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Zusammenfassung

In dieser Arbeit werden drei Themen im Zusammenhang mit den spektroskopischen Eigen-
schaften von Cumarin- (Cou) und DBD-Farbstoffen ([1,3]Dioxolo[4,5-f][1,3]benzodioxol)
behandelt. Der erste Teil zeigt die grundlegende spektroskopische Charakterisierung von
7-Aminocumarinen und ihre potentielle Anwendung als Fluoreszenzsonde für Fluoreszen-
zimmunassays. Im zweiten Teil werden mit die photophysikalischen Eigenschaften der Cu-
marine genutzt um Cou- und DBD-funktionalisierte Oligo-Spiro-Ketal-Stäbe (OSTK) und
ihre Eigenschaften als Membransonden zu untersuchen. Der letzte Teil beschäftigt sich mit
der Synthese und der Charakterisierung von Cou- und DBD-funktionalisierten Polypro-
linen als Referenzsysteme für schwefelfunktionalisierte OSTK-Stäbe und ihrer Kopplung
an Goldnanopartikel.
Immunochemische Analysemethoden sind in der klinischen Diagnostik sehr erfolgreich und
werden heute auch für die Nahrungsmittelkontrolle und Überwachung von Umweltfragen
mit einbezogen. Dadurch sind sie von großem Interesse für weitere Forschungen. Unter
den verschiedenen Immunassays zeichnen sich lumineszenzbasierte Formate durch ihre
herausragende Sensitivität aus, die dieses Format für zukünftige Anwendungen besonders
attraktiv macht. Die Notwendigkeit von Multiparameterdetektionsmöglichkeiten erfordert
einen Werkzeugkasten mit Farbstoffen, um die biochemische Reaktion in ein optisch de-
tektierbares Signal umzuwandeln. Hier wird bei einem Multiparameteransatz jeder Analyt
durch einen anderen Farbstoff mit einer einzigartigen Emissionsfarbe, die den blauen bis
roten Spektralbereich abdecken, oder eine einzigartige Abklingzeit detektiert. Im Falle
eines kompetitiven Immunassayformats wäre für jeden der verschiedenen Farbstoffe ein
einzelner Antikörper erforderlich. In der vorliegenden Arbeit wird ein leicht modifizierter
Ansatz unter Verwendung einer Cumarineinheit, gegen die hochspezifische monoklonale
Antikörper (mAb) erzeugt wurden, als grundlegendes Antigen präsentiert. Durch eine Mo-
difikation der Stammcumarineinheit an einer Position des Moleküls, die für die Erkennung
durch den Antikörper nicht relevant ist, kann auf den vollen Spektralbereich von blau bis
tiefrot zugegriffen werden. In dieser Arbeit wird die photophysikalische Charakterisierung
der verschiedenen Cumarinderivate und ihrer entsprechenden Immunkomplexe mit zwei
verschiedenen, aber dennoch hochspezifischen, Antikörpern präsentiert. Die Cumarinfarb-
stoffe und ihre Immunkomplexe wurden durch stationäre und zeitaufgelöste Absorptions-
sowie Fluoreszenzemissionsspektroskopie charakterisiert. Darüber hinaus wurden Fluo-
reszenzdepolarisationsmessungen durchgeführt, um die Daten zu vervollständigen, die die
verschiedenen Bindungsmodi der beiden Antikörper betonten. Im Gegensatz zu häufig ein-
gesetzten Nachweissystemen wurde eine massive Fluoreszenzverstärkung bei der Bildung
des Antikörper-Farbstoffkomplexes bis zu einem Faktor von 50 gefunden. Wegen der leich-
ten Emissionsfarbenänderung durch das Anpassen der Cumarinsubstitution in der für die



Antigenbindung nicht relevanten Position des Elternmoleküls, ist eine Farbstoff-Toolbox
vorhanden, die bei der Konstruktion von kompetitiven Multiparameterfluoreszenzverstär-
kungsimmunassays verwendet werden kann.
Oligo-Spiro-Thio-Ketal-Stäbe werden aufgrund ihres hydrophoben Rückgrats leicht in
Doppellipidschichten eingebaut und deshalb als optische Membransonde verwendet. We-
gen ihres geringen Durchmessers wird nur eine minimale Störung der Doppellipidschicht
verursacht. Durch die Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen sind neuartige Förster-
Resonanz-Energietransfersonden mit hoch definierten relativen Orientierungen der Über-
gangsdipolmomente der Donor- und Akzeptorfarbstoffe zugänglich und macht die Klas-
se der OSTK-Sonden zu einem leistungsstarken, flexiblen Werkzeugkasten für optische
Biosensoranwendungen. Mit Hilfe von stationären und zeitaufgelösten Fluoreszenzexperi-
menten wurde der Einbau von Cumarin- und DBD markierten OSTK-Stäben in großen
unilamellaren Vesikeln untersucht und die Ergebnisse durch Fluoreszenzdepolarisations-
messungen untermauert.
Der letzte Teil dieser Arbeit beschäftigt sich mit der Synthese und Charakterisierung von
Cou- und DBD-funktionalisierten Polyprolinen und ihrer Kopplung an Goldnanopartikel.
Die farbstoffmarkierten Polyproline konnten erfolgreich hergestellt werden. Es zeigten sich
deutlich Einflüsse auf die spektroskopischen Eigenschaften der Farbstoffe durch die Bin-
dung an die Polyprolinhelix. Die Kopplung an die 5 nm großen AuNP konnte erfolgreich
durchgeführt werden. Die Erfahrungen, die durch die Kopplung der Polyproline an die
AuNP, gewonnen wurde, ist die Basis für eine Einzelmolekül-AFM-FRET-Nanoskopie
mit OSTK-Stäben.



Abstract

In this thesis, three topics are discussed in connection with the spectroscopic properties of
coumarin (Cou) and DBD ([1,3]dioxolo[4,5-f][1,3]benzodioxole) dyes. The first part shows
the basic spectroscopic characterization of 7-aminocumarins and their advantage as a
fluorescence probe for fluorescence immunoassays. In the second part, the photophysical
properties of the coumarins are used to investigate Cou- and DBD-functionalized oligo-
spiro-ketal rods (OSTK) and their properties as membrane probes. The last part deals
with the synthesis and characterization of Cou- and DBD-functionalized polyprolines as
reference systems for sulfur-functionalized OSTK rods and their coupling to gold nano-
particles.
The fact that immunochemical analysis methods are very successful in clinical diagnostics
and are now also included for food control and monitoring of environmental questions they
are of great interest for further research. Among the various immunoassays, luminescence-
based formats are distinguished by their outstanding sensitivity, which makes this format
particularly attractive for future applications. The need for multiparameter detection ca-
pabilities requires a toolbox of dyes to convert the biochemical response to an optically
detectable signal. Here, in the case of a multiparameter approach, each analyte is detec-
ted by another dye with a unique emission color which covers the blue to red spectral
range or a unique decay time. In the case of a competitive immunoassay format, a single
antibody would be required for each of the different dyes. In the present work, a slight-
ly modified approach is presented as a basic antigen using a coumarin moiety against
which highly specific antibodies have been produced. By modifying the parent coumarin
moiety at a site of the molecule which is not relevant for recognition by the antibody,
the full spectral range from blue to deep red can be accessed. This work presents the
photophysical characterization of the different cumarine derivatives and their correspon-
ding immuno complexes with two different but nevertheless highly specific monoclonal
antibodies (mAb). The coumarin dyes and their immunocomplexes were characterized by
steady-state time-resolved absorption and fluorescence emission spectroscopy. In addition,
fluorescence depolarization measurements were performed to complete the data empha-
sizing the different binding modes of the two antibodies. In contrast to frequently used
detection systems, a massive fluorescence enhancement was found in the formation of the
antibody dye complex up to a factor of 50. Because of the slight change in the emission
by adjusting the coumarin substitution in the position of the parent molecule which is not
relevant for the antigen binding, a dye toolbox which can be used for the construction of
competitive multiparameter fluorescence enhancement immunoassays has been created.
Due to their hydrophobic backbone, oligospirothioketal rods (OSTK) are easily incorpo-
rated into lipid bilayers and are therefore used as an optical membrane probe. Because of



their narrow diameter, only a minimal disturbance of the lipid bilayer is caused. By la-
beling with fluorescent dyes, novel Förster resonance energy transfer probes are available
with highly defined relative orientations of the transition dipole moments of the donor
and acceptor dyes, making the class of the OSTK probes into a powerful, flexible toolbox
for optical biosensor applications. The incorporation of cumarin and [1,3]-dioxolo[4,5-
f][1,3]benzodioxol-labeled OSTK rods in large unilamellar vesicles was investigated using
steady-state and time-resolved fluorescence experiments and the results were confirmed
by fluorescence depolarization measurements.
The last part of this work deals with the synthesis and characterization of Cou- and DBD-
functionalized polyprolines and their coupling to gold nanoparticles. The dye-labeled po-
lyprolines were successfully synthesized. Influences on the spectroscopic properties of the
dyes by binding to the polyproline helix were found. The coupling to 5 nm AuNP was
successfully carried out. The experience gained by the coupling of the polyprolins to the
AuNP can be used as a good basis for the investigation of a single molecule FRET AFM
nanoscopy using OSTK rods.
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1 Einleitung

Das Ziel dieser Arbeit war die detaillierte photophysikalische Untersuchung einer neuen
Klasse von fluoreszierenden Sensorstäben für abstands-, umgebungs- und kraftsensitive
Messungen basierend auf Oligospirothioketal-(OSTK)-Stäben, sowie Cumarin- (Cou) und
[1,3]-Dioxolo-[4,5-f] [1,3]benzodioxol-(DBD)-Fluorophoren. Diese Untersuchungen sind die
Grundlage für eine Einzelmolekül-AFM-FRET-Nanoskopie mit OSTK-Stäben.
Rastkraftmikroskopie (AFM, engl. atomic force microscopy) und Einzelmolekül-Kraft-
Spektroskopie wurden bereits für die Untersuchung von Proteinkonformationen und
-aktivitäten unter physiologischen Bedingungen spezifiziert eingesetzt.1,2 Eine Kombinati-
on mit Einzelmolekülfluoreszenzspektroskopie als Einzelmolekül-AFM-FRET-Nanoskopie
ist ideal, um strukturelle Informationen zu erhalten oder die Wirkung der äußeren me-
chanischen Störung auf ein Protein und die damit verbundene enzymatische Aktivität in
Echtzeit zu beobachten.3–7 Genetisch kodierte FRET-Kraftsensoren erlauben Messungen
von örtlichen Spannungen bestimmter Proteine in vivo und in Echtzeit, wodurch ihre
Belastungsfähigkeit gemessen werden kann. Dabei werden DNA-Helices verwendet, die
Donor und Akzeptor mit einer Kraft von 5 – 7 pN auseinanderdrücken und eine verän-
derte FRET-Effizienz bewirken.8

Da die photophysikalischen Eigenschaften von Cumarinen stark von der Polarität, der
Viskosität, dem pH-Wert und der Fähigkeit zur Bildung von Wasserstoffbrückenbindun-
gen der Mikroumgebung abhängen, sind sie für optische Anwendungen von hohem In-
teresse.9–13 So wurde im ersten Kapitel eine ausführliche Charakterisierung der photo-
physikalischen Eigenschaften von verschieden 7-Aminocumarinen durchgeführt. Aus den
spektroskopischen Parametern, wie zum Beispiel dem Fluoreszenzspektrum oder der Fluo-
reszenzabklingzeit, können qualitative (z.B. die chemische Umgebung) und quantitative
(z.B. die Konzentration) Informationen über den beobachteten Farbstoff erhalten werden.
Spezifische Wechselwirkungen, wie die Bindung des Farbstoffs durch Antikörper, kön-
nen die spektroskopischen Parameter deutlich verändern und können anschließend in bio-
analytischen Methoden als Detektionsprinzip, zum Beispiel in Fluoreszenzimmunassays,
eingesetzt werden.14,15 Um möglichst viele Vorteile der Fluoreszenzmethoden zu nutzen,
müssen die verwendeten Farbstoffe mehrere Kriterien, wie hohe Fluoreszenzquantenaus-
beuten und Photostabilität erfüllen, aber auch der für die Anregung und den Nachweis
verwendete Spektralbereich sowie ein leichtes Einbringen der Farbstoffe in das zu unter-
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1 Einleitung

suchende biologische System sind wichtige Schlüsselparameter.
In Bezug auf die technischen Geräte wie Filter und Laserquellen, die häufig im han-
delsüblichen Fluoreszenzaufbauten oder optischen Mikroskopen verwendet werden, eig-
nen sich die 7-Aminocumarine gut als Fluoreszenzsonden. Daher kann die Entwicklung
von bioanalytischen Tests, wie zum Beispiel Fluoreszenzimmunassays, auf der Basis von
7-Aminocumarinderivaten, eine vielversprechende Grundlage für eine flexible optische
Biosensorplattform sein. Fluoreszenzimmunassays (FIA) sind in der klinischen Diagno-
stik gut etabliert und werden heutzutage als Werkzeuge für analytische Anwendungen
in der Lebensmittel- und Umweltkontrolle verwendet.16 Um dem schnell wachsenden Be-
darf an Multiparameter-FIA in den unterschiedlichen Anwendungsbereichen nachzukom-
men, wächst die Nachfrage nach hochspezifischen Antikörpern für die jeweiligen Analyten
rasant und andererseits ist eine Sammlung von spektral maßgeschneiderten Farbstoffen
unentbehrlich, um die parallele Detektion verschiedener Analyten in einem Multiparame-
tertestschema zu ermöglichen. Folglich ist auch die Suche nach geeigneten Farbstoffen, die
den Anforderungen an die Multiparametererfassung entsprechen, ein sehr wichtiges und
dynamisches Forschungsthema. Für die Farbstoffmoleküle müssen einige Ausgangskondi-
tionen erfüllt sein. Einer der Schlüsselparameter ist eine ausreichende spektrale Trennung
der farbstoffspezifischen Emissionsbanden zur klaren Identifikation. Diese werden durch
die Gruppe der Cumarine erfüllt, die eine Feinabstimmung der Fluoreszenzeigenschaften
durch die Veränderung des Substitutionsmusters an dem Cumarinringsystem ermögli-
chen.17,18

In dieser Arbeit wird die Bindung von zwei monoklonalen Anti-DEAC-
(7-(Diethylamino)coumarin-3-carbonsäure)-Antikörpern, G100-HB9 und G100-AG7, hin-
sichtlich ihrer Wirkung auf die Photophysik verschiedener 7-Aminocumarinderivate, cha-
rakterisiert. Der Einfluss dieser Antikörper auf die photophysikalischen Eigenschaften der
verschiedene Typen von 7-Aminocumarinen wurde detailliert untersucht, um die Basis für
eine bioanalytische Anwendung zu erzeugen. Die 7-Aminocumarine und ihre Immunkom-
plexe wurden durch stationäre und zeitaufgelöste Absorptions- sowie Fluoreszenzemissi-
onsspektroskopie charakterisiert. Darüber hinaus wurden Fluoreszenzdepolarisationsmes-
sungen durchgeführt, um die Daten zu vervollständigen, die die verschiedenen Bindungs-
modi der beiden Antikörper betonten.
Durch die ausführliche Charakterisierung der Photophysik der Cumarine und deren Ver-
änderung durch äußere Einflüsse, konnten im nächsten Schritt Cou- und DBD-markierte
OSTK-Stäbe als Membransonden untersucht werden. Die Zellmembran ist wahrscheinlich
die wichtigste biologische Grenze, die das Innere einer Zelle vom äußeren Medium ab-
schirmt und ist auch der erste Kontakt für äußere Reize. Außerdem ist die Zellmembran
mit ihren verschiedenen Komponenten, wie Proteinen oder Zuckergruppen, der primäre
Partner für eine Vielfalt unterschiedlicher Wechselwirkungen mit dem äußeren Medium.
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1 Einleitung

Chemische, elektrische und mechanische Signalwege können bei der Auslösung biochemi-
scher Prozesse innerhalb einer Zelle wirksam sein. Um die Interaktion auf molekularer
und zellulärer Ebene zu überwachen, sind spezifische maßgeschneiderte Sonden erforder-
lich. Die Fluoreszenzspektroskopie ist eine der führenden experimentellen Techniken bei
der Untersuchung zellulärer Prozesse. Der Erfolg von fluoreszenzbasierten Techniken für
die Analyse zellulärer Prozesse ist aufgrund der hohen Empfindlichkeit der Methoden
und der Fülle von maßgeschneiderten Fluoreszenzsonden, die die Untersuchung biochemi-
scher Prozesse mit präziser räumlicher und zeitlicher Auflösung ermöglichen, durch andere
Techniken nicht zu übertreffen.19–21 Molekulare Stäbe, also Moleküle mit einem großen Sei-
tenverhältnis, werden zunehmend in verschiedenen Anwendungen eingesetzt, zum Beispiel
in Biowissenschaften und Materialwissenschaften.22–27 Oligo-Spiro-Ketal-Stäbe sind eine
Klasse von molekularen Stäben, die auf spirocyclisch verbundenen sechsgliedrigen Ringen
basieren. Die Ringe sind durch Kondensation von 1,3-Diolen und Ketonen verbunden.28

Die OSK-Stäbe weisen im Vergleich zu anderen molekularen Stäben eine hohe Steifig-
keit auf und können durch flexible Kombinationen verschiedener Bausteine zu Stäben mit
unterschiedlichen Längen kombiniert werden.29 OSK-Stäbe wurden bereits erfolgreich als
Anker in biologischen Membranen und als Linker in FRET-Paaren verwendet.30–33 Die-
se OSK-Stäbe sind im Vergleich zu bisherigen gängigen Anstandshaltern basierend auf
DNA oder Polypeptiden verändert. Dadurch werden einerseits die molekularen Dimensio-
nen des Abstandshalters nachhaltig reduziert, wodurch der Einbau biologische Systeme
wie Membranen ungestört lässt. Außerdem fördert die vergleichsweise hydrophobe Ober-
fläche der OSK-Stäbe einen effektiven Einbau und somit dient der Abstandhalter im
Zusammenhang mit Membranen bzw. Membranmodellen wie Liposomen als „molekula-
rer Anker“. Die Möglichkeiten von spezifischen chemischen Wechselwirkungen, wie zum
Beispiel Wasserstoffbrückenbindungen, werden dadurch minimiert bzw. können gezielt
chemisch vorgegeben werden. Durch die Einführung von Schwefel anstelle von Sauerstoff
wird die Synthese von längeren Oligo-Spiro-Thio-Ketal-Stäbe (OSTK) ermöglicht,34 was
besonders im Hinblick auf die Verwendung der OSTK-Stäbe als Transmembransonden
für Untersuchung von Signaltransduktion an Membranen von großem Interesse ist. Die
starke Umgebungssensitivität der Photophysik beider Farbstoffe zeigt das große Potential
der OSTK-Stäbe als Sensoren für Polaritäts- und Viskositätsbestimmungen.
Unter den verschiedenen Klassen von Fluoreszenzsonden wird häufig das Konzept der
nichtstrahlenden Resonanz-Energieübertragung auf der Basis einer Dipol-Dipol-
Wechselwirkung zwischen zwei Fluorophoren, die allgemein als Förster-Resonanz-
Energietransfer (FRET) bekannt ist, angewendet, um den Abstand zwischen zwei Molekü-
len (Donor und Akzeptor) zu überwachen. Das FRET-Konzept wird auch als molekulares
Lineal bezeichnet, was die Analyse von Konformationsänderungen in Makromolekülen
oder den Nachweis eines Bindungsereignisses, beispielsweise zwischen einem Antigen und
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1 Einleitung

einem Antikörper, ermöglicht.35,36 Neben der Skalierbarkeit des Abstandes zwischen Do-
nor und Akzeptor wird durch die steife Verbindung zwischen den Farbstoffen und der
Stabeinheit die Möglichkeit gegeben, auch fundamentalere Aspekte zum FRET zu un-
tersuchen, wie den Einfluss des Orientierungsfaktors κ2 oder die Punktdipol-Annahme
für die Farbstoffe, die bei kleinen Abständen bekanntermaßen fehlschlägt. Durch die ver-
besserte Anbindung der Farbstoffe an den Abstandshalter sowie die insgesamt erhöhte
Rigidität der Sonden wird der verfügbare Aufenthaltsraum der Farbstoffe verkleinert, so
dass im Vergleich zu bisher etablierten Systemen, wie zum Beispiel Polyprolinen, deutlich
verbesserte Abstandverteilungen verfügbar sind und damit ein Set von Sonden mit wohl-
definierten Donor-Akzeptor-Abständen geschaffen wird.
Die in dieser Arbeit verwendeten FRET-Paare (Beispiel siehe Abbildung 1.1), sowie die
einfachmarkierten Donor- und Akzeptormoleküle, wurden in verschiedenen organischen
Lösungsmitteln hinsichtlich ihrer grundlegenden photophysikalischen Eigenschaften cha-
rakterisiert. Um die OSTK-Stäbe für die Anwendungen in den Biowissenschaften zu ver-
wenden, wurden sie aber vor allem in wässrigen Systemen untersucht. Es wurden einfach-
und doppeltmarkierte OSTK-Stäbe, sowie Gelenkstäbe, die einen Cumarin- und einen
DBD-Farbstoff enthielten, untersucht. Aus dem Vergleich mit den jeweiligen Stammver-
bindungen wurde der Einfluss des OSTK-Gerüstes auf die Photophysik des Farbstoff-
moleküls ausgewertet. Außerdem wurden die OSTK-Stäbe in große unilamellare Vesikel
(LUV, engl. large unilamellar vesicles) eingebaut, die als einfache biomimetrische Syste-
me für Zellmembranen verwendet wurden. Dabei wurde die Änderungen der Photophysik
der Sonden bei der Einlagerung in die Vesikel untersucht. Die doppeltmarkierten Stäbe
(flexibel, starr und Gelenkstäbe) wurden hinsichtlich ihrer FRET-Effizienz in den unter-
schiedlichen molekularen Umgebungen charakterisiert.37

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des FRET in einem OSTK-Stab

Auch bei der Immobilisierung auf Goldoberflächen wird der Abstandshalter als Anker ge-
nutzt werden, wobei das eine Ende des OSTK-Stabes mit einer SH-Einheit modifiziert wer-
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1 Einleitung

den muss. Damit können Konstrukte unterschiedlicher Flexibilität hinsichtlich lateraler
Auslenkung generiert werden. Durch die Variation der OSTK-Stablänge und der Flexibili-
tät über Gelenke kann der Abstand zwischen Fluorophor und Oberfläche bestimmt werden
und so Fluoreszenzverstärkung bzw. -löschung erhalten werden. Hierbei kann die Raster-
kraftmikroskopie als „Kraftgeber“ gezielt zur Manipulation, also „Verbiegen“, der Stäbe
eingesetzt werden. Damit werden neue molekularen Werkzeuge für optische Kraftmessun-
gen an Grenzflächen bis hin zu einer Einzelmolekül-AFM-FRET-Nanoskopie entwickelt,
bei der gezielt die Konformation einzelner Moleküle (z.B. Proteine) durch Krafteinwir-
kung manipuliert kann und gleichzeitig FRET-Messungen durchgeführt werden können.3

Im Hinblick auf die Kopplung von schwefelfunktionalisierten SH-OSTK-Stäben an Gold-
oberflächen wurden farbstofffunktionalisierte Polyprolinderivate hergestellt und analy-
siert. Polyproline bilden eine Helix, die durch eine ausgeprägte Starrheit gekennzeichnet ist
und sind somit gut als Referenzsysteme für die OSTK-Stäbe geeignet. Sie wurden erstmals
im Rahmen von FRET-Experimenten in der Arbeit von Stryer und Haugland eingesetzt,
die experimentell die Abstandsabhängigkeit untersuchten und dabei das Polyprolin als
starren Stab annahmen.38 Goldnanopartikel (AuNP) sind unter anderem durch ihre leich-
te Oberflächenfunktionalisierungschemie sowie der skalierbaren optischen Eigenschaften
häufige Partner in Sensorikanwendungen. Die in dieser Arbeit verwendeten AuNP hat-
ten einen Durchmesser von 5 nm, womit die entsprechende Plasmonenresonanz gut mit
der Emission des gewählten Cumarinderivats überlappte. Die farbstofffunktionalisierten
Polyproline unterschiedlicher Länge wurden als Referenzsystem für zukünftige Arbeiten
mit SH-OSTK-Stäben an Goldoberflächen in der Einzelmolekül-AFM-FRET-Nanoskopie
untersucht.
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2 Theorie

2.1 Spektroskopische Grundlagen

Im Folgenden werden die spektroskopischen Grundlagen dieser Arbeit erläutert, die zur
Auswertung der durchgeführten Messungen genutzt wurden.

