Konzepte der Einzelmolekildetektion (SMD)

Green-flourescent Protein (GFP): Starkeintrinsische Fluoreszenz (Autofluor eszenz)

_ _ Struktur des Fluorophors
» Struktur mit 238 Seitengruppen

»|soliert aus der Qualle (Aequora victoria) ’/<
>Variation der Wellenlangen durch gezielte O/\N o __
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AS Sequenz (=> Nahe der tyrosin-hydroxyl- NXW
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Konzepte der Einzelmolekildetektion (SMD)

Anwendungen von autofluor eszierenden Proteinen

FRET-Paare (,, Cameleon-Strukturen®):
Direkte Expression autofluoreszierender
Proteine unterschiedlicher Wellenlangen
am Anfang (N-Terminus) und am Ende
(C-Terminus) der zu untersuchenden
Proteinstrukturen.

In vivo Studien:
Einfaches Einbringen der fluoreszierenden

Struktur (z.B. GFP) in die Zelle auf DNA-Ebene.

=> Mikroskopie: Anférben von ausgewahlten
Bereichen der Zelle

Nachteile:

GFPs sind grof3e Strukturen, d.h. Probleme bei
Analyse von Konformationsanderungen und
mit potentiell starken Anderungen an den zu
untersuchenden Proteinen.

weliter e autofluoreszierende Proteine

> Y ellow-fluorescent Protein (Y FP)
(I e 520 —550 nm)

» DsRed Protein (aus Discosoma;
Korallen), liegt alerdings
normalerweise als Tetramer vor.

(I e ~ 560 NM)

Lange Wellenlangen sind in der Praxis
von Vorteil:

Geringere Streuung und Absorption in
L 6sung biologischer Molekile !
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Fluoreszenzspektroskopie: Anwendungen auf Einzelmolekile

Fluoreszenz-K orrelations-Spektroskopie (FCS):

Studium der Molektlein Ldsung

Die Anzahl von Molekllen in dem fokalen Volumen kann zu jeder Zeit mit einer
Poisson-V erteilung beschrieben werden. Fir die Fluktuation der Partikelanzahl

gilt: - >
) (- 9F)
(N) (N (N
Unter der Annahme, dass die Anregungsintensitat konstant ist, kann die Fluktuation des
Fluoreszenzsignals als Funktion der Zeit wie folgt geschrieben werden:
T
dF (1) = F(t)- (F (1)) it (F(®) :%ﬂz(t)dt

0
Fir die praktische Beobachtbarkeit von zeitlichen Anderungen im Fluoreszenzsignal

sind die folgenden Randbedingungen wichtig:

» Moglichst wenig Molekile im Volumen
fUhren zu grof3en Schwankung von F(t)

» Genugend viele Molekile im Volumen sind
wichtig fUr ausreichendes gutes S/N
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Fluoreszenz-K orrel ations Spektroskopie (FCS):

Bei dieser Fluktuation der Fluoreszenzintensitat gehen verschiedene Faktoren ein:

W(r): raumlich Ausdehnung des

dF (1) = V(Ndfhc(r, v Belichtungsvolumen (Ellipsoid)
' h = lokosx
mit der zugehdrigen 0: Quantenauspeute

lo: max. Amplitude des Laserstrahls
k: Detektionseffizienz
(F(t+t,)F(t)) s : molekularer Absorptionsguerschnitt
<F>2 C: Konzentration der Fluorophore im
VolumenV (z.B 1 femtoliter).

Autokorreéeationsfunktion

G(t,) =

und der Korrelationszeit t.. Esgilt G(t=¥% )=0

Das Signal wird mit Bezug auf seine Selbstéhnlichkeit nach einer Korrelationszeit t.
analysiert. Die Autokorrelation G(t=0) ist deshalb die normalisierte Varianz des
fluktuierenden Signals und gibt damit Auskunft tber die absolute Konzentration im
Anregungsvolumen.

