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Maskierte Fluoreszenzfarbstoffe werden durch Einfiihrung
einer photochemisch labilen Gruppe in einem nichtfluores-
zierenden Zustand gehalten. Durch Bestrahlung mit UV-
Licht kommt es zur Abspaltung der Maskierungsgruppe und
somit zur Freisetzung des fluoreszierenden Farbstoffs.['"**
Der Bedarf an maskierten Fluoreszenzfarbstoffen fiir die
Mikroskopie biologischer Proben ist sehr hoch, da diese unter
anderem zur Analyse von Proteindynamiken,'%¢! fiir die
Mehrfarben-Fluoreszenzmikroskopie!' und fiir die optische
Nanoskopie!'# eingesetzt werden konnen. Als Maskierungs-
gruppen werden oftmals o-Nitrobenzyl-Gruppen genutzt.
Aufgrund ihrer schwierigen Synthese und der Freisetzung
unerwiinschter Nebenprodukte bei der Photolyse ist die
Einsetzbarkeit dieser Farbstoffe jedoch begrenzt.

Hier berichten wir iiber die Synthese und Charakterisie-
rung einer neuen Klasse maskierter Fluoreszenzfarbstoffe:
Die Rhodamin-NN-Farbstoffe zeichnen sich durch eine 2-
Diazoketon-Gruppe (COCNN) aus, die in ein Spiro-9H-
xanthen-Fragment eingebaut ist (Verbindungen 3 und 9-R in
Schema 1 bzw. Schema 3). Die kleine 2-Diazoketon-Gruppe
ist das Kernelement dieser neuen Klasse maskierter Rhod-
amine mit auBergewohnlichen Eigenschaften: Rhodamin NN
kann leicht hergestellt, an Biomolekiile konjugiert und mit
Wellenldngen unterhalb von 420 nm schnell zu hell fluores-
zierenden Derivaten demaskiert werden, ist in wéssrigen
Puffern sowie in verschiedenen Einbettungsmedien einsetz-
bar und eignet sich gut fiir den Einsatz in der Lichtmikro-
skopie.

In der Lichtmikroskopie konnen die neuen maskierten
Rhodamine einzeln oder in Kombination mit herkémmlichen
Fluoreszenzfarbstoffen und schaltbaren Rhodamin-Spiro-
amiden verwendet werden.”) Somit ist es moglich, neue
Bildgebungsverfahren zu nutzen, die auf der stufenweisen
Aktivierung und Detektion verschiedener Fluorophore be-
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ruhen. Die Kombination der neuen Rhodamin-NN-Farbstoffe
9-R mit dem photochromen Spiroamid von Rhodamin S
und einem nicht maskierten N,N,N',N'-Tetramethylrhodamin
ergibt ein monochromatisches Multimarker-Mikroskopie-
schema,” das trotz Verwendung von Fluorophoren mit hn-
lichen Absorptions- und Emissionsspektren eine niedrige
gegenseitige Beeinflussung (,,crosstalk®) zwischen den ein-
zelnen Fluoreszenzkanlen aufweist.***

Rhodamine sind sehr photostabile und helle Fluores-
zenzfarbstoffe, die leicht chemisch modifiziert® und maskiert
werden koénnen.!! Cumarine!” und Fluorescein!® konnen
ebenfalls als maskierte Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt
werden.! Als photolabile Einheiten enthalten die meisten
maskierten Verbindungen eine 2-Nitrobenzyl-Gruppe oder
Derivate mit einer Alkyl- oder Carboxygruppe in a-Stellung
zum Phenylring (an der CH,-Gruppe) und/oder ein bis zwei
Methoxygruppen am aromatischen Ring."”! Fiir eine Bio-
konjugation miissen diese Verbindungen zusitzlich iiber eine
freie Carboxygruppe verfiigen. Jedoch ist die Synthese von
maskierten Rhodaminen mit einer freien (,,zweiten®)
Carboxygruppe sehr schwierig und mit geringen Ausbeuten
verbunden.[®!

Die 2-Nitrobenzyl-Gruppe und ihre Derivate sind sperrig,
auBerdem kommt es bei ihrer Photolyse zur Freisetzung hoch
reaktiver 2-Nitrosobenzaldehyde oder 2-Nitrosobenzophe-
none. Es wird vermutet, dass diese Verbindungen oder deren
Oligomere fiir lebende Zellen toxisch sind. Da sie auerdem
farbig sind, besteht die Gefahr, dass sie optische Messungen
storen.

