Diffusionskonstante (Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie) - N

1. Lernziele

—> Kennenlernen der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

—> Ermittlung der unterschiedlichen Diffusionsgeschwindigkeiten der eingesetzten Molekiile
—> Ermittlung der unterschiedlichen spezifischen Helligkeiten der eingesetzten Molekile

2. Theoretische Grundlagen

Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (engl. fluorescence correlation spectroscopy; FCS)
findet mittlerweile eine breite Anwendung bei der Gewinnung von thermodynamischen und
kinetischen Informationen nicht nur in der physikalischen Chemie, sondern auch in der
biochemischen, biologischen und physikalischen Forschung. Der Grund hierflr liegt darin,
dass mit Hilfe der FCS sehr schnell ablaufende Prozesse, wie z.B. chemische Reaktionen im
Bereich von wenigen Mikrosekunden als auch langsame Vorgange wie die Diffusion von
Proteinen in lebenden Zellen, die sich im Millisekunden- bis Sekundenbereich abspielen
kdnnen, sehr effektiv untersucht werden kdnnen.

Ein Vorteil der FCS gegenliber anderen fluoreszenzspektroskopischen Methoden ist dabel,
dass sie mit einer sehr geringen Anzahl von Fluoreszenzmolekiilen in einem sehr geringen
Messvolumen auskommt, da hier kleinste Abweichungen von einer rein Zufalls- (Poisson-)
verteilten Fluoreszenzfluktuation gemessen werden. Fur die Anwendung der FCS in lebenden
Zellen bedeutet dies z.B., dass die Expressionslevel von fluoreszenzmarkierten Proteinen sehr
niedrig sein mussen und FCS-Messungen somit unter anndhernd physiologischen
Bedingungen durchgefiihrt werden kdnnen, was die Aussagekraft solcher Daten stark erhoht.

In unserem FCS-Experiment wollen wir die Diffusionsgeschwindigkeiten und die
charakteristischen Helligkeiten von drei verschiedenen, fluoreszierenden Molekilen mit sehr
unterschiedlicher GrofRe analysieren, die routinemélRig in fluoreszenzmikroskopischen
Experimenten zum Einsatz kommen, z.B.:

e Rhodaminl10 - ein freies Farbstoffmolekil, ahnlich dem Alexa-488,

e GFP - das ,green fluorescent protein“, welches héufig als Marker bei
Lebendzelluntersuchungen eingesetzt wird,

o Alexa-488-1gG — ein mit dem Fluorophor Alexa-488 gekoppelter Antikorper, wie er
haufig in der Immunfluoreszenzfarbung verwendet wird.

\

Rhodamin 110: 0,37 kDa GFP: 27 kDa Alexa-488-1gG: ~150kDa

Abbildung 1: Fluoreszierende Molekiile (das im Praktikum benutzte GFP hat aufgrund eines
His-Tags ein Molekulargewicht von 30,6 kDa)

2.1. Allgemeines

Bei der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie bedient man sich der Fluoreszenzfluktuationen
einer charakteristischen Zeitdauer um einen Gleichgewichtsmittelwert zur Bestimmung
Kinetischer Parameter auf molekularem Niveau. Dazu sind geringe Konzentrationen (nM) und
sehr kleine zu untersuchende Volumina (fl) nétig, da sich sonst die Signale vieler Teilchen
uberlagern, bzw. das Fluoreszenzlicht vom Untergrundsignal dberdeckt wird. Daher wird FCS
meist in einem konfokalen Mikroskop gemessen. Der Zeitbereich der zu untersuchenden



Fluktuationen (Kinetiken) kann dabei viele GroRenordnungen (Pikosekunden bis in den
Sekundenbereich) abdecken.

Die entscheidende Voraussetzung fir die Beobachtung von Prozessen mit FCS ist die
Tatsache, dass diese Vorgange die Fluoreszenzintensitat systematisch beeinflussen missen,
d.h. helle und dunkle Zustdnde des Molekuls induzieren. Dazu gehéren z.B.
Translationsdiffusion (Diffusion der Molekile in und aus dem Detektionsvolumen) und
Rotationsdiffusion,  photophysikalische  (Fluoreszenz- und  Tripletteigenschaften),
photochemische (Photozerstorung, Loschung) und chemische Prozesse
(Gleichgewichtsreaktionen). Wahrend der Aufenthaltsdauer der zu untersuchenden
fluoreszierenden Molekile im Detektionsvolumen werden diese fortlaufend angeregt, so dass
ein Schwall von Photonen (engl. burst) emittiert wird (s. Abb. 2). Die Diffusion eines
Molekils durch das Beobachtungsvolumen lasst sich somit durch die Detektion der dabei
erzeugten Photonen beobachten. Die experimentelle Datengrundlage stellen Zeitspuren der
Fluoreszenzintensitét (Detektorsignale als Funktion der Zeit) dar.
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Abbildung 2: Fluktuationen des Fluoreszenzsignals Nr(t).

2.1.1. Korrelationsfunktion

Rauschanalyse. Ein statistisch sehr effizientes Verfahren zur Analyse der
Intensitatsfluktuationen ist die Berechnung einer Autokorrelationsfunktion. Dabei wird
"systematisches” Rauschen identifiziert und von "zufélligem" Rauschen abgetrennt. Die
Autokorrelationsfunktion fragt den Bezug eines zur Zeit t detektierten Signals Ng(t), zum
Wert Nr(t+tc), tc Sekunden spater ab (Selbstédhnlichkeitsanalyse). Die Autokorrelation drickt
damit den Grad der Ubereinstimmung einer Funktion mit sich selbst zu einem anderen
Zeitpunkt aus. Auf diese Weise konnen mit der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS)
aus den Fluktuationen des Fluoreszenzsignals (Hell- und Dunkelzustdnde) korrelierte
molekulare Prozesse herausgearbeitet werden.

