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1. Baustein: Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) 
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Kurzübersicht:

Dieser Praktikumsbaustein gibt eine experimentelle Einführung in die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS). Es werden

 der Strahlengang einer FCS-Apparatur aufgenommen,

 das konfokale Detektionsvolumen gemessen,

 die Diffusionskonstante eines Makromoleküls ermittelt,

 die Bevölkerung des Triplett-Zustands gemessen und

 eine zweikomponentige Farbstofflösung analysiert

Benötigte Vorkenntnisse:

Praktikumsbaustein: Fluoreszenz und konfokale Mikroskopie, Brownsche Molekularbewegung, Autokorrelationsfunktion, nichtlineare Kurvenanpassung

Literatur: 
direkt zum Praktikum: s. Anlage,



vertiefend: Elson and Magde, 1974 (liegt als Kopie bei)

Anschauliche Einführung:

In Biologie und Medizin ist es oft wichtig, einzelne Moleküle zu detektieren (Pressewirksame Beispiele wären HIV- oder BSE-Proteine) oder ihre Eigenschaften  zu messen (z. B. Diffusionskonstante, Bindungkonstanten, Fluoreszenzverhalten). Die Biophysik liefert hierzu eine elegante Methode: die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS). "Fluoreszenz", weil diese Methode fluoreszierende Moleküle voraussetzt und "Korrelations", weil wie häufig in der Physik so auch hier die Korrelationsanalyse zur Detektion schwacher Signale genutzt wird. Der Term "Spektroskopie" ist in diesem Zusammenhang meist etwas zu weit gegriffen, da nur die Gesamtintensität des Emissionsspektrums eines Fluoreszenzfarbstoffs von Interesse ist.

Jede FCS-Messung besteht im Prinzip aus drei Schritten:

1. Messung der Fluoreszenz weniger Moleküle in einem möglichst kleinen Volumen. 

2. Berechnung der Autokorrelationsfunktion des gemessenen Fluoreszenzsignals.

3. Anpassung eines theoretischen Models an die experimentellen Daten. Ergebnis

    sind die Modelparameter, die sich aus der Kurvenanpassung ergeben.

Diese Schritte werden nun kurz im Einzelnen dargestellt (eine ausführlichere Darstellung sowie weiterführende Literatur befinden sich im Anhang):

1) Man weite den Strahl eines Lasers, üblicherweise eines Argonionen- oder HeNe-Lasers, bis auf den Durchmesser der Austrittsblende eines ∞  - korrigierten Objektivs auf, und fokussiere ihn durch das Objektiv in dessen vorderer Brennebene (Abb.  1). Der so entstehende Brennpunkt ist kein mathematischer Punkt, sondern ein Fokusvolumen VF, das desto kleiner wird, je größer die numerische Apertur des verwendeten Objektivs ist (NA = n sin ). Da diese nur einen gewissen maximalen Wert annehmen kann, bleibt das Volumen VF  des Fokus stets endlich, es ist "beugungsbegrenzt". Bei hohen Aperturen, d.h. etwa 1.2 (Wasserimmersion) oder 1.4 (Ölimmersion) werden Volumina von etwa  1-2 fl erreicht. Bildet man den Objektraum über eine Lochblende auf die Photodiode ab, so entsteht ein Detektionsvolumen VD von weniger als einem Femtoliter (s. Anhang).
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Abbildung 1:  FCS -Aufbau. VF:Fokusvolumen, VD:Detektionsvolumen, O:Objektiv, DM: dichroitischer Spiegel, TL: Tubuslinse, L: Linse, APD: Avalanchephotodiode

Wieviel Moleküle N eines Fluoreszenzfarbstoffes der Konzentration c = 1 Mol/l = 1 M befänden sich in einem solchen Volumen VD, wenn man einen Tropfen der Farbstofflösung auf das Objektiv aufträgt? 
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Damit sich nur wenige oder einzelne Moleküle in VD befinden, könnte man also z. B. eine 1 nM - Lösung des Farbstoffs verwenden und es ergäbe sich: N = 0,6. Im zeitlichen Mittel sind dann also 0,6 Moleküle im Detektionsvolumen VD .

2) Jedesmal, wenn ein Teilchen durch das Detektionsvolumen diffundiert, wird es zur Fluoreszenz angeregt und sendet für die Zeit seines "Durchflugs" Photonen aus, die von dem Objektiv und einer Photoavalanchediode eingefangen und detektiert werden. Als Meßsignal ist also pro Durchflug eine Salve (ein "burst") von Photonen zu erwarten, deren Dauer von der mittleren Durchflugzeit abhängt, und die desto seltener auftritt, je niedriger die Farbstoffkonzentration ist. Umgekehrt werden sich solche Photonen-"bursts" bei höheren Konzentrationen überlagern. Das detektierte Photonensignal könnte bei c = 1 nM also etwa wie in Abb. 2 aussehen. Bei der hier benutzten Apparatur liegen die detektierten Photonen als "bit-stream" vor, d.h. ein Datenbit entspricht einem Zeitintervall (z.B. 50 ns) und das Bit ist auf 1 gesetzt, wenn in diesem Intervall ein Photon detektiert wurde. Die Anzahl der detektierten Photonen pro Zeiteinheit ergibt das Fluoreszenzsignal I(t) der Fluorophore. 


