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|. Vorbereitung



Theoretische Grundlagen

Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) ist eptesche Messmethode, welche auf der Anre-

gung und Beobachtung von Fluoreszenzlicht sowie dessduuiglionen basiert. Sie bietet unter ande-

rem die Bestimmung von Diffusionskoeffizienten, Konzetirgen von Losungen oder eine Abschatzung

der Grof3e von Proteinen. Ziel des Versuchs ist es, die fangeise eines FCS sowie dessen Handha-
bung kennenzulernen.

Klassische Lichtmikroskopie

Mit Hilfe von Mikroskopen ist die vergrof3erte Beobachtwan Objekten mdglich. Im Falle der Licht-
mikroskopie wird das Objekt beleuchtet und die reflektier®rahlen Gber ein Linsensystem aus Ob-
jektiv und Okular vergroR3ert. Da es sich um eine optischéhigide der VergroRerung handelt, ist das
Aufldsungsvermogen von der Wellenlangeles Lichts abhangig.
Sobald die aufzuldsenden Strukturen von derselben @GaiBrung sind wie die Wellenlange des Lichts,
mit welchem mikroskopiert wird, treten starke Beugungsa# auf, welche das Objektiv unscharf er-
scheinen lassen. Die Abbe’'sche Auflosungsgrefizelasst sich Uiber die numerische Apertur NA be-
rechnen: 0.61%  0.61)

Ad= NA  nsina (1)
Dabei istn der Brechungsindex des Immersionsmaterials zwischenk@bjend Fokus undx der halb-
seitigeOffnungswinkel des Objektivs.

Konfokale Mikroskopie

Die FCS basiert haufig auf konfokaler Mikroskopie. Dabeidyianders als bei einem gewohnlichen
Durchlichtmikroskop, nicht das gesamte Objekt auf einnedélbichtet, sondern nur kleine Teile davon.
Durch Abrasterung erhalt man viele einzelne, zeitlictsetate Abbildungen, die anschlieRend zu einem
Gesamtbild zusammengesetzt werden konnen. Mit HilfeseBystems aus Blenden und Linsen wird
der Fokus auf3erdem nicht nur auf einen einzigen AbschrstQlgekts gesetzt, sondern zugleich auch
verhindert, dass Licht aus anderen Ebenen des Objekts dafien interessierenden Scharfeebene auf-
genommen wird. Dies ist hinsichtlich der FCS besonderstigictia eine Fluoreszenzanregung mehrerer
Ebenen nicht verhindert werden kann und das Bild sonst seuharf dargestellt werden wirde.

FCS

Bei einem auf FCS basierenden Mikroskop wird Licht (haufig einem Laser) Uber einen Strahlteiler
auf das Objektiv gelenkt, wo es durch eine Blende auf einarkiPim der Scharfeebene des Objekts
fokussiert wird. Als Strahlteiler dient dabei ein halbcléssiger Spiegel, welcher das Laserlicht reflek-
tiert. Fluoreszenzlicht, welches vom Objekt nach Anregdogch das Laserlicht emittiert wird, kann

den Strahlteiler hingegen passieren. Schematisch isirdfdsbildung[1 dargestellt. Das FCS basiert auf
Beobachtung von Fluoreszenzlichts, daher kdnnen nurefrabtersucht werden, die entweder selbst
fluoreszierend sind oder aber mit Fluoreszenzmarkern tzénserden konnen. Da sich entweder auf-
grund der Brown'schen Bewegung oder durch DiffusionspeeeMolekille in wassriger Losung stets
in Bewegung befinden, durchlaufen sie die Scharfeebenwilikfirlichen Bahnen, wie es in der Abbil-



zum Detektor

Anregungslicht

l Strahlteiler

Objektiv 4

Trajektorie eines
luoreszierenden
Partikels

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines auf FCS basiereMikroskops (Quelle:]2]).

dung gezeigt ist. Bei Eintritt in das Anregungsvolumen werdie Molekille zu Fluoreszenz angeregt.
Das emittierte Licht wird dann detektiert. Da die Abtastrdes Photondetektors recht grol3 ist, passiert
es haufig, dass von einem einzelnen Molekul mehrfach &igmasgesandt werden, bis es das Anre-
gungsvolumen vollstandig passiert hat. Diese Signalédamn zeitlich korreliert.