Definition. Das gemessene Fluoreszenzsignal (d.h. die Anzahl der registrierten Photonen in
einem Zeitintervall) Nr(t) l&sst sich auch als Fluktuation dNg(t) um einen Mittelwert <Ng>
beschreiben:

Ne () =(Ng)+oN(t) 1)

wobei <...> die Mittelung des Fluoreszenzsignals tUber die Messzeit T beschreibt:



(NF>=%jNF(t)dt (2)

Mit Hilfe der Korrelationsfunktion einer beliebigen Zeitfunktion kdénnen die zeitlichen
Vorgange analysiert werden. Die Autokorrelation A(tc) einer Zeitfunktion Ng(t) ist definiert
als

AlL) = (Ne () Net+6)) = 3 Ne ()N 8, o ©)

wobei t. als Korrelationszeit bezeichnet wird.

Anschauliche Bedeutung. Bei der Berechnung der Korrelationsfunktion werden fir jeden
Messwert auf der Messzeitachse t durch Durchlaufen aller Korrelationszeiten t. auf der
Korrelationszeitachse alle moglichen Produkte Nr(t)-Ne(t + tc) gebildet. Die Werte fur alle
Zeitpunkte mit einer festen Korrelationszeit tc werden anschlieBend gemittelt (s. Abb. 3). Die
Korrelationsanalyse ist somit ein effizientes Verfahren zur Rauschanalyse, das ohne
Annahmen auskommt. Die entscheidende Bedingung ist jedoch, dass der gesuchte Prozess die
Fluoreszenzintensitét Gberhaupt beeinflusst.
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| t I I
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Abbildung 3: Berechnung der Korrelationsfunktion: zu einem konstanten Messpunkt Ng(t)
werden die Signale Ng(t + tc) zu jedem Zeitpunkt tc spater korreliert; dies wird fur jeden
Zeitpunkt t der Skala wiederholt. Die Berechnung einer Korrelationsfunktion beinhaltet die
Variation von t und tc (siehe Gl. 3).

Mit Gleichung (1) l&sst sich A(tc) auch anders ausdriicken:

Alt,)= (N (O)-Ne(t+t,)) = ([N )+ N (O] (NG )+ N (E+t,) (4)

Durch Ausmultiplizieren des Produkts ergibt sich:

A(tc)=<<NF>2 +5NF(t)-a\|F(t+tc)+<NF>-[5NF(t)+5NF(t+tc)]>

()
= (N2 + (NG () SNE(E+ 8 )+ (NG ) - ([SNL (£)+ SN (E+8,)
=0, da sich statistisch unabhangige
Fluktuationen im Mittel ausgleichen
Alt,)= (N ) + (N () N (E+1,)) (6)

Die normierte  Autokorrelationsfunktion G(tc) ergibt sich durch Division der

Autokorrelationsfunktion A(tc) durch den Mittelwert (Ng(t))2. Mit Gleichung (1) erhalt man
dann:



ot )= (Ne@NE(rt) ) (N O, (t4t.) o

(N (1) (N (1)

Je nach Problemstellung kann zur Darstellung der Autokorrelationsfunktion mit einer linearen
oder logarithmischen (vgl. pH-Skala) Zeitachse gearbeitet werden. Da mit FCS Fluktuationen
uber viele Dekaden verfolgt werden kdnnen, ist es fur die gleichzeitige Beobachtung
verschiedener Prozesse sinnvoll, eine Darstellung mit logarithmischer Zeitachse zu
verwenden.

V1. In der Abb. 4a (links) ist eine Korrelationskurve mit zwei sehr unterschiedlichen
exponentiellen Anteilen gegen eine lineare Zeitachse dargestellt. Markieren Sie in der
Abbildung die zwei Funktionsbereiche. Markieren Sie diese auch in der logarithmischen
Darstellung (4b). Orientieren Sie sich dabei an der Korrelationszeit tc und dem
Amplitudenwert.
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Abbildung 4: Korrelationskurve mit (b) logarithmischer Zeitskala mit der
(a) linearer Zeitskala (im Einsatz oben rechts ~ Darstellung der charakteristischen
ist der markierte Bereich vergroRert) Diffusionszeit ta.

Die Autokorrelationsfunktion kann wie beschrieben aus einer gemessenen und gespeicherten
Fluoreszenzintensitatsspur berechnet werden (Softwarekorrelation) oder mit Hilfe einer
speziellen Zé&hlelektronik (Hardwarekorrelation) online direkt aus den Detektorsignalen
erhalten werden.

2.1.2. Teilchenzahl und Poisson-Verteilung

Die Intensitat Nr&(t) ist proportional zur Anzahl der zur Zeit t registrierten Photonen und diese
Anzahl ist wiederum proportional zur Anzahl der im Messvolumen vorhandenen
fluoreszierenden Molekiile n. Die Wahrscheinlichkeit p(n), dass sich bei einer mittleren
Molekiilzahl N zu einem zufélligen Zeitpunkt n Molekile in dem Detektionsvolumen
befinden, ist durch eine Poissonverteilung gegeben:

pn) =" ®

Zur Berechnung der mittleren Molekdilzahl <n>: N im Beobachtungsvolumen, muss (wie

ublich, z.B. Maxwell-Boltzmann-Geschwindigkeitsverteilung) das mit der Verteilungsfunk-
tion gewichtete Mittel berechnet werden:
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(n)=3n-pn)=N ©)

n=0

Analog gilt dies auch fur die mittlere quadratische Anzahl <n2> der Teilchen im
Messvolumen:

(n?)=3n" - p(n)=N?+N (10)

n=0
utokorrelationsfunktion fir tc = 0 berechnet werden:

A
(N ()-ON, (t+0) < >_1+ () | o)y 1 @Y
(N (1) (

©° ) (n)’ N

Damit kann der Wert der normierten

G(0)=1+

Anschauliches Ergebnis. Die Amplitude der Korrelationsfunktion wird umso groRer je
kleiner die Teilchenzahl wird. Dies entspricht anschaulich dem Gesetz "der kleinen Zahlen™:
die Schwankungen werden umso groRer, je weniger Teilchen daran beteiligt sind (Bsp.
Anderung der Teilchenzahl um 1: der relative Kontrast "an-aus" ist maximal fiir Fall "1 — 0",
(d.h. es wird ein oder kein Teilchen gesehen); der relative Kontrast ist wesentlich geringer fur
den Fall "1000 — 999", wenn bei einer gro3en Menge ein Molekiil verschwindet).

