Fluoreszenzspektroskopie

Prinzipien der Fluoreszenz
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Hoviuset al., TIBS, 2000
Die Zeitabhangigkeit des Fluoreszenzsignals kann mono- oder
multiexponential sein.

Hohe Quantenausbeuten von 0.4 - 0.95 bel fluoreszierenden
Farbstoffen (z.B. Rhodamin, Fluor escein) ermdglichen hoch

empfindliche M ef3sonden !!
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Fluoreszenzspektroskopie

Prinzipien der Fluoreszenz: Anisotropieder emittierten Fluoreszenz
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Molekule mit isotroper Bei Messung der vertikalen (v) Abhangigkeit der Anisotropie
Orientierungsverteilung und horizontalen (h) Komponenten von der Masse, die an die
des emittierten Lichts kann die Farbstoffe gebunden wurden.
linear polarisiertes  Anisotropie (r) gemessen werden. fluorescein: t =3.6ns

Anregungslicht sunnyvale red: t =360 ns

r hangt von der Mobilitat des Fluorophorsab:
> | Information tUiber GroRe, Form, Flexibilitat des gebundenen Molekiils
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Fluoreszenzspektroskopie

Fluor eszenzfar bstoffe (dyes): Planare polyzyklische Strukturen mit
meist Derivate von Fluorescein, konjugierten Doppel bindungen (p-Elektronen)
Rhodamin, Courmarin, Texas red
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Fluoreszenzspektroskopie

Einfluss der Umgebung bzw. der
Solvensmolekiile auf die

Fluor eszenzemission beziglich
der Intensitat und | o,

» LOschprozesse
» Energietransfer

=> (slehe Seite 68)

Fluor eszenzemission flir
2-mer captoethanol in

1) toluene, 2) chloroform,
3) acetonitrile, 4) ethanol,
5) methanol and 6) water.
Anregung aller Proben bei 380 nm.

Fluorescence emission

Biospektroskopie

Wavelength (nm)
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Fluoreszenzspektroskopie

Ansatz

Fluorophore gebunden an Biomoleklle kénnen Aussagen Uber wichtige
Eigenschaften der Biomolekile ermoglichen.

Fluor eszenzpar ameter Beobachtungspar ameter
_ (Information Uber die Biomolekiile)
» spektrale Eigenschaft von
Absorption, Emission F(l ol g) - chemische Umgebung (pH, Polaritat, etc.)
« Quantenausbeute Q - raumliche Orientierung und Beweglichkeit
o Lebensdauer t
« Anisotropie r * Diffusion (Tandlation)
» zeitliche Schwankung * Rotation
der Emission F(t) * intramolekulare Bewegungen
« Energietransfer zwischen (z.B. Konformationsanderungen, Entfaltung, etc.)
zwei Dyeskgr => FRET » Protein-Liganden-Wechselwirkung

Gesamte Beobachtungszeit wird durch die Photostabilitat der Fluor ophor e bestimmt !!
Je nach Fluorophor kann der Farbstoff im Mittel nur etwa 10 mal angeregt werden.
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Fluoreszenzspektroskopie

Biomolecule with Fluorescent Label

hv \\\/,,/__/_':__
— T~

Dye-Labeling:

- unspezifische Bindung z.B. nilered

- spezifische Bindung
z.B.
e« Amide-Bindung: R-NH2 + NHS-Fluorescein
* Thioether-Bindung: R-SH + Fluorescein-5-maleimide
=> (ber Cysteine kann an einzelne ausgesuchte Positionen ein Farbstoff gebunden
werden (=> wichtig fur Konformationsstudien mit FRET)

O 0

W b
R1-N ] +  R°SH » R-N ]\

I I~ sR?

0 T 0
Maleimide Thioether

z.B. Schwefelgruppe
vom Cystein
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Probenpraparation fur Einzelmolekilstudien

Spektroskopie arbeitet mit kleinem Belichtungsvolumen

» Fokus des Anregungdlichtes. £~ 0.5 - 10 nm => femto-liter Volumina
=> Mit hochaufldsender konfokaler Mikroskopie
» Evaneszente Lichtwelle aus Totalreflexion an Oberflachen (TIRFM)
=> makroskopische Flache mit sehr geringer Eindringtiefe

,vVereinzelung* der Proteine

* freli bewegliche Proteine: bei 10 - 100 pM Konzentration hélt sich im Durch-
schnitt immer nur ein Biomolekll im Anregungsvolumen auf. Allerdings
diffundiert dieses Molekil (Brown’'sche Bewegung) und halt sich im Mittel
nur circa 1 msim Anregungsvolumen auf.
=> Probleme beal zeitaufgel 6sten Studien mit Beobachtungszeiten > 1Ims !!

