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Abstract

Fluorescence spectroscopy is a powerful technique widely used in combustion, material

sciences, atmospheric chemistry, astronomy and life sciences. Considering the enormous

progress in related research areas such as laser technology, confocal microscopy, multi-

photon excitation, computational capacities and detection instrumentation, the develop-

ment of new applications and analysing strategies, which make use of the recent advances,

constitutes a major task in �uorescence spectroscopy research. Therefore, this work focus-

ses on the development and application of novel �uorescence methods in two main areas

of interest: the investigation of protein structure and dynamics on the one hand, and the

design of novel functional �uorophores on the other hand.

Protein function, structure and dynamics are inseparably linked; misfolding and denatu-

ration may not only inhibit its function, causing illnesses such as sickle cell anaemia, but

also lead to toxic reactions of the protein, as seen in the case of Parkinson's, Huntington's

and Creutzfeldt Jakob disease. Investigating a proteins structure and dynamics in solution

as well as its reactions and pathways in living organisms are hence important challenges

in protein science.

Even though the possibility of protein reorganisation after tryptophan excitation with

UV light, which causes spectral relaxation, has been known for several decades, proofs

for this e�ect are still scarce. Even more important, a time-e�cient tool to distinguish

between spectral relaxation and the existence of multiple protein conformers is not known

in literature. In this thesis the largest known investigation on spectral relaxation using

twenty di�erent peptides and proteins is presented. On that basis, a method to detect
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spectral relaxation in the nanosecond range without the need to vary temperature and

viscosity of the solution has been developed, revealing clear evidence for spectral relaxation

for three of the analysed proteins. By varying the used timeframe, relaxation on the

subnanosecond timescale was also detected. Hence this study supplies a tool for fast and

e�cient analysis of spectral relaxation which enables extended systematic studies on the

connections between protein reorientation, structure, �exibility and sequence.

Another main topic of this work consists in the optimization of microscopic methods

for the investigation of protein aggregation, folding and reactions in living cells and or-

ganisms. In cooperation with the laser analytics group of Dr. Kaminski (University of

Cambridge), the performance of an especially �exible hyperspectral FLIM setup was suc-

cessfully improved, allowing the detection of the whole visible wavelength range with high

e�ciencies. On that basis, a method to separate the �uorescence of spectrally very similar

�uorophores in vitro and in vivo by their di�erent lifetimes has been presented. These

investigations can be looked at as a starting point in the quest for simultaneous analysis

of three or more �uorophores, which might in the future allow statistical anlysis of tissue

samples with multiple markers as a tool to diagnose diseases such as cancer. The third

project in microscopy focusses on the aggregation of α-synuclein, a neurotoxic process in

human neuronal cells, which �nally leads to Parkinson's disease. By tagging the protein

with GFP at its C-terminus, direct observation of the aggregation process in neuronal

cells via a signi�cant drop in �uorescence lifetime was possible. In studies succeeding this

work, the method has already been applied to living organisms (C. elegans) and to the ob-

servation of a similar aggregation process causing Huntington's disease. Further research

will concentrate on the possibility to use this approach for technical drug screening.

The possible applications of �uorescent dyes are as numerous and versatile as �uorescence

spectroscopy itself. Beside the classical use as laser dyes, �uorescent markers and substan-

ces for ion or pH sensing, the comparably new area of optoelectronic materials are in great

need of suitable luminescent emitters. Especially the design of stable and e�cient emit-

ters in the blue wavelength region provides a major challenge for synthetic and analytic

chemists alike.

In cooperation with the inorganic chemistry group of Prof. Dr. Weber (Universität Biele-

feld), a series of π-conjugated systems with one, two and three 1,3-diethyl-1,3,2-benzodiaza-
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borolyl end-groups has systematically been investigated for luminescence characteristics in

order to reveal their applicability as blue OLED dyes or �uoride sensors. Uniting synthetic

and analytic expertise of both groups, it was possible to design molecules with excellent

luminescent properties, combining high quantum yields with an emission in the visible.

These properties do also apply for molecules in the solid state, since a similar behaviour

has been observed for crystals as well as for a low concentration of benzodiazaborole mo-

lecules in thin plastic sheets. Their low lewis acidity compared to other triarylboranes

was used to develop spectrally switchable �uoride sensors, which change their color upon

addition of small amounts of �uoride. In view of technical applications as OLED emitters

further research is necessary to insert these substances in thin �lms and investigate and

optimize the optical properties as well as conductivity therein.

This work presents several innovative approaches to apply the grown possibilities of multi-

dimensional spectroscopy to medically and technically relevant areas of scienti�c research.

Its potential is, however, by far not exhausted. The need to develop novel analytic tools

for speci�c applications provides one of the driving forces for interdisciplinary research

projects. Hence this process, interchanging between visionary fantasy and technical feasi-

bility, increases the diversity and variability of modern research and will further contribute

to broadening the scienti�cally accessible horizon in the future.
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Und allem Anfang wohnt ein Zauber inne.

Hermann Hesse



1 Einleitung

1.1 Spektroskopie in der chemischen Diagnostik

Die Vielfalt der uns heute zur Verfügung stehenden, spektroskopischen Messverfahren

entspringt einem Prozess, der vor etwa hundertfünfzig Jahren seinen Anfang nahm. Im

Jahre 1860 stellten Bunsen und Kirchho� ihre Arbeiten zur �Chemischen Analyse durch

Spektralbeobachtungen� vor.[1] Darin führten sie die bereits von Fraunhofer entdeckten,

dunklen Linien im Sonnenspektrum auf Lichtabsorption durch verschiedene chemische

Elemente in der Sonnenatmosphäre zurück. Diese Erkenntnis lieferte nicht nur die prak-

tische Grundlage für eine Nutzung von Licht in der chemischen Analytik und initiierte

so die Entdeckung vieler bislang unbekannter Elemente. Sie läutete auch einen theoreti-

schen Neuanfang ein: Die Erklärung von Phänomenen wie Atomspektren und Schwarzkör-

perstrahlung gelang mit der Entwicklung der Quantenmechanik Anfang des zwanzigsten

Jahrhunderts. Im Gegenzug erstarkte die Bedeutung der Spektroskopie als experimenteller

Arm der neuen Theorie; sie lieferte experimentelle Ergebnisse, an denen sich neue Mo-

delle für den Aufbau von Atomen und Molekülen, sowie deren Wechselwirkung mit Licht

messen lassen mussten. Die gewonnenen Erkenntnisse führten in den sechziger Jahren

zur Er�ndung des Lasers, welcher als kohärente, monochromatische und wenig dispersive

Lichtquelle die praktischen Aspekte der optischen Spektroskopie revolutionierte.

Unter diesem gegenseitigen Wechselspiel explodierte im Laufe des vergangenen Jahrhun-

derts die Zahl der verschiedenen spektroskopischen Methoden und ihrer Anwendungen.

Röntgenstrukturanalytik[2], NMR[3]-, ESR[4]-, CD[5]-, IR[6]-, Raman[7]-, Absorptions- und

Fluoreszenzspektroskopie[8] stellen inzwischen Standardmethoden der analytischen Che-

mie dar. Eine besondere Rolle spielt dabei die Fluoreszenzspektroskopie, welche sich so-

wohl durch hohe Selektivität, Sensitivität und Anwendbarkeit auf supramolekulare Syste-
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me, als auch durch die Ermöglichung nicht-invasiver Messungen unter nativen Bedingun-

gen auszeichnet. Für die Untersuchung hochemittiver Verbindungen, z.B. �uoreszenter

Farbsto�e mit ausgedehnten π-Systemen oder lumineszenter Proteine wie das green �uo-

rescent protein (GFP)[9], ist diese Technik sicherlich prädestiniert; allerdings ist sie nicht

auf diese beschränkt. Folglich hat sie sich nicht nur als eine bevorzugte Analysemethode

der Grundlagenforschung, sondern auch als Standardtechnik medizinischer, technischer,

klimatologischer und umweltanalytischer Anwendungen durchgesetzt.

Ein zentrales Analyseverfahren ist die Laserinduzierte Fluoreszenzspektroskopie (LIF),

welche unter anderem in der Verbrennungsforschung und Atmosphärenanalytik Anwen-

dung �ndet.[10�12] Mit ihrer Hilfe können komplexe chemische Reaktionsmechanismen, wie

Verbrennungsprozesse an Modell�ammen, aber auch in Gasturbinen und Müllverbren-

nungsanlagen, direkt in Bezug auf Spezieskonzentrationen und Temperaturverteilungen

untersucht werden.[13�15] Laseroptische Messmethoden haben den Vorteil, dass sie auch für

die Untersuchung entfernter oder unwirtlicher Orte eingesetzt werden können. Sie ermög-

lichen daher sowohl die Beobachtung der Atmosphärenchemie in mehreren Kilometern

Entfernung von der Messstation, als auch die Analyse von Gesteinsproben im Weltall.[16]

Moderne �uoreszenzspektroskopische Verfahren erö�nen zudem einen tiefgehenden Ein-

blick in biochemische Prozesse in vitro und in vivo. Sie ermöglichen nicht nur Aussagen

über die dreidimensionale Struktur von Proteinen, sondern auch die Verfolgung von Reak-

tionen, Aggregationsprozessen und Konformationsänderungen.[17�19] Untersuchungen zum

Förster Resonanz Energietransfer (FRET) werden für die Bestimmung von Abständen

im Nanometerbereich genutzt,[20�22] während mikroskopische Untersuchungen Aufschluss

über die Verteilung von Fluorophoren in Zellen und lebenden Organismen geben.[23�25] Ei-

ne vielfältige und äuÿerst leistungsfähige Methode zur Untersuchung biologischer Systeme

ist die �uorescence lifetime imaging-Mikroskopie (FLIM), sie kombiniert die Umgebungs-

sensitivität und Selektivität der Fluoreszenzlebenszeit mit einer für komplexe, biologische

Strukturen angemessenen räumlichen Au�ösung.[26�28] Einen völlig neuen Ansatz liefert

die Einzelmolekülspektroskopie, welche Einblicke in das Verhalten einzelner Fluoropho-

re unabhängig von der statistischen Gesamtheit erlaubt.[29�32] Mit der Fluoreszenzkor-

relationsspektroskopie (FCS) kann durch Korrelation einzelner Fluoreszenzereignisse ein

detailliertes Bild der Dynamik der Untersuchungsobjekte erstellt werden.[33�35]
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Dank der Entwicklung in für Fluoreszenzspektroskopie relevanten Forschungsgebieten,

wie z.B. konfokale Optik, Mehrphotonenanregung, Rechnerkapazität, Detektortechnolo-

gie und genetisch exprimierbare Fluorophore,[9, 36,37] haben sich ihre Einsatzmöglichkeiten

innerhalb weniger Jahrzehnte deutlich erweitert. Die Vielzahl der unterschiedlichen Ein-

satzgebiete der Fluoreszenzspektroskopie belegt die �exible Anwendbarkeit dieser Technik

in den unterschiedlichsten Forschungsbereichen. Dies bezieht sich sowohl auf apparative

Aspekte, als auch auf auswertungsrelevante Fragestellungen. Aufgabe der �uoreszenz-

spektroskopischen Analytiker ist daher nicht nur die anwendungsorientierte Analyse der

Untersuchungsobjekte mit bekannten Mitteln, sondern auch die Entwicklung neuer Analy-

severfahren, welche den gesteigerten Fähigkeiten der modernen Fluoreszenzspektroskopie

Rechnung tragen. Dabei konzentrieren sich die in dieser Arbeit vorgestellten Weiterent-

wicklungen auf zwei verschiedene Anwendungsbereiche: Proteinstruktur und -dynamik auf

der einen, und die photophysikalische Charakterisierung von Fluoreszenzfarbsto�en auf

der anderen Seite.

1.2 Proteinstruktur und -dynamik

In den letzten Jahren wurden vielfältige Anstrengungen zur Untersuchung und Dekodie-

rung menschlicher, tierischer und p�anzlicher Gensequenzen unternommen.[38, 39] Trotz

groÿer Erfolge auf diesem Sektor ist verhältnismäÿig wenig über Struktur und Funk-

tionsweise der Proteine, welche durch die Gensequenzen verschlüsselt werden, bekannt.

Proteine sind mit der Umsetzung des durch die Gene vorgegebenen Bauplans betraut;

sie übernehmen daher im menschlichen Körper die unterschiedlichsten Funktionen:[40]

Strukturproteine determinieren den Körperbau und die Bescha�enheit des Gewebes, En-

zyme ermöglichen oder beschleunigen chemische Prozesse, Hormone steuern neben der

geschlechtlichen Reifung viele andere essentielle Vorgänge. In Muskeln sorgen Proteine

für die nötige Kontraktion, und Transportproteine versorgen den Körper mit wesentli-

chen Substanzen wie Sauersto� und Eisen.

All diese Funktionen können Proteine jedoch nur ausführen, solange sie ihre native, drei-

dimensionale Anordnung einnehmen. Fehlfaltungen können nicht nur mit einem Verlust

der ursprünglichen Wirkungsweise, sondern auch mit toxischen Fehlreaktionen einher ge-

hen; sie verursachen unter anderem neuronale Defekte wie Alzheimer und Parkinson,
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aber auch Sichelzellenanämie und Diabetes Typ II.[41�44] Die Untersuchung falscher Pro-

teinfaltungsprozesse als Ursache für die unterschiedlichsten Krankheitsbilder ist einer der

aktuellsten Forschungsbereiche der heutigen biochemischen Analytik. Insbesondere die

Entwicklung innovativer Methoden zur Untersuchung dynamischer Strukturveränderun-

gen von Proteinen in lebenden Organismen stellt eine ebenso fundamentale wie dringliche

Aufgabe dar.

1.3 Fluoreszenzfarbsto�e

Im Gegensatz zu den meisten biologischen Systemen ist die Wechselwirkung zwischen Ma-

terie und Licht für Fluoreszenzfarbsto�e nicht nur ein analysierbarer Nebene�ekt, sondern

ein ihrer Funktionsweise inhärentes Prinzip. Zumeist handelt es sich um organische oder

anorganische Materialien mit ausgedehnten π-Systemen, welche über eine hohe Anregbar-

keit und Emission im sichtbaren Spektralbereich verfügen. Ihre Anwendungsgebiete sind

so vielfältig wie die zur Verfügung stehenden Möglichkeiten der Fluoreszenzspektroskopie:

Sie können als Fluoreszenzmarker für nicht�uoreszente Substanzen oder auch als Laser-

farbsto� eingesetzt werden.[45] Viele Farbsto�e reagieren sensitiv auf Änderungen des pH-

Wertes oder verfügen über spezielle Gruppen zur Wechselwirkung mit spezi�schen Ionen,

so dass sich eine Anwendung als pH-Sonde oder als Ionensensor in chemischen oder biolo-

gischen Systemen anbietet.[46�48] In der Chemietechnik und Umweltanalytik kommen sie

zum Einsatz, um das Di�usions-, Konvektions- und Flieÿverhalten von Gasen und Flüssig-

keiten in technischen Reaktoren oder natürlichen Gewässern beobachten zu können.[49�51]

Ein besonders aktuelles Forschungsgebiet ist der Einsatz von lumineszenten Substan-

zen als Emitter in optoelektronischen Materialien wie OLEDs (organic light emitting

diodes). Die Ho�nung auf energiee�ziente Lichterzeugung durch �exible, kostengünsti-

ge und wiederverwertbare Leuchtsto�träger hat die Forschungstätigkeit in diesem Bereich

stark be�ügelt.[52, 53] Insbesondere die Herstellung robuster Emitter im blauen Spektral-

bereich stellt eine Herausforderung dar. Hohe Übergangsenergien führen zu vermehrt

auftretenden Photoreaktionen und Degradationsprozessen, so dass nur Substanzen mit

sehr hohen Konversionse�zienzen dem alltäglichen Gebrauch in einer OLED standhalten

können.[54] Aus diesem Grund ist die Suche nach geeigneten Leuchtsto�en auch heute
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noch nicht abgeschlossen und stellt eine der kompetitivsten Fragestellungen der heutigen

Materialwissenschaften dar.

1.4 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, neue apparative und auswertungstechnische Metho-

den im Bereich der Fluoreszenzspektroskopie und -mikroskopie für die oben vorgestell-

ten Anwendungsfelder zu entwickeln. Dazu ist die einzigartige Kombination aus mehrdi-

mensionalen statischen und dynamischen Techniken, welche im Arbeitskreis Physikalische

Chemie 1 der Universität Bielefeld zur Verfügung steht, hervorragend geeignet.[55, 56] Die

Weiterentwicklung moderner mikroskopischer Methoden erfolgt im Rahmen mehrmona-

tiger Aufenthalte an der Laser Analytics Group von Dr. Clemens Kaminski, Universität

Cambridge, da an der Universität Bielefeld nur konventionelle Fluoreszenzmikroskope zur

Verfügung stehen.[57] Die konkreten Projekte gestalten sich wie folgt:

� Die verlässliche Detektion von Proteinreorganisation nach erfolgter Lichtanregung

stellt eine ebenso kontrovers diskutierte wie di�zile Herausforderung dar. Dabei ist

die Lösung dieser Aufgabe zur Klärung der tatsächlich in Lösung vorliegenden Prote-

instruktur, insbesondere im Hinblick auf die Zahl spektroskopisch unterscheidbarer

Konformere, essentiell. Für diese Untersuchungen sind bisher aufwändige Messun-

gen der Fluoreszenz bei verschiedenen Temperaturen und Viskositäten notwendig.

Auf Basis des in Bielefeld zur Verfügung stehenden Messsystems soll eine neue Me-

thode zur Detektion dieses Phänomens ohne Temperatur- und Viskositätsvariation

entwickelt werden. Darauf aufbauend soll die Anwendung dieser Methode im Rah-

men einer systematischen Studie auf etwa 20 verschiedene Peptide und Proteine

angewendet, und die erhaltenen Ergebnisse mit den strukturellen Eigenheiten der

Proteine korreliert werden.

� Die Laser Analytics Group verfügt über ein auÿergewöhnlich leistungsfähiges Fluo-

reszenzmikroskop für FLIM, welches sich insbesondere durch eine kontinuierliche

Variabilität der Anregungs- und Emissionswellenlänge auszeichnet. Dieses Gerät

soll im Rahmen dieser Arbeit apparativ so verbessert werden, dass der sichtbare
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Spekralbereich vollständig für Messungen zugänglich ist. Im Hinblick auf den simul-

tanen Einsatz möglichst vieler, verschiedener Markerfarbsto�e ist die quantitative

Separation der Beiträge spektral sehr ähnlicher Farbsto�e geplant. Dazu soll eine

globale Analysemethode eingesetzt und an verschiedenen Farbsto�mischungen ge-

testet werden. Abschlieÿend soll eine an diesem Fluoreszenzmikroskop entwickelte,

leistungsfähige Methode zur Analyse der zu Parkinson führenden Aggregation von

α-Synuklein in humanen, neuronalen Zellen vorgestellt werden. Dieses Verfahren soll

in Zukunft in lebende Organismen implementiert werden und zudem einen Ansatz-

punkt für medizinisches drug screening liefern.

� Der Arbeitskreis von Prof. Dr. Lothar Weber arbeitet zur Zeit an der Synthese

von potentiell als blaue OLED-Emitter und Fluoridsensore geeigneten Benzodia-

zaborolen. Die Charakterisierung der photophysikalischen Eigenschaften und der

Fluorida�nität in Abhängigkeit von der zugrunde liegenden, chemischen Struktur

stellt einen weiteren Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit dar. Der Abgleich mit

den Ergebnissen von ab-initio-Kalkulationen ermöglicht in Zukunft gegebenenfalls

eine verbesserte Vorhersage der Moleküleigenschaften auf Basis theoretischer Rech-

nungen.

6





Junge Dame, in diesem Hause gehorchen wir den

Gesetzen der Thermodynamik!

Homer Simpson zu Lisa Simpson, nach
ihrer Er�ndung des Perpetuum Mobile.



2 Theoretischer Hintergrund

In diesem Kapitel wird sowohl die den verwendeten Messverfahren zugrunde liegende,

als auch die zur Auswertung nötige Theorie dargelegt. Während der erste Teil 2.1 in

die spektroskopischen Grundlagen einführt, werden im zweiten und dritten Teil weiter-

führende Aspekte der Fluoreszenzspektroskopie vorgestellt: In Abschnitt 2.2 werden die

Auswirkungen der Fluorophorumgebung auf die Fluoreszenz diskutiert; Abschnitt 2.3 geht

auf die Besonderheiten der Protein�uoreszenz ein.

2.1 Spektroskopische Grundlagen

2.1.1 Absorption

Spektroskopische Methoden beruhen auf der Wechselwirkung zwischen Materie und elek-

tromagnetischer Strahlung; die Energie der verwendeten Strahlung ist proportional zu

ihrer Frequenz:

E = h · ν (2.1)

E: Energie des eingestrahlten Lichts
h : Plancksches Wirkungsquantum
ν : Frequenz des eingestrahlten Lichts

Ein im Quantenzustand S0 vorliegendes Molekül, welches einen um genau diesen Energie-

betrag höher liegenden Quantenzustand S1 besitzt, kann das eingestrahlte Photon aufneh-

men, um den Zustand S1 zu erreichen. Dieser Vorgang wird als Absorption bezeichnet. Das

Lambert-Beersche Gesetz quanti�ziert die Abnahme der Intensität des auf eine absorbie-

rende Probe eingestrahlten Lichts (siehe Gleichung 2.2). Es gilt nur für verdünnte, nicht

streuende Lösungen in transparenten Lösungsmitteln und ohne Sättigung des angeregten

Zustands.
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A = lg
I0
I

= c · ε · d (2.2)

A: Absorption
I0: Intensität des eingestrahlten Lichts
I : Intensität des Lichts nach der Probe
c : Konzentration der absorbierenden Substanz
ε : molarer Absorptionskoe�zient
d : Länge des Lichtwegs in der Probe

2.1.2 Energietransferprozesse und Lumineszenz

Dem durch Absorption angeregten Molekül stehen nun mehrere Möglichkeiten der Ener-

gieabgabe zur Verfügung.

� Es kann den Energieüberschuÿ für eine Photoreaktion mit oder ohne Reaktions-

partner zu einer nicht�uoreszierenden Spezies nutzen. Diesen irreversiblen Prozess

bezeichnet man als Photobleaching.

� Das angeregte Molekül kann seinen Energieüberschuss gegenüber dem Grundzu-

stand durch Stöÿe mit der Umgebung strahlungslos wieder abgeben und unbeschadet

in den Grundzustand zurückkehren. Man spricht in diesem Fall von strahlungsloser

Deaktivierung oder Quenching.

� Die absorbierte Energie kann auch durch Emission von Strahlung, sogenannter Lu-

mineszenz, wieder abgegeben werden. Vor der eigentlichen Lichtemission treten da-

bei oft Energietransferprozesse auf.

Einen Überblick über die unterschiedlichen Relaxationswege eines elektronisch angeregten

Moleküls gibt das Jablonski-Diagramm in Abbildung 2.1.

Energietransfer

Nach erfolgter Absorption gibt das Molekül zumeist einen Teil seiner Energie durch Stöÿe

mit der Umgebung ab. Dieser Prozess wird internal conversion (IC) genannt und bein-

haltet Vibrationsenergietransfer ebenso wie Rotationsenergietransfer. In Lösung sind die

einzelnen Rotationsniveaus nicht mehr aufzulösen; zudem erfolgen so häu�g Stöÿe mit

dem Lösungsmittel, dass das Molekül schnell in den vibronischen Grundzustand des elek-

tronisch angeregten Zustands relaxiert. Auch die Reorganisation der Lösungsmitteldipole,
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Abbildung 2.1: Übersicht über die möglichen Relaxationswege eines Moleküls nach elek-
tronischer Anregung. Intersystem Crossing ist nicht explizit eingezeichnet.

Solvenzrelaxation genannt, verringert die Energie des Systems und ist zumeist innerhalb

weniger Pikosekunden abgeschlossen. In Systemen mit passenden Akzeptoren kann die

Energie durch den abstandsabhängigen Förster-Resonanz-Energietransfer (FRET) auf

ein anderes Fluorophor übertragen werden (siehe Abbildung 2.1).

Lumineszenz

Die Lichtemission geht mit einer Relaxation des Moleküls in den elektronischen Grund-

zustand S0 einher. Aufgrund vorangegangener internal conversion und Solvenzrelaxation

ist die Lumineszenz gegenüber der anfänglichen Absorption meist rotverschoben. Die Dif-

ferenz zwischen Anregungs- und Emissionswellenzahl heiÿt Stokes-Verschiebung.

Gemäÿ den Auswahlregeln, welche mögliche spektroskopische Übergänge als erlaubt (wahr-

scheinlich) und verboten (unwahrscheinlich) klassi�zieren, darf sich die Spinmultiplizität

des Moleküls durch Absorption eines Photons nicht ändern. Daher hat der elektronisch

angeregte Zustand S1 für die meisten optischen Übergänge dieselbe Spinmultiplizität wie

der Grundzustand S0, so dass auch die nachfolgende Emission ohne eine Multiplizitäts-

änderung erfolgt. Lumineszenz ohne Multiplizitätsänderung heisst Fluoreszenz, sie erfolgt

in einem Zeitfenster von 10−12 bis 10−8 Sekunden.

In manchen Fällen verhalten sich zwei Zustände unterschiedlicher Spinmultiplizität bei ei-

nem bestimmten Kernabstand bezüglich Energie und räumlicher Anordnung identisch. An
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einem solchen Kreuzungspunkt zweier Potentialhyper�ächen kann ein angeregtes Molekül

in einen elektronisch angeregten Zustand T anderer Spinmultiplizität übergehen. Dieser

Vorgang wird als intersystem crossing (ISC) bezeichnet und tritt bevorzugt bei Syste-

men mit ausgeprägter Kopplung zwischen Spin- und Bahndrehimpuls auf. Eine folgende

emittive Relaxation unter Änderung der Spinmultiplizität, Phosphoreszenz genannt, wird

ebenfalls durch Spin-Bahn-Kopplung ermöglicht. Da Phosphoreszenz aber nicht den Aus-

wahlregeln gehorcht, ist sie oft um viele Gröÿenordnungen langsamer als Fluoreszenz und

kann bis zu 104 Sekunden dauern.

2.1.3 Lebenszeit

Grundlagen

Alle im vorherigen Abschnitt erwähnten Prozesse beein�ussen die mittlere Verweilzeit des

Chromophors im angeregten Zustand, die sogenannte Fluoreszenzlebenszeit τ . Im theore-

tischen Falle eines Fluorophors, der keinerlei Phosphoreszenz, FRET oder strahlungsloser

Deaktivierung unterliegt, liegt die natürliche Lebenszeit τ 0 vor, welche dem Kehrwert der

Emissionsrate Γ entspricht.

τ0 =
1

Γ
(2.3)

In der Realität kommt es durch Wechselwirkung mit der Umgebung zu Quenching und

Photoreaktionen, deren Geschwindigkeitskonstanten kq und ki die Fluoreszenzlebenszeit

verringern.

τ =
1

Γ + Σkq + Σki
(2.4)

Aufgrund ihrer Sensitivität gegenüber Depopulationsprozessen ist die Lebenszeit sehr gut

geeignet, um Veränderungen in der unmittelbaren Umgebung des Fluorophors beobachten

zu können. Im einfachsten Fall zeigt ein Fluorophor eine monoexponentielle Verringerung

der Fluoreszenzintensität mit der Zeit, wie in Gleichung 2.5 dargestellt.

Häu�g treten dagegen multiexponentielle (Gleichung 2.6), manchmal sogar nicht-exponen-

tielle Zerfälle auf. Für dieses Verhalten können ganz verschiedene Sachverhalte, wie das
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F (t) = F0 · e−
t
τ (2.5)

F (t) =
∑
i

αie
− t
τi = F0 ·

∑
i

aie
− t
τi (2.6)

mit∑
i

ai = 1 (2.7)

F(t): Fluoreszenzintensität
F0 : Fluoreszenzintensität zum Zeitpunkt t=0
t : Zeit
τi : Lebenszeiten
αi : Amplituden
ai : normierte Amplituden

Auftreten verschiedener emittiver Zustände in einem Molekül oder komplexere Wechsel-

wirkungen mit der Molekülumgebung, verantwortlich sein.

Um die Lebenszeiten multiexponentieller Zerfälle vergleichen zu können, wird die inten-

sitätsgemittelte Lebenszeit τ̄ verwendet. Dabei werden die einzelnen Lebenszeiten mit

dem Ausdruck αi · τi gewichtet, welcher ein Maÿ für den Beitrag der i-ten Lebenszeit zur

Gesamt�uoreszenz darstellt.

τ̄ =

∑
i αi · τ 2i∑
i αi · τi

(2.8)

τ̄ : intensitätsgemittelte Lebenszeit
τi : Lebenszeiten
αi: Amplituden

Lebenszeitassoziierte Emissionsspektren

Multiexponentielle Abklingkurven beruhen darauf, dass mehrere �uoreszente Spezies mit

unterschiedlichen Lebenszeiten zum Zeitverlauf, also der sogenannten dynamischen Fluo-

reszenz, beitragen. Diese Spezies weisen häu�g auch unterschiedliche spektrale Verteilun-

gen auf. Die zu den Fluoreszenzlebenszeiten τi zugehörigen, sogenannten lebenszeitassozi-

ierten Emissionsspektren (decay-associated spectrum, DAS) sind für die einzelnen Spezies

charakteristisch und liefern oft Hinweise auf ihre chemische Umgebung.
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Um die lebenszeitassoziierten Emissionsspektren aus der dynamischen Fluoreszenz extra-

hieren zu können, müssen Fluoreszenzabklingkurven bei verschiedenen Emissionswellen-

längen gemessen werden (Gleichung 2.9). Der Intensitätsbeitrag von τi bei einer bestimm-

ten Wellenlänge ist durch Gleichung 2.10 gegeben, da das Produkt αi(λ) · τi ein Maÿ

für den Anteil der i-ten Lebenszeit an der Gesamt�uoreszenz darstellt. Auf diese Weise

kann die Fluoreszenzintensität der einzelnen Lebenszeiten bei verschiedenen Wellenlängen

bestimmt und ein lebenszeitassoziiertes Emissionsspektrum erstellt werden.

F (λ, t) =
∑
i

αi(λ)e
− t
τi (2.9)

Fi(λ) =
αi(λ)τi · F (λ)∑

i αi(λ)τi
(2.10)

F (λ, t): Fluoreszenzintensität aller Spezies
Fi(λ) : Fluoreszenzintensität der i-ten Spezies
t : Zeit
τi : Lebenszeiten
αi : Amplituden

In Abbildung 2.2 ist beispielhaft das Emissionsspektrum von Tryptophan samt lebens-

zeitassoziierter Emissionsspektren dargestellt. Deutlich zu sehen ist der verhältnismäÿig

kleine Anteil der blauverschobenen, kurzen Lebenszeit an der Gesamt�uoreszenz.

Abbildung 2.2: Emissionsspektrum und DAS von Tryptophan. Bild wurde der Literatur
entnommen.[8]
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2.1 Spektroskopische Grundlagen

Messmethoden

Zur Messung der dynamischen Fluoreszenz stehen zwei Standardverfahren zur Verfügung.

Die Pulsmethode beruht auf der Verwendung von gepulsten Lichtquellen für die Anregung,

so dass der zeitliche Verlauf im Anschluss an die Anregung beobachtet werden kann.

Üblicherweise werden dabei Pulsbreiten im Femto- und Pikosekundenbereich verwendet;

letzteres tri�t auch auf die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten tr-LIF-Apparatur zu.

Dem gegenüber steht die Phasenmodulationsmethode, bei der die Amplitude einer konti-

nuierlich strahlenden Lichtquelle sinusförmig moduliert wird. Das emittierte Signal weist

Phasenverschiebungen und zeitliche Verzögerungen im Vergleich zum Eingangssignal auf,

aus denen der zeitliche Verlauf der Fluoreszenz rekonstruiert werden kann.

2.1.4 Quantenausbeute

Neben der Lebenszeit ist die Quantenausbeute ein Charakteristikum jedes Fluorophors.

Sie beschreibt das Verhältnis der Zahl der emittierten Photonen zu der Zahl der ab-

sorbierten Photonen und wird ebenfalls maÿgeblich durch strahlungslose Deaktivierung

beein�usst.

Φ =
Γ

Γ + Σkq + Σki
(2.11)

Φ : Quantenausbeute
Γ : Emissionsrate
kq: Quenchingrate
ki : Rate der Photoreaktion

Zur praktischen Bestimmung der Quantenausbeute werden Absorption und Emission der

zu untersuchenden Substanz X vermessen und mit den bekannten Literaturwerten ei-

ner Referenzsubstanz R verglichen. Werden Substanz und Referenz bei verschiedenen

Anregungswellenlängen und in verschiedenen Lösungsmitteln vermessen, so müssen die

Intensität der Anregungslichtquelle und der Brechungsindex ebenfalls in der Berechnung

berücksichtigt werden.
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2 Theoretischer Hintergrund

ΦX =
FX · n2

X

AX · IX
· AR · IR
FR · n2

R

· ΦR (2.12)

Φ: Quantenausbeute
A: Absorption
I : Anregungsintensität
F: Fluoreszenzintensität
n : Brechungsindex des verwendeten Lösungsmittels

2.1.5 Quenching

Im Allgemeinen wird zwischen statischem und dynamischem Quenching unterschieden.

Dynamisches Quenching bezeichnet die Abnahme der Fluoreszenzintensitäten durch Stö-

ÿe zwischen Fluorophor und Quencher (collisional quenching). Verringert sich die Fluo-

reszenzintensität des Fluorophors aufgrund der Bildung eines nicht�uoreszierenden Kom-

plexes zwischen Fluorophor und Quencher im elektronischen Grundzustand, so liegt sta-

tisches Quenching vor.

Fluoreszenzquenching wurde sowohl als fundamentales Phänomen als auch im Hinblick

auf verschiedene biochemische Anwendungen ausführlich untersucht.[58, 59] Diese Anwen-

dungen beruhen auf der Tatsache, daÿ sowohl für dynamisches als auch für statisches

Quenching ein direkter Kontakt zwischen Fluorophor und Quencher notwendig ist. Im

Falle des dynamischen Quenchings muÿ der Quencher den Fluorophor durch Di�usion

im Mittel innerhalb der Fluoreszenzlebenszeit erreichen, so dass Quenchexperimente zur

Bestimmung von Di�usionsgeschwindigkeiten herangezogen werden können. Die einge-

schränkte Durchlässigkeit von Proteinen und Membranen in Bezug auf den Quencher kann

zur Lokalisierung der Position von Fluorophoren in diesen Systemen genutzt werden.[60, 61]

Dynamisches Quenching

Die Fluoreszenzverminderung durch dynamisches Quenching kann quantitativ mit Hilfe

der Stern-Volmer-Gleichung (Gleichung 2.13) beschrieben werden. Die Stärke des Quen-

chings hängt demnach sowohl von Di�usion und Erreichbarkeit des Quenchers, als auch

von der Sensitivität des Fluorophors gegenüber dem Quencher ab. Dabei wird der ers-

te Aspekt durch die Zahl der Zusammenstöÿe k0, der zweite Aspekt durch die für das

gewählte Fluorophor-Quencher-Paar spezi�sche Quenchinge�zienz γ repräsentiert.
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2.1 Spektroskopische Grundlagen

F0

F
= 1 + γ · k0 · τ0 · [Q] = 1 +KD · [Q] (2.13)

F0 : Fluoreszenzintensität ohne Quencher
F : Fluoreszenzintensität mit Quencher
k0 : Zahl der Zusammenstöÿe pro Zeiteinheit
γ : Quenchinge�zienz
τ0 : Lebenszeit ohne Quencher
[Q]: Quencherkonzentration
KD: Stern-Volmer-Konstante

Eine Auftragung von F0/F gegen [Q] ergibt eine Gerade mit 1 als y-Achsenabschnitt

und KD als Steigung. Ein linearer Zusammenhang allein ist aber noch kein Beweis für

dynamisches Quenching. Wie im nächsten Abschnitt erläutert, kann statisches Quenching

durch eine ähnliche Gleichung beschrieben werden.

Statisches Quenching

Beim statischen Quenching bildet sich ein nicht�uoreszierender Quencher-Fluorophor-

Komplex im Grundzustand aus, so dass die Fluoreszenzintensität ohne Beeinträchtigung

der Fluoreszenzlebenszeit verringert wird. Daher kann die Abnahme der Fluoreszenzinten-

sität des Fluorophors mit Hilfe der Komplexbildungskonstante KS ausgedrückt werden.

F0

F
= 1 +KS · [Q] (2.14)

F0 : Fluoreszenzintensität ohne Quencher
F : Fluoreszenzintensität mit Quencher
[Q]: Quencherkonzentration
KS : Komplexbildungskonstante

Die Abhängigkeit zwischen F0/F und [Q] verläuft analog zur Stern-Volmer-Gleichung,

nur stellt hier die Komplexbildungskonstante KS die Steigung der Geraden dar. Allein

durch die Messung der Fluoreszenzintensitäten kann also nicht festgestellt werden, ob es

sich um dynamisches oder statisches Quenching handelt. Um diese Prozesse unterscheiden

zu können, müssen zeitaufgelöste Messungen oder Untersuchungen zur Abhängigkeit des

Quenchings von Temperatur oder Lösungsmittelviskosität durchgeführt werden. Ebenso

können auch Absorptionsspektren zur Identi�zierung des Quenchingphänomens genutzt

werden.
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2 Theoretischer Hintergrund

Kombiniertes dynamisches und statisches Quenching

Agiert ein Quencher sowohl dynamisch als auch statisch, so ergibt sich die Abnahme der

Fluoreszenzintensität des Fluorophors durch Multiplikation der beiden Einzelprozesse.

F0

F
= (1 +KD · [Q]) · (1 +KS · [Q]) = (1 +KApp · [Q]) (2.15)

mit

KApp = (KD +KS) +KD ·KS · [Q] (2.16)

F0 : Fluoreszenzintensität ohne Quencher
F : Fluoreszenzintensität mit Quencher
[Q] : Quencherkonzentration
KD : Stern-Volmer-Konstante
KS : Komplexbildungskonstante
KApp: apparenter Linearitätsfaktor

Da die Auftragung von F0/F gegen [Q] ein Polynom zweiter Ordnung ergibt, wird der von

der Quencherkonzentration abhängige apparente Linearitätsfaktor eingeführt. Dieser kann

für jede Quencherkonzentration aus den gemessenen Fluoreszenzintensitäten bestimmt

werden. Eine Auftragung von KApp gegen [Q] ergibt eine Gerade mit KD ·KS als Steigung

und KD + KS als y-Achsenabschnitt, so dass die beiden Konstanten ermittelt werden

können.

Sphere of Action

Bei dynamischen Quenchvorgängen mit hohen Quencherkonzentrationen wird oft beob-

achtet, dass die Fluoreszenz stärker mit der Konzentration des Quenchers sinkt, als durch

die Stern-Volmer-Gleichung vorhergesagt wird. Dies kann mit einem erweiterten Wir-

kungsbereich des Quenchers, der sogenannten sphere of action erklärt werden. Ursache

dafür sind attraktive Wechselwirkungen zwischen Quencher und Fluorophor, die in der

direkten Umgebung des Fluorophors wirken. Be�ndet sich ein Quencher während der An-

regung des Fluorophors innerhalb des Wirkkreises dieser Wechselwirkungen, so besteht

eine Wahrscheinlichkeit von eins für einen �uoreszenz-verhindernden Kontakt. Anders

ausgedrückt: Alle Fluorophore, in deren Nachbarschaft sich während der Anregung ein

Quencher be�ndet, werden sofort gequencht.
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2.1 Spektroskopische Grundlagen

Da bei steigender Konzentration auch der Anteil der Fluorophore, in deren sphere of

action sich mindestens ein Quencher be�ndet, zunimmt, weicht die gemessene Fluores-

zenzintensität immer weiter von der Stern-Volmer-Gleichung ab. Dieser Sachverhalt wird

quantitativ mit Hilfe der modi�zierten Gleichung 2.17 ausgedrückt.

F0

F
= (1 +KD · [Q]) · exp([Q] · ν ·N) (2.17)

F0 : Fluoreszenzintensität ohne Quencher
F : Fluoreszenzintensität mit Quencher
[Q]: Quencherkonzentration
KD: Stern-Volmer-Konstante
ν : Volumen der Sphere of Action
N : Avogadrokonstante

Zumeist, wie auch in dieser Arbeit, wird von einem sphärischen Wirkungsbereich um den

Fluorophor ausgegangen. Die Stern-Volmer-Gleichung ergibt sich für den mathematischen

Grenzfall einer theoretisch punktförmigen sphere of action mit einem Volumen von Null, so

dass die Wahrscheinlichkeit eines Kontaktes nur direkt am Aufenthaltsort des Fluorophors

eins beträgt.

Ein�uÿ der elektrischen Ladung auf Quenching

Der notwendige Kontakt zwischen Fluorophor und Quencher kann sowohl durch sterische

E�ekte als auch durch die vorliegenden Ladungen beein�uÿt werden. Attraktive und re-

pulsive Wechselwirkungen hängen dabei nicht nur von der Ladung des Quenchers und

der Ladung des Fluorophors ab, sondern werden auch mit steigender Ionenstärke des Lö-

sungsmittels vermindert. Auch die Umgebung des Fluorophors kann entscheidenden Ein-

�uÿ nehmen. So können ionische Quencher Fluorophore im Inneren eines Proteins oder an

einer Membran oft nicht erreichen, da diese Bereiche zumeist unpolar sind. Die Ladungen

können sich auch auf E�ekte wie Auftreten und Stärke einer Sphere of Action auswir-

ken; eine gröÿere sphere of action weist dabei auf höhere attraktive Wechselwirkungen

zwischen dem angeregten Fluorophor und dem Quencher hin.
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2.1.6 Polarisation und Anisotropie

Grundlagen

Polarisation ist eine wichtige Eigenschaft des Lichts, welche die Ausrichtung des elektri-

schen Feldvektors beschreibt. Bei einer Anregung mit polarisiertem Licht, also Strahlung

mit einer bevorzugten Ausrichtung des elektrischen Feldvektors, bleibt diese Informati-

on zum Teil in der Fluoreszenz erhalten, da Moleküle mit einem Übergangsdipolmoment

parallel zur Polarisationsrichtung des Anregungslichtes bevorzugt angeregt werden. Folg-

lich besitzen die angeregten Moleküle − und somit auch der Feldvektor des von ihnen

ausgehenden Fluoreszenzsignals − eine bevorzugte räumliche Orientierung.

Abbildung 2.3: Orthogonale und parallele Polarisation der Fluoreszenz.

Die sogenannte Anisotropie stellt ein Maÿ für diese Ungleichverteilung relativ zur Gesamt-

intensität I‖ + 2I⊥ dar.

r =
I‖ − I⊥
I‖ + 2I⊥

(2.18)

r : Anisotropie
I‖ : Fluoreszenzintensität bei paralleler Detektion
I⊥: Fluoreszenzintensität bei orthogonaler Detektion

Zeitabhängigkeit der Anisotropie

Direkt nach der Anregung ist ein Groÿteil der emittierenden Dipole parallel zum Anre-

gungslicht ausgerichtet, so dass die Anisotropie der Fluoreszenz signi�kant ist. Infolge der

Reorientierung der Fluorophore nähern sich die Intensitäten der parallelen und ortho-

gonalen Fluoreszenz einander an; die Anisotropie klingt ab. Diese Zeitabhängigkeit der
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2.1 Spektroskopische Grundlagen

Anisotropie ist durch Gleichung 2.19 gegeben, wobei die Korrelationszeiten θi ein Maÿ für

die mittlere Dauer der einzelnen Reorientierungsprozesse darstellen.

r(t) = r∞ +
∑
i

ri · e−t/θi (2.19)

r : Anisotropie
t : Zeit
r∞: Grenzwert der Anisotropie für t →∞
ri : Amplituden
θi : Korrelationszeiten

Anisotropiemessungen können Aufschluss über die Rotation des untersuchten Moleküls,

und damit Anhaltspunkte für seine Gröÿe und die Viskosität des Lösungsmittels liefern. So

werden z.B. Aggregationsprozesse durch eine signi�kante Erhöhung der Korrelationszeit

für die Rotation des Gesamtmoleküls sichtbar.

