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Kurzzusammenfassung

Die Weiterentwicklung experimenteller MetharleB,derezeitaufgelosten Spektroskopie, erlaubt

die Verfolgungnzymatischer Reaktionen und ihrer Teilprozesse in biologisch relevanten Zeitskalen.
Fur die Echtzeitanalyse und die daftr notwendige zeitliche Kontrolle biomolekularer Vorgéange ist ©
Verwendung exterAesloseimpuls geeignetes Verfahren. Daltet die Verwendwmmn Licht

als Signalgebeine hohe zeitliche und 6rtliche Auflésung.

Das zentrale Ziel der hier vorgestellten Arbeit war die eojoligaiedentrolle der Aktivitat
hydrolytischer Enzyme durch die Anwendung eines lasephtbiariges.

Nach der Charakterisierung der Einzelkomponenten des Aktivierungssystems konnte im ersten Teil
Arbeit eine 004dge Aktivierung des Enzyms durch die Methode der laserindSpientgn pH
aktivierung im ZeitregimeMilisekunddrelegiverden. Im Mittelpunkt des zweiten Teils stand die
Optimierung der-Sdrungaktivierung. Hier konnte erfolgrdéttiotdechalturgpr Enzymreaktion

durch Anregunghanosekunddereich gezeigt werden.

Die vorgstellte Arbeit zeigt das Patkederdserinduzierten Enzymaktivierurggn&imaogliche
Anwendungn der Echtzeitanalyse proteinogener Systeme. Mit der Realisierung wird die
Anwendungsbreite der photoinitiierten Protonenfreisetzung entschieden erweitert. Gleichzeitig liefert
Methode einallgemeine und flexible Methode der Enzymaktivierung im Vergleich zu bestehenden
Aktivierungsmethoden.

Abstract

The advancement of experimental methotisielikesolvespectrosopy, allows monitoring of
enzymatic reactions andutgprocessem biological relevant tiralesc Forealtimeanalysisas

well as the related temporal control of biomolecular, pnecessex trigger signassiitebleThe

application bfht as triggtrereforeffers a gh temporal and spatial resolut

The central objective of the presented work was the successful remote control of hydrolytic enzyn
activity via lasedduced pHimp

After charactangthesingle components of the system, istfiertfiof this work the total activation
oftheenzymelue to lasénduced pfimp activation was proved. main focus of the second part

of this work wathe optimization of thime resolutioklere successfypthotoswitchf enzymatic

activity via excitation in #meseconerange could be demonstrated.

The presented lag®tuced enzyme activation provides the potential of applicttenanakyais

of proteinogenic systems. By this general activation method the range of applicdéasedf photo
protons is cléarexpandedit the same time this technique offers a general and flexible method of
enzyme activation compared to existing methods.
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Einleitungnd Zielsetzung

1. Einleitung und Zielsetzung

Die Kontrolle und speziell die externe Steuerung der Aktivitat biochemischer Prozesse ist i
heutigen Forschung von groRem Intd@akender und Dyer, 2006; Mayer und Heckel, 2006;
Kamadaet al. 2011; Rosell und Mauk, 2&id¢ wichtige Aufgalve der Untersuchung
biochemischer Prozesse diemdglichstiickenlose Beschreibaleg Enzymkatalyselie tiefere
Einsichtemn diekomplexe interiynamik enzymatischer Reaktionssysespeecherfir die
detaillierte Untersuchung und die rdafvendigeeitliche Konlie biomolekularer Vorgdsgdie
Verwedung von Triggersignaengeeignetes Verfahterdiesem Zusammenhang bietet gerade
die Verwendung vioicht alsSignajebereinige Vorteil8o werdeProteinemit Ausnahme von
Photorezeptoren,Abhangigkeler verwendeten Wellenlangsh digr Anregung von Licht kaum in
ihrer Funktion beschaglgayer und Heckel, 2@jiber hinaeszieltnan durctie Verwendung
vonLasern als Lichtquelle dinleezeitliche, sowie ortlighdlosundGorostiza und Isacoff, 2008]
Diese Ubersteigt dabei die Moglichkeiten anderer TechmiBeNikaenischtechnikpgbhanet

al, 1997; Jeorg al, 2010]

In den vergangenen Jahren wurden zunehmend photosensitive Proteine durch lichtvern
Aktivierun@ ihrer Funktion arguchtDies fiuihrte zu zahlreichen mechanistischen Echtzeitstudien
biomolekularer ProzesseB.Elektrome oder HydridtransferprozesBemes der am haufigsten
untersuchten photosensitiven Proteine ist déisogg@nierende Protein (GFEgnfuorescent
protein Eine grofRe Anzahl verschiedener Studien hinsichdadriaeryberufgellet al, 2003;
Langhojeet al, 2009]dem [PotorrtransfefChattoragt al, 1996; Faret al. 2010Joder der
E-Zlsomerisierujgbbruzzetit al, 2010; Addisen al, 2012; Aet al, 2012fuhrten zu einer Fille

an Informationen Uber die Chemiardgregten Zustandes des @W&esch, 2009; van Thor,
2009] Eine weiterdekanntdichtgesteuerte Reaktion ist die ReduldidProtiechlorophyllid
innerhalb der ChlorogBiglynthesdurch dieéProtochlorophyllid Oxidotedak(PORDieses

Enzym wird haufig als Modellenzym fir Pomtenetydridtransferstudamie fildntersuchungen

zu auftretendéfonformatisdnderungesder Losungsmittelfluktuatigeentzt[Solymoset al.

2007; Sytiret al. 2008; Zhao und Han, 2008; &uwal2009; Hardt al, 2011; Sytiret al, 2012]

Auch di®NAPhotolyasest einBeispiel fudie erfolgreiche Untersuchcimgktierbarer Enzyme.
[Kacet al, 2007; Zhong, 2007; Oketfaji. 2010]

Verlasst man die grundsatzlich lichtgesteuerten Proteine, so dientphéidtediesche
Freisetzungonbioaktiven Substanziem optischen Aktivierung von EnzZye#iccioli und Wirz,
2002]




Einleitungnd Zielsetzung

Die Anwendung photolabiler Schutzgruppen fir die Untersuchung biochemischer Systeme startete r
der Arbeit von Kaplan, deplii¢olytische FreisetzungAdamosintriphosplEtB nutzteum die
Aktivitat déda,KATPaseu initiierefKaplaret al, 1978FExzllen¢ Arbeiten in erheblichémfang
folgten dem Prinzip @#rzymaktivierung durchFad@setzung von Botenstoffen, darunter ATP,
cyclisches AdenosinmonophoggtidB, Qutamabder andere Aminosaurfelliccioli und Wirz,
2002; Mayer und Heckel, 2006:tlae2009Felbst die optische Steuerung von Endyenetie
Einfihrung photolabiler GrupjadfroteiangineeringonEnzyma wurde berichtgEhanget al,
1998; Zoat al, 2002; Gorostiza und Isacoff, 2008]
Alle diese Methoden sind jedoehr oder wenigdahéngig vaten bioaktivererbindungefiir
eine bestimm@ruppeson Enzymen malRgeschneldartiber hinaus sind sie, gerade im Hinblick
auf den Einsatz vBroteinengineering, mit erheblichem Aufwand verbundead&atér die
lichtinitiierte Kontrolle von biologiBah&orenverstarkt allgemeine Verfahren bewiigtoung
und Deitens ihrem &iewforderterfYoung und Deiters, 2007]
DieErzeugungprunghaftéinderungen durch-ptungreagenzien ist eine bekannte und etablierte
Technik. So werden sogenannte Photosauren eingesetzt um rdvetsiblegphl zu erzeugen
[Riniet al, 2003; Lewist al, 2005; Nunest al. 2009]n biochemischen Studien wegediech
haufiger Protonen aus photolabilen Verbindungen freigesetzpemmagieenh Sprung des
pHWertezu erzeugefAbbruzzetéit al, 2003; Abbruzzettial, 2006b; Rosell und Mauk, 2011]
Obwohl diversefiidrungreagenzien fur die ErzeugungesisiseerhpHSprunges bekannt sind
ist ihre Anwendung alsk&&ug in biochemischen Studien bislang .jBokelhund Mauk, 2011]
Mehrere Anwendungen dieser Methode fiir die Untersuchung von Profeiaaliengen
Liganded®indungskinetiken kleinerer Proteine sind in der Literatur berditdobakaattt al.
2001; Abbruzzetdtial, 2006a; Causgrove und Dyer, 20D8jesem Gebiet wurden eindrucksvolle
Fortschritte vallem hinsichtlich der Zeitauflosung Alleielingstdie pFSprungvethode bislang
hauptsachlich auf die Anwendung in Faltungsstudien besibddiekes Kapitels wurden bereits
in Formiaes Artikels publizigtbhse 2013]
Das ZietlieserArbeitist die Prasentation einer Methodesrfalgreicimeoptische Kontrolle der
Aktivitdhydrolytischer Enzythech die Anwendung eiassrinduzierten figrunges in einer
Mischung aus Enzymb$rat undriggesubstra¢Abbildund). Protonen als Triggersubstrat fir die
Aktivierung von biochemischen Prozessen bieten gegeniber den andererStvatgestellten
einige VorteilBiesed/erfahren ist:

I. anwendbar auf Enzyme, die nicht von Nphotasensitsind,

ii. nicht beschrankt durch die Freisetzung sperietiezr Molekidad

iii. unabhangig vom Ursprung des Substrates und der Klasse .des Enzyms

2
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DieEnzymévendtigen lediglich ein signifikardgsh@gidgiges Aktivitatsprofil, das die Steuerung der
Aktivitat Gber den'pHert erlaubt. Der vorgestellte Ansatz bietet die Méglichkeit der Aktivitatssteuel
fur ein breites Spektrum an Enzymen eiteresamit die Auswahl an Enzymen und Reaktionen, die
photochemisch gesteuert werden kdonnen.

Das Gesamtreaktionssystem kann in zwei Elementevadtnteilien Abbildung dargestellt ist

Ein Bestandteil ist dpbotolytisch@HSprungsystem und die zweite Komponente ist das

enzymatisctiReaktiongstem.

o /2 F
hv i Ho/P\O 0.0
H + HO
L, AL
g‘
80|
2-NBA 757 CF-MUP
. _ 10 I saure
-H pH - Aktivitat Phosphatase
[

55| \
o} } = - - - T F
0 20 40 60 80 100 ‘o Y
o Aktivitat [%] + HyPO,
N a =
o

T~ T T~

Protonenfreisetzung > Aktivierung via pH-Sprung > Einsetzende Hydrolyse

Abbildungl. Schemtische Darstelluderlichtinduziert@itSprungaktivierung

Die Erzeugung des$pfunges erfolgthtinduziedurchAnregung vorNdtrobenzaldehyd\NBA)

Die intramolekulare Umlagerung ddiroRenzaldelead fuhrt zur schnellen Bildung von
Nitrosobenzoesawemer mittelstarken Saueéche als Protonendonator fuddgbidind, links)

Die Freisetzung der Protonen erfolgt dabei innerhalb voaneisgerdéh[Laimgrubest al,

2005; Dontest al, 2011]

Das scharfe ghhangige Aktivitatsprofil des gewéhlten Enzyms ermdglicht eine Steuerung
enzymatischen Aktivitat tber die Anderung des umgeBafedts Abbildund, Mitte).Im
Rahmen dieser Studie wurde ein hydrolytisches enzy@wdisthegerwendet, da sich die
Hydrolysehne das Auftreten von Nebenreaktionen vollzieht und somindimdeteBpeziellen

die Quantifizierung der enzymatischen Umsetzung erleichtert. Bei dem Enzym handelt es sich
saure Rosphatase (EC 3.1.3%p IV:S aus solanum tuberosun), leine nickpezifische

Phosphomonoesterdkezel und Morawiecka, 1982]
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Die einsetzende hydrolytische Aktivitdt der baspdrat@ssoll schlieflich durch die Umsetzung
desSubstrates-@hlore3-fluored-methylumbelliferonphos@@eMUP pestimmt werdekbpildung

1, rechts]Yancet al, 2008]

Das primare Ziel der Arbeit ist die Realisierlimgyheaktivierung durch die Anwendung des
laserinduzierten-fidrungesAufgrund der Komplexitat des verwendeten Systentebessidt
Teildieser Arbeit in der Beschreibung der KomponenteBpdasgpkiivierungssystems. Dazu
werden sowohl die tocbemische Umlagerung dBtr@enzaldehydes, als auch die saure
Phosphatase und ihre enzymatische Umsetzung chatddieierterfolgentersuchungear
Generierung einégr die weitere Analyggimalen pBprungesDiese Erkenntnisse werde
anschlieBeralf die Anregung im Gesamtsystem zur Erzeugung der Enzymaktivierung angewendet.

... fur Studien des pH-Sprung-Mechanismus’
pH-Spriinge durch 2-NBA - zur Analyse der Protonenmobilitat?

... fur Faltungsstudien3

. Lichtgesteuerte Enzymaktivierung
durch einen laserinduzierten pH-Sprung

...durch photolabile Schutzgruppen#*

...von anhaltend photosensitiven Enzymen®

Enzymaktivierung
... durch Mikromischtechniken®

... durch elektrochemische Methoden’

Abbildung2. Einordnung deorgestelltenusie in den Stand deorschun@l [Laimgrubest al, 2005; Heiret al.
2008; Dontest al. 2011]2: [Swietachkt al, 2007]3: [Abbruzzett al, 2006b; Causgrove und Dyer,; 20(QBtlliccioli
und Wirz, 2002; Mayer und Heckel, 20@6al.&009]5: [Saxenat al. 2005; Meech, 2009; Addisah. 2012]6:
[Changet al. 1998; Jeorey al, 201Q]7: [Kamadat al, 2011]

Mit derRaalisierung der Enzymaktivierung durch dreddasate pSprungmethodeird die
Anwendungsbreite der photoinitiierten ProtonenfrergsthiadearweitertAbbildung, oben).
Gleichzeitig liefert séidviethode eine allgemeine und flexible Methode der Enzymaktivierung im
Vergleich zu anderen bestehenden Aktivierungsmdibddeng unteh Zudenbestehkeine

Beschrankung auf enzymatische Systemést prinzipiellauch eine Ubertragung auf

chemdataltischesowiestochiometrische Reaktioleskbar




Theoretischerundlagen

2. Theoretische Grundlagen

2.1. Biokatalysatoren

Enzyme sind hocheffektive Katalysatoren fir eine Vielfalt an Rie&kimeendiese nmehrere
GroRRenordnungleeschleunigelstryer Let al, 2002]n Tabelld werderzusammenfassesidige
Beispiele fur d@schleunigungsraten natirlicher Reatttiayestellt

Tabellel. Beispiele fir Beschleunigungsraten enzymkatalysierter Reakgimaetenbank Brenda; Radzicka und
Wolfenden, 1995]

Enzym EGNummer Reaktion "Yu O Kiaf Knkat
OMPDecarboxylase 4.1.1.23 Orotiditb-Ipnophosphat Uridirs-idpnophospha 1,407
Adenosindeaminase 3.5.4.4 Adenosifi Inosin 2,1002
Phosphotriesterase 3.1.8.1 AryldiaklylphospRaDialkylphosphat 2,80
Carbonanhydrase 4.2.1.1 Kohlenstoffdio®idHydrogencarbonat 7, QG

OMP Orotidbrpnoposphatikal knkatQuotient d&eschwindigkeitskonstadiskatalysieneundunkatalysieri®eaktion

Es existiereBiokatalysatoréir die unterschiedlichsten Arten von Realtal@rbis heuteshr

als 1000&nzymeaus verschiedenen Organistakamentienturden[Schomburet al, 2013Um

die Vielzahl existieder Enzyme zu klassifizieren, wurden diese, entsprechend ihrer naturlicl
Funktion1984 durch eine gemeinsame KomniissitWPA@Nd der IUBurch die Einflihrung
sogenannt&CGNummerim sechs Klassen eingefilton, 1985]

6
Ligasen
Katalyse der
Bindungsbildung
unter
ATP-Verbrauch

1
Oxidoreduktasen
Katalyse von
Redoxreaktionen

5
Isomerasen
Katalyse
intramolekularer
Umlagerungen

2
Transferasen
Katalyse der
Ubertragung
funktioneller
Gruppen

4
Lyasen Hydrolasen
Katalyse nicht- Katalyse

hydrolytischer hydrolytischer
Bindungsspaltung/\Bindungsspaltung

3

Abbildung3. Einteilung der Enzyme entsprechend ihrer natirlich bevorzugten Reaktionen in die sectierEnzymklass
ECGNomenklatur
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In Abbildung wird schematisch Bimerblickber disech€£nzymklassgegebetum eine weitere,
detaillierte Einteilung der Enzyme vornehmen zu kdnnen, besteNamrdernE@us einem
vierstelligen Code. Dieser erlaubt die Klassifizierung der Enzyme hinsichtlich der katalysierten Reaktic
der Art des Substrates und der Natur des Cosubstrates. Die letzte Ziffer stellt dabei lediglich ein
fortlaufende Nummer dar. Wichtig ist an Slielserzu bemerken, dass eine vollstandige
Charakterisierung eines Enzyms durch die Angabdutem&Cnicht erfolgen kann, da dartber
hinaus auch der biologische Ursprung des Enzyms entscheidend fiir seine Struktur und Eigenschaft
ist.
Neben der Katalyse natirlicher Reaktionen werden Enzyme heutzutage auch in der Industrie vielfal
eingesetztDie Nutzungron Enzymen in der Biotechnologie tebeiuf einer Vielzahl von
Vorteilen, die Enzyme als Biokatalysatoren mit si§Razirejeri999; Schoemakal, 2003]

I.  Reaktionsgeschwindigkeiteataesd @ malhoher sind als in unkatalysierten Reaktionen und

um GroélRenordungen hohem disr chemischen Katalyse

ii.  Hohe Effizienz der Biokatalysatoren (hohe turn over number)

iii.  Gute Umweltvertraglichkeit

iv. Katalyse unter milden Reaktionsbedingungen (Raumtemperatur, Atmosph#raadruck,

pHWer}

v. Hohe Chemoselektivitat

vi.  Oft hohe Regiand Stereoselektivitét

vii.  keine Verwendung toxischer Ubergangsmetallkataty $Ringo(Pt)
Aus diesen Vorteilageben sichielfaltigd/erwendunggglichkeiten der Enzyme flr industrielle
Prozesse.
Abseits vom Einsater Enzymén der Industrie isine Aufgabe der heutigenrsEbungein
luckenloses Verstandigis Enzymkatalyae gewinneiin detailliertes rhanistisches Verstandnis
des katalytischen Prozesased damit einhergehedd Steuerungler komplexen Dynamik in
biochemischen Systemen wimnthitige Herausforderungen in der gegenvigidigennologie
forschung.

2.1.1. Der enzymkatalytische Prozess

So unterschiedlich die nattrliche Funktion der Enzyme ist, so verschieden sind auch die Mechanism
des katalytischen Prozesses. Enzymatische Reaktionen bestehen aus ednmezeMezizahl
Reaktionsschritt€allender und Dyer, 2006; Zhong, 2007]
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Zusammenfassenddile Enzyme, unabhangig vom Mechanismus, kann der Zyklus der Reaktion
folgt stark vereinfacheschrieben werdérgl. Abbildungl) [Lienhard, 1973; Schramm, :1998]

0O Yz O0Yz 00Y%z Oz O 0. Die Charakterisierung des Katalysesyther
diskrete, aufeinanderfolgende Zustande wird durch die Theorie des Ubergangswietiandes bes
Die einzelnen Zustarsiled dabeiber Energiebarrieren voneinander getrennt und die Reaktionsrat
steht in direkter Beziehung Ditferenz defreien Enthalpiedes Grundzustaed und des
Ubergangszustasdder freien Aktivierungsenthdld® (Abbildung). [Eyring, 1935; Lienhard,
1973] Die Beschleunigung der Reaktionsrate beruht dabei auf der iSsatkiragend
AktivierungethalpieDDG im Vergleich zunichikatalysierten Rein.Dies erfolgt Uber die
Ausbildung mehreteskreter Zustanaét geringeren Energiebarriggehramm, 1998, 2011]

G A

E+P

>
Reaktionskoordinate

Abbildung 4. Reaktionsprofil der freien Enthalpie fur eine nichtkatalysiertesdReaigzom (Vergleich zur
enzymkatalysierRaaktiorrgt)nach der Theorie des Ubergangszudlaerdbard, 1973]

Zunachst komn#t @urch Bindung des Substrates S an das Enzym E zur Entstehung des sogenan
EnzynSubstraKomplexes ES. Dieser wird in einem nachsten Schritt in den aktivierten Zust
Uberfuhrt. Aus diesem aktivierten Zustand heraus erfolgt die UmsetzungsdasTSRibsthalkt

und anschlie3eddrAustritt des Produktes @em Enzymkomplex. Das Estythnun einem

neuen Katalysezyklus békégnhard, 1973; Stryetlal, 2002Pie Beschreibung des katalytischen
Prozesses Ubdiese diskretdbbergangsstiande steltllerdingsur eine Naherung des realen
Ablaufes dar. So verlauftdisetzung des EnZuistraKomplexes zum En#3mdukKomplex

oftmals Uber viele Prozessschrittey sidar kurzen Zeitregimen abldbasht, 1999angige
kinetische Untersuchungen vereinen haufig diese Zwischenschritte und analysisoherden kataly
Umsatz im Bereich Mihlisekunddns Sekunden.
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Hier finden die dynamischen Konformationsprozesse im Enzym, die mit der Umsetzung der Substre
einhergehen keiBeachtungDie meisten beobachteten Effekte im biokatalytischen Prozess sind
jedochauf Strukturdnderungaiicosekundedereichm Enzym zurtckzufihj@atfreund, 1995]

Abbildund gibt einen Uberblick Gber mogliche im Katalysezyklus relevante Pdezesse und

zeitlichédusdehnung

Enzymdynamiken Proteindynamiken
as
10"
Elektronen
] fs
10"
. Schwingungen
Bindungsbriiche fiir Bindungsdrehung
Elektronen-,
Protonen- s
und Hydridtransfer 1p0_12
Lokale .
Flexibilitaten Rotationen
- ns
10°
Protonentransport, Domaénen- s
Elektronentunneleffekte bewegungen EIIO'G
ms
10°
Protein-
faltungen
Enzymkatalyse ]

Abbildung5. Schematische Ubersicht tibeZeadiskalen relevanter Prozesse in der Enzymi&salgsel, 2007]
nachempfunden

Zu diesen dynamischen Prozessen zahlen Bindungsschwindrergtosekand&ereich,
Seitekettenrotationen an der ProteinoberflaPiieosekunddsereich, Domanenbewegungen im
Pikosekunde bis Nanosekunddereich, sowie Seitenkettenrotationen im Inneren des Proteins im
Bereich voWlikrosekundefiHammeSchiffer und Benkovic, 2888]de Berlcksichtigung dieser
Strukturédnderungen ihablr des Katalyskimges fihrt zum komplexen Gesamtbild des
Katalysevorgang@sarplus, 2000; Eisenmessai, 2002; Hamm&sghiffer und Benkovic, 2006;
Olssoret al, 2006; Villali und Kern, 2010]
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Es bleibedocHestzustellen, das fur viele Enzyme Teile innerhalb des katalytisshad dgklus
Zusammenspiel von dynamischen Prozessen im Enzym und ihrer katalytisottenoBankiion
unzureicheretforscht sind. Das macht den Einsatz einer Echtzeitanalytik erforderlich um ein tie

Verstandnis der katalytischen Funktion der Enzyme zu gewinnen.

2.1.2. Saure Ph osphatasen

Phosphatasen sind als Hydrolasen indiase€ 3 einzuordnen und katalydier&paltung von
Phosphatestern zu Phosphat und dem korrespondierenden Alkohol. Klassistieiknigjgtetie Ei
Phosphatasen natihempHabhangigekVirkungsoptimum saug und alkalische Phosphatasen.
Saure Phosphatasen (APaseid phosphatayemeigen ein ubiquitdres Vorkommen in allen
lebenden Systemduff et al, 1994; Anand und Srivast&a@]findet man sie in vielen
Zellbestandteilen, wieB.in Zellwanden, Vakuolen oder dem Phloem verschiedener Pflanzen. ¢
unterschiedlich ihr Vorkommen ist, so hoch ist auch itié iDiB®zug auf ihre biologische
Funktion, ihr Substratspektrum, das MolekulargewichiSelipiddXAind Struk{Duffet al,

1994; Budt al. 2002; Warg al. 2008 Abbildung gibt einen Auszug Ubiee maogliche Einteilung

der Phosphatasen hinsichtlich ihrer Charakteristika

Nichtspezifische
PAPasen

Pflanzliche
PAPasen
meist hochmolekular

spurple acid”
Phosphatasen
(PAPasen)

saure Tierische
r

Spezifische
PAPasen

Phosphatasen PAPasen
(APasen) meist niedermoleklua
saure
Phosphatasen
ohne Metallzentren

Phosphatasen
(Pasen)

Alkalische
Phosphatasen

Abbildungb. Einteilung der Phosphatasen

APasen kann man grob in pflanzliche und tierische Apasen unterteilen. In beiden Kategorien
verbreitet Phosphatasen, die im aktiven Zevdiltatallzentren besitzen, von denen eines ein
Esenzentrum ig&chenlet al, 2013]
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Di ese werden, aufgrund 1 hr er AfarllemdPhaspkhatasen st i s c |
(PAPasen) bezeichnbierische PAPasen sind dabei eher niedermolekular, wahrend pflanzliche
PAPasen hochmolekular piménd und Srivastava, 20baphangig vom aktiven Zentrum kénnen
pflanzliche APasen, in Abhangigkeit ihrer Funktion, in spekifisspezifische Phosphatasen

eingeteilt werden. Dabei bezieht sich die Spezifitdt auf die Akzeptanz verschiedener Substrate
Wahrend einige APasen,zwiB.die 3P-GyceratePhosphataseeine starke aber nicht absolute
Substratspezifitat aufweisererzeigdere APasen keine bis sehr geringe Praferenzen fur bestimmte
Substrat¢Dufet al. 1994]

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fur die Enzymaktivierung die saure PhospBatage (Byp 1V
Kartoffelknolle verwendet. Daher soll im FolgendmplkigaBh eingeordnet und hinsichtlich ihrer
Eigenschaften vorgestellt weldensaure Phosphatase aus der Kartoffelehéle zu den
unspezifischeAPasen[Alvarez, 1962yie die meisten pflanzlichen APasen kann sie mit rund
100kDa (fur die native FdKwpicz, 1978gn hochmolekularen Phosphatasen zugeordnet werden.

Es ist dabei bekannt, das sie in bechs Isoformen vorkommt, die die gleiche molekulare Masse
besitzen, sich aber inRl@teinsequenz und daraus resultierérdiaeg unterscheid&ubicet

al, 1974]n der Literatmurde bereits fur das Isoenzymaygpder KartoffelkndieExistenzon

Metallzetren im aktiven ZentrumAdRsse publizierfRaneet al, 2009FUr das hier verwendete

Isoenzym Typ-B/wurdgedah eine derartige Zuordnung in der Literatur bislang nicht getroffen.
Zudem weist die APase aus der Kartoffel keine fur die PAPasen charakteristischen Absorptionsban
auf.Durch eigene Messungen (siehe Ab&éhfitonnte jedoch ein EisengebalD,24 pug/mg
Lyophilisatachgewiesen nen.

Bereits 1962 stellte Alvarez einen vermuteten Reaktionsmechanismus diis dler ARataffel

auf [Alvarez, 1962¥elcherauf drei ionisierbaren Gruppen im aktiven ZmdienrDieser
Mechanismwgitztsich auf eine ionisiet@rboxygruppe (die vermutlich zu einem Ghaamat
Aspartatrest gehort), leiidazolzentrum (vermutlich eines Histidinresddes)Modoanion eines
PhosphatresteBin abschlieRender Beweis oder eine Unterstiutzungedrésesridlgte in der

Literatur jedoch nidtgrgleicht man den dort postulierten Mechanismus mit literaturbekannten, so folgt
er dem saurer Histidinphosphaf{#&igden, 200Bei Zuordnung der sauren Phosphatase aus der
Kartoffel zu den Apurple acidfi Pbddpngat asen
dargestellt Mechanismus angenommen [Safusmet al, 2008]
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Abbildung7. Postulierter MechanismusAderu r p Phesplaiagddsierend auf Untersuchungen der Phosphatase
ausPhaseolus vulgd@shenlet al, 2008]

ImAusgangaustand lieg im aktiven Zentrum des Enbgide Metallzentremaubriickt vor (A).
Durchden Eintritles Substratesnd gleichzeitigekustritt des enthaltené/assers wird ein
prakatalytischer Komplex (B) erhalten, in dem der PhosphatesteamatibMethiizentren
koordiniert. In einem ersten Schritt des Katalysezyklus koordiniert der &thespiatrest
Sauerstoffatoan dasersteMetallzentrufd) und anschlieBend auah dasEisenzentrum (25 E
kommt zur Ausbildwngesverbriicktep-1,3Substratkomplex&3. (Diese Zustande werden durch
Ausbildung vimasserstoffbriicken mit vorhandenen HistiditabgisarfOlczalet al, 2003]m
Anschluss daran erfolgt decleophileAngriff der p-verbrickterHydroxywippe auf das
Phosphoratom {B)ter gleichzeitigem Austritt des Alldhioise{nem nachsten Schritt erfolgt der
nucleoplal Angriff zweier Wassermolelkglkommisequentieltur erneuten Verbrickureder
Metallzentref®), zum Austritt des PhosphatréStesd zur Koordination eines Wassermolekiles
(10. Das Enzyrateht nurinem neuen tadysezyklus zur Verfug[Bchenkt al, 2008]
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2.2. Sprung verfahren  zur externen Steuerung  von

enzymati schen Reaktionen

Die Natur istin Vorbild fur die externe, optische Steuerung von Prozessen. Viele enzymatische
Prozesse in der Natimd lichtinduziert bzw. lichtgesteuert. Eines der prominentesten Beispiele ist die
PhotosynthesgOlson und Blankenship, 2Abdt auch weitere Prozesse wBedie Serotonin
bzw. Melatoninproduktion oder der Sehprozess sind an dieser StellfAaldhelBe8). Klein,
2007; Kiseet al. 2012]Die Verwendung von LichtAaldseimpuldér die externe Kontrolle
enzymatischer Funktionen bietet einige YMegdeundddkel, 2006; Gorostiza und Isacoff, 2008]

i. Aufgrund der Abwesenheit von Chromophoren, absorbieren die mkéstehitahen

Ausnahme von Photorezeptoren).
ii. Beigeeigneter Wahl der Wellenliregden Enzyme in ihp@logischen Funktion nicht
beeintrachtigt.

iii. Licht kann als Trigger mit einer enorm hohen Zeitauflosung eingesetzt werden.

iv. Zusatzlich besitzt es den Vorteil einer hohen 6rtlichen Auflésung.
Im Folgenden werden einige Studien bereits erfolgreich durchgefiihrter Sprungexperimente vorgeste
wobei die Einfiihrung der sprunghaften Anderungdichainddizier®teuerung beschrankt wird.
Sprungmethodeais Form deRelaxationsmethodeiena zur Untersuchung schneller Reaktionen
bzw. Teilreaktionen. Bei dieser Form der kimAtistyee werden durch externe Ausloseilepulse
Umgebungsbedingungen innerhalb eines Systems sprunghafDagedrettrtitet es werden
instantan reaktionsrelevante Umgebungsparameter, wie die Tempersiter; delerpdie
Reaktandenkonzentration geandlsrtReaktion auf das Triggersigmhldie resultierenden,
verdnderten Phasenbedingukgemmt es zur Neu&tlang des chemischen Gleichgewichtes.
[Gutfreund, 1995; Fersht, 199@ Zeitauflosung mit der die externe Steuerung der
Umgebungsvariablen realisiert wird, bestimmt das ZeitdegirReozesse beobachtet werden
koénnen.
In Abbildun@ wird graphisch das Prinzip der Sprungmethode fur die Untersuchungen schneller
Prozesse in proteinogenen Systeenamschaulichh der Angde proteinogener Systenreemu
bislang vorrangig Temperakonzerdtions und pHSprungexperimente angewefallender
und Dyer, 200@)iese Ausloseimpulse resultieren dann in dprozesez. B. Faltungs
Protonierungeder anderen Transferprozegséolgt die Einfihrung der Prozesse schneller als das
Zeitregime in dem gwttfindenkoénnen sielurch Detektionsmethoden mit entsprechender
Zeitauflosung Echtzeiintersucht wian.Dabeqibt es vielfaltige Mdglichkeiten der Detektion, von

denen hier exemah nur wenige dargestellt werden
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Abbildung8. Sprungverfahréir die Untersuchung enzymatischer Prozesse

Die Verwendung von Temperaturspringen in kinetischen Untersuchungen stellt die einfachs
vielseitigste d8prunmethoden ddCallender und Dyer, 2@d6]Vorteil der Methode ist, dass sie
ohne die Zugabe weiterer Reagenzien auskomimtdandTheoriabiquitar einsetzbar ist.
Beispielhaft fur diefechnik wird an dieser Stelle die Untersuchung des Reaktitmrspfades
Lactatdehydrogenase beschribemget al. 2001; McQGidoret al, 2005; Qiet al, 2007; Dergy

al, 2008]Deng et alberichteten 200lerd Einsatz om Temperat8prungstudien fir die
Untersuchung der Bindung des Cofaktors NADH an die Bindungsstelle der Lactatdehydrog
Innerhalb dieser Studentegezeigt werden, dass neben der ErgamaBegegnung im Bereich

von 29@Qus, zusatzlichveitereRdaxationszeitam Bereich von 2@ bis 2us existieren, die in
Echtzeit detektiert werden koniitenget al, 2001Es wird vermutet, dass diese aus weiteren
Strukturen stammaetie aus demBindungsprozess hervorgelizadurch ivd die Annahme
unterstitzt, dass neben dem gebundenen und dem ungebundenen Zustand weitere malf3ge
Spezies unterschiedlicher Steuldxistieren, die miteinander in einem dynamischen Gleichgewict
stehenlin darauf folgenden Untersuchungen wuRilluhg des Micha#lisnten Komplexes
untersuchfiMcClendcet al, 2005; Qiet al, 2007]
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In Abbildung istzurVeranschaulichung @neinfadbr Reaktionspfad gabildetNachfolgend zur
CofakteKomplexbildung existieren fur die weitere Bindungsbildung mehrere Strukturen, von denen nu
eine lndungswirksam [Blenget al, 2008Per Komplex existiert in 3 verschiedenen Spezies, die in
einem dynamischen Gleichgewicht stehen. Dabei kommt es wahrendesdeker Zyklus
Substratumsetzung durch Strukturanderungen zu einer Vielzahl unwirksamer Ubergangszustanc
(&hnlich LBMSINADH), die normalerweise sehr schnelllebig sind und zugunsten des wirksamen
Bindungskomplexes ({BHNADH) unterdriickt werden. SomgsistStudie ein ausgezeichnetes

Beispiel fur das Funktionsprinzip der sogenannten-ifoeceg¢Hdrton H. Ret d., 2008]

30008

LDHZHS)/NADH- Oxamat

K, 1000 &
n
LDHZ/ NADH- Oxamat 4o &

LDH™"/NADH LpH™/NADH + Oxamat

2000 3

LDH3(NS)/NADH » Oxamat

200§

Abbildung9. Reaktionsschema der Bindungsbildung fiir die Lactatdehyreggeasd. 2008](nbw = nicht
bindmgswirksam; bw = bindungswirksam; BK = Bindung$kSmpHauptstrukil$;= Nebenstruktur)

Neben dem Einsatz demperatursprungmethode dieiit die Erzeugung eines sprunghaften
Konzentrationsgradienden kinetischen Untersuchung und Steuerung enzymatischer Reaktionen.
Bereitsl978verotffentlichte Kaplan seine Arbeit zur Freisetzung von ATP, durch die er die Hydrolyse
derNa,KATPaseteuern konntaplaret al, 1978Piese Arbeit gilt als Grundstein fir den Einsatz
sogenannter photolabiler Schutzgrumpedieeine Vieldd an Studiendurch die Einflihrung
sprunghafter KonzentrationsgradielgtiefiPelliccioli und Wirz, 2@@#jei stellen biologisch aktive
Verbindungesiez. B.ATP, cAMP oder GlutadimatAbgangsgruppe einer photolabilen Verbindung

(vgl AbbildungQ dar.