V2: Was fir Bedingungen sind phanomenologisch an ein zu untersuchendes System zu
stellen, damit es durch FCS analysierbar ist?

2.2. Aufbau

Die Experimente werden in einem konfokalen Mikroskop mit einem tber einen Strahlenteiler
eingekoppelten Laserstrahl geeigneter Wellenldnge durchgefiihrt (Sicherheitseinweisung
durch den Assistenten! Abb. 5). Das Laserlicht wird mit dem Mikroskopobjektiv in die Probe
fokussiert. Das Mikroskopobjektiv sammelt auch das Fluoreszenzlicht in einem parallelen
Strahl. Uber den gleichen Strahlteiler, der das Fluoreszenzlicht, im Gegenteil zum Laserlicht,
nicht reflektiert, werden die Photonen durch eine Tubuslinse auf eine Lochblende in der
Bildebene (Prinzip eines konfokalen Mikroskops) abgebildet. Der Durchmesser der
Lochblende gibt die Grél3e des Detektionsvolumens vor.

Bei dem konfokalen Aufbau passiert das Fluoreszenzlicht eine Lochblende, wodurch Licht
aus Bereichen vor (Uberfokus) und hinter (Unterfokus) der Fokalebene stark reduziert wird
(rote und blaue Linien in Abb. 5). Dies flhrt zu einer verbesserten Auflésung entlang der
optischen Achse z, da nur das Licht aus dem Fokalpunkt die Lochblende ungeschwacht
passiert. In der Abbildung 5 wird dies anhand der beiden gestrichelten Strahlengange, die
unter- und oberhalb der Fokusebene liegen, veranschaulicht.
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Abbildung 5: Schema eines konfokalen, inversen Mikroskops mit einer ,,Unendlich-Optik*.
Anregungsprofil des Lasers mit Auswirkung der Lochblende auf das Detektionsvolumen

(grau).

Das Fluoreszenzlicht wird mit einem (polarisierenden) Strahlteiler auf zwei Detektoren
aufgeteilt. Die Detektion erfolgt mit einzelphotonenempfindlichen Avalanche-Photodioden
(APD). Zu hohe Zahlraten (> 1 MHz) sind zu vermeiden!

Jedes detektierte Photon erzeugt einen Puls, der von einer Zahlelektronik registriert wird. Die
Pulse sind unabhéngig von der Wellenlange (Photonenenergie).

Kein Photon, das wahrend der Totzeit des Detektors ankommt, wird registriert (es werden
zwei Detektoren verwendet, um totzeitfrei arbeiten zu kénnen).

Die Korrelation erfolgt mit einem angeschlossenen Hardwarekorrelator.

Der Durchmesser des Detektionsvolumens ist mittels geeigneter Kombination wvon
Strahlquerschnitt, Lochblendengréfle und Objektiv auf ca. 1 pm eingestellt. Die
Lasereinstellung sowie der Einsatz der benotigten Fluoreszenzfilter und Strahlteiler
werden vom Assistenten vorgenommen.

Der konfokale Aufbau minimiert stérendes Hintergrundsignal, welches von Raleigh- und
Ramanstreuung des Ldsungsmittels sowie von darin enthaltenen fluoreszierenden
Verunreinigungen verursacht wird und proportional zum Detektionsvolumen ist. Das
Detektionsvolumen ist nur zwischen 1 und 6 fL gro3. Daher ist dieser Aufbau auch fir den
Einsatz in der Einzelmolekilspektroskopie gut geeignet. Niedrige Konzentrationen sind leicht
durch Verdinnung zu erreichen; das kleine zu untersuchende Volumenelement entsteht
mithilfe eines konfokalen Aufbaus. Dabei wird die GroRe des dreidimensionalen, gau3schen
Volumenelements durch folgende drei Parameter beeinflusst: den Laserstrahl, die konfokale
Optik und den Durchmesser des Pinhole (Lochblende). Anregungs- und Detektionsvolumen
sind nicht das gleiche, denn durch das Pinhole wird das Detektionsvolumenelement (in z-
Richtung) verkleinert (Abb. 5 rechts).



2.3. Modellfunktionen zur Interpretation von Fluoreszenzkorrelationskurven

Sind die Signalfluktuationen (Hell-. und Dunkelzustdnde) auf verschiedene, voneinander
unabhéngige Prozesse zuruckzufiihren, lasst sich die Korrelationsfunktion als Summe aus den
diese Prozesse beschreibenden Termen ausdriicken, multipliziert mit dem Diffusionsterm:

G(tc):1+%GD(tC)-{HZGi(tC)} (12)

Konkret bedeutet Gl. 12 z.B. fir Triplett- und Protonierungsreaktionen mit nicht-
fluoreszierenden Produkten, dass die Bunchingterme als Summe auftauchen. Jeder
Bunchingterm hat eine charakteristische Gleichgewichtskonstante Kr bzw. Kr und eine
charakteristische Relaxationszeit tr. bzw. tr.

6lt.) =1+--Gpt)-[1+ Gy (t.)+ 6o 1.

=1+%GD(tC)~ [ 1+ K, exp(= t. /t; )+ Kg exp(-t, /t; )]

(13)

Hierbei ist N die mittlere Anzahl der fluoreszierenden Molekile im Detektionsvolumen. Man
erkennt, dass die Amplitude der Korrelationsfunktion G(tc) invers zur Anzahl der Fluorophore
im Fokus ist. Bei bekanntem Detektionsvolumen kénnen daher Konzentrationen sowie die
(Photonen-)Z&hlrate pro Molekil, die bei geringer Anregungsleistungsdichte der
Fluoreszenzquantenausbeute proportional ist, ermittelt werden.
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Abbildung 6: Simulierter Verlauf einer Fluoreszenzkorrelationskurve: [0-1] Antibunching,
[2] chemische Reaktionskinetik, [3] Triplettkinetik, [4] translative Diffusion.

