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Kurzzusammenfassung

Eine Weiterentwicklung des SNAP-Tag Systems wurde erfolgreich eingesetzt, um das Che-
motaxis Protein CheY in lebenden E. coli Bakterien hochspezifisch mit dem Farbstoff MR121
zu markieren. Unter Ausnutzung der Fluoreszenzléschung des MR121 durch das Substrat
Benzylguanin konnte die unspezifische Hintergrundfluoreszenz in lebenden Bakterien durch
nicht gebundene Fluorophore um mehr als 90 % reduziert werden. Diese Reduktion ist ein
sehr wichtiger Schritt im Hinblick auf die Anwendbarkeit hochspezialisierter fluoreszenzmik-
roskopischer Techniken und macht den SNAP-Tag zu einer sehr guten Alternative zu den
fluoreszierenden Proteinen, deren mangelnde Photostabilitat oftmals Einzelmolekilstudien
entgegen steht. Unter Anwendung der bildgebenden Diffusionsmikroskopie (DIFIM) war es
moglich, die Diffusionszeit des CheY innerhalb lebender E. coli Bakterien zu bestimmen und
Heterogenitaten in verschiedenen Bereichen in den Zellen zu aufzulésen. Mit der Chemota-
xis, die die Bewegung der Bakterien steuert, konnte mit dieser Methode erstmals eine biolo-
gisch hochrelevante Fragestellung bearbeitet werden.

Zusatzliche Standard-FCS-Messungen in wassrigen Proteinldsungen in physiologischen
Konzentrationsbereichen kdnnen zu einer Eichung der erhaltenen Diffusionszeiten dienen

und somit die Interpretation von Messungen in biologischen Proben erleichtern.

Untersuchungen der spektroskopischen Eigenschaften von Quantum Dots zeigten, dass
auch sie grundsatzlich dazu genutzt werden kénnen, intelligente, fluoreszenzgeléschte Son-

densysteme zu entwickeln.






Abstract

A modification of the commercially available SNAP-Tag system was successfully applied to
specifically label the chemotaxis protein CheY in living E. coli bacteria with the photostabile
organic fluorophore MR121. The exploitation of the fluorescence quenching of MR121 by the
benzylguanine substrate leads to a significant decrease of unspecific background fluores-
cence by about 90 %. This reduction of background fluorescence strongly increases the ap-
plicability of the SNAP-Tag in sophisticated fluorescence microscopy techniques and makes
it a powerful alternative to fluorescent proteins, which in general do not feature the needed
spectroscopic properties for single molecule purposes. By using the diffusion imaging micro-
scopy (DIFIM), it was possible to follow the diffusion of CheY and to resolve heterogeneities
in different areas of the bacteria cells. These investigations on the bacterial chemotaxis were
the first biologically relevant experiments that have been performed with the new DIFIM

technique.

Standard-FCS measurements in highly concentrated agueous protein solutions have been
done for calibration and to increase the interpretability of acquired diffusion times in more

complex biological systems.

Investigations on the spectroscopic properties of Quantum Dots showed that specific fluores-
cence quenching by thymidine might well open up an access to the design of intelligent

probes.
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Zusammenfassung

Seit der Entwicklung der Fluoreszenzmikroskopie in den 1930er Jahren und der daran an-
schlielBenden Entwicklung stabiler organischer Fluorophore, hat sich fir die naturwissen-
schaftliche Grundlagenforschung ein neues Feld gedffnet. Durch die selektive Markierung
von Proteinen, Enzymen und Oligonukleotiden gelang es in der Folge, ein grundlegendes
Verstandnis fur Aufgaben und Wechselwirkungen dieser biologisch wichtigen Substanzen zu
erhalten. Im Jahr 2008 erhielten Roger Tsien, Osamu Shimomura und Martin Chalfie fur die
Untersuchung des grunfluoreszierenden Proteins (GFP) und dem daraus resultierenden Zu-
gang zur hochspezifischen und stéchiometrischen in vivo Markierung von Proteinen den No-
belpreis fur Chemie.

Die Einfuhrung hochsensitiver Methoden wie der konfokalen Einzelmolekdlfluoreszenzmik-
roskopie in den 1970er und 1980er Jahren ermdglichte eine Charakterisierung der zu unter-
suchenden Proben mit einer bis dahin nicht fiir méglich gehaltenen Préazision. Dadurch, dass
mit Hilfe der neuen Methoden bereits ein einzelnes Molekil detektiert werden kann, 6ffnet
sich ein Zugang zur Untersuchung von Heterogenitdten und Intermediaten, die bei der
Durchfiihrung von Ensemble-Messungen, bei denen eine grof3e Zahl von Molekilen gleich-
zeitig gemessen wird, nicht zugénglich sind. Bei Verwendung von stabilen und photophysika-
lisch gut untersuchten Fluorophoren leisten moderne fluoreszenzmikroskopische Methoden
einen grof3en Beitrag dazu, biologische Prozesse sowohl in vitro als auch in lebenden Bakte-
rien oder eukaryontischen Zellen qualitativ und quantitativ zu verstehen. Ein spektakulares
Beispiel aus den vergangenen Jahren stellt die Aufklarung des Mechanismus der Kraftiiber-
tragung in Muskelzellen durch die Beobachtung verschiedener Motorproteine wie Myosin

dar.

Aktuell gibt es zwei wichtige Trends in der Entwicklung neuer mikroskopischer Methoden.
Neben der Uberwindung des von Abbe berechneten optischen Aufldsungsvermdgens mit
Methoden wie STORM (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy), PALM (Photo-
activated Localisation Microscopy), STED (Stimulated Emission Depletion) oder der 4n-
Mikroskopie ist dies vor allem die Untersuchung von dynamischen Heterogenitaten in leben-
den Zellen und Bakterien. Zur Erfassung von Dynamiken hat sich die Fluoreszenzkorrelati-
onsspektroskopie (FCS) als Methode der Wahl etabliert. Modernere Varianten, so z.B. CCD-
Kamera gestutzte Methoden wie die Familie der Image Correlation Spectroscopy Methoden
oder die, auch in dieser Arbeit verwendetet, auf SFLIM beruhende bildgebende Diffusions-

mikroskopie sind in der Lage, diese Heterogenitaten zusatzlich raumlich aufzulésen.
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Neben neuen Mikroskopietechniken ist auch die Entwicklung neuartiger Fluoreszenzmarker
und —sonden von grof3em Interesse. Seit ihrer Einfihrung in den Lebenswissenschaften
entwickelten sich fluoreszierende Proteine wie das grun-fluoreszierende Protein (GFP) auf
Grund ihrer Spezifitat und der Mdglichkeit zur stochiometrischen Markierung zu den bevor-
zugten Fluoreszenzmarkern fir in vivo Anwendungen. Zur Untersuchung mit der in Bezug
auf die Photophysik der Fluorophore anspruchsvollen Einzelmolekiilfluoreszenzspektrosko-
pie sind sie allerdings auf Grund der sehr rasch auftretenden Photozerstérung nicht gut ge-
eignet. Die Vorteile bei der Untersuchung einzelner Molekule kénnen nur genutzt werden,
wenn moglichst hohe Photonenstatistiken durch stabile Fluoreszenzmarker erreicht werden.
Neben hochselektiven, auf genetischer Kodierung beruhenden Markierungsmethoden, wie
dem in dieser Arbeit verwendeten SNAP-Tag-System, die die hochselektive Anwendung sta-
biler organischer Fluorophore erlauben, sind in den letzten Jahren insbesondere fluoreszie-
rende Halbleiter-Nanokristalle (Quantum Dots) als Fluoreszenzmarker in den Fokus der mik-

roskopisch arbeitenden Lebenswissenschaften gerickt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten verschiedene neuartige Methoden auf ihre Eig-
nung zur Untersuchung von biologisch relevanten Fragestellungen hin untersucht werden: (i)
Die Untersuchung von fluoreszierenden Halbleiter-Nanokristallen sollte zeigen, ob sich diese
zur Anwendung in der hochsensitiven Einzelmolekulfluoreszenzmikroskopie eignen.(ii) Mit
dem Einsatz der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie sollte die Diffusionscharakteristik von
verschiedenen Proteinen in einem kinstlichen Zytoplasma bei physiologischen Proteinko-
nentrationen untersucht werden. Diese hierbei gewonnenen Ergebnisse ermdglichen nicht
nur den Vergleich mit DIFIM-Messungen in lebenden Zellen, sondern erdffnen auch einen
Zugang zum Verstandnis des Proteintransports durch den Kernporenkomplex, wenn es ge-
lingt, vergleichende Messungen in &hnlichen Konzentrationen von Nukleoporinen durchzu-
fuhren. (iii) Mit Hilfe der bildgebenden Diffusionsmikroskopie wurde die Diffusionszeit des
Chemotaxis-Proteins CheY in lebenden E. coli Bakterienzellen verfolgt und visualisiert. Bei
der Fluoreszenzmarkierung des CheY konnte zum ersten Mal die Anwendung einer neuarti-

gen hintergrundreduzierten Markierungsmethode in einem lebenden System gezeigt werden.

Auf Grund ihrer auf3ergewdhnlichen spektroskopischen Eigenschaften werden Quantum
Dots bevorzugt eingesetzt, wenn es gilt, mit einer geringen Anzahl von Fluorophoren ein ho-
hes Signal zu generieren, da eine Photozerstdrung der Quantum Dots faktisch nicht méglich
ist, sodass sehr lange Beobachtungszeiten moglich sind. Ihr gro3ter Nachteil ist allerdings,
dass bisher keine Methoden zur stéchiometrischen Markierung etabliert wurden, da auf
Grund ihrer Grél3e sehr viele potenzielle Kopplungspositionen auf der Oberflache vorhanden

sind.
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In dieser Arbeit sollte anhand eines etablierten Systems zur Kolokalisierung von spektral
trennbaren Fluorophoren tber eine doppelstrangige DNA als spektroskopisches Lineal un-
tersucht werden, ob sich diese aul3ergewdhnlichen Eigenschaften zu einzelmolekilspektros-

kopischen Studien ausnutzen lassen.

Nachdem bei diesen Experimenten zunachst keine positiven Ergebnisse erhalten wurden,
zeigte eine anschlielRende umfangreiche Untersuchung ihrer spektroskopischen Eigenschaf-
ten, dass die Fluoreszenz der verwendeten Quantum Dots in starkem Maf3e durch verschie-
dene biologisch relevante Molekille geloscht wird. Neben den vier Nukleinbasen Guanin,
Cytosin, Adenin und Thymin zeigen auch verschiedene Aminosauren wie Histidin und Tryp-
tophan einen negativen Einfluss auf die beobachtbare Fluoreszenz. Zwar wurde fur alle vier
Nukleobasen eine signifikante Loschung beobachtet, allerdings zeigte sich fir den Quantum
Dot 705 eine spezifische Léschung durch die Base Thymin, die um 400 % starker ist als bei
den Ubrigen Basen. Diese spezifische Loschung des Quantum Dots 705 erdffnet moglicher-
weise einen Zugang zur Modellierung intelligenter Sondensysteme, die diesen Effekt gezielt
auszunutzen vermdgen. Die spezifische Léschung des Farbstoffs MR 121 durch die Nukleo-
base Guanin fiihrte z. B. zur Entwicklung der Smart Probes, einem, auf DNA-Hairpins basie-
renden, hochspezifischen Nachweissystem zur molekularen Diagnostik von einzelstrangiger

DNA in der Arbeitsgruppe von Prof. Sauer.

Studien zur Aufklarung des Loschmechanismus zeigten, dass es sich bei der Loschung zu-
mindest zu einem groRen Anteil um statische Loschung durch Ausbildung eines nicht-
fluoreszierenden Grundzustandskomplexes handelt. Auch Fluoreszenzlebensdauermessun-
gen legten nahe, dass nur ein sehr geringer Anteil an dynamischer Loschung vorzuliegen

scheint.

Zudem wurde in Messungen bei hohen Konzentrationen der entsprechenden Quencher-
Substanzen ein starkes Abflachen des Stern-Volmer-Plots beobachet, was moglicherweise
als Hinweis auf eine direkte Wechselwirkung zwischen der Oberflache des Quantum Dots
und den Fluoreszenzldschern aufgefasst werden koénnte. Weitere experimentelle Unterstut-
zung fur diese Theorie wurde durch Léschexperimente auf Einzelmolekulniveau erhalten; so
war es nicht méglich, durch mehrmaliges Waschen der geldéschten Quantum Dots, die urs-
pringliche Fluoreszenz zuriickzuerhalten, wie es bei einem dynamischen Mechanismus
maoglich sein sollte. Dartiber hinaus konnte als Ursache fir die Loschung eine Oxidation der
Quantum Dots in Folge eines photoinduzierten Elektronentransfers isoliert werden. Unter
Verwendung von Reduktionsmitteln wie B-Mercaptoethanol oder Trolox konnte die Fluores-
zenzldschung deutlich, im Fall von Trolox sogar um fast 95 %, reduziert werden. Es stellte
sich ebenfalls heraus, dass in Anwesenheit von Trolox eine der stérendsten Eigenschaften

der Quantum Dots, das sogenannte Blinking, starke Fluktuationen der Fluoreszenzintensitat,
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vollstandig unterdriickt werden konnte. Lasst sich die Anwendung von Trolox oder verwand-
ten Substanzen in biologischen Untersuchungen etablieren, ist es moglich, experimentelle
Unsicherheiten, die durch die Fluoreszenzléschung und das Blinking verursacht werden, zu
eliminieren und somit die auf3ergewdhnlichen Fluoreszenzeigenschaften der Quantum Dots

auch in komplexen Systemen auszunutzen.

Zur Untersuchung von Dynamiken wie Diffusionsprozessen mit Hilfe der Fluoreszenzkorrela-
tionsspektroskopie (FCS) sind Quantum Dots allerdings nicht geeignet. Durch ihre sehr gro-
e molekulare Masse im Bereich von einigen Megadalton wiirde die Diffusion des zu unter-
suchenden Molekuls, die hauptsachlich von Gewicht und Grofl3e desselben abhangig ist, ex-
trem verlangsamt werden. Fur in vitro FCS-Messungen sind somit kleine und leicht organi-
sche Fluorophore das Mittel der Wabhl; ihre Masse liegt in der Regel nur bei wenigen Prozent
der des zu untersuchenden Molekils und hat somit keinen signifikanten Einfluss auf das Dif-

fusionsverhalten.

Eines der Hauptanwendungsfelder der FCS ist neben der Erforschung von Bindungskineti-
ken auch die Untersuchung von Transportvorgadngen in lebenden Systemen. Einer der wich-
tigsten, mechanistisch allerdings noch nicht vollstdndig verstandenen, Vorgénge ist der
Transport durch den Kernporenkomplex in eukaryontischen Zellen. Der Transport durch den
Kernporenkomplex ist die einzige Verbindung zwischen dem Zellkern einer eukaryontischen
Zelle und dem umgebenden Zytoplasma.

Mechanistisch muss hierbei zwischen zwei Transportwegen unterschieden werden. Kleine
molekulare Fracht mit molekularen Massen von weniger als 30 kDa durchqueren die Kernpo-
re mittels freier Diffusion, wahrend grol3ere Molekile nur aktiv transportiert werden, wenn sie
eine kurze genetische Kodierung, die Nuclear Localisation Sequence (NLS), aufweisen. Die-
se Molekule werden dann ohne Energiebrauch mit einem mehrstufigen Mechanismus, dem

RanGTP-Zyklus, durch den Porenkomplex befdrdert.

Ein zunachst geplanter biomimetischer struktureller Nachbau der Kernpore konnte nicht
durchgefuhrt werden, da die Expression, Extraktion, Aufreinigung und Aufkonzentrierung von
gut dreiBig am Aufbau der Kernpore beteiligten Proteinen nicht méglich war. Diese im Ver-
bund Nukleoporine genannten Proteine besitzen eine Doméne, die am ringférmigen Aufbau
des Kernporenkomplexes beteiligt ist, und eine lange Abfolge des Aminosauremotivs Phe-
nylalanin-Glycin (FG-Repeats), die im Lumen der Kernporen ein dreidimensionales hydro-
phobes Netzwerk ausbilden, das nach heutigem Kenntnisstand als Permeabilitdtsbarriere die

freie Diffusion schwerer Molekile (> 30 kDa) verhindert.

Anstelle dieses oberflachenbasierten Ansatzes sollte versucht werden, die Diffusion ver-

schiedener fluoreszenzmarkierter Proteine in physiologisch relevanten Proteinkonzentratio-
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nen zu verfolgen. Zunéachst sollte aus Proteinen verschiedener Gro3en ein System modelliert
werden, das Gesamtproteinkonzentrationen von 300 — 400 Gramm pro Liter enthalt und so-
mit das Zytoplasma eukaryontischer Zellen simulieren kann.

Begonnen wurde mit hohen Konzentrationen einzelner Proteine, allerdings zeigte sich
schnell, dass dadurch spezifische Probleme auftreten. Kélberserumalbumin (BSA) zeigt z.B.
ab einer Konzentration von 150 mg/ml einen sehr hohen Autofluoreszenzbeitrag, wahrend
Ovalbumin in ahnlichen Konzentrationen zu einer deutlichen Tribung der L6sung und einem
starken Fluoreszenzhintergrund durch gestreutes Anregungslicht fihrt. Durch die Verwen-
dung von Proteingemischen mit vier Komponenten (BSA, Ovo-Albumin, Pepsin und y-
Globulin) und die Wahl einer geeigneten Oberflachenpassivierungsmethode, um eine ab-
sorptive Anlagerung von Farbstoffen und Proteinen auf der Oberflache zu vermeiden, wurde
es geschafft, Messbedingungen mit physiologischen Proteinkonzentrationen zu finden. So-
wohl bei der Diffusion des freien Farbstoffs ATTO 633, als auch von, mit diesem Farbstoff
markierten Proteinen, wie Ovalbumin, BSA und Importin B, konnten reproduzierbare und
konsistente Ergebnisse erhalten werden. Wie erwartet, war die Diffusionsgeschwindigkeit in
diesem kunstlichen Zytoplasma lediglich von GréRe und Gewicht der verwendeten Proteine

abhangig.

Die in diesem kinstlichen Zytoplasma erhaltenen Werte sollen mit Ergebnissen verglichen
werden, die in einem ebenfalls modellierten Kernporenlumen erhalten werden. Aktuell wird
versucht, gréRere Mengen zweier Nukleoporine zu exprimieren. Besonders das Nukleoporin
Nspl ist hierflir sehr interessant. Von diesem Protein ist bekannt, dass es durch eine Absen-
kung des pH-Wertes eine gelartige Konsistenz annimmt, die moglicherweise modellhaft fir
das dreidimensionale Netzwerk im Inneren der Kernpore ist. FCS-Experimente mit Proteinen
verschiedener molekularen Massen unter- und oberhalb der 30 kDa-Grenze sollen Klarheit
dariiber bringen, ob die Bedingungen in den Kernporenkomplexen Uiber diesen Ansatz ange-

nahert werden kénnen.

Wahrend die punktuelle Untersuchung von Diffusionsvorgéngen in vitro und in vivo mittler-
weile eine Standardmethode geworden ist, ist die grof3flachige Untersuchung kompletter eu-
karyontischer oder prokaryontischer Zellen, die eine direkte Verkntipfung von Paosition, Fluo-

reszenzintensitat und Dynamiken bietet, ein relativ neues Forschungsgebiet.

Mit Hilfe, der auf SFLIM basierenden, bildgebenden Diffusionmikroskopie (DIFIM) kann diese
Aufgabe erfillt werden. Zur Bestimmung der Diffusionszeiten werden alle Photonen inner-
halb eines Bildpunktes zunachst autokorreliert anschlieRend wird eine Modellfunktion zur
zweidimensionalen Diffusion angepasst. Bei der Wahl geeigneter Markierungstechniken fir

diese Anwendung missen zwei zunachst gegenlaufige Anforderungen erfullt werden. Zum
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Einen mussen sehr photostabile Fluorophore verwendet werden, da lange Messzeiten von
bis zu 100 Millisekunden nétig sind, um eine hinreichend hohe Statistiken fur die Auswertung
zu erhalten. Zum Anderen ist ein sehr spezifisches und mdoglichst stochiometrisches Verfah-
ren fur die in vivo Markierung notig. Wahrend bezulglich der Photostabilitat eindeutig organi-
sche Farbstoffe zu bevorzugen sind, bieten endogene Fluorophore wie fluoreszierende Pro-
teine die geforderte Stdchiometrie.

Eine Synthese aus den Vorteilen endogener und organischer Farbstoffe bieten verschiedene
Fusion-Tags, die das Klonieren eines Fusionsproteins zwischen dem zu untersuchenden
Molekil und einem fur sie spezifischen Enzym erfordern. Zur in vivo Markierung wird dann
ein farbstoffmarkiertes Substrat in die Zelle verbracht, welches nach Reaktion mit dem En-
zym den Farbstoff kovalent und irreversibel auf das Fusionsprotein tUbertragt.

Der in dieser Arbeit genutzte SNAP-Tag verwendet als spezifisches Enzym die O°-
Alkylguanosin-Alkyltransferase (hAGT), ein humanes DNA-Reparaturenzym, dessen physio-
logische Aufgabe das Entfernen von fremden Alkylgruppen von der DNA-Base Guanosin ist.
Diese konnten ansonsten zu Mutationen im Erbgut fihren. Das entsprechende Substrat ist
Benzylguanin (BG). Wichtige Vorarbeiten in unserer Gruppe zeigten, dass Benzylguanin als
Derivat des bekannten Fluoreszenzldscher Guanin ebenfalls in der Lage ist, die Fluoreszenz
einiger Farbstoffe sehr effizient zu I6schen. In vitro Experimente zeigten, dass Substrate, die
mit den rotfluoreszierenden Farbstoffen MR 121 und ATTO 655 markiert sind, erst nach der
Reaktion mit der hAGT, die die Bindung zwischen dem BG und dem Fluorophor trennt, eine
signifikante Fluoreszenz aufweisen. Vor der Reaktion mit der hAGT ist die Fluoreszenz der
Farbstoffe infolge der rdumlichen N&he zum BG so stark geldscht, dass diese zur nahezu

hintergrundfreien in vivo Markierung verwendet werden kénnen.

Die Anwendbarkeit dieser hintergrundreduzierten Markierungsmethode konnte in E. coli Bak-
terienzellen zum ersten Mal in einem lebenden System gezeigt werden. Angewendet wurde
die Technik auf das Chemotaxis-Protein CheY, welches eine wichtige Funktion in der Infor-
mationsweiterleitung von den Rezeptoren zu den Flagellenmotoren einnimmt. Die Diffusion
des markierten CheY innerhalb der Bakterienzellen wurde anschlie3end mit Hilfe der bildge-
benden Diffusionsmikroskopie untersucht. Zum ersten Mal konnte somit mit dieser neuarti-

gen Methode eine relevante biologische Fragestellung untersucht und beantwortet werden.

Untersuchungen mit der bildgebenden Diffusionsmikroskopie in lebenden E. coli zeigten je
nach Starke der Induktion unterschiedliche Ergebnisse. Bei hoher Induktion, gleichbedeu-
tend mit einer grol3en Anzahl an Kopien des zu untersuchenden Signalproteins, wurde eine
nahezu homogene Verteilung der Diffusionszeit von etwa drei Millisekunden in den Bakterien

beobachtet. Lediglich im umgebenden Periplasma wurde eine deutlich schnellere Diffusions-
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zeit im Bereich von einigen hundert Mikrosekunden gemessen. Biologisch erklarbar ware
dieses Ergebnis durch eine deutliche Verlangsamung der Diffusion im Zellinneren durch die
dort vorherrschende hohe Konzentration an Proteinen und DNA-Strangen, wahrend das Pe-
riplasma im Auf3enbereich der Bakterien niedrigere Konzentrationen dieser Substanzen auf-
weist. Wahrscheinlicher ist allerdings, dass ein hoher Anteil der erzeugten Proteine nicht
aktiv an der Chemotaxis beteiligt ist und durch die hohe Anzahl der Kopien der gesamte Zell-
raum mit einer grof3en nahezu immobilen Fraktion gefullt ist, sodass die Diffusion der ver-
gleichsweise wenigen an der Chemotaxis beteiligten Signalproteine im hohen Gesamtsignal
untergeht.

Bei deutlich niedrigeren Induktionsniveaus zeigt sich ein anderes Resultat. Hier wurden im
Periplasma der Bakterienzellen langsamere Diffusionszeiten bestimmt als im Inneren der
Zelle. Auch dieses Ergebnis lasst sich biologisch erklaren. In seiner Eigenschaft als Chemo-
taxis-Protein ist das CheY fir die Signallibertragung von den Rezeptorclustern zu den Fla-
gellenmotoren verantwortlich. Diese Kompartimente sind beide direkt in der &uf3eren Memb-
ran der Bakterien verankert, so dass Wechselwirkungen mit diesen und anderen am Signal-
transport beteiligten Proteinen in diesem Bereich zu einer deutlichen Verlangsamung der

Diffusion fihren, wahrend die Diffusion im Zellinneren wechselwirkungsfreier ablaufen sollte.

Nicht moglich war es hingegen, erwartete Heterogenitaten an den Zellpolen im Bereich der
Rezeptorcluster aufzulésen. Moglicherweise waren die Wechselwirkungen in diesen Berei-
chen zu langsam um mit DIFIM aufgeldst zu werden, oder es liegen intrinsische Probleme
mit der sehr geringen Grof3e der Bakterien vor. Bei einer Grof3e von nur 2 um x 1 ym x 1 pm
und einem Zellvolumen von 10™ Litern fiihren 100 Kopien des zu untersuchenden Molekiils
zu einer 107 M Konzentration, die fiir Standard FCS-Messungen deutlich zu hoch ist; dort
wird mit Konzentrationen unterhalb 10° M gearbeitet, ein Bereich, der einer Kopie pro Bakte-

rienzelle entspricht.

Um Feinstrukturen innerhalb der E. coli aufldsen zu kénnen, muss auf Methoden zuriickgeg-
riffen werden, die in der Lage sind, die Abbeschen Auflosungskriterien zu Gberwinden. Bei
Verwendung von speziellen Farbstoffen, mit denen STED oder STORM durchgefiihrt werden
kénnen, sollte es mdglich sein, Abbildungen mit einer um einen Faktor 10 — 20 besseren

Auflésung zu erhalten.
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Summary

The development of fluorescence microscopy in the 1930s and the consecutive design of
photostable organic fluorophores opened a new field for fundamental research in life
sciences. By using selective techniques for fluorescent labeling of proteins, and oligonucleo-
tides, a basic knowledge of their interactions and tasks could be acquired in the following
decades. In the year 2008 Roger Tsien, Osamu Shimomura and Martin Chalfie have been
awarded the Nobel Prize in chemistry for the discovery of the green fluorescent protein
(GFP) and pioneering efforts to establish fluorescent proteins as a specific marker for fluo-

rescence microscopy.

The introduction of highly sensitive methods like single-molecule fluorescence spectroscopy
and microscopy in the 1990s offered new possibilities for the characterization of biological
samples with unimagined accuracy. Most importantly, studying single molecules can unravel
heterogeneities and subpopulations, which are typically hidden in ensemble experiments
when a large number of molecules is measured simultaneously. Together with the use of
stable organic fluorophores, spectroscopic methods highly contribute to the qualitative and
guantitative understanding of biological processes in vitro and in vivo. One recent example is
the observation of motor proteins like myosin, which lead to a mechanistic model on power

transmission in muscle cells.

In recent years, the development of new spectroscopic methods split up into two important
directions. One important trend is the development of nanoscopic methods, which overcome
Abbe’s optical diffraction limit by different means. Beside apparatus-supported sophisticated
methods like STED (stimulated emission depletion) or 4Pl microscopy especially stochastic
approaches gain more and more popularity. Prominent examples, such as STORM (stochas-
tical optical reconstruction microscopy) and PALM (photo-activated localization microscopy),
rely on the use of photo-switchable fluorophores. The second trend is the observation of dy-
namic heterogeneities in living systems such as eukaryotic and prokaryotic cells. Punctual
investigation on dynamics can be done routinely with fluorescence correlation spectroscopy
(FCS), whereas the combined acquisition of positions, fluorescence intensities and dynamics
is a new and challenging field for spectroscopic researchers. Methods like the CCD-based
family of image correlation spectroscopy (ICS) techniques or the diffusion imaging microsco-
py (DIFIM) offer the possibility to visualize diffusion processes in high-resolution confocal

images.
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Besides the development of novel spectroscopic techniques, there is an increased demand
in new and specific fluorescent markers for fluorescence microscopy. Since their first applica-
tion in biology in the 1980s, fluorescent proteins like GFP became a standard procedure for
in vivo investigations due to their unrivaled specificity and stoichiometry, which is reasoned
by the genetic coexpression with a protein of interest. However, for demanding spectroscopic
methods, fast photobleaching and prominent intensity fluctuations limit their applicability. To
take benefit of the investigation of single molecules photostable dyes that lead to high photon
statistics are needed. In recent years, several hybrid-labeling approaches have been de-
scribed, combining the advantages of endogenous labeling and the photostability of organic
fluorophores. One of these approaches, the SNAP-Tag technology that exploits an enzymat-
ic reaction of human O°-alkyleguanosine-alkyletransferase (hAGT), was used in this thesis.
Additionally, fluorescent semiconductor nanocrystals, so-called Quantum Dots, got into the
scope of microscopic researchers as they feature excellent spectroscopic properties such as

very high extinction coefficients and high molecular brightness.

During the experimental work of this thesis, several new methods were used and tested for
their suitability to study relevant biological question: (i) a spectroscopic investigation on the
fluorescence properties of Quantum Dots should answer the question, whether or not they
are qualified for single-molecule spectroscopy; (ii) by using FCS, the diffusion characteristics
of different proteins in physiologically relevant protein concentrations of 300 — 400 mg/ml
were investigated. The obtained results in this artificial cytoplasm do not only allow a direct
comparison between in vitro FCS- and DIFIM-measurements in living systems but also pave
the way to understand transport processes through the nuclear pore complex. Therefore,
additional experiments in an artificial nuclear pore lumen with high concentrations of nucleo-
porins are needed. The (iii) specific labeling of the chemotaxis-protein CheY and consecutive
DIFIM-measurements in single E. coli visualized diffusion processes in a living organism.
The background-reduced SNAP-Tag approach together with diffusion imaging microscopy
could be applied for the first time to a living system.

Quantum Dots are preferably used in biological studies if a significant fluorescence signal
has to be gained by a very limited number of fluorophores. Thanks to their special properties
as seminconductor nanocrystals, they feature a very robust photostability and theoretically
allow for infinite observation times. Furthermore, they are perfect tools for one-excitation mul-
tiplexing, as they can be excited at any given wavelength below their band gap. The biggest
drawback of Quantum Dots is the fact that up to now no simple stoichiometric labeling pro-
cedure could be established, due to the distribution of coupling positions all over their sur-
face. Starting with colocalization experiments of various Quantum Dots, it was the aim to

study whether their excellent spectroscopic properties can also be used in sophisticated sin-
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gle-molecule experiments. Substantial investigations of their spectroscopic properties
showed that the fluorescence is significantly quenched in presence of numerous bio-relevant
substances, like the nucleobases guanine, cytosine, thymine and adenine, as well as several
amino acids such as tryptophan and histidine. Although the fluorescence quenching occurs
in the presence of all nucleobases, the Quantum Dot 705 shows a specific quenching by
thymine, which is 400% stronger than the quenching by the other bases. Specific quenching
can always open an access to the development of intelligent probes. An example are Smart-
Probes, a molecular diagnostic tool for the detection of specific DNA sequences, based on
hairpin structured nucleic acid structures combined with the specific fluorescence quenching
of fluorophores such as MR 121 by guanine.

Further investigations on the observed quenching phenomena proved that it is mostly caused
by a static mechanism that involves the formation of a less fluorescent ground state complex
between the Quantum Dot and the respective quencher molecules. Fluorescence lifetime
analysis did not show a significant shortening upon addition of quenchers. Observations of
the quenching at the single-molecule level showed that formation of a non-fluorescent
ground state complex does not occur. The fluorescence quantum vyield of single Quantum
Dots is decreased upon addition, but does not disappear completely. At higher quencher
concentrations, a saturation effect on the quenching efficiency was observed, another hint
towards a direct surface interaction between the Quantum Dot and the quenching molecules.
Measurements at different pH values yielded a nearly uniform strong correlation between
Stern-Volmer-constant and the pH for all quenchers, indicating that changes in the electron

density of organic quenchers lead to lower quenching efficiencies.

The most reasonable cause for the observed quenching is an oxidation of the excited Quan-
tum Dots due to photo-induced electron transfer. By adding reducing agents like f-
mercaptoethanol or Trolox, the quenching efficiencies could be decreased significantly, in the
case of Trolox to nearly 95 %. Furthermore, one of the most interfering properties of Quan-
tum Dots, the blinking, a significant stochastic fluctuation in fluorescence intensity caused by
electron loss through an Auger process, was completely suppressed. If it was possible to
introduce the application of Trolox or related substances into biological samples, this would
be a great step towards avoiding experimental incertitude and helping to use the excellent

spectroscopic properties of these nanocrystals.

However, if the task is to observe dynamic processes like diffusion, Quantum Dots are not
the first choice, as their enormous molecular weight and size would lead to artificially prolon-
gated diffusion time which would interfere with the diffusion properties of the protein of inter-

est. For FCS-experiments, small organic fluorophores are the labels of choice. Their molecu-
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lar weight is in the range of a few percent of the proteins, and therefore do not influence the

protein diffusion significantly.

Besides the in vitro investigation of protein or DNA binding kinetics, the main research field
for FCS is the analysis or transport processes in living systems. One of the most important,
partially still not understood, transport pathways is the exchange between the cytoplasm and
the nucleus in eukaryotic cells. The only possible transit-routes are the nuclear pore com-
plexes, which serve as channels between the nucleus and the cytoplasm. The transport me-
chanism strongly depends on the molecular cargo. Smaller molecules with molecular masses
below 30 kDa just cross via free diffusion, whereas carrier-cargo complexes can only actively
transport bigger molecules when a short genetic code, the nuclear localization sequence
(NLS) is identified. The complete transportation cycle is energetically very efficient; only one
equivalent of GTP is consumed for the disassembly of the carrier-cargo complex after shut-
tling.

The initially planned biomimetic construction of a nuclear pore complex could not be done, as
the expression, extraction, purification and concentration of about 30 proteins that are en-
gaged in this structure could not be accomplished. These proteins, altogether called nucleo-
porins, consist of two different domains; one is responsible for the spherical structure of the
complex whereas long repetitions of the amino acid motif phenylalanine-glycine (FG-repeats)
are involved in the assembly of a three-dimensional hydrophobic meshwork in the inner
basket. This meshwork acts as a permeability barrier to avoid free diffusion of bigger mole-

cules.

However, instead of a surface-based approach, the diffusion of different fluorescently labeled
proteins should be followed in an artificial cytoplasm with physiological protein concentrations
of about 300 — 400 mg/ml using fluorescence correlation spectroscopy. First experiments
already showed that these concentrations could not be reached by using only one protein.
While higher concentrations of bovine serum albumin contributed a high fluorescence back-
ground by autofluorescence, chicken egg albumin caused background by scattered excita-
tion light. By designing mixtures of four proteins with different molecular weights (BSA, Oval-
bumin, Pepsin and Globulin) and applying eligible surface modifications to avoid unspecific
interactions with the glass surface, it was possible to find excellent experimental conditions at
the required protein concentration. In about 10 different protein mixtures, the diffusion of the
fluorophore ATTO 633 as well as fluorescently labeled proteins could be measured with re-

producible and consistent results at final protein concentrations of more than 300 mg/ml.

Interestingly, the results suggest that it is not primarily the total concentrations of the protein

mixtures, but also the molecular weight distribution of the proteins in the mixture that are re-
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sponsible for the diffusion properties. Higher concentrations of the large globulins lead to an
increase of the diffusion time by factors of 2 to 3, compared to mixtures with lower fractions
of globulin. These results may become very interesting for the understanding of DIFIM data,
which exhibit heterogeneous distributions of diffusion time inside the cytoplasm of eukaryotic
cells. Slower diffusion times can be interpreted as areas where big proteins aggregate, whe-
reas faster diffusion times indicate the presence of mostly small proteins.

To obtain a comparison the design of an artificial nuclear pore lumen is currently done, there-
fore two different nucleoporins, especially Nspl are expressed at large scales. Nspl is of
great interest, as it is known to fade to a hygrogel-like texture at lower pH-values. Possibly
this artificial hydrogel can be used as a model for the three-dimensional meshwork for FCS
experiments. Comparative studies with different proteins below and above the 30 kDa limit
will give enough data to evaluate whether or not this approach is promising.

For the observation of diffusion processes in living systems, a suitable labeling approach
should additionally ensure a high specificity of endogenous fluorescent markers. In the past
years, a variety of fusion-tag systems have been developed, combining photostable organic
fluorophores with the advantages of endogenous labeling strategies. For the in vivo labeling
of the chemotaxis protein CheY, the SNAP-Tag technique was applied in this work, an ap-
proach that genetically introduces the human DNA-housekeeping protein O°-
alkyleguanosine-alkyletransferase (hAGT) genetically into the plasmid of a protein of interest.
Upon reaction with the fluorescently labeled substrate benzylguanine, the bond between the
substrate and the dye is cleaved enzymatically, and the dye is covalently conjugated to the
protein hAGT. Past research in our group showed that benzylguanine (BG), a molecule that
contains the fluorescence quencher guanine, significantly quenches the fluorescence of sev-
eral red-fluorescent dyes like MR 121 and ATTO 655. Upon bond cleavage between dye and

BG, a significant increase in fluorescence intensity by a factor of 10 was observed.

The applicability of this novel background-reduced labeling approach in living bacteria could
be proven for the first time in E. coli. It was used to label the chemotaxis protein CheY. The
diffusion of CheY was then analyzed by using DIFIM as a first approach on a biologically

relevant question.

The diffusion analysis showed results that strongly correlate with the number of copies of the
fusion protein, which can be regulated by addition of IPTG. High concentrations of IPTG re-
sult in a high concentration of protein copies expressed. For these higher concentrations, a
rather homogeneous distribution of the diffusion times in the inner part of the cell was found.
Whereas the diffusion time in these regions was at about three milliseconds, diffusion in the

periplasm was about a factor of 10 faster. A possible explanation is that proteins and DNA,
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which slow down the diffusion, largely stay in the cell body while the periplasm is rather free
of these substances. However, a high amount of CheY also raises the question, whether
there is a major immobile fraction not taking part in chemotaxis but contributing most of the
fluorescence intensity and therefore swapping the desired signal of the mobile fraction.

At significantly lower expression, an opposite distribution was acquired. The diffusion in the
periplasm was considerably slower than in the inner parts. As the task of CheY is information
transport from the receptor cluster to the flagella motor that are located at the outer mem-
brane, a slower diffusion in this area due to interactions with receptors, effectors and other

chemotaxis proteins seems much more reasonable.

Further heterogeneities in the bacteria, especially at the receptor clusters at the cell poles,
could not been monitored. The optical resolution of a confocal microscope is too low to re-
solve fine structures in such small organisms. Another drawback for DIFIM in E. coli is the
actual concentration of the fluorescent species. With a very small volume of only about 2-10°
Jiters, already a single copy leads to a 10° M concentration. Typical IPTG induction leads to
more than a hundred copies, resulting in a 10”7 M fluorophore solution, which is beyond the
limits for standard FCS-measurements.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Historische Entwicklung der Lebenswissenschaften

Im letzten Jahrhundert wurden im Bereich der Lebenswissenschaften bemerkenswerte Fort-
schritte erreicht. Im spaten 19. Jahrhundert legten die Arbeiten des Heidelberger Professors
Albrecht Kossel den Grundstein fir die Molekularbiologie; unter anderem entdeckte er die
Aminoséaure Histidin. 1910 wurden seine Pionierarbeiten mit dem Nobelpreis fir Medizin ge-
wurdigt. Im Jahr 1919 gelang es Phoebus Levene, die Bestandteile der DNA, Base, Zucker
und Phosphatreste zu identifizieren [Levene 1919], bereits im Jahr 1937 zeigten erste Unter-
suchungen von Réntgenbeugungsmustern, dass die DNA in einer repetitiven Form vorliegen
muss [Astbury 1944]. Wenige Jahre spater konnten James Watson und Francis Crick eben-
falls auf der Grundlage der Rontgenbeugung die Doppelhelixstruktur der DNA identifizieren
[Watson 1953]. Weitere knapp 50 Jahre spéater konnte einer der grof3en Meilensteine, die

komplette Entschlisselung des menschlichen Genoms erreicht werden [Jasny 2001].

Die in der DNA codierten Erbinformationen werden in den kleinsten Untereinheiten jedes
Organismus, den Zellen, lber ein Abfolge von Schritten in Proteine Uberfihrt, die mit ihren
jeweiligen hochspezialisierten Aufgaben die Zellfunktionen aufrecht erhalten. Der erste
Schritt dieser Ubertragung liegt in der Transkription der DNA in Messenger-RNA (MRNA), in
der nachfolgen Translation werden in den Ribosomen die, in der mRNA codierten, Proteine

erzeugt.

In den letzten Jahrzehnten gelang es, ein weitgehendes Verstandnis fir die wichtigsten Zell-
funktionen aufzubauen. Grundlegende Mechanismen von Stoffwechselvorgangen, Signal-
weiterleitung und weiteren wichtigen Vorgdngen konnten in den letzten Jahren mitsamt den
daran beteiligten Enzymen und Co-Faktoren konnten in den jingst mit Hilfe moderner mole-
kularbiologischer Verfahren aufgeklart werden. Fortschritte in der Genetik erlauben es, selek-
tiv die Expression einzelner Proteine zu unterdriicken (Gen Knock-out) und anschliel3end zu
Uberpriufen, welchen Einfluss das Fehlen dieser Proteine auf die Lebensfahigkeit oder den
Phanotyp des entsprechenden Organismus ausibt. Die Erkenntnisse, die aus diesen Stu-
dien gezogen werden, erlauben es nicht nur, die Regulationsprozesse in gesunden Zellen
nachzuvollziehen, sondern ermdglichen es auf3erdem, Mechanismen zu isolieren, die zur
Stérung derselben in Folge einer Erkrankung fihren. Von hdchster Bedeutung in diesem
Zusammenhang sind Arbeiten von Moore und de Clergc, denen es gelang die Virusaktivitat
des HI-Virus durch die effektive Blockierung der HIV1-Protease zu hemmen [Moore 2000, de
Clergc 2007].
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Die wichtigsten Reaktionskaskaden lassen sich in geeigneter Weise in biochemischen Pfa-
den (biochemical pathways) zusammenfassen. Abbildung 1.1 zeigt den metabolic pathway,

der die Stoffwechselvorgange innerhalb lebender Zellen beschreibt.
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Abbildung 1.1: Der metabolic pathway: Eine scheinbar endlose Abfolge einzelner Reaktions-
schritte unter Beteiligung tausender Proteine und Kofaktoren beim Stoffwechsel einer Zelle. Die
Ausschnittsvergrof3erung zeigt den Citrat-Zyklus, einen zentralen Kreislauf biochemischer Reak-
tionen im Stoffwechsel.

Der Grof3teil der beschriebenen Wechselwirkungen wurde bisher aber nur in in vitro Studien
untersucht, wodurch viele Fragestellungen beziglich der Funktionsweise der perfekt aufei-
nander abgestimmten einzelnen Reaktionszyklen innerhalb lebender Zellen und somit der

Zellen selber vorerst unbeantwortet bleiben.

Der néchste Schritt muss darin liegen, diese auch auf zelluldarer Ebene mit Hilfe geeigneter
mikroskopischer Methoden zu untersuchen. Ein tiefergehendes Verstandnis lasst sich nur in
interdisziplindren Ansatzen erreichen. Neben den molekularbiologischen und genetischen
Methoden sind auch synthetische und methodische Weiterentwicklungen aus verwandten
Fachbereichen wie der Chemie, der Physik und neuerdings auch aus der Informatik von No6-

ten.
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1.2 Entwicklung hochauflésender fluoreszenzmikroskopischer Methoden

Ein entscheidender Fortschritt in der zellularen Analytik wurde in den spéaten 1980er und fri-
hen 1990er Jahren erreicht. Mit der Entwicklung der konfokalen Einzelmolekilfluoreszenz-
spektroskopie (SMS) 6ffneten sich neue Moglichkeiten, einen ,Blick hinter die Kulissen® bio-
chemischer Ablaufe auf molekularer Ebene zu erhalten [Moerner 1989, Orrit 1990, Shera
1990].

Durch den konfokalen Aufbau ermdglichten einzelmolekulfluoreszenzmikroskopische Unter-
suchen mit einer bis dahin ungekannten Pré&zision und Auflésung. Zahlreiche Modellvorstel-
lungen konnten mit verschiedenen Methoden der SMS verfeinert werden. Neben der reinen
Auflosungsverbesserung ermdglichten  spezialisierte  Verfahren wie der Forster-
Energietransfer (FRET) die Auflésung von molekularen Wechselwirkungen im Bereich weni-
ger Nanometer. Bei allen Fortschritten, die die konfokale Einzelmolekilspektroskopie erlaub-
te, ist auch sie in Bezug auf ihr optisches Auflésungvermégen limitiert. Durch die Pionierar-
beiten von Ernst Abbe auf diesem Gebiet ist bekannt, dass selbst bei der Verwendung per-
fekter optischer Bauteile, raumlich voneinander getrennte Strukturen nur dann getrennt vo-
neinander abgebildet werden kénnen, wenn bestimmte Mindestabstande zwischen ihnen
liegen. Bei Verwendung eines Lasers mit einer Wellenldnge von 635 Nanometern liegt diese
Mindestentfernung je nach verwendetem Objektivtyp zwischen 175 und 250 Nanometern in
der lateralen Ebene und zwischen 600 und 900 Nanometern in axialer Richtung; Objekte, die

naher zusammenliegen, bleiben in demselben Fluoreszenzspot verborgen.

Um diese Einschrankungen zu umgehen, wurden in den letzten Jahren verschiedene nanos-
kopische Ansatze gefunden, die das optische Auflésungsvermdgen um einen Faktor 10 — 20

zu verbessern vermdgen.

Die ersten, apparativ sehr aufwandigen Ansatze wurden in den 1990er Jahren von Stefan
Hell vorgestellt. Bei der 4-Pi Mikroskopie wird durch die Verwendung eines zweiten Mikros-
kopobjetivs die axiale Auflosung des Mikroskops auf etwa 100 Nanometer reduziert [Hell
1992]. Ebenfalls durch Stefan Hell wurde die STED-Mikroskopie (eng. Stimulated emission
depletion) eingefuhrt [Wichmann 1994, Klar 2000]. Nach der Fluoreszenzanregung wird
durch eine hochenergetische kreisférmige Einstrahlung eines zweiten Lasers (Donut-Puls)
ein Groliteil der angeregten Farbstoffmolekile sofort depopuliert. Lediglich im Mittelpunkt
des Donut-Pulses mit einem Durchmesser von ungefahr 20 — 30 Nanometern verbleiben
angeregte Farbstoffmolekiile, deren Fluoreszenz detektiert werden kann. Dadurch lasst sich

die laterale Aufldsung auf etwa 20 — 30 Nanometer reduzieren.
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Jungst wurden weitere spektroskopische Methoden vorgestellt, die die optische Auflésung
unter der Ausnutzung von schaltbaren Fluoreszenzfarbstoffen deutlich verbessern. Bei Ver-
wendung entsprechender Farbstoffe wie ATTO 647N oder Cy5 lassen sich aus der Uberla-
gerung sehr vieler Einzelbilder auf denen jeweils nur einer oder sehr wenige Farbstoffe fluo-
reszieren hochaufgeltste Aufnahmen zusammenfiigen, deren laterale optische Auflésung
ebenfalls im Bereich von 20-30 Nanometern liegt. Zu nennen sind hier PALM (photo-
activated localisation microscopy), STORM (stochastic optical reconstruction microscopy)
oder deren Weiterentwicklung dSTORM (direct stochastic optical reconstruction microscopy.)
[Betzig 2006, Rust 2006, Heilemann 2008], die bei deutlich reduzierten Kosten dieselbe Leis-
tungsfahigkeit aufweisen wie die apparativen Ansétze.

Neben der exakten Lokalisierung von biorelevanten Substanzen ist auch die Zusammenset-
zung molekularer Maschinen von grofRer Bedeutung. Oftmals bestehen molekulare Maschi-
nen aus einer Vielzahl gleichartiger Bauteile, deren Anzahl mit Hilfe verschiedener Methoden
bestimmt werden kann. Zu nennen sind hier insbesondere ,Number & Brightness“-Analysen,
die die Konzentrationsabhangigkeit der Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie ausnutzen
[Digman 2008] und die auf dem Photon Antibunching beruhende Koinzidenzanalyse [Weston
2002].

Ein weiteres aktuelles Thema bei der Entwicklung neuer fluoreszenzmikroskopischer Metho-
den ist die Verknipfung der Aufnahme hochaufgeltster Intensitatsbilder mit der Visualisie-

rung dynamischer Prozesse wie der Diffusion.

Zwar erlaubt die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie [Madge 1972] genaue Untersuchun-
gen von Diffusionsprozessen oder chemischen Reaktionen auf verschiedensten Zeitskalen
vom Submillisekundenbereich bis hin zu einigen Sekunden, aber in der Regel werden diese
Informationen nur punktuell an diskreten Positionen innerhalb des zu erforschenden Systems
gewonnen [Eigen 1994, Krichevsky 2002]. Die Anwendung der FCS auf die Untersuchung
von GFP-markierten Proteinen konnte zwar in letzter Zeit erfolgreich eingesetzt werden
[Haustein 2007], allerdings sind mit der langen Messdauer in lebenden Systemen auch pho-
tophysikalische Probleme wie Photobleaching nicht auszuschlieRen [Remington 2006]. Ein
Ansatz zur Reduktion von Photozerstérung liegt in der scanning-FCS; hier wird das Beo-
bachtungsvolumen wiederholt entlang einer definierten kreisférmigen Bahn bewegt, um das

Ausbleichen der Fluorophore zu verhindern [Ries 2006].

Bildgebende Diffusionsanalysen basieren in aller Regel auf der Detektion mit CCD-Kameras.
Durch diese Technik ist die Beobachtung von Dynamiken, infolge der limitierten Aufnahme-

frequenz dieser Kameras, auf den Millisekundenbereich beschrankt.
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Aus diesem Ansatz entwickelte sich zunachst die Image Correlations Spectroscopy (ICS),
die bei langsamen Dynamiken hilfreich sein kann. Die hier zu Grunde liegende Hypothese
ist, das auf Grund der hohen Viskositat in Zellen Diffusionsvorgéange deutlich langsamer ab-
laufen als in in vitro Experimenten. Durch eine erhdhte Abtastrate, die das Volumen in kirze-
ren Zeitintervallen abtastet bevor es zu Veréanderungen in der Fluoreszenzintensitat kommt,
kann es maoglich sein, die Veranderungen in der Fluoreszenzfluktuation tber die Zeit zu beo-
bachten [Wiseman 1999]. Limitiert ist diese Methode durch die Wiederholrate der Bildauf-
nahme. Nur Diffusionsvorgange, die langsamer verlaufen, kbnnen mit ICS erfasst werden.
Aus dieser Grundidee entwickelte sich in schneller Folge eine ganze Familie verwandter
spektroskopischer Methoden wie TICS (temporal ICS) [Wiseman 2000], Image Cross-
Correlation Spectroscopy (ICCS) [Srivasta 1996], Spatio-temporal ICS (STICS) [Hebert
2005] und Particle ICS (PICS) [Kulkarni 2005]. All diese Methoden konnten erfolgreich in
lebenden Systemen angewendet werden. Eine neuere Entwicklung ist die Raster ICS (RICS)
[Brown 2007], die die Extraktion von Dynamiken und Konzentrationsgradienten aus hochauf-
gelosten konfokalen Laserscanning-Aufnahmen erlaubt und somit eine sehr gute Synthese

aus Auflésung und der Erfassung von Dynamiken darstellt.

Zur raumlichen Untersuchung von dynamischen Diffusionsprozessen in lebenden Zellen
wurde in unserer Arbeitsgruppe ein anderer Ansatz, die bildgebende Diffusionsmikroskopie
(DIFIM), gewahlt. Da alle fur die Bestimmung von Diffusionszeiten benétigten Daten auch bei
normalen SFLIM-Aufnahmen gewonnen werden, ist es mdglich, durch eine signifikante Ver-
langerung der Messdauer auf 25 bis 100 ms pro Bildpunkt, einen Zugang zur Untersuchung
dynamischer Prozesse zu erhalten. Hierzu werden die Photonen, die innerhalb eines Bild-
punktes aufgenommen werden, korreliert, mit umgebenden Bildpunkten gemittelt. Anschlie-

Bend wird eine Modellfunktion fur zweidimensionale Diffusion an die Daten angepasst.

Durch die relativ kurzen Verweildauern pro Pixel ist es zwar nicht mdglich, langsame Dyna-
miken zu verfolgen, hier sind die oben genannten ICS-Techniken tberlegen, daftir wird durch
diese Methode ein Uberlegener Zugang zu Untersuchungen im (Sub)-Millisekundenbereich
geboten [Roth 2007]. Durch die Verwendung eines hochauflésenden konfokalen Mikroskops
lassen sich Veranderungen der Diffusionszeit bis in die einzelnen Kompartimente einer Zelle

hinein verfolgen.

Spezifisch markierte Transport- oder Signalproteine kdnnen somit in Einschrittmessungen in
hoher Genauigkeit lokalisiert werden, wahrend gleichzeitig auch eine qualitative Aussage
Uber ihre Diffusion mdglich ist. Neben der reinen Information tber die Diffusionszeit lassen
sich dartber hinaus aus der Amplitude der Korrelationsfunktion Aussagen Uber die lokalen
Konzentrationen treffen. Wird zur Anregung ein gepulster Laser verwendet, steht mit der

Fluoreszenzlebensdauer ein weiterer Parameter zur Verfiigung, der eine Diskriminierung des
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Fluoreszenzsignals von unspezifischer Autofluoreszenz der zu untersuchenden Probe er-
laubt.

Nachdem erste Experimente mit farbstoffmarkierten Oligonukleotiden in eukaryontischen
Zellen bereits die Anwendbarkeit und das Potenzial der Methode in lebenden Systemen be-
legten, sollte nun mit der bakteriellen Chemotaxis in E. coli eine biologisch hochrelevante

Fragestellung untersucht werden.
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1.3 Untersuchung der Diffusion des Chemotaxis-Proteins CheY in leben-

den Bakterienzellen

Dynamische Bewegungen von Bakterienzellen wirken wie eine scheinbar chaotische Abfolge
von geradliniger Schwimmbewegung, orientierungslosem Taumel und erneutem zielgerichte-
tem Schwimmen. Dieses scheinbar willkirliche Verhalten ist allerdings nicht chaotisch, son-
dern wird durch die Chemotaxis, eines der wichtigsten Signalweiterleitungsnetzwerke gezielt
gesteuert.

Mit Hilfe der Chemotaxis ist es Bakterien, wie den in diesem Fall untersuchten E. coli mog-
lich, aktiv auf ihre Umgebung zu reagieren und Gradienten sowohl von potenziellen Nah-
rungsquellen als auch von fir sie giftigen Substanzen zu verfolgen bzw. zu meiden. Als zent-
rales Sinnesorgan besitzen E. coli Bakterien Rezeptorcluster an den Zellpolen, die aus vier
verschiedenen Rezeptorproteinen aufgebaut sind, die wiederum hochsensitiv auf verschie-
dene Verbindungen reagieren. Eine schematische Darstellung der Chemotaxis zeigt Abbil-
dung 1.2.

Galaktose
Ribose NI, A T
) . s ractants
Dlpeptlde Leu, Ser Repellants

~‘ Rezeptorcluster:
'~ CheR -
| | <> |(De)-Methylierung

Signalprotein-

—:/C>-»—> T\L . T kette

Flagellen Effektor

Motorkomplex

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Vorgéange der Chemotaxis in E. coli Bakterienzel-
len.

Detektieren die Rezeptoren Spuren von Nahrungsquellen oder Giften leiten sie diese Infor-
mationen an CheR, ein Signalprotein weiter. In einer Signalkaskade Uber weitere de-
(phoshorylierte) Signalproteine wird die Information an die Effektoren, die Flagellenmotoren,

weitergeleitet. Je nachdem ob Lockstoffe oder Gifte entdeckt wurden, &ndert sich der Phos-
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phorylierungsgrad des am Ende der Signalkette stehenden CheY, dieser wiederum dient als
Signal fur die Drehrichtung der Flagellenmotoren. Die Anwesenheit von Lockstoffen, gleich-
bedeutend mit vorwiegend phosphoryliertem CheY, wird eine gleichméafRige Schwimmbewe-
gung (straight swim) durch eine Biindelung der einzelnen Flagellen erreicht. In Anwesenheit
von giftigen Substanzen hingegen sorgt eine gegenlaufige Drehrichtung der Flagellen fur ein
ziellosen Taumeln (tumbling) [Berg 2003].

Auf Grund der Zeitskalen, auf denen dynamische Prozesse im Rahmen der Chemotaxis auf-
treten [Schulmeister 2008] ist es moglich, diese mit Hilfe der eingangs vorgestellten bildge-
benden Diffusionsmikroskopie (DIFIM) zu untersuchen. Zur Untersuchung wurde das Signal-
protein CheY gewahlt, da ihm, als letztem Glied der Signalkette, eine entscheidende Bedeu-
tung fur die Chemotaxis zufallt.

Da diese, wie die meisten fluoreszenzmikroskopischen Methoden, relativ hohe Anspriiche an
die spektroskopischen Eigenschaften der verwendeten Fluoreszenzmarker stellen, war eine
der Hauptaufgaben, das Signalprotein CheY hochspezifisch mit photostabilen Farbstoffen zu

markieren.
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1.4 Methoden zur in vivo Markierung lebender Zellen

Die hochspezifische und stdchiometrische Markierung von biologisch wichtigen Molekilen
wie Nukleinsauren oder Proteinen ist eine der herausforderndsten Aufgaben fir analytisch
arbeitende Forscher in der Biologie und den angrenzenden Wissenschaften Chemie und
Physik.

Zwar stehen mittlerweile vier unterschiedliche Markierungsmethoden zur Verfligung, aller-
dings besitzen alle ihre spezifischen Vor- und Nachteile, die im Folgenden kurz diskutiert

werden sollen.

1.4.1 Endogene Markierung mit fluoreszenten Proteinen

In den frilhen 1960er Jahren entdeckte Osamu Shimomura das grinfluoreszierende Protein
(GFP) in der Qualle Aequorea victoria [Shimomura 1961]. Die Abbildung 1.3 zeigt diese
Quallen; teilweise mit transgen eingefiigten kinstli-
chen fluoreszierenden Protein. Fir ihre Pionierarbei-
ten in der Weiterentwicklung der fluoreszierenden
Proteine, die sie zu einem enorm wichtigen Werkzeug
in vielen Bereichen der Molekularbiologie machten,
erhielten Shimomura, Roger Tsien und Martin Chalfie

im Jahr 2008 den Nobelpreis fir Chemie.

Nachdem fluoreszente Protein zunachst nur im gri-

nen Spektralbereich zur Verfligung standen, schritt

mit der breiten Anwendung fluoreszierender Protein

Abbildung 1.3: Aequorea victoria auch die Entwicklung andersfarbiger Proteine wie den
YFP-Mutanten Citrine und Venus [Griesbeck 2001, Nagai 2002] oder neuartiger DsRed-
Varianten voran [Campbell 2001].

Im Jahr 2004 prasentierte die Gruppe um Roger Tsien eine ganze Reihe fluoreszenter
Proteine wie mCherry, mTangerine oder dtTomato, die mit verbesserten spektroskopischen
Eigenschaften den gesamten Wellenlangenbereich von 460 — 580 Nanometern abdecken
[Shaner 2004, 2008].

Der grof3te Vorteil der fluoreszierenden Proteine (FP) liegt in ihrer unvergleichbaren Spezifi-

tat. Dadurch, dass ihre genetische Information direkt mit der der zu untersuchenden Proteine
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verknipft wird, werden sie nur als Fusionsprotein exprimiert. Unspezifische Fluoreszenz auf-

grund freier Farbstoffmolekile ist somit intrinsisch ausgeschlossen.

Daneben werden sie direkt in den zu untersuchenden Zellen exprimiert. Gerade bei der Ar-
beit mir eukaryontischen Zellen ist das ein unschatzbarer Vorteil. Alternative Markierungsme-
thoden erfordern oftmals sehr aufwandige Arbeitsschritte zum Einbringen der Fluoreszenz-
marker in die Zellen. Zwar stehen daflir verschiedene chemische Transfektionsreagenzien
wie Streptolysin-O oder Lipofectamin zur Verfligung, allerdings verursachen diese an den zu
untersuchenden Zellen Beschadigungen an der Zellmembran; der dadurch verursachte
Stress fuhrt zu einer deutlichen Erhhung der Zellautofluoreszenz. Das gilt ebenfalls fur phy-
sikalische Transfektionsmethoden wie die Mikroinjektion oder Elektroporation.

