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Auf photoinduzierter intramolekularer
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Die Entwicklung und Untersuchung
molekularer Systeme und Methoden,
welche die Uberwachung selektiver Er-
kennungs- und Bindungsereignisse er-
moglichen, ist fiir ein besseres Verstiand-
nis der molekularen Signal- und Infor-
mationsiibertragung in  biologischen
Systemen wichtig.! Im Idealfall sollte
das molekulare System oder der Sensor
ein Bindungsereignis durch die Ande-
rung einer charakteristischen Eigen-
schaft wie der Fluoreszenz- oder Lumi-
neszenzintensitdt anzeigen, die einfach
mithilfe eines geeigneten Detektors in
ein elektronisches Signal umgewandelt
werden kann. Neben dem Anzeigen von
Bindungsprozessen koénnen Sensoren
zur Informationsverarbeitung verwen-
det werden, wenn das Schalten zwischen
zwei unterschiedlichen Zusténden mit
messbaren, charakteristischen Eigen-
schaften durch Stimulieren von aufien
gelingt.

Im Allgemeinen konnen durch pho-
toinduzierten Elektronentransfer (PET)
oder elektronischen Energietransfer
(EET) diskrete Bindungsereignisse sto-
chiometrisch in die Anderung eines
Fluoreszenzsignals eines Fluorophors
umgesetzt werden. Molekulare Systeme,
in denen der angeregte Zustand des
Fluorophors durch die Redox-Eigen-
schaften eines kovalent verkniipften
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Rezeptormoduls bestimmt werden, sind
eine wichtige Klasse chemosensorischer
Materialien.l'! Bis heute werden Che-
mosensoren gewoOhnlich in homogenen
Losungen zur Detektion von Zielmole-
kiilen im mikromolaren bis nanomola-
ren  Konzentrationsbereich  einge-
setzt.'3] Dabei hat die optische Detek-
tion individueller Bindungsereignisse
durch Sensoren die hochste Nachweis-
empfindlichkeit.

Die Fortschritte in der optische
Spektroskopie und Mikroskopie ermog-
lichen nicht nur die Detektion und
Identifizierung einzelner frei diffundie-
render oder immobilisierter MoleKkiile,
sondern auch deren spektroskopische
Untersuchung sowie die Verfolgung dy-
namischer Prozesse an einzelnen Mole-
kiilen. Die Einzelmolekiil-Spektrosko-
pie hat sich mittlerweile zu einem wich-
tigen Hilfsmittel fiir die Untersuchung
des Verhaltens einzelner Molekiile un-
ter Standardbedingungen entwickelt.[]
Dennoch wurden nur wenige Einzel-
molekiiluntersuchungen mit potenziel-
len Chemo- oder Biosensoren, d.h.
Fluorophoren, die Bindungsereignisse
durch eine Anderung ihrer spektrosko-
pischen Eigenschaften anzeigen, durch-
gefiihrt. Dies liegt hauptséichlich daran,
dass die meisten der in Sensoren ge-
nutzten Fluorophore wie Anthtracen-
oder Cumarinderivate im UV-Bereich
angeregt werden miissen und eine ge-
ringe Photostabilitit aufweisen.l!) Ne-
ben dem Absorptionsquerschnitt der
Fluoreszenz- und Triplett-Quantenaus-
beute spielt die Photostabilitdt der bei
einzelmolekiilspektroskopischen Mes-
sungen verwendeten Fluorophore we-
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gen des irreversiblen Verlustes der Fluo-
reszenzeigenschaften eine wichtige Rol-
le.

Um einzelne Molekiile fluoreszenz-
spektroskopisch sichtbar zu machen,
miissen relative hohe Anregungsinten-
sitdten verwendet werden. Normaler-
weise resultiert daraus die Anregung
eines Chromophors in den ersten elekt-
ronisch angeregten Singulett- und Tri-
plett-Zustand, S; und T, und aufgrund
der Absorption eines zweiten Photons
auch in hoher angeregte Zustinde, Sy
und Ty. Leider werden durch die Beset-
zung hoher angeregter elektronischer
Zustinde neue Reaktionskanile geoff-
net, z. B. die Bildung von Farbstoffradi-
kalionen und solvatisierten Elektro-
nen.l’l Diese Zweischritt-Photolyse wird
insbesondere bei hoheren Anregungs-
intensitdten im UV-Bereich wichtig. Um
die Detektion einzelner Fluoreszenz-
sensoren zu garantieren, sollten die
verwendeten Fluorophore idealerweise
im sichtbaren Bereich angeregt werden
konnen und eine ausreichende Fluores-
zenzquantenausbeute und Photostabili-
tit haben.

