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Zusammenfassung 

Aufgrund der Eigenschaft zwischen seinen beiden Redoxzuständen zu wechseln, stellt 

Kupfer eines der wichtigsten Übergangsmetalle in Organismen dar. Dort kann es eine 

Vielzahl an Prozessen katalysieren. Diese Redoxaktivität hat zur Folge, dass Organismen 

eine strenge Regulation des Kupferhaushaltes benötigen. Eine gestörte Kupferhomöo-

stase kann verschiedene pathologische Prozesse mit weitreichenden Auswirkungen auf 

den betroffenen Organismus auslösen. Beispielsweise kann eine dysfunktionale Kupfer-

homöostase zu neurodegenerativen Krankheiten wie Alzheimer oder Parkinson führen. 

Die genaue Rolle von Kupfer ist bei vielen Krankheiten und Prozessen jedoch noch nicht 

abschließend geklärt.  

In dieser Arbeit wird ein hochaffiner Kupfersensor basierend auf einem natürlich vor-

kommenden Tetrapeptid synthetisiert. Der Sensor ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff ver-

sehen, dessen Fluoreszenzlebensdauer bei Komplexierung von Kupfer(II)-Kationen auf-

grund von FRET abnimmt. Die spektrosckopischen Eigenschaften sowie das Verhalten 

gegenüber Übergangsmetallkationen werden beschrieben. Es wird gezeigt, dass mit Hilfe 

der Fluoreszenzlebensdauer-Korrelationsspektroskopie die Konzentration des Sensors 

und des Sensor-Kupfer-Komplexes gleichzeitig auf Einzelmolekülebene bestimmt wer-

den kann. Diese Arbeit zeigt einen möglichen Ansatzpunkt für eine neue Art von Senso-

ren und Messmethoden für zukünftige in-vivo Messungen, um das Verständnis über die 

exakte Rolle von Kupfer-Ionen in Organismen zu vertiefen. 

  



Abstract  

Due to its redox-cycling capability, copper is one of the most important transition metals 

in many organisms in which it catalyzes a manifold of different processes. As a result of 

copper’s redox-activity, organisms have to maintain a strict copper homeostasis. A dys-

functional copper homeostasis may lead to multifarious pathological processes in cells 

with very severe ramifications for the affected organisms. In humans for example a dys-

functional copper homeostasis may lead to neurodegenerative diseases like Alzheimer’s 

or Parkinson’s Disease. In many diseases and processes the exact role of copper ions is 

still not completely clarified.   

In this work, a high affinity copper sensor based on a naturally occurring tetrapeptide is 

synthesized. The sensor is tagged with a fluorescent dye whose fluorescence lifetime de-

creases on binding to copper(II)-cations due to resonant energy transfer from the dye to 

the copper(II)-peptide-complex. Its photophysical properties and behavior toward transi-

tion-metal ions are characterized and investigated. It is shown that by using fluorescence 

lifetime correlation spectroscopy, the concentration of both sensor and sensor-copper-

complex can be simultaneously measured on a single molecule level. Conclusively, this 

work presents a possible starting point for a new type of sensor and measurement for 

future in-vivo studies to further the understanding of the exact role of copper-ions in or-

ganisms.  
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1 Einleitung 

1.1 Das essentielle Spurenelement Kupfer 

Wie fast alle Übergangsmetalle der vierten Periode des Periodensystems spielt Kupfer 

eine essentielle Rolle im Metabolismus aller Organismen.[1] Eine strenge Regulierung der 

Kupferhomöostase ist für einen gesunden Organismus unerlässlich. Kupfer ist ein sehr 

wichtiges Element in den aktiven Zentren vieler Enzyme, wo es, aufgrund seiner Redo-

xaktivität zwischen Cu+ und Cu2+, an einer großen Anzahl von zellulären Redoxprozessen 

teilnehmen kann. Eine Vielzahl von schweren neurodegenerativen Krankheiten wird mit 

der Erzeugung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch Kupferionen (Familiäre 

Amyotrophe Lateralsklerose)[2], der kupferinduzierten Aggregation von Proteinen (Alz-

heimer, Parkinson)[3] und einer pathologisch veränderten Kupferhomöostase (Wilson, 

Menkes, Parkinson)[4–6] in Verbindung gebracht. Es ist ersichtlich, dass die Kenntnis der 

lokalen, temporalen und funktionalen Kupferkonzentrationen einen erheblichen Anteil an 

der Aufklärung der zellulären Prozesse bei vielen pathologischen Vorgängen haben 

wird.[7] 

Zur Bestimmung von Kupferkonzentrationen in Zellen und Organismen existiert eine 

Fülle von Verfahren.[8] Viele dieser Methoden leiden jedoch unter erheblichen Nachtei-

len. Oft können nur totale Kupferkonzentrationen gemessen werden; die biologischen 

Proben müssen zur Untersuchung zerstört werden oder können nicht unter physiologi-

schen Bedingungen untersucht werden. Auch die maximale räumliche Auflösung der 

Verfahren lässt in vielen Fällen zu wünschen übrig und reicht nicht bis in den subzellulä-

ren Bereich hinein. 
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1.2 Fluoreszenzsonden und Reporter 

Diesen zuvor genannten Problemen kann mit Hilfe von fluoreszenten Sonden und Repor-

tern Abhilfe geschaffen werden. Kombiniert mit modernsten optischen Mikroskopie- und 

Spektrosokopie-Techniken, lassen sich nicht nur Metallkonzentrationen[9], sondern auch 

der pH-Wert[10], Redoxpotentiale[11], Enzymaktivitäten[12], zelluläre Strukturen und Me-

chanismen mit einer Auflösung bis 30 nm sichtbar machen.[13,14] Die Fluoreszenzmikro-

skopie ist sogar so leistungsfähig, dass sie es dem Anwender ermöglicht, einzelne Mole-

küle zu selektieren und ihr Verhalten zu studieren. Sei es beispielsweise an rein chemi-

schen System wie bei Wirtz et al.[15–17] oder aber in-vivo an einzelnen Zellen[18,19] und 

sogar an ganzen Organismen.[20,21] 

Ein fluoreszenter Metallsensor besteht in der Regel aus zwei Einheiten: dem Fluorophor, 

also einem fluoreszierenden Molekül, und einem Liganden zur Komplexierung des Me-

tallions.[22] Sondenmoleküle, die ihre optischen Eigenschaften, wie die Fluoreszenz, auf-

grund von direkten chemischen Reaktionen mit einem Metallion ändern, sollen hier nur 

am Rande erwähnt werden. Eine solche Sonde haben beispielsweise Dujols et al.[23] und 

Swamy et al.[24] synthetisiert. Die Sonde besteht aus einem nicht fluoreszierenden Rho-

damin-Derivat mit einer Hydrazidfunktion. Diese Hydazidfunktionen können in wässri-

ger Lösung durch eine Cu(II)-Kationen katalysierte Hydrolyse gespalten werden und so 

ein fluoreszierendes Rhodamin-Derivat freisetzen. Für weitere Beispiele sei auf entspre-

chende Literaturstellen verwiesen.[15,16,25]  

Wird nun ein Metallkation von einem geeigneten Sensor komplexiert, kann es entweder 

zu einer Aktivierung der Fluoreszenz (turn-on Sensor) oder zur Fluoreszenzlöschung, 

sog. Quenching (turn-off Sensor), kommen. Abbildung 1-1 verdeutlicht dieses Prinzip. 
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Abbildung 1-1 Das Prinzip eines a) turn-on-Sensors und eines b) turn-off-Sensors (F-Fluorophor, L-Ligand, M-Metall) 

Die Mechanismen, nach denen o.g. Sensoren funktionieren, basieren vor allem auf zwei 

photophysikalischen Prozessen, dem lichtinduzierten Elektronentransfer (PET) und dem 

Förster-Resonanztransfer (FRET). PET beruht auf einem Redoxprozess zwischen dem 

Liganden und dem Fluorophor.[26] Es wird zwischen reduktivem und oxidativem PET 

unterschieden, und beide Mechanismen finden Anwendung bei turn-off respektive turn-

on Sensoren. Reduktiver PET tritt auf, wenn ein elektronenreicher Ligand ein Elektron 

aus seinem höchsten besetzten Molekülorbital (HOMO) auf das energieärmere einfach-

besetzte HOMO eines elektronisch angeregten Fluorophors überträgt. Dadurch ist es dem 

angeregten Molekül nicht mehr möglich unter Photonenemission (Fluoreszenz) in den 

Grundzustand zurückzukehren. Bindet der Ligand nun ein Metallion, so wird die Energie 

des Liganden-HOMO abgesenkt und die Ratenkonstante des PET nimmt ab, was wiede-

rum in einer Zunahme der Fluoreszenzrate resultiert (s. Abbildung 1-4 a)). Untenstehende 

Abbildung 1-2 zeigt einen in der Literatur[27] beschriebenen turn-on-Sensor für Kup-

fer(II)-Ionen, bei dem die Fluoreszenz des BODIPY-Fluorophors nach Komplexierung 

des Zielmoleküls wieder hergestellt ist. 
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Abbildung 1-2 Beispiel für einen Cu2+-turn-on-Sensor basierend auf reduktivem PET synthetisiert von Qi et al.[27] 

Nach der Komplexierung des Kupfer(II)-Ions durch den Liganden wird der PET-Prozess unterdrückt und es kommt 

zur Aktivierung der Fluoreszenz des BODIPY-Fluorophors. Die Dissoziationskonstante des gebildeten Komplexes 

liegt bei KD = 18 µM (logKD = -4.74). 

Neben reduktivem PET für turn-on Sensoren[27–31] gibt es auch einige Beispiele für turn-

off Sensoren basierend auf oxidativem PET.[32–35]  

 

Abbildung 1-3 Nach der Komplexierung von Kupfer(II)-Ionen erlischt die Fluoreszenz des von Rosenthal et al. syn-

thetisierten BOT1 Farbstoffes durch oxidativen PET. Die Dissoziationskonstante des CuII[BOT1]-Komplexes beträgt 

KD = 3.0±0.1 µM (logKD = -5.52±0.01). Abbildung entnommen und modifiziert von Rosenthal et al.[33]  

Das HOMO des Liganden befindet sich in diesem Fall energetisch auf einem niedrigeren 

Niveau als das des Fluorophors. Kommt es nun zur Koordination des Liganden an ein 

Metallion so wird dem Liganden Elektronendichte entzogen und dessen niedrigstes un-

besetzte Molekülorbital (LUMO) energetisch abgesenkt. Die Metallbindung öffnet also 

PET PET 
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d 
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einen zusätzlichen nicht-strahlenden Relaxationskanal und das angeregte Elektron des 

Fluorophors kann aus seinem LUMO auf das LUMO des Liganden übertragen werden. 

Somit kann es zu keiner strahlenden Desaktivierung des angeregten Fluorophors kommen 

und die Fluoreszenz wird gelöscht (s. Abbildung 1-4 b)). In Abbildung 1-3 ist ein solcher 

turn-off-Sensor für Kupfer(II)-Ionen gezeigt. Durch die Komplexierung des Kupfer(II)-

Kations wird der oxidative PET induziert und die Fluoreszenz nimmt um das 12-fache 

ab.[33] 

 

Abbildung 1-4 Mechanismen des a) reduktiven PET und des b) oxidativen PET 

Der zweite wichtige Mechanismus, der Förster-Resonanzenergietransfer FRET, beruht 

auf einer strahlungslosen Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen einem angeregtem Do-

nor D* und einem geeigneten Akzeptor A. Dieser Akzeptor kann sowohl selbst ein Flu-

orophor sein, aber auch ein anderer Farbstoff[36] oder ein farbiger Metallkomplex.[37–41] 

Voraussetzung für FRET ist es, dass das Emissionsspektrum des Donors mit dem Ab-

sorptionsspektrum des Akzeptors überlappt und die D*-A-Abstände ca 1-10 nm betragen. 

Die Folge von FRET ist eine Abnahme der Donoremission und in einigen Fällen eine 

simultane Zunahme der Akzeptoremission. So können auch auf FRET basierende Senso-

ren sowohl als turn-off als auch als turn-on Sensoren fungieren. 



1 Einleitung  6 

 

Abbildung 1-5 FRET-Mechanismus 

Ein wichtiger Aspekt für die in-vivo Quantifizierung von Kupferionen ist, dass die nach 

den o.g. Prinzipien synthetisierten Sensoren selbst referenzierend und selektiv gegenüber 

Kupfer sind. Das Innere von Zellen und Organismen stellt eine extrem inhomogene Um-

gebung für Ligand-Fluorophor Systeme dar. So können die Sensoren beispielsweise in 

unpolaren Membranen aggregieren oder etwa mit anderen Zellbestandteilen wie Metabo-

liten, Proteinen und anderen Übergangsmetallen reagieren. Um letztere Probleme zu be-

seitigen, muss die Selektivität des Sensors gegenüber dem Analyt verbessert werden. 

Probleme wie Aggregation oder lokale Unterschiede in der Sensorkonzentration erlauben 

es bei Sensoren, die beispielsweise extern kalibriert werden müssen, nur eine qualitative 

Aussage über Analytkonzentrationen zu machen. Erst die selbst referenzierenden Senso-

ren, basierend auf Fluoreszenzintensitätsverhältnissen (ratiometrisch)[42] oder der Fluo-

reszenzlebensdauer, ermöglichen eine quantitative Bestimmung von Metallkationen.[43]  
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1.3 Motivation 

Kupferproteine und Chaperone besitzen extrem hohe Affinitäten gegenüber Kupfer (s. 

Tabelle 1-1), weshalb intrazelluläre Kupferkonzentrationen extrem stark gepuffert sind 

und es, im Grunde, keine freien Kupferpools in Zellen gibt.[44] 

Tabelle 1-1 Überblick einiger ausgewählter Kupferproteine und Chaperone sowie deren Dissoziationskonstanten. 

Kupferprotein/Kupferchaperon logKD  

Cu/Zn-Superoxid-Dismutase – SOD1 -14.22[44] 

ATOX1 -13.8[45] 

Humanalbumin – HSA -12.0[46] 

Human Copper Importer – Ctr1 -14[47] 

 

In pathologisch veränderten Zellen können jedoch freie intrazelluläre Kupferkonzentrati-

onen vorliegen, welche dann mit Hilfe von Fluoreszenzsensoren bestimmt werden kön-

nen.[48] Da die eingebrachten Sensorkonzentrationen maximal im nanomolaren Bereich 

liegen, ist es notwendig, gleichzeitig die Konzentration von freiem Liganden sowie dem 

Ligand-Metall-Komplex zu bestimmen, da die Gleichgewichtsbeeinflussung durch das 

Massenwirkungsgesetz nicht mehr vernachlässigt werden kann. Dies kann mit modernen 

Methoden der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) bewerkstelligt werden. Die 

FCS ist ein Verfahren, das die Intensitätsfluktuationen eines diffundierenden Fluorophors 

durch ein festgelegtes Volumen (ca. 10-15L) autokorreliert. Dadurch können Aussagen 

über photophysikalische Parameter, Diffusionsverhalten und Fluorophorkonzentrationen 

getroffen werden.[49] Auch kann die FCS mit anderen Mikroskopie-[50–52] und Spektro-

skopie-Techniken[53,54] verknüpft werden. So gibt es beispielsweise Verfahren, wie die 

Fluoreszenzlebensdauerkorrelationsspektroskopie (FLCS)[53,55], die auf der Verwendung 

von statistischen Filtern beruhen. Hier wird jedem detektierten Photon ein zusätzlicher 

Wert zugeordnet, der mit der Fluoreszenzlebensdauer der emittierenden Spezies assozi-

iert ist. Dadurch können speziesselektive Autokorrelationsfunktionen erzeugt und über 

diese die absoluten Konzentrationen zweier Fluorophore simultan gemessen werden. Da 

sich die Spezies nur in ihrer Fluoreszenzlebensdauer unterscheiden müssen, können die 
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Konzentrationen von freiem Ligand und dem Ligand-Metall-Komplex gleichzeitig be-

stimmt werden, sofern der Löschprozess der Fluoreszenz mit einer Änderung der Fluo-

reszenzlebensdauer einhergeht. 

Das Ziel dieser Arbeit liegt also auf der Entwicklung eines hochaffinen Kupfer(II)-Sen-

sors, welcher aufgrund von FRET in Anwesenheit der Kupfer(II)-Ionen seine Fluores-

zenzlebensdauer ändert. Die Bindung des Sensors zu den Kupfer(II)-Ionen soll dadurch 

mit der FLCS nachverfolgt werden, um so in extrem geringen Konzentrationsbereichen, 

in denen die Ligandkonzentration in das Analytgleichgewicht eingreift, sowohl den freien 

Ligand als auch den Ligand-Metallion-Komplex zu quantifizieren. 

1.4 Aufbau der Arbeit 

Der Aufbau der vorliegenden Arbeit gliedert sich in fünf Teile. Im ersten (auf die Einlei-

tung folgenden Teil) werden die biologische Rolle von Kupfer, die theoretischen Grund-

lagen der Messmethodik und das Design des Targetmoleküls betrachtet. Der zweite Teil 

der Thesis beschäftigt sich mit den verwendeten experimentellen Aufbauten und der Syn-

these des Kupfer(II)-Sensors. Die Präsentation, Auswertung und kritische Diskussion der 

Ergebnisse findet im dritten Teil statt, bevor im vierten und fünften Abschnitt die Disser-

tation zusammengefasst und ein möglicher Ausblick über die Zukunft der vorgestellten 

Thematik gegeben wird. 
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2 Theorie  

2.1 Die biologische Rolle von Kupfer in eukaryotischen Zellen 

Kupfer gehört wohl zu den vielseitigsten Metallen, die von eukaryotischen Zellen genutzt 

werden, aber auch zu den Metallen, dessen Homöostase am stringentesten kontrolliert 

werden muss, denn nur geringste Störungen derselben können zu schwerwiegenden pa-

thologischen Veränderungen führen.  

Wie eingangs schon erwähnt, ist die Eigenschaft, die für Eukaryoten am wichtigsten ist, 

die Fähigkeit von Kupfer in zwei verschiedenen Redoxzuständen zu existieren, nämlich 

Cu+ und Cu2+. Diese Funktion liefert schon den ersten Grund für eine genaue Regulierung 

der Kupferhomöostase, da im freien Cytoplasma Kupfer in einer Fenton-ähnlichen Reak-

tion die Bildung von RO-Spezies (allen voran das hochagressive Hydroxylradikal OH•) 

sowie von RN-Spezies (reactive nitrogen species) katalysieren kann.[56–58] Hohe Level 

solcher Radikale werden mit einer Vielzahl von Krankheiten wie der Entstehung von 

Krebs[59–62], oder neurodegenerativen Krankheiten wie Alzheimer (AD)[63–65] und Parkin-

son (PD)[66,67] sowie der (familiären) amyotrophen Lateralsklerose ((f)ALS)[2,68–70] in 

Verbindung gebracht.[71–73] Unreguliertes freies Kupfer ist auch in der Lage, in seinen 

beiden Redoxzuständen, an verschiedene Enzyme und Proteine zu binden. So besitzt 

Kupfer(I) eine hohe Affinität gegenüber Cystein und kann an entsprechende Proteine und 

Enzyme binden und diese in ihrer Funktion stören. Kupfer(II) hingegen ist in der Lage – 

entsprechend seiner Stellung in der Irving-Williams-Reihe – Metalle wie zum Beispiel 

Zn2+ aus den aktiven Zentren von Enzymen zu verdrängen und somit die Enzymaktivität 

zu beeinflussen.[73] Weiter können freie Kupferionen die Aggregation von Proteinen und 

die Fibrillenbildung fördern, welche mit einigen der o.g. neurodegenerativen Krankheiten 

zusammenhängen.[3,57,74]  

Nicht nur eine zu hohe Anwesenheit von Kupfer kann die eukaryotischen Zellen schädi-

gen, sondern auch eine Unterversorgung der Zellen mit Kupfer. Beispielsweise kann bei 

Patienten mit Menkes-Syndrom Kupfer nicht genügend aus der Nahrung resorbiert wer-

den und auch nicht genügend über die Blut-Hirn-Schranke transportiert werden. Infolge-

dessen leiden Patienten mit Menkes unter anderem an starken neurologischen Defiziten 
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und erreichen daher kaum – auch bei entsprechender parenteraler Kupfer-Versorgung – 

das Erwachsenenalter.[4,75]  

Dies zeigt die extreme Wichtigkeit eines streng regulierten Kupferhaushaltes in Zellen. 

Daher soll in den nachfolgenden Abschnitten kurz auf die biologische Bedeutsamkeit des 

essentiellen Spurenelements Kupfer eingegangen werden, indem die Rolle und Funktion, 

die Aufrechterhaltung der Kupferhomöostase sowie die aus einer dysfunktionalen Homö-

ostase resultierenden pathologischen Prozesse betrachtet werden. 

2.1.1 Die Rolle und Funktion von Kupfer 

Die Eigenschaft zwischen seiner reduzierten Cu+ und seiner oxidierten Cu2+-Form hin 

und her zu wechseln, macht das Element Kupfer zu einem interessanten Cofaktor von 

Metalloenzymen. Kupfer-Metalloenzyme finden sich vor allem in der Gruppe der Oxido-

reduktasen und übernehmen verschiedene Funktionen. So dient beispielsweise das im 

Zytoplasma vorkommende Enzym Cu/Zn-Superoxid-Dismutase (SOD1) dem Zweck, das 

extrem aggressive Superoxidanion zu Wasserstoffperoxid umzuwandeln.[76] Eine extrem 

wichtige Rolle spielt Kupfer im letzten Schritt der Atmungskette. Das Enzym Cytochrom-

c-oxidase (COX) besitzt zwei Kupfer-Zentren mit insgesamt drei Kupferatomen, die 

maßgeblich daran beteiligt sind, die notwendigen Elektronen für die Reduktion von Sau-

erstoff zu Wasser bereitzustellen.[77,78] Es gibt eine weitere Vielzahl von Kupfer-Metallo-

enzymen, die an wichtigen Prozessen im Körper beteiligt sind. Einen Überblick über ei-

nige exemplarische kupferabhängige Proteine findet sich in der Arbeit von Festa und 

Thiele[1], aus der auch nachfolgende Abbildung entnommen ist. 
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Abbildung 2-1 Beispiele für kupferabhängige Proteine und Vorkommen derselben in den Domänen des Lebens. Ent-

nommen aus der Arbeit von Festa und Thiele.[1] 

Interessanterweise nutzen Zellen Kupfer nicht nur als Cofactor von Enzymen. So konnte 

in den letzten Jahren gezeigt werden, dass Kupfer auch ein wichtiges Molekül für die 

Zellkommunikation darstellt. Dies ist von besonderer Bedeutung, da bisher die gängige 

Meinung war, dass nur redoxinaktive Metallionen wie Na+, K+, Ca2+ und Zn2+ an solchen 

Prozessen beteiligt sind.[79] Verschiedene Arbeitsgruppen und Studien konnten jedoch 

mittlerweile zeigen, dass es dynamische Kupferpools in Zellen geben muss, die aktiv zel-

luläre Prozesse regulieren und beeinflussen.[61,62,80] So können Neurone beispielsweise 

unter Stimulation labiles Kupfer entlang ihrer Dendrite relokalisieren und in den synap-

tischen Spalt abgeben.[81] Zellen des Immunsystems nutzen Kupfersignalwege um Infek-

tionen zu bekämpfen. Makrophagen reagieren beispielsweise auf Angriffe durch mikro-

bielle Infektionen, indem sie den Angreifer (z.b. ein Bakterium oder eine Mikrobe) in ihr 
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Phagosom aufnehmen und dort „verdauen“.[82] Nun konnten Petris et al. zeigen, dass als 

Reaktion auf solche Immunstimuli die Zelle kupferabhängige Ionentransporter an die 

Phagosom-Membran bringt, was den Schluss nahelegt, dass hier als Antwort auf eine 

Immunreaktion Kupferionen mobilisiert werden.[83] In Krebszellen stellt Kupfer einen 

wichtigen Regulator für die Tumorzellproliferation dar. Bei Aktivierung des MAPK-Pfa-

des in Tumorzellen dient Kupfer direkt dazu an MEK1/2-Kinase zu binden, was zu Tu-

morwachstum führt.[84]  Erst kürzlich konnte Kupfer als endogener Regulator für die Li-

polyse identifiziert werden, indem es Einfluss auf die Abbauaktivität des sekundären Bo-

tenstoffs cyclisches-AMP nimmt.[79]  

2.1.2 Aufrechterhaltung der Kupferhomöostase 

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, welche wichtigen Enzymaktivitäten und auch 

zellulären Signalwege von einer funktionalen Kupferhomöostase abhängen. Dieser Ab-

schnitt soll kurz darauf eingehen, wie Zellen ihren Kupferhaushalt regulieren.[57,62,85] 

Kupfer wird ausschließlich über die Nahrung aufgenommen und gelangt über den Magen 

und den Zwölffingerdarm in den Blutkreislauf des Körpers. Dort wird es vor allem mit 

Hilfe der im Blutplasma vorhandenen Ceruplasmine transportiert.[86] Außerhalb der Zel-

len wird nun das Kupfer(II)-Kation mit Hilfe von an der Zellmembran sitzenden Metallo-

reduktasen zu Kupfer(I) reduziert und über das Kupfertransportprotein Ctr1 in die Zelle 

gebracht, wo es von Kupferchaperonen wie Atox1 und Ccs sowie kleinen Molekülen wie 

Glutathion komplexiert und im Cytoplasma transportiert wird. Atox1 bringt das Kupfer 

zu den ATPasen ATP7A und ATP7B. Diese sind meist am Golgiapparat lokalisiert und 

beladen dort die Kupferproteine mit Kupfer, können jedoch auch bei hohen intrazellulä-

ren Kupferkonzentrationen an die Plasmamembran gebracht werden und dort überschüs-

siges Kupfer aus der Zelle ausscheiden. Prinzipiell folgen alle Säugetierzelltypen diesem 

Schema und unterscheiden sich von Zelltyp zu Zelltyp in den Leveln der Expression der 

zugehörigen Chaperone und Kupferproteine oder ATPasen.   

Neben dem fest in Chaperonen und Proteinen verankerten Kupfer konnten seit einiger 

Zeit frei zugängliche Kupferpools in Zellen identifiziert werden. Diese lassen sich schnell 

und einfach mobilisieren und reagieren auf Zellstimuli wie im vorherigen Abschnitt be-

schrieben. Der genaue Mechanismus und welche zellulären Bestandteile für die Mobili-

sierung von freiem Kupfer verantwortlich sind, ist zu diesem Zeitpunkt noch ungeklärt.[61] 
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2.1.3 Pathologische Prozesse einer dysfunktionalen Kupferhomöostase 

Eine Störung der Kupferhomöostase kann eine Vielzahl von pathologischen Prozessen 

und Krankheiten auslösen. Nachfolgend sollen beispielhaft einige davon beleuchtet wer-

den. Vor allem in Hinblick auf die Rolle von Kupfer bei neurodegenerativen Erkrankun-

gen soll hier auf einen sehr komplexen Übersichtsartikel von Gaggelli et al. verwiesen 

werden, in welchem alle Facetten der Kupferhomöostase und deren Einfluss auf die be-

sagten Krankheiten ausführlich behandelt werden.[57] 

Morbus Alzheimer (AD)[63–65] 

Morbus Alzheimer ist die am weitesten verbreitete neurodegenerative Krankheit des 

Menschen. Sie ist gekennzeichnet durch den fortschreitenden irreversiblen Verlust von 

Erinnerungen, Persönlichkeitsveränderungen und den Rückgang der kognitiven Fähig-

keiten. Im Gehirn von Alzheimerpatienten findet man unter anderem extrazelluläre Pro-

teinablagerungen, die sogenannten „senilen plaque“. Dies sind große Ansammlungen von 

beta-Amyloid (Aβ). Kupfer kann nun extrem stark an Aβ binden und dort zum einen oxi-

dativen Stress für die Neuronen durch ROS verursachen, zum andern dazu führen, dass 

Aβ oligomerisiert und sich eben in Form dieser „senile plaque“ ablagert.  

Morbus Parkinson (PD)[66,67] 

Bei PD handelt es sich um eine degenerative Erkrankung der Motoneuronen, die sich in 

verschiedenen Einschränkungen der motorischen Fähigkeiten niederschlägt. In den be-

troffenen Zellen finden sich oft Amyloidfibrillen aus oligomerisiertem α-Synuclein. Es 

existieren verschiedene Hypothesen, die die Ausbildung von PD mit einer gestörten Kup-

ferhomöostase in Verbindung bringen. Der genaue Einfluss von Kupfer ist jedoch noch 

nicht endgültig geklärt. 
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Amyotrophe Lateralsklerose (ALS)[2,68–70] 

ALS zeichnet sich durch Verlust und Degeneration der oberen sowie unteren Motoneu-

ronen aus. In vielen Fällen geht die ALS mit einer Mutation der SOD1 einher. Da SOD1 

Kupfer in seinem aktiven Zentrum hat, ist ein Zusammenhang mit einer gestörten Kup-

ferhomöostase nicht auszuschließen. Zurzeit werden verschiedene Hypothesen diskutiert, 

wie es zur Entstehung der ALS kommen kann. Die genauen Ursachen sind aber noch 

nicht abschließend geklärt und bleiben noch offen. 

Menkes-Syndrom[4,75] 

Menkes ist eine Stoffwechselkrankheit, die in einer Kupferunterversorgung resultiert. 

Auch wenn es schwächere Ausprägungen von Menkes gibt, sterben doch die meisten 

Menkespatienten in ihrem dritten oder vierten Lebensjahr. Menkes äußert sich in einer 

fortgeschrittenen geistigen Behinderung und Neurodegeneration. Diese sind eine Folge 

der extrem geringen Aktivität von Kupferenzymen, die für eine gesunde Hirnentwicklung 

unabdingbar sind. Beim Menkes-Syndrom ist direkt das Gen betroffen, welches das Pro-

tein ATP7A codiert, wodurch die entsprechenden Kupferenzyme nicht mehr mit Kupfer 

beladen werden können. 

Morbus Wilson[87,88] 

Eine weitere bekannte Kupferstoffwechselkrankheit ist Morbus Wilson. Auch hier codiert 

das betroffene Gen eine ATPase, die für den Kupfertransport zuständig ist. Das führt 

dazu, dass die Leberzellen, die die Hauptspeicherstelle für Kupfer im Körper darstel-

len[73], nicht in der Lage sind, Kupfer an die Galle abzugeben und überschüssiges Kupfer 

über diese auszuscheiden. Dadurch kommt es zu einer Akkumulation des Kupfers in der 

Leber und damit einhergehender toxischer Vorgänge wie der Bildung von ROS. 
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2.1.4 Kupfersonden in biologischen Proben 

Tabelle 2-1 zeigt einen kleinen Auszug aus der Vielzahl von existierenden fluoreszieren-

den Sonden für Kupfer(II)- und Kupfer(I)-Kationen. Hier wurden lediglich solche Sys-

teme aufgeführt, die sich schon in-vivo in lebenden Zellen bewährt haben. Daneben gibt 

es noch eine Fülle weiterer fluoreszenter Sonden auf Farbstoff[28,89–95]- oder auf Nanopar-

tikelbasis[96–100]. 

Tabelle 2-1 Auflistung einiger ausgewählter Sonden für Cu2+/Cu+-Kationen samt den ermittelten Dissoziations-

konstanten 

System Analyt Sensormechanismus Dissoziationskonstante KD 

Pyren Chemosensor-1[101] Cu2+ off-on-PET 364 µM 

BODIPY-FPA[102] Cu2+ off-on-PET 313 µM 

His6-GFP[37,38,103] Cu2+ on-off FRETa) 9 ±2 µM 

NIR-Cy[104] Cu2+ off-on-PET 2.7 µM 

EGFP(S202H/Q204H)[41] Cu2+ on-off FRETa) 16 nM 

GCS-2[40]  Cu2+ on-off FRETa) 8 nM 

Rhodamin-apo-Carboanhydrase[43] Cu2+ on-off FRETa) ~0.1 pM 

CS1[28,105], CS3[28,81] Cu+ off-on-PET 4 pM (CS1); 90 fM (CS3) 

Amt1-FRET[22,42] Cu+ FRETb)  2.5 aM 

a) Hier wirkt der entstehende Cu2+-Komplex als FRET Akzeptor b) FRET findet zwischen ECFP als Donor und 

EYFP als Akzeptor statt. 

Nachfolgend sollen einige der oben genannten Systeme herausgestellt und näher be-

schrieben werden. Der in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Gregor Jung von Hötzer et al. 

entwickelte Sensor basiert auf einem EGFP (Grün fluoreszierendes Protein) welchem am 

N-Terminus seiner Fassstruktur ein sogenannter His6-Tag anhängig ist. Dies ist ein He-

xapeptid bestehend aus 6 Histidinen, welches ursprünglich zur einfacheren und besseren 

Aufreinigung der GFP Extrakte durch Metallaffinitätschromatographie dient. Die Auto-

ren konnten nun zeigen, dass ebendieser His6-Tag in der Lage ist, Cu2+-Kationen mit einer 

KD = 9 ±2 µM zu binden. Als Resultat des sich ausbildenden Cu2+-His6-EGFP-Komplexes 

nimmt die Fluoreszenzintensität und Fluoreszenzlebensdauer des EGFP durch einen 

FRET-Mechanismus ab.[38] Da es sich um ein genetisch codierbaren Sensor für Cu2+-Io-

nen handelt, konnten Hötzer et al. den Sensor in das Erbgut der Pflanzen Arabidopsis 

Thaliana und Nicotiana Benthamiana einbringen und an den so erzeugten transgenen 

Pflanzen die Kupfer(II)-Aufnahme durch Fluoreszenzlebensdauermikroskopie (FLIM) 
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visualisieren.[37] Aufbauend auf diesen Publikationen konnte als Vorarbeiten für die vor-

liegende Dissertation eine ganze Titrationskurve in den Wurzelzellen der Arabidopsis 

Thaliana erstellt werden (s. Abbildung 2-2).  

 

Abbildung 2-2 Titration einer Wurzel von Arabidopsis Thaliana transfiziert mit dem His6-EGFP Sensor. Bei Steige-

rung der extrazellulären Kupferkonzentration nimmt die Fluoreszenzlebensdauer ab. Das Bild a) zeigt die Pflanze bei 

50 nM Cu2+ mit einer mittleren Lebensdauer von 1.9 ns, b) 50 µM Cu2+ und 1.6 ns sowie c) 0.1 M und 1.1 ns. 

Die hier gewonnene Dissoziationskonstante KD = 16±3 µM unterscheidet sich nur uner-

heblich von der in-vitro bestimmten Dissoziationskonstante. 

Als Weiterentwicklung des von Hötzer et al. vorgestellten Sensors hat die Gruppe um 

Choi et al. die GFP-Variante GCS-2 vorgestellt.[40] Die Autoren verfolgten das Ziel, dass 

GFP Cu2+-Ionen um ein vielfaches stärker binden solle. Um dahin zu gelangen, mutierten 

sie eine EGFP Variante dahingehend, dass es in der Nähe seines Fluorophors (der bei 

GFP im inneren seiner Fassstruktur liegt) ein ATCUN-Motiv (s. Abschnitt 2.5) mit einer 
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hohen Affinität zu Cu2+-Ionen besitzt. Der so erhaltene Sensor (s. Abbildung 2-3) hat eine 

1000-fach höhere Affinität (KD = 8 nm) gegenüber dem His6-EGFP. 

