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B10: Dynamische Vorgange in Lipidmembranen

1. Ubersicht zum Thema und Ziele

Die Fluoreszenz ist eine sehr empfindliche Methode, um kleinste Mengen (Nanomol) von
Molekilen nachzuweisen. In der Biophysik werden neben intrinsischen Fluorophoren (wie
z.B. die Aminosauren Tryptophan und Tyrosin) auch fluoreszierende Reportermolekile
verwendet. Mit solchen Reportermolekilen 148t sich:

- aus der Form der Spektren der pH-Wert und die Polaritat der Mikroumgebung messen;

- aus der Fluoreszenzanisotropie die Mikroviskositat und der Bewegungsraum bestim-
men;

- Uber die Energietransfermessung der Abstand zu einem anderen Molekll (Akzeptor)
ermitteln.

Ziel dieses Versuchs ist es:

- Gleichlicht- und zeitaufgeldste Fluoreszenz als Methode kennenzulernen;

- den EinfluB der Umgebung auf Form, Lage und Intensitdt der Emissions- und
Anregungsspektren des Reportermolekils zu studieren;

- mit Hilfe von Gleichlicht- und zeitaufgeléster Fluoreszenzanisotropie die Dynamik von
Lipidmembranen bei verschiedenen Temperaturen zu untersuchen. Damit lassen sich
Aussagen Uber deren Mikroviskositat, Ordnungszustand sowie Temperatur, van’'t Hoff-
Enthalpie und Kooperativitat des Lipid-Phasenibergangs bestimmen;

- rechnergestiitzte Auswertung zeitaufgeléster Fluoreszenz- und Anisotropiekurven
durchzufthren.

2. Theoretische Grundlagen

Durch Anregung mit einem Nanosekunden-Puls von linear polarisiertem Licht wird aus
einer isotropen Verteilung von unangeregten Ubergangsdipolmomenten eine anisotrope
Verteilung von angeregten emittierenden Ubergangsdipolmomenten kreiert (Photoselek-
tion). Die Fluoreszenz ist entsprechend stark polarisiert. Die extrem anisotrope Anfangs-
verteilung entspricht nicht der Gleichgewichtsverteilung und relaxiert folglich durch Rota-
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tionsdiffusion. Dies fuhrt zu einer Depolarisation der Fluoreszenz. Je nachdem, ob die
Gleichgewichtsverteilung isotrop oder noch eine Restanisotropie besitzt, strebt fir lange
Zeiten die Polarisation gegen null oder gegen einen von null verschiedenen Endwert. Die
Relaxationszeiten und Endwerte geben Auskunft Gber Beweglichkeit und Ordnung der
Fluorophore.
Im Versuch wird die hydrophobe Fluoreszenzsonde DPH (Diphenylhexatrien, Struktur
siehe Figur 1) verwendet, die sich in das hydrophobe Innere der DMPC-Vesikel einlagert
(DMPC, Dimyristoylphosphatidylcholin, Struktur siehe Figur 1). Die noch im H,O verblie-
benen DPH-Molekiile fluoreszieren so schwach (Quenching auf weniger als 1/200 in H20),
daB ihre Fluoreszenz nicht ins Gewicht fallt. Bei etwa 23°C findet in den DMPC-Vesikeln
eine Ordnung/Unordnung-Umwandlung der Lipidmolekule statt, die von einem Gelzustand
bei niedriger Temperatur in einen flissig-kristallinen Zustand Ubergehen. Die fluoreszie-
rende Sonde DPH zeigt diesen Ubergang an, indem ihre Richtungsverteilung oberhalb der
Phasenumwandlungstemperatur schneller und mit einer gr6Beren Amplitude in die
isotrope Verteilung relaxiert.
Zur Versuchsvorbereitung sind insbesondere die folgenden Literaturstellen geeignet (Zi-
tate siehe 6). Es genigt, die Begriffe und Definitionen jeweils mit Hilfe einer Skizze oder
einer Formel erlautern zu kénnen:
[1], S. 45-52, oder [5], S. 1-12, erganzend [6], S. 461-467, ergédnzend [7], S. 7109-7111.
Definitionen: Ubergangsdipolmoment, n - n* -Ubergang, Born-Oppenheimer-Naherung,
Franck-Condon-Faktoren, Absorption, Emission, Fluoreszenz, strahlungsloser ProzeB,
Quenching, Strahlungslebensdauer, Quantenausbeute, Rotationsdiffusion, Anisotropie.
Gesetze, Regeln: Franck-Condon-Prinzip, Stokes-Verschiebung, Ratenschema, Ver-
suchsanordnung fUr eine polarisierte Fluoreszenzmessung, Ubergangsdipolmomentver-
teilung unmittelbar nach einer polarisierten Blitzanregung und fir t — o, Diffusionsglei-
chung.
Die nétigen Formeln far die Auswertung finden Sie insbesondere in den Literaturzitaten [6]
und [7].