Abbildung 2

Für kleine zeitliche Verschiebungen  ergibt die Autokorrelationsfunktion (AKF) 
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 des Fluoreszenzsignals I(t) einen von Null verschiedenen Betrag, der für wachsendes  abnimmt. Die charakteristische Zeit diff der AKF, 
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, spiegelt die charakteristische mittlere Durchflugzeit oder burst - Länge wieder. Sie entspricht der Zeit, die ein diffundierendes Molekül im Mittel im Detektionsvolumen VD verbringt. Eine typische Korrelationsfunktion des hier verwendeten Farbstoffs Tetramethylrhodamin (TMR) ist in Fig. 3 dargestellt.


1. Abbildung 3

3) An die experimentelle, verrauschte AKF (Abb. 3) ist die theoretisch abgeleitete AKF für freie Diffusion in drei Dimensionen (s. Anhang, Gl. 8) angepasst. Die während der Kurvenanpassung variierten Parameter waren dabei diff und N. In dem dargestellten Fall ergab sich für die charakteristische Diffusionszeit diff ein Wert von 50 µs und für die Anzahl von Molekülen, die im Mittel im Detektionsvolumen waren, N = 41.
Versuchsdurchführung:

Versuch 1: Strahlengang der FCS-Apparatur 

Analysieren Sie den Strahlengang der FCS-Apparatur und fertigen Sie eine Skizze 

davon an. 

Versuch 2: Justierung der konfokalen Lochblende

Geben Sie einen Tropfen TMR - Lösung (100 nM) auf das Deckplättchen der Kulturschale über dem Objektiv und starten das Datenerfassungsprogramm.  Maximieren Sie dann die gemessene Emissionsintensität.

Versuch 3: Bestimmung der 1/e2 - Radien des Detektionsvolumens VD

Die Diffusionskonstante von TMR ist bekannt:  DTMR = 2.8 * 10-6 cm²/s. Starten Sie wieder die Datenaufnahme. Eine spezielle hardware ("Korrelatorkarte") berechnet  während der Datenaufnahme die AKF und stellt diese auf dem Monitor dar. Nehmen Sie zwei Datensätze verschiedener Meßdauer auf, z.B. 5 und 60 Sekunden, und speichern diese zur späteren Berechnung des Detektionsvolumens ab. 

Versuch 4: Bestimmung der Diffusionskonstanten von TMR - Dextran

Bestimmen Sie die Diffusionskonstante eines mit TMR markierten Makromoleküls 

(TMR-Dextran, 10 kDa). Setzen Sie dazu eine TMR-Dextranlösung (50 nM) an und führen Sie damit eine FCS-Messung wie im Versuch 2 durch.

Versuch 5: Triplett - Zustand

Wiederholen Sie Versuch 4 bei verschiedenen höheren Laserleistungen durch Wahl schwächerer Graufilter im Anregungsstrahlengang und speichern Sie die sich ergebenden AKFs ab.

Versuch 6:  Messung einer zweikomponentigen Farbstofflösung

Setzen Sie ein Gemisch aus TMR und TMR-Dextran an und führen Sie damit eine FCS-Messung durch. Speichern Sie die gemessene AKF. 

Auswertung: 

Versuch 1: 

In Ihrer Skizze sollten mindestens folgende Elemente vorkommen und beschrieben

sein: Laser, Einkopplung, Strahlteiler, Scanner, Scanlinse, Tubuslinse, Objektiv, konfokale Lochblende und Photodetektor. 

Überlegen und kommentieren Sie kurz folgende Fragen:

Was ist ein telezentrischer Strahlengang?

Wo kommt er in der FCS-Apparatur vor?

Was versteht man in diesem Zusammenhang unter einem offenen Volumen?

Welchen Effekt hat die konfokale Lochblende?

Welche Komponenten des Strahlengangs sind auf den ersten Blick überflüssig?

Versuch 2:

Vorsicht: Die Avalanche-Photodiode wird bei einer mittleren Zählrate 
von mehr als 5 Mcount/s zerstört !! Wenn Sie bei geöffneter Apparatur messen, muß das Labor also vollständig verdunkelt sein. Bei plötzlich angeschalteter Beleuchtung (Tür, Lampe) sofort die Versorgungsspannung der Avalanche- Diode abstellen !!

Wie hoch ist die Zählrate bei optimal justierter Lochblende? 

Wenn Sie die Lochblende dejustieren, messen Sie ab einer gewissen Dejustierung keine Fluoreszenz mehr. Was können Sie daraus ableiten?

Versuch 3:

Kurvenanpassung des 3D - Diffusionsmodells (s. Anhang: Gl. 8) an die aus den Meßdaten berechnete AKF. Welche Werte ergeben sich für rxy und rz  ?  (Der "Strukturfaktor"  S = rxy/rz der vorliegenden Apparatur beträgt  S = 7 , er kann bei der Kurvenanpassung als fester Parameter eingegeben werden.)

Wie groß ist also VD?

Versuch 4:

Kurvenanpassung des 3D - Diffusionsmodells. 

Welcher Wert ergibt sich für DDextran?

Schätzen Sie das Molekulargewicht dieser Molekülspezies! 

Versuch 5:

Welches Diffusionsmodell ist zur Anpassung der Ergebnisse dieses Versuchs zu verwenden?

Fitten Sie die Meßdatensätze!

Stellen Sie graphisch den Triplettanteil als Funktion der Exzitationsintensität dar!

Erklären Sie diesen Zusammenhang qualitativ anhand der Abb. 5 des Anhangs.

Versuch 6:

Welches Diffusionsmodell ist zur Anpassung der Ergebnisse dieses Versuchs zu verwenden? 

Wie groß sind die Anteile der einzelnen Molekülarten? Stimmen sie mit den angesetzten Konzentrationen überein?
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