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FLUORESCENTIE
POLARISATIE

Fluorescentietechnieken zijn vaak
zeer bruikbaar voor chemische,
biochemische, biofysische en
biologische analyses. Een afgeleide
vorm van deze gevoelige techniek,
gepolariseerde fluorescentie,
verschaft de mogelijkheid om
bijvoorbeeld eiwitten, membranen
en nucleinezuren in detail te
onderzoeken. De komst van
picoseconde-gepulste lasers voegde
een extra dimensie toe. Het is nu
mogelijk met gepolariseerde
fluorescentie snelle bewegingen
van biopolymeren te registreren.

Het summum van fluorescentie in een biclogisch
systeem is onlangs gerealiseerd door onderzoekers
van de universiteit van Californié die het gen van
een vuurvliegje, dat codeert voor het lichtdragende
eiwit luciferase, in tabaksplantjes overbrachten.

De inzet rechts toont een oplossing waar laserlicht
invall en doorheengaat. In zijwaartse richtingen
zendt dit monster fluorescerende straling uit met
een kleinere frequentie dan het exciterende licht. In
die opstelling kunnen ook fluorescentiepolarisatie-
metingen worden uitgevoerd.
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Fluorescentie ontstaat wanneer molekulen
worden bestraald met ultraviolet of zichtbaar
licht. De fluorescentie heeft een andere kleur
dan het ingestraalde licht; het fluorescen-
tiespectrum van een monster wordt bij langere
golflengte aangetroffen dan het absorptiespec-
trum.

Lichtabsorptie door molekulen is op te vat-
ten als de overgang van een elektron van het
molekuul vanuit de stabiele grondtoestand
naar een energetisch hogere aangeslagen
toestand. Om een aangeslagen toestand te
kunnen bereiken moeten twee voorwaarden
zijn vervuld. In de eerste plaats moet het ener-
gieverschil tussen de twee toestanden (AE)
overeenkomen met de energie van de straling:

AE = hy

Daarin is h de constante van Planck en » de
frequentie van de straling. Ten tweede moet
het overgangsmoment, of dipoolmoment, een
eindige waarde bezitten. Het overgangsmo-
ment berust op het verplaatsen van elektronen
in een molekuul gedurende de overgang van de
grondtoestand naar de aangeslagen toestand.
Een dipoolmoment heeft behalve een grootte
ook een richting. Zo ook heeft het over-
gangsmoment van een optische absorptie-
overgang een vaste oriéntatie in het molekuul.
Bij verreweg de meeste aromatische moleku-
len, waar in dit artikel het accent op ligt, ligt
de richting van de overgangsmomenten van de
absorptiebanden in het vlak van het molekuul.

Lichtabsorptie is een zeer snel proces dat
verloopt binnen een femtoseconde, dat is
10-!5 seconde, een miljoenste van een mil-
jardste seconde. Een aangeslagen molekuul
komt na aanslag altijd via een stralingsloos
proces, dat bekend staat als internal conversi-
on, binnen een aantal picoseconden (1 picose-
conde = 10-12 seconde) in het laagste
vibratieniveau van de eerste aangeslagen sing-
lettoestand (S,) terecht. Vanuit deze toestand
kan het molekuul op drie manieren terugkeren
naar de grondtoestand: door het uitzenden van
licht (fluorescentie), door stralingsloos verval
(internal conversion) of via de triplettoestand
T, (intersystem crossing, fosforescentie). De
levensduur van S;, en dus van de fluor-
escentie, is afhankelijk van de relatieve snelhe-
den van de drie processen.

De fluorescentielevensduur kan men bepa-
len door de molekulen te exciteren met een
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kortdurende lichtpuls en de afname van de flu-
orescentie als functie van de tijd te bepalen.
Levensduren kunnen, afhankelijk van het type
molekuul, variéren van 0,1 tot ongeveer 300
nanoseconden (1 nanoseconde = 10-? secon-
de = 1 miljardste seconde).