In Proteinen kann neben der Rotation des Gesamtsystems und der Beweglichkeit des

Fluorophors selber auch die Flexibilität einzelner Domänen analysiert werden. Während

sich die Eigenbewegung von NATA in einem gröÿeren Molekül mit Korrelationszeiten von

60 bis 200 ps äuÿert, hängt die Korrelationszeit der Gesamtrotation nach Perrin (Gleichung

2.20) stark von der Proteingröÿe ab.

θ =
ηV

RT
· (v + h) (2.20)

θ : Korrelationszeit der Gesamtrotation
η : Viskosität
R: Gaskonstante
T: Temperatur
v : spezi�sches Volumen des Proteins
h : Hydratation des Proteins

Das 24 Aminosäuren umfassende Peptid ACTH 1-24 verfügt z.B. über eine Rotationskor-

relationszeit von 1.8 ns,[62] für das humane Serum Albumin mit 584 Aminosäuren sind es

bereits mehr als 20 ns.[63] Domänenbewegungen liegen, wenn sie denn existieren, zeitlich

häu�g zwischen der Korrlationszeit der Rotation und der der Fluorophorbewegung; sie

können aber auch lansamer sein als die Rotation des gesamten Proteins.[8]
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Vermeidung von Polarisationse�ekten

Polarisationse�ekte treten bei wellenlängenaufgelöster Fluoreszenzdetektion zwangsläu�g

auf, da das Gitter eines Spektrographen zumeist eine Polarisationsrichtung bevorzugt re-

�ektiert. Um störende Polarisationse�ekte zu vermeiden, wird ihre Winkelabhängigkeit

genutzt: Fluoreszenzlicht, welches eine um 54,7° gedrehte Polarisation relativ zur Pola-

risation des Anregungslichts aufweist, zeigt keinerlei Polarisationse�ekte. Die Detektion

der Fluoreszenz in diesem magischen Winkel hat gegenüber nicht polarisationsaufgelös-

ten Messungen allerdings den Nachteil, dass sie mit wesentlichen Intensitätsverlusten ein-

hergeht. Bei statischen Fluoreszenzmessungen werden Polarisationse�ekte daher häu�g

vernachlässigt, zumal sie bei kleinen, �exiblen Fluorophoren in wenig viskosen Lösungs-

mitteln nur einen geringen Ein�uss auf die Form des Emissionsspektrums ausüben. Für die

akkurate Bestimmung von Fluoreszenzabklingkurven ohne Anisotropiee�ekt, insbesonde-

re an Makromolekülen wie Proteinen oder immobilen Proben wie Kristallen, ist dieses

Verfahren jedoch unerlässlich.
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2.2 Lösungsmittelein�uss und spektrale Relaxation

Die chemische Umgebung des Fluorophors hat einen entscheidenden Ein�uss auf die Fluo-

reszenzeigenschaften der zu untersuchenden Substanz. Eigenschaften wie die spektrale

Verteilung, Quantenausbeute und Lebenszeit der Fluoreszenz werden dabei nicht nur

durch die Polarität der Umgebung im Hinblick auf Dipol-Dipolinteraktionen beein�usst;

Auch spezi�sche Wechselwirkungen, wie die Ausbildung von Wassersto�brückenbindun-

gen, Komplexierung, interner Ladungstransfer (internal charge transfer), Protonentrans-

fer, Aggregation oder Reaktionen aus dem angeregten Zustand treten häu�g auf und

tragen maÿgeblich zu den beobachteten Charakteristika der Fluoreszenz bei.

In den folgenden Abschnitten 2.2.1 und 2.2.2 wird der Ein�uss der chemischen Umge-

bung auf die photophysikalischen Eigenschaften ausführlich diskutiert. Dabei liegt das

Hauptaugenmerk auf generellen Dipol-Dipolinteraktionen.

2.2.1 Solvenz- und spektrale Relaxation

Der Ein�uss der Umgebungspolarität und sich daraus ergebender Dipol-Dipol-Wechsel-

wirkungen auf die spektrale Verteilung der Fluoreszenz wird in Abbildung 2.4 verdeutlicht.

Durch die Anregung innerhalb von 10−15 s verändert sich das Dipolmoment des Fluoro-

phors von µG im Grundzustand auf µE im angeregten Zustand, während sich die An-

ordnung der umgebenden Lösungsmittelmoleküle nicht verändert. Letztere be�nden sich

in einer ungünstigen Ausrichtung und reorientieren sich anschlieÿend. Dieser Reorien-

tierungsprozess vermindert die Energie des angeregten Zustandes und daher auch die

Stokes-Verschiebung der auftretenden Fluoreszenz.

Im Fall der sogenannten Solvenzrelaxation reorientieren sich die umgebenden Lösungs-

mittelmoleküle; in Proteinen machen jedoch häu�g Aminosäurereste einen Groÿteil der

Umgebungsdipole aus, so dass sich das Protein selber räumlich reorganisieren muss. Die-

ser Reorientierungsprozess der Dipole eines Makromoleküls im angeregten Zustand wird

als spektrale Relaxation bezeichnet. Trotz der o�ensichtlichen Unterschiede liegt beiden

Phänomenen das selbe Prinzip zu Grunde, so dass sich die in den folgenden Abschnitten

beschriebenen Auswirkungen und Analysemethoden auf beide Prozesse beziehen.
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Solvenzrelaxation
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Abbildung 2.4: Erhöhung der Stokes-Verschiebung durch das Lösungsmittel.

Auswirkung auf Abklingkurven und Emissionsspektren

Da sich während des Relaxationsprozesses die Energie des System kontinuierlich verrin-

gert, verschiebt sich die Fluoreszenz mit der Zeit zu höheren Wellenlängen (siehe Abbil-

dung 2.5 rechts oben). Diese spektrale Verschiebung kann durch die Messung der zeitauf-

gelösten Emissionsspektren (time-resolved emission spectra, TRES ) nachverfolgt werden.

In den folgenden Abschnitten werden zwei Kenngröÿen der spektralen Verteilung vorge-

stellt, mit denen die spektralen Veränderungen beobachtet werden können.

Durch die Entvölkerung der energetisch höher liegenden Zustände und die damit einherge-

hende Bevölkerung energetisch tiefer liegender Zustände verringert sich die Lebenszeit im

blauen Spektralbereich, während im roten eine Lebenszeit mit einer negativen Amplitude

(häu�g negativer präexponentieller Faktor genannt), also eine ansteigende Komponente

der Fluoreszenz hinzukommt (siehe Abbildung 2.5 rechts unten). Eine solche negative

Amplitude ist ein Charakteristikum für Prozesse im angeregten Zustand, bei denen leere

Zustände erst populiert werden müssen, bevor es zu einer Lumineszenz kommen kann.
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Relaxation
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Abbildung 2.5: Ein�uss der Solvenzrelaxation auf Abklingkurven und spektrale Vertei-
lung der Fluoreszenz.

Zeitverlauf der spektralen Verschiebung

Die Auswertung der spektralen Verschiebung erfolgt mit Hilfe des spektralen Schwerpunk-

tes der Fluoreszenz, dem sogenannten center of gravity, COG. Dabei ergibt sich das COG

durch eine intensitätsgewichtete Mittelung über die Wellenzahl des Emissionsspektrums.

ν̃COG =

∞∫
0

F (ν̃) · ν̃ dν̃

∞∫
0

F (ν̃) dν̃

(2.21)

ν̃COG: Center of Gravity
F : Fluoreszenzintensität
ν̃ : Emissionswellenzahl

Da sich das COG durch eine Mittelung über die Wellenzahl, und nicht über die Wel-

lenlänge des Emissionsspektrums berechnet, entspricht eine zeitliche Rotverschiebung des

Emissionsspektrums einer Verringerung des COGs mit der Zeit, wie in Abbildung 2.6 dar-
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gestellt. Im Fall von Solvenz- und spektraler Relaxation folgt die Verringerung des centers

of gravity mit der Zeit einem exponentiellen Zerfallsgesetz (siehe Gleichung 2.22).

COG

~
ν

tλλλλ

t
1

t
2

t
3

Int

Abbildung 2.6: Verlauf des centers of gravity mit der Zeit.

ν̃COG(t) = ν̃COG,∞ + (ν̃COG,0 − ν̃COG,∞) ·
∑
i

βie
− t
τS,i (2.22)

ν̃COG : Center of Gravity
ν̃COG,0 : Center of Gravity für t = 0
ν̃COG,∞: Center of Gravity für t →∞
βi : Amplituden
τS,i : spektrale Relaxationszeiten

Zur besseren Vergleichbarkeit der Relaxationsverläufe verschiedener Spezies wird häu-

�g auf die Korrelationsfunktion C(t) zurückgegri�en (Gleichung 2.23), welche sich durch

Normierung der spektralen Verschiebung aus Gleichung 2.22 ergibt. Dieser Zusammen-

hang eignet sich sehr gut zum Vergleich der Zeitverläufe der COGs verschiedener Spezies.

Allerdings geht durch die Normierung die Information über das Ausmaÿ der spektralen

Verschiebung verloren.

C(t) =
ν̃COG(t)− ν̃COG,∞
(ν̃COG,0 − ν̃COG,∞)

=
∑
i

βie
− t
τS,i (2.23)

Zeitverlauf der Halbwertsbreite

Ein weiteres, nützliches Merkmal der Fluoreszenz ist die Halbwertsbreite der spektra-

len Verteilung. Mit ihrer Hilfe kann gemäÿ Abbildung 2.7 unterschieden werden, ob die

beobachtete Relaxation einer mehrschrittigen, nahezu kontinuierlichen Veränderung der
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Fluorophorumgebung, oder einem einschrittigen Übergang zwischen zwei distinkten an-

geregten Zuständen, ähnlich einer Reaktion im angeregten Zustand, entspricht.

λλλλ

F

R

F

R

λλλλ

ti tf
tint ti tf

tint

i:    initial

int: intermediate

f:    final

Abbildung 2.7: Spektrale Verteilung im Falle kontinuierlicher (links) und einschrittiger
(rechts) spektraler Relaxation.

Im ersten Fall stammt die Emission während der Relaxation aus Energieniveaus, welche

ein Quasi-Kontinuum zwischen dem Franck-Condon-Zustand F und dem relaxierten Zu-

stand R bilden und von der Gesamtheit der Fluorohore in schnellen kleinen Schritten

durchlaufen werden. Dadurch ändert sich zwar der Schwerpunkt der Fluoreszenz signi�-

kant, nicht aber ihre Halbwertsbreite, welche durch unterschiedliche Relaxationsgeschwin-

digkeiten nur geringfügig ansteigt. Dieser Fall ist typisch für Solvenzrelaxation.

Im zweiten Fall liegen während der Relaxation veränderliche Anteile der Fluoreszenz aus

F und R vor. Diese Überlagerung führt nicht nur zu einer Schwerpunktsverschiebung,

sondern auch zu einer deutlich erhöhten Halbwertsbreite im Vergleich zum Ausgangs-

oder Endzustand der Relaxation.
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Zur Bestimmung der spektralen Halbwertsbreite zu unterschiedlichen Zeitpunkten wird

eine Funktion ähnlich einer Standardabweichung verwendet (siehe Gleichung 2.24). Diese

mittelt intensitätsgewichtet über die Abstandsquadrate der Wellenzahl vom Schwerpunkt

der Emission.

[∆ν̃(t)]2 =

∞∫
0

[ν̃ − ν̃COG(t)]2 · F (ν̃, t) dν̃

∞∫
0

F (ν̃, t) dν̃

(2.24)

∆ν̃(t) : Halbwertsbreite
ν̃ : Wellenzahl
ν̃COG : Center of Gravity
F (ν̃, t): Fluoreszenzintensität

Zeitbereich

Die Dauer der Solvenzrelaxation hängt von der Viskosität und Reorganisationsgeschwin-

digkeit des Lösungsmittels ab. Die Relaxationszeiten der meisten organischen Lösungs-

mittel betragen 5 bis 100 ps. Wäÿrige Lösungen weisen aufgrund der hohen Protonen-

beweglichkeit sehr kurze Relaxationszeiten von wenigen Pikosekunden auf.[8] Da konven-

tionelle Apparaturen für dynamische Fluoreszenzmessungen über eine Zeitau�ösung von

50 bis 100 ps verfügen, wird der zeitliche Prozess bei Lösungsmitteln durchschnittlicher

Viskosität üblicherweise nicht aufgelöst. Oft werden jedoch Mischungen mit viskoseren

Solventien wie Glycerin und Ethylenglycol, oder auch Verdicker wie Zucker zur Erhöhung

der Relaxationszeit bis in den Nanosekundenbereich zugesetzt. Unter Verwendung höherer

Zeitau�ösungen wie z.B. durch Anregung mit Femtosekundenpulsen und Detektion durch

�uorescence upconversion kann Solvenzrelaxation auch ohne störende Zusätze beobachtet

werden.[64�66] Allerdings geht dies mit einem kürzeren Zeitfenster einher, so dass nur der

Beginn des Abklingprozesses eines Fluorophors mit Lebenszeiten im Nanosekundenbereich

beobachtet werden kann.

Der Zeitbereich spektraler Relaxation ist mit 1 bis 10 ns erwartungsgemäÿ gröÿer, bei

einigen Proteinen werden sogar noch langsamere Reorientierungsprozesse vermutet.[67, 68]

Da dies jedoch den Zeitbereich der intrinsischen Tryptophan�uoreszenz deutlich übertri�t,

sind sie nicht mehr beobachtbar.
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2.2 Lösungsmittelein�uss und spektrale Relaxation

Der red edge-E�ekt

Ein weiteres Indiz für das Vorliegen eines langsamen Relaxationsprozesses im angeregten

Zustand liefert der statische red edge-E�ekt. Dabei wird nicht im Absorptionsmaximum,

sondern an der roten Kante des Absorptionsspektrums angeregt (siehe Abbildung 2.8).

Nach einer Anregung im Absorptionsmaximum liegen zunächst unrelaxierte Moleküle vor,

die in einem Relaxationsprozess, welcher im Zeitrahmen der Fluoreszenz beobachtbar ist,

Energie abgeben. Die statische Fluoreszenz setzt sich somit aus Emissionsanteilen aus vie-

len Stadien des Relaxationsprozesses zusammen. Bei einer Anregung an der roten Kante

des Absorptionsspektrums ist dies nicht der Fall. In einer relativ unbeweglichen oder

viskosen Umgebung liegen ein Teil der Fluorophore mit ungünstig orientierten Umge-

bungsdipolen vor, so dass es zu einer selektiven Anregung dieser Fluorophore kommt.

Letztere sind im angeregten Zustand bereits nahezu relaxiert, so dass sie bei besonders

hohen Wellenlängen emittieren. Fluoreszenz aus den weniger relaxierten, energiereicheren

Niveaus kann hier nicht beobachtet werden. Je gröÿer also die Anregungswellenlänge ist,

desto weiter verschiebt sich das statische Emissionsspektrum zu höheren Wellenlängen.

S1

S0

Absorption

red edge
Fluoreszenz

Abbildung 2.8: Absorption und Fluoreszenz beim red edge-E�ekt.

Der red edge-E�ekt ist umso ausgeprägter, je immobiler sich die Fluorophorumgebung

gestaltet. Für Tryptophan sind einige Beispiele signi�kanter Verschiebungen, wie z.B. in

Glycerin oder auch in membrangebundenen Melittin, bekannt.[67, 69,70] Allerdings verrin-

gern sich die Fluoreszenzintensitäten bei einer Erhöhung der Anregungswellenlänge, so

dass der Ein�uss einer schnelleren Relaxation mit moderater spektraler Verschiebung be-

reits schwer zu detektieren sein kann. Die scheinbare Abwesenheit des red edge-E�ekts

kann also nicht als Ausschlusskriterium für einen Relaxationsprozess herhalten.
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2 Theoretischer Hintergrund

2.2.2 Statischer Solvenzein�uss

In diesem Abschnitt wird der Ein�uss von Dipol-Dipolinteraktionen mit dem Lösungsmit-

tel auf die statische Fluoreszenz vorgestellt. Dieser Ein�uss kann im Gegensatz zu spe-

zi�schen Fluorophor-Solvenz-Wechselwirkungen auch ohne genauere Informationen über

die chemischen Eigenschaften des Fluorophors mit einfachen Modellen dargestellt und

allgemeingültig quanti�ziert werden.

Die spektrale Verteilung der Fluoreszenz nach erfolgter Solvenzrelaxation hängt, wie in

Abbildung 2.9 gra�sch dargestellt, sowohl von der Polarität des Lösungsmittels als auch

von der Di�erenz der Dipolmomente des Fluorophors im Grund- und angeregten Zustand

ab. Ist das Dipolmoment im angeregten Zustand µE gröÿer als das des Grundzustands µG,

so wird der angeregte Zustand durch ein polareres Lösungsmittel stärker stabilisiert als

der Grundzustand und die Emission wird zu höheren Wellenlängen verschoben (positiver

Solvatochromismus). Im Gegensatz dazu führt ein geringeres Dipolmoment im angeregten

Zustand zu einer Verringerung der Emissionswellenlänge (negativer Solvatochromismus).

Solvenzpolarität niedrig hoch niedrig hoch

µµµµ
E

<  µµµµ
G

µµµµ
E

>  µµµµ
G

hνννν

hνννν

hνννν

hνννν

Abbildung 2.9: Ein�uss der Lösungsmittelpolarität bei positivem (links) und negativem
(rechts) Solvatochromismus

Dipolmomentbestimmung nach Onsager für kugelförmige Fluorophore

Ein Modell zur Extrapolation der Stokes-Verschiebung aufgrund von elektrostatischen

Wechselwirkungen liefert die Onsager-Theorie. Sie betrachtet das Lösungsmittel als Kon-
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2.2 Lösungsmittelein�uss und spektrale Relaxation

tinuum mit homogener Ladungsverteilung, in dem sich der Fluorophor als Dipol in einem

Lösungsmittelkä�g, der sogenannten Onsager-Kavität, be�ndet. Chemische Interaktionen,

wie Wassersto�brücken oder andere spezi�sche Wechselwirkungen, werden nicht berück-

sichtigt; für die Dipolmomente des Fluorophors im Grund- und angeregten Zustand wird

Parallelität angenommen.

Am einfachsten gestaltet sich die Quanti�zierung des Zusammenhangs zwischen Stokes-

Verschiebung, Lösungsmitteleigenschaften und Dipolmomenten des Fluorophors im Falle

einer kugelförmigen Onsager-Kavität, in der sich ein nicht polarisierbarer Fluorophor be-

�ndet. Diese Beziehung wird Lippert-Mataga-Gleichung genannt.

ν̃A − ν̃F = ∆f · 2(µE − µG)2

hca3
+ const. (2.25)

mit

∆f =
ε− 1

2ε+ 1
− n2 − 1

2n2 + 1
(2.26)

ν̃A/F : Wellenzahl der Absorption/Fluoreszenz
∆f : Orientierungspolarisation
µG/E: Dipolmoment im Grund- /angeregten Zustand
h : Plancksches Wirkungsquantum
c : Lichtgeschwindigkeit
a : Onsager-Radius
ε : Dielektrizitätskonstante des Lösungsmittels
n : Brechungsindex des Lösungsmittels

Die Gleichungen 2.25 und 2.26 ermöglichen die Bestimmung des Übergangsdipolmomen-

tes (der Di�erenz der Dipole im Grund- und angeregten Zustand) mit Hilfe statischer

Fluoreszenzmessungen: Durch Auftragung der Stokes Verschiebung gegen die für das Lö-

sungsmittel spezi�sche Orientierungspolarisation ergibt sich eine Gerade, aus deren Stei-

gung das Übergangsdipolmoment extrahiert werden kann. Trotz der Simplizität des zu

Grunde liegenden Modells bietet die Lippert-Mataga-Theorie einen ersten Anhaltspunkt

zur Gröÿenordnung vorliegender Übergangsdipolmomente.

Dipolmomentbestimmung nach Onsager für ellipsoide Fluorophore

Nicht immer reicht das einfache Modell der Lippert-Mataga-Theorie aus. Die Lösungs-

mittelkä�ge stäbchenförmiger Fluorophore mit ausgeprägten Dipolmomenten entlang der
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2 Theoretischer Hintergrund

Molekülachse, wie z.B. Prodan und Acrylodan,[71, 72] werden deutlich besser durch einen

prolaten (gestreckten) Rotationsellipsoiden beschrieben. Auch weisen sie eine deutlich von

0 verschiedene Polarisierbarkeit auf.

Die Gleichungen 2.27 bis 2.30 beschreiben einen wesentlich allgemeineren Zusammenhang

zwischen Dipolmomenten und Solvenzeigenschaften auf der einen, und den sich ergeben-

den Wellenzahlen der Absorption und Fluorezenz auf der anderen Seite.

ν̃A − ν̃F = m1 · f(ε, n) + const. (2.27)

ν̃A + ν̃F = m2 · φ(ε, n) + const. (2.28)

mit

m1 =
2(µE − µG)2

hca3
+ const. (2.29)

m2 =
2(µ2

E − µ2
G)

hca3
+ const. (2.30)

ν̃A/F : Wellenzahl der Absorption/Fluoreszenz
f, φ : Parameter der Solvenzpolarität
ε : Dielektrizitätskonstante des Lösungsmittels
n : Brechungsindex des Lösungsmittels
µG/E: Dipolmoment im Grund- /angeregten Zustand
h : Plancksches Wirkungsquantum
c : Lichtgeschwindigkeit
a : Onsager-Radius

Durch Auftragung der Fluoreszenzeigenschaften ν̃A−ν̃F bzw. ν̃A+ν̃F gegen die Parameter

der Solvenzpolarität f(ε, n) bzw. φ(ε, n) können die Dipolmomente µE und µG berechnet

werden. Dazu müssen allerdings die Parameter der Polarisierbarkeit f(ε, n) und φ(ε, n)

bekannt sein, in welche konkrete Informationen über die elliptische Geometrie der Onsa-

gerkavität und der Polarisierbarkeit des Fluorophors ein�ieÿen.

Unter der Annahme einer prolat-ellipsoiden Onsagerkavität und einer Polarisierbarkeit

von α = a3/2 sind f(ε, n) und φ(ε, n) durch die Gleichungen 2.31 bis 2.35 gegeben. Die

Entmagnetisierungskonstante A ist von der Geometrie der Kavität abhängig und kann für

jede Ellipsoid-Geometrie in der Literatur[73] nachgeschlagen werden.

Neben dem generellen Problem spezi�scher Solvenz-Fluorophor-Wechselwirkungen stellt

die Abschätzung der Geometrie der Onsager-Kavität, aus der a und A ermittelt wer-

den, die gröÿte Schwierigkeit dieses Verfahren dar. Da der Onsager-Radius a kubisch in
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2.2 Lösungsmittelein�uss und spektrale Relaxation

φ(ε, n) = f(ε, n) + 2g(n) (2.31)

und

f(ε, n) =
Φ− Φ′

(1− Φ)(1− Φ′)2
(2.32)

g(n) =
Φ′(1− 0.5Φ′)

(1− Φ′)2
(2.33)

mit

Φ =
3A(1− A)(ε− 1)

2[ε− (ε− 1)A]
(2.34)

Φ′ =
3A(1− A)(n2 − 1)

2[n2 − (n2 − 1)A]
(2.35)

f, φ: Parameter der Solvenzpolarität
ε : Dielektrizitätskonstante des Lösungsmittels
n : Brechungsindex des Lösungsmittels
A : geometrische Entmagnetisierungskonstante

die Berechnung der Dipolmomente eingeht, resultiert ein erheblicher Fehler bereits aus

kleinen Abweichungen. Eine recht zuverlässige Methode beruht auf der Annahme, dass

die Kavität nahezu Fluorophorausmaÿe hat. Die gestreckte Achse des prolaten Ellipsoiden

entspricht dabei dem Durchmesser der längsten Molekülachse, während die Länge der bei-

den identischen, kurzen Achse durch Mittelung über die kürzeren Durchmesser bestimmt

wird. Gewöhnlicherweise werden dabei die Gröÿe der Onsagerkavität, und somit auch die

daraus berechneten Übergangsdipolmomente, leicht überschätzt.
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2 Theoretischer Hintergrund

2.3 Protein�uoreszenz

Die Fluoreszenz von biologischen Systemen kann entweder auf natürlich enthaltenen (in-

trinsischen), oder auf künstlich angebrachten (extrinsischen) Fluorophoren beruhen. In

Proteinen kommt intrinsische Fluoreszenz zumeist durch �uorophore Aminosäuren zustan-

de. Eine prominente Ausnahme stellen das Green Fluorescent Protein (GFP) und seine

Varianten dar, deren photophysikalische Eigenschaften auf ein aus drei Aminosäuren gebil-

detes p-Hydroxybenzylidenimidazolin zurück zu führen sind.[9] Extrinsische Fluorophore

sind häu�g kleine Farbsto�e mit hohen Quantenausbeuten wie Rhodamin und Fluore-

scein, die die Struktur und Funktionalität der Proteine wenig stören und gleichzeitig gut

zu detektieren sind.[8]

2.3.1 Fluoreszente Aminosäuren

Von den 23 proteinogenen Aminosäuren weisen drei, Tryptophan (Trp, W), Tyrosin (Tyr,

Y) und Phenylalanin (Phe, F), für spektroskopische Untersuchungen geeignete Fluores-

zenzeigenschaften auf. Alle drei liegen, dem amphoteren Charakter von Aminosäuren ent-

sprechend, in wässriger Lösung unter physiologischen Bedingungen als Zwitterion vor.

Aufgrund der aromatischen Indol- und Benzolreste sind sie verhältnismäÿig unpolar; nur

die Hydroxygruppe des Tyrosins kann zusätzliche Wassersto�brücken ausbilden.

Abbildung 2.10: Strukturformeln von Trp, Tyr und Phe.

Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin zeigen unterschiedliche photophysikalische Eigen-

schaften. Einen Überblick dazu liefert Tabelle 2.1. Insgesamt eignet sich Tryptophan nicht

nur wegen der hohen Absorptionskoe�zienten und Quantenausbeuten am besten für einen

Einsatz in der Fluoreszenzspektroskopie. Auch die geringere Häu�gkeit erleichtert spek-

troskopische Untersuchungen, da das Vorliegen mehrerer Fluorophore in verschiedenen

chemischen Umgebungen die Dateninterpretation verkompliziert. Oft liegt nur ein ein-
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2.3 Protein�uoreszenz

zelnes Tryptophan im Protein vor, oder es kann durch Mutation gezielt in ein vormals

�uorophorfreies Protein eingebaut werden.

Aminosäure Kürzel λAbs, max λFluo, max Quantenausbeute Häu�gkeit
in nm in nm im Protein BSA in Proteinen in %

Phenylalanin Phe, F 257 282 0.00 3.5
Tyrosin Tyr, Y 274 303 0.02 3.5

Tryptophan Trp, W 280 353 0.47 1.1

Tabelle 2.1: Eigenschaften der drei chromophoren Aminosäuren.[8, 74]

Die analytisch gesehen interessanteste Eigenschaft der Tryptophan�uoreszenz ist jedoch

ihr Solvatochromismus: Je gröÿer die Polarität der Trytophanumgebung ist, desto weiter

erhöht sich die Stokes-Verschiebung. Dieses Charakteristikum ermöglicht die �uoreszenz-

spektroskopische Analyse von Prozessen wie Aggregation, Faltung, Denaturierung und

Reaktionen mit anderen biochemischen Systemen, welche mit einer Veränderung der che-

mischen Umgebung des betro�enen Tryptophans einhergehen.

Abbildung 2.11: Absorption und Fluoreszenz von Trp, Tyr und Phe. Bilder wurden der
Literatur entnommen.[8]

Obwohl Tryptophan sein Anregungsmaximum bei etwa 280 nm aufweist, muss für eine

selektive Untersuchung in Proteinen eine Anregungswellenlänge von 295 nm gewählt wer-

den. Auf diese Weise wird der störende Ein�uss eventuell vorliegender Tyrosine umgangen.

Die Fluoreszenz des Phenylalanins liegt zu weit im UV und ist insgesamt zu schwach, um

als Störfaktor in Betracht zu kommen.
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2 Theoretischer Hintergrund

2.3.2 Ein�uss der Proteinstruktur

Proteinstruktur

Zur Beschreibung der räumlichen Struktur eines Proteins wird zwischen vier Ebenen un-

terschieden:

� Primärstruktur : Abfolge der kovalent gebundenen Aminosäuren vom N- zum C-

Terminus

� Sekundärstruktur : Wiederkehrendes Strukturmotiv mehrerer benachbarter Amino-

säuren (z.B. α-Helix oder β-Faltblatt)

� Tertiärstruktur : Räumliche Anordnung der gesamten Polypeptidkette

� Quartärstruktur : Räumliche Anordnung mehrerer Polypeptidketten

Abbildung 2.12: Die vier Ebenen der Proteinstruktur.

Die Faltung eines Proteins ist ebenso komplex wie entscheidend für dessen Funktionalität.

Weist eine Proteinsequenz Defekte auf, welche zu einer Störung des emp�ndlichen Gefüges

aus Wassersto�brücken und anderen Wechselwirkungen führt, so kann dies die Wirkung

des Proteins stark beein�ussen. Ein Beispiel dafür ist die Sichelzellenanämie, eine Krank-

heit, bei der eine mutierte Sequenz die Form des Hämoglobins stark verändert und so

dessen Fähigkeit, Sauersto� zu transportieren, verringert.[44] Aber nicht nur Defekte im

Protein selber, auch Umgebungsein�üsse, etwa ungünstige Salz- und Proteinkonzentra-

tionen, oder unerwünschte Wechselwirkungen mit anderen Enzymen, können einen fehl-

geleiteten Faltungsprozess begünstigen. So führen erhöhte Konzentrationen des natürlich
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vorkommenden Amyloids α-Synuklein in neuronalen Zellen zur Aggregation mit Fibrill-

bildung; letzendlich resultieren daraus Krankheiten wie Parkinson und Altzheimer.[41]

Ein�uss auf die Tryptophan�uoreszenz

Für die Fluoreszenz eines Tryptophans ist es aufgrund seiner Umgebungssensitivität ent-

scheidend, wo es in der komplexen Proteinstruktur genau lokalisiert ist. Da sich die Stokes-

Verschiebung mit der Polarität der Fluorophorumgebung erhöht, weist ein vom Lösungs-

mittel abgeschirmtes Tryptophan auf einem tendenziell hydrophoben β-Faltblatt gerin-

gere Emissionswellenlängen auf, als in einer relativ polaren α-Helix. Ein fast vollständig

wasserexponiertes Tryptophan wird die gröÿte Verschiebung aufweisen.

Der Zusammenhang zwischen Emissionsbereich und Tryptophanumgebung wird auch durch

die Klassi�zierung der Tryptophan�uoreszenz nach Burstein re�ektiert.[75] Dabei werden

Emissionwellenlänge und Halbwertsbreite der Fluoreszenz eines Proteins in Pu�erlösung

betrachtet und so Rückschlüsse auf die Umgebung des Tryptophans gezogen. Burstein

unterscheidet zwischen den folgenden drei Klassen:

� Klasse I: λem = 330-332 nm und ∆λ = 48-49 nm

� Klasse II: λem = 340-342 nm und ∆λ = 53-55 nm

� Klasse III: λem = 350-353 nm und ∆λ = 59-61 nm

Unter Klasse III fällt Tryptophan selber, sowie sehr kleine Peptide und denaturierte Pro-

teine. Diese Klasse zeichnet sich also durch eine hohe Exponiertheit des Tryptophanrestes

zur Pu�erlösung aus. Sehr stark abgeschirmte Proteine, in denen sich das Tryptophan in

hydrophober Umgebung be�ndet, sind der Klasse I zuzuordnen. Im Gegensatz dazu be-

�nden sich die Tryptophanreste der Klasse II zwar in einer Proteinmatrix mit de�nierter,

intakter Sekundärstruktur, allerdings sind sie gut von Quenchern zu erreichen und damit

weniger vom Pu�er abgeschirmt.

Doch nicht nur die Stokes-Verschiebung enthält strukturelle Informationen über das Pro-

tein: Lebenszeit und Quantenausbeute der Fluoreszenz hängen stark von der räumlichen

Nähe zu intrinsischen Quenchern ab; Experimente mit extra eingebrachten Quenchern

können zudem weitere Anhaltspunkte zur Exposition und Erreichbarkeit des Fluorophors
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gegenüber dem Lösungsmittel liefern. Die Flexibilität des Tryptophans, die Beweglichkeit

des zugehörigen Segments und auch die Rotation des Gesamtproteins �ieÿen in den Zeit-

verlauf der Anisotropie der Fluoreszenz mit ein. Eine Kombination all dieser Techniken

liefert ein detailreiches Bild von der Einbettung des Tryptophanrestes in das umgebende

Protein.

Durch erhöhte Temperaturen oder Zugabe von Guanidiniumhydrchlorid können die nicht-

kovalenten Wechselwirkungen zwischen den Aminosäureresten aufgehoben und so die Ele-

mente der Sekundär-, Teriär- und Quartärstruktur zerstört werden. Diese sogenannte De-

naturierung reduziert die Proteinstruktur auf eine ungeordnete, äuÿerst �exible Kette

(random coil), bei der nahezu alle Aminosäurereste stark zum Lösungsmittel exponiert

sind. Mit der Struktur wird dabei auch die Funktionalität des nativen Proteins zunichte

gemacht.

Ein�uss mehrerer Konformationen

Auch wenn die räumliche Struktur von Proteinen in Lösung durch die nicht-kovalenten

Interaktionen der einzelnen Aminosäurereste weitgehend festgelegt ist, behalten sie eine

gewisse Flexibilität. Ihr Ausmaÿ hängt stark von den vorherrschenden Strukturelementen

ab: random coil -Anordnungen zeigen wenig determinierte Struktur und geringe Flexibi-

lität, Strukturmotive aus β-Faltblättern sind zumeist deutlich fester gefügt. Insgesamt

besteht die Möglichkeit, dass in einer Lösung verschiedene Konformationen des Proteins

mit unterschiedlichen chemischen Umgebungen des Tryptophanrestes vorliegen.

Abbildung 2.13: Rotamere des Tryptophans, Bild aus der Literatur.[8]

Wie stark sich dies potentiell auf die intrinsiche Fluoreszenz des Proteins auswirken kann,

zeigt das Beispiel des Tryptophans selber: Es weist die in Abbildung 2.13 dargestellten

Rotamere um die Bindung zwischen α und β-C-Atom auf, in denen die protonierte Ammo-

niumfunktion als Quencher unterschiedlich nah an den �uoreszenten Indolring heranreicht.
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Dadurch zeigt es ein biexponentielles Fluoreszenzabklingverhalten mit Lebenszeiten von

τ1 = 0.54 ns und τ1 = 3.44 ns.[8] Da das Rotamer mit der kurzen Lebenszeit bei kleine-

ren Wellenlängen emittiert als die anderen Rotamere, verschiebt sich die Fluoreszenz mit

der Zeit zu gröÿeren Wellenlängen. In Proteinen dagegen liegen Amin- und Carbonsäu-

refunktion aufgrund der Peptidbindungen amidiert vor; ein Modell dafür ist das Tryp-

tophanderivat N-Acetyl-L-Tryptophanamid (NATA) (siehe Abbildung 2.14). Hier zeigen

sich keinerlei Unterschiede zwischen den Rotameren, so dass NATA über eine monoexpo-

nentielle Fluoreszenzabklingkurve mit τ = 3.17ns verfügt.[8]

Abbildung 2.14: Strukturformeln von Trp (links) und NATA (rechts).

In Proteinen, welche nur ein Tryptophan enthalten (single tryptophan proteins, STP) �n-

den sich trotzdem häu�g multiexponentielle Abklingkurven. Dies kann auf das Vorliegen

mehrerer Konformationen hinweisen. Au�ällig ist jedoch, dass für fast alle bekannten

STPs mit mehreren Fluoreszenzlebenszeiten die Spezies mit der kürzeren Lebenszeit bei

geringeren Wellenlängen emittiert. Da die Emissionswellenlänge des Tryptophans in Pro-

teinen ansonsten nicht mit der Lebenszeit korreliert, wird in der Literatur ein anderer

Prozess als Ursache für Multiexponentialität und spektrale Verschiebung in STPs dis-

kutiert: Die spektrale Relaxation.[67] Prinzip und Auswirkung dieses E�ektes werden in

Abschnitt 2.2.1 im Detail erläutert.
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3 Experiment

Die besondere Leistungsfähigkeit der in Bielefeld zur Verfügung stehenden Messapparatu-

ren liegt in der einzigartigen Kombination mehrdimensionaler statischer und dynamischer

Fluoreszenztechniken. Ihre Funktionsweise wird in diesem Kapitel erläutert. Mit der in

Abschnitt 3.2 präsentierten Konstruktion zur polarisationsaufgelösten Vermessung der

statischen Fluoreszenz ist zudem eine wesentliche Erweiterung der bisherigen, messtech-

nischen Möglichkeiten gelungen. Abschlieÿend werden die angewandten Vorgehensweisen

zur Bestimmung der Absorption und zur Probenpräparation dargelegt.

3.1 Anregungs-Emissions-Spektroskopie (AES)

3.1.1 Aufbau

Zur selektiven und sensitiven Analyse der statischen Fluoreszenz wird eine besonders leis-

tungsfähige Apparatur zur Aufnahme mehrdimensionaler Anregungs-Emissions-Spektren

(AE-Spektren) genutzt. Abbildung 3.1 gibt eine schematische Übersicht über den Auf-

bau. Er setzt sich im Wesentlichen aus einer Xenon-Bogenlampe mit nachgeschaltetem

Monochromator als Lichtquelle, der Probe mit entsprechender Halterung, sowie einer De-

tektionseinheit - bestehend aus Spektrograph und CCD-Kamera - zusammen.

Anregung

Das breitbandige Spektrum der verwendeten 75W Xenon-Bogenlampe (L.O.T.-Oriel) er-

möglicht eine Fluoreszenzanregung zwischen 200 und 700 nm. Ein Rückre�ektor erhöht

das Ausgangssignal der Lampe, welches mit Hilfe eines Linsenkondensors auf den Ein-

gangsspalt des Anregungsmonochromators (SpectraPro-150 von Acton Research) abge-

bildet wird. Drei verschiedene Gitter können rechnergesteuert angewählt werden, um das
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1 Xe-Lampe und Rückre�ektor 6,7 Probenhalter
2 Kondensorlinsen 8 Filterhalter und Shutter
3 verstellbare Spalte 9 Fokussieroptik
4 Monochromator 10 Spektrograph
5 Fokussieroptik, Astigmatismuskorrektur 11 CCD-Kamera

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der AES-Apparatur.

Licht spektral aufzuspalten und auf den Austrittsspalt abzubilden. Die unterschiedlichen

Eigenschaften dieser Gitter sind in Tabelle 3.1 aufgeführt. Eine gleichgeschaltete Variation

der Spalte ändert sowohl die Intensität als auch die spektrale Breite des Anregungslichtes.

Zur Vermeidung chromatischer Aberration wird das Licht nach dem Austrittsspalt mit

Hilfe zweier Hohlspiegel in die Probe fokussiert.

Gitter Gitterkonstante Blazewellenlänge Dispersion
in Linien/mm in nm in nm/mm

1 2400 240 2.6
2 1800 500 3.3
3 1200 300 5.2

Tabelle 3.1: Eigenschaften der Gitter des Anregungsspektrographen.
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Probenhalterung

Zur Gewährleistung der Durchlässigkeit für Strahlung im ultravioletten Spektralbereich

werden Präzisionsküvetten von Hellma aus Suprasil mit einer Gröÿe von 10×10 oder

5×5mm2 verwendet. Der eigens konstruierte Probenhalter erlaubt es, die Probenposition

in allen drei Raumrichtungen sowohl �exibel anzupassen als auch verlässlich zu repro-

duzieren. Zur Verminderung von Intensitätsverlusten und Reabsorptionse�ekten wird die

Küvette so positioniert, dass der Weg des Anregungs- und Fluoreszenzlichtes in der Kü-

vette möglichst kurz ist. Ein temperierbarer Probenhalter mit Thermostat (DC50-K40

von Haake) ermöglicht Messungen bei Temperaturen zwischen 0 und 60 °C. Zudem kann

die Probe mit Hilfe eines Magnetrührers von Variomag (12×12×5mm3) und passenden

Rührstäbchen mit Magnetkern bei Bedarf gerührt werden.

Detektion

Die Detektion der Fluoreszenz erfolgt im rechten Winkel zur Anregung. Zur Aufnahme

der Fluoreszenz wird eine Kombination aus zwei Hohl- und Zylinderspiegeln (Sopra) ein-

gesetzt, welche den Astigmatismus des nachgeschalteten Spektrographen korrigiert. Dies

ermöglicht ein gleichzeitig entlang Orts- und Wellenlängenachse scharfes Abbild der Fluo-

reszenz auf dem Kamerachip. Der Spektrograph verfügt über zwei Gitter zur spektralen

Aufspaltung der Fluoreszenz; ihre Eigenschaften sind in Tabelle 3.2 aufgeführt.

Gitter Gitterkonstante Blazewellenlänge Dispersion spektrales Fenster
in Linien/mm in nm in nm/mm in nm

1 150 500 24 590
2 300 300 12 290

Tabelle 3.2: Eigenschaften der Gitter des Emissionsspektrographen.

Die CCD-Kamera (SpectrumM:250B, Princeton Instruments) be�ndet sich in der Aus-

trittsebene des Spektrographen und detektiert die orts- und wellenlängenaufgelöste Fluores-

zenz. Sie verfügt über einen back-illuminated CCD-Sensor (Hamamatsu) mit einer Gröÿe

von 1024×252Pixel, welcher zur Verbesserung des Signal-Rausch-Verhältnisses auf -30 °C
gekühlt wird. Auf diese Weise ist die e�ziente Detektion von Wellenlängen zwischen 200
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und 1100 nm gewährleistet. Mit Hilfe des MicroMax ST-133-Controllers (Princeton Ins-

truments) wird die Kamera gesteuert und ausgelesen.

3.1.2 Datenaufnahme

Die Fluoreszenzspektren werden mit Hilfe des Programms WinSpec (Roper Scienti�c)

aufgenommen. Dabei sieht das Programm verschiedene Modi vor, von denen zwei im

Rahmen dieser Arbeit angewendet wurden.

Fullchip-Modus: Das aufgenommene Kamerabild, ein entlang der x-Achse wellenlän-

genaufgelöstes und entlang der y-Achse ortsaufgelöstes Spektrum, wird ohne weitere Be-

arbeitung angezeigt.

ROI-Modus: Es wird ein dem Fullchip-Modus entsprechendes Kamerabild aufgenom-

men und dann ein horizontales Pro�l gezogen, also eine Mittelung der Intensität über

einen bestimmten Ortsbereich durchgeführt. Der Bereich des Spektrums, über den gemit-

telt wird, wird auch als region of interest (ROI) bezeichnet. Dabei geht die Ortsinfor-

mation des Ursprungsbildes verloren; übrig bleibt ein einfaches Emissionsspektrum bei

der gewünschten Anregungswellenlänge (siehe Abbildung 3.2). Eine Mittelung auf dem

Chip vor dem Ausleseprozess bezeichnet man als hardware binning. Werden alle Zeilen des

Chips vollständig ausgelesen und erst danach die Intensitäten in der ROI addiert, liegt

software binning vor. Letzteres dauert aufgrund des erhöhten Ausleseaufwands länger,

weist dafür aber ein besseres Signal-Rausch-Verhältnis auf. Zudem ist hier ein gröÿerer

dynamischer Bereich zugänglich, welcher beim hardware binning auf 16 Bit beschränkt

ist.

Der ROI-Modus kann genutzt werden, um mit Scans über die Anregungsgwellenlänge

AE-Spektren zu generieren. Durch eine rechnergesteuerte, inkrementelle Änderung der

Anregungsfrequenz wird für jede Anregungswellenlänge ein charakteristisches Emissions-

spektrum aufgenommen. Die erhaltenen Emissionsspektren werden nun von WinSpec

automatisch zu einem zweifach wellenlängenaufgelösten Anregungs-Emissions-Spektrum

(AE-Spektrum) zusammengesetzt (siehe Abbildung 3.3), wobei die Intensität mit Hilfe

einer Falschfarbenskala dargestellt wird. Die Steuerung des Scanvorgangs, also die Kom-
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3.1 Anregungs-Emissions-Spektroskopie (AES)

Abbildung 3.2: Kamerabild mit horizontalem Emissionspro�l.

munikation mit Kamera und Monochromator über die zugehörige Software, übernimmt

das Programm AES-Control[76], eine in der Arbeitsgruppe entwickelte LabView-Routine.
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Abbildung 3.3: Emissionspro�le werden zum AE-Spektrum zusammengesetzt.

