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Zusammenfassung
Die vorgestellte Arbeit zeigt die erfolgreiche Entwicklung und Anwendung eines Proben- und Meßsystems

zur Untersuchung der uiden Eigenschaften von Lipidmembranen im engen Kontakt zu einem Substrat.

Die Diffusion von uoreszenzmarkierten Membranbausteinen wird in der Lipidmembran von stark adhä-

rierten Riesenvesikeln mit der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie quantitativ untersucht. Der direkte
Vergleich der Kontaktmembran zur Freien Membran gestattet Aussagen über das Diffusionsmodell auf Ein-
zelmolekülniveau und die Zahl der beweglichen Teilchen.

Die Herstellung der unilamellaren Riesenvesikel erfolgt über ein optimiertes Verfahren, welches bei Ver-
wendung von strukturierten planaren ITO/Quarz-Elektroden eine große Ausbeute gewährleistet. In den
Herstellungsprozeß integriert ist der Einbau der farbstoffmarkierten Membranbausteine.

Die Grundlagen der Diffusion in Membranen werden dargestellt und deren Repräsentation in der Korrela-
tionsanalyse erläutert. Die Auswirkungen von reektierendem Substrat, wie dem verwendeten oxidierten
Silizium, werden in Hinblick auf das konfokale Abbildungssystem des Meßaufbaus entwickelt.

Das entwickelte Meßsystem für niedrige Farbstoffkonzentrationen gestattet die Anwendung bei unter-
schiedlichen Problemstellungen. Die Diffusionsuntersuchung auf Einzelmolekülniveau kann dabei sowohl
in einer Standard- als auch in einer Long-Distance-Konguration durchgeführt werden. Die Auslegung
für reektierende oxidierte Siliziumsubstrate gestattet in Verbindung mit einer Probenrasterfunktion eine
geometrische Adhäsionscharakterisierung.

Die Diffusionsuntersuchung im konfokalen Volumen erlaubt die separierte Messung in der Freien Mem-
bran und in der Kontaktmembran. Die Modelle der Normalen Diffusion in der freien und verlangsamten
Anomalen Diffusion in der gestützten POPC:DOPME-Membran beschreiben die Bewegungseigenschaften
der untersuchten Lipidfarbstoffe: TRITC-DHPE, DiIC18, Di-8-ANEPPS sowie des Antibiotikums Grami-

cidin C und des lageändernden Flip-Flop-Peptids LAH4. Das verwendete Substrat: Standard-Deckglas
und oxidierte Siliziumchips mit 100nm und 2; 37¹m Oxiddicke sowie die Lipidzusammensetzung zeigen
Auswirkungen auf das Diffusionsverhalten.
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Kapitel 1

Einleitung

Die Untersuchungen vonMembranen bezüglich ihrer uiden und elektrischen Eigenschaften in Verbindung
mit Membranproteinen und Ionenkanälen erbringen, begünstigt durch einen anhaltenden technischen Fort-

schritt und die Entwicklung von empndlichen Meßsystemen, eine Vielzahl an Erkenntnissen, welche für
das Verständnis von Zellsystemen unabdingbar sind. Speziell Membranen im engen Kontakt zu einem Sub-
strat oder zu einer anderen Membran bieten interessante theoretische und experimentelle Ansätze, welche
sich zu untersuchen lohnen. Bei kleinem Abstand zwischen Membran und Substrat treten in einer Elektro-
lytumgebung, bei Anlegen eines elektrischen Potentials, Spannungsgradienten entlang der Membran auf,
welches zur Selbstfokussierung von Ionenkanälen und zu einer Musterbildung führen können [18][19]. Der
Zell-Substrat-Kontakt stellt auch bei der elektrischen Kopplung von Nervenzellen einen entscheidenden
Parameter dar [21]. Aktuelle Studien [57] [25] [64] zeigen dabei Anreicherungen und Verarmungen von Io-
nenkanälen in der Kontaktzone. Die Untersuchung und Interpretation dieser Vorgänge ist eng mit der Frage
der Diffusion von Membranbausteinen und mit deren Verteilung verknüpft.

Ziel: Aufbau eines Proben- und Meßsystems zur Untersuchung der uiden
Eigenschaften von Lipidmembranen im engen Kontakt zu einem Substrat!

1.1 Membransystem und Meßidee
Die Zellmembran stellt eine Vielzahl von funktionalen Mechanismen bereit: Sie dient als trennende Wand,
als elektrischer Kondensator sowie als Matrix für eingebettete Ionenkanäle oder andere Proteine. Die Viel-
falt an unterschiedlichen Aufgaben geht einher mit einer riesigen Zahl von wirkenden Funktionszentren, die
unüberschaubar die Aufklärung einzelner Prinzipien erschweren. Dies führt zu der Forderung nach hand-
habbaren Modellsystemen, in denen denierte Bedingungen zur Untersuchung geschaffen werden können.
Künstliche Lipidmembranen erfüllen viele Ansprüche an ein derartiges System, kranken jedoch bei den
klassischen Methoden an bestimmten Stellen. Die Gruppe der gestützten Membranen ”supported mem-
branes” haben ein vorgegebenes Substrat, welches bei der Betrachtung berücksichtigt werden muß [53].
Für elektrische Messungen sind sie kaum zu verwenden, da sich Defekte störend auswirken. Eine weitere
Membranform, die ”black-lipid-membrane” (BLM) [44], ist zwar elektrisch dicht [31], das verwendete Lö-
sungsmittel zeigt aber einen nicht zu vernachlässigenden Einuß, der mühsam begrenzt werden muß. Diese
klassischen Herstellungsverfahren von künstlichen Lipidmembranen sind im Laufe ihrer Entwicklung stän-
dig optimiert worden, so daß ihre nachteiligen Eigenschaften teilweise eliminiert wurden [22][62].

Eine weitere Methode gewinnt indes immer mehr an Bedeutung. Die Herstellung von Riesenvesikeln mit
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Abbildung 1.1: Skizze der Meßidee. Ein auf dem Substrat anhaftendes Riesenlipidvesikel mit einem
Durchmesser von 10¡ 150¹m dient als Studienobjekt für das Diffusionsverhalten von uoreszenzmarkier-
ten, membrangebundenen Molekülen. Der fokussierte Laserstrahl und eine konfokale Begrenzung in der
Detektion erzeugen einen Meßbereich mit einem Durchmesser von 0; 6¹m und einer Tiefe entlang der op-
tischen Achse von 3¹m: Dieser Fokusbereich kann im Probenvolumen positioniert und damit gezielt in der
oberen freien Membran und der unteren Kontaktmembran plaziert werden. Über die Fluktuationsanaly-
se einzelner Moleküle mittels Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie läßt sich das Diffusionsverhalten der
Membranmoleküle bestimmen.

einem Durchmesser in der Größenordnung von 10 ¡ 150¹m kommt ohne störendes Lösungsmittel aus
und ist einfach durchzuführen. Die Adhäsion dieser Riesenvesikel gestattet den direkten Vergleich einer
Freien Membran an der Vesikeloberseite zur Kontaktmembran in der Unterseite. Der direkte Vergleich des
Diffusionsverhaltens in der freien und der gestützten Lipidmembran, stellt die Meßidee dieser Arbeit dar
(Abb. 1.1).

Meßidee: Lokale Diffusionsmessung in der Freien Membran und der Kontaktmembran!

Für die Verwirklichung dieser Idee muß eine Methode gefunden werden, die lokal zur Diffusionsmessung
verwendet werden kann und gleichzeitig das Lipidsystem nicht beeinußt.

1.2 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopy (FCS) als
Meßmethode

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie beruht auf der Analyse uktuierender Fluoreszenzsignale. Aus
einem kleinen Beobachtungsvolumen wird das emittierte Licht von Farbstoffen auf einen empndlichen
Detektor abgebildet. Bei kleinem Volumen und niedrigen Farbstoffkonzentrationen lassen sich, bei sich
bewegenden Molekülen, aus der Varianz der Signalfunktion die Partikelzahl und die mittlere Aufenthalts-
dauer als typische Größen bestimmen. Der Begriff ”Einzelmolekülspektroskopie” rechtfertig sich bei dieser
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Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopy (FCS) als Meßmethode

Meßmethode durch die sehr kleine mittlere Partikelzahl ca. 0; 001¡ 1000. Bei einer Messung ießen eine
Vielzahl von Einzelsignalen in die Korrelationsfunktion ein, so daß das Resultat eine statistische Betrach-
tung darstellt.

Die Grundlagen zur FCS wurden zu Beginn der 70er Jahre von Elson, Madge undWebb geschaffen [37][12]
[38] [39]. Ein andere Gruppe um Ehrenberg und Rigler [10][11] entwickelte im gleichen Zeitraum eine ei-
gene Betrachtungen der Fluktuationsanalyse. Die ersten Messungen an künstlichen Lipidmembranen fallen
ebenfalls in diesen Zeitraum [14][15]. Ein erster Innovationssprung ist durch die Abkehr von Parabolspie-
geln hin zu konfokaler Mikroskopie (Abb. 1.2) zur Fokussierung und Detektion zu bemerken [30][71].
Nach diesen Anfangsanwendungen folgte erst in den 90er Jahren ein weiterer Publikationsschub, der sich
auf die Möglichkeit der Einzelmoleküldetektion in Lösung bezieht. Dies war insbesondere durch verbes-
serte Technik: stabilere Laser, Hardwarekorrelatoren, Einzelphotonendetektoren möglich [51][52][42].

Detektor

Pinhole

Farbteiler

Objektiv

Laseranregung

Probe

Tubuslinse

Abbildung 1.2: Konfokales Prinzip auf Mikroskopbasis. Der Anregungslaserstrahl wird über einen Farb-
teiler auf das Objektiv gelenkt, von diesem wird er in die uoreszierende Probe fokussiert. Das emittierte
Licht abweichender Wellenlänge kann auf dem umgekehrten Weg den Farbteiler passieren und wird durch
die Tubuslinse auf das konfokal angebrachte Pinhole gelenkt. Diese Beschneidung in der Bildebene be-
wirkt eine zusätzliche optische Gewichtung, die als Result ein kleines effektives Volumenelement bedingt.
Typische Abmessungen des wirkenden Fokus in der Probe sind eine Länge in der Richtung der optischen
Achse von 3¹m und ein Durchmesser senkrecht dazu von 0; 6¹m: Dies entspricht einem Volumen von 0; 6fl
(femtoliter).

Die Analyse uktuierender Fluoreszenzsignale in zwei- und dreidimensionalen Systemen gestattet die Be-
stimmung des Diffusionsverhaltens der Moleküle. Die hierbei gewonnenen Daten stehen direkt in Kon-
kurrenz zu etablierten Verfahren. In Lösungen ist die Konzentration und die Molekülgröße ermittelbar.
Dies gestattet Anwendungen, die bisher durch die Analyse mittels Lichtstreuung dominiert wurden. Der
Vorteil des kleinen Mengeneinsatzes von Substanz wird erkauft durch die zusätzliche Notwendigkeit der
Fluoreszenzmarkierung. In zweidimensionalen Systemen, wie Lipidmembranen und Flüssigkristalle, wird

zur Diffusionsanalyse die Fluorescence Recovery (Redistribution) after Photobleaching (FRAP) als klassi-
sche Methode eingesetzt. Auch gegenüber dieser Technik sind die Farbstoffmengen bei der FCS deutlich

3



Einleitung

geringer und zudem ist bei beiden Verfahren eine Notwendigkeit zur Fluoreszenzmarkierung vorhanden.
Schnelle und empndliche Photonendetektoren erweitern bei der Detektion die Zeitbasis und die Korrelati-
onsanalyse bei ”quasi-”logarithmischer Datenberechnung gestattet neben der Bewegungsbeschreibung die
Überprüfung der Farbstoffeigenschaften.

Meßmethode: FCS zur lokalen Diffusions- und Partikelzahlmessung!

Neben der FCS sind zwei alternative Meßmethoden für die Membrandiffusion interessant. Die Zwei-
Photonen-FCS käme ohne konfokal auszurichtendes Pinhole aus. Zudem sind die Ausbleicheffekte fern
des Fokuspunktes bei geeigneterWellenlängenwahl zu vernachlässigen. Diese Vorteile sind bei dem System
der Riesenvesikel durch den großen Membranabstand und durch die im Vergleich einfachere Laseranregung
nicht ausschlaggebend. Die Einschränkung der Emission durch das Pinhole vereinfacht insbesondere bei
reektierenden Substraten das Gesamtsystem. Die zweite alternative Meßmethode stellt die bildgebende
Beobachtung mittels einer empndlichen Halbleiterkamera dar. Der derzeitige Stand der Technik bedingt

bei dieser Detektionsart noch sehr große Anregungsleistungen und die Beschränkung auf wenige Einzel-
molekülbahnen.
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Kapitel 2

Diffusion und Drift in Membranen

In diesem einführenden Theoriekapitel zur Diffusion und Drift werden die Grundlagen der Bewegung von
Molekülen in einer viskosen Umgebung vorgestellt. Von besonderem Interesse ist die Diffusion in zweidi-
mensionalen Systemen und die Beschreibung der Membrandiffusion in freien und gestützten Systemen.

2.1 Diffusion in ein- und mehrdimensionalen
Einphasensystemen

Ein- und mehrdimensionale Einphasensysteme stellen die Standardbeispiele bei der Behandlung der Dif-
fusion dar. Der Begriff ”Phase” bezieht sich dabei nicht auf die Gibbssche Denition eines homogenen
Materiebereiches, sondern auf Bereiche von Zusammensetzungen, in denen bei stetiger Konzentrationsän-
derungen keine Phasenumwandlung stattndet oder innerhalb denen Mischbarkeit besteht [26].

2.1.1 Einstein-Relation
Die Einstein-Relation 2.1 beschreibt den Zusammenhang zwischen der ursächlichen thermischen Energie
kBT und der Diffusionskonstante D. Die thermische Energie wird über die Boltzmann-Konstante kB mit
der absoluten Temperatur T verknüpft. Zur Beschreibung wird der Reibungskoefzient ¸ deniert, in

welchen material- und formspezische Parameter eingehen.

D =
kBT

¸
(2.1)

Im Spezialfall einer harten Kugel mit Radius a in einer inkompressiblen Flüssigkeit der Viskosität ´ ist der
Reibungskoefzient durch die Beziehung ¸ = 6¼´a darstellbar.

2.1.2 Ficksche Gesetze
”Diffusion ist ein Prozeß, der zum Konzentrationsausgleich innerhalb einer einzelnen Phase führt” [26].

Zur Beschreibung des Diffusionsverhaltens werden makroskopische Größen, wie die Konzentration c und
der Teilchenuß j, eingesetzt. Das Erste Ficksche Gesetz 2.2 beschreibt dabei den Zusammenhang dieser
Größen und nennt als verknüpfende Variable die DiffusionskonstanteD.

¡!
j = ¡D rc (2.2)

Bei konstantem Wert von D läßt sich über die Teilchenzahlerhaltung hieraus direkt das Zweite Ficksche
Gesetz (2.3) nden. Diese Differentialgleichung für die Teilchenkonzentration beschreibt die Regeneration
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Diffusion und Drift in Membranen

des Systems bei Auftreten einer Störung, wobei die Diffusionskonstante D die örtliche Ausbreitung mit
dem Zeitverhalten verbindet.

@

@t
c = D ¢c (2.3)

Je nach Dimension und Symmetrie lassen sich spezielle Lösungen der Diffusionsgleichung nden. In einem
Einphasensystem vereinfacht sich die Beschreibung der Diffusion deutlich. Die allgemeine Lösung für ein
±-Anfangwertproblem c(r; t) = ±(r; t) für r = 0 und t = 0, bei höchster Symmetrie, führt zu einer

Greenschen Funktion des Problems, in welcher die klassische Dimension dk eingeht.

c(r; t) =
1³p

¼4Dt
´dk e³¡ r2

4Dt

´

Der Konzentrationsausgleich wird über eine Gaußfunktion beschrieben, in welcher die Dimension des Pro-
blems sowohl in den Vorfaktor als auch in die Symmetriebedingungen eingeht. Über die Verschiebungs-
wahrscheinlichkeit

p(r; t)ddkr =

1

(
p
¼4Dt)

dk
e

³
¡ r2

4Dt

´
ddkrR

Rdk

1

(
p
¼4Dt)

dk
e(¡

r2

4Dt)ddkr

kann dasMittlere Quadrat der Verschiebung direkt bestimmt werden.

¢r2 =

Z
Rdk

r2p(r; t)ddkr =

Z
Rdk

r2
1³p

¼4Dt
´dk e³¡ r2

4Dt

´
ddkr = 2dkDt

Diese Berechnung führt unabhängig von der Dimension des Problems zu einem linearen Zusammenhang
zwischen dem mittleren Verschiebungsquadrat und der Zeit.

Diffusion in einem zweidimensionalen System

Im folgenden soll der für diese Arbeit wichtige Fall der 2D-Diffusion (dk = 2)mit axialer Symmetrie näher
erklärt und an diesem Beispiel die oben beschriebenen Beziehungen dargestellt werden.

@

@t
c(x; y; t) = D

µ
@2

@x2
+
@2

@y2

¶
c(x; y; t) (2.4)

Das Zweite Ficksche Gesetz in kartesischen Koordinaten (2.4) und einer orts- und zeitunabhängigen Diffu-
sionskonstanten kann bei axialer Symmetrie reduziert werden auf eine partielle Differentialgleichung, die
nur von dem axialen Abstand r und der Zeit t abhängt. Durch Verwendung des entsprechenden Laplace-
Operators läßt sich die Gleichung reduzieren.

@

@t
c(r; t) = D

µ
@2

@r2
+
1

r

@

@r

¶
c(r; t) =

1

r

@

@r

µ
rD

@

@r
c(r; t)

¶
Die normierte Lösung dieser DGL ergibt sich bei Vorgabe eines ±-Anfangswertproblems in Ort und Zeit zu

c(r; t)2D_axial =
1

¼4Dt
e

³
¡ r2

4Dt

´

und wird durch eine Gaußfunktion beschrieben. Sie stellt die Greensche Funktion für abweichende An-
fangswertprobleme dar. Über die den Symmetrieüberlegungen angepaßte Verschiebungswahrscheinlichkeit

p(r; t)2¼rdr =
1

¼4Dte

³
¡ r2

4Dt

´
2¼rdr

1R
0

1
¼4Dte

(¡ r2

4Dt)2¼rdr
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Drift einer Komponente

läßt sich nach einer weiteren Integration über das zweite Moment für dasMittlere Quadrat der Verschiebung
die Beziehung ableiten.

¢r22D_axial =

1Z
0

r2p(r; t)2¼rdr =

1Z
0

r3
1

¼4Dt
e

³
¡ r2

4Dt

´
2¼dr = 4Dt

Dieser Spezialfall auf Grundlage der makroskopischen Größen konkretisiert das Vorgehen beim Umgang
mit der Diffusionsgleichung.

2.2 Drift einer Komponente
Drift kann durch eine Vielzahl von Phänomenen verursacht werden: Sedimentation, Konvektion, elektrische

undmagnetische Felder, um nur ein paar zu nennen. Die Drift im elektrischen Feld ist für diese Arbeit davon
das Wichtigste. Zur Beschreibung wird die Differentialgleichung 2.3 um den Driftterm ¡!v c erweitert.

@

@t
c = r (D rc¡¡!v c)

Die Driftgeschwindigkeit ¡!v wird durch eine Kraft ¡!F hervorgerufen. Die Proportionalitätskonstante ist
dabei der Reibungskoefzient ¸ der schon in der Einstein-Relation 2.1 Verwendung ndet. Im Fall der
Drift im homogenen elektrischen Feld ¡!E kann die wirkende Kraft näher speziziert werden. Mit der

Ladungszahl z und der Elementarladung e lautet der Gesamtausdruck

¡!v = 1

¸

¡!
F =

1

¸
ze
¡!
E

Die normierte Lösung der Differentialgleichung für ein ±-Anfangswertproblem entspricht einer mit zuneh-
menden Zeiten ¿ verschobenen Gaußfunktion in dk-Dimensionen.

c(¡!r ; t) = 1³p
¼4D¿

´dk e¡³ j¡!r +¡!v ¿j2
4D¿

´
(2.5)

2.3 Anomale Diffusion
Bevor die Grundzüge der Anomalen Diffusion näher erläutert werden kann, muß zuerst die molekulare
Vorstellung hinter der normalen Diffusion erläutert werden.

2.3.1 ”Random walk” zur Beschreibung der Molekülbewegung
Die Darstellung der Diffusionsgleichungen durch die makroskopischen Größen der Konzentration und des
Teilchenstroms weicht bei der Beobachtung von Einzelmolekülexperimenten von der zugehörigen Vorstel-
lung ab. Die Diffusion kann auf dieser Ebene anschaulicher durch zufällige Einzelbahnen, ”random walks”,
beschrieben werden. Die Interpretation der oben gefundenen Zusammenhänge erfolgt dabei über Aufent-
haltswahrscheinlichkeiten. Bei diesem Übergang zu mikroskopischen Größen muß gewährleistet sein, daß
sich an der Physik der Diffusion nichts verändert. Dies wird durch das von Lévy und Kintchin präzisier-
te Central Limit Theorem (CLT, Zentraler Grenzwertsatz) deniert. Zwei anschauliche Forderungen an ein
System sind dabei:

¢ Es dürfen keine langreichweitigen Zustände oder Zuordnungen auftreten.

7



Diffusion und Drift in Membranen

¢ Die Verteilungen der integrierten Wahrscheinlichkeiten dürfen nicht zu ”breitbandig” sein. Als Beispiel
ist die oben beschriebene Integration zur Ermittlung des Mittleren Verschiebungsquadrats anzuführen.
Die dabei verwendete Verschiebungswahrscheinlichkeit darf bei der Integration über das zweite Moment
nicht als Resultat einen unendlichen Wert hervorrufen.

Diese Forderungen des CLT werden bei der Anomalen Diffusion nicht oder nur teilweise erfüllt. Hieraus re-
sultiert ein Übergang von der Mikrobeschreibung der Bewegung hin zu einer Makrobeschreibung, die nicht
mehr durch eine einfache Gaußverteilung repräsentiert werden kann, sondern bei komplexen Systemen nur
näherungsweise an diese Beschreibungsform angeglichen wird.

2.3.2 Übergang zur Anomalen Diffusion
Als Anomale Diffusion wird ein nichtlinearer Zusammenhang zwischen dem Mittleren Verschiebungsqua-
drat und der Zeit bezeichnet [7][23]. Ein üblicher Ansatz des funktionalen Zusammenhangs wird durch
eine Potenzfunktion in der Zeit vorgegeben.

¢r2 » t®

Der Exponent ® wird dabei in drei Wertebereiche unterteilt: ® = 1 beschreibt den normalen Diffusions-
zusammenhang für die Brownsche Bewegung, ® > 1 zeigt eine verstärkte Diffusion bis hin zu einem
turbulenten Verhalten, ® < 1 beschreibt die Diffusion in Subregionen. Die mathematische Beschreibung
erfolgt zum Teil auf Grundlage fraktaler Gleichungen. Der Parameter ® = dk

df
wird als Verhältnis der

klassischen Dimension dk zu einer fraktalen Dimension df angegeben, wobei df ¸ dk gilt. Diese neue
Dimensionsgröße tritt dabei nicht automatisch an die Stelle der klassischen Größe, sondern muß bei jeder
Verteilungsberechnung, wie z.B. dem Mittleren Verschiebungsquadrat, auch in der Integrationsvorschrift
behandelt werden. Eine entsprechende fraktale Ableitung führt zu einer Neuformulierung der Diffusions-
differentialgleichung [43] und damit auch deren Lösung.

Die Anomale Diffusion mit ® < 1 dient in den unterschiedlichsten Anwendungsgebieten zur Beschrei-
bung von Transportvorgängen, so ndet man sie u.a. beim Ladungstransport in amorphen Halbleitern,
bei der Dynamikbeschreibung von Teilchen in Polymernetzwerken und der NMR-Diffusionsbestimmung
in unregelmäßigen Materialien[28]. Allen diesen Systemen gemein ist die breite Verteilung des störenden
Einusses auf jeder Größen- und Zeitskala. Als ursächlich für dieses Verhalten gelten drei Modellklassen:
Verweilpunkte (Traps), Barrieren und zufällig auftretende Kräfteuktuationen [7]. Die einzelnen Partikel-
bahnen, Lévy-Flights, variieren in ihrem mittleren Sprungweite hierdurch sehr stark, so daß sich eine breite
mittlere Verteilung ergibt.

Auch bei Membransystemen kann Anomale Diffusion sowohl theoretisch als auch experimentell gefunden
werden. Die Theorie von Saffmann und Delbrück [55][54] beinhaltet bereits Ansätze, welche unweigerlich
zur Beschreibung mittels zeitabhängigen Reibungskoefzienten und damit Anomaler Diffusion führen.

Experimentell wird für das Mittlere Verschiebungsquadrat der Ansatz

¢r22D_axial = 4D®t
®
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Translationsdiffusion in Membranen

favorisiert. Alternativ kann eine zeitabhängige Diffusionsfunktion D(t) = D®

t1¡® deniert werden. Die ver-
wendete Konstante D® stimmt nicht mehr mit der gewohnten Diffusionskonstante überein und beschreibt
nur als Wertepaar mit dem Exponenten ® die Bewegungseigenschaften. Da von 1 abweichende ®-Werte
das anomale Verhalten bestimmen kann dieser Parameter als Grad der Anomalie verstanden werden. Für
die normierte Konzentrationsverteilung bei einem ±-Anfangswertproblem ergibt sich die nur leicht modi-
zierte genäherte Gleichung (2.6), welche in dieser Form nicht mehr aus dem Fickschen Gesetz abgeleitet
werden kann.

c(r; t)2D_axial =
1

¼4D®t®
e

³
¡ r2

4D®t®

´
(2.6)

Die Meßdaten aus FRAP-Experimenten zeigten schon früh eine Abweichung vom normalen Diffusionsver-
halten, diese wurden aber durch eine zweite immobile Fraktion interpretiert. Mit steigender Meßpräzision
zeigen sich weitergehende funktionale Abweichungen, die nicht durch ein Zwei-Fraktionen-Modell be-
schrieben werden können, sondern eine quasi-kontinuierliche Kompartimentverteilung fordern. [56][16].

Die Ursachen für die Anomale Diffusion in Membranen sind nicht eindeutig einem der oben genannten
Stichpunkte zuzuordnen. ”domain-hopping” und ”corraled diffusion” beziehen sich zumeist auf Entmi-
schungsphänomene oder äußere Einüsse durch ein Substrat. Zeitlich begrenzte Verweilpunkte (”traps”)
sind ebenfalls auf Substrateinüsse zurückzuführen, die eine örtliche Immobilisierung hervorrufen. Ei-
ne bisher nicht berücksichtigte Ursachenklasse sind in einem Platzwechselmodell begründet, welches eine
natürliche Begrenzung darzustellen scheint. Es ist zu bezweifeln, daß der zuletzt genannte Punkt bereits
Auswirkungen auf die Diffusionsbeobachtung im 100nm¡ 1¹m-Maßstab zeigt, aber derartige Interpreta-
tionen sind gerade bei Einzelmolekülbeschreibungen sehr verbreitet [58].

Der interessanteste Einuß ist indes die Auswirkung von uktuierenden Kräften auf das Membransystem.
Diese Fluktuationen sind bei schwach adhärierten Riesenvesikeln offensichtlich [50][76]. Bei starker Adhä-

sion sind diese großächigen Veränderungen bei normaler Beobachtung nicht mehr wahrzunehmen. Mem-
brandichteuktuationen oder die Auswirkung von äußeren Kräften auf die lokale Beweglichkeit der Mem-
branbausteine bedingen ein anomales Diffusionsverhalten.

2.4 Translationsdiffusion in Membranen
Die Beschreibung der Translationsdiffusion in Membranen stellt ein schwieriges Problem der Hydrody-
namik dar. Für einfache Geometrien und Problemstellungen sind Lösungen dieser Problematik dennoch
verfügbar und werden kurz vorgestellt. Auf die Abhandlung der Rotation wird hier verzichtet, da sie in
dieser Arbeit eine nur unwesentliche Rolle spielt.

2.4.1 Diffusion in freien Membranen
Für die Diffusion in Membranen wird zunächst ein einfaches Modell herangezogen: Ein Zylinder mit Ra-
dius a und einer Höhe h entsprechend der Membrandicke bewegt sich in einem zweidimensionalen System
mit der Viskosität ´m (Abb. 2.1). Da für die Membranschicht zumeist kein Geschwindigkeitsgradient be-
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Diffusion und Drift in Membranen

a
h

!w1

!m

!w2

Abbildung 2.1: Diffusion in der freien Membran. Ein Membranbaustein wird als Zylinder mit Radius a
und Höhe h in einer unendlichen Membranschicht abstrahiert. Für die jeweiligen Bereiche werden die
Viskositäten ´m für die Membran, ´w1 und ´w2 für die Flüssigkeit oben und unten verwendet.

rücksichtigt wird, kann eine zweidimensionale Viskosität ¹m = ´m ¢ h deniert werden. Es zeigt sich,
daß unter diesen einfachen Annahmen keine Lösung der linearen Navier-Stokes-Gleichung zu nden ist,
die gleichzeitig die Randbedingung an der Oberäche des Zylinders und im Unendlichen befriedigt. Die-
ser Effekt, der als Stokes-Paradoxon bekannt ist, wird durch die Berücksichtigung der Bulkviskosität ´w
auf ein dreidimensionales System erweitert, für welches sich zunächst genäherte Lösungen des Problems
nden lassen [55].

Die system- und materialspezische Größe in der Diffusionskonstanten D wird in der Einsteinbeziehung
2.1 dem Reibungskoefzienten ¸ zugeordnet, er ist gleichzeitig die Proportionalitätskonstante zwischen an
einem Körper anliegende Kraft F und seiner Geschwindigkeit v. Bei der Ableitung der Membrandiffusion
wird stets ein linearer Zusammenhang F (v) » v zwischen diesen Größen und damit ein geschwindig-

keitsunabhängiger Reibungskoefzient vorausgesetzt, da nur so der normale Diffusionsprozeß beschrieben
werden kann.

Bevor die verschiedenen Formeln zur Beschreibung der Membrandiffusion vorgestellt werden, folgt nun
noch die Denition der dimensionslosen Größe ² als doppelter, mit der entsprechenden Viskosität gewich-
teter Flächenanteil. Diese Größe dient dazu, den Effekt der unterschiedlichen Fluiditäten, ´m als Membran-
viskosität, ´w1 als obere und ´w2 als untere Bulkviskosität, auf den Zylinder mit Höhe h und Radius a zu
charakterisieren.

² = 2

µ
¼a2´w1 + ¼a

2´w2
2¼ah´m

¶
=
a

h

µ
´w1 + ´w2
´m

¶
Die erste Lösung für die Diffusion in freien Membranen gelang Saffmann und Delbrück [55]. Die von
ihnen abgeleitete genäherte Formel (2.7) für den lateralen Reibungskoefzienten ¸T beschreibt für ² ·
0; 1 das Diffusionverhalten eines die Membran durchspannenden Zylinders, wobei für die Bulkviskosität
´w = ´w1 = ´w2 gilt. Die Formel weist jedoch oberhalb der vorgegebenen Grenze deutliche Mängel auf,
da bei ² ¼ 1; 12 der Reibungskoefzient gegen unendlich strebt. Der Wert ° = 0; 5772:: ist hierbei die
Eulerkonstante.

¸T =
4¼´mh¡
ln 2² ¡ °

¢ (2.7)

Eine kleine Abschätzung des Wertebereichs liefert mit ´w ¼ 1£10¡3sPa, ´m ¼ 2£10¡1sPa (Werte aus
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Abbildung 2.2: Vergleich der Formeln für die Beschreibung der Membrandiffusions-Modelle. Die Formel
von Saffman-Delbrück ist nur für kleine Werte gültig (² < 0; 1) und explodiert sogar bei ² ¼ 1; 12. Die
Gleichung von Hughes beschreibt das Verhalten für ² < 1; 0; numerische Berechnungen führen zu einer
exakten Lösung. Als Beispiel kann der Wert für Bacteriorhodopsin mit ² = 0; 006 angesehen werden, der
experimentell bestätigt wurde [47].

[65]) und einer Membrandicke h = 4nm als oberste Grenze für den Zylinderradius a den Wert aGrenze =
²Grenze³
2¢´w
´m

´h = 0;1³
2£10¡3sPa
2£10¡1sPa

´ 4nm = 40nm und umfaßt damit einen Großteil der bekannten Membranproteine.

Für Bacteriorhodopsin nden Peters und Cherry [47] mit ² = 0; 006 eine Wert, der die Verwendbarkeit
dieser Formel an Experimenten überprüft und bei 24; 5±C zu einer Diffusionskonstante D = 1; 4¹m

2

s für
das Protein führt.

In realen Zellen wird durch das Cytoplasma auf der Innenseite und die Glykokalix auf der Außenseite die
Viskosität der Bulküssigkeit heraufgesetzt und es wird schon bei kleinen Membranproteinen der Gültig-
keitsbereich überschritten. Eine Erweiterung wurde durch Hughes, Pailthorpe und White [24] vorgenom-
men und beinhaltet keine grundsätzlich neuen Modellannahmen, sondern ist das Resultat einer erweiterten
Berechnung. Die genäherte Formel (2.8) vermeidet die Unstetigkeit der Saffmann-Delbrück-Formel.

¸T =
4¼´mh¡

ln 2² ¡ ° + 4
¼ ²¡ ²2

2 ln
2
²

¢ (2.8)

Interessant ist hierbei neben der angegebenen Näherungsformel für ² < 1 noch die exakte numerische
Berechnung der Integralgleichung, welche hier in Abbildung 2.2 berücksichtigt wird.

2.4.2 Diffusion in gestützten Membranen
Für die Beschreibung der Diffusion in einer gestützten Membran wird das vorher verwendete Modell mo-
diziert. Die einseitig wirkende Beeinussung des Geschwindigkeitsfeldes in der Membran durch eine
direkt verbundene Substratoberäche oder durch einen nur schmalen Spalt zwischen dem Substrat und der
Membranebene ndet in der erweiterten Betrachtung von Evans und Sackmann [13] Berücksichtigung.
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Diffusion und Drift in Membranen

a
hZ

a
hZ

!w1

h%!m

!w2
dw

Abbildung 2.3: Diffusion in der gestützten Membran. Die Diffusion eines die Membran durchspannenden
Zylinders mit Radius a wird durch eine Substrat im Abstand dw beeinußt. Neben dem Standardmodell der
Membrandiffusion im engen Kontakt zum Substrat beinhaltet dieses Modell die Diffusion von Membranbau-
steinen mit von der Membrandicke h abweichender Höhe hZ :

Über die Denition einer charakteristischen Länge ± = ¹m
´w
= h´m

´w
läßt sich ein Bereich eingrenzen, indem

eine Beeinussung des Geschwindigkeitsfeldes beachtet werden muß. Für die obigen Beispielwerte ergibt
sich mit der groben Abschätzung ± ¼ 2£10¡1sPa

1£10¡3sPa ¢h ¼ 200 ¢h ¼ 800nm ein auf die Membrandicke bezogen
sehr großer Wirkungsbereich. Der spezielle Reibungskoefzient zwischen der Membran und dem Substrat

bms dient hier für die Denition des dimensionslosen Parameters ²0. Für einen Membran-Substrat-Abstand
dw, mit dw ¿ ± ergibt sich der Wert von bms über den Zusammenhang bms = ´w

dw
; also anschaulich über

das Beschneiden des in die Bulküssigkeit wirkenden Geschwindigkeitsfeldes durch das feste Substrat.

²0 = a

s
bms
h´m

Der zusätzlich bei Beachtung der geschwindigkeitsabhängigen Kraft auf den ZylinderbodenFps = ¼a2bpsvo
auftretende Reibungsanteil bps wird oft vernachlässigt. Der gesamte Reibungskoefzient ergibt mit den mo-
dizierten BesselfunktionenK0 undK1 zweiter Gattung nullter und erster Ordnung den Ausdruck

¸T = 4¼´mh

·
²02

4

µ
1 +

bps
bms

¶
+
²0K1(²0)
K0(²0)

¸
(2.9)

Für eine Schichtdicke dw ' ±
2 und ´w = ´w1 = ´w2 wird ²0 = ² und beschreibt damit eine zwischen

zwei Substratplatten eingebettete Membranschicht, bei der sich die Reibungsanteile bms addieren. Es gilt
in diesem Fall ²0 = a

q
2bms

h´m
= a

q
2´w
h´mdw

= a
h

³
2´w
´m

´
und es ergibt sich eine zum oben beschriebenen Fall

der freien Membran mit großer Bulkviskosität (2.8) vergleichbare Situation. Durch eine Vernachlässigung
der direkten Partikel-Substrat-Wechselwirkung und ihrem rückwirkenden Einuß auf die Membran, d.h.
eine Vernachlässigung des ²02-Terms, kann die Übereinstimmung der Lösungen noch gesteigert werden
(Abb. 2.4).

Diese Formel 2.9 mit den modizierten Besselfunktionen K0 und K1 zweiter Gattung nullter und erster
Ordnung ist eng verwandt mit einer von Saffman [54] berechneten Beziehung und dieser zeigt über eine
Entwicklung für kleine ²-Werte und ²0 = ² den Zusammenhang zur Formel (2.7)

²2

4
+
²K1(²)

K0(²)
» ²2

4
+

1 + 1
2²
2
¡
ln ²¡ 1

4 +
1
2°
¢
+ :::

¡ ¡ln ²2 + °¢+ 1
4²
2
¡¡ ln ²2 ¡ ° + 1¢+ ::: ²!0» 1¡

ln 2² ¡ °
¢

Die in den Graphen erkennbare Übereinstimmung läßt sich hierüber auch formal bestätigen.
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Translationsdiffusion in Membranen

0.1

1

10

4 "
! m

h/
# t

0.01 0.1 1 10
$' = a (bms/h!m)1/2

 Evans-Sackmann
 Evans-Sackmann (ohne $'²)
 Hughes (numerisch) bei  $'= $

Abbildung 2.4: Diffusionsmodell von Evans-Sackmann. Ein festes Substrat in unmittelbarer Nähe zur
Membran wird bei dieser Berechnung des Reibungskoefzienten mit berücksichtigt. Der prinzipielle Ver-
lauf der Funktion stimmt im Spezialfall ²0 = ² mit der numerischen Lösung von Hughes näherungsweise
überein. Die Modellansätze sind jedoch nicht direkt miteinander vergleichbar.

Eine experimentelle Abschätzung für eine gestütztes Membransystem sowie ein Membranprotein mit von
der Membrandicke h abweichenden Höhe hz wird in einer Arbeit von Tamm [17] vorgestellt. Das Problem

bei dieser Art der Beschreibung liegt vor allem in den spezischen Reibungsanteilen für die nur grobe
Abschätzungen vorliegen. Für kleine Proteine reicht zumeist die Behandlung mittels der für kleine ²-Werte
gültige Näherungsformel (2.7).
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Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

Kapitel 3

Fluoreszenz-Korrelations-
Spektroskopie

(FCS)

In diesem Kapitel werden die grundlegenden Prinzipien der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)
dargestellt. Im ersten Teil wird zunächst eine Theorie zur Diffusions- und Driftmessung auf Basis von
gauß- und zylinderförmiger Fokusbeschreibung entworfen und erst danach auf die technischen Aspekte
zur Realisierung näher eingegangen. Die in dieser Arbeit verwendeten Meßapparaturen beruhen auf dem
Prinzip der optischen Eingrenzung des Meßvolumens durch einen konfokalen Mikroskopaufbau (Abb. 1.2)

für den die entsprechenden Zusammenhänge dargestellt werden.