Um nun Aussagen uUber beispielsweise den Diffusionskoeffien oder die Struktur der zu untersu-
chenden Objekte machen zu kdnnen, wird an die am Photdtdekommenden Signale, genauer an
der Fluoreszenzintensit#t(t), eine Autokorrelation durchgefuhrt. Fir freie dreidms@nale Diffusion
lautet die Autokorrelationsfunktion nach [1] beispielssee

1 1 1

G(T):V<C>'1+%' 1+(r_0)2
20

(2)

%
mit dem lateralen respektive radialen Auflosungsvermogeund ro, dem Anregungsvolumel’, der
mittleren Konzentratior: C' > der fluoreszierenden Teilchen und der Diffusionszgjtwelche gegeben
ist durch
i

™= 3)
Die Autokorrelationsfunktion beschreibt, wie abhangigez zeitlich durchr voneinander getrennte In-
tensitatssignale voneinander sind. In modernen FCSddkopen ist die Aufnahme der Intensitat und
die Durchfiihrung der Autokorrelation automatisiert. Elueine genaue Analyse der Funktion und fit-

ten an die aufgenommenen Daten ist es moglich, die inferessien Konstanten aus Gleichuhg (2) zu
bestimmen.

Hydrodynamischer Radius

In Diffusionsprozessen ist die Beschreibung der diffuretiden Teilchen unter Beriicksichtigung von
Elektronenwolken, Polarisationsprozessen und anderdntigen Effekten hochgradig nichttrivial. Haufig
beschreibt man die Teilchen daher als hypothetische faggelld mit hydrodynamischen Radiéh wel-



che dieselben Diffusionseigenschaften haben sollen weieadilen Teilchen. Der Radius lasst sich aus

der Stokes-Einstein-Gleichung
ksT

D= 4
6mnR @)

gewinnen. Dabei isD die Diffusionskonstante]’ die Temperaturkg die Boltzmann-Konstante ung
die Viskositat der Flussigkeit.
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Aufgabe 1: Reflexionsmikroskopie an nicht fluoreszierenden
Objekten

Ziel der ersten Aufgabe war das Kennenlernen des Versuitiamaisowie die genaue Bedienung des
FCS-Mikroskops. Zunachst sollten Objekte untersuchtdery welche nicht zur Emission von Fluo-
reszenzlicht angeregt werden konnen. Im Gegensatz zsrigés Losungen, die in spateren Aufgaben
untersucht werden, bieten diese Objekte ein gutes opidebedback, da in der Vergrol3erung anschau-
lich Details von beispielsweise einem Speicherchip odeereCD dargestellt werden.

Aufgabe 1.1: EPROM

Das erste zu untersuchende Objekt war ein EPROM (ErasatigaPnmable Read-Only Memory), ein
Silizium-Speicherchip, welcher durch UV-Licht gelosaherden kann. Dieser besteht neben dem ei-
gentlichen Chip aus einem UV-durchlassigen Quarzfenstelches Giber dem loschbaren Teil des Chips
angebracht ist. Zugbung wurde der Fokus des Mikroskops zunachst auf das Gigs=ellt und an-
schlieRend auf den eigentlichen Speicherchip. In AbbidBrist die Oberflache des EPROM in starker

Abbildung 2: Aufnahme der Oberflache des EPROM in FalsbiefarAls Farbpalette wurde dabei violett
gewahlt, um den Kontrast zu erhohen.