2.1.1 Absorption und Fluoreszenz

Unter Absorption versteht man die Aufnahme von Energie durch ein Atom oder Molekül
bei Bestrahlung mit elektromagnetischer Strahlung. Ist die Energiedifferenz zweier Zu-
stände im Molekül gleich der Energie der eingestrahlten elektromagnetischen Strahlung,
kann ein Teil der Strahlung absorbiert werden. Das Molekül befindet sich anschließend
in einem Schwingungszustand eines angeregten, energetisch höheren Zustands. Die Ener-
gie ∆E, die von dem Molekül absorbiert wird, wird mithilfe des Planck’schen Wirkungs-
quantums h und der eingestrahlten Frequenz ν durch die Bohr’sche Frequenzbedingung
(Gleichung 2.1) beschrieben.

∆E = h · ν (2.1)

Die Messgröße für die Absorption ist die Transmission T, die das Verhältnis der Intensität
der eingestrahlten Strahlung (I0) zur Intensität der Strahlung nach dem Verlassen der
Probe (I) beschreibt.

T = I
I0

(2.2)

Aus der Transmission lässt sich mit dem Lambert-Beer’schen Gesetz (Gleichung 2.3) die
Extinktion E berechnen, welche proportional zur Konzentration c des Analyten ist. Die
Extinktion ist ebenfalls proportional zur Schichtdicke der Küvette d und zu dem wellen-
längenabhängigen, dekadischen Extinktionskoeffizienten ε(λ), der substanzspezifisch ist
und unter anderem von dem pH-Wert und dem verwendeten Lösungsmittel abhängen
kann.

E(λ) = lg 1
T = ε(λ) · c · d (2.3)
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2 Theorie 2.1 Spektroskopische Grundlagen

Das Lambert Beer’sche Gesetz besagt, dass die Intensität der elektromagnetischen Strah-
lung mit einer bestimmten Frequenz exponentiell mit der Konzentration der Probe und
der Dicke der Küvette abnimmt.39

Die angeregten Zustände, in denen sich ein Molekül nach der Absorption von elektro-
magnetischer Strahlung befinden kann, sind jedoch nicht stabil und so geht es von den
energetisch höheren Zuständen durch strahlungslose Relaxation in einen energetisch tiefe-
ren bzw. den Grundzustand über. Die verschiedenen Möglichkeiten lassen sich anhand
eines Jablonski-Termschemas (siehe Abbildung 2.1) erklären.
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Abbildung 2.1: Vereinfachtes Jablonski-Termschema (S = Singulettzustand, T = Tri-
plettzustand)40

Wird die Energie bei dem Übergang vom ersten angeregten Singulettzustand (S1) in den
Grundzustand (S0) in Form eines Photons wieder abgegeben, spricht man von Fluoreszenz.
Sie verläuft typischerweise innerhalb von einigen Nanosekunden nach der Anregung in den
angeregten Singulettzustand und erfolgt unter Spinerhaltung. Die Fluoreszenz findet in
der Regel bei einer kleineren Frequenz als die Absorption statt, weil das Molekül einen
Teil seiner Energie durch strahlungslose Desaktivierung abgibt, indem es mit Molekülen in
seiner Umgebung zusammenstößt und so in den Schwingungsgrundzustand des angeregten
Zustandes gelangt. Die Emission der Energie kann nach der Regel von Kasha immer nur
aus dem Schwingungsgrundzustand des S1-Zustands erfolgen.41 Die Frequenzverschiebung
durch eine veränderte Geometrie im S1-Zustand im Vergleich zum Grundzustand wird als
Stokesverschiebung bezeichnet.40
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Der Übergang in den Grundzustand kann auch durch innere Konversion (IC, engl. inter-
nal conversion) und innere Relaxation (IR) geschehen. Dabei geht das Molekül aus dem
Schwingungsgrundzustand des angeregten Zustands zunächst in einen höheren Schwin-
gungszustand des Grundzustands über und von dort in den Schwingungsgrundzustand
des elektronischen Grundzustands. Hierbei wird die Energie in Form von Wärme an die
Umgebung abgegeben.39

Die mittlere Zeit, die ein Molekül im angeregten Zustand verbringt bevor es ein Photon
emittiert und in den Grundzustand zurückkehrt, wird als Fluoreszenzabklingzeit bezeich-
net. Die zeitabhängige Fluoreszenzintensität I(t) hat nach Gleichung 2.4 einen monoex-
ponentiellen Verlauf, wenn sie einer Kinetik 1. Ordnung folgt.

I(t) = I0 · exp
(
− t
τ

)
(2.4)

Dabei ist I0 die Fluoreszenzintensität direkt nach der Anregung, t die Zeit und τ die
Fluoreszenzabklingzeit. Diese setzt sich aus den Ratenkonstanten der fluoreszierenden (kF)
und strahlungslosen (kNR) Desaktivierungsprozesse zusammen (siehe Gleichung 2.5).39

τ = 1
kF + kNR

(2.5)

Typische Fluoreszenzabklingzeiten verschiedener organischer Moleküle liegen im Bereich
von Pikosekunden bis hin zu Nanosekunden.40

Die Fluoreszenzquantenausbeute φ ist das Verhältnis zwischen der Anzahl der absorbier-
ten Photonen und der von der Probe emittierten Photonen. Da ein Teil der durch Absorp-
tion von Photonen aufgenommenen Energie in Form von strahlungslosen Deaktivierungen
abgegeben wird (Gleichung 2.6), ist die Anzahl der absorbierten Photonen immer größer
als die Anzahl der emittierten Photonen. Daher kann die Fluoreszenzquantenausbeute
eines Fluorophors nur Werte ≤ 1 annehmen.

φ = kF
kF + kNR

(2.6)

Aus Gleichungen 2.5 und 2.6 folgt Gleichung 2.7 als Zusammenhang zwischen Quanten-
ausbeute und Fluoreszenzlebensdauer.

φ = kF · τ (2.7)
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Anstatt des Übergangs in den Grundzustand kann es auch zu einer Interkombination (In-
tersystemcrossing, ISC) mit einem Übergang in einen Schwingungszustand des Triplett-
zustands unter Spinumkehr kommen. Im Triplettzustand erfolgen wiederum Stöße und
strahlungslose Energieabgabe an die Umgebung, sodass sich das Molekül anschließend
im Schwingungsgrundzustand des angeregten Triplettzustands befindet. Die Rückkehr in
den Grundzustand ist spinverboten. Kehrt das Molekül nun trotzdem in den Grundzu-
stand zurück, kann die Energie in Form von Photonen sehr langsam abgegeben werden.
Dies wird als Phosphoreszenz bezeichnet, die im Gegensatz zur Fluoreszenz aufgrund des
Spinverbots Millisekunden bis hin zu Stunden andauern kann. Fluoreszenz und Phospho-
reszenz sind Vorgänge der spontanen Emission und werden unter dem Begriff Lumineszenz
zusammengefasst. Sie laufen ab, ohne dass bereits Photonen der Übergangsfrequenz vor-
handen sein müssen.42 Ob ein Molekül Fluoreszenz oder Phosphoreszenz zeigt, wird nach
Fermis Goldener Regel durch die Lage der elektronischen Niveaus und die Übergangs-
wahrscheinlichkeiten bestimmt.43

2.1.2 Förster-Resonanz-Energietransfer

Die Ursache des Förster-Resonanz-Energietransfers (FRET) sind weitreichende Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen (Coulomb-Wechselwirkungen) zwischen einem Donor-
molekül (D) im angeregten Zustand und einem Akzeptormolekül (A) im Grundzustand.
Der angeregte Zustand des Donormoleküls (D*) wird durch strahlungslosen Energietrans-
fer (ET) auf das Akzeptormolekül desaktiviert, welches dadurch in den angeregten Zu-
stand (A*) übergeht. Durch die Anregung des Donors, kann so die Fluoreszenz des Ak-
zeptors ausgelöst werden (siehe Abbildung 2.2).

LUMO

HOMO

D* A D A*

FRET

E
n

e
rg

ie

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Förster-Resonanz-Energietransfers
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Die FRET-Effizienz hängt von den photophysikalischen Eigenschaften des Donors und des
Akzeptors ab. Der spektrale Überlapp wird quantitativ durch das Überlappungsintegral
J(λ) des Emissionsspektrums des Donors und des Absorptionsspektrums des Akzeptors
beschrieben (siehe Gleichung 2.8). Dabei ist εA der Extinktionskoeffizient des Akzep-
tors.39,40

J(λ) =
∫

ID(λ) εA(λ) λ4 dλ (2.8)

ID(λ) ist die Fluoreszenzintensität des Donors normiert auf einer Wellenlängenskala, wobei
FD die Donorfluoreszenz pro Einheit des Wellenlängenintervalls ist und sich das Integral
über den relevanten Bereich der Donoremissionsbande erstreckt (siehe Gleichung 2.9).

ID(λ) = FD(λ)∫
FD(λ)dλ (2.9)

Der Försterabstand R0, bei dem die FRET-Effizienz EFRET = 50 % beträgt (siehe Abbil-
dung 2.3), ist außer von dem Überlappungsintegral, von der Quantenausbeute des Donors
φD, der relativen Orientierung der Übergangsdipolmomente der Fluorophore κ2 und dem
Brechungsindex des Mediums n abhängig (siehe Gleichung 2.10).

R0 =
(

9 · ln10 · κ2 · φD · J(λ)
128 · π5 · N · n4

) 1
6

(2.10)
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Abbildung 2.3: Abhängigkeit der FRET-Effizienz E vom Donor-Akzeptor-Abstand R39

Die Energietransferrate kFRET für diesen Mechanismus wird mit der Abklingzeit des Do-
nors in Abwesenheit des Akzeptors τD nach Gleichung 2.11 beschrieben.

kFRET(R) = 1
τD

(
R0

R

)6

(2.11)
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Mithilfe des Försterabstands und Gleichung 2.12 lässt sich eine theoretische FRET-Effi-
zienz Etheor für ein Donor-Akzeptor-Paar mit dem Abstand R berechnen.

Etheor = R6
0

R6
0 + R6 (2.12)

Experimentell wird die FRET-Effizienz Eexp sowohl aus den Intensitäten der Fluoreszenz-
emissionsspektren des Donors in Anwesenheit (IDA) und in Abwesenheit des Akzeptors
(ID) als auch aus den Quantenausbeuten (φDA,φD) oder den Fluoreszenzabklingzeiten
(τDA, τD) bestimmt (siehe Gleichung 2.13).40

Eexp = 1− IDA
ID

= 1− φDA

φD
= 1− τDA

τD
(2.13)

2.1.3 Der Orientierungsfaktor κ2

Der Orientierungsfaktor κ2 für ein Donor-Akzeptor-Paar, ist von drei Orientierungen ab-
hängig: Der Orientierung des Übergangsdipolmoments der Emission des Donormoleküls
~rD, der Orientierung des Übergangsdipolmoments der Absorption des Akzeptormoleküls
~rA sowie dem Verbindungsvektor ~rV zwischen den Zentren der beiden Fluorophore (siehe
Abbildung 2.4).44,45

ΘA
ΘD

ΘT rA

rD

rV

Abbildung 2.4: Einfluss der Orientierung der Übergangsdipolmomente auf κ246

Dabei ist ΘT der Winkel zwischen den Übergangsdipolmomenten der Emission des Do-
nors und der Absorption des Akzeptor und ΘD und ΘA sind die Winkel zwischen beiden
Übergangsdipolmomenten und dem Verbindungsvektor ~rV zwischen Donor- und Akzep-
tormolekül. κ wird nach Gleichung 2.14 definiert.47–49

κ = cosΘT − 3 cosΘD cosΘA (2.14)

Die Ebenen, die durch~rD und~rA,~rD und~rV und durch~rA und~rV gebildet werden, sind die
~rD~rA-Ebene, die ~rD~rV-Ebene bzw. die ~rA~rV-Ebene. Der Winkel zwischen der ~rD~rV-Ebene
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und der ~rA~rV-Ebene ist ΘT. So kann man κ2 auf drei verschiedenen Wege in Bezug auf
die verschiedenen Winkel berechnen:

κ2 = (cosΘT − 3 cosΘD cosΘA)2 (2.15)

κ2 = (sinΘD sinΘA cos γ − 2 cosΘD cosΘA)2 (2.16)

κ2 = cos2ω
(
1 + 3 cos2ΘD

)
(2.17)

Der Orientierungsfaktor kann Werte zwischen 0 und 4 annehmen. Sind die Übergangsdi-
polmomente exakt kollinear zueinander orientiert, wird ein Wert von κ2 = 4 erreicht. Bei
paralleler Anordnung ist κ2 = 1 und sind sie senkrecht zueinander angeordnet ist κ2 = 0.
Für freibewegliche Moleküle, deren Rotation in Lösung sehr schnell ist, wird κ2 = 2

3 an-
genommen.46 Die Gleichung 2.17 für κ2 hängt nur von den beiden Variablen ω und ΘD

ab. Diese Formel für κ2 bezieht sich auf das elektrische Feld des Donors. κ2 ist propor-
tional zum Quadrat dieses Feldes, das den Faktor 1 + 3 cos2ΘD ergibt, und ist außerdem
proportional zu cosω wobei ω der Winkel zwischen diesem Feld und dem Übergangs-
dipolmoment des Akzeptors ist. Das bedeutet, wenn man einen Punkt für den Ort des
Akzeptors in Bezug auf den Donor im Ursprung auswählt, dann ergibt die Ausrichtung
der Akzeptororientierung ~rA mit der elektrischen Feldlinie des Donors, die durch diesen
Punkt führt, den höchst möglichen κ2-Wert in diesem Punkt: 1 + 3 cos2ΘD.

Tabelle 2.1: Mögliche Kombinationen von Degenerationen für Donor- und Akzeptor-
Dipolübergangsmoment sowie resultierende Wertebereiche, wahrschein-
lichste und unwahrscheinlichste Werte für κ2 (L = lineares Übergangsmo-
ment, P = planares Übergangsmoment, I = isotropes Übergangsmoment)

Kombination der Wertebereich Wahrscheinlichster Unwahrscheinlichster
Degenerationen für κ2 Wert für κ2 Wert für κ2

(Donor-Akzeptor)
L – L 0 – 4 0 4

L – P oder P – L 0 – 2 1
2 2

L – I oder I – L 1
3 – 4

3
1
3

4
3

P – P 1
4 – 5

4 unbekannt 5
4

P – I oder I – P 1
3 – 5

6
5
6

1
3

I – I 2
3

2
3

2
3
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Die cos2-Proportionalität impliziert, dass κ2 null ist, wenn~rA entlang einer Linie senkrecht
zu einer elektrischen Feldlinie ist. Da der Mittelwert des cos2 eines Polarwinkels 1

3 ist und
ω und ΘD unabhängige Polarwinkel sind, folgt nach Gleichung 2.17, dass der Mittelwert
von κ2 2

3 ist, wenn ~rD, ~rA und ~rV zufällig angeordnet sind. Aus den Gleichungen 2.15-2.17
und den Definitionen der Winkel in diesen Gleichungen, ergibt sich, dass sich die Werte
für κ2 nicht ändern, wenn die folgenden Vorgänge durchgeführt werden:45,50

• Das Übergangsdipolmoment des Donors umkehren: ~rD → −~rD

• Das Übergangsdipolmoment des Akzeptors umkehren: ~rA → −~rA

• Das Tauschen der Plätze von Donor und Akzeptor: ~rV → −~rV

• Das Vertauschen der Übergangsdipolmomente von Donor und Akzeptor : ~rA ↔~rD

In Abhängigkeit von der Degeneration der Übergangsdipolmomente von Donor und Ak-
zeptor führt die Verwendung von κ2 = 2

3 zu unnötigen Fehlern wie Tabelle 2.1 zeigt. Von
isotropen (I) Übergangsdipolmomenten wird ausgegangen, wenn alle Orientierungen des
Dipolmoments gleichermaßen wahrscheinlich sind. Ein planares (P) Dipolmoment ist dann
vorhanden, wenn das Übergangsmoment in einer Ebene senkrecht zur Achse degeneriert
ist. Durch die Verwendung von Fluorophoren mit linearen (L) Übergangsdipolmomenten,
die rigide , z.B. über einen molekularen Stab (siehe Kapitel 2.4), miteinander verbunden
sind, könnten abstandsabhängige Kraftmessungen leichter kontrolliert werden. Nach die-
sem Prinzip können zwei Grenzfälle unterschieden werden, die in Abbildung 2.5 dargestellt
sind.

Abbildung 2.5: Prinzipien der kraftabhängigen FRET-Stäbe (grüne Pfeile = Über-
gangsdipolmoment, violette Pfeile = äußere Kraft)51

In Abbildung 2.5 links sind die Übergangsdipolmomente (grüne Pfeile) von Donor und
Akzeptor kollinear zueinander. Dadurch erreicht κ2 das Maximum von 4. Wird der FRET-
Stab durch eine äußere Kraft (violette Pfeile) verbogen, ändert sich die Orientierung
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der Übergangsdipolmomente zueinander. κ2 und damit auch die FRET-Effizienz werden
kleiner. Zur gleichen Zeit wird jedoch zusätzlich der Abstand zwischen Donor und Ak-
zeptor verringert, was wiederum die FRET-Effizienz erhöht. Theoretische Berechnungen
zeigen, dass der Einfluss von κ2 auf die FRET-Effizienz bei einer geringen Verbiegung
größer ist als der Einfluss des Donor-Akzeptor-Abstands.51 In Abbildung 2.5 rechts sind
die Übergangsdipolmomente orthogonal zueinander. κ2 und die FRET-Effizienz betragen
null. Durch Verbiegung nimmt der Winkel zwischen den Übergangsdipolmomenten ab,
dadurch wird κ2 größer und ein FRET-Signal ist messbar. Für diesen Modellfall werden
in einem Experiment Fluorophore benötigt, die sich rigide an einen molekularen Stab an-
bringen lassen und deren Übergangsdipolmomente im 0◦- oder 90◦-Winkel zur Stab-Achse
stehen.51 Dass die rigide Verbindung der Fluorophore von entscheidender Bedeutung ist,
ist bereits literaturbekannt. Langhals et al. zeigten ein FRET-Paar aus Benzoperylen und
Perylen, das sie über einen kurzen Abstandshalter so miteinander verknüpften, dass die
Übergangsdipolmomente orthogonal zueinander stehen. Obwohl nach theoretischen Be-
rechnungen kein FRET standen finden sollte, wurde eine fast 100%ige FRET-Effizienz
beobachtet, die auf molekulare Schwingungen der Fluorophore zurückzuführen ist.48

2.1.4 Fluoreszenzanisotropie

Die Übergangsdipolmomente der Absorption und der Emission fluoreszierender Stoffe sind
zueinander orientiert. Ist das Übergangsdipolmoment der Absorption eines fluoreszieren-
den Stoffes in z-Richtung zum elektrischen Feldvektor E orientiert, kann linear polari-
siertes Licht absorbiert werden. Je nach räumlicher Ausrichtung und Orientierung zum
elektrischen Feldvektor E kann dann ebenfalls linear polarisiertes Licht emittiert werden.
Die Detektion erfolgt in horizontaler (I⊥) und vertikaler (I||) Orientierung zur z-Achse
(siehe Abbildung 2.6).
Diese Fluoreszenzpolarisation wird durch die Fluoreszenzanisotropie r beschrieben (siehe
Gleichung 2.18). Der G-Faktor (G) ist eine gerätespezifische Größe, die aus den Inten-
sitäten bei horizontaler Anregung und horizontaler sowie vertikaler Detektion bestimmt
wird.40

r =
I|| −G · I⊥

I|| + 2 ·G · I⊥
(2.18)

Der Wert der Anisotropie hängt sowohl von dem Winkel der Übergangsdipolmomente zu-
einander als auch ihrem Winkel θP zur Polarisation des eingestrahlten Lichts ab. Daraus
ergibt sich für ein Molekül mit parallelen Dipolmomenten, das in Richtung des einge-
strahlten Lichts (z-Richtung) rotiert, ein Anisotropiewert von 1.
In einer Lösung sind die Übergangsdipolmomente zufällig verteilt und die Anregungswahr-
scheinlichkeit ist proportional zu cos2 θ. Durch diese Photoselektion wird für gleichmäßig
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2 Theorie 2.1 Spektroskopische Grundlagen

um die Polarisationsebene des Anregungslichts orientierte Moleküle mit parallelen Über-
gangsdipolmomenten ein maximaler Anisotropiewert von 0,4 erreicht.

y

z

x

E

I
⊥

I||

Polarisator

Anregung

Detektion

Abbildung 2.6: Schematischer Aufbau zur Bestimmung der Fluoreszenzanisotropie52

Wenn die Übergangsdipolmomente nicht parallel zueinander orientiert sind, ist die Aniso-
tropie zusätzlich vom Winkel β zwischen den Übergangsdipolmomenten abhängig (siehe
Gleichung 2.19).

r = 2
5

(
3 · cos2 β− 1

2

)
(2.19)

Jedes Fluorophor besitzt als spezifische Eigenschaft denWert der fundamentalen Anisotro-
pie r0. Dieser ergibt sich, wenn zwischen Absorption und Emission keine depolarisierenden
Prozesse, wie Rotation oder Energietransfer, stattfinden.40

Die stationäre Depolarisationsmessung bildet einen Mittelwert der Anisotropie über die
gesamte Abklingzeit τ. Der Zusammenhang zwischen der Rotationskorrelationszeit ϕ ei-
nes Moleküls und der stationären Anisotropie ist durch die Perrin-Gleichung (siehe Glei-
chung 2.20) gegeben.39

1
r = 1

r0

(
1 + τ

ϕ

)
(2.20)

Die Interpretation der Anisotropie ist jedoch allein mit den stationären Messungen schwie-
rig. Mithilfe der zeitaufgelösten Anisotropie r(t) werden Details wie Geschwindigkeit und
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Art der Rotation deutlich. Für die Bestimmung von r(t) werden die Fluoreszenzabkling-
kurven, die mit vertikal polarisiertem Licht aufgenommen und vertikal (I||) bzw. horizontal
(I⊥) detektiert wurden, für die Auswertung verwendet (siehe Gleichung 2.21).

r(t) =
I||(t)−G · I⊥(t)

I||(t) + 2 ·G · I⊥(t) (2.21)

Der zeitliche Verlauf der Anisotropie wird vor allem durch die Geschwindigkeit der Ro-
tationsdiffusion eines Fluorophors beeinflusst, dessen Form, Größe und Mikroumgebung
dabei entscheidende Faktoren sind.
Kleine, nicht sphärische Moleküle klingen in homogener Umgebung multiexponentiell von
demWert der fundamentalen Anisotropie r0 beim Zeitpunkt t = 0 ab, sodass sich maximal
drei Rotationskorrelationszeiten ergeben. Diese weichen bei kleinen Molekülen jedoch so
wenig voneinander ab, dass die Abklingkurve meist monoexponentiell mit einer mittleren
Rotationskorrelationszeit angepasst werden kann.
Wird ein Molekül in seiner Rotation eingeschränkt, z.B. durch die Bindung an einen
Antikörper, kann es zu einer nicht vollständigen Depolarisation kommen, sodass die Fluo-
reszenzanisotropie gegen eine Grenzanisotropie r∞ geht. Rotiert das Molekül in seiner Um-
gebung nur noch bis zu einem Winkel θK, so kann der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzan-
isotropie mit dem wobble-in-a-cone-Modell beschrieben werden (siehe Abbildung 2.7 und
Gleichung 2.22).53–55

θ
K

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der Rotation eines Moleküls nach dem
wobble-in-a-cone-Modell mit dem halben Öffnungswinkel des Ke-
gels θK39

r(t) = r0

[
(1− A∞) · exp

(
− t
ϕ

)
+ A∞

]
(2.22)
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2 Theorie 2.1 Spektroskopische Grundlagen

Die Hinderung der Rotation wird durch A∞ beschrieben und ist eine Funktion des halben
Öffnungswinkels des Kegels (0◦ ≤ θK ≤ 90◦), in dem das Fluorophor noch rotieren kann
(siehe Gleichung 2.23).