3.1 Grundprinzip der FCS
Die FCS beruht auf dem Prinzip der Fluktuationsanalyse. Die gemessenen Signale werden dabei bezüglich
ihres Mittelwerts bewertet und Abweichungen verstärkt. Als mathematisches Hilfmittel dient die Autokor-
relation, da durch sie die Änderungen gewichtet nach ihrem Energiespektrum in die resultierende Funktion
eingehen. Dieses zunächst sehr abstrakt wirkende Vorgehen läßt sich durch den realen Meßvorgang etwas
verständlicher beschreiben.

Als Basis für die Beschreibung der Diffusion dient ein ”random-walk”-Modell, d.h. einzelne beobachtbare
Teilchen bewegen sich statistisch unabhängig in einem Volumen. Bei der Beobachtung eines Teilvolumens
erhält man einzelne ”Flugbahnen” der punktförmigen Teilchen. Diese Teilchenbahnen werden nicht als
Ortskurven notiert, sondern es wird eine Signalfunktion generiert die proportional zur aktuellen Partikelzahl
ist. Durch die Diffusion werden kurzzeitig die Anzahl der im Teilvolumen vorhandenen Partikel variieren.
Für sehr niedrige Partikelzahlen ist diese Variation im Verhältnis zumMittelwert größer als für hohe. Durch
die Bewertung der Variation des Einzelereignisses gegenüber dem Mittelwert ist damit die Möglichkeit

geschaffen die mittlere Partikelzahl im Teilvolumen zu bestimmen.

Einen weiteren Aspekt stellt die mittlere Aufenthaltsdauer dar. Bei frei diffundierenden Teilchen wird,

bei genügend langer Beobachtungszeit, jeder Punkt im Volumen gleich häug ”besucht”. Bei denierter
Volumengeometrie kann aus der Signalfunktion eine mittlere Aufenthaltsdauer bestimmt werden, welche
direkt von der Diffusionskonstante abhängt.

Bei einem reales System wird die Signalfunktion mit der emittierten Fluoreszenzintensität F (t) der beob-
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Grundprinzip der FCS

achteten Moleküle gleichgesetzt. Sie setzt sich zusammen aus der mittleren Intensität F und dem Fluktua-
tionsanteil ±F (t).

F (t) = F + ±F (t)

Für den zeitlichen Mittelwert der Fluktuationen gilt h±F (t)i = 0 und allgemein wird die Konvention ver-
wendet h i = R

dt. Das Fluoreszenzsignal wird aus dem gesamten Volumen zusammengefaßt. Es setzt
sich zusammen aus der Konzentration der uoreszierenden Moleküle C, der anregenden Intensität I und

einem Geräteparameter S. Dieser Geräteparameter beschreibt wieviel des emittierten Fluoreszenzlichts den
Detektor erreicht und wahrgenommen wird.

F (t) =

ZZZ
R3

S (¡!r ) I (¡!r )C (¡!r ; t)d3r

Vereinfacht wird die anregende Intensität und der Geräteparameter in einer zeitunabhängigen Funktion
zusammengefaßt, die alsMolecule Detection Efciency (MDE) bezeichnet wird und das effektiv wirkende
DetektionsvolumenW (¡!r ) = S (¡!r ) I (¡!r ) beschreibt. Ein gebräuchlicher Ansatz für dieses Volumen ist
die Beschreibung durch eine dreidimensionale Gaußfunktion mit einheitlichem 1=e2-Radius !o senkrecht
zur optischen Achse und separat zu behandelndem Radius zo entlang der optischen Achse.

W (¡!r ) =Woe
¡2
³
x2+y2

!2o

´
e
¡2
³
z2

z2o

´
(3.1)

Diese Vorgaben werden in einem realen System durch einen fokussierten gaußförmigen Laserstrahl für die
(x; y)-Ebenen und für die z-Richtung durch die konfokale Geometrie und die damit gewichtete Detektier-
barkeit erfüllt.

Die Aufbereitung der Signalfunktion geschieht über die normierte Autokorrelation.

g(¿) =
hF (t) ¢ F (t+ ¿)i

hF (t)i2 = 1 +
h±F (t) ¢ ±F (t+ ¿)i

hF (t)i2
Sie kann durch die beschriebenen Denitionen auf eine Konzentrationsuktuation ±C zurückgeführt wer-
den. Der zugehörige Fluktuationsterm ©(¡!r ;¡!r 0; ¿) wird durch die betrachtete physikalische Situation
vorgegeben und muß der jeweiligen Problemstellung angepaßt werden.

©
¡¡!r ;¡!r 0; ¿¢ = ­±C (¡!r ; 0) ±C ¡¡!r 0; ¿¢® (3.2)

Zusammengefaßt folgt der Ausdruck für die normierte Autokorrelationsfunktion in welcher C die mittlere
Konzentration an uoreszierenden Teilchen darstellt.

g (¿)¡ 1 =

RRR
R03

RRR
R3

W (¡!r )W (¡!r 0) © (¡!r ;¡!r 0; ¿) d3r d3r0

C
2
·RRR
R3

W (¡!r )d3r
¸2 (3.3)

Die Konzentration an uoreszierenden Partikeln im beobachteten Volumen kann durch verschiedene Effekte
beeinußt werden (Abb. 3.1). Die Translationsdiffusion stellt einen Standardfall dar. Die Beobachtungs-
dauer ist in diesem Fall gleich der Aufenthaltsdauer im Detektionsvolumen, welche durch die Diffusion

vorgegeben wird. Durch eine Reaktion des Farbstoffträgers mit anderen Molekülen verändert sich im ein-
fachsten Fall die Diffusionskonstante des uoreszierenden Produkts oder die Fluoreszenzfähigkeit wird
verändert. Eine Zerstörung des Moleküls oder ein zeitweise wirkender nichtuoreszierender Zustand, wie
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Rotation

Translationsdiffusion

 Destruktion oder Triplett

Reaktion mit anderen 
Komponenten

Abbildung 3.1: Verschiedene Effekte beeinussen das beobachtete Signal einer Einzelmolekülbahn. Die
Translationsdiffusion stellt einen Standardfall dar. Eine zusätzliche Rotation gewinnt erst mit der Molekül-
größe an Bedeutung. Eine Reaktion mit anderen Komponenten verändert das Diffusionsverhalten. Die
Destruktion oder der Triplettzustand beenden während eines einzelnen Fokusdurchtritts temporär oder per-
manent das Fluoreszenzverhalten. Weitere Effekte wie Sättigung, Lichtstreuung und reale Detektoreigen-
schaften beeinussen das Detektionsignal zusätzlich.

der Triplett-Zustand, verkürzen die scheinbare Aufenthaltsdauer im Volumen. Auch die Rotation von sehr
großen Molekülen, z.B. DNA-Strängen, kann die Signalfunktion beeinträchtigen.

3.2 Diffusion einer Komponente
Der Fluktuationsterm ©(¡!r ;¡!r 0; ¿) (Formel 3.2) wird durch die physikalische Situation vorgegeben [12].
Für reine Diffusion in drei Dimensionen wird er beschrieben durch die Gleichung

©
¡¡!r ;¡!r 0; ¿¢ = ­±C (¡!r ; 0) ±C ¡¡!r 0; ¿¢® = C

(¼4D¿)
3

2

e
¡
µ
(x¡x0)2+(y¡y0)2+(z¡z0)2

4D¿

¶
(3.4)

Ein erster Schritt bei der Lösung der Integrale 3.3 stellt die Berechnung des Nenners mit Hilfe der Be-
ziehung

1R
¡1

e¡ax2dx =
p

¼
a dar. Das Ergebnis beschreibt das Fokusvolumen durch die 1=e

2-Radien der

Gaußintensität. ZZZ
R3

W (¡!r ) d3r =
ZZZ
R3

e
¡ 2

!2o
x2
e
¡ 2

!2o
y2
e
¡ 2

z2o
z2
dxdydz =

³¼
2

´ 3

2
!2o zo

Für die Berechnung des Zählerintegrals 3.3 kann eine Separation durchgeführt und jede Dimension getrennt

betrachtet werden. In einem zweiten Schritt wird die Ersetzung ¿diff = !2o
4D durchgeführt. Nach einer

quadratischen Ergänzung im Exponenten kann die erste Integration durchgeführt werden. Mit der hierbei
verwendeten Beziehung für uneigentliche Gauß-Integrale kann sofort die zweite Integration erfolgen. An
dieser Stelle der Berechnung wird klar, warum in der Lösung keine Exponentialfunktion mehr zu nden
ist. Dies ändert sich erst, wenn ein nichtquadratischer Restterm auftritt. Nach einer weiteren Umformung
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erhält man die unten stehende Lösung.
1Z

¡1

1Z
¡1

WxWx0©x0xdxdx
0 =

1Z
¡1

1Z
¡1

e
¡ 2

!2o
x02
e
¡ 2

!2o
x2
e¡

(x¡x0)2

4D¿ dxdx0

=

p
¼
p
4D¿q

2 ¿
¿diff

+ 1

1Z
¡1

e
¡ 1

4D¿

µ
¡
µ

1

2 ¿
¿diff

+1

¶
+
³
2 ¿

¿diff
+1
´¶
x02

dx0

=
¼

2

p
4D¿!o

1q
1 + ¿

¿diff

Zusammengefügt ergibt sich die normierte Korrelationsfunktion für Diffusion in einem gaußförmigen Vo-
lumen zu

g (¿)¡ 1 =

C

(¼4D¿)
3
2

³
¼
2

p
4D¿

´3Ã
!o

1q
1+ ¿

¿diff

!2
zo

1r
1+

!2o
z2o

¿

¿diff

C
2
h¡
¼
2

¢ 3
2 !2o zo

i2 (3.5)

=
1

C !2ozo ¼
3

2

1³
1 + ¿

¿diff

´ 1q
1 + !2o

z2o

¿
¿diff

Für die spätere Auswertbarkeit werden die Einzelfaktoren zusammengefaßt. Mit den Ersetzungen

¿diff =
!2o
4D k = !2o

z2o
V = 4

3¼!
2
o zo N = C V go =

1
N

4
3
p
¼
¼ 0; 75 1N

ergibt sich die fundamentale Formel für die Diffusionsmessung eines uoreszierenden Partikels in einem

gaußförmigen Detektierbarkeitsvolumen.

g (¿)¡ 1 = go 1µ
1 +

¿

¿diff

¶ 1r
1 + k

¿

¿diff

(3.6)

In Abbildung (3.2 oben) werden die Auswirkungen der verschiedenen Parameter auf den Kurvenverlauf,
wie er sich bei der Messung darstellt, abgebildet. Die Diffusionszeit ¿diff beschreibt größenordnungsmäßig,
wie schnell ein Teilchen im Mittel das Volumenelement V verläßt. Sie ist nur über den Volumenradius !o
mit der DiffusionskontanteD verknüpft. Der Faktor k beschreibt das räumliche Ausdehnungsverhältnis des
Fokus. Gängige Spezialfälle wären k = 1 für gleiche Gaußradien in allen Richtungen, k = 0 für einen nur
in zwei Dimensionen gaußförmigen Zylinder und k = 0; 04 als Beispiel für einen realen Fokus mit einer
fünffach größeren z-Ausdehnung zo = k¡

1

2 ¢ !o = 5 ¢ !o. Die mittlere Anzahl von Partikeln N ndet sich
mit einem kleinen Korrekturfaktor im Vorfaktor go wieder und über die umgekehrte Proportionalität werden
die obigen Annahmen (Abschnitt 3.1) über die Zahl der beobachteten Partikel auch mathematisch bestätigt.
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Abbildung 3.2: Parametervariation für die FCS-Funktion 4.1. Standardparametersatz (N = 1; ¿ diff1 = 1ms;
k = 0; Teq = 0; ¿ triplett = 1; ¿ drift1 = 1; R2 = 0; ¿ diff2 = 1; ® = 1). (oben links) Der Parameter
¿ diff1 verschiebt die Kurve. Bei dieser Parametrisierung entspricht der Zeitwert der halben Amplitude der
Diffusionszeit. (oben rechts) Zwischen dem k-Wert des Zylindermodells k = 0 und einem Gauß-Ellipsoid
mit !z = 5 ¢ !o; entspricht mit k = 0:04 einem realen Fokus, ist kaum ein Unterschied zu erkennen.
Bei kugelförmiger Gaußverteilung k = 1 sind deutliche Abweichungen zu erkennen. (mitte links) Für
¿ diff1 = 1ms und ¿ diff2 = 100ms lassen sich je nach Anteil R2 Mischformen nden. (mitte rechts) Der Grad
der anomalen Diffusion ® bewirkt für kleinere Werte einen acheren Abfall der Funktion. (unten links) Der
Triplett-Anteil Teq, hier bei ¿ triplett = 5¹s, zeigt seinen Einuß über einen Amplitudenabfall bei sehr kleinen
Zeiten. (unten rechts) Eine driftende Komponente zeigt die größte Auswirkung, wenn die Driftzeit ¿drift1 und
die Diffusionszeit ¿diff1 in der gleichen Größenordnung liegen.
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Drift einer Komponente

3.3 Drift einer Komponente
Die Drift einer Komponente bewirkt eine verkürzte mittlere Aufenthaltsdauer in einem Beobachtungsbe-
reich, da sie als unabhängig von der eigentlichen Diffusionbewegung zu betrachten ist. Für die Berechnung
der Korrelationsfunktion wird ein modizierter Fluktuationsterm [39] verwendet, der in diesemModell eine
Driftkomponente (Formel 2.5) senkrecht zur optischen Achse, in diesem Fall in x-Richtung, erhält.

©
¡¡!r ;¡!r 0; ¿¢ = ­±C (¡!r ; 0) ±C ¡¡!r 0; ¿¢® = C

(¼4D¿)
3

2

e
¡
µ
(x¡x0+v¿ )2+(y¡y0)2+(z¡z0)2

4D¿

¶
(3.7)

Das Problem kann für jede Raumrichtung getrennt berechnet werden, so daß eine Erweiterung auf beliebi-
ge Driftvektoren nicht problematisch ist. Die Berechnung des Zählerintegrals in einer Dimension mit den
Ersetzungen ¿diff = !2o

4D und ¿drift =
!o
v erfolgt wieder über zwei quadratische Ergänzungen und die Ver-

wendung der Beziehung für uneigentliche Gauß-Integrale. Im Gegensatz zu obiger Ableitung (3.5) ergibt
sich ein Restterm und nach der Integration bleibt eine Exponentialfunktion übrig.
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Das Nennerintegral bleibt unverändert und der gesamte Ausdruck kann, unter Zuhilfenahme der Ersetzun-
gen

¿drift =
!o
v ¿diff =

!2o
4D k = !2o

z2o
go =

1
N

4
3
p
¼

für die Korrelationsfunktion mit Diffusion und Drift, fast komplett von obiger Ableitung übernommen und
nur an die jeweilige Driftrichtung angepaßt werden.

g (¿)¡ 1 = go 1µ
1 +

¿

¿diff

¶ 1r
1 + k

¿

¿diff

e

¡

0BBBBB@
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¿

¿drift

!2 1µ
1 +

¿

¿diff

¶
1CCCCCA

(3.8)

Die angegebene Formel 3.8 ist für eine Driftrichtung senkrecht zur optischen Achse gültig. Bei einer
Erweiterung mit Driftanteilen in z-Richtung, also entlang der optischen Achse, muß in dem Exponenten die
abweichende Fokustiefe mit Hilfe des k-Faktors berücksichtigt werden.

3.4 Triplett und andere konkurrierende Anteile
Neben dem eigentlichen diffusiven Prozeß sind bei einem realenMeßsystem auch andere Vorgänge, zumeist
ungewollt, beteiligt. Diese proben- oder aufbaubezogenen Eigenschaften lassen sich nur zum Teil durch
erweiterte Überlegungen in einfache Gleichungen packen.
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3.4.1 Triplett
Die Auswirkung des verwendeten Fluoreszenzfarbstoffes wird bei der Triplett-Behandlung deutlich. Ne-

ben den für die Fluoreszenz verantwortlichen Singulett-Zuständen kann die Energie der Anregung auch
über einen Triplett-Zustand strahlungslos, oder zumindest zeitverzögert, abgegeben werden. Die Ratenkon-
stante, mit der dieser Zustand abgebaut wird, ist kleiner als die der Fluoreszenz und verzögert die später
erneut mögliche Anregung des Farbstoffs derart, daß der Photonenschauer eines Fokusdurchtritts unterbro-
chen wird.

Eine einfache Behandlung dieses Effekts führt zu einer Korrektur der Korrelationskurve mit der unten
angegebenen Formel 3.9, die als Faktor in die Bewertung mit eingeht [74].

T1

S0

S1

k12 k21

k23

k31

Abbildung 3.3: Vereinfachtes Energieschema mit eingezeichneten Übergangsraten kij : Vom Grundzu-
stand S0 ausgehend wird das Molekül mit der Übergangsrate k12 in den ersten angeregten Zustand S1
überführt, wobei diese Rate wesentlich durch die Anregungsintensität und den Anregungsquerschnitt des
Moleküls beeinußt wird. Aus dem S1-Zustand wird die Energie entweder strahlend als Fluoreszenz mit k21
abgegeben oder über die Intersystem-Crossing-Rate k23 in den ersten Triplett-Zustand T1 überführt. Von
T1 wird die Energie strahlungslos oder über Phosphoreszenz abgegeben, wobei die Übergangsrate in den
S0-Zustand deutlich, etwa 200 ¡ 1000 fach, kleiner als die Fluoreszenzrate k21 ist. Ein Molekül in diesem
Zustand blockiert zeitlich die gewünschte Fluoreszenz.

Als anschauliche Grundlage für die Beschreibung dient ein vereinfachtes Energieschema (Abb. 3.3). Die
Übergangsraten des Grundzustands S0, des ersten angeregten Zustandes S1 und des ersten Triplettniveaus

T1 bilden ein Differentialgleichungssystem für die jeweiligen zeitabhängigen Besetzungszahlen,

d

dt

0@ S0(t)
S1(t)
T1(t)

1A =

24 ¡k12 k21 k31
k12 ¡ (k23 + k21) 0
0 k23 ¡k31

350@ S0(t)
S1(t)
T1(t)

1A
deren Lösung bei Vorgabe der Anfangsbedingungen über das Finden der Eigenwerte ¸i eingeleitet wird.
Von den ermittelten Eigenwerten ist nur der dritte von Interesse, da ¸1 = 0 nur das Erreichen eines statio-
nären Status für t ¡!1 ausdrückt und ¸2 = ¡(k21 + k12) als ”antibunching”-Term eine deutlich höhere
Meßpräzision erfordert. Der Wert ¸3 ist direkt mit der Rate für die Zunahme des Triplettanteils verknüpft
und kann für k12 + k21 À k31 + k23 genähert werden als

¸3 = ¡
µ
k31 +

k12k23
k12 + k21

¶
= ¡ 1

¿ triplett
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Normale und Anomale Diffusion in 2D-Systemen

und für den Besetzungsanteil im Gleichgewichtszustand ergibt sich der normierte Anteil

Teq =
k12k23

k12 (k23 + k31) + k31 (k21 + k23)

Wie zu erwarten, sind beide Größen mit der Anregungsrate k12 = ¾exIex verknüpft und damit von der
anregenden Lichtleistung Iex und dem Anregungsquerschnitt des Farbstoffs ¾ex abhängig. Die Triplettre-
laxationszeit ¿ triplett ist in dieser Denition speziell an die Bedürfnisse der FCS angepaßt und beinhaltet
sämtliche Ratenkonstanten kij . Sie ist nicht mit der in der Farbstoffspektroskopie verwendeten Triplettzeit

identisch
³
¿ triplett 6= 1

k23

´
.

Die letztendlich verwendete Formel für die Triplettkorrektur der Korrelationsfunktion folgt aus der Lösung

der Differentialgleichungen unter Beachtung des Anfangswertproblems. Letzteres wird vorgegeben für den
Start im Grundzustand S0.

Ftriplett (¿) =
h
1¡ Teq

³
1¡ e¡

¿

¿ triplett
´i

(3.9)

Sie dient in den meisten Fällen nicht zur Beurteilung des Farbstoffsystems mit seinen Übergangsraten,
sondern der Beschreibung des diffusiven Systems auch für kleine Zeiten (Abb. 3.2) respektive großen
Laserleistungen. Eine erweiterte ortsabhängige Betrachtung der Triplettkorrektur [73] ist kaum notwendig.

3.4.2 Hintergrund
Eine bei der Messung auftretende konstante Hintergrundintensität IHintergrund beeinußt die Bewertung der
Fluktuationsamplitude. Das Einzelsignal verliert in Relation zur Gesamtintensität IGesamtsignal an Gewicht.
Die scheinbare Gesamtpartikelzahl wird erhöht [42][30]. Durch einen Vorfaktor läßt sich die Korrelations-
funktion korrigieren.

FHintergrund =

"
1¡

­
IHintergrund

®­
IGesamtsignal

®#2 (3.10)

Diese Faktor kann bei den meisten Messungen vernachlässigt werden. Er wird bei der Abschätzung der
Partikelzahl vor einem reektierenden Substrat eingesetzt.

3.4.3 Weitere konkurrierende Anteile
Neben den bisher genannten Effekten gibt es eine Vielzahl von weiteren, die das Fluoreszenzverhalten be-
einussen. Ein chemischer Zerfall, oder allgemeiner eine Reaktion, ob mit oder ohne Fluoreszenzänderung,
führt zu einer Modikation des Systems und damit des Detektionssignals. Eine Rotation des Probenmo-
leküls spielt im Normalfall erst bei sehr großen Ausdehnungen eine Rolle und kann in den meisten Fällen

vernachlässigt werden. Ebenfalls bei großen Molekülen kann ein durch Lichtstreuung ”verwaschener” Fo-
kus entstehen, der erst als sekundärer Effekt ein Fluoreszenzsignal erzeugt. Bei hohen Anregungsleistungen
kann ein Farbstoffmolekül, entsprechend einem Sättigungsverhalten nicht mehr angeregt werden und die
Überlegungen bezüglich des Detektionsvolumens muß korrigiert werden. Die Todzeit des Detektors und
die damit verbundene Nichtlinearität der Zählrate beeinussen das Signalverhalten zusätzlich.
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3.5 Normale und Anomale Diffusion in 2D-Systemen
Die in den vorherigen Teilabschnitten formulierten allgemeinen Betrachtungen der bei der FCS wichti-
gen Korrelationsfunktionsanteile müssen hier nun an die speziellen Gegebenheiten bei der Diffusion in
Membranen angepaßt werden[59]. Normale und Anomale Diffusion in einem zweidimensionalen System
(Formel 2.6) erfordert die angepaßte Denition der Fluktuationsfunktion.

©
¡
r; r0; ¿

¢
=
­
@C (r; 0) @C

¡
r0; ¿

¢®
=

C

(¼4D®¿®)
e
¡
µ
(x¡x0)2+(y¡y0)2

4D®¿
®

¶

Die Integration in zwei Dimensionen ist angelehnt an die obige Betrachtung und die dort gefundenen Zu-
sammenhänge sind mit minimalen Änderungen durchführbar.

g (¿)¡ 1 =

RR
R02

RR
R2
W (r)W (r0) © (r; r0; ¿) d2r d2r0
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Die modizierte Diffusionszeit ¿¤diff =

!2o
4D®

hat als Einheit s®. Die Unterscheidung soll darauf hinweisen,
daß die beim Fit der Meßdaten gefundenen Werte nicht mehr auf Grundlage der normalen Diffusionskon-
stante zu interpretieren sind, sondern eine neue physikalische Bedeutung besitzen. Da der Parameter ®
in die Fitfunktion eingeht, wird die mögliche Fehlerquelle durch die mißverständliche Namensgebung ¿®diff
bewußt ausgeschlossen. Durch das Zusammenfassen des Vorfaktors ergibt sich eine sehr kompakte Schreib-
weise der normierten Korrelationsfunktion für anomale Diffusion in Membranen:

g (¿)¡ 1 = go 1µ
1 +

¿®

¿¤diff

¶ (3.11)

¿¤diff =
!2o
4D®

A = ¼!2o N = C A go =
1
N

Der funktionale Verlauf (Abb. 3.2) hätte ebenfalls durch einen Grenzübergang für die obige Diffusionskor-
relationsfunktion 3.6 erhalten werden können. Dies ergibt sich mit k = !2o

z2o
¡! 0, d.h. einer Gaußfunktion

mit unendlicher Breite in z-Richtung, die keinen Verlauf zeigt und insbesondere kein Verlassen der Teilchen
in dieser Raumrichtung zuläßt. Die Volumeninterpretation im Vorfaktor und die Erweiterung auf anomale

Diffusion stellen dann nur noch geringfügige Änderungen dar.

3.6 Mehrkomponentensysteme
Die bisherigen Überlegungen gehen von der Annahme aus, daß sich im Probenbereich stets nur eine Sor-
te von uoreszierenden Teilchen bendet. Dies ist bei vielen zu beobachtenden Systemen nicht gegeben.
Wenn die Diffusionsbewegungen der unterschiedlichen Teilchensorten unabhängig voneinander sind, über-
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Mehrkomponentensysteme

lagern sich deren Einzelkorrelationsfunktionen.

Bei einem zweidimensionalen System mit M unterschiedlichen Teilchensorten mit jeweiliger Diffusions-

zeit ¿diffi werden die Komponenten, gewichtet durch ihren Anteil Ri, überlagert.

g (¿)¡ 1 = 1

N

MX
i=1

Ri
1µ

1 +
¿

¿diffi

¶
Für die korrekte Wiedergabe der Gesamtpartikelzahl N muß als Nebenbedingung 1 =

MP
i=1
Ri gelten. Für

ein Zwei-Komponenten-System ist der prinzipielle Verlauf der Korrelationsfunktion bei unterschiedlichen
Anteilen in Abb. 3.2 dargestellt.

Die eigentlich für jede Einzelkomponente getrennt durchzuführende Triplett-Betrachtung wird in der Praxis
oft vernachlässigt, da sie bei einer Standard-FCS-Messung nicht separiert werden kann und nur allgemein
als Korrektur für kleine Zeiten ¿ angesehen wird.
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3.7 Beschreibung des konfokalen Volumens in der
FCS

Ein für die Herleitung der Autokorrelationsfunktion wichtiger Aspekt ist die exakte Beschreibung des il-
luminierten und detektierten Volumenbereiches. Da ältere Anordnungen mit speziellen Spiegelsystemen
inzwischen durch konfokale Mikroskopaufbauten (Abb. 1.2) ersetzt sind und diese Konformation auch in
dieser Arbeit verwendet wird, gelten die hier gemachten Betrachtungen auch ausschließlich für letztere.

3.7.1 Standardbeschreibung für ideale Objektiv-Proben-Systeme

f
)
' 0

(p,q)

(x,y)

a

f

*' 02a

Abbildung 3.4: Schemazeichnung eines idealisierten Objektivs. Das auf die mikroskopseitige Eintrittspu-
pille mit Radius a treffende Licht wird phasenerhaltend durch das Objektiv auf ein virtuelles Kugelsegment
mit Radius f entsprechend der nominalen Brennweite abgebildet. Die Numerische Apertur N:A: = n ¢ sin®
dient als Kennzahl für den maximalen Öffnungswinkel ® bei gegebenem Proben-Brechungsindex n.

Das elementare Bauteil eines konfokalen Mikroskopaufbaus ist das verwendete Objektiv. Für dessen Ver-
ständnis werden zunächst die Objektivparameter und ihr Zusammenhang erläutert. Neben der vorgegebenen
Vergrößerung stellt die Numerische Apertur N:A: hierbei eine wichtige Kenngröße dar. Heute gebräuchli-
che auf unendlich korrigierte Objektive bilden erst mit ihrer Tubuslinse, bei Zeiss fTubus = 164; 5mm, eine
abbildende Anordnung und die zugeordnete Vergrößerung ist erst in dieser Kombination gültig. Obwohl der
hochkomplexe Aufbau eines Objektives mit allen verwendeten Zwischen- und Korrekturlinsen zunächst als
nicht beschreibbar erscheint, kann man diesen vernachlässigen und als ”Black-Box” behandeln. Von au-
ßen betrachtet verbleibt ein Gebilde aus hinterer mikroskopseitiger Eintrittspupille mit Aperturradius a,
probenseitiger Kugelsegment-Phasenfront mit einem maximalen Öffnungswinkel ®, entsprechend der Nu-
merischen AperturN:A: = n ¢sin® und einem Probenbrechungsindex n. Der Radius der Kugelphasenfront
entpricht der nominalen Brennweite f = fTubus=M des Objektivs und setzt sich zusammen aus der Brenn-

weite der Tubuslinse und der Vergrößerung M . Beleuchtet man die Eintrittspupille des Objektives mit
einem Laserstrahl der Vakuum-Wellenlänge ¸o und Leistung P sowie gaußförmiger radialer Intensitätsver-
teilung mit einem 1=e2-Radius !1, so ergibt sich für die Lichtintensität in der Nähe des Fokuspunktes z = 0

24 FCS an Lipidvesikeln auf oxidiertem Silizium



Beschreibung des konfokalen Volumens in der FCS

eine in radialer Richtung (x; y) gauß- und in z-Richtung lorentzförmige Verteilung.1

I (x; y; z) =
2P

¼!2 (z)
e

¡

0B@ 2
¡
x2 + y2

¢
!2 (z)

1CA
(3.12)

Die Taillenbreite !o des Strahles in der Fokusebene bestimmt sich durch die Beziehung !o = ¸f
¼!1

= ¸of
n¼!1

und für eine in z-Richtung verschobene Schnittäche, im Defokusbereich, ergibt sich !2 (z) = !2o +

z2
³
!1
f

´2
. In Abschnitt 3.7.2 wird die Gültigkeit dieser Beziehung nochmals aufgegriffen. Hier sei nur

erwähnt, daß die Korrektur des Objektives dem Brechungsindex der Probe entsprechen sollte und bei einer
Eintrittsöffnung mit Radius a der beleuchtende Laserstrahl mit dem Radius !1 deutlich kleiner sein muß.
Im allgemeinen wird als Grenze !1 · a=2 verwendet.

Ein uoreszierendes Molekül erfährt an seiner Position in der Probe eine Anregung, die proportional zur
lokalen Lichtintensität ist und durch obige Gleichung 3.12 beschrieben werden kann.

Nach dieser Betrachtung der Anregbarkeit einer Position in der Probe folgen nun weitere Überlegungen
zur entsprechenden Detektierbarkeit dieses Punktes; dies geschieht in Anlehnung an [49][52]. Für die Be-
schreibung wird zunächst die Point Spread Function (PSF) deniert. Die Scheibenächenfunktion circ(r)
ist abschnittsweise deniert und besitzt für die Radien jrj · 1 den Wert 1 und für jrj > 1 den Wert 0.

PSF(r0; r; z) =
circ

³ jr0¡rj
R(z)

´
¼R2(z)

=

(
1

¼R2(z) für
p
(x0¡x)2+(y0¡y)2

R(z) · 1
0 sonst

(3.13)

Ein leuchtender Punkt an der Stelle (x0; y0; z) wird in der Fokusebene (z = 0) als kleines Scheibchen

mit einer Größe entsprechend dem Auösungsvermögen Ro der optischen Komponenten festgelegt. Für
Punkte außerhalb der Fokusebene wird diese Scheibe entsprechend einer Lorentzfunktion R2(z) = R2o +
z2 tan2(®) vergrößert und berücksichtigt die Unschärfe durch die Abbildung des Punktes auf der Fokus-
ebene.

Eine weitere Funktion T (r) deniert die Einschränkung der Detektion aufgrund des Pinholes. Durch die
konfokale optische Geometrie kann das Pinhole mit Radius So über die VergrößerungM auf eine verklei-
nerte Scheibe mit Radius so = So=M in die Fokusebene projiziert werden. Die so beschriebene Transmis-
sionsfunktion lautet

T (r) = circ

µ
r

so

¶
=

½
1 für rso · 1
0 sonst

Über die Collection Efciency Function (CEF) wird zu jedem Punkt (x; y; z) im Probenvolumen eine in-
tegrierte Detektionsefzienz erstellt. Ein an diesem Punkt emittiertes Lichtquant passiert mit einer zu der
CEF proportionalen Wahrscheinlichkeit das Objektiv und das Pinhole.

CEF(r; z) =

RR
R2
T (r) PSF(r0; r; z)d2r0RR
R2
PSF(r0; r; z)d2r0

Eine Kombination der Anregbarkeit und Detektierbarkeit für einen bestimmten Probenpunkt wird durch die

1 Zur übersichtlicheren Darstellung wird der dreidimensionale Vektor ¡!r , bestehend aus den kartesischen Koordinaten (x; y; z);
unterteilt in den (x; y)-Ebenenvektor r und der Koordinate z. Zusätzlich wird die Konvention jrj = r verwendet.
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Molecule Detection Efciency (MDE) deniert.

MDE(x; y; z) = CEF(x; y; z) ¢ I (x; y; z)
Erst durch diese Überlagerung aufgrund der konfokalen Geometrie wird bei geeigneter Wahl von Pinhole-
und Laseranregungsradius, in Bezug auf die optischen Komponenten, eine idealisierte Intensitätsfunktion
möglich, die eine vereinfachte Betrachtung des Systems erlaubt

MDE(x; y; z) ¼W (¡!r )ideal = Ioe
¡2
³
x2+y2

!2o

´
e
¡2
³
z2

z2o

´

und das wirkende Fokusvolumen durch eine dreidimensionale Gaußfunktion nähern läßt.

Bedingungen für die Idealisierung des Fokusvolumens
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Abbildung 3.5: Anregungsintensität und Detektierbarkeitsfunktion für die Fokusebene eines Objek-
tiv-Pinhole-Systems. Die Eckdaten dieses Systems sind dem realen Aufbau nachempfunden. Anre-
gungswellenlänge ¸ex = 514nm; Detektionswellenlänge ¸em = 555nm; Pinholeradius 25¹m; Objek-
tiv-Tubustyp entsprechend Zeiss x63/0,9W und einem Eintrittspupillenradius a ¼ 2; 4mm. Zusätzlich
ist die 1=e2-Linie gestrichelt eingezeichnet. (links) Der das Objektiv ausleuchtende Laserstrahl, mit
Gauß-Intensitätsverteilung und 1=e2-Radius !1; wird je nach Breite unterschiedlich durch die Objektivpu-
pille beschnitten und es ergibt sich eine Faltung mit der Funktion für homogene Ausleuchtung. (rechts)
Die MDE-Funktion zeigt einen Einuß jenseits des Pinholeabbilds 25¹m

63 ¼ 0; 4¹m und schränkt so nur sehr
breite Verteilungen in ihrem 1=e2-Radius ein. Sie unterdrückt im Idealfall die Auswirkung der Nebenmaxima
der Anregungsintensität.

Es ist einleuchtend, daß die Idealisierung des Fokusvolumens nicht automatisch bei jeder Kombination der
vorgegebenen Parameter möglich ist. Die Intensitätsverteilung senkrecht zur optischen Achse stellt kein
Problem dar, da sie durch den gaußförmigen Laserstrahl vorgegeben ist. Es muß für diese Richtungen ge-
währleistet sein, daß diese Vorgabe nicht durch ungeschickte Wahl des Laserstrahl- und des Pinholedurch-
messers zerstört wird. Für den Laserstahldurchmesser wird eine Bedingung für die Beugungseigenschaft

des Objektivs angewendet. Der Aperturradius a begrenzt den anregenden Gaußstrahl mit Radius !1. Damit
diese Beschränkung bei der Abbildung keine Verfälschung der Gaußverteilung bedingt, wird als Limit

!1 · a

2

verwendet. In Abbildung (3.5 links) sind die Auswirkungen einer abweichenden Vorgabe dargestellt. Für
die anregende Intensitätsverteilung im Probenvolumen bleibt unter dieser Randbedingung die Gaußvertei-
lung mit Radius !o = ¸f

¼!1
= ¸of

n¼!1
in sehr guter Näherung erhalten. Bei der konfokalen Abbildung kann
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das Pinhole mit Radius So in die Fokusebene projiziert werden. Bei der Berücksichtigung der Objektiv-
vergrößerung M folgt ein Radius in der Probe von so = So

M : Damit das Pinhole nicht die Detektion der
Intensitätsverteilung verändert, sollte

!o · so
gelten. Eine kleinere Wahl des Pinholes ist nicht zu empfehlen, da das Zusammenwirken der Anregungs-
funktion I (x; y; z) mit der Detektierbarkeitsfunktion CEF(x; y; z) das wirkende Volumen am effektivsten

begrenzt.
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Abbildung 3.6: Anregungsintensität I und wirkende Detektionsfunktion MDE für ein Objek-
tiv-Pinholesystem mit jeweiligem Gaußt. Die Eckdaten dieses Systems sind dem realen Aufbau
nachempfunden. Anregungswellenlänge ¸ex = 514nm; Anregungsstrahlbreite !1 = 1; 2mm; Detektionswel-
lenlängen ¸em = 530 ¡ 610nm; Pinholeradius 25¹m; Objektiv-Tubustyp entsprechend Zeiss x63/0,9W und
einem Eintrittspupillenradius a ¼ 2; 4mm eingezeichnet. (links) Die Intensitätsverteilung senkrecht zur op-
tischen Achse wird kaum modiziert und läßt sich sehr gut durch eine Gaußfunktion beschreiben. (rechts)
Die Anregungsintensität I ist in Z-Richtung lorentzverteilt und läßt sich nur sehr schlecht durch eine Gauß-
funktion beschreiben. Die wirkende Detektionsfunktion MDE zeigt unter dem Einuß des Pinholes einen
deutlich steileren Abfall und ist sehr gut durch eine Gaußfunktion näherbar.

Ein, nach diesen Vorgaben, konfokal angebrachtes Pinhole verändert die gaußförmige Intensitätsvertei-
lung in der (x; y)-Ebene kaum (Abb. 3.6 links), zeigt aber einen deutlichen Einuß auf die in z-Richtung
wirkende Intensitätsverteilung (Abb. 3.6 rechts)2. Der entlang der optischen Achse durch die Anregung
vorgegebene lorentzförmige Verlauf ist zunächst nur sehr schlecht durch eine Gaußfunktion beschreibbar.

Durch die Pinhole-begrenzte Abbildung des Fokusvolumens erfährt dieses eine zusätzliche Einschränkung
in der Detektierbarkeit. Die Überlagerung aus Anregbarkeit und Detektierbarkeit (CEF) ergibt eine wir-
kende Intensitätsverteilung (MDE), welche sehr gut durch eine Gaußfunktion beschrieben werden kann.

