten wegen ihrer hoheren Reflektivitit verwendeten Silberspie-
gel.

Photomultiplier

Als spektral integrierender Detektor wurde ein Photomultiplier (PMT) mit Bialkali-
Kathode (R4420P, Hamamatsu) eingesetzt. Eine Quarz-Linse fokussiert das Fluores-
zenzlicht auf seine Kathode. Bei 300 nm hat er eine maximale Quanteneffizienz von
etwa 20 %. Die spektrale Abhingigkeit der Quanteneffizienz ist iiber das durch die
Filter vorgegebene Intervall zu vernachléssigen. Diese Quanteneffizienz ist verglichen
mit den in Einzelmolekiilexperimenten gewohnlich verwendeten Avalanche-Photodioden
deutlich geringer, die im Optimum bei A = 630 nm auf eine Quanteneffizienz von 70 %
kommen. Im Ultravioletten liegt sie dann allerdings unter 2 %, so daf} diese Detektoren
hier nicht verwendet werden konnten. Der benutzte Photomultiplier ist speziell zum Pho-
tonenzahlen auf eine geringe Dunkelzéhlrate selektiert worden. Bei Raumtemperatur be-
sitzt er eine Dunkelzéhlrate von 10 counts/sec, in seinem auf -20 °C gekiihltem Geh#use
(PC177CE, Products for Research) sind es nur noch 1 count/sec. Die Betriebsspannung
wurde auf ein optimales Signal-zu-Untergrund-Verhéltnis eingestellt und betrug 800 V.
Die Ausgangspulse wurden mit einem kombinierten Verstirker und Diskriminator (PM-
PD, ALV, Langen) in TTL-Pulse (Transistor-Transistor-Logik, 5V = ein) umgewandelt.
Dieser Diskriminator zeichnet sich durch eine gute Stabilitéit der Diskriminator-Schwelle
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und eine geringe Variation der Transitzeit aus, wie es fiir Fluoreszenz-Korrelations-
Messungen erforderlich ist. Aulerdem liefert er TTL-Pulse, die sich gut auf verschiedene
Geriéte verteilen lassen, so dafl nur an einer Stelle die Pulse diskriminiert werden miissen.
Sobald dieser Diskriminator einen Puls als ,,echt” definiert hat, wird er auch von allen
zur Auswertung angeschlossenen Geriéiten als solcher behandelt.

Spektrograph

Als spektral auflésende Detektionseinheit diente eine Kombination aus Spektrograph
und CCD-Kamera. Eine Quarz-Linse (f = 30 mm) fokussiert das Fluoreszenzlicht auf
den Eingangsspalt des Spektrographen (SpectraPro 500i, Acton Research) der Brenn-
weite f = 500 mm, der mit einem fiir ultraviolettes Licht optimiertem Gitter (blazing
wavelength A = 300 nm) mit 300 Linien/mm ausgestattet ist. Hier zeigte sich deutlich
die Wellenldngenabhingigkeit der Linsenbrennweite in diesem Spektralbereich. Nur ein
Teil des Spektrums konnte optimal auf den Eingangsspalt fokussiert werden. Da der
Spektrograph ein sogenannter imaging-Spektrograph ist, bildet er den Eingangsspalt
in vertikaler Richtung auf die Kamera ab, mit der so die Qualitdt des Fokus beurteilt
werden kann. Als Kamera diente eine fliissig-Stickstoff-gekiihlte CCD-Kamera (Roper
Scientific vormals Princeton Instruments, LN/CCD-1100PB). Sie besa$ einerseits eine
besonders hohe Quanteneffizienz, da der eigentliche Detektor-Chip durch das Substrat
belichtet wird (back illuminated), und so die Kontakte auf der Oberfldche nicht einen Teil
der Flidche abschatten. Zum anderen ist eine Schicht aufgebracht, die Reflexionsverluste
im Ultravioletten reduziert. Dadurch liegt die Quanteneffizienz dieser Kamera im hier
interessierenden Spektralbereich bei etwa 60 %. Bei der Verstéirkung und Analog-Digital-
Wandlung der erzeugten Elektronen werden durchschnittlich 4.2 Elektronen in ein count
umgerechnet, so daf die effektive Quanteneffizienz bei etwa 15 % liegt. Durch die Stick-
stoffkithlung betrégt die Dunkelzdhlrate 0.1 counts/ (pixel h) und das Ausleserauschen
1-2 counts.

Der Detektor hat eine GréBe von 26.4 x 7.9 mm? und ist in 1100 x 330 Pixel unterteilt.
Die Ausdehnung des Spektrums auf der Detektorfliche umfaite vertikal etwa 20 Pixel
und horizontal, je nach Filter, etwa 800 Pixel. Um alle detektierten Photonen im Spek-
trum zu beriicksichtigen, wurde vertikal ein Streifen von 20 Pixeln Hohe schon vor dem
Auslesen zusammengefafit (hardware binning). Pixel aulerhalb dieses Streifens werden
nicht beriicksichtigt, tragen also nicht zum Rauschen bei. In horizontaler Richtung, also
auf der Wellenldngenskala, werden nicht 800 Datenpunkte benétigt, um das Spektrum
aufzulosen. Darum sind auch in diese Richtung jeweils 5 Pixel zu einem Punkt schon vor
dem Auslesen zusammengefaf3t worden.

Sowohl die CCD-Kamera als auch das Gitter des Spektrographen haben in dem hier
interessierenden Wellenlédngenbereich eine nicht zu vernachlassigende spektrale Variation
in der Empfindlichkeit bzw. Reflexion. Zusammen mit der Transmissionscharakteristik
der Filter im Detektionsstrahlengang fiihrt dies zu einer deutlichen Modifizierung der
gemessenen Spektren. Um die in diesem Aufbau gemessenen Spektren mit anderen ver-
gleichen zu konnen, mufl die spektrale Charakteristik des gesamten Detektionssystems
bestimmt werden. Die Kalibrierung erfolgte mit einer Wolframbandlampe (1000 W,
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EG&G), deren Spektrum tabelliert ist. Sie wird aus etwa einem Meter Entfernung iiber
einen Aluminiumspiegel in den Detektionsstrahlengang eingekoppelt, wofiir das Objek-
tiv entfernt wurde. An drei Stellen sorgte eine Iris dafiir, daf§ der Strahlengang bei
der Kalibrierung mit dem bei der spéteren Detektion {ibereinstimmt. Die beiden Strah-
lengénge unterscheiden sich nur in dem zusétzlichen Spiegel, dem fehlenden Objektiv
und in einer gréferen Divergenz der Wolframbandlampe. Die Transmissionscharakteri-
stik des Objektivs kann nicht mit vermessen werden, da dazu das Licht der Lampe mit
hoher numerischer Apertur fokussiert werden miifite, was eine zusétzliche unbekannte
Wellenléingenabhéngigkeit einbringt. Aus gleichem Grund kann auch die Divergenz der
Lampe nicht korrigiert werden, wodurch die Einkopplung in den Spektrographen etwas
anders ausfillt. Das Verhéltnis zwischen dem so gemessenen Kalibrierspektrum und dem
tabellierten Spektrum wird als Detektionscharakteristik des Spektrographen verwendet.

Detektionseflizienz

Die Detektionseffizienz des Mikroskops beschreibt die Wahrscheinlichkeit, mit der ein
Photon detektiert wird, das im Fokus der Objektivs emittiert wurde. Sie 1a8t sich als
Produkt der einzelnen Transmissions- und Reflexionswerte der Bauteile im Detektions-
strahlengang berechnen. Die Werte sind in Tabelle 3.1 zusammengefafit. Die Einsam-
meleffizienz des Objektivs wurde in Abschnitt 2.3.3 unter Beriicksichtigung des Bre-
chungsindexsprungs fiir eine isotrope Anordnung von Dipolen an der Grenzflache be-
rechnet. Die Transmission des verwendeten Objektivs betrédgt im Ultravioletten etwa
52 % (verglichen mit etwa 56 % im Sichtbaren) [146]. Die Reflektivitiat des Farbteilers
ist auf 90 % spezifiziert. Die Transmissionscharakteristik der langwelligen Filterkombi-
nation wurde mit dem Emissionsspektrum von oxygeniertem Hamocyanin gewichtet und
ergibt einen Mittelwert von 44 %. Fiir Tryptophan ergibt sich eine gewichtete Trans-
mission von 57 %. Die kurzwellige Kombination ist etwas schlechter. Die Reflektivitét
der Spiegel wurde dem Datenblatt des Herstellers entnommen. Fiir Reflexionsverluste
an der Linse und am doppelwandigen Isolationsfenster des PMT-Gehéauses wurden 4 %
je Grenzfliche angenommen. Die Detektionseffizienz des PMT ist vom Hersteller mit

Element Effizienz (%)
Objektiv, Einsammeleffizienz 25

Objektiv, Transmission 52
Farbteiler 90
Filterkombination 44

Spiegel 80

Linse 92

Fenster 85

PMT, Quanteneffizienz 20
Gesamtsystem 0.65

Tabelle 3.1: Die Detektionseflizienz ¢ des Mikroskops zuriickgefiihrt auf die Transmissions-
bzw. Reflexionswerte der einzelnen Bauelemente im Detektionsstrahlengang.
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20 % angegeben. Damit ergibt sich eine Gesamt-Detektionseffizienz von 0.65 %. Dieser
Wert liegt im unteren Bereich der fiir Einzelmolekiildetektion verwendeten Mikroskope,
die Detektionseffizienzen zwischen 1 und 5 % erreichen [147]. Insbesondere die gerin-
ge Transmission des Objektivs und die geringe Quanteneffizienz des Detektors machen
sich hier bemerkbar. Zur Zeit gibt es jedoch keine Alternative zu den hier verwendeten
Komponenten.

3.3 Erweiterung fiir Sauerstoffbindungskurven

Um die Sauerstoffabhéngigkeit der Tryptophanfluoreszenz in Hadmocyanin zu untersu-
chen, wurde in das Mikroskop ein Aufbau integriert, wie er in der AG Decker fiir Sau-
erstoffbindungskurven verwendet wird. Verschiedene Gase konnen iiber die Probe gelei-
tet werden, um den Sauerstoffpartialdruck in der Losung zu variieren. Ein Nadelven-
til erlaubt die genaue Dosierung der Durchfluimenge, die iiber einen Schwebekérper-
Durchflufmesser (PM2044, Tablar) abgelesen werden kann. Eine Waschflasche reichert
das Gas mit Wasserdampf an, um ein Verdunsten der Proben-Losung (und eine damit
einher gehende Verdnderung der Konzentration) moglichst zu vermeiden. Schliellich
wird das Gas zum Probenhalter geleitet und mit Hilfe einer Kapillare kurz oberhalb des
Fliissigkeitsspiegels ausstromen gelassen (siehe Abbildung (3.5 auf Seite 68). Die Probe
wird von einem sich langsam bewegenden Paddel durchmischt (ca. 1 Schlag/ Sekunde).
Dies stellt nach Erfahrung der AG Decker die fiir die Proteine schonendste Weise dar,
fiir eine gleichméfBige Sauerstoffverteilung zu sorgen. Der Probenhalter ist in diesem Fall
nach oben hin nicht durch ein zweites Deckglas abgeschlossen, sondern wird durch ein
Kunststoffrohr bis zur Halterung des Paddels verlangert, wobei die Verbindung Proben-
halter — Rohr durch einen O-Ring abgedichtet ist. Durch einen permanenten Gasstrom
wird verhindert, dal Sauerstoff aus der Umgebung eindringt.

Da es technisch sehr aufwendig ist, einen beliebigen Sauerstoffpartialdruck in einem
Gas einzustellen und zu halten, erfolgt die Messung einer Sauerstoftbindungskurve in
der AG Decker auf andere Art: Die Probe wird vom oxygenierten Zustand ausgehend
unter permanentem Stickstoff-Fluf (2 1/min) deoxygeniert. Je nach Probe und Ausgangs-
Partialdruck benétigt dies zwischen 30 und 60 Minuten. Durch die lange Dauer der
Messung soll gewéhrleistet werden, daf die Sauerstoffbindung sich die gesamte Zeit iiber
im Gleichgewicht befindet.

Der Sauerstoffgehalt der Probe wird mit einer Clark-Elektrode bestimmt [148]. Der
Stromflufl durch ihre Membran ist proportional zum gelosten Sauerstoff. Die Ausgangs-
spannung ihrer Ansteuerelektronik wird mit Hilfe eines Oszilloskops gemessen und vom
Computer abgefragt und aufgezeichnet. Ein Eichpunkt ist die Spiilung mit reinem Stick-
stoff, ein weiterer die mit reinem Sauerstoff. Zur Kontrolle der Eichung kann die Probe
noch mit einem Eichgas mit 4 % Sauerstoff gespiilt werden. Der Sauerstoffgehalt wird
im folgenden als Sauerstoffpartialdruck in Torr angegeben (760 Torr = 1013 mbar =
1013 hPa). Der maximal erreichbare Partialdruck pp. liegt unter dem Luftdruck, da
das Gas mit Wasserdampf geséttigt ist. Der Dampfdruck von Wasser bei 20 °C betrégt
17 Torr [122], so daB sich fiir den Maximaldruck ein Wert von 743 Torr ergibt. Variatio-
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nen im Luftdruck wurden nicht beriicksichtigt. Eine nachtrégliche Auswertung ergibt,
daf} sie maximal 2 % betrugen [149].

3.4 Experimentsteuerung und Datenerfassung

Die Steuerung der Experimente und die Erfassung der Daten geschah zum grofien Teil
durch einen zentralen Computer (PC 1 in Abbildung 3.7). Aus verschiedenen Griinden,
die weiter unten erldutert werden, wurden bis zu zwei weitere Computer (PC 2 und
PC 3) eingesetzt. Im folgenden soll das Vorgehen bei den verschiedenen Experimenten
dargestellt werden.

Fluoreszenzbilder

Der piezoelektrische xyz-Verschiebetisch (xyz Tisch), auf dem die Probe montiert ist,
wird von der PI Steuerung kontrolliert. Diese erhélt fiir die horizontalen Achsen die
Soll-Position in Form von analogen Spannungen aus dem universellen Photonenzéahler
SR 400 (Stanford Research Systems). Dieser Zéhler koordiniert das Aufnehmen der
Bilder, indem er fiir die Dauer eines Zeitfensters die Ereignisse zahlt, per general purpose
interface bus (GPIB) an den Computer schickt und danach den analogen Ausgang einer
Achse um die Pixelbreite inkrementiert. Dies wird entsprechend der Anzahl der Pixel in
einer Bildzeile wiederholt. Am Ende der Zeile wird der Zahler vom Computer aus neu
programmiert und wieder gestartet. Der Verschiebetisch wird bidirektional betrieben; die
einzelnen Bildzeilen werden also abwechselnd von links nach rechts und dann von rechts
nach links aufgebaut. Dies ist durch die hohe Anfahrgenauigkeit des Verschiebetisches
ohne Versatz moglich, so dafl die Belastung der Probe durch Anregungslicht im Riicklauf
vermieden wird. Wie schon in Abschnitt 3.2.3 beschrieben, erzeugt der Photomultiplier
(PMT) pro detektiertes Photon einen Strompuls, der verstiarkt und diskriminiert wird
(Diskrimin.), um Pulse, die auf thermische Elektronen zuriickgehen, weitestgehend
abzutrennen. Der Diskriminator produziert TTL-Pulse, die durch einen 1 auf 4-Treiber
(T4ABT245B, Texas Instruments) an 4 Ausgéngen gleichzeitig zur Verfiigung stehen.
An einen dieser Ausgédnge ist der oben genannte universelle Photonenzidhler SR 400
angeschlossen.

Zeitspuren

Unter einer ,, Zeitspur® wird der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzzéihlrate verstanden. ITh-
re Messung unterscheidet sich nicht wesentlich vom oben geschilderten Aufnehmen von
Fluoreszenzbildern. Der Fokus des Objektivs wird dazu mit Hilfe des Verschiebetisches
an den gewiinschten Ort auf der Probe gefahren, der in einem vorher aufgenommenen
Fluoreszenzbild ausgewéhlt werden kann. Dann liefert der Photonenzéhler SR, 400 kon-
tinuierlich die Anzahl der Ereignisse pro vorher festgelegter Zeitspanne iiber den GPIB-
Bus an den Computer. Die Datentransferrate ist durch den SR 400 limitiert, so daf} die
minimale Zeitspanne 10 ms betrigt. Fiir deutlich kiirzere Intervallbreiten eignet sich
der Vielkanalzéhler SR 430 (Stanford Research Systems). Er erlaubt Intervallbreiten
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Fluoreszenz-
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der elektronischen Komponenten des Versuchsauf-

baus, die zur Steuerung und Datenerfassung verwendet wurden. Sie werden im Text erldutert
werden.
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bis hinab zu 5 ns, kann allerdings nur Zeitspuren mit maximal rund 32000 Intervallen
aufnehmen.

Autokorrelation der Fluoreszenzzihlrate

Autokorrelationsfunktionen der Fluoreszenzzahlrate lassen sich im Prinzip aus der Zeit-
spur berechnen. Fiir die gewiinschte Auflosung im Bereich um 10 s mufl die Auflésung
der Zeitspur aber auch diesen Wert erreichen, was bei einer Integrationszeit von 30 Mi-
nuten eine immense Datenmenge bedeutet. Dieses Problem umgeht die digitale Auto-
korrelatorkarte ALV 5000/E (ALV, Langen). Das Prinzip ist in Abbildung darge-
stellt [150]. Die Fluoreszenzphotonen werden innerhalb eines Zeitintervalls 7 gezahlt.
Am Ende dieser Zeitspanne wird der Wert n in ein Schieberegister eingefiihrt. Gleich-
zeitig wird er mit allen schon im Schieberegister vorhandenen Werten multipliziert und
das Ergebnis in einem Speicher aufsummiert. Damit beinhaltet dieser Speicher die (nicht
normierte) Autokorrelation G(7) (F bezeichnet die Fluoreszenzzéhlrate):

G(r)=(F(t) F(t—71)) = Zn(z) n(i—7/1s) . (3.3)

=1
Zur Normierung werden sog. Monitorkanéle M; mitgefiihrt, die jeweils den Wert

N

M; = n(i—j) (3.4)

i=1

beinhalten (in Abb. nicht dargestellt). Mit ihrer Hilfe 148t sich die normierte Auto-

korrelationsfunktion g(7) berechnen:

o(r) = (FOF(t—71)) . NG(1)

(P = Moy (3:5)

Ts

Zahler 2xTs
Schieberegister

\ 4

Multiplikation

( ( summierender

Speicher
v\

Abbildung 3.8: Funktionsweise des digitalen Autokorrelators. Die Zahl der im letzten Zeit-
intervall gezéhlten Photonen wird mit denen aus den vorhergehenden Intervallen multipliziert
und das Ergebnis in Speicherzellen aufsummiert.
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Bei dem verwendeten Autokorrelator handelt es sich um einen sog. multiple tau au-
tocorrelator. Dies bedeutet, dal die Verweilzeit in einer Zelle des Schieberegisters alle 8
Zellen verdoppelt wird, indem am Ubergang (durch breiteren Strich in Abb. 3.8 ange-
deutet) zwei aufeinanderfolgende Zellen summiert werden. Dies ist dquivalent mit einer
Messung, die gleich mit doppeltem 7g gestartet wére, allerdings wird so einerseits die
hohe Auflésung bei kleinen Zeiten erhalten und andererseits ermoglicht, auch sehr lange
Korrelationszeiten 7 zu messen. Die Karte ALV5000/E besitzt insgesamt 288 Zellen im
Schieberegister und erreicht von einer anfanglichen Integrationszeit 7¢ = 200 ns ausge-
hend eine maximale Korrelationszeit von 3221 Sekunden bei einer maximalen Z&hlrate
von 100 MHz.

Der in der Arbeitsgruppe vorhandene Autokorrelator ist als Einsteckkarte fiir PCs auf-
gebaut und verlangt einen sog. ISA-slot mit einer maximalen Taktfrequenz von 8 MHz.
Dieser ist in neueren Rechnern nicht mehr vorhanden, so dafl diese Karte in einen se-
paraten, alten Rechner (PC 2) eingebaut ist. Die Datenerfassung erfolgte mit dem der
Karte beiliegenden Programm. Die Mefiwerte wurden als ASCII-Datei gespeichert.

Fluoreszenzabklingkurven

Der Aufbau ermdoglicht es auch, Fluoreszenzabklingkurven zu messen. Dazu wird die
Zeit zwischen dem anregenden Laserpuls und dem detektierten Fluoreszenzphoton mit
einer Start-Stop-Karte (SPC 300, Becker & Hickl, Berlin) gemessen. Um die Datenra-
te zu verringern, arbeitet diese Karte mit einem invertierten Start-Stop-Verfahren; die
Uhr wird also durch das Photon gestartet und durch den néchstfolgenden Puls wieder
gestoppt. Dies ist bei der hohen Frequenzstabilitdt des modengekoppelten Lasers oh-
ne Nachteile moglich. Der Laserpuls wird von einer separaten , Start“-Diode registriert
und die Ankunftszeit des Photons erhélt die Karte {iber den 1 auf 4-Verteiler. Sie
befindet sich in einem dritten Rechner (PC 3), da sie hauptséchlich fiir Ein-Photonen-
Experimente mit einem anderen Aufbau verwendet wird. Die Messungen der Fluores-
zenzlebenszeit von Tryptophan in Puffer und in Himocyanin ergaben die in der Literatur
zu findenden Werte [48,83]. Sie werden in dieser Arbeit aber nicht weiter vorgestellt.
Der Unterschied in der mittleren Fluoreszenzlebenszeit von oxygeniertem und deoxyge-
niertem Hamocyanin ist mit 1.2 zu 2.3 ns bei einem dreifach-exponentiellen Zerfall [83]
zu gering, als dafl damit 25 verschiedene Beladungsstufen aufgelost werden konnten.
Diese Art von Messung wurde darum iiber reine Kontrollmessungen hinaus nicht weiter
verfolgt.

Fluoreszenzspektren

Fluoreszenzspektren wurden mit Hilfe der bereits in Abschnitt 3.2.3 beschriebenen Kom-
bination aus Spektrograph und CCD-Kamera aufgenommen. Das der Kamera bei-
liegende Programm (WinSpec/32, Roper Scientific) steuerte sowohl den Spektrogra-
phen, der iiber eine serielle RS 232-Schnittstelle angeschlossen war, als auch die Kamera
selbst an. Die Kamera wird an einer externen Steuerelektronik (CCD Steuerung, ST-
133, Princeton Instruments) betrieben, die die Daten aufbereitet und iiber eine serielle

7



3 Experimenteller Aufbau

Hochgeschwindigkeitsverbindung zu einer speziellen Schnittstellenkarte in Rechner PC
1 schickt. Das Programm ermdéglicht es, den Spektrographen mit Hilfe einer Quecksil-
berdampflampe zu eichen, wobei die Eichung von der Gitterposition unabhéngig ist.
Einzelne Spektren und Serien von Spektren kénnen mit variabler Integrationszeit aufge-
nommen werden. Das Programm steuert den mechanischen Verschlufl der Kamera und
das Auslesen des Detektors an. Dies geschieht asynchron zum restlichen experimentel-
len Aufbau. Die Integrationszeiten lagen zwischen 10 Sekunden und 80 Minuten, so daf3
eine Synchronisation nicht als notwendig erachtet wurde. Die Daten wurden als ASCII-
Dateien gespeichert.

Systemmonitor und Datenerfassung

Um auch nachtriglich einen Uberblick iiber die Stabilitit des Lasersystems zu ermogli-
chen, werden wéihrend der ganzen Laserlaufzeit verschiedene Betriebsparameter aufge-
zeichnet und im 5-Sekunden-Rhythmus gespeichert. Tabelle 3.2 gibt einen Uberblick.
Die Parameter, die den sichtbaren Laserstrahl charakterisieren, entstammen der OPO
Regelung. Alle externen Dioden sowie eine Spannung, die proportional der Leistung des
Titan-Saphir-Lasers ist, wurden iiber einen externen Mikroprozessor digitalisiert und an
PC 1 geschickt. Dieses Mikroprozessorsystem (Dioden-Mikroprozessor) wurde auf
Basis des Motorola 68HC12 von der Elektronikwerkstatt (U. Wannek) entwickelt und
aufgebaut. Ein vergleichbares System (Temp.-Mikroprozessor) mifit die Probentem-
peratur und steuert die Peltier-Elemente. Diese Protokollfunktion wurde auch verwendet,
um Sauerstoffbindungskurven aufzuzeichnen, da einer der Parameter die Ausgangsspan-
nung der Clark-Elektrode ist. Um das Gleichgewicht zwischen Sauerstoffpartialdruck
und Beladung der Proteine nicht zu verlassen, mufiten die Bindungskurven langsam auf-
genommen werden. Daher reichte ein Datenpunkt je 5 Sekunden bei Mittelung iiber
dazwischen liegende Werte aus.

Auf dem zentralen Rechner PC 1 mufiten mehrere Aufgaben parallel ablaufen. Die
Ansteuerung des Spektrographen erledigte die kommerzielle Software, alle anderen Be-
standteile wurden im Rahmen dieser Arbeit in der Programmiersprache LabView (Na-
tional Instruments) entwickelt. Die Programmiersprache LabView zeigt sich besonders
geeignet, um Programme zur Datenerfassung und -auswertung zu schreiben. Sie un-
terstiitzt diverse Ein-Ausgabe-Schnittstellen und ermdoglicht es, Programmteile parallel
ablaufen zu lassen. Abbildung (3.9 zeigt schematisch die einzelnen Module, die parallel
zueinander arbeiten. Es wird zwischen zwei Arten von Dateniibergabe unterschieden:
eine synchrone, bei der das aufrufende Modul auf die Erledigung der Aufgabe wartet
(durchgezogene Pfeile) und eine asynchrone, bei der das aufrufende Modul nicht war-
ten muf} (strichlierte Pfeile). Diese letzte Variante ermdglicht es, daff das Scan-Modul
mit hoher Prioritdt den Aufbau eines Bildes koordiniert, die Daten des Photonenzéhlers
SR 400 entgegennimmt und darin nicht durch die Darstellung auf dem Bildschirm
oder durch Interaktionen mit dem Benutzer beeinflufit wird. Genauso protokolliert das
System-Monitor-Modul permanent die oben genannten Parameter, lauft dabei aber mit
niedriger Prioritédt, da es unter Umstéinden auch die Daten erst etwas spéter auslesen
kann. Alle durchgefiihrten Messungen werden in einem automatisierten ,,Laborbuch®
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Parameter Beschreibung Ursprung

time Zeitpunkt des Eintrags PC

loop Status der OPO-Léangenregelung OPO-Regelung
AX (nm) spektrale Pulsbreite OPO-Regelung
A (nm) Wellenldnge OPO-Regelung
power (arb.u.) Leistung des OPOs OPO-Regelung
7 (fs) Pulsdauer OPO-Regelung
quad quadrat. SiC - Diode Dioden-MP
linext lineare Diode 1 Dioden-MP
linint lineare Diode 2 Dioden-MP
aux1-3 zus. Eingénge Dioden-MP
mira (arb.u.)  Leistung des Titan-Saphir-Lasers Dioden-MP

# points Anzahl der Mittelungen Dioden-MP
temp (°C) Temperatur des Probenhalters Temp.-MP
relais Position des Relais Temp.-MP
shutter Position des Shutter Temp.-MP
exWK (arb.u) errechnete Anregungswahrsch. Dioden-MP
cps Zahlrate Bilder & Zeitspuren-Modul
hp scope Spannung am Oszilloskop (pOy)  HP Oszilloskop

Tabelle 3.2: Aufgezeichnete Betriebsparameter des Experiments und des Lasersystems. MP
— Mikroprozessor (siehe Abb.

Startleiste
v v v v v
Bilder + _ System- _ | Puls- Laborbuch Bilder
Zeitspuren “|  monitor ~ | charakteristik auswerten
A iA A : A
; v v
Scan- OPO
Modul Modul

Schnittstellen

Abbildung 3.9: Schematische Darstellung des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Pro-
gramms zur Experimentsteuerung. Die einzelnen Module laufen parallel zueinander ab. Die
Dateniibergabe erfolgte teilweise synchron (durchgezogene Pfeile), teilweise asynchron (strich-
lierte Pfeile).
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protokolliert. Ein anderes Modul, das auf F. Kulzer zuriickgeht [151], erlaubt schlieBlich,
die Fluoreszenzbilder auszuwerten.

3.5 Charakterisierung und Funktionstest

3.5.1 Pulsverbreiterung
Fiir die Anregungsrate « bei einem Zwei-Photonen-Prozef3 gilt nach GI. 12.114

gr

a X I?
I 7

) (3.6)
wobei gp die Pulsform, 7p die Pulslidnge und f die Repetitionsrate des Lasers bezeich-
net. Durch Gruppengeschwindigkeitsdispersion (GVD) kann sich die Pulsldnge 7p ver-
groBern, wie bereits in Abschnitt [2.4.3) dargestellt wurde. Um eine optimale Anregung
zu gewéhrleisten, muf} sichergestellt sein, dafi sich der Puls auf dem Weg vom Laser zur
Probe nicht wesentlich verlangert, was eine verringerte Anregungsrate zur Folge hétte.
Bei einer spektralen Breite von mehreren Nanometern reicht dazu schon die Dispersion
des Brechungsindex in {iblichen Glasbauteilen aus. Insbesondere das Mikroskopobjektiv
selbst besteht aus vielen Linsen und sorgt so fiir einen groflen Strahlweg durch Glas. In
der Literatur finden sich widerspriichliche Aussagen, ob die fiir die Ultrakurzzeitspek-
troskopie relativ langen und damit spektral schmalen Pulse mit 7p = 100-200 fs schon
nennenswert beeinfluit werden. M. Miiller et al. [152] zeigen, daf sich ein Laserpuls bei
Transmission durch ein Mikroskopobjektiv hoher numerischer Apertur von urspriinglich
47 fs Lange nur auf 51 fs verldngert. Bei urspriinglich drei mal ldngeren Pulsen sollte
darum kein Einfluf feststellbar sein. J.G. Guild et al. [153] stellen hingegen dar, wie
sich bereits ein 150 fs-Puls um etwa 15 % verldngert, wenn er ein Mikroskopobjektiv
(NA=1.4) passiert. Ein 50 fs-Puls wiirde ihren Angaben zufolge fiinf mal langer werden.

Es muf} fiir den hier benutzten experimentellen Aufbau also gemessen werden, ob
eine Verlangerung der Pulse stattfindet. Wenn dies der Fall wire, miifite sie durch

X von oben

> |7
BS--"' S 2\ My
g
A V% N 2

Abbildung 3.10: Verschiedene Prinzipien, einen Teil des Strahls gegen den anderen zu
verzogern. A: iiblicher Aufbau dhnlich einem Michelson-Interferometer. B: hier verwende-
ter Aufbau. Zwei Glaspléttchen drehen sich um 90 Grad versetzt und verzdgern die beiden
Strahlhélften gegeneinander. Diese werden erst im Fokus iiberlagert.
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den Einsatz einer Prismenstrecke zur Kompensation der GVD reduziert werden (siehe
Abb.[2.26, [154]). Um dies feststellen zu konnen, mufl die Autokorrelation der Pulse am
Ort der Probe gemessen werden. Die beiden oben zitierten Arbeiten verwenden dazu den
aus Autokorrelatoren bekannten Aufbau, der dhnlich einem Michelson-Interferometer
den Strahl teilt, verzogert und wieder kollinear iiberlagert (Abb.[3.10A). Deutlich einfa-
cher ist es aber, auf einen anders aufgebauten kommerziellen Autokorrelator (Auto$korr,
NT&C, Marnheim) zuriickzugreifen. Dieser verwendet zwei Glaspléttchen, die {iberein-
ander um 90° versetzt angeordnet sind (Abb.[3.10B) und um ihre Achse gedreht werden.
Je nach Winkel der Platte zum Strahl &ndert sich die effektive Wegldnge und damit die
Verzogerung der einen Strahlhélfte gegen die andere. Beide Hélften werden erst wieder
im Fokus des Objektivs iiberlagert. Diese von einem kleinen Motor getriebene Plat-
tenkombination ist einfach in den Strahlengang einzufiigen, so dafl keine aufwendige
Neujustage wie bei einem Michelson-Interferometer erforderlich ist. Eigentlich ist die-
se Plattenkombination in einen Autokorrelator eingebaut, dessen nichtlineares Element
die schon in Abschnitt 3.2.1 beschriebene Siliziumcarbid-Photodiode ist. Deren Signal
wiirde dann auf einem Oszilloskop dargestellt werden. Hier sind beide Bauteile getrennt
eingesetzt: die Diode fiir permanente Pulskontrolle und der Plattenstapel fiir diesen ein-
maligen Test. Die Fluoreszenz einer Tryptophan-Probe nach Zwei-Photonen-Anregung
wird mit hoher Zeitauflosung mit Hilfe des Vielkanalzihlers SR 430 (Stanford Research
Systems) als Funktion der Plattenposition aufgezeichnet. Dazu wird der Z&hler iiber eine
Lichtschranke von den rotierenden Platten getriggert, so dafl {iber viele Umdrehungen
integriert werden kann. Die Abmessung der Plattenkombination und ihr Brechungsindex

e, o durch Objektiv
direkt nach Laser

—— Gauss-Fit

-600 -400 -200 0 200 400 600
Verzdgerung (fs)

Abbildung 3.11: Autokorrelation des Laserpulses am Ort der Probe verglichen mit der di-

rekt nach dem Laser. Es ist kein Unterschied festzustellen, so daf3 keine Korrektur der GVD
notwendig ist.
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erlauben es schliefllich, den Drehwinkel in eine relative Verzogerung umzurechnen.

Abbildung (3.11 zeigt eine so aufgenommene Autokorrelationsfunktion des Laserpulses
am Ort der Probe. Zum Vergleich ist die Autokorrelation nahe am Laser eingezeich-
net, wie sie mit dem Autokorrelator des OPOs gemessen wird. An letztere wurde eine
GauB-Kurve angepaft, um die Pulsbreite zu bestimmen. Es ergibt sich eine Autokorre-
lationsbreite T4c = 225 fs, was einer Pulsbreite von 7p = v/0.5 7ac = 160 fs entspricht.
Obwohl Guild et al. [153] fiir diese Pulsbreite eine Verldangerung um 15 % vorhersagen,
unterscheiden sich die beiden Autokorrelationen im Rahmen der Mefigenauigkeit nicht.
Das hier verwendete Mikroskopobjektiv hat also keinen Einflul auf die Pulscharakteri-
stik, so dafl seine GVD nicht vorkompensiert werden muf}. Fiir weitere Rechnungen ist
es gerechtfertigt, die direkt am OPO gemessene Pulsbreite als die in der Probe anzuneh-
men.