Neben-
produkt

%hv
—>

AbbildunglQ Funktionsprinzip photolabiler SchutzgiBppdmoaktive Verbindumgr Erzeugung eines sprunghaften
Konzentrationsgradierftepecht 2008achempfunden
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Solangeid photolabiledaktive Substagebunden ist, hat er auf die Funktion der Proteine keinen
Einfluss. Durch photolytische Anregung wird eine sprunghafte Freisetzung der Verbindung erre
in der Konsequenz zu einer einsetzenden, erhéhtEmmoterten Proteinfunktion[&jethet

al, 2009]Einer der haufigsten, in biologischen SyatdinetendeBotenstoffe istGlutamat.

[Mayer und Heckel, 208I8] wichtiger Neurotransmvititerer vielfachals Ausbseimpul$ir die
Steuerung neurong#muktureaur Untersuchung ilfanktionen eingeseiZallaway und Yuste,
2002]Hier soll, aufgrund der Vielzahl an bekannten Studien, nur exemplarisch eine der e
Untersuchungen zur Stimulierung von Dendriten durcét andiérDodet d. beschrieben
werdenDendriten sind Fortsatze der Nerverdiellder Signalaufnahme-wedterleitung dienen.
[Biologitexikon]Kandleret al. berichteten die gezielte Freisetzung von Glutamatdentlang
DendritewonCA1Pyramidnzellen deldippocamys um eineexterne Steuerung der Funktion der
Glutamatrezeptoran erzielejKandleet al, 1998 Untersuchungen zum Hippocampus haben vor
allem ein vertieftes Verstandnis der neuronaler Prozess®rgéngen zum Ziel. Es wird dabei
angenommedas Formen der synaptischen Plastizitat wie Langzeit@éeeiasianhaltende
Schwachung deynaptischen Ubertraguwuer Langzgdttenzierueg (eine anhaltende Erhéhung
dersynaptischenbErtragungyesentliche Prozesse des Lernen§Matenka, 1993hbei wurde

der Ursprung dieser Prozesse thsigatier{fDodtet al, 1999Kandleet al.konnta resultierend

aus dem Konzentrationsspaasy Neurotransmitters Glutaaimet Langzeitepressionn den
Synapserals postsynaptischen EffekalisierenrAuch Studien von Detltal.fliihrten zu dem
Ergebnis, dasdie Langzeitdepression der Glutamatrezeptoren auf einen postsynaptisct
Mechanismus zuriickzufuhrefDistitet al. 1999]Die Entwicklung der Triggersubstrate in der
aktuellen Forschungeht dahin photolabile Schutzgruppen zu synthetisieren, die durch
Zweipotonenanregung freigesetzt werden konnen. Dies ermdglicht die Erzeugung e
Konzentrationsspresig/on lmaktiven Molekilemne den Einsatz energiereioMStrahlung
DarUber hinausirdv durch den Einsatz von Strahlung im nd&emeidR die Streuung des
Anregungslichtes verrinfigotiet al. 2013]

Die Einfuhrung eined+Sprunges in biolohpse oder biochemischen Systekam
strenggenommen auch als Konzentrationssprung betrachtet wend&nuiithrandelt es sich

bei der piSprungmethode um die sprunghafte Erhohung bedgurigyn der
Hydroniumioni@nzentration. Die Initiierung einr8prpHges kann tber eine Vielzahl photolabiler
Verbindungen erreicht werden, die in Al2s2Hratisfuhrlicher beschriebarden. In diesem
Abschnitt soll die Anwendung dieses Sprungverfahrens in kinetischen Untersuchungen dar

werden.
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Bereits 1979 zeigten Gutman und Huppert die laserinduzierte Protonenfreisetzung durch die
Verwendung von Naphtholsulfonaten utiertiskiie zukinftige Anwendung in biochemischen oder
biophysikalischen Stud@®aotman und Huppert, 1979]

Hierbei wurden sogenannte Photosauren (vgl. Atsdhwétwendet, durch die ein reversibler
pHSprungealisierbar igdtlit Hilfe dieser Technik wurden noch weitere Studtersmahung von
Protonemansferprozessienproteinogenen SystethaohgeflihfiMiarantet al, 2001; Schatzkr

al, 2003; Sahet al, 2005; Cohest al, 2011Eine weitere Mdglichkeit ist die Erzesigesg
permanentggHSprungs n Reaktiongsteren [Viappiaret al, 1998bPiese Technik hat sich vor
allem fur die Untersuchung von Faltungsstudien durtigyeseian éderwiegendibeiten der
Gruppe um Viappiani spéter auck\bbruzzegtdie mit Hilfe des persistenteispotihges
kinetischBroteinsidien veroffentlichten.

2001 berichteten Abbruzeetéil.den erfolgreichen Einsatz des laserinduzieSigmunges zur
Untersuchung schneller Protonierungsereignisse wahrend der Entfaltung von Apomyoglobin
[Abbruzzetit al. 2000apIsReaktion auf die sprunghafte Protonenfreisatriegwei parallele
Protoniergsprozesse identifiziert werden:eiiem die Protonieruwran Carboxylatgruppend
zumanderendie Protonierurder vorhandenemlistidinrestélis24 und $1i19 aufwelche der
eintretende Entfaltungsprozess zuriickgefidbrt konnteéhotoakustische Messungen lieferten fur
die Protonierung der Histidinreste Geschwindigkeitskonstant@t® \is'7nd daraus
resultierende friihe StrukturanderunggémemiKonstante vabd0BMIs?. Fir die Carboxylatgruppe
wurde eine Geschwindigkeitskongbante2®01 M1s?! ermittelt

In einer spateren SturkgytenAbbruzzetti et &lir Myoglohinlas mit Hilfe der durch die pH
Sprungstudie gewonnenenerDatine prazisend vollstandigeAbbildung der Kinetik des
Entfaltungsprozesses moglidigiruzzettit al, 2006bPie Anwendung des laserinduzieren pH
Sprunges fir die Verfolgungentialtungsereignieseonnte audbir dasCytochrom &folgreich
gezeigt werdefAbbruzzetiet al, 2001; Abbruzzetti al. 2004]Hier konnten erfolgreich die
kinetische Verfolgung der Dissoziationistioindditenketten und Héanden dokumentiert
werden

Obwohl eine Vielzahl vofsphingeagenzien fir die Erzeugung paresanentepHSprungs
bekannt sin@Pellicciolind Wirz, 2002; Callender und Dyer, 2006alSB011; Klaet al. 2013;
Yueet al, 2013]Jist ihre Anwendung in biochemischen Studien noehense#erRosell und
Mauk, 2011iese Technikt aber vorwiegend aéhn Einsatz iRAroteinfaltungsstudiemd fir
Untersuchungen von Ligandenbindungskiestkeankt
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2.2.1. pH -Sprung -Reagenzien

Eine pFWeriKontrolle ist neben lidttinduziert&teuerunguch tber Mikromischsysteme maglich.
DieseSysteme sind allerdingschrankt auf das ZeitfenstevenigeMikrosekundgiCharet al,

1997; Jeorgt al, 2010Darlber hinassd sie im Vergleich miticketinduziertéfontrollees pH
Wertesauch in ihrer ortlichen Auflosung eingesdkmédikiser SteNerd daher ddfinsatz der
optischepHWertSteuerungaher vorgesteliir die sprunghafreibetzung an Protoesrstiert

eine Vielzahl an Verbindungen, die in zwei Klassen eingeteilt werden didenkeandalires

sich unVerbindungedurch den Anregung ein reversible8gptng erzeugt wird. Zmderen

geht es uriWerbindungen durch dereoigbytische Umsetzung dewpH permanent verandert

wird Verbindungen dudgrerichtinduzierfenregung emeversibler p&prung realisierbarsstgd
sogenannte Photosaufdmaut und Formosinho, 1993; Tolbert und Solntsev, 2002; Agmon, 20(
Das sindstrukturenderenpks-Wert sich im Grundzustand deutlicipigBviert im angeregten
Zustand unterschei@@bbildund.1). Durch photolytische Anregung wird die Photosédure aus dem
Grundzustand in den angeregten Zustand Uberfuhrt. Als Konsequenz des stark pigrabgesetzt
Wertes im angeregten Zustand erfolgt die Protonenfreisettiemglurcko beschriebenen
Geschwindigkdidgmon, 200Bjurch Rickkehr in den Grundzustand leommtRekombination

und der pMert des Grundzustandes wird wieder hergesbdditdund 1 wirdder Prozess der

Protonenfreisetzung durch Anreguengschaulicht

- OH " o~ )
pKs™ s —= "

e o I e T

Abbildung 11 Lichtinduzierte, reversible Protonenfreisdtmehg Anregung vdéthotosauren[Agmon, 2005]
nachempfunden

Neben den Hydroxynaphthade 8-Hydroxypyren3,6trisulfonal{HPT$ eine derpopulédrsten
PhotosaurefilTolbert und Solntsev, 2BIB2[S besitat wasrigen Systememe fir Photoséuren
typische Rekombinationszeg-BereichArnaut und Formosinho, I9@3F wurde unter anderem
in den bereits erwdhnten Studien von Gutman, Marantz, SchatzlEEvervadaudeten eher
langlebigePhotosaure stelttas 1-(2-NitroethyD-naphtholdar. [Nuneset al, 2009] Seine
photdytischen igenschaftewurdenrerstkurzlich durch Nunes etuatersucht, wobei sahe
Rekombinationszeih eineSekundeeigte
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Somit stehen durch die Anwendung dieser PhotosanglebigeneHSpringeur Verfligung
Allerdings wurdaislang ful-(2NitroethyB-naphtholnoch keine Anwendurnig biologischen
Systemeherichtet

Abseits der AnwenglwonPhotosaurestellt die Nutzung sogenannter photolabiler Schutzgruppen
eine weitere Mogkeh der piSprungerzeugung .daurch die photolytische Umsetzung dieser
Verbindungen werden irreversibel Protonen freigesetzt. Eine wichtaye phaipfabilen -pH
Sprungreagenzisind Phenacylderivate. Hier sind es Hpdexxylethoxyphenacylderivate, sowie
Dimethoyhenacykerivate, zu dem zahlreich®tudien publiziert wurfleteratur imabelle?). In
Abhangigkeit von der photolabilen Abgangsgruppe, welche an die Grundstruktur ge&oppelt ist, sind |
Betrachtung dieser Substrate éstVédtzahl an Derivaten denkbareinen kleinen Uberblick zu
vearschafferwid an dieser Stene AuswahbnBeispieletabellarischusammengefasst

Tabell€. Phenacylderivaiar lichtinduzierterotonenfreisetzung

Eintrag Triggersubstrat Substratstruktur Strukturen wiclgi¢Produkte  Referenz

4-Hydroxy
phenacylacetat

1 [Givengt al, 2011]

4-Hydroxy
2 phenacyldiethyl [Maet al, 2009]

phOSphat RO @OH + HX
X RO ©

4-Hydroxy
3 phenacyldipheny © A2 OPO(ORN,, OPO(OPR),  [Maet al, 2009]

phosphat

4-Methoxy
4 phenacyldiethyl [Anet al, 2010]
phosphat

: Qo
2,5Dimethyl O/EO\ ’
0 o+

5 phenacyl-

toluolsulfonat MeO HO/SO\
o)

[Klaret al, 2002]

o O

(0]
2-Hydroxy Q\’h U . +
6 phenacylacetat [, I' © @f L ) noac [Ngojet al, 2012]
(0]

Eine grof3e Gruppe photolabiler Schutzgrupgetiydimkyphenacylderi&iatrag -B, Tabelle
2), die nicht nur zur Freisetzung von S&uren, sohdeon amsinosauren oder andéektiten
Verbindungeenutzt werdg@ivengt al, 2011]
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Fur die Siefreisetzung wurden dabei hauptsachlich der Essig¢Bureagtdnsowie die in
Tabelle dargestellten Phosphatd&trag -3) untersuchfPelliccioli und 2i2002; Klaet al,

2013] Ein Nachteidieser Verbindungen ist,s disis wassriger Lésung neben ader der
Abgangsgruppe gebildebamre Nebenprodukte entstehen, die protonierbare Gruppen enthalte
[Given®t al, 2011nter Umsténden siteiSaurekonstantdieser Nebenprodukte grol3er als die
der freie Abgangsgruppe.dbechkanneine erhohte Pufferkapaeiitdtehen, die eine Limitierung
des pkBprunges zur Folge. liah ahnlhes Problem besteht auch bevalgestellten Methgxy

sowie 2 ®imethphenacyDerivat(Eintrag 4 und.3pies konnte ein moglicher Grund fur den
fehlenden Einsatz in biologischeBpmpidgsystemen sein. Anders verhdlt es sich bei dem
dargestellten-tydroxyphenacylacetgintrag 6)Hier kommt es neben der Freisetzung der
Essigsaure zur Bildung 2@m)Benzofuranassowie @H)BenzofuranofNgoyet al, 2012PDa

beide Verbindungen keine protonreBauppen besitzen, entscheidet allejpkeldtertder
Abgangsgruppe Uber den realiserbai®orptdg. Diese Verbindungindzwar in biegjischen
Systemen noch nicht getesieden, bieteoer innerhalb der Phenacyldedasigroldte Poteslz

fur weitere Anwendungen.

Q
HOOC OCH3

a b c d
Abbildungl2 2-Nitrobenzylderivate zur photolytischen Protonenfi@aetzwmg Corrie, 2002]

Die gebrahtichsten Vertreter fur irreversible Freisetzungen photolabiler Schutzgruppen
2-Nitrobenzylverbindung@elliccioli und Wirz, 26G2]fig wird dabei fur die Protonenfreisetzung in
wassrigen biochemischen Systehi#mol2enzaldehyd alsSgrungreagenz eingesetxblildung

12 a). Die photolytische Umsetzung-Nirol2enzaldehyd ist bereits seit 1901 bgkanmtian

und Silber, 19(A{r diese Verbindung wurden bereits zahlreiche Studien Giber den Mechanismus
Umsetzung, das Zeitregime der Freisatmdnglie Kinetikler phottytischen Umsetzung
durchgefuhfGeorge und Scaiano, 1980; Abbraza&t2003; Abbruzzettial, 2004; Laimgruber

et al. 2005; Abbruzzettial, 2006b; Heir al. 2008; Laimgyeret al. 2008; Dontest al, 2011]

Diese Untersuchungen werden detaillierter im nachsten Abschnitt beschrieben.
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Ein weiterer Vertreter dieser Gistplas2-Hydroxypherld 2-nitrophenyl)ethylphospH&NPE
PhosphatAbbildund2b). Anfang der 80 Jahre berichteten Kétal von der Synthese und der
Charakterisierungg®s 2Nitrophenylderivatféhanet al, 1993]Das Ziel war der Einglieses
pHSprungreagesz in Kombinatiomit aiem Serifreisetzenden Reageonm die bakterielle
Chemotaxiau untersuchebafir wurdelRNPEPhosphahinsichtlickeinegpHSprungverhaltens
untersucht. Mit einem AbsmgEmaximum von BRD eignet es sich fur eine Anregung im
U\Bereich von 3063350 nmDie Anregung dieser Studie erfolgteeinem XelCaser flihrte zu

einer sprunghaften Protonenfreisetzung in einem Zeitregwiaeb pon Dabewurdefir die
Protonenfreisetzung eine Quantenausbeute von 0,28 @sgetieltd A7on einem\idert von 8
konntedurch Erepulsanregung eine Erniedrigung e&®gtes ureinepHEinheit erzielt werden.
Durch mehrmalige Anregung konnte -WézrpHoch weiter, abex unter einen f¥ert von 5
gesenkt werden. Der Grund dafur ist in dem relgbik-hidde{5,3)nd der daraus resultierenden
verminderten Dissoziatien entstehenden Sautdy@roxyphenylphoshat zu sehen. Daher eignet
sich das TriggersubstreENPEPhosphat(b) lediglich fir die Erzeugung geringévedH
verschiebungend ist fir dierzeugungon pHWerterkleineals 5 ganzlich auszuschligBéran

et al. 1993Partber hinagsd auch Untersuchurgen Protonentransferverhalteseasnyb-
methox3-hitrophenoggsigsaurFMNREssigsaurédbbildund?2 c) bekannfJanko und Reichert,
1987Die photolytische Umsetzundg-tiPEssigsaureur korrespondierenden Nitrosoverbindung
(4-Carboxymethesynethoxyitreobenza#urg und somit die Freisetzung von Protonen erfolgt in
weniger als 1 uBie entstehende Nitrosobenzoesaum bes Sdurekonstante vogrm@ydurch

eine Generierung von-\igétten im starker sauren Bereichierea®rden kanias pH
Sprungreagenz besitzt zwei Absorptionsmaxima. Das erste Maximum liegt bei 263 nm und das zwei
welche auch eine Anregung im langwelligBereigh erméoglidbei 345 nm. Allerdings wurde fir
die Protonenfreisetzung ledigtiehQriantenausbeute von 0,18 erfddteto und Reichert, 1987]
Nelen den beiden langer bekanAtgtrdphenylderivaten gibt es auch neuere Entwicklungen. 2002
publizierten Barth et al. die Synthet€¢2dgrophenyl)ethylsulfat @SBEatAbbildung2d). Das

Ziel der Anwendung dieseSpidngReagernzswar der Einsatz eines Substdgssn Photolyse

mit geringen AnderundenIR-Absorptionen einhergidrth und Corrie, 2(D@&se Verbindung
bietet neben der hohen WasserloslidbkeVorteil eines geringéaNertesder entstehenden
Schwefelsaure von 1192 einer Quantenausbeute von I0,4Weiterfiihrenden kinetischen
Untersuchungen wurde eine Protonenfreisetzung innerhalb von 100[Abhveréiist.al,
2005bAnwendung fand das MiREasowohin Konformationsstudien zum Metmyfiggothirund
Corrie, 2002]nd zum Myoglob[Abbruzzetgt al. 2006h]als auch in weiterbiochemischen
StudiefPeralvareiariret al, 2008; Mandatl al, Carbonet al].
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2.2.2. 2 - Nitrobenzaldehyd als Triggersubstrat fur die Erzeugung

von pH-Springe n

Eistimalswurde die Photolyse désttbbenzaldelegd 901 durch Ciamician und Si#sehrieben
[Ciamiaein und Silber, 190%je diskutierterdie Umlagerung des Nitrobenzaldehydes zur
Nitrosobenzoeséure agleem entsprechenden Ehtech die Einwirkung von Licht in organischen
Losungsmitteliber den Mechanismus oder mdgliche Anwendungeintrdiesekularen
Photoumlagerung wyetkocmichtberichtetl975machten Filby und Gunther erste Mutmaliungen
Uber einen maoglichen Mechanismus der Umigg#rynomd Gunther, 197&l)enahmersie in
Ubereinstimmung mit der Photahgderenitrearomatischdderivatean, dasses in einem ersten
Schritt zeinerAbstraktiodes Wasserstoffes am Aldehydkohlemstoif, welches die Nitrofunktion
protoniert. Auch dieschlieRendietermediare Bildung eines Kgsdhddungd3 Ill)wude bereits
dskutiertkonntgedochicht nachgewiesen werden

‘ o H H 0
e =° /7 |
= OH
v L (e O —
+-OH \N+/OH N\/ NO
. |
1]

i
o o OH

\% _
R2O\\ bei R:%ZO VI

o) o)
| |
@\OR -H0 OR
OH
l]l/ NO

OH
v Vi

Abbildung 13 Postulierter Mechanismus der photolytischen, intramolekularen Umlag¢itomigenizedd2hydes
[George und Scaiano, 1980; Laimgrah@005]

DarlUber hinaus erklarten sie, dass ein angeregt@u3taplétfir die photolytische Umlagerung
verantwortlich ist. Weitere Untersuchungen zum Mechanismus der Umlagerung wurden 19
George und Scaiano verotffenfeedrge und Scaiano, 1989]stellten erfolgreich die Verfolgung
der Reaktion und ihrer Intermediate dwafyeiéste transiente Absorptionsmessungen dar. Sie
konnten flur-iRitrobenzaééhyd und andere Nitrobenzylderivate die Bildung intermediarer Spezi

detektieren.
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Sie postulierten den dargestellten Mechanismus und ordneten das transiente Signal dem
Ketenintermediat (11l) &bbfldund.3. Auch sie folgerten aus ihren Studien einen Mechanismus
ausschlief3lich tGber einen angeregten Triplettzustand. Diese Annahme wurde 1989 von Yip und Sharr
widerlegt, die durch Untersuchungen mit Triplettqueiech&wesenheit eines initialen
Singulettzustandeachweisekonnten[Yip und Sharma, 1988k im Mechanismus entstehende
Ketenintermediat konnte erstmals durch Kuberski et al. Anfang der 90er Jahre Uber Infrarotmessung
nachgewiesen werd&uberski und Gebicki, 1D8PEi nutzten sie die Methode der Matrixisolation,

um auftretende Intermediate stabilisieren und detektieren zu konnen. So konnten erfolgreick
Streckschwingungen im Bereich von 2118 wmd! 2iE07 intermediaren Keten zugeordnet werden.
Moderne Methaderlauben neben der Stabilisierung durch Matrixisolation auch die Echtzeitanalytik
der Photolysereaktion. So kann durch experimentelle Analyse das vollstandige Bild der
Umlagerungsreaktion abgebildet wiemargruber et al. veroffentlichten dazwedigénSter eine

fsgepulste Anregung mit transienter Abserptioastund stimulierter RAMBY¢ktroskopie

kombiniert wurdeaimgrubeat al. 2005Nach der Anreguwgrdeinnerhalb von rund #0@in

starkerAnstieg einer-Bande bei 2040 -timeobachtetetvelchesichmit einer charakteristischen

Zeit vorta.10pszu 210@m? verschebt Die Abklingzeit dieses Signals betwég0 bis 90ps.
Schlussfolgerndurdeeine Umlagerung des angeregten SiAgsiattdes desNitrobenzalde

hydes(I*) zum Ketenintermedl#) mit einer Zeitkonstante vorfsAdiBkutierin ener folgenden

Studie konnten ilrgrubeet al.fur die Bildung des intermedialeamKetvei Reaktionswege
identifiieren.[Laimgrubeet al, 2008]So existiert neben der dominierenden Umlagerung des
angeregten Singulaistandes ifRemtosekund@®&ereich, ein zweiter langsamerer Reaktionsweg
ausgehend von einem angeregten Triplettzustand mit einer Zeitkonstpat®ieowet@de

Umlagerung des Keteom Intermediat IV undiwWdefir die ethanolische Losungar®Ops
angegeberLaimgrubest al. 2005Bei den friheren Studien von Gedmend Kuberski wurde

bereits von einer starken Verkirzung des Ketenabbaus bei Anwesenheit von Wasser berichter
Laimgruber et al. quantifizierten diesen Effekt. Sie bestimmten fir den Abbau des Ketenintermediates
eing Mischung aus Ethanol/Wasdereihe Zeitkstante von rund @8 Die Bildung des in
Abbildund 3 dargestellten Biradikals 1l konnte nicht nachgewieseeavelelzte Schritie

Umlagerungur Nitrosobenzoesaure, vollzieht sich in ethanolischer Losung nach Laimgruber et al.
innerhalb vaztwa3 ns.[Laimgrubet al, 2005FUr die Anwendung in biologischen Systemen ist die
Umlagerung in rein wassriger Losung von Bedeutung. Fir wassrige Losungen setdadrten Donten
die Umlagerungsreaktion itrobenzaldehyBontert al, 2011Hier wurde fur die Ketenbildung

eire leicht erhéhte Zaitante von 7@€ ermittelt. FUr den Abbau des Kaetghssicfedoch, in

Konsistenz mit den bereits vorgestelllten Siueli@gautlich geringere Zeitkonstantpsion 7
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Die Dissoziation der entstehenden NitrosobenzodstiumeBereich van20ns stattSie ist der
limitierende Reaktionsschritt in der ProtodesramgvesenddteaktanderfiDonten und Hamm,
2011Pamit liegt da=itintervall, das durchRtietolyse desNitrobenzaldelgglind dieladurch
freigesetzteProtonen in ghprungexperimenten zur Verfligungistenetisaim Nanosekunden
BereichErste Anwendungen, die das Ratdez Anwendumg proteinogenen Systemen zeigen,
wurden durchedArbeitsgruppe um Viappiani beli¢iappiaret al. 1998aNach Anregung des
2-Nitrobenzaldehyd durch einenbBxe@lexasermit einer Anregungswellenlange varm308
konntedortdie Kinetik des {3prunges im Zeitintervall vars 20s s verfolgt werden. Weiterhin
wurde die Protonierung des PolyoPptid-Lysin durch Umlagerung voiNPEPhosphat in
Abhéangigkeit der Peptidkonzentration untersucht.

Tabelle3. Durch itrobenzaldehyd getriggeHeppthestudien in proteinogenen Systemen

Ziel der Studie realisierter pprung Referenz
Helixbildung von Pebjutaminsaure pH 7,4 2 [Abbuzzettet al, 2000b]
Protonlerung_ in der Entfaltung von oH 7,04,5A @ [Abbruzzett al, 2000a]
Apomyoglobin
Dissoziationskinetik von-Higenden in
Cybchront pH 7,4 pH 4,0 [Abbruzzett al, 2001]
Entfaltung von Apomyoglobin pH 52 pH 4,2 [Miksovska und Larsen, 2C
Dissoziationskinetde HistidiSeitenkette ir
CybchronC pH 7,4 pH 4,0 [Abbruzzettt al, 2004]
Spektrale Anderungen des GFPmut2
Chromophors pH 7,5 pH 4,0 [Abbruzzett al, 2005a]

. i} pH 8, pH 6,7 ‘
Entfaltung der Helix von-B&jutamat oH 6.2 pH5.8 [Causgrove und Dyer, 200
Entfaltung von Myoglobin pH7,0A pH 4,5 [Abbruzzett al. 2006b]

aes wird kein pMert angegeben, die Erzeugung von 1 pM an Hydrowindhéorgeriihrt

Eine Reihe von{3drungstudien in proteinogen Systemen wurden bereits veroffehdlditedie in

3 zusammenfassend dargestellt sind. Die Vielzahl der Studien zeigt das Potenzial,
2-Nitrobenzaldehyd fir kinetische Untersuchungen in biologischen oder biochemischen Sys
besitzt. Dariber hinaus istie Anwendundpislang aker hauptsachlich auf Studien zu
Faltungsprozessen beschrankt. Das im Rahmen der vorgestellten Arbeit \8prrsgsiistepid

soll diese Lucke schlieRen und éerpHéVethode auf die Aktivierung und somit Untersuchung der
enzymatischen Funktionitewme
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3. Material und Methoden

3.1. Absorptionsmessung zur Bestimmung der Enzym -

aktivitat

3.1.1. Ermittlung der enzymatischen Aktivitat durch die

Hydrolyse von 2 -Carboxyphenylphosphat

Eine Testreaktion zur Bestimmung der Aktivitat saunatagdrosist die Hydrolyse von 2
Carboxyphenylphosphat zu Salicylsbbaéldngl4). [Brandenberger und Hanson, 1953;
Worthington Enzyme Manual Assay De€d8|Reaktion wurde Gloarakterisierung des Enzyms
undfir Stabilit&untersuchunggegeniber Laseahlungnit einer Wellenlange 266 nnund
gegenuber demiggersubstratNtrobenzaldehyerwendet.

O O

Phosphatase
OH + Hzo —_—— OH + H3PO4
_POzH
o %7 OH

Abbildungl4 Enzymatische Hydrolyse vCarl2oxyphenylphosphat zu Salicylsaure durch die saure Phosphatase

Zur Vorbereitung der Messnongledas Enzym vdseginn in Reinstwasser gelést und bei
Raumtemperatur &imeinhalb bimveiStunden inkubieRilr den kontinuierlichbotometrischen
Assaywurde die geldste und vorverdinnte Phosphatadési8tginmg/mL) zu einer 0,73 mM
LAsung vonQarboxyphenylphosphat gegeben, so dass eine EndéordesEarzyms von 0,021
bis0,084 mg/mL und 0,6 mM fir das Substrat in der Prob&eetditigatbe wde umgehend

die Reaktionsverfolgung gestartediagidsetzendgildung der Salicylsdure Uber eine Mirche
Verfolgung der Absorphien300 nrdetektierDie Reaktion wurdealls nicht anders beschrieben,
bei 25 °C durchgefiibie Prbenzusammensetzung ist zur Uber3iabell® zusammengefasst.

Tabelled. AllgemeineeBingungen zur Bestimmung der Aktivitat tber die Hydralgsieoxypl2enylphosphat

Probe Referenz
150 mM Acetatpufier 5,5 666 L 666 uL
3,65 mM-Zarboxyphenylphosphat 167 pL 167 pL
Vorverdinnte Enzymldsung 167 pL -
Entionisiertes Wasser - 167 pL
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Die Aktivitdt kann aus dem linearen Teil der Produktbildung nadlefeéeichaethgerden.

0 . ! — (Glgd)

Dabei entspriohtler spezifischen Aktivitat und gibt den Reaktionsumsatz in pmol\gimogérat pro
und MilligramnhyophilisaU/mg)wieder.2OD ist der linear&ndieg der Extinktjovkavetedas
Kivettenvolumesder Extinktionskoeffiziedie Schichtdickén.ymdas Volumedter zugesetzten
Enzymldsungnd cenzym die Konzentration an zugesetzter Enzymlosung. Falls diehDaten
vorhanden waren. (B. bei LOsungsmittelzusatzen odeiierenderpHWerten), wurde der
Extinktionskoeffizient der Salicylsaure bestimmt. Dazu wurde iBetlsahdartGesetz die
Extinktion verschiedener Substratkonzentrationen bei der gewilinschten Wellenlanderbestimmt
Extinktionskoeffiziants dem aren Anstieg der Funkiibft)bestimmt. Zur Bestimmung des pH
Profils wurdabweichend zu dallgemeinen Versuadibhgungerm pHBereich von 3,0 bis 5,5
ein 150 mM Acetatpuffer, von 6,0 bis 8,0 ein 150-éegRiffer und fur pH 8,5 und 9,0 ein 150
mM Boratpuffer verwerndelenpHSprungexperimenten hingegetevals Reaktionsmedium statt
einesPuffers eine 150 mM NaiSungerwendet.

3.1.2. Ermittlung der enzymatischen Aktivitat durch die
Hydrolyse von 6 -Chloro -8-fluoro -4-methylumbelliferon -

phosphat

Eine weitere Reaktion zur Aktivitdtsbestimmung ist die HydroNddorégflumges-
methylumbelliferonphosphab(@F) Abbildung9.[Yanget al, 2008]

Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Reaktion fiindigixserAktivierung der Phosphatase
verwendet. Des Weiteren wurde auch fir dieses Subgtfablgingiges Aktivitéodih
aufgenommamddie Stabilitdt gegenltber Laserstrahiuamer Wellenlange 385 und 388n
sowiggegeniber demniggersubstmtmittelt.