Ungeklart ist bis heute die Frage, inwieweit eine Markierung mit fluoreszenten Proteinen die
eigentlichen Aufgaben der zu untersuchenden Proteine beeinflusst; immerhin liegen sowohl
die GroRRe als auch die Molekulargewichte der fluoreszenten Proteine im Bereich der zu un-
tersuchenden Proteine. Neben einer verzogerten oder ganz ausbleibenden Reifung als Fusi-

onsproteine verlieren die Proteine teilweise auch ihre natirliche Funktionalitat.

Der grofdte Nachteil liegt in ihren spektroskopischen Eigenschaften, die einem Einsatz in
anspruchsvollen Studien an einzelnen Molekilen entgegenstehen. Inshesondere eine man-
gelhafte Stabilitéat gegenlber Photozerstdrung steht inrem Routineeinsatz fur solche Anwen-
dungen entgegen. Um die Vorteile aus der Untersuchung einzelner Molekilile ausnutzen zu
kénnen, werden hohe Statistiken bendtigt, die nur durch lange Beobachtungszeiten erreicht

werden konnen. Hier sind organische Fluorophore deutlich im Vorteil.

1.4.2 Organische Fluorophore

Far in vitro-assays ist der Einsatz von organischen Fluorophoren zu einer Standardmethode
geworden. Meist ist es Uber einfache Kopplungsreaktionen mdglich, Proteine oder DNA mit
ihnen zu markieren. Da mittlerweile organische Fluorophore existieren, die den gesamten
sichtbaren Bereich des elektromagnetischen Spektrum abdecken, bieten Techniken wie
FRET (Forster resonant energy transfer) die Moglichkeit, Interaktionen zwischen mit unter-
schiedlichen Fluorophoren markierten Molekiilen tiber eine Anderung des Fluoreszenzver-
haltens zu verfolgen und somit Abstande und deren Anderungen im Nanometerbereich ho-

chempfindlich zu bestimmen [z. B. Langer 2007, Schuler 2005].

Untersuchungen zur Fluoreszenzléschung von Farbstoffen durch bestimmte Verbindungen
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wie die Nukleinbase Guanin oder die Aminosaure Tryptophan bieten neuartige Untersu-
chungsmethoden, die die Fluoreszenzléschung selektiv nutzen, um geringste Stoffmengen
nachzuweisen. Ein Beispiel hierfur stellen die, in der Gruppe von Markus Sauer entwickelten
Smart Probes dar. Kurze Oligonukleotide mit einer Stamm-Schlaufe-Struktur (,Hairpin-
DNAs*) und einem, in diesem Zustand durch Guanin geléschten Farbstoff, zeigen nur dann
eine signifikante Fluoreszenz, wenn sich die Hairpin-Struktur in Anwesenheit einer komple-
mentaren Gegensequenz 6ffnet und bieten somit einen hochspezifischen Zugang zu moleku-
larer Diagnostik [u. a. Knemeyer 2000, Stohr 2005]. Auf der Fluoreszenzldschung durch die
Aminosaure Tryptophan beruhen unter anderem mechanistische Studien zur Proteinfaltung
[Neuweiler 2005].

Erst kiirzlich wurde die Léschung von Tetramethyl-Rhodamin durch Cu®*-lonen dazu genutzt,
Bindungskinetiken einzelner Kupferionen an Bipyridin-Komplexe zu untersuchen [Kiel 2007].

Daneben existiert eine Reihe von Farbstoffen, wie z. B. Cy5, deren Fluoreszenz selektiv
durch Anregung mit Lasern verschiedener Wellenlangen geschaltet werden kann [Heilemann
2005] und die dadurch insbesondere fir die eingangs erwahnten stochastischen Ansatze zur
Uberwindung der optischen Auflésungsgrenze interessant sind.

Fur einige Farbstoffe, darunter ATTO 647N wurde kirzlich ein System aus Oxidations- und
Reduktionsmittels vorgestellt (ROXS), dass durch Zuriickdrangung von Triplettbildung und
daraus resultierender Photozerstorung, deutlich verlangerte Beobachtungszeiten ermdglicht
und die Gesamtfluoreszenzausbeute der Farbstoffe dramatisch erhoht [Vogelsang 2008]
Davon profitieren auch anspruchsvolle Anwendungen, wie z. B. die Koinzidenzanalyse oder

die bildgebende Diffusionsmikroskopie [Roth 2007], durch verbesserte Photonenstatistiken.

Allerdings haben organische Fluorophore auch einige intrinsische Nachteile, die ihrer Ver-

wendung, insbesondere in life-cell und in vitro Anwendungen entgegenstehen.

Dadurch, dass ihre Kopplung an die zu untersuchenden Molekile Uber aktive Kopplungs-
gruppen, NHS-Ester oder Maleimide, verlauft, kann eine Mehrfachmarkierung der Zielmole-
kile nicht ausgeschlossen werden, wenn an ihnen mehrere potenzielle Kopplungspositionen
vorhanden sind. Ebenso ist es kaum madglich, selektiv eine von mehreren maglichen Kopp-
lungsstellen zu markieren; ein Problem, das insbesondere in quantitativen Studien auftritt.
Bereits oben wurden die experimentellen Schwierigkeiten diskutiert, die auftreten, wenn

farbstoffmarkierte Konjugate zur Messung in eukaryontische Zellen einge-schleust werden.

Zumindest dieser Punkt fallt bei der Arbeit mit Bakterien nicht ins Gewicht. Diese verfiigen
Uber andere Aufnahmemechanismen als eukaryontische Zellen und inkorporieren alle Fluo-

rophore mit Ausnahme von Quantum Dots.
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1.4.3 Fluoreszierende Halbleiter-Nanokristalle (Quantum Dots)

Neben organischen Fluorophoren haben sich in den letzten Jahren fluoreszente Halbleiter-
nanokristalle, sogenannte Quantum Dots, zu einem Standard-Werkzeug in bildgebenden

Verfahren entwickelt.

Aufgrund ihres Aufbaus aus einem metallischen Festkorper treten klassische Photozersto-
rungsmechanismen bei ihnen nicht auf, so dass theoretisch eine beliebig lange Be-
obachtungsdauer zu Verfigung steht [Alivisatos 2005]. Dartberhinaus verfligen sie Uber
sehr hohe Extinktionskoeffizienten bis in den Bereich von 10.000.000 L*mol™. Da Quantum
Dots aufgrund ihrer besonderen Eigenschaften mit Licht jeder Wellenlange unterhalb ihres
Emissionsmaximums angeregt werden konnen, eignen sie sich zudem sehr gut fur Kolokali-
sationsexperimente mit nur einer Anregungsquelle. Daneben besitzen sie hohe Fluores-

zenzquantenausbeuten [Reiss 2002] und deutlich langere Fluoreszenzlebensdauern im Be-

) FlAsH-Tetracysteine complex (.
> §:J ~
\_,.@\ Streptavidin i i
e darum geht aus einer geringen Anzahl von Farb-
oAx Autoses stoffen ein hohes Signal zu erzeugen [Xiao 2004,

& Tokumasu 2003]

DTPA-CS124-Eu

reich von deutlich Uber 25 ns [Elfros 2000] und eine
hohe molekulare Helligkeit. Diese Eigenschaften ma-

chen sie zu den Fluorophoren der Wahl, wenn es

Q

-
T S,
R -

?%‘ﬂ ~ Bekannte Nachteile liegen in ihrer molekularen Mas-
se, die im Bereich von 1 MDa liegt und ihrer GréR3e,
die je nach Emissionswellenlange zwischen 10 und
20 nm liegt. Eine vergleichende Darstellung der Gro-
Re bietet Abbildung 1.4 [Giepmans 2006].

té DarlUber hinaus wurden bisher keine Synthesewege

[
Abbildung 1.4: Die GroRe eines Vorgestellt, die eine stochiometrische 1:1 Markierung
Quantum Dots im Vergleich zu ver-

schiedenen biorelevanten Verbin-
dungen. gesamte Oberflache mit potenziellen Kopplungsstel-

mit den zu koppelnden Molekulen erlauben, da ihre

len Gberzogen ist. Weitere Nachteile liegen im sogenannten Blinking, einem stochastischen
Schwanken der Fluoreszenzintensitét, die dabei teilweise minutenlang auf Werte nahe null
sinkt [Kuno 2002, Bawendi 2001] und teilweise sprunghaft auftretenden Verschiebungen der

Emissionwellenl&ngen hin zu kirzeren Wellenlangen[van Sarck 2002].

Obwohl die Zellgiftigkeit von Quantum Dots noch nicht abschlie3end geklart ist, fir Quantum
Dots der friheren Generationen wurden Zellschaden durch freigesetzte Cadmium- und Se-

lenionen nachgewiesen [Dubertret 2002, Derfus 2004], wurden sie in den letzten Jahren
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auch erfolgreich in lebenden Tieren eingesetzt. Eine der bekanntesten Aufnahmen, die bis-
her vero6ffentlicht wurden (Abbildung 1.5), zeigt die Markierung
mehrerer Tumore in einer Maus. Ziel dieser Arbeit war es, eine
sehr selektive Wirkstofffreisetzung zu erreichen, indem ein Kopp-
lungsprodukt aus Quantum Dot, spezifischem Antikorper und
Wirkstoff in dem Korper injiziert wird. Nur durch eine starke An-
regung des QD von auf3en kann der Wirkstoff dann genau dort
freigesetzt werden, wo er bendtigt wird. [Kim 2003].

Auch fir Quantum Dots gilt, dass sie nicht einfach in eukaryonti-
sche Zellen einzuschleusen sind. Allerdings wurden Protokolle

verdffentlicht, mit denen Quantum Dots unter Verwendung von 3-

Abbildung 1.5: Multiplexing Argininen inkorporiert werden konnten. Fur Bakterien hingegen

verschiedener Tumorarten sind keine Moglichkeiten zur Einschleusung von Quantum Dots
mit Quantum Dots unter-

schiedlicher Farben in einer bekannt.

Maus.

1.4.4 Fusion-Tags

In letzter Zeit wurden verschiedene Labellingsysteme vorgestellt, die die Vorteile kleiner or-
ganischer Farbstoffe mit ihren sehr guten photophysikalischen Eigenschaften mit der sehr
hohen Spezifitat der fluoreszierenden Proteine verbinden. Systeme wie z.B. die kommerziell
erhaltlichen Halo-Tags (Promega) oder Snap-Tags (Covalys) erfordern zwei verschiedene
Arbeitsschritte zur hochspezifischen Fluoreszenzmarkierung. Zunachst muss ein Fusionspro-
tein aus dem Zielprotein und einem fir das System spezifischen Enzym (z. B eine Haloge-
nase oder die O°-Alkylguanosin-Alkyltransferase kloniert und exprimiert werden [Keppler
2003, 2004]. Unter Zugabe eines spezifischen farbstoffmarkierten Substrats und Ausnutzung
der jeweiligen hochsensitiven Enzymfunktionen wird in situ eine stabile kovalente Bindung
zwischen dem Fusionsprotein und dem gewéhlten Fluorophor geknipft. Die Abbildung 1.6
erlautert die Funktionsweise des in dieser Arbeit fir die spezifische in vivo-Markierung von E.

coli Bakterienzellen verwendeten Snap-Tag Systems.

Unter Ausnutzung der Fluoreszenzlbéschung durch das Substrat Benzylguanin, kann durch
die Wahl geeigneter Farbstoffe zudem eine deutliche Reduktion unspezifischer Hintergrund-
fluoreszenz erreicht werden [Stohr 2008, Stohr 2009].
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Abbildung 1.6: Kovalente Markierung eines hAGT-Fusionsproteins mit einem OG-Benznguanin-
Farbstoffsubstrat. Nach der Reaktion kann der durch das Benzylguanin geldschte Farbstoff MR
121 wieder fluoreszieren

Auf der Basis der obigen Diskussion fiel die Wahl eines geeigneten Markierungssystems fur
die Untersuchung der Chemotaxis auf das Snap-Tag System. Da die gewdahlte spektroskopi-
sche Methode, die bildgebende Diffusionsmikroskopie (DIFIM), relativ lange Messzeiten und
hohe Photonenstatistiken erfordert, war die Verwendung der zu empfindlichen fluoreszenten
Proteine von Beginn an ausgeschlossen. Aus den oben geschilderten Griinden war der Ein-
satz von Quantum Dots oder die direkte Anfarbung mit organischen Farbstoffen ebenfalls
nicht moglich. Der Einsatz des Snap-Tag Systems in Kombination mit fluoreszenzgeldschten
BG-Substraten hingegen bietet genau die Eigenschaften, die zur Untersuchung nétig sind:
die sehr hohe Spezifitat endogener Markierung gepaart mit der Photostabilitat organischer
Fluorophore.
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1.5 Diffusions-Messungen in biomimetischen Zytoplasmen

Der Transport von molekularer Fracht zwischen dem Zellkern und dem umgebenden Zyto-
plasma durch den Kernporenkomplex ist der wichtigste Transportprozess in eukaryontischen
Zellen. In der Kernmembran jeder Zelle befinden sich ungefahr 2000 Kernporen, durch die
jeweils bis zu 1000 Proteine pro Sekunde in beide Richtungen diffundieren kénnen. Neben
dem schnellen Transport zwischen Zytoplasma und Zellkern dient die Kernpore zuséatzlich
als Barriere, die die freie Diffusion gréf3erer Molekile in den Zellkern verhindert, und hat so-

mit eine Schutzfunktion fir die im Zellkern befindliche Erbinformation.

Am Aufbau eines Kernporenkomplexes sind ungeféhr 30 verschiedene Proteine beteiligt, die
im Verbund als Nukleoporine bezeichnet werden. Wahrend ein Teil der Nukleoporine direkt
am Aufbau der ringférmigen Struktur der Kernpore beteiligt

dreidimensionales Netzwerk ist, liegt ungeféhr die Halfte der Nukleoporine in nahezu un-
der FG-Repeats

gefalteter Form vor und fillt das Innere der Kernpore (Lu-
men) aus. Da die ungefalteten Proteine lange Wiederholun-
gen des Aminosauremotivs Phenylalanin-Glycin (FG) besit-
zen, werden sie FG-Nukleoporine, oder kurz FG-Repeats,
genannt. Die Funktion des dreidimensionalen hydrophoben

Netzwerks aus den FG-Repeats ist bis heute noch nicht ge-

nau aufgeklart. Unstrittig ist allerdings, dass es eine Per-

120 nm meabilitatsbarriere ausbildet, die die freie Diffusion schwere-

Abbildung 1.7: Draufsicht rer Molekiile durch den Komplex effizient unterbindet. Abbil-
auf einen Kernporenkomp-

lex. Gut zu erkennen ist das
dreidimensionale Netzwerk  oben.
der FG-Repeat.

dung 1.7 zeigt die schematische Ansicht der Kernpore von

Das Durchqueren der Kernpore ist fir kleinere Molekile mit
einem Molekulargewicht unter 30 kDa durch Diffusion méglich. Fur gréRere Molekile hinge-
gen ist die passive Diffusion nicht méglich oder stark behindert. Weisen sie eine kurze Ami-
nosauresequenz, die Kernlokalisierungssequenz (NLS) auf, werden sie in mit Hilfe von
Transportproteinen, wie der Familie der Importine, als Transportkomplex durch die Kernpore

befordert.

Mechanistisch ist der Transportzyklus bereits weitestgehend verstanden und wird mittels des
Ran-GTP Zyklus in geeigneter Form beschrieben. Ein Transportzyklus besteht aus vier ver-
schiedenen Schritten; der Bildung eines Cargo-Carrier-Komplexes aus der Fracht und einem
Importrezeptor, der Passage durch die Kernpore, dem Zerfall des Transportkomplexes auf

der Kernseite und dem Recycling der Importine, die durch spezielle Exportproteine in einem
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Komplex ins Zytoplasma zuriickbeférdert werden. Der einzige Schritt bei dem Energie ver-

braucht wird, ist die Freisetzung der Importine aus dem Exportkomplex im Zytoplasma.

Experimentell sollte durch die biomimetische Modellierung eines Zytoplasmas und eines
Kernporenlumens versucht werden, die Diffusionsgeschwindigkeit verschiedener Proteine
mit molekularen Massen ober- und unterhalb der 30 kDa-Grenzen zu messen, um zu unter-
suchen, ob sich das komplexe Diffusionsverhalten in der Kernpore in vitro nachvollziehen
lasst. Zur Herstellung eines kinstlichen Zytoplasmas mit einer physiologischen Gesamtpro-
teinkonzentration von 300-400 mg/ml mussten verschiedene Parameter optimiert werden,
um unter diesen schwierigen experimentellen Bedingungen vertrauenswirdige Ergebnisse
zu erhalten. Neben der Einfihrung geeigneter Oberflachenpassivierungsmethoden umfasste
die experimentelle Arbeit auch die Herstellung und Charakterisierung von Gemischen aus

vier unterschiedlichen Proteinen.

Um Vergleichsmessungen in biomimetischen Kernporenlumen durchfihren zu kénnen, mus-
sen grof3e Mengen (bis zu 20 mg) verschiedener Nukleoporine zunéchst in E. coli exprimiert
und anschlieBend aufgereinigt und aufkonzentriert werden; ein sehr aufwandiges Verfahren,
da bei normalen Anséatzen lediglich Mengen im Bereich von weniger als einem Milligramm
gewonnen werden kdnnen. Da E. coli ein bereits in sehr vielen Bereichen komplett unter-
suchter Organismus ist, bietet er zur Gewinnung von Proteinen unter dem molekularen
Schrankengewicht von 100 kDa den besten Zugang. Durch einfache Einschleusung von
Plasmiden, schnelles exponentielles Wachstum der Population und einfache Methoden zur
Abtrennung und Aufreinigung der erzeugten Proteine ist E. coli in der heutigen molekularen
Biologie ein sehr wichtiges Routinewerkzeug zur Herstellung kleinerer bis mittlerer Protein-
mengen geworden. Proteine mit Molekulargewichten von mehr als 100 kDa hingegen wer-
den in E. coli nur in sehr geringen Ausbeuten erhalten. Fir deren Gewinnung in gré3eren
Mal3staben muss deshalb auf deutlich komplexere Methoden wie z. B. die Expression in In-

sektenzellen zurlickgegriffen werden.
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2. Theoretische Grundlagen

2.1 Grundlagen der Fluoreszenzspektroskopie

Die Beobachtung der Wechselwirkung elektromagnetischer Strahlung mit Atomen und Mole-
kulen ermoglicht es, wichtige Informationen tber deren Aufbau zu erlangen. Bei der Betrach-
tung der Wechselwirkung von elektromagnetischer Strahlung mit einem Atom werden Infor-
mationen Uber die energetischen Verhaltnisse der Elektronenhille erhalten, wahrend bei der
Untersuchung der Wechselwirkungen mit Molekilen weitere Parameter wie der Abstand zwi-

schen den Atomen im Molekil und die zwischen ihnen herrschenden Krafte hinzukommen.

2.1.1 Absorption

Wird ein Photon der Wellenlange A von einem Atom oder Molekiil absorbiert, so wird ein
Elektron aus seinem Singulettzustand S, unter Aufnahme der Energie AE in den energetisch
hoheren Singulettzustand S; angeregt. In seiner Frequenzbedingung fir die Absorption fand
Nils Bohr einen Zusammenhang zwischen der Frequenz v des eingestrahlten Photons und

der Energiedifferenz
AE=hv=5;-S5p

Wobei h dem Planckschen Wirkungsquantum entspricht. Nur wenn diese Beziehung erfullt
ist, kann eine Absorption des Photons durch das Atom oder Molekil stattfinden. Trifft elekt-
romagnetische Strahlung mit der Frequenz v auf ein Molekil im Grundzustand 0, das durch
die Wellenfunktion y, beschrieben wird, tritt diese in Wechselwirkung mit dem Molekil. Nach
der Absorption eines Photons befindet sich das Molekil nicht langer in seinem Grundzustand
0, sondern in einem energetisch héheren angeregten Zustand 1, der mit der Wellenfunktion

v, beschrieben wird. Daher gilt fiir die Ubergangsenergie AE
AE = E1(y1) — Eo(wo) = AEe + AEyip + AE o

Da die elektronische Anregung eines Molekiils deutlich héhere Energien erfordert als eine
Anregung in héhere Schwingungs-( AE,,) oder Rotationsniveaus (AE,y), werden diese bei

der Absorption elektromagnetischer Strahlung ebenfalls angeregt. Dadurch erklart sich der
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Ubergang von den Linienspektren einzelner Atome hin zu Absorptionsbanden, wie sie
hauptséchlich bei grolReren Molekilen auftreten, da bei diesen eine Vielzahl von mdglichen
Ubergangen energetisch sehr dicht beieinanderliegt.

Die Energiedifferenz zwischen zwei elektronischen Zustéanden ist normalerweise so grof,
dass die nétige Anregungsenergie, im Gegensatz zu der fir Schwingungs- oder Rotationsan-
regung, thermisch nicht aufgebracht werden kann. So betragt die Energiellicke zwischen den
Zustanden Sy und S; beispielsweise fur die Klasse der Rhodaminfarbstoffe ungefahr 2,2 eV
(212,3 kJ/Mol). Nach dem Boltzmann‘schen Verteilungssatz liegt das Verhaltnis von Moleku-
len im angeregtem Zustand zu solchen im Grundzustand bei Raumtemperatur bei etwa 10,
Elektromagnetische Strahlung mit einer Wellenlange im Bereich von 400 — 800 nm hingegen
besitzt eine Energie von 1,5 — 3 eV und ist damit in der Lage, elektronische Anregungen her-

vorzurufen.

Eine Mdglichkeit, die Ubergangswahrscheinlichkeit eines Elektrons aus seinem Grundzu-
stand in den ersten angeregten Zustand zu quantifizieren, bietet die dimensionslose Oszilla-
torstarke f. Klassisch betrachtet reprasentiert sie den Anteil aller Elektronen, die diesen
Ubergang vollziehen. Die quantenmechanische Betrachtungsweise der Oszillatorstarke fo;
fur einen Ubergang aus dem Grundzustand in den ersten angeregten Zustand lautet

for = const. - AE +|fip;]?

Wobei AE die Energiedifferenz zwischen den energetischen Zustanden und po; das Uber-

gangsdipolmoment beschreibt. Das Ubergangsdipolmoment ist definiert als
ot = [ 9o 1 - @rdxdydz

Die Oszillatorstarke, und somit auch die Wahrscheinlichkeit fiir einen Ubergang, ist somit
direkt proportional zum Ubergangsdipolmoment. Falls das Ubergangsdipolmoment O ist, ist
der betreffende Ubergang verboten und es findet keine Absorption statt. Experimentell zu-
ganglich ist die Oszillatorstarke tUber den integralen Absorptionskoeffizienten, den folgende

Formel beschreibt
A= [g dv

Hierbei ist &, der molare Absorptionskoeffizient bei der Frequenz v. Falls der Absorptions-
koeffizient einer isolierten Bande, die nicht mit anderen Uberlappt, bestimmt werden soll,
kann er, als die Flache unter der Absorptionsbande, ndherungsweise als das Produkt des

Extinktionskoeffizienten ¢, und der Halbwertsbreite Av,,, abgeschéatzt werden.
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Die Oszillatorstarke lasst sich dann mit Hilfe des ermittelten Absorptionskoeffizienten nach

folgender Gleichung berechnen

4m,cey
NA ez

Mit: m. = Masse des Elektron, ¢ = Lichtgeschwindigkeit, No = Lohschmidt-Zahl, g, = elektri-

sche Feldkonstante und e = Elementarladung.

Fur erlaubte Ubergange bei Farbstoffmolekiilen liegt die Oszillatorstarke in der Regel in der

Grolienordnung von 1.

Die Intensitédt eines Lichtstrahls nimmt nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz auf seinem

Weg durch die Probe exponentiell ab
Iy
A= lgT =¢c-c-d

Hierbei ist A die Absorption, 1o und | die Intensitat vor und nach dem Durchlaufen der Probe,
¢ der molare Extinktionskoeffizient, ¢ die Konzentration der Probe und d die durchstrahlte
Schichtdicke. Der Extinktionskoeffizient ist ein Mal3 fur die Absorption eines Stoffes bei einer
bestimmten Anregungswellenlange. Mit Hilfe des Lambert-Beer'schen Gesetzes kann er
leicht berechnet werden, wenn drei Restriktionen eingehalten werden: Es gilt nur fir mono-
chromatisches Licht, es gilt nur fir verdiinnte Lésungen (c < 102 M) und es setzt voraus,

dass in der Losung nur eine absorbierende Spezies vorliegt.

Theoretisch errechnete Werte ergeben eine Ubergangszeit von ca. 10™° s fur die Absorption
elektromagnetischer Strahlung. Da diese Zeitspanne sehr kurz ist, kann hier die Born-
Oppenheimer Naherung angenommen werden. Sie besagt, dass eine elektronische Anre-
gung so schnell stattfindet, dass die Atomkerne nicht durch eine Veranderung ihrer Position
innerhalb des Molekiils reagieren kénnen, da deren Masse um ein Vielfaches hoher ist als
die der Elektronen. Da wahrend einer elektronischen Anregung die Elektronendichte inner-
halb eines Molekuls verschoben wird, befindet sich das Molekil nach der Anregung in einer
Lage aulRerhalb des Gleichgewichts, so dass das Molekilgerist in Schwingung gerat. Da
sich also das Kerngerist wahrend der Absorption nicht verandert, spricht man hierbei von
einem vertikalen Ubergang, da dieser im Potentialdiagramm senkrecht verlauft (vgl. Abb. 2.1
Condon [1928]).
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Dissoziation
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Abbildung 2.1: Das Franck-Condon-Prinzip: Mechanismus der Fluoreszenz.

Das Franck-Condon-Prinzip besagt, dass das Elektron aus dem Bereich seiner hdchsten
Aufenthaltswahrscheinlichkeit in der Gleichgewichtslage des Kerngerusts angeregt wird.
Ebenso muss der Ubergang in einen Bereich mit einer hohen Aufenthaltswahrscheinlichkeit
erfolgen. Da jedoch das Potenzialdiagramm des angeregten Zustands gegeniber dem des
Grundzustands leicht verschoben ist, kann der Ubergang nur in angeregte Vibrationszustan-
de erfolgen. Nach diesem Ubergang relaxiert das Elektron innerhalb von ca. 10™ s in den
niedrigsten Schwingungszustand des ersten elektronisch angeregten Zustands. Aus diesem
heraus kommt es dann zum spontanen Ubergang in den schwingungsangeregten elektroni-
schen Grundzustand unter Abgabe eines Photons. Da durch die Schwingungsrelaxationen
Energie in Warme umgewandelt wird, hat dieses Fluoreszenzphoton immer eine langere

Wellenlange als das urspriinglich absorbierte Photon.
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2.1.2 Emission

Bei der spontanen Emission von Photonen aus einem angeregten Zustand wird zwischen
zwei unterschiedlichen Mechanismen unterschieden: Fluoreszenz und Phosphoreszenz. Die
verschiedenen strahlenden und strahlungslosen Relaxationswege werden in einem Jablons-
ki-Diagramm (Abb. 2.2) zusammengefasst. Es illustriert alle Vorgange, die zwischen erfolgter
Absorption bis zur Riickkehr in den Grundzustand des Molekiils ablaufen kénnen.

= Sn
T Sa
“Ic
Ss T
i i
T - T3
W= et
1y = T>
s S: = T =
5 T T Keue
S ISC
< Y
_‘.: Y T,
hrv 5 g
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-: ¥ . s K :
BT I
& g SI:I

Abbildung 2.2: Energieniveau-Schema eines organischen Fluorophors (Jablonski-Diagramm) IC
= Internal Conversion, VR = Vibrational relaxation, ISC = Intersystem Crossing.

Nur unmittelbar nach der Anregung mit Licht einer geeigneten Wellenlange befindet sich das
Farbstoffmolekil in héheren Schwingungsniveaus eines angeregten Singulettzustands. In
der Regel handelt es sich hierbei um den S;-Zustand, allerdings sind auch hohere Zustande
wie S;, S; und S, mdglich. Da die Anregung sehr schnell innerhalb von 10" s vonstatten
geht, andert sich der Spin wahrenddessen nicht (Spinverbot). Triplettzustande mit ungepaar-
ten Elektronenspins kénnen also zunéchst nicht erreicht werden. Werden mdgliche chemi-
sche Reaktionen auf3er Acht gelassen, ergeben sich sieben photophysikalische Mechanis-

men, die zur Depopulation des angeregten Zustands fihren kénnen.
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Ubergang Beschreibung Rate Zeit [s]
S1—S, + hv Fluoreszenz Ke 10°
S;—S, + Warme Strahlungslose Relaxation, Lésung Kic 10°%-107
T1— So+hv Phosphoreszenz Kp 103-100
T1 — So + Warme Strahlungslose Relaxation, Lésung Kisc 10°-100
Sh— S Strahlungslose Relaxation Kic 1041010
S Intersystem Crossing Kisc 100108
S,— S, Schwingungs-Relaxation Kyr 101210

Tabelle 2.1: Mégliche Relaxationsprozesse eines angeregten Farbstoffmolekails.

Elektronen, die sich in héheren angeregten Niveaus befinden (S,, Ss, S,), gelangen in L6-
sungen schnell und strahlungslos zuriick in den S;-Zustand (Kashas Regel). Die Elektronen,
die sich in hdheren Schwingungsniveaus des S;-Zustandes befinden, relaxieren im Subpiko-
sekundenbereich in die Boltzmann-Verteilung der Schwingungszustande des elektronischen
Grundzustands [Kascha 1952]. Hierbei wird die Uberschissige Energie durch St6Re mit
Nachbaratomen abgebaut.

Aus dem Schwingungsgrundzustand ergeben sich nun verschiedene Maoglichkeiten, in den
So-Zustand zuriickzukehren: Entweder unter Aussendung eines Photons (Fluoreszenz) oder
durch strahlungslose Desaktivierung (Internal conversion). Eine weitere Moglichkeit liegt in
einem Ubergang in den Triplettzustand T,. Aus diesem Triplettzustand kann nun ebenfalls
strahlende (Phosphoreszenz) und strahlungslose Desaktivierung stattfinden. Wahrend die
Fluoreszenzlebensdauer im Nanosekundenbereich liegt, ist die der Phosphoreszenz bedeu-
tend langer (10° - 100 s), da der Ubergang aus dem Triplett- in den Singulettzustand spin-
verboten ist, und damit sehr viel langsamer ablauft. Im Gegensatz zur Fluoreszenz kann die
Phosphoreszenz nur in Festkdrpern beobachtet werden, in Losung dominiert hier die strah-
lungslose Desaktivierung. Fluoreszenz findet also nur statt, wenn ein Elektron aus dem
Schwingungsgrundzustand eines elektronisch angeregten Zustand S; in einen hdheren
Schwingungszustand des elektronischen Grundzustands Sy Ubergeht. Nach der Kasha Re-
gel erfolgt dies normalerweise aus dem Schwingungsgrundzustand des S; Niveaus in das
Grundniveau Sy, da strahlungslose Desaktivierungsprozesse hoher angeregter Zustande

deutlich schneller ablaufen.
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Die Anregung in hdhere Schwingungsniveaus verlauft, wie bereits erwahnt, nach dem
Franck-Condon-Prinzip, ohne dass es zu einer Anderung des Kerngeriists kommt. Falls sich
die Geometrien des Grundzustandes und die des angeregten Zustands nicht zu deutlich un-
terscheiden, verhalten sich das Absorptions- und das Emissionsspektrum einer Substanz
einander wie Bild und Spiegelbild. Allerdings ist das Emissionsspektrum hierbei bathochrom,
d. h. zu langeren Wellenlangen hin verschoben (vgl. Abbildung 2.3 Stokes Shift) [Stokes
1852].

A

Abbildung 2.3: Stokes Shift. Das emittierte Fluoreszenzlicht hat auf Grund von Schwingungsrelaxa-
tionen eine niedrigere Energie als das absorbierte.

Diese bathochrome Verschiebung erklart sich durch den Energieverlust in Folge der Schwin-

gungsrelaxation im elektronisch angeregten S; Zustand.
Das Auftreten von Fluoreszenz wird durch folgende Faktoren begunstigt:

1. Starre Struktur des Molekiils, so dass keine strahlungslosen Desaktivierungen auftre-
ten kénnen.

2. Eine geringe Spin-Bahn-Kopplung verhindert das Intersystem Crossing, deshalb soll-
ten Farbstoffe in der Regel keine schweren Atome besitzen.

3. Funktionelle Gruppen mit starken Elektronendonor bzw. —akzeptoreigenschaften, da-
durch erfolgt die Anregung des Molekiils hauptsachlich Gber charge-transfer.
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2.1.3 Fluoreszenzquantenausbeute

Die Fluoreszenzquantenausbeute eines Farbstoffs hangt von seiner Emissionsrate und der
Anzahl der strahlungslosen Ubergénge vom untersten Schwingungsniveau S; in den Grund-
zustand Sy ab. Da Schwingungsrelaxationen im angeregten Niveau in der Regel um den
Faktor 1000 schneller ablaufen als die Fluoreszenzemission, lauft diese bei den meisten
Fluorophoren aus dem Schwingungsgrundzustand ab.

Zwar besagt die Born-Oppenheimer-Naherung, dass ein Molekil nur unter Aussendung ei-
nes Fluoreszenzphotons aus dem angeregten Zustand in den elektronischen Grundzustand
zurlckkehren kann, allerdings treten auch verschiedene strahlungslose Relaxationswege
auf, so dass ein Fluorophor in der Regel mehr Photonen absorbiert als es emittiert. Je héher
die strukturelle Komplexitat der Farbstoffmolekiule wird, desto héaufiger treten diese strah-
lungslosen Desaktivierungen auf. Die theoretische Erklarung dieser Vorgénge fihrt zu sehr
komplexen Gleichungssystemen, die die Abhangigkeit elektronischer Wellenfunktionen von
den Differentialoperatoren der Kernbewegung bericksichtigen mussen. Allerdings war es
bislang auf Grund ihrer Komplexitat nicht moglich, eine Losung zu finden.

Die Fluoreszenzquantenausbeute @y gibt das Verhaltnis der von einem Molekil emittierten

Photonen zu den von ihm absorbierten an

N, em
N, abs

d)fl =

Sie lasst sich ebenfalls Uber die Geschwindigkeitskonstanten aller Desaktivierungsprozesse
beschreiben:
kr
d)l = =
7

mit ki = Geschwindigkeitskonstante der Fluoreszenz und ) k; = Summe der Geschwindig-
keitskonstanten der strahlungslosen Desaktivierungen. Da ein Molekil nicht mehr Photonen
abgeben kann, als es absorbiert hat, liegt die Fluoreszenzquantenausbeute niemals Uber
eins [Demas 1971].

24



2. Theorie

2.1.4 Fluoreszenzlebensdauer

Die Fluoreszenzlebensdauer t ist definiert als die mittlere Zeit, die ein Molekil im angeregten
Zustand verweilt, bevor es in den Grundzustand zurickféallt. Wahrend die Fluoreszenzle-
bensdauer fur organische Fluorophore in der Regel im Bereich von unter 10 ns liegt, weisen
anorganische Fluorophore wie Quantum Dots Lebensdauern bis in den Mikrosekundenbe-
reich auf.

Da es sich bei der Fluoreszenzlebensdauer um ein nicht exaktes quantenmechanisches
Problem handelt, kann diese nicht direkt gemessen, sondern nur aus einer statistischen

Auswertung von Ensemblemessungen abgeleitet werden.

Die Berechnung einer theoretischen Lebensdauer ist nach der folgen Gleichung aus den
Geschwindigkeitskonstanten aller strahlenden und strahlungslosen Desaktivierungsprozesse

maoglich:

1
kf + ki + kisc

T

In der Praxis lasst sich die Fluoreszenzlebensdauer aus der Fluoreszenzabklingkurve be-
rechnen. Da die genaue Definition besagt, dass sich zur Zeit t 1/e der angeregten Molekiile
wieder im elektronischen Grundzustand befinden. Damit fallt auch die Fluoreszenzintensitat

in der Zeit T nach einem Anregungspuls auf 1/e ab.

Als natlrliche Lebensdauer 1, ist die Lebensdauer definiert, die nur durch Fluoreszenz in

Abwesenheit strahlungsloser Desaktivierung zustande kommt.

1
T, = —
Die Geschwindigkeit der strahlenden Relaxation lasst sich naherungsweise aus der Strickler-

Berg-Beziehung [Strickler 1962] berechnen:
Ky = 2,88 -10—9v0—2n2“‘;—9 f edv
e

Hierin ist n der Brechungsindex des Medium, v, die Wellenzahl des Absorptionsmaximums, &
der Extinktionskoeffizient und g4 und g sind die Entartungen des Grundzustands und des

angeregten Zustands.
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Die natirliche Lebensdauer lasst sich auch aus der Fluoreszenzquantenausbeute berech-

nen:

Allerdings ist die beobachtete Fluoreszenzlebensdauer im Experiment immer deutlich kirzer,
da je nach verwendetem Fluorophor der Anteil der strahlungslosen Desaktivierungen relativ
hoch werden kann.

Eine weitere Moglichkeit zur Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer ist die Berechnung

Uber die Abnahme der Konzentration der angeregten Farbstoffmolekiile [F,] mit der Zeit:

d[F(t)"]

o = —(kr + kic+ kisc)[F(£)7]

ki und kisc sind hier die Geschwindigkeitskonstanten der strahlungslosen Desaktivierungs-

mechanismen, k; die Geschwindigkeitskonstante der Fluoreszenz.

Wird diese Gleichung unter Beachtung der Geschwindigkeit aller Desaktivierungsprozesse
zwischen 0 und t integriert, ergibt sich

[F()'] =[F] e '/

Unter der Berlcksichtigung der Tatsache, dass die beobachtete Fluoreszenzintensitat zur
Zeit t F proportional zur Konzentration an angeregten Farbstoffmolekdlen I ist, wird fol-

gender Zusammenhang erhalten:
1) =1e

Daraus ergibt sich, dass die Fluoreszenzlebensdauer der Zeitspanne entspricht, in der die
beobachtbare Fluoreszenzintensitat auf 1/e ihres Ausgangswertes zurtickgegangen ist. Die-
se Annahme ist allerdings nur giltig, sofern es sich um eine unimolekulare Desaktivierung
handelt. In der Praxis hingegen tritt dies nur als ein Sonderfall auf, der fast nur bei freien
Farbstoffmolekiilen zu beobachten ist. Normalerweise fuhren Interaktionen zwischen dem
Farbstoffmolekil und den Biomolekulen, an die sie gekoppelt wurden, oder Verdnderungen
im lokalen Nahfeld des Farbstoffs, zum Beispiel eine veranderte Polaritat oder Viskositat, zu
einem multiexponentiellen Verlauf. Zum Anpassen solcher Abklingkurven muss also eine

Summe aus mehreren Exponentialfunktionen gewahlt werden:

26



2. Theorie

I(t) = Zaie_t/fi ; Zai =1

l l

Wobei a; die Amplitude der Komponente i und t; die entsprechende Fluoreszenzlebensdauer

darstellt.

Allerdings mussen nach dieser Gleichung ermittelte multiexponentielle Lebensdauern nicht
immer unbedingt eine echte physikalische Aussage haben, vielmehr sind sie das Ergebnis

einer bestmoglichen mathematischen Anpassung an den experimentell erhaltenen Fluores-

zenzabfall. Unter der Annahme, dass alle Lebenszeiten erfasst wurden, ist ZAi - T; propor-

tional zur Fluoreszenzintensitat.

2.1.5 Molekulare Wechselwirkungen und deren Einfluss auf die Fluoreszenz

Wahrend der Verweildauer z, in der sich das Farbstoffmolekul im Mittel im elektronisch ange-
regten Zustand S; befindet, kbnnen Wechselwirkungen mit in unmittelbarer raumlicher Nahe
befindlichen Loschmolekilen (sog. Quencher) zu einer signifikanten Verminderung der Fluo-
reszenzintensitat fihren. Neben einer unmittelbaren Nahe des Farbstoffs und des Léschmo-
lekills kann die Léschung der Fluoreszenzintensitat auch Uber ein energieleitendes System
stattfinden. Ausgel6st werden die Loschprozesse Uber Protonen-, Elektronen- oder Energie-
Ubertragung, wobei zumeist eine Kombination aus diesen verschiedenen Mechanismen auf-
tritt.

Energie-Transfer

F + 0 N F-  + Q" Elektronen-Transfer
o+ Q N (FQ) Exiplex-Bildung
F + BH > FH* + B Protonen-Transfer

Der Energietransfer verlauft iber einen Dipol-Dipol-Mechanismus, bei dem die Anregungs-
energie vom Farbstoffmolekll strahlungslos auf einen geeigneten Quencher tbertragen wird.
Damit der Energietransfer funktioniert, muss das Fluoreszenzspektrum des Farbstoffmole-
kils mit dem Absorptionsspektrum des Loschmolekils Uberlappen [Forster 1948,
Stryer 1978].
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Der photoinduzierte Elektronentransfer beruht auf Redoxreaktionen, die im angeregten Zu-
stand durch Anderung der Spannungspotenziale moglich werden. Es ist weder ein StoRRkon-
takt zwischen Fluorophor und Léschmolekil notwendig, noch wird Energie durch eine che-
mische Reaktion ausgetauscht. Die Reaktionsgeschwindigkeit wird ausschlief3lich durch die
Redoxpotenziale, den Abstand und die Lage der Reaktanden zueinander bestimmt.

Die Exiplex-Bildung (,excited complex®) ist ein Spezialfall des Elektronentransfers. Im ange-
regten Zustand wird unter Ubergabe eines Elektrons aus Fluorophor und Léschmolekiil eine
Molekilverbindung gebildet, die ausschlie3lich im angeregten Zustand stabil ist und nach
Abgabe der Energie wieder zerfallt.

Sind im Fluorophor azide Protonen oder basische Gruppen vorhanden, so besteht die Mdg-
lichkeit eines Protonen-Transfers. Die treibende Kraft fir diese Séaure-Base-Reaktion sind
drastische Anderungen der pK,- beziehungsweise pKy-Werte des Fluorophors bei Anregung

in den S;-Singulettzustand.

2.1.5.1 Statische und dynamische Fluoreszenzléschung

In Anwesenheit eines Loschmolekiils kénnen die Fluoreszenzlebensdauer und -intensitat
eines Farbstoffs erheblich beeinflusst werden. Anhand des elektronischen Zustands des

Fluorophors unterscheidet man hierbei zwischen dynamischer und statischer Loschung.

Grundvoraussetzung fiir das Auftreten von dynamischer Léschung ist die Bildung eines kurz-
lebigen Komplexes zwischen dem Fluorophor im angeregtem Zustand und einem Léschmo-
lekil. Der eigentliche Energielibertragungsschritt findet dann Utber einen der oben erwahnten

Mechanismen auf.

Nach der Energielibertragung gehen beide Molekile wieder in ihren Grundzustand tber, mit
der Folge, dass neben einer Verringerung der Fluoreszenzintensitat auch eine (deutliche)

Veréanderung der Fluoreszenzlebensdauer auftritt.
Eine theoretische Anpassung an ein solches Verhalten bietet die Stern-Volmer-Gleichung fir

dynamische Ldschvorgange

To
7: ?:1+kQ'TQ'Q:1+KD[Q]

Mit Ip / I: Fluoreszenzintensitat in Abwesenheit / Anwesenheit von Loschmolekilen [Q]: Kon-

zentration der Loschmolekiile kq: bimolekularer Geschwindigkeitskoeffizient der Loschung
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7o (1): Lebensdauer des Fluorophors in Abwesenheit (Anwesenheit) von Léschmolekuilen.

4

-] ﬁ_\

N v

Q o/
kqlQJ

[Q]

Abbildung 2.4: Reaktionsschema der dynamischen Fluoreszenzléschung (links) und schemati-
sche Darstellung eines entsprechenden Stern-Volmer-Plots. Die gestrichelte Line deutet das
Verhalten bei héherer Temperatur an.

Aus dem aus experimentellen Daten gewonnenen Stern-Volmer-Plot (rechte Seite von Ab-
bildung 2.4) kann durch eine lineare Anpassung der ersten funf bis zehn Messwerte direkt
die Stern-Volmer-Konstante kq(Q) gewonnen werden, die ein direktes MaR fur die Starke der
Fluoreszenzléschung darstellt. Fir den Fall, dass eine rein dynamische Léschung vorliegt,
entspricht der Verlauf der Kurve fir das Verhaltnis der Lebenszeiten ty/t exakt dem Verlauf
fur die Fluoreszenzintensitaten lo/l. Wird das Experiment bei anderen Temperaturen wieder-
holt, so zeigt sich, dass die dynamische Fluoreszenzléschung temperaturabhéngig verlauft.
Bei hoheren Temperaturen besitzen alle Teilchen in Lésung eine héhere Brown sche Mole-
kularbewegung und die Wahrscheinlichkeit von Zusammenstt3en zwischen Léschmolekilen
und Farbstoffen im angeregten Zustand nimmt zu, so dass es zu einer héheren Ldschrate

und somit zu einer gréReren dynamischen Stern-Volmer-Konstanten kommt.

Im Gegensatz zur dynamischen Léschung ist es fir die statische Loschung notwendig,
dass sich Farbstoff und Léschmolekil bereits im Grundzustand zu einem nicht oder nur
sehr schwach fluoreszierenden Komplex vereinigen. Dadurch tritt nur eine Verringerung
der Fluoreszenzintensitat, nicht aber eine Verkirzung der Fluoreszenzlebensdauer auf,
so dass man mittels Lebensdauer-Messungen relativ leicht zwischen beiden Loschme-

chanismen unterscheiden kann.

Auch die statische Stern-Volmer-Konstante kann experimentell relativ einfach bestimmt
werden. Hierzu tragt man den Koeffizienten Fy/F gegen die Konzentration des Léschmittels
auf. In der Regel ergibt sich ein linearer Zusammenhang zwischen beiden Variablen, so dass

die Loschkonstante als Steigung der Gerade abgelesen werden kann (vgl. hierzu Abb. 2.5).
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FF+Q +—= [FQr

IO/I
hv

F+Q [F Q]

v

[Q]

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des statischen Loschmechanismus (links) und Stern-
Volmer-Plot mit angedeutetem Verhalten bei erhdhter Temperatur (gestrichelte Linie).

Die Konzentration des Komplexes aus beiden Molekilen l&asst sich mit Hilfe des Massenwir-

kungsgesetzes leicht bestimmen:

[F-0Q]
[F1[Q]

ky =

Wird die Fluoreszenz des komplexierten Farbstoffes vernachlassigt, so ergibt sich die
Fluoreszenzintensitat in guter Naherung einzig durch nicht komplexiertes Chromophor.
Durch Einsetzen dieser Gleichung erhélt man dann dieselbe Stern-Volmer-Gleichung wie

fur die dynamische Fluoreszenzldschung.
[Flo = [F]1+ [F — Q]

[Fol —[F] _ [Flo 1

“= e T el @
o 14 K[Q)

Im Gegensatz zur dynamischen Ldschung, deren Starke mit steigenden Temperaturen zu-
nimmt, sinkt die der dynamischen Ldschung stark ab, da bei héheren Temperaturen das
Gleichgewicht zwischen dem nicht-fluoreszierenden Komplex und den ,Einzelkomponenten®
Farbstoff und Quencher auf Grund der hoheren Entropie auf die Seite der Edukte verscho-

ben wird.

Somit stehen zwei Moglichkeiten zur Verfligung, zwischen statischer und dynamischer L6-
schung zu entscheiden. Neben der Anderung der Fluoreszenzlebensdauer, die sich nur

durch das Vorhandensein von dynamischer Léschung erklaren lasst, kann ein Aussage Uber
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die Ursache der Fluoreszenzléschung auch durch Messungen bei unterschiedlichen Tempe-

raturen getroffen werden.

In der Praxis ist es allerdings relativ haufig, dass ein Fluorophor sowohl dynamisch als auch
statische geléscht wird. Erkennbar ist dies auch am resultierenden Stern-Volmer-Plot, der bei
hoheren Loschmolekilkonzentrationen von seinem zunéchst linearen Verlauf nach oben hin
abknickt.

[Q]

Abbildung 2.6: Verlauf eines Stern-Volmer-Plots bei kombinierter dynamischer und statischer L6-
schung

In diesem Fall gilt eine modifizierte Stern-Volmer-Gleichung, die bezlglich der Léscherkon-
zentration [Q] zweiter Ordnung ist.
Iy

2= (1+kg- - [Q1) - (1 +Ks - [QD) = - (1 + Ks - [@])
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2.1.5.2 Photoinduzierter Elektronentransfer

Infolge der Absorption von Licht und der dadurch verursachten Veranderung der Elektronen-
dichteverteilung andern sich die Redoxeigenschaften von Farbstoffmolekilen.

Wahrend der Absorption geht ein Elektron aus dem HOMO (Highest occupied molecular or-
bital) in das LUMO (Lowest unoccupied molecular orbital) Gber. Im HOMO entsteht somit ein
Elektronenloch, wahrend im LUMO nun ein Elektron vorhanden ist, das um den Energiebe-
trag des Ubergangs E, reicher ist. Dadurch kann ein angeregtes Molekiil um diesen Ener-
giebetrag leichter oxidiert oder reduziert werden. Diese Ubergangsenergie entspricht dem
Ubergang aus dem S, in den S; Zustand und zwar jeweils aus dem niedrigsten Schwin-
gungszustand vo=0 und v;=0. Dieser Energiebetrag kann aus den aus den Mittelwerten der
Absorptions- und Emissionsbanden berechnet werden [Marcus 1956, Grabowski 1976]. Die
folgende Abbildung 2.6 erlautert die mdglichen Oxidations- und Reduktionsreaktionen im

elektronischen Grundzustand S, und dem ersten angeregten Zustand S;.

Vakuum

E$ EA P EA*: IP*

LUMO @

@ ®  Homo ®

Abbildung 2.7: Ubersicht tiber die Oxidations- und Reduktionsmdglichkeiten eines Molekiils im
Grundzustand Sy und im angeregten Zustand S;.

Wenn ein Elektron aus einem Molekdlorbital entfernt wird, muss daflr die lonisierungsener-
gie IP aufgebracht werden. Diese Energie ist abhdngig von der energetischen Lage des
Elektrons in seinem Molekul; stammt das Elektron aus einem bindenden Molekdlorbital, in
diesem Fall dem HOMO, so ist dieser Energiebetrag groRRer, als wenn ein Elektron aus ei-
nem nichtbindenden Molekulorbital, hier das LUMO, entfernt wird. Dann ist die lonisierungs-
energie IP* um den Betrag geringer, der bereits durch die Absorption eines Photons aufge-
nommen wurde. Die Energie, die wahrend der Aufnahme eines zusatzlichen Elektrons frei

wird, heil3t Elektronenaffinitdt (EA). Im Grundzustand des Molekils kann ein zusatzliches
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Elektron nur in ein nichtbindendes Molekulorbital, das LUMO, erfolgen. Da in Folge dessen
die Bindungsordnung des Molekuls und damit auch dessen Stabilitat abnimmt, ist der Ener-
giegewinn hierdurch im Grundzustand sehr gering. Im angeregten Zustand hingegen kann
ein zusatzliches Elektron in das HOMO aufgenommen werden, wodurch die Bindungsord-
nung und die Stabilitdt des Molekils zunehmen. Deshalb ist die Elektronenaffinitat in ange-
regten Molekilen drastisch erhoht.

In Abhangigkeit von seiner elektronischen Konfiguration kann ein Farbstoffmolekil also von
einem Elektronenakzeptor oxidiert oder von einem Elektronendonor reduziert werden. Un-
gleich wahrscheinlicher werden solche Redoxvorgadnge im angeregten Zustand, da sowohl
Oxidationen als auch Reduktionen um den Energiebetrag des Ubergangs zwischen beiden
Zustanden erleichtert werden.

Vakuum
E Ered’ Eox Eox’ Ered
@ LUMO ®
§ Kes
Boo % : Foo .
M k CR '-. M v
' / LUMO
‘D ®
5 i keRr
kCS HOMO
®» © @ @ © ® .
HOMO SOMO HOMO SOMO @ @
HOMO
F(Sp) F*(Sy) D(Sp) F(So) F*(S1) A(S0)

Abbildung 2.8: Vereinfachtes Energieschema fir den photoinduzierten Elektronentransfer zwi-
schen einem angeregten Fluorophor F* und einem Donor D bzw. Akzeptor A.

Fur den Elektronentransfer gibt es zwei moégliche Reaktionsablaufe. Er kann sowohl intramo-
lekular (through-bond) oder intermolekular (through-space) ablaufen. In der Praxis ist der

through-space Elektronentransfer deutlich haufiger anzutreffen.

Ob eine Elektronentransferreaktion ablauft, h&ngt von der Standardreaktionsenthalpie AG®°

ab. Fur einen bimolekularen Elektronentransfer berechnet sich diese nach:
AG° =1Pp — EAy

IPp ist hierin die lonisierungsenergie des Elektronendonors und EA, die Elektronenaffinitat

des Akzeptors.
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Da sich durch die Absorption von Licht im Fluorophor die lonisierungsenergie und die Elekt-

ronenaffinitat andern, gilt dann
IPp, =1Pp — AEyo und EAy. = EAy + AEy
Damit ergibt sich fur die Standardreaktionsenthalpie des Elektronenliiberganges
AG° = 1Py, — EAy — AEy

Die oben eingefuihrten Grof3en der lonisierungsenergie und der Elektronenaffinitat lassen
sich allerdings nicht auf Feststoffe oder Losungen derselben anwenden, da sie nur fur die
Gasphase definiert sind. Fur die interessierenden Losungen von Feststoffen missen sie
durch die elektrochemischen GréfRen des Oxidations- und Reduktionspotenzials (Eox und
E.q) ersetzt werden. Eine weitere Abweichung von der Gasphase sind vorhandene attraktive
Wechselwirkungen zwischen den im Verlauf der Reaktion entstehenden Radikalanionen und
—kationen. Als Korrekturfaktor wird deshalb ein Coulombterm AG°c,, eingefuhrt, der diese

Wechselwirkungen beachtet.

62

AGOCoul = -

&R,

Mit &, der statischen Dielektizitdtskonstante des Lésungsmittels und R, dem Abstand der

Zentren der Radikalionen.

Nach der Rehm-Weller-Gleichung [Rehm 1969, Weller 1982] ergibt sich somit fir die Stan-

dardreaktionsenthalpie.
AG® = Epy — Epeqg — AEp g + AGcoy

Die Rehm-Weller-Gleichung ist allerdings in dieser Form nur dann gltig, wenn die Reaktion
in demselben Losungsmittel durchgefuhrt wird, in dem auch die Redoxpotenziale der Reak-
tanden gemessen wurden. Wird die Reaktion in einem anderen Losungsmittel durchgefuhrt,
so muss zusatzlich die Solvatationsenthalpie AG®s, des Radikalionenpaares bertcksichtigt
werden. Diese kann mit Hilfe der Bornschen Gleichung aus den effektiven Radikalionenra-

dien des Kations und des Anions berechnet werden [Oevering 1987].
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2.2 Grundlagen der Einzelmolekilfluoreszenzspektroskopie

Unser chemisches Verstandnis beruht auf dem ergodischen Theorem, d. h. der Annahme,
dass der Durchschnitt eines Ensembles dem durchschnittlichen Verhalten eines einzelnen
Molekdils tUber einen langen Zeitraum hinweg entspricht. Allerdings lassen sich durch Mes-
sungen des Ensembles keine Informationen Uber die Form der Verteilungskurve, die zeitliche
Fluktuation und die einzelnen Reaktionsschritte erhalten. Es ist nicht ersichtlich, ob alle beo-
bachteten Molekile die gleichen Eigenschaften zeigen, also Uber eine statische Heterogeni-
tat verfigen und ob ihre Eigenschaften im verfolgten Zeitraum konstant sind, also dynamisch
heterogen [Herten 2003].

Pionierarbeiten auf diesem Gebiet aus den frihen 1960er Jahren fanden zuné&chst wenig
Beachtung. Erst gegen Ende der 1980er Jahre nach fortschreitender Entwicklung moderner
optischer Methoden gelang es zwei Gruppen unabhéngig voneinander, einzelne Molekile in
einer festen Matrix und bei tiefen Temperaturen nachzuweisen [Moerner 1989, Orrit 1990].
Seitdem entwickelte sich die optische Einzelmolekilspektroskopie zu einer sehr varianten-
reichen Methode [Herten 2008], die Anwendungen in Biologie [Weiss 1999], Chemie [Kiel
2007] und Medizin [Rigler 1994] gefunden hat. So lasst sich zum Beispiel mit der Fluores-
zenz-Korrelations-Spektroskopie die Diffusion farbstoffmarkierter Proteine verfolgen, mit
FRET-Messungen, die den Energietransfer zwischen zwei passenden Fluorophoren ausnut-
zen, lassen sich Interaktionen zwischen Proteinen als Funktion ihres Abstandes zueinander

untersuchen.

Neben der konfokalen Einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopie, auf die im Folgenden ge-
nauer eingegangen wird, wurde in den letzten Jahren eine Vielzahl neuer Methoden etabliert,
die die Lokalisierung und Wechselwirkungen einzelner Molekile auflésen kénnen. Wahrend
einige Methoden wie z. B. die 4n—Mikroskopie [Hell 1994] oder die STED-Technik (Stimula-
ted-emssion-depletion)[Wichmann 1994] mit hohem experimentellen Aufwand in der Lage
sind, die optische Auflésung eines konfokalen Mikroskops deutlich zu verbessern, gehen

moderne stochastische Ansatze einen anderen Weg.

Bei PALM (Photoaktivated localisation microscopy) und STORM (stochastic optical recons-
truction microscopy) werden spezielle Farbstoffe verwendet, die durch einen sehr kurzen
Laserblitz angeregt werden [Betzig 2006, Rust 2006]. Da durch jeden Lichtblitz immer nur
sehr wenige Molekile angeregt werden, Uberlappen deren Punktabbildungsfunktionen in
aller Regel nicht, so dass eine viel genauere Lokalisation moglich ist. Durch die Addition ei-

ner Vielzahl von einzelnen Aufnahmen entsteht eine Abbildung der Probe mit einer Auflo-
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sung von bis zu wenigen Nanometern. Momentan ist dies der Auflésungsrekord fiir optische

Mikroskopiemethoden.

2.2.1 Konfokale Mikroskopie

Die konfokale Mikroskopie wurde bereits im Jahre 1957 von Marvin Minsky entwickelt und
patentiert [Minsky 1957]. Allerdings sollte es Uber 30 Jahre dauern, bis Rudolf Rigler sie im
Jahr 1992 erstmals dazu benutzte, einzelne Molekile nachzuweisen [Rigler 1992]. Seit die-
ser Zeit ist das konfokale Prinzip die mit Abstand wichtigste und am meisten genutzte Tech-

nik zur Untersuchung einzelner Molekiile.

Bereits in der Mitte des 19. Jahrhunderts beschaftigte sich Ernst Abbe mit der Theorie der
Lichtmikroskopie und zeigte die Grenzen eines Lichtmikroskops auf, das durch den Bre-
chungsindex der Probe und die Eigenschaften der Objektivlinsen in seinem Auflésungsver-
maogen limitiert ist. Selbst unter Einsatz der besten optischen Elemente ohne spharische und
chromatische Aberrationen lasst sich keine perfekte Abbildung der Probe erreichen. In einem
beugungsbegrenzten Bild erscheint eine Punktlichtquelle als eine leuchtende Scheibe mit in
konzentrischen Kreisen abnehmender Intensitat. In Anlehnung an den britischen Astronomen
George B. Airy wird diese Scheibe als Airy Disc bezeichnet. Dieses Beugungsmuster, ein
Ergebnis der Wellennatur des Lichts, ist ein Spezialfall der Fraunhofer Beugung. Laut Abbé
lasst sich die Qualitat eines Bildes aus der Anzahl der Beugungsringe im Verhdltnis zum
Brechungsindex und der numerischen Apertur des Mikroskopobjetivs bestimmen. Der Ra-
dius raiy, des ersten dunklen Rings der Airy Disc lasst sich aus der Wellenlange A des ver-

wendeten Lichts und der numerischen Apertur des Objektiv NA berechnen.

Ao

Thiry = 0,61 - M

Liegen zwei gleich helle Punkte in einem kleinen Abstand d in der Objektebene voneinander
entfernt, so liegen ihre Beugungsbilder nebeneinander in der Bildebene. Diese beiden Punk-
te sind dann aufgeltst, wenn deren Abstand d groR3er ist als der Radius der Airy Disc (Ray-

leigh Kriterium).

Diese theoretische laterale Auflosung lasst sich unter der Verwendung perfekter optischer
Bauteile und unter der Annahme einer zweidimensionalen Probe erreichen. Im Experiment
hingegen wird der Kontrast des fluoreszierenden Objekts sowohl durch Streulicht als auch

durch Fluoreszenz aus Bereichen aul3erhalb der fokalen Ebene reduziert, da auch dieses
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Licht vom Mikroskopobjektiv gesammelt und detektiert wird. Objekte, die nicht unendlich
schmal sind, sondern eine dreidimensionale Struktur aufweisen, haben somit eine Tiefen-

scharfe, die hoher ist als die maximale axiale Auflésung.