3.5.2 Detektion einzelner Molekiile: Rhodamin 6G

Zum Test der Funktionstiichtigkeit des Mikroskops sollten einzelne Farbstoffmolekiile
durch Zwei-Photonen-Anregung abgebildet werden. Alle in der Literatur vorliegenden
Ergebnisse sind im Spektralbereich des Titan-Saphir-Lasers (700-1000 nm) erzielt wor-
den, da dies ein weit verbreitetes Lasersystem ist. Die Abbildung einzelner Rhodamin B-
Molekiile ist von Sanchez et al. [65] gezeigt worden. Einzelne Molekiile wurden dabei
durch spin coating einer stark verdiinnten Farbstoflosung direkt auf einem Deckglas
prapariert und bei A\ = 840 nm angeregt. Diesem Artikel folgend wurde Licht die-
ser Wellenlénge unter Umgehung des OPOs direkt in das Mikroskop eingekoppelt. Als
Farbteiler diente eine dicke Glasplatte, so dafi nur der Reflex der Vorderseite in das Ob-
jektiv gelangt. Die Laserleistung reicht in diesem Wellenldngenbereich aus, um nur den
so ausgekoppelten Strahl zur Anregung zu verwenden. Als Detektionsfilter wurde eine
Kupfersulfat-Losung in einer Kiivette eingesetzt [66]. Die Absorption des Filters 148t sich
mit dieser Losung fiir Wellenldngen A > 690 nm stufenlos einstellen. Die Proben wurden
durch spin coating einer Losung von Rhodamin 6G in Methanol direkt auf Deckglasern
hergestellt. Die Konzentration der Losung variierte zwischen 0.1 und 10 nM.
Abbildung [3.12 zeigt das Ergebnis zweier solcher Proben. Die Proben wurden mit
etwas unterschiedlichen Praparationsbedingungen hergestellt und auch die Justage des
Mikroskops wurde zwischen den beiden Aufnahmen verdndert. Die absoluten Zahlen
sind also nicht direkt vergleichbar. In beiden Abbildungen ist die Fluoreszenz einzelner
Molekiile zu erkennen. Bei Abbildung 3.12A wurde der innere Bereich durch zweimali-
ges Abbilden fast vollstandig geblichen. In dieser Abbildung ist die Anregungsleistung
grofer (etwa 6 mW am Ort der Probe), so dafl einige Molekiile bleichen und ldnglich
erscheinen. In Abbildung [3.12B betrigt die Anregungsleistung etwa 0.8 mW und die
Molekiile erscheinen fast vollstdndig rund. Die Halbwertsbreite des Spots betriagt etwa
330 nm und das Signal zu Untergrund-Verhéltnis etwa 2:1. Damit werden nicht die von
Sanchez et al. angegebenen Werte erreicht [65]. Die Ursache kann zum einen in dem
etwas unterschiedlichen Farbstoff liegen (Rhodamin 6G statt B). Zum anderen sollte
dieses Experiment als Test des Mikroskops dienen, so dafl die zum Optimieren des Si-
gnals verwendete Zeit limitiert war. Trotz dieser Einschréankungen 148t sich sagen, dafl
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counts/pixel
counts/pixel

Abbildung 3.12: Einzelne Rhodamin 6G Molekiile nach Zwei-Photonen-Anregung bei A =
840 nm. A: BildgréBe 10x10 gm?. Molekiile in der Mitte des Bildes wurden durch wiederholtes
Abrastern eines 5x5 um? Bereiches geblichen. B: Bildgroe 5 x 5 um?. Diese Probe entstammt
einer anderen Charge.

der vorgestellte Versuchsautbau in der Lage ist, einzelne Farbstoffmolekiile mit Hilfe
ihrer Fluoreszenz nach Zwei-Photonen-Anregung abzubilden.

3.6 Proben und Probenpriparation

Zum Abschlufl dieses Kapitels sollen die untersuchten Proben und ihre Préparation vor-
gestellt werden. Die fiir Zwei-Photonen-Anregung relevanten Eigenschaften von Trypto-
phan und Hamocyanin wurden schon in Kapitel 2.1 und 2.4.4 dargestellt. Hier werden
noch Methoden zur Immobilisierung sowie ein Testsystem — Avidin-markierte Latexku-
geln — vorgestellt. Die Praparation der Proben erfolgte zum gréfiten Teil durch W. Erker
in der AG Decker [82].

Zur Spektroskopie im Ultravioletten kénnen die Proben nicht auf gewohnlichen Glas-
Deckglasern prépariert werden, da deren Transmission fiir Wellenldngen A < 350 nm
deutlich abfillt. Aus diesem Grund wurden Quarz-Deckgliser verwendet (Spectrosil
2000, Thermal Quarz-Schmelze, Wiesbaden). Sie hatten einen Durchmesser von 22 mm
und eine Dicke von 220 + 50 pm. Wegen ihres hohen Stiickpreises wurden sie gerei-
nigt und wiederverwendet. Zur Reinigung wurden die Deckgléser einzeln nacheinander
in Kalilauge (1 M), destilliertem Wasser und spektroskopisch reinem Methanol in ein
Ultraschallbad gegeben.

Tryptophan

Tryptophan (Fluka, Neu-Ulm) wurde in Tris-Puffer (Tri-(hydroxymethyl)-aminomethan)
gelost. Der Puffer setzt sich zusammen aus 100 mM Tris / HCl (pH = 7.8 bei 20 °C)
sowie 5 mM CaCly und 5 mM MgCl,. Durch Abwiegen und Auffiillen mit entsprechender
Menge Puffer wurde eine Konzentration von 10 mM Tryptophan eingestellt und diese
Stammlsung auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt. Die Proben wurden bei 4 °C
gelagert.
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Hamocyanin

Das Hamocyanin der Vogelspinne Furypelma californicum wird in der AG Decker aus
der Hamolymphe lebender Tiere gewonnen, aufbereitet und getestet [82]. Am Ende die-
ser Prozedur liegen die Proteine im oben genannten Tris-Puffer vor. Fiir Ensemble-
Experimente lag die verwendete Konzentration bei 3 g/l (2 uM). Fiir Einzelmolekiil-
Experimente wurden entsprechende Verdiinnungen hergestellt und ebenfalls bei 4 °C
gelagert.

Zur Abbildung einzelner Molekiile ist es notwendig, dafl diese auf einer Oberfliche oder
in einer Matrix immobilisiert sind. Da die Funktion des Proteins nicht beeintréchtigt
werden darf, stehen dafiir nur wenige Methoden zur Verfiigung. Um die Immobilisie-
rung zu iiberpriifen, ohne gleichzeitig einzelne Molekiile per Zwei-Photonen-Anregung
nachweisen zu miissen, wurden die Proteine mit Tetramethylrhodamin (TMR) farbstoff-
markiert [82]. Zehn Teile Himocyaninlosung (2 M) in Borat-Puffer (25 mM Borséure
/ NaOH, pH 85 / 5 mM CaCl, / 5 mM MgCly) wurden mit drei Teilen der Farb-
stoffiésung (1 mM TMR in 9 Teilen Borat-Puffer / 1 Teil DMSO) gemischt und fiir
2 Stunden im Dunkeln inkubiert. Danach wurde das Protein durch Gelfiltration und
Ultrazentrifugation gereinigt und in Tris-Puffer iiberfiihrt. Die so markierten Proteine
wurden in einem konfokalen Ein-Photonen-Mikroskop abgebildet [155,156]. Es hat sich
herausgestellt, dal Hamocyanin leicht auf der Oberfliche eines Deckglases adsorbiert.
Diese Adsorption geschieht ohne weitere Modifikation des Proteins oder des Glases. Ab-
bildung 3.13|zeigt einzelne Hamocyanin-Molekiile auf einer Glas-Puffer-Grenzfliche. Die
Konzentration der Losung war 0.3 mg/1 (0.2 nM), so daf sich in einem Kubikmikrometer
nur 0.1 Molekiile befinden. Trotzdem ist die Oberfliche nach kurzer Zeit relativ dicht
belegt.

Wenn das Protein entfernt von der Grenzflache immobilisiert werden soll, so bietet

Abbildung 3.13: Adsorption einzelner Himocyanin-Molekiile auf einer Glasoberfliche unter
Puffer. Die Molekiile (C' = 0.2 nM) wurden mit Tetramethylrhodamin markiert und in einem
konfokalen Ein-Photonen-Mikroskop abgebildet.
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sich das Einbetten in Agarose-Gel an. Das ebenfalls hidufig verwendete Polyacrylamid-
Gel [90] kann hier nicht eingesetzt werden, da einerseits das nicht vollstdndig polymeri-
sierte Acrylamid die Fluoreszenz 16scht und andererseits das Gel selbst im Ultravioletten
fluoresziert [82]. In der Literatur finden sich mehrere Arbeiten, die von erfolgreicher Im-
mobilisierung kleiner Proteine in Agarose-Gelen berichten. Wird die Probe dabei aller-
dings per Totalreflexion (TIR) angeregt [45], so daB sich alle fluoreszierenden Molekiile
innerhalb weniger 100 nm von der Grenzfliche befinden, so 148t sich die Immobilisie-
rung nicht unbedingt auf das Gel zuriickfithren. Abb.|3.13 zeigt, daf} sie dort auch ohne
Gel an der Grenzfliache fixiert sind. In anderen Arbeiten wird aber auch konfokal detek-
tiert [33,157]. Obwohl z.B. das von H. P. Lu et al. [33] verwendet Protein Cholesterol
Oxydase relativ klein ist (Molekulargewicht 53 kg/mol), wird es im Gel immobilisiert.
Héamocyanin lief§ sich allerdings selbst bei Verwenden der gleichen Agarose nicht fixieren.
Nahe der Oberfliche (innerhalb der Tiefenauflosung des Mikroskops) waren die Prote-
ine immobilisiert, wie sie es auch ohne Gel sind (siehe Abb. [3.13). Sobald der Fokus
etwa 20 pum in das Gel hinein gelegt wurde, waren keine Molekiile mehr zu erkennen.
Gelegentlich erscheinen horizontale Streifen von durch den Fokus driftenden Molekiilen.
Selbst wenn die Konzentration der Agarose erhsht wird (von 1 % auf 5 % des Gewichts),
andert sich das Ergebnis nicht wesentlich. Die Durchmischung der Probe wird zu dem
schwieriger, weil die Viskositat steigt. Zur Immobilisierung einzelner Hamocyanine bleibt
also nur die Adsorption an der Glasoberflache.

Avidin auf Latexkugeln

Als Test-System wurden NeutrAvidin-markierte Latexkugeln verwendet. NeutrAvidin ist
eine Modifikation des Proteins Avidin, die unspezifische Bindung reduzieren soll, so dafl
nur noch die Bindung an Biotin relevant ist. Das Protein Avidin besteht aus 4 Unterein-
heiten, von denen jede eine Biotin-Bindungsstelle besitzt. In jeder Untereinheit kommen

Abbildung 3.14: NeutrAvidin-markierte Latexkugeln (d = 40 nm) gefiillt mit Farbstoff auf
einer Glasoberfliche adsorbiert. Sie wurden mit Ein-Photonen-Anregung bei 488 nm abgebil-
det. Die Konzentration der Losung betrug 0.2 nM.
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4 Tryptophan-Seitenketten vor [73]. Latexkugeln mit Avidinbeschichtung sind kommer-
ziell erhéltlich (FluoSpheres, Molecular Probes), da sie mit einer Farbstoff-Fiillung als
relativ leuchtstarke Markierung mit einer Avidin-Biotin-Bindung an die interessieren-
den Objekte angebracht werden konnen. Hier wurden sie verwendet, weil einerseits die
Tryptophane des Avidin angeregt werden kénnen, andererseits aber auch der Farbstoff
in der Latexkugel, so daf§ sich die Adsorption der Kugeln leicht nachweisen 148t. Benutzt
wurden Kugeln mit einem Durchmesser von d = 200 nm und gelb-griinem Farbstoff (F-
8774, Aen = 515 nm, Molecular Probes), sowie solche mit d = 40 nm mit gelb-griinem
Farbstoff (F-8771) und nicht fluoreszierende (F-8772). Vom Hersteller ist die Biotin-
Bindungskapazitdt angegeben, aus der sich die Anzahl der Avidin-Untereinheiten pro
Kugel errechnen l4t. Damit ergibt sich ein Tryptophangehalt pro Kugel von 23000
(d =200 nm) bzw. 340 (d = 40 nm).

Die Latexkugeln wurden durch Verdiinnung mit dem vom Hersteller angegebenen
Phosphat-Puffer in die gewiinschte Konzentration gebracht. Dabei wurde sorgfaltig dar-
auf geachtet, daf§ die Ausgangssuspension so homogen wie moglich war. Wie Abbildung
3.14 zeigt, adsorbieren diese Kugeln ebenfalls leicht auf der Glasoberflache. Dasselbe,
modifizierte NeutrAvidin sowie das unmodifizierte Avidin wurden auflerdem in Losung
untersucht, um den Einflufl der Bindung an die Latexkugel zu ermitteln. Dazu wurden
die Proteine wie bei Tryptophan beschrieben in Tris-Puffer gelost.
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In diesem Kapitel sollen Experimente auf Ensemble-Ebene an Tryptophan, Hidmocyanin
und Avidin vorgestellt werden. In den ersten beiden Abschnitten wird der Schwerpunkt
auf dem Vergleich zwischen Ein- und Zwei-Photonen-Anregung liegen. Es soll iiberpriift
werden, ob mit der Zwei-Photonen-Anregung wirklich der gleiche fluoreszierende Zu-
stand bevolkert wird, der auch bei Ein-Photonen-Anregung fluoresziert. Dies geschieht
im ersten Abschnitt durch Vergleich der Fluoreszenz-Emissions- und Anregungsspektren.
Im zweiten Abschnitt wird das Verhalten bei Fluoreszenzloschung verglichen. Wenn mit
Zwei-Photonen-Anregung die Sauerstoffbindung im Hamocyanin untersucht werden soll,
so muf] sichergestellt sein, dafl bei beiden Anregungsarten derselbe Zusammenhang zwi-
schen Sauerstoffbeladung und Fluoreszenzintensitét besteht.

In den letzten beiden Abschnitten dieses Kapitels wird dann das Problem des Pho-
tobleichens behandelt werden. Zunéchst wird es unter Zwei-Photonen-Anregung unter-
sucht und quantifiziert. Weiterhin soll die Drei-Photonen-Anregung des Tryptophans in
Hémocyanin dargestellt und in bezug auf die Photostabilitdt mit der Zwei-Photonen-
Anregung verglichen werden.

4.1 Spektraler Vergleich

4.1.1 Emissionsspektren

Die im folgenden vorgestellten Emissionsspektren nach Zwei-Photonen-Anregung (two
photon excitation, TPE) wurden mit dem in Abschnitt 3.2 beschriebenen Mikroskop auf-
genommen, dessen spektrale Charakteristik vorher mit Hilfe einer kalibrierten Wolfram-
bandlampe vermessen wurde (siche Abschnitt 3.2.3). Die Spektren nach Ein-Photonen-
Anregung (one photon excitation, OPE) wurden in einem kommerziellen Spektrometer
(Hitachi) aufgenommen. Zum spektralen Vergleich sind alle Spektren auf gleiche Maxi-
malintensitit normiert.

Tryptophan

Abbildung 4.1 zeigt die Emissionsspektren einer Tryptophanlésung. Die Konzentrati-
on betrug 1 mM fiir TPE und 2 puM fiir OPE, da im zweiten Fall die Absorption der
Losung bei der Anregungs- und Emissionswellenldnge nicht mehr zu vernachlédssigen
war. Im Mikroskop dagegen betrdagt der Strahlweg durch die Losung nur wenige Mi-
krometer. Wie in Abschnitt [3.2.3 schon dargestellt, kamen zwei verschiedene Filtersétze
bei der Zwei-Photonen-Anregung zum FEinsatz. Beide beschneiden die Fluoreszenz mehr
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Abbildung 4.1: Tryptophanemission nach Ein- und Zwei-Photonen-Anregung. Die TPE-
Kurven sind durch zwei verschiedene Filtersitze detektiert, deren Einflufl auf die Spektren
korrigiert wurde. Abweichungen der Kurven voneinander sind durch Ungenauigkeiten in der
Kalibration dieser Charakteristik begriindet.

oder weniger stark. Dies kann korrigiert werden, indem die gemessenen Spektren durch
die Filtercharakteristik geteilt werden. Daraus ergeben sich die beiden TPE-Spektren
in Abbildung[4.1. Die geringe spektrale Verschiebung gegeniiber der OPE Kurve riihrt
daher, daf§ der Kalibrationsstrahlengang nicht exakt mit dem spéteren Detektionsstrah-
lengang iibereinstimmt, da die Wolframbandlampe divergent abstrahlt. Eine Korrektur
dieser Divergenz wiirde, insbesondere da sie mit nur aus einem Element bestehenden
Linsen im UV durchgefiihrt werden miifite, eine zusétzliche unbekannte spektrale Cha-
rakteristik einfithren. An beiden Seiten des Spektrums weicht eine der beiden Kurven
nach Zwei-Photonen-Anregung deutlich von den anderen beiden ab. Dies sind die Be-
reiche, in denen der jeweilige Filter nur noch eine sehr geringe Transmission aufweist.
An diesen Stellen wird bei der Korrektur der Detektionscharakteristik eine geringe (und
darum verrauschte) Fluoreszenzintensitiat durch einen kleinen Transmissionswert geteilt
und dadurch verstiarkt, was auch die Abweichungen verstéarkt.

Zusammenfassend laf3t sich sagen, dal die Emission aus Tryptophan nach Ein- und
Zwei-Photonen-Anregung wie erwartet keine spektralen Unterschiede aufzeigt. Die Emis-
sion erfolgt aus dem selben Zustand. Auch wenn eventuell verschiedene Zustéinde an-
geregt werden, relaxiert das Molekiil dann schnell zum gemeinsamen emittierenden Zu-
stand. Die gefundenen geringen Abweichungen lassen sich durch den Versuchsaufbau
und seine Kalibration begriinden.
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Hamocyanin

Analog zum Tryptophan soll nun eine Hamocyaninlésung untersucht werden. Von der
Ein-Photonen-Anregung ist bekannt, dafl die Emission des oxygenierten Hémocyanin
gegeniiber dem deoxygenierten um etwa 5 nm blauverschoben ist [82,83]. Das beladene
Bindungszentrum 16scht die Fluoreszenz der meisten Tryptophane in seiner Umgebung.
Nur solche, die sich eher am Rande der Untereinheit befinden, liegen auflerhalb des
Forsterradius. Diese Tryptophane befinden sich in einer anderen Umgebung und ihre
Fluoreszenz ist blauverschoben gegeniiber der von Seitenketten in der Néhe des Bin-
dungszentrums. Letztere dominieren aber die Fluoreszenz, wenn das Bindungszentrum
nicht beladen ist und darum die Fluoreszenz nicht 16schen kann. Dieser Unterschied zwi-
schen oxygeniertem und deoxygeniertem Hédmocyanin sollte auch nach Zwei-Photonen-
Anregung sichtbar sein.

Abbildung 4.2| zeigt die Ergebnisse der Messungen. Die Konzentrationen betrugen
2.6 g/1 (TPE) und 0.2 g/1 (OPE). Um die spektrale Verschiebung moglichst gut detek-
tieren zu konnen, wurden diese Messungen mit dem kurzwelligen der beiden Detektions-
filtersdtze durchgefiihrt, da seine Transmission gerade das Maximum der Hamocyanin-
Emission iiberdeckt. Bei hohen Anregungsintensitiiten (Abbildung|4.2A, 3.5 MW /cm?)
stimmen die Spektren von deoxygeniertem Hamocyanin gut iiberein. Allerdings scheint
auch das oxygenierte Hamocyanin wie deoxygeniertes zu emittieren. Dieser Unterschied
verschwindet, wenn die Anregungsintensitéiit auf 175 kW /cm? reduziert wird (Abb.[4.2B),
worunter aber die Signalqualitét leidet. Die deoxygenierte Probe liefert immer noch ein
mit der Ein-Photonen-Anregung iibereinstimmendes Spektrum. Bei der oxygenierten
Probe ist die Zédhlrate aber so gering, dafl selbst bei 80 Minuten Integrationszeit die
Korrektur der Detektionscharakteristik zu einem sehr verrauschten Signal fiihrt, weil
dabei durch kleine Zahlen geteilt wird. Dieses Problem wird umgangen, wenn nicht
das Zwei-Photonen-Spektrum korrigiert wird, sondern das Ein-Photonen-Spektrum mit
der Detektionscharakteristik multipliziert wird, als ob es im Mikroskop gemessen wor-
den wére. Dies zeigt Abbildung 4.2C. Die gemessene TPE-Kurve stimmt eher mit der
blauverschobenen Kurve der oxygenierten Probe iiberein als mit der rotverschobenen.
Um sich hier nicht auf die Anschauung verlassen zu miissen, wurde die OPE-Kurve
der deoxygenierten Probe durch spektrales Verschieben an die TPE-Messung der oxy-
genierten Probe angepafit. Dies liefert als Fit-Parameter eine Verschiebung von 6 nm,
was gut mit dem aus den Ein-Photonen-Messungen erwarteten Wert von 5 nm iiberein-
stimmt [82, 83].

Auf die Anregungsintensitéitsabhingigkeit der Hamocyaninfluoreszenz soll an dieser
Stelle nicht eingegangen werden. Sie wird in Kapitel [4.3.4 genauer untersucht werden. Es
kann zusammenfassend festgestellt werden, daf§ sich auch die Emission von Hamocyanin
— zumindest bei niedrigen Anregungsintensitdten — zwischen Ein- und Zwei-Photonen-
Anregung nicht unterscheidet.
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Abbildung 4.2: Himocyanin-Emission nach Ein- und Zwei-Photonen-Anregung der Trypto-
phane (Anregungswellenlinge Aopg = 295 nm, Apg = 590 nm). A: TPE-Anregungsintensitét
3.5 MW /cm?; Integrationszeit 100 bzw. 150 sek. B: TPE-Anregungsintensitit 175 kW /cm?;
Integrationszeit 25 bzw. 80 min. Sowohl in A als auch in B sind die TPE-Kurven korrigiert,

was das Rauschen verstarkt. C: wie B, nur auf die TPE-Detektionscharakteristik umgerechnete
OPE-Kurven.
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Avidin

Es wurden drei verschiedene Avidin-Proben untersucht, die schon in Kapitel 3.6 vorge-
stellt worden sind: das unmodifizierte Avidin in Puffer, das leicht modifizierte Neutr-
Avidin ebenfalls in Puffer sowie NeutrAvidin gebunden an Latex-Kugeln. Alle drei Pro-
ben zeigen bei Ein-Photonen-Anregung bei 295 nm ein identisches Emissionsspektrum
(Abbildung [4.3A). Die Latex-Kugeln streuen stérker, so dafl die effektive Tryptophan-
konzentration niedriger gewahlt werden mufite, wodurch das Signal verrauschter ist. Bei
Zwei-Photonen-Anregung bei 590 nm unterscheiden sich auch hier die Emissionsspektren
nicht von denen nach Ein-Photonen-Anregung. In Abbildung 4.3B sind die Spektren
einer 25 pM NeutrAvidin-Losung nach 4 Minuten Integration bei einer Anregungsin-
tensitdt von 770 kW /cm? dargestellt. Wieder wurde der Einflul der beiden Filtersétze
korrigiert. Teil C zeigt schliellich eine 50 nM Losung von NeutrAvidin-markierten Latex-
kugeln (ohne Farbstoff-Fiillung), die mit 10 Minuten Integrationszeit bei 1.2 MW /cm?
durch den langwelligen der beiden Filtersidtze aufgenommen wurde. Dies geschah al-
lerdings nicht am gleichen Tag, an dem auch das Spektrometer kalibriert wurde, wo-
durch der Detektionsstrahlengang leicht anders verlaufen sein kann. Solche Anderungen
im Strahlengang bewirken ein Verschieben des Spektrums, wie es auch hier festzustel-
len ist. Wenn das gemessene Spektrum um 7 nm verschoben wird, so stimmt es mit
dem Ein-Photonen-Spektrum iiberein. Da alle drei Ein-Photonen-Spektren in Teil A
die gleiche Lage des Maximums aufweisen, kommt es anscheinend nicht zu einer um-
gebungsabhéngigen Verschiebung der Tryptophanfluoreszenz. Die in Teil C zu sehende
Verschiebung kénnen ein experimentelles Artefakt sein. Auch bei Avidin stimmen die
Emissionsspektren nach Ein- und Zwei-Photonen-Anregung iiberein.

4.1.2 Anregungsspektren

Die im folgenden vorgestellten Zwei-Photonen-Anregungsspektren waren eines der er-
sten Zwei-Photonen-Experimente dieser Arbeit. Sie wurden nicht im Mikroskop durch-
gefithrt, sondern in einem rechtwinkligen Kiivetten-Aufbau. Abbildung 4.4 gibt einen
Uberblick. Die Anregung erfolgte durch ein Objektiv mit einer numerischen Apertur
NA=0.2 (Melles-Griot, 10x). Die Anregungsintensitét variierte je nach Wellenlédnge zwi-
schen 20 und 30 kW /cm? Die Fluoreszenz wurde im rechten Winkel durch eine Quarzlin-
se (f = 30 mm) eingesammelt, mit Hilfe eines Farbglasfilters (Schott, BG3, 2mm) vom
Anregungslicht getrennt und schliefilich mit einer zweiten Quarzlinse (f = 50 mm) auf
den Eintrittsspalt des Spektrographen fokussiert. Die Einsammeleffizienz betréigt etwa
0.3 %. Als Referenz-Probe wurde p-Bis(o-methylstyryl)-benzol (bis-MSB, Lamdaphysik)
in Cyclohexan verwendet (10 puM). Dessen Zwei-Photonen-Anregungsspektrum ist in
Ref. [158] tabelliert. Der dort angegebene Absorptionskoeffizient ist fehlerhaft [159,100],
so dafl MSB nicht als Referenz fiir Absolutwerte geeignet ist. Es wurden immer abwech-
selnd die Probe und die Referenz in den Kiivettenhalter gestellt und pro Wellenlédnge so
drei Mewerte erhalten. Die Daten sind — korrigiert auf die MSB-Referenz — in Abbildung
4.5 dargestellt. Zum Vergleich ist ein Ein-Photonen-Anregungsspektrum eingezeichnet.
Im Fall von Tryptophan war dabei der Detektionsmonochromator auf eine Bandbreite
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Abbildung 4.3: Emissionsspektren von Avidin und NeutrAvidin in verschiedenen Umgebun-
gen nach Ein- und Zwei-Photonen-Anregung der Tryptophane. A: Ein-Photonen-Anregung
aller drei Proben bei 295 nm. B: NeutrAvidin in Puffer. Vergleich der Ein- und Zwei-Photonen-
Anregung. C: NeutrAvidin auf Latexkugeln. Vergleich der Ein- und Zwei-Photonen-Anregung.
Die Verschiebung des Zwei-Photonen-Spektrums ist ein experimentelles Artefakt.
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Abbildung 4.4: Kiivetten-Aufbau zur Messung der Anregungsspektren.

von 20 nm bei einer Zentralwellenldnge von 350 nm eingestellt. Bei der Hamocyanin-
messung betrug die Bandbreite 3 nm.

Die Variation der Signalintensitét bei gleicher Wellenlénge ist hauptséchlich auf die
schlechte Reproduzierbarkeit der Kiivettenposition in ihrem Halter zuriickzufiihren. Ge-
ringe Anderungen der Position fithren zu einer verédnderten Lage des Fokus, da sich das
Verhéltnis des Strahlweges in Luft (Brechungsindex n = 1) zu dem in Wasser / Cyclo-
hexan (n = 1.33 bzw. n = 1.45 [160]) d&ndert. Anregungs- und Detektionsfokus stimmen
dann nicht mehr {iberein.

Bei beiden Proben stimmen die Spektren nach Ein- und Zwei-Photonen-Anregung im
Rahmen des MeBfehlers iiberein. Bereits in Abschnitt 2.4.4 wurde der reduzierte Einflufl
der Auswahlregeln bei der Zwei-Photonen-Anregung von Molekiilen diskutiert. Im Fall
von Tryptophan zeigten Rehms et al. [67], daB sich die Ein-Photonen-Absorption gut mit

i £
< S
= @
3 N
z
S x
>

i r

— OPE
0 1 1 1 1 1 1 1 1 0
560 570 580 590 560 570 580 590
Wellenlange (nm) Wellenlange (nm)

Abbildung 4.5: Fluoreszenz- Anregungsspektren bei Ein- und Zwei-Photonen-Anregung. A:
Tryptophan in Puffer. B: Tryptophan in oxygeniertem Hdmocyanin.
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dem Zwei-Photonen-Anregungsspektrum deckt (Abb. 2.28). Bei anderen Fluorophoren
ist dies, wie ebenfalls in Abschnitt [2.4.4 gezeigt, nicht der Fall. Wie zu erwarten war,
andert auch die Proteinumgebung nichts an der reduzierten Symmetrie des Tryptophan-
Molekiils, so daf sich auch hier Ein- und Zwei-Photonen-Anregungsspektren nicht un-
terscheiden.

4.2 Fluoreszenzléschung

Die Sauerstoftbeladung des Hémocyanin wird durch Loschung der Tryptophanfluores-
zenz signalisiert. Darum ist es fiir die weiteren Experimente wichtig sicherzustellen, dafl
die Loschung der Fluoreszenz unabhéngig vom Anregungsprozefl ist. Dazu wurden zwei
Kontrollexperimente durchgefiihrt: Zum einen wurde die Fluoreszenz einer Tryptophan-
l6sung durch Zugabe von lodid geléscht. Zum anderen wurde die Loschung der intrin-
sischen Tryptophanfluoreszenz in Hamocyanin durch Beladung des Bindungszentrums
mit Sauerstoff verglichen.

4.2.1 Lo6schung mit Iodid

lIodid 16scht die Tryptophanfluoreszenz durch Stofl [46]. Dies sollte vom Anregungspro-
zefl unabhéngig sein. Zur Kontrolle wurde die Fluoreszenzintensitéit einer Probenreihe
bei Zwei-Photonen-Anregung im Mikroskop und bei Ein-Photonen-Anregung im Spek-
trometer vermessen. Die lodid-Konzentration variierte zwischen 0 und 90 mM und die
Tryptophankonzentration sinkt durch die Zugabe von Iodid von 10 pM auf 9 pM.

Loschung durch Sto wird durch die Stern-Vollmer-Gleichung beschrieben [46]

R
?0 =1+ k [Todid] . (4.1)

Dabei bezeichnet F' die gemessene Fluoreszenzintensitit und F|y diejenige vor Zugabe
des Loschers. Entsprechend ist in Abbildung 4.6 die Z&hlrate als Fy/F' aufgetragen. Sie
wurde im Fall der Zwei-Photonen-Anregung durch Integration iiber 100 sec gewonnen
und spéater auf die Verdiinnung der Probe korrigiert. Siamtliche Proben wurden in kurz-
en zeitlichen Abstand vermessen, um den Einflul von Schwankungen der Laserleistung
zu reduzieren. Im Fall der Ein-Photonen-Anregung wurde die Fluoreszenzintensitit aus
dem Maximum der Emissionsbande gewonnen und auf Verdiinnung und Absorption der
lodid-Losung bei 295 nm korrigiert. Wie zu erwarten war, stimmen beide Messungen gut
iiberein. Dies ist eine der wenigen Messungen, bei der das Ergebnis der Ein-Photonen-
Anregung grofleren Schwankungen unterworfen ist als das der Zwei-Photonen-Anregung.
Ein Grund dafiir wird die bessere Durchmischung der Probe durch das Paddel im Mi-
kroskop sein. Die Loschung der Tryptophanfluoreszenz mit Iodid unterscheidet sich also
nicht bei Ein- und Zwei-Photonen-Anregung.
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Abbildung 4.6: Fluoreszenzléschung mit Iodid. Vergleich zwischen Ein- und Zwei-Photonen-
Anregung. Die eingezeichnete Gerade liefert mit dem Stern-Vollmer-Modell eine Léschkonstan-
te k=11 M1

4.2.2 Lo6schung durch Sauerstoftbindung

Die Bindung von Sauerstoff fiithrt zu einer Verringerung der Tryptophanfluoreszenz in
Hémocyanin. R. Loewe hat gezeigt [60], dafl diese Loschung proportional zur Sauerstoff-
bindung ist, die direkt iiber die charge transfer Bande bei 340 nm beobachtet werden
kann (siehe Abschnitt 2.1.3). Um diese Proportionalitét fiir unsere Experimente nutzen
zu konnen, mufl noch gezeigt werden, dafl der Zusammenhang auch fiir die Fluoreszenz
nach Zwei-Photonen-Anregung gilt.

Dazu wurde eine Hamocyaninlosung (0.3 g/1) bei verschiedenen Sauerstoffpartial-
driicken sowohl mit Ein- als auch mit Zwei-Photonen-Anregung untersucht. Die Losung
befand sich in einer Kiivette mit Gummidichtung und Schraubverschluf}, so daf§ Sauer-
stoff nur langsam eindiffundieren konnte. Zu Beginn der Messung wurde die Probe in
der AG Decker deoxygeniert. Im Laufe der Messungen iiber mehrere Stunden erhohte
sich der Sauerstoffpartialdruck dann wieder. Um ihn innerhalb der Probe homogen zu
halten, wurde sie vor jeder Messung leicht geschiittelt. Das Objektiv des Mikroskops
wurde durch eine einelementige Quarzlinse (f = 50 mm) ersetzt, um in der Kiivet-
te mit einer Wandstédrke von einem Millimeter messen zu konnen. Die dadurch ver-
ringerte Anregungs- und Detektionseffizienz war bei der hier verwendeten Probenkon-
zentration nicht bedeutend. Die Anregungsintensitiit betrug 20 kW/cm? bei 590 nm.
Es wurden immer abwechselnd die Ein-Photonen-Absorption und -Fluoreszenz und die
Zwei-Photonen-Fluoreszenz gemessen, wobei zur Kontrolle eine vollstandig oxygenierte
Probe mit vermessen wurde. Dies ermoglichte, Schwankungen der Anregungseffizienz zu
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Abbildung 4.7: Vergleich der Loschung der Tryptophanfluoreszenz durch Sauerstoffbindung
in Hdmocyanin. Gemessen wurde zu verschiedenen Zeitpunkten der Re-Oxygenierung einer
Probe (zeitlicher Verlauf von rechts oben nach links unten). Vor der mit einem Stern gekenn-
zeichneten Messung wurde die Kiivette kurzzeitig getffnet. Danach befand sich die Probe fiir
einige Zeit nicht mehr im Gleichgewicht, so daf} sich die Sauerstoffbeladung zwischen der Ein-
und der Zwei-Photonen-Messung deutlich dnderte.

korrigieren, wie sie insbesondere bei den Zwei-Photonen-Messungen aufgetreten sind.
Die Fluoreszenz nach Ein-Photonen-Anregung wurde auf die Absorption der Anregung
(295 nm) und im gesamten Detektionsintervall (310-400 nm) korrigiert und anschliefSend
iiber dieses Intervall integriert.