Das AE-Spektrum einer einzelnen Spezies beinhaltet so viele charakteristische Fluores-

zenzinformationen, dass es als ein unverwechselbarer Fingerabdruck des vermessenen Mo-

leküls angesehen werden kann. In Sto�gemischen erleichtert die simultane Betrachtung

von Anregungs- und Emissionswellenlänge die Zuordnung der Signale zu den verschiede-

nen Spezies erheblich; auch Streulicht und Gittere�ekte können mit Hilfe eines solchen

AE-Spektrums sehr einfach identi�ziert werden.
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3.2 Polarisationsaufgelöste Erweiterung der AES

Polarisationse�ekte spielen in der optischen Spektroskopie eine wichtige Rolle: Immobile

oder eingeschränkt bewegliche Chromophore wie Kristalle und Membranen, aber auch

Fluorophore in Lösung mit hoher Viskosität oder kurzen Lebenszeiten senden nach po-

larisierter Anregung anisotrope Strahlung aus. Zudem zeigen viele optische Bauteile wie

z.B. Gitter polarisationsabhängige Eigenschaften. Trotzdem wird die Polarisation der de-

tektierten Strahlung in statischen Fluoreszenzspektrometern oft nicht berücksichtigt.

Um für die Zukunft polarisationsaufgelöste statische Fluoreszenzmessungen, z.B. an den in

Abschnitt 7.5 beschriebenen Diazaborolkristallen, vornehmen zu können, soll im Rahmen

der vorliegenden Arbeit eine leistungsfähige Erweiterung des statischen Aufbaus konstru-

iert und getestet werden, welche eine simultane Detektion beider Polarisationskomponen-

ten im ultravioletten Spektralbereich möglich macht.

3.2.1 Konstruktion

Grundidee der vorliegenden Konstruktion ist es (Abbildung 3.4), neben parallel und ortho-

gonal zur Anregung polarisierter Fluoreszenz auch Anregungsintensität und Transmission

simultan zu detektieren. Auf diese Weise werden Streulichtein�üsse und Reabsorptionsef-

fekte der vorliegenden Messungen, welche in Kristallen sehr stark winkelabhängig und so-

mit kaum reproduzierbar sind, zeitgleich mitprotokolliert. Dazu wird jedes der vier Signale

in einen Arm eines vierteiligen Gabellichtleiters eingekoppelt. Für UV-Licht durchlässige

Glanprismen, passende Neutraldichte�lter und eine Quarzplatte zur Entnahme eines Re-

�exes aus dem Anregungslicht stellen die gewünschten Polarisationen ein und gleichen die

Intensitäten der vier Signale an, so dass sie alle in derselben Gröÿenordnung liegen und

auf dem gleichen Kamerachip detektiert werden können.

Die Lichtsignale der vier Kanäle zu je drei Glasfasern erreichen den Kamerachip auf

unterschiedlichen Höhen, wie in Abbildung 3.5 dargestellt. Die zwischen den scharfen Ab-

bildern der Faserenden auftretende, nach unten ansteigende Signalintensität kommt durch

den Ausleseprozess zustande; das notwendige Korrekturverfahren wird in Abschnitt 3.2.2

erläutert. Die in Abbildung 3.5 dargestellten Rohdatenbilder belegen, dass die Abbildung
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3.2 Polarisationsaufgelöste Erweiterung der AES

Abbildung 3.4: Aufbau der Glasfasererweiterung für die AES.

Abbildung 3.5: Kamerabild der vier Faserbündel ohne (oben) und mit (unten) spektraler
Dispersion.

der Glasfaserausgänge in der Ortsachse an der Vertikalen (rote Linien), und in der spek-

tralen Achse an der Horizontalen (schwarze Linie) des Kamerachips ausgerichtet ist.

3.2.2 Datenaufnahme und -bearbeitung

Die Lichtsignale der vier Kanäle erreichen den Kamerachip auf unterschiedlichen Höhen,

wie in Abbildung 3.6 dargestellt. Unter Verwendung von vier verschiedenen ROIs ergibt

ein Scan der Anregungswellenlänge dem entsprechend vier AE-Spektren, jeweils eins für
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1. orthogonal polarisierte Fluoreszenz

2. parallel polarisierte Fluoreszenz

3. Anregung

4. Transmission

Abbildung 3.6: Simultane Detektion von vier Signalen pro Anregungsscan unter Ver-
wendung mehrerer ROIs.

Abbildung 3.7: Kamerabild mit drei ROIs zur Korrektur der Ausleseartefakte.
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3.2 Polarisationsaufgelöste Erweiterung der AES

die orthogonal und parallel polarisierte Fluoreszenz, für die Anregungsintensität und die

Transmission.

Die Belichtung der Kamera mit verschiedenen Signalen auf unterschiedlichen Höhen führt

jedoch zu einem Problem: Den Ausleseprozess beginnt das System mit der Datenübertra-

gung für die oberste Zeile; anschlieÿend werden die Informationen Zeile für Zeile entlang

der vertikalen nach oben verschoben. Da die Apparatur jedoch über keinen elektronisch

gesteuerten Shutter verfügt, wird der Chip gleichzeitig weiter belichtet. Auf diese Weise

�nden sich Teile der spektralen Information jeder ROI auf den jeweils tiefer liegenden

Pixelzeilen der Kamera.

Um dieses Problem zu lösen, werden die Fremdbeiträge in den Spektren nachträglich

eliminiert. Da der Ausleseprozess im Modus software binning sehr gleichmäÿig verläuft,

können die Areale, welche direkt oberhalb der drei betro�enen ROIs 2 bis 4 liegen, als

Hintergrund verwendet werden. Insgesamt werden also sieben ROIs de�niert, von denen

drei nach der Aufnahme zum Abzug der Ausleseartefakte dienen (siehe Abbildung 3.7).

Eine von Dr. Michael Letzgus geschriebene Programmroutine berechnet aus den Angaben

der sieben ROIs und den enthaltenen Intensitätsdaten das für die einzelnen AE-Spektren

abzuziehende Hintergrundbild. Dabei wird davon ausgegangen, dass der Ausleseprozess

gleichmäÿig verläuft.

3.2.3 Testmessungen

Polarisation

Um die Funktionsfähigkeit des neuen Systems zu testen, wurden zunächst Referenzmes-

sungen mit Anthracen bzw. Perylen in wasserhaltigem Glycerin (87 %) vorgenommen.

Beide Farbsto�e weisen einen stark emittierenden S1 → S0-Übergang im blauen Spektral-

bereich auf. Durch die verminderte Rotation der Farbsto�e in viskosen Lösungsmitteln

kann es zu erheblichen Anisotropiee�ekten in der Emission kommen,[77] welche sich ins-

besondere im Intensitätsverhältnis der Anregungsbande S2 ← S0 im UV zum S1 ← S0-

Übergang im VIS äuÿern.

Ursache dafür sind die in Abbildung 3.8 für Perylen dargestellten, nahezu senkrecht aufein-

ander stehenden Übergangsdipolmomente der beiden Übergänge.[78, 79] Bei einer Anregung

im VIS sind die Übergangsdipolmomente von Anregung und Emission parallel, dem ent-
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Abbildung 3.8: Perylen mit Dipolmomenten der angeregten Zustände.

sprechend wird die parallele Komponente bevorzugt emittiert. Bei einer Anregung im UV

mit Emission im VIS dagegen stehen die Übergangsdipolmomente orthogonal zueinander,

daher wird die orthogonale Komponente bevorzugt emittiert.

Dieser zu erwartende E�ekt kann in den Anregungsspektren deutlich beobachtet werden;

Ein Hinweis auf die gute Qualität der Kalibration und Kameraeinstellung ist die Tatsache,

dass die Rekonstruktion der Gesamtintensität, welche durch Messung im magic angle (vgl.

Abschnitt 2.1.6) bestimmt wird, aus den polarisationsaufgelösten Einzelkomponenten der

Fluoreszenz sehr gut gelingt.

Absorption

Aus den Transmissions- und Anregungsspektren kann durch sorgfältige Hintergrundkor-

rektur und Übereinanderlegen bei 430 nm ein Absorptionsspektrum von Anthracen ermit-

telt werden. Der Vergleich mit einer Messung der gleichen Probe in einem handelsübli-

chen Absorptionsspektrometer unterstreicht die Legitimität dieses Ansatzes. Das erhal-

Abbildung 3.9: Polarisationsaufgelöste Anregungsspektren von Perylen in Glycerin.
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tene Spektrum weist zwar eine geringere Wellenlängeau�ösung und stärkerer Anfälligkeit

für Streustrahlung auf, allgemeine Form und Gröÿenordnung wird jedoch sehr tre�end

wiedergegeben.

Abbildung 3.10: Gemessene Absorption von Anthracen mit UV-VIS-Spektrometer und
AES-Erweiterung.

Dieser Aufbau ist weniger gut dafür geeignet, die Absorption gering konzentrierter, schwa-

cher Absorber mit hohem Streulichtanteil zu detektieren. Für Farbsto�e und als Hinweis

auf eventuell auftretende Reabsorptionse�ekte, z.B. bei der Untersuchung von Substanzen

mit geringen Quantenausbeuten, ist sie jedoch sehr gut geeignet.

3.2.4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine �beroptische Erweiterung der statischen AES-

Apparatur entwickelt, welche die polarisationsaufgelöste Vermessung der statischen Fluo-

reszenz mit gleichzeitiger Aufzeichung der Absorption ermöglicht. Erste Messungen an

den Referenzsubstanzen Perylen und Anthracen zeigen vielversprechende Ergebnisse. Ei-

ne alternative Optik mit Sammellinsensystem zur Verbesserung der Detektionse�zienz

könnte eine sinnvolle Weiterentwicklung der vorgestellten Konstruktion darstellen.
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3.3 Zeitaufgelöste Laserinduzierte Fluoreszenz

Zentraler Bestandteil dieser Arbeit sind Messungen der zeitaufgelösten, laserinduzierten

Fluoreszenz (tr-LIF) bei verschiedenen Emissionswellenlängen, um Reorganisierungspro-

zesse in Proteinen anhand der Veränderung des Fluoreszenzspektrums mit der Zeit be-

obachten zu können. Die an der Universität Bielefeld zur Verfügung stehende Apparatur

verbindet eine kurzpulsige Anregungslichtquelle mit einer leistungsstarken, zeitlich und

spektral dispergierenden Detektionseinheit, und ermöglicht so die Aufnahme von simul-

tan zeit- und wellenlängenaufgelösten Spektren.

Eine Übersicht über das für alle tr-LIF-Messungen verwendete System gibt Abbildung 3.11.

Es verfügt über einen Titan:Saphir-Laser, welcher Pulse mit einer Breite von 80 oder 3 ps

erzeugt. Das erhaltene Signal wird verstärkt und die Wellenlänge durch Frequenzver-

vielfachung und Ramanverschiebung auf den gewünschten Wert eingestellt. Um Photo-

bleaching zu vermeiden, wird eine Kombination aus Fresnel-Rhombus und Rochon-Prisma

zur Regulation der Anregungsintensität eingesetzt. Mit Hilfe eines Hohlspiegels wird die

Fluoreszenz im rechten Winkel zur Probe auf einen Spektrographen mit nachgeschalteter

Streakkamera fokussiert. Die einzelnen Bestandteile des Aufbaus werden im Folgenden

detaillierter erläutert.

3.3.1 Das Lasersystem

Generierung kurzer Laserpulse

Das zur Anregung notwendige Laserlicht wird von einem System mehrerer hintereinander

geschalteter Laser produziert. Ein Titan:Saphir-Laser (Tsunami, Spectra Physics) wird

durch die zweite Harmonische eines diodengepumpten Nd:YAG-Lasers (Verdi V10, Co-

herent) gepumpt und erzeugt Pulse mit einer Breite von 80 oder 3 ps und einer Repe-

titionsrate von 80MHz. Dabei sind Wellenlängen zwischen 750 und 900 nm zugänglich.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Wellenlängen zwischen 825 und 840 nm verwendet. Zur

Kontrolle von Pulsform und Wellenlänge wird ein geringer Teil der emittierten Strah-

lung in einen Autokorrelator (409 Autokorrelator, Spectra Physics) und in ein Wavemeter

(WS/6, HighFinesse oder WA-5500, Burleigh) eingespeist.
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L1, 2, 3: Linsen

P1: Pellin-Broca-Prisma

P2: Fresnel-Rhombus

P3: Rochon-Prisma

P4: Glan-Prisma

HS: Hohlspiegel

Abbildung 3.11: Schematische Darstellung der Apparatur zur zeitaufgelösten LIF.

Frequenzkonversion

Das Signal des Tsunami wird in der Nd:YAG-gepumpten Verstärkereinheit (TSA50, Spec-

tra Physics) regenerativ und linear nachverstärkt, um anschlieÿend die Frequenz in KDP-

Kristallen verdoppeln und/oder verdreifachen zu können. Durch Fokussierung in einen

mit Gas gefüllten Ramanshifter kann die Wellenlänge weiter variiert werden, wobei die

gewünschte Wellenlänge mit Hilfe eines Pellin-Broca-Prismas selektiert wird. Die im Rah-
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men dieser Arbeit benutzten Gase, ihr charakteristisches Vibrationsquant und der ver-

wendete Druck im Ramanshifter sind in Tabelle 3.3 aufgeführt.

Gas Vibrationsquant Druck
in cm−1 in bar

H2 4155 40
CH4 2917 40
N2 2330 40

Tabelle 3.3: Verwendete Shiftgase.[80][81][82][83]

Polarisation und Energieregulation

Um Polarisation und Energie des Anregungsstrahls regulieren zu können, wird eine Kombi-

nation aus Fresnel-Rhombus und Rochon-Prisma eingesetzt. Während der Fresnel-Rhom-

bus die Polarisation des Laserlichts um einen gewünschten Betrag dreht, lässt das Rochon-

Prisma nur eine bestimmte Polarisationsrichtung ungehindert passieren. Auf diese Weise

kann nicht nur die gewünschte Polarisationsrichtung des Laserstrahls mit dem Rochon-

Prisma festgelegt, sondern auch durch Variation der Einstellung des Fresnel-Rhombus die

Energie stufenlos geregelt werden.

3.3.2 Probe

Der polarisations- und energiekorrigierte Laserstrahl wird mit Hilfe einer Linse in die Pro-

be fokussiert. Eine möglichst weiche Fokussierung (2mm Strahldurchmesser) in Kombina-

tion mit geringen Anregungsenergien verhindert das Auftreten von Photobleaching. Dank

der speziell für das Experiment konstruierten Halterung kann die Position der Probe

entlang aller Raumrichtungen �exibel und reproduzierbar eingestellt werden. Dabei wird

die Probe zur Vermeidung von Reabsorptionse�ekten und Intensitätsverlusten so in den

Strahlengang eingebracht, dass der Lichtweg durch die Probe möglichst kurz ist.
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3.3 Zeitaufgelöste Laserinduzierte Fluoreszenz

3.3.3 Detektion

Die Detektion der Fluoreszenz erfolgt im rechten Winkel zum Anregungsstrahl. Das Emis-

sionslicht wird mit einem sphärischen Hohlspiegel (Brennweite 250mm, Durchmesser

250mm) auf den Eintrittsspalt des Spektrographen (SpectraPro 275i, Acton Research)

abgebildet. Im Spektrographen be�nden sich drei verschiedene Gitter, unter denen das

für die aktuelle Messung passende Gitter je nach gewünschter Au�ösung der Emissions-

wellenlänge ausgewählt werden kann. Die Blazewinkel, Gitterkonstanten und spektralen

Fenster der drei Gitter sind in Tabelle 3.4 aufgeführt.

Gitter Gitterkonstante (mm) Blazewinkel (nm) Spektraler Sichtbereich (nm)
1 1/150 500 202 bei 318 nm
2 1/1800 250 14,5 bei 392 nm
3 1/3600 270 3,2 bei 428 nm

Tabelle 3.4: Eigenschaften der verwendeten Gitter.

Nach der spektralen Zerlegung durch den Spektrographen wird das Emissionslicht mit Hil-

fe einer Streakkamera (C2830, Hamamatsu) zeitlich dispergiert (siehe Abbildung 3.12).

Dazu tri�t das einfallende Licht zunächst auf eine Photokathode, so dass das Photonen-

signal in Elektronen umgewandelt wird. Die Elektronen werden in horizontaler Rich-

tung beschleunigt, durchqueren einen Plattenkondensator und tre�en auf einen Phos-

phorschirm. Ein zeitlich veränderliches, elektrisches Feld im Plattenkondensator lenkt die

Elektronen von ihrer Flugbahn ab und erzeugt so eine temporale Dispersion des Signals

auf dem Phosphorschirm. Dort werden die Elektronen wieder in Photonen umgewandelt,

welche schlieÿlich von einer intensivierten CCD-Kamera detektiert werden.

Ein typisches Messdatenbild der Kamera am Beipiel der intrinsischen Protein�uoreszenz

von humanem Serum Albumin (HSA) ist in Abbildung 3.13 dargestellt. Vertikale Pro�le

entlang der Zeitachse liefern Fluoreszenzabklingkurven bei verschiedenen Emissionswel-

lenlängen, horizontale Pro�le entlang der spektralen Achse ergeben Emissionsspektren zu

verschiedenen Zeitpunkten (TRES). Die dargestellten Pro�le zeigen Anpassungen an die

kalibrierten Messdaten in den zugehörigen Zeit- und Emissionsbereichen.
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Abbildung 3.12: Funktionsprinzip der Streakkamera.
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Abbildung 3.13: Messdaten der Kamera mit horizontalen und vertikalen Pro�len.
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3.4 Absorptionsmessungen

3.4 Absorptionsmessungen

Absorptionsmessungen werden mit Hilfe eines kommerziell erhältlichen UV-VIS-Zweistrahl-

Spektrometers (UV-2550, Shimatsu) durchgeführt. Als Lichtquelle wird eine Kombination

aus D2- und Halogenlampe genutzt, so dass ein Wellenlängenbreich von 190 bis 900 nm

zugänglich ist. Dank eines Vormonochromators und dem resultierenden geringen Streu-

lichtanteil können optische Dichten bis 5 vermessen werden. Dabei sind Bandbreiten von

0,1 bis 5 nm und Scangeschwindigkeiten zwischen 85 und 1400 nm pro Minute stufenweise

einstellbar.

Alle Messungen werden durch Aufnahme einer Baseline korrigiert, und (soweit nicht an-

ders vermerkt) gegen das Lösungsmittel oder den verwendeten Pu�er als Referenz ver-

messen. Zur Korrektur störender O�sets wird die Absorption bei hohen Wellenlängen -

mindestens 100 nm von einem Absorptionssignal entfernt - auf Null gesetzt.

3.5 Probenpräparation

Sofern nicht anders angegeben, werden handelsübliche Substanzen in p.A.-Reinheit und

bidestilliertes Wasser eingesetzt. Die Konzentration der Messlösungen für die statischen

AES-Messungen sind so gewählt, dass sie einer Absorption von 0.1 auf 1 cm Wegstrecke

entsprechen. Durch den kürzeren Lichtweg der Emission durch die Probe liegt die Ab-

sorption deutlich unter 0.1, so dass keine Reabsorptionse�ekte auftreten. Zeitaufgelöste

Messungen werden durch Reabsorptionse�ekte weniger gestört und weisen zudem einen

Lichtweg von nur ca. 2mm auf, so dass hier deutlich höhere Konzentrationen (Faktor 2

bis 5) zum Einsatz kommen.

3.5.1 Proteine

Die Proteine und Peptide wurden zumeist als Feststo� in hoher Reinheit von Sigma-

Aldrich gekauft. Die angesetzten Lösungen mit Konzentrationen von 20µM (AES) und

100µM (tr-LIF) müssenen vor der Messung zur Vermeidung von Streue�ekten �ltriert

werden. Tabelle 3.5 listet die für das jeweilige Protein bzw. Peptid verwendeten Pu�er

auf.
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Protein/Peptid Pu�er pH
Tryptophan Na2HPO4 100 mM 7.0

NATA Na2HPO4 100 mM 7.0
W-G*HCl Na2HPO4 100 mM 7.0
A-P-G-W Na2HPO4 100 mM 7.0
ACTH, 4-10 TRIS 10 mM 7.0
ACTH, 1-10 TRIS 10 mM 7.0
ACTH, 1-17 TRIS 10 mM 7.0
ACTH, 1-24 TRIS 10 mM 7.0
Trp Cage Na2HPO4 10 mM 7.0
Melittin Na2HPO4 20 mM 7.2

Melittin Tetramer Na2HPO4 20 mM, 2.3 M NaCl 7.2
Monellin TRIS 10 mM 7.0
RNT1 TRIS 10 mM 7.0
Azurin HEPES 20 mM 8.0

Myelin Basic Protein Na2HPO4 10 mM 7.0
ÿ-Casein Na2HPO4 100 mM 5.2, 7.0, 10.5
κ-Casein Na2HPO4 100 mM 5.2, 7.0, 10.5

Nuclease Mu50 TRIS 10 mM, NaCl 50 mM, CaCl2 10 mM 7.5
Asparaginase TRIS 10 mM 8.0
HS Albumin Na2HPO4 100 mM 7.0
BS Albumin Na2HPO4 100 mM 7.0

Tabelle 3.5: Verwendete Pu�er.

Für die Messungen mit Glycerin werden Lösungen mit einem Glycerin/Wasser-Verhältnis

von 70/30 verwendet. Die eingesetzte Natriumdodecylsulfatkonzentration (SDS) zur Mi-

zellbildung liegt mit 45mM deutlich über der kritischen Mizellkonzentration von 8mM.

Für Messungen in Tri�uorethanol wird das reine Lösungsmittel (p.A.) genutzt.

3.5.2 Benzodiazaborole

Die Diazaborole sind in Kooperation mit dem Arbeitskreis Anorganische Chemie II von

Prof. Lothar Weber untersucht und von dort als Feststo�e zur Verfügung gestellt worden.

Die für möglichst wasserfreies Arbeiten nötigen, getrockneten Lösungsmittel und frisch

destilliertes BF3 ·OEt2 entstammen derselben Quelle. tetra-Butylammonium�uorid lag als
1M Lösung in THF von Sigma-Aldrich vor.
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3.5 Probenpräparation

3.5.3 Referenzfarbsto�e

Tabelle 3.6 zeigt die vermessenen Referenzfarbsto�e, ihre Lösungsmittel und die für die

AES- bzw tr-LIF-Messungen verwendeten Konzentrationen. Um eventuell auftretendes

Sauersto�quenching zu vermeiden, müssen die Lösungen vor der Messung ausgegast wer-

den. Dazu werden die Proben in einem Exsikkator platziert, der Druck auf einen Wert

knapp oberhalb des Siededrucks des Lösungsmittels reduziert und anschlieÿend mit Argon

belüftet. Dreimalige Wiederholung erhöht die Wirksamkeit des Prozesses.

Farbsto� Lösungsmittel Konzentration Konzentration
für AES in µM für tr-LIF in µM

Anthracen cyclo-Hexan 10 50
Diphenylanthracen (DPA) cyclo-Hexan 7.1 50
9-Cyanoanthracen (9CA) cyclo-Hexan 10 50

Coumarin 153 Methanol 5.3 25
Rhodamin B Methanol 0.94 10
POPOP cyclo-Hexan 2.1 10
PPO cyclo-Hexan 2.8 10

Tryptophan H2O 18 50
NATA H2O 20 50

Tabelle 3.6: Referenzfarbsto�e, Lösungsmittel und Konzentrationen.
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Ich weiss nicht, ob es besser wird, wenn es anders wird.

Aber es muss anders werden, wenn es besser werden soll.

Georg Christoph Lichtenberg



4 Datenbearbeitung

In diesem Kapitel wird erläutert, wie die aufgenommenen Rohdaten bezüglich der System-

eigenschaften kalibriert und ausgewertet werden. Dazu erfolgt zunächst ein Überblick über

die verwendete Kalibrationsroutine. Ein wesentlicher Bestandteil der vorgelegten Arbeit

ist die Optimierung der Kalibration der statischen und dynamischen Fluoreszenzmessun-

gen: Die erstmals durchgeführte Kalibration der zweidimensionalen Detektionse�zienz

des zeitaufgelösten Detektionssystems, sowie die Korrektur von unerwünschtem Infrarot-

Signal in den Detektionse�zienzmessungen der statischen AES, machen die anwendungs-

orientierten Messprojekte, z.B. die Untersuchung der spektralen Relaxation in Kapitel 5,

überhaupt erst möglich. Abschlieÿend werden Methoden zur weiteren Datenauswertung

dargelegt.

4.1 Kalibration

Die Verfahren zur Kalibration der statischen AES-Apparatur und des zeitaufgelösten LIF-

Systems ähneln sich sehr, deswegen werden sie im Folgenden gemeinsam diskutiert. Die

Bearbeitung der erhaltenen Rohdatenbilder erfolgt mit dem von Dr. Michael Letzgus

geschriebenen Programm SUAP.[84] Dabei sind folgende Arbeitsschritte vorzunehmen:

� Abzug des Hintergrundes (Lösungsmittelspektrum oder Dunkelbild)

� ggf. Aufsummieren mehrerer Bilder zur Verminderung des Signal-Rausch-Verhält-

nisses (nur tr-LIF)

� Zuordnung von Zeit- und Wellenlängenskalen

� Kalibration der Anregungse�zienz (nur AES)

� Kalibration der Detektionse�zienz
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4 Datenbearbeitung

4.1.1 Zuordnung der Zeit- und Wellenlängenskala

Zuordnung der Anregungswellenlänge

Die Anregungswellenlänge ist für das zeitaufgelöste System �xiert; für die statische Ap-

paratur ergibt sie sich direkt aus den Scaneinstellungen und muss daher nicht über eine

Kalibration ermittelt werden.

Zuordnung der Emissionswellenlänge

Zunächst muss jedem horizontalen Kamerapixel eine Emissionswellenlänge zugeordnet

werden. Dazu werden für jedes Gitter Kalibrationsbilder des bekannten Linienspektrums

einer Quecksilberdamp�ampe[85] aufgenommen (siehe Abbildung 4.1). Ein horizontales

Pro�l des Kalibrationsbildes gibt Aufschluss über die genaue Pixelposition der Emissions-

linien, indem jeder Peak durch eine Gauÿfunktion angepasst wird. Aus einem Vergleich

mit den Literaturwerten und anschlieÿender, linearer Anpassung resultiert die Steigung

der Wellenlänge pro Pixel sowie die Wellenlänge beim Pixel 0. Dieses Verfahren wird für

jedes Gitter und bei allen verwendeten Zentralwellenlängen durchgeführt, so dass für alle

Einstellungen eine Geradengleichung entsprechend Gleichung 4.1 zur Umrechnung von

Kamerapixel in Emissionswellenlänge vorliegt.

λ = m · P + λ0 (4.1)

λ : Wellenlänge der Emission
λ0 : Wellenlänge der Emission bei Pixel 0
P : Pixelposition, für AES von 0 bis 1023, für LIF von 0 bis 999

Abbildung 4.1: Bestimmung der Wellenlängenskala für eine Gittereinstellung der AES.
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Für die Messung ist essentiell, dass die Hg-Lampe im Fokus der Optik liegt, um den

Strahlengang der Messung exakt zu reproduzieren. Liegt eine Gittereinstellung zwischen

zwei vermessenen Einstellungen, so ergeben sich die Umrechnungsfaktoren mit hoher Ge-

nauigkeit durch Interpolation aus Werten der angrenzenden Einstellungen.

Zuordnung der Zeitskala

Die Streakkamera des zeitaufgelösten Detektionssystems verfügt über fünf verschiedene

Zeitfenster zwischen 0.5 und 10 ns. Für jedes Zeitfenster liegt eine eigene Umrechnungs-

kurve des Herstellers von vertikaler Kamerapixelposition (Pixel 0 bis 1017) in eine entspre-

chende Zeit vor (siehe Abbildung 4.2). Da sich die Kurven nicht exakt linear verhalten,

werden sie durch ein Polynom 3. Ordnung angepasst und die erhaltenen Funktionen im

Auswerteprogramm SUAP zur Erstellung einer passenden Zeitskala für jedes Rohdaten-

bild genutzt.

Abbildung 4.2: Zeitskalenpolynome der fünf Zeitfenster der Streakkamera.

4.1.2 Kalibration der Anregungse�zienz

Die dynamischen Messungen erfolgen mit einer konstanten Anregungswellenlänge, die An-

regungse�zienz muss daher nicht korrigiert werden. Für die statischen Messungen müs-

sen jedoch Fluoreszenzintensitäten bei verschiedenen Anregungswellenlängen vergleichbar

sein, hier ist eine Korrektur notwendig. Um die Wellenlängenabhängigkeit der Anregungs-

energie zu berücksichtigen, wird das Spektrum der Xenonlampe mit Hilfe eines Re�ek-

tionsstandards (Edmund Optics) in einem Winkel von 45° vermessen. Das integrierte
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4 Datenbearbeitung

Abbildung 4.3: Anregungse�zienz für Anregungsgitter 1 (links) und 2 (rechts).

Rayleighsignal liefert dabei für jede Anregungswellenlänge die relativen Anregungsinten-

sitäten; die Kehrwerte können als vertikales Kalibrationspro�l verwendet werden. Da die

Intensität von der Wahl des Anregungsgitters ebenso abhängig ist wie von der Breite der

Anregungsspalte, muss für jede Einstellung ein solches Kalibrationspro�l erstellt werden.

Die erhaltenen Pro�le für die Anregungsgitter 1 und 2 bei einem Anregungsspalt von 1

mm sind in Abbildung 4.3 dargestellt.

Ein Hinweis auf die Konsistenz der Kalibration von Anregungs- und Detektionse�zienz

liefert der Vergleich von Anregungse�zienzkurven, welche bei verschiedenen Emissions-

gittereinstellungen (Gitter 1 ZWL 400, Gitter 2 ZWL 350 und Gitter 2 ZWL 550) erstellt

worden sind. Die gute Übereinstimmung der in Abbildung 4.3 dargestellten Kurven weist

die überzeugende Qualität der angewendeten Kalibrationsroutine aus.

4.1.3 Kalibration der Detektionse�zienz

Um eine akkurate Darstellung der beobachteten Intensitätsverhältnisse zu gewährleisten,

muss die Detektionse�zienz der Systeme ermittelt werden. Diese hängt zum Einen von

der betrachteten Emissionswellenlänge und zum Anderen von der Position des Signals auf

der Kamera ab.

Spektrale E�zienz

Diese Kalibration berücksichtigt, dass das System unterschiedliche Wellenlängen verschie-

den gut detektiert. Dazu werden die bekannten Spektren einer Halogenlampe und einer
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4.1 Kalibration

Abbildung 4.4: Kalibrationspro�le für die spektrale Detektionse�zienz, LIF.

D2-Lampe vermessen. Division der Referenzkurven durch die gemessenen Daten ergibt ein

horizontales Kalibrationspro�l (siehe Abbildung 4.4), mit dem die gemessenen Spektren

multipliziert werden.

Zweidimensionale Detektionse�zienz der Streakkamera

Für die Auswertung der zeitaufgelösten Daten müssen alle Datenpunkte des Kamerabildes

in ihrer Intensität vergleichbar sein. Dies erfordert eine Kalibration der zweidimensionalen

Detektionse�zienz des Streaksystems, welche im Rahmen der vorliegenden Arbeit ent-

wickelt wurde. Details zur praktischen Umsetzung �nden sich in Abschnitt 4.2. Eine ana-

loge Bearbeitung der AE-Spektren ist nicht erforderlich, da alle unmittelbar verglichenen

AE-Spektren durch eine Mittelung über dieselbe region of interest zustande gekommen

sind. Auf diese Weise wurde der etwaige Ein�uss unterschiedlicher Detektionse�zienzen

auf dem Kamerachip vermieden.
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4.2 Verbesserung der Kalibrationsroutine

4.2.1 Zweidimensionale Detektionse�zienz der Streakeinheit

Für die korrekte Bestimmung von Lebenszeiten bei verschiedenen Emissionswellenlän-

gen ist es essentiell, dass messtechnisch bedingte Unterschiede der Signalintensität auf

verschiedenen Bereichen des Kamerachips korrigiert werden. Daher wurde ein neuartiges

Kalibrationsverfahren entwickelt, welches die Variation der Detektionse�zienzen durch

unterschiedliche Positionen auf dem Phosphorschirm der Streakkamera in verschiedenen

Zeitfenstern berücksichtigt.

Kalibration des Zeitfensters von 10 ns mit der Halogenlampe

Zur Kalibration des langen Zeitfensters von 10 ns wird das Spektrum einer Halogenlampe

mit und ohne Zeitau�ösung vermessen. Die Messung mit Zeitau�ösung ergibt ein zwei-

dimensionales Rohdatenbild, die Messung ohne Zeitau�ösung ein horizontales Pro�l, wel-

ches als Referenz zur Erstellung der zweidimensionalen Kalibrationsmatrix dient. Die

Kalibrationsmatrix (siehe Abbildung 4.5) besteht dabei aus den Faktoren, mit denen die

Pixelintensitäten des Rohdatenbilds multipliziert werden müssen, um die Intensität auf

den Wert des horizontalen Referenzpro�ls einzustellen. Aufgrund der Vielzahl der zu be-

rücksichtigenden Parameter erwies sich die technische Umsetzung dieses Verfahrens als

verhältnismäÿig kompliziert.

Abbildung 4.5: Kalibrationsmatrix für die Detektionse�zienz der Streakkamera.
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Ein wesentliches Problem stellt die geringe Signalintensität der Halogenlampe in dem

kurzen Zeitbereich von 10 ns dar. Aufgrund eines geringen Signal-Rausch-Verhältnisses

und erhöhtem Nachleuchten des Phosphoschirms eignen sich die Verstärkerstufen 4 und

5 nicht für eine solche Kalibration; es wurde daher bei einer Verstärkerstufe von 3 gemes-

sen. Auch eine Erhöhung der Messfrequenz über 100Hz führte zu erheblichen Artefakten

durch überhöhtes Nachleuchten. Um trotzdem ein akzeptables Signal-Rauschverhältnis

zu erreichen, wurden insgesamt 40 Bilder mit jeweils drei Minuten Intengrationszeit bei

einer Messfrequenz von 50Hz und einer Verstärkerstufe von 3 aufgenommen. Auÿerdem

wurde mit einem Eintrittsspalt von 1mm Breite auf Wellenlängenau�ösung zugunsten

der Signalintensität verzichtet. Damit die Messungen ohne Zeitau�ösung mit derselben

Spaltbreite durchgeführt werden konnten, wurden hier extrem kurze Belichtungszeiten

und Neutraldichte�lter mit hohen optischen Dichten (3 oder 4) eingesetzt.

Essentiell für ein Gelingen der Kalibration ist die Feineinstellung der Triggerung. Die

Streakkamera verstärkt eingehende Signale über einen Zeitraum von mindestens 100 ns,

90% der Messzeit bestehen also aus Streusignal der kontinuierlichen Lichtquelle, welches

zu einer unerwünschten Erhöhung der Signalintensität in den Randbereichen des Kame-

rabildes führt. Dabei ist die Position des eigentlichen Streaksweeps, also die Verschiebung

des Elektronensignals über den Phosphorschirm, im Zeitraum der Verstärkung entschei-

dend. Durch Tests mit verschiedenen Verzögerungszeiten wurde die Position ermittelt,

in der der Streaksweep eine maximale Verstärkung erfährt und somit die beschriebenen

Rande�ekte minimiert werden.

Verfeinerung der Kalibration bei 10 ns

Die so durchgeführte Kalibration ist für das Zeitfenster von 10 ns auf alle Verstärkerstufen

anwendbar. Die positive Auswirkung dieser Kalibration kann mit Hilfe von Referenzfarb-

sto�en gut beobachtet werden (siehe Abbildung 4.6). Durch Subtraktion der Messung bei

0.5 ns konnten zudem störende Rande�ekte eliminiert werden, so dass auch die letzten 100

Pixel (ca 1000 ps) jeder Messung verwendbar sind. Dies wird durch den in Abbildung 4.7

links dargestellten Vergleich zweier Messungen mit überlappenden Zeitbereichen (Fenster

2 kommt 5000 ps nach Fenster 1) deutlich. Während die Kurven der Zeitfenster 1 und

2 ohne Korrektur zwischen 7000 und 8000 ps auseinander laufen, führt eine Korrektur
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Abbildung 4.6: Auswirkung der Kalibration bei Verstärkerstufe 1 (links) und 3 (rechts).

Abbildung 4.7: Eliminierung der Rande�ekte (links) und Kombination zweier Zeitfenster
(rechts).

des Rande�ekts in Zeitfenster 1 zu optimaler Überlappung. Dank dieser Vorgehensweise

können erstmals Messungen in hintereinander liegenden Zeitbereichen optimal kombiniert

werden, wie in Abbildung 4.7 rechts dargestellt. Damit wird die Qualität der Anpassungen

längerer Lebenszeiten signi�kant erhöht.

Messungen der Fluoreszenzlebenszeiten von Referenzfarbsto�en mit verschiedenen Le-

benszeiten und Emissionsbereichen zeigen, dass mit dem so kalibrierten System eine

akkurate Quanti�zierung der Lebenszeit möglich ist. Von den in Tabelle 4.1 aufgeführ-

ten Werten liegt nur die Lebenszeit von 9,10-Diphenylanthracen unterhalb der in der

Literatur[86] angegebenen Fehlergrenzen. Ursache hierfür ist vermutlich trotz ausgiebiger

Entgasungsprozedur auftretendes Sauersto�quenching, für das Anthracenderivate sehr an-

fällig sind.[87][88]
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Farbsto� Lösungsmittel τ gemessen τLiteratur
in ns in ns

POPOP cyclo-Hexan 1.12± 0.01 1.12± 0.04
2,5-Diphenyloxazol cyclo-Hexan 1.37± 0.01 1.36± 0.04

Rhodamin B Methanol 2.52± 0.02 2.5± 0.1
NATA H2O 3.24± 0.03 3.1± 0.1

Coumarin 153 Methanol 4.24± 0.04 4.3± 0.2
9,10-Diphenylanthracen cyclo-Hexan 6.1± 0.1 7.5± 0.4

Tabelle 4.1: Vergleich der gemessenen Lebenszeiten mit Literaturwerten.[86]

Die oben dargestellten Ergebnisse wurden durch Integration über einen groÿen Emissions-

bereich erzielt. Notwendig ist jedoch insbesondere eine gute Vergleichbarkeit verschiede-

ner Bereiche auf der Kamera. Auch diese hat sich durch die Kalibration stark verbessert;

Messungen mit dem über das gesamte Spektrum monoexponentiellen Farbsto� NATA

als Referenz zeigten jedoch, dass ein kleiner Trend zur Erhöhung der Lebenszeit mit der

Emissionswellenlänge besteht. Ein solcher systematischer Fehler hat nahezu keinen Ein-

�uss auf die integrierten Fluoreszenzlebenszeiten, würde sich aber fatal auf die äuÿerst

sensible Detektion der spektralen Relaxation in Kapitel 5 auswirken, und muss für diese

Anwendung unbedingt korrigiert werden.

Der vorhandene Trend wurzelt vermutlich in einem intensitätsabhängigen Detektionsef-

fekt, so dass der spezielle Intensitätsverlauf der intrinsischen Protein�uoreszenz auf der

Wellenlängen- und Zeitachse nicht mit dem kontinuierlichen Signal der Halogenlampe kor-

rigiert werden kann. Da die wellenlängenaufgelösten Messungen im Rahmen dieser Arbeit

nur für die intrinsische Protein�uoreszenz von essentieller Bedeutung sind, wurde NATA

als Referenz für eine weitere Korrektur der intrinsischen Protein�uoreszenz herangezogen.

Eine bereits mit der oben beschriebenen Kalibrationsmatrix korrigierte NATA-Messung

des Emissionsgitters 1 mit einer Zentralwellenlänge von 380 nm (dies ist die Standard-

einstellung für alle STPs) wird dazu mit einer aus der Fluoreszenzlebenszeit und dem

statischen Spektrum konstruierten Kalibrationsmatrix abgeglichen. Die so erstellte Kali-

brationsmatrix wird zusätzlich auf die STP-Messungen aufmultipliziert.
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4 Datenbearbeitung

Abbildung 4.8: Abklingkurven vor und nach der Korrektur des Intensitätsverlaufes.

Ergebnis

Tatsächlich ergeben sich mit der beschriebenen Prozedur nahezu konstante Fluoreszenzle-

benszeiten für NATA, APGW und Azurin bei verschiedenen Emissionswellenlängen. Der

für NATA ohne diese Kalibration beobachtete, nicht der Literatur entsprechende Trend

zur stetigen Lebenszeiterhöhung mit der Emissionswellenlänge wird dabei beseitigt, wie

in Abbildung 4.9 dargestellt. Auch stimmen die zwei Lebenszeiten des Tryptophans von

0.52 ± 0.08 ns und 3.39 ± 0.39 ns sehr gut mit den Literaturwerten von 0.54 und 3.44 ns

überein.[8] Die entwickelte Kalibrationsroutine stellt eine wesentliche Verbesserung des

bisherigen Verfahrens − insbesondere in den Randbereichen des Kamerachips − dar und

kann auch zur Untersuchung der spektralen Relaxation bedenkenlos verwendet werden.

Abbildung 4.9: Auswirkung der Kalibration der zweidimensionalen Detektionse�zienz.
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4.2 Verbesserung der Kalibrationsroutine

Kalibration der Zeitfenster von 0.5 ns bis 2 ns mit Farbsto�

Die Halogenlampe eignet sich als Kalibrationslichtquelle aufgrund der durch die Konti-

nuität der Lichtquelle erzeugten Rande�ekte und der geringen Signalintensitäten nicht

für die kleinen Zeitfenster von 0.5 bis 2 ns. Daher wird für diese Einstellungen PPO in

cyclo-Hexan mit einer Lebenszeit von τ = 1.37 ns als Referenz verwendet. Um systemati-

sche Fehler zu vermeiden entstammt die genutzte Lebenszeit nicht der Literatur, sondern

ist einer Messung im kalibrierten Zeitfenster von 10 ns entnommen worden. Zur Detek-

tion wird das Emissionsgitter 2 mit einer Zentralwellenlänge von 350 nm verwendet, um

den Kamerachip über den gesamten Emissionsbereich möglichst intensiv auszuleuchten.

Auÿerdem wird die Messung zeitlich so positioniert, dass nur die abfallende Flanke der

Fluoreszenz zu sehen ist, um Komplikationen durch den anfänglichen Anstieg oder mögli-

cher Solvenzrelaxation aus dem Weg zu gehen. Die erhaltenen Kalibrationmatrizen weisen

keinerlei Rande�ekte auf und liefern plausible Abklingkurven.

4.2.2 IR-Korrektur

Zur Kalibration der Detektionse�zienz der AES wird, wie in Abschnitt 4.1.3 erläutert, auf

die Spektren einer Deuteriumlampe und einer Halogenlampe als Referenz zurückgegri�en.

Bei vielen Einstellungen ist eine Kombination der beiden Lampenspektren erforderlich.

Dazu werden die Kalibrationskurven bei 370 nm zum Schnitt gebracht, wie in Abbildung

4.10 exemplarisch dargestellt. Allerdings wird bei einigen Wellenlängeneinstellungen stö-

rendes IR-Licht der 0. Gitterordnung der Halogenlampe detektiert, so dass die Kalibra-

Abbildung 4.10: Kombination der Kalibrationskurven, AES (links) und LIF (rechts).
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tionskurven in einem zu kleinen Bereich identisch verlaufen, um verlässlich überlagert zu

werden.

Zur Korrektur wurde das Signal der Halogenlampe im störenden IR-Bereich mit Hilfe

eines Kanten�lters RG850 detektiert und nach Aufskalierung von der Kalibrationsmessung

abgezogen, wie in Abbildung 4.11 dargestellt. Abbildung 4.12 zeigt deutlich, dass sich die

Kalibrationskurven ohne Eliminierung des IR-Signals entweder vor oder nach dem Knick

bei 360 nm überlagern lassen, während sie nach vollzogener Korrektur zwischen 320 und

390 nm nahezu identisch verlaufen. Insgesamt bietet dieses Vorgehen eine deutlich höhere

Sicherheit und Verlässlichkeit in der Kombination der beiden Referenzlampen und führt

sowohl zu einer besseren spektralen Form als auch zu einer geringeren Fehleranfälligkeit

in den bestimmten Quantenausbeuten.

Abbildung 4.11: Ein�uss der 0. Gitterordnung im Spektrum der Halogenlampe.

