Aus dem Institut fiir Physik
der Universitit zu Liibeck

Direktor:
Prof. Dr. Christian G. Hiuibner

Einzelmolekiilspektroskopische Untersuchungen
hochmarkierter DNS in Hinblick auf

Einzelmolekiil-DNS-Sequenzierung

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwiirde
der Universitit zu Liibeck
- Aus der Technisch-Naturwissenschaftlichen Fakultiit -

Vorgelegt von
Nicky Ehrlich

aus Leipzig

Liibeck, 2008



1. Berichterstatter Prof. Dr. Ch. Hiibner

2. Berichterstatter Priv.-Doz. Dr. A. Schromm
Vorsitzender des Priifungsauschusses Prof. Dr. Th. Peters

Tag der miindlichen Priifung: 28. Oktober 2008

Zum Druck genehmigt,

Liubeck, den 28. Oktober 2008

gez. Prof. Dr. Jiirgen Prestin
Dekan der Technisch-Naturwissenschaftlichen Fakultit



INHALTSVERZEICHNIS INHALTSVERZEICHNIS
Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung 1

2  Grundlagen 5

2.1 Physikalische Grundlagen . . . . . . . ... ... ... . oL 5

2.1.1 Photophysik von Fluoreszenzfarbstoffen . . . . . . .. ... ... ... .. 5

2.1.2 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie . . . . . ... ... ... ... .... 10

2.1.3 Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy (TIRFM) . . . . . . .. 14

2.1.4  Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) . . . .. .. ... ... ... 18

2.1.5 Fluoreszenzereignisse . . . . . . . . . . v it e 22

2.2 Biologische Grundlagen . . . . . . .. . ... ... .. 25

2.2.1 DNS .. e 25

222 DNSalsPolymer . . . .. ... ... ... ... 27

2.2.3 Herstellungvon DNS . . . . . . . . .. ... 32

2.2.4 Sequenzierung/Sequenzanalyse . . . . . .. ... ... .. ... ... .. 33

2.2.5 Exonuklease III - ein DNS abbauendes Enzym . . .. .. ... ... ... 37

3 Material und Methoden 41

3.1 Fluoreszenzfarbstoffe . . . . . . . . .. .. . L 41

3.2 Konfokales Fluoreszenzrastermikroskopsystem . . . . . .. .. ... ... .... 42

3.3 Evaneszente ANregung . . . . . . . ..ot e e e e 46

3.4 FEinzelmolekiildetektion und -identifikation . . . . . . . .. ... ... ... ... 46

3.5 DNS-Proben. . . . . . . . 49

3.5.1 Markierungder DNS . . . . . . .. ... 50

3.5.2 Immobilisierung hochmarkierter DNS . . . . . . ... .. ... ... ... 52

3.5.3 Exonukleolytischer Abbau . . . . . . . ... ... ... ... ... ... 53

4 Ergebnisse und Diskussion 55

4.1 Das konfokale Anregungsvolumen . . . . . . ... ... ... .. ... ...... 55

4.2 Evaneszente ANTreguUNg . . . . . . . . ... i i e e e e e e e 61

4.3 Einzelmolekiildetektion und -identifikation . . . . . . .. .. ... ... ... .. 64

4.4 TIsomerisierung von CyS . . . . . . . .. e e e 68

4.5 Wechselwirkungen von R110-dCTP mitExo Il . . . . . ... ... ... .. ... 70

4.6 Charakterisierung der DNS-Proben . . . . . . . . . ... ... ... .. .. ... 72

4.6.1 DNSinLosung . . . . . . .. . 72

4.6.2 Immobilisierte DNS . . . . .. ... . . L 78

4.7 Exonukleolytischer Abbauvon DNS . . . . . . .. ... ... .. ... .. ... 88

477.1 AbbauinLosung . . . . . ... ... L 88



INHALTSVERZEICHNIS INHALTSVERZEICHNIS

4.7.2 Abbau immobilisierter DNS . . . . . . ... ... oo 94

4.7.3  Vorexperimente fiir den DNS-Einzelmolekiil-Abbau . . . . .. ... ... 98
5 Zusammenfassung und Ausblick 101
Literatur 105
Lebenslauf 117
Publikationen 119
Danksagung 121

II



1 EINLEITUNG

1 Einleitung

Im Verlaufe von 3,5 Milliarden Jahren hat sich auf der Erde eine unvorstellbare Vielfalt von Leben
entwickelt, welche selbst zu Beginn des 21. Jahrhunderts noch nicht vollstindig erforscht ist. So
wurden erst im Jahr 2007 auf einer Forschungsreise am Siidpol mit dem deutschen Forschungs-
eisbrecher Polarstern 700 unbekannte Arten entdeckt [1]. Doch allem terrestrischen Leben gemein
ist ein Molekiil, welches als Informationssystem zur Steuerung von Stoffwechselvorgingen sowie
zur Vermehrung dient, die Desoxyribonukleinsiure (DNS). Zahlreiche kleine Anderungen dieses
Molekiils und die Vererbung auf nachfolgende Generationen fiihrten zu dem unglaublichen Arten-
reichtum auf der Erde. Die Erforschung dieses Erbmaterials ist deshalb in vielen Forschungszwei-
gen von grofitem Interesse. Der Vergleich von Erbmaterial erlaubt nicht nur beim Vaterschaftstest
Verwandtschaftsbeziehungen aufzuzeigen, sondern auch in der Evolutionsforschung Beziehungen
zwischen verschiedenen Arten aufzudecken. Das Wissen iiber DNS hat die gerichtliche Wissen-
schaft (Forensik) revolutioniert und spielt in der Medizin bei der Entdeckung und Heilung von
Krankheiten, wie zum Beispiel in der Krebsforschung, sowie in der Pharmazie bei der Entwick-

lung von Medikamenten eine zunehmend wichtige Rolle.

Die DNS ist ein Polymer, bestehend aus zwei zueinander komplementiren Einzelstringen. Die-
se sind aus vier unterschiedlichen Monomeren, den sogenannten Basen aufgebaut. Deren Sequenz-
abfolge kodiert die Information (Genotyp), die anschlieBend im Organismus durch Transkription
und Translation in die entsprechenden Genprodukte, die Proteine (Phédnotyp) iibersetzt wird. Die
Standardmethode zur Bestimmung der DNS-Sequenzabfolge basiert auf der in den 70er Jahren
des letzten Jahrhunderts entwickelten Methode von Sanger [2]. Hierbei werden zahlreiche DNS-
Molekiile enzymatisch erzeugt, von denen jede Population um ein Basenpaar ldnger als die vor-
angegangene ist, und anschliefend entsprechend ihrer Lange elektrophoretisch getrennt. Aufgrund
der spezifischen Markierung der vier Monomere kann anhand der entstandenen Banden auf die
Sequenz der DNS geschlossen werden. Durch das begrenzte Auflosevermogen bei der elektropho-
retischen Trennung, sind hierbei nur DNS-Molekiile bis zu 1000 Basenpaaren in einem Durchlauf

sequenzierbar.

Durch die Entwicklung der Gentechnik seit dem Ende der 1970er sowie die Suche nach medizi-
nisch relevanten Genen und Genprodukten entstand ein wachsender Bedarf an Sequenzinformatio-
nen. Im Zuge des Humangenom-Projekts (HUGO), in dem das menschliche Genom entschliisselt
wurde [3, 4], sind die Geschwindigkeit der DNS-Sequenzierung aufgrund verbesserter Technik,
Automatisierung und Parallelisierung deutlich gesteigert sowie die Kosten um das hundertfache
von 100 US$ auf 1 US$ pro 10 Basenpaare gesenkt worden [5]. Trotz allem bleibt die Sanger-
Sequenzierung eine kostspielige, zeit- sowie arbeitsaufwendige Methode und ist nicht geeignet,
um zum Beispiel das gesamte Genom einzelner Patienten fiir die Gesundheitsvorsorge zu sequen-
zieren [6, 7, 8, 9]. Deshalb wird die Entwicklung alternativer Prinzipien der Sequenzanalyse ange-

strebt, die schneller und wirtschaftlicher sind.
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Abbildung 1: Prinzip der Einzelmolekiil-DNS-Sequenzierung mittels exonukleolytischen Abbaus [11, 12].
Ein immobilisiertes DNS-Molekiil wird durch eine Exonuklease Base fiir Base abgebaut. Die fluoreszenz-
markierten Basen werden durch den elektro-osmotischen Fluss in Richtung des Detektionsbereich transpor-
tiert. Das zeitliche Eintreffen der Basen entspricht dabei ihrer Position auf dem abgebauten DNS-Strang und
damit der DNS-Sequenz.

Eine Idee fiir eine neue Methode zur DNS-Sequenzierung basiert auf der sequentiellen Spaltung
eines einzelnen DNS-Molekiils durch exonukleolytischen Abbau [10] und der Detektion der abge-
spaltenen Basen. Im Gegensatz zur Sanger-Methode gibt es hierbei theoretisch keine Begrenzung
der Leseldnge der zu sequenzierenden DNS. Desweiteren ist die Geschwindigkeit der Sequenzie-
rung allein durch die Abbaurate des Enzyms bestimmt. Die Herausforderung bei der Umsetzung
dieser Methode besteht einerseits in der Handhabung beziehungsweise der Separation einzelner
DNS-Molekiile und anderseits in der Detektion der freiwerdenden Basen entsprechend ihrer Posi-
tion im DNS-Strang auf Einzelmolekiilniveau. In Abbildung 1 ist eine mogliche praktische Umset-
zung dieser Einzelmolekiil-DNS-Sequenzierungsmethode nach [11] dargestellt. Hierbei wird ein
DNS-Molekiil, in dem einzelne Basen mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind, an einem La-
texkiigelchen immobilisiert. Dieses wird mittels eines fokussierten Laserstrahls, einer sogenannten
optischen Falle, in einem elektro-osmotischen Fluss innerhalb eines Mikrokanals positioniert. Das
DNS-Molekiil wird Base fiir Base von einer Exonuklease abgebaut. Die freiwerdenden Basen wer-
den durch den elektro-osmotischen Fluss in Richtung des Detektionsbereichs transportiert, wo sie
mit Hilfe der Einzelmolekiilspektroskopie detektiert und identifiziert werden konnen. Das zeitliche
Eintreffen der Basen entspricht dabei ihrer Abfolge in der DNS. Problematisch sind hierbei die
Separation und Immobilisierung nur eines DNS-Einzelmolekiils auf einem Latexkiigelchen sowie
Wechselwirkungen der freiwerdenden Basen mit der Mikrokanalwand. So konnen sich durch Ad-
hision an der Mikrokanalwand einzelne Basen iiberholen, wodurch ihr Abfolge in der Detektion
nicht mehr der im DNS-Molekiil entspricht.

Idealerweise sollte bei einer Einzelmolekiil-DNS-Sequenzierung alle vier Basentypen mit un-

terscheidbaren Fluoreszenzfarbstoffen markiert sein. Aber auch eine Sequenzierung eines DNS-
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Molekiils, in der nur zwei der vier Basen markiert sind, ist moglich. Hierbei werden jedoch mehrere
Sequenzierdurchgénge bei veridnderter Basenmarkierung bendtigt. Fiir die Synthese sowie fiir den
Abbau solcher hochmarkierten DNS sind Enzyme notwendig, die mit den fluoreszenzmarkierten
Basen umgehen konnen. Eine vollstindige Markierung zweier Basentypen in DNS sowie deren
exonukleolytischer Abbau konnten bereits erfolgreich durchgefiihrt werden [13, 14, 15].

Fiir die Detektion der freiwerdenden fluoreszenzmarkierten Basen eignen sich aufgrund des
guten Signal-zu-Rausch-Verhiltnisses konfokale Fluoreszenzmikroskopsysteme [16], die auch bei
der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) zur Anwendung kommen [17, 18, 19]. Bei der
konfokalen Fluoreszenzmikroskopie wird das Anregungslicht eines Lasers durch die riickwartige
Apertur eines Objektives in die Probe fokussiert. Das Fluoreszenzlicht wird vom selben Objektiv
eingesammelt und auf sehr empfindliche Detektoren gelenkt, die einzelne Photonen registrieren
konnen. Die ersten Einzelmolekiilnachweise einzelner Fluoreszenzfarbstoffe wurden durch grund-
legende Arbeiten der Arbeitsgruppe um R.A. Keller zur Einzelmolekiildetektion in den 80er Jahren
des 20. Jahrhunderts ermoglicht [20, 21, 22, 10].

Um die grundsitzlichen Probleme bei der Einzelmolekiil-DNS-Sequenzierung in Mikrokani-
len, wie die Separation einzelner DNS-Molekiile sowie Wechselwirkungen der freigesetzten Basen
mit den Kanalwénden, zu vermeiden, sollte in dieser Arbeit die Moglichkeit der Einzelmolekiil-
DNS-Sequenzierung  von  auf  einer  Deckglasoberfliche = immobilisierter =~ DNS
durch exonukleolytischen Abbau untersucht werden. Dabei soll ausgenutzt werden, dass durch die
hohe Dichte der Fluoreszenzfarbstoffe in der DNS, die Fluoreszenzintensitit dieser stark reduziert
ist [23]. Erst durch die Freisetzung der fluoreszenzmarkierten Basen von der DNS durch die Exonu-
klease wird die Unterdriickung der Fluoreszenz beseitigt, und die einzelnen fluoreszenzmarkierten
Basen sind detektierbar. Datfiir sollte zunichst mit Hilfe der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie
der exonukleolytische Abbau hochmarkierter DNS in Losung sowie immobilisiert nachgewiesen
und der Einfluss der Fluoreszenzfarbstoffe auf den Abbau bestimmt werden.

In Abschnitt 2.1 dieser Arbeit werden zunichst die physikalischen Grundlagen der Fluoreszenz,
der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie sowie das Prinzip der evaneszenten Anregung von Mole-
kiilen nahe der Deckglasoberfliche vorgestellt. Desweiteren werden die Methoden der Fluoreszenz-
korrelationsspektroskopie sowie der Einzelmolekiildetektion und -identifikation beschrieben. Auf
die biologischen und physikalischen Eigenschaften des Biomolekiils DNS wird in Abschnitt 2.2
ndher eingegangen. Neben den Standard-Sequenziermethoden werden aulerdem weitere neue Se-
quenzieransitze vorgestellt.

In Abschnitt 3 werden die in dieser Arbeit verwendeten Materialien und Methoden beschrieben,
wie der Aufbau des konfokalen Fluoreszenzrastermikroskops (Abschnitt 3.2), die Methoden fiir die
Einzelmolekiildetektion und -identifikation (Abschnitt 3.4), sowie die Prozeduren der Fluoreszenz-
markierung, der Immobilisierung und des exonukleolytischen Abbaus der DNS (Abschnitt 3.5). Die
Experimente und Ergebnisse dieser Arbeit werden in Abschnitt 4 vorgestellt und diskutiert. So fin-

det in Abschnitt 4.1 und 4.2 eine nidhere Charakterisierung des Anregungsvolumens bei konfokaler
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sowie evaneszenter Anregung statt, und in Abschnitt 4.3 werden die Ergebnisse der Einzelmole-
kiildetektion und -identifikation vorgestellt. Fiir die Bestimmung der Abbaugeschwindigkeit der
hochmarkierten DNS werden zunéchst die Eigenschaften der fluoreszenzmarkierten DNS-Proben
frei in Losung sowie immobilisiert auf der Deckglasoberfliche charakterisiert (Abschnitt 4.6) und
anschlieend der exonukleolytische Abbau mittels der konfokalen Fluoreszenzkorrelationsspektro-
skopie verfolgt (Abschnitt 4.7). SchlieBlich wurde ein erster Versuch des Abbaus eines immobili-
sierten DNS-Einzelmolekiils durchgefiihrt (Abschnitt 4.7.3).

Abschnitt 5 gibt eine Zusammenfassung der Ergebnisse sowie einen moglichen Ansatz fiir eine

Einzelmolekiil-DNS-Sequenzierung anhand der Erkenntnisse dieser Arbeit.



2 GRUNDLAGEN

2 Grundlagen

2.1 Physikalische Grundlagen

2.1.1 Photophysik von Fluoreszenzfarbstoffen

Da die GroBe typischer Biomolekiile mit wenigen Nanometern unterhalb der optischen Aufl6-
sungsgrenze eines Mikroskops liegt, werden fiir deren Visualisierung Fluoreszenzfarbstoffe als
Marker eingesetzt. Fluoreszenzfarbstoffe besitzen meist aromatische Ringe, deren delokalisierte
n-Elektronen sich durch geeignete Lichtquellen auf ein energiereicheres elektronisches Niveau an-
heben lassen (Absorption). Dem nun angeregten Farbstoff stehen mehrere Wege zur Verfiigung,
seine Energie wieder abzugeben, wobei gute Fluoreszenzfarbstoffe ihre Energie vor allem als Fluo-
reszenzlicht abgeben (Emission). Nachfolgend werden die Prinzipien der Absorption und Emission

vorgestellt.

Absorption

Fiir die Absorption eines Photons durch einen Fluoreszenzfarbstoff miissen verschiedene Vor-
aussetzungen erfiillt sein. So muss der elektrische Feldstiarkevektor der Erregerwelle einen zum
elektrischen Ubergangsdipol parallel orientierten Anteil besitzen und der Ubergang quantenme-
chanisch erlaubt sein. Vor allem aber muss die Bohrsche Frequenzbedingung erfiillt sein, nach der
die Energie des Photons der Energiedifferenz AE zwischen zwei Energieniveaus entsprechen muss.

Die Energie Ep eines Photons lésst sich dabei wie folgt berechnen:

Ep=hy = h% (1)
mit dem Planckschen Wirkungsquantum 4 (h = 6,63 - 10734Js), der Frequenz v und der Wellenlin-
ge A der elektromagnetischen Welle sowie der Lichtgeschwindigkeit c.

Die Rate k4 der Photonenabsorption ist dabei proportional zur Leistungsdichte des eingestrahl-
ten Lichtes 7 mit der Wellenlidnge A, dem Absorptionsquerschnitt des Molekiils (A) und dem
Kehrwert der Photonenenergie Ep:

ka =Ic(A)Ep" . ()

Der Absorptionsquerschnitt eines Molekiils stellt ein Maf fiir die Wahrscheinlichkeit zur Absorp-
tion eines Photons dar. Er steht im folgenden Zusammenhang mit dem molaren dekadischen Ex-
tinktionskoeffizienten &(A) [m2/mol] und der Avogadrokonstante Ny [24]:

_ logjpe(4)

G(A‘Ex) = N—A . (3)

Der molare Extinktionskoeffizient ist eine molekiil- sowie wellenldngenspezifische Grofle und

gibt an, wie stark das Licht in einer Farbstofflosung absorbiert wird. Unter Beriicksichtigung der
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2.1 Physikalische Grundlagen 2 GRUNDLAGEN

Konzentration ¢ sowie der Dicke d der Probe im Lichtstrahl stellt er die Extinktion E einer Probe
dar. Die Extinktion entspricht dem dekadischen Logarithmus des Verhiltnisses von eingestrahlter
Lichtintensitét 1,;, zu transmittierter Lichtintensitit ;. Dieser Zusammenhang ist als das Lambert-

Beersche Gesetz bekannt:

Ezloglein =¢€(A)-c-d. 4)

Jablonskidiagramm

Mit einem einfachen Energiestufen-Diagramm nach Aleksander Jabtoriski [25] lassen sich die
ablaufenden Prozesse zwischen Absorption und Emission eines Photons veranschaulichen (Abbil-
dung 2). Mit der Absorption eines Photons gelangt das Elektron aus dem Grundzustand Sy je nach
Photonenenergie auf ein vibronisches Schwingungsniveau eines hoher gelegenen elektronischen
Singulettzustandes. Da die Ubergiinge zwischen den verschiedenen Energiezustinden aufgrund der
geringen Masse der Elektronen auf einer sehr kurzen Zeitskala von 10~ s ablaufen, indert sich
die relative Lage der triigen Atomkerne mit einer Kernschwingungsperiode von etwa 10~13 s wiih-
rend der Anregung nicht (Franck-Condon-Prinzip). Aus den héheren Schwingungszustinden fin-
det eine schnelle Relaxation (107! s [26]) auf das energetisch niedrigste Schwingungsniveau des
S1-Zustandes statt. Dies geschieht strahlungslos durch Wiarmeabgabe an das umgebende Losungs-
mittel.

Aufgrund der schnellen Relaxation auf das Grundniveau von S findet die Emission von Fluo-
reszenzphotonen hvr fast immer von diesem statt (Kashas Regel), dadurch ist das Emissionss-
pektrum unabhiéngig von der Anregungswellenlinge. Die emittierten Fluoreszenzphotonen sind
aufgrund von Losungsmittelrelaxation stets energiedrmer als die absorbierten Photonen. Dies zeigt
sich in den Emissionsspektren, die im Vergleich zu den Absorptionsspektren zu langwelligeren
Bereichen verschoben sind. Diese Rotverschiebung wird als Stokes-Shift bezeichnet und ist die
Voraussetzung fiir die konfokale Fluoreszenzspektroskopie, da hier eine Trennung des Emissions-
lichts vom Anregungslicht erforderlich ist. Aufgrund der Ahnlichkeiten der Schwingungsniveaus
im Grund- und angeregten Zustand sowie fiir die entsprechenden Ubergangswahrscheinlichkeiten
ist der Verlauf der Absorptions- und Emissionsspektren auf einer Energieskala oft gespiegelt (Spie-
gelgesetz [27]).

Auch ein strahlungsloser Ubergang aus dem angeregten Singulettzustand S in den Grundzu-
stand Sy kann erfolgen, zum Beispiel durch innere Umwandlung (IC), durch Auslosen einer che-
mischen Reaktion wie bei der photoinduzierte Isomerisierungsreaktion von Cy5-Farbstoffen [28],
oder durch Energieiibertragung auf benachbarte Molekiile (Quenching (Q)). Dabei hat beim Quen-
ching der Fluoreszenzfarbstoff entweder direkten Kontakt mit sogenannten Kollisionsquenchern,
wie zum Beispiel Sauerstoff, Halogene, Amine oder elektronegative Molekiile, oder die Fluores-
zenz wird gequencht aufgrund von kurzreichweitigen Wechselwirkungen, wie zum Beispiel bei
einem Fluoreszenzresonanzenergietransfer zwischen zwei Farbstoffmolekiilen.

Aus dem S;-Grundzustand kann ein Fluoreszenzfarbstoff unter Spinumkehr strahlungslos in

6
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Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung eines Jabtonski-Diagramms. Erkldrung siehe Text. Sp - Grundzu-
stand; S - erster angeregter Singulettzustand; S, - zweiter angeregte Singulettzustinde; 77 - erster angereg-
ter Triplettzustand; hv, - absorbiertes Photon; hvr - Fluoreszenzphoton; hvp - Phosphoreszenzphoton; IC -
innere Umwandlung (internal crossing); ISC - intersystem crossing; Q - Quenching;

den Triplettzustand 7 iibergehen. Dieser Prozess wird als Intersystem Crossing (ISC) bezeich-
net. Der Triplettzustand ist stets energetisch niedriger als der S;-Zustand. Der Farbstoff kann aus
dem Triplettzustand wieder unter Spinumkehr strahlungslos oder unter Abgabe eines Photons /v,
(Phosphoreszenz) in den Grundzustand S iibergehen. Da die Ubergiinge zwischen Singulett- in den
Triplettzustinden quantenmechanisch verboten sind, ist die Rate der Phosphoreszenz um ein Viel-
faches kleiner als die der Fluoreszenz, bei der Raten von 10® s~! einen typischen Wert darstellen.
Die Wahrscheinlichkeit der Besetzung von 77 steigt aufgrund der Zunahme der S;-Population mit

der Anregungsintensitét [29] und kann auch stark durch das Losungsmittel beeinflusst werden [30].

Fluoreszenzquantenausbeute, -lebenszeit, -sittigung und Photozerstorung
Ein wichtige, die Qualitit eines Fluoreszenzfarbstoffes kennzeichnende GréBe, ist die Fluores-
zenzquantenausbeute @, welche das Verhiltnis von emittierten zu absorbierten Photonen dar-

stellt [31]:
Anzahl emittierter Photonen ke, k.

F= Anzahl absorbierter Photonen - a - ke+Yiki

(&)

Dabei ist k. die Rate emittierter Photonen, k4 die Rate der absorbierten Photonen, ) ; k; die Gesam-
trate aller strahlungslosen Uberginge aus S;. Eine Quantenausbeute von 1 wiirde somit bedeuten,
dass keine strahlungslosen Uberginge stattfinden. Die Fluoreszenzquantenausbeute stellt eine in-
trinsische Eigenschaft der Farbstoffe dar, die aber auch durch die Polaritdt des Losungsmittels
beeinflusst wird. So besitzt Tetramethylrhodamin in Wasser eine Fluoreszenzquantenausbeute von
0,45, in Ethanol jedoch von 0,9 [32].

Die Fluoreszenzlebenszeit Tr gibt die mittlere Zeit zwischen der Anregung eines Fluoreszenz-

7



2.1 Physikalische Grundlagen 2 GRUNDLAGEN

farbstoffes in den angeregten Zustand sowie der Relaxation aus diesem an. Sie entspricht dem Kehr-
wert der Summe aller Ratenkonstanten strahlungsloser Uberginge ¥, k; sowie der Fluoreszenzrate

ke:
1

T ket ik

In Abwesenheit von strahlungslosen Ubergiingen entspricht die Fluoreszenzlebenszeit der wahren

(6)

F

beziehungsweise natiirlichen Fluoreszenzlebenszeit 7,, der Farbstoffe:

L (7

Die Anzahl der emittierten Photonen und damit die Fluoreszenzintensitét ist zunéchst propor-
tional zur Anregungsleistung, da die Wahrscheinlichkeit des Ubergangs von Sy in einen angeregten
Zustand erhoht wird [33, 34]. Mit zunehmenden Populationsgrad von S; nehmen ebenfalls die
Uberginge in das Triplett-System zu [35], wodurch ein erneuter Fluoreszenzzyklus erst nach lin-
gerer Zeit (us) wieder moglich ist. Dies fiihrt zur Sattigung der Fluoreszenz des Farbstoffes, da die
Anregungsrate des Farbstoffes nicht mehr proportional zur Anregungsleistung ist. Neben Triplett-
iibergiingen fithren auch andere photoinduzierte Ubergiinge in nichtfluoreszierenden Zustinden wie
zum Beispiel bei der cis-trans Isomerisierung von Cyaninen [28] zur Sattigung. Aber auch die Fluo-
reszenzlebenszeit beeinflusst die Emissionsrate von Photonen, da nur Farbstoffe, die sich wieder
im Grundzustand befinden, zur Fluoreszenz angeregt werden konnen.

Ein weiterer Prozess der die Photonenausbeute mindert, ist die Photozerstérung (Bleichen) der
Fluoreszenzfarbstoffe [29]. Darunter versteht man den irreversiblen Ubergang eines Fluoreszenz-
farbstoffes in einen Zustand, in dem er nicht mehr in der Lage ist, Fluoreszenzphotonen zu emittie-
ren. Dies findet in der Regel aus hoch angeregten Triplettzustinden heraus statt [36]. Die Photoche-
mie, die hinter den Bleichprozessen steht, ist oftmals nur unvollstindig aufgeklirt. Dabei scheinen
auch freie Radikale, wie zum Beispiel Sauerstoff, eine Rolle zu spielen, da durch Antioxidanti-
en wie zum Beispiel das Vitamin C das Bleichen der Farbstoffe abgeschwicht werden kann [37].
Vorsichtige Schitzungen gehen fiir Farbstoffe wie Cy5 oder Rhodamin von 10° — 10° emittierten

Photonen vor dem irreversiblen Photobleichen aus [38].

Fluoreszenzresonanzenergietransfer (FRET)

Beim Fluoreszenzresonanzenergietransfer wird die Energie eines Farbstoffes (Donor) durch Dipol-
Dipol-Wechselwirkung strahlungslos auf einen anderen Farbstoff (Akzeptor) iibertragen. Dabei
muss der Donor in einem Wellenldngenbereich emittieren, welcher sich mit dem Absorptionss-
pektrum des Akzeptors iiberschneidet. Die physikalischen Prinzipien wurden erstmals von Forster

untersucht [39, 40]. Die Rate der Energieiibertragung kann dabei wie folgt berechnet werden:

(1 [(Ro\°
"T—(a> (;) ®
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Abbildung 3: Abhingigkeit
der Energietransfereffizienz
(E) vom Abstand R zwischen
Donor und Akzeptor. Ry ist
der Forsterradius.

mit der Fluoreszenzlebenszeit 7 des Donors, dem raumlichen Abstand R der beiden Farbstoffmo-
lekiile und dem Forsterradius Ry. Der Forsterradius ist der Abstand zwischen Donor und Akzeptor,
bei dem die Effizienz der Energieiibertragung 50 % betrigt. Er wird fiir jedes FRET-Paar individu-
ell bestimmt und und liegt gewohnlich zwischen 2 und 6 nm. Mit Hilfe des Forsterradius kann die

Effizienz der Energieiibertragung zwischen einem FRET-Paaren charakterisiert werden [27]:

6
prm— RO .
RS+ RO

€))

Anhand dieser Gleichung wird ersichtlich, dass die Transfereffizienz stark vom Abstand zwischen
Donor und Akzeptor abhidngt, wenn sich dieser im Bereich des Forsterradius befindet (Abbil-
dung 3). Dadurch konnen FRET-Paare auch als sogenannte spektroskopische Lineale verwendet
werden [41].

Der Forsterradius ist abhiingig von der spektroskopischen Uberlappung J(4) des Emissionss-
pektrums des Donors und des Absorptionsspektrums des Akzeptors, vom Brechungsindex n des
Mediums, der Quantenausbeute Qp des Donors sowie der Orientierung k der Farbstoffmolekiile

zueinander, wobei bei frei rotierenden Farbstoffmolekiilen von von k = % ausgegangen wird [27]:

—_

Ry=0,211[x*n"*QpJ(1)]° . (10)

Der spektroskopische Uberlapp lisst sich wie folgt berechnen [27]:

JA) = /FD(A)eA(A)A‘*dA (11)
0

€4(A) ist der Extinktionskoeffizient des Akzeptors bei der Wellenlénge A und Fp(A) das normierte

Fluoreszenzspektrum des Donors.
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2.1.2 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

In der Konfokalmikroskopie wird, wie in Abbildung 4 a) schematisch gezeigt, ein Laserstrahl (Ls)
mittels eines dichroitischen Spiegels (DC) in die riickwirtige Apertur eines Mikroskopobjektivs
(O) eingekoppelt und von diesem in die Probe fokussiert. Dadurch wird ein sehr kleines Volumen
im Bereich von Femtolitern in der Probe angeregt. Das Fluoreszenzlicht (Fl) wird iiber das selbe
Mikroskopobjektiv und den dichroitischen Spiegel, iiber ein Bandpassfilter (BF) und eine Loch-
blende (LB) mit Hilfe einer Linse (L) auf das aktive Feld eines Detektors fokussiert.

Objektive
Immersionsobjektive weisen deutlich hohere numerische Aperturen (N.A.) auf als Linsen oder
Luftobjektive. Die numerische Apertur bestimmt das Auflosungsvermogen eines Objektivs und ist

abhiingig vom Brechungsindex n des Mediums und dem halben Offnungswinkel & des Objektivs:
N.A.=n-sinc . (12)

Der halbe Offnungswinkel ist der Winkel zwischen optischer Achse des Objektivs und dem groBten
Winkel des einstrahlenden Lichtstrahls (Abbildung 4 b). Je groBer der Offnungswinkel ist, desto
mehr Photonen konnen vom Objektiv eingesammelt werden.

Mit einem groBeren Offnungswinkel besitzt ein Objektiv auch ein groBeres Auflosungsvermo-
gen. Das Auflosungsvermogen A entspricht dem Kehrwert des Abstandes d,i,, den zwei Punkte
voneinander haben miissen, damit sie noch als voneinander getrennt erkannt werden. Nimmt man
fiir d;;, den Radius des Airy-Scheibchens an, welches das erste kreisférmige Minimum der Beu-
gungsfigur eines runden Loches darstellt, so erhilt man fiir d,y,,:

A A

— =0.66— (13)

n=1.22 .
i 2nsin o NA

Wie Gleichung 12 zeigt, ist die numerische Apertur und damit auch das Auflosungsvermogen
abhéngig vom Brechungsindex n des Mediums. Bei einem Luftobjektiv ist der theoretisch maxima-
le Wert fiir N.A. gleich 1 (n s = 1, @ = 90). Bei Immersionsobjektiven werden hohere numerische
Aperturen erreicht, da die zwischen Objekt und Objektiv verwendeten Immersionsmedien hohere
Brechzahlen als Luft aufweisen. So kann bei Standard-Olimmersionsobjektiven eine theoretische
numerische Apertur von 1,518 erreicht werden. Mit Spezialol und speziellen Deckglédsern sind so-

gar noch héhere numerische Aperturen moglich (Tabelle 1).

Detektionsvolumen
Das Detektionsvolumen stellt den Bereich der Probe dar, der vom Laser angeregt und aus dem
die Fluoreszenzphotonen der Farbstoffe detektiert werden. Dabei ist das Anregungsvolumen durch

die Abbésche Beugung begrenzt, so dass ein minimaler Fokusdurchmesser von ~ % und damit ein

10
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optische
Achse

_ halber
Offnungswinkel

__Deckglas mit
Immersions-
medium

Immersions-

Abbildung 4: a) Schematische Darstellung eines konfokalen Mikroskopsystems. Erkldrung siehe Text. (O -
Objektiv; DC - Dichroit; BF - Bandpassfilter; L - Linse; LB - Lochblende; D - Detektor; Ls - Laserstrahl; F1
- Fluoreszenzlicht). b) Der halben Offnungswinkel o eines Objektivs.

Anregungsvolumen unterhalb eines Femtoliters erreicht werden kann.

Die Form des Detektionsvolumens wird durch die Detektionsfunktion (instrument response
function) IRF (71,z) charakterisiert und ergibt sich aus dem Produkt der Anregungsintensitit im
Fokus 1(7/,z) und der Sammeleffizienzfunktion (collection efficiency function) CEF (¥1,z) des Mi-
kroskopsystems [42]:

IRF (#1,z) =I(7,z) - CEF (71,z) (14)

mit den Koordinaten 7/ und dem Abstand z zur Fokalebene der Punktlichtquelle. Aus dem Pro-
dukt der IRF(71,7), der Fluoreszenzquantenausbeute ®r und dem Absorptionsquerschnitt 6 (1)
des Farbstoffes lisst sich die Emissionscharakteristik 7, (7) des Fluoreszenzfarbstoffes bestimmen:

I (F) = k®ro(A)IRF (71,2) , (15)

wobei der dimensionslose Vorfaktor k angibt, welcher Anteil der Emissionsphotonen aus dem An-
regungsvolumen vom Detektor registriert werden. Da die IRF (¥/,z) die ortsabhingige Intensitit
der detektierten Molekiile angibt, bestimmt sie das effektive Volumen.

Die Sammeleffizienzfunktion CEF (7/,z) beschreibt die rdumliche Detektionswahrscheinlich-
keit eines Farbstoffes im Punkt 7. Sie gibt an, welcher Anteil des Lichtes einer isotrop strahlenden
Punktlichtquelle an einem bestimmten Ort (7/,z) auf den Detektor fillt und wird somit durch das
Mikroskopobjektiv und durch die Lochblende bestimmt. Die Sammeleffizienzfunktion gibt die rein
geometrische Detektionswahrscheinlichkeit an. Fiir die tatsdchliche Detektionswahrscheinlichkeit
eines Photons durch das Gesamtsystem muss die Sammeleffizienzfunktion mit der Transmissions-
wahrscheinlichkeit der optischen Komponenten wie Objektiv, Strahlenteiler, Emissionsfilter und
Linsen sowie mit der Quantenausbeute des Detektors fiir ein Photon der betrachteten Wellenlédnge
multipliziert werden.