2 Die Berechung der Intensitätsverteilung für den Fokusschnitt bei R = 0 erfolgt als Vorgriff zu der Defokusbeschreibung in Ab-
schnitt 3.7.2.3. Mit den Näherungsformeln für die Anregung 3.12 und die PSF 3.13 ergeben sich vergleichbare Verteilungen.
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3.7.2 Erweiterte Betrachtung von idealen
Objektiv-Proben-Systemen

Die bisher vorgestellte Theorie zur Beschreibung des Objektiv-Proben-Systems erlaubt die vereinfachte Be-
trachtung des Effekts der konfokalen Geometrie. Sie beinhaltet die Verwendung von fertigen, bereits genä-
herten, Formeln für die Anregungsintensitätsverteilung und das AuösungsvermögenR(z):Die Entstehung
der Formeln erscheint zunächst nicht einleuchtend. In dieser erweiterten Betrachtung wird für ein ideali-

siertes Objektiv-Proben-System eine rechentechnisch aufwendigere aber prinzipvereinfachte Beschreibung
entwickelt.

Beschreibung für die Fokusebene

Mit der Näherung für kleine optische Weglängenunterschiede, d.h. bei Objektivgeometrie eine Beschrän-
kung auf kleine Aperturen, läßt sich das beugungsbedingte Verhalten in der Fokusebene über die Fraunhofer-
Formel [6, S. 421] beschreiben.

U (x; y) =

ZZ
R2

V (p; q) e¡i
2¼

¸f
(xp+yq)dpdq (3.14)

Die Amplitudenbelegung der Eintrittspupille V (p; q) kann dabei über eine Fouriertransformation in den

Probenraum (x; y) abgebildet werden. Daraus folgt die Amplitudenfunktion des Probenraums U (x; y) :
Mit dem Parseval-Theorem für Fouriertransformation [6, S. 385]ZZ

R2

jU (x; y)j2 dxdy =
µ
1

¸f

¶2 ZZ
R2

jV (p; q)j2 dpdq (3.15)

läßt sich die zu berücksichtigende Normierungskonstante ermitteln, welche bei jeder Intensitätsbetrachtung
korrigiert werden muß.

Spezialfall der gaußförmigen unbeschränkten Pupillenamplitudenfunktion Als erste Anwendung bie-
tet sich der Spezialfall der gaußförmigen unbeschränkten Pupillenamplitudenfunktion V (p; q) an, da an
diesem Beispiel das Vorgehen für die Berechnung sehr anschaulich erläutert werden kann. Die über die
Beziehung

RR
R2
jV (p; q)j2 dpdq = 1 normierte Gaußfunktion

V (p; q) =

s
2

¼!21
e
¡
µ

p2+q2

!21

¶

beschreibt die Amplitudenverteilung der Objektivseite. Die probenseitige FokusamplitudenfunktionU (x; y)
läßt sich daraus über die oben schon vorgestellte Beziehung

U (x; y) =

ZZ
R2

V (p; q) e¡i
2¼

¸f
(xp+yq)dpdq = ¸f

s
2

¼!2o
e
¡
³
x2+y2

!2o

´

berechnen, wobei die schon früher verwendete Ersetzung !o = ¸f
¼!1

= ¸of
n¼!1

gewählt wird. Die Gauß-
funktion wird in eine Gaußfunktion mit geänderter Breite transformiert und die im vorherigen Abschnitt
verwendete Beziehung zwischen den e¡2-Radien der Gauß-Intensitätsfunktionen folgt direkt aus der Be-
rechnung der unbeschränkten Pupillenamplitudenfunktion.
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Spezialfall der homogenen beschränkten Pupillenamplitudenfunktion Der Fall der homogenen be-
schränkten Pupillenamplitudenfunktion ist aus zwei Gründen von besonderem Interesse. Jedes reale Ob-
jektiv hat eine Eintrittspupille mit denierten geometrischen Abmessungen. Dieser Umstand muß bei jeder
realen Anregung in Betracht gezogen werden. Für den üblichen Fall der runden Objektiv-Eintrittspupille
mit Radius a läßt sich diese Einschränkung berechnen. Der zweite Grund liegt in der Beschreibung der De-
tektion. Das Objektiv gewichtet im Idealfall keine Amplitudenverteilung und bei der Rückberechnung einer
detektierten Intensität in ihren Entstehungsort muß gerade diese homogene Amplitudenbelegung berechnet
werden. Diese Vorstellung geht natürlich direkt mit dem Begriff des Auösungsvermögens einher.

Für die in der Literatur gebräuchliche Form der Amplitudennormierung
RR
R2
V (p; q) dpdq = 1 ergibt sich

die beschreibende Funktion für die runde Eintrittsapertur zu

V (p; q) =
circ

³p
p2+q2

a

´
¼a2

=

½
1
¼a2 für

p
p2+q2

a · 1
0 sonst

Die sich so ergebende eingeschränkte Pupillenamplitudenfunktion läßt sich nach einem gut beschriebenen
Schema [6] entwickeln und ist hier nur der Vollständigkeit halber skizziert.

U (x; y) =

ZZ
R2

V (p; q) e¡i
2¼

¸f
(xp+yq)dpdq

=
1

¼a2

ZZ
R2

circ

Ãp
p2 + q2

a

!
e¡i

2¼

¸f
(xp+yq)dpdq

Für die Lösung der Integrale werden zunächst Polarkoordinaten eingeführt, x = r cos(') , y = r sin(') ,
p = s cos(°) und p = s sin(°); um die Aperturgeometrie zu berücksichtigen.

U(r; ') =
1

¼a2

aZ
0

2¼Z
0

e¡i
2¼

¸f
rs(cos(') cos(°)+sin(') sin(°))d'sds

=
1

¼a2

aZ
0

2¼Z
0

e¡i
2¼

¸f
rs cos('¡°)d'sds

Durch geschickte Verwendung von Denitionen der Besselfunktionen, Jn(x) = i¡n
2¼

2¼R
0

eix cos(®)ein®d® und
xR
0

x0J0(x0)dx0 = xJ1(x), lassen sich die Integrale lösen.

U(r) =
1

¼a2

aZ
0

2¼J0

µ
2¼rs

¸f

¶
sds = 2

J1(
2¼ra
¸f )

2¼ra
¸f

Die sich hieraus durch quadrieren ergebende Intensitätsfunktion stellt sich bei der Auftragung als helle
Fläche mit vielen abwechselnd dunklen und hellen Ringen dar. Die nach Airy benannte Mittelscheibe
beinhaltet einen Großteil der Gesamtintensität. Die erste Nullstelle Ro der Intensitätsfunktion, welche sich
direkt aus dem Argument der Besselfunktion ergibt,

Ro t
3; 8:::

2¼

¸o
naf

t 0; 61
¸o
N:A:

wird für die Beschreibung des Auösungsvermögens eines Objektives herangezogen. Bei diesem Abstand
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lassen sich zwei leuchtende Punkte in der beugungslimitierten Abbildung noch getrennt darstellen.

Konfokale Beschreibung für die Fokusebene

Die sich aus den Spezialfällen ergebende Betrachtung für die Fokusebene läßt sich nun auf die Berechnung
des konfokalen Fokusschnittes anwenden. Ein anregender gaußförmiger Laserstrahl wird durch die Ein-
trittspupille mehr oder weniger beeinußt und die resultierende Anregungsverteilung in der Probe ergibt
sich als Faltung der Gaußfunktion mit der homogenen beschränkten Funktion (Abb. 3.5 links).

Die Lösung der homogenen beschränkten Amplitudenfunktion beschreibt gleichzeitig die Detektierbarkeit
eines Punktes im Probenvolumen, hier in der Fokusebene, und läßt sich so direkt als Point Spread Functi-
on (PSF) identizieren. Mit diesen modizierten Vorgaben läßt sich nun zunächst die Collection Efciency
Function (CEF) über eine durch die Pinhole-Transmissionfunktion gewichtete Flächenintegration ermit-
teln. Die Überlagerung dieser Detektierbarkeitsverteilung mit der Anregbarkeitsverteilung ergibt die Mo-
lecule Detection Efciency (MDE), also die effektive Beobachtungsverteilung (Abb. 3.5 rechts). Für eine
Intensitätsabschätzung der Nebenminima würden die vom Radius abhängigen Funktionen noch durch das
Flächenelement dA = 2¼r dr gewichtet und damit verstärkt.

Allgemeine Beschreibung der Objektiveigenschaften
(Defokus-Beschreibung)

f z

d’

,)
' 0

(p,q)

(x,y,z)

Abbildung 3.7: Defokusbeschreibung für ideale Objektiv-Schichtsysteme. Für den Bereich in unmittelba-
rer Nähe zum Fokuspunkt kann durch eine winkel- und wellenlängenabhängige Phasenverschiebung die
Intensitätsverteilung berechnet werden. Die modizierte optische Weglänge für ein Kugelsegment mit Ra-
dius f + z läßt sich dafür aus geometerischen Überlegungen ableiten.

Die bisher für die Fokusebene gemachten Betrachtungen können auf die Beschreibung von fokusnahen
Punkten erweitert werden [63][6]. Die bisherige reelle Pupillenamplitudenfunktion auf dem phasenglei-
chen Kugelsegment mit Radius f erleidet bei dem Übergang zu einem Kugelsegment mit Radius f +
z eine wellenlängen- und winkelabhängige Phasenverschiebung, die durch die Defokus-Phase-Function
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DPF(p; q; z), mit jDPF (p; q; z)j = 1, beschrieben werden kann.
U (x; y; z) =

ZZ
R2

V (p; q)DPF(p; q; z)e¡i
2¼

¸f
(xp+yq)dpdq

Für die in Abbildung 3.7 dargestellte Idealisierung läßt sich aus rein geometrischen Überlegungen die sich
ergebende optische Weglänge direkt bestimmen.

DPF(p; q; z) = e¡
2¼i

¸
d0 = e

¡ 2¼i

¸

Ã
(f+z)¡f

s
1+2 z

f
cos

µp
p2+q2

f

¶
+ z2

f2

!

Ein kleiner Test dieser Formel für die Fokusebene z = 0 ergibt, wie zu erwarten, keinen winkelabhängigen
Phasenverlauf für das Kugelsegment. Eine konstante Phase würde bei der Berechnung der Intensitätsfunk-
tion wegfallen. Dies erklärt auch die für die Fokusebene unberücksichtigt gebliebene Unabhängigkeit von
der Wellenlänge.

Durch die Defokusbeschreibung der optischen Abbildung läßt sich das konfokale Prinzip der Fokusebene
(Abschnitt 3.7.2.2) auf die Volumenberechung übernehmen. Die beschränkten Pupillenamplitudenfunk-
tionen liefern bei gaußförmiger Ausleuchtung die Gauß-Anregungsverteilung I und im homogenen Fall
die Punktdetektierbarkeit (PSF) im Probenvolumen. Über die Integration der PSF gewichtet mit der Pin-
holefunktion T folgt die Detektierbarkeitsverteilung im Probenvolumen CEF. Das wirkende, konfokale
Fokusvolumen MDE setzt sich aus der Anregbarkeit und der Detektierbarkeit eines Punktes in der Probe
zusammen.

Eine Beispielberechnung für ein reales System ist in Abbildung 3.8 zu sehen. Die Objektivdaten entspre-
chen mit einer VergrößerungM = 63 und einer Numerischen Apertur N:A: = 0; 9 dem Zeiss x63/0,9W-
Objektiv. Das Wasserobjektiv ist nicht deckglaskorrigiert und wird bei der vorgesehenen Brennweite der

Tubuslinse von f = 164; 5mm eingesetzt. Das verwendete Pinhole hat einen Radius So = 25¹m und wird
in der Idealisierung als Scheibchen mit Radius so = So

M = 25¹m
63 ¼ 0; 4¹m in das Probenvolumen konfo-

kal abgebildet. Der anregende Laserstrahl der Wellenlänge ¸ex = 514; 5nm leuchtet die mikroskopseitige
Eintrittspupille des Objektivs gaußförmig mit einem 1=e2-Radius der Intensität von !1 = 1200¹m, das ent-
spricht der halben Apertur !1 = a

2 , aus. Die Detektionsfunktionen werden für einen Wellenlängenbereich
von ¸em = 530¡ 610nm berechnet.

Die gefundenen Intensitätsverläufe zeigen typische Charakteristika. Die gaußförmige Anregung verbreitert
sich mit zunehmendem Abstand vom Fokuspunkt, zeigt aber einen einheitlichen Verlauf ohne Nebenma-
xima. Die Punktspreizfunktion PSF deniert über ihren Verlauf bei Z = 0 das Auösungsvermögen des
Objektivs und zeigt ausgeprägte Nebenmaxima. Ihre Verteilung ist durch eine unendliche Reihe von Bes-
selfunktionen analytisch beschreibbar [6], wird hier aber ebenfalls numerisch bestimmt. Über die Integra-
tion, gewichtet mit der Pinholefunktion, ergibt sich die Detektierbarkeit für homogene Probenausleuchtung

CEF. Bei geeigneter Wahl des Pinholeradius werden die Nebenmaxima der PSF hierdurch gemittelt und
verwischen derart, daß sie nicht mehr separat vorkommen. Das Produkt aus gaußförmiger Anregung und
Detektierbarkeit ergibt das wirkende Fokusvolumen MDE. Die Beschneidung durch die konfokale De-
tektion bewirkt eine deutliche Begrenzung in Z-Richtung. Der lorentzförmige Verlauf der Anregung ist
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verschwunden und die Verteilung entlang der optischen Achse läßt sich sehr gut durch eine Gaußfunkti-
on beschreiben (Abb. 3.6). Die Breite der Verteilung in den (x; y)-Ebenen wird bei dieser Konstellation
durch die Breite der Anregung in der Fokusebene vorgegeben. Die Verhältnisbildung von Gaußbreite in
z-Richtung zo zur radialen Breite !o ergibt einen Faktor zo!o ¼ 3 der bei Messungen nach oben korrigiert
werden muß und ungefähr 5 beträgt.

Spezialfall der gaußförmigen unbeschränkten Pupillenamplitudenfunktion mit genäherter Defokus-
Phasen-Funktion Im allgemeinen ist die Defokusbeschreibung nicht mehr analytisch zu behandeln. Nur in
wenigen Spezialfällen gelingt es, einen geschlossenene Ausdruck zu nden. Zur Anschauung wird hier ein
Näherung vorgestellt. Die Berechnung in unmittelbarer Umgebung des Fokuspunktes erfolgt zumeist über
eine genäherte Defokus-Phasen-Funktion. Sie ergibt sich bei Zuhilfenahme der Beziehungen

p
1 + x ¼ 1+

x
2 für jxj · 1 und cos(x) ¼ 1¡ x2

2! und entspricht einer parabolischen Näherung der Kugelsegmentfunktion
mit einer kleinen Verschiebung des Bezugspunktes.

d0 =

0@(f + z)¡ f
vuut1 + 2 z

f
cos

Ãp
p2 + q2

f

!
+
z2

f2

1A ¼ z

2f2
¡
p2 + q2

¢¡ z2

2f

Im Spezialfall der gaußförmigen unbeschränkten Pupillenamplitudenfunktion V (p; q), normiert über die
Beziehung

RR
R2
jV (p; q)j2 dpdq = 1,

V (p; q) =

s
2

¼!21
e
¡
µ

p2+q2

!21

¶

DPF(p; q; z) = e¡
2¼i

¸
d0 = e

¡ 2¼i

¸

³
z

2f2
(p2+q2)¡ z2

2f

´

ergibt sich hieraus die Defokusamplitudenfunktion U (x; y; z) : Durch eine sinnvolle Umordnung nach qua-
dratischen Termen kann die Berechnung der Fourier-Integrale erfolgen.

U (x; y; z) =

ZZ
R2

s
2

¼!21
e
¡
µ

p2+q2

!2
1

¶
e
¡ 2¼i

¸

³
z

2f2
(p2+q2)¡ z2

2f

´
e¡i

2¼

¸f
(xp+yq)dpdq

=
¸f

!o

r
2

¼

e
2¼i

¸

z2

2f³
1 + iz !1f

1
!o

´e¡
Ã

1

!2o(1+iz !1f 1
!o )

(x2+y2)

!

Für eine bessere Lesbarkeit des Ergebnisses werden die schon früher verwendeten Ersetzungen !o = ¸f
¼!1

=

¸of
n¼!1

und !2 (z) = !2o + z2
³
!1
f

´2
durchgeführt, so daß sich die resultierende Defokusintensitätsfunktion

sehr kompakt schreiben läßt.

jU (x; y; z)j2 = ¸2f2 2

¼!2 (z)
e

¡

0B@ 2
¡
x2 + y2

¢
!2 (z)

1CA

Im Fall der Näherung ist die Phasenverschiebung bei Defokussierung symmetrisch und es folgt unter Be-
rücksichtigung der Intensitätsnormierung aus dem Parseval-Theorem die schon verwendete Formel 3.12.
Für z = 0 ergibt sich als Schnitt senkrecht zur optischen Achse die im vorherigen Abschnitt beschriebene
Gaußfunktion der Fokusebene.
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Gauß-Anregung PSF
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Abbildung 3.8: Berechnung der Molecule Detection Efciency MDE. (oben links) Aus der beschränkten
Gaußfunktion wird die Defokusanregungsintensität ermittelt. (oben rechts)Über die beschränkte, homoge-
ne Funktion ergibt sich die PSF. (mitte rechts) Durch Integration ergibt sich aus PSF und Pinholefunktion
die CEF. (unten) Die MDE erhält man durch Multiplikation der Anregungsfunktion mit der CEF.
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3.7.3 Fokusbeschreibung vor spiegelnden Flächen

f z

d’

,)
' 0

(p,q)

(x,y,z)

d“

ZS

Abbildung 3.9: Defokusbeschreibung vor einer spiegelnden Fläche bei ZS. Es müssen zwei Defokus-
phasenfunktionen berechnet und deren Amplitude unter Berücksichtigung des Phasensprungs am Spiegel
addiert werden.

In Hinblick auf die in Abschnitt 5.3 und 6 verwendete Technik der Fluoreszenz-Interferenzkontrast-Mikros-
kopie (FLIC) zur Abstandsbestimmung einer uoreszierenden Membran vor einem spiegelnden Schichtsy-
stem aus Silizium und Siliziumoxid, kann durch eine Erweiterung der bisher vorgestellten Defokustheorie
ein vereinfachtes Modell für die Berücksichtigung einer reektierend Fläche bei der Berechnung des kon-
fokalen Detektionsvolumens entwickelt werden.

Eine an der Position ZS senkrecht zur optischen Achse stehende spiegelnde Ebene wird durch eine Er-
weiterung in die Berechnung mit aufgenommen. Hierzu wird die Defokus-Phase-Function sowohl für den
direkten als auch für den gespiegelten Strahl berechnet. Da an der Spiegelebene ein Phasensprung stattn-
det, werden die so gewonnenen komplexen Werte voneinander abgezogen.

U (x; y; z) =

ZZ
R2

V (p; q) [DPF(p; q; z)¡DPF(p; q; 2Zs ¡ z)] e¡i
2¼

¸f
(xp+yq)dpdq

Von besonderem Interesse bei der Berechnung des effektiven konfokalen Detektionsvolumens ist die für die
Membranmessung wichtige Breite der entstehenden Gaußfunktion. Hier zeigt sich, daß die sich senkrecht
zur optischen Achse ergebende MDE-Funktion durch die Spiegelung nur in ihrer Amplitude modiziert ist,
nicht aber in ihrer Breite. Im Extremfall, wenn der Spiegel direkt bei Z = 0; also im Fokuspunkt liegt,
löschen sich die Amplituden für diesen Schnitt aus (Abb. 3.10). Das erste Maximum der Interferenz liegt
beiZ ¼ 100nm und ist deutlich höher als ohne Interferenzverstärkung. Für große Abstände der spiegelnden
Fläche gleichen sich die Kurven an jene ohne Spiegel an und der Interferenzeffekt verschwindet.
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Abbildung 3.10: Molecule Detection Efciency (MDE) bei Berücksichtigung einer spiegelnden Fläche im
Abstand ZS vom Fokuspunkt. (links) Die für Diffusionsmessungen in der Membranebene wichtige Brei-
te der Gaußfunktion an der Stelle Z = 0 bleibt bei der Spiegelung erhalten. Sie wird nur in ihrer Höhe
beeinußt.(rechts) Der Z-Schnitt der MDE bei R = 0 zeigt starke Interferenzeffekte, welche das De-
tektionsvolumen unterteilen. Die Graphen sind die Ergebnisse numerischer Berechnungen für ein Zeiss
x63/0,9W-Objektiv mit einfallendem Gaußstrahl der Wellenlänge ¸ex = 514; 5nm und Breite !1 = 1; 2mm,
bei einer homogenen Wellenlängendetektion ¸em von 530 ¡ 610nm und einem Pinholedurchmesser von
50¹m:
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Abbildung 3.11: MDE Berechnung für Zs = ¡110nm: Die Auswirkungen der spiegelnden Fläche sind
deutlich zu erkennen. Sie stellen in guter Näherung eine Überlagerung aus FLIC-Kurve und ungespiegelter
Fokusberechnung dar.
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Im Hinblick auf das später verwendete Substrat Silizium-Siliziumoxid mit einer Oxiddicke von 100nm
und 2; 73¹m werden hier die entsprechenden Abstände der spiegelnden Fläche mit dem Brechungsindex
gewichtet berechnet. So ergeben sich die scheinbaren Spiegelabstände ZS = 1;46

1;333 ¢ 100nm = 110nm und
ZS = 3000nm für die optische Ersetzung des Siliziumoxids durchWasser. Die geringeWinkelmodikation
wird nicht berücksichtigt.

3.7.4 Modikationen für nichtideale optische Schichtsysteme
Als nichtideales optisches Schichtsystem ist in dieser Arbeit die Verwendung eines Long-Distance-Luftob-
jektivs für eine Messung in wäßriger Umgebung anzusehen. Um eine Abschätzung für die Fokusgüte und
den Effekt des Schichtsystems zu studieren, läßt sich unter Beachtung des Snellius-Brechungsgesetzes eine
modizierte optische Weglänge berechnen, welche die Defokusphasenfunktion verändert. Als Standard bei
dieser Betrachtung wird ein System aus Luft-Glas-Wasser verwendet, dessen Flächen jeweils senkrecht zur

optischen Achse stehen (Abb. 3.12).
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Abbildung 3.12: Defokusbeschreibung für ein nichtideales Objektiv-Schichtsystem. Unter Beachtung des
Snellius-Brechungsgesetzes wird die optische Weglänge für die Berechnung der Defokusphasenfunkti-
on ermittelt. Bei der Long-Distance-Fokusbestimmung ist ein gängiges Schichtsystem eine Abfolge von
Luft-Glas-Wasser.

Die Berechnungen (Abb. 3.13) für ein reales Schichtsystem zeigen eine Verschlechterung der Abbil-
dung durch die nichtidealen optischen Bedingungen. Auffällig ist in diesem Zusammenhang die Ver-
schiebung des Fokuszentrums zu, vom Objektiv, weiter entfernten Z-Werten. Der Fokuspunkt in Luft
entspricht nicht dem in einem Medium mit abweichendem Brechungsindex. In dieser Beispielberech-
nung sind die Parameter entsprechend der Gegebenheiten des Long-Distance-Aufbaus (Abschnitt 4.2) ge-

wählt. Die Eckdaten des Luftobjektivs Mitutoyo x100/0.55 sind durch die Vergrößerung Msoll = 100

und die Numerische Apertur N:A: = 0; 55 bei einer Tubuslinsenbrennweite fsoll = 200mm vorgegeben.
Durch den abweichenden Mikroskopaufbau mit einer 60mm-Tubuslinse ergibt sich eine reale Vergröße-
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Beschreibung des konfokalen Volumens in der FCS

rungMist = Msoll
fist
fsoll

= 100 60mm200mm = 30. Das verwendete Pinhole mit So = 40¹m ist formal (Abschnitt
3.7.1.1) zu groß gewählt liefert aber im Meßeinsatz die besten Ergebnisse bei unterschiedlichen Positio-
nen in der Probe. Für diese Beispielberechnung wird als Schichtsystem ein Deckglas mit Brechungsindex
ng = 1; 5 und einer Dicke Zg = 80¹m eingesetzt. Die Position des ”Luftfokus” wäre bei einer Probentiefe
von Zw = 50¹m: Bei dieser Berechnung mit einer wäßrigen Probe mit Brechungsindex nw = 1; 333 liegt
der Fokuspunkt bei Z ¼ 50¹m+ 75¹m hinter dem Deckglas.
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Abbildung 3.13: MDE Berechnung für die Long-Distance-Konguration bei einer Deckglasdicke Zg =
80¹m und einer Position des nominalen Fokus bei Zw = 50¹m: Die wirkliche Fokuslage ist durch das
nichtideale optische System um weitere 75¹m verschoben. Das Fokusvolumen zeigt deutlich den Einuß
der Abbildung und die MDE-Funktion ist nicht mehr ideal gaußförmig.

3.7.5 Numerik der Berechnung
Für die Berechnung der speziellen Frauenhofer-Formel für die gaußförmig und homogen beschränkte Pu-

pillenamplitudenfunktion wird ein angepaßter zweidimensionaler Fast-Fourier-Algorithmus (FFT) [48] ver-
wendet. Um keine Randeffekte berücksichtigen zu müssen, ist das Verhältnis aus vorgegebenem Aperturra-
dius zu der Gesamtkantenlänge sehr niedrig gewählt. Aufwendige Filterfunktionen können damit vermie-
den werden. Für eine genügende Anzahl von Stützpunkten wird mit einem komplexen Feld von 512£ 512
Punkten gerechnet. Das Ergebnis der Transformation, bei einer Vorgabe der beschränkten Gaußamplitude
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und einer Anregungswellenlänge ¸ex, kann direkt der Defokusposition z zugeordnet werden. Es ergibt sich
eine vom Radius abhängige Anregungsintensität aus der Berechnung des Betragsquadrates.

Das Ergebnis bei homogener beschränkter Amplitudenvorgabe wird entsprechend der Point Spread Functi-
on (PSF) zugeordnet. Sie wird, gewichtet mit der Transmissionsfunktion des Pinholes, durch einen zweidi-
mensionalen Simpson-Algorithmus [48] für jede (x; y)-Ebene integriert. Die sich daraus ergebende Collec-
tion Efciency Function (CEF) wird für verschiedene Emissionswellenlängen ¸em berechnet und kann über
eine spektrale Gewichtung mit Hilfe einer einfachen Trapezregel integriert werden. Die ortsabhängigeMo-
lecule Detection Efciency (MDE) wird durch Multiplikation der Anregungs- mit der Detektionsefzienz
CEF berechnet und entspricht dem effektiv wirkenden Detektierbarkeitsvolumen.

Für die vorgestellten Berechnungen wird als Anregungswellenlänge ¸ex = 514; 5nm verwendet. Die spek-
trale Gewichtung der Emission geschieht homogen über einen Wellenlängenbereich von ¸em = 530 ¡
610nm, wobei die Stützpunkte im 5nm-Abstand gewählt werden.

Die Berechnung der Defokus-Phasen-FunktionDPF im Fall des nichtidealen optischen Schichtsystems er-
folgt über ein Winkelvariationsverfahren zur Berücksichtigung des Snellius-Brechungsgesetzes in der opti-
schen Pfadbestimmung. Als Startwert wird der jeweiligeWert der vereinfachten geometrischen Betrachtung
vorgegeben.
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Kapitel 4

Experimenteller Aufbau

Durch die sich erst während der Arbeit ergebenden Möglichkeiten, welche die Vermessung von Riesenvesi-
keln im Gegensatz zu der Problematik von Black-Lipid-Membranes bieten, werden zwei Aufbauten für die
FCS-Messung vorgestellt, die jeweils für ihre Anwendung optimiert sind. Der erste Aufbau ist optimiert für
die Auichtmessung mit sehr großem Arbeitsabstand und kann sowohl in senkrechter als auch waagrechter
Konguration betrieben werden. Der zweite Aufbau ist speziell für die Auichtmessung an Vesikeln an-
gepaßt und gestattet vor allem eine Beobachtung der Probe. Beiden Aufbauten gemein ist das konfokale
Meßprinzip und die Verarbeitung der Meßdaten. Begonnen wird hier mit der Vorstellung der für die Mes-
sung unabdingbaren Fluoreszenzfarbstoffe, welche über ihr Anregungs- bzw. Emissionsspektrum eng mit

den Verwendung ndenden Lasern, Filtern und Detektoren verknüpft sind.

4.1 Fluoreszenzfarbstoffe
Die in dieser Arbeit verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe gliedern sich in drei Untergruppen. Die erste Grup-

pe stellt die in Lösung vorliegenden Farbstoffe dar. Diese werden in wäßriger Umgebung eingesetzt. Die
zweite Gruppe sind die lipidartigen und -gebundenen Farbstoffe. Sie zeichnen sich durch eine einfache
Handhabung beim Einbau in Lipidmembranen aus. Die letzte Gruppe sind proteingebundene Farbstoffe,
welche erst über eine chemische Umsetzung an die Bausteine der Peptide gebunden werden. Das ebenfalls
in dieser Arbeit für Vergleichsmessungen in menschlichen Nierenzellen HEK293 verwendete enhanced-
Yellow-Fluorescence-Protein (eYFP) stellt eine Erweiterung dieser Gruppenunterteilung dar und wird erst
später beschrieben.

4.1.1 Farbstoffe für Messungen in wäßriger Lösung
Wasserlösliche Fluoreszenzfarbstoffe stellen das Basissystem in der FCS dar, da hier die Wirkung des kon-
fokalen Prinzips direkt anhand der ermittelten Daten veriziert werden kann. Die Messungen an die-

sen Farbstoffen (Moleculare Probes; Eugene - USA) dienen gleichzeitig zur Überprüfung der fokalen
Dimensionen. Vor jeder Messung wird speziell Rhodamin 6G mit einer Diffusionskonstante von D =

280¹m
2

s herangezogen, um die Justage des Meßaufbaus zu optimieren.

Das Sulforhodamin G wird für die Fluoreszenzmarkierung der später vorgestellten Peptide eingesetzt. Ne-
ben diesen Einzelfarbstoffen werden für die ersten ”Gehversuche” mit mehreren Farbstoffen markierte La-
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OCH3CH2NH

CH3 CH3

NHCH2CH3

SO3

SO3
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CO2

OOH

SCN

Rhodamin 6G Sulforhodamin G Fluorescein (FITC)

Abbildung 4.1: Fluoreszenz-Farbstoffe für Messungen in wäßriger Lösung. (links) Rhodamin 6G ist der
Standardlaserfarbstoff, da er hohe Quantenefzienz besitzt und durch typische Laserlinien, in dieser Arbeit
bei 514nm, sehr gut angeregt werden kann. (mitte) Sulforhodamin G unterscheidet sich nur geringfügig von
Rh6G und gestattet die einfache Verbindung zu anderen Molekülen, wie das hier verwendete Gramicidin C
oder das Peptid LAH4. (rechts) Fluorescein, hier FITC, ist ein weiterer typischer Farbstoff für Laseranwen-
dungen, da er bei 488nm gut angeregt werden kann.

texkugeln (Moleculare Probes; Eugene - USA) Größe eingesetzt. Diese Latexkugeln sind in unterschied-
lichen Variationen erhältlich und liegen als hochkonzentrierte Dispersion vor. Für Testmessungen wer-
den speziell Fluorescein markierte Latexkugeln mit 15nm und 100nm Durchmesser eingesetzt. In der

”Rhodamin”-Konguration des Meßaufbaus erfolgt die Messung mit 20nm-Latexkugeln, welche zusätz-
lich mit Carboxylat-Gruppen versehen sind und sich hierdurch für Driftexperimente eignen.

4.1.2 Lipidartige und lipidgebundene Farbstoffe
Neben den in wäßriger Lösung verwendeten Fluoreszenzfarbstoffen werden für die Messung in Membranen
lipidartige bzw. lipidgebundene eingesetzt.

¢ TRITC-DHPE (Tetramethylrhodaminethiocarbamoyl-Dihexadecanoyl-Glycero-Phosphoethanolamine; T-
1391; Moleculare Probes; Eugene - USA). Der Chromophor aus der Gruppe der Rhodamine ist über eine
Thioharnstoffunktion an das Lipid gebunden. Durch die Carboxylat-Gruppe am Farbstoff und einem un-
gesättigten Sauerstoff am Lipid ist dieses Molekül bei nicht zu saurer Umgebung negativ geladen.

¢ DiIC18 (Dioctadecyl-Tetramethylindocarbocyanine; D-282; Moleculare Probes; Eugene - USA). Der
Chromophor aus der Gruppe der Cyanine verfügt über zwei Kohlenstoffketten mit je 18 C-Atomen.
Dieser Farbstoff weist neben seiner positiven Ladung auch die Besonderheit auf, daß der Chromophor
in der Membranebene liegt und sich daher auch als Standardfarbstoff für die FLIC-Mikroskopie be-
währt hat. Ein weiterer Vorteil dieses Farbstoffes ist, daß er recht einfach auch nachträglich bestehende
Membranen, und somit gezielt nur den äußeren Monolayer, anfärben kann.

¢ Di-8-ANEPPS (D-3167; Molecular Probes; Eugene - USA). Der elektrochrome Farbstoff ist ein Stan-
dard bei Messungen der elektrischen Membranspannung mittels Fluoreszenzänderung. Eine über die
Membran angelegte Spannung verändert dabei die Ladungsverschiebung und damit das Fluoreszenzver-
halten.
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Fluoreszenzfarbstoffe
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Abbildung 4.2: Verwendete lipidartige und -gebundene Farbstoffe. (links) TRITC-DHPE mit einem Chro-
mophor aus der Gruppe der Rhodamine. (mitte) DiIC18 ist ein Standard bei der FLIC-Messung, da der
Chromophor aus der Gruppe der Cyanine waagerecht in der Membran liegt und zudem auch ein Anfär-
ben von fertigen Vesikeln und Zellen keine Probleme bereitet. (rechts) Di-8-ANEPPS ist ein Vertreter der
elektrochromen Farbstoffe.

Mol.Gewicht
£
g
mol

¤
Abs.max. [nm] Ext.koeff.

£
1

cmmol

¤
Em.max. [nm]

TRITC-DHPE 1236; 68 540 93 000 566
DiIC18 933; 88 549 148 000 565

Di-8-ANEPPS 592; 88 498 35 000 713

Tabelle 4.1: Daten der verwendeten lipidartigen und lipidgebundenen Farbstoffe laut Herstellerangaben
(Molekulargewicht, Absorptionsmaximum, Extinktionskoefzient, Emissionsmaximum). Die Fluoreszenz-
angaben sind dabei in einer Methanollösung ermittelt worden. In einer Membranumgebung verschieben
sich die Maxima zum Teil deutlich.

4.1.3 Proteingebundene Farbstoffe
Als proteingebundener Farbstoff ndet Sulforhodamin G Verwendung. Es wird jeweils kovalent an das
entsprechende Peptid gekoppelt. Dies sind das Antibiotikum Gramicidin C und das synthetische Protein
LAH4. Diese Markierung der Peptide wird von Gerd Hübener durchgeführt.
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Sulforhodamin G markiertes Gramicidin C

Das kanalbildende Protein Gramicidin1 des Bacillus Brevis wird in einer gereinigten Form als C-Variante

(Fluka; Deisenhofen) verwendet, da durch das Tyrosin an Position 11 ein in der Literatur [67] beschriebenes
Verfahren zur Ankopplung des Fluoreszenzfarbstoffs Dansylchlorid modiziert und auf das hier verwendete
Sulforhodamin G (Moleculare Probes; Eugene - USA) angepaßt werden kann.

OCH3CH2NH

CH3 CH3

NHCH2CH3

SO3

SO2

+

CHO-NH-Val-Gly-Ala-Leu-Ala-Val-Val-Val-Trp-Leu-Tyr-Leu-Trp-Leu-Trp-CO-NH-CH2-CH2-OH

Abbildung 4.3: Sulforhodamin G markiertes Gramicidin C. Das in der C-Variante vorkommende Tyrosin
wird als Anknüpfungspunkt für den Fluoreszenzfarbstoff verwendet. Die D-Aminosäuren sind durch eine
verstärkte Schrift gekennzeichnet.

Die Strukturaufklärung mittels NMR oder Röntgenuntersuchungen liefert je nach Lösungsmittel und Um-
gebung unterschiedliche Formen der Kanal- und Porenbildung [69][70]. In Lösungsmitteln, z.B. in Ethanol,
dominiert dabei die Konformation als antiparallel ausgerichtete, linksgängige Doppelhelix. Je nach Modi-
kation des Lösungsmittels lassen sich aber auch andere Zustände erzeugen. Die für die Einbettung in Lipide
wichtige Form ist die rechtsgängige ¯-Helix-Konformation mit antiparalleler Ausrichtung der Monomere
und einander zugewandten N-terminalen Enden. Bei einer Aminosäurezahl pro Umdrehung von 6; 5 ergibt
sich die Gesamtlänge des Dimers zu 2; 5nm. Weitere Daten sind ein Innendurchmesser des Kanals von
0; 4nm und ein Außendurchmesser von 1; 6nm: In seiner hier vorgestellten Variante SRh-GramC ist das

Molekülgewicht 2371; 8 g
mol . Auf die für elektrische Messungen wichtige Kanalbildung wird in Abschnitt

5.3 näher eingegangen.

Sulforhodamin G markiertes LAH4
Das Flip-Flop-Designerprotein LAH4 wird mittels eines Standard-Festphasensynthese-Zyklusses auf ei-
nem automatischen Peptid-Synthetisierer (Applied Biosystems 431A; Weiterstadt) hergestellt, wobei ein
vierfacher Überschuß an FMOC-geschützten Aminosäuren zugeführt wird. An das zuletzt zugegebene mit
einer BOC-Gruppe versehene Lysin wird zuvor an dem N-Terminal ein Sulforhodamin G als Fluoreszenz-
farbstoff angekoppelt. Mittels Massenspektroskopie und HPLC werden während der Herstellung die zwei
Hauptedukte, Basispeptidstrang und Sulforhodamin G-Lysin sowie das Produkt überprüft. Das SRh-LAH4
besitzt ein Molekulargewicht von 3292; 11 g

mol .

1 Der NameGramicidin stammt von der zerstörendenWirkung des Peptids gegenüber Gram-positiven Bakterien. Modernere Studien
sehen das Anwendungsgebiet des Antibiotikums ebenfalls in dem Feld der HIV-Bekämpfung.
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Erster Meßaufbau für optimierte Long-Distance-Messungen
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Abbildung 4.4: LAH4 ist ein synthetisch erzeugtes Protein aus den aliphatischen Aminosäuren Alanin-A
und Leucin-L sowie den basischen Lysin-K und Histidin-H. Es besteht aus 26 Aminosäuren und bildet eine
®-helikale Struktur. Bei einer Ganghöhe von 0; 54nm und einer Aminosäurezahl von 3; 6 pro Umdrehung
ergibt sich eine Länge der ®-Helix von 3; 9nm, welche der Dicke eines Lipidbilayers entspricht. Der He-
lix-Durchmesser beträgt 0; 5nm. (rechts) Durch die spezielle Anordnung der Histidine (hier mit verstärkter
Schrift dargestellt) wird eine pH-abhängige Ausrichtung waagrecht oder senkrecht zur Membran hervorge-
rufen. Unter sauren Bedingungen sind sie geladen und liegen damit bevorzugt in der polaren Umgebung
des Wassers. Die Lage des Peptids ist damit parallel zur Membranebene (hier durch je einen Strich links
und rechts angedeutet). (links) Für die Fluoreszenzmessung wird bei der Peptidsynthese das zuletzt an-
gebrachte Lysin zuvor mit dem Farbstoff Sulforhodamin gekoppelt. Die Lysine benden sich an den Enden
des Peptidstrangs und sind nur lose an die Helixordnung gebunden.