Abbildung 4.12: Kalibrationsfaktoren mit und ohne IR-Korrektur.
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4.3 Datenanalyse

4.3.1 Korrektur der Absorptionsspektren

Im Allgemeinen werden durch die in Abschnitt 3.4 beschriebene Messroutine Absorptions-

spektren ohne Streue�ekte, also mit einer konstanten Basisline bei A = 0, erzeugt. Bei

geringen Füllhöhen oder übermäÿigem Streupartikelaufkommen kann es aber dennoch

zu einer wellenlängenabhängigen Basislinie kommen. Obwohl neben Rayleigh-Streuung

auch Mie-Streuung auftreten kann, folgt die Basislinie zumeist der 1/λ4-Abhängigkeit

von Rayleigh-Streuung und kann daher nachträglich angepasst und von dem eigentlichen

Signal abgezogen werden.

Der E�ekt einer solchen Korrektur ist in Abbildung 4.13 anhand der Vermessung eines

Diazaborols in �üchtigem, organischem Lösungsmittel exemplarisch dargestellt. Dieses

Abbildung 4.13: Korrektur des Streulichthintergrundes in Absorptionsspektren.

Abbildung 4.14: Anpassung spektraler Maxima mit einer Extreme-Funktion.
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Beispiel zeigt eine besonders groÿe Verschiebung des Hintergrundes, in den meisten Fällen

betragen die Abweichungen von der Basisline von A = 0 nicht mehr als 0.005.

Nach erfolgter Korrektur können die Daten zur weiteren Auswertung herangezogen wer-

den. Das hier präsentierte Verfahren ist insbesondere zur korrekten Bestimmung der Quan-

tenausbeute essentiell, da diese vom Absolutwert der Absorption bei der gewählten Wel-

lenlänge abhängt.

4.3.2 Bestimmung von Absorptions- und Fluoreszenzmaxima

Zur Bestimmung maximaler Absorptions und Fluoreszenzwellenlängen werden die vor-

handenen Spektren um das Maximum herum mit einer Extreme-Funktion[89] angepasst,

da sich diese zur Anpassung sowohl schmaler als auch breiter Verteilungen eignet, wie in

Abbildung 4.14 dargestellt. Die Wellenlänge maximaler Fluoreszenzintensität kann den

Anpassungsparametern entnommen werden.

4.3.3 Bestimmung der Lebenszeit

Anpassung der Messdaten mit FINDFit

Zur Bestimmung von Lebenszeiten und zugehörigen Amplituden muss ein exponentielles

Modell an die gemessenen Abklingkurven angepasst werden. Da der Anregungspuls al-

lerdings eine endliche Breite hat und auch die Zeitau�ösung der Detektion begrenzt ist,

liegen die Messdaten als Faltung aus der Fluoreszenzabklingkurve und der sogenannten

Apparatefunktion (engl. instrument response function, IRF) vor.

Fdet(t) = IRF (t)⊗ F (t) = IRF (t)⊗
∑
i

αie
− t
τi (4.2)

Fdet(t) : gemessenes Fluoreszenzsignal
IRF(t) : Apparatefunktion
F(t) : Fluoreszenz
αi : Amplituden
t : Zeit
τi : Lebenszeiten

Das für die Anpassung verwendete Programm FINDFit[90] nutzt zur Rekonstruktion der

Fluoreszenzkurve eine Methode namens numerical reconvolution. Dabei wird die mit Hilfe
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des Rayleighsignals gemessene Apparatefunktion IRF (t) mit einer ersten Abschätzung

(initial guess) für die Parameter der Fluoreszenzabklingkurve gefaltet. Die resultierende

Funktion Fdet,F it(t) wird durch die Minimierung der reduzierten Fehlerquadratsumme χ2

nach Levenberg und Marquardt[91] iterativ an die Messdaten Fdet(t) angepasst.

χ2 =
N∑
i=1

(Fdet(ti)− Fdet,F it(ti))2

Fdet(ti)
(4.3)

N : Zahl der vorliegenden Messpunkte

Die reduzierte Fehlerquadratsumme ist zwar durchaus ein Maÿ dafür, wie gut die Anpas-

sung den Messdaten folgt. Jedoch lässt sie keine Aussage über die Richtigkeit des zugehöri-

gen funktionalen Zusammenhangs zu. Dafür wird auf zwei andere Gröÿen zurückgegri�en,

welche auch die Güte der der Anpassung zugrunde liegenden Funktion gra�sch sichtbar

machen: das Residuum und dessen Autokorrelation.

Das Residuum <(ti) stellt den Verlauf der gewichteten Abweichung zwischen Anpassung

und Messdaten mit der Zeit dar (siehe Gleichung 4.4) und kann niederfrequente, syste-

matische Abweichungen aufspüren.

<(ti) =
Fdet(ti)− Fdet,F it(ti)√

Fdet(ti)
(4.4)

<(ti) : Residuum am Messpunkt ti

Die Autokorrelation dagegen legt Zusammenhänge zwischen den Messpunkten des Resi-

duums, welche sich in einem bestimmten Abstand ζ voneinander be�nden, o�en. Glei-

chung 4.5 beschreibt, wie die Autokorrelation ACFf (ζ) einer allgemeinen Funktion f(x)

bestimmt wird. Sie ist aufwändiger zu berechnen, aber auch sensitiver als das Residuum

selber und kann sowohl hoch- als auch niederfrequente systematische Fehler aufzeigen.

ACFf (ζ) = f ∗(−ζ)⊗ f(ζ) =

∞∫
−∞

f(x+ ζ) · f ∗(x)dx (4.5)

ACFf (ζ) : Autokorrelation
ζ : Korrelationslänge, engl. Lag
f(x) : Funktion
f ∗(x) : komplex Konjugierte von f(x)

Abbildung 4.15 stellt eine typische Abklingkurve mit biexponentieller Anpassung, Re-

siduum und Autokorrelation dar. Den Daten zugrunde liegt eine Messung des Proteins
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Abbildung 4.15: Biexponentielle Anpassung mit Residuum und Autokorrelation.

β-Casein mit einer Anregungswellenlänge von 294 nm und einem Emissionsbereich zwi-

schen 350 und 370 nm. Residuum und Autokorrelation weichen nur durch statistisches

Rauschen vom Wert Null ab und weisen so die hohe Qualität der Anpassung aus.

Fehleranalyse

Für die im vorangegangenen Abschnitt beschriebene Anpassung gibt es keinen analyti-

schen Ausdruck für die Fehler in den einzelnen Parametern. Daher werden die Fehlergren-

zen mit Hilfe der χ2-Analyse bestimmt.

Abbildung 4.16: Rigorose Fehleranalyse für die Lebenszeit von NATA.
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Im Rahmen der χ2-Analyse wird der zu untersuchende Parameter, in diesem Beispiel die

Lebenszeit, konstant gehalten, und alle anderen Parameter auf das kleinste χ2 optimiert.

Dieser Vorgang wird für n verschiedene Werte der Lebenszeit, welche sich in kleinen Inter-

vallen voneinander be�nden, durchgeführt. Abschlieÿend werden die erhaltenen χ2
n-Werte

auf den Wert der besten Anpassung χ2
min normiert und gegen die Lebenszeit aufgetragen,

wie in Abbildung 4.16 dargestellt. Unter der gegebenen Anzahl an Freiheitsgraden be-

rechnen sich die Fehlergrenzen für die Lebenszeit aus den Schnittpunkten der Kurve bei

χ2
n/χ

2
min = 1.075. Für diesen Wert liegt die gesuchte Lebenszeit mit einer Wahrscheinlich-

keit von 68% in dem angegebenen Intervall.[8, 90]

4.3.4 Anisotropie

Korrektur der polarisationsabhängigen Detektionse�zienz

Zur Bestimmung des Zeitverlaufs der Anisotropie wird die parallel und orthogonal zum

Anregungslicht polarisierte Emission detektiert. Das Detektionssystem vermisst dafür

zwei senkrecht zueinander stehende Polarisationskomponenten (horizontal und vertikal

im Raum). Die Polarisationssensitivität der Detektionseinheit erfordert allerdings eine

Korrektur zur Angleichung der Signalintensitäten der beiden Polarisationskomponenten.

Zu diesem Zweck wird ein Farbsto� so angeregt, dass beide detektierbaren Polarisations-

komponenten der Emission orthogonal zur Anregungspolarisation stehen (siehe Abbildung

4.17 links). Unterschiede in der Intensität sind somit allein auf die Polarisationssensitivität

der Detektionseinheit zurückzuführen.

In dieser Arbeit wurde NATA als Farbsto� verwendet, da es denselben Emissionsbereich

wie die zu untersuchenden Einzeltryptophanproteine aufweist. Aus diesem Grund kann

auf eine wellenlängenabhängige Betrachtung der Polarisationssensitivität verzichtet, und

ein einfacher Korrekturfaktor zur Angleichung der Signalintensitäten verwendet werden.

Liegen relativ kleine, �exible Moleküle in wenig viskosen Lösungsmitteln vor, so ist ein

schnelles Abklingen der Anisotropie zu erwarten. Hier kann die Fluoreszenz der beiden Po-

larisationskomponenten zu einem späten Zeitpunkt gleichgesetzt werden. Dieses Verfahren

ist exemplarisch in Abbildung 4.17 rechts dargestellt. Es besticht durch die Vermeidung

von Fehlern, welche durch Laserenergieschwankungen und Photobleaching entstehen.
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Abbildung 4.17: Aufbau zur Bestimmung des Korrekturfaktors (links), Aufskalierung
der Daten (rechts).

Die Tatsache, dass die beiden Polarisationskomponenten in einem späten Zeitbereich über

mehrere Nanosekunden hinweg dieselbe Intensität aufweisen, rechtfertigt die Annahme ei-

ner bereits früh abgeklungenen Anisotropie. Fallen die Kurven jedoch erst kurz vor dem

gewählten Schnittpunkt zusammen, so muss eine langlebige Anisotropiekomponente ver-

mutet und auf den Korrekturfaktor zur Anpassung der Signalintensitäten zurückgegri�en

werden. Diese Methode wurde auch für bereits zur Verö�entlichung eingereichte Untersu-

chungen der Aggregation des NPYs angewendet.[92]

Anpassung der Messdaten

Nach der oben beschriebenen Korrektur der Signalintensitäten der einzelnen Polarisati-

onskomponenten kann die Anisotropie gemäÿ Gleichung 4.6 aus den Messdaten bestimmt

werden.

r(t) =
I‖(t)− I⊥(t)

I‖(t) + 2I⊥(t)
=
D(t)

S(t)
(4.6)

r : Anisotropie
I‖ : Fluoreszenzintensität bei paralleler Detektion
I⊥ : Fluoreszenzintensität bei vertikaler Detektion

Zwei verschiedene Vorgehensweisen stehen zur Analyse der Anisotropie zur Verfügung:

� Die aus den Messdaten nach Gleichung 4.6 bestimmte, zeitabhängige Anisotropie

wird ohne Entfaltung angepasst.
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� Zunächst werden Zähler D(t) und Nenner S(t) der Gleichung 4.6 berechnet und mit

Entfaltung multiexponentiell in FINDFit angepasst. Die Anisotropie wird anschlie-

ÿend als Quotient der entfalteten Funktionen berechnet und erneut angepasst.

Die direkte Berechnung und Anpassung der Anisotropie hat den Nachteil, dass keine

sinnvolle Entfaltungsprozedur möglich ist. Resultierende Abweichungen zu Beginn der

Abklingkurve führen häu�g zu einer Überbetonung kurzer Korrelationszeiten im Bereich

der Halbwertsbreite der IRF. Zudem ist durch das schlechte Signal-Rausch-Verhältnis im

hinteren Teil der Kurve die Fehleranfälligkeit hoch.

Dem gegenüber ermöglicht die Methode der getrennten Zähler- und Nenneranpassung

die Entfaltung der Messdaten. Auf diese Weise bleiben die Proportionen zwischen langen

und kurzen Korrelationszeiten gewahrt. Auch ist das Signal-Rausch-Verhältnis für Zähler

und Nenner deutlich besser als für die direkt berechnete Anisotropie. Allerdings werden

in den Anpassungen von D(t) und S(t) zumeist etwas unterschiedliche Zeitverschiebun-

gen der IRF angenommen. Dies muss in der Rekombination der Kurven berücksichtigt

werden, da sich sonst starke Abweichungen in den resultierenden Korrelationszeiten er-

geben. Abbildung 4.18 zeigt, dass sich beide Verfahren trotz kleinerer Unterschiede zur

Bestimmung der Anisotropie eignen. Im Rahmen dieser Arbeit wird jeder Datensatz nach

beiden Methoden ausgewertet und voneinander abweichende Ergebnisse der verschiedenen

Methoden diskutiert.

Abbildung 4.18: Vergleich der beiden Methoden an NATA in Glycerin.
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5 Spektrale Relaxation in single

tryptophan-Proteinen

Wie in Abschnitt 2.3 erläutert, kann eine multiexponentielle dynamische Fluoreszenz eines

Proteins mit nur einem Tryptophanrest sowohl auf das Vorliegen verschiedener Konfor-

mere, als auch auf einen Reorganisationsprozess im angeregten Zustand − also spektrale

Relaxation − hinweisen. Eine Unterscheidung zwischen diesen beiden Prozessen ist für die

Klärung der Struktur und Dynamik vieler Proteine in Lösung essentiell, allerdings man-

gelt es zu diesem Zweck immer noch an handhabbaren Werkzeugen. Die in diesem Kapitel

vorgestellte, systematische Studie an zwanzig verschiedenen Proteinen und Peptiden soll

nicht nur ein solches Werkzeug liefern, sondern auch Einblicke in die Zusammenhänge

zwischen Proteincharakteristika und Reorganisationsprozess ermöglichen.

5.1 Einleitung und Aufgabenstellung

Bereits in den 1980er Jahren mehrten sich die Hinweise auf Relaxationsprozesse in der

intrinsischen Fluoreszenz von Proteinen. So erhöhen sich die intensitätsgemittelten Le-

benszeiten von vielen STPs mit der Emissionswellenlänge, obwohl NATA eine über das

gesamte Emissionsspektrum gleichbleibende Lebenszeit aufweist.[93�97] Quenchingunter-

suchungen deckten auf, dass sich das Emissionsmaxmimum der Protein�uoreszenz mit

erhöhter Quencherkonzentration zumeist zu geringeren Wellenlängen verschiebt.[60, 98�100]

Diese Beobachtungen können im Einzelfall auch mit Hilfe verschiedener Konformere er-

klärt werden; allerdings bleibt bei diesem Ansatz unverständlich, wieso nahezu ausschlieÿ-

lich Rotverschiebungen des Spektrums mit der Zeit festgestellt werden. Messungen von

Eftink[8] belegen, dass zwischen der maximalen Emissionswellenlänge und der Lebenszeit
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eines STPs kein Zusammenhang besteht. Daher sollte es ebenso häu�g zu einer Verringe-

rung der mittleren Emissionswellenlänge mit der Zeit kommen.

Statt dessen hat sich in den letzten Jahren die Vorstellung durchgesetzt, dass die spektrale

Verschiebung auf einen Reorganisationsprozess im angeregten Zustand zurückzuführen ist.

Messungen von Proteinen, welche mit den Polaritätssonden DANCA, PRODAN und TNS

markiert wurden, zeigen die charakteristischen, negativen Amplituden an der roten Kante

des Spektrums[101�103] sowie starke Rotverschiebungen der Fluoreszenz mit der Zeit.[104�106]

Spektrale Relaxation in intrinsischer Protein�uoreszenz ist experimentell schwer zu bele-

gen. Der eindeutige Beweis für einen Prozess im angeregten Zustand, eine negative Am-

plitude in den Fluoreszenzabklingkurven, konnte nur in sehr seltenen Fällen - und auch

nur für Prozesse mit Lebenszeiten im Subnanosekundenbereich - erbracht werden.[107] Dies

hängt mit der vergleichsweise geringen Polaritätssensitivität von NATA, und somit gerin-

gen Verschiebung des Spektrums relativ zur Halbwertsbreite zusammen (siehe Abbildung

5.1). Der Hauptteil der Fluoreszenz nach der Relaxation wird also in einem Wellenlängen-

bereich liegen, welcher vor der Relaxation bereits über Intensität verfügt. Für Prozesse

im Nanosekundenbereich ergibt sich zudem die Schwierigkeit, dass die Lebenszeit der

Tryptophan�uoreszenz im selben Zeitbereich liegt. Dadurch überlagern sich Anstieg und

Absinken der Fluoreszenzintensität, so dass anstelle eines Anstiegs der Fluoreszenz bei

hohen Emissionswellenlängen nur eine längere Lebenszeit beobachtet wird.

Abbildung 5.1: Spektrale Verschiebung durch Solvenzrelaxation von NATA und ande-
ren Farbsto�en im Verhältnis zur Halbwertsbreite, Messungen in Propylenglykol bei 20 °C
(relaxiert) und -60 °C (unrelaxiert). Bild wurde der Literatur entnommen.[67]
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Die wissenschaftliche Diskussion um die Existenz von spektraler Relaxation spaltet die

Fachwelt im Wesentlichen in zwei Lager: Die Befürworter argumentieren mit der geringen

Wahrscheinlichkeit, die beobachteten E�ekte ausschlieÿlich mit verschiedenen Konforme-

ren erklären zu können.[67, 69,108�110] Ihre Gegner zeigen dagegen an einzelnen Proteinen

auf, dass die dort beobachteten E�ekte durch Konformere verursacht werden.[111�113]

Ein weit verbreiteter Ansatz zur Identi�zierung spektraler Relaxation stellt die Unter-

suchung der Temperatur- und Viskositätsabhängigkeit der Fluoreszenz dar.[96, 109,114,115]

Doch dazu sind starke Temperatur- und Viskositätsvariationen, sowie die Verwendung von

Lösungsmitteln wie Glycerin, Propylenglycol und Zuckerlösungen notwendig, welche ggf.

sogar die Proteinfaltung beein�ussen. Daher ist es wünschenswert, eine Unterscheidung

zwischen spektraler Relaxation auf der einen, und dem Vorliegen mehrerer Konformere

auf der anderen Seite unter physiologischen Bedingungen vornehmen zu können.

Aktuelle technische Entwicklungen, wie die Etablierung der Femtosekundenspektroskopie

und der Routineeinsatz von computergestützen Simulationsmodellen, liefern das Hand-

werkszeug für moderne Forschungsprojekte im Bereich der spektralen Relaxation. Al-

lerdings konzentrieren sich die meisten femtosekundenspektroskopischen Untersuchungen

auf die Detektion der schnellen Hydratationsdynamik, welche durch eine Mitbewegung

der Proteinmatrix verlangsamt sein kann.[65, 107,116,117] Langsamere Proteinbewegungen

sind auf diese Art nicht detektierbar. Anpassungen an neue mathematische Modelle der

spektralen Relaxation nutzen die Leistungsfähigkeit heutiger Computersysteme, aller-

dings wird das Vorliegen von spektraler Relaxation in diesen Studien immer als Fakt

vorausgesetzt.[109,110,118]

Trotz vielfältiger Indizien für die Existenz der spektralen Relaxation ist die Forschung

also bis heute eine Methode schuldig geblieben, welche spektrale Relaxation in Protei-

nen vom Vorliegen reiner Konformere unterscheiden kann. Die Entwicklung einer solchen

Methode unter Ausnutzung des multidimensionalen Parameterfeldes des zeitaufgelösten

LIF-Systems ist der zentrale Ansatzpunkt des hier vorgestellten Projekts. Im Gegensatz

zu konventionellen, zeitaufgelösten Fluoreszenzmessungen bietet die Kombination von ge-

pulster Anregung mit einer Streakkamera in der Detektion die Möglichkeit, alle zeitauf-

gelösten Emissionsspektren und Abklingkurven bei verschiedenen Emissionswellenlängen
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simultan zu erfassen. Auf diese Weise kann ein detaillierter, quantitativer Abgleich des

mehrdimenionalen Datensatzes erfolgen. Das geplante Projekt gliedert sich wie folgt:

� Zunächst werden Proteine und Peptide mit möglichst vielen verschiedenen Tryp-

tophanumgebungen zuammengestellt. Um sicher zu stellen, dass alle Proteine in

der nativen Faltung vorliegen und keine Verunreinigungen stören, werden alle Ver-

bindungen gründlich �uoreszenzspektroskopisch charakterisiert. Diese Charakteri-

sierung umfasst neben der Lage der Emissionsmaxima auch die Lebenszeiten, die

Anisotropie und das Quenchingverhalten der Peptide und Proteine. Für bereits li-

teraturbekannte Proteine erfolgt ein Abgleich mit den Literaturwerten.

� Voruntersuchungen zum red edge-E�ekt liefern einen ersten Hinweis auf potenti-

ell relaxierende Proteine und Peptide und sollen die Interpretation der Ergebnisse

erleichtern.

� Zentrales Instrument der Studie sind die simultan zeit- und wellenlängenaufgelösten

Fluoreszenzmessungen. Untersuchungen zur Energieabhängigkeit stellen die Verläss-

lichkeit der Ergebnisse sicher. Messungen in einem kurzen Zeitfenster (0.5 bis 2 ns)

sollen negative Amplituden als Charakteristikum für schnelle Prozesse im angereg-

ten Zustand detektieren. Messungen in dem Zeitfenster von 10 ns ermöglichen die

Beobachtung von Prozessen mit längeren Lebenszeiten.

� Aufbauend auf den zeitaufgelösten Fluoreszenzmessungen soll eine Methode zu De-

tektion der spektralen Relaxation entwickelt und an den Referenzsubstanzen getes-

tet werden. Abschlieÿend ist die Anwendung auf alle Proteine der Studie und ein

Abgleich der erhaltenen Ergebnisse mit den bereits in der Literatur vorhandenen

Hinweisen auf spektrale Relaxation vorgesehen.

5.2 Charakterisierung der Proteine und Peptide

5.2.1 Auswahl geeigneter Proteine und Peptide

Für die vorliegende Studie wurden zwanzig verschiedene Proteine und Peptide, welche

genau ein Tryptophan enthalten, ausgewählt. Die Verbindungen wurden so gewählt, dass
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Proteine und Peptide mit sehr unterschiedlichen Tryptophanumgebungen und Struktur-

motiven vorliegen. Daher variiert die Zahl der enthaltenen Aminosäuren zwischen 1 und

584, der Exponiertheitsgrad reicht von maximaler Exposition in kleinen Peptiden bis zu

starker Abschirmung in Azurin. Die drei wesentlichen Strukturmotive, α-Helix, β-Faltblatt

und random coil sind als Träger des Tryptophans vertreten, ebenso wie alle drei Klassen

der Protein�uoreszenz nach Burstein.

Abbildung 5.2: Kristallstrukturen: (von links oben nach rechts unten) Myelin Ba-
sic Protein,[119] Monellin,[120] HSA,[121] Asparaginase,[122] Nuklease,[123] RNT1

[124] und
Azurin[125]. Darstellung mit Swiss-PdbViewer.[126] Einfärbung des Bandes nach Sekundär-
struktur (α-Helix rot, β-Faltblatt gelb, random coil grau), Einfärbung der Tryptophanreste
nach Exposition zum Lösungsmittel.
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Die Abbildung 5.2 zeigt die bekannten Röntgenkristallstrukturen der gröÿeren Proteine,

wobei die Farbgestaltung der Sekundärstruktur (α-Helix rot, β-Faltblatt gelb und random

coil grau) folgt. Die Farbe des Tryptophanrestes re�ektiert den Grad der Exponiertheit

zum Lösungsmittel, wobei die maximale Exposition der Exposition im Pentapeptid Gly-

Gly-Trp-Gly-Gly entspricht.

Für einige der Proteine, z.B. HSA und RNT1, wurden in früheren Studien bereits Hinweise

auf spektrale Relaxation gefunden, sie dienen als Positivreferenz.[63, 96,109,118,127] Im Falle

des Melittin Tetramers liegt eine kontroverse Diskussion vor: Während einige Artikel auf

spektrale Relaxation verweisen,[96, 109] sehen Pandit et al.[112] das Vorliegen von verschie-

denen Konformeren als erwiesen an. NATA und Tryptophan dienen als Negativreferenzen:

NATA sollte über alle Emissionswellenlängen eine monoexponentielle Abklingkurve auf-

weisen und keinerlei Verschiebung aufweisen. Die Verschiebung im Tryptophan dagegen

stellt sozusagen den Prototyp für das Vorliegen verschiedener Konformere dar. Messungen

von Tryptophan in Glycerin dienen als Testsystem, denn hier tritt eine Kombination aus

Konformeren und Relaxation auf.

5.2.2 Voruntersuchungen

Um sicher zu stellen, dass die untersuchten Proteine in der richtigen Faltung vorliegen,

wurden umfangreiche Voruntersuchungen vorgenommen. Mit Hilfe der Emissionsmaxima,

Quenchingeigenschaften und Lebenszeiten werden die Peptide und Proteine systematisch

charakterisiert. Abweichungen von Literaturwerten können dabei auf beschädigte Struk-

turen bzw. Verunreinigungen hindeuten.

Emissionsmaxima

Die aus den statischen Fluoreszenzspektren ermittelten Emissionsmaxima und die be-

kannten Literaturwerte sind in Abbildung 5.3 gra�sch dargestellt. Insgesamt ergibt sich

eine sehr gute Übereinstimmmung; eine Abweichung von mehr als 3 nm ist nur bei β-

Casein zu beobachten. Allerdings liegt der Literaturwert mit 350 nm[128] im Bereich der

denaturierten Proteine; hier wurde wahrscheinlich mit nicht nativem Protein gearbeitet.

Zudem liegt β-Casein im basischen zwar unstrukturiert vor, unter den Messbedingungen

von pH = 7 bildet es aber bereits Sekundärstrukturmotive aus, so dass das Emissions-
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Protein/Peptid Quelle Anzahl Sekundär- Burstein-
der AS struktur klasse

am Trp
Tryptophan 1 3

NATA 1 3
W-G*HCl 2 3
A-P-G-W 4 3
ACTH, 4-10 human, synthetisch 6 random coil 3
ACTH, 1-10 human, synthetisch 10 random coil 3
ACTH, 1-17 human, synthetisch 17 random coil 3
ACTH, 1-24 human, synthetisch 24 random coil 3
Trp Cage synthetisch 20 Cage 2
Melittin honey bee venom 26 α-Helix 2
Monellin Discoreophyllum cumminsii 50 β-Sheet 2

Melittin Tetramer honey bee venom 104 α-Helix 1
RNT1 Aspergillus oryzae 130 β-Sheet 1
Azurin Pseudomonas aeruginosa 148 β-Sheet 1

Myelin Basic Protein bovine brain 169 β-Sheet 2
κ-Casein bovine milk 190 random coil 1-2
β-Casein bovine milk 224 random coil 2

Nuclease Mu50 Staphylococcus aureus 228 random coil 1
Asparaginase Escherichia Coli 321 β-Sheet 1
HS Albumin Human Serum 584 α-Helix 1-2

Tabelle 5.1: Die untersuchten Proteine, Peptide und Aminosäuren im Überblick.

maximum hier kleiner als 350 nm sein sollte. Selbst das kleine Peptid ACTH 1-24 verfügt

bereits über eine verminderte Emissionswellenlänge bei 348 nm.

Lebenszeiten und Anisotropie

Die mittlere Lebenszeit der Fluoreszenz ist eine Gröÿe, die noch sensibler auf Änderungen

in der chemischen Umgebung reagiert als das Emissionsmaximum. Dem entsprechend

eignet sie sich hervorragend für einen strukturellen Vergleich. Die gemessenen mittleren

Lebenszeiten und die bekannten Literaturwerte sind in Abbildung 5.4 dargestellt und

belegen eine hohe Übereinstimmung.

Der Zeitverlauf der Anisotropie kann dagegen Aufschluss über die Beweglichkeit des Tryp-

tophanrestes geben. Die längste Korrelationszeit ist der Molekülrotation zuzuordnen und

liefert daher einen Anhaltspunkt für die Gröÿe des untersuchten Proteins. Da die Fluo-
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5 Spektrale Relaxation in single tryptophan-Proteinen

Abbildung 5.3: Emissionsmaximum mit Literaturvergleich.[96,113,128�133,133�137]

Abbildung 5.4:Mittlere Lebenszeiten der STPs mit Literaturvergleich.[8, 127,129,132,138�142]

Protein/Peptid θ in ps θLit in ps
NATA 61 60

ACTH, 4-10 286 240
ACTH, 1-24 1735 1800
Melittin 1670 1750

Melittin Tetramer 4735 3960

Tabelle 5.2: Korrelationszeiten der Molekülrotation mit Literaturvergleich.[62,139,143] Der
Wert für ACTH 4-10 wurde nach Gleichung 2.20 mit Daten aus der Literatur[63] ermittelt.
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5.2 Charakterisierung der Proteine und Peptide

reszenz nur bis etwa 12 ns nach der Anregungs beobachtet werden kann und häu�g schon

vorher abklingt, gelingt die verlässliche Bestimmung von Rotationskorrelationszeiten bis

etwa 5 ns. Tabelle 5.2 listet exemplarisch die gemessenen Werte für die Korrelationszeiten

der Molekülrotation im Vergleich zu den Literaturwerten auf und belegt die hohe Über-

einstimmung. Sehr schön ist dabei die Tetramerisierung des Melittins zu beobachten.

Quenching mit Acrylamid

Quenchinguntersuchungen geben Aufschluss über die Erreichbarkeit des Fluorophors und

sind somit in hohem Maÿe von der Struktur des Proteins abhängig. Ein Vergleich mit den

vorhandenen Literaturwerten für Quenching mit neutralem Acrylamid soll die korrekte

Faltung der Proteine bestätigen.

Abbildung 5.5 zeigt typische Stern-Volmer-Auftragungen nach Gleichung 2.13. Abwei-

chungen von der Linearität sind in keinem Fall mit kombiniertem statischen und dynami-

schen Quenching zu erklären, da eine Auftragung von Kapp gegen die Quencherkonzentra-

tion nach Gleichung 2.16 nicht zu einem linearen Zusammenhang führt. Statt dessen liegt

in diesen Fällen, wie auch bei Quenching von ACTH 4-10 mit Acrylamid, eine ausgeprägte

sphere of action gemäÿ Gleichung 2.17 vor.

Die erhaltenen Ergebnisse sind, zusammen mit den bekannten Literaturwerten, in Abbil-

dung 5.6 gra�sch dargestellt. Im Vergleich zu den Emissionsmaxima und den Lebenszeiten

sind die ermittelten Quenchingkonstanten stärker fehlerbehaftet. Allerdings streuen auch

die erhaltenen Literaturwerte je nach verwendeter Quelle, selbst wenn die verglichenen

Abbildung 5.5: Quenching der ACTH-Proteine mit Acrylamid.
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5 Spektrale Relaxation in single tryptophan-Proteinen

Abbildung 5.6: Quenching der Proteine mit Acrylamid mit Literaturver-
gleich.[138,142,144�146]

Publikationen vom selben Autor stammen. So wird die Stern-Volmerkonstante von Mo-

nellin in 0.01-molarem TRIS-Pu�er bei pH = 7 von Eftink 1976 mit 5.0M−1, 1977 aber

mit 4.2M−1 quanti�ziert.[138,147] Alles in allem werden die allgemeinen Tendenzen in der

Exposition der Tryptophanreste durch die Experimente daher gut widergegeben.

Alle untersuchten Parameter stimmen also im Rahmen experimentell bedingter Schwan-

kungen gut mit den bekannten Literaturwerten überein. Somit ist die Vergleichbarkeit

sowohl der statischen als auch der dynamischen Messergebnisse mit denen der Litera-

tur sicher gestellt. Auÿerdem kann eine Fehlfaltung der untersuchten, literaturbekannten

Proteine durch Denaturierung oder Verunreinigung ausgeschlossen werden. Die Tetrame-

risierung des Melittins unter den gewählten Messbedingungen konnte mangels Literatur-

wert zwar nicht anhand der verringerten Stern-Volmerkonstante, dafür aber mit Hilfe der

vergröÿerten Korrelationszeit der Molekülrotation einwandfrei nachgewiesen werden.

5.3 Der red edge-E�ekt

In diesem Abschnitt werden Messungen zum red edge-E�ekt der Proteine und Peptide

vorgestellt. Der red edge-E�ekt, also die Erhöhung des Emissionsmaximums mit der An-

regungswellenlänge, dient als erster Hinweis auf die Existenz eines Relaxationsprozesses,

welcher sich zeitlich in der Gröÿenordnung der Fluoreszenzlebenszeit bewegt. So zeigt zum
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Beispiel Tryptophan in einem Pu�er-Glycerin-Gemisch (Vol % 30:70) eine Solvenzrelaxa-

tion im Nanosekundenbereich, welche sich in einer Verschiebung des Emissionsmaximums

mit der Anregungswellenlänge äuÿert (siehe Abbildung 5.8).

Zur Erfassung des red edge-E�ektes wurden die statischen Emissionsspektren der Prote-

ine und Peptide bei verschiedenen Anregungswellenlängen vermessen, und die maximale

Anregungswellenlänge mit einer Extreme-Anpassung bestimmt. Abbildung 5.7 zeigt die

Emissionsspektren (links) und die zugehörigen Anpassungen (rechts) für das Protein HSA.

Die erhaltenen Emissionsmaxima sind in Abbildung 5.8 in Wellenzahlen gegen die Anre-

gungswellenlänge aufgetragen. Ein signi�kanter E�ekt wird in den Proteinen Asparagina-

se, HSA und dem Melittin Tetramer beobachtet. Diese Proteine sollten also im Fokus der

weiteren Untersuchungen stehen. Die Verläufe für Nuklease und κ-Casein deuten ebenfalls

auf einen E�ekt hin; allerdings liefert eine Anregung ab 305 nm für diese beiden Proteine

nicht mehr genügend Fluoreszenzintensität, um das Emissionsmaximum mit ausreichen-

der Genauigkeit bestimmen zu können. Die starke Erhöhung der Emissionswellenlänge bis

zu einer Anregung von 295 nm in HSA, Asparaginase und β-Casein ist auf die bis 295 nm

anregbare Tyrosin�uoreszenz zurückzuführen, da diese Proteine die meisten Tyrosine auf-

weisen. Wie erwartet zeigt keines der kleineren, �exiblen Peptide einen signi�kanten red

edge-E�ekt; dem entsprechend wird hier auch nicht mit dem Auftreten von spektraler

Relaxation gerechnet.

Abbildung 5.7: red edge-E�ekt von HSA, Messdaten (links) und Anpassung (rechts).
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5 Spektrale Relaxation in single tryptophan-Proteinen

Abbildung 5.8: red edge-E�ekt der untersuchten STPs. Alle nicht aufgeführten Peptide
zeigen keine Verschiebung.
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5.4 Analyse der dynamischen Fluoreszenz

5.4 Analyse der dynamischen Fluoreszenz

5.4.1 Energieabhängigkeit

Ein wesentlicher Nachteil der hier vorgestellten Fluoreszenzmessungen besteht in der ho-

hen Photonenzahl, welche für simultan zeit- und wellenlängenaufgelöste Spektren mit

akzeptablem Signal-Rausch-Verhältnis nötig ist. Daher werden in der Literatur immer

wieder fehlinterpretierte Ergebnisse vorgestellt, welche aufgrund von überhöhten Anre-

gungsenergien zustande kommen. Um Sättigungse�ekte und Photobleaching konsequent

zu vermeiden, muss die Anregungsenergie so gewählt werden, dass die Intensität der dy-

namischen Fluoreszenz linear von der Energie abhängt.

Zur Feststellung optimaler Messebedingungen wird die Energieabhängigkeit von NATA

exemplarisch untersucht; zur Energieabschwächung dient dabei eine Kombination aus

Fresnel-Rhombus und Rochon-Prisma. Das ebenfalls in den Rohdaten enthaltene Ray-

leighsignal dient als Referenz für die Intensität des Lasers. Fluoreszenz- und Rayleigh-

intensität werden durch Integration in Zeit- und Wellenlängenachse ermittelt.

Eine Auftragung der Fluoreszenzintensität gegen die Rayleighintensität ergibt eine Gera-

de, die zu hohen Energien hin ab�acht (siehe Abbildung 5.9). Der verwendete Messpunkt

liegt innerhalb des linearen Bereichs; unter der geschätzen Annahme einer Konversionsef-

�zienz von 5% für den Ramanshifter beträgt die Leistungsdichte hier etwa 1.5 MW/cm2.

Allerdings ist zu berücksichtigen, dass einige der vermessenen Proteine für Photobleaching

deutlich anfälliger sind als NATA. Da nicht für jedes Protein eine eigene Energiereihe

durchgeführt werden konnte, wurde während der Durchführung der Messungen stark auf

Abbildung 5.9: Fluoreszenzintensität in Abhängigkeit von der Rayleighintensität.
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5 Spektrale Relaxation in single tryptophan-Proteinen

Abbildung 5.10: Fluoreszenz von Melittin ohne (links oben) und mit (rechts oben) Pho-
tobleaching. Ein�uss auf die Fluoreszenzabklingkurve (unten).

zwei Hauptmerkmale von Photobleaching der intrinsischen Protein�uoreszenz geachtet:

Dem Rückgang der Fluoreszenzintensität mit der Messzeit trotz gleichbleibender Laser-

leistung und dem Auftreten eines kurzlebigen Fluoreszenzsignals bei 420 nm.

Abbildung 5.10 (oben) zeigt den E�ekt einer zu hohen Energiedichte für das Peptid Melit-

tin: Bei überhöhten Leistungsdichten wird ein kurzlebiges Signal an der roten Kante der

Tryptophan�uoreszenz sichtbar. Das Emissionsmaximum um 420 nm ist ein klarer Beleg

dafür, dass es sich hierbei nicht um Tryptophan�uoreszenz handeln kann. Das Störsignal

hat erheblichen Ein�uss auf die Zeitstruktur der Fluoreszenz (Abbildung 5.10 unten) und

muss für eine sorgfältige Analyse der spektralen Relaxation daher unbedingt vermieden

werden.

Durch die Fluoreszenzkomponente mit groÿer Emissionswellenlänge und kurzer Lebens-

zeit liegt der Fluoreszenzschwerpunkt bei etwas höheren Wellenlängen, also geringeren
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Abbildung 5.11: Ein�uss des Photobleachings auf Fluoreszenzabklingkurve und Fluores-
zenzschwerpunkt in ACTH 4-10.

Wellenzahlen, als der Fluoreszenzschwerpunkt ohne Photobleaching. Im zeitlichen Ver-

lauf äuÿert sich das Abklingen dieser Komponente in einer anfänglichen Verschiebung

des Fluoreszenzschwerpunktes zu höheren Wellenzahlen. Diese Verschiebung zu höheren

Wellenzahlen wurde in der Literatur bereits als Beweis für die Existenz verschiedener Kon-

formere und als Gegenargument zur spektralen Relaxation in Melittin und im Melittin

Tetramer herangezogen.[112] Im Extremfall kann das durch Photobleaching hervorgerufene

Signal den Zeitverlauf des Fluoreszenzschwerpunktes sogar dominieren, wie in Abbildung

5.11 für ACTH 4-10 anhand einer Erhöhung der Energiedichte um Faktor 20 dargestellt.

Die Beobachtung der oben beschriebenen Anzeichen von Photobleaching führte zum Ver-

werfen der Daten und zur Vermessung einer neu angesetzten Probe des untersuchten

Proteins unter Verwendung deutlich geringerer Anregungsintensitäten. Auf diese Weise

konnten für fast alle Proteine artefaktfreie Messdaten generiert werden.

Allein das Protein MBP ist zu photosensitiv, um ausreichend glatte Messdaten ohne Ein-

�uss von Photobleaching zu erheben. Trotz sehr geringer Anregungsenergien, welche zu

einem auÿerordentlich schlechten Signal-Rausch-Verhältnis führen, wurde in den Rohda-

ten die für Photobleaching charakteristische, kurze Lebenszeit bei hohen Emissionswel-

lenlängen identi�ziert. Dieses Protein kann daher für die Datenanalyse nicht verwendet

werden.

95



5 Spektrale Relaxation in single tryptophan-Proteinen

5.4.2 Schnelle Relaxationsprozesse

In der Literatur sind Fälle einer kombinierten Solvenz-Proteinbewegung berichtet wor-

den, welche bis zu 100 ps dauern und mit entsprechenden negativen Amplituden einher

gehen.[107,148] Ziel der in diesem Abschnitt vorgestellten Untersuchungen ist es, negative

Amplituden in der Protein�uoreszenz zu identi�zieren, welche zeitlich über die normale

Solvenzrelaxation hinaus gehen und somit eine kombinierte Solvenz- und Proteinreorga-

nisation im Subnanosekundenbereich anzeigen.

Referenzmessungen

Um die verlässliche Detektion von negativen Amplitude zu belegen, wurden Tryptophan in

Phosphatpu�er und NATA in einem Glycerin-Pu�er-Gemisch als Referenzen untersucht.

Tryptophan sollte dabei trotz Veränderung der Lebenszeit mit der Emissionswellenlänge

keine messbare Verschiebung des Maximums zeigen, da die Solvenzrelaxation in Wasser

unterhalb der Zeitau�ösung des Systems liegt. Für NATA im glycerinhaltigen Pu�er sollte

eine ausgeprägte, negative Amplitude durch langsame Solvenzrelaxation beobachtbar sein.

Die Verbindungen wurden je nach Intensität in einem Zeitfenster von 1 oder 2 ns vermes-

sen. Zur Beobachtung einer negativen Amplitude werden die Fluoreszenzabklingkurven

verschiedener Emissionsbereiche miteinander verglichen. Tritt das Fluoreszenzmaximum

bei groÿen Emissionswellenlängen zeitlich verzögert zu dem Maximum bei kleinen Emis-

sionswellenlängen auf, so liegt ein vorgeschalteter Prozess im angeregten Zustand vor.

Tatsächlich liegen die zeitlichen Emissionsmaxima der Fluoreszenzabklingkurven für Tryp-

tophan in Pu�er alle an derselben Stelle, während sich für NATA im glycerinhaltigen Puf-

fer eine dramatischen Veränderung der Fluoreszenzabklingkurve ergibt. Charakteristisch

ist der anfängliche Anstieg der Fluoreszenzintensität bei hohen Emissionswellenlängen. Da

die Verschiebung des Fluoreszenzschwerpunktes hier ausschlieÿlich auf Solvenzrelaxation

zurückzuführen ist, kann sie nach Gleichung 2.22 angepasst werden. Die Anpassung ergibt

einen biexponentiellen Verlauf mit Relaxationszeiten von 110 ps und 880 ps zu Anteilen

von 52 und 48 %. Dieses Ergebnis passt gut zu der Relaxationszeit von 1.1 ns für NATA

in reinem Glycerin.[109] Die Testmessungen belegen, dass das Detektionssystem auch für

kurze Zeitfenster zuverlässig kalibriert wurde und es zur Detektion negativer Amplituden

eingesetzt werden kann.
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Abbildung 5.12: Fluoreszenzabklingkurven von Tryptophan und NATA in Glycerin.

Abklingkurven ohne negative Amplitude

Die Mehrzahl der untersuchten Systeme weist, wie Tryptophan in Pu�er, keine im Rahmen

der hier möglichen Zeitau�ösung messbare negative Amplitude auf. Neben den kleinen,

�exiblen Peptiden WG, APWG und ACTH-Fragmenten zeigen auch die Proteine Monel-

lin, Melittin, Myelin Basic Protein, κ-Casein und Asparaginase keinerlei Verzögerung des

zeitlichen Emissionsmaximums.

Für die kleinen Peptide ist dieser Befund nicht sonderlich überraschend. Da sie noch

keinerlei Sekundärstruktur ausbilden sondern als random coil in Lösung vorliegen, sind die

Tryptophanreste hier stark zum Lösungsmittel exponiert. Eine mögliche Reorganisation

erfolgt daher hauptsächlich durch das Umgebungswasser und ist damit binnen weniger

Pikosekunden abgeschlossen. Für gröÿere Peptide und Proteine ist kein so stringenter

Sachverhalt zu erkennen. Monellin und Myelin Basic Protein weisen zwar ausgeprägte

Abbildung 5.13: Fluoreszenzabklingkurven ohne negativen präexponentiellen Faktor.
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Sekundärstrukturen auf, doch sind ihre Tryptophanreste ebenfalls relative gut durch das

Lösungsmittel erreichbar, was die grüne Färbung der Tryptophanreste in Abbildung 5.2

in Bezug auf Lösungsmittelexposition belegt. Asparaginase hingegen stellt ein Protein

mit ausgeprägter Sekundästruktur und stark abgeschirmten Tryptophanrest dar, während

über die ungeordnete Struktur des κ-Caseins wenig bekannt ist.

