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Zusammenfassung

Die Fluoreszenzmikroskopie ist ein elementares Werkzeug zur Untersuchung mo-
lekularer Vorgénge auf der Nanometerskala, das sich in den Lebenswissenschaf-
ten breit etabliert hat. Durch spektrale Separation kénnen mehrere mit Fluores-
zenzfarbstoffen markierte Proteine verfolgt und ihre Interaktionen untereinander
sogar in lebenden Zellen aufgeklart werden. Limitiert wird dies jedoch durch Beu-
gungseffekte, die die Auflésung optischer Abbildungen auf etwa 200 nm begrenzt,
sowie durch chromatische Aberrationen, welche eine Korrelation verschiedener
Strukturen bei Verwendung mehrerer Farbkanile erschwert. Mit Hilfe molekula-
rer Fluoreszenzschalter konnen beide Limitationen zugleich iberwunden werden:
durch chemisch induziertes Einzelmolekiilblinken fiir die Lokalisationsmikrosko-
pie (CHIRON - Chemically Improved Resolution for Optical Nanoscopy) und chemi-
sches Multiplexing (CHEMPLEXING) zur monochromatischen Abbildung mehrerer
Strukturen.

Als Vorarbeit wurden modulare chemische Schalter entwickelt, die basierend
auf einem DNA-Doppelstrang einen Liganden in rdumliche Nahe eines Farbstoffs
bringen und durch Cu®*-Koordination reversibel in ihrer Emission geschaltet wer-
den konnen. Die Fluoreszenzloschung erfolgt dabei durch einen photoinduzierten
Elektronentransfer. Durch Variation von Ligand und Farbstoff wurden neue Ver-
bindungen mit hoherer Affinitat, geringerer Restfluoreszenz im geldschten Zu-
stand und einer hoheren Photostabilitat erhalten. In Lokalisationsexperimenten
konnte das chemisch induzierte Blinken einzelner Molekiile ausgenutzt werden,
um eine Auflésung von rund 90 nm zu erreichen. Zudem wurde das chemische
Multiplexing als Methode zur Abbildung mehrerer Strukturen in einem Farbka-
nal etabliert. Durch Kombination herkémmlicher Immunfluoreszenz mit chemi-
schen Schaltern konnten so bis zu vier Strukturen in einer Probe in zwei spek-
tralen Kanélen sequentiell abgebildet werden. Des Weiteren wurden die Grenzen
der Methode ausgetestet und auch ihre Anwendbarkeit in der hochauflésenden
STED-Mikroskopie demonstriert.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurden dariiber hinaus neue, auf den Ami-
nosduren Lysin und 3-Amino-Alanin basierende chemische Schalter mit Dipico-
lylamin als Ligand entwickelt. Um diese fiir eine breite Nutzung zugénglich zu ma-
chen wurden verschiedene Funktionalitaten (Propargyl-Gruppe, Biotin, (Methyl)-
Tetrazin, Halogenalkan, Benzylguanin) verwendet. Am uiberzeugendsten zeigte
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sich dabei die Kombination aus Propyl-Atto565 und Biotin-Linker an Dipicolyl-
Alanin mit einer Komplexbildungskonstante fiir Cu?>* von (3.03 & 0.61) 107 m~*
und eine sehr niedrige Restfluoreszenz des geloschten Zustands von (0.9 + 0.1) %.
In Lokalisationsexperimenten an markierten Mikrotubuli in NIH 3T3 Zellen konn-
te eine Auflésung von (89 £ 14) nm erreicht werden. Auch beim chemische Mul-
tiplexing, sowohl im konfokalen als auch im STED-Mikroskop, konnte eine Auf-
16sung von etwa 90 nm in beiden Kanélen demonstriert werden.

Das eingefiithrte Halogenalkan-Derivat als Substrat fiir das enzymatische Halo-
Tag lieferte ebenso gute Ergebnisse wie die Derivate mit Tetrazin- und Methyl-
Tetrazin-Funktionalitit zur Markierung mittels Kupfer-freier Click-Reaktion. Da-
mit er6ffnen sich fiir die chemischen Schalter vielfiltige Methoden zur Markie-
rung, die nun theoretisch auch in lebenden genetisch verdnderten Zellen durch-

fihrbar sind.



Abstract

Fluorescence microscopy is a well established tool in the life sciences to study
molecular processes at microscopic scales. Multiple fluorescently labeled target
proteins can be observed and specific interactions can be invesitgated using sepa-
rated spectral channels. However, the optical resolution is limited by diffraction to
about 200 nm and chromatic aberrations prevent the direct correlation of multiple
spectral channels. Molecular fluorescent chemosensors present a way to circum-
vent both limitations. Chemically induced single-molecule blinking can be used
for localization microscopy (CHIRON - chemically improved resolution for optical
nanoscopy), while chemical multiplexing microscopy (CHEMPLEXING) allows for
aberration-free monochromatic imaging of multiple labels.

The preliminary chemical switches investigated in this work were based on a
DNA duplex that brings a ligand moity and a fluorescent dye in close proxim-
ity. Reversible complexation of Cu** ions quenches the fluorescence via a photo-
induced electron transfer mechanism. The variation of ligand and dye yielded
in new probes showing higher affinity, a lowered residual fluorescence in the
quenched state and an increased photostability compared to the previously estab-
lished dye TMR. The localization of single blinking probe molecules on micro-
tubuli in fixed HeLa cells achieved a resolution of 90 nm. The chemical multiplex-
ing was established as a technique to sequentially image different structures with-
out chromatic aberrations. By combining standard immunofluorescence labeling
with chemical switches up to four different structures in two color channels could
be imaged. Besides exploring the limitations of this approach its feasibility with
other super-resolution microscopy techniques like STED was also demonstrated.

Based on these findings a new generation of the modular chemical switches
was created by implementing dipicolylamine as a ligand moity in lysine and 3-
aminoalanine. A broad applicability was achieved though different functional-
ities (propargyl, biotin, (methyl-)tetrazine, halogenated alkane, benzylguanine)
that were incorporated in the amino acid based switches. The best results were ob-
tained by combining the dye Propyl-Atto565 and a biotin linker with the dipicolyl-
alanine, showing a complexation constant for Cu?* of (3.03 & 0.61) 10" m~! and
a very low residual fluorescence in the quenched state of (0.9 + 0.1) %. Local-
ization experiments on microtubuli in fixed NIH 3T3 cells yielded a resolution of
(89 £ 14) nm. The combination of chemical multiplexing and STED microscopy



resulted in a resolution of 90 nm in both virtual color channels.

Both the haloalkane derivatives—substrates for the enzymatic Halo-Tag—and
the tetrazine and methyl-tetrazine derivatives—for labeling via copper-free click
chemistry-showed promising results. This opens the way for a broad application
of the chemical switches in the life science, which may now even be used in living
genetically modified cells.
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Teil I.

Einleitung und Grundlagen






Kapitel 1.

Einleitung und Grundlagen

Fir Jahrhunderte lag die Grenze der erlebbaren Welt etwa beim Durchmesser ei-
nes Haares, also bei Dingen, die gerade noch mit dem bloflen Auge sichtbar sind.
Obwohl schon in der Antike einfache Linsen aus mit Wasser gefiillten Glasge-
falen bekannt waren, um in die Welt des ,Mikroskopischen® abzutauchen, wur-
den erst Anfang des siebzehnten Jahrhunderts die ersten Mikroskope entwickelt.
Seiner Zeit weit voraus war damals ANTONI VAN LEEUWENHOEK, dessen Mikro-
skope mit nur einer Linse eine Abbildungsqualitat aufwiesen, die Jahrzehnte lang
unerreicht blieb. Er war einer der Ersten, der mikroskopische Zeichnungen von
Insekten, Bakterien und in Kapillaren zirkulierenden roten Blutkérperchen an-
fertigte"2] Erst 1873 veroffentlichte ERNST ABBE eine Abhandlung zur Theorie
der Mikroskopie[3] Durch das immer bessere Verstindnis riickte von nun an die
Grenze des Beobachtbaren immer weiter in Richtung der von ABBE beschriebe-
nen fundamentalen Auflésungsgrenze optischer Abbildungen, die bei etwa der
halben Betrachtungswellenlange liegt, also bei circa 250 nm. Fiir die Mikroskopie
mit sichtbarem Licht galt diese Grenze bis ins zwanzigste Jahrhundert, bis mit
der Entwicklung der 4Pi-Mikroskopie und den Nahfeld-Techniken Méglichkeiten
gefunden wurden, diese fundamentale Grenze zu umgehen. In der Weitfeldmikro-
skopie verdnderten die deterministischen Methoden um die Jahrtausendwende
und stochastischen Methoden ab 2006 die Gegebenheiten und machten die nano-
skopische Welt einer breiten Masse an Wissenschaftlern zugénglich. Dies wurde
schlieflich mit dem Nobelpreis fiir Chemie 2014 gewtrdigt, der an Eric BETzig,
STEFAN W. HELL und W.E. MOERNER ,fiir die Entwicklung hoch aufgeldster Fluo-
reszenzmikroskopie® verliehen wurde 4]

Es haben sich mittlerweile zahlreiche Mikroskopietechniken in den Lebenswis-
senschaften etabliert und die Auflosungsgrenze néhert sich der molekularen Gré-
Benordnung an, die bis dahin hauptsachlich der Elektronenmikroskopie vorbe-
halten war. Neben der stetigen Weiterentwicklung optischer und elektronischer
Komponenten spielt dabei auch die Entwicklung neuer Markierungsmethoden
und besserer Fluoreszenzmarker eine entscheidende Rolle.

Der Grofteil der etablierten hochauflosenden Fluoreszenzmikroskopietechni-
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ken basiert auf reversiblem oder irreversiblem lichtgetriebenen Schalten von Fluo-
rophoren. Die spezifischen Eigenschaften der verwendeten Farbstoffe diktieren
dabei die Art und Weise des Schaltmechanismus und legen damit auch die An-
forderungen an die Mikroskopiemethode fest. Das in dieser Arbeit eingesetzte
Konzept zur hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie setzt dagegen auf einen
von der Anregungsquelle unabhéngigen Schaltmechanismus durch chemische In-
teraktion. Dies wurde bereits von einigen Gruppen demonstriert, wobei hierfiir
unterschiedliche Ansétze zum Einsatz kamen.

Zur Entwicklung modularer chemischer Fluoreszenzschalter bedarf es daher
tiefgreifender Kenntnisse in Fluoreszenz und Fluoreszenzl6schung, in (hoch auf-
losenden) Mikroskopietechniken und Markierungsmethoden. Daher soll darauf
im Weiteren eingegangen werden.

1.1. Grundlagen der Fluoreszenz!(5°]

Die grundlegende Entdeckung der Fluoreszenz 1852 durch GEORGE GABRIEL STO-
KEs hat die heutigen Lebenswissenschaften entscheidend gepragt!”] Aber erst
mit dem Aufkommen von fluoreszierenden Proteinen ab 1962 verbreitete sich
die Fluoreszenzmikroskopie endgiiltig in Biologie und angrenzenden Gebieten.
Nachdem von Osamu SHIMOMURA mit dem GFP (engl. green fluorescent protein)
die Herkunft der griinlichen Fluoreszenz der Qualle Aequorea aequorea gefunden
war/8! wurden in den nachfolgenden Jahrzehnten zahlreiche neue, modifizierte
fluoreszierende Proteine mit immer besseren Eigenschaften entwickelt[9] Schlief3-
lich wurde fiir die Entdeckung des GFP 2008 der Nobelpreis der Chemie an Osamu
SHIMOMURA, MARTIN CHALFIE und ROGER TsIEN verliehen[1011]

Das Phanomen der Fluoreszenz lasst sich anhand eines einfachen Jablonski-
Diagramms beschreiben, wie es in Abbildung 1.1 gezeigt ist. Trifft ein Photon
auf ein Molekiil, kann es zu dessen Absorption kommen, die absorbierte Ener-
gie bringt das Molekiil in einen elektronisch angeregten Zustand. Dieser Vorgang
lauft auf einer Zeitskala von 10715 s ab, sodass sich die Position der Atomkerne
wihrend der Absorption nicht dndert (Born-Oppenheimer-Niherung). Ein Uber-
gang vom elektronischen Grundzustand Sy in den ersten elektronisch angeregtem
Zustand S; kann auch mit einem Wechsel des Schwingungszustandes einherge-
hen (Franc-Condon-Prinzip). Da bei Raumtemperatur im elektronischen Grund-
zustand nach der Boltzmann-Verteilung hauptsichlich der Schwingungsgrundzu-
stand besetzt ist, erfolgt von hier ausgehend die Anregung. Je nach absorbier-
ter Wellenlange befindet sich das Molekiil nach der Absorption in einem schwin-
gungsangeregten Nivea des elektronisch angeregten Zustands. Nach solch einem
vibronischen Ubergang erfolgt innerhalb von etwa 10~'1-107'*s eine schnelle
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Abbildung 1.1.: Vereinfachtes Jablonski-Diagramm zur Beschreibung der intra-
molekularen Vorgénge bei der Wechselwirkung von Licht mit Materie: darge-
stellt sind der elektronische Singulett-Grundzustand Sy mit den ersten Schwin-
gungsniveaus, sowie der erste elektronisch angeregte Singulett-Zustand S und
der erste Triplett-Zustand 7. Durchgezogene Pfeile markieren Uberginge, bei
denen Photonen absorbiert oder emittiert werden, gestrichelte Pfeile strah-
lungslose Uberginge. Absorption A, Fluoreszenz F, Phosphoreszenz P, vibro-
nische Relaxation R, innere Konversion IC, Spinumkehr ISC. Im oberen Bereich
sind typische Spektren der elektronischen Uberginge dargestellt: Absorption
So — 51 (blau), sowie Emission S; — Sy (Fluoreszenz, griin) und 77 — Sy (Phos-
phoreszenz, rot).

Relaxation durch St6fle mit umgebenden Molekiilen in den Schwingungsgrund-
zustand von 5. Dies ist mit 10~7~107? s ein relativ langlebiger Zustand, von dem
aus nun zahlreiche unterschiedliche Prozesse stattfinden konnen, um das Molekul
zuriick in den Grundzustand zu bringen. Der fiir diese Arbeit wichtigste Prozess
ist die Fluoreszenz, also die Riickkehr des Molekiils in den Zustand Sy unter Emis-
sion eines Photons. Dieser Prozess erfolgt ebenso wie die Absorption unter Erhalt
des Gesamtspins, ist daher quantenmechanisch erlaubt. Die Energie des emittier-
ten Photons ist allerdings geringer als die des absorbierten Photons, da durch die
Relaxation bereits Energie verloren ging. Diese spektrale Verschiebung zwischen
Absorptions- und Emissionsspektrum wird als Stokes-Shift bezeichnet.

In Konkurrenz zur Emission steht die innere Konversion, ein strahlungsloser
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elektronischer Ubergang, der auf einer Zeitskala von 10~°-107!! s ablauft und
das angeregte Molekiil in einen hoch angeregten Schwingungszustand des elek-
tronischen Grundzustands Sy bringt. Von hieraus wird die Energie auf interne
Freiheitsgrade verteilt oder an die Umgebung abgegeben.

Ein weiterer Prozess, der ausgehend vom Schwingungsgrundzustand von S
stattfinden kann ist die Spinumkehr. Dieser Prozess ist quantenmechanisch ver-
boten, kann jedoch durch Spin-Bahn-Kopplung mit einem Schweratom in der Um-
gebung dennoch ablaufen, dann auf einer Zeitskalen von 10~8-1071"s. Das Mo-
lekiil geht dabei in einem Triplett-Zustand iiber, dessen Lebensdauer mit 106~
10%s sehr lange ist. Dies beruht auf dem Spinverbot fiir Ubergange zwischen
elektronischen Zustdnden unterschiedlicher Spinmultiplizitat. Aus dem Triplett-
Zustand kann nun ein Photon emittiert werden (Phosphoreszenz), was in Lésung
allerdings sehr unwahrscheinlich ist und hauptsachlich in Festkérpern vorkommt.
Zudem kann nochmals eine Spinumkehr in den hoch schwingungsangeregten Sp-
Zustand stattfinden. Weitere mogliche Wege umfassen die Fluoreszenzlgschung
als aktiven Prozess um das Molekiil strahlungslos in den Grundzustand zuriickzu-
fithren, sowie photochemische Reaktionen aus dem angeregten .S1-Zustand her-
aus. Auf die Fluoreszenzloschung wird spéter noch ausfiihrlich eingegangen, fiir
photochemische Reaktionen sei z. B. auf ANGELO ALBINT und MAURIZIO FAGNONT
verwiesen %]

Die durchschnittliche Verweildauer des Molekiils bis zur Emission wird als
Fluoreszenzlebensdauer T bezeichnet und ist eine molekulare Eigenschaft des
Fluorophors. Nach einem kurzen Anregungspuls ist T diejenige Zeit, nach der
der Anteil an angeregten Molekiilen auf 1/e gesunken ist.

B 1

= kF + km"
Hier ist kr die Emissionsrate, k,, ist die Summe aller moglichen strahlungslo-
sen Ubergangsraten k,, = krc + krsc + kg + kg, wobei kjc und krsc je-
weils die Ubergangsraten fiir innere Konversion (IC) und Spinumkehr (ISC, inter
system crossing), kg die Rate der Fluoreszenzloschung und kg die Rate photo-
chemischer Reaktionen aus dem angeregten Zustand sind. Interne Konversion
tritt dabei immer auf und bestimmt maf3geblich, ob sich ein Molekiil als Fluores-
zenzfarbstoff eignet oder nicht. Die Wahrscheinlichkeit fiir eine Spinumkehr ist
stark vom betrachteten Molekiil und seiner Umgebung abhingig, da dies ein quan-
tenmechanisch verbotener Ubergang ist, der in Anwesenheit von Schweratomen
durch Spin-Bahnkopplung dennoch stattfinden kann.

(1.1)

Eine weitere wichtige Kenngrof3e eines Fluorophors ist seine Fluoreszenzquan-
tenausbeute @ . Sie beschreibt den Anteil angeregter Molekiile, die durch Emis-
sion eines Photons in den Grundzustand zuriick kehren und ist gegeben durch:
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k
®F:MF:Eﬂ%7 (1.2)

Typischerweise ist die Quantenausbeute @ < 1. Sie wird stark von den Umge-
bungsbedingungen wie Temperatur, pH, Polaritit des Losungsmittels und dessen
Fiahigkeit, Wasserstoffbriicken auszubilden, beeinflusst. Aulerdem beeinflussen
Fluoreszenzloscher die Fluoreszenzlebensdauer. Dabei handelt es sich um Mole-
kiile, die den angeregten Zustand effektiv entvélkern.

1.1.1. Fluoreszenzl6schung

Neben den bereits erwahnten intramolekularen Vorgéngen nach der Absorption
eines Photons soll nun niher auf intermolekulare Interaktionen eingegangen wer-
den, die die Photophysik beeinflussen. Wird dabei die Emissionsrate verringert,
spricht man von Fluoreszenzldschung. Eine Interaktion des angeregten Molekiils
mit einem Fluoreszenzléscher ) (Quencher) wihrend der Zeitspanne der Fluo-
reszenzlebensdauer kann in niedrig viskosen Losungsmitteln diffusionskontrol-
liert sein, dies wird dann als dynamische Fluoreszenzloschung bezeichnet. In hoch
viskosen Losungsmitteln ist die Diffusionsgeschwindigkeit so gering, dass dyna-
mische Loschung erst bei sehr hohen Konzentrationen der Loschmolekiile auf-
tritt. Bei weitreichenden Interaktionen, wie dem Forster Resonanzenergietransfer
FRET (die Dipol-Dipol-Kopplung wirkt auf einer Liangenskala von etwa 80 A)5]
lauft der Prozess nicht diffusionskontrolliert ab, da die Interaktionssphére im Ver-
gleich zur Diffusionsstrecke wihrend der Fluoreszenzlebensdauer sehr grof; ist.
Ein Spezialfall der dynamischen Fluoreszenzléschung tritt ein, wenn die Fluores-
zenzloscher in sehr groflem Uberschuss vorliegen oder das Losungsmittel selbst
als Quencher wirkt, der Loschprozess ist dann pseudo-erster Ordnung.

Dynamische Fluoreszenzloschung

Ein Stof3 zwischen dem angeregten Fluorophor F* und () fithrt zu einem Energie-
tibertrag, wobei F™* in den Grundzustand zuriickkehrt und Q* die aufgenommene
Energie meist an das Umgebungsmedium abgibt.

. kq .
F+Q-%F+0

Typische Fluoreszenzloscher sind z. B. Halogenid-Anionen wie I”, aber auch
molekularer Sauerstoff oder Acrylamid!*3] Mechanistisch wird die Fluoreszenz
meist durch Spinumkehr geloscht, da der so entstehende Triplett-Zustand eine
lange Lebensdauer besitzt und dieser zudem selbst effektiv durch gelésten mo-
lekularen Sauerstoff geloscht wird. Weitere Mechanismen sind Ladungstransfer
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oder ein Elektronenaustausch, im Falle der Loschung durch Halogenid-Ionen sind
alle drei Mechanismen denkbar, eine genaue Aussage ist schwer zu treffen.

Die Fluoreszenzquantenausbeute @ in Anwesenheit der Fluoreszenzloscher ()
ist gegeben durch

 kp + knr + kg[Q)

mit der bimolekularen Léschkonstante kg und der Konzentration des Fluoreszenz-
16schers [Q)]. Aus den Fluoreszenzquantenausbeuten in Abwesenheit und Anwe-
senheit des Quenchers, @ und @, nach Gleichung 1.2 und 1.3 ergibt sich folgen-
der Ausdruck:

®

(1.3)

D9 _ kp 4 knr + kg[Q)]
) kF + km"
Aus Gleichung 1.4 lasst sich nun mit der Fluoreszenzlebensdauer in Abwesen-
heit der Loschmolekiile 79 (Gl. 1.1) und in Anwesenheit der Loschmolekiile (GL
1.5)

(1.4)

1
T =
kF + knr + kQ {Q]

ein Ausdruck herleiten, der als Stern-Volmer-Gleichung der bimolekularen Fluo-
reszenzloschung bekannt ist (Gl. 1.6):

(1.5)

o E k

S Fo_m_ ., kel
0] F T kp + knr

Hier sind F und F die Fluorszenzintensitaten in Abwesenheit und Anwesenheit

des Loschmolekiils (). Eine Auftragung von % gegen die Konzentration [Q)] er-

gibt eine Gerade, aus deren Steigung die Stern-Volmer-Konstante Kgy = kqQTo

ermittelt werden kann.

=1+ kgm[Q] (1.6)

Statische Fluoreszenzl6schung

Die statische Fluoreszenzloschung hingegen beruht auf der Bildung eines Grund-
zustandskomplexes, der nicht fluoresziert.

K
F+Q <= FQ

Fur die Konzentration an freiem Fluorophor [F'| folgt aus dem Massenwirkungs-
gesetz mit der Gleichgewichtskonstante K
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_ [FQ)]
Die Gesamtkonzentration [F']y des Fluorophor ist gegeben durch:
[Flo = [F+ Q] = [FQ) (1+ 757 ) (1)

Durch Bildung des Quotienten % erhilt man unter der Annahme der Propor-
tionalitdt der gemessenen Intensitit zur Konzentration folgenden Ausdruck fiir
die Stern-Volmer-Gleichung 1.9 der statischen Fluoreszenzloschung:

Fy

7 =1+ K[Q) (1.9)

Da der gebildete Komplex [FQ] nicht fluoreszent ist, hat die Komplexbildung
keinen Einfluss auf die Fluoreszenzlebensdauer. Im Gegensatz zur dynamischen
Fluoreszenzloschung ist * = 1, unabhéngig von der Anzahl an Quencher-Mole-
kiilen. So lassen sich die beiden Mechanismen durch Messung der Fluoreszenzle-
bensdauer auseinander halten. Zudem reagieren beide Léschmechanismen unter-
schiedlich auf eine Temperaturverdnderung. Wahrend die dynamische Léschung
durch Erh6éhung der Temperatur auf Grund erhohter Diffusionsgeschwindigkeit
zunimmt, fallt die statische Loschung bei hoheren Temperaturen auf Grund des
Zerfalls der meist labilen Komplexe geringer aus*3! Dariiber hinaus treten beide
Phianomene selten getrennt von einander auf, meist kommt es zu kombinierter
Fluoreszenzloschung. Das duflert sich im Stern-Volmer-Plot, der Auftragung von
% gegen die Konzentration der Fluoreszenzloscher [Q)], durch eine Abweichung
von der Linearitit. Dieser weist dann eine positive Krimmung auf. Auch eine ne-
gative Krimmung des Stern-Volmer-Plots existiert und deutet meist auf zwei Spe-
zies des Fluorophors mit unterschiedlich guter Zugénglichkeit fiir den Quencher
hin, wie es z.B. bei der Loschung der drei Tryptophan-Reste im Protein ENDO-
NUCLEASE III durch I” auftritt.[*3]

Elektronentransferprozesse

Die Fluoreszenzloschung kann durch Austausch von Elektronen zwischen dem
angeregten Fluorophor und einem in der Nahe befindlichen Elektronendonor oder
-akzeptor stattfinden. Erfolgt der Elektronenaustausch, wie in Abbildung 1.2a dar-
gestellt, vom angeregten Fluorophor aus auf den Akzeptor, so spricht man vom
Dexter-Elektronentransfer*] Dabei kann der Prozess schrittweise oder konzer-
tiert ablaufen. Da ein direkter Kontakt der beteiligten Orbitale erforderlich ist,
findet der Prozess auf einer Langenskala unterhalb von einen Nanometer statt. In
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Abbildung 1.2.: Fluoreszenzldschung durch Elektronen- und Energietransfer:
(a) Dexter-Elektronentransfer, der sowohl konzertiert als auch schrittwei-
se ablaufen kann. (b) photoinduzierter Elektronentransfer, wobei der Fluo-
rophor sowohl als Donor (links) als auch als Akzeptor (rechts) fungieren
kann. Das Ergebnis ist davon unabhéingig ein angeregter Komplex (exciplex,
von excited state complex). (c) Forster-Resonanzenergietransfer, der vom spek-
tralen Uberlapp J des Donor-Emissionsspektrums (griin) und des Akzeptor-
Absorptionsspektrums (rot) abhangt. Die Effizienz des Energietibertrags skaliert
mit ﬁ, im Abstand des Forster-Radius Ry liegt die Loscheffizienz bei 50 %.

Losung bedeutet das in Konsequenz, dass der Quencher eine Konzentration von
etwa 1 M aufweisen muss.['3]

Des Weiteren existiert der photoinduzierte Elektronentransfer (PET), welcher
in Abbildung 1.2b skizziert ist. Hier bildet sich ein Komplex im angeregten Zu-
stand (D*A”)", wobei der Fluorophor sowohl als Elektronendonor als auch als
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-akzeptor auftreten kann, je nach Redoxpotential von Fluorophor und Quencher.
Der angeregte Quencher relaxiert dann entweder unter Emission eines Photons
oder aber strahlungslos, was der Regelfall ist. Klassisches Beispiel fiir Fluoreszenz-
16schung durch PET sind chemische Schalter, die substituierte Anilin-Gruppen
tragen, wie viele kommerziell erhéltliche Sonden fiir Ca** und Zn**-Ionen (siehe
auch Kapitel 1.5).

Fluoreszenzl6schung durch Energietransfer

Die bisher beschriebenen Prozesse, die zur Loschung der Fluoreszenz fithren, be-
noétigen einen direkten molekularen Kontakt, welcher entweder durch Diffusi-
on oder durch Komplexbildung hergestellt wird. Es existieren aber auch weiter
reichende Interaktionen, die zur Loschung der Fluoreszenz fithren konnen, in-
dem die Energie des angeregten Donor-Fluorophors D strahlungslos durch Dipol-
Dipol-Interaktion auf einen geeigneten Akzeptor A iibertragen wird's] Dabei
spielt es keine Rolle, ob der Akzeptor selbst fluoresziert oder die aufgenommene
Energie in Form von Warme abgegeben wird. Dieser als Forster-Resonanzener-
gietransfer (FRET) bekannte Mechanismus ist in Abbildung 1.2c¢ skizziert. Hier
fungiert der Fluorophor als Donor D und tibertrigt seine Energie strahlungslos
an geeignete Akzeptoren A in der Nihe. Der Prozess ist sehr sensitiv gegeniiber
des Abstands beider Teilnehmer wie auch deren relative Orientierung.s!

Die Geschwindigkeit des Energieaustauschs krrpr skaliert in Abhéngigkeit
des Abstands zwischen Donor und Akzeptor mit %6 die Reichweite der Wechsel-
wirkung wird durch den Forster-Radius Ry bestimmt.

6
krreT(r) = L (RO> (1.10)

™D T

Hier ist Tp die Fluoreszenzlebensdauer des Donor-Farbstoffs und r der Donor-
Akzeptor-Abstand. Dabei ist Ry charakteristisch fiir das Donor-Akzeptor-Paar
und hingt vor allem vom spektralen Uberlapp J des Donor-Emissionsspektrums
und des Akzeptor-Absorptionsspektrum ab. Dennoch handelt es sich nicht um
einen strahlenden Prozess. Stattdessen ist es ein rein elektrodynamischer Vor-
gang, bei dem der Emissions- und der Absorptionsdipol von Donor und Akzeptor
miteinander in Resonanz treten. Der Forster-Radius ist gegeben durch

¢ 9000(In10) K%¢p

9000(In10) k2¢p
0 5 4
128m°Ny n

J(\) = /]‘b()\)eA()\))\4d)\ (1.11)
0

12875 N4 nt
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Weitere Faktoren, die den Forster-Radius beeinflussen, sind die Quantenausbeu-
te ¢ p des Donorfarbstoffs, der Brechungsindex n des Mediums zwischen Donor
und Akzeptor sowie deren relative raumliche Orientierung, die durch den Faktor
k2 beschrieben wird. Dieser Orientierungsfaktor kann Werte von 0 < k2 < 4 an-
nehmen. Fiir frei rotierende Farbstoffmolekiile nimmt er einen Wert von k? = 2/3
an. Die Effizienz des Energieiibertrags lasst sich nach Gleichung 1.12 berechnen.
Im Abstand von Ry liegt die Effizienz der Energieiibertragung F'rrpr gerade bei
50 %.

Rj
RS + 6
Die direkte Abstandsabhéngigkeit der Effizienz des Energieiibertrags Errpr auf
der Nanometer-Skala wird in den Lebenswissenschaften héaufig genutzt. Auf Ein-
zelmolekiilebene kénnen so auch kleine Anderungen des Abstandes zeitlich ver-
folgt werden*®) Auch zur Bestimmung von Protein-Konformationen und Protein-
Protein-Interaktionen wird FRET haufig genutzt,'7~2°] zudem basieren einige Bio-
sensoren auf diesem Mechanismus >

Errer = (1.12)

1.2. Fluoreszenzfarbstoffe

Da nur wenige Verbindungen in der Natur fluoreszent sind, eignet sich die Fluo-
reszenz besonders zum Anfirben von Proben in den Lebenswissenschaften (siehe
dazu Kapitel 1.4). Dafiir existiert eine ganze Bandbreite an verschiedenen Fluoro-
phoren, die sich in Grof3e, Photostabilitat, Photophysik und der Nutzbarkeit in
lebenden Zellen unterscheiden.

Genetisch kodierte fluoreszierende Proteine besitzen den Vorteil, dass sie das
Zielprotein direkt mit dem Fluorophor markieren, allerdings ist die Photostabi-
litat haufig recht gering und die Proteine sind mit etwa 4 nm relativ grofl. Das
andere Extrem stellen anorganische Quantenpunkte dar, die eine immens hohe
Photostabilitat besitzen, etwa 5-50 nm messen, haufig aber eine komplizierte Pho-
tophysik besitzen. Organische Fluorophore hingegen sind vergleichsweise klein
(etwa 1 nm) und lassen sich meist leicht funktionalisieren, zudem lassen sich die
photophysikalischen Eigenschaften gut steuern.

In Abbildung 1.3 sind einige typische organische Farbstoff-Klassen dargestellt,
die Xanthene, BODIPYs, Cyanine und Oxazine. In Tabelle 1.1 sind einige Vertre-
ter der Xanthen-Farbstoffe (Abb. 1.3a) mit den entsprechenden Absorptions- und
Emissionswellenldngen zusammengefasst. In diese Gruppe fallen weit verbreite-
te Farbstoffe wie Fluorescein und die Rhodamine. Wihrend Fluorescein (X = O,
Y = O) gelb-griinlich fluoresziert fithrt der Austausch der Gruppe X durch NH,
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Abbildung 1.3.: Grundgeriiste einiger organischer Fluoreszenzfarbstoffe: (a)
Xanthen-Farbstoffe; X = O, NR,; Y = O, C(CH3)2,Si(CH3)2; Z = H, Alkyl, (subst.)
Phenyl. (b) Cyanin-Farbstoffe. (c¢) BODIPY-Farbstoffe (Bor-Dipyrromethan); R
= Alkyl, subst. Phenyl. (d) Oxazin-Farbstoffe; X = O, N.

Tabelle 1.1.: Einfluss der Substitution von Xanthen-Farbstoffen auf die
Absorptions- und Emissionswellenldange.

X Y. X
989
] CO,H

Farbstoff X Y Agbs / M Agp, / NI
Fluorescein’ 0 0 492 518
Rhodamin 123" NH, 0 512 531
Tetramethylrhodamin® N(CH,), ¢} 540 565
Carborhodamin’ N(CH,), C(CH,), 609 635
Siliziumrhodamin’ N(CH,), Si(CH,), 645 661

2 Die spektralen Daten gelten fiir Losungen in PBS pH 7.4 und sind der
Webseite http://www. fluorophores. org entnommen.

b Quelle der spektralen Daten sind interne Informationen der Firma
Atto-Tec.

(Rhodamin 123) zu einer spektralen Verschiebung um 20 nm ins Gelbe. Substi-
tution der Protonen an den Stickstoffen durch Methylgruppen (Tetramethylrho-
damin, TMR) fiihrt zu gelb-oranger Fluoreszenz. Ein Austausch der Gruppe Y
hat einen deutlich grofieren Einfluss: ein Carborhodamin mit Y = C(CH,), fluo-
resziert orange-rot, ein Siliziumrhodamin mit Y = Si(CH,), ist rot fluoreszierend.
[22-25] Zudem fiihrt eine Uberbriickung der Reste an den Stickstoffatomen zu einer
erhohten Quantenausbeute, da Schwingungs- und Rotationsfreiheitsgrade einge-
schrankt werden, die sonst zur strahlungslosen Relaxation beitragen >} Sind die
Rest mit dem 7t-Elektronensystem konjugiert, erfolgt eine rotverschobene Emis-
sion.


http://www.fluorophores.org

14 FLUORESZENZMIKROSKOPIE AN UND UNTERHALB DER BEUGUNGSGRENZE

Weitere Farbstoftklassen wie die BODIPYs (Bor-Dipyrromethane), die Cyanin-
Farbstoffe und die Oxazine sind in Abbildung 1.3b-d dargestellt. Auch hier lassen
sich die spektralen Eigenschaften durch Substitution und Vergroflerung des 7t-
Elektronensystems beeinflussen, um so Quantenausbeuten von tiber 80 % und
eine Emission im sichtbaren Bereich oder nahen IR (500-700 nm) zu erzielen. Bei
geeigneter Wahl der Substituenten lassen sich auch fluorogene Farbstoffe erzeu-
gen, die erst nach Konjugation an ihren Gegenpart fluoreszieren. Beispielswei-
se zeigten RALPH WEISSLEDER und Mitarbeiter einen bis zu 1600-fachen Fluores-
zenzanstieg an Tetrazin-modifizierten BODIPY-Farbstoffen nach Click-Reaktion
des Tetrazins mit (S)(E)-Cyclooct-¢-enol[*7]

Ebenfalls fluorogen sind Siliziumrhodamine (Abb. 1.3a) mit X = N(CH,),, Y =
Si(CH,),, Z = 2,4-Dicarboxyphenyl), deren 7t-System durch intramolekulare Spiro-
lacton-Bildung unterbrochen werden kann (vergleiche dazu auch Abb. 1.9a). Die
geschlossene, nicht fluoreszierende Spiro-Form liegt bevorzugt in wassriger Lo-
sung vor. Nach Konjugation an ein Biomolekiil liegt durch die verénderte lokale
Dielektrizitatskonstante bevorzugt die offene, fluoreszente Form vor.[28]

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Fluoreszenzfarbstoffe der Firma Atto-Tec ver-
wendet, welche in die Kategorie der Rhodamine (Atto488, Attos6s, Atto590),
der Carborhodamine (Atto646N)2%3°] sowie der Oxazine (Atto655)* fallen. Zu At-
to542 und Atto633 sind keine Angaben zur Farbstoffklasse veroffentlicht.

1.3. Fluoreszenzmikroskopie an und unterhalb der
Beugungsgrenze

Das Phianomen der Fluoreszenz spielt in den Lebenswissenschaften eine entschei-
dende Rolle, da es in der Mikroskopie einzigartigen Kontrast und Selektivitit er-
moglicht. Die spezifische Detektion von Tumorgewebe,333] die auch live wih-
rend einer Operation erfolgen kann,34 ist nur eine der zahlreichen Anwendun-
gen. Auch in der Grundlagenforschung in Biologie, Biophysik und den angren-
zenden Forschungsgebieten der Lebenswissenschaften ist die Fluoreszenzmikro-
skopie ein nicht wegzudenkendes Werkzeug.

Der Grofiteil aller Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie-Techniken, sowohl lange
bestehende als auch neu entwickelte, lassen sich in eine der drei in Abbildung
1.4 dargestellten Kategorien einordnen. Die dargestellten Techniken basieren al-
lesamt auf invertierten Mikroskopen, bei denen das Objektiv unterhalb der Probe
angebracht ist und die Betrachtung durch ein Deckglas hindurch erfolgt. Bei Ver-
wendung qualitativ hochwertiger Objektive mit hoher numerischer Apertur be-
findet sich (meist) ein Immersionsmedium zwischen Objektiv und Deckglas. Beim

'Quelle der Informationen ist die Webseite des Herstellers, http://www.atto-tec.de.
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Abbildung 1.4.: Vergleich verschiedener Mikroskopietechniken: Vereinfachter
schematischer Strahlengang (a) im Epifluoreszenz-Mikroskop, (b) im TIRF-
Mikroskop und (c) im konfokalen Mikroskop. Griin dargestellt ist jeweils das
Anregungslicht, in rot ist das von der Probe emittierte Fluoreszenzlicht gekenn-
zeichnet. In dunkelblau sind die dichroitischen Spiegel zur Einkopplung des An-
regungslichts dargestellt. CCD engl. charge coupled device, APD engl. avalanche
photo diode. Adaptiert nach PARK et al(3!]

Epifluoreszenzmikroskop, wie in Abbildung 1.4a dargestellt, erfolgt die Fluores-
zenzanregung durch das Objektiv hindurch. Die Lichtquelle kann eine Quecksil-
berdampflampe, eine Halogenlampe, eine LED oder auch ein Laser sein. Sie wird
durch einen dichroitischen Strahlteiler in das Objektiv eingekoppelt und ist auf
die hintere Brennebene des Objektivs (engl. back focal plane) fokussiert. Dadurch
tritt das Licht kollimiert aus dem Objektiv aus und durchleuchtet die gesamte Pro-
be. Das Objektiv sammelt daher auftretendes Fluoreszenzlicht aus allen Schichten,
welches den Strahlteiler passiert, durch geeignete Filter aufbereitet und mit einer
Kamera detektiert wird.
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Im Gegensatz dazu steht die interne Totalreflexionsfluoreszenz-Mikroskopie
(TIRF), die in Abbildung 1.4b dargestellt ist, und nur eine sehr diinne Schicht der
Probe direkt oberhalb des Deckglases abbildet. Die Anregung erfolgt mit Laser-
licht, welches auf die hintere Brennebene fokussiert ist, das Objektiv aber versetzt
zur optischen Achse trifft. Bei Verwendung von speziellen TIRF-Objektiven mit
sehr hoher numerischer Apertur (NA, ein Maf} fir die Fahigkeit des Objektivs,
Licht zu sammeln) tritt das Laserlicht in einem flachen Winkel aus dem Objektiv
aus und trifft die Grenzflache Deckglas-Probe in einem Winkel gréfler dem kriti-
schen Winkel 0., sodass Totalreflexion stattfindet (siche Abb. 1.4b oben). Der kriti-
sche Winkel ist abhangig von den Brechungsindizes der beiden Medien (siehe GI.
1.13) und betragt bei Verwendung von Glas (n; = 1.52) und Wasser (ng = 1.33)
etwa 61°. Daraus ergibt sich fir solch ein TIRF-Objektiv nach NA = n sin(0) eine
minimale numerische Apertur von 1.38.

f. = arcsin (712) (1.13)

ni

Die quantenmechanische Natur des Lichts fithrt zur Ausbildung eines evanes-
zenten Feldes, das in die Probe eindringt. Seine Intensitat nimmt nach Gleichung
1.14 exponentiell mit der Eindringtiefe ab, in einer Tiefe d (Gl. 1.15) ist sie auf den
Faktor % abgeklungen.

I(z) = lpexp (—2) (1.14)

i

41 ny \/SiIlQ(@Z') - (%)2

Hier sind ;1 und ny die Brechungsindizes des optisch diinneren bzw. dickeren Me-
diums und 6; der Einfallswinkel des Anregungslichts der Wellenlénge A; in Bezug
auf die Oberflichennormale (wie in Abb. 1.4b oben dargestellt). Die Eindringtiefe
liegt fiir Licht von 561 nm unter Verwendung eines Objektivs mit NA = 1.49
mit einem Einstrahlwinkel von 70° an einer Glas/Wasser-Grenzflache (n1 = 1.52,
ng = 1.33) bei 173 nm, daher werden hier nur Objekte abgebildet, die sich direkt
oberhalb der Grenzfliche befinden. Im Vergleich zum Epifluoreszenzmikroskop
besitzt das TIRF-Mikroskop ein deutlich besseres Signal-Hintergrund-Verhéltnis.
Die Detektion erfolgt bei der TIRF-Mikroskopie auch mittels einer Kamera.

Die dritte in Abbildung 1.4c dargestellte Mikroskopietechnik ist die konfokale
Mikroskopie. Hier wird ein kollimierter Laserstrahl in das Objektiv eingekoppelt,
wodurch dieser fokussiert aus dem Objektiv austritt. Am Fokuspunkt hat dieser
eine beugungsbegrenzte laterale Ausdehnung mit einem Durchmesser von etwa

d=

(1.15)
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300 nm. Da die Fluoreszenzanregung proportional zur Intensitéit des eingestrahl-
ten Lichts ist, stammt der Hauptteil der Fluoreszenz aus dem Fokuspunkt. Zusatz-
lich erfolgt die Detektion durch eine Lochblende, welche von auerhalb des Fokus-
punktes stammendes Fluoreszenzlicht ausblendet. Dadurch erreicht das Konfokal-
mikroskop im Vergleich zum Epifluoreszenzmikroskop sowohl lateral als auch axi-
al eine leicht verbesserte Auflosung (siehe auch Tabelle 1.2). Auflerdem lésst sich
die axiale Position des Fokus variieren, weshalb man mit einem Konfokalmikro-
skop optische Schnitte einer Probe anfertigen kann. Da Fluoreszenz nur in einem
Punkt generiert wird, muss die Probe mit dem Laser abgerastert werden. Das ge-
schieht entweder durch bewegen der Probe oder durch einen Strahlscanner. Zur
Detektion kommt hier ein Punktdetektor, eine sogenannte Lawinenphotodiode
(APD), zum Einsatz.

Die Beugungsgrenze

Alle bisher vorgestellten Mikroskopietechniken unterliegen der fundamentalen
Auflosungsgrenze durch Beugung. Dies wurde von ERNST ABBE im Jahre 1873
entdeckt und hat bis Heute seine Giiltigkeit. Nach ABBE sind im Durchlichtmi-
kroskop (bei Betrachtung durch ein Objektiv mit NA = nsin(0)) zwei Linien
nicht mehr voneinander zu unterscheiden, wenn sie den Minimalabstand d,,,;,
unterschreiten.

A
dmin = 7Y
2nsin(6)

Fiir die Fluoreszenzmikroskopie mit selbstleuchtenden Objekten lisst sich die
Aufl6sungsgrenze nach dem Rayleigh-Kriterium beschreiben, die auf Lorp Ray-
LEIGH (JoHN WILLIAM STRUTT) zuriickgeht[35] Die laterale Auflésung in der Bil-
debene ist gegeben durch Gleichung 1.17:

(1.16)

A A
d ateral = 0.61————+ = 0.61—
tateral = 0.8 nq sin(6) 0.6 NA
Die axiale Aufldsung entlang der optischen Achse berechnet sich nach Gleichung
1.18.

(1.17)

2\ nq

dazial = NA2 (1.18)

Praktisch fiihrt das fiir einen Fluoreszenzfarbstoff wie Atto565 mit dem Emissions-
maximum bei 592 nm zu einer lateralen Auflosung von djgterq; =~ 242nm, fiir
einen Farbstoff wie Atto647N mit Emissionsmaximum bei 664 nm zu djgiera; =
272 nm. In axialer Richtung ergeben sich entsprechende Auflésungen von 809 nm
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bzw. 908 nm.

Aberrationen(3®]

Beim Abbilden durch ein optisches System werden immer auch Aberrationen ein-
gefithrt, da keine Linse zu einhundert Prozent perfekt ist. Die wichtigsten Aberra-
tionen sind sphérische und chromatische Aberrationen sowie Astigmatismus. Bei
der sphérischen Aberration werden achsferne Strahlen in einem anderen Brenn-
punkt gesammelt als achsnahe Strahlen. Chromatische Aberration fithrt dazu,
dass es zu einer wellenldngenabhangigen Verschiebung des Brennpunktes kommt.
Astigmatismus tritt auf, wenn Licht nicht senkrecht auf eine Linse fallt, es wird
dann nicht mehr in einem Punkt gesammelt sondern entlang einer Linie. All die-
se Aberrationen lassen sich durch Verwendung hochwertiger Linsen und exakte
Justage des optischen Strahlengangs verringern, aber nie vollstindig beseitigen.
Gerade die chromatische Aberration spielt in der Mehrfarbenmikroskopie eine
entscheidende Rolle, da hier ortsbezogene Korrelationen verschiedener Struktu-
ren hergestellt werden sollen. Trotz Verwendung speziell Farbfehler-korrigierter,
sogenannter apochromatischer, Objektive treten chromatische Aberrationen im-
mer auf und miissen nachtraglich mathematisch korrigiert werden.

Tabelle 1.2.: Vergleich einiger Fluoreszenzmikroskopie- und Hochauflosungs-
techniken und deren typischen lateralen und axialen Auflosun-
gen diq¢/qq, bezogen auf rotes Fluoreszenzlicht bei 650 nm und
Immersions-Objektive mit hoher numerischer Apertur.

Technik Beschreibung diat/ax !
nm

Weitfeld Beleuchtung der kompletten Probe mit beliebiger ~300/800
Lichtquelle; Detektion mittels Kamera; Hintergrund
aus Ebenen Uiber und unter der Fokusebene

Konfokal Beleuchtung mit fokussiertem Laserlicht; Detektion ~150/500
mittels Punktdetektor und Abrastern der Probe; De-
tektion durch Lochblende, dadurch gutes Ausblen-
den von Fluoreszenz auflerhalb des Fokus



EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN

19

Technik

Beschreibung

dlat/am /

nm

4Pi

TIRF

SPIM

Konfokales Mikroskop mit zwei gegeniiberliegend
platzierten Objektiven; kohédrente Beleuchtung mit
Laserlicht durch beide Objektive; annihernd isotro-
pe Auflésung

Beleuchtung mit Laserlicht; Totalreflexion an Pro-
bengrenzflache, wodurch ein evaneszentes Feld ent-
steht, dadurch gute axiale Auflosung; Detektion mit-
tels Kamera

Beleuchtung mit einer Lichtscheibe senkrecht zur
Detektionsebene; Detektion mittels Kamera; durch
Sektionierung 3D-fihig; reduziertes Photobleichen
auflerhalb der Fokusebene; kombinierbar mit Lokali-
sationsmethoden zur Verbesserung der lateralen Auf-
16sung

~150/150

~300/150

~300/500
(37]

63/140038!

STORM

(F)PALM

dSTORM

Stochastisches licht-getriebenes Schalten von orga-
nischen Farbstoffen (urspriinglich ein Paar aus Cy3
und Cys), um pro Zeiteinheit nur einzelne Emitter
abbilden und lokalisieren zu koénnen; Rekonstrukti-
on der Struktur nach Aufnahme von mehreren 10.000
Bildern; Moglichkeit der isotropen Auflésung z.B.
durch Verwendung von Astigmatismus
Stochastische Photoaktivierung von fluoreszieren-
den Proteinen; meist Kombination aus Abbilden
und Photobleichen; Rekonstruktion der Struktur aus
mehreren 10.000 Bildern; Moglichkeit der isotropen
Auflésung

Eine Variante von STORM, die kauflich erhaltli-
che Farbstoffe durch spezielle Puffersysteme licht-
getrieben schaltet

< 10/20139]

~30/75!4°]

~21/150
[41]

~45/150
[42]
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Technik Beschreibung digt/az /|
nm

CHIRON Lokalisationsmethode, die chemische induziertes ~80/150
Blinken von Farbstoffen ausnutzt; reversible Bin- [43.44]
dung von Cu®**-lonen an Fluoreszenzsonde fiithrt
zu Fluoreszenzloschung; benétigt keine besondere
Hardware, daher kompatibel mit vielen Mikroskopie-
techniken

PAINT Weitfeldmethode; Transiente Bindung eines Markers ~45/104
an eine Zielstruktur, wodurch dieser lokalisiert wer-  [45]
den kann; viele Dissoziations-Assoziationszyklen,
kein Problem mit Photobleichen; kombinierbar mit
SPIM

STED Anregung durch Laserlicht; zweite Lichtquelle mit ~34/700
geformtem Profil zur licht-getriebenen Verkleine- ~35/90l4°]
rung des Anregungsvolumens durch stimulierte
Emission; Detektion mittels Punktdetektor;, Abras-
tern der Probe; Parallelisierung moglich

1.3.1. Hochauflésende Mikroskopie[47’48]

Da sich alle molekularen Prozesse im Grofienbereich deutlich unterhalb der Auf-
l6sungsgrenze abspielen, sind die Methoden zur Umgehung dieser Grenze in den
Lebenswissenschaften mittlerweile weit verbreitet4%5°] In Tabelle 1.2 werden ei-
nige der gangigsten Methoden kurz beschrieben. Darauf soll nun im Folgenden
niher eingegangen werden.

Hochauflosende optische Mikroskopie lasst sich in drei Teilbereiche unterglie-
dern: die wahren hoch aufldsenden Techniken, die deterministischen und die sto-
chastischen Methoden. Prominentestes Beispiel echter hoch auflosender Mikro-
skopie ist die 4Pi-Mikroskopie, aber auch alle Nahfeldmethoden (hier ist der Ab-
stand einer mikroskopischen Apertur kleiner als die Betrachtungswellenlédnge)
zihlen hierzu!5'! Auflerdem gehéren alle Methoden mit strukturierter Beleuch-
tung wie SIM (engl. structured illumination microscopy) in diese Kategorie 553
Aus der Reihe der deterministischen Methoden hat sich die STED-Mikroskopie
nicht erst durch die Verleihung der Chemie-Nobelpreises 2014 etabliert. Die sto-
chastischen Lokalisationsmethoden STORM und PALM sind &hnlich weit verbrei-
tet, in diese Kategorie fallt auch die im Arbeitskreis HERTEN entwickelte Metho-
de CHIRON, die im Rahmen dieser Arbeit weiter entwickelt wurde (siehe auch
Kapitel 1.5.1)[43] Stochastische Fluktuationen macht sich auch die Methode SOFI
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(engl. super-resolution optical fluctuation imaging) zu Nutzen. Dabei werden auf
mathematischem Wege korrelierte Signalfluktuationen von unkorreliertem Hin-
tergrund getrennt, die Auflésung ist typischerweise zwei- bis dreifach hoher als
im beugungsbegrenzten Fall!5455] Im Vergleich zu Lokalisationsmethoden wie
STORM lésst SOFI eine deutlich hohere Markierungsdichte zu, da die Methode
auch mit raumlich iiberlappenden Emittern zurecht kommt [5°]

STED-Mikroskopiel4%:57:58]

Grundlage der STED-Mikroskopie ist die gezielte Priparation von Fluorophoren
in zwei Zustanden, einem fluoreszierenden An-Zustand und einem nicht fluores-
zierenden Aus-Zustand. Dazu bedient man sich des Phdnomens der stimulierten
Emission, welches auf der bosonischen Natur von Photonen beruht, um ange-
regte Fluorophore gezielt zuriick in den Grundzustand zu bringen. Ein STED-
Mikroskop basiert auf einem herkdmmlichen konfokalen Mikroskop, in dem ne-
ben dem Anregungslaser noch ein zweiter, rotverschobener Laser eingesetzt wird.
In Abbildung 1.5a sind die lateralen Profile der beiden Laserquellen dargestellt.
Der beugungsbegrenzte Anregungslaser wird prazise mit dem STED-Laser iiber-
lagert, der durch eine spezielle Phasenplatte eine ,Donut“-Form mit zentraler
Intensitédts-Nullstelle aufweist. Die Wellenldnge des STED-Lasers ist so gewahlt,
dass sie nicht zur Anregung der eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe fithrt, wohl
aber mit dem Emissionsspektrum iiberlappt und so stimulierte Emission erzeu-
gen kann. Im ausgesparten Zentrum der Anregung bleiben die Fluorophore hin-
gegen im angeregten Zustand. Je hoher die Intensitdt des STED-Lasers ist, desto
grofler ist der Anteil an stimulierter Emission und desto kleiner wird die resul-
tierende Punktbildfunktion (PFS, engl. point spread function), aus der die Emissi-
on erfolgt. Die Auflésungsgrenze d,;, enthilt demnach einen Term, der von der
STED-Intensitat abhangt, wobei I,,; die Intensitét ist, bei der die Fluoreszenz auf
einen Faktor 1/e reduziert ist[59]

A

pin, = (1.19)
2nsin(0)4/1 4+ Isfﬁ
sat

Die zeitliche Abfolge von STED- und Anregungspuls, wie in Abbildung 1.5b
dargestellt, garantiert eine effektive und méoglichst vollstandige stimulierte Emis-
sion direkt nach der Anregung. Zusitzlich kann das detektierte Signal noch durch
Anwendung eines Zeitfilters von stimuliert emittierten Photonen bereinigt wer-
den, was die Auflésung nochmals verbessert (gated-STED).¢% 1] Bisweilen wird
statt eines gepulsten STED-Lasers auch ein Dauerstrichlaser eingesetzt und nur
gepulst angeregt (cw-STED)[62]
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a) konfokale STED Uberlagerung resultierende
Anregungs PSF PSF
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Abbildung 1.5.: Prinzip der STED-Mikroskopie: (a) die konfokale Anregungs-
PSF (Punktbildfunktion von engl. point spread function) wird mit einer Donut-
formigen STED-PSF iiberlagert. Dadurch kommt es zu stimulierter Emission
im Randbereich der Anregungs-PSF, was zu einer verkleinerten, effektiven PSF
fithrt. (b) Typisches Pulsschema von Anregungs- und STED-Laser. Der leich-
te Versatz A t sorgt fiir eine effektive stimulierte Emission. (c¢) Durch Zeit-
korrelierte Einzelphotonendetektion lédsst sich das detektierte Signal nachtrag-
lich durch Anlegen eines Zeit-Filters optimieren, um die direkt nach dem Anre-
gungspuls stimuliert emittierten Photonen auszublenden und nur das zeitlich
versetzte Signal aus der resultierenden PSF zu verarbeiten.