Abbildung 4.7 zeigt die Ergebnisse dieser Messungen. Aufgetragen ist die Fluoreszenz
nach Zwei-Photonen-Anregung gegeniiber der nach Ein-Photonen-Anregung. Sie wurde
jeweils auf die letzte Messung bei vollstandiger Oxygenierung normiert. Das Verhéltnis
von maximaler zu minimaler Fluoreszenz betrigt etwa 7. Dies bedeutet, dafl die Probe
zu Beginn der Messungen nicht vollstédndig deoxygeniert war, da ansonsten ein Wert von
etwa 13 erwartet wiirde [82,83]. Um den zeitlichen Verlauf der Re-Oxygenierung zu be-
schleunigen, wurde kurz vor der mit einem Stern markierten Messung die Kiivette geoff-
net. Darum befindet sich hier die Sauerstoffbeladung der Probe nicht im Gleichgewicht
und die Oxygenierung énderte sich zwischen der Ein- und der Zwei-Photonen-Messung,
so dal der Wert von der Geraden abweicht. Die eingezeichnete Ausgleichsgerade besitzt
die Steigung 1.2, wobei ein Wert von Eins erwartet wird. Diese Abweichung liegt im
Rahmen der Fehler der Einzelmessungen, wie an der Ausdehnung der Punktwolke zu
erkennen ist. Mit diesen Messungen ist gezeigt, dafl auch die Fluoreszenz nach Zwei-
Photonen-Anregung als Maf} fiir die Sauerstoffbeladung der Hiémocyanine verwendet
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werden kann. Wie sich im n#chsten Abschnitt zeigen wird, ist dies bei hoherer als der
hier verwendeten Anregungsintensitit nicht mehr der Fall.

4.3 Intensititsabhingigkeit und Photostabilitéit

Nachdem in den beiden vorangegangenen Abschnitten eine weitgehende Ubereinstim-
mung zwischen der Tryptophanfluoreszenz nach Ein- und Zwei-Photonen-Anregung fest-
gestellt werden konnte, soll in diesem Abschnitt die Abhéngigkeit der Fluoreszenzzahl-
rate von der Anregungsintensitéit untersucht werden. Bereits in Abschnitt 4.1.1 wurde
gezeigt, daff das Emissionsspektrum von Hémocyanin nach Zwei-Photonen-Anregung
nur bei niedrigen Intensitdten mit dem erwarteten iibereinstimmt. Hinzu kommt, dafl
die Photostabilitdt der Fluorophore fiir die Einzelmolekiilspektroskopie eine wichtige
Voraussetzung ist. Von einem einzelnen Molekiil miissen geniigend Photonen detektiert
werden konnen, um es vom Untergrund zu unterscheiden und Informationen aus seiner
Fluoreszenz zu gewinnen.

4.3.1 Messungen

Zur Messung der Photostabilitéit sollten sich die Molekiile in Lésung befinden und nicht
an einer Oberfldche fixiert sein. Dies hat verschiedene Griinde: Die Puffer-Losung ist der
natiirlichen Umgebung der Proteine am &hnlichsten, die Fixierung auf einer Oberflache
oder in einer Matrix birgt die Gefahr der Modifikation des Proteins. Ein praktischer
Grund besteht darin, daf§ nicht einzelne Molekiile auf der Oberfliche gesucht werden
miissen, sondern durch Diffusion in den Detektionsfokus gelangen.

Alle im folgenden vorgestellten Messungen wurden im Probenhalter des Mikroskops
durchgefiihrt. Der Fokus lag dabei etwa 5 pum weit in der Losung. Die Qualitdt des
Fokus verringert sich durch den Sprung im Brechungsindex rasch, wenn er weiter in die
Losung gelegt wird [161]. Die Anregungsleistung wurde durch den variablen Graufilter
schrittweise variiert und von Photodiode D3 (siche Abb. Seite [64) kontinuierlich
gemessen. Die Fluoreszenz wurde durch den langwelligen der beiden Filtersidtze mit dem
Photomultiplier detektiert und iiber etwa 60 Sekunden pro Anregungsleistung integriert.
Die Grofle des Fokus wurde durch Abbilden einer Avidin-markierten Latexkugel (d =
200 nm) zu wy = 350 nm bestimmt. Die Fluoreszenz einer Referenz-Probe, in der sich
nur Puffer befand, wurde jeweils abgezogen. Bei niedrigen Anregungsintensititen ist sie
durch die etwa 1-2 counts/sec Dunkelzidhlrate des Photomultipliers bestimmt. Ab etwa
700 kW /cm? steigt sie an und erreicht bei 20 MW /ecm? etwa 500 counts/sec. Daraus i}t
sich erkennen, dafl erwartungsgemafl die Korrektur des Untergrunds nur bei niedrigen
Zahlraten bedeutend ist.

Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Abbildung 4.8 fiir eine 1 mM Tryptophan-
16sung und fiir zwei 2 pM Hémocyaninlosungen im oxygenierten (Hcoy,) und deoxyge-
nierten (Hcgeoxy) Zustand gezeigt. Schon in Teil A dieser Abbildung sieht man, dafl die
Zahlrate zwar bei niedrigen Intensitiaten in der doppellogarithmischen Darstellung einen
linearen Verlauf hat, also einem Potenzgesetz folgt, bei hoheren aber davon abweicht.
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Abbildung 4.8: Abhéngigkeit der Fluoreszenzzihlrate von der Anregungsintensitét bei Tryp-
tophan in Puffer und Tryptophan in oxygeniertem und deoxygeniertem Hémocyanin. A: Dop-
pellogarithmische Auftragung. B: Verhéltnis R zwischen gemessener und erwarteter, idealer
Fluoreszenz. Zum Verhalten von Hcoyy siehe Abb.[4.13.

Dies wird deutlicher, wenn man nur die Abweichung von der quadratischen Intensitéts-
abhéngigkeit betrachtet. In Abbildung 4.8B ist darum das Verhéltnis Ry, aufgetragen:

R gemessene Fluoreszenz  F F 49

“P " ideale Fluoreszenz  F, [1I?> (4.2)

Die Konstante (3, die die Anregungs- , Fluoreszenz- und Detektionseffizienz beinhaltet,

wurde so bestimmt, dafl Ry, fiir niedrige Intensitéten den Wert 1 annimmt. Sobald Ry,

von diesem Wert abweicht, folgt die gemessene Fluoreszenz nicht mehr dem erwarteten

Ideal der quadratischen Intensitédtsabhéngigkeit. Mit dieser Definition ist das Verhé&ltnis

Reyp identisch mit dem in Abschnitt 2.3.4 definierten Verhéltnis Rype, der Konzentration
der aktiven, fluoreszierenden Fluorophore zu der aller Fluorophore:

aktive Fluorophore  C 1
Riheo = =

= A T 1A= 4.
alle Fluorophore Cy 1+~varT (4.3)

Dieses Modell wurde an die Daten angepafit und in Abbildung 4.8B dargestellt. Das
oxygenierte Hamocyanin zeigt schon in Abbildung einen deutlich anderen Verlauf
und soll in Abschnitt [4.3.4 getrennt behandelt werden.
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Abbildung 4.9: Abhingigkeit der Fluoreszenzzihlrate von der Anregungsintensitéit bei
Avidin-Proben. A: Doppellogarithmische Auftragung. B: Verhéltnis R zwischen gemessener
und erwarteter, idealer Fluoreszenz.

Analog zu diesen Messungen an Hadmocyanin und Tryptophan wurden auch drei
Avidin-Proben untersucht. Die Avidin-markierten Latexkugeln dienen als Modell des
Hémocyanins und besitzen eine groflere Anzahl an Tryptophanen pro Partikel. Auf den
Kugeln mit 200 nm Durchmesser sind dies etwa 23000 und auf denen mit 40 nm Durch-
messer etwa 340 Tryptophane, verglichen mit 148 pro Hamocyanin. Wie schon in Ab-
schnitt 3.6/ beschrieben, sind die Kugeln mit einem leicht modifizierten Protein (NeutrA-
vidin) beschichtet, darum wurden hier das unmodifizierte Avidin, das leicht modifizierte
NeutrAvidin und NeutrAvidin gebunden an Latexkugeln (d = 40 nm) untersucht. Ab-
bildung 4.9] zeigt die MeBwerte analog zu Abb.[4.8. Auch hier ist wieder das Modell nach
Gl. 4.3 angepafit und eingezeichnet.

4.3.2 Ergebnisse

An die MeBwerte wurde die Funktion

1
R =

"1+ (P/R)? (4.4)
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angepafit, da die Daten als Funktion der Anregungsleistung aufgenommen wurden. Der
Zusammenhang mit Gl. 4.3 ergibt sich mit der Anregungsrate o im Fokus (siche Kap.
2.4.4)

1 g P/hv \?
19 _ 45
“ QUft<O.57rw§ (4:5)

Damit gilt fiir die mittlere Dunkelzeit 7

1 g 1 2 1
r=|vyz0L |(—— | F : 4.
! [7201"15 (hVO.E)ng) 0] (4.6)

Sie setzt sich zusammen aus der Lebenszeit des Triplett-Zustandes 7 und aus der Zeit
Tp, die ein Molekiil im Mittel fiir die Diffusion durch den Fokus benétigt (siche Gl.[2.42):

_ T TD fur 7p<<7Tp
T=q Tp + qi1sc ~ G Tp + qisc Tr - (4.7)
T+ Tp

Dabei bezeichnet ¢, die Bleich-Quanteneffizienz und ¢;sc die Wahrscheinlichkeit des
Ubergangs in den Triplett-Zustand. Die Auswertung soll zunéchst unter Vernachlissi-
gung des Triplett-Zustandes (7p = 0) erfolgen und ist in Tabelle 4.1 zusammengefafit.
Weiter unten wird die Giiltigkeit dieser Annahme diskutiert werden.

Die Zeit 7p 1aBt sich nach GIl. 2.44] aus dem Diffusionskoeffizienten D und der Fo-
kusgrofle wy berechnen. Der Diffusionskoeffizient mufl je nach Probe aus unterschiedli-
chen Quellen beschafft werden. Fiir Tryptophan wird er mit dem von Cumarin gleich-
gesetzt [162], fir Himocyanin mit der Svedberg-Gleichung (Abschnitt [2.3.5) aus dem
Sedimentationskoeffizienten berechnet [120]. Bei Avidin und NeutrAvidin wird ange-
nommen, daf} diese Proteine in etwa den gleichen Sedimentationskoeffizienten wie die
Untereinheiten des Himocyanin besitzen. Damit kann der Wert aus Ref. [163] verwendet
werden. Der Diffusionskoeffizient von Latexkugeln mit 40 nm Durchmesser 148t sich aus
einer MeBreihe mit Kugeln verschiedenen Durchmessers [118] berechnen. Die Bleichquan-
teneffizienz ¢, ergibt sich dann als Verhaltnis von mittlerer Dunkelzeit 7 zu Diffusionszeit
TD-

Die Fluoreszenzquanteneffizienzen 1 von Tryptophan in den verschiedenen Umgebun-
gen sind fur Puffer [164] und Avidin [73] aus der Literatur entnommen. Fiir NeutrAvidin
in Puffer und auf Latexkugeln wird sie als mit Avidin {ibereinstimmend angenommen.
Die Quanteneffizienz von deoxygeniertem Hamocyanin hat W. Erker bestimmt [82].

Insbesondere die mittlere Anzahl der emittierten bzw. detektierten Photonen ist fiir
die Experimente relevant. Eine Beziehung soll dafiir im folgenden hergeleitet werden.
Die Wahrscheinlichkeit, daf ein Fluorophor genau n Photonen emittiert und dann pho-
tobleicht, lautet

P(n)=q(l1—-q" . (4.8)

Dabei bezeichnet ¢ = q,/(n+ q) die Wahrscheinlichkeit, mit der ein Fluorophor bleicht,
eingeschrénkt auf die Félle, daf er entweder fluoresziert oder bleicht. Die strahlungslose
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Umgebung
Puffer Hcgeoxy Avidin  NeutrAvidin + Latex

Py (mW) 24.1 7.3 10.1 7.5 26.5
7 (us) 18 237 102 186 15

D (1077 ecm?/s) | 80 2.0 6.6 6.6 1.1
Tp (ms) 0.2 9.2 2.8 2.8 16.8
@ (%) 7.7 2.1 3.7 6.7 0.09
n (%) 13 7 13.5 13.5 13.5
n=1/q 1.7 3.3 3.7 2.0 152.1
N 1 148 16 16 340
c=¢ Nn 0.01 3.2 0.4 0.2 341
Fineo/ Fexp 10.8 2.3 4.7 5.0 2.3

Tabelle 4.1: Ergebnisse der Anpassung an die Daten fiir alle untersuchten Proben.

Rekombination flieft hier nicht ein, da sie weder zur Emission eines Photons noch zum
Photobleichen fiihrt. Diese Wahrscheinlichkeitsverteilung ist normiert (> P(n) = 1). Sie
besitzt den Erwartungswert

R e ]
n_zoj P(n) ; w (4.9)

Sie kann nicht mit einer Poisson-Statistik beschrieben werden, da die Annahme seltener
Ereignisse bei einem groflen Stichprobenumfang n nicht gegeben ist. Dazu miifiten die
Bedingungen n ¢ > 4 und n (1 —¢q) > 4 erfiillt sein [165]. Bei insgesamt N Fluorophoren
pro Molekiil und einer Detektionseffizienz ¢ werden im Mittel ¢ = n N ¢ Photonen
pro Molekiil detektiert werden. Die Fluoreszenzintensitit I’ eines solchen Molekiils ent-
wickelt sich als Funktion der Anzahl der detektierten Photonen ¢ wie

Flo)=(1-4¢) mit ¢=1/(c+1) , (4.10)

wobei F'(0) = 1. Sowohl die mittlere Anzahl 7 emittierter Photonen pro Fluorophor
als auch die mittlere Anzahl ¢ detektierter Photonen pro Molekiil sind in Tabelle [4.1
aufgefiihrt.

Um ein Ma$ fiir die Genauigkeit dieser Berechnungen zu erhalten, ist in Tabelle 4.1
auch das Verhéltnis von berechneter zu gemessener Fluoreszenzzahlrate Fipeo/Foxp €in-
getragen. Als MeBwert wurde ein Wert bei etwa 350 kW /cm? verwendet, der also nicht
durch Photobleichen beeinflufit ist. Berechnet wird die Zahlrate mit (Gl. 2.40)

EheO:C%ﬁNOéT]QS . (411)

Damit héngt diese Kontroll-Rechnung in dhnlicher Weise wie obige Rechnung zur Be-
stimmung von 7 von den einzelnen experimentellen Parametern ab.
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Diskussion

Die oben vorgestellte Auswertung der Mefiwerte ist mit einer nicht zu vernachléssigenden
Unsicherheit behaftet. Die Photostabilitéit wird sehr indirekt gemessen, wobei sehr viele,
teilweise nur ungenau bekannte Parameter einflieBen. Die gréfiten Unsicherheiten liegen
bei dem Zwei-Photonen-Absorptionsquerschnitt o und bei der Detektionseffizienz ¢. Der
Absorptionsquerschnitt von Tryptophan o = 1 GM ist nur aus Ref. [67] aus quanten-
chemischen Berechnungen von 3-Methylindol zu erhalten. Seine Unsicherheit wird mit
Ao = 0.5 GM abgeschiitzt. Die Detektionseffizienz ¢ wurde in Abschnitt [3.2.3 durch die
Multiplikation der (zum Teil nur aus den Datenbléttern bekannten) Transmission durch
die einzelnen Bauelemente berechnet (¢ = (0.66 £+ 0.05)%). Da aber ein verldfilicher
Standard in diesem Wellenldngenbereich fehlt, ist es nicht mdoglich, sie experimentell zu
verifizieren. Die vollstdndige Fehlerrechnung mit Hilfe der partiellen Ableitungen der zu
berechnenden Werte fiihrt schlieflich zu Fehlerwerten in der Gréflenordnung der Ergeb-
nisse. Die in Tabelle|4.1|aufgefiihrten Werte sind deshalb nur als Angabe der Gréfenord-
nung zu verstehen. Etwa die Hélfte der Unsicherheit beruht auf dem oben diskutierten,
nur ungenau bekannten Absorptionskoeffizienten. Auf dieser Grundlage mufl die Ab-
weichung zwischen experimentell ermittelter und berechneter Fluoreszenzzahlrate um
Faktoren zwischen 2 und 10 toleriert werden.

Insgesamt ist die Photostabilitédt der untersuchten Proben sehr gering. Die mittlere
Anzahl emittierter Photonen n liegt zwischen 1.7 und 152. Fiir einen guten Farbstoff
dagegen werden etwa 10°~10° Photonen erwartet [166,19,147]. Dabei liegen fast alle Pro-
ben im Bereich um n ~ 2, einzig die NeutrAvidin-markierten Latexkugeln heben sich
deutlich von den anderen Proben ab. Hier scheint Tryptophan mehr als 40 mal stabiler
zu sein. Dies duflert sich dann auch in der mittleren Anzahl detektierbarer Photonen ¢.
Sie liegt mit 341 fiir diese Latexkugeln deutlich hoher als die etwa 3 Ereignisse, die bei
Hémocyanin erwartet werden konnen. Fiir einzelne Avidine und gar einzelne Tryptopha-
ne reicht die Photostabilitdt nicht aus, um sie zu detektieren. Es wird jeweils deutlich
weniger als ein Photon pro Molekiil detektiert.

Die Mefiwerte in Abbildung 4.8 und [4.9] konnten auch ohne jegliches Photobleichen
nur durch die Populierung des Triplett-Zustandes erkléirt werden. Solange der Fluorophor
sich im Triplett-Zustand befindet, kann er nicht aus dem ersten angeregten Singulett-
Zustand emittieren, erscheint also dunkel. Mit oben vorgestelltem Experiment ist nicht
zu unterscheiden, ob ein Fluorophor dunkel erscheint, weil er geblichen ist, oder weil er
sich im Triplett-Zustand befindet. Im ersten Fall wird die Dauer der Dunkelphase durch
die Diffusionszeit durch den Fokus bestimmt; danach wird der geblichene Fluorophor
durch einen neuen, ungeblichenen ersetzt. Im zweiten Fall ist die Dauer der Dunkel-
phase gleich der Triplett-Lebenszeit, wenn Diffusion vernachléssigt wird. Die Triplett-
Lebenszeit 7 von Tryptophan in Proteinen streut allerdings stark, da sie von der jewei-
ligen Umgebung abhéngt. Es sind Werte zwischen kleiner 10 us und gréfler 2 s gemessen
worden [72]. Wenn die Triplett-Lebenszeit 77 kiirzer oder gar viel kiirzer als die mittlere
Dunkelzeit 7 ist, dann kann die abnehmende Fluoreszenzintensitit nicht mit der Popu-
lierung des Triplett-Zustandes erklart werden: Die Triplett-Quantenausbeute gigc kann
in Gl 4.7 maximal den Wert Eins annehmen. Bei Triplett-Lebenszeiten in der Grofien-
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Abbildung 4.10: Deoxygeniertes Himocyanin adsorbiert auf einer Glasoberfliche. A: hohe
Konzentration. In der Mitte wurde ein Bereich schon einmal abgerastert und ist geblichen. B:
niedrigste Konzentration, bei der noch ein Kontrast im Bild festzustellen war. C: eine unbelegte
Grenzfliche zum Vergleich bei gleicher Skalierung wie in der Mitte.

ordnung der Diffusionszeit 7p hilft eine solche Argumentation nicht. In diesem Fall kann
zwischen Photobleichen und Populierung des Triplett-Zustandes nur durch Messungen
bei unterschiedlicher Diffusionszeit unterschieden werden. Die Viskositat miifite also um
mehrere Groflenordnungen erhoht werden, gleichzeitig sollte das Protein aber so wenig
wie moglich modifiziert werden.

Alle Ergebnisse in dieser Arbeit sprechen allerdings dafiir, dal das Photobleichen der
Tryptophane nicht zu vernachléssigen ist. Ein Beispiel dafiir ist in Abbildung/4.10A zu se-
hen. Auf der Deckglasoberflache adsorbierte deoxygenierte Himocyanine (C' = 200 nM)
sind bei einer Intensitit von 700 kW /cm? abgebildet worden. Die Oberfléiche ist dicht
belegt (siche auch Abb.[3.13). In der Mitte ist ein Bereich von 5 x 5 um? zu erkennen,
der schon einmal abgerastert wurde (50 ms/pixel, Pixelgréfie 50 x 50 nm?). Dort sind
die meisten Hamocyanine geblichen. Wenn die Intensitatsabhéngigkeit in Abbildung 4.8
und 4.9 nur auf die Populierung des Triplett-Zustandes zuriickzufiithren wére, dann soll-
te dies bei der langen Integrationszeit keinen Einflufl haben. So verhindert das schnelle
Photobleichen aber die Abbildung einzelner Hiamocyanine: Abbildung 4.10B zeigt die
niedrigste Hamocyaninkonzentration, bei der noch ein Kontrast im Bild festzustellen
war (C' = 2 nM). Trotzdem ist hier die Oberfliche immer noch dicht mit Molekiilen
belegt, wie im Vergleich mit Abbildung(3.13 zu erkennen ist.

4.3.3 Mogliche Ursachen

Es bleibt noch zu diskutieren, wie es zu solch groflen Bleicheffizienzen kommen kann und
warum gerade bei NeutrAvidin-markierten Latexkugeln die Photostabilitdt am gréfiten
ist. Das verwendete Modell des Photobleichens macht dariiber keine Aussage. Es geht
davon aus, dafl der Fluorophor ohne weitere Absorption direkt aus dem angeregten
Singulett-Zustand S; bleicht.

Eine proteinspezifische Ursache des Photobleichens kénnte die Denaturierung des Pro-
teins durch Losen seiner Disulfid-Briicken sein. Die Tertidrstruktur von Proteinen wird
durch Disulfid-Briicken zwischen Cysteinen stabilisiert [69]. Sie konnen durch Einstrah-
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Abbildung 4.11: Vergleich des Photobleichens zwischen nativem und an der Oberfléche quer-
venetztem deoxygenierten Hamocyanin. Es ist kein Unterschied feststellbar, darum scheint das
Photobleichen nicht mit einem Aufbrechen der Struktur des Proteins verbunden zu sein.

len von UV-Licht oder durch Energieiibertrag von benachbarten Tryptophanen gebro-
chen werden [167,168]. Im Hamocyanin liegt diese Nachbarschaft fiir eine der beiden
Briicken pro Untereinheit vor [82]. Um zu iiberpriifen, ob ein Aufbrechen der Tertiér- und
damit auch der Quartéarstruktur fiir das Photobleichen der Himocyanine verantwortlich
ist, wurden die Proteine an ihrer Oberflache quervernetzt und dadurch in ihrer Struk-
tur stabilisiert. Genauere Angaben zum Vorgehen finden sich in Ref. [82]. Abbildung
4.11 zeigt das Verhéltnis R zwischen gemessener und erwarteter Fluoreszenzzahlrate fiir
deoxygeniertes Himocyanin (0.3 g/1), sowohl in nativer als auch in quervernetzter Form.
Es ist kein Unterschied feststellbar. Beide Varianten zeigen ein vergleichbares Bleichver-
halten. Das Photobleichen ist also nicht auf ein Aufbrechen der Struktur der Proteine
zuriickzufithren. Dies wird auch dadurch unterstiitzt, daf sich die Bleichquanteneffizi-
enz q, zwischen Tryptophan in Losung und Tryptophan in einer Proteinumgebung nur
minimal unterscheidet.

Aufler diesem proteinspezifischen Weg des Photobleichens kommen fiir Tryptophan
die Modelle in Frage, die fiir Farbstoffe allgemein in der Literatur diskutiert werden.
Sie lassen sich in zwei Klassen einteilen: zum einen solche Modelle, die keine weitere
Absorption eines Photons verlangen, sondern z.B. durch Stof§ eines Sauerstoff-Molekiils
mit einem Farbstoff im Triplett-Zustand iiber Spinumkehr Singulett-Sauerstoff erzeugen.
Zum anderen Modelle, die, von der hohen Anregungsintensitit gerade bei Mehrphoto-
nenanregung ausgehend, eine oder mehrere weitere Absorptionen postulieren, die schlief3-
lich zur Photoionisation des Molekiils fiithren. Beide Moglichkeiten sollen im folgenden
dargestellt werden.

Photobleichen von Farbstoffen ist unter Ein-Photonen-Anregung gut, wenn auch nicht
abschlieend untersucht worden. Eine umfassende Darstellung findet sich in Ref. [169]
und mit Schwerpunkt auf FCS-Messungen in Ref. [170]. Ein hiufig dominanter Weg
ist das Photobleichen durch Singulett-Sauerstoff. Bei allen Experimenten ist Sauerstoft
in der Losung vorhanden. Durch Stofl eines Sauerstoffmolekiils, dessen Grundzustand
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ein Triplett-Zustand ist, mit einem Fluorophor, der sich ebenfalls im Triplett-Zustand
befindet, konnen beide Molekiile in den Singulett-Zustand iibergehen. Dies bringt den
Fluorophor wieder zuriick in den Photozyklus, erh6ht also die Z&hlrate, produziert aber
gleichzeitig hoch reaktiven Singulett-Sauerstoff, der zu einer Oxydation des Molekiils
fithren kann. Damit werden die Eigenschaften des Molekiils so verdndert, daf§ danach
keine weiteren Absorptionen und/ oder Emissionen stattfinden [171]. In der Einzelmo-
lekiilspektroskopie wird dieses Problem umgangen, indem so sauerstoffarm wie moglich
gearbeitet wird [172]. Bei dem Ziel der Sauerstoffbindungskurven ist dies allerdings nicht
moglich, da in diesem Fall gerade der Sauerstoffpartialdruck variiert werden muf3.

Andere Arten von Proteinen sind besser als das Hamocyanin vor Singulett-Sauerstoff
geschiitzt. Die Natur hat zum Beispiel bei Lichtsammelkomplexen dafiir gesorgt, dafl
der entstehende Singulett-Sauerstoff durch Karotinoide unschédlich gemacht wird [42].
Im Unterschied zu Lichtsammelkomplexen ist das Sauerstofftransportprotein Hamocya-
nin zwar auf eine erhdhte lokale Sauerstoffkonzentration eingerichtet, jedoch nicht dar-
auf, dafl Photoabsorption in den Tryptophanen stattfindet. Die Bildung von Singulett-
Sauerstoff stellt also den Ausnahmezustand dar, auf den das Protein wahrscheinlich
nicht eingestellt ist. Damit ist es durchaus moglich, daf§ die Oxydation durch Singulett-
Sauerstoff zum Bleichen des Fluorophors fiithrt. Zwar sind die Tryptophane zum grofiten
Teil im Inneren des Proteins angeordnet, jedoch mufl auch der Sauerstoff ins Innere
zum Bindungszentrum gelangen, so dafl Stéfe stattfinden konnen. Ein Stofl des Sau-
erstoffmolekiils mit einem Tryptophan im angeregten Singulett-Zustand S; 16scht zwar
ebenfalls die Fluoreszenz, doch ist dieser Prozef3 vernachléssighar, da er diffusionskon-
trolliert bei der kurzen Lebenszeit des Si-Zustandes nur selten auftritt. Fir 760 Torr
Sauerstoffpartialdruck wird eine Fluoreszenzloschung um 3 % angegeben [74].

Der zweite in der Literatur diskutierte Weg zum Photobleichen ist die Bildung von
Radikalen oder Ionen durch mehrfaches Anregen in hoherenergetische Zusténde (fiir
eine Ubersicht siche Ref. [173]). Insbesondere bei den hohen, fiir die Zwei-Photonen-
Anregung benétigten Intensitaten scheint dies der vorherrschende Weg zu sein. Dittrich
et al. konnten zeigen [173], dafl bei Zwei-Photonen-Anregung die Anderung der Sauer-
stoffkonzentration keinen Einflul auf das Photobleichen hat, Singulett-Sauerstoff also
nicht beteiligt ist. Andererseits konnte das Photobleichen durch Zugabe des Antioxyda-
tionsmittels Ascorbinsédure reduziert werden. Beides spricht fiir die Bildung von Radika-
len, die schliellich zum Photobleichen fiihren. Im Fall von Tryptophan wird dies durch
quantenchemische Rechnungen des Indols, dem absorbierenden Teil des Tryptophans,
untermauert. Sobolewski und Domcke zeigen [174,175], daf es durch Anregung mit Wel-
lenldngen A < 285 nm zu einer Ladungstrennung an der N-H-Bindung kommen kann,
bei der ein Elektron auf das umgebende Wasser iibergeht und bei Anregungsenergien
grofer 5 eV (A < 250 nm) auch das verbleibende Proton abgespalten wird [176]. Die
beiden optisch angeregten Zustinde 'L, und 'L; sind pridissoziierende Zustinde zum
Zustand 'A”, der schlieilich zur Abspaltung fiihrt [176,47].

Sollte der bleichende Prozef nicht vom ersten angeregten Zustand (S; oder 77), son-
dern von einem hoher angeregten erfolgen, so miifite die Abhéngigkeit der Bleichrate

mit einer hoheren Potenz als zwei von der Anregungsintensitéit abhéngen. Dies ist bei
verschiedenen Farbstoffen auch der Fall [166, 177, 173]. Der Effekt zeigt sich deutlich
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Abbildung 4.12: Vergleich des Photobleichens von Tryptophan bei unterschiedlichen Puls-
abstdnden. Die Intensitét ist auf gleiche Peakintensitéit umgerechnet.

allerdings erst bei hohen Anregungsintensitdten, bei denen in den hier durchgefiihrten
Experimenten schon andere Effekte wie Denaturierung und Aggregatbildung tiberwie-
gen. In dem untersuchten Intensitéitsbereich konnten, wie Abbildung zeigt, keine
Abweichung von einer quadratischen Intensititsabhingigkeit des Photobleichens festge-
stellt werden. Sollte allerdings der zweite Anregungsschritt (z.B. T — T,,) durch die
hohe Anregungsintensitit schon geséittigt sein, so wére ebenfalls keine Abweichung vom
quadratischen Verhalten zu erwarten. Gerade bei langen Triplett-Lebenszeiten ist dies
moglich [65]. Die Bleicheffizienz héngt bei einem solchen Prozefl von der Lebenszeit des
Zwischenzustandes (z.B. S; oder T7) ab. Wenn der zweite Anregungsschritt nicht quasi
instantan mit dem gleichen Laserpuls erfolgt, so mufl die Lebenszeit des Zwischenzu-
standes langer als der zeitliche Abstand zwischen zwei Laserpulsen sein. Eggeling et al.
konnten zeigen [178], dafl man das Photobleichen von Coumarin reduzieren kann, wenn
der zeitliche Abstand zwischen zwei Laserpulsen von 13 ns auf 210 ns erhoht wird. In
diesem Fall scheint die Lebenszeit des Zwischenzustandes gerade zwischen diese bei-
den Werte zu fallen. Dies ist aber bei Tryptophan nicht der Fall. Wie Abbildung [4.12
zeigt, ist kein Unterschied im Bleichverhalten von Tryptophan in Puffer zu erkennen,
wenn der Pulsabstand mit Hilfe eines sog. pulse pickers (Coherent Radiation) erhoht
wird. Aufgetragen ist dort das Verhéltnis R als Funktion der dquivalenten Anregungs-
intensitdat. Durch das Reduzieren der Repetitionsrate um den Faktor 16 verringert sich
die iiber einen langen Zeitraum gemittelte Intensitét ebenfalls um diesen Faktor 16,
allerdings nicht die iiber nur einen Puls gemittelte. Da letztere fiir das Photobleichen
verantwortlich ist, wurde im Fall der langen Pulsabstdnde dieser Faktor 16 korrigiert.
Bei Tryptophan ist also die Lebenszeit der Zwischenzusténde entweder deutlich kleiner
als 13 ns oder deutlich groBer als 210 ns, so dafl eine Variation zwischen diesen beiden
Werten keinen Einflul hat. Es war nicht méglich, mit langeren Pulsabsténden zu messen,
da dies die Anregungsrate und damit auch die Fluoreszenzrate zu sehr verringert hétte.

Die um etwa den Faktor 40 verbesserte Photostabilitdt von Tryptophan, wenn es sich
in an einer Latexkugel gebundenem NeutrAvidin befindet, ist iiberraschend. Die direkte
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Umgebung des Tryptophan dndert sich bei der Bindung nicht, soweit man das aufgrund
der Fluoreszenz-Emissionsspektren Abb. 4.3 sagen kann. Der hydrophobe Charakter der
Latexoberfliche kann zu einer verringerten lokalen Wasser-Konzentration fithren. Die
Umgebung wiirde weniger polar werden, und ein Elektron wiirde sich nicht mehr so leicht
abspalten lassen. Dies sollte aber auch einen Einflufl auf das Emissionsspektrum haben,
da gerade die Tryptophanemission stark von der Polaritdt der Umgebung abhéngt [46].
Ein weiterer Unterschied zwischen dem gebundenen und dem ungebundenem NeutrA-
vidin besteht in der Ndhe zu einem Medium (Polystyren) mit anderem Brechungsindex
als Wasser (n = 1.56 gegeniiber n,, = 1.33). Wie schon in Abschnitt 2.3.3 dargestellt,
beeinflufit dies die Abstrahlcharakteristik eines Dipols. Die Proteinschicht auf der Kugel
ist diinn gegeniiber der Wellenlinge, so dafl das ganze Protein diesen Einflufl erfahrt. In
Kapitel 6.3.2/ wird im Rahmen des radiative decay engineering (RDE) diskutiert werden,
wie dies auch die Photostabilitit beeinflussen kann. Allerdings ist der Unterschied in
den Brechungsindizes relativ gering, vergleichbar mit dem zwischen Quarz und Wasser.
Es miilte hier schon zu einem Resonanzeffekt kommen, um eine Verbesserung der Pho-
tostabilitdt um mehr als eine GroBenordnung zu erreichen (siche Kap. 6.3.2). Als letzte
denkbare Moglichkeit bleibt noch, dal die Quervernetzung der Proteine, die zur Fixie-
rung auf den Kugeln fiihrt, einen Einflufl auf die Photostabilitat hat. Da der Hersteller
dieser NeutrAvidin-markierten Kugeln dazu aber keine Aussagen macht, kann dies nicht
weiter beurteilt werden.