=> Bestimmung von N und damit von C aus der Autokorrelationskurve !
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Fluoreszenz-K orrel ations Spektroskopie (FCS):

Frei diffundierende Teilchen in drei Dimensionen:;

Diffusionszeit im
konfokalen VVolumen

1 1 1
G(tc) = Xphoto X t X 2
Veff<C>1+_C , Ot t :rL
e T >~ 4D
P Hoglop
RhE G
Prozesse die zum Abfall \ ——— Olige 1
von G(t) beitragen = Qige 2
. o — igo 2
e quenching Effekte c
* Triplett Formation =
= Diffu=sion

* Trandationsdiffusion (D,M, r)

Konzentrationsbestimmung

B 1
(€)= V., °G(0)

FCS-curves of R6G and
R6G- |abeled
DNA-oligonucleotides
in agueous solution

T T T
1E-£ 1E-4 1E-1 =R+ (o | 1 & 1R 1S5S

t /ms (C. Seidel Gottingen).
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Fluoreszenz-K orrel ations Spektroskopie (FCS):

FCS. Anwendung Proteinfaltung

Der hydrodynamische Radius Rg
beeinflusst den Diffusionskoeffizienten D
und zeigt sich somit in eine veranderte
Autokorrelation im FCS-Experiment.
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Fluoreszenz-K orrel ations Spektroskopie (FCS):

Anwendung der FluoreszenzK orrelations-Spektroskopie:
Wieviele Liganden kann ein Rezeptor binden ?

(a)
(b) R+ nL = RLp (c)
Detection volume 4 re:eplur E
[ E
Chemical reactions 2
9 o
Rotational diffusion E
Translational diffusion E
Flow * « | + receptor - ﬁ
Oligomerization and binding . . # E
]
e . * = : | 1 . :
0 1 2 3 4
Titration steps
Zuc: Fluoreszenzmarkierte Liganden (Kugeln) Fonds T Pramacokata St
Anzahl der Liganden (im Volumenelement) Hoviuset al., TIBS, 2000

as Funktion der Rezeptorkonzentration.
o . die Zahl der Liganden bleibt auch mit steigenden
Zahl der Rezeptoren konstant
(=> ein Ligand pro Rezeptor)
O: Kontrolle mit bekanntem Bindungspaar « cindeutige Ergebnisse
Streptavidin-Biotin mit (4:1 Stéchiometrie) .
* sehr geringe Probemengen
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Grol3es Potential der FCS

beim Einsatz in der Analytik
(Medizin, Pharmazie, Biotechnologie):
» schnelle Messungen



Fluoreszenz-K orrel ations Spektroskopie (FCS):

Zwei-Farben FCS/ Kreuzkorrelationen

» Anregung zweier Farbstoffe im gleichen
konfokalen Volumen

» Berechnung der Kreuzkorrelationen

=> Beobachtung eines starken Signals
(Kreuzkorrelation) bel Assoziation
von zwei unterschiedlich markierten
Molekdlen.
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Konzepte der Einzelmolekildetektion (SMD)

M ehr photonen Anregung

Prinzipiell kann ein Fluorophor der z.B. eine Absorptionswellenlénge von 280 nm
aufwei st auch von Photonen der Wellenlange die ein vielfaches dieser Wellenlange
aufweisen (560 nm, 840 nm) angeregt werden. Wichtig ist hierbei alerdings, dass diese
Photonen innerhalb eines sehr kurzen Zeitintervalls (Attosekunden; 10-18 s) auf den
Fluorophor treffen, um in der Summe die bendtigte Anregungswellenlange zu erzeugen.

Solche Anforderungen kdnnen nur mit Tryptophan Multiphoton Absorption

Lichtquellen extrem hoher Photonen Mnm)  hv(eV) Tryptophan

Flussdichte erfillt werden ( ~ 1032 | 200f . mm:—cuiﬁﬁf"

Photonen/sec). Hierfiir sind im Angte Ho

allgemeinen gepulste Laser im Sl Wy e ———

langwelligen Bereich des Spektrums 300 4.0 l I

mit hoher Pulsintensitét notig. g P 1.0 Emission
: : Photon —» (348 nm)