A∞ = r∞
r0

=
[

1
2 · cos θK (1 + cos θK)

]2

(2.23)

Bei einer starken Hinderung der Rotation geht der A∞-Wert gegen 1 und θK gegen 0◦.
Bei einem halben Öffnungswinkel des Kegels von 90◦ kann das Molekül frei rotieren und
A∞ geht gegen 0.

2.1.5 Transienten-Absorption

Bei der Transienten-Absorption (TTA) handelt es sich um die Absorption von Licht durch
Moleküle, die sich bereits im angeregten Zustand befinden. Alle Intermediate, die nach der
Photoanregung gebildet werden und Licht absorbieren, sind in der transienten Absorption
messbar. Es handelt sich dabei z.B. um Moleküle im Triplettzustand und photochemische
Produkte wie zum Beispiel Radikale.
Prinzipiell lässt sich auch die TTA mit dem Lambert-Beer’schen Gesetz beschreiben.
Der wichtigste Unterschied zur stationären Absorptionsspektroskopie besteht dabei in
der Zeitabhängigkeit der transienten Absorption. Zur Messung der TTA wird die Probe
mit einem kurzen Laserpuls angeregt (Pumppuls) und die Absorption mit einem sehr
kurzen Probepuls, der in der Zeit relative zum Pumppuls verschoben ist, gemessen. Nach
der Photoanregung durch den Laserpuls ändert sich bei den Wellenlängen transienter Ab-
sorptionsbanden das Absorptionsverhalten der Probe. Es handelt sich um ein sogenanntes
Test-Impuls-Experiment.56

∆OD(t, λ) = lg
(

I0
IT (t, λ)

)
∼= εT (λ) · cT(t) · d (2.24)

Das gemessene Signal wird in ∆OD, die Änderung der optischen Dichte, umgerechnet.
Die Werte von ∆OD ergeben, analog zur Extinktion, gegen die Wellenlänge aufgetragen,
ein Absorptionsspektrum der transienten Spezies. Auch bei der transienten Absorption
bildet der dekadischen Extinktionskoeffizient εT der transienten Spezies die Proportiona-
litätskonstante zwischen ∆OD und der Konzentration der jeweiligen transienten Spezies
cT bei einer Schichtdicke d. Zu beachten ist dabei eine homogene Ausleuchtung des Pro-
bevolumens, da die Konzentration der transienten Spezies direkt proportional zur Anre-
gungsintensität I0 ist.57,58 Die Veränderungen, die durch die Anregung passieren, können
zeitaufgelöst detektiert werden, wobei verschiedene Effekte beobachtet werden.
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Triplett-Triplett-Absorption Eine Ursache für das Auftreten einer transienten Absorp-
tionsbande kann die Triplett-Triplett-Absorption sein (siehe Abbildung 2.1). Wenn nach
Photoanregung des Analyten dieser durch ISC in den Triplettzustand übergeht, können
Moleküle aus dem Triplettzustand Licht absorbieren und in einen höheren Triplettzustand
angeregt werden. Die Messung der Triplett-Triplett-Absorption eröffnet zum Beispiel Zu-
gang zu Triplettlebenszeiten auch bei nicht oder nur schwach phosphoreszierenden Proben.
Des Weiteren können aus den Triplett-Triplett-Absorptionsspektren die energetische La-
ge der Übergänge, die Peakbreite und viele weitere spektrale Informationen gewonnen
werden.56

Grundzustandsverarmung Als Grundzustandsverarmung (Ground-State Depletion,
auch Photobleaching) wird das Phänomen bezeichnet, wenn die optische Dichte einer
Probe durch Photoanregung sinkt. Bei der Messung der transienten Absorption zeigt sich
dieser Effekt durch negative Messwerte für ∆OD. Der Grund dafür liegt in der geringe-
ren Anzahl an Molekülen, die nach der Photoanregung im elektronischen Grundzustand
verbleiben. Mit der geringen Zahl an Molekülen im Grundzustand ergibt sich eine geringe
Absorption durch Moleküle im Grundzustand. Aus dem Verhältnis von I0

IT
< 1 ergibt sich

nach Gleichung 2.24 ein negativer Wert für ∆OD. Dieser Fall tritt ein, wenn durch Grund-
zustandsverarmung die transmittierte Intensität nach Photoanregung IT größer ist als die
transmittierte Intensität vor Photoanregung I0. Grundzustandsverarmung ist natürlich
nur bei Wellenlängen messbar, bei denen der Analyt aus dem Grundzustand absorbiert,
sprich eine Absorptionsbande zeigt. Des Weiteren kann die Grundzustandsverarmung von
einer stärkeren transienten Absorptionsbande überlagert werden.56

Lumineszenz Wie die Grundzustandsverarmung, führt auch die Lumineszenz der Probe
zu negativen Werten von ∆OD bei den Emissionswellenlängen. Die Lumineszenz lässt sich
jedoch leicht von der Grundzustandsverarmung unterscheiden, indem das Experiment mit
und ohne den Abfragestrahl wiederholt wird.
Die Lumineszenz einer Probe auch zeitaufgelöst gemessen werden und mit dem gewählten
Aufbau können auswertbare Abklingkurven schon mit sehr wenigen Photoanregungen
erhalten werden (typischerweise etwa 100 Photoanregungen).56

Photochemische Produkte Durch die hohen Leistungsdichten bei der Laseranregung
können instabile Analyten in beträchtlichem Maße photochemische Produkte bilden. Da-
bei handelt es sich vor allem um Radikale, Radikalionen sowie solvatisierte Elektronen.
Wenn eines der photochemischen Produkte bei der Detektionswellenlänge Licht absor-
biert, ist ein ∆OD messbar. Mitunter kann sogar der Reaktionsverlauf beobachtet werden.
Gegebenenfalls lassen sich photochemische Effekte durch Veränderung der Anregungswel-
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lenlänge und der Leistungsdichte des Pumpstrahls verringern.56

2.2 Photophysik der Cumarine
Cumarinfarbstoffe sind eine Klasse von fluoreszierenden Farbstoffen die ursprünglich für
die Verwendung in Farbstofflasern entwickelt wurden. Sie finden aber auch Verwendung
als polaritäts-, pH- und viskositätssensitive Fluorophore, sowie als Fluoreszenzmarker. Es
handelt sich bei ihnen um Derivate von Cumarin, einem natürlich vorkommenden sekun-
dären Pflanzenstoff.59

Cumarin selbst zeigt bei Raumtemperatur keine Fluoreszenz und hat nur eine geringe Ab-
sorption im nahen UV-Bereich. Aber wenn in C6- oder C7-Position (siehe Abbildung 2.8)
des Moleküls eine Elektronendonorgruppe (wie Hydroxyl- oder Aminogruppe) substitu-
iert wird, erscheint eine intensive blau-grüne Emission. Dies geschieht aufgrund eines
Push-Pull-Effekts zwischen der Elektronendonorgruppe an C6 bzw. C7 und dem elektro-
nenziehenden Lactonrest.
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Abbildung 2.8: Strukturformel von Cumarin60

Eine schematische Zeichnung des Cumaringrundgerüsts (2H-Chromen-2-on) zusammen
mit der verwendeten Atommarkierung ist in Abbildung 2.8 dargestellt. Darüber hinaus
wird der aromatische Ring, bestehend aus 6 Kohlenstoffatomen, als Ring 1 und der Lac-
tonring als Ring 2 definiert.
Cumarinderivate sind als photostabile Fluoreszenzfarbstoffe mit großen Stokesverschie-
bungen und hohen Fluoreszenzquantenausbeuten in den Lebenswissenschaften gut eta-
bliert. Diese Strukturen zeigen große Unterschiede zwischen den äquilibrierten Geometri-
en und den Dipolmomenten im Grundzustand und im angeregten Zustand. Das bedeutet,
dass im angeregten Zustand ein intramolekularer Ladungstransfer (ICT, engl. internal
charge transfer) erfolgen kann.61 Dieser ICT ist stark vom Lösungsmittelkäfig des Cu-
marins abhängig. Je nach Polarität des verwendeten Lösungsmittels verändert sich die
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Stokesverschiebung des Cumarins. Diese Polaritätsabhängigkeit der Stokesverschiebung
kann mit Hilfe der Lippert-Mataga-Beziehung (Gleichung 2.25) ausgewertet werden.40

ν̃A − ν̃E = 2∆f
hc ·

(µe − µg)
a3 (2.25)

Hierbei sind ν̃A und ν̃E die Wellenzahlen der Absorption bzw. der Emission, h ist das
Planck’sche Wirkumsquantum und c die Lichtgeschwindigkeit. Außerdem gehen die Di-
polmomente im Grundzustand (µg) und im angeregten Zustand (µe), sowie der Radius
des Lösungsmittelkäfigs (a) in die Berechnung ein. ∆f ist die Orientierungspolarisierbar-
keit, die ein Maß für die Polarität des jeweiligen Lösungsmittels ist. Sie lässt sich aus der
Dielektrizitätskonstante (ε) und dem Brechungsindex (n) nach Gleichung 2.26 für jedes
Lösungsmittel berechnen.40

∆f = ε− 1
2ε+ 1 −

n2 − 1
2n2 + 1 (2.26)

7-Aminocumarine haben sowohl eine Aminogruppe, die als Elektronendonor wirkt, als
auch eine Carbonylgruppe, die als Elektronenakzeptor wirkt.

O ON
R1

R2

ON
R1

R2

O

Abbildung 2.9: Strukturformeln eines 7-Aminocumarins

Beide Gruppen sind durch konjugierte Doppelbindungen verbunden. Durch die rotieren-
de Aminogruppe wird das Energieniveau des Zustands gesenkt. In der Regel nehmen
die Fluoreszenzeffizienzen von 7-Aminocumarinen in hochpolaren Lösungsmitteln (z.B. in
wässrigen Puffersystemen) ab. Diese Reduktion ist besonders stark, wenn die Aminogrup-
pe dialkyliert ist und keine Wasserstoffbrücken mit Lösungsmittelmolekülen bilden kann.
Bei Anregung der Farbstoffe mit weniger starren Geometrien kann eine innere Konversion
des anfänglichen ICT -Zustands durch eine Rotation der Aminogruppen in einen nicht
emittierenden verdrehten intramolekularen charge-transfer Zustand (TICT, engl. twisted
intramolecular charge transfer) mit vollständiger Ladungstrennung erfolgen (siehe Abbil-
dung 2.10).62–64 Dieser Zustand wird durch elektronenziehende Gruppen an C3 oder C4
und durch elektrostatische Wechselwirkungen mit Molekülen eines polaren Lösungsmit-
tels stabilisiert. Als Ergebnis haben Cumarine mit frei drehenden 7-Dialkylaminogruppen
schlechte Fluoreszenzquantenausbeuten in wässrigen und alkoholischen Medien. Wie er-
wartet, führt die Versteifung des Fluorophors durch Einbeziehung der Aminogruppe in
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ein oder zwei mit dem π-System verschmolzene Ringe zu einer beträchtlichen Verbesse-
rung der Fluoreszenzeffizienz, da in diesem Fall die Anregung einen einfachen, planaren
ICT -Zustand ergibt. Außerdem ist bekannt, dass es keine Notwendigkeit für eine Fixie-
rung gibt, wenn die Aminogruppe nur eine Alkylgruppe trägt. Die starren Aminogruppen
haben einzelne Elektronenpaare, die mit dem π-Elektronensystem des Farbstoffs effizient
überlappen. Diese planaren Aminogruppen sind stärkere Elektronendonatoren als verdreh-
te Dimethyl- oder Diethylaminogruppen. Daher sind sie direkt mit einem Elektronenak-
zeptorteil des Cumarinfluorophors konjugiert und der voll entwickelte Push-Pull-Effekt
verschiebt die Absorptions- und Emissionsbanden weiter zu längeren Wellenlängen.61
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Abbildung 2.10: Energieniveaus inkl. ICT und TICT

Die Bildung des TICT -Zustands führt zur Fluoreszenzlöschung, da die Rotation der Grup-
pe einen zusätzlichen, nicht strahlenden Deaktivierungskanal bereitstellt. Polare Lösungs-
mittel, wie PBS, stabilisieren diesen Zustand, indem sie die Energieniveaus des angeregten
Zustands senken.64,65

Unter vielen handelsüblichen Cumarinen besteht eine populäre Designstrategie darin,
einen elektronenschiebenden Substituenten an der 7-Position und eine andere elektro-
nenziehende oder -schiebende Gruppe entweder in der 3-Position oder der 4-Position
einzuführen. Diese Strategie kann den Push-Pull-Effekt effektiv anpassen und die UV-
VIS-Spektren von Cumarinen durch einfaches Austauschen der Substituenten nach ihrer
variierenden elektronenschiebenden oder -ziehenden Kraft verändern.17,66 Des Weiteren
ist bekannt, dass das Anbringen einer elektronenziehenden Gruppe an der 3-Position an-
stelle der 4-Position zu einer größeren Rotverschiebung der UV-VIS-Absorptionsspektren
und einem nahezu verdoppelten molaren Extinktionskoeffizienten führt.17,18
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Die ersten angeregten Zustände von Cumarinen beinhalten überwiegend die
HOMO → LUMO Elektronenübergänge. Die atomaren Beiträge zu ihren HOMO- und
LUMO-Elektronendichten wurden in der Literatur über Dichtefunktionaltheorierechnun-
gen (DFT) berechnet.60 In der 4-Position ist die Elektronendichte im HOMO sehr gering,
steigt aber im LUMO erheblich an. Daher sorgt das Anbringen einer elektronenziehenden
Gruppe an der 4-Position dafür das LUMO stark zu stabilisieren und die Energieband-
lücke des Cumarins zu reduzieren.67

Im Gegensatz dazu zeigt die Elektronendichte an der 3-Position während des
HOMO → LUMO-Übergangs wenig Veränderung. Dementsprechend verursacht eine an
dieser Position angebrachte elektronenziehende Gruppe ähnliche Stabilisierungseffekte
sowohl für das HOMO als auch für das LUMO, sodass die Gesamtveränderung in der
Energiebandlücke relativ klein sein soll. Zum genaueren Verständnis ist deswegen eine
eingehendere Struktur-Eigenschaftsbeziehung erforderlich.
Die Energiebandlücke (Eg) einer Verbindung wird überwiegend durch fünf Faktoren be-
stimmt (siehe Gleichung 2.27).68

Eg = Esub + EBLW + Eres + Eθ + Eint (2.27)

Der erste Faktor (Esub) beinhaltet die elektronenschiebende bzw. -ziehende Kraft eines
Substituenten, der oft durch Hammett-Werte quantifiziert wird. Dieser Faktor spielt ei-
ne wichtige Rolle bei der spektralen Verschiebung des zweiten Faktors durch den ein
Bindungslängenwechsel (BLW) dargestellt wird. BLW berechnet die Differenz der durch-
schnittlichen Einfachbindungslänge und der mittleren Doppelbindungslänge in der konju-
gierten Alkylkette eines Moleküls. Ein kleinerer BLW-Wert entspricht einem höheren Grad
der Elektronendelokalisierung und einer kleineren Bandlücke. Der dritte Faktor (Eres) be-
trifft die Resonanzenergie in einem typischen konjugierten Ringsystem. Beispielsweise
beinhaltet die optische Anregung eines aromatischen Farbstoffs den ICT und den Über-
gang des Benzolrings auf eine para-quinoide Form. Umgekehrt neigt die Resonanzenergie
dazu, die π-Elektronen innerhalb des Benzolrings einzuschränken und arbeitet gegen den
ICT .68 Die Resonanzenergie Eres kann mit der Grundzustandmolekülstruktur eines aroma-
tischen Farbstoffs zusammenhängen. Nach der Resonanztheorie wird die tatsächlich beob-
achtete Molekülstruktur eines Moleküls durch alle möglichen Resonanzzustände kollektiv
beschrieben und der beobachtete Benzolring in diesem Farbstoff ist nicht absolut aroma-
tisch. Vielmehr zeigen sie aufgrund der Beiträge für den para-quinoidischen Resonanzzu-
stand quinoidähnliche Muster. Die Beiträge aus diesen verschiedenen Resonanzzuständen
können durch das empirische HOSE-Modell (engl. harmonic oscillator stabilization ener-
gy) quantifiziert werden.69 Insbesondere der Beitrag aus dem para-quinoiden Resonanz-
zustand in die Grundzustandsstruktur gibt einen guten Hinweis auf die Resonanzenergie.
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Das heißt, ein höherer para-dioidaler Beitrag entspricht der niedrigeren Resonanzenergie.
Der vierte Faktor Eθ kann als der Diederwinkel θ zwischen dem Substituenten und dem
Cumaringerüst verstanden werden. Dies ist besonders wichtig, wenn dieser Substituent
an dem konjugierten π-System teilnehmen oder es erweitern kann. Ein kleiner Winkel θ
führt zu einer planaren Struktur und einer größeren π-Elektronendelokalisierung, was ein
kleineres Eθ verursacht. Der letzte Faktor (Eint) ist für intermolekulare Wechselwirkungen
verantwortlich. Haben alle Cumarine denselben Substituenten, der aber an verschiede-
nen Positionen gebunden ist, die gleiche molekulare Formel und ähnliche Volumina und
werden vor allem in Lösung verwendet, so ist der Beitrag aus den intermolekularen Wech-
selwirkungen im Wesentlichen die Lösungsmittel-Analyt-Wechselwirkungen. Am Ende ist
es wichtig, dass diese fünf Faktoren nicht separat betrachtet werden können, sondern dass
sie zusammenhängen. Eine Erhöhung des Push-Pull-Effekts durch die Wahl von mehr
bzw. stärker elektronenschiebenden oder -ziehenden Substituenten führt dazu, Esub zu
verringern. Gleichzeitig wird die molekulare Struktur des resultierenden Farbstoffs para-
quinoid, was zu einem niedrigeren Eres führt.18

2.3 Photophysik der DBD-Farbstoffe

DBD([1,3]dioxolo[4,5-f][1,3]benzodioxol)-Farbstoffe sind eine Klasse neuartiger Fluores-
zenzfarbstoffe. Sie zeichnen sich vor allem durch große Stokesverschiebungen
(∆λ > 100 nm), lange Fluoreszenzabklingzeiten (τ > 20 ns) und eine hohe Stabili-
tät gegenüber Photobleichen aus.70–73 Die photophysikalischen Eigenschaften der DBD-
Farbstoffe unterscheiden sich deutlich, wenn Substituenten am Grundgerüst ausgetauscht
werden. So sind bisher DBD-Farbstoffe 1. Generation (Acyl-DBD) und 2. Generation
(Esther-DBD) bekannt (siehe Abbildung 2.11).
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Abbildung 2.11: Strukturformeln eines Acyl- (links) und eines Esther- (rechts) DBD-
Farbstoffs

Besonders die Acyl-DBD-Farbstoffe zeigen eine starke Abhängigkeit in ihrer Fluoreszenz-
quantenausbeute und -abklingzeit von der Polarität des verwendeten Lösungsmittels. In
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Wasser ist die Fluoreszenz nahezu gelöscht, wohingegen in unpolaren Lösungsmitteln hohe
Fluoreszenzquantenausbeuten und -abklingzeiten beobachtet werden können.71 Daher eig-
neten sich dieses sehr gut als Fluoreszenzsonden um den Einbau in die hydrophobe Dop-
pellipidschicht von großen unilamellaren Vesikeln zu untersuchen und wurden daher für
diese Arbeit ausgewählt.
Es ist bereits bekannt, dass sich die kritische Mizellbildungskonzentration (cmc) verschie-
dener Tenside durch das Erfassen der Änderung der Fluoreszenzabklingzeit von Acyl-
DBD-Farbstoffen bestimmen lässt. Dadurch, dass die Fluoreszenz in Wasser nahezu ge-
löscht ist, kann durch die Zugabe der lipophilen Detergenzien die cmc anhand der anstei-
genden Fluoreszenzlebensdauer bestimmt werden.70

Des Weiteren wurden Acyl-DBD-Farbstoffe in verschiedene Zellen eingebracht. Auf Grund
ihrer geringen molekularen Größe und ihrer Lipophilie sind sie in der Lage sich in lipophi-
len Biomembransystemen anzureichern. Die verschiedene Zelllinien geben, je nach Bereich
der Zelle, in FLIM-Messungen (engl. fluorescence life imaging microscopy) unterschiedli-
che Fluoreszenzabklingzeiten von jeder intrazellulären Membran.70