F F
HO o 0__0
\p\/ Phosphatase HO O O
o o+ M + H3PO,
Cl cl Z
CH3 CH3

Abbildungls Enzymatische Hydrolyse veM@F zu GMU durch die saure Phosphatase
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Die Messung erfelgh Analogie zum vorhergehend beschriebenen Assay durch Verfolgung der
Produktbildung @@FJ)anhand der Absorptien 36Gim Uber 68ekunderin Tabelles wirddie

Zusammensetzung und Konzentration der Messlosungergetssshmen

Tabelleb. Allgemeineelingungen zur Bestimmung der Aktivithe ihatrolyse von-KaBP

Probe Referenz
1000 pM GMUP 833 ul 833 ul
Vorverdinnte Enzymldsung 167 pl -
Entionisiertes Wasser - 167 pl

Die Berechnung der Aktivitat erémiganleichund. Der Extinktiskoeffizient des-KdB wurde

in bereits beschriebener WWagisemmt. Art und Konzentration der verwendeten Puffer wurden bereits
im vorhergehendébschnittbeschriebenDavon abweichende Bedingungen und Details zur
Bestimmung des Einflusses der lalkensgy werden unter Abs@&wifiund3.4.3ausgefihrt.

3.1.3. Absorptionsm  essung zur  Bestimmung der Saure -

konstante  des 6-Chloro -8-fluoro -4-methylumbelliferon S

Die Bestimmung der Saurekonstante erfolgte Uber ddase&duaton, welche spektroskopisch
anhand dehbsorption verfolgt wurde. Dazu wurden S5NIMINCE5S0 mM aCiL6sung geldst
Durch Zugabe von NaOH undwi@len pM/erteim Bereich von 3jis 9 eingestellt und
Absorptiasspektren der Lésungen aufgenoniieergraphische Darstellung der Titrationskurve

sowie die Funktion der mathematischen AuswerAlrtglding6dargestellt

0,08
0,07 OD = 0,054 + (0,004 - 0,054). 110

1,08(4,77 - pH
10 ( pH)

1,08(4,77 - pH)

0,06

0,05- JrE
= 0,04 )
| 1 /i'
O 0,03 /
0,02 4 /
0,01-

0,004 |
PH []

Abbildunglé Graphische Auswertung der Titrationskurve zur Bestinpiguivgrtes (5uM @#U in 150 mM NacCl;
Einstellng der pfVert B9 mit NaOH oder HCI; Auswertung der optischen Dichte bei 360 nm)
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Zur Auswertung wurde die optische Dichte bei 370 nm gegéfetdmufgeittagen und nach
Gleichungausgewert@Abbruzzett al, 2006b]

00 & & ©OO>—m— (Glg2)

Dabei istOD die optische Dichte des Absorptionsmaxenighsals Absorption der reinen
deprotonierten Spezies lirads Absorption der reinen protonierten Spi€zéds,der negedi
dekadische Logarithmus der Sdurekonstante und pH\Alsrtleu mdhen.

3.1.4. Kinetische Untersuchungen

Fur die Kalibrierung der Produktbildung waMdenCBereich vambs bis 10 uMin 150 mM
Acetatpuffer geldst und die resultiefesalptdiei360 nngemessermbereits beschriebenen
kontinuierlichen Assay wurde die geléste Phosphatase (0,25 mg/mL in Ac&latpuierepH 5
Lésung von2LmM bis 30M CHFMUPgegebenwodurckine finale Konzentration va#20ng/mL

fur das Enzymnal 100bis 833 uMfir das Substrat ier detztlichen Probe erreichdewDie

Reaktion wurde wie bereits beschrieben bei 360 nm unter Verfolgung der Absorption detektiert
dem Anstieg dienfangsreaktionsgeschwindigkeit erdittelGleichung kann die maximale
Reaktionsgeschwindigkéitax und die MichaeliMenten #&nstare Kv errechnet werden
(Gleichung).

t & oO0— (Glg3)

KinetischBaterwurden zusatzlich zurdMastimum auch beienpHWeri,0 und 7,5 ermittelt um
den Einfluss des-pHertes afw-Wert und Maximalgeschwindigkeit zu beurteilen. Dazu wurde be
pH4 ebenfalls ein 150 mM Acetatpuffer und bei pH 7,5 ein 150H@NAuff&RISIS

Reaktionsmedium verwendet.
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3.1.5. Bestimmung des Einflusses der photoaktivierbaren

Substanzen  auf die enzymatische Aktivitat

Um eine Deaktivierungder verwendeten photoaktivierbaren Substanzen auf das Enzym
auszuschlieen, wurde deren Einfluss aufaliesédidivitat untersucht. Hierbei wutteedéiure
Phosphataseder Einflgs von verschieden konzentmerfusétze und Verhéaltnissean
2-NitrobenzaldehydRrosobenzoesaure mit Hilfe-Gaslibxyphenylphosphatassays untersucht.

Dazu wurden imssay \gl. Abschnitt3.1.) statt deseinenAcetatpuffers Mischungen von
2-NitrobenzaldehydNRrosobenzoesaure verschiedener Konzentrationen in Acetapdéer verw
Die Durchfuhrung und Auswertung desekBsgimnsonsten wie in AbscABrfittbeschrieben.

Daruber hinaus wurde das Ergebnidlitioliznzaldehydter Verwendung desMBFRAssays

bestatigt und um weitere Untersuchungen zu den halogenierten Nitrobenzaldehyden erweitert. Da:
wurdein Analogie zu den beschriebenen Untersuchungen dateAssesitzlicher Verwendung

der photoaktivierbaren Substanzié einefinalenKonzentration vo®OLUM statt der reinen
Substratldsung verweréthne, 2012]

3.2. Charakterisierung der verwendeten photoaktivier -

baren V erbindungen

3.2.1. Charakterisierung des 2 - Nitrobenzaldehydes

Fur die Untersuchungen der photolytischen Eigenschafiignolimszaldehydes wurden zunachst
Absorptionsspektren einerpbQ.6sung in Abhangigkeit deg/gites aufgenommen, um die
Konstanz debgorptionseigenschaiteverwendeten-ptiervall sicherzustellen.

Im Weiteren wurde die StabilitatNié®Benzaldehydes gegeniber dem Einfluss von Tageslicht Gber
einige Stunden untersucht. Daraus schlussfolgernd wurde fiir alle Expassnigetédéeng des
2-Nitrobenzaldehydes frisch und unter Ausschluss von Licht angesetzt.

Die Charakterisierung der photolytischen Umsetzunduesfolyteegung der Reaktiopirei
Wellenlange voB65 nm.Die Wellenlange wurde anhand des Abspgkioosis des
2-Nitrobenzaldehydes ausgewvizirliBusgangsfrequenz vonrit80wvurde durch ein regeneratives
TiSaphiverstarkersystgi@PA 2001, Clark MXR)eugt. Die verwendétellenlange von rund
265nm wurde durch Verwendung eines-®GteAgDetails des Aufbaus wurden bereits in
[Wilhelnet al, 1997beschriebenind anschlielende Frequenzverdopplung (Ablsidund?).

Der so erzeugte Anregungsstrahl besalreimechnittlicRelsleistung von 1B8350uW.
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variabler
Graufilter

Klvette
fs-Lasersystem) /76 nm ) 265nm |
Ti-Saphir-Laser kompressor @_. |

1 kHz, 0.85 mJ 480-750 nm NI |

Abbildungl7. Experimenteller Aufbau flirAdiegungler photolytischen Umlagerung déisrébenzaldehydesr
Charakterisierung der Photolysereaktion

Fur die Untersuchungen wurde eine wasdditigbehzaldehydldsung mit einer Konzentration von
100uM verwendet, deren-Ykrrt mittels konzentrierter Natronlauge auf 7,5 eingestBliswurde
entspriccdemAusgangpHWert desreymatischen SysteMie nachfolgende Beprobung erfolgte
mittels UV/\4Sbsorptionsmessung@pecord 50Analytik Jeha Aufgrund des minimierten
Probevolumen®n 60 pL wurdder Strahlengang des Photometers auf einen Durchmesser v
1,6mm begrenzt werdBres wurde durch Implementierung einer entsprechenden Lochblende in ¢

Strahlengang des AbsorE@ksrometers realisiert.

3.2.2. Charakterisierung der 4 -Halogen -2 - Nitrobenzaldehyde

Praparative Umsetzung der photoaktivierbaren Subs tanzen

Fur die Charakterisierung der Photoprodukte wurdditratesh2aldehyd und seine halogenierten
Derivate praparativ in einer Photolyse umgesetzt ufCiasoiczan und Silber, 1B BSynthese

erfolgte unter leichter Abwandlung nach einer bekannter Maorstlastthke, 2008jzu wurde

eine 0,22 M Losung der Aldehyde in Toluol in einem Photoreaktor bestrahlt. Da
Versuchsbedingungen fir die Umgetz teilweise unterschiedlich waren, werden sie zur besserel
Ubersicht ifabelle6 dargestellt. Durch die Anregung iBerdiéh wde die entsprechende
Nitrosobenzoeséure gebildet, die in aromatischen Ldsuagsféltte Der Niederschlagewu
anschlieBerals Ethanaimkristallisiert.

Tabelles. Versuchsbedingungen fiprdiparativiehotolyse voANBtrobenzaldehyd und seinen halogenierten Derivaten

Verbindung Lichtquelle tgestraniunhmin]  Niederschla Ausbeute [%]
2-Nitrobenzaldehyd NaHalogeiDampflampe 252 weilRgelblich 25,6
4-Fluo¥2-Nitrobenzaldehyc Superlite 400 30 orange 40,9
4-Chlo#2-Nitrobenzaldehy« Superlite 400 25 gelb 16,9
4-Bror2-Nitrobenzaldehy(« Superlite 400 30 rotbraun 42,2

aAbtrennung dbsederschlages durch FiltratwsthedenAnregungszeiten
bMulteispektrale Lichtquelle eingesetzter WellenlangenbereictD@om324it Filtern
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Die Umsetzungen wurden nicht hingehend ihres Umsatzes optimiert. Elementaranalysen un
IRSpektren weisadie Charakteristika der entsprechenden Zielprodtikie Signalzuordnung

innerhalb einer NMRalyse ist fUfNBtrosobenzoesaure sehr umfassend, da sie in Lésung in einem
komplexerkonzentrationsind temperaturabhangigdsnomer E-Dimer und Z-Dimergemisch

vorliegtEine Zuordnung wurde in der Literatur von Schaper et a. b&stiaphe2008]

Die Verbindungen sowie die korrespondierenden Aldehyde wurden hinsichtlich ihrer Loslichkeit, ihr

Absorptionseigenschaften, ihrer photolytischen Umsetzung und ihrer Sdurekonstanten untersucht.

Bestim mung der Saurekonstante der 2-Nitrosobenzoesaure und

ihrer Derivate

Die Bestimmung der Saurekonstante erfolgte Uber ddase&éuation, welche spektroskopisch
via UWisAbsorption verfolgt wut@®uM der isolierteNitrosobenzoesauvamdea in 150 mM
NaClLosung gelogurch Zugabe von NaOH undHCIESQ wurden p/ertam Bereich von

0,2 bis 6 eingestellt undbgorpticsspektren der Losungen aufgenorbraetiepk-Werte der
Verbindungen imtark sauren Milieu liegen, kommt bes der pHWerEinstellung zu
Verdiunnungseffekteline Auswertung der konzentrationsabhangigen optischeginddichte
Wellenlange, wie fUrNDF beschrieben (GlguBjt daher zu fehlerbehafteten Werten.

Um dies zu vermeiden, wurde zur Auswertung dasrsad \darchaltnis beider Absorptionsmaxima

(Abbildun@8 herangezogen

pH [-]
— 1,96
— 2,18
— 2,59
— 3,09
3,62
— 4,17
— 4,64
—5,22
— 5,49
—6,08
—6,6
7,62
: : : = 8,01
250 300 350 400 — 8,73
I [nm]

OD []

0,0-

Abbildung18 Photometrische Verfolgung ddiitnaitiorder 2-Nitrosobenzoesdure (100 uM Nitrosobenzoesaure in
150mM Nadldsung; pM/erteinstellung durch NaOH und HCI)
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Die Titrationskurve der Nitrosobenzoesduren wurde nach Gleichung 4 als leichte Abwandit

Glechung 2usgewertet

b O O>—mM— (Glg4)

h

Dabei igDDuax,1die optische Dichte des ersten AbsorptionsmaXimugpue optische Dichte des
zweiten Absorptionsmaximamst als Absorption der reinen deprotonierten Spebiedsund
Absorption der reinen protonierten Spegiesls der nege#i dekadische Logarithmus der

Saurekonstante und pH als d&/qrHzu sehen.

3.3. Laserinduzierte Anregung

3.3.1. Allgemeine  Probenvorbereitung

Die 2Nitrobenzaldehydldésung wurde frisch angesetzt und unter Ausschluss von Licht aufbewal
fur das weitere Vorgehen verwendet. Die ZugadrevetedetgoHIndikator§luoresceiarfolgs

aus einer 3 mM ethanolischen Stammldsung.

Durch vorheriges Einleiters édngonstromes duceh 40 mL d@&rob&sundur mindestens zwei
Stunderwurde gelostes £&us der Probe entfeiérAusgangpHWertwurdewdhrenddessen

durch Zugabe von NaOH undiri§gstellt und mit Hilfe einédetelrs Gberprift

Tabelle7. Zusammenfassung der Probenzusammensetzung der verschiedenen lgsdSpduzgterimente
Messung Zusammensetzung

pHSprungexperimente 1 100, 250 0d&O0 uM Aitrobenzaldehyd
3 UMFluorescein

1 500uM 2Nitrobenzaldehyd
83,3 UM GMUP
3 UM Fluorescein

1 500uM 2Nitrobenzaldehyd
0,020,08 mg/mL Phosphatase
3 UM Fluorescein

Enzymaktivierung I 500uM 2Nitrobenzaldehyd
0,020,08 mg/mL Phosphatase
83,3 uM GMUP
3 UM Fluorescein
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Vonder vorbereiteten Probe werden im Argonstrom 60 bzw. 45 pL in eine Kivetliberfluhrt
dann verschlossenraguln Tabelle7 wirddie Zusammensetzung der verwendeten Probelésungen
zusammaegefasstBei Durchfiihrung der Aktivierungsexpenmeéesamtsystemirden Substrat

und Enzymldsung separat entgast umdneitstlbar vor der Anregung zusammengefuhrt.

3.3.2. Aufbau und Durchfiihrung der laser induzierten Anregung

Die in der Arbeit vorgestellten Laserexperimente wurden an zwei verschiedenen Aufbauter

durchgefihrt, die zusammenfass&hdiidung9dargestellt sind.

Aufbau | .
variabler
Graufilter
fs-Lasersystem) (/6 NM — 265nm | Kiivette
Ti-Saphir-Laser kompressor @_’ —
1 kHz; 0,85 mJ 480 - 750 nm " |
Linse —
Linse —

Aufbau ll @
Detektor

; <> Linse
Klappspiegel
fs-Lasersystem 776 nm N
Anregungssystem a Ti-Saphir-Laser > SHG / Halb-
1 kHz; 0,85 mJ spiegel
Shutter pieg
Klvette [ J
1064 nm
ns-Lasersystem .
Anregungssystem b Nd-YAG-Laser > THG / bc.Red T Linse
1 kHz; 8,6 mJ Fier 1T

cw-Lichtquelle

Abbildungl9 ExperimeelieAufbatenfir die Erzeugung laserinduzier®pniidge

Aufbau | wurde fur die CharakterisierungNidedbehzaldehydes sowie fir erste Anregungs
experimente der Phosphatase und Stabilitdtsuntersuchungen der EnzymreaktiDre verwendet.
Anregung faigte durch einen TEaphiasesystem (CPA 2001, Clark MRR) gewahlte
Wellenlangeon B5nm wurde durch Verwendung eines®GteAgDetails des Aufbaus wurden
bereits iMWilhelmet al. 1997]beschrieber)nd anschliefende Frequenzverdopplung realisiert
(Abbildund9. Der so erzeugte Anregungsstrahl besal? eine Zentralwellenlange wwch &68
durchschnittliche Pulsleistung von 150 pW.35& Einstellung der exakten Laserleistung erfolgte

Uber einen variablen Qtaufi
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Der Anmungsstrahl ba® einenDurchmesser, der gréf3er wardeisProbenquerschnitt der
Quarzkuvette 1f2m Breite undlOmm Schichtdicke), so dass eine vollstandige Anregung des
Probenvolumens vorubOgewahrleistet wiar.den Experimenten wulideProbe typischerweise

Uber 50@ns bis & angeregtDie Detektion dieser Messreihen erfolgte erfolgte durch
Fluoreszenzmessungen und wird in ABst¢hhgichrieben.

Die weiteren Experimente wurden durch Verwendung des Aufbaus Il Abbcloigefdlrt (

unta). Dieser experimentelle Aufbau wurde mit zwei uitieescA@gungssystemen verwendet,

die an einen gemeinsamen Detektions&ofyaeibar sin¢hier durcheinen Klappspiegel
symbolisiert). Zunaakstder dieweiteren pHprundJntersuchungen ekr@egung®ilenlange

von 388&m verwendet (Aufbau Ahregungssystem &)iese stand unter den experimentellen
Bedingungen mit einer relativ hohen Leistung zur Verfiguegguhg des{grungs wurde die
verdoppelte Ausgafiequenz eines regenerativieiHz 1Ti:&phifVerstarkersystegCPA 2001,

Clark MXR) eingesetztEs wurden Pulsleistungen von typischepaeis60mW mit einer
Zentralwellenlange vonr888&erwendder Anmgungsstrahl baBeinerDurchmesser, der grol3er

ist alsder Probenquerschnitt der QuarzkiveteB(2ite undOmm Schictiicke), so dass eine
vollstdndige Anregung des Probenvolumensilvayjew@hrleistet i&in exteer Shutte(SHO5,
Thorlabsyvurde fiir die Steuerung einer definierten Anregungszeit eingesetzt. In den Experims
wurdedie Probe typischerweise Ubem&%fit ungefat#50 Pulsen angerdgie Detektion des
pHSprungs erfolgthirch eineaweiten entgegen gerichteten Strahlexigandontinuierlichen
U\WVisLichtquellDH2000BAL, Ocean OpticBer Detektionsstrahlengang wurde ledibt in
Probe fieussiert und mit Hilfe efr@serspakometer (QE 65000, Ocean Opties¢ktierin den
pHSprungexperimemtevurde fur die Detektion lediglich die Halogenlampe verwendet, ur
kurzwelliges Licht wemeiden. Dies war moglich, da die DetektmrdSpeanges bei 40t

erfolgte.

Um einen Vergleich zum theoretisch realisierb@éferi phistellen zu kdnnen, wurde unter
Berucksichtigudgr experimenégiBedingungen folgende Berechnung angestellt:

B (Glg5)

0 X D (Glg#6)

e
|
|

Dabei isELaserder Energieeintrag der Laserstrahlung in J und ergibt sich aus dem Produkt

gemessenen Ladsestung und der Repetitionsrate
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Nbuise ist die Anzahlder zur AregungverwendeterPulse, OD die optische Dichte’ die
Quantenausbeute gaotochemischen Umset&ghgoerist die Energie eines einzelnen Photons in J

und ergibt sich aus dem Produkt der verwendeten Frequenz und dem Planckschen Wirkungsquantu
V bezeichnet das bestrahlte Volumen in Na istddie Avogadrokonstante irf. rAas der
Konzentration der ertstelen Séaure kann die Hydroniumionenkonzentration berechnet werden. Dies
geschah unter der Annahme einer mittelstarken S&ure und unter Berlcks&hdgung von
Dissoziadnsgrad der entstehenden S&aure. Brgdar sich aus der Saurekonstante und dem
pHWert der Lésung

In den Aktivierungsexperimenten wurde die einsetzende Enzymreaktion singptamgzum pH
detektiertDie Verfolgung der EnzymreaktionedrnfolgtvBereichUm das kurzwellige-lLisht
herauszufiltern (2016340nm), das zu einem Etmasan Aitrobenzdehyd fuhren wirde, wurde ein
LangpassfiltdCRed, Linos Photoniosjen Strahlengagebracht

Im zweiten Teil der Arbeit erfolgte die Anregung Uber ein diodebhgspraysitreNT 242,
EKSPLAbasierend auf einemYsdsLa®r (Aufbau 1l, Anregungssysteiib die Anregung des
pHSprungs wurde die dldemonische der Ausgangsfrequenz eingesetzt. Es wurden Pulsleistungen
von typischerweise 24W mit einer Zentralwellenlange vonm3%&rwendeEinzel oder
Mehrfachimpulse wurden mit einer Repetitionsrdtelzvanrl1Anregung verwerttet.extern
gesteuerter Shutt@@HO5, Thorlabsjurde fur diRealisierunginer definierten Anregungszeit
eingesetzt. In den Experimenten winglerobevon 4L typischrweisemit einembis sieben
PulserangeregiDieDetektion des gbprungs erfolgt@ie bereits beschrieliber einen zweiten
entgegen gerichteten Strahlengiaeg kontinuierlicherr\USLichtquell§DH2006BAL, Ocean
Optics).Der Detektionsstrahlamg wurde leicht dhe Probe fokussiert und mit Hilfe eines
Faserspdiometey (QE 65000, Ocean Optics) detektisétzlich zu den bisher verwendeten
photoaktivierbaren Substanzen, wurden auch die halogenierten Nitrohehirakl&hgdeng fur

die pHSprungexperimente hin untersucht. Hierbei wurden die Halogenddixabe et dehyd

in einer Konzentration von 250 uM verwendet, da nicht fur alle Verbindungen eine ausreichend
Ldslichkeit in Wasser vorhamgsrund auf diese Wiessine Velgichbarkeit der Ergebnisse
gewahrleisteturde

Fir eine erhbhte  Absorption der  Anregungsstrahlung mnedelb i der
Enzymaktivierungperimente wurde die Konzentratiohligold&nzaldehyd von 500 auf 750 uM

angehoben.
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Charak terisierung des Anregungsstrahl engang es

Um die Anregung ausreichend zu charakterisieren, wurde der Simahkufgang II,
Anregungssystem Hinsichtlich seines Durchmessers, seiner Pulsdauer und seiner Leistu
untersucht.

Zunachst erfolgte die Ermittlung des StrahldurchmesseBeamikaisergl asercam, HR,
Coherent)Erwurde mit 086 output und 188 QSwitch vermessandwurde durcBraufilter
abgeschwacfdurch insgesamt funf Filter: zwei FilteR O2wei Hier OD= 1,0 und ein Filter
OD=0,6). Durchdie Analyssaftware (Beamview US®alyzer)des Hersteller wird der
Durcimesser des Strahlengangs bereits ohne weitere Auswertung &usdgeidlreOist das
Strahlprofil des AnregungssiaalisbildeDie Darstellung zeigt dabei den Querschnitt des Strahls,
sowie die Normalverteilungen der IntensitaétundigEene. Hier besitzt der Strahlengang nahezu
gaul3formige Intensitatsprofile und es zeigt sichedliptisicstStrahlprofil

Abbildung 20 Geometrisches Strahlprofil des’AmEdiasrs (bei 100 % output und 180 -pwit€h nach
Abschwéachung)

Es ist zu sehen, dass der StrahlengaRicimung gegenliber dEbgne verbreitert ist. Darlber
hinaus sind alu ein weitere Intensitaten zu erkennen, die von den, zur Abschwachung wahrenc
Beamcharakterisierung verwendeten, Filtern herriihren. Diese spielen fiur die Auswertung hier
die pFSprungexperimente jedoch keine Rolle. Fur die Anwendundetet eisixintgg die auch in

den pkBprungexperimenten eingesetzt wurde, besitzt der Strahlengang einen mittleren Durchn
von0,82 mm in-xind 0,57 mm iRychtungDie bestrahlte Probelésung besitzt bei einem Volumen
von 45 pL Dimensionen2o8,25x 10mm (X,yEbene).

35



Materialind Methoden

Aufgrund der geringfugigen Ausleuchtung der Probelésung und der damit verbundenen Instabilitat d
erzeugten pWertes wurdeapparative Details d&sfbas optimiertum zu einer weiteren
Verbesserung zu gelangen. Dies fuhrteezw/eidnderung des geometrischen r&fitahim

Anregungsstrahlengang.

Abbildung21 Geometrisches Strahlprofil desA@tlasers nacBptimierundes experimentellen Aufbaus (bei 100 %
output und 180 psSgritch nach Abschwéchung)

Es handelt sichwie bereits im vorhergehenden Aumichti, um ein rotationssymmeische
StrahlprofiDabei zeigt das Profil eine leichte VerbreitefRiolptumgAuch die Normalverteilung
der Intensitatsprofile zeigt Abweichungen zur GauR\@&otedudgs Intensitatsmaximum in der
x-Ebene leicht verschoben, wahrend sigicitung zwei Maxima zeigemwutde ein mittlerer
Durchmesser von theh in xund 19mm in yRichtung ermitt@ei einem bestrahhéslumenon

2 x 2,25 x am(x,y,ZEbene) bedeuttds das die Losung zu %0in xund zu 8% in yRichtung
ausgeleuchtet.iflies ist, wenn auch keine vollstdndige Ausleuchtung, eine deegkenenger
zur vorherigen Ausleuchtungd/@sin xund &6 in yRichtung.

Neben dem geometrischen Profil wurde auch das zeitliche Peakprofil dbégbtessomgnder
Pulsdauer erfolgtat Hilfe einer Photodiodewundiedurch ein OszillosK@ISO®04A, Agilent
Technologiealsgelesedierbei waren die Messbedingungen analog zu denen der Bestimmung des
Durchmesserfie gemessenen Peakprofile wurden in Origin mit Hilfe def@ktisgian
dargestellAbildund22 und Wiederholungsmessudbbildung0 und aus den Parametern die
Peakkeite(als Halbwertsbreifesll width at half maximeWHM bestimmtierbei konnte eine

Pulslange v@msbestimmt werden.
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Abbildung22 Zeitliches Pulsprofil des Anregungsstrahls (Mess0n loeitd0t und 180 pSwiitchabgeschwécht
durch NiFilter)

Um die Laserleistung ermitteln, die tatsachlich in die photochemische Reaktion emgebracht w
wurden Actinomelidessungen unter Verwendung weéitroBenzaldehyd durchgefuhrt. Das
2-Nitrobenzaldehyd ist in der Literatur bereits als Actinometersubstanz fur die Qerantifizierut
Leistung deSSonnenlicesbekann{Galbavet al, 2010Auch fur die vorliegenden Messungen soll

es fur die Quantifizierung der Leistung genutzt werden. Ist die Quantenausbeute einer Re
bekannt, so kann Uber den erreichten Umsatz der Photolyse auf die dafur aufgebrachte Le
geschlossen werden. Die Berechnung erfolgt nach den GléisidiGeaib@vet al. 2010]

0 "0 0 oAy Glg. ¥
0 h O 5O FO Clg. 8
o » 11 : (Glg. 9
O “ﬁ (Glg. 1p
b L i — Glg. 11

Dabei ide die Laserleistung, die sich aus dem Photoheldiusgogadrokonstaieder Energie

E der Photonen und dem Kivettenvoherght. Weitere bendtigte Grol3en sind die
Geschwindigkeitskonstante der PhgtdersExtinktionskoeffizéedie Quantenausbefjtdie
Konzentratiandie optische DicltB die Schichtdictend die ZditUm die eingesetzte Leistung
mit der verwendeten zu vergleichen, wurden beide ins Verhéltnis gesetzt. Dabei ist von einer

theoretischen Leistung von 421 MW pro Puls auszugehen.
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3.4. Detektion in den Aktivierungsexperimenten

3.4.1. Fluore szenzmessung zur Verfolgung  der Enzymaktivitét

Fur die Anregung innerhalb des Aufbau | wurde die Stabilitat des Enzyms unter Reaktionsbedingung
getestet.Die Proben entspraohder in Tabelle4 beschriebenen Zusammensetzinag.
Quantifizierung der enzymatis@eaktionerfolgte iber die Fluoreszenz der entstehenden
Salicylséur@ exc= 265 nmbei einer Emissionswellenlange varm4@gIAbbildung6). Fur die

Kalibrierung der Produktbildung wGal@ylsdureind 2-Carboxyphenylphospimatl50 mM

Acetatpuffer pH55im Bereich vdnh02 bis 0,3mM flr Salicylsdureind 0,3 bis 0,6mM fii
2-Carboxyphenylphospieltist. Die resultierende Fluoreszef¥Sheiwurde aufgezeichriga

es durch die Anregung der Fluoreszenz mit dem gepulsten Lasersystem zu einer leichten Zersetzul
der Salidgaure ka, wurde diese Uber Referenzmessungeuchhteind die enzymatische

Reaktion um diesen Betrag korrigiert.

Die Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeute der Salicylsdure erfolgte relativ zu einem Standa
mit bekannter Quantenausbeute. Hierfir @nindesulfat Dihydr@ 0,05M HSQ) als
Referenzsubstanz verwendet, welches eine Quantenausbeute von[Bl&2chesitdt.Phillips,
1983]Sowohl von der Probe, als auchStermdard wden wassrige Losungen angesetzt, deren
Absorption bei der gewahlten Anregungswellenlagevon 285 0, 1 betr a2 gt . Nact
Fluoreszenzspektrums durch Anregung bem 26Holgt dann die Berechnung der
Fluoreszenzquantenausbeute durch folgenden Zusafjiesdhamgd Phillips, 1983]

©

(Glg19

%o %0 O+

Dabei ist "O_ 'Q _die Flache ter Kurve des Emissionsspektrums, OD die optische Dichte bei der
Anregungswellenlange fuadlie Quantenausbeute des Stanéférdsdie Stabilitatsuntersuchungen

des Enzynexrfolgten jeweils zwei Messungen, die vergleichend den Einfluss deiglasgestrahlun
sollten Die Referenzmessung ohne Bestrahlung wurde-Abedrptidhsverfolgung bei 300 nm
durchgefuhrt, wahrend die Bestrahlungsmessung im Laseraufbau unter Beobacitang der Fluores

der Salicylsaure stattfand
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3.4.2. Detektion des pH - Sprunges

Furdie Quantifizierung desSpkunges diefluorescein als fidlikatorGangige phhdikatoren

weisen oft einen sehr scharfen Umschlagbereich auf.

Das hat den Nachteil, dass d&aeriteé vor und nach dem Umschlagpunkt nur mit unzureichende
Genauigkegemessen werden kénnen. Da sich der zu erreict8prdaegodber mehrere pH
Einheiten erstreckt, wirde dadurch sowohl die Bestimmung depHAwdgaagsh die
Endpunktbestimmung negativ beeinflusst.

——pH47

1,00

0,75

0,50 fp\

ODnormiert [

0,25

Abbildung23 pHabh&giges Absorptionsverhalesiluorescesn(30 UM Fluorescein in wassriger Lésung ¥it 0,1
EthangbHWerteinstellung erfotiitech NaOH und }@btotrophe Fornj&ionis und Sawyer, 1888 ommen)

Die prototrbpn Formen des Fluorescekisbildung@3 sind bekannt und ihr EinHlusslas pH
ablangige VerhalteharakterisiefKlonis und Sawyer, 1936drescein bietet gegeniiber anderen
pHIndikatoreden Vorteitlass sickie Anderung dassorpti@verhalteniiber einen sehr weiten
pHBereicherstrecktDies ist imPAbbildung3 im Anhangergleichend fur das-gitHangige
Absorptionsverhalten von Hoeireun8romkresolgrdargestellEs lasst sich erkennen, dass der
Umschlagbereich des Fluorescein gegeniber @roméessolgrideutlich aufgeweitet ist. So
schlagt das Bromkresolgrin innerhalnderthalb pEinheiten zwischei 3 und 5,5 um,
wahrend das Fluorescein tber gio8erBereiclzwischempH 4 undpH 9 Anderungen in der

Absorption zeigt.
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Das bedeutet, dass eine exaBesgmmung des-Plertesiber die Absorption sowohl im leicht
sauren als audm basischen Bereich mdglich DiarAuswertung der Datensatze erfolgte am
Absorptionsmaximum des Fluorescein von 49azomwurden di®atensatze, nach
Basislinienkorrektur, auf die zuvor eisadiliirierung des Fluoresc@ieheAbbildung4 im

Anhanpangewendet.

3.4.3. Detektion der Enzymaktivierung

Der Start der enzymatiscReaktion wurddurch Absorptionsverfolgbeg 37Gim (leicht
rotverschoben zum Absorptionsmaximum), armitt8tbérungen durelns der Photoreaktion
resultierendé\bsorptionsanderungervermeiden.
Fur ée Kalibrieng der Produktbildung beAderwertungswellenlange vom8Whurden CMU
und CAMUP in Acetatpuffer plil, Bereich vOrbis 1QuM fur CMU und 83,3 bis 7@\ fii
CFMUP gelost. Die resultierende Absorption 3H@nm wurde aufgezeichneDie
Probenzusammensetzung ishgeh Experiment variabel undbewhbereitsin Tabelle 7
zusammengestellt.
Die Datensatze wurdech Basislinienkorre#dtuch Referenzproben viitrdbenzaldehgater
einem der anderen verwendeten Phototrigger), vor und nach der Anregung, korrigiert. Anschliel3er
wurden diBaten auch auf die erstellte Kalibrierung angé&mermies. zu veranschaulictem
Abbildung§7undAbbildung§8im Anhandas Vorgehen der Auswertung beschrieben und illustriert.
Auch fur Aufbau Il wurden Stabilitatsmessungen durchgefihrt, diedeéen &sefisisaing auf
die Enzymaktivitat zeigen sollen. Diese dbntegen wurden fur das Anreggteyasg und b
ausgefihrt. Die Probe wurde der Strahlung nicht kontinuierlich tGber den gesamten Verfolgungszeitrat
ausgesetzt, sondern wie in den Sprungexperimenten vorgesehen Uber eireumkbeidmoiie
LeistungerDazu wurde die Hydrolyse vénhUEunter folgenden Bedingungen verglichen:
i) ohne Bestrahlung
- die Probenzusammensetzung ent$phbetits
- die Reaktionsverfolgarfglgte ohne Anregung
i) mit Bestrahlung

- die Probenzusammensetzung ent$phbetits

- die Reaktionsverfolgung eriakggesanitir ® Sekunden

- fir 30 Sekunden der Anregung und fur weitere 30 Sekunden nach der Anregung

- die Anregung erfolgte fir 250 ms mit 250 Pulsen (Anregungssystem a) oder fiir sieben

ms mit sieben Anregungspulsen (Anregungssystem b)

40
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4. Ergebnisse und Diskussion

DieWeiterentwickluagperimenteller Methodenzwieder zeitaufgeldsten Spektroskopie, erlaubt
die Beobachtung enzymatischer Reaktionen und ihrer Teilproloegiseh relevanten Zeitskalen.