 

Abbildung 2-3 GCS-2 Sensor von Choi et al. Der Sensor bindet Kupfer(II)-Ionen an einem ATCUN-Motiv (einge-

kreiste Strukturformel) in Folge dessen die Fluoreszenzintensität und Fluoreszenzlebensdauer des GCS-2 abnimmt. 

Der Prozess ist reversibel und die Fluoreszenz des Sensors kann bei Zugabe von EDTA wiederhergestellt werden. 

Entnommen aus Choi et al.[40] 

Durch das Erzeugen von Fusionsproteinen konnten die Autoren den Sensor an die 

Oberfläche von HeLa-Zellen bringen. In einem TIRF Experiment konnten sie nach 

Zugabe von 50 µM Cu2+ die Abnahme der Fluoreszenintensität auf der Zelloberfläche 

verfolgen (s. Abbildung 2-4) 

 

Abbildung 2-4 TIRF Aufnahme von HeLa-Zellen, an deren Oberfläche ein GCS-2-Fusionsprotein sitzt und deren 

Reaktion auf die Zugabe von Kupfer(II)-Ionen und EDTA. Entnommen aus Choi et al.[40] 
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Nach der Zugabe von EDTA zu der Zelle konnte die Fluoreszenzintensität wieder fast 

vollständig hergestellt werden. 

Einen Sensor mit extrem geringer KD
 ~ 1 pM entwickelten McCranor et al.[43] Hierzu 

entwickelten sie die apo-Version einer Carboanhydrase und markierten diese mit einem 

Rhodamin-Farbstoff. Kupfer(II)-Ionen können nun mit sehr hohen Affinitäten in dem ak-

tiven Zentrum des apo-Enzyms binden und über FRET die Fluoreszenz des Rhodamin-

Farbstoffes löschen.(s. Abbildung 2-5)  

 

Abbildung 2-5 Funktionsweise des Rhodamin-Carboanhydrase Kupfer(II)-Sensors. Entnommen aus McCranor et 

al.[43] 

Die Autoren konnten den vorgestellten Sensor in PC-12-Zellen einbringen und dort mit 

einer Lebensdauermikroskopie-Methode die Aufnahme von Cu2+ visualisieren. 
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Abbildung 2-6 Fluoreszenzintensitäts- (obere Reihe) und Fluoreszenzlebensdaueraufnahmen (untere Reihe) von PC-

12 Zellen inkubiert mit dem apo-CA-Sensor und a) 70 nM b) 10 pM und c) 0.9 fM an Kupfer(II)-Kationen. 

Die in Tabelle 2-1 aufgeführten Sensoren für Cu+-Kationen sollen nur kurz am Rande 

erwähnt werden und auf ausführliche Übersichtsartikel von Aron et al.[28], Cotruvo et 

al.[91] und Carter et al.[22] verwiesen werden. Bei dem Sensor CS1 und seiner Weiterent-

wicklung CS3 handelt es sich um kleine Bodipy-Farbstoffe mit einer Thioether-Gruppe 

als Cu+-Ligand. Bindet der Sensor Cu+ wird der PET vom Liganden auf den Farbstoff 

unterdrückt und die Fluoreszenz des Farbstoffes nimmt zu.  

 

Abbildung 2-7 Struktur und Funktionsweise des CS1 und CS3 Kupfer(I)-Sensors. 
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Bei dem Amt1-FRET-Sensor handelt es sich um ein Fusionsprotein aus ECFP (Cyan flu-

oreszierendes Protein) und EYFP (Gelb fluoreszierendes Protein) verbunden über eine 

Cysteinbrücke. Bei Bindung von Cu+ an das Konstrukt werden die beiden fluoreszieren-

den Proteine in räumliche Nähe zueinander gebracht und bilden das ECFP/EYFP-FRET 

Paar. Dieses Konstrukt besitzt eine extrem hohe Affinität zu Cu+ von KD = 2.5x10-18 M 

= 2.5 aM. 

 

Abbildung 2-8 Funktionsweise des Amt1-FRET-Sensors für Kupfer(I)-Kationen. Entnommen aus Wegner et al.[42] 
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2.2 Wechselwirkung Licht-Materie 

Elektromagnetische Wellen lassen sich anhand ihrer Energie im elektromagnetischen 

Spektrum anordnen. Der Zusammenhang zwischen der Wellenlänge bzw. Frequenz einer 

elektromagnetischen Welle und seiner Energie ist über Gleichung (2.1) gegeben. 

 𝐸 = ℎ𝜐 = ℎ 𝑐𝜆 (2.1) 

Der sichtbare Teil des elektromagnetischen Spektrums erstreckt sich von ca. 400-700 nm. 

In diesem Wellenlängenbereich finden vor allem – neben Streuphänomenen – Anregun-

gen der energiereichsten Elektronen eines Atoms oder Moleküls statt. In diesem Kapitel 

sollen die für das Phänomen der Fluoreszenz verantwortlichen Prozesse näher beleuchtet 

und beschrieben werden. 

2.2.1 Lichtabsorption und Folgeprozesse 

Moleküle, die sichtbares Licht absorbieren, besitzen meist ein ausgeprägtes System von 

konjugierten π-Bindungen. Dieses π-System verändert die elektronische Orbitalstruktur 

eines Moleküls dahingehend, dass der energetische Abstand zwischen dem HOMO und 

dem LUMO näher zusammenrückt. Die Energie, die nun einem Elektron zugeführt wer-

den muss, damit es von seinem S0-Grundzustand des HOMOs in den ersten angeregten 

elektronischen Zustand S1 des LUMOs wechselt, kann nun durch elektromagnetische 

Wellen im sichtbaren Teil des Spektrums aufgebracht werden. In Molekülen handelt es 

sich meist um 𝜋 ⟶ 𝜋∗- bzw. um 𝑛 ⟶ 𝜋∗–Übergänge. Neben der sogenannten Reso-

nanzbedingung, die die notwendige Energie als Differenz der Energien von S1 zu S0 (s. 

Gleichung (2.2)), für die Absorption von Licht wiedergibt, müssen noch zwei weitere 

Bedingungen erfüllt werden, damit es überhaupt zu einer erfolgreichen Absorption kom-

men kann.  

 ∆𝐸 = 𝐸𝑆1 − 𝐸𝑆0  (2.2) 
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Das Übergangsdipolmoment 𝜇⃗𝑎𝑏 des Übergangs darf nicht null werden. Die Polarisation 

des eingestrahlten Lichts muss eine Komponente parallel zum Übergangsdipolmoment 

des Moleküls besitzen. 

Vereinfacht lässt sich der Prozess der Absorption und seine Folgeprozesse in einem so-

genannten Jablonski-Diagramm[106] darstellen. 

 

Abbildung 2-9 Jablonski-Diagramm zur Darstellung aller Prozesse, die mit einer mit einer Änderung der elektroni-

schen Energieniveaus eines Moleküls einhergehen.  

Nach der energetischen Anhebung eines Elektrons in den ersten angeregten Zustand, 

strebt das Molekül dazu, wieder den Zustand geringster Energie einzunehmen und die 

aufgenommene Energie abzugeben. Dabei kann es zu verschiedenen nachgelagerten Pro-

zessen[107] kommen: die Energie kann 

 für verschiedene chemische Reaktionen zur Verfügung stehen; beispielsweise 

kann es zu cis-trans-Isomerisierungen[108–110] oder photolytischen Decarboxylie-

rungen[111–113] kommen. 

 durch Löschprozesse, also Stöße mit andern Molekülen dissipiert werden. 

 durch Innere Konversion (inner conversion, IC) als Schwingung an die Umge-

bung, z.b. das Lösemittel, abgegeben werden. 

 durch Interkombination (inter system crossing, ISC) dazu benutzt werden, den 

Spin des Elektrons umzukehren und das Molekül in einen Triplett-Zustand zu 

bringen.  
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 durch strahlungslosen Energietransfer FRET auf ein anderes Molekül übertragen 

werden. 

 zu guter Letzt durch stimulierte bzw. spontane Emission (Fluoreszenz) von Pho-

tonen abgegeben werden. 

Alle oben beschriebenen Prozesse können durch Ratenkonstanten k beschrieben werden; 

typische Größen für diese Konstanten sind in Abbildung 2-9 gezeigt. Zur Beschreibung 

der Ratenkonstanten der Absorption und der stimulierten bzw. spontanen Emission kön-

nen die von Albert Einstein 1917 eingeführten Einsteinkoeffizienten[114] verwendet wer-

den. Im Allgemeinen sind die Ratenkonstanen für die Absorption B12 sowie für die sti-

mulierte Emission B21 gleichzusetzen.  

 𝐵12 = 𝐵21 (2.3) 

Für den spontanen Emissionsprozess A21, die sogenannte Fluoreszenz, verhält es sich je-

doch anders, hier gilt folgender Zusammenhang zwischen den Einsteinfaktoren.  

 𝐴21 = 𝑘𝑟𝑎𝑑 = 𝜏𝑟𝑎𝑑−1 = 8𝜋ℎ𝜈3𝑐3 𝐵21 (2.4) 

Das bedeutet, dass A21 direkt der Ratenkonstante für die Fluoreszenz krad entspricht, und 

proportional zur Absorption bzw. stimulierten Emission ist. Weiter folgt aus obiger For-

mel, dass der Kehrwert von A21 direkt der natürlichen Fluoreszenzlebensdauer τrad ent-

spricht und dass, je länger die Wellenlänge des absorbierten Lichtes ist, die Wahrschein-

lichkeit für das Eintreten der spontanen Emission sinkt.  

Die natürliche Fluoreszenzlebensdauer τrad bezeichnet die Zeit, die ein Fluorophor im 

zeitlichen Mittel in seinem angeregten Zustand verbringt bevor er unter Emission eines 

energieärmeren Photons in den Grundzustand zurückkehrt. Bestimmen lässt sich τrad bzw. 

A21 mit Hilfe der Strickler-Berg-Gleichung[115] aus dem Absorptions- und Emissionspek-

trum des Flurophors.  
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 𝐴21 = 8𝜋𝑛02ln⁡(10)𝑐2𝑁𝐴 〈𝑣−3〉−1∫𝜀(𝜈)𝜈 𝑑𝜈 (2.5) 

Mit 

 〈𝑣−3〉−1 = ∫ 𝐼𝐹𝑙(𝜈)𝑑𝜈∫ 𝐼𝐹𝑙(𝜈)𝜈3 𝑑𝜈 (2.6) 

Beim Vergleich der so gewonnenen natürlichen Fluoreszenzdauern τrad mit den experi-

mentell ermittelten Fluoreszenzlebensdauern τFl (s. Abschnitt 2.3) kann es teilweise zu 

erheblichen Differenzen kommen. Der Grund für diese Abweichungen liegt darin, dass 

bei der Messung der Lebensdauer alle Prozesse gemessen werden, die den angeregten 

Zustanden depopulieren. Das bedeutet, es werden auch Löschprozesse, d.h. nicht strah-

lenden Desaktivierungsvorgänge gemessen. Diese Prozesse wiederum besitzen unter-

schiedliche Ratenkonstanten, die sich in der Ratenkonstante für nicht strahlende Vor-

gänge kns zusammenfassen lassen, die zur Fluoreszenzlebensdauer beitragen.  

 𝜏𝐹𝑙 = 1𝑘𝑟𝑎𝑑 + 𝑘𝑛𝑠 (2.7) 

Der Faktor um den die gemessene und natürliche Lebensdauer voneinander abweichen 

wird Quantenausbeute Φ genannt. 

 𝜏𝑓𝑙 = Φ𝜏𝑟𝑎𝑑 (2.8) 

Mit  

 Φ = 𝑘𝑟𝑎𝑑𝑘𝑟𝑎𝑑 + 𝑘𝑛𝑠 (2.9) 

Die Quantenausbeute ist ein Maß für das Verhältnis der Anzahl der absorbierten und 

emittierten Photonen. 
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2.2.2 Absorptions- und Fluoreszenzspektren 

Nachfolgende Abbildung zeigt ein typisches Absorptions- und Emissionsspektrum eines 

organischen Farbstoffes. Die meisten Farbstoffe zeigen eine sehr breite Absorption über 

einen recht großen Wellenlängenbereich der oft neben einem Hauptmaximum noch wei-

tere Schultern mit weniger intensiven lokalen Maxima besitzt. Manche hochsymmetri-

schen Farbstoffe, wie Terrylenfarbstoffe, besitzen eine sehr stark ausgeprägte Substruktur 

mit vielen Nebenmaxima. Auffällig ist zudem, dass das Emissionsspektrum dem Absorp-

tionsspektrum spiegelbildlich gegenübersteht und um den sogenannten Stokes-Verschie-

bung bathochrom verschoben ist.  

 

Abbildung 2-10 Normierte Absorptions- (schwarz) und Emissionsspektren (rot) eines Perrylendiimid-Farbstoffes. Far-

big dargestellt sind die verschiedenen vibronischen Übergänge bei der Absorption und Emission. Die Länge der Pfeile 

im Spektrum ist direkt proportional zur Wahrscheinlichkeit des Übergangs und damit zur Überlappung der Wellen-

funktionen der einzelnen vibronischen Zustände.   

Die Entstehung der Substruktur sowie die Spiegelsymmetrie der Spektren sind auf das 

Franck-Condon-Prinzip[116] und die daraus abgeleiteten Franck-Condon-Faktoren zu-

rückzuführen.  

Die Stokes-Verschiebung, also der Abstand zwischen den Hauptmaxima der Absorption 

und der Emission, wird auch durch Lösemitteleffekte hervorgerufen.[117,118] In manchen 
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Fällen ist die Solvatochromie so stark ausgeprägt, dass der Stokes-Shift mehrere hundert 

Nanometer betragen kann.[119]  

 

Abbildung 2-11 Energetische Betrachtung des Lösemitteleinflusses (blau) auf einen Fluorophor (grün). Der Fluoro-

phor absorbiert Photonen (a), durch Reorganisation der LM-Moleküle (b) wird der angeregte Zustand stabilisiert. Nach 

der strahlenden Rückkehr in den Grundzustand (c) kommt es zu einer weiteren Reorganisation (d) des LM. 
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2.2.3 FRET 

Wie bereits in Kapitel 1.2 eingangs erwähnt, handelt es sich bei dem FRET-Prozess um 

eine strahlungslose Dipol-Dipol-Wechselwirkung eines Donor- und eines geeigneten Ak-

zeptorfarbstoffes. Damit es zu FRET kommen kann, muss das Emissionsspektrum des 

Donor-Fluorophors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors überlappen (s. Abbil-

dung 2-12). 
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Abbildung 2-12 Hypothetisches Beispiel eines Emissionsspektrums (rot), welches mit einem Absorptionsspektrum 

(schwarz) überlappt (grau). Mit Hilfe von Gleichung (2.10) kann daraus das Überlappungsintegral J(λ) berechnet wer-

den. 

Es ist ersichtlich, dass das Überlappungsintegral J(λ) umso größer ist, je größer der spekt-

rale Überlapp, je größer der Extinktionskoeffizient des Akzeptors und je höher die Quan-

tenausbeute des Donors ist. Gleichung (2.10) beschreibt die Berechnung des Überlap-

pungsintegrals.[120] 

 𝐽(𝜆) = ∫𝐹𝐷(𝜆)𝜀𝐴(𝜆)𝜆4𝑑𝜆 (2.10) 

Das Überlappungsintegral kann auf klassischem Wege aus den Gleichungen der Elektro-

dynmaik oder aus quantenmechanischen Überlegungen berechnet werden. Auffällig ist 
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jedoch die 𝜆4-Abhängigkeit, was bedeutet, dass sich Farbstoffe mit längerwelliger Emis-

sion bzw. Absorption ein stärkeres Überlappungsintegral besitzen.  

Die Rate mit welcher der FRET stattfinden kann, ist unter anderem abhängig vom räum-

lichen Abstand r des Donor-Akzeptor-Paars und der Orientierung κ der am Prozess be-

teiligten Übergangsdipolmomente.  

 𝑘𝐹𝑅𝐸𝑇(𝑟) = 𝜙𝐷𝜅29000 ln(10)𝜏𝐷𝑟6128𝜋5𝑁𝐴𝑛4 𝐽(𝜆) (2.11) 

Weiter ist die Rate des Energietransfers abhängig vom Brechungsindex n des Lösemittels 

bzw. der Umgebung, sowie der Fluoreszenzlebensdauer 𝜏𝐷 und der Quantenausbeute 𝜙𝐷 

des Donors. Normalerweise wird für frei bewegliche Moleküle in Lösung ein Wert von 𝜅2 = 2 3⁄  für den Orientierungsfaktor angenommen. Dieser ergibt sich aus der statisti-

schen Verteilung der Orientierung der Übergangsdipolmomente zueinander.[120] 

Zur Vereinfachung wurde der sogenannte Förster-Radius R0 eingeführt.  

 𝑅0 = √𝜙𝐷𝜅29000 ln(10)𝜏𝐷𝑟6128𝜋5𝑁𝐴𝑛4 𝐽(𝜆)6
 (2.12) 

Eingesetzt in Gleichung (2.11) ergibt sich 

 𝑘𝐹𝑅𝐸𝑇(𝑟) = 1𝜏𝐷 (𝑅0𝑟 )6 (2.13) 

was bedeutet, dass der Förster-Radius genau dem Donor-Akzeptor-Abstand entspricht, 

an dem die Transferrate 50% beträgt.   

Aus diesen Gleichungen lässt sich die FRET-Effizienz auf verschiedene Weise berechnen 

und experimentell bestimmen. 
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 𝐸𝐹𝑅𝐸𝑇 = 𝑘𝐹𝑅𝐸𝑇(𝑟)𝜏𝑟𝑎𝑑,𝐷−1+𝑘𝐹𝑅𝐸𝑇(𝑟) = 𝑅06𝑅06 + 𝑟6 = 1 − 𝐼𝐹𝑙,𝐷𝐴𝐼𝐹𝑙,𝐷 = 1 − 𝜏𝐷𝐴𝜏𝐷  (2.14) 

Hier bezeichnet 𝐼𝐹𝑙,𝐷𝐴 bzw. 𝜏𝐷𝐴 das Emissionsspektrum bzw. die Fluoreszenzlebensdauer 

des Donors in Gegenwart des Akzeptors. Im Umkehrschluss folgt aus Gleichung (2.14), 

dass die Fluoreszenzlebensdauer des Donors in Anwesenheit des Akzeptors 𝜏𝐷𝐴 umso 

geringer ist je größer die Transfereffizienz EFRET ist.  
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Abbildung 2-13 Abhängigkeit der FRET-Effizienz vom Donor-Akzeptor-Abstand. 

FRET wird in den Biowissenschaften gerne als „molekulares Lineal“ benutzt, da sich mit 

dessen Hilfe leicht die räumlichen Abstände[121] zwischen den beteiligten Farbstoffmole-

külen bestimmen lassen. Dadurch können beispielsweise Vorgänge bei der Proteinfal-

tung[122] und Protein-Protein-Interaktionen[123], oder allgemeiner, der Interaktion zweier 

mit FRET kompatiblen Farbstoffen markierte Biomoleküle[124,125], studiert werden. Die 

Studien können sowohl in-situ[124,126], in-vitro[125,127] sowie in-vivo[127–129] erfolgen und 

können auch mikroskopisch verfolgt werden. 
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Der FRET kann auch dazu verwendet werden, molekulare Sensoren zu konstruieren. Sol-

che Sensoren basieren auf verschiedenen Prinzipien. Beispielsweise kann die Präsenz ei-

nes Analyten dazu führen, dass sich die Konformation eines großen Biomoleküls ändert 

und somit Donor und Akzeptor-Farbstoff in räumliche Nähe zueinander bringt. Nach die-

ser Methode konnte beispielsweise ein Indikator für Östrogene in Zellen entwickelt wer-

den.[130]  

 

Abbildung 2-14 Beispiel für einen genetisch codierten FRET Indikator für die Detektion von Östrogenen.[130] 

An den beiden Enden des Indikators befindet sich ein FRET kompatibles Paar aus fluo-

reszenten Proteinen. Bindet nun das Target Östrogen 17-βE an die Bindungsdomäne des 

Östrogen-Rezeptors, kommt es zur Konformationsänderungs des Proteins, so dass der am 

CFP angebrachte Teil des Tandem-Fusions-Proteins an den Rezeptor binden kann. 

Dadurch wird das CFP in räumliche Nähe zum YFP gebracht und kann über FRET seine 

Energie an dieses übertragen. Solche Konformationsänderungen müssen nicht nur auf der 

Interaktion von Komplexen Ligand-Rezeptor-System wie im obigen Fall beruhen, son-

dern können auch durch kleine einfache Analyten wie Calcium induziert werden.[131,132]  

Eine andere Methode zur Konstruktion eines Sensors basiert darauf, sowohl den Sensor 

als auch den Analyten mit FRET-Kompatiblen Farbstoffen zu markieren. Sobald diese 

miteinander interagieren, kommt es zum Energietransfer und einer damit verbundenen, 

detektierbaren Änderung der Fluoreszenzeigenschaften der Farbstoffe.[133]   

Eine weitere Methode, die auch in dieser Arbeit bei der Konstruktion des vorgeschlage-

nen Sensor verwendet wurde, beruht darauf, dass der Energieübertrag eines markierten 



2 Theorie  31 

Sensors direkt auf den Analyten übertragen wird. Hierzu ist es aber notwendig, dass der 

Analyt inhärent ein passendes Absorptionsspektrum besitzt. Für diesen Fall gibt es bisher 

nur wenige Beispiele in der Literatur.[37,38,43,99,134] Häufiger ist der umgekehrte Fall, indem 

die Autofluoreszenz von Biomolekülen, verursacht durch Tyrosin- und Tryptophan-

Reste, dazu verwendet wird, ihre Energie auf einen mit einem Akzeptor gelabelten Ana-

lyten zu übertragen.[135–138] 

2.2.3.1 Kupfer(II)-Komplexe als FRET-Akzeptoren 

Wie zuvor in Abschnitt 2.1.4 gezeigt existiert eine Vielzahl von Sensoren die auf FRET 

mit einem Cu2+-Komplex als Akzeptor basieren. Die Fähigkeit von Kupfer, sichtbares 

Licht im grün-roten Teil des elektromagnetischen Spektrums zu absorbieren, rührt von 

der durch die Liganden induzierten Aufspaltung der d-Orbitale des Metalls her.[139] In der 

spektrochemischen Reihe werden sowohl den Stickstoffliganden[140,141] als auch dem 

Zentralmetall Kupfer(II)[142] eine hohe Ligandenfeldaufspaltung zugeschrieben. Dies re-

sultiert in einem hypsochrom verschobenen Absorptionsspektrum, sowie einer Vergröße-

rung des Extinktionskoeffizienten. Der Effekt der Ligandenfeldaufspaltung durch Peptide 

und auf das daraus resultierende Absorptionsspektrum lässt sich gut mit einem von 

Prenesti et al. entwickelten Inkrementsystem vorhersagen.[143] In dieser Arbeit haben die 

Autoren die Absorptionsspektren von mehr als 100 Kupfer(II)-Peptid-Komplexen einer 

rigorosen statistischen Analyse unterzogen. Daraus konnten sie empirische Werte für die 

in Peptidkomplexen vorkommenden Liganden extrahieren (s. Abbildung 2-15).  

 

Abbildung 2-15 Die von Prenesti et al. ermittelten Koeffizienten zur Abschätzung des Absorptionsmaximums eines 

Peptidkomplexes. 
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Zur Berechnung müssen die für den betrachteten Komplex zutreffenden Werte in Glei-

chung (2.15) eingesetzt werden. 

 𝜆𝑚𝑎𝑥 = 1000∑ 𝑖𝑣̃4𝑖=1 ⁡𝑛𝑚 (2.15) 

Mit Hilfe dieses Inkrementsystems lässt sich das Absorptionsmaximum von Kupfer(II)-

Peptid-Komplexen mit einem Fehler von ∆𝜆 = ±10⁡𝑛𝑚 abschätzen.  
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2.3 Zeitkorreliertes Einzelphotonenzählen – TCSPC  

Grundsätzlich existieren zwei verschiedene komplementäre experimentelle Techniken, 

mit denen sich die Relaxationsdauer eines angeregten strahlenden Zustandes messen 

lässt. Die Fluoreszenzlebensdauer lässt sich über Messungen in der sog. Frequenzdomäne 

oder über Messungen in der sog. Zeitdomäne bestimmen. Die Messprinzipien der erstge-

nannten Methode sollen hier nur kurz angezeichnet werden und stattdessen auf weiter-

führende Literatur[120,144–148] verwiesen werden.  

Bei Messungen in der Frequenzdomäne wird als Anregungsquelle eine intensitätsmodu-

lierte kontinuierliche Lichtquelle verwendet. Dieses Anregungslicht populiert den S1-Zu-

stand des in der Probe befindlichen Fluorophors, welcher darauffolgend mit einer charak-

teristischen Fluoreszenzlebensdauer bathochrom verschobenes Licht emittiert. Diese 

elektromagnetische Strahlung besitzt im Vergleich zum Anregungslicht eine geringere 

Amplitude und ist um dem Phasenwinkel φ zum Anregungslicht verschoben.[120] Durch 

Bildung des Quotienten der Modulationen und Phasenwinkel sowie Messung dieser bei 

verschiedenen Modulationsfrequenzen des Anregungslichts lässt sich die Fluoreszenzle-

bensdauer eines Fluorophors bestimmen.  

Messungen in der Zeitdomäne werden durch das sog. Zeitkorrelierte Einzelphotonenzäh-

len TCSPC (engl. Time correlated single photon counting) realisiert. Diese Methode soll 

in den folgenden Abschnitten näher erläutert werden.  
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2.3.1 Messprinzip 

Das TCSPC-Experiment gleicht in seinen Grundzügen einem einfachen Start-Stopp-Ex-

periment. Der (idealerweise) zeitlich unendlich schmale δ-Puls (Start-Signal) einer La-

serquelle regt die zu untersuchenden Fluorophore an, welche daraufhin mit einer Zeitver-

zögerung Δt in Bezug auf den Anregungspuls Photonen emittieren. Diese Photonen tref-

fen auf einen für die Einzelphotonendetektion ausgelegten Detektor und lösen dadurch 

das Stopp-Signal der Messung aus. (s. Abbildung 2-16) 

Die Messung wird n-mal wiederholt und jedes gemessene Zeitintervall Δt in ein Histo-

gramm eingetragen. Das Histogramm ist unterteilt in sog. Timebins oder Zeitkanäle i, 

welche in der Regel eine zeitliche Breite von 4 ps bis mehrere ns haben können. Die 

Einhüllende des so erhaltenen Histogramms lässt sich durch eine Exponentialfunktion 

beschreiben, die dem Depopulationsverhalten des S1-Zustandes entspricht.[149]  

Allgemein lässt sich die Fluoreszenz als Reaktion erster Ordnung auffassen, dessen Lö-

sung eine abfallende Exponentionalfunktion darstellt und die Fluoreszenzlebensdauer 

enthält.1  

 𝐼𝐷𝑒𝑐(𝑡) = 𝐼0∑𝐴𝑖exp (⁡− 𝑡𝜏𝐹𝑙,𝑖)𝑖  (2.16) 

Neben mono- und multiexponentiellen Zerfällen kann es auch unter bestimmten Umstän-

den zu nichtexponentiellen Verhalten kommen, wenn beispielweise weitere Reaktionen 

                                                 
1 I0 steht hier für die Intensität des aufgezeichneten Zerfalls zum Zeitpunkt t = 0. Die Amplituden Ai stehen 

für den Anteil den eine Spezies i an dem Gesamtzerfall hat. Für die Amplituden gilt ∑ 𝐴𝑖𝑖 = 1. 

Abbildung 2-16 Messprinzip des modernen TCSPC. Der Laserpuls (türkis) bildet das Start-Signal der Zeitmessung. 
Sobald das emittierte Photon (grün) am Detektor auftritt, wird die Zeitmessung gestoppt. Das Zeitintervall Δt wird 
anschließend in einem Histogramm gespeichert. Die experimentellen Einstellungen werden so gewählt, dass pro Sig-
nalperiode maximal ein Photon registriert wird. 
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neben der Fluoreszenz an der Depopulierung des S1-Zustandes beteiligt sind.[150–154] Hier 

ist eine genaue Betrachtung und mathematische Behandlung der involvierten Relaxati-

onskinetiken zur Entwicklung eines geeigneten Anpassungsmodells von Nöten.  
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Abbildung 2-17 Die am Detektor auftreffenden Photonen werden als diskrete Werte in die entsprechenden Zeitkanäle 

gemäß ihrer Ankunftszeiten eingetragen. Daraus ergibt sich ein diskretes Histogramm (schwarze Balken, nicht alle 

Kanäle gezeigt) dessen Einhüllende der Faltung aus Anregungspuls und exponentiellem Zerfall des angeregten S1-

Zustandes entspricht. 

Nachfolgenden Abbildung zeigt eine experimentell bestimmte Zerfallskurve des ersten 

angeregten Zustandes einer Rhodamin 110 Lösung in einem PBS-Puffer mit pH = 7. 
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Abbildung 2-18 Experimenteller Fluoreszenzzerfall (schwarz), monoexponentieller Rekonvolutionsfit (rot) und ermit-

telte IRF (blau) einer 10 nM Rhodamin 110 Lösung (PBS pH = 7). Gemessen bei λex = 470 nm, λem = 525±50 nm, 

Repetitionsrate 20 MHz und einer durchschnittlichen Laserleistung von 20 µW. Die berechnete Fluoreszenzlebens-

dauer beträgt τFl
 = 3.97±0.03 ns (χ2 = 1.061) 

Durch die halblogarithmische Auftragung lässt sich schnell und einfach das monoexpo-

nentielle Verhalten der Fluoreszenz erkennen und auswerten.  

Grundsätzlich gibt es zwei mögliche Ansätze, die Fluoreszenzzerfälle auszuwerten. Zum 

einen handelt es sich dabei um das Verfahren des Tailfits, zum andern um einen sog. 

Rekonvolutionsfit.[155] Das erstgenannte Anpassungsverfahren betrachtet nur den hinte-

ren Teil der Zerfallskurve, Tail genannt. Dieser wird mit Hilfe der gängigen Anpassungs-

algorithmen an Gleichung (2.16) angepasst.   

Das zweite Verfahren, der Rekonvolutionsfit, ist mathematisch komplexer aber auch ge-

nauer. Hier werden alle experimentell gewonnenen Photonendaten zur Anpassung heran-

gezogen und nicht, wie im Falle des Tailfits, Information bei kurzen Messzeiten vernach-

lässigt. Das führt dazu, dass auch Prozesse mit sehr geringen Lebenszeiten im ps-Bereich 

untersucht werden können.   

Beim Rekonvolutionsfit (s. Abbildung 2-18 rote Kurve) wird davon ausgegangen, dass 
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es sich bei der experimentell erhaltenen Funktion S(t) um eine Faltung der (multi)expo-

nentiellen Fluoreszenzkinetik IDec(t) mit der sogenannten Instrumente Antwortfunktion 

IRF(t) (eng. Instrument response function) handelt. Die genaue Natur und Messung der 

IRF wird im nächsten Abschnitt erörtert. 

 𝑆(𝑡) = 𝐼𝑅𝐹(𝑡) ∗ 𝐼𝐷𝑒𝑐(𝑡) = ∫ 𝐼𝑅𝐹(𝑡′)𝐼𝐷𝑒𝑐(𝑡 − 𝑡′)∞
0  (2.17) 

Um die Anpassung an Gleichung (2.17) durchzuführen, wird die Kenntnis von IRF(t) 

vorausgesetzt. Diese kann, wie in Kapitel 2.3.2 gezeigt, experimentell bestimmt werden. 

Passende Anpassungsalgorithmen falten nun die gemessene IRF(t) mit einem Modell für 

einen (multi)exponentiellen Zerfall IDec(t) und passen die Parameter für Amplitude und 

Fluoreszenzlebensdauer solange an bis die entsprechenden Bedingungen des Algorith-

mus erreicht sind (Meist eine Minimierung von χ2).[155] 
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2.3.2 Instrumente Antwortfunktion – IRF  

Wie in Abschnitt 2.3.1 schon erwähnt ist die experimentell gemessene Zerfallsfunktion 

S(t) eine Faltung mit der IRF. Die IRF entsteht dadurch, dass keine unendlich schmalen 

δ-Anregungspulse existieren und auch die Elektronik eine zeitlich begrenzte Auflösung 

besitzt. In der Regel beträgt die Pulsbreite der in dem Standard TCPSC-Experiment ver-

wendeten Diodenlaser ca. 100 ps; je nach verwendetem Detektor können die Antwort-

funktionen der Detektoren zwischen 40 und 600 ps liegen.[156–158] 
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Abbildung 2-19 Darstellung der experimentell gemessenen Zerfallsfunktion S(t) (rot). Diese ergibt sich aus der Faltung 

der IRF(t) (gaußähnlicher Puls, schwarze Punkte) mit dem theoretischen exponentiellen Zerfall I(t) (schwarz gestri-

chelt) des ersten elektronisch angeregten Singulettzustandes. 

Um exakte und valide Messergebnisse zu erhalten, ist die genaue Messung der IRF von 

großer Bedeutung. Es haben sich verschiedene Methoden etabliert, wie die IRF eines 

Systems gemessen werden kann. Die einfachste Möglichkeit zur Messung der IRF ist es, 

ein streuendes Medium in den Strahlengang anstelle der Probe zu bringen. Hierbei han-

delt es sich meist um eine wässrige verdünnte Dispersion aus mikroskopischen Latexkü-

gelchen. Diese streut das eintreffende Laserlicht auf den Detektor. Das so erhaltene His-

togramm spiegelt das zeitliche Verhalten von Laser und Detektor bei der verwendeten 

Anregungswellenlänge und Repetitionsrate wieder.[158] 
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Das zeitliche Verhalten einiger Detektortypen (v.a. SPADs) hängt jedoch stark von der 

Wellenlänge des detektierten Lichts ab. [158] Da das Fluoreszenzlicht dem Anregungslicht 

gegenüber rot verschoben ist, kann die Verwendung einer nach der obigen Methode be-

stimmten IRF zu Fehlern in der Datenauswertung führen. Hier muss also eine Methode 

gefunden werden, die IRF bei der Detektionswellenlänge zu messen. Im grünen bis oran-

gefarbenen Spektralbereich kann eine Erythrosin B[157] Lösung verwendet werden. Dieser 

Lösung sind 5 M KI zugesetzt. Das Iodid-Anion löscht die Fluoreszenz des Erythrosin B 

und verkürzt so dessen Lebensdauer auf ca. 25 ps. Da diese Fluoreszenzlebensdauer viel 

kleiner ist als die Breite der IRF, lässt sich dadurch das korrekte zeitliche Verhalten bei 

der betrachteten Wellenlänge messen. In den letzten Jahren entstanden so mehrere ähnli-

che Methoden, um das exakte zeitliche Verhalten der IRF zu bestimmen.[158–162] 

Bei der Bestimmung der IRF muss zudem darauf geachtet werden, dass die gemessenen 

IRF nur bei der verwendeten Laserleistung gültig ist: Wird die Laserleistung verändert, 

so verändert sich auch die Form und das zeitliche Verhalten der IRF. Von diesem Phäno-

men sind vor allem Diodenlaser betroffen. Daher muss nach jeder Änderung der Leistung 

die IRF neu bestimmt werden. Zudem sollte die IRF auch bei der gleichen differentiellen 

Zählrate wie die eigentliche Messung der Fluoreszenzlebensdauer bestimmt werden. 