Weitere Maskierungsgruppen mit der benétigten Ab-
sorption im UV-Bereich sind ebenso recht grof3 und lipophil,
und ihre Synthese sowie das Einbringen in Zellen ist oftmals
schwierig. Beispielsweise wurde beschrieben, dass 2-(N,N-
Dimethylamino)-5-nitrophenol eine Reihe photolabiler Phe-
nylester bildet.'"! 7-Diethylamino-4-(hydroxymethyl)-2H-
chromen-2-on bildet Ester, die durch Bestrahlung bei 412 nm
leicht gespalten werden konnen.'"? Auch Derivate von 8-
Brom-7-hydroxychinolinen™ und 6-Brom-7-hydroxycumari-
nen™ wurden als lichtempfindliche Schutzgruppen vorge-
schlagen. Jedoch entstehen bei der Photolyse derart mas-
kierter Verbindungen ebenfalls lichtabsorbierende Neben-
produkte.

Wir haben uns entschlossen, maskierte Fluoreszenzfarb-
stoffe ohne groBle Markierungsgruppen zu erzeugen. Fin
kleines 2-Diazoketon-Fragment wére eine ideale Maskie-
rungsgruppe, sofern es moglich wére, es in die farblose Form
eines Farbstoffs zu integrieren und diesen dann durch Pho-
tolyse in seine fluoreszierende Form zu iiberfithren. Rhod-
amine eignen sich sehr gut fiir diesen Zweck, da sie eine
Carboxygruppe enthalten, die mit einem Spiro-9H-xanthen-
Rest ein farbloses, nichtfluoreszierendes Lacton oder Lactam
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bilden. Des Weiteren kann diese Carboxyfunktion in ein 2-
Diazoketon umgewandelt werden.

Zur Realisierung dieser Maskierungsstrategie haben wir
Diazomethan mit Rhodamin-B-Saurechlorid 1 umgesetzt und
in hoher Ausbeute das gelbe kristalline Diazoketon 3 erhalten
(Schema 1)."/ Im Verlauf der Maskierungsreaktion greift das
positiv geladene C9-Atom des Xanthens am negativ gelade-
nen Kohlenstoffatom der Diazogruppe im Zwischenprodukt
2 an. Unter Abspaltung eines Protons entsteht dann ein sta-
biler Fiinfring.

Schema 1. Synthese von Rhodamin BNN (3) durch Umwandlung von
Rhodamin-B-S4urechlorid (1) in die Spiro-Diazoketon-Form: a) CH,N,
in THF, Et;N, 0°C-20°C, 12 h.

Anschlieend haben wir die Photolyse der maskierten
Modellverbindung 3 untersucht (Schema 2). Nach Bestrah-
lung mit UV-Licht wurden die beiden Produkte 4 und 5 in der
Reaktionsmischung detektiert und isoliert. Die Bildung des
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Schema 2. Bei der Bestrahlung von (maskiertem) Rhodamin BNN (3)
in Methanol mit UV-Licht (320 nm) entsteht der hell fluoreszierende
Ester 5 als Hauptprodukt; laut HPLC- und UV/Vis-Spektren betrigt
das Mengenverhiltnis der Verbindungen 5 und 4 ca. 3:1 (in Metha-
nol).

nichtfluoreszierenden Ketons 4 kann durch die Umstellung
der Bindung ,,a“ im Carben-Intermediat 6 C erklidrt werden.
Das rote und fluoreszierende Hauptprodukt S entsteht durch
eine Wolff-Umlagerung vom Carben 6C zu Keten 6K (mit
einer Wanderung der Bindung ,,b*) gefolgt von der Addition
von Methanol an das hochreaktive Keten und dem Bruch der
Bindung zum quartiren Kohlenstoffatom.[®]
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Zur Biokonjugation werden Verbindungen mit einer zu-
sdtzlichen funktionellen Gruppe benoétigt. Um eine freie
Carboxygruppe im Benzoylrest des Diazoketons 9-R
(Schema 3) zur Verfiigung zu stellen, wurden die Methyl- und