Polarisatie en anisotropie

Een fluorescente oplossing zendt altijd enigs-
zins gepolariseerd licht uit. Dit kan goed wor-
den waargenomen door het monster al met ge-
polariseerd licht te bestralen en de sterkte van
de fluorescentie als functie van de polarisatie-
richting te meten. Wanneer men de analysator,
een polarisatiefilter met een intensiteitsmeter,
over 90° draait, dan verandert de intensiteit
van de fluorescentie. Deze polarisatie van de
fluorescentie in kleurstoffen is al in 1920 ont-
dekt door F. Weigert. In de jaren twintig zijn
deze waarnemingen door V. Levshin, P. So-
leillet en F. Perrin met theoretische berekenin-
gen ondersteund en verklaard.

We kunnen de twee meetbare intensiteits-
componenten definiéren als I en I, respectie-
velijk de componenten die evenwijdig en lood-
recht gepolariseerd zijn ten opzichte van de
polarisatierichting van het excitatielicht. Ver-
volgens worden twee grootheden gedefinieerd,
te weten de polarisatiegraad:
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Gestimuleerde emissie

Aan molekulen of atomen kunnen energeti-
sche veranderingen worden aangebracht
door het toevoegen van energie uit een elek-
trische stroom, met warmte of door straling.
Door zo’n excitatie kan een molekuul in een
aangeslagen toestand geraken. Met die ener-
gie kunnen daarna verschillende dingen ge-
beuren. Het molekuul kan die energie op één
of andere wijze overdragen naar andere mo-
lekulen, een foton uitzenden (spontane emis-
sie) of na ndg een excitatie (stimulatie) met
een foton, twee fotonen emitteren (gestimu-
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1. Een energieniveau-diagram waarin verschillende over-
gangen zijn getekend. De horizontale lijnen zijn elektro-
nenniveau's waarop verschillende vibratieniveau's (0, 1,
2) zijn gesuperponeerd. In de singlettoestanden (S, S,,
S,) zijn de spins van de elektronen gepaard; deze
toestanden zijn diamagnetisch. In de triplettoestand (T,)
zijn twee elektronen ongepaard; deze toestand is para-
magnetisch. De gekleurde, verticale lijnen geven de
emissieovergangen aan. De gestippelde lijnen wijzen op
stralingsloze overgangen (internal conversion, inter-
system crossing). De golflengte van de overgangen
neemt van links naar rechts steeds toe.

2. Een opstelling voor het meten van fluorescentiepolari-
satie. Monochromatisch licht passeert een polarisator, die
één polarisatielichting doorlaat. Het excitatielicht loopt,
evenwijdig aan de z-richting gepolariseerd, in het teken-
viak (yz-viak). Het excitatielicht wekt in een monster fluor-
escentie op, die gepolariseerd langs de x-richting wordt
waargenomen. De polarisatie van de fluorescentie wordt

leerde emissie). Dat laatste zal in een prakti-

sche situatie alleen gebeuren als er een reéle

kans is dat een stimulatiefoton een aangesla- |
gen molekuul vindt; er moeten vele moleku-
len aangeslagen zijn en de aangeslagen
toestand moet voldoende lang bestaan om op
zo'n foton te kunnen ‘wachten’. Gestimu-
leerde emissie heeft heel bijzondere eigen-
schappen die voor laserwerking essentieel
zijn. Voortplantingsrichting, energie en po-
larisatie van de twee geémitteerde fotonen
zijn exact gelijk aan die van het stimulatiefo-
ton. Het is een zeer snel mechanisme, verge- i
lijkbaar met het absorptieproces.

