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Fluoreszenzstudien zum Einfluss plasmonischer Wechselwirkungen auf
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Plasmonische Metallnanostrukturen kénnen die optischen
Eigenschaften von Fluorophoren deutlich verindern." Dies
wird bereits bei fluoreszenzbasierten Wirkstofftests, Hoch-
durchsatz-Screenings und Immunassays zur Sensitivitétsstei-
gerung genutzt.! AuBerdem wird der Einsatz plasmonischer
Materialien zur Beobachtung biologischer Reaktionen
in vivo diskutiert.”) Aufgrund der immer vielfiltigeren Ver-
wendung von plasmonischen Materialien ist ein grundlegen-
des Verstidndnis der Wechselwirkung zwischen diesen Struk-
turen und Proteinen vonnéten. Die Effekte der Wechselwir-
kung von plasmonischen Nanostrukturen mit einzelnen
Fluorophoren®® sowie mit FRET-gekoppelten Zweichro-
mophorsystemen” wurden ausgiebig untersucht. Zudem
wurden kiirzlich Studien tiber die Wechselwirkung von Plas-
monen mit biologischen Systemen publiziert, die Einzel-
chromophore oder zwei gekoppelte Chromophore enthal-
ten."®"" Untersuchungen zur plasmonischen Wechselwirkung
bei komplexeren Systemen mit einer Vielzahl gekoppelter
Chromophore wurden bisher nicht veroffentlicht.

In der vorliegenden Arbeit verwenden wir das Photosys-
tem I (PSI), ein Protein, das eine Schliisselfunktion im Pho-
tosyntheseapparat einnimmt, als Modell fiir Systeme mit
einer Vielzahl FRET-gekoppelter Chromophore. Die
Hauptfunktion des PSI ist es, Sonnenlicht einzufangen und
die Lichtenergie in elektrische Energie umzuwandeln. Am
Lichtsammeln, Anregungsenergietransfer und anschlieBen-
den Trennen der elektrischen Ladung im Reaktionszentrum
sind rund 100 Chlorophyllmolekiile pro PSI-Monomer be-
teiligt (Abbildung 1).1*?

Bei tiefen Temperaturen wirken einige der Chlorophyll-
molekiile als Fallen fiir die absorbierte Anregungsenergie und
geben diese zum Teil als Fluoreszenz ab (Abbildung 1¢c).?**
Mittels Einzelmolekiilspektroskopie lassen sich die Fluores-
zenzbeitrdge der einzelnen emittierenden ,roten Chloro-
phyllzustinde* unterscheiden.”” Diese Zustinde konnen als
proteineigene Fluoreszenzsonden herangezogen werden, die
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iiber Eigenschaften des Energietransfers® und im Speziellen
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Abbildung 1. PSI der oxygenen Photosynthese. a) Aufsicht auf ein PSI-
Trimer aus Cyanobakterien (PDB-Eintrag: 1)B0; Proteingertist vio-
lett)."? Die rund 100 Chlorophylimolekiile (griin) eines Monomers ab-
sorbieren Anregungsenergie und leiten diese zu einem Chlorophylldi-
mer (blau) im Reaktionszentrum weiter, das bei 700 nm absorbiert
(P700)."™. b) In eine Seitenansicht des PSI eingezeichnete Anre-
gungsenergietransfer-Wege und Energieniveauschema der am Transfer
beteiligten Zustinde. Nach Anregung von P700 wird iiber die Mem-
bran ein ladungsgetrennter Zustand aufgebaut." c) Bei tiefen Tempe-
raturen wird ein Teil der Energie aus roten Chlorophyllzustinden als
Fluoreszenz abgestrahlt. d) Typisches Fluoreszenzemissionsspektrum
eines einzelnen PSI-Komplexes, bei dem spektrale Diffusion bei einzel-
nen Beitrigen zu charakteristischen Linienverbreiterungen fiihrt.> 'l
Die theoretischen Linienformen der Emitter ohne Beeinflussung durch
spektrale Diffusion sind in Rot nach Rechnungen gemif Lit. [17-19]
dargestellt.
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iiber den Einfluss plasmonischer Wechselwirkungen auf die
optischen Eigenschaften des PSI Aufschluss geben.