VergroRerung in Falschfarben zu sehen. Das Bild wurdenaatisch von der Software des Mikroskops
erstellt. Dabei ist neben der Wahl der Falschfarben-Ra(@att Bild beispielhaft violett) auch die Abta-
strate, die VergrofRerung und weitere Parameter des Miipsseinstellbar. Um uns mit diesen Einstel-
lungen naher vertraut zu machen, haben wir weitere VBeaguingsstufen in einer kontrastverstarkenden
Falschfarben-Einstellung eingestellt. Die daraus riseltden Aufnahmen sind in Abbilduig 3 zu se-
hen.

Aufgabe 1.2: CD

AnschlieRend wurde eine CD mit Hilfe des Mikroskops untelsuBei ausreichender Vergrof3erung
sind dabei die Rillen der Datenspuren gerade noch so zuregkeit Hilfe der Software kdnnen die
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Abbildung 3: Vergrol3erte Aufnahme des vorigen Bildes niitee anderen Falschfarben-Palette. Ne-
ben weiteren Details des Chips ist an den Leiterbahnen irhteacBild auch die
Auflosungsgrenze des Mikroskops zu erahnen.

Messbalken Messlange irm  Anzahl Datenspuren Datenspurabstangdrim

1 7.3 5 1,46
2 21,0 14 1,50
3 15,0 10 1,50
4 13,0 9 1,44
5 18,0 12 1,50

Tabelle 1: Ergebnisse der Vermessung der Datenspuren@berZur Kontrasterhdhung wurde wieder
eine Falschfarbendarstellung gewahlt. Die Abstandalemdirekt von der Software geliefert,

die Anzahl der Datenspuren manuell ausgezahit.

Abstande von beliebig vielen Rillen vermessen werden.bbilung[4 ist dies exemplarisch fiir einige
Datenspuren dargestellt. Anhand der Darstellung konmendurch Abzahlen der Datenspuren zusam-
men mit den jeweiligen Abstanden leicht der Spurabstamstirhent werden. In Tabellgl 1 sind zunachst
die aus Abbildungl4 erkennbaren Abstande zusammen mit el der Datenspuren abgedruckt. Mit-
telt man uber die funf erhaltenen Werte, so erhalt maareimittleren Spurabstand von

dpalken~ 1,48 ym . (5)

Zur alternativen Bestimmung des Spurabstands wurde eiarpnofil aufgenommen. Dabei gibt einem
die Software automatisch tiber einen gewissen BereicmtBasitat in Abhangigkeit von der Position auf
der (willkiirlich zu wahlenden)-Achse. In Abbildundb ist die Breite des aufgenommenendriprofils
zu sehen. Die Intensitédt(z) in Abhangigkeit von der Position ergibt ein Bild von seclme&inander
verschobenen GaulR-Peaks. Fihrt man nun eine Regressibarde

: (z — x;)?
I(x) = Zliexp <_TI> (6)
i=1 !
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Abbildung 4: Aufnahme der Datenspuren einer CD (dunkle $eHanien) zusammen mit Messbalken
inklusive der vermessenen Abstande aus der Software |&igtiinen, diagonalen Streifen
stammen von Interferenzeffekten und gehoren nicht zangiighen Substruktur der CD.

an die Messdaten durch, so erhalt man die in Tabélle 2 abgeen Fit-Parameter. Dabei wurden nur die
fur die Auswertung relevanten Parametginklusive Standardabweichung dargestellt. Die eigemtiic
Fits sind in Abbildund b dargestellt. Aus den sechs Gaulk#eehalt man fiinf verschiedene Abstande
zwischen zwei Datenspuren, indem man die Differénz; = |z; — zj41| zweier benachbarter Peak-
Positionen fur j= 1,2, ...,5 bildet. Dabei werden die Fehler mit der Gaul3'schen Fehigflanzung
vermoge