Es sei angemerkt, dass der klassische STED-Ansatz nur die laterale Auflésung
relevant beeinflusst, die axiale Auflésung entspricht der eines konfokalen Mikro-
skops. Abhilfe schaffen hier entsprechende Phasenplatten oder z. B. die Kombina-
tion von STED- und 4Pi-Mikroskopie %3] Zur Verringerung der Messzeit wurden
zudem parallelisierte STED-Ansitze mit vier oder mehr fokalen Volumina entwi-
ckelt[%465] Auch Mehrfarbenanwendungen wurden bereits demonstriert59 Die
typische Auflésung liegt im Bereich von 20-30 nm und ist stark von der Hellig-
keit und Photostabilitit der verwendeten Fluorophore abhiangig. So wurden an

extrem photostabilen Diamantfehlstellen Aufldsungen von bis zu 2.4 nm erreicht.
(66]

Lokalisation einzelner Molekiile

Im Gegensatz zu der deterministischen STED-Mikroskopie, bei der der Ursprung
der emittierten Fluoreszenz genau vorbestimmt ist, arbeiten Lokalisationsmikro-
skopietechniken stochastisch.%7] Auch hier werden Fluorophore in zwei Zustin-
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den pripariert, jedoch statistisch Verteilt iiber das gesamte Gesichtsfeld der Ka-
mera, die hier zur Detektion verwendet wird. Jegliche Farbstoffe, die sich stochas-
tisch schalten lassen, sind prinzipiell fiir Lokalisationsansétze geeignet. Historisch
haben sich zwei Methoden entwickelt, die unterschiedliche Farbstoffe anwenden:
STORM (stochastic optical reconstruction microscopy) basiert auf organische Farb-
stoffe, die durch Laserbestrahlung in einen langlebigen Dunkelzustand getrieben
und stochastisch mit einem Aktivierungslaser in den fluoreszierenden Zustand
zuriickgeholt werden. PALM und FPALM hingegen (engl. photo activated localiza-
tion microscopy bzw. fluorescence photo-activation localization microscopy) setzen
auf photoaktivierbare oder photoschaltbare fluoreszierende Proteine, die stochas-
tisch durch einen Aktivierungspuls in den An-Zustand geschaltet, abgebildet und
photozerstort werden. Alle drei Methoden wurden zeitnah im Jahr 2006 publiziert:
STORM von X1A0WEI ZHUANG und Mitarbeitern in Harvard,[®8] PALM in der Ar-
beitsgruppe von Eric BETzIG am Janelia Farm Research Campus[®) und FPALM
von einer Gruppe um SAMUEL T. Hess an der University of Maine.”°]

Mittlerweile sind diese Techniken in den Lebenswissenschaften weit verbrei-
tet7] STORM findet u. a. in der korrelativen Licht- und Elektronenmikroskopie
Einsatz!7>73] es wurden ganze Verbinde von Neuronen aus Miusehirnen in ho-
her Auflésung vermessen 74} auch spektral aufgeloste Lokalisationsmikroskopie
wurde demonstriert.”s] Ebenso verbreitet ist PALM, durch die genetische Einfiih-
rung der fluoreszierenden Proteine wird diese Technik héufig in lebenden Zellen
eingesetzt, um z. B. die Dynamik von Aktin in Dendriten zu untersuchen[7¢]

Eine weitere, mit vielen kduflich erhaltlichen Farbstoffen kompatible, Methode
ist das von Markus Sauer und Mitarbeitern 2008 veroffentlichte direct-STORM
(dSTORM),[‘“] was mittlerweile ebenso wie STORM und PALM weit verbreitet ist.
[42.77-81] Dje Lokalisation von transient bindenden Molekiilen wird bei PAINT
(engl. point accumulation for imaging in nanoscale topography) verwendet, hier
konnen einfach grofiflichige Strukturen wie Membranen oder die DNA im Zell-
kern abgebildet werden[*4] Auch STB (engl. superresolution by transient binding)
verwendet die transiente Bindung, hier von kurzen Farbstoff-markierten Oligo-
nukleotiden an DNA-Origami.®?] Die Verbindung von Lokalisationstechniken mit
der Lichtscheibenmikroskopie SPIM (engl. selective plane illumination microscopy)
ermoglicht eine 3D-Hochauflésung auch in dickeren Proben wie z. B. in Drosophi-
la Embryonen,3%#3) in Kombination mit der 4Pi-Mikroskopie wurde eine isotrope
Auflésung von 10-20 nm in bis zu 10 um dicken Proben erreicht [84]

Unabhingig von der Herangehensweise erfolgt in der Lokalisationsmikrosko-
pie nach der Datenaufnahme eine Nachbearbeitung, in der die Punktabbildungs-
funktionen der einzelnen Molekiile gesucht und mit einer geeigneten Funktion
angepasst werden. In Abbildung 1.6a ist der Schnitt durch ein Beugungsscheib-
chen (schwarz) dargestellt, mit der sich die Intensitdtsverteilung des Bildes eines
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Punktemitters beschreiben ldsst. Diese wird in der Lokalisationsmikroskopie na-
herungsweise durch eine Gauf3-Funktion angepasst (rot), welche das zentrale Ma-
ximum gut beschreibt und mit der sich der Schwerpunkt der Intensitatsverteilung
gut bestimmen lasst. Im Vergleich dazu ist in Abbildung 1.6b die tatsachliche de-
tektierte Intensitdtsverteilung eines Punktemitters dargestellt.

In Abbildung 1.6¢ ist eine dicht markierte Struktur skizziert, die im Epifluo-
reszenzmikroskop nicht aufgeldst werden kann. Durch stochastische Aufnahme
einzelner Emitter und deren genauer Lokalisation kann ein Bild rekonstruiert wer-
den, dass eine deutlich bessere Aufldsung besitzt. Typischerweise werden Auf-
nahmen mit mehreren zehntausend Bildern angefertigt, in jedem Bild werden
einzelne Emitter gesucht und ihre Position bestimmt, und aus der Summe aller
Lokalisationen wird dann das hoch auflosende Bild generiert.

Die Prézision einer Lokalisation lasst sich durch Gleichung 1.20 beschreiben
(eine ausfiithrliche Behandlung des Themas erfolgt z. B. durch KEvIN BRAECKMANS
et al)[3s]

s2 2 8rsd b2

Oy = \/ ;’[y + 162LN + a2§\$2 (1.20)
wobei s, , die Standardabweichung der Gauf}-Verteilung in x- und y-Richtung, N
die Anzahl an detektierten Photonen, a die Pixelgrofie des Detektors und b die Va-
rianz des Hintergrundes (Hintergrundfluoreszenz und Detektorrauschen) ist. Bei
ausreichend hohem Signal-Hintergrund-Verhaltnis muss in guter Ndherung ledig-
lich das Poissonsche Schrotrauschen (engl. shot noise) betrachtet werden, womit
sich der Ausdruck zu Gleichung 1.21 vereinfacht 85 86]

Sz,y
VN

Wird ein Molekiil also in mehreren aufeinanderfolgenden Bildern erkannt und
alle detektierten Photonen aufaddiert, kann so eine deutlich hohere Lokalisations-
genauigkeit erreicht werden. Eine in Mikroskopiebildern auch haufig bestimmte
Grofle ist die Halbwertsbreite (FWHM, engl. full width at half maximum), die mit
der Standardabweichung tiber FWHM = 2,/21n(2)0 zusammenhéngt.

Wird eine besonders dichte Struktur betrachtet, fiir die zudem eine hohe Auf-
l6sung benétigt wird, geraten die Lokalisationsmethoden schnell an ihre Gren-
zen. Nach dem Nyquist-Shannon-Abtasttheorem muss ein Signal mindestens mit
seiner doppelten Frequenz abgetastet werden um eindeutig bestimmt werden zu
koénnen. Ubertragen auf die Lokalisationsmikroskopie bedeutet das, dass zur Re-
konstruktion einer dichten dreidimensionalen Struktur mit einer Auflésung von
20 nm bis zu 37.500 einzelne Molekiile in einem beugungsbegrenzten Voxel von

Opy ~ (1.21)
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Epifluoreszenz Einzelmolekiil- Lokalisation
Blinken

Abbildung 1.6.: Prinzip der Lokalisationsmikroskopie: (a) Laterale beugungsbe-
grenzte Intensitétsverteilung, die sich mit der Bessel-Funktion erster Ordnung
beschreiben léasst (schwarz) und sowie die haufig zur Anpassung verwendete
Gaufy’sche Normalverteilung, die das Hauptmaximum gut nachbildet (rot) (b)
Mikroskopisches Abbild eines Punktemitters auf einem Detektor mit einer Pi-
xelgréBe von 105 nm. In rot eingezeichnet ist in etwa die Halbwertsbreite. (c)
Eine dicht markierte nanoskopische Struktur wird im Mikroskop beugungsbe-
grenzt mit einer lateralen Auflésung von etwa der halben Betrachtungswellen-
lange abgebildet (links). Besitzt man die Kontrolle tiber die Fluoreszenzfarbstof-
fe konnen pro Zeiteinheit einzelne Farbstoffe raumlich getrennt voneinander
abgebildet werden. Wiederholt man diesen Prozess lange genug, werden durch
die stochastische Natur des Schaltprozesses alle Farbstoff mindestens einmal
abgebildet (mitte). Ein Algorithmus findet in den Einzelbildern die genaue Posi-
tion der abgebildeten Farbstoffe und rekonstruiert so die tatséchliche Struktur
(rechts).

250x250x600 nm lokalisiert werden miissten?4] Dies ist sowohl im Hinblick auf
die erreichbare Markierungsdichte als auch beziiglich der Schalteffizienz proble-
matisch, da hier ein Verhiltnis von An- zu Auszustand von mindestens 1:37 500
erreicht werden muss, damit es nicht zu Uberlappungen mehrerer Punktabbil-
dungsfunktionen kommt. In der Praxis muss dieser Wert sogar noch deutlich ho-
her ausfallen
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Dreidimensionale Mikroskopie

Wiéhrend sowohl die konfokale und auch die Lichtscheibenmikroskopie inhérent
zur dreidimensionalen Segmentierung der Probe fihig sind, besteht diese Mog-
lichkeit nicht in der Epifluoreszenz- und der TIRF-Mikroskopie. Hier bedarf es zu-
satzlicher optischer Instrumente, um die dritte Dimension zu erfassen. So haben
sich mehrere Méglichkeiten etabliert, die sich in der Qualitét der erreichbaren Ge-
nauigkeit, natiirlich aber auch im Preis unterscheiden. Die einfachste Moglichkeit
besteht darin, eine zweite Fokusebene einzufithren und aus dem Grad der Defo-
kussierung einzelner Punktabbilder auf die tatsachliche axiale Position zu schlie-
Ben 4] Es wurden bis zu neun Fokusebenen eingefiithrt, wodurch sich bis zu 4 pm
dicke Proben vermessen lassen®7] Des Weiteren lisst sich die PSF auch durch
Phasenplatten beeinflussen, sodass die axiale Position durch ein spezifisches Mus-
ter kodiert wird (double-helix PSF)[#8] Eine weitere, einfach zu implementierende
Option ist das Einbringen einer zylindrischen Linse, die gezielt Astigmatismus
erzeugt. Durch den Grad und die Richtung der Verzerrung der PSF lésst sich auf
die axiale Position schlieBen!®) All diese Methoden benétigen jedoch eine exakte
Kalibrierung, an Hand derer die genaue Zuordnung der axialen Position erfolgt.

1.3.2. Verschiedene Arten von Multiplexing in der Mikroskopie

Die einfachste Art der Mikroskopie ist die Durchlichtmikroskopie. Kontrast ge-
bend sind Variationen des Brechungsindexes der Probe, wodurch das eingestrahl-
te Licht unterschiedlich gestreut wird. In Abbildung 1.7 ist schematisch eine Zelle
(Abb. 1.7a) und das zugehorige Durchlichtbild (Abb. 1.7b) dargestellt. Dieses Bild
ist sehr kontrastarmes, intrazellulare Strukturen lassen sich so nicht gut beobach-
ten. Um guten Kontrast zu erzeugen bedient man sich der Fluoreszenz.

Multiplexing, also das parallele Beobachten mehrerer Strukturen, lasst sich in
der Fluoreszenzmikroskopie auf unterschiedliche Weise durchfithren. Die gén-
gigste Methode ist spektrales Multiplexing, wobei das detektierte Fluoreszenzlicht
mittels Strahlteiler in mehrere Kanile aufgetrennt und auf einem oder mehreren
Detektoren registriert wird [%°-94) In Kombination mit mehreren Anregungslinien
lassen sich so drei bis vier Farbstoffe parallel relativ problemlos trennen. Bei ei-
ner grofleren Anzahl verschiedener Farbstoffe erfolgt zunehmend ein spektrales
Ineinanderlaufen, was eine nachtragliche Dekonvolution erforderlich macht. Ne-
ben spektraler Separation wurden auch Methoden entwickelt, die Multiplexing
durch Polarisation erreichen [95797]

Wird in einem konfokalen Mikroskop zusitzlich die Ankunftszeit der detek-
tierten Photonen mit ausgelesen (TCSPC, engl. time correlated single-photon coun-
ting), lasst sich dadurch die Fluoreszenzlebensdauer als weiterer Parameter zum
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Abbildung 1.7.: Méglichkeiten zum Multiplexing in der Mikroskopie: (a) eine
biologische Struktur wie eine Zelle enthalt zahlreiche verschiedene Strukturele-
mente wie z. B. Zellkern, Endoplasmatisches Retikulum, Mitochondrien, Lyso-
some und Strukturfilamente. (b) Im Durchlichtbild wird der Kontrast durch Un-
terschiede im Brechungsindex hervorgerufen, was zu einer kontrastarmen Ab-
bildung fiihrt. (c) Fluoreszenzmikroskopie erlaubt die gezielte Detektion einzel-
ner Strukturen, die spezifisch mit Fluoreszenzfarbstoffen gefirbt werden miis-
sen. Die Separation erfolgt mit entsprechenden Filtern. (d) Die ortsaufgeloste
Messung der Fluoreszenzlebensdauer erméglicht ebenfalls eine Separation un-
terschiedlicher Marker.

Multiplexing verwenden (FLIM, engl. fluorescence lifetime imaging)[9%] In Verbin-
dung mit STED-Mikroskopie wurden bereits mehrere spektral sehr &hnliche Farb-
stoffe anhand ihrer Lebensdauer getrennt.[991°]

Ein sequentieller Ansatz, der auf Photobleichen und Schalten beruht, wurde
z.B. von VLADIMIR BELov und Mitarbeitern entwickelt!**!! Hier werden zwei
photoschaltbare mit einem nicht-schaltbaren Farbstoff kombiniert, die alle drei
im selben Spektralbereich emittieren. Als orthogonale Schaltmechanismen wur-
de hier die reversible Spirolactam-Bildung sowie eine irreversible Offnung einer
Diazoketon-Spiroverbindung ausgewahlt.
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1.4. Markierungsstrategien

Integraler Bestandteil der Fluoreszenzmikroskopie ist die selektive und spezifi-
sche Markierung der gewiinschten Zielstruktur mit einem Fluorophor. Eine Uber-
sicht iiber gingige Markierungsmethoden gibt Abbildung 1.8. Hier lésst sich auch
die Grofe der Marker vergleichen, was fiir die hochauflosende Mikroskopie von
entscheidendem Interesse ist. Je kleiner die Marker ausfallen, desto besser ist die
erreichbare Auflésung. Durch Nutzung gentechnischer Methoden und der Ent-
wicklung immer neuer fluoreszierender Proteine wurde eine Moglichkeit geschaf-
fen, Proben ohne zusitzliche Manipulation untersuchen zu kénnen % °?) Zudem
lassen sich mit diesen Methoden auch lebende Zellen untersuchen und damit bio-
logisch relevante Prozesse studieren. Allerdings bedarf es eines relativ grofien
Aufwands, um genetisch verénderte Organismen zu erschaffen und es ist sicher-
zustellen, dass die genetische Verinderung keinen Einfluss auf den zu beobach-
tenden Prozess hat.

Mit deutlich geringerem Aufwand lassen sich fixierte Proben untersuchen. Hier
hat sich tiber die Jahre die Immunfluoreszenz als das Mittel der Wahl herauskris-
tallisiert. Die enorme Spezifitiat von Antikérpern (Immunglobulin G, IgG) ist nur
schwer synthetisch nachzubilden, zudem lassen sich fiir fast jedes beliebige Ziel
Antikorper produzieren. Mittlerweile werden sogar Therapeutika auf Antikorper-
basis vertrieben, jedes Jahr kommen vor allem im Bereich der Krebstherapie zahl-
reiche neue therapeutische Antikérperpréparate hinzu 103 104]

Die einfachste Art der Immunfluoreszenz stellt die indirekte Markierung der
Zielstruktur mit Primér- und Sekundérantikorpern dar (Abb. 1.8a). Hierbei wird
zunichst ein Antikorper gegen das Zielprotein (Primarantikorper) eingesetzt, der
wiederum von einem zweiten, Farbstoff-markierten Antikorper erkannt wird (Se-
kundérantikorper)®. Der Sekundarantikorper hat als Zielprotein die Immunglobu-
line einer bestimmten Spezies (z. B. Maus), in welcher wiederum der Priméaranti-
korper produziert wurde. Dies hat den Vorteil, dass ein Sekundarantikérper zur
Markierung von vielen Zielproteinen genutzt werden kann, da lediglich der Pri-
marantikorper ausgetauscht werden muss. Zusatzlich erfolgt durch die Sekun-
dédrantikorper eine Signalverstarkung, da mitunter mehr als ein Sekundérantikor-
per pro Primérantikérper binden kann und die Sekundarantikérper meist mehre-
re Farbstoffmolekiile tragen. Das macht eine Quantifizierung mit dieser Technik
sehr schwer. Eine Abhilfe schafft die Nutzung Farbstoff-markierter Priméaranti-

*Es sei darauf hingewiesen, dass sowohl mono- als auch als polyklonale Antikorper verkauft wer-
den. Ein monoklonaler Antikorper erkennt im Zielprotein nur ein einziges Epitop, polyklonale
Antikorper(-mischungen) hingegen erkennen zahlreiche Epitope auf der Zielproteinoberflache.
Zur Quantifizierung sind daher monoklonale Antikérper bevorzugt, eine Signalverstarkung er-
reicht man bei Verwendung polyklonaler Antikérper['°s)
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korper (Abb. 1.8b) oder Einzeldoméanen-Antikorper (Abb. 1.8c). Hier lasst sich die
Markierungsstochiometrie genau bestimmen, Einzeldoménen-Antikorper lassen
sich sogar stéchiometrisch markieren'°%] Ein Nachteil dieser Ansitze ist die zum
Teil recht grofle Dissoziationskonstante K4, sodass Antikorper durch zu oftes Wa-
schen entfernt werden kénnen!**”) Dem entgegen stehen enzymatische Markie-
rungsmethoden, die das Erstellen eines Fusionskonstruktes aus Zielprotein und
Enzym erfordern. Dieser Aufwand lohnt, da die meisten enzymatischen Markie-
rungsreaktionen orthogonal zu den Reaktionen in der Zielzelle sind und damit
eine effiziente Markierung mit geringem Hintergrund erméglichen.

Die am weitesten verbreiteten enzymatischen Tags sind das Halo-Tag (Abb.
1.8d)°%] sowie das SNAP-Tag (Abb. 1.8¢)1'°113] Beide Tags beruhen auf etwa
20 kDa grofien Enzymen, die genetisch so modifiziert sind, dass sie sich stochio-
metrisch und kovalent mit ihrem Liganden markieren. Tragt der Ligand einen
Fluoreszenzfarbstoff (wie in Abb. 1.8d+e dargestellt), erzielt man eine stéchiome-
trische 1:1 Markierung des Zielproteins, die bei zellgidngigen Substraten auch in
lebenden Zellen moglich ist[?®1'4] Zudem existieren fiir diese Tags fluorogene
Marker, die erst nach erfolgter Reaktion mit ihrem Enzym fluoreszieren, was noch-
mals zu einer deutlichen Reduktion des Hintergrundsignals fiihrt [2?]

Des Weiteren existieren enzymatische Tags wie B-Lactamase-Tag['*5! Dihy-
drofolat-Reduktase-Tag['*¢1'7] oder die Tags FIAsH und ReAsH[''*72°] die auf
der Reaktion von fluorogenen 1,3-Dithio-2-arsolan-modifizierten Farbstoffen mit
einem Tetracystein-Motiv beruhen. Zur Einfithrung der beiden letztgenannten
Tags ist nur eine geringfiigige Modifikation des Zielproteins vonndten, welche
die Einfithrung eines Tetra-Cystein-Motivs (Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys) umfasst.
Dadurch wird die Grofe der Markierung im Vergleich zu den enzymatischen Me-
thoden nochmals deutlich verringert. Zwei weitere, kleine Markierungs-Tags wur-
den von ScHUTZ und Mootz vorgeschlagen, das sogenannte Click-Tag und das
Amine-Tag[**] Hierbei handelt es sich um Peptide, die chemisch entweder via
Click-Chemie oder NHS-Aktivester-Chemie mit Farbstoffen markiert und dann
durch Intein-vermitteltes Proteinspleiffen an den Terminus des Proteins kovalent
gekoppelt werden 2]

Die in Abbildung 1.8f skizzierte Markierung beruht auf der Einfiihrung einer
bio-orthogonalen Funktionalitit durch genetische Punktmutation. Eine kiinstli-
che, in das Zielprotein eingefithrte Aminoséure tragt eine reaktive Gruppe, die
dann durch eine ,Click-Reaktion® in der lebenden oder fixierten Zelle zur stéchio-
metrischen Markierung genutzt werden kann*>3] Hierfiir eignet sich sowohl die
Kupfer-katalysierte 1,3-dipolare Alkin-Azid-Cycloaddition (Huisgen-Click-Reak-
tion),['247126] als auch die Reaktion gespannter Alkine mit Aziden (SPAAC, engl.
strain-promoted alkyne-azide cycloaddition) und die Reaktion von Tetrazinen mit
gespannten C-C-Doppel und Dreifachbindungen (SPIEDAC, engl. strain-promoted



30 MARKIERUNGSSTRATEGIEN

b) )

DY‘

A O g N

Abbildung 1.8.: Schematischer Vergleich unterschiedlicher Markierungsmetho-
den. Als Zielprotein ist jeweils ein Mikrotubuli (dunkelblau) dargestellt. (a) Mar-
kierung mittels primarem und sekundarem IgG; (b) Farbstoff-markierter pri-
mirer IgG; (c) Farbstoff-markierter cameloider Einzeldomanen-Antikérper (Na-
nobody); (d) Fusionskonstrukt des Halo-Tag mit seinem Farbstoff-markierten
Halogenalkan-Liganden; (e) Fusionskonstrukt des SNAP-Tag mit seinem
Farbstoff-markierten Benzylguanin-Liganden; (f) Markierung mittels Farbstoff-
markierten Tetrazinen durch ,Click“-Chemie mit unnatiirlichen Aminosiuren.
Die Langenskala betrigt jeweils 2 nm, bei f bezieht sie sich auf den vergro-
Berten Ausschnitt. Die Proteinstrukturen stammen aus der Proteindatenbank.
http://www.rcsb.org/pdb: 3]2U, 1IGT, 1F2X, 1BN6, 3KZZ.

invers-elctron-demand Diels-Alder cycloaddition)!*>7-*34] Der Vorteil der Click-Re-
aktionen mit gespannten Mehrfachbindungen gegeniiber der Huisgen-Cycload-
dition ist ihre problemlose Anwendbarkeit in lebenden Zellen, da sie ohne Ka-
talysator ablaufen. Diese Herangehensweise liefert die bei weitem kompakteste
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Markierung, ist jedoch bislang nur in Prokaryoten wie E. coli oder in Hefen de-
monstriert worden. In Eukaryoten ist sie nicht ohne weiteres durchfiihrbar, da
hier Reparaturmechanismen per ,knock-out“ umgangen werden miissen.[*35]

1.5. Chemische Schalter

Die bisher vorgestellten Methoden zur Hochauflosung, sei es via STED oder mit-
tels einer Lokalisationsmethode, basieren auf der lichtgetriebenen Schaltung von
Fluorophoren zwischen zwei Zustidnden. Diese Schaltung lasst sich jedoch auch
auf chemischem Wege erreichen, was zudem den Vorteil hat, dass weder spezi-
elle Lichtquellen noch sonstige, teure Hardware benétigt werden. Zudem wird
dadurch die in die Probe eingetragene Energiemenge reduziert. Eine Vielzahl ir-
reversible schaltbarer Sonden fiir kleine Molekiile wie NO, 'O, oder CIO™ oder
spezifische Enzyme wie die Glutathion-S-Transferase wird in der Medizin und
Diagnostik bereits eingesetzt['3%] Wihrend irreversible Reaktionen fiir Lokalisa-
tionsmethoden nach dem PALM-Prinzip einsetzbar sind, eignen sich reversible
Schaltprozesse fiir Lokalisation analog zu STORM.

Generell muss zwischen zwei Klassen chemischer Schalter unterschieden wer-
den: solche, deren Fluoreszenz durch eine chemische Interaktion ausgeschaltet
wird (,Turn-Off“) und solche, die sich anschalten lassen (,Turn-On®). Letztere be-
sitzen den Vorteil, dass das Hintergrundsignal vergleichsweise gering ausfillt und
damit mit einer hoheren Markierungsdichte bei gleichzeitig geringen Konzentra-
tionen des Interaktionspartners gearbeitet werden kann.

Zahlreiche Verbindungen lassen sich durch einen Kationenaustausch schalten.

[137] Die Bandbreite umfasst Liganden fir diverse Metall-Kationen wie Cu®*, Hg*",
Cd** oder Zn**, um nur einige zu nennen!'3¥714°l Einen guten Uberblick iiber
Metall-Kationen-sensitive Chemosensoren gibt z. B. MAuro MicHELONI1.['4!] Auch
Fluoreszenzsonden die auf pH-Anderungen reagieren oder Anionen detektieren,
wurden beschrieben [14?]

Eine immer prominenter werdende Klasse an chemischen Schaltern macht sich
die intramolekulare Spirocyclisierung substituierter Xanthenfarbstoffe zunutze,
[143] die bei geeigneter Wahl des Nukleophils in wissriger Losung spontan und
reversibel ablaufen kann und von YasuTERU UrRaNoO und seinen Mitarbeitern be-
reits zur Lokalisationsmikroskopie eingesetzt wurde (siche Abb. 1.9a).?®]

Ein weiteres, in Abbildungi.9b dargestelltes, auch kommerziell weit verbreite-
tes System basiert auf dem BAPTA-Grundgeriist (1,2-Bis(o-aminophenoxy)ethan-
N,N,N’,N’-tetraacetat), welches ein guter Chelator fir Ca**-Ionen ist[144.145] Dje
enthaltenen Anilin-Gruppen wirken in Abwesenheit von Ca®" als PET-Fluores-
zenztdscher, nach Metallkoordination wird die Konjugation der freien Elektro-
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Abbildung 1.9.: Beispiele fiir chemisch schaltbare Fluoreszenzsonden: (a) Spon-
tan schaltendes Siliziumrhodamin von Urano/[?#! (b) Calcium-Sonde, basierend
auf einem BAPTA-Liganden [*44145]

nenpaare am Stickstoff mit dem aromatischen Ring unterbrochen, was zu einem
starken Fluoreszenzanstieg fiithrt[514¢]

1.5.1. CHIRON - Chemische Schalter in der hoch auflésenden
Mikroskopie

Das Sondenkonzept der chemischen Schalter, welches in dieser Arbeit verwen-
det wird, geht zurtick auf eine Entwicklung aus dem Arbeitskreis von Prof. KrA-
MER am Anorganisch-Chemischen Institut der Universitit Heidelberg [44-147-148]
Grundlage ist ein mit Bipyridin und TMR markierte DNA-Doppelstrang (siehe
Kapitel 2.1), der als Chemosensor fiir Cu** wirkt. Im freien Zustand zeigt die Son-
de eine ausgepragte Fluoreszenz, durch Komplexierung von Cu** wird diese stark
geloscht. Diese Reaktion ist reversibel, bei Beobachtung einzelner immobilisier-
ter Sonden lassen sich diskrete Fluktuationen zwischen den zwei Zustdnden beob-
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achten'47-14] die auf die Bildung und den Zerfall des Komplexes zuriickzufithren
sind. Die Cu®*-Konzentration beeinflusst dabei die Dauer der An-Zustdnde. Mit
steigender Cu®"-Konzentration werden diese zunehmend kiirzer. Die Lange der
Aus-Zustiande wird nicht durch die Cu**-Konzentration beeinflusst, sie ist ledig-
lich von der Stabilitat des gebildeten Komplexes abhingig. Da die Fluktuationen
fir den Komplex [Bipyridin-Cu]** auf der Millisekunden-Zeitskala stattfinden,
konnten sie zum Zweck der Lokalisationsmikroskopie eingesetzt werden. Diese
in der Arbeitsgruppe Herten etablierte Methode wurde CHIRON getauft (engl. Che-
mically Improved Resolution for Optical Nanoscopy)[43-44] Es konnte gezeigt wer-
den, dass im mikromolaren Bereich markierte Filamente in fixierten Zellen mit
einer deutlich unter der Beugungsgrenze liegenden Auflésung abgebildet werden
koénnen. Zudem wurde demonstriert, dass der Prozess unabhéngig von der An-
regungsleistung ablauft, wodurch die Methode prinzipiell mit jedem herkémmli-

chen Fluoreszenzmikroskop durchfiihrbar ist, da keine speziellen Laser vonnéten
sind [43]
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1.6. Zielsetzung dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Dissertation sollten verschiedene modulare chemische Schal-
ter untersucht werden. Die bereits existierende erste Generation, die in Kapi-
tel 1.5.1 beschrieben wurde, basiert auf einer doppelstrangigen DNA, die einen
Bipyridin-Liganden in rdumliche Nahe zum Fluoreszenzfarbstoff Tetramethylrho-
damin bringt (TMR-Bipy). In dieser Arbeit sollte dieses Konzept um neue Ligan-
den und Farbstoffe erweitert werden, um so den Einfluss der Ligandenstéirke und
der elektronischen Struktur des Farbstoffs aufzuklaren. Neben der Charakterisie-
rung der synthetisierten Schalter im Ensemble und auf Einzelmolekiilebene sollte
die Entwicklung mikroskopischer und nanoskopischer Methoden vorangetrieben
werden. Das durch die reversible Bindung von Cu**-Ionen an den Liganden indu-
zierte Einzelmolekiilblinken von TMR-Bipy eréffnet Einblicke in die nanoskopi-
sche Welt und sollte in dieser Arbeit auch mit weiteren Liganden und Farbstof-
fen ausgefithrt werden. Zusétzliches Ziel war es, mit den chemischen Schaltern
eine Methode zur monochromatischen Multiplexing-Mikroskopie zu etablieren,
die auf selektivem, reversiblem An- und Ausschalten von TMR-Bipy basiert. Die-
se erlaubt eine direkte Korrelation verschiedener Strukturen ohne chromatische
Aberrationen korrigieren zu miissen.

Basierend auf all diesen Erkenntnissen sollte zudem eine neue Generation che-
mischer Schalter entwickelt und charakterisiert werden, die bekannte Nachteile
der ersten Generation umgeht: so sollte ein organisches Grundgeriist an die Stel-
le des DNA-Doppelstrangs treten, zudem sollte die Verkniipfung der chemischen
Schalter mit ihrem Ziel von der Streptavidin-Biotin-Technik auf enzymatische
Markierungsmethoden und Click-Chemie erweitert werden, um eine breite An-
wendbarkeit sicherzustellen. Die neu synthetisierten chemischen Schalter sollten
dann ebenfalls im Ensemble und auf Einzelmolekiilniveau charakterisiert werden
und ihre Anwendbarkeit fiir CHIRON und das chemische Multiplexing untersucht
werden. Zusatzlich sollen die alternativen Markierungsmethoden wie die Markie-
rung mit dem enzymatischen Snap- und Halo-Tag sowie die Markierung mittels
Kupfer-freier Tetrazin-Click-Chemie untersucht werden.

Im folgenden Kapitel werden nun zuerst die Experimente mit den chemischen
Schaltern der ersten Generation dargelegt. Daran anschliefend widmet sich das
Kapitel den neu entwickelten chemischen Schalter der zweiten Generation.
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Experimente und Ergebnisse
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Kapitel 2.

Die chemischen Schalter der ersten
Generation

Teile der Ergebnisse, die im Folgenden vorgestellt werden, wurden bereits in BRox et
al., PLoS ONE 2013['%] sowie in Brox et al., ChemPhysChem 20145°! veriffent-
licht.

Die in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse basieren auf Vorarbeiten aus den
Arbeitskreisen von Prof. KRAMER und Prof. HERTEN.43147] Das bestehende Son-
denkonzept (sieche dazu Abschnitt 1.5.1 und 2.1) wurde hier aufgegriffen und in
einigen Parametern systematisch variiert. Es wurden neben dem etablierten Bipy-
ridin weitere Liganden inkorporiert und die Sonde mit verschiedenen Farbstoffen
markiert und untersucht.

Das folgende Kapitel behandelt zuerst die Charakterisierung der chemischen
Schalter im Ensemble und untersucht hier die Komplexbildung, die zur Fluores-
zenzldschung fithrt. Dariiber hinaus wurden die Schalter in Einzelmolekiil-Expe-
rimenten untersucht um die Komplexbildung auch aus dem thermodynamischen
Gleichgewicht heraus zu bestimmen. Des Weiteren wurden die chemischen Schal-
ter dann in der Mikroskopie eingesetzt, um zelluldre Strukturen in hoher, nicht
mehr beugungsbegrenzter Auflésung nach dem CHIRON-Prinzip abzubilden [43]
Auflerdem wurde mit dem chemischen Multiplexing eine neue Methode zur abbe-
rationsfreien Abbildung verschiedener biologischer Strukturen etabliert und cha-
rakterisiert.

2.1. Ensemble-Experimente

Die hier untersuchte Fluoreszenzsonde ist aus vier Elementen aufgebaut: einem
Fluoreszenzfarbstoff, der das Messsignal liefert, einem Liganden, der zweiwerti-
ge Cu®* -Ionen kurzzeitig komplexiert, einem Biotin-Linker, welcher zur Immobi-
lisierung in weiteren Experimenten verwendet wird und schlie8lich der 22mer

37
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DNA-Doppelhelix, die alle Teile verbindet. Eine schematische Darstellung der
Sonde liefert Abbildung 2.1a. Hier tragt die Sonde eine 2,2’-Bipyridin-4,4’-dicar-
bonsdure (Bipy) als Komplexliganden und ein Tetramethylrhodamin (TMR) als
Fluoreszenzfarbstoff. Sie wird im Folgenden mit TMR-Bipy bezeichnet.

Aus Vorarbeiten ist bekannt, dass die Sonde in zwei Zustanden vorliegen kann,
im freien, stark fluoreszierenden Zustand (links) sowie als Metallkomplex mit
deutlich reduzierter Fluoreszenz (rechts) ['47] Messungen der Fluoreszenzspektren
von TMR-Bipy in 10 mm MOPS-Puffer zeigten nach Zugabe eines Aquivalents
CuSO0, eine Fluoreszenzabnahme auf etwa 15 % (Abb. 2.1b schwarze und orange
Kurve). Nach Zugabe eines Aquivalents EDTA konnte die Fluoreszenz auf 95 %
des Ausgangswertes wiederhergestellt werden (griine Kurve). Die gleiche Mes-
sung wurde Zeitaufgelost durchgefiihrt (Abb. 2.1c). Dabei wurde die Fluoreszenz
am Emissionsmaximum von 585 nm tiber die Zeit betrachtet, wihrend die Zuga-
be und direkte Vermischung von je einem Aquivalent CuSO, und EDTA erfolgte.
Hier zeigt sich, dass Komplexierung und Dekomplexierung der Sonde quasi in-
stantan ablaufen und nicht vom Spektrometer aufgeldst werden konnen. Dies ist
eine wichtige Voraussetzung fiir die weitere Anwendung der Sonde in der Mikro-
skopie (siehe Kapitel 2.6).

Um einen detaillierteren Eindruck der Fluoreszenzloschung von TMR-Bipy mit
Cu®* zu erhalten wurde eine genaue Fluoreszenz-Titration durchgefiihrt. Hierzu
wurden Fluoreszenzspektren einer 500 nm Losung der Sonde in MOPS-Puffer bei
ansteigender Konzentration von Cu** aufgenommen (Abb. 2.2a). Durch Zugabe
von kleinen Aliquots einer konzentrierten CuSO,-Lésung wurde die Verdinnung
minimal gehalten und konnte somit vernachlassigt werden. Aus den Rohdaten
wurde ein Stern-Volmer-Plot erstellt, wie in Abbildung 2.2b (schwarz) dargestellt
ist[3] Zur Anpassung wurde hier das von Dr. ALEXANDER KIEL vorgeschlagene
Modell, basierend auf einem Zwei-Zustands-System mit einem stark fluoreszie-
renden und einem schwach fluoreszierenden Zustand verwendet, welches in Ab-
bildung 2.2c skizziert ist. Hier liegt im chemischen Gleichgewicht neben der freien
Fluoreszenzsonde L auch die komplexierte Form M—L vor. Beide konnen mit an-
kommenden Photonen interagieren und einen elektronisch angeregten Zustand
einnehmen (L* bzw. M—L*), von denen sie aber mit unterschiedlichen Relaxati-
onsraten zuriick in ihre elektronischen Grundzustidnde zuriickkehren. Der Me-
tallkomplex hat eine deutlich verminderte Emissionsrate und damit eine deutlich
verringerte messbare Fluoreszenzintensitat. Die gemessene Fluoreszenzintensitét
bei einer gewissen Konzentration an M ist also die Summe aus Fluoreszenz der
freien und der komplexierten Sonde.

Aus diesem Schema wurde eine Formel (Gleichung 2.1) zur Anpassung der
Stern-Volmer-Kurven der Fluoreszenzloschung erarbeitet, dessen Herleitung in
Kapitel A.1 beschrieben wird.
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Abbildung 2.1.: Sondendesign und Ensemble-Experimente der chemischen Schal-
ter: (a) Schematische Darstellung des Zwei-Zustands-Systems von TMR-Bipy.
Die Sonde zeigt im freien Zustand eine hohe (links), nach Komplexierung
von Cu®* eine erniedrigte Fluoreszenzintensitit. (b) Emissionsspektrum des frei-
en TMR-Bipy ohne Cu?* (schwarz) sowie nach Zugabe von einem Aquivalent
Cu?** (orange) und zusitzlich einem Aquivalent EDTA. (c) Zeitaufgeldste Mes-
sung der Fluoreszenzintensitit von TMR-Bipy bei Zugabe von einem Aquiva-
lent Cu®* und einem Aquivalent EDTA.

Fo 1+ K[M] (2)
F 14 K[M]$aus ’

Hier ist K die Komplexbildungskonstante des Bipyridin-Cu**-Komplexes und
baus = bL_ die relative Quantenausbeute der komplexierten Sonde. Diese For-
mel ist lediglich eine Niherungslosung und macht einige Vorannahmen (siehe
Kapitel A.1 im Anhang), liefert fiir die Stern-Volmer-Plots in diesem Kapitel aber
gute Ergebnisse, weshalb hier Gleichung 2.1 zur Anpassung angewandt wurde.
Hieraus wurde ein Wert von K = (4.26 + 0.48) 1 x 10% m~! fiir die Komplexbil-
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dungskonstante erhalten, und fiir die relative Quantenausbeute der komplexier-
ten Verbindung ein Wert von ¢4ys = (16.4 £+ 0.3) %.

Als weitere Messgrofie zur Untersuchung der Art und Weise der Fluoreszenz-
l6schung wurden parallel zu den Intensititsmessungen jeweils die Fluoreszenz-
lebensdauer von TMR-Bipy in Abhingigkeit der Cu**-Konzentration bestimmt
und ebenfalls als Stern-Volmer-Plot aufgetragen (Abb. 2.2b, rot). Dieser weist im
Gegensatz zum Stern-Volmer-Plot der Intensitdt nur eine minimale Steigung auf,
was auf einen statischen Loschmechanismus hindeutet. Der Loschmechanismus
wird genauer in Kapitel 2.2 untersucht.

Eine weitere Grofle, die aus Fluoreszenzmessungen bestimmt wurde, ist die
Komplexstochiometrie zwischen TMR-Bipy und Cu®* . Dazu wurde die Methode
der kontinuierlichen Verinderung nach PAUL JoB angewandt['5*] Hier wird eine
Messgrofie bei variierendem Molenbruch der beiden Bindungspartner unter kon-
stanter Gesamtkonzentration untersucht. Im vorliegenden Fall wurden Stamml6-
sungen von CuSO, und TMR-Bipy in 10 mm MOPS-Puffer zu je 1 um hergestellt
und in verschiedenen Verhiltnissen gemischt. Die Gesamtkonzentration an Son-
de und Cu** blieb dabei jeweils bei 1 pm. Durch die zunehmende Verdiinnung der
Sonde nimmt die gemessene Fluoreszenzintensitit linear ab. Alle zusétzlichen Pro-
zesse, die zur Verringerung der Intensitét fithren, rithren von der Komplexbildung
her. Es wurde daher die Differenz von gemessener und erwarteter Fluoreszenz
am Emissionsmaximum bei 585 nm gegen den Molenbruch von Cu®* in Lésung
aufgetragen, was in Abbildung 2.2d dargestellt ist. Es zeigt sich, dass die Abwei-
chung bei etwa 0.4 am Grofiten ist, hier also die ideale Stochiometrie vorliegt.
Dieser Wert weicht leicht vom erwarteten Wert von 0.5 ab, was darauf hindeutet,
dass die Cu®*-Ionen nicht ausschliefilich mit dem Bipyridin-Liganden, sondern
womdglich auch mit dem stark negativ geladenen DNA-Riickgrat interagieren.

Zur weiteren Untersuchung der Komplexierung wurde eine Kontrollprobe, ein
DNA-Doppelstrang ohne Farbstoff, aber mit Bipyridin und Biotin-Linker, mit ei-
ner CuSO,-Losung titriert. Im Absorptionsspektrum der Bipy-DNA tritt neben
der Bande bei 260 nm eine weitere, kaum sichtbare Bande bei etwa 300 nm auf,
welche lediglich als kleine Schulter wahrgenommen werden kann. Bei Zugabe
von CuSO, in Schritten von 0.1 Aquivalenten nimmt die Absorption im Bereich
von 320 nm zu, bis sie schlieSlich ab einem Aquivalent konstant bleibt (Abbildung
2.3a). Die Zugabe von EDTA in Schritten von 0.1 Aquivalenten fiithrte zu einer er-
neuten Abnahme dieser Bande (Abb. 2.3b). Aus den Kurven in 2.3a wurde nach
der Methode von BENEST und HiLDEBRAND die Komplexbildungskonstante abge-
schitzt[149-15%] Hierzu wurde die Anderung der Absorption bei 320 nm betrachtet
und als Wert Q = d[L]o[Cu**]/A A gegen die Cu®>*-Konzentration aufgetragen.
Aus diesem Graph wird K als Quotient der Steigung und des y-Achsenabschnitts
berechnet. Dies lieferte einen Wert von K = (3.38 & 0.84) - 105 m.
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Abbildung 2.2.: Ensemble-Titration von TMR-Bipy mit Cu**: (a) Emissionsspek-
tren einer 500 nM Losung in 10 mm MOPS-Puffer nach Zugabe von 1-20 pm
CuSO,-Losung. (b) Stern-Volmer-Plot der Fluoreszenzintensitét (schwarz) und
der Fluoreszenzlebensdauer (rot). Aufgetragen ist jeweils der Quotient aus
Messwert in Abwesenheit von Cu®" und Messwert bei entsprechender Cu®*-
Konzentration (Fy/F bzw. Ty /7). (¢) Schematische Darstellung der moglichen
Zustiande, in denen sich die Fluoreszenzsonde befinden kann. L Fluoreszenz-
sonde, M Metallion, ML Komplex, L*, ML* elektronisch angeregte Zustinde,
K4 Komplexbildungskonstante. (d) Job Plot der Komplexierung der TMR-Bipy-
Sonde mit CuSO - Der Molenbruch an CuSO 4 wurde von 0 bis 1 variiert, wih-
rend die Gesamtkonzentration an TMR-Bipy und CuSO, konstant gehalten wur-
de (es wurden Stammldsungen von je 1 um in MOPS-Puffer hergestellt und in
unterschiedlichem Verhaltnis gemischt). Aufgetragen ist die Abweichung der
gemessenen Fluoreszenz von der durch die zunehmende Verdiinnung erwarte-
ten Fluoreszenz. Der Knick der Kurve bei 0.4 gibt die Stochiometrie der Kom-
plexierung wieder.
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Abbildung 2.3.: Absorptionsspektren eines mit Bipyridin markierten DNA-
Doppelstrangs bei (a) Zugabe von einem Aquivalent CuSO,-Lésung und (b)
einem Aquivalent EDTA, jeweils in Schritten von 0.1 Aquivalenten. (c) Aus
den Daten in a generierter Plot nach Benesi-Hildebrand. Es ist der Parameter
Q = d[L]o[CuT]/A A gegen die Cu**-Konzentration aufgetragen. Der Quoti-

K.

ent aus Steigung und y-Achsenabschnitt liefert die Komplexbildungskonstante

2.2. Untersuchungen zum Loschmechanismus

Um den Léschmechanismus zu charakterisieren wurden in einer Vorarbeit Mo-
dellierungen von SVENJA JoHANNA WORNER unter Anleitung von Prof. MARKUS
PERNPOINTNER zusammen mit Dr. Bopo MARTIN und Prof. PETER CoMmBA durch-
gefithrt[*53] Hier wurde der DNA-Doppelstrang mitsamt TMR und Bipyridin und
deren flexiblen Linkern modelliert, um Strukturen zu finden, die lokalen Ener-
gieminima entsprechen. Es wurden Strukturen verworfen, die einen hohen TMR-
Bipyridin-Abstand aufwiesen, da diese nicht zur Fluoreszenzloschung fithren. So

konnte eine Konformation gefunden werden, in der dieser Abstand nur 3.4 A be-
tragt. Nach Hinzufiigen eines Cu**-Ions finden sich Strukturen mit einem Cu**-
TMR-Abstand von 5 A, wobei der Ligand durch Wasserstoffbriickenbindungen
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Abbildung 2.4.: Untersuchungen zum Loschmechanismus durch Cu**-Ionen: (a)
Kugel-Stibchen-Modell von TMR-Bipy. (b)Uberlappungsintegrale 7 fiir TMR-
Bipy mit verschiedenen 3d-Metallionen: Cu®** (schwarz), Ni** (blau), Co®* (pink),
Mn®" (rot) und Fe*" (griin). Fir die Berechnung wurde Gleichung 2.2 verwen-
det. (c) Schematische Reprisentation des Maximal- und Minimalabstands von
Farbstoff und Kupferkomplex, bedingt durch deren flexible Linker.

mit dem DNA-Riickgrat teilweise fixiert wird'49] Diese Strukturen wurden der
weiteren Untersuchung des Loschmechanismus zugrunde gelegt. Eine schemati-
sche Darstellung des Groflenverhiltnisses von TMR-Bipy ist in Abbildung 2.4a
gezeigt. Die doppelstrangige DNA dominiert mit ihren 7 nm Lange das Molekiil
und separiert Farbstoff und Ligand von der Biotin-Kopplungsfunktion.

Zur Erklarung der Fluoreszenzlschung kommen mehrere Mechanismen in Fra-
ge. Eine Loschung durch strahlungslosen Energietransfer ist moglich, da die 3d-
Metall-Komplexe des Bipyridin alle eine mehr oder weniger stark ausgeprégte Ab-
sorptionsbande im sichtbaren Spektralbereich besitzen. Diese iiberlappt mit dem
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Tabelle 2.1.: Berechnete Forsterradien und die zugehorigen berechneten FRET-
Effizienzen (fiir einen Ligand-Farbstoff-Abstand von 5 A) verschiedener 3d-
Metallkationen in TMR-Bipy sowie die experimentell bestimmte maximale Fluo-
reszenzloschung.

Kation Ry Errer  Eexp =1 — Foin/Fo

Cu** 1.5nm  0.998 0.954+0.01
Ni** 1.0nm  0.999 0.79 +£0.01
Co** l4nm  0.999 0.33 + 0.05
Mn**  1.8nm  0.997 0.42 +£0.04
Fe** 2.3nm  1.000 0.51 £0.02

Fluoreszenzspektrum des Farbstoffs und kann somit als Energie-Akzeptor fun-
gieren. Des Weiteren kann auch ein photoinduzierter Elektronentransferprozess
(PET) oder ein Dexter Elektronentansfer (DET) zur Fluoreszenzldschung fithren.
Die genannten Prozesse finden auf unterschiedlichen Lingenskalen statt. Wah-
rend fiir PET und DET ein direkter Kontakt der Orbitale vonnéten ist (typischer-
weise im Bereich von etwa 10 A) reicht die Lingenskala bei FRET je nach spektra-
lem Uberlapp bis zu 10 nm.[3] Eine Unterscheidung kann schwierig sein, wenn
die Abstdnde experimentell nicht definiert eingestellt werden kénnen. Einfacher
ist daher das Ausschlussprinzip. Aus den vorab durchgefithrten Simulationen wur-
de eine Struktur mit minimalem M**-Bipyridin-TMR-Abstand von 5 A ermittelt.
Dieser Abstand wurde zur Berechnung von FRET-Effizienzen genutzt, welche
dann mit dem Experiment verglichen wurden, um FRET als Mechanismus aus-
schlieffen zu kénnen.

Zur Quantifizierung wurden die jeweiligen M*>*-Bipyridin-TMR Uberlappungs-
integrale J nach Gleichung 2.2) bestimmt.

J = / FoNea(M)Atdx (2.2)

Hier ist fp(A) das auf eins flichennormierte Fluoreszenzspektrum von TMR-
Bipy (500nm in 10 mm MOPS-Puffer),e 4(A) ist das jeweilige Extinktionsspek-
trum von 1:1 Mischungen der 3d-Metallkationen Cu®", Ni**, Co*", Mn*", Fe*" (je-
weils als Chloride) mit dem Bipyridin-DNA-Doppelstrang ohne Farbstoff (500 nm
in 10 mm MOPS-Puffer). Die daraus berechneten Uberlappungsintegrale in Abbil-
dung 2.4b unterscheiden sich um zwei Groflenordnungen von Ni** hin zu Fe?".

Aus den Uberlappungsintegralen konnte dann nach Gleichung 2.3 der jeweilige
Forsterradius Ry berechnet werden. Dieser ist genau der Abstand, bei dem die
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Hilfte der Molekiile ihre Energie durch Energietransfer verlieren, die beobachtete
Fluoreszenz des Donorfarbstoffs also ' = 0.5F| entspricht (sieche auch Kapitel
1.1.1).113]

R {5/ 9000(1n10) K26 o)

12875N4 nt

Hier ist N4 die Avogadro-Konstante, k2 ist ein Faktor fiir die raumliche Aus-
richtung des Ubergangsdipolmoments. Fiir die TMR-Bipy-Sonde wurde angenom-
men, dass sowohl M?**-Bipyridin als auch TMR frei rotieren konnen, somit wird
ein Wert von k? = 2/3 angenommen.'3] ¢ ist die Quantenausbeute von TMR
an einer doppelstrangigen DNA und wurde wie in der Literatur beschrieben als
0.1 angenommen['54] Der Brechungsindex des Mediums zwischen Donor und Ak-
zeptor wurde auf n = 1.33 gesetzt, da er primar durch den 10 mm MOPS-Puffer
bestimmt wird*55) Aus den Férsterradien konnen nach Gleichung 2.4 die FRET-
Effizienzen Ergrp7 berechnet werden.

R§

RE+10 (2.4)

Ergrer =
Die theoretischen FRET-Effizienzen des aus MD-Simulationen erhaltenen mini-
malen Abstands von TMR und dem M**-Bipyridin-Komplex von 5 A sind in Tabel-
le 2.1 angegeben "4 Hier sollte bei allen getesteten 3d-Metallionen eine gleichma-
Big starke Loschung durch FRET stattfinden. Da dies experimentell nicht auftritt,
muss ein anderer Mechanismus als FRET vorliegen. Dies lasst PET und DET als
wahrscheinlichste Mechanismen iibrig. Hierfiir ist ein direkter Kontakt zwischen
Bipyridin und TMR nétig, der den Modellierungen zufolge moglich ist. Allerdings
unterliegt der Abstand einer starken Fluktuation, wie in Abbildung 2.4c illustriert
ist. Basierend auf der Lange der verwendeten Linker und dem Durchmesser der
DNA-Doppelhelix reicht hier der Abstand von unter 5 A auf tiber 40 A. Der wahre
zeitlich gemittelte Abstand ist schwer zu bestimmen, aber die beobachtete Rest-
fluoreszenz im geldschten Zustand deutet auf eine Abstandsfluktuation und damit
eine Unterbrechung der Fluoreszenzloschung im Mikrosekundenbereich hin. Die
Ubergangsrate fiir den Dexter Elektronentransfer kp g7 ist nach

—2r
kprpr < Jexp <L) (2.5)
neben dem Abstand r und der Summe der Van-der-Waals Radien von Donor und
Akzeptor auch von deren spektralem Uberlapp J abhéngig. Daher wiirde man
auch hier eine Steigerung der Loscheflizienz mit steigendem J erwarten, was ex-



46 EINFLUSS UNTERSCHIEDLICHER LIGANDEN UND FARBSTOFFE

COzH | AN
o) | ~ N~
g
R | A N R_N
_N
=~ °N
S |
BiPy TerPy DPA

Abbildung 2.5.: Verschiedene Komplexliganden, die fiir die chemischen Schal-
ter der ersten Generation zur Verwendung kamen: Dicarboxy-Bipyridin (Bipy),
Terpyridin (Terpy) und Dipicolylamin (DPA).

perimentell nicht der Fall ist. Das schliefit DET zwar nicht vollig aus, deutet aber
auf PET als wahrscheinlichsten Loschmechanismus hin.