4.3.4 Messungen an oxygeniertem Himocyanin

Wihrend bei allen anderen Proben die Fluoreszenzzéhlrate mit der Anregungsintensitét
weniger stark als erwartet stieg, so zeigte sich fiir oxygeniertes Himocyanin in Abbildung
4.8, dafl die Zahlrate stirker als erwartet anstieg. Dies ist in Abbildung4.13 noch einmal,
nun auch als Verhéltnis R zwischen gemessener und erwarteter Fluoreszenz, dargestellt.
Bei einer Anregungsintensitit von 2 MW /cm? werden mehr als dreimal soviel Photonen
detektiert als von den Daten bei niedrigen Anregungsintensitidten her erwartet wiirde.
Dieses Verhalten lafit sich mit einem einfachen Modell erkliaren, welches die folgenden
Gleichgewichte zwischen Zusténden einer einzelnen Bindungsstelle des Hamocyanin ver-
wendet:

k4 koff

) 0, D,+ 0y . (4.12)
k Kon

Ohne Lichteinstrahlung wird das Gleichgewicht zwischen dem mit Sauerstoft beladenen
Zustand O, und dem unbeladenen Zustand D, durch die Raten k., und k.g definiert.
Die kooperative Wechselwirkung zwischen den 24 Untereinheiten des Hamocyanins be-
einfluflt dieses Gleichgewicht. Wenn im Zustand O, ein Sauerstoffmolekiil im aktiven
Zentrum zwischen zwei Kupferatomen gebunden ist, so fiithrt dies zu zwei charge transfer
Banden (siehe Kap. 2.1). Die Bande CT1 bei 340 nm 16scht die Tryptophanfluoreszenz
iiber Forster-Transfer, so daf3 die Tryptophanfluoreszenz ein Maf fiir die Populierung
des Zustandes O, ist. Die zweite Bande (CT2) entsteht bei etwa 570 nm und ist relativ
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Abbildung 4.13: Abhingigkeit der Fluoreszenzzihlrate von der Anregungsintensitit bei
Hamocyanin. A: Doppellogarithmische Auftragung (identisch mit Abb.[4.8A). B: Verhéltnis R
zwischen gemessener und erwarteter, idealer Fluoreszenz fiir oxygeniertes Himocyanin.

schwach und breit (¢ ~ 1000 M~tem™! [80]). Allerdings wird fiir die Zwei-Photonen-
Anregung der Tryptophane eine sehr hohe Lichtintensitéit bei einer Wellenldnge von
590 nm benétigt, so dafl trotz des geringen Absorptionsquerschnitts auch dieser Ein-
Photonen-Ubergang des Bindungszentrums angeregt wird. Der angeregte Zustand O
des Bindungszentrums wird also mit einer Rate k proportional zur Lichtintensitéit bei
590 nm bevolkert. Dieser Zustand 16scht die Tryptophanfluoreszenz nicht. Daher nimmt
mit steigender Anregungsintensitit die Populierung des Fluoreszenz-ldschenden Zustan-
des O, ab und so die Zahlrate iiberproportional zu.

Dies soll nun quantifiziert werden. Obiges Modell fiihrt zu folgendem Differential-
gleichungssystem, wobei eckige Klammern die Konzentration des jeweiligen Zustandes
bezeichnen:

d [Oa:] _<koﬂC + k) k4 kon[OQ] [OJ:]
2o | = k k0 o | . (4.13)
dt [Dx] koff 0 _kon [02] [Dx]

Fiir das Experiment ist nur der Gleichgewichtszustand von Bedeutung. Aulerdem wurde
die Messung an oxygeniertem Hamocyanin durchgefiihrt, so daf§ hier nur der Grenzwert
der vollstdndigen Oxygenierung ([Os] — o0) betrachtet wird. Eine Verallgemeinerung
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4.4 Drei-Photonen-Anregung

und Ausweitung des Modells wird in Kapitel 5 vorgestellt werden. Fiir die relative Be-
setzung O’ des Zustandes O, ergibt sich damit

e = O = (1 + 5) B =(1+rsI)" (4.14)
[0:] + [05] + [Ds] ks ’ '
wobei k/ky = kI. Daraus folgt, dafl eine oxygenierte Probe bei Einstrahlung von Licht
einer Wellenldnge um 570 nm nicht vollstindig im Zustand O, ist, da © < 1, was
wiederum dazu fiihrt, dafl die Fluoreszenz nicht mehr so effektiv geléscht wird.

Wie Abbildung 4.13 zeigt, bleibt das Verhéltnis R bei niedrigen Intensitdten konstant
nahe dem Wert Eins und die Fluoreszenzzdhlrate folgt der quadratischen Abhéngigkeit
von der Anregungsintensitit, da sich die meisten Bindungszentren im Zustand O, be-
finden. Da jede Untereinheit, deren Fluoreszenz nicht geloscht wird und sich also im
Zustand D, oder O} befindet, etwa 13 mal heller erscheint [81,82], fiithrt jede Depopu-
lierung von O, zu einem Anstieg der Zahlrate.

Damit kann nun das Verhéltnis R fiir oxygeniertes Himocyanin berechnet werden:

Roxy =1 @/ Boxy(l) + 13 (1 — @/) Bdeoxy([) y (415)

wobei die Funktionen B(/) das Photobleichen analog zu Gleichung 4.3 beschreiben. Es
wére nun interessant, das Photobleichen von Tryptophan in oxygeniertem und deoxyge-
niertem Hémocyanin vergleichen zu konnen. Einerseits miiite der Forster-Transfer aus
dem angeregten Zustand des Tryptophans in das Bindungszentrum mit dem Bleichen
des Tryptophans konkurrieren, so dafl im oxygenierten Zustand die Bleicheffizienz ge-
ringer sein sollte: Die Bleichrate kg sollte konstant bleiben, aber die Summe aller Raten
zunehmen. Andererseits wird Bleichen durch Stof§ eines Sauerstoffmolekiils mit einem
Tryptophan im Triplett-Zustand mit steigender Sauerstoffkonzentration haufiger. Lei-
der ist aber der Einflufl des oxygenierten Zustandes in dem Intensitdtsbereich, in dem
das Bleichen beginnt, schon sehr gering. Die Variation der oxy-Bleicheffizienz hat einen
vernachlassigbaren Einfluf} auf die Qualitdt der Anpassung an die Daten. Mit diesen
Daten kann darum keine Aussage iiber den Unterschied der Bleicheffizienzen zwischen
oxygeniertem und deoxygeniertem Hamocyanin getroffen werden. Fiir die Kurve in Ab-
bildung 4.13| wurde deshalb Boxy(I) = Bdeoxy(I) = Rdeoxy gesetzt.

Zusammenfassend 148t sich sagen, dafl dieses einfache Modell der Populierung eines
angeregten Zustandes O} den iiberproportionalen Anstieg der Fluoreszenzzéhlrate bei
oxygeniertem Hamocyanin erkldren kann. Dies legt den Grundstein zu weiteren Unter-
suchungen der Photophysik des Sauerstoffbindungszentrums, die in Kapitel 5 vorgestellt
werden. Die Abhéngigkeit der Bleichquanteneffizienz von der Sauerstoftkonzentration
kann mit diesen Daten allerdings nicht geklart werden.

4.4 Drei-Photonen-Anregung

Zum Abschlufl dieses Kapitels iiber Ensemblemessungen soll noch der Frage nachgegan-
gen werden, ob die Photostabilitédt der Tryptophane in Hamocyanin bei Drei-Photonen-
Anregung grofler wird. Zum einen gelten fiir den Drei-Photonen-Prozef3 dieselben Aus-
wahlregeln wie fiir den Ein-Photonen-Prozef3; so dal auch bei strenger Giiltigkeit der
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Abbildung 4.14: Drei-Photonen-Absorptionsquerschnitt von Tryptophan (Daten aus Ref.
[179]). Zum Vergleich ist das Ein-Photonen-Absorptionsspektrum bei einem Drittel der Wel-
lenlénge (obere Wellenléngenskala) sowie das Zwei-Photonen-Anregungsspektrum [67] einge-
zeichnet.

Auswahlregeln derselbe angeregte Zustand erreicht werden kann. Zum anderen ist die
Energie pro Photon um ein Drittel niedriger, so dafl vom angeregten Zustand ausgehend
weniger andere Zustdnde, die eventuell beim Photobleichen eine Rolle spielen, erreicht
werden konnen.

Von der Gruppe um J. R. Lakowicz liegen Ergebnisse zur Fluoreszenz-Lebenszeit und
Fluoreszenz- Anisotropie von Tryptophan und Tyrosin bei Drei-Photonen-Anregung vor
[180,181]. Die Gruppe von W.W. Webb hat den Drei-Photonen-Absorptionsquerschnitt
von Tryptophan iiber einen groffen Wellenldngenbereich vermessen [179]. Abbildung/4.14
zeigt diese Daten zusammen mit einem Ein-Photonen-Absorptionsspektrum, das ent-
sprechend auf die dreifache Anregungswellenlénge skaliert wurde, sowie das TPE An-
regungsspektrum von Rehms et al. [67]. Die Bande um 280 nm (bzw. 840 nm) stimmt
noch gut zwischen beiden Anregungsarten iiberein. Kurzwellig von 260 nm (780 nm)
steigt aber der Drei-Photonen-Absorptionsquerschnitt sehr stark an. Dies ist ein dhn-
liches Verhalten wie es bereits der Zwei-Photonen-Absorptionsquerschnitt gezeigt hat
(im Bild punktiert): die Bande bei 280 nm entspricht der bei 560 nm, aber kurzwellig
von etwa 260 nm liegt auch hier keine Ubereinstimmung vor. Im spektralen Verlauf der
Absorptionsquerschnitte gibt es also bei der 280 nm-Bande keinen signifikanten Unter-
schied zwischen Ein-, Zwei- und Drei-Photonen-Anregung in dem hier interessierenden
Wellenldngenbereich. Die Anderung der Paritiit zwischen den Zusténden scheint nicht
festgelegt zu sein. Das Absorptionsverhalten von Himocyanin 148t sich nicht durch ein-
fache, aus der Spektroskopie leichter Atome hergeleitete Uberlegungen beschreiben.

Zur Anregung im Wellenldngenbereich 700-900 nm wurde direkt der Titan-Saphir-
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Abbildung 4.15: Emission von deoxygeniertem Hamocyanin nach Drei-Photonen-Anregung
bei 720 nm (C = 3 g/l, I = 16 MW/cm?, t = 100 sec). Die spektrale Charakteristik des
verwendeten Filtersatzes ist korrigiert. Zum Vergleich ist das Ein-Photonen-Spektrum und
die Filtercharakteristik eingezeichnet. Der Peak bei 360 nm entsteht durch Hyper-Rayleigh-
Streuung [139] in der Probe.

Laser unter Umgehung des OPO verwendet. Der dichroitische Strahlteiler wurde gegen
einen mit einer besseren Transmission im Infraroten ausgetauscht — bei vergleichbarer
Reflexion im Ultravioletten (510 DCXRU-LP510, AHF, Tiibingen). Als Filter im Detek-
tionsstrahlengang kam der kurzwellige der beiden Interferenzfilter zum Finsatz, der auch
schon bei der Zwei-Photonen-Anregung benutzt wurde. Nur der Schott-Glasfilter BG3
wurde gegen einen Filter UG11 ausgetauscht, der im Infraroten eine stérkere Absorpti-
on zeigt. Das Emissionsspektrum einer deoxygenierten Himocyaninlésung bei Anregung
mit 720 nm ist in Abbildung 4.15 zusammen mit der Filtercharakteristik gezeigt. Wie
schon in Abschnitt 4.1.1 wurde der Einflu} der Filter korrigiert, in dem das gemessene
Spektrum durch die Filtercharakteristik geteilt wurde. Hier ist allerdings nicht die spek-
trale Charakteristik des Spektrographen und der Kamera korrigiert. Bei Anregung mit
720 nm stimmen die Emissionsspektren, trotz deutlicher Unterschiede in der Absorption
(Abb. 4.14), immer noch iiberein. Der Peak bei 360 nm ist reproduzierbar und auch in
einer reinen Wasser-Probe vorhanden. Er entsteht durch Hyper-Rayleigh-Streuung [139]
in der Probe und zeigt die erwartete quadratische Abhéangigkeit von der Anregungsin-
tensitit. Bei langwelligerer Anregung oder bei Zwei-Photonen-Anregung liegt die halbe
Anregungswellenléinge immer im Sperrbereich des Detektionsfilters, so daf§ eine solche
Peaks normalerweise nicht beobachtet wurden.

Um die Photostabilitdt bei Drei-Photonen-Anregung zu untersuchen, wurde bei ver-
schiedenen Anregungswellenléngen die Fluoreszenzzahlrate in Abhéngigkeit von der An-
regungsintensitit gemessen. Fiir den Drei-Photonen-Prozel sind allerdings sehr hohe
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Abbildung 4.16: Vergleich des Photobleichens nach Zwei- und Drei-Photonen-Anregung der
Tryptophane in deoxygeniertem Hémocyanin. Um die Kurven vergleichen zu kénnen, wurde
als Abszisse nicht die Anregungsintensitét, sondern die Anregungsrate gewéhlt.

Leistungen nétig (bis etwa 120 mW, entspricht 24 MW /cm?). Bei diesen Intensitéiten
trat haufig eine deutliche Denaturierung und Verklumpung der Proteine auf, so dafl kei-
ne reproduzierbaren Kurven aufgenommen werden konnten. Es konnte also nicht das in
Abschnitt 14.3.2 beschriebene Verfahren verwendet werden, bei dem das Modell des Pho-
tobleichens an die Daten angepafit wird. Um trotzdem die Drei-Photonen-Anregung mit
der Zwei-Photonen-Anregung vergleichen zu koénnen, wird das Verhéltnis R zwischen
gemessener und erwarteter, idealer Fluoreszenz als Funktion der Anregungsrate aufge-
tragen. Die Anregungsrate kann ohne die Annahme von Absorptionsquerschnitten aus
der Fluoreszenzrate berechnet werden. Die erwartete, ideale Fluoreszenzrate Fy = F//R
ist proportional zur Anregungsrate, wobei die Proportionalitdtskonstante unabhéngig
vom Anregungsprozefl ist, da sie nur die Detektionseffizienz und die Fluoreszenzquan-
tenausbeute beinhaltet. Erstere unterscheidet sich zwischen Zwei- und Drei-Photonen-
Anregung kaum (44 zu 43 % gemittelte Filter-Transmission), letztere sollte nur vom
emittierenden Zustand abhéngen. Somit liefert Fy = F/R die Abszisse in Abbildung
4.16. Man erkennt deutlich, daf3 die Fluoreszenzzihlrate bei Drei-Photonen-Anregung
schon bei niedrigeren Anregungsraten von dem idealen Verhalten abweicht, die Fluoro-
phore also schneller photobleichen. Der Unterschied ist so grof3, dal die Vernachléassigung
der unterschiedlichen Fokusgrofle und -form zu tolerieren ist. Bei der Zwei-Photonen-
Anregung ist die rdumliche Verteilung der Anregungsraten proportional zur zweiten
Potenz des Gauflschen Fokus mit wg = 350 nm, bei der Drei-Photonen-Anregung pro-
portional zur dritten Potenz mit wy = 520 nm, da die Wellenlénge um den Faktor 1.5
grofler ist. Dies modifiziert damit auch die Verweilzeit 7p im Fokus.

Die Verwendung eines Drei-Photonen-Prozesses zur Anregung der Tryptophane be-
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wirkt also keine Verbesserung der Photostabilitdt. Eher ist das Gegenteil der Fall, sie
wird noch geringer als sie bei Zwei-Photonen-Anregung schon ist. Damit lohnt sich die
Drei-Photonen-Anregung nur dann, wenn sie zu einer verringerten Untergrundfluores-
zenz fiithrt. Diese ist aber bei den hier vorgestellten Proben in den meisten Féllen allein
durch die Dunkelzéhlrate des Photomultipliers gegeben.

4.5 Zusammenfassung

Die Ensemblemessungen an Tryptophan in verschiedenen Umgebungen haben gezeigt,
daf} sich die Fluoreszenzcharakteristik nach Ein- und Zwei-Photonen-Anregung nicht
unterscheidet. Es wird derselbe fluoreszierende Zustand populiert, was zu iibereinstim-
menden Emissions- und Anregungsspektren fithrt. Auch die Loschung der Fluoreszenz,
sei es durch Stofl mit Iodid oder Forster-Transfer zum Kupfer-Bindungszentrum, unter-
scheidet sich nicht. Mit Zwei-Photonen-Anregung kann also die Sauerstoffbeladung der
Hémocyanine bestimmt werden. Dabei muf} allerdings berticksichtigt werden, dafl durch
einen Ein-Photonen-Prozel die Populierung des oxygenierten Zustandes des Bindungs-
zentrums reduziert werden kann, was die Tryptophanfluoreszenz erhcht. Dieser Effekt
kann aber gut durch ein passendes Modell beschrieben werden.

Fiir die weiteren Messungen hat die geringe Photostabilitdt der Tryptophans Bedeu-
tung. Je nach Grofle und Art des Proteins konnen zwischen 0.2 und 3 Photonen pro Pro-
tein detektiert werden, bevor alle Fluorophore in diesem Protein geblichen sind. Dieses
Bleichverhalten schrinkt sehr stark die moglichen Experimente auf Einzelmolekiilebene
ein, die typischerweise mit Molekiilen durchgefiihrt werden, die 103-10* Z#hlereignisse
pro Molekiil produzieren. Nur die Tryptophane in Avidin-markierten Latexkugeln wei-
sen eine hohere Photostabilitéit auf. Hier konnen etwa 340 counts pro Kugel detektiert
werden. Abschliefend wurde gezeigt, dafl die Drei-Photonen-Anregung keine Alternative
darstellt, da sie zu einer eher noch geringeren Photostabilitét fithrt.
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In diesem Kapitel sollen Messungen an Hémocyanin auf der Ensemble-Ebene vorge-
stellt werden, mit denen Einblicke in das kooperative Sauerstoffbindungsverhalten ge-
wonnen werden koénnen, die iiber die Erkenntnisse aus herkémmlichen Ein-Photonen-
Bindungskurven hinausgehen. Im ersten Teil dieses Kapitels wird gezeigt werden, daf3
durch die zur Zwei-Photonen-Anregung benutzten Laserpulse gleichzeitig das Sauer-
stoftbindungszentrum angeregt wird, wodurch das Sauerstoffmolekiil mit einer gewissen
Wahrscheinlichkeit aus dem Bindungszentrum dissoziiert. Im zweiten Teil wird dieses
Verhalten dann als Methode benutzt, um das kooperative Bindungsverhalten zu unter-
suchen. Bereits in Kapitel [4.3.4] wurde dargestellt, wie sich der scheinbare Anstieg der
Fluoreszenzquantenausbeute von oxygeniertem Hamocyanin durch die Populierung eines
angeregten charge transfer Zustandes des Bindungszentrums erklaren 1a8t. Es scheint so
zu sein, dal die angeregten Zustédnde des Kupfer-Bindungszentrums das Sauerstoffmo-
lekiil weniger gut binden als der Grundzustand. Dies ist intuitiv einsichtig, da die Bin-
dung durch Verschieben zweier Elektronen auf die Sauerstoffatome zustande kommt [79].
Wenn nun durch optische Anregung die Elektronenverteilung modifiziert wird, so kann
dies zu einer Reduzierung der Bindungsstérke fithren. Falls Sauerstoffmolekiile lichtin-
duziert die Bindungsstelle verlassen, so fiihrt dies zu einer Verschiebung des Bindungs-
gleichgewichtes. Sauerstoffbindungskurven sollten also von der Intensitiat des Anregungs-
lichts abhéngen. Die Art der Abhéngigkeit mufl mit einem passenden Modell beschrie-
ben werden. Bei der Entwicklung der hier vorgestellten Modelle waren Diskussionen mit
Dr. N. Hellmann und Prof. K. E. van Holde sehr fruchtbar. Um das System so einfach
wie moglich zu halten, werden die ersten Experimente mit dissoziiertem Hamocyanin
durchgefiihrt. Hier interagieren die Bindungsstellen nicht, so daf§ die Bindungskurven
nicht durch Kooperativitdt beeinflufft werden und einfacher zu interpretieren sind. Im
zweiten Teil dieses Kapitels wird diese Beschrankung dann aufgehoben und vollstandige
24-mere Hamocyanine untersucht.

5.1 Bindungskurven von Hc-Dissoziat

5.1.1 Messungen

Das 24-mere Hamocyanin dissoziiert bei pH 9.6 in seine Untereinheiten, die bei geringer
Konzentration (hier 0.8 g/1) auch nicht wieder reassoziieren [76]. Die verwendeten Proben
wurden nicht weiter behandelt; es sind alle Untereinheiten in der Losung vorhanden, nur
die Interaktion zwischen ihnen wird unterbunden. Die Sauerstoffbindungskurven wur-
den aufgenommen, indem die Probe zuerst solange mit 100 % Sauerstoff gespiilt wurde,
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5.1 Bindungskurven von Hc-Dissoziat

Satz | Anregungsleistung (mW) Zeitrahmen
A 0.3-1.0-4.0 1 Tag
B 0.3 - 0.6 — 1.0 — 1.3 — 1.6 — 2.0* | 2 Tage (*: 1. Tag)

Tabelle 5.1: Datensétze von Bindungskurven, die an dissoziiertem Hamocyanin gemessen wur-
den. Zu Satz B gehort auflerdem noch eine leistungsabhéngige Messung der Fluoreszenzzahlrate
bei maximalen Sauerstoffpartialdruck.

bis die Ausgangsspannung der Sauerstoffelektrode konstant blieb. Dann wurde auf rei-
nen Stickstoff umgeschaltet, bis wiederum ein Gleichgewichtswert der Elektrode erreicht
war. Dieser Vorgang benétigte etwa 1 Stunde. Wahrend der gesamten Zeit wurden im
Abstand von 5 Sekunden die in Tabelle [3.2] genannten Werte aufgezeichnet. Pro Tag
konnten so 3—4 Kurven mit unterschiedlichen Anregungsintensitéiten aufgenommen wer-
den. Die Sauerstoffelektrode wurde fiir jede Bindungskurve getrennt geeicht. Variationen
der Eichkonstanten um etwa 10 % wurden nicht weiter beriicksichtigt. Bei dieser Pro-
be von dissoziiertem Hamocyanin war es relativ schwierig, reproduzierbare Verhéltnisse
herzustellen. Als verwertbar haben sich schliellich nur zwei Sétze von Kurven heraus-
gestellt, die in Tabelle [5.1 beschrieben werden. Abbildung 5.1 zeigt als Beispiel zwei
dieser Kurven aus Datensatz B. Mit fallendem Sauerstoffpartialdruck und mit steigen-
der Anregungsleistung steigt die Fluoreszenzzihlrate an. Anderungen in der Form dieser
Kurven, die iiber die erwartete quadratische Intensitdtsabhéngigkeit hinausgehen, sollen
untersucht werden.

5.1.2 Modell zur Beschreibung der Sauerstoffbindungskurven

Abbildung 5.2 zeigt noch einmal das Termschema der Tryptophanfluoreszenz in Hamo-
cyanin. Die Tryptophan-Fluoreszenz wird durch Forster-Transfer in den angeregten Zu-

Zahlrate (kcps)

0 1 vl 1 roaoa il 1 Ll 1 L1 11111

0.1 1 10 100 1000
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Abbildung 5.1: Beispiel zweier Sauerstoffbindungskurven von dissoziiertem Hdmocyanin bei
unterschiedlichen Anregungsleistungen (Datensatz B, 1.3 und 1.6 mW).
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Abbildung 5.2: Termschema zur Tryptophanfluoreszenz in Hiamocyanin.

stand CT1 des Kupfer-Bindungszentrums geloscht. Dieser angeregte Zustand relaxiert
aber sehr schnell (7 & 1 ps [84]), so daB die Depopulierung des Grundzustandes des Bin-
dungszentrums hier vernachléssigt werden kann. Damit ist die Tryptophan-Fluoreszenz
ein gutes Ma#f fiir die Besetzung des oxygenierten Grundzustandes, weil sie selbst nur sehr
geringen Einflufl darauf hat. Im folgenden soll nun untersucht werden, ob eine Anregung
des Zustands CT2 zu einer Sauerstoffabgabe fithrt. Dazu wird das Termschema auf die
drei Zusténde deoxygenierter Grundzustand (D, ), oxygenierter Grundzustand (O,) und
oxygenierter angeregter Zustand CT2 (OF) reduziert. Abbildung zeigt die Verhilt-
nisse im Bereich Fokalvolumen. Das Bindungsgleichgewicht zwischen oxygeniertem und
deoxygeniertem Grundzustand (O, und D, ) wird durch die Bindungskonstanten k,, und
ko beschrieben (s. Abb. 5.3). Die Anregungsrate k ist proportional zur Lichtintensitét
bei der hier verwendeten Anregungswellenlénge von 590 nm.

Durch die Anregung mit Hilfe eines Mikroskopobjektivs ist die Laserleistung auf einen
sehr kleinen Bereich konzentriert. Dies fithrt dazu, dafi der Austausch von Molekiilen mit
der Umgebung nicht zu vernachléssigen ist. Auflerhalb des Fokus’ befinden sich die Bin-
dungsstellen in einem Gleichgewicht, das nur durch den Sauerstoffpartialdruck beschrie-

K - k K, K
k,
“E"\ k

Reservoir Fokalvolumen

Abbildung 5.3: Modell zur Beschreibung der Sauerstoffbindungskurven von dissoziiertem
H&mocyanin. Im Fokus des Objektivs wird das Bindungszentrum angeregt und dadurch die
Bindung zum Sauerstoffmolekiil mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit gebrochen.

116



5.1 Bindungskurven von Hc-Dissoziat

ben wird und von der Lichtintensitdt unabhéngig ist. Bindungsstellen im angeregten
Zustand CT2 existieren in diesem Bereich nicht. Da das Gesamtvolumen der Probe viel
grofer ist als das Fokalvolumen (500 pl gegen 1 fl), kann das Probenvolumen als Reser-
voir gesehen werden, welches unbeeinflufit bleibt. Der Austausch zwischen Reservoir und
Fokus geschieht durch Diffusion mit der Rate kgg. Diese Verhéltnisse sind in Abbildung
5.3 zusammengefafit.

Einen Anhaltspunkt fiir die Grole der Diffusionsrate kg ergibt sich wie im Fall des
Photobleichens (Abschnitt 2.3.4) aus Ref. [114]:

1 wa TWo
e Y R G (5.1)

wobei D den Diffusionskoeffizienten bezeichnet. In dieser Naherung wird die Anregungs-
rate k innerhalb des Fokalvolumens als konstant angesehen. Fiir Untereinheiten erhélt
man mit D = 6.6 1077 cm?s™! (s =5 107" sec [163]) kg = 360 s~ .

Auf eine bedeutende Néherung mufl in diesem Zusammenhang hingewiesen werden:
Der Detektionsprozefl ist ein Zwei-Photonen-Prozef, die Verdnderung des Bindungs-
gleichgewichtes dagegen ein Ein-Photonen-ProzefS. Dadurch héngt erster quadratisch,
letzter aber nur linear von der Anregungsintensitéit ab, was zu unterschiedlichen Formen
des Detektions- bzw. Anregungsfokus fiihrt. Bei dem hier vorgeschlagenen Modell wur-
de aber darauf verzichtet, zwischen diesen beiden Volumina zu unterscheiden. Ein rein
praktischer Grund liegt darin, dal das Ein-Photonen-Anregungsvolumen gegen unend-
lich konvergiert, wie sich z.B. bei der Lokalisierung der Anregung (Abschnitt [2.3.2/ und
dort in Abbildung[2.15) gezeigt hat.

Das durch Abbildung 5.3 beschriebene Gleichungssystem soll nun gelost werden. Zu-
erst wird nur das Fokalvolumen betrachtet. Die eckigen Klammern bezeichnen die Kon-
zentrationen der jeweiligen Zusténde.

d [Ox] _koff —k k4 kon[02] [O:v]
= o | = ko —ky—ks 0 [07] (5.2)
[Dgc] koff k& - kon [02] [Dx]
O]
= M| [O] (5:3)
2

Da alle 3 Zusténde aus dem Fokus heraus diffundieren, aber der Zustand O} nicht hinein
diffundiert, lautet das gesamte Gleichungssystem schlieflich

4 [ (0] (O] o
pr (@ = (M —kaa 1) | [O;] |+ kar C 0 ; (5.4)
D] [D,] 1 =6

wobei 1 die Einheitsmatrix und C' die Gesamt-Konzentration der Hiamocyanin-Molekiile
bezeichnet. ©g beschreibt schlieBlich den Anteil der oxygenierten Bindungsstellen aufler-
halb des Fokus, der nur vom Sauerstoffpartialdruck abhéngt: ©g = kon[O2]/(kon[O2] +

kott)-
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5 Sauerstoftbindung bei Himocyanin

Zur Analyse der Bindungskurven wird nur der Gleichgewichtsfall benétigt, so dafl die
Zeitableitung Null gesetzt werden kann. Mit Einfithrung des Verhéltnisses o zwischen
den beladenen Bindungsstellen, die angeregt sind, und jenen im Grundzustand o =
[0%]/10:] = k/(ks+ks+kaigr) ergibt sich fiir den Anteil ©' der beladenen Bindungsstellen
im Grundzustand

o - GBI o
o = () (ot 6o

Hier muf} zwischen © und ©’ unterschieden werden, da die Beladung © als der Anteil
aller beladenen Bindungsstellen (angeregt und im Grundzustand) definiert ist.

Im deoxygenierten Grenzfall sind, wie zu erwarten war, keine Bindungsstellen besetzt
und darum auch keine Bindungsstellen im oxygenierten Grundzustand (@ — 0 fiir
[O5] — 0). Im oxygenierten Grenzfall sind aber nicht alle Bindungsstellen im oxygenier-
ten Grundzustand, da sich der Anteil a/(1+ «) der beladenen Bindungsstellen im ange-
regten Zustand befindet (0" — 1/(1+a) = (1 + & I)~! fiir [O3] — o0). Dieser Grenzfall
wird auch mit dem maximal einstellbaren Sauerstoffpartialdruck von 747 Torr schon er-
reicht. Der erste Teil des Produkts in Gl. 5.6 geht gegen Eins, kog/(kon [O2]) &~ 0.007 < 1
[182]. Der zweite Teil 1a8t sich als 1+ I schreiben, auch wenn x noch eine Funktion des
Partialdrucks ist. In Abschnitt 2.2.1 wurde schon gezeigt, dafl kooperatives Verhalten
bei fast vollstéandiger Beladung verschwindet. Das in Abschnitt 4.3.4 zur Beschreibung
der Intensitédtsabhéngigkeit der Fluoreszenz von oxygeniertem Hémocyanin verwendete
Modell ist somit aus dem oben vorgestellten herleitbar. Ein vollstdndiges Modell, das
auch Kooperativitat beinhaltet, wird im zweiten Teil dieses Kapitels vorgestellt.

5.1.3 Anpassung an die Daten

Formel (5.6 sollte nun gleichzeitig alle Bindungskurven eines Datensatzes aus Tabelle
5.1 beschreiben. Die Fluoreszenz-Zahlrate F' wird fiir jeden Datenpunkt jeder Kurve
berechnet:

Fiurve, Punks = Offset + Ay, + Leistungy,.. * [1 x ©' + Kontrast x (1 — )] . (5.7)

Der Offset berticksichtigt die Dunkelzéhlrate des Detektors und die Untergrundzahlra-
te, die auch in einer Referenzprobe vorhanden sind. Die Amplitude A beinhaltet alle
Konstanten wie den Absorptionsquerschnitt, die Quanteneffizienz, die Konzentration
der Probe sowie die Detektionseffizienz. Bei Datensatz B, der iiber zwei Tage gemes-
sen wurde, werden zwei Amplituden verwendet, um Unterschiede zwischen den Tagen
auszugleichen. Die Fluoreszenz ist quadratisch abhéngig von der Anregungsleistung, die
konstant innerhalb jeder Kurve war. Etwaige Variationen sind vorher durch Normierung

auf ein Referenzsignal bereinigt, das mit Hilfe der quadratisch-intensitéitsabhéngigen
SiC-Diode und zweier lineare Dioden gebildet wird (siche Abschnitt [3.2.1). Damit ist
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5.1 Bindungskurven von Hc-Dissoziat

die Anregungsleistung kein Fit-Parameter. Durch Forster-Transfer wird die Tryptophan-
Fluoreszenz geloscht, wenn die Bindungsstelle im oxygenierten Grundzustand O, ist.
Das Loschungsverhiéltnis wird durch Kontrast beschrieben und ist fiir alle Kurven iden-
tisch. ©" wird punktweise mit Gl. 5.6 berechnet, wobei k3, kqir und pso = kog/kon die
fir alle Kurven identischen Fit-Parameter sind. k., wird fiir die Dissoziat-Probe auf
2 Torr'sec™! gesetzt [182]. Das Verhéltnis o zwischen den beladenen Bindungsstellen,
die angeregt sind, und jenen im Grundzustand wird fiir jeden Datenpunkt aus der La-
serleistung berechnet: o = Leistung x «g, da Variationen in der Anregungsleistung fiir
die quadratische Abhéangigkeit der Fluoreszenz schon korrigiert sind, nicht aber fiir die
lichtinduzierte Sauerstoffabgabe. Bei der Anpassung an die Daten wird jeder Punkt mit
seinem statistischem Gewicht, der Wurzel aus der Zahlrate, beriicksichtigt.

Da das Modell die Abhéngigkeit der Fluoreszenzintensitéit von der Anregungsinten-
sitdt und dem Sauerstoffpartialdruck beschreibt, konnen nicht nur Bindungskurven (kon-
stante Anregungsintensitét), sondern auch intensitdtsabhéingige Messungen (konstanter
Partialdruck) untersucht werden. Eine solche Messung der Fluoreszenzzahlrate als Funk-
tion der Anregungsleistung bei konstantem, maximalen Sauerstoffpartialdruck gehort zu
Datensatz B. Der Leistungsbereich wird nach oben hin durch das Einsetzen von Photo-
bleichen begrenzt, das ja in diesem Modell nicht beriicksichtigt ist. Wenn diese Daten
mit verwendet werden, so kann die Relation zwischen Anregungsleistung und Population
des Zustandes O} besser bestimmt werden, weil Variationen der Probenkonzentration
und Detektionseffizienz wegfallen. Allerdings muf} das statistische Gewicht der 9 Daten-
punkte erhoht werden, da sie sonst keinen Einflufl gegeniiber den etwa 5000 Punkten in
den Bindungskurven hétten.