2
OAz = Z (Z_j;a'i) = O'J-2 -|—<7j2+1 @)
|
Fiti xj in um
1 -29,197+ 0,003
2 -27,783% 0,003
3  -26,485+ 0,003
4  -25,066+ 0,003
5 -23,551+ 0,002
6 -22,168+ 0,002

Tabelle 2: Fit-Parameter der Peak-Positionen inklusiaa@&irdabweichungen des Multi-Gaul3-Fits, wie
sie von Origin geliefert wurden.
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Abbildung 5: Gewahlte Breite des Linienprofils. Mit Hilfeahrerer Regressionen ist so der Abstand der
Datenspuren bestimmbar.

Abstandj  Azjinum

1 1,414+ 0,004
2 1,298+ 0,004
3 1,419+ 0,004
4 1,515+ 0,004
5 1,383+ 0,003

Tabelle 3: Aus den Fit-Parametern errechnete Abstandesivk Standardabweichungen.

berechnet. Auf diese Weise erhalt man die in Talidlle 3 aigkten Abstande inklusive der Fehler.
Mittelt man Uber alle erhaltenen Abstande, so ergibt Etttlich der mittlere Abstand der Datenspuren
zu

djinie = (1,406 +0,004) pm , (8)

wobei die Standardabweichung erneut mit der GauR3'schetefetipflanzung berechnet wurde. Ein
Vergleich mit [5) zeigt eine gutlbereinstimmung der erhaltenen Spurabstande mit dembdbes-
und Linienprofilverfahren.

Da in Abbildung[4 zu erkennen ist, dass die Datenspurentlemfschwommen dargestellt werden, ist
davon auszugehen, dass man mit der Linienbreite aus Gheicf@) auch die Aufldsungsgrenze des
Mikroskops erreicht hat. Zum Vergleich soll das theorédteséuflosungsvermogend aus Gleichung
(@) bestimmt werden, wenn ein Laser der Wellenlange 633 nm und einer numerischen Apertur des
Objektivs von NA= 0, 25 (nach Herstellerangabe) verwendet wird. Man erhalt dann

Ad ~ 1,545 pm 9

als Abbe’sche Aufldsungsgrenze, was in der selben GraBeang wie die Abstande der Datenspuren
liegt.
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Abbildung 6: Intensitaf (=) Uber der Position, wie es als Linienprofil von der Software geliefert wurde.
An die sechs Peaks wurde jeweils eine Gaul3-Verteilung @sgep

Aufgabe 2: Mikroskopie an fluoreszierenden Kugeln

Im zweiten Aufgabenteil werden mittels FCS fluoreszieredgeln mit 100 nm Durchmesser unter-
sucht. Da als Immersionsmediu®l verwendet wurde, stieg die numerische Apertur und dieléAuf
sungsgrenze wurde geringer, sodass solch feine Strukaudgelost werden konnten. Da die Kugeln
nach haufigem Anregen zu Fluoreszenz ihre Leuchtkrafiever, war das Auffinden einer solchen sehr
schwierig. In Abbildung 17 ist eine Kugel in Falschfarbersfelung zur Kontrasterhdhung dargestellt.
Es wurde nun ein Linienprofil von dieser Kugel aufgenommethamdie Intensitatsverteilun(z) uber
der Positionz eine Regression in Form einer Gaul3-Verteilung nach Gleigh{@) durchgefiihrt, wobei
hier nur ein einziger GauR-Peak auftrat. Das Linienprdfitisammen mit den Parametern der Regres-
sion in Abbildund 8 dargestellt. An der groRen Streuung derisitaten sieht man zum einen, dass die
Kugel nicht mehr ganz scharf abgebildet werden kann, zurerand dass die Fluoreszenzintensitat der
Kugeln bereits stark nachgelassen hat. Aus der Standaeigiumgw erhalt man die Halbwertsbreite
FWHMnessvermoge

FWHMmess= 2v/21In 2w = (852,845 + 32,379) nm (10)

woraus sich mit der Kugel-Grofie FWHMe = 100 nm das Auflésungsvermogen ergibt:

FWHMaun = \/ FWHM ess— FWHME ¢ = (846,962 + 32,604) nm . (11)
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Abbildung 7: Fluoreszierende Kugel in Falschfarbend#rstg als heller Fleck in der Bildmitte. Die
horizontalen Streifen sind Interferenzeffekte, die dutal Abrastern auftreten.