2.4 Oligo-Spiro-Thio-Ketal-Stäbe
Molekulare Stäbe sind starre Moleküle mit einem großen Seitenverhältnis (siehe Abbil-
dung 2.12), die in den letzten Jahrzehnten immer mehr Bedeutung gewonnen haben. Die
hohe Festigkeit der Moleküle ist mit der Dimensionsstabilität verbunden und stellt eine
wesentliche Voraussetzung für Anwendungen dar, die auf der wohldefinierten Form der
Moleküle basieren. Molekulare Stäbe haben sich aufgrund ihrer einzigartigen Eigenschaf-
ten in einer Vielzahl von Anwendungen bewährt, vor allem im Bereich der modernen
Biowissenschaften, der Nanowissenschaften und der Nanotechnologien.22–27
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2 Theorie 2.5 Phospholipidvesikel

Oligo-Spiro-Ketal-Stäbe (OSK) sind auf spirocyclisch verbundenen sechsgliedrigen Ringen
basierend. Die Ringe sind durch Kondensation von 1,3-Diolen und Ketonen miteinander
verbunden.29 OSK-Stäbe weisen im Vergleich zu anderen molekularen Stäben eine hohe
Steifigkeit auf und durch flexible Kombination verschiedener Bausteine sind Stäbe mit
unterschiedlichen Längen zugänglich. Solche OSK-Stäbe wurden erfolgreich als Anker in
biologischen Membranen verwendet.30–32 Eine Einschränkung bei der Synthese der OSK-
Stäbe ist die maximale Anzahl an Ketalresten. Die reversible Bildung dieser funktionellen
Gruppen kompliziert die Synthese längerer Stäbe erheblich. Der Austausch von Sauerstoff
durch Schwefel, der die wesentlich stabileren Thioketale liefert, löst dieses Problem und
ist die Basis der in dieser Arbeit verwendeten Oligo-Spiro-Thio-Ketal-Stäbe (OSTK).74

2.5 Phospholipidvesikel
In wässriger Phase assoziieren Amphiphile, wie Phospholipide, spontan zu ausgedehnten
bimolekularen Doppelschichten, die auch als Lamellen bezeichnet werden. Dabei orientie-
ren sich die hydrophilen Kopfgruppen nach außen zum wässrigen Medium und die hydro-
phoben Ketten ins Innere der Doppelschicht.75 Wenn sich eine solche Lamelle einstülpt
und im gebildeten Innenraum ein Teil der umgebenden wässrigen Lösung eingeschlossen
wird, entsteht ein unilamellares Vesikel. Abbildung 2.13 zeigt schematisch ein Vesikel im
Querschnitt. Die Größenverhältnisse sind hierbei nicht originalgetreu. Tatsächlich ist die
Membran extrem dünn im Verhältnis zum Vesikeldurchmesser. Um dies zu verdeutlichen
soll ein POPC-Vesikel (1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin) mit dem Durch-
messer von 50 µm als Beispiel dienen. Die Dicke der POPC-Doppelschicht beträgt hierbei
etwa 4 nm. Dies entspricht etwa einem Verhältnis von Vesikeldurchmesser zu Membran-
dicke von 1000:1.76

Abbildung 2.13: Schematische Darstellung eines unilamellaren Vesikels

Vesikelmembranen bzw. Phospholipiddoppelschichten zeigen ein temperaturabhängiges
Phasenverhalten. Allgemein wird zwischen einer festen Gel-Phase Lβ und einer flüssig-
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2 Theorie 2.6 Hapten-Antikörper-Bindung

kristallinen Phase Lα unterschieden. Je nach Lipid treten verschiedene Zwischenphasen
auf. Der Wechsel zwischen diesen Phasen wird als Phasenübergang bezeichnet. Die Pha-
senübergangstemperatur Tm hängt von Faktoren wie der Kettenlänge, dem Sättigungs-
grad sowie der Position der Doppelbindung des Lipides ab. Deswegen weisen alle Lipide
charakteristische Phasenübergangstemperaturen Tm auf.77

2.6 Hapten-Antikörper-Bindung
Haptene sind kleine Moleküle, wie z.B Cumarine, an die Antikörper (siehe Abbildung 2.14)
binden können. Sie rufen jedoch keine Immunantwort hervor, was die Herstellung von An-
tikörpern, die gegen sie gerichtet sind, schwierig macht. Um trotzdem gezielt Antikörper
gegen Haptene zu erhalten, können diese an Trägermoleküle gebunden werden. Die erhal-
tenen Antikörper binden auch an die freien Haptene.78
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Abbildung 2.14: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Antikörpers

Antikörper binden mit ihrer Bindungsregion, dem Paratop (siehe Abbildung 2.14) an das
Epitop des Antigens bzw. Haptens, relativ spezifisch nach dem Schlüssel-Schloss-Prinzip.
Dies beschreibt die Funktion von zwei oder mehreren komplementären Strukturen, die
räumlich zueinander passen müssen, um eine bestimmte biochemische Funktion erfüllen
zu können.79 Zwischen Antikörper und Antigen bilden sich normalerweise keine kovalenten
Bindungen aus, sodass die Bindung dem Massenwirkungsgesetz unterliegt. Bei einer hohen
Spezifität entsteht eine Vielzahl von elektrostatischen Wechselwirkungen, van-der-Waals-
Kräften und Wasserstoffbrückenbindungen. Bindet ein Antikörper außer dem Antigen,
gegen das er eigentlich gerichtet ist, weitere Antigene, spricht man von Kreuzreaktivität.
Diese kann durch Ähnlichkeiten in der Epitopstruktur erklärt werden und tritt häufig bei
niedermolekularen Verbindungen auf.78,80

Homogene Fluoreszenzimmunassays unter Verwendung von monoklonalen Antikörpern,
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die gegen Fluorophore gerichtet sind, sind literaturbekannt.81 Das Prinzip von kompeti-
tiven Fluoreszenzimmunassays verwendet zwei Antikörper: der eine bindet den Analyten
und der andere bindet den Fluorophor, während durch Bindung des Fluorophors die Fluo-
reszenz gelöscht wird. Ein Konjugat, bestehend aus dem Analyten und dem Fluorophor,
ist durch einen der Antikörper gebunden. Die Bindung von beiden Antikörpern gleichzei-
tig ist aufgrund der sterischen Hinderung nicht möglich. Wenn die Probe zugegeben wird,
ändert der Analyt aus dieser Probe das Gleichgewicht der beiden Antikörperbindungen
an das Konjugat und die Menge an Analyt kann aus der Änderung der Fluoreszenzin-
tensität berechnet werden. Dieses Prinzip wurde bereits mit polyklonalen Antikörpern
bewiesen.82,83

Während das Löschen der Fluoreszenz durch die Antikörperbindung häufig beobachtet
wird, scheint die Erhöhung der Fluoreszenz ein sehr seltenes Ereignis zu sein. Es gibt
jedoch einige wenige Antikörper gegen Rhodaminfarbstoffe9 und ein fluoreszierendes Nu-
kleotidanalogon,10 bei denen die Bindung des Antikörpers zu einer Verbesserung der Fluo-
reszenz und einer Verschiebung der Fluoreszenz führte.84 Eine Schematische Darstellung
für ein konkurrenzfähiges FIA auf der Basis der Fluoreszenzverstärkung zeigt Abbildung
2.15.
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Abbildung 2.15: Schematische Darstellung eines fluoreszenzverstärkenden Immun-
assays
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2 Theorie 2.7 Polyproline

2.7 Polyproline

L-Prolin wird im menschlichen Körper z. B. für die Bildung von Kollagen benötigt, um
Bindegewebe und Knochen aufzubauen. Häufig wird es als „Helixbrecher“ bezeichnet und
findet sich oft am Übergang einer Alpha-Helix zu einer anderen Sekundärstruktur wie-
der.85 Mehrere Proline in einer Reihe können eine Polyprolinhelix erzeugen. Eine Po-
lyprolinhelix ist eine Art von Proteinsekundärstruktur, die in Proteinen mit wiederho-
lenden Prolinresten auftritt. Eine linksdrehende Polyprolin-II-Helix wird gebildet, wenn
die sequentiellen Reste alle Rückgrat-Diederwinkel von etwa –75◦ – 150◦ annehmen und
sie trans-Isomere der Peptidbindungen haben. Die Polyprolin-II-Helix hat drei Prolin-
einheiten pro Umdrehung und der Anstieg pro Rest beträgt ca. 3,1 Å. Sie ist relativ
offen und hat keine internen Wasserstoffbrückenbindungen, im Gegensatz zu den allge-
meineren helixförmigen Sekundärstrukturen, wie z.B. der α-Helix. Die Amid-Stickstoff-
und Sauerstoffatome sind zu weit auseinander (ca. 3,8 Å) und sind für eine Wasserstoff-
brückenbindung falsch ausgerichtet. Darüber hinaus sind diese Atome beide Wasserstoff-
brückenbindungsakzeptoren. Deshalb gibt es, aufgrund der zyklischen Seitenkette, keinen
Wasserstoffbrückenbindungsdonoren.86

Abbildung 2.16: 3D-Darstellung der Strukturformel eine Polyprolins mit 14 Prolinein-
heiten und Cystein an dem einem, sowie DBD an dem anderen Ende

Polyproline wurden erstmals im Rahmen von FRET in der Arbeit von Stryer und Haug-
land eingesetzt, die experimentell die Abstandsabhängigkeit der FRET-Effizienz unter-
suchten und dabei das Polyprolin als starren Stab annahmen.38 Für die längeren Poly-
proline (mehr als 12 Prolineinheiten) sind jedoch die End-to-End-Abstandsverteilungen,
die aus Langevin-Molekulardynamiksimulationen erhalten wurden, nicht die eines starren
Stabes, sondern sind viel mehr wie die Verteilungen einer wurmartigen Kette. Im Bereich
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der kleinen Peptidlängen, die von Stryer und Haugland (bis zum Dodecamer) verwendet
werden, kann ein Polyprolin durch einen starren Stab angenähert werden.87

2.8 Goldnanopartikel

Im Jahre 1908 löste Gustav Mie die Maxwellgleichungen für die Wechselwirkung der elek-
tromagnetischen Lichtwelle mit kleinen metallischen Kugeln (z.B. Teilchen, die kleiner als
die Wellenlänge des Lichts sind), wie zum Beispiel mit Goldnanopartikeln.88 Wenn die
Leitungselektronen in einem kleinen Teilchen einem externen Antriebsfeld unterworfen
werden, beginnen die Leitungselektronen zu oszillieren. Diese oszillierenden Elektronen
können wiederum elektromagnetische Strahlung erzeugen. Dieser Vorgang wird als Streu-
ung bezeichnet. Das Teilchen kann auch die Energie des Anregungslichts absorbieren. Die
totale Extinktion des Lichtstrahls durch das Partikel enthält Beiträge der Streu- und Ab-
sorptionsvorgänge. Die Effizienz der Extinktion ist daher die Summe der Absorptions-
und Streueffizienz. Dieses Merkmal kann durch Spektroskopie mit dem Vorhandensein
von Absorptionsbanden, der sogenannten Oberflächenplasmonenbanden, im sichtbaren
Bereich nachgewiesen werden. Darüber hinaus kann die Extinktionseffizienz (Streu- und
Absorptionserscheinungen) von Goldnanopartikeln (AuNP) so intensiv sein, dass ihre De-
tektion auch bei extrem niedrigen Konzentrationen möglich wird.89,90

Abbildung 2.17: Schematische Darstellung der Oberflächenplasmonenresonanz91

Bei der Oberflächenplasmonenresonanz werden durch longitudinal einfallendes Licht die
Elektronen der äußeren Schalen angeregt. Da es bei den Goldnanopartikeln keine aus-
gedehnten Leitungsbänder gibt, handelt es sich um eine lokalisierte Oberflächenplasmo-
nenresonanz. Die Anregung findet durch polarisiertes Licht statt, das parallel zur Ein-
fallsebene auf die Nanopartikel trifft. Das einfallende Licht induziert einen Dipol und es
kommt zu einer Ladungsinduzierung an der Oberfläche des Nanopartikels. Diese wirkt als
rückstellende Kraft und es wird ein oszillierender Prozess hervorgerufen.92 Die Oberflä-
chenplasmonenbande von Goldnanopartikeln wird durch mehrere Faktoren wie die Größe,
die Form, die Dielektrizitätskonstante der Umgebung und die Anwesenheit von benach-
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barten Partikeln beeinflusst.93–97 Außerdem können die Oberflächenplasmonenbanden und
das von den Nanopartikeln erzeugte elektrische Feld stark mit einem nahe gelegenen Farb-
stoff, der zum Beispiel an die Oberfläche gekoppelt wurde, wechselwirken, sodass seine
optischen Eigenschaften wie Fluoreszenzintensität, Abklingzeit und Quantenausbeute ver-
ändert werden.
Heutzutage wird eine breite Palette von Nanostrukturen beschrieben bei denen es mög-
lich ist, die spektrale Überlappung zwischen der Oberflächenplasmonenbande und der
Emission eines Farbstoffs zu nutzen.98–102 Das Hauptziel ist die Gestaltung von hybriden
Nanoobjekten mit neuen photophysikalischen Eigenschaften, die ein breites Spektrum an
Möglichkeiten in den Bereichen Photonik, Katalyse und Biologie bieten.103–105

Im Falle eines nanopartikelbasierenden Oberflächenenergietransfer (NSET, engl. nano-
particle-based surface energy transfer),106 einem Energietransfer zwischen Metallnano-
partikel und Farbstoffmolekül, kann anhand des Perssonmodells der Abstand zwischen
Donor (Farbstoff) und Akzeptor (AuNP) nach Gleichung 2.28 berechnet werden.107

d0 =
(

0, 255c3φD

ω2
dωFkF

) 1
4

(2.28)

Hierbei ist d0 der Abstand zwischen Farbstoff und Nanopartikel, bei dem ein Farbstoff die
gleiche Wahrscheinlichkeit für die Energieübertragung und die spontane Emission zeigt.
Hier ist φD die Quantenausbeute des Donorfarbstoffs, ωd die Frequenz des elektronischen
Donorübergangs, ωF die Fermifrequenz und kF der Fermiwellenvektor des Metalls.108

Die Quanteneffizienz der Energieübertragung im Oberflächenenergietransferprozess kann
nach Gleichung 2.29 beschrieben werden. Dabei ist d der Abstand zwischen Donorfarbstoff
und Akzeptormetall.109

φD = 1

1 +
(

d
d0

)4 (2.29)

Wegen der starken Affinität zwischen Gold und Schwefel können Goldnanopartikel mit
organischen Molekülen, die Schwefelatome, z.B. als Thiole, tragen, leicht funktionalisiert
und stabilisiert werden.110–112 Da die Wechselwirkungen von fluoreszierenden Farbstoffen
mit einer metallischen Oberfläche ihre photophysikalischen Eigenschaften stark beeinflus-
sen, ist die genaue Kontrolle und das Verständnis solcher Wechselwirkungen im Fokus
vieler Arbeiten, die zu einer großen Anzahl an Veröffentlichungen über das Löschen113–116

oder Verstärken117–119 der Fluoreszenz führten.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien und Probenvorbereitung

3.1.1 7-Aminocumarine und Antikörper

Für die stationären als auch für die zeitaufgelösten Messungen wurden Quarzküvetten
mit einer Schichtdicke von 3 mm (Hellma GmbH) verwendet. Es wurden je 150 µL Pro-
benvolumen hergestellt. Dieses bestand aus einer 10−4 M Lösung des Fluorophors in
DMSO (2 µL), der Antikörperlösung in PBS (0 µL (Referenzproben), 20 µL (G100-HB9,
G100-AG7) und einem entsprechenden Volumen an PBS. Die Proben wurden in kleinen
Eppendorfgefäßen vorbereitet. Dabei wurde zunächst der Farbstoff in PBS vorgelegt und
die Antikörperlösung hinzugegeben. Nach 30 Minuten Inkubationszeit bei Raumtempera-
tur konnten die Proben vermessen werden.
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Abbildung 3.1: Strukturformeln der verwendeten 7-Aminocumarine

Die Strukturformeln der verwendeten 7-Aminocumarine sind in Abbildung 3.1 dargestellt
und die verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.
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Tabelle 3.1: Liste der verwendeten Chemikalien im Zusammenhang mit den
7-Aminocumarinen

Verbindung Abkürzung Hersteller Reinheit
Phosphatpuffer PBS Amresco LLC Biotech. Grad
Dichlormethan DCM Carl Roth GmbH & Co. KG ≥ 99,9 %
Methanol Carl Roth GmbH & Co. KG ≥ 99,9 %
monoklonaler Antikörper G100-AG7 Sellrie et al.a
monoklonaler Antikörper G100-HB9 Sellrie et al.a

aHybrotec GmbH, Am Mühlenberg 11, 14476 Potsdam

3.1.2 OSTK-Stäbe
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Abbildung 3.2: Strukturformeln der DBD-OSTK-Stäbe

In Abbildung 2.12, 3.2 und 3.3 sind die Strukturen der verwendeten OSTK-Stäbe und
ihrer Vorläufer zu sehen. Die Cumarineinheit ist jeweils blau und die DBD-Einheit rot
markiert. Die Farbstoffe wurden von Nicole Behrends aus der Arbeitsgruppe von Prof.
Wessig synthetisiert.74 Für die Untersuchungen in verschiedenen Lösungsmitteln wurden
Konzentrationen von 10−5 M verwendet. Die stationären und zeitaufgelösten Messungen
wurden in Quarzküvetten mit einer Schichtdicke von 10 mm (Hellma GmbH) durchge-
führt. Die verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst.
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Abbildung 3.3: Strukturformeln der FRET-Paare mit Cou (blau) als Donor und DBD
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Tabelle 3.2: Liste der verwendeten Chemikalien im Zusammenhang mit den OSTK-
Stäben

Verbindung Abkürzung Hersteller Reinheit
Phosphatpuffer PBS Amresco LLC Biotech. Grad
Aceton Carl Roth GmbH & Co. KG ≥ 99,9 %
Chloroform CHCl3 Carl Roth GmbH & Co. KG ≥ 99,9 %
1,2-Dioleoyl-sn-glycero- DOPC Avanti Polar Lipids > 99,0 %
3-phosphocholin
1,2-Dioleoyl-sn-glycero- DOPS Avanti Polar Lipids > 99,0 %
3-phospho-L-serin

Vesikelpräparation Die Phospholipide 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DOPC)
und 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin (DOPS) (siehe Abbildung 3.4) von Avanti
Polar Lipids, Inc. wurden für die Herstellung der großen unilamellaren Vesikel (LUV)
verwendet. Es wurden Stammlösungen mit einer Konzentration von 10 mg/mL in Chloro-
form hergestellt. Die Stammlösungen der OSTK-Stäbe wurden in Chloroform und Aceton
mit einer Konzentration von 10−3 M hergestellt.
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Abbildung 3.4: Strukturformeln der verwendeten Phospholipide DOPS und DOPC

Zur Herstellung der LUV-Proben wurde zunächst ein Lipidfilm aus DOPC und DOPS im
Verhältnis 4:1 hergestellt. Dafür wurden 100 µL der DOPS-Stammlösung zu 400 µL einer
DOPC-Stammlösung pipettiert und mit 500 µL Chloroform verdünnt. Nach Zugabe von
1 µL der OSTK-Stammlösung wurde das Gemisch durch Schütteln vermischt und im Stick-
stoffstrom getrocknet. Zur gründlichen Entfernung des Chloroforms wurde der Lipidfilm
eine Stunde unter Hochvakuum getrocknet. Der Lipidfilm wurde in 2 mL PBS aufgenom-
men, sodass die resultierende Gesamtlipidkonzentration 2,5 g/L und 3,15 mol/L betrug.

35



3 Materialien und Methoden 3.1 Materialien und Probenvorbereitung

Die Mischung wurde in einem Trockenofen bei 40◦C für 1 Stunde erwärmt. Anschlie-
ßend wurden 5 freeze-and-thaw-Zyklen durchgeführt und die Lösung dann mindestens 35
Mal durch eine Membran mit einem Porendurchmesser von 100 nm eines Mini-Extruders
(Avanti Polar Lipids) gepresst. Die resultierende Farbstoffkonzentration betrug 5·10−7 M.

3.1.3 Polyproline

Peptidsynthese Die synthetisierten Polyproline wurden als Cys-x-Pro-Cou bzw. Cys-x-
Pro-DBD bezeichnet. Cys bezeichnet die Cysteineinheit, x steht für die jeweilige Anzahl
an Prolineinheiten und Cou bzw. DBD zeigt an, mit welchem Farbstoff das Peptid funk-
tionalisiert wurde.
Für die Festphasensynthese von Cys-5-Pro-Cou (siehe Abbildung 3.6) wurde 1 g eines
Wang-Harzes, das mit 0,7 mmol Fmoc-Cys(Trt) beladen war, verwendet. In einem für die
Peptidsynthese geeigneten Gefäß wurde das Harz 3 Minuten unter Schütteln in 10 mL
DMF (Dimethylformamid) gequollen und das Lösungsmittel im Anschluss entfernt. Zum
Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe (siehe Abbildung 3.5 links) wurde das Harz in 10 mL
einer 20%igen Piperidinlösung in DMF 5 Minuten geschüttelt und dieser Schritt noch
einmal mit 10 mL der Abspaltlösung für 15 Minuten wiederholt. Anschließend wurde das
Harz fünfmal mit je 10 mL DMF durch einminütiges Schütteln gewaschen.

H
O N

H

O

R

Abbildung 3.5: Strukturformeln der Fmoc- (links) und der Trt-Schutzgruppe (rechts)

Je 1,4 mmol Fmoc-Prolin, TBTU (O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium
tetrafluoroborat) und HOBt (Hydroxybenzotriazol ) wurden in 10 mL DMF gelöst und zu
dem Harz in das Schüttelgefäß gegeben. Dazu wurden außerdem 3,5 mmol DIPEA (Diiso-
propylethylamin) gegeben und das Reaktionsgemisch wurde für eine Stunde geschüttelt.
Nach Entfernen der Reaktionslösung wurde das Harz fünfmal mit je 10 mL DMF gewa-
schen.
Für die weiteren Kupplungen wurde bisher Beschriebenes, begonnen mit dem Schritt des
Abspaltens der Fmoc-Schutzgruppe, fünfmal wiederholt. Dabei war zu beachten, dass im
letzten Schritt anstatt Fmoc-Prolin, 1,4 mmol Cou verwendet wurde. Zum Schluss wur-
de das Harz dreifach mit 10 mL DCM (Dichlormethan) gewaschen und anschließend im
Hochvakuum getrocknet.
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Nach jeder Kupplung wurde die Beladung des Harzes getestet. Dafür wurde 1 mg des
Harzes aus dem Reaktionsgefäß entnommen und mit 3 mL der Abspaltlösung behandelt.
Von dieser Lösung wurde die Absorption von Prolin und somit die Extinktion bei 290 nm(
ε = 5253 L

mol cm

)
gemessen und die Beladung nach Gleichung 3.1 bestimmt.

