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Professor Peter Hofmann zum 60. Geburtstag gewidmet

Vor allem im Bereich der Biochemie und der Molekularbio-
logie ist die Einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopie (SMFS)
zu einer wertvollen Untersuchungsmethode fiir komplexe
Strukturen und Prozesse herangereift.'! Neben ihrem Einsatz
in der Analytik war ihre Anwendung in der Chemie bislang
auf die Untersuchung von Polymeren, den photophysikali-
schen Eigenschaften von Chromophoren und der Diffusion
organischer Verbindungen in mesopordsen Materialien be-
schriankt.®) Im Unterschied zu biochemischen und moleku-
larbiologischen Systemen mangelt es bei chemischen Reak-
tionen an etablierten Beobachtungsmethoden fiir einzelne
molekulare Ereignisse. In der heterogenen Katalyse konnte
diese Schwelle kiirzlich durch eine zukunftsweisende Ein-
zelmolekiilstudie iiber die rdumliche Heterogenitit der Ki-
netik der Esterspaltung an katalytisch aktiven Kristallober-
flichen iiberschritten werden.”

Metallkomplexe sind eine chemische Verbindungsklasse
mit wichtigen Anwendungen in der homogenen Katalyse. Der
Einfluss vieler Metallkomplexe auf die spektroskopischen
Eigenschaften von Farbstoffen brachte uns auf die Idee, sie
als photochemische Schalter einzusetzen und damit die Re-
aktionsschritte einzelner Molekiile in der Koordinations-
sphire von Metallionen zu beobachten. Zunichst haben wir
eine Fluoreszenzsonde fiir Metallionen entwickelt, die auf
Glasoberflachen immobilisiert werden kann und es ermog-
licht, den an das Metallion koordinierenden Liganden und
den Reporterfarbstoff unabhéngig voneinander zu variieren.
Hier zeigen wir zum ersten Mal, dass sich derartige Systeme
ausgezeichnet zur mikroskopischen Beobachtung individuel-
ler Assoziations- und Dissoziationsereignisse von Kupfer(II)-
Bipyridin-Chelatkomplexen eignen. Dabei nutzen wir die
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intramolekulare Loschung von Tetramethylrhodamin (TMR)
durch Kupfer(II)-Bipyridin-Komplexe, in Analogie zu bereits
beschriebenen Kupfersonden auf Fluorescein-Basis.**!

Auf der Grundlage der Hybridisierung zweier modifi-
zierter Oligonucleotide haben wir ein Farbstoff-Ligand-
Konjugat entwickelt (siche Hintergrundinformationen), an
dem wir die Assoziation und Dissoziation des Metallkom-
plexes verfolgen konnen. Strang 1 trdgt am 5'-Ende die 2,2'-
Bipyridin-4,4'-dicarbonsidure (dcbpy) als zweizdhnigen Li-
ganden zur Bindung der Cu**-Ionen. Der dazu komplemen-
tare Strang 2 ist am 5-Ende {iiber eine Hexaethylenglycol-
(HEG)-Briicke mit Biotin funktionalisiert und am 3'-Ende
mit TMR markiert. Durch Hybridisierung der beiden Oligo-
nucleotide gelangen Farbstoff und Ligand in unmittelbare
Nihe zueinander, sodass die Fluoreszenz von TMR durch
Bindung eines Cu**-lons an dcbpy geldscht werden kann
(siehe Hintergrundinformationen).”) Wie in Abbildung 1 ge-
zeigt, wurden die Oligonucleotide iiber einen Biotin-Strep-
tavidin-Komplex auf einer Glasoberfldche immobilisiert, um
zeitauflosende Einzelmolekiilstudien zu ermdoglichen. Die
Oberfliche wurde mit Rinderserumalbumin (BSA) passi-
viert, das zur Bindung von rekombinantem Streptavidin zu
ungefihr 10 % biotinyliert war. Zur Immobilisierung einzel-
ner Sonden auf der Oberflache setzten wir eine optimierte
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Abbildung 1. Das TMR-dcbpy-Konjugat wird durch Hybridisierung
zweier modifizierter Oligonucleotide gebildet. Strang 1 tragt am 5'-
Ende den Liganden dcbpy als Bindungsstelle fir Metallionen. Der
komplementire Strang 2 ist am 3'-Ende mit TMR markiert und am 5'-
Ende Uber eine Hexaethylenglycol-Briicke an Biotin gekuppelt, sodass
die Immobilisierung an mit Streptavidin belegten Oberflichen méglich
wird. Bildung und Zerfall von [Cu(dcbpy)]*"-Komplexen wurden mit
spektroskopischen Standardmethoden in wassriger Loésung untersucht,
wihrend fiir Einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopie-Studien die Immo-
bilisierung an Glasoberflichen notwendig war.
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Konzentration von 50 pM biotinyliertem TMR-dcbpy-Konju-
gat in wissriger Losung ein, mit der wir eine Dichte von ca.
10-20 Konjugaten pro 100 um? erreichten (Abbildung 2). Das
DNA-Grundgeriist erfiillt zusitzlich die Funktion des Ab-