Abklingkurven mit negativer Amplitude

Eine negative Amplitude für Proteine in wäÿrigem Pu�er wurde ausschlieÿlich für Proben

aus der Bursteinklasse I beobachtet. Eine Verzögerung der Fluoreszenzintensität mit stei-

gender Emissionswellenlänge konnte für das Melittin Tetramer, Trp-Cage und Nuklease

ausgemacht werden, wie in den Abbildungen 5.14 und 5.15 dargestellt.

Abbildung 5.14: Fluoreszenzabklingkurven vom Melittin Tetramer.

Abbildung 5.15: Fluoreszenzabklingkurven von Nuklease und Trp-Cage.
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Die Quanti�zierung dieses E�ektes ist jedoch nicht nur aufgrund des zum Teil kleinen

Signal-Rausch-Verhältnisses kompliziert; auch die Überlagerung von Intensitätsanstieg

und -absinken erschwert die Bestimmung der Relaxationszeit. Selbst die globale Analyse

aller Kurven setzt eine genau Kenntnis der längeren Fluoreszenzlebenszeiten voraus. Eine

einfachere Methode stellt die Anpassung des Zeitverlaufes des Fluoreszenzschwerpunk-

tes gemäÿ Gleichung 2.22 dar. Dabei kann jedoch nicht berücksichtigt werden, dass die

Verschiebung zum Teil durch Konformere mit verschiedenen Lebenszeiten, welche zumeist

gröÿer als 500 ps sind, verursacht wird. Daher könne nur Relaxationszeiten unter 100 ps als

tragfähig betrachtet werden. Diese Anpassung ist für das Melittin Tetramer und Trp-Cage

in Abbildung 5.16 exemplarisch dargestellt.

Für das Melittin Tetramer existieren in der Literatur bereits umfangreiche Studien zur

Solvatationsdynamik.[107] Neben einer kurzen Komponente im Bereich von wenigen ps tritt

hier eine langsame Relaxationskomponente von ca. 87 ps auf. Diese passt sehr gut zu der

angepassten Relaxationszeit von 75 ps in der Verschiebung des Fluoreszenzschwerpunktes.

Auch die Proteine Nuklease und Trp-Cage weisen einen entsprechenden Relaxationspro-

zess auf, allerdings ist hier mangels Referenzstudien kein Abgleich mit der Literatur mög-

lich. Die augenfälligtse negative Amplitude wurde für Trp-Cage, mit einer zugehörigen

Relaxationszeit von 63 ps, beobachtet. Dieser Wert liegt deutlich oberhalb der Zeitau�ö-

sung und ist dem entsprechend solide. Nuklease weist dagegen einen deutlich schwächeren

Relaxationsprozess mit einer Relaxationszeit von 29 ps auf. Allerdings liegt dieser Wert

Abbildung 5.16: Zeitverlauf des Fluoreszenzschwerpunktes von Melittin Tetramer und
Trp-Cage mit Anpassung.
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unterhalb der Apparatefunktion von 35 ps, so dass der Prozess nicht mehr richtig aufgelöst

werden kann und ggf. auch deutlich schneller ist.

Insgesamt konnten also drei Proteine mit negativen Amplituden als de�nitivem Beweis für

schnelle Relaxationsprozesse im angeregten Zustand identi�ziert werden. Obwohl die für

das Melittin Tetramer gemessene, kurze Relaxationszeit recht gut mit den Literaturwerten

übereinstimmt, können die angegebenen Werte nur Anhaltspunkte für die beobachteten

Relaxationsprozesse darstellen, da eine Überlagerung mit kurzen Abklingzeiten durchaus

möglich ist und die Werte zudem im Bereich der Apparatefunktion liegen.

Unklarer Befund

Für einige Peptide und Proteine ist das Ergebnis nicht ganz so klar. Für HSA, RNT1 und

β-Casein könnte eine negative Amplitude vorliegen, allerdings ist der E�ekt sehr klein

und in Anbetracht des starken Rauschens nicht eindeutig zu identi�zieren (siehe Abbil-

dung 5.17). In diesen Fällen ist schwer zu erkennen, ob der beobachtete E�ekt durch

eine negative Amplitude, oder durch die Veränderung der längeren Lebenszeiten mit der

Emissionswellenlänge in Kombination mit einem kleinen Signal-Rausch-Verhältnis hervor-

gerufen wird.

Diskussion

Mit Hilfe der simultan zeit- und wellenlängenaufgelösten Fluoreszenzmessungen konnten

in drei von 20 untersuchten Proteinen und Peptiden negative Amplituden mit zugehörigen

Abbildung 5.17: Fluoreszenzabklingkurven von RNT1 und HSA.
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Relaxationszeiten im Zeitbereich bis 100 ps identi�ziert werden. Während die Hydratati-

onsdynamik von Melittin bereits hinreichend untersucht wurde, sind die für Nuklease und

Trp-Cage beobachteten Reorganisationsprozesse noch nicht in der Literatur beschrieben

worden. Die erhaltenen Proben zeigen weder einen stringenten Zusammenhang mit dem in

Abschnitt 5.3 beobachteten red edge-E�ekt, noch eine klare Abhängigkeit von der Gröÿe,

Flexibilität oder Sekundärstruktur des Proteins auf. Allerdings wurde dieser E�ekt nur

für Proteine der Bursteinklasse I, und auch nicht für Proteine mit maximaler Flexibilität

dank random coil -Struktur beobachtet.
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5.4.3 Entwicklung eines Modells für die

Schwerpunktsverschiebung durch Konformere

Für Relaxationsprozesse im Nanosekundenbereich ist die Beobachtung eines anfänglichen

Fluoreszenzanstiegs aus den in Abschnitt 5.1 aufgeführten Gründen nahezu unmöglich.

Statt dessen äuÿerst sich die Relaxation in einer wenig charakteristischen Erhöhung der

Lebenszeit mit der Emissionswellenlänge bzw. einer Verschiebung des Fluoreszenzschwer-

punktes mit der Zeit zu geringeren Wellenzahlen; allerdings können diese beiden E�ekte

sowohl auf einen Reorganisationsprozess im angeregten Zustand, als auch auf das Vorlie-

gen von Konformeren im Grundzustand hindeuten. Daher ist ein Werkzeug notwendig,

welches zur Unterscheidung dieser beiden Phänomene beiträgt.

In der Literatur wird häu�g versucht, die Verschiebung des Fluoreszenzschwerpuktes mit

Hilfe eines Modells für spektrale Relaxation anzupassen.[108,109,118] Dazu gehört auch, dass

eine multiexponentielle Anpassung an die Verschiebung Relaxationszeiten liefert. Dieser

Ansatz ist sicherlich wichtig und sinnvoll für die Erfassung des Parameterfeldes unter der

Annahme, dass ausschlieÿlich spektrale Relaxation in dem Protein vorliegt. Er trägt je-

doch nicht der Tatsache Rechnung, dass in vielen Proteinen das Auftreten von spektraler

Relaxation noch gar nicht bewiesen ist, bzw. sich dieser E�ekt mit dem Ein�uss verschie-

dener Konformere überlagern kann. Aus diesem Grund wird auf die Ausarbeitung oder

Verfeinerung eines Modells für den Prozess der spektralen Relaxation selber verzichtet.

Statt dessen wird in diesem Abschnitt ein einfaches Modell für die Verschiebung des

Fluoreszenzschwerpunktes unter Annahme eines reinen Konformationse�ektes entwickelt.

Auf Basis der mehrdimensionalen Messdaten in einem Zeitfenster von 10 ns wird für jedes

einzelne Protein untersucht, ob der beobachtete Zeitverlauf dieser Gesetzmäÿigkeit folgt.

Alle Proteine, deren Verlauf des Fluoreszenzschwerpunkts diesem Modell nicht genügt,

weisen demnach einen Relaxationse�ekt in der Fluoreszenz auf.

Theoretischer Hintergrund

Grundstein für das verwendete Modell bildet die Annahme, dass sich die Fluoreszenz aus

Emissionsbeiträgen einzelner Konformere nach Gleichung 5.1 additiv zusammen setzt.

Jedem Konformer kann dabei eine bestimmte Lebenszeit zugeordnet werden.
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Fges(t) =
∑
i

Fi(t) =
∑
i

αi · e−
t
τi (5.1)

Fges(t): gesamte Fluoreszenzintensität
Fi(t) : Fluoreszenzintensität des Konformers i
αi : Amplitude von i
τi : Lebenszeit von i

Zudem verfügt jedes Konformer über ein zugehöriges, lebenszeitassoziiertes Emissions-

spektrum mit einem de�nierten, zeitlich invarianten Fluoreszenzschwerpunkt. Der Zeit-

verlauf des Fluoreszenzschwerpunktes der Gesamt�uoreszenz ergibt sich somit aus den

sich mit der Zeit verändernden Intensitätsverhältnissen der einzelnen Konformer�uores-

zenzen, wie in Gleichung 5.2 beschrieben. Der Anteil fi(t), den das i-te Konformer an der

Gesamt�uoreszenz zum Zeitpunkt t aufweist, berechnet sich mit Hilfe der zugehörigen

Fluoreszenzabklingkurve.

ν̃COG,ges(t) =
∑
i

fi(t) · ν̃COG,i =
∑
i

Fi(t)

Fges(t)
· ν̃COG,i (5.2)

ν̃COG,ges(t) =

∑
i Fi(t) · ν̃COG,i
Fges(t)

=

∑
i αi · e

− t
τi · ν̃COG,i∑

i αi · e
− t
τi

(5.3)

ν̃COG,ges(t): Schwerpunkt der Gesamt�uoreszenz
ν̃COG,i : Schwerpunkt der i-ten Konformer�uoreszenz
fi(t) : Anteil des i-ten Konformers an der Gesamt�uoreszenz

Die bekannten Lebenszeiten und Amplituden der integrierten Fluoreszenzabklingkurve

erlauben die Bestimmung der Fluoreszenzschwerpunkte der einzelnen Konformere, so-

wie die Rekonstruktion des Schwerpunktverlaufs der Gesamt�uoreszenz der nach dem

oben entwickelten Modell (siehe Gleichung 5.3). Zudem kann die tatsächlich vorliegende

Schwerpunktsverschiebung den zweidimensionalen Messdaten direkt entnommen werden.

Entspricht der nach dem Modell rekonstruierte Verlauf den direkt bestimmten Daten, so

können die Eigenheiten der Fluoreszenz durchaus von Konformeren verursacht werden.

Andernfalls liegt ein Relaxationsprozess vor, dessen Verschiebung nicht durch die Ampli-

tuden und Lebenszeiten der integrierten Fluoreszenzabklingkurve erfassbar ist. Dies liegt

daran, dass sich durch die Integration über einen breiten Wellenlängenbereich ein schnel-

ler Entvölkerungsprozess bei kleinen Wellenlängen zum Teil mit dem Bevölkerungsprozess

bei groÿen Wellenlängen ausgleicht. Auf diese Weise geht ein groÿer Teil der Informatio-
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5 Spektrale Relaxation in single tryptophan-Proteinen

nen, die zur spektralen Verschiebung mit der Zeit beitragen, verloren, so dass die Ampli-

tuden und Lebenszeiten in der integrierten Fluoreszenzabklingkurve keine ausreichende

Verschiebung wieder geben können.

Test des Modells an Tryptophan in Pu�er

Um die Tragfähigkeit dieses Ansatzes zu untersuchen, wird mit Tryptophan eine Pro-

be analysiert, deren Fluoreszenz bekanntermaÿen auf Konformere zurück zu führen ist.

Zunächst wird die integrierte Fluoreszenzabklingkurve im Emissionsbereich zwischen 320

und 430 nm biexponentiell angepasst, es ergeben sich Lebenszeiten von 3350 und 550 ps

mit den zugehörigen Amplituden.

Zur Bestimmung der Fluoreszenzschwerpunkte müssen die lebenszeitassoziierten Emis-

sionsspektren (DAS) bekannt sein. Dazu werden die Abklingkurven in kleineren Emis-

sionsbereichen mit einer Breite von 10 nm mit den ermittelten Lebenszeiten angepasst

und die DAS nach Gleichung 2.10 bestimmt. Mit Hilfe der DAS gelingt die Ermittlung

der Fluoreszenzschwerpunkte der einzelnen Konformere ν̃COG,i nach Gleichung 2.21. Dabei

müssen die Integrationsgrenzen in Wellenzahlen den Grenzen des für die Lebenszeitan-

passung ausgewählten Emissionsbereichs (hier 320 bis 430 nm) entsprechen. Nur so wird

die Kurve ohne störendes Rayleigh- und Ramansignal, sowie ohne ungünstige Kalibrati-

onse�ekte am Bildrand korrekt reproduziert.

Zur Überprüfung des Modells erfolgt die Anpassung einer Funktion nach Gleichung 5.3

an den gemessenen Verlauf des Fluoreszenzschwerpunktes. Dazu werden die zu Beginn

ermittelten Amplituden und Lebenszeiten fest vorgegeben. Für die ebenfalls vorgegebenen

Fluoreszenzschwerpunkte wird in Anbetracht der gröÿeren Fehlerwahrscheinlichkeit ein

Toleranzbereich von 100 cm−1 angenommen; dieser Fehler entspricht zwischen 320 und

430 nm etwa 1.0 bis 1.3 nm. Zusätzlich wird, als einziger freier Parameter, ein O�set für

eventuelle Hintergrunde�ekte berücksichtigt. Der Zeitbereich ist so gewählt, dass keinerlei

Rayleighsignal oder Solvenzrelaxation zu Beginn die Anpassung stört, und auch extrem

geringe Signalintensitäten zum Ende der Kurve vermieden werden. Auf diese Weise wird

der Verlauf des Fluoreszenzschwerpunktes durch das Modell für reine Konformere mit

einem Korrelationskoe�zienten von 0.972 gut reproduziert.
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5.4 Analyse der dynamischen Fluoreszenz

Abbildung 5.18: Bestimmung von Lebenszeiten und DAS, sowie Anpassung des Zeitver-
laufs des Fluoreszenzschwerpunktes für Tryptophan.

Test des Modells an Tryptophan in Glycerin

Um zu zeigen, dass dieses Verfahren auch in der Lage ist, Abweichungen vom Vorliegen

reiner Konformere aufzuzeigen, wird es auf Tryptophan in einem Glycerin-Pu�er-Gemisch

(30% Pu�er und 70% Glycerin) angewendet. Hier wird der Ein�uss der beiden Trypto-

phanrotamere durch ausgeprägte Solvenzrelaxation überlagert. Diese sollte das Modell

nicht erfassen können, so dass die ansteigende Komponente bei hohen Wellenlängen als

lange Lebenszeit interpretiert, und die rekonstruierte Schwerpunktsverschiebung zu lang-

sam erfolgt. Obwohl sich die integrierte Fluoreszenzabklingkurve bereits mit drei Lebens-

zeiten akzeptabel anpassen lieÿe, werden zur Sicherheit vier Lebenszeiten gewählt. Auf

diese Weise ist klar, dass auch eine Erhöhung der Anzahl der Lebenszeiten die Genauigkeit

der Modellvorhersage nicht wesentlich verbessert.

Die Anpassung des Zeitverlaufs des Fluoreszenzschwerpunkts ist für Tryptophan im Glyce-

rin-Pu�er-Gemisch trotz freiem O�set-Parameter und Spielraum in den Fluoreszenzschwer-
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5 Spektrale Relaxation in single tryptophan-Proteinen

Abbildung 5.19: Bestimmung von Lebenszeiten und DAS, sowie Anpassung des Zeitver-
laufs des Fluoreszenzschwerpunktes für Tryptophan in einem Glycerin-Pu�er-Gemisch.

punkten der Konformere nicht möglich, wie der Korrelationskoe�zient von 0.656 eindrück-

lich belegt. Für eine korrekte Anpassung wären entweder unrealistische Fluoreszenzschwer-

punkte (kleiner als 300 und gröÿer als 400 nm), oder völlig andere Lebenszeiten und Am-

plituden notwendig. Mit dem Modell kann also zwischen Verschiebungen unterschieden

werden, welche allein aufgrund von Konformeren im Grundzustand, oder unter Beteiligung

eines Relaxationsprozesses im angeregten Zustand zustande kommen.
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5.4.4 Langsame Relaxationsprozesse

In diesem Abschnitt werden die Messergebnisse zur dynamischen Protein�uoreszenz über

mehrere Nanosekunden vorgestellt, wobei ein besonderes Augenmerk auf der Untersu-

chung des Fluoreszenzschwerpunktes nach dem entwickelten Modell für Grundzustands-

konformere liegt.

Die gemessenen Fluoreszenzschwerpunktsverläufe

Der Verlauf des Fluoreszenzschwerpunktes ist für jedes Peptid und Protein ermittelt wor-

den; Abbildung 5.20 gibt eine repräsentative Übersicht über die erhaltenen Kurven. Zur

besseren Vergleichbarkeit wurde die Di�erenz zur Wellenzahl zum Zeitpunkt t = 7000 ps

aufgetragen, da auf diese Weise die Verläufe aller Proteine in einem Bild darstellbar sind.

Der Übersichtlichkeit halber wurden nicht alle Fluoreszenzschwerpunktsverläufe darge-

stellt; die fehlenden Daten zeigen entweder ein ähnliches Verhalten, oder werden im Laufe

des Kapitels gesondert diskutiert.

NATA als Referenz

Zunächst muss mit Hilfe einer Referenz sicher gestellt werden, dass die Kalibration des

Detektionssystems eine akkurate Wiedergabe des Fluoreszenzschwerpunkts und der Le-

benszeiten ermöglicht. Dazu wird NATA verwendet, da es eine über das gesamte Spektrum

monoexponentielle Fluoreszenz aufweist und zudem keine Verschiebung im Fluoreszenz-

schwerpunkt zeigen sollte.

Abbildung 5.21 zeigt die gemessenen, nahezu identischen Fluoreszenzabklingkurven bei

verschiedenen Emissionswellenlängen und daraus monoexponentiell ermittelten Lebens-

zeiten. Die Lebenszeiten liegen zwischen 3140 und 3190 ps mit Fehlern im Bereich von 20

bis 50 ps, und passen hervorragend zu dem Literaturwert von 3170.[8] Der Fluoreszenz-

schwerpunkt verschiebt sich erwartungsgemäÿ nicht; auch diese Beobachtung weist auf

ein gut kalibriertes Detektionssystem hin. Die starke Verschiebung zu Beginn der Kurve

ist, je nach Wahl des Emissionsbereiches, auf Rayleighsignal, Ramansignal und Solvenz-

relaxation zurückzuführen.
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5 Spektrale Relaxation in single tryptophan-Proteinen

Abbildung 5.20: Verlauf der Fluoreszenzschwerpunkte in der Übersicht.

Abbildung 5.21: Fluoreszenzabklingkurven (links) und Lebenszeiten (rechts) von NATA
in Pu�er.

Abbildung 5.22: Verlauf des Fluoreszenzschwerpunktes für NATA in Pu�er (links), Ein-
�uss des Rayleighsignals (rechts) gemessen an RNT1.
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Peptide und Proteine mit gleichbleibendem Fluoreszenzschwerpunkt

Neben der Referenz NATA zeigen noch drei andere Proben keinerlei Verschiebung des

Fluoreszenzschwerpunkts mit der Zeit (siehe Abbildung 5.23 oben links). Neben den bei-

den kleinen, extrem �exiblen Peptiden APGW und ACTH 4-10 gehört auch das 148

Aminosäuren umfassende Protein Azurin dazu. Das in Azurin enthaltene Tryptophan hat

von allen untersuchten Verbindungen das kleinste Emissionsmaximum und liegt in einer

starren, hydrophoben Tasche.

Wie bei NATA liegen hier die Abklingkurven bei verschiedenen Emissionswellenlängen

aufeinander (siehe Abbildung 5.23 oben rechts), allerdings sind sie biexponentiell. Abbil-

dung 5.23 zeigt unten links die für APGW erhaltenen Lebenszeiten, welche ohne Vorgabe

immer wieder dieselben Werte ergeben. Durch gleichbleibende Amplitudenverhältnisse

ergeben sich daher gleichbleibende, mittlere Lebenszeiten (siehe Abbildung 5.23 unten

rechts). Hier liegen also zwei Konformere vor, welche zudem einen nahezu identischen

Abbildung 5.23: Proteine ohne Verschiebung im COG.
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Fluoreszenzschwerpunkt aufweisen, so dass es zu keiner signi�kanten Verschiebung mit

der Zeit kommt.

Peptide und Proteine mit vorhersagbarer Verschiebung

Die meisten Proteine und Peptide zeigen eine durch das Modell für Konformere vor-

hersagbare Verschiebung des Fluoreszenzschwerpunkts. Dazu gehören die drei gröÿeren

ACTH-Fragmente, Melittin, Monellin, Trp-Cage, RNT1, Nuklease und die beiden Ca-

seine. Während ACTH 1-10 nur zwei Lebenszeiten zeigt, mussten alle anderen Proben

triexponentiell angepasst werden.

Auch für diese Peptide und Proteine ist der Anstieg der Lebenszeit mit der Emissions-

wellenlänge charakteristisch, wie in Abbildung 5.24 links am Beispiel des β-Caseins dar-

gestellt. Treten längere Lebenszeiten auf, wie z.B. für Nuklease, so müssen die Messungen

aus zwei Zeitfenstern hinter einander gehängt werden, um verlässliche Werte für Lebens-

zeiten gröÿer als 4 ns zu erhalten.

Abbildung 5.24: Abklingkurven, Lebenszeiten und Schwerpunktsanpassung für β-Casein.
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Abbildung 5.25: Lebenszeiten und Schwerpunktsanpassung von Trp-Cage.

Freie Anpassungen der Abklingkurven bei verschiedenen Emissionswellenlängen liefern

für die ACTH-Fragmente und die Caseine ähnliche Lebenszeiten (siehe Abbildung 5.24

rechts), was ebenfalls als ein klarer Hinweis auf das Vorliegen verschiedener Konformere

zu deuten ist. Für Melittin, Monellin, RNT1 und Nuklease treten kleine Tendenzen und

Schwankungen auf. Nur für Trp-Cage ist eine deutliche Erhöhung der längsten Lebenszeit

mit der Emissionswellenlänge auszumachen, wie in Abbildung 5.25 links dargestellt. Dies

kann zum Einen auf einen Relaxationsprozess hindeuten, ist aber auch mit einer nicht

ausreichend erfassten, langen Lebenszeit oder Hintergrunde�ekten bei der Anpassung zu

erklären. Die resultierenden Verschiebungen im Fluoreszenzschwerpunkt sind allerdings

so klein, dass das Modell für Konformere trotzdem akzeptable Anpassungen liefert, wie

in Abbildung 5.25 rechts am Beispiel des Trp-Cage dargestellt.

Peptide und Proteine mit nicht anpassbarer Verschiebung

Die Anpassung der Schwerpunktsverschiebung hat nicht für alle Proteine funktioniert. Die

Kurven für HSA, Asparaginase und das Melittin Tetramer lieÿen sich nicht mit dem Mo-

dell für reine Grundzustandskonformere anpassen. In allen drei Proteinen war die gemes-

sene Verschiebung gröÿer, als das Modell vorhersagt. Auÿerdem wiesen alle drei Proteine

starke Verschiebungen der längsten Fluoreszenzlebenszeit mit der Emissionswellenlänge

auf, wie exemplarisch für HSA in Abbildung 5.26 rechts dargestellt.

Um auszuschlieÿen, dass eine unberücksichtigte, vierte Lebenszeit diese Verschiebung ver-

ursacht, wurde die Bestimmung der Fluoreszenzschwerpunktsverschiebung nach dem Kon-
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5 Spektrale Relaxation in single tryptophan-Proteinen

Abbildung 5.26: Abklingkurven von Asparaginase und Lebenszeiten von HSA bei freier
Anpassung.

Abbildung 5.27: Verlauf des Fluoreszenzschwerpunktes für Melittin + NaCl, HSA und
Asparaginase, sowie DAS für Asparaginase.

formermodell für HSA und Asparaginase exemplarisch mit vier Lebenszeiten durchge-

führt. Trotz der tetraexponentiellen Anpassung kann das Modell die Schwerpunktsver-

schiebung nicht ausreichend vorhersagen. Korrelationskoe�zienten von 0.65 (Asparagina-
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se), 0.75 (HSA) und 0.64 (Melittin Tetramer) zeigen deutlich, dass es sich dabei auch nicht

um kleinere Fehler, etwa in der Bestimmung der Fluoreszenzschwerpunkte der einzelnen

Konformere handeln kann. Um dies zu verdeutlichen wurde eine Anpassung für HSA und

Asparaginase mit frei wählbaren Fluoreszenzschwerpunkten vorgenommen. Für HSA wäre

demnach ein Fluoreszenzschwerpunkt mit einem Wert bei etwa 277 nm, für Asparaginase

ein Fluoreszenzschwerpunkt mit einem Wert bei 385 nm im Rahmen des Modells not-

wendig. Beide Werte liegen auÿerhalb des für NATA akzeptablen Bereichs zwischen 305

und 360 nm; der erste Wert ist sogar kleiner als die gewählte Anregungswellenlänge von

296 nm.

Allerdings gestaltet sich die Art der Abweichung deutlich anders als bei Tryptophan im

Pu�er-Glycerin-Gemisch, da ein groÿer Teil der Verschiebung in den Proteinen über einen

längeren Zeitbereich vonstatten geht. Um sicher zu gehen, dass die im vorangegangenen

Abschnitt beobachteten, signifkanten aber langsamen Verschiebungen tatsächlich auf eine

Reorientierung zurück geführt werden können, bietet sich der Vergleich mit einem gröÿeren

und un�exibleren Modellsystem als Tryptophan in Glycerin an.

Proteine in SDS-Mizellen

In der Literatur ist bekannt, dass der Einschluss von Proteinen und Peptiden in Mizellen

zu hochviskosen Umgebungen führen kann.[149,150] Für das ACTH-Fragment 1-24 sind be-

reits ausgedehnte Studien zur Struktur des Peptids in Mizellen durchgeführt worden.[151]

Demzufolge wird der hydrophobe Teil des ACTH-Fragments, welcher auch den Trypto-

phanrest beinhaltet, in das hydrophobe Mizellinnere inkorporiert, wo es α-helikale Struk-

turen ausbildet. Durch die eingeschränkte Flexibilität des Peptids in der Mizelle und das

Fehlen von Umgebungswasser ist es sehr wahrscheinlich, dass auch hier spektrale Rela-

xation beobachtbar ist. Ein Vergleich soll zeigen, ob die hohe Viskosität im Inneren der

Mizellen ähnliche Verschiebungen auslöst, wie bereits für HSA, Asparaginase und das

Melittin Tetramer in reinem Pu�er beobachtet wurden.

Tatsächlich zeigen alle ACTH-Fragmente in SDS-Mizellen eine ebenso ausgeprägte wie

langsame Verschiebung des Fluoreszenzschwerpunkts mit der Zeit, welche in Stärke und

Zeitverlauf den im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen Kurven ähnelt. Analog lässt

sich der Verlauf des Fluoreszenzschwerpunkts, wie in Abbildung 5.29 rechts gezeigt, auch
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Abbildung 5.28: Fluoreszenzschwerpunkte der ACTH-Reihe mit und ohne SDS.

Abbildung 5.29: Abklingkurven von ACTH 1-24 und 1-10 in SDS.

nicht mit einer tetraexponentiellen Anpassung nach dem Modell für reine Konformere

beschreiben.

Interessant ist zudem, dass die Verschiebung für die ACTH-Fragmente in Mizellen mit der

Kettenlänge zunimmt. Allerdings zeigt das Fragment 1-17 eine aus dieser Reihe aussche-

rende, überproportional groÿe Verschiebung. Die Tatsache, dass es auch in den kleinen
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Fragmente 4-10 und 1-10 zu spektraler Relaxation kommt, lässt vermuten, dass der E�ekt

nicht auf die α-helikalen Strukturen in den Fragmenten 1-17 und 1-24 zurück zu führen ist,

sondern hauptsächlich auf der durch die Mizelle erzeugten Umgebungsviskosität beruht.

Eine weitere Ähnlichkeit zeigt sich in den Abklingkurven bei kurzen Lebenszeiten. Wäh-

rend die beiden kleinen Fragmente eine negative Amplitude aufweisen, zeigen die beiden

gröÿeren Fragmente keinerlei Verschiebung des Emissionsmaximums mit der Zeit. Dieser

Befund zeigt, analog zu den Proteinen in reinem Pu�er, dass die Beobachtung einer lang-

samen Relaxation nicht an die Beobachtung einer negativen Amplitude geknüpft ist. Die

Ähnlichkeit zwischen den Messdaten der ACTH-Fragmente in hochviskoser, mizellärer

Umgebung und den Daten für die drei Proteine in reinem Pu�er stützt die These, dass es

auch in HSA, Asparaginase und dem Melittin Tetramer zu einem langsamen Reorientie-

rungsprozess kommt.

Diskussion

Die drei Proteine HSA, Asparaginase und Melittin Tetramer, welche den deutlichsten

red edge-E�ekt aufweisen, zeigen ein klare Abweichung vom entwickelten Modell für das

Vorliegen von Konformeren. Die Kombination der beiden Phänomene muss als Beweis für

die Existenz von spektraler Relaxation betrachtet werden. Während die Relaxationse�ekte

von HSA und dem Melittin Tetramer mit anderen Methoden bereits untersucht wurden,

ist über spektrale Relaxation der Asparaginase bislang noch nichts berichtet worden.

Eine Korrelation mit den in Abschnitt 5.4.2 beobachteten, negativen Amplituden und

den aus der Anisotropie bestimmten Rotationskorrelationszeiten konnte nicht festgestellt

werden. Auch wird o�ensichtlich kein bestimmtes Sekundärstrukturmotiv als Träger des

Tryptophans bevorzugt. Au�allend ist aber, dass die Tryptophanreste der drei Proteine,

welche Abweichungen vom Modell aufweisen, in hydrophoben Proteintaschen verhältnis-

mäÿig groÿer Proteine mit klarer Sekundärstruktur und ähnlich geringer Lösungsmittel-

exposition liegen. Die Ähnlichkeit zeigt sich auch in den Bursteinklassen: während Aspa-

raginase und Melittin Tetramer zu Klasse I gehören, liegt HSA auf der Grenze zwischen

I und II.

O�ensichtlich ist also eine gewisse Abschirmung vom Umgebungswasser nötig. Werden die

Tryptophanreste von zuviel Umgebungswasser erreicht, wie in den Proteinen der Burstein-
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klasse II und III, so wird die höhere Flexibilität des Wassers eine schnellere Relaxation

herbeiführen. Eine stärkere Abschirmung ist jedoch auch nicht zwangsweise erfolgsverspre-

chend. Für die beiden am stärksten abgeschirmten Proteine, Azurin und RNT1, konnte

ebenfalls keine spektrale Relaxation nachgewiesen werden. In der Literatur wird zwar

spektrale Relaxation in RNT1 beschrieben; in Anbetracht der äuÿerst geringen Verschie-

bung von ca 50 cm−1 konnte der E�ekt in dieser Studie aber nicht eindeutig als spektrale

Relaxation identi�ziert werden, da er im Rahmen des Fehlerbereichs des entwickelten

Verfahrens liegt.

Auch eine erhöhte Flexibilität des Proteingrundgerüstes führt zu einer schnelleren Rela-

xation. Dies ist laut Literatur z.B. in der Nuklease der Fall.[132] Das Tryptophan be�ndet

sich hier zwar in einer ähnlich abgeschirmten, hydrophoben Tasche, doch der random

coil -Strang des Proteins ermöglicht eine deutlich schnellere Bewegung. Dem entsprechend

sind tiefe Temperaturen und viskose Lösungsmittel notwendig, um die spektrale Relaxa-

tion bis in den Nanosekundenbereich zu verlangsamen. Folgerichtig konnte der langfristige

Verlauf der Relaxation mit dem Modell für reine Konformere angepasst werden, während

im Bereich um die 100 ps eine verlangsamte Solvenzrelaxation beobachtbar ist.

Ein gutes Modellsystem für spektrale Relaxation in einer solchen hydrophoben Tasche

stellen SDS-Mizellen dar. Die Inkorporierung von den in Mizellen α-helikalen ACTH-

Fragmente führt zu einem ähnlichen Zeitverlauf des Fluoreszenzschwerpunkts wie für die

oben beschriebenen, relaxierenden Proteine.

5.5 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode entwickelt, mit der Relaxations-

prozesse von single tryptophan-Proteinen im angeregten Zustand mit Hilfe einer einzigen

Messung identi�ziert werden können. Dazu sind zwanzig verschiedene Proteine und Pep-

tide �uoreszenzspektroskopisch untersucht worden. Ausgedehnte Voruntersuchungen be-

legen anhand der vermessenen Emissionsmaxima, Quantenausbeuten, Lebenszeiten und

Quenchingeigenschaften, dass alle Verbindungen in der gewünschten, nativen Faltung vor-

liegen.

Zur Detektion von Relaxationsprozessen wurde auf zwei verschiedene Fluoreszenztech-

niken zurückgegri�en: Zum Einen liefert der statische red edge-E�ekt einen zeitlich un-
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di�erenzierten Hinweis auf einen Reorganisationsprozess mittels statischer Anregungs-

Emissions-Spektroskopie. Simultan zeit- und wellenlängenaufgelöste Messungen mit ver-

schiedenen Zeitfenster ermöglichen zum Anderen sowohl die Detektion kurzlebiger Pro-

zesse im angeregten Zustand in Form von negativen Amplituden, als auch die Betrachtung

der langsameren Fluoreszenzschwerpunktsverschiebung.

Um langsame Relaxationsprozesse von Konformeren unterscheiden zu können, wurde ein

simples Modell zur Rekonstruktion des Verlaufs des Fluoreszenzschwerpunkts erstellt.

Dank der Multidimensionalität des in einer Messung erhaltenen Datensatzes kann der

direkt bestimmte Verlauf mit einem aus Lebenszeiten und Amplituden der erwarteten

Konformere rekonstruierten Verlauf abgeglichen werden. Tests an Tryptophan in Pu�er

und Glycerin belegen die Richtigkeit dieses Ansatzes.

Mittels der verschiedenen Untersuchungsmethoden wurden in insgesamt sechs der un-

tersuchten Proteine und Peptide Anhaltspunkte für spektrale Relaxation im angeregten

Zustand detektiert. Kombinierte Solvenz-Proteinbewegungen wurden im Melittin Tetra-

mer, in Nuklease und am deutlichsten in Trp-Cage gefunden. Belege für das Auftreten

von langsamen Relaxationsprozessen fanden sich in HSA, Asparaginase und dem Melittin

Tetramer. Zudem wurden beide Prozesse an ACTH-Fragmenten in SDS-Mizellen beob-

achtet. Eine Korrelation mit Rotationskorrelationszeiten und dem Tryptophan-tragenden

Sekundärstrukturmotiv konnte nicht festgestellt werden, allerdings weisen alle betro�e-

nen Proteine hydrophobe Proteintaschen mit geringer Lösungsmittelexposition vor. Dem

entsprechend können die zugehörigen Tryptophan�uoreszenzen der Bursteinklasse I zuge-

ordnet werden.

Ob spektrale Relaxation tatsächlich in fast jedem Protein eine Rolle spielt, wie von La-

kowicz vermutet wird,[67] kann nicht abschlieÿend geklärt werden. Die Tatsache, dass sich

der Fluoreszenzschwerpunkt, wenn überhaupt, zu geringeren Energien verschiebt, scheint

diese These zu stützen. Es ist durchaus denkbar, dass in vielen �exibleren Proteinen, ana-

log zur oben diskutierten Nuklease, ein schneller Relaxationsprozess mit Relaxationszeiten

bis 200 ps vorliegt, welcher sich zu späten Zeiten durch eine relativ geringe Verschiebung

äuÿert. Diese ist dann aufgrund der Toleranz der Anpassung mit dem Konformermo-

dell vereinbar. Auf der anderen Seite weisen sieben Verbindungen zwei bzw. drei nahezu
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konstante Lebenszeiten in Abhängigkeit von der Emissionswellenlänge auf, drei weitere

Proteine zeigen erst gar keinen Verschiebung.

Insgesamt ermöglicht die auÿergewöhnliche Kombination mehrdimensionaler, �uoreszenz-

spektroskopischer Techniken einen völlig neuen Ansatz zur Detektion spektraler Relaxa-

tion in single tryptophan-Proteinen. Dabei wird erstmals berücksichtigt, dass sich in der

Fluoreszenz eines Proteins sowohl spektrale Relaxation als auch der Ein�uss verschie-

dener Konformere widerspiegeln kann. Die im Rahmen dieser Arbeit vorgelegte, syste-

matische Studie stellt zudem die erste, literaturbekannte Untersuchung der Fluoreszenz-

schwerpunktsverschiebung von mehr als einem halben Dutzend untersuchter Peptide und

Proteinen dar.

Um die Schlagkraft des verwendeten Systems noch zu erhöhen, ist eine gröÿere Zeitau�ö-

sung für die Untersuchung der schnellen Relaxationsprozesse bis in den einstelligen Pikose-

kundenbereich wünschenswert. Auf diese Weise könnte jede zeitlich über Solvenzrelaxation

hinausgehende, negative Amplitude mit Sicherheit identi�ziert werden. Eine Verbesserung

der Wellenlängenau�ösung in der Detektion könnte in Zukunft die Betrachtung des Ver-

laufs der Fluoreszenzhalbwertsbreite möglich machen, und somit weitere Informationen

zum Verlauf des Relaxationsprozesses o�en legen.

Trotz der Verbesserungsmöglichkeiten steht mit dem hier vorgestellten Messystem und

der entwickelten Auswertroutine der Forschung bereits jetzt ein nützliches Instrument

zur schnellen und unkomplizierten Detektion von Reorientierungsprozessen im angereg-

ten Zustand zur Verfügung. Dieser Baustein fehlte bisher noch, um in Zusammenarbeit

mit Theoretikern und synthetischen Biochemikern umfassende Studien an eigens synthe-

tisierten single tryptophan-Mutanten durchführen zu können. Diese vermögen in Zukunft

vielleicht, kleinere Strukturmotive und Aminsosäuresequenzen, aber auch Umgebungspa-

rameter wie Viskosität und Lösungsmittelexposition zu identi�zieren, welche die spek-

trale Relaxation fördern oder verhindern. Auf diese Weise kann es der interdisziplinären

Wissenschaft gelingen, dem Rätsel um die Ursachen und Wirkparameter der spektralen

Relaxation auf die Spur zu kommen.
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If the universe came to an end every time there was

some uncertainty about what had happened in it,

it would never have got beyond the �rst picosecond.

Douglas Adams



6 hs-FLIM: Optimierung und

Anwendung

Dieses Kapitel beschäftigt sich mit der Verbesserung und Entwicklung mehrdimensionaler

Methoden im Bereich der Fluoreszenzmikroskopie. Da diese Technik nicht in Bielefeld

zur Verfügung steht, wurden die Arbeiten im Rahmen einer Kooperation mit der Laser

Analytics Group der Universität Cambridge unter der Leitung von Dr. Clemens Kaminski

durchgeführt, da diese Arbeitsgruppe über eine besonders leistungsstarke Apparatur mit

ungewöhnlich groÿem Innovationspotential verfügt.

In Abschnitt 6.1 erfolgt zunächst eine Einführung in die Hintergründe der verwendeten,

auÿergewöhnlich �exiblen Technik der hyperspektralen, zeitaufgelösten Fluoreszenzmi-

kroskopie. Darauf aufbauend wird die Aufgabenstellung zur Optimierung des Geräts und

Entwicklung neuer Methoden, welche den vielfältigen Möglichkeiten dieser leistungsfähi-

gen Technik Rechnung tragen, vorgestellt. Die erzielten, apparativen Fortschritte werden

in Abschnitt 6.2 diskutiert. In Abschnitt 6.3 wird die Entwicklung einer neuartigen Metho-

de zur Separation der Fluoreszenz mehrerer Farbsto�e unter Ausnutzung der spektralen

Flexibilität der Technik erläutert, während in Abschnitt 6.4 Untersuchungen zur physio-

logisch relevanten Aggregation von α-Synuclein dargelegt werden.

6.1 Einleitung und Aufgabenstellung

Die �uoreszenzspektroskopische Untersuchung biochemischer Prozesse ist aus der medi-

zinischen Grundlagenforschung nicht mehr weg zu denken. Die Visualisierung fehlgelei-

teter Proteinfaltungs- und Aggregationsprozesse, sowie die Beobachtung von Konzentra-

tionsgradienten und vielfältiger Enzymreaktionen mit Hilfe spezieller Fluoreszenzfarb-

sto�e liefert die einzigartige Möglichkeit, lebenden Organismen buchstäblich beim Arbei-
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ten zuzuschauen. Dazu sind allerdings im Mikrometerbereich ortsaufgelöste Techniken,

also der Einsatz von Fluoreszenzmikroskopie, erforderlich.

6.1.1 Das Prinzip von FLIM

Analog zur Laserinduzierten Fluoreszenzspektroskopie (LIF) wird in der �uorescence life-

time imaging-Mikroskopie (FLIM) die Fluoreszenz einer Probe nach Anregung mit einem

kurzen Laserpuls analysiert. Das Mikroskop verfügt dank seiner konfokalen Optik zusätz-

lich über eine dreidimensionale Ortsau�ösung, welche für die Analyse von Proteinwir-

kungsweisen in Zellen oder lebenden Organismen notwendig ist. Das Prinzip eines solchen

konfokalen Lasermikroskops ist in Abbildung 6.1 dargestellt und kommt in fast allen kom-

merziell erhältlichen Geräten für FLIM-Messungen zum Einsatz. Für die Ortsau�ösung

wird der auf die Probe auftre�ende Laserstrahl mit Hilfe einer rechnergesteuerten Spiegel-

optik schnell über den zu untersuchenden Bereich der Probe gescannt. Anschlieÿend wird

die Fluoreszenz mit einem dichroitischen Spiegel vom Streulicht getrennt und auf einen

Detektor geleitet. Die für eine konfokale Optik charakteristische Anordnung der beiden

Pinholes sorgt für die Tiefenschärfe des Geräts, da nur Lichtstrahlen aus der fokalen Ebene

der Probe das Pinhole passieren können.

Zur Messung der ortsaufgelösten Fluoreszenzlebenszeit wird auf die zeitkorrelierte Ein-

zelpulszählung (time correlated single photon counting, TCSPC) zurückgegri�en. Hierbei

misst der Detektor Einzelphotonen und registriert zudem ihren zeitlichen Abstand vom

Anregungspuls. Nach mehreren Messzyklen ergibt sich auf diese Weise eine zeitliche Pho-

tonenverteilung für jeden Punkt im vermessenen, dreidimensionalen Raum (siehe Abbil-

dung 6.1 rechts), aus der die Fluoreszenzintensität durch Summation und die Lebenszeit

durch Anpassung mit Entfaltung bestimmt werden können. Aufgrund der Sensitivität der

Technik sind Messzeiten im Mikro- bis Millisekundenbereich pro Pixel ausreichend, um

ein akzeptables Signal-Rausch-Verhältnis zu erzielen.