Die Sammeleffizienzfunktion wird mathematisch aus einer Faltung der Transmissionsfunktion

der Lochblende T7(7) und der durch das Objektiv gegebenen Punktspreizfunktion

11
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Abbildung 5:  2D-Darstellung  der
gaullférmigen Intensitétsverteilung
(farbkodiert) im konfokalen An-
regungsvolumen  berechnet  nach
Gleichung 19. (Ip - Intensitdtsmaxi-
mum; wy, Zo - laterale beziehungsweise
axiale Ausdehnung des konfokalen
Anregungsvolumens, bei der das
Intensititsmaximum auf 1/e* gefallen
ist)

PSF (¥,71,z) erhalten [43]:

CEF(7,z) =B
Bilde

| IDe
Zp
1
lEI Wy
ZT—'
XY
T (7)PSF (F,7,2)dF (16)
bene

mit B als Anteil des Lichtes der Lichtquelle, die durch das Objektiv fillt und die Bildebene er-
reicht. Die Punktspreizfunktion PSF(7,7/,z) mit 7 als Abstand vom Schnittpunkt der optischen

Achse mit der Bildebene, beschreibt die Intensititsverteilung einer punktformigen Lichtquelle im

Objektraum, in der Bildebene und damit auf dem Detektor. Dabei nimmt der Radius der PSF eines

Lichtpunktes mit wachsenden Abstand zur Fokalebene des Objektivs zu. Die Transmissionsfunkti-
on T (7) gibt an, ob der Bildpunkt des Leuchtpunktes in der Offnung der Lochblende liegt. Beide

Funktionen 7'(7) und PSF(7,7/,z) konnen in Anndherung als Scheibchenfunktion circ beschrie-

ben werden, das heilit der Leuchtpunkt ergibt als Bild niherungsweise ein Scheibchen konstanter
Helligkeit [42]:

mit R2 (2)

1 =cie(£) -

PSF(F,71,2)

= d?

min

1 falls |F| <so
(17)
0 falls 7| > so

B circ (%) as)
- TR(2)

+ 72 tan® o. Dabei ist 5o der durch die ObjektivvergroBerung geteilte Lochblen-

denradius, R(z) der Radius des Beugungsscheibchens in Abhéngigkeit vom Abstand z vom Brenn-

punkt, und d,,;, beschreibt das Auflésevermogen mit dem halben Offnungswinkel o des Objektivs.

Die ortsabhéngige Intensitit im Fokus wird in der konfokalen Detektion durch eine dreidimen-

12
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sionale GauBlverteilung angenéhert [42]:

2

2., 2
X2ty Z

I(x,y,z) = lye e (19)

mit den Raumkoordinaten x, y und z, und den beiden Halbachsen wgy und zg in lateraler bezie-
hungsweise axialer Richtung desjenigen Ellipsoids, das eine Oberflache beschreibt, auf der das
Intensititsmaximum auf 1/e? gefallen ist (Abbildung 5). Die mittlere Anregungsleistungsdichte I

[KW cm™2] ergibt sich aus der Leistung P am Objektiv und dem Parameter wy:

2P

Io = :
w3

(20)

Der Fokusradius der kleinen Halbachse w(z) ist abhéngig von z und nimmt entlang der z-Achse

2
w?(z) = w§+ < ) 2. 2D

Der minimale Fokusradius der kleinen Halbachse wq lésst sich in der GauB3schen Optik wie folgt

quadratisch zu:

nmwwo

berechnen:

_ M

= 22
nTL’l() (22)

wo

mit der Wellenlidnge des Laserlichtes A, der Brennweite des Objektivs f, dem Brechungsindex n
des Mediums in das der Laserstrahl fokussiert wird und dem Radius /y des Laserstrahls, der auf die
riickwirtige Apertur des Objektivs auftrifft. Das Fokusvolumen ergibt sich zu:

(fI(x,y,z)dV)2 39

VEokus := =72 . 23

Signal-zu-Rausch-Verhiiltnis

Das stets vorhandene Hintergrundsignal wird unter anderem durch inelastische Raman- und elas-
tische Rayleigh-Streuung des Losungsmittels hervorgerufen und ist proportional zur Anregungsin-
tensitdt. Der Raman-Absorptionsquerschnitt von Wasser bei einer Anregungswellenldnge von 488
nm betrigt 10728cm? und ist damit deutlich kleiner als der Absorptionsquerschnitt eines guten
Fluoreszenzfarbstoffes mit 10~ !%cm? [44]. Jedoch kann der Absorptionsquerschnitt aller Wasser-
molekiile im Detektionsvolumen ein mehrfach hoheres Signal erzeugen als das Fluoreszenzsignal
eines einzigen Farbstoffmolekiils. Durch Verringerung des Detektionsvolumens wird auch die An-
zahl der darin enthaltenen Wassermolekiile verkleinert und stellt damit ein effektives Mittel zur
Minderung des Hintergrundsignals dar. So befinden sich bei der konfokalen Mikroskopie im Fokus
mit einem Volumen von etwa 0,1 fl etwa 10° Wassermolekiile, die im Mittel nur 1:1000 bis 1:10000

des Signals eines guten Farbstoffes verursachen. Bei einem solchen Signal-zu-Rausch-Verhiltnis

13
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ist die effiziente Detektion einzelner Molekiile moglich [42, 45, 33, 46].

Aber auch die Autofluoreszenz von Verunreinigungen kann zu einer Erh6hung des Hintergrunds
und damit zu einem schlechten Signal-zu-Rausch-Verhiltnis fithren. Dabei spielt die intrinsische
Fluoreszenz biologischer Systeme im sichtbaren Licht eine groBe Rolle. Da die Autofluoreszenz
aufgrund der geringen Anzahl natiirlich vorkommender Verbindungen, die iiber 600 nm effizient
absorbieren und fluoreszieren, gering ist, werden bei der Untersuchung von biologischen Systemen

Anregungswellenldngen in diesem Spektralbereich bevorzugt.

Ein weiterer Faktor, der das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis beeinflusst, ist die Dunkelzihlrate
der Detektoren, die aufgrund thermischer Energie verursacht wird. Dies kann durch Kiihlen der

Detektoren verringert werden.

Fiir die Bestimmung des Signal-zu-Rausch-Verhiltnisses ist neben dem Hintergrundsignal aber
auch die Rate, mit der Photonen von den Fluoreszenzfarbstoffen detektiert werden, von Bedeutung.
Das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis (S/N, signal to noise) lisst sich wie folgt bestimmen [47]:

ndetR
S/N = N (24)
/ VMaaR+Cp+Ng)

mit der Detektionseffizienz 1n,,,, der Emissionsrate der Fluoreszenzfarbstoffe R, der Integrations-

zeit ., der Zihlrate der Streuphotonen Cj, und der Dunkelzihlrate N,.

Mit zunehmender Anregungsleistung steigt das Fluoreszenzsignal der Farbstoffe im Vergleich
zum Hintergrundsignal stirker an, so dass damit ein hoheres Signal-zu-Hintergrund-Verhiltnis er-
reicht werden kann. Bei zu hohen Anregungsleistungen sinkt das Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis
wieder ab, da aufgrund von Sittigung und des erhohten Anteils an Triplettzustinden (siehe Ab-
schnitt 2.1.1) die Steigerung des Fluoreszenzsignals eingeschrinkt ist, jedoch das Hintergrund-
signal weiter proportional mit der Anregungsleistung wichst. Dadurch ergibt sich eine optimale

Anregungsleistung, bei der das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis maximal ist.

2.1.3 Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy (TIRFM)

Beim Ubergang eines Lichtstrahls von einem optisch dichteren in ein optisch diinneres Medium,
zum Beispiel von Glas in Luft oder in Wasser, wird ein Teil des Lichtstrahls vom Lot weggebrochen
und der andere reflektiert (Abbildung 6). Je hoher der Einfallswinkel 8; desto groBer ist auch der
Austrittswinkel 8. Der Winkel des reflektierten Strahls entspricht dabei dem Einfallswinkel (Re-
flektionsgesetz). Bei einem bestimmten Einfallswinkel, dem sogenannten Grenzwinkel J., betrigt
der Austrittswinkel 90°. Bei Einfallswinkeln oberhalb des Grenzwinkels werden die einfallenden
Strahlen an der Grenzflache ausschlieBlich reflektiert, dies wird als Totalreflektion bezeichnet. Der
Grenzwinkel ist von den beiden optischen Medien, genauer gesagt von ihrer Brechzahl n abhingig,

und lésst sich bei gegebenen Brechzahlen iiber das Brechungsgesetz von Snellius bestimmen:
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Abbildung 6: Verhalten eines Lichtstrahls an der Grenzschicht zweier unterschiedlich optisch dichten Me-
dien. Beim Ubergang eines Lichtstrahls aus einen optisch dichteren n; in ein optisch diinneres Medium n;,
wird ein Teil des Lichtstrahls vom Lot weggebrochen. Der andere Teil des Lichtstrahls wird an der Grenz-
fliche reflektiert. Mit zunehmenden Einfallswinkel §; nimmt ebenfalls der Ausfallswinkel &, zu sowie der
Anteil des reflektierten Lichtes. Ab einem bestimmten Einfallswinkel, dem kritischen Winkel §,, wird der
gesamte einfallende Lichtstrahl reflektiert. Dies nennt man Totalreflektion. Bei der Totalreflektion bildet sich
hinter der reflektierenden Grenzfliche ein evaneszentes Feld aus, welches nur wenige hundert Nanometer in
das optisch diinnere Medium reicht.

sin(51) . C1 . ny

sin(8) ¢ np
Da bei der Totalreflektion der Ausfallswinkel 8 = 90° ist, lisst sich der kritischer Winkel 8, wie
folgt berechnen:

(25)

0, = arcsin <@) . (26)

ni
Somit betriigt der kritische Winkel fiir den Ubergang eines Lichtstrahls von Glas (leichtes Kronglas
mitn=1,51) in Luft (n = 1) 41,5° und in Wasser (n = 1,33) 61.7°.
Bei der Totalreflektion bildet sich hinter der reflektierenden Grenzfliche ein evaneszentes Feld
aus, welches bei der TIRFM zur Anregung der Probe genutzt wird. Dieses Feld wird auch verbo-
tenes Feld genannt, da es sich mit der klassischen Strahlenoptik nicht erklédren lédsst. Die Intensitét

des evaneszenten Feldes fillt von der Grenzfliche Richtung optisch diinneres Medium exponentiell
ab:

L=1Ie @ 27)

mit der Anfangsintensitit Jy, dem Abstand z zur Grenzfliche und der Eindringtiefe d,. Die Ein-
dringtiefe, definiert als der Abfall der maximalen Anfangsintensitit auf den e-ten Teil (=37%), ist
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Abbildung 7: Intensitétsverteilung des
evaneszenten Feldes in Abhéngigkeit

Abstand z zur Grenzfliche [nm]

vom Einfallswinkel &; des Lichtes (A = %
488 nm) und den Abstand z zur Grenz- — o e_1
schicht zwischen Deckglas (n = 1,51) =%

o~

und Wasser (n = 1,33) nach Glei-
chung 27.

neben dem Brechungsindex beider Medien abhingig vom Einfallswinkel sowie von der Wellenlén-

ge des reflektierten Lichtes:

dy— A . (28)

(47 /n3sin8) —n3)

Néherungsweise befindet sich die Eindringtiefe in der selben Groenordnung wie die Wellenlidnge

des einfallenden Lichtstrahls. Liegt der Einfallswinkel jedoch nahe dem kritischem Winkel, werden
deutlich groBere Eindringtiefen erreicht. In Abbildung 7 wird die Abhéngigkeit der Intensitit des
evaneszenten Feldes vom Einfallswinkel 0; und dem Abstand zur Grenzschicht z verdeutlicht.

Mit Hilfe des evaneszenten Feldes konnen oberflachennahe Molekiile sichtbar gemacht werden,
die ansonsten durch einen hohen Hintergrund, zum Beispiel das Zytosol von Zellen, iiberstrahlt
werden wiirden. So wird TIRFM vor allem bei Untersuchungen von Membranvorgéngen und in
der Zellbiologie verwendet.

Es konnen zwei verschiedene Typen von TIRFM unterschieden werden, der Objektiv-Typ und
der Prismen-Typ. Beide sind in Abbildung 8 im Vergleich mit der Weitfeld- und Konfokalmikro-
skopie dargestellt. Mit dem Prismen-Typ kann der Einfallswinkel und damit die Eindringtiefe des
evaneszenten Feldes problemlos variiert werden, jedoch ist ein schlechter Zugang zur Probe gege-
ben. Beim Objektiv-Typ wird das einfallende Licht in den duBersten Randbereichen des Objektivs
eingekoppelt, um die benétigten Einfallswinkel fiir die Totalreflektion zu erhalten. Dadurch kom-
men nur Objektive mit hohen numerischen Aperturen in Frage, da nur diese ausreichend grof3e
Offnungswinkel aufweisen. Im Gegensatz zum Prismen-Typ lisst sich der Einfallswinkel des Lich-

tes kaum variieren, jedoch ist dafiir eine bessere Zuginglichkeit zur Probe gegeben.
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TIRF
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Abbildung 8: Vergleich verschiedener Anregungsmoglichkeiten in der Fluoreszenzmikroskopie. Bei der
Weitfeldmikroskopie wird das Anregungslicht in die riickwirtige Apertur des Objektivs fokussiert. Dadurch
verldsst das Anregungslicht als paralleler Strahlenbiindel das Objektiv, wodurch ein relativ groer Anre-
gungsbereich erhalten wird. Im Gegensatz dazu wird in der konfokalen Mikroskopie das Anregungslicht
parallel in das Objektiv eingekoppelt, und von diesen in die Probe fokussiert. Dadurch sind Anregungsvolu-
men unterhalb eines Femtoliters moglich. In der TIRF-Mikroskopie kann zum Erhalten eines evaneszenten
Feldes das Anregungslicht entweder seitlich in ein Objektiv mit hoher numerischer Apertur eingekoppelt
(Objektiv-Typ) oder mittels eines Prismas erzeugt werden (Prismen-Typ). Darstellung in Anlehnung an [48].

In Tabelle 1 sind wichtige Eckdaten von zwei Olimmersionsobjektiven fiir eine evaneszen-
ten Anregung in der Objektiv-Typ TIRFM aufgelistet. Darunter befindet sich ein spezielles TIRF-
Olimmersionsobjektiv mit einer numerischen Apertur von 1,65. Diese hohe numerische Apertur
und der damit verbundene groRe Offnungswinkel wird iiber ein spezielles Immersionsdl sowie spe-

zielle Deckgliser erreicht, die einen Brechungsindex von 1.78 aufweisen.

Objektivtyp \ NA. n  Omaxl®] 6, 1in Wasser [°] O, in Luft [°]
Olimmersion 1.4 1,52 67 61 41
TIRF-Olimmersion | 1,65 1,78 68 48 34

Tabelle 1: Vergleich eines handelsiiblichen Olimmersionsobjektiv mit hoher numerischer Apertur mit ei-
nem speziell fiir evaneszente Anregung bestimmtes C)limmersionsobjektiv [49]. (Omax - maximaler halber
Offnungswinkel; &, - kritischer Winkel)
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2.1.4 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS)

Die Korrelationsanalyse von Datenstromen wurde von Wiener [50] zur Rauschunterdriickung und
statistischen Datenanalyse eingefiihrt. Bei der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) wird
diese Methode auf den Signalverlauf eines Fluoreszenzdetektors angewandt. Zur Untersuchung
kinetischer Eigenschaften molekularer Systeme wie Diffusion, chemische Kinetik [19] sowie Ro-
tationsbewegung einzelner Molekiile [51] wurde die Theorie der FCS Anfang der 70er Jahre des
letzten Jahrhunderts von Magde und Elson [18, 19, 17] entwickelt. Hierbei ist nicht die absolu-
te Fluoreszenzintensitit von Bedeutung, sondern die momentane Intensititsfluktuation um einen
zeitlichen Mittelwert.

Uber die Autokorrelationsfunktion kann auf die Verinderung des Fluoreszenzsignals F (¢) nach
einer Zeit T geschlossen werden. Sie beschreibt somit die Selbstdhnlichkeit eines Fluoreszenzsi-
gnals zu unterschiedlichen Zeitpunkten # und ¢ + 7. Sind die Schwankungen der Fluoreszenzinten-
sitdt allein auf die Diffusion der Farbstoffe zuriickzufiihren, so gibt die Autokorrelationsfunktion
die Wahrscheinlichkeit an, ein zum Zeitpunkt ¢ detektiertes Molekiil auch zum Zeitpunkt 7 + 7 zu
detektieren. Somit lassen sich mit einer Autokorrelationsfunktion die Diffusionseigenschaften von
Molekiilen durch ein konfokales Volumenelement erfassen [19, 22]. Anhand der Fluoreszenzfluk-
tuationen ldsst sich aber auch auf photophysikalische Parameter wie Triplett [52] oder Antibun-
ching [53], sowie auf die mittlere Konzentration oder die Rotation der fluoreszierenden Molekiile
schliefen. Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie hat sich besonders bei der Auswertung dyna-

mischer Prozesse im Gleichgewicht bewéhrt [54, 55, 56].

Autokorrelationsfunktion

Das Fluoreszenzsignal F () fluktuiert um einen zeitlichen Mittelwert [56]:
F(t)=<F(t) > +5F(t) . (29)

Dabei stellen die eckigen Klammern einen zeitlichen Durchschnitt und § das Symbol fiir die Fluk-
tuation dar. Die zeitliche Analyse von F(¢) erfolgt iiber eine normierte Autokorrelationsfunktion
(AKF) (Abbildung 9), die die Selbstihnlichkeit des Fluoreszenzsignals zu unterschiedlichen Zeit-
punkten 7 und ¢ 4- T beschreibt, mit t — oo:

_ <F(t)-F(t+7)>
B <F(t)>2

G(1): (30)

Die Korrelationsfunktion fiir die freie, dreidimensionale Diffusion von Farbstoffmolekiilen durch
ein 3D GauB}-Volumenelement ist [42]:

-1 ,%
G(r):1+]lv(1+i> (1+Szi) : (31)

(7)) D
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2 GRUNDLAGEN 2.1 Physikalische Grundlagen

S ist der Strukturfaktor, der die Geometrie des Fokus beschreibt:

wo

S = (32)

<0

mit den beiden Halbachsen wq und zg des Anregungsvolumens (Gleichung 23).

Tp entspricht der charakteristischen Zerfalls- beziehungsweise Relaxationszeit der Autokorre-
lationskurve. Sie gibt Auskunft iiber die Dynamik eines Systems. Ist Tp nur durch die Aufenthalts-
dauer der Farbstoffe im Anregungsvolumen bestimmt, dann entspricht sie der Diffusionszeit. Die

Diffusionszeit ist abhidngig von der Diffusionskonstante D und der Groe des Anregungsvolumens:

2
_ "o

=1 (33)

D
Mit Hilfe der Stokes-Einstein-Gleichung lisst sich dariiber auf den hydrodynamischen Radius der

Molekiile schlieBen:
kT

D=
6TNR

(34)

mit der Boltzmannkonstante k, der Temperatur 7', der Viskositit des Losungsmittels 11 und dem

hydrodynamischen Radius R des als kugelférmig angenommen Molekiils.

N ist die mittlere sich im Anregungsvolumen befindliche Teilchenanzahl:
N = Vpopus < C > (35)

mit der mittleren Konzentration < C > der Teilchen.

Kreuzkorrelationsfunktion

Wird nicht das Fluoreszenzsignals eines Farbstoffes betrachtet, sondern das Signal zweier Farb-
stoffe Fy und F,, die durch zwei verschiedene Laserwellenlidngen A, und A, angeregt und spektral
getrennt von zwei Detektoren registriert werden, so ergibt sich folgende normierte Kreuzkorrelati-

onsfunktion (KKF):
< Fo(t)-F(t+7)>
Ggr<T> - Grg(f) = < Fg(l) > -r< F (I) N s
8 r

(36)

welche die Ahnlichkeit des Fluoreszenzsignals beider Farbstoffe beschreibt. Die entsprechenden

Parameter der Kreuzkorrelation sind [57]

1

[\ST[o%}

Vo= (5) 2t (242 a7
e (o, +15) (24w (w2)
B ‘CDg—i—TDr B wg+w, ~ (Wer

e =" T"8p 4D ° (38)
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N beinhaltet in der Kreuzkorrelationsfunktion korreliertes sowie unkorreliertes Signal

1 Ny
— = J , (39)

Ny, ist die Anzahl der Molekiile, die beide Farbstoffe tragen und damit eine Signal in der Kreuzkor-
relationskurve erzeugen. N, und N, ist die Anzahl der Molekiile, die nur einen der beiden Farbstoffe
tragen.

Ein korreliertes Signal in der Kreuzkorrelationsfunktion kann auch durch das Signal nur ei-
nes Farbstoffes entstehen, wenn von diesem in beiden Detektoren ein Fluoreszenzsignal registriert
wird. Dieser cross-talk kann durch den Einsatz gepulster Laser, die alternierend pulsen, in der
Kreuzkorrelationsfunktion eliminiert werden (pulsed-interleaved excitation fluorescence correlati-
on spectroscopy, PIE-FCS) [58]. Hierbei werden die Farbstoffe abwechselnd durch Pulse der ent-
sprechenden Laser angeregt, so dass die detektierten Photonen nicht nur nach ihrer Wellenldnge,

sondern auch nach dem Anregungslaser sortiert werden kdnnen.

Photochemische/-physikalische Prozesse

Neben der Diffusion der Fluoreszenzfarbstoffe durch das konfokale Anregungsvolumen fiithren
photochemische und -physikalische Prozesse (Triplettzustinde, Isomerisierung) zu weiteren In-
tensititsfluktuationen, bei denen die Farbstoffe zwischen einem fluoreszenzaktiven und -inaktiven
Zustand wechseln. Dies fiihrt zu einem weiteren Anstieg der Amplitude der Autokorrelationsfunkti-
on [59, 52] (Abbildung 9). Sind diese Prozesse gegeniiber der Diffusion der Molekiile sehr schnell,
so kann die Gesamtkorrelationsfunktion in einen diffusiven GDiff(’c) (Gleichung 31) und einen

schnellen G, (7) Term aufgeteilt werden, die multiplikativ miteinander verbunden sind [37]:
G(t)=1 —|—GDiff(T) . Gfast(T) . (40)

Dabei kann G s,y (7) als einfacher Exponentialterm beschrieben werden [52]:

A T
G = Tfast 41
fast(T) (1—Ae ) ( )
mit dem relativen Anteil A der Molekiile, die sich im fluoreszenzinaktiven Zustand befinden, und

dessen charakteristischer Zeitkonstante Ty, .

Afterpulsing

Kurz nach dem Auftreten eines Fluoreszenzphotons auf die aktive Fliche eines Detektors kann
aufgrund von Riickkopplung ein zweiter Zihlpuls auftreten [60]. Diese imaginédren Photonen fiih-
ren vor allem bei einem sehr niedrigem Gesamtsignal zu einen weiteren Anstieg der Amplitude in

der Autokorrelationskurven in einem Zeitbereich von 10~7-10~% Sekunden. Dieser Anstieg kann
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sssssmeesesdsss

10 10° 10°* 10° 10°
T [s]

Abbildung 9: Beispiel einer Korrelationskurve, dessen Verlauf durch die Diffusion der Molekiile durch das
Anregungsvolumen (rote Kurve) und durch einen photophysikalischen beziehungsweise -chemischen Pro-
zess (blaue Kurve) bestimmt ist. Uber die Amplitude G(0) der diffusiven Komponente lisst sich auf die
mittlere Teilchenanzahl N im Anregungsvolumen schlieen. Die Zeit, in der die Amplitude der diffusiven
Komponente auf die Hilfte gefallen ist, entspricht der mittleren Aufenthaltszeit Tp der Molekiile im Anre-
gungsvolumen. Photochemische beziehungsweise -physikalische Prozesse fiihren zu einen weiteren Anstieg
der Amplitude. Diese zusitzliche Amplitude gibt den Anteil der Molekiile an, die wihrend der Diffusion
durch das Anregungsvolumen in einen nichtfluoreszierenden Zustand wechseln. Die Zeit, in der dieser zu-
sitzlichen Komponente auf die Hilfte der der Amplitude gefallen ist, entspricht der charakteristischen Zeit
Trasr des zugrunde liegenden Prozesses.

durch eine Kreuzkorrelation zweier Detektorsignale vermieden [61] oder mit Hilfe der Fluores-

zenzlebensdauerkurve korrigiert [62] werden.

Hintergrund-Korrektur

Wenn dem Fluoreszenzsignal ein unkorreliertes Hintergrundsignal iiberlagert ist, so sinkt die
Amplitude der Korrelationsfunktion [63]. Aufgrund dieser Ddmpfung wird eine hohere Teilchen-
konzentration bestimmt, als tatsichlich vorhanden ist. Die aus einer Korrelationsfunktion ermit-
telte Teilchenanzahl N kann unter Beriicksichtigung des Hintergrundsignals /g nach folgender

Gleichung [64] korrigiert werden:

N=—— N 42)

2
(1+,1 1)
Ire

mit der realen Teilchenanzahl N/ und der mittleren Intensitét / in der Probelosung.

Da das Hintergrundsignal zeitunabhiingig ist, hat es keinen Einfluss auf die aus den Korrelati-
onsfunktionen gewonnenen Zeiten beziehungsweise Raten wie Diffusionszeiten oder Triplettiiber-

gangsraten.
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Korrelationsfunktion von Mischungen
Bei einer Mischung aus verschiedenen fluoreszierenden Molekiilen setzt sich die gemessene

Signalintensitit aus den Teilbetrdgen aller Spezies zusammen:
I(t):Fl(l‘>+F2(l)+F3(t)—|—.... 43)

Die Korrelationsfunktion einer Mischung ergibt sich somit aus einer Linearkombination der Kor-

relationsfunktionen der einzelnen Komponenten [65]:

M

1 Vi .
G(t) =1+~ =1 (44)
o 121<1+%>( 1+52<ril>i>) e

mit der durchschnittlichen Anzahl N der fluoreszierenden Molekiile im Detektionsvolumen, Anzahl

der Fluoreszenzkomponenten M und der Beitrag y; der i-ten Komponente zur Korrelationsfunkti-
on. Fiir eine Zwei-Komponentige Anpassungsfunktion kann demnach folgende Gleichung benutzt

werden:

1 1-—
G(t) =1+~ Y Y

_l_
) (yosm) () (Vs

mit dem Anteil y der ersten Komponente und dem Anteil 1 — y der zweiten Komponente.

) (45)

2.1.5 Fluoreszenzereignisse

Einzelmolekiilexperimente

Bei Einzelmolekiilexperimenten wird hauptsichlich Hintergrund gemessen, von dem sich Ereig-
nisse als intensive Photonenschauer abheben. Da das Detektionsvolumen V' gegeniiber dem Pro-
bevolumen sehr klein ist, ist die Zahl der Molekiile N im Detektionsvolumen Poissonverteilt [66].
Die Wahrscheinlichkeit W (), dass sich N Molekiile gleichzeitig im Detektionsvolumen befinden,
lasst sich wie folgt bestimmen: .

W(N) = e—e% (46)

mit dem Erwartungswert €, der angibt, wie viele Molekiile im Mittel im betrachteten Anregungs-
volumen anzutreffen sind:

€ =<N>=cN,V (47)

mit der Konzentration ¢ der Molekiile und der Avogadrokonstante Ny4. Je kleiner die Molekiilkon-

zentration, desto kleiner ist auch der Erwartungswert. Ist der Erwartungswert deutlich kleiner als
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eins, ist die Wahrscheinlichkeit, dass sich mehr als ein Molekiil im Detektionsvolumen befindet,
sehr gering, so dass ein gemessener Photonenschauer mit hoher Sicherheit vom Durchtritt eines

Molekiils durch das Fokusvolumen stammt.

Glitten

Beim Durchtritt eines Farbstoffmolekiils durch das Anregungsvolumen sollte die Fluoreszenzin-
tensitidt wihrend des Eintritts graduell ansteigen sowie wihrend des Austritts graduell abfallen.
Doch aufgrund der nichtlinearen Bewegung der Molekiile, die dem random walk der freien Diffu-
sion entspricht [16, 67], und aufgrund von photochemischen beziehungsweise photophysikalischen
Prozessen fluktuiert das Fluoreszenzsignals mitunter sehr stark wihrend eines Fluoreszenzereig-
nisses. Um Fluoreszenzereignisse trotzdem zuverldssig vom Hintergrund zu unterscheiden, werden
die Rohdaten meist mit einem Filter geglittet. Der einfachste Filter ist dabei der gleitende Durch-
schnitt [68, 69, 70]:

/ 1 ¢
Jo = lg(n) = men-H' : (48)

Andere in der Literatur beschriebene Filter sind der Fast-Fourier-Niedrigpassfilter [71, 72], der
Gaullfilter [73] oder der Leefilter [74].

Beim Lee-Filter wird neben dem lokalen Mittelwert 77; auch die lokale Standardabweichung sz
beriicksichtigt. Ein Leefilter der Breite (2m + 1) definiert sich wie folgt:

1 m
= Neei m<k<Np—m 49
szz; i (nk+'—ﬁk+')2 2m <k < Np—2m (50)
(2m+1) &= ! -

mit der Anzahl der Datenpunkte Np und einem Parameter k, der durch die Integrationszeit bestimmt

wird. Fiir die gefilterten Daten n, gilt:

2
Oy

ny = g+ (ng — ) (51)

o+
Die Glittungsparameter Fensterbreite m und die Varianzbreite Gg miissen dabei vorgegeben wer-
den. Die Fensterbreite sollte dabei der Breite der Fluoreszenzereignisse entsprechen, was sich iiber
die Autokorrelationskurven bestimmen ldsst. Fiir die Festlegung der Varianzbreite gilt, dass der
Lee-Filter fiir Gg — oo in den gleitenden Durchschnitt tibergeht und fiir O'g — 0 die Rohdaten un-
verandert lasst. Durch den Lee-Filter kann das Rauschen deutlich reduziert werden, womit einer

hohere Sicherheit beim Identifizieren von Ereignissen erreicht wird.
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Mustererkennung

Nachfolgend wird eine Methode der schnellen und hocheffizienten Identifikation von Einzelmo-
lekiilen nach Prummer und Mitarbeiter [75] vorgestellt. Die Methode basiert auf Betrachtungen
von Wahrscheinlichkeitsverteilungen. Dabei kann zur Identifizierung jede Messgrofie wie Fluo-
reszenzlebenszeit, Polarisation oder das Wellenldngenspektrum des Fluoreszenzsignals verwendet
werden.

Werden zum Beispiel verschiedene Farbstofflosungen mit Detektoren gemessen, die in ver-
schiedenen spektralen Bereichen Photonen detektieren, so unterscheidet sich die Intensititsvertei-
lung zwischen den Detektoren je nach gewihlter Farbstofflosung. Mit folgender Gleichung kann
die Wahrscheinlichkeit bestimmt werden, dass ein Photon eines bestimmten Fluoreszenzfarbstoffes

i auf einen bestimmten Detektor b fallt:

Cl'(b)
X s

Y ci(b)
b=0

P(bjm;) — (52)

mit der Gesamtphotonenanzahl ¢ und der Gesamtanzahl K der Detektoren. Daraus ldsst sich nun

mit dem Satz von Bayes [76]:

P(b|m)
N
Y. P(blmy)
q=1

P(m;|b) = (53)

die Wahrscheinlichkeit bestimmen, dass ein detektiertes Photon von einem bestimmten Farbstoff
stammt, mit der Gesamtanzahl N der beteiligten Farbstoffe. Dies ergibt ein Erkennungsmuster,
nach dem die Wahrscheinlichkeit fiir ein Farbstofftyp in Abhingigkeit von den Detektoren fiir
jedes detektierte Photon zugeordnet werden kann.

Um ein Fluoreszenzereignis, welches aus mehreren detektierten Photonen besteht, einem Farb-
stoff zuzuordnen, werden die einzelnen Wahrscheinlichkeiten der Photonen wie folgt zur Gesamt-

wahrscheinlichkeit Py (m;) fiir einen Farbstoff multipliziert:

L
ILP (milbj)

Pr(m;) = (54)

]:

N L

Y. I1P(mi|b;)
qzl]zl

mit der Photonenanzahl L und der Nummer j des Detektors (in [75] ist diese Gleichung fehlerhaft).
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2.2 Biologische Grundlagen
2.2.1 DNS

Primérstruktur

Die Desoxyribonukleinsdure (DNS) besteht aus zwei Polynukleotidketten. Die Untereinheiten
der Polynukleotidkette sind die Nukleotide (Abbildung 10), bestehend aus einer stickstofthaltigen
Base, die iiber eine N-glykosidische Bindung an das C-Atom 1° der Pentose 2-Desoxyribose ge-
bunden ist, und einer Phosphatgruppe. Aufgrund der Phosphatgruppen ist die doppelstringige DNS
(dsDNS) negativ geladen. Aktivierte Nukleotide besitzen eine Triphosphat-Gruppe, von dem ein
Pyrophosphat bei der Synthese eines Stranges abgespalten wird, um die Polymerisationsreaktion
thermodynamisch zu bevorzugen. Es gibt zwei Typen von stickstoffhaltigen Basen. Die Pyrimidi-
ne, zu denen das Cytosin und Thymin gehoren, besitzen einen sechsgliedrigen Ring und die Purine,
zu denen Adenin und Guanin gehort, haben zwei miteinander verbundene fiinf- und sechsgliedrige
Ringe. Fehlt dem Nukleotid die Phosphatgruppe, so wird die Verbindung bestehend aus der Pentose
und der Base Nukleosid genannt. In der Polynukleotidkette bilden der Phosphat- und Zuckerrest das
Riickgrat, wobei die 5°-Position eines Pentoserings iiber eine Phosphatgruppe mit der 3”°-Position
des nédchsten Pentoserings verbunden ist. An einem Ende bleibt schlieBlich eine freie 5°-Gruppe
und am anderen Ende eine freie 3"-Gruppe iiber. Nukleinsduresequenzen werden im Regelfall in
5°->3"-Richtung geschrieben. Die Information ist durch die Reihenfolge (Sequenz) der vier Basen

gespeichert.

Sekundérstruktur
Nach dem Modell von Watson-Crick [77] bilden zwei Polynukleotidketten die Doppelhelix der
DNS, wobei sie sich antiparallel anordnen, was bedeutet, dass ein Strang in 5°->3"-Richtung und
der andere in 3°->5"-Richtung verlduft. Verbunden sind die Polynukleotidketten iiber Wasserstoft-
briicken zwischen den stickstofthaltigen Basen, wobei sich nur Guanin und Cytosin sowie Adenin
und Thymin miteinander paaren. Dabei bilden sich zwischen Guanin und Cytosin drei und zwi-
schen Adenin und Thymin zwei Wasserstoffbriickenbindungen. Aufgrund dieser Paarbildung kann
von der Sequenz des einen Stranges auf die Sequenz des andern Stranges geschlossen werden.
Damit befindet sich das Zucker-Phosphat-Riickgrat auBen und die Basen auf der Innenseite. Die
Basen sind planare Molekiile und liegen paarweise, gestapelt senkrecht zur Achse der Helix. Da-
durch stabilisieren sie die Doppelhelix nicht nur durch die Wasserstoffbriickenbindungen, sondern
auch durch Wechselwirkungen der 7-Systeme zwischen aufeinander liegenden Basen. Aber auch
hydrophobe Wechselwirkungen und Van-der Waals-Krifte tragen zur Stabilitiit bei, wobei die grof3e
Stabilitdt der DNS hauptsédchlich auf der groen Anzahl der Basenpaarungen beruht.
Doppelstrang-DNS hat mehrere mogliche Doppelhelixstrukturen, die durch die Zahl der Nu-
kleotide pro Windung und durch den Abstand zwischen benachbarten, sich wiederholenden Ein-

heiten beschrieben werden. Die B-Konformation entspricht dabei der iiblichen Struktur der DNS
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a) Pyrimidin b) Purin
T8 9
©0—P=0—P—0—P=0=CH,
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Abbildung 10: Die Grundbausteine der DNS, die Nukleotide, bestehen aus einer stickstoffhaltigen Base
(Pyrimidin oder Purin), aus einer 2-Desoxyribose sowie eins bis drei Phosphatgruppen. Die Phosphatreste
konnen sich an Position 5°, hier am (Pyrimidin)-5’-Triphosphat (a), oder an Position 3’, hier an (Purin)-3’-
Monophosphat (b) gezeigt, befinden. Zu den Pyrimidinen gehtdren Cytosin und Thymin und zu den Purinen
Adenin und Guanin.