Im Gegensatz zu einem normalen Lichtmikroskop ist das konfokale Mikroskop in der Lage,
dieses Licht auszublenden und verbessert dadurch die axiale Auflosung (Abbildung 2.9).
Fokale Ebene

Objektiv

Fluoreszenz

A Anregungslicht
& A

Laser )

Dichroitischer
Strahlteiler

e

1

\ .
- /
\
é % Lochblende

Detektor (APD)

Abbildung 2.9: Schematische Darstellung des konfokalen Prinzips. Licht, welches nicht aus der
konfokalen Ebene stammt, wird durch die Lochblende nahezu komplett abgeschnitten.

Wie Abbildung 2.9 illustriert, wird nur solches Licht detektiert, das direkt aus der fokalen
Ebene stammt. Fur einen verschwindend kleinen Beobachtungsbereich verbessert sich die
laterale Auflésung dadurch um den Faktor 1,41 [Inoué 1995].

Daraus resultieren folgende maximale Auflosungen [Webb 1995]

1-0,8 1,4-4
Tateral =5 3 und Tyyiqr = NAZ
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In der Praxis bedeutet dies, dass punktférmige Lichtquellen unter Verwendung eines Olim-
mersionsobjektivs mit einer numerischen Apertur von 1,45 und bei Anregung mit einem La-
ser mit einer Wellenléange von 635 nm Objekte aufgeldst werden kdnnen, wenn der Abstand
zwischen ihnen lateral mindestens 175 nm und axial mindestens 425 nm betragt. Wird hin-
gegen ein Wasserimmersionsobjektiv mit einer NA von 1,2 verwendet, dann steigen die Min-
destabstande auf 231 nm und 617 nm.

Der Begriff ,konfokal“ selbst ist definiert als ,den selben Fokus haben®. In der Mikroskopie
bedeutet dies, dass das Bild entweder denselben Fokus hat wie das Objekt oder der Fokus
bezieht sich auf den Fokus im Objekt.

AbschlieRend sollen nochmals die Vorteile der konfokalen Mikroskopie gegenlber der nor-

malen Lichtmikroskopie zusammengefasst werden.

1. Storendes Licht, welches nicht direkt aus der fokalen Ebene stammt, wird mit Hilfe
der Lochblende ausgeblendet und gelangt somit nicht zu den Detektoren. Dadurch
erlangt das abgebildete Objekt eine geringere Tiefenscharfe.

2. Durch die geringe Ausdehnung des ausgeleuchteten Bereichs wird stérendes Streu-
licht gréRtenteils eliminiert.

3. Die Folge von Defokussierung hat nicht mehr den Verlust der Tiefenscharfe zur Fol-
ge, vielmehr erlaubt es die Betrachtung einer anderen Bildebene. Durch Defokussie-
rung in kleinen Schritten werden punktférmige Lichtquellen zunachst immer dunkler,
bis sie schlieZlich nicht mehr erkennbar sind. Umgekehrt tauchen Objekte aus einer
anderen fokalen Ebene zunéchst relativ dunkel auf.

4. Aus 3 folgt unmittelbar, dass durch das Abfahren einer zweidimensionalen (x,y)-
Ebene, eine Verschiebung in der z-Ebene und erneutes Abrastern der x,y-Ebene ein

echtes dreidimensionales Bild erhalten wird.
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2.2.2 Konfokale Mikroskopie auf Einzelmolekilniveau

Bereits 1976 hatte die Gruppe um Thomas Hirschfeld Erfolg bei dem Versuch, einzelne Anti-
korper, die mit ca. 80 bis 100 Farbstoffmolekilen markiert waren, zu detektieren [Hirschfeld
1976]. Den nachsten Schritt vollbrachte dann die Gruppe um Richard Keller, die in der Lage
war, einzelne Farbstoffmolekiile bei Raumtemperatur und in Lésung nachzuweisen [Shera
1990]. Allerdings fiel bereits bei diesen Pionierarbeiten auf, dass elastische Rayleigh-
Streuung und unelastische Raman-Streuung die Messungen erheblich stdrten, da ihr Beitrag
zum detektierten Signal ganz erheblich war. Somit wurde erkannt, dass nicht die Empfind-
lichkeit der Technik zur Detektion einzelner Molekile ein Problem darstellte, sondern viel-
mehr geeignete Wege nur Rauschunterdriickung gefunden werden mussten, damit die
Messtechnik in der Lage war, echte Einzelmolektlempfindlichkeit zu erzeugen.

Um dieses Ziel zu erreichen, setzte Rudolf Rigler 1992 den bereits 35 Jahre zuvor entwickel-
ten konfokalen Aufbau ein, um einzelne frei diffundierende Farbstoffmolekiile zu untersuchen
[Rigler 1992]. Mit Hilfe des beugungsbegrenzten Anregungsvolumens ist es méglich, nur in
einem sehr kleinen Bereich und mit hoher Laserintensitat Farbstoffmolekile anzuregen. Der
zusétzliche Einsatz einer Lochblende und geeigneter optischer Bandpass-Filter, die nur Licht
eines gewissen Wellenlangenbereiches passieren lassen, ermdoglichte die zielgerichtete Ab-
trennung aller stérenden Lichtstrahlen und somit die nahezu ausschliel3liche Detektion der

gewiinschten Fluoreszenz.

Das durch den konfokalen Aufbau erreichte Detektionsvolumen betragt nur noch ca. 10
Liter (1 Femtoliter), in dem sich ungefahr 10'" Lésungsmittelmolekiile aufhalten. Durch die
geringe Zahl der Losungsmittelmolekile ist deren Signalbeitrag durch Raman-Streuung ge-
genuber der Fluoreszenz nahezu vernachlassigbar. Durch den Einsatz schmalbandiger opti-
scher Filter l&sst sich zudem die Fluoreszenz von elastisch gestreutem Anregungslicht isolie-

ren.

Da es bei der Einzelmolekilspektroskopie darum geht, méglichst einzelne Molekile zu de-
tektieren, sollte die durchschnittliche Konzentration an Farbstoffmolekilen somit unterhalb

von 10™ Mol pro Liter liegen.
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2.2.3 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

Im Gegensatz zu den meisten anderen hochsensitiven und hochauflésenden Mikroskopie-
methoden, steht bei der FCS nicht das absolute Intensitatssignal im Mittelpunkt des Interes-
ses. Vielmehr beruht das Konzept der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) auf
spontan auftretenden Fluktuationen der Intensitat, die dadurch verursacht werden, dass ein
kleines System fur einen Moment von seinem thermischen Gleichgewicht abweicht. Im Prin-
zip kdnnen alle Parameter mit der FCS bestimmt werden, die fur solche Fluktuationen ver-
antwortlich zeichnen kdnnen: Die lokale Konzentration des Fluorophors, Diffusionskoeffizien-
ten [Elson 1974] oder charakteristische Geschwindigkeitskonstanten von intra- oder intermo-
lekularen chemischen Reaktionen [Haupts 1998, Widengren 1999].

Von den Anfangen im Jahre 1972, als Madge und Webb mit Hilfe der FCS die Dynamik der
Denaturierung von DNS untersuchten, bis in die heutige Zeit hat sich die FCS stetig weiter-
entwickelt und ist mittlerweile zu einer absoluten Standardmethode in der biologischen Ana-
Iytik geworden.

Allerdings wurde in den letzten Jahren auch gezeigt, dass die FCS sehr empfindlich gegeni-
ber experimentellen Abweichungen sein kann. So zeigte die Gruppe um Jorg Enderlein, dass
sowohl bereits sehr geringe Schwankungen in der Dicke der verwendeten Objekttrager als
auch minimale Anderungen im Brechungsindex der Proben gravierende Anderungen in der
gemessenen Diffusionszeit hervorrufen kénnen [Enderlein 2004]. Um diesen und weiteren
experimentellen Problemen entgegenzuwirken, wurden Verbesserungen der Technik wie
z.B. die 2-Fokus-FCS und die Fluoreszenzlebensdauer FCS (FLCS) vorgeschlagen [Dertin-
ger 2007, Gregor 2007]

2.2.3.1 Das Messprinzip

Um ein so kleines Detektionsvolumen zu erzeugen, dass sich zu jedem Zeitpunkt nur eine
geringe Anzahl an fluoreszierenden Spezies in diesem aufhélt, kann man sich des oben be-
schriebenen konfokalen Aufbaus bedienen. Dadurch erhalt man einen Laserfokus mit sehr
definierten Ausmalf3en, deren Kenntnis von groRer Bedeutung fur die Auswertung von FCS-
Daten sein kann, und die durch die Auflosungsgrenzen des konfokalen Mikroskops gegeben
sind. Abbildung 2.10 zeigt diese Situation schematisch. Wéhrend der Messung sollte daftr
Sorge getragen werden, dass die Konzentration der fluoreszierenden Spezies mdglichst

niedrig bleibt.
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2(.02

Abbildung 2.10: Darstellung des Laserfokus und des Messprinzips der FCS.

Der Strukturparater S, der aus dem Verhéltnis der Radien der lateralen und axialen Ausdeh-
nung des Laserfokus berechnet wird, ist wichtig fur die Auswertung von dreidimensionalen

Diffusionsvorgangen.

2.2.3.2 Theoretische Grundlagen

Die Anzahl der durchschnittlich im Detektionsvolumen zu jedem Zeitpunkt vorhandenen
Fluorophore folgt einer Poisson-Verteilung und kann mit der folgenden Gleichung beschrie-

ben werden:

SN S =)D
(N) (N) /v

Da die relativen Fluktuationen mit steigender Teilchenzahl N im Detektionsvolumen abneh-
men, ist es wichtig, die Anzahl der Farbstoffe im Detektionsvolumen zu begrenzen. Liegt die
Anzahl zu hoch, dann sind die beobachteten Fluktuationen zu gering, ist die Teilchenzahl zu
niedrig, dann sind langere Zeitrdume ohne Signal zu erwarten. Als geeigneter Bereich fir die

FCS gilt eine Konzentration von 10™° bis 10° Mol pro Liter.

Wenn das Detektionsvolumen konstant angeregt wird, zeigt die gemessene Fluoreszenzin-

tensitat F(t) zeitliche Schwankungen:

SF(t) = F(t) — (F(t))

T

1
(F(t) = - f F(O) - dt

0
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Die zeitlichen Schwankungen der Fluoreszenzintensitat lassen sich mit einer normierten Au-
tokorrelationsfunktion G(t) beschreiben, die die zeitlich gemittelte Selbst-Ahnlichkeit eines

Signals zu den Zeiten t und t + t darstellt.

(0F(t) — 6F(t + 1)
((6F(1))?

G(t) =

Mit der Annahme eines beugungsbegrenzten Detektionsvolumens beschreibt die Autokorre-
lationsfunktion die Wahrscheinlichkeit, ein bereits zum Zeitpunkt t detektiertes Molekil zum
Zeitpunkt t + T erneut zu detektieren. Dementsprechend entspricht G(t) einer Verteilung der
Aufenthaltsdauern einzelner Molekile im Anregungsvolumen. Nach verschiedenen Annah-
men und mathematischen Umformungen, auf die in diesem Rahmen nicht eingegangen wer-
den soll, erhdlt man folgende Autokorrelationsfunktion zur Beschreibung einer freien dreidi-
mensionalen Diffusion:

1
G(t) = —

1 1
(N T O\, T
\/Hﬂ \/1+(w—2) =

Neben dem reinen Diffusionsterm beobachtet man in der experimentellen Praxis haufig noch

eine zweite Kinetik auf kiirzeren Zeitskalen. Verursacht wird diese schnellere Kinetik durch
den Ubergang von angeregten Farbstoffmolekiilen in den Triplettzustand. Da Ubergange aus
dem Triplettzustand zurtick in den Grundzustand quantenmechanisch spinverboten sind,
dauern diese verhaltnismafig lange. In dieser Zeit emittiert ein Molekul keine Photonen und

fuhrt dadurch zu Abweichungen der Autokorrelationsfunktion vom erwarteten Verlauf.

Um diesem Verhalten Rechnung zu tragen, kann die Funktion G(t) mit einem weiteren Faktor

zur Beschreibung des Triplettverhaltens erweitert werden [Palmer 1987, Widengren 1998]:
G(t)total = X(t)Triplett : G(t)Diffusion

Durch Einsetzen des Triplettterms:

t
X(t)Triplett =1—T+T-e Ttriplett

in die Autokorrelationsfunktion G(T) ergibt sich mit:

L 1 1 1

G(t) — (1_T+T.e_rtriplett ). m. - . - -~
\/1+E \/1+(w—;)2-5
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eine universelle Autokorrelationsfunktion, die in der Lage ist, den Verlauf der Kurve exakt zu

beschreiben.

0,5- Al + A2
044 12p2" 2?
_ 034
i . 1/2 A1 ,
0,1-
oy Criplett ____ I'd

1E-4 1E-3 0,01 0,1 1 10 100 1000
Diffusionszeit [ms]

Abbildung 2.11: Darstellung einer Autokorrelationskurve mit Bestimmung der mafigeblichen Pa-
rameter.

Abbildung 2.11 zeigt eine typische Autokorrelationskurve, an ihr lasst sich exemplarisch er-
klaren, wie die verschiedenen Parameter bestimmt werden konnen. Entscheidend sind die
Gesamtamplitude (A1+A2), sowie die Amplitude des Diffusionsterms (Al). Diese lassen sich
jeweils durch Interpolation der sich abflachenden Kurve erhalten. An der Stelle, an der die
jeweilige Amplitude auf die Halfte ihres Ausgangswertes zuriickgegangen ist, lasst sich
durch Lotfallung auf die Ordinate die Zeitskala der jeweiligen Kinetik ablesen. In diesem Fall
resultieren aus der Kurvenanpassung eine Triplettzeit von ca. 0,015 ms und eine Diffusions-

zeit von ca. 4,5 ms.
Mit Hilfe der FCS lassen sich somit also folgende Parameter bestimmen:

1. Die Amplitude der Korrelationsfunktion ist ein inverses Mal} fir die Konzentration der
fluoreszierenden Spezies. Eine hohe Amplitude bedeutet also eine geringe Konzent-
ration, wahrend niedrige Amplituden eine hohe Fluorophorkonzentration anzeigen.

2. Die Diffusionszeit, die der durchschnittlichen Zeit entspricht, die sich ein Molekil im
Anregungsvolumen aufhalt.

3. Und dartber hinaus Kinetiken auf anderen Zeitskalen. Diese kdnnen sowohl sehr
kurz sein (Triplett, Photophysik), als sich auch auf deutlich langeren Zeitskalen ab-
spielen und z. B. durch chemische Reaktionen oder Strukturveranderungen hervorge-

rufen werden.
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2.3 Quantum Dots

Seit ihrer Entdeckung vor mehr als 20 Jahren gelten nanokristalline Halbleiter, so genannte
Quantum Dots, als hoffnungsvolle Werkzeuge fir wissenschaftliche Aufgabenstellungen in
vielen verschiedenen Arbeitsgebieten. Einen weiteren Schub erhielt die Forschung an und
mit ihnen in der zweiten Halfte der 1990er Jahre, als verschiedene Firmen anfingen, Quan-

tum Dots kommerziell herzustellen.

2.3.1 Struktur und Aufbau

Kommerziell erhaltliche Quantum Dots sind aus vier verschiedenen Schichten aufgebaut
(Vgl. Abb. 2.12).

10 - 15 Nanometer

A
v

Schutzhdille (ZnS)

Halbleiterkern (CdSe oder CdTe)

Organisches Polymer (TOPO)

Biologische Funktionalisierung
z. B. Biotin, Streptavidin, Antikorper

Abbildung 2.12: Schematischer Aufbau eines Quantum Dots.

Das Kernstiick, das auch fir die fluoreszierenden Eigenschaften der Nanokristalle verant-
wortlich zeichnet, besteht aus einem Halbleitermaterial, typischerweise CdS, CdSe oder
CdTe. Der Halbleiterkern ist umgeben von einer diinnen Schale aus einem Material, das eine
ahnliche Kristallstruktur aufweist wie der fluoreszierende Halbleiterkern. In der Regel wird
deshalb Zinksulfid (ZnS) verwendet, das zusatzlich den Vorteil hat, optisch absolut transpa-
rent zu sein, so dass sowohl Absorption als auch Emission von Licht ungehindert stattfinden
konnen. Die abschirmende Schicht, die zusatzlich auch den empfindlichen Halbleiterkern
gegen Wechselwirkung mit seiner Umgebung schiitzt und in der Regel nur einige wenige
Atomlagen dick ist, wird mit einem organischen Polymer Uberzogen, das es ermoglicht, die
Quantum Dots anschlielend fur biologische Anwendungen zu modifizieren. Dieser relativ

komplexe Aufbau fuhrt dazu, dass Quantum Dots im Vergleich zu organischen Fluorophoren
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etwa zehnmal groRer sind und durch die hohe Anzahl schwere Metallionen mit einem Ge-
wicht von mehr als 1 MDa auch mehr als tausend Mal schwerer sind. Dies zeigt Abbildung
2.13.

C
FITC GFP qdot qrod SAV MBP IgG
(x 5)
a © 7 aB
U%or % M 3 ' 2 IR
—

5nm

Abbildung 2.13: GroRRenvergleich einiger Farbstoffe und Biomolekile z. B. organische Farbstoff

(FITC), fluoreszierende Proteine (GFP) oder Antikérpern (IgG). Die GroRenverhdltnisse zeigen,

dass Quantum Dots oftmals grof3er und schwerer sind, als die zu untersuchenden Molekdle [Mi-
chalet 2005].

Gerade diese GroRRe und das Gewicht machen den Einsatz von Quantum Dots in biologi-
schen Fragestellungen relativ schwierig, da noch nicht abschlieRend geklart ist, ob und wie
stark mit ihnen markierte Proteine oder Antikorper in ihren natirlichen Aufgaben behindert
werden. Ein weiteres Hindernis liegt momentan in noch fehlenden stdchiometrischen Markie-
rungsstrategien. Dadurch, dass die gesamte Oberflache des Quantum Dots mit potenziellen

Bindungsstellen Uberzogen ist, ist eine zuverlassige Reaktionskontrolle noch nicht méglich.

2.3.2 Optische Eigenschaften

Die optischen Eigenschaften von Quantum Dots werden mit Recht als einzigartig bezeichnet.
Im Gegensatz zu organischen Fluorophoren findet hier die Absorption nicht nur mit Wellen-
langen statt, die die Bohr'sche Frequenzbedingung erfillen. Da Quantum Dots nicht Gber
Molekulorbitale mit genau definierten Energieniveaus verfigen, sondern als kleine metalli-
sche Festkérper Uber Bindungsbander, die aus einem Kontinuum von einzelnen Zustanden

mit &hnlichen Energien bestehen.

2.3.2.1 Mechanismen der Lichtabsorption und Emission

Fur Quantum Dots gilt also das Prinzip der metallischen Bindung. In diesem Bindungsmodell
wird zwischen Isolatoren, Leitern und Halbleitern unterschieden. Diese verschiedenen Typen

von Metallen unterscheiden sich lediglich in der energetischen Lage ihrer Elektronenbander.

45



Theorie 2.

Normalerweise befinden sich alle freien Elektronen des Kristalls, jedes Atom steuert eines
dazu bei, im energiedrmeren Valenzband, das die Bindung zwischen den einzelnen Atomen
ermdglicht. Neben dem Valenzband besitzen Metalle auch das energetisch héhere Leitungs-
band, in das einzelne Elektronen photochemisch oder thermisch angeregt werden kénnen.
Bei Isolatoren ist die Energieliicke zwischen den beiden Bandern so grof3, dass sie nicht
Uberwunden werden kann, wahrend bei den sogenannten Leitern das Valenzband mit dem
Leitungsband uberlappt und somit (fast) keine Energie fur einen Ubergang erforderlich ist.
Bei den eher seltenen Halbleitern ist zwar eine Energieliicke vorhanden, allerdings ist diese

noch gering genug, um einen Ubergang einzelner Elektronen zu erlauben.

E 4 A A

Leitungsband ‘C? ® ® ’
OO0 © ’ ® = @ J
© 9 o 06 © %0 ¢ Sicclle
Valenzband
Isolator Halbleiter Leiter

Abbildung 2.14: Schematische Darstellung des Bindungsmodells metallischer Festkdrper. Zwar
sind Quantum Dots sehr kleine nur aus wenigen tausend Atomen bestehende Festkorper, aller-
dings lasst sich das Konzept der metallischen Bindung zu ihrer Beschreibung nutzen.

Durch Lichtabsorption wird ein selenid-gebundenes Elektron auf eines der Cadmium-Atome
Ubertragen. Dadurch wird im Inneren des Halbleiterkerns ein Elektron-Loch-Paar gebildet.
Zum theoretischen Verstandnis dieses Elektron-Loch-Paares kann man auf dieselben Prinzi-
pien zuriickgreifen, mit denen das Wasserstoffatom, ebenfalls eine Wechselwirkung zwi-
schen einer positiven und einer negativen Ladung, beschrieben werden kann. Somit gilt auch
der bevorzugte Abstand fir ein solches Elektron-Loch-Paar (Exciton), der vom Wasserstoff-

atom her als Bohr’'scher Radius bekannt ist.

Da aber die Halbleiterkerne der Quantum Dots als Ganzes kleiner sind als die entsprechen-
den Bohr’'schen Radien fir die verwendeten Materialien, werden die Elektron-Loch-Paare in
einen Abstand zueinander gezwungen, der deutlich kleiner ist als eigentlich nétig. Neben der
Energie, die gebraucht wird, um die Anregung zu initiieren, wird in einem Quantum Dot somit
ein noch groéRerer Energiebetrag gebraucht, um die Elektron-Loch-Paare auf den geringen
Abstand zu zwingen. Je kleiner ein Quantum Dot ist, desto groRer ist die Differenz zum ,er-
wulnschten® Bohr'schen Radius und desto héher ist die Energie, die zur Anregung aufgeb-

racht werden muss.
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Mit anderen Worten, je kleiner der Quantum Dot ist, desto kurzwelligeres Licht muss zur An-
regung verwendet werden, und entsprechend kurzwelliger ist folglich auch das Licht, wel-
ches bei der Ruckkehr in den Grundzustand emittiert wird. Die Folge daraus ist, dass Licht
jedweder Wellenlange zur Anregung verwendet werden kann, solange es energiereicher ist
als die Energielticke. Dadurch ist es also mdglich, durch geringfligige Anderungen der Kern-

groéRe, gewiinschte Emissionswellenlangen recht genau einzustellen.

Da zudem unterschiedliche Halbleitermaterialien unterschiedliche Bohr'sche Radien besit-
zen, lasst sich durch eine geringe Variation des verwendeten Materials der erreichbare
Spektralbereich zuséatzlich erweitern. Momentan kommerziell erhéltliche Quamtum Dots ar-
beiten mit drei unterschiedlichen Materialien. Cadmiumsulfid wird fir den Bereich des nahen
UV bis ca. 500 nm eingesetzt, der Bereich bis ca. 650 nm wird mit Cadmiumselenid abge-
deckt und bis ca. 900 nm kann Cadmiumtellurid verwendet werden. Abbildung 2.15 zeigt
Quantum Dots verschiedener Grof3en und Materialien, die den gesamten Bereich des sich-
tbaren Spektrums abdecken. Daneben wurden in den letzten Jahren Quantum Dots entwi-
ckelt, deren Emissionswellenlangen weit im infraroten Bereich des elektromagnetischen

Spektrums liegen.

Abbildung 2.15: Abhéangigkeit der Emission von der Gro3e des Halbleiterkerns, mit zunehmender
GrofR3e verschiebt sich die Emission zu langeren Wellenlangen.

Wie bereits oben erwahnt, lassen sich Quantum Dots mit Licht beliebiger Wellenlange anre-
gen, solange es die notige Mindestenergie zur Uberwindung der Energieliicke zwischen Va-
lenz- und Leitungsband besitzt. Diese Mindestenergie entspricht im Grofden und Ganzen der
Energie des Emissionsmaximums. Je hoher die Energie des absorbierten Photons ist, desto
héher ist die Anzahl der méglichen Ubergange zwischen den beiden Kontinuen, so dass die
Extinktionskoeffizienten zu kurzen Wellenlangen hin stark ansteigen. Vgl. hierzu Abbildung

2.15, die ein Absoprtions- und Emissionsspektrum eines Quantum Dot 605 zeigt.
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Abbildung 2.16: Absorption und Emission des Quantum Dots 605

Die obige Abbildung verdeutlicht dies anhand des Absorptions- und Emissionsprektums ei-
nes Quantum Dots. Wahrend die Emission eine, im Vergleich zu organischen Fluorophoren,
sehr schmale Bande aufweist, steigt die Absorptionskurve zu kirzeren Wellenlangen hin
kontinuierlich an. Kommerzielle Quantum Dots besitzen bei Wellenlangen um 300 nm einen
Extinktionskoeffizienten von bis zu 10.000.000 M™*cm™, ungefahr das 100fache von organi-

schen Fluorophoren an ihrem Absorptionsmaximum.
Gegentber organischen Farbstoffen haben Quantum Dots also folgende Vorteile:

1. Sie verfugen Uber sehr hohe Extinktionskoeffizienten und lassen sich bei jeder Wel-
lenlange anregen, die unterhalb ihrer Emission liegt. Das macht sie zu sehr geeigne-
ten Werkzeugen fir das Arbeiten mit mehreren Farben bei nur einer Anregungswel-
lenlange.

2. Die Emissionsspektren sind relativ schmalbandig, das bedeutet, dass bei geeigneter
Filterwah| Farbstoffe gewahlt werden kdnnen, die spektral nahe beieinander liegen,
ohne dass es zu stérendem Cross-Talk auf den Detektionskanalen kommt.

3. Auf Grund ihres Aufbaus tritt keine Form der Photozerstérung auf.

Allerdings weisen auch Quantum Dots negative photophysikalische Eigenschaften auf. So
tritt, insbesondere bei héheren Anregungsleistungen, das sogenannte Blinking auf [Kuno
2000, Kuno 2001]. Wahrend dieses BIlinkings, das durch Auger-Prozesse hervorgerufen

wird, emittieren Quantum Dots auf kurzen bis mittleren Zeitskalen keinerlei Fluoreszenz.
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Abbildung 2.17: Blinking eines Quantum Dot 655: links eine Fluoreszenzintensitatsspur, rechts

drei konfokale Aufnahmen mit unterschiedlich stark ausgepréagtem Blinking.

Abbildung 2.17 zeigt dieses Verhalten anhand einer Fluoreszenzintensitatsspur (links) und
drei konfokaler Aufnahmen (rechts).

Der Auger-Effekt wurde zuerst von Lise Meitner entdeckt und beschrieben [Meitner 1922]. Es
handelt sich dabei um einen strahlungslosen Ubergang eines Elektrons in der Elektronenhl-
le eines Atomkerns und steht in Konkurrenz zur Rontgenemission bei der Auffillung einer
Elekronenliicke in einem starker gebundenen Atomorbital (vgl. Abbildung 2.18)

emittiertes
Auger-Elektron

herausgeschlagenes
Elektron

externe
Anregung

Abbildung 2.18: Schematische Darstellung eines Auger-Prozesses. Nach externer Anregung wird
ein kernnahes Elektron aus einem energiereichen Atomorbital herausgeschlagen. Diese Liicke
wird aus einem energiedrmeren Orbital aufgefullt. Da hierbei eine Uberschussenergie frei wird,
kann ein noch energiedrmeres Elektron aus einer aulieren Schale emittiert werden.
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Ein Auger-Prozess besteht aus einer Abfolge von Schritten. Durch energiereiche aulRere
Anregung wird ein stark gebundenes Elektron aus einer kernnahen Schale herausgeschla-
gen. Dieses Ladungsungleichgewicht wird sofort durch das Nachriicken eines weiter vom
Kern entfernten Elektrons auf das kernnahe Orbital kompensiert. Bei diesem Nachriicken tritt
eine Uberschussenergie auf, die auf zwei unterschiedliche Wege abgebaut werden kann. Die
erste Moglichkeit ist die Aussendung energiereicher elektromagnetischer Strahlung (Ront-
genemission). Bei der zweiten Moéglichkeit handelt es sich um den Energielibertrag auf ein
kernfernes Elektron, das daraufhin das Molekil verlasst (Aussendung eines Auger-
Elektrons) [Auger 1925].
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2.4 Der Kernporenkomplex

Die Kernpore ist ein grofRer Proteinkomplex in der Kernmembran eukaryontischer Zellen.
Jede Zellmembran ist von ungeféhr 2000 dieser Komplexe perforiert, die die Aufgabe haben,
wasserlosliche Molekile aus dem Zytoplasma durch die Kernmembran in den Zellkern zu

transportieren.

2.4.1 Aufbau und GrolRRe

Der Kernporenkomplex ist aus ungefahr 30 unterschiedlichen Proteinen aufgebaut, die im
Verbund Nukleopurine genannt werden [Feldherr 2001], und hat einen aufReren Durchmes-
ser von ungefahr 120 nm, wahrend die Offnung, durch die der Transport verlauft, lediglich
einen Innendurchmesser von 10-15 nm aufweist. Die Gesamtmasse des Kenrporenkom-

plexes betragt etwa 120 MDa.

Zytoplasmatische
Filamente

‘ Kernmembran
Kernporenring

Nuclear Basket

Abbildung 2.19: Schematischer Aufbau eines Kernporenkomplexes.

Die vertikale Ausdehnung der Kernporen wird auf etwa 200 nm geschatzt, und entspricht der
Strecke, die von Proteinen und anderen Molekulen zurtickgelegt werden muss, um in den

Zellkern zu gelangen.
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Die meisten der am Aufbau der Kernpore beteiligten Proteine weisen an ihren Enden lang-
kettige Wiederholungen der Aminosauresequenz Phenylalanin — Glycin (FG) auf. Diese FG-
Repeats bilden im Inneren der Kernpore ein dreidimensionales Netzwerk, dessen Eigen-
schaften denen eines Hydrogels gleichen [Frey 2006] und deren Aufgabe es ist, eine Per-
meabilitdtsbarriere zu errichten, die ein Durchqueren der Kernpore durch unerwiinschte
Substanzen verhindert [Macara 2001, Rout 2000, Ribbeck 2001/2002].

2.4.2 Transport durch die Kernpore

Es ist bekannt, dass kleinere Molekiile mit einer Masse von weniger als 30 kDa die Kernpore
groftenteils schnell und mittels freier Diffusion durchqueren. GroéRere Molekile hingegen
diffundieren entweder nur sehr langsam durch die Kernpore oder werden sogar vollig an ei-
ner Passage gehindert, solange sie nicht an Kern-Transportrezeptoren (NTR englisch= nuc-
lear transport receptors) gebunden sind [Pemberton 2001]. Nur durch Wechselwirkung der
Transportrezeptoren mit den FG-Wiederholungen im Inneren der Kernpore ist es mdglich,

die Permeabilitatsbarriere zu tiberwinden.

GroRere Molekile sind zur Passage der Kernpore also auf die Anwesenheit von Transport-
proteinen, den S— Karypherinen, angewiesen. Allerdings werden sie nur dann transportiert,
wenn sie eine kurze genetische Kodierung, die Nuclear Localization Sequence, eine Art ge-
netische Zugangsberechtigung, besitzen. Die Familie der f— Karypherine unterteilt sich in
zwei verschiedene Untergruppen, in die Importrezeptoren (Importine) und die Exportrezepto-

ren (Exportine).

Der Mechanismus des Transports von Proteinen durch die Kernpore lasst sich in geeigneter
Weise in vier unterschiedliche Abschnitte gliedern und mit dem Ran-GTP-Zyklus [Kinzler
2001] beschreiben. Es ist bekannt, dass der Ran-GTP-Zyklus, sofern er unter Vollast lauft, in
der Lage ist, bis zu 1000 Transportvorgange pro Minute in einer einzigen Kernpore zu voll-
ziehen [Ribbeck 2001, Hardeland 2006].

Eine sehr schematische Darstellung des RAN-GTP-Zyklus bietet Abbildung 2.20. Die einzel-
nen Schritte dieses erstaunlich energieeffizienten Transportzyklus sollen in den folgenden

Abschnitten kurz vorgestellt werden.
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Import-Rezeptor Export-Rezeptor  Ins Zytosol gelieferte
Protein mit NLS Fracht

Zytosol

RanGDP-Hydrolyse

Membran

Zellkern
In den Kern transportierte Protein mit Export
Fracht Signal

Abbildung 2.20: Der RanGTP-Zyklus. Schematische Darstellung der vier Schritte des Fracht-
transport vom Zytosol in den Zellkern (Angepasste Graphik von:
www.Wikipedia.org/wiki/nuclearPore).

Aufbau des Transportkomplexes

Auf der zytosolischen Seite des Kernporenkomplexes kann sich ein Transportkomplex zwi-
schen dem Frachtmolekil und verschiedenen Transportproteinen ausbilden. Grundbedin-
gung dafur ist, dass das Frachtmolekul eine spezifische Aminoséduresequenz, die sogenann-
te NLS (englisch: Nuclear localisation sequence), aufweist. Diese dient gewissermaf3en als
Zugangsberechtigung in den Kern. Der entstehende Transportkomplex wird aus der Fracht

und den beiden Importrezeptoren Importin o. und Importin § ausgebildet [Kobe 1999].

Transport des Komplexes durch den Porenkomplex

Der genaue Mechanismus des Transports ist bis heute noch nicht genau aufgeklart. Einzel-
molekulstudien deuten an, dass die gebildeten Fracht-Transporter-Komplexe bidirektional
und mit schnellen Zufallsbewegungen durch die Pore gelangen [Yang 2004]. Vor einigen
Jahren erst wurde entdeckt, dass die Fracht-Transporter-Komplexe sogar schneller durch die
Kernpore diffundieren kénnen als freie Importine, was auf das Vorhandensein verschiedener
Transportwege schliel3en lassen kdnnte [Kubitschek 2005].
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Unstrittig ist allerdings, dass den Phenylalanin-Glycin-Abschnitten der Nukleopurine eine
entscheidende Bedeutung zuzukommen scheint. Wie bereits oben erwahnt, bilden sie eine
Art Schranke, die den freien Stoffaustausch zwischen Zytosol und Kern verhindert.

Fur den eigentlichen Transport hingegen gibt es wieder verschiedene Interpretationsansatze.
Die erste Theorie besagt, dass die Translation des Transportkomplexes durch ein Springen
desselben von einem FG-Wiederholungsabschnitt zum nachsten zustande komme, ahnlich
einem Gleiten Uber ,0lige Spaghetti [Macara 2001]. Die andere Theorie geht davon aus,
dass die FG-Nukleopurine eine selektive Phase ausbilden, in der nur die Transportmolekile
I6slich seien [Ribbeck 2001].

Auflosung der Transportkomplexe auf der Kernseite

Nach dem erfolgreichen Durchqueren der Kernpore wird der Transportkomplex im Zellkern
aufgeldst. Hierzu bindet zundchst Ran-GTP an die Importin $ -Doméne des Transportkomp-
lexes, dadurch wird das Importin a/B—Konglomerat gespalten [Yang 2006]. Zur Freisetzung
des Frachtmolekiils im Zellkern erfordert es die Interaktion mit zwei weiteren Nukleopurinen,

bevor aus der Sicht des zu transportierenden Molekils der Zyklus abgeschlossen ist.

Recycling der Transportproteine

Nach der Dissoziation des Importkomplexes bilden sich zwei Exportkomplexe, die die beiden
Importine o und B in das Zytosol zurtcktransportieren. Diese Komplexe werden dort unter
Ran-GTP-Hydrolyse gespalten und stehen somit flir einen erneuten Zyklus bereit. Dieser
Schritt der Regeneration der Importproteine ist im Ubrigen der einzige im gesamten Trans-

sportzyklus, bei dem Energie verbraucht wird [Matsuura 2004].
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2.5 Escherichia coli

Escherichia coli, kurz E. coli, ist die bekannteste Art der Gattung Escherichia der Familie der
Enterobakterien (griechisch: Enteron: der Darm). Entdeckt und grundlegend charakterisiert
wurde diese Gattung bereits in der Mitte des 19. Jahrhunderts von dem deutschen Kinder-
arzt Theodor Escherich. 1919 wurde die gesamte Gattung zu seinen Ehren nach ihm be-
nannt. Mittlerweile gehért E. coli zu den am besten untersuchten Organismen Uberhaupt. E.
coli ist ein weitverbreiteter Saprophyt im unteren Dinndarm und Dickdarm des Menschen
und vieler Warmbliter und ist somit ein wichtiger Bestandteil einer physiologischen Darmflo-
ra, wobei die Bakterien normalerweise in perfekter Symbiose mit ihren Wirten leben. Auf der
einen Seite unterstlitzen sie den Wirt bei der Verdauung, férdern die Immunfunktionen und
produzieren das fur den Wirt wichtige Vitamin K, auf der anderen Seite versorgt dieser sie,
wenn auch unbewusst, mit wichtigen Nahrstoffen. Normalerweise finden sich bereits in den
ersten 48 Stunden nach der Geburt bereits die ersten E. coli Kolonien in den Verdauungs-
trakten neugeborener Babys [Todar 2007]. Eine elektronenmikroskopische Aufnahme des
Bakteriums zeigt Abbildung 2.21.

Abbildung 2.21:Elektronenmikroskopische Darstellung von E. Coli [NIH, USA].

E. coli gehort zu den fakultativ anaeroben Mikroorganismen und besitzt die Fahigkeit, Ener-
gie sowohl durch Atmung als auch durch ,gemischte Sauregarung® zu gewinnen. Es dient als

Indikator fur fakale Verunreinigungen, zum Beispiel von Wasser.

Neben einer Vielzahl von harmlosen Escherichien existieren auch einige Arten mit pathologi-
scher Bedeutung, von denen unterschiedliche Gefahrdungspotenziale ausgehen. Zu erwéah-
nen sind hier insbesondere die enteroinvasive (EIEC), die enterohamorrhagische (EHEC),

die enteropathogene (EPEC) und die enterotoxische E. coli (ETEC).

55



Theorie 2.

E. coli ist ein genetisch und molekularbiologisch sehr gut untersuchter Organismus. Das Ge-
nom besteht mit einer Gesamtgrol3e von 4,6 Mega-Basenpaaren aus uber 4000 Genen. Au-
Rerdem konnen auch Plasmide, zumeist ringformige, doppelstrdngige DNA-Molekdle, mit
einer Lange von 2 — 200 kb L&nge in der Zelle vorkommen. Diese Plasmide kdnnen neben
Informationen fur die Bildung von Bakterientoxinen auch die Gene fiur die Ausbildung von
Antibiotikaresistenzen tragen.

E. coli und verwandte Bakterien besitzen die Fahigkeit, DNS lber Konjugation, Transduktion
oder Transformation auszutauschen und sind somit in der Lage, durch diesen Gentransfer

mittels Mikroevolution sofort auf geanderte Lebensbedingungen zu reagieren.

2.5.1 Struktur der Bakterien

Eine E. coli Zelle hat ungefahr eine Lange von zwei um und einen Durchmesser von bis zu
einem Mikrometer. Daraus ergibt sich ein Zellvolumen von ca. 2 um?3 oder ungefahr 2 Femto-
litern [Kubitschek 1990]. Als gramnegatives Bakterium verfigt E. coli Uber eine Zellhiille.
Diese besteht aus einer inneren und einer au3eren Membran, die von einem Kompartiment,
dem Periplasma, getrennt sind. Auf Grund der physikalischen Eigenschaften ist die aul3ere
Membran eine selektive Barriere, um den Eintritt verschiedenster toxischer Stoffe zu verhin-
dern, was E. coli die Fahigkeit verleiht, unter den verschiedensten Umweltbedingungen zu
Uberleben. An ihrer gesamten Oberflache besitzen E. coli sogenannte Pilii, kurze haarformi-
ge, in der &ulReren Membran verankerte Strukturen, die den Bakterien die Moglichkeit geben,
sich an anderen Bakterien oder sonstigen Oberflachen festzuheften. E. coli sind aul3erdem
peritrich begeil3elt, was bedeutet, dass ihre Oberflache gleichméaRig mit Flagellen (Geil3eln)
belegt ist [Darnton 2007] (vgl. Abbildung 2.22).

Die Flagellen erlauben es dem Bakterium, sich in seinem wassrigen Lebensraum zielgerich-
tet fortzubewegen. Bakterielle Flagellen sind diinne, helicale und starre Stabchen mit einem
Durchmesser von 10 - 20 nm und einer Lange von bis zu einigen hundert Mikrometern. Die
Bewegung der Flagellen wird durch molekulare Maschinen, die Flagellenmotorkomplexe,
gesteuert. Uber eine Abfolge von Signalproteinen werden die Drehrichtung der Flagellen und
somit auch die Art der Fortbewegung der Bakterien gesteuert. Dieser, Chemotaxis genannte,

Vorgang wird im nachsten Abschnitt naher erlautert.
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Abbildung 2.22 Schematische Darstellung der Struktur von E. coli [Lehninger 2001]

2.5.2 Chemotaxis bei E. coli

Chemotaxis bedeutet im Allgemeinen die zielgerichtete Zellbewegung von Phagozyten ent-
lang eines Gradienten aus chemotaktischen Substanzen. Das Chemotaxis-Netzwerk ist ei-
nes der am besten verstandenen Signaltransduktionssysteme. Die Zelle ist durch diesen
Signalweg in der Lage, auf temporare Gradienten in ihrer chemischen Umgebung zu reagie-
ren, indem sie sich in Richtung anziehender Stoffe (Zucker und verschiedene Aminosauren)
bewegt oder sich von abstoRenden Stoffen entfernt. Die Chemotaxis ist ein Musterbeispiel
des Zweikomponenten-Regulationssystems [Stock 2000]. Im Chemotaxis-System assoziiert
die Histidinkinase, CheA, mit einer bestimmten Klasse von Transmembranproteinen, den
Chemorezeptoren [Boukhvalova 2002, Falke 2001]. Bei E. coli wurden finf verschiedene
Chemotaxisproteine (MCPs) entdeckt. Die wichtigsten Rezeptoren, so etwa die fir Aspartat
(T4) oder Serin (Tg) sind jeweils in mehreren tausend Kopien pro Zelle vorhanden, wahrend
von anderen Rezeptoren, die z. B. spezifisch fir Dipeptide (T,,) oder Galaktose (Tg) sind,
nur einige hundert Kopien vorhanden sind [Li 2004]. Diese Chemorezeptoren liegen als Di-
mere vor, mit einer C-terminalen zytoplasmatischen und einer N-terminalen periplasmati-

schen Domane [Morgan 1993].
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Die Chemorezeptoren bilden zusammen mit CheA und einem Kopplungsprotein, CheW,
grol3e Rezeptor-Signal-Komplexe (Cluster), an die wiederum andere, an der Signalkaskade
der Chemotaxis beteiligte, Proteine, z. B. CheY, binden kénnen [Sourjik 2000]. Diese aus
mehreren tausend Molekilen bestehenden Cluster sind hauptséchlich an den Zellpolen loka-
lisiert, kbnnen aber in speziellen Fallen auch lateral verschoben auftreten [Thiem 2007].
Nach der Bindung einer Chemikalie an einen der Rezeptoren, kommt es zu einer Anderung
der Konformation, wodurch im Zusammenspiel mit dem Kopplungsprotein CheW eine Ande-
rung der Autophosphorylierung des CheA ausgeldst wird. Lockstoffe vermindern die Auto-
phosphorylierungsrate, wahrend diese Geschwindigkeit in Gegenwart von abstof3enden Stof-
fen beschleunigt wird. Phosphoryliertes CheA fiihrt zu einer Phosphorylierung von CheY,
einem Responseregulator, der direkt mit dem Flagellarmotor interagiert. Eine hohe Konzent-
ration an phosphoryliertem CheY bewirkt eine Rotation der Geif3el im Uhrzeigersinn und ini-
tilert das charakteristische Taumeln, die Reaktion des Bakteriums auf absto3ende Substan-
zen. Ist hingegen wenig phosphoryliertes CheY zugegen, eine Folge der Anwesenheit von
Lockstoffen, dreht sich der Flagellarmotor weiter gegen den Uhrzeigersinn und die Zelle
schwimmt weiter geradeaus [Welch 1993]. Eine schematische Darstellung der Vorgange bei

der Chemotaxis zeigt die nebenstehende Abbildung 2.23.

Galaktose
Ribose
Dipeptide Leu, Ser égfeﬁ}::::
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CheR —
<> |(De)-Methylierung
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Signalprotein-
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Flage"en Effektor
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Abbildung 2.23: Schematische Darstellung der komplexen Ablaufe der Chemotaxis in E. coli.
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2.6 In vivo Labelling von Proteinen

Der gangigste Zugang zur in vivo Markierung ist die Verwendung von fluoreszenten Sonden,
die entweder chemisch oder biochemisch an das interessierende Protein gekoppelt werden
[Chamberlain 2000, Miyawaki 2003]. Mit Hilfe der Beobachtung der Fluoreszenz erdffnet sich
dann die Mdglichkeit, die Lokalisierung des entsprechenden Proteins oder dessen Interaktio-

nen mit anderen Proteinen zu untersuchen.

2.6.1 Fluoreszierende Proteine

Seit die Gruppe von Roger Tsien das rekombinante grun fluoreszierenden Proteins (GFP,
Green fluorescent Protein), welches bereits in den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts ent-
deckt wurde [Shimomura 1962], erstmals zur Fluoreszenzmarkierung verwendete, hat sich
die Verwendung fluoreszierender Proteine in den letzten Jahren bestandig weiterentwickelt
und ist zu einer Standardmethode in der biologischen und biochemischen Forschung gewor-
den [Tsien 1998]. Fur die Entdeckung, Charakterisierung und Klonierung des grin fluoreszie-
renden Proteins wurden Shimomura und Tsien 2008 mit dem Nobelpreis fir Chemie ausge-

zeichnet.

Durch die Fusionierung ihrer genetischen Codierung mit der des zu untersuchenden Proteins
bietet sich ein Zugang zu nicht-invasiver Markierung von Proteinen in lebenden Zellen, wo-
durch Genexpression und Proteintransport beobachtet werden kénnen. Zusatzlich bietet die
Verwendung von fluoreszierenden Proteinen einen direkten Angriffspunkt auf die Konzentra-
tion des Fluorophors in der Zelle durch dosierten Einsatz der entsprechenden Expressions-
vermittler wie Arabinose oder IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid). Weiterhin bietet
das Klonen und Transfizieren von fluoreszierenden Proteinen einen Zugang zu Proteinen,
die bisher nicht isoliert werden konnte, wie z. B. Proteinen zellularer Untereinheiten [Lippin-
cott-Schwarz 1999, 2003]

Die folgende Abbildung 2.23 zeigt neben der mittels Rontgenbeugung bestimmten Kristall-
struktur des GFPs auch einen Uberblick Uber aktuell erhaltliche fluoreszierende Proteine und

deren Emissionswellenl&ngen

[Bildquelle fur beide Aufnahmen: http://www.tsienlab.ucsd.edu/Images.htm].
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Abbildung 2.24: Struktur von GFP (links) und aktuell erhéltliche fluoreszierende Proteine (rechts).

Anfangliche Schwéchen der fluoreszierenden Proteine, wie z. B. die niedrigen Quantenaus-
beuten, pH-Sensitivitat und schlechte photophysikalische Eigenschaften, konnten im Laufe
der Zeit durch eine Fille von neu entwickelten Mutanten Uberwunden werden [Zhang 2002].
Nachdem zunachst hauptséachlich Wellenlangen im griinen Spektralbereich durch fluoreszie-
rende Proteine abgedeckt war, schritt in letzter Zeit vor allem auch die Entwicklung von an-
dersfarbigen Proteinen wie den beiden YFP-Mutanten Citrine und Venus [Griesbeck 2001,
Nagai 2002] wie auch neuer DsRed-Varianten [Campell 2001] voran. Bereits im Jahr 2004
prasentierte die Gruppe um Roger Tsien eine ganze Reihe fluoreszenter Proteine, wie
mCherry oder tdTomato, die mit guten bis sehr guten Eigenschaften den gesamten Wellen-
langenbereich zwischen 460 und 580 nm abdecken [Shaner 2004, 2008].

Neueste Entwicklungen auf diesem Gebiet sind sogenannte fluoreszierende Timer-Proteine,
die die Wellenlange ihrer Fluoreszenz im Laufe ihrer Reifung innerhalb von 14 Stunden von
griin nach rot verschieben, die durch ihren zeitlichen Farbwechsel neue Wege bieten, die
Proteinexpression Uber lange Zeitrdume zu verfolgen [Tershkik 2000]. Andere Proteine, wie
das Korallenprotein Dronpa, lassen sich sogar durch gezielte Anregung ein- und ausschalten
[Ando 2004].

Der groR3te Vorteil bei der Arbeit mit fluoreszierenden Proteinen liegt in der sehr direkten Ar-
beitsweise. Durch Kolorierung mit dem Zielprotein kann auf arbeitsintensive Extraktion des
zu untersuchenden Proteins, deren in vitro Anfarbung und ihre Rickfihrung in die Zelle, z. B.
durch Mikroinjektion, vermieden werden, wodurch gleichzeitig eine unndtige Belastung der

zu untersuchenden Zellen ausbleibt.

Allerdings hat die Verwendung von fluoreszenten Proteinen auch deutliche Nachteile. So
kann es vorkommen, dass Fusionsproteine spater oder gar nicht reifen und somit die eigent-

liche Funktion des Zielproteins nicht ausiiben kdnnen.
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Die Hauptursache hierbei ist in der Regel die GréRRe des fluoreszierenden Proteins, die oft-
mals die des zu markierenden Proteins Ubersteigt. GFP beispielsweise weist mit einer Se-
guenzlange von 230 Aminoséuren ein Molekulargewicht von 27 kDa auf [Tsien 1998]. Oft-

mals treten auch Probleme wéahrend der Expression der Fusionsproteine auf.

Neuartige Ansétze verbinden die Vorteile der genetischen Kodierung mit denen von gut cha-
rakterisierten organischen Fluorophoren. In diesen Systemen werden Fusionsproteine mit
bestimmten Enzymen erstellt, die unter Verwendung spezifischer Substrate eine kovalente

und hoch-stochiometrische Markierung des zu untersuchenden Proteins ermdglichen.
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2.6.2 Alternative Anséatze zur Markierung in lebenden Zellen

In den letzten Jahren wurden einige Verfahren entwickelt, die die Vorteile der genetisch-
kodierten Proteine mit denen der deutlich kleineren und photostabileren organischen Fluo-
reszenzfarbstoffe verbinden. In der Regel wird bei diesen Techniken eine genetisch kodierte
Sequenz an das zu untersuchende Protein fusioniert und danach mit einem spezifischen
Substrat angefarbt. Eine dieser Methoden ist der Tetracystein Biarsenical-Tags, die in der
Gruppe von Roger Tsien entwickelt wurden [Gaietta 2002]. Hierbei wird ein sehr kurzes Pep-
tid mit einer Masse von lediglich knapp 1000 Da an das Protein fusioniert und dann mit ei-
nem von drei verfligbaren Tags (ChoxHash Ay, 480 nm, Flash Ae, 528 nm und ReAsh Aem
608 nm) zur Reaktion gebracht. Nachteile dieser Methode sind mdgliche unspezifische Mar-
kierungen von endogenen, cysteinhaltigen Proteinen und die Tatsache, dass arsenhaltige
Verbindungen fir Zellen generell toxisch sind [Stroffekova 2001].

Der Halo-Tag, ein kommerzielles Produkt der Firma Promega, weist hingegen eine deutlich
hohere Sensitivitat auf. Hier wird eine Halogenase C- oder N-terminal an das Zielprotein fu-
sioniert. Das Substrat stellen in diesem Fall halogenierte Farbstoffe dar. Die eigentliche Mar-
kierung geschieht mittels einer nucleophilen Substitution am Farbstoffmolekil. Dabei wird
das Halogenatom entfernt und eine stabile kovalente Bindung zu der Dehalogenase und
somit auch zum zu untersuchenden Protein hergestellt. Abbildung 2.25 zeigt die Bindung des
Farbstoffs an die Halogenase.

HaloTag™ TMR N-terminus

C-terminus

Abbildung 2.25: Markierung der Dehalogenase mit einem Farbstoff.

Der in dieser Arbeit zur Markierung von Chemotaxis-Proteinen in E. coli verwendete Snap-

Tag-Ansatz wird im Folgenden naher erlautert.
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2.6.3 Der Snap-Tag

Der Snap-Tag-Ansatz ist ein kommerziell erhaltliches System (Covalys, CH), das &ahnlich
funktioniert wie der eingangs erwéahnte Halo-Tag. Auch er vereinigt die Vorteile der Expres-

sion genetischer Fusionsproteine mit denen kinstlicher Farbstoffe [Damoiseaux 2001].

Die spezifische Markierung mit Hilfe des Snap-Tags beruht auf der hervorragenden Spezifizi-
tat des verwendeten Fusionsproteins, eines humanen DNS-Reparaturproteins, und dessen
ungewdhnlichen Mechanismus. Die humane O°-Alkylguanin DNS Alkyltransferase (hAGT)
fuhrt einen irreversiblen Transfer einer Alkylgruppe aus einem O°-Alkylguanin-Substrat auf

eines ihrer Cysteine durch (siehe Abbildung 2.26).

hAGT .~ —\ hAGT \/S\CH

D fi

"’ "’
DNA DNA

Abbildung 2.26: DNA-Reparaturmechanismus der hAGT.

Da die Spezifizitat der hAGT bezuglich ihrer Substrate nicht allzu hoch ist, reagiert sie auch
mit dem artifiziellen O®-Benzylguanin (BG), das eine analoge funktionelle Gruppe aufweist.
Die hAGT-Markierung in lebenden Zellen beruht auf zellpermeablen BG-Farbstoff-
Substraten, welche an der para-Position des Benzolringes mit einem Farbstoffmolekil subs-
tituiert sind (vgl. hierzu Abbildung 2.26). Neben einer Markierung mit Farbstoffen kdnnen
auch Biomolekiile wie Biotin oder andere Proteine auf das Fusionsprotein Ubertragen werden
[Keppler 2004]. Wéahrend der Reaktion, die in lebenden Zellen ungefahr zwei bis drei Stun-
den erfordert, ist das Fusionsprotein kovalent mit einem Farbstoff markiert und nicht abrea-
giertes Substrat kann in mehreren Waschschritten entfernt werden. Diese Waschschritte sind
allerdings sehr zeitaufwéndig und kdnnen in der Regel ungebundene Fluorophore nicht
komplett aus der Zelle entfernen und verursachen moglicherweise zusatzlichen Stress in den

zu untersuchenden Zellen.
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Kirzlich wurde gezeigt, dass sich diese Waschschritte verhindern lassen, wenn im BG-
Substrat durch Benzylguanin geldschte Farbstoffe verwendet werden [Stohr 2008]. Mit der
Verwendung von fluoreszenzgeldschten Substraten wird die Hintergrundfluoreszenz bei
gleichbleibender Fluoreszenzintensitat der Markierung so stark erniedrigt, dass keinerlei
Waschschritte mehr ausgefuhrt werden missen. Nach der Reaktion des Substrats mit der
hAGT wird das fluoreszenzléschende Benzylguanosin entfernt, und die Fluoreszenz des
Farbstoffs wird vollig wiederhergestellt.

Die untenstehende Abbildung 2.27 verdeutlicht dies schematisch [Stéhr 2009]

0C - oo . p*
<IC©¥ ¢

Abbildung 2.27: Durch die Verwendung fluoreszenzgeldschter Substrate tritt nur nach Reaktion
mit der hAGT eine signifikante Fluoreszenz auf.

NH>

Neben der Mdglichkeit, fluoreszenzgeldschte Substrate einzusetzen, bietet der Snap-Tag mit
einer recht geringen GroRe von 182 Aminosauren und einem Gewicht von nur 21 kDa noch
weitere Vorteile gegeniber vergleichbar funktionierenden Systemen.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Chemikalien und L6ésungsmittel

Sofern nicht ausdrucklich anders erwéhnt, wurden alle verwendeten Chemikalien bei der
Firma Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH (Miinchen, Deutschland) bezogen und verwendet,
wie sie erhalten wurden. Losungsmittel verschiedener Produzenten wurden im Zentrallager
des Theoretikums in p.a. Qualitat bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet. Samt-
liche wassrigen Lésungen und Puffer wurden mit doppelt destilliertem Wasser mit weniger

als 5 ppb Fremdstoffen angesetzt.

3.2 Fluoreszenzfarbstoffe, Quantum Dots und Snap-Tag-System

Die in dieser Arbeit verwendeten Farbstoffe ATTO 620, ATTO 633, ATTO 647 N und ATTO
655 wurden von der Firma ATTO-TEC GmbH (Siegen, Deutschland) als Maleimide oder
NHS-Ester bezogen. Der Farbstoff MR 121 wurde freundlicherweise von Prof. K.H. Drexha-
ge (Universitat-Gesamthochschule, Siegen, Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Der Farb-

stoff Cy 5 wurde bei der Firma GE Healthcare (Miinchen, Deutschland) gekauft.

Die verwendeten Quantum Dots wurden bei der Firma Invitrogen Deutschland GmbH (Karls-

ruhe, Deutschland) erworben.

Das Snap-Tag-Substrat BG-NH, wurde von der Firma Covalys (Widerswil, Schweiz) gelie-

fert.

3.3 Kopplung von Fluoreszenzfarbstoffen an BG-Substrate und Proteine

Um freie Aminogruppen an Proteinen zu koppeln, wurden Farbstoffe mit einer, durch N-
Hydroxy-Succinimidyl (NHS) aktivierten Carboxylgruppe eingesetzt. Die Farbstoffe wur-
den bereits aktiviert beim Hersteller bestellt. In Abbildung 3.1 ist die Reaktion der Kopp-

lung an freie Aminogruppen schematisch dargestellit.
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Abbildung 3.1: Reaktionsmechanismus der Kopplung von NHS-Estern an freie Aminogruppen.

Der Farbstoff (R;), der als reaktive Gruppe einen NHS-Ester tragt, reagiert mit dem Protein
oder BG-Substrat (R,). Als Reaktionsprodukt entstehen ein farbstoffmarkiertes Protein und
ein N-Succinimid. Der zu Grunde liegende Mechanismus ist eine nukleophile Substitution
durch das freie Elektronenpaar des Stickstoffs am Carboxyl-Kohlenstoffatom des NHS-
Esters (Sn2i-Reaktion).

Am effektivsten verlauft diese Reaktion bei leicht basischem pH-Wert, deshalb wurde die
Reaktion in einem 200mM Carbonatpuffer mit einem pH-Wert von 8,5 durchgefiihrt. Zur Mar-
kierung der Proteine wurde ein 2,5-facher Uberschuss des aktivierten Farbstoffs verwendet.
Die Reaktionszeit betrug in der Regel vier Stunden. BG-Substrate wurden mittels einer Re-
versed-Phase HPLC-Saule aufgereinigt, markierte Proteine wurden mithilfe von NAP-Saulen

purifiziert.

3.4 Konzentrations- und Markierungsgradbestimmung

Nach der Aufreinigung der Produkte wurden die Konzentrationen jeweils Uiber die Absorption

des Farbstoffs nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz bestimmit.

Wichtiger als die Konzentration ist bei der Markierung von Proteinen die Bestimmung des
Markierungsgrades, das heil3t die Kenntnis Uber die durchschnittliche Anzahl von Farbstoff-
molekilen pro Protein. Anders als bei BG-Substraten oder Oligonukleotiden steht bei Protei-
nen eine Vielzahl von potenziellen Kopplungspositionen zur Verfigung. Hierzu wird zunachst
die Konzentration des Farbstoffes bestimmt. Darlber hinaus wird die Konzentration des Pro-
teins benotigt. Der Extinktionskoeffizient (bei 280 nm) des jeweiligen Proteins l&sst sich in
verschiedenen Proteindatenbanken im Internet Uber seine Aminoséduresequenz des berech-
nen. Er ergibt sich in guter Naherung aus der Summe der Extinktionskoeffizienten der jewei-
ligen Aminosauren. Bei der Konzentrationsbestimmung fir das Protein muss noch beriick-

sichtigt werden, dass alle Farbstoffe bei 280 nm ebenfalls eine Absorption aufweisen. Ent-
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sprechend muss die Konzentration um diesen Anteil des Fluorophors korrigiert werden.
Durch ein ins Verhéltnissetzen der beiden ermittelten Konzentrationen lasst sich somit der
durchschnittliche Markierungsgrad bestimmen, wobei immer mit tGberhaupt nicht oder mehr-

fach markierten Proteinen gerechnet werden muss.

3.5 Kultivierung und in vivo Markierung der E. coli Bakterien

Zur Aufzucht der Bakterien (HCB33, mit Expressionsvektor CheY-SNAP26b) wurde eine
geringe Menge aus dem Glycerin-Stock zunachst tiber Nacht in 20 ml LB-Medium (Lysogeny
Broth-Medium) mit 0,1% Ampicillin bei 37°C und unter Schitteln mit 150 U/min inkubiert. Am
nachsten Tag wurde ein Milliliter dieser Ubernachtkultur erneut in 20 ml LB-Medium aufge-
nommen und mit Ampicillin und unterschiedlichen Konzentrationen des Expressionsregula-
tors Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG 0 — 10 pM) bis zu einer optischen Dichte von
ODgoo = 0,5 bei 34°C unter Schiitteln inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen der Bakterien
mit Tethering-Puffer wurden diese fir zwei Stunden mit 1uM Benzylguanin-MR121 Substrat
in LB-Medium zur Anfarbung der Zellen inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Tethering-
Puffer zum Entfernen nicht gebundenen Snap-Substrats wurden die Bakterien auf einer Po-
ly-L-Lysin Oberflache immobilisiert und zur Messung vorbereitet.