Das Peptid wird in der Arbeit von Bechinger [4] vorgestellt und mittels Festkörper-NMR und Infrarotspek-
troskopie an POPC-Membranstapeln bei unterschiedlichen pH-Werten untersucht[5]. Das Protein liegt als
®-Helix vor, wobei die Endbereiche nicht starr an diese Ordnung gebunden sind. Es zeigt sich, daß durch
Änderung des pH-Wertes die Lage bezüglich derMembranebene beeinußt wird. Bei niedrigen pH-Werten
< 5; 5 liegt die Proteinachse in der Membranebene, während für pH > 7 eine transmembrane Ausrichtung
angenommen wird.

4.2 Erster Meßaufbau für optimierte
Long-Distance-Messungen

Der erste Meßaufbau (Abb. 4.5) zeichnet sich durch eine optimierte Anordnung für Long-Distance-Mess-
ungen aus. Er ist sowohl vertikal als auch horizontal durch Kippen der Basisplatte auf einem schwingungs-
gedämpften Tisch einsetzbar. Die stabile Konstruktion ist aus kommerziell erhältlichen Einzelkomponen-
ten und einem lichtdichten Eigenbau-Detektionsarm zusammengesetzt. Ein wesentliches Element stellt das
Long-Distance-Objektiv dar, mit dem FCS-Messungen bei einem Arbeitsabstand von 12mm in wäßriger
Lösung möglich sind. Die sich durch die Verwendung eines Luftobjektives und den enormen Abstand zum

eigentlichen Meßort ergebenden Einschränkungen erschweren in Hinblick auf die Lichtausbeute und die
Fokusradiusabmessungen die Messung bzw. die Interpretation der Daten. Der Vorteil: Diese Erweiterung
des Meßbereiches für die FCS machen es aber gerade für Spezialaufgaben interessant. Diese Eigenschaften
waren vornehmlich auf die Meßmöglichkeit von aufgezogenen Black-Lipid-Membranes (BLM) auf Silizi-
umstrukturen ausgerichtet, wie sie in [31] verwendet wurden. Durch die Vorteile der lösungsmittelfreien
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Abbildung 4.5: Aufbau für Long-Distance-Messungen in senkrechter Konguration. (links) Überblick über
den mikroskopartigen Aufbau. (mitte) Zentrum mit von links kommendem Anregungsarm und nach oben
verlaufender Detektionseinheit. (rechts) Avalanche Photodiode lichtdicht montiert auf der Einheit zur Pin-
holeverstellung.

Riesenvesikel als Matrix für Farbstoffe und Proteine veränderten sich die Anforderungen und ein zweiter

Meßaufbau auf Mikroskopbasis wurde konstruiert. Dieser bietet gleichzeitig die Möglichkeit, in Zellen
Vergleichsmessungen vorzunehmen und gestattet eine einfachere Handhabung im täglichen Meßbetrieb.

4.3 Zweiter Meßaufbau für optimierte
Probenvisualisierung

Als Basis für den zweiten Meßaufbau (Abb. 4.6) dient ein aufrechtes Fluoreszenzmikroskop (Axioskop;
Zeiss; Oberkochen), welches auf einem schwingungsgedämpften Tisch xiert ist. Für eine zusätzliche
Versteifung werden verschraubbare Prolelemente eingesetzt, welche der Konstruktion eine sehr hohe Sta-
bilität verleihen. Dieser starre Aufbau gewährleistet bei Justage und Messung eine unproblematische Hand-
habung. Die dadurch verlorengegangene Funktionalität des variablen Objektivarmes kann leicht durch die
Verwendung von Schrittmotoren ersetzt werden.

Neben diesen stabilisierenden Anbauten sind auch einige funktionelle Eingriffe in den Mikroskopaufbau
notwendig bzw. empfehlenswert. Aus dem Anregungszweig sind alle Linsen und Filter entfernt, um den
Laserstrahl mit einer denierten Lage und Güte einzukoppeln. Die ursprünglich verwendete Zeiss-Xenon-
Lampe zur Beobachtung in Normallicht und Fluoreszenz zündete unkontrolliert bei Alterung der Röhre
nach und gefährdete durch ihre elektromagnetischen Zündimpulse die empndliche Elektronik des Photo-
nendetektors. Ersetzt wurde sie durch eine Xenon-Kaltlichtquelle (LQX1800; Spindler&Hoyer) mit 8mm-

Flüssigkeitslichtleiter und UV-Spotlight-Kollimator. Diese Kombination, ausgerüstet mit einer Zusatzfront-
linse (f = 100mm; Owis; Staufen i. Br.), liefert einen Großteil des bei Entfernung der Anregungslinsen
verlorenen Ausleuchtungsfeldes zurück, wobei dessen Homogenität und Helligkeit deutlich verbessert wird.
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Zweiter Meßaufbau für optimierte Probenvisualisierung

Abbildung 4.6: Zweiter FCS-Aufbau auf Basis eines aufrechten Mikroskops. Der Lichtweg wird über die
Prinzipzeichnung beschrieben. Von links wird das Anregungslicht eingekoppelt, welches über einen di-
chroitischen Strahlteiler in das Objektiv und damit zur Probe geleitet wird. Das Fluoreszenzlicht passiert
das Objektiv in umgekehrter Richtung, kann aufgrund seiner größeren Wellenlänge den Strahlteiler und
Sperrlter passieren und wird dann im Detektionsarm von der Tubuslinse auf das Pinhole fokussiert, von
wo es auf den Photonendetektor geleitet wird.

Die als Gesichtsfeldblende gedachte Iris kann nach diesen Umbauten noch zur Kontrasterhöhung eingesetzt
werden und arbeitet dann als nichtoptimale Aperturblende und ermöglicht auch die Beobachtung von nicht
angefärbten Vesikeln.
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Die Lampeneinheit ist über einen Filterhalter und einen Spiegelschieber an das Mikroskop gekoppelt.
Der Filterhalter nimmt sowohl ein Wärmeschutzglas der Dicke 5mm auf als auch die Beobachtungsl-
ter. Dies sind ein Interferenzlter 500nm HWB= 40nm (Melles Griot; Zevenaar - Niederlande) zur Fluo-
reszenzbetrachtung und ein Farbglas OG570 (Schott; Mainz) bei Kontrastbeobachtung. Der Eigenbau-
Spiegelschieber gestattet sowohl den Durchlaß des Laserstrahles ohne Umlenkung als auch eine Überla-
gerung mit dem Licht der Xenonlampe. Hierfür sind drei Positionen vorgesehen, welche mit Spiegelglä-
sern ausgerüstet werden können. Eingesetzt werden ein 100%-Spiegel zur Beobachtung sowie ein 50=50-
Spiegelglas für die Überlagerung der Lichtquellen. Die dritte Position bleibt zur FCS-Messung frei und
erlaubt eine umlenkungsfreie Einkopplung des Laserstrahls.

Weitere Veränderungen zur konfokalen Einzelphotonenmessung betreffen den Emissionszweig des Auf-
baus. Hier können die vorgegebenen Schwalbenschwanzführungen, unterstützt durch zusätzliche Ver-
steifungen, zur Ankopplung verwendet werden. Am umschaltbaren Fototubus des Mikroskops ist am

Durchgangsausgang die modizierte Detektoreinheit für FCS-Messungen und am umgelenkten Ausgang
die CCD-Kamera angebracht. Eine zusätzliche Aluminiumplatte dient hierbei zur seitlichen Fixierung und
gleichzeitig als Basis eines Prolelements zur starren Verbindung der lichtdichten Detektionseinheit mit
dem Mikroskop.

4.4 Vorstellung der optischen Einzelkomponenten
Die Komponenten der Meßaufbauten (Abb. 4.5 und 4.6) werden einzeln vorgestellt. Ihr Zusammenwirken
ist aufeinander und auf das Meßsystem abgestimmt.

4.4.1 Argon-Ionen-Laser als Lichtquelle und weiterer Lichtweg
Für die Messung wird ein wassergekühlter Argon-Ionen-Laser (Modell 2065A-65-BeamLok; Spectra-Phy-
sics; Darmstadt) mit einer maximalen Lichtleistung im sichtbaren Wellenlängenbereich von 7 Watt ver-
wendet. Durch ein Prisma im Resonatorteil des Lasers kann durch eine leichte Veränderung des hinteren
Spiegels (High-Reector) die Wellenlänge selektiert werden. Bevorzugt werden hier die ”starken” Argon-
linien 488nm für Fluorescein oder 514; 5nm für Rhodamine verwendet. Der Laser besitzt als Zusatz eine

Option zur Verbesserung und variablen Anpassung der Strahllage sowie eine Leistungskontrolle (Beam-
Lok), die im wesentlichen auf einer Quadrantendiode und angeschlossener Piezosteuerung für den vorde-
ren Spiegel (Output-Coupler) beruht. Für einen stabilen Betrieb wird der Laser bei den oben genannten
Wellenlängen mit 500mW geregelter Leistung und eingeschaltetem BeamLok betrieben. Direkt am Licht-
ausgang wird der Strahl durch eine Kombination von Neutralgläsern auf die später benötigte Lichtmenge
abgeschwächt. Dieses Vorgehen hat sich im Zusammenspiel mit dem Glasfaser-Einkoppler als sinnvoll er-
wiesen, da eine veränderte vorgegebene Laserleistung die Strahllage leicht verändert. Für die Einkopplung
wird ein einfaches Objektiv (x20/0,4 Luft; Newport; Darmstadt) in Kombination mit einer Eigenbau-Fiber-
Connector-Buchse (FC-Buchse) verwendet, welche über Positionierschrauben abgestimmt werden können.
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Die am Einkoppler über einen FC-Stecker angeschlossene Single-Mode-Faser2 (Kerndurchmesser 3; 1¹m;
Diamond; Gröbenzell) gestattet, die Justage von Laser- und Mikroskopanordnung komplett zu trennen und
bewirkt zugleich eine Unterdrückung aller höheren Lasermoden. Sie wirkt als Raumlter. Der Auskoppler
(Kollimator MB02; Spindler&Hoyer; Göttingen) ist über eine Justageeinheit direkt an ein Mikrobanksy-
stem befestigt und gestattet die Verwendung der hierauf aufbauenden Komponenten. Eine Teleskopanord-
nung dient zur Anpassung des Strahldurchmessers an das verwendete Mikroskopobjektiv.

4.4.2 Filtercharakterisierung
Die Wahl der Filter richtet sich nach den Farbstofftypen und dem eingesetzten Laserbereich. In dieser
Arbeit werden hauptsächlich die energiereichen Linien 488nm und 514nm des Argon-Lasers verwendet,
da die erste für uoresceinartige und die zweite für rhodaminartige Farbstoffe besonders geeignet sind.
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Abbildung 4.7: Wellenlängenabhängige Auftragung der Transmission für den verwendeten Rhodaminl-
tersatz. Der dichroitische Strahlteiler 530DCLP wird für die Transmissionsmessung unter dem realen An-
stellwinkel von 45± vermessen. In dem zweiten FCS-Aufbau kann auf den ersten Bandpaß BP480-520
verzichtet werden, da der Mikroskopanregungsarm Streulicht weitestgehend abblockt.

Der Filtersatz für 488nm-Anregung wird in dem ersten Aufbau eingesetzt und für Long-Distance-Messungen
herangezogen. Er besteht aus:

¢ Anregungslter BP480-520 (AHF Analysentechnik; Tübingen). Da im ersten Aufbau der Anregungs-
arm offen liegt, muß das Streulicht abgeblockt werden.

¢ Strahlteiler BSP488/514 (Delta Light&Optics; Lyngby-Dänemark). Der Strahlteiler ist optimiert zur
Trennung der Argon-Linien und paßt gut zu den Anregungs- und Emissionsspektren des Fluoresceins.

¢ Sperrlter HQ535/50 (AHFAnalysentechnik; Tübingen). Der Bandpaß von 510¡560nm blockt sowohl
2 Bei Einmodenfasern gilt für die Bestimmung der Grenzwellenlänge ¸Grenze der Zusammenhang ¸ > ¸Grenze ¼ 1; 3¢DKern ¢N:A:Faser:
Für eine Numerische Apertur der Faser N:A:Faser = 0; 1 und einen Kerndurchmesser DKern = 3; 1¹m ergibt sich eine minimale
Wellenlänge von ¸Grenze = 400nm für den Singlemodebetrieb.
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eventuell reektierte Anregungsstrahlen als auch die O-H-Raman-Linie des Wassers ab.

Für die Anregung bei 514nm existieren zwei unterschiedliche Filtersätze, einer für den ersten Aufbau und
einer für den zweiten:

¢ Anregungslter BP480-520 (AHF Analysentechnik; Tübingen). Dieser Filter ist dem obigen gleich und
wird nur im ersten Aufbau verwendet.

¢ Strahlteiler 530DCLP mit einer 514nm Laseroptimierung für einen 45±-Einfallswinkel. Er wird in bei-
den Aufbauten verwendet, allerdings in unterschiedlichen Abmessungen, da die Filterhalter sich in ihrer
Montageform unterscheiden.

¢ Sperrlter HQ577/75 mit O.D.5 bei 624nm (AHFAnalysentechnik; Tübingen). Er wird ebenfalls in bei-
den Aufbauten zur Unterdrückung des reektierten Anregungslichtes sowie der Ramanlinie des Wassers
ab ¸O-H-Raman =

³
1

¸Anregung
¡¢º

´¡1
=
³

1
514;5nm ¡ 3400 1

cm

´¡1
= 624nm verwendet. Die Begrenzung

der Detektionswellenlängen bewirkt eine Verringerung der Meßintensität, allerdings werden neben der
Raman-Unterdrückung gleichzeitig chromatische Fehler des optischen Aufbaus minimiert.

¢ Farbglas OG530 (Schott; Mainz) mit 3mm Dicke. Für eine zusätzliche Unterdrückung der Anregungs-
linie mit einer Optischen Dichte O:D: > 4 wird dieser Filter für stark reektierende Proben eingesetzt.

Schätzt man die Zahl der Anregungsphotonen für die spätere Meßleistung von 15¹W über die Beziehung
n =

Pgesamt
PPhoton

= 15¹W ¢514;5nm
h¢c ¼ 4 ¢ 1013 ab, so ist bei reektierendem Substrat eine starke Abschwächung

dieser Wellenlänge mit O:D: > 8 zu empfehlen. Da nicht alle reektierten Strahlen wirklich den Detektor
treffen würden und dieser auch nicht alle zählen könnte, wird eine scheinbare O:D: > 10 erreicht.

Für die Beobachtung unter Xenon-Beleuchtung werden im zweiten Aufbau drei zusätzliche Filter einge-
setzt, ein Kaltglas, ein Farbglas OG570 für die Kontrastbetrachtung und ein Interferenzlter BP480-520 für
die Fluoreszenzbeobachtung. Diese Filer werden bei der dortigen Beschreibung genauer berücksichtigt.

4.4.3 Objektive zur Beobachtung und Messung
Ein zentrales Bauteil für die Beobachtung und Messung mittels eines Mikroskop-Prinzips ist das jeweilig
verwendete Objektiv. In dieser Arbeit kommen fünf Objektive zum Einsatz.

¢ Zeiss LD Achroplan x20/0,4 Korr - Das Objektiv läßt sich mit und ohne Deckglas verwenden und eignet
sich für die Beobachtung und grobe Positionierung der Probe.

¢ Zeiss Achroplan x63/0,9W - Arbeitsabstand 1; 46mm; keine Deckglaskorrektur. Es ist das Standard-
objektiv für die Vesikelmessungen, da es durch seinen kleinen Durchmesser auch in der gewählten Auf-
lichtkonguration im Probenschälchen positioniert werden kann.

¢ Zeiss C-Apochromat x63/1,2W - Arbeitsabstand 0; 25mm; deckglaskorrigiert 0; 14¡ 0; 18mm. Inzwi-
schen wohl ein Standard-Objektiv in der FCS, das durch seine Deckglaskorrektur für die Auichtbe-
trachtung nicht geeignet erscheint und nur für Referenzmessungen Verwendung ndet.

¢ Mitutoyo M Plan Apo 20. Luftobjektiv zur Betrachtung bei Long-Distance-Konguration.
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Abbildung 4.8: Objektive zur Beobachtung und Messung. (von links) Zeiss x20/0,40; Zeiss x63/0,9W;
Zeiss x63/1,2W; Mitutoyo x20/0,42L; Mitutoyo x100/0,55L. (rechts)Gewindeadapter um Mitutoyo-Objektive
an Standard-Mikroskopgewinde anzubringen.

¢ Mitutoyo M Plan Apo SL100/0,55 - Arbeitsabstand 12mm. Luftobjektiv zur FCS-Messung mit extrem
großem Arbeitsabstand, aber den sich daraus ergebenden Einschränkungen für die Lichtausbeute und
der notwendigen Schichtsystemkorrektur für Messungen in Wasser.

Alle aufgeführten Objektive sind für unendlichen Strahlengang korrigiert, wobei die VergrößerungMnominal

erst durch die Brennweite der Tubuslinse fsoll bei den Zeiss-Objektiven 164; 5mm und bei den Mitutoyo-
Objektiven 200mm deniert ist. Abweichende Tubus-Brennweiten fist verändern die wirkende Vergröße-
rung des Objektiv über die BeziehungMwirkend = Mnominal ¢ fistfsoll

: Das Mitutoyo SL100-Objektiv mit einer
Sollbrennweite der Tubuslinse von fsoll = 200mm zeigt in einem Zeiss-Mikroskop eine wirkende Vergrö-
ßerung vonMwirkend = 100 ¢ 164;5mm200mm = 82; 25:

4.4.4 Schrittmotoren zur Positionierung
Da ein starrer optischer Aufbau die Qualität der Meßergebnisse deutlich verbessert, sind die optischen
Komponenten der verwendeten Aufbauten xiert. Im Fall der Long-Distance-Apparatur ist dies durch
einen von vorneherein festen Aufbau gegeben. Das Mikroskop wird mit zusätzlichen Versteifungen arre-
tiert. Um trotzdem ”mobil” zu sein, wird die Probe mit Hilfe von drei Schrittmotoren (Meßtisch LM60;

Owis; Staufen i. Br.) verfahren. Mit einer Schrittweite von 1¹m bei einemMaximalweg von 25mm können
großächig Probenbereiche abgesucht und gleichzeitig mit ausreichender Genauigkeit positioniert werden.
Die Steuerungs- und Halteströme werden hierbei durch eine Eigenbau-Motorsteuereinheit geliefert, welche
über TTL-Impulse von einer Computereinsteckkarte (LabPC+; National Instruments; München) gesteuert
werden. Zur Synchronisation von Schrittimpulsen und aufgenommener Photonen-Zählrate wird ein selbst-
entwickeltes Programm verwendet. Durch diese Positionierung und lokale Messung ist eine Rasterung der
Probe möglich.
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4.4.5 Temperaturregelung mit Peltierelement
Bei der Messung wird die Probentemperatur über einen Pt100-Temperaturwiderstand bestimmt. Eine PID-

Regelung (ST70-31.02; Störk; Stuttgart) mit angeschlossenem Schaltnetzteil und einem Peltierelement
(PKE72; Peltron; Fürth) als aktivem Bauteil dient zur Temperatureinstellung. Hiermit kann die Probe
sowohl gekühlt als auch geheizt und die dann erreichte Endtemperatur bis auf 0; 1±C eingeregelt werden.
Für eine auf einen Objektträger aufgeklebte Küvette erschließt sich ein Temperaturbereich von 10±C bis
45±C.

4.4.6 CCD-Kamera und Framegrabber zur Beobachtung
Für die Dokumentation und speziell für die FRAP-Messung wird eine Kombination aus einer empndli-
chen Halbleiter-Kamera (HRC; Theta-System; Gröbenzell) nach dem CCD-Prinzip (Charge Coupled De-
vice) und einer Framegrabber-Meßkarte (PC-EYE-1; Eltec; Mainz) für den Computer verwendet. Die
auf einem 1

2 ¡ Zoll-Chip (Sony ICX039AL) basierende Kamera mit 752 £ 582 Bildpunkten (Pixelgrö-
ße 8; 6¹m £ 8; 3¹m) ermöglicht neben verschiedenen Belichtungszeiten in Videonorm (50Hz pro Halb-
bild) auch einen speziellen Triggermodus für Langzeitbelichtungen bis 320ms pro Halbbild. Direkt an
der Kamera werden die Einstellungen der Intensitätskorrektur (Gamma=1) und der automatischen Verstär-
kung (Autogain=aus) vorgenommen, um unverfälschte Intensitätsprole bei mehreren Bildern vergleichen
zu können. Zuätzlich können mit einer selbstentwickelten Steuerelektronik die Belichtungszeit und die
Verstärkung manuell vorgegeben werden. Die Framegrabber-Karte wird über eine DLL (Dynamic Link
Library) von einem selbstentwickelten Programm gesteuert, welches eine Aufnahme und unkomprimierte
Abspeicherung der 8Bit-Graustufendaten in Echtzeit auf die Festplatte des Rechners in einem gebräuchli-
chen TIFF-Bilddatenformat gestattet.

4.4.7 Einheit zur Pinhole- und Detektorjustage
Die emissionsseitige Einheit zur Pinholejustage ist ein Eigenbau der Abteilungswerkstatt und unterscheidet

sich in den zwei vorgestellten Aufbauten. In der für Long-Distance-Messungen optimierten ersten Form
besteht sie aus einem lichtdichten eloxierten Aluminiumkasten, welcher im Inneren drei zum Mikrobank-
System kompatible Führungsstangen beherbergt, an denen die optischen Komponenten befestigt sind. Am
dem Strahlteiler zugewandten Ende sind zunächst die emissionsseitigen Filter plaziert, danach folgt ein
Spiegelsystem, welches das vom Objektiv kommende Licht über eine separate Tubuslinse (f = 30mm;
Spindler&Hoyer; Göttingen) wahlweise auf eine oben beschriebene CCD-Kamera oder ein Okularsystem
(Mitutoyo; Kawasaki; Japan) lenkt. Diese Komponenten dienen zur groben Positionierung und Kontrol-
le des Laserfokus. Für die Messungen mit dem Einzelphotonendetektor kann der Spiegel aus dem Strahl
gezogen und das Fluoreszenzlicht über eine entspiegelte Tubuslinse (f = 60mm; ARB2-Entspiegelung
490¡ 660nm; Spindler&Hoyer; Göttingen) auf das Pinhole (50; 80; 100; 120¹m; Owis; Staufen i. Br.) fo-
kussiert werden. Letzteres kann über drei Mikrometerschrauben in alle Raumrichtungen verschoben werden

und gestattet eine sehr exakte Führung. Für eine optische Abbildung des Pinholes auf die Detektoräche
werden zwei entspiegelte Quarzlinsen (f = 60mm; ARB2-Entspiegelung 490¡660nm; Spindler&Hoyer;
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Göttingen) verwendet, die eine entkoppelte und damit einfachere Justage ermöglichen. Der Detektor kann
in seiner Halterung in Strahlrichtung grob- und senkrecht dazu feinjustiert werden. Ebenfalls integriert
in dieser Halterung ist ein manueller Verschluß und ein Pt100-Temperaturwiderstand zur Kontrolle eines
möglichen Wärmestaus.

Im zweiten Aufbau auf Mikroskopbasis (Axioskop; Zeiss; Oberkochen) kann auf einige Komponenten
verzichtet werden, welche schon standardmäßig integriert sind und die Einzelmolekülbetrachtung nicht zu
sehr stören. Die Tubuslinse (f = 164; 5mm) sowie der Filterschieber werden weiterverwendet. Die Linse,
da bei Verwendung von Zeiss-Objektiven die Farbkorrektur erst in Verbindung mit dieser erfolgt. Die
Weiterverwendung des Filterschiebers stellt einen Kompromiß dar, da trotz Schwalbenschwanzführung die
Stabilität leidet. Zudem sind für die zu erzielende Lichtdichtigkeit zusätzliche Abklebungen notwendig.
Die gesamte Pinhole-Detektoreinheit muß an das aufrechte Mikroskop angepaßt werden. Dies beinhaltet
die Verlagerung des ersten emissionsseitigen Interferenzlters in den Filterschieber und die Entfernung der

Tubuslinsen. Ebenfalls wird das Gehäuses verkürzt, damit die Pinholeebene entsprechend der Fokusebene
der Tubuslinse positioniert werden kann.

4.4.8 Avalanche Photodiode (APD) als Einzelphotonendetektor
Der verwendete Einzelphotonendetektor SPCM-AQ-161 (EG&GOptoelectronics Canada) basiert auf einer
aktiv gequenchten Avalanche Photodiode. Die Diode ist mit einer so hohen Sperrspannung belegt, daß ein
Photon eine andauernde Ladungsträgerlawine triggern kann. Dieser Lawinenstrom wird durch eine Verstär-
kereinheit in ein 10ns-TTL-Signal (Transistor-Transistor-Logik) gewandelt und kann über ein BNC-Kabel
abgegriffen werden. In älteren Modulen ndet die Kompensation des Lawinenstroms durch einfache RC-
Glieder statt, die Todzeit ist dementsprechend hoch ¼ 200ns: Die modernere Modulform vermindert die
Zeit zwischen Pulsauslösung und erneuter Detektionsbereitschaft durch transistorgesteuerte aktive Kom-
pensation drastisch auf 30ns und weist eine sehr hohe Quantenausbeute von 60 ¡ 70% bei einer Dunkel-
zählrate< 25cps auf. Der empndliche Bereich des Detektors hat einen Durchmesser von 170¡200¹m, so
daß selbst ohne separat angebrachtes Pinhole diese Fläche bereits als begrenzendes Element arbeitet. Das
Niedervoltmodul wird mit einem doppeltstabilisierten Labornetzteil (LNG16-12; Knürr-Heinzinger; Ro-
senheim) mit effektiv 5V Gleichspannung betrieben. Eine unterbrechungsfreie Stromversorgung (Fortress
LI1420DT; Best Power Technology; Erlangen) schützt die APD gegen Stromschwankungen und -ausfälle.

An dieser Stelle sei eine kleine persönliche Bemerkung erlaubt: Der Modultypus weist nicht nur die oben
beschriebenen erfreulichen Detektionseigenschaften auf: Durch seine Instabilität, nicht behobene Produkti-
onsmängel und enorme Lieferschwierigkeiten löste er erheblichen Experimentatorverdruß aus. Der sich aus
diesen Umständen ergebende Zeitverlust sprengt die berechenbare Phase des Meßaufbaus und ist ein steter
Unsicherheitsfaktor bei der Anwendung. Ob die aktuelle Produktionslinie bei EG&G von ihren Kinder-
krankheiten befreit ist, kann hier nicht beantwortet werden. Für einen effektiven Einsatz in der Forschung
ist zumindest zu hoffen, daß die Qualität und Verfügbarkeit des Produktes deutlich gesteigert wird.
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4.5 Verarbeitung der Meßdaten
Die Verarbeitung der Meßdaten ndet mittels Computer statt. Er beherbergt die erforderlichen Meßkarten
für die Korrelation der Photonensignale und die Steuerung der angeschlossenen Geräte.

4.5.1 Computer Hard- und Software
Der Computer stellt ein wichtiges Element zur Aufnahme und Verarbeitung der Meßdaten dar. Als Hard-
warebasis wird ein selbstkonfektionierter Rechner (Synchron, Gilching) der PentiumII-Klasse mit 256MB-
Hauptspeicher und 9,1GB U2W-SCSI-Festplatte verwendet, der unter dem Betriebssystem Windows98
(Microsoft; Unterschleißheim) seinen Dienst verrichtet. Da die bereits beschriebene Framegrabber-Karte
(PC-EYE-1; Eltec; Mainz) über den PCI-Bus die Daten in den Hauptspeicher bzw. die Grakkarte trans-

feriert, muß letztere eine lineare, unsegmentierte Einblendung ihres Bildschirmspeichers in den Prozessor-
adressraum gestatten. Eine Millenium G200 AGP (Matrox; Unterhaching) erfüllt dieses Kriterium und
arbeitet in der beschriebenen Konstellation stabil. Für die Ansteuerung der Schrittmotoren und den elek-
trischen Verschluß über TTL-Signale wird eine Multifunktionsmeßkarte (LabPC+; National Instruments;
München) eingesetzt. Die Korrelatorkarte (ALV5000E; ALV; Langen) dient zur Aufnahme und Vorverar-
beitung der Photonenzählereignisse. Auf sie wird im nächsten Abschnitt genauer eingegangen.

Für die Entwicklung der Spezialsoftware werden, teils aus historischen Gründen, teils aus praktischen Ge-
sichtspunkten, unterschiedliche Entwicklungsumgebungen eingesetzt. Die Ansteuerung der Korrelatorkarte
geschieht über eine 16-Bit-Treiberschicht, welche sich recht einfach über Borland Pascal 7.0 (Inprise; Lan-
gen) ansprechen läßt. Ebenso können damit die Funktionen der Multifunktionskarte genutzt werden. Im
gleichen Entwicklungszeitraum ist das Fitprogramm mit dem gleichen Programmierwerkzeug entstanden.
Da für die Theorieberechnungen, speziell die Fouriertransformation, große Speicherbereiche angesprochen

werden, verbietet sich der Einsatz eines 16-Bit-Adressraums, somit werden diese Berechnungen in einer
Java-Entwicklungsumgebung (Visual Café 3.0; Symantec; Ratingen) durchgeführt. Für die Ansteuerung
der Framegrabberkarte wird das C++-System Visual-Studio97 (Microsoft; Unterschleißheim) eingesetzt,
da entsprechende Programmierbibliotheken der Karte beiliegen. Dieses ”Sammelsurium” an Entwicklungs-
produkten wird abgerundet durch Labview 5.1 (National Instruments; München), das für die Aufbereitung
und Analyse z.B. der FRAP–Videodaten eingesetzt wird und die Funktionalität bietet, die übrigen Pro-
grammentwicklungssysteme obsolet zu machen.

4.5.2 Korrelatorkarte als Aufnahmeeinheit
Der digitale Korrelator ALV-5000E (ALV; Langen) ist als Computereinsteckkarte realisiert und berechnet
die normierte Korrelationsfunktion der gemessenen Intensitätssignale ”online” während der Messung. Die

Karte verfügt über 288 Kanäle, die als ”Multiple-Tau-Digital-Correlator” eine quasilogarithmische Zeitver-
teilung vorweisen. Der Registersatz ist in mehrere lineare Zeitbereiche unterteilt und verfügt über eine der
möglichen Zahl der Ereignisse angepaßte Speicherbreite von 8Bit für die kleinsten Kanalzeiten ab 200ns
bis 32Bit für die Zeiten ab 409¹s. Die maximale Korrelationszeit liegt bei einigen Stunden und wird in der
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Praxis bei der hier beschriebenen Art der Messung nicht erreicht.

Das TTL-Signal des Photonendetektors kann direkt über ein 50­-BNC-Kabel in die Meßkarte eingespeist

und dort sofort weiterverarbeitet werden. Als Standardeinstellung für die Aufnahme wird die Karte in einen
SINGLE-AUTO-MODE versetzt, der die Photonenpulse an einem der möglichen zwei BNC-Eingänge als
Signalquelle auswählt und später die Autokorrelationsfunktion berechnet. Die Möglichkeiten der zweifa-
chen Auto- oder Kreuzkorrelation werden in dieser Arbeit nicht verwendet. Vor jeder Messung kann eine
automatische Skalierung des Korrelators erfolgen, welche bei nicht zu kleinen Farbstoff-Verdünnungen ver-
wendet wird. In eher seltenen Fällen wird ein Bereich vorgegeben. Als Standardmeßzeit werden 30 oder
100 Sekunden verwendet, da bei den hier üblichen Farbstoffkonzentrationen von einem Partikel pro Meß-
volumen eine Vielzahl von Fokusdurchtritten erfolgt und die Korrelationskurven sich nicht mehr deutlich
verbessern.

4.5.3 Software zur Steuerung und Messung

Abbildung 4.9: Oberäche des Meßprogramms während einer Messung an Rhodamin 6G. Schon nach
kürzester Zeit ist eine Korrelationsfunktion zu erkennen, die sich bei längerer Meßzeit zusehens glättet.
Eine Abschätzung der Größenordnung für die Zahl der Durchläufe durch den Fokus liegt in diesem Fall bei
ca. 1000.
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Die bei der Messung verwendete selbstentwickelte Software (Abb. 4.9) bietet durch die Integration einer
Positionier- und Scanoption sowie einer efzienteren Handhabung einen wesentlichen Vorteil gegenüber
dem Standard-Korrelatorprogramm. Das Hardwareinterface beruht auf einer DLL (Dynamic Link Libra-
ry), die für eine frühe Version der ALV-Software (Version vom 17.12.1996; ALV; Langen) entwickelt und
freundlicherweise dokumentiert wurde. Das objektorientiert aufgebaute Programm gestattet eine Synchro-
nisation zwischen Bewegung der Schrittmotoren und Aufnahme der Korrelations- und Zählratendaten, so
daß ein langsames, örtliches Scannen der Probe möglich wird. Nach negativen Erfahrungen mit der Haltbar-
keit der APDs wurden zusätzlich Sicherheits- und Überwachungsfunktionen eingebaut, die im Hintergrund
die Zählrate protokollieren und bei einer Überschreitung von bestimmten Richtwerten warnen bzw. den
elektrischen Shutter am Laser schließen.

4.5.4 Software zur Meßdatenanalyse

Abbildung 4.10: Oberäche des Fitprogramms. Das selbstentwickelte Fitprogramm gestattet die schnelle
und komfortable Visualisierung und Auswertung der Meßdaten.

Zur Auswertung der gemessenen Daten wird ein selbstentwickeltes Programm (Abb. 4.10) verwendet,
dessen nichtlinearer Fit auf einer Standardimplementation [48] des unabhängig von Levenberg [36] und
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Marquardt [40] entwickelten Algorithmus zur Minimierung der Summe der Fehlerquadrate beruht. Bei
einem Datensatz fxi; yi; ¾ig (¾i = Fehler der Einzeldaten) aus N Elementen und einer Modellfunktion
y = y(x;a) wird die Summe der Fehlerquadrate

Â2(a) =
NX
i=1

·
yi ¡ y (xi;a)

¾i

¸2
als Maß für die Güte der Übereinstimmung von Modell und Daten herangezogen. Durch eine Minimierung
der Abweichung kann der Parametersatz a der Modellfunktion bestimmt werden, welcher die Daten am
besten beschreibt. Die weitere Verbreitung dieses Algorithmus liegt im Vorzug der schnellen und exakten
Konvergenz begründet. Dies wird durch die Kombination zweier auch einzeln anzutreffenden Methoden
erzielt. Die ”steepest-descent” oder Gradientenmethode wird in der Anfangsphase verwendet, sie steigt
sehr schnell in die Nähe des Minimums ab. Dort wird durch Verwendung von Inverser-Hesse-Matrizen bzw.
deren stärkerer Gewichtung eine exaktere Bestimmung der Parameter für das Minimum amin möglich.

Die konkret bei der Auswertung verwendete Formel stellt eine angepaßte aber leicht zu erweiternde Teil-
menge der möglichen Kongurationen dar.
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Diese Version berücksichtigt maximal drei diffundierende Komponenten mit ihren entsprechenden Diffu-
sionszeiten ¿diff und ihren Partikelanteilen R2, R3 und R1 = (1¡R2 ¡R3). Für alle Komponenten ein-
heitlich wird ein Triplettanteil Teq mit der Triplett-Zeitkonstanten ¿ triplett ermittelt. Die erste Komponente
ist für eine zusätzliche Bestimmung der Driftzeit ¿drift1 vorbereitet. Über die entsprechenden ®-Parameter
läßt sich für den ersten und zweiten Anteil eine anomale Diffusion berücksichtigen. Bei einem vom nor-
malen Diffusionsmodell (® = 1) abweichenden Wert ändert sich die Interpretation der ¿diff. Sie stellen mit
einer Einheit s® keine Zeitkonstante mehr dar, sondern dienen als reiner Fitparameter. Eine Entkopplung
des Volumenmodells läßt sich über die ±kdiff-Parameter erzielen, durch deren mögliche Werte von 0 und 1
kann für die erste Komponente ein gaußförmiges, dreidimensionales Diffusionsmodell verwendet und für

die anderen beiden eine Kopplung an dieses oder ein zweidimensionales Modell berücksichtigt werden. Für
die eigentliche Auswertung werden jeweils nur ein Teil der gezeigten Parameter eingesetzt, da sich trotz
logarithmischer Zeitbasis der Daten nicht so viele Strukturinformationen eindeutig identizieren lassen.

Die Frage der Startparameter ao wird erst bei genauerer Betrachtung der FCS-Modellfunktion und der
Auswirkung verschiedener Parameter deutlicher. Generell gilt, daß für einen guten Fit die Startparame-
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ter entweder durch eine grobe Voranalyse der Funktion, durch eine Minimum-Maximum-Suche und eine
Steigungskontrolle oder durch physikalisch-meßtechnische Überlegungen möglichst nahe am Minimum
gewählt werden sollten. Um nicht in ein Nebenminimum zu geraten ist das Heranziehen von Daten aus
Referenzmessungen sehr hilfreich. In der Praxis hat sich eine Unterteilung in drei Voranalysebereiche be-
währt, die für einfache Systeme automatisch sehr gute Startparameter ndet. Im Lagtime-Bereich bis 10¹s
wird zunächst das Interzept Go und über die Steigung der Triplettanteil Teq sowie die Triplettzeit ¿ triplett
bestimmt. Im zweiten Voranalysebereich wird über den Zeitwert am halben Interzeptwert die Diffusions-
zeit ¿diff und, falls vorhanden, über die dortige Steigung die Driftzeit ¿ drift ermittelt. Im letzten Teilbereich
wird der Offset G1 bestimmt. Bei den normierten Korrelationsdaten sollte dieser Wert immer 1 bzw. 0
sein. Mehrkomponentensysteme oder Messungen zur Bestimmung der Fokusverzerrung lassen sich ohne

Zusatzangaben nur schlecht automatisch tten oder bedürfen einer aufwendigen Voranalyse.

Neben dieser automatischen Datenanalyse sprechen gegen die Verwendung von Standardtprogrammen

(Wavemetrics-IgorPro; Microcalc-Origin) deren unpraktische Importprozedur, die eine die Messung be-
gleitende Auswertung aufwendig gestalten. Für die Überprüfung der Fitparameter bei Modikation der
Auswertesoftware sind diese Programme jedoch neben der in der ALV-Software integrierten Fitmöglich-
keit sehr nützlich. Auf die Interpretation der bei dem Fit gefundenen Parameter amin wird in Abschnitt 6
näher eingegangen.