Im Vergleich zur Einzel photonanregung gﬂ 2.0

ist ein Photonenfluss nétig, der etwa P‘;,':t‘f;"_?’ -

zehn Millionen mal grof3er ist ! : 3P 2p 1P

=> Problem: Probenschadigung !!! Ehade:3 Excitation
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M ehrphotonen Anregung

Anwendungen der M ehr photonen Anregung

Bei der Mehrphotonen Anregung spielt der Vorteil einer ver besserten Fokussierung
die entscheidende Rolle. Da die Anregungswahrscheinlichkeit fir die zwei-Photonen
Absorption mit dem Quadrat der Photonendichte abnimmt, gibt esein kleineres
Anregungsvolumen alsin der Einzel photonenanregung.

Diese Eigenschaft des Anregungsprofils
fUhrt auch zu einer deutlich ver minderten
| Photozer storung in der Probe, dakeine

Fluorophore Excitation in Multiphoton Microscopy

Lr.-r:g Wavelength Photons Laser
i o . — Puises  Anregung der Fluorophore am Rand des
o ¢ ‘ _ 7™ - o L aserstrahls stattfindet.
ey i
{F :. - " i Fmﬁfggﬁgm Excitation Photobleaching Patterns

e ‘ "\'ﬁ at F“‘ipnh“ﬂm l:n_:-!.rerslip Photobleached Flu?mphnre Light !ﬂa_ﬂj
g -—‘%i oy Focal
Flunruphurﬁ Plane

(a) Confocal Microscopy (k) Multiphoton Microscopy

Figure 4 Glass Microscope Slide Figure 5
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Time-Correlated Single Photon Counting (TCSPC)

Prinzip des TCSPC

Um Lebensdauern (0.3 — 10 ns) von Fluorophoren
zu bestimmen, kann man im Prinzip die

Histogramm aufgetragen
nach ,, Ankunftszeit”

Detektionszeit eines jeden angeregten Fluorophors . nophoton registersd
messen (z.B. mit einer Zeitaufl 6sung von ~ 50ps). no photon registere
Probleme: £ = : firet photon

* geringe Zahlstatistik, => Photozerstrung o photon registered
» teure schnelle Elektronik (Trans entenrekorder) J . oo ghieian

LOSUng :> TCSPC L resull afler many c:ycles

Periodische Anregung des Fluorphors
(z.B. mit 80 MHz Wiederholrate) mit Datensammlung
Uber viele Lebenszyklen des Fluorophors Prinzip des TCSPC

wichtig:

[ B s \-‘ many cycles do not \l
. .y . ' & praduce a phaton "
Dl e Wahr&hel nl | Chkelt mehr K flucrascence ohoton fluorescance photon
a's ein Photon pro Zyklus zu :

messen ist klein ! \—

TCSPC

G B ¥ }'
Histogram

start-stop-time 4 start-stop-time 2

Wahl et al., Photonik, 2000 Biospektroskopie 239



Konzepte der Einzelmolekildetektion (SMD)

Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer

Die Genauigkeit der Ankunftszeit bestimmt

Im wesentlichen die Genauigkeit der

L ebensdauermessung. Dieser Fehler ist ungefahr
10-mal kleiner als die Breite der Detektor
Puls-Antwort (z.B. SPAD 300 ps FWHM).

=> ZeitauflGsung der Messung: ca. 30 ps
=> Ausreichend zur Bestimmung von
Fluoreszenzlebensdauern (0.3 — 10 ns)

Ein welteres kritisches Element bel der Bestimmung
von Lebensdauern stellt die Schnelligkeit der
verarbeitenden Elektronik dar.