Tabelle 2: Physikalische Daten von dsDNS sSDNS
doppelstringiger sowie einzelstringi- Persistenzldnge 150 bp 1-2bp
ger DNS [78, 79, 80]. 50 nm 0,7—1 nm
Vorschub pro Basenpaar/Base | 0,34 nm 0,7 nm
Vorschub pro Windung 3,4 nm —
Durchmesser 2,4 nm —
Ladung 2e /bp 1e /bp

5,88¢e /mm 1,43 ¢ /nm

unter den Bedingungen in der lebenden Zelle. In der B-Konformation ist jedes Basenpaar gegen das
ndchste um etwa 36° weiter um die Helixachse gedreht, so das 10 Basen eine komplette Windung
von 360° bilden. Die beiden umeinander gewundenen Polynukleotidketten bilden eine rechtsge-
wundene Doppelhelix (¢-Helix) mit einer kleinen (Durchmesser 1,2 nm) und einer grolen Furche
(Durchmesser 2.2 nm). Die A-Konformation ist im Vergleich zur B-Konformation kompakter, die
Basen sind nicht flach, sondern gegen die Helixachse geneigt, es gibt auch mehr Basenpaare pro
Windung. Die Z-Konformation ist die einzige linksgewundene Helix. Sie weist einen geringen
Durchmesser auf und ist die am wenigsten gewundene Struktur, wodurch sie die meisten Basen-
paaren pro Windung besitzt. Die Z-Konformation tritt auf, wenn sich Purine und Pyrimidine in der

Sequenz abwechseln. In vivo ist die Bildung der Z-Konformation jedoch unwahrscheinlich.

In Tabelle 2 sind einige physikalische Daten von einzelstrangiger DNS und doppelstrangiger
DNS in B-Konformation gegeniibergestellt.
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Der genetische Code

In der DNS-Sequenz ist die Aminosduresequenz aller Proteine eines Organismus enthalten. Die
Sequenz eines codierenden DNS-Stranges besteht aus Basentripletts, den so genannten Codons,
die, in 5°->3’-Richtung gelesen, der Aminosduresequenz eines vom N- zum C-Terminus gelesenen
Proteins entsprechen. Da jedes der vier moglichen Nukleotide alle drei Codonpositionen beset-
zen kann, sind 4° = 64 verschiedene Trinukleotidsequenzen moglich. 61 Codons stehen fiir eine
bestimmte Aminosdure und drei, die so genannten Stopcodons, verursachen die Termination der
Proteinsynthese. Da es mehr Codons als Aminosduren gibt, werden fast alle Aminosduren durch
mehr als ein Codon vertreten.

In allen Organismen kodieren die selben Codons dieselben Aminosduren. Die Universalitiit des
genetischen Codes spricht dafiir, das er sehr frithzeitig in der Evolution entstanden sein muss, denn
alle lebenden Organismen stammen offensichtlich von einer einzigen Population primitiver Zellen
mit seitdem unveridndertem Code ab. Ausnahmen beim universellen genetischen Code sind selten
und betreffen eher die Terminationscodons. Eine Ausnahme, bei der es zu einer systematischen An-
derung des Codes gekommen ist, ist das Erbgut der Mitochondrien, dem einzigen eukaryotischen

Zellorganell mit einem eigenen Genom.

2.2.2 DNS als Polymer

Fiir zelluldare Funktionen wie Faltung, Packung, Regulation, Rekombination, Replikation und Tran-
skription des Genoms spielen die mechanischen Eigenschaften der DNS eine zentrale Rolle. Dabei
kann die Struktur eines DNS-Molekiils als Polymerkette betrachtet werden, dessen Bausteine die
Nukleotide darstellen. Die wichtigsten Parameter eines linearen Polymers sind die Gesamtlinge
oder auch Konturlinge L sowie die Persistenzlidnge /,, welche die elastischen Eigenschaften be-
ziehungsweise Flexibilitdt des Polymers beschreibt. Innerhalb der Persistenzldnge ist dabei das
Polymer nahezu starr. Die Persistenzlinge einer dsDNS entspricht 50 nm und damit zirka 150 Ba-

Senpaaren.

Die ideale GauB3kette

In einem Polymermodell wird die DNS als eine Kette von frei gegeneinander beweglichen Seg-
menten b angenommen, die so genannten Gaullkette (im englischen: freely jointed chain - FIC).
Die Gesamtldnge oder Konturldnge des Polymers ergibt sich aus der Anzahl N der einzelnen Seg-

menten b:
L=Nb. (55)

Der End-zu-End-Abstand ﬁee ist wie folgt definiert:

—

Ree = (5 6)

=

I
—_
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Abbildung 11: Das Po-
lymermodell der idealen
GauBkette (FIC - free-
ly jointed chain). (Ree

- End-zu-End-Abstand; b Ib
- Linge eines einzelnen RT"
Segments) ee

Zur Abschitzung der GroBe des Polymerknéuls wird der mittlere quadratische End-zu-End-Abstand
< Eee > verwendet:
< Ree >=Nb*. (57)

Wird die Kette in Segmente unterteilt, die der doppelten Persistenzlinge /,,, und damit der Kuhn-
lange [k entsprechen (b = 21, = ), so kann der End-zu-End-Abstand auch mittels der Konturldnge

und der Persistenzlinge beschrieben werden:
< Ree >=2LI, . (58)

Der End-zu-End-Abstand stellt eine experimentell oft nicht zugéngliche Groe dar. Dagegen
kann der Gyrationsradius Rg der Polymere durch die meisten Streuexperimenten bestimmt wer-
den. Der Gyrationsradius ist ein MaB fiir die Rotationstrigheit der Polymere aufgrund ihrer Aus-

dehnung. Die Definition lautet:
2 1 2
R ::NZ<|7,-—?C| > (59)
i=1

mit dem Schwerpunkt des Polymers im Punkt 7. Fiir die ideale Gauf3sche Kette ergibt sich daraus:

R2, LI
R2 — —ee _ P 60
¢= ¢ 3 (60)

Im idealen GauB3-Modell wichst der Gyrationsradius des Polymers mit der Wurzel der Linge
v . 1
Rg o< L mltv:izO.S. 61)

Schwachpunkt des idealen Gauf3-Modells ist die Annahme, dass die Segmente keinen gegen-
seitigen Einfluss ausiiben und sich deren Zufallswege kreuzen konnen. Wird das Modell noch um
Wechselwirkungen der Segmente untereinander erweitert, so dass sie sich auf ihren Weg selbst

meiden [81], so wird ein Skalenverhalten erhalten von:

v:§:0.6. (62)
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Rouse- und Zimm-Modell

Bei der Diffusion von Polymeren kann die Wechselwirkung der einzelnen Segmente, also die in-
nere Dynamik, nicht unberiicksichtigt bleiben. Rouse stellte ein Kugel-Feder-Modell (bead-spring-
model) fiir das Polymer vor [82], welches eine komplementidre Beschreibung des idealen Gaul3-
Modells darstellt. Dabei werden die einzelnen Segmente als Kugeln angenommen in gleichmi-
Bigem Abstand a zueinander, zwischen denen entropische Federn gespannt sind mit der Feder-
konstante k = 3];#. Dadurch werden in diesem Modell nur Nachbar-Nachbar-Wechselwirkungen

betrachtet. Der Schwerpunktsdiffusionskoeffizient ldsst sich wie folgt berechnen:
Drp=—5 N (63)

dabei stellt der Reibungskoeffizient & eine problematische GroBe dar, da er nicht experimentell

zuginglich ist. Das Rouse-Modell liefert ein stimmiges Modell fiir Polymerschmelzen.

Das Zimm-Modell erweitert das Rouse-Modell durch hydrodynamische Wechselwirkungen [83].
Die bewegten Segmente 16sen im umgebenden Losungsmittel Strémungen hervor, die die Bewe-
gung der Nachbarsegmente beeinflussen. Die Diffusionskonstante des Schwerpunkts im Zimm-
Modell lautet:

Dy = SksT =0, 196%8T (64)
3(673)05nav/N NRee

Damit entspricht das Diffusionsverhalten der Zimm-Ketten dem von harten Kugeln mit einem hy-

drodynamischen Radius R, von:

kgT . Ree 2
(R = —¥ _ ~ZRg . 65
6nnR, T 670,196 3¢ ©5)

Das Zimm-Modell konnte sehr gut bei synthetischen Polymeren in Losung bestitigt werden

und stellt bis heute das Standardmodell fiir Polymerdynamik in Losung dar.

Semiflexible Ketten - Worm-Like Chain Model (WLC)

Fiir DNS-Molekiile, deren Konturlinge im Bereich der Persistenzlinge liegt, passt das Modell
eines elastischen Stabes, bei dem die Verbiegung der DNS nicht aus den beweglichen Verbindun-
gen zwischen den starren Segmenten herriihrt, sondern kontinuierlich stattfindet. Bei Konturldngen
unterhalb der Persistenzldnge verhilt sich die Polymerketten dann wiederum wie ein steifer Stab
und bei deutlich grofleren Konturlingen wie eine ideale Gau3sche-Kette. Die Polymere besitzen
also eine gewisse Steifigkeit, sodass die Stellung eines Segmentes die Positionierung und Orien-
tierung seines Nachbarsegmentes beeinflusst. 1949 fiihren Kratky und Porod das Worm-Like Chain
Model (WLC) ein [84], um auf verschiedenen Lingenskalen die Struktur von Polymeren korrekt

zu beschreiben.
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Der Gyrationsradius einer semiflexiblen Kette ldsst sich bestimmen durch:

ot 2% [1—6265(—%)} | (66)
Im Grenzfall eines flexiblen Polymers ergibt sich:
RZ = % mit [, < L (67)
und fiir den Grenzfall eines steifen Stabes:
RZ = % : (68)

Die Diffusionskonstante eines Stdbchens der Dicke d und der Linge L ldsst sich berechnen
durch [85]:

AkpT
= — 6
Stab = 3 rnL (69)
mit )
L d d
A=1In-+40.31240.565—-—-0.1— 70
n—+0.312+ I i (70)
wenn gilt:
L
2< p <30. (71)

Der Diffusionskoeffizient fiir den Schwerpunkt semiflexibler Ketten lisst sich wie folgt berech-
nen [86, 87]:

kgT V6 L 3d>
B —S

L Ry EE T TA .
A 37'L'TIL ﬁd a(s) P 2(1(5) ( )

In Abbildung 12 sind die Diffusionskonstanten der verschiedenen Polymermodelle in Abhin-

gigkeit der Konturlinge gegeniibergestellt.

Geladene Makromolekiile

Bei der DNS handelt es sich um ein Polyelektrolyt, welcher eine gro3e Zahl ionisierbarer Grup-
pen triagt. Aufgrund der zahlreiche Phosphatgruppen im Riickgrat handelt es sich in Losung also
um ein negativ geladenes Polymer. Dessen Konformation wird entscheidend durch die AbstoBungs-
krifte der fixierten Ladung beeinflusst. Diese elektrostatischen AbstoBungskrifte sind abhingig
von der Ionenstirke der einzelnen Ladungen und der Konzentration der Gegenionen in der Losung.

Ein MaB fiir die Abschirmung elektrostatischer Krifte ist die Abschirmungskonstante x, deren
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reziproker Wert der Debye-Linge, also der Abschirmlinge entspricht:

| 2Naedl
K=\ ——= 73
eegkpT (73)

mit der Avogadro-Konstanten Ny, der Elementarladung e, der relativen beziehungsweise absoluten
Dielektrizititskonstanten € und &y, der Boltzmann-Konstanten kp, der absoluten Temperatur 7 und

der Ionenstérke / in der Losung. Die Ionenstérke lédsst sich wie folgt bestimmen:
v
1=3Yde (74)
1

mit der Ladungszahl z; und der Konzentration c¢; der der Ionenart i.

Da die Gegenionen in der Losung die Ladung der DNS abschirmen, haben sie einen grof3en
Einfluss auf die Struktur und Steifigkeit des Polymers. Dabei konnen die Gegenionen frei um das
Polymer diffundieren oder sie lagern sich fest an Polymeren mit hohen Ladungsdichten wie zum
Beispiel bei DNS an (Manning-Kondensation) und reduzieren damit die effektive Ladungsdichte.
Manning hat die Existenz eines kritischen Ladungsabstandes berechnet [88, 89, 90], welcher bei

einwertigen Gegenionen der Bjerrumlédnge /g entspricht:

€2

g=—-—.
B dreegkpT

(75)

Die Bjerrum-Lénge gibt den Abstand zwischen zwei Ladungen an, bei der die elektrostatischen
Wechselwirkungen gerade der thermischen Energie kg7 entspricht. In Wasser betrigt sie 0,72 nm
bei 25°C.

Die Abschirmlinge k! lisst sich nach den Gleichungen 73, 74 und 75 wie folgt berechnen:

K= (87'CZ213C5)_0'5 (76)
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mit der Salzkonzentration cg. Bei Entfernungen oberhalb der Abschirmlinge spielen elektrostati-
sche Wechselwirkungen keine Rolle. Sie betrdgt unter physiologischen Bedingungen (cg ~ 100nM,
z=1)etwa 1 nm.

Odijk [91, 92] sowie Skolnick und Fixman [93] fiihrten den Begriff der elektrostatischen Per-
sistenzldnge [psr ein, um den durch elektrostatische Wechselwirkung einzelner Segmente einer

Polymerkette entstehenden Beitrag zur Persistenzldnge zu beschreiben:
lp =ly+ losr (77)

dabei entspricht [y der mechanischen Persistenzldnge. [psr ldsst sich berechnen durch:

2 2

lpo= ©
4x2  327m7lcy

losr = (78)
Die Ladungsdichte ¢ bei dsDNS betrigt o = 2¢/bp = 6¢ /nm. Unter physiologischen Bedingungen
(cs =~ 100nM) ist der Beitrag der elektrostatischen Wechselwirkung zur Persistenzlinge mit 5,5 nm
im Vergleich zur mechanischen Persistenzlange von 50 nm fast schon vernachldssigbar, gewinnt

jedoch mit abnehmender Salzkonzentration zunehmend an Bedeutung (Abbildung 13).

2.2.3 Herstellung von DNS

Chemische Synthese

Die chemische Methode zur Synthese von Nukleinsdaure wurde in den 1960iger beziehungsweise
1970er Jahren von H. Gobind Khorana und seinen Mitarbeitern entwickelt. Bei der Synthese ist der
wachsende Strang an einem festen Tridger gebunden, wobei dhnliche Prinzipien angewendet werden
wie bei der Merrifield-Synthese von Peptiden. Im Gegensatz zur Biosynthese wird hier der Strang
in 3’-5’-Richtung aufgebaut. Jeder Additionsschritt ist sehr effizient, wodurch die routinemifige
Synthese von Polymeren mit 70 oder 80 Nukleotiden mdglich wird. Uber 100 Basen sind jedoch
aufgrund von Nebenreaktionen bei jedem Zyklus nicht moglich. Durch die chemische Synthese

sind relativ preiswerte DNS-Polymere mit einer vorgegebenen Sequenz verfiigbar.
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Primerverlingerung (primer extension)

Bei dieser enzymatische Synthese entsteht aus einer ssDNS, dem so genannten Template, eine
dsDNS. Dabei kniipft eine Polymerase am 5’-Ende eines Primers, der an der ssDNS gebunden
hat, neue Nukleotide an und verldngert den Primer so zum komplementéiren Strang der Ausgangs-
ssDNS.

Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bei der PCR wird die Reaktion der Primerverlidngerung mehrfach wiederholt. Die zu vervielfilti-
gende DNS wird zyklisch denaturiert. Beim Abkiihlen binden Primer an die durch das Erhitzen ent-
standene ssDNS und werden durch hitzebestindige Polymerasen, zum Beispiel die Tag-Polymerase
aus dem Bakterium Thermus aquaticus, mittels in der Losung vorhandener Nukleosidtriphosphate
verlingert. Nach jedem Zyklus verdoppelt sich theoretisch die Menge der DNS, so dass sich die
DNS-Masse nach 25 Zyklen um den Faktor 10° vervielfacht hat. Eine Grenze ist durch die Feh-
lerrate der Polymerase gegeben, da auch alle Fehler vervielfiltigt werden. Um diese minimal zu

halten, wird in der Regel bei einer PCR nur eine begrenzte Anzahl von 25-50 Zyklen durchlaufen.

Klonierung

Hierbei handelt es sich um ein in-vivo-Verfahren. In einem Klonierungsvektor, einem Plasmid
oder einer Phagen-DNS, die vorher mittels Restriktionsenzymen spezifisch geschnitten wurde, wird
mit Hilfe von Ligasen die zu amplifizierende Fremd-DNS an diesen Schnittstellen eingefiigt. Diese
Hybrid-DNS oder auch rekombinante DNS wird in eine Bakterienzelle eingeschleust, wo sie sich
wie das Original vermehrt. Die Nachkommen dieser Bakterienzellen werden als Klone bezeichnet

und die aus ihnen erhaltene rekombinante DNS als DNS-Klon.

2.2.4 Sequenzierung/Sequenzanalyse

Standardmethoden
Der erste Ansatz zur Sequenzierung von Nukleinsduren orientierte sich an der Sequenzierung
von Proteinen: man teilt das Molekiil in kleine Fragmente auf, bestimmt deren Basensequenz und
leitet aus einander iiberlappenden Fragmenten die genaue Sequenz ab. Da Nukleinsédure im Gegen-
satz zu Proteinen nur aus vier unterschiedlichen Untereinheiten besteht, war es bis Ende der 1970er
Jahre sehr schwierig, mit dieser Methode auch nur die Sequenz einer Nukleinsdure mit fiinf oder
zehn Nukleotiden zu bestimmen. 1977 wurden zwei neue Methoden, die Maxam-Gilbert- [94] und
Sanger-Methode [2], entwickelt, die die Sequenzierung immer groBerer DNS-Molekiile erlaubten.
Das grundlegende Prinzip beider Sequenzierungsmethoden ist die Entstehung einer Reihe von
DNS-Einzelstrangmolekiilen, von denen jedes um ein Basenpaar lidnger ist als das vorangegangene.
Diese werden dann mittels Elektrophorese auf Acrylamid getrennt und bilden entsprechend ihrer

Linge eine Leiter von Banden.
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Maxam-Gilbert-Methode: Bei der Maxam-Gilbert-Methode [94] handelt es sich um eine
chemische Reaktion, in der es je nach gewihlten Bedingungen zu einer bevorzugten Spaltung der
Esterverkniipfungen einer der vier Basen in dem zuvor nur an einem Ende mit radioaktivem 3P
oder S markierten DNS-Molekiil kommt. Die Reaktionsbedingungen werden so gewihlt, dass nur
wenige der moglichen Basen reagieren, so dass ein Gemische aller Kettenldngen entsteht. Dabei
wird eine der vier Basen modifiziert und anschlieBend vom Zucker getrennt. An dieser Stelle wird
das DNS-Riickgrat dann gespalten. Die DNS wird in 4 getrennten, basenspezifischen Reaktionen
partiell abgebaut, und die entstandenen Bruchstiicke werden in einer Gelmatrix auf den vier ent-
sprechenden Bahnen elektrophoretisch nach der Kettenlidnge getrennt. Die Detektion erfolgt durch
die Belichtung eines Filmes durch den radioaktiven Marker, und anhand der entstandenen Banden

kann auf die Sequenz geschlossen werden.

Sanger-Methode: Die Sanger-Methode [2] ist ein enzymatische Sequenzierungsmethode.
Dabei dient die zu sequenzierende DNS als Matrize fiir eine Polymerisierungsreaktion. In den
vier Ansitzen, entsprechend den vier Basen, sind die zu sequenzierende DNS, ein kurzes Oligo-
nukleotid als Primer, die DNS-Polymerase, die vier Nukleosidtriphosphate (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP) und je Ansatz zu gewissem geringem Anteil eine Nukleotidsorte als radioaktiv markiertes
2’-3’-Didesoxyanalogon enthalten. Diesen Didesoxyanalogons fehlt die 3’-OH-Gruppe, so dass die
DNS-Polymerase keine weitere 3’-5’-Phosphordiesterverkniipfung herstellen kann und es somit zu
einen Abbruch der Reaktion an dieser Base kommt. Wie in der Maxam-Gilbert-Methode werden in
jedem der vier Ansidtze DNS-Fragmente mit unterschiedlicher Lange erhalten, die mit der selben
Base enden, die dann ebenfalls elektrophoretisch getrennt werden, so dass iiber die erhaltenen Ban-
den auf die Sequenz geschlossen werden kann. Im Vergleich zur Maxam-Gilbert-Methode ist die
Sanger-Methode jedoch schneller und auch einfacher in der Durchfiihrung. Der zeitaufwendigste
Schritt ist die elektrophoretische Trennung. Aufgrund des begrenzten Auflosevermogens im Gel
konnen weniger als 1000 bp pro Lauf ausgelesen werden, so dass die Leselidnge dadurch begrenzt
ist.

Die Sanger-Methode erfuhr in den letzten Jahrzehnten eine rasante Weiterentwicklung. So ge-
lang es Mitte der 1980er, die DNS mit Fluoreszenzfarbstoffen zu markieren, womit einerseits auf
die Markierung mit den gefédhrlichen radioaktiven Markern verzichtet werden kann und anderseits
eine Automatisierung der Datenaquisitation ermdglicht wird [95]. Durch starke Parallelisierung des
Trennvorgangs ist auch die parallele Analyse mehrerer Sequenzieransitze moglich. Durch das Mar-
kieren der Terminatoren mit unterschiedlichen Farbstoffen war es auBerdem moglich, die Trennung
auf einer Gelbahn durchzufiihren, was die Zahl der Sequenzieransitze um den Faktor vier reduziert.
Da verschiedene Farbstoffe aber auch die Laufeigenschaften der Fragmente im elektrischen Feld
dndern, ist nach einer solchen Trennung noch eine aufwendige Datenverarbeitung notwendig. Mit
Hilfe der Kapillarelektrophorese ist eine hohere Auflosung moglich. Dies bedeutet, dass ldngere

DNS-Molekiile sequenziert werden konnen und eine schnellere Trennung moglich ist [96, 97, 98].
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Da in den Kapillaren aufgrund der besseren Warmeableitung ein hoheres elektrisches Feld angelegt
werden kann, verkiirzt sich dadurch die Trennzeit, wodurch ein hoheres Auflésungsvermogen er-
zielt werden kann, da die Bandenverbreiterung durch Diffusion vermindert wird. Auf dieser Basis
wurde ein DNS-Sequenzierapparat mit 96 Glaskapillaren entwickelt [99, 100, 101, 102].

Die Sequenzierung von grolen DNS-Fragmenten von iiber 100.000 Basen Léinge wird durch
eine massive Parallelisierung von Sequenzierautomaten (100 und mehr) erreicht. Dadurch wird

zwar die Geschwindigkeit der Sequenzierung deutlich erhoht, jedoch steigen auch die Kosten.

Schrotflinten-Sequenzanalyse (shotgun sequencing): Die Klonierung eines vollstindigen
Genoms wird hédufig auch als Schrotschuss-Experiment bezeichnet, da das Genom in Fragmente
von geeigneter GroBe zerlegt wird. Fiir die Sequenzierung des Erbguts eines Organismus werden
vom Genom zwei Bibliotheken mit Zufallsbruchstiicken erzeugt. Die erste Bibliothek enthilt kurze
Fragmente und wird in Plasmiden vervielfiltigt, die zweite Bibliothek enthélt groe Fragmente und
wird in Bakteriophagen vervielfiltigt. Die erste Bibliothek wird ansequenziert, das hei3t die ersten
500 Basen der Fragmente und zusammenhéngende Bereiche, die so genannten Contigs, werden
mittels eines Computerprogramms rekonstruiert. Auch die zweite Bibliothek wird ansequenziert
und die erhaltenen Sequenzen mit den Contigs verglichen, um die Liicken zwischen den Contigs zu
fiillen. Dadurch wird die vollstindige Kette der Fragmente in der richtigen Reihenfolge erhalten.
Nun miissen nur noch die unbekannten mittleren Abschnitte vollstindig sequenziert werden. Die
Schrotflinten-Sequenzanalyse ist die wichtigste Methode zur Sequenzierung kleiner Genome. Sie
liefert schneller die Sequenzen der DNS-Fragmente und deren Abfolge als die mithsame Sequen-

zierung einzelner Klone. Jedoch ist ihre Anwendung auf groere Genome umstritten [103, 104].

Humangenomprojekt (HUGO): HUGO begann 1990 im Departement of Energy und am
National Institute of Health (USA) und ist ein gemeinsames, weltweites Forschungsvorhaben mit
dem Ziel, das menschliche Genom in einem Zeitraum von 15 Jahren zu entschliisseln. Dabei soll-
ten bestehende Sequenzierverfahren verbessert, beschleunigt sowie durch wirtschaftliche Metho-
den ersetzt werden, aber auch alternative Sequenzanalysen sollten entwickelt werden. Durch die
Entschliisselung des menschlichen Genoms wird sich erhofft, dass die Disposition bestimmter Erb-
krankheiten besser eingeschitzt werden kann, um durch Prophylaxe deren Ausbruch zu verzégern
beziehungsweise deren Verlauf abzumildern sowie die Wirksamkeit und Nebenwirkungen von neu-
en Medikamenten besser am Patienten abzuschitzen, die Ursache bestimmter Erbkrankheiten zu
finden und Krankheiten durch die Reparatur der defekten Gene zu heilen. Neben dem menschli-
chen Genom sollten auch die Genome von Modellorganismen vollstindig sequenziert werden. Alle
Erkenntnisse sollten offentlich zugéinglich sein.

Innerhalb des HUGO-Projekt wurde das Genom von 5 Personen sequenziert, dabei zeigt sich,
dass das Erbgut unterschiedlicher Menschen sich nur in 0,1% Basen unterscheidet, und der Unter-
schied oft nur im Austausch auf einer Base beruht. Auch ist die Zahl der Gene mit 20000-25000

35



2.2 Biologische Grundlagen 2 GRUNDLAGEN

viel kleiner als angenommen und macht weniger als 2% der Erbguts aus.

Neue Sequenzieransitze

Mikroelektrophorese: Bei der Sequenzierung durch Mikroelektrophorese wird die Miniatu-
risierung der Sanger-Methode angestrebt [105, 106], indem die DNS-Amplifikation, -Reinigung
und -Sequenzierung auf einem Mikrochip durchgefiihrt werden sollen [107]. Der Vorteil der Mi-
niaturisierung ist die fast 1000 fache Reduktion des Reaktionsvolumen verglichen mit géngigen
Kapillarsystemen und damit auch eine Verringerung der Kosten [108] sowie der Tatsache, dass
diese Technik weiterhin auf den Prinzipien der viele Male angewandten und deshalb sehr gut er-
probten elektrophoretischen Sequenzierung basiert. Zudem sind auf Mikrochips Trennungen leicht
parallelisierbar, schon 500 parallele Kanéile auf einem Chip wurden realisiert [109], und weisen,

verglichen mit Kapillaren, deutlich bessere Detektionseigenschaften auf [110].

Sequenzierung durch Hybridisierung (SBH -sequencing by hybridization): Bei der Se-
quenzierung durch Hybridisierung [111, 112, 113, 114, 115] befindet sich eine vordefinierte Oligo-
nukleotidmatrix, die alle verschiedene Oktamersequenzen enthilt, die sich durch Permutation der
vier Basen herstellen lassen 4% = 65536, auf einem Mikrochip mit einer Matrix von 65536 (48) Fel-
dern. Auf diesem Mikrochip wird die genomische DNS dazugegeben, und die passenden Sequen-
zen hybridisieren mit den Oktamersequenzen. Die gebundenen Fragmente werden massenspektro-
skopisch oder mittels Interkalationsfarbstoffen und einer CCD-Kamera nachgewiesen. Anhand des
Bindungsmusters auf dem Chip kann auf die Sequenz geschlossen werden, die kombinatorisch er-
rechnet wird. Diese Methode erlaubt den Nachweis bestimmter Sequenzen im Erbgut, aber nicht
deren Reihenfolge, was fiir den Einsatz fiir diagnostische Methoden ausreicht, aber die Sequenz-
analyse erheblich einschrinkt [111]. Erschwerend kommt hinzu, dass die verschiedenen Oktamere
unterschiedliche Bindungseigenschaften besitzen, so dass nicht alle DNS-Sequenzen gleich gut
binden und damit identifiziert werden konnen. Zwar kénnen mit dieser Methode keine repetitiven
Sequenzen entschliisselt werden [116], jedoch wurde sie erfolgreich bei Genom-Resequenzierung

sowie de novo Sequenzierung eingesetzt [117, 118, 119].

Einzelmolekiilelektrophorese: Ein DNS-Strang wird elektrophoretisch durch einen @-Hemo-
lysinkanal gezogen, wodurch die Ionenleitfihigkeit des Kanals in Abhéngigkeit von der gerade
durchtretenden Base herabgesetzt wird. Diese Anderung in der Leitfihigkeit wird genutzt, um die
DNS zu sequenzieren [120, 121].

Einzelmolekiilsynthese: Hierbei wird der zu sequenzierende DNS-Strang Base fiir Base auf-

gebaut, und jedes aktuell eingebaute Nukleotid ist markiert und wird am Syntheseort detektiert.
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Vor dem Einbau einer weiteren Base wird der Marker entweder abgespalten [122] oder photozer-
stort [123].

Einzelmolekiilhydrolyse: Bei der Einzelmolekiilhydrolyse [124, 10, 125, 126, 127] wird das
zu sequenzierende DNS-Molekiil nicht aufgebaut, sondern abgebaut. Dabei wird ein an mindestens
zwei Basen vollstindig unterscheidbar markierter DNS-Strang durch eine Exonuklease abgebaut,
und die freigesetzten Mononukleotide werden in der Reihenfolge detektiert, in der sie abgebaut
wurden, was der Sequenzinformation des DNS-Molekiils entspricht.

Fiir die Einzelmolekiilsequenzierung auf der Basis der Einzelmolekiilhydrolyse ist es also not-
wendig, einen im Idealfall vollstindig markierten DNS-Strang zu synthetisieren, diesen zu isolieren
und zu positionieren, um exonukleolytisch abbauen zu konnen, sowie alle Nukleotide auf Einzel-
molekiilniveau in der Reihenfolge ihrer Freisetzung vollstindig nachzuweisen.

Eine Moglichkeit der Markierung der einzelnen Basen ist, diese erst nach der DNS-Synthese
mit Fluoreszenzfarbstoffen zu markieren [10, 128]. Dadurch wiirden die Farbstoffe die Synthe-
se der DNS nicht storen. Jedoch wurde durch dieses Postlabeling nicht der notwendige 100%e
Markierungsgrad erreicht. Dies wird erst durch das sogenannte Prelabeling moglich, in der die
Triphosphat-Nukleotide bereits bei der DNS-Synthese einen Fluoreszenzfarbstoff tragen. Bei kiinst-
lichen Sequenzen gelingt die Synthese mit natiirlicher Polymerase wie dem Klenow-Fragment der
DNS-Polymerase I (Pol I) aus Escherichia coli [13, 14, 23, 129]. Fir Wildtyp-Sequenzen werden
mutierte Polymerasen eingesetzt [130, 131].

Beim exonukleolytischen Abbau wird das DNS-Molekiil beginnend von einem Ende Base fiir
Base abgebaut. Der Vorteil des exonukleolytische Abbaus auf Einzelmolekiilniveau ist, dass meh-
rere Enzyme nicht, wie es fiir den Parallelabbau mehrerer DNS-Stringe notig wire, in ihrer Reak-
tionsgeschwindigkeit synchronisiert werden miissen. Auch ist der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt allein durch die Wechselzahl der Exonuklease gegeben, und die Linge der abzubauenden
DNS ist nicht beschrinkt.

Aufgrund des auBBergewohnlichen guten Signal-zu-Rausch-Verhiltnisses bietet die Einzelmole-
kiildetektion in einer konfokalen Anordnung einen idealen Losungsansatz fiir die Einzelmolekiil-
sequenzierung [16]. Um die freiwerdenden Nukleotide vom DNS-Molekiil zu trennen, wurde eine
Sequenzierung in einem Flusssystem innerhalb von Mikrostrukturen angestrebt [132]. Der Nachteil
von Mikrostrukturen ist neben erhdhten Hintergrund aufgrund von Wandreflexionen die Adhision

der Nukleotide an den Winden, wodurch ein Nukleotid ein anderes Uberholen konnte.

2.2.5 Exonuklease III - ein DNS abbauendes Enzym

Brakmann und Lobermann zeigten, dass die Exonuklease III sich fiir den Abbau von DNS eig-
net, in der jedes Basenpaar mit einem Fluoreszenzfarbstoft markiert ist [15]. Die Exonuklease I1I

wurde erstmals von Richardson und Kornberg [134, 133] untersucht. Sie spielt eine wichtige Rol-
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Exonuklease I Exonuklease II Exonuklease III
End-Gruppe: -OH aktiv aktiv aktiv
End-Gruppe: -P inaktiv inaktiv aktiv aufgrund
Phosphatase-
funktion
DNS-Struktur ss-DNS ss- und ds-DNS ds-DNS
Ausmal} bis zum Komplett etwa 40%-Abbau
des Abbaus terminierenden (beidseitig);
Dinukleotid
Art des Abbau schrittweise, schrittweise, schrittweise, vom
vom vom 3’-hydroxyl- bzw.
3’-hydroxyl-Ende 3’-hydroxyl-Ende  3’-phosphoryl-Ende
Produkt Mono- und 5’-Mononukleotide P;,
Dinukleotide mit 5’-Mononukleotide,
5’-phosphodiester Gruppe ssDNS

Tabelle 3: Vergleich der E. coli Exonukleasen I, IT und III [133].

le in der Replikation, Rekombination und Reparatur der DNS. Exo III wird aus Escherichia coli
(E. coli) gewonnen und ist ein monomeres, globuldres Protein mit einem molekularen Gewicht
von 28000 g/mol [135] und einem Stokes-Radius von 2,29 nm [136]. Es hat folgende vier kata-
lytischen Funktionen, 1) als 3’->5" Exodeoxyribonuklease spezifisch fiir doppelstringige DNS, 2)
als eine DNS 3’-Phosphatase, 3) es besitzt eine AP Endonukleaseaktivitit und 4) eine RNase H-
Aktivitat [137, 138]. All diese Funktionen werden von einer einzelnen aktiven Stelle der Exo 111
vermittelt [136, 138]. Als Exodeoxyribonuklease baut die Exo IIT dsDNS von glatten Enden, En-
den mit 5’-Uberhang sowie innerhalb der dsDNS an Einschnitten (Nicks) ab [139]. Dabei werden
vom 3’-Ende angefangen 5’-Mononukleotide freigesetzt, und es entsteht eine einzelstringige DNS.
Doppelstringige DNS mit 3’-Uberhzingen mit einer Linge von mehr als 4 Basenpaaren, einzelstrin-
gige DNS oder Nukleotide, die iiber Phosphorothioat-Bindungen verkniipft sind, werden nicht von
der Exonuklease III abgebaut. Die Bindung des Enzyms an unspezifischen Sequenzen scheint nicht
die DNS-Konformation zu beeinflussen [140, 141]. Die Exo III baut unterhalb von 20°C die dsDNS
hoch prozessiv ab, bei hoheren Temperaturen wird sie distributiver, wobei sich die Aktivitit der Exo
III zwischen 22°C und 46°C in Abstidnden von 6°C je verdoppelt. Ab einer Temperatur von 46°C,
der Denaturierungstemperatur des Enzyms [142], spielt die Hitze-Inaktivierung eine immer grofere
Rolle bis ab 70°C das Enzym absolut inaktiv ist [142]. Es wurde gezeigt, dass bei niedrigen Tem-
peraturen von 5°C die Exo III DNS binden kann, diese jedoch nicht abbaut, aber auch nicht davon
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dissoziiert [143, 144]. Exo III hydrolysiert DNS mit einer sehr gleichférmigen Rate [145, 144],
auch wenn die sekundire Struktur einen Einfluss auf die Abbaurate hat [133], und die Rate der
Freilassung der einzelnen Mononukleotide variiert [146]. Bei hoheren Temperaturen (37°C) baut
Exo III nicht mehr prozessiv ab, da es vom Doppelstrang wihrend des Abbaus in hoherem Malle
dissoziiert [147]. Da dsDNS zwei 3’-Enden besitzt, wird sie auch von beiden Seiten von der Exo
III abgebaut. Deswegen entstehen neben den freigelassenen Mononukleotiden auch einzelstringige
DNS-Bereiche. Die beiden Einzelstringe der DNS konnen nach dem Abbau entweder iiber einen
kurzen doppelstriangigen DNS-Bereich miteinander verbunden sein [133], oder sie haben sich von-
einander getrennt, und sind etwa halb so lang wie die vorausgegangene doppelstrangige DNS, mit
nur wenigen komplementidren Basen zwischen ihnen [148]. Dabei baut die Exo III die DNS mit ei-
ner Geschwindigkeit von 13-17 Nukleotiden pro Sekunde ab [148]. Die Exo III kann keine kurzen
Oligonukleotide hydrolisieren. Zum Abbau von dsDNS braucht Exo III Mg**als Co-Faktor. Die
Zugabe von 30% Glyzerin in die Probe stabilisiert das Enzym und vermittelt die Denaturierung der
DNS [149].