Beladung
[
mmol
g

]
= E (290 nm)

m [mg] · 1, 75 (3.1)

Die Abspaltung der Trt-Schutzgruppe (siehe Abbildung 3.5 rechts) sowie die Abspaltung
der Peptids vom Harz erfolgten in einem Schritt über drei Stunden unter Schütteln mit
5 mL einer Abspaltlösung aus TFA, TIS, Wasser und EDT in dem Verhältnis 94:1:2,5:2,5.
Das Produkt konnte durch Absaugen in einen Schlenkkolben vom Harz getrennt werden.
Zur vollständigen Abspaltung des Produkts wurde das Harz anschließend zweimal mit je
4 mL TFA gewaschen.
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Abbildung 3.6: Strukturformel von Cys-5-Pro-Cou als 3D-Struktur (links) und als
2D-Struktur mit Cystein (grün) und Cumarin (blau) (rechts)

Das Produkt wurde aus dem Schlenkkolben in 100 mL kalten Diethylether überführt
und 30 Minuten mit einem Eisbad gekühlt. Die Suspension wurde dann 30 Minuten bei
4500 rpm zentrifugiert, das Lösungsmittel abdekantiert und der Feststoff erneut in Di-
ethylether aufgenommen. Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt. Das isolierte Produkt
wurde im Hochvakuum getrocknet.
Die anderen Polyproline wurden ähnlich, und zum großen Teil von Nicole Behrends aus
der Arbeitsgruppe von Prof. Wessig, hergestellt. Je nach Kettenlänge wurde der Kupp-
lungsschritt entsprechend oft wiederholt. Für die DBD-Proline, wurde anstelle von Cou
DBD verwendet. Alle verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst.
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Goldnanopartikel Zur Kupplung der Polyproline an Goldnanopartikel (AuNP) wurde
nach dem Protokoll von Prinz et al. vorgegangen.120,121 Dafür wurden in einem Eppen-
dorfgefäß 22 µL einer 10−4 M Stammlösung des Peptids in PBS vorbereitet. Dazu wurden
25 µL phosphinierte AuNP (5 nm) und 2,5 µL 10fach TAE gegeben. In Alufolie gehüllt
wurde die Mischung für eine Stunde geschüttelt. Anschließend wurden 0,5 µL einer 0,2 M
NaOH dazugegeben und eine Woche lang geschüttelt.
Dann wurde die Mischung in einen Zentrifugenfilter mit einer Porengröße von 100 kDa
überführt, 100 µL 1fach TAE zugegeben und 10 Minuten bei 6000 rpm zentrifugiert. Wei-
tere viermal wurden 200 µL 1fach TAE zugegeben und wiederum 10 Minuten bei 6000 rpm
zentrifugiert. Zum Schluss wurde der Filter umgedreht und das Produkt, durch 7 minüti-
ges Zentrifugieren bei 7000 rpm, in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Zum Vermessen
der Proben wurden sie jeweils mit 1 mL PBS verdünnt. Alle verwendeten Chemikalien
sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst.

Tabelle 3.3: Liste der verwendeten Chemikalien im Zusammenhang mit den Polyproli-
nen

Verbindung Abkürzung Hersteller Reinheit
Fmoc-Cys(Trt)-Wang-Harz Sigma-Aldrich
(0,7 mmol/g)
Dimethylformamid DMF Sigma-Aldrich ≥ 99,9 %
Piperidin Sigma-Aldrich ≥ 99,9 %
Fmoc-Prolin Sigma-Aldrich ≥ 99,0 %
O-(Benzotriazol-1-yl)- TBTU Sigma-Aldrich ≥ 98,0 %
N,N,N’,N’-tetramethyl-
uronium tetrafluoroborat
Hydroxybenzotriazol HOBt Sigma-Aldrich ≥ 97,0 %
Diisopropylethylamin DIPEA Sigma-Aldrich ≥ 99,0 %
Dichlormethan DCM Carl Roth GmbH & Co. KG ≥ 99,9 %
Farbstoff Cou Nicole Behrendsa
Farbstoff DBD Nicole Behrendsa
Trifluoressigsäure TFA Sigma-Aldrich ≥ 99,0 %
Triisopropylsilan TIS Sigma-Aldrich ≥ 98,0 %
Ethandithiol EDT Sigma-Aldrich ≥ 98,0 %
Diethylether Carl Roth GmbH & Co. KG ≥ 99,9 %
Phosphatpuffer PBS Amresco LLC Biotech. Grad
5 nm Goldnanopartikel AuNP BBI Solutions
TRIS-Acetat-EDTA-Puffer TRIS Carl Roth GmbH & Co. KG ≥ 99,0 %
Natriumhydroxid NaOH Carl Roth GmbH & Co. KG ≥ 99,0 %

aProfessur für Bioorganische Chemie, Universität Potsdam
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3.2 Spektroskopische Methoden

3.2.1 Stationäre Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie

Die Absorptionsspektren wurden in einem Zweistrahlabsorptionsspektrometer
Lambda 750 (Perkin Elmer) aufgenommen. Vor den Messungen der Proben wurde eine
Basislinienkorrektur mit Luft gegen Luft, sowie die Messungen der jeweiligen Lösungs-
mittel gegen Luft, durchgeführt. Die Proben wurden anschließend ebenfalls gegen Luft
vermessen und der Untergrund des Lösungsmittels wurde anschließend herausgerechnet.

Die stationären Fluoreszenzmessungen wurden bei 21◦C an einem Fluoromax-4 (Horiba
Jobin Yvon GmbH) durchgeführt.
Die Fluoreszenzspektren wurden im 90◦-Winkel zu dem Anregungslicht aufgenommen und
sowohl mit einem Referenzsignal als auch durch eine Quantenkorrektur korrigiert.

Für die Fluoreszenzanisotropiemessungen wurden die Proben mit vertikal polarisiertem
Licht angeregt, das jeweils horizontal und vertikal detektiert wurde. Mit Gleichung 3.2
wurde ein Gerätefaktor bestimmt. Dafür wurden die Proben mit horizontal polarisier-
tem Licht angeregt und die Fluoreszenz vertikal (i⊥) und horizontal (i||) detektiert. Die
Anisotropie wurde nach Gleichung 2.18 berechnet.

G = i⊥
i||

(3.2)

Die Quantenausbeuten φ wurden mit einem Photolumineszenzquantenausbeutemesssys-
tem (C9920, Hamamatsu Photonics) unter Verwendung einer Ulbrichtkugel für eine inte-
grierte Emissionsintensitätssammlung bestimmt. Die Proben, mit einer OD = 0,1, wur-
den jeweils im Absorptionsmaximum angeregt. Die Daten wurden mit dem kommerziellen
Softwarepaket von Hamamatsu analysiert.

3.2.2 Zeitaufgelöste Fluoreszenzspektroskopie

Die zeitaufgelösten Messungen wurden mit der Methode der zeitkorrelierten Einzelphoto-
nenzählung (TCSPC) durchgeführt.122 Dafür wurde ein Spektrofluorometer FL920 (Edin-
burgh Instruments) mit einer Vielkanalplatte (MCP, engl. multi channel plate) (Europho-
ton) und der Software F900 verwendet. Für die Anregungen bei λex = 375 nm wurde ein
gepulster Diodenlaser EPL-375 (Edinburgh Instruments) mit einer Repetitionsrate von
10 MHz verwendet. Außerdem wurde für die Anregungen ab λex = 400 nm eine Weißlicht-
quelle SC450-AOTF (Fianium) mit einer Repetitionsrate von 5 MHz bis 20 MHz genutzt.
Das Emissionslicht wurde im 90◦-Winkel zur Anregung gemessen.
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Für die Fluoreszenzabklingzeiten wurden die Proben mit vertikal polarisiertem Licht an-
geregt und das Signal unter Magic-Angle-Bedingungen (54, 8◦) gemessen. Dadurch wird
das Signal unabhängig von der Anisotropie.122 Die erhaltenen Fluoreszenzabklingkurven
I(t) wurden unter Verwendung der IRF (engl. instrument response function), die mithilfe
einer Streuprobe aufgenommen wurde, mit der FAST -Software (Edinburgh Instruments)
entfaltet und mit Gleichung 3.3 mono- oder biexponentiell (n = 2) angepasst.

I(t) =
n∑
i=1

αi · exp
(
− t
τi

)
+ const. (3.3)

Es wurden Abklingzeiten τ1, τ2 erhalten. Bei mehreren Komponenten kann mit Glei-
chung 3.4 und den Amplituden α der Anteil der jeweiligen Komponente an der Fluores-
zenzabklingzeit bestimmt werden.

Ai = αi · τi
n∑

j=1
αj · τj

(3.4)

Für die zeitaufgelösten Fluoreszenzanisotropiekurven wurde der Gerätefaktor G nach Glei-
chung 3.5 bestimmt. Dafür wurden die Proben mit horizontal polarisiertem Licht angeregt
und die Fluoreszenzemission horizontal (i||(t)) und vertikal (i⊥(t)) je 1200 Sekunden lang
gemessen.

G = i⊥(t)
i||(t)

(3.5)

Die Fluoreszenzanisotropie r(t) wurde nach Gleichung 2.21 bestimmt, wofür die Proben
je 1200 Sekunden lang mit vertikal polarisiertem Licht angeregt wurden und die Fluores-
zenzemission vertikal (I||(t)) und horizontal (I⊥(t)) detektiert wurde.

3.2.3 Transienten-Absorptionsspektroskopie

Für die Anregung wurde ein Ti:Saphir-Laser (Spectra-Physics Spitfire Pro 35) verwendet,
der mit einer Repetitionsrate von 1 kHz arbeitet und 35 fs-Impulse erzeugt, die um 800 nm
zentriert sind. Lichtimpulse von 1 mJ wurden in das TTA-Spektrometer (TAS, Newport)
geleitet. Bei einem Pump-Probe-Experiment wurde die Probe durch einen 400 nm fs-Puls
angeregt, der durch Frequenzverdopplung mit einem SHG-Kristall erzeugt wurde und
als Pumppuls bezeichnet wird. Dies führte zu Änderungen des Absorptionsspektrums
der Probe, die anschließend als Funktion der Zeit durch den Weißlicht-Superkontinuums-
Probenpuls überwacht wurden. Das Weißlicht wurde mit einem CaF2-Kristall im TAS
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erzeugt. Die Spektren wurden mit zunehmender Zeitverzögerung relativ zu dem Pum-
pimpuls in Schritten von 10 fs für die ersten 5 ps und 100 fs für die nächsten 45 ps
sowie 1 ps-Schritte für eine Gesamtverzögerung von 1 ns gemessen. Die Pump-Probe-
Experimente wurden in Küvetten mit 1 mm optischer Weglänge bei einer OD400 = 0,4
durchgeführt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 7-Aminocumarine und Antikörper
DEAC (7-(Diethylamino)cumarin-3-carboxylsäure) wurde als Ausgangsverbindung für die
Erzeugung der monoklonalen Antikörper (mAb) G100-HB9 und G100-AG7 verwendet.
Die anderen in Abbildung 3.1 dargestellten 7-Aminocumarine sind ebenfalls mit einer
Diethylaminogruppe funktionalisiert, die als Epitopstruktur von den Antikörpern erkannt
wird, und tragen in 3-Position unterschiedliche Gruppen (siehe Abbildung 3.1). Durch die-
se Funktionalisierung wurde die spektrale Position des jeweiligen Fluoreszenzemissionsma-
ximums in einem großen Spektralbereich von 470 nm < λmax,em < 760 nm variiert. Hierbei
sollten die Auswirkungen der Veränderung der physikalisch-chemischen Eigenschaften der
verschiedenen 7-Aminocumarine, wie z.B. die elektronische Struktur, die sterische Hin-
derung oder die Ladung, auf die Bindung der mAbs, die anfänglich gegen DEAC gerich-
tet waren, durch die Beobachtung der Änderung der photophysikalischen Eigenschaften,
untersucht werden. Aus Fluoreszenzdepolarisationsmessungen wurde die Anisotropie be-
rechnet und zur Kontrolle der Bindung der mAbs an die verschiedenen 7-Aminocumarine
verwendet. Die Bindung sollte ferner aus qualitativer Sicht charakterisiert werden, wobei
die Position der Absorptions- und Emissionsmaxima sowie eine Fluoreszenzlöschung oder
-verstärkung verglichen wurden.
Die photophysikalischen Eigenschaften von 7-Aminocumarinen hängen stark von der Po-
larität, der Viskosität, dem pH-Wert und der Wasserstoffbrückenbindungsfähigkeit der
Mikroumgebung ab. Daher sind sie von großem Interesse für (bio-)chemische Sensoranwen-
dungen.9,10 Das grundlegende Prinzip hinter der beobachteten Photophysik ist, wie bereits
erläutert, dass der angeregte Zustand bei elektronischer Anregung einen intramolekularen
charge-transfer-Zustand (ICT ) bildet, der durch den Push-Pull-Charakter des konjugier-
ten Systems zustande kommt.40 Als Besonderheit einiger 7-Aminocumarinderivate kann
sich die Aminogruppe einer zusätzlichen inneren Rotation bei der Photoanregung unter-
ziehen. Diese ist abhängig von der Möglichkeit der jeweiligen Gruppe Elektronen aufzu-
nehmen bzw. abzugeben, was zu einer vollständigen Ladungstrennung durch ein senkrecht
orientiertes Donororbital, in Bezug auf die Orbitale des Akzeptors, führt.39,123 Dies wird
als twisted-intramolecular-charge-transfer-(TICT )-Zustand bezeichnet.
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Abbildung 4.1: Fluoreszenzanregungs- (durchgezogen) und -emissionsspektren (gestri-
chelt) von DEAC (λex = 420 nm, λem = 500 nm) (links) und Cou-476
(λex = 430 nm, λem = 500 nm) (rechts) in PBS (schwarz) und mit mAb
G100-HB9 (rot) und G100-AG7 (blau)

Seine Bildung wird in polaren Lösungsmitteln begünstigt und die anschließend erhöhte
strahlungslose Relaxation führt zu einer Abnahme der Emission aus dem ICT -
Zustand.124–126

Die Molekülstruktur von DEAC und Cou-476 ist sehr ähnlich (siehe Abbildung 3.1) und
unterscheidet sich nur durch eine Ethylgruppe (Carboxylsäure verändert in einen Ethy-
lester). Im Fall von DEAC ist der Einfluss von mAb G100-HB9 und G100-AG7 für die
Fluoreszenzanregungs- sowie -emissionsspektren ähnlich (siehe Abbildung 4.1, links).
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Abbildung 4.2: Fluoreszenzemissionsspektren (λex = 420 nm) (links) und Fluoreszenz-
abklingkurven (λex = 420 nm, λem = 460 nm) (rechts) von DEAC in
PBS (schwarz) und mit mAb G100-HB9 (rot) und G100-AG7 (blau)
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Während die Anregungsspektren bathochrom verschoben sind, wird in den Emissionss-
pektren eine hypsochrome Verschiebung gegenüber dem Farbstoff in PBS beobachtet. In-
folgedessen ist die Stokesverschiebung von 3533 cm−1 in PBS auf 1374 cm−1 (G100-HB9)
bzw. 1592 cm−1 (G100-AG7) verringert (siehe Tabelle 4.1). Abbildung 4.1 zeigt rechts
die Fluoreszenzanregungs- (λem = 500 nm) und -emissionsspektren (λex = 430 nm) von
Cou-476. Da im Vergleich zu DEAC nur eine zusätzliche Ethylgruppe in diesem Molekül
vorhanden ist (siehe Abbildung 3.1) und deshalb nur ein kleiner Unterschied in Bezug
auf die sterischen Ansprüche zu sein scheint, wurden weitere leichte Unterschiede in den
beobachteten Parametern bei der Bindung an mAb G100-HB9 und an mAb G100-AG7
in Bezug auf die Stokesverschiebung und die Veränderung der Fluoreszenzeffizienz beob-
achtet (siehe Tabelle 4.2 und 4.1).

Tabelle 4.1: Spektroskopische Eigenschaften der 7-Aminocumarine DEAC und Cou-476
und deren jeweiligen Immunkomplexen mit mAb G100-HB9 und G100-AG7
mit λex = 420 nm (DEAC) und λex = 430 nm (Cou-476) für λmax,em. Die
Abklingzeiten (λex = 400 nm) wurden in Pump-Probe-Experimenten mit
verbesserter Zeitauflösung bestimmt

λmax,abs [nm] λmax,em [nm]
νmax,abs [cm−1] νmax,em [cm−1]

PBS G100-HB9 G100-AG7 PBS G100-HB9 G100-AG7
DEAC 406 430 426 474 457 457

24630 23256 23474 21097 21882 21882

Cou-476 428 442 442 476 476 468
23364 22624 22624 21008 21008 21368

∆λ [nm] τ [ns]
∆ν [cm−1]

PBS G100-HB9 G100-AG7 PBS G100-HB9 G100-AG7
DEAC 68 27 31 0,2 1,1 3,3

3533 1374 1592

Cou-476 48 34 28 0,2 0,7 2,2
2356 1616 1256

Fehlerangaben: σ(λ) = ± 2 nm, σ(∆λ) = ± 2 nm, σ(τ) = ± 0, 1 ns

Obwohl die Veränderung in der spektralen Positionen des Absorptions- und Emissions-
maximums durch die Bindung der mAb an DEAC für beide Antikörper gleich ist, sind
die Fluoreszenzabklingkinetiken unterschiedlich (siehe Abbildung 4.2, rechts).
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In Gegenwart der monoklonalen Antikörper wurde für beide mAb ein allgemeiner Trend
beobachtet. Durch die Bindung an die Antikörper wurde eine Erhöhung der Fluoreszenz-
abklingzeit der Cumarine beobachtet. Für DEAC steigt sie von τ = 0,2 ns auf τ = 1,1 ns
(G100-HB9) bzw. τ = 3,3 ns (G100-AG7) und für Cou-476 von τ = 0,2 ns auf τ = 0,7 ns
(G100-HB9) bzw. τ = 2,2 ns (G100-AG7). Außerdem wurde die Fluoreszenz in Gegenwart
des mAb verstärkt. Um diese Verstärkung zu quantifizieren wurden Fluoreszenzverstär-
kungsfaktoren bestimmt (siehe Abbildung 4.2, links und Tabelle 4.2). Diese wurde aus
den Fluoreszenzintensitäten der Immunkomplexe relativ zu den Fluoreszenzintensitäten
der freien Farbstoffe in PBS bestimmt. Die Auswirkung war am stärksten für die Bindung
des Antikörpers G100-AG7. Hier wurde für DEAC und Cou-476 eine Erhöhung um die
Faktoren 15,5 bzw. 46 bestimmt.

Tabelle 4.2: Faktoren für die Fluoreszenzverstärkung durch mAb G100-HB9 und
G100-AG7, berechnet aus den Fluoreszenzintensitäten

DEAC Cou-476 Cou-561 Cou-568
G100-HB9 1,1 1,0 1,0 1,3
G100-AG7 15,5 46,0 30,0 45,0

Cou-570 Cou-653 Cou-734 Cou-760
G100-HB9 1,2 2,0 2,0 1,8
G100-AG7 53,0 5,4 20,0 40,0

In Abwesenheit der mAb zeigte die Fluoreszenzkinetik für die Cumarine DEAC und Cou-
476 einen sehr schnellen Verlauf (τ = 0,2 ns), was auf die gute Stabilisierung des TICT -
Zustands in PBS zurückzuführen ist. Deshalb wurden für DEAC als Ausgangsverbindung
komplementär zu den Fluoreszenzmessungen Pump-Probe-Versuche in einem TAS durch-
geführt, um die Kinetik im angeregten Zustand mit einer höheren Zeitauflösung genauer zu
analysieren. In Abbildung 4.3 (oben) ist das transiente Absorptionsspektrum von DEAC
bei einer Verzögerungszeit von 31 ps nach dem Pumpimpuls dargestellt.
Zwei transiente Signale entsprechend der Fluoreszenz des ICT -Zustands (bei λ < 550 nm)
und ein weiteres kann dem TICT -Zustand bei λ > 600 nm zugeschrieben werden. In Ab-
bildung 4.3 (unten) sind die entsprechenden Kinetiken dargestellt, für die eine Abklingzeit
von τ = 190 ps bestimmt wurde, die mit der schnellen Fluoreszenzabklingzeit für die frei-
en Farbstoffe (DEAC und Cou-476) in PBS übereinstimmt. Ergänzend zur Erhöhung der
Fluoreszenzintensität wurden auch die Fluoreszenzabklingzeiten durch die mAb-Bindung
erhöht. Für DEAC wurde eine Erhöhung um den Faktor 15 für die Bindung durch mAb
G100-AG7 bestimmt, die in ausgezeichneter Übereinstimmung mit der beobachteten In-
tensitätsverstärkung ist.
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Abbildung 4.3: TTA-Spektrum von DEAC in PBS nach 31 ps (oben) sowie Kinetiken
bei λabs = 480 nm (unten links) und λabs = 720 nm (unten rechts)
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4.1.1 Variation der Ligandeneigenschaften in 3-Position der
Cumarine und ihr Einfluss auf die mAb-Bindung

In Abbildung 4.4 (oben links) sind die normierten Fluoreszenzanregungs- (λem = 575 nm)
und -emissionsspektren (λex = 480 nm) des 7-Aminocumarins Cou-570 in PBS (schwarz)
und ihren jeweiligen Immunkomplexen mit den monoklonalen Antikörpern G100-HB9
(rot) und G100-AG7 (blau) dargestellt.
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Abbildung 4.4: Fluoreszenzanregungs- (λem = 575 nm) (durchgezogen) und
-emissionsspektren (λex = 480 nm) (gestrichelt) (oben) und Fluo-
reszenzabklingkurven (λex = 480 nm, λem = 575 nm) (unten) für
Cou-570 in PBS (schwarz) und mit mAb G100-HB9 (rot) und
G100-AG7 (blau)