Abbildung 2. Rasterbilder von immobilisierten TMR-dcbpy-Konjugaten
in 10 mm MOPS-Puffer (pH 7, Anregung: 532 nm, 5 pW, Auflésung:
50 nmpixel™', Scangeschwindigkeit: 2 ms pixel™') ohne Zugabe von
CuSO, (a) sowie nach Zugabe von 2 um (b) und 50 pm CuSO, (c).

standhalters, um Liganden und Farbstoff in
einem gelosten Zustand zu bewahren und
die unspezifische Absorption an der
Oberfldche zu vermeiden — eine Kompli-
kation, die haufig mit kiirzeren oder weni-
ger hydrophilen funktionellen Gruppen
beobachtet wird. Zur experimentellen Be-
stiatigung der freien Rotation des immobi-
lisierten Konjugats haben wir die modu-
lierte Polarisationsanregung eingesetzt
(siehe Hintergrundinformationen).!'*!!]
Die einzelnen Sonden kénnen mithilfe
eines konfokalen Mikroskops auf der
Glasoberfldche lokalisiert werden. Dabei
wird mit zirkular polarisiertem Licht an-
geregt, um eine isotrope Anregung aller
Sonden zu erreichen. Abbildung 2 zeigt
Mikroskopiebilder der Fluoreszenzintensi-
tdt immobilisierter TMR-dcbpy-Konjugate
bei verschiedenen CuSO-Konzentrationen
in MOPS-gepufferter wissriger Losung (MOPS: 3-(N-Mor-
pholino)propansulfonsiure). Da die Aufnahmen zeilenweise
(von links oben nach rechts unten) im Rasterverfahren auf-
gezeichnet wurden, kann man zeitliche Prozesse wie Unter-
brechungen in der Fluoreszenzemission in einigen Punktab-
bildungsfunktionen (PSFs) in Abbildung2b erkennen. Im
Vergleich zu kupferfreien Proben (Abbildung 2 a) fiihrt eine
Konzentration von 2 pm CuSO, bei einigen Sonden zu einer
geringeren Fluoreszenzemission und zu ldngeren Aus-Zu-
stinden (Abbildung 2b, dunkle Streifen innerhalb einiger
PSFs). Bei einer Konzentration von 50 um CuSO, ist die
Fluoreszenzemission dann fast vollstindig geldscht (Abbil-
dung 2¢). Der beobachtete Einfluss der CuSO,-Konzentrati-
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on auf die molekulare Helligkeit und die Muster der PSFs legt
einen dynamischen Prozess nahe, der mit der Assoziation und
Dissoziation von Kupfer(IT)-Komplexen in Verbindung steht.