So konnte es in Zukunft ermdglicht werd#gtaillierteAufklarung der Enzymkatalyse ein ganzes
Stuck néaher zu komnigie. wesentliche Herausforderung derartiger Untersuchungen ist es mit H
der experimentelldtethoden das grof3e Zeitintervall zuganglich zu machen, das dynamisc
Prozesse in der Enzymksegainnehmen konn@gl.Abbildung). [Callender und Dyer, 2006; Kao

et al, 2007]Der Einsatz von gepulsten Lasern als Triggersigrddsiyei@e Poteiat der
Einfuhrung veranderter Umgepanagseter lioher zeitlicher und raumlicher Auflésung.

Das zentrale Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer Methode zur lichtinduzierten Stel
enzymatischer Aktivitat. Diese Methode sollte, im Gegensatz zu den bereits bestehe
Aktivierungsrhedenvgl.Kapitell), nicht auf eine bestimmte Klasse von Enzyme&nkiesain.
DarUber hinaus sollte sie dalbeiden Vorteil einer hohen zeitlichen Auflosung fir die spéatere
Anwendung in EchtzeitanalysefiigenDie Anwendung einerSgrungmethode erfullt dabei
potentiell beide Kriterien. Z&iman bendtigen aktivierbare Enzyme lediglich ein signifikantes
pHabhéngiges Aktivitatsprofil. ahai@ren ist durch die Anwendung von ultrakurzen Laserpulsen al
anwendbaseTriggersignal auch eine petehohezeitiche und ortlichefl®sung gewéhrleistet.
Dabei wurden die Untersuchundén die p#$prunggenerierunguf den Einsatz von
2-Nitrobenzaldehyd und seinen Derivaten als photoaktivierbare sshi&trkite be

Anregungswellenldnge =388 nm Leistung =puW - mW Anregungswellenldnge =355 nm Leistung =W
Pulsdauer =fs Lasersystem = Ti-Saphir Pulsdauer =ns Lasersystem = Nd-YAG
Voru_ntersuchungen pH-Sprung- loruntersuchungen Enzymaktivierung Voruntersuchungen pH-S;_)rung- loruntersuchungen Enzymaktivierung
Triggersubstrat generierung Enzymsystem pH-Sprung generierung Enzymmsystem
Charakterisierung CO,-Entfernung Reaktionen Charakterisierung Verkiirzung Anregungspulse Pasen Charakterisierung
2-NBA Anregungszeit Stabilitét Strahlengang Triggerkonzentration  Triggersubstrat
Substratzusatz pr_l, T I Triggersubstrate Substratzusatz
Enzymzusatz Reinheit Enzymzusatz
Enzymmenge Kinetik
Laser
Triggersubstrat

Abbildung24 Ubersichtsgraphik leiRahmen diegabeitintersuchten Fragestellungen

Das untersuchte System ist durch seine Vielzahl an Komponenten und Variablen sehr komplex
wird die Ubersichtsgraphiibi{dung4) innerhalb diesespitals wiederkehrend eingesgtztien
Uberblick tiber die Gesamtheit der Arbeit zu gewahrleisten und zu erleichtern.

Im Verlauf der Arbeit edoldte Untersuchungemwaeunterschiedlicheasersystemen.
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Ergebnissend Diskussion

Im erstenAbschnittder Arbeitstehen Untersuchungen emem Femtosekundéasersystem
basierend auf ein@r®aphiLaseim Vordergrunish diesem Teil der Arbieit bewiesedassdas
Konzept dggHSprungmetde zur Aktivierung der enzymatischen Aktivitat eingesetzt werden kann
Dazu wird zunachst separat die Optimieryph¢Sgesngsystenund deenzymatische Reaktion
vorgestelltm Anschiss wirdlie Kopplung beider Systeme zur Enzymaktiviétilirsptnmden
Bereiclbeschrieben

Im zweiten Teil der Arbiedt die Optimierung desrbeiteteMethodenkonzepin Bezug auf die
zeitliche Auflosung der AnreguamgestelltHierzu wurde emeu zur Verfligung stehendes
Nanosekundémasersystem basierend aufem NYAGLaser verwendeErneut wird die
Charakterisierung dpBtSprungsysteamdargestellisowie die Kompatibilitat deranderten
Messbedingungen fur das enzymatische System gepruft. Absgictig®dhazymaktivierung
durch AnreguimgNanoseaknderBereiclbeschrieben

4.1. Demonstration der pH - Sprunggenerierung im Milli -

sekunden -Bereich

FurdaspHSprungsystemurde Aitrobenzaldehgds Triggersubstiggwahlt. Die Photochemie
dieser Verbindungar bereits bekannt (vergleichend Abszinit und ihre Anwendung in
biologischen Systemen getestet. Der realisigditirereich degpHSprungs durch
2-Nitrobenzaldehigtl theoretisclufaetw®0 ndimitierfDonteret al. 2011Pas bedeutddei voller
Ausschopfung deetemrials der laserinduzierten Sprungexpekarantas grol3e Zeitintervall von
Nanosekunden bis Sekunden fiir die Echtzeitanalyse der Bimnamstougénglich gemacht

werden

System zur ms-Anregung

Anregungswellenldnge =388 nm Leistung =pW - mwW
Pulsdauer =fs Lasersystem = Ti-Saphir

Voruntersuchungen A pH-Sprung- oruntersuchungen Enzymaktivierung
Triggersubstrat generierung Y Enzymsystem

Charakterisierung CO,-Entfernung Reaktionen Charakterisierung
Anregungszeit Stabilitat
Substratzusatz pH, T, |
Enzymzusatz Reinheit
Enzymmenge Kinetik
Laser
Triggersubstrat

Auf der BasiersterVoruntersuchwergerfolgt der Aufbau des ffgrungsystems und dessen

Optimierung. In diesem ersten Schritt lag der Schwerpunkt der Optimierung darauf, die Umsetzbark
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Ergebnissend Diskussion

der entwickelten Methode zu demonsDegnerstand zunachst diezeugungine ausreichend
grolRen und ste pHSprungs im Mittelpunkbhnedie zeitliche Auflosung des Systems zu

optimieren

4.1.1. Charakterisierung der Photolyse von 2 - Nitrobenzaldehyd

In diesem Abschnitt erfolgt die photochemische Charakterisidtiirapelezakiehydés.der
Literatusind bereits ghprungexperimente zuaNRrobenzaldehyd durch Einphotonenanregung bei
355nm [Abbruzzetiet al, 2003] sowie bei 2660 [Causgrove und Dyer, 20ffdr durch
Mehrphotonenanregung beiur2074@m[Diaspret al, 2003; Nagt al, 2009bekannt. In diesen
Fallen fand die Anregung durch-&iAGlchsersystem statt.

Zum Zeitpunkt der Experimente stand fur die vorgestellten Unteiad¢Bapddnasersystem
zur Verfigung. Dieses konmten einen bei einer Wellenlange von n&88 (durch
Frequenzverdoppelung fdedamentalen Wellenlange 77&n) mit relativoher Leistung oder
unterLeistungsverlustemte Verwendung eines N@stemdgRiedleet al, 2000]auf einer
beliebigen Wellenlamgmutzt werden. Die CharakterisierungNdesb@nzaldehydes erfolgte fur
zwei verschiedene Wellenla@geneinen fur die Wellenlange vomi388la diese mit relativ hoher
Leistung zur Verfuggegtdt werden konnied zunanderen fir 26fn, da fur diese Wellenlange
bereits die pSprunggenerierung in biologischen Sy$taunsgrove und Dyer, 2@@sichtet
wurde.Die erhalten Ergebnisse wurden hinsichtlich der AnwendbarkeiSpiurdjeeptiche
verglichen um die geeignete Wellenlange 4n.ermitte

Fur die Charakterisierung der Photolysge die Anregung einer UG0 wasrigen
2-Nitrobenzaldehydlésung untersD@hfausgewahltédnregungswellenlangen 265 nnzeigt
(Absorptionsspektrusibbildung6 im Anhangeineausreichenohe Absorptiobie Anregung
erfolgtemit einer mittleren Laserleistung vauW2Bie Aufnahmeer Absorptionsspektwearde
jeweilsm Anschluss an Biestrahhgdurchgefihrt.

Die zeitliche Verfolgung der photochemischen UmsetzAibigiligtnii5 dargestellin dieser
Abbildungwerdendie Absorptionsspektren délitrabenzaldehysung nach verschiedenen
Anregungszeitpunkten gezEmyist ersichtlich, dass mit zunehmender Amegigiimdntensitat
des Absorptionsmaxinsudes 2Nitrobenzaldetegivon 226nm sinkt. Gleichzeitig kommgzwas
Ausbildung eines neuen Absorptionsmaxon@disnm. Letzteres kaderAbsorption durch die
2-Nitrosob®zoeséaure zugeordnet wefdbbruzzeti al. 2003]
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OD [1]

tAnregung
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Abbildung 25 Zeitliche Verfolgung der photochemischen Umsetzudtrolesnzaldehydebexd = 270 nm
PLaser = 220uW;texc= Q' 2420 sYerfolgung tber die Aufnahme von Absorptionsspektiegtb0omP00

Daruber hinawgrd bei dddmsetzundas Auftretenness isosbestischen Punktestb@?76 nm
beobachteAbbildung5. Das deutet darauf hin, dasReaktioainheitliclierlauffBecker, 1991]
Dasheil3taus densubstrastentweder nur érodukt detektierbar oder meRreduktstehenn

einem festen Verhaltnis zueinander.

0.6 R’=0,9994

1 R?=0,9998
o4 ] —®e B 226 nm
0,2 **, ® 246nm

’ 1 258 nm

0,04 R*=0,9990 v 287 nm

| e+ 3 310 nm
-0,2 < 360 nm

1 R?=0,9999
-0,4
-0,6 . : , , , .

-0,6 -0,5 -0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0,0
DOD310 nm [

Abbildung26 Extinktionkfferenzetiagramm der photolytischen UmsetzuAgitrobeéhzaldehyd

Da durch isosbestische Punkte die Anreicherung vor aii@s®emenprodukten nicht eindeutig

widerlegt wird,

erfolgt

eineitere Betrachtung der

differenzendiagranfblgildungo).

Umsetzung durch ein Extinktions
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Erhalt mabei Auftragung der Extinktionsand@muherung der optischen Dielrtej beliebigen
Wellenlange gegenuber der Extinktionsédnderung einer Referenzwellenlange einen lin
Zusammenhangp ist nur eine linear unabhangige Reakiimersuchten Zeitregietektierbar.
[Becker, 1991; Perkampus und Kaufmann, 1991]

Da sich hier bei allen betrachteten Wellenlangen lineare Zusammenhéags engebdayon
ausgehen, dass im betrachteten Zeitregime nur eine linear unabhangige RemtdBasEtigss

wird dies durch den bereaiterauchten Mechanismuszaesrin Abschnit®.2.2naher erlautert
wurdeVom Mechanismus ist bekdass die auftretenden Zwischenprodukte sehr kurzlebig sind un
Lebensdauern FamtebisNanosekunddereich besitzgHeinzt al. 2008; Dontext al, 2011]

0,12{ ® 2-NBS

0,10

-0,0048t

c=0,11-0,11e

=0,0044t

c=0,13+0,09e

0 400 800 1200 1600 2000 2400
t[s]

Abbildung27. Zeitliche Verfolgung gaptolytischen Umsetzung bei 226 nm fur das PhoteNitbsivetzaldehyd
und bei 310 nm fir das PhotopreNitkbgobenzoesaure

Im Folgendemirdnun die Kinetik der photoclebemsUmsetzung betrachteter Literatur wirei
experimentellen Bwpingen geringer Absorpi@D << 1) ene Kinetik 1IOrdnungdiskutiert
wahrend bei Bedingungen hoher Absorption, bei Konzentratiomi, \enelRihetik@rdnung
zugrunde gelegt werden k@abavyet al. 2010Unter den gewahlten Bedingungen, dass heifl3t
eirer Konzentration anNigoberadldehyd von 108, betragt die Absorption beirde
Anregungswellenlange vomg6%or Beginn der Anregun@,saDaher erfolgt an dieser Stelle die
kinetische Auswertung ribsEine Reaktion Qrdnung.Die Auftragung der ermittelten
Konzentrationsverlailier die Zeit liefert eineromemptiellen Zusammenh&iupi({dung@?). Die
Anpassung der Messwerte an eine Kietlkung ergibt fur die Betrachtung der Eduktabnahme
eine Geschwindigkeitskonstante=v0/9044 sund fur die Produktzunakm®,0048 & Beide

Geschwindigkeitskonstanten zeigen damit eine gute Ubereinstimmung.
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Um zu testen, ob eine Anregung bei héheren Wellenlangen ebenso mdglich ist, wurde auch di
Photolyse unter Verwendung einer AnregungswellenlangenvaturdBgefihrt. Hier dist

Absorption durciNRrobenzaldehyd nur noch sehr geringbbilglun®6 im Anhang was die

Ausnutzung des eingestrahlten Lichtes signifikahedmtkam Licht mit 388n, als zweite
Harmonische der AusgangsfrequenzSigshitiiasers, mit einer deutlich héheren Leistengt

werden.

tanregung [8]
—0
—0,9
o —19
[a)] —31
o 42
—53
~ N —6,4
0,00 T T T T T S L T T T T —75
250 300 350 400 450 500 | —9.2
0,12 - I [nm] ——104
3 —60
£ 0084 120
a -0,042t
Z 0,041 c=0,10-0,10e
0,00 T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

t[s]

Abbildung 28 Zeitliche Verfolgung der photolytiddimsetzung bei einer Anregungswellenlange vonn3i88 nm
P=48mW zeitliche Vlgung der Absorptionsspéktren); Konzentration des entstehenden Photoproduktes
2-Nitrosobenzoes&unmaten)

In Abbildung8ist analog ZAbbildung5undAbbildung7die zeitliche Verfolgung der Photolyse von
2-Nitrobenzaldehyd dargestellt. Beim Vergleich zu den vorherigen Messreihen wassersichtlich,
trotz der geringeren Absorptider Anregungsweléinge durch das-NBA die
Geschwindigkeitskonstante (hier nur Gber das entstehende Photoprodukt bestimmt) der Umsetzung L
das 10fache ansteBgrechnet man unter BerlcksichtiguBgedgie deknregungswellenlange,

der Laserleistung und der Abmotpei der Anregungswellenlange die Anzahl theoretisch absorbierter
Photonen, so ergibt das fur den vorher beschriebenen Auflvem roh22@8V eine Anzahl von

r u n d“4PRofoded. Fur den hier betrachteten AufbainmifB88gungswellenlange48mw
ergibt si ¢ h e rhetonehnDdmdeltet, dassndisvhl0fachel Exrhéhung der
Geschwindigkeitskonstante den Zuwachs an Photonen wiederspiegelt.

In der Konsequdradeutetdasfir die ExperimentasslieAnregungswellenlange nai20Gach

hdheer Leistung generierbar det; Anregungswellenlanmgi hohererAbsorptioum Faktor 60)

durch das Substvatzuziehen war
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4.1.2. pH - Sprunggenerierung und Optimierung des pH -Sprung -

systems

Aus dem Vergleich der photolytischen Umsetauitgebeiden bislang getesteten
Anregungswellenlangen wurde fur-8ieryitjgenerierung eine Anregungswellenlangenwon 388
verwendet. Dabei wurden hinsichtlichSiemupigoptimierung verschiedene Parameter variiert.

Das Ziel dieser Optimierung warzdiegdng eines ausreichend grof3en und staSpeumngkEs
vonca.2-3 pHEinheiten in einer moglichst minimalen Anregungszeit. Fur alle Expdzieiante
500uM 2Nitrobenzaldehydldsung eingesetat die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu
gewahrleisn.Zur Detektion des-$prunges wurde Fluorescein als Indikator verwendet. Dies zeig
fur die Betrachtung der Absorption am Maximum nmone#B®orteilhaftes-githangiges
Verhalten, da sich der Uber mehrdimiptiten erstreckende Umschlaghaiedém geplanten
pHSprung deckt (vgl. Abscbiaitl.

In Abbildun@9 wirddie zeitliche Verfolgung der genss&brorption bei 490 nm und des sich
daraus ergebenden\ertes wahrend der BestrahlungsexpedargastellDabei wurde neben

dem eigentlichen-prungexperiment auch eine Referenzprobe ohne Bestradsag uen die
Moglichkeit einer Instabilitat -tsdbenzaldehydes auszuschlieRen. In den Untersuchungen zeig
sich, dass eine sprunghafte Anderung Wésrtpbl durch die Bestrahlung unter den gewahlten
Bedingungen bei 388 moglich ist. Jedochnis,digotenKurven zeigen, in der Reaktionsldsung

kein stabiler pMert nach dem-8grungm Bereich von 4§ewabhrleistet.

7,5
0,00 Ygnsspermsimrencomed S Mo sy | =
| chne Besirahlung 70 e ohne Bestrahlun
ohne Bestraniung
-0,02 ohne Entgasung ohne Entgasung
— mit Entgasung 6,5 | — mit Entgasung
— -0,04-
[a] — 6,0 mit Bestrahlung
8 -0,06 A mit Bestrahlung E_ —— ohne Entgasung
—— ohne Entgasung mit Entgasung
mit Entgasung _
-0,08 | 55
-0,10+ §' 5,01 §’
-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
t[s] t[s]

Abbildung29 Zeitliche Verfolgung desilmduzierten {8runges tbdre Absorptionsédnderung des Fluoresceins bei
490 nm(links) unden pHWNert(rechtgp00 pM -ABA +3 pM Fluorescein wassrig mit®EtOH;/ exc=388 nm;
texc=0,6 SPLase= 18 mMWbhne Entgasurigw. 50 m\(fhitEntgasuny)

Derbeobachteinstiegler Absorptiast zuriickzufiihren auf das in der wassrigen Losung befindliche
CQ.
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Durch dieses Puffersystem werden die photolytisch freigesetzten Protonen durch die Bildung frei
Kohlensaure, wieder abgefangen ypd\Wert steigt nach dem Sprung von urspringlich 5,7 auf 6,7

um eine pHinheit an. Das der Losung vorhandé€ik lasst sich durch einen Gasstrom aus der

Losung austreibpiibruzzettet al, 2001]so dass das Strippen der Proben mit Argewaiber

Stunden zu nahezu konstanteWegktérin den ptSprungexperimentéhrte(vgl.Abbildung9

grine Kurvepurch die erweiterte Probenvorbereitung und eine Erhéhung der Laserleistung konnte via
Bestrahlung Uber 8,6in pkSprung von 7,0 bis auf initial 5,0 erreicht werden. Nach dem eigentlichen

Sprung kam es lediglickizam geringfligigen AnstiegirerpHWert vob,13.

9,0
—50ms
8’5_3'%%  100ms
—— 150 ms
8,0 - 250 ms
7,54
7,04

pH [-]

6,5 1 %
6,0 - //"
551 C:::::F,_A

5,01

30 20 -10 0 10 20 30
t[s]

Abbildung30 pHSprungerhaltenles 2NitrobenzaldehydasAbhangigkeit der Anregungszeit (508/RM -3 uM
Fluorescein wassrig mi#OEEOH/ exc= 388 nmigxc= 50 mMi250 msPLaser= 160 mWENtgasung iAkrgostromn

Nachdem es mdoglich war, einen stabifprymg zu erzeugen, wurde die Zeit der Bestrahlung
variiertDasZiel war es dabei, die minimale Anregungszeit zu ermittedendierfétigten-pH

Sprung erforderlich war. Hierbei wurden Anregungszeiten zwischermSOuutelrs2ebit. Die
resultierenden 48pringe sind Abbildun§0zusammengefasst. Wie erwartet steigt die GroRe des
laserinitiierten {3thrunges mit der Anregungsz@eariner maximalen Anregungszeit vois 250

resultiert aus der Bestrahlung e8ppidg von 3BtEinheiten, wahrend sich bei minima 50

initial @ pHSprung von 2p8tEinheiten ausbildEs zeigt sich fir damfanglickermittelten pH

Werte ein linearer Zusammenhang zwischen der Zeit der Anregung und der Anzahl effektiv freigesetz
Protonempbildungl).

Daruber hinaus &terzu sehen, dass in Abhangigkeit der AnregungszeWelernpkeh dem

eigentlichen Sprung erneut ansteigt. Dieser Anstieg ist bei hoheren Anregungszeiten von 250 un
150ms, mit rund QoHEInheiten, eher gering und damit akzeptabel. Jedoch sieht man bei geringeren

Anregungszeiten eine wachsende TendenZuaealpHe bis zu maximgb@Binheiten.
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Es ist bekannt, dass die Prozesse der photolytischen Unmvaeteich von Picosekunden
stattfinden und die Dissoziation der entstehenden Saure im Bereich von wenigeeii@gbsekunder
[Donteret al, 2011]Dartber hinaus ist auch die Protonentbertragung auf Indikatden wie
Bromkresolgrumlie sich im nsBereichvollzieht bekannt[Albruzzettiet al, 2004]In der
photolytischen Umsetzung und der Protonenfreisetzung kann also nicht die Ursache-des instab

Wertes liegen.

[ pH initial
I pH im Gleichgewicht
12 6,2 _ 80
") = ] 0]
10 Do(H30") = 0,63 +0,04 tey 6.0 IN
2 ] b
R =0,991 5,8 5
= 8- 1 2 40 \
i _ 5,64 g 30 ~—__.
— - ] R R — : ‘ : :
+_ 61 T 541 50 100 150 200 250
% o ] tls]
T 5,2
= 4. 21
8 ]
W 5,01
2 ]
4’8- T T T T T
50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
texc [ms] texc [ms]

Abbildung 31 pHSprungverhaltedes 2Nitrobenzaldehydesitial und im Gleichgewicht in Abhangigkeit der
Anregungszeit (500 UNWBA +3 pM Fluorescein wassrig mit OBt®H;/exc = 388 nmtexc = 50250 ms;

PLaser = 160mW EngasungmArgostron)

Zudem befinden sich in der Reaktionslésung neben dem Fluorescein keine weiteren Komponer
eine Pufferkapazitat besitzen. Die Grunde hierfur sind vielmehr in den apparativen Details zu ¢
Der Strahlengang der Anregung wurde derart ausdasshti¢, Kivette nahezu vollstandig
ausgeleuchtet sein sollte. Die Ausleuchtung des Probevolumens stellt einen Kompromiss a
maximal erreichbaren Anregungsleistung und dem Strahlprofil bzw. dem Kivettenprofil dar
daher nicht vollstandig. Seiisgeringer Teil des Probenvolumens, in der Regel der obere Teil d
Meniskus, nicht ausgeleuchtet. Dariiber hinaus sind auch Inhomogenitaten im Intensitatsprec
Strahlquerschnittes nicht auszuschlie3en. So ist zu vermuten, dass eine RiakverbBehung
vermindert bestrahlter Losung stattfindet, die in der leichten ErhéMantpsesquittiert.

In allen Versuchen zwischen 50 umds2Afregungszeit konnte ein vergleichbarer Ruckgang der
Hydroniumiorni@nzentration von ca. 2 i3 3nol/L festgestellt werden. Betrachtet man jedoch den
Riuckgang détydroniumioriemzentration prozentual auf die erZz€ogrentration bezogen, so

sinkt diese Wahrend beeiner Anregungszeit vé6Ams ein Rickgander erzeugten
Hydroniumionenkonzeotraton 7846 beobachtet werden kann, strebt dieser bei Erhdhung der
Anregungszeit einem SattigungsbereativaZizo entgegen.
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Die bestrakel Probenflache ist rechtatikiglen MalReron2 mmin derBreite un@ mmin der

Hohe Bei Annahme eines symmetrischen kreisrunden Strahlprofils fiihrt die Vergréf3erung des
Strahldurchmessers ber 3 mm hinaus zu einer erheblicheddsrhéisinggsverlustes. Daher
wuden eine Ruckvermischung der Probe und damit ein geringfligigd?rvtenest gegentber
einem erhohten Leistungsverléstuf genommen

Vergleidhmandie erhaltene&rgebnissmit der bestehenden Litersdustellt man fedgss zum

einen die in der Literatur verwendete Anregungswellenlange, sowidWet @artden hier
verwendeten Bedingungen abweloheeareits bekannten Experimenten Bdkbbruzzetét al.

wurden pi8prungexperimente fur die Untersuchung von Faltungsprozessen proteinogener Systeme
mit eineAnregungswellenlarga355nmdurchgéihrt Der pkSprung wurde dabei ausgehend vom
neutralen pWert bis in das stark saur¥ljhielu generighbbruzzettt al. 2004]JAndere Arbeiten

zur Analyse von Faltungsprozedigenien pHSprung ausgehend von einem &ahnlichéihiepH

(pH 88,5) erzeugen, verwenden flur di&ppiiggenerierung edmeegungilenlange von 266

bzw. 308m [Causgrove und Dyer, 2@&her soll ein Vergleich zu anderen Arbeiten noch
zuruckgestellt werden.

Berechnet man demterden experimentell&gdingungetheoretisch realisierbarerV\att
(Berechnung vergleichend AbstBriXEleichun§ und6), so liegt dieséir 250ns Anregungszeit
beipH4 6. Urter Berlcksichtigung eines praktisch realisidternesHon Sh@deutetlas dass

lediglich 40 % dd#reoretisch freisetzbaren Protauen tatsachlich detektierbareSpplithg
beitragenlnnerhalb déBerechnunguwwden Energieverluste durch den nicht vollstandig genutzten
Querschnitt des Anregungsstrahls berickSiohtigtidie Quantenausbewter photolytischen
Umsetzunals aucldie unvollstandige Deprotonieleingntstehenden Saure wuatiemeitere
Faktoren fir eine Verminderung der ProtonenfraisietRechnung bericksichfigthgelbstes

CQ kannnicht ausreichemds Grund nichufgefiihrt werdetia esdurch einemertgastrom
weitestgehendus der Losungntfernt wurdé&ine mogliche Erklarung fur die Limitierung des
erreichbarggHWertes kbnnen erneut Effekte der Rickvermisclemgsesmmaoglich, dass auch

bei einer Anregungszeit vomid®ine Rickvermischumgbzw. vermindert bestrahlter Losung
stattfindefedoch in einem kirzeren Zeitregime als der gewahlten Zeitauflosung der Messung von
250ms. Eine daraus resultierende Erhéhung\Westggwiirde somit nicht detektiert und nur durch
die Limitierung des\Mdrtes registriert werdém.dies zu prifen veuddsDiffusionsverhalten der
Protonen bzwydroniumioném der wassrigen Losnager untersuclidetails der Berechnungen
befinden sich im Anhang unter Ab6chRiidie Betrachtungen zeigen, fiimstie Argumentation

des detektierten Anstiege3akundeBereich Diffusionseffekte plagsiel
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Ergebnissend Diskussion

Jedochist im Zeitregime vadillisekundeein Einflusson Diffusionseffektals Grund fir den
Anstieg des phertes auf digséeitskala unwahrscheinlich

Die Komponenten des enzymatischen Systeass &nzym und sein Substrat haben aufgrund der
Existenzprotonierbarer Grupgeinfluss auf den maximal erreichbafBpryotim gesamten
Reaktionsgemisch. Um die Grof3e des Einflusses zu bestimmen wurden dem urspring
pHSprungsystem die Einzelkomponenten des enzymatischersu8ystsimgugesetztin

Abbildung2wirddie resultierenden Auswirkungen auf den erreicHbprengbdigestellt

—— 500 pM 2-NBA + 0,04 mg/mL Enzym, t o, . 250 ms
— 500 pM 2-NBA + 0,04 mg/mL Enzym + 833 uM CF-MUP, t ., .3x250 ms

8,01 &

7,5 1 Lﬁ\%ﬂ
7,04
6,51

6,0 ¥

554 T TT——

—— 500 UM 2-NBA, t o, 250 ms

pH [-]

0 10 20 30 40 50 60
ts]

Abbildung32 pHSprungverhaltdies 2Nitrobenzaldehydeger Zusatz der Komponenten des enzymatischen Systems
(500 pM -ABA 3 pM Fluorescein wassrig mivOBRIOH/ exc= 388 nntexc= 250 M$PLaser= 146 mWQ,04 mg/mL

saure Phosphata883 uM GMUPEntgasung im Argonsjrom

Die Zugabe von 0,04 mg/mlres Phosphatase, die in den bisher untersuchten enzymatische
Umsetzungen die maximal verwendete Enzymkonzentration darstellte, senkt wie erwarte
pHSprung. Dabei kommt es zu einer Erniedrigur§mlesgés von 2,5 aufpHEinheiten.

Bei deBetrachtung enzymatischer Reaktiotzt man in der Regel Substratkonzentrationen, die die
MichaeliMenterKonstante uein vielfachébersteigen, um eine Abhéngigkeit der Reaktion von der
sich dndernden Substratkonzentration zu veBee@dsne Zugabe einer Substratkonzentration

die die MichaeMentesKonstante um da&Sinffachdibersteigtihrt zu einem betréachtlichen
Ruckgang des erzeugbareSgHngs (Abbildung2. Bei einmaliger Anregung fur 250 ms wird der
pHWert lediglich um 0,3-Epkheiten auf pH 7,7 gesenkt, dies entspricht einer Reduktion de
Protonenfreisetzung von rund 3,4 uM. Auch teeiBesteahlung kann dewatt nicht wesentlich
gesenkt werden. -RIEJP besitzt mit seiner Phosphatgruppe eine protonierbare Funktionalitat. |
pk-Wert des Esters betragt 5,34.
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Ergebnissend Diskussion

Damit liegt das Substrat bei einerpitEdrtvon 8 zu einem grofRendigitotoniert vor und wird

bei Freisetzung der Protonen protoniert, wodurch dies8pdeng piittht mehr zur Verfiigung

stehen.

Da eine weitere Erhdhung der Bestrahlungszeit nicht im Interesse der Experimente liegt, muss d
Substratkonzentration geseaiden, um einen ausreichend grofSprypid zu erzeugen.

Im Folgenden die zeitliche Verfolgung de3ithgexperimentiir den Zusatz von 83,3 uM, sowie

nach weiterer Senkang42 uM CIMUP dargestelkbpildun@3. Im linken Graphwerderdie

Ergebnisse bei einer Anregungszeit vongé&stigisvahrenanrechte Grapknvergleichend die

pHSpringe mit einer Anregungszeit von 25@dnisletbind AusAbbildun@3 wird ersichtlich,

dass die Senkung der Substratkonzentration zu einem ausreicts¢aioiigrofBprung flhrt.

—— 500 pM 2-NBA + 42 yM CF-MUP —— 500 pM 2-NBA + 42 pM CF-MUP
—— 500 uM 2-NBA + 42 yM CF-MUP + 0,04 mg/mL Enzym —— 500 pM 2-NBA + 42 pM CF-MUP + 0,04 mg/mL Enzym
—— 500 uM 2-NBA + 83,3 yM CF-MUP + 0,04 mg/mL Enzym —— 500 pM 2-NBA + 83,3 pM CF-MUP + 0,04 mg/mL Enzym
sy
[ AN
7,51 7,5
7,0 1 7,0 1
%_ 6,5 - %_ 6,5 -

W
°01 #, *0 #, A ————c
5’5 i W 5’5_

W
5,0 T T T T T T T T 5,0 T T T T T T T T
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Abbildung33 pHSprungverhaltém Gesamgaktiors/stem miiner Anregungszeit V&0 mglinks)und 250 ms
(rechts}500 pM -AIBA 3 uM Fluorescein wassrig mit G1OH exc= 388 Nimexe = 250750MS; PLaser= 133mMW;

0,04 mg/mL saure Phospha4asé33 pM CAMUPEntgasung im Argonsjrom

Bei einer Anregungszeit vomga3kbonnte ein {3thrung bis auf pH 5,25 fir den Zusatzpidn 42
CFMUP erreicht werdBaurch weitere Zugabe vonragih Enzym wurde ein\pidrt von 5,5
erzeugt. Da die Enzymaktivitat fur diese SubstratkonzentratitwmabgUang liegt, wurde die
Konzentration des-KBP noch einmal auf 88)3erhdht. Damit steigtzdieerwartend&ktivitat

auf rund 0d/mg. Adrcfir diese Substratkonzentration konnteSgeumdHerfolgreich durchgefuhrt
werden, wobei ein Sprung bis auf elWgarpidn 5,75 im enzymatischen Gesamtsystem erfolgte.
Da eine kurze Anregungszeit der Aktidenurigreichen daaximateAktivitat (bei pH Shigr
vorgezogen vek, wurden die Versuche mit einer Anregungszeitmvonvigsi@rholt. Hier zeigte
sich fur das angestrebte Gesamtsystem (83,3VJuN? @F0,04 mg/mL saure Phosphatase) ein
Sprung im pWert vora.2 pHEinheiteauf pH6,2.
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Ergebnissend Diskussion

Um den Einfluss des Enzyms auf dSprghty ndher zu untersuchen, wurden Experimente bei

verschiedenen Enzymkonzentrationen von 0 bis 0,08 mg/mL saurer Phosphatase durchgefuhrt.