Die Bindung von mAb G100-HB9 an Cou-570 hat keinen signifikanten (oder nur einen
sehr geringen) Einfluss auf die spektrale Position bzw. auf die spektrale Intensitäts-
verteilung der Fluoreszenzanregungs- und -emissionsspektren. Durch die Bindung von
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mAb G100-AG7 sind die Banden der Fluoreszenzanregungsspektren von Cou-570 um et-
wa 21 nm (873 cm−1) bathochrom verschoben, während die Fluoreszenzemission um etwa
23 nm (738 cm−1) hypsochrom verschoben ist. Infolgedessen wird die Stokesverschiebung
von ca. 3300 cm−1 (in PBS und gebunden an mAb G100-HB9) auf ca. 1700 cm−1, wenn
mAb G100-AG7 gebunden ist, verringert (siehe Tabelle 4.3).
Aus den in Tabelle 4.3 zusammengefassten spektralen Daten der 7-Aminocumarine ist
ersichtlich, dass es einen allgemeinen Trend gibt. Während der mAb G100-HB9 keinen
oder nur einen geringen Einfluss auf die Stokesverschiebung im Vergleich zu PBS hat,
wird durch die Bindung des mAb G100-AG7 eine deutliche Verringerung der Stokesver-
schiebung des jeweiligen Cumarins induziert. Dies ist das Ergebnis der bathochromen Ver-
schiebung der Absorption und der hypsochromen Verschiebung der Emission, wodurch die
Stokesverschiebung um ca. 40% oder mehr, je nach Cumarinderivat, geringer wird (siehe
Tabelle 4.3).
Abbildung 4.4 zeigt die Fluoreszenzemissionsspektren (oben rechts) (λex = 480 nm), die
um die Detektorquanteneffizienz korrigiert wurden, und die Fluoreszenzabklingkinetik
(λex = 480 nm, λem = 575 nm) (unten) von Cou-570 in PBS (schwarz) und die jeweiligen
Immunkomplexe mit mAb G100-HB9 (rot) und mAb G100-AG7 (blau).
Zusätzlich zu dem Einfluss auf die spektrale Lage der Maxima in Absorption und Emission
wurden auch die Fluoreszenzintensität sowie die Fluoreszenzabklingkinetik von Cou-570
bei der Bindung der mAb unterschiedlich beeinflusst. Während mAb G100-HB9 kaum
einen Einfluss auf die Gesamtintensität hat, zeigte mAb G100-AG7 eine starke Zunahme
der Fluoreszenzintensität und eine Zunahme der Fluoreszenzabklingzeit von τ = 0,7 ns in
PBS auf τ = 1,7 ns (siehe Tabelle 4.3).
Im Vergleich mit den Ergebnissen von DEAC und Cou-470, bei denen beide mAb die
allgemeine Wirkung einer Fluoreszenzverstärkung zeigten, wurde ein klarer Unterschied
für den Einfluss der beiden mAb auf die Fluoreszenzintensität, die spektrale Verschie-
bung sowie die Abklingkinetik für die anderen untersuchten 7-Aminocumarine (Cou-561,
Cou-568, Cou-653, Cou-734 und Cou-760) festgestellt. Der mAb G100-HB9 zeigte kaum
einen Einfluss. Im Gegensatz dazu zeigte mAb G100-AG7 eine deutliche Erhöhung aller
Parameter, je nach Farbstoff, mit Fluoreszenzverstärkungsfaktoren von bis zu 50.
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Tabelle 4.3: Spektroskopische Eigenschaften der 7-Aminocumarine Cou-561, Cou-568,
Cou-653, Cou-570, Cou-734 und Cou-760 und deren jeweiligen Immunkom-
plexen mit mAb G100-HB9 und G100-AG7

λmax,abs [nm] λmax,em [nm]
νmax,abs [cm−1] νmax,em [cm−1]

PBS G100-HB9 G100-AG7 PBS G100-HB9 G100-AG7
Cou-561 480 480 496 561 561 540

20833 20833 20161 17825 17825 18519

Cou-568 483 483 502 568 568 550
20704 20704 19920 17606 17606 18182

Cou-653 500 504 503 653 613 548
20000 19841 19881 15314 16313 18248

Cou-570 480 480 501 570 572 547
20833 20833 19960 17544 17483 18282

Cou-734 527 533 550 734 730 682
18975 18762 18182 13624 13699 14663

Cou-760 544 550 558 760 800 694
18382 18182 17921 13158 12500 14409

∆λ [nm] τ [ns]
∆ν [cm−1]

PBS G100-HB9 G100-AG7 PBS G100-HB9 G100-AG7
Cou-561 81 81 44 0,9 0,2 2,5

3008 3008 1642

Cou-568 85 85 48 2,3 0,3 1,7
3098 3098 1738

Cou-653 153 109 45 0,6 1,9 1,7
4686 3528 1633

Cou-570 90 92 46 0,7 0,6 1,7
3289 3350 1678

Cou-734 207 197 132 0,3 0,9 2,0
5351 5063 3519

Cou-760 216 250 136 0,2 1,9 1,8
5224 5682 3512

Fehlerangaben: σ(λ) = ± 2 nm, σ(∆λ) = ± 2 nm, σ(τ) = ± 0, 1 ns
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4.1.2 Charakterisierung der Bindungswechselwirkungen zwischen
7-Aminocumarinen und mAb

Um die Bindung der verschiedenen 7-Aminocumarine an die beiden mAb zu bewerten,
wurden Fluoreszenzdepolarisationsexperimente durchgeführt. Die Fluoreszenzanisotropie
wurde nach Gleichung 2.18 und 2.21 berechnet.
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Abbildung 4.5: Stationäre Anisotropiekurven (λem = 460 nm) (links) und zeitaufgelöste
Anisotropiekurven (λex = 420 nm, λem = 460 nm) (rechts ) von DEAC
in PBS (schwarz) und mit mAb G100-HB9 (rot) und G100-AG7 (blau).

In Abbildung 4.5 ist die stationäre (links) und zeitaufgelöste (rechts) Fluoreszenzanisotro-
pie r von DEAC in PBS und in Gegenwart der beiden mAb gezeigt. Es ist ersichtlich, dass
sowohl mAb G100-HB9 als auch mAb G100-AG7 die Fluoreszenzanisotropie gleicherma-
ßen erhöhen. Während der freie Farbstoff in PBS keine Anisotropie (r = 0) zeigt und durch
eine schnelle Rotationsbewegung (dargestellt durch eine kleine Rotationskorrelationszeit
ϕ = 0,1 ns, siehe Tabelle 4.4) gekennzeichnet ist, zeigen die entsprechenden Immunkom-
plexe eine deutliche Zunahme sowohl in r (r(G100-HB9) = 0,21, r(G100-AG7) = 0,20) als
auch in der Rotationskorrelationszeit (ϕ(G100-AG7) = 6,4 ns). Dies kann als allgemeiner
Trend für alle untersuchten 7-Aminocumarine beobachtet werden. Bei der Bildung der
Immunkomplexe sind die stationäre Anisotropie r und die entsprechende Rotationskor-
relationszeit erhöht (siehe Tabelle 4.4). Die zeitaufgelösten Anisotropiekinetiken wurden
nach Gleichung 2.22 und 2.23 analysiert. Die ungebundenen Farbstoffe in PBS zeigen
schnelle Rotationskorrelationszeiten von 0,4 ns ≤ ϕ ≤ 1,1 ns und keine Grenzaniso-
tropie (r∞ = 0). Für DEAC und Cou-476 gibt es keine Unterschiede in den Anisotro-
pieparametern, was in guter Übereinstimmung mit den anderen Fluoreszenzdaten steht,
die zeigen, dass die Bindung an den mAb aufgrund der zusätzlichen Ethylgruppe von
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Cou-476 nicht signifikant verändert wird. Der Kegelwinkel, in dem die Farbstoffe noch
rotieren können, ist für beide Farbstoffe in beiden Immunkomplexen gleich (θK ≈ 20◦).
Die Immunkomplexe der anderen 7-Aminocumarine mit mAb G100-AG7 zeigen auch eine
Erhöhung der Rotationskorrelationszeiten (bis zu ϕ = 7,6 ns für Cou-561 + G100-AG7)
und der Grenzanisotropiewerte (bis zu r∞ = 0,33 für Cou-760 + G100-AG7).

Tabelle 4.4: Anisotropieparameter der 7-Aminocumarine DEAC, Cou-476, Cou-561,
Cou-568, Cou-653, Cou-570, Cou-734 und Cou-760 und deren jeweiligen
Immunkomplexen mit mAb G100-HB9 und G100-AG7

r r∞
PBS G100-HB9 G100-AG7 PBS G100-HB9 G100-AG7

DEAC 0 0,21 0,20 0 0,28 0,28
Cou-476 0 0,27 0,28 0 0,28 0,30
Cou-561 0 0,21 0,20 0 0,17 0,31
Cou-568 0 0,19 0,21 0 0,28 0,29
Cou-653 0 0,19 0,22 0 0,07 0,30
Cou-570 0 0,18 0,21 0 0,10 0,29
Cou-734 0 0,19 0,20 0 0,12 0,31
Cou-760 0 0,20 0,35 0 0,05 0,33

ϕ [ns] θK [◦]
PBS G100-HB9 G100-AG7 PBS G100-HB9 G100-AG7

DEAC 0,1 0,1 6,4 - 22 22
Cou-476 0,3 0,2 1,8 - 22 18
Cou-561 0,5 1,5 7,6 - 40 16
Cou-568 0,4 0,1 3,1 - 22 20
Cou-653 1,1 0,9 7,3 - 55 18
Cou-570 0,8 0,5 5,4 - 50 20
Cou-734 0,4 0,7 4,2 - 46 16
Cou-760 0,2 1,1 1,7 - 60 11

Fehlerangaben: σ(r) = ± 0, 02, σ(r∞) = ± 0, 02, σ(ϕ) = ± 0, 1 ns, σ(θK) = ± 5◦

Darüber hinaus werden die 7-Aminocumarine in ihrer Rotation stark eingeschränkt, wenn
sie an diesen Antikörper gebunden sind, wie durch die kleinen Kegelwinkel (θK ≈ 20◦)
deutlich wird. Andererseits hat die Bindung von mAb G100-HB9 nur einen sehr gerin-
gen Einfluss auf die Rotationskorrelationszeiten der Farbstoffe und ist nur geringfügig
erhöht im Vergleich zu PBS. Die Grenzanisotropiewerte sind aber bis zu r∞ = 0,28 im
Vergleich zu den freien Farbstoffen erhöht. Im Vergleich zu den Immunkomplexen mit
mAb G100-AG7 zeigten die berechneten Kegelwinkel von 40◦ ≤ θK ≤ 60◦ für Cou-561,
Cou-568, Cou-653, Cou-570, Cou-734 und Cou-760, dass die Bindungswechselwirkung
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weniger stark ist, was ein höheres Rotationsvolumen für die jeweiligen Farbstoffe zulässt.
Dieses Ergebnis stimmt gut mit den Ergebnissen der anderen Fluoreszenzmessungen, wie
zum Beispiel den Fluoreszenzverstärkungsfaktoren (siehe Tabelle 4.2) überein.

Um die Mikroumgebung der verschiedenen Farbstoffe in ihren Immunkomplexen weiter
zu charakterisieren, wurde zunächst die Orientierungspolarisierbarkeit ∆f verschiedener
Lösungsmittel nach Gleichung 2.26 bestimmt, die eine Funktion der Dielektrizitätskon-
stante ε und des Brechungsindex n des umgebenden Mediums127 ist (siehe Tabelle 4.5).

Tabelle 4.5: Dielektrizitätskonstante ε, Brechungsindex und Orientierungspolarisierbar-
keit ∆f für Dichlormethan, Methanol und PBS

ε n ∆f
Dichlormethan 9,1 1,42 0,22
Methanol 32,6 1,33 0,31
PBS 80,2 1,33 0,32

Basierend auf den Orientierungspolarisierbarkeiten der verschiedenen Lösungsmittel und
den beobachteten Stokesverschiebungen für die Cumarine in den Lösungsmitteln, sowie
in den jeweiligen Immunkomplexen wurde die Orientierungspolarisierbarkeit nach Glei-
chung 2.25 bestimmt (siehe Tabelle 4.6).

Tabelle 4.6: Orientierungspolarisierbarkeit ∆f für mAb G100-HB9 und G100-AG7, be-
rechnet nach Gleichung 2.25

∆f (G100-HB9) ∆f (G100-AG9)
DEAC 0,17 0,19
Cou-476 0,22 0,17
Cou-561 0,32 0,17
Cou-568 0,32 0,18
Cou-570 0,25 0,13
Cou-653 0,24 0,11
Cou-734 0,32 0,22
Cou-760 0,36 0,23

Im Allgemeinen wurde hier für G100-AG7 für alle untersuchten Farbstoffe ein kleiner
Werte für ∆f um 0,20 bestimmt, woraus auf eine weniger polaren Mikroumgebung des
Cumarinderivats in seinem jeweiligen Immunkomplex im Vergleich zu PBS (∆f = 0,32)
geschlossen werden kann. Für G100-HB9 wurde eine größere Variation der ∆f-Werte für
die verschiedenen Farbstoffe gefunden. Während für DEAC sowie Cou-476 ein ähnlicher
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∆f-Wert wie für G100-AG7 bestimmt werden konnte (∆f ≈ 0,20), wurden für die anderen
Cumarine deutlich größere ∆f-Werte bis zu 0,36 berechnet, was die Unterschiede in den
Bindungswechselwirkungen der beiden mAbs mit den Cumarinen verdeutlicht. Dass sich
im Falle von G100-HB9 die ∆f-Werte den Werten von PBS annähern, lässt auf eine we-
niger kompakte Bindung schließen. Dies schließt eine erhöhte Exposition des Farbstoffs
in seinem Immunkomplex zu dem Puffer ein, was mit den Ergebnissen der Depolarisa-
tionsmessungen übereinstimmt. Des Weiteren lässt sich eine hydrophile Bindungstasche
vermuten. Da jedoch für die kleineren Farbstoffe (DEAC, Cou-476) beide mAbs nahe-
zu identische ∆f-Werte zeigten, kann man die Ergebnisse bei den Immunkomplexen der
Cumarine mit einer erhöhten sterischen Anforderung der Seitengruppe, die die Bindung
durch G100-HB9 beeinflusst, darauf zurückführen, dass die Bindung schwächer ist, die
Farbstoffmoleküle nicht sehr tief in die Bindungstasche gelangen und somit stärker der
Wasserphase ausgesetzt sind.
Der Effekt der Fluoreszenzverstärkung beider Antikörper ist sehr interessant für die Ent-
wicklung eines Fluoreszenzimmunassays. Mit Faktoren der Fluoreszenzerhöhung von etwa
50, ist daher ein universelles Werkzeug zur Konstruktion einer kompetitiven Immunassay-
Toolbox für die Multianalytendetektion mit unterschiedlichen Cumarinderivaten, die bei
verschiedenen Wellenlängen emittieren, vorhanden. Ein allgemeines Layout für eine sol-
ches fluoreszenzverstärkendes Immunassays ist in Abbildung 2.15 gezeigt.
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4.2 OSTK-Stäbe

4.2.1 Cumarin-OSTK-Stäbe

Durch die ausführliche Charakterisierung der 7-Aminocumarine in Kapitel 4.1 ist nun die
Charakterisierung der Cou-funktionalisierten OSTK-Stäbe möglich.
Die verwendeten Cou-Verbindungen können zu den 6,7-Dialkoxycumarinen gezählt wer-
den. Bei Cou (dem Cumarinvorläufer) wurde das Absorptionsmaximum in Puffer bei
λmax,abs = 344 nm und das entsprechenden Fluoreszenzemissionsmaximum bei
λmax,em = 416 nm detektiert. Die spektroskopischen Eigenschaften des Cumarins wer-
den durch die Bindungen an das starre OSTK-Grundgerüst nicht verändert (siehe Tabel-
le 4.7). Gegenüber dem Cumarinvorläufer wurde keine signifikante Verschiebung in den
Absorptions- und in den Fluoreszenzemissionsspektren gefunden (Abbildung 4.6, links).
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Abbildung 4.6: Absorptions- (durchgezogen) und Fluoreszenzemissionsspektren
(λex = 340 nm) (gestrichelt) (links) und Fluoreszenzabklingkurven
(λex = 375 nm, λem = 420 nm) (rechts) von Cou (schwarz) und
Cou-OSTK (blau) in PBS

Aus den zeitaufgelösten Fluoreszenzdaten konnte auch keine Veränderung der Abklingki-
netik festgestellt werden (siehe Abbildung 4.6, rechts). Die Fluoreszenzabklingzeit
(λex = 375 nm, λem = 420 nm) in Puffer liegt bei τ = 4,1 ns. Darüber hinaus zeigt
der Vergleich der stationären Anisotropiewerte in Puffer für Cou und Cou-OSTK, dass
auch bei der molekularen Rotation der beiden Moleküle kein Unterschied besteht, da die
Gesamtgröße des OSTK-Stabes noch relativ klein ist, was eine vollständige Depolarisati-
on ermöglicht. Dies wird durch die zeitaufgelösten Depolarisationsmessungen unterstützt,
die keine Unterschiede in der Rotationskorrelationszeit (ϕ = 0,3 ns) sowie in den Grenza-
nisotropiewerten (r∞ = 0) beider Verbindungen zeigen.
Die Cou-OSK-Stäbe (Strukturformeln siehe Abbildung 2.12), die jeweils mit zwei Cou-
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Farbstoffen funktionalisiert sind (Cou-f-OSK-f-Cou und Cou-OSK-Cou), und der OSTK-
Stab, der flexibel an das Cumarin gebunden wurde (Cou-f-OSTK), zeigen ebenfalls ähn-
liche Ergebnisse für die spektroskopischen Eigenschaften λmax,abs, λmax,em, φ und den
Anisotropieparametern (siehe Tabelle 4.7). Im Folgenden werden die weiteren Ergebnisse
daher beispielhaft an Cou-OSTK erläutert.
Die spektroskopischen Eigenschaften von Cumarinen sind häufig stark lösungsmittelab-
hängig (vergleiche Kapitel 2.2 und 4.1). Im Vergleich zu anderen 6,7-Dialkoxycumarinen
ist der beobachtete Einfluss der Lösungsmittelpolarität auf die spektrale Position der
Absorptions- und Emissionsmaxima ähnlich.51,73 Beispiele dieser Lösungsmittelabhängig-
keit für die Cou-OSTK-Stäbe sind in Abbildung 4.7 und Tabelle 4.7 zu sehen. In dem
Fluoreszenzemissionsspektrum (λex = 340 nm) in Abbildung 4.7 (links) ist eine leich-
te bathochrome Verschiebung für den Cou-OSTK-Stab in PBS (λmax,em = 417 nm) im
Vergleich zum Cou-OSTK-Stab in Aceton (λmax,em = 410 nm) zu beobachten.

300 350 400 450 500 550
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

 /  Cou-OSTK PBS  /  Cou-OSTK Aceton

Wellenlänge [nm]

no
rm

. A
bs

or
pt

io
n

ex = 340nm
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

 n
or

m
. I

nt
en

si
tä

t

0 10 20 30 40
1

10

100

1000

10000

ex = 375 nm

em = 420 nm

In
te

ns
itä

t

Zeit [ns]

 Cou-OSTK PBS  = 4,1 ns
 Cou-OSTK Aceton  = 0,8 ns

Abbildung 4.7: Absorptions- (durchgezogen) und Fluoreszenzemissionsspektren
(λex = 340 nm) (gestrichelt) (links) und Fluoreszenzabklingkurven
(λex = 375 nm, λem = 420 nm) (rechts) von Cou-OSTK in PBS (blau)
und Aceton (schwarz)

Für 6,7-Alkoxycumarine wurde die Bildung eines intramolekularen Ladungstransferzu-
stands (ICT ) bei der elektronischen Anregung als Grund dafür identifiziert.128,129 In-
nerhalb der Cumarineinheit ist ein Push-Pull-System zwischen dem elektronenreichen
Liganden an 7-Position (Elektronendonor) und der Lactoncarbonylgruppe (Elektronen-
akzeptor) wirksam. Die Cou-Einheit im elektronisch angeregten Zustand mit ihrem er-
höhten Dipolmoment wird in polaren Lösungsmitteln besser stabilisiert. Dies wird durch
die Lösungsmittelabhängigkeit der Fluoreszenzquantenausbeute sowie der Fluoreszenzab-
klingzeit für 6,7-Alkoxycumarine deutlich. Wie bereits in Kapitel 4.1 beschrieben, führ-
te eine Erhöhung der Stabilisierung in polaren Lösungsmitteln zu einer Änderung der
Energie des 1(ππ∗)-Fluoreszenzzustandes relativ zum ersten Triplettzustand 3(nπ∗).130
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In unpolaren bzw. weniger polaren Lösungsmitteln liegt der 1(ππ∗)-Zustand etwas ober-
halb des 3(nπ∗)-Zustands und so ist die ISC -Rate sehr effizient. Dies wird auch durch
die geringen Quantenausbeute des Cou-OSTK-Stabs in Aceton deutlich (φ = 0,12). In
polaren Lösungsmitteln ist die Energie des jeweiligen 1(ππ∗)-Zustands niedriger als für
den 3(nπ∗)-Triplettzustand, wodurch der ISC weniger wirksam wird, woraus eine höhere
Fluoreszenzquantenausbeute für den Cou-OSTK-Stab in PBS (φ = 0,34) resultiert.10

Tabelle 4.7: Spektroskopische Eigenschaften der Cou-/Cou-OS(T)K-Verbindungen in
verschiedenen Lösungsmitteln mit λex = 340 nm für λmax,em und φ,
λex = 375 nm und λem = 420 nm für τ, r∞, ϕ und θK, sowie λem = 420 nm
für r

λmax,abs λmax,em τ φ r r∞ ϕ θK
[nm] [nm] [ns] [ns] [◦]

Cou PBS 344 416 4,1 0,58 0 0 0,3 −
Cou CHCl3 347 400 1,7 0,45 0 0 0,3 −
Cou Aceton 346 409 0,8 0,21 0 0 0,2 −
Cou Vesikel 344 414 3,8 0,64 0 0 0,2 −
Cou-f-OSTK PBS 347 419 4,2 0,19 0 0 0,2 −
Cou-f-OSTK CHCl3 346 400 1,8 0,19 0 0 0,2 −
Cou-f-OSTK Aceton 346 409 0,9 0,11 0 0 0,2 −
Cou-f-OSTK Vesikel 347 407 3,4 0,17 0,35 0,26 0,2 25
Cou-OSTK PBS 346 416 4,1 0,34 0 0 0,3 −
Cou-OSTK CHCl3 348 400 1,7 0,27 0 0 0,3 −
Cou-OSTK Aceton 346 410 0,8 0,12 0 0 0,3 −
Cou-OSTK Vesikel 346 408 3,4 0,71 0,08 0,1 0,2 50
Cou-f-OSK-f- Cou PBS 346 420 4,1 0,38 0 0 0,2 −
Cou-f-OSK-f-Cou CHCl3 347 401 1,7 0,20 0 0 0,3 −
Cou-f-OSK-f-Cou Aceton 346 409 0,8 0,11 0 0 0,3 −
Cou-f-OSK-f-Cou Vesikel 346 408 3,4 0,19 0,31 0,24 0,3 23
Cou-OSK-Cou PBS 346 415 4,3 0,56 0 0 0,3 −
Cou-OSK-Cou CHCl3 347 401 1,8 0,31 0 0 0,2 −
Cou-OSK-Cou Aceton 346 409 0,9 0,13 0 0 0,2 −
Cou-OSK-Cou Vesikel 346 408 3,4 0,28 0,32 0,23 0,2 27

Fehlerangaben: σ(λ) = ± 2 nm, σ(τ) = ± 0, 1 ns, σ(φ) = 5%, σ(r) = ± 0, 02, σ(r∞) = ± 0, 02,
σ(ϕ) = ± 0, 1 ns, σ(θK) = ± 5◦

Die Fluoreszenzabklingkurven (λex = 375 nm, λem = 420 nm) der Cou-OSTK-Stäbe (siehe
Abbildung 4.7, rechts) zeigen ein monoexponentielles Verhalten in polaren und unpolaren
Lösungsmitteln. Die Fluoreszenzabklingzeit des Cou-OSTK-Stabs in Aceton (τ = 0,8 ns)
ist wesentlich kürzer als in PBS (τ = 4,1 ns). Dies stimmt mit den Ergebnissen der
stationären Fluoreszenzmessungen und der Quantenausbeuten überein und wird durch
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die unterschiedlichen Wirkungsgrade des ISC in polaren oder unpolaren Lösungsmitteln
verursacht.