Zur Erfassung der Kinetik der beobachteten Dynamik
haben wir die Unterbrechungen der Fluoreszenzemission
einzelner Sondenmolekiile untersucht. Dazu wurden die
Sonden zunichst mithilfe eines Mikroskopiebilds lokalisiert
und nach Zugabe von CuSO, zur Gewinnung zeitaufgeloster
Fluoreszenzemissionsdaten im Laserfokus positioniert. Ab-
bildung 3 zeigt représentative Spuren verschiedener Proben
mit unterschiedlichen CuSO,-Konzentrationen. Das TMR-
dcbpy-Konjugat zeigt ohne Cu*' eine Fluoreszenzemission
von ca. 3 kHz bis zu seiner Photozerstérung (Abbildung 3 a).
Kurzzeitfluktuationen, z. B. Triplett-Blinken, kann man hier-
bei nicht erkennen, da sie auf einer wesentlich kiirzeren
Zeitskala ablaufen. Nach Zugabe von 0.5 pm oder 4 um
CuSO, (Abbildung 3b bzw. c) treten stochastische Fluktua-
tionen der Fluoreszenzemission mit teilweise sekundenlangen
Aus-Zustianden auf. Die Intensitdt der Messungen variiert,
weil die Molekiile nicht genau im Laserfokus positioniert
werden konnen. Die Verkiirzung der An-Zustdnde bei ho-
heren CuSO,-Konzentrationen (Abbildung3c) deutet auf
einen Zusammenhang zwischen den Fluoreszenzfluktuatio-
nen und der Assoziationskinetik des [Cu(dcbpy)]*"-Komple-
xes hin. Diese Annahme wird durch Experimente mit TMR-
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Abbildung 3. a)—c) Zeitaufgelsste Fluoreszenzemission des TMR-dcbpy-Konjugats bei ver-
schiedenen CuSO,-Konzentrationen: a) 0 pum, b) 0.5 um, c) 4 um. Die Kontrollexperimente
mit einem TMR-Konjugat ohne Liganden sind fiir CuSO,-Konzentrationen von 2 um (d) und
6 uM (e) gezeigt. Zur Prisentation und Analyse wurden die Daten mit einer Zeitauflésung
von 20 ms generiert.

DNA-Konjugaten gestiitzt, die keinen chelatisierenden Li-
ganden tragen (Abbildung3d und e). Zugabe von 2 pm
CuSO, fiihrt offensichtlich zu keinen Anderungen in der
Fluoreszenzemission dieses TMR-DNA-Konjugats (Abbil-
dung 3d). Erst bei hoheren Konzentrationen werden kurze
Aus-Zustinde im Millisekundenbereich beobachtet (Abbil-
dung 3 f). Da kein Ligand vorhanden ist, sind die kurzen Aus-
Zusténde auf die dynamische Loschung durch Kollisionen mit
solvatisierten Cu?"-Ionen zuriickzufiihren. Dies wird durch
Ensemblestudien bestétigt, bei denen sich die Loschung von
TMR-DNA-Konjugaten durch Cu*" und [Cu(bpy)]*" um zwei
GroBenordnungen schwicher erweist als die Loschung des
dcbpy-DNA-Konjugats durch CuSO, (siehe Hintergrundin-
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formationen). Der Vergleich der unterschiedlichen Konjugate
(Abbildung 3a—c und 3d,e) und die Ensembleexperimente
fithren uns zu der Schlussfolgerung, dass eine direkte Wech-
selwirkung zwischen TMR und Kupfer(IT)-Ionen erst bei
hohen CuSO,-Konzentrationen zu beobachten ist. Dagegen
liegen die langen Aus-Zustinde des TMR-dcbpy-Konjugats
im Bereich mehrerer Sekunden, wofiir wir einzelne Bin-
dungsereignisse von Cu’'-Ionen an dcbpy verantwortlich
machen. Aufgrund dessen sollten sich die Assoziations- und
Dissoziationsgeschwindigkeiten des [Cu(dcbpy)]*"-Komple-
xes aus der statistischen Analyse der beobachteten An- und
Aus-Zeiten ergeben.

Hierzu wurden fiir jeweils eine CuSO,-Konzentration aus
den Zeitspannen At der einzelnen An- und Aus-Zustdnde die
zugehorigen Haufigkeitsverteilungen erstellt und in entspre-
chende empirische Wahrscheinlichkeitsverteilungen P(Ar)
umgerechnet (siche Abbildung 4 und die Hintergrundinfor-
mationen). Wihrend die Aus-Zeiten keine Abhingigkeit von
der CuSO,-Konzentration erkennen lassen (Abbildung 4a),
nehmen die An-Zeiten mit zunehmender CuSO,-Konzen-
tration ab (Abbildung 4b). Entsprechend Gleichung (1) und