Diese errechnet sich wie folgt: 

 𝐷𝑖𝑓𝑓. 𝑍äℎ𝑙𝑟𝑎𝑡𝑒 = 𝐷𝑢𝑟𝑐ℎ𝑠𝑐ℎ𝑛𝑖𝑡𝑡𝑙𝑖𝑐ℎ𝑒⁡𝑍äℎ𝑙𝑟𝑎𝑡𝑒𝑅𝑒𝑝𝑒𝑡𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠𝑓𝑟𝑒𝑞𝑢𝑒𝑛𝑧 ∗ 𝑃𝑢𝑙𝑠𝑏𝑟𝑒𝑖𝑡𝑒 (2.18) 

Die differentielle Zählrate ist also die momentane Zählrate am Detektor in einer Signal-

periode. Das bedeutet, dass eine Lebensdauermessung bei einer Laserrepetitionsrate von 

20 MHz, einer Lebensdauer von 5 ns („Pulsbreite“ des Fluorophors) und einer durch-

schnittlichen Zählrate von 50 kcps in einer differentiellen Zählrate von 500 kcps resul-

tiert. Eine 250 ps breite IRF gemessen bei den gleichen Bedingungen würde eine diffe-

rentielle Zählrate von 10.000 kcps ergeben. Gerade bei Detektoren, deren zeitliches Ver-

halten stark von der Zählrate abhängt, muss diesem Umstand Rechnung getragen werden 

und die differentiellen Zählraten verwendet werden.[163] 
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2.3.3 Fluoreszenzlebensdauermikroskopie – FLIM 

Durch die Kombination von Lebenszeitmessungen und konfokaler Fluoreszenzmikrosko-

pie wird die sogenannte Fluoreszenzlebensdauermikroskopie – FLIM (Fluorescence 

Lifetime Imaging Microscopy) – geschaffen.[164] Mit Hilfe dieser Technik können mik-

roskopische Bilder von (biologischen) Proben aufgenommen werden. Diese beinhalten 

neben den Fluoreszenzintensitäten nun auch Informationen über Fluoreszenzzerfälle. Aus 

jedem Pixel kann eine eigene Zerfallsfunktion erhalten und analysiert werden. Dadurch 

wird ein Bild erhalten, das die unterschiedlichen Fluoreszenzlebensdauern der Probe dar-

stellt. Prinzipiell kann mit der FLIM jeder Prozess sichtbar gemacht und untersucht wer-

den, der die Fluoreszenzlebensdauer des untersuchten Fluorophors verändert. Mittler-

weile existieren, vor allem in den life sciences, eine Vielzahl von fluoreszenten Sonden 

und Sensoren, welche auf verschiedenste Parameter reagieren. Bei diesen Parametern 

kann es sich um Viskositäten[165], Temperaturen[166], pH-Werten[10], Brechungsindi-

zes[167,168], biologische Prozesse[169] oder Konzentrationen bestimmter Analyte[170] han-

deln. 

2.3.4 Artefakte 

Bei TCSPC-Messungen können Artefakte auftreten. Als Artefakte werden Störungen o-

der Verzerrungen des Messsignals bezeichnet, die sich meist aus falschen experimentel-

len Bedingungen und Einstellung ergeben. Die wichtigsten dieser Artefakte sowie Stra-

tegien zur Vermeidung dieser sollen im Nachfolgenden erläutert werden. 

2.3.4.1 Pile-Up 

Pile-Up Effekte entstehen durch die Tatsache, dass die für die TCSPC verwendeten De-

tektoren nur ein Photon pro Signalperiode aufzeichnen können. Bei zu hohen Photonen-

flüssen und damit einhergehenden zu hohen Zählraten am Detektor kommt es zu einer 

Verschiebung des Messsignals hin zu kleineren Abklingzeiten τ.[171,172]  

Die in der TCSPC verwendenten SPAD Detektoren besitzen typischerweise Totzeiten 

zwischen 50 und 90 ns.[173] Wird nun während einer Signalperiode mehr als ein Photon 

erzeugt, kann aufgrund der Totzeit des Detektors nur das erste Photon detektiert und im 

entsprechenden Zeitkanal des Histogramms registriert werden. Nachfolgende Photonen 
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mit einem größeren Δt besitzen somit eine weitaus geringere Wahrscheinlichkeit detek-

tiert zu werden. Das führt dazu, dass Photonen im hinteren Teil des Fluoreszenzzerfalls 

nicht mehr detektiert werden. Somit verschiebt sich die berechnete Zerfallszeit τ hin zu 

kleineren Werten. Dieser Effekt kann leicht experimentell beseitigt werden, indem die 

experimentellen Bedingungen so gewählt werden, dass die Detektorzählrate ca. 0.1-1% 

der Repetitionsfrequenz des Lasers entspricht. Anschaulich bedeutet das, dass in einem 

Experiment mit einem bei 20 MHz gepulsten Laser die Zählrate am Detektor keine 200 

kcps übersteigen sollte. Eine Zählrate von 200 kcps bei einer Repetitionsrate von 20 MHz 

bedeutet, dass nur etwa jeder hundertste Laserpuls zu einem Detektionsereignis am De-

tektor führt.  

 

Abbildung 2-20 Zustandekommen des klassischen Pile-Up-Effekts. Treffen pro Signalperiode mehr als ein Photon auf 

den Detektor wird nur das zeitlich zuerst auftreffende Photon (grün) registriert. Nachfolgende Photonen (grau) werden 

nicht mehr registriert. Dies führt zu einer Bevorzugung früher Photonen und damit zu einer Verschiebung zu kürzeren 

Abklingzeiten. 

Es existiert noch eine weitere Variante des „Pile-Ups“, der Inter-Puls-Pile-Up.[149,174] Die-

ser unterscheidet sich sowohl in seinem Ursprung als auch in seiner Auswirkung auf die 

aufgezeichnete Zerfallskurve. Im Gegensatz zum klassischen Pile-Up wird die Abkling-

kurve nicht zu kürzeren Zeiten verschoben, sondern es kommt zu zusätzlichen „Stufen“ 

im Histogramm. Dieser Effekt tritt vor allem bei Experimenten mit hohen Repetitionsra-

ten auf und macht sich allerdings nur bemerkbar in älteren TCSPC-Elektroniken, in denen 

das Start- und Stopp-Signal vertauscht ist.  

2.3.4.2 Reabsorption 

Reabsorptionseffekte treten auf bei hohen optischen Dichten der zu untersuchenden Pro-

benlösung oder falschen Anregungs- und Detektionsgeometrien und werden vor allem 

bei Fluorophoren mit einer kleinen Stokes-Verschiebung, also einer großen Überlappung 
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von Absorptions- und Fluoreszenzspektrum beobachtet. Diese Effekte können zu schein-

bar längeren Abklingzeiten und multiexponentiellen Zerfällen führen. Der Grund ist, dass 

ein von einem Fluorophor emittiertes Photon von einem anderem Fluorophor reabsorbiert 

werden kann. Dieser Fluorophor emittiert wiederum selbst und verlängert so das eigent-

liche Zeitintervall Δt.[149]  

2.3.4.3 Fluoreszenzdepolarisation 

Der Anregungslaser regt vor allem solche Fluorophore an, deren Dipolmoment parallel 

zur Polarisationsrichtung des Lasers orientiert sind. Aufgrund dessen sind die emittierten 

Fluoreszenzphotonen teilweise polarisiert. Durch Rotationsbewegungen der Fluorophore 

depolarisiert das Fluoreszenzlicht mit einem für den jeweiligen Fluorophor signifikanten 

Zerfallszeit. Diese kann bei kleinen Molekülen im Bereich von 0.1 ns liegen, sich bei 

großen Fluorophoren wie beispielsweise Fluoreszenzproteinen bis auf 100 ns ausdehnen. 

Dieser zusätzliche detektierte Zerfall führt zu einem bi- bzw. multiexponentiellen Zerfall 

des S1-Zustandes[175] und kann bei Nichtberücksichtigung zu falschen Ergebnissen füh-

ren. Um Depolarisationseffekte auszuschalten, kann das Fluoreszenzlicht unter dem so-

genannten Magic-Angle gemessen werden. Dazu wird ein Polarisationsfilter vor den De-

tektor gebracht und ein Winkel von 54.7°, bezogen auf den Polarisationswinkel des An-

regungslasers, eingestellt. Auf eine genaue Behandlung der Fluoreszenzdepolarisation 

und des Magic-Angles soll hier verzichtet werden und nur auf die einschlägige Literatur 

verwiesen werden. [149,176,177]  
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2.4 Korrelationsspektroskopie 

Allgemein bezeichnet der Begriff Korrelation einen nicht notwendigerweise kausalen Zu-

sammenhang zweier oder mehrerer Messgrößen. Korrelationsanalysen werden heutzu-

tage in einer Vielzahl von Anwendungen eingesetzt. Sie vergleichen Messgrößen, die 

zeitliche (Signale in der Signalverarbeitung)[178] oder örtliche (Bildverarbeitung)[179,180] 

Variationen mit sich selbst (Autokorrelation) oder untereinander (Kreuzkorrelation) auf-

weisen. Das Ergebnis einer solchen Analyse ist ein Maß für die Ähnlichkeit des Signals 

mit sich selbst bzw. mit einem zweiten Signal. Zur Durchführung einer Korrelationsana-

lyse wird die sogenannte Korrelationsfunktion herangezogen. Zur Vereinfachung wird 

hier nur die Autokorrelationsfunktion eines zeitlichen Signals betrachtet.[181] 

 𝜓(𝜏) = 〈𝑓(𝑡) ⋅ 𝑓(𝑡 + 𝜏)〉 = lim𝑇→∞ 12𝑇∫ 𝑓(𝑡)𝑓(𝑡 + 𝜏)𝑑𝑡𝑇
−𝑇  (2.19) 

Die Autokorrelationsfunktion bildet also den zeitlichen Mittelwert einer Zeitfunktion f(t) 

mit der gleichen Zeitfunktion f(t+ τ) zu einem späteren Zeitpunkt τ. 

 

Abbildung 2-21 Erzeugung der Autokorrelationsfunktion 𝝍(𝝉) durch Anwendung von Gleichung (2.19) auf eine zeit-

lich fluktuierende Funktion f(t) zu den Zeitpunkten t, t+τ1 und t+ τ2. 
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Abbildung 2-21 verdeutlicht die Entstehung der Autokorrelation. Das grau hinterlegte 

Signal bezeichnet die Funktion f(t) zum Zeitpunkt τ = 0. Hier nimmt der Wert der Auto-

korrelationsfunktion ψ(τ) ein Maximum an, da die beiden Signale, die verglichen werden, 

gleich sind. Zu einem späteren Zeitpunkt ist das ursprüngliche Signal um einen Wert τ1 

verschoben (rot). Hier ähneln sich die beiden Signale nur noch wenig und der Wert der 

Korrelationsfunktion nimmt ab. Wird die Verzögerungs- oder Korrelationszeit τ groß ge-

nug gewählt, so besteht zwischen dem jetzigen und dem ursprünglichen Signal keinerlei 

Ähnlichkeit und die Autokorrelationsfunktion ψ(τ) nimmt einen Minimalwert an. 

Korrealtionsanalysen sind nicht nur ein mächtiges mathematisches Werkzeug in der 

Nachrichtentechnik und Bildverarbeitung, sondern werden auch in weiten Feldern der 

Physik und Naturwissenschaften eingesetzt. So bilden sie die theoretische Grundlage für 

viele interferometrische Messungen in der Astrophysik[182] und Teilchenphysik[183] (Han-

bury-Brown-Twiss).[184] In der dynamischen Lichtstreuung wird das gestreute Licht einer 

Korrelationsanalyse unterzogen, um die Teilchengrößenverteilungen der Probe zu be-

stimmen.[185]  

In verschiedenen Gebieten der Chemie, Biophysik, Biologie und Biophysikalischen Che-

mie hat sich eine in den 1970er Jahren von Webb, Magde und Elliot[186–188] entwickelte 

Methode etabliert, die sogenannte Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS). Von die-

ser Methode bzw. einer Variante dieser, wird in der vorliegenden Arbeit Gebrauch ge-

macht. In den nachfolgenden Abschnitten soll die FCS näher erläutert werden und deren 

theoretische Grundlagen, Erweiterungen und Anwendungen betrachtet werden. 
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2.4.1 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie – FCS  

Die FCS stellt ein leistungsstarkes Werkzeug der modernen spektroskopischen Verfahren 

im Bereich der life sciences, aber auch im Bereich der Physik und physikalischen Chemie 

dar. Aus einer FCS Messung einer fluoreszierenden Probe können viele physikochemi-

sche Parameter gewonnen werden: diese reichen von trivialen Größen wie Konzentratio-

nen und Diffusionskoeffizienten[189,190] bis hin zu Ratenkonstanten inter- und intramole-

kularer Reaktionen bzw. photochemischer Vorgänge.[12,191–196] 

Im Gegensatz zur klassischen Fluoreszenzspektroskopie handelt es sich hierbei nicht um 

Ensemble-Messungen, sondern um eine Technik der Einzelmolekülspektroskopie. Sie 

gewinnt ihre Information aus den zeitlichen Fluktuationen des Fluoreszenzsignals einzel-

ner Moleküle.   

Prinzipiell lassen sich mit der FCS jedwede Prozesse untersuchen, welche sich in einer 

Änderung der Intensität des Emissionslichts widerspiegeln. Im simpelsten Fall handelt es 

sich hierbei um klassische Diffusionsvorgänge, verursacht durch die Brown’sche‘-Mole-

kularbewegung.[49]  

2.4.1.1 Aufbau und experimentelle Durchführungen 

Ein typisches FCS-Experiment ist eher simpel aufgebaut[197] (s. Abbildung 2-22 und Ab-

bildung 3-1). Ein Laserstrahl wird durch ein Objektiv mit hoher numerischer Apertur 

(NA) eines inversen Mikroskops in eine Probenlösung fokussiert. Das hier entstehende 

Fluoreszenzlicht wird wiederum von demselben Objektiv (epi-Fluoreszenz) aufgesam-

melt und über eine Tubuslinse auf eine Lochblende (auch Pinhole genannt) fokussiert. Im 

Detektionsstrahlengang nach der Lochblende wird das Licht wieder parallelisiert, durch 

einen Emissionsfilter geleitet, welcher Anregungs- von Emissionslicht trennt und (im ein-

fachsten Fall) anschließend auf einem SPAD Detektor fokussiert. Im Falle von Kreuz-

korrelationsexperimenten können auch zwei Detekoren in 90° Geometrie verwendet wer-

den, hier wird das Emissionslicht mit Hilfe eines 50/50 Strahlteilers geteilt und auf die 

Detektoren geleitet. Der durch die Zählereignisse am Detektor ausgelöste Photonenstrom 

wird daraufhin entweder von einem Hardware-Korrelator oder von einem Algorithmus 

korreliert. 
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Das wohl wichtigste Element im FCS-Aufbau ist die Lochblende (Pinhole). Nur durch 

deren Einsatz ist es möglich, dass das konfokale Prinzip gewahrt wird und die Fluores-

zenzfluktuationen ausreichend detektiert werden können.[189] Das konfokale Prinzip ist in 

untenstehender Abbildung erläutert. Der Laserstrahl regt nicht nur Fluoreszenz in der Fo-

kalebene (grün gestrichelt) an, sondern auch oberhalb und unterhalb von ihr. Das Pinhole 

wird nun in die korrespondierende Fokalebene des Detektionsstrahlengangs eingebracht. 

Dadurch kann außerfokales Licht nicht auf den Detektor treffen, da dessen Brennpunkt 

entweder vor oder hinter dem Pinhole liegt. Durch das konfokale Prinzip kann also effek-

tiv außerfokales Fluoreszenzlicht unterdrückt und somit das Signal-zu-Untergrund-Ver-

hältnis stark verbessert werden. 

 

Abbildung 2-22 Illustration des Anregungs- und Detektionsstrahlengangs in einem FCS-Experiment sowie des konfo-

kalen Prinzips. 
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2.4.1.2 Experimentelle Rahmenbedingungen 

Ein Laserstrahl in der TEM00-Mode besitzt ein Intensitätsprofil, welches durch eine 

Gaußfunktion beschrieben werden kann. Wird dieser Laserstrahl nun durch ein Mikro-

skopobjektiv mit hoher Numerischer Apertur (NA) fokussiert, kann das von dem Laser-

strahl erzeugte Anregungsvolumen in der Probelösung näherungsweise als gaußförmig in 

lateraler (r = r(x,y)) und lorentzförmig in axialer (z-Richtung) Richtung betrachtet wer-

den.[181,198] Daraus ergibt sich für die Beschreibung der Anregungsintensität IA
[181,199,200]: 

 𝐼𝐴(𝑟, 𝑧) = 𝐼0 𝜔02𝜔𝑧2 exp⁡(− 𝑟2𝜔𝑧2) (2.20) 

Mit  

 𝜔𝑧2 = 𝜔02 + ( 𝜆𝑛0𝜋𝜔0)2 𝑧2 (2.21) 

Und  

 𝜔0 = 2𝜆𝑓𝑛0𝜋𝑙 (2.22) 

Hierbei ist 𝜔0 der Strahlradius im Fokus des Anregungsvolumens. Dieser ist eine Funk-

tion der Wellenlänge 𝜆 der Brennweite des Objektives 𝑓 dem Brechungsindex des Medi-

ums 𝑛0 und dem Strahldurchmesser des Laserstrahls 𝑙 vor Eintritt in das Objektiv.  
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Abbildung 2-23 Darstellung des räumlichen Intensitätsverlaufs des Anregungsvolumens gemäß Gleichung (2.20) eines 

63x Wasser Objektiv mit einer NA = 1.2, einem Strahldurchmesser von l = 4.16mm (s. Abschnitt 3.1.2.2) und einer 

Laserwellenlänge von λ = 470 nm. Die Ausmaße des Anregungsvolumens betragen r = 0.252 µm und z = 0.38 µm.  

Der sich aus Gleichung (2.20) ergebende Intensitätsverlauf ist in Abbildung 2-23 darge-

stellt. In Wirklichkeit ist dieser jedoch wesentlich komplexer zu beschreiben und besitzt 

eine größere axiale Ausdehnung (s. Abbildung 3-4), lässt sich aber gut durch oben ge-

nannte Formel nähern. Um nur Photonen aus einem möglichst gaußförmigen Anregungs-

volumen einzusammeln, wird als einfache Hilfskonstruktion eine Lochblende in den De-

tektionsstrahlengang des Aufbaus eingeführt.[189] Mathematisch lässt sich eine solche 

Lochblende über eine Stufenfunktion beschreiben. Mit Kenntnis dieser Stufenfunktion 

lässt sich die Einsammeleffizienz CEF und damit die MDF (Moleküldetektionsfunktion) 

herleiten.[201] Im Allgemeinen ist es in der FCS hinreichend die MDF mit Hilfe einer 

dreidimensionalen Gaußfunktion anzunähern[198], auch wenn die tatsächliche Beschrei-

bung der Punktspreizfunktion eines konfokalen Aufbaus wesentlich komplexer ist.[202]  

 𝑀𝐷𝐹(𝑟, 𝑧) ≈ 𝑒𝑥𝑝 (−2(𝑟2𝜔02 + 𝑧2𝜔𝑧2)) (2.23) 
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Die gesuchte Größe IFl(t), welche den am Detektor auftreffenden Photonenfluss be-

schreibt, hängt zum einen von der Konzentration C der Teilchen und zum anderen von 

deren Position r = r(x, y, z) ab. Es kann also geschrieben werden: 

 𝐼𝐹𝑙(𝒓, 𝑡) = 𝑀𝐷𝐹(𝒓) ∙ 𝐶(𝒓, 𝑡) (2.24) 

Nachfolgende Abbildung 2-24 zeigt das in einem oben beschriebenen Aufbau detektierte 

zeitliche Fluoreszenzsignal IFl(t) einer 0.1 nM Probe von Rhodamin 110 in PBS Puffer. 

Das aufgezeichnete Signal zeigt starke Fluktuationen. Diese stammen von Farbstoffmo-

lekülen, die in das Anregungsvolumen, welches durch einen fokussierten Laserstrahl er-

zeugt wird, hinein und wieder heraus diffundieren.  
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Abbildung 2-24 Zeitlicher Intensitätsverlauf einer 0.1 nM Rhodamin 110 Probe. (λex = 470 nm; f = 20 MHz; 

λem = 525±50 nm; Pav = 50 µW) 
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2.4.1.3 Autokorrelation 

Wird das aufgezeichnete Signal einer Autokorrelationsanalyse gemäß Formel (2.19) un-

terzogen und die Funktion normiert, so wird die Fluoreszenzautokorrelationsfunktion 

(ACF, Gleichung (2.26)) G(τ) erhalten.  

 𝜓(𝜏) = 〈𝐼𝐹𝑙(𝑡) ⋅ 𝐼𝐹𝑙(𝑡 + 𝜏)〉 (2.25) 

 𝐺(𝜏) = 𝜓(𝜏)〈𝐼𝐹𝑙(𝑡)〉2 = 〈𝐼𝐹𝑙(𝑡) ⋅ 𝐼𝐹𝑙(𝑡 + 𝜏)〉〈𝐼𝐹𝑙(𝑡)〉2  (2.26) 

Die ACF kann nur hinreichend angewendet werden, wenn es sich bei dem analysierten 

Signal um ein stationäres Signal im Vergleich zur Verzögerungszeit τ handelt. Das be-

deutet, dass die Gesamtmessdauer ttot sehr viel größer als τ sein muss.[203]  

Unten dargestellte Abbildung 2-25 zeigt das Ergebnis der ACF, angewendet auf den zeit-

lichen Fluoreszenzintensitätsverlauf der Rhodamin 110 Probe aus Abbildung 2-24. Wie 

bereits erwähnt, ist die ACF ein Maß für die Selbstähnlichkeit eines zeitlichen Signals. 

Daraus ergibt sich bei kurzen Verzögerungszeiten τ, die kleiner sind als die mittlere Ver-

weildauer eines fluoreszenten Moleküls im angeregten Volumen τDiff, folgender Zusam-

menhang:  

 〈𝐼𝐹𝑙(𝑡) ⋅ 𝐼𝐹𝑙(𝑡 + 𝜏)〉 ≈ 〈𝐼𝐹𝑙(𝑡)2〉 > 〈𝐼𝐹𝑙(𝑡)〉2 (2.27) 

Das bedeutet für kurze Verzögerungszeiten τ ist G(τ)>1. Bei großen Verzögerungszeiten 

τ besteht keine Ähnlichkeit mehr zwischen 𝐼𝐹𝑙(𝑡) und 𝐼𝐹𝑙(𝑡 + 𝜏), da das betrachtete Teil-

chen wieder aus dem Anregungsvolumen diffundiert ist. Somit kann der Zähler in Glei-

chung (2.26) geschrieben werden als 〈𝐼𝐹𝑙(𝑡)⟩ ⋅ ⟨𝐼𝐹𝑙(𝑡 + 𝜏)〉, womit sich G(τ) = 1 ergibt. 
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Abbildung 2-25 Autokorrelationsfunktion, gewonnen aus dem zeitlichen Intensitätsverlauf aus Abbildung 2-24. 

Bei Betrachtung von Abbildung 2-25 ist ersichtlich, dass die Amplitude der ACF 

G(0)>>1 ist. Das Zustandekommen der Amplitude soll im nachfolgenden geklärt wer-

den. 

Der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzintensität kann auch als zeitliche Fluktuation der 

Intensität um deren Mittelwert aufgefasst werden.  

 𝐼𝐹𝑙(𝑡) = 〈𝐼𝐹𝐿〉 + 𝛿𝐼𝐹𝑙(𝑡) (2.28) 

Damit kann Gleichung (2.26) folgendermaßen umgeschrieben werden. 

 𝐺(𝜏) = 1 + 〈𝛿𝐼𝐹𝑙(𝑡) ⋅ 𝛿𝐼𝐹𝑙(𝑡 + 𝜏)〉〈𝐼𝐹𝑙〉2  (2.29) 

In einem idealen Experiment entspricht die Fluoreszenzintensität IFl(t) genau dem Pro-

dukt der pro Molekül emittierten Photonen cpm (counts per molecule) und der Teilchen-

anzahl N im angeregten Volumen. Das bedeutet, dass alle Fluoreszenzfluktuationen nur 
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aus dem Diffusionsverhalten der Moleküle im angeregten Volumen stammen. Aus die-

sem Grund können genauso gut nur die Teilchenzahlen N betrachtet werden und eine 

Teilchenfluktuations ACF formuliert werden 

 𝐺(𝜏) = 1 + 〈𝛿𝑁(𝑡) ⋅ 𝛿𝑁(𝑡 + 𝜏)〉〈𝑁〉2  (2.30) 

Unter Berücksichtigung der Tatsache, dass die Moleküle N einer Poisson-Statistik[204] ge-

horchen und dass bei der Poisson-Statistik die Varianz 〈𝛿𝑁(𝑡)2〉 dem Erwartungswert 〈𝑁〉 entspricht, ergibt sich für die Amplitude der ACF:  

 𝐺(0) = 1 + 〈𝛿𝑁(𝑡)2〉〈𝑁〉2 = 1 + 〈𝑁〉〈𝑁〉2 = 1 + 1〈𝑁〉 (2.31) 

Das bedeutet, in der Amplitude der ACF spiegelt sich direkt die Anzahl der sich im An-

regungsvolumen befindlichen Teilchen wieder. 

Gleichung (2.26) und (2.30) liefern zwar die mathematische Vorschrift, wie die ACF ge-

bildet wird, es fehlt jedoch noch an einem Ausdruck, der aus einer ACF physikochemi-

sche Informationen extrahiert. Durch Einsetzen von Gleichung (2.24) in Gleichung (2.26) 

kann unter Zuhilfenahme des zweiten Fick’schen Gesetzes das passende Modell gefun-

den werden, das die Autokorrelationsfunktion eines in drei Dimensionen frei in Lösung 

diffundierenden Moleküls beschreibt.[181,205] 

 
𝐺(𝜏) = 1 + 1𝑁 + 11 + 𝜏𝜏𝐷𝑖𝑓𝑓 + 1√1 + 𝜅2 𝜏𝜏𝐷𝑖𝑓𝑓 

(2.32) 

Aus der Amplitude lassen sich die Konzentration c der Fluorophore bzw. das Detektions-

volumen Veff bestimmen  
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 𝑁 = 𝑐𝑉𝑒𝑓𝑓𝑁𝐴 (2.33) 

mit 

 𝑉𝑒𝑓𝑓 = 𝜅𝜔03𝜋3 2⁄  (2.34) 

Die mittlere Aufenthaltsdauer oder Diffusionszeit 𝜏𝐷𝑖𝑓𝑓 gibt Aufschluss über den Diffu-

sionskoeffizienten D des Fluorophors. 

 𝜏𝐷𝑖𝑓𝑓 = 𝜔024𝐷 
(2.35) 

Der Faktor 𝜅 beschreibt die Geometrie des Detektionsvolumens. 

 𝜅 = 𝜔𝑧𝜔0 (2.36) 

Neben dem oben beschriebenen Modell gibt es eine Vielzahl von weiteren Modellen, 

welche zur Auswertung der ACF herangezogen werden können. Sie alle enthalten zusätz-

liche Terme (X(τ) in Gleichung (2.37)), welche bspw. Protonierungsreaktionen[206], 

Triplettübergänge[194], Konformationsänderungen[192,207] oder anomales Diffusionsver-

halten[208] beschreiben. Diese können allgemein als Produkt mit dem Diffusionsterm ge-

schrieben werden. 

 𝐺𝑡𝑜𝑡(𝜏) = 1 + 1𝑁𝐺(𝜏)𝑋(𝜏) (2.37) 

Prinzipiell ist es möglich, eine Mischung unterschiedlicher Fluorophore durch konventi-

onelle FCS voneinander zu trennen. Zum einen, wenn die Fluorophore unterschiedliche 

Wellenlängen emittieren, so dass die Fluoreszenz durch den Einsatz unterschiedlicher 

Filter voneinander separiert werden kann. Zum anderen, sofern sich ihre Diffusionskoef-

fizienten genügend voneinander unterscheiden.[209] Eine Herausforderung besteht, wenn 
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sich die vorhandenen Spezies stark in ihren Quantenausbeuten unterscheiden. Dann ist 

die Autokorrelationsfunktion einer Mischung mehrerer, nicht miteinander interagierender 

Fluorophore gegeben durch nachfolgende Gleichung.[181]  

 𝐺𝑡𝑜𝑡(𝜏) = 1 + 1𝑁∑ 𝑌𝑖𝜙𝑖2𝑖 𝐺𝑖(𝜏)(∑ 𝑌𝑖𝑖 𝜙𝑖)2 = 1 + 1𝑁𝑎𝑝𝑝 𝐺𝑖(𝜏) (2.38) 

Wichtig hierbei ist, dass die Quantenausbeuten, also die Helligkeiten der Fluorophore 

eine Auswirkung auf die experimentell wahrgenommene Gesamtteilchenzahl (Napp) hat, 

da die Quantenausbeuten der jeweiligen i-ten Spezies quadratisch die Autokorrelations-

funktion Gi(τ) beeinflussen. Der Faktor Yi steht für den Anteil der Spezies i an der Ge-

samtteilchenzahl N. 

2.4.1.4 Artefakte und experimentelle Schwierigkeiten 

Die optimalen Detektions- und Anregungsbedingungen für einen gegebenen Flurophor 

zu finden ist nicht trivial. Nicht nur verschlechtert ein nicht ausreichend justiertes Expe-

rimentelles Set-Up das Signal-zu-Untergrund Verhältnis, sondern es verzerrt auch die 

MDF, was zu einer großen Abweichung von der gaußförmigen Detektionsgeometrie füh-

ren kann. Das hat wiederum zur Folge, dass Informationen im Rauschen verloren gehen 

bzw. dass die verwendeten Modelle zur Datenanalyse stark fehlerbehaftet oder sogar voll-

kommen ungeeignet sind.  

Einflussfaktoren auf das Aussehen der MDF sind vielzählig und können einen mehr oder 

weniger starken Einfluss auf diese haben. Bei Kenntnis dieser Faktoren lässt sich das 

Aussehen der MDF aber recht gut kontrollieren. Enderlein[202] und Hess[198] haben hierzu 

ausführliche numerische Berechnungen durchgeführt, unter welchen experimentellen Be-

dingungen die MDF am ehesten mit einer Gaußfunktion genähert werden kann. Diese 

Ergebnisse müssen bei einem sorgfältig geplanten Design eines Experimentes berück-

sichtig werden. Die erste Hürde ist die Wahl des Strahldurchmessers vor dem Objektiv 

und die Wahl eines passenden Pinholes. Die sogenannte underfilling fraction β beschreibt 

das Verhältnis von Strahldurchmesser zur rückwärtigen Apertur des Objektivs. Hess et 

al. beschreiben, dass ein β = 1.2 (also eine nicht ganz ausgefüllte Rückapertur) sowie ein 

Pinhole von einem Radius von ungefähr 5 o.u. (optical units, das entspricht einem Pinhole 
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mit einem Radius von ca. 20 µm bei einem Fluorophor mit λem.max = 515 nm und einem 

63x 1.2NA Objektiv) ein nahezu Gaußförmiges Detektionsvolumen ergeben. 

 

Abbildung 2-26 Die Ergebnisse der numerischen Simulationen von Hess et al.[198] Die Simulationen zeigen den Inten-

sitätsverlauf der MDF eines 1.2 NA Objektivs in axialer (u) und lateraler (v) Richtung. Zum Vergleich ist ein ideales 

Gaußvolumen gezeigt. 

Weitere wichtige Einflussgrößen auf ein nicht-Gauß’sches Aussehen der MDF sind der 

Unterschied im Brechungsindex zwischen Immersionsflüssigkeit des Objektivs und 

Probe, sowie die Dicke des verwendeten Deckglases (s. Abbildung 2-27). Moderne Ob-

jektive besitzen einen sogenannten correction collar, mit dem das Objektiv auf die Dicke 

des Deckglases eingestellt werden kann.  
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Abbildung 2-27 Die Graphiken zeigen die Ergebnisse der numerischen Simulationen von Enderlein et al.[202] wie sich 

das Aussehen der MDF und damit die ACF verändert bei a) unterschiedlichen Brechungsindizes und b) unterschiedli-

cher Deckglasdicke. 

Ein weiterer wichtiger Punkt, der berücksichtigt werden muss, ist die Anregungsintensi-

tät. Einerseits führen hohe Anregungsintensitäten zu Prozessen wie Photobleaching, wel-

che die ACF zu kürzeren Diffusionszeiten verschiebt und die Fluorophore zerstört, ande-

rerseits kann es aber auch zu optischen Sättigungseffekten kommen. Diese führen zu ei-

nem scheinbar größeren Detektionsvolumen. Diesen Effekten ist aber leicht entgegen zu 

wirken, indem bei geringen bis moderaten Anregungsintensitäten gemessen wird. Um die 

optimale Anregungsintensität zu identifizieren, wird die Zählrate am Detektor gegen die 

variierende Anregungsintensität aufgetragen und die Intensität gewählt, bevor die Zähl-

rate in die Sättigung geht. 

 

 

 a) 

 b) 
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Ein weiteres Artefakt, welches immer wieder auftritt, jedoch nichts mit der Form der 

MDF zu tun hat, ist das sogenannte Afterpulsing. Dabei handelt es sich um einen Effekt 

bei SPAD Detektoren, der die ACF bei kurzen Zeiten verzerrt. In Abbildung 2-28 ist 

dieser Effekt dargestellt. Afterpulsing entsteht durch die thermisch induzierte Freisetzung 

von Ladungsträgern, die nach einem echten Puls in dem p-n- Übergang des Halbleiters 

gefangen sind. Werden diese Ladungsträger freigesetzt, kommt es zur Erzeugung neuer 

Ladungsträger, welche ein neues Zählereignis auslösen. Dieses korreliert mit dem ur-

sprünglichen Zählereignis.[210] Es gibt zwei Möglichkeiten, Afterpulsing zu unterdrücken. 

Da die Afterpulsing-Ereignisse zweier unterschiedlicher Detektoren nicht korreliert sind, 

kann zur Aufnahme einer ACF ohne Afterpulsing ein zweiter Detektor herangezogen und 

die Zählereignisse der Detektoren kreuzkorreliert werden. Als weitere Möglichkeit kann 

mit Hilfe von FLCS Afterpulsing unterdrückt werden; auf diese experimentelle Weiter-

entwicklung der FCS soll in Abschnitt 2.4.2 eingegangen werden. 
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Abbildung 2-28 ACF einer 0.1 nM Rhodamin 110 Probe (λex = 470 nm; f = 20 MHz; λem = 525±50 nm; Pav = 50 µW) 

ohne Afterpulsing (schwarz) und mit Afterpulsing (rot). 
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2.4.1.5 Anwendungen und Weiterentwicklungen 

Wie bereits erwähnt, lassen sich eine Vielzahl von Größen und Dynamiken aus FCS-

Messungen gewinnen. Neben der simpelsten Messung von Diffusionskoeffizienten und 

Konzentrationen, lassen sich Photostabilitäten[211], Intersystemcrossingraten[194], Proto-

nierungsraten (inter- und intramolekular)[193,212], Konformationsänderungen[195] von Mo-

lekülen und sogar quantenmechanische Effekte, wie das sogenannte Antibunching[212,213] 

studieren. Technische Neuerungen und Weiterentwicklungen erschließen neue Möglich-

keiten und neue Messgrößen. Mittlerweile gibt es eine Vielzahl von Varianten der klas-

sischen FCS (s. Abbildung 2-29), z.B. 2-Focus-FCS[214] (2fFCS), Zwei-Photonenanre-

gung FCS[215] (2PEFCS) oder wie Scanning[216–219] und Imaging FCS[52,218], die nicht nur 

zeitliche, sondern auch räumliche Fluoreszenzfluktuationen analysieren können.  