3.6 Oberflachenmodifikationen

3.6.1 Herstellung von APS-Oberflachen

APS-Oberflachen (APS = Amino-Propylsilan) wurden in dieser Arbeit verwendet, um Oligo-
nukleotide Uber elektrostatische Wechselwirkung zwischen den positiv geladenen Silizium-
lonen auf der Oberflachenmodifikation und dem negativ geladenen Phosphatriickgrad der

Oligonukleotide zu immobilisieren.

Zur Herstellung dieser Oberflachen wurden dinne Glasscheiben (Cover-slides) zunéchst fur
eine Minute in einer stark verdiinnten Flusssaureldsung (0,5 % in Wasser) von potenziellen
Verunreinigungen befreit. Danach wurden die Oberflachen im Stickstoffstrom getrocknet und

fur finf Minuten in einer 2,5%-igen methanolischen APS-Ldsung. Nach mehrmaligem Wa-
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schen mit doppelt gereinigtem Wasser und erneutem Trocknen im Stickstoffstrom wurde die

Sauberkeit vor der Probenpraparation durch eine schnelle konfokale Aufnahme tberprift.

3.6.2 Herstellung von BSA-Biotin Oberflachen

BSA-Biotin-Oberflachen wurden verwendet, um die streptavidinummantelten Quantum Dots
Uber die extrem starke Streptavidin-Biotin-Affinitat zu immobilisieren. Nach der Reinigung der
hierfir verwendeten Mehrkammer-Messoberflachen (LabTeks, Nunc GmbH, Wiesbaden,
Deutschland) mithilfe einer stark verdinnten Flusssaurelésung, wiederholtem Waschen mit
ddH,O und Trocknen im Stickstoffstrom, wurden die einzelnen Kammern mit einer Lésung
aus BSA und 2,5% biotinylierten BSA inkubiert [Groll 2004]. Nach ca. zwei Stunden wurde
die Losung aus den einzelnen Kammern entfernt und mehrfach mit doppelt destilliertem
Wasser gewaschen. Danach wurde ohne zwischenzeitliches Trocknen die Probe appliziert.
Eine schematische Darstellung der Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung zeigt Abbildung 3.2.

Abbildung 3.2: Wechselwirkung zwischen Biotin und Streptavidin.

3.6.3 Herstellung von Poly-L-Lysin Oberflachen

Poly-L-Lysin Oberflachen wurden im Verlauf dieser Arbeit dazu verwendet, farbstoffmarkierte
E. coli Bakterienzellen zu immobilisieren. Hierfir wurden ebenfalls Mehrkammer-
Messoberflachen verwendet, die bereits mit einer vorgefertigten biomodifizierten Oberflache
gekauft wurden (Ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland). Eine vorgefertigte Poly-L-Lysin-
L6sung (0,1 mM, Sigma-Aldrich) wurde in einer Verdinnung von 1:10 fir ungefahr 10 Minu-
ten auf der Oberflache inkubiert. Danach wurde die Oberflache mehrfach mit destilliertem
Wasser gewaschen und im Trockenschrank bei 50°C fur eine Stunde getrocknet. Auf diese
Weise vorbereitete Oberflachen wurden im Verlauf von 48 Stunden nach der Herstellung

verwendet, langere Lagerzeiten sind nicht zu empfehlen.
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3.6.4 Herstellung von PLL-g-Peg-Oberflachen

Mit diesem Poly-L-Lysin Poly-Ethylen-Glykol Kopolymer beschichtete Oberflachen wurden
fur FCS-Messungen mit hydrophoben Farbstoffen und hohen Proteinkonzentrationen ver-
wendet, um eine Adsorption der verwendeten Reagenzien auf unbehandelten Glasoberfla-
chen zu unterdriicken. Zur Herstellung dieser Oberflachen wurden die verwendeten LabTeks
zunachst mit dem stark basischen Tensid Dextran (1:5 in Wasser verdinnt) fur ca. 30 Minu-
ten inkubiert. Dadurch sollten zum Einen mégliche Verunreinigungen entfernt und zum Ande-
ren die Glasoberflache durch Ausbildung von OH™-lonen aktiviert werden. Danach wurde mit
einer PLL-g-PEG-L6sung (0,1 mg/ml) fir 30 Minuten unter Schutteln inkubiert und mehrfach
gewaschen und anschlielend getrocknet. Abbildung 3.3 zeigt das Immoblisierungsprinzip

schematisch.
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung einer PLL-g-PEG-Oberflache [Selhuber 2006].

Die Kopplung des Kopolymers erfolgt elektrostatisch tber die positiv geladenen protonierten
freien Aminofunktionen des Poly-L-Lysins auf die negativ geladene Glasoberflache. Eine
Anlagerung der Proteine auf die Oberflache wird durch zwei Faktoren durch die nach oben
stehenden Poly-Ethylen-Glykol Ketten erreicht. Zum einen ist es fur Proteine sterisch kaum
maoglich, bis zur Oberflache vorzudringen und zum anderen bestehen abstol3ende Effekte
zwischen den stark hydrophilen PEG-Fragmenten und den wassrigen ,Hullen“ der Proteine
[Heuberger 2005]. Die Dicke dieser Oberflachenmodifikationsschicht betragt 8,2 nm [Pasche

2005] und ist somit diinn genug, um davon unbeeinflusste Messungen zu erlauben.
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3.7 Das ROXS-System

3.7.1 Grundprinzip

Das erst kurzlich vorgestellte ROXS-System [Vogelsang 2008] wurde eingesetzt, um ein tie-
feres mechanistisches Verstandnis fir die Fluoreszenzldschung von Quantum Dots zu er-

langen. Das zu Grunde liegende Prinzip verdeutlicht Abbildung 3.4.

Abbildung 3.4: Funktionsweise des ROXS-Systems [Vogelsang 2008].

Nach der Anregung eines Farbstoffes gibt es verschiedene Relaxationswege (vgl. hierzu
Abschnitt 2.2). Hauptursachlich fiir unerwiinschte photophysikalische Effekte ist der Uber-
gang des Fluorophors aus dem angeregten Singulettzustand S; in den Triplettzustand T, via
Intersystem Crossing. Da Ubergange aus dem Triplettzustand in den Grundzustand des
Fluorophors spinverboten sind, verweilen Farbstoffe im Allgemeinen relativ lange im Triplett-
zustand. In Anwesenheit des ROXS-Systems werden Fluorophore im Triplettzustand entwe-
der durch Oxidation (Methylviologen) oder Reduktion (Ascorbinséure oder Trolox) in die ent-
sprechenden Radikalionen F* oder F~ Uberfihrt, die sehr schnell durch weitere Oxidation
oder Reduktion in den Grundzustand relaxieren. Die schnelle Depopulation aller angeregten

Zustande wird zudem die Photozerstérung (Bleaching) der Farbstoffe deutlich reduziert.

3.7.2 Experimentelle Umsetzung

Neben dem System aus Methylviologen und Trolox zur Oxidation/Reduktion der Farbstoffe
wird ein Sauerstoffabfangsystem aus Katalase, Glucose-Oxidase, TCEP und Glucose einge-

setzt. Um eine hohere Stabilitat des pH-Werts zu erreichen, wurde statt normalen PBS-
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Puffers ein 5fach konzentrierter verwendet, da die beiden Enzyme das Maximum ihrer Aktivi-
tat im Bereich zwischen pH 6 und pH 7,5 aufweisen. Daneben wurde der verwendete Puffer
durch Einleiten von Helium fir etwa vier Stunden entgast, um in der wassrigen Pufferlésung
geldsten Sauerstoff zu entfernen. Wahrend der Herstellung der Gemische fir die verschie-
denen Experimente wurde stets unter Sauerstoffabschluss gearbeitet. Hierzu wurden alle
verwendeten Gefal3e bis zur Versiegelung der Probe unter einem konstanten CO,-Strom
gehalten und die vorgeldsten Substanzen unter CO, gelagert. Nach dem Befillen der Mess-
kammer wurde diese sofort mit Parafilm (Pechiney Plastics Packaging Company, Chicago,
USA) luftdicht verschlossen und zur Messung verbracht.

Die verwendeten Konzentrationen der einzelnen Komponenten pro Reaktionsaquivalent von

800 pl Losung zeigt Tabelle 3.1

Substanz Eingesetzte Stoffmenge Konzentration im ROXS-
System
Methylviologen 0,24 mg 1mM
Trolox 0,4 mg 2mM
TCEP 0,24 mg 1mM
Katalase 8 ul 8000 units
Glucose-Oxidase 8 ul 80 units
Glucose 40 mg 0,22 M
Glycerin 100 pl
Entgaster 5x PBS-Puffer 670 pl

Zum Einstellen der optimalen Reaktionsparameter fir den jeweils verwendeten Farbstoff
kann das Verhaltnis aus Methylviologen und Trolox auf die jeweiligen Reduktios- bzw. Oxida-

tionspotenziale der Farbstoffe angepasst werden.
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3.8 Standardgerate

3.8.1 High performance liquid chromatography (HPLC)

Die Aufreinigung der farbstoffgekoppelten BG-Substrate erfolgt tiber HPLC-Anlage der Firma
Agilent Deutschland GmbH (Waldbrunn, Deutschland, 1100 Serie), die zur analytischen Auf-
reinigung von Stoffmengen bis zu 5 nmol geeignet ist. Zur Auftrennung wurde eine Rever-
sed-Phase Chromatographie-Saule der Firma Phenomenex (Aschaffenburg, Deuschland)
mit einer Lange von 25,0 cm und einem Innendurchmesser von 4,6 mm und Octadecylsilan-

Hypersil C18 Packung (KorngréRe 5 um, PorengroRe 120 A) verwendet.

Fir die Aufreinigung der Produkte wurde ein linearer Gradient verwendet.

Zeit Fluss Eluent
0 min 1 ml/min 100% Laufmittel A
30 min 1 mi/min 100% Laufmittel B

Tabelle 3.2: Laufmittelzusammensetzung des verwendeten HPLC-Programms

Als Laufmittel A wurden fur hydrophobe Produkte 0,1 M Ldsungen von Triethylammoniuma-
cetat-Losung (TEAA, pH 7,4) in Wasser verwendet. Als Laufmittel B kam eine 0,1 M Losung-

von TEAA in einem Gemisch von 25% Wasser und 75% Acetonitril zum Einsatz.

Die Messung der Absorption wahrend der Aufreinigung erfolgte sowohl bei 260 nm, dem
Absorptionsmaximum des Benzylguanins, als auch beim Absorptionsmaximum des jeweili-
gen Farbstoffes. Die Fluoreszenzanregung zur Messung der Emission erfolgte zwischen flnf
und zehn Nanometern unterhalb des jeweiligen Absorptionsmaximums, um eine Uberlage-
rung des Anregungslichts mit der am Emissionsmaximum detektierten Fluoreszenz zu ver-

meiden.

3.8.2 Absorptionsspektrometer

Die Absorptionsspektren wurden mit einem Cary 500 Spektrometer der Firma Varian (Dar-

mstadt, Deutschland) aufgenommen. Die Messung erfolgte in Suprasil™-Quarzglas-
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Halbmikrokivetten der Firma Hellma (Mullheim, Deutschland). Die Konzentration sollte eine
Konzentration von 10° M nicht Ubersteigen, um die Linearitat des Signals, die durch das
Lambert-Beersche Gesetz gegeben ist, zu gewahrleisten.

3.8.3 Fluoreszenzspektrometer

Die Fluoreszenzmessungen wurden an einem Cary Eclipse Fluoreszenzspektrometer (Va-
rian), das zusatzlich mit einem Cary Temperatur Controller (Varian) ausgestattet ist, durch-
gefuhrt. Mithilfe der Temperaturkontrolle lUber das angeschlossene Peltierelement ist es
mdoglich, die Temperatur im Probenhalter wéhrend der Messung genau festzulegen. Dies

ermdglichte die Beobachtung temperaturabhangiger Phanomene.

Zur Messung wurden Suprasil™

-Quarzglas-Halbmikroktvetten der Firma Hellma verwendet.
Um intermolekulare Wechselwirkungen und Reabsorptionsprozesse zu vermeiden, wurden

nur Konzentrationen < 10 M vermessen.

3.8.4 Fluoreszenzlebensdauerbestimmung

Fluoreszenzlebensdauern wurden mit der Methode des zeitkorrelierten Zahlens einzelner
Photonen (TCSPC, vergleiche hierzu Abschnitt 3.8.2) an einem Fluoreszenzlebensdauer-
spektrometer Fluotime 100 Compact (PicoQuant, Berlin, Deutschland) gemessen.

In diesem Gerat erfolgt die Fluoreszenzanregung mittels LEDs (engl. Light Emitting Diode)
verschiedener Wellenlangen. Es standen LEDs mit den Wellenlangen 280 nm, 370 nm, 450
nm, 500 nm und 600 nm zur Verfligung, die mit einem Pulstreiber PDL-800B mit variablen
Wiederholraten von 2,5 — 40 MHz betrieben werden kdnnen. Die Intensitat kann stufenlos bis
auf etwa 10uW geregelt werden. Als Detektor dient ein ungekihlter PMT (engl. Photo Multip-
lier Tube). Im Gegensatz zum verwendeten Fluoreszenzspektrometer verfigt das Fluotime
100 nicht tGber eine Temperaturkontrolle, sodass Messungen bei unterschiedlichen Tempera-

turen nicht durchgefihrt werden konnten.

In dieser Arbeit wurde die Methode des zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlens (Time-
Correlated Single Photon Counting, TCSPC) angewendet, um die Fluoreszenzlebenszeiten

der Quantum Dots zu bestimmen.
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Diese Methode beruht auf der Messung der Zeit zwischen der Anregung der Probe mit ei-
nem &-Puls, die typischerweise innerhalb von 10™ s erfolgt, und der Fluoreszenzantwort des
ersten detektierten Photons, welches in der Regel innerhalb von wenigen Nanosekunden
nach der Anregung eintrifft. Als d-Puls bezeichnet man dabei einen idealisierten infinitesimal
kurzen Laserpuls. Da experimentell erreichbare Laserpulse allerdings eine Pulsbreite von
ungefahr 200 ps aufweisen, gilt diese Annahme nur, wenn die zu messende Lebensdauer
signifikant langer ist. Ist diese Annahme fur den zu untersuchenden Farbstoff zulassig, so
l&sst sich die Fluoreszenzlebensdauer durch eine einfache monoexponentielle Modellanpas-

sung an die erhaltene Messkurve bestimmen.

Durch wiederholte Bestimmung ergibt sich eine Statistik, die jedoch erst dann eine Aussage-
kraft Gber die Verweildauer des Molekiils im angeregten Zustand enthélt, wenn die Detekti-
onswahrscheinlichkeit fur ein Fluoreszenzphoton pro Anregungszyklus klein ist. Konzentrati-
on und Anregungsleistung sollten so eingestellt sein, dass nur bei jedem zwanzigsten Puls
ein Fluoreszenzphoton gemessen wird [O’Connor 1984]. Bei zu grofRer Anregungsintensitat
trifft mehr als ein Photon pro Puls auf den Detektor. Das erste auftreffende Photon bestimmt
die Lebenszeit, die bei vielen Ereignissen dadurch systematisch zu kiirzeren Zeiten verscho-
ben wird (,Pile-Up-Effekt*) [Lakowicz 1999]. Durch zu hohe Farbstoffkonzentrationen kénnen
infolge von Reabsorptions- und Reemissionsprozessen auch zu hohe Fluoreszenzlebens-
dauern bestimmt werden [Hammond 1979]. Um beide Effekte zu unterdriicken, wurde des-

halb immer mit Konzentrationen < 10° M gearbeitet.

Da die Pulshalbwertsbreite der in dieser Arbeit benutzten LEDs mit etwa 500 ps keine ideali-
sierten 6-Pulse erzeugen, darf nicht aul3er Acht gelassen werden, dass die Molekiile in der
Probe nicht immer zum gleichen Zeitpunkt angeregt werden. Deshalb lasst sich die Fluores-
zenzkinetik nicht einfach aus der gemessenen Fluoreszenzabklingkurve bestimmen. Um die
tatsachliche Fluoreszenzlebensdauer zu erhalten, muss die Abklingkurve entfaltet werden
(Abbildung 3.5). Hierflirr wird die Form des Laserpulses in einem separaten Experiment mi-
thilfe einer Streulésung, die keine Eigenfluoreszenz zeigt, bestimmt (Geratefunktion). Inner-
halb dieser Messung werden gleichzeitig auch alle Gerateeigenschaften ermittelt. Die eigent-
liche Fluoreszenzantwort F(t) ist also mit dem zeitlichen Profil der Anregungslichtquelle L(t)

gefaltet und ergibt so die gemessene Fluoreszenzabklingkurve R(t):

t

R(t) = fL(t*) — F(t—t")dt*

0

Um die wahre Fluoreszenzkurve zu erhalten, werden die Parameter t; (Fluoreszenzlebens-

dauer-Komponente) und o; (Anteil dieser Komponente an der Gesamtlebensdauer) abge-
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schatzt. Durch die Berechnung des Faltungsintegrals Rc(t) fur die vorgegebenen Parameter
und den Vergleich des

Ergebnisses mit der gemessenen Abklingkurve R(t) kdnnen die Parameter variiert und das
entsprechende Faltungsintegral erneut berechnet werden. Nach mehrmaliger Wiederholung

dieses Vorgangs wird die geringste Abweichung erreicht.

t

i —(t—t*)
R () = fL(t*)- Zaie A PTS
1

0

Zur Bestimmung der besten Ausgleichskurve ist es iblich, die Chi-Quadrat-Methode (x?) zu
verwenden, die auf der Methode der kleinsten quadratischen Abweichungen basiert, zusatz-

lich aber noch den Messfehler und die Anzahl der Freiheitsgrade in Betracht zieht.

i
¥2 = Z w;[R;(t) — R.(t*)]* mit dem Wichtungsfaktor w; = R, (0)
é i

Gute Modellanpassungen erreichen y2-Werte in der Gro3enordnung von 0,9 — 1,2.

Abbildung 3.5 zeigt modellhaft die Uberlagerung einer roten LED (PLS-600, PicoQuant) mit
der gemessenen Fluoreszenzabklingkurve des Farbstoffs Cyb.
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Abbildung 3.5: Exemplarische Darstellung einer Uberlagerung der Instrumentenfunktion und der
gemessenen Fluoreszenzabklingkurve des Farbstoffs Cy5.
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Die oben beschriebene Auswertung wurde automatisch mit der vom Hersteller gelieferten
Auswertesoftware FluoFit 4.2 (PicoQuant) durchgefihrt.

Bei der Messung von Fluoreszenzlebensdauern muss darauf geachtet werden, dass die
Wiederholrate des Lasers so gewahlt wird, dass die Zeitspanne zwischen zwei aufeinander-
folgenden Anregungspulsen deutlich langer ist, als die zu messende Fluoreszenzlebens-
dauer. Fur organische Fluorophore mit Lebensdauern im Bereich von wenigen Nanosekun-
den wurde deswegen eine Wiederholrate von 40 MHz gewahlt, wahrend zur Bestimmung der
Lebensdauer von Quantum Dots (50-150 ns) mit 2,5 MHz gearbeitet wurde.

3.9 Einzelmolekilfluoreszenzmikroskopie

3.9.1 Das Mikroskop

In diesem Abschnitt sollen die zur Aufnahme von konfokalen Bildern nétigen Komponenten
und Aufbauten vorgestellt werden. Einen typischen experimentellen Aufbau zeigt Abbildung
3.6.
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung eines Aufbaus zur Aufnahme konfokaler Bilder.

76



3. Materialien und Methoden

Zur Fluoreszenzanregung dient in jedem Fall eine monochromatische Laserlichtquelle. In
dieser Arbeit wurde mit einem gepulsten Diodenlaser mit einer Wellenlénge von 635 nm und
einer maximalen Anregungsleistung von 2 mW gearbeitet (PicoQuant GmbH, Berlin,
Deutschland). Das Laserlicht wird zunachst mittels eines schmalbandigen Anregungsfilters
(HQ 635/10), AHF Analysentechnik, Tubingen, Deutschland) aufgereinigt, um stérende Ne-
benlinien des Lasers zu eliminieren. Danach erfolgt eine Aufweitung und Parallelisierung des
Laserstrahls mithilfe mehrerer aufeinander abgestimmter Linsen. Uber Spiegel wird der La-
ser danach in das Mikroskop (Axiovert 100, Zeiss, Jena, Deutschland) eingekoppelt. Uber
einen dichroitischen Strahlteiler wird das Anregungslicht riickwartig in das Mikroskopobjektiv
eingestrahlt und auf die Probe fokussiert. Je nach Anwendung wurden zwei unterschiedliche
Obijektive verwendet. Zur Aufnahme konfokaler Bilder wurde ein Olimmersionsobjektiv mit
hoher numerischer Apertur gewahlt (sPlan-Apo, NA 1,45, Olympus, Tokio, Japan), wahrend
zur Aufnahme von FCS-Messungen zur Vermeidung zusatzlicher Brechungsindexwechsel
ein Wasserimmersionsobjektiv verwendet wurde (Plan-Apo, NA 1,20, Olympus, Tokio, Ja-
pan). Das aus der Probe erhaltene Fluoreszenzlicht wird durch dasselbe Objektiv gesammelt
und durch den dichroitischen Strahlteiler von gestreutem Anregungslicht getrennt. Durch
eine Sammellinse wird das Fluoreszenzlicht fokussiert und anschlielend auf eine Lochblen-
de (typischerweise 50 — 120 um Durchmesser) abgebildet, um Licht aus anderen als der
fokalen Ebene auszublenden. Nach der Kollimierung durch eine weitere Sammellinse trifft
das Fluoreszenzlicht auf einen weiteren Strahlteiler, durch den es sowohl spektral, bei Ver-
wendung eines Dichroits, oder gleichmaRig, bei Verwendung eines nicht-polarisierenden
kubischen Strahlteilers, auf die beiden Detektoren verteilt wird. Unmittelbar vor den Lawinen-
Photodioden (eng. Avalanche photo diodes, APDs) wird die Fluoreszenz mit Hilfe von ach-
romatischen Linsen mit einer kurzen Brennweite (f = 20 mm) direkt auf die aktive Flache der
APDs fokussiert. Die detektierten Photonen werden mit einer TCSPC-Karte (SPC-630 oder
SPC-134, Becker&Hickl GmbH, Berlin, Deutschland) im FIFO-Modus (eng. First-in First-out)
verarbeitet und gespeichert. Um die Messung von Fluoreszenzlebensdauern zu ermdglichen,

wurde die TCSPC-Karte zuséatzlich mit dem Lasertreiber synchronisiert.

Zusatzlich war das Mikroskop mit einer Quecksilberdampf-Lampe (HBO 50 Short Arc
Lamp, Osram, Minchen, Deutschland) erweitert, um Durchlicht- und Fluoreszenzbilder
der farbstoffmarkierten Zellen aufzuzeichnen. Die Aufnahme erfolgte mithilfe einer soge-
nannten back-illuminated EMCCD-Kamera (iXonEM, Andor, Belfast, Nordirland) und der

mitgelieferten Software AndorSolis.
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3.9.2 Wichtige Einzelkomponenten

Anregungslichtquellen

Zur Fluoreszenzanregung wurde hauptsachlich eine gepulste Laserdiode mit einer Wellen-
lange von 635 nm verwendet, die mithilfe der Pulstreiber PDL-800B und PDL-808 ,Sepia“
(PicoQuant, Berlin, Deutschland) betrieben wurde. Diese Lasertreiber erlauben die Auswahl
von Wiederholraten zwischen 5 und 80 MHz und kénnen dartiber hinaus durch eine externe
Pulsquelle betrieben werden. Die Anregungsleistung kann damit stufenlos auf bis zu maxi-
mal 2 mW geregelt werden. Bei 80 MHz hat diese Laserdiode eine leistungsabhéangige
Halbwertsbreite von 300 ps.

Neben dieser Diode standen zur Anregung weitere gepulste Diodenlaser mit 470 und 375
nm zur Verfiigung. Abbildung 3.7 zeigt die zur Isolierung des Fluoreszenzlichts roter Farb-
stoffe verwendeten Filter und Strahlteiler.

—— Emitter 670 DF 55

Strahlteiler z470/635RCDS
100 A —— Clean-Up HQ635/10

Transmission [%]

20 A

T * T 2 T E 1

400 500 600 700 800

Wellenlange [nm]
Abbildung 3.7: Zur Detektion der Fluoreszenz roter Farbstoffe verwendete Filter und Strahlteiler.

Um stérende Nebenlinien der zur Anregung verwendeten Laserdiode zu entfernen wurde
zunachst ein sehr schmalbandiger Clean-Up-Filter (HQ 635/10) verwendet. Uber den Stahl-
teiler z470/635RDC wird das Anregungslicht in das Mikroskop reflektiert, wahrend das Fluo-
reszenzlicht den Strahlteiler passieren kann. Vor den Detektoren kommt ein schmalbandiger
Emissionsfilter zum Einsatz (HQ 670/55), der nur Licht mit einer Wellenldange von 650 bis

700 Nanometern passieren lasst.
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Detektoren

Die Detektion der Fluoreszenzphotonen erfolgte Uber zwei hochempfindliche Lawinen-
Photodioden SPCM-AQR-14 der Firma Perkin Elmer (Massachussets, USA). Die detektier-
ten Photonen werden durch die Halbleiterdetektoren, deren aktive Flachen einen Durchmes-
ser von ca. 180 um aufweisen, direkt in Elektronen erster Generation umgewandelt. Durch
diese initial entstandenen Elektronen werden weitere Elektronen angeregt, sodass am Ende
eine Elektronenlawine detektiert wird, deren Signal proportional zur Lichtintensitat ist. APDs
zeichnen sich im Vergleich zu anderen Detektoren wie PMTs (Photo multiplier tubes) durch
eine sehr hohe Empfindlichkeit aus. Im relevanten spektralen Bereich zwischen 500 und 850
nm liegt die Detektionswahrscheinlichkeit bei bis zu 65% (Abbildung 3.7). Zuséatzlich zeich-
nen sie sich durch eine sehr niedrige Dunkelzéhlrate (kunstliche, elektronische Signale) von
weniger als 100 Hz aus. Daneben verfiigen sie Uber sehr niedrige Totzeiten. Unter Totzeit
versteht man die Zeit, in der, nach einer Photonendetektion, kein Signal wahrgenommen
wird. Sie liegt fir APDs im Bereich von ca. 100 ns, was theoretisch die Erfassung von Signa-
len bis zu einer Frequenz von 10 MHz erlauben sollte. Auf Grund von Nichtlinearitatseffekten
der Totzeit bei hohen Signalen sind allerdings nur Signalfrequenzen von ca. 500 kHz realis-

tisch.
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Abbildung 3.7: Detektionseffizienz einer APD des Typs AQR-14 in Abhangigkeit der Wellenlange
der zu detektierenden Photonen. Bildquelle:
http://www.lasercomponents.de/de/fileadmin/user_upload/home/Datasheets/pe/spcmagqr.pdf
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Der Probentisch

Als Probentisch wurde ein dreidimensionaler geschlossener Piezo-Scanner P561.3CL (Phy-
sik Instrumente (Pl) GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) zusammen mit einem Dreika-
nal-Verstarker E-503.00 (PI) und einer kapazitiven Sensor-Kontrolleinheit E509.C3A (PI)
verwendet. Der damit zu scannende Bereich betrug 100 pm x 100 pm x 20 um, der Uber ei-
nen linearen Spannungsanstieg von 1 V / pum kontrolliert werden kann. Der Probentisch wur-
de mittels einer PCI-6713-Karte zusammen mit der entprechenden Software (LabView 7.0,
National Instruments, USA) gesteuert und erlaubt somit, die Tischbewegung mit der Datener-

fassung der Detektoren zu synchronisieren.

Zeitkorreliertes Zahlen einzelner Photonen

Das zeitkorrelierte Z&hlen einzelner Photonen, TCSPC (eng. Time-Correlated Single Photon
counting), ist eine empfindliche Methode zur Erfassung geringster Photonenintensitaten.
Hierflr wurden in dieser Arbeit zwei unterschiedliche TCSPC-Karten (SPC-630 und SPC-
134, Becker&Hickl GmbH, Berlin, Deutschland) verwendet. Im Fall gepulster Anregung wird
jedes Photon mit insgesamt drei Informationen verarbeitet und gespeichert, sofern die Mess-
karte mit dem Lasertreiber synchronisiert ist. Da nicht nach jedem Anregungspuls des Lasers
wirklich Photonen detektiert werden, arbeiteten diese Karten im inversen Modus, das heif3t,
dass das Signal zur Datenspeicherung nicht durch den Anregungspuls sondern durch ein
detektiertes Photon gegeben wird. Insbesondere bei hohen Wiederholraten sinkt die Anzahl
der notwendigen Operationen dadurch von bis zu 80 Millionen Vorgangen auf einige zehn-
tausend pro Sekunde. Ein von der APD detektiertes Photon wird durch die Messkarte zu-
nachst mit ihrer Makrozeit versehen, wobei es sich hierbei um die absolute Zeit seit Beginn
der Messung handelt. Durch die Detektion des Photons wird durch die Messkarte zusatzlich
ein Spannungssignal gestartet, das durch das néchste Signal des Lasertreibers, das die Zeit
des Laserpulses reprasentiert, gestoppt. Diese Spannung wird mithilfe eines Analog-Digital-
Wandlers (ADC, Analog to Digital Converter) in die Mikrozeit umgewandelt, die mit dem Zeit-
fenster des Zeit-Amplituden-Wandlers (TAC, Time-to-Amplitude Converter) verbunden ist.
Somit entspricht die Mikrozeit der relativen Zeit der Detektion nach dem Anregungsplus. Die
GroRRe des TAC-Fensters entspricht der Zeit zwischen zwei Anregungspulsen. Innerhalb des
TAC-Fensters werden die detektierten Photonen, entsprechend ihrer jeweiligen Ankunftszei-
ten nach dem Laserpuls, in bis zu 4096 gleich breite Kanale aufgeteilt (Binning). Da die er-
haltenen Mikrozeiten tber den gesamten Verlauf der Messung histogrammiert werden, lasst

sich daraus aus der Entfaltung des exponentiellen Verlaufs von der Halbwertsbreite des La-
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serpulses die Fluoreszenzlebensdauer bestimmen. Der inverse TCSPC-Modus wird durch
die Abbildung 3.8 erlautert.

A

Detektor-
signal

v

Zeit
Zyklus 1
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Zyklus 4 L
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Zyklus 7 ‘—
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Zyklus N L

Zeitfenster (bin)

Summe
vieler
Photonen

Abbildung 3.8: Schematische Darstellung des inversen TCSPC-Prinzips. Nur die Daten von Zyk-
len, in denen auch ein Photon detektiert wurde, werden verarbeitet. Die erhaltenen Mikrozeiten
werden in einem Diagramm histogrammiert.

Nach jedem detektierten Photon muss dieses zunadchst mit all seinen Parametern verarbeitet
und gespeichert werden, bevor die Messkarte in der Lage ist, ein weiteres ankommendes
Photon zu verarbeiten. Man spricht hierbei von der Totzeit, die bei modernen TCSPC-Karten,
wie bei der verwendeten SPC-134, im Bereich von ca. 50 ns liegt. Sie liegt somit im Bereich
der Totzeit der verwendeten APDs, sodass kein zusatzlicher Verlust an Information eintritt.
Neben der Makro- und der Mikrozeit ist der spektrale Kanal (also die urspriinglich detektie-
rende APD) der dritte Parameter, der gespeichert wird. Bei der SPC-134, die aus vier unab-
hangigen Messkarten besteht, wird fiir jede Messkarte eine eigene Datei angelegt, wahrend
dies bei alteren Einkanalkarten wie der SPC-630 nur Uber ein zusatzliches Modul, einen
Router, bewerkstelligt werden kann. Da der Router eine Totzeit von ca. 500 ns nach der De-
tektion eines Photons aufweist, sinken die maximal mdglichen Signalintensitaten in diesem

Fall ungefahr um den Faktor zehn.
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3.9.3 Hardware-Korrelator-Karte ALV5000/E

Die Fluoreszenz-Korrelations-Messungen wurden mit einer ALV5000/E-Karte von der ALV-
Laser Vertriebs GmbH (Langen, Deutschland) aufgenommen und mit der mitgelieferten
Software korreliert (Version 1.4.9). Die Karte ermoglicht es, zwei Kanale mit theoretischen
maximalen Zahlraten von 125 MHz aufzunehmen und tber Autokorrelation oder Kreuzkorre-

lation zu analysieren.

Zur Datenakquisition wurden typischerweise drei unmittelbar aufeinander folgende Messun-
gen mit einer Messdauer von jeweils bis zu 5 Minuten durchgefihrt, um glatte und wenig
verrauschte Daten zu erhalten. Diese unabhangigen Messungen wurden bereits wahrend
der Datenaufnahme durch die Software der Korrelatorkarte gemittelt. Die erhaltenen Daten
konnten als ASCII-Dateien abgespeichert werden und mithilfe des Analyseprogramms Origin
in der Version 7.5 ausgewertet werden. Zur Modellanpassung der erhaltenen Kurven wurde
folgende Formel verwendet (vgl. hierzu Abschnitt 2.2.4)

G(t):i. 1 . 1
W @)

Mithilfe dieser Formel wurden die erhaltenen Messdaten an ein Modell dreidimensionaler

Diffusion unter Berlcksichtigung einer schnellen Triplettkinetik angepasst. Auch bei dieser
Anpassung wurde die bereits oben erwahnte Chi-Quadrat-Methode (y2) zur Abschatzung

der Qualitat der Anpassung verwendet.

82



3. Materialien und Methoden

3.10 Software

Neben den bereits in den vorhergehenden Abschnitten erwdhnten kommerziell erhaltlichen
Programmen wurden weitere, in der Arbeitsgruppe entwickelte Programme verwendet. Die
im Folgenden beschriebenen in LabView 7.1 entwickelten Programme wurden mehrheitlich
von Dr. Dirk-Peter Herten und Dr. Christian Roth entwickelt, notwendige Anpassungen auf
modernere Hardware-Komponenten wurden von Haisen Ta vorgenommen. Die folgende

Tabelle fasst die verwendeten, kommerziell erhaltlichen Programme zusammen.

Software Hersteller

Origin 7.5 und 8.0 Microcal, Northhampton, USA.
Andor-Solis Andor, Belfast, Nordirland.

FluoFit 4.2 PicoQuant, Berlin, Deutschland

Image J 1.4 NIH, USA

LabView 7.1 National Instruments, Austin, Texas, USA

3.10.1 DAQLinescan (Datenaufnahme)

Das Programm DAQLinescan wurde sowohl zur Aufnahme von Fluoreszenzintensitatsbildern
als auch zu Messungen von Fluoreszenzintensitatsspuren (iber das Programmmodul DAQ-

Fifo) verwendet.

Das Programm ermoglicht es, alle im vorherigen Abschnitt vorgestellten elektronischen Bau-
teile unter einer einzigen Bedienoberflache zu verwenden und sorgt fur die Synchronisierung
der xyz-Verschiebeeinheit mit der TCSPC-Karte.

Je nach verwendetem Tisch erfolgt das Abrastern der Oberflache entweder in diskreten
Schritten (Piezo-Tisch, Physikalische Instrumente) oder in einer konstanten Bewegung
(Queensgate Instruments, Torquay, Vereinigtes Konigreich). In beiden Fallen wird der Impuls
hierfir durch die Software durch eine Spannungsédnderung gegeben, die dann in den ent-

sprechenden Steuermodulen der Verschiebeeinheiten verarbeitet wird.

In der Messsoftware selber kann die rdumliche Bildauflésung eingestellt werden. Zwar ist die
tatséchliche raumliche Auflésung in lateraler Ebene fur ein konfokales Fluoreszenzmikroskop

durch das Abbé-Kriterium festgelegt. Trotzdem ist es zweckdienlich, wahrend der Messung
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deutlich kleinere Schritte pro Pixel einzustellen. Zur Aufnahme konfokaler Bilder werden
normalerweise Schrittweiten von 50 — 100 nm pro Pixel gewahlt, da auf diesem Wege detail-
liertere Abbildungen erhalten werden. Eine E. Coli Bakterienzelle wird dadurch mit einer
Grofde von 1 x 2 um mit 20 x 40 Pixeln dargestellt. Bei einer Anpassung der Schrittweite an
die optische Auflosung wirden Abbildungen mit ungefahr 3 x 6 Bildpunkten erhalten werden,

deren Interpretation sehr schwierig ware.

Ein weiterer regulierbarer Parameter ist die zeitliche Verweildauer pro Bildpunkt. Fir die Auf-
nahme von konfokalen Fluoreszenzintensitatsbildern wird diese zumeist auf 2 ms pro Bild-
punkt eingestellt, was einen guten Kompromiss zwischen Messdauer und Bildqualitat dar-
stellt. Kurzere Integrationszeiten fuhren zu deutlich verrauschten Aufnahmen, wahrende lan-
gere Integrationszeiten zwar ,glattere” Abbildungen erzeugen, diesen Vorteil allerdings nur
mit dem Preis deutlich erhéhter Messzeiten erreichen. Sollen die gemachten Aufhahmen
spater mit dem Verfahren der bildgebenden Fluoreszenz-Korrelation-Mikroskopie (DIFIM,
vgl. Abschnitt 3.10.3) ausgewertet werden, dann muissen deutlich erhdhte Integrationszeiten
gewahlt werden. Je nachdem auf welcher Zeitskala die Diffusion verfolgt werden soll, muss
mindestens die zehnfache Verweilzeit pro Bildpunkt gewahlt werden.

3.10.2 ANALinescan (Datenauswertung)

Zur Auswertung der, mit dem Programm DAQLinescan erhaltenen, Daten wurden diese in
das Analyseprogramm ANALinescan eingelesen. Dabei ist es mdglich, sowohl die spektrale
Verteilung bei Verwendung eines dichroitischen Strahlteilers (F,-Wert) als auch die Fluores-
zenzlebensdauer fiir jeden einzelnen Bildpunkt zu bestimmen und in eigenen Bildern auszu-
geben. Der F,-Wert berechnet sich aus dem Verhdltnis des Fluoreszenzsignals auf der

kurzwelligeren APD zu der Gesamtfluoreszenzintensitat auf beiden Kanélen:

L+

F,

Die Fluoreszenzlebensdauer wird in sehr guter Naherung mit einem monoexponentiellen

Maximum Likelyhood Estimator bestimmit.

Auf eine wichtige Erweiterung dieses Programms, die bildgebende Diffusionsmikroskopie,

soll im folgenden Absatz gesondert eingegangen werden.
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3.10.3 Bildgebende Diffusionsmikrokopie (DIFIM)

Da sich der Begriff des Bildpunktes, oder Pixel, in der Mikroskopie sich hauptsachlich auf
Messungen mit CCD-Chips bezieht, soll dieser im Zusammenhang mit der Auswerteroutine
der DIFIM-Technik kurz definiert werden. Im Gegensatz zu kameragestitzter Detektion, wo
die Grol3e eines Bildpunktes durch die Art des verwendeten CCD-Chips vorgegeben ist, ist
die GrolRe eines Bildpunktes bei der Datenakquise mit Hilfe von APDs oder PMTs abhéngig
von den, in der Messsoftware eingestellten Parametern. Die Grof3e eines Bildpunktes ist ge-
geben durch die Schrittweite der Piezo-Verschiebeeinheit, mit der die Probe Gber dem Laser-
fokus verfahren wird. Wird z. B. entlang einer Achse von 10 pum gerastert und eine Schritt-
weite von 50 nm eingehalten, so besteht die Bildzeile aus 200 einzelnen Bildpunkten. Im
Prinzip entspricht jeder einzelne Bildpunkt einer (sehr kurzen) Fluoreszenzintensitatsspur,
deren Lange ebenfalls Uber die Messsoftware gesteuert werden kann. Typische zeitliche
Verweildauern liegen im Bereich von 2 ms pro Bildpunkt fur die Aufnahme bis hin zu Uber

100 ms fir die Aufnahme von DIFIM-Aufnahmen.

Die Methode der bildgebenden Diffusionsmikroskopie wurde von Dr. Christian Roth und Dr.
Dirk-Peter Herten entwickelt und in die Auswertesoftware ANALinescan integriert [Roth
2006, 2007]. Mit ihr ist es mdglich, die verschiedenen Techniken der bildgebenden konfoka-
len Mikroskopie (SFLIM) und der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie miteinander zu
verbinden und somit Heterogenitdten in der Diffusionsgeschwindigkeit in lebenden Zellen
oder Bakterien ortsaufgeldst wiederzugeben. Eine typische Apparatur zur Aufnahme von
DIFIM-Messungen zeigt Abbildung 3.6, das hierbei zu Grunde liegende konfokale Prinzip
zeigt Abbildung 2.9.

Um Daten dieser besonderen Form der Auswertung zukommen zu lassen, ist es nétig, wah-
rend der Messung bereits einige Parameter zu beachten. Zum einen lassen sich DIFIM-
Messungen nur an Probentischen durchfihren, die die Strecke innerhalb einer Bildzeile in
diskreten Schritten zurilicklegen. Bei Verwendung eines Tisches, der sich kontinuierlich be-
wegt, wirde diese Bewegung zu Artefakten in der Bestimmung von Diffusionskonstanten
fuhren, da die intrinsische Bewegung der Probe mit der zu untersuchenden Diffusion Uberla-
gert. Da sich die interessierenden Diffusionszeiten in lebenden Systemen in der Regel zwi-
schen 0,1 und 10 Millisekunden befinden, bedeutet dies auch, dass die Messdauer pro Pixel
mindestens 25 ms oder besser noch 100 ms betragen sollte, damit diese Zeiten Uberhaupt in
der Korrelationsfunktion beobachtet werden kénnen. Somit ergeben sich relativ lange Mess-

zeiten zur Aufnahme eines DIFIM-Bildes. Diese liegen zwischen acht Minuten zur Messung
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einer E.-Coli-Bakterienzelle und mehr als einer Stunde, wenn eine komplette eukaryontische

Zelle untersucht werden soll.

Abbildung 3.9 zeigt die Auswerteroutine der bildgebenden Diffusionsmikroskopie schema-

tisch.

Diffusionszeit [ms]

o X
an
"
14 e Eaom 01 1 W e N
o8
o o006
oal W | .
", .
oa \ | 000
024 \\ oKy 1E-3 001 01 1 10 100 1000
ard o8|
o i

184 TE-

Abbildung 3.9: Schematisch Darstellung der DIFIM-Auswertungsmethode: Fiir jeden Bildpunkt
wird zunéchst die Fluoreszenzintensitatsspur bestimmt und anschliel3end einer Autokorrelation
unterworfen. Da, auf Grund der recht kurzen Messdauern pro Bildpunkt, nur sehr niedrige Photo-
nenstatistiken zur Verfigung stehen, werden die Autokorrelationen von vier benachbarten Bild-
punkten zusammengefasst und nur an die resultierende durchschnittliche Autokorrelationskurve
wird eine Modellfunktion zur zweidimensionalen Diffusion angepasst.

Zunéachst wird aus jedem einzelnen Bildpunkt die Fluoreszenzintensitatsspur extrahiert und
einer autokorreliert. Vier Autokorrelationen benachbarter Bildpunkte werden zusammenge-
fasst, um eine ausreichende Photonenstatistikzu erhalten und anschliel3end eine Modellfunk-
tion der zweidimensionalen Diffusion an die experimentellen Daten angepasst. Das zweidi-
mensionale Modell wurde gewdhlt, da die Anpassung deutlich schneller und weniger fehler-
anfalliger ist als fur komplexere Modelle, die eine freie dreidimensionale Diffusion und einen
Triplett-Term beinhalten. AuBerdem zeigten vergleichende Auswertungen, dass die Unter-
schiede in den erhaltenen Diffusionszeiten nur relativ gering sind [Herten 2008b].

Fur Messungen, in denen nur mittlere Fluoreszenzintensitaten auftreten, ist die Zusammen-
fassung benachbarter Bildpunkte fur die Auswertung unumganglich, da, insbesondere bei
langeren Lag-times, zu niedrige Photonenstatistiken keine sinnvollen Modellanpassungen
ermdglichen. Allerdings geht mit dieser Prozedur ein grof3er Auflosungsverlust einher, da die
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Bilder der Diffusionszeit und der Amplitude lediglich 25 % der Bildpunkte des konfokalen Ori-
ginalbildes aufweisen. Treten hohe Fluoreszenzintensitaten auf kann auf die Zusammenfas-
sung verzichtet werden und die Auswertung verlauft, wie in Abbildung 3.10 schematisch ge-

zeigt.
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Abbildung 3.10: Schematischer Ablauf einer DIFIM-Auswerteroutine. Zunachst werden die ein-
zelnen Photonen jedes Bildpunktes extrahiert und zu einer Fluoreszenzintensitatspur zusam-
mengefasst. Danach erfolgen die Autokorrelation und die Modellanpassung. Aus den dort erhal-
tenen Parametern Diffusionszeit und Amplitude der Aufbau eines kinstlichen Bildes, das jeweils
nur diese Informationen enthélt.

In diesem Fall wird jeder Bildpunkt des Fluoreszenzintensitatsbildes 1:1 in einem Bildpunkt

des Diffusionszeit- und Amplitudenbildes umgewandelt.
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4. Experimente und Ergebnisse

4.1. Spektroskopische Untersuchung von fluoreszierenden Halbleiter-

Nanokristallen (Quantum Dots)

Bevor in diesem Abschnitt der vorliegenden Arbeit umfangreiche Experimente zur Untersu-
chung der spektroskopischen Eigenschaften von Quantum Dots vorgestellt und diskutiert
werden sollen, werden zur Einleitung dieses Themas kurz einige Experimente vorgestellt, die
den Anlass fir die folgende Charakterisierung lieferten. Spektral trennbare Quantum Dots
sollten zur Abstandbestimmung mit Hilfe einer doppelstdngigen DNA verwendet werden.
Dank ihrer L&nge von exakt 3,4 Nanometern pro 10 Basenpaaren ist doppelstrangige DNA
ideal als mikroskopisches Lineal geeignet, mit dem Methoden zur Abstandsmessungen fir
den Bereich von 5 — 20 nm etabliert und geeicht werden kdnnen.

4.1.1 Kolokalisationsexperimente mit Quantum Dots

In der Arbeitsgruppe von Prof. Sauer wurde ein Verfahren entwickelt, dass es ermdglicht,
Abstande zwischen fluoreszenten Markern zu bestimmen, die im Bereich der optischen Auf-
I6sungsgrenze liegen [Miller 2003]. Abstande im Bereich von unter zehn Nanometern lassen
sich heutzutage relativ einfach mit Hilfe von single-pair FRET-Messungen bestimmen, da der
Energietransfer zwischen einem Donor- und einem Akzeptorfarbstoff sehr stark abstandsab-
hangig ist (1/r°). Somit lasst sich tber die gemessene FRET-Effizienz der Abstand zwischen
beiden Fluorophoren mit sehr groRer Genauigkeit bestimmen [Lacoste 2000].

Die Auflésung konfokaler Mikroskope hingegen ist nach Abbe abhangig von der Wellenlange
der Anregung und der numerischen Apertur des verwendeten Objektivs. Selbst unter Ver-
wendung perfekter optischer Bauteile ohne spharische oder chromatische Aberrationen er-
gibt sich dadurch bei Anregung mit einer 635 nm Laserdiode ein maximales laterales Auflo-
sungvermoégen von 240 nm, axial kénnen zwei unabhangige Punktlichtquellen erst ab einem

Abstand von 420 nm aufgeldst werden.

In den letzten Jahren wurden grofR3e Fortschritte dabei erreicht, diese Auflésungslicke zu
schliel3en. So wurden zum Beispiel die 4PI-Spektroskopie [Hell 1995] und die STED-
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Mikroskopie entwickelt [Wichmann 1994, Klar 2000], mit deren Hilfe eine deutlich schmalere
Punktabbildungsfunktion erhalten werden kann, was niedrigere Auflésungsgrenzen ermdg-
licht. Moderne stochastische Methoden wie STORM und PALM sind ebenfalls in der Lage,
hoch aufgeloste Aufnahmen zu erzeugen. Dabei spielen allerdings die Eigenschaften der
verwendeten Farbstoffe eine groRe Rolle. Durch diese spektroskopischen Methoden war es
moglich, die laterale optische Auflésung auf etwa 30 Nanometer zu verbessern.

Nachdem die eingangs erwéhnte Kolokalisationsmethode mit organischen Fluoreszenzfarb-
stoffen etabliert worden war [Heinlein 2004], sollte versucht werden, diese durch die Ver-
wendung von Quantum Dots weiter zu verbessern. Da zur Auswertung hohe Photonenstatis-
tiken benotigt werden, bietet sich die Verwendung von Quantum Dots auf Grund ihrer aul3er-
gewdhnlichen spektroskopischen Eigenschaften an. Insbesondere ihre hohen Extinktions-
koeffizienten und die nahezu unbegrenzten Beobachtungszeiten durch ihre intrinsische Pho-
tostabilitat sind hier besonders nutzlich.

Da es der, der Methode zu Grunde liegende, Algorithmus verlangt, dass die verwendeten
Fluorophore sowohl tber ihre Fluoreszenzlebensdauer als auch ihre spektrale Verteilung auf
die Detektionskanéle eindeutig voneinander diskriminierbar sind, wurden die Quantum Dots
zunachst diesbezlglich charakterisiert. Die Auswertung von jeweils ca. 200 Einzelmolekdil-
fluoreszenzspuren zweier unterschiedlicher Quantum Dots, zeigte, dass diese prinzipiell sehr
gut geeignet sein sollten (\Vgl. Abbildung 4.1.1).
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Abbildung 4.1.1: Charakterisierung der verwendeten Quantum Dots. Sowohl tber die Fluores-
zenzlebensdauer als auch die spektrale Verteilung (F2-Wert) ist eine Diskriminierung gut moglich.
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4.1 Experimente und Ergebnisse

Zwar ist die Verteilung, insbesondere fir Cadmiumtellurid Quantum Dots 705, relativ breit,
trotzdem liegen die beiden Population soweit auseinander, dass sie eindeutig voneinander
zu trennen sind. Kolokalisierte Quantum Dots, deren Lage in diesem Diagramm ungefahr in
dem gelben Bereich erwartet wird, lassen sich eindeutig von den einzelnen Quantum Dots
unterscheiden. Die Kolokalisation sollte zunachst mit einem definierten System durchgefihrt
werden. Als Modell wurde ein 70 Basen lange Doppelstrang-DNA gewahlt, die jeweils am 5°-
Ende mit einem der beiden Quantum Dots markiert werden sollte. Um das Problem der sto-
chiometrischen Markierung von Quantum Dots zu umgehen, wurde ein relativ komplexer
Markierungsmechanismus mit mehreren Reaktionsschritten gewahlt, die jeweils theoretische
Ausbeuten von bis zu 90 % in Bezug auf das eingesetzte Oligonukleotid erreichen. Das fuhrt
zu Gesamtausbeuten von 40 — 60 % und erlaubt theoretisch eine Einfachmarkierung der
Quantum Dots (vgl. Abbildung 4.1.2).

Hierzu wurde ein Oligonukleotid, welches sowohl mit Biotin als auch mit einem Aminolinker
funktionalisiert war, zunachst mit dem bifunktionellen Crosslinker SMCC umgesetzt. Die
Reaktion erfolgt hierbei zwischen der Aminofunktion am Oligonukleotid und dem NHS-Ester
des Crosslinkers. Nach einer Aufreinigung Uber Massenauschlusschromatographie wurde
das Kopplungsprodukt mit einer speziellen Peptidsequenz, einem Hexa-Histidin-Tag zur
Reaktion gebracht. In diesem Schritt reagierte die Maleimidfunktion des Crosslinkers mit der
SH-Gruppe eines Cysteins im Peptid. Danach wurden die entsprechenden Quantum Dots in

Uberstéchiometrischen Mengen hinzugegeben, um Mehrfachmarkierungen zu vermeiden.

Danach wurde das Kopplungsprodukt tiber eine Affinitatschromatographie aufgereinigt. Die

beiden Einzelstrange wurden dann hybridisiert und sofort zur Messung vorbereitet.
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Abbildung 4.1.2: Reaktionsschema der Kopplungsschritte.

Bei den anschlieBenden mikroskopischen Messungen stellte sich dann allerdings heraus,
dass die Quantum Dots nach dieser Kopplungsprozedur, nur noch sehr niedrige Signalinten-

sitdten, zumindest im Vergleich zur den Aufnahmen ungekoppelter Quantum Dots, aufwie-
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Experimente und Ergebnisse 4.1

sen. In der Abbildung 4.1.3 ist auf der linken Seite die Fluoreszenzintensitatsaufnahme freier

Quantum Dots gezeigt, wahrend rechts die Kopplungsprodukte dargestellt sind.

0 50 100 150 0 25 50 75

Fluoreszenzintensitat [kHz]

Abbildung 4.1.3: Konfokale Aufnahmen unbehandelter Quantum Dots (links) und gekoppelter
Quantum Dots (rechts). Es ist deutlich zu erkennen, dass die Fluoreszenzintensitat um mehr als
50 % abgenommen hat. Beide Aufnahmen 10x10 pm, Anregung 635 nm @ 15 pW.

Neben der deutlich niedrigeren Fluoreszenzintensitét, zeigt sich, dass die allermeisten Quan-
tum Dots lediglich kurzzeitig fluoreszieren (erkennbar durch das sehr ,fleckige“ Aussehen der

fluoreszenten Spots).

Um die vielschrittige Kopplungsreaktion als Ursache diese unbefriedigenden Ergebnisse
ausschlieBen zu kénnen, wurden zahlreiche Variationen der Parameter fast aller Reaktions-
schritte durchgefiihrt, um sichergehen zu kénnen, dass das Problem nicht in der Kopplungs-
reaktion selber zu suchen ist. Dabei konnten weder eine Umkehrung der Reaktionsreihenfol-
ge des Crosslinkers, noch der Umstieg auf Einschrittreaktion, der sofortigen Umsetzung der
Zwischenprodukte ohne langwierige Aufreinigungsschritte, einen positiven Effekt auf die er-
haltenen Ergebnisse aufweisen. Da auch eine behinderte Hybridisierung der DNA-Strange
durch die Anwesenheit der sehr voluminésen Quantum Dots nicht ausgeschlossen werden
konnte, wurden auch die Bedingungen der DNA-Einzelstranghybridisierung variiert. Aller-
dings brachten weder eine Anderung der Hybridisierungstemperatur in mehreren Schritten
zwischen Raumtemperatur und einer Maximaltemperatur noch eine Verlangerung der Hybri-

disierungszeit auf bis zu 15 Stunden einen signifikanten Vorteil.

Zwar wurden vereinzelte Spots aufgefunden, die nur durch Kolokalisation beider Quantum

Dots entstanden sein kdnnen, allerdings lag deren Anteil bei weit unter einem Prozent aller
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untersuchten Spots. Ein Beispiel daftr zeigt Abbildung 4.1.4.

A B C
[— I — [—— | I o
Falschfarben Fluoreszen- 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0 25 50 75 100 125 150
spektrale Verteilung Floureszenzlebensdauer

zintensitat

Abbildung 4.1.4: Falschfarbenbild der Fluoreszenzintensitat (A), Darstellung der spektralen Ver-
teilung auf den Detektionskanélen (B) und der Floureszenzlebensdauer (C).

Aus dem Falschfarbenbild (A) lasst sich erkennen, dass in diesem fluoreszierenden Bereich
beide Quantum Dots vorhanden sein missen. Die Kodierung der einzelnen Detektionskanéle
ist griin und rot, d. h. lediglich eine relativ gleichmafige Verteilung des Signals auf beiden
Kanalen kann demnach zu einem gelben Spot fihren. Deutlich zeigt dies auch die Darstel-
lung der spektralen Verteilung (B), die zwischen den erwarteten Resultaten fir einzelne
Quantum Dots liegt. Auch das Fluoreszenzlebensdauerbild (C) zeigt sowohl das Vorhanden-
sein einer kurzen (~ 25-50 ns) als auch einer langen Fluoreszenzlebensdauerkomponente an
(125 - 150 ns). Vergleiche Hierzu auch Abbildung 4.1.1.

Insgesamt musste festgestellt werden, dass die Kolokalisation von Quantum Dots auf dem
angestrebten Weg nicht moglich ist, da unter den Messbedingungen eine starke Beeintrach-
tigung der Fluoreszenz der Quantum Dots auftritt. Erst die Durchfiihrung eines Stern-Volmer-
Experiments (vgl. Abbildung 4.1.5) mit dem Quantum Dot 655 und dem Monophosphat der
Nukleo-Base Cytosin ergab einen ersten Hinweis auf die Ursache und leitete damit den fol-
genden Abschnitt, ,die Untersuchung der photophysikalischen Eigenschaften von Quantum
Dots* ein. Erstmals wurde eine Vielzahl relevanter Verbindungen auf ihren Einfluss auf die
Quantum Dots Fluoreszenz hin untersucht, eine mégliche Modellvorstellung zum Mechanis-
mus der Fluoreszenzléschung abgeleitet und eine Methode gefunden, das beobachtete
Quenching weitestgehend zu unterdriicken.

Abbildung 4.1.5 zeigt den Verlauf der Emissionsspektren des Quantum Dot 655 bei steigen-
den Konzentrationen des Fluoreszenzldschers dCMP; mit jeder Steigerung der Konzentrati-

on sinkt die beobachtete Fluoreszenzintensitat kontinuierlich ab.
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Abbildung 4.1.5: Stern-Volmer-Experiment des Quantum Dot 655 mit dem Monophosphat der
Nukleo-Base Cytosin. Bei Zugabe der Base kommt es zu einem signifikanten Abfall der Fluores-
zenzintensitat.

Die LOschung der Fluoreszenz organischer Farbstoffe durch verschiedene stickstoffhaltige
Léschmolekdle ist in der Literatur hinreichend bekannt. Insbesondere die Monophosphate
der 4 Nukleobasen Adenin, Guanosin, Cytosin und Thymin sind hierzu in den letzten Jahren
ausfuhrlich in ihrer Wirkung auf Farbstoffe mit Cumaringrundgertst charakterisiert worden
[Seidel 1995]. Fur die Loéschung von konventionellen Farbstoffen wird eine Abhangigkeit der
Fluoreszenzléschung von den jeweiligen Redoxpotenzialen sowohl der Loschmolekiile als
auch der Farbstoffe postuliert. C. Seidel berichtet Gber die Zunahme der Oxidationspotenzia-
le in wassriger Lésung (pH 7) von dGMP (1,29 V) Uber dAMP (1,39 V) und TMP (1,49 V)
nach dCMP (1,64 V) [Seidel 1992, Sauer 1995]. Die Fluoreszenzléschung findet Gber einen
Elektronentransfer-Mechanismus statt, weshalb die Zunahme der Redoxpotenziale mit einer
Abnahme der Fluoreszenzlbéschung einhergehen sollte. Neben den Monophosphaten der
Nukleobasen wurden auch Tryptophan und weitere Aminosauren auf ihr Loschverhalten un-
tersucht [Vaiana 2003].

Fur Quantum Dots hingegen besteht diesbeziiglich noch Klarungsbedarf. Bekannte Phano-
mene beschreiben eine effektive Fluoreszenzléschung in Verbindung mit kleinen Metallclus-
tern aus Gold- [Nikoobakht 2002, Goueroui 2004], Silber- und Kupfer-lonen. In den letzten
Jahren wurden aulRerdem verschiedene Sonden entwickelt, die eine direkte Beziehung zwi-
schen der Fluoreszenzléschung von Quantum Dots und der Konzentration von Schwerme-
tallionen wie Gold [Zhang 2008], Quecksilber [Xia 2008] oder Silber [Liang 2004] zeigen.

Auch fir verschiedene wichtige organische Substanzen konnten in den letzten Jahren Sen-
sorsysteme Uber die Fluoreszenzléschung von Quantum Dots etabliert werden, so wurde
zum Beispiel ein Sensor-System fur Cyanide in wassriger Losung entwickelt, das durch Ab-
fangen l6schender Schwermetallionen zu einem Fluoreszenzanstieg der Fluoreszenz fihrt
[Touceda-Varela 2008]
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Allerdings lassen diese Ergebnisse noch keine allgemeinen Interpretationen zu, da insbe-
sondere bei der Verwendung von Goldclustern z. T. sehr widerspriichliche Ergebnisse erhal-
ten wurden. So wurde z. B. von einer deutlichen Steigerung der Fluoreszenzintensitat von
einzelnen Quantum Dots berichtet, die auf Gold-Kolloiden abgelegt wurden. Als Grund hier-
fur wurde ein starkeres lokales Magnetfeld angefihrt, dass durch die Gold-Atome verursacht
wird. Andere Autoren wiederum verweisen auf deutliche Unterschiede, die durch die Form
und GrofR3e der Cluster gegeben sind [Nikoobakht 2002].