Vor kurzem beschrieben Adams
et al. die Verwendbarkeit einer neuarti-
gen Klasse von Fluoreszenzsensoren zur
einzelmolekiilempfindlichen ~Untersu-
chung lokaler Oberfldachenstrukturen,
reversibler chemischer Reaktionen und
Grenzflachenreaktionen wie Elektro-
nentransfer-Reaktionen.”” Das in ihrer
Untersuchung verwendete Perylen-
3,4,9,10-tetracarbonsiurediimid  kann
im griinen Wellenldngenbereich bei-
spielsweise mit einem Argon-Laser bei
488 nm angeregt werden. Zusétzlich hat
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es eine hohe Photostabilitdt und Fluo-
reszenzquantenausbeute (>99%). Um
einen chemischen Sensor herzustellen,
wurde eine p-Aminophenylgruppe di-
rekt mit dem Perylencarbonsiurediimid
verkniipft, die die Fluoreszenz des Fluo-
rophors im ungebundenen Zustand ef-
fizient iber einen intramolekularen
PET loscht. Kovalent mit einem Fluo-
rophor verkniipfte p-Aminophenylgrup-
pen wurden vielfach zum Nachweis von
Metallionen oder Protonen verwen-
det.l'! Hierbei 16scht das hochenergeti-
sche, nichtbindende Elektronenpaar des
Stickstoffatoms effizient den elektro-
nisch angeregten Zustand des Fluoro-
phors durch PET (Abbildung 1). Es
folgt der thermisch induzierte Riick-
transfer des Elektrons vom LUMO des
Fluorophors als eine Art Selbstrepara-
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turmechanismus zur Regenerierung des
potenziell ~ zerstorten PET-Sensors.
Durch die Protonierung des nichtbin-
denden Elektronenpaares der Amino-
gruppe oder die Titration mit Losungen
von ZnCl, in THF, von [Pt(SEt,),Cl,] in
CHCI;, von TiO,-Nanopartikel in THF
oder von Aldehyden in CHCI; wird die
Energie des Elektronenpaares abge-
senkt. Dadurch ist der photoinduzierte
Elektronentransfer thermodynamisch
nicht mehr moglich, die Fluoreszenz
des Fluorophors ist wiederhergestellt.
Um herauszufinden, ob dieses Sen-
sorsystem fiir das lokale Abtasten von
Oberflachenstrukturen auf der Nano-
meterskala verwendet werden Kkann,
wurde das Perylenderivat NDAPP (N-
(10-Nonadecyl)-N'-(p-aminophenyl)pe-
rylen-3.,4,9,10-tetracarbonsdurediimid,
1) auf Quarz- und Glasabdeckgldschen
aufgebracht. Konfokale rasterfluores-
zenzmikroskopische Aufnahmen dieser
Oberflachen zeigen nur auf Glas helle
fluoreszierende  Punkte  einzelner
NDAPP-Molekiile (Abbildung 2 a).
Dies deutet darauf hin, dass das freie
Amin des NDAPP an Metall- oder
Metalloxidverunreinigungen wie TiO,-,
ZnO- oder Al,O;-Zentren im Glas bin-
det. Da auf frisch gereinigtem Quarz
solche Bindungsstellen nicht vorhanden
sind, zeigen die NDAPP-Molekiile kei-
ne Fluoreszenzsignale (Abbildung 2b).
In einem diinnen Polyvinylbutylalde-
hyd(PVB)-Film verteilte NDAPP-Mo-
lekiile zeigen wiederum starke Fluores-

LUMO'—i*

P D

"

