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1 Einleitung und Motivation

,Wir befinden uns im Krieg mit der Miicke. Eine schwidrmende und blutriinstige Armee von
110 Billionen feindlicher Stechmiicken patrouilliert {iber jeden Quadratzentimeter des Glo-
bus* [1]. Mit diesen markigen Worten erdffnet der Militarhistoriker Timothy C. Winegard sei-
nen 2020 in deutscher Sprache erschienenen New York Times Beststeller ,,Die Miicke*. Bereits
einige Jahre zuvor, im April 2014, warnte Bill Gates vor der Stechmiicke und bezeichnete diese
als ,,das todlichste Tier der Welt* [2]. Kurze Zeit spiter, unter dem Eindruck einer verheerenden
Zika-Epidemie, mit welcher sich Brasilien 2015 konfrontiert sah [3, 4], widmete das Nachrich-
tenmagazin ,,.Der Spiegel” gar eine Titelgeschichte — ,,Das geféhrlichste Tier der Welt — Die
todliche Invasion der Miicken — der Stechmiicke [5]. Die vorstehend skizzierte, teils sicherlich
hyperbolische Rhetorik ist dem Umstand geschuldet, dass Stechmiicken Vektoren zahlreicher,
zum Teil lebensbedrohlicher Infektionserreger sind [6—8]. So infizieren sich fast 700 Millionen
Menschen jéahrlich mit einer durch Moskitos tibertragenen Krankheit, wobei schitzungsweise
mehr als eine Million dieser Infektionen todlich verlaufen [8, 9]. Neben der Malaria, die mit
geschitzt 627 000 Todesopfern im Jahr 2020 [10] nach wie vor eine der drei lebensbedrohlichs-
ten Infektionskrankheiten [11] darstellt, bereitet vor allem das Dengue-Virus (DENV) der
Weltgemeinschaft groe Sorgen. Dieses wird durch Stechmiicken der Arten Aedes aegypti und
Aedes albopictus [12], welche iiberwiegend in den Tropen und Subtropen beheimatet sind [13],
iibertragen und gilt als das sich am schnellsten ausbreitende, von Moskitos iibertragene Virus
weltweit [7, 14]. So hat sich allein in den zuriickliegenden zwei Dekaden die Zahl der bei der
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, WHO) registrierten DENV-Infekti-
onen mehr als verachtfacht [15]. Schitzungen zufolge treten global jahrlich ca. 390 Millionen
DENV-Infektionen auf [16], infolge derer ca. 10 000 Patienten versterben [17]. Die Ursachen
der immensen Ausbreitung sind duBerst vielschichtig und umfassen neben dem Klimawandel
auch die unkontrollierte Urbanisierung in tropischen Entwicklungslédndern sowie den weltwei-
ten Handel und Reiseverkehr [18]. In den vergangenen 60 Jahren breiteten sich das DENV und
dessen Vektoren primir in der tropischen Welt aus, sodass derzeit ca. die Hilfte der Weltbe-
volkerung in Risikogebieten des DENV lebt [13]. Aktuellen Prognosen zufolge wird sich das
Risikogebiet einer DENV-Infektion, insbesondere aufgrund des Klimawandels, ausgehend von
den Tropen und Subtropen weiter nach Norden und Siiden und somit in Richtung Europa, Nord-
amerika und Australien ausdehnen [13]. Somit werden kiinftig auch finanzstarke Lander in zu-
nehmendem Male durch das DENV bedroht werden. Neben der augenscheinlichen Krankheits-
last sind die wirtschaftlichen Schidden, welche durch Infektionen mit dem DENV hervorgerufen
werden, immens. So verursachten Dengue-Erkrankungen allein auf dem amerikanischen Kon-
tinent im Zeitraum von 2000 bis 2007 jdhrliche Kosten in Hohe von durchschnittlich ca.
2,1 Milliarden US-Dollar [19]. Dieser Betrag beriicksichtigt weder Praventionskosten noch
Einnahmeverluste der Tourismusbranche [19]. Letztere kénnen jedoch erheblich sein. Bei-
spielsweise beziffert eine Studie aus dem Jahr 2009 die Einnahmeverluste der thaildndischen
Tourismusbranche, welche dieser durch einen groeren Dengue-Ausbruch entstehen konnten,
auf 363 Millionen US-Dollar [20].
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Trotz dieser besorgniserregenden Situation sind bisher keine wirksamen antiviralen Pharmaka
zur Behandlung von DENV-Infektionen verfiigbar [21, 22], sodass ein dringender Bedarf an
der Entwicklung entsprechender Therapeutika besteht [23, 24]. Wéhrend diesem Bedarf lange
Zeit nur wenige Studien zur Wirkstoffentwicklung gegeniiberstanden [25], konnte in jlingster
Vergangenheit diesbeziiglich ein deutlich gesteigertes Forschungsinteresse verzeichnet wer-
den [24]. Triebkraft dieser Tendenz ist nicht zuletzt auch die wirtschaftliche Entwicklung der
Endemiegebiete und die damit einhergehende Entstehung wirtschaftlich rentabler Mérkte [25].

Im Rahmen der Entwicklung entsprechender Medikamente stellt die NS2B-NS3-Protease des
DENV (DENV-PR) aufgrund ihrer zentralen Funktion im viralen Replikationszyklus eine at-
traktive Zielstruktur potentieller Wirkstoffkandidaten dar [26]. Auf der Suche nach wirkungs-
vollen Inhibitoren der DENV-PR konzentrierte sich die Mehrheit der Anstrengungen zunichst
auf die Entwicklung von Verbindungen, welche das aktive Zentrum adressieren [27, 28]. Al-
lerdings leiden diese kompetitiven Inhibitoren aufgrund der geladenen sowie flachen Struktur
des aktiven Zentrums oftmals unter geringen Bioverfiigbarkeiten [26, 27] und mangelhaften
Selektivitdten [27], sodass deren Einsatzpotential deutliche Einschrinkungen aufweist. Um
diese Schwierigkeiten zu umgehen, konnte die Entwicklung von Inhibitoren, die nicht an das
aktive Zentrum, sondern an eine andere Region der Protease (PR) binden, forciert werden.
Folglich bietet die Identifizierung einer mutmaBlichen allosterischen Bindetasche eine interes-
sante Alternative zur effektiven Hemmung der PR mittels allosterischer Inhibitoren [27-29].
Der Ansatz der allosterischen Hemmung ist bislang jedoch nicht ausreichend erforscht, sodass
die entsprechenden Inhibitoren aktuell noch insuffiziente Bindungsaffinititen aufweisen [21].

Die vorliegende Arbeit mdchte daher einen Beitrag zur Entwicklung neuer, wirksamerer Inhi-
bitoren leisten. Hierzu wurden unterschiedliche fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen,
die das iibergeordnete Ziel verfolgten, notwendige Informationen fiir ein rationales Wirkstoft-
design zu liefern, durchgefiihrt. Klassischerweise wird die Entwicklung neuer Wirkstoffe mit
dem vorrangigen Ziel verfolgt, Verbindungen, welche mit hoher Affinitit an ihr Target binden,
zu identifizieren [30-32]. Allerdings wird zunehmend anerkannt, dass neben der Optimierung
der Bindungsaffinitit auch die Geschwindigkeit, mit welcher Wirkstoffe von ihrer Zielstruktur
dissoziieren bzw. mit dieser assoziieren, sowohl Wirksamkeit als auch Sicherheit von Arznei-
mitteln direkt beeinflusst [32—-34]. Daher beschéftigten sich die Experimente des ersten The-
menkomplexes dieser Studie mit der Charakterisierung der Bindungswechselwirkungen zwi-
schen der DENV-PR und verschiedenen allosterischen Inhibitoren. Hierzu wurden im Wesent-
lichen zwei unterschiedliche Vorgehensweisen verfolgt.

Im Rahmen des ersten Projektes wurde das Enzym mit einer Farbstoffsonde ausgestattet. In der
Folge wurde auf Ensemble-Ebene untersucht, ob die Bindung nicht-markierter Liganden an das
farbstoffmarkierte Protein Anderungen der photophysikalischen Parameter des Fluorophors
hervorruft. Diese Methodik basiert auf der Beobachtung, dass die photophysikalischen Charak-
teristika eines Farbstoffes sensitiv auf dessen Umgebung und deren Anderung reagieren kon-
nen [35-37]. Konnten im Rahmen der fluoreszenzspektroskopischen Ensemblemessungen pho-
tophysikalische Parameter, welche sensitiv auf die Bindung eines Liganden reagierten, gefun-
den werden, so sollte in einem zweiten Schritt mittels einer spektroskopischen Titration Zugang
zur Dissoziationskonstanten K des entsprechenden Enzym-Inhibitor-Komplexes hergestellt
werden [37]. Ferner wurde die Reversibilitidt der entsprechenden Bindungswechselwirkung
mithilfe eines Chase-Experimentes iiberpriift [37]. Mit der Absicht die jeweilige Bindungski-
netik zu entschliisseln, wurde schlieBlich getestet, ob die Anderungen der entsprechenden
spektroskopischen Parameter auch auf Einzelmolekiilebene detektiert werden konnen [38—40].
Beispielsweise gelang es Marko ef al., die Assoziation und Dissoziation einzelner Enzym-Sub-
strat-Komplexe mithilfe eines an das Substrat gebundenen Fluorophors, dessen Fluoreszenzin-
tensitét sensitiv auf die Bindung und Freisetzung des Enzyms reagierte, in Echtzeit zu verfolgen
und hieraus die Geschwindigkeitskonstanten beider Prozesse zu extrahieren [39]. Prinzipiell
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kann der Fortgang jeder Reaktion, deren Verlauf an eine messbare Anderung eines beliebigen
photophysikalischen Charakteristikums der gewéhlten Fluoreszenzsonde gekoppelt ist, mithilfe
eines Einzelmolekiilexperimentes verfolgt werden [41]. Da bekannt ist, dass u. a. auch die Flu-
oreszenzlebensdauer [35, 37, 42—44], das Emissions- [36, 37, 42] und Anregungsspektrum [37,
45, 46], die Triplettlebensdauer [47, 48] sowie die Fluoreszenzanisotropie [37] eines Farbstof-
fes sensitiv auf Umgebungsinderungen reagieren konnen, steht ein breites Parameterfeld zur
Untersuchung zeitabhéngiger Prozesse zur Verfiigung.

Als alternative Herangehensweise zur Untersuchung der Bindungswechselwirkungen zwischen
Protein und Ligand wurden in einem weiteren Projekt farbstoffmarkierte allosterische Inhibi-
toren im Rahmen von Bindestudien, welche auf der Methodik der Fluoreszenz-Korrelations-
Spektroskopie (fluorescence correlation spectroscopy, FCS) basieren, jeweils gegen den
nicht-markierten Wildtyp (WT) der PR (WT-PR) titriert. Hierbei wurde jeder Titrationspunkt
durch eine FCS-Messung mit anschlieBender Berechnung einer Autokorrelationsfunktion cha-
rakterisiert. Da mit steigender Konzentration der WT-PR der Anteil der farbstoffmarkierten
Liganden, welche innerhalb des langsamer diffundierenden Enzym-Inhibitor-Komplexes ge-
bunden sind, sukzessive steigt, kann mit solchen Messungen prinzipiell die Dissoziations-
konstante des Komplexes bestimmt werden [49-51].

Um die Grundlage fiir ein rationales Wirkstoffdesign zu schaffen, sind neben einem fundierten
Wissen tiber die Bindungswechselwirkungen zwischen einem Wirkstoffkandidaten und seiner
Zielstruktur auch Kenntnisse iiber die strukturellen Gegebenheiten des Targets notwendig [52—
56]. Die Rontgenkristallographie ist seit langem eine der am haufigsten verwendeten Techniken
zur Strukturaufklirung in der Arzneimittelforschung [55]. Folglich basieren viele Wirk-
stoffscreening-Kampagnen auf Docking-Studien, welche lediglich eine einzige, statische Struk-
tur des jeweiligen Targets beriicksichtigen [57]. Allerdings ist es im Sinne einer erfolgreichen
Wirkstoffforschung auch von Bedeutung die Dynamik der Zielstruktur zu entschliisseln, um
somit evaluieren zu konnen, ob alternative Konformationen, die nicht mithilfe von Kristall-
strukturen beobachtbar sind, eingenommen und damit durch den potentiellen Wirkstoff adres-
siert werden konnen [55]. Daher widmete sich der zweite Themenkomplex dieser Arbeit der
Untersuchung der Proteindynamik der DENV-PR.

Kenntnisse iiber die strukturelle Dynamik der Zielstruktur sind vor allem im Falle der DENV-
PR niitzlich, da angenommen wird, dass deren katalytische Aktivitdt an einen Konformations-
iibergang gekoppelt ist [22, 58]. So wurden im Zuge von Rontgenbeugungsexperimenten pri-
mir zwei unterschiedliche Konformationen des Enzyms, die als offen bzw. geschlossen be-
zeichnet werden, identifiziert [21]. Hierbei erlauben die kristallographischen Untersuchungen
die Annahme, dass die Bildung der geschlossenen Konformation das Resultat der Bindung ei-
nes Liganden an das aktive Zentrum des Enzyms darstellt [27, 29]. Allerdings scheint die Situ-
ation in Losung nach aktuellem Forschungsstand komplizierter zu sein [59]. Daher ist trotz der
allgemein verbreiteten Annahme, dass die geschlossene Konformation den katalytisch aktiven
Zustand représentiert [26, 60, 61], die gesamte konformationelle Dynamik der PR nicht ausrei-
chend verstanden. Bspw. konnten im Rahmen zweier NMR-Studien, welche unter Verwendung
verschiedenartiger Spin-Label ('°F- bzw. Lanthanid-Label) in Losung durchgefiihrt wurden,
mindestens zwei unterschiedliche Spezies nachgewiesen werden. Diese wurden als zwei Kon-
formationen interpretiert [59, 62]. Wihrend die "F-NMR-spektroskopische Untersuchung je-
doch Hinweise dafiir liefert, dass im Falle des ungebundenen Enzyms sowohl die offene als
auch die geschlossene Konformation in einem Gleichgewicht nebeneinander vorliegen [59],
restimierten die Autoren der Lanthanid-NMR-Studie, dass in Abwesenheit jeglicher Liganden
lediglich ein Ensemble an offenen Konformationen existiert [62]. Dahingegen stellten die Au-
toren beider Studien iibereinstimmend fest, dass die Zugabe eines kompetitiven Inhibitors die
Ausbildung der geschlossenen Konformation begiinstigt [S9] bzw. induziert [62]. Diese Be-
obachtung deckt sich mit der in der Fachliteratur weit verbreiteten Annahme, dass die Bildung
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1 Einleitung und Motivation

des geschlossenen Zustandes das Ergebnis einer Ligandenbindung an das aktive Zentrum der
PR darstellt [60]. Allerdings bleibt der Mechanismus, durch welchen die Ligandenbindung und
der Konformationswechsel miteinander gekoppelt sind, umstritten, da sowohl iiber eine Kon-
formationsauswahl (conformational selection) [63] als auch tiiber eine induzierte Anpassung
(induced fit) [27, 60] berichtet wurde. Auch der Einfluss allosterischer Inhibitoren auf die Kon-
formation der PR war lange Zeit nicht abschlieBend geklért. Daher stellten Brecher et al. 2017
einen Lumineszenz-Assay, welcher die Visualisierung von Konformationsdnderungen des En-
zyms ermoglichte, vor [27]. Mithilfe dieses Assays konnte gezeigt werden, dass die Bindung
eines kompetitiven Inhibitors die Bildung der geschlossenen Konformation hervorrief, wohin-
gegen die Bindung eines allosterischen Inhibitors die Ausbildung des katalytisch aktiven Zu-
stands verhinderte. Allerdings konnten keine Schlussfolgerungen hinsichtlich der relativen Be-
setzung und der tatsdchlichen Konformationszusténde einzelner Subpopulationen gezogen wer-
den [52]. AuBBerdem blieb die Frage unbeantwortet, ob in Abwesenheit eines jeglichen Ligan-
den ein dynamisches Gleichgewicht zwischen offener und geschlossener Konformation be-
steht [52]. Erst kiirzlich — noch wihrend des Verfassens dieser Arbeit — konnten Maus et al.
mithilfe eines kompetitiven Assays, welcher auf der Methodik des Einzelmolekiil-Forster-Re-
sonanzenergietransfers (single-molecule FRET, smFRET) basiert, den Nachweis erbringen,
dass allosterische Liganden den offenen, katalytisch inaktiven Zustand des Proteins stabilisie-
ren [64].

Mit der Absicht zu einem besseren Verstindnis der Proteindynamik beizutragen, wurde daher
in der zweiten Hélfte der vorliegenden Dissertation untersucht, ob und wie sich in Lésung un-
terschiedliche Konformationen des Enzyms im Gleichgewicht befinden. Weiterhin sollte der
Einfluss eines kompetitiven und eines allosterischen Inhibitors sowie zweier Substrate auf das
konformationelle Gleichgewicht analysiert werden. Die smFRET-Methodik stellt ein méchti-
ges Instrument zur Detektion von konformationellen Subpopulationen sowie Konformations-
dnderungen dar [65] und scheint daher zur Klirung solcher Fragestellungen préadestiniert. Bei-
spielsweise gelang es in der Vergangenheit mithilfe dieser Methodik, die Konformationsdyna-
mik von Proteinen [66, 67], darunter auch Proteasen [68], sowie den Einfluss von Liganden auf
die Konformation von Biomolekiilen [69-72] aufzukldren. Daher wurde das Enzym mit einem
FRET-Farbstoffpaar markiert und mithilfe eines konfokalen Mikroskops verschiedenen
smFRET-Messungen unterzogen. Zunédchst wurden in einem ersten Teilprojekt frei in Losung
diffundierende PR-Molekiile jeweils vor und nach Zugabe unterschiedlicher Liganden unter-
sucht. Um abschitzen zu kdnnen, ob ein dynamisches Gleichgewicht zwischen verschiedenen
Konformationen des Enzyms vorliegt und inwiefern dieses durch die Zugabe unterschiedlicher
Liganden beeinflusst wird, wurden die Datensdtze zunichst einer qualitativen Korrelationsana-
lyse unterzogen [73]. Um Aussagen iiber eventuell vorhandene Subpopulationen treffen zu
konnen, wurden die Daten anschlieBend auf Einzelmolekiilebene betrachtet (sSmFRET in Lo-
sung) [65]. Hierzu wurden einzelne Fluoreszenzbursts, welche auf den Transit individueller
PR-Molekiile durch das Anregungsvolumen zuriickzufiihren sind, analysiert und deren Haufig-
keit in einem 2D-Histogramm, aufgelost nach Energietransfereffizienz und mittlerer Donor-
Lebenszeit, aufgetragen. Neben der Identifikation von Subpopulationen kann mithilfe der 2D-
Histogramme beurteilt werden, ob ein Ligand eine bestimmte Enzymkonformation stabilisiert.
Auch bietet der Vergleich der Lage einzelner Subpopulationen relativ zur statischen FRET-
Linie einen weiteren qualitativen Indikator fiir das Vorhandensein oder die Abwesenheit einer
Konformationsdynamik [74, 75].

Zum Abschluss dieser Arbeit stand die Quantifizierung der Proteindynamik im Fokus der Un-
tersuchungen. Hierzu wurden smFRET-Messungen an immobilisierten PR-Molekiilen durch-
gefiihrt. Mithilfe einer Stufenanalyse konnten einzelne Konformationsiibergiinge innerhalb ei-
nes jeden Datensatzes sowie die Kinetik dieser Ubergiinge extrahiert werden.



2 Theoretische Grundlagen

Dieses Kapitel beschreibt die theoretischen Grundlagen, welche fiir das Verstidndnis der durch-
gefiihrten Experimente sowie deren Auswertung notig sind und kann in zwei grofere themati-
sche Abschnitte unterteilt werden. Zu Beginn wird das hier untersuchte System, die PR des
DENYV, vorgestellt. Im Zuge dessen werden zunéchst einige allgemeine Fakten beziiglich Ver-
breitung und Ubertragung des DENV prisentiert. Auch die durch eine Infektion mit dem Virus
ausgelosten Krankheitsbilder werden kurz zusammengefasst. Daran anschlieBend wird die her-
ausragende Rolle der DENV-PR im viralen Replikationszyklus und damit deren Attraktivitdt
als Zielstruktur neuer Wirkstoffe hervorgehoben, ehe dann Aufbau, Struktur und Konformati-
onsdynamik der DENV-PR vorgestellt werden. Der zweite gro3e Block des vorliegenden Ka-
pitels ist als methodischer Exkurs in die Mikroskopie und Spektroskopie konzipiert, dessen
Zielsetzung darin besteht, den Leser dieser Arbeit mit den Grundlagen der Messmethoden, wel-
che im Rahmen der Untersuchung der DENV-PR zum Einsatz kamen, vertraut zu machen.

2.1 Dengue-Virus

Das DENV, welches in fiinf verschiedene Serotypen (DENV-1-DENV-5) [76] unterteilt wer-
den kann, gehort zur Gattung der Flaviviren, die wiederum der Familie der Flaviviridae zuge-
ordnet werden [77]. Weitere prominente Vertreter der Flaviviren sind das Japanische-Enzepha-
litis-Virus, das Gelbfieber-Virus, das Zika-Virus sowie das West-Nil-Virus [78]. Viele Flavi-
viren sind bedeutsame humanpathogene Erreger und kdnnen beim Menschen erhebliche Er-
krankungen mit potentiell letalem Verlauf hervorrufen [26]. Dabei zeichnet sich das DENV
durch die hochsten Morbiditits- und Mortalitdtsraten unter allen Flaviviren [79] sowie unter
allen, den Menschen betreffenden, Arboviren aus [12]. Die Mehrzahl der Flaviviren wird durch
Arthropoden auf Sdugetiere und Vogel iibertragen [80], wobei das DENV Stechmiicken der
Arten Aedes aegypti und Aedes albopictus als Vektoren zur Ubertragung auf den Wirt
nutzt [12]. Folglich korreliert der Lebensraum der Stechmiicken mit der Verbreitung des
DENV [81, 82], weshalb die Gefahr einer DENV-Infektion primér in den Tropen und Subtro-
pen gegeben ist [16, 83]. Derzeit ist das DENV in 128 Landern endemisch, sodass nahezu vier
Milliarden Menschen und damit mehr als die Hélfte der Weltbevolkerung von einer Infektion
bedroht sind [13, 84]. Am stirksten von einer Infektion mit dem DENV gefahrdet sind die Be-
wohner des amerikanischen Kontinents, Siidostasiens sowie der westpazifischen Region [15,
85, 86], wobei ca. 70 % der weltweiten Krankheitslast auf Asien entfallen [16]. Alleine in den
zurlickliegenden zwei Dekaden hat sich die Zahl der bei der Weltgesundheitsorganisation re-
gistrierten DENV-Infektionen von etwa einer halben Million im Jahr 2000 auf etwas mehr als
vier Millionen im Jahr 2019 verachtfacht [15]. Da eine Vielzahl der Infektionen symptomfrei
ablaufen [16, 87, 88] und daher nie registriert werden [87] oder aber unspezifische Krankheits-
verldufe hervorrufen, sodass die Gefahr eine Fehldiagnose besteht [17, 88, 89], ist davon aus-
zugehen, dass die offiziell gemeldeten Infektionszahlen nur die Spitze des Eisberges abbil-
den [90]. Schitzungsweise treten jahrlich 390 Millionen DENV-Infektionen global auf[16],
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von denen wiederum 50 bis 100 Millionen symptomatisch verlaufen [16, 17] und zu etwa
10 000 Todesfdllen fiihren [17].

Der in den vergangenen Jahrzehnten verzeichnete starke Anstieg der weltweiten Inzidenz der
DENV-Infektionen kann vermutlich auf ein Zusammenspiel mehrerer Faktoren zuriickgefiihrt
werden. Wichtige Einflussgrofen in diesem Zusammenhang sind das globale Bevdlkerungs-
wachstum und die damit einhergehende unkontrollierte Urbanisierung tropischer Entwick-
lungsldnder, die Globalisierung und die hieraus resultierende starke Zunahme des internationa-
len Flugverkehrs, eine unzureichende Bekdmpfung der Vektoren sowie eine oftmals mangel-
hafte Infrastruktur der 6ffentlichen Gesundheitssysteme [83, 91, 92]. Ein weiterer Katalysator
der zunehmenden Fallzahlen sind die mit dem Klimawandel verbundenen steigenden Tempe-
raturen, welche erhdhte Stichraten, eine intensivierte Reproduktion sowie groBere Uberlebens-
raten der Vektoren, aber auch eine verkiirzte extrinsische Inkubationszeit [93, 94] ermdglichen,
sodass sich das DENV in bereits endemischen Gebieten stirker verbreiten kann [13, 95]. Auch
wird erwartet, dass sich infolge der Urbanisierung [13, 82, 83] und des Klimawandels [13, 82,
96] neue Lebensrdume fiir die Vektoren des DENV ergeben werden, sodass vermutlich auch
die geographische Ausbreitung des DENV zunehmen wird. Aktuelle Prognosen gehen davon
aus, dass sich das Risikogebiet einer DENV-Infektion ausgehend von den Tropen und Subtro-
pen nach Norden und Siiden, also in Richtung Europa, Nordamerika und Australien, ausdehnen
wird [13]. Vorboten dieser Ausdehnung kdnnen auf das Jahr 2010 datiert werden. Damals wur-
den die ersten lokal iibertragenen DENV-Infektionen in Siidfrankreich [97] und Kroatien [98]
nachgewiesen. 2012 wurden infolge eines DENV-Ausbruches auf Madeira iiber 2100 Krank-
heitsfille gemeldet [99]. 2019 verzeichnete das Robert Koch-Institut fiir Deutschland 1176
DENV-Infektionen, welche jedoch ausschlieBlich im Ausland iibertragen wurden [100]. Aller-
dings liefert eine Studie aus dem Jahre 2012 Hinweise dafiir, dass Stechmiicken der Art Aedes
albopictus regelmdBig aus Stideuropa nach Bayern und Baden-Wiirttemberg eingeschleppt
werden, sodass die Gefahr einer Besiedlung Deutschlands durch diesen Vektor des DENV ge-
geben ist [101]. SchlieBlich wurden 2015 in Siidwestdeutschland zwei gro3e Brutpopulationen
dieser Stechmiickenart aufgespiirt, ehe 2016 der erstmalige Nachweis einer erfolgreichen Uber-
winterung dieser urspriinglich aus den Tropen stammenden Miickenart in Deutschland ge-
lang [102]. Um eine weitere Verbreitung der Vektoren zu unterbinden, kdnnen u. a. konsequent
potentielle Brutpldtze der Stechmiicken, wie beispielsweise Behilter mit stehendem Wasser,
entfernt oder versiegelt werden, sterile miannliche Miicken freigelassen werden sowie synthe-
tisch und biologisch, beispielsweise auf der Basis von Pilzen, Bakterien oder Krebstieren, ge-
wonnene Insektizide eingesetzt werden [103].

2.1.1 Krankheitsverlauf und Therapie

Wihrend die meisten Infektionen mit dem DENV asymptomatisch verlaufen, zeigen sympto-
matische DENV-Infektionen ein breites Spektrum klinischer Manifestationen [88]. Je nach
Krankheitsverlauf wird klassischerweise in undifferenziertes Fieber, Dengue-Fieber (DF), ha-
morrhagisches Dengue-Fieber (DHF) und Dengue-Schock-Syndrom (DSS) unterschie-
den [104, 105]. Nach Ablauf der Inkubationszeit, die beginnend mit dem Zeitpunkt des Stiches
einer infizierten Miicke typischerweise vier bis sieben Tage betrigt [83], setzen die Symptome
plotzlich ein. Der Krankheitsverlauf kann hierbei in eine anfangliche febrile Phase, auf welche
eine kritische Phase, die um den Zeitpunkt des Abklingens des Fiebers einsetzt, und schlielich
die Erholungsphase folgen, unterteilt werden [85, 88]. DF, DHF und DSS verlaufen wéhrend
der febrilen Phase sehr dhnlich [83, 85, 106, 107]. Typischerweise hélt dieses Stadium zwei bis
sieben Tage an und ist neben plotzlich einsetzendem hohem Fieber oft gepriagt von Kopf-, Mus-
kel- sowie Gelenkschmerzen, Ausschliigen, Appetitlosigkeit, Ubelkeit und Erbrechen [85]. Mit
Abklingen des Fiebers erholt sich die Mehrheit der Patienten ohne weitere Komplikationen [88,
108]. In einigen Fillen entwickelt sich jedoch um den Zeitpunkt der Entfieberung das DHF als
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schwerere Verlaufsform der Erkrankung [91, 106], weshalb dieser Zeitraum den Beginn der
kritischen Phase einldutet [85, 108]. Das Charakteristikum, welches DHF und DF unterschei-
det, ist eine erhohte vaskulire Permeabilitéit [107], sodass Blutplasma aus den Gefdllen austritt
und sich der Gesundheitszustand der betroffenen Patienten verschlechtert [85, 108]. Die
Schwere des Plasmaverlustes, welcher sich iiblicherweise iiber einen Zeitraum von 24 bis
48 Stunden erstreckt, variiert [85]. Sobald ein kritisches Volumen an Blutplasma ausgetreten
ist, kann ein Schockzustand, das DSS, eintreten [105]. 2009 wurde von der WHO eine aktuali-
sierte Klassifizierung der mit einer DENV-Infektion einhergehenden Erkrankungen verdffent-
licht, welche zwischen Dengue mit und ohne Warnsignalen sowie schwerem Dengue unter-
scheidet [85]. Welcher Krankheitsverlauf letzten Endes eintritt, hingt vermutlich von mehreren
Faktoren ab. Die Wahrscheinlichkeit eines schweren Verlaufs ist u. a. abhingig davon, mit wel-
chem Serotyp sich der Patient infiziert hat. Infektionen mit DENV-4 scheinen tendenziell am
mildesten zu verlaufen, wohingegen Infektionen mit dem Serotyp DENV-2 hiufig schwerere
Verlaufsformen nach sich ziehen [109]. Den wohl groften Risikofaktor fiir eine schwere Er-
krankung stellt jedoch die Sekundérinfektion mit einem Serotypen, welcher nicht die Primérin-
fektion verursacht hat, dar [105, 106, 109]. Ursdchlich hierfiir ist vermutlich die sogenannte
antikorperabhéngige Verstarkung (antibody-dependent enhancement, ADE), bei welcher die
im Zuge der Erstinfektion ausgebildeten Antikodrper die Viruspartikel eines heterotypischen Se-
rotypen nicht neutralisieren, sondern diesen vielmehr eine effizientere Aufnahme in die Zellen
ermOglichen und daher schwerere Krankheitsverldaufe begiinstigen [83, 110].

Bisher stehen keine wirksamen antiviralen Pharmaka zur Behandlung von DENV-Infektionen
zur Verfligung, sodass sich die Therapie auf die Behandlung der Symptome beschrénkt [88,
104]. Auch gestaltet sich die Entwicklung verlésslicher Impfstoffe gegen das DENV als eine
Herausforderung, da sichere Vakzine eine robuste Immunantwort gegen alle relevanten Sero-
typen hervorrufen sollten, sodass das Risiko einer ADE vermieden wird [60]. 2015 wurde erst-
mals ein DENV-Impfstoff (Dengvaxia®, Sanofi Pasteur) in Brasilien, Mexiko und auf den Phi-
lippinen zugelassen [22, 111]. Allerdings variiert die Wirksamkeit des Vakzins je nach Sero-
typ [112, 113]. Auch das Alter [111, 114] und der Serostatus [111-113] des zu impfenden Pa-
tienten beeinflussen den Impfschutz. Fiir Patienten, welche sich nach der Impfung erstmalig
mit dem DENYV infizieren und daher zum Impfzeitpunkt seronegativ sind, birgt die Impfung
ein erhohtes Risiko eines schweren Krankheitsverlaufs [115—117]. Daher wird eine Impfung
mit Dengvaxia® nur filir Personen empfohlen, die zwischen 9 und 45 Jahren alt sind und bereits
mindestens eine DENV-Infektion durchlebt haben [15]. Folglich sind weite Teile der Bevolke-
rung, die in Risikogebieten des DENYV lebt, weiterhin von einer Infektion gefahrdet [22], sodass
nach wie vor ein grofler und akuter Bedarf an spezifisch antiviralen Therapien besteht [23, 24].

2.1.2 Struktur und Virusreplikation

Flaviviren, zu welchen das DENV gehort, sind behiillte Viren, deren Genom aus einer positiv
polarisierten, einzelstrdngigen Ribonukleinsdure (ribonucleic acid, RNA) besteht [118]. Wei-
terhin zeichnen sich sdmtliche Flaviviren durch eine grundlegend gleiche Organisation ihres
Genoms sowie ihres Partikelaufbaus aus [119]. Prinzipiell kann zwischen unreifen und reifen
Virionen unterschieden werden (sieche Abbildung 1)[120]. In beiden Formen wird der
RNA-Einzelstrang von mehreren Kopien des Capsidproteins (C-Protein) komplexiert [121].
Das resultierende Nucleocapsid wiederum wird von einer Lipidmembran, die von der Wirts-
zelle stammt und mit Kopien des Hiillproteins (E-Protein) belegt ist, umgeben [118]. In unrei-
fen Viruspartikeln werden die Hiillproteine von der Vorlduferform des Membranpro-
teins (prM-Protein) komplexiert [122]. Im Zuge der Reifung frisch assemblierter Virionen wird
das Vorldufermembranprotein durch Proteolyse in das gereifte Membranprotein (M-Protein)
iiberfiihrt [121]. Hierbei @ndert sich auch die Morphologie der Viruspartikel. Reife Virionen
weisen eine vergleichsweise glatte Oberfliche auf, die von 90 Dimeren des E-Proteins, welche
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in einer Kopf-Schwanz-Konfiguration parallel zur Lipidmembran angeordnet sind, gebildet
wird [120]. Dahingegen zeigen unreife Viruspartikel eine zackenformige Oberfldche, die auf
60 Trimere, welche jeweils aus drei Heterodimeren des Hiill- und Vorldufermembranproteins
bestehen, zurlickzufiihren ist [79, 121].

prM-Protein

Lipidmembran

() (b)

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Aufbaus von Flaviviren. (a) Unreifes Viruspartikel. (b) Reifes
Viruspartikel. In Anlehnung an [120, 123]. Modifiziert nach [124].

Die einzelnen Schritte des flaviviralen Replikationszyklus kdnnen Abbildung 2 entnommen
werden.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des flaviviralen Replikationszyklus. Die Farbcodierung der ein-
zelnen viralen Proteine kann der Legende entnommen werden. Die Abbildung wurde nach
einer Vorlage von Hannah Maus in Anlehnung an [108, 125] erstellt.

Zunichst binden die Viren an Rezeptoren, welche sich auf der Zelloberflache befinden, und
gelangen schlieBlich durch Endozytose in die Wirtszelle [126]. Der im Endosom vorherr-
schende niedrige pH-Wert induziert Konformationsianderungen des Hiillproteins, wodurch wie-
derum eine Fusion der viralen und endosomalen Membranen ausgeldst wird und darauffolgend
das Nucleocapsid in das Cytoplasma gelangt [118]. Nun wird das virale Genom aus dem
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Nucleocapsid freigesetzt [120, 127], sodass dessen Translation in ein Polyprotein (siche Abbil-
dung 3) an den Ribosomen des rauen endoplasmatischen Retikulums stattfinden kann [125]. Im
Zuge der Prozessierung wird das Polyprotein sowohl durch Wirtsproteasen als auch durch die
flavivirale NS2B-NS3-Protease in die drei Strukturproteine (C, prM, E) und in die sieben
nicht-strukturellen Proteine (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) proteolytisch ge-
spalten [122]. Die Strukturproteine bilden die Bauteile der neuen Viruspartikel, wohingegen
die nicht-strukturellen Proteine u. a. an der Replikation der viralen RNA, die sich direkt an die
Proteintranslation anschlieft, beteiligt sind [128]. Die Assemblierung neuer, zunichst unreifer
Viruspartikel findet an der Oberfldche des endoplasmatischen Retikulums statt [79]. Anschlie-
end passieren die unreifen Viruspartikel den Golgi-Apparat. Der im trans-Golgi-Netzwerk
vorherrschende saure pH-Wert induziert sodann die proteolytische Spaltung des Membranvor-
lauferproteins prM und somit die Reifung der Viruspartikel [126]. Im letzten Schritt des Repli-
kationszyklus verlassen reife Virionen durch Exocytose die Wirtszelle [129].
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I Transmembrandomiine
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des in der Membran des endoplasmatischen Retikulums veranker-
ten flaviviralen Polyproteins. In Anlehnung an [125]. Modifiziert nach [124].

2.1.3 Flavivirale NS2B-NS3-Protease

Die virale NS2B-NS3-Protease stellt aufgrund ihrer essentiellen Funktion im Replikationszyk-
lus der Flaviviren eine attraktive Angriffsstelle dar, um flaviviralen Erkrankungen entgegenzu-
wirken [26]. Weiterhin zeichnen sich die NS2B-NS3-Proteasen der einzelnen Flaviviren durch
eine hohe Konservierung aus [130, 131], sodass ein erheblicher Ahnlichkeitsgrad beziiglich
Struktur, Substraterkennung und katalytischer Funktion resultiert [132].

2.1.3.1 Aufbau und katalytische Aktivitit

Bei der NS2B-NS3-Protease handelt es sich um eine heterodimere Chymotrypsin-dhnliche Se-
rin-Protease [133]. Diese ist aus der NS3-Protease-Domine (NS3r0), welche die 180 N-termi-
nalen Aminoséauren des NS3-Proteins umfasst, und dem NS2B-Cofaktor (NS2B.r), welcher in-
nerhalb der hydrophilen Zentralregion des NS2B-Proteins lokalisiert ist, aufgebaut [131, 134].
Die in der NS3,0-Doméne enthaltene katalytische Triade [61], welche im aktiven Zentrum lo-
kalisiert ist [28, 135] und sich aus den hochgradig konservierten Aminosduren Serin S135, His-
tidin H51 sowie Aspartat D75 zusammensetzt (siche Abbildung 4), katalysiert bevorzugt die
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proteolytische Spaltung von Peptidriickgraten nach zwei basischen Resten [21, 132]. Die Hyd-
rolyse der Substrate wird hierbei durch den nucleophilen Angriff der Hydroxylgruppe des Se-
rins auf das Kohlenstoffatom der Carbonylgruppe der zu spaltenden Peptidbindung initiiert,
wobei H51 und D75 die Nucleophilie der Alkoholfunktion von S135 erhéhen [135, 136]. Hier-
bei ist die katalytische Aktivitdit von NS3,, abhidngig von der Wechselwirkung mit
NS2Br[131, 137]. Konkret wurde beispielsweise im Falle der DENV-PR beobachtet, dass sich
die Spaltungseffizienz der NS3,,-Domine gegeniiber Peptid-Substraten durch die Assoziation
mit NS2B.rum einen Faktor von 3300 bis 7600 steigert [138, 139]. Fiir in vitro Untersuchungen
der flaviviralen NS2B-NS3-Protease haben sich minimalistische Konstrukte etabliert, welche
lediglich die Cofaktor-Doméne von NS2B sowie die N-terminale Protease-Doméne von NS3
umfassen [60]. Diese verkiirzten Konstrukte wurden mit [140, 141] und ohne [142] kovalente
Verbindung zwischen beiden Doménen konzipiert. Im géngigsten Konstrukt werden NS2B.¢
und NS3,,, iiber einen Gly4-Ser-Glys-Linker kovalent verkniipft [21].

2.1.3.2 Struktur und Konformationsdynamik

In Rontgenbeugungsexperimenten wurden primédr zwei Konformationen der flaviviralen
NS2B-NS3-Protease beobachtet [21]. Abbildung 4 zeigt beide Konformationen am Beispiel der
DENV-PR.

(@) (b)

Abbildung 4: Gegeniiberstellung der mittels Rontgenbeugungsexperimenten bestimmten Tertidrstrukturen
der DENV-PR. (a) Geschlossene Konformation (Protein Data Bank Code (PDB-Code):
3UI1I [61]). (b) Offene Konformation (PDB-Code: 2FOM [143]). In beiden Teilabbildungen
wird der NS2B-Cofaktor in rot und die NS3-Protease-Doméne in blau dargestellt. Weiterhin
werden die Aminosduren der katalytischen Triade jeweils im Stabchenmodell hervorgeho-
ben, wobei folgende Farbcodierung gewéhlt wurde: Kohlenstoffatome: griin; Sauerstoff-
atome: rot; Stickstoffatome: blau. Beide Teilabbildungen wurden von H. Maus mit PyMOL
erstellt.

In beiden Zustinden nimmt die NS3,,,-Domine (blau) des DENV sowie der anderen Flaviviren
eine dem Chymotrypsin dhnliche Faltung ein [26, 58]. Dieses Faltungsmuster besteht im We-
sentlichen aus zwei f-Fissern, welche jeweils aus sechs [-Stringen aufgebaut sind und das
aktive Zentrum mit der katalytischen Triade (griin) ,,sandwichartig® umgeben [131, 143, 144].
Wihrend demnach NS3,,, in allen bisher verdffentlichten Kristallstrukturen sehr dhnliche Fal-
tungen annimmt, wurden im Falle der NS2B¢-Doméne (rot) mindestens zwei unterschiedliche
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Konformationen erfasst [53, 130, 137]. Diese unterscheiden sich primér in der Position des
C-terminalen Parts von NS2Br relativ zum aktiven Zentrum in der NS3p,-Doméne [60, 130,
143, 145]. In der geschlossenen Konformation (siche Abbildung 4 a) legt sich der Cofaktor
giirtelartig um die NS3pr0-Doméne und bildet mit seiner C-terminalen Hélfte einen f-hairpin
aus, welcher zur Bildung des aktiven Zentrums beitrdgt [61, 130, 143]. Folglich kann im ge-
schlossenen Zustand die C-terminale Region des Cofaktors an der Katalyse teilhaben, weshalb
allgemein angenommen wird, dass diese Konformation die katalytisch aktive darstellt [26, 60,
61]. In Ubereinstimmung mit vorstehender Annahme konnte der geschlossene Zustand der fla-
viviralen Protease primér in Rontgenbeugungsexperimenten festgestellt werden, die in Anwe-
senheit von Liganden, welche das aktive Zentrum adressieren, durchgefiihrt wurden [21]. Da-
hingegen wurde in Kristallstrukturanalysen, welche in Abwesenheit solcher Liganden durch-
gefiihrt wurden, iiblicherweise eine alternative Konformation der NS2B-NS3-Protease beo-
bachtet [21]. In den Kristallstrukturen, welche diesen sogenannten offenen Zustand (siehe Ab-
bildung 4 b) der viralen Protease zeigen, liegen der Cofaktor und NS3,:, nur partiell assoziiert
vor, sodass die C-terminale Doméane von NS2Bcr nicht zur Bildung der Substratbindungstasche
beitragt [130, 143]. Folglich wird vermutet, dass die offene Konformation katalytisch inaktiv
ist [22, 59]. In Summe erlauben die kristallographischen Untersuchungen die Annahme, dass
die Bildung der geschlossenen Konformation das Resultat der Bindung eines Liganden an das
aktive Zentrum der Protease darstellt [27, 29]. Allerdings bleibt der Mechanismus, durch wel-
chen die Ligandenbindung und der Konformationswechsel miteinander gekoppelt sind, umstrit-
ten, da sowohl iiber eine induzierte Anpassung [27, 60] als auch iiber eine Konformationsaus-
wahl [63] berichtet wurde. Ferner sei erwédhnt, dass die Kristallstrukturen der Proteasen des
DENYV [143] sowie des Zika-Virus [146] im offenen Zustand eine diskontinuierliche Elektro-
nendichte fiir weite Teile der C-terminalen Doméne von NS2B.raufweisen. Diese Beobachtung
lasst auf eine ungeordnete und flexible C-terminale Region von NS2BcrschlieBen [60, 146] und
rechtfertigt die Vermutung, dass in Losung moglicherweise mehrere offene Konformationen
eingenommen werden konnen [62, 143]. Demgegeniiber zeichnen sich die Kristallstrukturen
der Proteasen des DENV, des Zika-Virus sowie des West-Nil-Virus, welche jeweils die ge-
schlossene Konformation zeigen, durch eine beachtliche konformationelle Ahnlichkeit
aus [21].

Es ist allerdings problematisch, ausschlieBlich auf Grundlage der verfiigbaren Kristallstruktu-
ren, die biologische Relevanz der zwei beobachteten Konformationen des Cofaktors zu bewer-
ten, da kristalline Umgebungen mitnichten die native Situation eines physiologischen Milieus
widerspiegeln, sodass entsprechende Strukturuntersuchungen in Losung und damit unter na-
hezu physiologischen Bedingungen unentbehrlich sind [147]. Unklar bleibt beispielsweise, ob
die Rontgenstrukturen, in welchen die PR scheinbar den offenen Zustand einnimmt, auf Kris-
tallisationsartefakte zuriickzufiihren sind [53, 60, 62, 145]. Um die Frage der biologischen Re-
levanz beider in den Kristallstrukturen beobachteten Konformationen zu kliaren, wurden daher
zahlreiche NMR-Studien in Losung durchgefiihrt [53, 148]. Zwei unabhidngige NMR-Studien
konnten zeigen, dass die DENV-PR in Abwesenheit einer kovalenten Verkniipfung zwischen
Cofaktor- und Protease-Doméne in Losung iiberwiegend die geschlossene Form ein-
nimmt [139, 142]. Weiterhin stellten de la Cruz et al. eine zusétzliche Stabilisierung des ge-
schlossenen Zustands in Folge der Bindung eines kompetitiven Inhibitors fest [139]. Gleichzei-
tig wurde im Rahmen der erwédhnten Studie bei Erhohung des pH-Werts oder der Salzkonzent-
ration eine zunehmende Destabilisierung des geschlossenen Zustandes beobachtet. Daher
wurde geschlussfolgert, dass die in der aktiven Konformation vorherrschende enge Assoziation
von NS2B¢r und NS3,0 durch elektrostatische Interaktionen zwischen beiden Komponenten
stabilisiert wird. Die Autoren der Studie vermuteten, dass die unter den beschriebenen Bedin-
gungen beobachtete Destabilisierung des geschlossenen Zustandes moglicherweise von einem
intensivierten Austausch zwischen verschiedenen Konformationen des C-terminalen Parts von
NS2B.r begleitet wird.
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Im Gegensatz zu den oben skizzierten NMR-Studien an der nichtverbriickten DENV-PR, lie-
fern 'F-NMR-spektroskopische Untersuchungen an der verbriickten Variante starke Hinweise
dafiir, dass sowohl die offene als auch die geschlossene Konformation in Lsung in signifikan-
tem Mal parallel nebeneinander vorliegen [59]. Im Zuge ihrer Studie brachten Zhu et al. eine
mit °F markierte Trifluoracetylgruppe an eine Aminosiure, welche im C-terminalen Part von
NS2Bcr lokalisiert ist, an. Dabei wurde die Lage der ’F-Markierung innerhalb des Proteins
derart gewihlt, dass sich deren chemische Umgebung im Falle eines Ubergangs zwischen of-
fener und geschlossener Konformation signifikant dndern sollte. Tatséchlich wurden zwei dis-
tinkte Signale im resultierenden "F-NMR-Spektrum erhalten. Ferner wurde beobachtet, dass
unter Zugabe eines kompetitiven Inhibitors eines der beiden Signale deutlich an Dominanz ge-
wann. Auf Grundlage der allgemein verbreiteten Annahme, dass Liganden, welche in das aktive
Zentrum des Enzyms binden, dessen geschlossene Form stabilisieren [27], schlussfolgerten die
Autoren der Arbeit, dass die beiden Signale im F-NMR-Spektrum auf den offenen und ge-
schlossenen Zustand der DENV-PR zuriickzufiihren sind [59]. Schon einige Jahre zuvor konnte
im Rahmen einer weiteren NMR-Studie gezeigt werden, dass die Bindung eines kompetitiven
Inhibitors an die verbriickte Variante der DENV-PR die Bildung der geschlossenen Konforma-
tion stark beglinstigt [62]. Gleichzeitig konnten damals in Abwesenheit des Inhibitors zahlrei-
che NMR-Signale aufgrund einer starken Linienverbreiterung nicht zugeordnet werden. Einige
NMR-Resonanzen fehlten gar in Génze. Dies wurde auf einen Austausch zwischen verschie-
denen Konformationen, welcher auf der Zeitskala von Mikro- bis Millisekunden stattfindet,
zuriickgefiihrt. Weiterhin wurden Indizien prisentiert, welche darauf hindeuten, dass das kon-
formationelle Gleichgewicht, welches zur Verbreiterung bzw. zum Wegfall einiger NMR-Re-
sonanzen fiihrt, an einen Assoziations-Dissoziations-Prozess zwischen der C-terminalen Do-
méne von NS2Bcr und NS3,0 gekoppelt ist. In diesem Zusammenhang sei zudem darauf hin-
gewiesen, dass die NMR-Spektren der nichtverbriickten DENV-PR deutlich besser aufgelost
sind als jene des verbriickten Konstrukts [142]. Daher wird vermutet, dass die kovalente Ver-
kniipfung eine Konformationsdynamik induziert, welche in der nichtverbriickten Variante der
DENV-PR in diesem Umfang nicht vorhanden ist [142]. Interessanterweise wurde in der zu
Beginn dieses Abschnittes erwihnten ?’F-NMR-Studie — in Analogie zu den Untersuchungen
von de la Cruz et al. an der nichtverbriickten DENV-PR [139] — festgestellt, dass auch im Falle
der verbriickten DENV-PR die geschlossene Konformation bzw. die NMR-Resonanz, welche
dieser zugerechnet wurde, mit steigendem pH-Wert eine zunehmende Destabilisierung er-
fahrt [59]. Zusitzlich und in Ergdnzung zu den Studien von de la Cruz et al. legt das Intensi-
tétsverhaltnis beider '?’F-NMR-Signale nahe, dass synchron zur zunehmenden Destabilisierung
der aktiven Form des Enzyms die offene Konformation an Bedeutung gewinnt. Beispielsweise
wurde der relative Anteil des Signals, welches der offenen Form zugeordnet wurde, bei einem
pH-Wert von 6,5 zu lediglich 20 % bestimmt, wéhrend eine Erh6hung des pH-Wertes um zwei
Einheiten dazu fiihrte, dass bereits etwas mehr als jede zweite Protease in der offenen Konfor-
mation vorlag. Aufgrund der beobachteten pH-Abhéngigkeit der Lage des Konformations-
gleichgewichtes stellten auch die Autoren der 'F-NMR-Untersuchung die Hypothese auf, dass
Coulomb-Wechselwirkungen entscheidend fiir die Stabilisierung des geschlossenen Zustandes
der Protease sind.

In Summe legen die zuvor diskutierten NMR-Studien nahe, dass die An- oder Abwesenheit
einer kovalenten Verkniipfung signifikanten Einfluss auf das konformationelle Gleichgewicht
der DENV-PR nimmt. Wéhrend in Abwesenheit einer kovalenten Verbindung primér die ge-
schlossene Konformation eingenommen wird [139, 142], scheint das Vorhandensein einer sol-
chen Verkniipfung — vor allem im leicht basischen Milieu — eine deutliche Population des of-
fenen Zustandes zu ermdglichen [59]. In einer unabhéngigen Studie gelang es Hill ez al. diese
Beobachtungen zu verifizieren, indem sie eine Methode entwickelten, welche die Quantifizie-
rung der beiden Zustinde der DENV-PR ermoglichte [22]. Hierzu wurden mehrere Konstrukte
der DENV-PR mit jeweils zwei Cystein-Resten, welche durch Punktmutationen eingefiihrt
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wurden, erstellt. Die Cystein-Paare wurden dabei derart am Protein angebracht, dass entweder
in der offenen oder in der geschlossenen Form eine intramolekulare Disulfidbriicke ausgebildet
werden konnte. Hierdurch gelang es beide Konformationen ,,einzufrieren®. Hill ef al. resiimier-
ten in Ubereinstimmung mit den bereits diskutierten NMR-Studien, dass die nichtverbriickte
Variante der DENV-PR in Losung vornehmlich die geschlossene Konformation einnimmt (An-
teil der geschlossenen Konformation >82 %), wohingegen das Konformationsgleichgewicht
des verbriickten Konstrukts deutlich zum offenen Zustand hin verschoben ist (Anteil des offe-
nen Zustandes >75 %). Weiterhin wurde in der skizzierten Studie beobachtet, dass die ,,Ein-
frierung® der geschlossenen Konformation einen starken Anstieg der enzymatischen Aktivitdt
verursachte. Dahingegen wurde durch ,,Einfrieren im offenen Zustand eine deutliche Reduk-
tion der Enzymaktivitit festgestellt. Diese Beobachtungen sind eindeutige experimentelle Be-
lege dafiir, dass der geschlossene Zustand der aktiven Form des Enzyms entspricht, wohingegen
die offene Konformation enzymatisch inaktiv ist.