 

Abbildung 2-29 Stammbaum der aus FCS entwickelten Korrelationstechniken. Entnommen aus Elliot L. Elson, 

40 Years of FCS: How It All Began.[220] 
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2.4.2 Fluoreszenzlebensdauer–Korrelationsspektroskopie – FLCS  

Die Fluoreszenzlebensdauer-Korrelationsspektroskopie stellt eine Weiterentwicklung der 

konventionellen FCS dar. Hier wird der Analyse der Fluoreszenzfluktuationen eine wei-

tere Dimension hinzugefügt. In der klassischen FCS können Fluorophore nur unterschie-

den werden, wenn sich ihre Diffusionskoeffizienten hinreichend unterscheiden oder wenn 

sie spektral durch Emissionsfilter getrennt werden können.[209] Die FLCS ermöglicht es 

jedoch auch, diese Moleküle anhand ihrer Fluoreszenzlebensdauer zu unterscheiden und 

für jedes Teilchen mit unterschiedlicher Fluoreszenzlebensdauer eine eigene ACF zu er-

zeugen.[221] Technisch muss ein klassisches FCS Experiment um einen TCSPC Aufbau 

erweitert werden, d.h. es muss zum Einsatz eines gepulsten Lasers und einer TCSPC Zäh-

leinheit kommen. Den ersten praktischen[210] und theoretischen[222] Vorschlag für ein sol-

ches Set-Up wurde im Jahre 2005 bzw. 2001 von Enderlein et al. gemacht. In den nach-

folgenden Jahren wurde dieses Prinzip näher beschrieben und weiterentwickelt. Nachfol-

gend sollen die experimentellen und theoretischen Bedingungen für die Anwendung der 

FLCS dargestellt werden.  

2.4.2.1 Experimentelle und theoretische Grundlagen 

Wie bereits erwähnt, handelt es sich bei der FLCS um eine Kombination von TCSPC und 

FCS. Mit Hilfe dieser Kombination und einer Aufnahmetechnik namens time-tagged time 

recorded (TTTR)[223] können jedem auf dem Detektor auftreffenden Photon zwei Zeiten 

zugeordnet werden (s. Abbildung 2-30). Einmal eine sogenannte Mikro- und einmal eine 

sogenannte Makrozeit (oder Globale Zeit). Erstere, die Mikrozeit, gibt die Zeit eines Pho-

tons in Bezug auf den Laserpuls an und liefert über N Pulse den entsprechenden Fluores-

zenzzerfall des Fluorophors. Wie bei der klassischen FCS gibt letztere, die Makrozeit, die 

Ankunftszeit eines Photons in Bezug auf den Start des Experimentes an. 
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Abbildung 2-30 Prinzip des TTTR Modus für die Aufnahme von FLCS Daten. Jedem Photon (grün) werden zwei 

Zeiten zugeordnet, zum einen die Mikrozeiten Δt in Bezug auf den Laserpuls, zum andern die Makrozeiten t in Bezug 

auf den Start des gesamten Experimentes.  

In der FLCS werden nun sogenannte statistische Filter f aus den Fluoreszenzzerfallsdaten 

erzeugt. Werden diese gemäß Gleichung (2.39) mit der ACF multipliziert, werden die 

fluorophorspezifischen ACF erhalten.[221,224]  

 𝐺𝐴,𝐵(𝜏) = ∑ ∑ 𝒇𝑗𝐴𝒇𝑘𝐵〈𝐼𝐹𝑙,𝑗(𝑡)𝐼𝐹𝑙,𝑘(𝑡 + 𝜏)〉𝑁𝑘=1𝑁𝑗=1∑ ∑ 𝒇𝑗𝐴𝒇𝑘𝐵⁡𝑁𝑘=1𝑁𝑗=1 〈𝐼𝐹𝑙,𝑗〉〈𝐼𝐹𝑙,𝑘〉  (2.39) 

Die gegebene Funktion spiegelt den Fall von zwei Fluorophoren (A, B) mit unterschied-

lichen Fluoreszenzlebensdauern wider. Es können sowohl ACF der einzelnen Spezies, als 

auch Kreuzkorrelationsfunktionen CCF zwischen den Spezies berechnet und auf eine 

willkürliche Anzahl von Spezies erweitert werden. 

Um FLCS anwenden zu können, müssen also die statistischen Filter f erzeugt werden. 

Dies geschieht auf rein mathematischem Wege aus den a priori bekannten experimentell 

ermittelten Fluoreszenzzerfällen der jeweiligen Fluorophore. Die Filter können aber auch 

durch passende multiexponentielle Anpassungsmodelle berechnet werden. Es ist zu er-

wähnen, dass es prinzipiell ausreicht n-1 Zerfälle zu kennen, da sich daraus automatisch 

der n-te Zerfall ergibt.[225] Dies ist vor allem in Fällen wichtig, in denen der Fluoreszenz-

Zerfall einer Spezies nicht bekannt ist oder nicht modelliert werden kann. 
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Abbildung 2-31 Ein biexponentieller Zerfall (schwarz, schraffiert) kann als Linearkombination zweier monoexpoen-

tieller Zerfälle (Grün und Rot) beschrieben werden. 

Eine Lösung von zwei Fluorophoren A und B mit unterschiedlichen Fluoreszenzlebens-

dauern und Quantenausbeuten liefert als experimentellen Fluoreszenzzerfall S(i) eine Li-

nearkombination der Fluoreszenzzerfälle der einzelnen Spezies. In Abbildung 2-31 ist ein 

simulierter biexpoentieller Zerfall (nach Gleichung (2.40)) und seine ihm zu Grunde lie-

genden monoexponentiellen Zerfälle gezeigt. 

 𝑆(𝑖) = 𝐴(𝑖) + 𝐵(𝑖) = 0.88 exp (− 𝑖1.5⁡𝑛𝑠) + 0.12 exp (− 𝑖5⁡𝑛𝑠) (2.40) 

Um die Rechnungen zu vereinfachen, wird der Zerfall S in Abhängigkeit des korrespon-

dierenden Zeitkanals i dargestellt. Die mikroskopische Zeit zwischen Laserpuls und Pho-

ton berechnet sich durch Multiplikation der Zeitkanalanzahl nbin mit der zeitlichen Auf-

lösung des Experiments. 

 𝑆(𝑖) = 𝑤𝑎𝑎(𝑖) + 𝑤𝑏𝑏(𝑖) (2.41) 
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Hierbei gilt die Normalisierung: 

 𝑎(𝑖) = 𝐴(𝑖)∑𝐴(𝑖)⁡ ; ⁡⁡𝑏(𝑖) = 𝐵(𝑖)∑𝐵(𝑖) ⁡⁡𝑢𝑛𝑑⁡Σ𝑎(𝑖) + Σ𝑎(𝑖) = 1 (2.42) 

Die Faktoren wa und wb bezeichnen die Anzahl der von Zerfall A bzw. B stammenden 

Photonen. Es sollen nun Filterfunktionen f(i) definiert werden, die genau diese Faktoren 

berechnen, so dass über eine unendliche Anzahl von Messungen gemittelt gilt: 

 〈∑𝑓𝑎(𝑖)𝑆(𝑖)〉 = 𝑤𝑎⁡𝑏𝑧𝑤. 〈∑𝑓𝑏(𝑖)𝑆(𝑖)〉 = 𝑤𝑏 (2.43) 

Enderlein et. al. konnten zeigen, dass sich diese Filter leicht durch Matrixoperationen 

berechnen lassen unter der Annahme, dass die Photonenevents einer Poisson-Verteilung 

gehorchen[210,222,226].  

 |𝒇𝒂𝒇𝒃| = (|𝒂𝒃|𝑫 |𝒂𝒃|𝑇)−1 |𝒂𝒃|𝑫 (2.44) 

Die Filter und Zerfälle wurden hier als Reihenvektoren der Länge N dargestellt mit den 

Elementen fa(i) (a(i)) bzw. fb(i) (b(i)) und D entspricht der NxN-Diagonalmatrix der re-

ziproken Werte für S(i).  

 𝐃 = |
| 1𝑆(1) 00 1𝑆(2) ⋯ 0⋯ 0

⋮ ⋮0 0 ⋮ ⋮⋯ 1𝑆(𝑁)|
|
 (2.45) 

Wichtig für die Berechnung ist, dass die Filter f zusammen in einer Matrixoperation be-

rechnet werden. So ist sichergestellt, dass die notwendige Orthonormalität erfüllt ist und 

es gilt: 
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 𝒇𝑎𝒂 = 𝒇𝑏𝒃 = 1⁡ ∧ ⁡𝒇𝑎𝒃 = 𝒇𝑏𝒂 = 0 (2.46) 

Die Bedeutung von f liegt darin, dass diese statistischen Filter oder Gewichtungsfunktio-

nen jedem detektieren Photon einen Wert zuordnen der Informationen darüber enthält, 

wie wahrscheinlich ein Photon dem Zerfall des Fluorophors A bzw. B zugeordnet werden 

kann.[221] 
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Abbildung 2-32 Darstellung zweier Filterfunktionen für die monoexponentiellen Zerfälle aus Abbildung 2-31. Rot 

bezeichnet den Filter fa für den Zerfall A und grün den Filter fb für Zerfall B. Photonen, die in den Zeitkanälen, markiert 

durch die Bereiche 1 und 2 registriert werden, haben eine höhere Wahrscheinlichkeit, zum Zerfall A bzw. B zu gehören. 

Abbildung 2-32 zeigt die nach Gleichung (2.44) aus den Zerfällen A(i) und B(i) (Abbil-

dung 2-31) gewonnenen Filterfunktionen fa und fb. Die Filterfunktionen sind so konstru-

iert, dass bei Multiplikation dieser mit dem biexponentiellen Zerfall S(i) die monoexpo-

nentiellen Zerfälle A(i) bzw. B(i) erhalten werden. Werden diese Filter auf die Autokor-

relationsfunktion G(τ) angewendet, die sich aus der Korrelation des zeitlichen Fluores-

zenzverlaufs IFl,S(t) der Mischung S ergibt, werden zwei für die Spezies A und B spezifi-

sche Korrelationsfunktionen erhalten. 

1 2 
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Abbildung 2-33 Simulierte FLCS Kurven für das Signal S, dass sich aus den beiden fluoreszenten Spezies A und B 

ergibt. 

In Abbildung 2-33 schwarz dargestellt ist die simulierte Autokorrelationsfunktion der 

GS(τ) der Mischung S. Nach Anwendung der Filterfunktionen ergibt sich nach Gleichung 

(2.39) 

 𝐺𝐴/𝐵(𝜏) = 𝒇𝐴/𝐵𝐺𝑆(𝜏) (2.47) 

die entsprechenden speziesspezifischen Autokorrelationsfunktionen GA(τ) (rot) und GB(τ) 

(grün). 

Bei der Simulation wurde angenommen, dass in einem Volumen von Veff = 0.13 fL mit 

NA = 1 Teilchen der Spezies A und NB = 0.5 Teilchen der Spezies B mit einem Diffusi-

onskoeffizienten D = 470 µm²/s angeregt werden. Normalerweise sollte die beobachtete 

Teilchenanzahl der Mischung NS = 1.5 betragen und nicht wie in obiger Abbildung 2-33 

zu erkennen NS,sim = 1.39. 
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Grund für diese Diskrepanz sind die anfangs erwähnten unterschiedlichen Quantenaus-

beuten der Fluorophore. Das führt laut Gleichung (2.38) zu der dort beschriebenen schein-

baren Gesamtteilchenzahl. Diese kann sich sehr stark von der echten Gesamtteilchenzahl 

unterscheiden. 

Da es sich um eine rein statistische Verfahrensweise handelt, wird die Separierung der 

Autokorrelationsfunktionen einer Mischung von Fluorophoren unterschiedlicher Lebens-

dauer umso besser, je mehr Photonen aufgesammelt und korreliert werden.[53,227] In einem 

normalen FCS bzw. FLCS Experiment werden jedoch in der Regel genügend Photonen 

detektiert, so dass die Separierung gut verläuft. Theoretische Rechnungen und Simulati-

onen konnten sogar zeigen[224], dass schon 5x103 Photonen ausreichen können um die 

Autokorrelationsfunktionen mit einem relativen Fehler von 10% bzgl. der Amplituden zu 

separieren.  

Einfacher als die Trennung von zwei (oder mehreren) Fluorophoren ist die Separierung 

des echten Fluoreszenzsignals von Detektorartefakten (Afterpulsing), Untergrund und pa-

rasitären Beiträgen zur Fluoreszenzintensität wie Ramanstreueung.[227] Die in Abbildung 

2-28 schwarz dargestellte ACF wurde durch ebendiese statistische Filterung erzeugt, in-

dem sie das wahre Fluoreszenzsignal von Afterpulsing, Ramanstreuung und Untergrund-

licht befreit. 

Die nach den oben aufgezeigten Prinzipien berechneten statistischen Filter sind nicht nur 

beschränkt auf die Zeitdomäne wie in der FLCS. Die Gruppe um Claus Seidel konnte 

einen allgemeineren Ansatz zeigen und die mathematischen und experimentellen Grund-

lagen für die filtered-FCS (fFCS)[54,224] legen. Dadurch lässt sich ein FCS Experiment um 

einen oder beliebig viele Kanäle erweitern und Fluorophore beispielsweise spektral oder 

nach ihrer Polarisation trennen. 
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2.4.2.2 Anwendungen und praktische Limitierungen 

Bei der FLCS handelt es sich noch um eine relativ junge Technik, deren Grundlagen im 

Jahre 2002 von Böhmer et al. gelegt wurden.[222] Mittlerweile konnte die Fähigkeit der 

FLCS, speziesspezifische ACF zu liefern in einer Vielzahl von Anwendungen unter Be-

weis gestellt werden: 

Padilla-Parra et al. konnten zeigen, dass die Verbindung von FLCS und Zwei-Farben-

FCCS die Interaktion von EGFP und mCherry markierten Proteinen in lebenden Zellen 

abbilden kann, ohne dass es einer zusätzlichen Korrektur von spektralen Crosstalk be-

darf.[228] Mit einem ähnlichen Ansatz konnten Chen et al. die Interaktion von EGFR und 

seinen Antagonisten in lebenden HEK293 Zellen charakterisieren und quantifizieren.[229] 

Mit Hilfe dieses Ansatzes war es Paredes et al. möglich, Einblicke in die Dynamik der 

Oligomerisierung der SH3-Domäne des Proteins α-Spectrin zu geben. Dieses steht mit 

der Bildung von Amyloid-Fibrillen im Zusammenhang.[230] 

Ein weiteres interessantes Beispiel für die Anwendung von FLCS ist die Aufklärung der 

von Spermin bzw. CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid) induzierten Faltung von zir-

kulärer und linearer DNA. Humpolíčková et al. markierten die DNA mit einem fluores-

zenten Farbstoff und konnten durch die Analyse der FLCS ACF und CCF zeigen, dass in 

Gegenwart von Spermin die Faltung der DNA in einem Schritt abläuft, wohingegen die 

CTAB induzierte Faltung graduell von statten geht.[225,231,232]  

Mit Hilfe der FLCS lassen sich auch Ratenkonstanten chemischer und photophysikali-

scher Prozesse bestimmen. I. Gregor und J. Enderlein konnten an Hand eines Cy5 mar-

kierten Streptavidin Komplexes zeigen, dass es prinzipiell möglich ist, die Ratenkonstan-

ten von Übergängen zwischen zwei fluoreszierenden Spezies mit gleichen Emissionsei-

genschaften aber unterschiedlichen Fluoreszenzlebensdauern zu bestimmen.[221] Ausge-

hend davon konnten Paredes et al. FLCS nutzen, um den Einfluss verschiedener Puffer-

systeme und Ionen auf die Ratenkonstanten des Protonentransfers im angeregten Zustand 

(ESPT) sowie im Grundzustand (GSPT) des Farbstoffes Tokyo Green II (TG-II) zu be-

stimmen.[233,234] Ghosh et al. konnten so mit Hilfe von FLCS die Ratenkonstanten der 

Interkonversion zweier fluoreszenter EGFP Spezies bestimmen.[235] 
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Die FLCS stellt eine mittlerweile sehr robuste Messmethode dar, welche mit nur wenig 

mehr experimentellem und analytischem Aufwand eine Vielzahl neuer Einblicke ge-

währt. Die Leichtigkeit, mit der typische Probleme und Artefakte der klassischen FCS 

und vor allem der Zwei-Farben-FCCS umgangen werden können, macht die FLCS zu 

einem mächtigen Werkzeug. Bei allen Vorteilen, welche die FLCS zwar bietet, unterliegt 

sie – wie jede experimentelle Methode – einigen Limitierungen. Wie vorher schon einmal 

erwähnt reichen theoretisch eine recht geringe Anzahl von korrelierten Photo-

nen aus (ca. 5x103), um die ACFs genügend voneinander zu trennen. Auch dem mathe-

matischen Modell hinter der FLCS sind theoretisch keine Grenzen gesetzt, was die An-

zahl der Spezies, die separiert werden, oder was die Differenz in den Lebensdauern an-

geht.[53] In einem Experiment in der realen Welt kann dies allerdings nicht bewerkstelligt 

werden. Standardmäßig ist es eigentlich immer möglich. vier Komponenten voneinander 

zu trennen. Allein schon bei der Separierung zweier Farbstoffe, wie von Rüttinger et al. 

gezeigt[227], ist es trivial, eine Streukomponente und Untergrundkomponente von den ei-

gentlichen Signalen abzutrennen. Wie viele „echte“ Farbstoffsignale abgetrennt werden 

können und wie sehr sich diese in ihren Lebenszeiten unterscheiden müssen, lässt sich 

aber nicht pauschal beantworten und muss von Experiment zu Experiment separat geklärt 

werden. Ultimativ läuft die Trennung der Signale aber auf deren Qualität hinaus. Das 

bedeutet zum einen, je mehr Photonen zur Erzeugung der Filterfunktionen und zur Be-

rechnung der Korrelationsfunktionen herangezogen werden können und je kleiner das 

zeitliche Auflösungsvermögen des experimentellen Aufbaus, ist desto besser und genauer 

können die Spezies voneinander getrennt werden. Die eigentliche Limitierung der Me-

thode liegt also in der maximalen Anzahl an Photonen, dem zeitlichen Auflösungsvermö-

gen der elektronischen Komponenten und der Empfindlichkeit des Detektors. 
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2.5 Design des Sensors 

Bei dem Design des Sensors mussten verschiedene Gesichtspunkte betrachtet werden, um 

ein Molekül mit den gewünschten Eigenschaften zu schaffen: 

1. Geringes Molekulargewicht und damit einhergehender geringer hydrodyna-

mischer Radius. 

2. Eine KD im unteren pikomolaren Bereich bei physiologischen pH-Werten 

3. Eine ausreichende Wasserlöslichkeit, 

4. Ein hoher spektraler Überlapp mit dem Absorptionsspektrum der Kupferspe-

zies, 

5. Ein möglichst inerter Farbstoff, der nicht in das Komplexbildungsgleichge-

wicht eingreift, hohe Fluoreszenzlebensdauern und eine hohe Photostabilität 

besitzt. 

6. Ein möglichst einfacher synthetischer Zugang. 

Aufgrund der ersten vier Punkte wurde als möglicher Ligandenkandidat das Tetrapeptid 

DAHK identifiziert. DAHK entstammt dem N-Terminus des Humanalbumin (HSA)[236] 

und entspricht dem sogenannten ATCUN- (Amino Terminal Copper and Nickel) Motiv, 

welches kurze Tri- bzw. Tetrapeptide nach der Sequenz xxHx beschreibt. Das Peptid 

DAHK zeigt aufgrund seiner zwei Carbonsäurefunktionen an der Asparaginsäure des N-

Terminus und am C-Terminus eine gute Wasserlöslichkeit. Seine konditionelle Dissozi-

ationskonstante beträgt cKD = 26±4 fM ((logKD ,= -13.59±0.15). Sie ist damit extrem nied-

rig und wurde in verschiedenen Studien bestimmt.[237] Die Betrachtung der Kristallstruk-

tur und der NMR-Daten zeigt, dass sich ein quadratisch-planarer Kupferkomplex bildet, 

an dessen Bindung der N-Terminus, die Amidbindungen zwischen DA und AH sowie 

einem Stickstoff des Imidazol-Heterozyklus des Histidins beteiligt sind (s. nachfolgende 

Abbildung).[238] 
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Abbildung 2-34 Röntgenkristallstruktur des DAHK-Cu-Komplexes nach Hureau et al.[238] 

Aufgrund des Jahn-Teller-Effekts des Kupfer(II)-Kations, der räumlichen Vorkonfigura-

tion des Peptids und des makrozyklischen Effekts bildet das Peptid mit Kupfer wesentlich 

stabilere Komplexe als mit anderen zweiwertigen Metallen. Die spektroskopischen Ei-

genschaften lassen sich bereits aus den in Abschnitt 2.2.3.1 beschriebenen Prinzipien und 

dem dort vorgestellten Inkrementsystem abschätzen. Konkret für den vorliegenden Fall 

von DAHK bedeutet dies: 

 

𝜆𝑚𝑎𝑥 ± ∆𝜆 = 1000∑ 𝑖𝑣̃4𝑖=1 ± 10⁡𝑛𝑚
= 10000.450 + 2 ∙ 0.495 + 0.427 ± 10⁡𝑛𝑚 

= 536 ± 10⁡𝑛𝑚 

(2.48) 

Verglichen mit den in Abschnitt 4.1.3 gezeigten Spektren des DAHK-Cu-Komplexes mit 

einem Absorptionsmaximum bei 525 nm ist die Vorhersage im Rahmen des Fehlers sehr 

genau. 

Ein weiterer sehr praktischer Aspekt des DAHK ist, dass die freie Aminofunktion des 

Lysins nicht an der Komplexbildung teilnimmt. Das heißt, es bietet sich hier ein einfacher 

synthetischer Zugang an, über simple Amid-Kupplungen einen passenden Farbstoff ein-

zuführen, der räumlich nahe am Metallzentrum ist. 
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Als besagter Farbstoff wurde ein Tetramethylbodipy-Farbstoff (BODIPY) gewählt. 

BODIPY-Farbstoffe sind allgemein leicht synthetisch zugänglich, lassen sich einfach mo-

difizieren[239–241], zeigen langen Fluoreszenzlebensdauern[240,242], hohe Photostabilitä-

ten[243] und hohe Quantenausbeuten.[244] Die Emissionseigeschaften des Bodipy-Farbstof-

fes passen sehr gut zu den Absorptionseigenschaften des DAHK-Cu- Komplexes, so dass 

eine hohe FRET-Effizienz und damit eine große Abnahme der Fluoreszenzlebensdauer 

des Farbstoff-Peptid-Metall-Komplexes erwartet wird. Nachfolgende Abbildung zeigt 

die vorgeschlagene Struktur des Komplexes. Aufgrund des FRETs sollte die Fluoreszenz-

lebensdauer des Komplexes im Vergleich zur apo-Form herabgesetzt sein.  

 

Abbildung 2-35 Vorgeschlagene Struktur des BODIPY-DAHK-Cu-Komplexes und Weg der Energieübertragung 

durch FRET. 

Der Identifikation und dem Einsatz von DAHK als möglicher Sensor-Kandidat vorraus-

gehend standen interne Versuche mit Fluoreszein markiertem β-Amyloid (Aβ42) und ver-

schiedenen Kupfer(II)-Koordinationskomplexen, welche mit einem BODIPY-Farbstoff 

markiert waren. Aufgrund der erhaltenen Befunde wurden diese Ansätze allerdings nicht 

weiterverfolgt. So konnte beobachtet werden, dass die Fluoreszenzlebensdauer der mar-

kierten Aβ42 in Gegenwart von Cu2+-Kationen zwar sinkt, die Löslichkeit der Komplexe 

und auch des Komplexbildners aber ebenfalls sinkt. Grund dafür sind wohl in der Fähig-

keit von Aβ42 Oligomere zu bilden zu suchen. 

Ein Tetramethylbodipy-Farbstoff wurde an verschiedene Liganden angebracht. So wur-

den die in Abbildung 2-36 gezeigten vier potentiellen Sondenmoleküle synthetisiert. Ob-

wohl alle Liganden in Gegenwart von Kupfer(II) eine Abnahme der Fluoreszenzintensi-

täten und Fluoreszenzlebensdauern zeigten, verfügten sie jedoch teilweise über schlechte 

Löslichkeiten in wässriger Umgebung, zu geringe Dissoziationskonstanten und waren 

teilweise nicht selektiv gegenüber Kupfer(II)-Kationen. 
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Abbildung 2-36 Vier potentielle Sondenmoleküle für Kupfer(II)-Kationen. 
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3 Material und Methoden 

Alle im nachfolgenden verwendeten Chemikalien, Lösemittel und Puffer wurden von 

Sigma-Aldrich Deutschland GmbH in den höchsten verfügbaren Reinheiten bezogen. Das 

Fmoc-geschützte Tetrapeptid Fmoc-DAHK wurde von GeneCust Europe kundenspezi-

fisch über Festphasenpeptidsynthese in einer Reinheit >98% synthetisiert. Lösemittel 

wurden, soweit nicht anders beschrieben, ohne weitere Behandlung verwendet.  

Zur Herstellung der 1 mM Metallsalzstammlösungen wurden die entsprechenden leicht-

löslischen Metallsalze in HPCE-grade Wasser gelöst. 

NMR-Spektren wurden, sofern nicht anders spezifiziert, mit einem 400 MHz Bruker Bi-

oSpin Avance 2 NMR-Spektrometer unter Verwendung von Standardpulssequenzen auf-

genommen und mit Hilfe der Software MNova (MestReLabs) ausgewertet. Chemische 

Verschiebungen sind in ppm angegeben und die Spektren auf die Verschiebung des je-

weiligen deuterierten Lösemittels[245] kalibriert. Sonstige typische Verunreinigungen 

durch Lösemittel oder Schlifffett wurden identifiziert[245,246] und mit Hilfe der Software 

aus der Spektren-Analyse ausgeschlossen. 

Allgemeine Datenanpassung und Modellierung wurde m. H. von Maple 2017 (Maplesoft) 

und OriginPro 2016G 64bit (OriginLab Corp.) sowie selbstgeschriebenen Fit-Modellen 

durchgeführt. Bei speziellen Simulationen wird an dieser Stelle auf das Programm ver-

wiesen. 
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3.1 Spektroskopische Methoden 

3.1.1 Stationäre Spektroskopie 

Absorptionsspektren wurden mit einem Jasco V650 (Jasco Deutschland) Zweistrahlpho-

tometer zwischen 900-200 nm, einem Abtastintervall von 1 nm und einer Spaltbreite von 

5 nm aufgenommen. Fluoreszenzspektren wurden mit Hilfe eines Jasco FP-6500 und ei-

nem Abtastintervall von 1 nm aufgenommen. Spaltbreiten wurden von Probe zu Probe 

angepasst, um ein möglichst gutes Signal-zu-Rausch Verhältnis zu erhalten.  

Quantenausbeuten wurden mit einem Hamamatsu Quantaurus-QY (Hamamatsu Deutsch-

land) aufgenommen. Dieses nutzt eine Ulbricht Kugel, um absolute Quantenausbeuten 

ohne Referenzmessungen zu ermitteln.[247]  

3.1.2 Zeitaufgelöste Spektroskopie 

Alle zeitaufgelösten Experimente wurden entweder auf selbstentworfenen und zusam-

mengestellten Aufbauten oder kommerziell erhältlichen Systemen durchgeführt. Diese 

werden unten näher beschrieben. Steuerung und Analyse der Experimente wurden durch 

die SymphoTime 64 Software (PicoQuant GmbH, Deutschland) übernommen.  

Mit dem verwendeten Aufbau können mehrere unterschiedliche Experimente realisiert 

werden. Allgemein können sowohl Fluoreszenzlebensdauern in einem TCSPC-Experi-

ment aufgenommen werden als auch mit Hilfe des inversen Mikroskops FLIM und FLCS-

Messungen durchgeführt werden. Durch Einbringen geeigneter Polarisationsfilter können 

auch leicht zeitaufgelöste Anisotropien gemessen werden.  

Probenanregung kann mit gepulsten Lasern unterschiedlicher Wellenlängen, Pulsbreite 

und Repetitionsfrequenz erfolgen. Soweit nicht anders angegeben, erfolgte die Anregung 

immer mit Hilfe eines 470 nm gepulsten Halbleiterdiodenlasers der Firma PicoQuant 

GmbH (LDH-P-C-470B) bei 20 MHz Repetitionsrate getrieben und synchronisiert von 

einem PDL-808 Sepia (PicoQuant GmbH) Lasertreiber. Der Laser wird über eine polari-

sationserhaltende TEM00-Single-Mode Faser und einen justierbaren Kollimator (CFC-

5X-A, ThorLabs GmbH) in den Aufbau eingebracht. Der Strahldurchmesser hinter dem 

Kollimator beträgt ca. 2.2 mm. Nach der Umlenkung durch mehrere Spiegel durchtritt 
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der Strahl ein Neutraldichtefilter zur Anpassung der Laserintensität. Gerade bei den ge-

pulsten Halbleiterlasern der LDH-Serie ist es wichtig, dass der Laser nahe der Laser-

schwelle betrieben wird und, wenn möglich, die Intensität des Lasers nur über Neutral-

dichtefilter eingestellt wird. Jede Änderung der Intensität am Lasertreiber hat zur Folge, 

dass sich die Pulsbreite, Pulsform und damit die Form IRF verändert. Dies kann zu Feh-

lern im Rekonvolutionsalgorithmus beim Auswerten führen.  

Nach dem ND-Filter wird der Laserstrahl durch einen kinematischen Spiegel (KS) ent-

weder in das TCSPC-Experiment oder in das FLCS/FLIM-Experiment geleitet. 

Im TCSCP-Experiment wird der Strahl mit Hilfe einer plankovexen Linse (f =  mm) in 

die Probe geleitet. Die dort entstehende Fluoreszenz wird von einer Linse kollimiert 

(f = 80 mm), passiert einen Bandpassfilter (AHF Analysentechnik) und einen Polarisati-

onsfilter (Jasco GmbH Deutschland), welcher auf die Magic Angle Bedingungen von 

54.7° eingestellt ist. Anschließend wird das gefilterte Emissionslicht auf eine SPAD 

(MPD-Series, Micro Photon Devices S.r.l) fokussiert und dort detektiert. 

 

Abbildung 3-1 Schematischer Aufbau der Experimente. 

Befindet sich der kinematische Spiegel(KS) nicht im Strahlengang, wird der Laserstrahl 

durch einen 3x Strahlaufweiter (ThorLabs GmbH) geführt und tritt über ein Periskop in 
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das inverse Mikroskop (M, Axiovert 200, Zeiss) ein. Die Strahlaufweitung des Lasers ist 

notwendig, um das fast vollständige ausfüllen der rückwärtigen Objektivapertur zu ge-

währleisten. Dadurch kann ein fast Gauß’sches Anregungsvolumen erzeugt werden (s. 

Abschnitt 2.4.1.4 und Hess et al.[198]).  

Der aufgeweitete Strahl wird über einen dichroitischen Spiegel (z405/470rpc XT, AHF 

Analysentechnik) in die rückwärtige Apertur des Objektivs (C-Apochromat 63x/1.2 NA 

Wasser bzw. C-Apochromat 40x/1.2 NA Wasser, Zeiss) geleitet und in der Probe fokus-

siert. Zur Probenhalterung werden dicke-korrigierte (170±5 µm) Boro-Silicat Deckgläser 

(Hecht Assistent) verwendet. Beide Objektive verfügen über einen Korrektionskragen, 

um eventuelle Deckglasunregelmäßigkeiten auszugleichen. Für die Abrasterung der 

Probe zur Erzeugung von FLIM-Bildern steht ein X-Y-Piezo Tisch (PI-733.2CL, Physik 

Instrumente) zur Verfügung. Dieser wird über einen entsprechenden Treiber (Digital 

Piezo Controller E-710, Physik Instrumente) angesteuert. Die in der Probe entstandene 

Fluoreszenz wird vom gleichen Objektiv wieder aufgesammelt (epi-Fluoreszenzmikro-

skopie) und passiert den dichroitischen Spiegel. Eine Tubuslinse (f = 164,7 mm) fokus-

siert das Emissionslicht auf ein rundes, in x-, y-, z-Richtung translatorisch justierbares, 

50 µm Pinhole (Newport Deutschland), wird von einer plankovexen Linse (f = 80mm) 

kollimiert durch einen geeigneten Bandpassfilter (AHF Analysentechnik) geleitet und 

von einer weiteren plankonvexen Linse (f = 80 mm) auf den SPAD-Detektor (SPCM-

AQR-14, Perkin Elmer Optoelektronik) fokussiert.  

Die Signalweitergabe der Detektoren geschieht über RG 223 Koaxialkabel im Falle des 

MPD-SPADs und über ein BNC-Kabel im Falle des SPCM-SPADs. Die Signale werden 

von der TCSPC-Zähleinheit (Picoharp 300, PicoQuant GmbH) registriert und nach einem 

FIFO(First In First Out)-Prozess aufgezeichnet. Bei letzterem Detektor ist darauf zu ach-

ten, dass zwischen Detektor und TCPSC-Modul ein Inverter-Attenuator-Modul (SIA400, 

PicoQuant GmbH) eingebaut ist. Dieser dient dazu, die TTL Pulse des SPCM-SPAD-

Detektors in von der Picoharp 300 verwertbare NIM-Pulse umzuwandeln. 

Zur Synchronisation der Anregungspulse mit den TCSPC-Zeitkanälen wird eine elektro-

nische Delayline (PSD-MOD, Micro Photon Device S.r.l.) verwendet. Die Experimente 
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und Geräte werden von der SymphoTime 64 Software kontrolliert. Die Picoharp 300 ope-

riert bei jedem Experiment im t3-Modus, um die Ankunftszeiten einzelner Photonen so-

wie die globalen Zeiten der Photonen zu registrieren.  