2.3. Einfluss unterschiedlicher Liganden und
Farbstoffe

Im Rahmen dieser Arbeit wurde neben dem urspriinglichen Bipyridin-Liganden
auch weitere Komplexliganden in das System eingebaut (Abbildung 2.5). Es wur-
den zwei dreizdhnige Liganden ausgewahlt, Terpyridin und Dipicolylamin, um die
Affinitat und Komplexstabilitat gegeniiber Cu®* weiter zu erhohen. Beide Ligan-
den wurden tiber einen kurzen, flexiblen Linker an der DNA fixiert. Im Falle des
Terpyridin kam wie in der Bipyridin-Sonde ein C;-Aminolinker zum Einsatz. Die
[2,2":6/,2"'-Terpyridin]-4'-carbonséiure wurde an die freie Aminogruppe des noch
auf Festphase immobilisierte Oligonukleotid durch in-situ Aktivierung der Car-
bonsdure unter basischen Bedingungen gekoppelt. Vor Abspaltung von der Fest-
phase wurde mehrmals gewaschen, das Produkt nach Abspaltung mittels HPLC
aufgereinigt und mittels MALDI-TOF verifiziert.

Das mit Di-(2-picolyl)amin markierte Oligonukleotid wurde fertig bezogen und
direkt verwendet. Die Farbstoffmarkierung des Gegenstranges erfolgte ebenfalls
an einem C¢-Aminolinker. Dieser wurde in basischer Umgebung mit den Farbstoft-
Aktivestern zur Reaktion gebracht und mittels HPLC aufgereinigt. Die Identifizie-
rung der Produkte erfolgte mit Hilfe der eingebauten Absorptions- und Emissi-
onsspektrometer, aus separat aufgenommenen Absorptionsspektren wurde der
Markierungsgrad (DOL, Gleichung 5.1) bestimmt und nur Fraktionen mit einem
DOL von 0.9-1.1 verwendet.

Die einzelnen Sonden wurden schliefllich aus Stammldsungen der Farbstoff-
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Abbildung 2.6.: Stern-Volmer-Plots der Titrationen chemischer Schalter mit un-
terschiedlichen Liganden (griin: Bipyridin, rot: Dipicolylamin, gelb: Terpyridin)
und verschiedenen Farbstoffen: (a) Attos6s, (b) TMR, (c) Atto665, (d) Attosso,
(e) Atto647N.

und Liganden-DNA-Strange hybridisiert und in MOPS-Puffer vermessen. Die Er-
gebnisse der Titrationen einiger Sonden sind in Abbildung 2.6 dargestellt. Die
Parameter aus den jeweiligen Anpassungen sind in Tabelle 2.2 zusammengefasst.

Die Wahl des Farbstoffes hat im Zusammenspiel mit Bipyridin als Ligand nur
einen untergeordneten Einfluss. Alle hier getesteten Farbstoffe liefern Werte fiir
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Tabelle 2.2.: Ergebnisse der Anpassung von Gleichung 2.1 an die in Abbildung 2.6
dargestellten Stern-Volmer-Plots mit dem zugehorigen korrigierten Bestimmt-
heitsmafl R, .

Sonde K/10mM Y daus / % Rzom
TMR-Bipy 4.26+0.48 16.4+£0.3 0.9869
TMR-Terpy 4.534+0.26 16.9+0.2 0.9918
TMR-DPA 5.12+0.44 11.3+£0.2 0.9916

Atto565-Bipy 4.584+0.54 12.2+0.3 0.9600
Attos65-Terpy  5.03+0.61 15.9+0.4 o0.9746
Atto565-DPA 5.46+0.29 89+£0.2 0.9846

Attos50-Bipy 2.86+049 95+0.5 0.9579
Attos50-DPA 1219+ 1.31 844+0.1 o0.9548

Atto647N-Bipy 1.36 +0.15 4.5£0.3 o0.9700
Atto647N-DPA 1242+ 2.42 49+0.2 o0.9660

Atto665-Bipy 3.30£0.26 109=£0.2 0.9878
Atto665-DPA 3.624+0.28 10.3+0.3 0.9805

log(K') im Bereich von 6.1-6.7 und liegen damit im Rahmen der in Vorarbeiten
bestimmten Werte (log(K) = 6.4 44 bzw. log(K) = 6.6 [14%]). Die Varianz von
log(K) bei Verwendung von Dipicolylamin als Ligand lag bei 6.56-7.09. Die bei-
den mit Terpyridin als Ligand getesteten Farbstoffe lieferten vergleichbare Werte
von 6.56-7.02. Im Hinblick auf die erreichbare Restfluoreszenz der Sonde, ausge-
driickt durch die Quantenausbeute des geldschten Zustandes, ist Dipicolylamin
der bevorzugte Ligand. Abgesehen von Atto647N-Bipy war hier ¢ 4,5 jeweils ge-
ringer als fiir die Bipyridin-Sonden. Auch die mit Terpyridin getesteten Farbstoffe
lieferten keine niedrigeren Restfluoreszenzen. Daher wurde der Fokus in den fol-
genden Experimenten auf die Liganden Bipyridin und Dipicolylamin gesetzt.

2.4. Einzelmolekiilcharakterisierung

Im thermodynamischen Gleichgewicht kann die Gleichgewichtskonstante nicht
mit Ensemble-Methoden bestimmt werden, da hier keine makroskopische Ande-
rung der Fluoreszenzintensitit iiber die Zeit zu erwarten ist. Beobachtet man die
Reaktion jedoch auf Einzelmolekiilebene, so sind diskrete Fluktuationen zwischen
An- und Aus-Zustand zu beobachten[*47] Fiir TMR-Bipy wurde dies bereits in Vor-
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arbeiten von Dr. ALEXANDER KIEL und Dr. MiCHAEL SCHWERING durchgefiihrt.
[44.148] 1) djeser Arbeit wird nun Attos565-Bipy und Atto565-DPA genauer in Ein-
zelmolekiilexperimenten untersucht.

Um ein Einzelmolekiilexperiment durchfithren zu kénnen, mussten einzelne
chemische Schalter spezifisch auf einer Glasoberfliche immobilisiert werden. Da-
zu kam eine im Arbeitskreis HERTEN etablierte Methode zum Einsatz, die in Ab-
bildung 2.7 dargestellt ist. Hierbei macht man sich zu Nutzen, dass Proteine auf
geladenen Glasoberflachen unspezifisch adhirieren. Eine mit 0.1 m Flusssédure ge-
reinigte Glasoberfldche wurde mit aufgereinigtem Rinderserumalbumin (BSA, bo-
vine serum albumin), einem 66 kDa schweren und etwa 4 nm grofien Protein,
[156] bedeckt. 12.5% der Proteine waren zudem biotinyliert, was zur Immobi-
lisierung genutzt wurde: die Interaktion von Biotin und dem Protein Streptavi-
din ist eine der stirksten bekannten nicht-kovalenten Bindungen in der Natur
(Kq ~10~' m1), auBerdem besitzt Streptavidin vier Bindungsstellen fiir Biotin
und kann daher als Anker zwischen dem auf der Oberflache liegenden BSA-Biotin
und den biotinylierten chemischen Schaltern genutzt werden!'57] Abbildung 2.7a
zeigt schematisch die Schrittweise aufgebaute Oberfldche zur Immobilisierung
der chemischen Schalter, in Abbildung 2.7b ist ein Bild einzelner immobilisierter
Schalter (26 x 26 pm?) gezeigt. Die Oberflachendichte konnte durch die Wahl der
Sondenkonzentration wihrend der Immobilisierung gew#hlt werden. Typischer-
weise lag sie bei 10719 M, die Inkubationszeit lag im Bereich von 10-15 Minuten.
Bei geeigneter Bedeckung wurden die Oberflachen mehrmals mit PBS gewaschen,
mit einem Puffer definierter CuSO,-Konzentration bedeckt und nach finfmintti-
gem Abwarten der Gleichgewichtseinstellung im Einzelmolekiil-TIRF-Mikroskop
vermessen. Es wurde jeweils nur der zentrale Bereich des Gesichtsfeldes zur Aus-
wertung herangezogen (256 x 256 Pixel) um eine gleichmaflige Ausleuchtung
der Probe durch den Anregungslaser und damit eine vergleichbare Helligkeit der
einzelnen Molekiile zu gewihrleisten. Die Aufnahmen wurden bei einer Belich-
tungszeit von 20 ms durchgefithrt, um méglichst auch schnelle Fluktuationen de-
tektieren zu kénnen. Von jeder Sonde wurden etwa 10-20 Videos aufgenommen
und mit einer im Arbeitskreis entwickelten MATLAB-Software analysiert (fiir De-
tails siehe Kapitel 5.6). Diese erkennt anhand eines Intensitatsgrenzwerts lokale
Maxima und gibt deren zeitlichen Intensititsverlauf, korrigiert um den lokalen
Hintergrund, aus.

In Abbildung 2.8a sind vier reprasentative Einzelmolekiilspuren von Attos65-
Bipy dargestellt. In Abwesenheit von Cu®*-Ionen (schwarz) zeigen die Molekii-
le alle eine konstante Emission ohne grofiere Fluktuationen. Dass es sich um
die Spur eines einzelnen Molekiils handelt, wird durch das Vorhandensein ei-
nes einzelnen Bleichschrittes bei etwa 49 Sekunden deutlich. In Anwesenheit
von 200nM Cu?*-Ionen wird ein Blinken der Molekule induziert, das auf der



50 EINZELMOLEKULCHARAKTERISIERUNG

a)
Streptavidin
g *’% }/ Biotin

b)

Abbildung 2.7.: Schematische Darstellung der Oberflachenpréparation fiir Ein-
zelmolekiilexperimente: (a) auf eine gereinigte Glasoberfliche definierter Dicke
(150 wm) wird eine Mischung aus BSA und BSA-Biotin (braun) adsorbiert. Die
vereinzelten Biotin-Reste (rot) werden dann mit Streptavidin (griin) besetzt, an
das wiederum die biotinylierten chemischen Schalter binden kénnen. Das opti-
male Mischungsverhéltnis von BSA und BSA-Biotin von 8:1 erlaubt das beob-
achten raumlich getrennter, einzelner Molekiile. (b) Fluoreszenzbild einzelner
immobilisierter TMR-DPA-Molekiile.

Sekunden-Zeitskala liegt. Zugabe grofierer Cu**-Konzentrationen (rot 1 mm, blau
5 mm) verkiirzt die Dauer der An-Zustinde deutlich auf etwa 200 bzw. 20 ms.

Diese Verkiirzung der An-Zustédnde wird auch in Abbildung 2.8b deutlich, die
die jeweiligen Autokorrelationen der Spuren in 2.8a darstellt. Alle Autokorrelatio-
nen weisen eine Komponente auf, die mit der Linge der aufgenommenen Spuren
ibereinstimmt (50 Sekunden). Eine weitere Komponente beruht auf dem Cu**-
induzierten Blinken und wird mit steigender Konzentration deutlich kiirzer.

Die Spur fir 200 nm Cu®* wurde zudem in ein Histogramm umgewandelt (Abb.
2.8¢). Hier werden deutlich die beiden Populationen des An- und Aus-Zustandes
sichtbar. Durch Anpassen zweier Gauf3-Funktionen wurde deren Helligkeit zu
(1281.8 4= 7.6) bzw. (194.4 £ 5.2) Counts bestimmt, woraus die relative Quanten-
ausbeute des geloschten Zustand ¢ qys zu (15.2 £ 0.4) % errechnet wurde. Dieser
Wert ist etwa dreimal so grofl wie die im Ensemble bestimmten Werte, was auf die
geringe Stichprobe von nur einer Spur zuriickzufithren ist. Nimmt man insgesamt
17 Spuren in Betracht, so erhilt man fiir ¢4, einen Wert von (8.4 + 1.5) %, was
vergleichbar zu Werten der anderen Bipyridin-Sonden ist*49]

Ist die Messdauer ausreichend lange gew4hlt, findet man zunehmend Fluores-
zenzspuren, die nicht nur zwei, sondern drei Zustidnde aufweisen. Solch eine Spur
ist in Abbildung 2.9 dargestellt. Zu Anfang der Spur wechselt das Molekiil zwi-
schen einem An- und einem Aus-Zustand (rot und griin). Bei etwa 25 Sekunden
erfolgt ein einstufiger Bleichschritt, ab jetzt werden lediglich Hintergrundfluk-
tuationen gemessen (schwarz). Die drei Zusténde sind auch im zugehérigen In-
tensitdtshistogramm auf der rechten Seite deutlich getrennt und wurden mit drei



DIE CHEMISCHEN SCHALTER DER 1. GENERATION 51

) b)
2000 1.0
1000 0.8 1
)
04 : S 064
0 25 50 F
0.4
2000 g
<
1000 0.2
. 0.0+ . .
3 0 0 ; o 0.1 1 10
~ 3 5 t/ S
~ 2000 <)
100 79924 5.2 ~ 1Z818%76
1000
+H
0 T ! -
0 25 50 S
<=, 50 1
2000 =
S
3
1000 T
0 0 [TELY .
0 25 50 0 1000 2000
t/s i/ au.

Abbildung 2.8.: Einzelmolekiilluntersuchung von Attos65-Bipy: (a) Intensitats-
spuren einzelner, immobilisierter Sonden in PBS mit unterschiedlichen Cu**-
Konzentrationen, ohne (schwarz), 200 nm (griin), 1 um (rot), 5 um Cu®* (blau); (b)
Autokorrelation der vier Spuren in a, die mit zunehmender Cu**-Konzentration
schnellere Fluktuationen zeigt; (¢) Histogramm tiber die griine Spur in a. Durch
Anpassen von Gaufl-Funktionen wurden so die mittleren Helligkeiten zweier
Zusténde und daraus die relative Quantenausbeute im geldschten Zustand be-
stimmt.

Gauf3-Funktionen angepasst. Daraus erhélt man fiir den An-Zustand eine Hellig-
keit von (1465.7 £ 34.9), fiir den Aus-Zustand (220.4 £ 26.4) und fiir den Hinter-
grund schlief8lich (45.0 £ 8.5) Counts.

Aus den Einzelmolekiilspuren bei verschiedenen Cu®*-Konzentrationen wur-
den mit Hilfe eines im Arbeitskreis vorhandenen MATLAB-Programms die An-
und Aus-Zeiten bestimmt. Dazu wurde fiir alle Spuren eines Videos ein globaler
Schwellwertes gewahlt, anhand dessen die Spur in diskret aufeinanderfolgende
An- und Aus-Zustinde aufgeteilt wurde. Die jeweilige Lénge der einzelnen Zu-
stinde wurde in ein Histogramm iiberfithrt, welches in Abbildung 2.10a fiir die
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Abbildung 2.9.: Beispielspur eines einzelnen Attos65-Bipy-Molekiils, das wah-
rend der Aufnahmezeit irreversibel geblichen ist. Zu erkennen sind drei Zustén-
de: der An-Zustand (rot), der Aus-Zustand (griin) und der gebleichte Zustand,
in dem nur noch Hintergrundfluktuationen auftreten (schwarz).

An- und die Aus-Zeiten getrennt dargestellt ist. Die Messungen wurden bei Cu**-
Konzentrationen von 0.01, 0.2, 1 und 5 pum durchgefithrt. Es wurden 157-169
einzelne Spuren analysiert und die Histogramme jeweils auf eins normiert. Fiir
das schon in Kapitel 2.1 vorgestellte Zwei-Zustandssystem mit der Reaktionsglei-
chung

k
F — Bipy + Cu?" v?— F — [Bipy — Cu*"] (2.6)
2

folgt fiir die im Einzelmolekiilexperiment beobachtbaren Wahrscheinlichkeiten,
das Molekil fiir ein diskretes Zeitintervall A ¢ in einem der beiden Zustande an-
zutreffen (fiir die Herleitung siehe Kapitel A.2){'47]

Py (At) = exp(—ko[Cu™ |At) = exp(—vgnAt) (2.7)

Puus(At) = exp(—kqAt) = exp(—vausAt) (2.8)

Mit Hilfe dieser beiden Gleichungen wurden die in Abbildung 2.10a gezeigten
Histogramme angepasst und daraus die jeweiligen Ubergangsraten bestimmt. Die-
se sind in Abbildung 2.10b gegen die entsprechenden Cu**-Konzentrationen auf-
getragen (zur Besseren Visualisierung wurde eine logarithmische Konzentrations-
Achse gewihlt). Es ist deutlich zu erkennen, dass die Aus-Raten v,,,s unabhangig
von der Cu**-Konzentration in Losung sind (rot). Diese wurden daher fiir die Dis-
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Abbildung 2.10.: Einzelmolekiilanalyse des Blinkverhaltens von Attos65-Bipy:
(a) Histogramm tuber die Lange der An-Zustdnde (oben) und Aus-Zustdnde
(unten) von 157-169 immobilisierten Atto565-Bipy-Molekiilen bei Cu**-
Konzentrationen von 10nm (dunkelgriin), 200 nm (gelb), 1 um (orange) und
5 um (rot). Die Belichtungszeit lag bei 50 ms, die Laserleistung bei 2 mW. (b)
Auftragung der aus a berechneten An- (schwarz) und Aus-Raten (rot) gegen
die Cu®*-Konzentration. Die Aus-Raten sind wie zu erwarten konzentrations-
unabhéngig, die An-Raten nehmen mit steigender Cu**-Konzentration linear
zu.

soziationsrate gemittelt zu einem Wert von k; = (6.20 £ 0.91) s~1. Die An-Raten
steigen linear mit der Cu®*-Konzentration an (schwarz). Eine lineare Anpassung
lieferte fiir die Assoziationsrate einen Wert k, = (6.33 +0.94) - 10 m~1s71.
Daraus lasst sich nach

_ Fa
-z

die Gleichgewichtskonstante zu K = (1.20 + 0.21) - 105 m~! berechnen, sie liegt
damit in der gleichen Gréflenordnung wie die aus Ensemble-Messungen bestimm-
ten Konstanten und die aus Vorarbeiten erhaltenen Ergebnisse.

K (2-9)

Eine dquivalente Untersuchung (siehe Abbildung D.1 im Anhang) fiir Atto565-
DPA ergab fiir die Assoziationsrate k, = (3.07 +1.64) - 107 m~!s~! und fiir
die Dissoziationsrate kq = (2.44 & 0.61) s~ 1. Daraus errechnet sich die Gleich-
gewichtskonstante zu K = (1.26 & 0.74) - 10" Mm~!, was etwa zwei Gréfenord-
nungen kleiner ist als der Literaturwert fiir den Cu®*-Dipicolylamin-Komplex (et-
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wa 2 x 109 m—1) 58] Die lasst sich auf die chemische Modifikation am zentralen
Stickstoff-Atom des Dipicolylamin-Liganden, tiber die der Ligand in die Sonde
eingebaut ist, erklaren. Auflerdem hat die hohe Ladungsdichte an der DNA einen
destabilisierenden Einfluss auf den Komplex.

Im Vergleich zu den in Kapitel 2.3 im Ensemble bestimmten Werten fiir die
Komplexbildungskonstante weichen die aus Einzelmolekiilexperimenten gewon-
nenen Werte um etwa eine halbe Gréfenordnung ab. Dabei wird fiir Atto565-Bipy
der Wert im Vergleich zum Ensemblewert unterschatzt, fiir Atto565-DPA dagegen
iiberschétzt. Generell stéren in den Einzelmolekiilexperimenten durch die Immo-
bilisierung etwaige Verunreinigungen nur wenig, da nur die spezifisch interagie-
renden Sonden die Waschschritte {iberstehen. Auch unvollstandig hybridisierte
und damit nicht funktionale Sonden spielen nur eine untergeordnete Rolle, da die-
se schnell ausbleichen und so die Messung nicht signifikant verfalschen. In den
Ensembleexperimenten hingegen wirken sich sowohl unvollstindige Sonden als
auch mogliche Verunreinigungen auf das Messergebnis aus. Zudem kann sich die
Immobilisierung auch negativ auf die chemischen Sonden auswirken, wenn es
zu ungewollten Interaktionen mit der Oberflache oder den zur Immobilisierung
verwendeten Proteinen kommt.

2.5. Hoch aufgeloste Mikroskopie: CHIRON -
Chemically Improved Resolution for Optical
Nanoscopy

In Vorarbeiten wurde bereits das chemisch induzierte Blinken von TMR-Bipy zur
hochauflosenden Lokalisationsmikroskopie eingesetzt[43] In dieser Arbeit wur-
den auch die mit Dipicolylamin modifizierten chemischen Schalter hierzu einge-
setzt. Die zugehorigen Experimente werden im Folgenden vorgestellt. Zum Ein-
satz kam hierbei Atto565-DPA in HeLa-Zellen, in denen Mikrotubuli mit einem
anti-«-Tubulin-Biotin Antikérper und Streptavidin markiert waren. Die Zellen
wurden an einem selbstgebauten Mikroskop unter TIRF-Beleuchtung betrachtet,
was eine Detektion einzelner, blinkender Molekiile mit hohem Signal-Rausch-
Verhiltnis gewahrleistete. Auflerdem sorgt die grofie Einschrankung der Anre-
gung in axialer Richtung fiir eine enorme Reduzierung von Hintergrund aus tiefe-
ren Schichten der Zelle, da nur die im evaneszenten Feld liegenden Filamente di-
rekt oberhalb der Glasoberflache abgebildet wurden.

Fir die Aufhahme wurde ein Laser mit 532 nm bei einer Anregungsleistung
von 2mW verwendet und die Fluoreszenz eines 128 x 128 Pixel groflen Aus-
schnitts am Rande einer Zelle fiir etwa 200 s (10 000 Bilder bei einer Belichtungs-
zeit von 50 ms) aufgenommen. Die Zellen wurden dazu in 10 mm MOPS-Puffer
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Abbildung 2.11.: Lokalisations-Experiment in markierten HeLa-Zellen: (a) Mi-
krotubuli wurden mit anti—«-Tubulin-Biotin, Streptavidin und Atto565-DPA
markiert. Die Zellen wurden in 10 mm MOPS-Puffer in Anwesenheit von 15 um
CuSO, mikroskopiert. Es wurde bei 532 nm mit einer Leistung von 2mW an-
geregt und ein Video von 10000 Bildern bei 20 Hz aufgenommen. Es ist das
Summenbild (oben) tiber das gesamte Video sowie das Lokalisationsergebnis,
welches mit der frei verfigbaren Software ,rapidSTORM® erstellt wurde (un-
ten) dargestellt. (b) Uberlagerung des beugungsbegrenzten Summenbilds mit
dem Lokalisationsbild. Die Profile entlang der griinen und roten Linie sind in
(c) und (d) abgebildet. Das einzelne Mikrotubuli in ¢ wird mit einer Halbwerts-
breite von 78 nm abgebildet, die beiden Filamente in d sind 178 nm voneinander
entfernt.
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Abbildung 2.12.: Einzelbilder aus dem Abbildung 2.11 zugrunde liegenden Video:
(a) Dargestellt sind die Einzelbilder 8000, 8100, 8200, 8300, 8400, 8500, 8600 und
8700. Es sind die Positionen zweier in Bild 8ooo fluoreszierenden Molekiile farb-
lich markiert. Der Intensitatsverlauf iber das gesamte Video an diesen Punkten
ist in (b) und (c) dargestellt.

bei einer Cu®*-Konzentration von 15 pM vermessen. Bei dieser Konzentration be-
finden sich die meisten Sonden im Aus-Zustand und die Lange der An-Zusténde
entspricht etwa der Belichtungszeit, wodurch blinkende Molekiile jeweils in etwa
ein bis zwei aufeinander folgenden Bilder abgebildet werden.

Vom so entstandene Video wurde nun einerseits ein Summenbild generiert, was
in Abbildung 2.11a oben dargestellt ist. Aulerdem wurde mithilfe der Software
,fapidSTORM® von STEVE WOLTER ein Lokalisationsbild erstellt (Abb. 2.11a un-
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ten). Dazu wird ein Schwellwert gew#hlt, iiber dem ein Signal als positiv gewertet
wird. Die Software entscheidet dann anhand der Elliptizitit und Grof3e, ob es sich
um das Abbild eines einzelnen Molekiils handelt. Von allen positiv gefundenen
Molekiilen wird anschliefend das jeweilige Zentrum auf Sub-Pixel-Genauigkeit
bestimmt (hier mit einer Sub-Rastergrofie von 30 nm/Pixel). Uber alle Bilder des
Videos werden alle gefundenen Lokalisationen zu einem hoch aufgeldsten Bild
zusammengefasst.

In Abbildung 2.11b ist eine Uberlagerung der beiden Bilder gezeigt, die verdeut-
licht, dass die meisten Filamente im Lokalisationsbild auftauchen. Entlang der ro-
ten und griinen Linie sind zudem die Profile des beugungsbegrenzten und hoch
aufgelosten Bildes ausgelesen worden (Abbildung 2.11c+d). Das Filament in 2.11¢
hat im beugungsbegrenzten Bild eine Halbwertsbreite von 358 nm, im hoch auf-
gelosten Bild nimmt sie auf 78 nm ab. Dies ist etwa 10 nm mehr als die fiir die hier
angewandte Markierungsstrategie erwartete Maximalauflosung (vergleiche dazu
Abbildung D.6 im Anhang). In 2.11d ist eine Stelle ausgew#hlt, die im beugungs-
begrenzten Bild als ein Filament erscheint. Im hoch aufgeldsten Bild wird jedoch
deutlich, dass es sich hier um zwei parallel laufende, nahe beieinander liegende
Mikrotubuli mit einem Abstand von 178 nm handelt.

Die hier in hoher Auflésung abgebildeten Mikrotubuli scheinen jedoch nicht
vollstidndig intakt zu sein, im Lokalisationsbild in Abbildung 2.11a ist eine bruch-
stiickhafte Rekonstruktion zu erkennen. Dies liegt vermutlich nicht an der Pro-
benpréparation, sondern ist entweder auf eine unvollstindige Markierung oder
auf ein Artefakt der Lokalisationstechnik zuriickzufithren*s Selbst bei durch-
gangiger Markierung wirkt sich eine Dissoziation des DNA-Doppelstrangs auf
das Blinkverhalten der Sonden aus, was unvollstindige Lokalisationsbilder er-
zeugt. Zudem kann auch die Restfluoreszenz von Atto565-DPA einen Grund fiir
Artefakte darstellen, da bei sehr dichter Markierung etwa zehn geldschte chemi-
sche Schalter, die sich im Abstand der Beugungsgrenze zueinander befinden, auf
Grund ihrer Restfluoreszenz wie eine nicht geloschte Sonde abgebildet werden.
Aufgrund dieser Limitierungen besteht die Notwendigkeit, das existierende Son-
denkonzept zu iiberarbeiten.

Aus dem Video, das Abbildung 2.11 zu Grunde liegt, wurden acht Einzelbilder
aus dem letzten Fiinftel des Videos ausgewahlt, die in Abbildung 2.12a dargestellt
sind. Hier ist gut zu erkennen, dass in der Zelle jeweils wechselnde, einzelne Mole-
kiile mit gutem Signal-Hintergrund-Verhaltnis erkennbar sind. Die Position zwei-
er dieser Molekiile, die in Bild 8000 fluoreszieren, ist jeweils mit dem roten und
griinen Pfeil markiert. An diesen Punkten wurde die Fluoreszenzintensitat (mitt-
lere Intensitét eines Kreises mit Radius 3 Pixel) iiber das ganze Video ausgelesen,
was in Abbildung 2.12b fiir den roten Pfeil und 2.12c¢ fiir den griinen Pfeil darge-
stellt ist. An beiden Positionen kommt es mehrmals zu deutlichen Fluoreszenz-
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fluktuationen. Die unterschiedliche Intensitat der einzelnen Fluktuationen rihrt
daher, dass nicht alle fluoreszierenden Molekiile exakt an der Beobachtungsstelle
liegen und daher manchmal nur ein Teil ihrer Fluoreszenz ausgelesen wird.

2.6. Chemisches Multiplexing

Die Ergebnisse des folgenden Unterkapitels sind in Brox et al[*°] veriffentlicht wor-
den. Die Darlegung folgt daher im Wesentlichen der Argumentation der Publikation.

Die Experimente im folgenden Unterkapitel zeigen eine weitere Anwendungs-
moglichkeit der chemischen Schalter auf: die aberrationsfreie mikroskopische
Aufnahme von mehr als einer markierten Struktur in nur einem Farbkanal. Die
Methode wird durch Kolokalisation ein und derselben Struktur validiert und ihre
Limitierungen ausgeleuchtet. Des Weiteren werden verschiedene zelluldre Struk-
turen abgebildet und die Methode auf zwei Farben und damit vier Strukturen
ausgeweitet. Zusatzlich wird die prinzipielle Eignung der Methode mit anderen,
hoch auflésenden Mikroskopietechniken am Beispiel der STED-Mikroskopie de-
monstriert.

Ein-Farben-Multiplexing

Um die Moglichkeiten des chemischen Multiplexing aufzuzeigen, wurden zwei-
fach markierte HeLa-Zellen verwendet. In einem ersten Experiment wurden zwei
Typen von Strukturfilamenten mit Fluoreszenzfarbstoffen der gleichen Farbe mar-
kiert. Mikrotubuli wurden mit anti-«-Tubulin-Biotin, Streptavidin und TMR-Bipy
markiert. Zusitzlich wurden Vimentin-Intermediérfilamente mit anti-Vimentin-
TMR markiert. Die Ergebnisse hierzu sind in Abbildung 2.13 dargestellt. In 2.13a-c
sind Markierung und sequentielle Aufnahme skizziert. Die beiden Strukturen sind
in dunkelblau (Mikrotubuli) und hellblau (Vimentin) dargestellt. Die jeweiligen
Primar-Antikorper (hellgriin: anti-«-Tubulin-Biotin, dunkelgriin: anti-Vimentin-
TMR) binden spezifisch an ihre Zielproteine. Uber Streptavidin wurde TMR-Bipy
an die biotinylierten Antikorper gebunden. Da die Bindungen alle stark genug
sind (fiir Antikorper liegen die Assoziationskonstanten K, im Bereich von 108~
1010 M1, fiir Streptavidin-Biotin sind es etwa 101 M_l), konnten die so markier-
ten Zellen gut von freien, nicht gebundenen Proteinen oder der Sonde durch mehr-
maliges Waschen befreit werden[*®) In Abbildung 2.13d-f sind drei konfokalen
Fluoreszenzbilder solch einer doppelt markierten Zelle gezeigt. Die Fluoreszenz
wurde bei 550 nm angeregt und mit einer PMT im Bereich von 560-620 nm de-
tektiert.
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Abbildung 2.13.: Chemisches Multiplexing in doppelt markierten HeLa-
Zellen. Mikrotubuli (dunkelblau) wurden mit biotinylierten anti-a-Tubulin-
Primérantikérpern (hellgriin), Streptavidin (grau) und TMR-Bipy, Vimentin
(hellblau) mit anti-Vimentin-TMR Primérantikérpern (dunkelgriin) markiert.
(a) TMR-Bipy an Mikrotubuli ist durch Komplexierung von Cu** ausgeschaltet,
sodass lediglich Vimentin abgebildet wird. (b) Nach Photozerstérung verbleibt
eine geringe Restfluoreszenz. (c) Durch Zugabe von EDTA (rot) wird schlieilich
das Cu** entfernt und die Fluoreszenz von TMR-Bipy wieder angeschaltet, so-
dass die Mikrotubuli abgebildet werden kénnen. (d-f) Die zu a-c zugehorigen
konfokalen Fluoreszenzbilder zeigen die Intensitaitsabnahme durch Photozer-
storung um den Faktor zwolf sowie einen acht-fachen Fluoreszenzanstieg nach
EDTA-Zugabe. (g) Falschfarbenbild aus d und e mit dem zugehérigen Pearson-
Korrelationskoeffizienten R. (h) Das Profil der mittleren Intensitat einer Zelle
iiber die Zeit zeigt in einem entsprechenden Experiment das Photobleichen und
den spontanen Intensititsanstieg nach EDTA-Zugabe.



60 CHEMISCHES MULTIPLEXING

In 2.13d ist lediglich Vimentin (Struktur 1) sichtbar, da die chemischen Schal-
ter an den Mikrotubuli (Struktur 2) durch Verwendung einer Cu**-Konzentration
von 20 pMm ausgeschaltet waren. Nach einiger Zeit bei konstanter Laserbelich-
tung' sind alle Farbstoffe durch Photozerstorung irreversibel geblichen, sodass
lediglich die schwache Fluoreszenz der geldschten chemischen Schalter an den
Mikrotubuli abgebildet wurde (2.13e). Nach Zugabe von 50 pm EDTA wurde die
Fluoreszenz der chemischen Schalter durch Entfernung des Cu** wieder einge-
schaltet und konnte abgebildet werden (2.13f). Aus den beiden Bilder in 2.13d+f
wurde ein Falschfarbenbild generiert, welches in 2.13g dargestellt ist (Mikrotubuli:
griin, Vimentin: rot). Die hier gew&hlten Strukturen beanspruchen teilweise den
gleichen Raum, was in den gelben Bereichen der Zelle deutlich wird. Es gibt aber
auch grofle Bereiche der Zelle, in denen jeweils nur eine Struktur vorliegt. Um das
Maf3 an Kolokalisation der beiden Strukturen quantifizieren zu kénnen, wurde der
Pearson-Korrelationskoeffizient R berechnet (Gl. 2.10). Hierbei wird die Intensi-
tat der beiden Bilder in 2.13g Pixelweise verglichen. Korrelieren die beiden Bilder,
nimmt R einen Wert von 1 an, sind sie anti-korreliert, wird R = —1. Existiert
keine Korrelation, wird R = 0.

R = Zm Zn(Anm — Z)(an — E)
Vo (A~ 225, 5 (B — B)?

Hier sind A und B die beiden zu vergleichenden Bilder, A,,,, und B,,, die je-
weiligen Intensitdtswerte fiir Pixel in Zeile n und Spalte m, A und B sind die
jeweiligen mittleren Intensititen der beiden Bilder. Fiir die beiden hier gew#hl-
ten Strukturen, Mikrotubuli und Vimentin-Filamente, erhilt man einen Korrela-
tionskoeffizienten von R = 0.376. Die beiden Bilder zeigen also eine maflige
Korrelation. Da beide Filament-Sorten im Zellinneren einen dhnlichen Raum be-
anspruchen, ist diese Korrelation nicht ungewohnlich.

(2.10)

Dariiber hinaus wurde der Intensititsverlauf einer markierten Zelle tiber die
Zeit ausgelesen (die Daten stammen aus einem Experiment, das auf einem Epifluo-
reszenzmikroskop durchgefithrt wurde), was in Abbildung 2.13h dargestellt ist.
Zu Beginn des Experiments nimmt die Fluoreszenz mono-exponentiell mit der
Zeit ab. Nach etwa 500 Sekunden wurde EDTA zugegeben, was zu einem soforti-
gen Fluoreszenzanstieg auf etwa das Ausgangsniveau fiihrte.

In einem Kontrollexperiment wurde das Ubersprechen der Restfluoreszenz des
geloschten TMR-Bipy untersucht, wie in Abbildung 2.14 dargestellt ist. Hier wur-
den in HeLa-Zellen lediglich Mikrotubuli mit TMR-Bipy (anti-a-Tubulin-Biotin,

'Es wurden finf Laserlinien bei 518 nm, 526 nm, 534 nm, 542 nm und 550 nm zum schnelleren
Ausbleichen von Struktur 1 verwendet. Insgesamt wurde fiir etwa 2-3 min geblichen.
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Abbildung 2.14.: Kontrollexperiment zum chemischen Multiplexing: eine HeLa-
Zelle wurde mit biotinyliertem anti-«-Tubulin, Streptavidin und TMR-Bipy
markiert. (a) In Anwesenheit von 25 pm Cu?* wird nur die Restfluoreszenz der
geloschten Sonde abgebildet. (b) Nach Zugabe von 50 pm EDTA erfolgt ein 12-
facher Intensititsanstieg.

Streptavidin, TMR-Bipy) markiert. Unter den normalen Messbedingungen - bei
25 um CuSO, in PBS-Puffer — wurde die Fluoreszenz der geléschten Sonden (2.14a)
und der Sonden nach Zugabe von 50 um EDTA (2.14b) abgebildet. Auch hier zeigt
sich ein Fluoreszenzanstieg um etwa den Faktor 12. Der berechnete Korrelations-
koeffizient von R = 0.878 zeigt ebenfalls deutlich, dass hier die selben Strukturen
abgebildet werden. Dass keine perfekte Korrelation vorliegt, lasst sich auf die sehr
verschiedenen Gesamtintensitaten der Bilder zuriickfithren.

Zur Validierung des chemischen Multiplexing mit TMR-Bipy wurde in HeLa-
Zellen eine Struktur doppelt markiert. Die Mikrotubuli wurden zum einen mit bio-
tinylierten anti--Tubulin-Primarantikorpern, Streptavidin und TMR-Bipy, zum
anderen mit TMR-markierten anti-Maus-Sekundéarantikérpern markiert. Die Er-
gebnisse sind in Abbildung 2.15 dargestellt. Das Experiment wurde in PBS-Puffer
durchgefiihrt, hier schaltet Cu®* die Fluoreszenz von TMR-Bipy aus, sodass le-
diglich die TMR-Sekundérantikérper fluoreszieren (2.15a). Nach Photozerstérung
der Farbstoffe bleibt nur eine geringe Restfluoreszenz tibrig (2.15b), und Zugabe
von EDTA (rot) entfernt schlieBBlich das Cu®** und schaltet die Fluoreszenz von
TMR-Bipy wieder an (2.15¢). Die zugehorigen Fluoreszenzbilder in Abbildung
2.15d-f zeigen das Ausbleichen der Fluoreszenz um etwa den Faktor zehn so-
wie einen etwa achtfachen Fluoreszenzanstieg nach EDTA-Zugabe. In Abbildung
2.15g ist die Uberlagerung von 2.15d+f dargestellt. Hier sieht man, im Gegensatz
zum Falschfarbenbild in Abbildung 2.13g, eine sehr gute Uberlagerung der beiden



62

CHEMISCHES MULTIPLEXING

d) + Cu** —> Struktur 1 g)
250

10

e)
+ Photozerstorung

20

10

f)
+ EDTA—> Struktur 1'
160

62.

10

Abbildung 2.15.: Validierung des chemischen Multiplexing: Microtubuli (dun-
kelblau) wurden doppelt markiert, zum Einen mit biotinylierten Priméaran-
tikorpern (hellgriin), Streptavidin (grau) und TMR-Bipy, zum Anderen mit
TMR-markierten Sekundérantikérpern (dunkelgriin). (a) Anwesenheit von
Cu®* schaltet TMR-Bipy aus, sodass lediglich die TMR-Sekundarantikérper fluo-
reszieren. (b) Nach Photozerstorung der Farbstoffe bleibt nur eine geringe Rest-
fluoreszenz uibrig. (¢) Zugabe von EDTA (rot) entfernt schlieflich das Cu** und
schaltet die Fluoreszenz von TMR-Bipy wieder an. (d-f) Die zu a-c zugehdrigen
konfokalen Fluoreszenzbilder zeigen das Ausbleichen der Fluoreszenz um etwa
den Faktor zehn sowie einen etwa achtfachen Fluoreszenzanstieg nach EDTA-
Zugabe. (g) Aus d und f wurde ein Falschfarbenbild erstellt. Der vergrofierte
Ausschnitt zeigt eine gute Kolokalisation der beiden Markierungen.
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Strukturen. Auch der Korrelationskoeffizient von R = 0.815 zeigt das. Im vergro-
Berten Ausschnitt ist ein kleiner Teilbereich der Zelle gezeigt. Hier sind praktisch
die gleichen Filamente zu Beginn und am Ende des Experiments sichtbar sind.
Nach dem die Grenzen des chemischen Multiplexing ausgelotet waren, wur-
den nun verschiedenste zelluldre Strukturen abgebildet. Hierzu wurden sowohl
Mikrotubuli als auch Aktin-Filamente mit TMR-Bipy markiert, zusétzlich wurden
(161] ¢in Protein, das im Zellkern eine stiitzende Funkti-
on inne hat), Intermediarfilamente (Vimentin,*®?] ein Protein welches Organellen
im Zytosol verankert), und fokale Adhéisionspunkte (Vinculin,[163] ein Struktur-
protein, das unter anderem in Fokalkontakt-Komplexen vorkommt) ausgew4hlt.
Diese Experimente sind in Abbildung 2.16 dargestellt. Die erste Spalte ist jeweils
das Bild der direkten Markierung, in der zweiten Spalte sind die mit den che-
mischen Schaltern erzeugten Bildern dargestellt. Die dritte Spalte beinhaltet die
zugehorigen, Giberlagerten Falschfarbenbilder. 2.16a-c ist Lamin neben Aktin ab-
gebildet worden. Diese beiden Strukturen iiberlappen rdumlich so gut wie nicht.
Das schlégt sich in einem Korrelationskoeffizienten von R = 0.002 wieder. Die
Aufnahme von Lamin und Tubulin in 2.16d-f zeigt etwas mehr Uberlapp, da die
Mikrotubuli vom Zellkern ausgehen. Hier ergibt sich ein Korrelationskoeffizient
von R = 0.167. In 2.16g-h ist Vinculin und Aktin dargestellt. Diese Strukturen
tiberlappen deutlich. Das markierte Vinculin liegt jeweils am Ende eines Aktin-
Filaments. Es ergibt sich so ein Korrelationskoeffizient von R = 0.286. Zuletzt
wurden ein weiteres Mal Vimentin und Tubulin gleichzeitig markiert (Abb. 2.16j-
1), was auch hier einen Korrelationskoeffizienten von R = 0.342 liefert, da beide
Proteinfilamente einen &dhnlichen Raum in der Zelle beanspruchen.

nukleare Lamina (Lamin,

Zwei-Farben-Multiplexing

Des Weiteren wurden auch echte Zwei-Farben-Experimente durchgefithrt, wo-
bei durch das chemische Multiplexing hier insgesamt vier Strukturen in einem
Experiment abgebildet wurden. Es kamen zwei chemische Schalter zum Einsatz,
TMR-Bipy und Att647N-Bipy, sowie direkt markierte anti-Vinculin-TMR und anti-
Lamin-Atto647N-Antikérper. Die Zellen wurden sequentiell mit den chemischen
Schaltern markiert. Zuerst wurden Mikrotubuli mit anti-o-Tubulin-Biotin, Strep-
tavidin und Atto647N-Bipy markiert, wonach noch verbleibende freie Biotin-Bin-
dungsstellen zur Vermeidung von Kreuzmarkierungen mit einer 1 mm Biotin-L6-
sung blockiert wurden. Danach wurde mit Phalloidin-Biotin und TMR-Bipy mar-
kiert und schlief8lich die beiden farbstoffmarkierten Antikérper angebracht. Die
so markierten Zellen wurden dann in zwei getrennten Farbkanilen am konfo-
kalen SP5X vor und nach Photobleichen und Zugabe von EDTA abgebildet. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 2.17 dargestellt. Insgesamt sind die Bilder vor al-
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R =0.0019

Abbildung 2.16.: Chemisches Multiplexing: konfokale Fluoreszenzaufnahmen
der direkt markierten Strukturen (linke Spalte), der mit dem chemischen Schal-
ter markierten Struktur (mittlere Spalte) sowie das zugehorige Falschfarbenbild
inklusive der entsprechenden Pearson-Korrelationskoeffizienten R (rechte Spal-
te). (a-c¢) Lamin und Aktin, (d-f) Lamin und o-Tubulin, (g-i) Vinculin und Aktin,
(-1) Vimentin und «-Tubulin.
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Vinculin

Vimentin Mikrotubuli

Abbildung 2.17.: Zwei-Farben Multiplexing mit TMR und Atto647N: konfoka-
le Fluoreszenzaufnahmen, direkt markierte Strukturen (links), mit dem che-
mischen Schalter markierte Struktur (mitte) sowie das zugehorige Falschfar-
benbild inklusive Pearson-Korrelationskoeffizienten R (rechts). (a-c) Fluores-
zenzbilder im gelben Kanal (560-620 nm) zeigen anti-Vinculin-TMR (a) und
Phalloidin-Biotin, Streptavidin und TMR-Bipy (b) sowie das Falschfarbenbild
(c) mit dem zugehorigen Pearson-Korrelationskoeffizienten R. (d-f) Fluores-
zenzbilder im roten Kanal (660-720 nm) zeigen anti-Lamin-Atto647N (d) und
anti-«-Tubulin-Biotin, Streptavidin und Atto647N-Bipy (e) sowie das zugehori-
ge Falschfarbenbild (f) mit dem zugehorigen Pearson-Korrelationskoeffizienten
R

lem im roten Kanal deutlich verrauschter als beim Ein-Farben-Multiplexing, was
auf die viel aufwendigere Markierungsprozedur und ein nicht zu vernachlassigen-
des Ubersprechen der TMR-Farbstoffe in den Atto647N-Kanal zuriickzufiihren ist.
Prinzipiell ist aber auch eine Drei-Farben-Anwendung unter Zuhilfenahme eines
Farbstoffpaares im blauen Teil des sichtbaren Spektralbereichs denkbar, darauf
wurde hier aber verzichtet, da die chemischen Schalter in diesem Farbbereich
deutlich schlechtere Eigenschaften aufweisen.
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STED-Multiplexing

Der Einsatz chemischer Schalter erméglicht auch das Abbilden zweier Struktu-
ren in einem Experiment an einem einfachen Ein-Farben-STED-Mikroskop. Hier
kann in einfacher Art und Weise ein Zwei-Farben-Experiment in hoher Aufls-
sung durchgefithrt werden, ohne dafiir das bestehende Mikroskop manipulieren
zu missen. Da die Messungen meist sowieso Zeitintensiv sind, ist die erforderli-
che sequentielle Aufnahme der beiden Strukturen nicht von Nachteil.

Die hier gezeigten Experimente wurden im Arbeitskreis von Prof. STEFAN HELL
mit Hilfe von Dr. JoHANN ENGELHARDT durchgefiihrt. Als chemischer Schalter
wurde fiir diese Experimente Atto565-Bipy gewahlt. Die Auflésung in der STED-
Mikroskopie hiangt direkt von der verwendeten Leistung des STED-Lasers ab, da-
her muss ein entsprechend photostabiler Farbstoff gewahlt werden, um trotz er-
hohtem Photobleichen eine dichte Markierung zu gewahrleisten. Da Attos65 eine
deutlich bessere Photostabilitit als TMR besitzt, fiel die Wahl auf diesen FarbstofT.
Auflerdem ist eine schnelle und moglichst vollstindige Wiederherstellung der ge-
l6schten Fluoreszenz der chemischen Schalter vonnéten, weshalb die Bipyridin-
Sonde zum Einsatz kam.

Fir die Experimente wurden doppelt markierte HeLa-Zellen eingesetzt, die ei-
ne besonders dichte Markierung erforderten. Deshalb wurde hier die Aktinfila-
mente mit der Atto565-Bipy-Sonde iber Phalloidin-Biotin und Streptavidin mar-
kiert. Die zweite Struktur wurde zur Signalverstirkung indes mit anti-o-Tubulin-
Primérantikorpern und anti-Maus-Atto565-Sekundérantikorpern markiert.

Diese Experimente wurden in PBS bei einer Cu®**-Konzentration von 25 um
durchgefiihrt. Es kam eine Anregungslinie von 532 nm sowie eine starke STED-
Linie von 654 nm zum Einsatz. Das Mikroskop lieferte gleichzeitig ein regula-
res, beugungsbegrenztes konfokales Bild sowie ein STED-Bild. Nach Aufnahme
des ersten Bildes wurde das Gesichtsfeld fiir einige Minuten sowohl mit dem
Anregungs- als auch mit dem STED-Laser bestrahlt, bis fast keine Fluoreszenz
mehr sichtbar war. Dann wurde nach Zugab von 50 um EDTA-Losung ein weite-
res Bild aufgenommen. Die iberlagerten konfokalen und STED-Bilder sind in Ab-
bildung 2.18a-b dargestellt, wobei bereits beim bloflen Betrachten der Auflésungs-
unterschied erkennbar ist. Deutlicher wird dies bei der Detailansicht des gelben
Kastens (Abb. 2.18c-d). Hier ist jeweils der Ausschnitt aus dem STED-Bild der di-
rekten Markierung in 2.18c und der schaltbaren Markierung mit Atto565-Bipy in
2.18d abgebildet, entlang der jeweiligen weiflen Linie sind jeweils die Profile des
konfokalen und des STED-Bildes verglichen. Im Falle der Mikrotubuli werden im
STED-Bild drei einzelne Filamente sichtbar, die im konfokalen Bild nur eine breite
Struktur bilden. Dasselbe gilt fiir das Aktin-Bild. Hier werden zwei dicht beiein-
ander liegende Filamente aufgeldst, was im konfokalen Bild verborgen bleibt.
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Abbildung 2.18.: Multiplexing in der STED-Mikroskopie: Mikrotubuli wurden
mit anti-&-Tubulin Primérantikérpern und anti-Maus-Atto565 Sekundéranti-
korpern markiert (rot), Aktinfilamente wurden mit Phalloidin-Biotin, Streptavi-
din und Atto565-bipy markiert (griin). Die Messung wurde in PBS mit 25 pm Cu-
SO, und Zugabe von 50 pm EDTA durchgefiihrt. (a) Beugungsbegrenztes, konfo-
kales Falschfarbenbild von Mikrotubuli (rot) und Aktin (grin), (b) zugehéoriges
STED-Bild. (c-d) STED-Bilder des markierten Ausschnitts aus b: Mikrotubuli
vor Zugabe von EDTA (c), Aktinfilamente nach Photozerstérung und Zugabe
von EDTA(d). Der Vergleich des Profils entlang der jeweiligen weiflen Linie
zeigt den Unterschied zwischen dem beugungsbegrenzten Bild (schwarz) und
dem STED-Bild (rot).

Zusammenfassung der Ergebnisse

Die chemischen Schalter wurden zum aberrationsfreien Abbilden mehrerer Struk-
turen in der Mikroskopie angewandt. Neben der prinzipiellen Durchfithrbarkeit
der Methode wurden ihre Grenzen analysiert, hier ist das Ubersprechen der ge-
16schten Fluoreszenzmarker in den zweiten Kanal mit etwa 10 % tolerierbar, so-
lange beide markierten Strukturen in etwa die gleiche Ausgangs-Helligkeit be-
sitzen. Die Methode wurde erfolgreich auf zwei Farbkanile mit insgesamt vier
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detektierten Strukturen erweitert und ihre Anwendbarkeit fiir die Multiplexing-
STED-Mikroskopie gezeigt. Damit wurde demonstriert, dass sich das chemische
Multiplexing als ,Add-On® fir bestehende Mikroskopiemethoden einsetzen lasst.
Im Folgenden sollen nun die weiter entwickelten chemischen Schalter der zwei-
ten Generation vorgestellt und charakterisiert werden.



Kapitel 3.

Die chemischen Schalter der zweiten
Generation

Teile der Ergebnisse diese Kapitels sind unter folgendem Patent geschiitzt: ,,Synthese
und Struktur chemisch schaltbarer Fluoreszenzsonden auf der Basis von Aminosdu-
ren‘, 2016, zur Patentierung eingereicht.

Die im vorherigen Kapitel beschriebenen chemischen Schalter der ersten Ge-
neration basieren auf einem DNA-Doppelstrang, der Fluorophor und Komplex-
ligand in rdumliche Nihe bringt und gleichzeitig die Kopplungsfunktion trégt.
Diese Konzept weist einige entscheidende Nachteile auf:

+ die Grofie des DNA-Doppelstranges, insgesamt etwa 8 nm, limitiert einer-
seits die Markierungsdichte—groflere Labels fiillen mehr Raum aus und kon-
nen nicht so dicht um eine biologische Struktur gepackt werden—und liefert
gleichzeitig Probleme im Hinblick auf hoch aufgeloste Mikroskopie—das Li-
mit der erreichbaren Auflésung ist die Grofle der verwendeten Marker.

« die Stabilitit der DNA-Doppelhelix ist in wéssrigen Losungen limitiert[164]
Da die Kopplungsfunktion am farbstoffmarkierten Einzelstrang sitzt, ver-
liert das immobilisierte Molekiil bei Dissoziation seinen Liganden und da-
mit seine Fahigkeit zum schalten.

« die Art und Weise der Markierung ist bisher auf das Streptavidin-Biotin-
System beschrankt, was nochmals die Markierungsdichte begrenzt.

« die Verwendung von Antikorpern sowie das DNA-Grundgeriist schlieflen
eine Anwendung in lebenden Zellen aus.

All diese Limitierungen sollten in dieser Arbeit durch Verwendung eines tri-
funktionalen organischen Grundgeriists iiberwunden werden. Hier boten sich

69
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Schema 3.1.: Synthese-Sequenz zur Funktionalisierung kommerziell erhéltlicher
Aminoséuren zu chemischen Schaltern, ausgehend von 3-Amino-N 4-BOC-1-
Alanin (n = 1) und N -BOC-1-Lysin (n = 4): (i) Picolylbromid-hydrobromid, 5 m
NaOH, rt, 12 Stunden; (ii) CF,COOH, rt, 5 Stunden.

Aminoséuren als Ausgangsmolekill an, da sich diese bei geeigneter Wahl der Sei-
tenkette orthogonal funktionalisieren lassen. Es wurden zwei Aminoséuren aus-
gewahlt, die kommerziell erhaltlich und bereits mit einer Schutzgruppe versehen
sind, zum einen Ny-BOC-L-Lysin und zum anderen 3-Amino-N 4-BOC-1-Alanin.
Basierend auf den Ergebnissen aus Kapitel 2 wurde zudem Dipicolylamin als Li-
gand gewihlt, da dieser am leichtesten synthetisch zuginglich ist. In den beiden
gewidhlten Aminosduren wurde der Ligand nach dem Schema 3.1 in der ersten
Synthesestufe mit Picolylbromid in 5 M Natronlauge aufgebaut. Nach Reaktion
tiber Nacht wurde das Rohprodukt mit Dichlormethan extrahiert und auf Kie-
selgel sdulenchromatographisch aufgereinigt. So konnten BOC-Ala-DPA' 1 und
BOC-Lys-DPA 2 mit Ausbeuten von 63 und 69 % als gelb-braunliche Feststoffe
isoliert werden. Nach fiinfstiindigem Rithren in Trifluoressigsaure und Extraktion
mit Wasser konnten zudem die freien Aminosduren 3 und 4 in fast quantitativen
Ausbeuten von 97 und 98 % gewonnen werden.