via een polarisator (analysator) gemeten. Er worden
twee intensiteitscomponenten bepaald. In één stand van
de analysator wordt alleen de verticaal of evenwijdig ge-
polariseerde fluorescentiecomponent doorgelaten (I in
het xz-vlak). Door de analysator 90° om de x-richting te
draaien wordt de andere component doorgelaten (I, in
het xy-viak). De totale fluorescentie kan gelijk worden
gesteld aan Iy + 2 1,. Dit is in te zien als eerst wordt
geéxciteerd met licht gepolariseerd langs de z-richting
(I;) en daarna met licht gepolariseerd langs de x-richting
(I¢) (er is geen l,-component voor een transversale golf in
de y-richting). De totale fluorescentie kan worden gevon-
den door alle fluorescentiecomponenten langs de drie
Cartesische assen bij elkaar op te tellen. Voor |, geldt:
langs de y-as I, en |, langs de x-as I, en |, en langs de
z-as |, en |;; totaal 2 |y + 4 1. Voor I, geldt analoog: to-
taal 2 Iy + 4 |,. Het totale resultaat is dus 4 I + 8 I;.
De totale fluorescentie heeft dus tweemaal zoveel loo-
drecht gepolariseerde intensiteit als evenwijdig gepolari-
seerde.
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3. Het principe van de meting
van de fluorescentielevens-
duur van een aromatisch mole-
kuul. Na excitatie met een kor-
te lichtpuls neemt de fluor-
escentie exponentieel af. De
fluorescentielevensduur is dan
het tijdstip waarop de fluor-
escentie-intensiteit is afgeno-
men tot 1/e van de beginwaar-
de.
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en de anisotropie:
In — I

T In + 213

Door vergelijking zien we dat:
__2p
=T

Gebruik van de anisotropie in plaats van de
polarisatiegraad heeft het voordeel dat uit-
drukkingen, die rekenschap geven van het ver-
schil in polarisatie tijdens de levensduur van de
fluorescentie aanzienlijk vereenvoudigen. Bo-
vendien is de noemer van de uitdrukking voor
r, Iy + 21, precies gelijk aan de totale fluor-
escentie van het monster (zie afb. 4 voor uitleg).

Fotoselectie

Om gepolariseerde fluorescentie te verklaren
moeten we een aantal begrippen verduidelij-
ken. Daartoe gaan we uit van een isotrope
oplossing in een cuvet, wat wil zeggen dat de
molekulen willekeurig verdeeld zijn: alle orién-
taties zijn even waarschijnlijk. Wanneer men
exciteert met een lineair gepolariseerde licht-
puls, dan absorberen die molekulen het mak-
kelijkst licht die hun overgangsmoment even-
wijdig of bijna evenwijdig aan de polarisatie-
richting van het licht hebben staan. Dit noe-
men we fofoselectie, omdat uit een isotrope,
molekulaire verdeling bepaalde molekulen se-
lectief worden aangeslagen; er wordt een ani-
sotrope verdeling gecreéerd. Als gedurende de
levensduur van de aangeslagen toestand de
molekulen niet bewegen, dan zal de fluor-
escentie ook gepolariseerd zijn. De polarisatie-
graad van de fluorescentie ligt dan tussen twee
grenswaarden:

— Yi<pocl

De waarde p, = ¥ komt voor als de golfleng-
te van het excitatielicht overeenkomt met exci-
tatie in S;. De waarde p, = — % treedt op
wanneer de overgangsmomenten van absorptie
en emissie (altijd S,) loodrecht op elkaar
staan.

Molekulaire beweging

Wanneer de molekulen gedurende de levens-
duur van de fluorescentie bewegen dan zal de
polarisatie van de fluorescentie afnemen. Deze
depolarisatie kunnen we meten. F. Perrin
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heeft aangetoond dat de polarisatiegraad in
verband kan worden gebracht met de snelheid
van rotatie van het molekuul:
1 1 1 1 T

el I H e e T I e

( P 3 Po 3 ( ¢’]
Hierin is p de waargenomen polarisatiegraad,
po de grenswaarde van de polarisatiegraad, t
de levensduur van de fluorescentie en ¢ staat
in verband met de rotatiediffusieconstante D
via de Stokes-Einsteinrelatie:

PRl SV
Y= 6D " RT

4. Het hart van de Wageningse meetopstelling, waar het
laserlicht op de cuvet valt.

5. Meetopstelling voor een fluorescentiepolarisatie-expe-
riment. De laser en de optica voor de lichtbundel staan op
een trillingvrije tafel. Om de opstelling heen is elektronica
opgesteld.