Die Anpassung des Modells an die Meldaten erfolgte mit der Levenberg-Marquardt-
Methode [183], die in IDL implementiert ist [184]. Die wichtigsten Prozeduren sind im
Anhang |A 3.1/ abgedruckt. Tabelle 5.2 fafit die Ergebnisse der Anpassung an die Daten
zusammen. Der Parameter Offset war fiir alle Anpassungen auf 2 counts/sec festgehal-
ten, was einer typischen Untergrundzahlrate in diesem Intensitétsbereich entspricht. Fiir
Datensatz A sind Fits mit freier Sauerstoff-Abgaberate k3 und zum Vergleich auf Null
fixierter Rate angegeben (Fit Nr. 1 und 2). Bei Datensatz B kommt die Messung der
leistungsabhéngigen Zéhlrate hinzu. Sie kann nicht beriicksichtigt werden (Fit Nr. 3),
oder aber mit einbezogen werden (Fit Nr. 4). In beiden Féllen liefert das Modell eine
entsprechende Leistungsabhéngigkeit der Fluoreszenzzéhlrate. Diese ist als Verhéltnis R
zwischen gemessener und von rein quadratischer Leistungsabhéngigkeit her erwarteter
Zahlrate (siehe Kap.[4.3) in Abbildung 5.4 zusammen mit den Mewerten dargestellt.
Auch wenn die neun Mefipunkte in dieser Abbildung im Fit nicht beriicksichtigt werden,
sondern nur die 6 Bindungskurven, so beschreibt das Modell doch relativ gut die Mes-
sung in Abbildung(5.4. Wird die leistungsabhéngige Messung beriicksichtigt, so sinkt die
Unsicherheit in k3 und ay.

Die absoluten Werte dieser beiden Parameter dndern sich deutlich, ihr Produkt al-
lerdings nur um etwa 5 %. Wenn nun die Abgabe von Sauerstoff aus dem angeregten
Zustand im Modell verboten wird (k3 = 0), so steigt auch bei Datensatz B die Abwei-
chung y? deutlich an und der gefundene Partialdruck bei Halbsittigung pso liegt mit
etwa 15 Torr deutlich iiber dem fiir diese Probe erwarteten Wert von 5 Torr [77]. Darum
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5 Sauerstoftbindung bei Himocyanin

Satz A Satz B

Fit 1 2 3¢ 40 5%
pso (Torr) | 85403  486+09|53+£02 56402 55 (fix)
ks (sec™!) | 1941 £146 O (fix) | 33334688 2080 +£205 O (fix)

kg (sec™) | 190411 91040 | 87+6 96 + 7 410540
A 572+ 5 406+9 | 26245 240 + 2 303 +4
A, - 33347 306 + 3 39245
Kontrast | 3.2+0.03 43+01 |6.14+01 6.7+0.05 5.6+0.07
ag (W) | 41+2 14143 | 13+6 2241 68 + 2
X 46 11.6 7.4 75 27.5

Tabelle 5.2: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Anpassung an die Daten. Wenn die Sauer-
stoffabgabe im Modell verhindert wird (ks = 0), verschlechtert sich die Anpassung erheblich,
insbesondere wenn der Halbséttigungs-Partialdruck pso auf iibliche Werte festgesetzt wird (Fit
Nr. 5). ® ohne bzw. ? mit Verwendung der Leistungsabhiingigkeit der Zihlrate (Abb.[5.4).

ist bei Fit Nr. 5 zusétzlich der Parameter ps fixiert. Dies fiihrt zu einem weiteren Anstieg
der Abweichung x?. Beiden Fits mit k3 = 0 ist gemein, daf} sie die hochste Abweichung
x? des Datensatzes zeigen und auch die Diffusionsrate kqgig deutlich iiber dem erwarteten
Wert von 360 sec™! liegt. Dafl die Diffusionsrate kgig bei den anderen Fits um den Fak-
tor 2—4 unter dem erwarteten Wert liegt, deutet darauf hin, dafl das eigentlich benétigte

2.5 T

2.0

1.5

Verhaltnis R

1.0

1.0 10.0

Leistung (mW)

e
—

Abbildung 5.4: Leistungsabhingigkeit der Zihlrate bei maximalen Sauerstoffpartialdruck
(747 Torr): Vergleich der Ergebnisse der Fits ohne (strichliert) und mit (durchgezogen) Beriick-
sichtigung der hier gezeigten MeBwerte (Fit Nr. 3 und 4 in Tab.[5.2).
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5.1 Bindungskurven von Hc-Dissoziat

einheitliche Volumen von Ein- und Zwei-Photonen-Anregung mit dem Zwei-Photonen-
Volumen etwas zu klein abgeschétzt wurde. Der Parameter Kontrast entspricht ebenfalls
dem erwarteten Wert von etwa 6: Bei dissoziiertem Hédmocyanin ist die Fluoreszenz im
oxygenierten Zustand bei gleicher Gesamtkonzentration etwa doppelt so stark wie bei
24-merem Hémocyanin [76], im deoxygenierten Zustand ist sie dagegen vergleichbar. Da-
mit ergibt sich statt eines Kontrastes von 11 bis 13 bei 24-merem Hadmocyanin [83,82]
ein Wert von etwa 6.

In Abbildung 5.5 sind die Fits Nr. 4 und 5 dargestellt. Man erkennt deutlich, dafl
Fit Nr. 4 die Daten gut beschreibt und dabei die Kurven sowohl in Form als auch in
absoluter Lage gut wiedergibt. Es sei noch einmal darauf hingewiesen, dafl die absoluten
Werte der Daten im Fit nur durch zwei Amplituden (fiir je drei Kurven eine) und einen
Kontrast-Parameter beschrieben werden. Mit der Annahme, dafl keine lichtinduzierte
Sauerstoffabgabe erfolgt (k3 = 0), 148t sich die Form der Kurven nicht wiedergeben, wie
die rechte Spalte in Abbildung (5.5 zeigt.

Die Ergebnisse bestétigen die Annahme, dafl Sauerstoff aus dem angeregten Zustand
des oxygenierten Bindungszentrums abgegeben wird. Die Abgaberate k3 ist mit etwa

k3 = 2080 sec”!

@ -

8§ o

2 400

o

<
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Abbildung 5.5: Vergleich der Anpassung an die Daten. Links: Fit Nr. 4 in Tab. [5.2. Rechts:
Fit Nr. 5. Die unteren beiden Diagramme sind Ausschnittsvergréfferungen der oberen. Bei der
Bindungskurve mit der hochsten Anregungsleistung ist die Aufzeichnungselektronik kurzzeitig
ausgefallen, wodurch einige Datenpunkte fehlen.
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5 Sauerstoftbindung bei Himocyanin

2000 sec™! deutlich héher als die spontane Dissoziationsrate aus dem Grundzustand
kog = 11 sec™!. Aus dem Wert von oy = 22 W1 folgt, daB bei einer Anregungslei-
stung von 1 mW etwa 2 % der beladenen Bindungszentren im angeregten Zustand sind.
Diese Populierung des angeregten Zustandes o kann nicht vernachléssigt werden, wie
im Anhang|A.4 anhand eines alternativen Modells gezeigt wird. Sobald die Population
des angeregten Zustandes vernachléassigt wird, stimmen die berechneten Bindungskur-
ven zwar noch von der Form, aber nicht mehr von den absoluten Werten her mit den
MefBiwerten iiberein.

Vergleich der Raten

Zum Abschlufl dieses Abschnittes sollen nun die erhaltenen Raten genauer betrachtet
werden. Dazu mufl zuerst der Zusammenhang zwischen Anregungsleistung und Anre-
gungsrate k quantifiziert werden. Die Absorptionsbande bei etwa 570 nm hat einen
Extinktionskoeffizienten von € ~ 1000 M~!tecm™' = 10 m?mol~!. Daraus lifit sich der
Absorptionsquerschnitt berechnen [122,99]:

a e In(10) T
T S POV , ,
o N, N, 07° cm (5.8)

Die eingestrahlte Photonenstromdichte betrégt bei 1 mW Laserleistung im Zentrum des
Fokus’

_2nP A
Crwlhe

I ~110* sec 'em™? | (5.9)
wobei n = 0.56 die Transmission des Objektivs, A = 590 nm die Anregungswellenldnge
und wy = 430 nm den 1/e*:-Radius des Fokus’ bezeichnet. Die mittlere Photonen-
stromdichte ergibt sich durch Gewichtung der linearen Intensitétsverteilung mit der
quadratischen Detektionseffizienz, was einen Faktor 1/3 gegeniiber dem Wert im Zen-
trum des Fokus’ liefert. Damit ergibt sich fiir P = 1 mW eine Anregungsrate k von
k=o01/3=~1310°sec™.

Die relative Populierung a des angeregten Zustandes O betragt o = P ag = k/ (ks +
ks + kaig) = 0.02. Da sowohl k3 als auch kg nicht in der GroSenordnung von k& liegen,
wird die Relaxationsrate k4 durch ks ~ a/k = 6.7 107 sec™! bestimmt. Dies bedeutet,
daf} fast alle Anregungen wieder relaxieren, ohne daf§ das Sauerstoffmolekiil abgegeben
wird. Die Dissoziations-Quantenausbeute 74 betragt nur

Naiss = e 310 : (5.10)
Nur durch die starke Fokussierung des Anregungslichts werden Absorptionsraten er-
reicht, die es ermoglichen, die lichtinduzierte Sauerstoffdissoziation zu detektieren. Die
effektive Dissoziationsrate o = « k3, die Absorption und anschliefende Dissoziation
umfaBt, betriigt 40 sec™! und liegt damit in der Gréflenordnung der spontanen Dissozia-
tionsrate kog. Bei niedrigeren Anregungsintensitiaten wire o gegen kog zu vernachlassi-
gen.
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5.1 Bindungskurven von Hc-Dissoziat

5.1.4 Vergleich mit CO-Dissoziation aus Myoglobin

Myoglobin (Mb) ist das kleinste der sauerstoffbindenden Proteine. Es besitzt nur eine
Bindungsstelle und ist von der Struktur her verwandt mit den Untereinheiten des tetra-
meren Hamoglobins [69]. Schon seit 1895 ist bekannt [185], daf in Myoglobin gebundenes
Kohlenmonoxid durch Einstrahlen von sichtbarem Licht von der Bindungsstelle abgege-
ben wird. Dies geschieht mit einer Quantenausbeute von nahezu Eins [186]. Jede Anre-
gung des Bindungszentrums fiihrt zu einer Dissoziation. Damit ist dieser Proze3 auch
bei geringen Anregungsintensititen gut nachweisbar. In diesem Abschnitt soll die CO-
Bindung von Myoglobin mit der Os-Bindung von Hec-Untereinheiten unter Lichteinflufl
verglichen werden.

Brunori et al. [186] haben untersucht, wie sich die CO-Bindungskurven unter Bestrah-
lung verdndern. Die CO-Beladung von Myoglobin wurde iiber die Absorptionsbande bei
436 nm gemessen. In Abbildung 5.6/A ist die relative Beladung © als Funktion der CO-
Konzentration dargestellt. Abbildung [5.6B zeigt eine dquivalente Darstellung der oben
vorgestellten Oo-Bindung in Hamocyanin: die aus der Anpassung an die Daten gewon-
nenen Kurven aus Abbildung (5.5 (Fit Nr. 4) sind auf Beladungswerte umgerechnet.
Wiéhrend sich bei CO in Mb die Form der Bindungskurven nicht dndert, sondern sie
nur verschoben werden, dndert sich bei der Sauerstoffbindung in Hc die Form merklich.
Dieser Unterschied riihrt aber nicht von einem anderen Bindungsverhalten her, son-
dern ist im unterschiedlichen experimentellen Aufbau begriindet. Brunori et al. haben
nicht mikroskopisch gearbeitet, sondern mehr oder weniger das ganze Probenvolumen
ausgeleuchtet und auch bei der Beladungsmessung einbezogen. In den hier vorgestell-
ten Experimenten zur Sauerstoffbindung dagegen wurde nur das Fokalvolumen bestrahlt
und unbeeinflufite Proteine konnten aus dem restlichen Probenvolumen, praktisch einem
Reservoir, in das zur Messung herangezogene Volumen eindiffundieren. Diese Diffusion
sorgt fiir die Verformung der Bindungskurven. Wenn im Modell die Diffusionsrate kqig
auf Null gesetzt wird, so zeigt sich das nach Brunori et al. erwartete Verhalten, wie
in Abbildung 5.6C. Wie bereits erwéhnt, ist bei der CO-Dissoziation aus Myoglobin die
Quanteneffizienz deutlich groflier, so dafl die Verschiebung der Kurven deutlicher ausféllt.

Wenn nur die Bindungskurven aus Abbildung 5.6B betrachtet wiirden, ohne dafi die
experimentelle Anordnung in Betracht gezogen wird, so wiirden diese Kurven als Zei-
chen fiir kooperative Wechselwirkung zwischen den Bindungsstellen des Proteins gesehen
werden: Bei hoheren Anregungsleistungen besitzen sie keine hyperbolische Form. Dieser
Effekt wird in der Literatur am Beispiel des turning wheel model diskutiert [187]. Sobald
sich ein System nicht mehr im Gleichgewichtszustand, sondern nur in einem stationéren
Zustand befindet, kann sowohl scheinbar positive als auch negative Kooperativitéit auch
bei Molekiilen mit nur einer Bindungsstelle auftreten. Das Fokalvolumen ist hier so klein
gegeniiber dem Probenvolumen (1 fl gegen 500 ul), daf§ sich durch diffusiven Austausch
wéahrend der Messung kein Gleichgewichtszustand einstellen wird. Die Voraussetzungen
des turning wheel model sind damit gegeben.

Obwohl das Protein nur eine Bindungsstelle besitzt, scheint bei hoheren Anregungs-
leistungen im Partialdruckintervall 10 — 30 Torr negative Kooperativitédt vorzuliegen.
Dies wird besonders deutlich, wenn die Bindungskurve als Hill-Plot dargestellt wird:
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Abbildung 5.6: Bindungskurven. A: CO-Bindung in Myoglobin bei verschiedenen Beleuch-
tungsstérken [186] (Grafik aus [57]). B: O2-Bindung in Hidmocyanin-Dissoziat, gerechnete Kur-
ven nach Fit Nr. 4 fiir 5 verschiedene Anregungsleistungen (von links nach rechts ansteigend).

C: wie B, nur kgig = 0 gesetzt.
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Abbildung 5.7: Bindungskurven des dissoziierten Himocyanins als Hill-Plot dargestellt. Die
MefBwerte sind gegeniiber dem Modell um den Faktor 10 bzw. 30 verschoben. Die korrespon-
dierenden Kurven des Modells sind breiter gezeichnet. Sowohl im Modell als auch in den Mef3-
werten 1Bt sich eine Anderung der Steigung feststellen.

Abbildung 5.7 zeigt das Modell und die Meiwerte (verschoben). Wie in Abschnitt [2.2.1
eingefiihrt, bedeutet eine Abweichung der Steigung vom Wert 1 kooperative Wechselwir-
kung der Bindungsstellen, sofern es sich nicht um mehrere unabhéngige Bindungsstellen
mit verschiedener Ligandenaffinitdt handelt. Der Unterschied in der Affinitédt der ein-
zelnen Hémocyanin-Untereinheiten ist aber vernachlissigbar [77] (also im Experiment
nicht festzustellen), und wurde deshalb auch nicht in das Modell einbezogen.

5.1.5 Diskussion und Zusammenfassung

Die Abhéngigkeit der Sauerstoffbindungskurven von der Anregungsleistung l&8t sich
im Rahmen des oben aufgestellten Modells erklaren. Die Anregung des charge trans-
fer Ubergangs fithrt zu einer Lockerung der Bindung des Sauerstoffmolekiils zu den
Kupfer-Atomen. Als Folge dissoziiert das Sauerstoffmolekiil mit einer sehr geringen
Wahrscheinlichkeit von etwa 107°. Die Anpassung des Modells an die Daten ergibt
eine Dissoziationsrate aus dem angeregten Zustand von etwa 2000 sec™!, die deutlich
schneller als die spontane Dissoziationsrate von etwa 10 sec™! ist. Zusammen mit einer
typischen Anregungsrate von 10° sec™! ergibt sich eine effektive Dissoziationsrate von
typisch 40 sec™!. Nur bei den hohen Anregungsintensitiiten, die fiir die Zwei-Photonen-
Mikroskopie benotigt werden, hat die iiber einen Ein-Photonen-Prozefl induzierte Disso-
ziation einen merklichen Einflul auf das Sauerstoftbindungsverhalten des Hamocyanins.

Bei diesen Anregungsraten reicht es nicht aus, die Dissoziationsrate des Sauerstoffs
um einen anregungsleistungsabhéngigen Anteil zu erweitern. Nur wenn das angeregte
Bindungszentrum mit in das Modell aufgenommen wird, seine Konzentration also nicht
vernachlassigt wird, konnen die experimentellen Ergebnisse korrekt beschrieben werden.
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Ein vergleichbarer Effekt ist von der CO-Dissoziation aus Myoglobin schon seit lan-
gem bekannt. Bei diesem System laft er sich wegen der deutlich hoheren Dissoziations-
Quantenausbeute (nahe Eins) sehr viel leichter beobachten. Vom Prinzip her unterschei-
den sich die hier vorgestellten Ergebnisse aber nicht von diesen Messungen. Dabei muf3
beriicksichtigt werden, daf§ hier im Fokus eines Objektivs detektiert wurde und so die
Diffusion in das Detektionsvolumen nicht vernachléssigt werden kann.

5.2 Bindungskurven von 24-merem Himocyanin

Die lichtinduzierte Dissoziation des Sauerstoffs aus der Bindungsstelle ermoglicht es,
von auflen in das Bindungsgleichgewicht des Proteins einzugreifen und die Reaktion des
Proteins darauf zu untersuchen. Die in Abschnitt 2.2.2] vorgestellten Modelle beschrei-
ben nur den Gleichgewichtszustand und machen keine Aussagen dariiber, wie er erreicht
wird. Die lichtinduzierte Sauerstoffabgabe ermdglicht es nun, die Dynamik der Sauer-
stoffbindung zu untersuchen. Dabei wird die Annahme gemacht, daf§ der lichtinduziert
abgegebene Sauerstoft wie der spontan abgegebene Sauerstoff riickgebunden wird.

5.2.1 Messungen

Mit 24-merem (also vollstdndigem) Hamocyanin wurden die Messungen aus Abschnitt
5.1.1 wiederholt. Die Proben hatten eine Konzentration von 3 mg/ml. Der Ablauf der
Messungen war identisch: nachdem die Probe mit reinem Sauerstoff gespiilt worden
war, um den maximalen Sauerstoffpartialdruck von 747 Torr einzustellen, wurden sie
mit einem konstanten Fluff von 2 1/min reinem Stickstoff deoxygeniert. Dabei wurden
die Parameter aus Tabelle (3.2 aufgezeichnet. Diese Messungen wurden bei verschiede-
nen Anregungsleistungen durchgefiihrt. Tabelle (5.3 fafit die auswertbaren Datenséitze
zusamimen.

5.2.2 Modell

Die Sauerstoffbindung des 24-meren H&mocyanins 148t sich vollstédndig nur mit dem
nesting-Modell (siehe Abschnitt 2.2.2) beschreiben. Dieses Modell kann die Abhéngig-
keit der Bindungskurven von dufleren Effektoren, z.B. dem pH, beschreiben, ohne eine
unrealistische Abhéngigkeit der einzelnen Raten von diesem Effektor anzunehmen. In

Satz | Anregungsleistungen (mW) | Zeitrahmen |
A 0.3-1.0-20 1 Tag
B |03-1.0 1 Tag
C 0.3-1.0-20 1 Tag

Tabelle 5.3: Datensédtze von Bindungskurven, die an 24-merem Hadmocyanin gemessen wur-
den.
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5.2 Bindungskurven von 24-merem Hadmocyanin

diesem Abschnitt soll ein Modell entwickelt werden, das zusétzlich auch die Intensitéts-
abhéngigkeit der Bindungskurven, also den Einfluf} der lichtinduzierten Sauerstoffabgabe
beinhaltet. Um das Modell nicht zu komplex werden zu lassen, wird als Grundlage nicht
das eigentlich erforderliche nesting-Modell verwendet, sondern ein MWC-Modell (s. Ab-
schnitt2.2.2), das auf einer allosterischen Einheit von ¢t = 12 Untereinheiten beruht [188].
Dies beschreibt, gerade bei dem hier verwendeten pH von 7.8, die Bindungskurven mit
oben genannter Einschrinkung ebenfalls zufriedenstellend.

Die einzelnen Untereinheiten werden im MWC-Modell als unabhéngig angesehen, bis
auf die Annahme, dafi sie alle in der gleichen Konformation vorliegen miissen, sie die Kon-
formation also nur konzertiert wechseln konnen. Innerhalb einer Konformation zeigen
sie nicht-kooperatives Bindungsverhalten. In Abschnitt [5.1.4/ wurde dargestellt, dal der
Nichtgleichgewichtszustand, der durch die Diffusion und lichtinduzierte Sauerstoffabgabe
hervorgerufen wird, nach auflen hin zu auf den ersten Blick iiberraschenden Ergebnis-
sen fithrt: Bereits eine einzelne Bindungsstelle zeigt scheinbar negative Kooperativitét.
Es muf} in einem ersten Schritt sichergestellt werden, dafl dieser Nichtgleichgewichtszu-
stand bei einem oligomeren Portion nicht zu einer dhnlichen scheinbaren Verdnderung
des Bindungsverhaltens fiihrt, das bei der Interpretation der Daten beriicksichtigt wer-
den miifite.

Es soll das in Abbildung|5.8 dargestellte Modell betrachtet werden, das jenes aus Ab-
bildung 5.3 auf zwei Bindungsstellen erweitert. Jedes Bindungszentrum kann angeregt
werden, so dafl auch ein Molekiil mit zwei angeregten Bindungszentren moglich ist. Bei
der Aufstellung des Gleichungssystems mufl dann das statistische Gewicht entsprechend
beriicksichtigt werden. Analog zu Gleichung 5.3 ff. soll nun dieses Modell diskutiert wer-
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Abbildung 5.8: Modell zur Untersuchung, ob der durch Diffusion und Dissoziation hervor-
gerufene Nichtgleichgewichtszustand die Unabhéngigkeit der Bindungsstellen beeinflufit. Grau
unterlegte Bindungsstellen sind angeregt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind die statisti-
schen Gewichte nicht eingezeichnet.
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5 Sauerstoftbindung bei Himocyanin

den. Die Konzentration der Zusténde ist mit m,, bezeichnet, wobei x die Anzahl der
beladenen Bindungszentren und y die Anzahl der angeregten Bindungszentren bezeich-
net. Es ist also immer y < x.

Moo Moo Qoo
mio mio Q10
d | mo Mag @20
— = (M — kgl kag C 5.11
dat | mu ( aie]) My + Raift 0 ( )
may mai 0
Maa M99 0

Dabei bezeichnen die a;g die relativen Anteile der Zustande im Reservoir (per Definition
keine angeregten Bindungsstellen) und M die Raten innerhalb des Fokus:

—ok! ot 0 ks 0 0
2! —kog— ko —k  2kog ks ks 0
Vv 0 K — ko — 2k 0 ky 0
- 0 k 0 - kot 2y
0 0 2k K. —ks—k— kg 2k
0 0 0 0 2 — 2y

mit kgy = k3 + ky, k., = kon [O2] sowie (siehe GL.

on

() f0r)

Der Anteil der beladenen Bindungszentren im Grundzustand ©’ berechnet sich fiir dieses
Modell als

1 myo + 2 may + may ko ) ( kP )] -
e == = +1 1+ . (9.13
2 ny Mgy |:<kon [02] koff + kdiff + kon [02] ( )

Der Faktor 1/2 beriicksichtigt, daB jedes Molekiil zwei Bindungszentren besitzt. ©" = 1
bedeutet bei dieser Normierung, daf} alle Bindungszentren beladen und im Grundzustand
sind. ©’ ist identisch mit Gleichung 5.6 (nur eine Bindungsstelle). Damit ist gezeigt,
dafl die einzelnen Bindungsstellen eines Proteins auch bei Diffusion und lichtinduzier-
ter Sauerstoffdissoziation im Laserfokus wie erwartet nicht wechselwirken. Das 24-mere
Hémocyanin verhélt sich auch unter diesen Bedingungen innerhalb einer Konformation
wie eine unabhédngige Ansammlung von Untereinheiten.

Wie 148t sich nun die lichtinduzierte Sauerstoffabgabe in das konzertierte MWC-
Modell integrieren? Die einzelnen Untereinheiten (UE) des Makromolekiils werden bis
auf die gemeinsame Konformation als unabhéngig angenommen. Die Funktion O, die
die Beladung des Makromolekiils beschreibt, setzt sich daher zusammen aus dem Bela-
dungsgrad O 1 der beiden Konformationen und der aktuellen Gewichtung ap zwischen
diesen Konformationen (siehe Kapitel 2.2.2] Gl. 2.20):

G)ges:aR @R+(1—&R> @T . (514)
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5.2 Bindungskurven von 24-merem Hadmocyanin

Die beide Komponenten © r und a i kénnen unterschiedlich auf die lichtinduzierte Sau-
erstoffabgabe reagieren. Im Rahmen des MWC-Modells wird © g7 = Oupabn. ur ange-
nommen, also sollte sich © g durch das in Kapitel 5.1.2 aufgestellte Modell beschreiben
lassen. Es bleibt noch zu untersuchen, wie sich die relative Gewichtung der Konforma-
tionen ap verhélt.

Ein Zusammenhang zwischen ar und den Parametern z = {kon, ko, k3, kai, a0} der
lichtinduzierten Sauerstoffabgabe ergibt sich ohne weitere Annahmen aus dem MWC-
Modell, da sowohl © 1 als auch agp im MWC-Modell von nur vier Parametern abhéngen:
der Grofle t der allosterischen Einheit, der Gleichgewichtskonstanten Lo zwischen den
unbeladenen Zustdnden der beiden Konformationen und den beiden intrinsischen Gleich-
gewichtskonstanten k = ko, /kog der beiden Konformationen. Die ersten beiden Parame-
ter sollten nicht von der Lichtintensitdt abhéngen: die allosterische Einheit ist durch
das Molekiil definiert und die Gleichgewichtskonstante Lg ist zwischen den unbeladenen
Zusténden definiert, die keine Absorptionsbande bei 570 nm zeigen. Damit ist nur der
Zusammenhang zwischen Lichtintensitdt und den intrinsischen Gleichgewichtskonstan-
ten kpr von Bedeutung.

Wenn ein solcher Zusammenhang aufgestellt werden kénnte, also k = k([), dann wére
damit sowohl © = ©(k([])) als auch ar = ar(k(I)) gegeben.

Der Zusammenhang x = x(I) kann leider nicht ohne weiteres direkt abgeleitet werden,
allerdings ist bereits vom dissoziierten Hamocyanin eine Funktion ©' = ©'(/) bekannt
(GL.15.6). Aus dieser 148t sich ein x(I) und damit ein ag(/) konstruieren. Das Vorgehen
ist also

1

e'(I) —

{0],[D.]. 1021} = O(1) == w(I) = ar(l) . (5.15)
Der Ubersichtlichkeit wegen ist hier nicht zwischen den Konformationen R und T un-
terschieden, es werden jedoch die Raten kg und k3 als von der Konformation abhéngig
angesehen und k,, fiir beide Konformationen gleich angesetz‘ﬂ. Schritt 1 ist durch Gl.
5.5 beschrieben. Die Schritte 2 und 3 ergeben sich aus

_ k(D) _ 1 _ [0,] + 03] (5.16)

1+x(Dz  14+1/(k(D)x) [0+ [0f] + [D.)
und Schritt 4 schliellich mit Gl. 2.19. Die endgiiltige Gleichung fiir agp = ar(l,z) ist
relativ uniibersichtlich und darum nur im Anhang A.3.2/dem IDL-Quelltext zu entneh-
men.

Damit ist ein Modell konstruiert, in dem beide Anteile von Gl. 5.14, die relative Ge-
wichtung ar der Konformationen und die Beladung O r in gleicher Weise auf die lichtin-
duzierte Sauerstoffabgabe reagieren. Eine weitere, einfach zu beschreibende Moglichkeit
besteht darin, dafl die Konformation gar nicht auf die Sauerstoffabgabe reagiert. Dazu
wird ag auf dem durch das MWC-Modell beschriebenen Wert (Gl. 2.19) festgehalten.
Die dritte einfach zu beschreibende Moglichkeit, nach der nur die Konformation und
nicht die Beladung von der Lichtintensitédt abhéngt, scheidet aus, da in diesem Fall die

o)

!Die Rate ko, hiingt nur schwach von der Konformation ab: 4.2 Torr 'sec™! (T-Zustand) gegeniiber
5.5 Torr~tsec™! (R-Zustand) [188].
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5 Sauerstoftbindung bei Himocyanin

unabhédngigen Untereinheiten keinen Lichteinflufl zeigen sollten, was nicht der Fall ist
(Kapitel [5.1). Die beiden zu untersuchenden Modelle lassen sich also schreiben als
O = agp OR(I) + (1 —agr) ©(I) Modell 1: Konf. konstant, (5.17)

ges

O, = ar(l)OR(I) + (1—agr(l))©%() Modell 2: Konf. variabel.  (5.18)

ges

Dabei wird O’ (1) aus Gleichung|5.6 mit konformationsabhéngigen Raten k.g und k3
gebildet. Das lichtunabhéingige ap ist in Gl. 2.19/ beschrieben und das lichtabhéingige
ag(I) wird wie dargestellt auf dem Weg {iber lichtabhéngige Gleichgewichtskonstanten
kg, konstruiert.

5.2.3 Anpassung an die Daten

Analog zum Vorgehen in Abschnitt [5.1.3 wurden nun die Modelle 1 (Gl. [5.17) und 2
(Gl. 5.18) an die Daten angepafit. Die Fluoreszenzzihlrate wurde fiir jeden Datenpunkt
jeder Kurve analog zu GI. berechnet:

Fiurve, Punks = Offset + Ax Leistungg,. . * [1 x ©%,; + Kontrast x (1 —©/,.)] . (5.19)

ges ges

Im Unterschied zu Gleichung 5.7 muf hier nur eine Amplitude A verwendet werden,
da alle Kurven eines Datensatzes an einem Tag gemessen wurden. Die Diffusionsra-
te kqg wird analog zu Abschnitt 5.1.2 verwendet. Die Gleichgewichtskonstanten der
jeweiligen Konformation kpr = ko, r,7/kon Werden als Parameter benutzt. Es hat
sich als vorteilhaft herausgestellt, nicht die relative Populierung o des Zustandes O}
als Parameter zu verwenden, sondern eine effektive, lichtinduzierte Rate O, — D,:
o = a ks = kks/(ks + k4 + kai). Auf diese Weise kompensieren sich die Unsicherheiten
in o und k3, so dafl die Unsicherheit in o/ deutlich geringer wird. Es kann allerdings
nur eine, fiir beide Konformationen identische, lichtinduzierte Dissoziationsrate k3 aus
den Daten gewonnen werden. Dies ist darin begriindet, dafl sich nur sehr wenige be-
ladene Bindungsstellen im T-Zustand befinden: bei niedrigen Sauerstoffpartialdriicken
sind fast keine Bindungsstellen beladen, bei hohen wechselt das gesamte Molekiil in
den R-Zustand. Darum kann aus dem T-Zustand nur in einem schmalen Partialdruck-
Intervall lichtinduziert Sauerstoft entfernt werden, so daff ein Parameter k37 nur einen
sehr geringen Einflul auf die Gesamtabweichung der Datenanpassung hat. Abbildung
5.9 zeigt diesen Zusammenhang: maximal 15 % der Bindungsstellen sind besetzt und
im T-Zustand bei etwa 15 Torr Sauerstoffpartialdruck. Nur aus diesen 15 % der Bin-
dungsstellen kann ein Sauerstoffmolekiil mit der Rate k37 entfernt werden. Hingegen
sind ab etwa 40 Torr Partialdruck mehr als 90 % der Bindungsstellen besetzt und im
R-Zustand, so daf} eine Rate k3 p Auswirkungen haben kann. Die Unsicherheit in ks 1
wére so grof3, dafl keine Schliisse aus dem Wert des Parameters gezogen werden konnten.
Darum wurde eine einheitliche Rate ks = k3 r = k3 r verwendet.

In Tabelle 5.4 sind die Ergebnisse der Anpassung der Modelle an die drei Datensétze
dargestellt. Abbildung [5.10 zeigt exemplarisch Datensatz C. Es ist deutlich zu erken-
nen, dafl Modell 2 die Daten nicht beschreibt. Die y2-Abweichung liegt in allen Fillen
deutlich hoher und auch die Kurvenform in Abbildung [5.10 unterscheidet sich von der
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von 24-merem Hamocyanin

—_

Besetzung der Zusténde: o, 6,

R Zustand
Summe
T Zustand
0.1 10 1000
pO, (Torr)

Abbildung 5.9: Besetzung der Zustdnde im MWC-Modell, berechnet mit Gl.2.13 und 2.19.
Maximal 15 % der Bindungsstellen sind beladen und im T-Zustand, wohingegen dieser Wert
100 % fiir den R-Zustand erreicht. Aus diesem Grund ist der Einflul der lichtinduzierten
Sauerstoffdissoziation aus dem T-Zustand auf die gesamte Bindungskurve sehr gering.