Zum ersten Test der Tauglichkeit dieser Verbindungen als modulare chemische
Schalter wurde 4 mit 1.2 Aquivalenten eines NHS-Aktivesters von Attos65 in
DMF unter basischen Bedingungen bei Raumtemperatur umgesetzt, was in Sche-
ma 3.2 dargestellt ist. Das Produkt Atto565-Lys-DPA 5° konnte mittels HPLC auf-
gereinigt und in einer Ausbeute von 65 %, basierend auf der Menge an eingesetz-
ter Aminosiure, erhalten werden.

'Die Verbindungen in diesem Kapitel werden wie folgt benannt: die jeweilige Stamm-Aminoséure
(Lys, Ala) mit dem Liganden (DPA) und eine Abkiirzung von verwendetem Farbstoff (z. B. At-
to565) oder Funktionalitat (z. B. Biotin).

*Dargestellt ist das 4’-Isomer, bei dem die zur Konjugation verwendete Carboxylgruppe in para-
Stellung zum Farbstoffgrundkorper liegt; der Farbstoff wird jedoch als Isomerengemisch mit
dem 5’-Isomer geliefert, eine Isomerentrennung der Konjugate wurde nicht durchgefiihrt
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Schema 3.2.: Synthese der Farbstoff-markierten Verbindung Atto565-Lys-DPA 5.

In Ensemble-Experimenten wurde zunéchst die Komplexierung von Cu** durch
4 untersucht. In Abbildung 3.1aist das Absorptionsspektrum einer 100 um Losung
von 4 in H,0 und 100 um CuSO,-Lésung dargestellt. Die freie Aminoséure absor-
biert lediglich im UV-Bereich, mit einem Maximum bei 259 nm und einem Ex-
tinktionskoeffizienten von € = (18 028 & 514) m~! cm ™. Die komplexierte Form
hingegen zeigt ein Maximum bei 254 nm mit € = (26 312 & 631) M~ ! cm ™!, eine
weitere Bande bei 300 nm in Form einer Schulter sowie eine Bande bei 609 nm
mit € = (489 £ 97) M~ cm L.

Die Farbstoff-markierte Verbindung 5 zeigt in PBS eine starke Fluoreszenz (Ab-
bildung 3.1b, dunkelgriin), die bei Zugabe von 20 pm CuSO, um einen Faktor von
etwa 12 gel6scht wird (hellgriin, orange), und bei Zugabe von 20 um EDTA wieder
fast die Ausgangsfluoreszenz erreicht (rot).

Die Bindungsstéchiometrie wurde anhand eines Job-Plots bestimmt, wie in Ab-
bildung 3.1c gezeigt. Hierbei wurde bei einer konstanten Gesamtkonzentration
von 2 pum der Molenbruch X(Cu®*) variiert und die Fluoreszenzabweichung der
Losung von der durch die Verdiinnung von 5 erwarteten linearen Fluoreszenz-
abnahme gegen den jeweiligen Molenbruch aufgetragen. Diese Kurve weist bei
X(Cu?* )=0.52 einen Knick auf, was einer 1:1 Stochiometrie entspricht.

Zur Untersuchung der Selektivitat gegeniiber Cu®** und weiteren zweiwertigen
Ionen wurde die Fluoreszenz einer 2 um Losung von 5 in PBS vor und nach Ein-
stellen von 20 um der entsprechenden Ionen Ca**, Mg?**, Mn*"*, Fe?*, Co*" und
Ni** (aus Stammlosungen der jeweiligen Chloride oder Sulphate) gemessen, und
schliefilich nochmal nach Zugabe von 20 pm Cu®*. Aus den gemessenen Werten
wurde FF bestimmt, die relative Fluoreszenzloschung F' geteilt durch die Fluo-
reszenzloschung allein durch 20 um Cu?* F};y,. Die Zugabe von Ca**, Mg** und-
Mn?" fithrt lediglich zu einer Fluoreszenzabnahme um 10 % des Maximalwertes,
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Abbildung 3.1.: Ensemble-Experimente mit NH,-Lys-DPA 4 und Atto565-Lys-
DPA 5: (a) Absorptionsspektrum einer 100 um Losung von 4 in H,O (schwarz)
und in eine 100 um CuCl,-Lésung (rot). (b) Fluoreszenzintensitit von 5 in PBS-
Puffer (dunkelgriin), nach Zugabe von 10 bzw. 20 um CuSO, (orange, hellgriin)
sowie nach Zugabe von 20 um EDTA (rot). (c) Job Plot zu Bestimmung der
Bindungsstdchiometrie von 5 mit CuSO, in PBS. Hierzu wurde die Gesamt-
konzentration an 5 und CuSO A konstant gehalten, jedoch der Molenbruch der
beiden Komponenten variiert. Aufgetragen ist die normierte Abweichung der
gemessenen von der durch Verdiinnung zu erwartenden Fluoreszenzintensitit
AF,0rm (d) Bestimmung der Metallionenselektivitiat von 5 durch Zugabe von
jeweils 20 um der entsprechenden M**-Ionen (schwarz), gefolgt von je 20 um
Cu?*-Ionen (rot). Aufgetragen ist jeweils der Quotient der gemessenen Fluores-
zenzintensitit F' durch die minimale, nur durch Cu**-Zugabe bestimmte Fluo-
reszenzintensitat F,,;,,.

nach Zugabe von Cu** wird die Fluoreszenz um iiber 90 % des Maximalwertes
geloscht. In Anwesenheit dieser Ionen lasst sich Cu®** also zuverléssig nachwei-
sen. Bei Zugabe von Fe?" erfolg eine Fluoreszenzabnahme um etws 20 % des Ma-
ximalwertes. Auch hier nimmt die Fluoreszenz nach Zugabe von Cu®* um etwa
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90 % des Maximums ab. Anders ist die Situation bei Co*" und Ni**. Hier wird die
Fluoreszenz initial zwar nur um etwa 42 bzw. 39 % geloscht, allerdings scheinen
diese Komplexe so stark zu sein, dass bei Zugabe von Cu®* lediglich 63 bzw. 58 %
der maximalen Fluoreszenzldschung auftreten. Diese beiden Ionen stéren also die
Komplexierung von Cu*" deutlich, fithren aber selbst nur zu einer méafligen Reduk-
tion der Fluoreszenz. Die Anwesenheit dieser Ionen ist daher fiir die folgenden
Experimente auszuschlief3en.

Insgesamt zeigt die Verbindung 5 gute Eigenschaften als chemischer Schalter.
Die starke und reversible Fluoreszenzloschung durch Cu®* im mikromolaren Be-
reich, die definierte Bindungsstochiometrie und die Selektivitit gegeniiber Cu®*-
Ionen machen die Ligand-funktionalisierten Aminoséduren zu guten Ausgangsver-
bindungen, um eine neue Generation effizienter chemischer Schalter aufzubauen.
Die orthogonalen funktionellen Gruppen wurden nun genutzt, um eine Reihe un-
terschiedlich funktionalisierter Verbindungen herzustellen. Die Ergebnisse wer-
den im Folgenden dargelegt.

3.1. Funktionalisierungsstrategien

Zur weiteren Funktionalisierung wurde zuerst die Carboxylgruppe umgesetzt, be-
vor die Aminogruppe entschiitzt wurde. Hierzu wurden Amin-modifizierte funk-
tionelle Gruppen durch in-situ Aktivierung der Carbonsiure mit HBTU in tro-
ckenem DMF mit DIPEA als Base umgesetzt, extrahiert und chromatographisch
aufgereinigt. Die Funktionalisierung ist in Schema 3.3 dargestellt. Es wurde eine
Propargylgruppe eingefiithrt, um mittels Kupfer-katalysierter Click-Chemie Farb-
stoffe in das System einzubringen (6, 7). Des weiteren wurden Tetrazin-Derivate
synthetisiert, die eine Kupfer-freie Click-Chemie mit den chemischen Schaltern
ermoglichen (8, 9, 10, 11). Aulerdem wurden noch zwei Substrate enzymatischer
Fusionsprotein-Tags synthetisiert und in die chemischen Schalter eingebaut, ein
Chloralkan als Substrat fiir das Halo-Tag sowie ein Benzylguanin fiir das Snap-Tag
(12, 13, 14, 15). Diese koénnen zur effizienten Markierung in lebenden genetisch
veranderten Zellen verwendet werden und erweitern damit die Anwendbarkeit
der chemischen Schalter.

Im Weiteren werden die einzelnen Funktionalisierungen néher erlautert und
die Experimente vorgestellt.
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Schema 3.3.: Funktionalisierung der chemischen Schalter: (i) R—NH,, HBTU, DI-
PEA, DMF, rt, 5 Stunden; (ii) CF,COOH, 1t, 3 Stunden.

3.2. Propargylierung und Farbstoffmarkierung mittels
Click-Chemie

Als erste Funktionalisierung der chemischen Schalter werden hier die Derivate
Propargyl-Ala-DPA 6 und Propargyl-Lys-DPA 7 untersucht. Diese wurden aus-
gehend von den BOC-geschiitzten Aminosauren durch in-situ Aktivierung der
Carboxylgruppen mit HBTU unter basischen Bedingungen in DMF mit Propar-
gylamin synthetisiert. So konnte 16 in einer Ausbeute von 82 % erhalten werden,
17 wurde mit 79 % Ausbeute gewonnen. Die Entschiitzung mit Trifluoressigsiu-
re lieferte annahernd quantitative Ausbeuten von 97 % fur 6 und 98 % fur 7. Die
Funktionalisierung mit sowohl einem Farbstoff als auch einer Linkergruppe, hier
ein Biotin-Rest, wurde entlang zweier unterschiedlicher Syntheserouten durch-
gefithrt, diese sind in Schema 3.4 dargestellt. Zuerst wurde die obere Variante
verfolgt. Hierzu wurde zuerst durch eine Kupfer-katalysierte Alkin-Azid Click-
Reaktion mit kauflich erwerblichen Azid-Farbstoffen durchgefiihrt und die Konju-
gate mittels HPLC aufgereinigt. Die Konjugate konnten mit Hilfe des Absorptions-
und Fluoreszenzdetektors der HPLC eindeutig identifiziert werden, da sie als Flu-
oreszenz-geloschter Cu®*-Komplex von der Saule eluiert wurden. Anschlielend
wurde das Cu®* mit EDTA entfernt, die Konjugate mit Dichlormethan extrahiert,
die Aminogruppe mit Trifluoressigsdure entschiitzt und mit einem Biotin-NHS-
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Schema 3.4.: Schematische Darstellung der Synthesesequenz zur Herstellung von
Farbstoff-Aminosdure-Konjugaten. Ausgehend von den BOC-geschiitzten DPA-
Aminoséduren 16 und 17 wurden zwei alternative Reaktionspfade durchgefiihrt:
Click-Reaktion gefolgt von Entschiitzung und Biotinylierung (oben), Entschiit-
zung und Biotinylierung gefolgt von der Click-Reaktion (unten). (a) Farbstoft-
Azid (orange), 50 mm Natriumascorbat, 5 mm CuSO,, DMF:H,O 1:1, rt, 2 Stun-
den; (b) TFA, rt, 5 Stunden, Biotin-Amidohexansiaure-NHS (griin), DIPEA, DMF,
rt, 3 Stunden.

Aktivester umgesetzt. Nach erneuter HPLC-Aufreinigung konnten so die Konju-
gate von Attos65, Atto590, Atto633 und Atto647N gewonnen werden. Bei ande-
ren, hydrophileren Farbstoffen wie Atto488, Attos42 und Atto655 scheiterte diese
Methode, da keine Extraktion mit Dichlormethan méoglich war. Zudem bestand
bei Atto542-Azid ein Problem mit der nachfolgenden sauren Entschiitzung. Ob-
wohl keine Struktur von Attos42 veroffentlicht ist, konnte vom Hersteller das
Vorhandensein von mindestens zwei sdure-labilen Sulfongruppen bestitigt wer-
den. Diese werden in saurer Umgebung langsam abgespalten, was in Abbildung
3.2a+b dargestellt ist. Die Entschiitzung mit 10 % Trifluoressigsaure in Methanol
fithrte zu einer leichten Verschiebung des Absorptionsmaximums um 2 nm (Abb.
3.2a), wohingegen bei Verwendung reiner Trifluoressigsdure tiber zwolf Stunden
eine Verschiebung um 12 nm auftrat (Abb. 3.2b). Damit ist fiir diesen Farbstoff ein
solcher Syntheseweg nicht empfehlenswert.
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Abbildung 3.2.: Test zur Siurestabilitat von Attos42-Azid. (a) Unter relativ mil-
den Bedingungen mit 10 % Trifluoressigsidure in Methanol bleibt die Absorpti-
onsbande iiber 12 Stunden relativ konstant, es ist lediglich eine Verschiebung
um 2 nm zu verzeichnen. (b) In reiner Trifluoressigsidure werden tiber 12 Stun-
den zwei siure-labile Sulfongruppen abgespalten, was eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums um 12 nm zur Folge hat.

Die Probleme mit der Saurelabilitét einiger Farbstoffe wurde schlieflich durch
Verwendung der zweiten Synthesevarianten in Schema 3.4 umgangen. Die Ami-
ne wurden zuerst mit Trifluoressigsdure entschiitzt und mit dem Biotin-NHS-
Aktivester umgesetzt. Durch sdulenchromatographische Aufreinigung auf Kie-
selgel konnten so die beiden Verbindungen Propargyl-Ala-DPA-Biotin 18 und
Propargyl-Lys-DPA-Biotin 19 in Ausbeuten von 78 bzw. 74 % erhalten werden.
AnschlieBend wurde die Umsetzung mit den Farbstoff-Aziden, die Entfernung von
Cu®* mittels EDTA und die Aufreinigung auf der HPLC durchgefiihrt. Auf diese
Weise konnten die Farbstoff-Konjugate von Atto488, Attos42, Attos6s, Attos9o,
Atto633, Atto647N und Atto655 synthetisiert werden (siehe dazu auch Abbildung
4.2).

Eine besondere Rolle in der Reihe der Farbstoffe nimmt hier Attos65 ein, wie
in Abbildung 3.3 dargelegt ist. Dieser Farbstoff wurde von der Firma ATTO-TEC
in zwei Varianten bezogen: zum einen als Azid-Derivat mit dem standardmaflig
verwendeten Ethylenglykol-Linker 20 (Abb. 3.3b), zum anderen mit einem kur-
zen Propyl-Linker 21 (Abb. 3.3¢). In den Stern-Volmer-Plots ist deutlich ein S-
formiger Kurvenverlauf erkennbar, der sich durch Anpassung der verwendeten
Naherung, wie in Kapitel 2, nicht beschreiben lasst. Daher wurde in diesem Kapi-
tel die exakte Losung des Modellansatzes angewandt (die genaue Herleitung ist
in Kapitel A.1 im Anhang dargelegt und auch der Dissertation von Dr. MICHAEL
SCHWERING zu entnehmen) 44! Die Stern-Volmer-Plots der beiden Verbindungen
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Abbildung 3.3.: Einfluss der Linkerlange auf die Loscheffizienz der chemi-
schen Schalter: (a) Struktur des mit Atto565-X-Azid markierten chemischen
Schalters: neben dem bei der Firma ATTO-TEC standardmaflig verwendeten
Ethylenglykol-Linker wurde auch ein Propyl-Linker zur Verfiigung gestellt.
(b) Fluoreszenztitration und Stern-Volmer-Plot fiir die Verbindung mit dem
Standard-Ethylenglykol-Linker 20. (¢) Fluoreszenztitration und Stern-Volmer-
Plot fiir den Propyl-Linker 21. Die Titrationen wurden in PBS bei Konzentratio-
nen von 500 nMm durchgefithrt. Zur Anpassung der Stern-Volmer-Plot kam hier
die Gleichung A.15 zum Einsatz, deren Herleitung im Anhang in Kapitel A.1
dargelegt wird.
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Abbildung 3.4.: Die stirkste Fluoreszenzléschung trat bei (a) 22 auf. (b) Fluo-
reszenztitration einer 500 nm Losung von 22 in PBS. (c¢) Der zugehérige Stern-
Volmer-Plot wurde mit Gleichung A.15 angepasst und lieferte Werte fir K =
(3.024+0.61) 10" M~ und dous = (9.2 +0.8) 1074,

machen den Einfluss der Linkerlange auf die Losch-Effizienz deutlich. Wéhrend
fiir 20 die Komplexbildungskonstante zu K = (1.79 £ 0.51) 10" m~! und die re-
lative Quantenausbeute zu ¢q,s = (5.0 £0.2) 1073 bestimmt wurden, lieferte
die Anpassung von Gleichung A.15 fiir 21 Werte von K = (2.03 £ 0.68) 107 m~!
und ¢gys = (3.8 £0.2) 1073, Die relative Quantenausbeute und damit die Rest-
fluoreszenz nimmt bei Verwendung des kiirzeren Linkers um einen Faktor von
1.3 ab. Der Stern-Volmer-Plot geht bei einem Wert % von etwa 26 in Sattigung.
Da eine moglichst geringe Restfluoreszenz fiir die weiteren Anwendungen der
chemischen Schalter in der Mikroskopie von Néten ist, wurde als Nachstes die
Verbindung Atto565-Propyl-Ala-DPA-Biotin 22 néher untersucht. Die Ergebnis-
se sind in Abbildung 3.4 dargelegt. Hier wurde die Komplexbildungskonstante zu
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Tabelle 3.1.: Ergebnisse der Anpassung von Gleichung A.15 an die in den Abbil-
dungen 3.3 und 3.4 sowie in den Abbildungen C.2-C.8 im Anhang dargestell-
ten Stern-Volmer-Plots mit dem zugehorigen korrigierten Bestimmtheitsmafd

R2

korr.®
Verbindung K/1x10'm Y baus /% RE,..
Atto565-Lys-DPA-Biotin 20 0.79 +£0.32 5.0£0.2 0.9999
Attos65-Propyl-Lys-DPA-Biotin 21 2.04 4+ 0.68 3.84+0.2 0.9991
Attos65-Ala-DPA-Biotin 25 0.58 4+ 0.37 3.8+£0.2 0.9982
Attos65-Propyl-Ala-DPA-Biotin 22 3.03 £0.61 0.9+0.1 o0.9959
Atto488-Ala-DPA-Biotin 26 0.934+0.14 7.2+ 0.2 0.9992
Attos42-Ala-DPA-Biotin 27 0.84 £ 0.07 6.3+ 0.2 0.9997
Attos90-Ala-DPA-Biotin 28 1.40 £+ 0.22 3.7+ 0.2 0.9971
Atto633-Ala-DPA-Biotin 23 1.31 4+ 0.26 5.7+ 0.2 0.9983
Atto647N-Ala-DPA-Biotin 24 0.954+0.20 5.9+ 0.3 o0.9960
Atto655-Ala-DPA-Biotin 29 0.93 £0.09 4.7+0.1 0.9996

K = (3.0240.61) 10" m~! bestimmt, die relative Quantenausbeute des gelésch-
ten Zustands betrigt Gous = (9.2 4 0.8) 10~%. Damit bleibt bei dieser Verbin-
dung eine Restfluoreszenz von gut einem Prozent der Ausgangsfluoreszenz, was
etwa eine Groflenordnung besser ist als fiir die chemischen Schalter der ersten
Generation. Die folgenden Experimente wurden daher mit 22 durchgefiihrt.

Die Fluoreszenztitrationen der anderen Farbstoff-Aminosdure-Derivate wur-
den &dquivalent durchgefiihrt, die Ergebnisse sind in Abbildung C.2-C.8 darge-
stellt und in Tabelle 3.1 zusammengefasst. Zudem wurde die Fluoreszenzlebens-
dauer der Sonden in PBS vor und nach Zugabe von Streptavidin und nach Zu-
gabe von 10 um CuSO, vermessen, die zugehdrigen Daten sind in Tabelle C.1
im Anhang aufgefiithrt. Nach Kopplung an Streptavidin zeigten lediglich die mit
Atto633 und Atto647N markierten Sonden 23 und 24 eine Reduktion der Fluo-
reszenzlebensdauer um einen Faktor von 1.49 bzw. 1.54, alle anderen Ala-DPA-
Biotin-Sonden zeigten keinerlei Verdnderung in der Lebensdauer. Nach Zugabe
von 10 um Cu?* sank die Fluoreszenzlebensdauer bei den Farbstoffen Attos42 und
Atto655 um einen Faktor von 1.54 bzw. 1.20, die restlichen Sonden zeigten keine
signifikante Lebensdauerveranderung. Dies bekraftigt auch fiir die chemischen
Schalter der zweiten Generation einen statischen photoinduzierten Elektronen-
transfer als Loschmechanismus.
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Abbildung 3.5.: Fluoreszenzspuren von einzelnen, immobilisierten 22 auf Biotin-
Streptavidin-Oberflichen bei Cu**-Konzentrationen von (a) 100nm und (b)
10nM in PBS. Die Spuren wurden jeweils in ein Histogramm tberfiihrt, das
am rechten Rand dargestellt ist. Hier wurden je drei Zustinde mit Gauf3-
Funktionen angepasst. Die jeweiligen Intensititsbereiche sind farblich hinter-
legt (rot: An-Zustand, griin: Aus-Zustand, grau: Hintergrund nach Photozersto-
rung).

3.2.1. Einzelmolekiilcharakterisierung

Nach den guten Ergebnissen von 22 in Ensemble-Experimenten wurde diese Ver-
bindung auch auf Einzelmolekiil-Niveau untersucht. Hierzu kamen, wie bereits
in Kapitel 2.4 beschrieben, mit BSA und BSA-Biotin beschichtete Glasoberflachen
zum Einsatz, 22 wurde mittels Streptavidin immobilisiert. Hierzu wurde 22 in
Konzentrationen von 10~!% m in PBS inkubiert und die Oberflichenbelegung am
kommerziellen TIRF-Mikroskop verfolgt. Bei einer Punktdichte von maximal ei-
nem Teilchen pro Quadratmikrometer (was etwa 2000 Teilchen pro Bildfeld ent-
spricht) wurden die Oberflichen mehrmals mit PBS gewaschen und bis zur wei-
teren Verwendung in PBS bei 4 °C gelagert.

Fiir die Messungen wurden CuSO,-Lésungen der entsprechenden Konzentra-
tionen (1-1000 nm) in PBS aus einer CuSO,-Stammldsung verdiinnt und fiir min-
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Abbildung 3.6.: Einzelmolekiluntersuchung von 22: (a) Histogramme der
An- und Auszeiten von 114-135 immobilisierten 22-Molekiilen bei Cu®*-
Konzentrationen von 1nm (dunkelgriin), 10 nm (gelb), 100 nm (orange) und
1 um (rot). Belichtungszeit 50 ms, 1 mW Laserleistung bei 561 nm. Die Histo-
gramme wurden mit den Gleichungen 2.7 und 2.8 angepasst. (b) Verteilung der
aus a erhaltenen Assoziations- und Dissoziationsraten v,,, (schwarz) und v,y ¢
(rot) gegen die Cu**-Konzentration.

destens fiinf Minuten inkubiert. Zu jeder Cu**-Konzentration wurden mehrere
Videos mit je 2000 Bildern am kommerziellen TIRF-Mikroskop aufgenommen.
Dabei wurde jeweils nur der zentrale Bereich des Gesichtsfeldes der Kamera ge-
nutzt, um eine moglichst gleichmafige Ausleuchtung der Probe zu gewahrleisten.
Es wurde mit einer Belichtungszeit von 20 ms und mit einer Wellenlange von
561 nm bei einer Laserleistung von 1 mW gearbeitet. Die erhaltenen Videos wur-
den mit der schon in Abschnitt 2.4 erwahnten MATLAB-Software ausgewertet.
Es wurden einzelne Fluorophore anhand eines Grenzwertes ausgewahlt und de-
ren Hintergrund-korrigierte Intensitatsspuren ausgegeben. In Abbildung 3.5 sind
zwei repriasentative Intensitatsspuren dargestellt. In 3.5a waren 100 nm Cu®* in
Losung vorhanden, das Molekiil befand sich die meiste Zeit in einem dunklen
Aus-Zustand (grin markiert). Von hier aus gab es kurze Fluktuationen in den
An-Zustand (rot). Nach etwa 58 Sekunden erfolgte ein einstufiger Bleichschritt
in einen dritten Zustand (grau), der nur aus Hintergrundfluktuationen besteht.
Im rechten Teil der Abbildung ist ein Histogramm tiber die Spur dargestellt. Hier
lieBen sich alle drei Zustédnde durch Gauf3-Funktionen anpassen, es ergaben sich
Helligkeiten von (1389 + 342), (279 & 51) und (113 £ 17) Counts.
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In Abbildung 3.5b ist eine Spur in Anwesenheit von 10 nm Cu®* gezeigt. Hier ist
das Molekiil zu Beginn hauptséchlich im An-Zustand und zeigt nur kurze Fluktua-
tionen. Ab etwa 32 Sekunden dndert sich das, hier bleibt das Molekiil bis auf zwei
kurze Fluktuationen im Aus-Zustand. Von hier erfolgt dann auch der Bleichschritt
bei 75 Sekunden. Auch hier lieen sich die Zustdnde durch Gauf3-Funktionen im
Histogramm auf der rechten Seite anpassen. Die Helligkeiten der Zustdnde waren
hier (1571 % 358), (219 £ 59) und (104 £ 37) Counts.

In einem weiteren MATLAB-Programm wurden schlief8lich alle Spuren mit-
tels eines Schwellwertes binarisiert und die jeweilige Lange der An- und Aus-
Zustande ausgegeben. Diese sind in Abbildung 3.6a+b dargestellt. Wahrend die
An-Zustinde auch hier wieder stark durch die Cu®*"-Konzentration beeinflusst
werden (oben), bleiben die Aus-Zustiande annihernd konstant (unten). Die Auf-
tragung der Assoziations- und Dissoziationsgeschwindigkeiten gegen die Cu**-
Konzentration ist in Abbildung 3.6b gezeigt. Aus der linearen Anpassung wurde
die Assoziationsrate zu k, = (1.08 £0.30) 108 M~ !s~! bestimmt, durch Mitt-
lung erhilt man die Dissoziationsrate zu kg = (5.99 & 1.46) s~1. Die Komplex-
bildungskonstante wurde daraus zu K = (1.80 + 0.44) 10"m~! bestimmt. Dieser
Wert steht in guter Ubereinstimmung mit den Werten, die in Ensemble-Experi-
menten erhalten wurden.

3.2.2. Optimierung der Immunfluoreszenz

Nach der Charakterisierung von 22 im Ensemble und auf Einzelmolekiilniveau
sollten Strukturen in Zellen markiert werden. Hierfiir wurde zuerst eine Optimie-
rung verschiedener Parameter der Markierung durchgefiihrt. Es kamen fixierte
NIH 3T3 Zellen zum Einsatz in denen Mikrotubuli markiert wurden. Die mittlere
Intensitét von je finf einzelnen Zellen wurde unter identischen Aufnahmebedin-
gungen (561 nm Weitfeldanregung mit 5 mW, Belichtungszeit 50 ms, Gain 100)
verglichen. In Abbildung 3.7a ist diese Herangehensweise dargestellt. Hier wurde
die Konzentration von 22 im Bereich von 10~7-10719 mol L ! variiert, wihrend
die anderen zur Markierung verwendeten Komponenten (ein anti-«-Tubulin Pri-
marantikorper, ein anti-Maus-Biotin Sekundérantikérper und Streptavidin) kon-
stant gehalten wurden. Aus diesen Bildern wurde eine Titrationskurve erstellt,
die in Abbildung 3.7b dargestellt ist. Die Anpassungskurve dient lediglich der
Visualisierung. Die Sattigung mit 22 wird bei etwa 1078 M erreicht, diese Kon-
zentration wird im Folgenden fir die Experimente verwendet. Genauso wurden
die Konzentrationen von anti-«-Tubulin Primérantikérper (Abb. 3.7¢), anti-Maus-
IgG-Biotin Sekundarantikorper (Abb. 3.7d) und Streptavidin (Abb. 3.7¢) verfahren.
Hier liegen die optimalen Konzentrationen bei 102 g L ! fiir den Primarantikor-
per, 107° g L ™! fiir den Sekundarantikorper und 10~ m~! fiir Streptavidin.
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Abbildung 3.7.: Optimierung der Immunfluoreszenz an Mikrotubuli mit 22.
Es wurde jeweils ein Parameter (Konzentration von Primér- und Sekundér-
Antikorper, Streptavidin und 22) variiert, wahrend die anderen Parameter kon-
stant gehalten wurden. Aus mikroskopischen Aufnahmen von jeweils fiinf Zel-
len wurde die mittlere Intensitit und deren Standardabweichung bestimmt
und gegen die Konzentration aufgetragen. Die Sittigungskurven dienen le-
diglich der Visualisierung. (a) Bilder der Konzentrationsvariierung von 22.
Die jeweils ausgewertete Zelle ist griin markiert. (b) Titrationskurve der 22-
Konzentrationsoptimierung. Ab etwa 10~® m~! sind alle Bindungsstellen ge-
sattigt. Titrationskurven (und jeweilige Séttigungskonzentration) fiir (c) Pri-
mirantikorper (1072 g L~1), (d) Sekundirantikérper (1072 g L—1), (e) Strepta-
vidin (10~" M 1).
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3.2.3. Hoch aufgeloste Mikroskopie - CHIRON

Auch die chemischen Schalter der zweiten Generation wurden zur hoch aufgelds-
ten Lokalisationsmikroskopie eingesetzt. Hier wurden Mikrotubuli in fixierten
NIH 3T3 Zellen mit anti-«-Tubulin, anti-Maus-IgG-Biotin, Streptavidin und 22
moglichst dicht markiert. Die Zellen wurden vor der Messung mit einer verdiinn-
ten Suspension von fluoreszierenden Beads (100 nm Durchmesser, A.; 505 nm,
Aem 515 nm) fir funf Minuten inkubiert und danach mehrmals mit PBS gewa-
schen. Diese Beads wurden zur Korrektur eines eventuell vorhandenen Drifts
durch mechanische Instabilitat des Mikroskops wihrend der Aufnahmedauer ver-
wendet.

Nun wurde eine 5 um CuSO,-Lésung zugegeben und die Messung im kommer-
ziellen TIRF-Mikroskop gestartet. Die Messung wurde mit einer Laserleistung von
5mW bei 561 nm durchgefiihrt, es wurde ein Video von 15 000 Bildern bei einer
Bildwiederholrate von 50 Hz aufgenommen. Es wurde eine Zelle ausgewahlt, in
deren Peripherie ein fluoreszierender Bead zum Liegen kam. Dazu wurde zuerst
parallel bei 488 und 561 nm angeregt und eine geeignete Zelle ausgewahlt. Zur
Messung wurde schlieBlich mit 5 mW bei 561 nm angeregt und die Intensitat des
488 nm Lasers so eingestellt, dass die Helligkeit der Beads in etwa der Hellig-
keit einzelner Atto565-Fluorophore entsprach (etwa 180 ptW). Diese Region wur-
de ausgewihlt und damit das gesamte Video ausgerichtet.

Abbildung 3.8 fasst die Lokalisationsexperimente zusammen. In 3.8a sind fiinf
Einzelbilder aus dem Video (Bild 2500, 5500, 8500 und 11500) dargestellt. Es kam
wiahrend der Aufnahmedauer von 300 Sekunden nicht zu einem signifikanten
Ausbleichen der Fluoreszenz, da die Photostabilitat der chemischen Schalter in
Anwesenheit von Cu*" im Vergleich zu den freien Farbstoffen deutlich erhdht ist
(siehe auch Abb. D.5 im Anhang). Die Intensitatsspuren iiber das gesamte Video
an den drei in 3.8a farblich markierten Stellen ist in Abbildung 3.8b dargestellt
(ausgelesen aus einem Kreis mit Radius vier Pixel). Alle drei Spuren zeigen ei-
ne leichte Abnahme der Gesamtintensitit iiber die Zeit. Zusitzlich sind schnelle
Intensitatsfluktuationen erkennbar. Diese kommen von vielen blinkenden Mole-
kilen, die im Auslesebereich liegen oder ihn berithren.

Das Video aus Abbildung 3.8 wurde vor der Lokalisationsanalyse mit Hilfe des
Image]J-Plugins ,Template Matching and Slice Alignment® ausgerichtet, um einen
vorhandenen Drift durch mechanische Instabilitat des Mikroskops wéhrend der
300 Sekunden Aufnahmedauer auszugleichen'%5) Aus dem ausgerichteten Video
wurde ein Summenbild erstellt, welches in Abbildung 3.8c dargestellt ist. Hier
summieren sich die vielen Fluktuationen vor allem am Rand der Zelle zu einem
kontrastreichen Bild auf. Lediglich in der Mitte des Bildes um den leicht zu er-
kennenden Zellkern ist mehr Signal von Oberhalb der Fokusebene vorhanden.
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Abbildung 3.8.: Lokalisationsexperiment in einer fixierten NIH 3T3 Zelle, in der
Mikrotubuli mit anti-Tubulin, anti-Maus-IgG-Biotin, Streptavidin und 22 mar-
kiert wurden und in Anwesenheit von 5 um Cu®* in PBS im Epifluoreszenzmi-
kroskop abgebildet wurde (256 x 256 Pixel, 15000 Bilder, 50 Hz Ausleserate,
Anregung bei 561 nm mit 5mW). (a) In den Einzelbildern 2500, 5500, 8500
und 11500 sind deutlich einzelne fluoreszierende Molekiile sichtbar. Die Fluores-
zenzintensitat an drei ausgewéhlten Punkten ist in (b) tiber das ganze Video ver-
folgt. Hier zeigen sich viele einzelne Fluktuationen, die nach Alignment (sieht
Abb. 3.9 mit Hilfe des ImageJ-Plugins ,Thunderstorm“ ausgewertet wurden.
(c) Summenbild iiber die gesamten 15000 Einzelbilder des Videos. Die Halb-
wertsbreite der abgebildeten Mikrotubuli wurde zu (314 + 22) nm bestimmt.
(d) Zugehoriges Lokalisationsbild aus dem ,ThunderSTORM® Plugin. Der er-
héhte Hintergrund im Zentrum der Zelle ist hier nicht mehr vorhanden. Die
Halbwertsbreite der Mikrotubuli wurde zu (89 + 14) nm bestimmt.
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Abbildung 3.9.: Die Ergebnisse der Lokalisationsanalyse des Videos aus Abbil-
dung 3.8 ohne (a+b) und mit durchgefiihrtem Alignment (c+d). Die Analyse
wurde mit rapidSTORM (a+c) und ThunderSTORM (b+d) durchgefiihrt. In (e+f)
sind jeweils die Intensitétsprofile entlang der griinen und blauen Linien darge-
stellt (e: rapidSTORM, f: ThunderSTORM; jeweils schwarz: ohne Alignment,
griin/blau: mit Alignment). Der weifle Pfeil markiert die zum Ausrichten des

Bilderstapels verwendete Struktur.
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Die Vermessung von insgesamt 35 Mikrotubuli in diesem Bild lieferte eine Halb-
wertsbreite von (314 + 22) nm.

Nach Anwendung des Lokalisationsalgorithmus ,ThunderSTORM® wurde das
Bild 3.8d erhalten. Hier ist der Kontrast iiber das gesamte Bild gleichméflig gut.
Die Filamentstruktur wird allerdings nicht tiberall durchgingig abgebildet, was
an einer unzureichend langen Messdauer liegen kann. Typischerweise liegt sie
bei Lokalisationsexperimenten im Bereich von 10 000~100 000 Bildern 3% 166:167]
Bei unzureichend langer Aufnahmedauer werden eventuell nicht alle Farbstoffe
abgebildet, was zu unvollstandigen Lokalisationsbildern fiihrt.

In Abbildung 3.9 sind die Ergebnisse der Lokalisationsanalyse mit zwei frei
verfiigbaren Programmen (,rapidSTORM® und ,ThunderSTORM®) vor dem Aus-
richten (3.9a+b) und nach dem Ausrichten (3.9c+d) dargestellt. Bei beiden verwen-
deten Algorithmen ist das Ergebnis nach Ausrichtung des Videos deutlich besser.
Die sichtbaren Filamente werden deutlich feiner abgebildet. Entlang der beiden
griinen und blauen Linien sind zudem in Abbildung 3.9e+f jeweils die Profile vor
(schwarz) und nach Ausrichten (griin bzw. blau) dargestellt. Hier wird deutlich,
dass wihrend der Aufnahme ein Drift von etwa 70-80 nm auftrat. Es ist in allen
vier Schaubildern jeweils ein Doppelpeak im unkorrigierten Zustand vorhanden,
nach Korrektur tritt nur noch ein einziges Maximum auf.

Worauf genau die mechanische Instabilitat zurtickzufiihren ist, bleibt unklar.
In anderen Experimenten am selben Mikroskop trat kein erkennbarer Drift auf,
moglicherweise wurde die Probe in dem hier vorgestellten Experiment nicht kor-
rekt am Probenhalter fixiert. Da ein linearer Drift jedoch sehr gut korrigierbar ist,
stellt das kein Hindernis fiir diese Art von Experiment dar.

3.2.4. Chemisches Multiplexing

Das makroskopische Schalten von markierten Zellen und die Reversibilitat der
Schaltung wurde an markierten NIH 3T3 Zellen demonstriert. Hierzu wurden mit
22 markierte Mikrotubuli verwendet. Die Fluoreszenz wurde bei 561 nm bei einer
Laserleistung von 1 mW angeregt und ein Video mit 1000 Bildern (50 ms Belich-
tungszeit) aufgenommen. Es wurden jeweils 100 uL. CuSO,-Lésung (50 um) und
100 uL EDTA-L6sung (200 um) zugetropft und die Messkammer danach mit einer
selbstgebauten Apparatur gewaschen: die Losung wurde mit einer Spritze abge-
saugt und mit einer weiteren Spritze wurde PBS zugegeben. Dieser Vorgang wur-
de dreimal wiederholt. Danach wurde erneut CuSO, und EDTA zugegeben. Ins-
gesamt konnten die chemischen Schalter sechsmal nacheinander an- und ausge-
schaltet werden. In dieser Zeit nahm die Intensitit im Kupfer-freien An-Zustand
um etwa die Hélfte ab, was vornehmlich auf Photozerstérung zuriickzufiihren ist.
Die Intensitit des Dunkelzustands nahm hingegen nur geringfiigig ab.
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Abbildung 3.10.: Reversibilitat der Fluoreszenzléschung an markierten Mikrotu-
buli: (a) mittlere Intensitit einer mit 22 gefirbten NIH-3T3-Zelle bei wieder-
holter Zugabe von 50 um CuSO, (rote Pfeile) und 200 um EDTA (griine Pfei-
le). Nach jedem Zyklus wurde mit die Losung einer Spritze abgesaugt und die
Kammer mehrmals mit PBS gewaschen, wodurch es zu den leichten Intensi-
tatsschwankungen im An-Zustand kam. (b) Fluoreszenzbilder der analysierten
Zelle zu Beginn der Messung (oben) und nach der ersten Zugabe von CuSO,
(unten).

Als néchstes wurde auch mit 22 das chemische Multiplexing demonstriert, hier-
fiir kamen doppelt gefarbte NIH 3T3 Zellen zum Einsatz. Es wurden Mikrotubu-
li wie zuvor mit anti-a-Tubulin, anti-Maus-IgG-Biotin, Streptavidin und 22 und
Aktin-Filamente mit Atto565-Phalloidin markiert. Die Ergebnisse sind in Abbil-
dung 3.11 dargestellt.

Auch hier wurde das Experiment in Anwesenheit von 50 pm Cu®* in PBS ge-
startet. Es wurde eine Zelle im konfokalen Mikroskop ausgew#hlt und ein Bild
(550 nm bei 300 uW, PMT-Verstarkerspannung 800V, Detektionsbereich 560-
620 nm) aufgenommen, was in 3.11a gezeigt ist. Dann wurde fiir drei Minuten mit
funf Laserlinien auf maximaler Intensitat parallel beleuchtet, um die Photozersto-
rungszeit moglichst kurz zu halten. Es wurde zuriick auf die eben beschriebenen
Aufnahmeparameter gewechselt und erneut ein Bild aufgenommen (Abb. 3.11b).
Schliefllich wurde 100 um EDTA zugegeben und nach kurzer Zeit erneut ein Bild
aufgenommen (Abb. 3.11¢). Aus den beiden Bildern in 3.11a+c wurde schlief}lich
ein Falschfarbenbild erstellt, welches in Abbildung 3.11d gezeigt ist. Die beiden
Strukturen Aktin und Mikrotubuli weisen mit R = 0.474 einen Korrelationsko-
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a) . Cu?* Aktin b) Photozerstérun

Abbildung 3.11.: Chemisches Multiplexing in markierten NIH 3T3 Zellen. Es
wurden Mikrotubuli mit anti-x-Tubulin, anti-Maus-IgG-Biotin, Streptavidin
und Atto565-Propyl-Ala-DPA-Biotin 30 markiert, zusétzlich wurde Aktin mit
Phalloidin-Atto565 gefirbt. Die konfokalen Bilder wurde in PBS bei einer Cu**-
Konzentration von 50 um aufgenommen: (a) Zu Beginn des Experiments 16scht
Cu?* die Fluoreszenz von 30, sodass nur Aktin abgebildet wird. (b) Nach 200 Se-
kunden kontinuierlicher Beleuchtung verbleibt lediglich die Fluoreszenz des ge-
l6schten 30. (c) Nach Zugabe von 100 um EDTA wird die Fluoreszenz von 30
wieder hergestellt, die Intensitat steigt im Vergleich zu b um den Faktor 17. (d)
Falschfarbenbild aus a+c mit zugehdrigem Pearson-Korrelationskoeffizienten
R. Wihrend die Bilder in a+c eine Korrelation von R = 0.474 aufweisen, fallt
dieser bei den beiden Bilder in b+c mit R = 0.876 deutlich hoher aus.

effizienten auf, wie er auch schon fiir zwei filamentdse Strukturen in Kapitel 2
erreicht wurde.
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3.2.5. STED-Multiplexing

Auch die Multiplexing-STED-Mikroskopie wurden mit den chemischen Schaltern
der zweiten Generation demonstriert. Hierzu kamen die Verbindungen Atto633-
Ala-DPA-Biotin 23 sowie Atto647N-Ala-DPA-Biotin 24 zum Einsatz, da das ver-
wendete STED-Mikroskop bei PicoQuant lediglich fiir den roten Spektralbereich
(Anregung bei 640 nm, STED-Depletion bei 740 nm) ausgelegt war. Es wurden
Mikrotubuli in fixierten NIH 3T3 Mausfibroblasten mit anti-«-Tubulin, anti-Maus-
Biotin, Streptavidin und 23 sowie 24 markiert. Als zweite Struktur wurde wieder
Aktin gewahlt, welches mit Atto647N-Phalloidin angefarbt wurde.

Zu Beginn des Experimentes wurden an einfach markierten Zellen Séttigungs-
kurven der Anregungsleistung erstellt (siehe Abb. D.7f im Anhang). Dazu wurde
von ein- und derselben Zelle ein Bild mit steigender Leistung aufgenommen und
die integrierte Intensitét diese Zelle gegen die Anregungsleistung aufgetragen. Ab
etwa 20 uW weicht die Kurve von der Linearitét ab, sodass die Farbstoffe unnétig
in Sattigungs geraten und die Photozerstorungsrate erhoht ist. Daher wurden die
nachtriglichen Experimente bei einer Anregungsleistung von 10 uW durchge-
fithrt. Als STED-Leistung wurden 100 mW eingestellt, was aus Vorexperimenten
als optimale Leistung hervorging.

Die doppelt markierten Zellen wurden nun in 50 um Cu®* in PBS zuerst im
konfokalen Modus, dann im STED-Modus vermessen, was in Abbildung 3.12a+b
gezeigt ist. Es wurde jeweils ein Summenbild aus 100 Einzelbildern mit einer Gro-
Be von 300 x 300 Pixeln bei einer Pixelverweildauer von 1.7 pus aufgenommen.
Nach Aufnahme des STED-Bildes war noch etwa 10 % der Anfangsintensitat vor-
handen, sodass 100 um EDTA zugegeben wurde und nochmals ein konfokales und
ein STED-Bild aufgenommen wurde, was in 3.12c+d gezeigt ist.

Aus den beiden STED-Bildern vor und nach Zugabe von EDTA wurde eben-
falls ein Falschfarbenbild angefertigt, was in Abbildung 3.12e dargestellt ist. Der
Pearson-Korrelationskoeffizient fiir die beiden STED-Bilder betragt R = 0.073.
Vergleicht man die beiden konfokalen Bilder, erhélt man hier einen Korrelations-
koeffizienten von R = 0.624. Durch die beugungsbegrenzte, verschwommene
Abbildung erscheinen die Strukturen deutlich starker korreliert zu sein als sie
in Wirklichkeit sind. Das selbe Phanomen trat auch bei einer weiteren STED-
Multiplexing-Aufnahme auf (siehe Abbildung D.7 im Anhang).

In Abbildung 3.12f ist das Profil entlang der hellblauen Linie in 3.12e sowohl
fiir das konfokale (schwarz) als auch fiir das STED-Bild (blau) dargestellt. Das
Aktinfilament hat im konfokalen Bild eine Halbwertsbreite von (315 £ 22) nm,
im STED-Bild sind es lediglich (93 + 7) nm. Das liegt im Bereich der fiir diese
Messungen erreichbaren Auflosung, da die STED-Leistung auf die Markierung
der Mikrotubuli optimiert wurde. Eine Analyse von 15 Aktinfilamenten aus drei



DIE CHEMISCHEN SCHALTER DER 2. GENERATION 91

konfokal
A J

=
=2
=
fra)
[=]
=
=
180 160 g 13 5
2 2
= 2 = 3
E] c 5 ~ =
g 2 g A N\ 2
< © < ]
1) < =)
= L1002 =9 k b3 o
- -
3 - 3 ~
3 @ < &
$ A s 379 nm \ A
2 = - v P
0 T 40 5 T 1
0 200 400 0 450 900
[/ nm [/ nm

Abbildung 3.12.: Chemisches Multiplexing kombiniert mit STED. Es kamen fi-
xierte NIH 3T3 Zellen zum Einsatz. Mikrotubuli wurden mit anti-o-Tubulin,
anti-Maus-Biotin, Streptavidin und 24 markiert, Aktinfilamente mit Atto647N-
Phalloidin. In Anwesenheit von 50 um Cu** wurde lediglich Aktin abgebildet
(a+b), nach Photobleichen und Zugabe von 200 um EDTA waren Mikrotubuli
sichtbar (c+d). (a+c) Konfokale Bilder, (b+d) STED-Bilder mit Time-gating. (e)
Falschfarbenbild aus b+d. Die Profile entlang der blauen bzw. orangenen Linien
zeigen die Auflésungsverbesserung an einem Aktinfilament aus a+b in (f) und
an den Mikrotubuli aus c+d in (g).

verschiedenen Messungen ergab fiir einzeln liegende Aktinfilamente einen Durch-
messer von (92 = 17) nm. Das Profil entlang der orangenen Linie in 3.12e ist in
Abbildung 3.12g abgebildet. Hier ist im konfokalen Bild (schwarz) lediglich eine
breite Struktur mit einer Halbwertsbreite von (379 & 9) nm sowie eine angelager-
te Schulter mit einer Halbwertsbreite von (176 + 13) nm. Im STED-Bild werden
hier jedoch drei einzeln verlaufende Mikrotubuli sichtbar, mit Halbwertsbreiten
von (84 £ 3), (89 £ 4) und (69 £ 5) nm, was gut mit der maximal erwarteten Halb-
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Abbildung 3.13.: Ensemble-Experimente mit den Halo-Tag-Aminoséure-
Konstrukten: (a) Struktur von Attos65-Halo-Ala-DPA 31. (b) Fluoreszenztitra-
tion einer 500 nm Losung von 31 in PBS; (c) Zugehoriger Stern-Volmer-Plot.

wertsbreite auf Grund der Markierungsstrategie zusammenpasst. Nach Analyse
von 19 Mikrotubuli aus drei verschiedenen Experimenten ergab fiir Mikrotubuli
eine Halbwertsbreite von (83 & 11) nm.

3.3. Synthese von Halo-Tag-Derivaten

Alternativ zu der bisher benutzten Streptavidin-Biotin Markierung wurden als
weitere Funktionalisierungen Halogenalkan-Derivate synthetisiert, die eine Mar-
kierung mittels des von Los et al. im Jahre 2008 eingefiihrten enzymatischen Halo-
Tags ermoglicht!*°8] Dieses Protein, eine Halogenalkan Dehalogenase, wird als
Fusionsprotein mit dem Zielprotein in die zu untersuchende Zelle eingebracht.
Hier geht es mit einem Halogenalkan eine kovalente Bindung ein und markiert
damit das Zielprotein mit dem Rest, der am Halogenalkan héngt.

Zuerst wurde der Halo-Tag-Linker 32 in einer Zweistufenreaktion mit einer
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Gesamtausbeute von 44 % synthetisiert. Im zweiten Schritt wurden dann die bei-
den chemischen Schalter Halo-Ala-DPA 12 und Halo-Lys-DPA 13 durch in-situ
Aktivierung der Carbonsauren mit HBTU in trockenem DMF mit DIPEA als Base
aus 1 bzw. 2 und 32 nach anschlieSender Entschiitzung mit Trifluoressigsdure in
Ausbeuten von 70 % bzw. 72 % erhalten.

Als nichstes wurden Farbstoffderivate durch Reaktion mit Atto565-NHS in tro-
ckenem DMF mit DIPEA als Base hergestellt und mittels HPLC aufgereinigt. So
konnte Atto565-Halo-Ala-DPA 31 gewonnen werden. In Abbildung 3.13 ist die
Struktur von 31 dargestellt (auch hier ist wieder nur das 4’-Isomer des Farbstoffes
abgebildet). Diese Verbindung wurde in PBS bei einer Konzentration von 500 nm
titriert, die zugehorigen Fluoreszenzspektren sind in Abbildung 3.13b gezeigt. Der
daraus erstellte Stern-Volmer-Plot in Abbildung 3.13c¢ geht bei einem Wert von
% ~ 62 in Sattigung. Aus der Anpassung von Gleichung A.15 an die Daten wur-
de fiir die Komplexbildungskonstante ein Wert von K = (3.28 4 0.83) 107 m~!
bestimmt, die relative Quantenausbeute betrigt hier ¢gus = (1.5 4 0.5) 1073,
Die Halo-Tag-Derivate verhalten sich also dhnlich die Biotin-Konjugate, sodass
auch hier eine Optimierung der Markierungsbedingungen in biologischen Proben
durchgefiihrt wurde, was im nachsten Abschnitt beschrieben wird. Die Ensemble-
Experimente mit 33 sind in Abbildung D.g im Anhang gezeigt.

3.3.1. Markierungsoptimierung

Die Markierung des enzymatischen Halo-Tags erfolgt im nanomolaren Bereich.
Die optimalen Bedingungen um eine spezifische Markierung ohne unspezifisches
Hintergrundsignal zu erreichen miissen jedoch fiir jedes Substrat extra bestimmt
werden. Daher wurden fixierte MEF-Zellen, die das Halo-Vinculin-GFP-Konstrukt
exprimieren, unter verschiedenen Bedingungen untersucht. Da das Fusionskon-
strukt durch das GFP selbst fluoreszent ist, konnte es bei 488 nm bei etwa 1 mW
Laserleistung angeregt und im Bereich von 500-550 nm detektiert werden. Die
mit Atto565 markierten Halo-Proteine wurden bei 561 nm mit 1 mW angeregt
und deren Fluoreszenz im Bereich von 570-640 nm detektiert. In Abbildung 3.14a
sind die Bilder der beiden spektralen Kanile (blau und orange) einer ungefarb-
te Zelle dargestellt. Diese wurden sequentiell aufgenommen, dazu wurden Band-
passfilter und Laserquelle nach der ersten Aufnahme gewechselt. Hier sind die
mit den GFP-Vinculin-Halo Fusionskonstrukten markierten fokalen Adhésions-
punkte deutlich im blauen Kanal zu erkennen, wahrend der orangene Kanal le-
diglich Hintergrundfluktuationen abbildet. Nach Farbung mit der Testverbindung
Attos65-Halo 34 (diese wurde aus 32 mit Atto565-NHS in DMF/DIPEA hergestellt
und mittels HPLC aufgereinigt) sind auch im orangenen Kanal die fokalen Adhési-
onspunkte erkennbar, was in Abbildung 3.14b gut zu erkennen ist. Diese Firbung
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Abbildung 3.14.: Markierungsoptimierung der Halo-Tag-Farbung in fixierten,
Halo-GFP-Vinculin exprimierenden MEF Zellen. Dargestellt sind jeweils die
Fluoreszenzbilder im GFP-Kanal (500-550 nm, oben) und im Atto565-Kanal
(570-640 nm, unten). Die Bilder wurden jeweils sequentiell aufgenommen, es
kamen ein Laserlinien von 488 und 561 nm bei einer Leistung von 500 W zum
Einsatz. Belichtungszeit 50 ms, Gain 500: (a) ungefirbt, (b) 10 nm Attos65-Halo,
(c) 100 nm und (d) 10 nm Attos65-Halo-Lys-DPA 33, (e) 10 nm Attos65-Halo-
Ala-DPA 31. Mafistab je 10 pm.

wurde, in Anlehnung an Erkenntnisse von Kollegen, bei einer Substratkonzen-
tration von 10 nm in Inkubationspuffer fiir 20 min durchgefiithrt*%8] Eine Erho-
hung der Konzentration auf 100 nm fiithrt zu deutlich erhéhtem unspezifischem
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Abbildung 3.15.: Chemisches Multiplexing mit Halo-Derivaten. Das Multiple-
xing wurde mit 25 um CuSO, und 50 um EDTA durchgefiihrt: (a) Multiplexing
in MEF Halo-Vinculin-GFP Zellen. Aktin wurde mit Atto565-Phalloidin mar-
kiert, Halo-Vinculin mit 31. (b) Multiplexing in fixierten HeLa Halo-Tubulin Zel-
len. Aktin wurde mit Atto565-Phalloidin markiert, Halo-Tubulin mit 31. Maf3-
stab je 10 pm.