Pan(AI) = e—k“c((‘uz')/\t = e’““"’\’ (1)
Paus(At) _ e—kd c(Cu*h)Ar _ e Vanl (2)
(2) wurden die zugehorigen An- bzw. Aus-Geschwindigkeiten
Vaus DZW. v, durch die Wahrscheinlichkeitsverteilungen der

Zeitspannen von P, (Af) bzw. P, (At) mit mono-exponenti-
ellen Modellfunktionen angenéhert. Die dabei auftretenden

P.(af)

Abbildung 4. Die Wahrscheinlichkeitsverteilungen der Zeitspannen der
Aus-Zustande (a) und der An-Zustinde (b) fur funf verschiedene
CuSO,-Konzentrationen (schwarz 0.5 pm, rot 2 um, griin 4 um, blau

6 uMm, cyan 10 um). Das mono-exponentielle Modell passt gut zu den
kurzen An-/Aus-Zeiten, wohingegen einige Verteilungen zu langeren
An-/Aus-Zeiten eine Abweichung vom mono-exponentiellen Verhalten
aufweisen.
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Abweichungen vom mono-exponentiellen Modell zu ldnge-
ren An- und Aus-Zeiten, die vermutlich auf Anderungen der
Konformation oder der Bewegungen der Sonde zuriickzu-
fiihren sind, weisen auf eine komplexere Kinetik hin. Fiir die
vorgestellte Assoziations- und Dissoziationskinetik erscheint
die Verwendung des mono-exponentiellen Modells jedoch
hinreichend, da die Abweichungen auf seltene Ereignisse
zuriickzufiihren sind (logarithmische Achse in Abbildung 4)
und komplexere Modelle, z.B. die Verwendung zweier Ex-
ponenten, keinen klaren Trend zeigen.

In Abbildung 5 sind die Reaktionsgeschwindigkeiten v,,
und v, gegen die eingesetzte CuSO,-Konzentration aufge-
tragen: v,, (Quadrate) spiegelt die nach Gleichung (1) zu
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Abbildung 5. Die Auftragung der gemessenen Assoziationsgeschwin-
digkeiten v,, gegen die eingesetzte CuSO,-Konzentration (Quadrate)
zeigt die erwartete lineare Beziehung fiir die Bildung von [Cu-
(dcbpy)]**. Die zugehérigen Dissoziationsgeschwindigkeiten v,
(Kreise) sind unabhingig von der eingesetzten CuSO,-Konzentration.

erwartende lineare Abhéngigkeit von der CuSO,-Konzen-
tration wider, wihrend v,,, entsprechend Gleichung (2) in-
nerhalb des untersuchten Konzentrationsbereichs davon un-
abhingig ist (Kreise). Durch Anpassen einer Geraden an die
v-Werte ergibt sich fiir die Bildung des Komplexes bei
Raumtemperatur und pH 7.0 eine Geschwindigkeitskon-
stante k,=(3.3+£0.3)x10°m 's™!. Die Mittelung der v,,-
Werte fiihrt zu einer Geschwindigkeitskonstante ky=(1.2+
0.4) s™! fiir die Dissoziation.

In Tabellel sind unsere Resultate den Daten fiir
[Cu(bpy)]*" gegeniibergestellt, die mit der Temperatur-
sprung- und der Stopped-Flow-Methode bestimmt
wurden.['>! Die Stabilititskonstante von (2.7 +0.9) x 10°m~!
aus Einzelmolekiilmessungen liegt nahe bei der Loschkon-
stante Kqy=(4.2+£0.3)x10°M7", die wir aus Stern-Volmer-
Loschexperimenten erhalten haben (siehe Hintergrundinfor-
mationen). Beim Vergleich der Geschwindigkeitskonstanten
k, und k4 sowie der Gleichgewichtskonstanten Kg der Kup-
fer(IT)-Komplexe mit den Literaturwerten miissen der elek-
tronenziehende Effekt der Carboxygruppen, der die Basizitét
des Liganden senkt, und die Konjugation mit DNA, die zur
Bildung intramolekularer Wasserstoffbriicken und zu hydro-
phoben Wechselwirkungen mit dem freien Liganden fithren
kann, berticksichtigt werden. Daher wird fiir den entspre-
chenden [Cu(bpy)]*"-Komplex eine hohere Stabilitiit erwar-
tet als fiir unser [Cu(dcbpy)]*". Das Fehlen von Fluktuationen
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Tabelle 1: Vergleich der Geschwindigkeitskonstanten fiir die Bildung von
[Cu(dcbpy)]*" aus Einzelmolekiilexperimenten mit Literaturwerten fiir
[Cu(bpy)I*"-