4.2.2 DBD-OSTK-Stäbe

Der DBD-Farbstoff wurde an der OSTK-Stabeinheit sowohl flexible (DBD-f-OSTK) oder
als auch direkt (DBD-OSTK) befestigt (Strukturformeln siehe Abbildung 3.2).
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Abbildung 4.8: Fluoreszenzanregungs- (λem = 600 nm) (durchgezogen) und
-emissionsspektren (λex = 450 nm) (gestrichelt) (links) und Fluo-
reszenzabklingkurven (λex = 450 nm, λem = 550 nm) (rechts) von DBD
(schwarz), DBD-f-OSTK (blau) und DBD-OSTK (rot) in PBS

In Abbildung 4.8 sind die Fluoreszenzanregungs- (λem = 600 nm) und die -emission-
spektren (λex = 450 nm) von DBD, DBD-f-OSTK und DBD-OSTK in PBS dargestellt.
Die hohe Sensitivität der spektroskopischen Eigenschaften von DBD-Farbstoffen gegen-
über Lösungsmittelpolaritäten wurde bereits ausgiebig untersucht.72

Im Vergleich zu organischen Lösungsmitteln wie Chloroform zeigen die Fluoreszenzan-
regungs- und insbesondere die Fluoreszenzemissionsspektren für DBD in PBS eine signi-
fikante bathochrome Verschiebung (siehe Abbildung 4.9 links).
Die Stokesverschiebung (∆λ) für DBD ist mit ∆λ = 124 nm (λmax,abs = 427 nm,
λmax,em = 551 nm) in Chloroform bereits sehr groß und beläuft sich in PBS sogar auf
∆λ = 164 nm (λmax,abs = 448 nm, λmax,em = 612 nm). Für DBD-f-OSTK sowie DBD-
OSTK wurde ebenfalls eine große Stokesverschiebung von ∆λ = (123 ± 7) nm sowie
∆λ = (117± 3) nm erhalten.
Anders als im Fall von Cou hat die Bindung des OSTK-Grundgerüsts an den DBD-
Farbstoff einen deutlichen Einfluss auf einige seiner photophysikalischen Eigenschaften.
Durch die Bindung an den OSTK-Stab wird die Stokesverschiebung (berechnet aus den
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Maxima der Absorption und Emission) geringer. Für DBD-f-OSTK und DBD-OSTK wur-
den jeweils ∆λ = 128 nm und ∆λ = 114 nm in PBS bestimmt, die im Vergleich zur
Stammverbindung (∆λ = 164 nm) kleiner sind. Während die Absorptionsmaxima nur ei-
ne geringe hypsochrome Verschiebung zeigen (437 nm für DBD-f-OSTK bzw. 441 nm für
DBD-OSTK), wurde in den Emissionsspektren beider Verbindungen (565 nm und 555 nm
für DBD-f-OSTK und DBD-OSTK im Vergleich zu 612 nm für DBD) eine viel stärkere
hypsochrome Verschiebung beobachtet, was als Hauptgrund für die deutlich verringerte
Stokesverschiebung aufzuführen ist (siehe Tabelle 4.8).
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Abbildung 4.9: Fluoreszenzanregungs- (λem = 600 nm) (durchgezogen) und
-emissionsspektren (λex = 450 nm) (gestrichelt) von DBD (links)
und Fluoreszenzabklingkurven (λex = 450 nm, λem = 550 nm von
DBD-f-OSTK (rechts) in PBS (schwarz) und Chloroform (blau)

Die Fluoreszenzabklingkinetik von DBD folgt einem monoexponentiellen Verlauf mit ei-
ner Fluoreszenzabklingzeit von τ = 6,4 ns in PBS (siehe Abbildung 4.11, rechts). Die
Bindung des OSTK-Stabs beeinflusst auch die Kinetik der Fluoreszenzabklingzeit. Wäh-
rend die Fluoreszenzabklingkinetik des DBD-f-OSTK in PBS eine biexponentielle Kinetik
mit zwei Fluoreszenzabklingzeiten τ1 = 1,4 ns (77%) und τ2 = 4,9 ns (23%) zeigt, wurde
für DBD-OSTK eine monoexponentielle Kinetik mit τ = 7,3 ns bestimmt, was gegenüber
DBD leicht erhöht ist.
Außerdem hat die Polarität des Lösungsmittels einen großen Einfluss auf die Fluoreszenz-
abklingkinetiken der verwendeten DBD-Farbstoffe. Je unpolarer das Lösungsmittel ist,
desto länger ist die Fluoreszenzabklingzeit. So hat, wie bereits erwähnt, DBD-OSTK in
PBS eine Abklingzeit von τ= 7,3 ns. In Aceton hingegen erhöht sie sich auf τ= 19,3 ns und
in Chloroform auf τ = 22,5 ns. Des Weiteren ist zu erkennen, dass die Fluoreszenzabkling-
kinetik für DBD-f-OSTK, sowie für alle anderen Proben, in unpolareren Lösungsmitteln,
monoexponentiell verläuft (siehe Abbildung 4.9 rechts).
Ein ähnlicher Trend ist für die Quantenausbeuten aller DBD-Farbstoffe zu sehen. Die

59



4 Ergebnisse und Diskussion 4.2 OSTK-Stäbe

Quantenausbeute ist in PBS (0,01 – 0,04) sehr gering und nimmt mit abnehmender Po-
larität stark zu. In Aceton beträgt sie somit 0,54 – 0,59 und in Chloroform 0,65 – 0,70
(siehe Tabelle 4.8).
Für DBD sowie für die mit DBD markierten Stäbe wurde in allen Lösungsmitteln keine
Fluoreszenzanisotropie gefunden, was durch die schnelle Rotationsbewegung der Farb-
stoffe in homogener Lösung verursacht wird (siehe Tabelle 4.8).

Tabelle 4.8: Spektroskopische Eigenschaften der DBD-(OSTK-)Verbindungen in ver-
schiedenen Lösungsmitteln mit λex = 450 nm für λmax,em und φ,
λex = 450 nm und λem = 550 nm für τ, r∞, ϕ und θK, sowie λem = 600 nm
für r

λmax, abs λmax,em τ φ r r∞ ϕ θK
[nm] [nm] [ns] [ns] [◦]

DBD PBS 448 612 6,4 0,01 0 0 0,1 −
DBD CHCl3 435 547 22,7 0,70 0 0 0,1 −
DBD Aceton 425 535 19,7 0,59 0 0 0,1 −
DBD Vesikel 448 612 7,0 0,01 0 0,05 0,2 60
DBD-f-OSTK PBS 437 565 1,4(77%) 0,04 0 0 0,1 −

4,9(23%)
DBD-f-OSTK CHCl3 427 551 24,1 0,65 0 0 0,1 −
DBD-f-OSTK Aceton 419 536 22,5 0,54 0 0 0,1 −
DBD-f-OSTK Vesikel 440 570 8,2 0,17 0,06 0,07 0,8 55
DBD-OSTK PBS 441 555 7,3 0,04 0 0 0,1 −
DBD-OSTK CHCl3 436 550 22,5 0,65 0 0 0,1 −
DBD-OSTK Aceton 416 536 19,3 0,56 0 0 0,1 −
DBD-OSTK Vesikel 434 558 11,1 0,32 0,09 0 0,2 −

Fehlerangaben: σ(λ) = ± 2 nm, σ(τ) = ± 0, 1 ns, σ(φ) = 5%, σ(r) = ± 0, 02, σ(r∞) = ± 0, 02,
σ(ϕ) = ± 0, 1 ns, σ(θK) = ± 5◦

4.2.3 FRET-OSTK-Stäbe

Der Donor (Cou) und der Akzeptor (DBD) wurden ausführlich charakterisiert. In Abbil-
dung 4.10 sind die Absorptions- und Emissionsspektren von Cou-OSTK und DBD-OSTK
dargestellt. Es ist die deutliche Überlappung des Emissionsspektrums von Cou-OSTK, als
Donor, und des Absorptionsspektrums von DBD-OSTK, als Akzeptor, zu sehen. Damit
ist eine wesentliche Voraussetzung für die folgenden FRET-Experimente gegeben.
Basierend auf der jeweiligen Donoremission und Akzeptorabsorption wurde mithilfe der
Software PhotochemCAD das spektrale Überlappungsintegral J berechnet (siehe Tabel-
le 4.9). Die Berechnungen wurden für Cou-f-DBD, Cou-OSTK-f-DBD und Cou-OSTK-
DBD durchgeführt, um die durch die Bindung an das OSTK-Gerüst induzierten Än-
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derungen der Spektraldaten zu berücksichtigen. Der Parameter κ2 bezieht sich auf die
relative Orientierung des Übergangsdipolmoments von Cou und DBD im Raum (siehe
Gleichung 2.15).
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Abbildung 4.10: Absorptions- und Emissionsspektren von Cou-OSTK (λex = 340 nm)
(blau) und DBD-OSTK (λex = 450 nm) (rot) in PBS zur Veranschau-
lichung des spektralen Überlapps

Je nach Art der Bindung der DBD-Einheit an den Stab (starr gegenüber flexibel) liegt für
Cou-OSTK-DBD ein Orientierungsfaktor von κ2 = 3,9 (nahe dem theoretischen Maximum
von 4)51 , bei dem die Orientierung der Dipolmomente nahezu kollinear ist, bzw. κ2 = 2/3
für Cou-OSTK-f-DBD sowie für Cou-f-DBD vor, die für die Berechnungen von R0 und
Etheo verwendet wurden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.9 zusammengefasst.

Tabelle 4.9: Parameter κ2 (Orientierungsfaktor), J (Überlappungsintegral), R0 (Förster-
abstand), Rtheo (theoretischer Donor-Akzeptor-Abstand) und Etheo (theo-
retische FRET-Effizienz) der verschiedenen FRET-Paare in PBS

κ2 J [cm−1] R0 [nm] Rtheo [nm] Etheo

Cou-f-DBD 2/3 4,5 · 10−15 3,3 1,5 0,99
Cou-OSTK-f-DBD 2/3 5,0 · 10−15 3,2 2,2 0,90
Cou-OSTK-DBD 3,9 4,2 · 10−15 4,1 1,9 0,99
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Der theoretische Försterabstand für Cou-OSTK-DBD wurde nach Gleichung 2.10 mit
κ2 = 3,9 berechnet und beträgt R0 = 4,1 nm. Die Försterabstände der beiden anderen Ver-
bindungen (Cou-OSTK-f-DBD bzw. Cou-f-DBD) sind mit R0 = 3,2 nm – 3,3 nm deutlich
kleiner. Hier war der κ2-Wert der entscheidende Faktor, da die Überlappungsintegrale bei-
der Verbindungen ähnlich bzw. sogar etwas größer waren. Im Vergleich zu häufig verwen-
deten FRET-Paaren waren die R0-Werte am unteren Ende und im Bereich der üblicher-
weise verwendeten Farbstoffpaare wie Fluorescein und Rhodamin (4,5 ≤ R0 ≤ 5,6 nm).22

Basierend auf den Strukturen wurden die Abstände zwischen den Zentren der beiden
Farbstoffe für die verschiedenen FRET-Paare berechnet (Rtheo(Cou-f-DBD) = 1,5 nm,
Rtheo(Cou-OSTK-f-DBD) = 2,2 nm und Rtheo(Cou-OSTK-DBD) = 1,9 nm. Die Annah-
me einer erweiterten Konfiguration, die durch mögliche Bewegung für die flexiblen Verbin-
dung Cou-f-DBD bzw. Cou-OSTK-f-DBD zustande kommen könnte, wurde in den Berech-
nungen vernachlässigt. Aufgrund der spektralen Daten und den relativ kleinen Försterab-
ständen, sind die erwarteten FRET-Effizienzen (Etheo(Cou-f-DBD) = 0,99,
Etheo(Cou-OSTK-f-DBD) = 0,90 und Etheo(Cou-OSTK-DBD) = 0,99 sehr hoch (siehe Ta-
belle 4.9).
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Abbildung 4.11: Fluoreszenzemissionsspektren (λex = 340 nm) (links) sowie die ent-
sprechenden Fluoreszenzabklingkurven (λex = 340 nm, λem = 420
nm) (rechts) von Cou-OSTK (schwarz), Cou-OSTK-f-DBD (rot) und
Cou-OSTK-DBD (blau) in PBS

In Abbildung 4.11 links sind die Fluoreszenzemissionsspektren (λex = 340 nm) des Do-
nors Cou-OSTK und der FRET-Paare Cou-OSTK-f-DBD und Cou-OSTK-DBD in PBS
dargestellt. Die Löschung der Donorfluoreszenz und die starke Fluoreszenz des Akzeptors
sind deutlich zu erkennen.
Die Fluoreszenzabklingkurven der FRET-Paare zeigen in fast allen Lösungsmitteln eine
biexponentielle Fluoreszenzabklingkinetik des Donors (siehe Tabelle 4.11). Die starke Lö-
schung der Donorfluoreszenz ergibt eine sehr kurze Fluoreszenzabklingzeit für Cou-OSTK-
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DBD in PBS von τ1 = 0,1 ns (56 %). Der Beitrag der zweiten Abklingzeit τ2 = 3,9 ns (44 %)
kann einer geringen Menge an ungebundenem Cumarinvorläufer in der Probe zugeschrie-
ben werden (siehe Abbildung 4.11 rechts).

Tabelle 4.10: Experimentelle FRET-Effizienzen (E(φ) und E(τ) und Donor-Akzeptor-
Abstände (Rexp(φ) und Rexp(τ) der FRET-Paare in verschiedenen Lö-
sungsmitteln

E (φ) Rexp (φ) [nm] E (τ) Rexp (τ) [nm]
Cou-f-DBD PBS 0,93 ± 0,01 2,1 ± 0,10 >0,95 ± 0,01 <2,0 ± 0,12
Cou-f-DBD CHCl3 0,96 ± 0,01 1,9 ± 0,10 >0,95 ± 0,01 <2,0 ± 0,12
Cou-f-DBD Aceton 0,92 ± 0,01 2,1 ± 0,10 >0,95 ± 0,01 <2,0 ± 0,12
Cou-f-DBD Vesikel 0,95 ± 0,01 2,0 ± 0,09 >0,95 ± 0,01 <2,0 ± 0,12
Cou-OSTK-f-DBD PBS 0,88 ± 0,01 2,3 ± 0,12 0,85 ± 0,01 2,4 ± 0,11
Cou-OSTK-f-DBD CHCl3 0,81 ± 0,02 2,5 ± 0,11 0,30 ± 0,01 3,7 ± 0,12
Cou-OSTK-f-DBD Aceton 0,83 ± 0,02 2,4 ± 1,10 0,38 ± 0,02 3,8 ± 0,15
Cou-OSTK-f-DBD Vesikel 0,88 ± 0,01 2,3 ± 0,11 0,88 ± 0,01 2,3 ± 0,12
Cou-OSTK-DBD PBS 0,97 ± 0,01 2,3 ± 0,12 >0,95 ± 0,01 <2,5 ± 0,13
Cou-OSTK-DBD CHCl3 0,96 ± 0,01 2,4 ± 0,10 >0,95 ± 0,02 <2,5 ± 0,14
Cou-OSTK-DBD Aceton 0,92 ± 0,01 2,7 ± 0,11 >0,88 ± 0,05 <2,9 ± 0,13
Cou-OSTK-DBD Vesikel 0,96 ± 0,01 2,4 ± 0,09 >0,95 ± 0,01 <2,5 ± 0,15

Fehlerangaben: σ(E) = ± 0, 01, σ(Rexp) = ± 0, 1 nm

Die experimentellen FRET-Effizienzen für die verschiedenen doppeltmarkierten Sonden
wurden durch Gleichung 2.13 unter Verwendung von Fluoreszenzquantenausbeuten sowie
der Fluoreszenzabklingzeiten berechnet und sind in Tabelle 4.10 zusammengefasst.
Mit dem Cou-OSTK-f-DBD-Stab wurde eine Verbindung untersucht, bei der der DBD-
Farbstoff mit einem flexiblen Linker an den OSTK-Stab gebunden ist. Somit hat dieser
einen deutlich höheren Freiheitsgrad in Bezug auf die Rotation des DBD-Farbstoffs, re-
lativ zum Cou-Farbstoff. Der maximale Gesamtabstand zwischen Donor und Akzeptor
war ähnlich (Rtheo = 2,2 nm), aber wegen der größeren Flexibilität wurde der κ2-Wert
auf 2

3 reduziert, was einen kleineren R0-Wert von 3,2 nm in PBS ergab. Folglich wurde
eine reduzierte FRET-Effizienz erwartet. Aus Tabelle 4.10 ist ersichtlich, dass für Cou-
OSTK-f-DBD in Aceton und Chloroform die berechneten FRET-Effizienzen auf Basis
der Fluoreszenzquantenausbeuten und der Fluoreszenzabklingzeiten deutlich unterschied-
lich sind. Die FRET-Effizienz die aus den Fluoreszenzabklingzeiten des Donors berechnet
wurde betrug 0,30 – 0,38. Die aus den Fluoreszenzquantenausbeuten des Donors berech-
neten FRET-Effizienz ist mit 0,81 – 0,83 deutlich höher. Dieser beobachtete Unterschied
der FRET-Effizienzen kann ein Hinweis auf die Bildung eines Gleichgewichts zwischen
zwei limitierenden Formen von Cou-OSTK-f-DBD sein. Das eine Konformer wird da-
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durch dargestellt, dass die DBD-Farbstoffeinheit so gedreht wird, dass sie näher an den
OSTK-Stab und die Cumarineinheit herankommt. Hier ist der Abstand zwischen den bei-
den Farbstoffen stark reduziert. Gleichzeitig könnte jedoch die relative Orientierung der
Übergangsdipolmomente κ2 weniger effizient sein.
Das zweite Konformer ist eine langgestreckte Form, in der der Abstand größer ist. Aber
aufgrund einer fast kollinearen Orientierung der Übergangsdipolmomente, sodass κ2 unge-
fähr 4 ist, kann trotzdem ein effizienterer FRET stattfinden (siehe Abbildung 2.5). Wenn
im Fall einer sehr effizienten Energieübertragung die entsprechende Fluoreszenzabkling-
zeit extrem kurz und folglich nicht auflösbar ist, kann wiederum bei einer weniger effizien-
ten Energieübertragung eine verkürzte Fluoreszenzabklingzeit gemessen werden. Für ein
solches System tragen nur bei den Quantenausbeutemessungen beide Konformere zur Be-
rechnung der FRET-Effizienz bei. Bei den Abklingzeitmessungen trägt die „Dunkelform“
nicht dazu bei und eine kleinere FRET-Effizienz wird ermittelt. Die spektroskopischen
Eigenschaften von Cou-OSTK-f-DBD, verglichen mit Cou-OSTK-DBD, unterstreichen
den starken Einfluss von κ2 auf die FRET-Effizienz. Es ist zu beachten, dass sowohl für
Cou-OSTK-f-DBD als auch in Cou-OSTK-DBD der Abstand zwischen Donor und Ak-
zeptor klein ist (< 5 nm) und die Dipolnäherung der FRET-Theorie nicht vollständig
anwendbar ist. Die relative Orientierung von Donor und Akzeptor ist vor allem in Cou-
OSTK-DBD stark fixiert, wodurch Fehler in κ2 nahezu ausgeschlossen werden können,
was die gute Übereinstimmung zwischen der theoretischen (Etheo = 0,99, siehe Tabel-
le 4.9) und der experimentellen FRET-Effizienz (Eexp = 0,88 – 0,97, siehe Tabelle 4.10)
für Cou-OSTK-DBD besonders interessant macht.
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Tabelle 4.11: Spektroskopische Eigenschaften der FRET-Paare in verschiedenen Lö-
sungsmitteln mit λex = 340 nm für λmax,em und φ, sowie λex = 375 nm
und λem = 420 nm für τ des Donors und λex = 450 nm für λmax,em und
φ, sowie λex = 450 nm und λem = 550 nm für τ des Akzeptors

Donor λmax,abs [nm] λmax,em [nm] τ [ns] φ

Cou-f-DBD PBS 346 413 < 0,1 (76%) 0,04
3,6 (24%)

Cou-f-DBD CHCl3 346 409 < 0,1 0,01

Cou-f-DBD Aceton 346 403 < 0,1 0,01

Cou-f-DBD Vesikel 346 400 < 0,1 (88%) 0,03
3,4 (12%)

Cou-OSTK-f-DBD PBS 346 417 0,6 (28%) 0,04
3,9 (72%)

Cou-OSTK-f-DBD CHCl3 347 405 1,2 0,05
Cou-OSTK-f-DBD Aceton 346 406 0,5 0,02
Cou-OSTK-f-DBD Vesikel 346 408 0,4 (12%) 0,08

3,0 (88%)
Cou-OSTK-DBD PBS 346 416 < 0,1 (56%) 0,01

3,9 (44%)
Cou-OSTK-DBD CHCl3 349 400 < 0,1 (93%) 0,01

1,8 (7%)
Cou-OSTK-DBD Aceton 346 404 < 0,1 (68%) 0,01

1,2 (32%)
Cou-OSTK-DBD Vesikel 346 403 < 0,1 (92%) 0,03

2,7 (8%)
Akzeptor λmax,abs [nm] λmax,em [nm] τ [ns] φ

Cou-f-DBD PBS 456 580 7,0 0,09

Cou-f-DBD CHCl3 435 560 25,7 0,40

Cou-f-DBD Aceton 426 555 23,1 0,55

Cou-f-DBD Vesikel 436 542 10,4 0,35

Cou-OSTK-f-DBD PBS 442 570 6,2 0,06
Cou-OSTK-f-DBD CHCl3 434 550 22,5 0,74
Cou-OSTK-f-DBD Aceton 425 549 18,1 0,60
Cou-OSTK-f-DBD Vesikel 435 558 8,3
Cou-OSTK-DBD PBS 456 610 5,1 0,14

Cou-OSTK-DBD CHCl3 440 541 22,3 0,71

Cou-OSTK-DBD Aceton 432 531 18,9 0,58

Cou-OSTK-DBD Vesikel 449 569 < 0,1 (57%) 0,35
11,7 (43%)

Fehlerangaben: σ(λ) = ± 2 nm, σ(τ) = ± 0, 1 ns, σ(φ) = 5%
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4.2.4 OSTK-Gelenkstäbe

Die FRET-Gelenkstäbe bestehen aus Cou-OSTK und DBD-OSTK, die durch ein Triazol-
Gelenk verbunden sind (Cou-G-S-DBD) und bei dem Schwefel zum Teil durch Sauerstoff
ausgetauscht wurde (Cou-G-O-DBD), wodurch es sich hier um OSK-Stäbe handelt (siehe
Abbildung 3.3 unten und 4.12 links).
Die Lagen der Absorption- und Emissionsbanden entsprechen für beide Stäbe ungefähr
denen von Cou-OSTK-DBD und Cou-OSTK-f-DBD (siehe Tabelle 4.13).
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Abbildung 4.12: Schematische Darstellung der Gelenkstäbe (links) Fluoreszenzemissi-
onsspektren (λex = 340 nm) für Cou-G-O-DBD in PBS (schwarz) und
in CHCl3 (rot) (rechts)

Von Wessig et al. wurden anhand von Molecular Dynamics Simulation (Programm MOE
2010.10, Kraftfeld MMFF94x) die Donor-Akzeptor-Abstände berechnet. Die Gelenkstäbe
können in einer gestreckten und einer geknickten Form vorliegen. Die Berechnungen er-
gaben für die geknickte Form einen Abstand von R = 0,7 nm und für die gestreckte Form
einen Abstand von R = 3,9 nm.74

Da sich die Fluorophore, trotz ihrer starren Bindung an die OSTK-Stäbe, durch Rotation
und „Klappen“ relativ frei zwischen beiden Konformationen bewegen können, wurde für
Berechnung der Försterabstände nach Gleichung 2.10 ein κ2 = 2

3 angenommen. Mit Hilfe
der Försterabstände und Gleichung 2.12 kann der Abstand (Rexp) zwischen Donor und Ak-
zeptor bestimmt werden. Diese Werte sind in Tabelle 4.12 zusammengefasst und schließen
einen Bereich von Rexp = 2,1 nm für Cou-G-O-DBD in Chloroform, sowie Cou-G-S-DBD
in Aceton und Rexp = 2,7 nm für Cou-O-G-DBD in PBS ein.
Aus den Ergebnissen sind nun die mittleren Abstände ersichtlich. Es gibt keine deutlichen
Unterschiede zwischen den einzelnen Lösungsmitteln. Das liegt sehr wahrscheinlich daran,
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dass ein Gleichgewicht zwischen der geknickten und gestreckten Form vorliegt. Allerdings
wurden diese Abstände aus den experimentellen FRET-Effizienzen bestimmt, welche sich
je nach Lösungsmittel stark unterscheiden. So ergibt sich für die Gelenkstäbe in Aceton
nur eine FRET-Effizienz von 50 – 76%, wohingegen in PBS eine FRET-Effizienz von 90 %
erreicht wird. Wegen der starken Lösungsmittelabhängigkeit der spektroskopischen Eigen-
schaften von Donor und Akzeptor unterscheiden sich die Försterabstände deutlich, sodass
die Donor-Akzeptor-Abstände trotz verschiedener Lösungsmittel für beide Gelenkstäbe
im Bereich von Rexp = 2,1 nm – 2,7 nm liegen.