Hintergrund (Abb. 3.14c), der sich auch nach mehrmaligem Waschen nicht redu-
ziert. Deshalb wurden die weiteren Farbungen bei einer Konzentration von 10 nm
durchgefiihrt.

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde eine Farbung mit Attos565-Halo-Ala-
DPA 31 und Attos65-Halo-Lys-DPA 33 ebenfalls bei einer Konzentration von
10 nm durchgefiihrt. In Abbildung 3.14d ist die Markierung mit 33 gezeigt, in 3.14€
die mit 31.

3.3.2. Multiplexing-Experimente in fixierten Zellen

Wie in Abbildung 3.14e dargestellt ist Lokalisation des GFP sehr definiert auf die
fokalen Adhéasionspunkte beschrankt. Im Attos565-Kanal ist in der Zelle nur sehr
wenig unspezifische Fluoreszenz erkennbar, auflerhalb der Zelle bleibt das Bild
dunkel. Der Korrelationskoeffizient der beiden Bilder betragt R = (0.755), und
nimmt damit einen dhnlichen Wert an wie in den Experimenten aus Kapitel 2.6,
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in denen eine Struktur doppelt markiert wurde.

Unter den ermittelten, optimalen Farbebedingungen wurden nun in zwei gene-
tisch veranderten Zelllinien Experimente zum chemischen Multiplexing durchge-
fithrt, um die Anwendbarkeit der Halo-Tag-Derivate zu demonstrieren. In Abbil-
dung 3.15b ist ein Experiment in fixierten MEF Zellen gezeigt, die stabil ein Halo-
Vinculin-GFP Konstrukt exprimieren. Dieses Konstrukt wurde mit 10nm 31 in
Inkubationspuffer fir 20 Minuten markiert, danach wurde griindlich dreimal mit
Inkubationspuffer gewaschen. Parallel dazu wurde Aktin mit Atto565-Phalloidin
angefirbt. Am kommerziellen TIRF-Mikroskop (50 ms Belichtungszeit, 5 mW An-
regungsleistung bei 561 nm) wurde dann in Anwesenheit von 25 um CuSO, in
PBS die Aktinstruktur abgebildet. Uber zwei Minuten wurde diese dann durch
Photozerstérung ausgeblichen und nach Zugabe von 50 um EDTA die markierten
Vinculine sichtbar gemacht und abgebildet. Im Falschfarbenbild sieht man deut-
lich, dass Halo-Vinculin an den Enden von langen Aktin-Fasern lokalisiert war.
Das macht sich auch im Pearson-Korrelationskoeffizienten bemerkbar, welcher
einen Wert von R = 0.443 annimmt.

In einem zweiten Experiment wurden fixierte HeLa Zellen verwendet, die tran-
sient mit Halo-Tubulin transfiziert wurden. Diese Zellen wurden von Kraus Ysk-
RENTANT prépariert und zwei Tage nach Transfektion fixiert. Danach wurden
die Zellen wie oben beschrieben mit 31 und Atto565-Phalloidin markiert, gewa-
schen und unter den oben genannten Bedingungen mikroskopiert. Die Mikrotu-
buli konzentrieren sich hier auf den Raum im inneren der Zelle, die Aktinfilamen-
te umspannen das Zellduflere. Hier ergibt sich ein Korrelationskoeffizient von

R =0.138.

3.4. Synthese von Benzylguanin-Derivaten

L n=4: 15
N
Hj _NH

Schema 3.5.: Strukturen der synthetisierten Benzylguanin-Derivate der chemi-
schen Schalter BG-Ala-DPA 14 und BG-Lys-DPA 15.

Als weiteres enzymatisches Markierungssystem hat sich das SNAP-Tag eta-
bliert[11%:11410] Sein Substrat, ein zur Markierung mit einem Amino-Benzylrest
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Abbildung 3.16.: (a) Chemische Struktur von Atto565-BG-Lys-DPA 35. (b) Ge-
messene maximale Fluoreszenzloschung von 35 (links) und von 35 nach Re-
aktion mit einem Aquivalent SNAP-Protein (rechts), jeweils nach Zugabe von
10 um Cu?* in PBS. (c) Fluoreszenztitration einer 500 nm Losung 35 in PBS mit
CuSO, (0-10 um). (d) Fluoreszenzanstieg iiber einen Zeitraum von 20 Minuten
nach Zugabe von 500 nm SNAP-Protein zu einer 500 nm Lésung von 35 in PBS.

ausgestattetes Guanin, wurde im Rahmen dieser Arbeit nach einer Publikation
von KArI JoHNssON et al. durchgefithrt ') Die fiinfstufige Synthese lieferte O°~(4-
Aminomethyl-benzyl)guanin 36 in einer Gesamtausbeute von 33 %. Mit 36 konn-
ten nun durch in-situ Aktivierung der Aminosauren 1 und 2 mittels HBTU in
trockenem DMF und DIPEA als Base die Verbindungen BG-Ala-DPA 14 und BG-
Lys-DPA 15 in Ausbeuten von 60 bzw. 61 % erhalten werden (siehe Schema 3.5).

Von 15 wurde auch ein Konjugat mit Atto565-NHS synthetisiert und per HPLC
aufgereinigt. 35, in Abbildung 3.16a dargestellt, konnte so mit einer Gesamtaus-
beute von 94 % erhalten werden. Diese Verbindung zeigt in PBS bei Zugabe von
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10 pm Cu** eine Fluoreszenzloschung um den Faktor 6.1, nach erfolgter Reaktion
mit aufgereinigtem SNAP-Protein geht dieser Faktor auf einen Wert von 1.4 zu-
riick, wie in Abbildung 3.16b dargestellt. Der chemische Schalter ist also nach Kon-
jugation an sein Zielprotein entweder nicht mehr frei zuganglich fiir Cu®* oder es
erfolgt eine Destabilisierung des Cu*"-Komplexes durch in der Nahe befindliche
Aminoséurereste auf der Proteinoberflache.

Abbildung 3.16c zeigt die Fluoreszenztitration der freien Verbindung 35 in PBS.
Gibt man zu 35 in PBS ein Aquivalent des aufgereinigten SNAP-Proteins, wie
in Abbildung 3.16d gezeigt, so erfolgt innerhalb von etwa 20 Minuten ein Fluo-
reszenzanstieg um einen Faktor von etwa 1.7. Dies ist nicht ungewdohnlich, da
das Guanin selbst als Fluoreszenzloscher bekannt ist und Benzylguanin-Farbstoff-
Konjugate teils betrachtliche Fluorogenitit aufweisen!*'417°7172] Da jedoch nach
Reaktion mit dem SNAP-Protein die Fahigkeit zur chemischen Schaltung verloren
geht (Abb. 3.16b, rechts), ist diese Art von Schaltern nicht geeignet fiir die weite-
re Nutzung. Ein moglicher Ausweg wire eine Einfithrung eines lingeren Linkers
zwischen Benzylguanin und der Aminosaure, was jedoch wieder die Fluorogeni-
tat reduzieren wiirde. Auf weitere Experimente mit den Benzylguanin-Derivaten
wurde daher verzichtet.

3.5. Synthese von Tetrazin-Derivaten

n=1:72% 8

HZN% n=4:64% 9
/\©\( n=1:62% 10
KO n=4:69% 11

Schema 3.6.: Chemische Struktur der synthetisierten Tetrazin-Derivate HTet-Ala-
DPA 8, HTet-Lys-DPA 9, MeTet-Ala-DPA 10 und MeTet-Lys-DPA 11 mit den
Gesamtausbeuten nach Aufreinigung und Entschiitzung des Amins.

Zur effizienten, bio-orthogonalen Markierung eignen sich sogenannte Click-
Reaktionen, hier insbesondere die Tetrazin-Ligation (SPIEDAC - engl. strain-pro-
moted inverse electron-demand Diels-Alder cycloaddition)!**733] Konjugate von
Tetrazinen mit Fluoreszenzfarbstoffen sind dafiir bekannt, dass sie bei geeigneter
Konjugation stark fluorogen sind und daher erst nach erfolgter Ligation die volle
Fluoreszenz aufweisen ['3°32] Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit auch De-
rivate der chemischen Schalter synthetisiert, die ein Tetrazin-Funktionalitét tra-
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gen. Ausgangspunkt waren Amin-modifizierte Tetrazine und Methyl-Tetrazine,
die von der Firma SICHEM bezogen wurden. Es wurden, wie schon vorher be-
schrieben, durch in-situ Aktivierung der Carbonsaure mit HBTU in trockenem
DMF mit DIPEA als Base die Konjugate 8-11 erhalten, wie in Schema 3.6 darge-
stellt.

Diese Konjugate wurden sodann in Ensemble-Experimenten untersucht (Ab-
bildung 3.17). In 3.17a ist die Reaktion von 8 mit trans-Cyclooct-4-enol (a-TCO*)
skizziert. Die Reaktion wurde in PBS/DMSO 20:1 durchgefiihrt, um eine vollstan-
dige Loslichkeit zu garantieren. Der Reaktionsverlauf ist in Abbildung 3.17b im
Absorptionsspektrometer verfolgt worden. Hier zeigt sich die charakteristische,
fir die rote Farbe verantwortliche Absorptionsbande der Tetrazine bei 530 nm,
die nach Zugabe von einem Aquivalent a-TCO* nach nur einer Minute vollstin-
dig verschwunden ist. Stattdessen taucht bei 340 nm eine neue Absorptionsbande
auf.

Da diese Reaktion wie zu erwarten gut und schnell ablief, wurde das Farbstoff-
derivat Atto565-HTet-Ala-DPA 37 aus dem Atto565-NHS-Aktivester und 8 in tro-
ckenem DMF mit DIPEA als Base synthetisiert und mittels HPLC aufgereinigt
(Abb. 3.17¢). Diese Verbindung wurde sodann in PBS einer Fluoreszenztitration
mit CuSO, unterzogen. Die zugehdrigen Fluoreszenzspektren in Abbildung 3.17d
zeigen auch hier eine starke Fluoreszenzloschung. Aus dem zugehoérigen Stern-
Volmer-Plot in Abbildung 3.17e wurde, durch Anpassung von Gleichung A.15, fiir
die Komplexbildungskonstante ein Wert von K = (6.52 4= 1.04) 10" m~! und fiir
die relative Quantenausbeute des geléschten Zustands ¢gus = (1.6 = 0.6) 1073
erhalten. Damit sind die Eigenschaften der Tetrazin-modifizierten chemischen
Schalter vergleichbar gut wie die der anderen bisher getesteten Derivate. Zusétz-
lich wurde die Fluoreszenzlgschung auch noch nach Reaktion mit a-TCO” unter-
sucht, was in Abbildung 3.17f gezeigt ist. Hier ist die relative Fluoreszenzande-
rung einer 500 nm Lésung von 37 nach Zugabe von einem Aquivalent a-TCO*
sowie zusatzlicher Zugabe von 1 pm Cu®* und 10 um EDTA gezeigt. Die Reaktion
mit a-TCO™ hat keinen Einfluss auf die Fluoreszenz der Verbindung, wohingegen
die Zugabe von Cu®* zu einer deutlichen Fluoreszenzloschung fiithrt, die nach Zu-
gabe von EDTA wieder aufgehoben wird. Diese Ergebnisse sind zum einen viel-
versprechend, da dies die Eignung von 37 fiir Zellexperimente demonstriert. Zum
anderen ist eine mégliche Fluorogenitit von 37 damit widerlegt, was die Anwend-
barkeit in Lebendzell-Experimenten noch deutlich gesteigert hétte. Dennoch eig-
nen sich die Tetrazin-Derivate zur Markierung in biologischen Proben, was im
Folgenden demonstriert werden soll.
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Abbildung 3.17.: Ensemble-Experimente mit HTet-Ala-DPA 8: (a) Reaktion
von 8 mit trans-Cyclooct-4-enol (a-TCO*). (b) Absorptionsspektrum von 8 in
PBS/DMSO 20:1 vor (griin) und nach Zugabe von einem Aquivalent a-TCO*, ge-
messen nach 30 (gelb) und 60 Sekunden (rot). (c) Mit Attos565 markierter chemi-
scher Schalter 37. (d) Fluoreszenztitration von 37 in PBS sowie (e) zugehoriger
Stern-Volmer-Plot, der mittels Gleichung A.15 angepasst wurde. (f) Fluoreszen-
zinderung von 37 nach subsequenter Zugabe von einem Aquivalent a-TCO*,
1 um Cu?* sowie 10 um EDTA zeigt die Reversibilitit der Fluoreszenzloschung
von 37 auch nach Reaktion mit a-TCO*,
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Abbildung 3.18.: Markierung via Kupfer-freie Click-Chemie in fixierten NIH 3T3
Zellen. Die Zellen wurden mit anti-a-Tubulin-a-TCO* und mit anti-Clathrin-
ENDO-BCN in Inkubationspuffer markiert und dann dreimal griindliche gewa-
schen. Nun wurde mit je 1 um Atto647N-Azid und 37 fir 15 Minuten in Inkuba-
tionspuffer inkubiert, dreimal mit PBS gewaschen und im Epifluoreszenzmikro-
skop mikroskopiert (je 1 mW bei 561 nm und 640 nm, Belichtungszeit 50 ms).
Markierungsschema und zugehoriges Fluoreszenzbild von (a) 37 an Mikrotubu-
li und (b) Atto647N-Azid an Clathrin.

3.5.1. Click-Markierung in fixierten Zellen

Um in biologischen Proben eine Markierung mittels Kupfer-freier Click-Chemie
zu erreichen, wurde neben der SPIEDAC Tetrazin-Ligation die dazu orthogonale
SPAAC (strain-promoted alkyne-azide cycloaddition) in fixierten NIH 3T3 Zel-
len durchgefiihrt, um so zwei Strukturen gleichzeitig und selektiv zu markie-
ren'27173] Hierzu wurden, wie in Abbildung 3.18 dargestellt, mit den gespann-
ten C—C-Doppel- und Dreifachbindungen markierte Antikoérper eingesetzt. Die-
se wurden vorab aus den monoklonalen Antikérpern anti-o-Tubulin und anti-
Clathrin hergestellt. Dazu wurden diese mit je fiinf Aquivalenten der Aktivester
von a-TCO™ und ENDO-BCN in PBS unter Zugabe von 10 Vol.% NaHCO,-Losung
bei Raumtemperatur fir eine Stunde zur Reaktion gebracht und anschlieffend
mittels Gel-Permeations-Chromatographie aufgereinigt. Nach Identifizierung der



102 SYNTHESE VON TETRAZIN-DERIVATEN

Antikorper-Fraktionen im Absorptionsspektrometer (siehe auch Abbildung D.11
im Anhang) wurden damit fixierte NIH 3T3 Zellen markiert. Da die beiden Kopp-
lungsfunktionen orthogonal zueinander sind, konnten sie beide zeitgleich mit
Atto565-HTet-Ala-DPA 37 und Atto647N-Azid markiert. Hierzu kamen jeweils
1 um Losungen in Inkubationspuffer zum Einsatz, nach 10 Minuten wurde dreimal
mit Inkubationspuffer gewaschen. In 3.18a ist das Markierungsschema sowie das
zugehorige Fluoreszenzbild der Markierung von Mikrotubuli mit anti-o-Tubulin-
a-TCO* und 37 (Detektionsbereich 570-640 nm) gezeigt. Die selbe Zelle im ro-
ten Detektionskanal oberhalb 640 nm zeigt in 3.18b die markierten Endozytose-
Vesikel, die mit anti-Clathrin-ENDo-BCN und Atto647N-Azid markiert wurden.
Die beiden Farbkanile zeigen eine Korrelation von R = 0.749, da beide Struktu-
ren den gleichen Raum beanspruchen. Zusatzlich ist der Korrelationskoeffizient
erhoht, da in beiden Kanélen deutlich mehr unspezifische Markierung vorliegt als
bei Verwendung der enzymatischen Tags oder der Streptavidin-Biotin-Technik.
Ob das auf unzureichendes Waschen vor dem Mikroskopieren zuriickzufithren ist
oder an der geringeren Selektivitat der selbst markierten Antikorper liegt, kann
hier nicht mit Sicherheit gesagt werden.
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Kapitel 4.
Diskussion und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit sollten modulare chemische Schalter weiterentwickelt
und ihre Anwendbarkeit fiir neue mikroskopische und nanoskopische Metho-
den ausgetestet werden. In Kapitel 2 wurden die Schalter der ersten Generation,
basierend auf einer doppelstrangigen DNA, systematisch variiert, im Ensemble
und auf Einzelmolekiilebene untersucht und schlief8lich fiir Methoden wie CHI-
RON und das chemische Multiplexing eingesetzt. Kapitel 3 widmete sich der Wei-
terentwicklung des Konzeptes modularer chemischer Schalter und stellte zwei
neue Konstrukte samt zahlreicher Funktionalisierungsstrategien vor. Diese wur-
den Charakterisiert und auf ihre Anwendbarkeit fiir die Mikro- und Nanoskopie
hin untersucht.

4.1. Charakterisierung des bestehenden
Sondenkonzepts und Anwendung in Mikro- und
Nanoskopie

In Anlehnung an Vorexperimente im Arbeitskreis wurden die chemischen Schal-
ter der ersten Generation modifiziert, charakterisiert und neue Methoden der
Multiplexing-Mikroskopie entwickelt. Das DNA-Grundgeriist, welches Liganden
und Fluoreszenzfarbstoff in raumliche Nahe bringt sowie einen Biotin-Linker als
Kopplungsfunktion tragt, wurde beibehalten und die Sonden durch Variation des
Liganden und des Farbstoffes weiter verfeinert. So erwies sich neben dem eta-
blierten bidentaten Bipyridin ein tridentater Dipicolylamin-Ligand als vielver-
sprechend. Zudem wurden von Atto-Tec speziell auf die Bediirfnisse der Einzelmo-
lekiilspektroskopie und hochauflésenden Mikroskopie zugeschnittene Farbstoffe
in das Konstrukt eingebaut, von denen sich Atto565 und Atto647N als sehr gu-
te Alternativen zum etablierten TMR erwiesen. In Ensemble-Experimenten lie-
ferten diese beiden Farbstoffe zu vorherigen Ergebnissen konsistente Werte fiir
die Komplexbildungskonstante444%] die aus Fluoreszenztitrationen durch An-
passung von Gleichung 2.1 ermittelt wurden und in Tabelle 4.1 nochmals zusam-
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mengefasst sind.

Tabelle 4.1.: Zusammenfassung der Ensemble-Ergebnisse, die mit TMR, Atto565
und Atto647N und den Liganden Bipyridin und Dipicolylamin erzielt

wurden.
Sonde K/1x10m™ Y daus /% RZ,..
TMR-Bipy 4264048 164403 0.9869

Atto565-Bipy 4.58 + 0.54 12.240.3 0.9600
Atto647N-Bipy 1.36 + 0.15 4.5+0.3 o0.9700

TMR-DPA 5.124+0.44 11.3+ 0.2 0.9916
Atto565-DPA 5.46 + 0.29 8.94+0.2 0.9846
Atto647N-DPA 12.42 4+ 2.42 49+0.2 o0.9660

Im Vergleich zu Literaturwerten von log(K) = 9.31 fir den Dipicolylamin-
Cu**-Komplex fallen die hier gemessenen Werte um zwei Gré3enordnungen ge-
ringer aus[*5®! was jedoch auf unterschiedliche Substitution des DPA-Liganden
und der Verwendung von hoch geladenen DNA-Doppelstrangen sowie einem zu-
satzlichen, moglicherweise destabilisierenden Einfluss geladener Farbstoffmole-
kile zuriickzufiithren ist.

Als Loschmechanismus konnte Forster Resonanzenergietransfers FRET ausge-
schlossen werden, da bei dem aus MD-Simulationen erhaltenen moéglichen Ab-
stand zwischen Ligand und Farbstoft bei FRET durch alle 3d-Kationen eine fast
vollstdndige Loschung erreicht werden sollte, die im Experiment jedoch nicht zu
sehen war. Weil die Cu**-Komplexe von Bipyridin und Dipicolylamin bekannt da-
fuir sind, als PET-Fluoreszenzloscher zu agieren, scheint dies der wahrscheinlichs-
te Loschmechanismus zu sein['4%] Zur weiteren Untersuchung nach der Markus-
Theorie werden die Redoxpotentiale der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe be-
notigt['3) Da diese jedoch nicht in Mengen erhaltlich sind, die fiir eine Messung
vonndten wiren, wurde auf solch eine theoretische Betrachtung hier verzichtet.

Basierend auf Vorarbeiten wurde die Komplexierung von Cu** durch Atto565-
Bipy und Atto565-DPA auf Einzelmolekiilebene untersucht. Die immobilisierten
Schalter stellten ein System mit drei Intensitdts-Zustdnden dar, ein heller An-
Zustand, ein dunkler Aus-Zustand und der gebleichte Zustand. Der Ubergang
zwischen den An- und Aus-Zustinden erfolgte sprunghaft. Eine statistische Ana-
lyse der Verweildauern im jeweiligen Zustand in Abhéngigkeit von der Cu**-
Konzentration lieferte im thermodynamischen Gleichgewicht Werte fiir die Uber-
gangsraten und somit auch fiir die Gleichgewichtskonstante. Diese Werte sind
nochmal ins Tabelle 4.2 zusammengefasst. Die so bestimmten Gleichgewichtskon-
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Tabelle 4.2.: Zusammenfassung der Ubergangsraten und der Komplexbildungs-
konstanten fiir Atto565-Bipy und Atto565-DPA.

Sonde ko/m~ts™t kq/s™t K/m !

Attos65-Bipy  (6.33 +0.94) - 10¢  (6.20 £0.91) (1.20 4 0.21) - 10°
Attos565-DPA  (3.07 4+ 1.64) - 107  (2.44 +£0.61) (1.26 4+0.74) - 107

stanten unterscheiden sich dabei um eine Groflenordnung. Der Unterschied bei-
der Liganden fiel in den Ensemble-Experimenten deutlich geringer aus, da hier
nicht zwischen funktionalen Sonden, nicht funktionalen Sonden und eventuell
vorhandenem freiem Farbstoff unterschieden werden kann. Die Einzelmolekiilex-
perimente werden jedoch auf Oberflichen durchgefiihrt, wo freier Farbstoft aus-
gewaschen werden kann und nicht funktionale Sonden schnell ausbleichen. Dies
konnte die leichte Diskrepanz der beiden Messmethoden erkléren.

Die chemische Hochauflosung CHIRON in fixierten HeLa-Zellen wurde mit der
Sonde Atto565-DPA durchgefiihrt. Es wurden Mikrotubuli als Zielstruktur ausge-
wihlt, da diese eine reproduzierbare, wohl definierte Struktur liefern, deren Di-
mensionen aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen genau bekannt sind [*74]
Nach Anwendung der frei erhiltlichen Software ,rapidSTORM® konnten Mikro-
tubuli mit einer Halbwertsbreiten von 78 nm abgebildet werden. An einem Kreu-
zungspunkt konnten zudem zwei Filamente im Abstand von 178 nm voneinander
getrennt werden. Das Lokalisationsergebnis weist jedoch deutliche Artefakte in
Form von unterbrochenen Filamenten auf. Dass die Filamente tatsachlich bei der
Probenpraparation gebrochen sind, ist sehr unwahrscheinlich. Eher handelt es
sich um unvollstindige Markierung oder um Artefakte, die entweder durch disso-
ziierte, nicht funktionale Sonden verursacht werden oder durch die Restfluores-
zenz der geloschten Sonden zustande kommen.

Die aberrationsfreie Abbildung mehrerer Strukturen im selben Farbkanal wur-
de durch Verwendung der chemischen Schalter etabliert und deren Grenzen aus-
gelotet. Die im Ensemble erreichte etwa zehnfache Loschung konnte auch in mar-
kierten Zellen gefunden werden. Durch Ausnutzung der Reversibilitat der Fluo-
reszenzloschung konnte das chemische Multiplexing als Methode ausgearbeitet
und charakterisiert werden. Das Prinzip ist nochmals in Abbildung 4.1 zusammen-
gefasst.

Zur Quantifizierung der Aufnahmen wurde die Ahnlichkeit zweier Bilder an-
hand des Pearson-Korrelationskoeffizient R (Gl. 2.10) beurteilt. Die Multiplexing-
Aufnahmen von einer doppelt markierten Struktur lieferten eine gute Kolokalisa-
tion der beiden Bilder, wihrend unterschiedliche Strukturen je nach beanspruch-
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Photobleichen )
+ CuSO4 + EDTA Uberlagerung

Abbildung 4.1.: Chemisches Multiplexing: eine doppelt markierte Zelle wird mit
CuSO, behandelt, das schaltet die chemischen Schalter aus, es verbleibt nur die
Fluoreszenz der nicht schaltbaren Marker. Nach Photozerstorung und Zugabe
von EDTA werden die chemischen Schalter sichtbar, so lisst sich schlief3lich ein
Falschfarbenbild der beiden in einer Farbe markierten Strukturen erstellen.

tem Raum eine deutlich geringere Kolokalisation aufwiesen. Die Methode wurde
auch auf ein Zwei-Farben-Experiment erweitert, wo mit Hilfe von TMR-Bipy und
Atto647N-Bipy insgesamt vier Strukturen in einer Zelle abgebildet werden konn-
ten. Dariiber hinaus eignet sich das chemische Multiplexing auch fiir komplexere
Mikroskopietechniken wie z. B. STED, was mit Ato565-Bipy demonstriert werden
konnte. So konnten zwei Strukturen an einem STED-Mikroskop mit nur einem
spektralen Kanal in hoher Auflosung abgebildet werden. Die Restfluoreszenz der
geloschten Struktur stellt auch hier die grofite Limitierung dar. Je geringer diese
ausfallt, desto besser lassen sich verschiedene Strukturen voneinander trennen.
Bei entsprechend geringer Restfluoreszenz lassen sich auch noch kleine, schwach
markierte Strukturen in CHEMPLEXING Experimenten untersuchen.

Insgesamt konnte das auf dem DNA-Doppelstrang basierende Sondenkonzept
durch Verwendung neuer Liganden und Farbstoffe deutlich erweitert werden. Ne-
ben der chemischen Hochauflsung CHIRON wurde zudem das chemische Multi-
plexing als vielseitige und zu vielen Mikroskopietechniken wie Weitfeld, TIRF,
konfokale und STED-Mikroskopie kompatible Methode etabliert. Einzig die ver-
bleibende Restfluoreszenz im geléschten Zustand sowie die nicht-kovalente Natur
der Sonde stellen Limitierungen dar.
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Schema 4.1.: Schema der verschiedenen in dieser Arbeit synthetisierten Funktio-
nalisierungen.

4.2. Weiterentwicklung der chemischen Schalter

Eine neue Generation der chemischen Schalter wurde basierend auf kauflichen
Aminosauren entwickelt. So konnten zwei neue chemische Schalter synthetisiert
und charakterisiert werden. Zudem wurden neben dem etablierten Biotin-Linker
weitere Kopplungsfunktionen in das modulare System eingebaut und erprobt. Das
Schema 4.1 gibt nochmal einen Uberblick tiber alle dargestellten Funktionalisie-
rungen.

Die bei weitem wichtigsten Funktionalitdten, die im Rahmen dieser Arbeit syn-
thetisiert wurden, sind die Propargyl-Derivate 6 und 7. Sie konnten in Ausbeu-
ten um die 80 % erhalten werden. Die weitere Umsetzung mit einem Biotin-NHS-
Linker lieferte 18 und 19, welche mit Farbstoff-Aziden von Atto-Tec zu den Verbin-
dungen 22-29 umgesetzt wurden. Eine Ubersicht iiber die dargestellten Farbstoff-
Ala-DPA-Biotin Konjugaten ist in Abbildung 4.2 dargestellt.

Im Vergleich zu den Lysin-Derivaten lieferten die Verbindungen basierend auf
Alanin bessere Ergebnisse was die Restfluoreszenz im geloschten Zustand angeht.
Eine kiirzere Anbindung des Farbstoffes an die Aminosduren, wie es bei Verwen-
dung von Atto565-Propylazid der Fall war, fithrte nochmals zu einer deutlichen
Reduzierung der Restfluoreszenz. So stellte sich Atto565-Propyl-Ala-DPA-Biotin
22 als beste Verbindung heraus. Hier lag die bestimmte Komplexbildungskonstan-
te bei K = (3.03 £0.61) 10" Mm~! und eine Quantenausbeute im gelschten Zu-
stand von R = (0.9 £ 0.1) %. Damit liegt die Restfluoreszenz von etwa einem
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Abbildung 4.2.: Farbstoffmarkierte Aminosauren i-viii: (a) methanolische Losun-
gen von Farbstoff-Ala-DPA, oben bei Tageslicht, unten unter UV-Bestrahlung
(366 nm); (b) bekannte Strukturen der verwendeten ATTO-Farbstoffe; (¢) NIH
3T3 Mausfibroblasten, in denen Mikrotubuli mit i-viii markiert sind. (i) Atto488-
Ala-DPA-Biotin 26, (ii) Atto542-Ala-DPA-Biotin 27, (iii) Atto565-Ala-DPA-
Biotin 25, (iv) Atto565-Propyl-Ala-DPA-Biotin 22, (v) Atto590-Ala-DPA-Biotin
28, (vi) Atto633-Ala-DPA-Biotin 23, (vii) Atto647N-Ala-DPA-Biotin 24, (viii)
Atto655-Ala-DPA-Biotin 29.
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Prozent um einen Faktor von zehn unter den besten Resultaten der Verbindun-
gen aus Kapitel 2. Die Anpassung der Stern-Volmer-Plots in diesem Kapitel wur-
de mit Gleichung A.15 durchgefiihrt, die eine exakte Losung des Zwei-Zustands-
Problems darstellt. Die Stern-Volmer-Plots der Aminosaure-basierten chemischen
Schalter konnte nicht mit der Ndherungslosung (Gleichung 2.1) angepasst wer-
den, da sie ausnahmslos einem S-Kurvenverlauf besaflen und dieser nur von der
exakten Losung modelliert wird.

Eine Untersuchung von 22 auf Einzelmolekiilebene ergab zudem einen Wert
fiir die Komplexbildungskonstante von K = (1.80 4 0.44) 10" m~!. Dieser ist
etwas geringer als im Ensemble bestimmt, was auf Wechselwirkungen mit der
Oberfliache oder den zur Immobilisierung verwendeten Proteinen beruhen kann.
Die Sonde hat immobilisiert direkten Kontakt zu Streptavidin, dessen Oberflache
einen destabilisierenden Einfluss auf den Komplex haben kann. Einen weiteren
Einfluss kann die Statistik haben, es wurden je Cu**-Konzentration 114-135 Spu-
ren ausgewertet.

Ein genauerer Blick auf einzelne immobilisierte Molekiile zeigte zudem, dass
bei gentigend langer Betrachtung drei isoliert Zustidnde erkennbar sind. Hier han-
delt es sich um einen hellen, Cu®*-freien An-Zustand, einen dunklen Aus-Zustand
und zudem einen weiteren Zustand nach Photozerstérung. Aus diesen Helligkei-
ten konnte ein An/Aus-Verhaltnis von etwa 8-15 errechnet werden. Dies weicht
deutlich von dem im Ensemble bestimmten Wert ab, ein moglicher Grund hier-
fiir kann ebenfalls in der Interaktion mit der Oberfliche oder den Proteinen zur
Immobilisierung liegen.

Zur Markierung von Zielstrukturen (Mikrotubuli) in fixierten Zellen mit 22 ka-
men Priméirantikorper, biotinylierte Sekundarantikorper und Streptavidin zum
Einsatz. Jede Komponenten wurde in Titrationsexperimenten auf die fiir eine
optimale Markierung benétigte Konzentration hin untersucht. Unter diesen op-
timalen Bedingungen wurden dann Experimente zur chemischen Hochaufl6sung
(CuiroN) durchgefithrt. Nach Ausrichtung der Videos mithilfe von fluoreszieren-
den Beads konnten Mikrotubuli mit einer Halbwertsbreite von (89 £ 14) nm ab-
gebildet werden. Die Analyse von Mikrotubuli-Kreuzungspunkten ergab zudem
einen minimal aufl6sbaren Abstand zweier Mikrotubuli von 114 nm, was jedoch
nur an einem Beispiel gezeigt und somit nicht statistisch untermauert werden
konnte. Die erreichte Auflosung mit 22 liegt somit im Bereich von 89 bis 114 nm
und damit deutlich unterhalb der optischen Auflésungsgrenze von etwa der hal-
ben Beobachtungswellenldnge.

Neben dem stochastischen Schalten konnte das komplette Ausschalten durch
groflen Cu?*-Uberschuss auch zur aberrationsfreien Abbildung zweier markier-
ter Strukturen in einem Farbkanal genutzt werden. Dies wurde an Aktin und Mi-
krotubuli demonstriert, die mit Atto565 und Atto565-Propyl-Ala-DPA-Biotin 22
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markiert waren. In Anwesenheit von Cu®* war die schaltbare Struktur auf etwa
6 % Restfluoreszenz geldscht, sodass dieses Ubersprechen keinen signifikanten
Beitrag zum ersten Bild lieferte.

In Multiplexing-STED-Experimenten wurde Atto647N-Ala-DPA-Biotin 24 er-
folgreich fiir die Aufnahme von zwei Strukturen in einer Messung angewendet,
es wurde eine Auflésung von (92 & 17) nm fir Aktinfilamente und (83 & 11) nm
fiir Mikrotubuli. Aulerdem wurde an Kreuzungspunkten mehrerer Filamente ein
minimal aufl6sbarer Abstand von gut 130 nm, was einer Auflésungsverbesserung
um den Faktor 2.3 entspricht (bezogen auf rotes Licht der Wellenlange 664 nm
nach Gleichung 1.17).

Insgesamt lasst sich zusammenfassen, dass die auf Alanin und Lysin basieren-
den chemischen Schalter sowohl im Ensemble als auch in der Mikroskopie gute
Ergebnisse erzielt haben. Im Vergleich zu DNA-basierten Schaltern sind sowohl
die verringerte Restfluoreszenz im geloschten Zustand als auch die definiertere
Zusammensetzung der Schalter an sich ein deutlicher Entwicklungsschritt. Da
die Schalter rein kovalente Bindungen enthalten, verschwinden die Probleme der
unvollstandigen Hybridisierung und damit der Verlust der Funktionalitét bei Dis-
soziation. Zudem sind neben der Streptavidin-Biotin-Technik nun auch weitere,
bio-orthogonale Markierungstechniken méglich.

4.2.1. Einfiihrung von enzymatischen Kopplungsfunktionen und
Tetrazinen

Durch Einfithrung der Liganden von SNAP-Tag und Halo-Tag konnten die chemi-
schen Schalter nun auch ohne Antikdrpermarkierung in genetisch veranderten
Zelllinien eingesetzt werden. Erste Ergebnisse mit den Halo-Tag-Derivaten 12
und 13 zeigen eine gute Funktionalitit im Ensemble wie auch nach Markierung
in fixierten Zellen. Attos565-Halo-Ala-DPA 31 lieferte in Titrationsexperimenten
eine Komplexbildungskonstante K = (3.28 & 0.83) 10" m~! und eine Quanten-
ausbeute im geloschten Zustand von ¢gys = (1.5 £ 0.5) 1073, Damit sind die
Ergebnisse vergleichbar mit denen des Propargyl-Biotin-Derivats Atto565-Propyl-
Ala-DPA-Biotin 22, wo die Art der Verkniipfung und der Abstand zwischen Farb-
stoff und Ligand ahnlich ist.

An fixierten Zellen, die ein Halo-Vinculin exprimieren, wurde die Markierung
mit 31 optimiert und lieferte zu Atto565-Halo vergleichbare Ergebnisse. In Mul-
tiplexing-Experimenten wurden zudem neben Vinculin und Aktin auch Tubulin
und Aktin in einer anderen Zelllinie, die Halo-Tubulin exprimiert, abgebildet. Die
Bildkorrelation lieferte hier zu den Experimenten aus Kapitel 2 konsistente Werte.

Die Inkorporation des Benzylguanin-Motivs erzielte hingegen nicht den ge-
wiinschten Erfolg. Wahrend Atto565-BG-Lys-DPA 35 in Losung noch auf die Zu-
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gabe von Cu®" reagiert, wenn auch bei weitem nicht so stark wie die vorherge-
hend beschriebenen Verbindungen, zeigt sich nach Zugabe von aufgereinigtem
SNAP-Protein keine signifikante Fluoreszenzl6schung mehr. Der genaue Grund
bleibt unklar, vermutlich bestehen Interaktionen mit Aminosaureresten auf der
SNAP-Oberflache. Durch Veranderung des BG-Substrats, beispielsweise durch die
Einfithrung eines langeren Linkers, kénnte dieses Problem behoben werden.

Eine positive Eigenschaft von 35 ist hingegen die schwach ausgepragte Fluoro-
genitat. Nach Zugabe von SNAP steigt die Fluoreszenzintensitat der Verbindung
um einen Faktor von etwa 1.8 an. Dies lief3e sich durch Veranderung des Farbstof-
fes vielleicht noch optimieren. Eine Verlangerung des Linkers, wie oben vorge-
schlagen, wire jedoch wieder hinderlich fiir die Fluorogenitat, da hier ein mog-
lichst geringer Abstand zwischen dem fluoreszenzloschenden Guanin und dem
Farbstoff herrschen sollte. Somit sind die Benzylguanin-Derivate in ihrer hier dar-
gestellten Form nicht konkurrenzfahig gegeniiber z. B. den Halo-Derivaten.

Neben den enzymatischen Markierungsmethoden konnte auch eine bio-ortho-
gonale Click-Reaktion zur Markierung eingefithrt werden. Hierzu wurden Tetra-
zin und Methyl-Tetrazin-Derivate der Aminosduren synthetisiert und charakte-
risiert. Alle Verbindungen zeigen die fiir Tetrazine typische Absorptionsbande
bei 530 nm, die nach Zugabe von trans-Cyclooct-4-enol innerhalb einer Minu-
te verschwand. Das Farbstoff-markierte Derivat Attos565-HTet-Ala-DPA 37 liefer-
te in Titrationsexperimenten fiir die Komplexbildungskonstante einen Wert von
K = (6.5241.04) 10" m~! und eine relative Quantenausbeute im geloschten
Zustand von ¢aus = (1.6 4+ 0.6) 1073, Damit sind auch diese Ergebnisse kon-
sistent mit den Ergebnissen der anderen Atto565-Derivate. Es zeigte sich zudem
auch eine Funktionalitit nach Zugabe von trans-Cyclooct-4-enol. Nicht zu beob-
achten war hingegen eine Fluorogenitat der Verbindung, was aufgrund der guten
sonstigen Ergebnisse jedoch vernachlassigt werden kann. Ob bei gednderter Ver-
kntipfung durch Austausch des Linkers zwischen Aminosdure und Tetrazin eine
Fluorogenitat erreichbar ist, bleibt fraglich.

Unter Verwendung von Antikorpern, die mit den Substraten trans-Cyclooct-
4-enol und ENDO-Bicyclo[6.1.0]nonin markiert wurden, konnte mit den Tetrazin-
Aminoséuren in fixierten Zellen zwei Strukturen angefarbt werden. Dabei wur-
den Mikrotubuli mit anti-&-Tubulin-a-TCO* und 37, Endozytose-Vesikel mit anti-
Clathrin-ENDO-BCN und Atto647N-Azid markiert. Die Markierung verlief inner-
halb von 10 Minuten und beide Strukturen wurden spezifische Markiert. Es ver-
blieb jedoch ein erhohter Hintergrund in den Zellen. Ob dies durch unspezifische
Adsorption der Tetrazine und Azide zustande kam oder an den selbst markierten
Antikorpern liegt, die eventuell eine geringere Selektivitat aufweisen, kann nicht
abschlieflend geklart werden.

Von diesem Punkt aus kénnten noch weitere Funktionalisierungen zur effek-
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Schema 4.2.: Weitere mogliche Funktionalisierungen, die in die chemischen Schal-
ter eingebaut werden konnten: Docetaxel (links), welches an Mikrotubuli bin-
det, und Phalloidin (rechts) das filamentoses Aktin bindet.
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Schema 4.3.: Alternative chemische Schalter, die nach dem , Turn-On“ Mechanis-
mus funktionieren: chemischer Schalter mit Dipicolylamin-Ligand, basierend
auf einem Amino-Phenylalanin (links) und BAPTA-basierte Fluoreszenzsonde
(rechts).

tiven Markierung in biologischen Proben erdacht werden. Das in dieser Arbeit
schon verwendete zyklischen Peptid Phalloidin zur Markierung von Aktinfila-
menten ist auch als direkte Funktionalisierung der chemischen Schalter denkbar,
ebenso wie Docetaxel als Mikrotubuli-bindendes zyklisches Peptid. Beide Verbin-
dungen sind als Bausteine kiuflich erwerblich zum Einbau in das modulare Son-
denkonzept 175176 Dadurch lieBe sich die Markierung deutlich dichter gestalten
und die Sonden wiren zudem deutlich ndher am eigentlichen Zielprotein, was
eine bessere Auflosung sowohl in Lokalisations- als auch in STED-Aufnahmen
erreichen wiirde.

4.3. Alternative chemische Schalter

Die in dieser Arbeit vorgestellten chemischen Schalter arbeiten alle nach dem
,Turn-Off“ Prinzip, das heiflt dass die Fluoreszenzsonde im freien Zustand stark
Fluoresziert und erst die Interaktion mit dem Metallkation zur Fluoreszenzlo-
schung fiithrt. Ein alternatives Konzept, welches auch schon in Kapitel 1.5 vorge-
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stellt wurde, sind Verbindungen, die im freien Zustand fluoreszenzgel6scht sind
und erst durch den Schaltprozess aktiviert werden. Solche ,,Turn-On“ Sonden ha-
ben den Vorteil, dass bei Threr Verwendung die Markierungsdichte kein limitie-
render Faktor fiir die hoch aufgeldste Mikroskopie darstellt. Zwei dieser Konzepte
sind in Schema 4.3 dargestellt. Beide tragen ein oder mehrere Anilin-Gruppen, die
als potente Fluoreszenzldscher fungieren kénnen !> 4] Der Mechanismus der zu-
grunde liegt ist ein photoinduzierter Elektronentransfer (PET), der durch Koordi-
nation eines Metallions unterbrochen wird (siehe auch Kapitel 1.5). Beide Verbin-
dungen wurden im Rahmen dieser Arbeit als potentielle neue chemische Schalter
dargestellt und untersucht (siehe dazu Abbildung F.1 im Anhang), und stellen ei-
ne gute Ausgangsposition fiir die weitere Entwicklung solcher ,Turn-On® Schalter
dar.

In einer kiirzlich erschienenen Veréffentlichung, die im Arbeitskreis HERTEN
in Zusammenarbeit mit Dr. RicHARD WoMBACHER und FELix BRAUN durchge-
fihrt wurde, wurde jedoch ein dhnliches, auf dem BAPTA-Liganden basierendes
Konzept verwendet, dies stellt einen weiteren vielversprechenden Ansatz zur Ent-
wicklung neuer chemischer Schalter dar['77! Der Einsatz von ,Turn-On“ Schaltern
fiir die chemische Lokalisationsmikroskopie CHIRON bildet den néchsten Schritt
zur festen Etablierung der Methode.
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Kapitel 5.
Materialien und Methoden

5.1. Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, wie vom Hersteller be-
zogen verwendet. Die zur Synthese verwendeten Chemikalien wurden in einer
Reinheit von mindestens 98 % erworben. Fiir die spektroskopische Charakteri-
sierung sowie fiir die Mikroskopie wurden die Chemikalien in einer Reinheit von
> 99 %, die verwendeten Losungsmittel mindestens mit ,HPLC grade® eingesetzt.
Das eingesetzte Wasser entstammt einer Reinstwasseranlage ,TKA GenPure” der
Firma Thermo Scientific.

Alle eingesetzten Aktivester- und Azid-Farbstoffe wurden von der Firma Atto-
Tec bezogen, in trockenem DMF zu einer Konzentration von 2mgmL ™! gelost
und bei —20 °C gelagert.

Tabelle 5.1.: Chemikalienliste

Chemikalie (Bestellnummer) Hersteller

1-Hydroxybenzotriazol-Hydrat (54802) Sigma-Aldrich
1-Methylpyrrolidin (69110) Sigma-Aldrich
2-(Bromomethyl)pyridin-HCI (491047)  Sigma-Aldrich
2-(2-Aminoethoxy)ethanol (A54059) Sigma-Aldrich

6-Chloroguanin (C4003) Sigma-Aldrich
Acetonitril, fiir die HPLC (34998) Sigma-Aldrich
Acetonitril (68271), Rotisolv HPLC Carl Roth

Biotin (B4501) Sigma-Aldrich
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Chemikalie (Bestellnummer) Hersteller
Biotin-Amidohexansaure-NHS (B2643) Sigma-Aldrich
BSA, Einzelmolekiilexperimente (A5611) Sigma-Aldrich
BSA, Immunofluoreszenz (05471) Fluka
BSA-Biotin (A8549) Sigma-Aldrich
BOC-Lysine-OH (15456) Sigma-Aldrich
Chloroform—d (426771000) Acros Organics
CuSO, Lésung 0.1 m (35185) Sigma-Aldrich
(S)(E)-Cyclooct-4-enol (764396) Sigma-Aldrich
(S)(E)-Cyclooct-4-enol-pNPC Aktivester (SC-8019) SICHEM
Deuteriumoxid (191701) Sigma-Aldrich
Dichlormethan (25631) VWR Chemicals
Diisopropylethylamin (115221000) Acros Organics
Dimethylformamid, extra trocken (648435000) Acros Organics
Dimethylsulfoxid—d, (AE56.2) Carl Roth
ENDO-BCN-pNPC Aktivester (SC-8009) SICHEM
Essigsdure (A6283) Sigma-Aldrich
Ethylacetat (27227) Sigma-Aldrich
Ethyl-trifluoroacetat (E50000) Sigma-Aldrich
Flusssaure, 48 % (30107) Sigma-Aldrich
HBTU (29943) Acros Organics
HCI (320331) Sigma-Aldrich
HC], 1 M in Diethylether (294837) Sigma-Aldrich
Kalium-tert-butanolat (156671) Sigma-Aldrich
K,CO, (P5833) Sigma-Aldrich
Kieselgel 60 A, 40-63 pum (60737) Sigma-Aldrich
LiAlH,, 1 m in THF (212776) Sigma-Aldrich
Methanol (32213) Sigma-Aldrich
Methanol—d, (AE57.5) Carl Roth
Methyl-Tetrazine-Amin, HCO,H-Salz (SC-1191) SICHEM
MgSO, (M2643) Sigma Aldrich

Na,CO, (223484) Sigma-Aldrich
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Chemikalie (Bestellnummer) Hersteller
NaCl (S7653) Sigma-Aldrich
NaH (223441) Sigma-Aldrich
NaOH (221465) Sigma-Aldrich
Na,S0, (239313) Sigma-Aldrich
(N-BOC--amino)-Alanin-OH (662836) Sigma-Aldrich
Paraformaldehyd (158127) Sigma-Aldrich
PBS ohne CaCl, und MgCl,, steril (D8537) Sigma-Aldrich
Petrolether (24587) Sigma-Aldrich
Propargylamin (P50900) Sigma-Aldrich
Streptavidin (So677), rekombinant Sigma-Aldrich
Tetrahydrofuran (401757) Sigma-Aldrich
Tetrazine-Amin, HCO,H-Salz (SC-1190) SICHEM
Triethylamin (To886) Sigma-Aldrich
Trifluoressigsaure (Po88.1) Carl Roth
Triton X-100 (93426) Fluka

5.1.1. Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers bezogen, in
Reinstwasser zu einer Konzentration von 100 um geldst und bei —20 °C aufbe-
wahrt. Zur Markierung mit den Liganden wurde das Oligonukleotid auf CPG-
Festphase gekoppelt bestellt. AuBlerdem wurde ein mit TMR markiertes Oligonu-
kleotid von der Firma Sigma-Aldrich bestellt, sowie von Eurogentec ein mit Dipi-
colylamin markiertes Oligonukleotid 78]

Im Folgenden sind die verwendeten Sequenzen dargestellt:

NH,—(CH,)¢—5 — AAAAACGCAAAGCAAGCGCGGG - 3' — CPG

Biotin—5' — CCCGCGCTTGCTTTGCGTTTTT — 3' — (CH,),—NH,
Biotin—5 — CCCGCGCTTGCTTTGCGTTTTT —3' —TMR
DPA-5 — AAAAACGCAAAGCAAGCGCGGG — 3

Die Farbstoffmarkierung erfolgte in trockenem DMF unter Zugabe von DIPEA
als Base. Das Amin-modifizierte Oligonukleotid wurde vorgelegt und mit einem
etwa fiinffachen Uberschuss an Farbstoff-NHS-Ester bei Raumtemperatur fiir drei
Stunden reagiert. Die Aufreinigung erfolgte mittels HPLC, die Identifizierung der
Produktfraktionen mit Hilfe der eingebauten Spektrometer. Zur Qualitatskontrol-
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le wurde aus den Absorptionsspektren der Markierungsgrad DOL nach Gleichung
5.1 berechnet.

AFrs-€pna
DOL = .1
(A2s0 — AFs - c260) - €FS (5.1)

Hier ist Apg die Absorption am Farbstoffmaximum und Asgg die Absorption
bei 260 nm, e py 4 und € g die Extinktionskoeffizienten von DNA und Farbstoff
und cog9 der Korrekturfaktor bei 260 nm fiir den entsprechenden Farbstoff. Fiir
die Farbstoff-Oligonukleotide erwartet man einen DOL von etwa eins.

Die fertigen DNA-Sonden wurden schlieflich aus einer 4quimolaren Mischung
von Farbstoff- und Liganden-Oligo bei einer Endkonzentration von etwa 50 um
hybridisiert. Dazu kam ein ,PTC-100 Thermal Cycler” der Firma Bio-Rad Labora-
tories zum Einsatz. Die Lésungen wurden hier fiir fiinf Minuten auf 95 °C erhitzt
und dann mit 0.5 °C min~! auf 4 °C abgekiihlt, um vollstindige Hybridisierung
zu gewahrleisten. Die so hybridisierten Proben wurden bei —20 °C gelagert.

5.2. Aufreinigung und Analytik

5.2.1. Aufreinigung mittels HPLC

Zur Aufreinigung kleiner Mengen, wie nach Kopplung von Fluoreszenzfarbstof-
fen an chemische Schalter, kam eine ,HP Series 1100“ HPLC-Anlage der Firma
Varian/Agilent zum Einsatz, welche mit einem Absorptions- und einem Fluores-
zenzdetektor ausgestattet ist und somit die einfache Identifizierung der Produkt-
fraktionen erméoglicht.

Als stationére Phase wurde eine C18 Umkehrphasenséule ,Hypersil ODS® von
Sdulentechnik Knauer mit einer Korngréf3e von 5 pm verwendet. Als mobile Pha-
sen kam Laufmittel A (Reinstwasser mit 10 mm Triethylammoniumacetat) und
Laufmittel B (75 % Acetonotril, 25 % Reinstwasser mit 10 mm Triethylammoniu-
macetat) zum Einsatz. Die Durchflussrate betrug 3 mL min~*, der Lésungsmittel-
gradient wurde iiber 30 Minuten von 100 % A nach 100 % B veréindert.

Die Aufreinigung der markierten Oligonukleotide erfolgte mittels einer speziell
fir Oligonukleotide geeigneten ,Clarity 3u Oligo-RP“ Sdule, ebenfalls mit einem
3o-miniitigen Gradienten von Laufmittel A nach Laufmittel B.

Die aufgesammelten Fraktionen wurden in einer ,SpeedVac“ Vakuumzentrifu-
ge von Eppendorf eingedampft und in Reinstwasser oder DMSO angelost.
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5.2.2. NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektren wurden in der NMR-Abteilung des Anorganisch-Chemischen
Instituts der Universitat Heidelberg gemessen. Die 'H- und '3C-NMR-Spektren
wurden an den Geriten ,Avance II 400“ (400 MHz) und ,Avance III 600“ (600 MHz)
der Firma Bruker bei Raumtemperatur aufgenommen. Die Angaben der chemi-
schen Verschiebung 0 sind in parts per million (ppm), die entsprechenden Kopp-
lungskonstanten 7 sind in Hertz (Hz) angegeben. Die Spektren wurden auf das ent-
sprechende Lésungsmittelsignal kalibriert (*H: 2.50 ppm fiir (CD,),SO, 3.31 ppm
fir CD,0D, 4.79 ppm fiir D,0, 7.26 ppm flir CDCl; *3C: 39.5 ppm fiir (CD,),SO,
49.0 ppm fiir CD,OD, 77.2 ppm fiir CDC13).[179] Bedeutung der Abkiirzungen: s
= Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett, qi = Quintett, sx = Sextett, m
= Multiplett, bs = breites Singulett. Zur Auswertung der NMR-Spektren kam die
Software ,Topspin® (Version 3.5 pl 2) der Firma Bruker zum Einsatz.

5.2.3. Massenspektrometrie

Massenspektren und hoch aufgeloste Massenspektren wurden von der Analytik-
abteilung fiir Massenspektrometrie am Organisch-Chemischen Institut der Uni-
versitit Heidelberg erstellt. Messungen wurden an den Geriten ,,ApexQe hybrid
9.4 T FT-ICR" der Firma Bruker durchgefithrt. Als Matrix wurde bei MALDI-MS-
Messungen die Substanz DCTB verwendet.

5.3. Probenvorbereitung

5.3.1. Einzelmolekiil-Charakterisierung

Die Einzelmolekiilcharakterisierung erfolgte in LabTek " 8-Kammer-Deckglisern
der Firma Nunc/ThermoScientific. Diese wurden zuerst zweimal mit 0.1 M Fluss-
sdure fir je 30 Sekunden gereinigt und danach fiinfmal mit griindlich mit PBS
gewaschen. Danach wurde eine Mischung aus BSA und BSA-Biotin (5 mg mL ™1,
das Mischungsverhaltnis betrdgt 8:1 und ist experimentell in der Gruppe opti-
miert worden) fiir 30 Minuten inkubiert und danach griindlich viermal mit PBS
gewaschen (ab diesem Zeitpunkt darf die Oberfldche nicht mehr austrocknen, da
sonst die spezifische Bindung beeintrichtigt werden kann). Nun wurde eine Lo-
sung von Streptavidin in PBS (100 nug/mL) fir 20 Minuten inkubiert und dann
ebenfalls viermal mit PBS gewaschen. Die so praparierten Oberflichen wurden
am TIRF-Mikroskop auf Reinheit iiberpriift und dann mit den entsprechenden
biotinylierten Sonden inkubiert. Hier wurden Losungen von etwa 10710 m fiir ei-
nige Minuten inkubiert und dabei die Bedeckung der Oberflaiche am Mikroskop
tiberpriift. Bei ausreichender Molekiildichte wurden die Oberflachen viermal mit
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PBS gewaschen und wieder mit PBS bedeckt. So praparierte Proben sind bei 4 °C
fiir mehrere Tage lagerbar.