NHy

Abbildung 1. Vereinfachtes Grenzorbital-Energiediagramm zur Darstellung der Thermodynamik
beim intramolekularen PET fiir ein Fluorophor, das durch ein kovalent mit dem Fluorophor ver-
kntipftes aromatisches Amin geléscht wird. Nach Anregung wird die Fluoreszenz effizient durch
eine PET vom Elektronendonor zum ersten angeregten Singulett-Zustand des Fluorophors
geldscht. Zur Regenerierung des Grundzustands des Fluorophors findet ein thermisch
induzierter Elektronen-Riicktransfer statt. Die Protonierung der Stickstoffgruppe oder Reaktionen
mit Metallatomen erniedrigen die Energie des HOMO und verhindern damit den PET. Dies fiihrt
zur Regenerierung der Fluoreszenz des Fluorophors.
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Abbildung 2. Durch Rasterung erzeugte konfo-
kale Einzelmolekiilfluoreszenzbilder von
NDAPP auf Glas- und Quarzabdeckglaschen.
Die Aufnahmen wurden unter Argon-Atmo-
sphire bei einer Anregungswellenliange von
488 nm (=50 Wcm~2) und einer Integrations-
zeit von 20 ms/bin durchgefiihrt. a) NDAPP
auf Glas (0-316 Photonen/20 ms); b) NDAPP
auf Quarz (0-104 Photonen/20 ms);

c) NDAPP auf Quarz nach Behandlung mit
Dioxan/HCl-Dampf (0-203 Photonen/20 ms);
d) NDAPP auf Quarz nach 4-5 Tagen Lage-
rung an Luft (0-114 Photonen/20 ms). Von
Lit. [7], Copyright 2002 American Chemical So-
ciety.

zenzsignale, die auf Reaktionen des
Amins mit dem Butylaldehyd des Poly-
merriickgrats zuriickgehen. Werden die
auf Quarz abgelegten NDAPP-Molekii-
le Dioxan/HCI-Dampf ausgesetzt, wird
die Fluoreszenz wegen der Protonierung
des Amins wiederhergestellt (Abbil-
dung 2c¢). Dariiber hinaus werden helle
Fluoreszenzsignale einzelner NDAPP-
Molekiile auch auf Quarz generiert,
wenn die Probe mehrere Tage lang der
Luft ausgesetzt wird (Abbildung 2d).
Da die Abdeckgldaschen vor Verwen-
dung mit Sédure gewaschen werden,
konnten die Fluoreszenzpunkte durch
langsame Diffusion der Molekiile zu
protonierten Regionen auf der Ober-
flache entstehen.

Die Aufnahme von Fluoreszenzzeit-
spuren einzelner NDAPP-Molekiile lie-
fert ausfiihrlichere Informationen iiber
den Bindungsprozess. Hierzu werden
einzelne NDAPP-Molekiile im Anre-
gungslaser positioniert und die Fluores-
zenzintensitét bis zu ihrer irreversiblen
Photozerstorung  registriert  (Abbil-
dung 3). Wihrend einzelne NDAPP-
Molekiile in diinnen PVB-Schichten
oder nach der Protonierung mit Dio-
xan/HCl-Dampf eine nahezu konstante
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Abbildung 3. Fluoreszenz-Intensitits-Zeitspuren einzelner NDAPP-Molekiile (Fluoreszenzintensi-
tat I¢ in Photonenzihlern, 20 ms~', gegen die Zeit ¢, in Sekunden). a) In einem PVB-Film;

b,c) auf Glas; d) auf Quarz nach Behandlung mit Dioxan/HCI-Dampf; e,f) auf Quarz nach 4—

5 Tagen Lagerung an Luft. Von Lit. [7], Copyright 2002 American Chemical Society. PVB = Polyvi-

nylbutylaldehyd.