2.1.3.3 Inhibitoren

Auf der Suche nach wirkungsvollen Inhibitoren der flaviviralen NS2B-NS3-Protease kon-
zentrierte sich die Mehrheit der Ansétze bisher auf die Entwicklung von Verbindungen, welche
das aktive Zentrum adressieren [27]. Die meisten dieser kompetitiven Inhibitoren weisen eine
peptidische oder peptidomimetische Struktur auf [29]. Da das aktive Zentrum bevorzugt Sub-
strate mit zwei basischen und damit kationischen Resten bindet, besitzen wirksame kompetitive
Inhibitoren geringe Membranpermeabilititen und damit eine geringe Bioverfiigbarkeit [26, 27,
29]. Auch wird die Entwicklung selektiver kompetitiver Inhibitoren durch die flache Struktur
des aktiven Zentrums beeintrachtigt [27]. Weiterhin sind kompetitive Inhibitoren der flavivira-
len Protease mit einem erhdhten Risiko toxischer Nebeneffekte behaftet, da das aktive Zentrum
der NS2B-NS3-Protease demjenigen einiger Serin-Proteasen des Wirtes sehr dhnlich ist und
daher die Gefahr einer mangelhaften Selektivitit besteht [26]. Eine Mdglichkeit, die skizzierten
Schwierigkeiten zu umgehen, besteht in der Entwicklung von allosterischen Inhibitoren, welche
nicht das aktive Zentrum, sondern eine andere Region des Proteins adressieren [27]. In diesem
Zusammenhang wurden bereits 2006 einige aus dem Fingerwurz extrahierte Strukturen identi-
fiziert, welche die DENV-PR nicht-kompetitiv hemmen [149]. Mit der Absicht den Bindungs-
modus dieser Substanzen aufzukldren, fithrten Othman efal. 2008 eine Docking-Studie
durch [150]. Tatsichlich konnte im Rahmen dieser Studie gezeigt werden, dass die untersuch-
ten Liganden ohne Ausnahme in eine allosterische Bindetasche und nicht in das aktive Zentrum
der DENV-PR binden. Im Zuge der Oberflachenanalyse einer Kristallstruktur, welche die
DENV-PR in der geschlossenen Konformation zeigt (PDB-Code: 3U1I), konnten Noble et al.
2012 erstmalig eine mutmaBliche allosterische Bindetasche, welche dem aktiven Zentrum ge-
geniiberliegt, identifizieren [61]. Kurze Zeit spiter unterzogen Yildiz et al. die Kristallstruktur
2FOM, in welcher die DENV-PR den offenen Zustand einnimmt, einer visuellen Analyse [28].
Im Rahmen dieser Betrachtung wurden acht potentielle allosterische Bindestellen, die iiber die
Proteinoberfldche verteilt sind, gefunden. Um die biologische Relevanz dieser mutmaBlichen
Bindestellen zu beurteilen, wurde im Anschluss an die visuelle Inspektion der Proteinoberfli-
che eine Cystein-Mutagenese-Studie durchgefiihrt. Im Kontext dieser Studie konnte lediglich
eine der acht postulierten Bindestellen als funktionale allosterische Bindetasche bestétigt wer-
den (gelb in Abbildung 5). Diese ist um Alanin A125 zentriert [28] und befindet sich in jener
Region, die auch von Noble ef al. identifiziert wurde [61]. Folglich scheint die allosterische
Tasche sowohl in der offenen als auch in der geschlossenen Konformation der Protease verfiig-
bar zu sein [29]. Die Position der allosterischen Bindestelle innerhalb der DENV-PR konnte
2019 von Millies ef al. in einer weiteren Cystein-Mutagenese-Studie verifiziert werden [29].
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Abbildung 5: Lage der allosterischen Bindetasche (gelb) relativ zum aktiven Zentrum (griin) in der offenen
Konformation der DENV-PR (PDB-Code: 2FOM [143]). Der NS2B-Cofaktor wird in rot
und die NS3-Protease-Doméne in blau dargestellt. Die Abbildung wurde von H. Maus mit
PyMOL erstellt.

Hinsichtlich der Wirkungsweise allosterischer Inhibitoren stellten Yildiz et al. im Rahmen ihrer
Cystein-Mutagenese-Studie die Hypothese auf, dass die Bindung eines Liganden in die allos-
terische Tasche den Ubergang des Enzyms in den geschlossenen Zustand sterisch hindert, so-
dass die katalytisch inaktive offene Konformation stabilisiert wird [28]. Um den Einfluss allos-
terischer Inhibitoren auf die Konformation der flaviviralen Protease tiefergehend zu untersu-
chen, prisentierten Brecher et al. einen Lumineszenz-Assay, welcher die Visualisierung von
Konformationséinderungen des NS2B-Cofaktors ermdglicht [27]. Als wesentliches Ergebnis
dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Bindung eines kompetitiven Inhibitors die Bil-
dung der geschlossenen Konformation induzierte, wohingegen die Bindung eines allosterischen
Inhibitors die Ausbildung des geschlossenen Zustands verhinderte. Allerdings konnte nicht eru-
tert werden, welche Konformation durch allosterische Inhibitoren stabilisiert wird. Um deren
Bindungsmodus unabhéngig von Docking-Studien experimentell aufzukléren, gelang es Yao
et al. 2019 angeblich Kristallstrukturen der DENV-PR mit unterschiedlichen allosterischen
Liganden aufzuldsen [151]. Laut Interpretation der Autoren belegen die Kristallstrukturen erst-
malig, dass allosterische Inhibitoren in die offene Konformation der Protease binden. Auch die
Position der postulierten allosterischen Bindetasche konnte scheinbar verifiziert werden. Be-
ziiglich des Inhibitionsmechanismus wird resiimiert, dass die Bindung eines Liganden in die
allosterische Tasche den inaktiven offenen Zustand des Enzyms stabilisiert. Allerdings werden
die entsprechenden Kristallstrukturen in der wissenschaftlichen Gemeinschaft kontrovers dis-
kutiert, da die Zuordnung der Elektronendichte speziell im Hinblick auf die Lokalisierung des
allosterischen Inhibitors fragwiirdig erscheint [63]. Erst kiirzlich konnten Maus et al. mithilfe
eines kompetitiven sSmFRET-Assays den Nachweis erbringen, dass allosterische Liganden den
offenen, katalytisch inaktiven Zustand des Proteins stabilisieren [64].

2.2 Mikroskopie und Spektroskopie

Dieses Unterkapitel stellt einen methodischen Exkurs in die Mikroskopie und Spektroskopie
dar, dessen Zielsetzung darin besteht, den Leser dieser Arbeit mit den Grundlagen der Mess-
methoden, welche im Rahmen der Untersuchung der DENV-PR zum FEinsatz kamen, vertraut
zu machen. Der Grundstock aller eingesetzten Techniken basiert hierbei ausnahmslos auf der
Messung verschiedener Fluoreszenzparameter von Farbstoffen, welche an die betrachteten
Analyten angebracht sind und als Reportermolekiile fiir verschiedenste Vorgénge fungieren.
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Daher werden zunéchst einige filir das weitere Verstindnis unabdingbare photophysikalische
Grundlagen organischer Farbstoffmolekiile anhand eines Jablonski-Diagramms dargestellt. Da
eine Vielzahl der durchgefiihrten Experimente die elektronische Kopplung zwischen zwei
Chromophoren zur Wissensgenerierung nutzt, folgt im Anschluss eine tiefergehende theoreti-
sche Betrachtung des elektronischen Energietransfers. Den Abschluss bildet eine Einfiihrung
in die theoretischen Konzepte der benutzten einzelmolekiilspektroskopischen Methoden. Hier-
fiir wird zundchst kurz das Prinzip der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie, welche in dieser
Arbeit als Standardmethode fiir Fluoreszenzmessungen an einzelnen Molekiilen zum Einsatz
kam, skizziert, ehe dann auf die eingesetzten Messmethoden der Einzelmolekiilspektroskopie
eingegangen wird.

2.2.1 Photophysik von Farbstoffmolekiilen

Die grundlegenden Prozesse, die bei der Wechselwirkung von Licht mit organischen Farbstoff-
molekiilen stattfinden konnen, lassen sich iibersichtlich in einem Jablonski-Diagramm (siche
Abbildung 6) zusammenfassen [152].
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Abbildung 6: Ausschnitt eines Jablonski-Termschemas. Fette Linien kennzeichnen die Schwingungs-
grundzustdnde elektronischer Niveaus. Schwingungsangeregte Zustéinde werden mit diinnen
Linien reprisentiert. Pfeile symbolisieren potentielle Ubergéinge zwischen den energetischen
Niveaus mit ihren jeweiligen Ubergangsraten k;. Strahlende Ubergéinge werden mit geraden
Pfeilen gekennzeichnet, wihrend gewellte Pfeile fiir strahlungslose Uberginge verwendet
werden. Leicht modifiziert nach [153].

Bei Raumtemperatur und ohne Einstrahlung von Licht, kann unter Beriicksichtigung der
Boltzmann-Statistik in guter Ndherung davon ausgegangen werden, dass sich die Mehrzahl der
Fluorophore im Schwingungsgrundzustand des elektronischen Grundzustandes So befin-
det [154, 155]. Durch Absorption von Photonen kdnnen die Farbstoffmolekiile in Abhéngigkeit
der Wellenldnge des eingestrahlten Lichtes mit der Anregungsrate k., in die verschiedenen
Schwingungsniveaus der elektronisch angeregten Singulett-Zustdnde Sy (mit N > 0) liberfiihrt
werden. Falls die Anregung in ein vibratorisch angeregtes Niveau des elektronisch angeregten
Zustandes erfolgt, gelangt der Chromophor zundchst durch Schwingungsrelaxation mit der
Rate kg strahlungslos in den Schwingungsgrundzustand von Sn. Wird infolge der optischen
Anregung ein Singulett-Zustand mit N > 1 populiert, so findet im Anschluss an die eventuell
vorgelagerte Schwingungsrelaxation in den jeweiligen Schwingungsgrundzustand zunéchst
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eine isoenergetische und daher strahlungslose innere Umwandlung (internal conversion, 1C)
mit der Ubergangsrate k;. statt, wodurch der Fluorophor in schwingungsangeregte Zustinde
des energetisch nichst tiefer gelegenen elektronisch angeregten Singulett-Zustandes Sn.1 ge-
langt. Der beschriebene Prozess wird in Abbildung 6 fiir den Ubergang aus dem Schwingungs-
grundzustand von S; in ein vibratorisch angeregtes Niveau von S; verdeutlicht. Gemil der
Kasha-Regel folgen innere Umwandlung und Schwingungsrelaxation solange aufeinander, bis
das niedrigste angeregte Niveau einer gegebenen Multiplizitit, also im dargestellten Fall der
Schwingungsgrundzustand von Si, erreicht ist [156]. Sobald das Molekiil im vibratorischen
Grundzustand von S; angelangt ist, gibt es mehrere mogliche Pfade, liber welche dieses in den
elektronischen Grundzustand zuriickkehren kann. Zum einen kann der Farbstoff strahlend unter
Aussendung eines Photons mit der Rate k,. in die diversen Schwingungsniveaus von Sy relaxie-
ren. Dieser Vorgang wird als Fluoreszenz bezeichnet. Da sich die Molekiile nach einer Absorp-
tion bzw. Emission nur selten im vibratorischen Grundzustand des jeweiligen elektronischen
Niveaus befinden, erfolgt im Anschluss an diese strahlenden Prozesse meist eine schnelle strah-
lungslose Relaxation in den entsprechenden Schwingungsgrundzustand. Deshalb ist die Fluo-
reszenz in der Regel gegeniiber dem absorbierten Licht zu niedrigeren Energien (Stokes-Ver-
schiebung) verschoben [155, 157] und kann daher mittels spektraler Filterung effektiv vom An-
regungslicht abgetrennt werden (siehe Kapitel 2.2.3.1). Einen Konkurrenzprozess zur Fluores-
zenz stellt die strahlungslose Interkombination (intersystem crossing, ISC) mit der Rate k;g. in
das energetisch tiefste Triplett-Niveau T dar [155]. Bei diesem Ubergang handelt es sich um
einen quantenmechanisch verbotenen und damit iiblicherweise ineffektiven Prozess, da er unter
Anderung der Spin-Multiplizitit abliuft. Ist der Fluorophor durch strahlungslose Schwingungs-
relaxation in den Schwingungsgrundzustand des Triplett-Niveaus iibergegangen, kann er von
dort unter erneuter Spin-Umkehr in den Singulett-Grundzustand S zuriickkehren. Somit unter-
liegt auch die Relaxation in den elektronischen Grundzustand dem Spin-Verbot, weshalb sich
der Ti-Zustand tiblicherweise durch eine relativ lange Lebensdauer auszeichnet. Die Entvolke-
rung des Triplett-Zustandes kann hierbei strahlungslos durch erneutes ISC oder strahlend unter
Aussendung eines Photons mit der Rate k,, in den elektronischen Grundzustand Sy stattfin-
den [154]. Die strahlende Desaktivierung von T; wird als Phosphoreszenz bezeichnet [155].
Neben der Fluoreszenz und dem ISC existiert ein dritter Pfad, iiber den der vibratorische Grund-
zustand des ersten elektronisch angeregten Singulett-Zustandes S; entvolkert werden kann,
nimlich die isoenergetische Uberfiihrung in einen schwingungsangeregten Zustand des elekt-
ronischen Grundzustandes via innere Umwandlung und anschlieende Schwingungsrelaxation
in das vibratorische Grundniveau von So. Zusétzlich zu den drei diskutierten und in Abbildung
6 gezeigten Prozessen kann auch der intermolekulare Energietlibertrag auf ein Akzeptor-Mole-
kiil mit der Rate kg zu einer Depopulation des Schwingungsgrundzustandes von S; fiihren.
Aufgrund seiner herausragenden Bedeutung fiir die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Experimente wird auf den Prozess des Energietransfers im Kapitel 2.2.2 in ausfiihrlicher Art
und Weise eingegangen.

Die Fluoreszenzlebensdauer

Ein Parameter, welcher in dieser Studie eine groe Relevanz besitzt, ist die Fluoreszenzlebens-
dauer 7y,;. Sie ist definiert als die durchschnittliche Zeit, die ein Chromophor im angeregten
Si-Zustand verweilt und ergibt sich daher aus dem Kehrwert der Summe der Raten aller Pro-
zesse, welche den angeregten Zustand entvdlkern [155]:

1

T —_ — =
U7k ™ keptkny

mit kTLT = kIC + kISC + kET + .- (1)

Hierbei entspricht k,. der strahlenden Ubergangsrate von Si nach So, wohingegen k,,,- die Raten
aller Prozesse zusammenfasst, welche zu einer strahlungslosen Depopulation des ersten elekt-
ronisch angeregten Singulett-Zustandes fithren. Hierzu gehoren sowohl die intramolekularen
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Uberginge der inneren Umwandlung IC sowie der Interkombination ISC, aber auch intermole-
kulare Prozesse wie u. a. der Energietransfer auf ein Akzeptor-Molekiil mit der Rate k. Die
zeitliche Entwicklung der Anzahl der sich im angeregten Si-Niveau befindlichen Fluorophore
und damit der Fluoreszenzintensitét I(t) gehorcht einem einfach exponentiellen Zerfall [155]:

1) = I exp (— }ﬂ) @)

I, kennzeichnet die Intensitét der Fluoreszenz zum Zeitpunkt t = 0. Zeitaufgeloste Messungen
ermoglichen die experimentelle Bestimmung von Fluoreszenzlebensdauern. In der vorliegen-
den Arbeit wurden siamtliche zeitaufgelosten Messungen unter Verwendung der Methode der
zeitkorrelierten Einzelphotonenzdhlung (time-correlated single-photon counting, TCSPC),
welche im Kapitel 2.2.4 vorgestellt wird, durchgefiihrt.

Gleichung (2) gilt, falls lediglich eine fluoreszierende Komponente gegenwiértig ist. Sobald
eine Probe i verschiedene, zur Fluoreszenz fahige Komponenten aufweist, die sich jeweils in

ihrer Fluoreszenzlebensdauer T}E?
chen Entwicklung der Fluoreszenzintensitit eine Summe von exponentiellen Abklingkurven
verwendet werden, wobei die Zerfille der einzelnen Komponenten entsprechend ihrer relativen

Haufigkeit a; gewichtet werden [155]:

I(t) = z a;exp (— %) 3)

- fl

unterscheiden, muss zur korrekten Beschreibung der zeitli-

l

Falls nicht i diskrete Fluoreszenzlebensdauern vorliegen, sondern eine Verteilung der Abkling-
zeiten beobachtet wird, so geht die Summe in Gleichung (3) in ein Integral iiber [154]:

t
I(t) = f a(7) exp (— —) dr 4)

Tfl

2.2.2 Elektronischer Energietransfer

Ein beachtlicher Teil der vorliegenden Arbeit macht sich Informationen zu Nutze, welche aus
der elektronischen Wechselwirkung zwischen zwei Fluorophoren gezogen werden kdnnen,
weshalb im folgenden Kapitel, die fiir die Interpretation dieser Experimente bendtigten, theo-
retischen Grundlagen gelegt werden. Zunéchst soll eine pragnante Einleitung in Verbindung
mit einem kurzen historischen Abriss den Leser dieser Arbeit mit dem Thema vertraut machen,
ehe in einem zweiten Abschnitt dann explizit auf die fiir diese Studie relevante Forster-Theorie
und den von ihr beschriebenen Prozess des Forster-Resonanzenergietransfers eingegangen
wird. Zum Abschluss dieses Unterkapitels werden experimentelle Methoden vorgestellt, mit
deren Hilfe die Effizienz eines Energielibertrages messbar wird.

2.2.2.1 Einleitung

Unter elektronischem Energietransfer wird die Ubertragung elektronischer Energie von einem
angeregten Donor-Molekiil (D*) auf ein Akzeptor-Molekiil (A) verstanden [158]:

D*+A—D+A (5)
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Hierbei kann zwischen strahlendem und strahlungslosem Energietransfer unterschieden wer-
den. Der strahlende Energietransfer bedarf keiner direkten Wechselwirkung zwischen Donor
und Akzeptor [154]. Die Energie wird in einem zweistufigen Prozess auf den Akzeptor iiber-
tragen. Zundchst emittiert der Donor, welcher sich im angeregten Zustand befindet, ein Photon
der Frequenz vp+ und gelangt hierdurch in seinen elektronischen Grundzustand. Das emittierte
Lichtquant kann nun in einem zweiten Schritt von einem Akzeptor-Molekiil absorbiert werden,
insofern das Absorptionsspektrum des Akzeptors und das Emissionsspektrum des Donors
spektral tiberlappen [154, 158]:

D+A->D+h-vp-+A—->D+A" (6)

Im Gegensatz hierzu wird beim strahlungsfreien Energietransfer — fiir den Fall eines vollstén-
digen Energietibertrages auf den Akzeptor — keine Donor-Emission beobachtet. Vielmehr han-
delt es sich um einen konzertierten Mechanismus, bei dem die Donor-Relaxation und die Ak-
zeptor-Anregung gleichzeitig stattfinden [159]. Demnach muss eine direkte Wechselwirkung
von Donor und Akzeptor in Form einer elektronischen Kopplung V zwischen den Ubergangs-
dipolmomenten beider Molekiile vorliegen. Im klassischen Sinne kénnen beide Ubergangsdi-
polmomente als Oszillatoren aufgefasst werden, welche iiber eine Feder gekoppelt sind, die den
Energieaustausch zwischen den zwei Schwingern ermoglicht [159, 160]. Zusétzlich zur elekt-
ronischen Kopplung zwischen den am Energieiibertrag beteiligten Chromophoren, koppelt das
komplette betrachtete elektronische System auch mit seiner Umgebung [161-165]. Die Stérke
der Wechselwirkung zwischen Chromophor und Umgebung sei im Folgenden mit { betitelt. Je
nach Stirke der elektronischen Wechselwirkungsenergie V zwischen den Chromophoren in Re-
lation zu { wird zwischen zwei Grenzfillen, ndmlich der schwachen und starken elektronischen
Kopplung, unterschieden [161, 164, 166]. Eine starke elektronische Kopplung liegt vor, wenn
V deutlich groBer als ¢ ist [162, 164]. Damit ist die Kopplung so stark, dass der Energietransfer
schneller als die intramolekulare Schwingungsrelaxation des angeregten Donors erfolgt, was
wiederum zur Folge hat, dass die Anregungsenergie iiber den D-A-Komplex delokalisiert
ist [164, 167]. Typischerweise tritt eine starke elektronische Kopplung innerhalb molekularer
Aggregate [167, 168] auf, kann aber auch in konjugierten Polymeren beobachtet werden [159,
169, 170]. Da in der vorliegenden Arbeit weder konjugierte Polymere noch molekulare Aggre-
gate betrachtet werden, wird der Grenzfall der starken elektronischen Kopplung im Folgenden
nicht ndher erldutert, wurde jedoch aus Griinden der Vollstidndigkeit aufgefiihrt. Vielmehr soll
nun das Limit der schwachen Kopplung, welches fiir die in dieser Studie betrachteten Systeme
relevant ist, ausfiihrlicher betrachtet werden.

Der Grenzfall der schwachen elektronischen Kopplung liegt vor, wenn die elektronische Wech-
selwirkungsstirke V' deutlich kleiner als { ist [162, 164], sodass die Kernschwingungen und
damit die intramolekulare Schwingungsrelaxation des angeregten Donor-Molekiils schneller
als der Energietransferprozess auf den Akzeptor ablaufen [154, 164]. Dies bedingt, dass die
Anregungsenergie jeweils auf einem Chromophor lokalisiert ist und der Prozess des Energie-
transfers als inkohédrenter Sprung der Energie von Donor auf Akzeptor verstanden werden
kann [164]. Dieses Kopplungslimit wird bspw. in verdiinnten Farbstofflosungen, in denen keine
merkliche Assoziationstendenzen vorliegen, beobachtet [160, 167]. Es gehorcht den klassi-
schen Geschwindigkeitsgesetzen und erlaubt daher die Definition einer Ratenkonstante kg,
mit der die Energie von Donor auf Akzeptor iibertragen wird. Das diskutierte Phinomen, wel-
ches in Abbildung 7 in einem Jablonski-Diagramm dargestellt wird, wurde erstmalig 1922 von
Franck und Cario experimentell detektiert [171, 172] und zundchst Mitte der Vierzigerjahre des
vergangenen Jahrhunderts von Forster in seinem Aufsatz ,,Energiewanderung und Fluoreszenz*
korrekt im Rahmen der klassischen Physik beschrieben [160]. 1948 folgte dann eine quanten-
mechanische Beschreibung des Vorgangs durch Forster [173].
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2.2.2.2 Forster-Theorie und Forster-Resonanzenergietransfer

Forster gelang es, einen Ausdruck fiir die Energietransfer-Rate kg zu finden, der sich aus ex-
perimentell einfach zuginglichen spektroskopischen GroBlen zusammensetzt [173, 174]. Hie-
raus ergibt sich gleichzeitig der enorme Erfolg seiner Theorie, die bis heute eine breite Anwen-
dung als Standard-Konzept zur Interpretation von elektronischen Energietransferprozessen
zwischen Chromophoren, deren Abstand sich im Bereich von einem bis zehn Nanometern be-
wegt, findet [175—-178]. Dieser gro3e Erfolg der Forster-Theorie manifestiert sich nicht zuletzt
in der Tatsache, dass der von ihr beschriebene Energietransferprozess als Forster-Reso-
nanzenergietransfer (FRET) bezeichnet wird. Abbildung 7 fasst den FRET-Prozess in einem
Jablonski-Diagramm zusammen.
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Abbildung 7: Darstellung des Forster-Resonanzenergietransfers zwischen Donor und Akzeptor in einem
Jablonski-Termschema.

Zunichst wird das Donor-Molekiil durch die Absorption von Photonen entsprechender Energie
mit der Anregungsrate k., aus dem elektronischen Grundzustand S, in die verschiedenen
Schwingungsniveaus des ersten elektronisch angeregten Singulett-Zustands S; tiberfiihrt. Wie
in Kapitel 2.2.2.1 bereits erwidhnt, verlduft aufgrund der vergleichsweisen schwachen elektro-
nischen Kopplung V zwischen Donor und Akzeptor die intramolekulare Schwingungsrelaxa-
tion in den Schwingungsgrundzustand von S; mit der Rate kgp schneller als der Energietransfer
auf den Akzeptor [154, 164]. Vom Schwingungsgrundzustand des ersten elektronisch angereg-
ten Zustandes des Donor-Chromophors kann nun die Energie liber einen inkohérenten Sprung
mit der Energietransfer-Rate k- vom Donor auf den Akzeptor iibertragen werden [164]. Auch
das infolge des Energielibertrages angeregte Akzeptor-Molekiil gelangt zundchst durch
Schwingungsrelaxation in den vibratorischen Grundzustand seines S;-Niveaus. Von hier aus
kann der Akzeptor mit der Rate ky; 4 in seinen elektronischen Grundzustand S, gelangen. Dabei
fasst kf; 4 simtliche Raten derjenigen Prozesse zusammen, die den ersten angeregten Singu-
lett-Zustand des Akzeptors entvolkern. Hierzu gehoren die Akzeptor-Fluoreszenz mit der Rate
k. 4 sowie die Summe der Raten aller Prozesse k. 4, welche zu einer strahlungslosen Depo-
pulation des ersten elektronisch angeregten Singulett-Zustandes des Akzeptors fiihren. Zusétz-
lich zum Prozess des Energietransfers existieren weitere Pfade, tiber welche der Donor-Fluoro-
phor vom vibratorischen Grundzustand des ersten elektronisch angeregten Zustandes S; in sei-
nen Grundzustand zuriickkehren kann. Die Summe der Raten dieser Pfade, die unabhidngig von
der An- oder Abwesenheit eines Akzeptor-Farbstoffes das S{-Niveau des Donors entvolkern,
ist charakteristisch fiir das Donor-Molekiil und wird in der Ratenkonstanten ky; p zusammen-
gefasst. ks p beinhaltet somit die Rate der Donor-Fluoreszenz k.., sowie die Summe der Raten
aller Prozesse ky,p, welche in Abwesenheit des Akzeptor-Fluorophors zu einer
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strahlungslosen Depopulation des ersten elektronisch angeregten Singulett-Zustandes des Do-
nors fiihren. Damit entspricht der Kehrwert von kf; p geméB Gleichung (1) der Fluoreszenzle-

bensdauer 75, p des Donor-Molekiils in Abwesenheit eines Akzeptors [179]:

(7

Kann der Donor-Fluorophor zusétzlich via Energietransfer auf ein Akzeptor-Molekiil in seinen
elektronischen Grundzustand zuriickkehren, so wird der vibratorische Grundzustand des ersten
elektronisch angeregten Singulett -Zustands S; des Donor-Farbstoffes mit der Rate

kfipa = kpip + Ker ®)

entvolkert [179]. Folglich spiegelt der Kehrwert der Summe aus ks p und kgr die Abklingzeit
T1,p4 der Donor-Fluoreszenz in Anwesenheit eines Akzeptor-Farbstoffes wider [179]:

1

—_— 9
Krip T Kor ©)

Tri,pA —

Im Folgenden soll Forsters Weg zu seinem Ausdruck fiir die Ratenkonstante kg des inkohi-
renten Energietransfers kurz skizziert werden. Der strahlungsfreie, inkohérente Transfer elekt-
ronischer Energie kann gemél Gleichung (5) als Prozess aufgefasst werden, bei welchem Do-
nor-Relaxation und Akzeptor-Anregung gleichzeitig mit der Energietransfer-Rate kg ablau-
fen [159, 180]. Hierbei kann die bereits beschriebene elektronische Wechselwirkung zwischen
den Ubergangsdipolmomenten von Donor und Akzeptor als Stérung interpretiert werden, wel-
che den Ubergang zwischen einem Anfangszustand i, gegeben durch die linke Seite der Glei-
chung (5), und einem Endzustand f, gegeben durch die rechte Seite der Gleichung (5), indu-
ziert. Demnach kann die Ubergangsrate kzr, mit welcher der Anfangs- in den Endzustand iiber-
geht, iiber Fermis Goldene Regel ausgedriickt werden [181]:

2 =
ker = = (% | B2 )6 (E; - E;) (10)

Hierbei bezeichnen W; und ¥y die Wellenfunktionen des Ausgangs- und Endzustandes,
6 (Ef — El-) beschreibt die Resonanzbedingung der beteiligten Uberginge und H2# symboli-
siert den Hamiltonoperator, welcher die elektronische Kopplung der beiden Chromophore D
und A ausdriickt. Das Kopplungsmatrixelement aus Gleichung (10) stellt die quantenmechani-
sche Beschreibung des elektronischen Kopplungspotentials V' dar, welches sich im Wesentli-
chen aus zwei Beitrdgen, ndmlich dem Coulomb-Term V,,,; sowie dem Austauschterm V/,,
zusammensetzt [158, 161, 182]:

V= |(lpf|ﬁ£lA|‘Pl>| = Vcoul + Vex (11)

Beide Terme unterscheiden sich signifikant in ihrer jeweiligen Reichweite. Der Coulomb-Term
zeichnet sich durch eine vergleichsweise grofle Reichweite aus, wihrend der Austausch-Term
nur bei einem Uberlapp der Wellenfunktionen beider Chromophore zum Tragen kommt, wes-
halb dessen Beitrag exponentiell mit wachsendem Abstand zwischen Donor und Akzeptor ab-
nimmt [161, 175, 182]. Daher besitzt die Austauschwechselwirkung nur eine sehr kurze Reich-
weite und kann bei Chromophor-Abstinden > 1 nm vernachldssigt werden [158]. Hieraus
ergibt sich gleichzeitig eine der Ndherungen, die von Forster getroffen wurden, ndmlich, dass
fiir ausreichend grof3e Donor-Akzeptor Abstinde V = V,,,,; [161] gilt. Weiterhin nahm Forster
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an, dass der interchromophore Abstand wesentlich groB3er als die molekularen Dimensionen der
betrachteten Fluorophore ist [ 174, 183]. Diese Pridmisse hat zur Folge, dass der Coulomb-Term,
der im Rahmen einer Multipolentwicklung formuliert werden kann, auf die Dipol-Dipol-Wech-
selwirkung V4 zwischen den Ubergangsdipolmomenten des Donors p;, sowie des Akzeptors
U4 reduziert werden kann [161, 175, 180, 184, 185]:

1 KI#DII#AI
ey |Rpul?

V= Vcoul ~ Vdd = (12)

Die Stérke der Dipol-Dipol-Interaktion nimmt entsprechend Gleichung (12) mit der dritten Po-
tenz des interchromophoren Abstands R, ab und ist zusétzlich abhidngig von der relativen
Orientierung der beteiligten Ubergangsdipolmomente. Die letztgenannte Abhiingigkeit spiegelt
sich im Orientierungsfaktor k wider [161]:

K = 2 cos(6p) cos(8,) + sin(6p) sin(6,) cos(p) (13)

Die zur Berechnung des Orientierungsfaktors bendtigten Winkel werden in Abbildung 8 (a)
definiert.

Up Ha

(a) (b)

Abbildung 8: (a) Veranschaulichung der relativen Ausrichtung der Ubergangsdipolmomente ;, und i,
der am Energieiibertrag beteiligten Chromophore, welche sich in einem Abstand von Rp,
zueinander befinden. Die Abbildung illustriert zusdtzlich die Definition der Winkel, welche
zur Berechnung des Orientierungsfaktors x mittels Gleichung (13) benétigt werden. In An-
lehnung an[161]. (b) Schematische Darstellung der Grenzfille von x2. In Anlehnung
an [155].

0p und 6, bezeichnen die Winkel, welche die Donor-Akzeptor-Verbindungslinie Rp 4 mit dem
jeweiligen Ubergangsdipolmoment einschlieBt. Die beiden Vektoren der Ubergangsdipolmo-
mente spannen mit dem Verbindungsvektor, der die Mittelpunkte von Donor und Akzeptor
verbindet, jeweils eine Ebene auf. Dabei ist ¢ der Winkel zwischen diesen beiden Ebenen. Wie
weiter unten gezeigt werden wird, ist die Rate des Energietransfers proportional zum Quadrat
des Orientierungsfaktors. Durch Einsetzen der Winkel in die quadrierte Form von Glei-
chung (13) kann gezeigt werden, dass k? prinzipiell Werte zwischen null und vier annehmen
kann (siehe Abbildung 8 (b)). Der erst genannte Grenzfall tritt bei einer orthogonalen Anord-
nung der beiden Ubergangsdipolmomente ein, wihrend letzterer Grenzfall bei einer kollinearen
Ausrichtung der Ubergangsdipolmomente erhalten wird. Sind die am Energietransfer beteilig-
ten Ubergangsdipolmomente parallel angeordnet, betriigt k2 eins.

Forster gelang es, einen Zusammenhang zwischen der theoretischen, quantenmechanischen Be-
schreibung der Energietransferrate aus Gleichung (10) und experimentell simpel zugénglichen
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spektroskopischen GroBen herzustellen [174]. Er erkannte, dass die Resonanzbedingung in
Gleichung (10) mit dem spektralen Uberlappungsintegral J aus dem fliichennormierten Fluo-
reszenzemissionsspektrum des Donors F3°"™ (1) und dem Absorptionsspektrum des Akzeptors
€, (A) ausgedriickt werden kann [65, 155, 173, 183]:

Jy Fo(Mea(M)A*dA
Jy Fo(1)dA

J= f FRorm (D) ea(DA*dA = (14)
0

Das nicht normierte Fluoreszenzemissionsspektrum des Donors wird in obiger Gleichung mit
Fp(4) bezeichnet. Weiterhin konnte Forster die in Gleichung (12) auftretenden Starken der Di-
polmomente der am Energielibertrag beteiligten Chromophore mit den ebenfalls praktisch ein-
fach zugénglichen GroBen der Fluoreszenzlebenszeit des Donors in Abwesenheit des Akzeptors
Tr,p sowie dem bereits im Uberlappungsintegral auftretenden molaren dekadischen Extinkti-

onskoeffizienten des Akzeptors 4 in Beziehung setzen [186]:

1

pa? < g4 und pp? o — (15)
Wird die Néherung fiir das Kopplungsmatrixelement aus Gleichung (12), unter Beriicksichti-
gung der in Gleichung (15) dargestellten Proportionalititen, in Gleichung (10) eingesetzt und
die Resonanzbedingung mittels des spektralen Uberlappungsintegrales J dargestellt, so ergibt

sich fiir die Ubergangsrate kg des Energietransfers nachstehender Ausdruck [155, 173]:

(16)

kegr =

1 <1 )6K2¢D90001n(10) 1 <R0 )6

Trip \Rpa n* 128 7m°N, _Tﬂ'D Rp,

Demnach ist die Rate des Energietransfers umgekehrt proportional zur sechsten Potenz des in-
terchromophoren Abstandes R, sowie direkt proportional zum spektralen Uberlapp J. Weiter-
hin ist die Transferrate abhéngig von der Fluoreszenzlebensdauer des Donor-Chromophors in
Abwesenheit des Akzeptors 75 p, von der Fluoreszenzquantenausbeute des Donors in Abwe-
senheit des Akzeptors ¢p, vom Brechungsindex n der Umgebung, von der Avogadro-Konstan-
ten N, sowie vom Quadrat des Orientierungsfaktors k. Entsprechend Gleichung (16) ist der
Forster-Radius Ry, fiir das betrachtete Donor-Akzeptor Paar folgendermallen definiert:

1
Ro = (cm(i)D 9000 In(10) )6 17)
n 128 75N,

Falls der interchromophore Abstand dem Forster-Radius des betrachteten Farbstoffpaares ent-
spricht (Rp4 = R,)), folgt aus Gleichung (16), dass die Rate des Energieilibertrags kg und die
Zerfallsrate des Donors in Abwesenheit des Akzeptors 1/7¢,, gleich groB sind. Jede zweite
Anregung des Donor-Molekiils miindet demnach in einem Energietransferprozess. In den rest-
lichen 50 % der Fille erfolgt die Relaxation des angeregten Donor-Molekiils in seinen Grund-
zustand via Donor-Relaxation mit der Rate ky;p. Die Effizienz des Energietransfers Egr, die
definiert ist als der Anteil der Anregungen des Donors, die auf den Akzeptor transferiert wer-
den [65, 155], betrdgt demnach fiir den skizzierten Grenzfall 50 % und ist allgemein durch fol-
genden Ausdruck gegeben [65, 155]:

o = kgr
oy e —
TriD Y+ kgr

(18)
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Gleichung (18) spiegelt das Verhiltnis der Energietransferrate zur gesamten Zerfallsrate des
angeregten Donors in Anwesenheit des Akzeptors wider [187]. Wird fiir kg der rechte Teil
von Gleichung (16) eingesetzt, ergibt sich ein direkter Zusammenhang zwischen der Effizienz
der Energieiibertragung und dem Abstand zwischen Donor und Akzeptor [65, 155]:

R,®

_ 19
Ro® + Rp,° (19)

EET

1967 gelang es Stryer und Haugland, den Zusammenhang aus Gleichung (19) experimentell zu
verifizieren [188]. Beide erkannten das immense Potential der stark ausgepriagten Abhéngigkeit
der Energietransfereffizienz vom Donor-Akzeptor-Abstand fiir Abstandsmessungen auf mole-
kularem Niveau und préigten den Begriff des spektroskopischen Lineals [188, 189]. In den da-
rauffolgenden Jahren konnte ein rasanter Anstieg an Publikationen, in denen der Energietrans-
fer zwischen zwei Chromophoren benutzt wurde, um Abstidnde in biologischen Makromolekii-
len zu vermessen, beobachtet werden [189]. Neben der quantitativen Bestimmung von Abstidn-
den kann die immense Abstandsabhéngigkeit von Eg aber auch ausgenutzt werden, um rein
qualitativ die gegenseitige Annéherung oder Entfernung von Donor- und Akzeptor-Fluorophor
zu beobachten. So kann mit Hilfe von FRET-Studien das Vorhandensein verschiedener Kon-
formationen eines Biomolekiils, welches intramolekular mit einem FRET-Paar ausgestattet ist,
aufgekldrt werden. Grundvoraussetzung hierbei ist, dass sich der interchromophore Abstand
des Energietransfer-Paares beim Ubergang zwischen den einzelnen Konformationen des Mak-
romolekiils signifikant verdndert und somit unterschiedliche FRET-Effizienzen fiir die ver-
schiedenen Konformationen resultieren. Als Beispiel sei die Detektion des durch eine Phospho-
rylierung der Proteinkinase MK2 ausgeldsten Ubergangs dieser von der inaktiv geschlossenen
in die aktiv offene Konformation erwéhnt [190].

Abbildung 9 illustriert die mit Gleichung (19) beschriebene Abstandsabhingigkeit von Egy.
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Abbildung 9: Abhidngigkeit der Energietransfereffizienz Ey; vom auf den Forster-Radius Ry, normierten
interchromophoren Abstand R 4. In Anlehnung an [155].

Der Darstellung kann entnommen werden, dass die Effizienz des Energieiibertrages im Bereich
von Rp, = R, am sensitivsten auf Abstandsédnderungen zwischen Donor und Akzeptor reagiert.
Ist der interchromophore Abstand kleiner als der Forster-Radius, steigt Eg rasch auf 100 % an,
wihrend der Energietransfer im Falle von Donor-Akzeptor-Absténden, die gro3er als R sind,
schnell ineffizient wird. Sollen Abstanddnderungen zuverldssig mittels Forster-Resonanzener-
gietransfer visualisiert werden, ist es daher ratsam das Farbstoffpaar so zu wéhlen, dass sich
der interchromophore Abstand in einem Bereich von 0,5 Ry < Rp,4 < 2 R, bewegt [155]. Wie
Abbildung 9 entnommen werden kann, ist die Sensitivitdt in den Randbereichen des vorstehend
genannten Intervalls allerdings bereits stark eingeschrénkt.
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2.2.2.3 Messung der Energietransfereffizienz

Die Effizienz des Energieiibertrages kann auf unterschiedlichen Wegen experimentell bestimmt
werden. Ein Ansatz besteht darin, die Fluoreszenz eines mit einem FRET-Paar markierten Sys-
tems nach Anregung des Donor-Farbstoffes farbaufgelost zu detektieren. Die MessgroBen sind
dann eine Donor-Fluoreszenzintensitdt I;,, welche auf eine direkte Anregung des Donor-Chro-
mophors zuriickzufiihren ist, sowie eine Akzeptor-Fluoreszenzintensitit I, infolge eines Ener-
gietransfers des angeregten Donors auf den Akzeptor. Durch Bildung des Verhiltnisses der
aufgenommenen Intensititen wird die Effizienz des Energietibertrages erhalten [65, 187]:

Iy

¥+ 0

EET

y ist ein Korrekturfaktor, welcher Diskrepanzen in den Fluoreszenzquantenausbeuten ¢; von
Donor und Akzeptor sowie die unterschiedlichen Detektionseffizienzen 7; des experimentellen
Aufbaus gegeniiber Donor- und Akzeptor-Emission beriicksichtigt [65, 187]:

y = bana
bpnp

21)

Die vorstehend beschriebene Methode der farbaufgeldsten Detektion von Donor- und Akzep-
tor-Emission zur Bestimmung der Energietransfereffizienz via Gleichung (20) kommt typi-
scherweise in smFRET-Experimenten (Kapitel 2.2.3.4) zum Einsatz [65]. Eine Verwendung
dieses Ansatzes in Ensemblemessungen ist aufgrund diverser Einschrdnkungen meist weniger
attraktiv. Zum einen fiihrt das Vorhandensein einer Mischung mehrerer Spezies, die sich in
ihrer Energieiibertragungseffizienz unterscheiden, dazu, dass lediglich eine mittlere Transferef-
fizienz gemessen wird, zum anderen muss die Zusammensetzung der Probe (Reinheit, Markie-
rungsgrad) in hohem Malle bekannt sein [187].

Weiterhin ist es moglich, liber zeitaufgeloste Messungen des Fluoreszenzzerfalls des Donors in
An- und Abwesenheit des Akzeptor-Fluorophors die Energietransfereffizienz zu ermit-
teln [187, 191]. Der sich im ersten elektronisch angeregten Zustand befindende Donor-Chro-
mophor ist in Abwesenheit des Akzeptors durch seine mittlere Fluoreszenzlebenszeit 75, , cha-
rakterisiert, die durch Aufnahme der Fluoreszenzabklingkurve einer Referenzprobe, welche le-
diglich mit dem Donor-Fluorophor markiert ist, ermittelt werden kann. Befindet sich nun ein
Akzeptor-Molekiil im Abstand R, zum angeregten Donor, sodass prinzipiell ein Energietiber-
trag mit der Rate kg stattfinden kann, so hat dies zur Folge, dass das Donor-Molekiil, welches
sich im angeregten Zustand befindet, zusitzlich liber den Prozess des Energielibertrages auf
den Akzeptor, in seinen Grundzustand gelangen kann (siehe Abbildung 7). Dieser zusitzliche
Pfad der Depopulation des angeregten Donor-Zustandes resultiert in einer verkiirzten Fluores-
zenzabklingzeit 77, p4 des Donors in Anwesenheit des Akzeptors (vgl. Gleichungen (7) und
(9)) und einem damit verbundenen beschleunigten Fluoreszenzzerfall [155, 191]:

]mit L T (22)

TfILDA Tf1,D

Ipa(t) = IDexp [—L - kETt] = I3exp [—

1D TFILDA
Hierbei ist I, (t) die zeitabhéngige Fluoreszenzintensitit des Donor-Farbstoffes in Anwesen-
heit des Akzeptors und I ist die Intensitit der Donor-Fluoreszenz zum Zeitpunkt t = 0. Die
Kenntnis der Fluoreszenzlebensdauern des Donors in An- und Abwesenheit des Akzeptor-
Chromophors erméglicht die Berechnung der Ubergangsrate kg des Energietransfers mittels
des rechten Ausdruckes in Gleichung (22). Uber Gleichung (18) wiederum kann nun die Ener-
gietransfereffizienz berechnet werden. Alternativ kann E; direkt aus den Fluoreszenzlebens-
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dauern des Donor-Fluorophores in An- und Abwesenheit des Akzeptors ermittelt werden, in-
dem das Verhiltnis beider Lebenszeiten gebildet und dieses von eins subtrahiert wird [155]:

Tri,DA
Egr = 1--224 (23)

Tri,p

Wird nun angenommen, dass ein Molekiil, welches mit einem FRET-Paar markiert ist, i unter-
schiedliche Konformationen einnehmen kann, die sich jeweils in ihrem Abstand Rgzl zwischen
Donor- und Akzeptor-Fluorophor und damit in ihrer Energietransferrate kgT)unterscheiden, SO
ergibt sich der zeitabhédngige Zerfall der Fluoreszenzintensitit des Donors aus der Summe der
Intensititsabklingkurven der i Populationen, wobei die Zerfille der einzelnen Komponenten

entsprechend ihrer relativen Haufigkeit a; gewichtet sind [155]:

Ipa(t) =13 Y a; exp [— —— kz(zi%t] =1 Y a;exp l— %l (24)

T
fLD Tripa

Die Bestimmung der FRET-Effizienz mittels zeitaufgeloster Messung der Donor-Fluoreszenz
bietet gegentiiber der weiter oben beschriebenen Bestimmung via farbaufgeldster Detektion von
Akzeptor- und Donor-Fluoreszenzintensitit den Vorteil, dass die gemessenen Fluoreszenzab-
klingzeiten und folglich die daraus abgeleiteten Energietransfereffizienzen unabhéngig von
eventuell unterschiedlichen Detektionseffizienzen des experimentellen Aufbaus gegeniiber Ak-
zeptor- und Donor-Emission sind. Folglich besteht im Falle der zeitaufgelosten Messung nicht
die Notwendigkeit einer instrumentellen Kalibrierung, um quantitative FRET-Messungen
durchzufiihren [187]. Weiterhin bietet die Methode der zeitaufgeldsten Detektion der Donor-
Fluoreszenz die Mdglichkeit der Identifikation von konformationellen Subpopulationen (siche
Gleichung (24)), auch im Ensemble, wihrend die rein intensititsbasierte Messung von Eg nach
Gleichung (20) im Ensemble lediglich eine mittlere Energietransfereffizienz liefert [187].

1987 prasentierten Kulinski ef al. eine weitere Methode zur experimentellen Bestimmung der
Energietransfereffizienz. Sie erkannten, dass die zeitabhéngige Messung der Akzeptor-Fluores-
zenz, induziert durch Energieiibertrag eines primér angeregten Donors auf den Akzeptor, eine
zusitzliche Option zur Bestimmung der Ubergangsrate des Energietransfers bietet [192]. Wird
der Donor-Chromophor eines FRET-Paar markierten Molekiils selektiv angeregt, so wird, falls
Energietransfer zwischen beiden Fluorophoren mdglich ist, die Konzentration angeregter Ak-
zeptor-Molekiile [A*], infolge des ablaufenden Energieiibertrages von angeregtem Donor auf
Akzeptor, zundchst ansteigen, ehe dann der angeregte Zustand der Akzeptor-Fluorophore {iber
strahlende und nicht-strahlende Prozesse mit der Rate kf; 4 entvolkert wird [179]:

d[A7]
dt

= [D*] - kgr — [A7] - kfl,A (25)

Hierbei bezeichnet [D*] die Konzentration der Donor-Farbstoffe, welche sich im angeregten
Zustand befinden. Die Losung der in Gleichung (25) notierten Differentialgleichung liefert fol-
genden Ausdruck fiir die Konzentration der angeregten Akzeptor-Fluorophore als Funktion der
Zeit [179]:

— [D*]OkET
Keia = Reup — kgr

[A*] (e_(kfl,D+kET) t _ o~ kria t) (26)

Im Falle von [D*], handelt es sich um die Konzentration der Donor-Molekiile, welche sich zum
Zeitpunkt t = 0 im angeregten Zustand befinden. Der vordere sich in der Klammer befindende
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Summand in Gleichung (26) spiegelt den Anstieg der Konzentration angeregter Akzeptor-Farb-
stoffe und damit den Anstieg der Akzeptor-Emission infolge des Energietransfers wider. Dabei
lduft der Anstieg der Akzeptor-Fluoreszenz mit einer Zeitkonstanten ab, die 4quivalent zur Ab-
klingzeit T¢; p4 der Donor-Fluoreszenz in Anwesenheit des Akzeptors ist [154, 193]. Der Mehr-
wert dieser Methode gegeniiber der zuvor vorgestellten zeitaufgelosten Messung der Donor-
Emission besteht darin, dass lediglich Molekiile beobachtet werden, welche iiber ein intaktes
Donor-Akzeptor-Paar verfligen und damit Energietransfer zeigen konnen [179, 194]. Weiterhin
ermoglicht die zeitaufgeloste Detektion der Akzeptor-Fluoreszenz die zuverldssige Bestim-
mung von sehr hohen Transferraten, sogar dann, wenn Transfereffizienzen von nahezu 100 %
erreicht werden [194]. Solch hohe Ubertragungseffizienzen fithren dazu, dass nahezu die kom-
plette Donor-Emission geldscht wird und sie daher mit der zeitabhédngigen Messung der Donor-
Emission nur unzulidnglich bestimmt werden koénnen.

2.2.3 Optische Fluoreszenzspektroskopie einzelner Molekiile

Der iiberwiegende Part der in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente basiert auf fluores-
zenzspektroskopischen Untersuchungen an einzelnen Molekiilen. Grund hierfiir ist, dass Ein-
zelmolekiilmessungen gegeniiber Messungen am Ensemble, speziell im Hinblick auf die in die-
ser Studie relevanten Fragestellungen, einige nicht unerhebliche Vorteile bieten. Wahrend En-
semblestudien aufgrund der simultanen Messung an einer Vielzahl von Molekiilen die inhédrente
Eigenschaft besitzen lediglich Mittelwerte beliebiger Parameter zu liefern, ermoglichen Einzel-
molekiilmessungen den Zugang zur vollstindigen Verteilung der jeweiligen betrachteten phy-
sikalischen GrofB3e [195]. Neben statischen Inhomogenitéten kann mittels Einzelmolekiilstudien
auch die zeitliche Entwicklung (dynamische Inhomogenitdt) einer physikalischen Gréf3e beo-
bachtet werden. Da sich ein einzelnes Molekiil zu einem gegebenen Zeitpunkt nur in exakt
einem Zustand befinden kann, erlauben Einzelmolekiilmessungen die Verfolgung zeitabhéngi-
ger Prozesse, ohne die Notwendigkeit der Synchronisation der unzéhligen Konstituenten eines
Ensembles [196]. Aufgrund der angefiihrten Vorteile stellen Messungen an einzelnen Molekii-
len ein méchtiges und attraktives Instrumentarium zur Aufkldrung konformationeller Subpopu-
lationen von Biopolymeren sowie zur Untersuchung der Dynamik des Austausches zwischen
diesen Subpopulationen dar [197, 198]. Demnach scheinen Einzelmolekiilstudien prédestiniert
fiir die Behandlung zentraler Problemstellungen dieser Arbeit zu sein. An dieser Stelle sei vorab
erwdhnt, dass die vorstehend beschriebene Mittelung {iber eine grofle Anzahl an Molekiilen
auch der in Kapitel 2.2.3.2 beschriebenen FCS inhérent ist.

Zur erfolgreichen Durchfiihrung von Fluoreszenzmessungen an einzelnen Molekiilen miissen
sowohl das untersuchte Probensystem als auch die verwendete Messtechnik einige Bedingun-
gen erfiillen. Grundvoraussetzung fiir die optische Untersuchung einzelner Fluorophore ist de-
ren Separierung von anderen Emittern, sodass jeweils maximal ein Molekiil zur Fluoreszenz
angeregt wird. Die Isolierung einzelner Chromophore kann hierbei im Orts- oder Frequenzraum
hergestellt werden. Die Separierung im Frequenzraum erfordert meist tiefe Temperaturen, da
Fluorophore unter diesen Bedingungen scharfe Absorptionslinien aufweisen konnen. Diese un-
terscheiden sich aufgrund unterschiedlicher lokaler Umgebungen der einzelnen Farbstoffe in
ihrer Ubergangsfrequenz, sodass gezieltes Abfragen einzelner Chromophore mittels schmal-
bandiger Anregung moglich wird, auch wenn sich mehrere Farbstoffmolekiile im Fokusvolu-
men befinden [195, 199]. Da die DENV-PR allerdings unter moglichst nativen Bedingungen,
also nicht bei tiefen Temperaturen, dafiir frei beweglich in Losung, untersucht werden sollte,
fand in der vorliegenden Studie die Methode der Separierung im Frequenzraum keine Verwen-
dung. Hintergrund hierfiir ist, dass hohere Temperaturen eine Verbreiterung der Absorptions-
iiberginge bedingen, wodurch eine spektrale Selektion der einzelnen Chromophore unmoglich
wird. Stattdessen miissen die einzelnen Emitter liber eine geeignete Probenpréiparation raumlich
isoliert werden, sodass sich maximal ein Fluorophor im Beobachtungsvolumen befindet [195].