3. MeBaufgaben (dabei 4. beachten!)

3.1 Machen Sie von den verwendeten MeBapparaturen

- Gleichlichtfluoreszenz

- Zeitaufgeldste Fluoreszenz
schematische Skizzen, und geben Sie je eine kurze (ca. 1 Seite) Beschreibung des
MeBprinzips und der Funktion.

3.2 Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Losungsmittelpolaritat

In 2 Eppendorf-GefaBe a) mit 1 ml Vesikel- L6sung, b) mit 1 ml reinem Puffer werden je
8 ul von 1 mM DPH in THF-L&sung gegeben (Diphenylhexatrien in Tetrahydrofuran).
Messen Sie in Quarzkivetten 4x10 mm von der Probe a das Anregungsspektrum (ex)

(Aex = 270-420 nm, Aem = 450 nm) sowie von a und b das Emissionsspektrum (em)

(Aem = 380-530 nm, Aex = 360 nm). Achtung, unbedingt MeBbereiche der Anzeigeinstru-
mente notieren! Heben Sie die Proben a und b fir weitere Messungen auf.

3.3 Gleichlicht-Fluoreszenzdepolarisation

Verwenden Sie die Vesikel-Probe von Versuch 3.2 (DPH in DMPC-Vesikel in Phosphat-
puffer).
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Messen Sie die Fluoreszenzanisotropie der Probe bei den Temperaturen ca. 10°15°,
18°, 21°, 22°, 22.5°, 23°, 23.5°, 24°, 24.5°, 25°, 26°, 27°, 30°, 35°C (Anregungspolarisa-
tion horizontal: Beide MeBgerate fir PM-Ausgange auf gleichen Wert bringen,
Anregungspolarisation vertikal: Werte ablesen). Berechnen von

R=(lv-In)/S S=(lv + 2ly).
Hinweis: Blenden fir Anregung und Emission auf je %2 Intensitat abblenden (warum?).

3.4 Zeitaufgel6ste Fluoreszenzdepolarisation von DPH in DMPC-Vesikeln.

Verwenden Sie die Vesikelprobe der Versuche 3.2 und 3.3. Messen Sie Fluoreszenz
(S(1))- und Anisotropie (R(t))-Kurven der Probe bei T = 10, 23, 35°C. Die Messung erfolgt
nur mit dem rechten Emissionsarm bei vertikaler Anregungspolarisation. Zur Eichung muf
bei horizontal polarisierter Anregung je 1 min lang die Zahlrate mit horizontaler und verti-
kaler Emissionspolarisation gemessen werden (-> G = Npa/Nsenkr). AuBerdem ist Zeitei-
chung der Kanale mit Hilfe der Verzdgerungsleitung erforderlich.

Achtung: Vor jedem Offnen des Deckels unbedingt Photomultiplier abschalten!

4. Hinweise zur Technik und Versuchsdurchfiihrung (Wichtig!)
Als Forschungsapparaturen sind die Gerate nicht gegen Fehlbedienung geschutzt.
4.1 Fluoreszenzlebensdauer- Apparatur

— Unbedingt vor jedem Offnen des Deckels die PM-Spannung abschalten
— PM-Spannungen nicht héher als 1000V!
- Lampe mit 500 mbar H,-Gas flllen und mit der Spannung nicht hoher als 7 kV gehen.

4.2 Gleichlicht- Fluoreszenzapparatur

- High Voltage ADJUST Knopfe nicht héher als 650 drehen (entspricht 1300 V PM-
Spannung). Bei Benutzung des Referenz-PM auf Kanal 2 nur bis maximal 450 gehen
(=900 V);

- RANGE-Knopfe nur im Bereich von 3 pA aufwérts benutzen; bei OVERLOAD-Lampe
(rot) RESET Knopf driicken und Intensitat mit PM-Spannung herunterbringen.