85 —— ohne Enzym
' —— 0,02 mg/mL Enzym
8.0 MWMANWN_ A AM A, A —0,04 mg/mL Enzym
7 0,08 mg/mL Enzym
7,5 -
= 70-
T
o
6,5 1 \%
6,0 - L:ZW
5,51
-30 -20 -10 0 10 20 30

t[s]

Abbildung34 pHSprundexperimentim Abhangigkeit der Enzymkonzen(ration 388 nimtex = 250 msPLaser=
160mW;Systeme mit 500 |ZANBA + 83,3 uM GFRUP + x mg/nlnzymi zeitliche Verfolgung des/\gtes Uber
Fluorescein gistindikator durch die Absorptionsverfolgungnioei 490

In Abbildun@4 sind digpHSprungexperimenie Vergleich fir steigeBteymkonzentragon
dargestelltDiesaure Phosphatase besitzt neben der sauren Aminosaure Asparaginsaure auch
basischen Aminosauren Histidin, Arginin und Cystein, sowie Tyrosin als Aminosaurer
protonierbaren Rest®artber hinaus verfigt sie als Glycopnatiniber eine Reihe von
Zuckermolekilen. Die Zusammensetzung red@aptmenten istTiabelle8 zusammengefasst.

Es ist ersichtlictass der GroRteil Bemponenten eimgg-Wertvo® 8 besi t zen.

Tabelle8. Zusammensetzung relevanter Aminosauren und Zucker der sauren Phosphatase §i<suzelr utattoffel
Morawiecka, 1982; Beenaetexts 1985; Cho, 1999; Horton Iét BRI, 2008]

Komponente Anteil [%] pk

Asparaginsaure 11,98 3,9
Histidin 2,60 6,0
Arginin 3,84 12,5
Lysin 5,08 10,5
Cystein 1,37 8,4
Tyrosin 5,31 10,5
Mannose 5,6 12,08
Rhamnose 3,4

Glucose 2,5 12,28
Galactose 15 12,39
Glucosamin 3,6
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Ergebnissend Diskussion

Das bedeutet, dass zu Beginn der Experimente die Seitenketten bereits teilweise protoniert vorliege
Lediglich Histidin und Asparaginséure hegpks-Wertendeutlich unte8, deprotoniert vor.

Zusammen stellen sie aber fast 15 Enz@ns. Durch den$ptung kommt esr Zreisetzung

von Protonen die durch die deprotonierten Spezies der Amwebsaabgefangen werden.

Es ist ein starker Ruckgang d&pphhgs durch die Zugabe des Enzyms zu beobachten. Wahrend
ohne Enzym gntWert von 5,62 erreichbar ist, kann bei Anwesenheit von 0,02 mg/mL Enzym nur
noch ein pM/ert von 5,97 erzielt werden. Durch die Verdopplung der Enzymkonzentration entsteht
dann nur ein geringfiugiger Rickgang um &EDheudn. Bei weiterer Verdapinkt der

pHSprung noch einmal um O,1&Eipheiten. Es lasst sich, unter Vernachldssigung des
Referenzexperimentohne Enzym, ein linearer Zusammenhang zwischen der eingesetzten

Enzymkonzentration und den freigesetzten Protonen herstellen.

4.2. Untersuch ungen zur laserinduzierte n Enzym -

aktivierung

Die optische Steuerung enzymatischer Aktivitat durch die sprunghafte Verantésteg des pH

setzt die Wahl eines geeigneten enzymatischen Systems voraus. Dabei wird, anders als be
spezifischen Freisetzungsme. B.ATP, nicht nur eine bestimmte Enzymklasse angesprochen. Die
Wahl des verwendeten Enzyms kann also, Uber alle Enzymklassen hinweg, nach dem geeignete

pHabhangigen Aktivitatsprofil erfolgen.

System zur ms-Anregung

Anregungswellenldnge =388 nm Leistung =puW - mW
Pulsdauer =fs Lasersystem = Ti-Saphir

\\yoruntersuchunger\l\
~ Enzymsystem

Voruntersuchungen pH-Sprung-

Triggersubstrat generierung Enzvinakieing

Charakterisierung CO,-Entfernung Reaktionen i Charakterisierung

Anregungszeit Stabilitat
Substratzusatz pH, T, |
Enzymzusatz Reinheit
Enzymmenge Kinetik

Laser
Triggersubstrat

Im Rahmenieber Arbeitwird das plbhéngige Veltem der sauren Phosphatasendie
laserinduzierte Enzymaktivierung ausdeieutarwendete saure Phosphatase zeichnet sich dabei
durch ein signifikantes Aktivitatsprofil in AbhangigkaiVetéss piis. Dartber hinaus lauft die
enzymatische Umsatzwhne die Bildung von Netgr Folgeprodukten ab. Dies ist gerade im

Hinblick auf den experimentellen Beweis der Machbarkeit des Konzeptes von entscheidendem Vorteil
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Um zukinfeg Messungen optimal einstellah beurteilen zu kdnnen erfolgte gurdieh
Charakterisierung der verwendeten sauren Phosphateéseadypmléy Kartoffehsichtlich ihrer

Aktivitat untdresvVerhaltegegeniber verschiedenen Einflussfaktoren.

4.2.1. EinflUhrung ausgewahlter Reaktionen der sauren

Phosphatase

Fur die Wahl eirgeeigneten enzymatischen Reaktion werden folgende Kriterien zu Grunde geleg
i. Das Substraolltan auseichendem MalRe vom Enzym akzeptiert und umgesetzt werden.
ii. Die Reaktion sollte spiektroskopischAnalyseverfahren mit ausreichender Empfindlichkei
detektierbar sein.
iii. Es sollten im gewahlterBpkeich des ghprunges konstaitesorptionggenschaften des
zu detektierenden Produktes vorliegen.
iv. Die enzymatische Reaktion sollte von der PhotolyseSmresigesl wenn mdoglich
unabhangig oder nur gdreeanflusst detektierbar sein.
Zur Beurteilung der Aktivitat saurer Phosphatasen sind verschiedene Reaktionen geBrauchlich, \
die Hydrolyse vaiNitrophenylphospkaYoder die Spaltung von Pyropho@pltabbildung5.
[Kruzel und Morawiecka, 1982; -Bigmzh, 201Aeide Reaktionen weisen hinsichtlich der
Detektio jedochNachteile auf. Wahrend bei der Verwendu#ivophenylphosplfa) das
entstehende4-Nitrophenolat @Bhangig nur im basischen Milieu ein ausreichendes
Absorptionsverhalten im ultravioletten Bereichiatéiemstisreichendes Absosptomalten von
Pyrophosphat oder Phosphett im sauren-pHieu nicht vorhandBamit entféllt die Nutzung der
Substrate fur einen kontinuierlichen photometrischen Assay.

NO, o o 0 F
P___P 0.0 O-PO3zH,
HO | 0" | “OH OH
OH OH S
O‘POgHZ Cl
O\
PO3zH,
a b c d

Abbildung35 Sulstrate zur Aktivitatstimmung saurer PhosphataseAN#rophenylphosphb: Pyrophosphat;
c: 2-CarboxyphenylphosphaCEMUP)Brandenberger und Hanson, 1953; Kruzel und Morawiecka, €t98R; Yang
2008]

Die Hydrolyse votC2arboxyphenylphospAab{ldung5 c) hingegen zeichnet sich durch kanstant

Absorptionggenschaften der entstehenden Salicylsaure Ugev(smerdBereiclaus.

55
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Diese werdedurch das Vorliegen des Monoanions der Salicylsdure gbeftexinidBereich
beding{pks,coon~ 3,0undpks,on ~ 13,4) [Salinaset al, 1990; Pozdnyaketval, 2007Daruber
hinaus istus der Literatur bekannt, das8ittiang der Salisdure anhand der Absorption bei
300nm mit ausreichender Empfindlidiekektierbast. [Brandenberger und Hanson, I8&3]
Absorptionsspektrum der Salicylsaure in wassriger LosAbilciingd6 (schwarze Kurve)
gezeigt.

Der Reaktionsverlauf der hydrolytischen Umsetzu@arboyghenylphosphat kann sowohl
absorptiv als auch fluorimetrisch verfolgt werden. Das Fluoreszelezsfaktylstiure nach
Anregung mit einer Wellenlange von 265 nrbisildun@6 (blaue Kurve) dargestellt. Das
Maximum der Emissionsbande liegt mit einer YéeNemahl5 nm nahe dem in der Literatur
beschriebenen Bereich von 389 bis 4[lIbsimet al, 2002 Auch digroRebeobachtete Stokes
Verschiebung, die in der Literatur demoiekularen Protonentransfer von der Hyalroxy
Carboxygruppe (ESIPT) stlgeebemwird[Pozdnyakoet al, 2007]ist mit 9200 émergleichbar

mit derangegebenen charakteristischen Literaturwerten fir das Monoanion dejJ8siieylsaure.
al, 2002, 2003; Pozdnyakad, 2007; Pozdnyaleial, 2009]

2,0 1.6
: 1,5_ - 1,2 :
& £
w0 —
= 1,0- 08 o
= [
S E
o
g 0,5 L0,4 £
) 192 ] )
0,0 0,0
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I [nm]

Abbildung36 Absorptionsspektrgschwarz) und Emissionsspektrum /(&tas;265 nineiner wassrigen Salicyl
saureldosung MiesnO 0, 1

Die ermittelten Fluoreszenzquantenausbeuten von 0,14 + 0,02 bei pH4 und 0,1%ze@®1 bei pH
auch fur die Fluoreszenz nahezu konstante Eigenschaften Uber den uABsngichtendpsind
ebenfalls in Ubereinstimmung mit Literat{idsinin al, 2003]
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Unter den gegebenen Bedingungen, das bedeutet einer ultrakurz gepulsten Amegomig bei 265
einer durachnittlichen Laserleistung zwischdaisBSOUW zeigten sich jedoch Instabilitdten der
Fluoreszenzsignale. Ein Vergleich der Absorptionsspektrachatanrinregung deatd eine
Zersetzung der Salicylsaur@bbildung5im Anhangin der Literatwird fir die Salicyls&ire
lichtinduziertdmwandng zu Dihydroxybenzolen -bdezoesauren in Gegenwart von Sauerstoff
diskutierfKalyanarama al, 1993; Scheck und Frimmel, 1995]

Fur die Stabilitatsuntersuchungen des Enzyms unter Bestrahlung hat dies jedoch keinen ne
Einfluss, da dieser quantifizierbare Zersetzungseffekt bei der Auswertung beriicksichtigt werden
Die Hydrgse des-Zarboxyphenylphosphates erwies sich fur die-AkilvBiabilitatsmessungen

und damit fur die Charakterisierung des Enzyms als geeignet, fur den Einsatz in
Aktivierungsexperimenten stellte sich die Verfolgung der Reaktion jéstoahisak pevhus, was

im Folgenden naher erlautert wird. Daher wurde eine zweite Reaktion zur Untersuchun
hydrolytischen Aktivitat herangezogen. Hierbei handelt es sich um die6Rbéti8Hlvored-
methylumbellifepiiosphat (AUR Abbildung35 d) zu 6-Chlop-8fluored-methylumbelliferon
(CEMU) Diese Reaktion wurde fur die Analyse der Aktivitat saurer Phosphatasen als fluorimetr
Assay entwickelt um dort bestehende Liicken PYatfidgnal, 2008Bis dahin etabliertes#\s
Reaktionen zeigten lediglich im basischen Milieu ein ausreichend empfindliches Fluoreszenzve
Dies fuhrte dazu, dass eine kontinuierliche fluorimetrische Reaktionsverfolgung der s
Phosphatasen nicht moglich war. Durch die Derivatisterldassidehen Substrates
4-Methylumbelliferonphosphat konnten die spektralen Eigenschaften derart veréandert werden, d

CFMUP eine empfindliche und nahezu konstante Fluoreszenz zeigt.

20 —— 2-NBA 20

- —— 2-NBA
1,81 — 2.NBS 1.8 —— 2.NBS
1,6 —— 2-CPhPO, 1,61 —— CF-MUP
1,44 —— Salicylsaure 1,44 —— CF-MU
1,2+ 300 nm Enzym 1,2 Enzym

Messung oder Anregung

5 101 5 104
O o08] O 0,8 370 nm
0,6 0,6 Messung
041 0,4- \
0,2 0,2-
0’0- T T T T 0,0- L L i -
200 250 300 350 400 450 200 250 300 350 400 450
I [nm] | [nm]

Abbildung37. Absorptionsspektren der Realggmische des-Sdrungsystenschwarze Linie 1081 2NBA, graue
Linie ZNBS nach der Photalysée Linie 500M 2Carboxypenylphosphat bzw. 84 uMCIP; pinke Lir260 uM
Salicylsautezw. 14 uM @RUgriine Linie 0,021 mg/mL saure Phosphatase
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Vergleicht man die beideAplildun87 gegeniubergestellten, Reaktionsgemische, so erkennt man
deutlichlen Vorteil des-®RJP gegenubeC2arboxyphenylphosphat in d&pplhgexperimenten.

Fur das Gesamtsystem r@iarboxyphenylphosphat ist eine starke Uberlagerung der Absorptionen
von Enzymund photolytischem$ptungsystem zu erkennen.

Das zu dete&tende Produeker CEMUP(Abbildun@7, rechtsHydrolyseeigthingegerine im
Vergleich zur Salicyls&idebildung?, links)rotverschobene Absorptionsbdbaeurch ists

maoglich die Interferenzen mit den Absorptionsénderungen der Photouensetinng Rariber
hinaus fuheinekontinuierliche Bestrahlung der Pibkarzwelligem-Uight fur die Detektion zur
Umsetzung airiggersubstrat und somit instabil&ferpBltnissesowie zuiZersetzung der
Salicylsdure Abbildung 65 im Anhang). Dies konnte durch die Verwendung einer
Detektionswellenlange vonnBY¥0also von Bfrahlung im langwelligen Bereich, ebenfalls

unterdrickt werden.

4.2.2. Die Aktivitat der sauren Phos p hatase unter

Berucksichtigung verschiedener Einflussfaktoren

Ehnzyme sind Katalysatoren, di e iesnbedeutet aleni | d e n
auch, dasallgemeine Reaktionsbedingungdiewiemperatur, derfErt und die lonenstdlike

Aktivitat entscheidend beeinfluBsareben existieren imblitik auf die gbprungexperimente

weitere pezifisch@roblemstellungenB.die Stabilitat des Engyei basischen pierten, sowie

der Einfluss der Laserstrahlung und der Triggersubstrate auf die enzymatidole Aktivitat.
Untersuchung dies&arameer und diespeziell die pbprungexperimente betreffenden
Schlussfolgerungen werden im Folgersgefihrt.

Um die Vergleichbarkeit der Experimente zu gewahrleisten, wurtdStahkilitétshsessungen
durchgefiihrt. Diese hatten das primé@iasZi@fenster zu ermitteln, in denkemstantéktivitat

des geldsten Lyophiisaichergestellt ishnerhalleiner Inkubationszeit yosei Stundeist ein

leichter Anstieg der Aktivitat zu beobachte\bbiklim§8 gezeigt wirddanach schwanken die

Werte im Bereich vovb,7zeigen aber keine Tendenz im zeitlichen Verlauf. Da die Schwankungen in
der GroRRenordnung der Standardabweichungen liedén, dk@anweiteren Messungdawon

ausgegangen werden, dass nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden stabile Aktivitaten fir weite

sechsStundegewahrleistsind
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Abbildung38 Thermisch8tabitat der Phosphatase2ie?C(Inkubation: 2&; 1mg/mIPhosphatase in Reinstwasser;
Assay: Hydysle von-Zarboxyphenylphosphat25 °CAcetatpuffer pH 5)

Umdas Potenzial dichtinduziertefktivitatssteuerung via desVpkHes zu ermittelwurde
zunachstlaspHProfilderPhosphatase unter verschiedenen Bedingungen!edbitiddiungo
wirddas typische Verhalten einer sauren Phosphatage aktigitiesmaximum im sauren Bereich
gezeigt{Marzadost al, 1998Pie Hydrolysgurchdie Phosphatase Tyfslsus der Kartoftelgt

fur gepuffertsowie ungepuffett@sungernre maximale Aktivitat bei eineWigotHvon 5,Ries
wurde fir beidentersuchtdPhosphatester beobachtet.

100 A
80 A
V7] CF-MUP-gepuffert
— 60 I CPP-gepuffert

S [ CPP-ungepuffert
< 401
20+
0-

Abbildung39 pHProfil der sauren Phosphatase aus der Kitedféierendem Substrat und Mdthkobation bei

T= 25 °C Assay: Hydrolyse ve@a?boxyphenylphospt@PP)bzw. CMUP;0,020,08 mg/mlPhosphatase;
T=25°C;150 mM Acetatpuffes50 mM TRIBuffeund 150 mM Boratpuffewy. entionisiertes Wasser eingestellt mit
NaOH oder HCI)

Oft besteht ein grolf&nfluss der Puffersalze auf die Aktivitdit von Enzymen, der durch d

Untersuchung ungepufferter Lésungen an dieser Stelle bertcksichtigt werden soll.
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Es zeigtsich dass das grundlegempd¢abhangigd/erhalten der Phosphatmse@ingepufferter
Losunglemgepufferten System glefith hieliegt dignaximale Aktivjtétie bereits erwahdi

einem phlVert von 5,5. Allerdingschen die Aktivitatarsauren Milieu gegeniber dem gepufferten
Systenstark abHier resultieren im ungepufferten Syat@n10 % hoéhere Aktivitaéerch im
basischen Milieu ist eine leicht erhdhte Aktivitat des Enzyms im ungepufferten System zu beobachte
In der Konsequenz bedeutet das, dass fir die AktivierungsexperiviértevemdeH Anregung

von pH 8 bis 8,5 asireben ist.

Wie bereits erwahnt, ist die Akticitétallein vom J¥ert abangigEine zusatzliche Abhangigkeit

der Enzymaktivit&an dervariierenden lonenstékk@n nicht ausgeschlossen wetdtanden

Einfluss der lonenstarke auf die Enzyrhaktigstimmen, wurdéessungen in Reinstwasser

(006 uS), in entionisiertem Wag8etuS) in 100 und 150M NaClLosungsowie 15M0M
Acetatpfferlosung miteinander verglith@bbildungOist der deutliclignfluss der lonenstarke
bzw.des Reaktionsmediums zu erkennen. Wéahrend die Aktivitat in Reinstwassed/adiglich 0,46
betragt, steigt sie bereits in entionisiertem alg¢aBsaktionsmediam Hier ist zun&chst nur ein
geringfugiger Anstieg e@nl1%%6 auf 0,58/mgzu beobachteBie Hydrolysaktiomn Salzbzw.
Pufferlosung rsit 1,45 U/nsgpgar etwdreimal so hoch.
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Abbildung4Q Einfluss der lonenstarke auf die Aktivitat der sauren Phbodphzitied: & 25 °CAssay: Hydroty/s
von 2Carboxyphenylphospfiat;25 °C 0,04mg/mLPhosphatasédsungsmittdReirstwasserentiorsiertes Wasser
undNaCGlLésungdeen pHNert mit NaOH und HCbgukingestellt wurde sd\eietatpuffer pH 5dte lonenstarken
wurden empirisch aus den ermittelten Leitfahigkeiten der Substratlosungdsami@bngm Anharg

Ein direkt linearer Zusammenhang zwischen der lonenstdrke und der Aktivitat wurde dabei nicl
beobachtet. Neben der lonenstarke ist scheinbar auch die Art des Anions bedeutsam flr die

Enzymalkifitat.
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Ergebnissend Diskussion

Der Einfluss von Kationen auf die enzymatische Aktivitat ist fur die saure Phosphatase bekar
bereits beschrieben. So ist fiur fast alle Pyrophosphatasen eine aktivierende Wirkung bei Anwe
von Mg-lonen, hingegen eine deaktiviek®itdlang fur die Anwesenheit v&doBan bekannt.
[Latzko, 1967; Tanemura und Yoshino, B#i@6]Vergleich der Aktivitdt in der 150 mM
Natriumchloridlésung mit der Aktivitdt in der 150 mM Pufferldsung, lasst sicsliegveiterer /
erkennen. In der Pufferldsung liegt aufgrund des Dissoziationsgrades eine etwas geringere lone
vor. Da in beiden Medien lediglich Natriumionen als Kationen vorliegeficrstiektiziesétder
Einfluss des Acetatanwairscheinlich

Um innerhalb der-$prungexperimente, trotz der Abwesenheit eines Puffersystems, eine konste
lonenstarke zu gewahrleisten, wurde als Reaktionsmedium in allen Experimenten eine 15
NaClLdsung verwendet.

Um den Einks von Temperaturschwankudigeatnz. B.temporare Erhitzung der Praben
ermittelnyurde die Aktivitat bei unterschiedlichen Temperaturen im Be3#&&ibig86°C
ermitteltIn diesem Temperaturbereich zeigt die saure Phosphatase ein fir Enzyme typis
Verhalten. Dieydroftische Aktivitat weist dabei eine exponentielle Abhangigkeit zur Temperatur
die durch die ArrherBlsichung beschrieben werden [Gegel, 1993; Gutfreund, 1895]
Abbildungtl ist zur lllustration die linearisierte Form der ABibdming dargestelfur die
Reaktion konnte eine Aktivierungsenergiavadn kJ/mol ermittelt werdars der Literatist

bekannt, dagereit@ab 40 °C Aktivitatsverlfistalie Phosphatasebeobachten sif\darzadoet

al, 1998Ein ahnliches Verhalten zeichnet sich auch aus den vorgestellten Unter@attemgen ab.

ist darauf zu achten, dasskeirgristige Ulbgzung der Probe vermieden wird.
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Abbildung4l Einfluss deTemperatur auf die Aktivitat der sauren Phosphatase (ITrk@bationAssay: Hydrolyse
von 2Carboxyphenylphospb#idmg/mlPhosphatas@ =18 35°C;Acetatpuffer pH 5,5)
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Ergebnissend Diskussion

Fur den spateren Einsatz der Phosphatase irSgemngekperimentanss gewahrleistet sein,
das dasEnzym nach Inkubation bei meBsibehre urspringliche Aktieitéichen kanDazu
wurde das Enzym bei pH 8 inkubiert und zu versclagdenktediese Enzymldsunggder auf
einen pA\ert von 5,®ingestelltDie Aktivitdt wurohe einem Standardassay analysrartzu
ermittelmb und in welchem MeiReirreversiblBesaktivieruragis der Inkubation foidibildng

42).

Wie auf Seit&9 bereits ausgefulmirdepesitzt das Enzym bei einetweit von 8 lediglich eine
10%ige Restaktivitat bezogen auf die maximale Bigiwassungen zeigen dabei, dass diese
Desaktivieng als partiell reversibel anzusghei\bbildng42sind die Aktivitatéargeste]ltlie

nach erneuter Einstellung gghd&ertesson 5,5esultiererEs isfestzustellerass das Enzym
hierbei eine Restaktivitdat von maxiffalaBfveist. In der Konsequenz bedeutet das, dass die
Ausgangsaktivitat nicht vollstandig wieder hergestellt werden kann.

120+ 0,5
100- 0a]® In(A = In(Ag) - kt
In(A,) = 0,40 - 0,001t
80+ 0,3
< 60 >
S <02
< £
40+
0,1
20
0,0
0- T T T T T T T T T T
0 31 62 119 175 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
t [min] t [min]

Abbildung 42 Stabilitéat der sauren Phosphatadmsischen Mili@okubationt = 25 °G TRISMaleaPufferpHS;

Assay: Hydrolyse ve@aboxyphenylphospBad4mg/mLPhosphatase verdinnt in Acetatpuffer; gH3%5C;
Acetatpuffer pH 5,5 mit@dm Assay von)s,5

Betrachtet man die Stabilitat des Enzyms Uber einen Zeitraum von drei Stunden, so ist eine
zunehmende Desaktivierung des Enzyms erkezinBamaBme einer Desaktivierung erster
Ordnundonnteeine Halbwertszeit von Bbbuterermitteltverden Nach zwei bis drei Stunden
besitzt das Enzym noch eine Restaktivitdt vonduddr ZAusgangsaktivitat. Es konnte folglich
gezeigt werden, dass die zeitlich aufwendige Probenvorbereitung urshtienrsieitnkn
basischen Bereich fur das Enegtnéglictst. Flirdasexperimentie Vorgehamarjedoch darauf zu
achtendassnach der notwendigen basischen Inkubation im Alkginsiveitere Verzdgerung
eintrg da das Enzyshadurclan Aktivitat verliert.
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Ergebnissend Diskussion

4.2.3. Gelelektrophorese zur Bestimmung der m olaren M asse

und Reinheit des Enzyms

Fur die vorgestellten Untersuchungen wurde ein kommerziell erhaltliches Lyophilisat der
Phosphatase verwendédm Hersteller wird fir das EnzyriViaeikulagewichtvon 69kDa
angegeben[SigmaAldrich, 2012leider handelt es sich bei dieser Angabe um eine reine
Literaturangaljgruzel und Morawiecka, 1@8&]nicht um eine durch den Hersteller analytisch
ermittelte Masdaurch eine gelelektrophoretische Aurfigettes Lyophilisates erfolzteer eine
Identifizierung der Phosphat&geumd ihrer molekularen Mamssie ime Uberprufung der Reinheit

des Lyophilisat&etails der Durchfihrung sind in Al&&haitt Anhang beschrieben.

<€—— 98,0kDa

natives
Enzym

‘H 'Unteremhelten 45? tgg

<€———22,3kDa
: . &——16,7kDa
2 a2 <€——— 13,7 kDa
= 10
- 44— 6,7kDa
3= 88 <4———5,4kDa

Abbildung43 Geldektrploreseder sauren B$phatase aus der Karto8plervon links nach rechtgigdsaure
Phosphatas8ge BlueStandardNovek ShargStandard 1g saure Phosphatase)

In Abbildung3ist das Ergebnis der durchgeflihrten elektrophoretischen Analyse dargestellt. In
Literatur werden flir die saure Phosphatase aus der Kartoffel unterschiedliche Molmassen dis
Bereits 1975 wurden Abhangigkeitenlelanlanen Masse des Enzyms von Lagerung und Alter der
Kartoffel veroffentlifbicas und Pitt, 1975]
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Ergebnissend Diskussion

Daruber hinaus wurde von Gellahperichtet, dass neben dem nativen Enzym mit einer molaren
Masse von 16Da Gellatlgt al, 1994¢ine weitere Pelbande bei 55 undBa existiert, die von
Untereinheiten des Enzyms stammt. Taeéralfanden hingegen die saure Phosphatase als
Homodimer aus zwei 8B& grol3en Einheiten vorlieffEacemura und Yoshino, 2006]

Dieverwendetsaure Phosphatase wurde in 2 verschiedenen Konzentrationen untersucht, welche in
Spur 1 und @bgebildetind In der Mittel. h. in Spur 2 undv8rderzur graphischen Auswertung

zwei kommerzgebtandards verschiedener Molmasseendefir die Phosphatase konnten drei

Banden ermittelt werden. Bei 98 kDa zeigt sich die Bande des nativen Enzyms. Diese ist trot:
Denaturierung des Enzyms in der ProbertantarbeSpuren erkennbar. DMy findet man

zwei weitere Banden bei 50,8 un#D¥g,Hie den Untereinheiten des Enzyms zuzuordnen sind.
Neben den Banden der sauren Phosphatdsaveiterd8andendie nicht dem Enzym zugeordnet

werden konneermittelZusatzlich zu den Mrigtenstandards wurden auch einzelne Pflotine

nicht dargestelithalysiert, um eine moglidhereinstimmung zu finfiéne Zuordnung konnte
jedoclyetroffemverdenDer Ursprung der Verunreiniglagemohne weitere Kenntnisse tUber den
Herstellungepzess des Enzymisier nicht geklart werdelDie Kenntnisder Existenzon
Verunreinigungen fuhrt dazu, dass alle Angaben Uber die Aktivitdt des Enzyms spezifisch lediglich &
die Menge an eingewogenem Lyophilisat zurtickgerechnet werdenNairemdtivilZden der
Verunreinigungen nehgnahmslaausgeschlossen werédénnen, ist die Angabe Ufmerhalb

dieser Arbaiteichzusetzen mit Upgiisat

4.2.4. Kinetische Untersuchungen der enzymatischen Reaktion

Wahrend die Hydrolyse dé&sarboxyphenylphosphates eine bereits gut untersuchte Reaktion
darstellt, handelt es sich bei der enzymatischen UmsetzdvigyRomrCEine Reaktion, fur die

noch keine kinetischen Daten bekamat Um diese Licke zu schtieBed die eigenen
Messungen besser bewerten zu komosten kinetische Untersuchungen zur Hydrolyse des
CFMUPdurchgefiihibafir wurde die Substratkonzentration zwischen 8,3ulhd/drieéat und

die resultierende Anfangsreaktionsgeschwindigksgngddas Reaktionsverhalten entspricht dabei
einer klassischen Michdddiaten Kinetik mit einer Micietiten Konstante von [ id9und

einer maximalen Reaktionsgeschwindigkein 1,2&)/mgAbbildung4).

Die MichaelidentesKonstante konnte in einer spateren Wiederholung der Messung mit guter
Ubereinstimmung reproduziert werdébkilgLing4vs.Tabell®, pH 5,5).
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Ergebnissend Diskussion

Die dabei ermittelten Werttiivariieren geringfidiegerjedochmit 1,2&)/mg und 1,&4¥mgn
der gleichen Gréf3enordnung. Die Abweichurigerdiatyen von Inhomogenitaten der verwendeten

Lyophilisate stammensittikin abweichenden Enzymkonzentratioieespiegeln

12}
| ]
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[ ]
0,81}
I=)
E o6}
2,
204t
_ u _ S
02, u=1260g 169 uM+35
0,0 1 1 1 1 1
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Abbildung 44 MiclaelisMentenKinetikder sauren Hesphatasaus der Kartoffel fir Higdrolyse vo@FMUP
(InkubationT = 25 °C; Assay: Hydrolyse votMGP 0,04 mg/mPhosphatasé;= 25 °C, Acetatpuffer pH 5,5;
8,3 1000uM CFMUP)

Bei Anderung dpstWerés andert sialie Kinetik der Hydrolysereaktion BearEinfluss des
pHWertedst dabei in Abhangigkeit des eingesetzten Subdtedelkididh wie bereits in der

Literatur bekannt [8ivarez, 1962]
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Abbildung45 MichaeliMenten Kinetik der sauren Phosphatase aus der Kartoffel fiur die HydrdlyHeinvon CF
Abhangigkeit des-prerteginkubatiori: =25 °C; Assaidydrolyse von GFfJP0,04 mg/mRhosphatasT =25°C;
Acetatpuffer pH¥(b; TRIMaleaPuffe pH 7,5; 8,350 uM CRVIUP)

Die Graphen Abbildung5sowie die DatenTiabell® veranschaulichen die kinetischen Daten bei
drei verschiedenen\drteniir die Hydrolyse desNIBP.
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Bei sehr hohen Substratkonzentrationen, d. h. unter Sattigungsbedingungesximaitd die
Reaktionsgeschwindigkeitder enzymatisch@eaktioerreichfHorton H. Ret al, 2008Piese
Umsatzsrate folgt, wie erwartet, démofiHtles Enzyms. Wahrend die Phosphatase bei pH 5,5 eine
Maximalgeschwindigkeit von 1,6 U/mg besitiesanhki starker sauren Bereich bei pH 4 bis auf
0,38 U/mg ab. Geht man in den leicht basischen Bereich, so verringert sich die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit um Faktor 3 auf 0jsR\#rgkeich zum Aktivitatsmaximum

Interessant ist der beobackiefkiss auf die Michadksnten Konstaidg Diesekann als Mal3 fur

die Starke der Substratbindung interpretiert werdene\sthgerd®lichaeliventen Konstante

auf eine sinken8abstrataffinitéiitdeutet[Horton H. Ret al. 2008]

Verschiedene Hhangige Faktoren kdnnen s$osvehSubstratbindung als auamsetzung
beeinflussen. Zuemenhat der Protonierunti®eprotonierungsgrad des aktiven Zentrums einen
Einfluss auf den Eintritt und die Anbindung des Substrates. Der Mechanismus lhsdheit wie in
2.1.2bereits beschrieben, anéi Metallzentren aktiven Zentruf8chenlet al, 2008PDie im
Katalysezyklus eatstnden Intermediate (B) bis (Rbtédung werden dabei von Histidinresten
stabilisiert[Olczaket al. 2003]So ist es denkbar, dass Protonierungsgrad Héstidin
Stickstadfomeverantwortlich fir die sinkende Substratbindung mit zunehri¢exdisin MiH
steigendem pPNWert,sinkt der Anteil der Protonierung am liona@estund somit auch die
Fahigkeit demtermedi@tabilisierung Uber WasserstoffbrickenbindDegekdnntein der
Konsequenz zu eigermindertedubstratbindufighrerund steht danmt Ubereinstimmungden
Messwerteennoch ist der Anstieg, der fikvedtert verzeichnet windgewohnlich hobleben

der Stabilisierung von Interme#&eteauchder Protonierusgradies eintretenden Phosphatesters

eine wesentliche Rolle bei der SubstratanbinchetygmemFur saure HistidiPhosphatasen
verschiedenen Ursprungs ist bekanntid@kbnsetzung des Substrates, nur bei Bindung des
Monoaniordes Phosphatesterfolgreich igHickeyet al, 1976; Gundlach und Luttermannsemmer,
1987]Dementsprechemdrdbei zunehmendem Vorliegen des Diamerscheinbar langsamere
SubstratsattigudgeobachteDi es wur de f ¢r Apurple acidi Pho
Ubertragt man jedoch dieses Phanomen auf den vorliegsodegitiasich folgendes Hlel:

einem pAlVert von 4,0 liegen etw&8%s Substrates als Monoanion vor, wahrend dieser Wert bei
pH5,5 bereits auf 20und auf 0,26 bei pH 7,5 sinkt. Damit Karmer als scheinbare Michaelis
MentefKonstante Wappgesehen werdein den kinetischen Untersuchungen ergibt sich bei einer
Erh6hung des pitertes aus dem sauren Bereich um-Eiphgien auf 5,5 eine Erhdhung dieser
scheinbaren MichaMisnten Konstante um Faktor 5. Noch signifikanter ist jedodthded Unter

durch den Wechsel in den neutralen bis schwach basischen Bereich.
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Hier kommt es zu einem weiteren Anstiggapmm mehr als das-fa8he. In der Konsequenz
bedeutet das, wenn man sich vedpiidum hin zu saureANxtten bewegt, kommt esizer
deutlichen Erhéhung der Substratbindungsstarke bei gleichzeitiger Senkung der Umsetzur
EnzynSubstraKomplexes (B®mplex). Verlasst man dagegen d@ptiphim in Richtung
basischer pWerte, so verringert sich die Substratbindungsstatiechdraenagleichzeitiger

Herabsetzung der-E@mplexumsetzung.