4.6 Meßvorbereitungen und -ablauf
Als Vorbereitung zur FCS-Messungen wird zunächst der Argon-Ionen-Laser angeschaltet und nach einer
Aufwärm- und Stabilisierungsphase die Strahllage mit der Beamlok-Funktion überprüft. Ebenfalls erfolgt
eine Kontrolle der gaußförmigen Ausleuchtung der Objektivapertur und der groben Lage des Fokusspots.
Mit Rhodamin 6G in einer nanomolaren wäßrigen Lösung wird bei einer Lichtleistung von 150¹W über
die Okulare die Fokuslage im Gesichtsfeld überprüft und dessen Position durch ein Fadenkreuz im Okular
markiert. Im allgemeinen müssen kaum Änderungen an dieser Grundjustage durchgeführt werden. Die
folgende Optimierung der Pinhole- und Detektorlage auf Basis der Einstellungen des letzten Meßtages ist

schnell und unkompliziert möglich. Alle Messungen nden in einem abgedunkelten Raum statt, um die
Ergebnisse nicht durch unglücklich reektiertes oder gestreutes Licht zu verfälschen.

Bevor die eigentlichen Einzelphotonenmessungen beginnen, werden alle Geräte mit hohem Stromverbrauch
oder Zündfunken eingeschaltet. Dies sind speziell die Xenonlampe, die Schrittmotorensteuerung, die Hoch-
spannungsquelle für Driftmessungen und der Temperaturregler für das Peltier-Element. Negative Erfahrun-
gen mit den Avalanche-Photodiodenmodulen machen diese Vorsichtsmaßnahmen notwendig und können
nur empfohlen werden.

Die Messungen an Riesenvesikeln werden mit dem Zeiss-Objektiv x63/0,9W durchgeführt. In aufrechter
Konguration ohne Deckglas ist die Positionierung, im Vergleich zu den anderen Objektiven, wesentlich
exibler. Die kleine Numerische Apertur stellt bei langsamen Diffusionskonstanten der Membranbausteine
und dem zweidimensionalen System keine Einschränkung dar.
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Vor der Messung an Vesikeln wird die oben beschriebene nanomolare Rhodamin-Lösung als Referenz ver-
messen. Rhodamin hat bei Raumtemperatur (T = 25±C) in Wasser eine Diffusionskonstante von 280¹m

2

s :

Dieser Wert wird bei der Bestimmung des Fokusradius als Referenz verwendet. Für diese Messung wird
das Schälchen mit der Lösung in einen Halter auf dem Peltierelement xiert und der Temperaturfühler ein-
getaucht. Mit den Schrittmotoren kann die Probe in Meßposition gebracht werden. Der Photonendetektor
wird im nichtbeleuchteten Zustand angeschaltet, wobei während der gesamten Betriebszeit das Meßpro-
gramm die Zählrate protokolliert und gegebenfalls Warnmeldungen ausgegeben werden.

Bei einer Lichtleistung von 150¹W wird die Justage von dem Pinhole und der APD kontrolliert und auf
maximale Photonenzählrate nachgeregelt. Die sich ergebenden Korrelationskurven können dabei mit einem
separaten Programm parallel ausgewertet und die gefundenen mit früher bestimmten Werten verglichen
werden. Gegebenenfalls kann durch leichte Veränderungen die Amplitude der Korrelation verbessert und
die Güte des Detektionsvolumens gesteigert werden. Über einen Meßtag hinweg verändern sich die so

gefundenen Werte durch die Strahllagenregelung des Lasers und den stabilisierten Aufbau nur minimal.

Nach erfolgter Justage werden mehrere Referenzmessungen mit Rhodamin durchgeführt, dies sowohl bei

der oben schon erwähnten Lichtleistung von 150¹W sowie der für Messungen vorgesehenen Leistung. Für
Vesikel- und Rastermessungen werden hier 15¹W verwendet. Nach erfolgter Referenzmessung wird das
verwendete Wasserobjektiv kurz mit Reinstwasser abgespült, um Farbstoffanhaftungen zu entfernen.
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Kapitel 5

Herstellung von Riesenvesikeln

In diesem Abschnitt wird eine vereinfachte und efziente Methode zur Herstellung von unilamellaren Rie-
senvesikeln mittels elektrischer Felder vorgestellt. Für eine Optimierung werden verschiedene Erkenntnisse
aus Veröffentlichungen in einem Verfahren zusammengefaßt und durch eigene Verbesserungen erweitert.

Ideenlieferanten

Die generelle Idee zum Quellen von Vesikeln mittels elektrischer Felder stammt aus den Arbeiten von
Angelova und Dimitrov [1][9], wobei in der ersten Arbeit mit Gleichspannung und in der zweiten mit
10Hz-Wechselspannung gearbeitet wird. Als Elektroden werden vornehmlich Platindrähte eingesetzt. Ein
Hinweis auf Indium Tin Oxide (ITO) als Elektrodenmaterial ist in einer späteren Arbeit [2] zu nden, wobei
gegenüberliegende Plättchen verwendet werden. Verbesserungen durch ein Gemisch aus Diethylether und
Methanol imVerhältnis 9 : 1 als Lösungsmittel des Lipids und die Herstellung mittels Spannungsrampe [72]
ergeben in Kombination mit den ITO-Strukturen eine große Ausbeute an Riesenvesikeln. Die Vereinzelung
mittels niedrigerer Frequenz (4Hz) und die Verwendung von unterschiedlichen Zuckern zur Sedimentation
werden in einem weiteren Artikel [41] beschrieben.

Eine wesentliche Verbesserung dieser Ausgangslage wird durch die einfache Handhabung der hier vorge-

stellten planaren Elektrodenanordnung und durch das Sputtern von Quarz auf die ITO-Elektroden erreicht.
Letzteres macht sich durch ein modiziertes Spreit-Verhalten der Lipidlösung und einer damit erhöhten
Ausbeute von unilamellaren Riesenvesikeln bemerkbar.

5.1 Herstellung der ITO/Quarz-Objektträger
Vor dem Bedampfen mit ITO/Quarz werden die Objektträger mit einem ethanolgetränkten, fusselfreien
Reinraumtuch kräftig abgerieben und danach in Ethanol gereinigt (Ultraschallbad 15min). Nach dem
Trocknen mit einer Stickstoffpistole wird in der Objektträgermitte mit einem permanenten Faserschreiber
(Schwan Stabilo OHPen 842 universal; Farbe lila; Dicke F; ergibt eine Strichbreite von ca. 0; 8mm) quer
ein Strich als ITO-Maske gezogen und dieser an den Enden verbreitert. Zur Vermeidung von Kurzschlüssen
werden die Objektträgerkanten ebenfalls in der Mitte bemalt.

In der Aufdampfanlage (Univex 450; Leybold; Hanau) werden dann 70nm des elektrisch leitenden und
durchsichtigen ITO aufgesputtert. In einem Ultraschallbad aus Isopropanol:Aceton 10 : 1 wird die Faser-
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schreibermaske und die in dieser Region aufgebrachte ITO-Schicht abgelöst und anschließend der Objekt-
träger mit einer Stickstoffpistole getrocknet.

In einem zweiten Aufdampfschritt wird über das ITO 70nm Quarz aufgesputtert, wobei die Enden des
Objektträgers für eine spätere Kontaktierung durch eine Metallmaske abgedeckt sind. Mit dem medizini-
schen Silikonkleber MK3 wird auf die Objektträgermitte ein Polyethylen-Rahmen (20mm£20mm£3mm
Innenraum) als Flüssigkeitsreservoir xiert. Ein fertiger Objektträger ist in Abbildung (5.2 links) zu sehen.

Die fertigen ITO/Quarz-Objektträger können mehrmals für die Herstellung von Riesenvesikeln eingesetzt
werden, wobei ihre Lebensdauer imwesentlichen von der Reinigungsprozedur zwischen den Anwendungen
abhängt. Eine sanfte Reinigung mit Millipore und Ethanol läßt etwa zehn Zyklen zu.

5.2 Schwellen der Riesenvesikel
Das Schwellen von Riesenvesikeln gliedert sich in mehreren Phasen. In der ersten wird eine Lipidlösung
in einem üchtigen Lösungsmittel auf die Elektroden gespreitet. Die Oberächenbeschaffenheit der hier
vorgestellten planaren ITO/Quarz-Elektroden vereinfachen diesen Vorgang. Die derart erzeugten Lipid-
schichten werden in einer zweiten Phase durch ein Vakuum von ihrem Lösungmittel befreit - sie werden
getrocknet. Die Zugabe von Wasser führt zu einer leichten Ablösung von ganzen Lipidverbunden. Durch
das Anlegen einer zusätzlichen langsamen Störung, sei es in Form von Temperaturrampen oder elektrischen

Feldern, wird das Ablösen und die Vesikelformung begünstigt.

5.2.1 Lipidmischung
Als Lipidbasis wird eine 2mM-Lösung von palmitoyl-oleoyl-phosphatidyl-choline POPC (Avanti Polar Li-
pids; Alabaster; USA) in einer Mischung aus Diethylether und Methanol im Verhältnis 9 : 1 verwendet.
Das gewählte Lösungsmittel zeigt beim späteren Aufbringen auf die ITO/Quarz-Elektroden ein sehr ho-
mogenes Spreitverhalten und führt zu großen, unilamellaren Vesikeln mit minimalen Einschlüssen. Dem
neutralen POPC wird ein negativ geladenes Lipid dioleoyl-phosphatidyl-methylester DOPME (Sigma, Hei-
delberg) beigemengt, um später immer mit dem gleichen Haftungsprotein arbeiten zu können. Es wird eine
ebenfalls 2mM -Lösung von DOPME in 0; 25ml Chloroform und 3; 165mlMethanol hinzugegeben, so daß
ein Lipidverhältnis POPC:DOPME von 100 : 1 vorliegt.

Auf dieser Basis aufbauend werden die Farbstoffträger je nach Verwendungszweck beigemischt. Ty-
pisch zur Beobachtung in Fluoreszenz, d.h. für FLIC- und FRAP-Messungen sowie mit dem Laser-
scanmikroskop, sind Zugaben von Farbstoffen im Verhältnis POPC:Farbstoff 200 : 1; die in einer 1mM-

Lösung inMethanol vorliegen. Für die Einzelmolekülmessungen mit FCS werden die entsprechenden Farb-
stoffe weiter auf eine 5¹M-Methanol-Lösung verdünnt und im Lipidverhältnis POPC:Farbstoff 100 000 : 1
hinzugegeben.
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Abbildung 5.1: Zur Herstellung von Riesenvesikeln verwendete Lipide. (links) POPC ist die eigentliche
Lipidbasis. (rechts) DOPME wird in kleinen Mengen beigemischt, um eine negativ geladene Membran zu
erhalten.

5.2.2 Schwellen und Ablösen mittels Wechselspannung
Von der Lipidmischung werden 5¹lmit einer Glasspritze über den Reservoirbereich des ITO/Quarz-Objekt-
trägers verteilt. Die Objektträger werden über mehrere Stunden, normalerweise über Nacht, in einem Va-
kuum (< 0; 1mbar) gehalten, um dem Lipid das Lösungsmittel zu entziehen.

Die Objektträger werden mit Hilfe von Kupferlitze an den beiden Enden kontaktiert und mit einem Funkti-
onsgenerator (HP33120A; Hewlett-Packard; Böblingen) verbunden. In das Reservoir wird 1; 25ml 300mM
Saccharoselösung gegeben. Bei 10Hz wird eine Wechselstromspannungsrampe, beginnend bei 0; 1V pp
(Volt-peak-peak) mit 0; 05V pp=min bis zu einem Endwert von 6V pp durchlaufen. Es folgt ein zwanzigmi-
nütiges Plateau bei 6V pp und 10Hz. Die entstandenen Riesenvesikel werden anschließend abgelöst. Hierzu
werden bei gleicher Spannungsamplitude drei Abschnitte mit kleinerer Frequenz angelegt, 4Hz für 20min,
1Hz für 10min und 0; 1Hz ebenfalls für 10min.

5.2.3 Umsetzen der Riesenvesikel
Etwa 0; 5ml der in der Saccharoselösung schwimmenden Vesikel werden aus dem Mittelbereich des Ob-
jektträgerreservoirs mit einer Kunststoffpipette mit großer Eingangsöffnung vorsichtig abgesaugt und in ein
Schälchen mit 2; 5ml einer 300mM Glucoselösung gegeben, in der sie sich aufgrund der Dichteunterschie-
de zwar absetzen, aber nicht anhaften, so daß man sie ohne Probleme in die einzelnen Meßgefäße umsetzen
kann. In dieser Konstellation lassen sich die Vesikel mehrere Tage aufbewahren.
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Abbildung 5.2: (links) ITO-Quarz-Objektträger. Für die Herstellung der Riesenvesikel werden Objektträ-
ger mit 70nm ITO besputtert. Durch einen dünnen abgedeckten Bereich in der Mitte entstehen zwei ge-
trennte Elektroden. Bis auf die Kontaktächen an den Objektträgerenden wird 70nm Quarz aufgebracht.
Ein aufgeklebter Rahmen dient als Flüssigkeitsreservoir. (rechts) Riesenvesikel in der Kontrastansicht
nach dem Umsetzen in ein Schälchen mit Glucoselösung. Durch den Dichteunterschied sinken die Vesikel
auf den Boden, adhärieren aber nicht.

5.2.4 Reinigung und Beschichtung der Deckgläser und
Siliziumchips

Als Substrat werden oxidierte Siliziumchips sowie Standarddeckgläser 20mm£20mmmit einer Dicke von
135¡165¹m verwendet. Die Reinigung und Weiterverarbeitung der Siliziumchips erfolgt im abteilungsei-
genen Reinraum. Je nach Einsatzzweck werden in einem Quarzrohrofen unterschiedliche Oxidationen der
Wafer durchgeführt. Für die Messungen an Vesikel werden zwei Oxiddicken mit 200nm und 2; 75¹m er-
zeugt. Nach der Oxidation wird die eigentliche Enddicke von 100nm und 2; 73¹m erst nach einemÄtzpro-

zeß in Flußsäure erreicht, da dadurch die Oberächenbeschaffenheit der Chips mit der für FLIC-Messungen
übereinstimmt. Die Siliziumwafer werden abschließend nach intensivem Spülen mit Reinstwasser mit einer
Diamantsäge auf ein an die Falcon-Schälchen abgestimmtes Maß zerteilt und können darin festgeklemmt
werden.

Zur Reinigung der Deckgläser und Siliziumchips werden diese in ein Falcon-Schälchen mit einem 35mm-
Durchmesser und einer Höhe von 10mm gelegt und mit 60±C heißer alkalischer Detergenzlösung (Tickopur
RP100; Bandelin; Berlin) übergossen. Mit einem fusselfreien Reinraumtuch wird die Oberäche intensiv
abgerieben. Der anschließende Spülschritt erfolgt, nach mehrmaligen Austausch der noch heißen Reini-
gungslösung, mit 12 Liter Reinstwasser. Mit Stickstoff wird das hydrophile Substrat getrocknet.

Die vorbereiteten Substrate werden in ihren Schälchen mit 2; 5ml einer 25¹g=ml-Lösung von Poly-L-
Lysin (M.W. 10 000, P–6516; Sigma; Heidelberg) überdeckt. Nach 1h wird die Flüssigkeit abgegossen und
mehrmals mit Reinstwasser und abschließend mit einer der Meßanforderung entsprechenden 300mM Meß-
lösung gespült, wobei das Substrat nie abtrocknet. Zum Schluß wird 1; 5ml Meßlösung in das Schälchen
gegeben.

Diese Meßlösungen werden je nach Anforderung leicht modiziert, so daß insgesamt drei Varianten Ver-
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wendung nden:

¢ Als Standardlösung wird ein Puffer aus 10mM Tris/HCl pH 7; 4 mit Glucose auf eine letztendlich
300mM Meßlösung erweitert.

¢ Die Lösung für elektrische Messungen enthält neben dem Puffer 10mM Tris/HCl pH 7; 4 noch zusätz-
lich 40mM NaCl, bevor sie mit Glucose auf insgesamt 300mM erweitert wird.

¢ Für die pH-Variation bei der LAH4-Proteinmessung wird anstatt des Tris-Puffers ein Acetat-Puffer
für die Einstellung des pH 5; 0 verwendet. 100ml einer 1N-Essigsäure werden mit 70; 5ml 1N-
Natronlauge gemischt und mit Reinstwasser auf 500ml aufgefüllt.

Diese Varianten beeinussen die gefundenen Abstände für die starke Adhäsion der Riesenvesikel kaum [76]
und das gefundene Diffusionsverhalten der Membransonden sollte ebenfalls nicht durch diesen Parameter
verändert werden.

5.3 Eigenschaften der Riesenvesikel
Die Eigenschaften der gewonnenen Riesenvesikel wurden bezüglich ihrer geometrischen und elektrischen
Adhäsionseigenschaften in einer Gemeinschaftsarbeit [20] charakterisiert. Günther Zeck führte dabei die

Abstandsmessungen durch und Volker Kießling die elektrischen Messungen auf Feldeffekttransistoren. Ei-
ne erste Diffusionsuntersuchung mittels FRAP (Fluorescence Recovery after Photobleaching) wurde eben-
falls durchgeführt.

5.3.1 Kontaktbeschreibung (Adhäsion)
Die Riesenvesikel sedimentieren aufgrund der unterschiedlichen Dichte der Zuckerlösungen. Durch die
Substratbeschichtung mit Poly-L-Lysin wird eine Haftbedingung zur starken Adhäsion vorgegeben, wobei
eine große Kontaktäche entsteht und sich einMembran-Substratabstand< 2nm einstellt. Als starke Adhä-
sion wird dabei das Minimum der Gesamtenergie direkt vor der sterischen Abstoßung bezeichnet[76][50].
Die dabei auftretenden Potentiale werden dominiert durch die elektrostatische Anziehung. Die Gravita-
tion liefert nur einen kleinen Beitrag zur Energiebilanz. Die abstoßende Wirkung der Fluktuations- und
Krümmungsenergie bedingen je nach Vorgaben ein zweites Potentialminimum bei etwa 50nm Membran-

Substratabstand[75].

Mit einem Laser-Scan-Mikroskop (FluoView BX50WI; Olympus) läßt sich die Form der haftenden Vesi-

kel bestimmen (Abb. 5.3). Hilfreich sind bei der Charakterisierung vor allem die dargestellten optischen
Schnitte, d.h. die Rasterung des Vesikels in vorgegebenen Ebenen.

Riesenvesikel in der gewählten Konguration adhärieren mit großer Kontaktäche!

Mit Fluoreszenz-Interferenzkontrast-Mikroskopie (FLIC) läßt sich der Abstand der Membran zur Substrat-
oberäche sehr genau bestimmen [34][8]. Die Methodik beruht auf dem Effekt der Stehenden Wellen vor
einem reektierenden Substrat. Da bei der Fluoreszenz das anregende und das emittierte Licht diesem
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Abbildung 5.3: Formbestimmung der haftenden Riesenvesikel. (links) XZ-Schnitt eines Riesenvesikels
aus POPC:DOPME:SRh-GramC 500 : 5 : 1, aufgenommen mit einem Laser-Scan-Mikroskop. Die Kontakt-
äche, in diesem Fall auf einem Deckglas, ist im unteren Bereich gut zu erkennen. (mitte) XY-Schnitt des
gleichen Vesikels an seiner breitesten Stelle. (rechts) Positioniertes Riesenvesikel auf einer linearen Anord-
nung von Feldeffekt-Transistoren in Kontrastbetrachtung. Von unten sind die einzelnen Drain-Zuleitungen
zu erkennen. Der Balken entspricht jeweils 10¹m:

Effekt unterworfen sind, entsteht eine Art Schwebung der Wellen. Durch unterschiedliche durchsichtige
Abstandshalter denierter Höhe ergeben sich mehrere Stützpunkte dieser resultierenden Funktion.

In der Praxis wird ein oxidierter Siliziumchip zur Messung eingesetzt, dessen durchsichtiges Oxid durch
mehrere Lithographie- und Ätzschritte in Karos unterschiedlicher Dicke unterteilt ist (Abb. 5.4 links).
Das Probenschichtsystem aus Silizium-Siliziumoxid-Wasserschicht-Membran-Wasser wird jeweils durch
geometrische und wellenlängenabhängige Kenngrößen beschrieben, wobei die Membran als Matrix für die

Fluoreszenzfarbstoffe in ihrer relativen Lage zum Substrat als sehr empndlicher und damit sehr exakt
bestimmbarer Parameter in die Berechnung eingeht. Bei der aufwendigen Funktionsberechnung werden
neben dieser Probenbeschreibung die spektralen wie auch die geometrischen Parameter des Meßaufbaus,
im wesentlichen von Lichtquelle, Filtersatz, Objektiv und Halbleiterkamera, berücksichtigt.
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Abbildung 5.4: Abstandsmessung mittels Fluoreszenz-Interferenzkontrast (FLIC). (links) Elektronenmi-
kroskopaufnahme eines 16-Oxid-Siliziumchips mit Karogröße 2; 5¹m £ 2; 5¹m. (mitte) Kontaktmembran
eines Riesenvesikels auf einem 16-Oxid-Chip mit eingezeichneten Intensitätsauswahlbereichen. (rechts)
Über der jeweiligen Oxiddicke aufgetragene Fluoreszenz-Intensitätswerte und die ermittelte Fitfunktion.
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Für die Abstandsbestimmung wird ein Bild der Membran aufgenommen. Aufgrund der unterschiedlichen
Fluoreszenzintensitäten (Abb. 5.4 mitte) kann über eine Zuordnung der Helligkeitswerte zu den ellipsome-
trisch bestimmten Oxiddicken die Höhe der Wasserschicht zwischen Membran und Substrat gettet werden
(Abb. 5.4 rechts).

Für die Vesikelabstandsbestimmung [76] wird ein Lipid-Farbstoffverhältnis POPC:DOPME:DiIC18 von
200 : 2 : 1 verwendet. Die zusätzliche Beigabe von 40mM NaCl bei der Herstellung der Glucoselösung
beeinußt die gefundenen Abstände nicht und es ergibt sich ein Abstand der unteren Vesikelmembran zum
Poly-L-Lysin beschichteten Siliziumoxid-Substrat von dWasser = 1; 1§ 0; 2nm als Mittelwert von 30Mes-
sungen. Derartig nah am Substrat anliegende Membranen sind Kennzeichen für die starke Adhäsion, die
über elektrostatische Wechselwirkungen diese Anhaftung hervorruft.

Riesenvesikel in der gewählten Konguration zeigen starke Adhäsion!

5.3.2 Elektrische Eigenschaften als Nachweis der
Funktionsfähigkeit

Ein grundsätzliches Problem der elektrischen Untersuchung von gestützten Membranen ist deren mögliche
Perforation. Zur Untersuchung der elektrischen Eigenschaften von Membranen werden mit in den Silizi-

umchip integrierten Feldeffekt-Transistoren (FET) Messungen der ortsabhängigen Übertragungsfunktion
durchgeführt [31]. Die Charakterisierung der Riesenvesikel erfolgt mit einem System aus 36 an Transistor-
verstärker angekoppelte Lock-In-Verstärker [27].

Die Riesenvesikel werden für die Messung einzeln auf der gereinigten und beschichteten Oberäche des
Siliziumchips positioniert. Der Arbeitspunkt der p-Kanal-FETs, Drain-, Source- und Bulk-Potential, wird
über die Spannungsversorgung eingestellt. Über eine Silber/Silberchlorid-Elektrode wird eine sinusför-
mige Modulation des Badpotentials vorgegeben. Aus den verstärkten Source-Drain-Ströme der einzelnen
Transistoren werden die entsprechenden Frequenzanteile durch die Lock-Ins geltert und als Real- und
Imaginärteil ausgegeben. Durch eine Verrechnung mit Referenzmessungen ohne Vesikelbelegung wird der
Einuß der stark adhärierten Riesenvesikel orts- und frequenzabhängig bestimmt. Aus dem komplexen
Verhältnis von gemessener Transistor- und Anregungsspannung ergibt sich die Übertragungsfunktion des
Systems.

Für reine Lipidmembranen ergeben sich durch einen Fit der Übertragungsfunktionen bei vorgegebener spe-
zischen Membrankapazität cJM = 0; 65 ¹Fcm2 für den Schichtwiderstand zwischen Vesikel und Substrat

rJ = 130 § 20G­ und als hier besonders hervorzuhebender Wert für die spezische Membranleitfähig-
keit im Kontaktbereich gJM · 1 ¹Scm2 . Dieser sehr niedrige Wert zeugt von einer intakten Membran im
Kontaktbereich.

Die Kontaktmembran der Riesenvesikel ist elektrisch dicht!

Dieses hochohmige Membranverhalten gestattet den Einsatz der Riesenvesikel als ideale Matrix für kanal-
bildende Proteine. Als typischer Vertreter dieser Gilde wird das Protein des Bacillus Brevis, Gramicidin,

64 FCS an Lipidvesikeln auf oxidiertem Silizium



Eigenschaften der Riesenvesikel

eingesetzt, da es gut untersucht und einfach zu handhaben ist [68]. Es bildet in einem Lipidbilayer für eine
Zeit im Sekundenbereich einen leitfähigen Dimer, wobei die N-terminalen Enden einander zugewandt sind
(Abb. 5.5)[69].

Abbildung 5.5: Gramicidin ist ein Protein des Bacillus Brevis. (links) Zwei Gramicidin-Moleküle bilden in
einem Lipidbilayer für eine Zeit im Sekundenbereich einen Dimer, wobei ihre N-terminalen Enden einander
zugewandt sind. Durch die alternierende Anordnung von L- und D- Aminosäuren bildet sich eine rechtsgän-
gige helikale Struktur (¯-Helix) mit großem Innendurchmesser von 0; 4nm. (rechts) Der Gramicidin-Dimer
bildet eine für monovalente Kationen (z.B. H+, Na+, Ka+) durchlässige und damit leitfähige Pore, wobei der
Durchtritt durch die polaren Gruppen des Peptidrückgrats, welche den Kanalbereich auskleiden, begünstigt
wird. [Bildquelle: 1MAG].

Besonderes Interesse verdient in dieser Arbeit die Untersuchung der mit Sulforhodamin G markierten Vari-
ante des Gramicidin C. Es zeigt sich, daß bei Zugabe des markierten Proteins die Leitfähigkeit der Membran
dramatisch zunimmt. Eine Einschränkung der Porenausbildung durch die kovalente Anbindung des Fluo-
reszenzfarbstoffs kann nicht festgestellt werden.

Aus dem Verlauf der ort- und frequenzaufgelösten Messung lassen sich die elektrischen Parameter für die-
sen Fall bestimmen und bei vorgegebener spezischer Membrankapazität cJM = 0; 65 ¹Fcm2 ergeben sich für
den Schichtwiderstand zwischen Vesikel und Substrat der Wert rJ ¸ 1G­ und für die hier wichtige Mem-
branleitfähigkeit gJM = 5mScm2 : Der gefundene Membranwiderstand liegt für die reine Lipidmembran um
einen Faktor 5000 über der mit SRh-GramC dotierten. Durchgeführte Vergleichmessungen mit unmarkier-
tem Gramicidin C liefern ähnliche Ergebnisse.

Das für Fluoreszenzmessungen markierte Gramicidin bleibt auch durch den anhaftenden Farbstoff in seiner
Funktion intakt und die Kanalbildungsmöglichkeit durch Dimerisierung bleibt bestehen.

Sulforhodamin markiertes Gramicidin C ist in der Membran funktionsfähig!
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Abbildung 5.6: Ort- und frequenzaufgelöste Messung der Übertragungsfunktion eines Lipidvesikels mit
Sulforhodamin markierten Gramicidin C. Das linke Diagramm ist die gemessene Betragsfunktion, das rech-
te die entsprechende Phase. Gut zu erkennen ist steile örtliche Abfall bei 1200Hz, der im Flächenkontakt-
modell[27] Kennzeichen einer großen Membranleitfähigkeit ist. Aus dem örtlichen und frequenzabhängigen
Verhalten lassen sich die Membranparameter bestimmen.
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Abbildung 5.7: Vergleich der in der Mitte der Adhäsionsäche mit den FETs gefundenen Meßwerte. Auf-
getragen ist der Betrag der gemessenen Übertragungsfunktionen einer reinen Vesikelmembran und einer
mit Sulforhodamin-markierten Gramicidin C dotierten. Bei der reinen Membran fällt die Übertragungsfunk-
tion schon bei sehr niedrigen Frequenzen deutlich ab. Bei hohen Frequenzen dominiert das Verhältnis der
Membran- und Oxidkapaziäten den Verlauf. Mit Gramicidin ist der Abfall erst bei Frequenzen ab 1kHz zu
beobachten und die Leitfähigkeit der Membran dominiert das Verhalten für kleinere Werte.
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5.3.3 Erste Test-Diffusionsmessungen mittels
Fluorescence-Recovery-After-Photobleaching (FRAP)

In diesem Abschnitt soll die klassische Methode zur Messung des Diffusionsverhaltens in Membranen kurz
vorgestellt werden. Da der eigentliche Forschungsschwerpunkt dieser Arbeit nicht auf diesem Konzept be-
ruht, werden nur einige wichtige Punkte erläutert und die für das Verständnis der Auswertung notwendigen
Abläufe erklärt.

Allgemeines Konzept der FRAP

Fluoreszenz-Recovery-After-Photobleaching (FRAP) in seinen unterschiedlichen Spielarten stellt ein lei-
stungsfähiges Konzept zur Messung der Diffusion von uoreszierenden Molekülpopulationen in bevorzugt
zweidimensionalen Systemen dar. So ndet sie gerade in der Untersuchung von Membranen und Polyme-
ren ihre Anwendung. Das generelle Konzept des Meßvorgangs besteht aus einer Bleichphase (Photoblea-
ching), in welcher ein denierter Anteil der Moleküle gezielt zerstört wird, und einer Beobachtungsphase,
in welcher die Regeneration der Fluoreszenz in diesem Bereich gemessen wird (Fluorescence-Recovery).
Diese Regeneration erfolgt durch eine diffusive Zuwanderung an unzerstörten Farbstoffen, weshalb oft auch
Fluorescence-Redistribution als Deutung der Abkürzung angeführt wird. In der ursprünglichen Variante[3]

wird für das Bleichen ein intensiver fokussierter Laserstrahl verwendet, der in seiner abgeschwächten Form
in der Beobachtungsphase zur Anregung der nichtzerstörten, beweglichen Fluoreszenzmoleküle eingesetzt
wird. Als Detektoren kommen hier empndliche Photodetektoren (Photomultiplier) ohne Ortsauösung
zum Einsatz. Erste Ansätze zur ortsaufgelösten Messung wurden in der FRAPP (Fluorescence Recove-
ry After Pattern Photobleaching) mittels eines Ausbleichmusters und eines fotokameraähnlichen Mikro-
skopanbaus unter Verwendung eines hochempndlichen Films realisiert [60]. Weitere Varianten sind die
Microphotolysis [46] und inzwischen auch die konfokale FRAP.

Warum FRAP?

Die hier vorgestellte Methode der FRAP mittels Halbleiterkamera gestattet ein anschauliches und gut über-

prüfbares Vorgehen bei der Beurteilung des Diffusionsverhaltens in Membranen. Der Farbstoff wird in
”sichtbaren” Mengen eingesetzt, so daß eine visuelle Kontrolle im Fluoreszenzmikroskop ohne lichtver-
stärkende Elemente möglich ist. Ein Vorteil in der Entwicklungsphase der Methodik ist, daß auch geplatzte
Membranen gut sichtbar und damit gut zu untersuchen sind. Ein weiterer Aspekt ist die einfache Interpreta-
tion der Ergebnisse, da die Skalierung der Kameraabbildung unabhängig überprüft werden kann. Nachteile
sind durch die starre Zeitskalierung der hier vorgestellten Variante gegeben und den damit verbundenen en-
gen Rahmen, in dem eine effektive Unterscheidung zwischen ”Immobiler Phase”, ”Anomaler Diffusion”
und ”Mehrkomponentenanalyse” nicht möglich ist.

FRAP-Messung mittels Halbleitervideokamera

Für die FRAP-Messungen werden die gleichen Mikroskopkomponenten, wie im Abschnitt 4 beschrieben,
verwendet, allerdings in ihrer vom Hersteller optimierten Beobachtungskonguration. Ein wesentlicher
Unterschied besteht in dem für Laseranregung nicht optimal geeigneten Anregungslinsensystem, welches
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für die FCS-Messungen entfernt wird. Die Detektion erfolgt mit der beschriebenen CCD-Kamera mit
Langzeitbelichtungsoption.

In der Fluoreszenzbetrachtung wird unter Verwendung eines Wasserimmersionsobjektives Zeiss x63/0,9W
eine geeignete Stelle der Vesikelmembran gesucht. Dazu wird die Probe mit dem Licht der Xenon-Lampe
über einen Bandpaß 480 ¡ 520nm beleuchtet. In dem Detektionsarm passiert das Fluoreszenzlicht des
Lipid-Farbstoffs DiIC18 den dichroitischen Strahlteiler und den emissionsseitigen Bandpaß. Nach der Aus-
wahl des Membranbereiches wird die Videoaufzeichnung initialisiert. Die Halbleiter-Kamera liefert in
einem speziellen Langzeitbelichtungsmodus alle 320ms ein Halbbild mit 744 £ 288 Bildpunkten an die
Framegrabber-Meßkarte und wird von dort in echtzeit im Computer abgelegt. So wird bei jeder Messung
automatisch ein Referenzbild aufgenommen. Durch Umschwenken eines Spiegels wird auf die Belichtung
durch das Laserlicht umgestellt und ein Teilbereich der Farbstoffe lokal ausgebleicht. Das Ausbleichen
erfolgt bei einer Wellenlänge von 514; 5nm und einer geregelten Laserleistung von 500mW . Direkt vor

dem Objektiv ergibt sich durch Verluste bei der Glasfaser-Einkopplung eine effektive Bleach-Leistung von
15¡100mW . Nach fünf Sekunden wird der Spiegel wieder auf die Xenon-Beleuchtung zurückgeschwenkt
und die Videoaufzeichnung nach weiteren 30 Sekunden beendet. Die genannten Zeiten sind veränderlich
und können je nach Probe variieren.

Für die Auswertung wird aus dem entstanden ”Videolm” zunächst eine örtliche und zeitliche Vorauswahl
getroffen und dieser reduzierte Datensatz anschließend durch den entsprechenden Ausschnitt des Referenz-
bildes geteilt (F (t)=Fo). Das erste Bild nach dem Ausbleichen wird zur Bestimmung des Bleichzentrums
verwendet. Dies geschieht durch mehrmals durchgeführte horizontale und vertikale Iterationen eines Gauß-
Funktionsts. Um das gefundene Zentrum herum werden alle korrigierten Bilder kreisförmig gemittelt und
es ergibt sich eine vom Radius r abhängige Funktion f(r; t) = (F (t)=Fo)[r]. Deren Parameter können
durch einen weiteren Fit mit der Funktion

f(r; t) = fo(t) ¢ e
³
¡ r2

2¾2(t)

´

bestimmt werden. Durch den Zusammenhang ¾2(t) = 2D®t
® + ¾2t=o läßt sich die Diffusionskonstante

des Farbstoffs in der Membran bei normaler Diffusion (® = 1) durch eine Lineare Regression der Daten
nden. Für anomale Diffusion lassen sich die Parameter über einen nichtlinearen Levenberg-Marquardt-Fit
ermitteln, wobei als Startparameter das Ergebnis des linearen Fits verwendet wird.

Kleine Diskussion der Theorie

Die in Abschnitt 2 vorgestellte Lösung der Diffusion bei einem ±-Anfangswertproblem in zwei Dimensio-
nen bei radialer Symmetrie dient als Greensche Funktion für modizierte Startbedingungen. So kann durch
Integration das angenähert gaußförmige Ausbleichen des Lasers berücksichtigt werden.
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Der Laserstrahl mit vorgegebene Startbreite w bewirkt bei der Bewertung der zeitabhängigen Gaußbreiten
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einen zusätzlichen Offset. Auf die Integration über das vorgegebene Zeitintervall des Ausbleichens kann
verzichtet werden, wenn die zuerst detektierte Farbstoffverteilung nach dem Bleichprozeß sich gut durch
ein Gaußprol beschreiben läßt. Dies ist bei der hier verwendeten Anordnung der Fall. Problematisch bei
der bildgebenden FRAP-Analyse, ist die Größe des beobachteten Membranbereichs. Um Effekte durch den
Membranrand auszuschließen wird der Beobachtungszeitraum bei gegebener Diffusionskonstante an die
Fläche der Kontaktmembran mit Radius RMembran angepaßt. Es gilt stets 4Dtmax < R2Membran. Durch die
Größe der vermessenen Kontaktäche wird diese Ungleichung um einen Faktor 4¡ 7 überboten. Die Ana-
lyse der Amplituden ist stärker dem Effekt des Ausbleichens während der Detektion unterworfen, weshalb
auf sie verzichtet wird.

Ergebnis und Diskussion
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Abbildung 5.8: FRAP-Messung an einer mit DiIC18 angefärbten Vesikelmembran auf einem Poly-L-Lysin
beschichteten Chip mit 100nm Oxiddicke. Nach dem Ausbleichen werden im Abstand von 320ms Ein-
zelbilder aufgenommen. (links) Nach einer Kreismittelung erhält man für jeden Zeitschritt Daten, hier
gezeigt im Abstand von 0; 96s, an die eine Gaußfunktion angettet werden kann. (rechts) Die ty-
pischen Breiten der Gaußfunktion ¾, quadratisch aufgetragen über die Zeit, ergeben in erster Nähe-
rung eine Gerade ¾2(t) = 2Dt + ¾2t=o, aus deren Steigung die Diffusionskonstante D ermittelt wer-
den kann (hier D = 3; 03¹m

2

s ). Bei entsprechender Auswertung mit der Funktion für anomale Diffusion
¾2(t) = 2D®t® + ¾2t=o ergibt sich das Wertepaar D® = 3; 84¹m

2

s® und ® = 0; 90.

Die vorgestellte Methode zur Bestimmung der Diffusionskonstante mittels FRAP-Messung liefert einen
ersten Anhaltspunkt zur Größenordnung der bei starker Adhäsion von Membranen zu erwartenden Wer-
te. Die untersuchten Membranen sind bei der Entstehung ausschließlich mit DiIC18 angefärbt und auf
Poly-L-Lysin beschichteten Siliziumchips mit 100nm Oxiddicke vermessen. Als Lipidverhältnis wird
POPC:DOPME:DiIC18 200 : 2 : 1 gewählt. Die Membran ist dadurch sehr gut in Fluoreszenz zu be-

obachten ist und verändert ihre Ladung nur geringfügig.
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Der Lipid-Farbstoff ist in der Kontaktmembranmobil!