Satz A Satz B Satz C
Modell 1 2 1 1 2
kg (Torr™!) 1.28+0.01 1.864+0.02 | 1.08 +0.01 1.11 +£0.01 1.71 +£0.02
kr (1072 Torr™') | 9.8 4 0.5 31.24+0.7 |14.0+£0.3 5.7+0.7 29.6 £0.9
ks (sec™1) 1649 +128 3.9107 40 | (1.3 £7.1) 10° | 3344 £ 767 1.6 10540
kaigr (sec™) 58 + 7 409 £+ 18 209 + 22 118 + 18 536 £ 33
o (mW™sec™) | 444+14 38+0.1 53.2+ 3.1 45,7+ 3.0 3.840.2
A 444 4+ 16 807 £ 13 595 + 14 335 £ 26 595 £ 18
Kontrast 16.0+0.6 9.04+0.1 14.0 £ 0.3 196 +£15 11.6+0.3
x> 19.8 60.6 5.4 55.1 107.8

Tabelle 5.4: Ergebnis der Anpassung der Modelle an die Daten. Als feste Parameter wurden
jeweils verwendet Ly = 10", Offs = 2 cps, kon = 5 Torr'sec™! und Grofe der allosterischen
Einheit ¢ = 12 [188]. Aus Platzgriinden kann das Ergebnis des Fits mit Modell 2 an Datensatz
B nicht dargestellt werden. Es stimmt von der Tendenz aber mit den anderen Datensétzen
iiberein. Bei diesem Datensatz sind die Unsicherheiten in k3 besonders hoch, da er aus nur
zwei Kurven mit maximal 1 mW Anregungsleistung besteht (siehe Tabelle 5.3).
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Abbildung 5.10: Anpassung an Datensatz C. A: Modell 1, ap unabh. von Lichtintensitét.
B: Modell 2, ar héngt von Lichtintensitét ab.

gemessenen. Die Gleichgewichtskonstanten fiir den R- und T-Zustand liegen im von den
Literaturwerten erwarteten Bereich (kg = 1.85 Torr™!, k7 = 16.8 1072 Torr~! [188]). Der
Kontrast wird etwas hoher ermittelt als der erwartete Faktor 13 [82], die Diffusionsrate
schwankt um den erwarteten Wert von 115 sec™!. Wie schon im Fall der Monomer-
Bindungskurven diskutiert, ist dies auf die Naherung fiir die Volumina in diesen Model-
len zuriickzufiihren. Die effektive, lichtinduzierte Dissoziationsrate o/ stimmt zwischen
den Datensétzen und auch mit den Monomer-Datensidtzen gut iiberein. Dort wurde
o = agks zu 80; 43; 46 mW ! sec™! ermittelt (Fit 1; 3; 4 in Tabelle 5.2).

Diese Ergebnisse zeigen, dafi Modell 2 die Daten nicht beschreiben kann, dies aber
im Rahmen von Modell 1 moglich ist. Die relative Verteilung der Zustdnde ag wird
also durch die lichtinduzierte Sauerstoffdissoziation nicht verdndert. Obwohl intuitiv
Modell 2 den Einflul der Sauerstoffabgabe in einem kooperativen Protein umfassender
beschreibt, da es eine Anderung der Verteilung der Konformationen oz mit beinhaltet,
kann es die Daten nicht wiedergeben. Alle anderen Ergebnisse stimmen mit den von den
Messungen am Dissoziat erwarteten iiberein: Fiir die lichtinduzierte Dissoziationsrate
ks und die Populierung des angeregten Zustandes O, beschrieben durch oy = o'/k3,
werden vergleichbare Werte gefunden.

5.2.4 Diskussion und Zusammenfassung

Die im ersten Teil dieses Kapitels dargestellten Ergebnisse legten es nahe, die lichtin-
duzierte Dissoziation von Sauerstoff aus der Bindungsstelle als Werkzeug einzusetzen,
um die Dynamik der kooperative Sauerstoftbindung zu untersuchen. Dazu muflte zu-
erst sichergestellt werden, dafl das verwendete Modell zur Beschreibung des Dissoziats
auf mehrere, unabhdingige Bindungsstellen erweitert werden kann, ohne eine scheinba-
re Interaktion der Bindungsstellen iiber die Diffusion in und aus dem Fokalvolumen
einzufithren. Obwohl die lokale Anregung der Probe verhindert, daf sich ein Gleichge-
wichtszustand einstellt, konnte gezeigt werden, daf sich ein Makromolekiil mit mehreren
Bindungsstellen auch unter diesen Bedingungen nicht kooperativ verhélt, sofern nur eine
Konformation erlaubt ist.
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5.2 Bindungskurven von 24-merem Hadmocyanin

Damit ist es moglich, das Dissoziat-Modell als Basis fiir ein Modell zu verwenden,
welches die Sauerstoffbindung des kooperativen Proteins im konzertierten MWC-Modell
beschreibt. Das lichtabhéngige Verhalten der Beladung innerhalb einer Konformation
war durch das Dissoziat-Modell vorgegeben. Die Lichtabhéngigkeit der relativen Gewich-
tung der Konformationen — die also den Konformationswechsel beschreibt — 148t sich auf
zwei Arten einfach beschreiben: Modell 1 nimmt an, daf sie nicht lichtabhéngig ist und
Modell 2 nimmt an, daf sie in derselben Weise wie die Beladung von der Lichtintensitét
abhéngt. Dies ist moglich, weil sich sowohl die Beladung als auch die Konformation
als Funktion derselben Variablen darstellen lassen, so daf keine zuséatzlichen Annahmen
getroffen werden miissen. Die Anpassung des Modells an die Daten zeigt deutlich, dafl
dieser eher durch Modell 1 als durch Modell 2 beschrieben werden.

Wie lassen sich nun diese beiden Modelle interpretieren, die bisher nur rein formal
gebildet wurden? Dazu bietet es sich an, einen Zwischenzustand X einzufiihren, der
zwischen den beiden Endzusténden in den Konformationen R und T liegt. Dieser Zu-
stand wird wihrend des Konformationswechsels durchlaufen und entkoppelt diesen von
der Sauerstoffabgabe. Der Zustand X konnte z.B. durch ein Sauerstoffmolekiil gebildet
werden, das sich in der Bindungstaschen des Proteins befindet, aber nicht gebunden ist.
Solche Zusténde sind fiir CO in Myoglobin bekannt [189]. Eine Sauerstoffabgabe (ob
lichtinduziert oder nicht) wiirde also so erfolgen (als Beispiel ist der Ausgangszustand
als R-Konformation gewéhlt):

b
Xi~Oy =— T;_1+05 . (520)

R;

a

Die oxygenierte Bindungsstelle befindet sich im R-Zustand und gibt das Sauerstoffmo-
lekiil ab. Da im Zustand X die Bindungsstelle nicht mehr besetzt ist, erscheint dieser
Zustand spektroskopisch wie der Zustand D,. Die Konformation entspricht aber im-
mer noch der des Ausgangszustandes (in diesem Beispiel R). Je nach Geschwindigkeit
der beteiligten Reaktionen a und b geht das System entweder wieder zuriick in den
Zustand R; (Reaktion a), wobei der Sauerstoff wird wieder gebunden wird, ohne daf
die T-Konformation erreicht wiirde, oder es geht in den 7T; ;-Zustand iiber (Reaktion
b) und der Sauerstoff ist endgiiltig ungebunden. Im ersten Fall fithrt eine lichtindu-
zierte Sauerstoffabgabe nicht zu einem Konformationswechsel, da das System nie die
T-Konformation erreicht (Modell 1). Im zweiten Fall wiirde auch eine lichtinduzierte
Sauerstoffabgabe direkt zu einem Konformationswechsel fithren, da die gesamte Reakti-
onskette schnell durchlaufen wird (Modell 2).

Analog kann auch mit der energetischen Lage der Zusténde, also der Gleichgewichts-
verteilung der Besetzung an Stelle der Raten der Ubergiinge argumentiert werden. Im
Bild der energetischen Lage der Zustédnde ist dies in Abbildung [5.11 analog zu Abbil-
dung 2.10/ dargestellt. Die Lage der R- und T-Zustéande ist in beiden Teilen der Abbil-
dung gleich. Die schwarzen Kreise geben die Konformation an, in der sich die Mehrzahl
der Molekiile bei gegebener Beladung befinden. Fiir diese ist durch die Pfeile der Re-
aktionsweg bei Sauerstoffabgabe eingezeichnet. In Modell 1 (Abbildung [5.11A) erfolgt
der groBere Sprung in der Energie der Zusténde erst beim Ubergang vom Zustand X
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Abbildung 5.11: Energetische Lage des Zwischenzustandes X verglichen mit den R- und
T-Zusténden. Die Kreise markieren die bei dieser Beladung hauptséchlich vertretene Konfor-
mation im MWC-Modell. A: Der Zwischenzustand X befindet sich energetisch in der N&he
des beladenen Ausgangszustandes. Es ist wahrscheinlicher, dafl das System aus dem Zustand
X wieder in den Ausgangszustand zuriickkehrt, als den Konformationswechsel auszufiihren.
B: Der Zustand X befindet sich energetisch in der Niahe des unbeladenen Endzustandes. Der
Konformationswechsel wird wahrscheinlicher.

in die neue Konformation. Dieser Ubergang wird darum seltener ablaufen. In Modell 2
(Abb./5.11B) dagegen ist diese zweite Reaktion (Reaktion b in GI.15.20) leichter moglich.
Sobald der Zustand X erreicht ist, kann auch der Konformationswechsel erfolgen.

Die Experimente zeigen nun deutlich, dafi Himocyanin eher durch Modell 1 als durch
Modell 2 beschrieben wird. Die lichtinduzierte Sauerstoffabgabe scheint nicht zu einem
Konformationswechsel zu fithren. Unter der Annahme, daf§ die lichtinduzierte Sauerstoft-
abgabe aus dem Bindungszentrum vergleichbar mit der spontanen Abgabe ist, zeigt dies,
daB die Sauerstoftbindung von der Konformation entkoppelt ist. Im Gleichgewichtszu-
stand stellt sich die der Beladung entsprechende Konformation ein, dynamisch folgt der
Konformationswechsel aber nicht sofort.
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6 Einzelmolekiilspektroskopie

Die Untersuchung einzelner Proteine mit Hilfe ihrer intrinsischen Tryptophan-Fluoreszenz
wiirde vielfédltige Moglichkeiten eréffnen, ohne dafl dabei das biologische System bioche-
misch modifiziert werden miiite. En wichtiges Argument betriftt auch die Tryptophan-
fluoreszenz selbst, die in vielen Proteinen aussagekriftige Informationen iiber die lokale
Umgebung liefert. Beispiele dafiir wurden in Abschnitt 2.1.2 aufgezeigt. Bei dem in dieser
Arbeit untersuchtem Hamocyanin wiirde es die Einzelmolekiilspektroskopie ermoglichen,
iiber die Tryptophanfluoreszenz nicht nur den Mittelwert der Sauerstoffbeladung, son-
dern deren Verteilung zu bestimmen. Wie in Kapitel 2.2.2 dargestellt wurde, wiirde dies
wichtige Hinweise liefern, durch welches Modell sich die kooperative Sauerstoftbindung
am besten beschreiben 1483t.

Die grofite Hiirde auf dem Weg zum oben genannten Ziel scheint die Photostabilitét
der Proteine zu sein, die in Kapitel 4.3 beschrieben wurde. Nach den dort durchgefiihr-
ten Rechnungen kénnen pro Hadmocyanin-Molekiil etwa 3 Counts am Photodetektor
registriert werden, bevor die Tryptophane geblichen sind. Dies limitiert die moglichen
Experimente sehr. Im ersten Abschnitt dieses Kapitels werden darum Experimente zur
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie an Hamocyanin vorgestellt, mit denen — wie ge-
zeigt werden wird — auch bei diesen niedrigen Zahlraten die Diffusion einzelner Proteine
in und aus dem Fokalvolumen nachgewiesen werden kann.

Im zweiten Teil dieses Kapitels soll gezeigt werden, dafi es bei ausreichender Photo-
stabilitdt moglich wire, einzelne Proteine iiber ihre Tryptophanfluoreszenz abzubilden.
Als Modellsystem werden dazu die bereits beschriebenen Avidin-markierten Latexkugeln
verwendet, da es sich herausgestellt hat, dafl hier die Photostabilitdt der Tryptophane
besonders hoch ist. In den anderen Eigenschaften unterscheiden sich diese Kugeln kaum
von dem untersuchten Hiamocyanin, insbesondere die Anzahl der Tryptophane pro ,,Mo-
lekiil“ist nur um einen Faktor 2 grofler.

In einem Ausblick sollen schliellich zwei Methoden diskutiert werden, die es eventuell
ermoglichen, auch unter den bei Haimocyanin vorherrschenden Bedingungen eine Bela-
dungsverteilung zu messen. Die Methode des pulse counting histogram ist komplementér
zur Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie. Es wird nicht der Diffusionskoeffizient son-
dern die sogenannte molekulare Helligkeit bestimmt, wéhrend die Molekiile durch den
Fokus diffundieren. Die Anforderungen an die Photostabilitéit sind also vergleichbar.
Weiterhin soll das sogenannte radiative decay engineering diskutiert werden, bei dem
die strahlende Rate und damit die Photostabilitiat durch geeignete Wahl der umgeben-
den Brechungsindizes verédndert wird.
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6.1 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie an
Himocyanin

6.1.1 Messungen mit Zwei-Photonen-Anregung

Die Autokorrelation des Fluoreszenzsignals wird mit dem in Kapitel 3.4/ beschriebenen
Verfahren gemessen. Als Probe dient eine 20 nM Hémocyaninlésung (0.03 g/1, 10 Mo-
lekiile/pum?), die im Probenhalter im Mikroskop unter Riihren und einem Stickstoff-
strom vollstédndig deoxygeniert wurde. Wahrend der Messungen war dann das Paddel
abgeschaltet, um die Diffusion der Molekiile nicht mit einer erzwungenen Strémung zu
iiberlagern. Der Stickstoffstrom blieb unvermindert, damit kein Luftsauerstoff an die
Probe gelangen konnte.

Wegen der geringen Zihlrate mufite die Integrationszeit zwischen 30 und 60 Minuten
betragen, jedoch wurde die Autokorrelation als Durchschnitt aus mehreren Autokorre-
lationen mit jeweils 5 Minuten Integrationszeit gebildet. Dieses Verfahren bietet zwei
Vorteile: zum einen erhélt man so ein Maf fiir den statistischen Fehler der Autokor-
relation, zum anderen wirken sich stérende Ereignisse nicht auf die gesamte Messung
aus. Gerade bei hoheren Anregungsintensitéiten erschienen manchmal kurze Peaks mit
sehr viel groerer Zahlrate, die entweder auf Verunreinigungen in der Probe oder auf
denaturiertes Protein zuriickzufithren sind. Diese Peaks fithren zu einem Uberlauf in der
Zahlkaskade der Autokorrelatorkarte, so dafl die gesamte Autokorrelation unbrauchbar
wird. Bei der Bildung des Mittelwertes werden diese Autokorrelationen nicht beriicksich-
tigt. Jede der im folgenden dargestellten Autokorrelationen g(7) ist also der Mittelwert
aus N = 6-10 Autokorrelationen g;(7) mit jeweils 5 Minuten Integrationszeit:

o) =53 0 (6.1

Der angegebene Fehler je Datenpunkt o(7) ist die aus diesem Datensatz berechnete
Standardabweichung, die durch die Wurzel der Anzahl der Datensétze geteilt wird und
so nicht den Fehler der einzelnen 5-Minuten-Korrelation, sondern den Fehler des Mittel-
wertes wiedergibt [190]:

PO gz 9(7))?
\/ - 1) . (6.2)

Der digitale Autokorrelator liefert die Autokorrelation im Zeitintervall zwischen 7 =
200 ns und 3000 sec. Nur ein Ausschnitt aus diesem Bereich beinhaltet die fiir die Dif-
fusion von Molekiilen relevanten Informationen. Abbildung |6.1A zeigt als Beispiel eine
Autokorrelation der Himocyaninprobe bei einer Anregungsintensitiit von 1.4 MW /cm?.
Der steile Anstieg der Kurve fiir Zeiten 7 < 2 pus ist auf ein Nachpulsen des Pho-
tomultipliers zuriickzufithren. Mit einer sehr geringen Wahrscheinlichkeit wird bei der
Detektion eines Photons nicht nur ein Puls, sondern nach einer charakteristischen Zeit
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Abbildung 6.1: Ubersicht iiber Autokorrelationen. A: 20 nM Hiamocyaninprobe bei TPE. B:
Spiegel als Probe. C: 1 mM Tryptophan (> 10° Molekiile/Fokualvolumen).
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Abbildung 6.2: Beispiel einer Autokorrelation der Tryptophanfluoreszenz von Hamocyanin.
Die Diffusion einzelner Proteine ist mit TPE nachweisbar. Die eingezeichnete Anpassung des
Modells liefert einen Diffusionskoeffizienten D = (2.2 £ 0.2) 10~7 cm?sec™ .

noch ein zweiter Strompuls abgegeben [191,150]. Die Wahrscheinlichkeit fiir diesen Pro-
zef3 ist so gering, dafl er bei der Bestimmung der Zahlrate nicht ins Gewicht fallt, durch
die Autokorrelation aber einfach festzustellen ist. Der in Abbildung [6.1A durch 100-
fache Vergroflerung sichtbar werdende Anstieg der Korrelationsfunktion g(7) fir 2 us
< 7 < 20 ps ist ebenfalls auf das Nachpulsen und nicht auf Triplett-Ubergéinge zuriick-
zufiithren: wie Abbildung|6.1B zeigt, ist dieser Anstieg in vergleichbarer Grofle auch dann
vorhanden, wenn die Probe gegen einen Spiegel ausgetauscht wird und die Anregungs-
intensitét so eingestellt wird, daf gleiche Z&dhlraten erzielt werden. Erst bei Zeiten 7 >
20 ps sind alle Artefakte abgeklungen und der charakteristische Anstieg der Autokor-
relationsfunktion durch Diffusion wird in Abbildung sichtbar. Bei der Anpassung
der Modelle aus Abschnitt 2.3.5 an die Daten werden nur die Datenpunkte zwischen 25
pus und 1 s entsprechend ihrer Standardabweichung beriicksichtigt. Die durchgezogene
Linie in Abbildung6.1A zeigt eine solche Anpassung.

Daf} dieser Anstieg nicht eventuell doch seine Ursache im experimentellen Aufbau hat,
zeigt Abbildung 6.1C. Hier wurde als Probe eine 1 mM Tryptophanlosung verwendet.
Z#hlrate und Integrationszeit waren wiederum vergleichbar mit der Messung aus Abbil-
dung|6.1A. Die Konzentration ist so grof}, daf sich mehr als 10°> Molekiile gleichzeitig im
Fokalvolumen befinden. Dadurch verschwindet der Kontrast der Autokorrelation, da die
Diffusion eines Teilchens in oder aus dem Fokus nur noch zu einer minimalen Anderung
der Fluoreszenz fiihrt. Die Kurve in Abbildung 6.1C liegt darum symmetrisch um den
Wert Null herum.
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Mit Hilfe der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie 148t sich also die Diffusion ein-
zelner Haimocyanine aufgrund ihrer intrinsischen Tryptophanfluoreszenz nachweisen, ob-
wohl pro Molekiil nur etwa 3 Photonen am Detektor registriert werden kénnen. Abbil-
dung 6.2 zeigt noch einmal vergroflert die Daten aus Abbildung [6.1A. Die Anpassung
des Diffusions-Modells nach Berland et al. (siehe Kap. 2.3.5) Gl. [2.58) ist eingezeich-
net und liefert die Parameter Diffusionskoeffizient D = (2.2 +0.2) 1077 cm?sec™! und
Teilchenzahldichte N = (37 £ 2) um™ bei einer Abweichung von y? = 2.5. Der Radi-
us wy des Fokus” wurde durch Abbilden von mit Avidin markierten Latexkugeln (d =
200 nm) zu wp = 430 nm bestimmt und war als konstant vorgegeben. Bei diesen Mes-
sungen war der Anregungslaserstrahl nicht aufgeweitet, so daf§ die Eingangsapertur des
Mikroskopobjektivs nicht vollstéandig ausgeleuchtet und dadurch die laterale gauférmige
Intensitétsverteilung nicht beschnitten wurde.

Bevor in Abschnitt [6.1.4 Autokorrelationen bei verschiedenen Anregungsleistungen
dargestellt werden, soll in den néchsten beiden Abschnitten der Diffusionskoeffizient D
von Hadmocyanin mit unabhéngigen Methoden bestimmt werden, um zu zeigen, daf der
Kontrast und Zerfall der Autokorrelation wirklich auf die Diffusion einzelner Hamocya-
nine zuriickzufiihren ist.

6.1.2 Vergleich mit Ein-Photonen-Anregung

Fiir Vergleichsmessungen mit Ein-Photonen-Anregung wurden die Proteine mit Tetra-
methylrhodamin (TMR, Molecular Probes) markiert (siche Abschnitt [3.6). Die Probe
wurde anschlieend durch Gel-Filtration aufgereinigt, so daf§ keine ungebundenen Farb-
stoffmolekiile mehr in der Losung vorhanden waren [82]. Die Messung der Autokorrela-
tionen erfolgte in einem konfokalen Mikroskop [155,156] bei einer Anregungswellenlénge
von 488 nm. Die Fluoreszenz wurde konfokal durch einen Bandsperrfilter mit Hilfe einer
Avalanche-Photodiode detektiert. Die Autokorrelation wurde wiederum von der digi-
talen Korrelatorkarte ALV-5000 aufgezeichnet. Abbildung 6.3 zeigt die Autokorrelation
einer 200 nM Hémocyanin-Probe (0.3 g/1, 100 Molekiile/um?) bei einer Anregungsinten-
sitdt von 1.4 kW /cm?, was eine Zihlrate von 11 keps ergab. Die Integrationszeit betrug
30 Minuten.

Bei diesem konfokalen Versuchsaufbau 148t sich die {ibliche Ndherung des Fokalvolu-
mens durch eine 3-dimensionale Gaufl-Funktion durchfiihren. Die darauf basierende Au-
tokorrelationsfunktion wurde in Abschnitt 2.3.5 (Gl.2.54) dargestellt und an die Daten
in Abbildung 6.3 angepaft. Die laterale Grofle des Fokus’ wurde wie im Zwei-Photonen-
Fall durch Abtasten mit einer punktférmigen Fluoreszenzquelle, in diesem Fall ein ein-
zelnes TMR-markiertes Hamocyanin-Molekiil, zu wy = 370 nm bestimmt. Das Aspekt-
Verhiltnis 7 = zp/wy des Fokus’ konnte nicht experimentell bestimmt werden, da dieser
Versuchsaufbau keine piezoelektrische Verfahrmoglichkeit in Strahlrichtung besitzt. Aus
der numerischen Apertur des Objektivs 14t sich unter Annahme der Gaufischen Optik
ein Verhéltnis r von etwa 3.5 ermitteln. Wie von Rigler et al. dargestellt [117], verlangt
die Anndherung des Fokus’ durch eine 3-dimensionale Gau-Funktion aber ein um etwa
den Faktor 2 grofleres Aspekt-Verhéltnis als das unabhéngig berechnete, um zuverlissig
Diffusionskoeffizient und Teilchenzahldichte bestimmen zu kénnen. In der Anpassung an
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Abbildung 6.3: Autokorrelation nach Ein-Photonen-Anregung. Die Proteine wurden mit ei-
nem Farbstoff markiert. Das eingefiigte Diagramm zeigt die Abhéngigkeit des Diffusionskoeffizi-
enten D, seines Fehlers (vertikale Striche) und der Teilchenzahldichte N vom Aspekt-Verhéltnis
r = zp/wo, das zu r &~ 7 nur abgeschéitzt werden konnten. Damit stimmt der Diffusionskoeffi-
zient mit dem aus Abbildung|6.2 iiberein. Geringe Variationen in r beeinflussen ihn kaum.

die Daten wurde darum ein Aspekt-Verhéltnis » = 7 verwendet. Es stellt sich aber her-
aus, daf} der Diffusionskoeffizient D nur schwach von der Wahl des Aspekt-Verhéltnisses
abhéngt (in Abbildung6.3/eingefiigte Grafik). Mit den hier getroffenen Annahmen ergibt
sich ein Diffusionskoeffizient D = (2.1 4+0.1) 1077 cm?sec™! und eine Teilchenzahldichte
N = (112 + 2) ym~3 bei einer Abweichung von x? = 0.52. Aus beiden Fluoreszenz-
Korrelations-Messungen — mit Ein- und mit Zwei-Photonen-Anregung — ergibt sich ein
im Rahmen der MeBgenauigkeit identischer Diffusionskoeffizient. In beiden Experimen-
ten wurde also die Diffusion der gleichen Molekiile — Himocyanine — beobachtet.

6.1.3 Berechnung des Diffusionskoeffizienten

Von Hamocyanin liegt in der Literatur kein Diffusionskoeffizient vor, mit dem der hier
gemessene Wert verglichen werden konnte. Man kann allerdings den Diffusionskoeffizient
D aus dem Sedimentationskoeffizient s berechnen, der fiir Himocyanin bekannt ist und
héufig zur Identifikation seiner Teileinheiten eingesetzt wird (z.B. Ref. [120]). Mit der
Svedberg-Gleichung (siehe Abschnitt [2.3.5)

sRT
D = m (6.3)
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und den Parametern Sedimentationskoeffizient s = 3.7 1072 sec [120], molekulare
Masse M = 1.72 kg/mol [61], spezifisches molares Volumen V = 0.74 cm?®/g [121]
und Dichte des Losungsmittels p = 1 g/cm? ergibt sich ein Diffusionskoeffizient D =
2.0 1077 ¢cm?/sec. Dies stimmt gut mit den oben vorgestellten experimentellen Ergeb-
nissen iiberein.

Weiterhin soll noch abgeschitzt werden, wie stark der Diffusionskoeffizient D von
der Grofle des Molekiils abhéngt. Ein erster Ansatz ist die Stokes-Einstein-Gleichung;:
D ist umgekehrt proportional zum Radius der Kugel. Allerdings wird sich gerade bei
der Bildung kleiner Aggregate die Form deutlich &ndern. Darum soll der Diffusions-
koeffizient von Teileinheiten des 24-meren Hdmocyanins untersucht werden, um eine
Abschétzung fiir diesen Wert bei Aggregaten zu erhalten. Dieses Verfahren beriicksichtigt
zumindest vom Ansatz her eine Anderung der Geometrie. Bei einem 12-meren Himo-
cyanin betrigt der Sedimentationskoeffizient s = 2.4 107!2 sec, bei einem 6-meren s =
1.6 107'2 sec [120]. Damit wiirde sich ein Diffusionskoeffizient von D = 2.6 1077 cm? /sec
bzw. D = 3.5 1077 cm?/sec ergeben. Der erste Wert liegt an der Fehlergrenze, der
zweite aber deutlich auflerhalb. Es kann also davon ausgegangen werden, dafl spitestens
ein Aggregat von 4 der jeweils 24-meren Hémocyanine zu einem deutlich niedrigeren
Diffusionskoeffizienten gefiihrt hétte als der hier gemessene.

Diese Berechnung zeigt, dafl in beiden FCS-Messungen die Diffusion einzelner Hamo-
cyanine beobachtet wird und nicht die molekularer Aggregate.

6.1.4 Intensitiatsabhingige Messungen

Zum Abschlufl dieses Kapitels iiber FCS-Messungen soll ein Satz von Autokorrelationen
vorgestellt werden, der aufeinanderfolgend an der selben Hamocyanin-Probe (20 nM)
bei 5 verschiedenen Anregungsintensititen gemessen wurde. Abbildung (6.4 stellt die
Ergebnisse der Anpassung des Models von Berland et al. (Gl.2.58) an die Daten dar.
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Abbildung 6.4: Ubersicht iiber die Ergebnisse der intensititsabhéngigen Messungen. A: Dif-
fusionskoeffizient D und Teilchenzahldichte N als Funktion der Anregungsintensitét. B: Fluo-
reszenzzéhlrate als Verhéltnis R zwischen gemessener und erwarteter Zahlrate sowie als Anzahl
der Photonen pro Molekiil und Transit-Zeit.
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Abbildung 6.5: Autokorrelation bei I = 3.8 MW /cm?. Diese Korrelation wurde bei der maxi-
malen Anregungsintensitit aus Abb.[6.4 aufgenommen. Sie ist von den anderen experimentellen
Parametern her direkt mit Abb. [6.2 bei niedriger Anregungsintensitit vergleichbar.

Eine der zugrunde liegenden Kurven wurde schon in Abbildung |6.2| gezeigt; Abbildung
6.5/ stellt eine weitere dar.

Bereits in Kapitel 4.3 wurde gezeigt, dafi das Photobleichen der Himocyanine schon
bei relativ geringen Anregungsintensitdaten einsetzt. Der Einflul des Photobleichens auf
die Autokorrelation 1483t sich anschaulich wie folgt erklaren: Molekiile, die auf ihrem Weg
durch den Fokus bleichen, erscheinen fiir die Autokorrelation so, als hiatten sie den Fokus
schon verlassen, die charakteristische Korrelationszeit 74- wird kleiner. Bei konstanter

Fokusgrofle wird dies als groflerer Diffusionskoeffizient interpretiert, da (siehe Abschnitt
2.3.5)

2
w,
D=2

8TAC

(6.4)

Auf einer theoretisch fundierteren Basis wird dieser Effekt von J. Mertz behandelt
[114]. Andererseits wiirde die Bildung von Aggregaten, wie im letzten Abschnitt disku-
tiert, zu einer Verringerung des Diffusionskoeffizienten fithren. Um verlafiliche Aussagen
iiber den Diffusionskoeffizienten treffen zu kénnen, mufl also sichergestellt sein, dafl beide
Effekte nicht ins Gewicht fallen.

Die beiden Messungen bei den niedrigen Anregungsintensitiiten (I = 0.95 MW /cm?
und 1.4 MW /cm?) stellen die zuverldssigsten Messungen dar und stimmen mit den
Referenzmessungen iiberein. Die Korrelation bei I = 1.9 MW /cm? weicht davon deutlich
hin zu groBerem Diffusionskoeffizienten ab; allerdings zeigt sich diese Abweichung auch

142



6.1 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie an Hamocyanin

bei der Zahlrate im rechten Teil von Abbildung[6.4. Auch wegen des hier noch geringen
Photobleichens wird diese Abweichung nicht auf eine Verkiirzung der charakteristischen
Zeit T4¢ zuriickzufiihren sein.

Bei hohen Anregungsintensititen fillt der Diffusionskoeffizient scheinbar deutlich ab.
Wie schon in Abschnitt [6.1.1 dargestellt, ist bei diesen Anregungsintensititen die De-
naturierung des Proteins auch im zeitlichen Verlauf der Zahlrate zu erkennen: es treten
vermehrt Ereignisse mit deutlich hoherer Zahlrate auf, wenn ein grofles Aggregat durch
den Fokus driftet. Die besonders hellen Ereignisse fithren zu einem Uberlauf der Au-
tokorrelatorkarte und wurden vor der Mittelung der einzelnen Korrelationen entfernt.
Kiirzere, weniger helle Ereignisse lassen sich nachtréglich aber nicht mehr korrigieren,
so dafl sie einen Einflufl auf die Korrelation haben. Sie bewirken, daf§ der Diffusionsko-
effizient scheinbar kleiner wird, da eine Mittelung iiber die Diffusion einzelner Proteine
und Proteinaggregate stattfindet.

Bei diesen hohen Anregungsintensititen steigt auflerdem die Teilchenzahldichte N
scheinbar an. Dies ist auf den Anstieg der Untergrundzéhlrate zuriickzufithren. Bei der
maximalen hier verwendeten Intensitdt werden etwa 250 der 8700 cps auch in einer
Blanko-Probe zu finden sein. Schwerwiegender wird der Anteil der Molekiile sein, die im
Fokus bleichen und von denen nur ein Photon detektiert wird. Dieses singulére Ereignis
ist unkorreliert und erscheint wie ein Untergrundphoton. Der Effekt des Photobleichens
ist auch in der Zahlrate zu erkennen, wie im rechten Teil von Abbildung 6.4 dargestellt
ist. Die Zahlrate — hier die Anzahl detektierter Photonen pro in der Losung vorhandenem
Molekiil und Transit-Zeit — steigt zwar mit der Anregungsintensitéit an, jedoch nicht so
schnell, wie es die quadratische Intensitétsabhéingigkeit der Zwei-Photonen-Anregung
erwarten 1afit. Das in Kapitel [4.3 eingefithrte Verhéltnis R zwischen gemessener und
erwarteter Fluoreszenz fillt (von einer Abweichung abgesehen) kontinuierlich ab.

6.1.5 Diskussion und Zusammenfassung

In der Autokorrelation der Fluoreszenz einer Hamocyaninlésung konnte der fiir Dif-
fusion typische Verlauf gefunden werden. Der daraus ermittelte Diffusionskoeffizient
stimmt einerseits fiir sowohl zwischen Zwei-Photonen-Anregung der Tryptophane und
Ein-Photonen-Anregung einer Farbstoffmarkierung iiberein, als auch mit dem aus dem
Sedimentationskoeffizienten berechneten Wert. Es 148t sich abschétzen, dafl eine mogli-
che intensitéitsabhéngige Aggregation der einzelnen Proteine zu einem deutlich niedri-
geren Diffusionskoeffizienten gefiithrt hétte, wie es auch in Messungen bei hohen Anre-
gungsintensititen zu beobachten ist. Bei niedrigen Intensitéten ist der Diffusionskoeffi-
zient aber im Rahmen des Fehlers davon unabhéngig.

Es ist also gelungen, die Diffusion einzelner Hamocyanine in und aus dem Fokal-
volumen mit Hilfe ihrer intrinsischen Fluoreszenz zu beobachten. Dies ist ein Einzel-
molekiileffekt, der durch ein einzelnes Protein, das durch sein Betreten oder Verlassen
des Detektionsvolumens zu einer Anderung der Fluoreszenz fithrt, hervorgerufen wird.
Allerdings ermoglicht erst die statistische Auswertung vieler solcher Ereignisse — die
Berechnung der Autokorrelation — diesen Nachweis.
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6.2 Abbildung von Avidin-markierten Latexkugeln

Die Photostabilitdt der Tryptophane in Himocyanin ist so gering, dafl nur etwa 3 Pho-
tonen detektiert werden kénnen, bevor alle Tryptophane geblichen sind. Dies reicht aus,
wie im letzten Abschnitt dargestellt wurde, um die Diffusion einzelner Proteine nachzu-
weisen, da jedes einzelne Molekiil nur kurze Zeit im Fokus verbringt und die statistische
Methode der Autokorrelation — bei langer Integration — entsprechende Fluktuationen
findet. Fiir viele Anwendungen ist allerdings die Abbildung der Proteine notwendig, um
zum Beispiel ihre rdumliche Verteilung oder — wie in unserem Fall — die individuelle Hel-
ligkeit festzustellen. Dies kann mit der geringen Anzahl detektierbarer Photonen nicht
gelingen. Allerdings hat sich bereits in Kapitel|4.3 herausgestellt, dafl das Protein Avidin,
wenn es an kleine Latexkugeln gebunden ist, deutlich photostabiler ist. Die Kugeln mit
40 nm Durchmesser sind mit durchschnittlich 21 Avidin-Molekiilen belegt, so dafl dieses
kiinstliche ,,Makromolekiil“ 340 Tryptophane besitzt. In Kapitel 4.3 wurde eine Zahl
von etwa 340 detektierbarer Photonen pro Latexkugel berechnet. Dies ermoglicht es,
einzelne Kugeln mit Hilfe ihrer Tryptophanfluoreszenz nach Zwei-Photonen-Anregung
abzubilden.