Tabelled. Kinetische Parameter der Hydrolyse-MildFCIBei variierendeVppétt

pH [ 4,0 5,5 7,5
Vs [U/mg] 0,38 1,64 0,52
Kuapp  [UM] 35,0 161,1 4284
Cuionoanion [%6] 88,8 20,1 0,25
Kugorr  [UM] 30,6 33,0 10,5

Korrigiert man die Konzentration des Phosphatdstéies Koeatration des vorliegenden
Monoani@so kommt man Ku kor(Tabell®). Die korrigiertdichaeliMentesKonstantéegt fur

alle drei pM/erte in der gleichen GroRenordnung und folgt,Wvig deshpHProfil des Enzyms.

Daher kann vermutet werden, deBdiaudie saure Phosphatase aus der Kartoffel eine Umsetzun
des Monoanions des Substrates im Mechbeisrggt wird

FUr eine Bestatigung dieser Aussage kanmttinftigen Untersuchusgeenannte Docking
Studien herangezogen werden. Diese targegilitzte Methodeurde ursprunglich fir die
Wirkstoffforschung der Pharmaindustrie entwickelt und kann in modifizierter Form auch f
Modellierung von Substrataffinitditen angewende{Gadritenund Klebe, 2002; Juhl und Pleiss,
2009]In diesen Studien kdnnten die Bindungsaffinitdten der unterschiedlichen Protonierungszu:

des Substrates im aktiZentrum des Enzyms berechnet werden.

4.2.5. Einfluss der Laserst rahlung auf die enzymatische

Aktivitat

Besondersn kurzwelligen B¥reich kangtrahlunguf die enzymatische Aktsiténstarken
Einfluss haberDaher wird an dieser Stelle der Einflusbeiden bislang verwendeten
Anregungswellenlangen auf die Enzymaktivitdt bétrackiee erste Abschéatzung Utber den
Einfluss treffen zu kénmernjzunachst das UVAKIssorptionsspektrum der sauren Phosphatase

betrachtetla nudurchAbsorption d8trahlung eiv#echselwirkung stattfirkdam.
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In Abbildungl6 ist das Absorptionsspektrum des Enzyms bei einer Konzentraigymlvon 1
dargestellt. Man erkennt deutliehAbsorptionsbandder aromatischen Aminosauren, wie
TryptophanTyrosin oder &fylalanibei rund 28m mitxam=1,25mL/(mgm) Abbildung6).

[Horton H. Ret al, 2008Fusatzlich findet man noch eine kleinere Absorptionsbande als Schulter bei
325 bis 339m.Hier konnte keine eindeutige Zuordnung gemaclDwektsarptionsbande muss

nicht zwarstaufig der Phosphatase, sondern kann auch einer anderen im Lyophilisat enthaltenen
Komponente entstamnzarsammenfassend bedeutet daseakinfluss von Strahlung bei 250

bis 300/m zu erwarten ist, jedoch auch im Bevisiche300und400nmnicht ausgeschlossen

werden kann
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Abbildung46 Absorptionsspektrum der sauren Phosphatase aus def KaBofiel mg/mL in Wasser)

Abschni®.4.1beschreibt den Aufpaeut dendie Stabilitat des Enzyms unter Reaktionsbedingungen
getestet wurde. Dazu wurde mittels Fluoreszemperdie enzymatische Umsetzung des
2-Carboxyphenylphosphates zu Salicylsaure wahrend der Bestrahlung verfolgt. Es erfolgten jewel
zwei Messungen, die vergleichend den Einfluss der Laserstrahlung zeigen. Die Referenzmessung oh
Bestrahlung wurde durckhAbbrptionsverfolgung durchgefidimend die Bestrahlungsmessung

im Laseraufbau unter Beobachtung der Fluoreszenz der Salicylsaiie Statfanidnge von

265 nm konnte demnach nicht nur zur spéateren Anreguné@inegepHsondern auch zur
Anregung der Fluoreszenz von Salieylsdd damit zur Detektion der enzymatischen Reaktion
wahrend der Bestrahlung diégmébbildung7ist der zeitliche Verlauf der enzymatischen Reaktion

bei varilendem Einsatz der LasarigstlargestelliVie erwarteteigt sich ein deaktivierender

Einfluss der Bfrahlung auf die Hydrolyseaktivitait der sauren Phosphatase. Die
Reaktionsgeschwindigkeit der Referenzmessung ist Uber die Reaktiomdireitavoichd

konstant, wobei sidie Deaktivierungskonstdaterenzzwischen 0,06 und (/i beweqgt.
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Vergleicht man jedoch die Reaktionsgeschwindigkeiten der Referenzmessung mit denen die
Bestrahlung erreicht werden, so zeigen sich je nadtarehasadeistung zum Teil deutlich héhere
Deaktivierungsraten. Unter Bestrahluamenitaserleistung A@OuUW ist der Rickgang der
Reaktionsgeschwindigkaitgeringfugig, wahrend dese/erwendung von @80 bereits dreimal

so hoch ist. Dalmgichnet sich eine direkte Proportionalitéat der relativen Deaktivierungsraten
verwendeten Laserleistung ab. Die Deaktivierung lasst sich mit der photochemischen Zersetzi
aromatischen Aminosauren begriBwoleahl fir Tryptophan, TyfBsitelson &t al, 1973hls

auch fur Phenylalafiittalet al. 1973]st eine photochemische Zersetzung bekannt. Durch den
Abbau dieser Aminosauren kann die Aktivitat des Enzyms beeinflusst werden. Noch entscheide
die Aktivitdt der sauren Phosphatase konnte an dieser Stelle jedoch die photochemische Umwi
desHistidingNakanet al. 2007%ein, das im aktiven Zentrum der sauren Phosplextsses zur
Stabilisierunder Intermediate, als auch der Anbindung der Metallzerj@éczabenal, 2003;
Schenlet al, 2008]
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Abbildung47. Einfluss von Laserstrahlo@igeiner Anregungswellenlang@8®mm auf die Hydrolyseaktivitat der
sauren Phosphatase bei verschiedenen LaserlefgtungationT = 21 °C; Assay: Hydrolyse voiCaboxy
phenylphosphat = 21°C; 0,04 mg/mLPhosphatasel50 mM Acetatpuffer pH; Betektion Referenzmessung:
Absorptionsmessung beinddBestrahlung bkic = 265nm Detektion Bestrahlungsmessung: Fluoreszenzmessung bei
415 nm)
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Daruber hinaus wurde auch die Abhangigkeitieleing&iaten zur Enzymkonzentration untersucht.
Hierbei zeigte sich jedoch kein erkennbarer Zusammenhang (ohne Abbildung).

Aufgrund der erhaltenen Ergebsisi®/on auszugehen, dass die Phosphatase bei Anregung im
kurzwelligen tBéreich einem dea&temden Einfluss untetliggtar erfolgt die Anregung nicht
kontinuierlich sondern sprunghaft, jedoch kann auch der kurzweilige Einsatz der Strahlung bei noc
hoheren Laserleistungen zu stark deaktivierenden Einflissen fuhren.

Dadurch wird eine Aktingpides Enzyms durch deSjpidng erschwert. Es ist daher aus Sicht der
enzymatischen Reakuorteilhaftelie Anregung im langwelligeBdddich durchzufuhren.

16 Referenz: ohne Anregung
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Abbildung48 Einfluss von Laserstrahloeigeiner Anregungswellenlang@8&mm auf die Hydrolyseaktivitat der
sauren Phosphatgtekubatio:=21°C; Assay: Hydrolyse voaMBBP 0,04mg/mLPhosphatas&,=21°C;150 mM
Acetatpuffer @;b;Detektio Absorptismessung bei 370 Bestrahlung beic=388 nm fiir 250 ms)

Da auch bei 38t noch eine geringflgige Absatptndas Enzyworhanden ist, wurde auch in
diesem Bereich die Stabilitdt der enzymatischen Aktivitat unter Einfluss der gepulsten Laserstrahlut
untersucht. Anders als bei den vorhergehenden Untersuchungen, wurde in diesem Fall die Probe d
Strahlung nicht kontinateriber den gesamten Verfolgungszeitraum ausgesetzt, sondern wie in den
Experimenten vorgesehen Uber lainegn Zeitraum beidroheistungen. Dazu wurd€EMUR
Hydrolysanter folgenden Bedingungen verglichen: die enzymatiscliRddihidt)

i.  ohne Bestrahlung,

ii. vor der Bestrahlung,

iii.  nach der Bestrahlung.
Die Messungen zeigkeutlich, dass derptungalserinduziert untersdie Bedingungen ohne den
gemgsten Verlust an Aktivitat durchgefiuhrt werden kann. Fur die Messungen ohne Bestrahlung wurc
eine Aktivitdt von Ol¥thg beobachtet. Dieser Wert liegt, fur die verwendete Substratkonzentration, in

den Fehlergrenzen der Michdehsen Kinetik.
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Ergebnissend Diskussion

Auch neh der Anregung fir g&0bei 388m behalt das Enzym seine urspringliche Aktivitat von
0,2U/mg fast vollstandig bei. Es besitzt noch eine AktivitalUlrog. EB9lasst sich daher
schlussfolgern, dass durch die Anregungsstrahlung keine deakiivikieseef das Enzym
einwirken, da in allen Messungen vergleichbare Aktivitaten erzizdtsvinedentet dass die
Anregungsstrahlumggentber dem Enzym der fiur die {8prungexperimente bendtigten

Anregungswellenlangeiwed, eine hol@mpatibilitat aufweist

4.2.6. Einfluss de s 2-Nitrobenzaldehydes auf die e nzymatische

Aktivitat

Die Aktivitat von Enzymen wird von vielen Beddmitussso auch durch den Zusatz weiterer
chemischer Komponentéiir die Durchfihrung derSpkingexperintenist es dahervon
Bedeutung, dass die ausgewéhlte photoaktivierbare Verbindung die Aktivitat der Phosphatas
signifikant verringert. Um dies auszuschlieRen, wurde die Aktivitat der sauren Phosphate
Abhéangigkeit der KonzentrationNatnoBeraddehyd untersucht. Auch der Einfluss der, durch die
Photolyse gebildeter\li2osobenzoesausedabeizu bericksichtigdn Abbildungl9 wirddie

Aktivitat in Ahgigkeit der KonzentrationMitr@enzaldehgdzeigt, sowie dénsammenhang
zwischen der Aktivitat und der chemischen UmsetNitrgsnloéhzoesaure.

0 10 100 300 400 500 BN
CNBA [MM]

PR B R R PENRG
AN 10\%0\\90\10 N

°nBACNBS MMM

Abbildung49 Einfluss dezNitrobenzaldehyd@isks) und verschiedene Verhaltnis@&NBA2-NBS (rechts) auf die
enzymatische Aktivitat (InkubdatmR5 °C; Assay: Hygead von -Zarboxyphenylphospfat;25 °C;0,02mg/mL
Phosphatask{sungsmittel AcetéfigrupH 5,5)

GeringeKonzentrationean 2Nitrobenzaldehyd, bis zu M0 zeigen keinen Einfluss auf die
hydrolytische Aktivitdit des Enzylsh der Austauschvon 2Nitrobenzaldehydurch

2-Nitrosobenzoesaure fuhrt im untersuchten Bereich nurrmpéiigggeye Desaktivierung #%m 2
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Mt steigender Konzentration aNitr@enzaldehyd bzwNitPosobenzoesaurankt die
Enzymktivitat weiter. So hat die Phosphatase bei AnweserthedtOGokl 2Nitrobenzaldehyd

noch eine Restaktivitat von 88 % und in Gegenwart derselben-IMgngeba&mzZbesaure noch

85% Aktivitdt. Von N&KPasen ist bekannt, dass photochemisch freigeseatzeippitnosals

Inhibitoren wirkgKaplaret al, 1978; Bartat al, 1997]Dabei wird vermutet, dass die Nitroso
Funktionalitat mit Hdalippen des Cysteins in den Enzymmolekilen reagiert und auf diesem Weg die
enzymatische Reaktion heduaah bei der Untersuchung alkalischer Phosphatasen in Gegenwart
von 2Nitrosacetophenowurden Veranderungen im Rickgrat des Enzyms ermittelt, die auf die
Reaktion der Nitrosogruppe zurtckgeflhrt[Zisathggt al. 2004]

Es lasst sich schlussfolgern, dass ein deaktivierender Einfluss der photoaktivierbaren Verbindung u
ihrem Photoprodukt besteht, dieser aber im Rahmen dieser Messungen Akzeidisdicdicdt.

ein stark deaktivierbarer Effekt des Triggersubsiragetir hoher Konzentrationen nicht
ausschliel3edje verwendet&wonzentrationeles Aldehyddss zu 500 pRlihren jedoch lediglich

zu einem leiciht&kiickgang der Aktivitdtmaxima23 % (vglAbbildung9 links)Das bedeutet,

dass die Phosphatase trotz der Anwesenh2ilitlebenzaldehydes eine ausreichend groR3e
Aktivitat zeigt. Dartber hinaussighgin geringer, aber tolerierliandluss durch die Umlagerung

des Adehydes zur Nitrosobenzoesaure.

4.2.7. Untersuchung der laserinduzierten Enzymaktivierung

Sowal fir die pBprunggenerierualg auch fur die Erhaltung eines aktiven Enzyms erwies sich in
den Untersuchungen die Anwendur8B&uam als geeignete Anregungswellenlange. Der Einsatz
von 2\itrobenzaldehyd und dessen photolytische Umsetzung zeigten sich beziglich der Enzymalktivit:
bis zu einer Konzentration vopMQ@hproblematis€raruber hinadighrt die Verwendung dieser
Kazentration auch zu einem ausreichend gr&peangNach der erfolgreichen Charakterisierung

der einzelnen Komponenten Adiwierungssystemgird nun nachfolgend die Aktivierung der
enzymatischen Funktion durcHadennduzierten -8drung untersht Der lasenduzierte Hp
Sprunguhrtals Ergebnis des -p¥bfils der sauren Phosphataseiner optischen Schaltung der
EnzymaktivitdKohseet al, 2013Dieses &implexe System gwotolytischen Umsetzung und der
resultierenden Enzymaktiviestiggaphisch Abbildun§0zusammengefagdetaillierte Spektren

sind im AnhamngAbbildung§7undAbbildung8.

In Abbildun§QA ist die Umsetzung der photoaktivierbaren Sti¥gtaberzaldehydrgkstellt.

Fur einen besseren Uberistidie Anregungswellenlange eingezeichnet. Simultan zur Detektion des
pHSprungs bei 48énh wird der Beginnelgzymatischen Reaktion verdigiidung0B).
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Ergebnissend Diskussion

Dabei erfolgt die Detektion leicht rotverschoben zum Absorptionsraatstabendes Produktes

um Interferenzen mit den zusatzlich auftretenden Absorptionsanderungen der Photolyse zu min
Abbildun®0C und D belegen die extéominduziert€ontrolle der Enzymaktiwitigr: wird die
zeitliche Verfolgung desSpHings der einsetzenden Produktbildung gegeniubergestellt.

1,0 Protonenfreisetzung A
" ] vor der Anregung
[m)
o 0,5 Anregung bei 388 nm . nach der Anreguing
0,0 - L 1 L 1 L 1 n ¥ T dor A
0,3 250 300 350 400 vor der Anregung
_ A [nm] B M
— 0,2 Bestimmung der Aktivitit pH-Detektion 2
) bei 370 nm bei 490 nm 58s
72s
O 0,1- Ese s
| 101s
15s
0’0 4 A ] : ] R 1 " L 129 s
350 400 450 500 550 600
A [nm]
% 8__ inaktives Enzym aktives Enzym C
E 6_. . 0,080 mg/mL Enzym
2 4 Anregung 0,041 mg/mL Enzym
o ] 0,020 mg/mL Enzym
g 2 Y.
'8 4
oi R . . . .
3,5_. -20 0 20 t[s] 40 60 80 D
8,0—_
L 7,51
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Abbildung5Q A: Absorptionsektren einer wassrigen 10@htobenzaldedsung vor und nach der Anregung

(/ exc=270NM; PLaser= 023 mW1exc = 300 s) B: zeitliche Verfolgung der Absorptionsspektr&prdeggyistems

(/ exc= 388 NNPLaser= 16MWtexc= 250 ms; 500 pMNBA; 3 uM Fluorescé&®,3 pM GIMUP und 08 mg/mL saure
Phosphatase) (die Absorptio2-MBA vor und nach der Anregung wurde mathematisch eliminiert) C: aus der optisch
Anregung resultierende Aktivierung der hydrolytischen UmsetzeMbPvatur€i- die saure Phosphatase bei
verschiedenen Enzymkonzentrationen (Bedingungen wie @i8rmg/(nischwarz 041 mg/migrin @2 mg/mL

saure Phosphatase in 150 mM NaCl) D: aus der Anregung resuiprendgBpHingungen wie unf&oB3eet

al, 203]

Vor der Anregung ist keine signifikante hydrolytische AktivitatDenicdnlarAnregung bei
388nm fur 25Ms wird ein pbprung biauf einen pH von 6,25 gen&ied.fuhrt, wibbildung
50C zeigizum Beginred hydrolytischen Umsetzung.
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Emgebnissend Diskussion

Nach der Aktivierung des Enzyms konnte eine Reaktionsgeschwindigkei/(oim 0¥, »H

bei einem BSatz vorD,08mg/mLsaurer Phosphatakeobachtet werdddas entspricht einer
achtfachen Aktivierungsdate Reaktionsgeschwindigkeit im VergleRbaktionsrate vor dem
laserinduzierten -BidrungIn Referenzexperimenten wurde bestatigt, dass der detektierte Anstieg
alleinaufdie hydrgtische Akti@it zurtickzufihren B&fur wurden Prohertersuchtielediglich

das Substrat @FUP oderdie saure Phosphatase im System entliislterigte sich kein

signifikanter Anstieg der verfolgten Absorption.

6
I ) 5
51 Hf;ﬂjéqjo RN m j
al cr /
T .l /
£°] e
2, /
Bl /?
I e
1+ /}
v = 54,96 yM-mL-c + 0,179 uM
0 mg-min min

000 002 004 006 008 0,10
¢ Lyophilisat [M9/ML]

Abbildung51 Abhéangigkeder Reaktionsgeschwindiglezitaktivierten Enzymreaktion von der Konzentration des
eingesetzten Enzyfh&c= 388 niPLaser= 160MWtexc= 250 ms; 500 pMNBA3 pM Rloresceir83,3 uM GMUP

und 0,041 mg/mL saeinesphatasfiohsest al, 2013]

Zusatzlich wurde auch die Aktgiefir unterschiedliche Enzymkonzentrationen von 0,02 bis
0,04mg/mL untersuchiie erwartesinktdie Reaktionsgeschwindigkeit nacAndegung mit
abnehmender EnzymkonzentrB8gorgenauer BetrachtuisgtIsich ein linearer Zusamnmgnha
zwischen der Reaktionsrate und der Enzymkonzentration Abkddnegcl). Aus dem
resultierendeénstiegrgibsich eine mittleretiikét voi®,055emol/(min-ngphiisyt Dies entspricht

auch dem fir 0,08 mg/mL Enzym ermitteéibveRinz

Umzu bestatigen, dass durchadeihduzierte Aktivierung das Enzy%ueHktiviert wird, h.

die maximal mdglichen Reaktionsraten unter den gegebenen Bedingungen ewerde werden,
folgende Vergleichsexperimente durchgBigihktivitat dePhosphatasevurde in einem
konventionellen Assay unter Zusatz des Phototriggers bei pH 6 Zsdtdssenwurdeed

Umsetzungor und nadater laserinduzierten Aktivierung ermittelt.
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Um die Reproduzierbarkeit der Daten zu ermitteln, wur@éeimeigte=rpehrfach wiederholt. Eine

Zusammenfassung der Ergebniss&abeiltd Odargestellt.

TabellelQ Reaktionsraten der lamhuzierten pSprunefktivierung im Vergleich zur konventionellen enzymatischen
Umsetzung unter aquivalenten Bedingurgyg(8MUP0041mg/mL saure Phosphatases0 mM NaGQ0 uM
2-NBA3 uM Fluoresce[Kpohsest al. 2013]

Legende pH {l u[ OM/ ()i r Anzahl der Messunge
StarfpH 8 vor am &ser

induzierten pbprung 807+ (D2 00001 n=3
EndpH 6 nach dem &ser 593+ 007 0,109+ 0018 n=3
induzierten pbprung

StarppH 6 ohne laser 6,06 + (D1 0,101 + 0,0 n=4

induzierten pHprung

Bei einemStarippHWert von ,8vor der Anregundgetradgt die Enzymaktivitat lediglich
0,014&mol/(min-nogphiis)s Die Anregung der Probe fuhrt zuspingrghafteSenkung des pH

Wertes ayfH6 und in der Konsequenz steigt die Enzymativitélbar udas achtfache auf
0,109emol(min-mgophiisht Die Aktivierungsrate um Faktor 8 ist konsistent mit tden berei
vorgestellten Aktivierungsexperimdnteaeinem aquivalenten Expart wurdebei gleicher
ProbenzusammensetzdiegEnzymaktivitat bei pH 6 ohne Bestrahlung lizethenrkbnnte eine
Aktivitat von 0,1€&hol/(min-ngpniishtbestimmt werden.

DerVergleich der Experimesigt deutlich, dass durch digrndseierte pBprungmethode das
Enzym zu 100 % aktiviert Wochit konnte erfolgreich gezeigt werden, dass mit der vorgestellte
Methode durch die externe, optische SteuerunyVeeegi¢ enzymatische Funktion der sauren

Phosphatase aktiviert werden kann.

4.3. Demonstration der pH - Sprunggenerierung im Nano -

sekunden -Bereich

Im Abchnitd.2wurde gesigt, dass diaseinduzierte pSprungmethode erfolgreich fir die optische
Steuerung von Enzymaktivitdten im Zeitregivhdisekundegingesetziverden kanrDa das
Potenzial dephotolytischen Protonenfreisetmunglem fsasersystenaufgrund zuegnger
Leistungen nicht ausgeschopft werden konnte, wurden weitere Experimente unter Verwendun

nsLasersnit deutlich erhdhter Leistunchgefihrt
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System zur ns-Anregung

Anregungswellenldnge =355 nm Leistung =W
Pulsdauer =ns Lasersystem = Nd-YAG

Voruntersuchungen pH-Sprung- oruntersuchungen

pH-Sprung ~~ generierung Enzymsystem Ensymaet

Verkiirzung Anregungspulse Laser Charakterisierung

Strahlengang Triggerkonzentration Triggersubstrat
Triggersubstrate Substratzusatz

Enzymzusatz

Die folgenden Experimemien insbesondere daadyukine Verkirzung der Anregungszeit zu
erreichen. Der dabei eingesetdtases bietet zuemen den Vorteil, dass beindb5der dritten
Harmonischen der Fundamentaleremie=ndeteddY AGLasers, mit ca. 2\eine sehr intensive

Leistung der Anregswngllenlange zur Verfigung stand (Aufbau siehe :ABskhfutranderen

ist diese im Vergleich zu der Anregung bem 388s den vorher beschriebenen
pHSprungexperimenten zusatzlich zur erhohten Leistung etwas energiereicher. Aufgrund der
Absorptionsspektren votNBA wird damit bei der Anregungswellenlange rmon @55

Absorptionsquerschnitt der eingebrachten Strahlung deutlich erhéht.

4.3.1. pH -Sprungverha  Iten bei Ubergang der Anregungszeit in

den Nanosekunden -Bereich

Das Ziel der vorliegenden Experimente egteesnregung im Bereich Nanosekunderu
erreichenDer limitierende Reaktionsschritt, die Dissoziation der entstehenden Nitrosobenzoesaure,
findet im Bereich von Nanosekunden[Batien und Hamm, 208dnit waredas zeitliche

Potenial des Aitrobenzaldetsghusgeschopft.

Um eine Vergleichbarkeit zu den friheren Experersetiem zu konnen wurde die Anregung
ebenfalls mit einer 500 gNitbbenzaldehydldsung durchgéiibitdiung2zeigtdenpHSprung

initiiermit dem fsaser(schwarz&urvgim Vergleich zur Initiienmiigdem risaser(roteKurve

Die Anregung mit derhdser erfolgte wie bereits erwéhnt bei 388 nm fir 250 ms, wahrend die
Anregung mit demlser bei 355 nm mit 7 Pulsen und damit aufgrund der Repgibaset

fur 7 ms erfolgte. Die Zeit der Anregung wurde damit um FaktoDé&svieskigiatrt auch mit der
Leistungserh6hung um Faktor 31, wenn man neben der LeistiAGldeseiédmit 2,4 W (hier

wurden vorhandene Verluste des Halbspagdiericksichtigt) eine Leistung von 80 mW (es wird
ca. die Hélfte des eingestrahlten Lichts von 160 mW fur die Bestrahlung verwesdehiflr den Ti

Laser zugrunde legt.
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Abbildung52 pHSprung einer 500 [BMNitrobenzaldehdsung im Vergleilobider experimenteller Anordnungen
(schwarzfexe=388 nmP = 160 mMWexc= 250 ms; ratexc= 355 NP = 24 W;texe= 7 ms; die Losungen enthalten
zusatzlich |3V Fluorescein)

Zudemist eine weitere Erhohung deSmidngegu verzeichne®o ist ein pSprung von 3,66
pHEinheiteauf pH 4,7&reichbar, was eleehté/erbesserung um 0,25mheitebedeutet.

Die Anregungsdauer imBareich istunlediglich bedingt durch diestiRepsrate der Pulse von
1kHz. Folglichvar noch eine Verbesserung von Fagiginennétig um eine Anregung im
Nanosekundenbereich zu erreishahieser Stelle kannhagio Vergleich zur bestehenden Literatur
vorgenommen werden. Wie bereits erwahnt -Simadingleixperimente zur Untersuchung von
Faltungsprozessen unter Verwendung einer Anregungswellenlange von 3pShinmubedainnt.

al, 2004]In dieser Arbeit wird durctzepiisanregung, in Abh&angigkeit der angewendeten
Laserpulsenergie, dth@roniumionamnzentration von bis zu lemakugtDie dabei eingebrachte
Energie von 120 mJ eitBpumgerechnéir diehierargevendete Leistung, einer Anregungszeit
von50ms bzws0Pulsen. Beinem Zehntel dangebrachten Enemgieichteniesauchrund ein
Zehntel der Protonenfreisetziedpch muss berlcksichtigt werden, dass die éviessterg
Ausnutzung der doppelten Wegstrecke (2 cm Schichtdicke) durchgefutuhtewurden.
Berucksichtigung all dieser Faktoren betragt die erzeugte Hydroniumioneb&oazesttratian
unserem experimentellen Awieagieichbaren LeistungseiniradyO M. Danitsindin derhier
vorgestellten Messungemd B % derHydroniumionenkonzentratkperimentell erreialdrden

(rund 18 puNin Vergleich zu literaturbekannten Experimenten

Um das Potenzial dgrzepulsaregung ilfNanosekundd@ereich innerhalb dieses Aufbaus zu
untersuchenwvurden pBprungexperimente mit nur einem Puls durchgefuhrt. Das Ergebnis ist
Abbildung3dargestellt.
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Abbildung 53 pHSprung einer 500 pRANitrobenzaldeh@sungdurch Einzelpulsanregung rund 6 ns
(/ exc=355nm P =2,4W;texc= 6 ns;die Losung enthalt zusétzlich 3 uM Fluorescein)

Auch inNanosekunddereich ist ein {8prung realisierbar, so sinkt dé&/gstHanfanglich um 2,7
pHEinheiten bis auf pH 6 ab. Jedoch kommt es zu einem starken ArRdtegsdescphHlem
eigentlichepHSprung. Der pMert steigt innerhalb von 20 Sekunden bis auf pH 7 an, wobei
erkennbar ist, dass ein Gleichgewichtszustand noch nicht erreicht ist. Die Griinde fiir den Anstieg d
pHWertes sind vermutlich auch hier wieder in einer Ruckvermiscbdeg umzhteichend
bestrahlter Lésung zu sehen.

Bei Abschéatzung des Potenzials des initi&prupdgén Bezug auf die Aktivierungsexperimente

stellt man fest, dass der erreichbar¢eggiHm leicht sauren und damit aktiv@ergaeh des

Enzyms liegtedoch wurde das Experiment in Abwesenheit von Enzym und Substrat durchgefuhrt.
Das bedeutet, dass durch Zusatz der Komponenten des enzymatischen S$stemg der pH

etwa eine pHinheit gesenkt wirde und damit im GesamtsysteiWerinvpH etwsielen

erreichbar ware. Die Abschatzung d¥eniEthohung erfolgte dabei Uber die vorangegangenen
Messungen amlfaser.

4.3.2. pH - Sprungverhalten weiterer verwendeter 2 -Nitro -

benzaldehydderivate

Das Ziel der Derivatisierung -&sdbenzaldehydes war es dirtéshung der Photolyserate und
gleichzeitiger Anhebung der Neigung zur Deprotonierung eine VerbessSpmopgkss zoH
erreicherim ersten Teil des Abschnitteden sowohl qualitativ, als auch quantitativ die optischen
Eigenschaften der Komponesaegestellund die Verfolgung der photochemischen Umsetzung
betrachtetm zweiten Abschnitt wird dann eagrpRigverhalten untersucht.
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Fur den Einsateiner photoaktivierbaren Verbindlesg sog. Triggersubstraiteserhalb der
pHSprungexperimenteiséeren einige Kriterien, die diedétlen sollte. So sollte die
photoaktivierbarerbindunigPelliccioli und Wirz, 2002]

i.  in hoher Reinheit vorliegen

ii. hohe molare Absorptionskoeffizienten beib&8izem,

iii. wie sein Photoprodukt ein Spektrum besitzen, das die Detektion der Enzymneaktion nicht

iv. eine effizienghotochemische Umsetzung erlaubeathephimtochemische Anregoiige

eine hohe Quantenausbeute haben,

v. sich gutim gewlnschten Lésungsmittel l6sen
Zudem sollte das Produkt der photolytischen Umsetzung eingk-9ézmdpesmen, so dass ein
stabiler pMert nach der Freisetzung der Protonen gewadhrleistet ist. Dartber hinaus ist
entscheidend, dass der Zusatz an photoaktivierbarer Substanz und ihrem Photoprodukt die Akity
Enzyms nicht signifikant senkt. Die vigist&ridillung all dieser Kriterien ist keine grundlegende
Voraussetzung. Dennoch ist es vorteilhaft bei der Wahl der photaktivierbaren Komponente di
berucksichtigen.
Neben demigitrobenzaldehyd, das in den Experimenten bereits erfolgreiclethgesetzien
zusatzlich substituierte HalogenderivateNdesb@nzaldehydes untersucht, um den Einfluss des
Halogens auf didbsorptionggenschaften und ihre Eignung als Protonendonator zu prifen. In d
Literatur war bislang nur bekannt, dassftdleuBy eines Ckbaibstituenten zu einer leichten
Senkung desks-Wertes der intermediar auftretend@itr¢erbindung (siehe AbscBritt?
BeschreibungslMechanismus der Photolyse]Ailftmuzzettt al, 2003]

Tabellel 1 Ubersicht tiber relevante Eigenschaften der untersuchten photoaktivierbaren Verbindungen

Loslichkeit / max m ¢
Substrat [LM] [/n r;] ﬁrr?:/ﬂcml] F;?]O rowee E]Ks
2-Nitrobenzaldehyd O 750 226 0,373 3,820% 2,51
4-Fluor2-Nitrobenzaldehyd O 30022 0,372 3,8204> 2,26
4-Chlo#2-Nitrobenzaldehyd 30(» 234 0,292 4,304 2,31
4-Brom2-Nitrobenzaldehyd 43 238 0,352 51004 2,31

a[Hohne, 2012Werteerrechnet alZaten vofHohne, 2012]Saurekonstanten der lspoadierendéthotoprodukte

Die Deprotonierung der entstehenden Nitrosobenzoesduren sowie die Auswirkungen
Derivatisierung auf die Loslichkeit oder Photolyse waren nicht Hetbelheitl Werden die

wichtigsten relevanten Eigenschaften der Triggersubstrate zusammengefasst.
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Bei Betrachtung des\Ui§Spektrums des\2trobenzaldehydésifangAbbildung6 zeigen sich

zwei intensive Banden bei 226 nm und bei 257 nm. In beiden Banden zeigen sich Beitrdge vol
p(CQA p*(CO-UbergangeifLeyvaet al, 2008 Die Absorption bei 226 nm karinzliols einer

Addition aus eingmp-Ubergandokalisiert in der NEunktionalitat und einem Chanagesfer

Ubergang von der Aldelzydl Nitrogruppe zugeordnet webieAbsorptionabde bei 257 nm

hingegen kandartber hinaus zw#CQ A p*(NQ) ChargdransfeProzessen zugewiesen
werden[Leyveet al, 2008)/ergleicht man die Absorptionsmei@20 nm, weisen sie durch die
Einfuhrunged Halogensubstituenten eine geringe bathochrome Verschiebung atiapédsgleiche

11). Halogene besitzen einenunlil eined-Effekt unbeeinflussen somit die Elektronendichte des
Systems. So erhoht sich die Ladungsdichte am KohtlggtgérdkommtaesdenPositioan3

und 5 zu einer ErniedrigiHgsse Met al. 2005]Das bedeutetdass sictawch in direkter
Nachbarschaft z0iN-Bindunglie Ladungsdichte verringerf diese Weisesrdensowohlder

p pUbergangder N@Gruppe, als auch die Ch@irgesfetlbergige beeinflusst. Das
Ab®rptionsmaximuwerschiebt sichu héherenWellenlangerwie in der Literatur bereits fur
halogenierte Benzole bekaant Fluor zum Brom[Hesse Met al, 206]

Um den Grad der Deprotonierung der entstehenden Photoprodukte und damit die Menge freigesetz
Protonen im ghprungexperiment abzuschéatzen, wurdegpkd®vert der korrespondierenden
Nitrosobenzoeséauren bestiiviein Tabelled 1 dargestellt jdiihrt die Einfiihrung des Halogens zu

einer leichten Senkung plésNertes, wobei die Saurekonstante dann aber im Fehlerbereich der
Bestimmung konstant ist. g@rngeren S&urekonstanten geben einen Hinweis darauf, dass bei
gleicher Anregungszeit inBptdngexperiment ein geringerévepHerreichbar oder durch eine
geringere Anregungszeit der gewiunscht8prupbl einstellbar sekdnnte Auch die
Geschwindigitskonstante der photolytischen Umsetzung bei 366 nm weist die gleiche Tendenz auf.
Die photochemische Umsetzung zeigt eine zunehmende Geschwindigkeit der Photolyse sowohl dur
die Einfihrung des Substituenten als auch in der Reihe der SubstRierteumoBrom auf.