Zur Charakterisierung der Komplexierungskinetik am Mikroskop wurden die
praparierten Oberflaichen mit entsprechendem Puffer bedeckt und fiir mehrere Mi-
nuten die Gleichgewichtseinstellung abgewartet. Dann wurden Videos mit 500-
5000 Bildern bei einer Belichtungszeit von 10-50 ms, einem EM-Gain von 200-
500 und einer Laserleistung von 1-2mW aufgenommen. Um eine gleichméflige
Ausleuchtung des Gesichtsfeldes zu gewahrleisten, wurde jeweils nur der mittlere
Bereich der emCCD-Kamera ausgelesen, meistens ein Bereich von 256 - 256 Pi-
xeln.

5.3.2. Markierung von Antikorpern

Beim chemische Multiplexing und fiir die Experimente mit den Tetrazinen ka-
men zum Teil selbst markierte Antikorper zum Einsatz. Dazu wurden geeignete
Antikérper vom Hersteller unstabilisiert, also ohne Zusatz von BSA, anderen Pro-
teinen oder Glycerin, bestellt. Diese wurden nach Herstellerangaben gel6st und
gelagert.

Zur Markierung wurde der jeweilige Farbstoff oder Click-Reaktionspartner als
Aktiv-NHS-Ester in trockenem DMF zu einer Konzentration von 2mgmL~" ge-
16st und bei —20 °C gelagert. Zur Kopplung wurden 100 nL der Antikérper-Stock-
16sung mit 10 uL, 1 M NaHCO,-Lésung versetzt. Dann wurden 5-10 Aquivalente
des Aktivesters in DMF zugegeben und das ganze bei Raumtemperatur fiir eine
Stunde geschiittelt.

Die Aufreinigung erfolgte mit ,illustra™ NAP-5 Columns Sephadex G-25 DNA
Grade“ der Firma GE Healthcare. Diese wurden zuvor mit mindesten 10 mL PBS
aquilibriert. Dann wurde die Reaktionsmischung vorsichtig in die Sdule pipettiert.
Nach Einziehen in das Polymerbett wurde mit PBS eluiert, wobei Fraktionen von
je 5 Tropfen aufgefangen wurden.

Die Produktfraktionen wurde dann am Absorptionsspektrometer vermessen
und Produktfraktionen durch die Absorption bei 280 nm sowie die Absorption am
Farbstoff-Maximum identifiziert. Eine Konzentrationsbestimmung wurde entwe-
der anhand der Farbstoff-Absorptionsbande mit dem vom Hersteller gegebenen
Extinktionskoeffizienten oder anhand der Proteinbande mit einem in der Litera-
tur benutzten Extinktionskoeffizienten von 210000 m~! L~! fiir IgG-Antikorper
durchgefiihrt [*%]
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Tabelle 5.2.: Zellkulturmaterialien

Artikel (Bestellnummer) Hersteller

DMEM ohne Phenolrot (31053-028) ThermoFisher
DMEM mit Phenolrot (41965-039)  ThermoFisher

FBS (So115) Biochrom AG

Formaldehyd 38 % (F8775) Sigma-Aldrich
GlutaMAX (35050-061) ThermoFisher
Natriumpyruvat (11360-039) ThermoFisher
TrypLE (12604-021) ThermoFisher

5.3.3. Zellkultur

Fir die Experimente in fixierten Zellen kamen verschiedene Zelllinien zum Ein-
satz, die bereits alle in der Arbeitsgruppe verfiigbar waren. Die Experimente in
Kapitel 2 wurden mit HeLa-Zellen - menschlichen Epithelzellen aus einem Zer-
vixkarzinom, die von 1951 HENRIETTA LACKS entnommen wurden - durchgefithrt.
Fur die Experimente in Kapitel 3 kamen sowohl HeLa-Zellen als auch NIH 3T3 -
embryonale Mausfibroblasten - zum Einsatz. Die Zellen waren bereits im Arbeits-
kreis vorhanden.

Fiir die Experimente mit den Halo-Substraten wurden zwei unterschiedliche
Zelllinien verwendet. Zum einen wurden stabil transfizierte MEF-Zellen (mouse
embryonic fibroblasts) benutzt, die von MARTINE HAAN in der Gruppe von Ri-
CHARD WOMBACHER erstellt wurden und Halo-GFP-Vinculin exprimieren. Hier
konnen folglich fokale Adhésionskontakte mit dem Halo-Substrat angefarbt wer-
den. Zum anderen wurden von KLAUS YSERENTANT transient transfizierte HeLa-
Zellen verwendet, die ein Halo-Tubulin exprimieren, wodurch Mikrotubuli mit
dem Halo-Substrat gefarbt werden kénnen.

Die Zellen wurden in Zellkulturschalen bei 37 °C und 5 Vol.% CO, in der Atmo-
sphére kultiviert. Als Medium kam Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
zum Einsatz, dem noch 10 % f6tales Kalberserum (FBS)zugesetzt wurde. Die Zel-
len wurden ungefahr alle drei Tage vereinzelt. Dazu wurde das Medium entfernt,
einmal fiir fiinf Minuten mit 3mL PBS gewaschen und die Zellen schliellich
mit 1 mL TrypLE Express™ fiir fiinf Minuten inkubiert, wobei sich die Zellen
von der Oberflache ablosten. Nach Zugabe von 2mL DMEM zur Neutralisati-
on des TrypLE™ wurde die Zellsuspension gut durchmischt und die Zellzahl be-
stimmt. Zur weiteren Kultivierung wurden 2-5 Tropfen der Zellsuspension mit
3mL DMEM gemischt und in einer Zellkulturschale bei 37 °C kultiviert.
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Fiir die Experimente wurden die Zellen in LabTek ' Kammerdeckglisern der
Firma Nunc, die zuvor zweimal mit 0.1 M Flusssdure fiir eine Minute gereinigt
und fiinfmal mit PBS gewaschen wurden, zu etwa je 15000 Zellen pro Kammer
in DMEM gesetzt und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am néchsten Tag wurden
die Zellen nach dem nachfolgenden Protokoll fixiert.

5.3.4. Immunfluoreszenz
Markierung mit den chemischen Schalter der 1. Generation

Fiir die Experimente mit den chemischen Schaltern der ersten Generation in Ka-
pitel 2 wurden die HeLa-Zellen vom Medium befreit, einmal mit je 200 pL PBS
gewaschen und mit je 200 L vorgewéarmtem 3.7 % PFA in PBS fiir 20 Minuten bei
Raumtemperatur fixiert und dreimal mit PBS gewaschen. Zum Permeabilisieren
der Zellwinde wurde eine Lésung aus 0.5 Vol.% Triton-X100 und 5 % FBS in PBS
zugegeben und fiir 10 Minuten inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden die
Zellen zum Blockieren mit 2 % BSA in PBS fiir 30 Minuten inkubiert. Danach wur-
den die Zellen einmal mit PBS gewaschen und fiir die verschiedenen Experimente

gefarbt.

Lokalisations-CHIRON-Experimente

Nach dem Waschen mit PBS wurde eine Losung des Priméarantikorpers anti-o-
Tubulin-Biotin (10 pg/mL) in PBS mit 2 % BSA fiir 60 Minuten inkubiert, danach
wurde dreimal mit PBS gewaschen und Streptavidin (10 pg/mL in PBS mit 2 %
BSA) zugegeben. Nach 30 Minuten wurde erneut dreimal fiir fiinf Minuten mit
PBS gewaschen und eine Losung des entsprechenden chemischen Schalters in
PBS mit 2 % BSA (etwa 500 nm) fiir 30 Minuten inkubiert. Schlie§lich wurde noch
dreimal mit PBS gewaschen.

Die Lokalisationsexperimente wurden in 10 mm MOPS-Puffer durchgefiihrt, in
dem eine Cu®" -Konzentration von etwa 15 um eingestellt wurde. Von den so pra-
parierten Zellen wurden dann mit dem TIRF-Mikroskop Aufnahmen angefertigt,
aus denen mit der Software ,,rapidSTORM®* von STEVE WOLTER (Universitit Bie-
lefeld) die hochaufgeldsten Bilder generiert wurden.

Chemisches Multiplexing

Beim chemischen Multiplexing wurden mehrere Strukturen gleichzeitig markiert.
Dies erfolgte nach folgendem Protokoll: Es wurde eine Losung von biotinyliertem
Antikérper oder biotinyliertem Phalloidin (10 pug/mL in PBS mit 2 % BSA) fiir

! rapidSTORM™* Version 1.4.10, erhiltlich als open source Software unter http://www.super-
resolution.biozentrum.uni-wuerzburg.de/home/rapidstorm/.
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60 Minuten inkubiert, dann dreimal mit PBS gewaschen und 10 pg/mL Strepta-
vidin in PBS mit 2 % BSA zugegeben. Nach 30 Minuten wurde dreimal mit PBS
gewaschen und die chemischen Schalter (500 nm in PBS mit 2 % BSA) fiir 30 Minu-
ten inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurde der farbstoffmarkierte
Primiar- oder Sekundarantikorper (10 pg/mL in PBS mit 2 % BSA) fiir 1 Stun-
de inkubiert, mehrmals mit PBS gewaschen und die Zellen in Messpuffer (50 um
CuSO,-Losung in 10 mm MOPS-Puffer) am konfokalen Mikroskop ,,SP5X" mikro-
skopiert. Zur Fluoreszenzanregung kam eine Laserlinie bei 550 nm (200 pW) zum
Einsatz. Zum Photobleichen wurden fiinf Laserlinien parallel bei maximaler Inten-
sitiat verwendet, um die Zeit zur Photozerstérung zu minimieren (518 nm, 526 nm,
534 nm, 542 nm und 550 nm). Nach etwa 2—-3 min wurde unter den normalen Be-
dingungen (550 nm, 200 pW) ein Bild der Restfluoreszenz gemacht, dann 50 um
EDTA zugegeben und erneut ein Bild der wiederhergestellten Struktur aufgenom-
men. Alle Aufnahmen wurde mit einer PMT bei einer Verstiarkerspannung von
800V im Bereich von 560-620 nm gemacht. Die Bilder wurden mit Hilfe von
Image] (Ver. 4.50g, NIH) verarbeitet.

Fir die Zweifarben-Multiplexingexperimente (siehe dazu Abbildung 2.17) wur-
de nach oben beschriebenem Protokoll Aktin mit Phalloidin-Biotin markiert. Nach
Inkubation des chemischen Schalters und Waschen mit PBS wurde ein Wasch-
schritt mit 1 mm (3aS,4S,6aR)-Biotin zur vollstandigen Sattigung aller Bindungs-
stellen fiir Biotin eingefiihrt, gefolgt von dreimaligem Waschen mit PBS. Danach
wurden Mikrotubuli mit anti-«-Tubulin-Biotin und einem zweiten chemischen
Schalter nach obigem Protoll gefarbt. Anschlieend wurden beide farbstoffmar-
kierten Primarantikorper (anti-Vinculin-TMR und anti-Lamin-Atto647N) in PBS
(je 10 pg/mL) fiir 1 Stunde inkubiert, dreimal mit PBS gewaschen, mit Messpuf-
fer bedeckt und am konfokalen ,SP5X“ mikroskopiert. Zur Anregung kam hier
neben dem oben erwihnten Laser noch eine Laserlinie bei 644 nm zur Fluores-
zenzanregung und Laserlinien bei 620 nm, 628 nm, 636 nm, 644 nm und 652 nm
zur Photozerstérung zur Anwendung. Auch hier wurden die Aufnahmen alle mit
PMTs bei einer Verstarkerspannung von 800 V aufgenommen, die Detektionsbe-
reiche lagen bei 560-620 nm fiir TMR und 660-720 nm fiir Atto647N. Die Bilder
wurden dann im Image]J (Ver. 4.50g, NIH) weiterverarbeitet.

Markierung mit den chemischen Schaltern der 2. Generation

Die Probenvorbereitung fiir die Experimente in Kapitel 3 wurde in Anlehnung
an ein in der Arbeitsgruppe erarbeitetes Markierungsprotokoll von Kraus Yse-
RENTANT durchgefithrt[**?] Hierbei werden die adhirenten Zellen zuerst mit je
200 pL vorgewarmtem MTSB-Puffer (microtubuli stabilizing buffer) zweimal vor-
sichtig gewaschen und anschlieend mit je 200 uL vorgewérmter Fixierlosung
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bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten fixiert und gleichzeitig permeabilisiert. Dann
werden die Zellen dreimal griindlich fiir 5 Minuten mit PBS gewaschen und schlief3-
lich mit Blockierlésung fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur oder bei 4 °C tiber
Nacht blockiert. Nun kénnen die entsprechenden Antikoérper, verdiinnt in Inkuba-
tionspuffer (die entsprechende Verdiinnung wurde experimentell bestimmt und
ist in Tabelle 5.4 aufgefiihrt), fiir jeweils 60 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert werden. Nach jedem Antikérper-Inkubationsschritt wird dreimal griindlich
fiir 5 Minuten mit Inkubationspuffer gewaschen. Nach der Inkubation von bioti-
nylierten Antikorpern wurde dreimal mit Inkubationspuffer gewaschen und dann
Streptavidin verdiinnt in Inkubationspuffer (10 pg/mL) fir 20 Minuten inkubiert.
Nach dem letzten Inkubationsschritt wird die Probe mit Nachfixierlosung fiir
15 Minuten nochmals fixiert und anschlieend dreimal mit PBS gewaschen. Die-
ser Schritt stellt sich als sehr wichtig heraus, da unter den Messbedingungen die
Antikorper sonst dissoziieren kénnen und damit ein Lokalisationsergebnis ver-
falscht werden kann. So praparierte Proben koénnen bei 4 °C fiir mehrere Tage
gelagert werden.

Lokalisationsexperimente

Fir die Lokalisationsexperimente kamen NIH-3T3-Zellen zum Einsatz, die nach
dem obigen Protokoll mit anti-x-Tubulin, anti-Maus-IgG-Biotin, Streptavidin, 22
und Atto565-Phalloidin markiert wurden. Diese wurden nach der Markierung
mit einer verdiinnten Suspension fluoreszierender Latex-Beads (FluoroSpheres®
Carboxyl-modifiziert, 100 nm Durchmesser, A, /¢ 505/515) inkubiert, dreimal
mit PBS gewaschen und mit 5 um CuSO, in PBS bedeckt. Fiir die Messung am kom-
merziellen TIRF-Mikroskop wurde eine Zelle ausgewéhlt, in deren Peripherie ein
fluoreszierender Bead zum liegen kam. Die Messung wurde bei 1 mW Laserleis-
tung bei 561 nm durchgefiihrt, zusétzlich wurde bei 488 nm mit einer Leistung
von etwa 80 uW angeregt, was die Beads in etwa der selben Helligkeit wie ein-
zelne Attos65-Farbstoffe abbildete. Zur Detektion wurde auf einen Bandpassfilter
verzichtet, um sowohl die Fluoreszenz der Beads als auch die der chemischen
Schalter abbilden zu kénnen.

Es wurde unter diesen Bedingungen ein Video von 15000 Bildern bei einer Be-
lichtungszeit von 20 ms aufgenommen. Dieses wurde nach der Aufnahme mit
dem frei erhaltlichen ImageJ-Plugin ,Template Matching and Slice Alignment”
ausgerichtet und dann mit den frei verfiigbaren ImageJ-Plugins ,, ThunderSTORM®
und ,,QuickPALM® sowie mit der frei erhiltlichen Software ,,rapidSTORM® ausge-
wertet (siehe auch Kapitel 5.6).
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Tabelle 5.3.: Reagenzien fiir die Immunfluoreszenz

Reagenz Zusammensetzung

MTSB-Puffer 100 mm PIPES, 2 mm MgCl,, 5 mm EGTA, gel6st in
H,O, pHé6.8.

Fixierlosung 3.7 % PFA gelost in MTSB-Puffer (bei 90 °C unter

rithren 1ésen), 0.2 % Triton X-100.
Blockierlsung 3 % BSA in PBS.
Inkubationspuffer 0.05 % Triton X-100, 1 % BSA in PBS.
Nachfixierlosung 2 % PFA gelost in PBS.

Chemisches Multiplexing

Fir die Experimente zum chemischen Multiplexing wurden die Zellen unter den
in Kapitel 3.2.2 experimentell erarbeiteten, optimalen Markierungsbedingungen
prépariert, um eine moglichst dichte Markierung zu erreichen. Es wurden Mikro-
tubuli mit den chemischen Schaltern via anti-a-Tubulin, anti-Maus-IgG-Biotin
und Streptavidin markiert. Als zweite Struktur wurde Aktin mit Atto565-Phalloidin
markiert. Die Experimente wurden bei einer Cu** -Konzentration von 50 um in
PBS am konfokalen Mikroskop ,,SP5X“ von Leica durchgefithrt. Auch hier kam ei-
ne Laserlinie bei 550 nm und 200 uW zur Aufnahme der Fluoreszenz zum Einsatz,
die Detektion erfolgte auf einer PMT bei einer Verstirkerspannung von 800V
im Bereich von 560-620 nm. Die Bilder der kommerziellen Software wurden in
Image] (Ver. 4.50g, NIH) importiert und weiter verarbeitet.

5.3.5. Markierung des Halo-Tag

Die Markierung mit den Halo-Derivaten der chemischen Schalter erfolgte an fi-
xierten Zellen in PBS. Dazu wurden die chemischen Schalter auf 10-100 nm in In-
kubationspuffer verdiinnt und fiir 20 Minuten inkubiert. Danach wurden die Zel-
len dreimal griindlich mit Inkubationspuffer gewaschen, mit PBS bedeckt und am
kommerziellen TIRF-Mikroskop untersucht. Fiur die Multiplexing-Experimente
wurde anschlieBend noch mit Attos565-Phalloidin in Inkubationspuffer fiir 30 Mi-
nuten inkubiert und danach griindlich dreimal mit Inkubationspuffer gewaschen.
Die Messungen wurden in 25 um CuSO, in PBS durchgefiihrt, zur Wiederherstel-
lung der ausgeschalteten Struktur wurde 50 um EDTA-L6sung zugegeben.
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Tabelle 5.4.: Fiir diese Arbeit verwendete Antikérper

Antikorper (Bestellnummer) Wirt Hersteller

Anti-o-Tubulin, monoclonal (T8203) Maus Sigma-Aldrich
Anti--Tubulin-Biotin, monoclonal (23610501) Maus ThermoFisher
Anti-Clathrin, monoclonal (MA1065) Maus ThermoFisher
Anti-Lamin-Atto647N, polyclonal (L3544) Kaninchen Sigma-Aldrich
Anti-Maus, polyclonal (M7023) Kaninchen Sigma-Aldrich
Anti-Maus, polyclonal (M8642) Ziege Sigma-Aldrich
Anti-Maus-Biotin, polyclonal (B7264) Ziege Sigma-Aldrich
Anti-Vimentin, monoclonal (180052) Maus ThermoFisher
Anti-Vinculin, monoclonal (V9264) Maus Sigma-Aldrich
Phalloidin-Attos65 ATTO-TEC

Phalloidin-Atto633 ATTO-TEC

Phalloidin-Biotin (B7474) ThermoFisher

5.3.6. Markierung mit Tetrazinen

Fir die Experimente mit den Tetrazin-Derivaten wurden zuerst Antikérper mit
a-TCO*-pNPC (p-Nitrohphenyl-Carbonat) oder ENDO-BCN-pNPC wie in Kapitel
5.3.2 beschrieben markiert und aufgereinigt. Nach Konzentrationsbestimmung
der Stammlésungen wurden die Antikérper auf 10 pg/mL in Inkubationspuffer
verdiinnt und die fixierten Zellen damit fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in-
kubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Inkubationspuffer wurden die Tetrazin-
Derivate in Inkubationspuffer auf 1 um verdiinnt und fiir 30 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden die Zellen in PBS am
kommerziellen TIRF-Mikroskop untersucht.

5.4. Ensemble-Techniken

Die Ensemble-Messungen wurden in Quarzglas-Kiivetten der Firma Hellma Ana-
Iytics durchgefiihrt. Fir die Messung sehr kleiner Probenvolumina kamen Ultra-
Mikro-Fluoreszenzkiivetten (105.251-QS) mit einem minimalen Fiilllvolumen von
45 um zum Einsatz. Groflere Volumina wurden in Makro-Fluoreszenzkiivetten
(111-QS) mit einem Volumen von 3.5 mL vermessen.
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5.4.1. Absorptionsspektroskopie

Die Absorptionsmessungen wurden an einem ,Cary 500 Scan® der Firma Vari-
an/Agilent Technologies durchgefiihrt. Die Spektren wurden gegen Luft vermes-
sen und um die Absorption der Kiivette mit dem reinen Losungsmittel korrigiert.
Zur Konzentrationsbestimmung wurde das Lambert-Beer’sche Gesetz

A)\m,a.r = €)\mam : d - C (52)

verwendet. Es wurde die Absorption A, . am Maximum, der molare Extink-
tionskoeffizient €, und die Schichtdicke d verwendet. Die Extinktionskoeffizi-
enten wurden jeweils vom Farbstoffhersteller bereitgestellt.

5.4.2. Fluoreszenzspektroskopie

Fluoreszenzmessungen wurden an einem Fluoreszenzspektrometer ,Cary Eclip-
se” der Firma Varian/Agilent Technologies durchgefiihrt. Typischerweise wurden
Losungen bei einer Konzentration von etwa 10~7 M vermessen. Die Fluorophore
wurden jeweils knapp unterhalb ihres Absorptionsmaximums angeregt.

Die Titrationen zur Quantifizierung der Fluoreszenzloschung wurden durch
schrittweise Zugabe von M?>*-Stammldsungen durchgefiithrt. Hier wurde jeweils
1 uL der Stammlésung in die Kiivette gegeben und die Losung danach durch mehr-
maliges Aufziehen mit einer Eppendorf-Pipette vermischt. Die Fluoreszenzmes-
sung erfolgte dann nach Abwarten der Gleichgewichtseinstellung. Die gemesse-
nen Intensitaten und die Konzentrationen an zugegebenen M*>*-Ionen (Mn>*, Fe?”,
Co*", Ni*", Cu**, Zn®") wurde auf die Verdiinnung angepasst.

Die Komplexierungskinetik wurde durch zeitabhéngige Messung der Intensitat
am Fluoreszenzmaximum verfolgt. Hier wurde wihrend der Messung ein Aquiva-
lent einer CuSO,-Losung zugegeben und sofort griindlich vermischt. Die Zugabe
von EDTA-L6sung (ebenfalls ein Aquivalent) wurde genauso durchgefiihrt.

5.4.3. Fluoreszenzlebensdauermessung

Die Fluoreszenzlebensdauern der chemischen Schalter wurden an einem ,Fluoti-
me 100° Spektrometer mit zeitkorrelierter Einzelphotonenzihlkarte ,TCSPC Ti-
meHarp 200° der Firma PicoQuant bestimmt. Als Anregungsquelle wurden ent-
weder die gepulsten Dioden ,,PLS 500 (500 nm, 40 MHz) oder ,,PLS 600 (600 nim,
40 MHz) der Firma PicoQuant mit einer Pulsbreite von 300 ps oder ein durch-
stimmbarer fasergekoppelter Laser ,,iChrome TVIS® der Firma TOPTICA mit einer
Pulsweite von 3.5 ps eingesetzt. Die Instrumentenantwort (IRF) wurde mit kol-
loidalen SiO,-Nanopartikeln (LUDOX® HS-40 (420816), Sigma-Aldrich) bestimmt.
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Wihrend der eigentlichen Messung wurde das Anregungslicht mit geeigneten
Hochpass-Filtern entfernt, die Daten wurden dann mit dem Programm ,FluoFit*
der Firma PicoQuant ausgewertet.

5.5. Mikroskopie

5.5.1. Epifluoreszenz- und TIRF-Mikroskopie

Die Experimente in dieser Arbeit wurden an zwei unterschiedlichen Mikroskopen
durchgefithrt. Zum einen kam ein selbstgebautes TIRF-Mikroskop zum Einsatz,
zum anderen wurde an einem kommerziellen ,TiE“ TIRF-Mikroskop der Firma
Nikon gearbeitet. Beide Mikroskope werden im Folgenden kurz beschrieben.

Selbstbau-TIRF-Mikroskop

Das selbstgebaute TIRF-Mikroskop ist in Abbildung 5.1 schematisch dargestellt.
Zentrales Element des selbstgebauten TIRF-Mikroskops ist ein ,Axiovert 200M"
Mikroskop-Body der Firma Zeiss. Zur Fluoreszenzanregung kamen zwei Dauer-
strichlaser der Firma World Star Tech, zum einen der 532 nm Laser ,JECGL-30"
mit 30 mW Leistung, zum anderen der ,TECRL-25G-635", ein 635 nm Laser mit
25mW Leistung. Die beiden Laser passieren schmalbandige Cleanup-Filter wer-
den wiber je zwei Spiegel und eine Linse in eine Faserkopplungs-Einheit einge-
koppelt. Hier werden bis zu drei Laserlinien vereint und aus einer einzigen Faser
wieder ausgekoppelt. Nach Kollimierung durch eine weitere Linse passiert der
Strahlengang einen akusto-optischen Filter ,AOTF.nCVIS® der Firma AA Opto-
electronics. Hierdurch kénnen die Laserlinien unabhéngig voneinander iiber ein
in der Arbeitsgruppe entwickeltes LABVIEW-Programm in ihrer Intensitit mo-
duliert werden. Nach einer Aufweitung mit Hilfe zweier Linsen wird das Anre-
gungslicht tiber einen dichroitischen Spiegel ,Dual Line BeamSplitter z 532/633"
der Firma AHF Analysentechnik in das Mikroskop eingekoppelt und durch ein
100x Ol-Immersionsobjektiv ,Apo TIRF 100x 1.49 Oil“ der Firma Nikon (NA 1.49,
verwendetes Immersionsol: Nikon, n = 1.515) auf die Probe fixiert. Das Fluores-
zenzlicht wird wieder vom Objektiv gesammelt, passiert den Dichroiten und wird
durch einen Sperrfilter ,Triple-Notch Filter488/532/631-640 nm* der Firma AHF
Analysentechnik von verbleibendem Anregungslicht befreit. Eine Schlitzblende
engt das Gesichtsfeld ein, und ein dichroitischer Spiegel ,Strahlteiler 640DCXR*
der Firma AHF Analysentechnik trennt das Emissionslicht in zwei spektrale Kana-
le auf. Diese werden durch die Bandpassfilter ,HQ 585/60" und ,HQ 685/70“ (bei-
de von AHF Analysentechnik) weiter definiert. Ein weiterer Dichroit ,,Q650SPXR*
(AHF Analysentechnik)vereint beide Strahlen wieder und bildet sie versetzt auf
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Detektions-
strahlengang

Abbildung 5.1.: (a) Schematische Darstellung des selbstgebauten TIRF-
Mikroskops mit zwei Anregungslinien (532nm und 635nm sowie zwei
spektral getrennten Detektionskanélen, die mittels Rechteckblende und
dichroitischen Spiegeln auf die beiden Hilften der eMCCD-Kamera pro-
jiziert werden. Abkiirzungen: SP - Spiegel, CF - Cleanup-Filter, L - Linse,
FK - Faserkopplung, AOTF - Akusto-optischer Filter, TK - Teleskop, DS -
dichroitischer Spiegel, OB - Objektiv, AF - Autofokussystem, SF - Sperrfilter,
SB - Schlitzblende, BP - Bandpassfilter, emCCD - electron multiplying Charge
Coupled Device Kamera. (b) Schema des Abbildes der Probe auf der Kamera.
Es wird auf der oberen und unteren Hilfte jeweils der gleiche Bildausschnitt
abgebildet, allerdings in unterschiedlichen Farben. Der obere Kanal bildet Licht
unterhalb 640 nm ab, der untere Kanal Licht oberhalb 640 nm. Die spektralen
Kanéle konnen durch Bandpassfilter weiter eingeschrankt werden.

die beiden Halften einer emCCD-Kamera ,,iXonEM+897“ der Firma Andor ab.

Die Datenaufnahme erfolgte mit der vom Hersteller Andor zur Verfiigung ge-
stellten Software ,Solis for imaging” (Version 1.12.3). Die Stabilitit des Fokus wah-
rend der Aufnahmen wurde durch das ,,CRISP autofocus system” der Firma App-
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Tabelle 5.5.: Am Nikon TIRF-Mikroskop verwendete Dichroiten und Filter (alle
von AHF Analysentechnik).

Bezeichnung Typ Bestellnummer
Laser-Dichroit R405/488/561/635 F73-866
Laser-Sperrfilter ZET405/488/561/640  F57-405
Laser-Strahlenteiler HC BS R561 F38-561
Laser-Strahlenteiler H 643 LPXR superflat F48-644
Bandpassfilter 605/70 ET F47-605
Bandpassfilter 525/50 ET F47-525
Langpassfilter 647 LP Edge Basic F76-649

lied Scientific Instrumentation gewihrleistet.

Nikon TiE TIRF-Mikroskop

Das kommerzielle TIRF-Mikroskop ist um einen ,TiE“ Mikroskopstativ von Ni-
kon konstruiert, das mit dem Autofokussystem ,PFS 2 ausgestattet ist. Als Anre-
gungsquelle kommt eine Vier-Farben-Laserquelle ,,iChrome MLE-LFA® der Firma
TOPTICA Photonics zum Einsatz (405 nm @ 50 mW, 488 nm @ 40 mW, 561 nm
@ 30mW, 640 nm @ 50 mW), die fasergekoppelt am , TIRF-Illuminator® von Ni-
kon héngt. Als Objektiv kommt auch hier ein ,,Apo TIRF 100x 1.49 Oil* von Nikon
(NA 1.49, verwendetes Immersionsol: Nikon, n = 1.515) zum Einsatz. Zur De-
tektion besitzt das Mikroskop einen ,,OptoSplit III* Bildfeldteiler der Firma Cairn
Research, der bis zu drei spektrale Kanile erzeugt. Als Kamera kommt hier eine
siXon+ 897 Ultra“ der Firma Andor zum Einsatz. Die verwendeten Filter und Di-
chroiten (alle von AHF Analysentechnik) sind in Tabelle 5.5 zusammengefasst.

Bestimmung der Pixelgrofie

Die Grof3e des abgebildeten Gesichtsfelds der Mikroskope wird mit einem Mikro-
meterlineal bestimmt. Es ist in Abbildung 5.2 a vergrofert dargestellt und besteht
aus einer mit Linien im Abstand von 10 um bedruckten Folie auf einem Deckglas.
Das Abbild dieser Linien im Durchlicht (Abb. 5.2b) auf dem CCD-Sensor wird in
ImageJ binarisiert und dann der Abstand jeweils benachbarter Linien gemessen
und daraus dann fiir jeden Farbkanal an jedem Mikroskop der Mittelwert mit Feh-
ler fiir die Pixelgrofle bestimmt. Fiir das Selbstbau-TIRF ergibt sich so ein Wert von
(89.0 & 0.8) nm/Pixel in beiden Kanilen. Das kommerzielle TIRF von Nikon hat
in beiden spektralen Kanélen eine Pixelgrofie von (104.0 & 0.4) nm /Pixel.
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a)

Abbildung 5.2.: Bestimmung der Pixelgréfie mit einem Mikrometerlineal: a) Foto
des Lineals auf einem Objekttrager; b) Abbild des Lineals auf dem
CCD-Sensor (oben griiner Kanal, unten roter Kanal).

5.5.2. Konfokale Mikroskopie

Die konfokalen Fluoreszenzbilder wurden an einem kommerziellen Mikroskop
»,TCS SP5 X mit Strahlscanner der Firma Leica Microsystems mithilfe der vom Her-
steller zur Verfugung gestellten Software ,LAS AF light“ (Version 2.4.1 build 6356)
aufgenommen. Als Anregungsquelle kam hier ein Weifilichtlaser (470-670 nm)
»SuperK EXTREME supercontinuum® der Firma Koheras/NKT Photonics zum Ein-
satz. Die Fluoreszenz wurde auf zwei Photomultipliern (PMT) detektiert, deren
Spektralbereich in der Software frei wihlbar ist. Die Verstirkerspannung wurde
auf 800V gesetzt, die Laserleistung der jeweiligen Anregungslinie (550 nm fir
TMR und Attos65, 640 nm fiir Atto647N) wurde in der Software auf 40-60 % ge-
setzt. Die aufgenommenen Bilder wurden in Image]J (Ver. 4.50g, NIH) weiterver-
arbeitet.

5.5.3. STED-Mikroskopie

Die STED-Messungen in Kapitel 2.6 wurden an einem selbstgebauten STED-Mi-
kroskop in der Arbeitsgruppe von Prof. STEFAN HELL von Dr. JoHANN ENGEL-
HARDT durchgefiihrt. Es kam ein gepulster 532 nm Laser ,,PicoTA® der Firma Pi-
coQuant zur Anregung sowie ein gepulster 654 nm ,Rainbow Faserlaser der Fir-
ma Mobius Photonics zur stimulierten Emission zum Einsatz. Der Anregungsla-
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ser wurde durch den STED-Laser iiber eine Photodiode der Firma Alphalas get-
riggert. Die synchronisierten Laserpulse wurden mittels eines AOTF der Firma
,Crystal Technologies“ kombiniert und in das Mikroskop ,DMI 4000B“ von Lei-
ca Microsystems eingekoppelt. Das Mikroskop war mit einem Drei-Achsen-Stage-
Scanner von PI ausgestattet. Das ,,ACS APO, 63x/1.30NA oil“ Immersionsobjektiv
von Leica Microsystems sammelt auch das Fluoreszenzlicht, das einen Bandpass-
filter ,580/40“ von AHF Analysentechnik passiert und durch ein Pinhole auf ein
~SPCM-AQR-13-FC* Photonenzihlmodul von PerkinElmer fokussiert wird. Der
STED-Laser erhielt durch eine Glas-Phasenplatte von RPC Photonics (helikale Pha-
senrampe von 0-27) sein Donut-Profil. Die Steuerung und Datenaufnahme wurde
mit einer von Dr. JOoHANN ENGELHARDT entwickelten in ,LabView" von National
Instruments geschriebenen Software durchgefithrt. Die exportierten Bilder wur-
den in Image]J (Ver. 4.50g, NIH) verarbeitet.

Die STED-Messungen in Kapitel 3.2.5 wurden bei der Firma PicoQuant in Ber-
lin durchgefiihrt. Hier kam ein ,Microtime 200 STED® von PicoQuant zum Ein-
satz, das mit einem Strahlscanner ausgestattet war. Zur Anregung wurde ein ge-
pulster 640 nm Laser ,LDH-D-C-640" (20 MHz, 1.3 uW konfokal, 10 uW STED)
von PicoQuant eingesetzt, die stimulierte Emission wurde bei 765 nm mit einem
,VisIR-765 STED® (20 MHz, 100 mW) von PicoQuant erzielt. Die Laser wurden in
einer einzigen Single-Mode-Faser vereint, der STED-Laser wurde zudem durch
eine Phasenplatte ,EASYDOnut 640/765 nm“ von Abberior vor dem Objektiv in
seine Donut-Form gebracht. Als Objektiv kam ein ,UPlanSAPO 100X/1.4 0il“ von
Olympus zum Einsatz. Das Fluoreszenzlicht wurde mittels eines dichroitischen
Spiegels ,zt640/752rpc” von AHF Analysentechnik vom Anregungslicht getrennt
und auf einen Detektionsfilter ,HQ690/70° ebenfalls von AHF Analysentechnik,
aufgereinigt, auf ein Pinhole mit 100 um Durchmesser fokussiert und mit einer
~,SPCM-SPAD® von Excelitas detektiert. Das Detektorsignal wurde mit einem ,Hy-
draHarp 400 TCSPC System" von PicoQuant verarbeitet und in der Software ,Sym-
PhoTime 64° ebenfalls von PicoQuant, verarbeitet.

Zur Aufnahme wurde ein Bereich von 300 x 300 Pixeln mit einer Pixelgrofie
von 30 nm abgescannt. Die Pixel-Verweilzeit betrug 1.7 us, und es wurde mit einer
Linienfrequenz von 980 Hz gemessen und iiber 100 Bilder aufsummiert, was einer
Gesamt-Aufnahmedauer von etwa 31 s entspricht.

Es wurden sequentielle Aufnahmen von fixierten Zellen gemacht: zuerst wurde,
in Anwesenheit von Cu®*, ein konfokales Bild aufgenommen, danach ein STED-
Bild. Ein weiteres STED-Bild wurde zum Photobleichen aufgenommen. Danach
wurde wieder ein konfokales Bild angefertigt, EDTA zugegeben und erneut ein
konfokales und ein STED-Bild aufgenommen. Fiir die STED-Bilder wurden in der
Aufnahmesoftware ein ,Time-Gating” eingestellt, sodass die Photonen der ersten
2.24 ps nach jedem Laserpuls nicht mit verarbeitet wurden. Die Bilder wurden
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aus der Aufnahmesoftware als 32-bit TIFF exportiert und in Image]J (Ver. 4.50g,
NIH) weiter verarbeitet.

5.6. Datenauswertung

Einzelmolekiilcharakterisierung

Die gewonnenen Einzelmolekiildaten wurden mit einem in der Arbeitsgruppe
vorhandenen, von KRISTIN GRUSSMAYER und ANTON Kurz geschriebenen MAT-
LAB-Programm ausgewertet. Hier wird zuerst eine Summen- oder Maximumin-
tensitdtsprojektion tiber die ersten 100 Bilder berechnet, welche dann zur Bestim-
mung von lokalen Maxima herangezogen wird, die anhand eines Grenzwertes
ausgewahlt werden. Diese Maxima miissen rund sein und diirfen nicht iiberlap-
pen. Von allen Maxima die diese Kriterien erfiillen werden dann tiber die Zeit die
Intensititsspuren ausgelesen (aus einem Kreis mit Radius von 3 Pixeln) und je-
weils um deren lokalen Hintergrund (eine Scheibe mit Radius 2 Pixeln, beginnend
mit einem Pixel Abstand zum inneren Kreis) korrigiert. Befindet sich ein weiteres
Maximum im Hintergrund, werden diese Pixel nicht mit in die Berechnung des
Hintergrundes einbezogen. Die Daten werden als txt-Datei ausgegeben.

Die so ausgegebenen Intensitatsspuren wurden dann in Origin zur Visualisie-
rung eingelesen. Die Bestimmung der An- und Auszeiten erfolgte mit einem von
MiIcHAEL SCHWERING und ANTON KURz geschriebenen MATLAB-Programm, wel-
ches die Spuren anhand eines selbst zu wihlenden Grenzwertes binarisiert und
dann die jeweilige Lange von An- und Auszustdnden histogrammiert. Dieses Hi-
stogramm sowie ein flichennormiertes Histogramm werden als cvs-Datei ausge-

geben.

Lokalisationsexperimente

Zur Auswertung der CHIRON-Lokalisationsdaten wurden verschiedene Program-
me herangezogen und gegeneinander verglichen. Zum einen kam die Software
,TapidSTORM® von STEVE WOLTER in der Version 1.4 und 3.3 zum Einsatz. In
Version 1.4 wurde ein globaler Grenzwert zur Detektion von Maxima gewahlt
werden, der je nach Datensatz angepasst werden muss. Version 3.3 unterstiitzt
auch einen lokalen Grenzwert in Form eines Signal-zu-Hintergrund-Quotienten,
der auf einen Wert von 10 gesetzt wurde. Desweiteren kamen noch die Image]J-
Plugins ,ThunderSTORM® sowie ,QuickPALM® zum Einsatz['®3 8] Diese sind
jeweils frei erhaltlich (Image] Ver. 4.50g, NIH).

Um die Bewegung der Probe durch mechanische Instabilitidt des Mikroskops
wiahrend der vergleichsweise langen Aufnahme zu korrigieren, wurden mit dem
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Image]J-Plugin ,Template Matching and Slice Alignment® von QINGZONG TSENG
anhand von Bezugsmarken jedes einzelne Bild des Videos analysiert und zurecht
geschoben '] Die Bezugsmarken wurden fiir jedes Video von Hand markiert
und das Video dann analysiert und bearbeitet.



Kapitel 6.

Synthesevorschriften

Alle chemischen Synthesen wurden, wenn nicht anderweitig erwahnt, ohne Aus-
schluss von Sauerstoff und Wasser unter normaler Atmosphére durchgefiithrt. Al-
le Chemikalien und Losungsmittel wurden wie vom Hersteller bezogen eingesetzt
(siehe auch Kapitel 5.1).

Die Analytik (NMR und MS) wurde im chemischen Institut der Universitat Hei-
delberg durchgefiihrt (siehe Kapitel 5.2).

6.1. Funktionalisierung von Lysin

N2-(tert-Butoxycarbonyl)-N° N¢-bis-(pyridin-2-ylmethyl)-lysin (2)
0__N_ con
. . SOy
\i/o\n/N CO,H H, Br 0
= N \N

N
S |
C11HpN;04 CgH7BroN Ca3H30N404
246.31 252.94 428.53
38 39 2

Eine Losung von (fert-Butoxycarbonyl)lysin (38, 987 mg, 4.01 mmol) in 50 mL
5 M NaOH-Lésung wird mit 2.5 Aquivalenten 2-(Bromomethyl)pyridin (39, 2.53 g,
10.03 mmol) versetzt. Die tief rote Reaktionsmischung wird firr 12 Stunden bei
Raumtemperatur gerithrt und dann dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen werden mit Natriumsulfat getrocknet und das Lo-
sungsmittel im Vakuum entfernt. Der braunliche Riickstand wird saulenchroma-
tographisch auf Kieselgel (Dichlormethan:Methanol, 10:1) aufgereinigt. Nach Ent-
fernen des Losungsmittels wird 2 als gelber Feststoff erhalten.

139
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Ausbeute: 1180 mg, 2.8 mmol, 69 %.

MS (ESI+) = 429 [M+H]"*.

HR-MS (ESI+): fur C,,H,,N,O, ber. 429.25096, gef. 429.24963.

*H-NMR (400 MHz, CDCl,): 6 (ppm) = 1.36 (m, 2H, H,), 1.45 (s, 9 H, H,), 1.56
(m, 2H, Hy), 1.69 (m, 1H, H¢a), 1.83 (m, 1 H, Hcb), 2.57 (m, 2 H, Hg), 3.81 (s, 4
H, H,,), 4.21 (m, 1H, H,), 5.36 (d, 'J(H) = 7Hz, 1H, —NH), 7.14 (m, 2H, H, ),
7.47 (d, "J(H) = 8Hz, 2H, H,,), 7.63 (td, 'J(H) = 8,2Hz, 2H, H,,), 8.51 (d,
1J(H) = 4Hz, 2H,H,,).

3C-NMR (100 MHz, CDCL,): § (ppm) =) 22.7 (CH,, 1C, C,), 26.6 (CH,, 1 C, Cy),
28.5(CH,,3C, C,), 32.7(CH,, 1 C, C¢), 54.3 (CH, 1C, C,), 54.5 (CH,, 1 C, C,), 60.0
(CH,, 2C, Cy), 122.3 (CH,rom, 2C, Cy,), 123.4 (CHyyomm» 2 C, C,,), 137.0 (CH
2CC,,), 148.5 (CH, 2C, C,,), 159.1 (Cy, 2C, C,).

arom.’
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N¢,N¢-Bis(pyridin-2-ylmethyl)lysin (4)

H o
0._N__COH H,N
T oH
0]
TFA
7 ,5h &
N N - =
N N \N
= }\1 Z>N
N s
Ca3H30N404 C18H24N40,
428.53 328.42
2 4

In 5 mL Trifluoressigsaure wird N?-(tert-Butoxycarbonyl)-N® N¢-bis-(pyridin-
2-ylmethyl)-lysin (2, 500 mg, 1.17 mmol) vorsichtig gelost und fiir 5 Stunden bei
Raumtemperatur gerithrt. Die gelbliche Losung wird danach am Vakuum einge-
engt und der braunliche Riickstand in 5 mL Dichlormethan aufgenommen. Die
Losung wird dreimal mit Wasser extrahiert, die wéssrigen Phasen vereint und
das Losungsmittel entfernt. 4 wird als gelblicher Feststoff erhalten.

Ausbeute: 376 mg, 1.15 mmol, 98 %.

MS (ESI+) = 329 [M+H]J*.

HR-MS (ESI+): fur C,3H, N,O, ber. 329.19720, gef. 329.19766.

*H-NMR (600 MHz, D,0): § (ppm) = 1.33 (m, 2 H, H,), 1.69 (m, 2 H, H,), 1.80 (m,
2H, H,), 2.88 (m, 2 H, H,), 3.66 (t, 'J(H) = 6.0 Hz, 1 H, H,), 4.10 (s, 4 H, H), 7.35
(m, 2H, H,,), 7.40 (d, 'J(H) = 8Hz, 2H, Hy), 7.79 (t, 'J(H) = 8,2Hz, 2H, H,),
8.45 (m, 2H, H, ).

3C-NMR (150 MHz, D,0): 6 (ppm) = 21.9 (CH,, 1 C, C,), 24.1 (CH,, 1 C, C,), 30.0
(CH,, 1C, C,), 54.1 (CH,, 1C, C,), 54.5 (CH, 1C, C,), 58.6 (CH,, 2C, C;), 123.8
(CH,, 2C, Cy), 124.9 (CHyyoms 2 C, Cs), 138.2 (CHyrom, 2 C, C,), 148.5 (CH o, 2
CC,,). 174.6 (C, 1C, Cy,).

arom.>
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tert-Butyl-(6-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-1-oxo-1-(prop-2-yn-1-
ylamino)hexan-2-yl)carbamat

(17)

O on U RS
(0] o
HBTU
. + H,N" .  DIPEA DMF _
Nﬂ 2 /\\ _omeh N |
NS NS
N N
~ "N “~ "N
Cy3H3oN404 C3HsN CoH35N50;3
428,53 55,08 465,60
2 40 17

Einer Lésung von N2-(tert-Butoxycarbonyl)-N®,N¢-bis-(pyridin-2-ylmethyl)-ly-
sin (2, 20.0 mg, 46.7 umol) in 3 mL trockenem DMF wird mit 1.5 Aquivalenten
Propargylamin (40, 3.8 mg, 70.1 pmol, 4.5 uL)) und 1 mL DIPEA versetzt und fiir
12 Stunden bei Raumtemperatur gerithrt. Danach wird die braune Lésung im Va-
kuum eingedampft, der braune 6lige Riickstand in 10 mL Wasser aufgenommen
und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wer-
den zweimal mit wissriger NaHCO,-Lésung und einmal mit Wasser gewaschen,
mit MgSO, getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Nach saulen-
chromatographischer Aufreinigung auf Kieselgel (Dichlormethan:Methanol, 10:1)
wird 17 als braunliches Ol erhalten.

Ausbeute: 17.6 mg, 37.9 umol, 79 %.

MS (ESI+): m/z 466 [M+H]", 488 [M+Na]".

HR-MS (ESI+): fiir C,¢H,(N.O, ber. 466.2813, gef. 466.2815, fiir C,(H, . N.NaO,
ber. 488.2632, gef. 488.2633.



SYNTHESEVORSCHRIFTEN 143

'H-NMR (400 MHz, CDCL,): 6 (ppm) = 1.34 (m, 2H, H,), 1.42 (s, 9 H, H,), 1.54
(m, 1H, Hga), 1.61 (m, 2 H, Hy), 1.75 (m, 1 H, Hb), 2.19 (t, LJ(H) = 2.8 Hz, 1H,
H,), 2.60 (m, 2H, H,), 3.86 (s, 4H, H,,), 4.03 (d, 'J(H) = 2.8 Hz, 1H, H ), 4.07
(m, 1H, H,), 5.20 (d, *J(H) = 6.5Hz, 1H, H,,, ~NH), 6.88 (bs, 1H, H,,, —NH),
7.16 (dd, 'J(H) = 6.5,5.4Hz, 2H, H,,), 7.52 (d, 'J(H) = 7.7Hz, 2H, H,,), 7.66
(td, 'J(H) = 7.7,1.7Hz, 2H, H,,), 8.53 (d, 'J(H) = 4.4Hz, 2 H, H,,).

3C-NMR (100 MHz, CDCL): 6 (ppm) =) 23.1 (CH,, 1 C, C.), 26.1 (CH,, 1 C, Cy),
28.4 (CH,, 3C, C,), 29.2 (CH,, 1C, C,¢), 32.0 (CH,, 1C, Cy), 53.8 (CH,, 1C, C,),
54.3(CH, 1C,C,), 60.1 (CH,, 2C, C,,), 71.7 (CH, 1C, C,g), 79.5 (Cy, 1 C, C,), 80.2
(Calkins 1 G, C,,), 122.4 (CH, o, 2C, C, ), 123.6 (CH,omn» 2C, C,,), 136.7 (CH
2C, C,;), 149.2 (CHyyop, 2C, Cyy), 155.9 (Cy, 2C, C,,), 1721 (Cy, 1 C, Cy).

arom.>

tert-Butyl-(6-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-1-oxo-1-(prop-2-yn-1-
ylamino)hexan-2-yl)carbamat

(7)
¢ H,N i
o__N 2 NN
YUY s BN
o TFA
i, 12h
N X
N >
N N
=
Z\| |N
o N
Ca6H3sNs03 CyHyN50
465,60 365,48
17 7

In 2mL Trifluoressigsdure wird tert-Butyl-(6-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-
1-0x0-1-(prop-2-yn-1-ylamino)hexan-2-yl)carbamat (17, 17.6 mg, 37.9 pmol) ge-
16st und bei Raumtemperatur fiir 5 Stunden geriihrt. Nach Entfernen des Losungs-
mittels im Vakuum wird 7 als braunes Ol erhalten.
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Ausbeute: 13.6 mg, 37.1 umol, 98 %.

MS (ESI+): m/z 366 [M+H]*, 388 [M+Na]".

HR-MS (ESI+): fiir C,,H,¢N.O ber. 366.2288, gef. 366.2288.

"H-NMR (600 MHz, CD,OD): § (ppm) = 1.43 (q, 'J(H) = 8Hz, 2H, H.), 1.82-
1.91 (m, 4H, Hgyg), 2.65 (t, 'J(H) = 3Hz, 1H, H,), 3.26 (m, 2H, H,), 3.84 (1,
LJ(H) = 7Hz, 1H, H)), 4.02 (qd, 'J(H) = 8,3Hz, 2H, H,), 4.58 (s, 4H, H,,),
7.49 (ddd, 'J(H) = 8,5,1Hz,2H,H,,), 7.54 (d, 'J(H) = 8 Hz, 2H, H,,), 7.94 (td,
'J(H) = 8,2Hz,2H, H,,), 8.67 (dq, 'J(H) = 5,1 Hz, 2H, H,).

13C-NMR (150 MHz, CD,OD): § (ppm) = 22.9 (CH,, 1C, C.), 25.1 (CH,, 1C, Cy),
29.6 (CH,, 1C, C,), 32.0 (CH,, 1C, Cy), 54.0 (CH, 1C, C,), 5.7 (CH,, 1 C, C,), 58.4
(CH,,2C,C,,), 72.9(CH, 1 C,C,),80.0(Cy, 1 C,C,), 125.6 (CHyo» 2 C, C, ), 125.7
(CHaroms 2C. Cy3), 140.1 (CH,ypn, 2C, C,), 149.9 (CH, o, 2C, C,), 152.1 (Cy 2
C,C,)), 169.6 (C4, 1C, C,).

6-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-2-(6-(5-((3a$,4S,6aR)-2-
oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamido)-
hexanamido)-N-(prop-2-yn-1-yl)hexanamid

(42)
NH
S N>=0 /[(Z ///
(0] s
s N HN" N\
H,N 0._NH
g/\\\ DIPEA,DMF a 9
rt,3h “a, Nﬁk
. TSy
= = o 0
S o NH
N O}"V)SO |\ N
A RS
o N~
C37H55NgO4S
704.94
C21Hy7NsO CaoH30N406S
365.48 454.54 19
7 41

In 2mL trockenem DMF wird tert-Butyl-(6-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-1-
0x0-1-(prop-2-yn-1-ylamino)hexan-2-yl)carbamat (7, 10 mg, 27.4 pmol) unter Ar-
gonatmosphire gelost. Nach Zugabe von zwei Aquivalenten 2,5-Dioxopyrrolidin-
1-y1-6-(5-((4S) -2-oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamido)hex-
anoat (41, 24.9 mg, 54.7 pmol) sowie 500 uL. DIPEA zugegeben. Die Losung wird
bei Raumtemperatur fiir 3 Stunden geriithrt. Danach wird das Losungsmittel im
Vakuum entfernt, der 6lige braune Riickstand in 5 mL Chloroform aufgenommen,
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mit gesattigter NaHCO,-Losung und dann zweimal mit Wasser gewaschen. Die
organische Phase wird mit MgSO, getrocknet und das Lésungsmittel am Vaku-
um entfernt. Sdulenchromatographische Aufreinigung auf Kieselgel (Dichlorme-
than:Methanol 10:1) liefert 42 als briaunliches Ol.

]
4 N P
, H [
- I}VI/zNMe\Mv\ﬁ/NrNWN SN
34 lo) 12
0o NH*
13
14
\]5

Ausbeute: 14.1 mg, 20.0 umol, 74 %.

MS (ESI+) = 705 [M+H]".

HR-MS (ESI+): fiir C, H_,N;O,S ber. 705.39050, gef. 705.39072.