Abbildung 6 zeigt den simulierten Verlauf einer Fluoreszenzkorrelationsfunktion mit einer
logarithmischen Korrelationszeitachse. Terme, die in der Korrelationsfunktion zu einem
Abfall fihren, werden als Bunchingterme (aufgrund von "Bindeln” (engl. bunch) in der
Photonenspur, kurzfristig tberdurchschnittlich hohen Photonendichten) und solche, die zu
einem Anstieg fiihren, als Antibunchingterme beschrieben (Photonen kdnnen von einem
Fluorophor nicht beliebig schnell emittiert werden. Uberlegen Sie sich, warum (vgl.
Jablonski-Diagramm, Abb. 8).).

[0-1] Hier zeigt sich das Phdnomen des Antibunching. Das Photonen-Antibunching ist ein
rein quantenmechanischer Effekt und beschreibt das Phanomen, dass die Korrelation
zwischen zwei emittierten Photonen von einem einzelnen Molekdil fiir sehr kurze Zeiten tc mit
der Korrelationszeit zunimmt. Dies liegt daran, dass sich ein Molekul nach Aussendung eines
Photons zum Zeitpunkt tc = 0 im elektronischen Grundzustand befindet und somit naturlich
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die Wahrscheinlichkeit Null ist, ein zweites Photon auszusenden. Erst nach einer erneuten
Anregung des Molekils kann ein zweites Photon emittiert werden (daher wird die
Antibunchingzeit durch die Anregungsrate und die Fluoreszenzlebensdauer bestimmt). Bei
tc= 0 ms mussen zwei Photonen zeitgleich detektiert werden, um eine von Null verschiedene
Korrelationsamplitude zu erzielen (s. Gl. 7). Dies ist nach dem oben gesagten nur méglich,
wenn die Fluoreszenz von zwei verschiedenen Molekilen stammt.

[2] Die Ursache fur den Abfall an Punkt 2 kann z.B. ein chemisches Gleichgewicht
zwischen einer fluoreszenten und einer nicht-fluoreszenten Konformation des Fluorophors
sein. Derartige Kinetiken kénnen sich im Submikrosekundenbereich abspielen (wie gezeigt),
aber auch viele GrolRenordnungen langsamer sein. Die Gleichgewichtskonstante Kr entspricht
dabei dem Verhaltnis der Gleichgewichtskonzentrationen von dunkler und heller Spezies.

[3] Dieser Term im ps-Zeitbereich reprasentiert meist die charakteristische Triplettzeit tr
eines Molekdls. Dieser Term ist charakterisiert durch die Geschwindigkeitskonstanten des
Intersystem Crossing kisc und des Ubergangs vom Triplett- in den Grundzustand kr. Nach
dem Ubergang in den Triplettzustand ist das Molekil im Mittel fur die Zeit tr nicht am
Absorptions-Emissionszyklus beteiligt. Die Korrelationsfunktion féllt ab. Die Amplitude, K,
ist ein MaR fiir den mittleren Anteil der Molekile, die sich unter den gegebenen
Anregungsbedingungen im Triplettzustand befinden.

[4] Am Punkt 4, der typischen Diffusionszeit tp eines Molekils durch das
Beobachtungsvolumen, nimmt die Wahrscheinlichkeit ab, ein zweites Photon zu detektieren,
da das Molekdl aus dem Messfokus verschwindet. Bei den hier verwendeten Molekdlen liegt
die Diffusionszeit tp zwischen etwa ~ 200 ps und 2 ms. Die Korrelationsfunktion sinkt auf
das Langzeitmittel ab.

Im Praktikumsversuch soll v.a. der Korrelationsterm fur die translative Diffusion Gp(tc) sowie
der Korrelationsterm fiir die Triplettanregung der verschiedenen Fluorophore Gr(tc) betrachtet
werden

2.3.1. Diffusion

Der langsamste Prozess in unserem FCS-Experiment ist die Beeinflussung des
Fluoreszenzsignals durch die translative Diffusion. Der Fall "Diffusion in einem
Volumenelement, dessen dreidimensionale Ausdehnung fir jede Dimension mit einer
GauBfunktion beschrieben werden kann", ist analytisch losbar. Der Diffusionsterm (Gl. 14)
fur das dreidimensional approximierte Gauld’sche Detektionsvolumen enthélt eine
charakteristische Diffusionszeit tp und den Geometrieparameter wo / Zo (Abb. 7).

1 ! ;
Golle)= (1 "'tc/toj [1"' (/2o ) tc/tD] -

wo ist die radiale Ausdehnung (x-y-Ebene) und zo die axiale Ausdehnung (z-Achse) des
Beobachtungsvolumens, bei der die molekulare Detektionseffizienz jeweils auf 1/e?
abgefallen ist.



Abbildung 7: Darstellung des Anregungsprofils des Lasers und Beschreibung der
Detektionseffizienz durch Gaul3funktionen.

Aus den Fick'schen Gesetzen ist das mittlere Verschiebungsquadrat (hier o ) fur 2

Dimensionen bekannt, das in Beziehung zur Diffusionszeit und dem Diffusionskoeffizienten
steht:

w? = 4Dt, (15)
w, = /4Dt (16)
t, = w2 /4D (17)

Somit konnen diese Parameter (ber die Bestimmung der Diffusionszeit tp ermittelt werden.
Bei Rhodamin 110 ist die Diffusionskonstante bekannt mit D225 =~ 4,3-10° cm? s in Wasser
bei 22,5°C [1]. Das entspricht etwa Do =~ 4,0-10° cm? st in Wasser bei 20°C und kann nach
Gl. 19 unter Annahme konstanter MolekilgroRe auf andere Temperaturen extrapoliert
werden. Mit einem Verhaltnis von zo/wo, welches aus der Anpassung der Kurve erhalten wird,
berechnet sich nun das Detektionsvolumen Vp nach

Vo =727, (18)

Mit dem gemessenen Wert N (s. Gl. 12) kénnen somit Konzentrationen auf kleinstem Raum
bestimmt werden. Vp liegt im Allgemeinen im Femtoliterbereich.