Im Vergleich zur Exo I und Exo II kann die Exo III aufgrund ihrer Phosphotaseaktivitit auch
mit phosphorylierten 3’-Enden umgehen. Dabei wird die terminale Phosphatgruppe hydrolysiert,
als Phosphomonoester freigesetzt und anstelle dafiir eine 3’-OH-Gruppe eingebaut. Aufgrund ihrer
RNase H-Aktivitdat kann die Exo III den RNS-Strang aus einen DNS-RNS-Hybriddoppelstrang
entfernen. Exo III schneidet als AP Endonuklease Phosphodiester-Bindungen an depurinierten
oder depyrimidierten Positionen und erzeugt dadurch basenfreie Desoxyribose-5’-Phosphat Ter-
mini [137].
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3 Material und Methoden

3.1 Fluoreszenzfarbstoffe

Fiir die Markierung von DNS-Molekiilen (Abschnitt 3.5.1) wurden als Fluoreszenzfarbstoffe die
Rhodaminderivate Rhodamin 110 (R110) und Tetramethylrhodamin (TMR) und zu der Klasse der
Dicarbocyanine gehorendes Cyanin 5 (Cy5) gewihlt, da sie spektral gut voneinander zu unterschei-
den sind. Dabei ist das 5 fach negativ geladene Cy5 verglichen mit den Rhodaminen zwar sehr
viel bleichempfindlicher, hat aber einen doppelt so groen Absorptionsquerschnitt. Daneben weist
Cy5 neben Ubergingen in den Triplettzustand auch eine photoinduzierte Cis-Trans-Isomerisierung
auf [150]. Dabei erfolgt die Isomerisierung aus dem angeregten Singulettzustand [28], wobei das
Molekiilriickgrat des Farbstoffes einknickt. Das Cis-Isomer ist fluoreszenzinaktiv und relaxiert
nach kurzer Zeit (us) strahlungslos, aber lichtinduziert aus dem angeregten Zustand in den Grund-
zustand.

R110 und TMR sind fiir die spezifische Markierung einer bestimmten Nukleotidsorte verwen-
det worden. Dabei wurde in dieser Arbeit keine Beeinflussung der Fluoreszenzeigenschaft aufgrund
dieser Bindung festgestellt. Dies gilt aber nicht fiir den Einbau in hochmarkierten DNS-Molekiilen,
da sich einerseits die Farbstoffe gegenseitig stark beeinflussen und anderseits der Kontakt mit dem
bekannten Quencher Guanosin Fluoreszenzlebensdauer und -intensitdt der Farbstoffe stark ver-
kiirzt [151].

Rhodamin 6G (R6G) Rhodamin 110 (R110) Cyanin 5 (Cy5)
AN [
2 /, ~ ~ ~
Ni ?N
OH OH
Tetramethylrhodamin - desoxy Uracil Triphosphat Fluoresceinisothiocyanat
(TMR-dUTP) (FITC)

0] 0] OH
s
O
I COOH

N=—=C=—7=8S

Abbildung 14: Strukturformeln der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffen Rhodamin 6G (R6G) und des-
sen Derivate Rhodamin 110 (R110) und Tetramethylrhodamin an desoxyribose-Uracil-Triphosphat (TMR-
dUTP) sowie von den Farbstoffen Cyanin 5 (Cy5) und Fluoresceinisothiocyanat (FITC).
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Farbstoff D e[x103 O (Wasser) MW Absorption  Emission
[um2s~!'] ecm~'M™1] [%] [g/mol] Amax [NM]  Appax [nm]
R110 280 [42] 68 [152] 91 [153] 323 [154] 496 [152] 527 [152]
R110-dCTP | 225 [155] 77 [155] 626
R6G 280 [19] 116[156] 95 [157] 479 [158] 497 [154] 523 [154]
TMR 280 [153]  95[159] 45 [32] 467 [159]  542[154] 566 [154]
TMR-dUTP | 260 [11] 800 [11]
Cy5s 250 [28]  250[160] 27 [160] 792 [160] 649 [152] 670 [152]
FITC 420 [161] 80 [123] 50 [123]  389,4[162] 495[162] 525[162]

Tabelle 4: Charakteristische Daten verwendeter Fluoreszenzfarbstoffe. (D - Diffusionskoeffizienten, € - Ex-
tinktion, Q - Fluoreszenzquantenausbeute im Losungsmittel Wasser, MW - Molekulargewicht, A,,,, - maxi-
male Absorptions- beziehungsweise Emissionswellenldnge)

Fiir FCS-Messungen mit evaneszentem Feld wurde der Farbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC)
verwendet, da dieser negativ geladen ist und so Adsorption auf der ebenfalls negativ geladenen
Deckglasoberfliche vermindert wird. FITC besitzt zwar eine hohe Quantenausbeute von fast 1,
doch weist es eine geringe Photostabilitiit auf, wodurch es schnell bleicht. Aufgrund der Hydroxyl-
gruppe ist seine Fluoreszenzintensitét sehr pH-sensitiv.

Fluoreszenzfarbstoffe mit bekannten Diffusionskoeffizienten werden in der Fluoreszenzkorre-
lationsspektroskopie als Vergleichsproben und zur Charakterisierung des konfokalen Fluoreszenz-
mikroskops verwendet. Dabei wurde in dieser Arbeit je nach Laser eine R110-dCTP-, R6G- oder
Cy5-Farbstofflosung als Standardprobe verwendet. Charakteristische Daten der verwendeten Farb-
stoffe sowie der markierten Nukleotide sind in Tabelle 4 aufgelistet. Neben Fluoreszenzfarbstoffen
finden auch fluoreszenzmarkierte Latexkiigelchen als Vergleichsprobe Verwendung. Diese tragen
eine Vielzahl von Farbstoffmolekiilen, weshalb sie sehr photostabil sind und auch bei schwacher
Anregung stark fluoreszieren. Latexkiigelchen gibt es in unterschiedlichsten Groflen, Markierungen

sowie Modifizierungen (Tabelle 5).

3.2 Konfokales Fluoreszenzrastermikroskopsystem

Fluoreszenzmessungen wurden an einem in der Arbeitsgruppe gebauten konfokalem Rastermikro-
skopsystem (Abbildung 15) durchgefiihrt. Dabei kamen fiir die Anregung der Fluoreszenzproben
sowohl gepulste als auch Dauerstrichdiodenlaser bei verschiedenen Wellenldngen zum Einsatz (Ta-
belle 6).

42



3 MATERIAL UND METHODEN 3.2 Konfokales Fluoreszenzrastermikroskopsystem

GroBle [nm] D* [pmzs_l] Aa[nm] Firma Produktnummer
32 14,34 470 Sigma L5155
100 4,30 470 Sigma L4905
100 4,30 520 Sigma L5655
100 4,30 405/470/ Molecular Probes 69B1-4
532/632
200 2,15 470/532  Molecular Probes

* Bestimmt iiber Stoke-Einstein-Beziehung (Gleichung 34)

Tabelle S: Auflistung verwendeter Latexkiigelchen. Alle Latexkiigelchen von Sigma sind carboxyliert. Die
Tetraspeck-Latexkiigelchen von Molecular Probes (69B1-4) tragen vier verschiedenen Farbstofftypen. (D -
Diffusionskonstante, A4- Anregungswellenlidnge)

Wellenlidnge Typ Firma Bemerkung

470 nm gepulst Picoquant LDH-P-C470,
PDL 808, 40 MHz

488 nm kontinuierlich ~ Laser 2000/  frequenzverdoppelter

Novalux Protera Diodenlaser
532 nm kontinuierlich  CrystaLaser LC GCL-005-L
633 nm kontinuierlich ~ JDS Uniphase Helium-Neon
635 nm gepulst Picoquant LDH-P-635,

PDL 808, 40 Mhz

Tabelle 6: Eine Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Anregungslaser.
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Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Objek- Objektiv ‘ Vergrolierung  NA _ Firma
tive. (NA - numerische Apertur) Wasserimmersions- 60fach 1,2 Nikon
Olimmersions- 100fach 1,4 Nikon

Mit Hilfe eines Laserstrahl-Kopplers ( 60 SMS, Schifter & Kirchhoff, Deutschland) wird der
Anregungsstrahl in ein Singlemode-Glasfaserkabel (Schifter & Kirchhoft) eingekoppelt. Vor der
Einkopplung in die Glasfaser (GF) passiert der Laserstrahl eine A /4- und A4 /2- Phasenplatte (Mel-
les Griot), mit deren Hilfe die Polarisation des Laserlichtes eingestellt werden kann, sowie einen
Magnetschalter (MS), der softwaregesteuert zum Ein- und Ausschalten der Laseranregung ver-
wendet wird. Nach der Glasfaser wird zum Erzeugen von parallelen Strahlen ein Objektiv (O)
(4x, UPlan Apochromat, 0,16 NA, Olympus, Japan) verwendet, wobei sich das Glasfaserende im
Brennpunkt des Objektivs befindet. Die nachfolgende Lochblende (LB) begrenzt den nun paral-
lelen Laserstrahl senkrecht zur Ausbreitungsrichtung. Das Laserlicht wird iiber einen dichroiti-
schen Spiegel (D) in die riickwirtige Apertur eines Mikroskopobjektivs (MO) eingekoppelt, wel-
ches das Laserlicht in die Probe fokussiert. Als Mikroskopobjektiv wurde je nach Experiment
ein Wasserimmersions- oder Olimmersionsobjektiv verwendet (Tabelle 7). Das Mikroskopobjektiv
kann zur Fokuseinstellung mittels eines Piezo-Stellelementes (Pifoc, PI, Deutschland) im Bereich
von 100 pum in z-Richtung bewegt werden. Die Pifoc-Einheit besteht aus Piezoaktuatoren, die auch
zur Bewegung des Probenhalters in x-y-Richtung verwendet werden. Dadurch ist es moglich, mit-
tels Rastern eine Fluoreszenzaufnahme sowohl der Deckglasoberfliche in x-y-Richtung als auch
senkrecht zur Deckglasoberflache in x-z-Richtung jeweils mit den AusmaBen von 100 x 100 um
aufzunehmen.

Das Fluoreszenzsignal wird wieder vom Mikroskopobjektiv eingesammelt und passiert auf-
grund des Stokes Shifts den dichroitischen Spiegel. Je nach verwendeter Laserwellenldnge werden
passende Sperr- beziehungsweise Kantenfilter verwendet, um diffus gestreutes sowie reflektiertes
Laserlicht herauszufiltern, um ein moglichst gutes Signal-zu-Rausch-Verhiltnis zu erhalten. Auch
ist es moglich, das Fluoreszenzlicht mit Hilfe von Strahlenteilern (ST) in mehrere optische Pfade
aufzutrennen, um so zum Beispiel das Fluoreszenzlicht in Abhéngigkeit von der Wellenldnge oder
der Polarisation zu detektieren.

Das parallele Strahlenbiindel des Fluoreszenzlichts wird von achromatischen Sammellinsen
mit einer Brennweite von 50 cm auf die aktive Fliche von Lawinenphotodioden (APD - Avalan-
che Photo Diode) fokussiert. Diese APDs (SPCM-AQR-14, Perkin-Elmer, USA) sind Silizium-
Halbleiterdioden, die einzelne Photonen registrieren konnen. Ihre aktive Fliche besitzt einen Durch-
messer von 175 um und dient gleichzeitig als Lochblende. Die hier verwendeten APDs besitzen
eine relativ niedrige Dunkelzihlrate von etwa 100 pro Sekunde und eine hohe Detektionseffizienz
von bis zu 65%.

Zum Zihlen der von den APDs detektierten Photonen wird eine Messkarte (Time-Harp, Pico-

quant, Deutschland) verwendet, die die Photonenankunftszeit sowohl absolut mit 25 nm Zeitauf-
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des Grundaufbaus des konfokalen Fluoreszenzrastermikrosko-
psystems am Beispiel einer gepulsten zwei-Laser-Anregung. S - Spiegel; ST - Strahlenteiler; MS - Magnet-
schalter; GF - Glasfaser; O - Objektiv; LB - Lochblende; D - Dichroit; MO - Mikroskopobjektiv; PH - Probe-
halter; DG - Deckglas; LP/KF - Langpass- beziehungsweise Kantenfilter; SL - achromatische Sammellinse;
APD - avalanche photo diode; Adwin - AdWin Light16 Gold;

16sung als auch relativ zum Laserpuls mit 12 pus Auflosung aufzeichnet. Dadurch ist es bei der
Verwendung von gepulsten Lasern moglich, die Fluoreszenzlebenszeit von Fluoreszenzfarbstoffen
zu bestimmen. Die Time-Harp-Karte hat eine Zeitauflosung von unter 40 ps sowie eine Totzeit von
unter 350 ns [163].

Vorwiegend als Steuereinheit wurde die Karte AdWin Light16 Gold (AdWin) verwendet. Sie
besitzt einen eigenen Prozessor und ist so in der Lage, autonom in Echtzeit zu arbeiten. Gesteu-
ert werden damit der Magnetschalter, die APDs, aber auch die Piezoaktuatoren zur Steuerung des
Objektivs und des Probentisches. Programmiert wird die Karte iiber AdBasic, eine Basic-basierte
Sprache. Zur Kontrolle beziehungsweise fiir die Einstellungen des Setups wurde Labview 6.1 (La-

boratory Virtual Instrument Engineering Workbench) verwendet.
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3.3 Evaneszente Anregung

Nachfolgend soll der Grundaufbau fiir ein in dieser Arbeit entwickeltes Objektiv-Typ TIRF-Mikroskop
beschrieben werden, der es ermoglicht, schnell zwischen einer konfokalen und einer evaneszenten
Anregung zu wechseln. Das evaneszente Feld wird dabei nicht, wie in Abschnitt 2.1.3 beschrieben,
durch das seitliche Einkoppeln des Anregungslichts in das Objektiv erzeugt, sondern indem mittels
einer speziellen Blende der Teil des Anregungslichts blockiert wird, der nicht an der Deckglas-
oberfldche total reflektiert wird, so dass nur der @uBere Bereich des Anregungslaserstrahls durch-
gelassen wird. Ein dhnlicher Aufbau fiir ein TIRF-Mikroskop ist schon in [49] beschrieben. Doch
im Gegensatz zu diesem ist hier auch im Detektionsstrahlengang eine strukturierte Blende platziert
(Abbildung 16).

Dabei ldsst die Blende im Anregungsstrahlengang nur einen Teil des fiir die Totalreflektion no-
tigen duBeren Bereich des Laserstrahls passieren. Die Blende in Detektionsstrahlengang blockiert
genau diesen von der vorherigen Blende durchgelassenen Bereich und lédsst den Rest des Fluores-
zenzstrahlengangs passieren. Dieser Aufbau soll zu einem hoheren Signal-zu-Rausch-Verhiltnis
fiihren. Wie in Abbildung 17 zu sehen ist, emittieren Fluoreszenzfarbstoffe an Grenzflachen zwi-
schen zwei optischen unterschiedlich dichten Medien je nach Lage ihres Dipols inhomogen. Ein
Grofteil des emittierten Lichtes wird seitlich in das Objektiv eingespeist, wohin auch das Anre-
gungslicht aufgrund der Totalreflektion zuriickreflektiert wird. Durch die Kombination der beiden
Blenden im Anregungs- und Detektionsstrahlengang soll das Fluoreszenzsignal mit einem mog-

lichst geringen Anteil des zuriickreflektierenden Anregungslichts detektiert werden.

3.4 Einzelmolekiildetektion und -identifikation

Im Hinblick auf die Einzelmolekiil-DNS-Sequenzierung wurden zwei Basentypen mit den Fluo-
reszenzfarbstoffen R110 und TMR markiert. Die gleichzeitige Detektion und Identifikation dieser
beiden Farbstoffmolekiile stellt eine groe Herausforderung dar, da durch die geringe Anregung
des TMR-Farbstoffes durch den 488 nm Laser der zusétzliche Einsatz des 532 nm Lasers vonndten
ist. Jedoch liegt die Laserlinie des 532 nm Lasers in der Nihe des Emissionsmaximums von R110
(Abbildung 18), was zwangslaufig aufgrund der Verwendung der notwendigen Blockfilter fiir den
532 nm Laser zu einer verringerten Detektion der Fluoreszenz des R110-Farbstoffes fiihrt.

Die beiden Laserstrahlen des 488 nm und 532 nm cw-Laser werden iiber einen dichroitischen
Spiegel (z488_532bs, AHF Analysetechnik, Tiibingen, Deutschland), der beide Laserwellenlingen
reflektiert, in ein Wasserimmersionsobjektiv eingekoppelt. Mit Hilfe des Langpassfilters LP500 und
des Notchfilters DNPF532-25 (AHF Analysetechnik, Tiibingen, Deutschland) wird das reflektier-
tes Licht vom 488 nm beziehungsweise vom 532 nm Laser geblockt. Das Fluoreszenzsignal wird
in Abhingigkeit der Wellenldnge mit Hilfe von Strahlenteilern auf drei APDs aufgetrennt. Dabei
detektiert APD 1 das Fluoreszenzsignal oberhalb von 645 nm, APD 2 zwischen 500 und 550 nm
und APD 3 zwischen 550 und 645 nm (Abbildung 18). Zu beachten ist dabei, dass aufgrund des
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Abbildung 16:
Modifikation des Fluo-
reszenzmikroskopsystems
fiir evaneszente Anregung.
Die Blende im Anregungs-
strahlengang  ldsst nur
den duBeren Bereich des
Laserstrahls passieren, der
durch die Fokussierung
durch das Objektiv an der
Deckglasoberflache total-
reflektiert wird. Dadurch
entsteht ausgehende von
der  Deckglasoberflache
ein evaneszentes Feld
Richtung Messlosung. Die
Blende im Detektionss-
trahlengang soll neben
dem Bandpassfilter das zu-
riickreflektierte Laserlicht
fiir ein besseres Signal-
zu-Rausch-Verhiltnisses
blockieren.

Abbildung 17: Fluoreszenzemission eines Fluores-
zenzfarbstoffes an der Kontaktfliche zweier unter-
schiedlich optisch dichten Medien [164]. Die Fluo-

reszenzemission ist unter anderem abhingig von
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APD2 APD3 _ APD1

500 550 600 650 700
Wellenlange [nm]

Abbildung 18: Absorptions- und Emissionsspektren von R110 (blaue Kurve) und TMR (griine Kurve), die
Transmissionsspektren des dichroitischen Spiegels z488_532bs und des Notchfilters DNPF532-25, sowie die
Detektionsbereiche der drei Detektoren. Die ausgefiillten Flichen unterhalb der Emissionskurven entspre-
chen den detektierbaren Anteil der Fluoreszenz der beiden Farbstoffen.

Notchfilters DNPF532-25 ein groler Wellenldngenbereich mit einer spektralen Breite von 25 nm
in APD2 nicht detektiert werden kann.

Fiir die Detektion von Fluoreszenzereignissen wurde eine Prozedur (Nic_SingleMoleculeDetec-
tion_v4) in Igor Pro 5.0 entwickelt. Diese Prozedur besteht aus mehreren Unterprozeduren, die
nachfolgend mit ihrer jeweiligen Funktion vorgestellt werden. Die Bezeichnung wave in Igor Pro
5.0 stellt dabei ein Objekt dar, in der die Messdaten beziehungsweise allgemein grof3e Zahlenreihen

gespeichert werden:

Load_t3r(): Mitdieser Prozedur werden die von der TimeHarp-Karte aufgenommenen Photonda-
ten (t3r-Dateien) in Igor Pro 5.0 eingeladen. Dabei werden fiir jeden Detektor (x) die aufsummierten

Ankunftszeiten der einzelnen detektierten Photonen in eine wave (tt-apdx) geschrieben.

atd_summe(): Hier werden die einzelnen waves (tt_apdx) mit den Photondaten der jeweiligen
Detektoren in eine gemeinsame wave (int_atd_sum) zusammengefasst. In einer zweiten neuen wa-
ve (APDNr) wird fiir jedes Photon der Detektor, der dieses Photon registriert hat, notiert. Aus den
Ankunftszeiten der einzelnen Photonen werden die Zeiten zwischen aufeinander folgenden Photo-

nen Afpporonen bestimmt und in die wave atd_summe geschrieben.

smoothing_lee(''atd_sum'’): Die wave atd_summe wird durch einen Lee-Filter nach [74] geglit-
tet (sieche Abschnitt 2.1.5).
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start_end(schwelle_zeit, schwelle_photonen): Diese Prozedur sucht in der geglitteten
atd_summe nach Einzelmolekiilereignissen. Dabei werden jeweils in einer wave der Startpunkt
(w_start), Endpunkt (w_ende) und Dauer (w_delta_t) eines Ereignisses notiert. Fiir die Detektion
eines Ereignisses miissen zwei Bedingungen erfiillt sein: 1) der Zeitabstand zwischen zwei aufein-
ander folgenden Photonen muss unterhalb einer vorher festgelegten Schwelle Schwellez,;; liegen,
und 2) die Photonenanzahl eines Ereignisses muss oberhalb einer bestimmten Mindestphotonenan-

zahl Schwelleppotonen liegen.

photonen(schwelle_zeit): Hier werden fiir jedes Einzelmolekiilereignis die Gesamtphotonenan-
zahl (w_photonen_all) sowie die Verteilung der Photonen auf die einzelnen Detektoren

(w_photonen_x) bestimmt.

auswertung(): Diese Prozedur fasst die Ergebnisse eines Einzelmolekiilexperiments in der wave
w_SMD zusammen. So wird die Anzahl der Ereignisse pro Messung beziehungsweise Zeiteinheit,
die durchschnittliche Dauer sowie die durchschnittliche Photonenanzahl mit maximalen und mini-
malen Wert bestimmt. Zudem sind in w-SMD die beiden verwendeten Schwellen Schwellez,;; und

Schwelleppotonen protokolliert.

Fiir die Identifikation von einzelnen Farbstoffmolekiilen in einem mehrkomponentigen System
wurde wie folgt verfahren (sieche Abschnitt 2.1.5): Die beteiligten Komponenten (R110-dCTP und
TMR-dUTP (=Fluorored)) wurden zunéchst einzeln gemessen und die Wahrscheinlichkeitsvertei-
lung P(b|m;) anhand der unterschiedlichen Verteilung der Fluoreszenzphotonen auf die Detektoren
mit der Gleichung 52 bestimmt. Mit Hilfe der Gleichung 53 wurde damit das Erkennungsmuster
generiert, in dem die Wahrscheinlichkeiten der beteiligten Farbstoffe fiir jedes detektierte Photon
abgelesen werden kann. Mit dem Erkennungsmuster und der Gleichung 54 lief3 sich so die Gesamt-

wahrscheinlichkeit Py (m;) eines Ereignisses fiir einen Farbstoff Photon fiir Photon berechnen.

3.5 DNS-Proben

Die Fluoreszenzmarkierung der DNS sowie deren Immobilisierung auf Deckglas wurden von Dr.
Katrin Anhalt in der Fachgruppe von PD Dr. Susanne Brakmann an der Universitit Leipzig durch-
gefiihrt. Der nachfolgende Abschnitt soll einen kurzen Uberblick iiber diese von mir untersuchten
Proben geben.

Als Ausgangs-DNS diente das Gen 1 Fragment der Bakteriophage T7, welches mittels PCR
vervielfiltigt und terminal mit einem Fluoreszenzfarbstoff wie R6G oder Cy5 markiert und/oder
fiir die Immobilisierung mit einer Aminogruppe unter Verwendung entsprechender Primer MWG
Biotech, Ebersberg, Deutschland) funktionalisiert wurde (Abbildung 19).
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TAUP 206 CAGGAMACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTTG GTACCGAGCT 1701 GCCAGTCCAT GTTGTAAGGG AACCAGATGG COTTATGGTT AGCAAACTTA
261 COGATCCACT AGTAACGGCC GUCAGTGTGC TEOAATTCGG CTTGGCGTTA 1751 TTGGCTTGCT CAAGCATGAA CTCAAGGCTG ATACGGCGAG ACTTGCGAGC
301 GTGATGGTGATGUTGATGCG CUAACGCGAA GTCCGACTCT AAGATGTCAC 1801 CTTGTCCTTG CGGTACACAG CAGCGGCAGT ACGTTTCCAC GOGGTGAGAG
351 GUAGGTTCAAGTTACCTTTA GCCGGAAGTG CTGGCATTTT GTCOCAATTGA 1851 CCTCAGGATT CATGTOGATG TCTTCCGGETT TCATCGGGAG TTCTTCACGE
401 GACTCGTGCAACTGGTCAGT GAACTGGTUG TAGAAATCAG CUAGTACATC 1801 TCAATCGCAG GGATGTCCTC GACCGEGACAATGCTT CCACT TGGTGATTAC
451 ACAAGACTCA TATGTGTCAA CCATAGTTTC GCGCACTGCT TTGAACAGGT 1951 GTTGGCGACC GCTAGGACTT TCTTGTTGAT TTTCCATGCG GTGTTTTGCG
501 TCGCAGCGTCAGCUGGAATG GTACCGARGG AGTCGTGAAT CAGTGCAAAN 2001 CAATGTTAAT CGCTTTGTACACCTCAGGCA TGTAAACGTC TTCGTAGCGC
551 GATTCGATTC CGTACTTCTC GTGTGCCCACACTACAGTCT TACGAAGGTG 2051 ATCAGTGCTT TCTTACTGTG AGTACGCACC AGCGCCAGAG GACGACGACC
601 GCTACCGTCT TGGCTGETGTA CAAAGTTAGG AGCGATACCA GACTCCTGTT 2101 GTTAGCCCAATAGCCACCAC CAGTAATGCCAGTCCACGGC TTAGGAGGAA

TALO2 51 TGTGTGCATCAATCTCGCTA TCTTTGITGG TGTTAATGGT AGGCTGTAAG 2151 CTACGCAAGG TTGGAACATC GGAGAGATGC CAGCCAGCGCACCTGCACGG
701 CGGAACTGAC CGAGGAACAT CAGGTTCAAG CGCGTCTGAA TAGGCTTCTT 2201 GTTGCGATAG CCTCAGCGTA TTCAGGTGUG AGTTCGATAG TCTCAGAGTC
781 GTATTCCTGC CACACAGGGAAACCATCAGG AGTTACCCAA TGCACAGCGC 2251 TTGACCTACTACGCCAGCAT TTTGGCGGTG TAAGCTAACCATTCCGGTTG
801 AACGCTTGCG AAGARTCTCT CCAGTCTTCT TATCTTTGAC CTCAGCAGCC 2301 ACTCAATGAG CATCTCGATG CAGCGTACTC CTACATGAAT AGAGTCTTCC
851 AGCAGCTTAG CAGCAGACTTAAGCCAGTTCATTGCTT CAA COGCAGCTAC 2351 TTATGCCACG AAGACCACGC CTCGCCACCS AGTAGACCCT TAGAGAGCAT
901 CACCGTCACG CTCACAGATT COCAAATCAG CTTAGCCATG TATCCAGCAG 2401 GTCAGCCTCG ACAACTTGCA TAAATGCTTT CTTGTAGACG TGCCCTACGC
951 CCTGATTCGG CTGAGTGAAC ATCAGACCCT TGCCGGAATC AATAGCTGG O 2451 GCTTGTTGAG TTGTTCCTCAACGTTTTICT TGAAGTGCTT AGCTTCAAGG

1001 TGAATGGTAT CTTCCAGCAC TTGTTGACGGE AAGCCGAACT CTTTGGACCC 2801 TCACG GATAC GACCGAAGCG AGCCTCGTCC TCAATGGCCC GACCGATTGC
1051 GTAAGCCAGC GTCATGACTG AACGCTTAGT CACACTGCGA GTAACACCGT 2651 GOTTGCTACA GCCTGAACGG TTGTATTGTCAGCACTGGTT AGGUAAGCCA
1101 AAGCCAGCCA TTGACCAGCCAGTOCCTTAG TGCCCAGCTT GACTTTCTCA 2601 GAGTGGTCTT AATGGTOATG TACGCTACGG CTTCCGGCTT GATTTCTTGEC
1151 GAGATTTCAC CAGTGTTCTC ATCGGTCACG GTAACTACTT COTTATCGGT 2851 AGGAACTGGAAGGCTGTCGG GUGCTTGCCE CGOTTAGCTT TCACTTCCTC
1201 CCCATTGATT GCGTCTGCTT GTAGAATCTC GTTGACTTTC TTAG CAACAA 2701 AAACCAGTCG TTGATGCGTG CARTCATCTTAGGGAGTAGG GTAGTGATGA
1251 TCCCOTAGAT GTCCTGAACG GTTTCACTAG GAAGCAAGTT AACCGCGCGA 2751 GAGGCTTGGC GGUAGCOTTA TCCGCAACCT CACCAGCTTT AAGTTGACGT
1301 CCACCTACCT CATCTCGGAG CATCGCG GAG AAGTGCTGGA TGCCAGAGTA 2801 TCAAACATCT TGCGGAAGCG TGCTTCACCC ATCTCGTAAG ACTCATGCTC
1351 AGACCCOTCAAACGCCAGCG GAAGGGAGCA GTTATAGCTC AGGCCETGGET 2851 AAGGGCCAAC TOTTCGOGAG CTAAACGCTC ACCGTAAT GG TCAG CCAGAG
1401 GCTGTACCCC AGCGTACTCAAAGCAGAACG CAAGGAAGCA GAACGGAGAA 2801 TGTTGAACGE GATAGCAGCCAGTTCGATGT CAGAGAAGTC GTTCTTAGCG
1451 TCTTGCTCAG CCCACCAAGT GTTCTCCAGT GGAGACTTAG CGCAAGTCAT 2051 ATGTTAATCG TGTTCATTTA GTGCCTCTTC CAGTTAGTAAATCCG GGATC
1601 GATGTTCTCG TGGTTTTCCT CAATGAACTT GATGCGCTCA GGGAACGGAA 3001 GAATTCTGTT TCCTGTGTGA AATTGTTATC CGCTCACAAT TCCACACATT
1551 CCTTATCGACACCCGCACAG TTTGCACCET GGATTTTCAG CCAGTAGTAA 3051 ATACGAGCCG ATGATTAATT GTCAAAAGCT GAATTCTGCA GATATCCATC
1601 CCTTCCTTAC CGATTGGTTTACCTTITCGCCAGCGTAAGCA GTCCTITGGT 301 ACACTGGUGE COGCTCGAGCATGCATCTAG AGGGUCCAAT TCGCCCTATA

1651 CATATCGTTA CCTTGCGGGT TGAACATTGA CACAGCGTAAACACGACCGT TALO 3151 GTGAGTCGTA TTAGAATTCA CTGGCCGTCG TTTTAC

Abbildung 19: Sequenz des Gen 1 Fragments der Bakteriophage T7. Aus diesem Fragment wurde iiber
eine Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) die unterschiedlich langen DNS-Molekiile gewonnen. Dabei wur-
de neben den Startprimer TAUP (5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’) fiir die 500 bp DNS der Endpri-
mer TALO2 (5’-CTACCATTAACACCAAC-3’) und fiir die 3000 bp DNS der Endprimer TALO (5’-
GTAAAACGACGGCCAG-3’) verwendet.

3.5.1 Markierung der DNS

Der Einbau der fluoreszenzmarkierten Nukleotide erfolgte durch Primerverldngerung (primer ex-
tension). Die exakte Herstellung der hochmarkierten DNS ist in [14, 13] beschrieben. Als Fluo-
reszenzfarbstoffe wurden zwei Rhodaminderivate verwendet, R110 gebunden an Cytosin (R110-
dCTP, Applied Biosystem, Darmstadt, Deutschland) und TMR gebunden an Uracil (TMR-dUTP,
Fluorored™, GE Healthcare, Freiburg, Deutschland), welches ein Analogon zu Thymin darstellt.
Fiir die Trennung von nicht eingebauten markierten Nukleotiden wurde eine Gelelektrophorese mit
0,8% Agarosegel verwendet. Das Produkt wurde anschlieBend nach dem Protokoll von Foldes-

Papp [23] gereinigt.

Als Ausgangsmaterial fiir die Primerverlingerung wurde eine am 5’-Ende des einen Stranges
mit Cy5 markierte DNS verwendet. Die markierten Nukleotide werden wihrend der Primerver-

langerung in den Gegenstrang eingebaut und ersetzen alle entsprechenden natiirlichen Nukleotide.
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Abbildung 20: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Fluoreszenzmarkierung von doppelstringi-
ger DNS. Alle DNS-Proben trugen am 5°‘-Ende des einen Einzelstranges den Farbstoff Cy5. Die kovalent mit
Fluoreszenzfarbstoff markierten Nukleotiden wurden in Zuge der Primerverlidngerung in den Komplemen-
tirstrang eingebaut, wo sie als Basenanaloga die entsprechenden natiirlichen Basen ersetzen. a) native DNS,
b) einfach kovalent mit R110-dCTP markierte DNS, c¢) einfach kovalent mit TMR-dUTP markierte DNS, d)
zweifach kovalent mit R110-dCTP und TMR-dUTP markierte DNS, e) mit dem interkalierenden Farbstoff
DINO II markierte DNS und f) Strukturformel von DINO II.

Je nach Kombination der eingesetzten natiirlichen und fluoreszenzmarkierten Nukleotide werden
dabei unterschiedlich markierte DNS-Molekiile erhalten. Folgende vier Kombinationen von mit
Cy5 markierten DNS-Proben wurden untersucht (Abbildung 20): a) native DNS, die keinen zu-
sitzlichen Farbstoff trdgt, b) einfach kovalent markierte DNS, in der in einem Strang alle Cytosine
mit R110 markiert sind, c) einfach kovalent markierte DNS, in der in einem Strang alle Thymine
durch TMR-dUTP ersetzt sind, und d) zweifach kovalent markierte DNS, in der in einem Strang
alle Cytosine und alle Thymine/Uracile mit R110 beziehungsweise TMR markiert sind. Wenn von
einer Gleichverteilung der vier Nukleotidarten in der DNS ausgegangen wird, sind bei der einfach
kovalent markierten DNS-Probe 25 % und bei der zweifach kovalent markierten DNS-Probe 50%
der Nukleotide des einen Stranges mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert.

Desweiteren wurde ein Teil der DNS-Proben mit dem interkalierenden Farbstoff DINO II (Atto-
Tec GmbH, Siegen, Deutschland) markiert (Abbildung 20 e). Interkalierende Farbstoffe lagern sich
in die doppelstringigen Bereiche der DNS ein, wodurch deren Fluoreszenzintensitit um ein Viel-
faches steigt. Dabei ist die genaue Bindung an der DNS bisher noch ungeklédrt. DINO II besteht
aus zwei symmetrisch miteinander verbundene Farbstoffen (Abbildung 20 f). Es hat ein Moleku-
largewicht von 1312 g/mol, ist vierfach positiv geladen, und sein Absorptionsmaximum liegt bei
513 nm [165]. Bei der Markierung der DNS mit DINO II wurde ein Verhiltnis von Substrat zu
Farbstoffmolekiil gewihlt, bei dem das DNS-Molekiil mindestens ein DINO II-Molekiil pro Per-
sistenzlidnge (150 Basenpaare) trigt.
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3.5.2 Immobilisierung hochmarkierter DNS

Die Immobilisierung der DNS auf Deckglas erfolgte nach der von Kusnezow [166] beschriebenen
Prozedur. Folgende Schritte waren notig: Reinigung der Deckgliser (Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land), Silanisierung mit MTPS (3-mercapto-propyl)trimethoxy-silane) (Sigma-Aldrich, Taufkir-
chen Deutschland), Zugabe des Crosslinkers LC-SMCC (succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)-
cyclohexane- 1-carboxy-(6-amido-caproate)) (Perbio Science, Bonn, Deutschland), Zugabe der ami-
nofunktionalisierten DNS und anschlieBendes Waschen der Proben (Abbildung 21 a). Die Proben
wurden trocken, luftdicht, sowie dunkel gelagert.