26



2.2 Mikroskopie und Spektroskopie

Weiterhin muss fiir eine zuverldssige Detektion der Fluoreszenz einzelner Molekiile ein ausrei-
chend hohes Signal-Rausch-Verhiltnis gewihrleistet werden [196, 200]. Seitens des Proben-
systems bedeutet dies, dass sich der untersuchte Fluorophor im Idealfall durch eine mdglichst
starke Absorption, eine grofle Fluoreszenzquantenausbeute, eine geringe Population von Dun-
kelzustdnden sowie eine hohe photochemische Stabilitit auszeichnen sollte [196]. Gleichzeitig
muss die zur Einzelmolekiilmessung verwendete Apparatur eine gro3e Detektionseffizienz auf-
weisen, sodass moglichst viele der emittierten Fluoreszenzphotonen erfasst werden [201]. Da-
her empfiehlt es sich, Objektive mit hoher numerischer Apertur zu verwenden [200], da diese
Licht iiber einen vergleichsweise grolen Raumwinkel einsammeln kdnnen. Ebenso ist der Ein-
satz von Detektoren, welche sich durch hohe Quanteneffizienzen im betrachteten Wellenlén-
genbereich auszeichnen, essentiell [201]. Alle vorstehend aufgefiihrten Aspekte dienen der Ma-
ximierung des Fluoreszenzsignals. Um das Signal-Rausch-Verhéltnis dariiber hinaus zu opti-
mieren, sollte weiterhin das Rauschen bzw. Hintergrundsignal so gering wie moglich gehalten
werden. Zu diesem trigt neben der Dunkelzédhlrate der verwendeten Detektoren hauptséchlich
ein vom Anregungslaser verursachter Hintergrund bei, welcher sich aus gestreutem Anregungs-
licht (Rayleigh- und Ramanstreuung) sowie Emissionen von fluoreszierenden Verunreinigun-
gen in der Probe zusammensetzt [200]. Beziiglich der verwendeten Messtechnik gilt daher der
Grundsatz, dass diese moglichst kleine Beobachtungsvolumina ermdglichen sollte, da so das
Hintergrundsignal relativ zum Fluoreszenzsignal minimiert wird und folglich ein verbessertes
Signal-Rausch-Verhiltnis resultiert [196, 200]. Eine Methode, welche diese Minimierung des
Hintergrundsignals effektiv ermdglicht, ist die konfokale Fluoreszenzmikroskopie [200, 202],
die sich folgerichtig als Standardmethode fiir Fluoreszenzmessungen an einzelnen Molekiilen
durchgesetzt hat [195]. Auch in dieser Arbeit wurde ein konfokales Fluoreszenzmikroskop fiir
die einzelmolekiilspektroskopischen Untersuchungen verwendet, weshalb dessen Funktions-
prinzip im folgenden Abschnitt kurz skizziert werden soll. Fiir eine detaillierte Beschreibung
sei auf die einschlédgige Literatur verwiesen [203, 204].

2.2.3.1 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Abbildung 10 zeigt den prinzipiellen Aufbau eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops. Zu-
néchst wird der zur Anregung verwendete Laserstrahl auf eine Lochblende fokussiert, sodass
eine punktformige Lichtquelle resultiert. In der vorliegenden Studie wurde statt des Anregungs-
pinholes eine Glasfaser zur Erzeugung der punktformigen Lichtquelle verwendet. Die diver-
gente Strahlung der Punktlichtquelle wird nun mittels einer Linse kollimiert und trifft auf einen
dichroitischen Strahlteiler, welcher das Anregungslicht in Richtung des Objektivs reflektiert.
Dieses wiederum fokussiert den anregenden Laserstrahl in den Probenraum und bildet damit
die punktférmige Lichtquelle in die Probe ab, sodass nur ein minimaler, beugungslimitierter
Bereich des Priparates ausgeleuchtet wird. Befindet sich ein Fluorophor im kleinen Bereich der
Strahltaille des fokussierten Anregungslichtes, auf welchen sich die Anregungswahrscheinlich-
keit konzentriert, so wird dieser angeregt und strahlt Fluoreszenzlicht in alle Raumrichtungen
ab. Dasselbe Objektiv, welches bereits zur Fokussierung des anregenden Laserstrahles verwen-
det wurde, sammelt gleichzeitig sowohl einen Teil des emittierten Lichtes als auch gestreutes
Anregungslicht aus dem beleuchteten Fokusvolumen ein und leitet dieses in Richtung des De-
tektionsstrahlenganges. Auf dem Weg dorthin passiert das eingesammelte Licht denselben
dichroitischen Strahlteiler, der zuvor das Laserlicht in das Objektiv lenkte. Am dichroitischen
Spiegel wird das gestreute Anregungslicht erneut reflektiert und damit vom Fluoreszenzlicht,
welches aufgrund seiner Rotverschiebung den Strahlteiler passieren kann, abgetrennt.

Oftmals geniigt der dichroitische Strahlteiler allein jedoch nicht, um eine nahezu vollstindige
spektrale Aufreinigung des Fluoreszenzlichtes zu gewéhrleisten. Daher kann zur weiteren Ver-
besserung des Signal-Rausch-Verhiltnisses zusétzlich ein Langpassfilter in den Detektions-
strahlengang platziert werden, welcher restliches Streulicht unterdriickt. AnschlieBend wird das
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verbleibende, vom Fluorophor emittierte Licht mittels einer Tubuslinse auf eine Lochblende in
der Zwischenbildebene fokussiert, wodurch das Beobachtungsvolumen sowohl in axialer als
auch in lateraler Richtung begrenzt werden kann (siehe Abbildung 11). Lediglich Fluoreszenz-
licht, welches von Fluorophoren oder Verunreinigungen ausgeht, die auf der optischen Achse
in der Objektebene lokalisiert sind, kann das Detektionspinhole ungehindert passieren. Emissi-
onen, die nicht der Fokusregion in der Probe entstammen, werden von der Lochblende stark
abgeschwicht bzw. geblockt. Die beschriebene raumliche Selektion bildet die Grundlage fiir
das im Vergleich zur konventionellen Mikroskopie verbesserte axiale und laterale Auflosungs-
vermdgen eines konfokalen Mikroskops. Gleichzeitig trigt sie neben der zuvor beschriebenen
spektralen Aufreinigung des Fluoreszenzsignales maflgeblich zu einem glinstigen Signal-
Rausch-Verhiltnis bei.

Luft
v i o,
A
Glas
;* Probe
Immersionsél | 2
Y Objektiv
Laser f Dichroitischer
Strahlteiler
Anregungspinhole [ 1 Filter
Tubuslinse

Detektionspinhole

Detektor

Abbildung 10:  Schematische Darstellung eines konfokalen Mikroskops. In der VergroBerung wird die
Strahltaille des in den Probenraum fokussierten Anregungslichtes (blau) dargestellt. Im
gezeigten Beispiel sind die Probenmolekiile (schwarze Punkte), die zur Fluoreszenz
(gelb) angeregt werden, auf der Glasoberfliche immobilisiert. Es konnen jedoch auch frei
in Losung diffundierende Systeme untersucht werden. Hierzu muss das Laserlicht in die
Losung fokussiert werden. Leicht modifiziert nach [205].

Statt des Detektionspinholes kann, wie bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten kon-
fokalen Mikroskop, eine Avalanche-Photodiode (APD) in die Zwischenbildebene platziert wer-
den. Ist deren aktive Fldache hinreichend klein, so kann sie die Funktion der Lochblende tiber-
nehmen. Das erlduterte konfokale Prinzip bedingt, dass die Probe zu keiner Zeit als Ganzes
ausgeleuchtet wird, vielmehr wird lediglich das kleine Volumen des Laserfokus bestrahlt. Da-
her ist es unabdingbar, den Anregungsfokus relativ zur Probe zu bewegen, um ein Fluoreszenz-
bild des untersuchten Prédparates zu erhalten. Hierzu kann entweder die Probe selbst relativ zum
stationdren Beobachtungsvolumen verschoben werden oder aber der Fokus wird iiber das orts-
feste Priparat gerastert.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Verbesserung des axialen und lateralen Auflosungsvermo-
gens eines konfokalen Mikroskops durch rdumliche Selektion des eingesammelten Fluo-
reszenzlichtes mittels eines Detektionspinholes in der Zwischenbildebene: Die Fluoreszenz
eines Farbstoffes, der auf der optischen Achse in der Objektebene lokalisiert ist (gelber
Punkt), wird in das Zentrum des Detektionspinholes abgebildet und kann folglich die Loch-
blende weitestgehend ungehindert passieren. Dahingegen kann Licht, dessen Ursprung la-
teral zum Anregungsfokus versetzt ist (dunkelblauer Punkt) in der Detektion ausgeblendet
werden, wihrend Emissionen axial versetzten Ursprunges (hellblauer Punkt) stark abge-
schwicht werden. Leicht modifiziert nach [206].

2.2.3.2 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (fluorescence correlation spectroscopy, FCS) ist
eine Standardmethode zur Untersuchung der Dynamik von fluoreszenzmarkierten Molekiilen,
die durch das kleine Beobachtungsvolumen V, ¢ eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops dif-
fundieren. Dabei wird die Fluoreszenz in Abhiingigkeit der Zeit gemessen. Uber eine statisti-
sche Analyse der Fluoreszenzfluktuationen werden Informationen iiber die Kinetik der Pro-
zesse, die den Intensititsschwankungen zugrunde liegen, erhalten. [155, 207-210]

Da die FCS eine minimal invasive Methode darstellt, findet sie breite Anwendung in biophysi-
kalischen Studien [211-213].

Funktionsprinzip der FCS

Das Funktionsprinzip der FCS ist in Abbildung 12 dargestellt. Frei in Losung diffundierende
Fluorophore werden mit einem in die Probenlosung fokussierten Laser zur Fluoreszenz ange-
regt und die resultierende Emission konfokal detektiert. Das Detektionsprofil p(r) des konfo-
kalen Beobachtungsvolumens V,sf, innerhalb dessen die Fluoreszenzintensitdt aufgezeichnet
wird, ergibt sich aus einer Faltung des Profils der Anregungsintensitét I (r) mit der raumlichen
Verteilung der Detektionseffizienz (collection efficiency function, CEF) des Mikroskops und
kann mit Hilfe einer dreidimensionalen GauB3verteilung beschrieben werden [155]:

2 2 2
p(r) = CEF(r) - I(r) = I exp <—2 xyy#) exp <—2 j—2> 27)
0 0

Hierbei bezeichnen w, und z, die beiden Halbachsen des ellipsoiden Beobachtungsvolumens,
bei denen das Detektionsprofil auf 1/e? der maximalen Intensitét I, abgefallen ist [155]. Die
Dimensionen beider Halbachsen bestimmen folglich die Gro3e des konfokalen Beobachtungs-
volumens V,¢¢ [155]:

Vo = 132w - 2, (28)
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Abbildung 12: Funktionsprinzip der FCS. Links ist das ellipsoide Beobachtungsvolumen V,; grau schat-
tiert dargestellt (w,: Radius des Ellipsoids in der Fokalebene; z,: Radius des ellipsoiden
Beobachtungsvolumens entlang der optischen Achse). U. a. aufgrund der Tatsache, dass
die Molekiile in das Beobachtungsvolumen hinein und aus diesem heraus diffundieren,
werden Fluktuationen in der Fluoreszenzintensitét 61(t) um den Mittelwert (/) in der In-
tensitéts-Zeitspur beobachtet (rechter Teil der Abbildung). [214]

Innerhalb des konfokalen Beobachtungsvolumens V, ¢ wird die Fluoreszenzintensitdt I(t) in
Abhiangigkeit der Zeit aufgenommen (Intensitéts-Zeitspur). Nur Fluorophore, die sich im Be-
obachtungsvolumen befinden, werden zur Fluoreszenz angeregt und kdnnen zum Messsignal
beitragen. Aufgrund verschiedener dynamischer Prozesse, wie beispielsweise der Translations-
diffusion [215], kommt es zu zeitabhéngigen Fluktuationen &1(t) in der Fluoreszenzintensitdt
um den Mittelwert (I(t)):

§1(t) = 1(t) = {I(1)) (29)

Sdmtliche Informationen iiber die Kinetik der Prozesse, welche den Schwankungen zugrunde
liegen, sind in den Fluoreszenzintensitatsfluktuationen verschliisselt und konnen durch eine sta-
tistische Analyse mit einer Korrelationsfunktion herausgefiltert werden. Dabei geben Korrela-
tionen ganz allgemein Auskunft iiber den Grad eines Zusammenhangs zwischen zwei oder
mehreren Merkmalen [216]. Mit einer Autokorrelation wird der Zusammenhang zwischen zeit-
lich verschiedenen Messwerten eines einzigen Merkmals betrachtet. Sie beschreibt die Korre-
lation eines Signals I (t) zum Zeitpunkt ¢ mit einem um die Zeitdifferenz T verschobenen Signal
I(t + 7). Generell konnen auch zwei Signale I,(t) und I, (t), die mit zwei unterschiedlichen
Detektoren x und y aufgenommen wurden, miteinander kreuzkorreliert werden. Die Grofe der
Korrelationsfunktion G (7) ist ein MaB fiir die Selbstdhnlichkeit eines gemessenen Signals bzw.
fiir die Ahnlichkeit zweier verschiedener Signale zu verschiedenen Zeiten t und t + 7. Sie lie-
fert daher Informationen {iber die Zeitskalen der Prozesse, die den zeitabhidngigen Fluktuatio-
nen zugrunde liegen. Fiir eine Zeitverschiebung von T = 0 hat die klassische Autokorrelation
den grofiten Wert, da das unverschobene Signal mit sich selbst am &hnlichsten ist. Die auf das
Quadrat der mittleren Intensitit normierten Auto- (x = y) bzw. Kreuzkorrelationen (x # y)
berechnen sich wie folgt [217, 218]:

(BL(t) - 8L, (t + 7))
(L(®) - {1, ()

Gyy(7) = (30)

Wenn zwischen den Werten einer Zeitreihe eine Korrelation besteht, hat auch G, ,, (7 > 0) fir
die entsprechende Zeitverschiebung t einen von null verschiedenen Wert. Die Amplitude
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nimmt mit wachsendem t ab und wird fiir 7 = oo null. Je langsamer der dynamische Prozess
ist, der den Intensitétsfluktuationen zugrunde liegt, desto langsamer féllt die Korrelationsfunk-
tion auf null ab. Das wiederum bedeutet, dass iiber Geschwindigkeit und Form des zeitlichen
Zerfalls von G, (7) Informationen tiber die Kinetik der den Intensitétsfluktuationen zugrunde
liegenden dynamischen Prozesse gewonnen werden konnen. Prinzipiell konnen mit der FCS
samtliche dynamischen Prozesse, welche die Fluoreszenzemission des betrachteten Systems
zeitabhéngig beeinflussen und damit Schwankungen in der Fluoreszenzintensitdt hervorrufen,
untersucht werden. Hierzu gehdren neben der bereits erwédhnten Translationsdiffusion [219,
220] auch molekulare Dynamiken wie z. B. Konformationsiibergéinge von Biomolekiilen [221—
227] sowie chemische Reaktionen [219], aber auch photophysikalische Prozesse wie beispiels-
weise Uberginge in Triplett-Zustinde [228, 229].

Palmer und Thompson zeigten 1987, dass die Intensitédtskorrelationsfunktion, unter der Voraus-
setzung, dass die Diffusionskoeffizienten aller beteiligten Spezies identisch sind, als Produkt
bestehend aus einem Diffusionsterm Gg;r¢(7) und einem kinetischen Reaktionsterm X, ,,(7)
formuliert werden kann [230]:

Gry(T) = Gaigr(T) * Xy (7) (31)
Hierbei umfasst der kinetische Reaktionsterm alle inter- und intramolekularen Prozesse, welche
die Helligkeit eines Fluorophors zeitabhdngig beeinflussen.

Einfache freie dreidimensionale Translationsdiffusion

Wenn nur die freie dreidimensionale Translationsdiffusion der fluoreszierenden Molekiile zu
Schwankungen in der Fluoreszenzintensitét fiihrt, findet man fiir die Korrelationskurve fol-
gende analytische Losung [231, 232]:

1 1
Gdiff(T) = G(O) ) 1 + L ) WO 2 T (32)
Tp 1+ (Z) ' E

Hierbei ist G (0) die Amplitude der Korrelationsfunktion und 7, die laterale Diffusionszeit der
Molekiile (mittlere Verweildauer der Fluorophore im Beobachtungsvolumen). Die Amplitude
der Intensitdtskorrelationsfunktion verhilt sich reziprok zur mittleren Anzahl an fluoreszenz-
markierten Molekiilen (N) im Fokalvolumen und stellt somit ein Maf fiir die Konzentration ¢
des fluoreszenzmarkierten Analyten dar [231]:

11
(N) ¢ Vesy

G(0) = (33)

Die laterale Diffusionszeit 7, ist iiber folgende Gleichung mit dem Translationsdiffusionsko-
effizienten Dy,.q, s des Analyten verkniipft [155]:

_ (wp)?

Tp =
4D trans

(34)

Aus dem Translationsdiffusionskoeffizienten wiederum kann mit der Viskositit  des Losungs-
mittels und der Boltzmann-Konstante kg {iber die Stokes-Einstein-Gleichung der hydrodyna-
mische Radius Ry der betrachteten Spezies bei einer gegebenen Temperatur T berechnet wer-
den [233]:
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_ kB'T
6.7T.77.Dtrans

Ry (35)

Werden zwei Signale mit zwei unabhidngigen Detektoren x und y aufgenommen, beispielsweise
die Intensititen eines Donor-Fluorophors (I, (t)) und eines Akzeptor-Farbstoffes (I,(t)) im
Rahmen eines FCS-FRET Experimentes (siche Kapitel 2.2.3.3), so konnen gemiB3 Glei-
chung (30) zwei Autokorrelationsfunktionen (Gp p(7), G4 4(7)) und zwei Kreuzkorrelations-
funktionen (Gp 4(7), G4 p(7)) berechnet werden. Wird nun angenommen, dass das ellipsoide
Beobachtungsvolumen in beiden Detektionskanilen identisch ist und weiterhin die unterschied-
lichen Spezies iibereinstimmende Translationsdiffusionskoeffizienten besitzen, so folgt aus
Gleichung (32) unmittelbar, dass die Diffusionsterme aller vier Korrelationsfunktionen unun-
terscheidbar sind. Schwille et al. zeigten 1997 jedoch, dass die Annahme identischer Detekti-
onsvolumina in beiden Kanélen keineswegs in jedem Falle gerechtfertigt ist. Da sich das De-
tektionsprofil von V, ¢ aus einer Faltung des Anregungsvolumens mit der rdumlichen Vertei-
lung der Detektionseffizienz des Mikroskops (siehe Gleichung (27)), die u. a. wellenldngenab-
héngig ist, ergibt, besteht eine Abhingigkeit der Grofle des konfokalen Beobachtungsvolumens
von der Anregungswellenldnge, vom optischen Pfad des entsprechenden Detektionskanals so-
wie von der jeweiligen Emissionswellenlinge. Wird davon ausgegangen, dass die Beobach-
tungsvolumina von Donor- und Akzeptor-Kanal, beispielsweise aufgrund signifikant verschie-
dener Emissionswellenldngen der beiden Farbstoffe, ungleich sind, so ergeben sich fiir die ef-
fektiven Beobachtungsvolumina und die durchschnittlichen lateralen Diffusionszeiten folgende
Ausdriicke [234]:

Donor-Autokorrelation Gp p (7):

2
VPP = 3/2y2 . 7z und TP = 22 36
eff bop D aDirans (36)
Akzeptor-Autokorrelation Gy 4(7):
2
VA4 = g3/2yw2 .z, und 744 = A 37
eff A oA D™ 4Dirans 7)
Donor-Akzeptor-Kreuzkorrelationen Gp ,(t) und G4 5 (7):
1/2
DA _ yAD _ _3/2 Whtwa)-(zh+24) DA _ _AD _ wh+wi
Veff = Veff =T / 23/2 und Tp =T1Tp = m (38)

Hierbei bezeichnen wy und z, die beiden Halbachsen des ellipsoiden Beobachtungsvolumens
im Donor-Kanal, wihrend w, und z, die Radien des Detektionsellipsoids im Akzeptor-Kanal
symbolisieren. Durch Vergleich der Ausdriicke fiir die lateralen Diffusionszeiten in den Glei-
chungen (36) — (38) ergibt sich, dass die Kreuzkorrelationsfunktion im Falle abweichender De-
tektionsvolumina in beiden Kanédlen genau zwischen den Donor- und Akzeptor-Autokorrelati-
onsfunktionen zu liegen kommt, sofern lediglich die freie dreidimensionale Translationsdiffu-
sion zu Intensitatsfluktuationen fiihrt [234].

2.2.3.3 FCS-FRET-Experiment

Wie im vorstehenden Kapitel erwihnt, kann prinzipiell jedes schwankende Fluoreszenzsignal
einer Korrelationsanalyse unterzogen werden, mithilfe derer die Kinetik, der den Schwankun-
gen zugrunde liegenden Prozesse, bestimmt werden kann. Aufgrund dieser Tatsache kann es
interessant sein, ein Biomolekiil, welches konformationelle Ubergiinge aufweist, mit einem
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FRET-Farbstoffpaar auszustatten und dieses System einem FCS-Experiment zu unterziehen.
Sind beide Farbstoffe an geeigneten Positionen im Molekiil angebracht, sodass sich deren Ab-
stand innerhalb der verschiedenen Konformationen des Biomolekiils unterscheidet, resultieren
aufgrund von Konformationsiibergéngen Fluktuationen in der Energietransfereffizienz, womit
es zu messbaren Schwankungen in der Fluoreszenzintensitit kommt. Mithilfe einer Korrelati-
onsanalyse kann sodann die Kinetik der Konformationsdynamik aus den Intensitétsfluktuatio-
nen extrahiert werden. Die Kombination, bestehend aus einem FCS- sowie einem FRET-Expe-
riment, stellt eine michtige Methode dar, um intramolekulare Dynamiken zu untersuchen. Dies
wird durch eine Reihe von Veroffentlichungen auf diesem Gebiet deutlich [73, 218, 235-237].

Ein beliebiges Biomolekiil, welches zwischen zwei Konformationen S; und S, schalten kann,
sei sowohl mit einem Donor-Farbstoff D als auch mit einem Akzeptor-Farbstoff A markiert
und liege frei diffundierend in Losung vor. Der Donor werde direkt mit einem in die Losung
fokussierten Laser angeregt, wobei ein Teil der Anregungsenergie via Energietransfer vom Do-
nor auf den Akzeptor {libertragen werden kann. Dabei sei das FRET-Paar derart an das unter-
suchte Molekiil angebracht, dass sich die beiden moglichen Zustinde S; und S, signifikant in
ihrer FRET-Effizienz Ey unterscheiden (sieche Abbildung 13). Werden nun die Fluoreszenzin-
tensitdten des Donors (I (t)) sowie des Akzeptors (I, (t)) mithilfe zweier unabhédngiger Detek-
toren x und y kontinuierlich aufgezeichnet, so stellt die Konformationsdynamik neben der
freien dreidimensionalen Translationsdiffusion eine zusétzliche Quelle fiir Fluoreszenzintensi-
tatsschwankungen dar. Fiir das beschriebene System konnen gemil3 Gleichung (30) zwei Au-
tokorrelationsfunktionen (Gp p(7), G4 (7)) und zwei Kreuzkorrelationsfunktionen (Gp 4(7),
G, p(7)) berechnet werden. Wird angenommen, dass die Diffusionskoeffizienten beider sich
ineinander umwandelnden Spezies identisch sind, so ergeben sich die Korrelationsfunktionen
als Produkt aus einem Diffusionsterm und einem kinetischen Reaktionsterm, der die Konfor-
mationsdynamik des Biomolekiils beriicksichtigt (sieche Gleichung (31)). Um die Kinetik der
Konformationsiiberginge zuverldssig extrahieren zu konnen, muss der Diffusionsterm vom ki-
netischen Reaktionsterm entkoppelt werden, da funktionell wichtige Konformationsdynamiken
hiufig, dhnlich wie die Translationsdiffusion, im Mikro- bis Millisekunden Bereich stattfin-
den [73, 221, 238, 239]. Diesbeziiglich werden in der Literatur verschiedene Losungswege
skizziert.

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Konformationsdynamik eines Biomolekiils, welches die bei-
den Konformationen S; und S, einnehmen kann, mit einem Donor-Farbstoff D sowie einem
Akzeptor-Farbstoff A markiert ist und frei diffundierend in Losung vorliegt. k1, und k»;
bezeichnen die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Uberginge zwischen beiden Zustéin-
den. Der Donor wird direkt mithilfe eines in die Probenlosung fokussierten Lasers angeregt
und kann einen Teil seiner Anregungsenergie via Energietransfer auf den Akzeptor {iber-
tragen. Da sich der Abstand zwischen dem FRET-Paar in beiden Konformationen signifi-
kant unterscheidet, resultieren die beiden distinkten Energietransfereffizienzen Egr; und
Egr,. In Anlehnung an [218].
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Ein duBerst pragmatischer Ansatz geht dabei auf eine Arbeit von Torres und Levitus aus dem
Jahr 2007 zuriick [218]. Diesen gelang die Herleitung der analytischen Ausdriicke fiir die vier
Korrelationsfunktionen des in Abbildung 13 beschriebenen Systems:

2
ki> ko (E —F _T
GD,D(T) _ Gdiff(T)' 14 12 " K21 ( ET,1 ET,Z) e Tex (39)
(k21 ’ (1 - EET,l) + k12 ) (1 - EET,Z))
k12 ’ k21 ' (EETl — Egr 2)2 -t
Gan(T) = Guipr(D) - | 1+ : — e Tex (40)
(k21 ' EET,l + k12 ) EET,Z)
Gpa(t) = Gap(7) = Gaiff(T) )
2
1— ki kaq (EET,I - EET,Z) _ e_é (41)

(k21 ' (1 - EET,l) + kqp - (1 - EET,Z)) (k21 ’ EET,l + kyp - EET,Z)

Hierbei ist 7., eine flir die Konformationsdynamik charakteristische Zeitkonstante, deren re-
ziproker Wert sich aus der Summe der Geschwindigkeitskonstanten fiir die Ubergénge zwi-
schen beiden Zustianden ergibt [221]:

(Tex) ™t = kyp + kyy (42)

GemaB Gleichungen (39) — (41) ermoglicht die Bildung des Verhéltnisses von zwei beliebigen
Korrelationsfunktionen die Entkopplung der Beitrége der Konformationsdynamik von den Bei-
tragen, die auf die Diffusion zuriickzufiihren sind. Dies erlaubt den Zugriff auf die Kinetik der
Konformationsiiberginge des Biopolymers. Allerdings liegt der Vorgehensweise von Torres
und Levitus die Annahme zu Grunde, dass der Diffusionsterm Gg; () fiir simtliche Korrela-
tionsfunktionen identisch ist. Dies wiederum setzt voraus, dass die konfokalen Beobachtungs-
volumina V. in beiden Detektionskanélen deckungsgleich sind, da deren lateralen und axialen
Dimensionen unmittelbar in den analytischen Ausdruck des Diffusionsterms (sieche Glei-
chung (32) eingehen. Dass dies jedoch keineswegs der Fall sein muss, zeigten Schwille et al.
1997 [234]. Eine detailliertere Beschreibung dieses Sachverhaltes kann dem Abschnitt ,,Einfa-
che freie dreidimensionale Translationsdiffusion* des Kapitels 2.2.3.2 entnommen werden.

Durch genaue Betrachtung der obigen drei Gleichungen wird deutlich, dass der konformatio-
nelle Austausch zu einem ansteigenden Term in der Kreuzkorrelation fiihrt, wohingegen im
Falle beider Autokorrelationen der entgegengesetzte Trend beobachtet wird. Ein Konformati-
onsaustausch, dessen Zeitskala nicht signifikant langsamer als die der Diffusion ist, kann dem-
nach zur Folge haben, dass die Kreuzkorrelationsfunktion langsamer auf null abfillt als beide
Autokorrelationen [73].

Die beschriebene Methode nach Torres ef al. hat den intrinsischen Nachteil, dass das Verhiltnis
aus zwei unter Umstdnden verrauschten Korrelationsfunktionen gebildet wird, sodass das Sig-
nal-Rausch-Verhiltnis durch die Bildung des Quotienten zusitzlich verringert wird. Diesbe-
zliglich gelang Price ef al. 2010 eine deutliche Verbesserung, indem die vier resultierenden
Korrelationsfunktionen einer globalen Anpassung unterzogen wurden [73]. Auf diese Weise
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werden die Informationen iiber die konformationelle Dynamik direkt aus den Korrelationsfunk-
tionen gewonnen und nicht iiber eine Verhiltnisbildung dieser.

2.2.3.4 Einzelmolekiil-FRET-Experimente

Die Anfinge simtlicher smFRET-Experimente konnen auf das Jahr 1996 datiert werden. Da-
mals gelang einer Gruppe von Wissenschaftlern um Shimon Weiss die erstmalige Detektion
des Forster-Resonanzenergietransfers fiir ein einzelnes FRET-Farbstoffpaar, welches iiber eine
DNA-Struktur verkniipft war [240]. Sie erkannten bereits zu dieser Zeit die enormen Vorziige
eines smFRET-Experimentes, welche sich aus der Kombination des Potentials des Energie-
transferprozesses als spektroskopisches Lineal fiir Abstandsmessungen auf molekularem Ni-
veau [188, 189] mit den Vorteilen von Einzelmolekiilmessungen, die in Kapitel 2.2.3 erldutert
werden, ergeben. So sagten Weiss et al. schon damals voraus, dass die Detektion des Energie-
transfers zwischen einzelnen Donor- und Akzeptor-Molekiilen moglicherweise die Beobach-
tung von Konformationsiibergingen einzelner biologischer Makromolekiile ermdglichen
wird [240]. Allerdings wurden die FRET-Paar markierten DNA-Molekiile in der beschriebenen
Arbeit unspezifisch durch Trocknung auf einem silanisierten Objekttrager immobilisiert und an
Luft untersucht. Eine derartige Probenpréparation kann unter Umsténden zu einem Verlust der
Funktionalitit des untersuchten Biomolekiils fithren. So konnte gezeigt werden, dass eine un-
spezifische Adsorption von Proteinen an Oberfldchen deren Sekundérstruktur beeinflussen und
in der Folge eine Denaturierung herbeifiihren kann [241]. Weiterhin ist die Funktionalitit vieler
biologischer Makromolekiile an gewisse Milieubedingungen gekoppelt. Beispielsweise konnen
bereits relativ kleine Anderungen in den physikalischen und chemischen Eigenschaften der
Umgebung eines Proteins dessen Faltung beeinflussen [242]. Relevante Parameter sind hier
u. a. die Temperatur sowie der pH-Wert [242]. Sollen also Konformationsiibergédnge, wie sie
im nativen Zustand des Biomolekiils ablaufen, mittels smFRET-Experimenten beobachtet wer-
den, so ist es essentiell, dass eine entsprechende Losungsmittelumgebung gewihrleistet wird.
Deniz et al. leisteten 1999 einen wesentlichen Beitrag zur Realisierung solcher Experimente,
indem sie erstmals eine sSmFRET-Studie an frei in Losung diffundierenden FRET-Paar mar-
kierten DNA-Konstrukten priasentierten [243]. Weiterhin wurde im gleichen Jahr iiber die ers-
ten smFRET-Messungen an spezifisch immobilisierten Biomolekiilen, welche in geeigneten
Puffersystemen vorlagen, berichtet [66, 70]. Die genannten Experimente waren wichtige Mei-
lensteine, die der smFRET-Technik in den zuriickliegenden zwei Jahrzehnten dazu verhalfen,
von den rudimentéren Ansétzen unter nichtwissrigen Bedingungen aus dem Jahre 1996 zu ei-
nem umfangreichen Werkzeugkasten zur Auftkldrung wichtiger biologischer Fragestellungen
zu reifen [244, 245]. So wurden mit Hilfe von smFRET-Experimenten mechanistische Details
der Entwindung von DNA-Molekiilen durch Helikasen [246-248], aber auch Schliisselschritte
der Transkription [249] und Translation [250, 251] aufgekldart. Weiterhin ermdglichten
smFRET-Messungen neue Einblicke in die Mechanismen enzymkatalysierter Reaktionen [252,
253] sowie der Faltung von Proteinen [254, 255] und RNA-Molekiilen [256-259]. Auch die
Analyse der Konformationsdynamik von Proteinen [66, 67], der Substratbindungsdynamik von
Enzymen [66] sowie des Einflusses von Liganden auf die Konformation von Biomolekii-
len [69—72] kann mit Hilfe der smFRET-Methodik bewerkstelligt werden.

Wie den vorstehenden Erlduterungen zu entnehmen ist, konnen smFRET-Messungen prinzipi-
ell an frei diffundierenden oder an immobilisierten Molekiilen durchgefiihrt werden [65, 74].
Die wesentlichen Aspekte dieser beiden Ansétze sollen in den zwei folgenden Unterkapiteln
kurz skizziert werden.
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smFRET-Messungen in Losung: Burst-Analyse und MFD

Zwischen den in den Kapiteln 2.2.3.2 und 2.2.3.3 beschriebenen FCS-Experimenten und der
Einzelmolekiilspektroskopie an frei in Losung diffundierenden Molekiilen besteht ein konzep-
tioneller Zusammenhang. In beiden Fillen wird ein zur Anregung verwendeter Laser in die
Probenlosung fokussiert. Passiert ein farbstoffmarkierter Analyt das Anregungsvolumen, so
wird dieser zur Fluoreszenz angeregt. Als Messgrof3e wird die Fluoreszenzintensitdt als Funk-
tion der Zeit aufgezeichnet. Die FCS nutzt nun zeitabhidngige Fluktuationen in der Fluores-
zenzintensitdt, die auf verschiedenste dynamische Prozesse zuriickzufiihren sind, um Informa-
tionen iliber die Kinetik dieser Prozesse zu erhalten [155, 207-210]. Hierzu werden Korrelati-
onsfunktionen der Intensitét innerhalb eines definierten Zeitintervalls berechnet, was einer sta-
tistischen Mittelung iiber alle Fluoreszenzsignale, die im betrachteten Intervall auftreten,
gleichkommt [208, 260-262]. Wird ein FCS-Experiment jedoch bei hinreichend kleinen Kon-
zentrationen des Analyten (~10712 M) [65, 74] durchgefiihrt, sodass sich im Mittel deutlich
weniger als ein Fluorophor im konfokalen Beobachtungsvolumen befindet, dann enthalten die
aufgenommenen Datensitze grundsétzlich Informationen iiber jedes einzelne Molekiil, welches
wihrend der Messdauer das Fokusvolumen durchquert hat, da jeder Transit eines Molekiils
durch das Anregungsvolumen mit der Generierung eines Fluoreszenzbursts einhergeht. Dem-
nach sind mit jedem Burst individuelle Informationen iiber das jeweilige Probenmolekiil, wel-
ches den Fluoreszenzausbruch hervorgerufen hat, verkniipft. Der in den Daten verschliisselte
informationelle Gehalt geht damit deutlich iiber die gemittelten Parameter, welche mittels einer
Korrelationsanalyse bestimmt werden kdnnen, hinaus.

Um an die Einzelmolekiilinformationen zu gelangen, miissen die Daten Burst fiir Burst ausge-
wertet werden, weshalb die Methode auch als Burst-Analyse bezeichnet wird [65]. Der Grund-
stein der Burst-Analyse und damit der Einzelmolekiilspektroskopie an frei in Losung vorlie-
genden Fluorophoren wurde 1990 im Los Alamos National Laboratory gelegt. Damals gelang
erstmals die effiziente Detektion von Fluoreszenzbursts einzelner Farbstoffe, die durch das An-
regungsvolumen eines in die Probenldsung fokussierten Lasers diffundierten [263]. In Abhéin-
gigkeit des jeweiligen Versuchsaufbaus konnen pro Burst unterschiedliche Fluoreszenzpara-
meter und molekulare Eigenschaften extrahiert werden, deren Haufigkeit in Histogrammen auf-
getragen werden kann. Dies ermoglicht die Identifizierung und Quantifizierung von Subpopu-
lationen in einem heterogenen Ensemble [41, 260, 264-266]. Prinzipiell konnen die Fluores-
zenzmessungen farb-, polarisations- und zeitaufgelost durchgefiihrt werden, wodurch sdmtliche
Fluoreszenzparameter wie Lebensdauer, Anisotropie, Intensitit und spektrale Lage der Emis-
sion simultan bestimmt werden kdnnen [265, 266]. Eggeling ef al. waren es, die 1997 zum ers-
ten Mal sowohl die Intensitét als auch die Lebensdauer gleichzeitig in einer Burst-Messung
aufzeichneten. Sie untersuchten einzelne, frei in Losung diffundierende, fluoreszenzmarkierte
DNA-Molekiile. Die burstweise Auswertung der Daten ermdglichte die Konstruktion eines
Histogramms tiber die vorkommenden Fluoreszenzlebenszeiten. Aus der trimodalen Verteilung
der Lebensdauern wurde geschlussfolgert, dass die untersuchte doppelstrangige DNA (dsDNA)
im Wesentlichen drei verschiedene Konformationen einnehmen kann [264]. Kurze Zeit spiter
fiihrten Schaffer et al. eine Studie mit gepulster Anregung und polarisationsaufgeloster Detek-
tion durch und erweiterten somit die Dimensionalitit der innerhalb eines Burst-Experimentes
simultan zugénglichen Fluoreszenzparameter auf Intensitét, Lebensdauer und Anisotro-
pie [267]. 1999 wurde schlieBlich eine farbaufgeloste Burst-Studie an einem Gemisch von
FRET-Paar markierten DNA-Molekiilen, die sich im Abstand zwischen Donor und Akzeptor
unterschieden, présentiert. Diese Studie markierte den Startschuss samtlicher smFRET-Mes-
sungen in Losung. Ein dichroitischer Spiegel erlaubte die getrennte Messung von Donor- und
Akzeptor-Emission infolge einer direkten Anregung des Donor-Farbstoffes mit anschlieBen-
dem Energieiibertrag auf das Akzeptor-Molekiil. Mittels der beiden pro Burst detektierten In-
tensitdten konnte mit Hilfe von Gleichung (20) fiir jedes Einzelmolekiilereignis eine
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Energietransfereffizienz berechnet werden. Anhand der erhaltenen Verteilung der Transferef-
fizienzen war es moglich, verschiedene Subpopulationen innerhalb eines heterogenen Ensem-
bles aufzuldsen [243]. In der Folge erkannten Seidel und dessen Arbeitsgruppe, dass die simul-
tane Detektion sdmtlicher Fluoreszenzparameter (multiparameter fluorescence detection,
MFD) einen erheblichen informationellen Mehrwert bietet, der aus einem Fluoreszenzburst ex-
trahiert werden kann und trugen somit maf3geblich zur Weiterentwicklung der Einzelmolekiil-
messungen in Losung bei [261, 265, 266]. Um sdmtliche Dimensionen der Fluoreszenz aufzu-
zeichnen, konzipierte Seidel einen konfokalen Aufbau, der Burst-Messungen mit Farb-, Pola-
risations- und Zeitauflosung erlaubte. Die Bedeutung eines solch michtigen Aufbaus wurde
2006 eindrucksvoll demonstriert, indem dieser die Identifikation von 16 unterschiedlichen
Komponenten innerhalb eines heterogenen Gemisches ermdglichte [265].

Anfénglich wurde die Methode der MFD hauptsichlich zur Aufkldrung statischer Heterogeni-
taten eingesetzt, bis schlieBlich Kalinin ef al. 2010 ein graphisches Analyseverfahren fiir MFD-
Messungen an FRET-Paar markierten Systemen vorstellten, welches zusitzlich die visuelle Er-
fassung struktureller Dynamiken ermdglicht [75]. Zu diesem Zwecke miissen fiir jeden einzel-
nen Burst sowohl die Energietransfereffizienz als auch dessen mittlere Donor-Lebenszeit T, p4
bestimmt und deren Haufigkeiten in einem 2D-Histogramm gegeneinander aufgetragen wer-
den. Nun wird die Kenntnis der aus Gleichung (23) ersichtlichen linearen Beziehung zwischen
der Effizienz des Energielibertrages und der Fluoreszenzlebenszeit des Donor-Chromophors
ausgenutzt. Diese Korrelation zwischen beiden Messgrof3en gilt allerdings nur fiir statische Po-
pulationen FRET-Paar markierter Molekiile, welche auf der Zeitskala des Transits durch das
konfokale Beobachtungsvolumen in einem Zustand mit konstanter FRET-Effizienz verharren.
Die durch Gleichung (23) beschriebene Gerade wird daher auch als statische FRET-Linie be-
zeichnet [74]. Sobald das untersuchte System innerhalb der zeitlichen Dauer eines Bursts dy-
namisch zwischen verschiedenen Konformationen wechselt, die sich in der Effizienz des Ener-
gietransfers unterscheiden, treten charakteristische Abweichungen der Daten von der statischen
FRET-Linie hin zu groBeren Donor-Lebensdauern auf [74, 75]. Somit bietet die Auftragung
der Haufigkeiten der einzelnen Bursts innerhalb eines 2D-Histogrammes, aufgeldst nach Do-
nor-Abklingzeit und Energietransfereffizienz, mit anschlieBendem Vergleich der Lage einzel-
ner Subpopulationen relativ zur statischen FRET-Linie, einen qualitativen Indikator fiir das
Vorhandensein von Konformationsdynamiken. Eine quantitative Betrachtung der aus der
Burst-Messung erhaltenen Daten, welche die Zeitskalen der Austauschkinetik zuginglich
macht, kann mit den in Abschnitt 2.2.3.3 beschriebenen FCS-FRET Analysemethoden nach
Torres et al. [218] sowie Price et al. [73] durchgefiihrt werden.

smFRET-Messungen an immobilisierten Molekiilen

Ein wesentlicher Nachteil der beschriebenen Burst-Experimente besteht in der limitierten Be-
obachtungszeit der einzelnen Molekiile. Diese ist auf die Dauer des Transits der farbstoffmar-
kierten Systeme durch das Fokusvolumen begrenzt und bewegt sich typischerweise im Bereich
von unter einer [258] bis hin zu zehn Millisekunden [65]. Sollen nun Prozesse untersucht wer-
den, deren Dynamik im Vergleich zur mittleren Transitzeit durch das Beobachtungsvolumen
auf einer signifikant lingeren Zeitskala stattfindet, so ist es daher notwendig, die Probenmole-
kiile zu immobilisieren. Die Immobilisation ermdglicht eine auf die Bleichzeit der Fluorophore
begrenzte Observationsdauer [65, 268]. Zusétzlich kann allerdings auch eine frithzeitige Dis-
soziation der Probenmolekiile von der Objekttragerfliche die Detektionszeit limitieren [74].
Vorteile der Messung an frei diffundierenden Analyten gegeniiber der Immobilisationsmethode
bestehen jedoch in der vergleichsweisen grofen Statistik, welche in kurzer Zeit gesammelt wer-
den kann [243, 265], sowie in der Tatsache, dass die Molekiile nicht an eine Oberfldche ange-
bunden und somit keinen weiteren Modifikationen wie der kiinstlichen Einfithrung von Anker-
gruppen unterzogen werden miissen. Die Immobilisierung kann unter Umstdnden zu Wechsel-
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wirkungen der angebundenen Molekiile mit der Oberfldche fithren und somit Stérungen in das
beobachtete System einfiihren [241, 269]. Weiterhin sind Beeintrachtigungen aufgrund der ge-
wihlten Immobilisierungschemie denkbar [244].

Eine der Hauptherausforderungen bei der Durchfiihrung von smFRET-Experimenten an immo-
bilisierten Molekiilen besteht daher darin zu gewiéhrleisten, dass die Immobilisierungsmethode
die Funktionalitit der Biomolekiile nicht beeintridchtigt [65]. Hierzu muss u. a. sichergestellt
werden, dass der verwendete Objekttrager inert gegeniiber unspezifischer Adsorption der Bio-
polymere ist und weiterhin funktionelle Gruppen aufweist, die eine spezifische Immobilisie-
rung der Molekiile erlauben [270, 271]. So soll eine undefinierte Anbindung der Probenmole-
kiile auf der Oberfldche weitestgehend verhindert und somit gewihrleistet werden, dass wich-
tige Bindungsstellen des Biopolymers fiir Liganden zugénglich bleiben [270].

Donor

Akzeptor

Donor

Akzeptor
_— p
DNA .
_— Protein

Po]yhlstldln Rest Ni2*/ Cu?'

D

Streptavidin
\Chelatligand

o M AR Y

Objekttrager Objekttrager

Biotin Biotin
PEG

(a) (b)

Abbildung 14: Schematische Darstellung ausgewihlter Immobilisierungsstrategien. (a) Kontrollierte
Immobilisierung biotinylierter Biopolymere iiber eine Biotin-Streptavidin-Biotin-Bin-
dung. Das Deckglédschen ist zur Passivierung gegeniiber unspezifischer Adsorption der
Biomolekiile mit einer PEG-Schicht belegt, wobei einzelne PEG-Stringe mit Biotin mo-
difiziert sind, sodass die Biopolymere iiber eine Streptavidin-Briicke fixiert werden kon-
nen. (b) Immobilisierung von Proteinen iiber einen Polyhistidin-Rest. Uber diesen kon-
nen die Polypeptide an freie Koordinationsstellen eines Metallions, das innerhalb eines
Chelatkomplexes an einzelne PEG-Ketten angebracht ist, binden. In Anlehnung an [245].

Insbesondere Proteine tendieren aufgrund einer Vielzahl von Wechselwirkungen dazu, unspe-
zifisch an Oberflichen zu haften [241, 271-274]. Da gleichzeitig nachgewiesen wurde, dass
solch eine nicht kontrollierte Adsorption einen Verlust der Funktionalitdt des Biopolymers her-
beifiihren kann [241, 270, 271], ist eine Passivierung gegeniiber unspezifischen Interaktionen
im Falle von smFRET-Studien an Proteinen obligatorisch. Ein in diesem Zusammenhang hiu-
fig verwendetes Passivierungsmittel zur Beschichtung der Objekttrager ist Polyethylenglycol
(PEG) [65, 245, 258]. Der passivierende Effekt einer PEG-Schicht wird auf ein fest gebundenes
Netzwerk geordneter Wassermolekiile an der PEG-Wasser-Grenzschicht sowie innerhalb des
PEG-Films zuriickgefiihrt, welches eine Energiebarriere fiir die Adsorption von Proteinen dar-
stellt [275-277]. Zur Anbindung der biologischen Makromolekiile miissen einzelne PEG-Ket-
ten mit funktionellen Gruppen, die als Anker fiir eine Immobilisierung dienen, modifiziert sein.
Oft handelt es sich bei dieser Modifikation um einen Biotin-Rest [65]. Dieser erlaubt die kon-
trollierte Fixierung von biotinylierten Biopolymeren iiber eine Streptavidin-Briicke (siche Ab-
bildung 14 (a)).
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Speziell zur Immobilisierung von Proteinen bietet sich aber auch die Verwendung von Po-
lyhistidin-Resten an, da diese ohnehin aus Zwecken der sdulenchromatographischen Aufreini-
gung in viele Polypeptide integriert werden [65] und im Allgemeinen weder die Struktur noch
die Funktionalitidt der Proteine beeinflussen [271]. Die Imidazol-Einheiten eines Polyhistidin-
Restes konnen an freie Koordinationsstellen von Metallionen wie Ni?" oder Cu?", die innerhalb
eines Chelatkomplexes an einzelne PEG-Ketten angebracht sind, binden (siche Abbildung
14 (b)) [65, 270, 271]. Zu diesem Zwecke miissen einige PEG-Ketten Chelatliganden, wie
Iminodiessigsdure (iminodiacetic acid, IDA) oder Nitrilotriessigsdure (nitrilotriacetic acid,
NTA), aufweisen [271]. Diese wiederum kdnnen, in Abhédngigkeit des gewihlten Chelators,
drei oder vier Koordinationsstellen des zentralen Metallions einnehmen, sodass drei respektive
zwei Bindungsstellen fiir die Koordination an Imidazol-Gruppen des am Protein befindlichen
Polyhistidin-Restes verfiigbar bleiben [271].

Nachdem die Immobilisierung der FRET-Paar markierten Biomolekiile bewerkstelligt ist, kon-
nen deren smFRET-Signale in Abhédngigkeit der Zeit aufgenommen werden. Hierzu wird der
Donor-Farbstoff direkt angeregt und die Fluoreszenz von Donor und Akzeptor farbaufgelost
detektiert. Zur Aufnahme der Zeitspuren kommen iiblicherweise die interne Totalreflexionsflu-
oreszenzmikroskopie (total internal reflection fluorescence microscopy, TIRFM) oder die kon-
fokale Fluoreszenzmikroskopie zum FEinsatz [65, 74, 245]. Beide Methoden zeichnen sich
durch bestimmte Vor- und Nachteile aus. Mit Hilfe der TIRFM kann die Fluoreszenz einer
Vielzahl von immobilisierten Molekiilen gleichzeitig erfasst und das Hintergrundsignal, auf-
grund der vergleichsweise geringen Eindringtiefe des evaneszenten Feldes in die Probe, verrin-
gert werden [65, 74]. Dahingegen ist der Durchsatz der Datenerfassung unter Verwendung der
konfokalen Mikroskopie gewissermallen limitiert, da jedes Molekiil einzeln in den Fokus ge-
nommen werden muss. Im Gegensatz zur TIRFM ermdglicht ein konfokaler Aufbau allerdings
eine Datenaufnahme mit wesentlich besserer Zeitauflosung [65].

Die in Abhingigkeit der Zeit aufgezeichneten Intensititen im Donor- und Akzeptor-Kanal kon-
nen mit Hilfe von Gleichung (20) in eine Zeitspur der Energietransfereffizienz (FRET-Zeitspur)
iiberfiihrt werden. Uberginge zwischen unterschiedlichen Konformationen des Biomolekiils,
die sich signifikant in ihrer FRET-Effizienz unterscheiden, werden sich in einem antikorrelier-
ten Verhalten der Intensititen im Donor- und Akzeptor-Kanal und damit in Anderungen der
Energietransfereffizienz, dullern [74]. Voraussetzung hierfiir ist, dass die Konformationswech-
sel auf einer Zeitskala stattfinden, die langsamer als die Integrationszeit der einzelnen Daten-
punkte der Zeitspuren ist. Eine Analyse der FRET-Zeitspuren kann daher die Identifikation
vorhandener Subpopulationen sowie die Bestimmung der Austauschraten zwischen diesen er-
moglichen [278]. Hierzu muss zunichst anhand der FRET-Zeitspur bestimmt werden, wann
sich das untersuchte System in welchem Zustand befand und fiir welche Dauer es in diesem
verweilte [74, 278]. Die Identifizierung der einzelnen Zustdnde innerhalb einer Zeitspur kann
auf unterschiedliche Art und Weise bewerkstelligt werden. Einfach zu implementierende Me-
thoden, die vor allem in frithen smFRET-Studien an immobilisierten Molekiilen Verwendung
fanden, sind die Zuordnung per Augenmal [74, 278, 279] oder mittels eines Schwellenwert-
verfahrens [74, 278, 280, 281]. Im ersteren Falle bestimmt der Experimentator aufgrund seiner
persdnlichen Empirie, welche Anderungen in der Energietransfereffizienz die Annahme eines
Konformationswechsels rechtfertigen, weshalb die erhaltenen Ergebnisse mit einer gewissen
Subjektivitit behaftet sein konnen [278]. Dahingegen erfordert die Identifizierung einzelner
Zustinde mittels eines Schwellenwertverfahrens die Festlegung von Grenzwerten, welche Be-
reiche der Energietransfereffizienz definieren, die den unterschiedlichen Zustinden des Bio-
molekiils zugeordnet werden [278]. Beide Methoden eint die Einschrinkung, dass sie nicht fiir
die Analyse von Systemen geeignet sind, die mehr als drei Zustdnde einnehmen konnen [74,
278]. Um in solchen Féllen eine zuverldssigere, reproduzierbarere und unvoreingenommenere
Zuordnung der Zustinde vornehmen zu kdnnen, bietet sich die Auswertung auf Grundlage ei-

39



2 Theoretische Grundlagen

nes Hidden-Markov-Modells an [74]. 2006 préasentierten McKinney ef al. einen entsprechen-
den Algorithmus, um mit diesem die Abfolge von Konformationszustinden innerhalb einer
FRET-Zeitspur zu identifizieren [278].