Ein besonderes Augenmerk ist auf den Zusammenhang zwischen dem hydrodynamischen
Radius eines Molekdls, also seiner GroRe, und seiner Diffusionskonstanten D zu richten: die
Diffusionskonstante wird durch die Stokes-Einstein-Formel beschrieben:

KT

D= 19
67nR, 19)

Hierbei ist k die Boltzmann-Konstante und T die absolute Temperatur in Kelvin, n entspricht
der Viskositat des Mediums und R dem hydrodynamischen Radius, also der GroRe des
Molekiils. Bei konstanter Temperatur und Viskositdt des Mediums héngt die
Diffusionskonstante D eines idealerweise kugelformigen Molekils hauptséchlich von seinem
hydrodynamischen Radius bzw. seiner GroRe ab. Dabei ist zu beachten, dass eine
Verdopplung des hydrodynamischen Radius (d.h. 8-fache Zunahme des molekularen
Volumens Vm = Vkugel = 4/3 © Ry®) lediglich zu einer Halbierung des Wertes fur die
Diffusionskonstante fihrt (t, «1/D). Dies zeigt, dass die FCS fur die Bestimmung von
MolekiilgroRen anhand der Translationsdiffusionskonstanten recht unempfindlich ist!
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2.3.2. Triplettkinetik

In anschaulicher Weise lassen sich die verschiedenen photophysikalischen Prozesse anhand
des Jablonski-Diagramms diskutieren.

Der Singulett-Grundzustand So, der angeregte Singulett-Zustand S; und der Triplettzustand T
sind schematisch in Abbildung 8 dargestellt. Die photophysikalischen Prozesse sind durch
Pfeile angedeutet. Durch die Absorption (ko1) eines Photons wird das Molekil in einen
héheren Schwingungszustand von S; angeregt.

Das Molekil kann durch Abgabe eines Photons oder strahlungslos in den Grundzustand So
zuriickkehren (ko) oder durch einen Interkombinationsibergang in den Triplettzustand
gelangen (kisc). Von dort kann der Ubergang in den Grundzustand durch Phosphoreszenz (kr)
erfolgen.

N _4, | I
1 - |
e Kisc 3
E T
K | ko 4
1] So -

Abbildung 8: Jablonski-Diagramm

Durch Dunkelphasen wie dem Triplettzustand eines Molekils kann ein zusatzlicher
Bunchingterm im ps-Zeitbereich sichtbar werden. Man erhadlt hierfir folgenden
Korrelationsterm, der verschieden geschrieben werden kann:

N T.
GT (tc ) = KT ’ eXp(_ tc /tT ) = e L) eXp(_ tc /tT ) = 1 1-T-q ’ EXp(_ tc /tT ) (20)

Singulett (= fluoreszent) leq

Dabei sind Kr die stationare photochemische Gleichgewichtskonstante, Tieq die stationére
Besetzungswahrscheinlichkeit vom Triplettzustand T: und tr die charakteristische
Triplettrelaxationszeit k.

Mit
LR PRLOLT 3 (21a)
t; Kor + Ko
und
T Kic g Kisc Koy (21b)
1

" kT e k01 '(k|sc +kT)+kT '(ko +k|sc)

sind die Geschwindigkeitskonstanten kr und kisc des Ubergangs Ti—So und von S;—T;
zuganglich. ko ist invers zur messbaren Fluoreszenzlebensdauer zo des Fluorophors und ko; als
Anregungsrate ist proportional zur Anregungsleistung | und dem Absorptionsquerschnitt ooz
(ko1 = oo1-yp-1; yp ist die inverse Photonenenergie).
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2.3.3. Vollstandige Korrelationsfunktion

Die Kombination von GI. 13 mit Gl. 14 fihrt zur vollstandigen Korrelationsfunktion fir den
Fall der Diffusion in einem 3-dimensional gauRformigen Detektionsvolumen in Kombination
mit Triplettanregung sowie einer Gleichgewichtsreaktion erster Ordnung zwischen dem
leuchtenden Fluorophor und einem Dunkelzustand (z.B. einer Loschung aufgrund einer
Komplexbildung):

G(t,) =1+ LGy (t,) 1+ G, (t, )+ G, (¢, )]
N (22a)

¥2
=1+i£ 1 J[1+( 1)2 tc/tDJ [1+K; exp(=t, /t; )+ K, exp(= Kgt, )]

N 1+tc/tD a)o/z0

Bei gleichzeitiger Diffusion zweier Molekulsorten mit unterschiedlicher Heilligkeit B setzt
sich der gemeinsame Diffusionsterm additiv aus den beiden individuellen Diffusionstermen
zusammen. Die relativen Anteile mussen allerdings mit einem helligkeitabhangigen Faktor
gewichtet werden (die helleren Molekile tragen starker (quadratisch, siehe GI. 5) zur
gemeinsamen Korrelationskurve bei):

ot)=1+| —MB o ) —NB o )] Bee )+ Gt
(NlBl+NZBZ)2 (N1B1+NZBZ)2

N,BZ +N,BZ [ N,B? N. B2
= TNE. LGt )+ ——522—5 Gyt ) |- 1+ G, (t,) + Gt
+(N1Bl'|'Nsz)2{N1812+N2322 Dl(C)+ N,B/ + N,B2 DZ(C)} [+ T(c)+ R(c)]

=1+Nl[><1 Gt )+ (1= %) Go, (t, )] [1+ G- (¢ ) + G (8. )] (22D)

eff

it bl et |
Ny |\ L+t /tp, 1+ (0, /2, ) 1, /to, Lt L+ (@, /2,)" to/tos

(14 Ky et /) + Ky explkot, )]

Die effektiven Anteile x1 und x2 (= 1-x1) sowie die Teilchenzahl Neft (= Nefrekiiv) entsprechen
nur den tatsdchlichen Molekilanteilen bzw. der Gesamtteilchenzahl, wenn die Helligkeiten
beider Molekilsorten gleich sind (d.h. wenn B1 = B).

3. Versuchsdurchfihrung

Im Rahmen dieses Versuches sollen Sie die Diffusionsgeschwindigkeiten und die
Helligkeiten von drei unterschiedlichen, fluoreszierenden Molekilen untersuchen. Bei diesen
Molekiilen handelt es sich um ein ungebundenes, synthetisches Fluorophor, das
Rhodamin110, das mit einem Molekulargewicht von 366 Da die kleinste fluoreszierende
Einheit darstellt, die in typischen fluoreszenzmikroskopischen und -spektroskopischen
Versuchen zum Einsatz kommt.