Beide Faktoren, das heil3t die steigende Photolysegeschwindigkeit und die zunehmende Neigung z
Deprotonierung des Produktes deuten darauf hin, dass durch den Einsatz dieser Alternativsubstanz
einegeringfugigéerbesserung desppunges maoglich sein sollte. Einen gegenlaufigen Trend zeigt
jedoch die Betrachtung der Ldslichkeit und der Extinktionskoeffiezienten. Dievasstigekeit
Lésungvird durch die Einfihrung des Halogensubstituenten herabgesetzt. Dasevarid sich limiti

den Einsatz der maximalen Konzentration an Triggersubstrat aus. Auch die Extinktionskoeffieziente
bei 3551 m nehmen durch die Halogenierung ab. Das bedeutet, dass bei gleicher angewendeter

Laserleistung weniger Energie fur die photochemetzhedgenutzt werden kann.
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Im zweiten Teil diesAbschnigs wird der Einsatz der halogenierten Nitrobenzaldehydderivate al
Triggersubstrate fur den laserinduziet®gmuplg vorgestellt. Dabei wird ein Vergleich zum bereits
untersuchtenNitrobenzadthyd gezogen, mit dem Ziel eine Verbesserun§mtesgées durch die
Einfuhrung eines Substituenten zu erreichen.

In Abbildungb4 wird geeigt, dass allantersuden Derivate einen leichten Rickgang des
erreichbaren piveaus zeigen. Betrachtet man den initlent pldch dem Sprung, so sieht man,
dass fiur dasBrom2-Nitrobenzaldehyd piWert vomund5,0 erzielt wurde. Die fluoremte
chlorierte Venbiungveistanfanglich einen etwas geringflgigeB8prytg auf pH 5,1 auf, wobei

der Sprung desChlo2-Nitrobenzaldehyd am geringsten ist. Im Verhalten nacBpideng pH
unterscheidesnchdie Proben teilweise. So igtBi#RP-NBAein deutlicttakereRuckgang des pH

Wertes als furNdtrobenzaldehyd zu beobachten. Auch im Vergleich zu den anderen halogenie
Nitrobenzaldehidrivaten weist die bromierte Verbindung einen ungewdhnlich starken Anstieg
DadieGrunde fur dieses Verhalteneserdstelle nichllstandig geklart werdemté&n, soll hier

nur auf den im Gleichgewicht erreichtéarpeingegangen werden.

8,6
% —— 2-NBA
8.4 Br-NBA
—— CI-NBA
82. — F-NBA
: 8,0:: =
S 56-
5,44
2] W /"
5,01
-10 -5 0 5 10 15 20

t[s]

Abbildungb4 pHSprungverhaltder halogeniert2iNitrobenzaldehydderiyaig = 355 npP = 2,4 Whx.=7 Pulsg

die Losungen enthalten 3 pM Fluorescein; Glattung der Messwezkyizalh\G&olynom 2terrDrd)

Betrachtet man die\Wdrte im Gleichgewicht, so nimmt-8eryntd) in folgesrdReihenfolge ab:

2-NBA > 4-2-NBA > €I2-NBA> 4-BF2-NBA

Diese Tendenzsteht dem erwarteten TrendpéeWerteder entstehenden Sauusrd den
Geschwindigkeitskonstanten der photolytischen Umsetzung bei 366 niVienbgegis.
beschrieben, besitzen die halogenierten Verbindungen eine geringfiigig sinkende Saurekonste
das 2\itrobenzaldehyd. Das bedeutet, dass bei gleicher Umsetzungsrate eine leicht erhdhte N

zur Freisetzung der Protonen vorhanderltsein sol
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Zusatzlich ist die erwartete Rate der Umsetzung im selben Mafteabrigiithender Tendenz

vom Brom zum Fludennoctverden geringere-pprunge fir diese Alternativsubstrate verzeichnet,

wie inAbbildung§4dargestellt isfwar sind die Senkung der Séaurekonstanten und die Erh6hung der
Umsatzraten eher gering, dennoch wurde eine geringe Verbesserung erwartet. Neben den
Saurekonstanten, hat der Extinkedfiskat bei der Anregungswellenlange einen entscheidenden
Beitrag zur photolytischen Umsetzung. Hier konnten durch die Derivatisierung keine verbesserte
spektralen Eigenschaften der Triggersubstrate erreicht werden. Durch die Einfihrung starkere
Elektonendonatarekonnten hier hohEsginktionskoeffizienten erreicht werden. Allerdings ist fur die
Einfihrung von Alk&®wppen bekannt, slaswohl depks desaciNitrelntermediates, als auch

seine Deprotonierungsausbéeute ginkt[Abbruzzetst al. 2003]Daher gilt es; zuklnftigen
Messungeerinen Kompromiss zwisclhedeh, fur die Entstehung deSpptihges, relevanten
Eigenschaften durch eine Derivatisierung zu evisitednsollte eine mogliche Erhéhung der
Loslichkeit in wassrigen Medien innerhBléridatisierurBerucksichtigung find&bschlieRend

bleibt festzustellen, dass keine der verwendeten Photoschalter eine signifikante Verbesserung i
Vergleich zurA\Btrobenzaldehyd erbracht hat.

Um die auftretenden Instabilitaten Bwy¢)systems zu erforschen und um das Anregungssystem
vollstandig zu charakterisieren wurde der Strahlengang des Aufbaus I, Anregungssystem b in sein
geometrischen Auflésung untersnchAbschni®.3.2wurde bertsi das geometrische Profil des
Anregungsstrahlengangs beleuchtet. Dabei zeigte sich, ein mittlerer Dur@/8&mssen von

und 0,5m in yRichtundes StrahlengangPge bestrahlte Probeldsung hingegen besitzt bei einem
Volumen von #4& Dimensiem vor2 x 2,25 x 10nm (x,y;Ebene). Das bedeutet, dass lediglich

eine Ausleuchtung v@o in xund %% in yRichtung stattfindeaimit lasst sich auch der Anstieg

des pHWertes nach dem eigentlichen Sprung erklaren. Es kommt nach Anregung eieet.6sung
Ruckvermischung des bzw. vermindert angeredfetumens, durch die eine Verdinnung der
freigesetzten Protonen eintritt und d&empHier Losung ansteigt. Durch eine Aufweitung des
Anregungsstrahlengangs und eine Anpassung der Geo8isdhpadis konnte dieses Problem

jedoch fur die weiteren Messungen behoben Rmslefiihrte zu einer Veranderung des
geometrischen Strahlprofils im AnregungsstratAdrgdngdl, Abschnif.3.2 und resultierend

zu einer optimierten Ausleuchtung des Probenvolumens.
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4.3.3. Untersuchung der photo lytischen Reaktion durch

Act ino metermessungen

Bei der angegebenen Laserleistung v Bghdelt es sich um die mittlere oder
Durchschnittsleistung des Lasers. Die Leistung eines einzelnen Pulses, also die Spitzenleistur
aus der mittleren Leistung auf die Dauer einesePetbeet. Fur die ermittelte Pulslangas/on 6
ergibt sich damit eine theoretische Spitzenleistung von ruid &21@O0Leistungswerte
entstammen der Messung mit einem Leistungsmessgerat, welches vor dem letzten Halbspiege
Strahlengang gelltaovurde. Aus apparativen Gegebenheiten war eine Messung hinter de
Halbspiegel im verwendeten Aufbau nicht mdglich bzw. mit groéRerer Genauigkeit fur die Mes
nicht notwendig. Um nun die Laserleistung zu ermitteln, die tatsachlich in diRgsdidiofytische
eingebracht wird, wurden ActinevMestesungen durchgefihrt. Chemische Actinometer sind
Substanzen von deren Umsatz sich direkt auf die Anzahl dafiir benétigter Photonen schliel3el
[Kuhn 2004] Anhand des ermittelten Umsatzes und bekametennPaie z. B. der Quanten
ausbeute, kann so die tatsachlich eingebrachte Leistung berech@eétitvedreleraldehyd,
dessen Photochemig charaktersiest und fur das die notwendigen Parameter bekannt sind, gehor
zu den Substanzen, die ddieHUPAC als Actinometer empfohlen {kerdast al. 2004Lind

dessen Anwendung auch fir einige Beispiele beschidlemetist, 2000; Kuhet al. 2004;
Galbaveet al, 2010Nach Anregung der photochemischen Reaktion werdeAniieeurdjeder
optischen Dichte die 26mtrationsdnderung dééitbbenzaldehydes und daraus der notwendige
Photonenfluss ermittitschni®.3.2.

Tabellel2 Ermitteltd aserleistupg fiir die Photolyseaktionermittelt durch Actinometermessungen verschiedener
2-Nitrobenzaldehydkonzentrationen mit unterschiedlichen Pulseintragen)

CneaA[UM] Pulse P[WP Sp % Anzahl der Messunge P [%]° P[%]°
500 1 24446 9,9 6 5,8 57
500 7 221% 5,0 4 53 51
750 1 19212 5,0 5 4,6 45
750 7 1618 3,1 3 3,8 38

aermittelte Laserleistung
b Prozent verwendeter Leistung bezleglBhitzenleistutl MW
¢Prozent verwendeter Leistung bezuglich der nutzbaren SpitiM¥istung

In Tabellel2 werderdie Werte der ermittelten Leistungen zugafasgmwobei die Messungen
sowohl fir unterschiedliche KonzentratioAditrabehzaldahyals auch fur Einzelpsdsvie fir

Mehrpulsanregung durchgefthrt wurden.
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Zieht man den Vergleich der ermittelten Leistung zur Spitzenleisiivigy sorw&2den lediglich 3

bis 5% der theoretischen Laserleistung tatsachlich in der photol|igchemgesetzt. Fur eine

genaue Betrachtung der Spitzenleistung missen jedoch die hohe Transmission der Probelésung b
355 nm vonahezu 5% sowie di€Quantenausbeute der Reaf{tie,41[Galbavet al, 2010)]

berlksichtigt werdednter Beachtung beider Faktoren ergibt sich eine fur die Photolyse nutzbare
Spitzenleistung von runtM¥8 Legt man nun diese nutzbare Spitzenleistung zugrunde werden rund
40 bis 60 % der eingebrachten Leistung fur die photolytisativey Werseendet. Es ist zu
beobachten, dass die Standardabweichung bei Mehrpulsbestrahlung deutlich gegeniber de
Einzelpulsanregung verringert wird. Das lasst darauf schlieen, dass die Laserleistung Schwankung
unterliegt. Darlber hinaus zeigen s@vdbhdentration des Photoschalters als auch die Anzahl der
Pulse einen Einfluss auftatichlich verwendegestung. Bei Erh6hung der Konzentration an 2
Nitrobenzaldehyd sinkt die tatsachlich eingebrachte Laserleistung Wi Waibeshindestich

bei Erhdhung der Anregungspulse ein Leistungsabfall zu beobachten. Der Grund fir diesen Abfall ist
der einsetzenden Umlagerungsreaktion zu sehen. Wahrend der Bestrahlung steigt die optische Dict
bei 355nmdurch dieReaktion an. Diesteigende Absorption riatigrdings von dbereits
umgesetztenNitrosobenzoesaure. Das fiihrt in der Konsequenz dazu, dass ein zunehmender Teil der
Laserleistung durch das Produkt absorbiert wird und somit nicht mehr fur die Photolyse zur Verfugu
steht Geht man bei zunehmender Substratkonzentration von einer gleichbleibenden
Reaktionsgeschwindigkeit aus, so lassen sictkatiden Laserleistundarch die vermehrte
Produktabsorption erklaren

Die Actinometermessungen quantifizieren zwar den Energieeintrag in die photolytische Reaktion, lass
aber digDe)potonierungsprozesse aul3er Acht. Daher soll an dieser Stelle erneut der Vergleich zu
theoretischrreichbareHydroniumiorlanzentration zggen werden. Analog zu Gleidhusig
Abschnits.3.2wird defiir die hier vorliegenden Bedingomgemal erreichbareWelrt ermittelt.
DieBerechnung erfolgt nun unter der Bertcksichtigung, dass bei einer verwendeten Konzentration vc
500 pM Alitrobenzaldehyd und bei Anregung mit 7 Laserpulsen nur 51 % der eingestrahlten
Laserleistung in die photolytische Reaktion eDgghergibt stt ein theoretisch erreichbarer

pHWert von 4,3Bas bedeutet, dadie Abweichungeru dertheoretisch freisetzbaren Protonen

40 %betragen

In Abschnitd.1.2 wurde bereits fur die-§pflunggenerierungn TrSaphi.asersystendie

Abweichung des experimentelli&pnpidges der gleichen GrolRenamd diskutieMVie an dieser

Stellesoll auch hier eine kurze Betrachtung méglicher Grureldfivaiidsingen erfolgen. Eine
Limitierung des erreichbarefWeites als Effekt der Rickvermis&anngals Ursache nicht
herangezogen werdenind&eitregime von ms ein Einfludsifoesionseffekten unwahrscheinlich
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ist (vgl. Abschr@ii6.9im AnhangfAuch kann weder eine geringfligige Restkonzentrationen an CO
noch demdliche Energieverlust durchnickéan bertcksichtigktadbspiegeblisandig als Erklarung

fur diese Abweichung dieBsnist denkbar, dass die Anwesenheit und somit Protonierung de
Fluoresceins in derHfeksungeteilweisererantwortlich dafur istsams Teil der freigesetzten
Protonen nicht fir denSpirung zur Mfagung stehEs werden der Lésung 3 UM an Indikator
zugesetztDas dafur verwendete Fluorescein besitzt 4 protatnogmelas Monokation, das
Neutralmolekil, das Momna das DianidBei pH 8 liegt fast ausschlief3lich das Dianion in wassriger
Losungvor, wahrend bei pH 4,5 rund 68 % des Monanions und 32 % des Neutralatoms vorli
[Klonis und Sawyer, 1Z26hit werden et@@ %der fehlenden Protofi@ndie Protonierung des
Indikators verwendet und stehen d8pryhg) nicht mehr zur VerfugbsghkeRenkbnntenicht

geklart werdemb damit alle Faktoren bericksichtigt.vidiederst aber auch fir die weiteren

Messungemicht relevant

4.3.4. Charakterisierung des pH -Sprungverhalten s des

bevor zugten Anregungssystems

Der Ubergang vom-Lésergstem zum #sasersystemund die damit einhergehende
Leistungserh6huhgt zum Ziel, dass volle Patedes Aitrobenzaldehyds als Triggersubstrat
auszuschopfen. Das bedeutet die Realisierundgplesgeés durch Anregunjamosekunden

Bereich. Im Folgenden wird d&pphiyverhalten des favorisierteBgrdngsystems beschrieben.

8,5 v —— Anregung mit 7 Pulsen direkt
—— Anregung mit 7 Einzelpulsen
8,0 -
7,5
7,0 -
= 651
I
& 6,0+
5,51
5,0 1
'_,,.,_u-v—‘-"""_‘_mu.-'""_'_‘_‘_‘“
4,5
-5 0 5 10 15 20 25
ts]

Abbildung55 pHSprung einer 500 pMiobenzaldehdsung im Vergleich von EinzelmadsMehrpulsanregung
(schwarz: Anregung mit 8efublirekt; rot: Anregung mit 7 aufeinanderfolgendefeulstss nmP = 2,4 W
texe=7ms; die Lésungen enthalten 3 uM Fluorescein)
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Vergleichend wurdeeinem Experiment neben der Anregung mit siebaie Putsegung mit
sieben aufeinanderfolgenden Einzelpulsen ataBsiBldung5 sindzusammenfassend die pH
Springe der beiden Experindargestelltim Anregugsexperiment mit Einzelpulsen zeigt sich
erneut, wie bereits diskutiert, ein anfanglitiert pid schwach sauren Beldiehdeutet sich

trotz Optimierung der Ausleuchtunginathsansteigender Verlauf des\artes nach dem-pH
Sprung an. Beeierer Anregung durch Einzelpulse sinkd/dert p¥¢iter ab, wobei die Groé3e des
Sprunges, aber auch der spatere Anstieg Eertgd] mit zunehmender Anzahl an
Anregungspulsen deutlich abnimmt. Betrachtetkuoaredigaticam erzeugten Hydroniureip

so ist diese mit rundN2 relativ konstant. Lediglich im erstoryhty wird nur eine Konzentration
von rund OfpM freigesetzEin maoglicher Grukdnnte in einer anfanglichen Protonierung des
Indikators liegdbie dafiur verbrauchten Protorbersdem pSprung nicht mehr zur Verfigung.
Mt sieben Einzelpulsen konnte insgesamtShift pidn 3fHEinheiten erreicht werden. Der
erzielte pMVert von 5,0 bietet ein gutes Potenzial, das auch nach der Zugabe der Komponenten des
Enzymsystems eausreichend grofRer-$pfung moglich ist. Im Vergleich wurde mit einer
Anregungszeit von sielddilisekundemit sieben Pulsen einS@tung von 3pHEinheiten
ermittelt, wobei hier eine gute Stabilitéat auch nach dem Sprung vorhanden ist.

Im Folgendemwurde die Anzahl der Anregungspulse variiert mmindéde Anregungszeit
ermittelmmit der ein fur das System hinreicher8pryplg erzielt werden kamAbbildun§6ist

das erwartete Absinken deSgybinges mit sinkender Anzahl der Anreguagsgesiellt

LT n —— 1 Anregungspuls
e ML TR R —— 2 Anregungspulse
g —— 3 Anregungspulse

7 Anregungspulse

i

ts]

Abbildung 56 pHSprung einer 500 p@Nitrobenzaldehdsungbei variierender Anzahl von Anregungspulsen
(/ exc=355 nmP = 2,4 W, die Lésungen enthalten 3 uM Fluorescein)

So kann mit einer Anregung von sieben Pulsen beréeriagrH,9 erreicht werden, wahrend

durch eine Einzelpulsanregung immerhin ein iAitlakévpHkl 6,2 erreichbar ist.
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Die dabei anfanglich entstehende Hydroniumionenkonzentratiendi@i éinsegungspulse ist
zunachst proportional zur Anzahl der Anregungspulse und damit zur AAbigdnggzéit (
links). Beim Ubergang zu héheren Anregemgsttgedoch eine Sattigung der Protonenfreisetzung
ein. Betrachtet man den-\WErt nach dem eigentlichen Sprung, so tritt auch hier, wie auch b
Anregung imlillisekunde®ereich, ein Riuckgang Higdroniumionkanzentratiogin Tragt man
diesen Ruglkng prozentual mitial erzeugtétydroniumiorkemzentration auf, so ergjititein
linearabnehmendé&ferlauf mit steigender Anregungsibkitdun®7 rechts) So kommt es dazu,

dass bei Anregung durch einen Einzelpuls ein Ruckgatigri@mionenkonzentrabonmehr

als 70 der freigesetztelgdroniumionenkonzentratatfindetHngegenst bei einer Anregung

mit 7 Pulsen nur noeim Verlusvonrurd 20 % der gebildetelgdroniumionesturch die
Ruckvermischung verzeichnen

224
20 — 704
18] =S
i +_ 60+
) 1461 Om %
- 14
> 124 " z 50
£ 8
= 101 =
+8 8- B g 404
> - = =-
T 6 S 304 y = -8,9%x+81,66%
S 4] o =z
2y 20
0_ »
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
Anregungspulse [-] Anregungspulse [-]

Abbildung57. InitialeHydroniumionienzentration (links) &ittkganger Hydroniumiorknzentration (rechis)
variierendeknzahl der Anregungsp@6@ pM ABA;/exc= 355 nmP=2,4W; 1i 7 Anregungspulse, die Lésungen

enthalten 3 pM Fluorescein)

Zusammenfassend betrachtet bedeuteladasnter diesen experimentellen Bedingdiegen
hochste Stabilitat des-\Vigettes durch eine Anregung mit mehr als sieben Anregungspulse
gewahrleistet isnter Beriicksichtigung der Pufferkapazitdt der Komponenten des Erstymsystem
jedoclein ausreichend groReiSpkung bereits mieiAnregugspulserrreichbaivergleichbare
Bedingungen zu den Aktivierungsexperimenten rsiaplesnaker inviillsekunddBereich erzielt

man durch die Bestrahlung mit insgesamt sieben Anreguidmpulsedeutet, fur die
Aktivierungsexperimeggrugeinetheoretische Anregungszeit vos, 4@aginer experimentellen
Anregungszeitdaueron 7ms entspricht Um mehr Raum fur die Pufferkapazitat der

Systemkomponenten zu schaffen, wurde im Weiteren die Konzentration des Triggersubstrates e
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8,51 T — 500 pM

8,0 — 750 uM
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Abbildung58 pHSprung einer 500 pM und einer 75-Nifkbbenzaldehydsungm Vergleich & = 355 nm
P=2,4W;texc=7 ms; die Losungen enthalten 3 pM Fluorescein)

In Abbilduné8 wirdhierzu vergleichend getSprung einer 500 uM und einer 750-NBA 2
Losung mit 7 AnregungspuyjseaigiWahrend bei Bestrahlung einer 50INBAL2sung der pH

Wert nach dem argfich erreichten J¥ertvon 4,8 leicht auf 5,0 ansteigt, erreicht man durch den
Einsatz einer 750 uM Lo6sung einen noch groRepeangHauf pH 4,6, der auch stabil auf 4,7
gehalten werden kann. Es ist also davon auszugehen, dass bei Zusatz v&ulistmineiond

ausreichend grofRer und stabi8pplithg realisierbar ist.

—— 750 uM 2-NBA
—— 750 uM 2-NBA + 83,3 uM CF-MUP + 0,04 mg/mL Enzym 8.5
8.0 e TS —— 1 Puls
8,0 Fe | —— 7 Pulse
7,5 1
7,01 751 ——
o 6,51 o~ 7,04
T I
S 6,0 \% S 65- %
5,51
6,0 -
5,0 1
4,51 [E— : 551
-10 -5 0 5 10 15 20 0 100 200 300 400 500

t[s] t[s]

Abbildung 59 pHSprung einer 750 p@Nitrobenzaldehdsungim reinen pHprung und im enzymatischen
Gesamtsystefiirdie Anregung mit 7 Puldieks) untlangzeitaufnahme desSpirlingverhaltens im enzymatischen
Gesamtsystem fir die Einzelpulsanregung und fir die Anregung (nécit$jlsen355nm;P = 2,4 Wiinks:
750uM 2NBA; rechts: 750 uMIBA + 0,04 mg/mL saure Phosphatase + 83;BI1WH; die Losungen enthalten 3 pM
Fluorescein)

Nachdem der {8tbrung fur-Ritrobenzaldehyd als Einzelkomponente charakterisiert war, sollte auch
im Gesamtsystatar pFSprung realisiert werden, um eine Enzymaktivierung zulrarteikben.

Graphen deAbbildund9 sind die piSpringe fir die Anregung mit 7 Pulsen veranschaulicht.
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Wahrend in reineNRrobenzaldehydlosung initial éveptH/on 4,3 erreicht wird, steht dem ein pH
Wert von 5,6 im Gesamtsystem gegeBeibeeiden Systemen ist der Anstieg nasprdegials

eher geringfligig anzusehen, wobei hier eine leichte Stabilitdtserhéhung im Gesamtsystem ve
werden konntBei BetrachtugrLangzeitmessungAibbildun§9 (recht} verzeichnet man, nach

dem kurzfristigen Andfieglie Anregung mit 7 Pulsen eine gute Stabilitat des eréiertesn pH

Fur die Einzelpulsanregung zeigt sich nach einem kurzfristigen Anstieg nach ca. 25 Sekunden e
des pHWetes. Diese Instabilitéat konnte aus einer eintretenden Enzymreaktion resultieren. Durc
Eirzelpulsanregung gelangt imayesamten enzymatischen System meukealen pBereichln

diesem Bereich genulfbereits selvielgeringere KonzentrationeHyadroniumionén Vergleich
zumsauren Bereiaim eine Anderungs pHWertes zu generierébschlieRend kann fur die
folgenden Aktivierungexperimente zusammengefasst werdesh des#mnregung mit 7 Pulsen

ein pHBereicherreicht wiydin dem das nEym natzu maximale Aktivitdt besitet. B
Einzelpulsanregumid ein Sprumgden neutralen Bereiteugt, woraus resultieesne geringe
Aktivierung d&sizyra zu erwarten ist.

4.4. Untersuchung zur laserinduzierten Enzymakti -

vierung durch Anregung im Nanosekunden  -Bereich

Mit der erfolgreichen-§plunggenerierung konnte der erste Schritt der Enzymaktivierung bere
dargestellt werdelm einem nachsten Schritt wurde erneut die Kompatibilitdt der verwendet

Reaktionsbedingungen auf die enzymidtegb@nente des Aktivierungssystems geprift.

Anregungswellenlange = 355nm Leistung =W
Pulsdauer =ns Lasersystem = Nd-YAG
Voruntersuchungen pH-Sprung- Voruntersuchungen Enzymaktivierung
pH-Sprung generierung // Enzymsystem
Verkiirzung Anregungspulse Laser Charakterisierung
Strahlengang Triggerkonzentration Triggersubstrat
Triggersubstrate Substratzusatz
Enzymzusatz

Bei Ubergang der Anregungswellenlange zu 355 nm unter gleichzeitiger Erhohung der verwe
Laserleistung, wie es durch die VerwendungYdeSLAkkkrs der Fall war, musste erneut die

Stabilitat des Enayonter den verwendeten Reaktionsbedingungen beurteilt werden.
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Dazu wurdewie schon zuvor in Abschriitbbeschrieberie Enzymaktivitdt mit und ole

Bestahlung durch den Lasswwie vor und nach der Anregung bediiabet zeigen die
Messungen (detaillierte Daten und Ausflihrungen sind imtémhAbaghniits.9zu findenjlass

von einer verlustfreien Anregung ausgegangerkaverdas Enzym weist demnach auch bei
deutlicher Erhéhung der Laserleistung gegenuber der langBeitigkmdg)®ine hohe Stabilitat
auf.Zusatzlich kann die Einfihrung veesatieSubstituenten einen Eiafliistie Enzymaktivitat

haben. Daher sollte das Ergebnis fur den EinfluSstrdbsrizaldehydes bestatigt und um den
Einfluss der halogenierten Nitrobenzaldehyde erweitdts\Wwarthedabei festgestellt werden, dass

der Einsatz der photoaktivierbaren Verbindungen die Aktivitat der sauren Phosphatase beeinfluss
dieser Einfluss aber vergleichsweise gering und damit tolerierbar ist. Fir weitere Details sind di
vollstandigen Daten und Ausfihrungen denuAtdrahghnit6.5.1beigefiigt.

4.4.1. Untersuchung der laserinduzierten Enzymaktivierung

Die Untersuchungen haben gedeggdurch digdalogenierurdes 2Nitrobenzaldelegdkeine
Verbesserung des-pptunges erreichiaar Zwar ist in Gegenwart dditdbenzaldehydderivate

eine leicht erhdhte Enzymaktivitat zu verzeichnen, aber ein entscheidender Nachteil der Derivate ist ¢
sinkende Loslichkeit in Wasser. Daherfastodsgerte System fur die Enzymaktivierung weiterhin im
2-Nitrobenzaldehyd zu sehen, wobei eine Konzentration an Triggersubstrat von 750 uM verwende
wird. Durch die Verwendung dieses Systemauahiiitedie Anregung mit dem Nanosekunden
Lasersysteraine Enzymaktivierung erfolgreich durchgefuhrt wedecteim diesem Abschnitt

dargestellt und diskutiert wird.

Da durch die BestrahlungsielitenAnregungspulsen die besten Ergebnisse furSpeangHn

GroRe und Stabilitat erzielt wurden, erfolgichst auch die Enzymaktivierung unter diesen
Bedingungeim Abbildung§0wirddabeider zeitlichéerlauf beider Komponenten des Sysktems

einen Zeitraum vofi Minuten gezeiglvahrend im oberen Teil des Diagramms die zeitliche
Verfolgung des-igrunges aufgetragen ist,demlinten die daraus resultierédivierunder

hydrolytischen Akti\gggenubergestellt

Vor der Anregudgs pFSprunges bei pHsB keine signifikante hydrolytische Adeitaididoar.

Durch die Anregumgt einer Wellenlange 86Bnm und siebenAnregungsiisenwird ein pH

Sprung biauf einen pAert von 5,8 generiert. Dies wiederrurnrifirtsetzeder hydrolytischen

Umsetzung durch die saure Phosph&tash. der Aktivierung des Enzyms konnte eine
Reaktionsgeschwindigkeit vble@ol/(min-nagpniis)t bei einem rSatz von @ mg/mLsaurer

Phosphatase ermittelt werden.
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Abbildung6Q Laserinduzierte Aktivierung der enzymatibgtielyse fir didehpulsanregund ec = 355 nm
P =2,4W;texc=7 Pulsg0,04 mg/mL saure Phosphatasd #tMITAMUP in 150 mM Acetatpuffer phh&eE3ramik:
Veranschaulichung des leerni@FSprungsim Aktivitatsprofil der Phosphatase

Das entspricht eimahezu achtfach&mhdohung der Reaktionsgeschwindigkeit im Vergleich zu
Reaktionsrate vor dem ladarierten gbprungDie ermitteli&ktivierungate ist damit konsistent

zu der durch denSHphiaser erreichbaren AktivierDngchdie Mehrfachbestimmung der
AktivierungvurdenjedochSchwankungen fur die Aktiviad@h der AnregungpistriertUnter
Bertcksichtigung aller erhaltenen Ergebgéssiciabeeine mittlere Aktivierungsratéakor
siebenDaruber hinaus wurde geprift, ob durch die Anregung mit einem einzelnen Anregungspu

Aktivierung des Enzyms moglichlinisAbbildung6l wird die zeitliche Verfolgung des

Aktivierungsexperimentes unter Einzelpulsanregung grgesiistth dar
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Abbildung61 Laserinduzierte AktivierungedeymatischeHydrolysdur dieEinzgdulsanregunffexc = 355 nm;

P=2,4W;texc= 6 ns; 0,04 mg/mL saure PhosphatagepM8EMUP in 150 mM Acetatpuffer pth&eEypraphik:
Veranschaulichung deiléen pFSprungsim Aktivitétsprofil der Phosphatase
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Aus der Abbildung wird ersiclttissauch durch eine Anregung6uvas eine Enzymaktivierung

initiilert werden kann. Hier kamnkéittel Gber mehrere MessuweigerAktivierung des Enzyms um

das Vierfache erreigbtden.

Wie bereits diskutiert kommt es bei Verfolgung der LangzeitmeSsiatigdesnmp¥Wertes
Daneberist hier ein Zuwachs der Aktivitat Uber den Messedianbar. Hstdenkbardass

diese ansteigende Aktivitat aus dem AbfalVdesestthrt. Durch die Senkung ded/eites in

den sauren gBereich gelangtan im piRrofil weiter in den aktiven Bereich dgagnwas zu
einemweitereterhéhung der Umsatzrate fihrt.