Methode k,[x10°mM7 s kg[s7] Ks[x106m7]
Stern-Volmer-Analyse!®! - - 42+03
Einzelmolekiil- 33+£03 1.2+04 2.7£0.9
experimentel®

Literaturwert 14 50 0.09 500

[a] Siehe Hintergrundinformationen. [b] Ligand: dcbpy. Ks=k,/k.

[c] Ligand: bpy. Werte fiir k, und kg stammen aus Temperatursprung-
messungen bei niedrigem pH-Wert,® K; aus einer spektroskopischen
Titration.”

aufgrund dynamischer Konformationsdnderungen der Cg-
Briicken fithren wir darauf zuriick, dass diese wesentlich
schneller ablaufen als der Austausch der Metallionen. Diese
Vermutung wird durch Studien iiber Konformationsfluktua-
tionen in DNA-Haarnadelstrukturen gestiitzt, die kiirzlich
gezeigt haben, dass eine einzelne Basenpaarung zu einer
schnellen Fluktuation im Bereich von 1077s fiihrt." Be-
riicksichtigt man dabei, dass ein einzelnes G-C-Basenpaar mit
drei Wasserstoffbriicken erheblich stabiler ist als eine mogli-
che Koordination zwischen TMR und Cu?*, so erscheint es
unwahrscheinlich, dass Fluktuationen aufgrund von Kon-
formationsédnderungen in der TMR- oder in der dcbpy-Sei-
tenkette die Beobachtung des langsamen Cu’"-Bindungs-
prozesses storen konnten.

Mit dem Nachweis der Bildung des [Cu(dcbpy)]*"-Kom-
plexes und durch die quantitative Untersuchung der damit
verbundenen Assoziations- und Dissoziationskinetik im
thermodynamischen Gleichgewicht haben wir die Anwen-
dung von Konzepten der Einzelmolekiilspektroskopie auf die
Untersuchung der Koordinationschemie von Metallionen in
Losung demonstriert.

Vor kurzem haben wir nachgewiesen, dass die Fluores-
zenzldschung organischer Farbstoffe durch [Cu(bpy)]** freie
Koordinationsstellen am Metall voraussetzt: Die Fluoreszenz
wird in Gegenwart von Coliganden regeneriert, die die freien
Bindungsstellen besetzen. Dies eroffnet die Perspektive, mit
Standard-SMFS-Ausriistung an einzelnen Molekiilen bei
einer zeitlichen Auflosung unterhalb 1 ps die Teilschritte von
Reaktionen zu verfolgen,” die durch das immobilisierte
M(L)-Fragment vermittelt werden, z.B. die Bindung und
Umsetzung von Substraten, die Dissoziation von Reaktions-
produkten, oder auch die Modulation der Reaktivitdt durch
Coliganden. Da die Effizienz der Fluoreszenzloschung oft
auch durch die Oxidationsstufe des Metallions beeinflusst
wird, konnen die Untersuchungen auf metallzentrierte Re-

doxreaktionen ausgeweitet werden. Weitere wertvolle Infor-
mationen iiber die Elementarschritte metallvermittelter Re-
aktionen konnen mit Substraten erhalten werden, deren
Fluoreszenzintensitit oder Emissionswellenldnge sich dndert,
wenn sie an das Metallion koordinieren oder dort umgesetzt
werden, wie im Fall der kiirzlich beschriebenen katalytischen
Spaltung fluorogener Ester durch Komplexe des Typs
[Cu(bpy)]2+.[17,18]

Ein derartiges Spektrum an Einzelmolekiiluntersu-
chungsmethoden wird neue Einblicke in die Reaktionsdyna-
mik niedermolekularer Koordinationsverbindungen ein-
schlieBlich der homogenen Katalyse an Metallzentren liefern.

Eingegangen am 7. Dezember 2006
Online veroffentlicht am 2. April 2007
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