Nachdem den einzelnen FRET-Zeitspuren Sequenzen an Molekiilzustdnden zugeordnet wur-
den, kdnnen nachfolgend die Ratenkonstanten fiir die verschiedenen Uberginge bestimmt wer-
den. Fiir ein simples Zweizustandssystem, welches mit den Ratenkonstanten k;, und k,; zwi-
schen beiden Zustdnden schalten kann (siehe Abbildung 13), werden hierzu Histogramme iiber
die ermittelten Verweildauern in den beiden Zustéinden aufgestellt. Eine Anpassung mit einem
einfachen exponentiellen Zerfall an das jeweilige Histogramm liefert dann die korrespondie-
renden Ubergangsraten [245, 256, 257, 280-282].

2.2.4 Zeitkorrelierte Einzelphotonenzihlung

Die zeitkorrelierte Einzelphotonenzidhlung (time-correlated single-photon counting, TCSPC)
stellt die am hdufigsten verwendete Methode zur Aufnahme von Fluoreszenzabklingkurven
dar [154]. Hierbei werden die Fluorophore mit einer gepulsten Lichtquelle wiederholt zur Flu-
oreszenz angeregt, wobei jeweils die Zeitdifferenz zwischen der Aussendung des Anregungs-
pulses und der Detektion des darauffolgenden Fluoreszenzphotons mit Hilfe einer Elektronik
(TCSPC-Modul), welche die Funktion einer Stoppuhr iibernimmt, aufgezeichnet wird [155,
283]. Als Startsignal der Zeitmessung fungiert dabei ein Trigger-Signal der Anregungsquelle,
welches beim Aussenden des Laserpulses an das TCSPC-Modul weitergeleitet wird [154]. Das
Stoppsignal bildet ein elektrischer Impuls, welcher vom Detektor infolge der Detektion eines
Fluoreszenzphotons ausgegeben und an das TCSPC-Modul iibergeben wird [154]. Die gemes-
sene Zeitdifferenz zwischen der Aussendung des Anregungspulses und der Detektion des ersten
Fluoreszenzphotons wird in einem Speicher im zugehodrigen Zeitkanal abgelegt [155]. Werden
sodann die mittels vielfach wiederholten Start-Stopp-Messungen bestimmten Haufigkeiten der
auftretenden Zeitdifferenzen der einzelnen Fluoreszenzphotonen relativ zum Anregungspuls in
einem Histogramm zusammengetragen, so wird schlielich die Fluoreszenzabklingkurve erhal-
ten [154]. Im Falle von TCSPC-Messungen an einem Ensemble muss die Anregungsleistung
jedoch ausreichend klein gewihlt werden, sodass typischerweise lediglich ein Fluoreszenzpho-
ton auf 100 Anregungspulse erhalten wird [155]. Andernfalls wire die Wahrscheinlichkeit
mehrere Fluoreszenzphotonen pro Anregungspuls zu erhalten signifikant groB3. Dies hétte zur
Folge, dass das resultierende Histogramm zu kiirzeren Zeiten verzerrt wird [155] und der Flu-
oreszenzzerfall daher kiirzer erscheinen wiirde, als er tatsdchlich ist [154]. Ursache hierfiir ist,
dass die gegenwirtige TCSPC-Elektronik nicht ausreichend schnell ist, um mehrere Fluores-
zenzphotonen pro Anregungspuls zu verarbeiten, sofern die zu bestimmende Fluoreszenzle-
bensdauer im Bereich von Nanosekunden liegt [155]. Folglich kann jeweils lediglich das erste
Fluoreszenzphoton, welches auf einen Anregungspuls folgt, registriert werden [154].
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Das zentrale Forschungsobjekt der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten spektroskopischen
Studien ist die NS2B-NS3-Protease des Serotyps 2 des DENV (DENV-2-PR). Hierbei konnen
die angestellten Untersuchungen in zwei groflere Themenkomplexe unterteilt werden.

Die Experimente des ersten Themenblocks beschiftigten sich mit der Charakterisierung von
Bindungswechselwirkungen zwischen der DENV-2-PR und diversen Liganden. Im Wesentli-
chen wurden diesbeziiglich zwei unterschiedliche Vorgehensweisen verfolgt. In einem ersten
Ansatz wurde untersucht, ob die Bindung eines nicht-markierten Liganden an eine einfach farb-
stoffmarkierte DENV-2-PR Anderungen der photophysikalischen Parameter des Fluorophores
hervorruft. Als alternative Herangehensweise zur Untersuchung der Bindungswechselwirkun-
gen wurden farbstoffmarkierte Inhibitoren im Rahmen von FCS-Bindestudien mit dem nicht-
markierten WT der DENV-2-PR umgesetzt.

Der zweite Themenblock soll zu einem besseren Verstdndnis der Proteindynamik beitragen.
Diesbeziiglich wurde u. a. untersucht, ob in Losung ein Gleichgewicht zwischen mehreren Kon-
formationen der DENV-2-PR vorliegt und inwiefern die Anwesenheit verschiedener Liganden
das Konformationsgleichgewicht beeinflusst. Hierzu wurden konfokale Fluoreszenzmessungen
an frei in Losung diffundierenden FRET-Paar markierten DENV-2-PRs, jeweils vor und nach
Zugabe unterschiedlicher Liganden, durchgefiihrt. Aus den erhaltenen Datensdtzen wurden so-
wohl FCS-FRET- als auch smFRET-Informationen extrahiert. Zur Quantifizierung der Protein-
dynamik kamen zusdtzlich smFRET-Messungen an immobilisierten Molekiilen der
DENV-2-PR zum Einsatz.

Nachfolgend werden die experimentellen Details der durchgefiihrten spektroskopischen Stu-
dien skizziert. Hierzu werden zunéchst die untersuchten Probensysteme, die Probenpréparation
sowie die experimentellen Aufbauten vorgestellt. Zum Abschluss werden die Durchfiihrung
sowie die Datenanalyse der unterschiedlichen Versuche beschrieben.

3.1 Untersuchte Proben

Zu Beginn dieses Unterkapitels werden zunédchst relevante Parameter der Farbstoffe, welche
zur Markierung des Enzyms bzw. der Liganden verwendet wurden, prasentiert. Daran anschlie-
end werden die unterschiedlichen Modifikationen der DENV-2-PR sowie deren diversen Li-
ganden, welche in Abhédngigkeit des jeweiligen Experimentes zum Einsatz kamen, vorgestellt.
Abschlieflend folgt die Beschreibung zweier FRET-Paar-markierter dSsDNA-Proben, die als Re-
ferenzsystem fiir die Energietransferexperimente an der DENV-2-PR herangezogen wurden.

3.1.1 Farbstoffe

In der vorliegenden Arbeit kamen die kduflich erworbenen Fluoreszenzfarbstoffe ATTO 488,
ATTO 647N und Cy5 zum Einsatz. Abbildung 15 gibt einen Uberblick iiber die Strukturen der
verwendeten Fluorophore [284-286]. In Abhéngigkeit der jeweiligen Anwendung wurden
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unterschiedliche Derivate der Farbstoffe eingesetzt, welche sich lediglich in ihrer Anker-
gruppe R unterscheiden. Die beiden ATTO-Farbstoffe wurden fiir sémtliche Referenzmessun-
gen an ihrer ungebundenen Form als Carbonsdure-Derivat (R = A) von der ATTO-TEC GmbH
bezogen. Dahingegen wurde fiir Vergleichsmessungen am freien Cy5-Fluorophor dessen
NHS-Ester-Derivat (R = B), welches von Amersham Biosciences erworben wurde, eingesetzt.
Zur Farbstoffmarkierung des Enzyms sowie der Liganden wurden sédmtliche Fluorophore in
ihrer Maleimid-Ausfiihrung (R = C) bestellt. Die Maleimid-Derivate beider ATTO-Farbstoffe
wurden iiber die ATTO-TEC GmbH bezogen, wohingegen die Maleimid-Modifikation des
Cy5-Flurophores bei GE Healthcare bestellt wurde.

058 S04K

ATTO 488 ATTO 647N CyS

R= ™ ﬁ{b V\b

Abbildung 15: Strukturen der in dieser Arbeit verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe ATTO 488 [284],
ATTO 647N [284] und Cy5 [285, 286]. In Abhéngigkeit des jeweiligen Verwendungs-
zwecks wurden unterschiedliche Modifikationen der Fluorophore, welche sich in ihrem
Rest R (R = A: Carbonsdure-Derivat; R = B: NHS-Ester-Derivat; R = C: Maleimid-Deri-
vat) unterscheiden, eingesetzt.

Tabelle 1 fasst wichtige Eckdaten der Farbstoffe zusammen. Neben den in der Tabelle aufge-

listeten Parametern kann auch die Wasserloslichkeit eines Fluorophors von Bedeutung sein.

Sowohl ATTO 488 [284] als auch Cy5 [285, 286] zeichnen sich durch eine stark ausgeprégte

Hydrophilie aus. Dahingegen ist ATTO 647N nur méBig hydrophil [284]. Ein entscheidender

Vorteil von ATTO 647N gegeniiber Cy5 ist jedoch dessen deutlich hohere Photostabili-

tat [284].

Tabelle 1: Herstellerangaben zu einigen relevanten Eckdaten der verwendeten Farbstoffe

ATTO 488 [284], ATTO 647N [284] und Cy5 [285-288]: Molare Masse M der jeweiligen
Derivate, spektrale Lage des Absorptionsmaximums Ay abs, Extinktionskoeffizient emax
am Absorptionsmaximum, spektrale Lage des Fluoreszenzemissionsmaximums A,y 1,
Fluoreszenzquantenausbeute ¢ und Fluoreszenzlebensdauer 7.

Farbstoff M / gmol?! Amaxabs / DM | gmax /M7lem™! | Apgn/nm | ¢ | T /ns

Carboxy Maleimid
ATTO 488 500 90 000 520 0,8 4,1
804 1067

Carboxy Maleimid
ATTO 647N 646 150 000 664 0,65 3,5
746 868

NHS-Ester | Maleimid
Cys 649 250 000 670 0,28 1,0
792 817
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3.1.2 DENYV-2-PR

Wie eingangs bereits erwdhnt, wurden in Abhdngigkeit des jeweiligen Experimentes unter-
schiedlich modifizierte Konstrukte der DENV-2-PR, welche von Mitarbeitern der Arbeitsgrup-
pen um ||| . B b citzestellt wurden, ein-
gesetzt. In den folgenden Unterkapiteln werden diese Modifikationen und deren Biosynthese
im Detail vorgestellt.

3.1.2.1 Proteinkonstrukte

Tabelle 2 gibt eine Ubersicht iiber simtliche Konstrukte der DENV-2-PR, welche im Rahmen
der vorliegenden Arbeit zum Einsatz kamen und spezifiziert ferner die Bereitsteller der korres-
pondierenden Plasmide, welche jeweils auch fiir die Proteinexpression und -reinigung (siche
Kapitel 3.1.2.2) zustidndig waren. Alle aufgefiihrten Modifikationen basieren auf einem
PR-Konstrukt, welches lediglich die Cofaktor-Doméne von NS2B sowie die N-terminale Pro-
tease-Doméne von NS3 umfasst und somit auf ein Minimum reduziert ist [60, 140, 141]. Um
die Stabilitdt des Enzyms gegeniiber einer autokatalytischen Spaltung zu erhohen, wurden die
NS2Bcr- und die NS3p0-Doméne zusétzlich iiber einen Glys-Ser-Glys-Linker kovalent mitei-
nander verkniipft [60, 140]. Weiterhin wurde ein Hexahistidin-Rest (His-Tag), welcher die
Aufreinigung des Enzyms nach dessen Biosynthese [289—291] sowie dessen Immobilisierung
im Rahmen von Einzelmolekiilexperimenten [65, 292-294] (siehe Kapitel ,,smFRET-Messun-
gen an immobilisierten Molekiilen*) ermoglicht, an das N-terminale Ende von NS2B.r ange-
bracht. Das vorstehend beschriebene Konstrukt wird nachfolgend als WT-PR bezeichnet.

Tabelle 2:  Uberblick iiber die in dieser Arbeit verwendeten DENV-2-PR-Konstrukte, unter Angabe der
fur die einzelnen Arbeitsschritte verantwortlichen Personen.

Bereitstellung des Plasmids,
DENV-2-PR-Konstrukt
Proteinexpression und -reinigung

WT-PR I
DENV-2-G14C-PR I -
DENV-2-S79C-PR I

DENV-2-S79C-G14C-PR ]

DENV-2-S79C-S158C-PR e

Um die Proteinexpression der WT-PR, welche im nachfolgenden Unterkapitel skizziert wird,
zu ermoglichen, wurde das fiir den WT codierende Genom in einen pET15b-Vektor integriert.
In dieser Studie fanden neben der WT-PR auch unterschiedlich farbstoffmarkierte Modifikati-
onen der DENV-2-PR zur fluoreszenzspektroskopischen Untersuchung des Enzyms Verwen-
dung. In Abhéngigkeit von dem jeweiligen Experiment wurde das Protein mit einem oder zwei
Farbstoffen markiert. Auch die Lokalisierung der Fluorophore innerhalb der PR wurde variiert.
Im Hinblick auf eine ortsspezifische Farbstoffmarkierung des Enzyms erwies es sich in diesem
Zusammenhang als giinstig, dass die Aminosduresequenz der WT-PR keine Cysteine ent-
hilt [29]. Durch deren zielgerichteten Einbau in die Peptidsequenz des Wildtyps konnte unter

| Mitarbeiter der Arbeitsgruppe s ¥ 5 |
2 Mitarbeiter der Arbeitsgruppe d |
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Verwendung von Maleimid-Farbstoffderivaten, welche mit der Thiolgruppe des eingefiihrten
Cysteins eine effiziente Kopplungsreaktion eingehen konnen, eine spezifische Markierung des
Enzyms realisiert werden [245, 295, 296] (siehe Kapitel 3.1.2.3). Um das Protein mit einem
FRET-Farbstoffpaar zu markieren, wurden entsprechend zwei Cystein-Reste artifiziell in die
Aminosdureabfolge des Wildtyps eingefiihrt. Hierbei diente das pET15b-Plasmid, welches das
fiir die WT-PR codierende Genom enthilt, jeweils als Vorlage fiir die Einfiihrung von Cystein-
Punktmutationen via ortsgerichteter Mutagenese. Als Produkt der Mutagenese wurden die Plas-
mide der fiir die spezifische Farbstoffmarkierung benotigten Cystein-Mutanten des Enzyms er-
halten.

3.1.2.2 Proteinexpression und -reinigung

Im Folgenden werden Biosynthese und Aufreinigung der zuvor skizzierten PR-Konstrukte be-
schrieben. Zundchst wurden kompetente Escherichia coli (E. coli) Zellen (BL21-Gold (DE3)
Competent Cells, Agilent Technologies) mit dem entsprechenden pET15b-Plasmid, welches
das Genom des jeweiligen Proteinkonstrukts enthielt, versetzt und inkubiert. Die mit dem je-
weiligen Plasmid transformierten E. coli Zellen wurden sodann in einem Ndhrmedium (LB-
Medium) kultiviert. Hierbei wurde das Zellwachstum durch Messung der optischen Dichte bei
einer Wellenldnge von 600 nm (ODsoo) verfolgt. Nach Erreichen der angestrebten Bakterien-
konzentration wurde die Proteinexpression durch Zugabe von Isopropyl-D-thiogalactopyrano-
sid (IPTG) induziert. Um schlieBlich die E. coli Zellen zu ernten, wurde die Bakterienkultur
16 h nach Initiierung der Proteinbiosynthese fiir 10 min bei 5000 U/min zentrifugiert. Durch
Dekantieren wurde das Zellpellet vom Uberstand isoliert. Im niichsten Schritt folgte der Auf-
schluss der Bakterien. Hierzu wurde das Zellpellet in Lyse-Puffer (20 mM Tris-HCI pH 8,0,
300 mM NaCl, 0,1 Vol.-% Triton X-100, 20 mM Imidazol, RNase, DNase, Lysozym, 1 mM
PMSF, 1 mM DTT, 1 mM Benzamidin) suspendiert und die Bakterien durch Behandlung mit
Ultraschall lysiert. Um die entstandenen Zellfragmente von den exprimierten Proteinen abzu-
trennen, wurde das Lysat anschlie8end fiir 45 min bei 15 000 U/min zentrifugiert. Der resultie-
rende Uberstand wurde zur weiteren Aufreinigung des Enzyms auf eine Trennsiule, welche mit
Nickel-NTA Agarose (Qiagen) befiillt war, gegeben. Unspezifisch gebundene Molekiile konn-
ten schlieBlich durch Spiilen mit Waschpuffer (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 300 mM NaCl, 20 mM
Imidazol) entfernt werden. Im Anschluss wurden jene Proteine, welche mithilfe des His-Tags
spezifisch an die Ni**-Ionen des Siulenmaterials binden konnten [291], durch Zugabe einer
hochkonzentrierten Imidazollésung (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 250 mM Imida-
zol) eluiert. Zur abschlieBenden Aufreinigung des Enzyms wurden die eluierten Proteine
schlieBlich auf eine Gel-Permeations-Chromatographie-Séule aufgetragen und im Lagerungs-
puffer (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NaCl) eluiert. Das gereinigte Protein wurde in fliis-
sigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert. [52]

3.1.2.3 Farbstoffmarkierung

Im Anschluss an die Biosynthese und Aufreinigung der unterschiedlichen DENV-2-PR-Kon-
strukte folgte je nach Bedarf die Fluoreszenzmarkierung der in Tabelle 2 aufgelisteten Cystein-
Mutanten des Enzyms. Die Markierungen wurden von [l durchgefiihrt. Nachstehend
wird die hierbei gewéhlte Vorgehensweise grob umrissen. In den beiden darauffolgenden Un-
terabschnitten des vorliegenden Kapitels werden die einzelnen farbstoffmarkierten Modifikati-
onen des Enzyms vorgestellt.

Zunichst wurde die jeweils zu markierende und im Lagerungspuffer eingefrorene Cystein-Mu-
tante auf Eis aufgetaut. Darauthin wurde der Lagerungspuffer mithilfe eines Membranfilters
(Vivaspin™, Molecular Weight Cut Off 10 kDa, GE Healthcare) gegen den Markierungspuffer
(20 mM Tris-HCI pH 6.8-7.0, 150 mM NacCl, 0.5 mM TCEP), in welchem die anschlieBende
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Farbstoffmarkierung durchgefiihrt wurde, ausgetauscht. Nach erfolgtem Pufferaustausch wurde
die jeweilige Proteinldsung unter Lichtausschluss mit einem Uberschuss des entsprechenden
Maleimid-Farbstoffderivates versetzt und 2 h bei Raumtemperatur sowie unter Schiitteln inku-
biert. Um nicht umgesetzten, freien Farbstoff abzutrennen, wurde das resultierende Gemisch
anschlieBend dialysiert. Zur finalen Aufreinigung wurde das markierte Enzym auf eine Gel-
Permeations-Chromatographie-Séule aufgetragen und im Lagerungspuffer eluiert. Darauthin
wurde mit einem fluorimetrischen Assay unter Verwendung eines fluorogenen Peptidsubstrates
die enzymatische Aktivitét der jeweiligen farbstoffmarkierten PR verifiziert [29, 297]. Das ge-
reinigte, farbstoffmarkierte Enzym wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert. [52]

Einfach markierte DENV-2-PRs

Zur Untersuchung der Protein-Ligand-Bindungswechselwirkungen wurden die beiden in Ta-
belle 2 aufgefiihrten Cystein-Einzelmutanten G14C und S79C der DENV-2-PR gemil} der
obenstehenden Vorgehensweise mit Cy5 umgesetzt. Die erstgenannte Einzelmutante wurde zu-
satzlich mit ATTO 647N markiert. Tabelle 3 spezifiziert die im Rahmen der Markierungen ein-
gesetzten Konzentrationen der nicht-markierten PR-Konstrukte sowie die verwendeten molaren
Uberschiisse der Farbstoffe. Ferner werden die jeweils erzielten Konzentrationen der resultie-
renden farbstoffmarkierten Systeme aufgefiihrt.

Tabelle 3:  Ubersicht iiber die in dieser Arbeit eingesetzten einfach farbstoffmarkierten Cystein-Einzel-
mutanten der DENV-2-PR unter Angabe der jeweiligen Probenbezeichnung und der jeweils
erzielten Konzentration. Zusitzlich werden die wihrend der Markierung eingesetzten Kon-
zentrationen der entsprechenden nicht-markierten DENV-2-PR-Konstrukte sowie die aufge-

wendeten molaren Uberschiisse des jeweiligen Fluoreszenzmarkers spezifiziert [298].

DENV-2-PR-Konstrukt Fluoreszenzmarker Probenbezeichnung der ein-
fach markierten PR
Konzentration des molarer Uberschuss des Konzentration der einfach
DENV-2-PR-Konstruktes / pM Fluoreszenzmarkers markierten PR / pM
DENV-2-G14C-PR ATTO 647N GI14C-ATTO 647N
122,5 2,5 0,88
DENV-2-G14C-PR Cy5 G14C-Cy5
N/A 5,7 2,36
DENV-2-S79C-PR Cy5 S79C-Cy5
68,0 6,5 16,60

Abbildung 16 veranschaulicht jeweils die Position der Cystein-Punktmutation beider Einzel-
mutanten und damit die Lokalisierung der jeweiligen Fluoreszenzsonde innerhalb der PR. Die
Wahl der Lage der Punktmutationen wurde hierbei maf3geblich von dem Leitgedanken gepragt,
sowohl die Funktionalitdt als auch die Faltung des Enzyms trotz der Farbstoffmarkierung zu
bewahren [296, 298]. Daher wurden insbesondere Aminosduren, welche verhiltnismiBig weit
entfernt von der allosterischen Bindetasche sowie vom aktiven Zentrum lokalisiert sind, durch
einen Cystein-Rest ersetzt [298]. Aufgrund der dhnlichen Ladung, Grofe und Hydrophobie von
Cystein und Serin wurden bevorzugt Serin-Reste zu Cystein mutiert [296]. Die Punktmutation
G14C ist in der NS3p0-Doméne lokalisiert, wohingegen sich das zu einem Cystein mutierte
Serin 79 im NS2B-Cofaktor befindet.
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(a) (b)

Abbildung 16: Gegeniiberstellung der Lage beider artifiziell eingefiihrten Cystein-Reste C14 (Cystein-
Einzelmutante G14C, Teilabbildung (a)) und C79 (Cystein-Einzelmutante S79C, Teilab-
bildung (b)) und damit der beiden Markierungspositionen in der geschlossenen Konforma-
tion der DENV-2-PR (PDB-Code: 2M9P [299, 300]). Rot: NS2B, blau: NS3, gelb: alloste-
rische Bindetasche, roter Stern: Fluoreszenzmarker. Die halbtransparenten Oberflichen-
darstellungen des Enzyms wurden von H. Maus mit PyMOL erstellt.

FRET-Paar markierte DENV-2-PRs

Zur Untersuchung der Proteindynamik wurden die beiden in Tabelle 2 aufgefiihrten Cystein-
Doppelmutanten S79C-G14C und S79C-S158C entsprechend der zu Beginn von Kapi-
tel 3.1.2.3 skizzierten Vorgehensweise jeweils in einer Eintopfreaktion statistisch mit dem
FRET-Farbstoffpaar ATTO 488 / ATTO 647N markiert. Die letztgenannte Doppelmutante
wurde zusitzlich mit den beiden Farbstoffen ATTO 488 und CyS5 statistisch markiert. Tabelle
4 gibt einen Uberblick iiber die hierbei eingesetzten Konzentrationen der nicht-markierten PR-
Konstrukte sowie iiber die verwendeten molaren Uberschiisse der Farbstoffe. Ferner werden
die Probenbezeichnungen der erhaltenen FRET-Paar markierten PR-Konstrukte sowie die je-
weils erzielten Markierungseffizienzen eingefiihrt.

Tabelle 4:  Ubersicht iiber die in dieser Arbeit eingesetzten FRET-Paar markierten Cystein-Doppelmu-
tanten der DENV-2-PR unter Angabe der jeweiligen Probenbezeichnung und der jeweils er-
zielten Markierungseffizienz. Zusétzlich werden die wéhrend der Farbstoffmarkierung ein-
gesetzten Konzentrationen der entsprechenden nicht-markierten DENV-2-PR-Konstrukte
sowie die aufgewendeten molaren Uberschiisse der jeweiligen Fluoreszenzmarker spezifi-

ziert [298].
DENV-2-PR-Konstrukt Fluoreszenzmarker Probenbezeichnung der
FRET-Paar markierten PR
Konzentration des molarer Uberschuss der
DENYV-2-PR-Konstruktes / pM Fluoreszenzmarker Markierungseffizienz / %

DENV-2-S79C-G14C-PR ATTO 488 / ATTO 647N S79C-G14C

40 4,7/5,8 ATTO 488: 69; ATTO 647N: 13
DENV-2-S79C-S158C-PR ATTO 488 / ATTO 647N S79C-S158C A

24 2,1/2,6 ATTO 488: 36; ATTO 647N: 59
DENV-2-S79C-S158C-PR ATTO 488 / Cy5 S79C-S158C B

75 2,6/24 ATTO 488: 46; CyS5: 54

Aufgrund der statistischen Natur der Farbstoffmarkierungen ist davon auszugehen, dass jeweils
eine Mischung aus PRs, welche entweder nur mit Donor-Farbstoff (Donor-Only-Spezies), nur
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mit Akzeptor-Farbstoff (Akzeptor-Only-Spezies) oder mit beiden Farbstoffen markiert sind,
erhalten wurde. Dabei sind in FRET-Experimenten lediglich Letztere informativ. [301]

Abbildung 17 veranschaulicht die Positionen der Cystein-Punktmutationen beider Doppelmu-
tanten und damit die Lokalisierungen der Markierungspositionen innerhalb der PR.

»geschlossen ,offen*

S79C-G14C

S79C-S158C

(b)

Abbildung 17: Tertidrstrukturen der DENV-2-PR (PDB-Code links: 2M9P [299, 300], PDB-Code rechts:
2FOM [143]) einschlieBlich der gewihlten Markierungspositionen. Ferner werden die Ab-
stdnde zwischen den artifiziell eingefiihrten Cystein-Resten C79 und C14 (Doppelmutante
S79C-G14C, Teilabbildung (a)) bzw. C79 und C158 (Doppelmutante S79C-S158C, Teil-
abbildung (b)) sowohl in der geschlossenen (links) als auch in der offenen (rechts) Konfor-
mation aufgefiihrt. Rot: NS2B, blau: NS3, Stern: Akzeptor-Farbstoff A bzw. Donor-Farb-
stoff D. Die Abbildung wurde in Anlehnung an [52] erstellt, wobei die Darstellungen des
Enzyms im Bandermodell von H. Maus mit PyMOL angefertigt wurden.

Die Mutationspositionen wurden derart gewahlt, dass in beiden Doppelmutanten sowohl in der
NS2B-Doméne (S79) als auch in der NS3-Doméne (G14 bzw. S158) jeweils ein Cystein vor-
handen ist und sich deren Abstand bei einem Wechsel der Konformation deutlich dndert. Im
direkten Vergleich zeichnen sich beide Doppelmutanten im Falle eines Konformationstiber-
gangs durch invertierte Abstandsdnderungen zwischen den Markierungspositionen aus. Auch
wurde beriicksichtigt, dass beide Cystein-Reste in jeweils einer Konformation eine Entfernung
aufweisen, welche anndhernd der Distanz des Forster-Radius R des jeweiligen Farbstoffpaares
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entspricht. Durch Vergleich von Abbildung 17 (a) und (b) ergibt sich, dass die beiden in die
NS3-Doméne eingefiihrten Punktmutationen G14C und S158C jeweils an entgegengesetzten
Enden der Protease-Doméne lokalisiert sind. Hierbei befindet sich S158C in einer 3-Schleife,
weshalb vermutet wird, dass diese Position weniger flexibel sein sollte als die G14-Posi-
tion [52]. Ein weiteres Indiz fiir die erhohte Flexibilitdt von G14 ist, dass dieser Rest im Ge-
gensatz zu S158 in der Kristallstruktur 2FOM nicht aufgeldst ist [143]. Tabelle 5 fasst wichtige
Parameter der FRET-Paar markierten Doppelmutanten des Enzyms zusammen.

Tabelle 5:  Zusammenfassende Darstellung relevanter Parameter der drei FRET-Paar markierten Cys-
tein-Doppelmutanten der DENV-2-PR. R,: Forster-Radius des jeweiligen FRET-Farbstoff-
paares; 7: Abstidnde zwischen den beiden artifiziell eingefiihrten Cystein-Resten sowohl in
der offenen als auch in der geschlossenen Konformation der DENV-2-PR. Die Abstinde r
beruhen auf den in Abbildung 17 gezeigten Positionen der Cystein-Reste innerhalb der mit-
tels NMR-Spektroskopie bzw. Rontgenbeugung bestimmten Tertidrstrukturen des Enzyms;
Egr: Energietransfereffizienz, berechnet nach Gleichung (19) sowohl im offenen als auch im
geschlossenen Zustand der PR. Zur Berechnung der Energietransfereffizienz E wurde der
interchromophore Abstand R, mit dem Abstand r zwischen den beiden kiinstlich einge-
fithrten Cystein-Resten approximiert. Die tatsdchlichen Abstéinde R, zwischen Donor und
Akzeptor konnen jedoch aufgrund der rdumlichen Abmessungen der Farbstoffe sowie deren
Linker-Gruppen von den angegebenen Abstdanden r der Cystein-Reste abweichen. [52]

T/ nm Egr
Probe FRET-Paar Ry / nm
offen | geschlossen | offen | geschlossen
$79C-G14C ATTO 488 / 49 2,6 4.4 98,0% |  66,2%
S79C-S158C A ATTO 647N [284] 470% | 99,7 %
ATTO 488 / 51 5,0 1.8
S79C-S158C B ; 53,0 % 99,8 %
Cys [302]

3.1.3 Liganden

Die zuvor vorgestellten Modifikationen der DENV-2-PR wurden in Abhéngigkeit des jeweili-
gen Experimentes mit unterschiedlichen Liganden des Enzyms umgesetzt. Tabelle 6 konnen
die Strukturen der eingesetzten nicht-markierten Liganden entnommen werden. Ferner werden
die Dissoziationskonstanten K}, der entsprechenden Enzym-Inhibitor-Komplexe spezifiziert.

Der nicht-kompetitive Inhibitor HWu180 wurde von Hongmei Wu et al. im Rahmen einer Stu-
die zur Identifizierung neuartiger Inhibitoren der DENV-PR entwickelt [303] und fiir die im
Kontext dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente von _ zur Verfligung gestellt. Die
von Wu et al. prasentierten Inhibitoren, von welchen HWu180 die groBte inhibitorische Akti-
vitit zeigte, basieren im Wesentlichen auf einer Benzothiazol-Einheit, welche iiber eine
Amidbindung mit einem Diarylether- bzw. einem Diarylthioether-Rest verkniipft ist [303]. Die
pharmakologische Einsetzbarkeit, der von Wu ef al. entwickelten Liganden, leidet unter einer
mangelhaften Wasserloslichkeit der oben skizzierten Leitstruktur, sodass in der Vergangenheit
gezielt Anstrengungen unternommen wurden, um die Grundstruktur der Inhibitoren hinsicht-
lich Hydrophilie und Protease-Affinitdt zu optimieren [29]. Im Rahmen dieser Bemiihungen
wurden die beiden weiteren in Tabelle 6 aufgefiihrten nicht-kompetitiven Inhibitoren BM1 und
BM214 [29] jeweils von | Gl Aveitsgruppe | bereitgestellt. Um
BM214 zu erhalten, wurde das ortho-substituierte aromatische Ringsystem von HWu180 durch
einen Prolin-Rest ersetzt, wodurch eine signifikante Steigerung der Hydrophilie erzielt werden
konnte [29]. Der kompetitive Inhibitor mb43 wurde von der Arbeitsgruppe um
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(Universitat Heidelberg) erhalten [304]. Die beiden Substrate S1 und S2 wurden von
konzipiert und kauflich iiber die Firma GenScript bezogen.

Tabelle 6:  Ubersicht iiber die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten nicht-markierten Liganden der
DENV-2-PR. Neben Struktur und Funktion des jeweiligen Liganden, werden zusétzlich die
Dissoziationskonstanten K, der entsprechenden Enzym-Inhibitor-Komplexe, bestehend aus
dem jeweiligen Inhibitor und dem WT der DENV-2-PR, angefiihrt.

Ligand Strukturformel Funktion Kp/ nM
nicht-
HWul80 Y .
kompetitiver 4,2 + 0,44
[303] -
" o Inhibitor
nicht-
BMI NH\(IIOH
kompetitiver ~ 40
[305] O [¢] NN OH p. '
o Inhibitor
O NN nicht-
BM214 °\\54°j/ ! on .
\NQ kompetitiver 19,7 £ 1,50
[29] Q . -
Inhibitor
HZNYNH
NH
mb43 0 i H/ i @ kompetitiver
LU NPT 0,4
[304] O,N%S\ "”ﬁf "’qf Inhibitor
NH,
HzNYNH
NH
9 OH OH
[o] [o] o [e]
S1 o NHJYNH NH M NHJ;‘/NH r;[H/NH OH Substrat -
o o o o
NH
X
H,NT SNH
S2 Substrat -

HZNYNH HZNYNH

NH NH

OH
o o o
NH NH NH OH
o7 NH NH NH NH/Y
o o o o
NH NH
H N/&NH H N/gNH

2 2

Eine weitere in dieser Arbeit gewihlte Herangehensweise zur Untersuchung der Bindungs-
wechselwirkungen zwischen der DENV-2-PR und nicht-kompetitiven Inhibitoren bestand da-
rin, die nicht-markierte WT-PR mit den in Tabelle 7 aufgefiihrten farbstoffmarkierten Liganden
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im Rahmen von FCS-Bindestudien umzusetzen. In diesem Zusammenhang wurde zunichst die
Verbindung AG124 von _ entwickelt und bereitgestellt [298]. Im Wesentlichen setzt
sich dieser Ligand aus dem bereits bekannten 5,6-Dihydroxybenzo[d]thiazol-Grundgertist, wel-
ches fiir die inhibitorische Aktivitét essentiell ist [29, 303], und dem Farbstoff ATTO 488 zu-
sammen. Um beide Fragmente miteinander zu verkniipfen, wurde das in Tabelle 7 blau hinter-
legte Maleimid-Derivat des ATTO 488-Fluorophores mit der gelb hinterlegten Thiol-funktio-
nalisierten Benzothiazol-Einheit umgesetzt. Um HMO076 zu erhalten, wurde das mit einer Pro-
lin-Einheit sowie einer Thiol-Funktionalitit modifizierte 5,6-Dihydroxybenzo[d]thiazol-
Grundgeriist, welches von |l bereitgestellt wurde und in Tabelle 7 griin hervorgehoben
wird, mit dem in roter Farbe hinterlegten Maleimid-Derivat des Cy5-Fluorophores, gekoppelt.
Die Kopplung beider Fragmente wurde von - vorgenommen.
Tabelle 7:  Ubersicht iiber die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten farbstoffmarkierten nicht-kompe-
titiven Inhibitoren der DENV-2-PR. Neben Struktur und Funktion des jeweiligen Liganden,

werden zusitzlich die Dissoziationskonstanten K; der entsprechenden Enzym-Inhibitor-
Komplexe, bestehend aus dem jeweiligen Inhibitor und dem WT der DENV-2-PR, angefiihrt.
Gelbes bzw. griines Strukturelement: Thiol-funktionalisierte Inhibitor-Fragmente, blaues
bzw. rotes Strukturelement: Maleimid-Derivate von ATTO 488 bzw. Cy5.

Ligand Strukturformel Funktion Kp/pM

nicht-
AG124 ..
kompetitiver | 41,5 + 3,77
[298] o
Inhibitor
nicht-
HMO076 ..
kompetitiver > 100
[306] .
Inhibitor

3.1.4 Puffer der DENV-2-PR

Um die Funktionalitit des Enzyms wihrend der fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen
zu gewihrleisten, war es notwendig, simtliche Messungen in einer Pufferlosung, welche die
enzymatische Aktivitdt der DENV-2-PR sicherstellt, durchzufiihren. Zahlreiche Studien erga-
ben, dass eine lipophile Umgebung, welche durch die Zugabe von Glycerin eingestellt werden
kann, die Enzymaktivitét positiv beeinflusst [297]. An dieser Stelle sei jedoch aus Griinden der
Vollstindigkeit erwédhnt, dass die Anwesenheit von Glycerin fiir die enzymatische Aktivitét der
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PR nicht zwingend erforderlich ist [297]. Auch wirkt sich eine leicht basische Umgebung po-
sitiv auf die Aktivitit der PR aus [140], weshalb die meisten in vitro Untersuchungen des En-
zyms mit Tris-HCl-gepufferten Systemen im pH-Bereich zwischen 8,0 und 9,5 arbeiten [297].
Weiterhin kann die enzymatische Aktivitét durch die Zugabe von Detergenzien, wie beispiels-
weise 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat (CHAPS), gesteigert wer-
den [60, 140, 297]. Fiir das in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Konstrukt der DENV-2-PR,
welches lediglich die Cofaktor-Doméne von NS2B sowie die N-terminale Protease-Doméne
von NS3 umfasst, konnte gezeigt werden, dass eine maximale PR-Aktivitdt mit folgender Puf-
fer-Zusammensetzung erreicht werden kann: 50 mM Tris-HCl pH 9,0, 1 mM CHAPS,
20 Vol.- % Glycerin [140]. Folglich wurde eine Vielzahl der Messungen in diesem Puffersys-
tem, das nachstehend als Assay-Puffer 1 bezeichnet wird, durchgefiihrt. Da im Laufe der Zeit
festgestellt wurde, dass das im Assay-Puffer 1 enthaltene Glycerin eine signifikante Anzahl an
fluoreszierenden Verunreinigungen enthdlt, wurden spitere Messungen im Assay-Puffer 2
(50 mM Tris-HCI pH 9,0, 1 mM CHAPS), welcher kein Glycerin enthélt, vorgenommen. Wie
in den Kapiteln 3.1.2.2 sowie 3.1.2.3 skizziert, wurden die unterschiedlichen Konstrukte der
PR nach ihrer Herstellung zundachst im Lagerungspuffer (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM
NaCl) bei —80 °C gelagert [52]. Die entsprechenden Stammlosungen der PR wurden daher in
Vorbereitung auf die verschiedenen Fluoreszenzmessungen mit Assay-Puffer 1 bzw. As-
say-Puffer 2 auf die jeweils gewiinschte Enzymkonzentration verdiinnt. Im Falle einiger En-
semblemessungen an G14C-ATTO 647N war die zur Verfligung gestellte Stammkonzentration
des Enzyms (sieche Tabelle 3) fiir eine weitere Verdiinnung mit den vorstehend aufgefiihrten
Assay-Puffern zu gering, sodass die entsprechenden Messungen im Lagerungspuffer durchge-
fithrt wurden. Tabelle 8 fasst die Zusammensetzungen der drei eingesetzten Puffer zusammen.

Tabelle 8:  Ubersicht iiber die Zusammensetzung der im Rahmen der unterschiedlichen fluoreszenz-
spektroskopischen Messungen an der DENV-2-PR eingesetzten Puffersysteme.

Puffer Zusammensetzung
Lagerungspufter 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NaCl
Assay-Puffer 1 50 mM Tris-HCI1 pH 9,0, 1 mM CHAPS, 20 Vol.- % Glycerin
Assay-Puffer 2 50 mM Tris-HCI pH 9,0, 1 mM CHAPS

Abschlielend sei zur Vollstindigkeit erwéhnt, dass die in Kapitel 3.1.3 vorgestellten Liganden
der DENV-2-PR eine geringe Loslichkeit in den drei genannten Puffersystemen aufweisen.
Daher wurde der jeweils eingesetzte Puffer mit 10 Vol.-% Dimethylsulfoxid (DMSO) versetzt,
sofern vergleichende Untersuchungen vor und nach Zugabe eines Liganden angestellt wur-
den [52]. In den Unterabschnitten des Kapitels 3.4 wird die Durchfithrung der unterschiedli-
chen fluoreszenzspektroskopischen Messungen an der DENV-2-PR im Detail beschrieben und
in diesem Zusammenhang die jeweilig eingesetzte Pufferlosung spezifiziert.

3.1.5 FRET-Paar markierte dsDNA

Als Referenzsystem fiir die Energietransferexperimente an der DENV-2-PR wurden zwei sta-
tische DNA-Doppelstrang-Proben (dsDNA-1 und dsDNA-2), welche beide mit einem
FRET-Paar bestehend aus ATTO 488 und ATTO 647N ausgestattet sind, liber die IBA
Lifesciences GmbH bezogen [307]. Abbildung 18 zeigt schematisch den grundlegenden Auf-
bau der DNA-Referenzsysteme.

Beide dsDNA-Proben setzen sich aus je zwei komplementiren DNA-Einzelstrangen, die je-
weils aus 36 Nukleotiden aufgebaut sind, zusammen. Hierbei trégt je ein Nukleinsdurestrang
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den Donor-Farbstoff ATTO 488, wihrend an den entsprechend komplementéren Strang der
Akzeptor-Farbstoff ATTO 647N gebunden ist. Um die Fluorophore an die Oligonukleotide zu
koppeln, wurde in die Sequenz der komplementiaren Nukleinsdureketten jeweils ein Nukleotid,
welches eine Aminomodifikation aufweist, eingebaut. Die Aminogruppe erlaubte die Kopplung
der komplementdren DNA-Einzelstringe mit den NHS-Ester-Derivaten der beiden Farbstoffe.
AbschlieBend wurden die beiden komplementéren und mit ATTO 488 bzw. ATTO 647N mar-
kierten Nukleinsdureketten zu einem FRET-Paar markierten Doppelstrang zusammengefligt.

Abbildung 18: Schematischer Aufbau der FRET-Paar markierten DNA-Doppelstrang-Referenzsysteme.
Diese bestehen jeweils aus den beiden in schwarz bzw. grau dargestellten komplementéren
DNA-Einzelstrdngen. Stern: Akzeptor-Farbstoff A bzw. Donor-Farbstoff D.

Die beiden in dieser Arbeit eingesetzten dSDNA-Proben unterscheiden sich im Wesentlichen
in den Positionen der mit einer Aminogruppe modifizierten Nukleotide innerhalb der Sequenz
der komplementéren Einzelstrdnge und damit in der Anzahl der Basenpaare, welche zwischen
beiden Fluorophoren im DNA-Doppelstrang zu liegen kommen. Im Detail weisen die beiden
DNA-Doppelstrang-Proben folgende Nukleotidsequenzen auf [308]:

5’- G CTG AAA GTG TCG AGT TTG TwT GAG TGT TTG TCT GG -3’

dsDNA-L: 3. ¢ GAC T2T CAC AGC TCA AAC AAA CTC ACA AAC AGA CC -5°

5’- G CTG AAA GTG TCG AGw TTG TTT GAG TGT TTG TCT GG -3’

dsDNA-2: 3. C GAC TTz CAC AGC TCA AAC AAA CTC ACA AAC AGA CC -5°

In obiger Notation wird die Nukleotidsequenz durch die Abfolge der in den Nukleotiden ent-
haltenen Nukleobasen, spezifiziert. Dabei wurde folgende Nomenklatur der Nukleobasen an-
gewandt [309]:

A 2 Adenin; G £ Guanin; C 2 Cytosin; T 2 Thymin

Die Buchstabensymbole w und z kennzeichnen jeweils die farbstoffmarkierten Nukleotide.
Beide Nukleotide enthalten die Nukleobase Thymin, wobei das mit w gekennzeichnete Nukle-
otid mit ATTO 488 und das mit z gekennzeichnete Nukleotid mit ATTO 647N markiert ist.
Entsprechend der obig aufgefiihrten Sequenzen ist das FRET-Paar im Falle der Probe dsDNA-1
15 Basenpaare voneinander separiert, wohingegen zwischen Donor- und Akzeptor-Fluorophor
im Falle der zweiten Probe (dsDNA-2) neun Basenpaare zu liegen kommen. Da die Distanz
zwischen zwei benachbarten Basenpaaren 0,34 nm betrigt [309], folgt hieraus, dass sich der
Abstand r zwischen den Nukleotiden, an welchen das Farbstoffpaar angebracht wurde, auf

r(dsDNA-1) = 5,1 nm sowie
r(dsDNA-2) = 3,1 nm

belduft. Wird der interchromophore Abstand R, mit dem Abstand r zwischen den farbstoft-
markierten Nukleotiden approximiert, so konnen mithilfe des in Tabelle 5 aufgefiihrten Fors-
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ter-Radius Ry des gewdhlten Farbstoffpaares von 4,9 nm [284] sowie unter Verwendung von
Gleichung (19) die theoretisch erwarteten Energietransfereffizienzen beider Referenzproben
berechnet werden. Hierbei ergeben sich folgende Werte:

3.2  Probenpriparation fiir konfokale Fluoreszenzmessungen

Wie in Kapitel 3.1.4 erldutert, sollte die PR wéhrend aller Messungen in einem geeigneten Puf-
fersystem (Assay-Puffer 1 bzw. Assay-Puffer 2), welches die enzymatische Aktivitit des En-
zyms sicherstellt, vorliegen. Um dies gewihrleisten zu kdnnen, wurden sdmtliche konfokalen
Fluoreszenzmessungen an der DENV-2-PR in selbsthergestellten Bechergldschen durchge-
fiihrt. Diese bestanden im Wesentlichen aus einem Deckglas, auf welches ein ca. 1,5 cm hoher
Zylinder aus proteinabweisendem Kunststoff (Eppendorf® LoBind microcentrifuge tubes) auf-
gebracht und mit Zweikomponentenkleber befestigt wurde [52]. Wurden frei in Losung diffun-
dierende PR-Molekiile untersucht, wie beispielsweise im Rahmen sdmtlicher FCS- sowie
Burst-Experimente, so fanden mit PEG beschichtete Glastrager (PEG_01 & 02, MicroSurfaces
Inc.) Verwendung. Die PEG-Schicht war hierbei unabdingbar, um einer unspezifischen Ad-
sorption der Enzyme an die Glasoberfliche vorzubeugen [245, 258]. Daher wurden auch fiir
die smFRET-Messungen an immobilisierten PR-Molekiilen mit PEG beschichtete Deckgléser
eingesetzt. Um die Proteine allerdings spezifisch an die Oberflidche der Objekttrager anbinden
zu konnen, trugen einzelne PEG-Ketten einen endstindigen Nickel-NTA-Anker (Ni 01,
MicroSurfaces Inc.). Diese Anker bestehen jeweils aus dem vierzahnigen Chelatliganden NTA,
welcher kovalent an die jeweilige PEG Kette gebunden vorliegt und iiber vier koordinative
Bindungen ein zentrales Ni**-Ion komplexiert (siche Abbildung 19) [271, 291, 310]. Demzu-
folge bleiben zwei Bindungsstellen der oktaedrischen Koordinationssphére des Ni**-Ions va-
kant, sodass die Imidazol Einheiten des am Enzym befindlichen Hexahistidin-Restes (siche
Kapitel 3.1.2.1) unter Ausbildung eines oktaedrisch koordinierten Ni**-Komplexes an diese
beiden freien Koordinationsstellen binden konnen [271, 291, 310].

w— Objekttriiger

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Immobilisierung der FRET-Paar markierten Cystein-Dop-
pelmutante S79C-S158C der DENV-2-PR (PDB-Code: 2M9P [299, 300]) {iber deren He-
xahistidin-Rest an einem Nickel-NTA-Anker eines PEG-beschichteten Glastrigers. Rot:
NS2B, blau: NS3, Stern: Akzeptor-Farbstoff A bzw. Donor-Farbstoff D. Die Abbildung
wurde in Anlehnung an [298] erstellt, wobei die Oberflichendarstellung des Enzyms von
H. Maus mit PyMOL erstellt wurde.
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In die beschriebenen Messgefifle wurde die jeweilige Probe vorgelegt, von der dann an einem
Einzelmolekiilspektrometer mit konfokaler Optik (siehe Kapitel 3.3.2) Zeitspuren der Fluores-
zenzintensitdt aufgenommen wurden. Weitere Details der jeweiligen Versuchsdurchfiihrung
werden in den Kapiteln 3.4.1.2, 3.4.2.1 und 3.4.2.3 beschrieben.

3.3 Experimentelle Aufbauten

Nachfolgend werden die experimentellen Aufbauten dieser Arbeit vorgestellt. Den Anfang bil-
den hierbei die Spektrometer, welche fiir Untersuchungen im Ensemble genutzt wurden. Zum
Abschluss wird der grundlegende Aufbau des konfokalen Fluoreszenzmikroskops, mit wel-
chem sdmtliche FCS-Experimente und Einzelmolekiiluntersuchungen bewerkstelligt wurden,
skizziert.

3.3.1 Ensemblespektroskopie

Im Zuge der vorliegenden Studie wurde eine Vielzahl von Ensemblemessungen durchgefiihrt.
Im Rahmen dieser Messungen kamen kommerzielle Spektrometer, welche nachstehend vorge-
stellt werden, zum Einsatz. Weitere Details der jeweiligen Versuchsdurchfiihrung, wie bei-
spielsweise eine Auflistung der jeweils gewéhlten Messparameter, konnen den Unterkapiteln
des Kapitels 3.4.1.1 sowie dem Kapitel 3.4.2.2 entnommen werden.

Absorptionsspektroskopie

Sdmtliche Absorptionsspektren wurden mit dem Zweistrahl-UV/VIS-Spektrometer
Lambda 850 (PerkinElmer) aufgenommen. Hierbei wurde als Referenz die jeweils gewéhlte
Losemittelumgebung verwendet. Die Integrationszeit betrug bei einer Schrittweite von 1 nm
und einer spektralen Auflésung von 1 nm stets 0,2 s.

Fluoreszenzspektroskopie

Alle in dieser Studie gezeigten Fluoreszenzemissions- sowie Fluoreszenzanregungsspektren
wurden in einer 90° Geometrie mit dem Spektrofluorometer FluoroLog-3 (Horiba Jobin-Yvon)
gemessen. Die aufgenommenen Spektren wurden jeweils unter Beriicksichtigung der Quan-
teneffizienz des Photodetektors, des Lampenspektrums sowie der Korrekturkurve des Spektro-
graphengitters korrigiert.

Zeitkorrelierte Einzelphotonenzihlung

Zur Bestimmung von Fluoreszenzlebensdauern wurden zeitaufgeldste Fluoreszenzmessungen
unter Verwendung der TCSPC-Methode angestellt. Die entsprechenden Messungen wurden
ebenfalls mit dem FluoroLog-3-Spektrofluorometer durchgefiihrt. Das hierfiir benotigte, ge-
pulste Anregungslicht wurde durch einen Weilllicht-Faserlaser (SC-OEM, YSL Photonics),
welcher Laserpulse mit einer Dauer von ca. 100 ps [311] generiert, bereitgestellt. Mittels eines
akustooptischen Filters (AOTF-VIS-DR, Fianium) konnte die jeweilig gewlinschte Anregungs-
wellenldnge selektiert werden. Die Detektionseinheit bestand aus einem Detektor mit
Einzelphotonenempfindlichkeit (PMA Hybrid 50, PicoQuant), welcher mit einem TCSPC-Mo-
dul (PicoHarp 300, PicoQuant) verbunden wurde. Hierbei ermoglichte das TCSPC-Modul die
Aufzeichnung der Ankunftszeiten der einzelnen Photonen relativ zum jeweils korrespondieren-
den Anregungspuls. Durch Aufsummierung der entsprechenden Zeitdifferenzen in einem His-
togramm (Histogramm-Modus) wurden schlieBlich die entsprechenden Fluoreszenzabkling-
kurven erhalten. Um die Fluoreszenzlebensdauer von der Zeitskala der molekularen Rotation
zu separieren, wurden die Fluorophore mit vertikal polarisiertem Licht angeregt, wiahrend das
Fluoreszenzlicht auf dem Weg zum Detektor einen Emissionspolarisator, welcher im sogenann-
ten magischen Winkel von 54,7° relativ zur Vertikalen orientiert war, passierte [ 154, 155].
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3.3.2 Konfokales Fluoreszenzmikroskop

In Abbildung 20 ist der Aufbau des konfokalen Fluoreszenzmikroskops, mit welchem sdmtliche
FCS-Experimente sowie Einzelmolekiiluntersuchungen bewerkstelligt wurden, schematisch
dargestellt. Die Konfiguration dieses Aufbaus wurde dabei den Anforderungen der unterschied-
lichen Experimente entsprechend angepasst und wird daher an den entsprechenden Stellen in
den Unterkapiteln von Kapitel 3.4 spezifiziert.