» Immobilisierte Proteine: an Oberflachen gebunden, mit Laserfallen fixiert
=> artifizielle Proteinumgebung ?!
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Fluoreszenzspektroskopie: Anwendungen auf Einzelmolekile

Mit Farbstoffen markierte Moleklile ermoglichen die Beobachtung von Transport-
prozessen in der Zelle (in vivo) und in sogenannten in vitro motiliy-assays. Fur letztere
werden z.B. Filamente auf einer Glasflache fixiert und die zu untersuchenden Motor-

proteine mit einer geelgneten Pufferl6sung hinzugegeben. Die Bewegung der Motor-
proteine kann Uber den stark fluoreszierenden Farbstoff verfolgt und analysiert werden.

=> ,Single Dyetracing"

Fluor escence-Imaging - zeitaufgel 6ste Fluor eszenzmikrokopie

Zur Beobachtung von bewegten Fluorophoren (bzw. der zugehdrigen Molekiile) wird im
allgemeinen eine Flache in der Gréf3enordnung von einigen mm in dem sich der Fluorophor
wahrend des Messprozesses befindet auf elnen Flachendetektor abgebildet. Hierbei kommt es
auf elne gute Ortsaufl6sung (~50-100 nm) und eine dem biol ogischen Prozess angemessene
Zeitauflosung (~ 10- 100 ms) an. Weder die genaue Fluoreszenzintensitét noch die
Fluoreszensl ebensdauer missen hier genau bestimmt werden (Ausnahme: Fluoresence-life-
time-imaging microscopy (FLIM)).
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Fluoreszenzmikroskopie

In der Fluoreszenzmikroskopie kann eine gute Orts- und
Zeitauflésung erreicht werden, da der zu beobachtende
Fluorophor einen sehr guten Kontrast zur Umgebung zeigt.

Detektoren fir zeitaufgel 6ste Fluor eszenzmikroskopie
* Videokamera
» CCD-Photodiodenarray:
Beispiel: Ortsaufl6sung (pixel-size): 50 nm
Zeitauflosung: 30 ms

CCD Photodiode Array Integrated Circuit

Mikroskopie:

primer/index. html

Biospektroskopie

Ausfihrliche Information zu
modernen Techniken der

http://www.microscopy.fsu.edu/

Schema einer Konfiguration fir
Epi-Fluor eszenz-Mikroskopie

Barrier

Filter Mercury
f Light

Source

Dichroic
Mirror

Figure 2

| —Objective

v fSpenimen

198



Fluoreszenzspektroskopie: Anwendungen auf Einzelmolekile

Anwendung: Vergleich der Bewegung monomerer und dimerer Kinesine

 Kinesin KIF1A Konstrukt C351 (M onomer)
» Konstrukt eines konventionellen Kinesins K381 (Dimer)

Das momonere Motorprotein (,, Einzelkopf “-Struktur) der Familie KIF1A zeigt entgegen
der Erwartung aus den bisherigen Vorstellungen Uber prozessive Bewegungen von Motor-
proteinen (,, hand-over-hand“ Modell) eine trandlatorische Bewegung entlang des
Filaments von ca. 1.2 mm/s. Um diese Eigenschaften genauer zu untersuchen wurde ein
geeignetes Konstrukt (C351) hergestellt.

— Untersuchung der prozessiven Bewegung des C351

Okadacet al. Nature, 1999
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Vergleich:
Kinesin KIF1A Konstrukt C351 (M onomer)
Konstrukt eines konventionellen Kinesins K381 (Dimer)

Prozessiver "Einzelkopf"-Motor

MSD= 2Dt+Vv4t2

C351:

stark diffusive
Bewegung !

Biospektroskopie

Okadacet al. Nature, 1999
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Brownscher M otor

Feynman's Ratchet

1 cw Rate = A exp (-DU/KgT))

;/g/ ccw Rate = A exp(-DU/KgT,)

Das Model fur einen
—> Brown’schen Motor

Franz Josef Elmer, UNI Basel
http://monet. physik.unibas.ch/~emer/brm/index.html

., Bestandteile" des
Brown schen Motors

* thermische Stole

» zeitlich fluktuierendes
asymmetrisches Potential
(=>Energieverbrauch !!)

Diffusve Bewegung ermoglicht
gerichtete Bewegung !