'H-NMR (600 MHz, CD,OD): 4 (ppm) = 1.24 (s, 1H, H,.a), 1.34 (m, 2H, H,jy),
1.36 (m, 2H, H,), 1.40 (m, 2H, Hy), 1.43 (m, 1 H, H,b), 1.50 (m, 2 H, H,,), 1.56
(m, 1H, H, a), 1.57 (m, 2 H, H24), 1.60 (m, 1 H, H,¢a), 1.65 (m, 1 H, H,b), 1.67
(m, 2H, Hg), 1.73 (m, 1H, Hyb), 2.20 (m, 2H, H,,), 2.23 (m, 2H, H,,), 2.53 (t,
YJ(H) = THz, 2H, H,), 2.58 (t, 'J(H) = 3Hz, 1H, H,,), 2.70 (d, 'J(H) = 13 Hz,
1H, H,yga), 2.92 (dd, YJ(H) = 13,5Hz, 1H, Hyb), 3.15 (sx, 1J(H) = 6Hz, 2H,
H,,), 3.20 (m, 1H, H,,), 3.79 (s, 4 H, H), 3.94 (qd, LJ(H) = 40,3Hz, 2H, H,,),
4.25 (dd, 'J(H) = 9,6Hz, 1H, H,,), 4.29 (dd, 'J(H) = 8,4Hz, 1H, H,,), 4.48
(dd, 'J(H) = 8,4Hz, 1H, H,,), 7.20 (ddd, 'J(H) = 7,5,2Hz, 2H, H,), 7.63 (d,
1J(H) = 7THz,2H, H,), 7.81 (td, 'J(H) = 7,2 Hz, 2H, H,), 8.44 (m, 2 H, H,).
3C-NMR (150 MHz, CD,0D): § (ppm) = 23.7 (CH,, 1 C, C,5), 24.6 (CH,, 1 C, C,),
26.9 (CH,, 1C, G4), 27.5 (CH,, 1C, C,,), 29.4 (CH,, 1C, C,,), 29.5 (CH,, 1C, Cy),
29.7 (CH,, 1C, C,,), 30.1 (CH,, 1C, C,), 30.7 (CH,, 1 C, C), 32.9 (CH,, 1 C, C,),
36.6 (CH,, 1C, C,,), 36.8 (CH,, 1C, C,,), 41.0 (CH,, 1C, C,), 54.5 (CH,, 1C, C),
54.5(CH,1C,C,,),57.0(CH,1C,C,,),61.0(CH,, 2C, Cy),61.6 (CH,1C, C,,), 63.4
(CH, 1C, C,p), 72.3 (CHyin, 1 C, Cy), 123.8 (CHyyom» 2 C, C,), 124.9 (CHppom > 2 G,
C,), 138.8 (CHyrom» 2 C, Cy), 149.4 (CHypom» 2C, C)), 160.5 (CH,, 2C, Cy), 166.1
(CHy, 1C, Cyy), 174.2 (CHy, 1C, C,,), 176.0 (Cy, 2 C, Cy, C,).
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tert-Butyl (1-((4-(1,2,4,5-tetrazin-3-yl)benzyl)amino)-6-(bis-
(pyridin-2-ylmethyl)amino)-1-oxohexan-2-yl)carbamat
(44)

o E T H o ﬁ i
SO on X SO
0 NN 0 H N,
N__N HBTU | )N\
= + DIPEA, DMF = N \N/ H
I | i, 12h ! |
NS > NS
N ~ N
Z N “ "N
o NH, |
Ca3H3N404 CoHyNs C32H39NgO3
428.53 187.21 597.72
2 43 44

Eine Lésung von N2-(tert-Butoxycarbonyl)-N°® N°-bis-(pyridin-2-ylmethyl)-ly-
sin (2 50 mg, 117 pumol) in 3 mL trockenem DMF wird mit einem Aquivalent (4-
(1,2,4,5-Tetrazin-3-yl)phenyl)methanamin (43, 27 mg, 117 wmol) sowie 1.5 Aqui-
valente HBTU (67 mg, 176 pmol) sowie 1 mL DIPEA versetzt und die rétliche Lo-
sung fir 12 Stunden bei Raumtemperatur geriithrt. Nach Entfernen des Losungs-
mittels im Vakuum wird der rétliche Riickstand in wenig Wasser aufgenommen
und dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden mit MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Riickstand wird sdulenchromatographisch auf Kieselgel aufgereinigt (Dichlorme-
than:Methanol 10:1). 45 wird als rétliches Ol erhalten.

Ausbeute: 48 mg, 80 mmol, 68 %.
MS (ESI+) = 598 [M+H]".
HR-MS (ESI+): fir C,,H, N O, ber. 508.32486, gef. 598.32550.
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N-(4-(1,2,4,5-tetrazin-3-yl)benzyl)-2-amino-6-(bis(pyridin-2-
ylmethyl)amino)hexanamid

(9)

[0}

0}NIO H,N
\~/\n/ E 2 INI/
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In 3mL TFA wird tert-Butyl (1-((4-(1,2,4,5-tetrazin-3-yl)benzyl)amino)-6-(bis-
(pyridin-2-ylmethyl)amino)-1-oxohexan-2-yl)carbamat (44, 40 mg, 67 pmol) ge-
16st und bei Raumtemperatur fiir 5 Stunden geriihrt. Nach Entfernen des Losungs-
mittels wird der Riickstand in wenig Ethylacetat aufgenommen und viermal mit
wenig Wasser extrahiert. Die vereinten wissrigen Phasen werden im Vakuum
eingedampft. 9 wird als rotes Ol erhalten.

N X
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Ausbeute: 31 mg, 63 mmol, 94 %.

MS (ESI+) = 498 [M+H]".

HR-MS (ESI+): fur C,,H,,N,O ber. 498.27243, gef. 498.27352.

*H-NMR (600 MHz, CD,0D): ¢ (ppm) = 1.41 (m, 2 H, H), 1.84 (m, 2 H, H), 1.91
(m, 2H, H,,), 3.51 (m, 2H, H,), 3.94 (t, 'J(H) = 7THz, 2H, H,,), 4.50-4.60 (m, 2
H, H,,), 4.52 (s, 4 H, Hy), 7.54 (m, 2 H, H,), 7.58 (d, LJ(H) = 8Hz, 2 H, H,,), 7.61
(m, 2H, H,), 8.01 (m, 2 H, H,), 8.52 (d, LJ(H) = 8 Hz, 2H, H,,), 8.68 (m, 2H, H)),
10.34 (s, 1 H, ng).

C-NMR (150 MHz, CD,0OD): ¢ (ppm) =) 23.1 (CH,, 1C, C,), 25.3 (CH,, 1C,
Cg), 32.2 (CH,, 1C, Cy,), 43.9 (CH,, 1C, C,,), 54.2 (CH, 1 C, C,}), 55.7 (CH,, 1 C,
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C,), 58.1 (CH,, 2C, Cg), 125.9 (CH,yom, 2C, C,), 126.2 (CH,rom, 2C, C,), 129.4
(CHyroms 2C, Cyg), 129.6 (CHpopm. 2C, Cy), 132.6 (Cy, 2C, C,), 141.1 (CH,opn,
2C, C,), 144.9 (Cy, 1C, C, ), 149.0 (CHypomm, 2C, C,), 1524 (Cy, 1C, C,), 159.3
(CH,pom, 1C, ), 167.5 (Cg 1C, Cyg), 170.1 (Cy, 1 C, C,)

arom.’

tert-Butyl(6-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-1-((4-(6-methyl-
1,2,4,5-tetrazin-3-yl)benzyl)amino)-1-oxohexan-2-yl)carbamat
(45)

o_N
SO on A,
0 N \N
N /N HBTU
= + DIPEA, DMF )\
| b
N N
N
=~ "N ~ "N
< NH, ~ '
Ca3H3,N404 CioH11Ns C33H41NgO3
428.53 201.23 611.75
2 46 45

Eine Lésung von N2-(tert-Butoxycarbonyl)-N°® N°-bis-(pyridin-2-ylmethyl)-ly-
sin (2, 86 mg, 202 pmol) in 2 mL DMF und 500 puL. DIPEA wird mit einem Aquiva-
lent (4-(6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)phenyl)methanamin (46, 50 mg, 202 pmol)
versetzt. Nach Zugabe von 1.5 Aquivalenten HBTU (303 pmol, 115 mg) wird die
rotliche Losung fiir 3 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum wird das Rohprodukt sdulenchromatographisch auf
Kieselgel (Dichlormethan:Methanol 10:1) aufgereinigt. 45 wird als rotliches Ol
erhalten.

Ausbeute: 89 mg, 145 mmol, 72 %.

MS (ESI+) = 612 [M+H]*, 634 [M+Na]*.

HR-MS (ESI+): fiir C,,H,,N O, ber. 612.34051, gef. 612.34055, fiir C,,H,,N;NaO,
ber. 634.32246, gef. 634.32271.
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2-Amino-6-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-N-(4-(6-methyl-1,2,4,5-
tetrazin-3-yl)benzyl)hexanamid

(11)
Org\ﬁ:}w{/\@\(& TFA \i/\(j\/
NQ NlN/)\ sh, 1t

Z\| A N
A |
C,gH33NoO
C33H41NgO3 22 ; 536%9
611.75 .63
45 11

Bei Raumtemperatur wird tert-Butyl(6-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-1-((4-(6-
methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)benzyl)amino)-1-oxohexan-2-yl)carbamat (45, 89 mg,
145 pmol) in 3 mL Trifluoressigsaure gelost und fiir 5 Stunden geriihrt. Nach Ent-
fernen des Losungsmittels im Vakuum wird 11 als rétliches Ol erhalten.

ol

N7x)mH 1z N 16

Ausbeute: 71 mg, 139 mmol, 96 %.

MS (ESI+) = 512 [M+H]".

HR-MS (ESI+): fir C,sH, N O ber. 512.28808, gef. 512.28870.

*H-NMR (600 MHz, CD,0D): 6 (ppm) = 1.43 (m, 2 H, H,), 1.88 (m, 2 H, Hy), 1.92
(m, 2H, H,,), 3.04 (s, 3 H, H,,), 3.22 (m, 2H, H,), 3.94 (t, 'J(H) = 7THz, 1H, H,,),
4.51 (d, 'J(H) = 15Hz, 1H, H,,a), 4.54 (s, 4H, Hy), 4.59 (d, "J(H) = 15Hz,
1H, H,,b), 7.43 (ddd, 'J(H) = 8,5,1Hz, 2H, H,), 7.50 (d, 'J(H) = 8Hz, 2H,
H,), 7.57 (d, 'J(H) = 8Hz, 2H, H,,), 7.88 (td, 'J(H) = 8,2 Hz, 2 H, H,), 8.48 (d,
LJ(H) = 8Hz, 2H, H,(), 8.62 (m, 2 H, H,).

3C-NMR (150 MHz, CD,OD): § (ppm) =) 21.1 (CH,, 1 C, C,,), 23.0 (CH,, 1 C, C,),
25.0 (CH,, 1C, Cg), 32.1 (CH,, 1C, C,,), 43.7 (CH,, 1C, C,;), 54.2 (CH, 1C, C,)),
55.8 (CH,, 1C, C,), 58.5 (CH,, 2C, Cy), 125.4 (CH,opn, 2C, C,), 125.5 (CHpom.
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2C, C,), 129.0 (CH,pom. 2C, Cy), 129.6 (CH,o, 2C, Cy), 132.6 (CH, 1C, C,.),
139.5 (CH,om, 2 C, C,), 144.4 (CH, 1C, C,), 150.2 (CH, o, 2 C, C,), 152.3 (CH,,
1C, C)), 165.1 (CHy, 1C, Cyg), 168.8 (CHy, 1C, C,), 170.1 (CH,, 1C, C,).

tert-Butyl(21-chloro-8-oxo-1-(pyridin-2-yl)-2-(pyridin-2-ylmethyl)-
12,15-dioxa-2,9-diazahenicosan-7-yl)carbamat

(47)
H 0 o
o_N 0
~ T o ¢ o M A I
g HBTU X o H
y | + ©® DIPEA, DMF
C

zz

rt, 12 h Cl

NSy “
a 1 N SN
=~ "N
NS ! =~ N
. |
Ca3H3oN404 C1oH23C1LNO, C33H52CINsOs

428.53 260.20 634.26
2 32 47

Unter Argonatmosphire wird N*-(tert-Butoxycarbonyl)-N® N¢-bis-(pyridin-2-
ylmethyl)-lysin (2, 100 mg, 234 umol) zusammen mit 1.2 Aquivalenten 2-(2-((6-
Chlorohexyl)oxy)ethoxy)ethan-1-ammoniumchlorid (32, 73 mg, 280 pmol) und
1.5 Aquivalente HBTU (133 mg, 351 pumol) in trockenem DMF (3 mL) geldst. Da-
zu wird 1 mL DIPEA gegeben und die bridunliche Losung fiir 12 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt, der brau-
ne Riickstand in Ethylacetat aufgenommen und mit geséttigter NaHCO,-Lésung
sowie zweimal mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wird mit MgSO,
getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wird auf Kieselgel
(Dichlormethan:Methanol 10:1) aufgereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels
im Vakuum wird 47 als braunliches Ol erhalten.

Ausbeute: 110 mg, 173 wmol, 74 %.
MS (ESI+) = 634 [M+H]", 656 [M+Na]*, 672 [M+K]".

HR-MS (ESI+): fiir C,,H,,>CIN,O, ber. 634.37297, gef. 634.37386,

fir C,,H,,>>CIN.NaO, ber. 656.35492, gef. 656.35583, fiir C,,H,,>>CIKN.O, ber.

672.32886, gef. 672.33001.
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2-Amino-6-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-N-(2-(2-((6-
chlorohexyl)oxy)ethoxy)ethyl)hexanamid

(13)
(o) o)
o) o 0 o
‘vl J
XOWN N H,N N
H H
Y TFA
i, 12h
Cl /| al /l
N

- =

N N
N
“ °N “ "N
NS J Y !
C33H52C1N505 C28H44C1N503
634.26 534.14
47 13

tert-Butyl(21-chloro-8-oxo-1-(pyridin-2-yl)-2-(pyridin-2-ylmethyl)-12,15-dioxa-
2,9-diazahenicosan-7-yl)carbamat (47, 80 mg, 126 pmol) wird in 2 mL Trifluores-
sigsdure gelost und fiir 5 Stunden bei Raumtemperatur gerithrt. Das Losungsmit-
tel wird im Vakuum entfernt und 13 als briaunliches Ol erhalten.

=
1 ~ ‘
?| ~N N (o}
N NM\QM A O s sz -Cl
4 6 ﬂ (0]
NJI_IZ 23

Ausbeute: 65 mg, 122 umol, 97 %.

MS (ESI+) = 534 [M+H]", 556 [M+Na]*.

HR-MS (ESI+): fiir C,sH, 35CIN,O, ber. 534.32054, gef. 534.32161,

fiir C,gH,3’CIN,O, ber. 536.31759, gef. 534.31883, fiir C,H,,**CIN,NaO, ber.
556.30304, gef. 556.30395, fiir C,,H,,*CIKN,O, ber. 672.32886, gef. 672.33001.
*H-NMR (600 MHz, CD,OD): 6 (ppm) = 1.37 (m, 2 H, H, ), 1.43 (m, 2 H, H), 1.47
(m, 2H, H,,), 1.58 (dt, 1J(H) = 14, 7Hz, 2H, H,4), 1.75 (dt, 'J(H) = 14,7 Hz, 2
H,H,,), 1.83 (m, 2H, H,,), 1.89 (m, 2 H, Hy), 3.28 (m, 2 H, H7), 3.42 (m, 2 H, H13),
3.47 (t, 'J(H) = THz, 2H, H,,), 3.55 (m, 2H, H,,), 3.57 (m, 2H, H, ), 3.58 (m, 4
H H,, H,),3.83 (t, "J(H) = 7THz, 1H, H,,), 4.59 (s, 4 H, H), 8.66 (ddd, 'J (H) =
8,5,1Hz, 2H, H,), 7.51 (d, 'J(H) = 8Hz, 2H, H,), 7.91 (td, 'J(H) = 8,2Hz, 2
H, H3), 8.66 (m, 2H, H,).
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13C-NMR (150 MHz, CD,0D): § (ppm) = 23.0 (CH,, 1C, C,), 25.0 (CH,, 1C, Cy),
26.4 (CH,, 1C, C,), 27.7(CH,, 1 C, C,.), 30.5 (CH,, 1C, C,q), 32.1 (CH,, 1C, C ),
33.7(CH,, 1C, C,,), 40.5 (c ,1C, C,,), 45.7 (CH,, 1C, C,,), 54.2 (CH, 1C, C,,),
55.7 (CH,, 1C, C.), 58.5 (CHZ, 2C, Cg), 70.2 (CH,, 1C, C,,), 71.2 (CH,, 2C, C,q,
C,e), 72.2 (CH,, 1C, C,.), 125.5 (CHyyoms 2C, C,), 125.6 (CHyyomms 2C, C,), 139.7
(CH,pom, 2C, Cy), 150.2 (CH,po, 2 C, C,), 152.0 (CH,, 2C, C,), 170.0 (CH,, 1C,
Clz)'

arom.’

tert-Butyl(1-((4-(((2-amino-gH-purin-6-yl)oxy)methyl)benzyl)-
amino)-6-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-1-oxohexan-2-yl)-
carbamat

(48)

o] NN
S AL 100
0" "NH \‘/ HN NFN
0 HBTU H
QA DIPEA, DMF OTN o o
OH onh g
e

N N
N
CH A N
S |
Co3H3oN404 C13H14NgO C36H44N 1004
428.53 270,30 680.81
2 36 48

Unter Argonatmosphire wird N2-(tert-Butoxycarbonyl)-N® N®-bis-(pyridin-2-
ylmethyl)-lysin (2, 50 mg, 117 wmol) zusammen mit 1.2 Aquivalenten O°-(4-Ami-
nomethyl-benzyl)guanin (36, 38 mg, 140 pmol) in trockenem DMF (3 mL) gel6st.
Dazu werden 1.5 Aquivalente HBTU (67 mg, 176 umol) und DIPEA (1 mL) gege-
ben und die braunliche Lésung fiir 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt, der braune Riickstand in Ethylacetat
aufgenommen und zweimal mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wird
mit MgSO, getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wird auf
Kieselgel (Dichlormethan:Methanol 10:1) aufgereinigt, wonach 48 als braunes Ol
erhalten wird.

Ausbeute: 51 mg, 75 umol, 64 %.
MS (ESI+) = 681 [M+H]*, 703 [M+Na]".



SYNTHESEVORSCHRIFTEN 153

HR-MS (ESI+): fir C,H,.N,,O, ber. 681.36198, gef. 681.36321,
fur C,(N,,NaN, 0, ber. 703.34392, gef. 703.34570.

2-Amino-N-(4-(((2-amino-9H-purin-6-yl)oxy)methyl)benzyl)-6-(bis-
(pyridin-2-ylmethyl)amino)hexanamid

(15)

TFA rt,5h
Z °N “ °N
~ o
C36H44N1004 C31H26N1002
680.81 580.70
48 15

Trifluoressigsaure (2 mL) wird unter Argonatmosphére vorgelegt, dazu wird
tert-Butyl(1-((4-(((2-amino-9 H-purin-6-yl)oxy)methyl)benzyl)amino)-6-(bis(pyrid-
in-2-ylmethyl)amino)-1-oxohexan-2-yl)carbamat (40 mg, 59 pmol) gegeben und
die Losung bei Raumtemperatur fiir 5 Stunden geriihrt. Nach Entfernen des Lo-
sungsmittels im Vakuum wir der Riickstand in wenig Ethylacetat aufgenommen
und dreimal mit wenig Wasser extrahiert. Die vereinten wissrigen Phasen wer-
den im Vakuum eingeengt. 15 wird als braunes Ol erhalten.

Ausbeute: 32 mg, 56 umol, 95 %.
MS (ESI+) = 565 [M-NH]*.

HR-MS (ESI+): fiir C, ;H
565.29137, gef. 565.30455.

,uN:0, ber. 448.27070, gef. 448.27159, fiir C,,H,.N,O, ber.
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6.2. Funktionalisierung von Alanin

3-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-
propansaure

(1)

\‘/
>L0 . OYO

A No™pr  SMNaOH HO,C._NH
o7 NH 2 [ i, 12h ]/
X
HO,C | N
NH, =N N
N~z
CgH16N204 CsH7BroN CooHpsN4O4
204.23 252.94 386.45
49 39 1

Zu einer Losung von 3-Amino-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)propansaure (1,
1.02 g, 5.00 mmol) in 50 mL 5 M NaOH-Lésung werden 2.5 Aquivalenten 2(Bro-
momethyl)pyridin (39, 3.16 g, 12.50 mmol) gegeben. Die tiefrot gefirbte Losung
wird fiir 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend dreimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden mit MgSO,
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der rotbraune Riickstand
wird saulenchromatographisch auf Kieselgel (Dichlormethan:Methanol, 20:1) auf-
gereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels und Trocknen im Vakuum wird 1
als braunlicher Feststoff erhalten.

Ausbeute: 1217 mg, 3.15 mmol, 63 %.

MS (ESI-) = 385 [M-H]".

HR-MS (ESI-): fiir C,,H,.N,O, ber. 385.18813, gef. 385.18773.

"H-NMR (600 MHz, CDCL,): 6 (ppm) = 1.42 (s, 9 H, H,), 2.96 (dd, 1J (H) = 12,10 Hz,
1H, Hqa), 3.19 (dd, 'J(H) = 12,5Hz, 1H, H¢b), 4.01 (s, 'J(H) = 15Hz, 2H,
H.a), 4.06 (d, 'J(H) = 15Hz, 2H, H.b), 4.31 (qi, 'J(H) = 5Hz, 1H, H)), 5.64
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(d, 'J(H) = 6Hz, 1H, —NH), 7.13 (ddd, }J(H) = 7,5,2Hz, 2H, H,,), 7.32 (d,
LJ(H) = 8Hz,2H, H,), 7.57 (td, 'J(H) = 8,2Hz,2H, H,,), 8.46 (d, 'J(H) = 5 Hz,
2H,H ).

3C-NMR (150 MHz, CDCL,): é (ppm) = 28.5 (CH,, 3C, C,), 52.8 (CH, 1C, C),
59.0 (CH,, 1C, C, 60.4 (CH,, 2C, C,), 79.7 (C,, 1 C, C,), 122.6 (CH,y0p, 2C, C, ),
123.5 (CHypom» 2 C, Cy), 137.2 (CH,om, 2C, C,,), 148.5 (CH 2C,C,,), 155.5
(Cq 1C, C,), 1585 (Cy, 2C, Cy), 174.1 (Cy, 1C, Cy).

arom.’

2-Amino-3-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)propansaure (3)

0
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HN™ ~O .
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Z "N COH TFA “_N_ OH
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CooHpsN4O4 Ci5sH1gN4O,
386.45 286.33
1 3

3-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)propansiure
(1, 500 mg, 1.29 mmol) wird vorsichtig in 5 mL Trifluoressigsdure gelost und fiir
5 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die gelbliche Lésung wird danach am
Vakuum eingeengt und der rot-braune Riickstand in 5 mL Dichlormethan gelst.
Die Losung wird dreimal mit Wasser extrahiert, die wassrigen Phasen vereint und
das Losungsmittel entfernt. 3 wird als beiger Feststoff erhalten.

NH,

8 1 O
7 N 2 >
Ausbeute: 359 mg, 1.25 mmol, 97 %.

g
MS (ESI+) = 287 [M+H]".

HR-MS (ESI+): fir C,.H,)N,O, ber. 287.15025, gef. 287.15025.
*H-NMR (600 MHz, CD,OD): § (ppm) = 3.18 (dd, LJ(H) = 15,9 Hz, 1H, H,a),
3.38 (dd, 'J(H) = 15,5Hz, 1H, H,b), 3.94 (d, 'J(H) = 15Hz, 2 H, H,a), 4.03 (d,
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LJ(H) = 15Hz, 2H, H,b), 4.10 (dd, 'J(H) = 9,5Hz, 1H, H,), 7.32 (m, ¢4 H, H,,
H,), 7.76 (dd, 'J(H) = 8,2 Hz, 2H, H), 8.51 (dd, 'J(H) = 5,2 Hz, 2 H, Hy).
3C-NMR (150 MHz, CD,OD): § (ppm) = 53.7 (CH, 1C, C,), 57.0 (CH,, 1C, C)
60.4 (CH,, 2C, C,), 124.3 (Cyom. 2C. C,), 125.4 (Cprom. 2C, C,), 139.7 (C
C, Cg), 148.9 (Cyrom» 2C, Cy), 158.9 (C, 2C, C,), 171.7 (Cy, 1 C, C).

arom.’

tert-Butyl (3-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-1-oxo-1-(prop-2-yn-1-
ylamino)propan-2-yl)carbamat
(16)

(0}

H HBTU i 9
DIPEA, DMF 0
i, 12h >(

C20H26N404 C3H5N C23H29N503
386.45 55.08 42352
1 40 16

Zu einer Losung von 3-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-2-((tert-butoxycarbon-
yl)amino)propanséure (1, 20.0 mg, 51.8 pmol) in 3 mL trockenem DMF werden
1.5 Aquivalenten Propargylamin (40, 4.3 mg, 77.6 pumol, 5.0 uL) und 1 mL DI-
PEA zugegeben und die Losung fiir 12 Stunden bei Raumtemperatur gerithrt. Da-
nach wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der braune 6lige Riickstand in
10 mL Wasser aufgenommen und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Dann wer-
de die vereinigten organischen Phasen zweimal mit wéssriger NaHCO,-Losung
und einmal mit Wasser gewaschen, mit MgSO, getrocknet und das Lésungsmit-
tel im Vakuum entfernt. Sdulenchromatographische Aufreinigung auf Kieselgel
(Dichlormethan:Methanol, 10:1) ergibt 16 als briaunliches OL

Ausbeute: 18.0 mg, 42.5 umol, 82 %.
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MS (ESI+) = 424 [M+H]*, 446 [M+Na]*, 869 [2M+Na]*.

HR-MS (ESI+): fur C,,H,N.O, ber. 424.23432, gef. 424.23407,

fur C,,H,\N.NaO, ber. 446.21626, gef. 446.21593, fiir C (H 4N, ,NaOg ber.
896.44330, gef. 896.44223.

"H-NMR (600 MHz, CDCl3): 0 (ppm) =1.43 (s,9H,H,), 2.23 (m, 1 H, Hls), 2.79 (t,
LJ(H) = 12 Hz, 1H, Hqa), 3.07 (dd, *J(H) = 12, 3 Hz, 1 H, H¢b), 3.81 (d, LJ(H) =
14Hz, 2H, H,a), 3.96 (ddd, 'J(H) = 17,4,2Hz, 1H, H,,a), 4.05 (d, 'J(H) =
14Hz, 2H, H7b), 4.18 (m, 1 H, H13b), 4.27 (m, 1 H, H4), 6.05 (bs, 1 H, —N,¢), 7.12
(m, 2H, H,)), 7.17 (d, 'J(H) = THz, 2H, H,), 7.53 (t, 'J(H) = 12Hz, 2H, H,,),
8.56 (d, 'J(H) = 4Hz, 2H, H,,), 9.51 (bs, 1 H, —N,.).

BC-NMR (150 MHz, CDCL,): 4 (ppm) = 28.5 (CH,, 2C, C,), 29.3 (CH,, 1 C, C,,),
52.2 (CH, 1C, C)), 57.7 (CH,, 1C, C¢), 60.4 (CH,, 2C, C.), 71.2 (Cyip, 1C, C,)),
122.3 (CHpyom,» 2C, Cyy), 123.5 (CHypom» 2 C, Cy), 136.5 (CHypop5 2 C, Cyp), 149.2
(CH,om» 2C, C,,), 155.7 (Cq, 1C, C,), 158.9 (Cq, 2C, Cy), 170.9 (Cq, 1C, C).

2-Amino-3-(4-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)phenyl)-N-(prop-2-
yn-1-yl)propanamid
(6)
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In 2mL Trifluoressigsdure wird tert-Butyl (3-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-
1-0x0-1-(prop-2-yn-1-ylamino)propan-2-yl)carbamat (16, 18.0 mg, 42.5 pmol) ge-
16st und fiir 5 Stunden bei Raumtemperatur gerithrt. Das Losungsmittel wird im
Vakuum entfernt und 6 als briaunliches Ol erhalten.
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Ausbeute: 13.3mg, 41.2 umol, 97 %.

MS (ESI+) = 324 [M+H]".

HR-MS (ESI-): fiir C,3H,,N.O ber. 324.18189, gef. 324.18222.

"H-NMR (400 MHz, (CD,),S0): d (ppm) = 2.95 (dd, 'J(H) = 12,6 Hz, 1H, H,a),
3.09 (dd, LJ(H) = 12,6 Hz, 1 H, H,b), 3.24 (t, LJ(H) = 3Hz, 1H, H,,), 3.97 (m, 2
H,H,,),3.98 (s, 4 H,H,),4.06 (m, 1 H,H,), 7.49 (m, 2 H, H.), 7.56 (d, 'J (H) = 8 Hz,
2H,H,), 7.97 (t, 'J(H) = 8 Hz, 2. H, Hy), 8.39 (bs, 2H, H,,), 8.63 (d, 'J(H) = 5 Hg,
2H, Hy), 9.11 (t, 'J(H) = 5Hz, 1 H, H, ).

3C-NMR (100 MHz, (CD,),S0): § (ppm) = 28.4 (CH,, 1C, C,,), 51.1 (CH, 1C,
C,), 55.3 (CH,, 1C, C,), 57.6 (CH,, 2C, C,), 73.9 (Cypin» 1C, C,,), 80.2 (C,, 1C,
C,,). 123.5 (CHypom. C,), 124.4 (CH,pom. C.), 139.7 (CHpom. Co), 146.7 (CH
Cy), 156.7 (Cy, 2C, C,), 167.2 (Cy, 1 C, Cy).

arom.’

N-(3-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-1-oxo-1-(prop-2-yn-1-
ylamino)propan-2-yl)-6-(5-((3a$,4S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-
thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamido)hexanamid

(18)

=)

s NH
/ N>:0 ///
N H

DIPEADMF  HN

NH
OINH SRS e
+ N H
. N
L By H)ki _
2 /\/ﬁ.!/ f g 1 |
S
N

N W)S N
| (0} (0] |
= % =
(0]

CigH21NsO CooH30N406S C34Hy6NgO4S
323.40 454.54 663.34
6 41 18

Zu einer Losung von 2-Amino-3-(4-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)phenyl)-N--
(prop-2-yn-1-yl)propanamid (6, 10 mg, 30.9 pmol) in 2 mL trockenem DMF wer-
den unter Argonatmosphére 2 Aquivalente 2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl 6-(5-((4S)-2-
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oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamido)hexanoat (41, 28.1 mg,
61.8 pmol) sowie 500 pL DIPEA zugegeben und bei Raumtemperatur fiir 3 Stun-
den geriithrt. Danach wird mit 2 mlL Wasser gequenched und das Losungsmittel
im Vakuum entfernt. Der 6lige braune Riickstand wird in 5 mL Ethylacetat auf-
genommen und mit gesittigter NaHCO,-Losung und zweimal mit Wasser gewa-
schen. Die organische Phase wird mit MgSO, getrocknet und das Lésungsmittel
am Vakuum entfernt. Das braune Rohprodukt wird sdulenchromatographisch auf
Kieselgel (Dichlormethan:Methanol 10:1) aufgereinigt. 18 wird als braunes Ol er-
halten.

Ausbeute: 15.6 mg, 24.1 umol, 78 %.

MS (ESI+) = 663 [M+H]".

HR-MS (ESI+): fiir C, ,H, N3OS ber. 663.34355, gef. 663.34457.

*H-NMR (600 MHz, CD,0D): ¢ (ppm) = 1.35 (m, 2H, H,), 1.42 (m, 2H, H,,),
1.58 (m, 1 H, HZSa), 1.62 (m, 2H, H,,), 1.64 (m, 2 H, Hls), 1.73 (m, 1 H, H23b), 2.20
(m, 2H, H,,), 2.27 (m, 2H, H,,), 2.64 (t, 'J(H) = 3Hz, 1H, H,;), 2.70 (m, 1H,
sta), 2.84 (m, 1 H, H7a), 2.92 (m, 1 H, stb), 2.98 (m, 1 H, H7b), 3.16 (m, 2H,
H,.), 3.20 (m, 1H, H,,), 3.80 (d, "J(H) = 14Hz, 2H, Hgb), 3.96 (d, 'J(H) =
14Hz, 2H, H¢a), 3.98 (m, 2H, H, ), 4.30 (m, 1 H, H27), 4.49 (m, 1H, H,(), 4.56 (dd,
LJ(H) = 6,7Hz, 1H, Hy), 7.30 (m, 2H, H,), 7.48 (d, 'J(H) = 8Hz, 2H, H,), 7.77
(td, 'J(H) = 8,2Hz, 2 H, H,), 8.51 (d, 'J(H) = 4Hz, 2 H, H,).

3C-NMR (150 MHz, CD,0D): § (ppm) = 26.4 (CH,, 1 C, C,,), 26.9 (CH,,1C, C,,),
27.6 (CH,, 1C, Cy), 29.5 (CH,, 1C, C,,), 29.5 (CH,, 1 C, C,,), 29.6 (CH,, 1C, C,,),
36.7(CH,,1C, C,,), 36.8 (CH,,1C, C,,),40.2 (CH,,1C, C,,), 41.0 (CH,, 1 C, C,,),
53.0(CH, 1C, Cy),57.0(CH, 1C, C,,), 57.8 (CH,,1C, C,), 61.1 (CH,, 2C, C), 61.6
(CH, 1C, Cy), 63.4 (CH, 1 C, C,,), 72.6 (CH,yi, 1C, C,,), 124.0 (CHpypy» 2 C, C,),
125.2 (CH 2C, C,), 138.8 (CH 2C, C,)), 149.7 (CH 2C,C)).

arom.> arom.> arom.>
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tert-Butyl (1-((4-(1,2,4,5-tetrazin-3-yl)benzyl)amino)-3-(bis-
(pyridin-2-ylmethyl)amino)-1-oxopropan-2-yl)carbamat

(50)

1

NN

- N.__N
¢ .
(0] N 1l |

Y OH N 2N HBTU
o) NN N DIPEA, DMF
| i, 12h HN

R = _— H
O N
|/N Y\E&

0

e X0 )
/l Na
SN

CaoH26N404 CyHyNs Ca9H33N905
386.45 187.21 555.64
1 43 50

Zu einer Losung von 3-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-2-((tert-butoxycarbonyl)-
amino)propansdure (1 50 mg, 129 pmol) in 3 mL trockenem DMF werden ein
Aquivalent (4-(1,2,4,5-Tetrazin-3-yl)phenyl)methanamin (43, 24 mg, 129 umol) so-
wie 1.5 Aquivalente HBTU (108 mg, 194 umol) sowie 1 mL DIPEA zugegeben und
die rotliche Losung fiir 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen
des Losungsmittels im Vakuum wird der rote 6lige Riickstand in wenig Wasser
aufgenommen und dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten orga-
nischen Phasen werden mit MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Der Riickstand wird saulenchromatographisch auf Kieselgel (Dichlorme-
than:Methanol 10:1) aufgereinigt. 50 wird als rotes Ol erhalten.

Ausbeute: 53 mg, 95 mmol, 74 %.
MS (ESI+) = 556 [M+H]".
HR-MS (ESI+): fiir C, H,,
ber. 578.25986, gef. 578.26038.

N, 0, ber. 556.27791, gef. 556.27862, fir C,;H,,NNaO,



SYNTHESEVORSCHRIFTEN 161

N-(4-(1,2,4,5-tetrazin-3-yl)benzyl)-2-amino-3-(bis(pyridin-2-
ylmethyl)amino)propanamid

(8)
H H
1TI.)QITI lﬁ)\?‘
N.__N N._N
TFA
5h, 1t
HN HN

e
>(O NN | NN |
= Na = | Na

N

N
Ca9H33N903 C24Ha5NgO
555.64 455.53
50 8

tert-Butyl (1-((4-(1,2,4,5-tetrazin-3-yl)benzyl)amino)-3-(bis(pyridin-2-ylmethyl)-
amino)-1-oxopropan-2-yl)carbamat (44, 40 mg, 72 pmol) werden in 3 mL TFA ge-
16st und bei Raumtemperatur fiir 5 Stunden geriihrt. Nach Entfernen des Losungs-
mittels wird der Riickstand in wenig Ethylacetat aufgenommen und viermal mit
wenig Wasser extrahiert. Die vereinten wassrigen Phasen werden im Vakuum
eingedampft. 9 wird als rotes Ol erhalten.

18
‘/ \4 NH,
N=—< 0 8

Ausbeute: 30 mg, 66 mmol, 97 %.

MS (ESI+) = 456 [M+H]".

HR-MS (ESI+): fur C,,H,¢N,O ber. 456.22548, gef. 456.22644.

"H-NMR (600 MHz, CD,0D): § (ppm) = 3.20 (dd, 'J(H) = 14,8Hz, 1H, H.a),
3.38 (dd, 'J(H) = 14,5Hz, 1H, H b), 4.02 (d, 'J(H) = 16 Hz, 2 H, Hga), 4.20 (d,
LJ(H) = 16 Hz, 2 H, Hgb), 4.29 (dd, 1J(H) = 5,2 Hz, 1H, Hy), 4.52 (m, 2 H, H,,),
7.60 (m, 4H, H,, H,), 7.59 (d, 'J(H) = 8Hz, 2H, H,,), 8.09 (m, 2 H, H,), 8.51 (d,
1J(H) = 8Hz, 2H, H,,), 8.67 (m, 2H, H,), 10.35 (s, 1 H, H,j).
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3C-NMR (150 MHz, CD,0OD): § (ppm) =) 44.2 (CH,, 1C, C,,), 53.4 (CH, 1 C, Cy),
57.8 (CH,, 1C, C,)), 58.9 (CH,, 2C, Cg), 125.8 (CHpyop> 2C, C,), 126.9 (CHypom s
2C, C,), 129.4 (CH,yom, 2C, Cyy), 129.8 (CHypoms 2C, C,,), 132.7 (Cg 1C, C, ),
143.4 (CHyroms 2C, C,), 144.5 (Cy, 1C, C,,), 146.4 (CH,pomm, 2 C, C,), 156.4 (Cy 2
C, Cy), 159.4 (CH,pom, 1C, Cy), 168.8 (Cy, 1C, C,y).

tert-Butyl(3-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-1-((4-(6-methyl-
1,2,4,5-tetrazin-3-yl)benzyl)amino)-1-oxopropan-2-yl)carbamat

(51)

NN
NN
0 A
H ~
0N NN
Y OH NN HBTU
(0] N/ /N + DIPEA, DMF
| i, 12h HN
NS T ok
N Y ﬁo
NH; XO N = |
= | N&
N
CaoHa6N4O4 CioH11Ns C30H35Ng03
386.45 201.23 569.67
1 46 51

In 3 mL trockenem DMF werden 3-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-2-((tert-bu-
toxycarbonyl)amino)propansiure (1, 78 mg, 202 pmol) und ein Aquivalent (4-(6-
methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)phenyl)methanamin (46, 50 mg, 202 pmol) und zwei
Aquivalente HBTU (115 mg, 303 umol) gelost. Nach Zugabe von 1 mL DIPEA
wird die rétliche Losung fiir 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das Lo-
sungsmittel wird im Vakuum entfernt und das rétliche Ol sdulenchromatogra-
phisch auf Kieselgel (Dichlormethan:Methanol 10:1) aufgereinigt. 51 wird als rot-
liches Ol erhalten.

Ausbeute: 75 mg, 131 mmol, 65 %.
MS (ESI+) = 570 [M+H]*, 592 [M+Na]".
HR-MS (ESI+): fiir C,,H,N, O, ber. 570.29356, gef. 570.29370, fiir C,;H,.N,

30H35NgNaO;
ber. 592.27551, gef. 592.27569.

9



SYNTHESEVORSCHRIFTEN 163

2-Amino-6-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-N-(4-(6-methyl-1,2,4,5-
tetrazin-3-yl)benzyl)hexanamid

(10)
ITJ.JNTI NL\IT‘
N _N N.__N
TFA
5h, rt
HN HN

o N H,N
Y \(&O 2 \(&0
>(O NN | NN |
N

N
C30H35N903 CasH7NgO
569.67 469.55
51 10

In 3 mL Trifluoressigsiure wird tert-Butyl(3-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-1-
((4-(6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)benzyl)amino)-1-oxopropan-2-yl)carbamat (51,
70 mg, 123 umol) gelést und fir 5 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wird 10 als rotes Ol erhalten.

N NH,
—/ 8,
N s 9 L PN
N NH : N=N
4 ; 6 17
O N 11 \! 15\ /l(
N N N-N
4

Ausbeute: 55 mg, 117 mmol, 95 %.

MS (ESI+) = 470 [M+H]".

HR-MS (ESI+): fur C,.H,sN O ber. 470.24133, gef. 470.24169.

"H-NMR (400 MHz, CD,OD): 6 (ppm) = 3.04 (s, 3H, H,,), 3.15 (m, 1H, H.a),
3.38 (m, 1H, H,b), 4.02 (d, 'J(H) = 15Hz, 2H, Hea), 4.18 (d, 'J(H) = 15Hg,
2H, H¢b), 4.28 (m, 1 H, Hy), 4.55 (s, 2H, H,,), 7.58 (m, 6 H, H,, H, H,,), 8.06 (t,
'J(H) = 8 Hz, 2H, H,), 8.46 (d, 'J(H) = 8 Hz, 2H, H,,), 8.65 (m, 2 H, H,).
C-NMR (100 MHz, CD,OD): ¢ (ppm) =) 21.1 (CH,, 1C, C,.), 44.1 (CH,, 1C,
C,o), 93.3 (CH, 1C, Cy), 57.8 (CH,, 1 C, C,), 59.0 (CH,, 2 C, Cy), 125.7 (Cyopm» 2C,
C,), 126.8 (Cprom,» 2C, C)), 129.0 (Cyrom, 2C, Cyy), 129.7 (Cyroms 2C, Cyy), 132.7
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(Cq 1C, Cy), 143.1 (Corom, 2C, Cy), 144.1 (Cyy 1C, C,y), 146.6 (C
156.6 (Cg 2C, Cy), 165.1 (Cy 1C, C,), 168.8 (Cgy 1C, C,).

2C, C)),

arom.’

tert-Butyl(18-chloro-5-oxo-1-(pyridin-2-yl)-2-(pyridin-2-yImethyl)-
9,12-dioxa-2,6-diazaoctadecan-4-yl)carbamat

(52)

A C
0 0O HBTU ?
o # ( DIPEA, DMF K/0\/\NH
OH 0 H
i, 12h 0. N
o NN N g Y 0
| © o NNF
~7 5 HN >r ﬂ/j
o Na&
~-N Cl Cl = |
>N
CaoHa6N4O4 Ci0H23CLNO, C30H46CINsOs
386.45 260.20 592.18
49 32 52

Eine Losung von 3-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-2-((tert-butoxycarbonyl)ami-
no)propansaure (1, 60 mg, 155 wmol) und 1.2 Aquivalenten 2-(2-((6-Chlorohexyl)-
oxy)ethoxy)ethan-1-ammoniumchlorid (32, 48 mg, 186 pmol) in trockenem DMF
(3 mL) wird mit 1.5 Aquivalenten HBTU (88 mg, 233 umol) und DIPEA (1 mL)
versetzt. Die braunliche Losung wird fiir 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt, der braune Riickstand in Ethylacetat
aufgenommen und mit geséttigter NaHCO,-Losung sowie zweimal mit Wasser ge-
waschen. Die organische Phase wird mit MgSO, getrocknet und das Lésungsmit-
tel entfernt. Das Rohprodukt wird auf Kieselgel (Dichlormethan:Methanol 10:1)
aufgereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wird 52 als braunli-

ches Ol erhalten.
0.0
\i{ Rf 1)
22 ];!N
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Ausbeute: 65 mg, 110 umol, 71 %.
MS (ESI+) = 592 [M+H]*, 614 [M+Na]*, 630 [M+K]".
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HR-MS (ESI+): fiir C,,H, ,3CIN,O, ber. 592.32602, gef. 592.32678,

fir C,,H,s*>CIN.NaO, ber. 614.30797, gef. 614.30876, fiir C,,H,**CIKN.O, ber.
630.28191, gef. 630.28274.

"H-NMR (600 MHz, CDCL): § (ppm) = 1.34 (m, 2 H, H,¢), 1.41 (m, 2 H, H, ), 1.43
(s,9H,H,,), 1.57 (m, 2H, H,,), 1.75 (m, 2H, H ), 3.05 (dd, 'J(H) = 12,6 Hz, 1 H,
H.a), 3.16 (m, 1 H, H.b), 3.37 (m, 1 H, H,,a), 3.42 (t, LJ(H) = 7THz, 2H, H,,), 3.48
(m, 1H, H,,a), 3.52 (m, 2 H, ng), 3.53 (m, 4H, H,,, H,,), 3.58 (m, 2 H, H13), 4.07
(d, LJ(H) = 15 Hz, 2 H, Hga), 4.17 (d, 1J(H) = 15 Hz, 2 H, Hb), 4.36 (m, 1 H, Hy),
6.61 (bs, 1 H, —NH), 7.32 (t, }J(H) = 12Hz, 2H, H,), 7.47 (d, '.J(H) = 7Hz, 2 H,
H,),7.79 (td, 'J(H) = 7,2 Hz,2H, H,),8.17 (bs, 1 H, ~NH), 8.69 (s, 'J(H) = 4 Hz,
2H, H)).

C-NMR (150 MHz, CDCl,): 4 (ppm) = 25.5 (CH,, 1 C, C,), 26.8 (CH,, 1 C, C,),
28.5(CH,, 3C, C,,), 29.6 (CH,, 1C, C,,), 32.6 (CH,, 1C, Cy3), 39.5 (CH,, 1C, C,,),
45.2 (CH,, 1C, C,), 53.6 (CH, 1C, Cy), 57.4 (CH,, 1C, C,), 58.8 (CH,, 2C, Cy),
69.9 (CH,,1C, C,,), 70.1 (CH,,1C,C,,), 70.4 (CH,, 1 C, C,,), 71.4 (CH,, 1 C, C, ),
79.9 (Cy, 1C, C,)), 123.5 (Cyroms 2 C, C,), 125.0 (Cyrom» 2 C, Cy), 139.4 (Cyrom» 2 C,
C,), 147.1 (C 2C, C)), 156.4 (Cy, 1C, C,), 162.7 (Cy, 2C, C), 171.1 (Cg, 1 C,
Cy)

arom.’

2-Amino-3-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-N-(2-(2-((6-
chlorohexyl)oxy)ethoxy)ethyl)propanamid

(12)
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Eine Losung von tert-Butyl(18-chloro-5-oxo-1-(pyridin-2-yl)-2-(pyridin-2-ylme-
thyl)-9,12-dioxa-2,6-diazaoctadecan-4-yl)carbamat (52, 60 mg, 101 pmol) in 2 mL
Trifluoressigsdure wird fiir 5 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungs-
mittel wird im Vakuum entfernt und 13 als briaunliches Ol erhalten.
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Ausbeute: 49 mg, 99 umol, 98 %.

MS (ESI+) = 492 [M+H]"*.

HR-MS (ESI+): fiir C,,H, *CIN,O, ber. 492.27359, gef. 492.27464,

fiir C,,H,,¥’CIN,O, ber. 494.27064, gef. 494.27180.

"H-NMR (600 MHZ, CD,0D): 4 (ppm) = 1.37 (m, 2H, H,¢), 1.45 (m, 2 H, H,,),
1.57 (m, 2 H, HIS), 1.75 (m, 2H, H,g), 3.15 (dd, 1J(H) = 14,8 Hz, 1 H, H7a), 3.31
(m, 1H, H.b), 3.43 (t, 'J(H) = 5Hz, 2H, H,,), 3.46 (t, 'J(H) = 7Hz, 2H, H,),
3.54 (t, \J(H) = THz, 2 H, H,,), 3.57 (m, 2 H, H,,), 3.59 (m, 4 H, H,,, H,,), 4.08 (d,
LJ(H) = 15Hz, 2H, Hya), 4.16 (dd, 'J(H) = 8,5 Hz, 2H, Hg), 4.19 (d, 'J(H) =
15Hz, 2H, Hb), 7.57 (d, 'J(H) = 5Hz, 2H, H,), 7.58 (d, 'J(H) = 8 Hz, 2H, H,),
8.06 (td, J(H) = 8,2 Hz, 2 H, H,), 8.68 (d, 1J(H) = 5Hz, 2 H, H)).

13C-NMR (150 MHz, CD,OD): § (ppm) = 26.5 (CH,, 1 C, C,), 27.7 (CH,, 1 C, C, ),
30.5 (CH,, 1C, C,,), 33.7 (CH,, 1C, Cyg), 40.7 (CH,, 1C, C,.), 45.7 (CH,, 1 C, C, )
53.2 (CH, 1C, Cy), 57.7 (CH,, 1C, C,), 59.2 (CH,, 2C, Cy), 70.2 (CH,, 1C, C,,),
71.2 (CH,, 2C, C,,, C,,), 72.2 (CH,, 1C, C,,), 125.6 (Caroms 2 C, C,), 126.6 (Carom.
2C, C,), 1428 (Coroms 2C: Cy), 147.0 (Cyrom 2C, C,), 157.0 (Cyy 2C, C,), 168.8
(Cq 1C, C,).

arom.’ arom.’

tert-Butyl(1-((4-(((2-amino-9H-purin-6-yl)oxy)methyl)benzyl)-
amino)-3-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-1-oxopropan-2-yl)-
carbamat

(53)
HZNYN\ 3
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1 36 53
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3-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-propansaure
(1, 50 mg, 129 pmol) wird in 3 mL trockenem DMF geldst. Dazu werden 1.2 Aqui-
valente O°-(4-Aminomethyl-benzyl)guanin (36, 42 mg, 155 umol), 1.5 Aquivalen-
te HBTU (73 mg, 194 pumol) und DIPEA (1 mL) gegeben und die braunliche Lo-
sung fir 12 Stunden bei Raumtemperatur gerithrt. Das Losungsmittel wird im
Vakuum entfernt, der braune Riickstand in Ethylacetat aufgenommen und mit ge-
sattigter NaHCO,-Losung sowie zweimal mit Wasser gewaschen. Die organische
Phase wird mit MgSO, getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Das Rohpro-
dukt wird auf Kieselgel (Dichlormethan:Methanol 10:1) aufgereinigt. Nach Ent-
fernen des Losungsmittels im Vakuum wird 53 als braunes Ol erhalten.

Ausbeute: 51 mg, 80 wmol, 62 %.

MS (ESI+) = 639 [M+H]*, 661 [M<+Na]*.

HR-MS (ESI+): fir C,,H,)N,,O, ber. 639.31503, gef. 639.31649,

fur C,,H,gNaN,,0, ber. 661.29697, gef. 661.29864.
2-Amino-N-(4-(((2-amino-9H-purin-6-yl)oxy)methyl)benzyl)-3-(bis-
(pyridin-2-ylmethyl)amino)propanamid

(14)

H,N TN\ §I> X
Oﬁ/g%l;\@\il;[lv TFA,1t,5h  HaN (&/\QVWI
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C33H38N 1004 CagH30N 1002
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In 2 mL Trifluoressigsaure wird tert-Butyl(1-((4-(((2-amino-9 H-purin-6-yl)oxy)-
methyl)benzyl)amino)-3-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)-1-oxopropan-2-yl)carba-
mat (40 mg, 63 pmol) geldst und bei Raumtemperatur fiir 5 Stunden gerithrt. Nach
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wir der Riickstand in wenig Ethylacetat
aufgenommen und dreimal mit wenig Wasser extrahiert. Die vereinten wiassrigen
Phasen werden im Vakuum eingeengt. 14 wird als braunes Ol erhalten.

Ausbeute: 33 mg, 61 umol, 97 %.
MS (ESI+) = 523 [M-NH]".
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HR-MS (ESI+): fiir C,,H,sN.O, ber. 406.22375, gef. 406.22459, fiir C,sH, N, O, ber.
523.24442, gef. 523.25749.
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6.3. Funktionalisierung von p-Amino-Phenylalanin

3-(4-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)phenyl)-2-((tert-butoxy-
carbonyl)amino)propansaure
(55)

H
0. _N__COH
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280,32 172,03 462,55
54 39 55

Eine Losung von 3-(4-Aminophenyl)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)propanséu-
re (54, 500 mg, 1.78 mmol) in 10 mL 5 M NaOH-L6sung wird langsam mit 2.5 Aqui-
valente 2-(Bromomethyl)pyridin (39, 1.13 g) versetzt. Die Reaktionsmischung farbt
sich tief rot und wird fiir 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wird drei-
mal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden mit
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der rot-
braunliche Riickstand wird sdulenchromatographisch auf Kieselgel aufgereinigt
(Dichlormethan:Methanol, 10:1). Das Losungsmittel wird entfernt und der Riick-
stand im Vakuum getrocknet. 55 wird als brauner Feststoff erhalten.
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Ausbeute: 582 mg, 1.3 mmol, 71 %.

MS (DART-) = 463 [M+H]".

HR-MS (DART+): fiir C,¢H,,N,O, ber. 463.23398, gef. 463.23398.

"H-NMR (600 MHz, CDCl3): 0 (ppm) = 1.42 (s,9 H,H,), 3.06 (m, 2 H, Hy), 4.51 (m,
1H,H,),4.77 (s,4H, H,,), 5.11 (d, LJ(H) = THz,1H, H,,),6.54(d, LJ(H) = 7Hz,
2H, H,), 6.99 (d, 'J(H) = 7Hz, 2H, Hy), 7.20 (m, 2H, H,,), 7.25 (m, 2H, H,,),
7.64 (t, 'J(H) = 8Hz,2H, H,,), 8.57 (d, 'J(H) = 5Hz, 2 H, H,).
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C-NMR (150 MHz, CDCL,): 6 (ppm) = 28.50 (CH,, 3 C, C,), 37.06 (CH,, 2 C, Cy),
54.61 (CH, 1C, C,), 56.56 (CH,, 2C, C,,), 79.70 (Cy, 1C, C,), 112.58 (CHyom. 2
Cy), 121.60 (CHypom,» 2C, Cyg), 122.67 (CHypoms 2 C, Cyy), 125.56 (Cy, 1C, C)),
130.80 (CH,yom, 2 C, Cg), 138.18 (CHyroms 2C, Cy,), 146.76 (Cgy 1C, C,), 148.60
(CHyroms 2C, Cy), 155.45 (Cy, 1C, Cy), 158.37 (Cy, 2C, C,,), 174.27 (Cy, 1 C, Cy).

2-Amino-3-(4-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)phenyl)propansaure

(56)
COH CoH
? (Q?
\(©\ o oni2h

/ /
CoH30N404 CyHpN,0,
462,55 362,43
55 56

In 3 mL Trifluoressigsaure wird 3-(4-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)phenyl)-2-
((tert-butoxy-carbonyl)amino)propansaure (55, 325 mg, 703 pumol) fiir 12 Stun-
den bei Raumtemperatur geriihrt. Die gelbliche Lésung wird danach am Vakuum
eingeengt und der Riickstand in 5 mL Dichlormethan gelost. Die Losung wird
dreimal mit Wasser extrahiert, die wéssrigen Phasen vereint und das Losungsmit-
tel entfernt. 56 wird als gelblicher Feststoff erhalten.