Je nach Aufgabenstellung kamen verschiedene Lasersysteme zur Anregung der Fluoreszenz
zum Einsatz. Wurde mit einem gepulsten WeiBlicht-Faserlaser (SC-OEM, YSL Photonics) ge-
arbeitet, konnte mittels eines akustooptischen Filters (AOTF-VIS-DR, Fianium) die ge-
wiinschte Anregungswellenldnge selektiert werden. Das jeweilige Anregungslicht wurde zu-
néchst liber eine Einmoden-Glasfaser zum Experiment geleitet. Die Glasfaser iibernahm hierbei
u. a. die Funktion eines Modenfilters und lieferte eine reine TEMoo-Mode. Nach Passieren der
Glasfaser wurde tiber ein System bestehend aus einem Auskoppler (AK) sowie einer achroma-
tischen Linse (La) ein paralleles Strahlenbiindel erzeugt. Mit Hilfe eines variablen Abschwi-
chers (A) konnte sodann die gewiinschte Anregungsleistung, welche iiber ein Leistungsmess-
gerit (LMG) direkt vor dem Mikroskopobjektiv (Plan-Apochromat, 100x, NA=1.4, Olimmer-
sion, Zeiss) kontrolliert wurde, eingestellt werden.

Glas-
faser
Laser
Probe auf
Piezo-Scanner
AK ——— Xy
| | | | -O>
L 3 s I Mikroskop-
A . .
——m objektiv
CCD - —a|B

APD2 Ly BP
I S
! (K > pr
N ——— AF

| A I AL
N U N Sp

APD1 Lp LP2 Strahlteiler 2 LP1 Strahlteiler 1

Abbildung 20: Schematischer Aufbau des verwendeten konfokalen Fluoreszenzmikroskops. Die Abbil-
dung wurde nach einer Vorlage von Mathias Haase in Anlehnung an [153] erstellt. Abkiir-
zungen der einzelnen Bauteile: Auskoppler AK, achromatische Linse La, variabler opti-
scher Abschwicher A, Lochblende LB, Strahlteiler 20R/80T, charge coupled device CCD,
Linse L, shutter Sh, Anregungsfilter AF, Spiegel Sp, Leistungsmessgerdt LMG, Langpass-
filter LP, Bandpassfilter BP, Detektionslinse Lp, Avalanche-Photodiode APD.

Die auf den Abschwécher folgende Lochblende (LB) erlaubte es den Durchmesser des kolli-
mierten Laserstrahles auf ca. 5 mm zu reduzieren. Das verjlingte Strahlenbiindel traf schlielich
auf einen Strahlteiler (20R/80T, Spezialanfertigung, Linos AG), welcher 80 % der Strahlung
unreflektiert passieren lie8. Gleichzeitig wurden 20 % des im Probenraum gestreuten und re-
flektierten Laserlichts {iber diesen Strahlteiler auf eine CCD-Kamera (charge coupled device),
die das Licht ortsaufgelost detektierte, gelenkt. Die CCD-Kamera wurde zur Fokussierung des
Anregungslichtes in den Probenraum benétigt. Mit einem elektrisch gesteuerten shutter (Sh)
konnte bei Bedarf der Strahlengang unterbrochen werden, sodass die Probe nur wéihrend des
eigentlichen Experimentes bestrahlt wurde. Ehe das Anregungslicht in Richtung Probe gelenkt
wurde, erfolgte eine spektrale Reinigung des Laserlichtes mittels eines Anregungsfilters (AF).
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Als Anregungsfilter kamen hierbei optische Band- bzw. Kurzpassfilter, welche der jeweiligen
Anregungswellenldnge angepasst wurden, zum Einsatz. Der Anregungsfilter diente u. a. auch
der Unterdriickung von in der Glasfaser angeregter Fluoreszenz. Das spektral gefilterte Anre-
gungslicht wurde iiber den Strahlteiler 1, bei welchem es sich in Abhingigkeit des jeweiligen
Experimentes entweder um einen Neutralstrahlteiler (20R/80T) oder aber um einen dichroiti-
schen Spiegel handelte, in Richtung des Olimmersionsobjektives reflektiert. Dieses wiederum
war auf einem Piezo-getriebenen Objektiv-Positionierer (P-721, PIFOC, Physik Instrumente)
montiert, mit dessen Hilfe das Mikroskopobjektiv in z-Richtung verfahren und somit das An-
regungslicht in den Probenraum fokussiert werden konnte. Die Probe befand sich dabei in den
in Abschnitt 3.2 vorgestellten Messzellen, deren PEGylierte Deckglidschen von quadratischer
Geometrie (Seitenldnge: 22 mm) waren, eine Dicke von 0,16 mm bis 0,19 mm [312] aufwiesen
und mittels einer magnetischen Folie auf einem xy-Piezoscanner (P-731.8C, Physik Instru-
mente) befestigt wurden. So konnte bei Bedarf die Probe i{iber den Anregungsfokus gerastert
werden.

Das Objektiv wurde nicht nur zur Fokussierung des Anregungslichtes in den Probenraum ein-
gesetzt, sondern sammelte auch einen Teil der Fluoreszenz gemeinsam mit an der Probe ge-
streutem Laserlicht ein und leitete das eingesammelte Licht als kollimierten Strahl in Richtung
des Strahlteilers 1 zuriick. Wurde an dieser Stelle ein dichroitischer Spiegel eingesetzt, so re-
flektierte dieser das im Probenraum zuriickgestreute und gegeniiber dem Fluoreszenzlicht blau-
verschobene Laserlicht in Richtung der Anregungsquelle, wihrend er die langerwellige Fluo-
reszenz der Probe in Richtung der Detektoren transmittieren lie. So konnte das gestreute La-
serlicht bereits zu einem groflen Teil vom Fluoreszenzlicht abgetrennt werden. Wurde dahin-
gegen ein Neutralstrahlteiler (20R/80T) anstelle eines dichroitischen Spiegels verwendet, so
lieB dieser wellenldngenunabhéngig ca. 80 % der {iber das Objektiv eingesammelten Strahlung
transmittieren. Um das stérende Hintergrundsignal des zuriickgestreuten Anregungslichtes von
dem zu detektierenden Fluoreszenzlicht weitestgehend zu separieren, war daher der Einsatz
eines entsprechenden Langpassfilters (LP 1) in diesem Falle unabdingbar. Dieser blockierte das
in der Detektion unerwiinschte Laserlicht und lieB3 die Fluoreszenzemission passieren. Da das
im Probenraum zuriickgestreute Laserlicht in aller Regel auch zu einem gewissen Anteil einen
dichroitischen Spiegel passieren kann, schloss sich hinter diesem im Detektionsstrahlengang
ebenso zunichst ein Langpassfilter (LP 1) an. Im Falle sdmtlicher Energietransferexperimente
wurde das optisch gefilterte Fluoreszenzlicht anschlieBend mit Hilfe eines weiteren dichroiti-
schen Spiegels (Strahlteiler 2) in zwei Strahlengédnge aufgeteilt. Dieser dichroitische Spiegel
lieB rotes Licht transmittieren, wohingegen Strahlung hoherer Energie in Richtung von APD2
reflektiert wurde. Um eine weitestgehend isolierte Detektion von Donor- und Akzeptor-Fluo-
reszenz zu ermdglichen, befanden sich vor beiden Detektoren zusétzliche Filter. So wurde zur
weiteren spektralen Aufreinigung des Emissionslichtes vor APD1 ein weiterer Langpassfilter
(LP 2) sowie vor APD2 ein Bandpassfilter (BP) platziert. Mithilfe achromatischer Detektions-
linsen (Lpi und Lpz) wurde das Emissionslicht schlieBlich auf die Detektionsflachen der beiden
APDs fokussiert. Dabei fungierte die kleine, aktive Flache der jeweiligen APD auch als konfo-
kales Detektionspinhole in der Bildebene (siehe Kapitel 2.2.3.1). Zur Vollstindigkeit sei er-
wihnt, dass das Emissionslicht lediglich mit einer APD (APD1) detektiert wurde, sofern Strahl-
teiler 2 im Strahlengang fehlte.

Die Signale der APDs wurden in Form von NIM-Pulsen an ein TCSPC-Modul (PicoHarp 300
oder HydraHarp 400, PicoQuant) weitergeleitet. Die genannten Module unterscheiden sich im
Wesentlichen in der Anzahl ihrer Detektionskandle. Das PicoHarp 300-Modul besitzt einen
Detektionskanal, wahrend die HydraHarp iiber zwei Detektionskanéle verfiigt. Zusatzlich wei-
sen beide TCSPC-Module einen Eingang fiir ein Synchronisationssignal auf. Beide Module
konnen in den sog. TTTR (time-tagged time-resolved)-Modi T2 sowie T3 betrieben werden.
Im T2-Modus werden sowohl die Ankunftszeiten der einzelnen Photonen in Relation zum Start
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des Experimentes (Makrozeit) als auch der Eingangskanal des Detektorsignals registriert. Der
T2-Modus erlaubt daher die nachtrdgliche Berechnung von Korrelationsfunktionen. Weiterhin
konnen durch Auftragung der Haufigkeiten der einzelnen Makrozeiten innerhalb eines Histo-
gramms Fluoreszenzintensitéts-Zeitspuren rekonstruiert werden. An dieser Stelle sei aus Griin-
den der Vollstindigkeit darauf hingewiesen, dass im T2-Modus der Synchronisationskanal
auch als Detektionskanal verwendet werden kann, sodass in diesem Modus auch an die Pico-
Harp zwei APDs angeschlossen werden konnen. [313]

Zur Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer einzelner Molekiile wurden TCSPC-Experimente
mit einer gepulsten Anregungsquelle durchgefiihrt. Um die Ankunftszeiten der einzelnen Flu-
oreszenzphotonen relativ zum jeweils korrespondierenden Anregungspuls (Mikrozeit) auf-
zeichnen zu konnen, wurde das Trigger-Signal des Anregungslasers in den Synchronisations-
eingang des entsprechenden TCSPC-Moduls eingespeist, wihrend die Ausgangssignale der
APDs an die verbleibenden Detektionskandle des Moduls iibergeben wurden. Mit Hilfe des
T3-Modus konnten sodann neben dem jeweiligen Eingangskanal des Detektorsignals auch die
Makro- und Mikrozeit fiir jedes detektierte Photon abgespeichert werden. Folglich konnten aus
den erhaltenen Datensitzen neben der Berechnung von Korrelationsfunktionen sowie Fluores-
zenzintensitdts-Zeitspuren auch Fluoreszenzlebenszeiten extrahiert werden konnten. [313]

3.4  Versuchsdurchfiihrung und Datenanalyse

Nachstehend werden Durchfiihrung und Datenanalyse der im Rahmen dieser Arbeit angestell-
ten Experimente — getrennt nach den beiden Hauptthemenkomplexen ,,Untersuchung von Pro-
tein-Ligand-Bindungswechselwirkungen® und ,,Untersuchung der Proteindynamik* — skizziert.

3.4.1 Untersuchung von Protein-Ligand-Bindungswechselwirkungen

Um die Bindungswechselwirkungen zwischen der DENV-2-PR und diversen Liganden zu cha-
rakterisieren, wurden zwei unterschiedliche Vorgehensweisen, deren experimentelle Realisie-
rung in den beiden folgenden Unterkapiteln 3.4.1.1 sowie 3.4.1.2 vorgestellt wird, verfolgt.

3.4.1.1 Einfach markierte PRs und nicht-markierte Liganden

In einem ersten Ansatz wurde untersucht, ob die Bindung diverser nicht-markierter Liganden
an einfach farbstoffmarkierte DENV-2-PRs Anderungen der photophysikalischen Parameter
des jeweiligen Fluoreszenzmarkers hervorruft.

Spektroskopische Charakterisierung der Wechselwirkungen

In diesem Zusammenhang wurden zunichst fluoreszenzspektroskopische Ensemblemessungen
an den in Tabelle 3 aufgelisteten einfach markierten DENV-2-PRs jeweils vor und nach Zugabe
unterschiedlicher Liganden durchgefiihrt. Hierzu wurden die von [l bercitgestellten
Stammldsungen der PRs durch Zugabe von Assay-Puffer 1 auf eine Enzymkonzentration von
ca. 1 uM verdiinnt. Um die Loslichkeit der Liganden sicherzustellen, wurde den resultierenden
Losungen des Enzyms zusétzlich 10 Vol.-% DMSO zugesetzt, sodass die in Tabelle 9 aufge-
fithrten Konzentrationen erhalten wurden.

Nun wurden 50 pL der jeweiligen PR-Losung in eine Prizisionskiivette aus Quarzglas (Hellma
Analytics) vorgelegt. Zur vollstindigen fluoreszenzspektroskopischen Charakterisierung der
jeweiligen Enzym-Ligand-Bindungswechselwirkungen wurden sodann polarisationsaufgeloste
Fluoreszenzabklingkurven unter Verwendung der TCSPC-Methode sowie Fluoreszenzemissi-
ons- und Fluoreszenzanregungsspektren aufgenommen. Hierbei fanden in aller Regel die in
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Tabelle 10 aufgefiihrten Messparameter Anwendung. Fille, in welchen von diesen Einstellun-
gen abgewichen wurde, werden an entsprechender Stelle im Ergebnisteil unter Angabe der mo-
difizierten Messparameter gekennzeichnet. Die spektralen Bandbreiten des Anregungs- und
Emissionsmonochromators wurden in der Regel an die jeweilige Signalstirke angepasst.
Tabelle 9:  Zusammenfassung der im Rahmen der ensemblespektroskopischen Charakterisierung der

Protein-Ligand-Bindungswechselwirkungen verwendeten Konzentrationen der drei einfach
farbstoffmarkierten Cystein-Einzelmutanten der DENV-2-PR.

Probe Konzentration / pM
G14C-ATTO 647N 0,79
G14C-Cy5 1,06
S79C-Cy5 0,83

Anschliefend wurden 20 pL einer Losung des entsprechenden Inhibitors in die Kiivette zuge-
geben und die fluoreszenzspektroskopischen Ensemblemessungen mit den in Tabelle 10 auf-
gelisteten Einstellungen wiederholt. Hierbei wurden sdamtliche in Tabelle 9 aufgelisteten Pro-
bensysteme mit dem allosterischen Inhibitor HWul80 umgesetzt. Dariiber hinaus wurde die
mit ATTO 647N markierte Cystein-Einzelmutante G14C zusétzlich in Gegenwart von BM1
ensemblespektroskopisch untersucht. Die Liganden lagen hierbei, &hnlich wie das Enzym, ge-
16st in Assay-Puffer 1, welchem 10 Vol.-% DMSO zugesetzt wurden, vor.

Tabelle 10:  Auflistung der Messparameter, welche zur Aufnahme der Fluoreszenzabklingkurven
(TCSPC-Messung) sowie der Fluoreszenzemissions- und Fluoreszenzanregungsspektren im
Rahmen der ensemblespektroskopischen Charakterisierung der Protein-Ligand-Bindungs-
wechselwirkungen verwendet wurden. Abkiirzungen: Anregungswellenlédnge Ag,, Emissi-
onswellenldnge Ag,,, Repetitionsrate R.

Parameter Emissionsspektrum | Anregungsspektrum | TCSPC
Marker: ATTO 647N 400 nm — 665 nm 649 nm
Agx 600 nm
Marker: Cy5 400 nm — 675 nm 652 nm
Marker: ATTO 647N 675 nm 665 nm
Agm 610 nm — 800 nm
Marker: Cy5 685 nm 670 nm
Schrittweite I nm 1 nm -
R - - 10 MHz
Integrationszeit 0,5s 0,5s 200 s

Tabelle 11 gibt einen Uberblick iiber die Konzentrationen der zugesetzten Inhibitorldsungen.
Um Aussagen tiiber die relative Fluoreszenzintensitdt vor und nach Zugabe eines Liganden tref-
fen zu konnen, wurden die TCSPC-Messungen in An- und Abwesenheit des jeweiligen Ligan-
den mit identischen spektralen Bandbreiten des Emissionsmonochromators durchgefiihrt.

Reagierten photophysikalische Parameter des jeweiligen an der PR befindlichen Fluoreszenz-
markers sensitiv auf die Anwesenheit eines Liganden, so wurden in der Folge Kontrollexperi-
mente angestellt. An dieser Stelle sei bereits erwdhnt, dass vorstehend genannte Bedingung nur

58



3.4 Versuchsdurchfithrung und Datenanalyse

Tabelle 11:  Zusammenfassung der im Rahmen der ensemblespektroskopischen Charakterisierung der
Protein-Ligand-Bindungswechselwirkungen verwendeten Konzentrationen der zugesetzten

Inhibitorldsungen.
Ligand Konzentration / pM
HWulg0 320
BM1 3200

durch die mit ATTO 647N markierte Mutante G14C nach Zugabe von HWul80 und BM1 er-
fiillt wurde. Mithilfe der Kontrollexperimente sollte iiberpriift werden, ob die detektierten An-
derungen der spektroskopischen Parameter auf eine spezifische Wechselwirkung von Ligand
und markiertem Enzym zuriickzufiihren sind. Insbesondere galt es eine Wechselwirkung des
Fluoreszenzmarkers mit den Inhibitoren auszuschlieBen. Hierzu wurden die vorstehend be-
schriebenen spektroskopischen Ensemblemessungen im niachsten Schritt unter gleichen Bedin-
gungen wiederholt. Dazu wurde statt der ATTO 647N markierten G14C-Mutante der freie
ATTO 647N-Farbstoff jeweils vor und nach Zugabe von HWu180 bzw. BM1 untersucht.

Spektroskopische Titration

Nach erfolgreicher Durchfiihrung der Kontrollexperimente wurde eine spektroskopische Titra-
tion durchgefiihrt. Hierzu wurde die mit ATTO 647N markierte Cystein-Einzelmutante G14C
jeweils mit HWul180 und BMI titriert. Ziel beider Titrierreihen war es, Zugriff auf die Disso-
ziationskonstante K, des entsprechenden Enzym-Inhibitor-Komplexes zu erhalten [37]. Hierzu
wurden zundchst 180 pL der 0,79 uM Losung von G14C-ATTO 647N (siehe Tabelle 9) in eine
Prizisionskiivette aus Quarzglas (Hellma Analytics) iiberfiihrt. In der Folge wurden polarisati-
onsaufgeloste Fluoreszenzabklingkurven sowie Fluoreszenzemissions- und Fluoreszenzanre-
gungsspektren mit den in Tabelle 12 aufgefiihrten Messeinstellungen aufgenommen.

Tabelle 12:  Auflistung der Messparameter, welche zur Aufnahme der Fluoreszenzabklingkurven
(TCSPC-Messung) sowie der Fluoreszenzemissions- und Fluoreszenzanregungsspektren im
Rahmen der beiden spektroskopischen Titrationen verwendet wurden. Abkiirzungen: Anre-
gungswellenlidnge Ag,, Emissionswellenldnge Ag,,, Repetitionsrate R.

Parameter Emissionsspektrum Anregungsspektrum | TCSPC
Agy 645 nm 634 nm — 671 nm 649 nm
Aem 655 nm — 687 nm 678 nm 665 nm
spektrale Bandbreite des
Anregungsmonochroma- 8 nm 2 nm -
tors

spektrale Bandbreite des

Emissionsmonochromators 2 nm > nm 7nm
Schrittweite I nm I nm -
R - - 10 MHz
Integrationszeit 1,0s 1,0s 200 s
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Nun wurde der in der Kiivette vorgelegten Enzymlosung der jeweilige Ligand sukzessive bis
zu einer Endkonzentration von 129,6 uM (HWul80) bzw. 940,5 uM (BM1) zugegeben (siche
Tabelle 13 und Tabelle 14). Hierbei lagen die Liganden geldst in Assay-Puffer 1, welcher mit
10 Vol.-% DMSO versetzt wurde, vor. Nach jedem Titrationsschritt wurden die fluoreszenz-
spektroskopischen Ensemblemessungen mit den in Tabelle 12 aufgefiihrten Messeinstellungen
wiederholt.

Tabelle 13:  Konzentrationen der ATTO 647N markierten Cystein-Einzelmutante G14C der DENV-2-PR

und des Liganden HWu180, welche wihrend der spektroskopischen Titration an den einzel-
nen Titrationspunkten in der Prézisionskiivette vorlagen.

Probe | c((HWul80) | ¢(G14C-ATTO 647N) | Probe | c(HWul80) | ¢(G14C-ATTO 647N)

/ pM / pM / pM / pM
1 0,0 0,79 7 36,1 0,65
2 4,2 0,75 8 423 0,64
3 8,0 0,71 9 48,3 0,62
4 15,5 0,70 10 69,8 0,57
5 22,7 0,68 11 88,1 0,53
6 29,5 0,66 12 129,6 0,43

Anschlieffend sollte aus den aufgenommenen Daten durch Anpassung mit einem Zweikompo-

nentenmodell der relative Anteil des Enzym-Inhibitor-Komplexes an der gesamten Enzym-

menge fiir die einzelnen Titrationsschritte bestimmt und gegen die jeweilige Konzentration des
Tabelle 14:  Konzentrationen der ATTO 647N markierten Cystein-Einzelmutante G14C der DENV-2-PR

und des Liganden BM1, welche wéhrend der spektroskopischen Titration an den einzelnen
Titrationspunkten in der Prazisionskiivette vorlagen.

Probe | ¢c(BM1) | ¢(G14C-ATTO 647N) | Probe | ¢(BM1) | ¢(G14C-ATTO 647N)

/ pM / pM / pM / pM
1 0,0 0,79 9 141,7 0,60
2 25,3 0,75 10 176,0 0,57
3 36,9 0,73 11 237,0 0,53
4 48,0 0,71 12 324,1 0,49
5 58,5 0,70 13 417,5 0,45
6 78,1 0,66 14 571,6 0,43
7 87,2 0,65 15 708,5 0,40
8 104,3 0,62 16 940,5 0,36

Liganden aufgetragen werden. Weiterhin wurde beabsichtigt, die so erhaltenen Bindungskur-
ven mit einem Eins-zu-Eins-Bindungsmodell anzupassen, um so Zugriff auf die Dissoziations-
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konstante K}, des entsprechenden Enzym-Inhibitor-Komplexes zu erhalten [37, 314]. Aufgrund
verschiedener Umstidnde, auf welche an geeigneter Stelle im Ergebnisteil eingegangen wird,
konnte die beschriebene Auswertung jedoch nicht durchgefiihrt werden.

Chase-Experiment

Abschliefend wurde die Reversibilitit der Bindungswechselwechselwirkungen zwischen
G14C-ATTO 647N und den beiden allosterischen Inhibitoren BM1 und HWul80 mithilfe
zweier Chase-Experimente {iberpriift [37]. Hierzu wurde zunichst jeweils ein Aliquot der
0,79 uM Losung des markierten Enzyms (siche Tabelle 9) in eine Prizisionskiivette iiberfiihrt
und ensemblespektroskopisch mit den in Tabelle 10 (Chase-Experiment 1 mit HWu180) bzw.
Tabelle 12 (Chase-Experiment 2 mit BM1) aufgefiihrten Einstellungen vermessen. In der Folge
wurde ein Uberschuss des jeweiligen Inhibitors zugegeben und das resultierende Gemisch er-
neut mit unverdnderten Messeinstellungen ensemblespektroskopisch charakterisiert. Um zu
eruieren, ob die farbstoffmarkierte PR aus den bereits vorgebildeten Enzym-Inhibitor-Komple-
xen verdringt werden kann, wurde daraufhin das jeweilige Probengemisch mit einem Uber-
schuss an nicht-markierter WT-PR versetzt und schlieBlich abermals fluoreszenzspektrosko-
pisch untersucht. Auch hierbei fanden die in Tabelle 10 bzw. Tabelle 12 aufgelisteten Messpa-
rameter Anwendung. Sowohl die zugesetzten Liganden als auch der zugegebene nicht-mar-
kierte WT lagen jeweils geldst in Assay-Puffer 1, welcher mit 10 Vol.-% DMSO versetzt
wurde, vor. Tabelle 15 fasst die Konzentrationen der unterschiedlichen Komponenten, welche
wihrend der beiden Chase-Experimente in der Prizisionskiivette vorlagen, zusammen.
Tabelle 15:  Konzentrationen der ATTO 647N markierten Cystein-Einzelmutante G14C der
DENV-2-PR, der Liganden HWul180 bzw. BM1 und der nicht-markierten WT-PR, welche

wiahrend der beiden Chase-Experimente an den einzelnen Titrationspunkten in der Prézisi-
onskiivette vorlagen.

Chase-Experiment 1

Probe | ¢(G14C-ATTO 647N)/puM c(HWu180) / pM ¢(WT-PR) / pM
1 0,79 - -
2 0,49 56,25 -
3 0,33 37,5 16,95

Chase-Experiment 2

Probe | ¢(G14C-ATTO 647N) / pM ¢(BM1) / pM ¢(WT-PR) / pM
1 0,79 - -
2 0,53 237,04 -
3 0,32 145,46 19,65

3.4.1.2 WT-PR und markierte Liganden: FCS-Bindestudien

Als alternative Herangehensweise zur Untersuchung der Bindungswechselwirkungen von Pro-
tein und Ligand wurden FCS-Bindestudien an den frei in Losung diffundierenden, farbstoff-
markierten Liganden AG124 und HMO076 (siehe Tabelle 7) jeweils vor und nach Zugabe der
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nicht-markierten WT-PR durchgefiihrt. Hierzu wurden zunéchst 150 pL einer 1 nM Losung des
jeweiligen Inhibitors in Assay-Puffer 2, welcher zusitzlich 10 Vol.-% DMSO enthielt, in
selbsthergestellten Messgefdlen (siche Kapitel 3.2) vorgelegt. Dann wurden mit einer modifi-
zierten Form des in Abbildung 20 gezeigten konfokalen Fluoreszenzmikroskops (fiir Details
sieche Tabelle 16) Zeitspuren der Fluoreszenzintensitit aufgenommen. Hierzu wurde das Anre-
gungslicht in die Probenldsung fokussiert und das emittierte Fluoreszenzlicht mithilfe einer
APD als Funktion der Zeit detektiert. Die hierbei verwendeten Messparameter konnen in Ta-
belle 17 eingesehen werden.
Tabelle 16:  Spezifische Konfigurationen des konfokalen Fluoreszenzmikroskops, die zur Durchfiihrung
der FCS-Bindestudien an den frei in Losung diffundierenden farbstoffmarkierten Liganden
AG124 und HMO076 Verwendung fanden. Die Abkiirzungen der einzelnen Bauteile werden
in der Bildunterschrift von Abbildung 20 erldutert. Abkiirzungen: Anregungswellenldnge
Agx, Anregung im Dauerstrichbetrieb cw.

Bauteil Bezeichnung und Anmerkungen
Analyt: Agx / nm | Modus Typ Bezeichnung
AGI124 488 cw | Diodenlaser | iChrome CLE, Toptica Photonics AG
Laser
Analyt: Agx / nm | Modus Typ Bezeichnung
HMO76 640 cw | Diodenlaser | iChrome CLE, Toptica Photonics AG
Analyt: AG124 Analyt: HM076
AF LLO01-488, Semrock ZET635/10x, Chroma
Strahlteiler 1 ZT491rdexrxt-UF1, Chroma 20R/80T F21-008, Chroma
LP1 LP02-488RU, Semrock ET6551p, Chroma
Strahlteiler 2 -
LP2 .
BP -
Lp1 AC254-300-A, Thorlabs GmbH, Brennweite f = 300 mm
Lp2 -
APDI1 SPCM-AQRH-15, PerkinElmer
APD2 -
TCSPC-Modul PicoHarp 300, PicoQuant

Mittels eines PicoHarp 300 Moduls wurden im T2-Modus die Makroankunftszeiten der einzel-
nen Photonen aufgezeichnet, wodurch die nachtrigliche Berechnung von Autokorrelations-
funktionen moglich wurde.

Nun wurde die in der Probenzelle vorgelegte Losung des jeweiligen Liganden mit steigenden
Konzentrationen der nicht-markierten WT-PR versetzt. Hierbei lag die PR geldst in
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Assay-Puffer 2, welcher mit 10 Vol.-% DMSO versetzt wurde, vor. Nach jeder Zugabe der
WT-PR wurden die FCS-Messungen mit den in Tabelle 17 aufgefiihrten Messparametern wie-
derholt.

Tabelle 17:  Auflistung der Messparameter, welche zur Durchfithrung der FCS-Bindestudien an den frei
in Losung diffundierenden farbstoffmarkierten Liganden AG124 (FCS-Bindestudie 1) und
HMO076 (FCS-Bindestudie 2) verwendet wurden. Abkiirzungen: Anregungswellenlédnge Ag,,
Anregungsleistung Pg,.

Experiment FCS-Bindestudie 1 FCS-Bindestudie 2
Parameter
Apy 488 nm 640 nm
Py, 3 uW
Messdauer 1800 s 900 s
TTTR-Modus TCSPC-Modul T2

Tabelle 18 fasst die Konzentrationen der unterschiedlichen Komponenten, welche wihrend der
beiden FCS-Bindestudien in den Probenzellen vorlagen, zusammen.
Tabelle 18:  Konzentrationen der farbstoffmarkierten Liganden AG124 bzw. HM076 und der nicht-mar-

kierten WT-PR, welche wihrend der beiden FCS-Bindestudien an den einzelnen Titrations-
punkten in den Probenzellen vorlagen.

FCS-Bindestudie 1 FCS-Bindestudie 2
Probe | ¢(AG124)/nM | ¢(WT-PR)/pM | Probe | c(HMO76)/nM | ¢(WT-PR)/pM
1 1,00 - 1 1,00 -
2 0,94 1,0 2 0,94 1,2
3 0,50 7,8 3 0,88 11,9
4 0,50 77,9 4 0,48 89,3

Um eine eventuelle Bindung zwischen den farbstoffmarkierten Liganden und der WT-PR zu

visualisieren, wurde fiir jeden Datensatz geméf} Gleichung (30) eine Autokorrelationsfunktion

G11(t) der Fluoreszenzintensitit berechnet. Hierzu wurde eine Routine, welche von [}
geschrieben wurde, verwendet.

Neben den vorstehend skizzierten Untersuchungen wurden ferner Kontrollexperimente durch-
gefiihrt, um zu evaluieren, ob die gemessene Bindung der farbstoffmarkierten Liganden an das
Enzym spezifisch ist. Im Speziellen musste eine direkte Wechselwirkung des jeweiligen Fluo-
reszenzmarkers mit der WT-PR ausgeschlossen werden. Hierzu wurden die FCS-Bindestudien
wiederholt. Allerdings wurden statt AG124 der freie ATTO 488-Farbstoff und anstelle von
HMO076 der ungebundene Cy5-Farbstoff jeweils vor und nach Zugabe der nicht-markierten
WT-PR untersucht. Alle weiteren Bedingungen blieben unverindert.
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3.4.2 Untersuchung der Proteindynamik

Der zweite groBe Themenblock dieser Arbeit soll zu einem besseren Verstindnis der Protein-
dynamik der DENV-2-PR beitragen. Hierzu wurden mithilfe eines konfokalen Mikroskops Flu-
oreszenzmessungen sowohl an frei diffundierenden als auch an immobilisierten FRET-Paar
markierten DENV-2-PRs durchgefiihrt. Die experimentelle Realisierung dieser beiden Ansétze
soll in den folgenden Unterkapiteln skizziert werden.

3.4.2.1 Kombinierte FCS-FRET- und smFRET-Messungen in Losung

Zunichst sollte geklart werden, ob in Losung ein Gleichgewicht zwischen mehreren Konfor-
mationen der PR vorliegt und inwiefern die Anwesenheit verschiedener Liganden ein solches
Gleichgewicht beeinflusst. Hierzu wurden konfokale Fluoreszenzmessungen an den frei in Lo-
sung diffundierenden FRET-Paar markierten Doppelmutanten des Enzyms aus Tabelle 5, je-
weils vor und nach Zugabe unterschiedlicher Liganden, durchgefiihrt. Aus den erhaltenen Da-
tensdtzen wurden sowohl FCS-FRET- als auch smFRET-Informationen extrahiert. Weiterhin
galt es zu untersuchen, ob die gewihlte Mess- und Auswertemethodik grundsitzlich geeignet
ist, um obenstehende Fragestellungen zu adressieren. In diesem Zusammenhang wurden ent-
sprechende Referenzmessungen an einer Mischung der beiden in Kapitel 3.1.5 vorgestellten
statischen DNA-Doppelstrang-Proben durchgefiihrt. Die experimentelle Durchfiihrung dieser
Referenzmessungen wird zum Abschluss dieses Unterkapitels skizziert.

FRET-Paar markierte PRs vor und nach Zugabe diverser Liganden

Zunichst wurden 150 pL einer ca. 100 pM Losung des jeweiligen FRET-Paar markierten En-
zyms in Assay-Puffer, welcher zusitzlich 10 Vol.-% DMSO enthielt, in selbsthergestellten
MessgefaBen (siche Kapitel 3.2) vorgelegt. Hierbei lagen die beiden FRET-Paar markierten
Konstrukte S79C-S158C A und S79C-S158C B in Assay-Puffer 2 vor, wohingegen die FRET-
Paar markierte S79C-G14C-Doppelmutante in Assay-Puffer 1 gelost war. Darauthin wurden
—unter Verwendung der in Tabelle 19 aufgefiihrten Messparameter — mit einer modifizierten
Form des in Abbildung 20 gezeigten konfokalen Mikroskops (fiir Details siehe Tabelle 20)
Intensitéts-Zeitspuren aufgenommen.

Tabelle 19:  Auflistung der Messparameter, welche zur Durchfiihrung der Messungen an den frei in Lo-
sung diffundierenden FRET-Paar markierten Cystein-Doppelmutanten der DENV-2-PR je-
weils vor und nach Zugabe diverser Liganden verwendet wurden. Abkiirzungen: Anregungs-
wellenlénge A, , Anregungsleistung Pg,, Repetitionsrate R.

Parameter AEx Pgy Messdauer R TTTR-Modus TCSPC-Modul

Einstellung | 502 nm | 10 pW 3600 s 10 MHz T3

Hierzu wurde das spektral gefilterte Anregungslicht (Ag, = 502 nm) eines gepulsten WeiBllicht-
Faserlasers mithilfe des Mikroskopobjektives in die Probenlosung fokussiert. Das im Proben-
raum erzeugte Fluoreszenzlicht wurde mithilfe desselben Objektivs eingesammelt und tiber ei-
nen dichroitischen Spiegel (Strahlteiler 1) vom Anregungslicht separiert. SchlieBlich traf das
Fluoreszenzlicht auf einen weiteren dichroitischen Spiegel (Strahlteiler 2). Dieser lie8 rotes
Licht ab einer Wellenldnge von ungefdhr 655 nm in Richtung von APD1 transmittieren, wéh-
rend energiereicheres Licht in Richtung von APD2 reflektiert wurde. Zur weiteren spektralen
Aufreinigung der beiden Strahlengédnge befand sich im Akzeptor-Kanal A vor APD1 ein Lang-
passfilter (LP 2) sowie im Donor-Kanal D vor APD2 ein Bandpassfilter (BP). Diese Filterkom-
bination ermoglichte eine weitestgehend isolierte Detektion von Donor- und Akzeptor-Fluores-
zenz. Beide Detektoren wurden an ein HydraHarp 400 Modul (PicoQuant) angeschlossen, so-
dass im T3-Modus sowohl die Mikro- als auch die Makrozeiten der einzelnen Photonen
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aufgezeichnet werden konnten. Aus den erhaltenen Datensitzen konnten Korrelationsfunktio-
nen sowie Zeitspuren der Donor- und Akzeptor-Fluoreszenzintensitdt berechnet werden. Ferner
erlaubte die Aufzeichnung der Mikrozeiten die burstweise Berechnung von Fluoreszenzlebens-
dauern, weshalb die aufgenommenen Fluoreszenzintensitéts-Zeitspuren im Folgenden als farb-
und zeitaufgeldst bezeichnet werden.

Tabelle 20:  Spezifische Konfiguration des konfokalen Fluoreszenzmikroskops, die zur Durchfiihrung der
Messungen an den FRET-Paar markierten Cystein-Doppelmutanten der DENV-2-PR jeweils
vor und nach Zugabe diverser Liganden Verwendung fand. Die Abkiirzungen der einzelnen
Bauteile werden in der Bildunterschrift von Abbildung 20 erldutert. Abkiirzungen: Anre-
gungswellenlidnge Ag,, gepulste Anregung p.

Bauteil Bezeichnung und Anmerkungen
Agx /nm | Modus Typ Bezeichnung
Laser
502 p Weillicht-Faserlaser | SC-OEM, YSL Photonics
AF BrightLine HC 500/10, Semrock
Strahlteiler 1 ZT491rdexrxt-UF1, Chroma
LP1 ET510lp, Chroma
Strahlteiler 2 ZT640rdc-UF1, Chroma
LP2 ET6551p, Chroma
BP FF01-550/88, Semrock
L1 AC254-300-A, Thorlabs GmbH, Brennweite f = 300 mm
Lp> AC254-075-A1, Thorlabs GmbH, Brennweite /= 75 mm
APDI SPCM-AQRH-15, PerkinElmer
APD2 PDM 50ct, MPD
TCSPC-Modul HydraHarp 400, PicoQuant

AnschlieBend wurden 150 pL einer Losung des entsprechenden Liganden in das Becherglis-
chen hinzugegeben und erneut farb- und zeitaufgeldste Intensitits-Zeitspuren aufgenommen.
Die Messparameter entsprachen hierbei jenen vor Zugabe des jeweiligen Liganden. Es sei er-
wihnt, dass die zugesetzten Liganden, dhnlich wie das jeweils in der Probenzelle vorgelegte
Enzym, in Assay-Puffer 1 bzw. 2, welcher mit 10 Vol.-% DMSO versetzt wurde, vorlagen.

Tabelle 21 liefert eine Ubersicht iiber die durchgefiihrten Untersuchungen und fasst ferner die
Konzentrationen der unterschiedlichen Komponenten, welche wihrend der Experimente in den
Probenzellen vorlagen, zusammen.

Die erhaltenen Photonenstrome wurden zwei Auswertungen unterzogen. Um grob abschétzen
zu konnen, ob ein dynamisches Gleichgewicht zwischen verschiedenen Konformationen des
Enzyms vorliegt und inwiefern dieses durch die Zugabe unterschiedlicher Liganden beeinflusst
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Tabelle 21:  Ubersicht iiber die durchgefiihrten Messungen an den frei in Losung diffundierenden
FRET-Paar markierten Cystein-Doppelmutanten der DENV-2-PR. Es werden die Konzent-
rationen der jeweiligen FRET-Paar markierten Doppelmutante des Enzyms vor und nach Zu-
gabe der diversen Liganden sowie die Konzentrationen der zugesetzten Liganden im Mess-
gefdl} aufgelistet. Zusdtzlich wird die Zusammensetzung der Matrix, in welcher die Enzyme
sowie die zugesetzten Liganden vorlagen, angegeben.

zugesetzter :
Analyt Probe | PR/ g c(Ligand) / Matrix
pM Ligand M
S79C-G14C : 524 ] 0 Assay-Puffer 1 mit
) 0
2 412 mb43 10 10 Vol.-% DMSO
S79C-G14C : 524 ] 0 Assay-Puffer 1 mit
) 0
2 412 S1 100 10 Vol.-% DMSO
S79C-G14C : 524 ] 0 Assay-Puffer 1 mit
) 0
2 412 ) 100 10 Vol.-% DMSO
1 102,6 ] 0 '
’ Assay-Puffer 2 mit
S79C-S158C A .
2 51,3 mb43 10 10 Vol.-% DMSO
1 102,6 ; 0 '
S79C-S158C A z?(S)Sil/};—lP_l;/ffeDr 1\2/I ;nét
2 51,3 BM214 50 =70
1 102,6 ] 0 '
’ Assay-Puffer 2 mit
S79C-S158C A .
2 51,3 S1 100 10 Vol.-% DMSO
1 102,6 ] 0 '
’ Assay-Puffer 2 mit
S79C-S158C A .
2 51,3 ) 100 10 Vol.-% DMSO
1 1287 ] 0 '
’ Assay-Puffer 2 mit
S79C-S158C B .
2 64,4 mb43 10 10 Vol.-% DMSO
1 128,7 ] 0 '
S79C-S158C B z?(S)Sil/};—lP_l;/ffeDr 1\2/I ;nét
2 64,4 BM214 50 =70
1 1287 ] 0 '
’ Assay-Puffer 2 mit
S79C-S158C B .
2 64,4 S1 100 10 Vol.-% DMSO
1 1287 ] 0 '
’ Assay-Puffer 2 mit
S79C-S158C B .
2 64,4 ) 100 10 Vol.-% DMSO
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wird, wurden zunichst aus den aufgezeichneten Makroankunftszeiten der einzelnen Photonen
fiir jeden Datensatz Korrelationsfunktionen berechnet (FCS-FRET) [73, 218]. Hierzu wurden
mit einer von [ l] geschriebenen Routine die Fluoreszenzintensititen auf beiden APDs
gemil Gleichung (30) auto- und kreuzkorreliert, sodass jeweils eine Akzeptor-Autokorrelati-
onsfunktion G, 4(7), eine Donor-Autokorrelationsfunktion Gp, 5 (7) sowie eine Donor-Akzep-
tor-Kreuzkorrelationsfunktion G4, (7) erhalten wurden. Wie in Kapitel 2.2.3.3 beschrieben
wurde, kann ein Austausch zwischen verschiedenen Konformationen, die sich in ihrer Energie-
transfereffizienz unterscheiden, dazu fiihren, dass die Kreuzkorrelationsfunktion langsamer auf
null abfillt als die beiden Autokorrelationen. Voraussetzung hierfiir ist, dass der Austausch auf
einer Zeitskala, die nicht signifikant langsamer als die Diffusionszeit durch den Fokus ist [73,
218], stattfindet. Dahingegen ergibt ein Vergleich der Gleichungen (36) — (38), dass die Kreuz-
korrelationsfunktion in Abwesenheit eines entsprechenden Austausches zwischen G4 4(7) und
Gp,p(7) zu liegen kommt [234]. Durch Vergleich der Auto- und Kreuzkorrelationsfunktionen
sollten in der vorliegenden Studie demnach qualitative Riickschliisse auf das Vorhandensein
einer Konformationsdynamik gezogen werden.

Um Aussagen iiber eventuell vorhandene Subpopulationen treffen zu konnen, wurden die Daten
anschlielend auf Einzelmolekiilebene betrachtet (smFRET) [65]. Die entsprechende Auswer-
tung wurde von [[JJJJl] mit ciner in MATLAB geschriebenen Software-Routine vorgenom-
men. Zundchst wurden fiir jeden Datensatz aus den Makrozeiten der einzelnen Photonen die
Zeitspuren der Donor- und Akzeptor-Fluoreszenzintensitit berechnet (Zeitauflosung = 1 ms).
Nun wurden einzelne Fluoreszenzbursts, welche auf den Transit einzelner FRET-Paar markier-
ter PR-Molekiile durch das Anregungsvolumen zuriickzufiihren sind, aus den Zeitspuren extra-
hiert und anschlieBend analysiert (Burst-Analyse) [263, 264]. Zur weiteren Auswertung wurden
hierbei lediglich Bursts herangezogen, welche in Summe auf beiden APDs mindestens zehn
Zihlereignisse zeigten. Fiir jeden Burst wurde schlieBlich aus den Mikrozeiten der im Do-
nor-Kanal detektierten Photonen eine mittlere Donor-Lebenszeit 75, p 4 (ohne Beriicksichtigung
der Instrumentenfunktion) berechnet. Weiterhin wurde gemafl Gleichung (20) pro Burst eine
Energietransfereffizienz Egy bestimmt. Hierzu wurden die jeweils innerhalb eines Bursts de-
tektierten Donor- und Akzeptor-Fluoreszenzintensititen wie folgt verrechnet:

_ Iy _ Lapp1
YIp +1s  Yigpp2 + lappa

EET

(43)

Der zur Berechnung der Energietransfereffizienz benédtigte Korrekturfaktor y wurde entspre-
chend der in Gleichung (21) notierten Vorschrift ermittelt. Hierzu miissen die unterschiedlichen
Detektionseftfizienzen 7n; des experimentellen Aufbaus gegeniiber Donor- und Akzeptor-Emis-
sion sowie die Fluoreszenzquantenausbeuten ¢; beider Farbstoffe beriicksichtigt werden. Fiir
Letztere wurden die jeweiligen Herstellerangaben (siehe Tabelle 1) iibernommen. Die entspre-
chenden Detektionseffizienzen wurden mithilfe der Kenndaten der optischen Komponenten des
Mikroskops (Quanteneffizienz der Detektoren, Transmissionskurven), welche seitens des je-
weiligen Herstellers bekannt gegeben wurden, bestimmt. Die ermittelten Korrekturfaktoren
wurden keiner weiteren experimentellen Uberpriifung unterzogen. Fiir das Farbstoffpaar
ATTO 488 / ATTO 647N ergab sich ein Korrekturfaktor von nahezu 1. Dahingegen wurde fiir
das zweite FRET-Paar ATTO 488 / Cy5 ein Korrekturfaktor von 0,43 ermittelt. Hierbei ist die
Diskrepanz zwischen beiden Korrekturfaktoren auf die deutlich unterschiedlichen Fluores-
zenzquantenausbeuten der beiden Akzeptor-Farbstoffe ATTO 647N und CyS5 zuriickzufiihren.
Im Zuge der Berechnung von Ez; wurde weder ein spektrales Ubersprechen der Donor-Fluo-
reszenz in den Akzeptor-Kanal noch eine direkte Anregung des Akzeptors berticksichtigt [65].

Nun wurde die Hiufigkeit der einzelnen Bursts in einem 2D-Histogramm, aufgeldst nach mitt-
lerer Donor-Lebenszeit und Energietransfereffizienz, aufgetragen. Wie den Ausfiihrungen im
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Kapitel ,,smFRET-Messungen in Losung: Burst-Analyse und MFD* entnommen werden kann,
ermoglicht eine solche Auftragung die Identifikation vorhandener Subpopulationen. Auch kann
mithilfe der 2D-Histogramme beurteilt werden, ob ein Ligand eine bestimmte Konformation
des Enzyms stabilisiert. Weiterhin bietet der Vergleich der Lage einzelner Subpopulationen
relativ zur statischen FRET-Linie, welche durch Gleichung (23) beschrieben wird, einen zwei-
ten qualitativen Indikator fiir das Vorhandensein einer Konformationsdynamik [74].

FRET-Paar markierte dsDNA als Referenzsystem

Um zu priifen, ob die vorstehend geschilderte Methodik zur Untersuchung der zu Beginn von
Kapitel 3.4.2.1 skizzierten Fragestellungen geeignet ist, wurden entsprechende Kontrollmes-
sungen an dem in Kapitel 3.1.5 vorgestellten statischen Referenzsystem angestellt. Hierzu wur-
den 150 pL einer Mischung der beiden DNA-Doppelstrang-Proben dsDNA-1 und dsDNA-2 in
Tris-EDTA-Puffer (10 mM Tris-HCIL, 0,1 mM EDTA, pH 8§,0) in einer selbsthergestellten Pro-
benzelle (siehe Kapitel 3.2) vorgelegt. Beide dsSDNA-Proben lagen hierbei jeweils mit einer
Konzentration von 50 pmol/L in der Mischung vor. Nun wurden mit einer modifizierten Form
des in Abbildung 20 gezeigten konfokalen Fluoreszenzmikroskops (fiir Details siehe Tabelle
22) farb- und zeitaufgeldste Zeitspuren der Fluoreszenzintensitét aufgenommen. Die hierbei
verwendeten Messparameter entsprachen weitestgehend jenen Einstellungen, welche in Tabelle
19 aufgefiihrt werden. Lediglich die Anregungswellenlidnge A5, wurde auf 488 nm eingestellt.
Tabelle 22:  Spezifische Konfiguration des konfokalen Fluoreszenzmikroskops, die zur Durchfiihrung der
Messungen an der Mischung der beiden frei diffundierenden FRET-Paar markierten DNA-

Doppelstrang-Proben Verwendung fand. Die Abkiirzungen der einzelnen Bauteile werden in
der Bildunterschrift von Abbildung 20 erldutert. Abkiirzungen: Anregungswellenldnge Ag,.,

gepulste Anregung p.
Bauteil Bezeichnung und Anmerkungen
Agx /nm | Modus Typ Bezeichnung
Laser
488 p Weillicht-Faserlaser | SC-OEM, YSL Photonics
AF 3rd 490 SP, Omega und FF01-510/84, Semrock und LL01-488, Semrock
Strahlteiler 1 ZT491rdexrxt-UF1, Chroma
LP1 LP02-488RU, Semrock
Strahlteiler 2 H 643 LPXR superflat, Chroma
LP2 ET6551p, Chroma
BP FF01-550/88, Semrock
L1 AC254-300-A, Thorlabs GmbH, Brennweite f = 300 mm
Lp> AC254-075-A1, Thorlabs GmbH, Brennweite /= 75 mm
APDI SPCM-AQRH-15, PerkinElmer
APD2 PDM 50ct, MPD
TCSPC-Modul HydraHarp 400, PicoQuant
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Die erhaltenen Photonenstrome wurden, analog zu den Messungen an den frei in Losung dif-
fundierenden DENV-2-PR-Molekiilen, den beiden im vorstehenden Abschnitt beschriebenen
Auswertungen unterzogen. Fiir den zur Berechnung der Energietransfereffizienz benétigten
Korrekturfaktor wurde ein Wert von 0,82 ermittelt.

3.4.2.2 TCSPC-Messungen im Ensemble

In Erginzung zu den vorstehend skizzierten konfokalen Fluoreszenzmessungen an den frei in
Losung diffundierenden PR-Molekiilen, wurde jedes der in Tabelle 21 aufgelisteten Probensys-
teme zusitzlich mithilfe eines zeitaufgelosten Ensembleexperimentes charakterisiert. Hier-
durch sollte eruiert werden, ob die im Einzelmolekiilexperiment beobachteten Effekte, welche
durch die Zugabe der unterschiedlichen Liganden induziert wurden, auch auf Ensemble-Ebene
nachgewiesen werden konnten. Hierzu wurden jeweils 50 pL einer ca. 0,8 uM Losung des ent-
sprechenden FRET-Paar markierten Enzyms in Assay-Puffer, welcher zusitzlich
10 Vol.-% DMSO enthielt, in eine Prizisionskiivette aus Quarzglas (Hellma Analytics) iiber-
fiihrt. Die beiden FRET-Paar markierten Konstrukte S79C-S158C A und S79C-S158C B lagen
hierbei in Assay-Puffer 2 vor, wohingegen die FRET-Paar markierte S79C-G14C-Doppelmu-
tante in Assay-Puffer 1 gelost war. Die exakten Konzentrationen der jeweiligen Enzymlosung
werden in Tabelle 23 spezifiziert.

Tabelle 23:  Zusammenfassung der im Rahmen der zeitaufgelosten Ensemblemessungen verwendeten

Konzentrationen der drei FRET-Paar markierten Cystein-Doppelmutanten der DENV-2-PR.

Probe Konzentration / pM
S79C-G14C 0,82
S79C-S158C A 0,86
S79C-S158C B 0,72

Von der jeweils vorgelegten Enzymlosung wurden sodann mithilfe der TCSPC-Methode drei
Fluoreszenzabklingkurven unter dem magischen Polarisationswinkel aufgenommen. Hierbei
fanden die in Tabelle 24 aufgefiihrten Messparameter Einsatz. Zunédchst wurde der Donor an-
geregt und die resultierende Donor-Emission zeitaufgelost detektiert. Weiterhin wurde die
Emission des Akzeptors nach gepulster Anregung sowohl des Donors als auch des Akzeptors
zeitaufgelOst registriert.

Tabelle 24:  Auflistung der Messparameter, welche zur Aufnahme der Fluoreszenzabklingkurven ver-
wendet wurden. Abkiirzungen: Anregungswellenlénge A, , Emissionswellenldnge Ag,,, Re-

petitionsrate R.

Anregung des Donors Anregung des Donors Anregung des Akzeptors
Detektion des Donors Detektion des Akzeptors Detektion des Akzeptors
Parameter Einstellung Parameter Einstellung Parameter Einstellung
Agx 488 nm Agy 488 nm Agy 649 nm
AEm 515 nm Agm 730 nm Aem 730 nm
R 5 MHz R 5 MHz R 5 MHz
Integrationszeit 200 s Integrationszeit 600 s Integrationszeit 200 s
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AnschlieBend wurden 20 pL einer Losung des entsprechenden Liganden in die Kiivette zuge-
geben und die drei TCSPC-Messungen mit den in Tabelle 24 aufgelisteten Einstellungen wie-
derholt. Die Liganden lagen hierbei, &hnlich wie das vorgelegte Enzym, in Assay-Puffer 1 bzw.
2, welcher mit 10 Vol.-% DMSO versetzt wurde, vor. Tabelle 25 fasst die Konzentrationen der
zugesetzten Ligandlosungen zusammen.

Tabelle 25: Zusammenfassung der im Rahmen der zeitaufgelosten Ensemblemessungen verwendeten
Konzentrationen der zugesetzten Ligandlosungen.