6.1.2 hs-FLIM

Das eng geknüpfte Netzwerk dynamischer, biochemischer Vorgänge durch gezieltes Mar-

kieren mit mehreren Farbsto�en zu entwirren, stellt eine der vielversprechendsten Zu-

kunftsvisionen in der Fluoreszenzmikroskopie dar. Kommerziell erhältliche Geräte errei-
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Abbildung 6.1: Prinzip eines konfokalen Lasermikroskops (links) und TCSPC (rechts,
Bild aus der Literatur[8] nachbearbeitet).
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Abbildung 6.2: Hyperspektrale FLIM-Apparatur.[57]

chen jedoch nur eine geringe spektrale Flexibilität und sind daher nicht in der Lage,

das gegebene Parameterfeld optimal zu nutzen. In der Anregung wird zumeist auf eine

Handvoll einzelner Wellenlängen zurück gegri�en; zur Variation der Emissionswellenlänge

bieten dichroitische Filter nur eine moderate Selektion verschiedener Emissionsbereiche

mit typischerweise 20 bis 50 nm Bandbreite. Insbesondere die verlässliche Rekonstrukti-

on der Fluoreszenzanteile eines Farbsto�gemisches mit teilweise überlagernden Spektren

stellt für die meisten FLI-Mikroskope ein nahezu unüberwindbares Hindernis dar.
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Neuere Apparaturen verfügen daher über kontinuierliche Variabilität der Wellenlänge in

der Anregung oder Emission. Zur Variation der Anregungswellenlänge kommen häu�g

zwei bis drei Diodenlaser zu Einsatz,[152] welche jedoch nur in den ca. 20 nm breiten Emis-

sionsbereichen der Dioden akzeptable Lichtintensitäten produzieren. Besser eignen sich

Superkontinuumlaser als Weiÿlichtquelle mit nahezu gleichbleibender Intensität über das

gesamte, sichtbare Spektrum.[153] Einige Geräte setzen auÿerdem bereits auf Gitterspek-

trometer zur Selektion der Emissionswellenlänge.[154]

Um die Vorteile der oben genannten Ansätze zu kombinieren, wurde in der Laser Analy-

tics Group der Universität Cambridge eine Apparatur entwickelt, welche die freie Wahl

sowohl der Anregungs-, als auch der Emissionswellenlängen im sichtbaren Spektralbe-

reich ermöglicht.[57] Diese Technik wird als hyperspektrale FLI-Mikroskopie (hs-FLIM)

bezeichnet. Sie nutzt einen Superkontinuumlaser (Fianium SC450) mit nachgeschaltetem

akusto-optischen Filter (AOTF) zur Auswahl von bis zu acht simultan nutzbaren Anre-

gungswellenlängen zwischen 420 und 600 nm, sowie in der Detektion ein prismenbasiertes

Spektrometer mit einem Emissionsbereich von 450 bis 750 nm. Die Details des Aufbaus

sind in der Literatur ausführlich dargestellt.[57][155] Ein ähnlich �exibles Gerät ist bis dato

nur von Paul French am Imperial College, London, vorgestellt worden.[153]

6.1.3 Aufgabenstellung

Die im Rahmen dieser Arbeit an der Universität Cambridge durchgeführten Arbeiten

umfassen drei Teilgebiete:

� Die im vorigen Abschnitt vorgestellte Apparatur weist eine einzigartige spektrale

Flexibilität auf, doch verfügt sie für die Vermessung rot �uoreszierender Farbsto�e

über eine noch zu geringe Detektionse�zienz zwischen 550 und 690 nm. Dem ent-

sprechend können rot �uoreszierende Farbsto�e, zu denen wichtige Marker wie Te-

xasRed, mCherry und TOPRO3 zählen, nur mit schlechten Signal-Rausch-Verhält-

nissen oder signi�kantem Photobleaching untersucht werden. Daher soll zunächst

die experimentelle Ursache hierfür gefunden und behoben werden.

� Mit dem optimierten System soll eine neue Methode zur simultanen Analyse und

Rekonstruktion der Anteile mehrer Farbsto�e mit überlappenden Fluoreszenzspek-
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tren getestet werden. Auf diese Weise werden mehr Informationen über biochemische

Vorgänge in einer einzigen Probe quasi-simultan zugänglich.

� Abschlieÿend ist mit der Untersuchung der Aggregation des α-Synucleins in neu-

ronalen Zellen eine Anwendung des Systems auf biochemische Problemstellungen

vorgesehen.

6.2 Apparative Optimierung

Experimentelle Arbeiten

Um die Ursachen für die geringe Detektionse�zienz im roten Spektralbereich zu ermitteln,

wurde der apparative Aufbau, insbesondere die Lichtwege der Anregung und Emission,

genau untersucht. Die Analyse ergab, dass das Emissionssignal den Detektor bei einer

Emission im roten Spektralbereich räumlich überstrahlt. Ursache ist eine geringfügige Ver-

änderung des Lichtweges, welche durch die Verschiebung der variablen Spaltposition in den

passenden Emissionsbereich zustande kommt. Zur Behebung ist eine stärkere Fokussierung

des durch den Emissionsspalt des prismenbasierten Spektrometers austretenden Lichts auf

den Detektor notwendig; diese wurde durch den Einbau einer weiteren Linse erreicht.

Zusätzlich konnte das Signal-Rausch-Verhältnis durch die Verringerung von störendem

Streulicht wesentlich verbessert werden. Hierzu wurden mehrere lichtdichte Gehäuse −
eins für das Prismenspektrometer als Ganzes und einige für den Lichtweg im Spektrometer

− konstruiert und eingebaut. Auf diese Weise konnte das Signal-Rausch-Verhältnis 20 nm

vom Anregungslicht entfernt von ca. 500 auf über 1000 angehoben werden.

Abbildung 6.3: Einbau einer weiteren Linse.
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Bestimmung der Detektionse�zienz

Zur Quanti�zierung der e�zienteren Detektion roten Lichts durch die apparative Ver-

änderung werden die Detektionse�zienzen des Mikroskops vor und nach dem Umbau in

verschiedenen Wellenlängenbereichen bestimmt. Die Bestimmung der Detektionse�zienz

erfolgt dabei relativ zu einem konventionellen Setup mit dichroitischen Filtern anstelle

des Prismenspektrographen. Dichrotische Filter werden in vielen kommerziellen Geräten

verwendet und ermöglichen eine apparativ unkomplizierte Selektion der Emissionswellen-

länge; allerdings sind mit ihnen nur wenige, ausgewählte Wellenlängenbereiche von ca 20

bis 80 nm Breite zugänglich. Die Filtertypen und ihre Arbeitsbereiche sind in Tabelle 6.1

aufgeführt. Als Probe wird ein mit gelb-rot �uoreszentem Safranin eingefärbter Schnitt

durch einen Maiglöckchenstängel (convallaria) verwendet.

Die Detektionse�zienz kann mit Hilfe zweier Verfahren aus den Messdaten extrahiert

werden:

� Beim zeitaufgelösten Verfahren werden die Intensitäten für jeden Zeitpunkt über

das komplette Kamerabild aufsummiert, und das Verhältnis der Signalintensität

mit Spektrometer zu der mit Filter für jeden Zeitpunkt der Abklingkurve bestimmt

(siehe Abbildung 6.4 links). Zwischen 5 und 20 ns ergibt sich ein Plateau, dessen

Mittelwert der Detektionse�zienz relativ zum Filtersystem entspricht.

� Beim ortsaufgelösten Verfahren werden die Intensitäten für jeden Kamerapixel über

den kompletten Zeitbereich aufsummiert, und das Verhältnis der Signalintensität

mit Spektrometer zu der mit Filter für jeden Datenpunkt des Bildes bestimmt (siehe

Abbildung 6.4 rechts). Der Mittelwert liefert die Detektionse�zienz im Vergleich

zum Filtersystem.

Filtertyp λem ¯λem λex
in nm in nm in nm

CFP-YFP X 491 - 509 500 480
S 523/20 510 - 531 520 500

CFP-YFP M 523 - 566 544 513
BP 545-580 540 - 590 565 530
BA 610 IR 616 - 695 655 605

Tabelle 6.1: Verwendete Filter mit Emissionsbereichen und Anregungswellenlänge.
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Abbildung 6.4: Bestimmung der Detektionse�zienzen.

Abbildung 6.5: Vergleich der Detektionse�zienzen.

Die Ergebnisse für das alte und neue Setup sind in Abbildung 6.5 gegen die mittlere

Wellenlänge des betrachteten Emissionsbereiches aufgetragen. Au�allend ist, dass für den

alten Aufbau die Werte beider Verfahren um 5 bis 10% voneinander abweichen. O�en-

sichtlich ist bei der Filtermessung für das alte Setup eine signi�kante Menge Streulicht

auf den Detektor gelangt. Da das zeitaufgelöste Verfahren zwischen Streulicht und Emis-

sion unterscheiden kann, liefert es andere Werte als das ortsaufgelöste Verfahren, welches

Streuintensität einfach dem Fluoreszenzsignal zuschlägt.

Für den neuen Aufbau liegen die Werte viel näher zusammen; durch den Einbau des

lichtdichten Gehäuses konnte demnach der Streulichtanteil verringert werden. Insgesamt

sind die aus den Zeitverläufen extrahierten Detektionse�zienzen vertrauenswürdiger als

die Werte, die sich aus den ortsaufgelösten Signalintensitäten ergaben.
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Die bestimmten Detektionse�zienzen zeigen deutlich, dass der Einbau der Linse das Pro-

blem behoben hat. Für das alte Setup fallen die Werte von ca 100% bei 500 nm schnell

auf 65% bei 570 nm, und sogar auf nahezu 0 bei 650 nm ab. Für das neue Setup sind

die E�zienzen dagegen insbesondere bei höheren Wellenlänge deutlich besser: Aufgrund

der schlechten UV-Durchlässigkeit der dichroitischen Filter liegen sie unterhalb von 500

nm bei über 100%, zwischen 500 und 600 nm noch bei etwa 95%. Erst bei 650 nm ist die

Detektionse�zienz auf 68% gefallen. Damit sollte selbst die weit rotverschobene Emission

von TOPRO3, mit einem Emissionsmaximum von 655 nm, noch für das System zugäng-

lich sein.

Testmessungen mit TOPRO3

Anschlieÿende Testmessungen sollen zeigen, dass sich das verbesserte System für die Un-

tersuchung von TOPRO3 eignet. Dazu wurden mit Alexa 488, Alexa 555 und TOPRO3

eingefärbte Säugerzellen (Invitrogen, FluoCells® prepared slide #6, Katalog Nr. F-36925)

unter dem Mikroskop untersucht. Dabei wurden die drei Farbsto�e selektiv angeregt und

die Emissionen einzeln analysiert. Abbildung 6.6 zeigt die Signale der Fibrillen (Alexa 488,

blau), Mitochondrien (Alexa 555, grün) und Kerne (TOPRO3, rot).

Durch die hier beschriebenen apparativen Verbesserungen ist das hs-FLI-Mikroskop in

der Lage, auch Emissionswellenlängen zwischen 550 und 700 nm mit akzeptablen Detek-

tionse�zienzen zu detektieren. Somit konnte durch die apparativen Verbesserungen ein

deutlich gröÿerer spektraler Bereich erschlossen werden.

Abbildung 6.6: Dreifach gefärbte Säugerzellen unter dem hs-FLI-Mikroskop und die zu-
gehörigen Farbsto�spektren.
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6.3 Separation von Fluorophorbeiträgen

In diesem Abschnitt wird ein Verfahren vorgestellt, welches die Ent�echtung einzelner

Fluorophorbeiträge mit sehr ähnlichen Emissionspektren ermöglichen soll. Verveer et al.

erkannten im Jahr 2000, dass die ursprünglich in der Phasenmodulation (Frequenzdomä-

ne) bekannten Parameter A und B zur globalen Datenanalyse für FLIM-Messungen in der

Zeitdomäne genutzt werden können.[156] Diese Parameter berechnen sich allgemein nach

Gleichung 6.1.

A(λ) =

∑
t F (t) sin(ωt)∑

t F (t)
; B(λ) =

∑
t F (t) cos(ωt)∑

t F (t)
(6.1)

F (t): Fluoreszenzintensität
ω : Kreisfrequenz
t : Zeit

Um A und B in der Zeitdomäne berechnen zu können, wird als Frequenz die Repetiti-

onsrate des Gerätes, hier 80MHz, verwendet. Anschlieÿend kann für jeden Pixel eines

FLIM-Datenbildes ein Datenpaar A, B ohne vorherige Kenntnisse über die vermessene

Probe nach Gleichung 6.1 aus der zeitlichen Fluoreszenzabklingkurve ermittelt werden.

Die auf diese Weise bestimmten Parameter A und B erlauben die Ermittlung der Lebens-

zeiten und des Anteils der einzelnen Fluorophore an der Gesamtintensität. Grundlage

dafür liefert Gleichung 6.2.

A(λ) =
n∑
i=1

fi(λ)ωτi
1 + ω2τ 2i

; B(λ) =
n∑
i=1

fi(λ)

1 + ω2τ 2i
(6.2)

fi: Fluoreszenzanteil des i-ten Fluorophors
ω : Kreisfrequenz
τi : Lebenszeit des i-ten Fluorophors

Bei einer Mischung aus zwei Farbsto�en sind die Parameter A und B von den zugehöri-

gen Fluoreszenzanteilen fi, welche wegen der verschiedenen Anregungsspektren mit der

Anregungswellenlänge variieren, abhängig. Örtlich verschiedene Konzentrationen führen

zu einer Veränderung der Werte je nach Pixelposition p. Für die Farbsto�mischung ergibt

sich ein linearer Zusammenhang zwischen A und B gemäÿ Gleichung 6.3:
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Ap(λ) = u+ v ·Bp(λ) ; τ1,2 =
1±

√
1− 4u(u+ v)

2ωu
(6.3)

u: Achsenabschnitt
v: Steigung

Eine Auftragung von A gegen B (AB-Diagramm, siehe Abbildung 6.8) für alle Pixelposi-

tionen und Anregungswellenlängen ermöglicht die akkurate Bestimmung der enthaltenen

Lebenszeiten durch lineare Regression eines extrem groÿen Datensatzes. Diese Methode

wurde in der Vergangenheit bereits zur Rekonstruktion von durch Quenching oder FRET

beein�ussten Lebenszeiten genutzt, allerdings nur unter Verwendung von Farbsto�paa-

rungen mit sehr unterschiedlichen Emissionsspektren.[157�159] Weiterhin wurden meist nur

zwei bis vier verschiedene Anregungswellenlängen eingesetzt.

In dieser Arbeit soll die Methode erstmals an stark überlappenden Farbsto�en getestet

werden, wobei die einzigartige Flexibilität des hs-FLIM-Systems die Verwendung der für

die jeweiligen Farbsto�kombinationen günstigsten Anregungswellenlängen erlaubt. Zur

Bestimmung der Güte werden die Anregungsspektren der einzelnen Farbsto�e rekonstru-

iert und mit der Literatur verglichen. Anschlieÿend soll das Potential der Methode zur

Separation der Fluoreszenzanteile und Rekonstruktion der Fluorophorverteilungen in le-

benden Zellen unter Beweis gestellt werden.

6.3.1 Voruntersuchungen mit Farbsto�en

Die Methode soll zunächst an Mischungen aus Rhodamin 6G, RhodaminB und Rose Ben-

gal in Ethanol getestet werden. Diese drei Farbsto�e weisen stark überlappende Anregungs-

und Emissionsspektren auf, und ihre Fluoreszenzanteile können trotz der verschiedenen

Lebenszeiten mit konventionellen Methoden kaum separiert werden. Alle drei Farbsto�e

wurden in ethanolischer Lösung als Reinsto� unter Anregung im Absorptionsmaximum

vermessen. Die für alle Kamerapixel ermittelten Parameter der reinen Farbsto�e liegen,

wie in Abbildung 6.7 zu sehen, auf dem monoexponentielle Zerfälle anzeigenden Halbkreis

des Diagramms nahe den Literaturwerten von 3.90, 2.59 und 0.81 ns.[160�162]

Bei der Vermessung einer Mischung von Rhodamin 6G und Rose Bengal bei verschiede-

nen Anregungswellenlängen liegen die Punkte im AB-Diagramm auf einer geraden Linie

zwischen den Signalen der reinen Substanzen. Dabei spielt das Mischungsverhältnis eine
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6.3 Separation von Fluorophorbeiträgen

Abbildung 6.7: AB-Auftragung der reinen Farbsto�e.

Abbildung 6.8: Anpassung aller Punkte (links) bzw. der Mittelwerte (rechts).

untergeordnete Rolle, solange beide Farbsto�e einen signi�kanten Beitrag zur Fluoreszenz

liefern. Eine lineare Regression liefert die Lebenszeiten der beiden Farbsto�e. Dabei hat

sich für die Auftragung eine Mittelung der AB-Werte über alle Kamerapixel bei einer

Anregungswellenlänge bewährt.

Mit den erhaltenen Daten lassen sich nun die Fluoreszenzanteile der Fluorophore bei

verschiedenen Anregungswellenlängen, und damit die Anregungsspektren der Farbsto�e

rekonstruieren. Abbildung 6.9 verdeutlicht dies für eine Mischung aus Rhodamin 6G und

Rose Bengal. Auch für die anderen beiden Kombinationen funktioniert das Verfahren,

obwohl die Lebenszeiten sich dort stärker ähneln und damit schwerer unterscheidbar sind.

Die in Tabelle 6.2 aufgelisteten Lebenszeiten der vermessenen Farbsto�kombinationen im

Vergleich zu den Literaturwerten[160�162] der reinen Substanzen in Ethanol belegen die

quantitative Güte der Vorgehensweise; die zugehörigen AB-Diagramme �nden sich im

Anhang. Selbst sehr kurze Integrationszeiten von 150µs pro Pixel liefern bereits gute

Werte für die Lebenszeiten der Fluorophore, allerdings wird bei geringen Signalintensi-
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Abbildung 6.9: Rekonstruierte Anregungsspektren; Vergleich mit Literatur.[163,164]

2. Farbsto� τRhodamin 6G in ns τRhodaminB in ns τRoseBengal in ns τLit
[160�162]

Rhodamin 6G 3.78 2.53 0.74 3.90
Rhodamin B 3.67 2.66 0.78 2.59
Rose Bengal 3.74 2.68 0.80 0.81

Tabelle 6.2: Lebenszeiten, die Diagonale zeigt die der reinen Farbsto�e.

täten der Anteil der groÿen Lebenszeitkomponente überbewertet. Dieses Problem tritt

häu�g bei Lebenszeitmessungen in der Zeitdomäne auf und resultiert aus einem als Teil

der Abklingkurve interpretierten O�set. Eine Integrationszeit von 3ms pro Pixel dage-

gen zeigt sowohl exzellente Lebenszeiten als auch eine hervorragende Rekonstruktion der

zugehörigen Anregungsspektren.

6.3.2 Fluorophorverteilung in lebenden Zellen

Die Anwendbarkeit des Verfahrens zur Bestimmung der Fluorophorverteilung wurde in

lebenden Zellen getestet. Hierfür wurden neuronale Zellen mit den Farbsto�en Alexa 546

und Alexa 555, gebunden an die Antikörper lamanin IgG und Map 2 IgG, versehen. Diese

beiden Farbsto�e sind mit konventionellen FLIM-Geräten spektral nahezu ununterscheid-

bar. Anschlieÿend wurden die Zellen in hs-FLIM-Mikroskop mit verschiedenen Anregungs-

wellenlängen im Bereich von 520 bis 580 nm vermessen.

Die AB-Diagramme liefern für Alexa 546 eine Lebenszeit von 3.04 ns, und für Alexa 555

eine von 1.20 ns. Diese Werte unterscheiden sich zwar von den Literaturwerten für die

reinen Farbsto�e in Wasser mit 3.9 und 0.3 ns, liegen aber in einem für analoge biochemi-

sche Systeme üblichen Parameterfeld.[165,166] Abbildung 6.10 vergleicht die aus hs-FLIM-
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6.3 Separation von Fluorophorbeiträgen

Abbildung 6.10: Rekonstruierte Anregungsspektren der Farbsto�e Alexa 546 und
Alexa 555 im Vergleich zur Literatur.[165,166]

Abbildung 6.11: Fluoreszenzanteile der langen und kurzen Lebenszeit in den Zellen.

Messungen rekonstruierten Anregungsspektren mit der Literatur. Im Hinblick auf die

Ähnlichkeit der Anregungsbereiche konnten die Anteile der Farbsto�e sehr gut separiert

werden.

Mit diesen Informationen kann die Verteilung der beiden Farbsto�e in den Zellen ortsauf-

gelöst bestimmt werden. Entsprechend den Bindungseigenschaften der verwendeten An-

tikörper sollte Alexa 546 hauptsächlich im Zellkern, Alexa 555 dagegen im umgebenden

Cytoplasma zu �nden sein. In Abbildung 6.11 ist erwartungsgemäÿ deutlich zu erkennen,

dass sich der Farbsto� mit der längeren Lebenszeit (Alexa 546) im Zellkern anreichert,

während der Farbsto� mit der kürzeren Lebenszeit (Alexa 555) vorwiegend im Cytoplas-

ma vorliegt. Diese Tatsache untermauert die Glaubwürdigkeit der erhaltenen Ergebnisse.
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6.3.3 Diskussion

Mit Hilfe der einzigartigen Flexibilität des hs-FLIM-Aufbaus konnte die örtliche Vertei-

lung zweier Fluorophore mit sehr ähnlichen Spektren in lebenden Zellen bestimmt werden.

Zur Auswertung wurde eine globale Analyse der aus den Messdaten bestimmten Werte-

paare in einem AB-Diagramm genutzt. Im Gegensatz zu bisherigen Verfahren sind hierzu

keine Vorabinformationen bezüglich der Lebenszeiten und Anregungsspektren nötig. Statt

dessen wurden die real vorliegenden Lebenszeiten, welche sich insbesondere in vivo häu�g

stark von denen in vitro unterscheiden, durch globale Analyse bestimmt und direkt ver-

wendet. Aus diesem Grund ist die vorliegende Methode hervorragend in der Lage, die oft

unbekannten und schwer zu quanti�zierenden Umgebungsbedingungen der Fluorophore

zu berücksichtigen. Sie ermöglicht zudem den Einsatz verschiedenster Farbsto�kombi-

nationen zur biochemischen Markierung. Die hier präsentierten Ergebnisse sind bereits

Verö�entlichung worden.[167]
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6.4 Aggregation von α-Synuclein

In diesem Abschnitt wird eine neue Methode zur in-vivo-Untersuchung der Parkinson

verursachenden Aggregation des α-Synucleins (AS) vorgestellt. α-Synuclein ist ein klei-

nes, präsynaptisches Protein, welches eine Schlüsselfunktion in der Entstehung von Par-

kinson spielt.[168][169][170][171] Die Lewy-Körperchen, für Parkinson typische Ablagerungen

in neuronalen Zellen, bestehen zu einem Groÿteil aus Einschlüssen von aggregiertem

α-Synuclein.[172] Dabei bildet es die für amyloide Proteine charakteristischen Fibrillen

aus,[173][174] deren oligomeren Vorläufer im Verdacht stehen, hochgradig neurotoxisch zu

wirken.[175][42][176]

Die Sequenz des α-Synucleins lässt sich im Wesentlichen in drei Abschnitte unterteilen

(siehe Abbildung 6.12):

� Die amphiphile Domäne (1-64) unterstützt Wechselwirkungen mit Membranen.

� Die hydrophobe Domäne (65-94) verursacht Aggregationsprozesse und führt zur

Bildung amyloider Fibrillen.

� Die hydrophile Domäne (95-140) trägt wesentlich zur Löslichkeit des Proteins in

Wasser bei.

Um die Aggregation des Proteins mit FLIM beobachten zu können, wird es am C-

Terminus, welcher weder bei Aggregations- noch bei Membranbindungsprozessen eine

wesentliche Rolle spielt, mit dem yellow �uorescent protein YFP versehen (AS-YFP).

YFP wurde kleineren Fluorophoren vorgezogen, da ein mit YFP markiertes Protein di-

rekt in lebenden Organismen exprimiert werden kann.[177] Voruntersuchungen in vitro sol-

len klären, ob AS-YFP ebenfalls aggregiert, und ob dabei eine signi�kante Veränderung

der Lebenszeit des YFP auftritt. Im Falle einer signi�kanten Lebenszeitveränderung wird

das Verfahren auf lebende Zellen, potentiell auch auf lebende Organismen angewendet.

Als Referenzsubstanzen dienen zum Einen ungebundenes YFP, zum Anderen mit YFP

amphiphil hydrophob hydrophilN-Terminus C-Terminus

1 65 95 140

Abbildung 6.12: Sequenz von α-Synuclein.
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Abbildung 6.13: Zusammenhänge zwischen Intensität, Lebenszeit und χ2.

versehenes β-Synuclein (BS-YFP). Letzteres ist dem α-Synuclein sehr ähnlich; es ver-

fügt jedoch nicht über eine ausgeprägte, hydrophobe Domäne und weist daher geringere

Aggregationstendenzen auf.

Experimentelles

Die aufgenommenen Rohdatenbilder weisen häu�g kleine Gebiete sehr hoher Intensität

auf. Tre�en mehr als ein Photon pro Auslesezyklus auf den TCSPC-Detektor, so wird nur

das jeweils erste eintre�ende Photon gezählt und daher insgesamt eine zu kurze Lebenszeit

gemessen. Um diesen als pile up bekannten E�ekt auszuschlieÿen, muss zunächst eine

Obergrenze für die Countszahl pro Pixel und Zeiteinheit ermittelt werden. Dazu werden

Lebenszeit, Countszahl und χ2 miteinander verglichen. Der pile up-E�ekt äuÿert sich

darin, dass unabhängig von der zugehörigen Lebenszeit die Güte einer monoexponentiellen

Anpassung oberhalb von 2000 Counts pro Minute stark abnimmt (Abbildung 6.13 links).

Alle verwerteten Daten haben daher Intensitäten von unter 2000 Counts pro Pixel und

Minute.

Aggregation in vitro

Zunächst wird untersucht, ob bei einer Aggregation von AS-YFP in vitro eine signi�kante

Lebenszeitveränderung beobachtet werden kann. Hierfür wird AS-YFP über 4 Tage inku-

biert. In diesem Zeitraum sollte sich laut Literatur ein signi�kanter Anteil der Proteine

zusammenlagern.[177]

In Abbildung 6.14 sind die Lebenszeitverteilungen von AS-YFP zu Beginn der Inkubation

und nach vier Tagen dargestellt. Deutlich ist zu erkennen, dass sich die Lebenszeit von
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Abbildung 6.14: AS-YFP ohne Inkubation (links) und Aggregate nach 4 Tagen Inkuba-
tion (rechts).

Abbildung 6.15: AS-YFP-Fibrille nach acht Tagen Inkubation, von G. Kaminski-
Schierle.[178]

in diesem Zeitraum gebildeten AS-YFP-Anhäufungen mit etwa 2700 ps stark von der

des Monomers mit Werten um die 3100 ps unterscheidet. Eine amyloide Fibrillbildung

konnte unter den gegebenen Bedingungen aber nicht beobachtet werden. Auf dieser Arbeit

aufbauende Versuche von G. Kaminski-Schierle[178] haben jedoch gezeigt, dass sich bei

einer längeren Inkubationszeit von acht Tagen tatsächlich Fibrillen mit einem analogen

Lebenszeitkontrast ausbilden.

Experimente mit YFP und BS-YFP zeigen keine Veränderung der Lebenszeit, da die

beiden Referenzen weder Aggregate noch Fibrillen ausbildeten. Somit sind AS-YFP-

Monomere und Aggregate in vitro über ihre Lebenszeit ortsaufgelöst unterscheidbar.

Aggregation in vivo

Zur Untersuchung der Aggregation in vivo wird AS-YFP per Elektroporation in humane

Neuroblasten des Typs SH-SY5Y eingebracht. Nach zwei Tagen Inkubation werden die

Zellen unter dem hs-FLI-Mikroskop untersucht. Die Fluoreszenzintensitätsverteilungen

zeigen, dass AS-YFP im Wesentlichen in drei verschiedenen Spezies auftritt:

� Als Anhäufungen im Cytoplasma (Abbildung 6.16 links).
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� Lokalisiert an der Plasmamembran (Abbildung 6.16 mitte).

� Gleichverteilt im Cytoplasma (Abbildung 6.16 rechts).

Die Betrachtung der Lebenszeiten in Abbildung 6.17 zeigt, dass im Cytoplasma gleichver-

teiltes AS-YFP über eine Lebenszeit von 3000 ps (grün) verfügt, während in den Anhäu-

fungen im Cytoplasma und an der Zellmembran mittlere Lebenszeiten von 2750 ps (blau)

auftreten. Die längere Lebenszeit von 3000 ps wird den Monomeren zugeordnet, die somit

in vivo eine vergleichbare, wenn auch etwas geringere Lebenszeit aufweisen als in vitro.

Bekannt ist, dass der veränderte Brechungsindex der zellulären Umgebung die Lebens-

zeit des Green Fluorescent Protein (GFP) abzusenken vermag,[179] so dass ein analoges

Verhalten des YFPs sehr wahrscheinlich ist.

AS-YFP, welches sich entweder an der Zellmembran anlagert oder im Cytoplasma aggre-

giert, wies dagegen mittlere Lebenszeiten von 2750 ps auf und ist somit von monomeren

Formen des Proteins gut zu unterscheiden. Da AS seine biochemische Funktion in der

Faltung von SNARE-Proteinen[180] durch eine Interaktion mit Lipidmembranen, zumeist

lipiden Vesikeln, wahrnimmt, ist die hier vorgestellte Visualisierung und Charakterisie-

rung der Anlagerung von AS an den Membranen von hoher Forschungsrelevanz; zumal in

der Literatur bisher nur Membrananlegerungen von AS mit GFP in Hefezellen beobachtet

werden konnten.[175]

Ein messtechnisches Problem stellten die lokal sehr unterschiedlichen AS-YFP-Konzentra-

tionen dar. Die Aggregate im Cytoplasma und die Anhäufungen an der Zellmembran wie-

sen eine sehr viel gröÿere Fluorophordichte und somit Fluoreszenzintensität pro Kame-

rapixel auf, als das im Cytoplasma verteilte AS-YFP-Monomer. Der Versuch, Monomer

und Aggregate gleichzeitig zu detektieren, und damit zu zeigen, dass die Lebenszeiten

der AS-YFP-Spezies nicht von den Messeinstellungen abhängen, führte häu�g zu pile

up. Daher wurden alle Daten vor ihrer Verwendung der in Abschnitt 6.4 beschriebenen

Analyseprozedur zur Identi�zierung verfälschter Lebenszeiten unterzogen.

Um trotzdem ein Bild aufzunehmen, welches sowohl eine Zelle mit Monomer als auch eine

Zelle mit an der Membran assoziiertem AS-YFP zeigt, wurde auf eine mit Monomer gefüll-

te Zelle fokussiert und das Signal einer Zelle mit an der Membran angelagertem AS-YFP

aus einem Bereich auÿerhalb der fokalen Ebene detektiert. Dadurch wird die im Vergleich

zum Monomer zu hohe Signalintensität abgesenkt und so pile up vermieden. Die Lebens-
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Abbildung 6.16: Fluoreszenz (gelb-rot) von AS-YFP und Transmission (grau) der Zel-
len. Der weiÿe Balken entspricht 10 µm.

Abbildung 6.17: Lebenszeiten von AS-YFP gegen die Intensität pro Pixel (oben links)
und gemittelt (oben rechts). Lebenszeithistogramme unten

zeiten in den einzelnen Kamerapixeln sind in Abbildung 6.17 rot dargestellt und belegen

das Vorkommen zweier distinkter Spezies mit den bereits beschriebenen Lebenszeiten.

Untersuchungen am BS-YFP als Referenz zeigten, dass dieses Protein zwar ebenfalls Mo-

nomere im Cytoplasma und Membranablagerungen mit vergleichbaren Lebenszeiten (3020
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und 2780 ps) zu denen des AS-YFPs aufweist, aber keine Aggregate im Cytoplasma bildet.

Dies entspricht der Tatsache, dass BS-YFP über keine ausgeprägte, hydrophobe Domäne

zur Aggregatbildung, wohl aber über eine amphiphile Domäne zur Membranassoziation

verfügt, und stimmt mit Forschungsergebnissen an Hefezellen überein.[181] YFP konnte

nicht als Referenz verwendet werden, da per Elektroporation nur unzureichende Mengen

in die Zellen gelangten.

Diskussion

Die Beobachtung der Aggregation von YFP-markiertem α-Synuclein gelang dank einer

signi�kanten Lebenszeitverringerung, welche sowohl bei Aggregaten und Fibrillen in vitro

als auch in verschiedenen Strukturen in neuronalen Zellen auftritt. Referenzmessungen

mit BS-YFP zeigten, dass die punktuellen Anhäufungen im Cytoplasma für AS-YFP

charakteristisch, und somit auf seine Aggregationsfähigkeit zurück zu führen sind. Auch

die physiologisch interessante Anlagerung von AS-YFP an den Zellmembranen kann auf

diese Weise verfolgt werden.

Aufbauend auf diesen Ergebnisse wurden von der Laser Analytics Group in Cambridge

in Kooperation mit Gruppen der Universität und der Medizinischen Hochschule Gronin-

gen bereits weitere Untersuchungen vorgenommen und zur Publikation eingereicht.[178]

Expression von AS-YFP, BS-YFP und YFP im transparenten und als Modellsystem ge-

eigneten Fadenwurm C. Elegans ermöglichte die Beobachtung des Aggregationsprozesses

in lebenden Organismen über viele Tage hinweg. Dabei zeigte sich, dass die Lebenszeiten

der Aggregate mit zunehmender Gröÿe immer weiter abnehmen. Der Ansatz konnte sogar

auf ein Modell für das ähnlich funktionierende Huntington-Syndrom übertragen werden:

Das Polyglutamin Q40 wurde dazu mit YFP markiert und der entsprechende Aggregati-

onsprozess in C. Elegans anhand einer analogen Verringerung der Lebenszeit beobachtet.

Für die Zukunft sind Tests mit potentiellen Inhibitoren für beide Aggregationsprozesse

geplant, welche die Aggregatbildung verhindern und so die Funktionsfähigkeit der Zellen

erhalten sollen. Auf diese Weise kann die vorgestellte Methode in Zukunft dem Screening

potentieller Medikamente für Huntington und Parkinson dienen.
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6.5 Zusammenfassung

hs-FLIM stellt eine leistungsfähige und �exible, mehrdimensionale Fluoreszenztechnik zur

Untersuchung biochemischer Prozesse in vitro und in vivo dar. Dank der im Rahmen dieser

Arbeit vorgenommenen, apparativen Verbesserungen ist das an der Universität Cambridge

konstruierte Gerät nun auch im roten Spektralbereich e�zient und ohne Photobleaching

einsetzbar. Dadurch erschlieÿen sich nun auch Methoden, welche eine groÿe spektrale

Bandbreite benötigen, z.B. die simultane Verwendung mehrerer Farbsto�e, oder FRET-

Experimente.

Die Flexibilität des hs-FLIM-Aufbaus ermöglichte erstmals die Rekonstruktion von Fluo-

reszenzanteilen und -spektren stark überlappender Farbsto�e in vitro und in lebenden,

neuronalen Zellen. Dabei kommt die Methode der globalen Analyse mit AB-Auftragung

ohne a priori -Vorgaben aus, und berücksichtigt zudem die in biologischen Systemen oft

durch FRET, Quenching und variierende Brechungsindices abweichenden Lebenszeiten.

Dies ist ein wichtiger Schritt im Hinblick auf die Analyse von Multi�uorophorsystemen. In

der Zukunft sind Messungen mit drei und mehr Farbsto�en geplant, welche als Sensoren

zur statistischen Gewebeanalyse auf Krebs und andere krankhafte Veränderungen dienen.

Die Beobachtung der Aggregation von YFP-markiertem α-Synuclein gelang dank einer

signi�kanten Lebenszeitverringerung, welche sowohl bei Aggregaten und Fibrillen in vitro

als auch in verschiedenen Strukturen in neuronalen Zellen auftritt. Auch die physiologisch

interessante Anlagerung von AS-YFP an den Zellmembranen kann auf diese Weise verfolgt

werden. Auf dieser Arbeit aufbauende Studien nutzen die beschriebene Methode zur Un-

tersuchung der Aggregation in lebenden Fadenwürmern über viele Tage hinweg. Auch eine

für das Huntington-Syndrom charakteristische Aggregation konnte nach diesem Prinzip,

durch mit YFP markiertem Polyglutamin, in C. Elegans verfolgt werden. Damit ist der

Weg geebnet für zukünftige Untersuchungen mit potentiellen Inhibitoren der Aggregati-

onsprozesse, welche wichtige Hinweise auf die Grundcharakteristika möglicher Parkinson-

und Huntingtonmedikamente liefern können.
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7 Photophysik der Benzodiazaborole

Im Arbeitskreis Anorganische Chemie II von Professor Dr. Lothar Weber an der Uni-

versität Bielefeld wird die Synthese verschiedenartig substituierter und funktionalisierter

Benzodiazaborole stark vorangetrieben. Ziel ist es, Substitutionsmuster und strukturel-

le Eigenheiten zu entwickeln, welche sich besonders gut für Anwendungen als OLED-

Farbsto� oder Fluoridsensor eignen.[182] Die notwendigen spektroskopischen Studien zur

Ermittlung des Zusammenhangs zwischen chemischer Struktur und photophysikalischer

Funktionalität sind Teil dieser Arbeit und wurden zum Teil bereits publiziert.[183,184]

7.1 Einleitung

Aufgrund seiner strukturellen Ähnlichkeit zum Carbokation ist dreifach koordiniertes Bor

in den letzten Jahren vermehrt im Zusammenhang mit lumineszenten und optoelektro-

nischen Materialien untersucht worden. Sein freies 2pz-Orbital macht dreifach koordi-

niertes Bor zu einem starken Elektronenakzeptor und steht gleichzeitig zur Ausbildung

ausgedehnter − und potentiell lumineszenter − π-Systeme zur Verfügung. Dem entspre-

chend liegt der Schluss nahe, Kohlensto� in elektronenleitenden Schichten organischer

Licht-emittierender Dioden (OLED) durch dreifach koordiniertes Bor zu ersetzen und so

neutrale p-Typ-Materialien oder emittive Schichten zu erzeugen.[185�188]

Allerdings stellt die hohe Lewisacidität des Bors ein Problem dar: Zur Stabilisierung ge-

genüber Nucleophilen muss neben Konjugation auch auf sterische E�ekte zurück gegri�en

werden. Daher kommen häu�g sterisch anspruchsvolle π-Systeme, wie z.B. Mesitylreste,

als Substituenten zum Einsatz. Die Lewisacidität erö�net jedoch auch ein weiteres An-

wendungsfeld: Lumineszente Borverbindungen können als Sensoren für Lewisbasen, wie

z.B. Fluoridionen, eingesetzt werden.[189�191]
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Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Benzodiazaborole gehören zur Klasse der

Borazaaromaten, aromatischen Verbindungen, in denen eine C-C-Einheit durch eine iso-

elektronische B-N-Einheit substituiert wird. Die Synthese des Borazins durch Stock und

Poland im Jahre 1926[192] legte den Grundstein für eine rasante Forschungsentwicklung

im Bereich der Borazaaromaten. Das zum Benzol isoelektronische Borazin leitet sich vom

Benzol formal durch Substitution der drei C-C- mit drei B-N-Einheiten ab.

Abbildung 7.1: Benzol und Borazin.

Die Überlappung des freien 2pz-Orbital des Bors mit dem gefüllten 2pz-Orbital des Stick-

sto�s ermöglicht dabei die Ausbildung von Mehrfachbindungen. Der aromatische Charak-

ter dieser Verbindung äuÿert sich in der Planarität des Sechsrings. Durch die verschiedenen

Elektronegativitäten von Bor und Sticksto� agiert jede B-N-Einheit jedoch als elektrischer

Dipol, wodurch die Elektronendelokalisation vermindert und die Aromatizität geschwächt

wird. Dies äuÿert sich z.B. in der − im Vergleich zum Benzol − erhöhten Bereitschaft zu

Additionsreaktionen.

Abbildung 7.2: Pyrrol, 2,3-Dihydro-1H-1,3,2-Diazaborol und Cyclopentadienid-Anion.

Inzwischen sind eine Vielzahl solcher Borazaaromaten bekannt. So leitet sich das 2,3-

Dihydro-1H -1,3,2-diazaborol (siehe Abbildung 7.2) gleichermaÿen vom isoelektronischen
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Pyrrol und Cyclopentadienid-Anion ab. Die erste Synthese eines solchen 1,3,2-Diazaborols

stellten Merriam und Niedenzu 1973 vor.[193]

1964 wurde das erste Mal ein zum Indol isoelektronisches Benzodiazaborol von Goubeau

hergestellt (siehe Abbildung 7.3).[194] Die Planarität des Ringsystems spiegelt seinen aro-

matischen Charakter wider. Allerdings belegen die kürzeren C-N-Bindungslängen, dass im

Benzodiazaborol im Vergleich zum Indol eine deutlich geringere Aromatizität auftritt.[195]

Abbildung 7.3: Indol und isoelektronisches Benzodiazaborol.

Die Verwandtschaft zum lumineszenten Indol legt den Schluss nahe, dass sich Benzo-

diazaborole für photophysikalische Anwendungen eignen. Die Synthese violett-blau lumi-

neszierender Polymere, welche auf Benzodiazaborole als Untereinheit zurückgreifen und

potentiell für die Verwendung in OLEDs geeignet sind, wurden bereits 2002 von Maruya-

ma et al. und 2007 von Yamamoto et al. verö�entlicht.[196,197]

7.2 Aufgabenstellung

Insgesamt stehen für die Studie zwanzig unterschiedliche Benzodiazaborole zur Verfügung;

ihre Strukturformeln sind in den Abbildungen 7.4 bis 7.8 dargestellt. Sie lassen sich anhand

der Substituenten am Boratom in vier Gruppen einteilen:

� Die am Boratom ethinylsubstituierten Benzodiazaborole 1 bis 5 bilden die erste

Gruppe. In den Borolen 2 bis 4 sollen die heteroatomaren Gruppen am Phenylring

als Elektronendonor, die Benzodiazaborolylgruppe selber als Elektronenakzeptor

agieren. Dadurch kann es bei Anregung zu Ladungstrennung und Bildung eines

angeregten internal charge transfer -Zustandes kommen. Solche Substanzen weisen

meist groÿe Übergangsdipolmomente und groÿe Emissionswellenlängen auf.
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Abbildung 7.4: Strukturformeln der Diazaborole 1-5.

Abbildung 7.5: Strukturformeln der Diazaborole 6-9.

Abbildung 7.6: Strukturformeln der Diazaborole 10 und 11.
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� Gruppe zwei (6-11) ist eine Thienylfunktion als Subsituent am Boratom eigen. Die

Borole 10 und 11 wurden zudem ebenfalls mit einem Donor-Akzeptorpaar ausge-

stattet, allerdings fungiert das Benzodiazaborol als Donor und die Dimesitylboryl-

funktion als Akzeptor.

� Die Borole 12 bis 15 weisen allesamt einen Phenylring als Substituenten am Bor

auf. Als Besonderheit ist Borol 15 zu erwähnen, da diese Substanz keine Ethylreste,

sondern Phenylreste an den Sticksto�en des Diazaborols trägt.

� Die Borole 16 bis 20 sind ebenfalls phenylsubstituiert, allerdings sind sie durch

strukturelle Besonderheiten nicht so gut mit der dritten Gruppe vergleichbar. In

Borol 17 wurde mit der Methoxy- und einer Cyanofunktion ein vom Diazaborol

unabhängiges Donor-Akzeptorsystem eingeführt; als Referenz fungiert Borol 16,

welches über dasselbe Grundgerüst ohne ein Donor-Akzeptorpaar verfügt.

Abbildung 7.7: Strukturformeln der Diazaborole 12-15.

Abbildung 7.8: Strukturformeln der Diazaborole 16-20.
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Systematische Untersuchungen sollen zeigen, welche dieser vielfältigen Funktionalitäten

für photophysikalische Anwendungen geeignet sind. Die geplanten Untersuchungen kon-

zentrieren sich dabei auf folgende Aspekte:

� Zunächst soll eine grundlegende, spektroskopische Charakterisierung der einzelnen

Substanzen in Lösung erfolgen. Diese umfasst Absorptionsspektren mit resultie-

rendem Extinktionskoe�zienten, statische Fluoreszenzspektren, Quantenausbeuten

und Lebenszeiten, und liefert einen ersten Hinweis auf die Eignung der Substanzen

als Emitter in technischen Anwendungen.

� Darauf aufbauend werden einige ausgewählte Substanzen auf Solvatochromismus,

und somit das Übergangsdipolmoment des elektronischen Übergangs untersucht.

Auf diese Weise kann die Farbvariabilität der Benzodiazaborole in Abhängigkeit

der chemischen Umgebung, sowie eine Eignung für die nichtlineare Optik ermittelt

werden.

� Quenchingexperimente an ausgewählten Borolen mit Fluorid und Pyridin als Lewis-

basen geben Aufschluss über die Lewisacidität der Verbindungen und ihrer Eignung

als Fluoridsensoren.