In Abbildun®2 wirdzusammenfassend die zeitliche Verfolgung der Aktivierung in Abhangigkeit der
Anzahl der Anregungspujseeigt Aufgrund der hohen zeitlichen Auflésung und der geringen
Anderung d@roduktinzentration weist die Abbgd ein geringes SigneRausch/erhaltnis auf.

Aus diesem Grund wurden die Kurven einer Glattung unterzogeni@isskunigeralbefinden

sich im Anhang urbbildung4).

Es zeigt sich, dass in den Anregungsexperimenten na8prdaggeugung ohne zeitliche
Verzogerung eine signifikante Enzymaktivierung eintritt. Daher kann man davon ausgehen, dass d
Enzym in weniger als 26 ms (bedingt durchaotiie Aeitibsung der Detektion) auf den erzeugten

pHSprung reagiert.

7 Pulse

3 Pulse

1 Puls

CCF-MU,Bildung [MM]

t[s]

Abbildung62 Laserinduzierte Aktivierung der enzynmadtigdhayse in Abhangigkeit der Anregurigsze356 nm;
P=2,4 Wex.= 1, 3, Pulse 0,04 mg/mL saure Phosphatas8 gtNM3CRMUP in 150 mM AcetatpufférgH

Vergleicht man die Reaktionsraten der Enzymaktivierungen so istasddanrtnarehmender
Anzahl der Anregungspulse die resultierende Reaktigyisfatessisi bedingt durch den dabei
zunehmenden {8prung, was in der innenliegedddgmagungler Abbildungs2 graphisch

veranschaulicht wikturch die steigendazahl an Anregupglsen wird ein zunehmendesaur
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pHMilieu erzeugt. Bedingt durch das Aktivitatsprofil der sauren Phosphatase resultiert darau
steigendd@ktivierungsrate des EnzyaszeitlicheBetrachtung der Produktbildung fatiassif,

sowhl dieAktivierungit siebeAnregungsitsen, als auch diktivierungnit dreAnregungsisen

keina linearen Zusammenhang aufweiggrkommt es zu einem Rickgang der Produktbildung im
Verlauf der Reakti®er mdoglich&rund fir dieses Phanoment&din den Instabilitéties
pHWertediegen Wie in der lasGraphik angedeutidet zunachst ausgehend von ¢ét 8
pHSprung statt, wobei der initial erreicierfuidrch die rote Flache gekennzeichnet ist. Im Laufe
der Reaktion jedoch stedgtptHWert wieder an, was durch den Ubergang der rot gekennzeichnete
Flache zur blauen Flache veranschaulicht wird. Das bedeutet, durch eine #iebegung mit
Laserpulsen kommt es zu eineSppiig auf einanfanglichggHWert von rund 5,5 und daraus
resultierend zu ein@hezu 0 %dgen AktivierungynschlieRend steigt deiydtnnerhalb der im
Experiment verfolgter88Runden auf 5,8 an. In der Konsequenz sinkt auch die Aktivitat des Enzy
um ca. 3%. Auch fur die Anregung mitdis2n belitet der Riickgang ded/\fgites einen rund
15%igen Aktivitatsverlushders ist das fur die Einzelpulsanregungstzauah hier einen
Ruckgang des dWertezu verzeichngdieser wirkt sich jedoch mit rund 6 % Aktivitatsverlust kaum
auf die ohnehgeringere Reaktionsrate Baslurch ist in der Einzelpulsanrdguigobachtung

eires lineareverlawdsder Produktbung die Folge der Aktivierung.

Durch die Anwendung de¥ Al@dLasersystems fir die§pgfunginitiierung konnte erfolgreich bei
gleicher Aktivierungsrate fir das Enzym die Anregungszeit um Faktor 35 auf sieben ms g
werden. Zusatzlich konnte mit diesen Messungen gezeigt werdea, Aldsserung der
Enzymreaktion auch nach einer Einzelpulsanregung stattfindet. Es konnte unter den experime
Bedingungen eine vierfache Enzymaktivierung realisiert werden. Darhitbsstesn Wissen
erstmals gelungen €lisbtinduziertgeuerung der hydrolytischen Enzymfunktion durch Anregung
eines pkbprunges ildanosekunddereich zu erlang€ifir die Abfrage der Reaktion stiinde damit
theoretisch eine Zeitauflosung des einsetzenden enzymatischen Prozesses von theoretisch
(begrenztlurch die Geschwindigkeitegprotonierung debliZobenzaldehyd@onteret al,

2017) zur Verfugundie hier eingesetzte Detektion bietet den Vorteil, dass nicht nur selektiy
charakteristische Wellenlangen, sondern das vollstandige Spektrum lber den gesamten P
interpretierbar ist. Somit ist die simultane DetektiorSpiesigeHund der einsetzenden
Enzymreaktion moglich. Darliber hinaus, kdénnen aber auch mogliche Nebenreaktionen
abweichende Prozesse verfolgt werden. Da die ablaufenden Prozesse auf diesem Weg ausre
charakterisiert werden konnten, ist es rukuimfjen Messungendtglichund notwendigne

Abfrage zu realisieren, die zwar den Vorteil der Interpretation des Gesamtspektrums verliert, jet

Zeitaufldsung gewinnt.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmerder vorliegenden Arbewurdeder Einsatailtrakurzer Laserpulse als Schalter
enzymatischer Funktiommprift.Das zentrale Ziglar die Entwicklung einer Methode zur
lichtinduzierten Steuerung enzymatischer Akewit&lie vorgestelkéethodest im Gegensatz

zu den betsi bestehenden Aktivierungsmethoden, nicht auf eine bestimmte Klasse von Enzymen
beschranktind erweitersomit das Spektrum aktivierbarer En2gmeé\nsatz basiert auf der
sprunghaften Anderung desNpHes innerhalb eines enzymatischen ReaktionsBgstems
laserinduzierte {8prung wird durch die Protonenfreisetzsinder Umlagerung \&Nitre

benzaldehyd erzeUugaraus resulti@ine Verschiebudgr Bedingungen einem fluad Enzym

aktiven MilielAls Ergebnisliesersprunghaften Anderungérd schlieRlich die enzyische

Funktion initiiekeben deerhéhten Vielseitigkeit dieser AktivierungssatbiedsuclilenVorteil

einer hohen zeitlichen Auflésung fiir die spatere Anwendung in Ecldireitinialysan

Im ersten Teil derbgitlag das Hauptaugenmerk aubDderonstration des Messprinzips. Dazu
standen zunachst dEntwicklung eines geeigneten experimemtaflesus sowie die
Charakterisierung desittobenzaldehydes und die Erzeugung eines ausreichend grof3en und stabilen
pHSprunges im Vordergrund. Parallel dazu wurde ein optimales enzymatisches Testsystem ermitte
und charakterisi@arch e Anregung der p8prunggenerierung im mBereichkonntelanndas
Konzept déaiserinduzierten-gidrungaktivierungchgewsenwerden
Basierend auf den durchgefihrten Untersuchungen wurden die folgenden Erkenntnisse gewonnen:
i Die Anregung der Photolyse kann bei hoher eingebrachter Laserle@tsedsadeb
Absorptionsmaximums desitrdbenzaldehydem langwelligen B¥reichbei 38&m
erfolgenDie Erh6hung der Geschwindigkeitskohkstaatierdabeimit dem Zuwachs an
Photonenin der Konsequenz bedeutet das, dass eine Anregungswellenldange, die mit hoher
Leistung generierbar ist, einer Ansaglieglange mit hoher Absorption dusch da
Photogbstrat vorzuziehen ist.
il Die saure Phosphatase eignet sich aufgrusidnifieanten gthhangigen Aktivitatsprofils fur
die externe Steuerung der Aktivitat Uber-d&mtpBie Wahl der geeignetaktion muss
dabei sorgfaltig unter Berucksichtigung der spektralen Eigenschaften aller Komponenten und de
Akzeptanz des Substrates durch das Enzym getroffen werden. Fir die vorliegende Arbeit wurd
die Hydrolyse v61thloo-8fluored-methylumbellifeposphat (AUPxu6-Chloo-8-fluore
4-methylumbellifef@~MU)als geeignete3treaktion identifiziert
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iii  FOr das Substrat der sauren Phosphatase wurden kinetische Daten bei veféédituhenen pH
ermitteltWahrend die maximale Reaktionsgetigheit dem ghhangigen Aktivitatsprofil
folgt, steigt die Michadisnhten Konstante mit steigendeffept$tark an.

iv Die Awesenheit des Enzyms und s&uobstras hat entscheidenden Einfluss auf die
realisierbare GroRe desSpkHinges. Fur daazymatische Gesamtsystem konnte dabei ein
pHSprung von rund 2pidheiten von @-huf pté realisiert werdddamit konnte das System
auf einen pWert nahe dem Aktivitatsoptimum des Enzyms gebracht werden.

v Die verwendete saure Phosphatase auastdtelkzeigt eine hohe Stabilitat sowohl gegentber
Strahlung im langwelligeiBeréich als auch gegeniiber der Anwesenheit des Triggersubstrate
2-Nitrobenzaldehyd und seines Photopradwudas/erwendeten Konzentrati®osiit kann
eine verlustfredmregung der Enzymaktivitat durch -&gmuptd realisiert werden.

Nach der Charakterisierung der einzelnen Komponenten des Aktivierungssystems konn

Gesamtsystem die MéglichkegxtiennerKontrolle der Enzymaktivitat durch einen laserinduzierten

pH-Sprungerfolgreich belegt werden. In Abhangigkeit der Enzymkonzedésitiensteigende

resulti,ende Aktivitdt ermittBlirch dieMethode der laserinduzierten-@bfungaktivierung

konnteudeneinenahezwollstandigeAktivierungoelegt werden.

Nachdem die Methode der lichtgesteuerten EnzymaktivieRergioh erfolgreich dokumentiert
wurde standim zweiten Teil der Arbeit \GBekiirzung ddrendtigie Anregungszeit fur die
pHSprunggenerierungn MittelpunktUm das volle Potehz des -Aitrobenzaldehydes
auszuschopfen wurde Aimeegungles pHSprungesm NanosekundeBereichangestrebt.

i Eine Verklrzung der bendétigten Anregungszeit um Faktor 35dwantdurameine leichte
Verschiebung der AnregungswellenEm@88 auf 3551 noch wichtiger jedoch durch eine
erneute Leistungssteigerung des Anregungsstrahlengang erreicht werden.

i Neben der Moglichkeit der appard&@pgmierungvurde zudem die Derivatisierung der
verwendeten Triggersubstanz zur Steigerung des realisiSpanegeptyjetestéiir alle
getesteteRlalogenderivate deNiobenzaldehydesinte nur eine geringfigige Verbesserung
charakteristischer ParametatteltrwverderineVerbesserung des erzeugbarespphhges
konnte nicktreicht werden.

i Die Einzelpulsanregudgs bedeutet die Anreding ns, fihrzu einem pHprung in das
neutrale pMlilieu. In der Konsequenz kam es authdmier Aktierung des Enzyms

Es konntdlr dieVerkirzung der Anregungszeit um Faktor 35 auf sieben ms ein vergleichbe

pHSprungnitiiert und somit dleicheAktivierungsratdir das Enzymie fur das Millisekurden

Lasersystesrreicht werden.
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Zusatzlich kate mit diesen Messungen gezeigt werden, dass eine Aktivierung der Enzymreaktion
auch nach einer Einzelpulsanretpiagtiert wir®amit ist es erfolgreich gelungen eine optische
Steuerung der Enzymreaktion dmreglgung inNanosekundeBereichzu erlagen.Zusatzlich

konnte gezeigt werdeassdie Reaktion des Enzyms auf denSpfung in weniger als 26 ms

erfolgt.

Die vorgestelltérbeitzeigt das grol3e Potenial der lasainduzierten Enzymaktivierung fur
maogliche Anwendungen in der Echtzeitanapyséeinogener Systeméufbauend aufed
erhaltenen Ergebniseegeben siaferschiedernsatzpunkte fur zukiinftige Untersuchungen:

ApparativeEntwicklungen

In demomentanen experimentélitemdnung erfolgt die Detektion durch Aufnahme degerollstandi
U\WVisSpektrums. Das bietet den Vorteil, dass alle Prozesse des komplexen Systems verfolgbar unt
interpretierbar sindie Aufnahme des Spektrums hat jedoch den Nachteil, dass ihre zeitliche
Auflésung auf den ZeitbereicMiiisekunddseschrankgti

Eine Mdoglichkeit die zeitliche Auflosung zu erhéhen, ware der Einsatz eines Absorptionsspektromete
desserAuflésungn psBereich liegt. Leider geht diese Erhdhung der Zeitauflosung mit einer Senkung
der Empfindlichkeit einher. Darliber higiaeisie Detektiomweiterhirum Grél3enordnungen

langsamer als die AnreglesgpFSprunges

Im Rahmen der Arbeit kortiteProzessdes verwendeten Systeherakterisiert werdBaher

kann in eineméachsten Schritie Detektion Ubeinzéne charakteimtheWellenlangerealisiert

werden. Dies bietéeén Vorteildass eine Detektiant einererhéhten Zeitaufldsuing der

GroRRenordnung der Anregung entwickelt werden kann

Entwicklung depHSprungsystems
Um dieentwickelte Methode zu erweitern, dasrgstemufdie Anwendumggiterer photolabiler
Substanzen fir die Protonenfreisetzung ausgedehnt werden. Ferner ist auclvoder Einsatz

Photosaureron Interessem aucklie ErzeugumgversiblgHSpringe zu nutzen

Entwicklung desnzymatischeisystens

Eine Erh6hung der Zeitauflosung um mebrétenordnungenuss auch diErhéhung der
Empfindlichkeit der DetektiofEmtgrmaktivitédtr Folge habeRAusatzlictst es fur diBetektion
vorteilhaftyenrvor der AktivierukgynProduktsigndéektierbar ist.
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EinBeispiel figin derartiges Detektionssystem wurde kurzlich vegestelltentwickelten ein

neuartiges Fluoreszenzdetektionssystem fir PhosphatasefRtioitdétenl, 2013]Dieses

Detektionssystems beruht a8atedtunder Fluoreszenz des Produktes diemehzymatischen

Abbau ees Fluoreszenzquenchers

Da die vorgestellte Aktivierungsmethode lediglichicitindezierté®chaling des pM/ertes

beruhtist eine Anwenduagf eine Vielzahl weiterer Enzignkbgrwobei man nicht an die

naturliche Lichtempfindlichkeitdmd&nwendung spezieltakbiver Verbindungmiunden ist.

Tabellel3 Beispielenzyme fiir die Erweiterulichtdaduziert@itWertkontrolle der Enzymaktivitat

EG

Nummer Enzym Organismus Reaktion DpH Lit.
/Q\ lEt /E!
HO,S N HOaS/QN'*
5)§"\‘ Laccase S)Q'T‘
Trametes Na S Nx S .
1.10.3.2 Laccase | i \/L@/som \j@/som 7i4 a
Et Et
Bos OH (0] a,b
1.11.1.6 Katalase primigenius @ + 120, Kaaase q + HO 98  [Vetranet
taurus OH 0 al, 2005]
Poly OH 0 -
1.14.18.1 phenol Isgif‘”;rgcum @[ + 120, _PPO_, q + RO 108 [Zsoi%']d'a”'
Oxidase Y°OP OH 0
HO HO
o o«i%No2 o_ OH
OH Glukosidas OH B t
32121 b-Gluke Prunus o s IS 8i5.5 [Bowere
sidase  amygdalus OH , OH ' al, 2007]
"o HOONOz
LAI’ginin J\]T o L-Argininle J\J‘j
= Decarboxylase .
41119 Decarb E. col H HMOH TN gg [Bletheet
oxylase NH, NH, al, 1968]

aeigene Datehl.iteraturstellEerichtete Ubkatalas®©xidasé\ktivitat

Ein vielversprechender Kandidat ist dab€Idiesidaséber auch abseits der Hydrolasen findet

man weitere anwendbare EnzymsystemeB.saccasen, Katalasen oder Decarboxyiase

Auswahl maglicher KandidstierTabelld 3zusammengestellt
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Anhang

6.2. Chemikalien

Tabellel4 Liste verwendeter Chemikalien

Chemikalie Hersteller Chargennummer Reinheit [%6]
2-Nitrobenzaldehyd Fluka 13845491180912. 0 9 9
4-Brome2-Nitrobenzaldehyd ABCR 1211366 O 97
4-Chlore2-Nitrobenzaldehyd SigmaAldrich 044121435 099
4-Fluore2-Nitrobenzaldehyd ABCR 1184389 098
Fluorescein SigmaAldrich 99
Salicylsaure Merck 2007123(EWG) O 99
2-Carboxyphenylphosphat Alfa Aesar 10133002 O 99
6-ChloreB-fluored-methylumbelliferonphosg AAT Bioquest 047009, 064052 O 99
6-Chlore8-fluored-methylumbelliferon AAT Bioguest 011142,075036 O 98
Natriumchlorid SigmaAldrich S7BC2210V o 89
Ethanol Merck o 99
Natiumhywbxid SigmaAldrich SZBD0080V 0 89
saure Phosphatdgdel U/myg SigmaAldrich 060M7011V

Chininsulfat Dihydrat SigmaAldrich 0 98
Natriumacetat Sigma Aldrich BCDHO0254V O 99
Essigsaure J.T. Baker 0301710004 99100
Maleinsaure Serva 07731 z.A.
Tris(hydroxymethytinomethan Merck 8382A020831 z. A
Natriumtetraborat Decahydrat J.T. Baker M26H06 z. A
SeeBlue(R) Standard invitrogen 536030
Novex(R$harpgJnstained Prot@tandarsl  invitrogen 1189842
NuPAGE(Fgeduktiomsittel invitrogen 1366046
NuPAGE(RJESSDSPuffer invitrogen 1177481

Simply Blue Safe Stain Losung invitrogen 1237898

NuPAGE(R}¥% BidrisGel invitrogen 12101573

Puffer pH 7 (Prazisidill Puffer) WTW

Puffer pH 4 (Prazisidill Puffer) WTW

Puffer pH 3 (Fixanal(R)) RiedeteHaen 907138742

Puffer pH 1 (Fixanal(R)) Riedelle Haen 921238740

Toluol Chemikalienlager

111



Anhang

6.3. Gerate

Tabellels Liste verwendeter Gerate

Gerat Bezeichnung Hersteller
pHMessgerét WTW pH 3#itloLineElektrode g&vr\]/al\lﬁtélseg[ﬁéﬁjo
Vortex Vortex Genie 2 Scientific Industries
Pipette 5000500 pl Eppendorf Research
Pipette 10002100 pl Eppendorf Research
Pipette 20G 20 pl Eppendorf Research
Pipette 10010 pl Eppendorf Research
Kryostat Compatible Control CC1 Huber

Waage Satorius BP 121S Satorius

Waage Satorius LC 621P Satorius
Reinstwassémlage SG Typ Ultraclear SG
lonenaustauscher SG
Absorptionsspektrometer Specord 50 Analytik Jena

CPA 2001 Ti:Sphitverstarkersystem Clark MXR

SHO5 Shutter Thorlabs
DH2006BAL U\WVisLichtquelle Ocean Optics

QE 65000 Faserspatometer Ocean Optics
DGRed Langpassfilter LinosPhotonics

NT 242 NdYAGLasersystem EKSPLA

Lasercam HR Beamkamera Coherent
DSO6104A Oszilloskop Agilent Technologies

Superlite 400

Multispektral Lichtquelle7820nm

Lumatech
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Anhang

6.4. Verbindungsverzeichnis

Die folgende Ubersicht enthagtdigturformeln aller anfiihrten Verbindungen zur D@istellung.

Verbindungen wurden alphabetisch sortiert.

Tabellel6 Strukturformeln aller anfiihrten Verbindungen

Verbindung Strukturformel

NO, OSOzH
1(2Nitrophenyl)ethylsulfat

@)
I
@

2(3H-Benzofuranon

O
2,5Dimethylphenadybluolsulfonat @v RS
O
5T L
(0]

2-Carboxyphenylphosphat Q\)k OH
07PO3H2

2-Hydroxyphenacylacetat ok

!?

—\'U‘O
p=

2-Hydroxypherid 2- NO, 0" oH©O
nitrophenyl)ethylphosphat OH
CHg
NO, O
2-Nitrobenzaldehyd H
H
NO O
2-Nitrosobenzoesaure /@AOH
H
O
3@2H-Benzofuranon CE@
@]
NO O©OH
4-CarboxB-nitroses- o
methoxypheryessigsaure o
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NO,
o
4-Formyb-methox3-nitrophenoxyessigsau
o
HOOC OCHjs
4-Haloges2-Nitrobenzaldehyd /@A X =Cl.F. Br
4-Hydroxyphenacylacetat
4-Hydroxyphenacyldiethylphosphat, x = OAc, OPO(OEt),, OPO(OPh),
4-Hydroxyphenacyldiphenylphosphat,

4-Nitrophenylphosphat o~ POsH:

O{PO3H,)
6-ChloreB-fluored-
methylumbelliferon(phosphat)

8-Hydroxii,3,6pyrentrisulfan ‘038 O O so.

4-Metoxyphenacyldiethylphosphat \GVOPO(OE%

3

OH
NH,
N X
Y
Adenosin HO N
w
OH OH
NH,
N N
N
4
OH_. OH_ OH <)
Adenosintriphosphat HO, 1O 10,10 .
I I I
¢} ¢}
OH OH
Arginin H,N H OH
NH,
o
Asparaginsaure HONOH
O NH,




Bromkresolgriin

Chininsulfat Dihydrat

cyclisches Adenosinmonophosphat

Cystein

Fluorescein

Galactose

Glucosamin

Glucose

Glutaminsaure

H,SO,
2 H,0
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Cﬁ
S
s—Cys
Hamc
O™ “oH o OH
O
Histidin N
stid N OH
\=N  NH,
(@]
N
o ST
i N
Inosin o N
OHOH
(@]
Lysin H2NMOH
NH,
OH
(0]
Mannose OH O

OH OH
Naphtholsulfonat ‘03S O3S SO5

ausgewahlte Verbinduri@ernman und Huppert, 1979]

entnommen
0]
Natriumoxamat HZN%O
+
Na
(0]
O
o
0’7o -
OIV
O
Nicotinamidadenindinukleotid OHOH  NH,
N B
Po )
0°40 \ _
—_ O N
OHOH
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Orotidifb*monophosphat

PolyL-glutamin

Protochlorophyllid

Pyrophosphat

Rhamnose

Salicylsaure

Tyrosin

Uridirb*monophosphat

H™:
HsCOOC O
COOR,
[Sytinaet al, 2011]
0]

/F‘)\ -

e
o

P
o1 0

|
N

o)
NH
HO 2
o)
H,05PO o N
o)
OH OH
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6.5.

6.5.1.

Fluorescein als pH

Ergadnzende experimentelle Daten

- Indikator

In AbschniB.4.2wurde Fluorescein als Indikator fUr e&pryptd vorgestellt. Dieaphéngigen
Absorptionseigenschaften der prototrophen Formen des $ldohesneidazu, dass der
Umschlagbereich des Indikators gegenuber gebrauchhdiiatopdh deutlich aufgeweitet ist.
Dies wird iAbbildung3vergleichend flursdaerwendete FluoresceirBuachkresolgrdargestelt.

1,04

Dhormiert [
o o o
N o [e's}
1 1 1

O
o
N

o
o
1

—— Bromkresolgriin
—— Fluorescein

pH []

10

Abbildung63 AbsorptionsverhaltisFluorescein bei 490 nm Broankresolgrinei 615 nim Abhangigkeit des pH

Wertesm Vergleid® puMFluorescein in wassriger Losung #itEtfianpl0 pMBromkresolgrimwassriger Losung;
pHWerte wurden mit NaOH und HCI eingestellt)

Fur die Datenauswertung wurde eine Kalibrietffpikfidriber insgesamt 8 Messreihen erstellt.

pH [-]

10

Abbildung64 Kalibrierung der 3 uM Fluoresceinlésung (wassrige BEiOB{pHH 49 eingestélmit NaOH und HCI;
Auswertung bei 490 nm; Messwerte aus 8 MegsfigthenFunktion =Ffkil)
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6.5.2. Zersetzung  der Salicylsaure

In Abschnidt2.lwurde diskutiert, dass bei Anregung der &hzotdesSalicylsdure eine scheinbare
Zersetzung auftiihobererGraptderAbbildun§5wird dargestetiass in der zeitlichen Verfolgung

ein sinkendes Fluoreszenssignal der Salicylsaure zu verzeichnen ist. Dabei existiert ein Untersc
Ru&gang des Fluoreszenzsignals in Abhéngigkeit des Mediums. Wahrend iedigieti@ipuffer
geringfugig&ickgang der Fluoreszenz zu beobachten ist, fallt das Fluoreszenzsigsahgn NaCl
signifikant. Weiterhin wurden Absorptionsspektrenactr derdBestrahlung aufgenommen. Auch
hier ist der Unterschied des Verhaltens deutlich zu erkennen. Wahrend die normierten Spek
gepufferter Losurgpbildun@s linksuntef nahezu identisch swdjsen die Spektren in NacCl
LosundgAbbildung5 rechts unteajheblichgeranderungelerAbsorptionseigensoafaufDies

deutet auf eine Zersetzung der Salicylsaure wahrend der FluoreszaritaGlagumgpin.

2200 4 ——150 mM Acetatpuffer
——150 mM NaCl-Lésung
2000
— 18004
2]
C
>
§ 1600
1400
1200

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0

t [min]
0,30
1,04— vor der Bestrahlung —— vor der Bestrahlung
—— nach der Bestrahlung 0,254 —— nach der Bestrahlung
2 0,84
- 0,20 1
@
‘5 0,64
% = 0,151
= a
5 047 © 0,101
c
[a)
O 0,21 0,05 |
0,0 1 0,00
250 260 270 280 290 300 310 320 240 260 280 300 320 340 360 380 400
I [nm] I [nm]

Abbildung6s Zersetzung der Bglsdure unteN:Anregung (oben: Signal der FluoreszenzirOpditéBalicylsaure

in 150 mM Acetatpuffer pH 5,5 und 150 miNsNa@lexc= 265 nnP = 350 pWinten: Absorptionsspektren vor und
nach der Anregung liBkgM Salicylsdure in 150 mM Acetatpufigy mptmiertechts40uM Salicylséure in 160
NaClLsg. pH 5,5)
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Durchfiihrung der Gelektrophorese

Zur Molmasseand Reinheitsbestimmdag verwendeten Enzymisde eine @éktrophorese

durchgefiihrt. Hierbei erfolgt die raumliche Auftren®rotgider durch ihre unterschiedliche

Mobilitdtentlang eines Gradienten im elektrischerinFBlelation zu kommerziell erhaltlichen

Standards kann dann eine Auswertung der molaren Mass&aeufoliyeinzunachst das Protein

denaturiert, so dass esemer Pimarstruktur vorliegzu wird zur Probeldsung in geeigneter

Verdinnung Reduktionsmittel ddsikell@7) und das RevolumenufgefillDie Proben vaem
firl0minbei 70 °C erhitzt

Tabellel7. Bedingungen zur Denaturig von Proteinproben

Reagenz Probenzusammensetz
Probd1 mg/mL Enzym) 4, 6, 8

NUPAGE® LDS Probenpuffer 5ul

NUPAGE® Reduktionsmittel 2ul

Reinstwasser 9,7, 8
Gesamtvolumen 20 pl

DieProbemwerdernn die wells (Prattaschen) gefillt und die Gelelektrophorese unieatoidie in

18zusammengefassten Bedingungen, gestartet.

Tabellel8 Bedingungen der Gelektrophorese

Grole StartwerEndwert
Spannung 75V (konst.)
Stromstéarke 4722 mA
Leistung 3516W

Zeit 113 min

Das Gelwird nun mit Reinstwasser gewaschen, wobei der Waschprozess unter Verwendung einer
Labormikrowelle 45 s bei 950 W durchgefihrt wird. Im Anschluss wird zuRWadatdosung

SimplyBlue SafeStain Losung geberumuAafarbung erneut 45 s in der MikrowelleNadhitzt

erneutem Waschen2@it4dgeNaCGlLosunganndas Gel mehrere Wochen gelagert wdiddre

Auswertung widker Zusammenhang zwischen dem Logarithmus der molaren Masse und der

Laufstrecke der Bandgenutzt Aus der so erstellten Kalibrierung kann das Molgewicht der

unbekannten Probe bestimmt werden.
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6.5.4. Bestimmung des Eisengehaltes des Enzymr ohextraktes

Um dadir dieUntersuchungen verwenéeteym zu kategorisieren, wurde der Eisengehalte des
Lyophilisates bestimmt. Die Messung wemdenadCES IRIS INTREPIDel Firma Thermo

Fisher durchgefliihrt. Dazu wurde eine Lésung von 0,1 mg/mL Lyophilisat aivedancibeng
verwendet. Die Messung erfolgte Uber zwei verschiedene Emissionswellenlangen. Zum einen
die Analyse fur eine Wellenlange vomg8&d zum anderen fur 259,9 nm. Beide Wellenlangen
lieferten nahezu identische Konzentrationes e eldsltenen Ergebnisse gemittelt wurden.

6.5.5. Empirische Berechnung der lonenstarke aus der

Leitfahigkeit des enzymatischen Systems

Im Rahmen der Arbeit wurde die Abhangigkeit der Enzymaktivitat von der lonenstéarke untersu
die Ermittlung der lastérke wurden Substratldsungen untemdang von 0,784 CPP in den
entsprechenden Medien angesetzt und wenn notwendidyedempgHNatriumhydroxid und
Salzsaure auf einenpErt von 5,5 eingestellt. Es erfolgte dann die Messung der Lertfahigkeit
Substratstammlésung. Aus diesen Werten wurde durch Gthehomenitiée ermittefMarion

und Babcock, 1976]

a Q@ip @ pht awQl Glg. B
0 pfrt W h Glg. 2

Dabei ist | die lonenstérke in mmokldiendeitfahigkeitn®tm. Die Werte sindlabelle 19

zusammengefasst.

Tabellel9 Leitfahigkeiten und daraus ermittelte lonenstarken verwendeter Substratldsungen

Medium K [1S/cm] | [mol/L]
Reinstwasser 198 0,03
entiorsiertes Wasser 210 0,03
100 mM NacCl 10610 0,1¥
150 mM NacCl 15140 0,224
150 mM Puffer 9020 0,13
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6.5.6. Absorptionsspektren des pH -Sprung - und des

enzymatischen Systems

In diesem Abschnitt werden das AbsorptionsspektruSpdesypiggers und die Spektren der
Probelésungen der Aktivierungssysteme dahgédtieiltlung6wirddas Spektrum einer 100 pM
2-Nitrobenzaldehydl6sgegeigt

1,0
0,9
0,8
0,7 1
0,6 1
0,54
0,44
0,3
0,24
0,14
0,0
200 ' 2E'|>O ' 3(I)O ' 350 ' 400
I [nm]

OD [-]

Abbildung66 Absorptionsspektrum einer wassrigen 1itpdhénzaldehydlésung

Im Folgenden zeigen die GraphAbbifdun@7 die Spektren der Realprolsam pFSprung
experimenten ohne die Existenz des Enzym®)jist&psktren sollen veranschaulichen wie bei der
Datenauswertung vorgegangen wardé&raph oben links sind die Rohdaten dargestellt.
Messreihe, wie sie hier dargestellt ist, besteht aus 1200 bis 2400 EiNaispdidrent. bei
Wellenlangen kleiner 400 nm die Absorptionsschultératesn2aldeydes, sowie die Absorption
desFluoresceins vor und nach de8ppkhg zwischen 400 nm und 500 nm. Das starke Rauschen
zwischen 650 und 900 nm geht auf den verwendeten LaiiDdsti)teurick. Die fehlende
Transmission in diesem Bereich ist jedoch nicht von BedeutungerdaBeredibs keine
Absorptionen erwartet werden.

In einem ersten Schritt wird der hBeezechdes Spektrums genutzt um eine Funkta@m fir
Untergrund zu ermitteln. Diese wird dadenv@pektren subtrahiert. Bggslmienkorrigierten
Spektren sind im oberen rechten Graphen dargestellt. Nach der Basishveeddoradiktur
Absorptionen bei 490 nm auf die erstellte Kalibrierfunktion angewendet.
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<—— Zuwachs der Absorption
durch die Umsetzung von 2-NBA

0,3

0,2 1

OD []

=— Absorptionsédnderung
0.1 des Fluoresceins
' durch die pH-Anderung
0,01
400 600 800
I [nm]

1000

0,3 1

0,2

0D [

0,1

0,0 1

400 600 800 1000

I [nm]

Abbildung 67. Spektren des gBprungsystemd Vorgang der Auswertung ¢bbkst Rapektren und Fit des
Untergrurey oberrechts: untergrundkorrigierte Spektterien: Spektren nach Abzug dR8ASignals mit
Kennzeichnung der Wellenlange, die zur Auswertung genutzt wird)

Enthalt das Messsystem die enzymatische Komponente, so wird zusétzlich zur Basislinienkorre

Referenzspektrum dedlittobenzaldehydes (oder der Derivate) vor und nach der Anregun
sulirahiert.Abbildung8 zeigen die resultierenden Spektren fir ein System ohne einsetzenc

enzymatische Reaktion (links) und fir ein System mit einsetzender enzymatischer Reaktion.

Abbildung68 Spektren des Gesamtsystems eepnuidgexperimemgchUntergrundkorrektur Abdug des¥BA
Signalsphne enzymatische Reakliitks)mit enzymatischer Reaktierhts)
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