9-R (TMR-NN)

b c
9-Et —> 9-H — 9-NHS
92% 81%

Schema 3. Synthese von maskiertem TMR-NN. Umwandlung von 5(6)-
Alkoxycarbonyl-N,N,N’,N'-tetramethylrhodamin 8-R in das Diazoketon
9-R: a) (COCI), in CH,Cl,, 20°C, 2—4 h; 2 M Me;SiCH=N=NI®! in
Diethylether, CH,Cl,, Et;N, 0-20°C, 11-18 h; b) 1 m wissr. NaOH,
EtOH, THF, 20°C, 16 h; c) N,N,N’,N'-Tetramethyl-O-(N-succin-
imidyl)isoharnstoff-tetrafluoroborat, DMF, iPr,NEt, 20°C, 2 h.

Ethylester von 5/6-Carboxy-N,N,N',N'-tetramethylrhodamin
8-R als Ausgangsmaterial hergestellt.””! Auf diesem Weg ge-
lingen die Synthese und Verseifung von Estern mit einem
maskierten Rhodamin-Fragment, ohne das Spiro-Diazoke-
ton-Fragment abzubauen. Eine Mischung der regioisomeren
N-Hydroxysuccinimidyl-Ester 9-NHS wurde dann fiir die
Immunmarkierungsexperimente eingesetzt.

Das Absorptionsspektrum von 3 (Abbildung 1) zeigt drei
Maxima bei 241 nm (e =60000), 268 nm (¢=33000) und
312 nm (¢=17000). Die a-Benzoyldiazoalkane weisen bei
etwa 320 nm eine Absorption mit ¢ =12000 auf. Das Maxi-
mum bei 312 nm entspricht dem am Benzoyldiazomethan-
Chromophor lokalisierten elektronischen Ubergang, an dem
eventuell auch das 9H-Xanthen-Fragment beteiligt ist. Da
wihrend der Photolyse aufgrund des effizienten Energie-
transfers jedoch die schwichste Bindung des Molekiils ge-

MeO
5
= [ .
E | L
- E
z i
= 1 ¢
‘O_ in)
@
olley ‘ o N
240 280 320 360 400 440 480 520 560 600 640 680

Wellenlange [nm]

Abbildung 1. Absorption von Rhodamin BNN (3; schwarz; linke
Achse) in Acetonitril; Absorptions- und Emissionsspektren der demas-
kierten Substanz 5 in Methanol (rot; rechte Achse).
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brochen wird, kommt es zur Eliminierung von Distickstoff.
Umgebende Losungsmittel, wie sie in Einbettungsmedien fiir
biologische Proben vorkommen, haben nur einen geringen
Einfluss auf die Demaskierungsreaktion (Abbildung S1 in
den Hintergundinformationen).

Die herausragende FEigenschaft des Absorptionsspek-
trums von 3 (und 9-R) ist eine Schulter um 375 nm, die sich bis
420 nm hinzieht. Aufgrund dieses Verlaufs ist es nicht ver-
wunderlich, dass eine effiziente Photoaktivierungs-(Demas-
kierungs-)Reaktion nicht nur bei Bestrahlung mit 360-
375 nm, sondern auch mit 405-420 nm mdoglich ist (Abbil-
dung S2).

Die Absorptions- und Emissionsmaxima von Rhodamin-
Derivat §, das nach der Photolyse von Diazoketon 3 isoliert
wurde, liegen bei 559 nm (¢ =66000) und 579 nm (Abbil-
dung 1). Die Fluoreszenz-Quantenausbeute der Verbindung
ist 0.37.07 Die spektralen Eigenschaften des Produkts nach
der Demaskierung unterscheiden sich kaum von denen des
urspriinglichen Fluoreszenzfarbstoffs (Tabelle S1). Die Wolff-
Umlagerung fiihrt zu einer Verldngerung der Kohlenstoff-
kette um eine Methylengruppe zwischen dem o-substituierten
Phenyl- und dem Methoxycarbonyl-Rest in 3. Somit wird
dessen sterische Hinderung gemindert und die Rotation um
die Einfachbindung C9-C2’ erleichtert (im Vergleich zu der
Situation, dass eine 2-Carboxyphenyl-Gruppe direkt an C9
gebunden ist). Die freie Rotation von Molekiilgruppen im
angeregten Zustand konnte somit Energie abfiithren und die
Wabhrscheinlichkeit eines radiativen S;—S,-Ubergangs redu-
zieren. Dies hitte einen geringen Verlust an Fluoreszenz-
Quantenausbeute zur Folge. Zusammenfassend ist davon
auszugehen, dass der demaskierte Farbstoff aufgrund seiner
Fluoreszenz-Quantenausbeute (Tabelle S1) gut zur Aufnah-
me fluoreszenzmikroskopischer Bilder geeignet ist. Weiterhin
sollte die geringe Menge des Nebenprodukts 4 nicht bei mi-
kroskopischen Anwendungen storen.