6.2.1 Messungen

Die Originallosung der Avidin-markierten Latexkugeln (die keinerlei Farbstoftfiillung
enthielten) wurde schrittweise in entsprechender Pufferlésung bis auf eine Konzentration
von 0.2 nM verdiinnt und in den Probenhalter gegeben. Nach etwa 30 Minuten ist
das Deckglas mit adsorbierten Kugeln bedeckt (siche Kap. und kann durch den
Fokus des Mikroskops gerastert werden. Abbildung|6.6 zeigt ein entsprechendes Ergebnis
in verschiedenen Darstellungsformen. Die Anregungsintensitit betrug 900 kW /cm? bei
587 nm, die Integrationszeit pro Pixel 50 ms bei 100 x 100 Pixel (5 x 5 pm?) pro Bild.
Wegen der Nichtlinearitdt der Graustufenskala in Teil A sind in Teil B zwei horizontale
Schnitte angegeben und in Teil C eine pseudo-dreidimensionale Darstellung gezeigt. Dort
betriigt die maximale Peakhohe 30 counts / 50 ms.

Die Kugeln sind mit einem Signal-zu-Untergrund-Verhéltnis von etwa 1:10 zu erken-
nen. IThre Konzentration auf der Oberfliche ist vergleichbar mit der in Abbildung [3.14
(S.185), die unter vergleichbaren Préparationsbedingungen, aber mit Ein-Photonen-An-
regung der in diesem Fall vorhandenen Farbstofffiillung aufgenommen wurde. Einzelne
horizontale Linien sind auf durch den Fokus driftende Kugeln zuriickzufithren. Fast alle
Spots scheinen nach oben hin abgeschnitten zu sein. Eine moégliche Ursache hierfiir soll
im folgenden Abschnitt genauer diskutiert werden.

Die zu erwartende Zéhlrate einer einzelnen Avidin-markierten Latexkugel im Fokus
des Objektivs 148t sich mit Hilfe von GI. [2.39 und 2.114/ abschéitzen. Bei einer An-
regungsintensitit I = 900 kW/cm?, etwa N = 340 Tryptophane pro Kugel und einer
Quanteneffizienz von 1 = 0.135 fiir Tryptophan in Avidin [73] ergibt sich (zusammen mit
den tiblichen Parametern des Aufbaus aus Abschnitt[3.2.3) eine Zahlrate von 417 cps. In-
nerhalb der Integrationszeit eines Pixels von 50 ms wiirden im Fokus also etwa 21 counts
detektiert werden. Dies stimmt recht gut mit der Z&hlrate im Zentrum der hellen Spots
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Abbildung 6.6: Avidin-markierte Latexkugeln abgebildet durch ihre Tryptophanfluoreszenz
nach Zwei-Photonen-Anregung. BildgréBe 5x5 yum? bzw. 100 x 100 Pixel. Aus drucktechnischen
Griinden ist die Graustufenskala nicht linear. Teil B zeigt zwei horizontale Schnitte an den in
Teil A markierten Stellen. Die Anpassung eines gaufiférmigen Fokus liefert wy = 350 nm. Zur
besseren Darstellung ist in Teil C die Grofle der Pixel rechnerisch auf 100 nm erhéht. Die
maximale Peakhthe betrigt dann 30 counts/pixel.
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Abbildung 6.7: Integration der von einer Kugel detektierten Photonen. A: Der gewihlte
Ausschnitt ist vergroflert dargestellt. B: Counts pro Pixel in diesem Ausschnitt. Pixel mit
weniger als 5 counts sind nicht einbezogen. Der Untergrund betrigt 2 counts/pixel. Summe
aller Pixel minus Untergrund: 493 counts.

aus Abbildung 6.6 iiberein.

Photobleichen limitiert die maximal erreichbare Anzahl detektierter Photonen pro
Latexkugel. Wie in Abschnitt 4.3/ dargestellt, werden im Mittel etwa 340 Photonen de-
tektiert, bis alle Tryptophane auf der Kugel geblichen sind. Das Integral {iber einen Spot
aus Abbildung 6.6 sollte also nicht deutlich grofler als dieser Wert sein. In Abbildung
6.7 ist diese Integration fiir einen der hellsten Spots durchgefiihrt und liefert den Wert
von 493 counts. Die Messung stimmt mit dem erwarteten Wert iiberein.

6.2.2 Einflufl von Photobleichen auf die Spot-Form

In Abbildung(6.6 erscheinen viele, insbesondere die helleren Spots langlich, in Scanrich-
tung nach oben hin abgeschnitten. In diesem Abschnitt soll untersucht werden, inwieweit
Photobleichen fiir diese Verédnderung der Spot-Form verantwortlich sein kann.

In Kapitel[4.3.2/(S.99) wurde fiir die Helligkeit eines Molekiils mit mehreren Fluoro-
phoren die Beziehung GI.4.10 hergeleitet:

Fle)=(1-¢) mit ¢=1/(c+1) . (6.5)

Dabei bezeichnet ¢ die mittlere Anzahl detektierbarer Photonen pro Molekiil und hat
fiir die Avidin-markierten Latexkugeln den Wert 340 counts. Die Anzahl der emittierten
Photonen ist dann proportional zu F(c) x B(r), wobei B(r) die Anregungswahrschein-
lichkeit an der Stelle r bezeichnet. Nun kann das Scannen des Molekiils durch den Fokus
simuliert werden, in dem fiir ein Raster von Positionen r die Anzahl der dort emittierten
Photonen berechnet und die Gesamtzahl der emittierten Photonen aufsummiert wird.
Mit steigender Zahl der schon emittierten Photonen verringert sich F'(¢), so dafl immer
weniger Photonen emittiert werden. Abbildung 6.8 zeigt das Ergebnis einer solchen Si-
mulation. Im Teil A ist der Fall ohne Bleichen der Fluorophore dargestellt. Insgesamt

146
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Abbildung 6.8: Simulation des Einflusses von Photobleichen auf die Form des Spots bei ho-
rizontaler Scanrichtung. A: urspriingliche Form. B: bei starkem Bleichen. C: zusétzlich Schrot-
rauschen.

wiirden von dieser Kugel 4000 Photonen detektiert werden. Die mittlere Abbildung zeigt
den EinfluB von Photobleichen, wie es bei den Avidin-markierten Kugeln auftritt. Der
Spot erscheint oval, in y-Richtung verkiirzt und das Zentrum ist gegeniiber dem ungebli-
chenen Spot verschoben. Durch das Bleichen wiirden in diesem Fall nur etwa 360 Photo-
nen detektiert werden konnen. Bei dieser geringen Anzahl Ereignisse pro Pixel wird das
Schrotrauschen deutlich sichtbar. Dieser Einfluf ist in Abbildung dargestellt: jedes
Pixel aus Teil B wurde durch eine Zufallszahl ersetzt, die aus einer Poisson-Verteilung
gezogen wurde, deren Erwartungswert dem urspriinglichen Wert des Pixels entsprach.
AuBerdem wurde eine Untergrundzihlrate von 1 count/pixel hinzugefiigt. Dieser Spot
ahnelt durchaus den gemessenen in Abbildung 6.6.

Allerdings mufite eine Gesamtzahl von 4000 detektierten Photonen im ungeblichenen
Fall angenommen werden. Im letzten Abschnitt wurde aber fiir die verwendete Anre-
gungsintensitit eine erwartete Zéhlrate ohne Bleichen von 417 counts/spot errechnet.
In der Simulation ist die Anregungsintensitit um etwa den Faktor /10 hoher, um die-
se Spotform zu erreichen. Bei dieser Art der Abschétzungen werden allerdings viele
experimentell nur schwer zugéngliche Parameter miteinander multipliziert, so dafl sich
auf beiden Seiten (Photobleichen und erwartete Zahlrate) relativ groe Unsicherheiten
ergeben. Auf dieser Grundlage kann nicht eindeutig entschieden werden, ob nun das
Photobleichen fiir die verédnderte Form der Spots verantwortlich ist oder nicht.

6.2.3 Diskussion und Zusammenfassung

Das vorstehend beschriebene Demonstrationsexperiment hat gezeigt, dafl sich einzelne
Proteine mit Hilfe ihrer Tryptophanfluoreszenz abbilden lassen, wenn die Photostabi-
litdt und die Anzahl der Tryptophane pro Protein grofl genug sind. Als Modell fiir ein
solches System wurden avidinmarkierte Latexkugeln verwendet, die den Vorteil haben,
kommerziell auch mit Farbstoff-Fiillung erhéltlich zu sein. Dadurch lief3 sich ihre Adsorp-
tion auf einem Deckglas mit Ein-Photonen-Anregung iiberpriifen, wie in Abschnitt 3.6
gezeigt wurde. Die gemessenen Zéhlraten entsprechen sowohl im Maximalwert als auch
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iiber eine Kugel integriert den theoretischen Abschéitzungen. Einige der Spots erschei-
nen oval und abgeschnitten. Eine mogliche Ursache dafiir ist das sukzessive Bleichen der
Fluorophore, so daf3 bei spéter aufgenommenen Bildpunkten immer weniger Fluoreszenz
detektiert wird.

6.3 Diskussion weiterer Methoden

Eines der Ziele dieser Arbeit, eine Verteilung der Sauerstoffbeladung einzelner Hamocya-
nine zu bestimmen, konnte nicht erreicht werden. Die Photostabilitit des Tryptophans
ist so gering, dafl nicht geniigend Photonen detektiert werden kénnen, um einzelne Hamo-
cyanine abzubilden. Allerdings hat sie ausgereicht, die Diffusion dieser Proteine zu ver-
folgen. In diesem letzten Abschnitt sollen abschliefend zwei Methoden vorgestellt und
diskutiert werden, wie unter den gegebenen Bedingungen eventuell doch Beladungsver-
teilungen gemessen werden konnten.

Die erfolgreichen FCS-Experimente legen es nahe, eine andere Methode der statisti-
schen Auswertung der Fluoreszenzzeitspur zu verwenden, die ebenfalls nur eine kurze
Verweildauer der Molekiile im Fokus verlangt. Sie sollte nicht den Diffusionskoeffizienten
—der von der Beladung unabhéngig ist — sondern die Helligkeit jedes Molekiils liefern. Ein
solches Verfahren ist in der Literatur unter fluorescence-intensity distribution analysis
(FIDA) bzw. pulse counting histogram (PCH) bekannt.

Weiterhin ist zu iiberlegen, ob die Umgebung des Proteins so modifiziert werden kann,
daB ein groBlerer Anteil der emittierten Photonen detektiert werden kann. Dies wird zum
Beispiel durch eine geschickte Anordnung von Ebenen unterschiedlicher Brechungsindi-
zes ermoglicht. Auflerdem ist es damit moglich, die strahlende Zerfallsrate zu erhéhen
und damit den Fluoreszenzkanal gegeniiber dem Photobleichen zu bevorzugen, um mehr
Photonen vor dem Bleichen des Molekiils zu detektieren. Dies wird als radiative decay
engineering (RDE) bezeichnet und im zweiten Abschnitt dargestellt.

6.3.1 Analyse des Zihlratenhistogramms

Die Methoden zur Analyse von Zahlratenhistogrammen mit dem Ziel der Bestimmung
molekularer Helligkeitsverteilungen wurden unabhéngig voneinander von den Gruppen
um K. Gall (fluorescence intensity distribution analysis, FIDA [192,193]) und E. Grat-
ton (pulse counting histogram, PCH [194,195,196]) entwickelt. Die folgende Darstellung
orientiert sich an Ref. [194]. Ausgangspunkt ist das Zahlratenhistogramm, die Darstel-
lung der Haufigkeit, mit der innerhalb eines festen Zeitfensters der Lange T' n Photonen
detektiert wurden. Selbst wenn das Licht eines ideal intensitétsstabilisierten Lasers auf
einen Photomultiplier gegeben wiirde, so gehorcht doch das Z&hlratenhistogramm einer
Poisson-Verteilung, deren Erwartungswert durch die Lichtintensitét und Detektionseffi-
zienz definiert ist [197]. Dies gilt auch fiir die Fluoreszenz eines einzelnen Molekiils, das
sich in einem Volumenelement dV' mit homogener Anregungs- und Detektionseffizienz
befindet, vorausgesetzt, die Lange des Zeitfensters ist so gewahlt, dafl sich alle interne
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Dynamik des Molekiils herausgemittelt hat:

<n>n €7<TL>

Phom(”) - o

(6.6)
(n) bezeichnet den Erwartungswert der Ereignisse n pro Zéhlintervall T'. Bei raumlich
inhomogener Detektionseffizienz mufl iiber ein Volumen V[ gemittelt werden. Die in
Abschnitt 2.3.2 eingefithrte Molekiil-Detektions-Effizienz MDE(r) < 1 umfafit sowohl
Anregungs- als auch Detektionseffizienz. Bei einem Wert von MDE = 1 werden e Er-
eignisse pro Zeitintervall T" erwartet. € wird als molekulare Helligkeit bezeichnet. Damit
ergibt sich [194]

Pinom(n) dr . (6.7)

n!

1 (e MDE(r))" e~ MPE()
-7/

Vo
Befindet sich mehr als ein Molekiil im Volumen Vj, so ergeben sich mehrere Moglichkei-
ten, n Photonen zu detektieren: bei zwei Molekiilen kénnen k& Photonen von Molekiil a
und n — k£ von Molekiil b detektiert werden:

P3(n) = i P,(k) Py(n—k)=P, @ P, . (6.8)

Entsprechend kann P™")(n) fiir N Molekiile durch mehrfache Faltung gewonnen werden.
Bei einem offenen System folgt die Zahl N der Molekiile in V; ebenfalls einer Poisson-
Verteilung Po(N) mit dem Mittelwert C' Vp, so dafl fir die Verteilung II der Zihlrate
eines offenen Systems gilt

.c(n) = i P™M(n) Po(N) . (6.9)

Bei mehreren Spezies mit verschiedener molekularer Helligkeit ¢;, die jeweils in der Kon-
zentration C; vorliegen, wird die Gesamtverteilung I, wieder durch Faltung aus den
einzelnen Verteilungen II gewonnen

Hoes =0y @0, ® . @1, 0 - (6.10)

Die unabhéngig von der hier dargestellten Herleitung [194] entwickelte Methode der
Gruppe um K. Gall [192] setzt die Gesamt-Wahrscheinlichkeitsverteilung Il e in einer
anderen Reihenfolge zusammen. AuBerdem wird dort die Faltung durch Ubergang auf
die Fouriertransformierte umgangen.

Um einen Eindruck von dieser Methode zu bekommen, ist in Abbildung 6.9/ ein Bei-
spiel fiir Zahlratenhistogramme zweier Proben mit gleicher mittlerer Zahlrate und glei-
cher Gesamtkonzentration gegeben. Die eine Probe ist homogen, die andere besteht aus
zwei um den Faktor 7 in der molekularen Helligkeit € verschiedenen Molekiilsorten. Mit
Hilfe der Autokorrelation lieen sich diese beiden Proben nicht unterscheiden, da so-
wohl die Gesamtkonzentration als auch der Diffusionskoeffizient iibereinstimmen. Die
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Abbildung 6.9: Beispiel eines Zéhlratenhistogramms fiir 3 Proben mit gleicher mittlerer Z&hl-
rate. schwarz: eine Molekiilsorte. grau: zwei Molekiilsorten mit gleicher mittlerer Helligkeit.
gepunktet: Grenzwert hoher Konzentration bei gleicher mittlerer Zahlrate (reine Poissonvertei-
lung).

Zahlratenhistogramme differieren aber deutlich. Zum Vergleich ist auch der Grenzfall
einer Poisson-Verteilung eingezeichnet, der im Falle sehr vieler, relativ schwach leuch-
tender Molekiile auftritt (wieder mit gleicher mittlerer Zahlrate). Sowohl ganz niedrige
als auch ganz hohe Zahlraten treten haufiger auf, wenn die Helligkeit in wenigen Mo-
lekiilen konzentriert ist. Es ist intuitiv einsichtig, dafl es dann besonders einfach ist, die
maximale und die minimale Zahlrate zu erhalten, da sich dann relativ wenige Molekiile
am ,richtigen“ Ort befinden miissen.

Zéhlratenhistogramme lassen sich einfach messen, indem eine oder mehrere gentigend
lange Zeitspuren entsprechend ausgewertet werden. Das Zeitintervall T" mufl so gewahlt
werden, daf} einerseits alle interne Dynamik der Molekiile ausgemittelt ist (photon anti-
bunching, Triplett-Zustand), auf der anderen Seite das Molekiil aber im Verhéltnis
zur Fokusgrofle keine wesentliche Entfernung durch Diffusion zuriicklegt. Die Molekiil-
Detektions-Effizienz MDE(r) wird als innerhalb des Intervalls 7" konstant angesehen.
Je nach Grofle der erwarteten Abweichung von der Poisson-Verteilung miissen Artefak-
te des Zahlprozesses wie Totzeit und Nachpulsen des Photomultipliers korrigiert wer-
den [198,191]. Aus dem so gewonnenen Histogramm mufl dann die Verteilung der mole-
kularen Helligkeiten ¢; ermittelt werden. Fiir den Fall weniger Spezies (7 klein) kann dies
durch nichtlineare Kurvenanpassung des Modells aus GI.16.10 geschehen. Als Beispiel ist
in Abbildung 6.10/ die Bestimmung der Konzentration und molekularen Helligkeit einer
Mischung aus Coumarin und Rhodamin dargestellt [195]. Durch Verdiinnung wurden 4
Proben mit ansonsten gleichen Verhéltnissen hergestellt. Daher bleiben die molekularen
Helligkeiten ¢; konstant und das Verhéltnis der Konzentrationen &dndert sich nicht. Die
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Abbildung 6.10: Ergebnis einer Testreihe aus Ref. [195]. Eine Mischung aus Rhodamin und
Coumarin wurde schrittweise verdiinnt und jeweils die Konzentration (Teil A) und Helligkeit
(Teil B) beider Molekiilsorten bestimmt. Die Hohenlinien in Teil A geben den x2-Wert fiir den
Fall an, daf} diese Zahlratenverteilung mit nur einer Spezies angepaf3t wird.

Histogramme lassen sich nicht mit der Annahme nur einer Spezies anpassen, wie der
hohe y2-Wert der Hohenlinien in Teil A der Abbildung zeigt.

Bei vielen unterschiedlich hellen Spezies wird die nichtlineare Kurvenanpassung durch
die vielen freien Parameter instabil — fiir Himocyanin miiffiten im Idealfall 25 Spezies
unterschieden werden. Dann muf auf die (nichtlineare) Inversion von Gl. [6.10 zuriickge-
griffen werden, wobei zusétzliche Regularisierungsbedingungen verwendet werden (z.B.
alle Konzentrationen C; > 0) [199,200]. Die Helligkeitsverteilung und damit die Bela-
dungsverteilung von Hiamocyanin 148t sich mit diesem Verfahren zwar im Prinzip messen,
allerdings stellt die Auflésung von bis zu 25 verschiedenen Spezies (von vollsténdig ent-
laden bis alle 24 Bindungsstellen besetzt) ein grofies Problem dar. Die Inversion, um von
Zahlraten-Histogrammen Helligkeitsverteilungen zu erhalten, bevorzugt immer relativ
breite, unstrukturierte Verteilungen bei gleicher Abweichung x?. Simulationen haben
gezeigt, dafl bei den vorgegebenen Randbedingungen eine Integrationszeit von mehreren
Wochen nicht ausreichen wiirde, um die y2-Abweichung einer Verteilung mit 3 Maxima
unter die einer breiten Verteilung fallen zu lassen. In der Literatur wird dieses Verfahren
der Inversion nur auf eine Verteilung mit zwei, in der molekularen Helligkeit um den
Faktor 16 auseinander liegende Peaks angewandt [192].

Die dem moglichen Experiment zugrunde liegende Fragestellung muf} also vereinfacht
werden: Es soll nur zwischen den beiden Varianten des nesting-Modells unterschieden
werden, wie sie bereits in Kapitel und Abbildung 2.12 vorgestellt wurden: die eine
mit der Struktur 2 x 12, die andere mit der Struktur 4 x 6. Auflerdem sind die Parameter
des Modells minimale und maximale molekulare Helligkeit, Konzentration und Sauer-
stoffpartialdruck aus unabhéngigen Messungen bis auf einen geringen Fehler x bekannt.
Der Partialdruck wird auf den Halbsédttigungsdruck eingestellt, da dort der Unterschied
der Modelle am groBten ist. Es soll ein Histogramm aus 107 Zeitintervallen T gebildet
werden, um dann anhand der y2-Abweichungen zu entscheiden, welches der beiden Mo-
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Abbildung 6.11: Simulation eines Experimentes zur Trefferwahrscheinlichkeit, mit der be-
stimmt werden kann, welchem von zwei nesting-Modellen die Beladungsverteilung folgt. Sobald
der relative Fehler x der vorher bekannten Parameter grofier als 2-3 % wird, kann keine Aussage
mehr getroffen werden.

delle eine bessere Beschreibung liefert. Die Melwerte werden durch Berechnung aus oben
genanntem Parametersatz und Addition von Schrotrauschen simuliert. Die Test-Modelle
werden unter Verwendung eines zuféllig variierenden Parametersatzes erzeugt, welcher
aus einer Normalverteilung der Breite x gezogen wird. Dies simuliert die Annahme, dafl
die Parameter nur bis auf einen relativen Fehler x bekannt sein sollen. Als Treffer wird
ein Versuch gewertet, wenn die Abweichung x? des richtigen Modells niedriger ist als die
des falschen Modells. Es wird immer abwechselnd eines der beiden Modelle vorgegeben
und je Fehler z 1000 Versuche durchgefiihrt. Abbildung6.11 zeigt die Ergebnisse. Sobald
der relative Fehler x den Wert von 2-3 % iibersteigt, ist die Trefferwahrscheinlichkeit
nicht wesentlich besser als eine zufillige Wahl. Es kann damit also keine Aussage getrof-
fen werden, durch welches Modell die Messung beschrieben wird. Selbst diese auf ein
Minimum reduzierte Fragestellung ist auch unter giinstigen Annahmen (Integrationszeit
107 x 1 ms > 2 h, grofie molekulare Helligkeit) nicht zu beantworten.

6.3.2 Fluoreszenz nahe einer Grenzflache

Sowohl die strahlende Rate k, als auch die nichtstrahlende Rate k,,, eines Molekiils kann
durch seine dielektrische Umgebung auf der Lingenskala der Wellenldnge des Lichtes
beeinflufit werden. Das gezielte Ausnutzen dieses Effekts wird durch J. R. Lakowicz
als radiative decay engineering (RDE) bezeichnet [201,202]. In diesem Abschnitt soll
untersucht werden, ob sich diese Methode fiir Himocyanine nutzen lait. Die relativ
langreichweitige Abhéngigkeit der Zerfallsraten eines angeregten Molekiils von seiner
Umgebung 148t sich auf verschiedene Weisen erkléren [107]: quantenmechanisch modifi-
ziert die Umgebung die Modendichte, in die ein Dipol emittieren kann. Im Extremfall
konnte die Umgebung so gestaltet werden, dal es nur Moden in Richtung des Mikro-
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skopobjektivs gibt, so dafl alle emittierten Photonen eingesammelt werden. Eine andere
Betrachtungsweise ist die Riickwirkung des abgestrahlten Feldes eines Dipols auf den
Dipol selbst. Je nach Phasenbeziechung und Amplitude des z.B. von einer Grenzflache
reflektierten Feldes wird die Dipolemission entweder verstiarkt oder unterdriickt.

Im folgenden sollen verschiedene Geometrien betrachtet werden, die eventuell eine
verbesserte Einsammeleffizienz oder Photostabilitdt bewirken. Der verwendete Forma-
lismus beruht auf dem bereits in Abschnitt 2.3.3 benutzten Lorentz’schen Aquivalenz-
prinzip [109], aus dem gefolgert werden kann, daf§ die Abstrahlcharakteristik eines Dipols
gleich seiner Absorptionscharakteristik ist. Fiir einen Dipol in einer gewissen Entfernung
zu einer oder mehreren dielektrischen Grenzflichen wird berechnet, wie gut er sich durch
Strahlung aus einer gegebenen Richtung anregen 148t. Dieses einfallende Feld erfahrt
dabei in der Regel mehrfache Reflexionen und Transmissionen an den beteiligten Grenz-
flachen. In Abschnitt 2.3.3 wurde dies bereits mit einer Glas-Wasser-Grenzflache bei
der Bestimmung der Einsammeleffizienz verwendet. Die Erweiterung ist relativ einfach,
da sich die Fresnel-Koeffizienten fiir Reflexion und Transmission an mehreren Schich-
ten rekursiv aus denen fiir eine Grenzfliche herleiten lassen [109,103]. Der gesamte
Formalismus ist in Ref. [109] gut dargestellt und vom Prinzip her mit dem von J. Ender-
lein [107,203] vergleichbar.

Zur Veranschaulichung sollen zunéchst zwei einfache Beispiele diskutiert werden. Das
Héamocyanin-Molekiil mit seinen 148 Tryptophanen wird durch eine isotrope Anordnung
von Dipolen beschrieben. Abbildung 6.12/A zeigt die strahlende Rate k, eines solchen
Molekiils in Abhéngigkeit von seinem Abstand z zu einer Glas-Wasser-Grenzfléche. Die
Rate ist so normiert, daf sie den Wert Eins dann annimmt, wenn das Molekiil nur von
Wasser (Brechungsindex n,, = 1.33) umgeben ist. Der Gesamtraum ist auch hier wieder
in drei Regionen aufgeteilt: Region I umfafit den gesamten Wasser-Halbraum mit n,, =
1.33. Im Unterschied zu Abschnitt 2.3.3 wird hier die Grenze zwischen den Regionen
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Abbildung 6.12: Abhéingigkeit der strahlenden Rate k., vom Abstand zur Grenzfliche. A:
Glas-Wasser-Grenzflidche (n = 1.5/1.33) fiir eine isotrope Anordnung von Dipolen, A = 335 nm.
Die Gesamtrate k, (oben) ist aufgeteilt in ihre Anteile in drei Regionen, die im Text definiert

sich und sich leicht von denen in Abbildung|2.16 unterscheiden. B: wie A, nur mit einer zusétz-
lichen Silberschicht (d = 10 nm).
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6 FEinzelmolekiilspektroskopie

IT und III im Glas-Halbraum (n, = 1.5) nicht durch den Totalreflexionswinkel sondern
durch den maximalen Einsammelwinkel des Objektivs gezogen (0max = arcsin(NA/n,),
NA = 1.2). Alle Photonen in Region II konnen also detektiert werden. Bei der hier
angenommenen numerischen Apertur propagieren in Region I1I diejenigen Wellen, die als
evaneszente Wellen vom Dipol ausgegangen sind. In diesen Bereich werden hauptséchlich
dann Photonen abgestrahlt, wenn das Molekiil sich nahe an der Grenzfliche befindet.
Die strahlende Rate k, nimmt durch diesen Effekt in der Nahe der Grenzfliche um
etwa 10 % zu, die Zahl der detektierbaren Photonen éndert sich bei dieser numerischen
Apertur aber nicht. Erst wenn sie grofler als der Brechungsindex des Losemittels wire,
wiirden auch Teile der evaneszenten Wellen detektiert werden kénnen.

Abbildung [6.12B zeigt den Einflufl einer Metallschicht in der Néhe des Molekiils. Es
wurde die gleiche Geometrie wie oben angenommen, nur zusétzlich eine 10 nm starke
Silberschicht eingefiigt (n,, = 0.294 + 0.986 ¢ bei A\ = 335 nm [204]). In diesen Bei-
spielen ist immer die strahlende Rate angegeben. Dies entspricht Wellen, die bis ins
Unendliche propagieren kénnen (auch wenn sie evtl. nicht detektiert werden kénnen).
Die nichtstrahlende Rate wiirde man in diesem Formalismus erhalten, wenn iiber alle
nicht-propagierenden Wellen integriert wiirde [205]. Fiir diese Wellen ist eine Kompo-
nente des Wellenvektors k imaginér, so da8 fiir eine andere Komponente k; > |k| gilt.
Loschung der Fluoreszenz durch Forster-Transfer ins Metall findet in diesem Modell
durch virtuelle Photonen, d.h. nicht-propagierende Wellen statt [206]. Dieser Effekt ist
aber nicht in Abbildung [6.12B enthalten. Das Verhalten der strahlenden Rate k, in
dieser Abbildung &8t sich am besten unter Verwendung des Lorentz’schen Aquivalenz-
prinzip verstehen. Aus Richtung des Wasser-Halbraums (Region I) lassen sich die Dipole
bei groflen z besser anregen, wenn die Silberschicht vorhanden ist, da die Reflexion an
der Silberschicht grofer ist als an der Wasser-Glas-Grenzflache ist (4 % gegentiber 0.4 %
bei senkrechtem Einfall). Aus Richtung des Mikroskopobjektivs (Region II) wird die An-
regungswahrscheinlichkeit dagegen geringer, da die Absorption der Silberschicht hinzu
kommt. Sie ist unabhéngig von der Position z des Molekiils. Anregung iiber evaneszen-
te Wellen ist ebenfalls ohne die Silberschicht effizienter, solange das Molekiil sich nahe
genug an der Grenzflache befindet. Diese Effekte summieren sich zu einer insgesamt ge-
ringeren Anregungswahrscheinlichkeit fiir kleine Abstédnde z, und damit auch zu einer
geringen strahlenden Rate. Selbst bei groflem z ist sie kleiner als Eins, da Licht aus
Region II immer von der Silberschicht absorbiert wird. Ohne sie strebt die Rate k,. fiir
grofles z gegen Eins, wie Abbildung 6.12A zeigt.

Diese beiden Beispiele zeigen, dafl eine Variation des Brechungsindexes auf der dem
Objektiv zugewandten Seite der Probe keinen Einflufl auf die Anzahl detektierbarer
Photonen hat, solange die numerische Apertur kleiner als n,/n,, = 1.33 ist. Sobald sie
diesen Wert iiberschreitet, wird es moglich, auch die evaneszenten Wellen einzusammeln.
AuBlerdem ist es moglich, auf der dem Objektiv abgewandten Seite eine Art Spiegel
einzurichten, der die dorthin emittierten Photonen ins Objektiv umlenkt. Beides ist im
folgenden Beispiel aus Ref. [107] vorgenommen worden. Die in diesem Fall benétigte
Metallschicht in der Nahe der Molekiile fithrt zu einer Erhchung der nichtstrahlenden
Rate k,, und damit zu einer Verringerung der Quanteneffizienz. Wie sich in Kapitel 4.3
aber heraus gestellt hat, ist im Fall von Hamocyanin nicht die geringe Quanteneffizienz 7,
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6.3 Diskussion weiterer Methoden
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Abbildung 6.13: Verbesserte Einsammeleffizienz durch eine reflektierende Grenzfliche (aus
[107]). Links ist die Anordnung der Materialien dargestellt. Rechts das Verhéltnis in Rich-
tung Objektiv abgestrahlter Photonen k, ;7 zu den insgesamt, ohne Metallschicht emittierten
Photonen £, .

sondern die geringe Photostabilitdt limitierend. Die Photostabilitdt héangt aber nicht von
der Grofle der nichtstrahlenden Rate k,,, ab, denn fiir die mittlere Anzahl n emittierter
Photonen, bevor der Fluorophor photobleicht, gilt 7 = n/q, = k,/k,. Zusammen mit der
Detektionseffizienz ¢ fiihrt dies zu ¢ = ¢n detektierten Photonen. Diese Grofle 148t sich
mit dem oben vorgestellten Formalismus bestimmen [107]:
n k,
e o (6.11)

wobei der Index 0 den unverdnderten Ausgangszustand bezeichnet. Die Detektionseffizi-
enz ist proportional zur Einsammeleffizienz, die sich aus dem Quotient von strahlender
Rate in Richtung in Region II k, ;; zur gesamten strahlenden Rate £, ergibt. Daraus
folgt

c=¢n= ng = no . (6.12)
Die Grofe ky, rr/kro ist in Abbildung 6.13 aus Ref. [107] dargestellt. Berechnet wurde
sie fiir den Fall A = 670 nm, NA = 1.4 sowie einer 20 nm dicken Aluminiumschicht
(n = 1.45 + 7.7 i). Eine isotrope Anordnung von Dipolen erhélt man durch Mittelung
iiber senkrecht und parallel zur Oberfliche ausgerichtete Dipole, wenn der parallel aus-
gerichtete doppelt gewichtet wird. Damit ergibt sich fiir die (nicht eingezeichnete) Kurve
bei isotroper Anordnung ein Maximum bei z = 0.25\ mit dem Wert von &, ;7/k.o ~ 2.
Es werden also in dieser Konfiguration doppelt so viele Photonen eingesammelt wie in
homogener Umgebung (n=1.33) emittiert worden wéren. Ohne die Metallschicht betragt
die Einsammeleffizienz etwa 40 % [203], so dafl die Effizienz der Detektion um etwa einen
Faktor 5 gesteigert werden konnte.

In der von J. Enderlein vorgeschlagenen Anordnung werden die Molekiile vorzugs-
weise iiber Totalreflexion an der Metallschicht angeregt. Dabei treten nur evaneszente
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6 FEinzelmolekiilspektroskopie

Wellen in Richtung Mikroskopobjektiv auf, so daf kein Anregungslicht in das Objektiv
zuriickreflektiert wird. Diese Art der Anregung ist fiir Zwei-Photonen-Absorption bis-
her nur am Beispiel eines guten Farbstoffes gezeigt worden [207]. Wenn allerdings durch
das Objektiv angeregt wird, so wird auch das gesamte Anregungslicht wieder in den
Detektionsstrahlengang zuriick reflektiert. In diesem Fall miiite der Detektionsfilter das
Anregungslicht um etwa zwei Groflenordnungen besser unterdriicken, um zu mit konven-
tioneller Probengeometrie vergleichbaren Untergrundzihlraten zu kommen. Gleichzeitig
darf sich die Absorption im Transmissionsbereich des Filters nicht dndern. Dies diirfte
den Vorteil der oben dargestellten Anordnung einer reflektierenden Schicht hinter den
Molekiilen wieder reduzieren, so dafl insgesamt bestenfalls eine Steigerung um den Faktor
2-3 moglich zu sein scheint.