Folgend das genaue Protokoll von Dr. Katrin Anhalt fiir die Immobilisierung der DNS-Molekiile
auf der Deckglasoberfliche:

1. 5min unvergéllter Ethanol
2. 1h 10% NaOH
3. 15min 10% NaOH Ultraschall
4. 4 x Smin Aqua destillatum (A. dest.)
5. 2 x 5Smin unvergillter Ethanol
6. trocknen
7. 1Th 1% MTPS in 10mM CH3COOH in unvergilltem Ethanol
8. 15min 1% MTPS in 10mM CH3COOH in unvergélltem Ethanol im Ultraschallbad
9. 5min 16mM CH3COOH in unvergilltem Ethanol
10. mit Pressluft trocknen
11. im Exsikator lagern (wenn nétig)
12. 20ul 200mM LC-SMCC-Stammldsung + 180ul DMF (trocken gemischt)
13. je 25ul auf Deckgldschen geben und mit gewaschenen Deckglédschen (22x22mm) abdecken
14. mit Fixogum versiegeln, 3h bei Raumtemperatur
15. Fixogum abziehen und kleine Deckglidschen entfernen
16. Deckglédschen 2 x Smin in DMF und 2 x 5Smin in unvergélltem Ethanol waschen
17. mit Pressluft trocknen und im Exsikator lagern bis zur Immobilisierung
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Abbildung 21: a) Schemata der Immobilisierung von DNS auf einer Deckglasoberfliche. Die aminofunktio-
nalisierte DNS wird iiber dem Crosslinker LC-SMCC (succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)-cyclohexane-
1-carboxy-(6-amido-caproate) auf der silanisierten Deckglasoberfliche immobilisiert. b) Skizze eines Deck-
glases mit der Position der punktweise aufgetragenen DNS.

Die DNS wurde anfanglich punktweise auf das Deckglas gegeben, wie in Abbildung 21 b) gezeigt.
Dies erlaubte es, verschiedene DNS-Proben auf einem Deckglas unterzubringen. Bei spiteren Pro-
ben wurde auch iiber die ganze Fliche des Deckglases die DNS-Losung verteilt, wobei wihrend
des Immobilisierungsprozesses die Losung auf den Deckglisern luftdicht verschlossen wurde, um

Verdunstungseffekte zu vermeiden.

3.5.3 Exonukleolytischer Abbau

DNS in Losung

Der exonukleolytische Abbau der DNS in Losung wurde auf zwei Arten durchgefiihrt. Zum
einen wurde der Abbau direkt mit dem konfokalen Mikroskopsystem (Abschnitt 3.2) verfolgt, in-
dem 4,5 ul Exo III Reaktionspuffer (Tris-HCI, 66 mM, pH 8,0; MgCl,, 0,66 mM) mit der mar-
kierten DNS als Tropfen auf ein Deckglas gegeben und dieser mit dem konfokalen Fluoreszenzmi-
kroskop gemessen wurde. Zur Vermeidung von Verdunstung befand sich dabei das Deckglas mit
dem DNS-Tropfen in einer Feuchtkammer. Der exonukleolytische Abbau wurde durch die Zugabe
von 0,5 ul Exonuklease III mit einer Konzentration von 5 u/ul (Exo III, Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland) bei laufender Messung gestartet.

Zum anderen wurde der Abbau nicht direkt verfolgt, sondern Abstoppproben von Dr. Katrin
Anhalt an der Universitit Leipzig hergestellt, in der die DNS von der Exo III unterschiedlich weit
abgebaut wurde (Abbildung 22). Dabei wurde die DNS in Exo III Reaktionspuffer mit einem Ge-
samtvolumen von 200 pl gemischt. Der exonukleolytische Abbau wurde durch die Zugabe von
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der Herstellung von DNS-Abstoppproben. Von einer 200 ul DNS-
Losung wurden 20 ul entfernt. In die restliche Losung wurde zum Starten des exonukleolytischen Abbaus
0,25 ul Exo III in einer Konzentration von 50 u (units) dazupipetiert. Nach 0.5, 1, 1.5, 2.5, 5, 10, 20, 30 und
40 Minuten wurden je 20 ul aus der Reaktionslésung entnommen und der Abbauprozess durch die Zugabe
von 1ul 0,5 M EDTA gestoppt.

Exo III (50 u) bei Raumtemperatur (24°C) gestartet. Es wurden je 20 ul der DNS Losung vor der
Enzymzugabe und 0.5, 1, 1.5, 2.5, 5, 10, 20, 30 sowie 40 Minuten nach der Enzymzugabe ent-
nommen und die Enzymfunktion durch Zugabe von 1 pl Ethylendiamintetraacetat (EDTA, 0,5 M)
gestoppt. Die DNS-Abstoppproben wurden anschlieBend im Dunkeln bei 4°C gelagert. Auch hier
wurden die FCS-Messungen der Abstoppproben in einer Feuchtkammer mit Hilfe des konfokalen

Fluoreszenzmikroskops durchgefiihrt.

Immobilisierte DNS

Durch die Immobilisierung der DNS auf Standard-Deckglédser (Abbildung 21 b), sind diese Pro-
ben fiir Messungen mit dem konfokalen Fluoreszenzrastermikroskop (Abschnitt 3.2) geeignet. Mit
Hilfe einer CCD-Kamera wurden die Bereiche mit immobilisierter DNS lokalisiert und durch Scan-
nen der Oberfldache ein Fluoreszenzbild (max. 100 x 100 um) aufgenommen.

Fiir den exonukleolytischen Abbau der immobilisierten DNS wurden 3ul Exo III Reaktions-
puffer (Tris-HCI, 66 mM, pH 8,0; MgCl,, 0,66 mM) auf das gewiinschte Areal des Deckglases
gegeben. Die FCS-Messungen erfolgten 40 pum iiber der Deckglasoberflidche. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 0,5 ul Exo IIT gestartet. Wihrend der gesamten Messzeit befand sich die Probe
in einer Feuchtkammer, um eine Verdunstung der Reaktionslésung zu verhindern. Neben der FCS-
Messung wihrend der Reaktion wurden sowohl vor als auch nach dem exonukleolytischen Abbau

Fluoreszenzbilder der Oberfliche aufgenommen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Das konfokale Anregungsvolumen

Mit dem Wissen iiber der Grofle des konfokalen Anregungsvolumens ist es mittels der Fluoreszenz-
korrelationsspektroskopie moglich, Konzentration, Diffusionskonstanten sowie weitere Parameter
von beobachteten Molekiile zu bestimmen. In diesen Abschnitt soll der Einfluss der in dieser Arbeit
verwendeten Ol- beziehungsweise Wasserimmersionsobjektiv sowie der Laserwellenlinge auf das

Beobachtungsvolumen untersucht werden.

Vergleich Ol- und Wasserimmersionsobjektiv

Zur Visualisierung des konfokalen Volumenelements wurden Fluoreszenzaufnahmen von in 0,25
%igem Agarosegel eingebetteten 100 nm Latexkiigelchen (L4905, Sigma) aufgenommen. Da die
GroBe der Latexkiigelchen unterhalb des Auflosungsvermogens liegt, konnen sie als Punktlicht-
quelle angesehen werden [167]. Die Konzentration der Agarose wurde so gewdhlt, dass einerseits
die Latexkiigelchen keine Eigenbewegung mehr aufweisen und anderseits der Brechungsindex des
Agarosegels mit dem des Losungsmittels Wasser vergleichbar bleibt. Im Gegensatz zum Antrock-
nen einer Losung mit Latexkiigelchen auf einem Deckglas werden durch das Einbetten Wechsel-
wirkungen mit der Deckglasoberfliche vermieden, und eine Bestimmung des konfokalen Anre-
gungsvolumens in Abhédngigkeit der Probentiefe ist moglich. Die auf einem Deckglas befindlichen
Agarosegelproben wurde mit einem 488 nm cw-Laser bei einer Anregungsleistung von 10 nW in
xz-Richtung abgerastert, wodurch gleichzeitig anhand der Fluoreszenzaufnahmen der eingebetteten
Latexkiigelchen die kurze Halbachse wy sowie die lange Halbachse zp des konfokalen Volumenele-
ments bestimmt werden kann. Es wurden ein Ol- sowie ein Wasserimmersionsobjektiv verwendet
und die ermittelten konfokalen Volumenelemente in Abhéingigkeit der Probentiefe miteinander ver-
glichen.

In Abbildung 23 sind die mit einem Wasser- beziehungsweise Olimmersionsobjektiv in Deck-
glasndhe aufgenommenen Fluoreszenzrasteraufnahmen eingebetteter 100 nm Latexkiigelchen dar-
gestellt. Beim Wasserimmersionsobjektiv weisen alle Latexkiigelchen dhnliche Fluoreszenzinten-
sitdten auf (Abbildung 23 a), wihrend beim Olimmersionsobjektiv die Fluoreszenzintensitiit der
Latexkiigelchen mit zunehmenden Abstand zur Deckglasoberfliche abnimmt (Abbildung 23 b).
AuBerdem sind beim Olimmersionsobjektiv deutlich optische Abbildungsfehler zu erkennen, die
wie leicht nach links hinten versetzte benachbarte Latexkiigelchen aussehen, sich jedoch in der
selben Form an jedem Latexkiigelchen beobachten lassen (roter Kreis in Abbildung 23 b). Diese
optischen Abbildungsfehler sind, wenn auch weniger deutlich, auch beim Wasserimmersionsob-
jektiv als kleiner Schleier zu beobachten (roter Pfeil in Abbildung 23 a), und vermutlich auf eine
nicht perfekte Justage zuriickzufiihren.

In Abbildung 24 sind die Fluoreszenzrasteraufnahmen einzelner Latexkiigelchen in Abhén-
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Abbildung 23: Fluoreszenzrasteraufnahmen von 200 nm Latexkiigelchen im Agarosegel in xz-Richtung
aufgenommen mit einem a) Wasser- und b) Olimmersionsobjektiv. Aufgrund der geringen GroBe der La-
texkiigelchen wird hier die Ausdehnung des konfokalen Volumenelements abgebildet. Das konfokale An-
regungsvolumen entspricht einer Ellipse, dessen grofite Ausdehnung auf der z-Achse liegt. Deutlich beim
C)limmersionsobj ektiv (roter Kreis) aber auch beim Wasserimmersionsobjektiv (roter Pfeil) sind Abbildungs-
fehler sichtbar. In b) ist mit einem weiflen Kreis ein Latexkiigelchen markiert, welches nicht vollstindig im
Agarosegel fixiert ist, wodurch von diesen aufgrund seiner Bewegungen nur eine schlechte Abbildung mog-
lich ist.

gigkeit vom Abstand zur Deckglasoberflache unter Verwendung eines Wasser- beziehungsweise
Olimmersionsobjektivs dargestellt. Wihrend sich die Form der Latexkiigelchen beim Wasserim-
mersionsobjektiv kaum #ndert, ist beim Olimmersionsobjektiv ein VergroBerung der Abbildungen
der Latexkiigelchen in z-Richtung mit zunehmenden Abstand zur Deckglasoberfliche zu beobach-

ten.

Zur Bestimmung der Fokusausdehnung in x- und z-Richtung wurde, wie in Abbildung 25 dar-
gestellt, der Fluoreszenzintensitétsverlauf eines eingebetteten Latexkiigelchen in x- und z-Richtung
mit einem GauBprofil angepasst. Die Ausdehnung des Fokus in beiden Richtungen stellt dabei den

Abstand dar, bei dem die Intensitit auf I,,,.e 2, mit der Intensitit des Maximums Iy, gefallen ist.

Die so ermittelten Parameter des konfokalen Volumenelements sind in Abhiingigkeit vom Ab-
stand zur Deckglasoberfliiche fiir das Wasser- und das Olimmersionsobjektiv in Abbildung 26 dar-
gestellt. Wie schon aus Abbildung 24 ersichtlich, dndert sich das konfokale Volumenelement bei
Verwendung eines Wasserimmersionsobjektivs kaum, wihrend beim Olimmersionsobjektiv eine
Zunahme des Volumenelements in x- und z-Richtung und damit eine Vergroerung des effekti-
ven Volumens V, s mit zunehmenden Abstand zur Deckglasoberfliche zu beobachten ist. Da die

Zunahme in z- groBer als in x-Richtung ist, dndert sich somit auch der Strukturfaktor S.
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Abbildung 24: Vergleich der Fluoreszenzaufnahmen einzelner in Agarosegel eingebetteter Latexkiigelchen
in Abhédngigkeit zum Abstand zur Deckglasoberfldche unter Verwendung eines Wasser- (obere Reihe) und ei-
nes Olimmersionsobjektivs (untere Reihe). Wihrend beim Wasserimmersionsobjektiv kaum Veriinderungen
feststellbar sind, ist beim Olimmersionsobjektiv eine deutliche Zunahme des konfokalen Volumenelements
in z-Richtung mit zunehmenden Abstand zur Deckglasoberfliche zu beobachten.
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Abbildung 25: Bestimmung der Fokusausdehnung in z- und x-Richtung anhand der Fluoreszenzaufnahme
eines in Agarosegel eingebetteten Latexkiigelchen. Der Intensitédtsverlauf in xz-Richtung kann durch eine
GauB-Anpassungsfunktion beschrieben werden. Der Abstand zg in z-Richtung und wy in x-Richtung ist der
Abstand, auf den die Intensitit des Mittelpunkts auf Lyaxe 2 gefallen ist.
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Abbildung 26: Vergleich der Parameter a) wg, b) zo, ¢) des Strukturfaktors S und d) des effektiven Volumen
Verr des Anregungsfokus bestimmt aus den Fluoreszenzbilder von in Agarose eingebetteter Latexkiigelchen
bei Verwendung eines Wasser- (blaue Kurve) beziehungsweise eines Olimmersionsobjektivs (schwarze Kur-
ve) in Abhingigkeit des Abstandes zur Deckglasoberfliche.
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Abbildung 27: Vergleich der FCS-Parameter a) Teilchenanzahl N und b) Diffusionszeit 7p in Abhéngigkeit
vom Abstand zur Deckglasoberfliache einer R110-dCTP-Farbstofflosung bei der Verwendung eines Wasser-
(blaue Kurve) beziechungsweise eines Olimmersionsobjektivs (schwarze Kurve).

Die Anderung des Fokusvolumens beim Olimmersionsobjektiv beeinflusst aber auch das Er-
gebnis von FCS-Messungen, da die gemessene Teilchenanzahl N und die Diffusionszeit Tp von
diesem abhédngen (Abbildung 27). Durch die Zunahme des Fokusvolumens nimmt die Anzahl der
Teilchen sowie deren Aufenthaltsdauer in diesem zu. Der Einfluss des je nach Probentiefe un-
terschiedlichen Hintergrundsignals auf die Teilchenanzahl wird durch eine Hintergrundkorrektur
(siche Abschnitt 2.1.4) vermieden.

Zweifarbenanregung
Neben den Eigenschaften des Objektivs bestimmt auch die Wellenldnge des Lasers die Ausdeh-
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nung des Anregungsvolumens. Dies ist in Abbildung 28 anhand der normierten Korrelationskurven
einer Tetraspeck-Losung verdeutlicht. Aufgrund der Markierung der Tetraspeck-Latexkiigelchen
mit vier unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen ist es moglich, diese Latexkiigelchen gleichzei-
tig mit zwei gepulsten Lasern der Wellenldnge von 470 nm (pL470) und 635 nm (pL635) anzure-
gen. Das Fluoreszenzsignal wurde entsprechend der Anregungswellenldnge spektral in ein griines
und in ein rotes Fluoreszenzsignal aufgetrennt. Dabei zeigt sich, dass die Autokorrelationskurve
des griinen Fluoreszenzsignals (blaue Kurve) im Vergleich zur Autokorrelationskurven des roten
Fluoreszenzsignals (rote Kurve) zu kiirzeren Zeiten verschoben ist. Dies ldsst sich durch die Ab-
hiingigkeit des Anregungsvolumens von der Anregungswellenldnge erklidren [168]:
AMoowy
T = wy (79)
Nach den hier verwendeten Anregungswellenldngen ist demnach ein Verhiltnis von 1,35 zu er-
warten. In der Tabelle in Abbildung 28 sind die aus den beiden Autokorrelationskurven bestimm-
ten Diffusionszeiten sowie wo des Anregungsvolumens dargestellt. Das Verhéltnis von wg bei 635
nm und bei 470 nm Anregung mit 1,23 liegt dabei etwas unterhalb des erwarteten Wertes. Die-
se Abweichung betridgt weniger als 10 % und ist moglicherweise auf chromatische Abberationen
zuriickzufiihren.
Durch die Korrelation des griinen mit dem roten Fluoreszenzsignal wird eine Kreuzkorrela-
tionskurve erhalten (schwarze Kurve in Abbildung 28). Das gemeinsame Beobachtungsvolumen
der beiden Laser kann iiber die Bestimmung der beiden einzelnen Beobachtungsvolumen und der

Gleichung 37 ermittelt werden. Jedoch konnen bei nicht akkurater Ausrichtung der Laser oder

104 Tetraspeck-
= 1 Latexkugelchen
3 %% ~ AK pLes3 tplms]  wolmm]  V[fl]
£ 06 — AK pL470 AK pLA470 | 4,3340,04 273+1 0,79+0,01
2 043 AK pL635 | 6,62+0,07 33742 1,49+0,03
& 0 KK 5,68+£0,08 313+£2 1,19+0,02
0.0 -

7 [s]

Abbildung 28: Korrelationskurven einer Losung mit Tetraspeck-Latexkiigelchen. Die Autokorrelationskur-
ve (AK) des Fluoreszenzsignals beim 470 nm Laser (blaue Kurve) ist zu kiirzeren Zeiten verschoben als die
beim 635 nm Laser (rote Kurve). Die Kreuzkorrelationskurve (KK, schwarze Kurve) beider Fluoreszenzsi-
gnale liegt zwischen den beiden Autokorrelationskurven. In der Tabelle sind die charakteristischen Zeiten
der Korrelationskurven und die daraus ermittelten Parameter wg (Gleichung 33) und V (Gleichung 23) der
entsprechenden Anregungsvolumen dargestellt.

durch chromatische Abberationen die beiden Beobachtungsvolumen verschoben sein [169, 170],

was die wahre Ausdehnung des Beobachtungsvolumen der Kreuzkorrelation verkleinert. Mit Hilfe

59



4.1 Das konfokale Anregungsvolumen 4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

von Tetraspeck-Latexkiigelchen und der Kreuzkorrelationskurven ldsst sich dieses jedoch iiber die
Diffusionszeit der Latexkiigelchen direkt bestimmen.

Die normierte Kreuzkorrelationskurve (Abbildung 28, schwarze Kurve) liegt zwischen den
beiden Autokorrelationskurven und damit auch die Ausdehnung des Beobachtungsvolumens der
Kreuzkorrelation zwischen den Beobachtungsvolumen der beiden Anregungslaser (Tabelle in Ab-
bildung 28). Wenn die Ausdehnung des Beobachtungsvolumens der Kreuzkorrelation nach Glei-
chung 38 mit Hilfe der aus den Autokorrelationskurven bestimmten Ausdehnungen der Beobach-
tungsvolumen der beiden Anregungslaser bestimmt wird, wird fiir wg 307 nm erhalten, was nur
einer Differenz von 5 nm verglichen mit dem aus der Kreuzkorrelationskurve bestimmten Wert
bedeutet. Dies ist ein deutlicher Hinweis fiir die gute Uberlappung der Beobachtungsvolumen von

den beiden verwendeten Lasern.

Anregungsleistung
Eine Erhohung der Anregungsleistung fiihrt zu einer erhdhten Wahrscheinlichkeit des Ubergangs
der Fluoreszenzfarbstoffe in einen angeregten Zustand, wodurch eine Erhohung der Fluoreszenzra-
te und damit auch eine Erhohung des Signal-zu-Rausch-Verhiltnisses erreicht werden kann. Dies
wird bei hohen Anregungsleistungen durch die Sittigung des Farbstoffes begrenzt, wodurch die
Anregungsrate des Farbstoffes nicht mehr proportional zur Anregungsleistung ist (Abschnitt 2.1.1).
Aufgrund des Sittigungseffekts sind die Autokorrelationskurven abhingig von der Anregungs-
leistung, da dieser zu einer virtuellen VergroBBerung des Detektionsvolumens fiihrt [171, 172, 173].
Dies ist in Abbildung 29 anhand der FCS-Parameter N und 7p, bestimmt aus FCS-Messungen
einer R110-dCTP-Farbstofflosung, dargestellt. Durch die VergroBerung des Detektionsvolumens
wird die Anzahl sowie die Aufenthaltszeit der Fluoreszenzfarbstoffe erhoht, wobei ein linearer An-
stieg der beiden Parameter mit zunehmender Anregungsleistung zu beobachten ist. Bei sehr hohen
Anregungsleistungen ist ein weiterer Effekt, das Bleichen der Farbstoffe, zu beobachten, welches

sich durch einen Abfall der Diffusionszeit bemerkbar macht.
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Abbildung 29: a) Teilchenanzahl N und b) Diffusionszeit 7; in Abhéngigkeit der Anregungsleistung einer
R110-dCTP-Farbstofflésung. Mit zunehmender Anregungsleistung steigt die Teilchenanzahl und die Diffu-
sionszeit linear an. Sehr hohe Anregungsleistungen fithren zum Bleichen der Farbstoffe, welches sich dann
im Abfall der Diffusionszeit bemerkbar macht.
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4.2 Evaneszente Anregung

Von einer hochkonzentrierten Fluoreszenzfarbstofflosung wurden Fluoreszenzaufnahmen in
Deckglasnihe in xz-Richtung mittels konfokaler und evaneszenter Anregung aufgenommen (Ab-
bildung 30). Bei beiden Anregungen ist die hochste Fluoreszenzintensitit auf der Deckglasober-
flache feststellbar. Die Fluoreszenzintensitit sollte bei konfokaler Anregung unabhiingig vom Ab-
stand zur Deckglasoberfliche sein. Hier zeigt sich jedoch ein linearer Abfall mit zunehmender
Probentiefe. Dies liegt, wie in Abschnitt 4.1 gezeigt, an der zunehmenden Vergréerung des An-
regungsvolumens beim Olimmersionsobjektiv mit steigender Probentiefe, wodurch die gemessene

Intensitit bei gleicher Anregungsleistung abnimmt.

Bei der evaneszenten Anregung fillt die Fluoreszenz von der Deckglasoberfldche her exponen-
tiell ab, da aufgrund der Totalreflektion nur Fluoreszenzfarbstoffe in der Nédhe der Deckglasober-
fliche angeregt werden. Konstruktionsbedingt sind die Einstrahlwinkel zur Erzeugung des evanes-
zenten Feldes nahe am kritischen Winkel, wodurch relativ groe Eindringtiefen erreicht werden
(Abbildung 7). So betrdagt zum Beispiel die Eindringtiefe unter Verwendung eines 488 nm Lasers
bei einem Einfallswinkel von 61,74° rund 5 um (Gleichung 28, npeckglas = 1,55, nwasser = 1,33).
Zusitzlich erfolgt die Detektion der Fluoreszenz konfokal, und da zy des Detektionsvolumens sehr
grof} ist, wird auch noch in Probentiefen, in der das evaneszente Feld abgeklungen ist, Fluoreszenz
von der Deckglasoberfliche detektiert. Demnach entspricht der Verlauf der Fluoreszenzintensitét

auch dem des konfokalen Detektionsvolumens in z-Richtung.

Eine Moglichkeit der Abbildung des Detektionsvolumens stellen, wie in Abschnitt 4.1 gezeigt,
Fluoreszenzaufnahmen von farbstoffmarkierten Latexkiigelchen dar. In Abbildung 31 ist dies fiir
ein 200 nm groBes Latexkiigelchen, welches auf der Deckglasoberflache adsorbiert ist, bei konfo-
kaler sowie bei evaneszenter Anregung gezeigt. Dabei zeigt sich, dass sich das Anregungsvolumen
bei evaneszenter Anregung im Vergleich zur konfokalen Anregung, je nach Orientierung der Blende
im Anregungsstrahlengang, entweder in x- oder in y-Richtung vergréBert. Solche Ausdehnungen
des evaneszenten Feldes werden auch in der Literatur beschrieben [174]. Da die Blende im An-
regungsstrahlengang wie ein Doppelspalt wirkt, kommt es zu Interferenzerscheinungen, so dass

mehrere Intensititsmaxima im Detektionsvolumen beobachtbar sind.

Mit Hilfe einer Farbstoffkonzentrationsreihe wurden FCS-Messungen bei einer konfokalen so-
wie bei einer evaneszenten Anregung durchgefiihrt. Dabei wurde der negativ geladene Fluores-
zenzfarbstoff FITC gewihlt, um Adhésionseffekte an der ebenfalls negativ geladenen Deckglas-
oberflaiche zu vermindern. Zur Vermeidung des Afterpulssignals (siehe Abschnitt 2.1.4) in den
Autokorrelationskurven wurde das Fluoreszenzsignal mittels eines 50/50-Strahlenteilers auf zwei
Detektoren fokussiert und das Signal dieser beiden Detektoren miteinander korreliert. Bei der kon-
fokalen Anregung wurde zum einen auf der Deckglasoberfliche und zum anderen direkt in der

Losung gemessen.

Die Amplitude der Korrelationskurven bei G(7 — 0) = ]l\, gibt direkt die durchschnittliche Teil-
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TIRF

Abbildung 30:
Fluoreszenzaufnahmen
einer hochkonzentrierten
Farbstofflosung in Deckglas-
niahe bei konfokaler (oben
links) und evaneszenter
(oben rechts) Anregung je-
weils unter Verwendung des
Olimmersionsobjektivs. Im
unteren Graph ist der Abfall
der Fluoreszenzintensitit in
der Losung ausgehend von
der Deckglasoberfliche fiir
die beiden Anregungen dar-
gestellt. Bei der konfokalen
Anregung (blau) fillt die
Fluoreszenzintensitdt linear
und bei der evaneszenten An-
regung (griin) exponentiell : o
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Abbildung 31: Fluoreszenz-
rasteraufnahmen  in  Xxy-
Richtung (a-¢) und xz-
Richtung (d-e) eines auf
der Deckglasoberfliche
immobilisiert 200  nm-
Latexkiigelchen bei konfo-
kaler (a,d) und evaneszenten
Anregung (b,c,e.f) mit einem
488 nm Laser. Bei evanes-
zenter Anregung wurde die
Orientierung der Blenden
variiert. Dargestellt ist die
Orientierung der Blende im
Anregungsstrahlengang.
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4.2 Evaneszente Anregung
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chenanzahl im Beobachtungsvolumen an. Damit ldsst sich iiber N = ¢ -V, s - N4 bei bekannter Farb-
stoffkonzentration ¢ unabhingig von der Form des Detektionsvolumens direkt auf dessen effekti-
ves Volumen V, s schlieBen. Da das unkorrelierte Hintergrundsignal Einfluss auf die Amplitude der
Korrelationskurve hat, wurde noch eine Hintergrundkorrektur nach Gleichung 42 durchgefiihrt. Die
so ermittelte Teilchenanzahl wurde fiir die drei Anregungsmodi konfokale Anregung in der Losung,
konfokale Anregung auf der Deckglasoberfliche und evaneszente Anregung gegen die Farbstoft-
konzentration aufgetragen (Abbildung 32 a). Vom Anstieg m dieser Kurven lésst sich direkt auf das
effektive Volumen schlieBen V,rr = 1%. Dabei wurde bei einer konfokalen Anregung in Losung
ein effektives Volumen von 0,14 fl, bei einer konfokalen Anregung auf der Deckglasoberfliche von

0,09 fl und bei einer evaneszenten Anregung von 0,12 fl erhalten (Abbildung 32 b).

Demnach wird mit einer konfokalen Anregung auf der Deckglasoberfliche das geringste effek-
tive Anregungsvolumen erreicht, da sich dieses teils in der Farbstofflosung und teils im Deckglas
befindet und die Farbstoffe so nur einen Teil des konfokalen Anregungsvolumens durchwandern
konnen. Bei der evaneszenten Anregung wird zwar eine deutliche Verringerung des Anregungsvo-
lumens in z-Richtung erreicht, jedoch auch eine betrichtliche VergroBerung entlang der x- bezie-
hungsweise y-Achse und damit keine deutliche Verringerung des effektiven Gesamtvolumens im

Vergleich zur konfokalen Anregung direkt auf der Deckglasoberflidche.
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4.3 Einzelmolekiildetektion und -identifikation

Im Hinblick auf die Einzelmolekiil-DNS-Sequenzierung ist es notwendig, die Nukleotide vonein-
ander zu unterscheiden. Dies wird durch die Markierung mit unterscheidbaren Fluoreszenzfarb-
stoffen und die Detektion des Fluoreszenzsignals erreicht. Je nach Datenaufnahme gibt es zwei
Moglichkeiten, die Zeitspur eines Fluoreszenzsignals darzustellen, als Angabe der Intensitét (An-
zahl der Photonen) pro Zeiteinheit (Bin) oder als Angabe der Zeit Atpporonen ZWischen jeweils zwei
aufeinander folgenden Photonen (Abbildung 33). Ein Fluoreszenzereignis zeigt sich als Photo-
nenschauer, bei dem deutlich mehr Photonen pro Bin gezéhlt werden als im Durchschnitt, bezie-
hungsweise bei dem Afpporonen Shr kleine Zeiten annimmt. In beiden Fillen konnen durch Setzen

geeigneter Schwellen die einzelnen Fluoreszenzereignisse vom Hintergrund getrennt werden.
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Abbildung 33: Zwei dquivalente graphische Darstellungen einzelner Molekiildurchtritte durch das Beobach-
tungsvolumen einer Farbstofflosung. In der oberen Abbildung sind die Abstandzeiten Azppyoner, aufeinander
folgender Photonen logarithmisch gegen die Messzeit aufgetragen. In der unteren Abbildung ist der ent-
sprechende Ausschnitt als gebinnte Intensitdt-Zeitspur dargestellt. Bei einem Fluoreszenzereignis nehmen
Atppotonen Sehr kleine Zeiten an beziehungsweise werden mehr Photonen pro Zeiteinheit (Bin) gezahlt.

Beim Setzen einer Schwelle sollte mit groflter Sorgfalt vorgegangen werden, da dies mal3geb-
lich das Ergebnis eines Experiments beeinflusst. Wird die Schwelle zu niedrig in der Intensitit-
Zeitspur beziehungsweise zu hoch in der Atppyonen-Zeitspur gesetzt, treten vermehrt falsch-positiv
Ereignisse auf. Wird dagegen die Schwelle in der ersten Darstellung zu hoch beziehungsweise in
der zweiten zu niedrig gesetzt, werden manche Molekiile nicht mehr als Ereignisse erkannt. In [175]
wird bei einer Intensitédts-Zeitspur die dreifache Standardabweichung des nicht-fluoreszierenden
Hintergrunds als Schwelle verwendet.

Als Anhaltspunkt fiir das Setzen einer Schwelle kann der Vergleich der Histogramme fiir die
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Abbildung 34: Histogrammierte Photonenanzahl pro Bin (a) sowie Afpjgsonen (b) einer Farbstoffiosung (rot)
im Vergleich zum Losungsmittel (blau). In beiden Darstellungen sind die y-Achsen logarithmisch aufgetra-
gen. Aus diesem Vergleich ldsst sich jeweils eine geeignete Schwelle fiir die Trennung von Fluoreszenzer-
eignissen vom Hintergrund bestimmen.

Photonenanzahl pro Bin beziehungsweise Atpporonen ZzWischen dem Losungsmittel und der Farb-
stofflosung dienen (Abbildung 34). Dabei ist eine deutliche Uberlappung in den Histogrammen der
Farbstoffldsung und des Losungsmittels zu erkennen. Dieser Uberlapp ist von zwei Faktoren abhiin-
gig: 1) wie hoch die Mindestanzahl der Photonen, die ein Molekiil wéhrend seines Durchtritts durch
das Detektionsvolumen emittiert, ist und 2) wie hoch dabei das Signal des Hintergrunds ist. Wegen
der Schnittmenge beider Verteilungen, des Fluoreszenz- und des Hintergrundsignals, konnen nie-
mals 100% aller durch das Detektionsvolumen transportierten Molekiile mit absoluter Sicherheit
identifiziert werden. Zur Uberpriifung der Giite der gesetzten Schwelle konnen die Ergebnisse mit

den Ergebnissen aus FCS-Messungen verglichen werden.

Zum Testen der Peakerkennungsroutine aus Abschnitt 3.4 zur Unterscheidung der Fluoreszenz-
farbstoffe R110 und FR (entspricht TMR) wurden Fluoreszenzzeitspuren einer reinen R110-dCTP-
und FR-Farbstofflosung sowie einer Mischlosung beider Fluoreszenzfarbstoffe mittels des in Ab-
schnitt 3.4 beschriebenen konfokalen Mikroskopsystems aufgenommen. Dabei entspricht die Kon-
zentration der einzelnen Farbstoffe in der Mischlosung der Konzentration in den jeweiligen einkom-
ponentigen Farbstofflosungen. Die Parameter Peakanzahl, Photonenanzahl pro Ereignis und Peak-
breite, die durch die Auswerteroutine der Peakerkennung ermittelt wurden, sind in der Tabelle 8
fiir die drei gemessenen Farbstofflosungen dargestellt. Die hier fiir die R110-dCTP-Farbstofflosung
ermittelte durchschnittliche Peakbreite von 74 us befindet sich im selben Zeitbereich wie die durch
die Autokorrelationskurve bestimmten Diffusionszeit von 72 ps und spricht fiir die Qualitédt der
Peakerkennung. Nach der ermittelten Peakanzahl in den Einkomponentenfarbstofflésungen ist die
Konzentration von R110-dCTP um den Faktor 7,5 gréBer als die von FR. Dieses Verhiltnis soll-
te sich auch in der Mischlosung wiederfinden, das heifit, dass etwa 88 % der Ereignisse in der
Mischlosung R110-dCTP und der Rest von 12 % FR zuzuordnen sein sollten.

Fiir die Erstellung des Erkennungsmusters wurden die Photonen aller Fluoreszenzereignisse in
den einkomponentigen Farbstofflosungen entsprechend ihrer Verteilung auf die drei APDs aufsum-
miert (Abbildung 35 a, b). Wie nach den Emissionsspektren (Abbildung 18) der beiden Farbstoffe
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R110-dCTP-Loésung FR-Losung R110-dCTP/FR-
Mischldsung
Peakanzahl pro Min 1120 149 1014
Photonenanzahl
avg 11,6 10,8 11,5
max 65 42 65
min 5 5 5
Peakbreite [us]
avg 74 71 73
max 432 234 356
min 6 11 5

Tabelle 8: Ergebnisse der Auswerteroutine der Peakerkennung aus Abschnitt 3.4 bei einer R110-dCTP-, FR-
Farbstofflosung und einer Mischlosung beider Fluoreszenzfarbstoffen. (Schwelle: 18,5 us und 5 Photonen
pro Ereignis)

zu erwarten, werden in beiden Farbstofflosungen kaum Photonen iiber 640 nm (APD1) detektiert.
Bei der FR-Farbstofflosung wird die Mehrzahl der Photonen in APD3 (550-630 nm) und bei der
R110-dCTP-Farbstofflésung in APD2 und APD3 mit einem leichtem Ubergewicht in APD2 (<
550 nm) detektiert. Mit dem aus dieser Photonenverteilung erstellten Erkennungsmuster (Abbil-
dung 35 ¢) ist es moglich, jedes Photon mit einer entsprechenden Wahrscheinlichkeit einem der
beiden Farbstoffe zuzuordnen (Abbildung 35 d, e).

In Abbildung 36 a) sind die Fluoreszenzereignisse der Mischlosung aus R110-dCTP- und FR-
Farbstoff in Abhédngigkeit von der Verteilung der Photonen auf APD2 und APD3 zweidimensional
dargestellt. Da in APD1 (> 640 nm) hauptséichlich Hintergrundphotonen detektiert werden, werden
die Photonen in diesem Detektor hier nicht weiter in Betracht gezogen. Die Farbkodierung gibt
die Zuordnung der Ereignisse zu einem der beiden Farbstoffe an, mit blau fiir den R110-dCTP-
und griin fiir den FR-Farbstoff. Dabei konnten 63% der Ereignisse als R110-dCTP und 13% als
FR identifiziert werden (Abbildung 36 b). 24 % der Ereignisse konnten nur mit einer geringen
Wahrscheinlichkeit von weniger als 0,8 einem der beiden Farbstoffe zugeordnet werden. Dies betraf
vor allem Ereignisse mit einer geringen Photonenanzahl unterhalb von 20 Photonen. Der Anteil
von R110 und FR an den zuordnungsbaren Ereignissen betrdgt 83% beziehungsweise 17% und

entspricht damit den erwarteten Werten aus den FCS-Messungen (Tabelle 8).