Aulerdem werden wir das Protein GFP untersuchen, das mit 30,6 kDa deutlich gréRer ist.
GFP und seine andersfarbigen Derivate kommen beim Live-cell-Imaging zum Einsatz. Dabel
kann es vorkommen, dass das Molekulargewicht des GFP von 27 kDa das Molekulargewicht
eines Proteins, mit dem es gentechnisch zu einem Fusionsprotein zusammengesetzt wird,
sogar Ubersteigt, z.B. im Fall der Histonproteine, die nur ein Molekulargewicht zwischen 11
und 13 kDa haben. Trotzdem konnen auch solche Fusionsproteine erfolgreich zur
Untersuchung von Proteinmobilitdten eingesetzt werden. Warum ist dies moglich? Diese
Frage soll im Rahmen des Versuchs auch diskutiert werden.
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Das dritte Molekl ist ein fluoreszenzmarkierter Antikorper, der ein Molekulargewicht von
150 kDa hat. Dieses 1gG-Molekil wird haufig bei Immunfluoreszenzférbungen eingesetzt.

Gegebenenfalls werden auch noch andere &quivalente Molekile zur Verfligung gestellt.
Ziel dieses Versuches ist,

e dass Sie die unterschiedlichen Diffusionsgeschwindigkeiten der eingesetzten
Molekile ermitteln,

e dass Sie die unterschiedlichen, spezifischen Helligkeiten der eingesetzten Molekiile
ermitteln,

e dass Sie mit Hilfe der bekannten Diffusionskonstanten D von Rhodamin 110 die
Grofle des konfokalen Volumenelemtes berechnen,

e dass Sie herausfinden, welche zwei der drei fluoreszierenden Molekiile in welchem
Verhaltnis in einer Losung vorliegen, die wir Thnen zur Verfugung stellen.

Dazu werden FCS Kurven der drei oben beschriebenen Molekilarten aufgenommen und die
entsprechenden Konstanten fir die Diffusionsgeschwindigkeiten und Helligkeiten bestimmt.
Unter Berucksichtigung dieser Konstanten kénnen dann die Komponenten und die Anteile
dieser Komponenten in einer unbekannten Losung ermittelt werden.

3.1. Vorbereitung:

Beachte: Die Daten sollen im Netzwerk auf dem Laufwerk ,,Praktikumsdaten“ abgelegt
werden. Dadurch kénnen Sie auch von anderen Arbeitsplatzen auf die Daten zugreifen und
z.B. die Auswertung abschlieBen. Bei den abgespeicherten Daten bitte im Dateinamen den
Namen der Probe angeben!

Fur die Messungen verwenden Sie Kammerdeckglaschen. Alle Molekile werden in PBS
verdiinnt. Achten Sie beim Hantieren am Messaufbau darauf, dass Sie nicht direkt in das
Laserlicht schauen! Zur Schonung der Detektoren und Vermeidung von Nichtlinearitaten
mussen die Zahlraten unter 500 kHz bleiben! Alle Messungen werden zweimal
durchgefuhrt. Zur Auswertung sollen dann die entsprechenden Mittelwerte benutzt werden
(Mittelwerte der Fitparameter, der Z&hlraten etc.).

Notieren Sie die Raumtemperatur wahrend der Messung!

3.2. Durchfuhrung:

1. Bestimmung des Streulichtanteils aus Messung mit reinem Puffer (PBS)
(Reinheitstest: der Puffer sollte neben einer niedrigen Z&hlrate keine bzw. eine sich
nur in der Nahe des Rauschens befindende Korrelationsamplitude aufweisen). Bitte
notieren Sie die Z&hlrate!

2. Messung von Rhodamin 110:

a. Legen Sie 1 ml PBS vor und pipettieren Sie in den Tropfen eine pl-Menge
einer Rhodamin-110-L6sung, so dass Sie eine Zéhlrate von etwa 50 kHz auf
jedem Detektor erhalten. Die Losung muss gut durchmischt werden!

b. Messen Sie 2-mal, jeweils 2 Minuten, speichern Sie beide Messungen ab.

Was passiert mit der Amplitude der Korrelationskurve (Wert auf y-Achse), wenn Sie hohere
Farbstoffkonzentrationen haben?

3. Messung von GFP:

a. Legen Sie wieder 1 ml PBS vor, pipettieren Sie 0,5 pl der GFP-L6sung in den
Tropfen.
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b. Fihren Sie wieder 2 Messungen a 2 Minuten durch.
4. Messung des Antikorpers Alexa-488-1gG:

a. Legen Sie wieder 1 ml PBS vor, pipettieren Sie 0,5 pl der Alexa-488-1gG-
Losung in den Tropfen.

b. Fihren Sie wieder 2 Messungen a 2 Minuten durch.
5. Messung von zwei Losungen mit jeweils zwei unterschiedlichen Komponenten:

a. Legen Sie wieder 1 ml PBS vor, pipettieren Sie 0,5 pl der Losung mit den zwei
Komponenten in den Puffer.

b. Fihren Sie wieder jeweils 2 Messungen a 2 Minuten durch.

4. Auswertung
4.1. Mathematische Analyse der Messungen

4.1.1. Anpassung der Modellfunktionen

Die Kurvenanpassungen werden gemeinsam mit dem betreuenden Assistenten
durchgefuhrt!

Zur Kurvenanpassung soll ein zur Verfligung gestelltes Excel template benutzt werden. Die
ASCII-Daten der Korrelationskurven werden dazu mittels ,,copy-paste* aus der
Steuersoftware des Hardwarekorrelators in die Exceldatei geladen. AnschlieRend wird eine
nicht-lineare Kurvenanpassung durchgefihrt. Fir diese Kurvenanpassung wird eine
Fitfunktion  entsprechend  Gleichung  22b  benutzt. = Zum  Anpassen  von
Einkomponentensystemen (die Messungen an den reinen Losungen, nicht der Mischung) wird
der Anteil der ersten Komponente (Parameter x: in der Modellfunktion) auf x; = 1 festgelegt.
Bei einer Zweikomponentenanpassung kann der Strukturparameter zo/wo hier prinzipiell fur
beide Molekiilsorten verschieden sein (— Sattigungseffekte), kann aber hier im Rahmen der
Messgenauigkeit als konstant (d.h. farbstoffunabhéngig) angesehen werden.