Fluoreszenzintensitit mit seltenen Aus-
zeiten wegen der Uberginge in den
Triplett-Zustand  aufweisen (Abbil-
dung 3a), zeigen NDAPP-Molekiile
auf unbehandelten Glasoberfldchen
langere Auszeiten von bis zu 100 Sekun-
den (Abbildung 3b, 3¢). Wie schon fiir
andere Fluorophore postuliert, konnen
diese langen Auszeiten wahrscheinlich
nichtfluoreszierenden ladungsgetrenn-
ten Zustinden wie Radikalkationen
oder -Anionen, die durch Elektronen-
transfer mit einem Metallzentrum ent-
standen sind, zugeschrieben werden.
Die Fluoreszenz, die auf den Quarz-
Abdeckgldschen nach mehreren Tagen
an der Luft erscheint, zeigt starke Fluk-
tuationen in der Fluoreszenzintensitit
auf einer Millisekundenskala zwischen
einem Aus- und einem Anzustand (Ab-
bildung 3e, 3f), was auf eine dynami-
sche Bindung des Amins auf der Ober-
fliche hindeutet. Diese eher klassische
Methode der Signaliibertragung eines
Metallbindungsereignisses in ein Fluo-
reszenzsignal basiert auf einer durch die
Metallbindung induzierten Anderung
des Redoxpotentials eines kovalent mit
dem Fluorophor verkniipften Rezeptor-
molekiils.

Im Gegensatz hierzu présentierten
Walkup und Imperiali kiirzlich das De-
sign einer fluoresenzmarkierten synthe-
tischen Polypeptid-Vorlage (Zinkfinger-
Domine), bei der die fluoreszierenden
Reporter nicht direkt an der Metallbin-
dung beteiligt sind.[®! Dennoch zeigt sich
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die durch die Metallbindung induzierte
Konformationsdnderung des Polypep-
tids in einer Anderung der Fluoreszen-
zintensitit. Diese Art von Sensoren
basiert auf der spezifischen Markierung
des Sensors mit geeigneten Fluoropho-
ren sowie durch beim Binden ausgeloste
Konformationsénderungen, die die
EET-Effizienz modifizieren.

Obwohl der Fluoreszenz-Resonanz-
Energietransfer (FRET) erfolgreich auf
der Einzelmolekiilebene eingesetzt wur-
de, z.B. zur Untersuchung von Kon-
formationsfluktuationen einzelner Bio-
molekiile,”! wurden bisher nur wenige
auf FRET basierende potenzielle Bio-
sensoren auf der Einzelmolekiilebene
beschrieben. Allerdings wurden neuar-
tige PET-Biosensoren entwickelt, die
die durch Konformationsinderungen
beim Binden resultierende Anderungen
der PET-Effizienz zur spezifischen De-
tektion von DNA- oder RNA-Sequen-
zen und -Antikorpern auf der Einzel-
molekiilebene verwenden.”!¥l  Diese
Biosensoren nutzen selektive Eigen-
schaften von natiirlich vorkommenden
DNA-Nucleotiden und Aminoséduren.
Insbesondere werden das niedrige Oxi-
dationspotential der DNA-Base Guano-
sin und der Aminosdure Tryptophan
sowie die Tendenz vieler Fluorophore,
in wiassriger Umgebung Aggregate zu
bilden, ausgenutzt.

Anders als die auf EET beruhenden
Systemen, die auf weitreichenden Di-
pol-Dipol-Wechselwirkungen basieren,
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bendotigen diese Sensoren einen Kontakt
(van-der-Waals-Kontakt) zwischen
Fluorophor und Guanosin- oder Tryp-
tophanrest fiir eine effiziente PET-Re-
aktion. In Abhédngigkeit vom Reduk-
tionspotential des verwendeten Fluoro-
phors findet eine starke Fluoreszenzlo-
schung durch PET statt (Abbildung 4).
Durch ein sorgfiltiges Design dieser
konformativ flexiblen Sensoren und die
Verwendung geeigneter Fluorophore
(Rhodamin- und Oxazinfarbstoffe) kon-
nen einzelmolekiilempfindliche PET-
Sensoren hergestellt werden. Werden
die fluoreszenzloschenden Wechselwir-
kungen zwischen Fluorophor und Gua-
nosin- oder Tryptophanrest durch die
selektive Bindung an das Zielmolekiil
zerstort, z.B. durch Bindung an kom-
plementidre DNA oder Antikorper oder
durch enzymatischen Verdau durch eine
Endonuclease oder eine Protease, wird
die Loschung aufgehoben und die Fluo-
reszenz des Sensors wiederhergestellt.
Dariiber hinaus kann der durch die
Kontaktformation ausgeloste Loschpro-
zess zur Bestimmung der intramoleku-
laren Kontaktbildungsgeschwindigkeit
in einzelnen Peptiden oder zur direkten
Verfolgung der Offnungs- oder SchlieB-
dynamik von individuellen DNA-Hair-
pins (Haarnadel- oder Schleife/Stamm-
Strukturen auf DNA-Basis) genutzt
werden. Sie sind damit fiir Einzelmole-
kiiluntersuchungen sehr geeignet (Ab-
bildung 4¢) und eine elegante Alterna-
tive zu den konventionellen auf EET
beruhenden Biosensoren.” 1%