Fiir die hier vorgestellten Experimente wurde PSI in
Pufferlosung (PSI), PSI mit kolloidalen Goldnanopartikeln
mit einem Durchmesser von ca. 100 nm (PSI-AuNP) und PSI
auf heterogenen Silberinselfilmen (PSI-SIF) herangezogen
(siche Abbildung SI1 in den Hintergrundinformationen).
Abbildung 2 a—c zeigt Fluoreszenzbilder der drei Proben, die
von gleich groBen Flichen unter sonst identischen experi-
mentellen Bedingungen erhalten wurden. Ein Anstieg der
Fluoreszenzintensitit von PSI iiber PSI-AuNP zu PSI-SIF ist
offensichtlich. Auch Proben, die nur aus AuNP oder SIF be-
standen, lieferten Fluoreszenzsignale (siche Abbildung SI2 in
den Hintergrundinformationen). Dies deutet entweder auf
intrinsische Signale von AuNP und SIF oder auf Signale von
Verunreinigungen hin. Aus diesem Grund koénnen die Fluo-
reszenzverstarkungsfaktoren fiir die einzelnen Systeme nicht
allein durch Analyse der Fluoreszenzintensititen bestimmt
werden.

Eine spektrale Analyse der Fluoreszenzsignale der PSI-
freien Proben ergab, dass diese eindeutig von der PSI-Fluo-
reszenz unterschieden werden konnen. Basierend auf der
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Abbildung 2. Fluoreszenzbilder von PSI (a), PSI-AuNP (b) und PSI-SIF
(c) sowie drei an diesen Proben gemessene Spektren einzelner PSI-
Komplexe (d—f). Die Fluoreszenzbilder (a—c) wurden mit einer Integra-
tionszeit von 2 ms pro Pixel aufgenommen. Um vergleichbare Daten
zu erhalten, wurde fiir alle Bilder die gleiche Intensititsskala gewihlt;
sie reichte von 0 bis 100000 Zahlimpulsen pro Sekunde. Da die maxi-
malen Intensititen in den Aufnahmen von PSI-AuNP und PSI-SIF die
Schwelle von 100000 Zihlimpulsen pro Sekunde um tber das Fiinfzig-
fache tbersteigen, sind in ihren Bildern die Emissionsbereiche gréfler
als im PSI-Bild. Die Abweichung der Emissionsbereiche von der Kreis-
form kann auf die geringe Abbildungsqualitit des eingesetzten Mikro-
skopobjektives bei tiefen Temperaturen zuriickgefiihrt werden. Die Auf-
nahmezeit fur die Spektren (d—f) betrug 40 s. Fiir alle Experimente
wurde eine Anregungsquelle mit 4., =680 nm und P=100 uW verwen-
det.
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spektralen Information konnen somit die Einzelbeitrdge in
den gemischten Proben PSI-AuNP und PSI-SIF getrennt
werden (sieche Abbildung SI3 in den Hintergrundinformatio-
nen). Insgesamt wurden 148 Spektren von PSI-, 158 Spektren
von PSI-AuNP- und 72 Spektren von PSI-SIF-Proben analy-
siert.

In Abbildung 2d-f sind fiir jede Probenart beispielhaft
PSI-Spektren gezeigt, die unter identischen experimentellen
Bedingungen aufgenommen wurden. Die PSI-Fluoreszenz-
emission setzt sich aus charakteristischen Beitrdgen zusam-
men, die in verschiedenen Wellenldngenbereichen des PSI-
Fluoreszenzspektrums auftreten. Die erhohte Fluoreszenz-
intensitdt des an Metallnanostrukturen gekoppelten PSI
spiegelt sich im verbesserten Signal-Rausch-Verhiltnis der
PSI-AuNP- und PSI-SIF-Spektren wider. Die Linienbreiten
der Einzelbeitrdge der roten Chlorophyllzustinde in den
Spektren individueller PSIs bleiben weitgehend erhalten.
Anders als erwartet, erhoht der stirkere Excitonenfluss im
System die Wahrscheinlichkeit fiir Fluktuationen nicht
merklich.