Biospektroskopie
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Modell einer prozessiven Bewegung: Brownscher Motor
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Die Energie der ATP-Hydrolyse schaltet nur
das An- und Abkoppeln zum Filament.
Die eigentliche Vorwartsbewegung kommt aus
thermischen Stoféen der Umgebung.
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Fluoreszenzspektroskopie: Anwendungen auf Einzelmolekile

Fluoreszenzmikroskopie
Beobachtung eines rotatorischen Motors. die ATP-Synthase

Protonen ATP-Synthase in der Membran Fluor eszenzmarkiertes Filament
Proton
Outside : -
== N streplavidin
Mitochondrial Fo
inner membrane w / ayf,y complexii £ ff;\ - Fixierte
— \_ _ ‘% ATP-Synthase
ADP+Pi ~Jf 5 . e
B
ATP " F AdiRd

ATP-Synthase in der Versuchsanordnung
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Fluoreszenzspektroskopie: Anwendungen auf Einzelmolekile

Sprunghafte Rotation bei niedriger ATP Konzentration

: & [ATP| = 0,02 4M, Actin Lm;n:: 1.1 pm " & [ATIP) = 0.2 uM, Actin bangth = 1. g - ES Werden dlskrete 1200
: o e Spriinge bei der Rotation
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Fluoreszenzspektroskopie

Einzelmolektl Enzymologie
Beispiel: Flavoenzym Cholesterol Oxidase (COx)

Bestandteil des aktiven Zentrum der Oxidase ist ein Flavin-Adenin Dinukleotid (FAD)
Das FAD (fluoreszierend) wird durch Cholesterol reduziert zu FADH2 (nicht fluoreszierend)
und kann dann wieder durch O, oxidiert werden (wieder fluoreszierend).

/Ct?yY '
HO o0” Zeitabhangige Beobachtung

der FAD - Fluoreszenz

E-FAD E-FADH,

(Fiuorescent)\—/(Nonﬂuorescem)

H202 < 0O,
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Fluoreszenzspektroskopie

Einzelmolekll Enzymologie Flavoenzym Cholesterol Oxidase (COx)

» COx-Moleklle immobilisiert
in Agarose-G¢l
(I em: 520 NM, | o =442 NM)

 kleine Substratmolektile wie Cholesterol
und Sauerstoff sind frei beweglich

Echtzeitbeobachtung des
enzymatischen Umsatzes
2 ;;g oberes Niveau:
3 100 oxidiert (fluoreszierend)
8 < 8o unteres Niveau:
E 2 ig reduziert (nicht-fluoreszierend
o

: 206
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Fluoreszenzspektroskopie

Einzelmolekll Enzymologie Flavoenzym Cholesterol Oxidase (COx)

Zeitliche Verteilung der FAD-Zustande am Einzelmolekl (, on-state")

C
1M Michaelis-M enten M echanismus
g 7 g 0.2 mM Cholesterol K K
& i 1 2
£ 27 E-FAD+S (l(( E-FAD -S® E-FADH,+P
S mJ on T on of f
’ 0 500 1000 1500 2000 2500
On-time (ms) Fitkurven:
D p(on) = kiko/(ko-ky) [exp(Kkit)-exp(kat)]
204 _ ]
% 15 ;""_"‘*k'_ 2 mM Cholesterol 0.2 mM Cholesterol
"n:-’" 10 / _k.\_\: k1:2.93'1; k2:175'1, k_]_:OS'l
3 T HF
& ﬂjﬁ—rd]ﬁ-mv\nﬂ 2 mM Cholesterol
’ 0 50 100 1.=|,~n aém 250 kl =33 s1 I(2 =17s1, k—l =0s1?
On-time (ms)

—» BreiteVertellung der Raten !!
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Fluoreszenzspektroskopie

Einzelmolekll Enzymologie Flavoenzym Cholesterol Oxidase (COx)

Statische Heter ogenitét Breite Vertellung der Zerfallszeiten
fur ko, von 33 COx Molekilen
A 47 1B (gleich gereinigte Enzyme)
E = =
2 Bt — => statische Heter ogenitét durch
en—\— B £ .
2 o i o ver schiedene Konfomere
501\ T
@ 5‘ = 0 T o T GeE pooczre
e a0 || N 0 2 4 6 8 10 12 14
E A \\_ k2(3-1]‘
I-L:-; 30 \
o ¥ Messung mit Cholesterol derivat
10 (2 mM) verlangsamt k, Raten
*T:Hﬁu JL 1k (<k,>=3.9s?) (einindividuelles
0 i | | i i =T ..
200 400 600 800 1000 1200 Molekul)
On-time (ms) => monotoner Abfall
(, 9ngle exponential fit*)

Lu et al. Science 1998 Biospektroskopie 208



c(t)

Fluoreszenzspektroskopie

Einzelmolekll Enzymologie Flavoenzym Cholesterol Oxidase (COx)

Dynamische Unordnung

= A
5 il
% 19.0 ti"'
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Time (ms)
Spektrale Fluktuationen (ohne Substrat)

deuten auf
K onformationsfluktuationen hin !!

Autokorrelationsfunktion eines Einzelmolektils
|asst sich nicht mit einer einzelnen e-Funktion
beschretben. Komplexeres Verhalten:

=> dynamische Unordung
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