Nach der Ausbleichphase ist eine schnelle Regeneration der Fluoreszenz zu beobachten und die Analyse
der entstandenen CCD-Bilder ergibt nach radialer Mittelung und Fit mit einer Gaußfunktion eine Verbreite-
rung bei gleichzeitiger Abnahme der Amplitude (Abb. 5.8). Die Auftragung der ermittelten quadratischen
Breiten über die Zeit ergibt auf den ersten Blick ein lineares Verhalten. Über eine Steigungsanalyse mittels
Linearer Regression läßt sich hieraus die DiffusionskonstanteD ¼ 3¹m2

s bestimmen. Der aufwendigere Fit
der Daten mit dem Modell der Anomalen Diffusion liefert ein Beweglichkeitswertepaar (Tab. 5.1), dessen
Exponent ® ¼ 0; 9 Abweichungen vom normalen Diffusionsmodell erkennen läßt.

Normale Diffusion Anomale Diffusion

D
h
¹m2

s

i
2; 93§ 0; 32

n=19

D®
h
¹m2

s®

i
®

3; 77§ 0; 49
0; 89§ 0; 07

n=19

Tabelle 5.1: FRAP-Diffusionsanalyse an der Kontaktmembran für DiIC18. Die Zahl der Einzelmessungen n
ist mit angegeben.

Diese Meßmethode ist gekennzeichnet durch die eingeschränkte Dynamik der äquidistanten Zeitschritte der
Videoaufzeichnung und dient für eine erste Abschätzung der Membrandiffusion. Andere FRAP-Methoden,
die nicht auf Kameradetektion aufbauen, liefern deutlich ausgefeiltere Ansätze, sind aber nicht so anschau-
lich und werden zunehmend von modernerenMethoden der Dynamikanalyse wie der in dieser Arbeit haupt-
sächlich verwendeten Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie abgelöst.
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Kapitel 6

FCS-Charakterisierung und
Durchführung

Vor der eigentlichen Verwendung des Meßaufbaus zur Bestimmung des Diffusionsverhaltens in Lipidmem-
branen muß dieser mit Hilfe von Standardmessungen überprüft werden. Dies geschieht durch Messungen
von Farbstoff in wäßriger Lösung bzw. durch eine Dispersion von Latexkugeln mit 20nm Durchmesser,
die mit mehreren Farbstoffen markiert sind.

Ebenfalls wird in der Meßkonguration das Verhalten der Lipidmembranen untersucht. Die deutlich redu-
zierte Fluoreszenzpartikelzahl, etwa ein Faktor 500 weniger als bei den FLIC- und LSM-Messungen, läßt
eine stichprobenartige Überprüfung sinnvoll erscheinen.

6.1 Warum FCS?
Die physikalische Basis beruht auf dem Effekt der Fluktuationsanalyse. Was bedeutet, daß (quasi-)statische

Prozesse nicht berücksichtigt werden. Dies betrifft vor allem den Themenkreis um die ”Immobile Fraktion”,
der im Umfeld der FRAP-Anwendungen sehr oft verwendet wird. Bei einer Anordnung von xiertem Farb-
stoff, als Beispiel seien hier mit Fluoreszenzfarbstoff getränkte Polyacrylamid-Gele zu nennen[31], kann
das Ausbleichverhalten an großen Farbstoffmengen aufgrund der Zählrate bestimmt werden. Bei Einzel-
molekülexperimenten ist dieser Mengeneffekt jedoch sinnlos. Gerade die Fluktuationsanalyse bei kleinen
Farbstoffkonzentrationen beinhaltet aber das weitaus mächtigere Hilfsmittel des Partikelzählens. Fluktua-
tionen werden bezüglich des Hintergrunds bewertet und so kann durch den Vergleich der Gesamtzählrate zu
der Zählrate des mittleren Einzelmoleküleffekts die Zahl der gleichzeitig beobachteten Partikel bestimmt
werden. Durch den Einsatz von wesentlich geringeren Konzentrationen an Farbstoffsonden wird das zu
beobachtende System weniger beeinußt, was gerade bei Membranmessungen einen Vorteil darstellt. Der

Vergleich mit der FRAP macht in zwei weiteren Punkten den Fortschritt deutlich. Die Zerstörung des Farb-
stoffs ist nicht Teil der Meßmethodik und kann durch empndliche Detektion großteils vermieden werden.
Das sehr lokal wirkende Meßsystem gestattet eine ortsaufgelöste Betrachtung in zwei- und dreidimensio-
nalen Meßproben.

Ein wichtiger Aspekt bei der Beurteilung des Meßvorteils der FCS stellt die Beobachtung der Fluoreszenz-
uktuationen auf einer logarithmischen Zeitskala dar. Mehrere wichtige Zeitabschnitte können gleichzeitig
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aufgenommen, aber doch getrennt werden. Ebenso werden Effekte, die über den gesamten Zeitbereich
wirken, wie die später dargestellte Anomale Diffusion, einfacher erkennbar.

6.2 Freier Farbstoff in wäßriger Lösung
Die Standardanwendung der FCS ist die Diffusionsbestimmung von Fluoreszenzfarbstoffen in wäßrigen
Lösungen. Diese Art der Messung dient umgekehrt zur Überprüfung des Meßaufbaus und zur Justage der
optischen Komponenten. Bei gängigen Konzentrationen des Fluoreszenzfarbstoffs im nanomolaren Bereich
sind im Mittel einzelne Moleküle in der Fokuszone, die durch die hohe Empndlichkeit der Detektion
als uktuierendes Signal zwar dem Korrelator zugeführt werden, aber nur selten durch Spezialhardware
einer Visualisierung bedürfen. Die spezielle Bahn im Fokus wäre erst bei einer bildgebenden Detektion
interessant, die als Schwachpunkt aber derzeit nur eine schlechte Zeitauösung und Empndlichkeit bietet.
Die eingesetzte Korrelatorkarte gestattet das Auslesen eines Zählratenregisters, welches maximal 16 mal
pro Sekunde seinen Wert ändert und später für den Einsatz als ”Slowest”-Laser-Scan-Mikroskop verwendet
wird. Zusätzlich wird ein Zählratenfeld an die Meßsoftware übergeben, welches die Gesamtmeßzeit in 255

Werten protokolliert (Abb. 6.1). Bei einer normalen Messung dient die Zählrate zur Kontrolle, ob starke
Einzelpulse durch Farbstoffklumpen die Korrelationsdaten beeinussen.
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Abbildung 6.1: Zählrate einer Messung an Rhodamin 6G mit dem Zeiss x63/0,9W Objektiv bei einer An-
regungsleistung von 150¹W: Bei einer Standardmessung sind in der Zählrate keine einzelnen Signalkas-
kaden zu sehen, sondern nur ein stark variierendes Gesamtsignal. Bei der mittleren Zahl von Partikeln im
Fokusbereich von 0; 23 ergibt sich eine mittlere Zählrate pro Partikel von 240kHz. Die zugehörigen Korrela-
tionsmeßdaten sind in Abbildung 6.2 dargestellt.

Bereits während der Messung kann die Korrelationsfunktion beobachtet werden. Schon nach kürzester Zeit
ist die typische Form zu erkennen (Abb. 4.9), die sich mit zunehmender Zahl der detektierten Fokusdurch-
tritte von Farbstoffmolekülen noch glättet.

Nach erfolgter Messung werden die Daten mit der Formel 4.1 ausgewertet, wobei für die dreidimensionale
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Abbildung 6.2: Korrelationsdaten einer Messung an Rhodamin 6G mit dem Zeiss x63/0,9W Objektiv bei
einer Anregungsleistung von 150¹W . (oben)Meßdaten und deren Fit stimmen exakt überein. Nach Korrek-
tur des Triplettanteils wird dessen Auswirkung auf den Bereich bei kleinen Zeiten < 10¡2ms deutlich. (mitte
A) Bei fest vorgegebenem Formfaktor des Fokus k = 0 treten deutliche Abweichungen zwischen Daten und
Fitfunktion auf. (unten B) Mit variablem Formfaktor k stimmen Daten und Fitfunktion sehr gut überein und
zeigen keine funktionalen Abweichungen. Für das Verhältnis der Fokusbreite zu dessen z-Ausdehnung
folgt zo ¼ 5; 06 ¢ 0; 27¹m ¼ 1; 37¹m. Die zugehörigen Zählratendaten sind in Abbildung 6.1 dargestellt.

Diffusion in Lösung der verkürzte Term Verwendung ndet.
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h
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In Abbildung 6.2 sind die Daten einer Messung von Rhodamin 6G in Wasser mit dem Zeiss x63/0,9W
Objektiv dargestellt. Die eigentlichen Meßdaten und der Fit sind in der normalen Auftragung kaum zu
unterscheiden und so werden separat die Abweichungen (Daten-Fit) in eigenen Diagrammen berücksichtigt.
Zur Demostration des Triplett-Anteils ist in der obersten Abbildung ebenfalls der durch den Fit bestimmte
Anteil Teq herausgerechnet, so daß dessen bei kleinen Zeiten < 10¡2ms maßgeblicher Einuß deutlich
wird. Oberhalb dieses Bereiches sind die Auswirkungen der eigentlichen Diffusion zu beobachten, die den
Parametert der Diffusionszeit ¿ diff1 bestimmen. In einem, wie hier vorgestellt, klar denierten System
läßt sich darüber hinaus das Fokusmodell überprüfen. Ein einfaches Zylindermodell mit k = 0 liefert
einen deutlichen funktionalen Verlauf der Abweichungen (Abb. 6.2 mitte). Läßt man den Formfaktor k

ebenfalls bei dem Fit variabel, so verschwindet dieser Abweichungsverlauf und der hier gefundene Wert
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k = 0; 039 spiegelt die in z-Richtung fünffach vergrößerte Fokusachse wider. Die weiteren Werte liefern
die mittlere Zahl von Partikeln in der Fokuszone N = 1

Go
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¼
¼ 0; 233 und die Diffusionskonstante
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Abbildung 6.3: Variation der Anregungsleistung bei einer Rh6G-Probe, gemessen mit dem Zeiss
x63/1,2W Objektiv. Der mit der Leistung zunehmende Triplett-Anteil beeinußt die Korrelationsfunktion,
kann aber durch den Fit beschrieben werden. Gleichzeitig nimmt aber auch das Hintergrundsignal zu und
variiert zusätzlich die scheinbare Partikelzahl. Mit zunehmender Zählrate pro Partikel nimmt das verblei-
bende Rauschen der Daten ab.

Eine rein qualitative Betrachtung der Auswirkung der Anregungsleistung ist in Abbildung 6.3 zu sehen.
Bei Erhöhung der Lichtleistung ist eine Verformung der Korrelationskurve zu beobachten, die durch einen
steigenden Triplett-Anteil beschrieben werden kann. Durch das ebenfalls erhöhte Hintergrundsignal wird
die scheinbare Partikelzahl ebenfalls beeinußt. Bei stärkerer Anregung der Farbstoffe wird das Rauschen
der Korrelationsdaten verringert. Bei starken Anregungen stimmt der Fit mit den gemessenen Daten nicht
mehr exakt überein, für den normalen Meßbereich stellt dies kein Problem dar. Die Abweichungen stam-
men vermutlich durch das nicht gaußförmige Anregungsvolumen. Entlang der optischen Achse erfährt der
Farbstoff schon bevor er das Detektionsvolumen erreicht eine starke Anregung, die über Tripletteinüsse
sich auf die Detektierbarkeit im Fokusvolumen auswirken.

Die Messungen in Long-Distance-Konguration, d.h. mit einem Arbeitsabstand von 12mm zwischen Ob-
jektiv und Probe, sind durch die kleinere Apertur weniger empndlich und für eine gleiche Zählrate pro
Partikel werden höhere Laserleistungen eingesetzt. Durch die Vorgaben des Objektivs ist der Anregungsla-

serstrahl nicht im gleichenMaße fokussierbar und es werden 1=e2-Fokusradien von 0; 5¡0; 7¹m eingesetzt.
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Neben diesen Änderungen sind durch das Schichtsystem Luft-Deckglas-Wasser auch die Beeinussung des
Radius durch die Eindringtiefe des fokussierten Strahls in die Probe zu beachten (Abb. 6.4).
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Abbildung 6.4: Long-Distance-Messungen in verschiedenen Rh6G-Probentiefen. Die Position z = 0 ent-
spricht der probenzugewandten Seite eines extra dünnen Deckglases mit 80¹m Dicke. Die Positionsanga-
ben zeigen den vorgegebenen Ort an, nicht den des Fokus. Die 1mm entfernte Probenwand wird schon
bei einer Position von z = 730¹m erreicht, da die relative Fokusverschiebung mit der Wasserschichtdicke
zunimmt. (links) Die Meßdaten für verschiedene Positionen in der Probe zeigen eine starke Ortsabhän-
gigkeit und eine veränderliche Partikelzahl. (rechts) Der ermittelte Fokusradius und das gesamte Volumen
verändern sich durch die unterschiedliche Eindringtiefe.

Long-Distance-Messungen zeigen eine Ortsabhängigkeit!

Die starke Ortsabhängigkeit schränkt den Einsatzbereich der Long-Distance-Messungen ein, falls keine
Vergleichsmessungen am gleichen System durchgeführt werden können. Das Einsatzgebiet liegt daher
vielmehr in der Durchführung von Vergleichsmessungen, welche durch den enormen Arbeitsabstand in den
meisten Fällen berührungslos durchgeführt werden können. Bei konstanter Fokuslage im Probenvolumen
lassen sich Veränderungen des Diffusionsverhaltens feststellen.

Die Diffusionsmessung bei Variation der Temperatur liefert anschaulich eine Abhängigkeit zwischen diesen
Größen (Abb. 6.5). Eine Auswertung der Diffusionskonstanten über einen Arrheniusplot liefert auf Grund-

lage der FormelD = Do exp
¡¡ Ea

RT

¢
den Wert für die Aktivierungsenergie Ea = 25; 4 kJmol . In der linearen

Auftragung zeigt sich der vereinfachte Zusammenhang zwischen Diffusionskonstante und Temperatur über
die Einsteinbeziehung 2.1 bei nichtbeachten des ebenfalls temperaturabhängigen Reibungskoefzienten.

Trivial aber meßbar: Die Diffusion ist temperaturabhängig!

Es ist erfreulich, daß diese Form der Long-Distance-FCS auf Einzelmolekülniveau funktioniert und bei
Beachtung der Einschränkungen das Einsatzfeld dieser Meßmethode erweitert. So ist eine kreuzförmige
Anordnung von Objektiven denkbar, die ein kugelförmig wirkendes Fokusvolumen erzeugen könnte.
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Abbildung 6.5: Long-Distance-FCS-Messungen von Rh6G bei Temperaturvariation. (links) Die gemes-
senen, normierten Korrelationsfunktionen zeigen eine Verschiebung der Diffusionszeiten. (rechts) Die er-
mittelten Diffusionskonstanten, aufgetragen über der Temperatur, zeigen das erwartete lineare Verhalten
mit einer exponentiellen Überlagerung. Eine alternative Auftragung als Arrheniusplot liefert für die Aktivie-
rungsenergie Ea = 25; 4 kJmol auf diese wird aber der anschaulichkeithalber hier verzichtet.

6.3 Latexkugeln als Testsystem
Zeitlich vor den Messungen der Einzelmoleküle entstanden, liefern kleine, aus Latex bestehende Kugeln
(”Beads”), die mit mehreren Farbstoffen und funktionellen Gruppen versehen sind, eine interessante An-

wendungsform der Long-Distance-FCS. Bei der Driftbestimmung im elektrischen Feld kommen 20nm-
Latexkugeln (FluoSpheres 535/575; Molecular Probes; Eugene-Oregon) zum Einsatz, die mit Carboxylat-
Gruppen versehen sind. Als Konzentration wird, durch Verdünnung mit einer 2mM-Natriumazidlösung,
ein Teilchen pro Kubikmikrometer eingestellt.

Als Meßkammer wird für die waagerechte Anordung des ersten FCS-Aufbaus ein senkrecht stehendes Ple-
xiglaskonstrukt verwendet (Abb. 6.6), das aus zwei Reservoirs besteht, die über ein kleines Labyrinth zu
einem Meßfenster aus zwei planparallelen Gläschen führen, und damit über diesen einengenden Bereich
miteinander verbunden sind. In die Reservoirs wird je ein Platindraht eingeführt, der im Deckel verankert
ist. Dieser Deckel dient als Verdunstungsschutz und verhindert damit Konvektion und den Verlust an Flüs-
sigkeit, die sich in dieser Anordnung dramatisch auf die Güte der Messung auswirken. Nach Einfüllen der
Meßüssigkeit wird der Fokus des Long-Distance-Aufbaus so positioniert, daß er sich in der Mitte zwi-
schen den eingrenzenden Glaskörpern bendet. Das Labyrinth zwischen dem Elektrodenreservoir und dem

Meßbereich dient zum Abhalten der durch Elektrolyse entstehenden Gasbläschen.

Der Parametert erfolgt mit einer verkürzten Form der Formel (4.1). Sie beinhaltet die Berücksichtigung
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Abbildung 6.6: Aufrechte Meßkammer für Driftmessungen an 20nm-Latexkugeln. Zwei Reservoire mit
Platinelektroden sind über je ein Flüssigkeitslabyrinth mit dem Meßfenster verbunden, das durch zwei pa-
rallel verlaufende Gläschen, ein Deckglas vorne, ein Objektträgerstück hinten, gebildet wird. Der Abstand
der Gläschen beträgt etwa 100¹m und ihre Fläche gliedert sich in eine Kanallänge von 25mm und eine
Breite von 21mm.

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

Ko
rre

la
tio

n 
g(
&)

-1
 n

or
m

ie
rt

0.01 0.1 1 10 100 1000

& [ms]

 U=0V
 U=100V
 U=200V
 U=250V

250

200

150

100

50

0

250200150100500
Spannung [V]

 Diffusionskonstante [µm²/s]
 Driftgeschwindigkeit [µm/s]

Abbildung 6.7: Drift von geladenen 20nm-Latexkugeln im elektrischen Feld. Gemessen mit
Long-Distance-FCS. (links) Normierte Korrelationskurven - bei höherer Spannung verkürzt die gerichtete
Bewegung der Latexkugeln die Aufenthaltsdauer im Fokus. (rechts) Die Diffusionskonstante D = 24; 4¹m

2

s
und die Driftgeschwindigkeit sind über den Parametert ermittelbar. Die sich ergebende Spannungsabhän-
gigkeit der Geschwindigkeit, ermittelt über eine Lineare Regression, liefert 0; 87¹msV :
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Der Zusammenhang zwischen der angelegten Spannung U und der Driftgeschwindigkeit v kann mit der
Formel

v =
!o
¿drift

= z
eD

kBTd
U

verglichen werden. Für die hier vorgestellte Messung (Abb. 6.7) folgt unter Verwendung der Elementar-
ladung e, der Boltzmann-Konstante kB , der absoluten Temperatur T = 298K, der Kanallänge der Meß-
kammer d = 25mm und der ermittelten Diffusionskonstante D = 24; 4¹m

2

s und der Geradensteigung
¢v
¢U = 0; 87

¹m
sV die mittlere Zahl der Ladungsträger pro Latexkugel z. Es ergibt sich mit z =

¢v
¢U

kBTd
eD ¼

0; 87¹msV ¢0; 026V ¢ 25000¹m24;4¹m
2

s

¼ 23 ein Wert, der deutlich von der Herstellerangabe z ¼ 1260 abweicht. Diese
Herstellerwert folgt aus der angegebenen Oberächenladung von 16; 1 ¹Ccm2 über die Beziehung für die Zahl

der Ladungsträger von z = 16;1¢10¡2C
em2 ¢ 4¼ (10nm)2 ¼ 1260 für die 20nm-Latexbeads. Die Diskrepanz

ist zum Teil auf eine Abschirmung der Ladungsträger im polaren Medium zurückzuführen, aber ein Faktor
50 scheint für einen derartigen Effekt etwas zu hoch. Auch die Herstellerangabe bezüglich der Anzahl von
gebundenen Farbstoffen kann nicht bestätigt werden, da der Zählratenvergleich pro Partikel für einen Ein-
zelfarbstoff und einem 20nm-Latexbead nur einen Faktor von 6¡ 10 aufweist, während der Hersteller von
etwa 100 ausgeht.

Die Drift einer Komponente kann mittels FCS bestimmt werden!

Für genaueMessungen eignen sich die Latexkugeln leider kaum, da sie nicht monodispers sind und die Zahl
der angekoppelten Farbstoffe, wie auch die Zahl der funktionellen Gruppen, variieren kann. Ebenfalls ein
Problem stellen größenbedingte Effekte dar. So ist eine Streuung und damit indirekte Fluoreszenz möglich,
die bei der Messung stört.

6.4 Überprüfung der Lipidvesikeleigenschaften auf
Einzelmolekülniveau

Die Untersuchung von gestützten Lipidriesenvesikeln bietet die Möglichkeit, am gleichen System die Ei-
genschaften der freien Membran an der Oberseite und des Kontaktbereichs direkt zu vergleichen. Die

vorgestellten Messungen greifen zunächst die oben (Abschnitt 5.3) diskutierten Ergebnisse zur Form der
Riesenvesikel sowie zu ihrem Abstand zum Substrat auf, und überprüfen diese bei einer für FCS-Messung
typischen Anfärbung.

6.4.1 Durchführung der Vesikelmessungen
Für die Durchführung der Vesikelmessungen wird zunächst das Schälchen mit den auf dem Substrat an-
haftenden Vesikeln in der Halterung xiert und der Temperaturfühler positioniert. Durch eine Blende im
Anregungsstrahlengang kann der Kontrast im Licht der Xenonlampe vergrößert werden1. Damit die Farb-
stoffe nicht vorzeitig ausbleichen, beschneidet ein Farbglas OG570 das Spektrum der Lampe nach unten
hin. Unter Verwendung des Zeiss x20 Luftobjektivs lassen sich in dieser Kontrastansicht die Vesikel leicht

1 Da alle Linsen aus demAnregungszweig desMikroskops entfernt wurden, arbeitet die ursprünglich als Gesichtsfeldblende gedachte
Irisöffnung hier als nichtoptimale Aperturblende.
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aufnden und über das Fadenkreuz im Okular vorpositionieren. Nach Umschwenken auf das Meßobjektiv
Zeiss x63/0,9W kann das ausgewählte Vesikel, ebenfalls noch in Kontrastansicht, auf die spätere Fokuslage
vorzentriert werden. Dieser Wechsel des Objektives ist ratsam, da sowohl der Kontrast als auch der Bild-
ausschnitt mit dem x20-Objektiv größer ist, wodurch das Aufnden und die Vorauswahl vereinfacht wird.
Eine Veränderungen bei FCS-Referenzmessungen durch den Wechsel ist nicht zu beobachten.
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Abbildung 6.8: Z-Scan eines Vesikels auf einem Deckglas. Diese Art von schneller Z-Rasterung wird stan-
dardmäßig zur Überprüfung der Membranlagen, d.h. zur Identikation von unterer und oberer Membran,
durchgeführt. Die Kontaktmembranposition ist hier bei der 0¹m und die Freie Membran bei 25¹m: Bei Po-
sitionen kleiner ¡140¹m ist das uoreszierende Plastikschälchen zu erkennen. Der Einbruch bei ¡170¹m
wird durch einen Neustart des Korrelators hervorgerufen.

Nach der Vorpositionierung erfolgt das Umschalten auf Fluoreszenzdetektion, d.h. der Schiebespiegel im
Anregungsarm wird auf Laseranregung umgestellt und die Irisblende ganz geöffnet. ImDetektionsarm wird
auf den oberen Fotoausgang umgestellt und ein manueller Shutter am Einzelphotonendetektor geöffnet.

Neben der Online-Aufnahme der Korrelationsfunktion, gestattet die Korrelatorkarte das Auslesen der ak-
tuellen Photonenzählrate. In Kombination mit der Positioniermöglichkeit über die Schrittmotoren, besteht

die Möglichkeit, die Probe abzurastern und ein konfokales ”Slowest”-Laserscan-Mikroskop zu erhalten.
Durch einen schnellen Z-Scan, d.h. eine Tiefenrasterung mit verringerter Ortsauösung und ohne zeitliche
Mittelung, können die Membranen identiziert werden.

In Meßkonguration kann obere und untere Membran getrennt werden!

Anschließend wird eine Z-Position im unteren Drittel des Vesikels eingenommen und manuell in X- und Y-
Richtung kurz die seitliche Membran angefahren, um eine Nachzentrierung vorzunehmen. Bei sorgfältiger
Positionierung in der Kontrastansicht über das Okularfadenkreuz ist eine Korrektur unnötig.

6.4.2 ”Slowest”-Laserscan-Mikroskop
Der Einsatz als ”Slowest”-Laserscan-Mikroskop gestattet neben diesen eindimensionalen Rasterfahrten die
Aufnahme beliebiger Orts-Zählratenzuordnungen. So lassen sich auch bildgebende Vesikelschnitte reali-
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sieren um, als einfachste Anwendung, die Form darzustellen (Abb. 6.9).

In einer Sekunde können, inklusive einer Mittelung über mehrere Zählwerte, im Durchschnitt nicht mehr

als fünf Meßpositionen aufgenommen werden. Deswegen benötigt ein zweidimensionaler Scan mit einer
Kantenlänge von 60¹m bereits zwölf Minuten. Das Auösungsvermögen bei der Rasterung ist in dieser
Konguration durch die Schrittweite der Motoren, die mit 1¹m größer als der Durchmesser des Fokus ist
(ca. 0; 6¹m), in der XY-Ebene begrenzt . In Z-Richtung ist der Fokus etwa um das fünffache ausgedehnter
und stellt das Auösungslimit dar. Hierdurch ist für die Diffusionsmessung gewährleistet, daß die Membran
mit ausreichender Genauigkeit im Fokus positioniert werden kann, ohne eine zu starke Abweichung des
Beleuchtungsradius von der Fokustaille zu erhalten.
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Abbildung 6.9: XZ-Schnitt durch ein Riesenvesikel auf Poly-L-Lysin-beschichtetem Deckglas. Die Deck-
glasebene liegt etwa bei Z = 10¹m. Als Farbstoff wurde TRITC-DHPE in einem Verhältnis von 1 : 200 000
zu POPC verwendet, so daß im Fokusbereich im Mittel ein Fluoreszenzmolekül vorhanden ist. Dieses
Experiment zeigt deutlich, daß über die Schrittmotorpositionierung ein wiederholtes Anfahren der Vesikel-
oberseite und -unterseite kein Problem darstellt.

6.4.3 Form- und Kontaktbeschreibung
Während der eigentlichen Rasterung muß das Vesikel fest auf der Unterlage adhäriert sein und darf sich
auch sonst nicht zu stark bewegen. Dies ist bemerkenswerterweise im hier vorgestellten System gegeben.
Sehr vereinzeltes Platzen der Vesikel ausgenommen. Durch die Adhäsion scheint auch die Vesikelobersei-
te sehr gespannt vorzuliegen, so daß Membranuktuationen nicht zu beobachten sind. Das Ausbleichen der
Farbstoffe stellt ein Problem bei jeder Art der Fluoreszenzmessung dar, hält sich aber bei der gegebenen
Meß- und Scan-Leistung von 15¹W in Grenzen. Der Verlust an Farbstoffen liegt bei einer Standardmes-
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sung, wie dem XY-Scan in Abbildung 6.9, bei weniger als 5%. Dieser Wert, der über eine FCS-Messung
vor und nach dem Scan ermittelt werden kann, schwankt je nach Vesikelgröße und damit dem Farbstoffre-
servoir und der Farbstoffart, liegt aber stets unter 10%.

In Meßkonguration ist die Vesikelform durch Rasterung bestimmbar!

Neben dieser Form- und Kontaktbestimmung wäre durchaus eine ortsaufgelöste Korrelationsmessung denk-

bar. Die hierfür benötigte Meß- und damit auch Ausbleichzeit, zudem die Schwierigkeit bei der Auswertung
von schräg liegenden Membranabschnitten, lassen die sich daraus ermittelten Modellparameter aber als nur
begrenzt aussagekräftig erscheinen.

Bei den stichprobenartigen Messungen der Form und des Kontaktbereiches kann kein Unterschied zu den
mit dem Laserscan-Mikroskop durchgeführten festgestellt werden. Eine direkte Übernahme der mit viel
Farbstoff durchgeführten Betrachtungen erscheint problemlos möglich.

6.4.4 FLIC-Abstandsmessung

45

40

35

30

25

Y 
[µ

m
]

4035302520
X [µm]

300

250

200

150

100

50

0

Ph
ot

on
en

zä
hl

ra
te

 [k
H

z]

200150100500
Oxiddicke [nm]

Abbildung 6.10: Überprüfung der starken Adhäsion auf Einzelmolekülniveau mittels angepaßter
FLIC-Messung. Im Mittel sind fünf DiIC18 Moleküle im Detektionsbereich, dies kann durch eine
FCS-Messung vor und nach der Rasterung überprüft werden. (links) Rasterbild eines Membranberei-
ches eines 4-Oxid-Karochips (Kantenlänge 5¹m). Die hellsten Bereiche entsprechen einer Oxiddicke von
etwa 100nm. (rechts) Die auf den Oxiden ermittelten Meßwerte mit ihrer Fit-Funktion. Die Fehlerbalken
ergeben sich aus der Mittelung der örtlichen Abweichung über die inneren Bereiche der einzelnen Oxid-
stufen. Es ergibt sich in diesem Fall eine Wasserschichtdicke von dWasser = 0; 24nm; bei einer ebenfalls
ermittelten Aperturabdeckung der Anregungsgaußamplitude von ¾N.A. = 0; 37. Die Untergrundphotonen-
zählrate entspricht mit 5; 6kHz einem recht hohen Wert für den Restdurchlaß der Filter, bei einer vollständig
reektierten Anregung.

Auch die Überprüfung des Abstandes zum Substrat scheint bei der drastischen Verringerung der Farbstoff-
konzentration angebracht. Die Methode der Wahl stellt die FLIC-Abstandsmessung dar, welche bereits
oben (Abschnitt 5.3) für die Bestimmung verwendet wurde. Beim ursprünglichen Meßaufbau und bei ent-
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sprechender Anpassung der Daten an die Modellgeometrie kann der Membran-Substratabstand bis zu einer
Genauigkeit im Subnanometerbereich bestimmt werden. Er liegt für die starke Adhäsion auf Poly-L-Lysin
bei dWasser = 1; 1nm. Die Modikation der Anregung ist die wesentliche Veränderung, die bei einer Ver-
gleichsmessung mit der konfokalen Rasterung auf Basis der FCS-Apparatur durchgeführt werden muß. Die
Standard-Theorie erwartet hier eine homogene Ausleuchtung der Objektivapertur, welche im klaren Gegen-
satz zu den Grundprinzipien der FCS steht. Bei Laseranregung mit einer gaußförmigen Ausleuchtung führt
ein zu groß gewählter Radius zu einer nicht mehr gaußförmigen Intensitätsverteilung in der Fokusebene.
Dieser Umstand ist in der Betrachtung der FCS-Theorie (Abschnitt 3.7.2.3) behandelt. Entgegen der dort
üblichen Beschreibung wird in der FLIC-Theorie als Koordinatenparametrisierung die Numerische Apertur
herangezogen, weshalb die Intensitätsverteilung in dieser Betrachtung, abhängig vom verwendeten Objek-

tiv, umgerechnet wird. Eine Berücksichtigung von koherenter und polarisierter Beleuchtung wird bei der
Ermittlung der Abstände aktiviert, verändert diese jedoch nur minimal.

Reektierende Substrate zeigen in Meßkonguration Fluoreszenz-Kontrastverstärkung!

Die Messung erfolgt mit ”4-Oxid-Chips”, da diese mit einer Kantenlänge von 5¹m eine örtliche Mittelung
gestatten (Abb. 6.10 links). Für die Auswertung wird der innere Bereich mit 3¹m£ 3¹m gemittelt und die
dort gefundene örtliche Standardabweichung als Fehler angegeben (Abb. 6.10 rechts). Die starken Fluk-
tuationen der wenigen Farbstoffmolekülen im Meßbereich werden hier nicht direkt berücksichtigt, da sie
bereits über die örtliche Mittelung in den Fehler einießen. Im Vergleich zu der Standard-FLIC-Messung
mit hoher Farbstoffkonzentration (Abschnitt 5.3) sind die absoluten Photonenzählraten als Skalierung mög-
lich und der Untergrund fällt deutlich geringer aus.
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Abbildung 6.11: Standard-FLIC-Berechnung für große Oxiddicken. Auch bei Abständen im Mikrometer-
bereich ist aufgrund der kleinen Anregungsapertur noch eine leichte Schwebung der Anregbarkeits- und
Detektierbarkeitsfunktionen zu erkennen. Für die Messungen an Vesikeln kommen Siliziumchips mit den
Oxiddicken 100nm und 2; 73¹m zum Einsatz, also sowohl eine Variante mit ausgeprägter Kontrastverstär-
kung als auch eine eher konventionell gehaltene.

Für die Berechnung der Fit-Parameter wird als Schichtsystem Silizium-Siliziumoxid-Wasser-Membran-
Wasser festgelegt, wobei die Membran mit einer Dicke von dMembran = 3; 7nm als beidseitig mit DiIC18,
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angefärbter Bilayer behandelt wird. Die spektralen Kennlinien des Farbstoffs, des verwendeten Filtersat-
zes sowie des Photonendetektors werden bei der Berechnung ebenfalls berücksichtigt. Beim Fitdurchlauf
werden standardmäßig der Untergrund, ein Intensitätsskalierfaktor und die Wasserschichtdicke zwischen
Siliziumoxid und Membran als Parameter variiert. Für die in Abbildung 6.10 gezeigte Messung ergibt sich
eine Wasserschichtdicke von dWasser = 0; 11 § 1; 49nm bei vorgegebener Anregungsgaußamplitude von
¾N.A. = 0; 35. Dies entspricht einem 1=e2-Radius für die Gaußintensität2 von !1 = 1; 2mm, bei einer
gesamten Numerischen Apertur von N:A:Objektiv = 0; 9. Ein gleichzeitiger Fit der Wasserschichtdicke so-
wie der Anregungsverteilung liefert dWasser = 0; 24nm und ¾N.A. = 0; 37. Eine Fehlerangabe ist bei dieser
hohen Zahl freier Parameter nicht mehr sinnvoll. Der ermittelte Untergrund von 5; 6kHz liegt über den üb-
lichen Werten, welche bei einem langsamen Z-Scan an der spiegelnden Fläche bestimmt werden und sich

eher in der Größenordnung von 1¡ 2kHz bewegen.
In Meßkonguration ist der Abstand zum Substrat bestimmbar!

DieMessung zeigt, daß die Membran im engen Kontakt mit der Siliziumoxidoberäche steht und die Ergeb-
nisse zur Abstandsmessung bei geringer Farbstoffkonzentration erhalten bleiben. Die leichte Diskrepanz zu
den ermittelten Daten mit viel Farbstoff (dWasser = 1; 1nm) ist auf die unterschiedlichsten Ursachen zurück-
zuführen. Durch das vorgestellte Auslesen der Zählrate aus der Korrelatorkarte liegt diese als gemittelter
Wert vor, weshalb keine wirkliche Korrektur der Detektortodzeit vorgenommen werden kann. Bei den für
Vesikelsysteme üblichen kleinen Zählraten mit langsamer Diffusion bewirkt die Korrektur keine nichtlinea-
re Umskalierung der gemessenen Intensitäten, hat damit auf die Abstandsberechnung keine Auswirkung.
Ebenfalls bleibt, begründet durch die kleinen Zählraten, der aufgrund der Anregungsintensitäten unter-
schiedliche Triplettanteil auf den verschiedenen Oxidstufen unberücksichtigt. Der bei kleinen Oxiddicken
wichtige Energieübertrag in das Silizium bewirkt eine leichte Korrektur der ermittelten Wasserschichtdicke

[35], die aber innerhalb des oben angegebenen Fehlerbereiches liegt.

Problematisch scheint bei der Abstandsmessung mit der FCS-Apparatur vor allem die bisher nicht berück-

sichtigte Fokusbeschreibung (Abschnitt 3.7.3). Für kleine Oxidstufen, besser gesagt für einen Bruchteil der
Fokustiefe, scheint dieser Effekt zwar kaum einen Unterschied zu bewirken, bei großen Oxiddickenberei-
chen ohne Nachführung der Fokusebene ist eine Erweiterung hin zur ”Laser-FLIC” aber unumgänglich.

Für Einzelmolekülabstandsmessungen, die nicht nur, wie hier vorgestellt, eine generelle Überprüfung dar-
stellen, ist die Verwendung von mehr Oxidstufen ratsam. Entsprechende ”16-Oxid-Chips” gibt es bereits
und werden für die Vesikeleigenschaftenbestimmung eingesetzt (Abschnitt 5.3), können aber wegen ihrer
zu kleinen Oxidächen beim derzeitigen Meßaufbau nicht sinnvoll eingesetzt werden.

2 Die Umrechnung für die die Objektivpupille mit Radius a = f tan ® ausleuchtende Gaußintensität mit dem 1=e2-Radius !1 liefert
die Beziehung N:A:Objektiv = n sin ® und für die Gaußamplituden der Zusammenhang !1 =

p
2¾Pupille. Insgesamt ergibt sich so

der Ausdruck ¾N.A. = n sin
³
®!1
a
p
2

´
: Für das Zeiss x63/0,9W-Objektiv werden die Werte f = 2; 6mm ,N:A: = 0; 9 , n = 1; 333

und für die Laseranregung !1 = 1; 2mm eingesetzt.
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6.4.5 Meßablauf für FCS-Messungen an Vesikeln
Nachdem, wie beschrieben (Abschnitt 6.4.1), die ungefähren Membranlagen, d.h. die Ober- und die Unter-

seite des Vesikels, identiziert sind und gleichzeitig das Vesikel zentriert ist, kann gezielt eine Membran mit
Hilfe der Schrittmotoren grob angefahren werden. Die exakte Posititonierung erfolgt durch Einzelschritte
bis die Zählrate maximal ist. Nach einer kurzenWartezeit wird durch einen 1¹m-Schritt Abweichung in po-
sitiver wie in negativer Z-Richtung überprüft, ob das Maximum wirklich erreicht war, ansonsten wird leicht
nachkorrigiert. Obwohl der Fokusbereich in Z-Richtung etwa 3¹m beträgt, ist über dieses Verfahren ein
Zählratenmaximum einfach zu nden und die Lage der Membran auch über lange Zeit, im Minutenbereich,
konstant.
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Abbildung 6.12: Zwei Beispiele für leicht zu erkennende Positionierprobleme. (links) Photonenzählrate
eines stark uktuierenden Vesikels, gemessen an der Oberseite. Derart starke Fluktuationen sind sehr
selten und können durch einen Z-Scan leicht als noch nicht vollständig adhäriertes oder abgelöstes Vesikel
identiziert werden. (rechts) ”Vesikel auf der Flucht” - Bei diesem Positionierversuch hat sich die das
Deckglas haltende Klammer gelöst und dieses gleitet mitsamt Vesikel auf einem dünnen Wasserlm im
Schälchen. Die zeilenweise Abtastung des XZ-Schnitts erzeugt eine scheinbare Unsymmetrie. Durch die
Rastermöglichkeit und die damit verbundene Überprüfung läßt sich dieses Verhalten aufklären und bei
weiteren Messungen vermeiden.