Die Konstanten des experimentellen Aufbaus unter den gegebenen Bedingungen
(Achsenverhéltnis des Detektionsvolumens zo/mo) werden aus der Messung mit reinem
Rhodamin 110 gewonnen.

Fur jede Messung werden mithilfe des Fitmodells die Triplettamplitude und —relaxationszeit,
die Diffusionszeit und die Teilchenzahl im konfokalen Volumenelement, sowie die Helligkeit
des jeweiligen Fluorophors bestimmt (Zahlrate pro Molekil = Gesamtzéhlrate dividiert durch
die Molekulzahl N).

Der Erfolg dieser nichtlinearen Kurvenanpassungen héangt stark von der korrekten Wahl der
Startparameter ab. Diese sollten daher vor dem Fit durch Betrachten der Messkurve
abgeschatzt und eingegeben werden. Die charakteristische Diffusionszeit tp wird im Bereich
von 0,15 bis 2 ms liegen, das Achsenverhaltnis (zo/mo) etwa zwischen 2 und 7. Falls die
Fitergebnisse stark von den Erwartungswerten abweichen, mdissen die Startparameter
entsprechend variiert werden.

Fir die Anpassung der Losung mit den unbekannten Molekilen mussen Sie das komplette
Fitmodell mit beiden Diffusionstermen benutzen. Aus den bestimmten scheinbaren Anteilen
der Molekilsorten x1 und x2 (= 1- x1) lassen sich mithilfe der vorher gemessenen Helligkeiten
B (Zuordnung anhand der charakteristischen Diffusionszeiten, x; ist hier meist der Anteil der
Komponente mit der kirzeren Diffusionszeit) mit Gleichung 23 (abgeleitet aus Gl. 22b) die
tatsachlichen Molekilanteile berechnen:
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~ NBZ 1
& N,B? + N,B? +N27I322
NlBl2
N,B; 1 1 (23)

NB! X
2 2
SAEORD
Nl X1 BZ Xl BZ

Die einzelnen Konzentrationen konnen prinzipiell aus dem Vorfaktor (1/Netf) aus Gleichung
22b berechnet werden:

1

1 N,BZ+N,B;

Neff ('\1181‘+"\1sz)2
2
, B+ 2B, (24)
(N,B, +N,B,) N,
PN = BTN e T, N, o,
121 2B2 B1 +|\TZBZ
1

Alternativ kann die Mischung unter Berticksichtigung der gemessenen Gesamtintensitat:
NF(geS)=NlBl +N,B, =Nges(lel+ szz) (25)

mit den absoluten Molekilzahlen im Fokus N, +N,=N_.und deren Anteilen in der

ges

Mischung f, + f, =1 analysiert werden. Mit f /f, = N, /N, folgt aus GI.23 und GI.24:

-1

N (ges) N (ges) (B,-B,) 26
Ny =7 = £ =N (ges) 1 +B (26)
’ (f181+ szz) (fl(Bl_Bz)+BZ) ] i 5 2_ i 2+1 ’
X\ B, B,

Alle Zeitangaben (Korrelationskurve, Fitparameter) haben die Einheit "Millisekunde”. Die
Fitparameter entsprechen dabei den photophysikalischen Parametern aus GlI. 22b:

Tabelle 1: Erklarung der Parameter in der Ergebnistabelle

Gl. | off
29 | set | Neff to1, tb2 | Zo/wo X1 Kr tr Kr tr
. schein- . . . .
eﬁeknve Diffusions | Achsen- barer Tnpl_ett- TrlpletF- Glel_ch- Reaktlo_ns-
Teilchen- - At . ampli- relaxations- | gewichts- Relaxations-
-zeiten verhéltnis | Anteil .
zahl von 1 tude zeit konstante rate

Fir das Protokoll:

1. Stellen Sie alle Fitparameter (Neff ,...., tr) aus allen Messungen (Rhodamin, EGFP,
Alexa-488-1gG, Mischungen) in einer Tabelle dar, sowohl die Einzelwerte als auch
deren Mittelwerte.
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4.2. Graphische Darstellung und visuelle Analyse der Messungen durch Normierung

Ziel: Es ist wichtig, Messkurven mit "einem™ Blick qualitativ auf den Messerfolg hin zu
kontrollieren und miteinander vergleichen zu kénnen. Entscheidend hierfur ist eine geeignete
Darstellung der Messergebnisse, die einen schnellen Kurvenvergleich erlaubt. Daher wird
unten ein Normierungsverfahren angewendet, um die Messkurven besser vergleichbar zu
machen.

Dazu werden die schon nach Excel exportierten Daten der Korrelationskurven gemittelt, auf
gleiche Konzentration normiert und gemeinsam in einer Graphik dargestellt.

4.2.1. Normierung auf die Konzentration und die Basislinie:
Dazu werden nédherungsweise der Wert der Amplitude des Diffusionsbunchingterms der
jeweiligen Messung (Rhodamin110: bei te(norm) = 5 * 10 ms, EGFP: t¢(norm) = 2 * 102 ms,
Alexa-488-1gG: te(norm) = 2 * 102 ms) und der Wert der Basislinie (t: = 100 ms) benutzt und
in die folgende Formel eingesetzt:

(Gexp( ) exp (tc = 00 ms))

exp (t (norm)) Gexp( =100 ms)) (27)

Gnorm (tc):1+ (

Hinweis zur Normierung: Die Zeit fur die Normierung wird so gewéhlt, dass der Punkt im
mdoglichst horizontalen Plateaubereich der Kurve liegt (also nicht im Abfallbereich eines
Bunchingterms).

30

——rh110
R - - GFP+Triton
26 . — — 1gG-A488+Triton
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224
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Abbildung 10:
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Die Normierung auf die Konzentration erlaubt einen direkten visuellen Vergleich der
Diffusionszeiten und veranschaulicht gegebenenfalls die Entwicklung zusatzlicher
Bunchingterme (wie z.B. durch eine andere Triplettkinetik).