6. Hel principe van fotoselectie. Er wordt uitgegaan van
een oplossing waarin bolvormige molekulen willekeurig,
isotroop, zijn verdeeld. De pijitjes geven de oriéntatie van
de overgangsmomenten in het molekulaire systeem. Op
een tijdstip t = 0 exciteert een korte, gepolariseerde licht-
puls het systeem. Slechts de molekulen met hun momen-
ten evenwijdig aan of met een kleine hoek om de polarisa-
tierichting worden aangeslagen. Korte tijd na aanslag (t =
dt) zal de fluorescentie die deze molekulen uitzenden ook
gepolariseerd zijn. Later, op tijdstipt = t na aanslag, zal
de polarisatie van de fluorescentie door Brownse bewe-
ging verminderen (depolarisatie). Het systeem keert terug
naar de beginsituatie. De fluorescentie-intensiteit is in-
middels verminderd. Dit is weergegeven met een gerin-
ger aantal fluorescente molekulen
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waarin n de viscositeit van het oplosmiddel is,
V het molekulair volume, T de absolute tem-
peratuur en R de gasconstante. De rotatiesnel-
heid van het molekuul hangt dus, heel begrij-
pelijk, af van de viscositeit (stroperigheid) van
de oplossing, van het volume van het molekuul
en van de temperatuur.

Wanneer een monster met een korte licht-
puls wordt geéxciteerd dan neemt de anisotro-
pie van de oplossing af volgens een exponen-
tiéle functie:

r(t) = r(o) exp (- ﬁ)

Dus door r(t) semilogaritmisch tegen de tijd uit
te zetten, kan uit de helling ¢-! worden be-
paald.

Aromatische molekulen in oplossing roteren
zeer snel, de rotatiecorrelatietijd kan in dit ge-
val in de orde van 10 tot 100 picoseconden lig-
gen. Als de levensduur van de fluorescentie
van een bepaald molekuul 10 nanoseconden
bedraagt en de rotatiecorrelatietijd is 100 pico-
seconden, dan betekent dit dat het zo’n hon-
derd keer ronddraait. De polarisatie van de
fluorescentie zal dan zijn verdwenen, er treedt
volledige depolarisatie op.
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isotrope verdeling :
door Brownse beweging
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7. Overgangsmomenten in naftaleen. De overgangen, die
corresponderen met S, - S, en S, - S, absorpties, zijn
loodrecht op elkaar in het molekulaire viak gepolariseerd.
Er zijn twee situaties geschetst. In de eerste situatie is de
polarisatie van het exciterende licht (E;) evenwijdig aan
het S, - S, overgangsmoment. In een systeem van wille-
keurig verdeelde, bewegingsloze naftaleenmolekulen zal
de polarisatiegraad de limietwaarde van p, = 2 berei-
ken wanneer in de eerste absorptieband wordt geéxci-
teerd. In de tweede situatie worden alleen naftaleenmole-
kulen met het S, - S, overgangsmoment evenwijdig aan
E, beschouwd. Fotoselectie via excitatie in de tweede
absorptieband zal leiden tot p, = —'. De grootte van
S, en S, zijn niet in verhouding weergegeven. S, zou

S,
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veel langer moeten zijn.

*INTERMEZZO I
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Lasers

Een laser is een optische oscillator. De algemene
oscillatievoorwaarden zijn dat binnen het oscille-
rend systeem de versterking groter dan of gelijk
aan 1 moet zijn en dat meekoppeling plaats
vindt. Gestimuleerde emissie (Intermezzo I)
zorgt voor de optische versterking, terwijl mee-
koppeling wordt bewerkstelligd door de spiegels
van de trilholte op een zodanige afstand te zetten
dat er precies een geheel aantal golflengten tus-
sen past. Als de totale lengte van de trilholte { is,
en A de golflengte, passen die er dus n = £/1
maal in. In een trilholte van totaal 1 m lengte
passen dan bijvoorbeeld 2.10% golflengten van
500 nm groen licht.