Léschphanomene mit stickstoffhaltigen Verbindungen wurden bisher nur in wenigen Fallen
untersucht. Besonders interessant erscheinen hierbei die Ergebnisse von Sharma et al., die
Untersuchungen mit p-Phenylendiamin (PPD) und n-Butylamin (nBA) durchgefiihrt haben. Im
Fall von PPD wurde ein sehr starkes Loschverhalten beobachtet, wahrend nBA in geringen
Konzentrationen zu einer deutlichen Steigerung der Fluoreszenz fuhrt [Sharma 2003]. Argu-
mentiert wurde hier mit den unterschiedlichen Redoxpotenzialen der beiden Amine (PPD >
0,26 V; nBa > 1,9 V jeweils gegen NWE), die es dem PPD erlauben, freie Ladungstrager
(Locher) des photoangeregten Quantum Dot abzufangen, wahrend nBA dazu nicht in der
Lage ist.

Die Fluoreszenzerh6hung durch nBA wurde dadurch erklart, dass es im Stande ist, die Ober-
flache des Quantum Dot zu passivieren und somit die strahlungslosen Relaxationswege un-
terdrickt. Aktuelle Veroffentlichungen zeigten, dass die Fluoreszenzléschung zumindest
teilweise von der Dicke des organischen Polymers TOPO abhangig ist, das den Halbleiter-
kern umgibt [Heafey 2007].

Einen anderen, sehr interessanten Effekt beschreibt die Gruppe von Thomas Nann. Hier
wurde eine Verschiebung der Quantum Dot Fluoreszenz zu kirzeren Wellenldngen beo-
bachtet, nachdem die Nanokristalle mit bestimmten Geweben von Arabidopsis thaliana hyb-
ridisiert wurden. Allerdings konnte die Ursache dieses Ph&dnomens bisher noch nicht ab-
schlieRend geklart werden [Riegler 2008].

Schwierigkeiten bei der Einordnung und der Vergleichbarkeit der bisherigen Ergebnisse er-
geben sich aus der Tatsache, dass die meisten Autoren mit selbst hergestellten Quantum
Dots experimentiert haben. Aul3erdem wurde bis heute keine umfassende Studie vorgelegt,
die den Einflu? von grundlegenden Biomolekilen, wie Aminoséuren oder Nukleo-Basen un-

tersucht.
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4.1.2 Léschung von Quantums Dots durch Nukleobasen und Aminosauren

Um zunéchst ein grundlegendes Verstandnis der Fluoreszenzléschung von Quantum Dots

zu erhalten, wurde eine Reihe von Stern-Volmer-Experimenten durchgefihrt.

Da die Monophosphate der vier Nukleo-Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin die
hauffigsten Fluoreszenzltscher sind, wurden diese experimentell untersucht. Hierzu wurde
eine Lésung von Quantum Dots in einer Konzentration von 107 M in PBS-Puffer vorgelegt,
und die jeweiligen Léschmolekile in kleinen Konzentrationschritten hinzugefiigt. Um eine
Verfalschung der resultierenden Ergebnisse zu vermeiden, wurde die gemessene Fluores-
zenzintensitdt um den jeweiligen Verdiunnungsfaktor, bedingt aus der Zugabe der Léschmo-
lekulldsung verursacht wurde, korrigiert. Zur Auswertung solcher Messungen, wird der Quo-
tient aus der Fluoreszenzintensitat bei einer bestimmten Konzentration F und der Ausgangs-
intensitat F, gegen die Konzentration des Loéschmolekiils aufgetragen. Ein typisches Ergeb-
nis eines solchen Experiments bei 40°C ist in Abbildung 4.1.6 gezeigt. Zunachst féllt die
Fluoreszenzintensitat annahernd linear mit der Zugabe von dCMP, dem Monophosphat der
Nukleobase Cytosin, ab. Bei htheren Konzentration des Loschmolekils hingegen ist eine
sehr starke positive Abweichung zu erkennen; die Loschung wird verstarkt. Als mogliche
Ursache dieser Abweichung kann davon ausgegangen werden, dass sowohl dynamische als
auch statische Fluoreszenzldschung auftreten.
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Abbildung. 4.1.6: Verlauf eines Stern-Volmer-Plots. Quantum Dot 655 und dCMP bei 40°C. Der
zunachst lineare Kurvenverlauf weicht fur hdhere Konzentrationen betréchtlich ab, ein Indikator
fur kombinierte dynamische und statische Fluoreszenzléschung.

Zur Bestimmung der Stern-Volmer-Konstante wird hingegen nur der initiale Abschnitt der
Kurven verwendet und mit Hilfe einer linearen Kurvenanpassung direkt als Steigung der Ge-
raden bestimmt. Zur Vereinfachung wurde hier von dem Basismodell einer rein statischen

Fluoreszenzl6schung ausgegangen. Experimentell wurden hingegen vielfach Abweichungen
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von dieser vereinfachenden Modellannahme gefunden. Die untenstehende Abbildung 4.1.7
zeigt die linearen Anpassungen fur die beiden verwendeten Quantum Dots 655 und 705 fir
die Stern-Volmer-Experimente mit den vier Monophosphaten.
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Abbildung 4.1.7: Verlauf der linearen Abschnitte der gemessenen Stern-Volmer-Plots. Fur den
Fall des Quantum Dots 655 (links) sind die erhaltenen Stern-Volmer-Konstanten im einem ver-
gleichbaren Bereich, wahrend der Quantum Dot 705 (rechts) am besten durch TMP geldscht
wird.

Die erhaltenen Stern-Volmer-Konstanten werden in der Tabelle 4.1.1 zusammengefasst. Die

angegebenen Fehler beziehen sich auf die Fehlerabschéatzung der linearen Anpassung.

Quantum Dot 655 Quantum Dot 705
Loschmolekiil Ksv [Mol™] Ksv [Mol™]
dGMP 186,5 +/- 4 56,4 +/- 2,5
dCMP 115 +/- 2,15 38,5+/.0,5
dAMP 72,0 +/-1,4 345+/-1,4
TMP 148,5 +/- 1,7 209,5+/-2,9

Tabelle 4.1.1 Ubersicht der durch lineare Anpassung erhaltenen Stern-Volmer-Konstanten.

Diese Zusammenstellung der erhaltenen Werte zeigt, dass die verwendeten Quantum Dots
von allen vier Nukleobasen in ihrer Fluoreszenz beeinflusst werden. Allerdings ergeben sich
bei einem Vergleich deutliche Unterschiede in der Fluoreszenzléschung. Wéahrend fir den
Quantum Dot 655 lediglich dAMP mit einer Stern-Volmer-Konstante von 72 Mol™ eine signifi-
kant schwachere Ldschung aufweist als die drei anderen Substanzen dGMP, dCMP und
TMP, deren Auswirkungen um 70 — 150 % hoher liegen, zeigt der Quantum Dot 705 ein sehr
spezifisches LoOschverhalten durch die Nukleobase Thymin. Mit einer Stern-Volmer-
Konstante von 209,5 Mol™ liegt deren Loscheffizienz um 300 — 700 % Uiber denen der Uibri-

gen Monophosphate.
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Ein gangiger Mechanismus zur Fluoreszenzlbéschung beschreibt Photoelektronentransfer-
reaktion als Ursache; dieser zeigt eine starke Abhangigkeit von den entsprechenden Oxida-
tions- und Reduktionspotenzialen der Fluorophore. Da bei den beiden Quantum Dots unter-
schiedliche Halbleitermaterialien zum Einsatz kommen, waren auch deutliche Unterschiede
bei der Fluoreszenzloschung erwartet worden. Wahrend beim Quantum Dot 655 Cadmium-
selenid (CdSe) als fluoreszentes Halbleitermaterial eingesetzt wird, besteht der fluoreszie-
rende Kern des Quantum Dot 705 aus dem &ahnlichen Material Cadmiumtellurid (CdTe). Da
mit dem Wechsel des Materials auch eine Veradnderung der elektrochemischen Eigenschaf-
ten, insbesondere des Reduktions- und des Oxidationspotenzials, einhergeht, ist auch ein
veranderter Einflufd von potenziellen Fluoreszenzl6scher die Folge.

Gerade fur Experimente in lebenden Zellen, die vollstandig mit DNA- und RNA-Strangen
gefullt sind, stellen diese einfuhrenden Experimente die Anwendbarkeit von Quantum Dots
zumindest in Zweifel. Zwar geht das Fluoreszenzsignal der Quantum Dots nicht komplett
verloren, obwohl die Fluoreszenz partiell auf ein sehr niedriges Niveau zuriickgeht und da-
durch zu experimentellen Unsicherheiten fiihren kann. Da, neben den Nukleinséduren, vor
allem hohe Konzentrationen an Proteinen in lebenden System anzufinden sind, wurde im
nachsten Schritt der Einfluss einer Vielzahl von natirlichen Aminosduren auf die Fluores-

zenzemission der Nanokristalle untersucht.

Quantum Dot 655

Quantum Dot 705

Aminoséaure Ksv [Mol™] Ksv [Mol™]
L-Alanin Kein sichtbarer Effekt Kein sichtbarer Effekt
L-Arginin Kein sichtbarer Effekt Kein sichtbarer Effekt

L-Asparagin Kein sichtbarer Effekt 140 +/- 2

L-Glutamin Kein sichtbarer Effekt 39,0+/-0,5
Glycin Kein sichtbarer Effekt Kein sichtbarer Effekt

L-Histidin Kein sichtbarer Effekt 37,5+/-1,5
L-Leucin Kein sichtbarer Effekt Kein sichtbarer Effekt

L-Methionin Kein sichtbarer Effekt 39,0 +/- 2,0

L-Prolin Kein sichtbarer Effekt 32,5
L-Serin Kein sichtbarer Effekt 25+/-1,5
L-Threonin Kein sichtbarer Effekt 24,8 +/- 0,7
L-Tryptophan 46,5 60,5 +/- 3,5

Tabelle 4.1.2: Erhaltene Stern-Volmer-Konstanten unter Annahme eines rein statischen Lésch-
mechanismus bei Léschexperimenten mit verschiedenen Aminosauren.
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Ahnlich wie bei den anfangs erwahnten Experimenten mit wurde auch hier eine 107 M Lb6-
sung der Quantum Dots in PBS vorgelegt, die jeweiligen Aminosauren wurden in millimola-
ren Konzentrationen schrittweise hinzugefugt. Im Gegensatz zu den zuvor gezeigten Expe-
rimenten mit den Monophosphaten der Nukleobasen, wurden hier etliche Aminoséauren ge-
funden, die keinen oder nur einen sehr geringen Einfluss auf die Fluoreszenzemission auf-
weisen. Die entsprechenden Aminosauren sind in der Tabelle mit dem Eintrag ,kein sichtba-
rer Effekt® markiert. Als Grenze fur diesen Eintrag wurde eine Stern-Volmer-Kostante von

weniger als 5 Mol™ gewahlt.

Die erhaltenen Ergebnisse lassen sich am besten diskutieren, wenn die verwendeten Ami-
noséuren so weit wie moglich kategorisiert werden. In Lehrbticher der Organischen Chemie
wird zwischen verschiedenen Gruppen ahnlicher Aminosauren unterschieden. Da in der Lite-
ratur widersprichliche Informationen vorliegen, wurden hier Informationen aus ,Beyer Walter
23. Auflage* verwendet .Fir den Quantum Dot 655 ist lediglich festzustellen, dass eine signi-
fikante Loschung nur durch die aromatische Aminosaure L-Tryptophan gefunden wurde. Da
aber gleichzeitig der Quantum Dot 705 durch eine ganze Reihe aliphatischer Aminosauren
geldscht wurde, muss von unterschiedlichen Léschmechanismen fir aliphatische und aroma-
tische Substanzen ausgegangen werden. Fur den Quantum Dot 705 hingegen werden die
erhaltenen Stern-Volmer-Konstanten im Folgenden mit bestimmten strukturellen Parametern

und den pKs-Werten der entsprechenden Aminosauren in Relation gesetzt.

1. Die Gruppe der aliphatischen Aminosauren: Zu dieser Gruppe gehdren unter ande-
rem die hier verwendeten Aminosauren Glycin, L-Alanin und L-Leucin. Diese Amino-
séuren tragen an ihrem chiralen Kohlenstoffatom lediglich kleine aliphatische Substi-
tuenten (Glycin ein Wasserstoffatom, L-Alanin eine Methylgruppe und L-Leucin eine
tert.-Butyl-Gruppe). Die entsprechenden Strukturen dieser Aminosauren sind in Ab-
bildung 4.1.8 gezeigt. Diese Substituenten haben allesamt keinen grof3en Einfluss auf
die Elektronendichte am zentralen Kohlenstoffatom und somit kdnnen die entspre-
chenden Aminosauren nahezu als normale organische Amine bezeichnet werden und
dementsprechend wurde auch kein groRer Einfluss auf die Fluoreszenzemission der
Quantum Dots erwartet. Experimentell wurde diese Vermutung belegt, die erhaltenen
Stern-Volmer-Konstanten lagen fur alle drei Aminosauren dieser Gruppe unter 1 Mol
!, Die pKs-Werte der entsprechenden Aminogruppen am C1-Atom liegen zwischen
9,75 und 9,87.
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o)
<|3| ﬁ HoN——CH—C——OH
H,N——CH—C ——OH HyN——CH—C ——OH lHQ
H CH3 CH—CHg
CH3
Glycin L-Alanin L-Leucin

Abbildung 4.1.8: Strukturen der Aminosauren Glycin, L-Alanin und L-Leucin

2. Die Gruppe der Hydroxy-Aminosauren. Die Gruppe umfasst die Aminosauren L-Serin
und L-Threonin. Beide Aminoséuren tragen jeweils am zweiten Kohlenstoffatom eine
Hydroxyfunktion, wodurch die Elektronendichte am chiralen Kohlenstoffatom leicht
erhoht wird. Dadurch wird auch die Elektronendichte am Stickstoffatom erh6ht, was
zu einer Erhohung der Nukleophilie fuhrt. Da L-Threonin eine zusétzliche Methyl-
gruppe tragt ist dieser Effekt hier gro3er als beim L-Serin. Die erhaltenen Ergebnisse
fur diese beiden Aminosauren zeigen, dass eine hohere Nukleophilie zumindest fur
den Quantum Dot 705 zu einer héheren Loscheffizienz fihrten. Wahrend L-Serin kei-
ne signifikante Loschung hervorruft, verursacht L-Threonin eine zwar schwache aber
dennoch signifikante Léschung mit einer Stern-Volmer-Konstante von 25 Mol™. Die

entsprechenden pKs-Werte liegen hier bei 9,21 fir L-Serin und 9,18 fir L-Threonin.

L-Serin L-Threonin L-Methionin
o) 0 0
HZN—CH—(U—OH H2N—CH—(|3‘—OH HZN—CH—M—OH
CH, CH— OH CH;
b L, o
L
o

Abbildung 4.1.9: Strukturen der Aminosauren L-Serin, L-Threonin und L-Methionin.

3. Die Gruppe der Mercapto-Aminosauren: Aus dieser Gruppe wurde ausschlief3lich L-
Methionin verwendet, dessen Struktur in Abbildung 4.1.9 gezeigt ist. Das ebenfalls
schwefelhaltige L-Cystein hingegen konnte nicht verwendet werden, da es in wassri-
ger Losung zur Dimer-Bildung neigt.

Die Argumentation fur die Hydroxy-Aminosauren kann hier ebenfalls angewendet

werden. Ahnlich wie im Fall der Hydroxy-Funktion erhéht die Mercapto-Funktion die
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Elektronendichte und somit die Nukleophilie. Auf Grund seiner Lage im Periodensys-
tem ist dieser Effekt im Fall des Schwefels grof3er als bei Sauerstoff, so dass die ho-
here Léschung (39 Mol™ im Vergleich zu 24 Mol fir Threonin) durch die erhohte
Nukleophilie erklart werden kann. Der pKs-Wert des Methionins liegt bei 9,21.

4. Aminosauren mit zusatzlichen Stickstoff-Funktionen: Zu den verwendeten Aminosau-
ren gehdren das Imid L-Arginin und die beiden Amide L-Asparagin und L-Glutamin.
Die Strukturen dieser Substanzen zeigt Abbildung 4.1.10. L-Arginin ist eine sehr ba-
sische Aminosaure (pKs-Wert der freien NH,-Gruppe liegt bei 13,2). Dadurch liegt es
in der Losung groftenteils protoniert vor, und somit ist die Stickstofffunktion auch
nicht so ausgepragt nukleophil, wie die anderer Aminosauren. Erwartungsgemar
konnte deshalb auch keine Fluoreszenzlbéschung beobachtet werden. Die beiden
Amide hingegen haben durch mesomere Effekte, die durch die Amid-Funktion verur-
sacht werden, relativ elektronenreiche Amino-Funktionen mit relativ hoher Nukleophi-
lie. Die entprechenden pKs-Werte liegen bei 8,80 fur Asparagin und 9,13 bei Gluta-
min. Dadurch lassen sich auch die auffalligen Unterschiede in der Ldscheffizienz er-
klaren. Glutamin hat einen @hnlichen pKs-Wert wie die bereits diskutierten Aminosau-
ren L-Threonin (9,10) und L-Methionin (9,17) und auch die Fluoreszenzléschung liegt
mit 39 Mol™ in einem vergleichbaren Bereich. L-Asparagin hingegen, das einen we-
sentlich niedrigeren pKs-Wert aufweist, verursacht eine deutlich starkere Fluores-

zenzldschung mit einer Konstante von 140 Mol ™.

L-Arginin L-Glutamin L-Asparagin
o] o) 0
|

HZN—CH—M—OH HoN——CH—C —OH H2N—CH—(U—OH

(CH2)3 CHy CHy

|
NH CHy C‘::O
|

C’:NH C|:O NH,

|

NH, NH>

Abbildung 4.1.10: Strukturen der Aminosauren L-Arginin, L-Glutamin und L-Asparagin.

5. Aminosaure mit heterocyclischen Ringen als Substituenten: Zu dieser Gruppe geho-
ren auch die in den Experimenten verwendeten Aminosauren L-Prolin, L-Tryptophan
und L-Histidin. Die entsprechenden Strukturen zeigt Abbildung 4.1.11. Mit einem pKs-

Wert von 10,64 ist nach den bisherigen Ergebnissen nicht mit einer starken Léschung
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der Fluoreszenzemission durch L-Prolin zu rechnen. Die erhaltenen Messergebnisse
bestétigten diese Hypothese. Auf Grund der bereist festgestellten Korrelation zwi-
schen pKs-Wert und Loscheffizienz sollte sich L-Histidin (pKs 9,13) &hnlich wie L-
Threonin (pKs 9,10) und L-Glutamin (pKs 9,13) verhalten. Dies konnte experimentell

bestétigt werden.
o]

H2N—CH—|C!—OH ﬁ

O HoN——CH—C —— OH

|
Q—OH I |
=
HN HN N \
\\—NH

L-Prolin L-Tryptophan L-Histidin
Abbildung 4.1.11: Strukturen der Aminoséauren L-Prolin, L-Tryptophan und L-Histidin.

Die Stern-Volmer-Konstante von 37,5 Mol ™ liegt ausgesprochen gut im Rahmen der Erwar-
tungen (Glutamin und Threonin weisen jeweils eine Konstante von 39 Mol™* auf). Etwas an-
ders stellt sich hier die Situation flr L-Tryptophan dar. Der pKs-Wert dieser Aminosaure liegt
bei 9,44 und damit in einem ahnlichen Bereich wie der von L-Serin. Dementsprechend wurde
eigentlich nur eine schwache Fluoreszenzléschung erwartet. Im Experiment hingegen wurde
mit 60 Mol eine effiziente Léschung ermittelt. Eine mogliche Erklarung dieses Effekts liegt in
der Interaktion des aromatischen n—Systems des Tryptophan mit dem Elektron-Loch-Paar

des angeregten Quantum Dots.

Eine zusammenfassende Interpretation der erhaltenen Daten ldsst mehrere interessante
Schlussfolgerungen zu. Der Quantum Dot 655 wird, au3er durch L-Tryptophan, von keiner
der verwendeten Aminosauren in seiner Fluoreszenz beeinflusst. Im Vergleich zum Quantum
Dot 705, der durch eine Vielzahl von Aminosauren geldscht wird, lasst sich dieser Befund

nur durch die unterschiedlichen Halbleitermaterialien im fluoreszenten Kern erklaren.

Fur den Quantum Dot 705 konnte ein enger Zusammenhang zwischen der Fluoreszenzlo-
schung und den pKs-Werten der Aminofunktionen gefunden werden. Lediglich die Stern-
Volmer-Konstante der aromatischen Aminoséure Tryptophan war deutlich starker, als auf
Grund des pKs-Wertes erwartet wurde. Dieser Zusammenhang ist in Abbildung 4.1.12 dar-

gestellt.
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Abbildung 4.1.12: Zusammenhang zwischen pxs-Wert und Stern-Volmer Konstante Kgy.

AuBerdem lasst sich aus der Sonderrolle des L-Tryptophan bei beiden Quantum Dots able-
sen, dass nicht nur der pKs-Wert der Aminosauren einen Einfluss auf die Fluoreszenzemis-
sion zu haben scheint. Werden die pKs-Werte mit denen der Nukleobasen verglichen, so
wird erneut deutlich, dass fur aromatische Verbindungen ein anderer Léschmechanismus
vorliegen muss. Zudem besitzen alle vier Nukleobasen haben einen pKs-Wert zwischen 9,4
und 9,5 [Rémpp 2006], ein Bereich, bei dem die Léschung durch die Aminosduren bereits

relativ schwach ist.
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4.1.3 Untersuchung der Fluoreszenzl6schung auf Einzelmolktlniveau

AbschlieBend wurden Loschexperimente durchgefihrt, bei denen auf Einzelmolekilniveau
untersucht werden sollten, ob sich die beobachtete Loschung durch Entfernen der entspre-
chenden Ldscher rickgangig machen lasst. Durchgefihrt wurden diese Experimente in Lab-
teks, in denen die Quantum Dots Uber die starke Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung auf der
Oberflache verankert wurden. In die Uberstehende Losung wurde dann in mehreren Schritten
die Léschsubstanz bis zu einer Gesamtkonzentration von ca. 6:10° Mol/l zugegeben.

Abbildung 4.1.13 zeigt die gemessenen konfokalen Aufnahmen fir die Léschung des Quan-
tum Dot 655 durch den starken Léscher dGMP.

[ ——

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80

Fluoreszenzintensitat [kHz]

Abbildung 4.1.13: Konfokale Aufnahmen der Léschung von Quantum Dot 655 durch dGMP Bild A
stellt die Abbildung der ungeléschten Quantum Dots dar. Die Konzentration des dGMP wurde von
B zu E in Schritten von ca. 1,5 uM erhéht. Abbildung F wurde nach mehrmaligem Austausch der
Uber den Quantum Dots befindlichen Losung durchgefuhrt. Fir alle Bilder gilt: GréRe 10um x 10
pm, Auflésung 100 Nanometer und 2 Millisekunden Messzeit pro Pixel, Anregung bei 635 nm, 10
MHz und ca. 20 pW.
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Die Bilder von A bis E zunachst den konfokalen Aufnahmen, von Quantum Dots nach Zuga-
be steigender Mengen an dGMP. Bild A zeigt die Oberflachenbelegung und Fluoreszenzin-
tensitat der unbeeinflussten Quantum Dots in Abwesenheit des dGMP. Auf den folgenden
Bildern B, C, D und E wurde jeweils eine geringe Menge dGMP hinzugegeben. Die resultie-
renden Konzentrationen liegen zwischen ca. 1,5 uM (B) und ca. 6 puM (E). Nach der Zugabe
wurde jeweils fir eine gute Durchmischung in der Messkammer gesorgt und danach dersel-
be Bereich der Oberflache erneut abgerastert. Bereits bei der ersten Zugabe wurde ein of-
fensichtlicher Abfall der Fluoreszenzintensitdt beobachtet, der sich mit zunehmender Kon-
zentration des dGMP weiter verstarkte. Um die Anschaulichkeit der Aufnahmen zu erh6hen
wurde zweimal der Schwellenwert fir die Intensitdtsanzeige herabgesetzt, sodass dieser von
120 kHz fur Bild A tber 100 kHz (B) auf 80 kHz fir die folgenden Aufnahmen reduziert wur-
de. Nach der viermaligen Erhéhung der dGMP-Konzentration wurde dann die Uberstehende
Lésung in der Messkammer abgezogen und diese mehrfach mit PBS-Puffer ausgewaschen,
um das dGMP mdglichst vollstandig zu entfernen. Danach wurde eine abschlieRende Mes-
sung durchgefiihrt, um zu Gberprifen, ob sich die urspriingliche Fluoreszenzintensitat nach
dem Entfernen des dGMP regeneriert hatte. Die entsprechende Teilabbildung F zeigt aller-
dings, dass dies eindeutig nicht der Fall war. Zwar konnte nach dem wiederholten Waschen
der Probe nicht derselbe Oberflachenbereich gemessen werden, aber schon vor Beginn der
Messreihe wurde eine relativ homogene Oberflachenverteilung der Quantum Dots Uber die

gesamte Messkammer sichergestellt.

Die Beobachtung, dass sich die Fluoreszenz nach dem Entfernen des Fluoreszenzléschers
nicht regenerierte, deutet eine direkte Wechselwirkung zwischen den I6schenden Molekilen
und der Oberflache des Quantum Dots an, die ursachlich fir die beobachte Verringerung der
Fluoreszenz sein kénnte. Eine rein dynamische Fluoreszenzléschung zumindest kann an
dieser Stelle bereits ausgeschlossen werden, da durch die wiederholten Waschschritte die
Konzentration des dGMP soweit reduziert wurde, dass die Loschung bedeutend schwacher
hatte ausfallen mussen. Dass die Fluoreszenz der Quantum Dots nach dem Austausch der
Lésung Uberhaupt nicht zugenommen hatte, lasst sich somit nur durch eine kovalente Bin-

dung oder elektrostatische Wechselwirkung mit dem Quantum Dot erklaren.

Zum Vergleich wurde dasselbe Experiment auch mit dem erheblich schlechteren Fluores-
zenzldscher Tryptophan durchgefihrt. In Ensemble-Messungen zeigt sich, dass Tryptophan
nur ungefahr 25 % der Loscheffizienz des dGMP aufweist. Die Ergebnisse dieser Messreihe
zeigt Abbildung 4.1.14. Wie erwartet war der Abfall in der Fluoreszenzintensitat bei diesen
Experimenten deutlich geringer als fur den Fall des dGMP. Selbst in der letzten Messung
wurde kaum ein Absinken der Fluoreszenzintensitt beobachtet, so dass in diesem Fall auf

die Waschschritte verzichtet wurde.
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Abbildung 4.1.14: Konfokale Aufnahmen der Léschung von Quantum Dot 655 durch Tryptophan.
Die Konzentration des Tryptophans wurde von B zu F in Schritten von ca. 1,5 puMI erhéht. Bild A
stellt die Abbildung der ungeldschten Quantum Dots dar. Fur alle Bilder gilt: Gro3e 10 pm x 10
pum, Auflésung 100 Nanometer und 2 Millisekunden pro Pixel, Anregung bei 635 nm, 10 MHz und
ca. 20 pW. Dargestellt ist jeweils die Fluoreszenzintensitat in kHz.

Bei gleicher Versuchsdurchfiihrung wie in dem zuvor beschriebenen Experiment mit dGMP
konnte eine merklich schwéchere Fluoreszenzléschung bei Verwendung von Tryptophan
gefunden. Durch eine Analyse der einzelnen fluoreszenten Spots konnte aulerdem abgelei-
tet werden, dass die mechanistische Vorstellung eines nichtfluoreszierenden Grundzu-
standskomplexes in diesem Fall nicht richtig sein kann. Vielmehr scheint ein schrittweiser
Mechanismus vorzuliegen, bei dem die einzelnen Quantum Dots kontinuierlich weniger stark

fluoreszieren:

[F] + [Qli < [FQL, + [Qlix < [FQJ2 + [Qli2 =....=> [FQ]x + [Qlin

Wobei die Quantenausbeuten der jeweiligen Grundzustandskomplexe mit gréf3er werdender

Anzahl von Loschmolektlen immer weiter abnehmen.
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4.1.4 Stern-Volmer-Messungen unter Veranderung des pH-Wertes

Eine tiefergehende Analyse der erhaltenen Stern-Volmer-Plots zeigt, dass oftmals bei héhe-
ren Loscherkonzentrationen sehr starke Abweichungen von einem linearen Verlauf der Kur-
ve auftraten. Wéahrend der Messungen kam es in vielen Fallen offensichtlich zu einer Art von
Sattigung, dies fuhrte zu einem asymptotischen Verlauf der Messwerte. Einen beispielhaften
Kurvenverlauf zeigt Abbildung 4.1.15

FF

T T

0,00 0,01 0,62 0,03 0,04
dCMP [mol]

Abbildung 4.1.15: Ubergang eines Stern-Volmer-Plots in den Sattigungsbereich bei hoheren
Quencherkonzentrationen. Als Beispiel dient hier der Verlauf der Paarung Quantum Dot 655 und
dCMP bei Standardbedingungen.

Eine mogliche Erklarung fir dieses Sattigungsverhalten liegt in einer direkten Oberflachen-
Wechselwirkung zwischen dem Quantum Dot und den verwendeten Ldschern. Vorstellbar
ware beispielsweise eine Lewissaure — Lewisbase Wechselwirkung zwischen Fluoreszenzl6-
scher und der Oberflache des Quantum Dots. Im Gegensatz zum Saure-Begriff nach
Branstedt definiert sich eine Lewiss&ure nicht durch die Freisetzung von Protonen in wassri-
ger Ldsung sondern durch seine Fahigkeit freie Elektronenpaare aufzunehmen. De-
mentsprechend muss eine Lewissaure elektrophile Eigenschaften besitzen. Eine Lewisbase
hingegen zeichnet sich dadurch aus, dass sie Uber freie Elektronenpaare verfigt und somit

nukleophil ist.

Eine Mdglichkeit diese vermutete Interaktion experimentell zu erfassen sollte die Durchfiih-
rung von Stern-Volmer-Experimenten bei unterschiedlichen pH-Werten durchzufihren. Zwar
sollte der Lewissaurecharakter des Zinksulfid als Oberflachenmaterials des Quantum Dot
dadurch nicht oder nur wenig beeinflusst werden, allerdings sollte ein deutlicher Effekt auf
den Lewisbasencharakter der als Fluoreszenzléscher verwendeten stickstoffhaltigen Verbin-

dungen auftreten, da dieser vom Protonierunsgrad des Stickstoffatoms abhangt.
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Zunachst wurden Experimente durchgefihrt, bei denen jeweils die spezifisch starksten Fluo-
reszenzloscher fur die beiden Quantum Dots 655 und 705 bei verschiedenen pH-Werten
zwischen pH 6 und pH 9 durchgefuhrt wurden. Die entsprechenden Stern-Volmer-Plots fur

die Experimente fur QD 655 mit dGMP und QD 705 mit dGMP zeigt Abbildung 4.1.15.
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Abbildung 4.1.15: Erhaltene Stern-Volmer-Plots fir QD 655 mit dGMP (links) und den QD 705 mit
TMP (rechts). Es werden jeweils nur die initialen, linearen Bereiche der Kurven angezeigt.

Aus den entsprechenden Messungen geht hervor, dass die jeweils starkste Léschung bei
einem nahezu neutralen pH-Wert von 7,3 erreicht wird, insbesondere fur den Fall des Quan-
tum Dot 705 sind die gemessenen Unterschiede zu den anderen pH-Werten sehr grof3. Ta-
belle 4.1.3 gibt einen Uberblick tiber die in diesen Experimenten erhaltenen Ergebnisse.
Nachdem ein Einfluss des pH-Wertes gefunden wurde, wurden entsprechende Experimente

mit allen Quantum Dot — Monophosphat Kombinationen durchgeftihrt.

pH-Wert Quantum Dot 655 Quantum Dot 705
Ksv [Mol™] Ksv [Mol™]

dAMP

pH 6,0 46 34

pH 7,3 72 49

pH 8,0 49,5 39

pH 9,0 42,5 22
dCMP

pH 6,0 108 67

pH 7,3 127 81

pH 8,0 39 16

pH 9,0 60 56
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pH-Wert Quantum Dot 655 Quantum Dot 705
Ksv [Mol] Ksv [Mol]
dGMP
pH 6,0 68,3 49,9
pH 7,3 182,5 73,8
pH 8,0 32.2 32,7
pH 9,0 9.0 11,5
T™MP
pH 6,0 38,5 20,7
pH 7,3 148,5 209
pH 8,0 146 70
pH 9,0 75 22,5
Tryptophan
pH 6,0 46 30
pH 7,3 46,5 60,5
pH 8,0 19,5 37
pH 9,0 17,5 35

Tabelle 4.1.3: Erhaltene Stern-Volmer-Konstanten bei Experimenten mit verschiedenen Léschern
bei pH-Werten zwischen sechs und neun.

Vor der Bewertung der Ergebnisse muss an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass
die hier prasentierten Werte mit einer anderen Produktionscharge der verwendeten Quantum
Dots erhalten wurden. Um keine Irritationen zu erzeugen, wurden in den wenigen Féllen, in
denen sich gréRere Abweichungen - durch unterschiedliche Eigenschaften der verschiede-
nen Produktionschargen - ergeben haben, die Werte bei pH 7,3 durch aktuelle Messergeb-
nisse ersetzt. In keinem dieser Falle hat sich durch das Ersetzen dieser Werte die Reihenfol-

ge der Ldscheffizienz innerhalb einer Serie verandert.

Aus der Tabelle lasst sich ablesen, dass die Fluoreszenzléschung bei einem pH-Wert von
7,3 immer mit Abstand am starksten ist. Lediglich in einem Experimente, bei Verwendung
des QD 655 mit TMP konnte bei pH 8 eine ahnlich starke Loschung beobachtet werden.
Zwar ist der absolute Betrag, um den die bei anderen pH-Werten ermittelten Stern-Volmer-
Konstanten abweichen von Messung zu Messung unterschiedlich. Allerdings ist die Reihen-
folge der Starke der Fluoreszenzldéschung bei den beiden unterschiedlichen Quantum Dots
jeweils identisch. Abbildung 4.1.17 zeigt die die normierten Stern-Volmer-Konstanten, die fur

die verschiedenen Fluoreszenzldscher bei unterschiedlichen pH-Werten erhalten wurden.
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Abbildung 4.1.17: Normierte Stern-Volmer-Konstanten der vier Nukleobasen bei unterschiedli-
chen ph-Werten.

Trotz der sehr grof3en Unterschiede in den absoluten Werten bei den beiden Quantum Dots
zeigen sich nach Normierung der erhaltenen Stern-Volmer-Konstanten sehr deutliche Paral-
lelen. Durch diese starken Parallelen kann fast sicher ausgeschlossen werden, dass die be-
obachteten Veranderungen in der Ldscheffizienz durch Verdnderungen am Quantum Dot
selber ausgeldst werden. Fir die unterschiedlichen Halbleitermaterialien wéren sonst unter-
schiedliche Ergebnisse zu erwarten. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass der Einfluss des
pH-Wertes sich ausschlief3lich auf die Léschsubstanzen auswirkt.

Offensichtlich hat sich, wie eingangs erwéhnt, durch die Variation des pH-Wertes die Lewis-
basenstarke der verwendeten Loschsubstanzen verandert. Nach Pearsons Konzept der ,har-
ten und weichen Sauren und Basen® sind Wechselwirkungen zwischen Lewissduren und
Lewisbasen dann am starksten, wenn Saure und Base entweder beide ,hart” oder ,weich®
sind. Fir die Verbindung aus einer harten Saure und einer harten Base ist eher ein ionischer
Charakter zu erwarten, wahrend die Bindung zweier ,schwacher” Partner eher kovalent sein
sollte. In diesem Konzept sind sowohl die Metallionen aus der Oberflachenschale der Quan-
tum Dots als auch die Stickstofffunktionen der Monophosphate und des Tryptophans eher
weiche Sauren bzw. Basen. Somit ist einer eher kovalenten Wechselwirkung zwischen
Quantum Dot und den entsprechenden stickstoffhaltigen Verbindungen zu rechnen. Durch
die Variation des pH-Wertes andert sich der schwache Saurencharakter der Zink-lonen nicht,
wahrend eine Veradnderung der Protonierung am Stickstoffatom durchaus zu einer Verschie-
bung des Basencharakters dieser Verbindungen fihren kann. Diese wiederum kann nun zu
einer Anderung des Bindungscharakters zwischen Quantum Dot und Léscher fiihren, da
nach dem Pearson-Konzept nur Verbindungen zwischen starken Sauren und Basen oder
schwachen Sauren und Basen stabil sind. Mischverbindungen hingegen gelten als nicht be-
sonders stabil. Durch eine Verringerung der Stabilitat der Bindung zwischen Quantum Dot

und Léschmolekdl 1&sst sich nun auch die Minderung der Loscheffizienz bei niedrigeren oder
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hoheren pH-Werten erklaren. Zu dieser Hypothese passt die experimentelle Feststellung,
dass die Loschung schwéacher wird, je weiter der gewéhlte pH-Wert vom optimalen pH 7,3
entfernt ist. Weiterfihrende Experimente mit noch hoheren bzw. niedrigeren pH-Werten
konnten leider nicht durchgefiihrt werden, da die fir diesen Bereich verwendeten Pufferlo-
sungen, Essigsaure-Acetat Puffer fir pH 5 und Ammoniak/Ammoniumchlorid-Puffer far pH
10, einen negativen Effekt auf die Fluoreszenz der Quantum Dots aufwiesen.
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4.1.5 Mechanistische Untersuchung zur Fluoreszenzléschung

Wie bereits in der theoretischen Einflihrung dieser Arbeit erwahnt, wird zwischen zwei unter-

schiedlichen Arten der Fluoreszenzldschung unterschieden.

Das erste Modell ist die dynamische oder auch Sto3léschung. Die Fluoreszenzléschung
kommt hierbei durch den Zusammenstol3 eines angeregten Fluorophors mit einem Léschmo-
lekul zu Stande. Die mittlere Zeit bevor ein Zusammenstol3 stattfindet ist konzentrationsab-
hangig, je héher die Konzentration ist, desto niedriger ist diese Zeit. Direkt messbar ist die-
ses Phanomen Uber die Veranderung der Fluoreszenzlebensdauer. Hohere Temperaturen
fuhren durch schnellere Molekularbewegung zu einer Verklirzung der stoR3freien Zeit und

somit zu einer weiteren Verkiirzung der Fluoreszenzlebensdauer.

Das zweite Modell ist die statische Fluoreszenzléschung. Die Erniedrigung der Fluoreszenz
wird hierbei durch die Ausbildung eines nicht fluoreszierenden Grundzustandkomplexes ver-
ursacht. Es wird ein gewisser Anteil an Fluorophor gebunden, wahrend die nicht komplexier-
ten Farbstoffe unbeeinflusst fluoreszieren. Mit steigender Konzentration der Loschmolekiile
sinkt der Anteil der nicht komplexierten Farbstoffe und somit die beobachtbare Fluoreszen-
zintensitat — die Fluoreszenzlebensdauer bleibt allerdings konstant. Bei einer Erhéhung der
Temperatur geht die statische Léschung zuriick, da der Grundzustand entropisch benachtei-
ligt ist. Dieses Modell geht davon aus, dass ein Grundzustandskomplex vollstandig und ohne
eine Restfluoreszenz geldscht wird. Beobachtungen bei der Loschung einzelner Quantum
Dots mit Hilfe konfokaler Mikroskopie zeigten allerdings, dass dieses Modell bei Halbleiter-

kristallen in dieser Form nicht gultig ist.

Zur Unterscheidung zwischen beiden Mechanismen sind also zwei unterschiedliche experi-
mentelle Ansatze moglich: Zum Einen die TCSPC-gestitzte Fluoreszenzlebensdauermes-

sung und zum Anderen die Untersuchung des Verhaltens bei Variation der Temperatur.

Den direkteren Zugang zur Unterscheidung der beiden Mechanismen bietet die Fluoreszenz-

lebensdaueranalyse, weshalb diese zuerst durchgefiihrt wurde.

Das experimentelle Vorgehen entspricht der Durchfilhrung normaler Stern-Volmer-
Experimente. Es wird eine Konzentration des zu untersuchenden Farbstoffes vorgelegt, in
diesem Fall 107 M, und danach in kleinen Schritten eine definierte Konzentration des
Loschmolekils zugegeben. Die Auswertung erfolgt in dem auf der Abszisse die Loscherkon-

zentration und auf der Ordinate der Quotient aus der Lebensdauer 1; bei der Konzentration i

und der Lebensdauer 1, des freien, ungeldschten Fluorophors aufgetragen.
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4.1 Experimente und Ergebnisse

Auf Grund der sehr langen Fluoreszenzlebensdauern der verwendeten Quantum Dots,
musste die Laserwiederholrate mit einem externen Trigger auf 1 MHz festgelegt werden.
Hohere Wiederholraten fuhrten dazu, dass die Fluoreszenzabklingkurve der Quantum Dots
nicht mehr in das TAC-Fenster zwischen zwei Anregungspulsen passt. Bei Erfolgen des
nachsten Anregungspulses sind somit noch nicht alle im vorigen Puls angeregten Quantum
Dots in den Grundzustand zuriickgekehrt und verursachen somit eine Uberlagerung mit der
nachsten Abklingkurve. Die folgende Abbildung 4.1.18 zeigt den Verlauf von zwei dynami-
schen Stern-Volmer-Messungen. Gezeigt sind die dynamischen Stern-Volmer-Plots des
Quantum Dot 655 mit den Monophosphaten dGMP und dAMP.
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Abbildung 4.1.18: Dynamische Stern-Volmer-Plots fir QD 655 mit dAMP (links) und dGMP
(recht). Die Fehlerbalken wurden durch Mittelwert- und Standardabweichungsbestimmung aus
mehreren angepassten Fluoreszenzlebensdauerkurven bestimmt.

Die beiden Graphen zeigen sowohl ein Beispiel, bei dem nur ein sehr geringer dynamischer
Beitrag zur Fluoreszenzloschung besteht (dJAMP) als auch ein Beispiel, bei dem zumindest
ein signifikanter Anteil an dynamischer Léschung vorhanden ist. Eine andere mogliche Inter-
pretation ist, dass weniger stark fluoreszierende Grundzustandskomplexe entstehen, deren
Restfluoreszenz eine deutlich verkiirzte Fluoreszenzlebensdauer aufweist. Die relativ grol3en
Fehlerbalken ergeben sich aus jeweils drei biexponentiell angepassten Fluoreszenzlebens-
dauerkurven und der Bestimmung von Mittelwert und Standardabweichung. In beiden Mes-
sungen wurde die Lebensdauer des freien Quantum Dots 655 mit 36,5 Nanosekunden be-
stimmt, so dass sich fur das Experiment mit Adenin einer Verkiirzung der Lebensdauer um 2
Nanosekuden und fir dGMP eine Verkiirzung um 6 Nanosekunden ergibt. Insbesondere
diese Verkirzung um sechs Nanosekunden ist zwar eine signifikante Grol3e, allerdings ergibt
sich durch lineare Anpassung der ersten Werte des Stern-Volmer-Plots lediglich eine dyna-
mische Loschkonstante von Kp=40 Mol™. Der Vergleich mit der Uber die Fluoreszenzintensi-
tat bestimmten statischen Ldschkonstante Ks=186,5 Mol zeigt, dass die Léschung haupt-

sé&chlich durch eine hohe statische Komponente verursacht wird.
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Fur den Fall einer rein dynamischen Léschung gilt Kp=Ks. Noch deutlicher wird dieser Unter-
schied fur den Fall des dAMP. Wahrend die Uber die Intensitdt bestimmte Konstante bei 72
Mol liegt, wurde die dynamische Konstante aus dem obigen Diagramm zu K,=5 Mol be-

stimmt.

Die erhaltenen Konstanten aus der Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauerverkiirzung
sind in Tabelle 4.1.4 zusammengefasst. Aus dieser wird deutlich, dass in fast allen Fallen

eine nahezu rein statische Fluoreszenzléschung vorzuliegen scheint.

Quantum Dot 655 Quantum Dot 705

Léschmolekdil Ksv [Mol™] Ksv [Mol™!]

dAMP 6,5 +/-2 13,3+/-1,5

Keine signifikante Verande-
dCMP 6,9 +/-1,5
rung der Lebensdauer
dGMP 40 +/- 4 10,2 +/- 1,2
TMP 4,0+/-1 3,7+/-1,4

Keine signifikante Verande-  Keine signifikante Verande-
Tryptophan
rung der Lebensdauer rung der Lebensdauer

Tabelle 4.1.4 Dynamische Stern-Volmer-Konstanten der durchgefiihrten Experimenten.

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass mit Ausnahme des schon erwéhnten Sonderfalls
des Quantum Dot 655 mit dGMP in keinem der anderen untersuchten Félle, zumindest bei

Raumtemperatur, ein signifikanter Anteil an dynamischer Léschung vorliegt.

Wie bereits eingangs erwahnt, ist auch das unterschiedliche Verhalten bei Temperaturéande-

rung ein Indikator zur Unterscheidung zwischen den beiden Loschmechanismen.

Da eine Temperierung der Probeldsungen im verwendeten Fluoreszenzlebensdauerspek-
trometer nicht moglich ist, konnte ein entsprechendes Experiment nur im Fluoreszenzemissi-
onsspektrometer ausgefiihrt werden, ein Vergleich der Intensitatsmessungen mit der Veran-

derung der Fluoreszenzlebensdauer war leider nicht moglich.

Die entsprechenden Experimente wurden zunachst mit dem Quantum Dot 655 und dem Mo-
nophosphat dCMP durchgefuihrt. Experimentell wurde hier vorgegangen wie bereits oben
beschrieben, die Temperatur wurde Uber die Messsoftware eingestellt und Uber eine an das
Spektrometer angeschlossene Temperiereinheit geregelt. Die Stern-Volmer-Experimente
wurden dann in Temperaturschritten von 5°C durchgefuhrt. Die erhaltenen Geraden werden
in Abbildung 4.1.19 dargestellt, die durch lineare Anpassung erzielten Stern-Volmer-
Konstanten in Tabelle 4.1.5. Der Verlauf der einzelnen Messungen zeigt einen zunéchst

Uberraschenden Verlauf.
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Obwohl nur eine geringe Veranderung in der Fluoreszenzlebensdauer beobachtet wurde,

steigt die Loscheffizienz mit steigender Temperatur deutlich nicht linear an.

m 50°C
2,5 - ® 45°C
A 40°C
v 30°C
270 T 4 25°C
@ 20°C
LLI- 1,5 -
LI-O
1,0 -
0,5 4
0,04 ' '
0,000 0,004 0,008
dCMP [M]

Abbildung 4.1.19: Stern-Volmer-Plots bei unterschiedlichen Temperaturen zwischen 20°C und
50°C.

Temperatur [°C] Stern-Volmer-Konstante [Mol™]
20 101 +/-1,5
25 128 +/- 2
30 136,5+/-1,9
40 148,9 +/- 2,1
45 259,8 +/- 3,6
50 2835 +/-1

Tabelle 4.1.5: Stern-Volmer-Konstanten bei verschiedenen Temperaturen. Dargestellt sind die
Stern-Volmer-Konstanten, die mit QD 655 und dGMP erhalten wurden.

Dieser Anstieg ist ein eindeutiger Indikator dafiir, dass zumindest bei héheren Temperaturen
ein signifikanter Anteil dynamischer Loschung aufzutreten scheint. Insbesondere das Absin-
ken der Stern-Volmer-Konstante bei Temperaturen unterhalb der Raumtemperatur deutet an,
dass auch bei niedrigeren Temperaturen kein ausschliel3lich statischer Mechanismus vorlie-
gen kann. Ware dies der Fall, wirde mit einem Ansteigen der Léschung bei niedrigerer

Temperatur gerechnet werden.
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Zur weiterfihrenden Analyse der Temperaturdaten wurde untersucht, ob sich der Anstieg der
Fluoreszenzléschung mit Hilfe kinetischer Modelle beschreiben lasst. Fur die Untersuchung
temperaturabhangiger Kinetiken dient die Arrhenius-Gleichung:

E
Ink=1n4 — g—; oder umgeformt k = Ae"ﬁ

Dabei ist A der praexponentiellen Faktor, E5 die Aktivierungsenergie der Reaktion und R die

universelle Gaskonstante.

Fir viele Reaktionen wird ein linearer Zusammenhang zwischen In k und 1/T gefunden. Ist
das der Fall, dann lassen sich die Arrhenius-Paramater A und E, durch eine lineare Anpas-
sung der Messdaten ermitteln. Durch Multiplikation der Steigung mit der universellen Gas-
konstante R wird die Aktivierungsenergie bestimmt, der extrapolierte y-Achsenabschnitt fur
den Wert 1/T = 0 ergibt den praexponentiellen Faktor A. Die folgende Abbildung 4.1.20 zeigt
den entsprechenden Graphen fiir die oben beschriebenen Messungen.

0,00310 0,00315 0,00320 0,00325 0,00330
1T [K]

Abbildung 4.1.20: Arrhenius-Auftragung der erhaltenen temperaturabhéngigen Stern-Volmer-
Konstanten fur den QD 655 mit dGMP.

Der erhaltene Graph zeigt ein nahezu perfekt lineares Verhalten, so dass eine Beschreibung
der Reaktionskinetik mit Hilfe der Arrhenius-Gleichung mdglich ist. Die lineare Anpassung
der Messwerte ergab einen y-Abschnitt von 21,36 und eine Steigung von -5085 jeweils mit
einem Fehler von unter 3 %. Daraus ergeben sich die Arrhenius-Parameter dieser Reaktion

ZU.
A = e?*% =1 89*10° mol*
E, = 5085 K * 8, 3145 J*K**mol™ = 42 kJ/mol

Zusatzlich lasst sich Uber die Beziehung:
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4.1 Experimente und Ergebnisse

—RTlnk = A°G
Die freie Aktivierungsenthalpie A°G der Reaktion berechnen. In diesem Fall ergibt sie sich zu
A°G = - 15,2 kJd/mol

Vergleichende Messungen wurden mit der Kombination QD655 und TMP durchgefihrt. Auch
hier resultiert in der Arrhenius-Auftragung ein sehr streng linearer Zusammenhang, den Ab-
bildung 4.1.21 darstellt.

5,6 1
5,4
5,21
£ 5,0
4,8
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0,00310 0,00315 0,00320 0,00325 0,00330
1T K]
Abbildung 4.1.21: Arrhenius-Auftragung fur die Kombination QD655 + TMP.

Aus den durch lineare Anpassung der Messwerte erhaltenen Werten fir die Steigung und
den Achsenabschnitt wurden auch in diesem Fall die Arrhenius-Parameter berechnet. Sie

ergeben sich zu:
A = 8,58*10° mol™
EA = 40, kd/mol
A°G = - 15,0 kd/mol

Aus der Tatsache, dass die Arrhenius-Darstellung einem streng linearen Verlauf folgt lasst
sich ableiten, dass auch bei htheren Temperaturen keine weiteren Reaktionswege zur LO-
schung der Fluoreszenz der Quantum Dots beitragen. Fur den Fall zusétzlicher strahlungslo-
ser Desaktivierungswege wirde ein nicht linearer Verlauf der Arrheniusauftragung erwartet
werden, da unterschiedliche Kinetiken mit unterschiedlichen Arrhenius-Parametern auftreten

sollten.
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4.1.6 Untersuchungen unter Zugabe von Reduktionsmitteln

Neben der Unterscheidung zwischen dynamischer und statischer Léschung, ist es experi-
mentell auch moglich zu Uberprifen, ob die Fluoreszenz der Quantum Dots durch Oxidation
in Folge eines photoinduzierten Elektronentransfers geldscht wird. In der Literatur ist be-
kannt, dass das bei Quantum Dots oftmals beobachtete Flackern der Fluoreszenzintensitat
(englisch Blinking) durch eine Oxidation des Quantum Dots durch Auger-Prozesse hervorge-
rufen wird [Kuno 2001]. In den letzten Jahren wurde allerdings herausgefunden, dass sich
dieses Blinking durch die Beimischung von kurzen organischen Thiolen fast vollstandig un-
terdrickt lasst. Der zu Grunde liegende Mechanismus liegt in einer Reduktion des, durch den
Auger-Prozess oxidierten, Quantum Dots durch das Thiol. Belegt werden konnte dieser Be-
fund durch den Nachweis, dass das verwendete Thiol, in der Regel 3-Mercaptoethanol, im
Laufe der Zeit verbraucht wird [Hohng 2003]. Dieser Effekt wurde nun dafiir genutzt, um zu
Uberprifen, ob die Fluoreszenzldschung bei Quantum Dots auf eine Oxidation des Halblei-
terkristalls durch die Loschsubstanzen zurtckzufiihren ist. Fir den Fall, dass wirklich eine
Oxidation via PET ursachlich ist, sollte durch Zugabe von 3-Mercaptoethanol eine signifikan-
te Abnahme der Fluoreszenzldschung erreicht werden. Zur experimentellen Realisierung
dieser Theorie wurden Stern-Volmer-Experimente in Anwesenheit von verschiedenen Kon-
zentrationen von B-Mercaptoethanol durchgefuhrt. Hierfur wurden Konzentrationen zwischen
5 und 60 pM gewahlt. AuBer der Anwesenheit des Thiols wurde exakt nach der oben be-
schriebenen Routine vorgegangen. Die bei verschiedenen Thiol-Konzentrationen erhaltenen
Stern-Volmer-Plots und die daraus resultierenden Stern-Volmer-Konstanten zeigen Abbil-
dung 4.1.22 fir den Quantum 655 mit dGMP als Léscher.
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Abbildung 4.1.22: Stern-Volmer-Plots in Anwesenheit verschiedener BME-Konzentrationen. Fur
das System QD 655 und dGMP. Dargestellt sind die entsprechenden linearen Anpassungen.
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Bereits auf den ersten Blick ist zu erkennen, dass die Zugabe von [-Mercaptoethanol einen
gravierenden EinfluR auf die gemessene Fluoreszenzléschung ausibt. Eine genauere Ana-
lyse soll auf der Basis der, durch Anpassung der anfanglichen linearen Abschnitte der Stern-

Volmer-Plots erhaltenen, Loschkonstanten durchgefihrt werden. Diese sind in Tabelle 4.1.6

wiedergegeben.
[B-Mercaptoethanol Stern-Volmer-Konstante [Mol™]
[uM]
0 186,5
6 142,5
12 106,6
18 80,1
24 124
36 248,1
48 319,2
60 488,8

Tabelle 4.1.6: Stern-Volmer-Konstanten in Abhéngigkeit der BME-Konzentration von Quantum
Dot 655 mit dGMP.

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen zwei sehr interessante Tendenzen auf, die in Abbildung
4.1.23 veranschaulicht werden.
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Abbildung 4.1.23: Stern-Volmer-Konstante fur das System QD 655/dGMP aufgetragen gegen die
BME-Konzentration
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In Anwesenheit von geringen Konzentrationen des [-Mercaptoethanols erfolgt zunachst
eine signifikante Verminderung der Léschung. Sie sinkt von 186 Mol in Abwesenheit von
BME zunachst auf 142,5 Mol™ bei einer Konzentration von 6 uM und auf bis zu 80 Mol™ bei
einer Konzentration von 18 puM. Dieser Teil der Messreihe lasst nur den Schluss zu, dass die
Léschung durch eine Oxidation des Quantum Dots in Folge eines photoinduzierten Elektro-

nentransfers vom Quantum Dot zum dGMP verursacht wird.

Auf der anderen Seite wurde allerdings beobachtet, dass die auftretende Loschung bei héhe-
ren Konzentrationen deutlich ansteigt. Die einzige mdgliche Erklarung fur den Befund ist,
dass das B-Mercaptoethanol in hdheren Konzentrationen ein Disulfid bildet. Dieses Verhalten
ist von anderen Thiolen, insbesondere von der Aminoséure L-Cystein, die zu L-Cystin dime-
risiert, bekannt. Als Disulfid fungiert BME nicht mehr als Reduktionsmittel sondern vielmehr
als Oxidationsmittel. Durch die vielen freien Elektronenpaare an den verbriickenden Schwe-
felatomen ist es dartiberhinaus ausgesprochen nukleophil. Zusatzlich gelten Schwefelatome
als weiche Lewis-Basen, die nach der oben vorgestellten Hypothese eine stabile kovalente
Bindung zum Halbleiterkristall ausbilden kénnen.

Daneben ist bekannt, dass BME in héheren Konzentrationen dazu neigt, Radikalkationen
auszubilden. Da Radikale eine sehr hohe Reaktivitat und Elektronenaffinitat aufweisen, soll-
ten diese in der Lage sein, die in den angeregten Quantum Dots freien Elektronen abzufan-

gen und somit zu einer Oxidation desselben zu sorgen [Hohng 2004].

Erst kirzlich wurde ein neuartiges System vorgestellt, dass es ermdglicht, die durchschnittli-
che Anzahl der beobachteten Photonen pro Farbstoffmolekil dramatisch zu erhéhen [Vogel-
sang 2008]. Das sogenannte ROXS-System verwendet ein ausgewogenes System aus ei-
nem Oxidationsmittel (Methylviologen) und einem Reduktionsmittel (Trolox oder Ascorbin-
saure). In Anwesenheit dieser Reagenzien wird insbesondere der nicht-fluoreszente Triplett-
zustand schnell und effizient durch photoinduzierten Elektronentransfer depopuliert. Dieses
System funktioniert allerdings nur, wenn in der Lésung kein Sauerstoff vorhanden ist. In Fol-
ge dieser Limitierung konnten entsprechende Experimente auf Grund fehlender Schutzgas-
einrichtungen nicht im Ensemble sondern nur mit auf biotinylierten Oberflachen immobilisier-
ten Quantum Dots, die sich luftdicht versiegeln lassen, durchgefuhrt werden. Da keinerlei
Erfahrungen mit diesem System und Quantum Dots vorlagen wurde zunachst eine schnelle
Messmethode gewahlt, da konfokale Aufnahmen maoglicherweise zu langsam sind, um den
Effekt des Systems erfassen zu kénnen. Hierfir fiel die Wahl auf die Anregung mit einem
Weitfeld Mikroskop. Ahnlich wie in den oben erwahnten Experimenten zur Reversibilitat der
Fluoreszenzléschung wurden zunéchst Aufnahmen der Oberflache mit steigenden Konzen-

trationen an Loschmolekilen gemessen.
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Die folgende Abbildung 4.1.24 zeigt eine Oberflache mit Quantum Dot 655 mit steigenden
Konzentrationen an dGMP.

0 mM dGMP

1 mM dGMP

2 mM dGMP

3 mM dGMP
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Fluoreszenzintensitat [Counts] x 1000

Abbildung 4.1.24: Widefield-Aufnahmen des Quantum Dot 655 mit steigenden Konzentrationen
an dGMP (A=0 uM, B = 1uM, C = 2 uM, D = 3 uM). Die Anregung erfolgte mit einem Nd:Yag-
Laser mit einer Wellenlange von 532 nm, zur Detektion diente eine hochspezifische EMCCD-
Kamera.

Abbildung 4.1.24 zeigt einen Ausschnitt aus einer Weitfeld Aufnahme, die Anregung wurde
mit einem Nd:YAG Laser mit einer Wellenl&ange von 532 Nanometern und einer Leistung von
etwa 5 mW durchgefuihrt. Wie erwartet, zeigte sich, dass die durchschnittliche Fluoreszenzin-
tensitat der gefundenen fluoreszenten Spots mit zunehmender dGMP-Konzentration ab-
nahm. Wird anstelle von normalem Standard Puffer (PBS) das in seiner Zusammensetzung

sehr komplexe ROXS-System benutzt, so ist nicht nur der Einfluss der Fluoreszenzldschung
verdrangt.
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Abbildung 4.1.25 zeigt eine Aufnahme einer Oberflache mit Quantum Dots 655 und einer 5
MM Losung des starken Fluoreszenzléschers dGMP. Erwartet wurde, dass die Fluoreszen-
zintensitat sich ungefahr im Bereich der ungeldschten Quantum Dots befinden sollte.

—:l | I|
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Fluoreszenzintensitat [Counts]*1000

Abbildung 4.1.25: Aufnahme einer Quantum Dot 655 Oberflache unter Einsatz des ROXS-
Puffersystems in Anwesenheit von 5 uM dGMP. Die Anregung erfolgte mit einem Nd:Yag-Laser
mit einer Wellenlange von 532 nm, zur Detektion diente eine hochspezifische EMCCD-Kamera.

Experimentell wurde allerdings ein Anstieg der Fluoreszenz um einen Faktor 3 ermittelt; die-
ses auf den ersten Blick erstaunliche Ergebnis lasst sich aber anhand zweier Graphen deut-
lich erklaren. Abbildung 4.1.26 zeigt die Fluoreszenzintensitatshistogramme zweier ausge-
wahlter Quantum Dots. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Fluoreszenzintensitit eines mit
Trolox behandelten Quantum Dots auf einem konstanten sehr hohen Niveau verweilt. Dieser
Eindruck ergab sich bereits bei einem ersten Blick auf die aufgenommenen Filme. Im Ge-
gensatz dazu zeigten die Quantum Dots ohne Trolox im Uberstehenden Puffer ein sehr aus-
gepragtes Blinking. Somit scheint das ROXS-System nicht nur in der Lage ist, ein Absinken
der Fluoreszenzintensitat durch Quenching zu verhindern, sondern dartiber hinaus auch

noch ein sehr effektives Mittel zu Unterdriickung des Blinking darstellt.