Dieser Wert liegt weit Uber der erwarteten Auflosungsgeemvas sich auch durch den Vergleich mit dem
theoretisch erreichbaren Wert bestatigt. Das ObjektintiaOl als Immersionsmedium eine numerische
Apertur von NA= 1, 4, womit sich nach Gleichun@{(1) das Aufldsungsvermogen

Ad ~ 275.807 nm (12)

ergibt. Die starke Abweichung des Messergebnisses kilanss liegen, dass die Leuchtkraft der Kugeln
bereits zu schwach war, um sie scharf auflosen zu konnenWadteren ist es denkbar, dass wir nicht
eine einzelne Kugel, sondern mehrere aneinander klebeandeliKvermessen haben, was den erhohten
Wert erklaren konnte. Aufgrund der stark abweichendeageBnisse wurde in Absprache mit unserem
Betreuer darauf verzichtet, das axiale Auflésungsveandader den Durchmesser des Laserstrahls zu
bestimmen.

Aufgabe 3: Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie an Paikeln in wassriger
L O6sung

In dieser Aufgabe wird zum ersten Mal tatsachliche Fluoeagkorrelationsspektroskopie betrieben.
Zunachst wird eine bekannte Standardprobe untersuchanschlieRend mit den daraus gewonnenen
Informationen Parameter einer unbekannten Probe bestimmt

Aufgabe 3.1: Konfokales Anregungsvolumen des Mikroskops

Als Referenzmessung fur den nachfolgenden Versuchsté# slie Autokorrelationsfunktion von Atto655-
Farbstoffmolekilen aufgenommen werden. Da es sich umdg@idimensionale Diffusion handelt, kann
Gleichung [(2) fur den Fit an die Messdaten verwendet wertfeAbbildung[9 ist die aufgenommene
Autokorrelationsfunktion und die daran angepasste Kuaveehen. Der Fit beginnt erst ab einem Wert
vonT = 0,001 ms, da die Daten zu noch friheren Zeitpunkten durch Aufnaliielde gestort sind. Fur
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Modell GaussAmp ‘
()= 1.0 * exp( ~(x-x_0)*2/2)
Gleichung ()= 1.0 * exp( -(x-x_0)2/2w )
Wert [mu m] | Standardfehler[mu m]
% 0 96,32796 0,01312
w 0,36217 0,01375
600 - [N 0 5168892 1,64846
o

1(x)

550 - sl T L

X in um

Abbildung 8: Linienprofil einer fluoreszierenden Kugel zasaen mit einer Gaul3-Regression.

die drei freien Parameter in der Fit-Funktion ergeben sich

1/N =0,0825 +0,0019
™ = (0,6692 + 0,2495) ms
S =6,230 £ 1,556

Esqiltl/N = @ und S = L. Fir die verwendeten Farbstoffmolekiile kann der Diffaskoeffizi-

ent aus der Vorbereitungsmappe entnommen werden. Figndgt D(25°C') = (426,0 + 5,0) “Sﬁ
wobei der Fehler durch den Ablesefehler der Temperatuamdstkommt. Zusammen mit, und Glei-
chung [[8) kann der Konfokalradiug zu

ro = v/4mpD = (1067 & 199) nm
bestimmt werden. Mit diesem und dem Paramgéteaus dem Fit erhalt man schlieflich auch
29 = S rg = (6651 + 2054) nm .
Die Fehler wurden analog zu den vorigen Aufgaben Uber dig3Gehe Fehlerfortpflanzung berechnet.