Fiir die eindeutige Identifikation einzelner Farbstoffmolekiile ist ein hohes Fluoreszenzsignal
bei einem moglichst kleinen Hintergrundsignal vonnéten. Bei in Losung frei diffundierenden Farb-
stoffmolekiilen verringert vor allem der nicht zentrale Durchtritt durch das konfokale Anregungsvo-
lumen die Photonenanzahl eines Fluoreszenzereignisses, da zum Randbereich hin die Anregungsin-
tensitidt und damit auch die Anregungswahrscheinlichkeit der Farbstoffe abnimmt (Abschnitt 2.1.2).
Fiir eine Einzelmolekiilidentifikation, wie sie bei der Einzelmolekiil-DNS-Sequenzierung vonnoten

ist, ist es somit erstrebenswert, dass die abgebauten Farbstoff-Basen-Komplexe moglichst zentral
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nem der beiden Farbstoffe mit blau fiir den Farbstoff R110-dCTP und griin fiir FR. Die drei schwarzen Linien

Ab einer Gesamtphotonenan-

zahl von tiber 20 Photonen ist eine eindeutige Zuordnung eines Fluoreszenzereignisses zu einem der beiden

zeigen die Schwellen bei einer Gesamtphotonenanzahl von 10, 15 und 20 an.

der Ereignisse konnte FR und

63 % R110 zugeordnet werden. 24 % der Ereignisse konnten nur mit einer geringen Wahrscheinlichkeit un-

Farbstoffe moglich. b) Anteil der identifizierten Fluoreszenzereignisse. 13 %

terhalb von 0,8 einem der beiden Farbstoffen zugeordnet werden (Fragezeichen). (488 nm Laser mit 65 uW;

532 nm Laser mit 74 uW; APD2 - 500-550 nm; APD3 - 550-630 nm)
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das Anregungsvolumen traversieren. Eine weitere Begrenzung der Photonenausbeute ist durch die
Aufenthaltsdauer der Molekiile im Anregungsvolumen gegeben, die hier bei den Farbstoff-Basen-
Komplexen unterhalb von 100 ps liegt. Durch hohe Anregungsintensititen ist auch bei sehr kurzen
Aufenthaltszeiten eine Steigerung des Fluoreszenzsignals moglich. Dies wird jedoch durch Satti-
gung oder auch Photozerstorung der Farbstoffe begrenzt (Abschnitt 2.1.1).

Somit ist es unter Umsténden notig, Fluoreszenzereignisse auch mit einer geringen Photonen-
anzahl eindeutig zu identifizieren, denn fiir eine vollstandige DNS-Sequenzierung zéhlt jede Base.
Wie in Abbildung 36 a) ersichtlich, kann hier bereits ein Ereignis mit einer Photonenanzahl von
20 Photonen mit hoher Wahrscheinlichkeit einem der beiden Farbstoffe zugeordnet werden. Bei
den Einzelmolekiilexperimenten von Prummer und Mitarbeitern [75] werden im Durchschnitt 191
Photonen fiir eine Identifikation bendtigt. Die hier gezeigte Verbesserung ist vor allem darauf zu-
rickzufiihren, dass hier nur zwei anstatt vier Fluoreszenzfarbstoffe unterschieden werden, die sich
zudem spektral gut voneinander trennen lassen. Mit jedem zusétzlichen Farbstoff verringert sich
die Zuordnungswahrscheinlichkeit eines Photons zu einem der beteiligten Farbstoffen. Durch Be-
riicksichtigung weiterer Fluoreszenzparameter ist es aber moglich, die Mindestphotonenanzahl fiir
die Identifikation weiter zu verringern. So konnen bei der Verwendung von gepulsten Lasern neben
einer spektralen Unterscheidung auch die Unterschiede in der Fluoreszenzlebenszeit mit beriick-

sichtigt werden [75].

4.4 Isomerisierung von Cy5S

Die hochmarkierten DNS-Proben wurden unter anderem fiir FCS-Messungen zusétzlich am 5’-
Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 markiert. Um den Einfluss der photoinduzierten Isome-
risierung des Cy5-Farbstoffes auf die Autokorrelationskurven zu charakterisieren, wurden FCS-
Messreihen an Cy5 markierten Proben bei unterschiedlichen Anregungsleistungen (1, 5, 10, 15,
20, 30, 40 uW) mit dem gepulsten 635 nm Laser durchgefiihrt. Dabei sind die Anregungsleistun-
gen so niedrig gewihlt, dass Ubergiinge in den Triplett sowie Bleicheffekte ausgeschlossen werden
konnen. In der ersten Probe ist das Cy5-Farbstoffmolekiil kovalent an einem Nukleotid (dCTP)
gebunden und in der zweiten an einem 500 bp langen DNS-Molekiil. Dadurch konnten zwei Cy5-
Proben mit deutlich unterschiedlichen Diffusionskoeffizienten untersucht werden.

Fiir die Auswertung der FCS-Kurven der Cy5-dCTP-Probe wurde eine Anpassungsfunktion
verwendet, die neben dem diffusiven Anteil auch den Anteil fiir die Isomerisierung des Molekiils
mit beriicksichtigt (Gleichung 40). Fiir die 500bp DNS-Probe wurde beim diffusiven Teil der An-
passungsfunktion zusitzlich ein zweite Komponente (siehe Gleichung 44) fiir mogliche freie CyS5-
Molekiile beriicksichtigt. Dabei wurden die Diffusionszeiten, die bei der Messung der Cy5-dCTP-
Probe ermittelt wurden, entsprechend der Anregungsleistung fiir die zweite, schnell diffundieren-
de Komponente verwendet. Die Ein-Komponenten-Fitfunktion bei der Cy5-dCTP-Probe und die
Zwei-Komponenten-Fitfunktion bei der Cy5-500bp-DNS-Probe wurden als globale Anpassungs-
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Isomerlsle?rungs— Fluorf‘:szenz— Tabelle 9: Vergleich des Isomerisierungsanteil

anteil lebenszeit Trz [0S]  und der Fluoreszenzlebenszeit von Cy5 gebun-

Cy5-dCTP 0,43+0,01 1,21240,005 den an einem Mononukleotid (dCTP) sowie an
Cy5-DNS 0,36+0,01 1,34540,001 ;;;(133{3100 bp langem doppelstrangigem DNS-

funktion auf die jeweiligen Autokorrelationskurven, die mit unterschiedlichen Anregungsleistung
erhalten worden sind, angewandt, wobei der Isomerisierungsanteil und bei der DNS-Probe der An-
teil der beiden diffusiven Komponenten als globale Parameter festgehalten wurden, da diese von
der Anregungsleistung unbeeinflusst bleiben. Dabei wurde bei der DNS-Probe ein Anteil von 30%
an freien Cy5-Farbstoff bestimmt.

In Abbildung 37 a) sind am Beispiel der 500 bp DNS-Probe die normierten Autokorrelati-
onskurven bei unterschiedlichen Anregungsleistungen dargestellt. In allen Kurven ist der Anteil
der Isomerisierung bei kurzen Zeiten deutlich sichtbar. Die gemessenen Diffusionszeiten 7p der
Molekiile nehmen mit zunehmender Anregungsleistung aufgrund des Sattigungseffekts zu (siehe
Abschnitt 4.1). Da die Isomerisierung in beiden Richtungen photoinduziert ist, dndert sich zwar
nicht der Anteil der Molekiile im Zustand der Fluoreszenzinaktivitit, jedoch werden mit steigender
Anregungsleistung die Raten in und aus dem Isomerisierungszustand erhoht. Dadurch verringert
sich die charakteristische Zeit der [somerisierung 75, bei gleichbleibendem Anteil.

Beim Vergleich der FCS-Parameter der Cy5-dCTP-Probe mit der terminal mit Cy5 markierten
500bp DNS-Probe fallen signifikante Unterschiede auf. So ist der Anteil der Molekiile im fluores-
zenzinaktiven Zustand bei der Cy5-dCTP-Probe hoher und die Fluoreszenzlebenszeit niedriger als
bei der 500 bp DNS-Probe (Tabelle 9). Auch die Verweildauer im nichtfluoreszierenden Isomeri-
sierungszustand Ty, ist, wie in Abbildung 37 b) ersichtlich, bei der Cy5-dCTP signifikant niedriger.

Diese beobachteten Unterschiede der FCS-Parameter von CyS5, gebunden an einem Nukleotid
und an einem DNS-Molekiil, stimmen mit den Beobachtungen von Widengren und Schwille [28]
iberein. Durch die Bindung des Cy5-Molekiils an ein langes DNS-Molekiil nimmt die Rate in den
fluoreszenzinaktiven Isomerisierungszustand ab, da auf der einen Seite sich weniger Cy5 Molekiile
im nichtfluoreszierenden Zustand befinden, anderseits aber dessen charakteristische Zeit erhoht ist.
Auch die Erhohung der Fluoreszenzlebenszeit der an DNS-Molekiile gebundenen Cy5-Farbstoffe
weist darauf hin, dass die Rate nichtfluoreszierender Prozesse beim Ubergang von S; zu Sy verrin-
gert ist.

Da bei der Anpassungsfunktion fiir die Autokorrelationskurven der 500 bp DNS-Probe nur
eine Komponente fiir die Isomerisierung verwendet worden ist, aber nachgewiesen wurde, dass
sich die charakteristische Zeit 775, von Cy5 gebunden an einem Nukleotid und gebunden an ei-
nem DNS-Molekiil unterscheiden, kann davon ausgegangen werden, dass diese hier ermittelte cha-
rakteristische Zeit 7y, fiir die DNS-Probe einen Mittelwert zwischen frei diffundierenden und an
DNS-Molekiilen gebundenen Cy5-Farbstoffmolekiilen darstellt.
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Abbildung 37: a) Normierte Autokorrelationskurven der terminal mit Cy5 markierten 500 bp DNS-Probe
bei unterschiedlichen Anregungsleistungen eines 635 nm Lasers. Mit steigender Anregungsleistung nimmt
die charakteristische Zeit der [somerisierung 74, ab und die Diffusionszeit Tp zu. b) charakteristische Zeit der

Isomerisierung 7y, fiir eine Cy5-dCTP-Farbstofflosung (rote Kurve) und einer terminal mit Cy5 markierten
500 bp DNS-Probe (blaue Kurve) in Abhédngigkeit der Anregungsleistung eines 635 nm Lasers.

Bei hoheren Anregungsleistungen kommen neben den Isomerisierungszustinden auch noch Tri-
plettzustidnde hinzu, die sich auf d@hnlichen Zeitskalen in der Autokorrelationskurve zeigen. Diese
photophysikalischen beziehungsweise photochemischen Prozesse konnen FCS-Messungen mit die-
sem Farbstoff im Vergleich zu anderen Farbstoffen erschweren und sind bei der Untersuchungen

von Diffusionsdynamiken zu beriicksichtigen.

4.5 Wechselwirkungen von R110-dCTP mit Exo II1

Bei einer Versuchsreihe mit einer R110-dCTP Farbstofflosung mit steigender Exo III-Konzen-
tration wurde festgestellt, dass sich die Autokorrelationskurven des R110-Fluoreszenzsignals mit
zunehmender Enzymkonzentration zu groeren Zeiten verschieben (Abbildung 38 a). Dies kann
einerseits auf die Zunahme des Diffusionskoeffizienten von R110-dCTP hindeuten oder auf einen

wachsenden Anteil einer zweiten, langsameren Komponente.

In der Annahme, dass neben freien R110-dCTP eine zweite Komponente in der Losung vorhan-
den ist, wurden die Autokorrelationskurven mit einer Zwei-Komponenten-Fitfunktion (Gleichung
45) angepasst. Die Anpassungsfunktion wurde als globaler Fit iiber alle Autokorrelationskurven
angewandt. Die beiden Diffusionszeiten 7p, und 7p, der beiden Komponenten und der Struktur-
faktor S wurden dabei als globale Parameter verwendet. 7p, wurde liber eine reine R110-dCTP-
Farbstofflosung bestimmt (80 ps) und beim globalen Fit festgehalten. Die Teilchenanzahl N und
der Anteil y von R110-dCTP bleiben als freie, nicht globale Parameter iibrig.

Als Diffusionszeit der zweiten Komponente wurde (237 & 1) ps ermittelt, was der dreifachen
Diffusionszeit von R110-dCTP mit 80 ps entspricht. Das Molekulargewicht von R110-dCTP ent-
spricht 771 g/mol und das von Exo III 28000 g/mol [135]. Mit folgende Formel ldsst sich der
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Abbildung 38: a) Autokorrelationskurven einer R110-dCTP-Exo-III-Losungen bei unterschiedlichen Exo
III-Konzentrationen. Aufgrund der Bildung von R110-dCTP—Exo III-Komplexen verschiebt sich die Auto-
korrelationskurve zu grofleren Zeiten. Aus diesen Kurven kann die Konzentration der Komplexe bestimmt
werden. b) Angabe der Konzentration von freien R110-dCTP (blaue Kurve), freien Exo III-Molekiilen
(rote Kurve) und den Komplex (schwarze Kurve) aus beiden in Abhingigkeit der zugegebenen Exo III-
Konzentration. Aus diesen Konzentrationensangabe ldsst sich jeweils die Dissoziationskonstante k. (griine
Kurve) bestimmen.

Einfluss des Molekulargwichts MW auf die Diffusionszeit abschétzen:
VMW ~ 1p . (80)

Da Exo III ein 36 mal groBeres Molekulargewicht aufweist als R110-dCTP, sollte dessen Diffu-
sionszeit nach dieser Formel auch um etwa 3,3 groBer als die von R110-dCTP sein. Dieser Un-
terschied entspricht dem ermittelten Verhéltnis zwischen R110-dCTP und der zweiten Komponen-
te in den Autokorrelationsfunktionen. Da in der reinen Exo III-Stammldsung keine Komponente
mit entsprechender Diffusionsgeschwindigkeit gefunden werden konnte, kann davon ausgegangen
werden, dass sich freie R110-dCTP-Molekiile an Exo III anhaften und diese somit als zweite lang-
same Komponente in den Autokorrelationskurven sichtbar werden. Durch die Zunahme der Exo
[II-Konzentration werden um so mehr R110-dCTP-Molekiile an Exo IIl gebunden, so dass die

Konzentration dieses Komplexes zunimmt.

Die Reaktionsgleichung fiir die Komplexbildung von R110-dCTP und Exo III kann wie folgt

geschrieben werden:
R110-dCTP + Exo Il = R110-dCTP —Exo III . (81)

Das Massenwirkungsgesetz dieser Gleichgewichtskonstante lautet:

_ [R110-dCTP] - [Exo III]
4~ [R110-dCTP — Exo III]

(82)

Die Gleichgewichtskonstante k;, die in dem Fall als Dissoziationskonstante bezeichnet wird, gibt

an, auf welcher Seite das Gleichgewicht liegt. Anhand der bekannten Ausgangskonzentration
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[R110-dCTP], kann die Konzentration des Komplexes iiber die Autokorrelationskurven bestimmt
werden. Da die Konzentration des eingesetzten Enzyms [Exo III]y variiert wird und damit ebenso
die Konzentration des Komplexes, folgt fiir die Konzentration an freien R110-dCTP- und freien
Exo ITI-Molekiilen:

[R110-dCTP] = [R110-dCTP]y — [R110-dCTP — Exo I1I] (83)

[Exo I11] = [Exo 11T}y — [R110-dCTP — Exo I11] . (84)

In Abbildung 38 b) ist der Verlauf der Konzentration an freien R110-dCTP-, freien Exo I1I-Molekiilen
sowie den Komplexen aus beiden in Abhingigkeit von der zugegebenen Exo III-Konzentration dar-
gestellt. Mit zunehmender Exo III-Konzentration nimmt die Konzentration des Komplexes zu und
die der freien R110-dCTP-Molekiile ab. Ebenfalls ist die Dissoziationskonstante k; dargestellt. Die-
se ist wider erwarten nicht konstant. Dies deutet darauf hin, dass sich das System moglicherweise
nicht im Gleichgewicht befindet, oder dass das hier verwendete einfache Modell, dass ein Komplex
nur aus einem R110-dCTP- und einem Exo III-Molekiil besteht, nicht stimmt. Die GroBenordnung

der Dissoziationskonstante kann jedoch angegeben werden.

4.6 Charakterisierung der DNS-Proben
4.6.1 DNS in Losung

Im folgenden werden die Eigenschaften nativer sowie hochmarkierter DNS in Losung, die mit Hilfe

der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie bestimmt wurden, vorgestellt.

Native DNS

Zur Untersuchung der Eigenschaften von nativer DNS in Losung wurden DNS-Proben mit Lén-
gen von 500, 1200 und 3000 Basenpaaren untersucht, die terminal mit dem Farbstoff Rhodamin
Green (RhG) markiert sind. Da RhG im Gegensatz zu Cy5 keine Isomerisierung und bei niedriger
Anregungsleistung kaum Triplett aufweist, sind die erhaltenen Autokorrelationskurven allein von
der Dynamik der DNS-Molekiile gepragt.

Die DNS-Proben wurden bei Raumtemperatur (24°C) mit dem in Abschnitt 3.2 beschriebe-
nen Setup gemessen und die erhaltenen Autokorrelationskurven mit einer Zweikomponenten-An-
passungsfunktion (Gleichung 45) angepasst, die neben der Eigendiffusion der mit RhG markierten
DNS-Molekiile auch ungebundenen Farbstoff sowie einen Triplettanteil (Gleichung 41) beriick-
sichtigt. Die Diffusionszeit des freien Farbstoffes wurde durch eine Messung einer reinen RhG-
Farbstofflosung bestimmt und konnte daher hier als fester Parameter verwendet werden. Mit der-
selben Farbstofflosung wurde auch die Ausdehnung des Anregungsfokus bestimmt, und mittels

Gleichung 33 konnten damit die Diffusionskoeffizienten der DNS-Molekiile ermittelt werden.
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Abbildung 39: a) Autokorrelationskurven von 500 bp (blau), 1200 bp (griin) und 3000 bp (rot) langer DNS,
die terminal mit RhG markiert sind. Mit zunehmender Linge der DNS-Molekiile verschiebt sich die Autokor-
relationskurve zu groeren Zeiten. b) Die aus den Autokorrelationskurven bestimmten Diffusionskonstanten
in Abhéngigkeit der Anzahl der Basenpaare verglichen mit dem Stab-, Rouse-, Zimm- und WLC-Modellen
fiir DNS (/, = 50 nm, d = 2,4 nm). Graph ist doppellogarithmisch dargestellt. Durch eine parallele Ver-
schiebung des Zimmmodells zu gréeren Diffusionskonstanten hin (Pfeile), lassen sich die experimentellen
Daten mit diesem Modell am besten beschreiben.

In Abbildung 39 a) sind die Autokorrelationskurven der drei DNS-Proben dargestellt. Mit stei-
gender Lange der DNS-Molekiile verschiebt sich die Autokorrelationskurve zu groferen Zeiten.
Die aus diesen Kurven bestimmten Diffusionskoeffizienten sind in Abbildung 39 b) in Abhiéngig-
keit der DNS-Linge dargestellt und mit den vier Modellen fiir Polymere, dem Stab-, Rouse-, Zimm-
und WLC-Modell, verglichen. Dabei scheint keines dieser Modelle die experimentellen Daten rich-
tig beschreiben zu konnen. Der Abfall der Diffusionskonstante mit zunehmender Basenlidnge wird
noch am Besten durch das Zimm-Modell beschrieben (durchgezogene blaue Kurve), wobei die
ermittelten Diffusionskoeffizienten deutlich groBer sind, als nach diesem Modell zu erwarten wire.

Dies konnte darin begriindet sein, dass bei der Auswertung der Autokorrelationskurven keine
innere Dynamik der DNS-Polymere beriicksichtigt wurde, da in dieser Arbeit relativ kurze DNS-
Molekiile verwendet wurden. Diese sollten aufgrund der grof3en Persistenzldnge kaum eine innere
Dynamik aufweisen. Zudem ist die grofSte hier verwendete DNS mit 3000 bp und einem Gyrations-
radius von etwa 130 nm noch deutlich kleiner als das konfokale Volumenelement mit wy ~~ 200 nm.
Die Dynamik einzelner DNS-Segmente wiirde somit wihrend der Diffusion der DNS durch das
Volumenelement nicht zum Austritt des Farbstoffes aus dem Detektionsvolumen fithren und damit
auch nicht zu zusétzlichen, in den Autokorrelationskurven sichtbaren Intensititsfluktuationen. Je-
doch konnten die Lage des Farbstoffes am recht flexiblen Ende der DNS oder Wechselwirkungen
zwischen dem Farbstoff und dem DNS-Molekiil, zum Beispiel mit der Base Guanosin, welches als
Fluoreszenzquencher bekannt ist [176], zu zusitzlichen Intensititsfluktuationen fiithren. Dadurch
wiirde sich die Autokorrelationszeit aus der langsameren Schwerpunktsdiffusion und der schnelle-
ren terminalen Dynamik des DNS-Molekiils ergeben. Ohne Beriicksichtigung dieser zusétzlichen
Dynamik wiirde eine groflere Diffusionskonstante bestimmt werden.

Doch wahrscheinlich ist eine eindeutige Zuordnung fiir den in dieser Arbeit verwendete Lin-

genbereich der DNS zu einem der Polymermodelle nicht moglich. In [177] wird fiir DNS unter
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1000 bp das Stabmodell und in [178] fiir DNS zwischen 2100 und 200000 bp das Zimm-Modell
angewandt. Die hier verwendeten DNS-Lingen befinden sich damit im Ubergangsbereich dieser
beiden Modelle.

Hochmarkierte DNS

Mit Hilfe der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie sollte der Einfluss der kovalent eingebauten
Fluoreszenzfarbstoffe auf die DNS-Molekiile untersucht werden. Die Messungen wurden mit dem
in Abschnitt 3.2 beschriebenen konfokalen Fluoreszenzmikroskop bei einer alternierenden Zwei-
farbenanregung mittels der beiden gepulsten Laser der Wellenldnge 470 und 635 nm durchgefiihrt.
Das Fluoreszenzsignal wurde wellenlingenabhingig von zwei Detektoren detektiert, einer fiir das
griine Fluoreszenzsignal (< 600 nm) von den Farbstoffen R110 beziehungsweise DINO II, der an-
dere fiir das rote Fluoreszenzsignal (> 645 nm) vom Cy5-Farbstoff (Abbildung 15).

In Abbildung 40 a) sind die normierten Autokorrelationskurven des griinen Fluoreszenzsi-
gnals von 500 bp und 3000 bp DNS-Proben, die einfach beziehungsweise zweifach kovalent mar-
kiert sind (sieche Abschnitt 3.5.1, Abbildung 20), und zum Vergleich die einer reinen R110-dCTP-
Farbstofflosung dargestellt. Bei den einfach kovalent markierten DNS-Proben ist wie zu erwarten
mit Zunahme der DNS-Linge eine Verschiebung der Autokorrelationskurven zu groeren Zeiten
feststellbar. Die Kurven der zweifach kovalent markierten DNS-Proben zeigen dagegen keine Lén-
genabhingigkeit und entsprechen der Kurve der reinen R110-dCTP-Farbstofflosung. Dass sich die
Diffusionseigenschaften von freien R110-dCTP und doppelt markierte DNS unterscheiden, weisen
die aus den Autokorrelationskurven des terminalen Cy5-Signals bestimmten Diffusionskonstanten
fiir die doppelt markierten DNS-Proben hin (Abbildung 43). Damit scheinen die Autokorrelati-
onskurven des griinen Fluoreszenzsignals der zweifach kovalent markierten DNS-Proben nicht die
Diffusion der hochmarkierten DNS-Molekiile widerzuspiegeln.

Auch ein Vergleich der Fluoreszenzintensitidten der DNS-Proben zeigt, dass die Intensitédten der
doppelt markierten DNS-Losungen viel zu niedrig sind und sogar dem Signal des Puffers entspre-
chen (Abbildung 40 a). Dies ldsst darauf schlieBen, dass kein Fluoreszenzsignal von der doppelt
markierten DNS erhalten wird, und dass damit die Autokorrelationskurven des griinen Fluores-
zenzsignals von der Diffusion vereinzelter freier R110-dCTP-Farbstoffe stammen.

Aber auch schon in den einfach markierten DNS-Proben ist eine Anderung der Fluoreszenzin-
tensitdt der eingebauten R110-Farbstoffen im Vergleich zu freien R110-dCTP-Molekiilen zu erken-
nen. Fiir die einfach markierte 500 bp DNS wird eine Rate von etwa 16.500 Photonen pro Sekunde
pro DNS-Molekiil erhalten (Abbildung 20 d). Fiir freien R110-dCTP werden etwa 7.000 Photonen
pro Sekunde gezihlt. Damit ist die Fluoreszenzintensitit eines 500 bp DNS-Molekiils mit etwa
125 eingebauten R110-Farbstoffen gerade etwas mehr als doppelt so hoch beziehungsweise die
Fluoreszenzintensitit eines eingebauten R110-Farbstoffmolekiil um den Faktor fiinfzig kleiner als
die eines einzelnen freien R110-dCTP-Molekiils. Die Anderung der Fluoreszenzeigenschaft zwi-

schen freiem und eingebauten R110-dCTP-Farbstoff 1dsst sich auch in der Fluoreszenzlebenszeit
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Abbildung 40: a) Normierte Autokorrelationskurven des Fluoreszenzsignals des eingebauten R110-
Farbstoffes (< 600 nm) unterschiedlich stark markierter 500 bp und 3000 bp DNS im Vergleich zu einer
reinen R110-dCTP-Farbstofflosung. b) Intensitit einer einfach und zweifach kovalent markierten 500 bp
DNS-Losung im Vergleich zur Pufferlosung. ¢) Vergleich der Fluoreszenzintensitit pro Molekiil einer 500
bp DNS mit freien R110-dCTP-Farbstoffen. d) Fluoreszenzlebenszeiten von R110-dCTP eingebaut in ei-
ne 500 bp DNS (blaue Kurve) und von einer R110-dCTP-Farbstofflosung (schwarze Kurve). Fiir nihere
Erlduterung siehe Text.

beobachten (Abbildung 20 d), die von 4 ns bei der R110-dCTP-Farbstofflosung auf 2,4 ns bei einer
einfach markierten DNS-Probeldsung fillt. Die Abnahme der Fluoreszenzintensitidt sowie der Fluo-
reszenzlebenszeit weist auf ein Quenchen der Farbstoffe hin. Zu erwarten wire dabei, das die Fluo-
reszenzlebenszeit um den selben Faktor wie die Fluoreszenzintensitidt der R110-dCTP-Molekiile
fillt. Da jedoch in der DNS-Probeldsung zu einem gewissen Anteil auch frei diffundierende R110-
dCTP-Molekiile vorhanden sind, setzt sich die hier bestimmte Fluoreszenzlebenszeit somit aus
freien sowie in die DNS eingebauten R110-Farbstoffmolekiilen zusammen. Als Fluoreszenzquen-
cher ist einerseits die Base Guanosin bekannt [176], anderseits sind die Fluoreszenzfarbstoffe so
dicht in der DNS gepackt, dass sie sich gegenseitig beeinflussen und sich so selbst quenchen. In der
doppelt markierten DNS fiihrt die extrem hohe Dichte an Fluoreszenzfarbstoffe dann dazu, dass
diese in Losung nicht mehr detektierbar sind.

Fiir eine moglichst genaue Bestimmung der Diffusionskoeffizienten der unterschiedlich stark
markierten DNS wurden die DNS-Molekiile neben dem terminalen CyS5-Farbstoff zusétzlich mit
dem interkalierenden Farbstoff DINO II markiert. Das verwendete Setup erlaubt es, sowohl bei-

de Farbstoffe getrennt anzuregen, als auch deren Fluoreszenzlicht getrennt zu detektieren, so dass
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Abbildung 41: Normierte Korrelationskurven von einfach markierter a) 500 bp und b) 3000 bp langer DNS,
die neben dem terminalen CyS5 und eingebauten R110-dCTP zusitzlich mit dem interkalierenden Farbstoff
DINO II markiert wurden. Neben den Autokorrelationskurven (AK) der Fluoreszenzsignale von Cy5 (rote
Kurve) und R110 beziehungsweise DINO II (blaue Kurve) ist auch die Kreuzkorrelationskurve (KK) beider
Signale (schwarze Kurve) dargestellt. Wahrend die Kreuzkorrelationskurven nur die Diffusion der DNS wi-
derspiegelt, sind in den Autokorrelationskurven zusitzliche Dynamiken aufgrund von photophysikalischen
beziehungsweise- chemischen Prozessen sichtbar.

sowohl Informationen aus den Autokorrelationskurven des Fluoreszenzsignals der einzelnen Farb-
stoffe, von Cy5 und DINO II, als auch durch eine Kreuzkorrelation beider Fluoreszenzsignale er-
halten wird. In Abbildung 41 sind diese drei normierten Korrelationskurven einer einfach kovalent
mit R110-dCTP markierten 500 bp und 3000 bp DNS-Probe dargestellt. Die Verldufe der einzelnen
Korrelationskurven unterscheiden sich deutlich voneinander. Neben der Schwerpunktsdiffusion der
DNS-Molekiile kommen in den Autokorrelationskurven (rote und blaue Kurve) auch photophysi-
kalische beziehungsweise photochemische Prozesse wie die photoinduzierte Isomerisierung von
CyS5, die on-off -Kinetik der DINO II-Molekiile sowie Triplett-Zustdnde aller Fluoreszenzfarbstoffe
zum Tragen. Aber auch mogliche freie Farbstoffe (R110-dCTP oder Cy5) sind bei der Auswertung
dieser Kurven mit zu beriicksichtigen. Bei der Kreuzkorrelation (schwarze Kurve) anderseits wird
das Fluoreszenzsignal korreliert, welches von beiden Farbstoffen detektiert wird, also wenn ein mit
DINO II und Cy5 markiertes DNS-Molekiil durch das Messvolumen diffundiert. Dementsprechend
wird aus der Kreuzkorrelationskurve die reine Schwerpunktsdiffusion der DNS-Molekiile erhalten,
und es kann iiber das experimentell bestimmte Detektionsvolumen (siehe Abschnitt 4.1) auf den
Diffusionskoeffizienten geschlossen werden.

Fiir die DNS-Proben, die terminal mit Cy5 und mit dem interkalierenden Farbstoff DINO
II markiert sind, wurden die so bestimmten Diffusionskoeffizienten mit den terminal mit RhG
markierten DNS-Proben aus Abbildung 39 verglichen (Abbildung 42). Dabei zeigt sich, dass die
Diffusionskoeffizienten der mit DINO II markierten DNS-Molekiile um 2 um?/s unter denen der
RhG-markierten DNS-Molekiile liegen, erstere also langsamer diffundieren. Die Einlagerung der
DINO II Molekiile innerhalb der doppelstriangigen Bereiche der DNS-Molekiile fiihrt zu einem
Aufquellen und Versteifung der DNS und damit auch zu einer VergroBerung der Persistenzlén-
ge [179, 180, 181, 182], wodurch die mit DINO II beladenen DNS-Molekiile langsamer diffundie-

ren als native DNS.
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Abbildung 43: Diffusionskonstanten der a) 500 bp und b) 3000 bp langen doppelstringigen DNS in Ab-
hingigkeit des Markierungsgrads bestimmt aus den Autokorrelationskurven des Fluoreszenzsignals des ter-
minalen Cy5. Mit steigendem Markierungsgrad nimmt die Diffusionskonstante zu. Dass bedeutet, dass die
hochmarkierten DNS-Molekiile schneller diffundieren als die weniger stark markierten.

In Abbildung 43 sind die Diffusionskonstanten der nativen, einfach-markierten (R110-dCTP)
und der doppelt-markierten (R110-dCTP/TMR-dUTP) DNS-Proben fiir die 500 bp und 3000 bp
DNS dargestellt. Dabei weisen die DNS-Molekiile, in denen die fluoreszenzmarkierten Nukleotide
eingebaut sind, einen groferen Diffusionskoeffizienten auf als die native DNS. Dass die kovalent
markierten DNS-Proben schneller als die native DNS diffundieren, scheint zunéchst widerspriich-
lich, da ja die kovalent markierte DNS aufgrund der zusitzlichen vielen Farbstoffe ein deutlich
groBeres molekulares Gewicht aufweist und damit grof3er als die native DNS sein sollte. Doch als
Polymer ist die Diffusionszeit der DNS auch von ihrer Form und Flexibilitét abhiingig. Die kovalent
gebundenen Farbstoffe scheinen aufgrund von gegenseitigen Wechselwirkungen die DNS kompak-
ter zu machen, so dass diese einen kleineren hydrodynamischen Radius als native DNS aufweist
und damit schneller diffundieren kann. Dabei spielt anscheinend auch die GréBe und damit die
Flexibilitdt der DNS-Molekiile selbst ein Rolle, da bei der 3000 bp im Vergleich zur 500 bp DNS
eine weitere Erhohung des Diffusionskoeffizienten bei einer Doppelmarkierung mit R110-dCTP
und TMR-dUTP zu beobachten ist.

Eine zu starke Verdichtung der DNS-Molekiile durch die an ihnen kovalent gebundenen Farb-
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Abbildung 44: Normierte Autokorrelationskurven des Fluoreszenzsignals des terminalen Cy5-Farbstoffes
unterschiedlich stark markierter 3000 bp DNS mit (Kreise) und ohne (durchgezogene Kurven) Dioxan im
Losungsmittel. Bei der doppelt markierten DNS ist eine Verschiebung der Autokorrelationskurve zu groferen
Zeiten bei einer Zugabe von Dioxan zu beobachten.

stoffe konnte problematisch fiir einen exonukleolytischen Abbau sein, da moglicherweise das En-
zym nicht mehr an das 3’-Ende der DNS gelangen kann. S. Brakmann zeigte, dass durch die Zu-
gabe des Detergenz Dioxan in die Reaktionslosung der exonukleolytische Abbau hochmarkierter
DNS moglich ist, beziehungsweise dass das Enzym sogar hoch prozessiv arbeitet [15]. Darum
wurde auch der Einfluss von Dioxan auf die hochmarkierten DNS-Proben untersucht. In Abbil-
dung 44 sind die normierten Autokorrelationskurven des Fluoreszenzsignals des terminalen Cy5-
Farbstoffes unterschiedlich stark markierter 3000 bp DNS mit und ohne Dioxan im Verhiltnis 1:4
im Losungsmittel dargestellt. Dabei scheint das Dioxan bei der nativen und einfach markierten DNS
kaum Einfluss auf den Verlauf der Autokorrelationskurven zu haben. Doch bei der doppelt markier-
ten DNS ist eine deutliche Verschiebung der Autokorrelationskurve zu groeren Zeiten feststellbar,
so das diese dem der einfach markierten DNS entspricht. Moglicherweise verringert Dioxan bei
der doppelt markierten DNS signifikant die Verdichtung der DNS, indem es die Wechselwirkung
zwischen den Farbstoffen verringert, so dass sich der hydrodynamische Radius wieder vergrofert

und die Diffusionszeit abnimmt.