Ligand Konzentration / mM
mb43 0,32
BM214 0,42
S1 bzw. S2 0,35

3.4.2.3 smFRET-Messungen an immobilisierten PRs

Um das Enzym iiber einen ldngeren Zeitraum untersuchen und somit Konformationsiibergéinge
als Funktion der Zeit verfolgen zu kdnnen, wurden zusétzlich smFRET-Messungen an immo-
bilisierten PR-Molekiilen durchgefiihrt. Hierzu wurden zunéchst 200 pL einer 114 pM Losung
von S79C-S158C A in Assay-Puffer 2 in einer selbsthergestellten Probenzelle, deren Boden
aus einem mit PEG-Nickel-NTA beschichteten Glastréger (siche Kapitel 3.2) bestand, vorge-
legt. Nach Belegung des Objekttragers mit PR-Molekiilen wurden konfokale Fluoreszenzbilder
der Probe aufgenommen. Hierzu wurde die modifizierte Form des in Abbildung 20 gezeigten
Aufbaus, welche auch zur Durchfiihrung der smFRET-Messungen an den frei in Losung dif-
fundierenden FRET-Paar markierten Enzymen Verwendung fand, eingesetzt (fiir Details siche
Tabelle 20). Nun wurden einzelne Fluoreszenzspots, welche auf einzelne farbstoffmarkierte
PRs zuriickzufiihren sind, mit Hilfe des xy-Piezoscanners in das Zentrum des Anregungsfokus
positioniert. Von diesen wurden schlieBlich farb- und zeitaufgeldste Intensitéts-Zeitspuren mit
den in Tabelle 26 aufgelisteten Messeinstellungen aufgenommen. Es sei erwéhnt, dass nur Flu-
oreszenzspots, die auch im Akzeptor-Kanal ein Signal zeigten, in den Fokus genommen wur-
den. So sollte sichergestellt werden, dass lediglich Molekiile, welche mit beiden Farbstoffen
ausgestattet und somit in einem FRET-Experiment informativ sind, untersucht wurden. Mit ei-
nem HydraHarp 400 Modul (PicoQuant) wurden im T3-Modus sowohl die Mikro- als auch die
Makrozeiten der einzelnen Photonen aufgezeichnet. Eine Messung wurde abgebrochen, sobald
auf beiden Detektoren nur noch Hintergrundrauschen gemessen wurde.

Tabelle 26:  Auflistung der Messparameter, welche zur Durchfiihrung der smFRET-Messungen an im-
mobilisierten Molekiilen der FRET-Paar markierten Cystein-Doppelmutante S79C-S158C A
der DENV-2-PR Verwendung fanden. Abkiirzungen: Anregungswellenldnge Ag,, Anre-
gungsleistung Pg,, Repetitionsrate R.

Parameter gy Py Messdauer R TTTR—MOdl(liil;fCSPC—Mo-
Einstellung | 502 nm | 0,25 pW blsezrul?; rﬁ::;?:“ 10 MHz T

Um Datensitze, welche im Rahmen einer Untersuchung der Konformationsdynamik interessant
sind, herauszufiltern, wurden die aufgenommenen Daten zunichst auf Antikorrelationen zwi-
schen den Signalen beider Detektionskanéle untersucht. Hierzu wurden die im Donor- und Ak-
zeptor-Kanal detektierten Intensitéten eines jeden Datensatzes entsprechend Gleichung (30)
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mithilfe einer Routine, welche von |l geschrieben wurde, kreuzkorreliert. Um Zugriff
auf die Austauschraten zu erhalten, wurde anschlieBend fiir jene Datensitze, welche ein an-
tikorreliertes Verhalten zeigten, bestimmt, wann sich das Enzym in welcher Konformation be-
fand und fiir welche Dauer es in dieser verweilte [74, 278]. Hierzu wurden die entsprechenden
Daten durch [l ciner inkrementellen Stufenanalyse [315] unterzogen. Hierbei kamen un-
terschiedliche Binning-Zeiten zum Einsatz. Um Anfang und Ende des relevanten Signals zu
eruieren, wurden zundchst aus den Makrozeiten der einzelnen Photonen Zeitspuren der Donor-
und Akzeptor-Fluoreszenzintensitét mit einer Zeitauflosung von 20 ms kalkuliert und diese ei-
ner Stufenanalyse unterzogen. Im néchsten Schritt galt es, innerhalb des ermittelten Zeitfensters
samtliche Konformationsiibergénge zu identifizieren. Hierzu wurde auf die im entsprechenden
Zeitbereich lokalisierten Daten eine zweite, hoher aufgeldste Stufenanalyse mit einer Binning-
Zeit von 5 ms angewandt. Im Zuge der Auswertung wurde festgestellt, dass einige Datensitze
Antikorrelationen zeigen, die im Vergleich zur gewéhlten Zeitauflosung von 5 ms auf einer
signifikant kiirzeren Zeitskala stattfinden. Um auch jene Konformationswechsel, welche diesen
Antikorrelationen zugrunde liegen, erfassen zu konnen, war es daher in den entsprechenden
Fidllen notwendig, eine dritte Stufenanalyse mit einer nochmals gréferen Zeitauflosung von
0,5 ms durchzufiihren. Konformationsiibergénge, welche trotz der hoheren Zeitauflosung nicht
mithilfe der Stufenanalyse erfasst werden konnten, wurden nachtraglich per Hand erginzt. An-
schlieBend wurden den extrahierten Stufen mithilfe eines Schwellenwertverfahrens [74, 278,
280, 281] Konformationszustinde zugeordnet. Hierbei wurden Stufen, welche FRET-Effizien-
zen groBer 65 % aufweisen, dem geschlossenen Zustand zugeordnet, wohingegen Zusténde, die
sich durch Energietransfereffizienzen kleiner 65 % auszeichnen, der offenen Konformation des
Enzyms zugewiesen wurden. Zusténde, deren im Akzeptor-Kanal detektiertes Signal weniger
als 10 % des maximalen Akzeptor-Signals betrug, wurden als Auszustand klassifiziert. Ab-
schlieBend sollten die Geschwindigkeitskonstanten k;, und k,; der Ubergiinge zwischen bei-
den Konformationen ermittelt werden:

k12
geschlossen = offen
k21

Hierzu wurden zunéchst die einzelnen Verweildauern im offenen (t¢f.,) und geschlossenen
(tgeschlossen) Zustand des Enzyms bestimmt. AnschlieBend wurde jeweils die empirische ku-
mulative Verteilungsfunktion (empirical cumulative distribution function, eCDF) iiber die Ver-
weildauern in beiden Konformationen erstellt und diese mit einem bi-exponentiellen Zerfall
angepasst. Im Zuge der Ermittlung der Verweildauern bestand stellenweise die Notwendigkeit
zwischen folgenden Szenarien zu differenzieren:

e Weisen zwei oder mehrere unmittelbar aufeinanderfolgende Stufen gemif3 der oben festge-
legten Schwellenwertklassifikation die gleiche Enzym-Konformation auf, so wird die ent-
sprechende Anzahl an Stufen als ein Zustand mit einer Verweildauer gewertet.

e Werden zwei identische Zustéinde durch einen Akzeptor-Auszustand separiert, so wird der
Auszustand durch den ihn einklammernden Zustand ersetzt, sodass im Endergebnis eine
Stufe mit einer Verweildauer in der jeweiligen Konformation resultiert.

e Tritt dahingegen ein Akzeptor-Auszustand zwischen zwei unterschiedlichen Konformatio-
nen auf, so wird der Auszustand verworfen. In die Verteilungsfunktionen flieBen sodann
lediglich die Verweildauern der beiden Zustdnde ein, welche den Auszustand umgeben.
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4 Untersuchung von Protein-Ligand-Bindungswech-
selwirkungen

Im vorliegenden Kapitel werden die Resultate der Untersuchungen, welche zur Charakterisie-
rung der Bindungswechselwirkungen zwischen der DENV-2-PR und deren Liganden angestellt
wurden, vorgestellt und diskutiert. Wie bereits erldutert, wurden in diesem Zusammenhang im
Wesentlichen zwei unterschiedliche Vorgehensweisen verfolgt. In einem ersten Ansatz, dessen
Ergebnisse zu Beginn dieses Kapitels préasentiert werden, wurde das Enzym mit einer Farb-
stoffsonde ausgestattet. In der Folge wurde untersucht, ob die Bindung nicht-markierter Ligan-
den an das einfach farbstoffmarkierte Protein Anderungen der photophysikalischen Parameter
des an das Enzym gebundenen Fluorophors hervorruft. In Ergidnzung hierzu wurden in einem
weiteren Projekt die farbstoffmarkierten Liganden AG124 und HM076 im Rahmen von FCS-
Bindestudien, deren Resultate in Kapitel 4.2 dargelegt werden, mit der nicht-markierten
WT-PR umgesetzt.

4.1 Einfach markierte PRs und nicht-markierte Liganden

Mit dem origindren Ziel, direkten Zugang zur Bindung und Freisetzung von Liganden der
DENV-2-PR in Echtzeit zu erhalten und somit die zugrunde liegende Assoziations- und Disso-
ziationskinetik entschliisseln zu konnen, wurden diverse fluoreszenzspektroskopische Ensem-
blemessungen an den in Tabelle 3 aufgelisteten einfach markierten DENV-2-PRs jeweils vor
und nach Zugabe unterschiedlicher Liganden durchgefiihrt. Die experimentelle Umsetzun

wurde hierbei gemdl Kapitel 3.4.1.1 unter Anleitung des Verfassers dieser Arbeit von i

-, _ sowie _ im Rahmen von Forschungsmodulen vorgenommen.

4.1.1 Spektroskopische Charakterisierung der Wechselwirkungen

Zur vollstindigen fluoreszenzspektroskopischen Charakterisierung der jeweiligen Enzym-
Ligand-Bindungswechselwirkungen wurden im ersten Schritt polarisationsaufgeldste Fluores-
zenzabklingkurven sowie Fluoreszenzemissions- und Fluoreszenzanregungsspektren der ent-
sprechenden farbstoffmarkierten PR vor und nach Zugabe des jeweiligen Liganden auf Ensem-
ble-Ebene aufgenommen.

G14C-ATTO 647N: Wechselwirkungen mit HWu180 und BM1

Zunichst wurde die mit ATTO 647N markierte Cystein-Einzelmutante G14C der DENV-2-PR
vor und nach Zugabe der allosterischen Inhibitoren HWu180 bzw. BM1 ensemblespektrosko-
pisch untersucht. Wie Abbildung 21 entnommen werden kann, reagieren sdmtliche betrachteten
Parameter der ATTO 647N-Sonde sensitiv auf die Zugabe beider Liganden. Insbesondere in-
duziert das Hinzufligen der Inhibitoren deutliche bathochrome Verschiebungen der Fluores-
zenzspektren. Wihrend die spektrale Lage des Emissionsmaximums nach Zugabe von
HWul80 um 5,6 nm in den energiedrmeren Bereich wandert (sieche Abbildung 21 (a)), betragt
die entsprechende Rotverschiebung nach Zugabe von BM1 4,3 nm (siehe Abbildung 21 (b)).
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Ergebnisse der ensemblespektroskopischen Untersuchungen an der mit ATTO 647N mar-

kierten Cystein-Einzelmutante G14C jeweils vor (schwarz) und nach (rot) Zugabe von
HWul80 (links) bzw. BMI1 (rechts). Dargestellt sind jeweils die normierten Emissions-
(a, b) und Anregungsspektren (c, d) sowie die normierten Fluoreszenzzerfille (e, f). Die
zur Durchfilhrung der Ensemblemessungen verwendeten Messparameter konnen Tabelle
10 entnommen werden. Entgegen den Angaben aus Tabelle 10 betrug die Akkumulations-
zeit zur Aufnahme der Fluoreszenzabklingkurven in An- und Abwesenheit von HWul80
300 s. Auch die Anregungswellenldnge wurde in diesem Fall auf 633 nm geéndert.



4.1 Einfach markierte PRs und nicht-markierte Liganden

Die bathochrome Verschiebung der Anregungsspektren iibertrifft gar jene der Emissionsspek-
tren. So bedingt die Zugabe des Inhibitors HWu180 eine Rotverschiebung des Anregungsma-
ximums in Hohe von 6,2 nm (siche Abbildung 21 (c)), wohingegen der Zusatz von BM1 eine
entsprechende Verschiebung um 6,6 nm auslost (siche Abbildung 21 (d)).

Auch die Fluoreszenzzerfallskurven (sieche Abbildung 21 (e), (f)) dndern sich deutlich infolge
der Zugabe beider Liganden. So ergibt eine Anpassung der Abklingkurven mit Gleichung (3)
unter Berticksichtigung der Instrumentenfunktion, dass fiir eine gute Beschreibung der Zerfille
in Abwesenheit eines Liganden die Summe zweier Exponentialfunktionen notwendig ist. Da-
hingegen hat die Gegenwart beider Inhibitoren ein wesentlich schnelleres Abklingverhalten der
Fluoreszenz zur Folge, sodass fiir eine korrekte Beschreibung der entsprechenden Zerfille eine
zusétzliche Komponente mit kiirzerer Zerfallszeit berticksichtigt werden muss. Tabelle 27 fasst
die aus den Anpassungen der Abklingkurven erhaltenen Fluoreszenzlebenszeiten der unter-

schiedlichen Komponenten T]E? sowie deren relativen Haufigkeiten a; zusammen.

Tabelle 27:  Zusammenfassung der Parameter, welche aus den Anpassungen der Fluoreszenzzerfallskur-
ven der ATTO 647N markierten Cystein-Einzelmutante G14C sowohl in An- als auch in
Abwesenheit der allosterischen Inhibitoren HWul180 bzw. BM1 mit Gleichung (3) erhalten
wurden.
Probensystem T}}) / ns ‘tﬁ) / ns 1'1(3) / ns aq a, as
G14C-ATTO 647N - 0,839 0,161 -
3,87 0,80
+ HWul80 0,19 0,024 0,065 0,911
Gl14C-ATTO647N - 0,782 0,218 -
3,87 0,80
+ BM1 0,17 0,007 0,070 0,923

Im Gegensatz hierzu kann das Fluoreszenzabklingverhalten des freien ATTO 647N-Farbstoffes
(siche Abbildung A. 1, Anhang) mit einem monoexponentiellen Zerfall ausreichend gut be-
schrieben werden. Folglich konnten die beiden Komponenten, welche in der Fluoreszenzab-
klingkurve des farbstoffmarkierten Proteins in Abwesenheit jeglicher Liganden identifiziert
wurden, als Hinweis auf das Vorliegen zweier Enzym-Konformationen gedeutet werden [22,
59]. Diese Interpretation wird durch die Kenntnis gestiitzt, dass die Fluoreszenzlebensdauer
von ATTO 647N in Abhéngigkeit der Proteinumgebung variieren kann [316]. Fiir das Auftre-
ten einer dritten, kurzlebigeren Zerfallskomponente als Resultat der Zugabe von HWu180 bzw.
BMI konnte im Rahmen dieser Arbeit keine Erklédrung gefunden werden.

Neben den bereits diskutierten Verdnderungen in den Fluoreszenzspektren und den Abkling-
kurven wird auch die Fluoreszenzintensitét eklatant durch die Gegenwart der beiden Liganden
beeinflusst. So nimmt die Emissionsintensitdt nach Zugabe von HWul80 um einen Faktor von
ca. 36 ab, wihrend die Zugabe von BM1 eine Reduktion der Fluoreszenz um das fiinfzigfache
bedingt. Die signifikante Fluoreszenzldschung bildet die Ursache dafiir, dass sowohl die Spek-
tren als auch die Fluoreszenzzerfille nach Zugabe der beiden Liganden ein stirkeres Rauschen
aufweisen (siche Abbildung 21).

Um zu priifen, ob die beobachteten Anderungen der spektroskopischen Parameter auf eine spe-
zifische Bindungswechselwirkung zwischen den Liganden und dem farbstoffmarkierten Enzym
zuriickzufiihren sind, wurden Kontrollexperimente durchgefiihrt. Insbesondere galt es, eine di-
rekte Wechselwirkung des Fluoreszenzmarkers mit den Inhibitoren auszuschlieen. Zu diesem
Zwecke wurden die vorstehend beschriebenen fluoreszenzspektroskopischen Ensemblemes-
sungen wiederholt. Allerdings wurde statt der ATTO 647N markierten Cystein-Einzelmutante
G14C der freie ATTO 647N-Farbstoff jeweils in An- und Abwesenheit von HWul80 bzw.
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BM1 untersucht. Als wesentliches Resultat dieser Messungen konnte festgestellt werden, dass
sich weder die Lage der Spektren noch das Abklingverhalten der Fluoreszenz durch die Zugabe
der Liganden signifikant verdandern (siche Abbildung A. 1, Anhang). Folglich kann geschluss-
folgert werden, dass die in Abbildung 21 sichtbaren Anderungen der spektroskopischen Para-
meter vermutlich das Resultat einer spezifischen Interaktion zwischen den Liganden und dem
markierten Protein darstellen.

Einzig die Fluoreszenzintensitit des freien ATTO 647N-Farbstoffes wird durch die Prisenz
beider Liganden signifikant gemindert. So nimmt die Emissionsintensitit nach Zugabe von
HWul180 um einen Faktor von ca. 4,6 ab, wohingegen der Zusatz von BM1 eine Reduktion der
Fluoreszenz um das 2,8-fache bedingt. Da gleichzeitig die Fluoreszenzabklingkurven des freien
Fluorophors nahezu keine Anderung erfahren, ist davon auszugehen, dass die Fluoreszenzld-
schung, welche durch die Zugabe der beiden Inhibitoren ausgeldst wird, zum iiberwiegenden
Teil statischer Natur und damit auf die Ausbildung von nicht-fluoreszierenden Komplexen aus
Farbstoff und Ligand zuriickzufiihren ist [155]. Insbesondere vor dem Hintergrund, dass so-
wohl ATTO 647N [284] als auch die Liganden [29] eine geringe Hydrophilie aufweisen und
iiberdies sdmtliche Messungen in einem wéssrigen Puffersystem durchgefiihrt wurden, er-
scheint die Moglichkeit der Komplexbildung duBerst plausibel [44, 317]. Eine solche direkte
Interaktion zwischen Farbstoff und Ligand ist in hochstem Maf3e unerwiinscht. Zum einen kann
nicht differenziert werden, welcher Anteil der Fluoreszenzl6schung des am Protein befindli-
chen Fluorophors auf eine spezifische Bindung der Inhibitoren an das Enzym zuriickzufiihren
ist und welchen Beitrag die Komplexbildung zwischen ATTO 647N und Ligand zur Intensi-
taitsabnahme leistet. Wie in Kapitel 4.1.2 geschildert werden wird, verhindert u. a. dies eine
zuverldssige Bestimmung der Dissoziationskonstanten der beiden Enzym-Inhibitor-Komplexe.
Zum anderen wird die Anzahl informativer Fluoreszenzsonden durch die Ausbildung der
nicht-fluoreszierenden Farbstoff-Ligand-Komplexe vermutlich erheblich reduziert, sodass
samtliche fluoreszenzspektroskopischen Messungen entsprechend beeintrachtigt werden. Es ist
davon auszugehen, dass auch deshalb die in Abbildung 21 sichtbaren Anderungen der Fluores-
zenzparameter nicht auf Einzelmolekiilebene detektiert werden konnten und somit kein Zugriff
auf die Assoziations- und Dissoziationskinetik der Enzym-Inhibitor-Komplexe herstellbar war.

G14C-Cy5 / S7T9C-CyS: Wechselwirkungen mit HWu180

Aufgrund der obig geschilderten Problematiken wurde beschlossen, die Cystein-Einzelmutante
G14C der DENV-2-PR mit dem Cyanin-Farbstoff Cy5 auszustatten, da dieser wesentlich hyd-
rophiler als ATTO 647N ist [285] und folglich eine verminderte Tendenz zur Bildung
nicht-fluoreszierender Farbstoff-Ligand-Komplexe aufweisen sollte. Tatsdchlich ergaben Vor-
versuche, dass die Fluoreszenzintensitét des freien Cy5-Fluorophors durch die Hinzugabe einer
Losung von HWul80 nicht signifikant gemindert wurde. Weiterhin scheinen Cyanine als Re-
portermolekiile zur Untersuchung der Bindungswechselwirkungen zwischen Enzym und
Ligand pridestiniert zu sein, da bekannt ist, dass deren photophysikalischen Eigenschaften du-
Berst sensitiv auf Umgebungsidnderungen reagieren konnen [43]. Allerdings ergaben die fluo-
reszenzspektroskopischen Ensemblemessungen an der mit Cy5 markierten G14C-Mutante,
dass keiner der untersuchten photophysikalischen Parameter sensitiv auf die Zugabe von
HWul80 reagierte (siche Abbildung A. 2, Anhang). Folglich ist auch dieses System nicht zur
Untersuchung der Assoziations- und Dissoziationskinetik der Enzym-Inhibitor-Komplexe ge-
eignet. Da Verdnderungen der photophysikalischen Charakteristika auch von der Lokalisierung
des Farbstoffmarkers innerhalb des Proteins abhéngig sein kdnnen, wurde in einem weiteren
Ansatz die Position der Fluoreszenzsonde variiert. Hierzu wurde die Cystein-Einzelmutante
S79C mit Cy5 markiert. Auch dieses Konstrukt wurde jeweils in An- und Abwesenheit von
HWul80 ensemblespektroskopisch untersucht. Jedoch reagierte auch in diesem Falle keiner
der untersuchten Fluoreszenzparameter sensitiv auf die Zugabe von HWul80 (siehe Abbildung
A. 2, Anhang).
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4.1.2 Spektroskopische Titration

Entsprechend der im vorhergehenden Kapitel prasentierten Ergebnisse, reagierten lediglich die
photophysikalischen Parameter der mit ATTO 647N markierten G14C Mutante signifikant auf
die Bindung der allosterischen Inhibitoren BM1 und HWul80. Um nun die Dissoziations-
konstanten der entsprechenden Enzym-Inhibitor-Komplexe zu bestimmen, wurde das G14C-
ATTO 647N-Konstrukt jeweils mit diesen beiden Liganden titriert [37]. Die Beschreibung der
experimentellen Realisierung beider spektroskopischer Titrationen kann dem Unterkapitel
,»Spektroskopische Titration* des Kapitels 3.4.1.1 entnommen werden.

Wie aus Abbildung 22 eindeutig hervorgeht, korreliert das Ausmal} der bathochromen Ver-
schiebung der Anregungs- und Emissionsmaxima weitestgehend mit der Konzentration des je-
weiligen Liganden. Auffillig ist jedoch, dass zunichst eine Blauverschiebung sowohl der An-
regungs- als auch der Emissionsmaxima einsetzt, ehe dann die Bandenmaxima mit steigender
Konzentration des jeweiligen Inhibitors sprunghaft in den energieirmeren Bereich wandern,
bis schlielich ein Plateau mit maximaler spektraler Verschiebung erreicht wird.
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Abbildung 22: Ergebnisse der beiden spektroskopischen Titrationen der mit ATTO 647N markierten Cys-
tein-Einzelmutante G14C mit BM1 (grau) und HWul80 (schwarz). Aufgetragen sind je-
weils die spektralen Positionen der Emissionsmaxima Ay, gm (a) sowie der Anregungs-
maxima Ap, .y gy (b) als Funktion der Konzentration des jeweilig zugesetzten Inhibitors. Die
spektrale Lage der Anregungs- und Emissionsmaxima wurde bestimmt, indem mit Origin
ein Bereich von ca. 15 nm um das jeweilige Maximum mit einer GauB3funktion angendhert
wurde. Die zur Aufnahme der Fluoreszenzspektren verwendeten Messparameter konnen
Tabelle 12 entnommen werden.

Neben den beschriebenen spektralen Verschiebungen der Fluoreszenzspektren zeigt auch das
Abklingverhalten der Fluoreszenz eine starke Abhéngigkeit von der Konzentration beider
Liganden (siche Abbildung 23 und Abbildung A. 3, Anhang). So resultieren steigende Inhi-
bitorkonzentrationen in erster Ndherung in einer zunehmenden Beschleunigung des Fluores-
zenzzerfalls. Bemerkenswert ist jedoch, dass in volliger Analogie zum Verhalten der Fluores-
zenzspektren, auch die Abklingkurven bei kleinen Inhibitorkonzentrationen initial eine kontréire
Anderung erfahren. So setzt zunichst eine Verlangsamung des Fluoreszenzabklingverhaltens
ein (siche Abbildung 23 (a) und Abbildung A. 3 (a), Anhang), ehe mit steigender Konzentration
des jeweiligen Inhibitors eine sukzessive Beschleunigung zu beobachten ist, bis schlielich
auch hier ein Plateau erreicht wird (siehe Abbildung 23 (b) und Abbildung A. 3 (b), Anhang).

Dass sowohl die bathochrome Verschiebung der Fluoreszenzspektren als auch die Beschleuni-
gung des Fluoreszenzzerfalls mit steigenden Inhibitorkonzentrationen gegen einen Grenzwert
streben, ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass ab einer spezifischen Konzentration des
jeweiligen Inhibitors sdmtliche allosterischen Bindungsstellen des Enzyms mit dem entspre-
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4 Untersuchung von Protein-Ligand-Bindungswechselwirkungen

chenden Liganden gesittigt sind. Folglich kann eine weitere Zugabe von HWul80 bzw. BM1
keine weiteren Anderungen der photophysikalischen Parameter induzieren. Im Kontext dieser
Arbeit konnte jedoch nicht geklirt werden, wieso im Falle kleiner Inhibitorkonzentrationen zu-
néchst eine hypsochrome Verschiebung der Fluoreszenzspektren sowie eine Entschleunigung
des Fluoreszenzabklingverhaltens beobachtet wird.
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Abbildung 23: Fluoreszenzzerfille der mit ATTO 647N markierten Cystein-Einzelmutante G14C, welche
im Rahmen der spektroskopischen Titration mit BM1 aufgenommen wurden. Teilabbil-
dung (a) zeigt die zu Beginn der Titrierreihe (Proben 2 und 3) beobachtete Verlangsamung
des Fluoreszenzabklingverhaltens, ehe mit Probe 4 eine leichte Beschleunigung einsetzt.
Das Ausmaf der Beschleunigung korreliert sodann stark mit der Konzentration von BM1,
bis schlieflich ab Probe 11 eine weitere Erhohung der Inhibitorkonzentration keine zusétz-
liche Beschleunigung des Fluoreszenzzerfalles induziert (b). Die zur Aufnahme der Fluo-
reszenzabklingkurven verwendeten Messparameter konnen Tabelle 12 entnommen wer-
den. Tabelle 14 liefert einen Uberblick iiber die Konzentrationen des Enzyms sowie des
Liganden BM1, welche an den einzelnen Titrationspunkten in der Prizisionskiivette vorla-
gen.

Um aus den spektroskopischen Titrierkurven aussagekriftige Interaktionsparameter, wie bei-
spielsweise die Dissoziationskonstanten der Enzym-Inhibitor-Komplexe, extrahieren zu kon-
nen, ist es zwingend notwendig, die Beziehung zwischen den beobachteten Anderungen der
photophysikalischen Parameter und dem Grad der Bindung zu bestimmen [318]. Hierfiir muss
u. a. bekannt sein, wie viele Komponenten im untersuchten System vorliegen. So muss im Falle
eines einfachen Zweikomponentensystems (freies Enzym und Enzym-Inhibitor-Komplex) zur
Bestimmung des Bindungsgrades der relative Anteil des Enzym-Inhibitor-Komplexes an der
gesamten Enzymmenge aus den aufgenommenen Daten bestimmt werden [37]. Dies kann
durch Anpassung der aufgenommenen Spektren oder Zerfille mit einem Zweikomponenten-
modell erreicht werden [37]. Aus einer solchen Anpassung ergeben sich unmittelbar die Inten-
sitdtsanteile der beiden Spezies. Diese Intensitétsanteile wiederum konnen in die relativen An-
teile der beiden Komponenten iibersetzt werden, sofern die relativen Helligkeiten beider Spe-
zies bekannt sind. Durch Auftragung des Bindungsgrades gegen die jeweilige Konzentration
des Liganden und anschlieBende Anpassung der resultierenden Bindungskurve mit einem Eins-
zu-Eins-Bindungsmodell kann schlielich die Dissoziationskonstante des entsprechenden En-
zym-Inhibitor-Komplexes bestimmt werden [37, 314]. Im vorliegenden Fall konnten die Daten
allerdings wider Erwarten nicht mit einem Zweikomponentenmodell angepasst werden, da auf-
grund der zunichst beobachteten und nicht verstandenen Blauverschiebung der Spektren (sieche
Abbildung 22) sowie der anfinglichen Verlangsamung des Fluoreszenzabklingverhaltens
(siche Abbildung 23 (a) und Abbildung A. 3 (a), Anhang) davon ausgegangen werden muss,
dass mindestens drei Komponenten zu beriicksichtigen sind. Ohne fundiertes Wissen iiber die
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Abbildung 24: Ergebnisse der Chase-Experimente zur Untersuchung der Reversibilitidt der Interaktion
zwischen der mit ATTO 647N markierten Cystein-Einzelmutante G14C und den beiden
Inhibitoren HWul180 (Chase-Experiment 1) bzw. BM1 (Chase-Experiment 2). Dargestellt
sind die normierten Emissions- (a, b) und Anregungsspektren (c, d) sowie die normierten
Fluoreszenzzerfille (e, f) jeweils vor (schwarz) und nach (rot) Zugabe des entsprechenden
Inhibitors sowie nach Zusatz eines Uberschusses der nicht-markierten WT-PR (blau). Die
zur Durchfithrung der Ensemblemessungen verwendeten Messparameter konnen Tabelle
10 (Chase-Experiment 1) bzw. Tabelle 12 (Chase-Experiment 2) entnommen werden. Ta-
belle 15 liefert einen Uberblick iiber die Konzentrationen der unterschiedlichen Kompo-
nenten, welche wéhrend beider Chase-Experimente in der Prazisionskiivette vorlagen.

tatsdchliche Anzahl der vorliegenden Spezies und in Ermangelung eines grundlegenden Ver-
standnisses fiir das initiale Auftreten der hypsochromen Verschiebung sowie der verlangsamten
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Fluoreszenzzerfille, wurde darauf verzichtet, die Daten mit einem zweifelhaften Dreikompo-
nentenmodell anzupassen. Ferner kam erschwerend hinzu, dass die relativen Helligkeiten von
Enzym und Enzym-Inhibitor-Komplex nicht abgeschitzt werden konnten, sodass selbst nach
Anpassung mit einem hypothetischen Mehrkomponentenmodell, die hieraus erhaltenen Inten-
sitdtsanteile der unterschiedlichen Spezies nicht in die entsprechenden, relativen Anteile der
jeweiligen Komponenten iiberfiihrt werden konnten. Ursache hierfiir ist, dass nicht differen-
zierbar war, welcher Anteil der Fluoreszenzldschung des am Protein befindlichen Fluorophors
auf eine spezifische Bindung der Inhibitoren an das Enzym zuriickzufiihren ist und welchen
Beitrag die Komplexbildung zwischen ATTO 647N und Ligand zur Intensitidtsabnahme leistet
(siche Kapitel 4.1.1).

4.1.3 Chase-Experiment

Zum Abschluss der Untersuchungen an den einfach farbstoffmarkierten DENV-2-PRs wurde
die Reversibilitit der Bindungswechselwechselwirkungen zwischen der mit ATTO 647N mar-
kierten Cystein-Einzelmutante G14C und den beiden allosterischen Inhibitoren BM1 und
HWul80 mithilfe zweier Chase-Experimente iiberpriift [37]. Eine detaillierte Beschreibung der
Durchfiihrung dieser Untersuchungen kann dem Unterabschnitt ,,Chase-Experiment* des Ka-
pitels 3.4.1.1 entnommen werden.

Abbildung 24 stellt die Resultate der Ensemblemessungen, welche im Rahmen beider Chase-
Experimente durchgefiihrt wurden, zusammenfassend dar. Es ist unmittelbar ersichtlich, dass
die Zugabe der nicht-markierten WT-PR zu den bereits vorgebildeten Enzym-Inhibitor-Kom-
plexen ein deutliches ,,Zuriickschieben der infolge der Ligandenzugabe beobachteten Ande-
rungen der photophysikalischen Charakteristika ausldst. Diese Beobachtungen sind kompatibel
mit der Interpretation, dass ein Teil des farbstoffmarkierten Enzyms durch die Zugabe des
nicht-markierten Konkurrenten aus den praformierten Komplexen verdrangt wird [37]. Dem-
nach kann davon ausgegangen werden, dass die Wechselwirkung zwischen Enzym und beiden
Inhibitoren reversibler Natur ist. Dies ist kompatibel mit der in der Literatur beschriebenen
Beobachtung, dass es sich sowohl bei BM1 [305] als auch im Falle von HWul180 [303] um
reversible, allosterische Inhibitoren der DENV-2-PR handelt.

4.2  WT-PR und markierte Liganden: FCS-Bindestudien

Als alternative Herangehensweise zur Untersuchung der Bindungswechselwirkungen zwischen
Enzym und Ligand wurden die in Kapitel 3.4.1.2 beschriebenen FCS-Bindestudien an den frei
in Losung diffundierenden, farbstoffmarkierten allosterischen Inhibitoren AG124 (FCS-Binde-
studie 1) und HMO076 (FCS-Bindestudie 2) durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Experimente wur-
den sowohl AG124 als auch HM076 jeweils gegen den nicht-markierten Wildtypen der
DENV-2-PR titriert. Jeder Titrationspunkt wurde durch eine FCS-Messung mit anschlieender
Berechnung einer Autokorrelationsfunktion charakterisiert.

Wie der linken Hélfte von Abbildung 25 entnommen werden kann, beginnt die Autokorrelati-
onsfunktion von AG124 im Enzymkonzentrationsbereich zwischen 1,0 uM (Probe 2) und
7,8 uM (Probe 3) im Vergleich zur entsprechenden Autokorrelationsfunktion, welche in Ab-
wesenheit der nicht-markierten WT-PR (Probe 1) aufgenommen wurde, signifikant langsamer
auf null abzufallen. Durch eine weitere Erhohung der WT-PR-Konzentration auf 77,9 uM
(Probe 4) wird eine zunehmende Entschleunigung des Zerfalls der Autokorrelation induziert.
Da die beobachtete Verschiebung der Autokorrelationsfunktion von AG124 mit der Konzent-
ration der zugesetzten WT-PR korreliert, erscheint es plausibel, dass diese durch eine Interak-
tion des farbstoffmarkierten Inhibitors mit der WT-PR hervorgerufen wird. Dahingegen kann
im Falle des farbstoffmarkierten Liganden HMO076 erst mit Probe 4 (¢(WT-PR) = 89,3 uM)
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eine signifikante Wechselwirkung zwischen Enzym und Ligand in der Korrelationsfunktion
detektiert werden (siehe rechte Hélfte von Abbildung 25).

FCS-Bindestudie 1
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Abbildung 25: Normierte Autokorrelationsfunktionen G, , (7) der farbstoffmarkierten Liganden AG124
(FCS-Bindestudie 1) und HM076 (FCS-Bindestudie 2) in Abwesenheit (Probe 1) sowie in
Anwesenheit steigender Konzentrationen der nicht-markierten WT-PR (Proben 2 bis 4).
Die Messparameter, welche zur Durchfiihrung der FCS-Experimente Verwendung fanden,
konnen Tabelle 17 entnommen werden. Tabelle 18 liefert einen Uberblick iiber die Kon-
zentrationen der farbstoffmarkierten Liganden und der nicht-markierten WT-PR, welche
wihrend der beiden FCS-Bindestudien an den einzelnen Titrationspunkten in den Proben-
zellen vorlagen.

Um zu liberpriifen, ob die beobachteten Verschiebungen der Autokorrelationsfunktionen beider
farbstoffmarkierter Inhibitoren tatsichlich auf eine spezifische Bindung der Liganden an die
WT-PR zuriickzufiihren sind, wurden zusitzlich Kontrollexperimente durchgefiihrt. Mit diesen
sollte insbesondere eine direkte Wechselwirkung des jeweilig am Liganden befindlichen Fluo-
reszenzmarkers mit der WT-PR ausgeschlossen werden. Daher wurden FCS-Bindestudien an
den frei in Losung diffundierenden Farbstoffen ATTO 488 und Cy5 jeweils vor und nach Zu-
gabe der nicht-markierten WT-PR durchgefiihrt. Als wesentliches Resultat dieser Kontrollmes-
sungen konnte festgestellt werden, dass auch die beiden freien Farbstoffe am Enzym haften
(siche Abbildung A. 4, Anhang). Insbesondere setzt die Interaktion zwischen dem jeweiligen
Fluorophor und dem WT der DENV-2-PR bei dhnlichen Enzymkonzentrationen, bei welchen
zuvor die Wechselwirkung zwischen dem jeweils korrespondierenden farbstoffmarkierten
Liganden und der WT-PR einsetzte, ein. Folglich ist nicht differenzierbar, welcher Anteil der
Verschiebung der Autokorrelationsfunktion der farbstoffmarkierten Liganden durch eine spe-
zifische Bindung der Inhibitoren an das Protein induziert wird und welchen Beitrag unspezifi-
sche Wechselwirkungen zwischen Farbstoff und Enzym zur Korrelationsverschiebung leisten.
Daher ist eine tiefergehende Auswertung der in Abbildung 25 gezeigten Daten nicht moglich,
sodass weder AG124 noch HM076 zur Durchfiithrung aussagekriftiger FCS-Bindestudien ge-
eignet sind.

81






S Untersuchung der Proteindynamik

Mit der Absicht zu einem besseren Verstidndnis der Proteindynamik beizutragen, wurde in der
vorliegenden Arbeit u. a. untersucht, ob und wie sich in Losung unterschiedliche Konformati-
onen des Enzyms im Gleichgewicht befinden. Weiterhin wurde der Einfluss eines kompetitiven
und eines allosterischen Inhibitors sowie zweier Substrate auf das konformationelle Gleichge-
wicht analysiert. Zur Klirung dieser Fragestellungen wurden verschiedene konfokale Fluores-
zenzmessungen sowohl an frei diffundierenden als auch an immobilisierten FRET-Paar mar-
kierten DENV-2-PRs durchgefiihrt. In den nachfolgenden Unterkapiteln werden die Resultate
dieser Untersuchungen prisentiert und diskutiert.

5.1 Kombinierte FCS-FRET- und smFRET-Messungen in Losung

Zunichst sollte geklart werden, ob in Losung ein Gleichgewicht zwischen mehreren Konfor-
mationen der DENV-2-PR vorliegt und inwiefern ein solches Konformationsgleichgewicht
durch die Anwesenheit unterschiedlicher Liganden beeinflusst wird. Hierzu wurden konfokale
Fluoreszenzmessungen an den frei in Losung diffundierenden FRET-Paar markierten Doppel-
mutanten des Enzyms aus Tabelle 5, jeweils vor und nach Zugabe unterschiedlicher Liganden,
durchgefiihrt. Aus den erhaltenen Datensédtze wurden sowohl FCS-FRET- als auch smFRET-
Informationen extrahiert. Um zu eruieren, ob die im Einzelmolekiilexperiment beobachteten
Effekte, welche durch die Zugabe der unterschiedlichen Liganden induziert wurden, auch auf
Ensemble-Ebene nachgewiesen werden konnen, wurde ergidnzend zu den vorstehend genannten
Messungen, jedes der betrachteten Probensysteme mittels eines zeitaufgeldsten Ensembleexpe-
rimentes untersucht. Die Ergebnisse dieser Messungen werden im Anhang A.2.3 dargestellt
und mit den Resultaten der smFRET-Messungen verglichen. Auch wurden die jeweiligen Pro-
teinkonstrukte im Vorfeld der Einzelmolekiilexperimente durch die Aufnahme von Ensemble-
spektren spektroskopisch charakterisiert (siche A.2.2, Anhang).

In einem ersten Schritt sollte zunéchst evaluiert werden, ob die gewdhlte Mess- und Auswerte-
methodik, welche in Kapitel 3.4.2.1 ausfiihrlich vorgestellt wurde, prinzipiell geeignet ist, um
die zu Beginn dieses Abschnittes skizzierten Fragestellungen zu adressieren. Hierzu wurden
entsprechende Referenzmessungen an einer Mischung aus den beiden in Kapitel 3.1.5 vorge-
stellten statischen DNA-Doppelstrang-Proben dsDNA-1 und dsDNA-2 angestellt. Im ersten
Abschnitt des vorliegenden Unterkapitels werden zunéchst die Ergebnisse dieser Referenzmes-
sungen vorgestellt, ehe im zweiten Teil dieses Unterkapitels die Resultate der Messungen an
den frei in Losung diffundierenden FRET-Paar markierten DENV-2-PRs dargelegt werden. Die
experimentelle Realisierung der einzelnen Versuche wurde in den entsprechenden Abschnitten
des Kapitels 3.4.2.1 skizziert.
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5 Untersuchung der Proteindynamik

5.1.1 FRET-Paar markierte dsDNA als Referenzsystem

Nach Aufnahme der farb- und zeitaufgeldsten Fluoreszenzintensitétszeitspuren der dsDNA-
Doppelstrang-Probenmischung wurden die im Donor- und Akzeptor-Kanal aufgezeichneten
Fluoreszenzintensititen auto- und kreuzkorreliert (FCS-FRET). Abbildung 26 (a) zeigt die ent-
sprechenden Korrelationsfunktionen. Es fallt auf, dass die Kreuzkorrelationsfunktion G4 p(7)
das gleiche Abklingverhalten wie die Akzeptor-Autokorrelationsfunktion G, ,(7) zeigt. Im
Vergleich hierzu fillt die Donor-Autokorrelation Gp, p (7) schneller auf null ab. Wie im Theo-
rieteil skizziert, sollte die Kreuzkorrelationsfunktion bei Vorliegen eines Konformationsaus-
tausches langsamer auf null abfallen als beide Autokorrelationen [73]. Dahingegen wird erwar-
tet, dass G4 p(7) in Abwesenheit eines solchen Austausches zwischen G, 4(7) und Gp 5 (7) zu
liegen kommt, sofern die Beobachtungsvolumina beider Detektionskanédle verschieden
sind [234]. Andernfalls — also im Falle identischer Detektionsvolumina und in Abwesenheit
einer Konformationsdynamik — sollten sdmtliche Korrelationsfunktionen bei vernachlédssigba-
rer Triplett-Kinetik ununterscheidbar sein [73]. Demnach erlaubt der Vergleich der Korrelati-
onsfunktionen hier keine eindeutige Schlussfolgerung beziiglich des Vorliegens oder der Ab-
wesenheit einer intramolekularen Dynamik. Eine mogliche Ursache hierfiir konnte sein, dass
das gemessene Donor-Signal im Wesentlichen eine Uberlagerung von mindestens zwei Signa-
len darstellt. Neben der gewilinschten Donor-Fluoreszenz der FRET-Paar-markierten DNA-
Doppelstrange, tragen kleine, vergleichsweise schnell diffundierende, fluoreszierende Verun-
reinigungen im verwendeten Tris-EDTA-Puffer zu dem im Donor-Kanal gemessenen Signal
bei (siehe hierzu folgenden Abschnitt) und bedingen ein beschleunigtes Abklingverhalten der
Donor-Autokorrelationsfunktion. Da sich die untersuchte Probe aus einer Mischung zweier sta-
tischer DNA-Proben, welche keiner intramolekularen Dynamik unterliegen, zusammensetzt,
wurde unter der Voraussetzung idealer Bedingungen erwartet, dass die Kreuzkorrelationsfunk-
tion zwischen beiden Autokorrelationen bzw. deckungsgleich mit diesen verlauft.
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Abbildung 26: Ergebnisse der Messungen an der dsDNA-Probenmischung. (a) Vergleich der normierten
Kreuzkorrelationsfunktion (schwarze Kurve) mit den beiden normierten Autokorrelations-
funktionen (rote bzw. blaue Kurve) der Probenmischung. (b) Fluoreszenzintensitats-Zeit-
spuren der DNA-Doppelstrang-Probenmischung. Dargestellt sind die Zeitspur der Akzep-
tor-Fluoreszenzintensitét I, (oberer Graph) sowie der Donor-Fluoreszenzintensitit I, (un-
terer Graph). Die Zeitauflosung betrédgt jeweils 1 ms. (c) Auftragung der normierten Hau-
figkeit der einzelnen Bursts (einzelne Molekiile), welche innerhalb der Intensitéts-Zeitspur
der dsDNA-Probenmischung aufgezeichnet wurden, in einem 2D-Histogramm, aufgelost
nach mittlerer Donor-Lebenszeit 77, 5, und Energietransfereffizienz Egr. Die cyan-blaue
Gerade reprasentiert die statische FRET-Linie. Das normierte 1D-Histogramm tiber die
vorkommenden FRET-Effizienzen wird als Projektion oberhalb des 2D-Histogramms dar-
gestellt.
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5.1 Kombinierte FCS-FRET- und smFRET-Messungen in Losung

Nun wurden die aufgenommenen Photonenstrome auf Einzelmolekiilebene (smFRET) betrach-
tet. Hierzu wurden zunéchst aus den Makroankunftszeiten der einzelnen Photonen die Zeitspu-
ren der Donor- und Akzeptor-Fluoreszenzintensitidt mit einer Zeitauflosung von 1 ms berech-
net. In Abbildung 26 (b) ist ein Ausschnitt beider Intensitits-Zeitspuren dargestellt. Hierbei ist
deutlich ersichtlich, dass im Donor-Kanal wesentlich mehr Bursts als im Akzeptor-Kanal auf-
treten. Um die Ursache dieser Diskrepanz zu beleuchten, wurde in Ergdnzung zu den in diesem
Abschnitt beschriebenen Messungen ein Absorptionsspektrum einer 1:1-Mischung der beiden
FRET-Paar markierten DNA-Doppelstrang-Proben aufgenommen (siche Abbildung A. 5, An-
hang). Als wesentliches Resultat dieser Kontrollmessung konnte festgestellt werden, dass ten-
denziell der Akzeptor-Farbstoff ATTO 647N in einem leichten Uberschuss vorliegt. Folglich
liegt der Verdacht nahe, dass das im Donor-Kanal detektierte Signal zu einem signifikanten
Anteil auf kleine, fluoreszierende Verunreinigungen zuriickzufiihren ist. An dieser Stelle sei
erwdhnt, dass die Akzeptor-Only-Spezies bei einer Anregungswellenléinge von 488 nm nicht
beobachtbar ist.

Nun wurden die erhaltenen Fluoreszenzintensitéts-Zeitspuren entsprechend der Ausfiithrungen
in Kapitel 3.4.2.1 einer Burst-Analyse unterzogen. Um die im vorstehenden Abschnitt erwéhn-
ten fluoreszierenden Verunreinigungen hierbei weitestgehend auszublenden, wurden lediglich
Fluoreszenzbursts, welche in Summe auf beiden APDs mindestens 30 Zdhlereignisse zeigten,
berticksichtigt. Der untere Teil von Abbildung 26 (c) zeigt das 2D-Histogramm, welches aus
der Burst-Analyse erhalten wurde. Zunichst ist anzumerken, dass jene Population, welche eine
Energietransfereffizienz von null aufweist, vermutlich auf Probenmolekiile zuriickzufiihren ist,
die lediglich mit dem Donor-Farbstoff ATTO 488 ausgestattet sind, sodass ein Energieiibertrag
nicht stattfinden kann. Folgerichtig weist diese Population im Vergleich mit sémtlichen weite-
ren Populationen eine signifikant l&ingere Donor-Lebensdauer auf. Auch ist denkbar, dass die
diskutierten fluoreszierenden Verunreinigungen, sofern sie mindestens 30 Zahlereignisse auf-
weisen, anteilig zu dieser Population beitragen. Neben der diskutierten Donor-Only-Spezies
konnen erwartungsgemill zwei deutlich distinkte Subpopulationen aufgelost werden. Diese
sind den beiden in der Mischung vorliegenden statischen DNA-Doppelstrang-Proben dsDNA-1
und dsDNA-2, die sich merklich in ihrer Energietransfereffizienz unterscheiden (siehe Kapitel
3.1.5), zuzuordnen. Theoretisch wird jedoch erwartet, dass die FRET-Effizienzen der beiden
Referenzproben 44 % (dsDNA-1) respektive 94 % (dsDNA-2) betragen sollten. Tatsichlich
werden allerdings Maxima bei Energietransfereffizienzen von ca. 15 % sowie 62 % beobachtet
(sieche 1D-Histogramm im oberen Teil von Abbildung 26 (c)). Es ist davon auszugehen, dass
diese betriachtliche Divergenz zwischen Theorie und experimentellem Resultat mafBgeblich
durch zwei Faktoren, welche eine quantitative Interpretation der Daten erschweren, hervorge-
rufen wird. Zum einen muss zur Berechnung der Energietransfereffizienz mithilfe von Glei-
chung (43) der Korrekturfaktor y bekannt sein. Dieser beriicksichtigt gemél Gleichung (21)
Diskrepanzen in den Fluoreszenzquantenausbeuten von Donor- und Akzeptor-Farbstoff sowie
die unterschiedlichen Detektionseffizienzen des verwendeten Mikroskops gegeniiber Donor-
und Akzeptor-Emission. Die beiden Detektionseffizienzen wurden hierbei mithilfe der Kenn-
daten der optischen Komponenten des Mikroskops, welche seitens des jeweiligen Herstellers
bekannt gegeben wurden, abgeschitzt. Auch die Quantenausbeuten von Donor und Akzeptor
wurden mit den jeweiligen Herstellerangaben, welche in Tabelle 1 aufgefiihrt werden, appro-
ximiert. Der derart bestimmte Korrekturfaktor wurde jedoch nicht experimentell validiert und
birgt daher eine potentielle Fehlerquelle. Weitere Unsicherheiten ergeben sich zum anderen aus
der Berechnung der theoretischen FRET-Effizienzen der beiden DNA-Proben. Dies ist dem
Umstand geschuldet, dass der interchromophore Abstand Rp 4, welcher zur Kalkulation der
Energietransfereffizienz gemif Gleichung (19) erforderlich ist, mit dem Abstand r zwischen
den jeweils farbstoffmarkierten Nukleotiden approximiert wurde. Der tatsdchliche Abstand
Rp4 zwischen Donor- und Akzeptor-Farbstoff kann hiervon jedoch, aufgrund der rdumlichen
Abmessungen der Farbstoffe sowie aufgrund der Linker-Gruppen, iiber welche die Fluorophore

85



5 Untersuchung der Proteindynamik

an die entsprechenden Nukleotide gebunden sind, abweichen. Diese beiden vorstehend be-
schriebenen, nur abgeschétzten Faktoren sind auch im Falle samtlicher nachfolgend diskutier-
ten Systeme zu beriicksichtigen.

Wihrend der Vergleich der Korrelationsfunktionen kein eindeutiges Bild hinsichtlich der An-
oder Abwesenheit einer Konformationsdynamik ergab, lasst die Burst-Analyse diesbeziiglich
wenig Interpretationsspielraum zu. So kommen simtliche FRET-Populationen, welche im 2D-
Histogramm beobachtet werden, auf der statischen FRET-Linie zu liegen (siehe unterer Teil
von Abbildung 26 (¢)). Hieraus kann unmittelbar geschlussfolgert werden, dass beide dsDNA-
Proben keiner intramolekularen Dynamik unterliegen [74, 75]. Dies wiederum entspricht den
theoretischen Erwartungen, da beide DNA-Doppelstrang-Proben statische Systeme darstellen.
An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass der y-Achsenabschnitt der statischen FRET-Linie,
sowohl im vorliegend diskutierten Falle als auch im Falle aller nachfolgend beschriebenen Sys-
teme, durch die mittlere Lebenszeit der Donor-Only-Spezies gegeben ist.

5.1.2 FRET-Paar markierte PRs vor und nach Zugabe diverser Liganden

Nachdem mithilfe der im vorstehenden Unterkapitel prisentierten Referenzmessungen verifi-
ziert werden konnte, dass die gewéhlte Mess- und Auswertemethodik prinzipiell geeignet ist,
um unterschiedliche FRET-Subpopulationen aufzuldsen, wurden entsprechende Messungen an
den frei in Losung diffundierenden FRET-Paar markierten Cystein-Doppelmutanten der
DENV-2-PR (siehe Tabelle 5) durchgefiihrt.

5.1.2.1 S79C-G14C

Hierbei wurde zunédchst die mit dem FRET-Farbstoffpaar ATTO 488 / ATTO 647N markierte
Doppelmutante S79C-G14C vor und nach Zugabe unterschiedlicher Liganden vermessen.