Ausbeute: 247 mg, 682 pumol, 97 %.
MS (ESI+) = 363 [M+H]"*.
HR-MS (ESI-): fiir C,,H,,N,O, ber. 361.16700, gef. 361.16698.
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6.4. Synthese von Linkern

6.4.1. Synthese von O°-(4-Aminomethyl-benzyl)guanin

Die Synthese von O°-(4-Aminomethyl-benzyl)guanin wurde nach der Literatur-
vorschrift von KA1 JouNssoN et al. durchgefiihrt[1%9]

1-(2-Amino-7H-purinéyl)-1-methyl-pyrrolidiniumchlorid (59)

DMF Q or

cl . |
i, 18h

N XN + N -, > H

PP o O

HN" "N~ N P

HN N~ N

CsH,CINs CsH; N CoH sCINg
169,57 85,15 254,72
57 58 59

6-Chloro-guanin (57, 1.0 g, 5.9 mmol) und 2.3 Aquivalente 1-Methyl-pyrrolidin
(58, 1.4mL, 13.2 mmol) werden in 40 mL: DMF bei 40 °C gelost. Nach Abkiihlen
auf Raumtemperatur wird die Losung fiir 18 Stunden bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Dabei fallt ein weifles Pulver aus, was durch Zugabe von 5 mL Aceton ver-
vollstandigt wird. Der Feststoff wird abfiltriert, zweimal mit je 5 mL Diethylether
gewaschen und im Vakuum getrocknet. 59 wird als weifles Pulver erhalten.

Ausbeute: 850 mg, 3.4 mmol, 57 %.

MS (ESI+) = 255 [M+H]*.

'H-NMR (400 MHz, D,0): § (ppm) = 2.07 (m, 2H, CH, pyyrotigin)s 2-22 (m, 2 H,
CH, pyrrolidin)> 3-55 (s, 3H, CH,), 3.85 (m, 2 H, CH,—N"), 4.70 (m, 2H, CH,—N"),
8.12 (s, 1 H).

4-(Aminomethyl)-benzylalkohol (61)

LiAIH,
0 THF _ o
U HN.__ |
HN 1)0°C
2) 3 h reflux
179,09 137,18

60 61



172 SYNTHESE VON LINKERN

Es werden 2.5 Aquivalente in wasserfreiem THF gelostes LIAIH, (1 M, 28 mL,
76.3 mmol) vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. Dazu gibt man langsam eine Losung
von einem Aquivalent Ethyl-4-(aminomethyl)-benzoate-hydrochlorid (60, 2.0 g,
11.2mmol) in 10 mL THF. Die Reaktionsmischung wird auf Raumtemperatur ge-
bracht und dann fiir drei Stunden unter Rickfluss geriihrt. Nach vorsichtiger Zu-
gabe von 3 mL Wasser, 5mL einer 5 M wassrigen NaOH-Losung und weiteren
3mL Wasser wird die organische Phase dekantiert und die wassrige Phase mit
THF und Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen werden mit NaSO, ge-
trocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. 61 wird als beiger, wachs-
artiger Feststoff erhalten.

Ausbeute: 1.38 g, 10.8 mmol, 90 %.

MS (ESI+) = 138 [M+H]".

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 0 (ppm) = 1.65 (s, 3 H,NH,, OH), 3.86 (s, 2 H, N—CH,),
4.67 (s, 2H, O—CH,), 7.32 (m, 4 H, HC ;. )-

2,2,2-Trifluoro-N-(4-hydroxymethyl-benzyl)-acetamid (63)

o TEA, MeOH o
H,N rt, 1 h )]\
QOH ! FSCJ\O/\ — - RO X
OH
CgH NO C4HsF30, C1oH1oF3NO,
137,18 142,08 233,19
61 62 63

Zur Lésung von 4-Amino-benzylalkohol (61, 1.0 g, 7.3 mmol) und 1.01 mL Tri-
ethylamin in 15 mL wasserfreiem Methanol werden 1.3 Aquivalente Ethyl-trifluor-
acetat (62, 1.13 mL, 9.5 mmol) langsam zugetropft. Die Reaktionsmischung wird
fur 2 Stunden bei Raumtemperatur gerithrt und schliefflich mit 10 mL Ethylacetat
und 10 mL Wasser versetzt. Die wassrige Phase wird dreimal mit Ethylacetat ex-
trahiert. Die vereinten organischen Phasen werden mit geséttigter NaCl-Losung
gewaschen und mit NaSO, getrocknet. Nach Entfernung des Lésungsmittels im
Vakuum wird der Rickstand sidulenchromatographisch aufgetrennt (Petrolether,
dann Petrolether:Ethylacetat 3:1), danach wird das Losungsmittel im Vakuum ent-
fernt. 63 wird als weifles Pulver erhalten.

Ausbeute: 1.53 g, 6.6 mmol, 91 %.
MS (ESI+) = 234 [M+H]".
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"H-NMR (400 MHz, CDCL,): 6 (ppm) = 1.66 (s, 1 H, OH), 4.57 (d, 2 H, CH,—NH),
4.74 (s, 2H, CH,—OH), 6.54 (s, 1 H, NH—CO), 7.34 (dd, 4 H, Hp,,,,)-

N-[4-(2-Amino-9H-purin-6-yloxymethyl)-benzyl]-2,2,2-tri-fluoro-
acetamid
(64)

i Q cr KO#-Bu H ﬁ/\o
>~ H DMF F3C N A N
—
OH )|\ _ /> rt,3h H,N N E

CioH10F3NO; CioH15CINg CsH13F3NO2
233,19 254,72 366,30
63 59 64

In 20 mL trockenem DMF werden 2.15 Aquivalente 2,2,2-Trifluoro-N-(4-hy-
droxymethyl-benzyl)-acetamid (63, 1.51 g, 6.5 mmol) sowie 4.5 Aquivalente Kali-
um-tert-Butanolat (1.52 g, 13.5 mmol) unter Argonatmosphire gelost. Dazu gibt
man vorsichtig ein Aquivalent 1-(2-Amino-7H-purin-6-yl)-1-methyl-pyrrolidini-
umchlorid (59, 770 mg, 3.0 mmol) und rithrt unter Argon fiir 3 Stunden. Dann
wird das Losungsmittel entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch auf-
getrennt (Methanol:Dichlormethan 1:50, dann 1:10). 64 wird als weifler, wachsar-
tiger Feststoff erhalten.

Ausbeute: 945 mg, 2.6 mmol, 86 %.

MS (ESI+): 367 [M+H]".

'H-NMR (400 MHz, CDCL,): ¢ (ppm) = 4.38 (d, J = 6.0Hz, 2H, CH,—NH),
5.45 (s, 2H, CH,—0),6.28 (s, 2H,NH,), 7.23 (d, J = 8.1Hz, 3sH, Hy,,,), 7.43 (d,
J =8.1Hz, 2H, Hy,,), 7.81 (s, 1H), 10.02 (t, J = 6.0 Hz, 1 H, NH—CO) 12.42
(s, 1 H).

F-NMR (400 MHz, CDCL,): 6 (ppm) = —77.28 (CF,—CO,).
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O°-(4-Aminomethyl-benzyl)guanin (36)

F3C\H/N\ NEEN N\ MeOH/H,0 H,N ™ N N
Y LY
g H,N" N g

|
o HZN)\N 2 h reflux
Cy5H13F3N6O, Ci3H14N6O
366,30 270,30
64 36

N[4-(2-Amino-9H-purin-6-yloxymethyl)-benzyl]-2,2,2-tri-fluoro-acetamid (64,
800 mg, 2.2 mmol) wird in 34 mL. Methanol und 2 mL. Wasser suspendiert. Nach
Zugabe von K,CO, (1.5 g) wird die Mischung fiir 2 Stunden unter Riickfluss ge-
rithrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Riickstand siulen-
chromatographisch aufgereinigt (Dichlormethan:Methanol:Triethylamin 5:1:0.5).
36 wird als weiller Feststoff erhalten.

Ausbeute: 487 mg, 1.8 mmol, 82 %.

MS (ESI+): 271 [M+H]".

HR-MS (ESI+) = fiir C,,H, N,O ([M+H]") ber. 271.13019, gef. 271.13042,

fir C,¢H,(N,,0, ([2M+H]") ber. 541.25309, gef. 541.25337.

"H-NMR (400 MHz, CDCl,): 4 (ppm) = 3.86 (s, 2H, —CH,—NH,), 5.48 (s, 2 H,
CH,—0), 6.29 (s, 2H, NH, Gyanin): 7-41 (d, J = 8.0Hz, 2H, Hp,,), 749 (d, J =
8.0Hz, 2H, Hyp, o), 7.83 (s, 1H).



SYNTHESEVORSCHRIFTEN 175

6.4.2. Synthese des Halo-Tag® Liganden

Die Synthese des Liganden fiir das Halo-Tag® wurde in Anlehnung an die Litera-
turvorschrift von GREGORYI Los et al. durchgefiihrt 108!

2-(2-((6-chlorohexyl)oxy)ethoxy)ethan-1-amin (67)

NaH
DMF, 0 °C O/\/\/\/Cl
M A NN + S~ —————
H,N OH I 0
K/ \/\NHZ
C4H| 1N02 C6H12C]I C|0H22C1N02
105.14 246.52 223.74
65 66 67

Eine Suspension von 1.2 Aquivalenten NaH (1.77 g, 44.2 mmol) in 30 mL tro-
ckenem DMF wird unter Argonatmosphire im Eisbad geriihrt. Dazu wird ein
Aquivalent 2-(2-Aminoethoxy)ethanol (65, 3.7 mL, 36.8 mmol) vorsichtig zuge-
tropft und die Losung fiir eine Stunde bei 0 °C gerithrt. Dann werden 1.1Aqui-
valente 1-Chloro-6-Iodohexan (66, 10.0 g, 40.5 mmol) in 30 mL trockenem DMF
langsam zugetropft und die Reaktionsmischung fiir 4 Stunden im Eisbad geriihrt.
Danach wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand in Dichlor-
methan aufgenommen und mit 50 mL gesittigter Natriumcarbonat-Lésung sowie
mit 50 mL, Wasser gewaschen. Die organische Phase wird mit MgSO, getrocknet,
filtriert und das Filtrat im Vakuum vom Losungsmittel befreit. 67 wird als gelbli-
ches Ol erhalten und ohne weitere Aufreinigung weiter verarbeitet.

Ausbeute: 4.88 g, 21.83 mmol, 49 %.
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2-(2-((6-Chlorohexyl)oxy)ethoxy)ethan-1-ammoniumchlorid

(32)

HCl, Cl
A~ . N N
o Diethylether, Y
K/O ~ K/O ~ ® C]
NH, 0°C NH;
CioH»,CINO, CioH3CLNO,
223.74 260.20
67 32

67 wird ohne weitere Aufreinigung eingesetzt. Das gelbliche Ol wird in Di-
chlormethan (30 mL) gelost und im Eisbad gekiihlt. Dazu wird HCI (1 m in Diethy-
lether, 30 mL) langsam zugetropft und die Lésung fiir 45 Minuten aus Eis geriihrt.
Nach entfernen des Losungsmittels wird das entstandene gelbliche Ol sdulenchro-
matographisch Aufgereinigt (DCM:MeOH:HCI-Ether 94:5:1). 32 wird als weif3er,
wachsartiger Feststoff erhalten.

Ausbeute: 5.05 g, 19.42 mmol, 89 %.

MS (ESI+) =224 [Mssc1+H]+, 226 [M37C1+H]+.

HR-MS (ESI+) = fiir C,,H,,NOCl ber. 224.14118, gef. 224.14142.

"H-NMR (400 MHz, CDCL,): § (ppm) = 1.36 (bs, 2H, CH,, H,), 1.45 (bs, 2 H, CH,,,
H3), 1.60 (bs, 2H, CH,, Hs), 1.78 (bs, 2 H, CH,, H2), 3.25 (bs, 2H, CH,, H, ), 3.48
(bs, 2 H, CH,, Hy), 3.53 (t, 2H, CH,, H,), 3.62 (bs, 2 H, CH,, H.q), 3.69 (bs, 2 H,
CH,, H,,), 3.85 (bs, 2H, CH,, H,), 8.31 (bs, 3H, NH;).

13C-NMR (100 MHz, CDCL): 6 (ppm) = 25.52 (CH,, C,), 26.82 (CH,, C,), 29.52
(CH,, C,), 32.65 (CH,, C,),40.23 (CH,, C,,), 45.27 (CH,, C,), 67.03 (CH,, C,), 70.16
(CH,, C.,5), 70.65 (CH,, C.), 71.51 (CH,, Cy).
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6.5. Markierungsmethoden

6.5.1. Farbstoffmarkierung via Aktivester

o DMF, DIPEA H
.0 F rt,3h -
N &Z N R/N\”/P
(0] ° o

Die Markierung der Amin-funktionalisierten Sonden mit Fluoreszenzfarbstof-
fen erfolgt tiber deren entsprechenden N-Hydroxysuccinimid-Ester, die kauflich
erwerblich sind. Die jeweiligen Stammlosungen der Farbstoffe (F—NHS) in tro-
ckenem DMF (2mgmL 1) werden bei —20°C gelagert. Die Sonden (R—NH,)
werden ebenfalls in DMF geldst (etwa 10 mm) und bis zur Verwendung ebenfalls
bei —20 °C gelagert.

Zu 20 nL der Sonden-Stammldsung werden 20 pL. der Farbstoff-Stammlésung,
10 uLL DIPEA und 100 pL. DMF gegeben. Die Reaktionsansitze werden fiir drei
Stunden bei Raumtemperatur geschiittelt und anschlielend auf der HPLC aufge-
reinigt.

Reaktion von 4 mit Atto565-NHS (5)

CaoHs,NgOs
820.99

Ausbeute(HPLC): 92 %.
HR-MS (ESI+): fiir C,;H,,CuN¢Og ber. 882.3161, gef. 882.3179.

Reaktion von 12 mit Atto565-NHS (31)

Cs6He6CIN7O7
984.64

31
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Ausbeute(HPLC): 94 %.
HR-MS (ESI+): fiir C,¢HZ>CIN, O, ber. 984.47850, gef. 984.48019.

Reaktion von 13 mit Atto565-NHS (33)

AN
| e
N
N Cs9H72CIN;O5
1026.72
| SN 33
-
/\/O\/\O/\/\/\/Cl

Ausbeute(HPLC): 93 %.

HR-MS (ESI+): fiir C,;H>CIN, O, ber. 1026.52545, gef. 1026.52817.

6.5.2. Synthese von Testsubstraten

Synthese von Atto565-Halo (34)

C41H50CIN30¢
715.32

34

Ausbeute(HPLC): 99 %.
HR-MS (ESI+): fiir C,,H,,3CIN, O ber. 716.34609, gef. 716.34663.
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Synthese von Atto565-Benzylguanin (68)

C44H4oN5Os
762.87

68

Ausbeute(HPLC): 99 %.
HR-MS (ESI+): fur C,,H,,N;O, ber. 763.33509, gef. 763.33613,
fur C,,H,,NaN;O ber. 785.31704, gef. 785.31872.

Synthese von Atto565-Tetrazin (69)

CyoH37N704
679.78

69

Ausbeute(HPLC): 94 %.
HR-MS (ESI+): fir C,,H,gN.O, ber. 680.2980, gef. 680.2990.
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Synthese von Atto565-Methyl-Tetrazin (70)

C41H30N704
693.81

70

Ausbeute(HPLC): 93 %.
HR-MS (ESI+): fiir C,,H, N, O, ber. 694.3136, gef. 694.3140.
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6.5.3. Farbstoffmarkierung durch Click-Reaktion

F,

. N
| | N’ F Cu' (kat.) N_N\
+NO H,0 N
N

18 h, 35 °C R

Die Alkin-funktionalisierten Sonden werden durch Cu'katalysierte Alkin-Azid-
Cycloaddition (,Click-Reaktion) mit den Azid-modifizierten Farbstoffen markiert.
Die alkinylierten Aminosauren (R—Alkin) werden in DMF gelost (10 mm). Die
Azid-Farbstoffe werden in DMF gelost (2 mg mL~!) und bei —20 °C gelagert.

Fiir die Reaktion werden 20 pL. der Aminosauren-Stammlosung mit 20 pL der
Farbstoff-Stammlosung versetzt (daraus ergibt sich ein Uberschuss an Aminoséu-
re von etwa 5:1). Nach Zugabe von 2 uL. einer CuSO, Lésung (160 mm) sowie
10 uLL einer Natriumascorbat-Losung (10 mm) wird die Reaktionsmischung fiir
3 Stunden bei 40 °C geschiittelt und anschlieffend auf der HPLC aufgereinigt.

Die Chromatogramme weisen neben dem nicht reagierten Farbstoff auch einen
Produkt-Peak auf, der durch Komplexierung von Cu®* fluoreszenzgeloscht ist und
daher am relativen Verhiltnis von Absorptions- zu Emissionsbande erkannt wer-
den kann (siehe Abbildung 6.1). Diese Fraktion wird gesammelt und das Losungs-
mittel im Vakuum entfernt. Um die kupfer-freie Verbindung zu erhalten, wird
der Riickstand in wiassriger EDTA-Losung (100 mm) gelost, fir einige Minuten
bei Raumtemperatur geschiittelt und dann mit Dichlormethan extrahiert. Das Ex-
trakt wird im Vakuum getrocknet. Dieser Vorgang wird zwei mal wiederholt. Die
Bestimmung der Ausbeuten der Click-Reaktion erfolgt iber das relative Verhalt-
nis der Flache unter dem integrierten Absorptionsspektrum des HPLC-Detektors.

6 4
5
=34 Lo
] ~
<~ ~
0 v T 0
0 40

,20
Zeit/ min

Abbildung 6.1.: HPLC-Aufreinigung von Attos65-Propyl-Ala-DPA-Biotin: Ab-
sorptionsspektrum (schwarz) und Fluoreszenzspektrum (rot) der eluierten Lo-
sung iiber die Zeit. Die grofie Fraktion bei 23 Minuten zeigt im Vergleich zu den
umliegenden Fraktionen eine reduzierte Fluoreszenz.
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Alternativ dazu werden die propargylierten und biotinylierten Aminosauren
18 und 19 zu 10 mm in DMF gel6st und mit etwa 5 Aquivalenten Azid-Farbstoff,
CuSO, und Natriumascorbat wie oben beschrieben zur Reaktion gebracht. Die Re-
aktionsmischung wird schliellich mit EDTA-L6sung versetzt und entweder mit
Dichlormethan extrahiert (fiir Attos65, Attos90, Atto633, Atto647N) und das Lo-
sungsmittel im Vakuum entfernt, oder (fiir Atto488, Attos42, Atto6ss5) das Lo-
sungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand mittels HPLC aufgereinigt.

Reaktion von 18 mit Atto565-Azid (25)

|
C73HooN 14011 S N
1372.69

25

Ausbeute(HPLC): 96 %.

HR-MS (ESI+): fir C73H93CuN14011$2+ ber. 718.3077, gef. 718.3067, ber.

718.8094, gef. 718.8081.

Reaktion von 18 mit Atto565-Propyl-Azid (22)

N, |
Nj\\ S H

HN 0 (0] H ,QLNH
N "
e v SR A N
72 l\\l H 5.0 H
SN N CesHgaN140gS

1255.55

SN
L 22

Ausbeute(HPLC): 94 %.
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HR-MS (ESI+): fiir C4Hg,CuN,,04S*" ber. 659.2762, gef. 659.2737, ber.

659.7779, gef. 659.7755.

Reaktion von 18 mit Atto633-Azid (23)

Atto633

o* A@% ~

Ausbeute(HPLC): 94 %.
HR-MS (ESI+): gef. 1414.7885.

Reaktion von 18 mit Atto647N-Azid (24)

N
Cs4H114N1500S 00:<>s
1508.86

24 H—-N \N /

Ausbeute(HPLC): 97 %.
HR-MS (ESI+): fir Cg,H,,.N,.O.S ber. 1509.87174, gef. 1509.88112,
fur Cg,H,,,NaN, O,S ber. 765.92657, gef. 765.92916.
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6.5.4. Tetrazin-Click-Reaktionen

OH
(0] R
H,N N
) H
d | N n |
N N N. =
~ | N R
X
R=H n=1: C32H39N702 7 1
n= C3sHysN,0, 72

R=Me n=1: Cs3HyN;0, 73
=4:  C3HayN/O, 74

Reaktion von 8 mit trans-Cyclooct-4-enol (TCO*): 71
HR-MS (ESI-): fir C,,H,;gN.O, ber. 552.308150, gef. 552.309041.

Reaktion von 9 mit trans-Cyclooct-4-enol (TCO*): 72
HR-MS (ESI-): fur C,.H,,N.O, ber. 594.355100, gef. 594.356198.

Reaktion von 10 mit trans-Cyclooct-4-enol (TCO*): 73
HR-MS (ESI+): fir C,,;H,,N.O, ber. 567.331625, gef. 567.330836.

Reaktion von 11 mit trans-Cyclooct-4-enol (TCO*): 74
HR-MS (ESI+): fir C,H N, O, ber. 610.386400, gef. 610.386661.
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6.6. Funktionalisierung von DNA

Fir die Reaktion werden die Oligonukleotide auf cpg-Festphase von Biomers be-
zogen (siehe Kapitel 5.1). Typischerweise wird 1 umol des Amin-modifizierten
Oligonukleotids mit 20 Aquivalenten des jeweiligen Liganden sowie 100 Aquiva-
lenten HBTU (100 pmol, 39 mg) in 1 mL DMSO und 200 L DIPEA geldst und fiir
1 Stunde bei 1000 rpm geschiittelt. Danach wird 3-mal mit DMF sowie 2-mal mit
MeCN gewaschen und getrocknet. Zur Entschiitzung der Basen und zum Abspal-
tung des Oligonukleotids von der Festphase wird 600 uI. NH,OH hinzugegeben
und der Reaktionsansatz fiir 2 Stunden bei 55 °C und geschiittelt. Nach der Ent-
schiitzung und Abspaltung von der Festphase wird das Rohprodukt im Vakuum
getrocknet, das farblose Pellet in Wasser geldst und mittels HPLC aufgereinigt.
Die Identitat des Produkts wird im Arbeitskreis von Prof. KRAMER am ACI der
Universitit Heidelberg mittels MALDI-TOF-MS bestimmt.

BiPy-Oligo

Zum Reaktionsansatz werden 20 Aquivalente 2,2'-Bipyridin-4,4’-dicarbonsiure
(100 pmol, 4.9 mg) gegeben.

OH
N 000

LS G 2 (\’)6 P HBTU, DIPEA
SN ) DMSO
Z N rt, 1 h

|

x

HO,C

25 % NH,OH

2h,55°C

Ausbeute (HPLC): 38 %.
MS (MALDI-TOF): ber. 7226, gef. 7220.

TerPy-Oligo

Zum Reaktionsansatz werden 20 Aquivalente [2,2":6',2”-Terpyridin]-4’-carbonséu-
re (100 pmol, 5.5 mg) gegeben.
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HBTU, DIPEA
DMSO

rt, 1 h

25 % NH4OH

2h,55°C

Ausbeute (HPLC): 29 %.
MS (MALDI-TOF): ber. 7258, gef. 7251.
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Anhang A.

Herleitung der verwendeten Formeln

A.1. Herleitung der in Kapitel 2.1 verwendeten
Anpassungsfunktionen

Fir die Anpassung der Stern-Volmer-Kurven wurde von Dr. ALEXANDER KIEL ein
Zwei-Zustandsmodell vorgeschlagen, welches neben dem freien Zustand der Son-
de auch eine geldschte Spezies —den Kupferkomplex— mit einer reduzierten, von
Null verschiedenen Quantenausbeute ¢y, beinhaltet. Fiir dieses Modell lassen
sich zwei Gleichungen herleiten, eine Naherungslosung und eine exakte Losung.
Die Naherungslésung wurde von Dr. ALEXANDER KIEL in seiner Dissertation be-
schrieben und in Brox et al., PLoS ONE 2013 verdffentlicht '4) Die exakte Losung
des Problems ist identisch mit einer Beschreibung von Ryan et al, Anal.Chem.
1982 und PATONAY et al. J.Phys.Chem. 1986['%5'%] Hier wurde das Modell auf
die Fluoreszenzléschung von Huminsduren durch Ubergangsmetallionen und die
Fluoreszenzléschung von Pyren durch Cyclodextrine angewendet. Im Folgenden
wird die Herleitung der modifizierten Stern-Volmer-Gleichung beschrieben, wie
sie auch schon in der Dissertation von Dr. MICHAEL SCHWERING dargelegt wurde.
[44]

Wie im Stern-Volmer-Modell zur Fluoreszenzléschung wird als Naherung an-
genommen, dass sich die Konzentration an Léschmolekiilen durch den Léschvor-
gang -hier die Komplexierung von Cu®* -Ionen an einen Liganden— nicht dndert,
also konstant bleibt.[3]

[M] = [M]o — [ML] ~ [M]o (A.1)

Esist [M] die Metallionenkonzentration nach Gleichgewichtseinstellung, [M]o
die eingesetzte Metallionenkonzentration und [M L] die Konzentration des Kom-
plexes. Fiir die Konzentration an der Fluoreszenzsonde [L] gilt weiter

[L] = [L]o — [ML] (A.2)

wobei [L]o die Anfangskonzentration der Fluoreszenzsonde ist.
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Die Gleichgewichtskonstante K ist fiir die hier betrachtete Reaktion nach Ein-
setzen von Gleichung A.2 gegeben durch

ML) [ML]
[L][M] — ([L]o — [ML]) [M]

Durch Umstellen und Auflgsen nach [M L] erhélt man Gleichung A.4, welche
nach Einsetzen in Gleichung A.2 zu Gleichung A.5 fiihrt.

K = (A3)

K[M][L]o
K[M] +1

[L]o
KM + 1

[ML] = (A.g)

[L] = [L]o — [ML] = (A.5)

Wenn man nun den Cu®" -freien Zustand betrachtet, folgt fiir die Anfangsfluo-
reszenz Fj

Fy=¢r[L] (A.6)

Hier ist ¢ die Quantenausbeute des Fluoreszenzfarbstoffes in Abwesenheit
von Cu®*. Nach Zugabe von Cu** -Ionen erhilt man die Fluoreszenzintensitat F
nach Gleichung A.7:

F=¢r[L] + ¢mr[ML] (A7)

Setzt man die Gleichungen A.4 und A.5 in Gleichung A.7 ein folgt daraus

srlllo | oniK[M][L] L+ K[M] %
F=wnmsit wkpnir — o | mma (&.8)

Bildet man nun den Quotienten % analog zur Stern-Volmer-Theorie, erhalt

man den folgenden Ausdruck:

Fo _ éL[L]o 1+ K[M]
o 1+K[M]¢’gg] T 1+ K[M]dgus (A.9)

or[L]o [HK[M}

Hier wurde die Quantenausbeute der freien Sonde ¢ = 1 gesetzt, somit wird

aus dem Quotienten d)q})u L die relative Quantenausbeute des geloschten Zustands
d)aus-

L
Dieser Ausdruck stellt die Ndherungslosung des Problems dar, hiermit lassen
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sich die Stern-Volmer-Plots fiir die chemischen Schalter der ersten Generation
in Kapitel 2 gut beschreiben. Um zur exakten Losung des Problems zu kommen,
darf man die Anderung der Loschmolekiilkonzentration durch die Komplexie-
rung nicht mehr vernachlassigen. Dies ist zum Beispiel bei sehr niedrigen Cu** -
Konzentrationen oder fiir hohe Sondenkonzentrationen wichtig. Es folgt fiir [M]
also

[M] = [M]o — [ML] (A.10)

Fir die Komplexbildungskonstante K folgt hiermit

[ML]
K= :
(T, — V) (12l — [ME)) A
Auflosen der Gleichung liefert den quadratischen Ausdruck
K[ML = (14 K ([M]o + [Llo)) [ML] + K[M]o[Llo =0 (A12)

Hierfiir folgt fir die Komplexkonzentration [M L] schlieflich

L+ K (Mo + [Zo) £ /(1 + K (Mo + [Llo))* - 4K>[M]o[Llo

[ML]12 = Ve

(A.13)
und fiir die Fluoreszenzintensitéat in Abhangigkeit der Metallkonzentration

F=¢r (Lo — [ML]) + ¢pp[ML] (A.14)

Einsetzen von Gleichung A.13 in A.14 und das Bilden des Quotienten % liefert
nun folgenden Ausdruck

(A.15)

(1 + K ([M]o[L]o)) — \/(1 + K ([M]o[L]o))* — 4K2[M]o[L]o

Diese Gleichung stellt schlief3lich die exakte Losung des Ansatzes dar und lie-
fert eine gute Beschreibung der Fluoreszenzloschung der chemischen Schalter der
zweiten Generation in Kapitel 3.
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A.2. Herleitung der in Kapitel2.4 verwendeten
Formeln zur Anpassung der Histogramme aus
Einzelmolekiilspuren

Fir das Zwei-Zustandssystem gilt:

ka
M+ L T ML (A.16)
d
Es lassen sich fiir den zeitlichen Verlauf der Konzentrationen von freier und
komplexierter Sonde folgende Differentialgleichungen aufstellen:

dc[zf] — —ko[M][L] + kg ML) (A-17)

dVC‘ft L _ _Z[f] = —ka[ML] + ko[ M][L] (A1)

Betrachtet man einzelne Molekiile werden die diskreten Konzentrationen [L]
und [ML] durch die Wahrscheinlichkeiten, die Sonde im jeweiligen Zustand an-
zutreffen, P,,, und P,,, ersetzt.

ar Z;(t) = —ko[M] Py (t) + kqPuys(t) (A.19)
CW = _deaus(t) + ka [M]Pan<t) (A.ZO)

Betrachtet man nun isoliert entweder die An- oder die Auszustande, vereinfa-
chen sich die Gleichungen nochmals, da dann die jeweilige andere Wahrschein-
lichkeit einen Wert von null annimmt. Weiter betrachtet man nun nur noch die
Lange der einzelnen Zustinde, A t.

AP (A1)
R = ~ha[M]Pan (A1) (A.21)
dPaus A

w80 Pus(a ) (A.22)

Nach Integration dieser beiden Gleichungen erhalt man Ausdriicke zur Beschrei-
bung der Assoziations- und Dissoziationswahrscheinlichkeiten:

Pan(A t) = 61‘p(—k - G[M]A t) = €.%'p(—v(m[M]A t) (A.23)
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Puus(At) = exp(—k — dA t) = exp(—vausA t) (A.24)

Diese beiden Formeln wurden nun verwendet, um aus den Histogrammen iiber
die Verteilung der An- und Auszeiten die Ubergangsraten v, und v, zu bestim-
men.






Anhang B.

Loschmechanismus

[Cu**-DPA]

Abbildung B.1.: In Chem3D modellierte Struktur von Atto565-Lys-DPA 5 mit ei-
nem komplexierten Cu?*-Ion. Der Farbstoff-Cu**-Abstand liegt bei etwa 5-8 A.
Damit kommt auch hier ein photoinduzierter Elektronentransfer als Loschme-
chanismus in Frage.
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Anhang C.

Ensemble-Daten

C.1. Fluoreszenztitrationen
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Abbildung C.1.: Ensemble-Kinetikmessungen mit Atto647N-DPA und TMR-DPA:
(a) Zeitaufgeloste Messung der Fluoreszenzintensitit einer 500 nm Lésung von
Atto647N-DPA in 10 mm MOPS-Puffer nach Zugabe von 2 Aquivalenten CuSO,
und 5 Aquivalenten EDTA-Ljsung. (b) Ausschnitt aus Kinetikmessungen wie
in a von TMR-DPA nach Zugabe von 1 Aquivalent CuSO,, durchgefiihrt bei
Temperaturen von 10 °C (griin), 20 °C (gelb) und 30 °C (rot). (c) Regeneration
der geldschten Fluoreszenz nach Zugabe von 5 Aquivalenten EDTA bei Tempe-
raturen von 10 °C (griin), 20 °C (gelb) und 30 °C (rot).
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Abbildung C.2.: (a) Struktur von Atto488-Ala-DPA-Biotin 26. (b) Fluoreszenz-
titration mit CuSO, und (c) zugehoriger Stern-Volmer-Plot, welcher mit Glei-

chung A.15 angepasst wurde.
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Abbildung C.3.: (a) Struktur von Attos42-Ala-DPA-Biotin 27. (b) Fluoreszenz-
titration mit CuSO, und (c) zugehoriger Stern-Volmer-Plot, welcher mit Glei-

chung A.15 angepasst wurde.



199

ENSEMBLE-DATEN
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Abbildung C.4.: (a) Struktur von Atto565-Ala-DPA-Biotin 25. (b) Fluoreszenz-
titration mit CuSO, und (c) zugehoriger Stern-Volmer-Plot, welcher mit Glei-

chung A.15 angepasst wurde.
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Abbildung C.5.: (a) Struktur von Atto590-Ala-DPA-Biotin 28. (b) Fluoreszenz-
titration mit CuSO, und (c) zugehériger Stern-Volmer-Plot, welcher mit Glei-

600

chung A.15 angepasst wurde.
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Abbildung C.6.: (a) Struktur von Atto633-Ala-DPA-Biotin 23, die genaue Struktur
des Farbstoffs ist nicht veréffentlicht. (b) Fluoreszenztitration mit CuSO, und (c)
zugehoriger Stern-Volmer-Plot, welcher mit Gleichung A.15 angepasst wurde.
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ENSEMBLE-DATEN
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Abbildung C.7.: (a) Struktur von Atto647N-Ala-DPA-Biotin 24. (b) Fluoreszenz-
titration mit CuSO, und (c) zugehdriger Stern-Volmer-Plot, welcher mit Glei-

chung A.15 angepasst wurde.
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Abbildung C.8.: (a) Struktur von Atto655Ala-DPA-Biotin 29. (b) Fluoreszenztitra-
tion mit CuSO, und (c) zugehoriger Stern-Volmer-Plot, welcher mit Gleichung

A.15 angepasst wurde.
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C.2. Fluoreszenzlebensdauermessungen

10°

a)

If/ counts

]
<
>
S
wn
(9]
[
60
Zeit/ ns
b) 10° 3
10*
[75) 3
- ]
S 107
8 ]
Z 10% % - A
- E. ,lt“-‘{"~--. PR . .. . . o
10" % rﬂf‘”‘“”“ e L R Py R PR

Residuals

5 1I5 25
Zeit/ ns
Abbildung C.9.: Messung der Fluoreszenzlebensdauer: Instrumentenantwort
(blau), Fluoreszenz-Abklingkurve (rot) und angepasste Funktion (schwarz) so-
wie die zugehorigen Residuen. (a) Attog88-Ala-DPA-Biotin, angeregt mit der
gepulsten Diode ,PLS 500 von PicoQuant, (b) Atto565-Propyl-Ala-DPA-Biotin,
angeregt mit dem durchstimmbaren Laser ,,iChrome TVIS® von TOPTICA.
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Tabelle C.1.: Aus der Anpassung der Fitfunktion erhaltene amplitudengemittel-
te Fluoreszenzlebensdauern T 4.y, die Einzelkomponenten T, mit
ihrer jeweiligen Amplitude sowie die Giite x? der jeweiligen Anpas-
sung fiir die chemischen Schalter Farbstoff-Ala-DPA-Biotin in PBS

zu 100 nMm.

Verbindung ~ Tamp/ ns T, (Amplitude) / ns x2
(%)

Attog88 26 3.87 4.13 £ 0.02(85) 0.987
2.37 £ 0.19(15)

Attos42 27 3.79 3.79 £ 0.02(100) 0.975

Attos65 25 419 4.32+0.02(92) 1.044
2.65 £ 0.28(8)

Attos65 22 4.05 4.20 4+ 0.02(89) 1.086
2.88 £0.19(11)

Atto590 28 3.68 4.11 £ 0.03(72) 1.030
2.59 £+ 0.08(28)

Atto633 23 3.49 3.49 £+ 0.02(100) 1.026

Atto647N 24 3.74 3.74 £ 0.02(100) 1.009

Atto655 29 2.14 4.13 £ 0.01(100) 1.004

Tabelle C.2.: Veranderung der Fluoreszenzlebensdauern der biotinylierten chemi-

schen Schalter Farbstoff-Ala-DPA-Biotin zu 100 nMm nach Zugabe
von 300 nm (20 pg/mL) Streptavidin sowie 10 um CuSO, in PBS.

Farbstoff TAmp/ DS
PBS  +Streptavidin  +CuSO,

Atto488 26 3.87 3.85 3.39
Attos42 27 3.79 3.78 2.46
Attos65 25 4.19 4.06 3.64
Attos65 22 4.05 3.83 3.62
Attos90 28 3.68 3.59 3.21
Atto633 23 3.49 2.35 2.24
Atto647N 24 3.74 2.42 2.34
Atto655 29 2.14 2.14 1.78







Anhang D.

Mikroskopie-Daten

D.1. Einzelmolekiil-Experimente
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Abbildung D.1.: Einzelmolekiiluntersuchung von Atto565-DPA: (a) Histogramme
der An-Zeiten (oben) und Aus-Zeiten (unten) fiir Cu**-Konzentrationen von
1 nm (griin), 10 nm (gelb), 100 nm (orange) und 1 pm (rot). (b) Aus der Anpassung
der Histogramme mit Gleichung 2.7 und 2.8 erhaltene An- (schwarz) und Aus-
Raten (rot), Aufgetragen gegen die Cu®*-Konzentration. Die An-Raten steigen
linear mit der Cu**-Konzentration, die Aus-Raten bleiben dagegen unverandert.
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D.2. Lokalisationgenauigkeit

Die mit der emCCD-Kamera gemessenen Grauwerte lassen sich in tatsichlich
detektierte Photonen umrechnen. Dazu bendtigt man folgende Formel:

Counts — Bias) - PreAmpGain
EMGain - QE(N)

Die Photonenanzahl berechnet sich aus der Differenz des Messsignals und des
aufaddierten Bias (hier 100 Counts), multipliziert mit dem PreAmpGain (5.12 Elek-
tronen pro Count), das Ganze geteilt durch den EMGain (er wurde meist auf 500
gesetzt) und der Quantenausbeute des Chips bei der Detektionswellenldnge. Die-
se liegt fiir Atto565 bei etwa 0.9.

#(Photonen) = ( (D.1)

Tabelle D.1.: Berechnung der Lokalisationsprézision zu den beiden in Abbildung
D.2 dargestellten 22 Molekiilen. Die Anzahl der Photonen wurde mit Gleichung
D.1 bestimmt, die Standardabweichung der Gaufi-Fits s, , wurde in Origin be-
rechnet. Die Lokalisationsprézision wurde schliellich mit Gleichung 1.21 be-

rechnet.
# Photonen s/, /nm 0./, /nm
Molekiil 1 1 Bild 370 159 /192 8.2/ 10.0
10 Bilder 3731 200 / 243 3.3/ 4.0
Molekil 2 1 Bild 468 208 / 154 9.6/7.1

10 Bilder 3987 186 / 228 2.9/3.6
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b)

Summe ThunderSTORM QuickPALM rapidSTORM

Abbildung D.2.: Untersuchungen zur Lokalisationsprizision: (a+b) Zwei immo-
bilisierte einzelne Atto565-Propyl-Ala-DPA-Biotin-Molekiile 22 in PBS. Summe
iiber je 10 Bilder, aufgenommen bei 50 ms Belichtungszeit, bei 2 mW Laserleis-
tung (561 nm) und einem EMGain von 500. Die berechnete Photonenanzahl
iiber die gesamte PSF betrigt 3731 bzw. 3987. Die damit berechnete Lokalisati-
onsprézision nach Gleichung 1.21 betrigt 4.40 bzw. 5.37 nm. (c) Immobilisier-
ter chemischer Schalter (22), aufgenommen fiir 200 Bilder in PBS. Summenbild
und Lokalisationsanalyse (Pixelgréfie im Lokalisationsbild je 2 nm) mit ,Thun-
derSTORM, ,,QuickPALM® und ,rapidSTORM®. Die drei Algorithmen weisen
eine dhnliche Streuung der Lokalisationen auf.

D.3. Lokalisationsexperimente
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Abbildung D.3.: Vergleich dreier frei verfiigbarer Lokalisationsalgorithmen. Es ist
jeweils das Summenbild iiber 15000 Einzelbilder und das Lokalisationsergebnis
der Image]J-Plugins QuickPALM und ThunderSTORM sowie der rapidSTORM-

Software gezeigt. Die durchgéngigsten Filamente werden mit rapidSTORM und
ThunderSTORM erhalten.
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Abbildung D.4.: Bestimmung der Auflésung der Lokalisationsbilder. Ausschnitte
aus Abbildung 3.8c (a) und 3.8d (b) mit einem markierten Kreuzungspunkt. Hier
laufen drei Mikrotubuli zusammen. Im beugungsbegrenzten Bild wird es als ein
Filament mit einer Halbwertsbreite von (379 £ 3) nm abgebildet. Im Lokalisati-
onsbild wurde die Stelle so gewahlt, dass gerade noch alle drei Filamente sicht-
bar sind. Hier treten Halbwertsbreiten von (89 + 3), (68 & 2) und (82 £ 3) nm
auf. Wichtiger ist jedoch der Filamentabstand, der hier 114 bzw. 118 nm betragt.
Dies ist eine eher konservative Abschétzung der erreichten Auflésung. Es wur-
den keine weiteren nutzbaren Kreuzungspunkte gefunden, so dass keine Statis-
tik iber die erreichte Auflésung gebildet werden konnte.
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CHEMISCHES MULTIPLEXING

D.4. Chemisches Multiplexing

a)

ltnorm | @.U.

0.51

Abbildung D.5.: Photostabilitat der verwendeten Farbstoffe und chemischen

Schalter. Dargestellt ist jeweils die mittlere Intensitit einer markierten HeLa-
Zelle tber die Zeit. Die Experimente wurden jeweils mit gleicher Laserleis-
tung durchgefiihrt: (a) Photostabilitit der in Kapitel 2 verwendeten Farbstoft-
markierten Antikorper und der chemischen Schalter. Markiert sind TMR-Bipy
in PBS (rot) und 25 um Cu** in PBS (griin), sowie Anti-Vimentin-TMR (gelb)
und Anti-Maus-TMR (orange). Die Farbstoffe wurden am selbstgebauten TIRF-
Mikroskop mit 532 nm bei 1 mW angeregt. (b) Photostabilitit des in Kapitel
3 verwendeten chemischen Schalters 22 in PBS (rot) und 25 um Cu** in PBS
(griin), sowie Attog65-Phalloidin in PBS (gelb) und 25 um Cu®* in PBS (oran-
ge). Die Anregung erfolgte am kommerziellen TIRF-Mikroskop bei 561 nm mit
10 mW. Die Zugabe von Cu** fithrt nur bei den chemischen Schaltern zu einer
Verlangerung der Photostabilitt.
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85 nm

Abbildung D.6.: Schematische Darstellung der realen Grofie eines Mikrotubuli
(blau, zusammengesetzt aus &- und (3-Tubulin, hell- und dunkelblau) mit einem
Farbstoff-markierten Priméarantikorper (oben) im Vergleich zu den beiden in
dieser Arbeit verwendeten Markierungsstrategien mit biotinylierten Priméaran-
tikorpern (mitte) und einem Priméarantikoérper und biotinyliertem Sekundaran-
tikorper (unten). Die Abmessungen entsprechen dem jeweilig zu erwartenden
Maximalabstand von zwei gegeniiberliegenden Farbstoffen. Immunglobulin-G
(griin), Streptavidin (rot). Die Proteinstrukturen stammen aus der Proteindaten-
bank http://www.rcsb.org/pdb: 1lGT, 3J2U, 4YVB.


http://www.rcsb.org/pdb
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D.5. STED-Experimente
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Abbildung D.7.: STED-Multiplexing-Experiment mit 24 und Atto647N-
Phalloidin (siehe auch Kapitel 3.2.5): (a) Konfokales und (b) STED-Bild von
Aktin-Filamenten, aufgenommen in Anwesenheit von 25 um Cu®* in PBS. (c)
Konfokales und (d) STED-Bild von Mikrotubuli in der gleichen Zelle nach
Photozerstorung und Zugabe von 50 um EDTA. (e) Falschfarbenbild aus den
beiden STED-Aufnahmen. Pearson-Kolokalisationskoeffizient R = 0.060. Fir
die beiden konfokalen Bilder in a+c ergibt sich R = 0.420. (f) Sattigungsexpe-
riment im Rahmen der STED-Multiplexing-Experimente aus Kapitel 3.2.5: die
integrierte Intensitat ein- und derselben Zelle wurde gegen die schrittweise
erhohte Anregungsleistung aufgetragen. Ab etwa 20 uW geht weicht die
Kurve von der Linearitdt ab. Um Photobleichen zu minimieren wurde deshalb
eine Anregungsleistung von 10 uW gewahlt
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Abbildung D.8.: Abstand von Mikrotubuli aus dem STED-Multiplexing-
Experiment: der minimale messbare Filamentabstand betragt bei den beiden
ausgewdhlten (133 £ 5) bzw. (131 £ 4) nm. Die Halbwertsbreite der einzelnen
Filamente betragt (76 & 3)-(83 £ 4) nm.
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D.6. Markierung mit Halo-Derivaten

— IIOO

Tubulin

Abbildung D.g.: Chemisches Multiplexing mit Halo-Derivaten: (a) Struktur von
Attos565-Halo-Lys-DPA 33. (b) Optimierte Markierung in fixierten MEF Halo-
Vinculin-GFP Zellen. GFP-Bild (oben) und Atto565-Bild (unten). (¢) Multi-
plexing in MEF Halo-Vinculin-GFP Zellen. Aktin (Atto565-Phalloidin), Halo-
Vinculin (33). (d) Multiplexing in fixierten HeLa Halo-Tubulin Zellen. Aktin
(Attos65-Phalloidin), Halo-Tubulin (33). Fir Markierungsbedingungen siehe
Abbildung 3.15.



MIKROSKOPIE-DATEN 215

D.7. Markierung mittels Kupfer-freier Click-Reaktion
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Abbildung D.10.: Markierung via Kupfer-freie Click-Chemie in fixierten NIH 3T3
Zellen. Die Zellen wurden mit anti-o-Tubulin-a-TCO”* und mit anti-Clathrin-
ENDO-BCN in Inkubationspuffer markiert und dann dreimal griindliche gewa-
schen. Nun wurde mit je 1 um Atto647N-Azid und 75 fir 15 Minuten in In-
kubationspuffer inkubiert, dreimal mit PBS gewaschen und im Epifluoreszenz-
mikroskop mikroskopiert (je 1 mW bei 561 nm und 640 nm, Belichtungszeit
50 ms). Markierungsschema und zugehoriges Fluoreszenzbild von (a) 75 an Mi-
krotubuli und (b) Atto647N-Azid an Clathrin. Pearson-Korrelationskoeffizient
R =0.728.
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6 MARKIERUNG MITTELS KUPFER-FREIER CLICK-REAKTION
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Abbildung D.11.: Markierung von Antikérpern fir die Kupfer-freie Click-
Reaktion: (a) Schema der Markierung von Antikdrpern mit a-TCO*-NHS
und anschliefende Click-Reaktion mit Tetrazin-funktionalisierten chemischen
Schaltern; (i) Antikérper in PBS, 5 Aquivalente a-TCO*-NHS, 10 Vol.% NaH-
CO,-Lésung, Raumtemperatur, 1 Stunde, (ii) Tetrazin-modifizierter chemischer
Schalter, a-TCO*-Antikérper, PBS, 5 Minuten. (b) Test der Markierung und
Click-Reaktion an BSA-a-TCO™ mit 69. Das Reaktionsmischung der Markierung
von BSA wurde direkt mit 69 versetzt. Nach 10 Minuten Reaktionszeit wurde
mittels eines Groflenausschluss-Chromatographiesiule aufgetrennt, das Konju-
gat lauft schneller iiber die Saule als das freie Farbstoff. Es wurden Fraktionen
von 500 uL aufgefangen und die Absorption am Farbstoffmaximum untersucht.
(c) Fraktionen drei und vier enthalten das Konjugat. (d) Markierung von Anti-
korpern mit ENDO-BCN-NHS und anschlieflende Click-Reaktion mit Farbstoft-
Aziden. (e) Testmarkierung von BSA mit ENDO-BCN-NHS und Click-Reaktion

mit Atto647N-Azid. (f) Die Fraktionen drei und vier (je 500 pL) enthalten haupt-
sichlich das Konjugat.
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Anhang E.

Cytotoxizitat von CuSO,

100 T
70 - i—

Hela NIH 3T3

Uberlebensquote
(o2
(€]

Abbildung E.1.: Uberlebensrate von HeLa und NIH 3T3 Zellen in reinem Me-
dium (griin) sowie in Anwesenheit von 50 um CuSO, in Medium (gelb) und
PBS (rot). Es wurden jeweils etwa 1000000 Zellen am Vorabend gesetzt und
dann fur das Experiment mit der jeweiligen Losung fiir eine Stunde inkubiert.
Dann wurden die Zellen trypsiniert, in Medium aufgenommen, mit einer 4 %
Trypanblau-Losung im Verhéltnis 1:1 versetzt und nach einer Minute Inkuba-
tionszeit in einer Neubauer-Zahlkammer die Anzahl geférbter (toter) und un-
gefarbter (lebender) Zellen registriert. Zu jeder Bedingung wurden drei Stich-
proben ausgezéhlt. Jede Stichprobe enthielt etwa 100 Zellen, so wurden pro
Bedingung und Zelllinie insgesamt etwa 300 Zellen ausgewertet.
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Anhang F.

Alternative chemische Schalter

o< )
Ethanol \
N 0, /N

50°C,5h
0 e} 0 O o0
C02 COZ

@ /N S S @ /N S
ozc—/ 0,C \—CO0, ozc—/ 0,C “—CO0,
C39H36N50 5> C39H3sN50 >

782.74 752.76
76 77

Biotin-NHS ~ cg
DMF, DIPEA 2
rt,3h

CssHg3N3O14>
1092.21

78

0o
HHN
HN h,
\H/@NJ\/\/ g
o H

s/ u

Schema F.1.: Synthesesequenz von Rhod-5NH-Biotin 78: Reduktion der aroma-
tischen Nitrogruppe mit SnCl, in Ethanol, Aufreinigung mittels HPLC, danach
Umsetzung mit Biotin-NHS und Aufreinigung mittels HPLC.
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N
S
<05 ]
= N +Ca?|| + EDTA
0.0 /K:; 0.0
60 70

590 620 5 610 650
A/ nm A/ nm

Abbildung F.1.: Alternative Ansatze fir chemische ,,Turn-On“ Schalter: (a) Struk-
tur von Rhod-5NH-Biotin 78, das aus dem kommerziell erhéltlichen Rhod-5N
durch Reduktion mit SnCl, in Ethanol und anschlieSender Umsetzung mit
Biotin-NHS gewonnen wurde. (b) Nach Komplexierung von Ca®>" wird das
fluoreszenzl6schende Anilin-Motiv unterbrochen und die Quantenausbeute der
Verbindung steigt deutlich an. (c¢) Die Fluoreszenztitration mit CaCl,-Lésung
zeigte einen Anstieg der Fluoreszenz, der nach EDTA-Zugabe wieder zuriick
ging. Die Restfluoreszenz der freien Verbindung betrug hier noch etwa 15 %.
(d) Struktur von Attos565-Phe-DPA, welches aus 56 und Atto565-NHS gewon-
nen und mittels HPLC aufgereinigt wurde. (e) Komplexierung von Ca** hat den
gleichen Effekt wie fiir b beschrieben. (f) Die Verbindung zeigte einen etwa
funffachen Fluoreszenzanstieg bei Zugabe von CaCl,, der sich durch Zugabe
von EDTA riickgangig machen lie3. Hier betrug die Restfluoreszenz der freien
Verbindung etwa 20 %.
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NMR-Spektren
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Anhang H.

Abkiirzungen

A

Ala
APD
BAPTA
ENDO-BCN
BG
Bipy
BOC
BODIPY
BSA
CCD
Chiron
D
DIPEA
DMF
DMSO
DNA
DOL
DPA
EDTA
ESI

F

FLIM
FRET
FWHM
GFP
HBTU

HPLC
IC

Iy
IgG
R

Absorption oder Akzeptor

Alanin

engl. avalanche photo diode
(1,2-Bis(ortho-aminophenoxy)ethan-NNN’N’-tetraacetat
ENDO-Bicyclo[6.1.0]nonin
0°~(4-Aminomethyl-benzyl)guanin

2,2’ -Bipyridin-4,4’-dicarbonsiure

tert-Butyloxycarbonyl

engl. boron-dipyrromethene

Rinderserumalbumin

engl. charge coupled device

engl. chemically improved resolution for optical nanoscopy
Donor

Diisporopylethylamin

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

Markierungsgrad

Dipicolylamin

Ethylendiammintetraacetat
Massenspektrometriemethode, engl. electron spray ionization
Fluorezenz oder Fluorophor

engl. fluorescence lifetime imaging
Forster-Resonanzenergietransfer

engl. full width at half maximum

griin fluoreszierendes Protein
2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluoro-
phosphat

engl. high performance liquid chromatography

innere Konversion

Fluoreszenzintensitét

Immunglobulin G

Infrarot
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Lys
MALDI-TOF

MOPS
NA
NHS

P
PAINT
PALM
PET
PFS
PBS

Q

R

Ry

So

S1
SOFI
SPAAC
SPIEDAC

SPIM
STB
STED
STORM
T

TCO
TCSPC
Terpy
TIRF
TMR

Spinumkehr, engl. intersystem crossing
Uberlappungsintegral

Stern-Volmer-Konstante

Lysin

Massenspektrometrie-Methode, engl. matrix assisted laser desorp-
tion ionazation - time of flight
N-Morpholinopropansulfonséure

numerische Apertur

N-Hydroxysuccinimid

Phosphoreszenz

engl.

engl. photoactivation localization microscopy
engl. photo-induced electron transfer

engl. point spread function

engl. phosphate buffered saline

Quencher, Fluoreszenzloscher

vibronische Relaxation oder Pearson-Korrelationskoeffizient
Forster-Radius

elektronischer Grundzustand

erster elektronisch angeregter Zustand

engl. super-resolution optical fluctuation imaging
engl. strain-promoted alkyne-azide cycloaddition
engl. strain-promoted inverse electron-demand Diels-Alder cycload-
dition

engl. selective plane illumination microscopy
engl. superresolution by transient binding

engl. stimulated emission depletion

engl. stochastic optical reconstruction microscopy
erster Triplettzustant

trans-Cyclooct-4-enol

engl. time correlated single-photon counting
[2,2":6',2""-Terpyridin]-4’-carbonsiure

engl. total internal reflection fluorescence
Tetramethylrhodamin
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