Nu lijkt het misschien op het eerste gezicht als-
of de lengte van de trilholte heel exact moet zijn
om laserwerking te kunnen krijgen, maar dat
valt nogal mee. De eis is namelijk dat n een ge-
heel getal is en er kunnen dus een heleboel fre-
quenties f zijn (longitudinale modi genaamd)
waarvoor aan die oscillatievoorwaarden wordt
voldaan. Uit A = ¢/f en n = /A volgt dat f/n
= ¢/l constant moet zijn. Het frequentieverschil
van naast elkaar gelegen longitudinale modi (n
=mnpenn = n; + 1) zal ¢/f zijn en dat is voor
een trilholte van 1 m ongeveer 150 MHz =
150-10% Hz (ter vergelijking: de frequentie van
500 nm groen licht is 6-10'* Hz). De verster-
kingsbandbreedte van een laser (dat is het fre-
quentiegebied waarbinnen voldoende optische
versterking plaatsvindt) is vele GHz (1 GHz is
10° Hz) voor een argon ionen laser en tot hon-
derden GHz voor een kleurstoflaser. Er passen
dus vele longitudinale modi binnen de verster-

i,
&)/ \/U\/ \

kingsbandbreedte en de lengte van de trilholte is
dus in dit geval niet kritisch.

Met zoveel mogelijke longitudinale modi kun-
nen dan weer korte lichtpulsjes gemaakt worden
door met een modulator ervoor te zorgen, dat de
modi een vaste fase-relatie ten opzichte van el-
kaar hebben. Men noemt dat proces het mode-
locken van de laser.

Een eenvoudige manier om dit mode-locken
uit te leggen biedt de ringlaser. De trilholte
bestaat uit drie spiegels, een versterkermedium,
een optische diode om één voortplantingsrich-
ting van het licht in de trilholte te selecteren en
een optische modulator. Deze heeft een trans-
missie als functie van de tijd als geschetst in afb.
1-2. Alle fotonen in de trilholte hebben dezelfde
rondlooptijd f/c, ook die fotonen uit gestimu-
leerde emissie. Een foton dat op tijdstip t, langs
de modulator komt zal een kans van 100% heb-
ben om door de modulator te geraken. Ook

Optische clt
versterking

Versterkings-
bandbreedte

—— Lichtfrequentie
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De depolarisatie zal afnemen wanneer de
viscositeit van het oplosmiddel toeneemt. Ook
wanneer een fluorescent molekuul star is ge-
bonden in een veel groter biologisch macro-
molekuul verwachten we op grond van de gro-
tere molekuulmassa een geringere depolarisa-
tie.

Dank zij pionierswerk van G. Weber in het
begin van de jaren vijftig passen onderzoekers
polarisatie van de fluorescentie nu veelvuldig
toe op diverse biologische systemen. De gevoe-
ligheid van de meettechniek laat metingen toe
aan zeer verdunde monsters.

gestimuleerde emissie uit dat foton, dat immers
op tijdstippen t; + k (f/c) langs komt, zal een
100% transmissiekans hebben (k = 1,2,3,4
enz.). Fotonen echter, die op een ander tijdstip
dan t; + k (f/c) langs de modulator komen,
zullen een kleinere transmissieckans hebben.
Door het herhalende mechanisme van deze selec-
tie zullen enige tijd'na het aanbrengen van deze
situatie slechts op tijdstip t; + k (f/c) fotonen
langs de modulator komen, een continustroom
van pulsjes licht dus. Deze duren bij een argon-
ionen-laser ongeveer 200 ps en bij een kleurstof-
laser ongeveer 5 ps.

Bij de argonionen-laser wordt de inversie ver-
kregen uit een boogontlading in verdund argon,
waarbij met een spanning van 600 V en een
stroom van 50A continu zo'n 30 kW elektrisch
vermogen wordt gedissipeerd. Het uitgangsver-
mogen is dan bijvoorbeeld maximaal 30W. Bij
de kleurstoflaser wordt inversie verkregen door
de uitgangsbundel van de argon laser te focusse-
ren in een heel klein plekje van een straal

kleurstof in oplossing. Dan wordt het mode- \
Spiegel

fle

—Tijd

We zijn tot nu toe steeds uitgegaan van bol-
vormige deeltjes. Het is gemakkelijk in te zien
dat in langwerpige, sigaarvormige deeltjes (zo-
als bijvoorbeeld het spiereiwit myosine) twee
soorten rotaties mogelijk zijn. Het tijdsver-
loop van de anisotropie is in dit geval een com-
plexe functie.