Vor und nach Zugabe von mb43

Abbildung 27 (a) zeigt die normierten Auto- und Kreuzkorrelationsfunktionen von S79C-G14C
jeweils vor und nach Zugabe eines ca. 250 000-fachen Uberschusses des kompetitiven Inhi-
bitors mb43. In beiden Féllen fillt die Kreuzkorrelationsfunktion G4 ,, (t) auf der gleichen Zeit-
skala wie die Akzeptor-Autokorrelationsfunktion G4 4 (7) auf null ab. Dahingegen zeigt die Do-
nor-Autokorrelation Gp p(7) jeweils ein signifikant schnelleres Abklingverhalten. Folglich
kann aus den Korrelationsdaten erneut keine eindeutige Schlussfolgerung hinsichtlich des Vor-
liegens oder der Abwesenheit einer Proteindynamik gezogen werden. Ursache hierfiir konnte
sein, dass die G14C-Punktmutante in einem flexiblen Teilbereich des Enzyms lokalisiert
ist [52], sodass ein potentieller Konformationsaustausch durch die resultierende Flexibilitét des
G14-Restes tiberlagert wird. In diesem Kontext sei darauf hingewiesen, dass der Donor-Auto-
korrelationsfunktion grundsétzlich keine {iberméfige Bedeutung beigemessen werden sollte.
Hintergrund hierfiir ist, dass ein wesentlicher Anteil des im Donor-Kanal detektierten Signals
auf kleine, vergleichsweise schnell diffundierende, fluoreszierende Kontaminationen im je-
weils verwendeten Assay-Puffer sowie auf eine stark ausgeprigte Donor-Only-Spezies (siche
hierzu folgenden Abschnitt) zuriickzufiihren ist.

Im néchsten Schritt und in Vorbereitung auf die Burst-Analyse wurden aus den Makroankunfts-
zeiten der einzelnen Photonen die Zeitspuren der Donor- und Akzeptor-Fluoreszenzintensitét,
jeweils mit einer Zeitauflosung von 1 ms, berechnet. In Abbildung 27 (b) ist ein Ausschnitt
beider Intensitits-Zeitspuren vor Zugabe von mb43 dargestellt. Augenscheinlich treten im Do-
nor-Kanal wesentlich mehr Bursts als im Akzeptor-Kanal auf. Dieser Befund steht im Einklang
mit den Ensemblespektren der FRET-Paar markierten S79C-G14C-Doppelmutante (siche Ab-
bildung A. 6 (a) und (b), Anhang) und kann neben den zuvor erwihnten fluoreszierenden
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Verunreinigungen zu einem signifikanten Anteil auf das Vorliegen einer ausgeprigten Donor-
Only-Population zuriickgefiihrt werden. An dieser Stelle sei erwihnt, dass die Akzeptor-Only-
Spezies bei der gewdhlten Anregungswellenlédnge von 502 nm nicht beobachtbar ist.
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Abbildung 27: Ergebnisse der Messungen an der mit dem FRET-Farbstoffpaar ATTO 488 / ATTO 647N
markierten Doppelmutante S79C-G14C der DENV-2-PR vor und nach Zugabe eines ca.
250 000-fachen Uberschusses von mb43. (a) Vergleich der normierten Kreuzkorrelations-
funktion (schwarze Kurve) mit den beiden normierten Autokorrelationsfunktionen (rote
bzw. blaue Kurve), jeweils vor (oberer Graph) und nach (unterer Graph) Zugabe des kom-
petitiven Inhibitors mb43. (b) Fluoreszenzintensitits-Zeitspuren vor Zugabe von mb43.
Dargestellt sind die Zeitspur der Akzeptor-Fluoreszenzintensitét I, (oberer Graph) sowie
der Donor-Fluoreszenzintensitdt I, (unterer Graph). Die Zeitauflosung betrdgt jeweils
1 ms. (c) Auftragung der normierten Haufigkeit der einzelnen Bursts, welche innerhalb der
Intensitats-Zeitspur der FRET-Paar markierten PR jeweils vor und nach Zugabe von mb43
aufgezeichnet wurden, in einem 2D-Histogramm, aufgeldst nach mittlerer Donor-Lebens-
zeit T p4 und Energietransfereffizienz Egr. Um die FRET-Populationen vor und nach Zu-
gabe des kompetitiven Inhibitors leichter vergleichen zu kénnen, wurden die jeweiligen
Maxima auf eins normiert. Die Maxima der Donor-Only-Spezies wurden bei der Normie-
rung nicht berticksichtigt, weshalb Werte grofler eins (hellblau dargestellt) auftreten. Die
cyan-blauen Geraden représentieren die statischen FRET-Linien. Die normierten 1D-His-
togramme iiber die jeweils vorkommenden FRET-Effizienzen werden als Projektion ober-
halb des jeweiligen 2D-Histogramms dargestellt.

Wenngleich die Korrelationsanalyse der aufgenommenen Daten keine Riickschliisse beziiglich
der An- oder Abwesenheit einer intramolekularen Proteindynamik zulieB3, so liefert die Burst-
Analyse ebendieser Daten einige Hinweise auf die Prasenz einer konformationellen Dynamik,
welche durch die Anwesenheit von mb43 beeinflusst wird. Der untere Teil von Abbildung
27 (c) zeigt die 2D-Histogramme, welche aus der Burst-Analyse der Intensititszeitspuren vor
und nach Zugabe von mb43 erhalten wurden. In beiden Féllen wird neben einer stark ausge-
priagten Donor-Only-Spezies lediglich eine breite, nahezu symmetrische Punktwolke beobach-
tet. Demnach kénnen weder vor noch nach Zugabe des Liganden distinkte FRET-Subpopulati-
onen aufgelost werden. Diese Beobachtung kann auf vielfiltige Ursachen zuriickzufiihren sein.
Zum einen ist denkbar, dass das Enzym keine signifikant verschiedenen Konformationen auf-
weist. Zum anderen erscheint es moglich, dass die Flexibilitdt der G14C-Punktmutante eine
,,Verschmierung® moglicher konformationeller Subpopulationen zur Folge haben konnte [52].
Auch ist vorstellbar, dass sich eventuell vorhandene Unterpopulationen des Enzyms im Ver-
gleich zur zeitlichen Auflosung des Versuchs (Transitzeit durch den Fokus ~ 0,2 ms) schnell
ineinander umwandeln, sodass lediglich eine Mittelung iiber verschiedene Konformationen be-
obachtet werden kann. Auffillig ist jedoch, dass die beobachtete Punktwolke vor Zugabe des
Inhibitors im Vergleich zur statischen FRET-Linie deutlich in Richtung gréerer Donor-Fluo-
reszenzlebensdauern verschoben ist. Dieser Befund deutet auf Konformationsiibergénge, wel-
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che auf der Zeitskala der Transitzeit des Enzyms durch das Fokusvolumen stattfinden, hin [74,
75]. Infolge der Zugabe von mb43 verschiebt sich die Punktwolke vertikal nach unten und so-
mit in Richtung der statischen FRET-Linie. Diese Beobachtung ist mit dem Bild einer reduzier-
ten konformationellen Dynamik kompatibel [74, 75]. Zugleich wandert die Punktwolke in ho-
rizontaler Richtung zu kleineren Energietransfereffizienzen (siche 1D-Histogramme im oberen
Teil von Abbildung 27 (c)), was gemilBl Tabelle 5 auf eine zunehmende Population der ge-
schlossenen Konformation der PR schlieBen ldsst. So kommt der Schwerpunkt der Punktwolke
vor Zugabe des Inhibitors bei einer Energietransfereffizienz von ca. 60 % zu liegen, wohinge-
gen der Zusatz von mb43 eine Verschiebung des Schwerpunkts der FRET-Effizienz-Verteilung
in den Bereich zwischen 25 % und 45 % auslost.

Auch wenn im konkreten Fall keine unterschiedlichen FRET-Subpopulationen aufgeldst wer-
den konnten, so stiitzen die Resultate der Burst-Analyse dennoch die Annahme, dass in Abwe-
senheit eines jeglichen Liganden ein dynamischer Austausch zwischen unterschiedlichen Kon-
formationen der PR stattfindet. Ferner scheint die Zugabe des kompetitiven Inhibitors mb43,
gemil den theoretischen Erwartungen [27, 59, 62, 145], den geschlossenen Zustand des En-
zyms zu stabilisieren und damit eine signifikante Reduktion der Proteindynamik auszuldsen.
Abschlieflend sei zur Vollstindigkeit erwihnt, dass die im smFRET-Experiment beobachtete
Stabilisierung der geschlossenen Konformation in den ergénzend durchgefiihrten zeitaufgelos-
ten Ensembleexperimenten nicht nachgewiesen werden konnte (siche Kapitel A.2.3 und Abbil-
dung A. 7 (a), Anhang). Allerdings sollte den Ergebnissen der Ensembleuntersuchungen keine
iibermiBige Bedeutung beigemessen werden, da sowohl im Falle des hier sowie aller nachfol-
gend diskutierten Probensysteme unterschiedlichste Storsignale (bspw. Akzeptor- sowie Do-
nor-Only-Spezies, Raman-Streuung, fluoreszierende Verunreinigungen des Puffers und des zu-
gesetzten Liganden) die Messungen im Ensemble beeintrichtigen. Weiterhin ist zu berticksich-
tigen, dass die zur Durchfiihrung der Ensembleexperimente eingesetzte Konzentration des
kompetitiven Inhibitors im Vergleich zur Inhibitor-Konzentration, welche im Einzelmolekiil-
experiment Verwendung fand, um einen Faktor von ca. 9 groBer gewihlt wurde. Folglich leis-
ten potentiell vorhandene lumineszierende Kontaminationen des Inhibitors einen groferen Bei-
trag zum Fluoreszenzsignal.

Vor und nach Zugabe von Substrat 1 bzw. Substrat 2

Wie in der Einleitung zu Kapitel 5 skizziert, sollte auch der Einfluss der beiden Substrate S1
und S2 auf das Konformationsgleichgewicht des Enzyms untersucht werden. Hierzu wurde die
FRET-Paar markierte Doppelmutante S79C-G14C jeweils vor und nach Zugabe eines ca. 2,5-
millionenfachen Uberschusses von S1 bzw. S2 vermessen und zunichst die im Donor- sowie
Akzeptor-Kanal aufgezeichneten Fluoreszenzintensitdten auto- und kreuzkorreliert. Abbildung
28 zeigt die entsprechenden Korrelationsfunktionen. Erwartungsgemal fallt erneut auf, dass
die Korrelationsdaten vor Zugabe des jeweiligen Liganden keine eindeutige Schlussfolgerung
beziiglich des Vorliegens oder der Abwesenheit einer intramolekularen Dynamik zulassen.
Nach Zugabe von S1 wird jedoch beobachtet, dass die Kreuzkorrelation im Vergleich zur Ak-
zeptor-Autokorrelation etwas schneller auf null abfdllt. Wesentlich signifikanter wird dies
durch Zugabe von S2, sodass G4 p(7) letztlich zwischen beiden Autokorrelationen zu liegen
kommt. Diese Beobachtung ist mit dem Bild einer reduzierten konformationellen Dynamik
kompatibel [52, 234] und konnte damit als Hinweis auf eine eventuell stattfindende Stabilisie-
rung einer Konformation verstanden werden.

Um diesen Verdacht zu bestdtigen, wurden die Intensitétszeitspuren von S79C-G14C jeweils
vor und nach Zugabe von S1 bzw. S2 einer Burst-Analyse unterzogen. Die hieraus erhaltenen
2D-Histogramme koénnen dem jeweils unteren Teil von Abbildung 28 (¢) bzw. (d) entnommen
werden.
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Abbildung 28: Ergebnisse der Messungen an der mit dem FRET-Farbstoffpaar ATTO 488 / ATTO 647N
markierten Doppelmutante S79C-G14C der DENV-2-PR vor und nach Zugabe eines ca.
2,5-millionenfachen Uberschusses von S1 bzw. S2. (a, b) Vergleich der normierten Kreuz-
korrelationsfunktion (schwarze Kurve) mit den beiden normierten Autokorrelationsfunkti-
onen (rote bzw. blaue Kurve), jeweils vor (oberer Graph) und nach (unterer Graph) Zugabe
von S1 (a) bzw. S2 (b). (c, d) Auftragung der normierten Hiufigkeit der einzelnen Bursts,
welche innerhalb der Intensitits-Zeitspur der FRET-Paar markierten PR jeweils vor und
nach Zugabe von S1 (c) bzw. S2 (d) aufgezeichnet wurden, in einem 2D-Histogramm, auf-
gelost nach mittlerer Donor-Lebenszeit 77, 5, und Energietransfereffizienz Egr. Um die
FRET-Populationen vor und nach Zugabe von S1 bzw. S2 leichter vergleichen zu kdnnen,
wurden die jeweiligen Maxima auf eins normiert. Die Maxima der Donor-Only-Spezies
wurden bei der Normierung nicht beriicksichtigt, weshalb Werte groBer eins (hellblau dar-
gestellt) auftreten. Die cyan-blauen Geraden reprisentieren die statischen FRET-Linien.
Die normierten 1D-Histogramme iiber die jeweils vorkommenden FRET-Effizienzen wer-
den als Projektion oberhalb des jeweiligen 2D-Histogramms dargestellt.

Erneut wird in allen Féllen neben einer deutlich ausgeprigten Donor-Only-Spezies lediglich
eine breite, nahezu symmetrische Punktwolke beobachtet. Mogliche Ursachen hierfiir wurden
bereits im vorherigen Unterkapitel diskutiert. Die Zugabe beider Substrate induziert eine
schwache Verschiebung des Schwerpunktes der jeweiligen Punktwolke um ca. 4 % in Richtung
kleinerer Energietransfereffizienzen. Folglich ist anzunehmen, dass der jeweilige Ligand, ge-
méf den theoretischen Erwartungen [27, 29], den geschlossenen Zustand des Enzyms stabili-
siert (siche Tabelle 5). Allerdings ist die Stabilisierung der aktiven Konformation deutlich
schwicher ausgeprégt als nach Zugabe des kompetitiven Inhibitors mb43 beobachtet. Urséch-
lich hierfiir konnte sein, dass beide Substrate im aktiven Zentrum umgesetzt werden, demnach
deutlich kiirzer an das Enzym gebunden sind und dieses folglich weniger effizient in der aktiven
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5 Untersuchung der Proteindynamik

Konformation fixieren kdnnen. Demnach wiirde auch die Proteindynamik weniger effizient re-
duziert werden. Damit wiederum wére nachvollziehbar, wieso die aufgenommenen Daten auch
nach Zugabe der beiden Substrate in Relation zur statischen FRET-Linie signifikant in Rich-
tung groBerer Donor-Fluoreszenzlebenszeiten versetzt sind [74, 75].

Zur Vollstindigkeit sei erwihnt, dass die infolge der Ligandenzugabe beobachtete Stabilisie-
rung der geschlossenen Konformation mithilfe der zusitzlich durchgefiihrten zeitaufgelosten
Ensembleexperimente bestitigt werden konnte (siche Kapitel A.2.3 und Abbildung A. 7 (b)
und (c), Anhang).

5.1.2.2 S79C-S158C A

Um zu iiberpriifen, ob tatséchlich die Flexibilitit der G14C-Punktmutation eine eindeutige Vi-
sualisierung unterschiedlicher Enzymkonformationen verhindert, wurde die vorstehend ge-
nannte Punktmutante durch die Punktmutation S158C, welche sich ebenfalls in der NS3-Do-
miéne befindet, ersetzt. Die Aminosdure S158 ist innerhalb einer 3-Schleife lokalisiert, weshalb
davon ausgegangen werden kann, dass dieser Rest weniger flexibel sein sollte als die G14-
Position [52]. Im Vergleich zur S79C-G14C-Doppelmutante bedingen Konformationsiiber-
giange im Falle des S79C-S158C-Konstrukts invertierte Abstandsidnderungen zwischen den
Markierungspositionen, sodass nun gemif Tabelle 5 der Wechsel in den geschlossenen Zustand
mit einer Steigerung der Energietransfereffizienz einhergeht. Im folgenden Abschnitt werden
die Ergebnisse der Untersuchungen an der FRET-Paar markierten Cystein-Doppelmutante
S79C-S158C A der DENV-2-PR prisentiert.

Vor und nach Zugabe von mb43

Abbildung 29 (a) zeigt die normierten Auto- und Kreuzkorrelationsfunktionen von S79C-
S158C A jeweils vor und nach Zugabe eines ca. 200 000-fachen Uberschusses des kompetiti-
ven Inhibitors mb43. Auffillig ist, dass die Kreuzkorrelation in Abwesenheit von mb43 deutlich
langsamer auf null abfillt als die beiden Autokorrelationsfunktionen. Diese Beobachtung kann
als Hinweis darauf verstanden werden, dass ein signifikanter Austausch zwischen verschiede-
nen Enzymkonformationen, welche sich in ihrer FRET-Effizienz unterscheiden, stattfindet [73,
218]. Bemerkenswerterweise liegt die Kreuzkorrelationsfunktion nach Zugabe des Liganden
zwischen beiden Autokorrelationen. Daher ist davon auszugehen, dass der zugesetzte Inhibitor
einen Zustand des Enzyms stabilisiert und somit die Konformationsdynamik blockiert bzw.
effektiv reduziert [52, 234].

Der linke Teil von Abbildung 29 (b) zeigt das 2D-Histogramm, welches aus der Burst-Analyse
der Intensitétszeitspuren vor Zugabe von mb43 erhalten wurde. Durch Vergleich mit den 2D-
Histogrammen der S79C-G14C-Doppelmutante (siche Kapitel 5.1.2.1) wird deutlich, dass sich
die Form der Punktwolke in erheblichem Mafle verdndert hat. Die Punktwolke ist nun entlang
der Abszisse signifikant elongiert, sodass eine wesentlich grof8ere Bandbreite an Energietrans-
fereffizienzen beobachtet wird. In Relation zur statischen FRET-Linie sind die Daten vertikal
in Richtung groferer Donor-Fluoreszenzlebensdauern verschoben, was darauf hindeutet, dass
das Protein wihrend seines Transits durch das Beobachtungsvolumen zwischen unterschiedli-
chen Zustdnden, die sich in ihren FRET-Effizienzen unterscheiden, schaltet [74, 75]. Wie dem
rechten Teil von Abbildung 29 (b) entnommen werden kann, resultiert der Zusatz des kompe-
titiven Inhibitors schlieBlich in einer deutlichen Abnahme jener FRET-Populationen, welche
im Bereich mittlerer Energietransfereffizienzen lokalisiert sind und entsprechend Tabelle 5 der
offenen Konformation des Enzyms zugeordnet werden konnen. Gleichzeitig nimmt die relative
Gewichtung der Bursts, die sich durch FRET-Effizienzen grofler 90 % auszeichnen, und damit
gemil Tabelle 5 auf den geschlossenen Zustand der PR zuriickzufiihren sind, erheblich zu. Da
die persistierende Population zudem in guter Naherung auf der statischen FRET-Linie lokali-
siert ist, kann davon ausgegangen werden, dass die Zugabe von mb43, gemal den theoretischen
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5.1 Kombinierte FCS-FRET- und smFRET-Messungen in Losung

Erwartungen [27, 59, 62, 145], eine Stabilisierung des geschlossenen Zustands der PR und so-
mit eine Reduktion der Proteindynamik hervorruft [74, 75].
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Abbildung 29: Ergebnisse der Messungen an der mit dem FRET-Farbstoffpaar ATTO 488 / ATTO 647N
markierten Doppelmutante S79C-S158C der DENV-2-PR vor und nach Zugabe eines ca.
200 000-fachen Uberschusses von mb43. (a) Vergleich der normierten Kreuzkorrelations-
funktion (schwarze Kurve) mit den beiden normierten Autokorrelationsfunktionen (rote
bzw. blaue Kurve), jeweils vor (oberer Graph) und nach (unterer Graph) Zugabe des kom-
petitiven Inhibitors mb43. (b) Auftragung der normierten Héaufigkeit der einzelnen Bursts,
welche innerhalb der Intensitits-Zeitspur der FRET-Paar markierten PR jeweils vor und
nach Zugabe von mb43 aufgezeichnet wurden, in einem 2D-Histogramm, aufgeldst nach
mittlerer Donor-Lebenszeit 7, p, und Energietransfereffizienz Egy. Um die FRET-Popu-
lationen vor und nach Zugabe des kompetitiven Inhibitors leichter vergleichen zu kdnnen,
wurden die jeweiligen Maxima auf eins normiert. Die Maxima der Donor-Only-Spezies
wurden bei der Normierung nicht beriicksichtigt, weshalb Werte grofer eins (hellblau dar-
gestellt) auftreten. Die cyan-blauen Geraden représentieren die statischen FRET-Linien.
Die normierten 1D-Histogramme iiber die jeweils vorkommenden FRET-Effizienzen wer-
den als Projektion oberhalb des jeweiligen 2D-Histogramms dargestellt.

Zusammenfassend kann konstatiert werden, dass sowohl die Burst- als auch die Korrelations-
analyse im Hinblick auf die Proteindynamik dieselben Schlussfolgerungen zulassen. Demnach
herrscht in Losung ein dynamisches Gleichgewicht zwischen unterschiedlichen Konformatio-
nen des Enzyms vor. Durch die Zugabe des kompetitiven Inhibitors wird der Konformations-
austausch signifikant reduziert. Aus der Burst-Analyse wiederum folgt, dass diese Reduktion
der konformationellen Dynamik auf eine Stabilisierung des geschlossenen Zustandes des En-
zyms zurilickzufiihren ist. Letztgenanntes Resultat konnte ferner mithilfe der ergdnzend durch-
geflihrten zeitaufgelosten Ensembleexperimente bestitigt werden (siehe Kapitel A.2.3 und Ab-
bildung A. 8 (a), Anhang).

Um die Zeitskala, auf welcher sich die Proteindynamik bewegt, grob abschitzen zu konnen,
wurden zum Abschluss die in Abbildung 29 (a) vorgestellten Korrelationsdaten gemif3 der von
Torres und Levitus vorgeschlagenen [218] und im Kapitel 2.2.3.3 vorgestellten Vorgehens-
weise einer ,,semiquantitativen Analyse unterzogen. Hierzu wurde zunéchst das Verhéltnis der
Autokorrelationsfunktion des Akzeptors G4 4(7) und der Donor-Akzeptor-Kreuzkorrelations-
funktion Gp, ,(7) jeweils vor und nach Zugabe von mb43 kalkuliert und in Abbildung 30 auf-
getragen. Wie den Gleichungen (40) und (41) zu entnehmen ist, setzten sich beide Korrelati-
onsfunktionen im Falle eines Zweizustandssystems aus einem Diffusionsterm Gg;¢¢(7) sowie
einem kinetischen Reaktionsterm X, (), welcher die Konformationsdynamik des Biomole-
kiils beriicksichtigt, zusammen. Wird davon ausgegangen, dass die Diffusionsbeitrige sdmtli-
cher Korrelationsfunktionen identisch sind, so wird das Verhiltnis aus zwei unterschiedlichen
Korrelationsfunktionen ausschlieBlich durch den konformationellen Austausch bestimmt. Im
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5 Untersuchung der Proteindynamik

konkreten Fall ergibt sich fiir den Quotienten G4 4(7)/Gp 4(7) gemil Gleichungen (40) und
(41):

T
GA,A(T) 1+6{A_A'e Tex

_ i (44)
Gp,a(7) 1—ap,- e Tex
Hierbei sind:
k12 ) k21 ' (EET,l - EET,z)2
Ay a = 2 (45)
(k21 “Egrq+kip- EET,Z)
und
2
k12 ' k21 ' (EET,l - EET,Z) (46)

ap s =
(k21 . (1 - EET,l) + kqyp - (1 - EET,Z)) (k21 “Egrq +kip- EET,Z)

Um nun die Zeitskala des Konformationsaustausches zu bestimmen, wurde das Verhiltnis bei-
der Korrelationsfunktionen — jeweils aufgenommen vor Zugabe von mb43 — mit dem Ausdruck
aus Gleichung (44) angepasst (blaue Kurve in Abbildung 30).

——Vor Zugabe von mb43
2,0 ——Nach Zugabe von mb43

G, (10/G, ()

Abbildung 30: Verhéltnis aus Akzeptor-Autokorrelations- und Donor-Akzeptor-Kreuzkorrelationsfunk-
tion der mit dem FRET-Farbstoffpaar ATTO 488 / ATTO 647N markierten Doppelmutante
S79C-S158C der DENV-2-PR jeweils vor (schwarze Kurve) und nach (rote Kurve) Zugabe
eines ca. 200 000-fachen Uberschusses des kompetitiven Inhibitors mb43. Die blaue Kurve
stellt eine Anpassung gemédf3 Gleichung (44) an die Daten, welche in Abwesenheit von
mb43 aufgenommen wurden, dar. Hierbei wurde, abweichend von Gleichung (44), ein zu-
sdtzlicher Zerfall in der Akzeptor-Autokorrelation berticksichtigt, welcher auf die Triplett-
Kinetik des Akzeptor-Farbstoffs zuriickzufiihren und im Falle der Kreuzkorrelationsfunk-
tion nicht sichtbar ist [73].

Hierbei wurden gemif den theoretischen Erwartungen (siche Tabelle 5) die Energietransferef-
fizienzen der beiden Zustinde mit Egr ; = 0,5 und Egr, = 1,0 approximiert. Weiterhin wurde
angenommen, dass die Ubergangsraten k,, und k,;, deren Summe gemiB Gleichung (42) den
Kehrwert der Austauschzeit 7., liefert, durch eine logarithmische Normalverteilung beschrie-
ben werden konnen. Ferner wurde der Ausdruck der Akzeptor-Autokorrelationsfunktion um
einen Term, welcher die Triplett-Kinetik des Akzeptor-Fluorophors beriicksichtigt, er-
génzt [73]. Entsprechend der Anpassung sind die Korrelationsdaten, welche vor Zugabe des
kompetitiven Inhibitors aufgenommen wurden, mit Ubergéingen zwischen einem offenen und
geschlossenen Zustand, welche im Mittel auf einer Zeitskala von (t,,) = 10 ms stattfinden,
kompatibel. Im Rahmen einer NMR-Studie wurde einige Jahre zuvor bereits eine @hnliche
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Zeitskala fiir die Konformationsdynamik der DENV-2-PR vorgeschlagen [62]. Dahingegen
folgt aus Abbildung 30 unmittelbar, dass die Amplitude des Quotienten G, 4(7)/Gp 4(7) nach
Zusatz von mb43 nahezu dem Rauschpegel der Daten entspricht. Folglich scheint der Konfor-
mationsaustausch in Anwesenheit des Inhibitors vernachlissigbar zu werden.

Zur Vollstandigkeit sei erwéhnt, dass das vorstehend beschriebene Prozedere zur quantitativen
Bestimmung der Proteindynamik grundsétzlich auch unter Zuhilfenahme der Donor-Autokor-
relationsfunktion durchfiihrbar ist. Hiervon wurde jedoch abgesehen, da das Donor-Signal zu
einem erheblichen Anteil von fluoreszierenden Verunreinigungen sowie der stark ausgeprégten
Donor-Only-Population iiberlagert wird, sodass der Donor-Autokorrelationsfunktion hier keine
iibermiBige Bedeutung beigemessen werden sollte.

Vor und nach Zugabe von Substrat 1 bzw. Substrat 2

In Abbildung 31 (a) und (b) werden die Korrelationsfunktionen von S79C-S158C A jeweils vor
und nach Zugabe eines ca. zweimillionenfachen Uberschusses von S1 bzw. S2 dargestellt. Wie
aufgrund der im vorstehenden Abschnitt prasentierten Resultate zu erwarten ist, findet in Ab-
wesenheit des jeweiligen Substrates ein signifikanter Konformationsaustausch statt, sodass die
Kreuzkorrelationsfunktion ein erheblich langsameres Abklingverhalten als die beiden Autokor-
relationsfunktionen aufweist [73, 218]. Offensichtlich induziert die Zugabe von S1 bzw. S2
eine signifikante Verschiebung der Kreuzkorrelationsfunktion, sodass diese in der Folge zwi-
schen beiden Autokorrelationen verliuft. Demnach ist in Ubereinstimmung mit den Erkennt-
nissen, welche an der S79C-G14C-Doppelmutante erzielt wurden, davon auszugehen, dass
beide Substrate eine Konformation der DENV-2-PR stabilisieren, wodurch die Proteindynamik
messbar vermindert wird [52, 234].

Um zu eruieren, welcher Zustand des Enzyms durch den jeweiligen Liganden stabilisiert wird,
wurden die Intensitétszeitspuren von S79C-S158C A, welche jeweils in An- und Abwesenheit
von S1 bzw. S2 aufgenommen wurden, einer Burst-Analyse unterzogen. Die hieraus erhaltenen
2D-Histogramme kénnen den Teilabbildungen (c¢) und (d) der Abbildung 31 entnommen wer-
den. Hierbei wird die Tendenz ersichtlich, dass die relative Haufigkeit jener Bursts, welche
FRET-Effizienzen groBer 90 % aufweisen und damit gemél Tabelle 5 der geschlossenen Kon-
formation des Enzyms zuzuordnen sind, infolge der Anwesenheit des jeweiligen Substrates
leicht, aber signifikant zunimmt. Demnach scheint die Zugabe beider Liganden, wie theoretisch
erwartet [27, 29], die aktive, geschlossene Konformation der PR zu begiinstigen. Die Stabili-
sierung dieses Zustandes ist allerdings, dhnlich wie im Falle der mit dem FRET-Farbstoffpaar
ATTO 488 / ATTO 647N markierten Doppelmutante S79C-G14C, deutlich schwéicher ausge-
prégt, als dies nach Zugabe des kompetitiven Inhibitors mb43 beobachtet wurde. Mit der schwé-
cheren Stabilisierung des geschlossenen Zustandes ist wiederum eine weniger effiziente Min-
derung der Proteindynamik verbunden, sodass die aufgenommenen Daten auch nach Zugabe
von S1 bzw. S2 im Vergleich zur statischen FRET-Linie nach wie vor signifikant in Richtung
langerer Donor-Fluoreszenzlebensdauern versetzt sind [74, 75]. Die Ursache hierfiir wurde be-
reits an entsprechender Stelle im Kapitel 5.1.2.1 diskutiert und liegt vermutlich darin begriindet,
dass die Substrate aufgrund ihres Umsatzes im aktiven Zentrum der PR deutlich kiirzer an das
Enzym gebunden sind und dieses somit weniger effektiv im aktiven Zustand fixieren kdnnen.

Zur Vollstindigkeit sei erwdhnt, dass die im smFRET-Experiment als Resultat der Liganden-
zugabe beobachtete Stabilisierung der geschlossenen Konformation in den ergdnzend durchge-
fithrten zeitaufgeldsten Ensembleexperimenten nicht nachgewiesen werden konnte (sieche Ka-
pitel A.2.3 und Abbildung A. 8 (b) und (c), Anhang).

Zum Abschluss dieses Unterkapitels kann festgehalten werden, dass die bisher durchgefiihrten
Messungen an den beiden FRET-Paar markierten Cystein-Doppelmutanten S79C-G14C und
S79C-S158C A jeweils vor und nach Zugabe von S1 bzw. S2 identische Ergebnisse liefern. So
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5 Untersuchung der Proteindynamik

konnte in beiden Féllen gezeigt werden, dass die Zugabe des entsprechenden Substrats jeweils
den geschlossenen Zustand der PR begiinstigt.
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Abbildung 31: Ergebnisse der Messungen an der mit dem FRET-Farbstoffpaar ATTO 488 / ATTO 647N

markierten Doppelmutante S79C-S158C der DENV-2-PR vor und nach Zugabe eines ca.
zweimillionenfachen Uberschusses von S1 bzw. S2. (a, b) Vergleich der normierten Kreuz-
korrelationsfunktion (schwarze Kurve) mit den beiden normierten Autokorrelationsfunkti-
onen (rote bzw. blaue Kurve), jeweils vor (oberer Graph) und nach (unterer Graph) Zugabe
von S1 (a) bzw. S2 (b). (c, d) Auftragung der normierten Hiufigkeit der einzelnen Bursts,
welche innerhalb der Intensitits-Zeitspur der FRET-Paar markierten PR jeweils vor und
nach Zugabe von S1 (c¢) bzw. S2 (d) aufgezeichnet wurden, in einem 2D-Histogramm, auf-
gelost nach mittlerer Donor-Lebenszeit 77, 5, und Energietransfereffizienz Egr. Um die
FRET-Populationen vor und nach Zugabe von S1 bzw. S2 leichter vergleichen zu kénnen,
wurden die jeweiligen Maxima auf eins normiert. Die Maxima der Donor-Only-Spezies
wurden bei der Normierung nicht beriicksichtigt, weshalb Werte grofer eins (hellblau dar-
gestellt) auftreten. Die cyan-blauen Geraden représentieren die statischen FRET-Linien.
Die normierten 1D-Histogramme iiber die jeweils vorkommenden FRET-Effizienzen wer-
den als Projektion oberhalb des jeweiligen 2D-Histogramms dargestellt.

Vor und nach Zugabe von BM214

Um den Einfluss des allosterischen Inhibitors BM214 auf das Konformationsgleichgewicht der
DENV-2-PR zu untersuchen, wurde die FRET-Paar markierte Doppelmutante S79C-S158C A

jeweils vor und nach Zugabe eines ca. 970 000-fachen Uberschusses von BM214 vermessen.

Wie Abbildung 32 (a) zu entnehmen ist, wurde im Rahmen dieser Messungen jedoch festge-
stellt, dass die Zugabe des allosterischen Inhibitors mit einer vollstaindigen Loschung der Ak-
zeptor-Fluoreszenz einhergeht. Diese Beobachtung kann auf unterschiedliche Ursachen
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zuriickzufiihren sein. Beispielsweise ist denkbar, dass der allosterische Inhibitor eine Konfor-
mation des Proteins stabilisiert, in welcher kein Energietransfer moglich ist. Theoretisch wird
erwartet, dass Liganden, welche in die allosterische Tasche binden, den inaktiven, offenen Zu-
stand der PR begilinstigen [27, 28, 151]. Gemél Tabelle 5 wiirde im Falle des untersuchten
S79C-S158C-Konstrukts ein Ubergang in die inaktive Konformation tatséichlich mit einem ver-
groBerten Abstand zwischen beiden FRET-Markern und damit einer verminderten FRET-Effi-
zienz einhergehen. Allerdings wird im offenen Zustand des Enzyms weiterhin eine signifikante
Energietransfereffizienz, welche theoretisch 47 % betragen sollte, erwartet. Demnach sollten
auch in diesem Zustand Fluoreszenzbursts im Akzeptor-Kanal beobachtbar sein. Es kann je-
doch nicht kategorisch ausgeschlossen werden, dass BM214 eine bisher unbekannte Konfor-
mation, innerhalb deren ein signifikanter Energietransfer nicht moglich ist, begiinstigt. Neben
der zuvor diskutierten Hypothese scheint es weiterhin moglich zu sein, dass der schlecht was-
serlosliche Inhibitor BM214 [319] mit dem nur méBig hydrophilen Akzeptor-Fluorophor
ATTO 647N [284] im wissrigen Puffersystem, in welchem die Messungen durchgefiihrt wur-
den, m-m-Wechselwirkungen eingeht und die Fluoreszenz des Akzeptors infolge dieser Kom-
plexbildung geldscht wird [155, 317].
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Abbildung 32: Ergebnisse der Messungen an der mit dem FRET-Farbstoffpaar ATTO 488 / ATTO 647N
markierten Doppelmutante S79C-S158C der DENV-2-PR vor und nach Zugabe eines ca.
970 000-fachen Uberschusses von BM214. (a, b) Zeitspuren der Akzeptor-Fluoreszenzin-
tensitét I, vor (oberer Graph) und nach (unterer Graph) Zugabe von BM214. Die Zeitauf-
16sung betrdgt jeweils 1 ms. Die Anregungswellenldnge A;,, welche zur Aufnahme der
dargestellten Zeitspuren verwendet wurde, betrug 502 nm (a) bzw. 633 nm (b). (c) Ver-
gleich der normierten Akzeptor-Autokorrelationsfunktion vor (schwarze Kurve) und nach
(rote Kurve) Zugabe von BM214. Die Anregungswellenldnge A, , welche zur Aufnahme
der Korrelationsfunktionen verwendet wurde, betrug jeweils 633 nm.

Um die Ursache der beobachteten Fluoreszenzloschung zu eruieren, wurden die Messungen an
S79C-S158C A in An- und Abwesenheit von BM214 wiederholt. Allerdings wurden die Inten-
sitdtszeitspuren nun mit einer Anregungswellenlédnge von 633 nm aufgenommen. Hintergrund
hierfiir ist, dass mit der energiedrmeren Anregung der Akzeptor direkt abgefragt und somit un-
tersucht werden kann, ob nach Zugabe des allosterischen Inhibitors prinzipiell noch intakter
ATTO 647N-Farbstoff in der Losung vorhanden ist. Abbildung 32 (b) illustriert die entspre-
chenden Fluoreszenzintensititszeitspuren. Aus diesen ist deutlich ersichtlich, dass auch nach
Zugabe von BM214 weiterhin ein erhebliches MaR} an Fluoreszenzintensitédt im Akzeptor-Kanal
detektiert werden kann. Um zu evaluieren, ob die beobachtete Fluoreszenz groftenteils auf
farbstoffmarkierte PR-Molekiile oder aber iiberwiegend auf ungebundene Akzeptor-Fluoro-
phore zuriickzufiihren ist, wurde schlielich die Akzeptor-Autokorrelationsfunktion jeweils vor
und nach Zugabe des Liganden kalkuliert (sieche Abbildung 32 (c)). Nach Zugabe von BM214
fallt die Akzeptor-Autokorrelation mit einem Faktor von ca. 3,7 schneller auf null ab als dies
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vor Zugabe des Inhibitors der Fall ist. Wird fiir den freien Farbstoff ein hydrodynamischer Ra-
dius Ry von 0,7 nm und fiir die Protease ein Ry von 2,8 nm angenommen, so ergibt sich durch
Kombination der Gleichungen (34) und (35), dass der ungebundene Fluorophor theoretisch mit
einem Faktor von ca. 4 schneller diffundieren sollte als das farbstoffmarkierte Enzym. Dem-
nach scheint die Fluoreszenz des an die Protease gebundenen ATTO 647N-Farbstoffs in erheb-
lichem MafBle durch BM214 geldscht zu werden, sodass in Anwesenheit des allosterischen In-
hibitors vermutlich tiberwiegend ungebundener Akzeptor-Farbstoff detektiert wird.

5.1.2.3 S79C-S158C B

Um dennoch den Einfluss des allosterischen Inhibitors BM214 auf das Konformationsgleich-
gewicht der DENV-2-PR untersuchen zu kénnen, galt es demnach einen Akzeptor-Farbstoftf zu
finden, dessen Fluoreszenz in seiner an das Enzym gebundenen Form bestenfalls nicht oder
aber in deutlich geringerem Ausmal durch BM214 geldscht wird. Da geméf der oben skizzier-
ten Ergebnisse zu vermuten ist, dass eine Komplexbildung zwischen dem méaBig hydrophilen
Akzeptor ATTO 647N [284] und dem ebenfalls schlecht wasserloslichen allosterischen Inhi-
bitor BM214 [319] urséchlich fiir die Fluoreszenzldschung ist [155, 317], wurde beschlossen
ATTO 647N durch CyS5, welches sich durch eine gute Wasserloslichkeit auszeichnet [285,
286], zu ersetzen. Nachfolgend werden die Resultate der Untersuchungen an der mit dem
FRET-Farbstoffpaar ATTO 488 / Cy5 markierten Doppelmutante S79C-S158C (Probenbe-
zeichnung: S79C-S158C B) vorgestellt und diskutiert. Um zu verifizieren, dass die bisher mit-
hilfe der FRET-Paar markierten Konstrukte S79C-G14C und S79C-S158C A erzielten Ergeb-
nisse unabhéngig vom gewdhlten FRET-Paar sind, wurde S79C-S158C B neben BM214 auch
nochmals mit mb43 sowie S1 und S2 umgesetzt.

Vor und nach Zugabe von mb43

Wie Abbildung 33 (a) entnommen werden kann, zeigen die Korrelationsdaten von S79C-
S158C B ein dhnliches Verhalten, wie es zuvor bereits fiir S7T9C-S158C A beobachtet wurde.
So fillt die Kreuzkorrelationsfunktion in Abwesenheit eines jeglichen Liganden deutlich lang-
samer auf null ab als die beiden Autokorrelationsfunktionen, sodass ein Austausch zwischen
verschiedenen Konformationen vorzuliegen scheint [73, 218]. Des Weiteren induziert die Zu-
gabe des kompetitiven Inhibitors mb43 auch im Falle von S79C-S158C B einen erheblich be-
schleunigten Abfall der Kreuzkorrelationsfunktion, sodass diese in der Folge ein dhnliches Ab-
klingverhalten wie die Akzeptor-Autokorrelation zeigt. Dementsprechend ist, in Ubereinstim-
mung mit den Resultaten, welche an S79C-S158C A erzielt wurden, zu vermuten, dass mb43
eine Konformation der PR stabilisiert [52, 234].

Der untere Teil von Abbildung 33 (b) zeigt die 2D-Histogramme, welche aus der Burst-Analyse
der Intensitiitszeitspuren vor und nach Zugabe eines ca. 150 000-fachen Uberschusses des kom-
petitiven Inhibitors mb43 erhalten wurden. In beiden Fillen wird eine stark ausgepriagte Donor-
Only-Spezies beobachtet. In Analogie zu den Ergebnissen, welche an S79C-S158C A erzielt
wurden, ist die Punktwolke der FRET-Populationen vor Zugabe des kompetitiven Inhibitors
deutlich entlang der Abszisse elongiert. Auch weichen die aufgenommenen Daten, dhnlich wie
im Falle der beiden bisher untersuchten FRET-Paar markierten Doppelmutanten, charakteris-
tisch von der statischen FRET-Linie ab, indem sie in Richtung groerer Donor-Fluoreszenzle-
bensdauern verschoben sind. Dies deutet abermals darauf hin, dass das Enzym wihrend seiner
Transitzeit durch das Beobachtungsvolumen zwischen verschiedenen Zustinden wechselt [74,
75]. Infolge der Zugabe des kompetitiven Inhibitors verschwinden die FRET-Populationen im
Bereich mittlerer Energietransfereffizienzen nahezu vollstindig, sodass fast ausschlieBlich
Bursts, welche sich durch FRET-Effizienzen von anndhernd 100 % auszeichnen, beobachtet
werden konnen. Durch Vergleich mit Tabelle 5 folgt hieraus, dass mb43, gemdf den theoreti-
schen Erwartungen [27, 59, 62, 145], die geschlossene Konformation der PR stabilisiert. Durch
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diese Stabilisierung wiederum erféhrt die Proteindynamik eine signifikante Reduktion, sodass
die persistierende Population in guter Nédherung auf der statischen FRET-Linie zu liegen
kommt [74, 75]. Auch diese Ergebnisse sind vollig kompatibel mit jenen Resultaten, welche im
Rahmen der entsprechenden Messungen an S79C-S158C A und S79C-G14C erlangt wurden.
Zur Vollstindigkeit sei des Weiteren angemerkt, dass die infolge der Ligandenzugabe beobach-
tete Stabilisierung des geschlossenen Zustands auch im Rahmen der ergidnzend durchgefiihrten
zeitaufgelosten Ensembleexperimente nachgewiesen werden konnte (siche Kapitel A.2.3 und
Abbildung A. 9 (a), Anhang).
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Abbildung 33: Ergebnisse der Messungen an der mit dem FRET-Farbstoffpaar ATTO 488 / Cy5 markier-
ten Doppelmutante S79C-S158C der DENV-2-PR vor und nach Zugabe eines ca. 150 000-
fachen Uberschusses von mb43. (a) Vergleich der normierten Kreuzkorrelationsfunktion
(schwarze Kurve) mit den beiden normierten Autokorrelationsfunktionen (rote bzw. blaue
Kurve), jeweils vor (oberer Graph) und nach (unterer Graph) Zugabe des kompetitiven In-
hibitors mb43. (b) Auftragung der normierten Haufigkeit der einzelnen Bursts, welche in-
nerhalb der Intensitéts-Zeitspur der FRET-Paar markierten PR jeweils vor und nach Zugabe
von mb43 aufgezeichnet wurden, in einem 2D-Histogramm, aufgeldst nach mittlerer Do-
nor-Lebenszeit 77, p, und Energietransfereffizienz Egr. Um die FRET-Populationen vor
und nach Zugabe des kompetitiven Inhibitors leichter vergleichen zu kénnen, wurden die
jeweiligen Maxima auf eins normiert. Die Maxima der Donor-Only-Spezies wurden bei
der Normierung nicht beriicksichtigt, weshalb Werte groer eins (hellblau dargestellt) auf-
treten. Die cyan-blauen Geraden représentieren die statischen FRET-Linien. Die normier-
ten 1D-Histogramme {iber die jeweils vorkommenden FRET-Effizienzen werden als Pro-
jektion oberhalb des jeweiligen 2D-Histogramms dargestellt.

Zusammenfassend kann konstatiert werden, dass die bisher vorgestellten Messungen, welche
an den drei FRET-Paar markierten Konstrukten S79C-G14C, S79C-S158C A und S79C-
S158C B in An- und Abwesenheit von mb43 durchgefiihrt wurden, weitestgehend reproduzier-
bare Ergebnisse liefern. Folglich sind die erzielten Resultate unabhéngig sowohl vom gewéhl-
ten Farbstoffpaar (ATTO 488 / ATTO 647N vs. ATTO 488 / Cy5) als auch von der jeweils
verwendeten Cystein-Doppelmutante (S79C-G14C vs. S79C-S158C). Kurzum, in Abwesen-
heit des kompetitiven Inhibitors findet ein Austausch zwischen unterschiedlichen Konformati-
onen statt, wihrend infolge der Zugabe von mb43 der geschlossene Zustand des Enzyms stabi-
lisiert wird.

Vor und nach Zugabe von Substrat 1 bzw. Substrat 2

In den Teilabbildungen (a) und (b) der Abbildung 34 werden die normierten Auto- und Kreuz-
korrelationsfunktionen der mit dem FRET-Farbstoffpaar ATTO 488 / Cy5 markierten Doppel-
mutante S79C-S158C jeweils vor und nach Zugabe eines ca. 1,5-millionenfachen Uberschusses
der Substrate S1 bzw. S2 dargestellt. Erwartungsgeméil sind die Korrelationsdaten, welche in
Abwesenheit eines jeglichen Liganden aufgenommen wurden, mit dem Vorliegen einer
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ausgeprigten konformationellen Dynamik kompatibel [73, 218]. Die Zugabe von S1 bzw. S2
induziert eine signifikante Beschleunigung des Zerfalls der Kreuzkorrelationsfunktion, sodass
diese schlieBlich ein Abklingverhalten, welches jenem der Akzeptor-Autokorrelation &hnelt,
aufweist. Folglich ist, in Analogie zu den Erkenntnissen, welche mithilfe der beiden zuvor vor-
gestellten Konstrukte erlangt wurden, davon auszugehen, dass beide Substrate einen Zustand
des Enzyms stabilisieren und somit den Konformationsaustausch messbar reduzieren [52, 234].
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Abbildung 34: Ergebnisse der Messungen an der mit dem FRET-Farbstoffpaar ATTO 488 / Cy5 markier-

Die unteren Teilabbildungen von Abbildung 34 (c) und (d) illustrieren die 2D-Histogramme,
welche mithilfe der Burst-Analyse aus den jeweils vor und nach Zugabe von S1 bzw. S2 auf-
genommenen Intensitdtszeitspuren, extrahiert wurden. Demnach scheint die Zugabe des jewei-
ligen Substrats keine merkliche Verschiebung der FRET-Populationen auszuldsen. Allerdings
sind kleinere Effekte in dieser Art der Auftragung schwerlich zu erkennen. Daher bietet es sich
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ten Doppelmutante S79C-S158C der DENV-2-PR vor und nach Zugabe eines ca. 1,5-mil-
lionenfachen Uberschusses von S1 bzw. S2. (a, b) Vergleich der normierten Kreuzkorrela-
tionsfunktion (schwarze Kurve) mit den beiden normierten Autokorrelationsfunktionen
(rote bzw. blaue Kurve), jeweils vor (oberer Graph) und nach (unterer Graph) Zugabe von
S1 (a) bzw. S2 (b). (¢, d) Auftragung der normierten Héufigkeit der einzelnen Bursts, wel-
che innerhalb der Intensitéts-Zeitspur der FRET-Paar markierten PR jeweils vor und nach
Zugabe von S1 (c) bzw. S2 (d) aufgezeichnet wurden, in einem 2D-Histogramm, aufgelost
nach mittlerer Donor-Lebenszeit 77, 5, und Energietransfereffizienz Egr. Um die FRET-
Populationen vor und nach Zugabe von S1 bzw. S2 leichter vergleichen zu kdnnen, wurden
die jeweiligen Maxima auf eins normiert. Die Maxima der Donor-Only-Spezies wurden bei
der Normierung nicht beriicksichtigt, weshalb Werte groBer eins (hellblau dargestellt) auf-
treten. Die cyan-blauen Geraden représentieren die statischen FRET-Linien. Die normier-
ten 1D-Histogramme {iber die jeweils vorkommenden FRET-Effizienzen werden als Pro-
jektion oberhalb des jeweiligen 2D-Histogramms dargestellt.
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an, die in den oberen Teilen von Abbildung 34 (c) und (d) dargestellten 1D-Histogramme iiber
die jeweils vorkommenden FRET-Effizienzen zur Analyse heranzuziehen. Zur besseren Ver-
gleichbarkeit wurden die normierten 1D-Histogramme vor und nach Zugabe von S1 bzw. S2 in
je einem gemeinsamen Graphen dargestellt:
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Abbildung 35: Vergleich der normierten 1D-Histogramme iiber die vorkommenden FRET-Effizienzen der
mit dem FRET-Farbstoffpaar ATTO 488 / Cy5 markierten Doppelmutante S79C-S158C
der DENV-2-PR jeweils vor (schwarze Kurve) und nach (rote Kurve) Zugabe eines ca. 1,5-
millionenfachen Uberschusses von S1 (a) bzw. S2 (b).

In beiden Fillen bedingt die Zugabe des jeweiligen Liganden eine leichte Verschiebung des
Schwerpunktes der vorkommenden FRET-Populationen in Richtung gréerer Energietrans-
fereffizienzen. Folglich ist anzunehmen, dass sowohl S1 als auch S2, gemél den theoretischen
Erwartungen [27, 29], den geschlossenen Zustand des Enzyms stabilisieren (sieche Tabelle 5).
Die Stabilisierung dieses Zustandes ist allerdings, dhnlich wie im Falle der beiden zuvor unter-
suchten Systeme, deutlich schwécher ausgeprégt als nach Zugabe von mb43. Mit der schwi-
cheren Stabilisierung geht wiederum eine weniger effiziente Reduktion der Konformationsdy-
namik einher, sodass die aufgenommenen Daten auch nach Zugabe beider Substrate signifikant
von der statischen FRET-Linie abweichen (sieche Abbildung 34 (c¢) + (d)) [74, 75]. Die Ursache
hierfiir wurde bereits an entsprechender Stelle in Kapitel 5.1.2.1 thematisiert.

Auch die Ergebnisse der zusétzlich durchgefiihrten zeitaufgeldsten Ensembleexperimente
(siche Kapitel A.2.3 und Abbildung A. 9 (b) und (¢), Anhang) sind kompatibel mit der Erklai-
rung, dass beide Substrate den geschlossenen Zustand stabilisieren.

Vor und nach Zugabe von BM214

Wie in der Einleitung zu Kapitel 5.1.2.3 skizziert, wurde die FRET-Paar markierte Doppelmu-
tante S79C-S158C B vornehmlich kreiert, um mit deren Hilfe den Einfluss des allosterischen
Inhibitors BM214 auf das konformationelle Gleichgewicht der DENV-2-PR zu untersuchen.
Hierzu wurde S79C-S158C B jeweils vor und nach Zugabe eines ca. 780 000-fachen Uber-
schusses von BM214 vermessen.

Gemaidll Abbildung 36 (a) ist — im Gegensatz zu S79C-S158C A — auch in Anwesenheit des
allosterischen Inhibitors Fluoreszenzintensitit im Akzeptor-Kanal sichtbar. Allerdings werden
sowohl die Anzahl als auch die mittlere Intensitit der detektierten Bursts infolge der Liganden-
zugabe erheblich reduziert. Gleichwohl ist diese Beeintrachtigung offensichtlich von deutlich
geringerem Ausmalf als dies im Falle des mit ATTO 647N markierten Systems S79C-S158C A
beobachtet wurde (siche Abbildung 32 (a)).