- Zum Spektrenfahren wird das Gerat Gber das Menue des Programm ,MESS* des PC-
Rechners gesteuert. Anfangswellenlange fir Scan per Hand einstellen, dann Schalter
auf ,remote“. Zeiger der Instrumente dirfen nicht an den Anschlag gehen (I(PM1)<
[(PM2)). Vergessen Sie nicht, auBer den geforderten Parametern auch die Stellungen
der Photomultipliernetzgerate sowie die Temperatur zu notieren. Wichtig ist auch Zeit-
konstante, Spaltbreite und Scangeschwindigkeit richtig aufeinander anzupassen.

— Fdr den Versuch 3.3 wird zur Temperaturmessung der Thermoelementdraht direkt in
die offene Kuvette getaucht, bis die Temperatur erreicht ist (vor der Messung heraus-
nehmen!).

- Zur Anisotropiemessung werden beide Fluoreszenzarme benutzt (-HV2 auf OUT und
Sign. 2 auf IN stecken). Alle Spalthéhen auf 1. Raste, alle Blenden erst ganz 6ffnen,
dann jeweils auf halbe Intensitat abblenden. MeBprogramm auf (0)=Test. Anre-
gungspolarisator horizontal, mit RANGE, PM2- Spannung (grob) und Spaltéffnung
(fein) Intensitaten abgleichen (PM1 vertikal, PM2 horizontal). Dann Anregungspolari-
sation vertikal und Zahlen fir Kanal 1 und Kanal 2 notieren (3 stellig), R nach Formel R
= (IV - IH)/(IV + 2ly ) berechnen.
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- Beim Versuch 3.2 erst die Vesikelprobe messen und bei der Messung des DPH in ei-
nem Puffer nur den RANGE Knopf verstellen und notieren!

5. Aufgaben und Auswertung

5.1 Wie wirden Sie 100 ml einer 1 millimolaren Lésung von DPH (M = 232,3 g/Mol) in
THF herstellen?

5.2 (zu 3.1) Schematische Skizzen und eine kurze Beschreibung der verwendeten
MeBapparaturen (MeBprinzip und Funktion, max. 1 Seite)

5.3 (zu 3.2) Abschatzen des Verhaltnisses der Quantenausbeute ®(k;, kn, DPH in H>0)/
d(k;, ko, DPH in Lipid). Bestimmen Sie aus den strukturierten Spektren (DPH in Lipid) die
zugehdrigen Schwingungsfrequenzen (in cm-1) im Grundzustand und im angeregtem Zu-
stand. Berechnen Sie mit X% = h/(m w), k= me®, m = m¢ aus den Spektren die
Kraftkonstante k, die Nullpunkisschwingung xo . Die Nullagendifferenz Ax der Potential-
kurven hangt in harmonischer Niherung mit dem Energieabstand Emax-Eqo+ 7 0= kAX?/2
zusammen.

5.4 (zu 3.3) Auftragen R(T) tber T, Auftragen des Umwandlungsgrades
0= Mg/(M1+ Mg) (1)
fir den Phasenlbergang im Lipid.
Der Kurvenverlauf ®(T) l1aBt sich mit einer Gleichgewichtsreaktion interpretieren:

M1 <--> M2 (2)
mit der Gleichgewichtskonstanten
K =M,/ M =Ky* exp(- 0H/RT) (3)
A R(D) 8(T)
A

~= allesin 1

Oy [T

Aus der Steigung (d®/dT) kann man die van't Hoff-Enthalpie berechnen. Aus (1) und (4)
folgt:

(d®/dT)t, = SH/4RT? (4)
Es ergibt sich eine sehr hohe van't Hoff-Enthalpie im Vergleich zur kalorimetrischen
Hin=30 kd/Mol. Warum?

5.5 (zu 3.5) Vergleichen Sie die vom Programm berechneten <R> mit den Werten von R
aus Versuch 3.3. Berechnen Sie aus den Rotationskorrelationszeiten ¢ die Mikrovisko-
sitaten in Pa s. Berechnen Sie aus dem Verhaltnis Ro/R.. die Offnung des Kegelwinkels fiir
das einfache Wobbling-in-Cone Modell bei den 3 Temperaturen.
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5.6 Diskutieren Sie die Temperaturabhangigkeiten von Lifetime t, Rotationskorrelations-
zeit Orot, R, UNd M (siehe Lit [6])
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