Ist die Membran im Fokus positioniert, wird die Messung gestartet. Zu Beginn jeder Einzelmessung wird

eine automatische Skalierung der Korrelatorkarte durchgeführt. Bei den beschriebenen Farbstoffkonzen-
trationen, mit genügend Fokusdurchgängen innerhalb der drei Sekunden Skalierzeit, ist die sich ergebende
Einstellung akzeptabel. Ist dies nicht der Fall, kann diese manuell variiert werden. Als Meßzeit werden
zumeist 30s in etwa 5% der Vesikelmessungen zur Überprüfung und für die oben beschriebenen Referenz-
messungen 100s eingestellt.

Nach beendeter Messung wird auf die jeweilig andere Membran positioniert und eine neue Messung ge-
startet. Dieses Vorgehen garantiert, daß ein Platzen des Vesikels frühzeitig erkannt wird und nur die letzte
Messung verworfen werden muß. Nach mehrmaligem Wechsel wird das nächste Vesikel aufgesucht.
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Die vorgestellten Vesikelmessungen werden bei zwei verschiedenen Grundkongurationen des Aufbaus
durchgeführt. Eine sehr konservative Konguration macht sich dabei durch einen 1=e2-Fokusradius der
Intensität von !0 = 0; 328¹m bemerkbar. Die zweite liefert bei einer breiteren Aperturausleuchtung den
Wert !0 = 0; 270¹m: Der ursprüngliche Gedanke hinter dieser Variation - störende optische Reexionen
am Silizium zu erkennen - war bei genauer Betrachtung hinfällig. In beiden Fällen wird das Pinhole mit dem
Durchmesser 50¹m für die konfokale Begrenzung des Meßvolumens eingesetzt. Für die Vesikelmessungen
wird durch die Graulter eine Laserleistung von 15¹W , gemessen im Anregungsstrahl direkt vor dem
Objektiv, eingestellt. Dies entspricht einer ächenbezogenen Leistung von ¼ 50mW¹m2 .
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Kapitel 7

FCS an Vesikeln - Messung und
Diskussion

Nach der im Kapitel 6 vorgestellten Charakterisierung des Systems aus Aufbau und Probe werden nun die
Messungen an Vesikeln vorgestellt und diskutiert. Dies geschieht anhand typischer Beispielauswertungen,
da hierbei die Problematik der Parameterinterpretation am anschaulichsten darzustellen ist.

7.1 Farbstoffträger in der Freien Lipidmembran
Die Untersuchungen an der Vesikeloberseite geben einen ersten Einblick in das Diffusionsverhalten in der
Freien Membran. Der Vergleich der Farbstoffträger dient zur Vorauswahl geeigneter Kandidaten für eine
umfangreichere Betrachtung des Systems. Die genauere Analyse erfolgt für das Lipid TRITC-DHPE in
Abschnitt 7.2 und für das Peptid Gramicidin C in Abschnitt 7.3.
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Abbildung 7.1: Vergleich der normierten Korrelationsdaten von lipidartigen und -gebundenen Farbstoffen
sowie Sulforhodamin G-Gramicidin C in der Vesikeloberseite. Die Meßdaten lassen sich durch ein nor-
males Diffusionsmodell beschreiben. Es ergibt sich für die Lipidfarbstoffe eine Diffusionskonstante von
ca. 6; 2¹m

2

s und für das Peptid 3; 8¹m
2

s bei einer Probentemperatur von 25±C. Als Lipidverhältnis wird
POPC:DOPME:Farbstoffträger 100 000 : 1 000 : 1 verwendet, nur bei TRITC-DHPE wird mit der Hälfte der
Farbstoffmenge gearbeitet. (links) Die Normierung über die Partikelzahl N verdeutlicht die Unterschiede
im Triplettverhalten. (rechts) Die Normierung über die Partikelzahl N und den Triplettanteil Teq gestattet
den anschaulichen Vergleich der Diffussionszeiten.
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Farbstoffträger in der Freien Lipidmembran

Die Messungen an der Vesikeloberseite (Abb. 7.1) zeigen ein vergleichbares Diffusionsverhalten der lipid-
artigen bzw. -gebundenen Farbstoffe mit einer Diffusionskonstante um 6; 2¹m

2

s . Davon deutlich trennbar ist
die langsamere Diffusion des mit dem Farbstoff Sulforhodamin G markierten Gramicidin C (SRh-GramC),
mit einem Wert von 3; 8¹m

2

s . Die Werte sind mit dem Fitmodell der normalen Diffusion

G (¿)¡ 1 = G1 +G0

2664 1µ
1 +

¿

¿diff1

¶
3775h1¡ Teq ³1¡ e¡ ¿

¿ triplett
´i

ermittelt, von diesem sind keine grundlegenden funktionellen Abweichungen zu beobachten1. Aus dem
Kehrwert der Amplitude G0 ergibt sich die Zahl der Partikel N = 1

G0
, welche zur Normierung der Darstel-

lung (Abb. 7.1 links) verwendet wird. Bei unterschiedlichem Triplettverhalten eignet sich in Spezialfällen
die Normierung über die Partikelzahl N und den Triplettanteil Teq (Abb. 7.1 rechts) zur besseren Sichtbar-
machung der Unterschiede in der Diffusionszeit ¿diff1 = !2o

4D .

Als Vergleichswerte eignen sich die mit FRAP ermittelten Diffusionswerte in hydrierten Multibilayer-
stapeln, da sie am ehesten dem vorgestellten System entsprechen. Für das Lipid-Farbstoffsystem [17]
POPC:NBD-eggPE 1250 : 1 ergibt sich durch lineare Extrapolation der Werte 5; 19¹m

2

s für 21±C und
7; 17¹m

2

s für 30±C eine Diffusionskonstante bei T = 25±C von 6; 1¹m
2

s , wobei eine mobile Fraktion im
Mittel von 94% angegeben wird. Die Diffusionskonstante von einer mit dem Fluoreszenzfarbstoff Dansyl
markierten Gramicidin C Variante in einem EPC-Multibilayersystem folgt ebenfalls über eine lineare Extra-
polation von Literaturdaten [66]. Bei 25±C folgt daraus die Diffusionskonstante D = 4¹m

2

s . Im Abschnitt
7.3 wird das Diffusionsverhalten dieses Peptids genauer untersucht.
Variation: Farbstoffträger TRITC-DHPE DiIC18 Di-8-ANEPPS SRh-GramC

Oberseite
D
h
¹m2

s

i
5; 84§ 1; 33

n=118

6; 24§ 0; 94
n=9

6; 66§ 1; 40
n=11

3; 80§ 1; 01
n=66

Teq [%]
¿ triplett [ms]

6
0; 005

25
0; 003

13
0; 005

5
0; 004

Zählrate/Partikel [kHz]
[counts/Partikel]

12
38

16
45

7; 5
22

17
100

Tabelle 7.1: Variation des Farbstoffträgers in der freien Membran. Die Bestimmung der Diffusionskonstante
ergibt für die lipidartigen Farbstoffe einen Wert um 6; 2¹m

2

s , wobei eine Tendenz zu beobachten ist, daß
kleinere Moleküle ein schnelleres Diffusionsverhalten zeigen. Für Sulforhodamin G-Gramicidin C ergibt
sich ein deutlich abgesetzter Wert von 3; 8¹m

2

s . Die Zahl der Einzelmessungen n ist angegeben.

Betrachtet man die Einzelwerte (Tab. 7.1) genauer, fällt schon bei den ”Lipiden” eine Tendenz zur schnel-
leren Diffusion kleinerer Moleküle auf, was auch gefühlsmäßig zu erwarten ist. Alle drei gewählten Lipid-
farbstoffe eignen sich als Meßsonden für das Membransystem. Die unterschiedliche Ladung der Moleküle
scheint keine Auswirkung auf ihr Diffusionsverhalten zu zeigen. Befürchtungen, daß es speziell beim po-
sitiven DiIC18 in Verbindung mit dem negativen Lipid DOPME zu Anhäufungen kommt, erweisen sich
als unbegründet. Die Membranlage des DiIC18-Chromophors in Verbindung mit einem hohen Extink-

1 Die Auswertung von SRh-GramC wird in Abschnitt 7.3 näher erläutert. Sie erfolgt mit einem Zwei-Komponenten-Modell, das
zusätzlich freien Rhodamin-Farbstoff in der Lösung berücksichtigt.
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tionskoefzienten hat eine sehr gute Anregbarkeit zur Folge. Dies macht sich in einer hohen Zählrate pro
Partikel bemerkbar, aber auch in einem hohen Triplettanteil Teq. Diese Werte können allerdings aufgrund
der spektralen Unterschiede nur begrenzt verglichen werden. Di-8-ANEPPS scheidet durch seine unklare
Membranlage [33] als Kandidat für eine genauere Untersuchung aus. Das kleine Molekül ist zudem für den
verwendeten Filtersatz am wenigsten geeignet.

Alle gewählten Farbstoffträger diffundieren in der Freien Membran!

Für die genauere Betrachtung der Lipidfarbstoffe wird TRITC-DHPE ausgewählt. Das Spektrum des ge-
bundenen Tetramethylrhodamins ist zu dem des Proteinmarkers Sulforhodamin am ähnlichsten. Das Tri-
plettverhalten ist vergleichbar und die Beeinussung der Korrelationskurven am geringsten. Ein weiterer
Grund ist, daß die negative Nettoladung in Verbindung mit dem negativen DOPME am unproblematisch-
sten erscheint. Hinderlich scheint speziell für die Untersuchungen an der Vesikelunterseite der aus der
Membranebene reichende Chromophor, durch dessen sehr bewegliche Anbringung am Lipidteil ist eine
Beeinussung durch diesen Umstand jedoch kaum zu erwarten.

TRITC-DHPE wird als Membransonde ausgewählt!

Die Wölbung der Membran an der Vesikeloberseite bewirkt bei den verwendeten Fokusradien von ca.
0; 3¹m und einer typischen Vesikelgröße von 60¹m Durchmesser keine nennenswerte Abweichung. Selbst
bei einem als kugelförmig angenommenen Vesikel mit 10¹m Durchmesser beträgt die Flächendifferenz
0; 2% und ist damit zu vernachlässigen. Größere Abweichungen ergeben sich bei Fehlpositionierung, d.h.
bei nicht zentrierter Anordnung. Eine angenommenen Verschiebung eines 60¹m-Vesikels um den hohen
Wert von 5¹m bewirkt aufgrund der Membranverkippung eine Flächenabweichung von 2; 8%. Bei einem
gut anhaftenden Vesikel und einer sorgfältigen Ausrichtung (Abschnitt 6.4.1), sollte eine derartig große

Verschiebung nicht vorkommen.

7.2 Direkter Vergleich der Freien Membran zur
Kontaktmembran

Durch das Riesenvesikelsystem ist es möglich, direkt die Diffusion in der Oberseite, sprich der Freien
Membran, im Vergleich zu der Unterseite, der Kontaktmembran, zu studieren.

7.2.1 Beispielauswertung für TRITC-DHPE auf Chip mit 100nm
Oxiddicke

In dieser Beispielauswertung (Abb. 7.2) sind typische Daten eines Riesenvesikels aus POPC:TRITC-DHPE

200 000 : 1 gezeigt, das mit Poly-L-Lysin auf einen Siliziumchip mit 100nmOxiddicke anhaftet. Nach dem
im Abschnitt 5 beschriebene Herstellungsverfahren, sind das Vesikelinnere und das -äußere mit Zuckern
unterschiedlicher Dichte gefüllt und über einen Puffer auf pH 7; 4 eingestellt. Bei den im Diagramm (7.2
oben) gezeigten Meßdaten für die Ober- und Unterseite fällt die deutliche Abweichung der Kurven von-
einander auf. Ausgehend von den Daten der Oberseite, ist die Kurve für die Unterseite nach rechts zu
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Abbildung 7.2: TRITC–DHPE Vesikel auf Chip mit 100nm Oxiddicke. (oben) Meßdaten für die Ober- und
Unterseite. (mitte A) Abweichung des Fitmodells für die Oberseite. (unten B bis D) Abweichungen der
Fitmodelle für die Unterseite.

größeren Zeiten ¿ und gleichzeitig nach oben zu kleineren Partikelzahlen verschoben. Über den Kehrwert
der extrapolierten Datenwerte bei ¿ = 0 ergibt sich die Partikelzahl der Oberseite NOberseite ¼ 1

0;5 = 2; 0

und der Unterseite NUnterseite ¼ 1
0;58 ¼ 1; 7: Für die Beurteilung der Güte eines Parameterts, wie in Ab-

schnitt 6 beschrieben, eignet sich besonders die Darstellung der Abweichung von ermittelter Fitfunktion
zu den Meßdaten. Diese Differenz kann eventuell durch die Fitdaten oder die Meßdaten geteilt werden,
um damit eine Normierung durchzuführen. Da die Auftragung der Differenz zwischen Meßdaten und Fit-
funktion den direkteren Vergleich zu den Originaldaten zuläßt, wird diese Darstellungsform gewählt. Die
allgemeine Auswerteformel 4.1 kann für die Membranbetrachtungen dabei deutlich reduziert werden. Dies

geschieht über den für die Fokus-Ausdehnung in Z-Richtung wichtigen k-Faktor, da bei k =
³
!z
!o

´2
= 0
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keine Gaußverteilung in dieser Richtung berücksichtigt wird.

G (¿)¡ 1 = G1 +G0

2664 (1¡R2)µ
1 +

¿®1

¿diff1

¶ + R2µ
1 +

¿®2

¿diff2

¶
3775h1¡ Teq ³1¡ e¡ ¿

¿ triplett
´i

Oberseite - Teilbild 7.2 A

Nach durchgeführtem Fit der Oberseitendaten mit dem Modell der ”Normalen Diffusion”, ergeben sich
die im Teilbild A dargestellten Abweichungen. Über den gesamten logarithmischen Zeitbereich sind keine
funktionellen Abweichungen zu nden, so daß der Fit als ”gelungen” eingestuft werden kann. Die beim
Fit gewonnenen Daten widerspiegeln im Rahmen des Fitmodells ”Normale, zweidimensionale Diffusion
einer Komponente mit Triplettbestimmung” die zugehörigen Modellannahmen. Aus der Diffusionszeit

¿diff1 =
!2o
4D läßt sich die Diffusionskonstante bestimmen, man erhältD =

(0;27¹m)2

4 ¢ 2;87ms = 6; 35
¹m2

s , wobei für
!o der in mehreren Referenzmessungen ermittelte Wert für den 1=e2-Radius der Fokusintensität senkrecht
zur optischen Achse eingesetzt wird. Ein kurzer Blick auf die gefundenen Triplettwerte zeigt, daß mit
Teq = 6% Triplettanteil und einer Zeit von ¿ triplett = 5¹s dessen Einuß recht klein und für rhodaminartige
Farbstoffe bei dieser Laserleistung üblich ist. Die bei dem Fit ebenfalls gewonnenen Parameter G0 und G1
dienen in erster Linie der Partikelanzahlberechnung und werden darum hier nicht extra aufgeführt.

Lipid-Farbstoffe in der Freien Membran zeigen normales Diffusionsverhalten!

Unterseite - Teilbild 7.2 B bis D

Das gleiche Fitmodell, angewendet auf die Daten der Unterseite, liefert die in Teilbild B dargestellte Dif-
ferenz von Meßdaten und Fitfunktion. Schon bei grober Betrachtung ist eine deutliche funktionelle Ab-
weichung über große Zeitbereiche zu erkennen. Auffällig ist ebenfalls eine mit ¿ triplett = 17¹s sehr große
Triplettzeit, die in diesem Fall nicht einer realen Größe zuzuordnen ist, sondern ein Zeichen des fehlge-
schlagenen Fitmodells darstellt.

Da es sich bei der Membran an der Vesikelunterseite um einen Bilayer handelt ist zu vermuten, daß sich die
untere Seite des Bilayers anders verhält als die obere. Auf dieser Vorstellung basiert das in Teilbild C an-
hand seiner Residuen dargestellte Fitmodell des 2-Komponenten-Systems. Die in B deutlichen Abweichun-
gen sind im für die Diffusion wichtigen Zeitbereich zwischen 10¡2ms und 102ms großteils verschwunden.
Nur bei genauerer Betrachtung ist ein leichtes ”Schwingen” zu erkennen. Zwei sich mit unterschiedlicher
Diffusionskonstante bewegende Fraktionen zeigen eine Überlagerung der Korrelationskurven, wobei sich
die Partikelzahlen addieren. Das Fitmodell muß um eine zweite Diffusionszeit ¿diff2 und um einen Parti-
kelanteil R2 erweitert werden. Betrachtet man die ermittelten Werte, so ist die oben auffällige Triplettzeit

mit ¿ triplett = 6¹s wieder im gewohnten Bereich und dient nicht mehr offensichtlich als ”Modellkorrektur”.
Die gefundenen Diffusionszeiten liefern zwei Komponenten mit den Diffusionskonstanten D1 = 3; 4¹m

2

s

und D2 = 0; 4¹m
2

s mit einem Anteil von R2 = 34%: Da ein immobiler Anteil an Fluoreszenzpartikel
prinzipbedingt nicht durch die FCS berücksichtigt werden kann, die Partikelzahlen in der Vesikelobersei-
te und -unterseite Abweichungen zeigt, stellt eine Anteilsverteilung, die keine 50%-Zuordnung zuläßt, kein
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Problem bei der Interpretation dieses Parameters dar. Ordnet man die zweite langsamere Komponente so-
wie eine immobile Fraktion dem unteren Monolayer zu und geht von einer anfänglich gleichen Anfärbung
beider Monolayer aus, so erhält man eine mobile Fraktion im Bilayer von 80%. Bei homogener Farbstoff-
verteilung im Vesikel ergibt sich, unter Berücksichtigung der Daten der Oberseite, für die Unterseite eine
Partikelzahl von 1; 6. Trotz dieser ersten Übereinstimmung führt dieser Datensatz mit der vorgestellten Idee
der Bilayerdiffusion, d.h. ungestörter Monolayer oben und beeinußter Monolayer unten, allerdings nicht
zu einem wirklich befriedigenden Ergebnis. Am augenfälligsten ist die deutliche Abweichung der schnellen
Diffusionskomponente mit der in der freien Membran gemessenen, also Dfrei ¼ 6¹m2

s : Ein Fit mit diesen
Zwangsparametern, d.h. xierter Diffusionsparameter für eine Komponente bei ¿diff1 = 2; 87ms, liefert
eine noch deutlichere Abweichung der Daten vom Modell. Das resultierende Wertepaar der zweiten Kom-

ponente ¿diff2 = 22; 2ms und R2 = 62% ergibt keinen Informationsmehrwert über das System, da selbst
die geänderte Partikelzahl nun nicht mehr erklärbar ist.

Die bisher beste Übereinstimmung von Fitmodell und Meßdaten wird erzielt, wenn man davon ausgeht,
daß sowohl der untere Monolayer, als auch der obere Monolayer der Kontaktmembran beeinußt sind und
zudem eine immobile Fraktion von 20% vorhanden ist. Von einer wirklichen Trennung der Monolayer kann
also keine Rede sein. Treibt man die Zahl der diffundierenden Komponenten in die Höhe, so lassen sich
auch die verbleibenden funktionellen Abweichungen minimieren. Der wirkliche Informationsgewinn leidet
aber unter der Flut an freien Fitparametern, die je nach Startannahmen auch unterschiedlichste Endresultate
liefern.

Eine ”quasikontinuierliche” Verteilung der diffundierenden Komponenten wird durch die ”Anomale Dif-
fusion” beschrieben, d.h. das Mittlere Quadrat der Verschiebung ist nicht mehr proportional zur Zeit.
Eine Störung der normalen Diffusion ndet dabei auf jeder Größen- und Zeitskala statt und bewirkt ei-
ne generelle Verlangsamung (® < 1) der Bewegung. Im Teilbild D ist die Abweichung der Meßdaten
vom verwendeten Fitmodell der ”Anomalen zweidimensionalen Diffusion einer Komponente mit Triplett-

bestimmung” eingezeichnet. Im für die Diffusion wichtigen Zeitbereich stimmt die Kurve nicht nur optisch
sehr gut überein, auch die Summe der Fehlerquadrate Â2 zeigt eine deutliche Verbesserung. Mit nur einem
abweichenden Parameter (® = 0; 82) lassen sich die gemessenen Daten deutlich besser und eindeutiger be-
schreiben als mit einem Mehrkomponentensystem. Leider ist der damit aus der Diffusionszeit gewonnene
Wert D® = 2; 7¹m

2

s® nur noch ein Beweglichkeitsmaß und nicht mehr die Diffusionskonstante.

Lipid-Farbstoffe in der Kontaktmembran zeigen ein langsameres, anomales Diffusionsverhalten!

Eine Trennung der Monolayeranteile liefert auch bei anomaler Diffusion im unteren Monolayer der Kon-
taktmembran keinen befriedigenden Parametersatz. Bei einem festen 50%-Anteil einer Komponente mit
¿diff1 = 2; 87ms; dem Wert für die Vesikeloberseite, ergibt sich für die zweite Komponente der Parameter-
satz ¿¤diff2 = 47; 4ms® und ® = 1; 12. Dies entspricht einer beschleunigten Bewegung auf sehr langsamen
Niveau und einer sehr großen Fitabweichung von den Meßdaten.
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Diskussion der Partikelzahl

Die Beschreibungmittels ”AnomalemDiffusionsmodell” mit Auswirkung auf den gesamten Bilayer stimmt,

nicht nur in diesem Beispielfall, am besten mit den gewonnenen Meßdaten überein. Bei den dargestellten
Meßdaten sind andere für dieses System typische Merkmale zu erkennen. Bisher wurde die abweichende
Partikelzahl kurz erwähnt, aber nicht diskutiert. Für die Diskussion sind ein paar Merkmale hinzuzufü-
gen. Mit der Partikelzahl sind ebenfalls die mittleren Zählraten aufgeführt und es fällt auf, daß an der
Unterseite mit 53kHz1;7 = 31kHz ein dreifach höherer Wert als bei der Zählrate pro Partikel an der Ober-
seite 21kHz2;0 = 10; 5kHz zu nden ist. Dies ist auf die Fluoreszenz-Kontrastverstärkung beim verwendeten
100nm-Chip zurückzuführen und stellt eine schnelle Methode zur Überprüfung der starken Adhäsion dar.
Aufgrund der erhöhten Zählrate pro Partikel sind die Abweichungen bei niedrigen Zeiten (< 10¡1ms) an
der Unterseite gegenüber der Oberseite deutlich verringert und der Triplett-Anteil etwas erhöht.

Eine Abschätzung für das Hintergrundsignal der reektierenden Fläche und die daraus resultierende
Abweichung der Partikelzahl (Formel 3.10) liefert für die Unterseite einen erhöhten Wert
Nscheinbar = Nreal=

³
1¡ IHintergrund

ISignal

´2 ¼ 2; 0=³1¡ 1;5kHz
53kHz

´2 ¼ 2; 1. Gleichzeitig ist das Detektionsvolumen
im Fokusbereich aufgrund der stehenden Wellen und dem zu betrachtenden Halbraum drastisch verkleinert
und damit auch der aus demVolumen stammende Hintergrundsignalanteil. Leider ist gerade die Partikelzahl
ein sehr unverläßlicher Parameter, da eine Vielzahl von Faktoren ihn beeinussen können, so daß dieser Ef-
fekt nicht genauer beschrieben werden kann. Neben der erwähnten Erhöhung durch ein Hintergrundsignal
muß bei jeder Messung berücksichtigt werden, daß sie nicht gleichzeitig sondern nacheinander durchge-
führt werden. Damit wird die jeweilig andere Vesikelseite ebenfalls ausgebleicht. Der Triplettanteil ist bei
hoher Verdünnung, wie in diesem Fall, ebenfalls ein etwas unsicherer Faktor, da bei den entscheidenden
kleinen Zeiten das Rauschen recht hoch ist.

Ungeachtet dieser Tatsachen liegt der Fall bei dieser Beispielauswertung anders. Die großen Abweichungen
für große Zeiten (> 102ms) deutet auf einen Schwingungs- oder Fluktuationseffekt hin. Für die größten
Abweichungen ergibt sich eine Frequenz von 0; 5Hz und ist damit eher Gebäude- und Aufbauschwingungen
zuzuordnen, deren Schwankungen durch die Kontrastverstärkung noch höher ausfallen. Eine ”Höhenuk-

tuation” der Membran scheint recht abwegig, da sie für 10% Intensitätsschwankung bereits mehr als 20nm
betragen müßte und dieses Verhalten auch bei der Beobachtung mit viel Farbstoff (Abschnitt 5.3) zu sehen
sein sollte. Nicht ganz so abwegig scheint eine uktuierende Winkeländerung des Farbstoffs im Bereich
von 20±;welche die gleiche Intensitätsschwankung erzeugen würde. Da aber im Fall von TRITC-DHPE die
Winkelverteilung in der Membran nicht wie bei DiIC18 streng vorgegeben und nicht statisch ist, fällt eine
quantitative Abschätzung schwer. In jedem Fall von Schwingung oder Fluktuation würde der beschriebene
Effekt der scheinbar reduzierten Partikelzahl in der Membran hervorgerufen.

Ein anderer Aspekt der Partikelzahl ist die Berechnungsmöglichkeit der mittleren Lipidäche. Im obser-
vierten Bereich sind N = 1; 7 die sich auf eine Bilayeräche 2 ¢ A = 2 ¢ ¼!2o = 0; 46¹m2 verteilen.
Bei einem Lipid-Farbstoffverhältnis von 200 000 : 1 ergibt dies eine Lipiddichte von 0; 74 ¢ 106 Lipide¹m2 . Ein
POPC-Lipid nimmt nach dieser Berechnung eine Fläche von 1; 3nm2 ein. Entsprechende Literaturwerte
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gehen von einem mittleren Fläche für POPC von 0; 63nm2 in supported membranes aus [58]. Die ho-
he Verdünnung über mehrere Zwischenschritte bei der Herstellung der Lipidmischung rechtfertigen diese
Abweichung durchaus. Ebenfalls muß davon ausgegangen werden, daß bei der Beobachtung zum Finden
des Vesikels und bei der anschließenden Rasterfahrt zur Membranpositionierung ein Teil der Farbstoffe
ausbleicht.

Darstellung in linearer Auftragung
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Abbildung 7.3: Lineare Auftragung der inversen Korrelationsdaten sowie deren lineare Regression im Zeit-
bereich 1¡ 40ms: Die gefundenen Parameter sind für die Oberseite (g (¿)¡ 1)¡1 = 2; 15( 1

3;22ms¿ + 1) und
für die Unterseite (g (¿)¡ 1)¡1 = 2; 03( 1

13;06ms¿ + 1).

Einen einfacheren und anschaulicheren Einblick in die anomale Diffusion gestattet eine reduzierte Aus-
werteformel für die Korrelationsfunktion 4.1, die sich durch eine Umformung in eine Geradegleichung
umwandeln läßt.

(g (¿)¡ 1)¡1 = N
µ
1

¿diff
¿ + 1

¶
Nach einer Aufbereitung der Daten und einer in der Zeit linearen Auftragung lassen sich diese durch eine
Gerade beschreiben. Der geeignete Zeitbereich für diese Art der Darstellung ist durch den starken Abfall
der Funktion oberhalb des Tripletteinusses und unterhalb des Übergangs zum unkorrelierten Mittelwert
g (¿) = 1 vorgegeben. In Abbildung 7.3 sind die oben beschriebenen Daten (Abb. 7.2) für diese Art der
Darstellung aufbereitet und mit Linearer Regression gettet. Die erhaltenen Wertepaare für die Oberseite
(N = 2; 15 und ¿diff = 3; 22ms) und für die Unterseite (N = 2; 03 und ¿diff = 13; 06ms) sind mit
den Parametern des komplexeren Nichtlinearen Fits für normale Diffusion vergleichbar. In dieser Art der
Auftragung ist die Abweichung, die durch die anomale Diffusion in der Unterseite zustandekommt, als
Abweichung von der Geraden gut zu erkennen und bestätigt die diskutierte Modellhypothese.
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Die FCS gestattet durch die logarithmische Zeitskala eine detailliertere Betrachtung der Diffusion!

Durch die lineare Zeitauftragung wird der Vorteil der FCS-Messung verschenkt, da es durch den begrenzten
Zeitbereich, wie bei der in Abschnitt 5.3.3.5 vorgestellten FRAP-Messung, unmöglich erscheint, zwischen
Anomaler und Zwei-Komponenten Diffusion zu unterscheiden. Diese Aussage hin zur Anomalen Diffu-
sion wird durch die scheinbare Störung des Normalsystems auf jeder Zeitskala begründet und so ist ein
logarithmischer Zeitbereich unabdingbar.

7.2.2 Beispielauswertung für TRITC-DHPE auf Chip mit 2; 73¹m
Oxiddicke
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Abbildung 7.4: TRITC–DHPE Vesikel auf Chip mit 2; 73¹m Oxiddicke. (oben) Meßdaten für die Ober-
und Unterseite. (mitte A) Abweichung des Fitmodells für normale Diffusion in der Oberseite. (unten B)
Abweichung des Fitmodells für anomale Diffusion in der Unterseite.

Auf der gleichen Lipid-Farbstoffbasis POPC:TRITC-DHPE 200 000 : 1 beruht die nachstehende vorgestell-
te Beispielauswertung (Abb. 7.4). Der wesentliche Unterschied besteht nur im verwendeten Substrat, da
ein Siliziumchip mit 2; 73¹m Oxiddicke eingesetzt wird. Bei der Auftragung der Meßwerte ist deutlich die
Verschiebung der Unterseitendaten von den Oberseitendaten zu erkennen. Die Verschiebung nach rechts,
zu höheren Diffusionszeiten, deutet auf eine verlangsamte Beweglichkeit der Membranbausteine auf die-
sem Substrat hin. Die Partikelzahlen liegen bei N = 1; 0 und die Zählrate pro Partikel liegt mit ca. 12kHz
auf gleichem Niveau. Sie ist direkt mit dem Oberseitenwert für den 100nm-Chip vergleichbar. Der hier

verwendete 2; 73¹m-Chip unterliegt keiner derart ausgeprägten Fluoreszenz-Kontrastverstärkung.
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Bei genauerer Betrachtung der Fitmodelle ergeben sich die gleichen Resultaten für die Beweglichkeitsbe-
schreibung der Lipid-Farbstoffsonde. Die Meßdaten der Freien Membran an der Oberseite sind am besten
durch ein normales Diffusionsverhalten zu beschreiben, die der Kontaktmembran durch ein anomales Dif-
fusionsverhalten. Dies wird durch die Abweichungen der Meßdaten vom jeweiligen Fitmodell, Teilbild A
für die Oberseite und Teilbild B für die Unterseite, ausgedrückt. Aus den gefundenen Werten ergibt sich für
die Oberseite eine Diffusionskonstante D = (0;27¹m)2

4¢3;2ms = 5; 70¹m
2

s und für die Unterseite ein Beweglich-
keitswertepaarD® = 2; 7¹m

2

s® und ® = 0; 82.

Die bei den Residuen verbleibenden Restabweichungen zeigen keine besonderen Auffälligkeiten mehr.
Durch die gleiche Zählrate pro Partikel sind bei kleinen Verschiebungszeiten die Rauschdifferenzen auf
gleichem Niveau. Bei großen Zeiten scheinen die Abweichungen an der Unterseite geringfügig größer zu
sein, weichen aber keinesfalls in dem Maße voneinander ab, wie es beim 100nm-Chip gefunden wird.
Ein Vergleich der Partikelzahlen zwischen diesen beiden Beispielauswertungen ergibt eine Halbierung bei

gleicher Lipidzusammensetzung. Dies ist in diesem Fall auf eine größere Zahl von vorangegangenen Ein-
zelmessungen zurückzuführen, die durch Bleichen die Farbstoffzahl herabsetzen.

7.2.3 Auswirkungen der Substratoberäche
Aus der Betrachtung unterschiedlicher Substratoberächen können Abschätzungen über die Verwendbar-
keit des Meßprinzips vorgenommen werden. Auf den ersten Blick erscheint die stark reektierende Siliziu-
moberäche als großer Unsicherheitsfaktor. Nur auf den Chips ist eine exakte Abstandsmessung via Fluo-
reszenzkontrast möglich. Gleichzeitig sind die elektrischen Messungen (Abschnitt 5.3) auf diesem Substrat
durchgeführt, so daß sich der Aufwand der genaueren Betrachtung auf jeden Fall für ein Verständnis des
Systems lohnt.

Für die Untersuchung werden die drei Substrate eingesetzt: Standard-Deckglas, Silizium-Chip mit 100nm
und mit 2; 73¹m Oxiddicke. Das Deckglas dient als Vertreter für schwach reektierende Substrate (¼
3%). Der 2; 73¹m-Chip hat die vollreektierende Siliziumoxid-Silizium-Grenzäche erst außerhalb der
normalen Fokustiefe und zeigt einen schwachen Fluoreszenz-Kontrast. Der 100nm-Chip hingegen zeigt

maximal verstärkte Fluoreszenz und die Fokustiefe beinhaltet die reektierende Grenzschicht, er ist als
der kritischste Kandidat einzustufen. Eine Oxiddicke mit maximaler Kontrastverstärkung (positive Flanke
¼ 60nm; negative Flanke ¼ 125nm) wird nur im Rahmen der FLIC-Rasterung vermessen (Oxiddicke
54nm). Sie zeigt keine besonderen Auffälligkeiten, welche nicht schon beim 100nm-Chip zu sehen sind.

Variation: Substrat Glas Chip 100nm Chip 2; 73¹m
Unterseite
D®

h
¹m2

s®

i
®

2; 97§ 0; 89
0; 91§ 0; 06

n=25

2; 31§ 0; 50
0; 85§ 0; 10

n=18

2; 35§ 0; 53
0; 87§ 0; 06

n=12

Tabelle 7.2: Variation bei unterschiedlichen Substraten anhand des Beispielsvesikeltyps
POPC:TRITC-DHPE 200 000 : 1. Ein Vergleich der Werte auf den Silizium-Chips mit 100nm und
2; 73¹m Oxiddicke liefert keinen Unterschied bezüglich der Diffusionswerte. Auf Glas scheint die Beein-
ussung der Membran und damit des Diffusionsverhaltens weniger ausgeprägt zu sein. Die Zahl der
Einzelmessungen n ist angegeben.
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Die in Tabelle 7.2 aufgeführten Werte für die drei verwendeten Substrattypen bestätigen die Aussage zur
anomalen Diffusion in der Kontaktmembran. Zwischen den beiden Chiptypen mit 100nm und 2; 73¹m-
Oxiddicke ist kein Unterschied zu erkennen. So kann davon ausgegangen werden, daß sich die theoretischen
Überlegungen zum Fokusdurchmesser senkrecht zur optischen Achse (Abschnitt 3.7.3) bewahrheiten, die-
ser also nicht verändert wird. Die gefundenen Werte beruhen somit nicht auf Meßartefakte aufgrund einer
optischen Fokusdeformation, sondern zeigen substratabhängiges Verhalten. In den weiteren Betrachtun-
gen können die Beweglichkeitswerte des zweidimensionalen Systems der Siliziumchips zusammengefaßt
werden.

Auf der Basis dieser Aussage stellen die leichten Abweichungen zwischen den Chip- und Deckglaswer-
ten eine Membran-Beschichtung-Substrat-Eigenschaft dar. Die Prozedur zur Reinigung und Beschichtung
der Substrate wird zwar gleich durchgeführt, aber aufgrund der Oberächenunterschiede ist keine Gleich-
artigkeit zu erzielem. So läßt sich über diese Methodik nur die scheinbar etwas weniger ausgeprägte Be-

einussung der Beweglichkeit auf Glas feststellen. Die gereinigte Substratoberäche wird als eher negativ
geladen angesehen, hier gibt es durch die unterschiedliche Zusammensetzung der Oberächengruppen ge-
ringfügige Unterschiede zwischen dem oxidierten Chip und dem Glas. Die Rauhigkeit sollte bei dem Sili-
ziumeinkristall geringer sein und sich höchstens über wenige Atomlagen ausdehnen. Die Beschichtung mit
dem positiv geladenen Poly-L-Lysin bewirkt eine Abschirmung und eine Überkompensation der Substrat-
oberächenladung. Die negativ geladenen Lipidvesikel werden über die elektrostatische Anziehung in den
Zustand der starken Adhäsion gezwungen.

Unterschiedliche Substrate bewirken verändertes Diffusionsverhalten in der Kontaktmembran!

Der Vergleich mit Literaturdaten bieten sich die Werte für ”supported bilayer” auf Quarz an. Für den
Lipidfarbstoff TRITC-DHPE in POPC wird der Diffusionswert 3; 47¹m

2

s angegeben [61]. Die gleiche
Gruppe ndet für das vergleichbare System mit dem Lipidfarbstoff TMR-POPE den Wert 1; 42¹m

2

s [58].

Als kleiner Nachtrag des bei den FRAP-Messungen (Abschnitt 5.3.3.5) verwendeten Vesikelsystems aus
POPC:DOPME:DiIC18 100 000 : 1 000 : 1 ergibt sich bei der FCS-Messung an der Kontaktmembran auf
Chip das Wertepaar für die Anomale Diffusion D® = 2; 61 § 1; 7¹m2

s® und ® = 0; 87 § 0; 05 Die FCS-
Messung liefert somit vergleichbare Ergebnisse. Gleichzeitig wird die Behauptung bei der Oberseiten-
betrachtung bestätigt, daß DiIC18 gegenüber den TRITC-DHPE-Werten etwas schnellere Diffusion zeigt.

7.2.4 Auswirkungen der Lipidzusammensetzung
Neben der Oberäche spielt die Lipidzusammensetzung eine wichtige Rolle bei der Wechselwirkung zwi-
schen Membran-Beschichtung-Substrat. Als Basislipidmischung wird POPC:DOPME im Verhältnis 100 :

1 eingesetzt, da dadurch die Membran eine geringe negative Ladung erhält und so die starke Adhäsion
über elektrostatische Wechselwirkungen erzielt wird. Bei einem derartigen System stellt sich die Frage,
ob das geladene Lipid, wenn auch in hoher Verdünnung, nicht als Anker die Diffusion beeinträchtigt. Für
die Untersuchung dieses Sachverhalts werden drei unterschiedliche Lipidverhältnisse erzeugt: Das schon
beschriebene Verhältnis 100 : 1, dann eines mit 100 : 10 und schließlich noch eine Lipidbasis ohne DOP-
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ME (100 : 0). Auch in der Lipidversion ohne DOPME ist eine starke Adhäsion der Kontaktmembran zu
beobachten, aber die Haftung von kleinen Vesikeln scheint herabgesetzt. Als Ursachen für dieses Verhal-
ten scheint eine leichte Verschmutzung des Lipids mit Varianten ohne angekoppelter Stickstoffgruppe und
damit verbleibender negativer Ladung möglich. Alternativ wäre auch eine aufgrund des Dipolcharakters
der POPC-Kopfgruppe verbleibende Nettoladung nach außen hin möglich, welche dann für die Adhäsion
verantwortlich zeichnet.