4.6.2 Immobilisierte DNS

Zur Charakterisierung der auf der Deckglasoberfliche immobilisierten, hochmarkierten DNS wur-
de ein konfokales Fluoreszenzmikroskop, wie in Abschnitt 3.2 beschrieben, mit einem 488 nm
beziehungsweise einem 635 nm Anregungslaser verwendet. Zur Lokalisation der DNS-Bereiche
wurde eine CCD-Kamera verwendet, und die Aufnahmen der immobilisierten DNS erfolgten beim

konfokalen Fluoreszenzmikroskop durch Abrastern der Deckglasoberfliche. Das Fluoreszenzlicht
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Abbildung 45: Absorptions- (gepunktete Kurven) und Emissionsspektren (durchgezogene Kurven) der
Farbstoffe R110 (blau), TMR (griin) und Cy5 (rot) sowie die Laserlinie des 488 nm und des 635 nm La-
sers. Mit Hilfe eines 570 nm Strahlenteilers (Transmissionsspektrum in grau) wurde das Fluoreszenzlicht
wellenlingenabhéngig auf zwei Detektoren (APD1 und APD?2) aufgeteilt.

wurde wellenldngenabhéngig mittels eines 570-Strahlenteilers auf die zwei Detektoren APD1 und
APD?2 aufgeteilt. Die Absorptions- und Emissionsspektren der fiir die Markierung der DNS ver-
wendeten Farbstoffe, die Wellenldngen der Anregungslaser sowie der Detektionsbereich der bei-
den Detektoren sind in Abbildung 45 dargestellt. Da die Laserlinie des 488 nm Lasers nahe am
Absorptionsmaximum von R110 liegt, ldsst sich dieser Farbstoff hervorragend mit diesem Laser
anregen, wihrend dies fiir TMR nicht der Fall ist. Dabei werden die meisten Fluoreszenzphotonen
des R110-Farbstoffes in APD2 detektiert, wihrend die von TMR sich auf beide Detektoren nahezu
gleich verteilen mit einem kleinen Ubergewicht in APD1. Cy5 lisst sich sehr gut mit dem 635 nm

Laser anregen, und dessen gesamte Fluoreszenzphotonen werden in APD1 detektiert.

Charakterisierung der Proben
Unterschiedlich fluoreszenzmarkierte DNS-Probelosungen wurden fiir die Immobilisierung punkt-

weise auf ein Deckglas gegeben (siehe Abschnitt 3.5.2). Dadurch wurde ein kreisférmiger Bereich
immobilisierter DNS mit einem Radius von ~ 3 mm erhalten. In Abbildung 46 sind Fluoreszenz-
aufnahmen vom Rande dieser DNS-Bereiche von I) nativen, II) einfach mit R110-dCTP, III) einfach
mit TMR-dUTP und IV) doppelt markierter DNS zu sehen. Anhand des Farbstoffes Cy35, mit dem
alle DNS-Proben terminal markiert sind, lassen sich die einzelnen DNS-Molekiile bei einer An-
regung mit dem 635 nm Laser lokalisieren (Abbildung 46 a). Das Fluoreszenzlicht an der selben
Position bei einer Anregung mit dem 488 nm Laser von einer Wellenldnge unterhalb von 570 nm
ist in der Spalte b) der Abbildung 46 und oberhalb von 570 nm in der Spalte c) der Abbildung 46
dargestellt.
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Abbildung 46: Fluoreszenzrasteraufnahmen unterschiedlich markierter, auf der Deckglasoberfliche immo-
bilisierter DNS bei einer Anregung mit einem 635 nm Laser (Spalte a, selbe Skalierung der Fluoreszenzin-
tensitit) sowie bei einer Anregung mit einem 488 nm Laser und Detektion der Fluoreszenz im Bereich von
500-570 nm (Spalte b) beziehungsweise iiber 570 nm (Spalte c). Alle DNS-Proben sind neben den ein-
gebauten fluoreszenzmarkierten Nukleotiden terminal mit Cy5 markiert. - Reihe I: native DNS; Reihe II:
einfach markiert mit R110-dCTP; Reihe III: einfach markiert mit TMR-dUTP; Reihe IV: doppelt markiert
mit R110-dCTP und TMR-dUTP. (Olimmersionsobjektiv, Deckglasoberfliche trocken)
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Abbildung 47: Normierte Fluoreszenzverteilung immobilisierter, einfach mit R110-dCTP (blau), einfach
mit TMR-dUTP (griin) und zweifach (rot) markierter DNS-Molekiile auf die Wellenldngenbereiche unter-
halb beziehungsweise oberhalb von 570 nm bei einer Anregungswellenldinge von 488 nm. Die durchgezoge-
nen Kurven stellen GauB3-Anpassungen an die jeweiligen Verteilungen dar.

Bei allen DNS-Proben ist eine inhomogene Verteilung der immobilisierten DNS-Molekiile auf
der Deckglasoberfliche zu beobachten. Dies ist auf die Probenherstellung zuriickzufiihren. Bei der
Verdunstung, in deren Verlauf sich der Losungstropfen auf dem Deckglas verkleinert, entstehen
um die zentralen DNS-Bereiche ringférmige Regionen mit unterschiedlicher Flichendichte an im-
mobilisierten DNS-Molekiilen. Die genauen Mechanismen der Bildung von Ringstrukturen bei der

Verdunstung von Losungstropfen sind in der Literatur beschrieben [183, 184, 185].

Fiir die Analyse der Fluoreszenzeigenschaften der unterschiedlich markierten DNS-Molekiile
bei einer Anregung mit dem 488 nm Laser wurde fiir jedes immobilisierte DNS-Molekiil, dessen
Position iiber das Signal des Cy5 bestimmt wurde, die Fluoreszenzverteilung auf die Wellenlén-
genbereiche unterhalb und oberhalb von 570 nm bei einer Anregungswellenlinge von 488 nm
bestimmt. Das Histogramm dieser Verteilung ist in Abbildung 47 fiir die drei hochmarkierten
DNS-Proben dargestellt.

Wie bei Messungen in Losung (Abschnitt 4.6.1) wird von der mit R110-dCTP markierten DNS
entsprechend des Emissionsspektrums des Farbstoffes (Abbildung 45) ein gutes Fluoreszenzsignal
unterhalb von 570 nm detektiert. Da die Laserlinie des 488 nm Laser weit unterhalb des Absorpti-
onsmaximums von TMR liegt, ldsst sich die mit TMR-dUTP markierte DNS-Probe auch nur sehr
schlecht zur Fluoreszenz anregen. Dadurch wird eine sehr breite Verteilung im Histogramm erhal-
ten. Diese ist aber im Vergleich zu den mit R110-dCTP markierten DNS-Proben in den Bereich

Loo-sm0 0,5 verschoben, was eine hohere Fluoreszenzintensitit oberhalb von 570 nm bedeutet.

Igesamt

Wihrend von doppelt markierter DNS in Losung kein Fluoreszenzsignal zu detektieren ist (Ab-

schnitt 4.6.1), ist dies immobilisiert moglich. Dies kann einerseits im Abstrahlverhalten der Fluo-
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reszenzfarbstoffe an Grenzflachen begriindet sein (Abbildung 17), wodurch mehr Fluoreszenzpho-
tonen in Richtung des Objektivs emittiert werden als bei Fluoreszenzfarbstoffen in Losung. An-
dererseits konnten die Farbstoffe nicht so stark gequencht werden, da die DNS auf der Deckglas-
oberflache weniger als ein Knduel vorliegt als in Losung [14]. Verglichen mit der TMR-dUTP
markierten DNS liegt das Fluoreszenzsignal ebenfalls oberhalb von 570 nm, die Intensitét ist je-
doch deutlich groBer. Demnach scheint das Fluoreszenzsignal hauptsdchlich vom TMR-Farbstoff
zu stammen, welcher in der doppelt markierten DNS sogar besser zur Fluoreszenz angeregt wird
als in der einfach mit TMR-dUTP markierten DNS. Dies lésst sich nur durch einen Energietrans-
fer zwischen R110 und TMR erkldren. Nach Gleichung 10 betrédgt der Forsterradius Ry zwischen
R110-dCTP und TMR 6,2 nm. Der Abstand zwischen den Basen in der DNS betrigt 0,34 nm.
Damit ist der Abstand der beiden Farbstoffe eingebaut in die DNS deutlich kleiner als der Fors-
terradius, wodurch eine starke Energieiibertragung von R110 auf TMR stattfindet. Somit werden
mit dem 488 nm Laser zwar hauptsichlich die R110-Farbstoffmolekiile angeregt, diese geben je-
doch aufgrund der riaumlichen Nihe und des Uberlapps des Emissionsspektrums von R110 mit
dem Absorptionsspektrum von TMR ihre Energie strahlungslos an die TMR-Molekiile weiter. Die
TMR-Molekiile ihrerseits geben diese iibertragene Energie anschlieBend als Fluoreszenzphotonen

entsprechend ihres Emissionsspektrums ab.

Desweiteren ist auch eine strahlungslose Energieiibertragung auf den terminalen Marker Cy5
vorstellbar. Zwar ist CyS5 {iiber einen 17 bp langen Primer in die DNS eingebaut und damit min-
destens 5,8 nm von der nichsten fluoreszenzmarkierten Base entfernt, jedoch befindet sich dieser
Abstand nach Gleichung 10 noch im Bereich des Forsterradius, der fiir R110-dCTP und CyS5 5,4
nm beziehungsweise fiir TMR und Cy5 6,5 nm betrigt. Um zu bestimmen, ob bei einer Anre-
gung von doppelt markierten DNS-Molekiilen mit einem 488 nm Laser auch Cy5 aufgrund von
Energieiibertragung zur Fluoreszenz angeregt wird, wurde das konfokale Fluoreszenzmikroskop-
system dahingehend verédndert, dass das Fluoreszenzsignal wellenldngenabhédngig anstatt von zwei
nun von drei Detektoren registriert wird. Dabei wurden die Wellenlidngenbereiche der Detektoren
so gewihlt, dass im ersten hauptsdchlich die Fluoreszenz vom Fluoreszenzfarbstoff R110 (500-550
nm), im zweiten vom TMR (550-635 nm) und im dritten vom Cy5 (> 645 nm) detektiert wird.

In der Abbildung 48 a-c) sind die Fluoreszenzrasteraufnahmen der immobilisierten, doppelt
markierten DNS-Probe, aufgetrennt in die drei Wellenlidngenbereiche, bei einer Anregungswellen-
lange von 488 nm dargestellt. Jeder Punkt in den Aufnahmen entspricht mindestens einem DNS-
Molekiil. Zahlreiche DNS-Molekiile sind in den Fluoreszenzwellenldngenbereichen von R110 (Ab-
bildung 48 a) und TMR (Abbildung 48 b) zu sehen. Von einigen dieser DNS-Molekiile wird eben-
falls ein Fluoreszenzsignal vom Cy5 detektiert (Abbildung 48 c). Nach einer gro3flachigen Bestrah-
lung der DNS-Probe mit dem 488 nm Laser ist eine deutliche Reduktion des Fluoreszenzsignals
von TMR und Cy5 zu beobachten (Abbildung 48 e, f), wihrend das Fluoreszenzsignal des R110
erhalten bleibt. Die doppelt markierte DNS scheint wie eine photonische Leiter [186, 187] die ein-
gestrahlte Energie des 488 nm Laser vom R110 tiber TMR auf Cy5 zu iibertragen. Dabei bleichen
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Abbildung 48: Fluoreszenzrasteraufnahmen bei einer Anregungswellenldnge von 488 nm von immobili-
sierter DNS, die doppelt markiert mit R110-dCTP und TMR-dUTP ist, sowie terminal Cy5 trigt, vor (obere
Reihe, a-c) und nach (untere Reihe, d-f) einer lingeren Bestrahlung mit dem 488 nm Laser. Das Fluoreszenz-
signal wurde entsprechend der verwendeten Farbstoffe in drei Emissionswellenldngenbereiche aufgetrennt:
von 500-550 nm (R110, a,d), von 550-630 nm (TMR, b,e) und von iiber 645 nm (Cy5, c.f). Der Intensitits-
balken in a) gibt die Photonenanzahl pro Pixel an. Trotz einer geringen Anregungsintensitit von 3,1 W/cm?
ist nach einer lingeren Bestrahlung ein verringertes Fluoreszenzsignal von TMR (b,e) und CyS5 (c.f) zu be-
obachten. Dies deutet auf ein Bleichen dieser Farbstoffe hin. Das Fluoreszenzsignal von R110 (a,b) hat sich
dagegen kaum verédndert.

dann diese beiden Farbstoffe bei lingerer Bestrahlung als erstes.

Fiir eine genauere Untersuchung wurden bei den unterschiedlich markierten DNS-Proben eini-
ge immobilisierte DNS-Molekiil in den Laserfokus positioniert und dabei der Verlauf des Fluores-
zenzsignals in den drei Detektoren (APDs) verfolgt (Abbildung 49). Dabei zeigt sich, dass bereits
ein Energietransfer von den R110-dCTP-Molekiilen auf das terminale Cy5-Farbstoffmolekiil statt-
findet (Abbildung 49 a). Das Fluoreszenzsignal iiber 640 nm bricht nach kurzer Zeit aufgrund des
Bleichens des Cy5-Farbstoffes abrupt ab. Das Fluoreszenzsignal der R110-Farbstoffmolekiile ver-
teilt sich zu gleichen Teilen auf APD2 (< 570 nm) und APD3 (570-640 nm). Bei den einfach mit
TMR-dUTP markierten DNS-Proben wird dagegen die Fluoreszenz von den TMR-Farbstoffen vor-
rangig in APD3 detektiert (Abbildung 49 b). Das Cy5-Signal ist bei diesen Proben weniger deutlich
sichtbar, da ein gewisser Teil des Fluoreszenzsignals von TMR auch in APDI1 detektiert wird und

sich das Cy5-Signal von diesem weniger gut abhebt.
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Abbildung 49: Intensitétszeitspur von immobilisierter a) einfach mit R110-dCTP, b) einfach mit TMR-
dUTP sowie ¢-d) zweifach mit R110-dCTP und TMR-dUTP markierter 3000 bp DNS bei einer Anregungs-
wellenldange von 488 nm bei einer Anregungsleistung von 2 uW. Alle DNS-Proben tragen zusitzlich terminal
den Farbstoff Cy5. Das Fluoreszenzsignal wurde entsprechend der verwendeten Farbstoffe wellenlingenab-
hingig von drei Detektoren registriert.

Bei den zweifach markierten DNS-Proben (Abbildung 49 c, d) ist in einer Intensitédtszeitspur
sogar ein Wechsel zwischen den Fluoreszenzsignalen von TMR und CyS5 zu beobachten. Hier wird
die Fluoreszenzemission von TMR aufgrund des Energietransfers auf Cy5 vermindert, welches
seinerseits vermehrt Photonen aussendet. Wie bei der einfach mit TMR-dUTP markierten DNS-
Probe wird bei der zweifach markierten DNS am Anfang der Laserbestrahlung in APD3 gegeniiber
APD2 mehr Fluoreszenz detektiert. Die Fluoreszenzintensitit in beiden Detektoren gleicht sich
jedoch aufgrund des zunehmenden Bleichens der TMR-Farbstoffe mit fortschreitender Bestrahlung

aneinander an.

Dass ein Energietransfer zwischen den hier verwendeten, in DNS-Molekiilen eingebauten Farb-
stoffen stattfindet, ist nicht {iberraschend, da diese bereits als FRET-Paare in DNS-basierten photo-
nischen Leitern verwendet wurden [187]. Verbliiffend ist jedoch, dass die Bleichkurven des R110-
und auch TMR-Fluoreszenzsignals nur ein bis drei diskrete Stufen aufweisen. Aufgrund der hohen
Anzahl eingebauter Fluoreszenzfarbstoffe wiren deutlich mehr Bleichstufen beziehungsweise eine
kontinuierlich abfallende Bleichkurve zu erwarten gewesen. Moglicherweise ist der iiberwiegende
Teil der eingebauten Farbstoffe vollstindig gequencht und die Fluoreszenz, die von den hochmar-
kierten DNS-Molekiile detektiert wird, stammt tatsichlich nur von 1 bis 3 Farbstoffmolekiilen ab.

Barbara und Mitarbeiter konnten bei konjugierten fluoreszierenden Polymeren wie PPV einen

elektronischen Energietransfer entlang der Polymerketten nachweisen [188, 189]. Dadurch verhielt

84



4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 4.6  Charakterisierung der DNS-Proben

sich ein solches Polymer wie ein einheitliches fluoreszierendes Einzelmolekiil und nicht wie ein
Cluster aus voneinander getrennten Farbstoffmolekiilen. Eine solche elektronische Kopplung wire
auch in der hochmarkierten DNS aufgrund des extrem geringen Abstandes zwischen den einge-
bauten Farbstoffen sowie deren direkte Verbindung iiber das DNS-Molekiil vorstellbar. Verkom-
plizierend kommt im Gegensatz zu den konjugierten fluoreszierenden Polymeren jedoch hinzu,
dass hier Farbstoffmolekiile mit unterschiedlichen Fluoreszenzeigenschaften miteinander wechsel-
wirken. Einzelmolekiilspektroskopische Untersuchungen von konjugierten fluoreszierenden Poly-
meren lassen vermuten, dass aufgrund der elektronischen Kopplung bereits wenige, wenn nicht
sogar nur ein photochemischer Defekt in den Polymerketten zu einem Quenchen der Gesamtfluo-
reszenz des Polymers fithrt[188]. In der hochmarkierten DNS konnte dies in Hinblick auf eine
Einzelmolekiil-DNS-Sequenzierung ausgenutzt werden, um das Bleichen der Fluoreszenzfarbstof-
fe in der DNS zu verhindern, bevor sie von dieser freigesetzt und detektiert werden. Dazu miisste

ein chemisch stabiler, effizienter Quencher am Terminus eingebaut werden.

Flichendichte und Ausbeute der Immobilisierung von hochmarkierter DNS

Fiir eine Einzelmolekiil-DNS-Sequenzierung sollte die Flachendichte von hochmarkierter DNS
moglichst gering sein, damit zum einen die einzelnen DNS-Molekiile weit voneinander entfernt
liegen, so dass gewihrleistet ist, dass nur von einem DNS-Molekiil die freigesetzten Nukleotide
detektiert werden. Zum anderen sollten so wenig wie moglich abbaubare DNS-Molekiile in der
Reaktionslésung vorhanden sein, da jedes freigesetzte fluoreszenzmarkierte Nukleotid das Hinter-
grundsignal erhoht. Dies fiihrt zu ein schlechteres Signal-zu-Rausch-Verhiltnis und damit zu einer
schlechteren Detektion und Identifikation der Nukleotide.

Die Dichte der immobilisierten DNS-Molekiile auf der Deckglasoberflaiche kann durch die
Konzentration der eingesetzten aminofunktionalisierten DNS in der Reaktionslosung kontrolliert
werden, wie in Abbildung 50 gezeigt. Die Anzahl der immobilisierten DNS wurde anhand der
Fluoreszenzaufnahmen der Deckglasoberfldche von immobilisierter DNS fiir eine Konzentrations-
reihe mit vier unterschiedlichen DNS-Konzentration bestimmt. Hierbei wurden die modifizierten
Deckgldschen nicht punktweise sondern grof3flachig mit der DNS-Reaktionslosung bedeckt und
die Losung wihrend des Immobilisierungsprozesses mit einem zweiten Abdeck-Deckglédschen luft-
dicht verschlossen, um die oben beschriebenen Verdunstungseffekte zu vermeiden. Mit der Verrin-
gerung der DNS-Konzentration in der Reaktionslosung verringert sich erwartungsgemél} auch die
Anzahl der immobilisierten DNS-Molekiile auf der Deckglasoberfldche. Bei der niedrigsten DNS-
Konzentration von 20 pM werden 18 Molekiile auf einer Fliche von 100 x 100 um gezéhlt. Da
auf einer vergleichbaren DNS-freien Flidche bereits 8 Partikel gezdhlt werden, scheint eine weite-
re Verringerung der DNS-Konzentration ohne vorherige Verringerung von Verunreinigungen der
Deckglasoberfliche kaum noch sinnvoll zu sein.

Aus der Flache der Immobilisierungsreaktion auf dem Deckglas und der Flichendichte der im-

mobilisierten DNS sowie dem Volumen der DNS-Losung und der Konzentration der eingesetzten
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Abbildung 50: Anzahl der immobilisierte DNS-Molekiile in Abhingigkeit der zur Immobilisierung einge-
setzten DNS-Konzentration. Fiir die Immobilisierung wurden doppelt (R110-dCTP, TMR-dUTP) und termi-
nal mit Cy5 markierte 3000 bp DNS-Losungen in Konzentrationen von 7,4 nM, 2 nM, 0,2 nM und 0,02 nM
verwendet. Die Anzahl der immobilisierten DNS steigt linear mit der eingesetzten DNS-Konzentration an.

Tabelle 10: Ausbeute der DNS-

Immobilisierung bestimmt aus der Konzen- Konzentration DNS [nM]  Ausbeute
tration der eingesetzten und immobilisierten eingesetzt immobilisiert [%]
DNS. Nur ein geringer Anteil von weniger 6

als ein Promille der eingesetzten DNS wird 0,02 6-10 0,015
auf der Deckglasoberfliche immobilisiert. 0.2 16-107° 0,004
Die Ausbeute erhoht sich mit Verringe- 2 78-107° 0,002
rung der eingesetzten DNS-Konzentration. 74 269106 0,002

(Immobilisierungsfliche: 20 x 20 mm,
Reaktionsvolumen: 400 pl)

hochmarkierten DNS lésst sich die Ausbeute der Immobilisierung bestimmen (Tabelle 10). Die-
se liegt deutlich unter ein Promille. Ein Grund fiir diese schlechte Ausbeute ist die unspezifische
Adsorption der DNS-Molekiile an die Abdeck-Deckglédser (Abbildung 52 a), die zum Schutz der
Probeldsung vor Verdunstung benutzt werden, wodurch diese Molekiile zur spezifischen Immobi-

lisierung nicht mehr zur Verfiigung stehen.

Modifizierung der Standardprozedur zur Immobilisierung von DNS

Bei der Immobilisierung der DNS auf der Deckglasoberfliche wird vor der Zugabe des Linkers
LC-SMCC und der aminofunktionalisierte DNS zunéchst die Oberflache des Deckglases mit NaOH
geitzt. Dies geschieht dabei durch mehrere Einzelschritte und ist deshalb mit einem groleren Auf-
wand verbunden (siehe Abschnitt 3.5.2). Um diesen Aufwand zu verringern, wurde untersucht, ob
das Ausbrennen der Deckglidser im Ofen bei 510 °C die Behandlung mit NaOH ersetzen kann.

Das Ausbrennen von Deckglisern wurde schon in [190] zur Verringerung von fluoreszierenden
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Abbildung 51: Fluoreszenzrasteraufnahmen von unterschiedlich behandelter Deckgliser fiir die Optimie-
rung der DNS-Immobilisierung. Durch das Ausbrennen der Deckgldser bei 510 °C wird eine deutliche
Verringerung von fluoreszierenden Verunreinigungen erreicht. AuBerdem kann auf das Atzen der Deck-
glasoberfliche mit NaOH verzichtet werden. (Obere Reihe - DNS-freie Bereich; Untere Reihe - Bereiche
mit immobilisierter DNS; Linke Spalte - normale Deckgliser, behandelt nach Standardprozedur; mittlere
Spalte - gebrannte Deckgléser, behandelt nach Standardprozedur; rechte Spalte - gebrannte Deckgliser, mit
modifizierter Prozedur)

Kontaminationen angewandt.

In Abbildung 51 sind Fluoreszenzaufnahmen der Oberflichen von im Ofen ausgebrannter (mitt-
lere und rechte Spalte) und nicht ausgebrannter (linke Spalte) sowie mit (linke und mittlere Spalte)
und ohne (Spalte rechts) NaOH behandelter Deckgldser im Bereichen ohne (obere Reihe) und
mit (untere Reihe) immobilisierter DNS dargestellt. Durch das Ausbrennen der Deckglédser wird
eine deutliche Verringerung der Verunreinigung der Deckglasoberfliche erreicht (Vergleich Abbil-
dung 51 oben links mit oben Mitte beziechungsweise oben rechts). Auch scheint das Ausbrennen der
Deckglédser und die Kiirzung des Standardprotokolls um die NaOH-Behandlung keinen negativen
Einfluss auf die Immobilisierung der DNS auf der Deckglasoberflache zu haben (rechte Spalte).
Damit empfehlen sich ausgebrannte Deckgléser als Substrat fiir die Immobilisierung von DNS, da
einerseits Verunreinigungen und damit das Hintergrundsignal verringert wird und anderseits die
Herstellung der immobilisierten DNS-Proben verkiirzt beziehungsweise vereinfacht werden kann.

Einen weiteren Effekt, der durch die Behandlung von Deckgldsern im Ofen erhalten wird, ist
die verringerte unspezifische Adsorption der DNS-Molekiile auf der Deckglasoberfliche. Dies ist
in Abbildung 52 gezeigt. Das im Ofen ausgebrannte und nicht ausgebrannte Deckglas sind nicht
mit dem Linker MTPS funktionalisiert, so dass sich die aminofunktionalisierte DNS nicht iiber
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ausgebrannt]

Abbildung 52: Fluoreszenzrasteraufnahmen adsorbierter, zweifach wie terminal mit Cy5 markierter DNS
auf ein unbehandeltes (a) und auf ein vorher in einem Ofen bei 510 °C ausgebranntes Deckglas (b) bei einer
Anregungswellenldnge von 635 nm. Ohne Behandlung der Deckgldser im Ofen ist eine deutlich erhohte
unspezifische Adsorption von DNS auf der Deckglasoberflache zu beobachten.

diesen an die Deckglasoberfliche binden kann. Nach der Zugabe und einer ldngeren Einwirkzeit
einer hochmarkierten DNS-Losungen wurden die Deckgldser mehrmals mit A. dest. gespiilt. Auf
der Oberfliche des nicht ausgebrannten Deckglases ist im Gegensatz zum ausgebrannten Deckglas
eine deutlich erhohte Fluoreszenz aufgrund der adsorbierten DNS-Molekiile zu detektieren. Durch
das Ausbrennen der Deckglédser wird die Oberfldchenstruktur des Deckglases derart geédndert, dass
diese nicht mehr so attraktiv fiir die negativ geladenen DNS-Molekiile sind. Aber auch eine An-
derung der Wechselwirkung zwischen dem Losungsmittel und der Oberfliche des ausgebrannten
Deckglases lisst sich beobachten. Die Losungstropfen bilden keine Kugelformen mehr sondern
flieBen breiter auseinander, was darauf hindeutet, dass die Deckglasoberfliche durch das Erhitzen

hydrophiler geworden ist.

4.7 Exonukleolytischer Abbau von DNS
4.7.1 Abbau in Losung

Bestimmung des Endprodukts

Die Exonuklease IIT baut einen Einzelstrang eines doppelstringigen DNS-Molekiils vom 3'-
Ende her Nukleotid fiir Nukleotid ab (Abbildung 53). Da sich an den beiden Enden eines dsDNS-
Molekiils jeweils ein 3’-Ende eines der beiden Einzelstriinge befindet, werden beide Einzelstringe
der dsDNS abgebaut. Somit findet von beiden Seiten des dsDNS-Molekiils eine Umwandlung von
doppelstringigen in einzelstringigen Bereichen statt. Je nachdem, wie weit Exo III die Einzel-
strainge der dsDNS abbauen kann, konnen als Endprodukt entweder zwei einzelstringige DNS-

Molekiile, deren Linge etwa der Hilfte der Ausgangs-DNS entspricht, oder ein DNS-Molekiil mit
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Abbildung 53: Exo III Abbau von doppelstringiger DNS und mogliche Endprodukte. Exo III baut einen
Strang des Doppelstranges vom 3’-Ende her Base fiir Base ab. Als Endprodukt kann neben den abgebauten
Basen entweder ein DNS-Molekiil, bestehend aus zwei langen einzelstringigen Bereiche, die liber einen
kurzen Doppelstrangbereich miteinander verbunden sind, oder zwei einzelstrangige DNS-Molekiile, die etwa
halb so lang wie die urspriingliche doppelstringige DNS sind, entstehen.

zwel langen Einzelstrangbereichen, die durch einen kurzen Doppelstrangbereich miteinander ver-
bunden sind, in Frage kommen. Da sich interkalierende Farbstoffe nur in den Doppelstrangberei-
chen der DNS-Molekiilen einbauen und dort eine erhohte Fluoreszenzaktivitit aufweisen, sollte
mit Hilfe der DINO II markierten dsDNS-Proben eine Aussage iiber das Endprodukt des exonu-
kleolytischen Abbaus von dsDNS mdoglich sein.

In Abbildung 54 sind die Autokorrelationskurven des DINO II-Fluoreszenzsignals einer DNS-
Probe vor und nach dem exonukleolytischen Abbau dargestellt. Die Autokorrelationskurve der
abgebauten DNS ist zu kiirzeren Zeiten verschoben, da sich durch die Freisetzung von Nukleo-
tiden das Molekulargewicht sowie der hydrodynamischen Radius der DNS-Molekiile verringert
hat und diese dadurch schneller diffundieren. Dass tiberhaupt ein Fluoreszenzsignal von DINO II
und damit eine Autokorrelationskurve von der abgebauten DNS-Probe erhalten wird, weist auf
noch vorhandene doppelstringige DNS-Bereiche hin. Zusitzlich féllt ein weiterer Anstieg in der
Autokorrelationskurve bei kiirzeren Zeiten auf, welches vom Blinken einzelner DINO II-Molekiile
aufgrund von photophysikalischen Prozesse wie zum Beispiel Triplett-Ubergiingen herriihrt. Die
vor der Exo III Zugabe noch vollstindig doppelstrangigen DNS-Molekiile sind mit zahlreichen DI-
NO II-Farbstoffen markiert, so dass das Blinken einzelner DINO II-Molekiile sich kaum bemerkbar
macht. In der abgebauten DNS hat sich der doppelstringige Bereich so stark reduziert, dass sich
nur noch wenige DINO II-Molekiile auf einem DNS-Molekiil befinden und sich nun das Blinken

einzelner Farbstoffe deutlich bemerkbar macht. Anhand dieser Erkenntnisse kann in Ubereinstim-
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Abbildung 54: Normierte Autokorrelationskurven des DINO-II-Fluoreszenzsignals einer DNS-Probe vor
(durchgezogene Kurve) und nach (gepunktete Kurve) dem exonukleolytischen Abbau. Nach dem exonu-
kleolytischen Abbau ist eine Verschiebung der Autokorrelationskurve zu kiirzeren Zeiten und eine Zunahme
einer zweiten Komponente bei sehr kleinen Zeiten zu beobachten.

mung mit Arbeiten von Richardson und Mitarbeiter [133] geschlossen werden, dass als Endprodukt
des exonukleolytischen Abbaus von dsDNS in Losung durch Exo III ein DNS-Molekiil mit zwei
langen Einzelstrangbereichen erhalten wird, die iiber einen kurzen Doppelstrangbereich miteinan-

der verbunden sind.

Kinetik des exonukleolytischen Abbaus

Aufgrund der Fluoreszenzmarkierung der DNS-Proben ldsst sich ein exonukleolytischer Abbau
durch die Anderung der Fluoreszenzintensitit bei einer Anregung mit dem 470 beziehungswei-
se 488 nm Laser sowie anhand der Anderung der Autokorrelationskurve des Fluoreszenzsignals
des terminalen Cy5 verfolgen (Abbildung 55). Die Anderung der Fluoreszenzintensitt ist dabei
von der Markierung der DNS-Molekiile abhiingig. Bei den DNS-Proben, in denen die Fluores-
zenzfarbstoffe kovalent an Nukleotide gebunden sind, steigt die Fluoreszenz, da die von der Exo
IIT freigesetzten Nukleotid-Farbstoff-Komplexe nicht mehr gequencht werden. Bei den mit dem
interkalierenden Farbstoff DINO II markierten DNS-Proben nimmt die Fluoreszenzintensitét statt-
dessen wihrend des exonukleolytischen Abbaus ab, da Exo III die doppelstringigen Bereiche der
DNS abbaut, so dass die Anzahl der DINO II-Molekiile pro DNS-Molekiil und damit auch die
Fluoreszenzintensitit abnimmt. Da bei der nativen, terminal mit Cy5 markierten DNS keine weite-
ren Fluoreszenzmarker vorhanden sind, ist auch keine Anderung der Fluoreszenzintensitit wihrend
des Abbaus zu beobachten.

Mit Hilfe des terminalen Cy5-Farbstoffes lassen sich Anderungen des Diffusionsverhaltens der

DNS-Molekiile wihrend des exonukleolytischen Abbaus verfolgen. Durch die Freisetzung von Nu-
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Abbildung 55: a) Verlauf der Fluoreszenzintensitit wihrend des exonukleolytischen Abbaus von nativer
(rot), einfach mit R110-dCTP (blau), zweifach mit R110-dCTP sowie TMR-dUTP (griin) und mit dem inter-
kalierenden Farbstoff DINO II (tiirkis) markierten 3000 bp DNS-Proben bei einer Anregungswellenldnge
von 470 nm. Alle DNS-Molekiile sind terminal mit Cy5 markiert. b) Autokorrelationskurven des Cy5-
Fluoreszenzsignals am Beispiel der nativen DNS-Probe. Mit fortschreitenden exonukleolytischen Abbau
verschiebt sich die Autokorrelationskurve zu kiirzeren Zeiten.

kleotiden und die Umwandlung von Doppelstrangbereiche in Einzelstrangbereiche verringert sich
der hydrodynamische Radius der DNS-Molekiile, so dass diese mit fortschreitendem Abbau schnel-
ler diffundieren. Durch diese Anderung der Schwerpunktsdiffusion lisst sich bei allen terminal mit
Cy5 markierten DNS-Proben der Abbau verfolgen und miteinander vergleichen.

Bei den einfach markierten DNS-Proben ldsst sich zusitzlich in der Autokorrelationskurven
des R110-Signals der Anteil der freigesetzten R110-dCTP-Molekiile beobachten. Wihrend die
Verschiebung der Autokorrelationskurven des Cy5-Signals in der Verringerung der Schwerpunkts-
diffusion der DNS-Molekiile begriindet liegt, fithrt vor allem der rasant anwachsende Anteil an
freien R110-dCTP-Molekiile zu einer deutlich stirkeren Verschiebung der Autokorrelationskur-
ven des R110-Signals (Abbildung 56 a, b). Zur Bestimmung des Anteils der freien R110-dCTP-
Molekiile wurden eine Zwei-Komponenten-Anpassungsfunktion (Gleichung 45) verwendet. Dabei
wurden die Diffusionskoeffizienten der R110-dCTP-Molekiile, bestimmt aus einer reinen R110-
dCTP-Farbstofflosung, und der DNS, bestimmt aus den Autokorrelationskurven des Cy5-Signals,
als feste Parameter verwendet, so dass nur der Anteil an freien R110-dCTP-Molekiile als freier
Parameter vorhanden ist.

Wird die Anzahl der freien R110-dCTP-Molekiile auf die Anzahl der DNS-Molekiile im Ge-
misch normiert, so ergibt dies die Anzahl der freigesetzten R110-dCTP-Molekiile pro DNS (Ab-
bildung 56 c). Mit Hilfe der linearen Anpassungsfunktion f(¢) = f(tp) + kF -t ldsst sich aus dem
Anstieg dieser Kurve eine Freisetzungsrate kr von R110-dCTP-Molekiile pro DNS von 0,09 £
0,01 s~ ! bestimmen. Unter der Annahme, das alle vier Nukleotide in der DNS gleich verteilt sind,
betrigt damit die Abbaurate k4 des einfach markierten Stranges 0,38 - 0,06 Nukleotide pro Se-
kunde.

Zum Vergleich des Abbaus der unterschiedlich markierten DNS wurde aus den Autokorrela-
tionskurven des Cy5-Signals die Diffusionszeit der sich verkiirzenden DNS-Molekiile bestimmt.