Meettechniek
Als een monster wordt bestraald met een licht-

puls, zal de intensiteit van de fluorescentie ex-
ponentieel afnemen. Bij het beschouwen van

locken overigens niet bewerkstelligd met een mo-
dulator, maar door de trein korte pulsjes van de
argon laser na mode-locken in de trilholte met de
kleurstof te ‘pompen’. Een voorwaarde voor dit
‘synchroon pompen’ is dat de lengten van de
twee trilholten exact gelijk zijn.

Spiegel

Voortplantingsrichting
van het licht

Optische
diode

II-1. Curve van de optische versterking als functie van
de lichtfrequentie.

II-2. Intensiteit van het optisch modulatiesignaal als
functie van de tijd.

1I-3. Een ringlaser, zoals die model kan staan voor
een mode-locked-laser.
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één molekuul dat door één foton wordt geéxci-
teerd zal de waarschijnlijkheid voor het afge-
ven van een fluorescentiefoton als functie van
de tijd beschreven kunnen worden met een
curve gelijkvormig aan die van afbeelding 3.
Dit statistisch gebeuren wordt gebruikt voor
het registreren van de vervalsnelheid van de
fluorescentie.

Met een fotomultiplicatorbuis en detectie-
elektronica wordt gemeten hoeveel tijd er ver-
loopt tussen de lichtpuls en het optreden van
een fluorescentiefoton. De uitkomst van de
meting wordt in een geheugen vastgelegd.
Door de meting vele malen te herhalen wordt
de curve opgebouwd. Aangezien de detectie-
elektronica slechts één foton per exciterende
lichtpuls kan verwerken, kan met een vrij klei-
ne energie per puls worden volstaan. Met een
tijdsduur van het fluorescentieverval in het na-
nosecondegebied kunnen kort na elkaar licht-
pulsen worden gegeven zodat de uiteindelijke
meettijd meevalt, in de praktijk enkele minu-
ten per curve.

Excitatie

De tijdsduur van de exciterende lichtpuls moet
bij voorkeur korter zijn dan de levensduur van
de fluorescentie om de meetgegevens zo direct
en nauwkeurig mogelijk te kunnen interprete-
ren. Een korte lichtpuls is het eenvoudigst te
maken met een flitslampje. De kortste licht-
flits die zo geproduceerd kan worden duurt
echter meer dan één nanoseconde. Dat is voor
onderzoek aan tijdafhankelijke fluorescentie
niet altijd kort genoeg. Lasers kunnen veel
kortere lichtpulsen geven.

Detectie

De golflengte van de fluorescentie wordt gese-
lecteerd met een monochromator of optisch
filter. In de detectieketen is ook een draaibaar
polariserend optisch element (analysator) op-
genomen om een te meten polarisatierichting
te selecteren. Fluorescentiefotonen detecteert
men met een fotomultiplicatorbuis. Als er één
fluorescentiefoton invalt, produceert deze buis
een stroompulsje. Met elektronica-apparatuur
wordt dan de tijd gemeten vanaf het moment
waarop een puls op het monster valt, totdat er
zo’n stroompulsje optreedt. Doordat er vele
honderdduizenden lichtpulsen per seconde
voor excitatie beschikbaar zijn, kan deze me-
ting zeer snel en vaak herhaald worden, zodat
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B. Fluorescentie wordt veel toegepast om biologisch
materiaal te detecteren. Hier een voorbeeld van DNA in
muizechromosomen met een fluorescerend label.

9. Een model van het eiwit prealbumine, in een vorm
waarin vier eiwitmolekulen verenigd zijn.

10. Het vuurvliegje bezit van nature het fluorescerende
luciferase. Het gen dat voor dit proteine codeert is nu in-
gebouwd in een tabaksplant. Het resultaat staat op pag.
299,

11. Drie stoffen die als fluorescentielabel bruikbaar zijn:
het aminozuur tryptofaan; lumazine en 1,6 - difenyl -
1,3,5 - hexatrieen (DPH).

MOLEKULAIRE BIOLOGIE

er nauwkeurige bepalingen mogelijk zijn. De
elektronica moet overigens zeer precies ont-
worpen zijn: de te meten tijdsverschillen liggen
in zo’n orde van grootte dat de verschillen in
lengte van de elektronische circuits van invloed
kunnen zijn op de meetresultaten. Soms moe-
ten daarom vertragingslijnen worden toege-
past, extra draadlussen die ervoor zorgen dat
pulsjes op tijd ergens aankomen. Een stroom-
draad van 20 cm vertraagt een elektrische puls
met ongeveer 1 ns. Alle gemeten waarden wor-
den uiteindelijk digitaal verwerkt, nadat ze een
analoog-digitaalconverter zijn gepasseerd.