Die integrierte Fluoreszenzintensitit aller einzelnen PSI-
Komplexe ist im Histogramm in Abbildung 3 dargestellt. Die
Intensitidten der reinen PSI-Komplexe (griin) zeigen eine
anndhernde GauB3-Verteilung, wihrend die Intensitétsvertei-
lungen von PSI-AuNP und PSI-SIF bis zu einem Maximal-
wert steil ansteigen und dann ndherungsweise exponentiell
abfallen. Die Verstiarkungsfaktoren (untere x-Achse) geben
die relative Intensitdt der Signale bezogen auf die mittlere
Intensitédt von nicht gekoppeltem PSI an und visualisieren so
direkt die Fluoreszenzverstdrkung. Die maximale Verstir-
kung betrug 36 (PSI-SIF) bzw. 37 (PSI-AuNP), die mittlere 7
bzw. 9. Bei anderen Fluorophor-Metallnanostruktur-Syste-
men wurden Verstirkungen in derselben Grofenordnung
beobachtet.-22)]
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Abbildung 3. Intensititshistogramme der Signale von PSI (griin), PSI-
AuNP (orange) und PSI-SIF (grau). Die Intensititen der einzelnen
Komplexe wurden anhand spektral aufgeloster Daten bestimmt. Die
Zahlimpulse innerhalb des Wellenlangenintervalls 690-800 nm wurden
nach der Subtraktion eines konstanten Hintergrundes zur Eliminierung
der Dunkelzihlrate und des Streulichtes summiert. Die Intensititsbe-
reiche der Proben wurden jeweils in 20 gleiche Teile aufgeteilt. Ein-
schub: normierte Mittelwertsspektren der 142 PSI-Spektren, 158 PSI-
AuNP-Spektren und 72 PSI-SIF-Spektren. Blaugrau: durch den Kanten-
filter unterdriickter Wellenldngenbereich.
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Aus den normierten Mittelwertsspektren, die aus allen
PSI-, PSI-AuNP- bzw. PSI-SIF-Spektren ermittelt wurden, im
Einschub in Abbildung 3 lésst sich ablesen, dass die AuNPs zu
einer groBeren Linienbreite fithren (I'pyy(PSI) =33 nm ge-
geniiber ey (PSI-AuNP) =52 nm), wihrend die Linien-
breite durch SIFs kaum veridndert wird (I'gwym(PSI-SIF) =
37 nm). Das Maximum des Fluoreszenzspektrums von PSI-
SIF liegt bei 719 nm und ist gegeniiber dem des PSI-Spek-
trums (727 nm) um 8 nm blauverschoben, wiahrend das Ma-
ximum des PSI-AuNP-Spektrums bei 732 nm liegt und damit
rotverschoben ist. Beide plasmonischen Strukturen fithren zu
einer stark erhohten Intensitdt im Wellenldngenbereich 698—
705 nm. Dies ist ein Anzeichen fiir eine ausgeprigte Fluo-
reszenzdesaktivierung von angeregten Antennenpigmenten,
die in Abwesenheit von plasmonischen Strukturen nahezu
keine Fluoreszenzemission zeigen. Die Fluoreszenzintensitét
im Wellenldngenbereich 698-705 nm relativ zum jeweiligen
Maximum der Fluoreszenzintensitét steigt von ca. 10% fiir
PSI auf 40-60 % fiir PSI-SIF und 50-60 % fiir PSI-AuNP. Mit
der integralen Verstdrkung ergibt dies einen mittleren Ver-
starkungsfaktor in diesem Wellenldngenbereich von 40-60
fiir beide Strukturen, und in Spitzenwerten erreicht die Ver-
starkung ca. 200 fiir PSI-SIF und etwa 400 fiir PSI-AuNP.