Allerdings ist es fraglich, ob dieses System auch in biologischen Proben angewendet werden
kann. Zum einen ist es in lebenden Proben nicht moéglich, Sauerstoff komplett auszuschlie-

Ren und zum anderen ist insbesondere Methylviologen zytotoxisch.
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Abbildung 4.1.26: Fluoreszenzintensitatshistogramme zweier Quantum Dots. Das linke Diagramm
zeigt die Spur eines Quantum Dots in Abwesenheit des ROXS-Systems, wahrend dessen Effekt auf
die Quantum Dot Fluoreszenz im rechten Histogramm dargestellt ist.

Ein Loschexperiment mit einem Ensemble von Quantum Dots konnte wegen der Vorausset-
zung eines Sauerstoffausschlusses nicht mit dem kompletten ROXS-System durchgefiihrt
werden, da bei jeder Zugabe von Ldschsubstanzen fur eine gute Vermischung der Losung
gesorgt werden muss. Da Trolox allerdings auch in Abwesenheit der anderen Komponenten
als Reduktionsmittel eingesetzt werden konnte, wurde dem in den Loschexperimenten ver-
wendeten PBS-Puffer 0,2 mM Trolox zugesetzt. Der erhaltene Stern-Volmer-Plot fiir ein Ex-
periment mit dem QD 655 und seinem starksten Fluoreszenzléscher dGMP ist in Abbildung
4.1.27 dargestellt.

Die Stern-Volmer-Konstante fur die Léschung durch dGMP wurde mit 14,6 Mol™ bestimmt.
Im Vergleich zu einer Konstante von 186 Mol™ die in reinem PBS-Puffer gemessen wurde,
bedeutet dies, dass es unter Verwendung von Trolox gelungen ist, die beobachtete Fluores-

zenzléschung um ungefahr 95 % zu unterdriicken.
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Abbildung 4.1.27: Linearer Bereich des Stern-Volmer-Plots von Quantum Dot 655 und dGMP in
Anwesenheit von 0,2 mM Trolox.
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In analogen Experimenten mit dem Quantum Dot 705 konnte ein solcher Effekt allerdings
zunéachst nicht beobachtet werden. Wie schon in den oben beschriebenen Oberflachenexpe-
rimenten mit dem ROXS-System konnte auch die Zugabe von 0,2 mM Trolox in dem ver-
wendeten Puffer die Fluoreszenzloschung nicht signifikant reduzieren. Uber die Grinde kann
hier allerdings nur spekuliert werden, da die elektrochemischen Potenziale der Quantum
Dots nicht bekannt sind. Diese Potenziale konnen zwar im Prinzip mittels cyclovoltametri-
scher Messungen leicht bestimmt werden, allerdings sind dafir hohe Konzentrationen not-
wendig. Auf Grund des hohen Preises der verwendeten Quantum Dots war es auch nicht
moglich, die bendtigten Mengen zu beschaffen.
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4.1.7 Messungen mit variablen Anregungswellenlangen

Im Gegensatz zu organischen Farbstoffen besitzen Quantum Dots ein Absorptionsspektrum,
das zu kirzeren Wellenlangen hin immer hdhere Absorptionen aufweist. Betrachtet man das
in Abbildung 4.1.28 gezeigte Anregungsspektrum eines Quantum Dots, ist diese Besonder-
heit deutlich zu erkennen.

1000
800 -
6001

400 -

Intensitat [w. E.]

200 -

0 T T T T
200 300 400 500 600

Wellenlange [nm]
Abbildung 4.1.28: Anregungsspektrum des Quantum Dot 655, Detektion bei 655 nm.

Bei niedrigeren Wellenlangen angereqgt, ist die bei 655 Nanometern gemessene Fluoreszen-
zintensitat um ein Vielfaches hoher als bei einer Anregung in der Nahe des Emissionsmaxi-
mums. Wahrend die héchste gemessene Intensitat bei einer Anregung bei 225 Nanometern
bei 920 liegt, liegt diese fir eine Anregung bei 600 Nanometern mit 20 um den Faktor 46
niedriger.

Um ein tiefergehendes Verstandnis fir die Mechanismen der Fluoreszenzlbéschung der
Quantum Dots zu erhalten, wurden Experimente durchgefiihrt, bei denen die Anregungswel-
lenlange variiert wurde. Wie bei allen vergleichenden Messungen wurden die experimentel-
len Bedingungen bei allen Teilmessungen lediglich in dem zu untersuchenden Parameter
variiert. Um einen zusatzlichen Effekt durch geringere Quantum Dots Konzentrationen bei
geringeren Anregungswellenlangen zu vermeiden wurde stattdessen die Detektorspannung
der Photonenvervielfacherréhren im Fluoreszenzspektrometer verandert. Da es sich hierbei
um eine rein elektronische Verstarkung des gemessenen Signals handelt, ist ein Einfluss auf
die Ergebnisse der durchgefiihrten Messungen nicht zu erwarten. Die Experimente wurden
mit den fur die jeweiligen Quantum Dots starksten Fluoreszenzléschern durchgefihrt. Somit
ergaben sich erneut die Paare QD 655 und dGMP respektive QD 705 und TMP.
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Die linearen Anpassungen der erhaltenen Stern-Volmer-Plots zeigt die folgende Abbildung
4.1.29.
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Abbildung 4.1.29: Stern-Volmer-Plots, die bei unterschiedlichen Anregungswellenlangen erhalten
wurden. Links QD 655 mit dGMP, rechts QD 705 mit TMP.

Es ist offensichtlich, dass die Stern-Volmer-Konstanten eine deutliche Abhangigkeit von der
jeweiligen Anregungswellenlange aufweisen. Die erhaltenen Konstanten werden in Tabelle

4.1.7 aufgelistet.

QD 655 dGMP QD 705 TMP
Wellenlange Ksv [Mol™] Ksv [Mol™]
600 142,4 196,5
500 176,7 2245
400 288,5 279,7
300 591,5 431,9

Tabelle 4.1.7: Erhaltene Stern-Volmer-Konstanten bei verschiedenen Anregungswellenlangen.

Zwar ist in diesen Messungen ein deutlicher Trend zu erkennen, allerdings lasst sich dieser
nicht einfach erklaren. Die wahrscheinlichste Ursache durfte darin liegen, dass die Extink-
tionskoeffizienten der Quantum Dots zu kirzeren Wellenlangen hin deutlich zunehmen. Die
bei niedrigen Wellenlangen erzeugten Excitonen verfiigen Uber eine deutlich héhere Energie,
so dass moglichweise aufzubringende Aktivierungsenergien fir den photoinduzierten Elekt-
ronentransfer leichter erreicht werden. Um ein umfangreicheres Bild der Wellenlangenab-
hangigkeit zu erhalten, wurden deshalb in einem nachsten Schritt Anregungsspektren aufge-
nommen, wahrend die Konzentration der Ldschsubstanzen erhdht wurde. Durch eine
schrittweise Erhohung der Loscherkonzentration kdnnen somit dessen Auswirkungen auf

das gesamte Anregungsspektrum in nur einer Messreihe untersucht werden. Erneut wurde
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hier mit den bereits bekannten Paarungen mit den jeweils hochsten Loscheffizienzen gear-
beitet. Abbildung 4.1.30 zeigt die erhaltenen Diagramme fir die Quantum Dots 655 (links mit
dGMP) und 705 (rechts mit TMP).
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Abbildung 4.1.30: Anregungsspektren der Quantum Dots 655 (links) und 755 (rechts) bei stei-
genden Konzentrationen der jeweils besten Fluoreszenzldscher.

Bereits auf den ersten Blick ist ersichtlich, dass die Fluoreszenzldschung nicht streng linear
mit kirzeren Wellenlangen zunimmt. In beiden Féallen fallt auf, dass insbesondere der Be-
reich zwischen 200 und 300 Nanometern relativ starke Unterschiede aufweist und dass sich
die Fluoreszenzintensitat bei Anregung bei 200 und 275 Nanometern nach den ersten bei-
den Zugaben bereits auf ca. 50 % des Ausgangswertes zuriickgegangen ist, wahrend am
Maximum bei 225 Nanometern lediglich ein Intensitatsverlust von ca. 25 % zu beobachten
ist. Wie bereits die eingangs beschriebenen punktuellen Messungen bei 300 und 400 Nano-
metern gezeigt haben, ist der Einfluss in diesem Wellenlangenbereich zwar sehr signifikant,
aber nicht mit den sehr starken Effekten im noch kurzwelligeren Bereich zu vergleichen. Zu
einer tiefergehenden Analyse wurde das Stern-Volmer-Verhaltnis (Fo/F -1) fur jede gemes-
sene Wellenlange berechnet und aufgetragen. Da bereits fiir den oben angezeigten Bereich
eine analytisch kaum erfassbare Datenmenge von 400 Datensétzen resultierte, wurde der
Datenbereich manuell reduziert und nur Datensatze mit einem Abstand von jeweils 5 Nano-
metern wurden linear angepasst. Es wurden jeweils nur die linearen Abschnitte zu fitten,
dennoch sind die absoluten Fehler bei diesen Bestimmungen signifikant groRer als die bei
anderen linearen Anpassungen erhaltenen. Der Grund hierfur liegt darin, dass die beobach-
teten Abweichungen vom linearen Modell, insbesondere bei den kirzeren Wellenlangen,
deutlich stérker sind und in der Regel durch eine positive Abweichung vom linearen Verlauf
auffallen. Die aus diesen linearen Anpassungen erhaltenen Stern-Volmer-Konstanten sind in
Abbildung 4.1.31 dargestellt.
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Abbildung 4.1.31: Wellenldangenabhéngige Stern-Volmer-Konstanten fur den Quantum Dot 655
mit dGMP.

Es fallen sofort die sehr hohen Stern-Volmer-Konstanten im Bereich zwischen 200 und 225
Nanometern sowie zwischen 250 und 300 Nanometern auf. Zwar liegen in diesem Bereich
auch die Absorptionsmaxima der Monophosphate, die somit einen Grof3teil des Anregungs-
lichts abfangen koénnten, allerdings konnten Kontrollexperimente belegen, dass deren Ein-
fluss auf das Anregungsspektrum der Quantum Dots auf Grund der sehr viel héheren Extink-
tionskoeffizienten der Quantum Dots im Bereich von 200 — 300 Nanometern (ca. ein Faktor
von 1500-2000) gering sein sollte. Als Kontrolle wurde das oben dargestellte Experiment
invertiert durchgefiihrt. Hierfr wurde eine relativ hohe Konzentration des Loschers, in die-
sem ca. 10 mM dGMP, vorgelegt, und danach die Konzentration der fluoreszierenden Halb-

leiterkristalle erh6ht. Dieses Experiment wird von Abbildung 4.1.32 gezeigt.
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Abbildung 4.1.32: Anregungsspektren bei schrittweiser Erhéhung der Quantum Dot Konzentrati-
on. Deutlich zu erkennen ist, dass die typische Struktur sich langsam herausbildet.

Anhand dieser Abbildung kann man erkennen, das selbst hohere Konzentrationen an
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Léschsubstanzen als die in den obigen Experimenten verwendeten, nicht in der Lage sind,
die das Erscheinen der Feinstruktur des Anregungsspektrums zu unterdricken. Am Ende
des Experiments war die Konzentration der Quantum Dots ungeféhr doppelt so hoch wie in
den ,invers® durchgefuhrten frGheren Experimenten. Interessant ist hier insbesondere das
Auftauchen zweier lokaler Maxima zwischen 250 und 275 Nanometern, das bei der schritt-
weisen Erhohung der dGMP-Konzentration (Abbildung 4.1.30) bereits nach sehr geringen

Zugabemengen seine Struktur verlor.

Insbesondere in diesem Bereich zwischen 200 und 300 Nanometern fallt es schwer, eine
einfache Erklarung fur das beobachtete Loschverhalten zu finden. Moglicherweise ist die
Léschung hier besonders stark, da die Energie der im Quantum Dot entstehenden Excitonen
ziemlich genau der Energieliicke zwischen dem HOMO und dem LUMO in den aromatischen
-Systemen der entsprechenden LOschersubstanzen entspricht, und somit ein photoindu-
zierter Elektronentransfer zwischen Quantum Dot und Léscher besonders effizient ablaufen
kann. Um eine weitere Aufklarung des zu Grunde liegenden Mechanismus zu erhalten, wur-
den Absorptionsmessungen mit zunehmenden Konzentrationen von dGMP durchgefiihrt. Um
die steigende Absorption durch die Zugabe von dGMP zu unterdriicken wurde mit einer Re-
ferenzprobe gearbeitet, in der die Konzentration des dGMP jeweils genau so grol3 war, wie in
der eigentlichen Messkiivette. Die erhaltenen Absorptionskurven werden in Abbildung 4.1.33

veranschaulicht.
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Abbildung 4.1.33: Absorptionsspektren in Abhéngigkeit der dGMP-Konzentration. Die negative
Absorption gegeniber der gleichen dGMP-Konzentration im Referenzstrahlengang lasst sich nur
durch eine Wechselwirkung zwischen dGMP und dem verwendeten Quantum Dot 655 erklaren.

Die gemessene Absorption in der Kivette ist negativ. Eine mdgliche Erklarung liegt darin,
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dass die Absorption des dGMP in der Probe niedriger ist, als die Absorption des dGMP in
der Referenz. Da aber in beiden Kivetten dieselbe Menge an dGMP vorhanden war, muss
eine Form der Wechselwirkung zwischen dem Quantum Dot und dem dGMP vorliegen, die
dazu flhrt, dass sich die Absorptionsspektren sowohl des Quantum Dots als auch des dGMP
erheblich @ndern, ein weiterer experimenteller Hinweis auf das Vorhandensein eines nicht
oder nur gering fluoreszierenden Grundzustandskomplexes. Somit bilden die gezeigten An-
regungs- und Absorptionsspektren einen weiteren experimentellen Beleg gegen einen dy-

namischen Loschmechanismus.

Um die bereits eingangs erwdhnte Theorie eines unterschiedlichen Fluoreszenzléschungs-
mechanismus fur nicht aromatische Substanzen zu testen wurden analoge Experimente mit
der Aminosaure Asparagin durchgefiihrt. Diese hatte sich in den einfiihrenden Experimenten
als die am starksten ldschende Aminosaure fir den Quantum Dot 705 herausgestellt. Auch
hier wurde eine 10" M Lésung des Quantum Dots in PBS vorgelegt, definierte Stoffmengen
der Aminoséaure wurden schrittweise hinzugefugt. Abbildung 4.2.33 zeigt die erhaltenen An-
regungsspektren und die wellenldangenabhéangigen Stern-Volmer-Konstanten.
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Abbildung 4.1.33: Anregungsspektren des QD 705 bei ansteigenden Asparagin-Konzentrationen
und die wellenlangenabhéngigen Stern-Volmer-Konstanten.

Im Vergleich zu den Abbildungen 4.1.30 und 4.1.31 fallen sofort deutliche Unterschiede auf.
Es bilden sich keine charakteristischen Minima in den entsprechenden Anregungsspektren
und dariber hinaus ist die ermittelte Stern-Volmer-Konstante fast tiber den gesamten unter-
suchten Bereich innerhalb der Fehlergrenzen konstant. Lediglich bei sehr kurzen Wellenlan-
gen bis 230 Nanometer fallen deutlich Abweichungen auf. Somit ist der experimentelle Be-
weis unterschiedlicher Léschmechanismen fir aliphatische bzw. aromatische Verbindungen

gelungen.

130



4.1 Experimente und Ergebnisse

4.1.8 Zusammenfassung der erhaltenen Ergebnisse

Ausgehendend von der phdnomenologischen Beobachtung der Fluoreszenzléschung von
Quantum Dots, wurden umfangreiche Untersuchungen durchgefiihrt, die den zu grunde lie-
genden Mechanismus aufklaren sollten. Bereits aus dem Verlauf der erhaltenen Stern-
Volmer-Plots lie3 sich auf Grund des beobachteten Sattigungsverhaltens darauf schlief3en,
dass mdglicherweise eine direkte Interaktion zwischen den Quantum Dots-Oberflachen und
den verschiedenen Fluoreszenzloschern auftreten muss. Dieser Befund liefl3 sich im Verlauf
dieser Arbeit bestatigen. Als Wechselwirkungsmechanismus konnte nur eine Lewis-Séaure -
Lewis-Base Wechselwirkung infrage kommen. Hierbei wirken die Oberflache des Quantum
Dot als Lewis-Saure (respektive die Zink-lonen aus der Schale) und die Aminofunktionen der
verschiedenen untersuchten Ldscher als Lewis-Basen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Loscheffizienz verschiedener Aminoséuren stark mit ihren jeweiligen pKs-Werten korreliert.
Der pKs-Wert ist hier als ein MaR3 fiir die Elektronendichte an den Stickstoffatomen zu be-
trachten. Je hoher die Elektronendichte, desto niedriger der entsprechende pKs-Wert und

desto ausgepragter ist die Nukleophilie der entsprechenden Substanz.

Eine weitere Stitze erfahrt diese Hypothese durch Beobachtungen, die Experimente bei un-
terschiedlichen pH-Werten ergaben. Es wurde gezeigt, dass eine sehr effiziente Loschung
nur bei pH 7,3 erreicht werden konnte. Bei pH 6, 8 und 9 wurden im Vergleich nur recht
schwache Ld&scheffizienzen erhalten. Offensichtlich hat der verdnderte Protonierungsgrad
der entsprechenden Aminofunktionen einen deutlichen Einfluss auf die Lewis-Saure-Base

Wechselwirkungen.

Bei Versuchen, die zeigen sollten, ob es sich um einen reversiblen oder irreversiblen Pro-
zess handelt, wurde gezeigt, dass es nicht moglich ist, einmal geléschte Quantum Dots zu
reaktivieren. Trotz mehrfachen Austauschens des uberstehenden Puffers mit den geldsten
Léschmolekulen, war es nicht mdglich, die Ausgangsfluoreszenz wieder herzustellen. Ein
weiterer Hinweis auf eine direkte Oberflachenwechselwirkung zwischen Quantum Dot und
Léschmolekul. Daraus lasst sich ein moglicher Mechanismus auf Basis der Theorie der sta-
tischen Fluoreszenzldschung ableiten. Zwar setzt diese die Bildung nichtfluoreszierender
Grundzustandskomplexes voraus die nicht beobachtet wurden. Wahrscheinlich hingegen die

Ausbildung von Grundzustandskomplexen nach folgender Gleichung:

[F] + [Qli & [FQL, + [Qlix < [FQJ2 + [Qli2 =....=> [FQ]x + [Qlin

In Anwesenheit einer hohen Anzahl von floureszenzléschenden Molekilen kdénnen sich auf
Grund der GroRRe der Oberflache der Quantum Dots Komplexe verschiedenster Zusammen-

setzung ausbilden.
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Neben der Koordination eines Molekiils sollte auch die Bindung mehrerer Fluoreszenzlo-
scher auftreten. Mit steigender Zahl der gebundenen Fluoreszenzldscher sinkt die Quanten-
ausbeute der jeweiligen Komplexe immer weiter ab, wodurch sich wiederum die verminderte
Fluoreszenzintensitat einzelner Quantum Dots bei steigenden Konzentrationen der jeweili-

gen Loscher erklaren lassen.

Lage eine rein dynamische Fluoreszenzléschung vor, so sollte hach mehrfachem Austausch
des Uberstehenden Mediums und damit verbundenem fast vollstandigem Entfernen der Fluo-
reszenzloscher ein deutlicher Anstieg der Intensitat beobachtet werden. Ob allerdings eine
direkte kovalente Bindung ausgebildet wird, oder ob die Loschmolekile in dem dichten
Netzwerk der, auf der Oberflache angebrachten, Streptavidin-Molektile hangen bleiben, lasst
sich nicht abschliel3end klaren.

Experimente mit dem starken Reduktionsmittel B-Mercaptoethanol konnten belegen, dass
die Fluoreszenzléschung auf eine Oxidation via photoinduziertem Elektronentransfer zurtick-
zufuihren ist. BME wird mit Erfolg eingesetzt, um das Flackern der Fluoreszenzintensitat bei
Quantum Dots zu unterdriicken. Von diesem ist bekannt, dass es durch Oxidation in Folge
von Auger-Prozessen hervorgerufen wird. Fur den Fall einer Oxidation des Quantum Dots
durch einen photoinduzierten Elektronentransfers wurde also erwartet, dass die Loschung
der Quantum Dots zumindest durch die Anwesenheit des BME reduziert werden kann. In der
Tat konnte fir Konzentrationen bis zu 15 uM BME eine deutliche Reduktion der beobachte-
ten Loschung erreicht werden. Die Stern-Volmer-Konstante konnte dadurch um mehr als

60 % gesenkt werden.

Ein weiterer experimenteller Hinweis darauf wurde in Experimenten mit dem ROXS-System,
einem System aus Oxidations- und Reduktionsmitteln, gefunden. Untersuchungen an einem
Weitfeld-Mikroskop zeigten, dass in Anwesenheit dieses Systems nicht nur das Quenching
des Quantum Dot 655 durch dGMP volistandig unterdriickt wird, sondern die beobachtete
Fluoreszenzintensitat sogar noch betréachtlich ansteigt. Durch eine Untersuchung der Intensi-
tatshistogramme konnte der Grund fur dieses unerwartete Verhalten in einer vollstandigen
Unterdriickung des Blinking gefunden werden. Auf Grund der Sauerstoffempfindlichkeit die-
ses Systems konnten damit keine Klvettenexperimente durchgefuhrt werden. Stattdessen
wurde Trolox als Reduktionsmittel in den wassrigen PBS-Puffer hinzugefigt und sein Effekt
gesondert untersucht. Auch hier zeigten sich sehr positive Auswirkungen; die Stern-Volmer-
Konstante verminderte sich unter diesen Bedingungen um nahezu 95 % in einen kaum mehr
signifikanten Bereich. Aus bisher unbekannten Griinden, wirkt sich das System nicht auf das
Verhalten des Quantum Dot 705 aus. Es ist jedoch denkbar, dass dieses Verhalten mit den

elektrochemischen Potenzialen der Quantum Dots zusammenhangt.
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Da diese allerdings nicht bekannt sind, bleibt diese Vermutung zunachst reine Spekulation.
Experimente, die den Einfluss der gewahlten Anregungswellenldnge auf die beobachtete
Fluoreszenzléschung kléaren sollten, zeigten eindeutig, dass energiereichere Anregungen mit
Licht kirzerer Wellenlangen zu einer Erhdhung der Loscheffizienz fuhrten. Die minimale
Energie, die zur Anregung der Quantum Dots verwendet werden kann, liegt im Bereich des
Emissionsmaximums. Da Quantum Dots allerdings, anders als organische Fluorophore, nicht
Uber ein schmalbandiges Absorptionsspektrum sondern tber ein Anregungskontinuum ver-
fugen, fuhrt Anregung mit energiereicherem Licht zu Excitonen (Elektron-Loch-Paaren) ho-
herer Energie. Die Theorie des photoinduzierten Elektronentransfers besagt, dass dessen
Reaktionsgeschwindigkeit stark von der Energie, der beteiligten ,Orbitale” abhangt. Zwar
verfigen Quantum Dots nicht Uber Orbitale sondern lber sogenannte Bander, dennoch
scheint es gerechtfertigt hier zur Vereinfachung auf dieses Konzept zuriickzugreifen. Ein
hoher energetisches Exciton entspricht somit einem energetisch héher gelegenen LUMOs
eines organischen Fluorophors. Je energiereicher das Exciton ist, desto schneller sollte der
Photoelektronentransfer ablaufen und somit im Vergleich zur Fluoreszenz ,konkurrenzfahi-
ger” werden. Absorptionsmessungen zeigten deutlich an, dass zwischen den Léschmolekii-
len und den verwendeten Quantum Dots ein Grundzustandskomplex ausgebildet wird, der

sowohl die Absorption des Quantum Dots als auch die des verwendeten dGMP beeinflusst.

Bei der Unterscheidung zwischen dynamischer und statischer Léschung wurden hingegen
widerspruchliche Ergebnisse erhalten. Zwar zeigten Fluoreszenzlebensdauermessungen,
dass wahrend der Fluoreszenzléschung nur in einem einzigen Fall eine signifikante Verkdr-
zung aufgetreten ist, und somit fast ausschlieBlich statische Loschung auftreten sollte. Ande-
rerseits zeigten Stern-Volmer-Experimente, die bei erhdhten Temperaturen durchgefiihrt
wurden, eine deutliche Verstarkung der Fluoreszenzldschung, die nur bei einem dyna-
mischen Mechanismus erwartet werden kann. Mdglich erscheint, dass der photoinduzierte
Elektronentransfer auf einer so schnellen Zeitskala ablauft, dass eine so kurze Lebensdauer
resultiert, dass diese unter den zur Bestimmung der Lebensdauer von Quantum Dots nétigen

experimentellen Parametern nicht erfasst werden.

Eine Anpassung der erhaltenen Stern-Volmer-Konstanten an eine Arrhenius-Kinetik zeigte
durch einen streng linearen Verlauf zumindest eindeutig, dass bei h6heren Temperaturen

keine weiteren strahlungslosen Desaktivierungspfade mit anderen Kinetiken entstehen.
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4.2 Mechanistische Untersuchungen der Diffusion durch den Kernporen-

Komplex mit Hilfe der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS)

In diesem Teil der Arbeit sollte versucht werden, geeignete Messbedingungen zu finden, um
Fluoreszenzkorrelationsmessungen unter physiologischen Bedingungen in kinstlich model-
lierten zytoplasma- und kernporenahnlichen Messmedien durchzufuhren. Die Untersuchung
der Diffusionsvorgange in einem biomimetischen dreidimensionalen Nachbau des Kernpo-
renkomplexes ist auf Grund der hohen daftir bendtigten Mengen an ungeféhr 30 verschiede-

nen Nukleoporinen nicht méglich gewesen.

Stattdessen wurden die entsprechenden Messungen in Lésung durchgefiihrt. Um unter phy-
siologisch relevanten Bedingungen, d. h. bei Proteinkonzentrationen im Bereich von unge-
fahr 400 mg/ml durchfihren zu kénnen, mussten folgende Arbeitsschritte durchgefiihrt wer-
den:

1. Wahl eines geeigneten Farbstoffs, dessen photophysikalische Eigenschaften (Photo-
zerstérung, Triplettcharakteristik) zur Untersuchung von Diffusionsvorgangen bei

schwierigen experimentellen Bedingungen geeignet sind.

2. Modellierung eines kunstlichen Zytoplasmas: Um einen Vergleich zwischen Diffusion
in zytosolischen Medien und den Bedingungen im Kernporenkomplex zu erreichen,
musste ein wasserldsliches Proteingemisch entwickelt werden, welches Proteinkon-
zentrationen von 300 bis 400 Gramm pro Liter erlaubt und dabei eine optische

Transparenz behdlt, die FCS-Messungen unter diesen Bedingungen erlaubt.

3. Modifikation von Glasoberflachen, um Wechselwirkungen zwischen der Oberflache
und den Proteinen oder dem zu untersuchenden Farbstoff weitestgehend zu vermei-

den.

4. Herstellung von verschiedenen Nukleopurinen durch Proteinextraktion in E. coli, Auf-
reinigung auf Aufkonzentrierung. Daraus sollte der Aufbau eines biomimetischen
Kernporenlumens mit hochkonzentrierten FG-Repeats erfolgen, anschliel3ende FCS-
Messungen in diesen Medien sollten einen Vergleich zu Messungen in dem vorher

modellierten artifiziellen Zytoplasma ermdglichen.
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4.2.1 Festlegung der Messbedingungen

Die im Folgenden beschriebenen Fluoreszenzkorrelations-Messungen wurden alle mit einem
Wasserimmersionsobjektiv (60x, NA 1.2, Olympus) durchgefiuhrt. Zwar fuhrt die Verwendung
eines Wasserimmersionsobjektivs im Gegensatz zu Olimmersionsobjektiven zu einer leicht-
en Verschlechterung des fir die FCS wichtigen Signal zu Hintergrund Verhaltnisses, aller-
dings wird dieser Nachteil dadurch aufgewogen, dass bei Verwendung von wéssrigen Pro-
ben, ein zusatzlicher Brechungsindexunterschied vermieden werden kann. Es ist bekannt,
dass die FCS relativ empfindlich gegentiber Brechungsindexwechseln reagiert und bereits
kleinere Abweichungen im Brechungsindex zu starken Schwankungen der gemessenen Dif-
fusionszeiten fihren kdnnen [Enderlein 2005]. Somit ist die Verwendung eines Wasserim-

mersionsobjektivs bei Messungen in wassrigen Losungen zu bevorzugen.

Sofern nicht ausdriicklich anders erwahnt, wurden Farbstoffkonzentrationen im Bereich von
10'° M verwendet. Diese Konzentration wurde gewahlt, da sie niedrig genug ist, um sicher
zu gehen, dass im zeitlichen Mittel nicht mehr als 1 Molekil im fokalen Volumen vorhanden
ist, und auf der anderen Seite hoch genug ist, dass es keine langeren Zeiten gibt, in denen
keine Fluoreszenz beobachtet wird.

Die Messungen selber wurden mit einer gepulsten roten Laserdiode mit 635 nm bei einer
Leistung von 150 pW und einer Repetitionsrate von 40 MHz durchgefihrt. Es wurden jeweils
drei bis zehn Messungen a 30 Sekunden durchgefuhrt, die erhaltenen Korrelationskurven
wurden mittels einer Hardware-Korrelatorkarte gemittelt und in Origin 7.5 ausgewertet. Paral-
lel mit der Software ANALinescan aufgenommene Fluoreszenzintensitatsspuren wurden mit-

tels des Programms DatascrennerBTL ausgelesen und korreliert.

Die erhaltenen Korrelationsfunktionen wurden mit dem folgenden Modell fiir eine freie drei-

dimensionale Diffusion unter Beriicksichtigung eines Triplett-Terms angenéhert.

—L 1 1 1

G(T)=(1—=T+T-e Ttriplett y. ——. .
() = ( W T @) T
ld w2 Tp

Zusatzliche Informationen zur Methode der Fluoreszenzkorrelations-Spektroskopie finden

sich in Abschnitt 2.2, die detaillierte Funktionsweise der verwendeten Software findet sich in
Abschnitt 3.9.
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4.2.2 Wahl eines geeigneten Fluorophors

Bei der Wabhl eines geeigneten Farbstoffes zur Untersuchung der Diffusion in zytosolischen
Medien wurde zunachst eine ganze Reihe rot-fluoreszierender Farbstoffe untersucht, die mit
einer 635 nm Laserdiode angeregt werden konnten. Neben den ATTO-TEC Farbstoffen AT-
TO 620, ATTO 633, ATTO 635, ATTO 647-N und ATTO 655 wurden CY 5 und der kommer-
ziell nicht erhéltliche Farbstoff MR 121 auf ihre Eignung fir FCS-Experimente hin untersucht.
Von besonderem Interesse waren hierbei die Photophysik der Farbstoffe und insbesondere
ihre Triplettcharakteristik, die sich durch mehr oder weniger stark ausgepragte Schwankun-
gen in der Korrelationsfunktion auf der Mikrosekunden-Skala zeigt. Abbildung 4.2.1 zeigt
beispielhaft die Korrelationskurven von drei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen.

— MR 121 0,6- ATTO 655
0,5-
0,081
0,4-
0,064 -
& S 03]
0,041
0,2-
0,021 -
0,00 0,04
1E-4 1E-3 0,01 01 1 10 100 1000 1E-4 1E-3 0,01 01 1 10 100 1000
Diffusionszeit [ms] Diffusionszeit [ms]
- ATTO 633
0,3-
S 02
0.1-
0,0-

1E-4 1E-3 0,01 01 1 10 100 1000
Diffusionszeit [ms]

Abbildung 4.2.1: Fluoreszenzkorrelationskurven von drei unterschiedlichen Farbstoffen: MR 121
(oben links, ATTO 655 oben rechts und ATTO 633 unten). Gezeigt ist jeweils die gemittelte Auto-
korrelationsfunktion von 5 Messungen a 30 Sekunden sowie die angepasste Modellfunktion.

Es ist zu erkennen, dass sich die Triplettcharakteristik der einzelnen Farbstoffe deutlich
voneinander unterscheidet. Dieses Verhalten wurde auch erwartet, da die drei Farbstoffe zu
unterschiedlichen Farbstoffklassen gehdren. Insbesondere der Farbstoff MR 121 zeigt hier

einen besonders auffalligen Triplettanteil, der die Auswertung von Korrelationskurven in
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komplexeren Messungen deutlich erschweren kann. ATTO 655 und ATTO 633 scheinen
deshalb deutlich besser geeignet zu sein. Neben der reinen Photophysik wurde auch darauf
geachtet, dass die Fluoreszenz des verwendeten Farbstoffs mdglichst nicht durch Trypto-
phan geldscht wird, da dieser in spateren Experimenten als Aktivester an verschiedene Pro-
teine gekoppelt werden sollte. Fir die Farbstoffe MR 121 und ATTO 655 ist eine Loschung
der Fluoreszenz durch Tryptophan allerdings literaturbekannt [Sauer 1995].

Aus diesen Uberlegungen fiel die Wahl auf den Farbstoff ATTO 633, um diese Wahl zu be-
kraftigen wurden weitere grundlegende Experimenten durchgefiuhrt, die die Eignung endgul-
tig feststellen sollten. In einem ersten Schritt wurde untersucht, inwieweit sich die gemesse-
ne Diffusionszeit mit der Polaritat des Losungsmittels andert, da bei spateren Messungen mit
hohen Proteinkonzentrationen eine deutliche Veranderung der Polaritat der Lésung erwartet
wurde. Als Test-System wurde hierfir eine Mischung aus Wasser und Ethanol gewahlt, bei
der der Anteil des Ethanols kontinuierlich von 0 auf 90 Volumen-% gesteigert wurde. Die
Ergebnisse dieser Messungen zeigt Abbildung 4.2.2.
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Abbildung 4.2.2: Gemessene Diffusionszeiten in Abhéangigkeit des Ethanol-Anteils eines Wasser-
Ethanol Gemischs.

Zwar zeigt sich bei dieser Messung ein leichter Trend hin zu langeren Diffusionszeiten bei
hoheren Ethanol-Konzentrationen, allerdings liegt dieser knapp oberhalb der experimentellen
Fehlergrenzen, so dass dieser Effekt fur ATTO 633 vernachlassigt werden kann. Zudem
zeigten frihere Studien in unserer Arbeitsgruppe, dass sowohl spezifische als auch allge-
meine Losungsmitteleffekte nur einen sehr geringen Einfluss auf die Fluoreszenzeigenschaf-
ten des gewaéhlten Farbstoffs ATTO 633 ausiiben [St6hr 2008]. Die Untersuchungen zeigten

weder eine deutliche Verschiebung des Emissionsmaximums, noch wurde ein starker An-
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4.2 Experimente und Ergebnisse

stieg oder Abfall der Fluoreszenzintensitat durch verénderte Polaritat oder Viskositat des

Losungsmittels festgestellt.

Es wurde bereits eingangs erwahnt, dass auch der Brechungsindex des Immersionsmedium
und der zu untersuchenden Probe einen Einfluss auf die gemessenen Diffusionszeiten auf-
weisen kann. Dieses Phdnomen konnte ebenfalls mit dem obigen Wasser-Ethanol Experi-
ment evaluiert werden. Tabelle 4.2.1 zeigt die Brechungsindizes und Diffusionszeiten, die flr

die jeweiligen Wasser-Ethanol Mischungen gemessen wurden.

Ethanol 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
[Volos]

Brechungs- 1,333 1,34 1,347 1,354 1,358 1,362 1,364 1,365 1,366 1,366
Index

Diffusionszeit 0,275 0,30 0,287 0,274 0,287 0,342 0,335 0,333 0,351 0,339

[ms]

Tabelle 4.2.1: Ubersicht iiber den Zusammenhang von Ethanol-Anteil, Brechungsindex und Diffu-
sionszeit. Sowohl die Polaritat des Losungsmittelgemisches als auch der Brechungsindex bt nur
einen geringen EinfluR auf die gemessene Diffusionszeit des gewahlten freien Farbstoffs
ATO 633 aus

Wie aus der Tabelle zu entnehmen ist, ist auch der Einfluss der Brechungsindizes, zumin-
dest fur den Bereich, den die Wasser-Ethanol Mischungen abgedeckt haben, nicht allzu
grol3. Als weiteres Eich- und Kontrollexperiment wurden Messungen in Glycerin-Wasser Mi-
schungen durchgefihrt. Fir dieses System ist eine sehr starke VergroRerung der Viskositat
weitgehend unabhangig von einem Wechsel des Brechungsindex (vgl. hierzu Abbildung
4.2.3)

1000 4 11,48

1,44
100 5

-1,40
10 +

Viskositat [cP]
Brechunasindex

1,36

T T T T 1,32
0 20 40 60 80 100
Glycerin [Vol %]

Abbildung 4.2.3: Abhangigkeit von Viskositat und Brechungsindex von Mischungsverhaltnis.
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Bei héheren Glycerin-Konzentrationen steigt die Viskositat der Losung stark an, ein Effekt,
der auch fir die spateren Experimente bei steigenden Proteinkonzentrationen erwartet wur-
de. Die erhaltenen Resultate sollten somit dabei helfen, den Verlauf der Diffusionszeiten in
Lésungen mit hohen Proteinkonzentrationen zu interpretieren. Die entsprechenden Experi-
mente stellt Abbildung 4.2.4 dar.

Ampitude (rot) Diffusionszeit [ms] (griin)

0; L

0 20 40 60 80 100
Glycerin [Vol. %]

Abbildung 4.2.4: Verlauf der Diffusionszeit (griin) und der Korrelationsamplitude (rot) in Abhan-
gigkeit des prozentuellen Anteils von Glycerin.

Neben dem Hauptparameter, der Diffusionszeit, zeigt das Diagramm auch die Amplitude der
Korrelationsfunktion. Wahrend die Diffusionszeit, wie durchaus erwartet, mit steigendem
Glycerin Anteil stark zunimmt, zeigte sich, dass die Amplitude tGiber den Verlauf der Messung
nahezu konstant bleibt. Dadurch, dass eine stark veranderte Viskositat keinerlei Verande-
rung der Amplitude verursacht, kann davon ausgegangen werden, dass diese auch keinen
Einfluss auf das Fluoreszenzverhalten des Farbstoffes aufweisen. Allgemeine Lésungsmit-
teleffekte konnten fir den Farbstoff ATTO 633 in diesen Experimenten nicht gefunden wer-

den.
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4.2.3 Modellierung eines kunstlichen Zytoplasmas

Um einen Vergleich zwischen freier Diffusion im Zytoplasma und der Kernpore treffen zu
kénnen, war es zunéachst nétig, Messbedingungen zu finden, die denen im Zytoplasma mdg-
lichst &hnlich sind. Es ist bekannt, dass die Proteinkonzentrationen im Bereich von ungeféhr
400 mg/ml liegen, und sich diese Gesamtmenge auf mehrere tausend Proteine verteilt, die
mehr als 10% des Zellvolumens einnehmen [Minton 2003].

Auf Grund der hohen Komplexitat des Zytoplasmas, war eine exakte Nachbildung von Be-
ginn an nicht moglich. Stattdessen sollte versucht werden, FCS-Messungen in steigenden
Konzentrationen von bovinem Serumalbumin (BSA), einem Protein mit einer molekularen
Masse von 66,4 kDa durchzufihren. BSA wurde anfangs gewahlt, da es ein Protein ist, das
sich in relativ hohen Konzentration in Wasser lésen lasst (~ 400 mg/ml). Allerdings stellte
sich heraus, dass das BSA, sofern es in héheren Konzentrationen ab ungefahr 150 mg/mi
vorliegt, einen hohes Rauschen durch Eigenfluoreszenz erzeugt, das Fluoreszenzkorrelati-
ons-Messungen sehr erschwert. Zur Verdeutlichung zeigt die Abbildung 4.2.5 drei Fluores-
zenzintensitatsspuren, die bei BSA-Konzentrationen von 0, 60 und 145 mg/ml aufgenommen

wurden.
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Abbildung 4.2.5: Fluoreszenzintensitatsspuren des Farbstoffs ATTO 633 bei unterschiedlichen
BSA-Konzentrationen in wassrigem PBS-Puffer.
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Es ist zu erkennen, dass das fur die Fluoreszenzkorrelations-Spektroskopie wichtige Signal
zu Rausch — Verhaltnis bei htheren BSA-Konzentrationen merklich schlechter wird. Zeigt die
Messung in reinen Wasser noch ein Signal zu Rausch Verhaltnis von bis zu zehn (Signale
bis 100 kHz und konstanter Hintergrund bei < 10 kHz) sinkt dieses auf Werte unter 2 bei ho-
heren BSA-Konzentrationen mit einem konstanten Hintergrund von ca. 70 kHz. In Abbildung
4.2.6 wurden die erhaltenen Photonenzahlen pro zehn Millisekunden histogrammiert. Zur
besseren Ubersichtlichkeit wird die Haufigkeit logarithmisch dargestellt.
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Abbildung 4.2.6: Haufigkeitsverteilung der Fluoreszenzintensitét. Durch die Zugabe von 150
mg/ml BSA in die Probeldsung erhoht sich der Hintergrund um ein Vielfaches.

Es ist offensichtlich, dass der Schwerpunkt der Verteilung sich deutlich hin zu héheren Inten-
sitdten verschiebt. Da die Konzentration des Farbstoffs konstant bleibt, geht die Erhéhung
auf die Autofluoreszenz des BSA zuriick. Die Auswirkungen dieses Abfalls im Signal zu Hin-

tergrund Verhaltnis auf die resultierenden Korrelationsfunktionen illustriert Abbildung 4.2.7.
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Abbildung 4.2.7: Darstellung von typischen Korrelationskurven bei niedrigen und hohen BSA-
Konzentrationen. Abgebildet sind jeweils die gemittelten Korrelationsfunktionen aus funf Messun-
gen a 30 Sekunden und die angepassten Modellfunktionen.
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Neben einem starken Absinken der Amplitude, die ein reziprokes Maf} fur die Konzentration
der fluoreszierenden Spezies darstellt, verursacht durch die starke Hintergrundfluoreszenz
des BSA, zeigen sich auch deutliche Abweichungen der Korrelationskurve von der Modell-
funktion. Dadurch ergaben sich grol3e Unsicherheiten bei der Bestimmung der Diffusionszei-
ten. Auch die Anpassung an komplexere Modellfunktionen unter Berlcksichtigung anomaler
Diffusion fuihrte nicht zu in sich konsistenten Resultaten.

In ersten Experimenten wurden Fluoreszenzkorrelations-Messungen zur Bestimmung der
Diffusionszeit des freien Farbstoffs ATTO 633 in steigenden Konzentrationen von Kalberse-
rum-Albumin (BSA) in wassrigem PBS-Puffer durchgefihrt. Ahnlich wie bei den eingangs
gezeigten Messungen in steigenden Volumenanteilen von Glycerin steigt die Viskositat der
Proteinlésung insbesondere bei héheren Konzentrationen stark an, so dass auch ein starker
Anstieg in der Diffusionszeit erwartet wurde. Abbildung 4.2.8 zeigt die bei diesen Experimen-
ten erhaltenen Ergebnisse. Auf Grund der erwahnten experimentellen Schwierigkeiten konn-
te dieser Verlauf allerdings nicht gefunden werden.
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Abbildung 4.2.8: Diffusionszeit in Abh&ngigkeit der Proteinkonzentration. Ab einer Konzentration
von 70mg/ml sind deutliche Abweichungen vom erwarteten Verlauf zu erkennen.

Deutlich ist zu erkennen, dass bis zu einer Konzentration von 60 mg/ml ein linearer Anstieg
der Diffusionszeit mit steigender Proteinkonzentration beobachtet werden kann. Bei h6heren
Konzentrationen allerdings ist diese Tendenz infolge stérender experimenteller Schwierigkei-
ten nicht mehr zu beobachten. Mit dem schlechter werdenden Signal zu Hintergrund Ver-
haltnis und den damit einhergehenden starkeren Abweichungen der Korrelationsfunktionen
vom gewahlten Modell wurde die Bestimmung der Diffusionszeiten sehr ungenau. Somit
wurde gezeigt, dass es nicht mdglich ist, zellahnliche Proteinkonzentrationen nur unter Ver-

wendung von BSA herzustellen.
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Ein weiteres Problem war die starke Wechselwirkung zwischen der verwendeten Glasober-
flache, und den Proteinen bzw. dem Farbstoff ATTO 633. Abbildung 4.2.9 zeigt exemplarisch
den zeitlichen Verlauf der gemessenen Diffusionszeit derselben Probe mit ATTO 633 als
Fluorophor in einer Losung mit einer BSA-Konzentration von 120mg/ml.
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Abbildung 4.2.9: Gemessene Diffusionszeit (ATTO 633 in 120 mg/ml BSA in PBS) in Abhangig-
keit der Zeit nach Fertigstellung der Probe. Die einzelnen Messzeiten betrugen jeweils 30 Sekun-
den ohne Mittellung verschiedener Korrelationskurven.

Das in Abbildung 4.2.9 vorgestellte Experiment zeigt, dass die Diffusionszeit bereits nach
wenigen Minuten um fast 60% abgenommen hat. Dieser Befund ist nur dadurch zu erklaren,
dass sich grof3e Teile der in Losung befindlichen Proteine relativ schnell adsorptiv auf der
Oberflache anlagern. Auch die Zugabe von Tensiden, z. B. Tween 20, konnte diesen Effekt
zunéachst nicht befriedigend unterdriicken. Um dennoch geeignete Messbedingungen schaf-
fen zu kdnnen, wurden deshalb im Folgenden verschiedene Methoden zur Oberflachenpas-

sivierung ausprobiert.

Die erste Methode, deren Eignung Uberprift wurde, war die Oberflachenbeschichtung mit
einem Poly-Ethylenglycol Polymer, das mit seinem hydrophoben Ketten eine Anlagerung der
hydratisierten Proteine verhindern sollte. In der Tat zeigte diese Behandlung der Oberflache
zumindest eine deutliche Verbesserung der Messsituation. Zeigte sich bei vollig unbehandel-
ten Oberflachen noch eine sehr starke Tendenz hin zu viel kirzeren Diffusionszeiten, so
wurden mit Hilfe des Poly-Ethylenglykols bei Difffusionsmessungen des freien Farbstoffs
ATTO 633 in 90 mg/ml BSA nur noch bedeutend schwachere Schwankungen innerhalb einer
Messreihe beobachtet (vgl. Abbildung 4.2.10).
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Abbildung 4.2.10: Die Verwendung von PEG-beschichteten Oberflachen zeigt eine deutliche Ver-
besserung der Konsistenz der erhaltenen Diffusionszeiten. Die einzelnen Messzeiten betrugen
jeweils 30 Sekunden ohne Mittellung verschiedener Korrelationskurven. Dargestellt sind die Mit-
telwerte und Fehler zweier unabhangiger Messungen. Gemessen wurde die Diffusion von ATTO
633 in 90 mg/ml BSA in PBS.

Diese Konstanz der erhaltenen Diffusionszeiten zeigt, dass die gewahlte Oberflachenpassi-
vierungsmethode Wechselwirkungen zwar nicht vollig verhindern aber dennoch sehr stark

reduzieren kann.

Nachdem dieser experimentelle Unsicherheitsfaktor tberwunden war, waren Messungen bei
Konzentrationen bis in den Bereich von 150 bis 200 mg/ml mdéglich. Neben der Untersu-
chung der Diffusion des freien Farbstoffs wurden zusatzliche Experimenten mit farbstoffmar-
kierten Proteinen durchgeftihrt. Hierzu wurden nach der Kopplung und anschlieender Auf-
reinigung der jeweiligen Proteine Uber NAP-S&ulen zunachst die Markierungsgrade tber das
Verhéltnis der Absorptionen der Proteine und des Farbstoffs bestimmt. Sie lagen mit 0,49
(Farbstoffmolekile pro Protein) fir BSA und 0,39 fir Ovo-Abumin jeweils in einem geeigne-
ten Bereich. Zu hohe Markierungsgrade kdnnen durch Mehrfachmarkierung einzelner Protei-
ne zu sehr hohen Fluoreszenzbursts fiihren, deren Photonenzahlen die Statistik der Korrela-

tion dominieren obwohl nur wenige solcher Ereignisse pro Messung auftreten.

In den Messungen wurden jeweils 5-10° M Lésungen verwendet, wobei sich diese Angabe
auf die Konzentration des Farbstoffs bezieht. Abbildung 4.2.11 zeigt Difffusionsmessungen,
von ATTO 633 und dem damit markierten Proteinen BSA und Ovo-Albumin in steigenden

Konzentrationen von BSA durchgefuihrt worden sind.
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Abbildung 4.2.11: Verlauf der gemessenen Diffusionszeiten steigenden BSA-Konzentrationen flr
freien Farbstoff und farbstoffmarkiertes OVO-Albumin und BSA. Gezeigt sind jeweils die Mittel-
werte mehrerer unabhéngiger Messungen.

Es ist zu erkennen, dass sich bei Verwendung einer Oberflachenpassivierung eine erhéhte
Konsistenz der einzelnen Messungen zueinander (vgl. hierzu Abbildung 4.2.8) ergibt. Der
nahezu lineare Anstieg der Diffusionszeiten entspricht, sowohl fur den freien Farbstoff als
auch fur die farbstoffmarkierten Proteine, den Erwartungen. Hohere Proteinkonzentrationen
fuhren zu einer hoheren Viskositat der Losung und verlangsamen somit die freie Diffusion.
Auffallig ist, dass BSA trotz einer deutlich hdheren Molmasse (67 kDa gegentiber 47 kDa bei
OVO-Albumin) eine hohere Diffusionsgeschwindigkeit aufweist. Hochstwahrscheinlich liegt
dies daran, dass es zwischen dem markiertem BSA und dem Medium zu geringeren Wech-
selwirkungen kommt als beim ebenfalls verwendeten OVO-Albumin. Mégliche Ursachen
hierfur kdnnen in unspezifischen Wechselwirkungen zwischen OVO-Albumin und BSA oder

in einer Selbstaggregation des OVO-Albumins liegen.

Um das immer noch vorhandene Problem einer starken Hintergrundfluoreszenz zu tiberwin-
den, wurde zunachst ein weiteres Protein, OVO-Albumin, auf seine Eignung hin untersucht,
Messungen in hohen Konzentrationsbereichen durchzufiihren. Deshalb wurden zunéchst die
oben vorgestellten Experimente unter Verwendung von wassrigen OVO-Albumin Lésungen
als Messmedium reproduziert. Da die hier erlangten Ergebnisse in guter Ubereinstimmung

mit denen fur BSA-Losungen waren, wurden bindre Mischungen aus den beiden Proteinen
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als Medium gewahlt, wobei auf OVO-Albumin und BSA jeweils die Halfte der Gesamtmenge
entfiel. Abbildung 4.2.12 zeigt die erhaltenen Resultate fiir die in diesem Medium durchge-
fuhrten Experimente. Neben dem bereits zuvor vermessenen farbstoffmarkierten OVO-
Albumin wurde auch die Diffusion des Transportrezeptors Importin-p untersucht. Um experi-
mentelle Fehler durch zu hohe oder zu niedrige Markierungsgrade auszuschlieRen wurden
diese sowohl fur Importin als auch fir BSA bestimmt. Sie betrugen 0,49 (BSA) und 0,65 (Im-

portin) und liegen somit in einem Bereich, der ungestdrte Messungen erlauben sollte.
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Abbildung 4.2.12: Gemessene Diffusionszeiten fur die farbstoffmarkierten Protein BSA und Im-
portin-B. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte mehrerer unabhéangiger Messungen. Das Verhéaltnis
zwischen BSA und OVO-Albumin lag bei 1:1.

Insgesamt zeigt sich auch hier ein linearer Verlauf der Diffusionszeiten, es ist von Vorteil,
dass durch die geringere Konzentration des BSA eine reduzierte Hintergrundfluoreszenz
auftritt. Auffallig ist, dass die Diffusionszeit von BSA in diesem binaren Gemisch deutlich kur-
zer ist als bei Verwendung nur eines Proteins. Mdglicherweise lasst sich dieses Verhalten
durch die unterschiedlichen hydrodynamischen Radien der beiden Proteine erklaren. Zusatz-
lich scheinen reine BSA-Losungen in gleichen Konzentrationsbereichen eine hdéhere Viskosi-
téat zu besitzen und somit langsamere Diffusion zu verursachen als das in diesen Experimen-
ten verwendete 50:50 Gemisch (bezogen auf das Gewicht). Wie erwartet zeigte der Import-
rezeptor Importin 3, der ein Molgewicht von annahernd 100 kDa aufweist, eine deutlich lang-

samere Diffusion als das um 30 % leichtere BSA.

Trotz der, durch die Obenflachenpassivierung, deutlich verbesserten Messbedingungen war
es allerdings zu diesem Zeitpunkt noch nicht mdglich, in physiologisch relevante Konzentra-
tionsbereiche zu gelangen. Deshalb wurde im Folgenden insbesondere an zwei Parametern
gearbeitet: Bessere Methoden zur Oberflaichenpassivierung und die Herstellung von Pro-
teinmischungen aus mehr als zwei unterschiedlichen Proteinen, um die spezifischen Nach-

teile einzelner Proteine bei hohen Konzentrationen abzuwenden.
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Der erste Parameter konnte, wie Abbilddung 4.2.13 zeigt, durch Verwendung eines Poly-L-

Lysin Poly-Ethylenglykol Kopolymers weiter optimiert werden.
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Abbildung 4.2.13: Fluoreszenzintensitatsspuren des Farbstoffs ATTO 633 bei unterschiedlichen
Proteinkonzentrationen. Als Messmedium wurde ein Gemisch aus vier unterschiedlichen Protei-
nen (vgl. Mischung 4 aus Tabelle 4.2.2) verwendet.

In der Abbildung ist sehr gut zu erkennen, dass die Hintergrundfluoreszenz auf einen sehr
niedrigen Wert zurtickgegangen ist. Neben der weiteren Reduktion der Autofluoreszenz des
BSA durch die Erweiterung des Messmediums auf insgesamt vier Proteine (BSA, OVO-
Albumin, Pepsin und y-Globulin) ist dieses positive Ergebnis darauf zurlickzufiihren, dass
das verwendete Kopolymer zusatzlich einen signifikanten Fluoreszenzbeitrag durch unspezi-
fisch auf der Oberflache absorbiertes BSA und Farbstoffmolekile verhindert. Bei gleich blei-
benden maximalen Signalintensitaten tber 100 kHz erhoht sich der Fluoreszenzhintergrund
nur um ungefahr einen Faktor 2. Fir sehr niedrige Proteinkonzentrationen liegt dieser deut-
lich unter 10 kHz und steigt bei 180 mg/ml auf 15 kHz an. Damit ergeben sich Signal zu Hin-
tergrund Verhéaltnisse zwischen 15 und 8, die beide in einem fir die Fluoreszenzkorrelations-
spektroskopie sehr gutem Bereich liegen. Auch fur dieses Experiment zeigt Abbildung 4.2.14
die histogrammierten Fluoreszenzintensitdten zweier ausgewahlter Proteinkonzentrationen;
links ist eine Messung in reinem Puffer, rechts eine bei einer Gesamtproteinkonzentration

von 150 mg/ml.
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Abbildung 4.2.14: Histogrammierte Fluoreszenzintensitaten. Die Haufigkeiten sind logarithmisch
aufgetragen.

Die beiden Histogramme zeigen auf, dass sich, unter Verwendung einer PLL-g-PEG be-
schichteten Oberflache und von Proteingemischen aus mehreren Komponenten, lediglich
sehr geringe Verschiebungen in den Diagrammen ergeben.

Um zu Uberprifen, ob diese Passivierung auch Uber langere Zeitraume funktioniert, wurden
mehrere Messungen Uber einen Zeitraum von drei Stunden durchgefiihrt. Abbildung 4.2.15
zeigt sowohl die bestimmten Diffusionszeiten als auch die Korrelationsfunktionen fir eine
Messung mit einer Gesamtkonzentration von 333 mg/ml (entsprechend der Mischung 3 aus
der folgenden Tabelle 4.2.2) verschiedener Proteine. Als fluoreszierende Spezies wurde der
Aktivester des Farbstoffs ATTO 633 verwendet.
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Abbildung 4.2.15: Abhangigkeit der Diffusionszeit vom Messzeitpunkt und Darstellung der zu den
verschiedenen Zeiten erhaltenen Korrelationsfunktionen. Jeder Datenpunkt wurde durch Mittel-
wertbestimmung von drei Messungen a 30 Sekunden erhalten. Als Medium wurde eine Protein-
mischung mit einer Gesamtkonzentration von 333 mg/ml verwendet. Vgl. hierzu Mischung 3 aus
Tabelle 4.2.2.
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Wird zunachst das linke Diagramm mit den erhaltenen Diffusionszeiten in Abhangigkeit von
der Zeit seit Probenpréparation betrachtet, so wird deutlich, dass zwischen der kiirzesten
und der langsten Diffusionszeit lediglich eine Abweichung von 150 Mikrosekunden, bzw. un-
ter 10 % auftritt; ein sehr guter Fortschritt gegentiber den urspringlichen Messbedingungen
(vgl. hierzu Abbildung 4.2.7). Diese Abweichung von 10 % liegt allerdings auch nur minimal
Uber der Fehlerbehaftung der Modellanpassungen. Darliberhinaus zeigen auch die entspre-
chenden Korrelationskurven im rechten Teil der Abbildung 4.2.15 ein sehr einheitliches Ver-
halten, grol3e Schwankungen sind auch in der Amplitude nicht beobachtet worden. Somit
zeigen die erhaltenen Ergebnisse, dass mit PLL-g-PEG beschichtete Oberflachen auch tber
einen langeren Zeitpunkt in der Lage sind, adsorptive Wechselwirkungen zwischen der Pro-

be und der Glasoberflache zu verhindern.

Auf Grund dieser Erkenntnisse wurden alle im Folgenden vorgestellten Messungen auf mit
diesem Kopolymer behandelten Glasoberflachen durchgefiihrt.

Um die intrinsischen Probleme einzelner Proteine, die starke Autofluoreszenz des BSA und
die durch das Ovo-Albumin verursachte Streuung des Anregungslichtes, bei Verwendung
hoher Konzentrationen zu umgehen, wurden im Folgenden Mischungen aus bis zu vier un-
terschiedlichen Proteinen angesetzt. Neben den bereits erwahnten Proteinen BSA und Ovo-
Albumin, kamen hierbei Pepsin (36 kDa) und eine Mischung aus verschiedenen y-Globulinen
mit molekularen Massen um 150 kDa zum Einsatz. Beide Proteine besitzen eine gute Was-
serldslichkeit (ca. 300 mg/ml) und ihre Gréfien erweitern den bisher vorhandenen Bereich,
der bisher im Puffer gelésten Proteinmassen in beide Richtungen. Das Pepsin musste aller-
dings vor der Messung irreversibel inaktiviert werden, da es als Verdauungsenzym (Peptida-
se) ansonsten die anderen Proteine degenerieren wiirde. Hierzu wurde der pH-Wert der L6-

sung hdher als pH 5 eingestellt.

Zur Herstellung der komplexeren Gemische wurden zunéchst stark konzentrierte Losungen
der einzelnen Proteine angesetzt (BSA 400 mg/ml, OVO-Albumin 400 mg/ml, Pepsin 200
mg/ml und Globulin 200 mg/ml) und dann durch Vermischung dieser Grundlésungen in ver-
schiedenen Verhaltnissen die jeweiligen Messmedien mit einem Gesamtvolumen von 300 pl
erzeugt. Jede Mischung wurde in Vorexperimenten zunachst auf Eigenfluoreszenz und sons-
tige unerwartete Effekte untersucht. Hierbei zeigte sich, dass insbesondere Mischungen mit
einem hohen Anteil von Pepsin durch eine hohe Hintergrundfluoreszenz auffielen, wahrend
hohe Konzentrationen an Globulin zu einer deutlichen Verlangerung der Diffusionszeit fihr-

ten.

Einen Uberblick (iber die angesetzten Messmedien zeigt Tabelle 4.2.2
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BSA Oovo Globulin Pepsin Gesamtproteinkon-
400mg/ml 400mg/ml  200mg/ml  200mg/ml zentration
Mischung 1] 1] 1] 1] [mg/ml]
1 100 50 50 100 300
2 50 100 50 100 300
3 100 100 50 50 333
4 50 50 100 100 266
5 50 100 100 50 300
6 100 50 100 50 300
7 0 100 100 100 266
8 150 150 0 0 400
9 0 150 150 0 300

Tabelle 4.2.2: Uberblick {iber die hergestellten und vermessenen Proteinmischungen.