Bei der Mehrfarben-Fluoreszenzmikroskopie werden die
Fluoreszenzfarbstoffe iiblicherweise anhand ihrer Absorp-
tions- und Emissionsspektren unterschieden. Chromatische
Aberrationen konnen hierbei zu Artefakten fithren.?'s Um
dieses Problem zu umgehen und die Zahl der Anregungs-
quellen und Detektionskanéle zu reduzieren, haben wir drei
Fluorophore kombiniert, die &#hnliche Absorptions- und
Emissionsspektren aufweisen: 5/6-Carboxy-N,N,N',N'-Tetra-
methylrhodamin (TMR, 8-H), TMR-NN (9-R, siche
Schema 3) und das Spiroamid von Rhodamin S (RhS, siche
Schema 4). Zur Unterscheidung dieser drei Farbstoffe, deren
fluroreszierende Formen sehr &hnliche Absorptions- und
Anregungsspektren aufweisen (Tabelle S1), wurden ihre in-
dividuellen Schalt- und Demaskierungscharakteristika ge-
nutzt: TMR ist nicht schaltbar, TMR-NN kann durch Be-
leuchtung mit UV-Licht (12420 nm) demaskiert werden,
und das Spiroamid von RhS kann bei Bestrahlung mit UV-
Licht (4 <375 nm) aktiviert werden.

Fiir die Lichtmikroskopie wurden zunéchst drei Struktu-
ren innerhalb kultivierter Sdugerzellen (PtK2) mittels indi-
rekter Immunfluoreszenz markiert: das Aktin-Zytoskelett,
das Tubulin-Zytoskelett und die Peroxisomen. Zur Anfir-
bung von F-Aktin wurde Phalloidin-gekuppeltes TMR ein-
gesetzt, wihrend die beiden anderen Strukuren mit sekun-
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Schema 4. Durch Photoaktivierung entsteht aus Biokonjugaten der
farblosen , geschlossenen* Spiroamid-Form (RhS-CF) und Antikérpern
die hell fluoreszierende ,offene* Form (RhS-OF), die bei erneutem
Lichtausschluss wieder in die , geschlossene“ Form (RhS-CF) uiber-
geht.l"!

ddren Antikorpern, die an TMR-NN oder RhS gekuppelt
waren, markiert wurden. Die so gefidrbten Zellen wurden
nach dem in Abbildung2a gezeigten Schema untersucht:
Zuerst wurde Phalloidin-TMR aufgenommen (Anregung
546/12 nm, Emission 600/40 nm; ca. 40 Wcm™?). Anschlie-
Bend wurden alle TMR-Molekiile durch intensive Bestrah-
lung mit grilnem Licht (546 nm) irreversibel gebleicht. Da
weder die maskierte Form von TMR-NN noch die ,,ge-
schlossene Form“ von RhS griines Licht absorbiert, beein-
flusst dies die beiden anderen Farbstoffe nicht. AnschlieSend
wurde TMR-NN durch Beleuchtung mit UV-Licht demas-
kiert (420/30 nm; ca. 35 Wcem™2; Abbildung S3). Dabei ist
wichtig, dass RhS-CF trotz eines Absorptionsmaximums bei

a) 546 f420 546 360
546 ? ;4 246 ? ? 5'%
TMR _. BEeichen. . .
TMR-NN — @ Schatien o BEeichen.
RhS —@ ®