Einige der FLCS Messungen wurden zudem auf einem Konfokalen-Laser-Scanning-Mik-

roskop der Firma Olympus (Olympus IX83 CLSM) durchgeführt. Der prinzipielle Auf-

bau entspricht dem oben beschriebenen, die Proben wurden hier jedoch mit einem ge-

pulsten Laser bei 485 nm (LDH-D-C-485, PicoQuant GmbH) angeregt, sowie die Daten 

mit einer TimeHarp 260 (PicoQuant GmbH) aufgenommen. 
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3.1.2.1 Charakterisierung der IRF 

Die Instrumente Antwortfunktion – IRF wurde für die beiden verwendeten Detektortypen 

mit Hilfe der in Abschnitt 2.3.2 beschriebenen Iodid-Methode durchgeführt. Die Anre-

gung fand bei 470 nm, einer Repetitionsrate von 20 MHz und einer durchschnittlichen 

Laserleistung von P = 40 µW statt. Im Detektionsstrahlengang stand ein 525/50 nm Band-

passfilter zur Abtrennung des Fluoreszenssignals vom Lasersignal. Die erhaltenen IRF 

sind in Abbildung 3-2 dargestellt. Zur Bestimmung der zeitlichen Breit der IRF wurden 

diese mit einer Gaußfunktion angepasst und die FWHM bestimmt. Die Ergebnisse sind 

in Tabelle 3-1 wiedergegeben. 
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Abbildung 3-2 Ermittelte IRF (schwarz) sowie Anpassung durch eine Gaußfunktion (rot) für die beiden Detektoren a) 

MPF-Series b) SPCM-AQR-14 
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Tabelle 3-1 Zeitliche Breite der gemessenen IRF 

Detektor IRF FWHM /ps 

SPCM-AQR-14 695 

MPD-Series 540 

 

3.1.2.2 Charakterisierung des Anregungs- und Detektionsvolumens 

Das von einem optimal justierten Set-Up erzeugte Anregungsvolumen ist als Intensitäts-

verlauf in Abbildung 3-4 gezeigt. Die Simulationen wurden mit Hilfe des frei verfügbaren 

Programmes PSFLab von Nasse und Wöhl durchgeführt.[248] Das Programm nutzt zur 

Berechnung des Intensitätsverlaufs im Probenvolumen die experimentellen Parameter 

des Aufbaus. Diese sind in Tabelle 3-2 wiedergegeben. 

Tabelle 3-2 Experimentelle Parameter zur Simulation des Anregungsvolumens 

Parameter Wert 

Laserwellenlänge λ / nm 470 

Numerische Apertur NA 1.2 

Dicke Deckglas d / µm 170±5 

Brechungsindex Probe nProbe / 1 1.33 

Brechungsindex Immersionsflüssigkeit nIm / 1 1.33 

Brechungsindex Decklas nDg / 1 1.52 

β 1.68 

Wie bereits in Abschnitt 2.4.1.4 erklärt, handelt es sich bei dem Faktor β um die soge-

nannte underfilling fraction. Sie wird berechnet aus dem Verhältnis von Laserstrahlradius 

zu dem Radius der rückwärtigen Apertur des verwendeten Objektivs.  

 𝛽 = 𝑟𝑂𝑏𝑗𝑒𝑘𝑡𝑖𝑣𝑟𝐿𝑎𝑠𝑒𝑟  (3.1) 
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Zur Berechnung von β wurde der Strahldurchmesser vor Eintritt in das Objekt mit Hilfe 

einer beweglichen Schneide ausgemessen.[249] Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-3 dar-

gestellt.
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Abbildung 3-3 Bestimmung des Laserstrahldurchmessers mit Hilfe einer beweglichen Schneide. 

Mit dem Radius der rückwärtigen Apertur rObjektiv = 3.5 mm ergibt sich β = 1.68. 
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Abbildung 3-4 Simulation des Anregungsvolumens erzeugt von einem Laser mit einer Wellenlänge λ = 470 nm, fo-

kussiert durch ein Zeiss C-Apochromat 63x/1.2 NA Wasserimmersionsobjektiv. Teil a) zeigt das Laserintensitätsprofil 

in axialer Ausdehnung entlang der z-Achse, b) zeigt das Intensitätsprofil in der x,y-Ebene. Für die Berechnung wurde 

ein β = 1.68 angenommen. Die Simulationen wurden mit dem frei verfügbaren Programm PSFLab, entwickelt von 

Nasse und Wöhl, durchgeführt.[248] 

Interessant ist der Vergleich der Anregungsprofile aus Abbildung 3-4 und Abbildung 

2-23. Wie bereits in Abschnitt 2.4.1.2 handelt es sich bei der Beschreibung des Intensi-

tätsverlaufs durch eine Gaußfunktion bzw. Lorentzfunktion nur um eine Näherung. In 

obiger Abbildung ist eine deutlich stärkere Ausdehnung in axialer-Richtung zu erkennen. 

An dieser Stelle soll noch einmal auf die Arbeit von Hess und Webb verwiesen werden, 

die ausführlich das abweichende Verhalten zu der Näherung behandelt und unter welchen 

experimentellen Bedingungen diese gilt.[198] Die Ausdehnung und Größe des simulierten 

Anregungsvolume beträgt in x-Richtung 0.304 µm, in y-Richtung 0.341 µm und in z-

Richtung 0.849 µm. Daraus ergibt sich ein Anregungsvolumen von Vsim = 0.369 µm³ = 

0.369 fL. 

Um nun das reale effektive Detektionsvolumen Veff des Set-Ups zu messen, wurde das 

Experiment folgendermaßen kalibriert: 

a) b) 
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Eine ca. 1 nM Rhodamin 110 Lösung bei pH = 7.4 wurde auf ein Deckglas aufgebracht 

und mit 470 nm, einer Repetitionsrate von f = 20 MHz und einer durchschnittlichen Leis-

tung von P = 40 µW zur Fluoreszenz angeregt. Das abgestrahlte Fluoreszenzlicht wurde 

mit Hilfe des 525/50 nm Bandpassfilters vom Anregungslicht spektral getrennt und auf 

den Detektor geleitet. Die Kalibrierung erfolgte in abgewandelter Form zu dem von Kim 

et al. beschriebenen Protokoll.[197] In einem ersten Kalibrierschritt wurde durch Einstel-

lungen der Stellschrauben an Lochblende, Linsen und Detektor das Fluoreszenzsignal 

bzw. die Zählrate pro Molekül (cpm) maximiert. In einem zweiten Schritt wurden hinge-

gen der Anregungsstrahlengang optimiert, so dass sowohl die cpm maximiert als auch die 

in der online-Autokorrelationsanalyse angezeigte Diffusionszeit der ACF minimiert 

wurde. Beide Schritte wurden solange wiederholt bis keine Änderung der cpm nach oben 

und keine Änderung der Diffusionszeit nach unten erreicht werden konnte. Die Größe 

und Form des effektiven Detektionsvolumens Veff wurde mit Hilfe der Diffusions-

konstante von Rhodamin 110[250] D = 470 µm²s-1 und der Gleichungen (2.32)-(2.36) be-

stimmt (s. Abbildung 3-5).[251] Die Kalibrierung des Experimentes wurde an jedem Mess-

tag wiederholt und vor sowie nach jeder Messreihe verifiziert. 
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Abbildung 3-5 Kalibrier-ACF einer ca. 1 nM Rhodamin 110 Lösung (schwarz) sowie die Anpassungskurve (rot).  
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Die Ergebnisse finden sich in Tabelle 3-3 wieder. 

Tabelle 3-3 Abmessungen des effektiven Detektionsvolumen Veff. 

Parameter Wert 

ω0 / µm 0.218 

ωz / µm 0.976 

κ 4.468 

Veff / fL 0.259 

Verglichen mit den theoretisch ermittelten Werte aus der Simulation unterscheiden sich 

Anregungs- und Detektionsvolumen nur geringfügig; das verwendete Set-Up ist also nahe 

an seinem theoretischen Optimum. Das Detektionsvolumen ist kleiner als das theoreti-

sche Anregungsvolumen, da bei ersterem noch der Einfluss der Lochblende, die das ge-

samte Anregungsvolumen verkleinert, eine große Rolle spielt.  
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4 Experimentelles 

4.1 Synthese und Charakterisierung des Sensors 

 

Abbildung 4-1 Vorgeschlagenen Syntheseroute des Zielmoleküls DAHK-BDPY. 
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Ausgehend von der oben vorgeschlagenen Struktur wurde ein Bodipy-Aktivester zur 

Kopplung an das N-Terminal Fmoc-geschützte DAHK-Peptid gewählt. Als am einfachs-

ten synthetisch zugänglich und für die weiteren Reaktionen am idealsten hat sich ein 

NHS-Ester als Aktivester erwiesen. Versuche mit Pentafluorphenolestern ergaben in der 

Aufreinigung des Bodipy-Aktivesters schlechtere Ausbeuten und zeigten sich nicht sehr 

reaktionsfreudig bei der Kopplung mit dem Peptid.  

Das verwendete Peptid muss unbedingt am N-Terminus eine Schutzgruppe besitzen. Nur 

dadurch kann gewährleistet werden, dass die Kopplung des Farbstoffes selektiv am pri-

mären Amin der Lysinseitenkette angreift. Aus mehreren Gründen wurde eine Fmoc-

Schutzgruppe gewählt. Zum einen ist diese sehr leicht und schnell zu entschützen; sie ist 

zudem stabil gegenüber tertiären Aminen[252], wodurch sich die Kopplung des Farbstoffes 

in Gegenwart von DIPEA realisieren lässt, ohne dass die Fmoc-Schutzgruppe abgespalten 

wird. Zum anderen ist es die Standardschutzgruppe, die sich ohnehin durch die Festpha-

senpeptidsynthese bedingt am N-Terminus des Peptids befindet, was wiederum weitere 

Syntheseschritte erspart. 
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4.1.1 Synthese 

4.1.1.1 4-(4,4-Difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a,-diaza-s-indacene-8-yl)-

buttersäure 

 

 

Abbildung 4-2 Synthese des Bodipy-Farbstoffes. 

Der Tetramethylbodipy-Farbstoff 3 ist literaturbekannt und wurde gemäß dieser Vor-

schrift[239] synthetisiert. Die genaue Synthesevorschrift und Identifikation des Moleküls 

ist in Anhang A1.1 bzw. A.2.1 dargestellt.  

4.1.1.2 4-(4,4-Difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a,-diaza-s-indacene-8-yl)-

buttersäure-N-hydroxysuccinimid Ester 

 

 

Abbildung 4-3 Synthese des Bodipy-Aktivesters. 
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Die Synthese des Bodipy-NHS-Esters 6 ist ebenfalls literaturbekannt und beschrie-

ben.[253] Die genaue Synthesevorschrift und Identifikation des Moleküls ist in Anhang 

A1.2 bzw. A.2.2 dargestellt. 

4.1.1.3 DAHK-BDPY - N2-aspartylalanylhistidyl-N6-(4-(5,5-difluoro-1,3,7,9-tetra-

methyl-5H-4l4,5l4-dipyrrolo[1,2-c:2',1'-f][1,3,2]diazaborinin-10-yl)bu-

tanoyl)lysine  

 

 

Abbildung 4-4 Synthese des Zielmoleküls DAHK-BDPY. 

Das Bodipy-NHS-Ester Edukt 6 (62.3 mg, 144 µmol) wird zusammen mit dem N-Termi-

nal Fmoc-geschützten Tetrapeptid DAHK (7, 66.6 mg, 96 µmol) in 2 mL THF gelöst. Zu 

der orangefarbenen Lösung werden 65 µL DIPEA (49.4 mg, 382 µmol) gegeben und die 

Lösung 24 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach 24 h wird das Lösemittel im Hochva-

kuum entfernt und der Rückstand in 2 mL einer 20 % Piperidin Lösung in DMF aufge-

nommen und für eine weitere Stunde bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösemittel wird 

erneut im Hochvakuum entfernt und der Rückstand mit Hilfe einer präperativen HPLC 

aufgereinigt. Es werden 7 mg (8.9 µmol, 9.3 % Ausbeute) des Bodipy gelabelten DAHK 



4 Experimentelles  87 

8 (im weiteren DAHK-BDPY) erhalten. Die genaue Prozedur der Aufreinigung und Cha-

rakterisierung des DAHK-BDPY ist Abschnitt 4.1.2 beschrieben. 

4.1.2 Aufreinigung und Strukturaufklärung  

Das Endpodukt DAHK-BDPY bedurfte einer aufwendigeren Reinigung und aufgrund der 

strukturellen Komplexität sowie der geringen Ausbeute einer umfassenderen und sensiti-

veren Strukturaufklärung als mit herkömmlichen MS und NMR Methoden. 

4.1.2.1 Präparative HPLC 

Die Aufreiningung des Endproduktes wurde in zwei Schritten auf einem Waters (Waters 

GmbH, Deutschland) präperativen HPLC Autopurifier System (APS) mit zwei verschie-

denen Säulen durchgeführt. Im ersten Schritt wurde das Gerät mit einer analytischen Phe-

nomenex (Phenomenex Ltd., Deutschland) Biphenyl 250x4.6 mm, 5 µm dp Säule zur Me-

thodenentwicklung bei 1.0 mL/min Flussgeschwindigkeit ausgstattet. Die präperative 

Trennung erfolgte auf einer Phenomenex Biphenyl 250x22 mm, 5 µm dp Säule bei 25 

mL/min Flussgeschwindigkeit. Beide Säulen verwendeten ein Laufmittel aus (A) H2O + 

0.1 % FA und (B) ACN + 0.1 % FA. Die Trennung erfolge durch Injektion einer 800 µL 

Probe und startet mit einer 1 min anhaltenden isokratischen Trennung bei 25 % B, gefolgt 

von einem linearen Gradienten auf 29 % B über 22 min und einem steilen Anstieg auf 95 

% B innerhalb 1 min, um auf einem 4 min Plateau zu enden, bevor zu den Ausgangskon-

zentrationen zur Reequibrilierung zurückgekehrt wurde. Das Fraktionensammeln wurde 

durch einen Massentrigger bei 786.4 bzw. 383.7 m/z (mit z=1 bzw. z=2) ausgelöst. Die 

gesammelten Fraktionen wurden lyophilisiert und der Rückstand in wenig DMSO zur 

weiteren Aufreinigung aufgenommen. Für den zweiten präperativen Schritt wurden die 

Biphenyl-Säulen durch zwei Phenomenex Gemini C18 Säulen der gleichen Ausmaße aus-

getauscht. Das Eluentensystem und die Flussraten wurden nicht verändert. Die Trennung 

erfolgte zunächst für 2 min isokratisch bei 19 % B bevor die Konzentration von B über 

einen Zeitraum von 20 min auf 27 % linear erhöht wurde. Nach dem ersten Gradienten 

wurde die Konzentration von B innerhalb von 1 min auf 95 % erhöht und bei dieser Kon-

zentration für 2 min gehalten, bevor die Säule bei den Ausgangsbedingungen reequilib-

riert wurde. Das reine Endprodukt wurde automatisch durch den oben genannten Mas-

sentrigger gesammelt und das Lösemittel entfernt. 
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4.1.2.2 NMR-Spektren 

NMR-Spektren wurden auf einem Bruker Ascend 700 MHz NMR-Spektrometer aufge-

nommen. Selbiges war mit einem 5 mm TXI Kryokopf zur Empfindlichkeitssteigerung 

ausgestattet. Aufgenommen wurden 1H, 13C, HSQC, HMBC, 1H-1H-COSY und TOCSY 

Spektren unter den Standard Pulsbedingungen in DMSO-d6. 

Mit Hilfe der oben genannten Spektren konnte die vorgeschlagene Struktur bestätigt wer-

den. Eine genaue Auflistung der chemischen Verschiebungen und der zugehörigen Kerne 

sind im Anhang A 1.3 dargestellt. 

Die Auswertung der chemischen Verschiebungen und Kern-Korrelationen erfolget soft-

waregestützt und bestätigt die vorhergesagte Struktur des DAHK-BDPY Moleküls. 

4.1.2.3 Hochauflösende Massenspektrometrie 

Alle LC-MS Messungen wurden auf einem Dionex Ultimate 3000 RSLC System, ausge-

stattet mit einer Waters BEH C18, 50x2.1 mm, 1.7 µm dp Säule, durchgeführt. Trennung 

einer 1 µL Probe wurde durch einen linearen Gradienten mit dem oben bereits beschrie-

benen Eleuenten bei einer Flussrate von 600 µL/min und 45°C durchgeführt. Anfangs 

wurde das Laufmittel 1 min isokratisch bei 5 % B gehalten, bevor innerhalb von 9 min 

der Eluent auf 95 % B erhöht wurde. Vor der Reequilibrierung bei den Ausgangsbedin-

gungen wurde die Konzentration 1.5 min bei 95 % B gehalten. UV-Spektren wurden von 

einem DAD zwischen 200 und 600 nm aufgenommen. Die Flussrate wurde auf 75µL/min 

reduziert, bevor die Probe über eine Apollo ESI Quelle in das solariX XR (7T) FT-ICR 

Massenspektrometer (Bruker Daltonics GmbH, Deutschland) eingeleitet wurde. Die ESI 

Quelle operierte bei 200°C und 4500 V bei einem Trocken-Gas Fluss von 4.0 L/min und 

einem Vernebler-Druck von 1.1 bar. Nachdem die dort erzeugten Ionen den Quadrupol 

mit einem low-cutoff bei 150 m/z passierten, wurden sie in der Kollisionszelle für 100 

ms gefangen und anschließend innerhalb 1.0 ms durch den Hexapol in die ICR Zelle 

transferiert. Gefangene Ionen wurden durch einen Frequenzsweep von 100 bis 1600 m/z 

angeregt und im Breitband Modus durch einen 489 ms Transienten detektiert.  

Nach der Aufreinigung der Probe zeigt das Chromatogramm (s. Abbildung 4-5) einen 

einzelnen Peak, der im UV-Spektrum bei ca. 480 nm detektiert wird. Hier liegt das Ab-

sorptionsmaximum des verwendeten BODIPY-Farbstoffes.  
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Neben der Hauptmasse des gewünschten Produktes bei m/z = 786.39140 für das Molekül 

mit einem 11B-Isotop lassen sich, durch die extrem hohe Auflösung des Spektrometers 

nicht nur das typische Bor-Isotopenmuster, sondern auch noch weitere Isotopenmuster 

wie z.B. 11B13C oder auch Stickstoff und Sauerstoff Isotopen erkennen. Alle experimen-

tell bestimmten Massen stimmen sehr gut mit den vorhergesagten und berechneten Mas-

sen überein und liefern neben dem NMR, ein weiteres Indiz, dafür, dass es sich bei der 

synthetisierten Struktur um das gewünschte Produkt DAHK-BDPY handelt. 
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Abbildung 4-5 Chromatogramm des aufgereinigten DAHK-BDPY. Die rote Spur gibt die UV-Detektion des DAD 

zwischen 200-600 nm wieder. Blau zeigt das Chromatogramm registriert durch das Massenspektrometer. Der rechte 

Einsatz zeigt das hochauflösende Massenspektrum des DAHK-BDPY-Zielmoleküls. Links sind die Struktur sowie die 

Hauptfragmente des DAHK-BDPY abgebildet. 
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Tabelle 4-1 Berechnete und Experimentell gefunden Massen und Zuordnung zu den Fragmenten aus Abbildung A. 11. 

 

Ein weiteres Indiz, dass es sich bei dem betrachteten Produkt um das gewünschte Ziel-
molekül handelt, ist das Fragmentierungsmuster des Stoffes. Die Ergebnisse und zugehö-
rigen Massen sind in  

Tabelle 4-1 wiedergegeben. Die dazugehörigen Strukturen und das Massenspektrum der 

Fragmentierung sind im Anhang A 2 zu finden. In einer ersten Fragmentierung wird, wie 

für BODIPYs typisch[254], Flusssäure HF abgespalten. Danach beginnt die Fragmentie-

rung des Peptidrückgrats des Moleküls. Jede Aminosäure wird ihrer Reihe nach vom N-

Terminus beginnend abgespalten und so das gesamte Molekül sequenziert. In den zwei 

letzten Fragmentierungen wird schließlich Ameisensäure und Ammoniak abgespalten. 

Das Muster der Fragmentierung stimmt mit der vorhergesagten Struktur und den NMR-

Experimenten überein. Es kann nun unter Berücksichtigung der UV-Spektren, der NMR-

Daten, der hochauflösenden Massen und der Peptidfragmente zweifelsfrei die Aussage 

getroffen werden, dass es sich bei dem synthetisierten Molekül um das gewünschte Pro-

dukt DAHK-BDPY handelt. 

  

Calc. m/z 
11

B Calc. Δfrag. m/z Exp m/z 
11

B Exp. ΔFrag. m/z Δ m/z / ppm Fragment Typ

DAHK-BDPY 786.39162 786.39140 0.02

Δ 20.00623 20.006170 HF

HF-Abspaltung 766.38539 766.38523 0.02

Δ 115.02694 115.027160 Asparaginsäure

Frag. A 651.35845 651.35807 0.04

Δ 71.03711 71.037220 Alanin

Frag. B 580.32134 580.32085 0.05

Δ 137.05891 137.059000 Histidin

Frag. C 443.26243 443.26185 0.06

Δ 46.00548 46.005480 Ameisensäure

Frag. D 397.25695 397.25637 0.06

Δ 17.02655 17.026550 Ammoniak

NH3-Abspaltung 380.23040 380.22982 0.06
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4.1.3 Spektroskopische Eigenschaften des DAHK-BDPY  

Alle im nachfolgenden behandelten spektroskopischen Eigenschaften wurden, soweit 

nicht anders spezifiziert, in PBS-Puffer bei pH = 7.413 und einer Ionenstärke von 

I = 154 mM NaCl aufgenommen. 
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Abbildung 4-6 Normiertes Absorptionsspektrum (schwarz) und Emissionsspektrum (rot, Anregungswellenlänge 

λmax= 470 nm) des DAHK-BDPY-Sensors Gemessen in PBS-Puffer (pH = 7.413, I = 154 mM NaCl) 

In Abbildung 4-6 ist das normierte Absorptions- bzw. Emissionsspektrum des DAHK-

BDPY–Moleküls gezeigt. Das Hauptmaximum der Absorption liegt bei 495 nm mit ei-

nem molekularen Extinktionskoeffizieten von ε495 nm = 85000 L mol-1 cm-1. Neben dem 

Hauptmaximum weist das Absorptionsspektrum ein Nebenmaximum bei 465 nm auf. 

Unterhalb von 400 nm findet die elektronische Anregung des BODIPY-Farbstoffes in den 

zweiten angeregten elektronischen Zustand S2 statt. Noch weiter im blauen verschoben, 

ab ca. 300 nm, absorbiert die Histidin-Seitenkette des Moleküls. Das Emissionsmaximum 

des Moleküls liegt bei 507 nm. Daraus resultiert eine für BODIPYs typische Stokes-Ver-

schiebung von 12 nm. 
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Abbildung 4-7 Monoexponentieller Zerfall der Fluoreszenz von DAHK-BDPY (schwarz), sowie IRF (rot) in PBS-Puf-

fer (pH = 7.413, I = 154 mM NaCl). 

Die mit dem Quantaurus-QY bestimmte Quantenausbeute des Moleküls wurde mit 

Φ = 75±2% bestimmt. Die im TCSPC-Experiment aufgezeichnete Zerfallskurve (s. Ab-

bildung 4-7) zeigt eine monoexponentielle Abnahme der Fluoreszenz mit einer Fluores-

zenzlebensdauer von τFl = 5.76±0.01 ns.  
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Abbildung 4-8 Verhalten von DAHK-BDPY gegenüber Änderungen des pH-Wertes a) der durchschnittlichen Fluo-

reszenzlebensdauer b) der normierten Absorption (schwarz, λ = 495 nm) bzw. der normierten Fluoreszenzintensität 

(rot, λ = 507 nm). 

Der Sensor zeigt eine gute Stabilität in seinen spektroskopischen Eigenschaften gegen-

über der Änderung des pH-Wertes ( gezeigt in Abbildung 4-8). Die Lebensdauer ändert 

sich über einen weiten pH-Bereich nur sehr geringfügig, erst ab einem pH = 13 nimmt 

die Lebensdauer drastisch ab. Dies resultiert in einer Fluoreszenzlebensdauer von 

τFl = 3.06±0.01 ns. Auffällig ist, dass bei pH = 13 auch die Emissionsintensität abnimmt, 

aber die Absorption hier ein Maximum aufweist. Das heißt, dass bei hohen Hydroxidio-

nen-Konzentrationen zwar der Extinktionskoeffizient des Moleküls ansteigt, aber auf der 

anderen Seite ein neuer Relaxationskanal geöffnet wird, der den S1-Zustand des Moleküls 

depopuliert und somit die Quantenausbeute verringert. Dadurch nimmt sowohl die Fluo-

reszenzintensität als auch die Fluoreszenzlebensdauer ab.  
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Tabelle 4-2 Zusammenfassung der Spektroskopische Eigenschaften des DAHK-BDPY Sensors. Gemessen in 

PBS-Puffer (pH = 7.413, I = 154 mM NaCl). 

Absorptionsmaximum λmax / nm 495 

Extinktionskoeffizient ε495 nm / L mol-1 cm-1 85000±7820a) 

Emissionsmaximum IFl;max / nm 507 

Quantenausbeute Φ / 1 0.75 ± 0.02 

Fluoreszenzlebensdauer τFl / ns 5.76 ± 0.19a) 

a) hier handelt es sich um die Mittelwerte über alle pH-Werte 

Aus der Betrachtung der spektroskopischen Eigenschaften lässt sich schließen, dass diese 

fast ausschließlich von den Eigenschaften des BODIPY-Farbstoffes geprägt sind und da-

mit sehr gut für die weiteren Experimente geeignet sind. 
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4.2 Das Verhalten des DAHK-BDPY gegenüber Metall-Katio-

nen insbesondere gegenüber Cu2+ 

4.2.1 Das Molekül DAHK-BDPY in Gegenwart von Metallkationen 

Das Verhalten der Fluoreszenzemission des DAHK-BDPY gegenüber verschiedener Ka-

tionen der Übergangsmetalle wurde in einem Screening-Verfahren überprüft. Dazu wurde 

der Sensor in 1 µM Konzentration in PBS-Puffer (pH = 7.413, I = 154 mM NaCl) vorge-

legt, bei 470 nm zur Fluoreszenz angeregt und die Emissionsintensität bei 507 nm aufge-

zeichnet.
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Abbildung 4-9 Verhalten des DAHK-BDPY gegenüber verschiedener Kationen der Übergangsmetalle. Grau: 

DAHK-BDPY 1 eq und 10 eq des Mx+-Kations in PBS-Puffer pH = 7.413. Rot: DAHK-BDPY 1 eq und 10 eq des Mx+-

Kations in PBS-Puffer pH = 7.413 sowie zusätzlich 1 eq Cu2+. 

In einem ersten Experiment wurden die in Abbildung 4-9 genannten Metallkationen in 

zehnfachem Überschuss zu dem DAHK-BDPY Sensor gegeben und 2 h bei Raumtempe-

ratur gerührt, um dem System Zeit zu geben das Gleichgewicht zu erreichen. 
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Im Rahmen der Messgenauigkeit, ist eine signifikante Fluoreszenzabnahme nur in Ge-

genwart von Nickel(II) bzw. Kupfer(II)-Kationen zu erkennen. Bei Anwesenheit von 

Cu2+- Kationen reduziert sich die Fluoreszenzintensität um 93±5%. Dies geschieht sogar, 

wenn andere Metallkationen in zehnfachem Überschuss in der Lösung vorhanden sind 

(Abbildung 4-9 rote Balken). Wird den Nickel- und Kupfer-Lösungen EDTA in zehnfa-

chem Überschuss (100 µM) zugegeben, so steigt die Fluoreszenz wieder bis auf 82±4% 

(im Falle des Kupfers) bzw. 92±4% (im Falle des Nickels), des ursprünglichen Wertes 

an. Grund für die nichtvollständige Wiederherstellung der Fluoreszenzintensität sind in 

der sehr hohen Affinitäten des DAHK-Rückgrats gegenüber Kupfer bzw. Nickel zu su-

chen. 

Zur Überprüfung der Selektivität des Sensors für Kupfer gegenüber anderen Metallkati-

onen wurden den zuvor vermessenen Lösungen je 1 eq Cu2+-Kationen zugegeben und die 

Konzentration der anderen Kationen auf 100 µM erhöht. Wie obiger Abbildung zu ent-

nehmen, fällt nun in jeder Probelösung die Fluoreszenz drastisch um teilweise mehr als 

90 % ab. Daraus lässt sich folgen, dass der Sensor eine hohe Selektivität gegenüber Kup-

fer zeigt.  

Die Tatsache, dass auch in Gegenwart von Nickel die Fluoreszenz sinkt, ist nicht weiter 

verwunderlich. Die Basis des Sensors ist das schon in Kapitel 2.5 beschriebene ATCUN-

Motiv. Der DAHK-BDPY bindet also auch an Nickel in einem oktaedrischen Komplex 

und spaltet die d-Orbitale des Metallatoms soweit auf, dass es in der Lage ist, die Fluo-

reszenz des BODIPY-Farbstoffes durch FRET zu löschen. In nachfolgender Abbildung 

ist das Emissionsspektrum sowie das Absorptionsspektrum des DAHK-Ni2+-Komplexes 

gezeigt. Auch hier ist eine Überlappung der beiden Spektren zu erkennen.  
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Abbildung 4-10 Absorptionsspektrum des DAHK-Ni2+-Komplexes (schwarz) sowie Emissionsspektrum von DAHK-

BDPY (rot). 

Die Tatsache, dass auch Nickel gebunden wird und eventuell bei der Quantifizierung der 

Kupfer(II)-Ionen stören könnte, ist allerdings nicht gegeben. Wie in Kapitel 2.5 schon 

erwähnt, bildet das Tetrapeptid DAHK den N-Terminus des HSA. Dort bildet es die Bin-

dungsstelle für Kupfer- und Nickel-Kationen und zeigt gegenüber Nickel eine Bindungs-

konstante von etwa 150 nM[255] und ist damit etwa 105 mal schwächer als die Bindung 

gegenüber Kupfer. Sokolowska et. al.[256] führten Untersuchungen zu den Bindungsver-

hältnissen einer C-Terminal aminierten Version des DAHK durch. Sie bestimmten für die 

Komplexierung von Kupfer(II) und Nickel(II) die konditionellen Stabilitätskonstanten cK 

(pH = 7.4, I = 0.1 M KNO3) mit logcKCu = 13.8 und logcKNi = 8.7. Das bedeutet, dass 

DAHK-BDPY in Gegenwart von Kupfer und Nickel vor allem nur an Kupfer bindet. 
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4.2.2 Das Verhalten von DAHK-BDPY in Gegenwart von Cu2+-Katio-

nen 

Wie bereits im Screening-Test des vorhergehenden Abschnitts gesehen, nimmt die Fluo-

reszenz des DAHK-BDPY in Gegenwart von solvatisierten Cu2+-Ionen signifikant ab. Im 

Fluoreszenzemissionsspektrum (s. Abbildung 4-11) ist nach Zugabe von einem Äquiva-

lent Kupfersulfat eine Abnahme um 93 % auf 7 % der ursprünglichen Fluoreszenzinten-

sität zu erkennen. Dies würde einer Verringerung der Quantenausbeute von 75 % auf ca. 

5 % gleichkommen. Entsprechende experimentelle Messungen der Quantenausbeuten 

konnten diesen Wert mit 3±4 % bestätigen. Die großen Schwankungen in dieser Mess-

reihe resultieren aus dem sehr schlechten Signal-zu-Rausch-Verhältnis, welches durch 

die niedrige Konzentration des Farbstoffes und der geringen Quantenausbeute hervorge-

rufen wird. 
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Abbildung 4-11 Emissionsspektrum des Zielmoleküls (schwarz) in Gegenwart von einem Äquivalent Cu2+ (blau) in 

PBS-Puffer (pH = 7.413, I = 154 mM NaCl). 

Lebensdauermessungen (s. Abbildung 4-12) zeigen für den DAHK-BPDY in Anwesen-

heit von einem Equivalent Cu2+ einen biexponentiellen Zerfall mit einer amplitudenge-
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wichteten mittleren Lebensdauer2 von τav,amp = 0.72±0.01 ns. Diese setzt sich aus der lan-

gen Lebensdauerkomponente des apo-DAHK-BDPY mit τFl = 5.76±0.01 ns (A=6.5%) 

und der kurzen Lebensdauerkomponente des DAHK-BDPY-Cu-Komplexes mit τFl,Cu = 

0.41±0.01 ns (A=93.5%) zusammen. Die Abnahme in der Lebensdauer entspricht wieder 

in etwa 93 % und stimmt damit sehr gut mit den vorherigen Beobachtungen überein.  
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Abbildung 4-12 TCSPC-Histogramme des DAHK-BDPY (schwarz) in Anwesenheit von einem Equivalent Cu2+ (blau) 

sowie der IRF(rot). 

Natürlich könnte neben FRET noch klassische dynamische bzw. statische Fluoreszenzlö-

schung durch Kollisionen stattfinden. Da aber zum einen die größte Intensitätsabnahme 

bereits bei, für dynamische Fluoreszenzlöschung, moderaten Konzentrationen von einem 

Equivalent Kupfer(II)-Kationen stattfindet, kann diese Art der Fluoreszenzlöschung aus-

geschlossen werden. Zum andern wird die Fluoresenz nicht komplett gelöscht, was gegen 

statische Fluoreszenzlöschung spricht. Zusammen mit der Tatsache, dass das Emissions-

spektrum des BODIPY-Farbstoffes stark mit dem Absorptionsspektrum des Komplexes 

                                                 
2 Bei den meisten Experimenten bei denen bi- oder multiexponentielle Zerfälle untersucht werden, ist die 

Verwendung der amplitudengewichteten mittleren Fluoreszenzlebensdauer zu bevorzugen, da diese di-
rekt proportional zur Fluoreszenzintensität und damit zu der Messgröße aus der stationären Spektroskopie 
ist. Eine ausführliche Behandlung über die Verwendung der „richtigen“ mittleren Lebenszeiten findet 
sich bei Sillen et al.[292]  
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überlappt, ist ein weiterer Relaxationskanal für den S1-Zustand neben FRET eher unwahr-

scheinlich. In einem späteren Abschnitt dieser Arbeit wird das Lebensdauerverhalten des 

Sensors bei unterschiedlichen Kupfer(II)-Konzentrationen näher betrachtet; das dort ge-

zeigte konzentrationsabhängige Verhalten der Fluoreszenzlebensdauer ist im Einklang 

mit FRET als Löschmechanismus.[120] 

Die eben beschriebene starke Überlappung der Spektren ist unten in Abbildung 4-13 dar-

gestellt.  
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Abbildung 4-13 Das Emissionsspektrum des BODIPY-Farbstoffes (schwarz) liegt komplett innerhalb des Absorpti-

onsspektrums (blau) des DAHK-Kupferkomplexes. 

Aus diesem Diagramm lässt sich nach Gleichung (2.10) und (2.12) aus dem Überlap-

pungsintegral der Försterradius mit R0 = 22±1 Å bestimmen. Mit Hilfe des Försterradius 

und der Fluoreszenzlebensdauern lassen sich der Abstand zwischen Donor (BDPY-Farb-

stoff) und Akzeptor (Cu2+-Komplex) sowie die Effizienz des Energietransfers bestimmen.  
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Tabelle 4-3 Zusammenfassung der spektroskopischen Werte des apo-DAHK-BDPY und des DAHK-BDPY-Kupfer 

Komplexes. 

 apo +1 eq Cu2+ Δ / %  apo + 1 eq Cu2+ Δ / % 

λabs, max / nm 495 495/525  τFl / ns 5.65±0.01 0.41±0.01 93±0.2 

εabs, max / 103 M-1 cm-1 85±7.8 0.12[238]/85±7.8  R0 / Å  22±1  

λem, max / nm 507 507  EFRET / %  93±0.2  

norm IFl,max / 1 100 7 93 r / Å  14.3±0.6  

Φ / % 75±2 3±4 96±3     

4.2.2.1 pH-Abhängigkeit des Komplexes 

Erst ab einem pH > 6 kommt es zu einem signifikanten Energietransfer zwischen dem 

Farbstoff und dem Cu2+-Komplexes. In Abbildung 4-14 ist die mittlere Fluoreszenzle-

bensdauer τav, amp  (a)) bzw. die Emissionsintensität im Maximum IFl des DAHK-BDPY-

Cu2+-Komplexes in Abhängigkeit des pH-Wertes dargestellt. Sobald der pH > 6 wird, 

nimmt τav, amp sowie IFl schlagartig ab. Grund dafür ist mutmaßlich die Deprotonierung 

des Imidazol-Rings der Hisitidin-Seitenkette (pKs = 6.27)[237]. Sobald die Histidin-Sei-

tenkette nicht mehr protoniert und positiv geladen ist, kann sich der eigentliche Kupfer-

Komplex bilden.  
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Abbildung 4-14 Verhalten der Fluoreszenzlebensdauer a) und Fluoreszenzintensität b) des DAHK-BDPY-Cu2+ bei 

verschiedenen pH-Werten. Alle Messungen wurden bei einer Ionenstäre von I = 154mM NaCl bei RT durchgeführt. 