Aufgabe 3.2: Diffusionskoeffizient von FePt-Partikeln

Mit dem eben bestimmten Parametgikann nun der Diffusionskoeffizient einer FePt-Probe gepress
werden. Dazu nahmen wir wieder das Autokorrelationsspektauf uns fihrten analog zum vorigen
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Abbildung 9: Autokorrelationsfunktion der Atto655-Fattifémolekiile.
Aufgabenteil einen Fit durch. Allerdings wurde nun der RaeterS festgehalten, da wir den Aufbau

nicht verandert haben. In Abbildufig]10 sind die Messwenté die Fit-Funktion zu sehen. Die durch
den Fit bestimmten Werte lauten

1/N = 0,0964 + 0,0036
™ = (0,9695 + 0,1559) ms

Der Diffusionskoeffizient kann nun einfach mit dem zuvortmemtenry und dem neuemnp berechnet

werden ) )
D=-0 — (0,17 +0,07) L=
4 S

Uber Gleichung[{4) kann zudem der hydrodynamische Rallider Partikel bestimmt werden. Hierfir
wird die Viskositat von Wasser bendtigt, welche ebesfditr Vorbereitungsmappe entnommen werden
kann undy(25°C) = (890,2 + 10) £ betragt. So ergibt sich

kgT

R= = (121 £ 50

wobei als Ablesefehler der Temperatyb °C angenommen wurden.

Insgesamt wirkt der Wert fur den Diffussionskoeffizienteécht sehr genau, er liegt um 3 GroRenordnungen
unter dem der Atto655-Farbstoffmolekile. Wir vermutesssidies durch die Schwierigkeiten beim Fit-
ten zustande kommt. Je nach Startwerten der Parameteliditktudie Ergebnisse recht stark. Zudem ist

15



0,7 1

0,6

Messwerte
—Fit

Parameter
1N

0,5 - ) tauD

S

Wert
0,0964
0,96948
6,23

Standardfehler

0,00362
0,1559

0

0,4 1

0,2

0,14

0,0 +

LB RN | T T Ty

1E-3 0,01

T T T

0,1

L R R R |

Tin ms

T T Ty

10 100

Abbildung 10: Autokorrelationsfunktion der FePt-Partike

die Streuung der Messpunkte im Anfangsbereich des Fits gragfir eine unzureichende Genauigkeit

der Messung spricht.
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Korrektur

Aufgabe 3.1: Konfokales Anregungsvolumen des Mikroskops

Vergrof3erte Ansicht des interessanten Messbereichs.

Messdaten
—Fit

Parameter Wert Standardfehler
1/N 0,08247 0,00194
tauD 0,66923 0,24949
S 6,23021 1,55591
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Abbildung 1: Autokorrelationsfunktion der Atto655-Fattifémolekiile.

Aufgabe 3.2: Diffusionskoeffizient von FePt-Partikeln
Beim Diffusionskoeffizienten kam es zu einem RechenfeBler.korrekte Wert lautet

2

2
o _ (293 £ 119) pm
s

D=
4

Entsprechend erhalten wir als neuen Wert flr den hydradisehen Radius

kT
R=—2"_ —(83+33)nm,
6mnD

wobei als Ablesefehler der Temperafyb °C angenommen wurden.

Wir haben beim Fitten auf den Blinking-Term verzichtet, d& dresem keine brauchbaren Ergebnisse
erzeugt werden konnten. Der Diffusionskoeffizient lieghria derselben GrolRenordnung wie der der
Atto655-Farbstoffmolekile. Da die Fehler der Fitkurvevebl bei den Atto655-, als auch bei den FePt-
Molekillen sehr grof3 sind, ist davon auszugehen, dasseuvigate alles andere als genau sind.
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Abbildung 2: Autokorrelationsfunktion der FePt-Partikel