� Messungen an Festkörpern, als Reinsto� oder als in Plastik eingeschmolzener Farb-

sto�, liefern Hinweise auf deren Verwendbarkeit in der festen Phase. Erste Versuche

zum Einbau der Benzodiazaboroleinheit in die Seitenkette von Polymeren zielen

ebenfalls auf eine Anwendung der Substanzen in emittiven OLED-Schichten.
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7.3 Fluoreszenzeigenschaften in Lösung

In diesem Abschnitt werden die Fluoreszenzeigenschaften der einzelnen Diazaborole in Lö-

sung vorgestellt. Die Diskussion der charakteristischen Absorptions- und Fluoreszenzspek-

tren, Extinktionskoe�zienten, Quantenausbeuten und Lebenszeiten der Benzodiazaborole

in verschiedenen Lösungsmitteln erfolgt in den Abschnitten 7.3.1 bis 7.3.3. Abschnitt 7.3.4

beschäftigt sich mit dem Solvatochromismus ausgewählter Substanzen.

7.3.1 Absorptions- und Fluoreszenzspektren

Um in optoelektronischen Materialien Anwendung �nden zu können, sollten die Fluoro-

phore möglichst viel Licht im sichtbaren Spektralbereich emittieren. Auch eine Anregung

bei groÿen Wellenlängen ist aufgrund des geringeren Energiegehalts des eingestrahlten

Lichts für die Stabilität des Emitters von Vorteil. Daher muss zunächst geklärt werden,

ob sich Absorption und Fluoreszenz der Materialien in einem geeigneten Wellenlängebe-

reich bewegen.

Dazu werden Absorption und statische Fluoreszenz in THF als Lösungsmittel, welches

mittlere Polaritäten und hervorragende Löslichkeitseigenschaften aufweist, vermessen. Um

Reabsorptionse�ekte zu vermeiden, wurden die Konzentrationen zwischen 1 und 10µM

so gewählt, dass im Maximum der Anregung eine optische Dichte von etwa 0.1 vorlag.

Die Positionen der Maxima werden durch die in Abschnitt 4.3.2 beschriebene Anpassung

der Spektren ermittelt.

Anregung

Die untersuchten Diazaborole sind im nahen UV anregbar; ihre im Anhang in Tabelle A.2

aufgeführten Absorptionsmaxima liegen zwischen 290 und 392 nm, und somit oberhalb

des für Indolderivate typischen Absorptionsmaximums von 285 nm. Besonders groÿe An-

regungswellenlängen zeigen die Borole 11 (392 nm), 8 (351 nm), 10 (350 nm), 17 (340 nm)

und 9 (330 nm). Diese Substanzen schlieÿen vier der sechs thienylsubstituierten Borole ein;

besonders gut eignen sich die Borole 10 und 11, in denen das Benzodiazaborol als Elek-

tronendonor auftritt. Auch der Einsatz eines externen Paares in Borol 17 führt zu groÿen

Anregungswellenlängen. Kleine Anregungswellenlängen zwischen 295 und 307 nm werden
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Abbildung 7.9: Vergleich der Absorption und Fluoreszenzanregung von 1 (links) und 18
(rechts) in THF.

dagegen von den Borolen 1, 2 sowie 12 bis 15 erreicht. O�ensichtlich kommt über den

Phenylring als Substituenten keine ausreichende Konjugation zustande. Der Einsatz der

Diazaborolylfunktion als Elektronenakzeptor ist nur mäÿig erfolgreich.

In den meisten Fällen stimmen die Anregungsspektren der Fluoreszenz mit den Absorpti-

onsspektren gut überein (Abbildung 7.9 links), so dass die betrachtete Absorptionsbande

allein der �uoreszenten Spezies zuzuordnen ist. Abweichungen zwischen Anregungs- und

Absorptionsmaximum, wie in Abbildung 7.9 rechts dargestellt, sind kein Messartefakte,

sondern können auf mangelnde Konjugation oder nicht�uoreszente Konformationen hin-

weisen.

Emission

Die statischen Emissionsspektren der Verbindungen 1 bis 20 in THF sind in den Abbildun-

gen 7.11 und 7.12 dargestellt und die Maxima im Anhang tabelliert (siehe Tabelle A.2).

Zwar weisen fast alle Sto�e eine blaue Emission in Lösung auf (siehe Abbildung 7.10),

jedoch resultiert diese in den meisten Fällen aus der langsam auslaufenden, niederfrequen-

ten Flanke der Fluoreszenz mit einem relative geringen Anteil an der Gesamtintensität.

Von den zwanzig Verbindungen liegen nur die Emissionsbanden der Borole 10, 11 und

17 vollständig im sichtbaren Spektralbereich. Für die Verbindungen 5, 8, 9 und 18 liegt

zumindest das Emissionsmaximum im VIS, so dass der gröÿte Teil der Emission für das

Auge sichtbar ist.
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Abbildung 7.10: Emission der thiophenhaltigen Borole in THF.

Abbildung 7.11: Emissionsspektren von 1-5 (links) und 6-11 (rechts) in THF.

Abbildung 7.12: Emissionsspektren von 12-14 (links) und 17-20 (rechts) in THF.

Analog zur Anregung stammen vier der sieben am besten geeigneten Verbindungen aus

der Gruppe der thienylsubstituierten Diazaborole (8-11). Dem gegenüber liegen die Emis-

sionsmaxima der am Boratom phenyl- (12-15) oder ethinylsubstituierten (1-5) Benzodia-

zaborole zumeist deutlich unterhalb der Sehschwelle von 420 nm.

Um sicher zu gehen, dass die beobachteten Tendenzen nicht allein auf Lösungsmittele�ek-

ten beruhen, wurden viele Verbindungen noch einmal in cyclo-Hexan vermessen. Durch

151



7 Photophysik der Benzodiazaborole

Abbildung 7.13: Emissionsmaxima in THF (links) und cyclo-Hexan (rechts).

die schlichte Alkanstruktur und vernachlässigbar kleine Polarität des cyclo-Hexans können

spezi�sche Solvenzwechselwirkungen und durch Solvenzrelaxation hervorgerufene Stokes-

Verschiebungen ausgeschlossen werden. Abbildung 7.13 zeigt die Emissionsmaxima der

Borole in THF und in cyclo-Hexan. Das Borol 17 zeigt hier geringere Emissionswellen-

längen als die thienylhaltigen Borole 8 und 9, ansonsten sind die Tendenzen vergleichbar.

7.3.2 Extinktionskoe�zient und Quantenausbeute

Neben der spektralen Verteilung an sich spielen Absorptionsvermögen und Lichtausbeute

der Sto�e eine wichtige Rolle. Zur Bestimmung von Extinktionskoe�zient und Quanten-

ausbeute werden Absorption und Fluoreszenz in Proben mit einer optischen Dichte um 0.1

vermessen. Aus Konzentration und Absorption können (nach Aufarbeitung der Spektren

gemäÿ der Anweisung in Abschnitt 4.3.1) die Extinktionskoe�zienten gemäÿ Gleichung

2.2 bestimmt werden. Zur Ermittlung der Quantenausbeute nach Gleichung 2.12 wird

POPOP als Referenzverbindung verwendet.

Absorptionsvermögen

Die ermittelten Extinktionskoe�zienten sind in Tabelle A.1 aufgeführt und liegen für die

meisten untersuchten Diazaborole zwischen 10000 und 60000M−1cm−1. Damit zeigen sie

ein mit POPOP und PPO, den Standard�uoreszenzfarbsto�en im blauen Spektralbereich

mit Extinktionskoe�zienten von 47000 und 35700M−1cm−1, vergleichbares Absorptions-

vermögen. Ein klarer Trend für verschiedene Strukturmotive ist nicht auszumachen.
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Eine Ausnahme stellt Borol 15 dar, welches als einzige Verbindung keine Ethyl- son-

dern Phenylgruppen als Substituenten an den Sticksto�atomen des Diazaborolsystems

trägt, und in allen Lösungsmitteln äuÿerst geringe Extinktionskoe�zienten zwischen 5300

und 7500 M−1cm−1 aufweist. Diese Daten liegen noch unter dem von Indol mit 9000

M−1cm−1[198] in organischen Lösungsmitteln. Aufgrund der damit verbundenen, geringen

Leuchtkraft eignet sich diese Verbindung nicht für photophysikalische Anwendungen.

Quantenausbeuten

In Bezug auf das Emissionsvermögen zeigen sich dagegen deutliche Unterschiede für die

verschiedenen Substitutionsmuster (siehe Tabelle A.3 im Anhang). Dabei weisen die na-

hezu identischen, ethinylsubstituierten Borole 1 bis 4 in THF und cyclo-Hexan fast alle

exzellente Quantenausbeuten um 1 auf, nur die Werte des schwefelhaltigen Borols 3 fallen

mit 0.81 und 0.89 ein wenig ab. Auch die schwefelhaltigen, thienylsubstituierten Boro-

le ohne Elektronendonor und -akzeptorfunktion zeigen in beiden Lösungsmitteln ein et-

was schwächeres Emissionsverhalten mit Quantenausbeuten zwischen 0.65 und 0.9. Dass

Schwefelatome die Quantenausbeute vermindern, hängt wahrscheinlich mit der höheren

Masse der Atome zusammen. Durch den sogenannten heavy atom-E�ekt wird die Spin-

Bahnkopplung im angeregten Molekül geschwächt, der Übergang in einen angeregten Tri-

plettzustand erleichtert und so die Quantenausbeute des Singulettübergangs verringert.

Abbildung 7.14: Quantenausbeuten in THF (links) und cyclo-Hexan (rechts).

Mäÿige bis schlechte Quantenausbeuten in THF wurden für die Borole 10, 11 und 17

gemessen. Diese wurden im Hinblick auf ein hohes Übergangsdipolmoment synthetisiert
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und sind aufgrund der groÿen Polarität des angeregten Zustandes für spezi�sche Sol-

venzwechselwirkungen besonders anfällig. Diese These wird durch die ausgezeichneten

Quantenausbeuten der Verbindungen im nahezu unpolaren cyclo-Hexan gestützt. Eine

allgemeine Tendenz für phenylsubstituierte Borole ist nicht auszumachen.

7.3.3 Lebenszeiten

Die Lebenszeit gehört zu den charakteristischen Parametern eines Fluorophors. Mit ihrer

Hilfe können Fluoreszenz und Phosphoreszenz oft unterschieden und durch einen Vergleich

der Werte in verschiedenen Lösungsmitteln ungewöhnliche Solvenzwechselwirkungen iden-

ti�ziert werden.

Für die Lebenszeitmessungen wurden 100µM Lösungen der Verbindungen verwendet,

damit Reabsorptionse�ekte die Resultate nicht beein�ussen. Als Anregungswellenlänge

wurde 304 bzw. 334 nm gewählt. Für die Erstellung der Abklingkurven wurde über das

Emissionsspektrum integriert und die resultierenden Kurven in FINDFit angepasst; die

Anpassungen waren zumeist monoexponentieller, in seltenen Fällen biexponentieller Na-

tur. In Abbildung 7.15 ist die Anpassung der Abklingkurve von Borol 15 in cyclo-Hexan

mit IRF, Residuum und Autokorrelation exemplarisch dargestellt.

In cyclo-Hexan treten intensitätsgemittelte Lebenszeiten zwischen 0.97 und 1.53 ns auf;

diese sind im Anhang in Tabelle A.4 aufgeführt. Es handelt sich bei der Emission also

eindeutig um Fluoreszenz. Ein strukturabhängiger Trend oder eine Korrelation mit den

Abbildung 7.15: Anpassung an die dynamische Fluoreszenz von Borol 15 in cyclo-
Hexan.
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Abbildung 7.16: Intensitätsgemittelte Lebenszeiten in cyclo-Hexan.

Quantenausbeuten konnte nicht festgestellt werden. Die Anregungswellenlänge hat kei-

nen Ein�uss auf die Lebenszeit; Abweichungen zwischen den Werten bei 304 und 334 nm

betragen höchstens 2% und unterstreichen die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der

Messungen.

7.3.4 Solvatochromismus

Grundsätzlich führt ein groÿes Übergangsdipolmoment zu einer starken Erhöhung der

Stokes-Verschiebung mit der Lösungsmittelpolarität, so dass für den entsprechenden Fluo-

rophor ein weiter Spektralbereich durch Variation der Umgebungspolarität zugänglich ist.

Da Benzodiazaborole über geringe Übergangsenergien verfügen und keine Zentrosymme-

trie aufweisen, können sie im Falle groÿer Übergangsdipolmomente ggf. als Frequenzkon-

verter in der nicht-linearen Optik eingesetzt werden.[185]

Die Borole 1 bis 4, 10 und 11, sowie 17 wurden eigens auf ein groÿes Übergangsdi-

polmoment hin konstruiert. Es soll anhand des Solvatochromismus untersucht werden,

welche Strukturelemente und Donor-Akzeptorpaarungen die gröÿten Übergangsdipolmo-

mente erzeugen und welche Wellenlängenbereiche dadurch zugänglich werden. Ein Ver-

gleich mit DFT-Simulationen soll deutlich machen, inwieweit die theoretischen Modelle

mit der physikalischen Wirklichkeit übereinstimmen. Dieser Abgleich liefert Theoretikern

entscheidende Hinweise auf dem Weg zum präsynthetischen Fluorophordesign.

Dazu wurden die Absorptions- und Emissionsspektren der Verbindungen in verschiedenen

Lösungsmitteln gemessen. Die Positionen der Maxima werden durch die in Abschnitt
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4.3.2 beschriebene Anpassung der Spektren ermittelt und zur Berechnung der Stokes-

Verschiebung verwendet.

Zugängliche Spektralbereiche

Die Borole 1 bis 4, welche ein Donor-Akzeptorpaar mit Benzodiazaborolfunktion als Ak-

zeptor beinhalten, emittieren selbst in Acetonitril nicht komplett sichtbares Licht; dage-

gen liegt das Maximum der Emission von 11, in dem der Benzodiazaborolrest als Donor

fungiert, in Acetonitril sogar im gelben Spektralbereich. Ein erheblicher Teil dieser Fluo-

reszenz liegt bei gelb-orangen Wellenlängen. Je nach Kombination aus Diazaborol und

Lösungsmittel kann - auÿer Rot - jede erwünschte Fluoreszenzfarbe erreicht werden.

Aus diesen Beobachtungen kann allerdings noch nicht auf das eigentliche Übergangsdi-

polmoment geschlossen werden, da zum Einen die Wellenlänge nicht proportional zur

Übergangsenergie ist, und zum Anderen noch die geometrischen Gegebenheiten der ein-

zelnen Borole berücksichtigt werden müssen. Eine Quanti�zierung erfolgt in den folgenden

Abschnitten.

Identi�zierung geeigneter Lösungsmittel

Für die Bestimmung der Übergangsdipolmomente werden Lösungen ohne spezi�sche Sol-

venzinteraktionen benötigt. Die überraschend geringe Lewisacidität der Borole (siehe Ab-

schnitt 7.4.2) ermöglicht die Messung in sehr polaren Lösungsmitteln, auf die Verwendung

protischer und sauersto�haltiger Lösungsmittel wurde jedoch verzichtet. Es wurden da-

Abbildung 7.17: Solvatochromismus von 1 (links) und 11 (rechts).
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her die Lösungsmittel cyclo-Hexan, Toluol, Chloroform, Dichlormethan und Acetonitril

ausgewählt.

Die Messung von Quantenausbeuten und Lebenszeiten der Borole 1, 2, 4, 8, 16 und 17 soll

zeigen, ob die betre�enden Lösungsmittel starke spezi�sche Wechselwirkungen mit dem

Borol eingehen. Für die Lebenszeiten ergibt sich die zu erwartende Erhöhung mit der

Lösungsmittelpolarität, da durch Solvenzrelaxation der Energieabstand zwischen Grund-

und angeregtem Niveau vermindert wird und die Lebenszeit dem entsprechend ansteigt.

Eine Auftragung der mittleren Lebenszeit gegen die Orientierungspolarisation des Lö-

sungsmittels sollte, solange lediglich allgemeine Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zwischen

Borol und Solvenz vorliegen, eine lineare Proportionalität ergeben.

Die Quantenausbeuten der Borole in den oben genannten Lösungsmitteln gleichen zumeist

denen in cyclo-Hexan. Allerdings lassen die geringen Werte von 17 in Acetonitril und

von 1, 2 und 4 in Chloroform vermuten, dass sich statische Komplexe bilden und diese

Konstellationen daher zur Dipolmomentbestimmung ungeeignet sind.

Dagegen spricht, dass diese Konstellationen alle besonders kurze Lebenszeiten aufweisen.

Daher resultieren die geringe Quantenausbeuten aus erhöhtem dynamischen Lösungsmit-

telquenching und nicht aus einer statischen Wechselwirkung, welche die Emissionsspektren

beein�ussen würde. Die statischen Fluoreszenzspektren können daher trotz ihrer geringen

Quantenausbeute in Abschnitt 7.3.4 verwendet werden.

Au�allend ist zudem, dass für alle vier Borole die Lebenszeit in Toluol überproportio-

nal hoch ist. Es kommt also zu einer über unspezi�sche Solvenzwechselwirkungen hin-

Abbildung 7.18: Mittlere Lebenszeiten von Borol 1, 8, 16 und 17 in verschiedenen
Lösungsmitteln.
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ausgehende Stabilisierung durch das Lösungsmittel, zu sogenanntem π-Stacking der aro-

matischen Ringe. Daher sollte Toluol nicht als Lösungsmittel für die Bestimmung der

Dipolmomente herangezogen werden.

Bestimmung des Übergangsdipolmomentes nach Lippert-Mataga

Zur Quanti�zierung der Übergangsdipolmomente wird die gemessene Stokes-Verschiebung

gegen die Orientierungspolarisation nach Lippert-Mataga (Gleichung 2.25) aufgetragen.

Aus der Steigung der resultierenden Gerade kann, allerdings nur bei unspezi�schen Wech-

selwirkungen mit dem Lösungsmittel, das Übergangsdipolmoment bestimmt werden.

Die Auftragung der Stokes-Verschiebungen in den ausgewählten Lösungsmitteln gegen

∆f folgt einem linearen Zusammenhang, lediglich die Werte für Toluol sind bei allen

Messreihen etwas zu groÿ. Wie in Abschnitt 7.3.3 erläutert, kommt es bei Toluol sehr

wahrscheinlich zu π-Stacking, so dass die Messdaten für die Auswertung nicht berücksich-

tigt werden können (siehe Abbildung 7.19).

Um aus der Auftragung einen Wert für das Übergangsdipolmoment zu bestimmen, muss

zunächst der Radius a der theoretisch kugelförmigen Onsagerkavität abgeschätzt werden.

Dazu wird nach den vorliegenden Röntgenkristallstrukturen die Ausdehnung des Moleküls

entlang der drei Raumachsen ermittelt (siehe Abbildung 7.20). Die erhaltenen Werte sind

im Anhang aufgeführt.

In die Berechnung des Radius a geht dabei die lange Achse mit zwei Teilen, die kurzen

Achsen mit jeweils einem Teil ein, da sich das Dipolmoment entlang der langen Achse

Abbildung 7.19: Lippert-Mataga-Auftragung von 1 (links) und 17 (rechts).
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Abbildung 7.20: Geometrie von 1.

ausrichtet und daher stärker Berücksichtigung �nden muss. Diese Abschätzung lässt, ins-

besondere in Anbetracht der starken Varianz des berechneten Übergangsdipolmomentes

mit dem Onsagerradius, beträchtliche Fehler in den absoluten Werten vermuten. Ein Ver-

gleich der Werte untereinander ist dagegen unproblematisch. Die erhaltenen Ergebnisse

sind in Tabelle 7.1 aufgelistet und werden am Ende dieses Unterkapitels gemeinsam mit

den Daten für die Dipolmomente des Grund- und angeregten Zustands diskutiert.

Dipolmomentbestimmung für ellipsoide Onsagerkavität

Um nicht nur die Übergangsdipolmomente, sondern absolute Werte für die Dipole des

Grund- und angeregten Zustandes zu ermitteln, wird auf den Formalismus für ellipsoide

Fluorophore zurückgegri�en. Eine Auftragung der Stokes-Verschiebung ν̃A − ν̃F und von

ν̃A + ν̃F gegen die Parameter der Solvenzpolarität f und φ nach den Gleichungen 2.27

und 2.28 ergibt für jeden Fluorophor zwei Geraden, wie in Abbildung 7.21 für Borol 3

exemplarisch dargestellt.

Um aus den resultierenden Steigungen die Dipolmomente des Grund- und angeregten Zu-

standes zu berechnen, wird hier der geometrisch bedingte Parameter A benötigt. Letzerer

wird nach Bestimmung des Radienverhältnisses in der Literatur[73] nachgeschlagen. Der

Radius der Onsagerkavität a ist hier allerdings nicht mit einer das Molekül umfassenden

Kugel assoziiert sondern mit einer deutlich kleineren Kugel, welche durch Aneinanderrei-

hung eine ellipsoide Geometrie erzeugt (siehe Abbildung 7.22). Daher ist a hier deutlich

geringer als für die Lippert-Mataga-Theorie.
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Abbildung 7.21: ν̃A − ν̃F und ν̃A + ν̃F von 3 in verschiedenen Lösungsmitteln.

Eine eigenständige, geometrische Abschätzung von a erwies sich als unzuverlässig und

fehleranfällig. Daher wurden die Werte des Onsagerradius hier aus den mit der Lippert-

Mataga-Gleichung berechneten Übergangsdipolmomenten rekonstruiert. Dieses Vorgehen

ist zwar in der Literatur bekannt,[71, 72] allerdings bieten die Werte keine Vergleichsmög-

lichkeit, sondern sind nur als Ergänzung zu den aus Lippert-Mataga berechneten Werten

zu verstehen.

Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 7.1 aufgelistet und werden im nächsten Ab-

schnitt gemeinsam mit den Übergangsdipolmomenten diskutiert.

Ergebnisse

Die nach dem Lippert-Mataga-Formalismus erhaltenen Onsagerradien a Kugel, Steigungen

mKugel und Übergangsdipolmomente ∆µ sind in Tabelle 7.1 aufgeführt, ebenso wie die

nach dem Formalismus für ellipsoide Geometrien erhaltenen Steigungen m1,2Ellipse und

Dipolmomente des Grund- und angeregten Zustandes µE und µG. Weitere, zur Berechnung

nötige Daten sind im Anhang (siehe Tabelle A.5) tabelliert.

Abbildung 7.22: Geometrien der Onsagerkavitäten.
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Aus den Standardabweichungen der einzelnen Steigungen und einem abgeschätzten Fehler

im Radius der Onsagerkavität von 0.25Å kann mit Hilfe der Gauÿschen Fehlerfortp�an-

zung eine realistische Abweichung für die Übergangsdipolmomente ermittelt werden.

Abbildung 7.23 zeigt die erhaltenen Dipolmomente und Fehler. Tatsächlich weisen die Bo-

role 1 bis 4 ein vergleichsweise geringes Übergangsdipolmoment auf. O�ensichtlich eignet

sich der Benzodiazaborolrest in den ethinylsubstituierten Borolen nicht als Elektronen-

akzeptor. Entweder herrscht in der Benzodiazaborolfunktion kein ausreichender Elektro-

nenmangel, oder der Winkel zwischen Borol und Phenylrest von etwa 90° verhindert eine

erfolgreiche Konjugation. Rechnungen von Marder et al.[184] sowie das in Abschnitt 7.4 vor-

gestellte, geringe Quenchvermögen von Pyridin und Fluorid unterstützen den ersten, die

geringen Emissionsmaxima der Verbindungen den zweiten Punkt. Das höchste Übergangs-

dipolmoment weist das schwefelhaltige Borol 3 auf, während das aminofunktionalisierte

Borol 4 über erstaunlich niedrige Dipolmomente verfügt.

Im Gegensatz dazu zeigen die Borole 11 und 17 mit 17.4 und 18.3D sehr hohe Übergangs-

dipolmomente. Selbst die in der Literatur etablierte Polaritätssonde Prodan erreicht mit

14.8D[102] diese Werte nicht. O�ensichtlich ist daher sowohl der Einsatz des Diazabo-

rols als Elektronendonor (Borol 11) als auch die Verwendung des vom Borol unabhängi-

gen Donor-Akzeptorpaares aus Cyano- und Mehtoxyfunktion (Borol 17) geeignet, groÿe

Übergangsdipolmomente in die Borole einzubringen. Messungen an Borol 16 ergeben ein

mit Prodan vergleichbares Übergangsdipolmoment von 14.9D. Demnach ist die Tendenz

Borol a Kugel mKugel m1,Ellipse m2,Ellipse ∆µ ∆∆µ µE µG
in Å in cm−1 in cm−1 in cm−1 in D in D in D in D

1 4.49 10925 31921 38367 9.93 1.23 11.38 1.04
2 4.44 8758 24629 32899 8.74 1.41 10.53 1.51
3 4.44 12024 32946 46645 10.24 1.26 12.36 2.13
4 4.60 14230 24629 22024 4.70 0.84 4.54 0.25
11 5.79 15463 51146 60833 17.29 2.51 18.93 1.64
16 5.24 15572 60228 69517 14.94 1.70 16.01 1.15
17 5.29 17882 70897 101861 18.36 1.86 22.36 4.01

Tabelle 7.1: Ermittelte Übergangsdipolmomente.
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7 Photophysik der Benzodiazaborole

Abbildung 7.23: Ermittelte Dipolmomente.

zu hohen Übergangsdipolmomenten bereits im Grundgerüst von Borol 17 ohne Donor-

Akzeptorpaar angelegt.

Der Vergleich des für Borol 17 bestimmten Übergangsdipolmomentes mit DFT-Rechnun-

gen[199] von M. Maciejczyk der Université de Pau et des Pays de l'Adour in Tabelle 7.2

zeigt eine gute Übereinstimmung. Allerdings stimmen die Werte der Übergangsdipolmo-

mente, die sich innerhalb der angegebenen Fehlergrenzen bewegen, weit besser überein

als die Dipole der einzelnen Zustände. Vermutlich liegt dies an der Schwierigkeit, die

ellipsoide Geometrie der Onsagerkavität korrekt abzuschätzen. Insgesamt bestätigen die

Simulationen die experimentell ermittelten Werte.

∆µ µE µG
in D in D in D

Messung 18.36 ± 1.86 22.36 4.01
Rechnung[199] 18.72 23.84 5.12

Tabelle 7.2: Vergleich mit DFT-Rechnungen.
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7.4 Quenching durch Lewisbasen

7.4 Quenching durch Lewisbasen

In diesem Abschnitt wird das Komplexierungsvermögen ausgewählter Diazaborole mit

Pyridin (Abschnitt 7.4.1) und Fluorid (Abschnitt 7.4.2) untersucht. Dabei sollen Informa-

tionen über die Lewisacidität der Borole und ihre Eignung als �uoreszente Fluoridsensoren

gewonnen werden. Da in der Literatur vielfältige Untersuchungen an thienylhaltigen Aryl-

boranen bekannt sind,[200�202] liegt das Hauptaugenmerk zur besseren Vergleichbarkeit auf

thienylsubstituierten Benzodiazaborolen. Um sicher zu stellen, dass sich die erhaltenen

Ergebnisse auf andere Borole übertragen lassen, dient Verbindung 1 als Referenz.

7.4.1 Quenching durch Pyridin

Die Fähigkeit zur Komplexierung der Lewisbase Pyridin ist eng mit der Eigenschaft der

Lewisacidität verknüpft. Daher liefert diese Untersuchung einen Vergleich der Lewisaci-

dität der untersuchten Benzodiazaborole mit literaturbekannten Triarylboranen. Dafür

wurden die mehrfach funktionalisierten thienylhaltigen Borole 8 und 9 und das einfach

funktionalisierte Borol 1 ausgewählt. Die statische Fluoreszenz und Absorption der drei

Borole wurde in Abhängigkeit der Pyridinkonzentration bei der maximalen Anregungs-

wellenlänge der einzelnen Verbindungen untersucht.

Art des Quenchings

Die statische Fluoreszenz aller drei Verbindungen wurde, wie in Abbildung 7.24 exempla-

risch dargestellt, durch die Zugabe von Pyridin instantan gelöscht. Eine Weiterreaktion

konnte durch längere Beobachtung der Fluoreszenz ausgeschlossen werden.

Die Absorption der Borole dagegen bleibt konstant, auÿerdem kommt die für Pyridin

charakteristische Bande unterhalb von 350 nm dazu. Die gleichbleibende Borolabsorption

weist auf das Vorliegen von dynamischem Quenching hin; statt zu einer Komplexbildung

kommt es zu �uoreszenzlöschenden Stöÿen. Zeitaufgelöste Fluoreszenzmessungen, welche

eine starke Verringerung der Lebenszeit mit der Pyridinkonzentration zeigen (siehe Ab-

bildung 7.25), liefern den endgültigen Beweis für dynamisches Quenching.
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7 Photophysik der Benzodiazaborole

Abbildung 7.24: Quenching von 8 mit Pyridin.

Abbildung 7.25: Lebenszeitverringerung von 8 (links) und 9 (rechts).

Anpassung

Die Fluoreszenzintensitäten und Lebenszeiten von Borol 9 entsprechen der Gesetzmäÿig-

keit von Stern und Volmer in Gleichung 2.13, so dass durch lineare Anpassung der stati-

schen und zeitaufgelösten Daten Stern-Volmer-Konstanten ermittelt werden können (siehe

Abbildung 7.26).

Stern-Volmer-Auftragungen von 8 und 1 zeigen dagegen eine überproportionale Vermin-

derung der Fluoreszenzintensität bzw. Lebenszeit mit der Pyridinkonzentration. Da die

Auftragung von Kapp gegen die Pyridinkonzentration gemäÿ Gleichung 2.15 keine Gerade

ergibt, kann kombiniertes statisches und dynamisches Quenching ausgeschlossen werden;

der E�ekt wird also durch eine sphere of action (SoA) verursacht.

164



7.4 Quenching durch Lewisbasen

Abbildung 7.26: Stern-Volmer-Auftragungen und lineare Anpassungen für 9.

Abbildung 7.27: Abweichung von Stern-Volmer (links) und von der Linearität für Kapp

(rechts).

Eine Anpassung der statischen und dynamischen Messdaten von Borol 1 und 8 nach

Gleichung 2.17 (siehe Abbildung 7.28) liefert sowohl Stern-Volmer-Konstanten als auch

geometrische Daten zur Gröÿe der sphere of action.

Ergebnisse

Alle für die Anpassungen relevanten Informationen sowie die erhaltenen Ergebnisse sind in

Tabelle 7.3 aufgelistet. Dass die aus der statischen Fluoreszenz berechneten Stern-Volmer-

Konstanten etwas gröÿer ausfallen, liegt an der Absorption des Pyridins im Wellenlängen-

bereich der Anregung. Auf die Lebenszeiten hat dies jedoch keinen Ein�uss; die Ergebnisse

der zeitaufgelösten Messungen sind daher als weniger fehlerbehaftet zu betrachten.
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Abbildung 7.28: Stern-Volmer-Auftragungen und SoA-Anpassungen für 1 und 8.

Nr Methode Anpassung KD ∆KD VSoA ∆VSoA rSoA ∆rSoA
in M−1 in M−1 in Å3 in Å3 in Å in Å

1 dynamisch SoA 1.587 0.038 123 17 2.14 0.31
statisch SoA 1.924 0.012 33.8 3.8 1.39 0.19

8 dynamisch SoA 0.220 0.014 116 14 2.10 0.29
statisch SoA 0.310 0.014 95.8 11 1.97 0.27

9 dynamisch linear 1.972 0.0044 � � � �
statisch linear 2.264 0.010 � � � �

Tabelle 7.3: Parameter des Quenchings von 1, 8 und 9 mit Pyridin.

Grundsätzlich ist überraschend, dass keine statische Komplexierung des Pyridins statt�n-

det. Für thienylhaltige Triarylborane wurde von Sundaraman et al.[201] eine starke Kom-

plexierung des Pyridins mit Gleichgewichtskonstanten von 5 · 105M−1 und 2.2 · 106M−1

beobachtet: O�ensichtlich vermindert das verwendete Diazaborolmotiv die Lewisacidität

des dreifach koordinierten Bors im Vergleich zu anderen Triarylboranen beträchtlich. Dies

zeigt sich auch in der in Abschnitt 7.4.2 untersuchten, vergleichsweise geringen Fluoridaf-

�nität der Borole.

Bemerkenswert ist, dass die Art der Anpassung von Borol 1 und 8 identisch ist, während

sich andererseits die resultierenden Quenchingkonstanten von Borol 1 und 9 in derselben

Gröÿenordnung bewegen. Aufgrund der strukturellen Eigenheiten wäre eine Ähnlichkeit

von 8 und 9 eher zu erwarten gewesen.
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7.4.2 Quenching durch TBAF

Auch die Untersuchung der Fluoridkomplexierung am Boratom der Diazaboroleinheit kon-

zentriert sich auf die thienylhaltigen Borole 6, 8, 9, 10 und 11, wobei das Borol 1 als

Referenz dient. Dabei sollten gute Fluoridsensoren bereits geringe Mengen Fluorid nach

einem einfachen Mechanismus reversibel komplexieren können.

Die Ergebnisse für 10 und 11 werden in Anbetracht ihrer strukturellen Besonderheiten im

letzten Abschnitt dieses Kapitels separat diskutiert. Die Borole wurden 10µM in THF

vorgelegt und die Anregungswellenlänge so ausgewählt, dass ohne Fluoridzugabe eine

optische Dichte von 0.1 vorliegt. Als Fluoridquelle wurde tetra-Butylammonium�uorid

(TBAF) ausgewählt, da es mit dem chemisch inerten und sterisch gehinderten tetra-

Butylammoniumkation über ein inaktives Gegenion zum Fluorid verfügt.

Die Zugabe von TBAF zu den Borolen führte zu einer Verminderung der Fluoreszenz-

intensität. Zeitaufgelöste Messungen belegen, dass es sich bei der Verringerung der Fluo-

reszenzintensität mit der TBAF-Konzentration um eine Komplexierung handelt, da die

Lebenszeit trotz Intensitätsverlust nach Zugabe von 5 Äquivalenten TBAF unverändert

bleibt (siehe Abbildung 7.29).

Abbildung 7.29: Fluoreszenzabklingkurve von 8 in THF mit und ohne TBAF.

Zeitlicher Verlauf der statischen Fluoreszenz

Der zeitliche Verlauf der Komplexierung im gerührten Reaktionsgemisch wurde über meh-

rere Minuten durch regelmäÿige Fluoreszenzmessungen in Intervallen von 3 Sekunden

nachverfolgt.
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Abbildung 7.30: Abnahme der Fluoreszenzintensität nach TBAF-Zugabe zu 8 (links)
und 9 (rechts) in THF, Reversibilität mit Wasser bzw. BF3 ·OEt3.

Wie in Abbildung 7.30 zu erkennen ist, fällt die Fluoreszenzintensität nach der TBAF-

Zugabe instantan ab. Allerdings �ndet in vielen Fällen, insbesondere bei mittleren TBAF-

Konzentrationen, eine Rückreaktion statt. Beobachtungen des Reaktionsgemisches über

längere Zeit ergaben, dass die Fluoreszenz nicht gegen einen bestimmten Wert strebt,

sondern nach einiger Zeit sehr langsam linear ansteigt. Ein stabiles Gleichgewicht wird

auch nach mehreren Tagen nicht erreicht. Intensitätsverluste, die auf Photobleaching oder

Luft- bzw. Sauersto�nstabilitäten zurückzuführen sind, konnten nicht beobachtet werden.

Mögliche Ursache für die Rückreaktion ist die beobachtete Reversibilität der Komple-

xierung mit Wasser. Sowohl die Zugabe von Wasser, als auch die von BF3 ·OEt2 (siehe
Abbildung 7.30), konnten die Fluoreszenzintensität aller drei Borole vollständig regene-

rieren. Da die verwendete TBAF-Lösung laut Herstellerangaben pro Äquivalent Fluorid

Abbildung 7.31: Auswirkung von Wasser auf die Komplexierung von 11 mit TBAF
(links); Komplexierung von 9 direkt nach TBAF-Zugabe und 60 s später (rechts).
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etwa 1.5 bis 2 Äquivalente H2O enthält, wird vermutlich nach TBAF-Zugabe zunächst

das Fluorid komplexiert und anschlieÿend ein Teil des Komplexes durch das vorhandene

Wasser wieder zurückgewonnen. Abbildung 7.31 links zeigt die Auswirkungen der Zugabe

einer geringen Menge Wasser auf das Fluorid-Addukt des Borols 11. Der Verlauf ähnelt

der Rückreaktion in Abbildung 7.30 stark und stützt so die angestellte Vermutung. Der

langsame, lineare Anstieg in der Fluoreszenzintensität wird dadurch verursacht, dass das

System nicht vollständig abgeschlossen ist und Luftfeuchtigkeit eindringen kann.

Zudem muss bedacht werden, dass das vorhandene Wasser die Aktivität des eingesetz-

ten Fluorids durch Hydratisierung absenkt. Die desaktivierende Wirkung des Wassers auf

vorhandenes Fluorid ist auch daran zu sehen, dass nach Vorlage von Wasser in der Bo-

rollösung eine TBAF-Zugabe keine Fluoreszenzlöschung zur Folge hat. Das Fluorid wird

vom Wasser abgefangen und steht nicht mehr für eine Komplexierung zur Verfügung. Ei-

ne auch wasserfrei stabile Fluoridquelle, welche keine weiteren Reaktionspartner für das

Borol liefert, konnte bisher nicht aus�ndig gemacht werden.

Da das Wasser als unerwünschter Reaktionspartner betrachtet werden muss, werden für

die Komplexierung mit Fluorid die Werte im Minimum des Zeitverlaufs abgelesen. Ein

Vergleich mit den Komplexierungswerten zu einem deutlich späteren Zeitpunkt (60 s nach

der Zugabe, Abbildung 7.31 rechts) zeigt, dass insbesondere die Punkte bei mittleren

TBAF-Konzentrationen Abweichungen, und dem entsprechend eine starke Beeinträchi-

gung durch Wasser aufweisen. Die Werte bei hohen und niedrigen TBAF-Konzentrationen

sind dagegen sehr ähnlich.

Einfache Komplexierung von 8 und 9

Die Komplexierung von 8 und 9 zeigte die erwarteten, exponentiell abfallenden Verläufe

mit der Fluoridkonzentration. Unter der Annahme, dass die Komplexierungsschritte der

zwei bzw. drei Boratome in 8 bzw. 9 unabhängig voneinander sind, gilt das Reaktions-

schema 7.1.

B + F ⇀↽ BF (7.1)

B : Borolfunktionalität
F : Fluorid
BF: Komplex
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Aus dem Massenwirkungsgesetz resultiert Ausdruck 7.2 für die Dissoziationskonstante

des Komplexes. Mithilfe der Massenerhaltung lassen sich diese Konzentrationen nach den

Gleichungen 7.3 und 7.4 durch die eingesetzten Anfangskonzentrationen und die Kom-

plexkonzentration substituieren.

KD =
[B][F ]

[BF ]
(7.2)

[B] : Konzentration der Borolfunktionalität
[F ] : Konzentration des Fluorids
[BF ]: Konzentration des Komplexes

[B] = [B]0 − [BF ] (7.3)

[F ] = [F ]0 − [BF ] (7.4)

[B]0: vorgelegte Konzentration der Borolfunktionalität
[F ]0: vorgelegte Konzentration des Fluorids

Einsetzen in 7.2 liefert eine für [BF ] quadratische Gleichung. Unter Berücksichtigung

der Tatsache, dass die Fluoreszenzintensität mit [BF ] fällt und die Fluoridkonzentration

mit einem Aktivitätskoe�zienten korrigiert werden muss, ergibt sich die zur Anpassung

verwendete Gleichung 7.5.

F = F0 −
F0

[B]0
·

 [B]0 + a[F ]0 +KD

2
−

√
−a[F ]0[B]0 +

(
[B]0 + a[F ]0 +KD

2

)2
 (7.5)

F : Fluoreszenzintensität
F0: Fluoreszenzintensität ohne TBAF
a : Aktivitätskoe�zient des Fluorids

Die Anfangskonzentration wurden aus der Absorption bestimmt und als Anpassungs-

parameter vorgegeben. Die Anpassungen der Daten von 8 und 9 sind mit den Residuen

in Abbildung 7.32 dargestellt; die zugehörigen Werte �nden sich in Tabelle 7.4. Erfreu-

lich ist neben den groÿen Korrelationskoe�zienten insbesondere, dass die Anpassungen

nahezu identische Aktivitätskoe�zienten der TBAF-Lösung liefern, da sie beide mit der-

selben Lösung titriert wurden. Dieses Indiz unterstützt die Annahme, dass die Aktivität

des Fluorids wesentlich durch Hydratisierung mit Wasser, welches in der vom Hersteller

gekauften Stammlösung vorliegt, verringert wird.
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Nr [B]0 F0 ∆F0 KD ∆KD KA a ∆a R2

in µM in % in % µM µM in M−1 · 105

8 1.65 100.2 2.3 7.35 0.95 1.36 0.279 0.034 0.9924
9 39.5 99.1 1.7 3.44 0.91 2.91 0.276 0.018 0.9959

Tabelle 7.4: Parameter der Komplexierung von 8 und 9 mit Fluorid.

Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 7.4 aufgeführt und passen sehr gut zu den bereits

in dieser Arbeitsgruppe ermittelten Ergebnissen;[203] allein die Aktivität des Fluorids ist

unterschiedlich. Dies ist wahrscheinlich auf die Verwendung verschiedener TBAF-Chargen

zurückzuführen.

Die Komplexierungskonstanten sind im Vergleich zu denen anderer Triarylborane unge-

wöhnlich gering; die in der Literatur dokumentierten Werte sind gröÿer als 106M−1,[204]

oft sind sie sogar zu groÿ für eine akkurate Bestimmung.[190,191] Dabei würden die steri-

schen Gegebenheiten eher für eine bessere Erreichbarkeit der in dieser Arbeit präsentierten

Verbindungen sprechen. Dieses Verhalten unterstreicht die in Abschnitt 7.4.1 ermittelten,

geringen Lewisaciditäten des Bors in Benzodiazaborolen.

Teilschritte der Komplexierung von 8 und 9

Unter der Annahme, dass die Komplexierung der Boratome in einem Molekül unabhängig

voneinander (also nichtkooperativ) erfolgt, lassen sich die Komplexierungskonstanten der

Teilschritte berechnen.

Abbildung 7.32: Anpassung für den Fall einer einfachen Komplexierung.
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B2 + 2F ⇀↽ B2F + F ⇀↽ B2F2 (7.6)

B3 + 3F ⇀↽ B3F + 2F ⇀↽ B3F2 + F ⇀↽ B3F3 (7.7)

Die nach dem Reaktionsschema 7.6 aufgestellten Dissoziationskonstanten lassen sich auf

die Dissoziationskonstante des Gesamtsystems zurückführen, wie in Gleichung 7.8 exem-

plarisch dargestellt.

KD1 =
[B2][F ]

[B2F ]
=

1/2[B][F ]

[BF ]
=

1

2
KD (7.8)

Nach diesem Prinzip ergeben sich die Dissoziationskonstanten der einzelnen Teilschritte

gemäÿ den Gleichungen 7.9 für Borol 8 und 7.10 für Borol 9.

KD1 =
1

2
KD ; KD2 = 2KD (7.9)

KD1 =
1

3
KD ; KD2 = KD ; KD3 = 3KD (7.10)

Tabelle 7.5 enthält die so berechneten Dissoziationskonstanten der einzelnen Teilschritte.

Nr KD1 ∆KD1 KD2 ∆KD2 KD3 ∆KD3

in 105M−1 in 105M−1 in 105M−1 in 105M−1 in 105M−1 in 105M−1

8 3.68 0.48 14.7 1.9 - -
9 1.15 0.30 3.44 0.91 10.32 2.73

Tabelle 7.5: Dissoziationskonstanten der einzelnen Teilschritte.

Komplexierung von 1 und 6

Die für Borol 8 und 9 ermittelten Werte sollen in der Folge mit denen des einfach funk-

tionalisierten Borols 6 verglichen werden. Der Komplexierungsverlauf von Borol 6 verhält

sich jedoch völlig anders als der der Borole 8 und 9; er ist sigmoidal (siehe Abbildung 7.33

links). Analoges ist in der Literatur auch für andere einfach funktionalisierte Arylborane

beobachtet worden.[190,191] Messungen an Borol 1 belegen (siehe Abbildung 7.33 rechts),

dass sich dieses Verhalten nicht auf den thienylsubstituierten Borole beschränkt, sondern

ein Charakteristikum der einfach funktionalisierten Benzodiazaborole darstellt.