Variation: DOPME-Verhältnis 200 000 : 0 : 1 200 000 : 2 000 : 1 200 000 : 20 000 : 1
Oberseite
D
h
¹m2

s

i
5; 74§ 1; 45

n=46

5; 84§ 1; 33
n=118

6; 77§ 1; 60
n=17

Oberseite (anomal)
D®

h
¹m2

s®

i
®

6; 17§ 1; 17
0; 97§ 0; 06

n=46

6; 14§ 1; 12
0; 98§ 0; 06

n=118

7; 80§ 0; 91
0; 93§ 0; 05

n=17

Unterseite Glas
D®

h
¹m2

s®

i
®

2; 97§ 0; 89
0; 91§ 0; 06

n=19

3; 66§ 1; 16
0; 91§ 0; 09

n=25

3; 68§ 1; 58
0; 83§ 0; 07

n=10

Unterseite Chip
D®

h
¹m2

s®

i
®

2; 32§ 0; 50
0; 86§ 0; 09

n=30

2; 42§ 0; 32
0; 90§ 0; 05

n=14

3; 20§ 1; 26
0; 85§ 0; 06

n=19

Tabelle 7.3: Variation des Lipidverhältnisses POPC:DOPME:TRITC-DHPE. Die gefundenen Werte zeigen
keine allzu großen Abweichungen. Bei genauerer Betrachtung ist ein Trend zu größerer Mobilität bei
zunehmender DOPME-Konzentration erkennbar. Dies ließ sich durch dessen zweite cis-Doppelbindung
und durch eine Lockerung des Membranverbundsdurch die geladenen Kopfgruppen erklären. Ebenfalls
leicht erhöht ist die Abweichung vom normalen Diffusionsmodell, welche aber erst mit sehr hoher DOP-
ME-Konzentration einzusetzen scheint. Die Zahl der Einzelmessungen n ist angegeben.

Wie in Tabelle 7.3 dargestellt, bewirkt eine Zugabe des als Fixierpunkt gedachten DOPME keine Verlangsa-
mung der Diffusion, sondern im Gegenteil sogar eine Verschnellerung. Sowohl in der Oberseite als auch in
der Unterseite scheint damit ein Mechanismus aktiv zu sein, welcher die Beweglichkeit der Farbstoffsonden
fördert. Die wohl naheliegendste Erklärung hierfür ist in der Struktur der Lipide zu nden. POPC zeich-

net sich besonders dadurch aus, daß durch die einfache cis-Bindung in einer der Fettsäuren die Fluidität
der Membran derart gesteigert wird, daß sie erst bei sehr kleinen Temperaturen in den kristallinen Zustand
übergeht. DOPME besitzt solche cis-Bindungen an beiden Fettsäureketten und eine gesteigerte Fluidität
der dotierten Membran scheint wahrscheinlich. Eine andere Erklärung wäre eine leichte Lockerung des
Membranverbunds durch die gegenseitige Abstoßung der negativ geladenen DOPME-Lipide. Dies würde
auch mit den Beobachtungen in einem POPC:POPG-Lipidsystem [17] übereinstimmen. Für das Lipid-
Farbstoffsystem POPC:POPG:NBD-eggPE 1250 : 0 : 1 ergibt sich eine Diffusionskonstante bei T = 25±C
von 6; 1¹m

2

s und bei dem Verhältnis 1250 : 312 : 1 ein Wert von 6; 5¹m
2

s wobei jeweils eine mobile Frak-
tion von ca. 94% angegeben wird. Für ein reines POPG-Lipidsystem ist der Diffusionswert des Farbstoffs
um 20¡ 25% gegenüber der reinen POPC-Membran erhöht.

Die Lipidzusammensetzung beeinußt die Membranviskosität!

Der Parameter ® zeigt eine leichte Veränderung hin zu einer deutlicheren Abweichung vom normalen Dif-
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fusionsverhalten bei zunehmender DOPME-Konzentration an. Dieser Effekt ist in der Ober- und Unterseite
des Vesikels zu sehen und deutet eventuell auf kleine Entmischungsinseln der Lipide bei hohen Konzen-
trationen hin, welche als eine Ursache für anomale Diffusion anzusehen ist. Die kleinen Abweichungen
des ®-Parameters beim anomalen Diffusionst der Oberseite für kleine DOPME-Konzentrationen sind auf-
grund des deutlich größeren Fehlers nicht signikant. Erst beim Verhältnis 10 : 1 läßt sich eine Abweichung
erkennen.

7.2.5 Membranecken geplatzter Vesikel
Die Messung der Diffusion in Membranecken gestaltet sich in der vorgestellten Konguration proble-
matisch, da sie durch die geringe Farbstoffkonzentration nicht in der Fluoreszenz und mangels Kontrast
auch nicht in der Normalansicht zu erkennen sind. Die einzige Meßmöglichkeit besteht, wenn das Vesi-
kel während der Messung oder Beobachtung platzt. Erstaunlicherweise ist dieses Ereignis relativ selten.

Das Platzen ndet zumeist während des Adhäsionsvorgangs statt, d.h. beim Kontakt mit dem Substrat oder
kurz danach. Vesikel, die diesen Stress verkraften, sind im allgemeinen sehr lange beständig. Nach dem
selten Platzen eines beobachteten Vesikels wird bei der Messung sehr schnell ein neues aufgesucht. Ob
dieser Tatsachen ist die experimentelle Statistik für einen ”Membran auf Substrat”-Typ sehr gering. Eine
Abschätzung bezüglich des Diffusionsverhaltens zeigt keine Abweichungen zu dem der Kontaktmembran.
Für TRITC-DHPE:DOPME:POPC 1 : 2 000 : 200 000 auf 100nm-Chip ergibt sich aus n = 3Messungen
das Beweglichkeitswertepaar für die Anomale DiffusionD® = 2; 18§ 0; 18¹m2

s® und ® = 0; 94§ 0; 02: Die
Unterschiede der elektrischen Daten von Kontaktmembran und geplatztem Membraneck [20] lassen nicht
durch ein verändertes Diffusionsverhalten veranschaulichen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Diffusionsmessung in Membranecken ist die Veränderung des Systems
bezüglich seiner Fluktuationseigenschaften. Die Membranecken zeigen den gleichen Abstand zum Sub-
strat, aber unterliegen nicht den gleichen Zwangsbedingungen wie ein adhäriertes Riesenvesikel. Die Ver-

gleichbarkeit der Diffusionswerte zeigt leider keine meßbaren Auswirkungen auf das anomale Diffusions-
verhalten, so daß eine Interpretation bezüglich einer Mikrouktuation des Membransystems nicht möglich
ist.
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7.3 Sulforhodamin G-Gramicidin C
Das mit Sulforhodamin G markierte Gramicidin C (SRh-GramC) dient in dieser Arbeit als Vertreter der
kanalbildenden Membranproteine. Es ist bereits während der Vesikelherstellung einbaubar und eine de-
nierte Lipid-Protein-Zusammensetzung zu erzielen. Eingesetzt wird die gleiche Konzentration wie bei den
Lipid-Farbstoffen, d.h. POPC:DOPME:SRh-GramC 100 000 : 1 000 : 1: Daß die Modikation des An-
tibiotikums durch das Ankoppeln des Farbstoffs keine Auswirkung auf seine Funktion als kanalbildendes
Protein zeigt, wird in Abschnitt 5.3 nachgewiesen.

7.3.1 Beispielauswertung für SRh-GramC auf Chip mit 100nm
Oxiddicke

In dieser Beispielauswertung (Abb. 7.5) wird die Problematik der Messung an dem verwendeten SRh-
GramC dargestellt. Bei der Herstellung des markierten Proteins durch Ankoppeln des Fluoreszenzfarb-
stoffs Sulforhodamin an das Tyrosin des Gramicidin C verbleibt eine geringe Restmenge des Farbstoffs
ungebunden im Produkt. Bei der Herstellung schwimmt auch freier Farbstoff in der Lösung und ist deswe-

gen ebenfalls im Vesikelinneren zu nden. Das Vesikeläußere wird durch das mehrmalige Umsetzen in die
Glucoselösungen verdünnt, wodurch dort kaum freier Farbstoff vorhanden ist. Durch diese zusätzlich dif-
fundierende Komponente auf nur einer Membranseite wird nicht so sehr die Auswertung, als vielmehr die
Positionierung des Fokus in der Membranebene etwas erschwert.

Auch bei diesem Membransystem ist eine deutliche Verschiebung der Korrelationsdaten der Vesikelunter-
seite gegenüber der Oberseite hin zu größeren Zeiten und zu kleineren Partikelzahlen zu erkennen. Diese
Übereinstimmung mit der oben für TRITC-DHPE auf einem 100nm-Chip gemachten Feststellung setzt
sich bei der Bewertung der partikelbezogenen Zählrate fort. Für die Oberseite ergibt sich hier ein Wert
von 80kHz

3;4 = 24kHz und für die Unterseite der deutlich erhöhte Wert 172kHz2;9 = 59kHz. Der Einuß der
Fluoreszenzverstärkung ist auch hier feststellbar.

Oberseite - Teilbild 7.5 A bis C

Die allgemeine Auswerteformel (4.1) braucht für die folgenden Betrachtungen nicht in ihrem ganzen Um-
fang berücksichtigt werden. Für die Diffusion im zweidimensinalen Membransystem kann entweder über
k =

³
!z
!o

´2
= 0 oder durch die ±k2 = ±k3 = 0 eine Entkopplung vom Volumenfokussystem, k = 0; 04

entspricht !z = 5 ¢ !o, erzielt werden.

G (¿)¡ 1 = G1 +G0
h
1¡ Teq

³
1¡ e¡

¿

¿ triplett
´i26664 (1¡R2)µ

1 +
¿®1

¿diff1

¶r
1 + k

¿®1

¿diff1

+
R2µ

1 +
¿®2

¿diff2

¶
37775

Die sich schon durch eine erhöhte Zählrate im Vesikelinneren bemerkbar machende Störung des reinen
Membransystems, macht sich auch im nichtlinearen Parametert bemerkbar. In Teilbild A zeigt der Fit
mit dem Modell der Normalen Diffusion funktionelle Abweichungen im unteren Zeitbereich (< 101ms):

Typisch sind auch bei diesem fehlgeschlagenen Fit die sich ergebenden Phantasiewerte für den Triplett-
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Abbildung 7.5: SRh-GramC-Vesikel auf Chip mit 100nm Oxiddicke. (oben) Meßdaten für die Ober- und
Unterseite. (mitte A bis C) Abweichungen der Fitmodelle für die Oberseite. (unten D bis H) Abweichungen
der Fitmodelle für die Unterseite.
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anteil, welche mit ¿ triplett = 108¹s und Teq = 0; 17 das Scheitern des Modellsystems anzeigen. Daß
die anomale Diffusion kein Allheilmittel für Mehrkomponentensysteme ist, zeigt Teilbild B. Zwar er-
möglicht ein weiterer freier Parameter eine bessere Anpassung an die Meßdaten, aber die funktionellen
Abweichungen bleiben, wenn auch verringert, erhalten und auch die Triplettzeit ¿ triplett = 80¹s ist inak-
zeptabel. Erst die Funktionswerte eines Zwei-Komponenten-Modells liefern eine gute Übereinstimmung
mit den Meßdaten (Teilbild C). Die sich ergebenden Diffusionskonstanten D1 = (0;328¹m)2

4¢0;12ms = 224¹m
2

s

undD2 = (0;328¹m)2

4¢6;09ms = 4; 42¹m
2

s können klar getrennt werden. Für die erste Komponente wird hierbei das
aus der Messung von freiem Farbstoff bekannte Volumenmodell des Fokus verwendet, da es wohl am ehe-
sten zu vorliegendem Fall paßt. Ob der etwas zu niedrige Diffusionswert des freien Farbstoffs bedeutet, daß
ebenfalls noch SRh-GramC in der Lösung vorliegt oder ob nur die höhere Kompartimentanzahl die Exakt-

heit beeinträchtigt, kann aus den Daten nicht entnommen werden. Die sich bei diesem Modell ergebenden
Triplettwerte ¿ triplett = 3¹s und Teq = 0; 04 bewegen sich im Rahmen des üblichen für ein Rhodamin-
System. Der Partikelanteil von SRh-GramC R2 = 80% zeigt in diesem Fall nicht nur den Unterschied der
einzelnen Komponenten, sondern trennt gleichzeitig den zweidimensionalen von dem dreidimensionalen
Diffusionsanteil.

Ein weiterführender Fit mit einem anomalen Diffusionsmodell für die zweite Komponente liefert keine
Verbesserung der Übereinstimmung von Daten und Modell. Mit ®2 = 0; 99 bestätigt sich die Richtigkeit
des normalen Diffusionsmodells für die Membrankomponente.

SRh-Gramicidin C in der Freien Membran zeigt normales Diffusionsverhalten!

Oberseite - Teilbild 7.5 D bis H

Wie nicht anders zu erwarten, scheitern für die Meßdaten der Kontaktmembran alle Fitversuche mit we-
niger als zwei Komponenten (Teilbild D und E). Auch der an der oberen Membran zutreffende Fall der
normalen Diffusion zweier Partikeltypen liefert Abweichungen (Teilbild F). Bei der Betrachtung der sich
ergebenden Fitparameter fällt auf, daß nicht mehr der Triplettparametersatz zur Kaschierung der Modell-
mängel herhalten muß, ¿ triplett = 4¹s und Teq = 0; 10 sind normale Werte, sondern die dem freien Farbstoff
zuzuordnende erste Diffusionszeit ¿diff1 = 0; 17ms zu hoch erscheint.

Im nächsten TeilbildG sind die Residuen für das Fitmodell der anomalen Diffusion der zweiten Komponen-
te dargestellt. Dieses Modell beschreibt die Meßdaten in ihrem funktionalen Verlauf am besten und auch
die bestimmten Werte zeigen keine Auffälligkeiten. Der Triplettanteil ist mit ¿ triplett = 4¹s und Teq = 0; 10
in einem normalen Wertebereich und die erste Diffusionszeit ¿diff1 = 0; 092ms führt zu einer Diffusions-
konstantenD = (0;328¹m)2

4¢0;092ms = 292
¹m2

s , welche dem freien Farbstoff zuzuordnen ist. Der Anteil der zweiten

Komponente R2 = 87% stimmt gut mit dem Verhältnis an der Oberseite überein; es ergibt sich das Beweg-
lichkeitswertepaar D® = 0; 67¹m

2

s® und ® = 0; 93: Die leichte Restwelligkeit der Abweichungen stammen
eventuell vom vorgegebenen xen k-Wert der ersten Komponente, der für ein gaußförmiges Volumenmo-
dell gültig ist, jedoch durch die Fokusmodikation vor einer spiegelnden Fläche seine Gültigkeit verliert,
und hier mangels besserer Modelle eingesetzt wird.
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SRh-Gramicidin C in der Kontaktmembran zeigt anomales Diffusionsverhalten!

In Teilbild H ist der Abweichungsgraph für einen Drei-Komponentent dargestellt. Er beschreibt den
Verlauf der Meßdaten jedoch deutlich schlechter. Der Parametersatz liefert zwei Membrankomponen-
ten mit dem Gesamtanteil von 87% und den Diffusionskonstanten D2 = (0;328¹m)2

4¢48;38ms = 0; 56¹m
2

s und
D3 =

(0;328¹m)2

4¢424;08ms = 0; 063¹m
2

s . Diese Werte sind ebenfalls nicht mit unterschiedlichem Monolayerver-
halten zu erklären, da hier bei einer derartigen Interpretation ein scheinbarer immobiler Anteil im unteren
Monolayer von 89% aufträte, welcher aber als sehr unwahrscheinlich anzusehen ist, und sich die Gesamt-
membranpartikelzahl nicht derart dramatisch ändert. Die Diffusionskonstante der freien, schnellen Kompo-
nente liegt mitD1 = (0;328¹m)2

4¢0;11ms = 245¹m
2

s auch hier im Bereich des wasserlöslichen Rhodamins. Trotz der
höheren Gesamtkomponentenzahl sind die Meßdaten mit diesem Modell nicht genau zu beschreiben und
die Verteilung der Diffusionszeiten deutet auf den eigentlich quasikontinuierlichen Verlauf der anomalen

Diffusion hin. Sie bestätigen die dort (Teilbild G) gefundene Parameterinterpretation.

Der Wertebereich für ¿ > 101ms ist, wie bei der Beispielauswertung von TRITC-DHPE auf 100nm-

Chips, durch starkes Rauschen geprägt, das in diesem Maße bei der Oberseite nicht zu beobachten ist. Die
Frequenz der größten Schwingung liegt mit 2Hz im gleichen Schwingungsbereich und läßt sich ebenfalls
durch eine kontrastverstärkte Gebäude-Aufbau-Bewegung erklären.

7.3.2 Vergleich Ober- und Unterseite für SRh-GramC
Zusammengefaßt lassen sich für die mit Sulforhodamin Gmarkierten Gramicidin CMoleküle die in Tabelle
7.4 aufgeführten Beweglichkeitswerte nden. Der gefundene Diffusionswert für die Oberseite ist direkt mit
Daten aus der Literatur [66] zu vergleichen. Für ein EPC-Multibilayersystem wird ein linearer Anstieg der
Diffusionskonstante von 2¹m

2

s bei 5±C bis 5¹m
2

s bei 35±C für die mit dem Fluoreszenzfarbstoff Dansyl
markierte Gramicidin C Variante gefunden. Bei 25±C folgt daraus die DiffusionskonstanteD = 4¹m

2

s .
Oberseite Unterseite Glas Unterseite Chip

D
h
¹m2

s

i
3; 80§ 1; 01

n=66

D®

h
¹m2

s®

i
®

1; 01§ 1; 28
0; 95§ 0; 10

n=20

1; 83§ 1; 48
0; 88§ 0; 13

n=22

Tabelle 7.4: Diffusion von Sulforhodamin G-Gramicidin C in der Ober- und Unterseite. Die Diffusion in der
Kontaktmembran ist gegenüber der Freien Membran verlangsamt und zeigt anomales Verhalten. Die Zahl der
Einzelmessungen n ist angegeben.

Interessant ist an dieser Stelle ein Versuch zu entscheiden, ob das SRh-GramC bevorzugt als Monomer oder
als Dimer vorliegt. Hierfür wird dem eigentlichen Lipid-Protein-Ansatz mit POPC:DOPME:SRh-GramC
100 000 : 1 000 : 1 ein starker Überschuß an nicht markiertem Gramicidin C zugegeben, so daß auf 200
ungelabelte Gramicidine ein markiertes entfällt. Die Zählrate pro Partikel verändert sich nicht, damit diffun-
dieren bevorzugt Monomere im für obige Messungen verwendeten Membrantyp. Bei derart kleinen Kon-
zentrationen ist dieses Verhalten zu erwarten. Die Grenze, bei der ein Gleichgewicht zwischen Monomeren
und Dimeren angegeben wird, liegt bei eine Lipid-Gramicidinverhältnis 10 000 : 1 [69]. Sachdienlicher

ist die Gleichgewichtskonstante für die Dimerbildung mit K = nd
(nm¡2nd)2 < 2 ¢ 10¡4¹m2 [29]. Hieraus
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folgt für die beobachtete Monomer-Gramicidindichte nm = N
¼!2o

= 3;5
¼(0;328¹m)2

¼ 10 1
¹m2 eine Dimerdichte

nd ¼ n2m ¢K < 0; 02 1
¹m2 . Für die höhere Konzentration folgt aus nm ¼ 2000

¹m2 eine Dimerdichte nd < 350
¹m2 ,

dies führt zu einer Konstellation bei der das Verhältnis Monomere-Dimere etwa 4 : 1 ist. Dieser Anteil an
Dimeren läßt sich bei einem Zwei-Komponentensystem und nur kleinen Diffusionskonstantendifferenzen
nicht durch den FCS-Parametert trennen. Der in Abschnitt 5.3 gefundene Wert der Membranleitfähigkeit
gJM = 5mScm2 = 50

pS
¹m2 führt bei einer Kanalleitfähigkeit ¤ = 12; 3pS zur einer Kanaldichte von nd ¼ 4:

Leider sind diese elektrischen Werte nicht direkt vergleichbar, da bei der Bestimmung der Einzelkanalleit-
fähigkeit [45] eine höhermolare Salzkonzentration (100mM KCl) verwendet wurde. Die unterschiedliche
Dimer-Dichte könnte auch durch eine verstärkte Fluktuation der Membran im Kontaktbereich hervorgeru-
fen werden, welche als eine Ursache für die Anomale Diffusion anzusehen ist. Die Dimerbildung und vor
allem die anschließende Trennung der einzelnen, für die Membran zu kurzen, Gramicidine ist auf örtliche
Membranuktuationen zurückzuführen, welche die aneinander haftenden Moleküle separiert.

7.3.3 Problem der Positionierung
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Abbildung 7.6: SRh-GramC Vesikel an der Oberseite bei Variation der Z-Position. Die Angaben ent-
sprechen jeweils Mikrometerschritten, wobei negativere Werte ins Vesikelinnere gerichtet sind. (links)
Die Amplitude der Korrelationskurven deutet auf eine Vergrößerung der Partikelzahl zum Vesikelinneren
hin. (rechts) Die Formveränderungen der normierten Korrelationsfunktionen zeigen zunehmende
Zwei-Komponentenanteile zum Vesikelinneren hin an.

Der freie Farbstoff im Vesikelinneren führt, wie im Beispiel oben beschrieben, nicht nur zu einer komplexe-
ren Auswertung, sondern erschwert auch während der Messung die Positionierung des Fokus im Membran-
bereich. In Abbildung 7.6 sind die Veränderungen der Meßkurven an der Vesikeloberseite bei unterschied-
lichen Positionen zu erkennen. Negativere Z-Werte entsprechen einer Positionierung zum Vesikelinneren
hin. Durch den Farbstoff im Inneren nimmt die Partikelzahl dorthin zu, entsprechend die Meßamplitude ab.
In der normierten Darstellung ist der wachsende Einuß der schnelleren Komponente gut zu sehen.

In Tabelle 7.5 sind die ermittelten Fitparameter aufgeführt. Entgegen der bei den anderen Werteauistun-
gen angegebenen Standardabweichungen aller Messungen am gleichen System, sind hier die Abweichun-
gen der Einzelmessung dargestellt. Durch die beschränkte Schrittmotorenauösung 1¹m kann die Mem-
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Variation: Z [¹m] ¡2 ¡1 0 +1 +2 +3
Partikelzahl
Zählrate [kHz]
¿ diff1 [ms]
¿ diff2 [ms]
R2 [%]

2; 5
33

4; 3
47

0; 108§ 0; 003
9; 21§ 0; 17
56; 0§ 0; 3

3; 6
54

0; 085§ 0; 01
5; 83§ 0; 08
75; 2§ 0; 3

3; 4
65

0; 092§ 0; 01
6; 72§ 0; 06
92; 4§ 0; 3

9
32

¼ 16
100

29
14

¼ 43
100

Tabelle 7.5: Variation der Position an der Vesikeloberseite. Negative Werte verschieben den Fokus in das
Innere, positive in das Vesikeläußere. Im Inneren ist aufgrund des Herstellungsprozesses eine höhere Kon-
zentration an freiem Farbstoff vorhanden. Für die erste Komponente wird bei dem Fit k=0,04 x vorgegeben,
also ein Volumenmodell verwendet.

bran nur bedingt im Fokusmaximum positioniert werden, so daß die optimale Lage zwischen 0¹m und
+1¹m angenommen wird. Die Diffusionskonstanten dieser Positionen liegen bei D0¹m = 4; 6¹m

2

s und
D+1¹m = 4; 0

¹m2

s . Die erste KomponenteFür ist dem freien Farbstoff zuzuordnen. Es ergibt sich der Wer-
tebereich 250 ¡ 320¹m2

s ; wobei ein Volumenfokusmodell mit k = 0; 04 bei der Parameterermittlung fest
vorgegeben wird. Dieser Umstand berücksichtigt nicht die Verteilung dieser Komponenten ausschließlich

in nur einem Membranhalbraum. Deshalb erreichen die gefundenen Werte nur bedingt die Präzision des
üblichen Meßdaten-Modell-Zusammenhangs.

Da durch den zusätzlichen Farbstoff bei der Suche nach der richtigen Membranlage zumindest in einer
Richtung ein Verwaschungseffekt auftritt, wird die ohnehin sorgsam vorzunehmende Positionierung auf ein
uktuierendes System zusätzlich erschwert. Dieses Problem der Positionierung durch den freien Farbstoff
in nur einem durch die Membran getrennten Halbraum läßt sich durch eine bei der Vesikelherstellung
größereMenge an Saccharose-Lösung weitestgehend beheben, da dann der wasserlösliche Farbstoff in einer
höheren Verdünnung vorliegt, und die Zählrate nicht beeinußt. Diese Maßnahme wird bei den meisten
Messungen an SRh-GramC vorgenommen und verbessert die Membransuche und die Auswertung spürbar.
Zusätzlich ist diese Problematik mit ein Grund für die Änderung des Fokusradius auf 0; 27¹m durch die
Verbreiterung des Anregungsstrahls, da dadurch zusätzlich das Fokusvolumen eingeschränkt wird.

Bei der Betrachtung der Werte für die Positionen +2¹m und +3¹m ist fern der eigentlichen Fokuslage
noch eine diffundierende Komponente zu erkennen. Dies rührt vom ”Abrastern” des Anregungsstrahls
durch die Membranposition her, da die Detektierbarkeitsfunktion hier die Intensität zwar insgesamt deutlich

abschwächt, aber nicht vollständig unterdrückt. Eine Abschätzung der Anregungsapertur durch !+1¹m =
0; 328¹m, !+2¹m = !+1¹m ¢

q
¿+2¹m
¿+1¹m

= 0; 328¹m ¢
q

16ms
6;7ms = 0; 51¹m und !+3¹m = 0; 83¹m liefert

eine mittlere Radiuszunahme pro Mikrometer von 0; 217¹m: Die Anregungsapertur folgt daraus mit ¾ =
n ¢ sin ± = 1; 333 ¢ 0;2171 = 0; 29. Dieser Wert ist nicht direkt mit der Betrachtung aus Abschnitt 6 zu
vergleichen, da dort eine Konstellation mit kleinerem Fokusradius gewählt ist. Bei der hier verwendeten
Gaußanregung von !1 ¼ 1mm ergibt sich für das verwendete Zeiss x63/0,9W Objektiv eine Anregungs-
apertur von ¾N.A. = 0; 29, die mit der aus den Diffusionszeiten ermittelten übereinstimmt.
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Funktionsuntersuchung am Flip-Flop-Designerprotein LAH4

7.4 Funktionsuntersuchung am
Flip-Flop-Designerprotein LAH4

Das Designerprotein LAH4 dient als Vertreter der lageändernden Membranproteine. Abhängig von äuße-
ren Einüssen, in diesem Fall des pH-Werts, verändert das Protein seine Ausrichtung und liegt einmal
in der Membranebene (pH < 5; 5) und einmal transmembran (pH > 7) vor [4][5]. Im Gegensatz zum
Gramicidin C ist es nicht gelungen, das Protein während der Vesikelherstellung einzulagern. Dies mag
an der eher sauren Herstellungsumgebung liegen. Um das Protein dennoch einzubinden, wird es nach der
Vesikelherstellung über eine Methanollösung zugeführt. Dafür wird 10¹l einer 5¹M-Methanollösung von
SRh-LAH4 gleichmäßig über die in der ungepufferten Glucoselösung schwimmenden Lipidvesikel getropft
und anschließend durch leichtes schwenken verteilt. Bei Verwendung wesentlich höherer Konzentrationen

läßt sich die geglückte Anfärbung der Membran kontrollieren. Bedingt durch diese Art der Einbindung,
wird das Protein eher in der äußeren Monolayerschicht zu nden sein. Die angefärbten Vesikel werden
anschließend in die entsprechend gepufferte Meßlösung auf das beschichtete Silizium-Substrat umgesetzt.
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Abbildung 7.7: pH-abhängige FCS-Messung an SRh-LAH4 in Riesenvesikeln. Bei pH 7; 4 liegt das Pep-
tid als transmembrane Helix vor, bei pH 5; 0 liegt das Peptid aufgrund der geladenen Histidine parallel zur
Membranebene. Der leichte Unterschied im Diffusionsverhalten an der Oberseite zwischen den Peptidla-
gen wird an der Vesikelunterseite deutlich verstärkt.

SRh-LAH4 pH 5; 0 (Membranebene) pH 7; 4 (Transmembran)
Oberseite
D
h
¹m2

s

i
6; 04§ 0; 40

n=14

4; 89§ 1; 29
n=11

Unterseite
D®

h
¹m2

s®

i
®

1; 23§ 0; 75
0; 94§ 0; 08

n=12

3; 96§ 0; 52
0; 81§ 0; 08

n=6

Tabelle 7.6: Diffusionswerte des Proteins LAH4 bei verschiedenen pH-Werten. Bei niedrigem pH < 5; 5
ist das Peptid bevorzugt parallel zur Membranebene ausgerichtet. Bei hohem pH > 7; 0 ist die Helix
transmembran angeordnet. Die Zahl der Einzelmessungen n ist angegeben.
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Die Betrachtung der gefundenen Oberseitenwerte für die Diffusionskonstante zeigt für die verschiedenen
Orientierungen des Modellpeptids ein zu erwartendes Bild. In transmembraner Lage ist die Diffusion durch
die auf eine größere Fläche wirkende Membranviskosität etwas langsamer. Die Konguration in der Mem-
branebene ist durch eine Eintauchtiefe von etwa 23 des Moleküldurchmessers bevorzugt.

Das Flip-Flop-Verhalten ist mit Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie meßbar!

Die Diffusion in der Kontaktmembran ist, verglichen zur Oberseitendiffusion, verlangsamt. Entgegen der

dort gefundenen Werte ist die transmembrane Konguration in der Adhäsionszone schneller als die Lage in
der Membranebene. Eine Erklärung für dieses Verhalten ist in der Einbettung der Peptide zu suchen. Durch
die Einlagerung der Peptide nach der Vesikelherstellung sind diese auch in der Kontaktmembran eher im
unteren Monolayer zu nden. Der aus der Membranebene reichende Anteil des helikalen Moleküls bewirkt
durch zusätzliche Reibung eine Verlangsamung der Bewegung.

In der Kontaktmembran werden die Unterschiede im Diffusionsverhalten verstärkt!

Die pH-Änderung bewirkt keine Beeinussung des Membran-Substrat-Abstandes[76]. Bei der Betrachtung
des Peptids als diffundierender Zylinder gemäß der Modelle [55][13] stört die nur lose Bindung der Lysin-
Enden an die Helixordnung. An diesem Modellsystem des Flip-Flop-Peptids wird deutlich, daß durch die
Diffusion ebenfalls die Funktion, in diesem Fall die Lage, bestimmt werden kann.
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Abbildung 7.8: Innen- und Außenbereich bei SRh-LAH4-Vesikel. Die nachträgliche Anfärbung über eine
Methanollösung des Peptids bewirkt eine zusätzliche Komponente im Vesikeläußeren. Der Innenbereich
zeigt weder eine Korrelationsamplitude Go noch, gegenüber reinem Wasser, eine erhöhte Zählrate.

Die nachträgliche Anfärbung der fertigen Riesenvesikel hat eine freie Farbstoff-Komponente in der Außen-
raum zur Folge (Abb. 7.8). Diese macht sich nur bei der Vermessung der Oberseite bemerkbar. Der untere
Spalt zwischen Vesikelmembran und Substrat bietet nicht genügend Volumen um einen merklichen Anteil
an dem Fluktuationssignal zu erzeugen.
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Ausblick

Das entwickelte Proben- und Meßsystem eignet sich hervorragend für die Untersuchung der uiden Eigen-
schaften von Lipidmembranen im engen Kontakt zu einem Substrat. Die gewonnenen Erkenntnisse über die

Bewegungsmodelle - speziell der Anomalen Diffusion - bieten interessante Aspekte für weitere Studien der
Adhäsionsproblematik. Das aufgebaute Meßsystem zur Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie gestattet
auf der gelegten Grundlage dessen Anwendung bei erweiterten Membran-Substrat-Untersuchungen, so daß
sowohl für die Selbstfokussierung von Ionenkanälen als auch für die Zell-Siliziumkopplung ein probates
Hilfsmittel entstanden ist.

Der Einsatz von Riesenvesikeln hat sich auch über diese Arbeit hinaus bewährt [76][27][20]. Die Meß-
methode der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie stellt ein mächtiges Hilfsmittel bei der Untersuchung
der Diffusion dar. Mit dem aufgebauten Meßsystem ist zudem eine direkte Verknüpfung der unterschied-
lichen, in der Abteilung eingesetzten, Untersuchungsmethoden denkbar oder schon durchgeführt. Die
Verbindung von Diffusions- und vor allem Partikelzahlmessungen bei niedrigem Hintergrundsignal mit
der Fluoreszenzkontrast-Mikroskopie (FLIC) gestattet, neben der Abstandsmessung bei kleinen Farbstoff-
konzentrationen, auch die lokale Untersuchung von Membranuktuationen. Das schon verwendete Di-8-

ANEPPS als elektrochromer Lipidfarbstoff zeigt ein anderes Anwendungsgebiet auf. Die Messung span-
nungsabhängiger Fluoreszenzsignale krankt bei der Einzelzelluntersuchung an der Toxizität der großen
Farbstoffmengen. Eine lokale Untersuchung durch konfokale Mikroskopie bei wenigen beobachteten Farb-
stoffen wäre der Lebenserwartung der Zellen zuträglich.

Neben diesen Anwendungen aus dem Umfeld ließen sich auch bei der eigentlichen Meßmethode Verbes-
serungen durchführen. Ein großes Gebiet stellt sicherlich die zu untersuchenden Probensysteme dar. Die
einfache Herstellung von Riesenvesikeln mit integrierten Peptiden bietet genügend Möglichkeiten um auch
komplexere Proteinkonstrukte in einer denierten Umgebung zu untersuchen. Ein weiteres Anwendungs-
feld sind Untersuchungen an den verschiedensten Zelltypen. Durch gentechnisch modizierte Zellen lassen
sich spezielle Proteine durch Varianten des Grün Fluoreszierenden Proteins GFPmarkieren (Anhang A). Ei-
ne Anfärbung mittels Antikörper ist ebenfalls schon Stand der Technik und kann bei der FCS-Untersuchung
verwendet werden. Eine technisch interessante Alternative zur Anfärbung stellt die natürliche Fluoreszenz

von Aminosäuren bei UV-Anregung dar. Ohne Markierung sind hierbei Diffusionsuntersuchungen denk-
bar, wobei die Problematik der UV-Optik durch die Verwendung von Zwei- oder Mehrphotonenanregung
gemildert werden kann.

Die Messung der Musterbildung erfordert die Diffusions- und Driftbestimmung der verwendeten geladenen
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Ionenkanäle. Für eine ortsaufgelöste Messung wäre eine Erweiterung des Meßaufbaus mit einer empnd-
lichen Halbleiterkamera denkbar, welche die Kombination aus der statistisch exakten FCS-Messung und
einer bildgebenden Einzelmoleküldetektion ermöglicht. In dieser Kombination wären zugleich Auswertun-
gen auf Basis der Image-Korrelation denkbar.

Die Verteilungsbestimmung von Ionenkanälen stellt ein weiteres Anwendungsgebiet. Mit GFP gekoppel-
te Ionenkanäle existieren bereits und könnten an einem einheitlichen Meßsystem sowohl optisch als auch
elektrisch untersucht werden. Die elektrischen Meßmethode auf Feldeffekt-Transistoren wäre bereits jetzt
in der Lage an stark adhärierten Riesenvesikeln Einzelkanalsignale zu detektieren. Zusammen mit einer
ebenfalls auf Einzelmolekülniveau arbeitenden optischen Detektion könnten hieraus Kombinationsmessun-
gen über eine Kreuzkorrelation der Signale entwickelt werden, die Bewegungs- und Funktionsuntersuchung
direkt miteinander vereint.

Abbildung 8.1: Lachender Vesikel. Zum Glück ein seltenes Bild in der Beobachtung der Riesenvesikel ist
das Vorkommen von multilamellaren Vertretern dieser Gattung.
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Anhang A

Messungen an HEK293-Zellen
Als Ausblick sind Messungen an HEK293-Zellen zu betrachten, welche hier nur kurz angesprochen wer-
den. Mikrobiologisch werden die menschlichen embryonalen Nierenzellen aus einem Zellstammmit einem
DNA-Strang transziert [32], so daß sie nach wenigen Stunden die gelb uoreszierende Variante des GFP,

enhanced Yellow Fluorescence Protein (eYFP), exprimieren. Die Zellen werden zuvor in sehr kleiner Dich-
te auf gereinigte und mit Poly-L-Lysin beschichtete Deckgläser gegeben, auf welchen sie im Nährmedium
(Dulbecco’s mod eagle medium; Life Technologies; Karlsruhe) wachsen. Für die Messung wird das Medi-
um nach mehrmaligem Spülen durch PBS (phosphat buffered saline; Life Technologies; Karlsruhe) ersetzt.
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Abbildung 8.2: Messung an HEK293 Zellen mit eYPF im Inneren.

Leider passen Anregungs- und Emissionsspektrum des eYFP nicht zum standardmäßig verwendeten Fil-
tersatz, so daß die Zählrate pro Partikel mit 2kHz sehr klein ausfällt. Auch bei der Bewertung der bei der
FCS-Messung im HEK-Inneren gefundenen Meßdaten beschreibt das Fitmodell der anomalen Diffusion,
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hier im dreidimensionalen Fokusmodell, den zeitlichen Verlauf am besten. Dies mag von der starken Be-
hinderung des Proteins in seiner Diffusionsbewegung durch die große Zahl an Organellen und sonstigen
”Zell-Innereien” herrühren.

Anomale Diffusion ist auch im Volumen von Zellen zu nden!

Die Beispielauswertung (Abb. 8.2) zeigt die deutlich bessere Beschreibung der Meßdaten durch das anoma-
le Diffusionmodell mit D® = (0;328¹m)2

4¢0;55ms® = 48; 9¹m
2

s® und dem niedrigen Wert ® = 0; 73. Die HEK-Zellen
zeigen eine ortsabhängige Autouoreszenz, welche die Messungen verfälscht. Für eine Bewertung dieser
Experimentendaten fehlt die statistische Grundlage, aber als Ausblick zeigen sie, daß die Methode direkt
auf Fragestellungen bei Zelluntersuchungen angewendet werden kann.
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Anhang B
Nicht gängige Abkürzungen

¢ FCS - Fluorescence Correlation Spectroscopy

¢ FRAP - Fluorescence Recovery After Photobleaching

¢ FLIC - Fluorescence Interference Contrast

¢ PSF - Point Spread Function

¢ CEF - Collection Efciency Function

¢ MDE - Molecule Detection Efciency

¢ DPF - Defocus Phase Function

¢ cps - Counts Per Second - Photonenzählrate, in dieser Arbeit oft in der Einheit Hz angegeben

¢ kcps - 1000 cps

¢ APD - Avalanche Photodiode

¢ CCD - Charge Coupled Device - Verarbeitungsprinzip einer auf Halbleiterbasis arbeitenden Kamera

¢ FC - Fiber Connector

¢ Rh6G - Rhodamine 6G

¢ SRh-GramC - Sulforhodamin G markiertes Gramicidin C

¢ SRh-LAH4 - Sulforhodamin G markiertes Peptid LAH4
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