Natuur en Techniok, 55, 4 (1887)

Toepassingen

Het vetzuurtransporterende eiwit albumine uit
menselijk serum is een compact, nagenoeg bol-
vormig eiwit (molekulair gewicht 68000 dal-
ton), dat één aminozuur tryptofaan bevat.
Tryptofaan is een aminozuur dat goed fluores-
ceert. Het is daardoor een soort natuurlijk flu-
orescentielabel in een eiwitmolekuul. Aniso-
tropie-vervalmetingen, waarbij de fluorescen-
tie van tryptofaan is gebruikt, laten zien dat
het tryptofaan star is gebonden in het eiwit en
de bewegingen van het hele eiwit volledig

1,6 - difenyl -
1,3,5 - hexatrieen (DPH)
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12 en 13. Vesikels zijn kleine, in het
laboratorium makkelijk te bereiden
membraanbolletjes die als modelsys-
teem voor biologische membranen
kunnen dienen (zie het artikel van
Hoekstra in dit nummer van Natuur &
Techniek). Hier is een doorsnede
van een vesikel met het fluorescen-
tielabel DPH afgebeeld. In een detail
van zo'n dubbellaag wordt de bewe-
ging van de probe binnen een kegel
aangegeven. Deze beweging leidt tot
depolarisatie van de fluorescentie.
Het overgangsmoment u staat in de
lengterichting van de label DPH.

volgt. De gevonden correlatietijd van 26 nano-
seconden bij 20°C is in goede overeenstem-
ming met die welke wordt berekend voor een
dergelijk eiwit.

Gepolariseerde fluorescentie kan worden
toegepast om de wisselwerking tussen eiwitten
te bestuderen. Een relatief klein, fluorescent
eiwit kan bijvoorbeeld een complex vormen
met een groter, niet-fluorescent eiwit (afb. 14).
In een evenwichtssituatie zijn er dan in princi-
pe twee fluorescentiebronnen: het ongebonden
eiwit en het eiwit-eiwitcomplex.

Een voorbeeld, dat de principes illustreert
komt uit de bacteriéle bioluminescentie. Uit
bepaalde fotobacterién kunnen eiwitten, die
verantwoordelijk zijn voor het opwekken en
uitzenden van licht, worden geisoleerd. Het
ene eiwit is het enzym luciferase (molekulair

Fotonen tellen

Een fotomultiplicatorbuis is een verzameling
elektroden in een vacutimbehuizing. Op de
eerste elektrode (kathode) vindt de omzetting
van fotonen naar (foto-)elektronen plaats
(foto-emissie). Met een elektronisch circuit
wordt iedere volgende elektrode van een ho-
gere potentiaal voorzien dan zijn voorgan-
ger. Door dat elektrische veld worden vrijge-
maakte elektronen naar de volgende elektro-
de versneld. Daar aangekomen hebben ze
dan een bepaalde kinetische energie die weer
elektronen vrij kan maken (secundaire emis-
sie).

Als de kinetische energie voldoende groot
is, kan meer dan één elektron vrijkomen,
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gewicht 80000 dalton), dat verantwoordelijk is
voor de chemische excitatie tijdens een oxyda-
tiereactie. Het andere eiwit (molekulair ge-
wicht 20000 dalton) ‘maakt’ de biolumine-
scentie en wordt lumazine-proteine genoemd.
Het bevat lumazine, een sterk fluorescerende
verbinding. Het fluorescentiespectrum van lu-
mazine-proteine is identiek aan het bio-
luminescentiespectrum.