Dabei wurde eine Zwei-Komponenten-Anpassungsfunktion (Gleichung 45) verwendet, in der ne-
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Abbildung 56: Normierte Autokorrelationskurven des Fluoreszenzsignals von a) R110 und b) Cy5 der
einfach markierten 500 bp DNS-Abstoppproben. In beiden Abbildungen ist eine Verschiebung der Auto-
korrelationskurven zu kiirzeren Zeiten wihrend des exonukleolytischen Abbaus feststellbar. ¢) Halbloga-
rithmische Darstellung der Anzahl von freigesetzten R110-dCTP pro DNS-Molekiil in Abhédngigkeit der
Abbauzeit bestimmt aus den Autokorrelationskurven des R110-Fluoreszenzsignals (a). Uber eine lineare
Anpassungsfunktion (rote Gerade) lédsst sich eine R110-dCTP-Freisetzungsrate von 0,09 + 0,01 und damit
eine Abbaurate von 0,38 4+ 0,06 bestimmen. d) Relative Diffusionszeiten der nativen (rot), einfach- (blau)
und zweifach- (griin) markierten 500 bp DNS-Abstoppproben wihrend des exonukleolytischen Abbaus. Die
Diffusionszeiten wurden aus den Autokorrelationskurven des Cy5-Signals (b) bestimmt und auf die Diffu-
sionszeit vor der Exo III-Zugabe normiert. Die Diffusionszeit féllt wihrend des exonukleolytischen Abbaus
auf ein unteres Plateau ab. Mittels einer exponentiellen Anpassungsfunktion ldsst sich eine charakteristische
Abbauzeit 74 bestimmen (siche Tabelle 11).

ben den DNS-Molekiile als zweite Komponente freie Cy5-Farbstoffmolekiile sowie die photoin-
duzierten Isomerisierung des Cy5-Farbstoffes (Gleichung 41) mit beriicksichtigt wurden. In Ab-
bildung 56 d) sind die so ermittelten Diffusionszeiten normiert auf die Diffusionszeit der Aus-
gangsprobe am Beispiel der unterschiedlich markierten 500 bp DNS-Abstoppproben dargestellt.
Mit zunehmender Reaktionszeit nimmt bei allen Proben die Diffusionszeit bis zum Erreichen eines
Plateaus ab. Dabei ist bei der nativen DNS ein schnellerer Abfall der Diffusionszeit zu beobachten

als bei den beiden fluoreszenzmarkierten Proben.

Mittels der exponentiellen Anpassungsfunktion:

£(6) = flto) + A% (85)

lasst sich eine charakteristische Zeit 74 des exonukleolytischen Abbaus bestimmen. In Tabelle 11
sind 74 der 500 bp DNS-Abstoppproben und der 3000 bp DNS Proben aufgelistet. Da bei den 3000
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charakteristisch Abbauzeit Abbaurate k
T4 [min] [nt/s]
500 bp (Abstopp)
nativ 1,5+0,2 1,24+0,19
R110 4,84+2.0 0,38+0,06
R110/TMR 4,84+1,6 0,38+£0,06
3000 bp (online)
nativ 2,1£0,6 1,54+0,24
DINO II 3,0+1,0 1,0+0,16
R110 8,3+2,8 0,38+0,06
R110/TMR 8,3+2,1 0,38+0,06

Tabelle 11: Vergleich der charakteristischen Abbauzeit 74, bestimmt aus dem Abfall der Korrelationszeit
wihrend des exonukleolytischen Abbaus, der unterschiedlich markierten 500 bp DNS Abstoppproben und
der 3000 bp DNS-Proben, deren Abbau direkt verfolgt wurde. Die Abbaurate kK wurde mit Hilfe der in Ab-
bildung 56 c) fiir die einfach markierte 500 bp DNS-Abstoppprobe ermittelt Abbaurate und dem Verhéltnis
dessen charakteristische Abbauzeit mit dem der anderen DNS-Probe bestimmt.

bp DNS-Proben im Gegensatz zu den 500 bp Abstoppproben wihrend des exonukleolytischen
Abbaus gemessen wurde und sich damit das System nicht im Gleichgewicht befand, wird hier
teilweise eine hohe Standardabweichung erhalten. In den jeweiligen DNS-Proben mit 500 bp und
3000 bp langer DNS kann kein Unterschied zwischen den einfach und den zweifach markierten
DNS-Proben festgestellt werden. Die nativen DNS-Proben werden jedoch um fast das drei- bis
vierfache schneller abgebaut als die kovalent fluoreszenzmarkierten Proben. Der Unterschied in 74
zwischen der mit dem interkalierenden Farbstoff DINO II markierten DNS und nativer DNS ist
aufgrund des hohen Standardfehlers nicht signifikant.

Bereits Ende der 1990er Jahre wurden FCS-Untersuchungen des exonukleolytischen Abbaus
von DNS durchgefiihrt [191, 192, 193, 23, 129]. Dabei wurden jedoch teilweise deutlich kiirzere
DNS-Fragmente verwendet, in denen zudem nur wenige fluoreszenzmarkierte Basen eingebaut
waren. Aullerdem fand anstelle Exo III die T7-Exonuklease fiir den Abbau Verwendung. Diese
kann neben doppelstriangige auch einzelstringige DNS abbauen, wodurch nach einem vollstindigen
Abbau nur noch die einzelnen Basen der DNS vorliegen. Dadurch konnte direkt die Verkiirzung der
DNS beziehungsweise der zunehmende Anteil vollstindig abgebauter DNS verfolgt werden. Bei
der Verwendung von Exo III findet jedoch eine Umwandlung von relativ steifen, doppelstriangigen
in sehr flexible, einzelstringigen DNS-Bereiche statt. Dadurch ist eine direkte Bestimmung einer
Abbaurate aus der Diffusionszeit nicht méglich, da neben der Abnahme des Molekulargewichts
durch die Freisetzung der einzelnen Basen diese Strukturinderung ebenfalls zu einer Anderung des
Diffusionsverhalten von DNS fiihrt.

Deshalb wurden hier mit Hilfe der in Abbildung 56 c) iiber die Freisetzungsrate von R110-
dCTP bestimmten Abbaurate von 0,38 nt/s der einfach markierten 500 bp DNS-Abstoppproben
und iiber das Verhiltnis von 74 die Abbauraten der DNS-Proben abgeschitzt (Tabelle 11). Da 74
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der einfach und doppelt markierten DNS einander entsprechen, kann hier auch von derselben Ab-
baurate ausgegangen werden. Fiir die native DNS konnte eine Abbaurate zwischen 1,2 und 1,5 nt/s
abgeschitzt werden. Diese bestimmten Abbauraten fiir native und hochmarkierte DNS liegen etwas
unterhalb der Werte, die von Brakmann und Lébermann fiir entsprechenden DNS-Proben publiziert
wurden (4 nt/s bei nativer und 1 nt/s bei hochmarkierter DNS bei 20°C) [15]. Jedoch konnte die
Abnahme der Abbaurate von hochmarkierter DNS gegeniiber nativer DNS mit einem Faktor von
3-4 bestitigt werden. Die hier verringerten Abbauraten lassen sich vermutlich auf unterschiedliche

Reaktionsbedingungen zuriickfiihren.

4.7.2 Abbau immobilisierter DNS

Der Nachweis des exonukleolytischen Abbaus hochmarkierter DNS in Losung wurde in
Abschnitt 4.7.1 erbracht. Doch kann Exo III auch auf einem Deckglas immobilisierte, hochmar-
kierte DNS abbauen? Hier konnten Wechselwirkungen mit der Deckglasoberfliche den Abbau er-
schweren, wenn nicht sogar verhindern. Um dies zu untersuchen, sollte ein exonukleolytischer
Abbau anhand der Anderung des Fluoreszenzsignals auf der Deckglasoberfliche sowie in der Re-
aktionslosung iiberpriift werden.

Die hochmarkierte DNS kann iiber eines der beiden 5’-Enden immobilisiert werden. Das heif3t,
dass die DNS entweder iiber den fluoreszenzmarkierten oder den unmarkierten Strang mit der
Deckglasoberflache verkniipft ist (Abbildung 57). Ein exonukleolytischer Abbau konnte jedoch
nur bei der Immobilisierung iiber den fluoreszenzmarkierten Strang beobachtet werden. Ist die
DNS iiber den unmarkierten Strang immobilisiert, dann befindet sich das 3’-Ende des fluoreszenz-
markierten Stranges, an dem die Exo III den Strang abbaut, in unmittelbarer Ndhe zur Deckglas-
oberfliche. Dies scheint den Abbau des fluoreszenzmarkierten Stranges, moglicherweise aufgrund
von sterischen Effekten, zu verhindern. Auch Lee und Mitarbeiter haben bei einem dhnlichen Ver-
such diese Beobachtungen gemacht [194]. Dies bedeutet aber auch, dass bei der DNS, die iiber
den fluoreszenzmarkierten Strang immobilisiert ist, dieser nahezu vollstindig abgebaut und fast al-
le fluoreszenzmarkierten Nukleotide in die Losung freigesetzt werden sollten, da der unmarkierte
Gegenstrang nicht von der Exo III angegriffen wird.

In Abbildung 58 ist der exonukleolytische Abbau von iiber den fluoreszenzmarkierten Strang
immobilisierter DNS dargestellt. Da beim Abbau die fluoreszenzmarkierten Nukleotide aus der
immobilisierten DNS freigesetzt werden, sollte sich die Fluoreszenzintensitit auf der Oberflache
verringern und in der Losung erhdhen. Um auszuschlieBen, dass sich die Fluoreszenz nicht auf-
grund des Einfluss der Reaktionslosung @ndert, wurde zunéchst fiir 60 Minuten auf einem Deckglas
mit immobilisierter hochmarkierter DNS ein Losungstropfen des Exo III-Puffers gegeben, und die
Fluoreszenzintensititen am Anfang und am Ende dieser 60 Minuten miteinander verglichen. Wie
in Abbildung 58 zu sehen ist, dndert sich diese nur minimal auf der Deckglasoberfliche sowie in

der Losung. AnschlieBend wurde das Enzym Exo III dazu gegeben. Nach 60 Minuten konnte eine

94



4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 4.7 Exonukleolytischer Abbau von DNS

Exo I
Iz 5 I3 5
br— —H Abbi . o
@] _le ildung 57: Die doppelstringi-
F— F— ge DNS kann je nach Modifikation
ol 1" entweder am 5’-Ende des markierten
— L— 14 (Abbildung links) oder des unmarkier-
M—1 F— ten (Abbildung rechts) Stranges an
[ ] 1. der Deckglasoberfliche immobilisiert
ol—| - werden. Jedoch scheint Exo III nur
L — das von der Deckglasoberflache abge-
| wandte 3’-Ende abbauen zu konnen.
—14 Damit wiirde bei einer Immobilisierung
*r— — 1% N . .
| iiber den unmarkierten Strang keine
. 3 . 317 fluoreszenzmarkierten Basen freigesetzt
|::| |:| werden.

deutliche Verringerung der Fluoreszenzintensitit auf der Deckglasoberfliche sowie Erhohung in
der Reaktionslosung beobachtet werden.

Um die Abbaurate der immobilisierten DNS zu bestimmen, wurden auf einem Deckglas mit
flachendeckend gleich verteilter, immobilisierter hochmarkierter DNS mehrere Abbauversuche mit
unterschiedlicher Exo III Konzentration durchgefiihrt (Tabelle 12). Dabei wurde ein 2,5 ul Lo-
sungstropfen mit Exo III Puffer auf das Deckglas gegeben und der Abbau durch hinzupipetieren
von 0,5 ul Exo III gestartet. Die Kreisflache, die der Reaktionstropfen auf dem Deckglas bedeckte,
hatte einen Durchmesser von 3 mm und betrug damit 7, 1 - 106 um?.

Die Flichendichte der immobilisierten DNS sollte, da ein und dasselbe Deckglas verwendet
wurde, bei jedem Versuch gleich sein. Die Flichendichte der DNS wurde iiber das terminale CyS5-
Signal durch Abrastern der Deckglasoberfliche und eine Partikelsuchprozedur aus Igor 6.0 be-
stimmt und ist fiir die einzelnen Abbauexperimente in Tabelle 12 aufgelistet. Fiir 3 der 4 Abbauver-
suche wurde eine Anzahl von etwa 270 DNS-Molekiile auf einer Fldche von 50 x 50 um bestimmt.
Nur bei einem Abbauversuch (bei Exo I1I-Konzentration von 33,3u/ul) wurde eine deutlich niedri-
gere Partikelanzahl von 98 bestimmt, wobei hier von einer lokalen Abweichung der durchschnittli-
chen Partikelanzahl ausgegangen wird. Die Standardabweichung wurde durch eine Messung eines
DNS freien Bereiches bestimmt.

Die Anzahl der DNS-Molekiile von 270 bezogen auf die Kreisflaiche des Reaktionstropfens
betriagt demnach etwa 750000, was einer Konzentration von 0,4 pM entspricht (Reaktionsvolumen
= 3 ul). Dies bedeutet, dass selbst bei der hier eingesetzten niedrigsten Exo III-Konzentration von
2,5 nM die Anzahl der Enzymmolekiile die Anzahl der DNS-Molekiile weit iibersteigt und damit
kann bei jeder Enzymkonzentration davon ausgegangen werden, dass stets ein DNS-Molekiil von
einem Exo III-Enzym besetzt ist.

Der exonukleolytische Abbau der immobilisierten DNS wurde mittels FCS-Messungen im Lo-

sungsmittel oberhalb der Deckglasoberflache verfolgt. Aufgrund der Freisetzung von R110-dCTP
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Abbildung 58: a-c)Fluoreszenzrasteraufnahmen von auf der Deckglasoberfliche immobilisierter hochmar-
kierter DNS, die durch einen Tropfen Exo III Puffer benetzt ist, a) vor der Enzymzugabe, b) nach 60 minii-
tiger Wartezeit ohne Enzym und ¢) nach dem exonukleolytischen Abbau durch Exo III. In d) sind die Inten-
sitdtsverteilung der drei Fluoreszenzrasteraufnahmen histogrammiert und in e) jeweils die Fluoreszenzinten-
sitdt in der Losung oberhalb der Deckglasoberflache dargestellt. Die Fluoreszenzanregung erfolgt mit einem
488 nm Laser.

Exo III immobilisierte DNS Exo III : DNS
[uw/ul] [nM] [pro 50 x 50 um] [nM]
42 25 272413 0,43-107°  6-10°:1
8.3 5 264+ 13 0,42-1073  12-10°:1
16,7 10 283413 0,44-1073  23.10°:1
333 20 98+ 13 0,15-1073  136-10%:1

Tabelle 12: Verhiltnis Exo III zur immobilisierten DNS beim exonukleolytischen Abbau bei unterschied-
lichen Enzymkonzentration. Die durchschnittliche Anzahl von immobilisierter DNS auf einer Fliche von
50 x 50 um betrigt 272 + 13. Dies entspricht einer Konzentration von 0,4 pM im Reaktionsvolumen von 3
ul. Damit ist bei jeder Enzymkonzentration ein deutlicher Uberschuss von Exo III gegeniiber dem Substrat
DNS vorhanden. (Exo III Stammlosung: 200 u/ul beziehungsweise 0,38 g/1[195])
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Abbildung 59: Anzahl freigesetzter mit R110 markierter Basen pro DNA-Molekiil in Abhidngigkeit der Ab-
bauzeit von vier Abbauexperimenten jeweils mit einen UberschuB an Exo III. Die Linie bei 750 entspricht
der erwarteten Anzahl an freigesetzten R110 markierten Basen, bei einem vollstandigen Abbau der 3000 bp
DNS. Beim Kontrollexperiment wurde anstelle Exo III nur Exo-Puffer zugegeben, so da3 kein Abbau statt-
fand. Mittels einer linearen Anpassungsfunktion im Anstieg der Abbaukurven konnte eine Freisetzungsrate
von R110 markierten Basen von (0,94 4+ 0,05)/DNA/s bestimmt werden.

aus den DNS-Molekiile erhoht sich die Teilchenanzahl in der Reaktionslosung (Abbildung 59).
Werden die immobilisierten hochmarkierten 3000 bp DNS-Molekiile vollstindig abgebaut und
sind alle vier Nukleotiden in der DNS gleich verteilt, so miissten pro DNS-Molekiil etwa 750
R110-dCTP Molekiile freigesetzt werden. Demnach wiirde nach einem vollstindigen Abbau die
Konzentration von frei in der Losung diffundierenden R110-dCTP-Molekiilen etwa 300 pM ent-
sprechen. Dies entspricht einer Teilchenanzahl in einem konfokalen Fokusvolumen mit 0,5 fl von
0,09.

In Abbildung 59 ist die Zunahme der freigesetzten R110 markierten Basen nach der Exo III
Zugabe fiir die vier Abbauexperimente sowie einer Kontrolle dargestellt. Als Plateau erreichen
die Abbaukurven etwa 30 % der erwarteten Anzahl an freigesetzten R110 markierten Basen von
750. Ein vollstindiger Abbau aller DNS-Molekiile wird demnach nicht erreicht. Eine Aussage,
inwieweit ein DNS-Molekiil vollstindig abgebaut wird beziehungsweise ob alle immobilisierten
DNS-Molekiile abgebaut werden, ldsst sich nicht treffen.

Mittels einer linearen Anpassungsfunktion im Anstieg der Abbaukurven in Abbildung 59 lisst
sich die Freisetzungsrate kr von R110-dCTP pro DNA-Molekiil bestimmen (Tabelle 13). Da bei je-
der Enzymkonzentration Exo III gegeniiber der immobilisierten DNS weit im Uberschuss vorliegt,
kann daraus eine mittlere R110-dCTP-Freisetzungsrate von (0,94 0,1) s~! bestimmt werden. Da
nur etwa jedes vierte Nukleotid in der DNS mit R110 markiert ist, entspricht dies einer Abbaurate
von (3,6 £0,7) nt/s. Dies liegt zwar im Bereich der bestimmten Abbaurate von hochmarkierter
DNA in Losung 4.7.1 ist jedoch signifikant hoher.

Kritisch zu betrachten ist hierbei die Konzentrationsbestimmung der immobilisierten DNA {iber
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-1
Tabelle 13:  Freisetzungsraten Exo Il [nM] ke s

kr von R110-dCTP pro DNA- 4,2 0,98+1,5
Molekiil bestimmt durch eine 8,3 0,93+0,5
lineare Anpassungsfunktion

des anfinglichen Anstiegs der 16,7 0,77+0,03
Graphen in Abbildung 59. 33,3 1,00+0,10

den terminalen Cy5-Marker, denn nur die DNA-Molekiile wurden beachtet, deren Cy5-Farbstoff
noch intakt ist. Ist der Anteil defekter Cy5-Molekiile sehr hoch, wiirde dies zu einer signifikan-
ten Unterbestimmung der DNA-Konzentration fithren, wodurch die bestimmte Abbaurate deutlich

hoher bestimmt werden wiirde als die wahre.

4.7.3 Vorexperimente fiir den DNS-Einzelmolekiil-Abbau

Fiir die Beobachtung des exonukleolytischen Abbaus von DNS-Einzelmolekiilen sowie fiir die
Moglichkeit einer Sequenzanalyse ist es erforderlich, einzelne Molekiile auf der Deckglasober-
flache zu lokalisieren und den Abbau oberflachennah durch die Detektion der freiwerdenden fluo-
reszenzmarkierten Nukleotide zu verfolgen. Dafiir wurde ein Fluoreszenzbild der Deckglasober-
fliche mit Hilfe eines Olimmersionsobjektivs bei einer Anregungswellenlinge von 488 nm aufge-
nommen. Das Fluoreszenzsignal der markierten DNS-Molekiilen wurde dabei wellenldngenabhén-
gig von drei Detektoren registriert. Dabei wird im Wellenldngenbereich von 500 nm bis 550 nm
hauptsichlich die Fluoreszenz des Farbstoffes R110, im Wellenldngenbereich zwischen 550 und
635 nm die von TMR und oberhalb von 645 nm die von Cy5 detektiert (Abbildung 60).

In allen drei Detektionswellenldngenbereichen sind deutliche Fluoreszenzsignale von auf der
Deckglasoberfldche befindlichen Molekiilen zu erkennen. Es werden um so mehr Molekiile detek-
tiert, je ndher der Detektionswellenlidngenbereich an der Laserlinie des 488 nm Lasers liegt. Ein
Teil davon stammt von fluoreszierenden Verunreinigungen, die stirker in der Ndhe der Anregungs-
wellenldnge fluoreszieren. Fiir den exonukleolytischen Abbau wurden DNS-Molekiile gewéhlt, bei
denen auch bei einer Wellenldnge von tiber 645 nm Fluoreszenzphotonen detektiert werden konn-
ten (Abbildung 60 a), da diese nur von den terminalen Cy5-Farbstoffmolekiilen stammen konnen
(siehe Abschnitt 4.6.2). Zum Verfolgen des exonukleolytischen Abbaus anhand der Freisetzung
von R110-dCTP wurde der 488 nm Laser auf das zu beobachtende DNS-Molekiil fokussiert. Die
Messungen begannen nach der Zugabe der Reaktionslosung mit, beziehungsweise als Kontrolle,
ohne Exo III.

In Abbildung 61 a) und b) sind die Intensititszeitspuren der Kontrollmessungen bei einer An-
regungsleistung von 1 pyW und 5 pyW dargestellt. Wie schon im Abschnitt 4.6.2 gezeigt, ldsst sich
am Anfang der Messung ein Energietransfer auf das terminale Cy5 beobachten (Abbildung 61).
Die Fluoreszenz der immobilisierten hochmarkierten DNS nimmt aufgrund von Bleicheffekten

schnell ab. Im Detektionsbereich zwischen 500 und 550 nm konnen danach vor allem bei hohen
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Abbildung 60: Fluoreszenzrasteraufnahmen von auf der Deckglasoberfliche immobilisierter, zweifach mit
R110-dCTP und TMR-dUTP sowie terminal mit Cy5 markierter DNS bei einer Anregung mit einem 488 nm
Laser. Das Fluoreszenzsignal wurde wellenldngenabhéngig auf drei Detektoren aufgetrennt: a) > 645 nm, b)
550-635 nm und ¢) 500-550 nm. Die farbigen Kreise markieren einzelne DNS-Molekiile entsprechend des
Fluoreszenzsignals der Farbstoffe: rot - CyS5, orange - TMR und griin - R110. (Pixel: 128; Integrationszeit:
1ms).

Anregungsleistungen weitere Fluoreszenzereignisse beobachtet werden. Diese stammen von fluo-
reszierenden Verunreinigungen im Reaktionspuffer, die wihrend der Messung durch das konfokale
Anregungsvolumen diffundieren.

Fiir den exonukleolytischen Abbau der immobilisierten DNS wurde versucht, eine Anregungs-
leistung zu wihlen, bei der einerseits die in den DNS-Molekiilen eingebauten Farbstoffe nicht zu
stark gebleicht werden, aber bei der anderseits die freiwerdenden markierten Nukleotide noch im
ausreichenden MaB3e zur Fluoreszenz angeregt werden. In Abbildung 61 c) ist die Intensititszeit-
spur eines solchen Abbaus bei einer Anregungsleistung von 2 uW dargestellt. Aufgrund dieser
geringen Anregungsleistung ist die Photonenanzahl pro Fluoreszenzereignis deutlich niedriger als
bei der Kontrollmessung mit einer Anregungsleistung von 5 uW.

In Abbildung 61 d) wird die Anzahl der Ereignisse mit fortschreitender Messzeit fiir den exonu-
kleolytischen Abbau und die 5 uW-Kontrollmessung miteinander verglichen. Da eine Zeiteinheit in
den Intensititszeitspuren mit 1 ms deutlich {iber den Diffusionszeiten freier R110-dCTP-Molekiile
von weniger als 100 s liegt, wurde zur Vereinfachung als Fluoreszenzereignis eine Zeiteinheit an-
gesehen, in dem die Anzahl der Photonen iiber einer bestimmten Schwelle liegt. Diese Erkennungs-
schwelle betrug dabei jeweils das zwanzigfache der durchschnittlichen Photonenanzahl pro Zeit-
einheit der jeweiligen Intensititszeitspur. Wegen der unterschiedlichen verwendeten Anregungs-
leistungen betrug diese bei der Kontrollmessung 10 Photonen und beim exonukleolytischen Abbau
5 Photonen. Aufgrund des anfinglichen Bleichens der hochmarkierten immobilisierten DNS wur-
de mit der Zdhlung der Fluoreszenzereignisse erst 20 Sekunden nach dem Beginn der Messzeit
begonnen.

Die Rate der Fluoreszenzereignisse ist nach der Exo III-Zugabe aufgrund der Freisetzung von

R110-dCTP aus dem immobilisierten DNS-Molekiil verglichen mit der Kontrollmessung deutlich
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Abbildung 61: Intensititszeitspur von immobilisierter, zweifach mit R110-dCTP und TMR-dUTP sowie
terminal mit Cy5 markierter DNS-Molekiile in Exo III Puffer bei einer Anregung mit dem 488 nm Laser mit
Leistungen von a) 1 uW, b) 5 uW und ¢) nach Zugabe von Exo III bei 2uW. Mit Erhhung der Anregungsleis-
tung sind aufgrund von fluoreszierenden Verunreinigungen im Reaktionspuffer gehduft Ereignisse sichtbar.
In d) wird die Anzahl der Fluoreszenzereignisse aus b) und c) miteinander verglichen (Erlduterungen siehe
Text).

groBer. Nach 200 Sekunden Messzeit werden beim Exo III-Abbau 85 und bei der Hintergrund-
messung 55 Ereignisse gezihlt. Werden die Hintergrundereignisse abgezogen, bleiben beim exo-
nukleolytischen Abbau 30 Ereignisse iibrig. Dies entspriche einer R110-dCTP-Freisetzungsrate
von 0,167 pro Sekunde und damit einer Abbaurate der immobilisierten DNS von 0,67 Nukleoti-
den pro Sekunde. Dies liegt im Bereich der bestimmten Abbaurate von hochmarkierter DNA in
Losung 4.7.1, als auch der durch FCS-Messungen bestimmten Abbaurate von hochmarkierter im-
mobilisierter DNA 4.7.2.

Fiir eine Einzelmolekiil-DNS-Sequenzierung ist das Bleichen der hochmarkierten DNS-Molekiile
sehr problematisch. Denn mit der Photozerstérung der Fluoreszenzfarbstoffe ist die Detektion und
Identifikation der einzelnen Basen nicht mehr moglich und eine Sequenzanalyse damit hinfillig.
In Hinblick auf die Einzelmolekiildetektion und -identifikation der freigesetzten fluoreszenzmar-
kierten Basen ist es desweiteren vonnoten, die Konzentration fluoreszierender Verunreinigungen in
den Reaktionslosungen drastisch zu verringern, da diese filschlicherweise als freigesetzte Basen
erkannt werden konnten. Desweiteren muss sichergestellt sein, das die detektierten Basen nur von
einem DNS-Molekiil stammen. Dies kann durch eine starke Verringerung der Flichendichte der

immobilisierten DNS auf der Deckglasoberfliche erreicht werden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Machbarkeit einer Einzelmolekiil-Sequenzierung von
auf einer Deckglasoberflache immobilisierten DNS-Molekiilen durch sequentielle Abspaltung, De-
tektion und Identifikation einzelner mit Fluoreszenzfarbstoffen markierter Basen. Datfiir sollte mit
Hilfe der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie sowie Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS)
nachgewiesen werden, dass ein Abbau von hochmarkierter DNS in Losung sowie immobilisiert
moglich ist, und welchen Einfluss dabei die eingebauten fluoreszenzmarkierten Basen haben.
Zunichst wurde in Hinblick auf die Detektion von Molekiilen an Grenzfldchen fiir das verwen-
dete konfokale Fluoreszenzrastermikroskop eine evaneszente Anregung erprobt (Abschnitt 4.2).
Dies wurde prismenlos durch seitliches Einkoppeln des Laserstrahls in ein hochnumerisches Ob-
jektiv realisiert. Dafiir wurde eine spezielle Blende in den Anregungsstrahlengang platziert (Ab-
schnitt 3.3). Mittels FCS-Messungen konnte dabei ein evaneszentes Anregungsvolumen von 0,12

fl bestimmt werden.

Fiir eine Einzelmolekiil-DNS-Sequenzierung ist neben der Detektion der freiwerdenden Base
ebenfalls deren eindeutige Identifikation erforderlich. Hierfiir wurde eine Methode verwendet, die
auf der Betrachtung von Wahrscheinlichkeitsverteilungen basiert (Abschnitt 4.3). Dabei wird je-
dem detektierten Photon eine Wahrscheinlichkeit fiir jede fluoreszenzmarkierte Base zugeordnet.
Diese Wahrscheinlichkeiten wurden anhand der Emissionscharakteristik der Farbstoffe bestimmt.
Es konnte gezeigt werden, dass mit dieser Methode eine eindeutige Identifikation schon bei einer
relativ geringen Anzahl an detektierten Fluoreszenzphotonen moglich ist.

Fiir die Detektion einzelner DNS-Molekiile wurden diese terminal mit einem Fluoreszenzfarb-
stoff markiert. Der Einbau der fluoreszenzmarkierten Basen in die doppelstringige DNS erfolgte
durch Primerverlidngerung (primer extension) (Abschnitt 3.5), wihrend der die natiirlichen Ba-
sen durch die entsprechenden Analoga ersetzt werden. Untersucht wurden DNS-Proben mit unter-
schiedlichem Markierungsgrad: Native DNS, in der keine fluoreszenzmarkierten Basen eingebaut
wurden, einfach markierte DNS, in der ein Basentyp durch ein fluoreszenzmarkiertes Analogon
ersetzt wurde, sowie zweifach markierte DNS, in der zwei Basentypen durch entsprechende fluo-
reszenzmarkierte Analoga ersetzt wurden. Desweiteren wurden fiir vergleichende Untersuchungen
DNS-Proben mit einem interkalierenden Farbstoff markiert.

In dieser Arbeit wurden DNS-Molekiile von 500 bis 3000 bp Lédnge untersucht. In diesem
Lingenbereich lief sich dabei keine eindeutige Zuordnung nativer DNS zu einem Polymermodell
finden (Abschnitt 4.6.1), da im unteren betrachteten Lingenbereich sich die DNS aufgrund ihrer
groBen Persistenzldnge wie ein Stab und im oberen wie eine semiflexible Kette verhilt. Am besten
konnte das Zimm-Modell, welches neben der Bewegung der einzelnen Segmente im Polymer auch
hydrodynamische Wechselwirkung mitberiicksichtigt, den Zusammenhang zwischen Diffusions-
koeffizienten und Anzahl der Basenpaare beschreiben. Bei den einfach sowie zweifach markierten

DNS-Proben konnte eine Verringerung der Diffusionszeit gegeniiber gleich langer, nativer DNS
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festgestellt werden (Abschnitt 4.6.1). Der Einbau der fluoreszenzmarkierten Basen fiihrt vermut-
lich zu einer Reduktion des hydrodynamischen Radius der DNS-Molekiile. Dabei scheint die Linge
und damit die Flexibilitdt der DNS-Molekiile ein Rolle zu spielen, da deutliche Verringerungen in
der Diffusionszeit vor allem bei lingeren DNS-Molekiilen zu beobachten waren.

Der Einbau der fluoreszenzmarkierten Basen in die DNS fiihrt desweiteren dazu, dass die Fluo-
reszenz der an den Basen gekoppelten Farbstoffe stark unterdriickt wird (Abschnitt 4.6.1). So konn-
te gezeigt werden, dass zweifach markierte DNS-Proben in Losung nicht iiber die eingebauten
fluoreszenzmarkierten Basen detektierbar sind. Diese Fluoreszenzunterdriickung sollte bei immo-
bilisierten DNS-Molekiilen genutzt werden, um die Freilassung der fluoreszenzmarkierten Basen
direkt am DNS-Molekiil zu beobachten. Jedoch zeigte sich, dass bei den immobilisierten DNS-
Proben ein Fluoreszenzsignal von den eingebauten fluoreszenzmarkierten Basen detektierbar ist
(Abschnitt 4.6.2). Die Platzierung des Laserfokus auf die immobilisierten DNS-Molekiile fiihrte
zum Bleichen und damit zur Photozerstorung der eingebauten Fluoreszenzfarbstoffe. Dabei wiesen
die Bleichkurven einzelner hochmarkierter DNS-Molekiile jedoch nur ein bis drei diskrete Stufen
auf. Da aufgrund der hohen Anzahl eingebauter Fluoreszenzfarbstoffe deutlich mehr Bleichstu-
fen beziehungsweise eine kontinuierlich abfallende Bleichkurve zu erwarten gewesen wire, konnte
dies auf eine elektronische Kopplung der eingebauten Farbstoffe hindeuten. Zudem konnte ein
Energietransfer der fluoreszenzmarkierten Basen auf den terminalen Fluoreszenzfarbstoff nachge-
wiesen werden.

Fiir die Abspaltung einzelner Basen aus der DNS wurde die Exonuklease III (Exo III) aus E. co-
li verwendet. Exo III baut einen Einzelstrang eines doppelstringigen DNS-Molekiils vom 3’-Ende
her Base fiir Base ab. Da sich an den beiden Enden eines doppelstringigen DNS-Molekiils jeweils
ein 3’-Ende eines der beiden Einzelstringe befindet, findet auch an beiden Enden eine Umwand-
lung von doppelstringigem in einzelstrangigen Bereich statt. Mit Hilfe einer DNS-Probe, die mit
einem interkalierenden Farbstoff markiert wurde, konnte als Endprodukt des exonukleolytischen
Abbaus von DNS in Losung ein DNS-Molekiil bestimmt werden, welches zwar noch Doppel-
strangbereiche besitzt, diese jedoch drastisch im Vergleich zum Ausgangszustand verringert sind
(Abschnitt 4.7.1). So ladsst sich ein DNS-Molekiil vermuten, welches aus zwei einzelstringigen
Bereichen besteht, die iiber einen kurzen Doppelstrangbereich miteinander verbunden sind. Beim
Abbau von hochmarkierter DNS konnte gezeigt werden, dass diese in Losung verglichen mit na-
tiver DNS um ein Dirittel bis ein Viertel langsamer abgebaut wird (Abschnitt 4.7.1). Durch Im-
mobilisierung der hochmarkierten DNS auf der Deckglasoberfliche konnte keine Verringerung der
Abbaurate (Abschnitt 4.7.2) festgestellt werden. Hierbei konnte zudem nachgewiesen, dass von
der immobilisierten DNS im Gegensatz zur DNS in Losung nur einer der beiden Einzelstringe
abgebaut wird.

In dieser Arbeit wurden die Grundvoraussetzungen fiir die Untersuchung des exonukleolyti-
schen Abbaus von auf Deckglasoberflache immobilisierter DNS auf Einzelmolekiilniveau und der

Detektion und Identifikation der dabei abgespaltenen fluoreszenzmarkierten Basen geschaffen. Der
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Einfluss der eingebauten Fluoreszenzfarbstoffe auf die DNS und deren exonukleolytischen Abbau
wurden dabei mit Hilfe der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie und Fluoreszenzkorrelationsspek-
troskopie untersucht. Es zeigte sich, dass die Unterdriickung der Fluoreszenz der eingebauten fluo-
reszenzmarkierten Basen sich nicht wie erhofft direkt fiir eine Einzelmolekiil-DNS-Sequenzierung
von immobilisierter DNS nutzen lésst.

Anhand der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse wird folgende Herangehensweise ei-
ner DNS-Einzelmolekiilsequenzierung vorgeschlagen (Abbildung 62): Die DNS wird anhand der
in dieser Arbeit angewandten und verfeinerten Prozedur auf einer Deckglasoberfliche immobili-
siert. Als nichster Schritt wird das fluoreszenzmarkierte Enzym Exo IIT ohne den Cofaktor Mg ™"
auf die immobilisierte DNS gegeben. Dadurch bindet die Exo III an die DNS, kann diese aber
noch nicht abbauen. Uber das fluoreszenzmarkierte Exo Il werden die immobilisierten, abbauba-
ren DNS-Molekiile lokalisiert. Fiir die Detektion der einzelnen fluoreszenzmarkierten Basen wird
das Beobachtungsvolumen des konfokalen Mikroskopsystems neben dem immobilisierten DNS-
Molekiil platziert. Durch Zugabe von Mg?* wird der Abbauprozess gestartet und die freigesetzten
fluoreszenzmarkierten Basen werden iiber einen elektro-osmotischen Fluss (EOF) Richtung Beob-
achtungsvolumen transportiert. Die in dieser Arbeit verwendete Methode zur Detektion und Iden-
tifikation von Einzelmolekiilen kann dabei zur Bestimmung der einzelnen Fluoreszenzereignisse

angewandt werden.
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Abbildung 62: Mogliche Herangehensweise einer Einzelmolekiil-DNS-Sequenzierung von auf einer Deck-
glasoberfliche immobilisierten DNS auf Basis der sequentiellen Abspaltung fluoreszenzmarkierter Basen.
Hochmarkierte auf einer Deckglasoberfliche immobilisierte DNS-Molekiile werden iiber die an ihnen ge-
bundene und fluoreszenzmarkierte Exo III lokalisiert (linkes Bild). Der exonukleolytische Abbau wird durch
die Zugabe des Cofaktors Mg>* gestartet. Die freigesetzten Basen werden mittels eines elektro-osmotischen
Flusses in Richtung Beobachtungsvolumen transportiert, wo sie anhand ihrer Fluoreszenzfarbstoffe detek-
tiert und identifiziert werden (rechtes Bild).
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