Schalten

Abbildung 2. Monochromatische Multimarker-Mikroskopie: a) Mikro-
skopieschema (ausfiihrliche Beschreibung siehe Text). b) Einsatz des
Mikroskopieschemas fiir die Aufnahme immunmarkierter Strukturen in
Saugerzellen (PtK2). Als erstes wird das TMR-markierte Aktin-Zytoske-
lett aufgenommen, dann die TMR-NN-markierten Peroxisomen und
schliefRlich das RhS-markierte Mikrotubuli-Zytoskelett. Zur besseren
Unterscheidung wurden in den Ubersichts- und Uberlagerungsbildern
unterschiedliche Farben verwendet. Obwohl etwas Ubersprechen er-
kennbar ist, ist die Aufnahme und Trennung der einzelnen Kanile
ohne weitere Bildverarbeitung méglich. Mastab 10 pm.
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331 nm (in Wasser)?®! gegeniiber Licht mit 1 =420 nm (bei
den eingesetzten Lichtintensitdten) unempfindlich ist. Dann
wurden die Peroxisomen durch Anregung des demaskierten
TMR-NN mit grilnem Licht aufgenommen. AnschlieBend
wurden die demaskierten Fluorophore wieder irreversibel mit
griinem Licht gebleicht. SchlieBlich wurde das RhS-markierte
Mikrotubuli-Zytoskelett aufgenommen. Hierzu wurde RhS
durch Bestrahlung mit UV-Licht (360/40 nm; ca. 10 Wcm™2)
aktiviert und unter Verwendung von griinem Licht aufge-
nommen. Dadurch wird die nichtfluoreszierende geschlosse-
ne Form in die hell fluoreszierende offene Form iiberfiihrt
(Schema 4 und Abbildung S4).

Dieses monochromatische Mikroskopieschema nutzt
ausschlieBlich griines Licht fiir die Anregung der Fluorophore
und nur einen einzigen Detektionskanal. Obwohl etwas
Ubersprechen (,,crosstalk®) erkennbar ist,['”! ist die Aufnah-
me und Trennung der einzelnen Kanile ohne weitere Bild-
verarbeitung moglich. Folglich ist es mit diesem Mikrosko-
pieschema mdglich, (Co-)Lokalisationsanalysen unter Ver-
wendung dreier Farbstoffe und eines einzigen Detektionska-
nals durchzufiihren.

Die beschriebene Prozedur zur Herstellung maskierter
Fluoreszenzfarbstoffe kann fiir alle N,N,N',N'-Tetraalkyl-
rhodamine, Carbopyronine und eventuell auch fiir andere
kationische Farbstoffe (z.B. Triarylmethyl-Derivate) einge-
setzt werden. Daher kann der vorgestellte Ansatz auf viele
weitere (Fluoreszenz-)Farbstoffe (und Anregungsquellen)
erweitert werden. Rhodamin NN kann aufgrund seiner
kompakten Struktur und der geringen Grole der Maskie-
rungsgruppe die Membranen von lebenden Zellen durch-
dringen."”! Tn Kombination mit Techniken zur proteinspezi-
fischen Markierung,” wie sie bei Halo- und SNAP-Tag rea-
lisiert sind, konnten die hier vorgestellten zellpermeablen
maskierten Rhodamine die Moglichkeiten von Lebendzell-
Markierungen, die auf der Bindung genetisch kodierter Pro-
tein-Tags an organische Fluorophore beruhen, deutlich er-
weitern. Die rdumlich eingeschriankte Photoaktivierung von
Rhodamin NN; gefolgt von der Analyse der Bewegung der
demaskierten Molekiile, sollte auferdem Messungen der
Molekiildynamik erméglichen (z.B. Bestimmung von Diffu-
sionsparametern oder Flussgeschwindigkeiten). Durch den
Einsatz von Rhodamin NN in Nanoskopietechniken®! (z.B.
(STED) oder Einzelmolekiilschalten gefolgt von der Lokali-
sierung des Signals®) sollten zusitzliche Strukturinforma-
tionen verfiigbar werden. Auflerdem sollten Messungen des
FRET-Signals von frisch demaskierten fluoreszierenden Fl4-
chen, die sich in der Néhe von permanent gefarbten Regionen
befinden, weitere Details iiber die Strukturen dieser kleinen
Bereiche (1-10 nm) offenlegen.
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