De interactie tussen lumazine-proteine en lu-
ciferase kan worden bestudeerd door het ani-
sotrope fluorescentieverval van lumazine-pro-
teine te analyseren. Er kunnen condities wor-
den gekozen waarbij volledige associatie op-
treedt. Hierbij wordt alleen de rotatie-correla-
tietijd van het complex gemeten. De rotatie-
correlatietijd van vrij lumazine-proteine is
exact bekend. In een mengsel van de twee ei-

waardoor multiplicatie van ladingdragers
optreedt. Zo kan een fotomultiplicatorbuis
als respons op één foton uiteindelijk 10° tot
108 elektronen leveren. Die vormen een
stroompulsje waarvan de tijdsduur (enkele
ns) wordt bepaald door looptijdverschillen
van de elektronen. Het tellen van die stroom-
pulsjes geeft een maat voor de lichtintensiteit
(photon counting). Het tijdstip van het
stroompulsje is, afgezien van de looptijd in
de buis, een maat voor het moment van ver-
schijnen van het foton. Deze techniek van ;
lichtmeting werkt alleen bij lage intensitei- F
ten, omdat de pulsjes van verschillende foto- i
nen voldoende in de tijd gescheiden moeten |
zijn om ze elektronisch te kunnen verwer-
ken. |

s
Vetzuurketen

MOLEKULAIRE BIOLOGIE

14, Interactie tussen een groot en een klein eiwit. Alleen
het kleinere eiwit is fluorescent. In een evenwichtsmeng-
sel zijn er dan twee fluorescente species.

Bindingsplaats
—_— E:
(ﬁb) + (O] — @
Eiwit 1 Eiwit 2 Complex

14

witten is het anisotropieverval te beschrijven
met correlatietijden, die in een bepaalde ver-
houding voorkomen. Uit één enkele analyse
zijn dus de relatieve concentraties te meten.
Het grote voordeel van deze methode is de ge-
voeligheid. Zeer lage concentraties van de ei-
witten (nanomolen tot picomolen) kunnen
worden aangetoond. Met andere technieken is
dit niet mogelijk.

Membranen

Membranen vormen de scheidingswanden tus-
sen celorganellen binnen een cel, of tussen cel-
len onderling. De bouwstenen van de dubbel-
laag worden gevormd door lipidemolekulen,
waarvan verschillende typen in de natuur
voorkomen. De interne structuur van zo’n lipi-
de dubbellaag is niet star, maar vertoont grote

flexibiliteit. Voor metingen in membranen ge-
bruikt men bij voorkeur fluorescente probes,
fluorescerende stoffen die van nature niet aan-
wezig zijn en zich in dit geval oriénteren langs
de vetzuurketens. Eén van de meest gebruikte
probes is difenylhexatrieen (DPH).

Om na te gaan wat voor soort beweging dit
molekuul uitvoert, kunnen kunstmatige mem-
branen bestaand uit één bepaald lipide worden
gebruikt. Dit zijn zogenaamde vesikels, die zo
groot zijn dat ze op de tijdschaal van het expe-
riment (circa 50 nanoseconden) praktisch on-
beweeglijk zijn. Dergelijke kunstmatige mem-
branen hebben een karakteristicke over-
gangstemperatuur. Beneden die kritische tem-
peratuur is er sprake van een geordende struc-
tuur, een kristallijne fase. Boven de over-
gangstemperatuur is de fase van de membraan
ongeordend (vloeibaar).

DPH zal in de kristallijne fase alleen rond
zijn lange as kunnen roteren. Deze beweging
zal in een anisotrope omgeving niet tot depola-
risatie leiden. De enige beweging, die tot depo-
larisatie aanleiding geeft, is een zogenaamde
beperkte rotatie langs een kegeloppervlak. De
as van de kegel ligt in de lengterichting van de
vetzuurketens. Zowel de uitwijking, uitge-
drukt in de tophoek 8 van de kegel, als de fre-
quentie van de beweging kunnen uit een analy-
se van het anisotropieverval worden bepaald.
Boven de overgangstemperatuur in de vloeiba-
re fase is de depolarisatie bijna volledig.
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15. Fluorescentie-anisotropie-verval van lumazine-eiwit,
alleen (¢ = 20 ns) of geassocieerd met het enzym lucife-
rase (¢ = 60 ns). De middelste curve is voor een even-
wichtsmengsel van beide eiwitten. Computeranalyse van
de laatste curve toont aan dat 52% van vrij lumazine-eiwit
en 48% van het complex aanwezig zijn.
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