Fir das Protokoll:

1. Erzeugen Sie eine Graphik, die alle 5 gemittelten Korrelationskurven (reine
Substanzen und Mischungen), die auf die Konzentration normiert wurden, enthélt (s.
Abb. 10).

2. Markieren Sie in den einzelnen Korrelationskurven die aus den Fits ermittelten
Diffusionszeiten. Haben Sie diese Ergebnisse fir die Diffusionszeiten erwartet? Bitte
diskutieren Sie Ihre Ergebnisse.

3. Welche zusatzlichen Bunchingterme kdnnen Sie in den einzelnen Korrelationskurven
erkennen? Markieren Sie diese!
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4.3. Abschatzung der Grolie des Detektionsvolumens

Aus der gemessenen Diffusionszeit (tp) des Farbstoffs Rhodamin 110 und dem
Achsenverhéltnis (zo/wo) und unter Bertcksichtigung des Diffusionskoeffizienten wvon
Rhodamin 110 in Wasser und verdiinnten wéassrigen Losungen von D225 = 4,3-10% cm?s bei
22,5°C kann, wie in Kap. 2.3.1. beschrieben, das Detektionsvolumen des konfokalen Aufbaus
berechnet werden. Ein weiterer Wert wére Do = 4,0-10° cm? s bei 20°C. Schitzen Sie ab,
entsprechend der bei der Messung vorliegenden Temperatur.

Beachte: Benutzen Sie zur Berechnung die Messwerte aus der gepufferten Losung.

Mit diesem Volumen und den in den Fits bestimmten Teilchenzahlen kénnen nun die
absoluten Konzentrationen der benutzten Farbstofflésungen berechnet werden.

Fir das Protokoll:

1. Berechnen Sie das Detektionsvolumen des konfokalen Aufbaus! Alle nétigen Formeln
dazu finden Sie in Kapitel 2.3.1., Diffusionszeit und Achsenverhaltnis haben Sie Uber
den Fit der Rhodamin-110-Messung ermittelt.

2. Bestimmen Sie dann die Konzentrationen (Einheit [nM]) der drei Einzelldsungen mit
Hilfe der gemessenen Teilchenzahl (inverse Amplitude des Diffusionsbunchingterms
der Korrelationsfunktion; N1 = Net bei Einkomponentenfits)!

3. Geben Sie aus den Messungen der Einzellésungen auch die gemessene Zahlrate pro

Molekdil an (Summe der Z&hlraten beider Detektionskanéle dividiert durch die mittlere
Teilchenzahl. Fir beide Messungen separat bestimmen und anschlielRend mitteln).

4.4. Analyse der Mischungen

Mit dem Parameter x; aus den Fits der Modellfunktion (Gl.22b) an die Messdaten der
Mischungen sollen jetzt die tatsachlichen Teilchenzahlverhaltnisse Ni/N> mit Hilfe der
spezifischen Helligkeiten B;i der verschiedenen Fluorophore berechnet werden (Gl. 23).
AnschlieBend konnen mit GIl. 24 (bzw. Gl. 26) die absoluten Konzentrationen der
Mischungskomponenten bestimmt werden.

Beachte: Bei der Auswertung dirfen die Indices fir Molekilspezies nicht verwechselt werden
(xt, B1, Ni,... muss sich immer auf die gleiche Komponente beziehen). Besonders
charakteristischer Parameter: Diffusionszeit!

FUr das Protokoll:
1. Berechnen Sie die tatséchlichen Teilchenzahlverhaltnisse N1/N2 in den Mischungen
2. Berechnen Sie die absoluten Konzentrationen der Mischungskomponenten

4.5. Uberprufung der GroRenabhangigkeit der Diffusionskoeffizienten

Nach der Eichung des Detektionsvolumen des konfokalen Aufbaus mit Hilfe des bekannten
Diffusionskoeffizienten von Rhodamin 110 sollen jetzt die Diffusionskoeffizienten der
anderen gemessenen Molekile berechnet werden (GIl. 15, GI.16 und GI.17). Unter der
Annahme der Konstanz des Strukturparameters (zo/wo) konnen die Diffusionskoeffizienten
auch direkt nach p, /D, =t,, /t,, erhalten werden.

Fir das Protokoll:

1. Berechnen Sie die unbekannten Diffusionskoeffizienten. Ermitteln Sie dann mit Gl. 19
die effektiven Radien (unter Annahme der Kugelform) dieser Molekule. Dazu
benotigen Sie den Wert der Viskositat des Losungsmittels (Naherung: mpuffer = 7wasser)
bei der Versuchstemperatur (Literaturwert mit Zitat!). Vergleichen Sie die dann zu
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berechnenden molekularen Volumina mit den Molekulargewichten (Auftragung von
Vm (Ordinate) vs. Mw (Abszisse)) und diskutieren Sie das Ergebnis. Geben Sie die
molekularen GroRen (hydrodynamischer Radius Rn, Volumen Vi) in [nm] bzw. [nm?]
an, das Molekulargewicht Mw in [kDa].

4.6. Fehlerbetrachtung
Far das Protokoll:

1. Diskutieren Sie fur alle angegebenen Werte (1.) die sich aus dem Experiment
ergebenen Fehlergrenzen (Streuung der Messwerte, Ablesegenauigkeiten, gemachte
Né&herungen etc.) und (2.) im Vergleich mit Literaturwerten bzw. allgemeinen
Abschatzungen mdogliche Abweichungen vom Erwartungswert. Die Literaturwerte
sollten dabei unter unserem Versuch &hnlichen Bedingungen gemessen worden sein
(Lésungsmittel, Temperatur) bzw. auf diese umgerechnet werden (Stokes-Einstein-
Gl.).

5. Stichworte zur Vorbereitung
e Prinzipieller Aufbau zur Messung von FCS, konfokales Mikroskop, Epi-lllumination
e Interpretation von FCS Kurven, Modelle
o Diffusionsgesetze (Fick'sche Gesetze)
e Singulett- und Triplettzustande
¢ Rotationskorrelation, Fluoreszenzanisotropie

e Einzelphotonenempfindliche Detektoren
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