Zur Sicherstellung, dass keine konkurrierenden Komplexbildungen ablaufen, wurden bei der Messung die sog. Good’s 

Buffer verwendet.[257,258] 

Natürlich liegen auch schon bei pH-Werten unterhalb von pH = 6 Kupfer(II)-Komplexe 

vor; diese sind jedoch bei weitem nicht so stabil, noch zeigen sie eine genügend ausge-

prägte Ligandenfeldaufspaltung – und damit einhergehende für FRET geeigneten Ab-

sorptionsspektrum – wie der in Abbildung 2-35 abgebildete Komplex.  

Anschaulich lässt sich die hypsochrome Verschiebung des Spektrums mit steigendem pH-

Wert gut in Abbildung 4-15 beobachten. Ab einem pH von 6 (grün) bildet sich das Ab-

sorptionsmaximum bei 525 nM aus. Dieses Verhalten entspricht dem schon oft beschrie-

benen spektralen Verhalten von Kupfer-Peptid-Komplexen.[143]  
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Abbildung 4-15 Absorptionsspektren des DAHK-Kupfer(II)-Komplexes bei verschiedenen pH-Werten. 

Bei sehr hohen pH-Werten nimmt zwar der Extinktionskoeffizient des Komplexes zu, 

jedoch ändern sich die Fluoreszenzintensität und die Fluoreszenzlebensdauer des Kom-

plexes kaum.  

Die starke, durch die Stickstoffliganden induzierte, Aufspaltung der Energieniveaus des 

3d-Orbitals des Kupfers resultiert in einem hypsochromen Shift des Spektrums zu einem 

Absorptionsmaximum von 525 nm. Form und Maximum des Spektrums sowie die räum-

liche Nähe des BDPY-Farbstoffes zum Kupfer(II)-Kation sind der Grund für den sehr 

effektiven Energietransfer von 93 %. Der effiziente FRET führt dazu, dass ein neuer Re-

laxationskanal für den S1-Zustand des BDPY-Farbstoffes geöffnet wird das wiederum 

führt zu einer sehr starken Reduktion der Fluoreszenzlebensdauer sowie der Emissions-

intensität des DAHK-BPDY-Cu2+-Komplexes im Gegensatz zu seiner apo-Form. 
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4.2.2.2 Stöchiometrie des Komplexes 

Die von Hureau et al. bzw. Trapadize et al. aufgeklärte Komplexstruktur beschreibt einen 

DAHK-Cu Komplex mit einer 1:1 Stöchiometrie.[237,238] Die spektralen Eigenschaften 

weisen darauf hin, dass es sich bei dem hergestellten DAHK-BDPY-Cu2+-Komplex um 

eine sehr ähnliche Komplexstruktur handeln muss, da die Absorptionsspektren des Kom-

plex identisch sind. Um zu verifizieren, dass sich die Komplexstruktur durch das Einfüh-

ren einer zusätzlichen Amid-Bindung nicht verändert oder, dass sich Komplexe mit hö-

herer Stöchiometrie bilden wurde, ein Job-Plot erstellt (s. Abbildung 4-16).  
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Abbildung 4-16 Job-Plot des DAHK-BDPY-Cu2+ Komplexes. 

Die Auftragung zeigt ein eindeutiges Maximum bei einem Molenbruch von 0.5, was be-

deutet, dass auch hier eine 1:1 Stöchiometrie vorliegt.[259]  

 

 



4 Experimentelles  106 

4.2.3 Fluoreszenztitrationen 

Titrationen gehören zu den am weitest verbreiteten Techniken der Chemie. Mit ihrer Hilfe 

lassen sich Konzentrationen[260,261], Gleichgewichtskonstanten[262,263] und thermodynami-

sche Parameter[264–266] relativ einfach bestimmen.  

Zur Illustration des Titrationsprinzips soll im Nachfolgenden nur der einfachste Fall einer 

bimolekularen Reaktion betrachtet werden. Vor- oder nachgeschaltete Reaktionen kön-

nen den Komplexitätsgrad der Analyse einer Titration erheblich erschweren. Hier ist eine 

genaue Betrachtung der jeweiligen Reaktionen unter Berücksichtigung der Massenwir-

kungsgesetze und der totalen Massenbilanzen notwendig. 

Angenommen mit Hilfe eines Sensor S soll ein Analyt A bestimmt werden. Beide Spezies 

reagieren miteinander in einer bimolekularen Reaktion zu einem Komplex SA mit der 

Komplexbildungskonstante KA. 

 𝑆 + 𝐴 ⇌ 𝑆𝐴⁡𝑚𝑖𝑡⁡𝐾 = [𝑆𝐴][𝑆][𝐴] (4.1) 

Für den Sensor S kann nun ein Messwert X definiert werden, welcher proportional zu der 

Konzentration an S ist. 

 𝑋 ∝ [𝑆] (4.2) 

Durch Zugabe von A wird nun der Sensor S verbraucht und folglich ändert sich die Mess-

größe X. Durch Auftragung der Messgröße X gegen die Analytkonzentration A ergibt sich 

der klassische Titrationsverlauf.  
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Abbildung 4-17 Verhalten der Messgröße X gegenüber des steigenden Besetzungsgrades nach Gleichung (4.1). Für 

diese Reaktion wurde eine Komplexbildungskonstante von KA = 10 M-1 angenommen. In a) ist der Sättigungsverlauf 

dargestellt, aufgrund der hohen Gleichgewichtskonstante ist ein starker spontaner Anstieg bis zur Sättigung zu erken-

nen. Einen tieferen Einblick in den Titrationsverlauf bietet eine halblogarithmische Auftragung wie in b) dargestellt. 

Von Fall zu Fall bieten sich auch linearisierte Auftragungsarten wie z.b. Scatchard[267] oder Lineweaver-Burk-Plots[268] 

und viele weitere an.[269,270] 

Die wohl bekannteste Titrationsart ist die klassische Säure-Base-Titration zur Bestim-

mung von Konzentrationen und pks –Werten, bei der der pH-Wert als Messgröße X be-

nutzt wird. Weitere Titrationen basieren beispielsweise auf der Messung von elektroche-

mischen Potentialen[271], Änderungen in den optischen Eigenschaften[272,273], Änderung 

der chemischen Verschiebung von NMR-aktiven Kernen[274] oder der direkten Messung 

von Reaktionsenthalpien wie in der Isothermen Titrations Kalorimetrie (ITC).[266] 

In der vorliegenden Arbeit wird als Messgröße die Fluoreszenzintensität IFl, die mittlere 

Fluoreszenzlebensdauer τFl sowie direkt die Teilchenanzahl N, zugänglich durch FLCS, 

der Sensorspezies S zur Bestimmung der Dissoziationskonstante KD und damit zur Be-

stimmung der Analytkonzentration [A] angewendet. 
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4.2.3.1 Betrachtung des Massenwirkungsgesetzes 

Die Reaktion des DAHK-BDPY (im Nachfolgenden zur Vereinfachung L genannt) mit 

seinem Analyten, den in Lösung befindlichen freien Kupfer(II)-Kationen Cu2+
aq, bildet 

einen Komplex mit einer 1:1-Stöchiometrie (vgl Abschnitt4.2.2) . 

 𝐶𝑢𝑎𝑞2+ + 𝐿2− ⇌ 𝐶𝑢𝐿 (4.3) 

Bei Komplexbildungsreaktionen wird die Gleichgewichtskonstante K auch als Bindungs-

konstante KA bezeichnet. Ihr Inverses entspricht der Dissoziationskonstante KD und damit 

der Rückreaktion von Gleichung (4.3), also dem Zerfall des gebildeten Komplexes.3  

 𝐾 = 𝐾𝐴 = 𝐾𝐷−1 = [𝐶𝑢𝐿][𝐶𝑢𝑎𝑞2+][𝐿2−] (4.4) 

Bei der Betrachtung von Gleichgewichtsreaktionen ist es wichtig, zwischen den freien 

und Gesamtkonzentrationen der einzelnen Spezies zu unterscheiden. Als „frei“ werden 

alle Spezies bezeichnet, die nicht durch andere Moleküle, außer durch das Lösemittel, 

komplexiert sind. In diesem Fall also [𝐶𝑢𝑎𝑞2+] und [𝐿2−]. Mit dieser Unterscheidung ergibt 

sich für die Massenbilanzen von Kupfer und dem Ligand folgender Zusammenhang. 

 [𝐶𝑢𝑔𝑒𝑠2+ ] = [𝐶𝑢𝑎𝑞2+] + [𝐶𝑢𝐿] (4.5) 

 [𝐿𝑔𝑒𝑠] = [𝐿2−] + [𝐶𝑢𝐿] (4.6) 

                                                 
 3 Streng genommen gilt die nach Gleichung (4.4) definierte Dissoziationskonstante nur in der Gasphase. 

In wässrigen Systemen spielen noch gekoppelte Protonierungsgleichgewichte eine große Rolle. Zu die-
sem Zweck wird im Weiteren von konditionellen Dissoziationskonstanten gesprochen, die durch folgende 
Gleichung definiert sind und die Protonierungsgleichgewichte berücksichtigen: 𝐾𝐷 = 𝐾𝐷 (∑ 10−𝑖𝑝𝐻+∑ 𝑝𝐾𝑎𝑗𝑖𝑗𝑛𝑖 )𝑐  Mit Hilfe von konditionellen Dissoziationskonstanten können auch 

leichter die Stabilitäten verschiedener Komplexe eines Metalls verglichen werden, solange sie unter glei-
chen pH-Bedingungen aufgenommen wurden. 
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Durch Zuhilfenahme von Gleichung (4.5) bzw. (4.6) kann das Massenwirkungsgesetz aus 

Gleichung (4.4) umgestellt werden zu untenstehender Gleichung (4.7), um die Abhängig-

keit des Systems von der freien Kupfer(II)-Konzentration darzustellen.  

 𝜃𝑏 = [𝐶𝑢𝐿][𝐿𝑔𝑒𝑠] = [𝐶𝑢𝑎𝑞2+]𝐾𝐷𝑐 + [𝐶𝑢𝑎𝑞2+] (4.7) 

Hier wurde die Größe 𝜃𝑏 als Besetzungsgrad eingeführt, diese Größe beschreibt den An-

teil der Spezies L2-, der im Komplex 𝐶𝑢𝐿 gebunden ist und hängt mit dem Anteil 𝜃𝑓 an 

freier Spezies L2- über Gleichung (4.8) zusammen. 

 𝜃𝑏 + 𝜃𝑓 = [𝐶𝑢𝐿][𝐿𝑔𝑒𝑠] + [𝐿2−][𝐿𝑔𝑒𝑠] = 1 (4.8) 

In den meisten Fällen ist die freie Kupfer(II)-Konzentration unbekannt, nicht jedoch die 

totale eingesetzte Kupfer(II)-Konzentration. Durch Substitution von [𝐶𝑢𝑎𝑞2+] in Gleichung 

(4.7) durch die Ausdrücke in Gleichung (4.5) und (4.8) wird eine quadratische Gleichung 

erhalten, dessen physikalisch sinnvolle Lösung lautet: 

 

𝜃𝑏 = 1 + 𝐾𝐷𝑐 + [𝐶𝑢𝑔𝑒𝑠2+ ] − [𝐿𝑔𝑒𝑠]2[𝐿𝑔𝑒𝑠]
− √( 𝐾𝐷𝑐 + [𝐶𝑢𝑔𝑒𝑠2+ ] − [𝐿𝑔𝑒𝑠]2[𝐿𝑔𝑒𝑠] )2 + 𝐾𝐷𝑐[𝐿𝑔𝑒𝑠] 

(4.9) 

Der Besetzungsgrad 𝜃𝑏 hängt somit nur noch von den Gesamtkonzentrationen ab.  

Da die betrachteten Messgrößen X (Fluoreszenzintensität IFl, mittlere Fluoreszenzlebens-

dauer τFl und Teilchenzahl N) Gleichung (4.2) erfüllen, kann X geschrieben werden als 

Summe der gewichteten Anteile der Messgröße X in Anwesenheit von 0 eq (X0) des Ana-

lyten sowie bei voller Besetzung des Liganden (X1) mit Analyt. 
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 𝑋 = 𝜃𝑓𝑋0 + 𝜃𝑏𝑋1 (4.10) 

 𝜃𝑏 = 𝑋0 − 𝑋𝑋0 − 𝑋1 (4.11) 

Bei Kenntnis der Gesamtkonzentrationen von Ligand und Analyt kann Gleichung (4.9) 

umgeschrieben werden zu Gleichung (4.12). Somit kann KD (bzw. bei Kenntnis von KD 

die Analytkonzentration) direkt aus der Messgröße X bestimmt werden. 

 

𝑋 = 𝑋0 − (1 + 𝐾𝐷𝑐 + [𝐶𝑢𝑔𝑒𝑠2+ ] − [𝐿𝑔𝑒𝑠]2[𝐿𝑔𝑒𝑠]
− √( 𝐾𝐷𝑐 + [𝐶𝑢𝑔𝑒𝑠2+ ] − [𝐿𝑔𝑒𝑠]2[𝐿𝑔𝑒𝑠] )2 + 𝐾𝐷𝑐[𝐿𝑔𝑒𝑠]) (𝑋0− 𝑋1) 

(4.12) 

Nähere Betrachtung von Gleichung (4.12) zeigt auf, dass für den Fall 𝐾𝐷 ≪ [𝐿𝑔𝑒𝑠]⁡die 

Dissoziationskonstante keine Rolle mehr spielt und Form sowie Aussehen nur von [𝐿𝑔𝑒𝑠] 
abhängen.  
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Abbildung 4-18 Simulation der Abnahme der Messgröße X beschrieben durch Gleichung (4.12) bei konstanter Disso-

ziationskonstante cKD = 26 fM und variierender Gesamtligandkonzentration [Lges]. 

In Abbildung 4-18 sind nach Gleichung (4.12) simulierte Titrationskurven für das be-

trachtete System aus Gleichung (4.2) gegeben. Für KD wurde die von Trapaidze et al.[237] 

experimentell bestimmte konditionelle Dissoziationskonstante für den DAHK-Cu-Kom-

plex von cKD = 26 fM (pH = 7.4) verwendet. Ist die Gesamtligandkonzentration sehr viel 

größer als die Dissoziationskonstante, greift der Ligand zu stark in das Komplexgleich-

gewicht ein, indem er dem Gleichgewicht direkt die Gesamtkupferkonzentration vollstän-

dig entzieht. Gleichzeitig wird die Konzentration des freien Liganden nur geringfügig 

beeinflusst, so dass es nur zu einer marginalen Abnahme des Signals kommt. Erst ab 

einer [𝐶𝑢𝑔𝑒𝑠2+ ] ≈ [𝐿𝑔𝑒𝑠] wirkt sich die Zugabe des Analyten merklich auf das Messsignal 

aus. Es ist also nicht ohne weiteres möglich, Fluoreszenzsensoren mit extrem hohen Af-

finitäten gegenüber ihrem Analyten zu charakterisieren, da hier bei extrem geringen Sen-

sorkonzentrationen gearbeitet werden muss. Das führt wiederum zu einem extrem nied-

rigen Signal und damit zu einem schlechten S/N-Verhältnis führt. 

Es existieren aber Titrationstechniken oder besser gesagt Hilfsmittel, die dieses Problem 

umgehen können: 
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 Verdrängungstitrationen: Mit Hilfe der Verdrängungstitration, kombiniert mit 

ITC, konnten von Trapaidze et al.[237] die oben schon erwähnte konditionelle Dis-

soziationskonstante von cKD = 26 fM (pH = 7.4) für den DAHK-Cu-Komplex 

bestimmt werden. Bei dieser Technik wird eine definierte Menge Kupfer und 

DAHK in Gegenwart einer großen Menge eines schwächeren Liganden [C] (in 

diesem Fall die Aminosäure Glycin) vermischt und die freiwerdende Reaktions-

enthalphie per Mikrokalorimetrie gemessen. Durch das Einführen eines Kompe-

titors [C] in das System eröffnen sich neue, mit der DAHK-Cu-Komplexbildung 

in Konkurrenz tretende, Komplexgleichgewichte. Zur Auswertung wird Glei-

chung (4.13), eine leicht modifizierte Version von Gleichung (4.7) verwendet.  

 𝜃𝑏,𝐶𝑢 = [𝐶𝑢𝐿2+][𝐶𝑢𝑔𝑒𝑠2+ ] = 𝐾𝐷[𝐿𝑔𝑒𝑠]𝑎𝑝𝑝1 − 𝐾𝐷[𝐿𝑔𝑒𝑠]𝑎𝑝𝑝  (4.13) 

Hier findet sich der Ausdruck 𝐾𝐷𝑎𝑝𝑝  wieder. Dies ist die experimentell ermittelte 

scheinbare (apparent) Dissoziationskonstante. In dieser Konstante stecken sämt-

liche, um das DAHK-Cu-Komplexgleichgewicht, konkurrierende Gleichgewichte 

und sie ist, je nach eingesetztem Kompetitor, um ein Vielfaches höher als cKD. 

Dadurch wird das oben beschriebene Problem umgangen und es kann ohne 

Schwierigkeiten 𝐾𝐷𝑎𝑝𝑝  experimentell bestimmt werden. Bei Kenntniss der Kon-

kurrenzgleichgewichte – bekannt aus dem Design des Experiments – lässt leicht 

die gesuchte cKD  gemäß Gleichung (4.14) berechnen. Hier steht [B] allgemein für 

Pufferbestandteile, welche auch einen Einfluss auf das Gleichgewicht haben kön-

nen.  

 𝐾𝐷 = 𝐾𝐷 (1 +∑ [𝐶]𝑖∏ 𝐾𝐷𝐶𝑐𝑖𝑗
𝑛
𝑖 +∑ [𝐵]𝑝∏ 𝐾𝐷𝐵𝑐𝑞𝑝

𝑚
𝑝 )𝑐𝑎𝑝𝑝  (4.14) 

 Metallionenpuffer: Die zweite – und in dieser Arbeit verwendete Möglichkeit – 

liegt in der Anwendung von Metallionenpuffern. Ähnlich wie klassische pH-Puf-
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fer den pH-Wert einer Lösung stabil halten, können Metallionenpuffer dazu die-

nen, den pM-Wert einer Lösung stabil zu halten. Diese Methode soll im weiteren 

näher beschrieben werden. 

Da bei der Reaktion eines Pufferliganden [B] mit einem Metall[M] auch die in Lösung 

befindlichen Protonen mit dem Metall um die Bindung an den Liganden konkurrieren, 

ist es im Experiment notwendig, sowohl die Protonenkonzentration (den pH-Wert) 

konstant zu halten als auch die Komplexbildungskonstanten KD und Protonierungs-

konstanten pKs des Pufferliganden zu kennen. Sind diese Voraussetzungen erfüllt, 

kann mit Hilfe der von Schwarzenbach[275] entwickelten α-Koeffizientenmethode in 

einfacher Weise der pM-Wert eines wohldefinierten Systems berechnet werden 

nach[276]:  

 𝑝𝑀 = 𝑙𝑜𝑔 𝛽 + 𝑙𝑜𝑔 [𝐵𝑔𝑒𝑠𝑀𝑔𝑒𝑠] − log[𝛼𝐿𝛼𝑀] (4.15) 

 ⁡⁡𝑚𝑖𝑡⁡𝛽 = [𝑀𝐵][𝑀][𝐵] (4.16) 

 𝑢𝑛𝑑⁡𝛼𝐿 =∑ 10−𝑖𝑝𝐻+∑ 𝑝𝐾𝑎𝑗𝑖𝑗𝑛𝑖 𝑢𝑛𝑑⁡𝛼𝑀 =∑ 10𝑖𝑝𝐻−∑ 𝑝𝐾𝑎𝑗𝑖𝑗𝑛𝑖  (4.17) 

Angewendet auf die o.g. Problemstellung bedeutete das konkret, dass ein geeigneter Me-

tallionenpuffer in der Lage ist, die Kupfer(II)-Konzentration konstant zu halten. Durch 

das Verhältnis der Gesamtpufferkonzentration zu der Gesamtmetallkonzentration kann 

ein genau definierter pCu2+-Wert eingestellt werden. Dieser pCu2+-Wert entspricht der 

freien Kupfer(II)-Konzentration. Das wiederum bedeutet, dass nun Gleichung (4.7) bzw. 

untenstehende Gleichung (4.18) direkt verwendet werden kann, um die gesuchte konditi-

onelle Dissoziationskonstante aus dem Messsignal X zu bestimmen. 
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 𝑋 = 𝑋0 − [𝐶𝑢𝑎𝑞2+]𝐾𝐷𝑐 + [𝐶𝑢𝑎𝑞2+] (𝑋0 − 𝑋1) (4.18) 
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Abbildung 4-19 Simulation der Abnahme der Messgröße X beschrieben durch Gleichung (4.18) bei variierender cKD . 

Oben gezeigte Abbildung 4-19 spiegelt den Verlauf der Titrationsgleichung (4.18) in Ab-

hängigkeit der freien Kupferkonzentration gegeben durch Gleichung (4.15) wieder. Es ist 

zu erkennen, dass bei Kontrolle des freien Kupfers in Lösung der Wendepunkt der Kurve 

nur von der Komplexbildungskonstante und nicht mehr von der Ligandenkonzentration 

abhängig ist. Natürlich ist darauf zu achten, dass die Gesamtligandenkonzentration klei-

ner bleibt als die Konzentration der Metallionenpuffer. 

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante des DAHK-BDPY-Cu-Komplexes wurde 

Nitrilotriessigsäure (NTA) als Metallionenpuffer ausgewählt. NTA bildet mit Kupfer(II)-

Ionen stabile 1:1-Komplexe mit einer Bidlungskonstante von logβ = 13.1 sowie Säure-

konstanten pKs,1 = 1.89, pKs,1 = 2.49 und pKs,1 = 9.75.[276] 

 𝐶𝑢2+ + 𝑁𝑇𝐴3− ⇌ 𝐶𝑢𝑁𝑇𝐴−⁡𝑚𝑖𝑡⁡𝑙𝑜𝑔𝛽 = 13.1 (4.19) 
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Die Herstellung des Puffers ist denkbar einfach und erfolgt durch Vermischen 

zweier Stammlösungen – NTA und CuNTA- – in verschiedenen Verhältnissen (s. Ab-

bildung 4-20).  
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Abbildung 4-20 Einfluss des Verhältnisses log ([NTAges]/[Cu2-
ges]) auf den pCu2+-Wert bei einer festen 

[NTA3-] = 0.1mM Konzentration bei pH = 7.413 und I = 154 mM NaCl. Der Einsatz rechts unten zeigt das Absorpti-

onsspektrum des CuNTA--Komplexes mit einem λmax = 659 nm und einem Extinktionskoeffizienten[277] 

ε659 nm = 38.4 M-1cm-1
. 

4.2.3.2 Ergebnisse der Fluoreszenztitrationen 

Nach obiger Beschreibung des Massenwirkungsgesetzes und der Einführung des Kup-

fer(II)-Kationenpuffersystems CuNTA-/NTA3- sollen nun die vorangegangen Überlegun-

gen und Thesen überprüft werden. Bisher wurde gezeigt, dass das DAHK-BDPY-System 

sich wie gewünscht verhält (vgl. Abschnitte 2.5, 4.1.3, 4.2.1 und 4.2.2). Nun ist es daran 

zu überprüfen, ob der DAHK-BDPY-Cu-Komplex eine ähnlich Dissoziationskonstante 

aufweist und sich in Gegenwart von einer ansteigenden Konzentration an Kupfer(II)-Ka-

tionen verhält wie vorhergesagt. Dazu wird zuerst eine klassische Fluoreszenztitration 

durchgeführt, bei der die Abnahme des Emissions- bzw. Anregungsmaximums betrachtet 

wird. Die Titrationen wurden fünf Mal durchgeführt und der Mittelwert sowie die Stan-

dardabweichung des Messwertes berechnet. Die Messungen wurden, wie schon zuvor 
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beschrieben, bei physiologischen Bedingungen (PBS-Puffer pH = 7.413, I = 154mM 

NaCl) in Abwesenheit und in Anwesenheit des CuNTA-/NTA3--Metallionenpuffers 

durchgeführt.  

Unten stehende Abbildung 4-21 zeigt die spektrale Antwort des DAHK-BDPY-Sensors 

auf die Erhöhung der Kupferkonzentration in Lösung. Die Anregungs- bzw. Emissions-

spektren schwanken bei sehr kleinen Kupferkonzentrationen um einen Mittelwert. Gut zu 

erkennen ist dies in Abbildung 4-21 b) und d). Hierbei handelt es sich vor allem um 

Schwankungen, verursacht durch Volumenunsicherheiten bei der Probenlösungherstel-

lung. Um diese Tatsache zu berücksichtigen und die Darstellung der Spektren nicht zu 

unübersichtlich zu gestalten, wurden die aufgezeichneten Spektren bis zu einer merkli-

chen Abnahme der Intensität gemittelt. Das Ergebnis ist in Abbildung 4-21 a) und c) zu 

sehen. Schwarz dargestellt ist der Mittelwert der Spektren sowie grau hinterlegt die Stan-

dardabweichung.  

Aus den Graphen lässt sich schließen, dass bei Erhöhung der Gesamtkupferkonzentration 

die maximale Fluoreszenzintensität sprunghaft abnimmt, sobald eine kritische Konzent-

ration überschritten ist. Die Auftragung der Maxima gegen die Gesamtkupferkonzentra-

tion zeigt diesen Sachverhalt deutlicher. Das Experiment wurde mit zwei verschiedenen 

Sensorkonzentrationen durchgeführt und an Gleichung (4.12) angepasst. Beide Experi-

mente verhalten sich wie im vorherigen Abschnitt vorhergesagt und der Verlauf der Tit-

ration ist nur abhängig von der Konzentration des Sensors. 
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Abbildung 4-21 Abnahme des Anregungsspektrums a) (λem = 550nm) und des Emissionsspektrums c) (λex = 470 nm) 

bei sukzessiver Erhöhung der [Cu2+
ges]-Konzentration. In b) und d) sind die Anregungs- bzw. Emissionsmaxima gegen 

die Gesamtkupfer(II)-Konzentration aufgetragen bei zwei unterschiedlichen Ligandkonzentrationen. Die Konzentrati-

onen betrugen im ersten, mit den schwarzen gefüllten Quadraten gekennzeichneten, Experiment 1 µM und im zweiten, 

mit den offenen Quadraten gekennzeichneten, Experiment 10 nM. Aufgetragen sind die Mittelwerte samt Standardab-

weichungen von je fünf Messdaten, welche mit Gleichung (4.12) angepasst sind.  

Die aus der Anpassung erhaltenen Werte der Dissoziationskonstanten und Sensorkon-

zentrationen sind in der nachfolgenden Tabelle wiedergegeben.  

Tabelle 4-4 Ergebnisse aus der Anpassung von Gleichung (4.12) and die experimentellen Daten. 

 Experiment 1 [DAHK-BDPY] = 1 µM  Experiment 2 [DAHK-BDPY] = 10 nM 

 Emission Anregung Emission Anregung 

cKD / [nM] 2.71±2.72 2.31±3.03 0.04±0.08 0.03±0.08 

[DAHK-BDPY]  1.72±0.08 µM 1.68±0.09 µM 10.89±0.75 nM 10.85±0.74 nM 

χ2 0.96 1.25 1.75 1.10 

 

Die erhaltenen Ligandkonzentrationen passen sehr gut mit den eingesetzten Konzentrati-

onen überein, wohingegen die bestimmten Dissoziationskonstanten in den Experimenten 

unterschiedlich groß sind und mit einem Fehler behaftet sind, der größer als die eigentli-

che Dissoziationskonstante ist. Diese Titrationsart ist also zur Bestimmung der Dissozia-

tionskonstante des Systems ungeeignet. Das spiegelt sich auch in der Tatsache wider, dass 

[Cuges
2+]↑ 

[Cuges
2+]↑ 
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die Anpassungsfunktion (4.12) die gleichen Parameter liefert, wenn die Werte für die 

Dissoziationskonstante auf den Literaturwert oder sogar auf 0 gesetzt werden. Der Grund 

für dieses Verhalten liegt darin, dass der Überschuss an Sensor und die sehr geringe 

Dissoziationskonstante direkt in das Analytgleichgewicht eingreifen. Näher erläutert 

wurde diese Tatsache bereits bei der Betrachtung des MWG in Abschnitt 4.2.3.1. 

Wird nun der Metallionenpuffer zur Einstellung der freien Kupfer(II)-Konzentration 

verwendet, zeichnet sich ein anderes Bild ab. Wie in Abbildung 4-22 zu erkennen, kommt 

es bei Verwendung des NTA-Metallionenpuffers zu einer graduellen Abnahme der Ma-

xima der Anregungs- bzw. Emissionsspektren in Abhängigkeit einer steigenden freien 

Kupfer(II)-Konzentration. Werden die aus den Messreihen erhaltenen Datenpunkte mit 

Hilfe von Gleichung (4.18) angepasst, ergibt sich der schon in Abbildung 4-19 simulierte 

Kurvenverlauf. Beide Regressionsanalysen resultieren in einer guten Anpassung des Mo-

dells an die Messdaten (Abbildung 4-22 b) χ2 = 1.37 und d) χ2 = 2.52). Die erhaltenen 

Dissoziationskonstanten aus den Messreihen der Anregungs,- bzw. Emissionsspektren 

betragen cKD,ex = 140±13 fM (logKD,ex = -12.85±0.04) bzw. cKD,em = 105±18 fM 

(logKD,em = -12.98±0.07).  
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Abbildung 4-22 Abnahme des Anregungsspektrums a) (λem  = 550 nm) und des Emissionsspektrums c) (λex = 470 nm) 

bei Steigerung der [Cu2+
aq]-Konzentration kontrolliert mit dem Meatallionenpuffersystem CuNTA-/NTA3-. In b) und 

d) sind die Anregungs- bzw. Emissionsmaxima gegen die freie Kupfer(II)-Konzentration aufgetragen. Aufgetragen 

sind die Mittelwerte samt Standardabweichungen von je fünf Messdaten, welche mit Gleichung (4.18) angepasst sind. 

Die durchgeführten klassischen Fluoreszenztitrationen sollen vorrangig dazu dienen die 

verwendeten Modelle und Annahmen zu überprüfen sowie erste Informationen über die 

Bindungskonstanten zu erhalten.   

Ohne die Verwendung eines Metallionenpuffers „versagen“, wie vorhergesagt, die Re-

gressionsanalysen und es wird lediglich die Konzentration des Liganden selbst bestimmt.  

Wird jedoch die freie Kupfer(II)-Konzentration durch das CuNTA-/NTA3--System einge-

stellt, können die entsprechenden konditionellen Dissoziationskonstanten bestimmt wer-

den. Verglichen mit den literaturbekannten Werten für die Dissoziationskonstante 

(logcKD = -13.6[237] und logcKD = -13.8[90]) des DAHK-Cu-Komplexes weichen die erhal-

tenen Ergebnisse um den Faktor sechs ab. Eine genaue Diskussion über die Gründe der 

Abweichung soll in Kapitel 5 erfolgen. Es ist trivial zu erwähnen, dass sich die erhaltenen 

Werte – bestimmt mit Hilfe der Anregungs- bzw. Emissionsspektren – voneinander kaum 

unterscheiden, da diese von den gleichen Proben stammen.   

[Cuaq
2+]↑ 

[Cuaq
2+]↑ 
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4.2.4 Fluoreszenzlebensdauertitrationen in vitro 

Im vorherigen Abschnitt wurde die Reaktion und spektrale Antwort des Sensors bei Er-

höhung der Gesamt- bzw. der freien Kupfer(II)-Konzentration betrachtet. Wichtiger, vor 

allem im Hinblick auf die FLCS, ist die Untersuchung der Fluoreszenzlebensdauer bzw. 

deren Änderung bei Erhöhung der Analytkonzentration.  

Nachfolgende Experimente wurden mit dem in Abschnitt 3 beschriebenen TCSPC-Auf-

bau bzw. Mikroskop-Aufbau unter Magic Angle Bedingungen durchgeführt. Das erste 

Experiment wurde in Abwesenheit des Metallionenpuffersystems und das zweite in des-

sen Anwesenheit durchgeführt. Die Messbedingungen stimmten für beide Experimente 

überein (λex =470 nm, f = 20 MHz, λem = 525±50 nm, P = 40 µW). Die Sensorkonzentra-

tion betrug im ungepufferten Fall [DAHK-BDPY] = 300 nM, pH sowie Ionenstärke ent-

sprachen denen der vorherigen Experimente. Die erhaltenen TCSPC-Zerfälle wurden mit 

einem biexponentiellen Rekonvolutionsverfahren gemäß Gleichung (2.16) und (2.17) an-

gepasst. Die abgebildeten Daten entsprechen den arithmetischen Mitteln von fünf unab-

hängigen Messungen, die abgebildeten Fehlerbalken entsprechen den Standardabwei-

chungen dieser Mittelwerte. 

Unten stehende Abbildung 4-23 zeigt die normierten Fluoreszenzzerfälle des ersten elekt-

ronisch angeregten Zustandes des DAHK-BDPY-Systems sowie die IRF (schwarz) des 

Experiments in Abwesenheit des Metallionenpuffers. . 

Verglichen mit den Fluoreszenzspektren des Systems verhalten sich die Fluoreszenzzer-

fälle diesen analog. Erst ab einer kritischen Konzentration bildet sich ein deutliches biex-

ponentienelles Verhalten aus. Bei Überschreiten dieser Konzentration (orangefarbene 

Kurve) nimmt die Amplitude des Zerfalls des DAHK-BDPY-Cu-Komplexes schlagartig 

zu und gleichzeitig die Amplitude des apo-DAHK-BDPY ab. 
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Abbildung 4-23 Normierte Fluoreszenzerfälle des DAHK-BDPY-Cu-Systems bei steigender Gesamtkupferkonzent-

ration. Die Analytkonzentration nimmt von der blauen zur dunkelroten Kurve hin zu. Die IRF des experimentellen 

Aufbaus ist in schwarz wiedergegeben. 

Deutlicher wird dieses Verhalten bei Auftragung der Amplituden (Abbildung 4-24) bzw. 

der mittleren Lebensdauer (Abbildung 4-25) gegen die Gesamtkupferkonzentration.  

Die Amplitude A1 der langen Lebensdauerkomponente (schwarze Quadrate) nimmt in 

dem Maße ab wie die Amplitude A2 der kurzen Lebensdauerkomponente (offene Quad-

rate) ansteigt. Dies ist aber nicht weiter überraschend und folgt als direkte Konsequenz 

aus der Definition der Lebensdaueramplituden.  
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Abbildung 4-24 Auftragung der Amplituden A1/2 erhalten aus den biexponentiellen Anpassungen der experimentellen 

Fluoreszenzzerfälle für apo-DAHK-BDPY (schwarze Quadrate) und DAHK-BDPY-Cu (offene Quadrate) sowie die 

Anpassung der Daten an Gleichung (4.12). 