Somit weichen die Mittelwertsspektren von PSI-AuNP
und PSI-SIF erheblich von dem von reinem PSI ab. Derartige
Abweichungen wurden fiir Ein- und FRET-gekoppelte
Zweichromophorsysteme bei der Wechselwirkung mit ana-
logen plasmonischen Strukturen nicht beobachtet. Vielmehr
trat in diesen Féllen eine nahezu gleichformige Verstiarkung
der Fluoreszenz auf.'**3! Bei Albumin-Goldnanopartikel-
Systemen wurden geringe spektrale Abweichungen ermittelt,
die mit Konformationsédnderungen des globuldren Proteins an
der Goldoberfliche erklirt wurden.®” Die annihernd
gleichformige Verstarkung der Fluoreszenz organischer
Chromophore ldsst sich mit den iiber den spektralen Bereich
der Chromophore nahezu unstrukturierten Plasmonenspek-
tren der verwendeten Metallnanostrukturen begriinden.?>
Fiir das PSI konnte man eine dhnlich gleichformige Verstéar-
kung des Fluoreszenzspektrums erwarten, da sein Spektrum
bei tiefen Temperaturen eine dhnliche spektrale Breite hat
wie die Spektren der untersuchten Chromophorsysteme bei
Raumtemperatur!'***") und da beim PSI groBere strukturelle
Anderungen an Metalloberflichen unwahrscheinlich sind,
weil das Protein im Kontakt zu Metalloberflichen seine Fa-
higkeit zur Bildung des ladungsgetrennten Zustandes beibe-
hilt.?**1 Um die beobachteten Abweichungen der spektralen
Form zu verstehen, miissen die Eigenschaften eines gekop-
pelten Multichromophorsystems berticksichtigt werden.

In einem FRET-gekoppelten Multichromophorsystem
hidngt die Rate fiir den Anregungsenergietransfer zwischen
den Chromophoren von ihren Abstidnden, ihrer gegenseitigen
Orientierung und ihrer spektralen Uberlappung ab.*”! Die
spezifischen Kopplungen zwischen den verschiedenen Chro-
mophoren eines Multichromophorsystems fithren demzufol-
ge zu einem spezifischen Satz an Ubergangsraten (Abbil-
dung 4a), die im PSI fiir einen effizienten Transport der
Anregungsenergie zum Reaktionszentrum optimiert sind.

Es ist bekannt, dass die Wechselwirkung zwischen plas-
monischen Strukturen und Chromophoren ebenfalls ab-
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Abbildung 4. Visualisierung der Anregungsenergietransfer-Wege in
einem FRET-gekoppelten Multichromophorsystem. a) Ohne plasmoni-
sche Wechselwirkung: Spezifische Kopplungen zwischen den Chromo-
phoren fiihren zu einem charakteristischen Satz von Transferraten, die
durch graue Pfeile angedeutet sind. Uhren deuten die Fluoreszenzle-
bensdauern der beteiligten Zusténde an. b) Der Satz an Transferraten
wird durch eine Wechselwirkung mit Plasmonen verandert. Deren Ab-
stands- und Orientierungsabhingigkeit wird durch ein Lineal bzw.

durch schwarze Pfeile angedeutet. Zusitzliche Anregungsenergietrans-
fer-Wege (rot) deuten den Grund fiir die verdnderte Systemantwort an.

stands- und orientierungsabhingig ist.*”! Eine als Funktion
des Abstandes berechnete Verstdarkungskurve fiir ein Fluo-
rophor, das mit einem Goldnanopartikel von 100 nm Durch-
messer wechselwirkt, zeigt Fluoreszenzloschung bei Abstin-
den <2 nm, maximale Fluoreszenzverstarkung bei ca. 13 nm
und einen exponentiellen Abfall zu grofleren Abstdnden mit
verschwindenden Wechselwirkungseffekten ab ca. 80 nm.
Wihrend in anderen Studien das PSI definiert an Metallna-
nostrukturen gebunden war,>>7 sind die PSI-Komplexe hier
zufillig angeordnet, was eine mogliche Erklarung fiir die
beobachtete breite Verteilung der Verstarkungsfaktoren lie-
fert.