Dieses Highlight soll zeigen, dass
Chemo- und Biosensoren auf der
Grundlage intramolekularer PET als
einzelmolekiilempfindliche Sonden zur
selektiven Detektion individueller Bin-
dungsereignisse in Losung sowie auf
Oberflachen oder in Polymeren verwen-
det werden konnen. Genaue Informa-
tion iiber die Wechselwirkung dieser
Sensoren mit ihrer Umgebung konnen
aus Fluoreszenzintensitits-Zeitspuren
einzelner Molekiile gewonnen werden.
Weitere Verbesserungen der Selektivi-
tat in Kombination mit neuartigen ein-
zelmolekiilempfindlichen Detektions-
methoden, z.B. der polarisationsmodu-
lierten oder der spektral aufgelosten
Fluoreszenzlebensdauer-Spektroskopie,
sind damit in greifbare Nihe geriickt:
die Detektion bestimmter Zielmolekiile
im sub-pikomolaren Bereich und die
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Abbildung 4. Prinzip der Funktionsweise der auf PET basierenden Biosensoren unter Verwendung des rot absorbierenden Oxazinderivats MR121
(Aabs =661 NM, Ay =673 nm). a) DNA-Hairpins, die auf der selektiven Fluoreszenzléschung des Farbstoffs MR121 (rot) durch die DNA-Base Gua-
nosin (blau) beruhen. Der Fluorophor ist am 5'-Ende des Cytosin enthaltenden doppelstringigen Stammes angebracht und wird tiber PET durch
die komplementiren Guanosinreste geléscht. Durch Hybridisierung der Schleife an die komplementire Zielsequenz werden der Fluorophor und
die Guanosinreste auseinandergerissen und die Fluoreszenzléschung aufgehoben. b) Fluoreszenzmarkierte, aus der immundominaten Region
des menschlichen p53-Proteins abgeleitete Peptid-Epitope kénnen als PET-Biosensor zur Detektion einzelner p53-Autoantikérper verwendet wer-
den. Das Peptid nimmt eine durch hydrophobe Wechselwirkungen verursachte Konformation ein, in der der Farbstoff MR121 (rot) eine Fluores-
zenzldschung tiber PET durch den Tryptophanrest (blau) erfihrt. Durch die spezifische Bindung an p53-Autoantikérper und der daraus resultieren-
den Konformationsinderung steigt die Fluoreszenzintensitit stark an.'% ¢) Einzelmolekiilsignale (Zghlrate v,, in kHz gegen Zeit t in Sekunden) ei-
ner 5x107""m Lésung des auf PET beruhenden DNA-Hairpin-Sensors (es wurde eine 635 nm Laserdiode zur Anregung verwendet) in Abwesenheit
(oben) und Gegenwart eines Uberschusses (unten) der komplementiren Gegensequenz. In Abwesenheit der Zielsequenz ist die Fluoreszenz-
intensitit des Oxazinfarbstoffs effizient durch PET mit den Guanosinresten im komplementéren Stamm geléscht. Nach Zugabe der Zielsequenz
kann durch das einfache Abzahlen der Einzelmolekiilfluoreszenzsignale oberhalb eines gewissen Schwellwertes quantitativ die Konzentration der
Zielmolekiile bestimmt werden.?!
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direkte Verfolgung der Bindungskinetik
eines PET-Sensors mit einer zeitlichen
Auflésung wie sie mit den neuartigen
Methoden der Molekiildynamik-Simu-
lation erreicht werden.
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