Die in Abbildung 4-25 aufgetragene amplitudengewichtete mittlere Fluoreszenzlebens-

dauer τav,amp liefert exakt den gleichen Kurvenverlauf und Werte für die Sensorkonzent-

ration. Grund dafür liegt in der Definition von τav,amp.  

 𝜏𝐹𝑙,𝑎𝑚𝑝 = ∑𝐴𝑖𝜏𝐹𝑙,𝑖∑𝐴𝑖  (4.20) 

Da die Fluoreszenzlebensdauern des apo-DAHK-BDPY und des DAHK-BDPY-Cu mo-

lekülspezifische Größen sind und sich nur deren Konzentrationsverhältnis (d.h. Amplitu-

denverhältnis) bei steigender Kupferkonzentration ändert, hängt 𝜏𝐹𝑙,𝑎𝑚𝑝 also nur von die-

sem ab. 
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Abbildung 4-25 Auftragung der amplitudengewichteten mittleren Fluoreszenzlebensdauer 𝝉𝑭𝒍,𝒂𝒎𝒑⁡gegen die Gesamt-

kupferkonzentration sowie Anpassung der Daten an Gleichung (4.12). 

Die Ergebnisse dieser Anpassungen – zusammengefasst in Tabelle 4-5 – liefern wieder 

wie zuvor die eingesetzte Sensorkonzentration, versagen jedoch bei der Bestimmung der 

Dissoziationskonstante.  

Tabelle 4-5 Ergebnisse der Lebensdauertitrationen. Für den Parameter cKD versagen die Anpassungen. Deutlich 

durch einen Fehler, der um fünf Größenordnung größer als der eigentliche Parameter ist. 

 Amplitude        

A1/2/1 

Fluoreszenzlebensdauer 

τav,amp / ns 

cKD / fM 1.00±200000 1.00±200000 

[DAHK-BDPY] / nM  304±16 305±13 

χ2 1.22 2.80 

 

Wie auch schon bei der Betrachtung der spektralen Antwort des apo-DAHK-BDPY auf 

eine steigende freie Kupferkonzentration (kontrolliert durch das NTA3-/CuNTA- - Sys-

tem), nimmt das detektierte Signal kontinuierlich ab. Abbildung 4-26 zeigt eben jenes 

Verhalten an Hand der detektieren Fluoreszenzzerfälle. In diesem Experiment betrug die 
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Konzentration des Sensors ca. 15 nM in PBS-Puffer4. Die Konzentration von freien Kup-

fer(II)-Kationen wurden, wie zuvor beschrieben, eingestellt und nimmt von der blauen 

hin zur dunkelroten Kurve zu. Das Ergebnis der Erhöhung der freien Kupfer(II)-Konzent-

ration ist der graduelle Anstieg der kurzen Lebensdauerkomponente (τFl = 0.46±0.19 ns) 

des DAHK-BDPY-Cu-Komplexes bzw. Abfall der langen Lebensdauerkomponente (τFl 

= 5.88±0.12 ns) des apo-DAHK-BDPY.  
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Abbildung 4-26 Normierte Fluoreszenzerfälle des DAHK-BDPY-Cu-Systems bei steigender freier Kupferkonzentra-

tion in Anwesenheit des Metallionenpuffers. Die Analytkonzentration nimmt von der blauen zur dunkelroten Kurve 

hin zu. Die IRF des experimentellen Aufbaus ist in schwarz wiedergegeben. 

Werden die so gewonnenen Daten einem biexponentiellen Rekonvolutionsfit unterzogen 

und die daraus erhaltenen Amplituden, bzw. mittleren amplitudengewichteten Fluores-

zenzlebenszeiten gegen die freie Kupfer(II)-Konzentration aufgetragen, so werden die in 

Abbildung 4-27 und Abbildung 4-28 dargestellten Daten erhalten. 

                                                 
4 Im Vergleich zum vorherigen Experiment ist die Farbstoffkonzentration um den Faktor 20 geringer. Die 

geringe Konzentration von 15 nM wurde gewählt, da das Experiment am Mikroskopaufbau durchgeführt 
wurde. Dieser Aufbau ist aufgrund der starken Fokussierung des Laserstrahls in die Probe und der guten 
Einsammeleffizienz des verwendeten Objektivs um einiges empfindlicher und benötigt geringere Farb-
stoffkonzentrationen. 
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Abbildung 4-27 Die Lebensdaueramplituden des apo-DAHK-BDPY-Cu (schwarze Quadrate) und des DAHK-BDPY-

Cu-Komplexes (weiße Quadrate) in Abhängigkeit der freien Kupfer(II)-Konzentration. 

Die Amplituden der gemessenen Fluoreszenzzerfälle sind in obiger Abbildung darge-

stellt. Die schwarzen Quadrate stellen die abnehmende Amplitude der langen Lebensdau-

erkomponten des apo-DAHK-BDPY dar, die weißen Quadrate die steigende Amplitude 

der kurzen DAHK-BDPY-Cu Lebensdauerkomponente. Auffällig hierbei ist, dass selbst 

bei femtomolaren freien Kupfer(II)-Konzentrationen die Amplitude des DAHK-BDPY-

Cu-Komplexes nicht Null ist. Ebenso sinkt bei hohen freien Kupfer(II)-Konzentrationen 

die Amplitude des apo-DAHK-BDPY nicht auf Null ab. 

Der Grund für dieses Verhalten lieg vermutlich in einem sich ausbildenden Gleichge-

wicht zwischen dem CuNTA--Komplex und dem DAHK-BDPY-Sensor. Die logKD der 

Nitrilotriessigsäure und des DAHK-BDPY-Sensors gegenüber Kupfer liegen beide in ei-

nem ähnlichen Bereich (logKD(CuNTA-) = -13.1 und logcKD,Iem(DAHK-BDPY-

Cu) = -12.98±0.07). Das bedeutet, der DAHK-BDPY-Sensor tritt in Konkurrenz zu dem 

CuNTA-/NTA3--Gleichgewicht des Metallionenpuffers, obwohl dieser in sehr großem 

Überschuss vorliegt. Dafür spricht auch, dass diese Beobachtung ohne Metallionenpuffer 

nicht gemacht wird. 
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Werden nun die Amplituden mit Gleichung (4.18) angepasst, wird eine Dissoziations-

konstante cKD,A = 223±27 fM (χ2 = 1.43) erhalten. 

Ähnliches Verhalten zeigt auch die Betrachtung der mittleren Fluoreszenzlebensdauer. 

Die mittlere Lebensdauer des ersten Messpunktes ist mit τav,amp = 5.00±0.16 ns geringer 

als die Fluoreszenzlebensdauer des reinen apo-DAHK-BDPY (τFl = 5.76±0.01 ns). Ver-

ursacht wird dies durch den schon oben beschriebenen Anteil an DAHK-BDPY-Cu-Kom-

plex, der am ersten Messpunkt schon vorliegt.  
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Abbildung 4-28 Abnahme der mittleren Fluoreszenzlebensdauer bei Zunahme der freien Kupfer(II)-Konzentration. 

Aus der Anpassung der Messwerte an Gleichung (4.18) wird eine Dissoziationskonstante  

von cKD,τ = 137±11 fM (χ2 = 2.47) erhalten. Grund für den relativ hohen Wert von χ2 liegt 

in den großen Standardabweichungen der Messpunkte nahe des Wertes der Dissoziati-

onskonstante cKD,τ. Kleinste nur schwer zu kontrollierende Schwankungen, verursacht 

durch eventuelle Ungenauigkeiten beim Ansetzen der Probelösungen, resultieren in die-

sem Konzentrationsbereich sehr schnell in hohen Änderungen der mittleren Fluroreszenz-

lebensdauer und damit in großen Standardabweichungen. 
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Beim Vergleich der Ergebnisse der herkömmlichen Fluoreszenztitration mit denen der 

Lebensdauertitration (zusammengefasst in Tabelle 4-6) fällt auf, dass sich diese analog 

verhalten. Verwunderlich ist dieses Ergebnis allerdings kaum; so lässt sich mit Hilfe des 

Einsteinfaktors für die spontane Emission A21 doch im Idealfall direkt aus dem Fluores-

zenzspektrum die (natürliche) Fluoreszenzlebensdauer berechnen (s Abschnitt 2.2.1 Glei-

chung (2.5)). 

Tabelle 4-6 Zusammenfassung der Ergebnisse der konventionellen Fluoreszenztitration und der Fluoreszenzelebens-

dauertitration 

 Fluoreszenzspektren Fluoreszenzlebensdauertitration 

 w/o NTA3-/CuNTA- 5 w/ NTA3-/CuNTA- w/o NTA3-/CuNTA- w/ NTA3-/CuNTA- 

 Ex. Em. Ex. Em. A1/2 τFl, amp, A1/2 τFl, amp, 

cKD / fM N.A.6 N.A. 140±13 105±18 N.A. N.A. 223±27 137±11 

[L]7 / nM 
10.85±0.74 10.89±0.

75 

- - 304±16 305±13 - - 

χ2 1.10 1.75 1.37 2.52 1.22 2.80 1.43 2.47 

 

Der Sensor verhält sich sowohl in Abwesenheit als auch in Anwesenheit eines Metallpuf-

fersystems wie in Abschnitt 4.2.3.1 vorhergesagt. Die Betrachtung des Verhaltens des 

Sensors in Gegenwart des NTA3-/CuNTA- - Systems schafft außerdem eine gute Aus-

gangslage für eventuelle in vivo Untersuchungen, da normalerweise in Zellen die Kon-

zentration von freien Cu2+ (bzw. Cu+, da Cu2+ ein Produkt einer Fenton-ähnlichen Reak-

tion von Cu+ ist) stark von Kupferchaperonen kontrolliert und gepuffert ist.[44] 

 

 

                                                 
5 Hier wurde nur das Experiment 2 aus Abschnitt 4.2.3.2 mit einer Sensorkonzentration von ca. 10 nM 

betrachtet. 
6 N.A. bedeutet, dass das erhaltene Ergebnis physikalisch nicht sinnvoll ist, da das hier verwendete Modell 

versagt bzw. dass die angegebene Größe nicht in dem verwendeten Modell vorkommt. 
7 Der Übersichtlichkeit halber wurde DAHK-BDPY durch L substituiert. 
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4.2.5 FLCS Titrationen in vitro  

Wie in der Theorie zu FCS-Experimenten schon beschrieben, ist es notwendig von jedem 

Probenfarbstoff eine Sättigungskurve aufzunehmen um unerwünschte Verzerrungen des 

Anregungs- bzw. Detektionsvolumens, sowie den damit einhergehenden fehlerhaften 

Messergebnissen, zu vermeiden. Gregor et al. konnten in ausführlichen Berechnungen 

und Experimenten zeigen, dass insbesondere der Einsatz von gepulsten Lasern, aufgrund 

der hohen Peakintensitäten der Pulse, sehr schnell zu starken Sättigungseffekten füh-

ren.[201]  

In Abbildung 4-29 ist die aufgenommene Sättigungskurve für den DAHK-BDPY Sensor 

zu sehen. Es ist deutlich zu erkennen, dass ab einer durchschnittlichen Laserleistung von 

P = 50 µW das System in die optische Sättigung übergeht. Um dies zu verhindern, wurde 

für die folgenden Experimente eine mittlere Laserleistung von P = 40 µW bei einer Re-

petitionsrate von f = 20 MHz verwendet. Die oben schon beschriebene Kalibrierung des 

Experimentes erfolgte ebenfalls unter diesen Bedingungen. 
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Abbildung 4-29 Optische Sättigungskurve einer 10nM Lösung des DAHK-BDPY Sensors in PBS-Puffer (pH = 7.4; 

I = 154 mM NaCl) bei λex = 470 nm und f = 20 MHz. Gelb hinterlegt ist der Bereich, in dem die Zählrate eine lineare 

Antwort auf die Erhöhung der durchschnittlichen Laserleistung zeigt. 
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Wie in der Einführung dieser Arbeit beschrieben soll mit Hilfe der FLCS die Quantifizie-

rung des DAHK-BDPY-Cu-Komplexes sowie des apo-DAHK-BDPY gleichzeitig erfol-

gen. Dies kann nur in einem solchen System in hinreichender Weise erfolgen, in dem die 

Analytionen gepuffert sind. Ein kurzes Gedankenexperiment soll diese Tatsache verdeut-

lichen8: 

In einem typischen F(L)CS-Experiment beträgt die Konzentration des vorgelegten Sen-

sors ca. [DAHK-BDPY] = 1 nM. Das effektive Detektionsvolumen beträgt Veff = 1 fL, die 

Dissoziationskonstante beträgt cKD = 137 fM. Durch Einsetzen dieser Werte in Gleichung 

(4.9) lässt sich der Anteil des DAHK-BDPY-Cu-Komplexes berechnen. Daraus lässt sich 

wiederum die durchschnittliche Teilchenzahl N im effektiven Volumen Veff berechnen. 

Unter geeigneten Bedingungen können mit Hilfe der FLCS ACFs von Farbstoffen im 

pikomolaren Konzentrationsbereich aufgenommen werden. Bei Messungen in diesem 

Bereich treten normalerweise starke Artefakte durch einen großen Anteil von Raman- 

und Rayleigh-Streuung auf.[227] Angenommen der verwendete Aufbau ist in der Lage pi-

komolare Konzentrationsbereiche zu erfassen, so würde erst ab einer [Cuges
2+] = 100 pM 

eine Detektion des DAHK-BPDY-Cu-Komplexes möglich. Die gemessene Teilchenanz-

ahl im Detektionsvolumen würde für den freien Sensor NL = 0.54 und für den Komplex 

NCuL = 0.06 betragen. Da die Teilchen kein Kontinuum darstellen, sondern natürlich nur 

diskret durch das Volumen diffundieren, entspricht die detektierte Teilchenzahl einer 

Poisson-Verteilung mit ebendieser detektierten Teilchenzahl als Erwartungswert. Für den 

Komplex mit NCuL = 0.06 bedeutet dies, dass in einem Messzeitraum tMess nur zu 6 % der 

Zeit sich ein Komplexteilchen im Detektionsvolumen befindet. Zusammen mit der Tat-

sache, dass die Quantenausbeute des Komplexes nur 3% beträgt und das zeitgleich zu 42 

% der Zeit der viel hellere freie Sensor im Detektionsvolumen ist, ist ersichtlich, dass die 

Messzeit für eine verlässliche Detektion beider Spezies in ungepufferten Systemen durch 

FLCS enorm ansteigen müsste, um genügend Photonen für die Gewichtung und Korrela-

tion zu sammeln.  

Aufgrund dieser Limitierung und der Tatsache, dass in den Systemen von Interesse (Zel-

len, extrazelluläre Räume) die freie Kupferkonzentration durch natürliche Kupferchape-

                                                 
8 Eine nähere Betrachtung der Berechnungen findet sich in Anhang A.4. 
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rone und Enzyme gepuffert ist, wird vor allem das gepufferte System behandelt. Die Be-

trachtung des ungepufferten System soll danach nur im kurzen Erfolgen und die im oben 

beschriebenen Gedankenexperiment auftretenden Limitierungen aufzeigen. 

Bevor auf die Ergebnisse der FLCS-Messungen eingegangen wird, soll vorerst der Mess- 

bzw. Auswerteprozess anhand eines Messpunktes diskutiert werden. Zur Veranschauli-

chung wurde der Messpunkt mit einer pCu = 10.65 ausgewählt, da hier die freie Kupfer-

konzentration hoch ist und sich ausreichend DAHK-BDPY-Cu-Komplex gebildet hat, um 

den FLCS-Prozess anschaulich darzustellen. Die Messungen wurden bei ca. [DAHK-

BDPY] = 15 nM in PBS-Puffer durchgeführt. Die Messungen wurden dreimal wiederholt, 

die Ergebnisse gemittelt und die zugehörigen Standardabweichungen bestimmt. 

Mit Hilfe der FLCS soll nun sowohl die Konzentration der komplexierten DAHK-BDPY-

Cu-Spezies als auch des freien apo-DAHK-BDPY bestimmt werden. Da sich beide Spe-

zies nur in ihrer Lebensdauer unterscheiden, liefert die klassische Autokorrelation der 

Fluoreszenzfluktuationen die ACF (s. Abbildung 4-33 schwarze Kurve) einer Mischung 

beider Spezies mit einem scheinbaren Gexp(0) = 1.19, was einer Teilchenanzahl von 

Nexp = 0.84 und einer Konzentration von c = 5.38 nM (bei einem Veff = 0.259 fL) ent-

spricht. Die experimentell ermittelte Konzentration ist also schon deutlich geringer als 

die Gesamtkonzentration an Sensor. Der Grund dafür soll später erläutert werden.  

Da die Aufnahme der zu korrelierenden Fluoreszenzfluktuationen bei der FLCS, wie vor-

her schon erwähnt, im sogenannten TTTR oder t3- Modus erfolgt, wird neben einem In-

tensitätsverlauf auch ein TCSPC-Zerfall der Spezies aufgenommen. Dieser ist in Abbil-

dung 4-30 dargestellt und zeigt ein deutlich biexponentielles Verhalten.  
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Abbildung 4-30 Biexponentieller Fluoreszenzzerfall der Probe. 

Der Zerfall enthält Informationen über beide Spezies. Um FLCS nutzen zu können, müs-

sen die in Kapitel 2.4.2 eingeführten Filter f generiert werden. Dies kann auf zwei Arten 

geschehen. Zum einen kann der monoexponentielle Zerfall des apo-DAHK-BDPY als 

Muster zur Erzeugung der Filterwerte dienen, zum anderen kann der experimentell ge-

wonnene Zerfall mit Hilfe eines biexponentiellen Rekonvolutionsfits angepasst werden. 

Beide Verfahren wurden für die vorhandene Probe angewendet und sind in Abbildung 

4-31 dargestellt. Teil a) der Abbildung zeigt die Anpassung über das sog. Patternmat-

ching, also dem anpassen der experimentell gewonnenen Zerfälle der einzelnen Spezies 

an den Fluoreszenzzerfall der Mischung der beiden Spezies. Schwarz dargestellt ist die 

IRF, grün der experimentell gewonnene Zerfall der Mischung und blau stellt den Fluo-

reszenzzerfall des apo-DAHK-BDPY dar. Die rote Kurve stellt den entsprechenden Fit 

dar. Bei der Betrachtung der in Teil b) dargestellten Residuen, fällt auf, dass es im Bereich 

unter 10 ns zu erheblichen Abweichungen vom Fit kommt. Das rührt daher, dass experi-

mentell kein monoexponentieller Fluoreszenzzerfall der DAHK-BDPY-Cu-Komplex-

Spezies gewonnen werden konnte. Selbst bei sehr hohen Kupferkonzentrationen existiert 

immer noch zu einem geringen Teil die frei apo-DAHK-BDPY-Spezies (s. Abbildung 

4-23) 
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Abbildung 4-31 Erzeugung der Filterfunktionen durch a) Patternmatching des separat gemessenen Fluoreszenzzerfalls 

der apo-Spezies c) Rekonvolutionsanpassung an ein biexponentielles Modell mit den vorher separat bestimmten Fluo-

reszenzlebensdauern des Komplexes und des freien Sensors. Teil b) und d) zeigen die Residuen der jeweiligen Anpas-

sungsmethoden. 

Wird der experimentell gewonnene Fluoreszenzzerfall allerdings mit den vorher experi-

mentell ermittelten Fluoreszenzlebensdauern der beiden Spezies in einem Rekonvoluti-

onsfit angepasst (Teil c)), zeigen die Residuen (Teil d)) geringere Abweichungen um den 

Mittelwert und die Anpassung beschreibt den ursprünglichen Zerfall hinreichend.  

Da bei der Erzeugung der Filter bzw. der Autokorrelationsfunktionen es ausreichend ist, 

von n-Zerfällen nur n-1-Zerfälle zu kennen, können auch die Filterfunktionen aus dem 

Patternmatching in Teil a) erzeugt werden. In der Praxis hat sich aber gezeigt, dass die 

Erzeugung der Filter über den Rekonvolutionsfit wesentlich weniger rechenintensiv und 

schneller von statten geht und anhand der Residuen hinreichend genau ist.  

Auf die aus obiger Abbildung Teil c) erzeugten Zerfälle werden nun die in Kapitel 2.4.2 

beschriebenen Funktionen (2.44) und (2.45) zur Erzeugung der Filterwerte f angewendet. 

Das Ergebnis dieser mathematischen Operationen ist in Abbildung 4-32 wiedergegeben.  
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Abbildung 4-32 Die aus dem Rekonvolutionsfit erzeugten Filterfunktionen f für Untergrund- und Streulicht (schwarz), 

des freien DAHK-BDPY-Sensors (blau) sowie des Komplexes (grün). 

Es werden drei verschiedene Filterfunktionen erhalten. Die schwarz dargestellte Funktion 

beschreibt Streu- und Untergrundlicht und hat daher ihre höchsten Werte bei extrem kur-

zen Zeiten (Streuung überwiegt) bzw. bei sehr langen Zeiten (der Untergrund und Rau-

schen überwiegt). Die blaue bzw. grüne Kurve ist mit dem Fluoreszenzzerfall des 

apo-DAHK-BDPY bzw. der Komplexspezies assoziiert. Nun können mit Hilfe von Glei-

chung (2.39) aus dem experimentell aufgenommenen Fluoreszenzintensitätsverlauf der 

Probe die Autokorrelationsfunktionen der einzelnen Spezies erzeugt werden. 
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Abbildung 4-33 Die experimentell gemessene ACF der Probenlösung (schwarz) bei einer freien Kupferkonzentration 

von pCu = 10.65. Nach der Anwendung der oben gezeigten Filterfunktionen auf diese ACF werden die beiden spezies-

spezifischen ACF für den freien Sensor (blau) und den Komplex (grün) erhalten. Grau dargestellt sind die jeweiligen 

Standardabweichungen. Die roten Geraden zeigen die Gemäß Gleichung (2.32) angepassten ACF (mit Veff = 0.259 fL 

und κ = 4.509). Das Insert gibt die entsprechenden Residuen der Anpassungen wieder.  

Obige Abbildung zeigt das Ergebnis der FLCS. Aus der ursprünglich aufgenommenen 

ACF (schwarz) wurden die beiden Speziesspezifischen ACF für die apo-DAHK-BDPY-

Spezies (blau) sowie für die Komplexspezies (grün) bestimmt. 

An diesem Beispiel ist zudem gut der Einfluss der Quantenausbeuten der einzelnen Spe-

zies auf die experimentell erhaltenen ACF zu erkennen. Würde der Einfluss der Quanten-

ausbeuten keine Rolle spielen, müsste die ACF der Mischung eine geringere Amplitude 

als jede ACF der einzelnen Spezies besitzen, da die ACF der Mischung schließlich die 

Gesamtsumme aller Teilchen widerspiegelt. Im obigen Fall würde es bedeuten, dass die 

erwartete Amplitude  

 
𝐺𝑒𝑟𝑤(0) = 1𝑁𝑔𝑒𝑠 = 1𝑁𝑏𝑙𝑎𝑢 + 1𝑁𝑔𝑟ü𝑛 = 10.36 + 13.50 = 13.86= 0.26 

(4.21) 
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betragen sollte. Experimentell wird aber, wie bereits erwähnt, Gexp(0) = 1.19 bzw. 

Nexp = 0.84 erhalten. Ursache dieser Beobachtung ist die Tatsache, dass die Quantenaus-

beuten der einzelnen Spezies quadratisch in die Erzeugung der ACF eingehen; die genaue 

Abhängigkeit ist in Gleichung (2.38) gezeigt. Mit Hilfe der aus der FLCS erhaltenen Teil-

chenzahlen für die einzelnen speziesspezifischen ACF und der Quantenausbeuten kann 

Abbildung 4-34 berechnet werden.   
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Abbildung 4-34 Abhängigkeit der Teilchenzahl N (schwarze durchgezogene Linie) bzw. der Amplitude der ACF G(0) 

(schwarze gestrichelte Linie) von der Fluoreszenzquantenausbeute des DAHK-BDPY-Cu-Komplexes bei einer gege-

benen Teilchenzahl gemäß Gleichung (2.38). Die rote gestrichelten Geraden zeigen den oberen Wert der Standardab-

weichung der Quantenausbeute.  

Es ist ersichtlich, dass bei einer Quantenausbeute für den DAHK-BDPY-Cu-Komplex 

von 3±4 % die errechnete theoretische Teilchenzahl Nth = 0.81±0.40 bzw. Amplitude 

Gth(0) = 1.24±0.41 sehr gut mit den experimentell bestimmten Ergebnissen überein-

stimmt. Die Beobachtung, dass die aus den Teilchenanzahlen der ACFs ermittelte Quan-

tenausbeute für den Komplex im Einklang mit den Ensembleexperimenten steht, bedeu-

tet, dass mit der FLCS wirklich die Teilchen gemessen werden, die erwartet werden. Wäre 

dies nicht der Fall müsste es zu Abweichungen kommen und die Ergebnisse wären nicht 

so konsistent beim Vergleich der verschiedenen Methoden untereinander. 
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Oben beschriebener Vorgang wurde für steigende freie Kupfer-Konzentrationen durch-

geführt und für jede erhaltene Mischungs-ACF die zugehörigen Filter per Rekonvolution 

des Fluoreszenzzerfalls erzeugt. So wurden für jeden Messpunkt drei ACF Funktionen 

erhalten: die Gesamt-ACF beider Spezies sowie die speziesspezifischen ACF des DAHK-

BDPY-Cu-Komplexes und des apo-DAHK-BPDY. Die so erhaltenen speziesspezifi-

schen ACF sind in Abbildung 4-35 wiedergegeben. 
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Abbildung 4-35 Die mit Hilfe der FLCS gewonnenen speziesspezifischen ACF des freien Sensors a) sowie des Kom-

plexes b) bei steigender freier Kupferkonzentration. Wie in dem Einsatz zu erkennen ist, nimmt die freie Kupferkon-

zentration von blau nach rot zu. 

Die freie Kupferkonzentration nimmt in beiden Abbildungen vom blauen Teil des Farb-

spektrums hin zum roten Teil zu. In Teil a) ist die ACF der Spezies apo-DAHK-BDPY 

wiedergegeben. Ihre Amplitude steigt bei zunehmender freier Kupfer-Konzentration. 

Eine steigende Amplitude korrespondiert mit einer Verringerung der beobachteten Teil-

chenzahl im Detektionsvolumen, da sich bei steigender Kupferkonzentration mehr und 

mehr Komplexspezies ausbildet und der freie Sensor so verbraucht wird. Teil b) zeigt die 

ACF des DAHK-BDPY-Komplexes. Ausgehend von einer sehr hohen Amplitude, also 
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sehr geringer Teilchenzahl, nimmt diese bei Erhöhung der Kupfer-Konzentration ab. Dies 

korrespondiert mit einer Zunahme der Teilchenzahl im Detektionsvolumen. 
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Abbildung 4-36 Titrationsverläufe der Teilchenzahlen des freien Sensors (links) und des Komplexes (mitte), sowie 

Darstellung der Gesamtteilchenzahl (rechts) im Detektionsvolumen. 

Werden die so gewonnenen Teilchenzahlen für den Komplex und apo-DAHK-BDPY ge-

gen die freie Kupferkonzentration aufgetragen (s: Abbildung 4-36), wird das bereits aus 

den vorherigen Kapiteln bekannte Titrationsverhalten beobachtet. Der linke und mittlere 

Teil der Abbildung zeigt die abnehmende bzw. korrespondierende ansteigende Teilchen-

anzahl der apo-DAHK-BDPY bzw. komplexierten Spezies. Die rechte Seite der Abbil-

dung stellt die Gesamtteilchenzahl, d.h. die Summe der Teilchenzahlen der einzelnen 

Spezies sowie deren Mittelwert (rote Gerade) und Standardabweichung (gestrichelte Ge-

rade) mit Nges = 1.99±0.26 dar. Das Verhalten der einzelnen Teilchenspezies kann ebenso 

mit Gleichung (4.18) angepasst werden. Bei der Teilchenzahl handelt es sich um die mitt-

lere Anzahl der Teilchen im betrachteten Beobachtungszeitraum. Dadurch kann die Teil-

chenzahl N, die durch die Autokorrelationsanalyse direkt aus dem eigentlichen Messsig-

nal, nämlich dem zeitlichen Fluoreszenzintensitätsverlauf, abgeleitet wurde, als Größe für 

die Titration verwendet werden. Eine Anpassung der Teilchenzahlen mit Gleichung 
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(4.18) liefert daher die Dissoziationskonstanten cKD = 102±23 fM (χ2 = 7.16; 

logcKD = 12.99±0.10) für die Betrachtung der freien Spezies und cKD = 600±123 fM 

(χ2 = 3.15; log cKD = 12.22±0.09) für die komplexierte Spezies. Die Dissoziations-

konstante, die mit Hilfe der freien Teilchenzahl bestimmt wurde, stimmt gut mit den zu-

vor durch andere Titrationstechniken bestimmten Dissoziationskonstanten überein. Die 

aus der Betrachtung der Komplexteilchenzahl gewonnene Dissoziationskonstante zeigt 

lediglich eine Abweichung um den Faktor fünf. Begründen lässt sich dies durch die feh-

lerbehafteten Ausgangsdaten. Das Problem bei der Erzeugung der ACF der komplexier-

ten Spezies ist die Anzahl an Photonen, die von dieser Spezies stammen. Je geringer die 

Anzahl der Photonen, desto fehlerbehafteter die ACF und damit desto fehlerbehafteter 

die erhaltene Teilchenanzahl. Durch eine Verlängerung der Messzeit, Änderung der An-

regungswellenlänge oder Laserleistung kann dieser Fehler weiter verringert werden. 
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4.2.5.1 Der ungepufferte Fall als Limitierung der Methode 

In diesem Experiment wurde das System in Abwesenheit des Metallionenpuffers unter-

sucht. Hierzu wurden die Messungen bei ca [DAHK-BDPY] = 5 nM in PBS-Puffer durch-

geführt. Alle Messungen wurden dreimal wiederholt, die Ergebnisse gemittelt und die 

zugehörigen Standardabweichungen bestimmt. Die experimentellen Bedingungen waren 

dieselben wie zuvor (λex =470 nm, f = 20 MHz, λem = 525±50 nm, P = 40 µW). Die Zer-

fälle zur Erzeugung der Filterfunktionen, wurden wie zuvor beschrieben, über einen biex-

ponentiellen Rekonvolutionsfit angepasst.  
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Abbildung 4-37 Die experimentell gemessene ACF der Probenlösung (schwarz) bei einer Gesamtkupferkonzentration 

von [Cuges
2+] = 4 nM. Nach der Anwendung der Filterfunktionen auf diese ACF werden die beiden speziesspezifischen 

ACF für den freien Sensor (blau) und den Komplex (grün) erhalten. Grau dargestellt sind die jeweiligen Standardab-

weichungen. Die roten Geraden zeigen die Gemäß Gleichung (2.32) angepassten ACF. Das Insert gibt die entsprechen-

den Residuen der Anpassungen wieder. 

Auffällig ist der sehr große Fehler bei der ACF des Komplexes. Der Grund für diesen 

großen Fehler liegt in der geringen Anzahl Photonen die von dem Komplex stammen.  
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Abbildung 4-38 Die mit Hilfe der FLCS gewonnenen speziesspezifischen ACF des freien Sensors a) sowie des 

Komplexes b) bei steigender Gesamtkupferkonzentration. Wie in dem Einsatz zu erkennen ist, nimmt die Gesamt-

kupferkonzentration von blau nach rot zu.  

Abbildung 4-38 zeigt die Entwicklung der ACFs des freien Sensors (Teil a)) und des 

Komplexes (Teil b)) in Abhängigkeit der Gesamtkupferkonzentration. Eigentlich sollte 

die Amplitude G(0) der Komplex-ACF in Teil b) mit steigender Gesamtkupferkonzent-

ration in gleichem Maße abnehmen wie die Amplitude der Sensor-ACFs in Teil a) zu-

nimmt. Dies ist aber nicht der Fall und zeigt wie stark fehlerbehaftet die ACF des Kom-

plexteilchens sind. Besser ist dieses Fehlverhalten zu erkennen, wenn die Teilchenzahl 𝑁 = 𝐺(0)−1 gegen die Gesamtkupferkonzentration aufgetragen wird, wie in Abbildung 

4-39 für den Fall des freien Sensors bzw. in Abbildung 4-40 für den Fall des Komplexes 

geschehen. 
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Abbildung 4-39 Abnahme der mittleren Teilchenzahl im Detektionsvolumen in Abhängigkeit der Gesamtkupferkon-

zentration. 

Im Falle des freien Sensors lassen sich die Datenpunkte gut (χ2 = 5.85 ) mit Gleichung 

(4.12) anpassen und liefern, wie in den bereits zuvor diskutierten Fällen ungepufferter 

Systeme, die eingesetzte Sensorkonzentration von [DAHK-BDPY] = 6.00±0.8 nM.   

Die aus den ACFs des Komplexes gewonnenen Daten sind hingegen, wie vorher schon 

erwähnt, extrem fehlerbehaftet. In diesem Fall können die Daten nicht mit Gleichung 

(4.12) angepasst werden. Die rote Kurve in der Abbildung zeigt eine nach Gleichung 

(4.12) simulierte Kurve unter Zuhilfenahme der aus Abbildung 4-39 gewonnenen Para-

meter und soll den eigentlich erwarteten Kurvenverlauf darstellen. 
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Abbildung 4-40 Zunahme der mittleren Teilchenzahl im Detektionsvolumen in Abhängigkeit der Gesamtkupferkon-

zentration. Die extrem großen Fehler zeigen, wie fehlerbehaftet die Ausgangsdaten und Korrelationsfunktionen waren. 