Dretectarin |
CEE: 1
. 7 TAC: ; ADC Histogrammer
: Syncin L “Jl_.i : -
Level Trigger |

Wahl et al., Photonik, 2000 Biospektroskopie

Wumber of photons

Bestimmung der L ebensdauer
uber Exponentialfit

50 photons

. IIHHhLI S8 BN 8 B o SN SR

140 500 photons
g . ! .L.L.L ..J;HL fndina, h.i.u.-.l..ﬂl.hulmlx.. e hme st b ikl

S0 photons

SO0A0 photons

Time channels

CFD: Comparator

betResdat | TAC: Time to Amplitude Converter

ADC: Analog to Digital Converter
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Konzepte der Einzelmolekildetektion (SMD)

: : ) : Burst integrated Fluorescence
' TCSPCin der EinzelmolkUldetektion Lifetime (BIFL)

JUF " 1k Integrationszeit 3 ms

= |, T=22n8 5 { =1 1 A ne 31 =3

1k : - “1 B: Elektronentransfer

mﬂ”—“ B L iy i R Reaktion => verkirzte
L ebensdauer

C. , blinking*

- Anwendung
Energietransfer tber
Bestimmung der Lebens-
dauern

Count rate (kHz)

E=1- tﬂ

to
Vorteil der Messung von
0 500 - 1000 1500 2000 2500 E Uber t:
Time (ms) Das ” L ebensdauer-S gnal“

ISt weniger externen
nach M. Sauer (Heidelberg): Oligonukleotide mit gebundenen Schwankungen unteryvorfen
Rhodamin-Fluorophoren. asdas, Intensitéts-Signal“.

Biospektroskopie 241



Nahfeldmikroskopie

Eine zentrale Begrenzung der optischen Mikroskopie liegt im Rayleigh schen
Diffraktions-limitierenden Auflosungsvermdgen. Im Prinzip kdnnen nur Strukturen

aufgel 6st werden, die in der GroRenordung der Wellenlange des verwendeten Lichts liegen.
Ein Ansatz diese Begrenzung zu umgehen stellt die Nahfeldmikroskopie dar.

Hierbel wird die Lichtquelle in einer sehr

diinnen Glasfaser sehr nahe an das abzubildende MR DTN inaging Se e

Objekt gebracht. Sowohl der Durchmesser der Figure 2 —Fﬁ'g‘-‘
Apertur als auch der Lichtquellen-Proben Abstand  aperture (a)

sind kleiner als die Wellenlange des Lichts. (@a<h _§ Near-Fietd
Dies fiir dazu, dass Beugungserscheinung beim Apecinen. —

Abbilden des Objekts nicht auftreten.

Um ein vollstandiges Bild des gesamten Objekts - W
zu erhalten, muss die Proben in einen feed-back Far-Field ﬁ’m

System abgerastert werden (vergleiche AFM, Sty PR Cbjective
LSM).
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Nahfeldmikroskopie

Techniken und Methoden:
Beispiel Scanning near-field optical microscopy (SNOM)

Nahfeldmikroskopie Experimenteller Aufbau
sehr gute Auflésung durch sehr

. . Rick-
kleine Lichtquelle < 100 nm *{knp_r.-lrl_lm?g- — ﬂ: CW-Laser
=> keine Abbé-Diffraktionsgrenze S | /

Elektronenmikroskopische Aufnahme ‘

Anrequngepiazo
.. . CCD
geatzter SNOM-Spitzen r
{ Mahfeld Spitze| Probe
| — i o Sﬂﬁlﬂr’ﬁ-
\— %,y 2- qraph
Piezo-
Mikroskop- stelitisch
objektiv
Klappspiegal ‘
dichmi“sche' - - - - I.l.:.'-
Spiegeal E
Loch-
Video- blende
kameara APD
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Nahfeldmikroskopie

> Glasfaserspitzen werden mit Metall bedampft; Apertur-SNOM-Spitzen: | > asdie Offnung
am Ende der Spitze; groRRer Lichtdurchsatz und gut definierte kreisformige Offnung

»konstanter Abstand Probe-Spitze: Scherkraft-Ruckkopplung => Uber Eigenresonanz
der Spitzenschwingung => Amplitude nimmt deutlich ab bel Abstéanden <5 — 15 nm.

Anwendung

Neben dem reinen Abbildungsverfahren auch in Kombination mit
Fluoreszenzspektroskopie, sowie mit FTIR-, Raman-Spektroskopie und mit AFM

A.) SNOM-Fluoreszenzbild (selektiv angefarbte Zelle)
B.) konfokale Aufnahme (Auflésung ca. 300 nm)

Abbildung: Latex-Kugeln
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