Nun wurden die im Donor- sowie Akzeptor-Kanal aufgezeichneten Fluoreszenzintensitéten ei-
ner Korrelationsanalyse unterzogen. Abbildung 36 (b) gibt die hierbei erhaltenen Korrelations-
funktionen wieder. Offensichtlich bedingt die Zugabe des allosterischen Inhibitors eine
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erhebliche Beschleunigung des Zerfalls der Kreuzkorrelationsfunktion, sodass diese in der
Folge ein Abklingverhalten, welches jenem der beiden Autokorrelationsfunktionen dhnelt,
zeigt. Diese Beobachtung ist mit dem Bild einer reduzierten konformationellen Dynamik kom-
patibel [52, 234] und konnte daher als Hinweis auf eine Konformationsstabilisierung verstan-
den werden. Allerdings fallen auch die beiden Autokorrelationsfunktionen nach Zugabe von
BM214 schneller auf null ab, was zurzeit noch nicht erklart werden kann.
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Abbildung 36: Ergebnisse der Messungen an der mit dem FRET-Farbstoffpaar ATTO 488 / Cy5 markier-
ten Doppelmutante S79C-S158C der DENV-2-PR vor und nach Zugabe eines ca. 780 000-
fachen Uberschusses von BM214. (a) Zeitspuren der Akzeptor-Fluoreszenzintensitit I, vor
(oberer Graph) und nach (unterer Graph) Zugabe von BM214. Die Zeitauflosung betragt
jeweils 1 ms. (b) Vergleich der normierten Kreuzkorrelationsfunktion (schwarze Kurve)
mit den beiden normierten Autokorrelationsfunktionen (rote bzw. blaue Kurve), jeweils vor
(oberer Graph) und nach (unterer Graph) Zugabe des allosterischen Inhibitors BM214.
(c) Auftragung der normierten Haufigkeit der einzelnen Bursts, welche innerhalb der In-
tensitéts-Zeitspur der FRET-Paar markierten PR jeweils vor und nach Zugabe von BM214
aufgezeichnet wurden, in einem 2D-Histogramm, aufgeldst nach mittlerer Donor-Lebens-
zeit T p4 und Energietransfereffizienz Egr. Um die FRET-Populationen vor und nach Zu-
gabe des allosterischen Inhibitors leichter vergleichen zu konnen, wurden die jeweiligen
Maxima auf eins normiert. Die Maxima der Donor-Only-Spezies wurden bei der Normie-
rung nicht beriicksichtigt, weshalb Werte grofler eins (hellblau dargestellt) auftreten. Die
cyan-blauen Geraden représentieren die statischen FRET-Linien. Die normierten 1D-His-
togramme liber die jeweils vorkommenden FRET-Effizienzen werden als Projektion ober-
halb des jeweiligen 2D-Histogramms dargestellt.

Zur Uberpriifung, ob tatsichlich eine Konformation des Enzyms durch den allosterischen Inhi-
bitor stabilisiert wird, wurden die Intensititszeitspuren von S79C-S158C B, welche in An- und
Abwesenheit von BM214 aufgenommen wurden, einer Burst-Analyse unterzogen. Die hieraus
erhaltenen 2D- und 1D-Histogramme werden in Abbildung 36 (c) dargestellt. Diesen kann die
Tendenz entnommen werden, dass die relative Gewichtung jener Bursts, welche FRET-Effizi-
enzen von ca. 40 % aufweisen und damit entsprechend Tabelle 5 dem offenen Zustand der PR
zuzuordnen sind, infolge der Zugabe des allosterischen Inhibitors zunimmt. Dies ist mit den
theoretischen Erwartungen [27, 28, 151], dass allosterische Inhibitoren die inaktive, offene
Konformation der DENV-2-PR begiinstigen, kompatibel. Allerdings ist diese Schlussfolgerung
aufgrund der deutlich reduzierten Burst-Anzahl unter Vorbehalt zu betrachten. Aus Griinden
der Vollstindigkeit sei abschlieBend erwihnt, dass die im smFRET-Experiment beobachtete
Stabilisierung des offenen Zustandes in den ergénzend durchgefiihrten zeitaufgeldsten Ensem-
bleexperimenten nicht nachgewiesen werden konnte (siche Kapitel A.2.3 und Abbildung A.
9 (d), Anhang).
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5.2 smFRET-Messungen an immobilisierten PRs

Ein erheblicher Nachteil der in Kapitel 5.1 vorgestellten Messungen besteht in der limitierten
Beobachtungszeit der untersuchten Molekiile. Diese ist auf die Transitzeit des farbstoffmarkier-
ten Systems durch das Fokusvolumen begrenzt [65, 258] und belduft sich im Falle der
DENV-2-PR unter den verwendeten Versuchsbedingungen auf ca. 0,2 ms. Prozesse, welche
auf einer signifikant langsameren Zeitskala ablaufen, konnen daher mit den vorstehend be-
schriebenen Messungen nicht zuverlissig untersucht werden [268]. In solchen Fillen ist es not-
wendig, die Beobachtungszeit der Probenmolekiile durch deren Anbindung an den Objekttriger
zu extendieren [268]. In Kapitel 5.1.2.2 wurde der Versuch unternommen, mithilfe der Daten,
welche an der frei in Losung diffundierenden FRET-Paar markierten Doppelmutante S79C-
S158C A aufgenommen wurden, das Zeitfenster, in welchem sich die Konformationsdynamik
der PR bewegt, grob abzuschitzen. Hierbei wurde festgestellt, dass die Daten mit einer Protein-
dynamik, die im Mittel auf einer Zeitskala von ca. 10 ms stattfindet, kompatibel sind. Diesem
Uberschlag zufolge scheint die Konformationsdynamik um das ca. Fiinfzigfache langsamer zu
sein als die mittlere Beobachtungszeit im Burst-Experiment, sodass die Genauigkeit der Ab-
schitzung infrage zu stellen ist. Im Sinne einer verlédsslicheren Quantifizierung der Proteindy-
namik wurden daher zusétzlich smFRET-Messungen an immobilisierten Molekiilen der FRET-
Paar markierten Doppelmutante S79C-S158C A, deren experimentelle Realisierung in Kapitel
3.4.2.3 detailliert skizziert wurde, durchgefiihrt. Nachfolgend werden die Ergebnisse dieser Ex-
perimente prisentiert.

Insgesamt wurde das Emissionslicht von 610 Fluoreszenzspots farb- und zeitaufgelost detek-
tiert. Im Zuge einer Vorab-Kreuzkorrelationsanalyse wurde festgestellt, dass hiervon 160 Da-
tensétze ein antikorreliertes Verhalten zwischen den im Donor- und Akzeptor-Kanal detektier-
ten Fluoreszenzintensititen zeigen und somit im Rahmen einer quantitativen Untersuchung der
Proteindynamik von Interesse sind. Um Zugriff auf die Kinetik der Konformationsiibergéinge
zu erhalten, wurden diese Datensétze schlieBlich einer Stufenanalyse [315] unterzogen. Der
obere Part von Abbildung 37 zeigt beispielhaft die aus den Makroankunftszeiten der einzelnen
Photonen einer immobilisierten PR berechneten Zeitspuren der Donor- und Akzeptor-Fluores-
zenzintensitdt sowie die mithilfe der Stufenanalyse innerhalb dieser Zeitspuren identifizierten
Stufen. Demnach wurden im konkreten Beispiel 17 Stufen erkannt. Die horizontalen Linien
symbolisieren hierbei Mittelwerte iiber die innerhalb einer Stufe im jeweiligen Detektionskanal
detektierten Intensitéiten. Wie dem unteren Teil von Abbildung 37 entnommen werden kann,
wurden im néchsten Schritt die stufenweise gemittelten Fluoreszenzintensitéten von Donor und
Akzeptor mithilfe von Gleichung (43) in die jeweils korrespondierende Energietransfereffizi-
enz Uberfiihrt. Daraufhin wurden den einzelnen Stufen mithilfe eines Schwellenwertverfah-
rens [74, 278, 280, 281] Konformationszustinde zugeordnet. Stufen, welche FRET-Effizienzen
groBer 65 % aufweisen, wurden hierbei dem geschlossenen Zustand (gelb) zugeordnet, wohin-
gegen Zustinde, die sich durch Energietransfereffizienzen kleiner 65 % auszeichnen, der offe-
nen Konformation (hellblau) zugewiesen wurden. Entsprechend den Ausfithrungen in Kapitel
3.4.2.3 wurden im Zuge der Auswertung zudem Auszustdnde des Akzeptors beriicksichtigt.
Diese werden in grauer Farbe hervorgehoben.

Innerhalb der Stufen eins und drei liegt das Enzym, gemidf3 des definierten Schwellenwertes,
im geschlossenen Zustand vor. Beide Stufen werden durch einen Auszustand des Akzeptor-
Fluorophors separiert. Daher werden die Stufen eins bis drei, wie in Kapitel 3.4.2.3 geschildert,
als ein Zustand, in welchem das Protein die geschlossene Konformation einnimmt, gewertet.
Folglich flieBt in die kumulative Verteilungsfunktion der Verweildauern im geschlossenen Zu-
stand eine Verweilzeit, die sich aus der Summe der Verweildauern in den ersten drei Stufen
ergibt, ein. Im Anschluss an Stufe drei wechselt das Protein in den offenen Zustand und fluk-
tuiert sodann einige Male zwischen beiden Konformationen. Von Stufe sieben nach Stufe acht
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kann geméB der festgelegten Schwellenwertklassifikation kein Konformationsiibergang festge-
stellt werden, sodass beide Stufen als ein Zustand mit einer Verweildauer in die kumulative
Verteilungsfunktion der geschlossenen Konformation einflieen. Fiir die Stufen neun und zehn
gilt, abgesehen davon, dass die PR dieses Mal in der offenen Konformation vorliegt, das Glei-
che, sodass auch diese beiden Stufen als ein Zustand mit einer Verweildauer in die entspre-
chende Verteilungsfunktion eingehen. Auf den offenen Zustand folgt in Stufe elf ein Auszu-
stand des Akzeptors, ehe darauthin die geschlossene Konformation beobachtet wird. Wie im
Experimental-Teil beschrieben, wird in einem solchen Fall der Auszustand verworfen, sodass
in den Verteilungsfunktionen lediglich die Verweildauern der beiden Zustinde, welche den
Auszustand flankieren, beriicksichtigt werden. Wihrend der Stufen 14 bis 17 liegt der Akzeptor
jeweils im Auszustand vor, sodass diese Stufen im Sinne einer Untersuchung der Konformati-
onsdynamik nicht informativ sind und folglich ebenfalls verworfen wurden.
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Abbildung 37: Untersuchung der Konformationsdynamik der DENV-2-PR mithilfe von smFRET-Mes-
sungen an immobilisierten Molekiilen der mit dem FRET-Farbstoffpaar ATTO 488 /
ATTO 647N markierten Doppelmutante S79C-S158C. Der obere Graph zeigt beispielhaft
die Zeitspuren der Akzeptor-Fluoreszenzintensitét I, sowie der Donor-Fluoreszenzintensi-
tdt I, eines einzelnen Enzyms. Die Zeitauflosung betriagt jeweils 10 ms. Die vertikalen Li-
nien separieren die mithilfe der Stufenanalyse [315] innerhalb dieser Zeitspuren extrahier-
ten Stufen. Die horizontalen Linien hingegen représentieren die innerhalb der einzelnen
Stufen gemittelten Fluoreszenzintensititen von Donor und Akzeptor. Der untere Graph
stellt die aus diesen Intensitdtsmittelwerten berechneten Energietransfereffizienzen Eg; in
den einzelnen Stufen dar. Des Weiteren werden die beiden Konformationszusténde des En-
zyms, welche den einzelnen Stufen jeweils mithilfe eines Schwellenwertverfahrens [74,
278, 280, 281] zugeordnet wurden, farbig diskriminiert. Stufen, wihrend welchen das En-
zym per Definition die geschlossene Konformation einnimmt, werden in gelber Farbe vi-
sualisiert. Dahingegen wird der offene Zustand in hellblau hervorgehoben. Auszusténde
des Akzeptor-Fluorophors sind grau hinterlegt.
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5.2 smFRET-Messungen an immobilisierten PRs

In Summe konnten in den 160 relevanten Datensédtzen 419 Stufen identifiziert werden, inner-
halb derer die DENV-2-PR den geschlossenen Zustand einnahm, wohingegen die offene Kon-
formation 465-mal beobachtet wurde. Nachdem sdmtlichen Datenséitzen Sequenzen an Konfor-
mationszustdnden zugeordnet wurden, konnten im néchsten Schritt die empirischen kumulati-
ven Verteilungsfunktionen tiber die Verweildauern in der geschlossenen (tgeschiossen) Und of-

fenen (t,¢ren,) Konformation des Enzyms aufgestellt werden:
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Abbildung 38: Empirische kumulative Verteilungsfunktionen (schwarze Kurven) tiber die Verweildauern
in der geschlossenen (a) und offenen (b) Konformation der PR. Die rote Kurve stellt jeweils
eine bi-exponentielle Anpassung an die entsprechende Verteilungsfunktion dar.

Um die Geschwindigkeitskonstanten k;, und k,; der Uberginge zwischen beiden Zustinden
des Proteins zu bestimmen, sollten beide Verteilungsfunktionen jeweils mit einem einfachen
exponentiellen Zerfall angepasst werden [280-282]. Hierbei wurde allerdings festgestellt, dass
fiir eine ausreichend adidquate Beschreibung der Daten mindestens die Summe zweier Expo-
nentialfunktionen beriicksichtigt werden muss:

toeschlossen/offen toeschlossen/offen
) — ey () @)
1 2

eCDFgeschlossen/offen =1—-Asexp (_
Hierbei sind A; und A, die Amplituden der beiden Exponentialfunktionen mit den jeweiligen
Abklingzeiten t; und t,. Tabelle 28 fasst die Ergebnisse der bi-exponentiellen Anpassungen
zusammen.

Tabelle 28:  Zusammenfassung der Parameter, welche aus den Anpassungen der beiden kumulativen Ver-
teilungsfunktionen eCDFgeschiossen Und eCDFotten mit Gleichung (47) erhalten wurden.

eCDFgeschiossen eCDFoffen
Komponente i A; ti/s Komponente i A; ti/s
1 0,34 0,65 1 0,59 0,16
2 0,66 0,077 2 0,41 0,67

An dieser Stelle sei erwéhnt, dass die bi-exponentielle Anpassung keine physikalische Relevanz
hat. Sie stellt lediglich eine Parametrisierung der Messdaten dar und verdeutlicht, dass den Da-
ten vermutlich eine Verteilung verschiedener Ubergangsraten zugrunde liegt. Dennoch koénnen
mithilfe der Anpassungen die mittleren Verweildauern (t) in der offenen bzw. geschlossenen
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5 Untersuchung der Proteindynamik

Konformation abgeschitzt werden. Diese entsprechen jeweils dem amplitudengewichteten Mit-
telwert der Abklingzeiten t; und t,:

(t) == Al - tl + AZ * tz (48)
Somit folgt fiir die mittlere Verweildauer im geschlossenen Zustand:
(tgeschlossen? = 0,340,655+ 0,660,077 s = 0,27 s (49)

Demnach wechselt das Enzym im Mittel ca. 3,7-mal pro Sekunde von der geschlossenen in die
offene Konformation:

1 1

(tgeschlossen> B 0,27 S

(kqp) = =3,7s7! (50)

Dahingegen betrdgt die mittlere Verweildauer (t,fre,) in der offenen Konformation gemafy
Gleichung (48) 0,37 s:

(toffen) = 0,59-0,16 s+ 0,41-0,67s = 0,37 s (51)

Hieraus ergibt sich fiir die mittlere Ratenkonstante (k) des Ubergangs von der offenen in die
geschlossene Konformation folgender Wert:

(ky1) = LI =2,7s"1 52
21 _(toffen>_0,37s_ 0S ( )

Dem Verhiltnis (toffen)/ (tgeschiossen) Nach zu urteilen, ist der offene Zustand der DENV-2-PR
unter den gewdhlten Versuchsbedingungen ca. 1,4-mal stirker besetzt als die geschlossene
Konformation. Folglich scheint das Enzym mit einer Wahrscheinlichkeit von ca. 60 % in sei-
nem inaktiven, offenen Zustand zu verweilen. Dieses Resultat wiederum ist kompatibel mit den
Ergebnissen zweier unabhingiger Arbeiten, welche dhnlich der vorliegenden Studie das kova-
lent verbriickte Konstrukt der DENV-2-PR im leicht basischen Milieu untersuchten [22, 59].

Die im Rahmen der Stufenanalyse erzielten Resultate sind gemi3 Gleichung (42) mit einer
Proteindynamik, welche sich im Mittel auf einer Zeitskala von (t,,) = 150 ms bewegt, kom-
patibel:

1 1
(k12> + (k21> B (3'7 + 2,7) S_l

(Tor) = = 0,156 (53)

Im Rahmen einer NMR-Studie wurde einige Jahre zuvor bereits eine dhnliche Zeitskala fiir die
Konformationsdynamik der DENV-2-PR vorgeschlagen [62].

Abschlielend sei erwidhnt, dass auch innerhalb einiger Stufen — primér in solchen, welche dem
offenen Zustand des Proteins zugeordnet wurden — leicht antikorrelierte, schnelle Intensitéts-
fluktuationen beobachtet werden. Beispielhaft fiir dieses Verhalten sei auf die Stufen 14 und 15
der in Abbildung 39 dargestellten Intensitéts-Zeitspuren einer immobilisierten Protease verwie-
sen. Zur besseren Veranschaulichung dieser schnellen und leicht antikorrelierten Intensitéts-
fluktuationen wird der innerhalb von Stufe 14 lokalisierte Abschnitt beider Intensitéts-Zeitspu-
ren im unteren Part von Abbildung 39 vergroBert dargestellt. Die geringe Amplitude der anti-
korrelierten Schwankungen von Donor- und Akzeptor-Fluoreszenzintensitit konnte als Indiz
dafiir verstanden werden, dass das Enzym innerhalb der entsprechenden Stufen zwischen di-
versen Unterzustinden der offenen Konformation fluktuiert. Dieser Interpretationsansatz ist
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5.2 smFRET-Messungen an immobilisierten PRs

kompatibel mit der Beobachtung, dass sich der offene Zustand der DENV-2-PR durch eine
erhohte Flexibilitdt der C-terminalen Region von NS2B.t auszeichnet [60]. Folglich wird ver-
mutet, dass das Enzym in Losung mehrere offene Konformationen einnehmen kann [62, 143],
sodass der offene Zustand das Ergebnis einer Uberlagerung strukturell dhnlicher Zustiinde dar-
stellen konnte [52].
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Abbildung 39: Untersuchung der Konformationsdynamik der DENV-2-PR mithilfe von smFRET-Mes-

sungen an immobilisierten Molekiilen der FRET-Paar markierten Doppelmutante S79C-
S158C A. Der obere Graph zeigt beispielhaft die Zeitspuren der Akzeptor-Fluoreszenzin-
tensitét I, sowie der Donor-Fluoreszenzintensitit I, eines einzelnen Enzyms. Die Zeitauf-
16sung betridgt jeweils 10 ms. Die vertikalen Linien separieren die mithilfe der Stufenana-
lyse [315] innerhalb dieser Zeitspuren extrahierten Stufen. Die horizontalen Linien hinge-
gen repréasentieren die innerhalb der einzelnen Stufen gemittelten Fluoreszenzintensititen
von Donor und Akzeptor. Der mittlere Graph stellt die aus diesen Intensitdtsmittelwerten
berechneten Energietransfereffizienzen E; in den einzelnen Stufen dar. Des Weiteren wer-
den die beiden Konformationszustinde des Enzyms, welche den einzelnen Stufen jeweils
mithilfe eines Schwellenwertverfahrens [74, 278, 280, 281] zugeordnet wurden, farbig dis-
kriminiert. Stufen, wahrend welchen das Enzym per Definition die geschlossene Konfor-
mation einnimmt, werden in gelber Farbe visualisiert. Dahingegen wird der offene Zustand
in hellblau hervorgehoben. Auszustinde des Akzeptor-Fluorophors sind grau hinterlegt.
Um die leicht antikorrelierten, schnellen Intensitatsfluktuationen, welche u. a innerhalb der
Stufe 14 beobachtbar sind, hervorzuheben, wird der im violetten Oval lokalisierte Abschnitt
der Intensitéts-Zeitspuren im unteren Teil der Abbildung vergroBert dargestellt.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Mit der Absicht einen Beitrag zu einer zielgerichteten, rationalen Entwicklung antiviraler Phar-
maka zur Behandlung von DENV-Infektionen zu leisten, wurden in der vorliegenden Arbeit
unterschiedliche fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen an der DENV-2-PR durchge-
fiihrt, deren Ergebnisse im Folgenden komprimiert zusammengefasst werden.

Die Experimente des ersten Themenkomplexes dieser Studie beschiftigten sich mit der Cha-
rakterisierung der Bindungswechselwirkungen zwischen der DENV-2-PR und allosterischen
Inhibitoren. In diesem Zusammenhang wurde in einem ersten Projekt untersucht, ob die Bin-
dung der beiden nicht-markierten allosterischen Inhibitoren HWu180 und BM1 Anderungen
der photophysikalischen Parameter einer an das Enzym gebundenen Farbstoffsonde hervorrutft.
Priméres Ziel dieser Untersuchungen war es, direkten Zugriff auf die Bindungskinetik zu er-
halten [38—40]. Tatsichlich konnten im Rahmen von fluoreszenzspektroskopischen Ensemble-
messungen an der mit ATTO 647N markierten Cystein-Einzelmutante G14C verschiedene Pa-
rameter, welche sensitiv auf die Bindung der beiden allosterischen Inhibitoren reagierten, iden-
tifiziert werden. So induzierte die Zugabe beider Liganden neben einem deutlich beschleunig-
ten Fluoreszenzabklingverhalten auch signifikante bathochrome Verschiebungen sowohl des
Fluoreszenzemissions- als auch des Fluoreszenzanregungsspektrums. Gleichzeitig wurde eine
deutliche Abnahme der Fluoreszenzintensitdt infolge der Zugabe beider Liganden beobachtet.
So nahm die Emission nach Zugabe von HWu180 um einen Faktor von ca. 36 ab, wohingegen
die Zugabe von BM1 gar eine Minderung der Fluoreszenzintensitit um das Fiinfzigfache ver-
ursachte. Vermutlich konnten die im Ensemble beobachteten Anderungen der genannten spekt-
roskopischen Parameter aufgrund dieses starken Einbruchs der Fluoreszenzemission auf Ein-
zelmolekiilebene nicht detektiert werden, sodass folglich kein Zugriff auf die Assoziations- und
Dissoziationskinetik der Enzym-Inhibitor-Komplexe hergestellt werden konnte. Referenzmes-
sungen am freien Farbstoff ergaben, dass die beobachtete Fluoreszenzloschung zum Grofteil
statischer Natur und damit vermutlich auf die Ausbildung nicht-fluoreszierender Komplexe,
bestehend aus dem unpolaren ATTO 647N-Farbstoff [284] und den ebenfalls unpolaren Ligan-
den [29], zuriickzufiihren ist [155]. Mit dem Ziel ein System zu schaffen, welches die Untersu-
chung der Bindungskinetik erlaubt, wurde daher eine hydrophilere Fluoreszenzsonde gesucht,
die eine verminderte Tendenz zur Bildung nicht-fluoreszierender Farbstoff-Ligand-Komplexe
aufweisen und deren Emission folglich durch die Ligandenzugabe in deutlich geringerem Aus-
mal} gemindert werden sollte. Diese Bedingung wurde durch Cy5 erfiillt, sodass die beiden
Cystein-Einzelmutanten G14C und S79C der PR mit diesem Fluorophor markiert wurden. Al-
lerdings blieben die Untersuchungen an beiden Konstrukten ginzlich erfolglos, da im Rahmen
der fluoreszenzspektroskopischen Ensemblemessungen festgestellt wurde, dass keiner der un-
tersuchten Fluoreszenzparameter sensitiv auf die Zugabe von HWul80 reagierte. Auf der wei-
teren Suche nach einem System, welches zur Charakterisierung der Bindungskinetik der En-
zym-Inhibitor-Komplexe geeignet ist, kdnnten kiinftig alternative Markierungspositionen in-
nerhalb des Enzyms sowie weitere Fluorophore getestet werden. In diesem Zusammenhang
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konnte ATTO 643 ein interessanter Farbstoffkandidat sein. Dieses neue Fluoreszenzlabel
zeichnet sich durch eine hervorragende Wasserloslichkeit und damit, geméf Herstellerangaben,
durch eine deutlich reduzierte Neigung zur unspezifischen Bindung aus [320].

Mit der Absicht die Bindungsaffinititen bzw. die Dissoziationskonstanten der beiden Enzym-
Inhibitor-Komplexe zu ermitteln, wurde G14C-ATTO 647N schlieBlich im Rahmen einer
spektroskopischen Titration jeweils mit steigenden Mengen von HWul80 bzw. BM1 ver-
setzt [37]. Hierbei wurde erwartungsgemal festgestellt, dass sowohl das Ausmal} der bathoch-
romen Verschiebung der Fluoreszenzspektren als auch das Ausmaf3 der Beschleunigung des
Fluoreszenzzerfalls weitestgehend mit der Konzentration des jeweils zugesetzten Liganden
korrelierten. Allerdings wurde wéhrend der ersten Titrationspunkte jeweils zunéchst eine kont-
rare Entwicklung der genannten photophysikalischen Parameter beobachtet. So wurde bei klei-
nen Inhibitorkonzentrationen eine hypsochrome Verschiebung der Fluoreszenzspektren sowie
eine Entschleunigung des Fluoreszenzabklingverhaltens detektiert. Fiir die beschriebene Ent-
wicklung konnte im Rahmen der vorliegenden Studie keine Erkldrung gefunden werden. Es
muss jedoch davon ausgegangen werden, dass sich das Probensystem aus mindestens drei Kom-
ponenten zusammensetzt. In Ermangelung eines fundierten Wissens iiber die tatsdchliche An-
zahl der vorliegenden Spezies sowie eines grundlegenden Verstdandnisses fiir das initiale Auf-
treten der gegenlaufigen Entwicklung der aufgezeichneten Fluoreszenzparameter, wurde darauf
verzichtet, die Daten mit einem unbegriindeten Dreikomponentenmodell anzupassen. Folglich
konnten die Dissoziationskonstanten der beiden Komplexe nicht aus den Datensidtzen der spek-
troskopischen Titrierkurven extrahiert werden.

Zum Abschluss der Untersuchungen an G14C-ATTO 647N konnte mithilfe zweier Chase-Ex-
perimente [37] der Nachweis erbracht werden, dass die Bindungswechselwirkungen zwischen
dem Enzym und den beiden allosterischen Inhibitoren HWu180 [303] und BM1 [305] erwar-
tungsgemél reversibler Natur sind.

Als alternative Herangehensweise zur Charakterisierung der Bindungswechselwirkungen zwi-
schen Protein und Ligand wurden in einem weiteren Projekt die beiden farbstoffmarkierten
Liganden AG124 und HM076 im Rahmen zweier FCS-Bindestudien jeweils gegen den nicht-
markierten WT des Enzyms titriert. Allerdings blieb auch diese Methodik, deren Fokus auf der
Bestimmung der Dissoziationskonstante des jeweiligen Komplexes [49-51] lag, erfolglos,
wenngleich jeweils signifikante Wechselwirkungen zwischen Enzym und Ligand in den Kor-
relationsfunktionen detektiert werden konnten. Gleichzeitig wurde jedoch im Zuge von Kon-
trollmessungen festgestellt, dass auch die beiden freien Fluoreszenzmarker mit einer &hnlichen
Affinitdt wie AG124 bzw. HM076 am Enzym haften, sodass keiner der beiden Liganden zur
Durchfiihrung aussagekréftiger FCS-Bindestudien geeignet ist. Um belastbare sowie zielfiih-
rende FCS-Bindestudien zu ermdglichen, sollten zukiinftig farbstoffmarkierte Inhibitoren ent-
wickelt werden, deren Inhibitor-Fragment eine signifikant groere Affinitit zur WT-PR auf-
weist als der Fluorophor, welcher an die jeweilige Inhibitor-Struktur gekoppelt ist. Hierbei sind
zweil Ansitze moglich. Zum einen konnten Farbstoffe gesucht werden, die im Vergleich mit
den bereits getesteten Fluorophoren ein geringeres Bestreben zur unspezifischen Interaktion
mit dem nicht-markierten WT der DENV-2-PR aufweisen. Zum anderen kdnnten die Inhibitor-
Fragmente hinsichtlich ihrer inhibitorischen Aktivitit und damit in Bezug auf ihre Affinitit zur
WT-PR optimiert werden.

Der zweite Themenkomplex dieser Arbeit widmete sich schlielich der Untersuchung der Pro-
teindynamik der DENV-2-PR. Hierbei galt es zunichst zu eruieren, ob in Losung tatséchlich
ein Gleichgewicht zwischen mehreren Konformationen des Enzyms vorliegt und inwiefern die
Anwesenheit verschiedener Liganden dieses Konformationsgleichgewicht beeinflusst. Zu die-
sem Zwecke wurden konfokale Fluoreszenzmessungen an frei in Losung diffundierenden
FRET-Paar markierten Cystein-Doppelmutanten des Enzyms durchgefiihrt. Um Abhangigkei-
ten der experimentellen Ergebnisse von der Markierungsposition sowie dem gewéhlten FRET-
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Paar auszuschlieBen, wurden die Messungen an zwei verschiedenen Doppelmutanten und mit
zwei unterschiedlichen Farbstoff-Paaren durchgefiihrt. Teile der im Rahmen dieser Messungen
erzielten Ergebnisse wurden bereits veroffentlicht [52].

Als eines der zentralen Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die Daten aller drei Systeme,
welche jeweils in Abwesenheit eines jeglichen Liganden aufgenommenen wurden, kompatibel
mit dem Vorhandensein eines konformationellen Gleichgewichtes sind. Wéhrend die Korrela-
tionsdaten von S79C-G14C keine eindeutige Schlussfolgerung beziiglich des Vorliegens oder
der Abwesenheit einer intramolekularen Dynamik zulieen, ergaben sich aus den entsprechen-
den Daten von S79C-S158C A bzw. S79C-S158C B deutliche Hinweise auf die Présenz einer
Konformationsdynamik. Im Rahmen der Burst-Analyse konnte diese Vermutung schlielich
fiir alle drei untersuchten Systeme durch Vergleich der Lage der einzelnen FRET-Populationen
relativ zur statischen FRET-Linie bestétigt werden.

Ferner wurde systemunabhingig beobachtet, dass die Zugabe des kompetitiven Inhibitors mb43
eine signifikante Verschiebung des Konformationsgleichgewichts in Richtung des geschlosse-
nen Zustandes ausldste. So zeichnete sich im Falle beider S79C-S158C-Doppelmutanten be-
reits in den Korrelationsfunktionen eine deutliche Verringerung der Proteindynamik und damit
die Stabilisierung einer Konformation ab. Mithilfe der aus den Burst-Analysen erhaltenen 2D-
Histogrammen konnte sodann gezeigt werden, dass die Zugabe von mb43 in sdmtlichen Fillen
eine erhebliche Priaferenz fiir den geschlossenen Zustand bedingte. Die mit dieser Stabilisierung
einhergehende Reduzierung der intramolekularen Dynamik duf3erte sich schlielich auch in ei-
ner deutlich besseren Ubereinstimmung, der in den 2D-Histogrammen beobachteten Subpopu-
lationen, mit der statischen FRET-Linie.

Erwartungsgeméif wurde auch infolge der Zugabe der beiden Substrate S1 und S2 eine system-
unabhingige Tendenz zur Stabilisierung des geschlossenen Zustandes beobachtet [27, 29].
Diese Stabilisierung war jedoch wesentlich schwécher ausgeprégt als jene, welche durch mb43
hervorgerufen wurde. Folglich wurde die Proteindynamik weniger effizient blockiert, sodass
die detektierten FRET-Populationen auch nach Zugabe des jeweiligen Substrates charakteris-
tisch von der statischen FRET-Linie abwichen. Ursédchlich hierfiir konnte die Tatsache sein,
dass S1 und S2 im aktiven Zentrum umgesetzt werden, demnach deutlich kiirzer an das Enzym
gebunden sind und dieses daher weniger effizient in der aktiven Konformation fixieren kdnnen.

Es kann konstatiert werden, dass die beschriebenen, grundlegenden Tendenzen iiber simtliche
Experimente hinweg reproduziert werden konnten und somit unabhingig von der jeweils ge-
wihlten Doppelmutante sowie dem Farbstoffpaar sind. Dies wiederum erlaubt die Schlussfol-
gerung, dass mithilfe der durchgefiihrten Untersuchungen die intrinsische Proteindynamik des
Enzyms adressiert wurde. In Summe liefern die préisentierten Daten deutliche Hinweise dafiir,
dass in Losung ein Gleichgewicht zwischen mehreren Konformationen der DENV-2-PR exis-
tiert, welches infolge der Zugabe von Liganden, welche auf das aktive Zentrum gerichtet sind,
gemil den theoretischen Erwartungen [27, 29, 52], in Richtung der geschlossenen Konforma-
tion des Enzyms verschoben wird.

Im Rahmen einer analogen Versuchsreihe wurde der Einfluss des allosterischen Inhibitors
BM214 auf das konformationelle Gleichgewicht des Enzyms untersucht. Da die Fluoreszenzin-
tensitdt des an die Protease gebundenen ATTO 647N-Farbstoffs in erheblichem Malle durch
BM214 geldscht wurde, konnten lediglich unter Einsatz der ATTO 488 / Cy5-markierten Cys-
tein-Doppelmutante S79C-S158C verwertbare Resultate erzielt werden. Bereits aus den Korre-
lationsdaten ergaben sich Hinweise auf eine infolge der Ligandenzugabe ausgeldste Verringe-
rung der Proteindynamik. Die Burst-Analyse der aufgenommenen Daten ergab schlieBlich, dass
die relative Gewichtung jener Bursts, welche dem offenen Zustand der DENV-2-PR zuzuord-
nen sind, infolge der Zugabe von BM214 zunahm. Folglich scheint die Zugabe von BM214,
gemal den theoretischen Erwartungen [28, 151], die inaktive, offene Konformation der PR zu
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begilinstigen und damit die Proteindynamik zu reduzieren. Diese Schlussfolgerung ist allerdings
unter Vorbehalt zu betrachten, da die Anzahl der detektierten Bursts in Gegenwart des Liganden
deutlich abnahm.

Abschlieffend stand die Quantifizierung der Proteindynamik-Zeitskala im Fokus der Untersu-
chungen. Eine vorldufige, grobe Abschitzung, basierend auf den FCS-FRET-Experimenten,
ergab, dass die Korrelationsdaten mit einem Konformationsaustausch, welcher auf einer Zeit-
skala von ca. 10 ms stattfindet, kompatibel sind. Diesem Uberschlag zufolge scheint die Kon-
formationsdynamik um das ca. Fiinfzigfache langsamer zu sein als die mittlere Beobachtungs-
zeit im Burst-Experiment, sodass die Genauigkeit dieser Abschétzung grundsitzlich infrage zu
stellen ist. Im Sinne einer verlédsslicheren Quantifizierung der Proteindynamik wurden daher im
letzten Teil dieser Dissertation zusétzlich smFRET-Messungen an immobilisierten Molekiilen
der FRET-Paar markierten Cystein-Doppelmutante S79C-S158C A durchgefiihrt. Mithilfe ei-
ner Stufenanalyse konnten die einzelnen Konformationsiibergidnge innerhalb eines jeden Da-
tensatzes sowie die Kinetik dieser Uberginge extrahiert werden. Die entsprechende Auswer-
tung der Daten ergab, dass die DENV-2-PR im Mittel ca. 3,7-mal pro Sekunde von der ge-
schlossenen in die offene Konformation wechselt. Dahingegen findet der entgegengesetzte
Ubergang im Durchschnitt lediglich ca. 2,7-mal pro Sekunde statt. Hieraus folgt unmittelbar,
dass das Enzym mit einer Wahrscheinlichkeit von ca. 60 % in seinem inaktiven, offenen Zu-
stand verweilt. Dieses Resultat wiederum ist kompatibel mit den Ergebnissen zweier unabhin-
giger Arbeiten, welche dhnlich der vorliegenden Studie das kovalent verbriickte Konstrukt der
DENV-2-PR im leicht basischen Milieu untersuchten [22, 59]. Interessanterweise wurden in-
nerhalb einiger Stufen, welche tiberwiegend dem offenen Zustand des Enzyms zugeordnet wur-
den, schnelle, leicht antikorrelierte Fluktuationen von Donor- und Akzeptor-Fluoreszenzinten-
sitdt festgestellt. Vor dem Hintergrund, dass sich der offene Zustand des Enzyms durch eine
erhohte Flexibilitdt der C-terminalen Region von NS2B.r auszeichnet [60] und daher vermut-
lich ein Ensemble an offenen Konformationen in Losung vorliegt [62], wurde diese Beobach-
tung als Hinweis dafiir gewertet, dass die DENV-2-PR innerhalb der entsprechenden Stufen
zwischen diversen Unterzustinden der offenen Konformation fluktuiert.
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A Anhang

A.1  Untersuchung von Protein Ligand-Bindungswechselwirkungen

A.l.1 Spektroskopische Charakterisierung der Wechselwirkungen

ATTO 647N: Vor und nach Zugabe von HWul80 ATTO 647N: Vor und nach Zugabe von BM1
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Ergebnisse der ensemblespektroskopischen Untersuchungen am freien ATTO 647N Farb-
stoff jeweils vor (schwarz) und nach (rot) Zugabe von HWul80 (links) bzw. BM1 (rechts).
Dargestellt sind jeweils die normierten Emissions- (a, b) und Anregungsspektren (c, d) so-
wie die normierten Fluoreszenzzerfille (e, f). Die zur Durchfithrung der Ensemblemessun-
gen verwendeten Messparameter konnen Tabelle 10 entnommen werden. Entgegen den
Angaben aus Tabelle 10 betrug die Akkumulationszeit zur Aufnahme der Fluoreszenzab-
klingkurve in An- und Abwesenheit von HWu180 300 s. Auch die Anregungswellenlénge
wurde in diesem Fall auf 633 nm geéndert.
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G14C-Cy5: Vor und nach Zugabe von HWu180

normierte Intensitat normierte Intensitat
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Abbildung A. 2:
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S79C-CyS5: Vor und nach Zugabe von HWu180
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Ergebnisse der ensemblespektroskopischen Untersuchungen an den mit Cy5 markierten

Cystein-Einzelmutanten G14C (links) und S79C (rechts) jeweils vor (schwarz) und nach
(rot) Zugabe von HWul80. Dargestellt sind jeweils die normierten Emissions- (a, b) und
Anregungsspektren (c, d) sowie die normierten Fluoreszenzzerfille (e, f). Die zur Durch-
filhrung der Ensemblemessungen verwendeten Messparameter konnen Tabelle 10 entnom-
men werden. Entgegen den Angaben aus Tabelle 10 betrug die Akkumulationszeit zur Auf-
nahme der Fluoreszenzabklingkurven des G14C-Cy5-Probensystems in An- und Abwesen-
heit von HWul80 150 s. Auch die Integrationszeit zur Aufnahme der Fluoreszenzspektren

wurde in diesem Fall auf 1 s gedndert.



A.1 Untersuchung von Protein Ligand-Bindungswechselwirkungen

A.1.2 Spektroskopische Titration
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Abbildung A. 3: Fluoreszenzzerfille der mit ATTO 647N markierten Cystein-Einzelmutante G14C, welche
im Rahmen der spektroskopischen Titration mit HWul80 aufgenommen wurden. Teilab-
bildung (a) zeigt die zu Beginn der Titrierreihe (Proben 2 und 3) beobachtete Verlangsa-
mung des Fluoreszenzabklingverhaltens, ehe mit Probe 4 eine leichte Beschleunigung ein-
setzt. Das Ausmaf} der Beschleunigung korreliert sodann stark mit der Konzentration von
HWul80, bis schlieBlich ab Probe 8 eine weitere Erhhung der Inhibitorkonzentration
keine zuséitzliche Beschleunigung des Fluoreszenzzerfalles induziert (b). Die zur Auf-
nahme der Fluoreszenzabklingkurven verwendeten Messparameter konnen Tabelle 12 ent-
nommen werden. Tabelle 13 liefert einen Uberblick iiber die Konzentrationen des Enzyms
sowie des Liganden HWul180, welche an den einzelnen Titrationspunkten in der Prézisi-
onskiivette vorlagen.

A.1.3 FCS-Bindestudien

FCS-Bindestudie: ATTO 488 FCS-Bindestudie: Cy5
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Abbildung A. 4: Normierte Autokorrelationsfunktionen G, 1 (t) der Fluorophore ATTO 488 (links) und Cy5
(rechts) in Abwesenheit (Probe 1) sowie in Anwesenheit steigender Konzentrationen der
nicht-markierten WT-PR (Proben 2 bis 4). Die Messparameter, welche zur Durchfiihrung
beider Bindestudien Verwendung fanden, entsprechen jenen Einstellungen, die zur Umset-
zung der FCS-Bindestudien 1 (ATTO 488) bzw. 2 (Cy5) angewandt wurden und in Tabelle
17 aufgefiihrt werden. Tabelle 18 liefert einen Uberblick iiber die Konzentrationen der un-
terschiedlichen Komponenten, welche wéhrend der beiden FCS-Bindestudien an den ein-
zelnen Titrationspunkten in den Probenzellen vorlagen. Hierbei entsprechen die in der Ta-
belle aufgelisteten Konzentrationen von AG124 bzw. HM076 den jeweils eingesetzten
Konzentrationen von ATTO 488 bzw. CyS5.
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A2 Untersuchung der Proteindynamik

A.2.1 FRET-Paar markierte dsDNA: Spektroskopische Charakterisierung
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Abbildung A. 5: Absorptionsspektrum einer 1:1-Mischung der beiden jeweils mit dem FRET-Farbstoffpaar
ATTO 488/ ATTO 647N markierten DNA-Doppelstrang-Proben dsDNA-1 und dsDNA-2
in Tris-EDTA-Puffer. Beide dsDNA-Proben lagen jeweils mit einer Konzentration von
0,25 umol/L in der Mischung vor, sodass die theoretische Gesamtkonzentration an
ATTO 488 und ATTO 647N jeweils 0,50 umol/L betragen sollte. Mithilfe der vom Farb-
stofthersteller angegebenen Extinktionskoeffizienten &,,,, der beiden Farbstoffe (siche Ta-
belle 1) kdnnen unter Zuhilfenahme des Gesetzes von Lambert und Beer die tatséchlich
vorliegenden Konzentrationen beider Fluorophore abgeschitzt werden:

c — Amax,ATTO 488 — 0‘048 =053 uM
ATTO 488 Emax,ATTO 488 * d 90000 M~tcm™* - 1 cm ’ "

Ao arro 0,102
CATTO 647N = AT =0.69uM

EmaxarToearn *d 150000 M~1cm~1-1cm

Hierbei entspricht d der Lange der verwendeten Absorptionskiivette und A4,,,, der Absorp-
tion am jeweiligen Absorptionsmaximum. Die Messparameter, welche zur Aufnahme des
Absorptionsspektrums Verwendung fanden, konnen Kapitel 3.3.1 entnommen werden.

A.2.2 FRET-Paar markierte PRs: Spektroskopische Charakterisierung

Zur ensemblespektroskopischen Charakterisierung der FRET-Paar markierten Cystein-Doppel-
mutanten der DENV-2-PR wurden Absorptions- und Fluoreszenzemissionsspektren des jewei-
ligen Probensystems in Assay-Puffer, welcher zusitzlich 10 Vol.-% DMSO enthielt, aufge-
nommen. Hierbei lagen die beiden FRET-Paar markierten Konstrukte S79C-S158C A und
S79C-S158C B in Assay-Puffer 2 vor, wohingegen die FRET-Paar markierte S79C-G14C-
Doppelmutante in Assay-Puffer 1 gelost war. Tabelle A. 1 fasst die zur Ensemblecharakterisie-
rung gewihlten Enzymkonzentrationen zusammen.

Tabelle A. 1: Zusammenfassung der im Rahmen der ensemblespektroskopischen Charakterisierung ver-
wendeten Konzentrationen der drei FRET-Paar markierten Cystein-Doppelmutanten der

DENV-2-PR.
Probe Konzentration / pM
S79C-G14C 0,82
S79C-S158C A 0,95
S79C-S158C B 0,72

Zur Aufnahme der Absorptionsspektren wurden 600 pL der jeweiligen PR-Losung in eine
Mikrokiivette aus Quarzglas (Hellma Analytics, Lédnge: 1 cm) tiberfiihrt. AnschlieBend wurden
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die Absorptionsspektren mit dem Zweistrahl-UV/VIS-Spektrometer Lamda 850 (PerkinElmer)
aufgenommen. Die Messparameter, welche hierbei Verwendung fanden, konnen Kapitel 3.3.1
entnommen werden.

Zur Aufnahme der Fluoreszenzemissionsspektren wurden 50 pL der jeweiligen PR-Ldsung in
einer Prizisionskiivette aus Quarzglas (Hellma Analytics) vorgelegt. AnschlieBend wurden die
Emissionsspektren in einer 90° Geometrie mit dem Spektrofluorometer FluoroLog-3 (Horiba
Jobin-Yvon) gemessen. Hierbei wurde jeweils eine Anregungswellenlinge von 488 nm ver-
wendet. Die spektralen Bandbreiten des Anregungs- und Emissionsmonochromators wurden
auf 1 nm eingestellt. Die Integrationszeit betrug bei einer Schrittweite von 1 nm stets 1,0 s.

Abbildung A. 6 liefert einen Uberblick iiber die Absorptions- und Emissionsspektren der drei
FRET-Paar markierten Proteinkonstrukte.
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Abbildung A. 6: Absorptions- und Fluoreszenzemissionsspektren der FRET-Paar markierten Cystein-Dop-
pelmutanten S79C-G14C (a, b), S7T9C-S158C A (c, d) und S79C-S158C B (e, ).

115



A Anhang

A23 FRET-Paar markierte PRs: TCSPC-Messungen im Ensemble

In Ergdnzung zu den smFRET-Experimenten an den frei in Losung diffundierenden FRET-Paar
markierten Doppelmutanten der DENV-2-PR wurde jedes der in Tabelle 21 aufgelisteten Pro-
bensysteme, jeweils vor und nach Zugabe des entsprechenden Liganden, zusdtzlich mithilfe
eines zeitaufgelosten Ensembleexperimentes charakterisiert. Hierdurch sollte eruiert werden,
ob die im Einzelmolekiilexperiment beobachteten Effekte, welche durch die Zugabe der unter-
schiedlichen Liganden induziert wurden, auch auf Ensemble-Ebene nachgewiesen werden kon-
nen. Eine detaillierte Beschreibung der Durchfiihrung der entsprechenden Versuche kann dem
Kapitel 3.4.2.2 entnommen werden. Nachfolgend werden die Ergebnisse der TCSPC-Messun-
gen vorgestellt. Im Speziellen werden die Fluoreszenzabklingkurven des Akzeptors, welche
infolge einer gepulsten Anregung des Donor-Fluorophors sowohl vor als auch nach Zugabe des
jeweiligen Liganden registriert wurden, miteinander verglichen. Hierzu werden die Fluores-
zenzzerfille, welche in An- und Abwesenheit des entsprechenden Liganden aufgenommen
wurden, im Bereich des Langzeitzerfalls, der gemi3 Gleichung (26) ausschlieBlich durch die
Fluoreszenzlebensdauer des Akzeptors bestimmt wird, {ibereinandergelegt.

1
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Abbildung A. 7: Fluoreszenzabklingkurven der mit dem FRET-Farbstoffpaar ATTO 488 / ATTO 647N
markierten Cystein-Doppelmutante S79C-G14C der DENV-2-PR. Dargestellt sind jeweils
die Fluoreszenzzerfille des Akzeptors, welche infolge der Anregung des Donors vor
(schwarz) und nach (rot) Zugabe von mb43 (a), S1 (b) bzw. S2 (c) aufgezeichnet wurden.
Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Abklingkurven jeweils im Bereich des Lang-
zeitzerfalls iibereinandergelegt.

Abbildung A. 7 liefert einen Uberblick iiber die entsprechenden Fluoreszenzzerfille der
FRET-Paar markierten Cystein-Doppelmutante S79C-G14C jeweils vor und nach Zugabe von
mb43 (a), S1 (b) bzw. S2 (c). Hierbei scheint die Zugabe von mb43 keine signifikante Verin-
derung der Fluoreszenzabklingkurve zu induzieren, sodass die im smFRET-Experiment
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beobachtete Stabilisierung der geschlossenen Konformation mithilfe des ergdnzend durchge-
fiihrten zeitaufgeldsten Ensembleexperimentes nicht nachgewiesen werden kann. Dahingegen
fiilhrt die Zugabe der beiden Substrate jeweils zu einem signifikant langsameren Anstieg der
Akzeptor-Emission, was gemdl Gleichung (26) auf einen ineffizienteren Energietransfer
schlieBen lédsst. Diese Beobachtung ist, wie Tabelle 5 entnommen werden kann, kompatibel mit
einer Stabilisierung des geschlossenen Zustandes des Enzyms und bestétigt somit die Ergeb-
nisse der smFRET-Experimente.

Abbildung A. 8 fasst die Fluoreszenzzerfille der mit dem FRET-Paar ATTO 488 / ATTO 647N
markierten Cystein-Doppelmutante S79C-S158C, welche jeweils vor und nach Zugabe von
mb43 (a), S1 (b) bzw. S2 (c) aufgenommen wurden, zusammen.
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Abbildung A. 8: Fluoreszenzabklingkurven der mit dem FRET-Farbstoffpaar ATTO 488 / ATTO 647N
markierten Cystein-Doppelmutante S79C-S158C der DENV-2-PR. Dargestellt sind jeweils
die Fluoreszenzzerfille des Akzeptors, welche infolge der Anregung des Donors vor
(schwarz) und nach (rot) Zugabe von mb43 (a), S1 (b) bzw. S2 (c) aufgezeichnet wurden.
Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Abklingkurven jeweils im Bereich des Lang-
zeitzerfalls iibereinandergelegt.

Offenkundig bedingt die Zugabe von mb43 einen erheblich beschleunigten Anstieg der Akzep-
tor-Emission, was entsprechend Gleichung (26) auf einen effizienteren Energietransfer schlie-
Ben ldsst. Diese Beobachtung wiederum ist geméf Tabelle 5 kompatibel mit einer Stabilisie-
rung des geschlossenen Zustandes des Enzyms und bestétigt somit die Ergebnisse der smFRET-
Experimente. Im Gegensatz hierzu scheint die Zugabe der Substrate S1 bzw. S2 jeweils einen
etwas langsameren Anstieg der Akzeptor-Emission und damit gemiB Gleichung (26) eine Ver-
ringerung der Energietransfereffizienz zu induzieren. Demnach kann die im smFRET-Experi-
ment als Resultat der Ligandenzugabe beobachtete Stabilisierung der geschlossenen Konfor-
mation mithilfe des zeitaufgelosten Ensembleexperimentes nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung A. 9 fasst die Fluoreszenzzerfille der mit dem FRET-Paar ATTO 488 / Cy5 mar-
kierten Cystein-Doppelmutante S79C-S158C, welche jeweils vor und nach Zugabe von
mb43 (a), S1 (b), S2 (¢) bzw. BM214 (d) aufgenommen wurden, zusammen.
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Abbildung A. 9: Fluoreszenzabklingkurven der mit dem FRET-Farbstoffpaar ATTO 488 / Cy5 markierten
Cystein-Doppelmutante S79C-S158C der DENV-2-PR. Dargestellt sind jeweils die Fluo-
reszenzzerfille des Akzeptors, welche infolge der Anregung des Donors vor (schwarz) und
nach (rot) Zugabe von mb43 (a), S1 (b), S2 (c) bzw. BM214 (d) aufgezeichnet wurden. Zur
besseren Vergleichbarkeit wurden die Abklingkurven jeweils im Bereich des Langzeitzer-
falls iibereinandergelegt.

In Analogie zu den Ergebnissen, welche an S79C-S158C A erzielt wurden, bedingt die Zugabe
von mb43 auch in diesem Falle einen signifikant beschleunigten Anstieg der Akzeptor-Emis-
sion, was abermals auf eine Steigerung der FRET-Effizienz schlieBen lisst. Diese Beobachtung
wiederum ist gemdf Tabelle 5 kompatibel mit einer Stabilisierung des geschlossenen Zustandes
des Enzyms und steht somit im Einklang mit den Ergebnissen, welche im Rahmen der
smFRET-Experimente erhalten wurden. Ebenfalls fiihrt die Zugabe der beiden Substrate je-
weils zu einer leichten, aber signifikanten Beschleunigung des Anstiegs der Akzeptor-Emis-
sion, sodass auch in diesem Fall auf eine Steigerung der Energietransfereffizienz und damit auf
eine Stabilisierung der aktiven Konformation geschlossen werden kann. Folglich konnen auch
diese beiden Ensemble-Messungen die Ergebnisse der korrespondierenden smFRET-Experi-
mente bestdtigen. Wider Erwarten scheint jedoch die Zugabe des allosterischen Inhibitors
BM214 ebenfalls einen leicht beschleunigten Anstieg der Akzeptor-Emission und damit eine
Steigerung der Energietransfereffizienz zu induzieren. Demnach kann die im smFRET-Experi-
ment als Resultat der Ligandenzugabe beobachtete Stabilisierung der offenen Konformation
mithilfe des zeitaufgeldsten Ensembleexperimentes nicht nachgewiesen werden.
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