Die GroBe eines PSI-Trimers mit ca. 300 Chlorophyll-
molekiilen in einer annéhernd zylinderférmigen, 5 nm hohen
Struktur mit einem Durchmesser von 20 nm ldsst Kopp-
lungsszenarien zu, bei denen einige Chromophormolekiile
eine Loschung und andere eine maximale Verstdrkung ihrer
Fluoreszenz erfahren. Da die Verstirkung der Fluoreszenz
mit einer Reduktion der Lebensdauer des angeregten Zu-
standes einhergeht,” kann das Gleichgewicht zwischen der
Fluoreszenz und anderen Desaktivierungsmechanismen, wie
dem Energietransfer, deutlich beeinflusst werden. Zudem
verdndert eine plasmonische Wechselwirkung die Forster-
Energietransferradien zwischen Chromophoren.”! Im analy-
sierten Donor-Akzeptor-Paar wurde dieser Radius durch
plasmonische Wechselwirkung von 8.3 auf 13 nm vergro-
Bert.”’! Dieser Einfluss von Plasmonen kann im PSI zu einem
verdnderten  Anregungsenergietransfer-Prozess  fiihren,
indem zusétzliche Chlorophyllmolekiile in den Transfer ein-
bezogen werden (Abbildung 4b).
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Die hier beschriebenen Experimente zeigen, dass eine
Kopplung des PSI an AuNPs und SIFs die PSI-Fluoreszenz
verdndert. Im Besonderen tritt bei Chlorophyllmolekiilen mit
Anregungsenergien dhnlich der des Reaktionszentrums eine
erhohte Desaktivierung durch Fluoreszenzemission auf, wo-
durch die Effizienz des Energietransfers zum Ort der La-
dungstrennung reduziert und damit die gesamte Protein-
funktion verdndert wird. Wir vermuten, dass fir FRET-ge-
koppelte Multichromophorsysteme generell verdnderte
Antwortfunktionen in der Ndhe von plasmonischen Struktu-
ren zu erwarten sind; aus diesem Grund sollten unsere Er-
gebnisse bei der Entwicklung nanostrukturbasierter Bioan-
wendungen bertiicksichtigt werden.

Experimentelles

Fiir die Einzelmolekiilexperimente wurde das PSI aus Thermo-
synechoccocus elongatus in einem Tricinpuffer, der 0.02% (Gew./
Vol.) n-Dodecyl-f,p-maltosid (3-DM) als Detergens enthielt, um eine
Aggregation des PSI zu verhindern, bis auf eine Konzentration von
3 pm verdiinnt.'¥ Weniger als 1 pL dieser Losung wurde zwischen
zwei Deckgldser gebracht. Um das PSI an Goldnanopartikel zu
binden (PSI-AuNP), wurden kolloidale Goldnanokugeln von ca.
100 nm Durchmesser!! der Losung im Uberschuss zugefiigt (AuNP-
PSI-Verhiltnis ca. 12:1). Die SIFs wurden wie von Chowdhury et al.
beschrieben?! hergestellt. Tnre AFM-Charakterisierung ergab eine
GroBenverteilung von 200-400 nm in der Breite und 20-550 nm in
der Hohe (siehe SI1). Zur Herstellung der PSI-SIF-Proben wurde die
verdiinnte PSI-Losung zwischen ein unbehandeltes und ein SIF-be-
schichtetes Deckglas gebracht. In der Messkonfiguration befand sich
das SIF-beschichtete Deckglas auf der vom einfallenden Laserlicht
entfernten Seite. Fiir die Einzelmolekiilmessungen nutzten wir ein
selbstgebautes Tieftemperaturkonfokalspektrometer;!'® zur Anre-
gung wurde ein Diodenlaser mit der Wellenldnge A.,. =680 nm ver-
wendet, der auf eine Leistung P =100 uW abgeschwicht war. Als
Detektoren dienten eine Avalanche-Photodiode (Perkin-Elmer) oder
eine stickstoffgekiihlte CCD-Kamera (Princeton Instruments). Die
Messtemperatur betrug bei allen Experimenten 1.4 K.

Eingegangen am 13. April 2010,
verdnderte Fassung am 30. August 2010
Online veroffentlicht am 29. November 2010
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