Obwohl Wasser die Messungen beein�usst, kann es als direkte Ursache ausgeschlossen wer-

den, da alle Fluoridkomplexierungen mit Wasser reversibel sind und sich für die Borole
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8 und 9 dabei nur die Fluoridaktivität verändert. Zudem konnte der sigmoidale Kurven-

verlauf auch unter Annahme eines zusätzlichen Gleichgewichts zwischen Komplex und

Wasser nicht simuliert werden.

Die verminderte Komplexierungsbereitschaft bei geringen TBAF-Zugaben lässt vermu-

ten, dass das unkomplexierte Borol hier in einer weniger zugänglichen Form vorliegt als

bei hohen TBAF-Zugaben. So könnten zum Beispiel zu Beginn Aggregate des Monomers

vorliegen, so dass ein Teil des Borols dem Fluorid nicht zugänglich ist. Wird ausreichend

Fluorid hinzugegeben, so disaggregiert das Borol aufgrund der durch Komplexierung ver-

minderten Borolkonzentration. Dabei erscheint plausibel, dass die sterisch anspruchsvol-

leren und nicht planaren Borole 8 und 9 nicht so einfach Aggregate ausbilden können wie

das kleine, planare Borol 6.

Ein weiteres Indiz für diese Vermutung liefert die Anpassung der Daten nach dem so-

genannten Hill-Modell. Dabei wird von einem stark kooperativen Verhalten mehrerer

Boroleinheiten untereinander ausgegangen; wird eine Einheit komplexiert, verläuft die

Komplexierung der anderen Einheiten quasi instantan.

Die Hill-Anpassungen der Borole 8 und 9 liefern für die Zahl der kooperierenden Einheiten

einen Wert um 1, wie erwartet liegt hier also keine Kooperation vor. Für die Borole 1 und

6 dagegen liegt n zwischen 2 und 4. Die Anpassungen sind in Anbetracht der Schlichtheit

des zugrunde liegenden Modells zwar nicht von optimaler Güte, können aber im Gegensatz

zu allen anderen Lösungsansätzen den prinzipiellen Kurvenverlauf gut nachvollziehen.

Der physikalische Vorgang dürfte komplizierter sein. Zum einen sollte die Kooperation

zwischen den Boroleinheiten etwas schwächer ausfallen, so dass durch die Komplexierung

Abbildung 7.33: Komplexierung der Verbindungen 6 (links) und 1 (rechts).
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7 Photophysik der Benzodiazaborole

Abbildung 7.34: Anpassung nach Hill für 6 (links) und 1 (rechts).

Abbildung 7.35: Lebenszeit von Borol 6 in THF in Abhängigkeit von der Konzentration.

der ersten Boroleinheit die weiteren Schritte zwar beschleunigt werden, aber nicht in-

stantan einsetzen. Zum anderen erhöht die Zugabe von Wasser und Salz die Polarität

der Lösung und damit auch die Aggregationsbereitschaft der Borole, so dass das Pla-

teau zu Beginn der Kurve verstärkt wird. Dies könnte auch erklären, wieso die Kurven

bei verschiedenen Konzentrationen von Borol 6 zu Beginn auf derselben Trajektorie li-

near absinken, wobei dieser Kurvenverlauf umso länger durchgehalten wird, je höher die

vorgelegte Borolkonzentration ist.

Um das Auftreten von Aggregaten beweisen zu können, wurden Lebenszeit- und Ani-

sotropiemessungen an Borol 6 bei Konzentrationen von 1 bis 100µM durchgeführt. Die

Lebenszeiten in Abbildung 7.35 zeigen eine sehr geringe, aber stetige Abnahme von 2330

auf 2240 ps mit der Konzentration. Diese Beobachtung allein kann jedoch nicht als Beweis

für eine Aggregation gelten. Anisotropiemessungen lieferten Rotationskorrelationszeiten

zwischen 50 und 80 ps, welche sich allerdings im Bereich der Zeitau�ösung bewegen. Es
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7.4 Quenching durch Lewisbasen

könnten daher auch deutlich kürzere, reale Korrelationszeiten vorliegen. Während die

Existenz gröÿerer Aggregate mit n ≥ 25 ausgeschlossen werden kann, ist über kleine-

re Zusammenschlüsse im Bereich 1 ≥ n ≥ 10 daher keine Aussage möglich. Dazu sind

aufgrund der geringen Viskosität des THFs und der geringen Molekülgröÿe von Borol 6

Messungen mit einer deutlich besseren Zeitau�ösung nötig.

Fluoridsensitive Fluoreszenzschalter

Die Borole 10 und 11 verfügen über eine strukturelle und funktionelle Besonderheit: Sie

sind mit zwei verschiedenen Boranzentren ausgerüstet, einem Benzodiazaborol und ei-

nem Dimesitylboran. Da sich die Dimesitylborane, wie im vorangegangenen Abschnitt

diskutiert, o�ensichtlich leichter als die Benzodiazaborole mit Fluorid komplexieren las-

sen, liegen hier also zwei Komplexierungsstellen mit unterschiedlicher Fluorida�nität vor.

Dieses Phänomen soll genutzt werden, um die Fluoreszenz der Borole 10 und 11 durch

gezielte TBAF-Zugabe stufenweise zu verändern.

Unter Zugabe von ein bis zwei Äquivalenten TBAF zeigt die Fluoreszenz von Borol 11 in

allen Lösungsmitteln eine Verschiebung der Emission in den blauen Spektralbereich, wie in

Abbildung 7.36 dargestellt. Die Änderung der Fluoreszenz mit der Fluoridkonzentration

soll für Borol 10 und 11 detaillierter untersucht werden. Da TBAF als Lösung in THF

vorliegt, wird THF als Lösungsmittel für eine exemplarische Analyse ausgewählt.

Abbildung 7.37 zeigt den gemessenen Verlauf der Fluoreszenzintensitäten verschiedener

Wellenlängen mit der Fluoridkonzentration. Die grüne Fluoreszenz des Borols 11 und die

blaue des Borols 10 werden unter Zugabe eines Äquivalentes TBAF e�zient gelöscht.

Die Komplexierungskonstante ist dabei so groÿ, dass sie nicht verlässlich berechnet wer-

den kann und dem entsprechend der sehr lewisaciden Dimesitylborylfunktion zuzuordnen

ist.[190,191]

Nach diesem ersten Schritt �uoresziert Borol 11 blau und Borol 10 im ultravioletten

Spektralbereich. Die Anregungs- und Emissionsspektren des Borols 11 und des einfachen

Fluorid-Addukts von 11 sind in Abbildung 7.38 dargestellt.

Die stark unterschiedlichen Anregungsspektren weisen darauf hin, dass hier zwei völlig

verschiedene Übergänge für die grüne Farbe des reinen Borols und die blaue des einfach

komplexierten Borols verantwortlich sind. O�ensichtlich agiert die lewisacide Dimesityl-
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7 Photophysik der Benzodiazaborole

borylfunktion in 11 als Elektronenakzeptor und das elektronenreichere Benzodiazaborol

als Elektronendonor, so dass es in den unkomplexierten Borolen 10 und 11 zu charge

transfer -Übergängen kommt. Dieses Verhalten wurde bei Dimesitylborylresten schon in

Abbildung 7.36: Fluoreszenz von 11 ohne (links) und mit TBAF (rechts).

Abbildung 7.37: Komplexierungsverlauf von 10 (links) und 11 (rechts) mit TBAF.

Abbildung 7.38: Anregung und Emission von Borol 11 ohne und mit 2 Äquivalenten
TBAF.
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7.4 Quenching durch Lewisbasen

Abbildung 7.39: Edukt- und Produktkinetik von Borol 10 bei TBAF-Zugabe.

Kombination mit Aminogruppen als Elektronendonor beobachtet[191] und steht im Ein-

klang mit der geringen Lewisacidität der Diazaboroleinheit sowie dem ungewöhnlich aus-

geprägten Solvatochromismus der Verbindungen 10 und 11. Nach der Komplexierung

der Dimesitylborylfunktion mit Fluorid zeigt sich dagegen die charakteristische, blaue

Fluoreszenz aus dem π − π∗-Übergang der Diazaboroleinheit.
Während sich die Fluoreszenz des Borols 11 in einem zweiten Schritt unter Zugabe von

insgesamt 41 Äquivalenten TBAF vollständig löschen lässt, reichen für die zweite Kom-

plexierung des Borols 10 nicht einmal 5000 Äquivalente, um die Fluoreszenz über einen

Verdünnungse�ekt hinaus zu senken. Dies liegt vermutlich an der schlechten sterischen

Zugänglichkeit des Boratoms in der Diazaborolfunktion von Borol 10.

Abbildung 7.39 bestätigt am Beispiel des Borols 10, dass die Abnahme der Eduktkonzen-

tration exakt der Zunahme der Konzentration des einfachen Fluorid-Adduktes entspricht.

Dazu wurde die Komplexierung bei einer für beide Spezies funktionierenden Anregungs-

wellenlänge von 327 nm vermessen. Ein Substanzverlust durch Reaktionen mit Wasser ist

demnach nicht zu beobachten.

Dazu passt auch, dass sich der erste Komplexierungsschritt für beide Borole als nur sehr

schwer mit Wasser reversibel erweist. Während BF3 ·OEt2 eine schnelle Regeneration der

ursprünglichen Borole initiiert, muss ein Überschuss von 28000 Äquivalenten Wasser ein-

gesetzt werden, um 5% des Komplexes von Borol 11 wieder aufzulösen (siehe Abbildung

7.31).
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7 Photophysik der Benzodiazaborole

7.5 Fluoreszenz in Festkörpern und Polymeren

Um als leuchtende oder elektronenleitende Schicht in organischen LEDs Verwendung zu

�nden, müssen die Substanzen in fester Phase vorliegen. Dabei kann das Borol entweder

rein als Kristall bzw. dünne Schicht (Abschnitte 7.5.1 bzw. 7.5.2), oder eingebettet in

einer Feststo�matrix (7.5.3) eingesetzt werden. Letzteres hat den Vorteil, dass nur geringe

Substanzmengen benötigt werden, und die Eigenschaften des umgebenden Materials vom

Borol unabhängig variiert werden können. Auch als Bestandteil eines Polymers könnten

weitere Materialparameter, wie die elektrische Leitfähigkeit, den Anforderungen gemäÿ

variiert werden. Ein erster Versuch der Einbindung eines Diazaborols in Polymere wird in

Abschnitt 7.5.4 diskutiert.

Abbildung 7.40: Fotos und Fluoreszenzbilder von 1, 2, 3, 4 und 17.

Abbildung 7.41: Foto und Emission dünner Schichten von 8, C1 und C2.
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7.5.1 Kristall�uoreszenz

Um einen ersten Eindruck von der Leuchtfähigkeit der Verbindungen in der festen Phase

zu erhalten, wurden einige Kristalle mit UV-Licht bei 260 nm bestrahlt und unter dem Mi-

kroskop betrachtet. Alle Verbindungen, die gröÿere Kristalle ausbilden, zeigen eine blaue

Fluoreszenz. Die Fluoreszenz pulverförmiger Verbindungen konnte aufgrund der geringe-

ren Lichtdurchlässigkeit nicht auf diese Weise sichtbar gemacht werden. Die Abbildung

7.40 stellt einfache Fotos der beobachteten Fluoreszenz gegenüber. Gut zu erkennen sind

rote Verfärbungen an Kristall 4, welche für den Zerfall an Luft charakteristisch sind. Diese

Areale verlieren dabei auch ihre Leuchtkraft.

Die nach der Synthese vorhandenen Kristalle ermöglichen die Beobachtung der Fluores-

zenz im Festkörper. Die Quanti�zierung von Emissionsspektren, Lebenszeiten und Quan-

tenausbeuten ist hier aber sehr schwierig. Zum Einen verfälschen Reabsorptionse�ekte

das Spektrum, zum Anderen weisen die gerichteten Kristalle oft erhebliche Polarisations-

e�ekte auf. Eine Vermessung ungeordneter, dünnerer Schichten ist daher den Kristallen

vorzuziehen und entspricht auch eher der technischen Applikation.

7.5.2 Fluoreszenz dünner Schichten

Wie im vorangegangenen Abschnitt erläutert, sind dünne, durch Sublimation erzeugte

Schichten einfacher zu handhaben als Kristalle. Abbildung 7.41 zeigt drei UV-durchlässige

Quarzplatten mit Diazaborolbeschichtung und der zugehörigen Fluoreszenz. Die detail-

lierte Untersuchung der zusätzlich mit Carboranclustern versehenen Borole C1 und C2

ist zwar nicht Bestandteil dieser Arbeit; sie demonstrieren jedoch mit ihrer in den rot-

orangenen Spektralbereich verschobenen Fluoreszenz die durch Benzodiazaborole zugäng-

liche, spektroskopische Vielfalt.

Die Fluoreszenz einer schätzungsweise 10-100µM dicken Schicht von Borol 8 ist in Abbil-

dung 7.42 dargestellt und zeigt eine ähnliche, wenn auch nicht identische Bandenstruktur

wie in cyclo-Hexan. Beide Spektren weisen vier Banden auf, welche um etwa 5 nm zueinan-

der verschoben sind, wobei die Bande bei 425 nm im Spektrum der dünnen Schicht nur als

kleine Schulter zu erkennen ist. Die geringe Intensität dieser Bande kommt durch Reab-

sorptionse�ekte zustande (siehe Abbildung 7.42 links); wird die Dicke der Schicht weiter

vermindert, sollten sich die Intensitäten stärker aneinander angleichen. Die Verschiebung
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7 Photophysik der Benzodiazaborole

Abbildung 7.42: Emission von 8 in dünner und dicker Schicht (links) und in cyclo-
Hexan (rechts).

wurzelt dagegen in der Beein�ussung der Übergangsenergien durch Molekülgeometrie und

Umgebungspolarität, und ist daher, wie in Abbildung 7.42 links zu sehen, von der Schicht-

dicke unabhängig.

Die beobachtete Ähnlichkeit zwischen der Fluoreszenz dünner Schichten und in cyclo-

Hexan deutet darauf hin, dass es sich bei der Festkörper�uoreszenz um eine Eigenschaft

der einzelnen Moleküle, und nicht um das Resultat einer ausgeprägten Festkörperbande

handelt. Somit kann von den gemessenen Wellenlängenbereichen für die Anregung und

Emission in cyclo-Hexan auf die spektrale Verteilung der Festkörper�uoreszenz geschlos-

sen werden; die in Abschnitt 7.3 ermittelten Abhängigkeiten von der Borolstruktur haben

also auch für Festkörper Gültigkeit. Da sich Festkörper in Bezug auf Fluoreszenzlöschung

oft völlig anders verhalten als Moleküle in Lösung, ist diese Übertragung für Quantenaus-

beuten und Lebenszeiten jedoch nicht möglich. Mangels ausgefeilter Apparaturen, welche

zur verlässlichen Bestimmung von Quantenausbeuten in Festkörpern notwendig sind, kann

hier kein Vergleich angestellt werden.

7.5.3 Fluoreszenz in einer Kunststo�matrix

Eine weitere Möglichkeit, die Farbsto�e in fester Phase zu nutzen, bietet die Einbettung in

eine Trägermatrix. Hierzu wurden in Kooperation mit der Firma Henkel Kunststo�platten

aus Polyethylen und Polypropylen mit 30 bis 1000 ppm des Borols 11 hergestellt. Das

Borol liegt dabei chemisch ungebunden und homogen verteilt in den Platten vor.
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Abbildung 7.43: Emission von 11 in Kunststo� und cyclo-Hexan.

Die Spektren von Borol 11 in Kunststo� sind nahezu identisch mit denen des Borols

11 in cyclo-Hexan, Unterschiede werden hauptsächlich durch Reabsorptionse�ekte verur-

sacht (siehe Abbildung 7.43). Abweichungen zwischen Polyethylen und Polypropylen als

Trägermaterial sind marginal. Quantenausbeuten konnten zwar nicht bestimmt werden;

die in Relation zu den Absorptionswerten beobachteten, hohen Fluoreszenzintensitäten

weisen aber auf Werte nahe denen in Lösung (ca. 50%) hin.

7.5.4 Fluoreszenz in Polymeren

In der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Lothar Weber wurden zwei benzodiazaborolhaltige

Polymere, P1 und P2, synthetisiert, welche auf ihre spektroskopischen Eigenschaften hin

untersucht werden. Aus Gründen der Löslichkeit wurden die zugehörigen Messungen in

Dichlormethan durchgeführt.

Die in Tabelle 7.6 aufgetragenen, spektroskopischen Parameter sind für mögliche An-

wendungen wenig vorteilhaft. Anregungs- und Emissionsspektren liegen vollständig im

ultravioletten Spektralbereich (siehe Abbildung 7.45), zudem sorgen geringe Extinktions-

e�zienzen und mäÿige Quantenausbeuten für eine geringe Leuchtkraft.

Hinzu kommt, dass die Polymere unter Lichteinwirkung nicht stabil bleiben. Um dies

zu untersuchen wurden vier Proben derselben, frisch angesetzten Lösung von Polymer

P1 �uoreszenzspektroskopisch untersucht. Drei wurden gleich nach dem Ansetzen der

Lösung mit unterschiedlichen Wellenlängen bestrahlt. Eine vierte Probe wurde zunächst

zwei Stunden an Luft gerührt und dann mit Licht bestrahlt.
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7 Photophysik der Benzodiazaborole

Abbildung 7.44: Strukturformeln von P1 und P2.

Sto� λex λem ε τ̄ φ
in nm in nm in M−1cm−1 in ps

P1 292 360 8290 780 0.77
P2 293 360 7840 820 0.51

Tabelle 7.6: Eigenschaften von P1 und P2 in DCM.

Abbildung 7.45: Anregung und Emission von P1 und P2.

Abbildung 7.46: Photobleaching von P1 bei verschiedenen Anregungswellenlängen
(links) und nach 2h Rühren (rechts).
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Abbildung 7.46 zeigt deutlich, dass unter Lichteinwirkung binnen weniger Minuten erheb-

liche Intensitätsverluste auftreten. Da die Signalverminderung von der Wellenlänge des

eingestrahlten Lichtes abhängt und zudem einfaches Rühren an der Luft keinen Ein�uss

auf die Fluoreszenzintensität hat, ist dieser E�ekt eindeutig auf Photoneneinwirkung zu-

rückzuführen. Dabei korreliert die Stärke des Photobleachings mit der Anregbarkeit der

Benzodiazaboroleinheit bei der entsprechenden Wellenlänge, und nicht mit dem Energie-

gehalt des eingestrahlten Lichts.

Dass die Fluoreszenzintensität nach Rühren etwas höher liegt als die ohne Rühren, wird

durch unterschiedliche Verweilzeiten der Probe im Strahlengang vor dem Starten der

Messung verursacht. Die Abklingkurven sind mit einer biexponentiellen Zerfallsfunktion

anzupassen; neben dem Photonen�uss muss also noch mindestens ein weiterer Parameter

(Sauersto�, Stoÿpartner o.ä.) in die Abklingkurve eingehen.

Insgesamt sind die untersuchten Polymere für potentielle Anwendungen ungeeignet, daher

erübrigen sich detaillierte Untersuchungen zu den Ursachen des Photobleachings. Weiter-

führende Studien werden in Zukunft klären, ob durch die Verwendung anderer Grundge-

rüste oder Benzodiazaboroleinheiten bessere Ergebnisse erzielt werden können.

7.6 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist die Verbindungklasse der Benzodiazaborole im

Hinblick auf �uoreszenzspektroskopische Eigenschaften in Lösung und in fester Phase,

sowie in Bezug auf ihre Lewisacidität und Eignung als Fluoridsensor erstmals umfassend

untersucht worden.

Fluoreszenz in Lösung

Alle untersuchten Benzodiazaborole weisen Absorptionsmaxima im nahen UV auf. Das

Absorptionsvermögen der Verbindungklasse liegt im Bereich bekannter Fluoreszenzstan-

dards für den blauen Spektralbereich; strukturbedingte Trends sind nicht auszumachen.

Der Emissionsbereich zeigt dagegen eine deutliche Abhängigkeit von der zugrunde liegen-

den, chemischen Struktur. Der Einsatz von Donor-Akzeptorpaaren in den Borolen 10, 11

und 17 liefert dabei die gröÿten Emissionswellenlängen.
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Die Emissionse�zienz verhält sich gegenläu�g zu den Wellenlängenbereichen: Die UV-

Emitter 1, 2 und 4 weisen sehr gute Quantenausbeuten auf, während die thienylsubsti-

tuierten Borole 8 und 9, sowie das schwefelhaltige Borol 3 durch den heavy atom-E�ekt

etwas geringere Quantenausbeuten zwischen 60 und 85% zeigen. Die Quantenausbeuten

der Borole 10, 11 und 17 sind in cyclo-Hexan zwar gut, erreichen in polaren Lösungsmit-

teln aber nur noch mäÿige bis schlechte Werte.

Die ermittelten Dipolmomente zeigen, dass die Benzodiazaboroleinheit besser als π-Donor

denn als π-Akzeptor eines charge transfer -Paares fungiert. Auch die Einführung eines se-

paraten Donor-Akzeptorpaares in Borol 17 resultiert in einem groÿen Übergangsdipol-

moment. Für Borol 11 und 17 wird daher durch Lösungsmittelvariation ein groÿer Wel-

lenlängenbereich zugänglich. Die Übergangsdipolmomente lassen potentielle, nicht-lineare

E�ekte vermuten, welche im Rahmen dieser Arbeit aber nicht weiter untersucht wurden.

Insgesamt bietet die Sto�klasse der Benzodiazaborole mit hohen Quantenausbeuten, gu-

tem Absorptionsvermögen und Emissionswellenlängen im blauen Spektralbereich in Kom-

bination mit hoher Luft- und Wasserstabilität viel Potential für technische Anwendungen.

Um hohe Quantenausbeuten besser mit einer Emission im Sichtbaren zu verbinden, ist

für die Zukunft die Synthese von phenylethinylsubstituierten Benzodiazaborolen mit einer

Dimesitylborylfunktion am Phenylring als Elektronenakzeptor geplant. Diese Funktiona-

lisierung führte bereits in den Borolen 10 und 11 zu hohen Emissionswellenlängen; die

Verwendung des Grundgerüstes von 1 vermag eventuell die Quantenausbeute anzuheben.

Quenching mit Lewisbasen

Die durchgeführten Quenchinguntersuchungen belegen die geringe Lewisacidität der Ben-

zodiazaborole im Vergleich zu anderen Triarylboranen. So konnte keines der untersuchten

Borole mit Pyridin komplexiert werden, statt dessen tritt bei groÿen Überschüssen dy-

namisches Quenching auf. Dagegen lassen sich 1, 6, 8 und 9 mit Fluorid komplexieren,

allerdings weisen sie vergleichsweise geringe Komplexierungskonstanten auf. Als Sensoren

für sehr kleine Mengen Fluorid sind sie daher nicht geeignet. Der di�zile Komplexierungs-

mechanismus konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht vollständig entschlüsselt werden.

Zur Konstruktion neuartiger, �uoridsensitiver Fluoreszenzschalter wurden die verschiede-

nen Lewisaciditäten von Bor in Dimesitylboranen und Benzodiazaborolen genutzt. Die
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Fluoreszenz dieser Moleküle durchläuft einen Farbumschlag bei der Zugabe von bis zu

einem Äquivalent Fluorid, da sich durch Komplexierung der Dimesitylborolfunktion das

konjugierte System schlagartig verringert und ein charge transfer -Übergang nicht mehr

möglich ist. Der beobachtete Farbumschlag in Kombination mit den groÿen Komplexie-

rungskonstanten prädestiniert 10 und 11 für einen Einsatz als Fluoridsensor.

Fluoreszenz in Festkörpern und Polymeren

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden vielfältige Methoden getestet, Benzodiaza-

borole in eine OLED-geeignete, feste Phase einzubringen. Erste Versuche, Polymere mit

Benzodiazaborolen an den Seitenketten zu konstruieren, lieferten Verbindungen mit un-

günstigen photophysikalischen Eigenschaften. Quantenausbeute, Emissionsbereich und

Photostabilität der Verbindungen müssen erst optimiert werden, bevor eine Anwendung

in realistische Nähe rücken kann.

Sowohl die Kristalle als auch dünne Schichten der Benzodiazaborole zeigten dagegen ei-

ne blaue Fluoreszenz im sichtbaren Spektralbereich. Die Ähnlichkeit der Spektren dünner

Schichten und Lösungen in cyclo-Hexan lässt auf das Vorliegen sogenannter small molecu-

les im Gegensatz zu ausgedehnten Feststo�bändern schlieÿen. Somit sind die Anregungs-

und Emissionswellenlängen in Lösung durchaus auf den Festkörper übertragbar.

Die Einbettung des Borols 11 in eine Kunststo�matrix hat vielversprechende Ergebnisse

gezeigt: Auch hier ähneln die Spektren stark denen der cyclo-Hexan-Lösungen, auÿerdem

wurde eine groÿe Leuchtkraft beobachtet. Durch Variation der Kunststo�eigenschaften

kann das System in nachfolgenden Studien stärker an die Anforderungen für OLEDs, z.B.

in punkto elektrischer Leitfähigkeit, angepasst werden.

In dieser Arbeit lag der Fokus weitgehend auf den photophysikalischen Eigenschaften der

Benzodiazaborole in Lösung, doch liefert sie einen guten Ausgangspunkt für ausgedehnte

Studien an der festen Phase. Die in Abschnitt 3.2 vorgestellte, �beroptische Erweiterung

der AES-Apparatur kann in zukünftigen Untersuchungen wertvolle Erkenntnisse zur Fest-

körper�uoreszenz ohne störende Polarisationse�ekte liefern. Auch die Bestimmung von

Quantenausbeuten in der festen Phase mit Hilfe eine Ulbricht-Kugel stellt eine sinnvolle

Ergänzung dar.
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8 Zusammenfassung

Die vorgelegte Arbeit beschäftigt sich mit der Entwicklung neuer Analysemethoden in

der Fluoreszenzspektroskopie und deren Anwendung im Rahmen systematischer Studien

in verschiedenen interdisziplinären Forschungsprojekten. Dabei stellen die an der Univer-

sität Bielefeld zur Verfügung stehenden, mehrdimensionalen statischen und dynamischen

Techniken einen hervorragenden Ausgangspunkt für dieses Unterfangen dar.

Um das Potential der vorhandenen Geräte optimal nutzen zu können, wurden zunächst

wesentliche Verbesserungen an der Kalibrationsroutine vorgenommen. Auf diese Weise

gelang der quantitative Abgleich dynamischer Fluoreszenzintensitäten bei verschiedenen

Emissionswellenlängen, welcher eine essentielle Vorraussetzung für die im Rahmen dieser

Arbeit durchgeführten Untersuchungen zur spektralen Relaxation darstellt. Auch die Ka-

libration des statischen Systems wurde durch die neu entwickelte IR-Korrektur verbessert,

so dass sich insgesamt verlässlichere Werte für Emissionsbereiche und Quantenausbeuten

ergeben. Einen weiteren Schwerpunkt der apparativen Arbeiten bildete die �beroptische

Erweiterung der AES. Mit ihrer Hilfe wird es in Zukunft möglich sein, die Fluoreszenz

immobiler Proben, wie z.B. die Kristalle der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Diaza-

borole, polarisationsaufgelöst und somit artefaktfrei untersuchen zu können.

Auf Basis der verbesserten Kalibrationsroutine gelang die bei weitem gröÿte, literatur-

bekannte systematische Studie zur Untersuchung der spektralen Relaxation an zwanzig

verschiedenen Peptiden und Proteinen. Ausgangspunkt dieser Untersuchung stellt eine

vollständige �uoreszenzspektroskopische Charakterisierung der Proteine zur Sicherstel-

lung der korrekten Faltung dar. Vor diesem Hintergrund ist eine Methode entwickelt wor-

den, welche die Detektion von Relaxationsprozessen im Nanosekundenbereich auf Basis

einer einzigen Messung ohne Temperatur- und Viskositätsvariation ermöglicht. Mit Hilfe

des neu entwickelten Verfahrens ergab sich eine klare Evidenz für spektrale Relaxation in

drei der zwanzig untersuchten Proben. Durch die �exible Wahl der entsprechenden Zeit-
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8 Zusammenfassung

bereiche konnten auch Daten für Reorganisationsprozesse im Subnanosekundenbereich

erhoben werden, welche das erhaltene Gesamtbild weiter abrunden. Damit steht in der

Proteindynamik erstmals ein Werkzeug zur Verfügung, welches die schnelle und e�ziente

Untersuchung der spektralen Relaxation ermöglicht und somit den Boden für weitgreifen-

de, systematische Studien im Hinblick auf die Zusammenhänge zwischen Reorientierung

und Proteinstruktur, -beweglichkeit oder auch -aminosäuresequenz ebnet. Auf diese Weise

kann die vorgestellte Methode in Zukunft gegebenenfalls dazu beitragen, ein tief greifendes

Verständnis für photoinduzierte Reorganisationsprozesse in Proteinen zu entwickeln.

Ein weiterer Fokus der Arbeit lag auf der Optimierung mehrdimensionaler, �uoreszenz-

mikroskopischer Methoden, welche sich insbesondere zur Beobachtung von Proteinreak-

tionen, -aggregationen und -faltungsprozessen in vivo eignen. Dabei konnte der Funk-

tionsbereich des auÿergewöhnlich �exiblen hs-FLIM-Mikroskops der Laser Analytics Group

an der Universität Cambridge auf den roten Spektralbereich erweitert werden, so dass

nun alle Anregungs- und Emissionswellenlängen im sichtbaren Spektralbereich frei wähl-

bar zur Verfügung stehen. Auf der Grundlage dieser spektralen Flexibilität wurde eine

Methode vorgestellt, mit der die Separation der Fluoreszenzbeiträge spektral sehr ähnli-

cher Fluoreszenzmarker in vitro und in vivo möglich wird. Diese Untersuchungen legen

den Grundstein für die Ausweitung der quantitativen Fluoreszenzmikroskopie auf die si-

multane Analyse von drei und mehr Farbsto�en, welche statistische Gewebeanalysen,

z.B. im Bereich der Krebsdiagnostik, in den Bereich des Möglichen rücken würden. Im

Fokus des dritten Mikroskopieprojektes stand die Parkinson erzeugende Aggregation des

α-Synukleins in neuronalen Zellen. Durch Markierung mit GFP am C-Terminus gelang die

Beobachtung dieses Prozesses anhand einer signi�kanten Lebenszeitverringerung in vitro

und in humanen, neuronalen Zellen. In auf dieser Arbeit aufbauenden, bereits publizierten

Studien gelang nicht nur die Beobachtung der Aggregation in lebenden Fadenwürmern,

sondern auch die Übertragung des Messprinzips auf einen analogen Aggregationsprozess,

welcher für die Entstehung von Huntington verantwortlich zeichnet. Weiterführende For-

schungsarbeiten werden in Zukunft zeigen, ob dieser Ansatz tatsächlich bis zum technisch

nutzbaren drug screening weiterentwickelt werden kann.

Den dritten Schwerpunkt der Arbeit bildete die systematische Analyse der photophy-

sikalischen Eigenschaften lumineszenter Benzodiazaborole im Hinblick auf ihre Eignung
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als OLED-Farbsto�e und Fluoridsensoren. Durch das Wechselspiel zwischen Synthese und

Analytik gelang die gezielte Synthese von Verbindungen mit hervorragenden Leuchteigen-

schaften, also hohen Quantenausbeuten in Verbindung mit Emissionsbereichen im sicht-

baren Spektralbereich. Die Übertragung dieser Eigenschaften in die feste Phase gestaltete

sich unkompliziert; sowohl in kristallinen Schichten als auch gering konzentriert in dünnen

Kunststo�platten wurde ein analoges Verhalten beobachtet. Die geringe Lewisacidität der

Benzodiazaborole im Vergleich zu anderen Triarylboranen in Kombination mit internal

charge transfer -Systemen ermöglichte zudem die Entwicklung von Fluoreszenzschaltern,

welche unter minimaler Fluoridzugabe einem Farbumschlag unterliegen. Im Hinblick auf

eine technische Verwendung der Verbindungen in OLEDs sollten in Zukunft Untersuchun-

gen zur Implementierung der Benzodiazaborole in leit- und leuchtfähige dünne Schichten

im Vordergrund stehen.

Mit dieser Arbeit wurden mehrere innovative Ansätze vorgestellt, wie die in der jüngsten

Vergangenheit gewachsenen Möglichkeiten der mehrdimensionalen Fluoreszenzspektrosko-

pie in medizinisch oder technisch relevanten Forschungsgebieten instrumentalisiert werden

können. Dabei ist das Potential dieser Technik noch nicht ausgeschöpft. In der Entwick-

lung neuer, analytischer Werkzeuge und ihrer immer wieder neu ersonnenen Anwendung

auf die spezi�schen Bedürfnisse verschiedenster Interessensgebiete liegt ein wesentliches

Innovationspotential interdisziplinärer Forschungsprojekte. Dieser Prozess trägt seinen

Teil zur Vielfalt und Variabilität der modernen Forschung bei und wird auch in Zukunft

im Wechselspiel zwischen visionärer Phantasie und technischer Machbarkeit den Horizont

des naturwissenschaftlich Erfassbaren erweitern.
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A Anhang

A.1 Charakterisierung der Benzodiazaborole

Nr cyclo-Hexan Toluol HCCl3 THF DCM Acetonitril
1 48500 32200 11200 35100 44300 42300
2 29600 18100 27300 26700 30900 27800
3 26300 26900 29400 31800 30900 20200
4 33000 37100 17800 44700 41200 27700
5 � � � 66016 � �
6 � � � 16610 � �
7 24700 � � � � �
8 37500 42500 51400 45000 42600 20500
9 34100 33400 56600 31500 58600 28100
10 � � � 20100 � �
11 � � � 32800 � �
12 � � � 20200 � �
13 � � � 26000 � �
14 � � � 54600 � �
15 6700 7500 5500 � 6400 5300
16 24300 31000 35300 � 40900 15100
17 13700 30500 23800 31500 29300 30500
18 8500 21200 33600 33800 35200 4500
19 � � � 24900 � �
20 � � � 32300 � �

Tabelle A.1: Extinktionskoe�zienten in M−1cm−1 in verschiedenen Lösungsmitteln.
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Nr λex in cyclo-Hexan λem in cyclo-Hexan λex in THF λem in THF
in nm in nm in nm in nm

1 307 359.1 307 386.9
2 306 355.6 307 374.1
3 314 371.8 315 408.9
4 321 346.7 325 354.9
5 � � 355 436.9
6 � � 298.9 381.0
7 312.5 390.8 � �
8 345 414.8 351 448.0
9 326 410.1 330 444.7
10 348.5 430 349.7 482.0
11 390.7 438.5 392.4 499.6
12 � � 300 385.0
13 � � 299 363.8
14 � � 300 417.8
15 294 348.7 � �
16 303 380.0 � �
17 340 402.8 340 464.9
18 311 385.6 320 431.1
19 � 292 418.7
20 � 318 400.2

Tabelle A.2: Absorptions- und Emissionsmaxima in cyclo-Hexan und THF.

Nr cyclo-Hexan Toluol HCCl3 THF DCM Acetonitril
1 0.92 0.93 0.06 0.99 1.01 0.89
2 0.94 0.99 0.03 0.97 0.94 0.87
3 0.85 0.81 0.29 0.89 0.84 0.69
4 1.04 0.84 0.12 0.97 0.73 0.59
5 � � � 0.45 � �
6 � � � 0.75 � �
7 0.93 � � � � �
8 0.69 0.78 0.78 0.72 0.81 0.61
9 0.62 0.83 0.51 0.62 0.60 0.53
10 � � � 0.46 � �
11 � � � 0.45 � �
12 � � � 0.98 � �
13 � � � 0.45 � �
14 � � � 0.71 � �
15 0.41 0.53 0.00 � 0.38 0.61
16 0.83 0.71 0.46 � 0.72 0.40
17 1.00 0.74 0.69 0.05 0.60 0.04
18 1.02 0.90 0.40 0.37 0.69 0.34
19 � � � 0.43 � �
20 � � � 0.87 � �

Tabelle A.3: Quantenausbeuten in verschiedenen Lösungsmitteln.
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A.1 Charakterisierung der Benzodiazaborole

Nr λex in nm cyclo-Hexan Toluol HCCl3 DCM Acetonitril
1 304 1.41 1.68 0.52 0.23 2.40
2 304 1.28 � � � �
3 304 (334) 1.30 (1.31) � � � �
4 304 (334) 0.96 (0.96) � � � �
7 304 (334) 1.53 (1.54) � � � �
8 304 1.41 1.61 1.91 2.19 2.69

334 1.42 1.59 1.87 2.16 2.66
9 304 (334) 1.44 (1.44) � � � �
14 304 1.50 � � � �
15 304 0.97 � � � �
16 304 (334) 1.38 (1.40) 1.78 1.91 2.82 2.34
17 304 1.53 2.57 3.60 4.85 0.56

334 1.54 2.62 3.86 5.06 0.53
18 304 (334) 1.00 (0.98) � � � �
20 304 1.09 � � � �

Tabelle A.4: Lebenszeiten in verschiedenen Lösungsmitteln in ns.

Substanz Durchmesser x Durchmesser y Durchmesser z Radius aKugel
in Å in Å in Å in Å

1 13.74 5.24 3.23 4.49
2 13.54 5.24 3.22 4.44
3 13.54 5.24 3.22 4.44
4 14.15 5.26 3.23 4.60
8 19.60 5.33 3.00 5.94
9 11.41 5.27 3.23 3.91
15 11.39 9.89 3.22 4.48
16 16.73 5.25 3.24 5.24
17 18.71 5.29 3.23 5.74
18 22.81 5.27 3.24 6.77

Tabelle A.5: Geometrische Daten der Diazaborole.

Substanz aEllipse mKugel m1,Ellipse m2,Ellipse ∆µ ∆∆µ µE µG
in Å in cm−1 in cm−1 in cm−1 in D in D in D in D

1 3.23 10925 31921 38367 9.93 1.23 11.38 1.04
2 3.22 8758 24629 32899 8.74 1.41 10.53 1.51
3 3.18 12024 32946 46645 10.24 1.26 12.36 2.13
4 2.11 14230 24629 22024 4.70 0.84 4.54 0.25
8 3.46 7066 35573 61284 6.07 0.92 - -
9 3.91 9674 - - 7.60 0.98 - -
15 4.48 6770 - - 7.82 1.18 - -
16 3.33 15572 60228 69517 14.95 1.70 16.01 1.15
17 3.63 17882 70897 101861 18.36 1.86 22.36 4.01
18 3.80 14230 79869 90067 10.47 2.40 - -

Tabelle A.6: Ermittelte Übergangsdipolmomente.
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A.2 Separation von Fluorophorbeiträgen

Abbildung A.1: AB-Plot und rekonstruierte Spektren der Mischung von Rhodamin 6G
und B mit Literaturvergleich.[163,205]

Abbildung A.2: AB-Plot und rekonstruierte Spektren der Mischung von Rhodamin B
und Rose Bengal mit Literaturvergleich.[164,205]
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A.3 Untersuchung verschiedener eYFP-Mutanten

A.3 Untersuchung verschiedener eYFP-Mutanten

Zusammenhang zwischen Isomerisierungskinetik und Lebenszeit

In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. G. Jung der Universität des Saarlandes, Saarbrücken,

wurde an einem Projekt zur Isomerisierungskinetik von eYFP gearbeitet. Die wichtigsten

Erkenntnisse dieser Arbeit werden an dieser Stelle kurz aufgezeigt. Im Rahmen des Pro-

jekts sollte geklärt werden, ob die Fluoreszenzlebenszeit mit einem Isomerisierungsprozess

in den Dunkelzustand des Proteins im Zusammenhang steht. Dazu wurden die Fluores-

zenzlebenszeiten verschiedener eYFP-Mutanten bei pH 7.5 und 10 in Abhängigkeit von

der Anregungswellenlänge systematisch untersucht (siehe Abbildung A.3).

Ein Vergleich der Lebenszeiten mit den an der Universität des Saarlandes bestimmten

Absorptionsquerschnitten für die Isomerisierung wird zur Zeit von Prof. Dr. Gregor Jung

Abbildung A.3: Intensitätsgemittelte Lebenszeiten der untersuchten Mutanten.

Abbildung A.4: Quenching von eYFP durch CAPS bei pH 10.
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vorgenommen und soll demnächst publiziert werden. Demnach ist zwischen wellenlängen-

abhängiger Isomerisierungskinetik und Lebenszeit keine Korrelation zu erkennen.

Quenching durch CAPS

In der Literatur wird davon ausgegangen, dass der Fluorophor im eYFP nicht durch

dynamisches Quenching beein�usst wird. Im Gegensatz dazu ist bei den Messungen zur

Isomerisierungskinetik jedoch eine Abhängigkeit der Fluoreszenzlebenszeit von der CAPS-

Konzentration aufgefallen. Abbildung A.4 zeigt eindrücklich, wie die Lebenszeit von eYFP

durch Zugabe von CAPS bei einem konstanten pH-Wert von 10 gemäÿ der Stern-Volmer-

Gleichung verringert wird. Eine systematische Untersuchung der Quenchingeigenschaften

von eYFP erscheint daher angebracht.
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Abkürzungsverzeichnis

AE-Spektrum . . . . . . . . . . Anregungs-Emissions-Spektrum

AES . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Anregungs-Emissions-Spektroskopie

ACTH . . . . . . . . . . . . . . . . . adrenocotricotropic hormone

AOTF . . . . . . . . . . . . . . . . . acusto-optic tunable �lter

AS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . α-Synuklein

BS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . β-Synuklein

bzw. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . beziehungsweise

ca. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . circa

9CA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9-Cyanoanthracen

CCD . . . . . . . . . . . . . . . . . . charge coupled device

CD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . circular dichroism

COG . . . . . . . . . . . . . . . . . . center of gravity

DAS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . decay associated spectrum

DFT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Dichtefunktionaltheorie

DPA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9,10-Diphenylanthracen

ESR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Elektronenspinresonanz

FCS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . �uorescence correlation spectroscopy

FLIM . . . . . . . . . . . . . . . . . . �uorescence lifetime imaging microscopy

FRET . . . . . . . . . . . . . . . . . Förster Resonanzenergietransfer

GFP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . green �uorescent protein

ggf. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . gegebenenfalls

HSA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . humanes Serum Albumin

hs-FLIM . . . . . . . . . . . . . . . hyperspectral �uorescence lifetime imaging microscopy

IC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . internal conversion

IR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Infrarot
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Abkürzungsverzeichnis

IRF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . instrument response function

ISC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . intersystem crossing

LIF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Laserinduzierte Fluoreszenz

MBP . . . . . . . . . . . . . . . . . . myelin basic protein

NATA . . . . . . . . . . . . . . . . . N-Acetyl-L-Tryptophanamid

NMR . . . . . . . . . . . . . . . . . . nuclear magnetic resonance

OLED . . . . . . . . . . . . . . . . . organic light-emitting diode

p. A. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . purum analysi

POPOP . . . . . . . . . . . . . . . 1,4-Di[2-(5-Phenyloxazolyl)]-Benzol

ppb . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . parts per billion

ppm . . . . . . . . . . . . . . . . . . . parts per million

PPO . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2,5-Diphenyloxazol

REE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . red edge-E�ekt

RNT1 . . . . . . . . . . . . . . . . . Ribonuklease T1

ROI . . . . . . . . . . . . . . . . . . . region of interest

SDS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Natriumdodecylsulfat

SoA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . sphere of action

STP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . single tryptophan protein

SUAP . . . . . . . . . . . . . . . . . Ste�s ultimatives Auswertprogramm

SW . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Snickerswette

TBAF . . . . . . . . . . . . . . . . . tetra-Butylammonium�uorid

TCSPC . . . . . . . . . . . . . . . . time-correlated single photon counting

THF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Tetrahydrofuran

TRES . . . . . . . . . . . . . . . . . time-resolved emission spectrum

tr-LIF . . . . . . . . . . . . . . . . . time-resolved laserinduced �uorescence

UV . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Ultraviolett

VIS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . visible

w. E. . . . . . . . . . . . . . . . . . . willkürliche Einheiten

YFP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . yellow �uorescent protein

z.B. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . zum Beispiel

ZWL . . . . . . . . . . . . . . . . . . Zentralwellenlänge
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Kurz vor Schluÿ

Schön ist der Wein, bevor er getrunken,

schön ist das Schi�, bevor es gesunken,

schön ist der Herbst, solange es Mai ist,

schön ist der Leutnant, solang er aus Blei ist.

Schön ist das Glück, wenn man es nur fände,

schön ist dies Buch, denn gleich ist's zu Ende.

Heinz Erhardt
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