Deutlich groiere Verstarkungen der Fluoreszenzrate lassen sich in der Nédhe von klei-
nen Metallpartikeln erzielen. Durch die sehr kleinen Radien der Oberflache — eventuell
auch von Unebenheiten der Oberfliche dieser Partikel — erhéht sich die lokale Feldstérke
drastisch. Dies fiihrt einerseits zu einer erhchten lokalen Anregungsintensitéit und ande-
rerseits zu einer erhohten strahlenden Rate [208]. Der erste Effekt wird z.B. bei der ober-
flachenverstiarkten Raman-Spektroskopie (surface enhanced raman spectroscopy, SERS)
verwendet, um die fiir Raman-Spektroskopie erforderlichen hohen Intensititen leichter
zu erreichen [209]. Mit dieser Methode ist es zum Beispiel moglich, Raman-Spektren ein-
zelner, an zwei Silberpartikeln adsorbierter Haimoglobine aufzunehmen [210]. Der zweite
Effekt verlduft analog zu den oben dargestellten Beispielen mit ebenen Oberflichen und
ist in Ref. [211] fiir spheroide Metallpartikel behandelt. Beide Effekte zusammen bewir-
ken, wie z.B. J. R. Lakowicz et al. im Fall von DNA auf Silber-Inseln berichten, eine
etwa 2000-fach groBere Fluoreszenzintensitét [208]. Die Autoren schétzen ab, dafi mehr
als ein Faktor 15 (aber weniger als ein Faktor 2000) auf die Erhéhung der strahlen-
den Rate zuriickzufiihren ist. Nur dies ist fiir die vorgestellten Experimente interessant,
da die Anregungsleistung weder durch den Laser noch durch die Untergrundfluoreszenz
begrenzt wird. Eine solche Steigerung der Fluoreszenzrate wiirde die Moglichkeit der Fin-
zelmolekiilspektroskopie an Himocyanin deutlich verbessern. Der Nachteil ist allerdings,
daf} dann die Fluoreszenzintensitét stark vom jeweiligen Ort des Molekiils abhéngt. In-
tensitdten konnen nicht mehr einfach verglichen werden, da die jeweilige Verstarkung
durch Oberfliacheneffekte unbekannt ist. Mit diesem Verfahren wére es dann zwar wahr-
scheinlich moglich, einzelne Himocyanine abzubilden, eine Verteilung der Beladung liefle
sich aber immer noch nicht bestimmen.
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7 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die intrinsischen Tryptophanfluoreszenz von Proteinen nach Zwei-
Photonen-Anregung untersucht. Als interessantes Modellsystem wurde das Sauerstoff-
transportprotein der Vogelspinne Furypelma californicum gewahlt. Dieses grofie Protein
besitzt zum einen 148 Tryptophan-Seitenketten, so dal deren geringer Absorptionsquer-
schnitt kompensiert werden kann. Zum anderen zeigt es kooperatives Bindungsverhal-
ten: Die Affinitdt der 24 Sauerstoff-Bindungsstellen steigt mit dem Beladungsgrad des
Molekiils. Verschiedene Modelle beschreiben mit vergleichbar plausiblen Annahmen das
Bindungsverhalten. Fiir das Himocyanin von Eurypelma californicum wird aufgrund von
verschiedenen Ensemblemessungen in der Literatur ein nesting-Modell mit zwei Hierar-
chieebenen favorisiert. Die Ensemblemessungen erlauben es aber nicht zu entscheiden, wo
die Trennlinie zwischen den Hierarchieebenen verlduft. In Kapitel 2.2.3 konnte anhand
von Rechnungen fiir zwei nesting-Modelle gezeigt werden, dafl Einzelmolekiilspektrosko-
pie diese Entscheidung treffen kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein kommerzielles Lasersystem bestehend aus einem
Pumplaser, einem Titan-Saphir-Laser sowie einem optisch-parametrischen Oszillator mit
Frequenzverdopplung im Resonator in Betrieb genommen. Dieses Lasersystem ist in der
Lage, im gesamten sichtbaren und nahen infraroten Spektralbereich Pulse einer Lange
von etwa 150 fs zu liefern. Mit dieser Laserquelle konnten Schwierigkeiten, die bei der
direkten Anregung der Tryptophane im Ultravioletten bei 295 nm auftreten, umgangen
werden, indem die Zwei-Photonen-Anregung bei einer Wellenlédnge von 590 nm einge-
setzt wurde. Zur Mikroskopie und Spektroskopie einzelner Hamocyanine wurde ein op-
tisch hochauflésendes Mikroskop entworfen und aufgebaut, das die zeitlich und spektral
aufgeloste Detektion von Fluoreszenzlicht im ultravioletten Spektralbereich ermdglicht.
Mit Hilfe von zeitaufgelosten Messungen kann zusétzlich der Zerfall angeregter, fluo-
reszierender Zustidnde beobachtet sowie die Autokorrelationsfunktion der Fluoreszenz
aufgezeichnet werden. Zu Messungen mit hoher rdumlicher Auflésung kann die Probe
auf einem Piezoverschiebetisch in drei Raumrichtungen durch den Fokus gefahren wer-
den. Bei allen Messungen ist es moglich, den Sauerstoffpartialdruck in der Probe durch
Spiilen mit verschiedenen Gasen zu kontrollieren. Der gesamte experimentelle Aufbau
bestehend aus Lasersystem, Mikroskop und computergesteuerter Datenerfassung ist so
flexibel gestaltet, dal neben den in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen mit Zwei-
Photonen-Anregungen auch solche mit konventioneller Ein-Photonen-Anregung im sicht-
baren Spektralbereich moglich sind.

Alle bisher an Hamocyaninen durchgefiihrten optischen Experimente beruhten auf der
konventionellen Ein-Photonen-Anregung. In einem ersten Schritt mufite daher tiberpriift
werden, ob die Zwei-Photonen-Anregung zu anderen Ergebnissen fiihrt. Anhand von En-
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7 Zusammenfassung

semblemessungen wurde gezeigt, dafl die Fluoreszenzeigenschaften von Tryptophan nicht
von der Natur des Anregungsprozesses abhéngen. Die Fluoreszenz- Anregungs- und Emis-
sionsspektren #ndern sich nicht beim Ubergang von Ein- auf Zwei-Photonen-Anregung.
Weiterhin wurde gefunden, daf§ auch die Loschung der Tryptophanfluoreszenz in Hamo-
cyanin durch Forster-Transfer in die Absorptionsbande des beladenen Bindungszentrums
von der Anregungsart unabhéingig ist. Somit kann die Sauerstoffbeladung verlédfilich
durch die Tryptophanfluoreszenz nach Zwei-Photonen-Anregung bestimmt werden.

Uberraschend hat sich jedoch gezeigt, daBl der zu erwartende Zusammenhang zwischen
Sauerstoffbeladung und Fluoreszenzintensitédt nur bei niedrigen Anregungsintensitaten
gilt. Bei hoheren Anregungsintensitéiten wurde ein stiarker als quadratischer Anstieg der
Fluoreszenzzéhlrate bei intensitdtsabhédngigen Messungen von oxygeniertem, also bela-
denem Hémocyanin gefunden. Als Ursache dafiir konnte die Ein-Photonen-Anregung
des beladenen Sauerstoffbindungszentrum identifiziert werden, die bei der zur Zwei-
Photonen-Anregung der Tryptophane verwendeten Wellenlénge ebenfalls moglich ist.
Der angeregte Zustand des Bindungszentrums l6scht dann die Tryptophanfluoreszenz
nicht mehr, so dafl das Protein , heller” erscheint. Es konnte gleichzeitig gezeigt werden,
dal der gebundene Sauerstoff mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit aus dem angereg-
ten Zustand des Bindungszentrums abgegeben wird. Intensitdtsabhéngige Sauerstoff-
bindungskurven von dissoziiertem Hamocyanin liefen sich durch ein im Rahmen dieser
Arbeit aufgestelltes Modell beschreiben. Es ergab sich eine lichtinduzierte Dissoziations-
rate aus dem angeregten Zustand von etwa 2000 sec™! verglichen mit einer spontanen
Dissoziationsrate aus dem Grundzustand von 10 sec™!. Der Effekt wird nur dann sicht-
bar, wenn der angeregte Zustand des Bindungszentrums deutlich populiert wird. Dies
geschieht wegen des geringen Absorptionsquerschnitts des Ubergangs erst bei den hohen
fiir die Zwei-Photonen-Anregung notwendigen Intensitéten.

Die lichtinduzierte Sauerstoffabgabe wurde verwendet, um von auflen in das Sauerstoff-
bindungsgleichgewicht einzugreifen und die Reaktion des Proteins auf die Auslenkung
aus dem Gleichgewichtszustand zu beobachten. In dem zur Beschreibung des Bindungs-
verhaltens der Himocyanine benutzten konzertierten MWC-Modell wird die kooperative
Sauerstoftbindung als Gleichgewicht zwischen zwei Konformationen des Molekiils darge-
stellt, wobei die Bindungszentren innerhalb einer Konformation als unabhéngig angese-
hen werden. An die intensitdtsabhéngigen Sauerstoffbindungskurven von kooperativem,
24-merem Hamocyanin wurden zwei verschiedene Modelle angepaf3t. Das eine geht davon
aus, daf} die lichtinduzierte Auslenkung der Sauerstoffbeladung aus dem Gleichgewichts-
zustand nur die Beladung aber nicht die Konformation beeinflut. Im zweiten Modell
folgt die Konformation zu jedem Zeitpunkt der Beladung, wie es bei einer Verdnderung
des Gleichgewichtszustandes beispielsweise durch Variation des Sauerstoffpartialdrucks
der Fall wére. Die Messungen werden deutlich besser durch das erste Modell beschrie-
ben als durch das zweite. Als mogliche Erklarung bietet sich an, daf§ die Riickbindung
des Sauerstoffs schneller erfolgt als der Konformationswechsel. Dadurch ist das Sauer-
stoffmolekiil im Mittel einige Zeit nicht gebunden, die Fluoreszenzintensitét steigt, aber
ein Konformationswechsel findet nicht oder nur selten statt. Mit diesen Messungen war
es also moglich, den ansonsten nur schwer zugénglichen dynamischen Zusammenhang
zwischen Sauerstoffbindung und Konformationswechsel in kooperativen Proteinen zu
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untersuchen.

Die Photostabilitdt von Tryptophan in Pufferlésung und in verschiedenen Proteinen
konnte durch Auswertung der Intensitdtsabhéngigkeit der Fluoreszenz einer Ensemble-
probe quantifiziert werden. Dabei stellte sich heraus, dafl je nach Umgebung die Bleich-
Quanteneffizienz von Tryptophan nur um den Faktor 2—4 unter der Fluoreszenzquan-
teneffizienz liegt. Damit ist offensichtlich, dafl einzelne Tryptophanmolekiile oder Prote-
ine mit nur wenigen Tryptophan-Seitenketten nicht mit optischen Einzelmolekiiltechni-
ken nachgewiesen werden kénnen, da nur 2-4 Photonen pro Tryptophan emittiert wer-
den. Aufgrund der limitierten Detektionseffizienz kénnen von diesen Photonen dann nur
0.65 % registriert werden. Im Falle des Hamocyanins mit 148 Tryptophan-Seitenketten
ergaben sich durchschnittlich 3 detektierte Photonen pro Molekiil. Géngige Farbstoffe
wie TMR oder Cy5 erreichen Werte von etwa 103-10* detektierten Photonen pro Mo-
lekiil. Zum Vergleich durchgefiithrte Messungen mit Drei-Photonen-Anregung der Tryp-
tophane zeigten, dafl in diesem Fall die Photostabilitidt noch geringer ist. Der in der
Literatur diskutierte Weg der lichtinduzierten Radikalbildung scheint fiir die geringe
Photostabilitdt verantwortlich zu sein. Einzig bei mit dem Protein NeutrAvidin be-
schichteten Latexkugeln ist die Photostabilitdt des Tryptophans um einen Faktor 40-50
grofler. Zusammen mit der groferen Anzahl an Tryptophanen pro Latexteilchen (340)
konnen etwa 341 Photonen pro Latexteilchen detektiert werden. Wie es zu dieser hoheren
Photostabilitdt kommt, kann momentan nicht befriedigend erklédrt werden. Das Emissi-
onsspektrum von NeutrAvidin gebunden an Latexkugeln deutet keine Verédnderung der
Umgebung der Tryptophane gegeniiber ungebundenen Proteinen an.

Die Diffusion von einzelnen Hamocyaninen durch den Fokus des Mikroskopobjek-
tivs konnte nach Zwei-Photonen-Anregung der Tryptophane nachgewiesen werden. Trotz
durchschnittlich nur 3 detektierten Photonen pro Protein konnte mit der statistischen
Methode der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie eine Korrelation im Photonenstrom
gefunden werden, die es erméglicht, aus dem Zerfall der Korrelationsfunktion einen Diffu-
sionskoeffizienten von D = (2.240.2) 1077 cm?sec™! zu bestimmen. Zum Vergleich wur-
de das Hamocyanin mit einem Farbstoff markiert und dieser iiber einen Ein-Photonen-
Prozefl angeregt. Der so ermittelte und der zusétzlich aus dem Sedimentationskoeffi-
zienten berechnete Diffusionskoeffizient stimmen beide mit dem durch Zwei-Photonen-
Anregung gemessenen Wert im Rahmen der Mefigenauigkeit iiberein. Damit ist es zum
erstem Mal gelungen, die Diffusion einzelner Proteine mit Hilfe ihrer intrinsischen Tryp-
tophanfluoreszenz zu beobachten.

Es war nicht moglich, einzelne Haimocyanine abzubilden, da wegen der geringen Pho-
tostabilitéat nicht geniigend Photonen eines Proteins detektiert werden konnten. Anhand
von NeutrAvidin-markierten Latexkugeln konnte aber demonstriert werden, dafl die Zahl
der detektierten Photonen ausreichen wiirde, um einzelne Teilchen abzubilden, wenn in
einer geeigneten Umgebung die Photostabilitdat der Tryptophane hoch genug ist. Die mar-
kierten Latexkugeln besitzen als kiinstliche ,, Molekiile“ 340 Tryptophan-Seitenketten, die
wie oben erwdahnt eine hohere Photostabilitit aufweisen.

In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob eine zur Fluoreszenz-Korrelations-
Spektroskopie komplementére statistische Auswertung der Fluktuationen der Fluores-
zenzzahlrate (pulse counting histogram, PCH) eine Verteilung molekularer Helligkeiten
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liefern kann. Diese Verteilung ist verkniipft mit der Beladungsverteilung der Proteine
und sollte so Informationen iiber die kooperative Sauerstoffbindung beinhalten. Die Auf-
enthaltsdauer im Fokus und damit die Anforderungen an die Photostabilitét sind hier
mit der erfolgreich angewandten Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie vergleichbar.
Es stellt sich allerdings heraus, dafl die zur Unterscheidung konkurrierender Modelle
geforderte Auflosung der Helligkeitsabstufungen bei den gegebenen Randbedingungen
nicht erreicht werden kann. Somit konnten im Rahmen dieser Arbeit keine Ergebnisse
zur molekularen Kooperativitdat auf Einzelmolekiilebene gewonnen werden.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit kann gefolgert werden, dafl sich Tryptophanfluo-
reszenz in zwei Grenzféllen zur Spektroskopie einzelner Molekiile mit eine groflen Anzahl
Tryptophan-Seitenketten eignet: Wenn entweder die lokale Umgebung die Photostabi-
litit des Fluorophores deutlich erhoht, wie es bei den NeutrAvidin-markierten Latex-
kugeln der Fall ist, oder wenn die Fragestellung an die geringe Zahl der detektierbaren
Photonen angepafit werden kann. Fiir weitere Arbeiten ist es daher wichtig herauszufin-
den, wodurch die erhéhte Photostabilitit im Fall der Latexkugeln bewirkt wird und ob
dieser Effekt systematisch ausgenutzt werden kann. Dann kénnte entweder gezielt nach
Proteinen gesucht werden, die den Tryptophanen eine entsprechende Umgebung bieten,
oder es kdnnten zu stabilisierende Proteine an Latexkugeln geheftet werden.

Weiterfithrende Arbeiten zur lichtinduzierten Sauerstoffabgabe sind sowohl im theo-
retischen als auch im experimentellen Bereich moglich. Von Seiten der Modellbildung
bietet es sich an, die stark von der Struktur der Gleichungen motivierte Unterscheidung
zwischen den Modellen mit erlaubtem bzw. verbotenem Konformationswechsel auf ei-
ne mikroskopische Basis zu stellen. Der in Kapitel 5.2.4 eingefithrte Zwischenzustand
X kann in ein detailliertes Ratenmodell eingefiigt werden, das dann ebenfalls die ge-
messenen Bindungskurven wiedergeben mufl. So liele sich die in dieser Arbeit erfolgte
Interpretation der beiden Modelle iiberpriifen. Auf experimenteller Seite ist es interes-
sant, die zeitliche Dynamik der Sauerstoffriickbindung genauer zu verfolgen. In einem
Pump-Abfrage-Experiment kénnte im Fokus des Objektivs ein Nichtgleichgewichtszu-
stand hergestellt werden, dessen Relaxation dann verfolgt wird. Wenn das beobachtete
Signal die Fluoreszenz der Tryptophane ist, so ist die Riickbindungsdynamik allerdings
mit dem Zerfall der Fluoreszenz iiberlagert. Die Anderung eines Absorptionssignals hin-
gegen wird wegen des geringen Fokalvolumens duflerst schwach ausfallen.

Ein Teil dieser Arbeit (Kapitel 4.3/und 6) ist bereits in einer Fachzeitschrift erschienen
[212]; die Veroffentlichung eines weiteren Teils (Kapitel [5) ist in Vorbereitung. Eine
Ubersicht der Konferenzbeitrige in Form von Vortrigen und Postern findet sich im
Anschlufl an das Literaturverzeichnis.
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A Anhang

A.1 IDL Prozeduren zur Monte Carlo Simulation
der Diffusion

Die Prozedur amRand generiert fiir die Molekiile neue Positionen, die sich am Rand des
Simulationsvolumens befinden (durch index iibergeben). Diese befinden sich wieder am
Rand des Volumens, da neue Molekiile nur von dort eindiffundieren diirfen.

22 pro amRand, index, grenze
25 common global _seed

26 COMMON pos

o7 anz = n_elements(index)

29 ; neue Position mitten im Raum

s0  posx[index] = (Randomu(seed, anz) — 0.5) % (2 * grenze|[0])
31 posy[index] = (Randomu(seed, anz) — 0.5) % (2  grenze[l])
32 posz[index] = (Randomu(seed, anz) — 0.5) % (2 * grenze|[2])

34 ; eine Achse wird auf eine Wand gesetzt
35 achse = fix(randomu(seed, anz) *3)

s6 vz = fix(randomu(seed, anz) x 2) %2 —1
37 for i = 0L,anz —1 do begin

38 case achse[i] of

39 0: posx[index[i]] = vz[i] * grenze[0]
10 1: posy[index[i]] = vz[i] * grenze[l]
a 2: posz[index[i]] = vz[i] * grenze[2]
12 else: posx|index[i]] = vz[i] * grenze[0]
43 endcase

14 end

45 end

Die Prozedur bewegung bewegt alle Molekiile einen Zeitschritt. Die Geschwindigkeit
ist als mittlere Verschiebung 0% = ((Ar)?) gegeben. Der Diffusionskoeffizient D ist dann
D = o2 /(6t). [213]

51 pro bewegung, grenze, deltax
52 common global _seed

53 €COIMMON Pos

54 anz = n_elements(posx)
55 deltax = deltax / sqrt(3)
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56

57 posx = posx + randomn(seed, anz) x deltax

58 posy = posy + randomn(seed, anz) * deltax

59 posz = posz + randomn(seed, anz) * deltax

60

61 ; Test, ob Molekuel ausserhalb der Grenzen

62 index = where((abs(posx) gt grenze[0]) $

63 or (abs(posy) gt grenze[l]) $

64 or (abs(posz) gt grenze [2]), count)
65 if (count gt 0) then amRand, index, grenze
66 end

In der eigentlichen Simulationsschleife wird in jedem Zeitschritt der Wert der MDE(r)
berechnet (Prozedur psf) und aufsummiert. Aus der Zeitspur wird dann die Autokorre-
lation ermittelt und entsprechend Abschnitt 2.3.5 normiert.

73 pro psf, fokus, hell
74 €COMMON pPos

75 w0 = fokus|0]

76 lambda = fokus|[1]

77 Pi = !dpi

78

79 omega2 = w0 2 * (1. 4+ (posz / ( Pi * w0"2 / lambda))"2)

80 hell = w0"4 /( omega2”2) * exp( — 4. % (posx"2 + posy 2) / omega2)
s1 end

sa pro simula, runden, trace

85 grenze = [2., 2., 10.]

86 fokus = [0.43, 0.58]

87

88 volumen = grenze[0] * grenze[l] x grenze [2] x 8

89 neue_molekuele, 5. * volumen, grenze

90 trace = fltarr (runden)

91

92 for k = OL,runden —1 do begin

93 bewegung, grenze, 0.04 ; stgma in Mikrometer
94 psf, fokus, hell

95 trace [k] = total (hell)

96 end

97

98 lag = 10" (findgen(48)/10)

99 ac = a_correlate (trace, lag, /covariance) / total (trace)"2
100 plot, lag, ac, /xlog

101 end
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A.2 Sellmeier-Koeffizienten und Tuning-Kurve des
KTA-OPOs

Die Wellenldngenabhéngigkeit des Brechungsindexes 148t sich in guter Naherung durch
eine Variante der Sellmeier-Gleichung beschreiben [127]:

B \?
Der nichtlineare Kristall KTA ist biaxial. Er besitzt zwei ausgezeichnete optische Ach-
sen. Der Brechungsindex wird darum entlang der Achsen x, y und z angegeben. Die

Wellenldnge muf in Mikrometern eingesetzt werden [214].

Achse ‘ A B C D

X 1.90713 1.23522 0.19692 0.01025
y 2.15912  1.00099 0.21844 0.01096
VA 2.14786 1.29559 0.22719 0.01436

Fiir eine beliebige Richtung s = (s, Sy, 5;) mit [s| = 1 &6t sich der Brechungsindex
fiir ordentliche n, und auferordentliche Polarisation n., als Losung der Fresnel’schen
Gleichung [127] berechnen:

1 Tt ! — =0 . (A.2)

n(s)? ng? n(s)? Ny

N
3
~
n
-
<
3
183
)

Der Kristall im verwendeten optisch-parametrischen Oszillator ist so geschnitten, dafl
s = (0,1,0). Der Zusammenhang zwischen Pumpwellenléinge Ap und Signal-Wellenlédnge
Ag ergibt sich dann aus der Losung der Gleichung zur Impulserhaltung:
nO TI’O nBO

s (1/Ap —1/As)7t —

A.3 IDL Prozeduren zum Fitten der
Bindungskurven

A.3.1 Dissoziat

Die Funktion bindung entspricht Gleichung 5.6/ und erwartet die Parameter Sauerstoff-
partialdruck x, Partialdruck bei Halbséttigung psq = kon/kof, lichtinduzierte Dissoziati-
onsrate k3 und relative Konzentration des angeregten Zustandes a.

12 function bindung, x, p50, k3, diff , alpha
13

14 kon = 2 ; 1/ Torr sec

15 koff = kon * p50 ; p50 = 1 / kgg
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17 return, 1. / ( ((koff /(kon *xx) )+ 1.) % $
18 (1. + alpha = (k3 + (diff + kon * x) )/(koff + diff + kon * x)))
v end

Die Funktion bindung2 bildet Gleichung A.4 nach und erwartet dieselben Parameter wie
bindung.

25 function bindung2, x, p50, diff, alpha
26

27 kon = 2 ; 1/ Torr sec

28 koff = kon * p50 ; p50 = 1 / kgg

so  return,l./ ( ((koff /(kon xx)) + 1.) % (1 + alpha /( koff + diff + kon x x)))
s1 end

Jenachdem welches Modell an die Daten angepafit werden soll, wird entweder bindung
oder bindung?2 in der Funktion model aktiviert. Sie berechnet die Fluoreszenzzéhlrate
und verlangt als Parameter den Sauerstoffpartialdruck z, ein zweidimensionales Feld v,
das neben der gemessenen Fluoreszenzzahlrate u.a. auch die Anregungsleistung beinhal-
tet, sowie ein Feld p, das alle benétigten Parameter des Modells zur Verfiigung stellt.

a1 function model, x, y, p
42 common global ; liefert ”intensitact” = gemittelt ueber Kurve

53 ;03/1/2 wx erster Tag
54 ;0.6/1.3/1.6 xx zweiter Tag
55 amp = [ampl, amp2, ampl, amp2, amp2,ampl] ; *x jeder Tag eigene Amplitude

57 flag = transpose(y [1,%])
58 intensi = transpose(y [3,%])

60 theta = bindung(x, p50, k3, diff , intensi * alpha);
61 ; theta = bindung2(x, p50, diff, intensi x alpha);

63 return, offs + amp[flag]  ( intensitaet [flag ])"2 % (1.x theta + hub % (1.—theta))
6+ end

SchlieBlich wird in der Funktion bindungfit die gewichtete Differenz zwischen Daten und
Modell gebildet. Dabei liefert die Funktion test_intensi die Abweichung zur leistungs-
abhéngigen Kurve in Datensatz B.

164



A.3 IDL Prozeduren zum Fitten der Bindungskurven

73 function bindungfit, p, dp, X=x, Y=y, ERR=err

74

75 return, [transpose(( y[0,%] — model(x,y,p))/y [2,%]), $
76 transpose( test_intensi (p)) * 100.]

77 end

Die Summe der Quadrate dieser Differenzen wird dann mit Hilfe des Levenberg-Marquardt
Algorithmus in der Implementierung von C. Markwart (MPFit [184]) minimiert.

A.3.2 24-meres Hiamocyanin

Die Funktion monomer berechnet nach GI.5.6/den Anteil ©" der beladenen Bindungs-
stellen im Grundzustand. Parameter sind der Sauerstoffpartialdruck z, die Gleichge-
wichtskonstante x der jeweiligen Konformation, sowie wie iiblich k3, kqig und .

11 function monomer, x, kgg, k3, diff , alpha

12

13 kon =5 ; Finheit: 1/ Torr x sec
14 koff = kon / kgg; ; kgg =1 / p50 !

16 return, 1. / (((koff / (kon x x)) + 1.) x $
17 (1.4 alpha * (k3 +diff + kon * x)/(koff + diff + kon * x)))
15 end

Ebenso wird der relative Anteil avp des R-Zustandes berechnet.

27 function alpha_R, x, kr, kt, lo

28
29 return, 1. / (1. + lo * (( 1. + kt * x)/(1. + kr x x))"12.)
s0 end

Fiir Modell 2 mufl der Anteil © der belegten Bindungsstellen (angeregt oder nicht) nach
GI. 5.16 bestimmt werden. Dies erledigt die Funktion beladung.

39 function beladung, x, kgg, k3, kdiff , alpha
w0 ; beladung = (ox + oxex) / (ox + ozexr + dz)

2  k2=5 ; kon Einheit: 1/ Torr % sec
3 k1l =k2 /kgg ; koff
1« k = alpha * (k3 + kdiff)

16 return, (k2 * (k + k3 + kdiff) * x * (k1 + kdiff + k2 x x)) / $
a7 ((k1 + k2 * x) % ((k3 + kdiff )* (k1 + kdiff + k2% x) + ks« (k3 + kdiff + k2 * x)))
sz end

Daraus wird nun mit Hilfe effektiver Gleichgewichtskonstanten eine effektive Verteilung
der Konformationen apg ¢ berechnet.

61 function alpha Reff, x, kr, kt, lo, k3r, k3t, diff , inten

62
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63 beladr = beladung( x, kr, k3r, diff , inten); ; (ox + oxex) / alles
64 beladt = beladung( x, kt, k3t, diff , inten);

65

66 kapprx = beladr / ( 1. — beladr)

67 kapptx = beladt / ( 1. — beladt)

68

69 return, 1. /(1. + lo * ((1. + kapptx)/(1. + kapprx))~12.)

70 end

Analog zu den Dissoziat-Bindungskurven im letzten Abschnitt berechnet die Funktion
model daraus die Fluoreszenzzéhlrate.

79 function model, x, y, p
so common global

81

[0]

1]
[2

82 I"

83 kt

84 O

85 k3 [3]

86 di p[5]

87 alpha = p[6] / p[3] ; p/6] = alpha x k3
88

89 amp = p[7]

90 hub = pl[8]

91 offs = p[9]

92

s o<

:‘?n [T

93 k3t = k3

94 k3r = k3

95 flag = transpose(y [1,%])

06 intensi = transpose(y [3,%])

97

98 thetar = monomer( x, kr, k3r, diff , intensi x alpha);

99 thetat = monomer( x, kt, k3t, diff , intensi * alpha);

100

w1 ; alpha_r != f(Intensitaet )

w2 ; mischung = alpha_R(z, kr, kt, lo)

103

w4 5 alpha_r = f( Intensitaet )

105 mischung = alpha Reff(x, kr, kt, lo, k3r, k3t, diff , intensi * alpha)
106

107 theta = mischung * thetar + (1. — mischung) * thetat

108
109 return, offs + amp * intensitaet[flag |*2 * (1. * theta + hub x (1. — theta))
110 end

Die Funktion bindungfit bildet schliefllich die gewichtete Abweichung zwischen Modell
und Daten.

119 function bindungfit, p, dp, X=x, Y=y, ERR=err
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120

121 return, transpose( ( y[0,%] — model(x,y,p)) / vy [2,%])
122

123 end

A.4 Alternatives Modells zur Sauerstofftbindung von
dissoziiertem Hamocyanin

Es soll untersucht werden, ob die Populierung des angeregten Zustandes O} notwendig
ist, um die Abhéngigkeit der Bindungskurven von der Anregungsleistung zu erkldaren. Es
konnte auch moglich sein, dafi der angeregte Zustand nur ein kurzlebiger Zwischenzu-
stand ist, dessen Konzentration vernachlassigbar sein konnte. Er wiirde bei lichtinduzier-
ter Sauerstoffabgabe durchlaufen, aber nie nennenswert populiert. Diese Annahme wird
durch die kurze Lebenszeit (1 ps [84]) des hoherenergetischen Zustands CT1 motiviert.
Dazu kommt ein modifiziertes Modell zum Einsatz, in dem sich die Dissoziationsrate
kog vom oxygenierten Grundzustand in den deoxygenierten Zustand aus einem konstan-
ten Anteil ko0 und einem laserleistungsabhéngigen Anteil xP zusammensetzt. Dadurch
bleibt die aus den Ein-Photonen-Messungen gewohnte Kurvenform erhalten, nur der
Halbséttigungs-Partialdruck psg ist intensitdtsabhéngig. Dieses Modell ist in Abbildung
'A.1 dargestellt.

Das gleiche Vorgehen, das zu Gleichung (5.6 gefiihrt hat, liefert nun die folgende Glei-
chung fiir die mittlere Beladung O:

@:

- (@) (retmm)] - e

In Tabelle A.1 ist das Ergebnis der Anpassung an die Daten dargestellt, hier nur fiir
Datensatz B unter Verwendung der leistungsabhéngigen Fluoreszenzdaten. Die Voraus-
setzungen sind also gleich denen bei Fit Nr. 4. Abbildung |A.2 zeigt die dazugehorigen
Kurven. Sowohl der Halbsattigungspartialdruck psq als auch die Diffusionsrate kg;q sind

K, Kgite ) N , Ky
O, «————— D,+0, - off T K :
D / 0, I——= D,+0,
- kon
=: @0 R
Reservoir Fokalvolumen

Abbildung A.1: Modell zur Beschreibung der Bindungskurven, das keine Populierung des
angeregten Zustandes O} voraussetzt.
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Satz B
Fit 4 6
pso (Torr) 5.6 +0.2 13.9£0.6
ks (sec™) 2080 £ 205 —
kaig (sec™) 96 + 7 476 £+ 93
Ay 240 £ 2 265 £5
Ao 306 + 3 3026
Kontrast 6.7+0.05 57+0.1
ap (W-1) 22 + 1 -
kK (mW1 sec™) | - 65+ 6
e 7.5 34.2

Tabelle A.1: Ergebnis der Anpassung an die Daten. Fit Nr. 6 liegt ein Modell zugrunde, das
keine Populierung des angeregten Zustandes O} voraussetzt. Fit Nr. 4 ist zum Vergleich aus
Tabelle 5.2 iibernommen und wurde unter den gleichen Annahmen wie Fit Nr. 6 gestartet (alle
Parameter frei, leistungsabh. Daten eingeschlossen).

etwas zu hoch. Die Abweichung ist allerdings nicht so grof§ wie bei Fit Nr. 2 und 5.
Der x2-Wert ist aber der héchste aller hier vorgestellten Fits. Abbildung [A.2 zeigt die
Ursache: Das Modell gibt den Verlauf der Daten wieder, stimmt aber — insbesondere bei
hoheren Anregungsleistungen — in den absoluten Werten nicht iiberein. Dadurch wird die
Abweichung zum Modell grofier als in allen anderen Féllen. Dies bedeutet, dal das redu-

400 2000
A N
< =
) o
8 @
5 5
S 3
\ . y 0
0.1 10 1000 0.1 10 1000
pOo (Torr)

Abbildung A.2: Daten und Modell unter der Annahme, dafl die Populierung des angeregten
Zustandes O} vernachldssigt werden kann (Fit Nr. 6). Der linke Teil der Abbildung ist eine
Ausschnittsvergroferungen des rechten. Der Verlauf der Mefiwerte wird gut wiedergegeben,
allerdings nicht ihre absolute Lage. Die beiden oberen Kurven im rechten Teil sind an unter-
schiedlichen Tagen gemessen worden und werden darum durch unterschiedliche Amplituden-

Parameter beschrieben.
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zierte Modell zwar den Effekt richtig wiedergeben kann — Sauerstoff wird lichtinduziert
abgegeben — allerdings spielt bei den Bindungskurven die Populierung des angeregten
Zustandes O} eine nicht zu vernachléssigende Rolle. Bindungszentren in diesem Zustand
erhohen die Fluoreszenzzéhlrate, nehmen aber am Bindungsgleichgewicht zwischen den
beiden Grundzusténden nicht teil.
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