Auffallig bei diesen Experimenten war, in welchem MalRRe die erhaltenen Ergebnisse von den

verwendeten Mischungsverhéltnissen abhangig waren. Obwohl die Unterschiede in den Zu-

sammensetzungen nicht sehr grof3 waren, zeigten sich in den durchgefihrten Diffusionsex-

perimenten teilweise komplett unterschiedliche Eigenschaften der jeweiligen Losungen. Zur

Diskussion der erhaltenen Ergebnisse soll das Diffusionsverhalten der verschiedenen Mi-

schungen zunéachst kategorisiert werden. Es muss unterschieden werden zwischen Mi-

schungen, die ein annahernd lineares oder lineares Verhalten zeigen, solchen die einen eher

exponentiellen Verlauf aufweisen und zwei Mischungen, die einen unsystematischen Verlauf

verursachen. Abbildung 4.2.16 zeigt die jeweiligen Verlaufe der beiden Mischungen 5 und 6.
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Abbildung 4.2.16: Verlauf der Diffusionszeiten des freien Farbstoffs ATTO 633 in den Proteinmi-
schungen 5 und 6. Beide zeigen einen ahnlichen, aber unerwartet chaotischen Verlauf.
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Auffallig ist die groBe Ahnlichkeit der beiden Diagramme. Teilabbildung A zeigt die Protein-
mischung 5, wahrend Abbildung B der Proteinmischung 6 entspricht. Beide Mischungen ha-
ben jeweils dieselben Anteile an Pepsin und Globulin, der Unterschied zwischen beiden liegt
lediglich in dem Verhéaltnis aus BSA und Ovo-Albumin. Mischung 5 enthalt insgesamt 133
mg/ml des schweren BSA und 66 mg/ml Ovo-Albumin, bei Mischung 6 ist dieses Verhaltnis

umgekehrt, sodass Ahnlichkeiten zwischen den Experimenten durchaus erwartet wurden.

Neben diesen chaotischen Verlaufen wurde auch vier Mischungen vermessen, die einen
linearen oder nahezu linearen Verlauf gezeigt haben. Hierbei handelt es sich um die Mi-
schungen 2,3,4 und 8, die in Abbildung 4.2.17 dargestellt werden.
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Abbildung 4.2.17: Verlauf der Diffusionszeiten fiir die Proteinmischungen 8 (A), 3 (B), 2 (C) und
4 (D). In allen Fallen wurde ATTO 633 als Fluorophor verwendet.

Alle dieser Messungen zeigen ein zumindest grof3teils lineares Verhalten. Insgesamt ist sehr
gut zu erkennen, dass die Ergebnisse glatter werden, wenn die Anzahl der verwendeten Pro-
teine erhoht wird. Teilabbildung A zeigt eine bindre Mischung aus BSA und Ovo-Albumin.
Wie bereits eingangs diskutiert, fihren beide Proteine zu spezifischen experimentellen Prob-

lemen; diese Tatsache wird durch den Verlauf widergespiegelt.
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Ein zunehmender Anteil von Autofluoreszenz und gestreutem Anregungslicht fihrt zu
Schwierigkeiten bei der Modellanpassung, wodurch die teilweise erheblichen Abweichungen
von einem linearen Verlauf erklart werden kénnen. Eine deutliche Reduzierung der Anteile
von BSA und Ovo-Albumin durch Zugabe von insgesamt 20 % an Pepsin und Globulin (Mi-
schung 3) zeigen sich bereits etwas geringere Abweichung (Teilabbildung B), allerdings wird
die Diffusion dadurch auch etwas schneller. Wird der Anteil von BSA und Ovo-Albumin wei-
ter reduziert auf 66 % (Mischung 2), zeigt sich der Verlauf aus Teilabbildung C erhalten. Die
Abweichungen konnten erneut reduziert werden. Abbildung D zeigt abschlieRend das Ver-
halten von Mischung 4, die zu je 25 % aus den vier Proteinen modelliert wurde. Auch diese
Messung fuhrt den beobachteten Trend fort, durch die sehr ausgewogene Verteilung der
Proteine wurde eine sehr glatte und streng lineare Abhéangigkeit der Diffusionszeit von der
Konzentration erhalten. Allerdings lag die erreichte Gesamtkonzentration mit lediglich 266

mg/ml noch unterhalb der geforderten physiologischen Bedingungen.

Eine interessante Beobachtung wurde bei der Vermessung von Mischung 9 gemacht. Im
Gegensatz zu den vorherigen Experimenten wurde hier ein starker Anstieg fir hohe Kon-
zentrationsbereiche gefunden. lllustriert wird dieses Verhalten mit Hilfe von Abbildung 4.2.18.
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Abbildung 4.2.18: Verlauf der Diffusionszeit des Farbstoffs ATTO 633 in Mischung 9.

Spéatere Experimente zeigten, dass der sehr starke Anstieg bei hdheren Konzentrationen auf

den relativ hohen Anteil der y-Globuline zuriickzufiihren ist.

Zwei der angesetzten Mischungen, 1 und 7, konnten hingegen nicht wie geplant gemessen
werden, da Kontrollmessungen bei hohen Konzentrationen schon im Vorfeld zeigten, dass
sehr starke Hintergrundfluoreszenz auftreten, die auf die hohen Anteile von BSA und Pepsin

zurickzufihren sind.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass insbesondere héhere Konzentrationen an
Pepsin und BSA zu deutlich schlechteren Messbedingungen fuhrten, hohe Konzentrationen
von OVO-Albumin machten hingegen deutlich weniger Probleme, wahrend gréRere Anteile
der schweren y-Globuline deutlich niedrigere Diffusionsgeschwindigkeiten verursachten. Ge-
rade dieser Befund hat eine sehr grof3e Relevanz nicht nur fir die Untersuchung von kunstli-
chen Modellsystemen sondern ist moglicherweise auch fir die Interpretation von FCS-
Messungen in lebenden Zellen hilfreich. Es stellte sich heraus, dass die resultierende Diffu-
sionszeit in erster Linie nicht durch die Gesamtkonzentration an Proteinen bestimmt wird,
vielmehr scheint die GroRenverteilung der Proteine einen sehr grof3en Einfluss auszulben.
Ein Vergleich der Diffusionszeiten bei gleichen Konzentrationen zeigt, dass alle anderen
Messungen bei einer Konzentration von 300 mg/ml eine deutlich niedrigere Diffusionszeit
aufweisen; diese liegt in allen Fallen bei ungefahr zwei Millisekunden, nur bei der letzten
vorgestellten Messung mit dem hohen Anteil an Globulin wurde eine Diffusionszeit von
knapp Uber drei Millisekunden gemessen. Es ist also nicht méglich, Gber die Diffusionszeit
Aussagen Uber die Gesamtkonzentrationen zu treffen; ebenso kann aus einer bekannten
Proteinkonzentration, zumindest ohne ungefahre Kenntnis der GréZenverteilung, keine soli-

de Abschéatzung der zu erwartenden Diffusionszeit abgegeben werden.

Zusatzlich musste festgestellt werden, dass bereits geringe Unterschiede in den modellierten
Mischungen zu einem stark abweichenden Verhalten fihren. Zwar konnten durch gezielte
Variationen der Zusammensetzung Zusammenhange gefunden werden, so z.B. die gezielte
Herstellung eines Proteingemischs mit einem nahezu perfekt linearen Zusammenhang zwi-
schen Konzentration und Diffusionszeit, andererseits konnte bisher nicht abschlieRend ge-
klart werden, warum die beiden Mischungen 5 und 6, deren Zusammensetzungen sich nicht
allzu deutlich von den anderen unterscheiden, einen komplett anderen Verlauf mit lokalen

Maxima und Minima zeigen.

Aus diesen Erkenntnissen heraus wurde schliefZlich ein System modelliert, welches die spe-
zifischen Nachteile einzelner Proteine bertcksichtigt und trotzdem mit einer Gesamtprotein-
konzentration von 377 mg/ml Messungen in einem physiologisch relevanten Konzentrations-
bereich ermdglicht. Dieses wurde erreicht, indem eine Losung angesetzt wurde, die jeweils
133 mg/ml OVO-Albumin und BSA sowie 111 mg/ml y-Globuline enthélt. Auf Grund der ho-
hen Konzentration der Globuline musste hierbei von Anfang an mit sehr langsamer Diffusion
gerechnet werden. Mit diesem Medium wurden sowohl Diffusionsexperimente mit freiem
Farbstoff als auch solche mit farbstoffmarkiertem OVO-Albumin und BSA durchgefihrt. Die
erhaltenen Resultate stellt Abbildung 4.2.19 dar.
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Abbildung 4.2.19: Verlauf der Diffusionszeiten von freiem Farbstoff (A), farbstoffmarkiertem OVO-
Albumin (B) und farbstoffmarkiertem BSA (C). Die Diffusionszeiten wurden jeweils durch Mittel-
lung aus drei Einzelmessungen bestimmt.

Deutlich zu erkennen ist der exponentielle Anstieg der Diffusionszeiten bei steigenden Kon-
zentrationen ahnlich wie bei der oben erwédhnten diskutierten Mischung 9. Im Vergleich zu
anderen Messungen wurde deutlich, dass insbesondere der hohe Anteil an y-Globulinen
hierfir verantwortlich sein musste. Um diese These empirisch zu belegen, wurden abschlie-
Rend verschiedene bindre Mischungen mit hohen Konzentrationen hergestellt. Durch Varia-
tion des Anteils der einzelnen Proteine wurde so versucht, den Einfluss der einzelnen Kom-

ponenten auf die Diffusionsgeschwindigkeit zu bestimmen.

Zum einen wurde eine Mischung aus BSA und OVO-Albumin verwendet. Begonnen wurde
die Messung trotz relativ schlechter Messbedingungen bei einer Konzentration von 300
mg/ml BSA. Nach mehreren Schritten, in denen jeweils der Anteil des OVO-Albumins gestei-
gert wurde, erfolgte die letzte Messung bei 300 mg/ml OVO-Albumin. Ebenso wurde vorge-
gangen bei einem vergleichenden Experiment mit OVO-Albumin und y-Globulinen. Die

entsprechenden Ergebnisse dieser Messungen werden in Abbildung 4.2.20 prasentiert.
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Abbildung 4.2.20: Verlauf der Diffusionszeit in binaren Mischungen unter Variation des jeweiligen
Konzentrationsverhéltnisses der beiden verwendeten Proteine. Als fluoreszierende Spezies wur-
de in beiden Féllen farbstoffmarkiertes OVO-Albumin verwendet.

Teilabbildung 4.2.20 A zeigt den Verlauf bei einem Ubergang von 100 % BSA hin zu 100 %
Ovo-Albumin. Fur diesen Fall ist zu erkennen, dass sich durch die Veranderung der Zusam-
mensetzung keine grof3en Veranderungen ergeben. Es sieht aus, als ob bei ausgeglichenen
Konzentrationsverhaltnissen ein Minimum in der Diffusionszeit durchlaufen wird, ein Befund
der zu den eingangs Ergebnissen in bindren Mischungen passt. Insgesamt ist die Diffusions-
zeit aber eindeutig durch die Proteinkonzentration bestimmt. Ein ganz anderes Bild zeigt Ab-
bilddung 4.2.20 B. Dargestellt ist der Gradient von 100 % Ovo-Albumin hin zu 100 % Globu-
linen; mit der Erhéhung des Anteils der y-Globuline steigt die Diffusionsgeschwindigkeit sehr
stark an. Betrégt sie in Abwesenheit der Globuline nur ca. 3,5 Millisekunden, steigt sie bei
100 % Globulin auf ungefahr 15 Millisekunden. In diesem Fall ist die Diffusionszeit eindeutig
nur durch die Art der verwendeten Proteine bestimmt; die schweren und groRen Globuline

fuhren zu extrem langsamer Diffusion.

Mit diesen Ergebnissen ist es nun moglich, FCS-Messungen in physiologisch relevanten Pro-
teinkonzentrationsbereichen durchzufihren. Uber eine Variation des Anteils schwerer Pro-
teine ist es moglich, die Diffusionszeit deutlich zu verlangern. Mdglicherweise ist damit ein
Zugang dazu geschaffen, Uber die Messung von Diffusionszeiten in lebenden Zellen z.B. mit
der in unserer Gruppe entwickelten bildgebenden Diffusionsmikroskopie, eine Art Inventur

vorzunehmen und die Verteilung grof3erer Proteine aufzulésen.

Experimente, die eine Verkirzung der Diffusionszeit Gber einen gesteigerten Anteil des eher
kleinen und leichten Proteins Pepsin untersuchen sollten, scheiterten leider an einem sehr
starken Fluoreszenzhintergrund. Moéglicherweise ist durch den gezielten Einsatz kleiner und

kompakter Proteine auch eine gezielte Verkiirzung der Diffusionszeit erreichbar sein sollte.
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Insgesamt zeigen die erhaltenen Ergebnisse, dass die Modellierung eines kinstlichen Zytop-
lasmas eine sehr interessante aber auch zeitaufwéandige Aufgabe ist. Zwar ist es moglich,
durch geeignete Wahl verschiedener Proteine physiologisch relevante Konzentrationen zu
erreichen, allerdings zeigt die starke Abhangigkeit der Diffusionszeiten von den exakten Mi-
schungsverhaltnissen auch, dass fur biomimetische Ansétze moglicherweise eine hohere
Anzahl von Proteinen verwendet werden muss, um das Verhalten eines echten Zytoplasmas,
welches aus mehreren tausend unterschiedlichen Proteinen besteht, nachzuempfinden. So-

mit bleibt in Zukunft die gezielte Erweiterung der Proteinmischungen eine wichtige Aufgabe.

Die geplanten Vergleichsmessungen in biomimetischen Kernporenlumen hingegen konnten
zunachst auf Grund der grof3en notigen Menge an Nukleoporinen noch nicht durchgefihrt
werden. Erste, sehr zeitaufwandige Versuche zur Proteinexpression, -extraktion, aufreini-
gung und —aufkonzentrierung aus E. coli fihrten nur zu Ausbeuten im Bereich von wenigen
hundert Mikrogramm; bei einem minimalen Probenvolumen von ca. 150 uM werden aller-
dings mindestens 10 — 20 Milligramm Substanz benétigt, um eventuelle Effekte untersuchen
zu konnen. Momentan laufende Expressionsdurchgange in sehr groRen Anséatzen von 10
Litern oder mehr sollten es allerdings erméglichen, zeitnah zumindest einige wenige Mes-

sungen durchzufihren.

Ein anderer Ansatz zum Durchfiihren der vergleichenden FCS-Messungen wére eine drasti-
sche Verringerung des Messvolumens, so dass deutlich geringere Substanzmengen benétigt
werden. FCS-Messungen in Nanokavitaten mit einem Durchmesser im Mikrometerbereich

konnten hier eine mogliche Losung darstellen.
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4.3 Untersuchungen der Diffusion des Signalproteins CheY mit Hilfe der

bildgebenden Diffusionmikroskopie DIFIM.

Mit der bildgebenden Diffusionmikroskopie (DIFIM) wurde in unserer Gruppe durch Dr. Chris-
tian Roth eine neue Technik entwickelt, mit deren Hilfe es mdoglich ist, Heterogenitaten der
Diffusionszeit Uber groRere Flachen, wie z. B. Zellen, zu untersuchen. Zwar gibt es auf die-
sem Forschungsbereich schon andere experimentelle Umsetzungen, so z. B. die Familie der
ICS-Verfahren (Image correlation spectroscopy), allerdings basieren diese in der Regel auf
einer CCD-gestutzten Detektion. Diese CCD-Kameras bieten einen sehr guten Zugang zur
grof¥flachigen Fluoreszenzdetektion, allerdings ist damit ein deutlicher Verlust an zeitlicher
und raumlicher Auflésung verbunden. Typische Bildwiederholraten von modernen CCD-
Kameras liegen im Bereich von unter 1 kHz. Somit lassen sich mit diesen Methoden keine
Dynamiken auf schnelleren Zeitskalen auflosen. Durch ihre Methodik bieten sie jedoch einen
sehr guten Zugriff auf Diffusionsvorgdnge und Dynamiken auf relativ langsamen Zeitskalen.
Auf Grund der sehr niedrigen Wahrscheinlichkeiten, Korrelationen auf langen Zeitskalen zu
finden, missten hierfir bei Standard-FCS-Messungen sehr lange Messdauern gewahlt wer-

den, die zu rascher Photozerstérung fihren wirden.

Der in unserer Gruppe gewahlte Ansatz basiert auf SFLIM (Spectrally resolved Fluorescence
lifetime imaging microscopy), einer Methode, die alle notwendigen Parameter zum Aufstellen
einer Korrelationsfunktion erfasst und gleichzeitig hochaufgeldste konfokale Bilder liefert. Um
jedoch Dynamiken verfolgen zu kénnen, sollte die zeitliche Verweildauer pro Bildpunkt unge-
fahr einen Faktor 10 langer sein, als die erwartete Zeitskala, auf der die zu beobachtenden
Vorgange erwartet werden. Diese Grundbedingung erfordert zeitliche Auflésungen im Be-
reich von 25 — 100 Millisekunden pro Bildpunkt und somit, je nach zu untersuchender Probe,

Gesamtmessdauern im Bereich von wenigen Minuten bis hin zu Stunden.

Erste Anwendungen von DIFIM in eukaryontischen Zellen verliefen zwar durchaus positiv,
allerdings wurde zunachst keine relevante biologische Fragestellung untersucht. Vielmehr
ging es hierbei zunachst um eine Verifizierung des Messprinzips [Roth 2007]. Deshalb sollte
nun in einem nachsten Schritt ein biologisch relevantes Problem erforscht werden. Die Wahl
hierfir fiel aus mehreren Griinden auf ein an der Chemotaxis in E. coli beteiligtes Signalpro-
tein, CheY. Durch die Verwendung von Bakterien anstelle von eukaryontischen Zellen lassen

sich drei grol3e experimentelle Unsicherheiten eliminieren.
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1. Eine deutlich reduzierte Messzeit: Auf Grund der geringen Gréf3e der verwendeten
Bakterienzellen (2 pm x 1 um) kann eine gesamte E. coli Zelle in wenigen Minuten
vermessen werden. Bei einer typischen raumlichen Auflésung von 50 Nanometer pro
Pixel und 100 Millisekunden Verweilzeit bendtigt eine Messung etwa 4 Minuten. Zur
Aufnahme des Zellkern einer eukaryontischen Zelle (z. B. NIH 3T3 Mausfibroblasten)
mit etwa 10 um x 10 pum (also einer 50 Mal gréReren Flache) hingegen ergdbe sich
bei gleicher Auflésung eine theoretische Messdauer von 200 Minuten. Zwar kénnen
durch Reduktion von raumlicher Auflésung und Verweilzeit Messdauern im Bereich
von 30 Minuten erreicht werden, allerdings sind diese Zeiten deutlich zu lang, da Be-
wegungen der gemessenen Zelle oder deutliche Einschrdnkungen auf Grund von

Photozerstérung auftreten kénnen.

2. Die Einschleusung von geeigneten Fluoreszenzmarkern in das zu untersuchende
System. Es ist bekannt, dass das Einbringen von fluoreszierenden Spezies in euka-
ryontische Zellen nicht immer einfach ist. Insbesondere rotfluoreszierende Farbstoff-
konjugate, die auf Grund der deutlich geringeren Autofluoreszenz im langer welligen
Bereich, von groRem Interesse fiir die Anwendung sind, lassen sich auf Grund ihrer
strukturellen Eigenschaften fast nicht verwenden. Zur Verfiigung stehende chemische
und physikalische Methoden zur Transfektion verursachen z. T. irreversible Schaden
und tragen somit noch mehr zu experimentellen Unsicherheiten bei. Prinzipiell lie3e
sich dieses Problem zwar durch den Einsatz von fluoreszierenden Proteinen uber-
winden, allerdings weisen diese in der Regel nicht die nétige Photostabilitéat auf, die
anspruchsvolle Mikroskopietechniken erfordern. Neuartige fluoreszierende Proteine,
so z. B. mCherry, scheinen ersten Untersuchungen in unserer Gruppe zu Folge eine
hinreichend gute Photophysik zu besitzen sind aber noch nicht umfassend charakte-
risiert. Bakterien besitzen Aufnahmemechanismen, die es erlauben, fast alle Fluoro-
phore zu applizieren. Die einzige Ausnahme stellen nach heutigem Kenntnisstand
Quantum Dots dar. Umfangreiche Studien in unserer Gruppe zeigten, dass Standard-
fluorophore wie die ATTO-TEC- oder Alexa-Farbstoffe ausnahmslos zur Markierung

von E. coli geeignet sind.

3. Waschen der Zellen zum Entfernen Uberschussiger Farbstoffkonjugate: Im Gegen-
satz zu Saugerzellen lasst sich Gberschissiger Farbstoff in Bakterien durch mehrfa-
ches Abzentrifugieren der Zellen grofdtenteils entfernen. In eukaryontischen Zellen
hingegen sind solche Manipulationen nicht moglich, so dass lediglich Inkubation mit

markerfreiem Medium als Mdglichkeit zur Verfliigung steht.
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Aus diesen Griinden wurde als biologisches Ziel die spezifische Markierung von CheY und

die Messung von dessen Diffusionszeiten ausgewahilt.

4.3.1 Auswahl der spezifischen Markierungsmethode und eines geeigneten
Farbstoffs

Da Vorexperimente gezeigt hatten, dass in der Arbeitsgruppe von Victor Sourjik vorhandene
E. coli Klone mit CheY-GFP-Fusionsproteinen auf Grund der schlechten Photostabilitat des
grunfluoreszierenden Protein nicht zum Einsatz kommen kdnnen, wurde ein alternativer An-
satz zur stochiometrischen und spezifischen Markierung der Signalproteine gewahlt. Es wur-
de das kommerziell erhaltliche Snap-Tag-System verwendet (vgl. Abschnitt 2.6). Da es wie
die fluoreszierenden Proteine genetisch kodiert ist, erreicht es eine ebenso hohe Spezifizitat
wie diese und ermdglicht dariiber hinaus die Verwendung gut charakterisierter organischer
Fluorophore mit der gewiinschten Photostabilitdt. Das System nutzt die hochspezifische En-
zymaktivitat der O°-Alkylguanin-Alkytransferase (hAGT), einem humanen DNA-Reparatur
Protein, dessen Aufgabe es ist, den ,fremden® Alkylrest von einem chemisch veranderten
Guanin irreversibel auf eines seiner Cysteine zu Ubertragen. Diese Funktion bleibt auch bei
Derivaten des Guanins wie Benzylguanin erhalten. Ist an dem entsprechenden Alkylrest ein
Fluorophor gebunden, so wird dieses kovalent an die hAGT gebunden [Johnsson 2002]. Ab-
bildung 4.3.1 illustriert die Funktionsweise der hAGT

hAGT .~ \ hAGT \/S\CH

4.3.1 Schematische Ablauf der Methylgruppeniibertragung von einem O°-alkylierten Guanin auf
das humane Reparaturenzym hAGT. Mechanistisch handelt es sich hierbei um eine nukleophile
Substitutionsreaktion (Sy2)

Die zur Markierung notwendigen E. coli Klone wurden von Tanja Ehrhard in Zusammenarbeit
mit der Gruppe Dr. Victor Sourjik (ZMBH, Uni Heidelberg) erstellt. Neben einem CheY-Snap-
Fusionsprotein wurde auch ein Fusionsprotein mit einem Rezeptorprotein (T,) hergestellt,

um die Spezifitat in Bakterien zu Gberprufen.
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Anders als das Signalprotein, das in der ganzen Zelle verteilt sein sollte, ist bei den Rezepto-
ren eine Lokalisation an den Polen der Bakterienzelle zu erwarten. Abbildung 4.3.2 zeigt die
Fluorenzintensitatsverteilungen in den Bakterienzellen fur markiertes CheY und markiertes
Tar. Zur Durchfiihrung der Messung wurden die Bakterienzellen auf einer Poly-L-Lysin Ober-
flache immobilisiert, die Expression der jeweiligen Fusionsproteine wurde mit 3 pM IPTG
durchgefihrt.

— |

0 200 400 600 800 0 250 500 750 1000
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Abbildung 4.3.2: Konfokale Aufnahmen von E. Coli Bakterienzellen. (A) Markierung von T,-
Rezeptorclustern. Bilddaten: 15 x 15 um, Auflésung 100 nm pro Pixel, Verweilzeit 4 ms pro Bild-
punkt, Anregung 635 nm mit einer Leistung von ca. 5 yW. (B) Markierung des CheY-
Signalproteins. Bilddaten (10 x 10 um, Auflésung 50 nm pro Bildpunkt, Verweilzeit 4 ms pro Pixel,
Anregung 635 nm mit einer Leistung von ca. 5 uW. Verwendet wurde jeweils ein Olimmersion-
sobjektiv. Als Farbstoff wurde MR 121 eingesetzt.

In beiden Fallen wurde mit dem BG-Substrat BG-MR 121 angefarbt. Aufgenommen wurden
die Bilder unter Verwendung eines 100x Olimmersionsobjektives, da dieses durch seine ho-
here numerische Apertur (1,45 gegentber 1,2 fir Wasser) eine wesentlich bessere laterale
Auflésung aufweist. Bei spater folgenden DIFIM Aufnahmen wurde allerdings ein Wasser-
immersionsobjektiv verwendet, da dieses sich fir FCS-Messungen deutlich besser eignet
(vgl. Abschnitt 2.2.4 und 4.2.2). Im Falle des lokalisierten T,-Rezeptorproteins (Abbild 4.3.2
A) ist zu erkennen, dass die Fluoreszenz an den Polen um ein Vielfaches stérker ist als in
den Ubrigen Bereichen der Zellen, insbesondere in der Zellmitte, der maximalen Distanz von
den an den Polen verankerten Rezeptorclustern, ist die Fluoreszenzintensitat sehr viel nied-
riger. Etwas weniger stark ausgepragt ist die Lokalisierung der Fluoreszenz im Fall des Sig-
nalproteins CheY (Abbildung 4.3.2 B).
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Da dieses Protein im Verlauf der Chemotaxis (vgl. Abschnitt 2.5.2) fur die Signalibermittlung
von den lokalisierten Rezeptorclustern hin zu den Uber die gesamte Zelle verteilten Flagel-
lenmotoren verantwortlich zeichnet, wurde eine solche Verteilung allerdings auch erwartet.
Die hier erhaltenen Ergebnisse zeigen deutlich, dass der Snap-Tag Ansatz in lebenden E.

coli Bakterienzellen zur spezifischen Markierung eingesetzt werden kann.

Neben der Spezifitat der Markierung spielt auch die Méglichkeit, nicht gebundenen Farbstoff
aus den Bakterienzellen zu entfernen, eine wichtige Rolle bei der Entscheidung fir oder ge-
gen die Verwendung eines Labellingsystems. Insbesondere bei eukaryontischen Zellen ist
dies in der Regel nicht besonders leicht zu realisieren. Fir Bakterien hingegen ist dieser
Vorgang, ebenso wie das Einbringen des Farbstoffs, deutlich einfacher, allerdings ist auch
hier nicht ohne Weiteres maoglich, Gberschiissigen Farbstoff komplett zu entfernen.

Aus diesem Grund wurden verschiedene rot-fluoreszierende Farbstoffe als BG-Substrate
synthetisiert und auf ihre Eigenschaften hin untersucht. Neben einigen Farbstoffen, die durch
Guanin und dessen Derivat Benzylguanin geléscht werden, so z.B. MR 121, ATTO 655 und
ATTO 680, wurden auch verschiedene ungeldschte Farbstoffe wie Cy 5, ATTO 633 und AT-
TO 647-N getestet. Studien zeigten, dass unter Verwendung von fluoreszenzgeléschten BG-
Substraten die Fluoreszenzldschung teilweise so effizient ablauft, dass Fluoreszenzanstiege
um einen Faktor 10 — 20 erreicht werden, sobald das Benzylguanin durch Reaktion mit der
hAGT vom Fluorophor separiert wird [Stohr 2008].

Dieses System wurde zunachst auf seine Anwendbarkeit in lebenden Systemen hin unter-
sucht. Zur Uberpriifung, ob sich nicht gebundene BG-Substrate aus den Bakterien entfernen
lassen, wurden zwei verschiedene E. coli Klone angeféarbt. Diese Klone wurden dankenswer-
terweise von Dipl.-Biol. Sonja Schulmeister aus der Gruppe von Victor Sourjik zur Verfligung
gestellt. In einem dieser Klone wurde die hAGT exprimiert, der andere diente lediglich als
Negativkontrolle ohne hAGT Exprimierung. Um moglichst eindeutige Resultate zu erhalten,
wurden mit Hilfe des Expressionsmoderators IPTG relativ hohe Proteinkonzentrationen indu-
ziert (30-40 uM IPTG). Die Fluoreszenzanregung erfolgte mit Hilfe einer Quecksilberdampf-
lampe, zur Detektion wurde eine hochempfindliche CCD-Kamera verwendet. Gegeniber
konfokalen Messungen bietet dieses System den Vorteil, in kurzer Zeit eine grof3e Menge an

gualitativen Ergebnissen zu erzeugen.

Abbildung 4.3.3 zeigt zunéchst die erhaltenen Fluoreszenzintensitaten fur die Anfarbung mit

dem nicht fluoreszenzgeltschten Substrat BG-647 N.
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Fluoreszenzintensitat [Counts] x 1000

Abbildung 4.3.3: Fluoreszierende E. coli Bakterienzellen. (A) Klon mit hAGT Expression (B) Ne-
gativkontrolle, keine hAGT anwesend. Sichtbar ist die unspezifische Markierung in der Negativ-
kontrolle.

Deutlich ist zu erkennen, dass die markierten E. coli teilweise sehr hohe Fluoreszenzintensi-
taten aufweisen. Insbesondere im Vergleich mit den parallel aufgenommenen Durchlicht-
bildern (nicht gezeigt) wurde festgestellt, dass das Substrat BG-ATTO 647N nahezu 100 %
aller Bakterien angefarbt hat. Dazu wurde die hochste durchschnittliche Fluoreszenzintensi-
tat aller verwendeten Farbstoffsubstrate gemessen. Allerdings zeigt der Vergleich mit der
Negativkontrolle (Abbildung 4.3.3 B), dass auch diese eine starke Fluoreszenz aufweist.
Zwar ist diese im Durchschnitt um einen Faktor zwei bis drei niedriger als bei der Positivpro-
be, aber dennoch ist der Farbstoff nicht zur spezifischen Markierung geeignet. Ahnliche Re-
sultate wurden auch fir die anderen nicht geldschten Farbstoffe erhalten. In allen Fallen
zeigt sich eine unspezifische Markierung und dadurch eine nur etwas niedrigere Fluoreszenz
in der Negativkontrolle. Allerdings wurde die hohe Effizienz der Anfarbung nur fir ATTO
647N festgestellt. Andere Fluorophore wie ATTO 633 oder Cy 5 erzielten Markierungsquoten
um 50 % und auch deutlich niedrigere mittlere Fluoreszenzintensitaten. Detailliertere Anga-
ben zu weiteren durchgefiuihrten Untersuchungen finden sich in der Dissertation von Dr. Ka-
tharina Stohr [Stohr 2008].

Offensichtlich ist es nicht moéglich, Uberschiissige BG-Substrate durch einfache Waschschrit-
te aus den Bakterienzellen zu entfernen, so dass ein signifikanter und stérender unspezifi-

scher Fluoreszenzhintergrund unvermeidbar scheint.
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Somit bieten ungeldschte BG-Substrate keinen Zugang zur Untersuchung von Diffusionszei-
ten von Signalproteinen, da neben der gesuchten Diffusion der Proteine auch die wahr-
scheinlich deutlich schnellere Diffusion des freien BG-Substrats gemessen werden wirde.

Deshalb richtete sich der Fokus der Untersuchungen im Folgenden auf fluoreszenzgeléschte
Substrate, die keinen Fluoreszenzhintergrund verursachen sollten. Abbildung 4.3.4 zeigt die,
unter Verwendung des fluoreszenzgeldschten Farbstoffkonjugats BG-MR121, durchgefihr-

ten Messungen.

Fluoreszenzintensitat [Counts] x 1000

Abbildung 4.3.4: Abbildung 4.3.3: Fluoreszierende E. Coli Bakterienzellen. (A) Klon mit hAGT Ex-
pression (B) Negativkontrolle, keine hAGT anwesend. Sehr gut zu erkennen ist, dass die Nega-
tivkontrolle nahezu keine unspezifische Hintergrundfluoreszenz aufweist. Fluoreszenzgeloschte
BG-Substrate funktionieren also auch in lebenden Systemen.

Die fluoreszenzgeldschten BG-Substrate konnten mit diesen Experimenten erfolgreich ein-
gesetzt werden. Zwar zeigte das BG-Substrat BG-MR 121 eine weitaus niedrigere Markie-
rungseffizienz als mit ATTO 647N, erreichte mit einer Anfarbung von ca. 60 % aller Bakte-
rienzellen allerdings immer noch gute Werte. Auch die im Vergleich mit ATTO 674N um etwa
30 % niedrigere mittlere Fluoreszenzintensitéat der E. coli steht einer Verwendung der fluo-
reszenzgeloschten Sonden nicht entgegen. Deshalb wurde in spateren Experimenten aus-

schlielich auf das Substrat BG-MR 121 zur in vivo Fluoreszenzmarkierung zuriickgegriffen.

Nach der Auswahl des geeigneten Substrats mussten noch zwei weitere Parameter unter-
sucht werden. Der eine Punkt war die Untersuchung der vermutlich zweistufigen Kinetik der
Anfarbung. Der erste Schritt in dem Mechanismus ist die Aufnahme des BG-Substrats durch

die Bakterienzelle. In einem zweiten Schritt erfolgt dann die Reaktion zwischen der, an das
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Zielprotein fusionierten, hAGT und dem BG-Substrat. Da erst an diesem Punkt eine deutlich
Erhéhung der Fluoreszenz in den Bakterienzelle zu erwarten ist, sollte es nicht maglich sein,
die beiden zu Grunde liegenden Kinetiken voneinander zu trennen, sofern fluoreszenzge-
I6schte Sonden mit sehr niedrigen Quantenausbeuten verwendet werden. Die Verwendung
von nichtgeldschten Substraten hingegen ist nicht moglich, da diese auch im Medium zu ei-
ner starken Erhdhung des Fluoreszenzhintergrundes fiihren wirden. Als experimenteller
Ansatz zur Erfassung der Gesamtkinetik wurde erneut mit einer CCD-Kamera gearbeitet.
Zunachst wurden die auf einer Poly-L-Lysin Oberflache abgelegten E. coli Bakterienzellen im
Durchlicht fokussiert. Die Proteinexpression lag bei 10 uM IPTG. Danach wurde auf Fluores-
zenzanregung Uber eine mit geeigneten Filtern ausgestattete Quecksilberlampe umgeschal-
tet und BG-Substrat bis zu einer Gesamtkonzentration von ca. 5-10%M in der tiberstehenden
Lésung hinzugefugt. Im Kinetik-Modus der Ansteuersoftware wurde dann innerhalb von 20
Minuten eine Serie von 200 Bildern aufgenommen. Die folgende Abbildung 4.3.5 zeigt

exemplarisch sechs der erhaltenen Aufnahmen jeweils im Abstand von vier Minuten.

Fluoreszenzintensitat
[Counts] * 1000

Fluoreszenzintensitat
[Counts] * 1000

Abbildung 4.3.5: Fluoreszenzintensitatsbilder von einzelnen, farbstoffmarkierten E. coli Bakte-
rienzellen. Die Expression von hAGT wurde mit 10 uM IPTG induziert. Die erste Aufnahme wurde
ca. 30 Sekunden nach Zugabe des BG-Substrats durchgefihrt, die letzte wurde nach 20 Minuten
aufgenommen. Die ansteigende Fluoreszenz im Uberstand kann durch nicht an die PLL-
Oberflache gebundene E. coli Bakterien erklart werden.

Es ist sehr gut zu erkennen, dass einzelne E. coli — Zellen bereits nach wenigen Minuten
eine sichtbare Fluoreszenz aufweisen. Die grof3e Mehrzahl der Bakterien ist allerdings erst
nach etwa 8 — 10 Minuten deutlich vom Hintergrund zu diskriminieren. Der parallel anstei-

gende Fluoreszenzhintergrund im Uberstand lasst sich durch nicht auf der Poly-L-Lysin
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Oberflache fixierte Bakterienzellen erklaren. Je nach Oberflachenpraparation betragt der
Anteil der ungebundenen Bakterien zwischen 10 und 15 %. Wird wahrend der Messung nicht
die Oberflache sondern die tUiberstehende Lésung fokussiert, so kdnnen fluoreszenzmarkier-
te E. coli beim ,Durchschwimmen® des Bildausschnitts beobachtet werden. Zusatzlich kann
eine Ablagerung von freien Farbstoffkonjugaten auf der Glasoberflaiche nicht ausgeschlos-
sen werden. Indem in der Auswertesoftware der CCD-Kamera sogenannte ROIs (Region of
interest) selektiert werden, lasst sich die Fluoreszenzintensitat dieser Region in jedem ein-
zelnen Bild visualisieren. Um eine Séattigung des Detektors zu vermeiden wurden hierfir E.
coli Bakterien verwendet, bei denen eine deutlich geringere Induktion der hAGT Expression
vorgenommen wurde (2 uM IPTG). Das Prinzip und die entsprechenden Fluoreszenzintensi-

tatsdiagramme werden in Abbildung 4.3.6 dargestellt.
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Abbildung 4.3.6: Schematische Darstellung einer Bereichsanalyse. Der interessierende Bereich
(ROI) wird markiert, und die entsprechenden Intensitaten fur jeden Bildpunkt histogrammiert dar-
gestellt. Deutlich zu erkennen ist der Unterschied zwischen der ROl im Fluoreszenzhintergrund
(B) und einer markierten Bakterienzelle (C). Die unsystematischen Schwankungen in der Intensi-
tat lassen sich durch Leistungsschwankungen der verwendeten Quecksilberlampe und eine nicht
optimale z-Stabilitdt des Mikroskops erklaren.

Auch durch diese Untersuchungen konnte die Selektivitat bewiesen werden. Wahrend die
Fluoreszenzintensitat im Hintergrund im Verlauf der Messung nur um ca. 50 % ansteigt, ist in
der Bakterienzelle ein Anstieg um fast 300 % zu beobachten (vgl. hierzu die Intensitatshis-
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togramme B und C in Abbildung 4.3.6). Der lineare Anstieg des Fluoreszenzhintergrunds (B)
ist sehr einfach durch eine absorptive Wechselwirkung des im Uberschuss zugegebenen
BG-Substrats mit der Glasoberflache zu erklaren. Da ein fluoreszenzgeléschtes Substrat
verwendet wurde, steigt die unspezifische Fluoreszenz nur relativ schwach an. Das Histog-
ramm C zeigt den Verlauf der Fluoreszenzintensitat in einer Bakterienzelle. Zunachst ahnelt
der Verlauf dem des Hintergrunds, erst nach etwa 6-7 Minuten zeigt sich ein deutlich starke-

rer Fluoreszenzanstieg.

Als zu Grunde liegende Kinetik wurde ein Mechanismus aus zwei Schritten erwartet. Der
erste Schritt ware hierbei die Aufnahme der BG-Substrate durch die Bakterien und erst im
zweiten Schritt erfolgt die Reaktion des BG-Substrats mit dem hAGT-Fusionsprotein. Erst in
Folge dieses Schrittes sollte ein signifikanter Anstieg der Fluoreszenz beobachtet werden
kénnen. Beide Abschnitte kénnen in Abbildung 4.3.6 C beobachtet werden, zunachst erhoht
sich die Fluoreszenzintensitat in den ersten 400 Sekunden nur in einem sehr geringen Malie.
Nach dieser Phase der Anreicherung der BG-Substrate in den Bakterien hingegen erfolgt ein
deutlicher beschleunigter Anstieg der Fluoreszenzintensitat, die anzeigt, dass die Reaktion
zwischen hAGT und BG-Substrat zunehmend den Verlauf dominiert. Experimentell war es
allerdings nicht mdglich, ein Sattigungsverhalten im Anstieg der Fluoreszenzintensitat aus-
findig zu machen. Analysen der Kinetiken zwischen der hAGT und verschiedenen BG-
Substraten in in vitro Ensemble-Experimenten ergaben hingegen Reaktionszeiten von bis zu
funf Stunden bis die Reaktion vollstandig abgeschlossen war [Stohr 2008]; ein Zeitraum, der
mit dem experimentellen Rahmenbedingungen fir die in vivo Experimente nicht erreicht
werden konnte. Neben einer fehlenden z-Stabilitat des Mikroskops Uiber mehrere Stunden ist
auch eine Verzerrung der Kinetiken durch eine Uberlagerung mit Photozerstérung durch die

lange Exposition der Farbstoffe zu erwarten.

Die gewonnenen Ergebnisse, zusammen mit den Vorarbeiten mit in vitro Experimenten deu-
ten an, dass der erste Schritt, die Aufnahme, wesentlich schneller ablauft als die Reaktion
zwischen dem BG-Substrat und der hAGT. Eine mdgliche Modellvorstellung beinhaltet somit
einen diffusionskontrollierten ersten Schritt, gefolgt von einer bimolekularen Reaktion. Auf
Grund der unterschiedlichen Zeitskalen der beiden Reaktionsschritte konnte die Vereinfa-

chung moglich sein, den ersten Schritt als ein vorgelagertes Gleichgewicht zu betrachten.

Der letzte zu untersuchende Faktor war die Wahl einer geeigneten Konzentration des Ex-
pressionsinduktionsreagenz IPTG. Deswegen wurden E. coli Bakterienzellen mit verschie-
denen IPTG-Konzentrationen zwischen 0 uM und 30 pM bis zu einer optischen Dichte von
0,45 bei 600 nm inkubiert und anschlieRend auf einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop
(Leica SP5) untersucht.

168



4.3 Experimente und Ergebnisse

Durchlichtbilder

Fluoreszenz/Durchlicht Uberlagerung

0 uM IPTG 3 uM 10 uM 30 pM
H |
r 1 1
0 50 100 150 200 250

Fluoreszenzintensitat [counts]

Abbildung 4.3.7: Durchlichtbilder und Uberlagerungen aus Fluoreszenz- und Durchlichtbildern
von Bakterien mit unterschiedlich hohen IPTG-Induktionsniveaus.

Bereits ohne eine IPTG-Induktion ist in Abbildung 4.3.7 eine geringe Fluoreszenzintensitat zu
beobachten, richtig deutlich wird diese allerdings erst ab einer 3 uM Induktion. Da sich he-
rausstellte, dass ab einer 10 pM Induktion bereits sehr hohe Fluoreszenzintensitaten vor-
herrschen. Fir die anschlieRenden DIFIM-Messungen wurden deshalb zundchst maximale

Induktionsniveaus von 5 uM IPTG gewahlt.
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4.3.2 Bestimmung der Mess- und Auswerteparameter fur die bildgebende Dif-

fusionsmikroskopie.

Da es sich bei DIFIM noch um eine sehr neue Technik handelt, wurden zunachst einige ein-
fache Experimente durchgefiihrt, um ein Herantasten an die optimalen Messbedingungen zu
erreichen. Als grundlegendes einfaches Experiment wurde die Verfolgung der Diffusion von
freien Farbstoffmolekulen in Losung bei steigenden Glycerin-Anteilen durchgefihrt. Mit Hilfe
dieses Experimentes sollte es auch méglich sein, die erhaltenen Ergebnisse zu evaluieren,
da im Verlauf dieser Messungen sowohl relativ schnelle Diffusion auftritt (bei wenig Glycerin)
als auch sehr langsame Diffusion fur héhere Glycerin Konzentrationen. Die folgende Abbil-
dung 4.3.8 zeigt die durch Korrelation und Modellanpassung der gemessenen Daten erzeug-
ten Diffusionszeitbilder. Beobachtet wurde die Diffusionszeit einer 5*10™* M Ldsung des
Farbstoffs MR 121, gemessen wurde mit einer rAumlichen Auflésung von 50 nm pro Bild-
punkt und einer zeitlichen Verweildauer von 100 ms pro Bildpunkt. Zur Auswertung wurden

jeweils vier Bildpunkte zusammengefasst.

30
— 1
il S
30/ S o 5
" 5 g-pg B ""g
' s ¥4 01 38
&q Qo d Ll =

o “ Sy @
0 G Wti =
Siiovite L
0,01
70 g

_,,'%}.. A 0.1
.‘t‘.,.;\!"'-f,‘?_ ‘.“'S(‘

',l. oA s 3 L ‘T”
PRt It "..r"'.‘r'i'.':
=gt ‘\"' 4’(’.; %

[sw]
yazsuoisnyiq

S s ==

0,01

Abbildung 4.3.7: DIFIM-Aufnahmen einer Losung des Farbstoffs MR121 in steigenden Glycerin-
Konzentrationen. Alle Bilder 4x4 um, 50 nm/pixel, 100 ms/pixel, 150 pW @635 nm Anregung.

Deutlich zu erkennen ist, dass die ermittelte Diffusionszeit fir héhere Glycerin-Anteile an-
steigt. Dieses Ergebnis wurde, wie oben beschrieben, in dieser Form auch erwartet. Da sich
die Viskositat der Glycerin-Wasser-Gemische erst ab einem Anteil von etwa 50 % Glycerin
signifikant erhéht, werden auch erst ab diesem Wert deutlich steigende Diffusionszeiten be-
obachtet. Wie die Bilder wiedergeben, bereits andeuten, werden keine diskreten Diffusions-

zeiten erhalten, sondern es zeigt sich eine eher diffuse Verteilung.
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Die dargestellten Diagramme wurden direkt aus den Daten erstellt, die von der Auswerte-

software ANALinescan exportiert wurden.
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Abbildung 4.3.9: Histogrammierte Diffusionszeiten fur verschiedene Glycerin-Konzentrationen.
Wahrend der Messung wurde eine Verweilzeit von 100 ms pro Bildpunkt gewéhlt, in der Auswer-
tung wurden jeweils vier Bildpunkte zusammengefasst, korreliert und an eine Modellfunktion fir
zweidimensionale Diffusion angepasst. Als Grenzen des anzupassenden Bereichs wurden 0,001
ms als untere und 10 ms als obere gewabhilt.

Mit steigenden Glycerin-Anteilen ist ganz deutlich ein Trend hin zu langeren Diffusionszeiten
zu erkennen. Neben der Verschiebung ist auch eine starke Verbreiterung der Verteilung auf-

getreten.

Dieselbe Messreihe wurde zwei weitere Male mit ver&dnderten Mess- und Auswerteroutinen
durchgefiihrt, um zu tberprifen, ob und wie die erhaltenen Ergebnisse systematisch mit ver-
anderten Parametern zusammenhangen. Neben der oben dargestellten Messung mit 100 ms
Zeitauflésung und Mittelung von vier Bildpunkten wurden diese Daten auch ohne Mittelung
ausgewertet. Daneben wurde parallel eine Messung durchgeflihrt, bei der die zeitliche Aufl6-
sung auf 25 ms reduziert wurde. Zur Auswertung dieser Messreihe wurde im Auswerteprog-
ramm der anzupassende Bereich verkleinert. Statt einer oberen Fitgrenze von 10 ms (fiir 100
ms Verweilzeit pro Bildpunkt) wurde diese auf 2,5 ms Sekunden reduziert. Ein Diagramm,
das die verschiedenen Diffusionszeiten wiedergibt, die durch Kurvenanpassungen erhalten
wurden, ist in Abbildung 4.3.10 dargestellt. Generell wurde festgestellt, dass die erhaltenen
Daten deutlich ,verrauschter” sind. Die Haufigkeitsverteilungen der bestimmten Diffusionszei-
ten hat sich sowohl fur die 25 Millisekunden-Messung als auch bei Verzicht auf die Mittelung

mehrerer Bildpunkte deutlich verbreitert.
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Abbildung 4.3.10: Vergleich der Diffusionszeiten die mit unterschiedlichen Mess- und Auswerte-
parameter erhalten wurden. Deutlich zu erkennen ist, dass bei Auswertung ohne Mittelung signi-
fikant kurzere Diffusionszeiten resultieren.

Die Abbildung zeigt in allen Fallen den erwarteten Anstieg der Diffusionszeit bei hoheren
Glycerin-Anteilen. Allerdings fallt auch deutlich auf, dass die Ergebnisse fur eine Auswertung
ohne Mittelung von vier benachbarten Bildpunkten nicht mit denen durch Mittelung erhalte-
nen Daten konsistent sind. Auffallig ist allerdings, dass die durch DIFIM bestimmten absolu-
ten Diffusionszeiten, insbesondere bei héheren Glycerin-Anteilen, deutlich unter denen lie-
gen, die mit der Standard-Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie erhalten wurden. Hierin liegt
eine intrinsische Schwache innerhalb der DIFIM-Methode. Durch die im Vergleich zur Stan-
dard-FCS sehr kurzen Integrationszeiten sinkt die Wahrscheinlichkeit, gute Photonenstatisti-
ken flir langere Lag-Times zu erhalten und somit erfolgt eine systematische Verkirzung der
bestimmten Diffusionszeiten. Allerdings liegt die Abweichung zwischen Standard-FCS relativ
konstant bei einem Faktor zwischen 1,3 und 1,6, so dass gegebenenfalls eine Korrektur der
erhaltenen Werte mdglich ist, ohne einen groRen Fehler einzuflihren. Zwar sind die Ergeb-
nisse fir Messungen mit einer Integrationszeit von 25 Millisekunden etwas ndher an der
Standard-FCS, allerdings wurde im Folgenden immer mit Integrationszeiten von 50 oder 100
Millisekunden gearbeitet. Insbesondere fir die erwarteten deutlich l1&ngeren Diffusionszeiten
in den Bakterien sind hohe Photonenstatistiken besonders wichtig. Zudem sollte die obere
zeitliche Grenze fir die Modellanpassung bei maximal 10 % der Messdauer liegen, sodass
langere Diffusionszeiten nur bei langeren Integrationszeiten beobachtet werden kénnen. Zu-
satzlich wurde in allen Experimenten eine Zusammenfassung von vier benachbarten Bild-
punkten zur Auswertung vorgenommen, da ohne diese Zusammenfassung ein weiteres
Problem aufgetreten ist; in vielen Fallen traten nach der Modellanpassung der Korrelations-

funktion eine Vielzahl von schwarzen Bildpunkten auf.
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Da diese besonders héaufig in Bildbereichen mit eher geringen Intensitaten auftreten, sollte
im Folgenden die Ursache untersucht werden. Zur Verdeutlichung zeigt Abbildung 4.3.11
zunachst das Fluoreszenzintensitatsbild, das Diffusionszeitbild und dazu eine Darstellung
des yx2-Wertes als Parameter zur Beurteilung der Qualitat der Modellanpassung. In beiden
Fallen wurde dieselbe Messung mit einer Integrationszeit von 100 Millisekunden ausgewer-
tet, die Bilder A, B und C wurden durch Zusammenfassung von benachbarten Bildpunkten
erhalten, die Bilder D, E und F in der unteren Zeile ohne diese Zusammenfassung.
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[kHZz]

[}

- |

0,01

0,1

1 0 0,3

Fluoreszenzintensitat Diffusionszeit [ms] Chi?[o. E.]
[kHz]

Abbildung 4.3.11: Fluoreszenzintensitatsbild (D), Diffusionszeitbild (E) und Chi2-Bild (F) bei einer
Messung mit 70 % Glycerin in der Losung. Der Chi2-Wert stellt einen Parameter fur die Gite der
verwendeten Modellanpassung dar. Je kleiner der Wert, desto besser der Fit. Auswertung mit
Zusammenfassung benachbarter Bildpunkte (A, B, C) und ohne Zusammenfassung (D, E, F).

Wird zunéchst die obere Reihe betrachtet, so ist zu erkennen, dass sowohl die Diffusionszeit
(Abbildung B) als auch der y2-Wert eine recht homogene Verteilung aufweisen, wobei der y2-
Wert mit einem durchschnittlichen Wert zwischen 0 und 0,1 eine sehr gute Modellanpassung
signalisiert. Im Gegensatz dazu zeigt die untere Reihe das eingangs erwahnte Problem in
ziemlich extremer Auspragung. Neben einem deutlich héheren y2-Wert, dieser liegt hier im
Durchschnitt bei 0,6 oder hoher, finden sich sehr viele schwarze Bildpunkte.
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Ein schwarzer Bildpunkt bedeutet in diesem Fall, dass die Modellanpassung keine sinnvol-
len Werte gefunden hat. Bei der Erstellung der einzelnen Bilder werden fur alle Parameter
geeignete Grenzwerte festgelegt. Nur, wenn sich die erhaltenen Werte innerhalb dieser
Grenzen befinden, erfolgt eine regulare Farbkodierung in den entsprechenden Skalierungen.
Bildpunkte hingegen, bei denen einer der Parameter auf3erhalb der festgelegten Grenzwerte
liegt, erscheinen in allen Abbildungen schwarz.

In diesem Fall fuhrte eine weitergehende Analyse der Modellanpassungen dazu, dass fur die
Diffusionszeit Werte deutlich unterhalb von 10 Millisekunden gefunden worden sind. Der
Grund dafur ist zu diesem Zeitpunkt noch nicht abschlie3end geklart. Neben einer zu gerin-
gen Statistik durch geringe Signalintensitaten scheinen auch zu hohe Signalintensitaten zu

ahnlichen Symptomen zu fihren.

Um diese Probleme in der Auswertung zu umgehen, wurde bei Messungen in lebenden Bak-

terienzellen stets eine Zusammenfassung benachbarter Bildpunkte durchgefihrt.
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4.3.3 Messungen in lebenden Bakterienzellen

Zur Untersuchung der Diffusionsgeschwindigkeit des Signalproteins CheY wurde in den ver-
wendeten Bakterienzellen zunachst eine 5 uM IPTG-Induktion gewahlt. Zur Verwendung
kam ein Wasserimmersionsobjektiv (60x, NA 1,2). In der folgenden Abbildung 4.3.12 ist eine
Oberflachenaufnahme mit einer grof3en Anzahl an Bakterien gezeigt. Durch den direkten
Vergleich zwischen E. coli und Hintergrund lasst sich der erhaltene Kontrast zwischen Probe
und Fluoreszenzhintergrund durch unspezifische Absorption Uberschiissigen Farbstoffs an
die Oberflache am besten darstellen.
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Abbildung 4.3.12: DIFIM-Messung einer Oberflache mit fixierten Bakterienzellen. Induktion 5 uM
IPTG. Die obere Bilderreihe zeigt die erhaltenen Bilder fur Diffusionszeit, Amplitude und y2-Wert.
In der unteren Zeile wurden Bereiche mit niedrigen Fluoreszenzintensitaten ausgeblendet, so
dass die Bakterien hervorgehoben werden. Zur Messung wurde ein Bereich von 10 pm x 10 um
untersucht. Auflésung 75 nm und 50 ms pro Bildpunkt. Angeregt wurde mit einer 635 nm Laser-
diode bei 20 MHz und einer Leistung von ca. 25 pW. Zur Auswertung wurden jeweils 4 benach-
barte Bildpunkte zusammengefasst.

Die Abbildung zeigt die erhaltenen Bilder fur die Fluoreszenzlebensdauer, die Diffusionszeit,

Amplitude, Chi>-Wert und die Fluoreszenzlebensdauer. Aufgenommen wurde ein Bereich

von 12 pm x 12 pm mit einer zeitlichen Auflésung von 50 ms. In allen Bildern ist ein guter
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Kontrast zwischen den Bakterienzellen und dem Hintergrund erkennbar. Die ermittelte Fluo-
reszenzintensitat lag in den Bakterienzellen bei bis zu 500 kHz, wahrend in der Umgebung
Werte unterhalb von 60 kHz gemessen wurden. Dasselbe gilt auch fur die Amplitude und
den y2-Wert. Wie erwartet, fallt fir Bereiche mit hoher Intensitat die Amplitude deutlich nied-
riger als in Bereichen mit weniger Intensitat. Sie liegt fur die E. coli in einem Bereich von 0,05
und reprasentiert damit eine hohe Teilchenzahl im Laserfokus, eine durchschnittliche Ampli-
tude von 0,1 au3erhalb der E. coli zeigt aber, dass auch dort eine erhdhte Farbstoffdichte auf
Grund von unspezifischer Absorption auf der Oberflache auftritt. Ebenfalls wie erwartet ist
die Gute der Modellanpassung, reprasentiert durch den y2-Wert, in Bereichen hoher Signale
deutlich niedriger, da mehr Signal zu einer besseren Statistik fihrt. Das Diffusionsbild zeigt
an, dass die mittlere Diffusionszeit innerhalb der Bakterien zwischen einer und drei Millise-
kunden liegt, wahrend aufRerhalb eine deutlich schnellere Diffusion im Bereich um 0,1 Milli-

sekunden vorherrscht.

Da in dieser groR3flachigen Aufnahme keine Heterogenitaten innerhalb der Bakterienzellen
festgestellt werden kann, wurden im Folgenden mehrere einzelne Bakterienzellen in deutlich
hoheren raumlichen Auflésungen untersucht. Ein typisches Ergebnis einer solchen Messung
ist ein Abbildung 4.3.13 dargestellt.
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Abbildung 4.3.13: Messung einer einzelnen E. coli Bakterienzelle. Ausschnitt aus einem Bild mit
einer GrofRe von 4 um x 4 um. Auf Grund des sehr geringen Fluoreszenzhintergrunds auf3erhalb
der Zelle werden nur die intensitatsgewichteten Bilder angezeigt. Mess- und Auswertebedingun-
gen wie bei Abbildung 4.3.11, allerdings mit einer raumlichen Auflésung von 40 nm pro Bildpunkt.
Bei der Auswertung wurden 2 x 2 Bildpunkte zusammengefasst.
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Insgesamt bestatigt die mit hoher Auflosung gemessene Bakterienzelle die Trends, die in
Abbildung 4.3.12 gefunden wurden. Es wurde eine Uber den gesamten Zellraum konstante
Fluoreszenzintensitat gefunden, obwohl das markierte Signalprotein CheY auf Grund seiner
Funktion hauptséachlich an den Zellpolen lokalisiert sein sollte. Eine unspezifische Anfarbung
innerhalb der Zelle konnte allerdings durch die Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer mit
Hilfe eines monoexponentiellen Maximum Likelyhood Estimators (MLE) ausgeschlossen
werden. Es wurde eine homogene Verteilung der Fluoreszenzlebensdauer mit einem Wert
zwischen 2,5 und 3 Nanosekunden gefunden. Diese entspricht in sehr guter N&herung der
erwarteten Lebensdauer von 2,8 Nanosekunden, die im Ensemble in einem Fluoreszenzle-
bensdauerspektrometer gemessen wurden. Nicht gebundener und somit fluoreszenzge-
I6schter Farbstoff sollte eine Lebensdauer im Bereich von 1,5 bis 1,8 Nanosekunden besit-
zen und damit in der entsprechenden Abbildung eher griinlich-gelb farbkodiert sein. Somit
kann die homogene Verteilung nur mit einer Uberexpression des Signalproteins erklart wer-
den, es wurden so viele Kopien des CheY exprimiert, dass es sich in der gesamten Bakte-

rienzelle verteilte.

Des Weiteren konnte auch bei dieser Messung zunachst keinerlei Heterogenitat in der Diffu-
sionszeit des Signalproteins festgestellt werden. Innerhalb der Zelle ist die Diffusionszeit
sehr homogen im Bereich von zwei bis drei Millisekunden, lediglich in den ,Aulienbereichen®
dem Periplasma ist eine deutlich schnellere Diffusion zu beobachten. Eine mégliche Erkla-
rung hierfir liegt daran, dass im Periplasma weder groRere Zellkompartimente, noch DNA
oder gréRere Mengen von Proteinen vorliegen, und somit eine Diffusion deutlich weniger
behindert ware. Eine weitere mdgliche Erklarung liegt in einem experimentellen Artefakt. Be-
findet sich der Laserfokus wahrend des Abrasterns der Probe am auRRersten Rand der Zelle,
so wird nur in einem relativ kleinen Bereich Fluoreszenz detektiert. Daraus resultiert ein we-
sentlich kleineres effektives Volumen, was wiederum die Anzeige einer schnelleren Diffusion

zur Folge hat.

Da als mdgliche Ursache zunachst vermutet wurde, dass eine zu hohe Induktion und somit
eine daraus resultierende zu hohe Anzahl an Proteinkopien, vorhandene Heterogenitaten
Uberlagert, wurde in folgenden Experimenten die Induktion schrittweise gesenkt. Bestéatigt
wurde diese Vermutung dadurch, dass bei einer noch héheren IPTG-Induktion Gberhaupt
keine Heterogenitaten und auch keine schnellere Diffusion im Periplasma gezeigt werden
konnten. Fur geringfigig gesenkte Induktionsniveaus von 4 uyM bzw. 3 pM IPTG konnten
zunachst keine signifikanten Anderungen in den Ergebnissen gefunden worden. Erst ab ei-
ner Absenkung auf eine 2,5 pM Induktion konnten leichte Heterogenitdten entdeckt werden
(vgl. Abbildung 4.3.14).
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Abbildung 4.3.14: Verteilung der Diffusionszeit bei einer Induktion von 2,5 uM IPTG. Konfokale
Aufnahme mit einer Gréf3e von 7 x 7 um, raumliche Auflésung 50 nm pro Bildpunkt, 50 ms zeitli-
che Verweildauer. Anregung bei 635 nm mit ca. 25 pW. Auswertung wie oben beschrieben.