Diese hohen Fehler zeigen gut die Grenzen der FLCS-Methode auf. Das Entscheidende 

für eine hohe Güte der Messergebnisse ist eine genügend hohe Anzahl an Photonen, wel-

che zur Korrelation herangezogen werden. Farbstoffe mit geringer Quantenausbeute, wie 

der DAHK-BDPY-Cu-Komplex, liefern ohnehin nur eine geringe Anzahl von Photonen 

nach Anregung; dazu kommt, dass durch die Anwendung der Filterfunktionen sich die 

effektiv zur Korrelation zur Verfügung stehende Anzahl an Photonen noch weiter verrin-

gert. Dies führt dazu, dass die erzeugten ACFs entsprechend hohe Fehler aufweisen und 

nicht die erwarteten Ergebnisse liefern. Wie in Abschnitt 4.2.5 bereits beschrieben muss 

also die Anzahl der detektierten Photonen erhöht werden.  
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5 Zusammenfassung 

Die vorliegende Arbeit gliedert sich prinzipiell in zwei Teile. Der erste Teil beschreibt 

Überlegungen zum Design und zur Synthese sowie spektroskopischen Charakterisierung 

eines fluoreszenten Sensors und seinen Eigenschaften. Es sollte sich um einen Sensor 

handeln, der Kupfer(II)-Ionen mit sehr hoher Affinität reversibel binden kann und die 

Energieniveaus des Kupfer(II)-Kations derart aufspaltet, dass eine möglichst starke hyp-

sochrome Verschiebung stattfindet. Weiter sollte der Sensor eine funktionelle Gruppe 

besitzen, an die ein grün fluoreszierender Farbstoff mit langer Lebensdauer und hoher 

Quantenausbeute angebracht werden kann. Diese funktionelle Gruppe sollte jedoch nicht 

in die Komplexbildung von Sensor und Kuper(II)-Kation eingreifen. Für die angedachten 

TCSPC und FLCS-Experimente war es wichtig, dass der Fluoreszenzlöschungsprozess 

bei Kupfer(II)-Bindung auf FRET und nicht auf den oft beschriebenen on-off-Prinzipien 

wie PET beruht. FRET liefert eine, wenn auch schwach fluoreszierende Komplexspezies 

mit einer unterschiedlichen Fluoreszenzlebensdauer. Diese Bedingungen führten dazu, 

dass das natürlich vorkommende Tetrapeptid DAHK des ATCUN-Typs und ein Tetra-

methylbodipyfarbstoff als gute Kandidaten identifiziert wurden. Die Synthese des 

DAHK-BDPY-Sensors war sehr geradlinig und bediente sich gängigen Methoden der 

Peptidsynthesechemie. Die strukturelle Charakterisierung des Sensors erfolgte durch 

standardmäßige 1D und 2D homo- sowie heteronukleare NMR Methoden und wurde 

durch eine extensive massenspektrometrische Charakterisierung und Fragmentierung be-

stätigt. Die spektroskopischen Eigenschaften, Absorptions- (λ = 495 nm mit 

ε = 85000±7820 M-1cm-1), Emissionsmaxima (λ = 507 nm), die Quantenausbeute 

(Φ = 75±2 %) und die Fluoreszenzlebensdauer (τFl = 5.76±0.19 ns) unterscheiden sich 

nur geringfügig von denen des freien Tetramethylbodipyfarbstoffes und sind über einen 

großen pH Bereich (pH = 2-12) stabil.  

Der dargestellte Sensor ist selektiv gegenüber Kupfer(II)-Kationen in Anwesenheit ande-

rer Übergangsmetallkationen. Er ist allerdings auch in der Lage Nickel(II)-Kationen zu 

komplexieren. Dies kann allerdings vernachlässigt werden, da die Affinität gegenüber 

Kupfer(II)-Kationen ca. um den Faktor 105 größer ist. Der DAHK-BDPY Sensor bindet 

Kupfer(II)-Kationen in einer 1:1-Komplexstöchiometrie und und bildet bei pH = 6.5-8 

einen lilafarbenen Komplex mit einem Absorptionsmaximum von λ = 525 nm 
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(ε = 120 M-1cm-1). Aufgrund der Ähnlichkeit zwischen Bodipy-Emissionspektrum und 

Komplexabsorptionsspektrum bildet sich ein großes Überlappungsintegral aus und ge-

meinsam mit den geringen intramolekularen Abständen (R0 = 22±1 Å, r = 14.3±0.6 Å) 

besitzt der Energietransfer eine hohe FRET-Effizienz (EFRET = 93±0.2 %). Infolgedessen 

nehmen die Quantenausbeute und die Fluoreszenzlebensdauer des Komplexes um ca. 

93 % auf Φ = 3±4 % bzw. τFl = 0.41±0.01 ns ab.  

Nach der Synthese und Charakterisierung des Sensors wurde im zweiten Teil das Mas-

senwirkungsgesetz des Systems betrachtet. Aus diesem und den vorliegenden Messgrö-

ßen Fluoreszenzintensität IFl, mittlere Fluoreszenzlebensdauer τav,amp und mittlere Teil-

chenanzahl N, wurden Formeln hergeleitet, die die Messgrößen mit der Gesamtanalyt-

konzentration in Beziehung setzen. Diese Betrachtungsweise hat allerdings den Nachteil, 

dass sie nur für Sensorkonzentrationen valide ist, die sich im Bereich der Dissoziations-

konstante befinden. Bei Konzentrationen größer als die Dissoziationskonstante wird nur 

die Sensorkonzentration an sich bestimmt. Eine Möglichkeit, dieses Problem zu umgehen 

ist es, einen Metallionenpuffer für das gewünschte Analytion einzusetzen. Dieser verhält 

sich analog zu einem klassischen pH-Puffer. Dadurch werden die pM-Werte der Lösung 

konstant gehalten, und der Sensor mit seiner extrem niedrigen Dissoziationskonstante 

greift nicht in das vorliegende Gleichgewicht ein. Dadurch können experimentelle Werte 

für die konditionelle Dissoziationskonstante des vorliegenden Sensors gewonnen werden. 

Als Metallionenpuffer wurde Nitrilotriessigsäure verwendet, da es einen 1:1-Komplex 

mit Kupfer(II)-Kationen bildet, eine hohe Bildungskonstante aufweist und aufgrund sei-

ner Carboxylliganden das Ligandenfeld des Kupfer(II)-Kations nur gering aufspaltet. Das 

führt dazu, dass der gebildete CuNTA--Komplex weit im roten Spektralbereich absorbiert 

und es zu keinen Reabsorptionsprozessen der BODIPY-Emission kommt.  

Für die eigentlichen Titrationen wurden verschiedene experimentelle Methoden herange-

zogen und jeweils in Ab- und Anwesenheit des Metallionenpuffersystems durchgeführt. 

In den ersten Experimenten zur Kontrolle des prognostizierten Verhaltens des Sensors in 

Abwesenheit und Gegenwart des Metallionenpuffers wurden klassische Fluoreszenztitra-

tionen durchgeführt und die Fluoreszenzintensität der Anregungs- bzw. Emissionsma-

xima in Abhängigkeit der Gesamtkupfer- bzw. der freien Kupferkonzentration aufgetra-

gen. Das Aussehen und Verhalten der ermittelten Titrationskurven entsprach den Vorher-

sagen aus dem Massenwirkungsgesetzt. Bei Abwesenheit des Metallionenpuffers wurden 
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die Werte der Dissoziationskonstanten vom Anpassungsalgorithmus auf einen Wert ge-

setzt, dessen Fehler größer als der Wert ist. Das wird vom Algorithmus wie eine 0 gewer-

tet und die Terme aus Gleichung (4.9) verschwinden. Für die Sensorkonzentration liefert 

dieses Titrationsart allerdings die richtigen Werte.   

In Gegenwart des Metallionenpuffers sieht diese Situation allerdings anders aus. Hier 

wird das Messsignal gegen die freie Kupfer(II)-Konzentration aufgetragen und es kann 

direkt durch Anpassung der Daten an Gleichung (4.18) die konditionelle Dissoziations-

konstante bestimmt werden. Diese entsprach bei Betrachtung der Anregungsspektren 

logcKD,ex = -12.85±0.04 bzw. bei Betrachtung der Emissionsspektren logcKD,em 

= -12.98±0.07.   

Auf dem Weg zu FLCS-Titrationen war der nächste Schritt die Betrachtung des Verhal-

tens der mittleren amplitudengewichteten Fluoreszenzlebensdauern in Bezug auf die Ge-

samtkupfer- und freie Kupferkonzentration. Eine Betrachtung der Fluoreszenzlebensdau-

ern ist nicht nur wichtig, da diese bekannt sein müssen für spätere FLCS Messungen, 

sondern sie ist zudem eine robustere Messgröße als die Fluoreszenzintensität. Die Fluo-

reszenzintensität kann stark variieren, v.a. bei Messungen in zellulären Systemen. Hier 

können lokale Konzentrationsunterschiede zu unterschiedlichen Intensitäten führen, dies 

ist bei Betrachtung der Fluoreszenzlebensdauer nicht der Fall.   

Prinzipiell lieferten auch die Betrachtung der mittleren Fluoreszenzlebensdauer die glei-

chen Erkenntnisse wie die Betrachtung der Intensitäten. Bei Auftragung gegen die Ge-

samtkupferkonzentration versagt der Anpassungsalgorithmus und liefert unsinnige Werte 

für die Dissoziationskonstante sowie lediglich die eingesetzte Sensorkonzentration.  

Im Metallionenpuffersystem kann wieder die Dissoziationskonstante bestimmt werden. 

Diese wurde sowohl durch Anpassung der mittleren Fluoreszenzlebensdauern als auch 

durch Anpassung der Amplituden des biexponentiellen Zerfalls an Gleichung (4.18) be-

stimmt. Erhalten wurden folgende Dissoziationskonstanten für die Betrachtung der 

Amplituden logcKD,amp = -12.65±0.05 und für die Betrachtung der mittleren Lebensdauern 

logcKD,τ = -12.86±0.04. 

Final wurde das DAHK-BDPY-Cu-System mit Hilfe der FLCS untersucht. Zuerst wurde 

an einem beispielhaften Messpunkt die FLCS Technik durchgeführt und gezeigt, warum 

die experimentell gemessene Amplitude der Gesamt-ACF sich nicht additiv aus den ein-



5 Zusammenfassung  146 

zelnen speziesspezifischen ACF zusammensetzt. Vor diesem Hintergrund wurde vor al-

lem das System in Anwesenheit eines Metallionenpuffers betrachtet. Grund dafür ist die 

geringe Wahrscheinlichkeit, im Falle der Abwesenheit eines Metallionenpuffers, Photo-

nen des Kupferkomplexes zu detektieren und damit zu korrelieren. An jedem Messpunkt 

wurde aus der Gesamt-ACF die speziesspezifische ACF extrahiert und die daraus gewon-

nene mittlere Teilchenzahl gegen die freie Kupferkonzentration aufgetragen. Erneute An-

passung der Daten an Gleichung (4.18) lieferte bei Betrachtung der Abnahme des freien 

Liganden logcKD,apo = -12.99±0.10 und bei der Betrachtung der Zunahme der komplexier-

ten Spezies logcKD,holo = -12.22±0.09. Eine kurze Behandlung des ungepufferten Falls 

zeigte, wie schwierig es ist, in einem solchen Fall verlässliche Daten zu generieren. 

Nachfolgende Tabelle stellt die aus den verschiedenen Experimenten bestimmten Werte 

für die Dissoziationskonstante des DAHK-BDPY-Cu-Komplexes sowie die bekannten 

Literaturwerte für den DAHK-Cu-Komplex dar. 

Tabelle 5-1 Zusammenfassung der ermittelten Dissoziationskonstanten und Vergleich der Literaturwerte. 

 logcKD 

Fluoreszenzintensität Iex/Iem -12.85±0.04 -12.98±0.07 

Fluoreszenzlebensdauer τFl,av/A -12.86±0.04 -12.65±0.05 

FLCS Napo/Nholo -12.99±0.10 -12.22±0.09 

Literatur -13.6[237] -13.8[90] 

 

Die in dieser Arbeit bestimmten Werte für die Dissoziationskonstante unterscheiden sich 

von Experiment zu Experiment nur unerheblich. Allein die Werte bestimmt aus den Flu-

oreszenzlebensdaueramplituden und aus der Betrachtung der Komplexteilchenzahl Nholo 

zeigen eine höhere Abweichung hin zu größeren Dissoziationskonstanten. Grund sind vor 

allem die stark fehlerbehafteten Messdaten, vor allem im Falle der FLCS Messungen, wie 

dort schon diskutiert. Im Vergleich mit den Literaturwerten sind die bestimmten Werte 

um eine Größenordnung niedriger. Eine leichte Abweichung von den Literaturwerten ist 

nicht weiter verwunderlich. Bei den bekannten Literaturwerten handelt es sich schließlich 

um die unsubstituierte Variante des Kupfer(II)-Komplexes. Bei genauerer Betrachtung 

der Röntgenkristallstruktur des DAHK-Cu-Komplexes in Abbildung 2-34 fällt auf, dass 

der Angriffspunkt für die Anbringung des Bodipy-Farbstoffes distal oberhalb der quad-

ratisch-planaren Ebene des Jahn-Teller-verzerrten Oktaeders steht. Trotz der eigentlich 
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großen Entfernung zum Metallzentrum kann eine Modifikation des Lysin-Stickstoffs ei-

nen Einfluss auf die Komplexstabilität und damit auf die Dissoziationskonstante haben.  

Erste Untersuchungen und Experimente zum in-vivo Verhalten (s. Anhang A 3) in 

Hep G2-Kulturen zeigten jedoch noch einige Schwächen des vorgestellten Sensors auf. 
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6 Ausblick 

In der vorliegenden Arbeit wurde das Design und die Synthese eines kleinen auf einem 

Tetrapeptid basierenden Fluoreszenzsensors für Kupfer(II)-Kationen beschrieben. Im 

Gegensatz zu den meisten literaturbeschriebenen Sensoren basiert die Signalgebung des 

Sensors auf einer partiellen Löschung der Fluoreszenzintensität und Fluoreszenzlebens-

dauer durch einen FRET-Mechanismus. Es konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe von 

FLCS die Dissoziationskonstante direkt auf Einzelmolekülebene bestimmt werden kann. 

Da durch die FLCS sowohl die Konzentration des freien unkomplexierten Sensors als 

auch des Metallionenkomplexes bestimmt werden kann, lässt sich also bei Kenntnis der 

Dissoziationskonstante direkt die zugehörige Analytkonzentration bestimmen. 

Schwierigkeiten treten allerdings noch auf bei der Bestimmung der einzelnen Teilchen-

zahlen, da vor allem bei dem komplexierten Teilchen, aufgrund seiner geringen Quanten-

ausbeute, nur eine geringe Anzahl von Photonen detektiert und korreliert werden können. 

Dies führt zu einem schlechten Signal-to-Noise-Verhältnis und somit zu großen Fehlern 

in den Messungen. Es gibt verschiedene Möglichkeiten, wie dieses S/N-Verhältnis ver-

bessert werden kann. Zum einen kann die Messzeit oder die Anregungswellenlänge ver-

größert werden, was zu einer höheren Photonendichte am Detektor und folglich zu einer 

besseren Statistik der Korrelationsanalyse führt. Ein weiterer, allerdings etwas komple-

xerer Schritt, ist der Einsatz eines anderen Farbstoffes. Bei der Verwendung eines Farb-

stoffes, der im Vergleich zum Tetramethylbodipy, bathochrom verschoben ist, könnte die 

FRET-Effizienz verringert werden. Dies führt dazu, dass der Sensor-Kupfer(II)-Komplex 

eine höhere Quantenausbeute besitzt und damit mehr Photonen im gleichen Messintervall 

emittiert. Ein roter Farbstoff ließe sich auch bei höheren Wellenlängen anregen, das 

würde dazu führen, dass Streueffekte, welche vor allem im blauen Spektralbereich auf-

treten, vermindert werden. Neben der Verringerung der Streueffekte, hätte der Einsatz 

eines rotverschobenen Farbstoffes noch weitere interessante Vorteile. So sind im allge-

meinen die verwendeten Detektoren im gelb-roten-Spektralbereich empfindlicher.[173] 

Ein weiterer großer Vorteil würde sich bei der in-vivo Anwendung des Sensor-Moleküls 

ergeben. Anregungslicht im blauen Spektralbereich hat in in-vivo Messungen den Nach-

teil, dass es in der Regel starke Autofluoreszenz der Umgebung auslöst und nur eine ge-

ringe Eindringtiefe in die Proben hat. Der Einsatz eines Farbstoffes, der im grünen oder 
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sogar im gelben Spektralbereich absorbiert, würde die Autofluoreszenz minimieren und 

eine größere Eindringtiefe in biologische Proben bieten.[278]  

Nach der Optimierung der spektralen Eigenschaften des Sensors wäre ein weiterer Schritt 

für zukünftige Projekte die Bereitstellung des Sensors für robuste in-vivo Messungen in 

Zellen und Körper-/ Gewebsflüssigkeiten. Gerade hier ist aufgrund der eingangs genann-

ten Fragen eine genaue Bestimmung der Kupfer(II)-Pools sehr wichtig. Leider konnte der 

in dieser Arbeit vorgestellte Sensor nicht ausreichend in die Zellen eingebracht werden, 

oder diese waren nach Einbringung des Sensors nicht mehr vital.  

Ursache dafür, dass der DAHK-BDPY-Sensor nicht die Zellmembran durchwandern 

kann, liegt höchstwahrscheinlich in seiner Ladung bei physiologischen pH-Werten. Die 

Zellmembran als doppelt Lipidmembran lässt geladene Teilchen nur mit Hilfe von akti-

ven Transportproteinen durch. Es muss also eine Möglichkeit gefunden werden, den 

DAHK-BDPY-Sensor in die Zelle einzuschleusen. Dafür sind verschiedene Szenarien 

denkbar. Oft werden Farbstoffe in Zellen eingebracht, indem die Zellmembran mit Hilfe 

von Tensiden[279] behandelt werden. Diese werden dadurch angegriffen und es bilden sich 

Kanäle in der Zellmembran aus, durch die der Farbstoff ins Innere der Zelle diffundieren 

kann. Eine weitere Möglichkeit könnte das Ausnutzen eines Transportvehikels sein. Ganz 

nach dem Vorbild der Viren oder Phagen in der Natur gibt es Transportsysteme, die Wirk-

stoffe – in diesem Fall der DAHK-BDPY-Sensor – in das innere einer Zelle schleusen 

können. Dazu zählen u.a. Liposome[280], diese sind selbst kleine Vesikel aus Doppellip-

idschichten gefüllt mit dem Wirkstoff, welche von der Zelle durch Endocytose aufge-

nommen werden können. Eine weitere Methode, um die Membrangängigkeit des Sensors 

zu erhöhen, wäre ein rein synthetischer Ansatz. So wäre es denkbar, die ladungstragenden 

Stellen des Sensors mit Gruppen zu versehen, die sich durch die in den Zellen befindli-

chen Enzyme spalten lassen.[281,282] So könnte man beispielsweise den C-Terminus und 

die Asparaginseitenkette des DAHK-Peptidrückgrates mit Ester-Gruppen modifizieren; 

diese wiederum können von den Esterasen in der Zelle abgespalten werden. Es existieren 

noch eine Vielzahl weiterer Methoden.[283–290]  

Für manche Anwendungen könnte aber ein nicht-membrangängiger Sensor, wie der 

DAHK-BDPY-Sensor, nützlich sein. Eventuell könnte er genutzt werden, um freie Kup-

fer(II)-Pools im synaptischen Spalt zu beobachten.[61]  



6 Ausblick  150 

Auch wenn es also noch ein weiter Weg zum robusten Einsatz von FLCS zur Quantifi-

zierung von Kupfer(II)-Konzentrationen in-vivo ist, so konnte doch in dieser Arbeit ein 

solider Grundstein werden und gezeigt werden, dass es prinzipiell möglich ist, m.H. der 

FLCS die beiden Sensor-Spezies nebeneinander in einer Messung zu quantifizieren und 

die gewünschten Ergebnisse zu liefern. Der in dieser Arbeit eingeführte Sensor bildet also 

einen guten Ansatzpunkt, um weitere Entwicklungen und Verbesserungen voranzutrei-

ben. 
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Abbildung 2-26 Die Ergebnisse der numerischen Simulationen von Hess et al.[198] Die 

Simulationen zeigen den Intensitätsverlauf der MDF eines 1.2 NA Objektivs in axialer 

(u) und lateraler (v) Richtung. Zum Vergleich ist ein ideales Gaußvolumen gezeigt. _ 55 

Abbildung 2-27 Die Graphiken zeigen die Ergebnisse der numerischen Simulationen von 

Enderlein et al.[202] wie sich das Aussehen der MDF und damit die ACF verändert bei a) 

unterschiedlichen Brechungsindizes und b) unterschiedlicher Deckglasdicke. ______ 56 

Abbildung 2-28 ACF einer 0.1 nM Rhodamin 110 Probe (λex = 470 nm; f = 20 MHz; λem 

= 525±50 nm; Pav = 50 µW) ohne Afterpulsing (schwarz) und mit Afterpulsing (rot). 57 
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Abbildung 2-32 Darstellung zweier Filterfunktionen für die monoexponentiellen Zerfälle 
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Abbildung 3-4 Simulation des Anregungsvolumens erzeugt von einem Laser mit einer 
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Massenspektrum des DAHK-BDPY-Zielmoleküls. Links sind die Struktur sowie die 

Hauptfragmente des DAHK-BDPY abgebildet. ______________________________ 90 
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einem Equivalent Cu2+ (blau) sowie der IRF(rot). ___________________________ 100 
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A Anhang 

A.1 Synthese 

A.1.1 4-(4,4-Difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a,-diaza-

s-indacene-8-yl)-buttersäure 

In einem ausgeheizten Zweihalskolben mit Rückflusskühler wird unter Stickstoffat-

mosphäre Glutarsäureanhydrid (2, 408 mg, 3.6 mmol) vorgelegt und in 60 mL absolutem 

THF aufgelöst. Nach Zugabe von 2,4-Dimethylpyrol (1, 560 mg, 6 mmol) wird vorsichtig 

Bortrifluorid-Etherat (1.02 g, 911 µL, 5.2 mmol) zugegeben. Die Mischung wird 8 h unter 

Rückfluss gerührt und auf Raumtemperatur abgekühlt. Als nächstes wird zuerst Triethyl-

amin (2.42 g, 3.315 mL, 24 mmol), dann erneut Bortrifluorid-Etherat (2.56 g, 2.286 mL, 

18 mmol) zugegeben. Die tiefgrüne Lösung wird 4 h bei 50°C gerührt, auf Eis gequencht 

und gründlich mit Wasser gewaschen. Die wässrige Lösung wird anschließend mit Dich-

lormethan extrahiert und für 2 h über Natriumsulfat getrocknet. Das Lösemittel wird unter 

Vakuum entfernt und der dunkle ölige Rückstand säulenchromatographisch aufgereinigt 

(Normalphase, PE/EE/HAc 80/40/1). Nach entfernen des Laufmittels im Hochvakuum 

werden 240.6 mg (0.72 mmol, 20% Ausbeute) rote Kristalle des Tetramethylbodipy-

Farbstoffes 3 erhalten.  

1H-NMR (CDCl3, 400 MHz): δ 6.05 (s, 2H), 3.05 – 2.95 (m, 2H), 2.54 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 

2.51 (s, 6H), 2.41 (s, 6H), 1.96 (p, J = 8.0 Hz, 2H). 

13C-NMR (CDCl3, 100 MHZ): δ 167.79, 154.42, 144.00, 140.46, 131.39, 121.93, 30.91, 

25.58, 16.41, 14.48. 
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A.1.2 4-(4,4-Difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a,-diaza-

s-indacene-8-yl)-buttersäure-N-hydroxysuccinimid Es-

ter 

EDCI (4, 171 mg, 1.485 mmol) wird zusammen mit Triethylamin (160.6 mg ,220µL, 

1.485 mmol) und N-hydroxysuccinimid (102.5 mg, 0.891 mmol) zu einer Lösung von 3 

(100 mg, 0.291 mmol) in 2.2 mL THF gegeben und für 12 h bei Raumtemperatur gerührt. 

Die Lösung wird mit destilliertem Wasser gequencht und die Mischung mit Essigsäureet-

hylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden 2 h über Natriumsulfat 

getrocknet und das Lösemittel im Vakuum entfernt. Der Rückstand wird säulenchroma-

tographisch aufgereinigt (Normalphase, DCM/EE 20:1) und das Laufmittel entfernt. Es 

werden 278.22 mg (0.67 mmol, 45% Ausbeute) des Bodipy-NHS-Esters als roter Fest-

stoff erhalten.  

1H-NMR (CDCl3, 400 MHz): δ 6.05 (s, 2H), 3.13 – 3.03 (m, 2H), 2.87 – 2.74 (m, 6H), 

2.51 (s, 6H), 2.40 (s, 6H), 2.11 – 1.98 (m, 2H). 
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A.2 NMR-Spektren 

A.2.1 4-(4,4-Difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a,-diaza-

s-indacene-8-yl)-buttersäure 

 

Abbildung A. 1 Experimentelles 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) des Compound 3. Zusätzliche Signale können Verun-

reinigungen durch Schlifffett, Essigsäure und Essigsäureethylester zugeordnet werden. 

 

 

Abbildung A. 2 Ausschnitt des experimentellen 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) des Compound 3. 
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Abbildung A. 3 Mathematische Bereinigung des Spektrums durch Identifikation der Verunreinigungspeaks und erzeu-

gen eines reinen Spektrums. 

 

 

Abbildung A. 4 Ausschnitt von Abbildung A. 3. 
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Abbildung A. 5 Experimentelles 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) des Compound 3. Zusätzliche Signale können Verun-

reinigungen durch Schlifffett, Essigsäure und Essigsäureethylester zugeordnet werden. 

 

Abbildung A. 6 Mathematische Bereinigung des Spektrums durch Identifikation der Verunreinigungspeaks und erzeu-

gen eines reinen Spektrums. 
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A.2.2 4-(4,4-Difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a,-diaza-

s-indacene-8-yl)-buttersäure-N-hydroxysuccinimid Es-

ter 

 

Abbildung A. 7 Experimentelles 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) des Compound 6. Das Spektrum weist Rückstände von 

Essigsäureethylester (rot) und Aceton (blau) auf. Bei der Integration des Multipletts bei 2.05 ppm wurde das starke 

Singulett des Essigsäureethylesters berücksichtigt und herausgerechnet. 

 

 

Abbildung A. 8 Vergrößerter Ausschnitt von Abbildung A. 7 
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Abbildung A. 9 Experimentelles 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) des Compound 6.  
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A.2.3 DAHK-BDPY - N2-aspartylalanylhistidyl-N6-(4-(5,5-difluoro-

1,3,7,9-tetramethyl-5H-4l4,5l4-dipyrrolo[1,2-c:2',1'-f][1,3,2]dia-

zaborinin-10-yl)butanoyl)lysine  
Tabelle A. 1 Zuordnung der chemischen Verschiebungen des Zielmoleküls DAHK-BDPY. Die Struktur und die Label 

der Atome sind in Abbildung A. 10 dargestellt. 
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Abbildung A. 10 Zuordnungen sowie Kopplungen der Kerne. 
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A.3 Hochauflösenden Massenspektrometrie 

 

Abbildung A. 11 Vollständige Fragmentierung und zugehörige exakte Massen des DAHK-BDPY. Zur Vereinfachung 

und besseren Übersicht wurde nur der 11B-Kern betrachtet, da dieser am häufigsten natürlich vorkommt. 
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Abbildung A. 12 Fragmentationsmassenspektrum des DAHK-BDPY. 
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A.4 Wahrscheinlichkeitsbetrachtung im ungepuffer-
ten System 

A.4.1 Berechnung der Teilchenanzahl im Anregungsvolumen 

Annahmen:  

Größe Wert 

Detektionsvolumen Veff / fL 1 

Sensorkonzentration [Lges] / nM 1 

Dissoziationskonstante cKD / fM 137 

 

Gleichungen: 

 𝑁 = 𝑐𝑉𝑒𝑓𝑓𝑁𝐴 (A.1) 

 

𝜃𝑏 = 1 + 𝐾𝐷𝑐 + [𝐶𝑢𝑔𝑒𝑠2+ ] − [𝐿𝑔𝑒𝑠]2[𝐿𝑔𝑒𝑠]
− √( 𝐾𝐷𝑐 + [𝐶𝑢𝑔𝑒𝑠2+ ] − [𝐿𝑔𝑒𝑠]2[𝐿𝑔𝑒𝑠] )2 + 𝐾𝐷𝑐[𝐿𝑔𝑒𝑠] 

(A.2) 

 𝑁𝐶𝑢𝐿 = 𝑁𝑔𝑒𝑠𝜃𝑏 ⁡⁡⁡⁡∧ ⁡⁡⁡⁡⁡𝑁𝐿 = 𝑁𝑔𝑒𝑠(1 − 𝜃𝑏) (A.3) 

 

Daraus ergibt sich folgendes Diagramm für die Entwicklung der mittleren Teilchenzahl 

N im Detektionsvolume Veff: 
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Abbildung A. 13 Entwicklung der mittleren Teilchenzahl (Ligand L: schwarze gefüllte Quadrate; Komplex CuL: of-

fene Quadrate) im Detektionsvolumen bei steigender Gesamtkupferkonzentration 
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Abbildung A. 14 Vergrößerter Ausschnitt der Teilchenzahlentwicklung mit den Werten für [Cuges
2+] = 100 pM. 
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A.4.2 Berechnung Wahrscheinlichkeitsverteilung 

Die Wahrscheinlichkeit, ein Teilchen im Detektionsvolumen zu beobachten, lässt sich 

mit Hilfe der Poisson-Verteilung berechnen. Bei der Poisson-Verteilung 𝑃𝜆(𝑘) handelt es 

sich um eine diskrete Wahrscheinlichkeitsverteilung, welche jeder natürlichen Zahl 𝑘 ∈⁡ℕ eine Wahrscheinlichkeit P zuordnet, die durch den Parameter 𝜆 ∈ ℝ+ bestimmt ist. 

Dieser Parameter 𝜆 ist der Erwartungswert der Poisson-Verteilung. 

 

 𝑃𝜆(𝑘) = 𝜆𝑘𝑘! 𝑒−𝜆 (A.4) 

Angewendet auf den in A.4.1 gezeigten Fall der Teilchenanzahl im Detektionsvolumen 

bedeutet dies, dass der Erwartungswert der Poisson-Verteilung im Falle des freien Lig-

anden L bei [Cuges
2+] = 100 pM λL = 0.54 und im Falle des Komplexes λCuL = 0.06 beträgt.  

Daraus ergibt sich folgende Verteilungsfunktion.  
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Abbildung A. 15 Poisson-Verteilungsfunktions zu den zugehörigen mittleren Teilchenzahlen im Detektionsvolumen. 
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Aus der Verteilungsfunktion ergibt sich, dass die Wahrscheinlichkeit, ein oder mehrere 

Teilchen im Detektionsvolumen zu finden, bei 6 % für den Fall des Komplexes bzw. bei 

42 % für den Fall des freien Liganden liegt. 

A.5 In-vivo Fluoreszenzlebensdauermessungen  

A.5.1 FLIM an Hep G2 Zellen 

Zur in-vivo Untersuchung des Verhaltens des DAHK-BDPY-Sensor wurde versucht, den 

Sensor in Hep G2 Zellen einzubringen. Hep G2 Zellen wurden ausgewählt, da sie zum 

einen ein gängiges Zellmodell darstellen und zum anderen, weil es sich um eine humane 

Leberkrebszelllinie handelt. Zum einen ist die Leber das Hauptspeicherorgan für Kupfer 

im Körper[73], zum anderen zeigen Krebszellen ohnehin erhöhte Kupferlevel[60].  

Die Hep G2 Zellen wurden nach den üblichen Protokollen gezüchtet und inkubiert. Zur 

Durchführung der FLIM-Experimente wurde das Nährmedium der Zellkulturen entfernt 

und diese 4 mal mit DPBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen für 3 h bei 37°C 

in einem DPBS Medium mit 1µM DAHK-BDPY Farbstoff und mit 0.1v% des Tensids 

Triton X-100 zu Erhöhung der Zellpermeabilität[291] inkubiert. Anschließend wurde das 

fluoreszierende Medium wieder entfernt, die Zellkulturen mit DPBS gewaschen und in 

DPBS inkubiert. 

Einigen der Proben wurden das CuNTA-/NTA Metallionenpuffersystem sowie Pyrithion 

als Kupfer(II)-Ionophor[43] zugefügt, um entsprechende freie Kupfer(II)-Konzentrationen 

in den Zellen einzustellen. 

Nachfolgend sind einige FLIM-Bilder der Zellkulturen dargestellt. Die Anregung der 

Probe erfolgte mit λex = 470 nm, f = 20 MHz, P = 20 µW durch ein 40x 1.2 N.A. C-

Apochromat Wasser Objektiv (Zeiss GmbH). Es wurden 512x512 Pixel mit einer Integ-

rationszeit von 2ms/pixel abgerastert. Jeder Pixel wurde einem Rekonvolutionsfit unter-

zogen und die mittlere amplitudengewichtete Fluoreszenzlebensdauer dargestellt. 

In Abbildung A. 16 ist die Blindmessung der Hep G2 Zellen ohne Zugabe des DAHK-

BDPY-Sensors gezeigt. Es ist sogar schon bei moderaten Anregungsintensitäten eine 
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deutliche Autofluoreszenz der Zellen mit einer durchschnittlichen Lebensdauer von 

τav, amp = 2.16 ns zu sehen.  

 

Abbildung A. 16 FLIM-Bild einer Hep G2 Zellkultur in DPBS. Der Zellkultur wurde kein fluoreszenter Farbstoff 

beigefügt. Zu sehen ist nur die Autofluoreszenz der Hep G2 Zellen mit einer Fluoreszenzelebensdauer von 

τav, amp = 2.16 ns. 

In unterer Darstellung ist eine Hep G2 Zellkultur nach Inkubation mit dem DAHK-

BDPY-Sensor dargestellt. Grün eingefärbt ist die lange Lebensdauerkomponente des 

Sensors mit 4.7 ns. Der Sensor scheint sich vor allem an die Zellmembran anzulagern, 

nicht jedoch in das Zellinnere. 

 

Abbildung A. 17 Aufnahme nach Zugabe und Inkubation mit dem DAHK-BDPY-Sensor. Es sind neben Bereichen 

mit geringer Lebensdauer (hellblau) im Bereich um die 2 ns, große Bereiche mit einer langen Lebensdauer (grün) von 

ca. 4.7 ns zu erkennen. 



A.5 In-vivo Fluoreszenzlebensdauermessungen  194 

Abbildung A. 18 wurde nach der Zugabe einer Lösung mit einer freien Kupfer(II)-Kon-

zentration von  90pM aufgenommen. Auf dem Mikroskopie-Bild (links) ist deutlich zu 

erkennen, dass es fast nur noch blaue Bereiche mit einer durchschnittlichen Lebensdauer 

von ca. 2.16 ns gibt. Dies entspricht der Lebensdauer der Blindprobe, und es kann davon 

ausgegangen werden, dass hauptsächlich die Autofluoreszenz der Zellen aufgenommen 

wurde. Interessanter ist der linke Teil des Lebensdauerhistogramms, der einen nicht un-

erheblichen Anteil an sehr kurzen Lebensdauern zwischen 0 und 0.5 ns darstellt. Dies 

würde zu der Lebenszeit des DAHK-BDPY-Cu-Komplexes passen. 

 

Abbildung A. 18 FLIM-Aufnahme der in Abbildung A. 14 gezeigten Probe (anderer Bildausschnitt) inkubiert mit einer 

freien Kupfer(II)-Konzentration von 90 pM. Es zeigt sich eine deutliche Verschiebung zu kürzeren Lebensdauern. 

 

Abbildung A. 19 Die Probe aus Abbildung A. 15 nach Erhöhung der Kupferkonzentration auf 50 nM. 
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Wird die Konzentration an Kupfer(II) jedoch weiter erhöht auf bis zu 50 nM, so steigt 

nicht der Anteil an den o.g. kurzen Lebensdauern, sondern er verschwindet wieder und 

es ist ausschließlich die Autofluoreszenz zu sehen (vgl. Abbildung A. 19) 

Grund dafür ist wahrscheinlich folgender: Der DAHK-BDPY-Sensor ist nicht membran-

gängig und adsorbiert nur locker an der Zellmembran. Da nach jedem Inkubationsschritt 

die Zellkultur mit frischem Medium gewaschen wurde, wurde so infolgedessen auch der 

adsorbierte Sensor von der Zellmembran entfernt.  

Änderungen der Triton X 100 Konzentration, der Inkubationsdauer und der Sensor-Kon-

zentration konnten dieses Problem leider nicht beheben.  
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