In der Folge wurden daraufhin die Induktionsniveaus weiter reduziert. Abbildung 4.3.15 zeigt
die erhaltenen Bilder fir ein Induktionsniveau von 1,5 uM IPTG.
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Abbildung 4.3.15: DIFIM-Messung bei einer IPTG-Induktion von 1,5 pM. Zu erkennen ist eine
Reduktion der Fluoreszenzintensitat um 50 % bei gleichbleibenden Aufnahmeparametern. Der
angezeigte Bildbereich ist ein Ausschnitt aus einem Bild von 5 x 5 pm. Die Bakterien sind gut
vom Hintergrund zu diskriminieren.
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Die Abbildung 4.3.15 zeigt einige Tendenzen auf, die den vorhergegangenen Bildern zu wi-
dersprechen scheinen. Insgesamt hat die gemessene Fluoreszenzintensitat im Vergleich zu
hoheren Proteinexpressionen wie erwartet um mehr als 75 % abgenommen. Lagen die ma-
ximalen Fluoreszenzintensitaten fir eine 5 pM Induktion zunéchst bei tiber 500 kHz, sank sie
zunachst auf ca. 320 kHz, bei einer 2,5 pM Induktion waren nur noch Signale bis etwa 200
kHz vorhanden, wahrend bei lediglich 1,5 pM Induktion nur noch bis zu 120 kHz erreicht
wurden. Im Gegensatz dazu hat sich der Fluoreszenzhintergrund nicht verandert, die unspe-
zifische Fluoreszenz bleibt mehr oder weniger konstant bei etwa 60 kHz. Trotzdem war noch
ein guter Kontrast zwischen Bakterien und unspezifischer Fluoreszenz auf der Oberflache zu

erkennen.

Da aus den signifikant niedrigeren Photonenstatistiken auch eine schlechtere Statistik resul-
tiert, zeigt sich ebenfalls erwartungsgemaf eine leichte Erhéhung des y2-Wertes auf durch-
schnittlich 0,3. Dazu steigt die Amplitude innerhalb des E. coli leicht an, ebenfalls ein lo-
gische Folge der geringeren Konzentration des farbstoffmarkierten Proteins. Wie bereits bei
allen anderen Bildern, zeigt die durchschnittliche Fluoreszenzlebensdauer im Bereich zwi-
schen 2,5 und 3 Nanosekunden auch hier eindeutig, dass keine Uberschissigen Farbstoff-
molekile in der Bakterienzelle verblieben sind. Besonders interessant ist hier aul3erdem die
Verteilung der Diffusionszeiten. Diese sind insgesamt merklich heterogener als bei héheren
Proteinkonzentrationen und zeigen in diesem Fall eine eher langsame Diffusion in den Au-
Renbereichen der Zelle an, wahrend im Zellinneren eine eher schnelle Diffusion im Bereich

von einigen hundert Mikrosekunden gefunden wurde.

Vermutlich entspricht diese Verteilung eher den realen Bedingungen in den E. coli, da die
Signallbertragung von den Rezeptorclustern hin zu den Flagellenmotoren erfolgt. Beide
Komplexe sind jeweils in der duBeren Membran verankert dadurch sollte hier eigentlich auch
eine verlangsamte Diffusion beobachtet werden, da zur Informationsweiterleitung Interaktio-
nen mit verschiedenen anderen Proteinen stattfinden missen. Im Zellinneren hingegen sind
Interaktionen eher unwahrscheinlich. Wahrscheinlicher ist, dass die Signalproteine sich hier

auf den Rickweg zu den Rezeptorclustern machen, um einen neuen Zyklus zu starten.

Um zu Uberprifen, ob dieses Verhalten sich bei noch weiterer Reduzierung der Induktion
fortsetzt, wurde in einem letzten Schritt vollig auf die Induktion mit IPTG verzichtet, da auch
ohne Induktion eine geringe Anzahl von Kopien in den Bakterienzellen hergestellt wird. Ab-

bildung 4.3.16 zeigt ein typisches Ergebnis.
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Abbildung 4.3.16: Erhaltene DIFIM-Resultate fir O uM Induktion. Auf Grund der sehr niedrigen
Signalintensitat wurde die Messdauer auf 200 ms pro Bildpunkt erhdht. Gezeigt ist ein Ausschnitt
aus einem 6 um x 6 um grofRen Bild. AulRer der verlangerten Verweildauer pro Bildpunkt wurden
alle anderen experimentellen Parameter wie bei den vorherigen Abbildungen gewabhilt.

Auf Grund der sehr niedrigen Photonenzahlen sind die erhaltenen Ergebnisse ohne Indukti-
on nur sehr schwer zu interpretieren. Zwar zeigt sich bei der Amplitude und dem y2-Wert ein
weitgehendes Absetzen des E. coli gegentiber dem Hintergrund, allerdings ist dieser Kont-
rast fir den wichtigsten Parameter, die Diffusionszeit, nicht mehr vorhanden. Ohne eine In-
tensitatsgewichtung ist es nicht mehr moglich, die Lage des E. coli im Bild zu erkennen. Zu-
satzlich wirkt die erhaltene Verteilung der Diffusionszeiten eher stochastisch. Dementspre-
chend ist es auch sehr schwierig, eine biologische Erklarung fur die Beobachtungen zu fin-
den. Wahrscheinlicher ist es, dass die gemessenen Fluoreszenzintensitaten im Bereich von

70 kHz, einfach viel zu gering waren, um sinnvolle Ergebnisse zu erhalten.

Bei allen hier vorgestellten Messungen wurde unter Verwendung eines Wasserimmersions-

objektivs keine spezifische Lokalisierung des CheY Signalproteins gefunden, obwohl dessen
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Anreicherung im Bereich der Rezeptorclustern an den Zellpolen erwartet wird. Deshalb wur-
den zusatzlich Experimente mit einem Olimmersionsobjektiv durchgefiihrt. Zwar wird durch
die Prazision der Diffusionszeitbestimmung durch die Einfuhrung des zusatzlichen Bre-
chungsindexwechsels etwas schlechter, dafir wird durch die erhéhte numerische Apertur
des Olobjektiv eine signifikant bessere optische Auflsung erreicht. Da einfiihrende Messun-
gen zeigten, dass mit DIFIM bestimmte Diffusionszeit etwa ein Drittel unterhalb der Stan-
dard-FCS Ergebnisse liegen, erscheint der Fehler durch den zusatzlichen Brechungsindex-
wechsel eher sekundar. Dadurch verbessert sich die laterale optische Auflosung bei einer
Anregungswellenlange von 635 nm von 221 nm (Wasser) auf 175 nm (Ol).

Mit Hilfe des Olimmersionsobjektivs war es maglich, die erwartete Lokalisierung abzubilden.
Abbildung 4.3.17 zeigt eines der erhaltenen Fluoreszenzintensitatsbilder bei einer Standard
SFLIM-Messung mit einer Verweilzeit von 4 ms pro Bildpunkt.

0 250 500 750 1000

Abbildung 4.3.17: Markierung des CheY-Signalproteins. Bilddaten: (10 um x 10 pum, Auflésung 50
nm pro Bildpunkt, Verweilzeit 4 ms pro Pixel, Anregung 635 nm mit einer Leistung von ca. 25 pW
bei einer Repetitionsrate von 20 MHz.

Erkennbar ist, dass die Fluoreszenzintensitat an den Polen der E. coli Bakterienzelle etwa

um einen Faktor zwei bis drei hoher ist als in der Mitte der Zelle.

Im Anschluss sollten nun einige DIFIM-Messungen durchgeftihrt werden, um zu Uberprifen,
ob und wie sich die verbesserte optische Auflosung auf das Aufspiren von Heterogenitaten
innerhalb der einzelnen Zellen auswirkt. Beispielhaft werden die hierbei erhaltenen Ergeb-
nisse in Abbildung 4.3.18 dargestellt.
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Abbildung 4.3.18: DIFIM-Messung und Auswertung durchgefiihrt mit einem 100-fach Olimmer-
sionsobjektiv. Gut zu erkennen ist die Lokalisierung der Fluoreszenz in der Néhe der Zellpole.
Gezeigt ist ein Ausschnitt aus einer Aufnahme mit der Grof3e 6 pm x 6 um. Die restlichen Para-
meter wurden im Vergleich zu obigen Abbildungen konstant gehalten. Zur Auswertung wurden
jeweils 2 x 2 Bildpunkte zusammengefasst.

Fur diese Messungen wurde eine 2,5 uM Induktion gewéhlt, um eine Vergleichbarkeit mit
den oben erwahnten Resultaten zu erhalten. Aufféllig ist der teilweise viel hthere Kontrast
insbesondere bei Diffusionszeit und Amplitude. Insgesamt konnte aber auch durch die Ver-
wendung eines Olimmersionsobjektives keine merkliche Verbesserung in der Auflésung von

Heterogenitaten gefunden werden.

Zusammenfassend muss also festgestellt werden, dass innerhalb der einzelnen Bakterien-
zellen keine eindeutigen Heterogenitaten aufgeltst werden konnten. Zwar wurden bei unter-
schiedlichen Induktionsniveaus verschiedene Verteilungen fir die Diffusionszeit gefunden,
die unterschiedliche biologische Interpretationen erlauben, allerdings beziehen sich die Hete-
rogenitaten nur auf die Diskrepanz zwischen dem Zellinneren bzw. dem umgebenden Perip-
lasma. Feinere Heterogenitaten, so wie z. B. im Bereich der Rezeptorclustern an den Polen,

konnten hingegen nicht beobachtet werden.
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4.3.4 Diskussion der erhaltenen Ergebnisse

Die in den vorhergehenden Abschnitten beschriebenen Experimente zeigten, dass mit DIFIM
im Inneren der E. coli Bakterienzellen keine Feinstrukturen aufgeltst werden konnten. Ab-
hangig vom verwendeten Induktionsniveau wurde jeweils eine sehr homogene Verteilung im
Zellinneren und im umgebenden Periplasma gefunden. Werden diese Aufnahmen mit in eu-
karyontischen Zellen gemessen Daten verglichen, so fallt auf, dass dort deutliche Heteroge-
nitdten vorgefunden werden. Abbildung 4.3.19 zeigt das Diffusionsbild einer NIH 3T3 Maus-
fibroblastenzelle [Roth 2007].

Abbildung 4.3.19: Verteilung der Diffusionszeiten in NIH 3T3 Mausfibroblasten, als fluoreszieren-
de Spezies wurden mit ATTO 488 markierte Poly-T Oligonukleotide verwendet, die an Poly-A Ab-
schnitte von Messenger-RNA hybridisieren kdnnen [Roth 2007].

Durch die Verwendung eines ATTO 488 markierten Poly-T Oligonukleotids, welches an die
Poly-A Abschnitte von Messenger-RNA hybridisieren kann, gelang es, deutliche Unterschie-
de zu beobachten. Gebundene Oligonukleotide zeigten eine sehr langsame Diffusionszeit im
Bereich von drei Millisekunden, wahrend freie Oligonukleotide signifikant kiirzere Diffusions-

zeiten aufweisen.

Werden die beiden gefundenen gegenlaufigen Trends in den durchgeflihrten Experimenten
in E. coli noch einmal reflektiert, insbesondere die Entwicklungen bei niedrigeren Induktions-
niveaus und damit niedrigeren Konzentrationen des Signalproteins, so ist festzustellen, dass
wahrscheinlich die Ergebnisse bei letzteren biologisch relevant sind. Bei zu hohen Konzent-
rationen ist davon auszugehen, dass der groRe Uberschuss des Proteins sich homogen in
der gesamten Bakterienzelle verteilt. An der Signallibertragung wird vermutlich nur ein klei-
ner Anteil beteiligt sein, wahrend der Grof3teil ungerichtet und funktionslos durch das Bakte-
rium treibt und damit moglicherweise die Diffusion der am Signaltransport beteiligten Protei-
ne Uberstrahlt. Bei niedrigeren Induktionsniveaus sinkt der Anteil der Uberschissigen Signal-
proteine, so dass wahrscheinlich die Ergebnisse bei niedrigeren Proteinkonzentrationen zu-

verlassiger sind.
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Bei nochmaliger Betrachtung der untersuchten Vorgénge sind Heterogenitaten insbesondere
im Bereich der Rezeptorcluster und der Flagellenmotoren zu erwarten. In diesen Bereich ist
eine Interaktion des CheY von Noten, um fur eine effiziente Signaltransduktion zu sorgen. In
einem Geflecht aus verschiedenen Wechselwirkungen mit anderen Proteinen wird hier die

Drehrichtung der Flagellen reguliert. Abbildung 4.3.20 verdeutlicht diese Wechselwirkungen

schematisch.
Galaktose
Ribose Attractants
Dipeptide Leu, Ser Repellants
ap rg sg Tar

T. T T,

CheR ”
| ‘ | <> |(De)-Methylierung

CheA <— <> CheW

Signalprotein-
kette

Flagellen Effektor

Motorkomplex

4.3.20: Schematischer Ablauf der Chemotaxis. In einer komplexen Kaskade spezifischer Wech-
selwirkungen werden Informationen von den Rezeptoren zu den Effektoren (Flagellenmotoren)
Ubermittelt.

Weiterfihrende Informationen zu den genauen Ablaufen der Chemotaxis finden sich in Kapi-
tel 2.5.3.

Somit ist durchaus eine Verlangsamung der Diffusion in den AuRenbereichen der Bakterien
zu erwarten, da die maRgeblichen Interaktionen an den Rezeptorclustern und den Flagel-
lenmotoren alle in der Nahe der auf3eren Membran stattfinden. Weitere Heterogenitaten,

insbesondere direkt an den Rezeptorclustern, konnten hingegen nicht aufgeldst werden.
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4.3.5 Diskussion moglicher Fehlerquellen

Zur Erklarung der Tatsache, dass in E. coli keine Heterogenitaten aufgeldost werden konnten

lassen sich funf unterschiedliche Ansatze finden:

1. Konzentration der fluoreszierenden Spezies

2. Optische Auflosung des verwendeten Mikroskops

3. Intrinsische Schwéachen innerhalb der Auswerteroutine
4. Fehler der Methode

5. Optische Abweichungen, insbesondere an Grenzflachen

Ein sicherlich nicht zu unterschatzender Faktor ist die Konzentration des farbstoffmarkierten
CheY. Auf Grund der sehr geringen Gro3e der Bakterienzellen von 2 um x 1 pm x 1um resul-
tiert ein sehr geringes Volumen von nicht mehr als 10" Liter. Dieses geringe Volumen be-
deutet, dass bereits eine Kopie eines Proteins einer nanomolaren Konzentration entspricht.
Bereits ohne Induktion der Proteinexpression werden aber etwa 50-100 Kopien pro Bakte-
rienzelle erzeugt. Auf das Volumen des E. coli gerechnet entspricht dies bereits einer ca.
0,1 uM Konzentration. Allerdings war es trotz oder gerade wegen dieser relativ hohen Kon-
zentration nicht mdglich, einen Kontrast zwischen Hintergrund und der Bakterienzellen zu
ermitteln. Bei einer Induktion der Expression wurden entsprechend hdhere Konzentrationen

erreicht.

Im Vergleich dazu ist der Konzentrationsbereich in dem normalerweise Standard-FCS Mes-
sungen durchgeflihrt werden erheblich niedriger. Als ideal gilt hier der (sub)-nanomolare

Konzentrationsbereich.

Wird die optische Auflésung, die durch die Wellenlage des verwendeten Lasers und durch
die numerische Apertur des verwendeten Immersionsobjektivs bestimmt wird, berechnet, so
ergibt sich fur einen konfokalen Aufbau eine maximale laterale Aufldsung von 221 nm bei der
Verwendung eines Wasserobjektivs bzw. von ca. 175 nm fiir ein Olobjektiv. Nur Objekte,
deren Abstand zueinander grof3er ist, kbnnen somit voneinander getrennt abgebildet werden.
Im Verhaltnis zur sehr geringen Gréf3e der Bakterien ist es somit praktisch fast unmdaglich,

die unterschiedlichen Bereiche unabhangig voneinander zu untersuchen.

Ein besonderes Augenmerk muss allerdings auf die zur Messung und Auswertung gewahlten
Parameter gelegt werden. Zu diesem Zweck zeigt die folgende Abbildung 4.3.21 zwei unter-
schiedliche Messungen derselben Bakterienzelle. Zusatzlich wurden beide Messungen mit

unterschiedlichen Parametern ausgewertet.
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Neben der im Wesentlichen durchgefihrten Auswertung unter Zusammenfassung benach-

barter Bildpunkte wurden beider Bilder auch ohne Zusammenfassung ausgewertet.

Zeitliche Verweildauer pro Bildpunkt 25 ms Auswertung 2x2

Zeitliche Verweildauer pro Bildpunkt 25 ms Auswertung 1x1

| [ ——— -

0,1 0,2 0,3 0 0,1 0,2 0,3
Diffusionszeit [ms] Amplitude [o. E.] Chi?[o. E.]

Zeitliche Verweildauer pro Bildpunkt 100 ms Auswertung 2x2

Abbildung 4.3.21: DIFIM-Messung und Auswertung desselben E. Coli mit 25 Millisekunden und
100 Millisekunden sowie unterschiedlicher Auswerteroutinen. Sichtbar sind die Unterscheide zwi-
schen zusammenfassender Auswertung (Zeile 1 und 3) sowie Auswertung ohne Zusammenfas-
sung (Zeile 2 und 4). Durch die Mittelung geht Feinauflésung verloren, ohne Zusammenfassung
mehrerer Bildpunkte erhéht sich die Anzahl fehlgelaufener Modellanpassungen, erkennbar an ei-
ner Vielzahl schwarzer Pixel.

Die obenstehende Abbildung stellt das ,Dilemma“ bei der Erstellung von Diffusionsbildern
exemplarisch dar. Sowohl bei einer Messdauer von 25 Millisekunden als auch bei 100 Milli-
sekunden geht bei der Zusammenfassung von benachbarten Bildpunkten Feinauflésung ver-
loren. Offensichtlich gehen auf diesem Wege ortlich begrenzte Informationen verloren. Wird
hingegen auf eine Zusammenfassung verzichtet, so resultiert zwar eine weniger ,glatte* Ver-

teilung der Diffusionszeit, allerdings wird das mit einer wesentlichen Verschlechterung der
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Modellanpassungen erreicht, was durch eine signifikante Erhdhung der jeweiligen y2-Werte
angezeigt wird. Zusatzlich steigt die Anzahl der schwarzen Bildpunkte vermehrt an. Dieses
Verhalten zeigt an, dass die Modellanpassungen oftmals Werte erreichen, die physikalisch
sinnlos sind und deswegen von der Auswertesoftware ausgeblendet werden. Tiefergehende
Analysen der Auswertung erbrachten, dass in der Regel weniger sinnvolle Werte fur die Dif-

fusionszeit gefunden wurden

Ungeachtet dessen lasst sich aus den obigen Bildern auch eine mogliche Probleml6sung
ableiten. Der Vergleich zwischen der zweiten und der vierten Zeile deutet an, dass mit langer
werdenden Messzeiten, und damit besser werdender Photonenstatistik, die Anzahl der fehl-
gelaufenen Fits deutlich abnimmt. Bei einer weiteren Erhéhung der Verweildauer pro Bild-
punkt sollte es somit méglich sein, vollig auf eine Mittelung benachbarter Bildpunkte zu ver-

zichten und somit feinere Heterogenitaten auflésen zu kénnen.

Maoglicherweise lassen sich durch eine veranderte Auswerteroutine zur Bestimmung der Dif-
fussionszeiten gréRere Genauigkeiten, insbesondere bei niedrigen Intensitaten, erreichen.
Dazu sollte die Modellanpassung durch eine Abschatzung der Korrelationsverhéltnisse vor
und hinter einem manuell gesetzten Grenzwert ersetzt wird. Zwar erhalt man auf diesem
Wege keine weiteren Parameter wie die Amplitude der Korrelationsfunktion, dafir durfte der
Zeitaufwand fir die Auswertung drastisch reduzieren.

Eine letzte Fehlerquelle betrifft Grenzflachenartefakte an der Auf3enseite der Bakterienzellen.
Je nach Position des Laserfokus befindet sich nur ein Teil desselben im Bakterium, wahrend
groltenteils die Oberflache getroffen wird. Dadurch verringert sich das effektive Volumen, in

dem die Diffusion stattfindet auf einen Bruchteil und eine verkulrzte Diffusionszeit ist die Fol-

ge.
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5. Diskussion und Ausblick

Experimentell gliedert sich die vorliegende Arbeit in drei unterschiedliche Themengebiete:
Neben der spektroskopischen Untersuchung von fluoreszierenden Halbleiter-Nanokristallen,
so genannten Quantum Dots, wurde ein neuartiger Ansatz, der Snap-Tag zur spezifischen

Markierung in vivo eingesetzt.

Einen weiteren Forschungsschwerpunkt stellte die Untersuchung von Diffusionsvorgangen
dar. Hierzu wurde sowohl die klassische Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie zur Untersu-
chung der Diffusion von farbstoffmarkierten Proteinen durch kiinstlich modellierte Zytoplas-
men als auch eine, in unserer Gruppe entwickelte neuartige spektroskopische Methode, die
bildgebende Diffusionsmikroskopie (DIFIM), verwendet. Im Gegensatz zu Standard-FCS-
Messungen wird bei DIFIM eine raumliche Auflésung der Diffusionszeiten tber die gesamte
untersuchte Probe erhalten, sodass raumliche Informationen, Fluoreszenzintensitaten und

eine Analyse der Diffusion zeitgleich in einer Einschrittmessung erhalten werden.

Diese Methode stellt, wie die meisten fluoreszenzmikroskopischen Verfahren, hohe Anspri-
che an die spektroskopischen Eigenschaften der verwendeten Fluorophore. Insbesondere
die Photostabilitat und eine hohe molekulare Helligkeit sind hierfur von Noten. Deshalb soll-
ten fluoreszierende Halbleiternanokristalle, sogenannte Quantum Dots, mit aul3ergewdhnlich
hohen Extinktionskoeffizienten und Quantenausbeute auf die Maoglichkeit hin untersucht

werden, sie in einzelmolekulspektroskopischen Studien einzusetzen.

5.1 Spektroskopische Untersuchung von fluoreszierenden Halbleiter-

Nanokristallen

Seitdem Quantum Dots von mehreren Herstellern kommerziell angeboten werden, ist ihre
Anwendung in den Lebenswissenschaften Chemie, Biologie und in der forschenden Medizin
Zu einer interessanten Alternative zu organischen Fluorophoren geworden. Insbesondere
ihre spektroskopischen Eigenschaften, hohe Extinktionskoeffizienten bis in den Bereich von
mehreren Millionen und sehr schmalbandige Emissionsspektren und vor allem die sehr hohe
Robustheit gegen Photozerstérung kénnten sie in Zukunft zu den Fluorophoren der Wahl
werden lassen. Die hohe Photostabilitat ist ihrem besonderen Aufbau geschuldet, im Gegen-
satz zu organischen Farbstoffen besitzen sie keine diskreten Molekdlorbitale, sondern besit-

zen als metallische Cluster eine Bandliicke zwischen Valenz- und Leitungsband.

189



Diskussion und Ausblick 5.

Diese sind inert gegeniber Bindungsbrichen, die klassischerweise zur Photozerstérung or-
ganischer Farbstoffe fiihren; somit erlauben Quantum Dots theoretisch unbegrenzte Beo-
bachtungszeiten.

Ein kommerziell erhéltlicher rotfluoreszierender Quantum Dots ist kugelférmig aus mehreren

tausend Schwermetallatomen (in der Regel Cadmiumsulfid, -selenid und —tellurid) aufgebaut.

Auf diesem besonderen Aufbau beruht auch eine weitere Besonderheit der Nanokristalle;
ihre Emissionswellenlange ist lediglich vom verwendete Halbleitermaterial und der GroRRe
des fluoreszierenden Kerns abhéngig. Aus ihrem Aufbau resultiert allerdings auch die grofdte
Schwachstelle der Quantum Dots, die ihrem routinemafigen Einsatz in der Forschung noch
entgegensteht. Durch die gro3e Anzahl der am Aufbau beteiligten Atome liegen die Moleku-
largewichte, je nach GréRRe, bei mehreren Megadalton, die GroR3e liegt im Bereich von 10-15
Nanometern. Dadurch sind die Fluoreszenzmarker in der Regel deutlich schwerer und haben
meist mindestens dieselbe GroRe wie die mit ihnen zu untersuchenden Biomolekile. Sto-
chiometrische Markierungsmethoden konnten bisher ebenfalls noch nicht etabliert werden,
da die moglichen Bindungsstellen gleichmafig auf der gesamten Oberflache der Quantum
Dots verteilt sind. Ein mdglicher Ansatz zur stéchiometrischen Markierung wurde zu Beginn
dieser Arbeit evaluiert. Abbildung 5.1.1 zeigt den geplanten Syntheseweg zur Kolokalisation
von spektral trennbaren Quantum Dots Uber eine doppelstrangige DNA als spektroskopi-
sches Lineal.
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Doppelstrangigs DNAmit ‘. . .. Stoéchiometrisch markierter Quantum Dot 705
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schiedlichen spektralen
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Abbildung 5.1.1: Geplanter Syntheseweg zur stdchiometrischen Markierung von Quantum Dots.

Bei einzelmolekilfluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen der auf diesem Synthese-
weg erzeugten Konjugate trat ein sehr starker Abfall der Fluoreszenzintensitat der Quantum
Dots festgestellt wurde, so dass sich nicht abschliel3end beurteilen lasst, ob der eingeschla-
gene Weg erfolgreich war. AnschlieRende umfassende Untersuchungen zur Fluoreszenzl6-
schung von Quantum Dots durch biorelevante Substanzen wie Aminoséuren oder die Nuk-

leobasen Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin zeigten, dass manche Biomolekile die Fluo-
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reszenz der Quantum Dots signifikant I6schen. Exemplarisch zeigt Abbildung 5.1.2 den Ein-
fluss des Monophosphats der DNA-Base Cytosin bei steigenden Konzentrationen auf die
beobachtete Fluoreszenz der Quantum Dots.
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Abbildung 5.1.2: Kontinuierlicher Riickgang der Fluoreszenz des Quantum Dots 655 bei Zugabe
von dCMP, dem Monophosphat der Nukleobase Cytosin.

Nach diesen ersten Experimenten wurden, in dieser Form erstmalig, umfangreiche Studien
Uber die Fluoreszenzléschung der Quantum Dots mit einer Vielzahl von biologisch relevan-

ten Verbindungen wie den vier Nukleobasen und verschiedensten Aminosauren durchge-
fuhrt.

Bei der Durchfiihrung von Lésch-Experimenten mit den vier Nukleobasen erhaltene Stern-

Volmer-Konstanten als Mal fiir die Starke der Fluoreszenzléschung sind in Tabelle 5.1 ge-
zeigt.

Quantum Dot 655 Quantum Dot 705
Léschmolekdil Ksv [Mol™] Ksv [Mol™]
dGMP 186,5 +/- 4 56,4 +/- 2,5
dCMP 115 +/- 2,15 38,5 +/-0,5
dAMP 72,0 +/-1,4 345+/-1,4
TMP 148,5 +/- 1,7 209,5+/-2,9

Tabelle 5.1 Ubersicht der durch lineare Anpassung erhaltenen Stern-Volmer-Konstanten.

Wahrend der Quantum Dot 655 (Halbleitermaterial CdSe) von allen Nukleobasen stark ge-
I6scht wird, tritt beim Quantum Dot 705 (Halbleitermaterial CdTe) eine nahezu spezifische
Léschung durch Thymidin-Monophosphat auf. Mdglicherweise lasst sich dieser Effekt in Zu-
kunft fur die Entwicklung spezifischer Sonden nutzen.
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Weitergehende Studien zeigten, dass der Mechanismus der Loschung eher dem Modell der
statischen Fluoreszenzléschung &ahnelt, da eine Verkirzung der Fluoreszenzlebensdauer,
ein Zeichen fur dynamische Ldschung, zumindest bei Raumtemperatur nicht beobachtet
wurde. Allerdings scheint auch das Modell eines nicht fluoreszierenden Grundzustand-
komplexes in dieser Form fur Quantum Dots nicht zutreffend zu sein. Untersuchungen der
Léschung an einzelnen Molekilen zeigten, dass einzelne Quantum Dots bei Zugabe eines
Loschers ihre Fluoreszenzintensitat nicht auf einen Schlag sondern kontinuierlich verlieren.
Zudem war es nicht moglich, die urspriingliche Fluoreszenz durch Austausch der Pufferlo-
sung Uber der Oberflache, und somit dem Entfernen des Ldschers, wieder herzustellen. Zu-
sammen mit einem beobachteten Sattigungsverhalten bei hohen Quencherkonzentrationen
und dem Auftreten einer Restfluoreszenz lasst sich die Loéschung nur mit einer direkten
Wechselwirkung der Quencher mit der Oberflache der Nanokristalle erklaren. Diese aul3erte
sich auch in einer deutlichen Veranderung der Extinktionen sowohl der Quantum Dots als
auch des Loschers Guanin, die Uber entsprechende UV-Vis Absorptionsmessungen verfolgt
werden konnten. Experimente bei unterschiedlichen pH-Werten zeigten zudem, dass die
Loscheffizienz aller untersuchten Substanzen bei pH 7,3 deutlich starker ist als bei sauren
oder basischen pH-Werten. Abbildung 5.1.3 zeigt die normierten Stern-Volmer-Konstanten

fir den Quantum Dot 655 und die vier Nukleobasen.
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Abbildung 5.1.3: Normierte Stern-Volmer-Konstanten bei Verwendung des QD 655 mit den Mo-
nophosphaten der vier Nukleobasen.

Interessanterweise offenbarten sich bei analogen Experimenten mit dem QD 705 sehr ahnli-
che Ergebnisse. Zwar variierten die absoluten Werte, allerdings wurde in beiden Féllen je-
weils die selbe Abstufung bei den unterschiedlichen pH-Werten beobachtet; ein deutlicher
Hinweis darauf, dass die durch den pH-Wert beeinflussten Parameter, die einen Einfluss auf
die Fluoreszenzléschung haben, an den Léschern selber und nicht an den Halbleiterkristal-

len verursacht werden.

Ein, aus den durchgefuhrten Experimenten abgeleitetes, mdgliches Modell zieht das Vor-

handensein von fluoreszierenden Grundzustandskomplexen in Betracht. Durch eine zuneh-
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mende Anlagerung von Loschmolekilen sinkt die Restfluoreszenz bei steigenden Quencher-
konzentrationen kontinuierlich, eine komplette Fluoreszenzldschung wird allerdings nicht

erreicht:

[F]+ [Qli < [FQL: + [Qix < [FQJ2 + [Qli2 =....=> [FQ]x + [Qlin

Dieses Modell erlaubt es, alle oben beschriebenen experimentellen Befunde zu erklaren,
eine deutliche Unterstitzung erhélt es durch die Beobachtungen an einzelnen Quantum
Dots.

Einzig der beobachtete deutliche Anstieg der Léschkonstanten bei steigenden Temperaturen
lasst sich bisher nicht eindeutig erklaren. Moglicherweise liegt bei hbheren Temperaturen ein
signifikanter dynamischer Anteil durch StoR3l6schung vor, oder der zu Grunde liegende Me-
chanismus zur Fluoreszenzltschung erfordert eine Aktivierungsenergie, die thermisch oder
photochemisch aufgebracht werden muss. Die Idee einer mdglichen Aktivierungsenergie
wird auch durch die Beobachtung gestitzt, dass die beobachtete Loschung anregungswel-
lenlangenabhéngig ist. Je niedriger die Anregungswellenlange gewahlt wurde, desto hoher
war, wie in Abbildung 5.4 gezeigt, die beobachtete Fluoreszenzldschung. Als Beispiel ist die
Léschung des Quantum Dot 655 durch dGMP gezeigt.

| 300 nm
4 ® 400 nm
v 500 nm
A 600 nm

0,000 0002 0004 0006 0,008
dGMPIM]

Abbildung 5.1.4: Wellenldangenabhangige Stern-Volmer-Plots; deutlich zu erkennen ist eine deut-
liche Verstarkung der Léschung bei kiirzeren Wellenlangen.

Durch energiereiche Anregung entstehen energiereichere Excitonen, die offensichtlich durch
ihre héhere Energie gegenliber Wechselwirkungen mit den Fluoreszenzléschern ,anfalliger*
sind.

Der eigentliche Loschmechanismus scheint Gber einen photoinduzierten Elektronentransfer,
der zu einer Oxidation der Quantum Dots fiihrt. Ahnliche Beobachtungen werden in der Lite-

ratur bei Verwendung extrem elektronenarmer aromatischer Verbindungen beschrieben. Ab-
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bildung 5.5 zeigt den Effekt, den das Reduktionsmittel f-Mercaptoethanol (BME) auf die
Fluoreszenzléschung ausubt. Erneut ist der Effekt auf das System QD 655 / dGMP gezeigt.
In der Literatur ist bekannt, dass BME in der Lage ist, das Blinking, starke stochastische
Schwankungen in der Fluoreszenzintensitat der Quantum Dots durch Reduktion von in Folge

von Auger-Prozessen oxidierten Nanokristallen zu unterdrticken.
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Abbildung 5.1.5: Experimentell bestimmte Stern-Volmer-Konstanten bei unterschiedlichen BME-
Konzentrationen.

Bis zu einer Konzentration von 18 uM BME ist die erwartete signifikante Reduzierung der
Léschung aufgetreten. Der starke Anstieg bei hohen Konzentrationen hingegen lasst auf
Dimerbildung des B-Mercaptoethanols und daraus entstehenden Radikalkationen schlie3en.
Um diesem Problem zu entgehen, wurden ahnliche Experimenten mit dem Reduktionsmittel
TROLOX durchgefuhrt. Bei der Verwendung von TROLOX konnte sogar eine Verminderung
der Loscheffizienz um nahezu 95 % erreicht werden. DarUberhinaus war es moglich, das

Blinking bei Quantum Dots durch den Einsatz von Trolox komplett zu unterdriicken.

Daruberhinaus wurde in Arbeiten mit verschiedenen Aminosauren eine starke Korrelation der
Léschkonstanten mit dem pKs-Wert der entsprechenden Aminosauren festgestellt. Daraus
lasst sich ableiten, dass unterschiedliche Mechanismen flir organische und aliphatische Ver-
bindungen vorliegen missen. Die pKs-Werte der Nukleobasen liegen alle im Bereich zwi-
schen 9,4 und 9,8, ein Bereich bei dem fir aliphatische Aminosauren keine Léschung mehr
beobachtet wurde. Lediglich die aromatische Aminosaure Tryptophan konnte in diesem

Wertbereich noch eine signifikante Loschung hervorrufen.

Zur weiteren Aufklarung des Mechanismus kénnten Fluoreszenzlebensdauermessungen bei
unterschiedlichen Temperaturen einen grof3en Beitrag leisten, die Temperaturabhéngigkeit
der Fluoreszenzléschung aufzuklaren. Die gerade fertiggestellte Einbindung einer TCSPC-

Einheit in das konfokale Laserscanning-Mikroskop Leica SP 5x wird es in Zukunft ermdgli-
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chen, Emissions- und Anregungsspektren von einzelnen oberflachenimmobilisierten Quan-
tum Dots zu messen. Dadurch aufgel6ste Heterogenitaten, die in Ensemble-Messungen ver-
borgen bleiben, kénnen ebenfalls wertvolle Hinweise, insbesondere zum Verstandnis der
Anregungswellenlangenabhangigkeit der Loschung beitragen. Mit den bei diesen Experimen-
ten gewonnenen Ergebnissen sollte es moglich sein, die aktuell vorliegende und teilweise
noch widerspruchliche Erkenntnislage zu einem universellen Modell zur Fluoreszenzl6-

schung von Quantum Dots zu verknipfen.

Aber auch die spezifische Loschung des QD 705 durch Thymidin bietet Moglichkeiten zur
Entwicklung sondenbasierter Verfahren, &@hnlich den, in der Gruppe von Prof. Sauer ent-
wickelten, Smart Probes [Knemeyer 2000, Stéhr 2005], einem diagnostischen Ansatz zur
Identifizierung spezifischer DNA-Zielsequenzen, das auf der spezifischen Ldschung des
Farbstoffs MR 121 durch die DNA-Base Guanosin basiert.

Wird die Erkenntnislage Uber die spezifische Léschung des Quantum Dots 705 weiter ver-
bessert, sollte es in Zukunft mdglich sein, &hnliche Sondensysteme zur Identifikation biorele-

vanter Verbindungen zu entwickeln.

In Verbindung mit einigen Schwermetallionen wie Gold, Kupfer, Silber oder Quecksilber
[Zhang 2008, Xia 2008, Liang 2004] ist es bereits gelungen, spezifische und quantitative

Sondensysteme zu entwerfen, die auf der Fluoreszenzléschung von Quantum Dots basieren.
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5.2 Mechanistische Untersuchungen der Diffusion durch den Kernporen-

Komplex mit Hilfe der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS)

Die gerichtete Diffusion von molekularer Fracht durch den Kernporenkomplex ist einer der
grundlegendsten bisher unverstandenen Transportvorgange in eukaryontischen Zellen. Die
gesamte Versorgung des Zellkerns mit wichtigen Biomolekllen verlauft unter sehr geringem
Energieverbrauch und mit hoher Geschwindigkeit durch die etwa 2000 Kernporenkomplexe,
die die Kernmembran perforieren. Der Kernporenkomplex selber ist aus etwa 30 unter-
schiedlichen Proteinen aufgebaut; alle haben jeweils eine strukturgebende Domane zum
Aufbau der Ringstruktur und langkettige Wiederholungen des Aminosauremotivs Phenylala-
nin-Glycin, die sogenannten FG-Repeats, die den Innenraum der Kernpore mit einem dich-
ten, dreidimensionalen und hydrophoben Netzwerk ausfillen. Deren Aufgabe ist bis heute
nicht vollstandig aufgeklart worden. Unstrittig ist hingegen, dass dieses dreidimensionale
Netzwerk die Aufgabe Ubernimmt, die freie Diffusion grof3erer molekularer Fracht mit Massen
Uber 40 kDa zu unterbinden, sofern diese nicht die zum Transport nétige Kernlokalisierung-
ssequenz (Nuclear Localization Sequence, NLS) aufweisen. Besitzt das entsprechende Pro-
tein allerdings diese NLS, so wird es von speziellen Importrezeptoren (z. B. Importin o, Im-
portin B) gebunden und sehr schnell in den Kern transportiert. Zum Transport selber gibt es
verschiedene Modellvorstellungen, experimentell belegt wurde allerdings, dass der Transport
offensichtlich als eine Folge schneller Zufallsbewegung beschrieben werden kann [Yang
2004].

Um einen Einblick in die Transportvorgdnge im Inneren der Kernpore zu erhalten sollten im
Rahmen dieser Arbeit zunachst Diffusionsvorgange verschiedener Proteine unter mdglichst
physiologischen Bedingungen gemessen werden. Physiologische Bedingungen im Zyto-
plasma entsprechen einer Gesamtproteinkonzentration von bis zu 400 mg/ml [Ellis 2003],

zusammengesetzt aus mehreren tausend Proteinen unterschiedlichster Grol3en.

Bereits zu Beginn der experimentellen Arbeiten wurde klar, dass solche Bedingungen nur
durch komplexere Mischungen aus mehreren Proteinen und mit geeigneten Methoden zur
Oberflachenpassivierung erreicht werden kdnnen. Der zu Beginn gewahlte Ansatz, einzelne
Proteine, in hohen Konzentrationen gel6st, als Messmedium zu verwenden, scheiterte an
den spezifischen Nachteilen dieser Proteine wie Eigenfluoreszenz, Wasserldslichkeit oder
Reflektion des Anregungslichts. Abbildung 5.2.1 zeigt die Fluoreszenzintensitatsspuren einer
5-10" M Lésung des Farbstoffs ATTO 633 in reinem PBS-Puffer und in einer Lésung mit
150 mg/ml BSA in PBS. Deutlich zu erkennen ist, dass das BSA in diesen Konzentrationen

eine starke Eigenfluoreszenz aufweist, die zu einem starken Fluoreszenzhintergrund fihrt.

196



5. Diskussion und Ausblick

Die daraus resultierende Verschlechterung des Signal zu Hintergrund Verhéltnisses machte

eine vertrauenswuirdige Auswertung der erhaltenen Korrelationskurven unméglich.
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Abbildung 5.2.1: Fluoreszenzintensitatskurven des Farbstoffs ATTO 633 in reinem PBS-Puffer
links und in Anwesenheit von 150 mg/ml BSA rechts. Ein starker Autofluoreszenzbeitrag des BSA
fahrte zu sehr schlechten Signal-Rausch-Verhéltnissen.

Erst durch die Modellierung von Gemischen aus bis zu vier unterschiedlichen Proteinen,
BSA, Ovalbumin, desaktiviertem Pepsin und y-Globulinen, war es schlie3lich moglich, geeig-
nete Messbedingungen zu finden. Zusammen mit dem Einsatz neuartiger Methoden zur
Oberflachenpassivierung, zum Einsatz kam hier ein Kopolymer aus Poly-L-Lysin und Poly-
Ethylenglykol, konnten auch bei sehr hohen Proteinkonzentrationen von bis zu 377 mg/ml
konsistente und reproduzierbare Ergebnisse erhalten werden. Auch bei diesen sehr hohen
Konzentrationen waren stets gute Signal zu Hintergrund Verhdltnisse bis zu zehn zu beo-
bachten. Je nach Zusammensetzung der verschiedenen Proteine wurde in den Experimen-
ten ein unterschiedlich stark ausgepréagter Anstieg der Diffusionszeit beobachtet. Abbildung

5.2.3 zeigt die erhaltenen Ergebnisse fur zwei unterschiedliche Mischungsansatze.
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Abbildung 5.2.3: Verlauf der Diffusionszeiten bei unterschiedlichen Mischungsverhéltnissen der
beteiligten Proteine.
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Die Abbildung zeigt zwei Extremfélle, die bei unterschiedlichen Mischungsverhéltnissen er-
halten wurden. Wurden alle Proteine in ungeféhr gleichen Mengen eingesetzt so resultierte
daraus in der Regel ein linearer Anstieg der Diffusionszeiten, wahrend htéhere Anteile der
schwereren y-Globuline und BSA zu einem exponentiellen Anstieg gefuhrt haben. Daneben
wurden allerdings auch Gemische getestet, in denen keine systematischen Veranderungen
der Diffusionszeiten beobachtet werden konnten, bei diesen traten lokale Maxima und Mini-
ma auf. Weitergehende Experimente zeigten, dass sich die resultierende Diffusionszeit tber
die Variation der Mengenverhaltnisse deutlich regulieren lasst. Gré3ere Konzentrationen der
v-Globuline fuhrten zu deutlich verlangerten Diffusionszeiten, wahrend erhdhte Konzentratio-

nen des leichten Pepsins zu einer deutlichen Verkirzung fuhrten.

Vergleichende Messungen mit einem biomimetischen Kernporenlumen konnten bisher aller-
dings noch nicht durchgefiihrt werden. Zwar wurden bereits mehrere Ansatze zur Proteinex-
pression, -extraktion und —aufreinigung in E. coli Bakterien durchgefihrt, allerdings musste
dabei festgestellt werden, dass die erhaltenen Mengen deutlich zu gering waren. Erste Ex-
pressionsvorgange lieferten Ausbeuten im Bereich von einigen hundert Mikrogramm, weit

unter den bendétigten 15 — 20 Milligramm, die vergleichende Messungen erlauben wirden.

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Hurt (ZMBH, Uni Heidelberg) soll in zukinfti-
gen Experimenten zunéachst ein einzelnes Nukleoporin, Nspl, untersucht werden, von dem,
im Gegensatz zu den anderen Nukleoporinen, bekannt ist, dass es in den nétigen Ausbeuten
gewonnen werden kann. Von Nspl ist zusatzlich bekannt, dass es sich durch eine Erniedri-
gung des pH-Wertes leicht in eine gallertartige Masse Uberfihren lasst, deren Eigenschaften
mdoglicherweise denen des Kernporenlumens entsprechen. In diesem kiinstlich modellierten
Kernporenlumen sollen anschlieRend FCS-Messungen mit Proteinen ober- und unterhalb der
30 kDa-Grenze durchgefiihrt werden. Falls es mdglich ist, iber diesen vereinfachten experi-
mentellen Ansatz Ergebnisse zu erhalten, die mit den literaturbekannten Trends Uberein-
stimmen, kdnnte ein konsequenter ,Ausbau“ des Modells durch schrittweise Erweiterung mit
weiteren Nukleoporinen einen wichtigen Beitrag zum Verstéandnis des Transportes durch den
Kernporenkomplex erbringen. Ein potenzielles Fernziel lage, einen entsprechend positiven
experimentellen Verlauf vorausgesetzt, in der Untersuchung von Grenzflachendynamiken
zwischen dem kiinstlichen Hydrogel und einem umgebenden kiinstlichen Zytoplasma mit
Hilfe bildgebender Techniken wie DIFIM.

In unserer Gruppe wird momentan mit dem Aufbau einer Zwei-Fokus-FCS begonnen, eine
Erweiterung der Standard-FCS, die in der Lage ist, viele der bekannten experimentellen
Schwierigkeiten im Umgang mit der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie zu reduzieren. Die
starke Abhangigkeit der Ergebnisse von der Dicke des verwendeten Objekttragers oder vom

Brechungsindex der Probeldsung l&sst sich so auf ein Minimum reduzieren.
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Da die bei der Proteinexpression zu erwartenden Mengen sehr begrenzt sind, bieten sich
zusatzlich Techniken an, bei denen mit deutlich kleineren Probevolumen gearbeitet werden
kann, um die erforderlichen Konzentrationen trotzdem zu erreichen. Ein mdglicher Weg da-
hin, ware die Durchfiihrung der Diffusionsmessungen in Nanokavitaten mit Durchmessern im

Submikrometerbereich.

Eine Weiterentwicklung des Ansatzes des kinstlichen Zytoplasmas konnte sich in Zukunft
als sehr nitzlich zur Bewertung von Ergebnissen aus in vivo Diffusionsmessungen mit FCS
oder DIFIM erweisen. Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang, dass die Diffu-
sionszeit eine sehr starke Abhé&ngigkeit von der Zusammensetzung eines Proteingemischs
aufweist. Es konnte gezeigt werden, dass bei nahezu gleichen Gesamtproteinkonzentratio-
nen sehr starke Abweichungen in den gemessenen Diffusionszeiten auftraten, die sich ein-
deutig auf die jeweiligen Anteile leichter und schwerer Proteine zuriickfiihren lie3en. Daraus
ertffnet sich ein neuer Ansatz zur Interpretation von Diffusionsmessungen in komplexen

Systemen wie eukaryontischen oder prokaryontischen Zellen.

199



Diskussion und Ausblick 5.

5.3 Untersuchung der Diffusion des Signalproteins CheY mit Hilfe der
bildgebenden Diffusionmikroskopie DIFIM

Die bakterielle Chemotaxis gilt als das am besten untersuchte Signalweiterleitungs- und Ver-
arbeitungssystem in lebenden biologischen Systemen. Der Weg der Informationsweiter-
leitung von den Rezeptorclustern an den Zellpolen tber eine Kaskade von Signalproteinen
hin zu den Effektoren, den auf die gesamte &uf3ere Membran der Bakterien verteilten Flagel-
lenmotoren wurde, mechanistisch ausgiebig untersucht und die einzelnen Wechselwirkungen

charakterisiert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte das Diffusionsverhalten des letzten Gliedes in der
Signalkaskade, CheY, untersucht und mithilfe der bildgebenden Diffusionsmikroskopie visua-
lisiert werden. Diese TCSPC-gestutzte Methode wurde von Dr. Christian Roth in unserer
Gruppe entwickelt und mit ersten Messungen in eukaryontischen Zellen etabliert. Im Gegen-
satz zu ahnlichen Methoden, wie der Familie der Image Correlation (ICS) Verfahren, die in
aller Regel auf der grof3flachigen Detektion mit CCD-Kameras basieren, kdnnen mit DIFIM
auf Grund der sehr hohen Zeitauflésung auch schnelle Dynamiken wie die Diffusion einzel-
ner Farbstoffe untersucht werden. Schnelle Dynamiken lassen sich hingegen mit kamerage-
stutzten Verfahren, auf Grund der langsamen Aufnahmeraten der verwendeten Kameras, nur

schwer erfassen.

Zur Untersuchung einer biologisch relevanten Fragestellung wurde zunachst ein bakterielles
System ausgewahlt. Neben der deutlich geringeren Grof3e im Vergleich zu eukaryontischen
Zellen und der daraus resultierenden niedrigeren Messdauer von lediglich einigen Minuten
im Vergleich zu bis zu einer Stunde zur Untersuchung eines eukaryontischen Zellkerns ist
insbesondere das Anfarben der Bakterien mit geeigneten Fluorophoren deutlich erleichtert.
Zur spezifischen und stochiometrischen Markierung des zu untersuchenden CheY-
Signalproteins wurde das kommerziell erhaltliche SNAP-Tag-System verwendet. Es verbin-
det die spezifischen Vorteile von fluoreszierenden Proteinen, ihre stéchiometrische Anwend-
barkeit, und von gut charakterisierten photostabilen organischen Fluorophoren und umgeht
gleichzeitig die experimentellen Schwierigkeiten, die sowohl die fluoreszierenden Proteine
als auch die organischen Fluorophore aufweisen. Das Zielmolekil kann mit dem Snap-Tag
selektiv mit jedem gewlnschten Farbstoff angefarbt werden. Um mit den SNAP-Tag arbeiten
zu konnen, musste zunachst ein Fusionsprotein zwischen den CheY und dem fur dieses
System spezifischen DNA-Reparaturprotein hAGT kloniert werden. Die eigentliche Anfar-
bung des Proteins erfolgt in einer Reaktion zwischen der hAGT und ihrem Substrat, einem

farbstoffmarkierten O°-Benzylguanin (BG).
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Da dieses Substrat ein Derivat des bekannten Fluoreszenzléschers Guanin ist, ist es in der
Lage, einige gangige Fluorophore zu léschen [Stohr 2008]. Eines dieser fluoreszenzgeldsch-
ten Substrate, BG-MR 121, wurde zur in vivo Markierung in E. coli verwendet, um einen un-
spezifischen Fluoreszenzhintergrund zu vermeiden. Zur Verdeutlichung zeigt Abbildung 5.3.1
verschiedene Anfarbungen von E. coli mit BG-MR 121 und dem nicht geldschten BG-ATTO
647N.
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Fluoreszenzintensitat [Counts] x 1000 Fluoreszenzintensitat [Counts] x 1000

Abbildung 5.3.1: Fluoreszenzmarkierte E. coli Bakterien. Teil A und B Markierung mit BG-MR
121, A positiv-Probe in Anwesenheit von hAGT, B Negativ-Kontrolle. Teil C und D Markierung mit
BG-ATTO 647 N. C ist die Positiv-Probe, D die Negativkontrolle. Anregung erfolgte Uber eine
Quecksilberdampflampe, die Detektion wurde mit einer EMCCD-Kamera (Andor Ixon) durchge-
fuhrt.

Deutlich zu erkennen ist, dass bei Anfarbung in Anwesenheit der hAGT (Bild A: BG-MR121
und Bild C: BG-ATTO 647N) jeweils hohe Fluoreszenzintensitaten erreicht wurden, und dass
im Falle der Negativkontrollen ohne hAGT nur bei Verwendung des nicht geléschten BG-
ATTO 647N eine signifikante Hintergrundfluoreszenz auftritt. Aus diesem Grund wurde in
den folgenden Untersuchungen des Diffusionsverhaltens stets das fluoreszenzgeldschte BG-
MR 121 verwendet.

Nachdem mit diesen fluoreszenzgeloschten BG-Substraten ein sehr spezifisches Markie-
rungsverfahren gefunden wurde, das sowohl die Spezifitdt endogener Markierung als auch
die Photostabilitat organischer Fluorophore verbindet, konnten Untersuchungen mit Hilfe der
bildgebenden Diffusionsmikroskopie durchgefihrt werden. Der einfachere Ansatz, die Wahl
fluoreszenter Proteine als Fluoreszenzmarker konnte nicht gewahlt werden, da entsprechen-
de Vorexperimente zeigten, dass die langen Messzeiten von bis zu 100 Millisekunden pro
Bildpunkt zu einem signifikanten Ausbleichen der Probe als Folge von Photozerstérungspro-

zessen verursachen.

Abbildung 5.3.2.a Zeigt ein typisches Fluoreszenzintensitatsbild und das dazu gehérenden
Fluoreszenzlebensdauerbild eines E. coli bei einer 5 uM IPTG-Induktion zur Expression des
CheY-hAGT Fusionsproteins.
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Abbildung 5.3.2.a: Fluoreszenzintensitats- und —lebendauerbild eines einzelnen E. coli.

Es ist zu erkennen, dass die Fluoreszenzintensitat gleichmafig Uber die gesamte Bakterien-
zelle verteilt ist. Aus der Fluoreszenzlebensdaueraufnahme lasst sich ableiten, dass nur an
das Fusionsprotein gebundener Farbstoff vorhanden ist. Dieser sollte eine Lebensdauer zwi-
schen 2,5 und 3 Nanosekunden aufweisen und somit gelb-orange erscheinen. Nicht gebun-
dener Farbstoff hingegen sollte mit einer Lebensdauer von deutlich unter 2 Nanosekunden
eher grinlich-gelb kodiert sein. Die restlichen bei der Auswertung erhaltenen Parameter sind
in Abbildung 5.3.2.b dargestellt.
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Abbildung 5.3.2.b: Graphische Darstellungen der Diffusionszeit (links) der Amplitude (mitte) sowie
des y2-Wertes als Goodness-of-fit Parameter. Lediglich das Diffusionszeitbild zeigt einen sicht-
baren Kontrast.

Von besonderem Interesse in dieser Abbildung ist die Diffusionszeit. Wéahrend sowohl die
Amplitude als Malf fiir die Konzentration der fluoreszierenden Spezies als auch der Good-
ness-of-fit Parameter 2 eine relativ homogene Verteilung zeigen, ist in der Diffusion ein
deutlicher Unterschied zwischen dem Zellinneren und dem umgebenden Periplasma zu er-
kennen. Im Zellinneren wurden Diffusionszeiten im Bereich von zwei bis drei Nanosekunden
festgestellt, wéhrend im Periplasma eine deutlich schnellere Diffusionszeit im Bereich von
einigen 100 Mikrosekunden ermittelt wurde. Durch die deutlich héhere Konzentration an Pro-

teinen und DNA im Zellinneren ware ein solches Verhalten durchaus plausibel zu erklaren.
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Werden hingegen deutlich reduzierte IPTG-Induktionen durchgefiihrt, so stellt sich ein ande-

res Bild dar, das das Abbildung 5.3.3 zeigt.
il
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Abbildung 5.3.3: Fluoreszenzintensitats- und Diffusionszeitbild eines E. Coli Bakteriums nach
1,5 uM IPTG Induktion. Gut zu erkennen ist eine inverse Verteilung der Diffusionszeiten im Ge-
gensatz zu hohen Induktionsniveaus.

Durch eine signifikante Reduktion der IPTG-Induktion sind zwei signifikante Veranderungen
aufgetreten. Neben einem Absinken der Fluoreszenzintensitdt um mehr als 50 % hat sich
auch die Heterogenitat der Diffusionszeit gravierend verdndert. Bei niedrigeren CheY-
Konzentrationen ist die Diffusionszeit im Zellinneren deutlich kiirzer als im Periplasma. Da
sowohl die Rezeptorcluster als auch die Flagellenmotoren in der &uReren Membran veran-
kert sind, sollten in diesen Bereichen auch die grundlegenden Wechselwirkungen zwischen
CheY und den anderen an der Chemotaxis beteiligten Komponenten am starksten sein. So-
mit ware in diesem Bereich auch eine deutlich langsamere Diffusion als im Zellinneren zu

erklaren.

Wird der Gradient der Diffusionszeit allerdings mit dem der Fluoreszenzintensitat verglichen,
so treten gewisse bei sehr hohen Intensitaten Parallelen zwischen Intensitat und Diffusions-
zeit auf. Um experimentelle Artefakte ausschlielen zu kénnen, sollen in Zukunft DIFIM-
Messungen in mit Farbstofflosungen gefiillten Vesikeln durchgefiihrt werden. Da innerhalb
der Vesikel eine voéllig ungestoérte Diffusion stattfinden kann, sollten es diese Experimente
ermdglichen, festzustellen, ob und in welchem MaRe Artefakte an Grenzflachen zwischen

hohen und niedrigen Fluoreszenzintensitaten auftreten.

Fur die nahere Zukunft sind zudem Experimente geplant, bei denen die Bakterienzellen ge-
zielt verschiedenen Lock- und Schreckstoffen ausgesetzt werden sollen, um weitergehende
Erkenntnisse zu gewinnen. Um experimentelle Unsicherheiten so gering wie moglich zu hal-
ten wurden die bisherigen Untersuchungen ohne gezielte Zugabe solcher Substanzen
durchgefuhrt, sodass die Chemotaxis moglicherweise im ,Leerlauf‘ beobachtet wurde. Ver-
mutlich lassen sich durch die Durchfiihrung der Experimente bei verschiedenen Konzentra-

tionen dieser Substanzen systematische Veranderungen verfolgen.
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AbschlieRend kénnte es fur die Zukunft sinnvoll sein, anstelle der Anpassung an Modellfunk-
tion lediglich eine Abschéatzung tber das Korrelationsverhéaltnis durchzufiihren. Hierfur wird
an einem bestimmten Wert der Korrelationsfunktion eine Grenze gesetzt und Uber das Ver-
haltnis der Amplitudenwerte eine Schéatzung uber die Diffusionszeit durchgefihrt. Da die er-
haltenen Daten fur die Amplitude und den y2-Wert ohnehin fur die Evaluierung der erhalte-
nen Daten nur qualitativ nutzlich sind, wéare deren Verlust durch die Schatzung keine allzu
grol3e Einschrankung fur die Methode, hatte aber eine deutliche Beschleunigung der Aus-
wertung zur Folge. Somit kdnnten die sehr langen Auswertezeiten, flr die vorgestellten Bil-
der lagen diese im Bereich zwischen 30 und 60 Minuten, reduziert werden, so dass DIFIM zu

einer Routinemethode entwickelt werden kdnnte.

Ein moglicher Ansatz zur Offenlegung vorhandener Heterogenitaten lage in der Verbindung
der Auswerteroutine mit hochaufldésenden optischen Methoden. Da mit den stochastischen
Methoden nur sehr geringe Photonenstatistiken zu erwarten sind, ist eine solche Verbindung
nur mit der STED-Mikroskopie durchzufiihren. Hierfir ist die Verwendung von Farbstoffen
von Néten, die sowohl durch das BG-Substrat geldscht werden als auch die speziellen An-

forderungen der STED-Methode erflllen.
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Abktrzungen

ADC
AGT
APD
APS
BG

BME

BSA

CCD
CFP
dAMP
dCMP
dGMP

DIFIM

DNA
DOL

E. coli
EMCCD
eV

FCS
FIFO
FRAP

GFP

Absorption

Analog zu Digital Wandler (eng. Analog to digital converter)
Alkylguanosin-Alkyl-Transferase
Avalanche Photo Diode
Amino-Propylsilan

Benzylguanosin
B-Mercaptoethanol

Bovines Serum Albumin
Lichtgeschwindigkeit
Charge-coupled Device

Cyan fluorescent protein
2-Desoxy-Adenosinmonophosphat
2-Desoxy-Cytosinmonophosphat
2-Desoxy-Guanosinmonophosphat

Bildgebende Diffusionsmikroskopie (Diffusion Imaging Microsco-
py)

Desoxy-Ribo-Nukleinsaure

Degree of labeling (Markierungsgrad)
Escherichia coli

Electron Multiplying Charge Coupled Device
Elektronenvolt
Fluoreszenzkorrelations-Spektroskopie

First in — first out

Fluorescence recovery after photobleaching

Green fluorescent protein
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GTP Guanosintriphosphat

HIV HIV Human Immundeficieny Virus (menschliches Immunschwé-
chevirus)

HOMO Hoéchstes besetztes Molekdlorbital (eng. Highest occupied molecular orbital)

I Intensitat

IC Internal Conversion (Innere Umwandlung)

IPTG Isopropyl-B-D1 thiogalactopyranosid

ISC Intersystem Crossing

kDa Kilodalton

Ksy Stern-Volmer-Konstante

LED Light emitting diode

LUMO Niedrigstes unbesetztes Moleklorbital (eng. Lowest unoccupied molecular orbital)

M Molar (Mol/l)

MCS Multi Channel Scalar

MHz Megahertz

MLE Maximum Likelyhood Estimator

NHS N-Hydroxy-Succinimid

NLS Kernlokalisierungssequenz (eng. Nuclear localization sequence)

nm Nanometer

NWE Normalwasserstoffelektrode

oD Optische Dichte

PALM Photo-activated localization microscopy

PBS Phosphine Buffered Saline

PEG Poly-Ethylen-Glykol

PET Photoelektronentransfer

PLL Poly-L-Lysin

PMT Photo-multiplier Tube

QD Quantum Dot

RNA Ribonukleinsaure
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S Sekunde

SFLIM Spectrally resolved fluorescence lifetime microscopy

S, Singulettzustand

SOMO Einfach besetztes Molekilorbital (Single occupied molecular orbital
STED Stimulated Emission Depletion

STORM Stochastic optical reconstruction microscopy

TAC Zeit zu Amplitude Wandler (eng. Time to amplitude converter)
TCSPC Time Correlated Single Photon Counting

TEAA Triethylammoniumacetat

TMP Thymidin-Monophosphat

T, Triplettzustand

TROLOX 6-Hydroxy-2,5,7,8-Tetramethylchroman-2-carbonséure

VR Vibrational Relaxation (Schwingungsrelaxation)

YFP Yellow fluorescent protein

ZMBH Zentrum fur Molekulare Biologie der Universitat Heidelberg

€ Extinktionskoeffizient

A Wellenlange

\% Frequenz
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