Tabelle 4.12: Experimentelle FRET-Effizienzen und Donor-Akzeptor-Abstände der ver-
schiedenen FRET-Gelenkstäbe in verschiedenen Lösungsmitteln

E (φ) Rexp (φ) [nm] E (τ) Rexp (τ) [nm]
Cou-G-O-DBD PBS 0,90 ± 0,01 2,2 ± 0,10 0,76 ± 0,01 2,7 ± 0,11
Cou-G-O-DBD CHCl3 0,82 ± 0,01 2,1 ± 0,10 0,71 ± 0,01 2,2 ± 0,11
Cou-G-O-DBD Aceton 0,67 ± 0,01 2,3 ± 0,10 0,50 ± 0,01 2,6 ± 0,11
Cou-G-O-DBD Vesikel 0,80 ± 0,01 2,5 ± 0,12 0,79 ± 0,01 2,6 ± 0,12
Cou-G-S-DBD PBS 0,83 ± 0,01 2,5 ± 0,10 0,85 ± 0,01 2,4 ± 0,12
Cou-G-S-DBD CHCl3 0,73 ± 0,01 2,2 ± 0,11 0,65 ± 0,01 2,3 ± 0,12
Cou-G-S-DBD Aceton 0,76 ± 0,01 2,1 ± 1,10 0,50 ± 0,01 2,6 ± 0,11
Cou-G-S-DBD Vesikel 0,80 ± 0,01 2,5 ± 0,12 0,79 ± 0,01 2,6 ± 0,12

Fehlerangaben: σ(E) = ± 0, 01, σ(Rexp) = ± 0, 01 nm
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Tabelle 4.13: Spektroskopische Eigenschaften der FRET-Gelenkstäbe in verschiedenen
Lösungsmitteln mit λex = 340 nm für λmax,em und φ, sowie λex = 375 nm
und λem = 420 nm für τ des Donors und λex = 450 nm für λmax,em und
φ, sowie λex = 450 nm und λem = 550 nm für τ des Akzeptors

Donor λmax,abs [nm] λmax,em [nm] τ [ns] φ

Cou-G-O-DBD PBS 348 417 1,0 (7%) 0,06
4,2 (91%)

Cou-G-O-DBD CHCl3 348 415 0,5 (79%) 0,08
5,6 (21%)

Cou-G-O-DBD Aceton 344 410 0,4 (91%) 0,07
4,8 (9%)

Cou-G-O-DBD Vesikel 350 408 0,8 (44%) 0,13
3,4 (56%)

Cou-G-S-DBD PBS 348 416 0,6 (33%) 0,10
4,1 (67%)

Cou-G-S-DBD CHCl3 348 414 0,6 (81%) 0,12
8,0 (19%)

Cou-G-S-DBD Aceton 346 405 0,4 (92%) 0,05
7,0 (8%)

Cou-G-S-DBD Vesikel 349 407 0,8 (70%) 0,13
3,4 (30%)

Akzeptor λmax,abs [nm] λmax,em [nm] τ [ns] φ

Cou-G-O-DBD PBS 429 548 5,2 (36%) 0,27
14,1 (64%)

Cou-G-O-DBD CHCl3 435 549 23,1 0,22

Cou-G-O-DBD Aceton 426 542 19,2 0,19

Cou-G-O-DBD Vesikel 426 554 12,0 0,13

Cou-G-S-DBD PBS 438 548 5,3 (23%) 0,35
16,5 (77%)

Cou-G-S-DBD CHCl3 436 556 22,4 0,40
Cou-G-S-DBD Aceton 426 540 18,6 0,30
Cou-G-S-DBD Vesikel 427 553 12,0 0,19

Fehlerangaben: σ(λ) = ± 2 nm, σ(τ) = ± 0, 1 ns, σ(φ) = 5%
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4.2.5 OSTK-Stäbe in Vesikeln

Mit den Erkenntnissen über die photophysikalischen Eigenschaften der einfach- und dop-
peltmarkierten OSTK-Stäbe, sowie der OSTK-Gelenkstäbe kann die Einlagerung der
OSTK-Stäbe in die Doppellipidschicht von DOPC:DOPS-Vesikeln charakterisiert werden.

Cumarin-OSTK-Stäbe in Vesikeln
Die spektralen Eigenschaften der Cou-OSTK-Stäbe im Vesikel bleiben nahezu unverän-
dert, verglichen mit den Eigenschaften in PBS. Für das Fluoreszenzemissionsspektrum
(λex = 340 nm) des OSTK-Stabs im Vesikel (λmax,em = 408 nm) wird nur eine leichte
hypsochrome Verschiebung im Vergleich zu dem Spektrum in PBS (λmax,em = 416 nm)
beobachtet.
Die Fluoreszenzabklingkurven (λex = 340 nm, λem = 420 nm) zeigen einen monoexpo-
nentiellen Verlauf für die Cou-OSTK-Stäbe in PBS als auch eingebaut in Vesikel (siehe
Abbildung 4.13 rechts). Die Fluoreszenzabklingzeit der Cou-OSTK-Stäbe in Vesikeln
(τ = 3,4 ns) ist kürzer als in PBS (τ = 4,1 ns). Für 6,7-Alkoxycumarine wurde, wie bereits
beschrieben, die Bildung eines intramolekularen Ladungstransfer-(ICT )-Status durch die
elektronische Anregung als Grund dafür genannt.128 Durch die unpolarere Mikroumge-
bung des Cou-OSTK-Stabs im Vesikel wird das Push-Pull-System des Cou im Vergleich
zu PBS weniger stabilisiert, was zu einer erhöhten ISC -Rate und somit zu einer kürzeren
Fluoreszenzabklingzeit führt.
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Abbildung 4.13: Fluoreszenzanregungs- (λem = 420 nm) (durchgezogen) und
-emissionsspektren (λex = 340 nm) (gestrichelt) für Cou-OSTK in PBS
(schwarz) und in LUV (rot) (links) und die zugehörigen Fluoreszenz-
abklingkurven (λex = 340 nm, λem = 420 nm) (rechts)

In Anbetracht des amphiphilen Charakters der Cou-OSTK-Stäbe ist anzunehmen, dass
die OSTK-Einheit in die Doppellipidschicht eingebaut wird, während sich das Cumarin
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im Grenzflächenbereich des Vesikels befindet. Dies führt insgesamt dazu, dass sich der
Cou-OSTK-Stab in einer weniger polaren Umgebung befindet und somit eine veränderte
Stabilisierung der verschiedenen elektronischen Zustände eine Abnahme der Fluoreszenz-
abklingzeit induziert. Auch die Veränderungen der spektroskopischen Eigenschaften durch
die Einlagerung in die Doppellipidschicht, die im Vergleich zu den verwendeten Lösungs-
mitteln Aceton und Chloroform relativ gering sind, unterstreichen diese Annahme.
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Abbildung 4.14: Stationäre (λem = 420 nm) (links) und zeitaufgelöste (λex = 340 nm,
λem = 420 nm) (rechts) Anisotropiekurven von Cou-OSTK in PBS
(schwarz) und in LUV (rot)

Der erfolgreiche Einbau der Cou-OSTK-Stäbe in die Vesikel wird durch die Fluoreszenz-
depolarisationsmessungen unterstützt. Aus den Werten der stationären Anisotropie so-
wie aus der Rotationskorrelationszeit ist ersichtlich, dass beide Parameter im Vergleich
zu den Werten der Messungen in PBS erhöht sind. Der nach Gleichung 2.18 ermittelte
Wert für die stationäre Anisotropie betrug für Cou-OSTK 0,08 und ist somit höher als
für den freien Stab in PBS, für den der Wert nahezu 0 beträgt (siehe Abbildung 4.14)
links. Die Einschränkung der Rotationsfreiheit des Cou-OSTK-Stabs ist auf den Einbau
in die Doppellipidschicht zurückzuführen. Für die Analyse der zeitaufgelösten Anisotro-
pie wurde das wobble-in-a-cone-Modell (Gleichung 2.22) angewendet. Dabei wurde davon
ausgegangen, dass das Fluorophor durch den Einbau in die Doppellipidschicht in seiner
Rotation eingeschränkt ist und nur in einem Kegel mit einem definierten Kegelwinkel ro-
tieren kann (Gleichung 2.23). Die Rotationskorrelationszeit für den Cou-OSTK-Stab im
Vesikel (ϕ = 0,2 ns) ist sehr schnell und nahezu gleich der des freien Cou-OSTK-Stabs
in PBS. Die Rotation wird jedoch eingeschränkt und die Anisotropiekurve erreicht einen
Grenzanisotropiewert (r∞ = 0,1) (siehe Abbildung 4.14 rechts), woraus sich ein Kegel-
winkel von θK = 50o ergibt (siehe Tabelle 4.14). Dies betont, dass der Cou-OSTK-Stab
erfolgreich in die hydrophobe Doppellipidschicht des Vesikels eingebaut ist, da die Wer-
te im Bereich, anderer organischer Farbstoffe, die an Phospholipide gekoppelt sind, wie
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DPH-PC und NBD-PE, in DOPC- und DPPC-Vesikeln liegen.131

DBD-OSTK-Stäbe in Vesikeln
Im Folgenden werden Einlagerungen der DBD-OSTK-Stäbe in die Vesikel untersucht.
Die spektroskopischen Eigenschaften zeigen, dass die OSTK-Stäbe in die Vesikel eingela-
gert werden. Allerdings ist im Vergleich zu PBS nur ein geringer Einfluss auf die Lage der
Absorptions- (λmax,abs (DBD-f-OSTK) = 440 nm, λmax,abs (DBD-OSTK) = 434 nm) sowie
Emissionsmaxima (λmax,em (DBD-f-OSTK) = 570 nm, λmax,em (DBD-OSTK) = 558 nm)
durch den Einbau in die Vesikel zu erkennen.
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Abbildung 4.15: Stationäre (λem = 600 nm) (links) und zeitaufgelöste (λex = 450 nm,
λem = 550 nm) (rechts) Anisotropiekurven von DBD-OSTK in PBS
(schwarz) und in LUV (rot)

Es wird jedoch ein starker Einfluss auf die Fluoreszenzabklingzeiten und die -quantenaus-
beuten deutlich. Die Fluoreszenzabklingkurve des DBD-f-OSTK-Stabs im Vesikel zeigt
einen monoexponentiellen Verlauf mit einer Fluoreszenzabklingzeit vom τ = 8,2 ns. Der
freie DBD-f-OSTK-Stab in PBS zeigte hingegen einen biexponentiellen Verlauf (τ1 = 1,4 ns,
τ2 = 4,9 ns). Möglicherweise gibt es in PBS eine schnelle Rotation um die Einzelbindung,
durch die DBD an den OSTK-Stab gebunden ist, die in gestreckter Form sehr schnell und
in einer geklappten Form weniger schnell ist. Da im Vesikel nur eine, vermutlich gestreckte
Form vorliegt und sich das Molekül in einer unpolareren Mikroumgebung befindet, folgt
daraus ein monoexponentieller Verlauf mit einer längeren Fluoreszenzabklingzeit als in
PBS. Durch die unpolare Umgebung wird auch die Fluoreszenzquantenausbeute von 0,04
auf 0,17 erhöht. Der größte Einfluss wurde für den DBD-OSTK-Stab gefunden, für den
ein Anstieg der Fluoreszenzabklingzeit von 7,3 ns auf 11,1 ns und der Fluoreszenzquan-
tenausbeute von 0,04 auf 0,32, durch die Einlagerung in die Vesikel, bestimmt wurde. Da
die Doppellipidschicht, wie bereits bei den Cou-OSTK-Stäben zu sehen war, eine höhere
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Polarität als Chloroform und Aceton aufweist, ist die Auswirkung auf die spektrale Lage
der Absorptions- und Emissionsbanden auch deutlich geringer. Die längeren Fluoreszenz-
abklingzeiten bzw. die höheren Fluoreszenzquantenausbeuten zeigen jedoch deutlich eine
unpolarere Mikroumgebung des Farbstoffs, im Gegensatz zu PBS, die durch die Einlage-
rung in die Vesikel verursacht wird.
Die stationäre Anisotropie de DBD-OSTK-Stäbe im Vesikel zeigen eine leichte Zunahme
der Anisotropie (r = 0,06 – 0,09) gegenüber des freien Stabs in Lösung (r = 0) (siehe
Abbildung 4.15 links). Dies zeigt, dass die Drehung des Farbstoff durch die Interkalation
in die Membran der Vesikel eingeschränkt ist. Diese Beobachtung wird zum Teil durch
die zeitaufgelösten Messungen bestätigt. Die Rotationskorrelationszeit der freien DBD-
OSTK-Stäbe in PBS beträgt ϕ = 0,1 ns und steigt durch die Einlagerung des Stabs in
die Doppellipidschicht der Vesikel für DBD-f-OSTK auf ϕ = 0,8 ns (siehe Tabelle 4.14).
Die relativ kleinen Werte zeigen jedoch, dass der Farbstoff, trotz Interkalation in die Mem-
bran, zwar in seiner Rotation eingeschränkt ist, aber dennoch relativ frei rotieren kann.

FRET-OSTK-Stäbe in Vesikeln
Abbildung 4.16 links zeigt das Fluoreszenzemissionsspektrum (λex = 340 nm) von Cou-
OSTK-DBD in PBS verglichen mit dem Spektrum von Cou-OSTK-DBD im Vesikel. Da
die Cou-Einheit bei allen OSTK-Stäben in einem starren Bindungsmotiv an den OSTK-
Stab fixiert ist und der Donor-Akzeptor-Abstand sehr kurz ist, wird ein ähnlicher Einfluss
wie für die einfachmarkierten Stäbe durch das Einlagern in die Vesikel beobachtet.
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Abbildung 4.16: Fluoreszenzemissionsspektren (λex = 340 nm) für Cou-OSTK-DBD
PBS (schwarz) und in LUV (rot) (links) und die zugehörigen Fluores-
zenzabklingkurven (λex = 340 nm, λem = 420 nm) (rechts)

Die Fluoreszenzabklingkurven (λex = 340 nm, λem = 420 nm) von Cou-OSTK-DBD in
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PBS und LUV sind in Abbildung 4.16 rechts dargestellt. Diese zeigen, wie die stationären
Messungen, ähnlich Ergebnisse für Cou-OSTK-DBD in PBS (τ1 <0,1 ns, τ2 = 3,9 ns)
und Cou-OSTK-DBD im Vesikel (τ1 <0,1 ns, τ2 = 2,7 ns), im Vergleich zu den einfach-
markierten OSTK-Stäben. Die lange Komponente der Fluoreszenzabklingzeit wird durch
die unpolarere Mikroumgebung und die daraus resultierende höhere ISC -Rate kürzer.
Die Parameter der stationären Anisotropie (siehe Tabelle 4.14) zeigen den Einfluss auf
die Rotation aller doppeltmarkierter OSTK-Stäbe durch die Interkalation in die Vesikel.
Der Einfluss auf die Rotation der Farbstoffe der doppeltmarkierten OSTK-Stäbe in den
Vesikeln ist stärker als für die einfachmarkierten OSTK-Stäbe. Der Wert der stationären
Anisotropie für den Cumarin-Teil von Cou-OSTK-DBD (r = 0,12) im Vesikel ist höher
als für den einfachmarkierten Cou-OSTK-Stab (r = 0,08). Der Einfluss auf die Rotati-
on des DBD-Teils von Cou-OSTK-DBD (r = 0,07), der aufgrund der Interkalation in
die Membran stattfindet, scheint fast der gleiche zu sein, wie für den einfachmarkierten
DBD-OSTK-Stab in dem Vesikel (r = 0,06) (siehe Tabelle 4.14).
Dies zeigt, dass sich der DBD-Teil der Stäbe auch für die doppeltmarkierten Stäbe in
die Vesikelmembran einlagert. Und aufgrund der Bindung an den DBD-OSTK Stab kann
der Cumarin-Teil des FRET-OSTK-Stabs tiefer in die Membran gelangen, wodurch die
Drehung stärker gehindert wird, als für den einfachmarkierten Cou-OSTK-Stab.
Die Werte der zeitaufgelösten Anisotropie für Cou-OSTK-DBD im Vesikel im Vergleich
zu den Daten für Cou-OSTK-DBD in PBS sind ebenfalls in Tabelle 4.14 zusammenge-
fasst. Sowohl für den Cumarin-Teil als auch für den DBD-Teil ist ein großer Einfluss auf
die Rotation sichtbar und zeigt, dass sich Cou-OSTK-DBD sehr gut in die Doppellipid-
schicht der Vesikel einlagert, sich die Werte für die stationäre Anisotropie im Bereich der
schon oben erwähnten DPH-PC und NBD-PE in DOPC- und DPPC-Vesikeln befinden
(r = 0,08 – 0,15).131

Beim Vergleich der Rotationskorrelationszeiten für den einfachmarkierten Cou-OSTK-
Stab (ϕ = 0,2 ns) und dem Cumarin-Teil von Cou-OSTK-DBD (ϕ = 2,1 ns) wird ein
Anstieg der Rotationskorrelationszeit für das Cumarin von Cou-OSTK-DBD deutlich.
Dies unterstreicht die Aussage, dass das Cumarin durch die Bindung an Cou-OSTK-DBD
tiefer in die Membran gelangt. Anhand der Werte der zeitaufgelösten Anisotropie wird
außerdem deutlich, dass der DBD-Teil von Cou-OSTK-DBD durch die Bindung an den
Cou-markierten Stab stark in seiner Rotation in dem Vesikel beeinflusst wird, was aus
den stationären Messungen nicht hervorging. Die Rotationskorrelationszeit ist wesentlich
länger als die Fluoreszenzabklingzeit, sodass die Berechnung eines genauen Wertes nicht
möglich ist. Aus demWert der Grenzanisotropie kann jedoch ein Kegelwinkel von θK = 35◦

berechnet werden (siehe Tabelle 4.14). Dieser ist deutlich kleiner als für den einfachmar-
kierten DBD-OSTK-Stab im Vesikel und zeigt, dass auch die Rotation des DBD-Teils von
Cou-OSTK-DBD durch die Bindung an den Cou-markierten Stab bei der Einlagerung in
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die Doppellipidschicht beeinflusst wird. Die FRET-Effizienzen sowie die Donor-Akzeptor-
Abstände hingegen sind für alle FRET-Paar sehr nah an den Ergebnissen in PBS (siehe
Tabelle 4.10). Daher sind die Ergebnisse der FRET-Paare im Vesikel ausschließlich auf
die Einflüsse der Doppellipidschicht zurückzuführen und nicht etwa auf eine Änderung
des Donor-Akzeptor-Abstands.

Tabelle 4.14: Anisotropieparameter der einfach- und doppeltmarkierten OSTK-Stäbe
in PBS und in Vesikeln mit λem = 420 nm für r, sowie λex = 375 nm und
λem = 420 nm für r∞, ϕ und θK des Donors und λem = 600 nm für r,
sowie λex = 450 nm und λem = 550 nm für r∞, ϕ und θK des Akzeptors

r r∞ ϕ [ns] θK[◦]

Cou DBD Cou DBD Cou DBD Cou DBD
Cou PBS 0 − 0 − 0,3 − − −
Cou Vesikel 0 − 0 − 0,2 − − −
Cou-OSTK PBS 0 − 0 − 0,3 − − −
Cou-OSTK Vesikel 0,08 − 0,10 − 0,2 − 50 −
DBD PBS − 0 − 0 − 0,1 − −
DBD Vesikel − 0 − 0,05 − 0,2 − 60
DBD-f-OSTK PBS − 0 − 0 − 0,1 − −
DBD-f-OSTK Vesikel − 0,06 − 0,07 − 0,8 − 55
DBD-OSTK PBS − 0 − 0 − 0,3 − −
DBD-OSTK Vesikel − 0,09 − 0 − 0,2 − −
Cou-f-DBD PBS 0 0 0 0 0,3 0,2 − −
Cou-f-DBD Vesikel 0,09 0,07 0,10 0,07 0,3 0,3 50 55
Cou-OSTK-f-DBD PBS 0 0 0 0 0,2 0,1 − −
Cou-OSTK-f-DBD Vesikel 0,12 0,18 0,10 0,08 0,4 0,3 50 50
Cou-OSTK-DBD PBS 0 0 0 0 0,2 0,3 − −
Cou-OSTK-DBD Vesikel 0,12 0,07 0,04 0,15 2,1 ∗ 60 35
Cou-G-O-DBD PBS 0 0 0 0 0,6 0,8 − −
Cou-G-O-DBD Vesikel 0,10 0,15 0,12 0,20 0,3 1,4 40 30
Cou-G-S-DBD PBS 0 0 0 0 0,7 0,2 − −
Cou-G-S-DBD Vesikel 0,19 0,14 0,12 0,11 0,8 0,4 40 40

* wesentlich länger als die Fluoreszenzabklingzeit, daher nicht bestimmbar
Fehlerangaben: σ(r) = ± 0, 02, σ(r∞) = ± 0, 02, σ(ϕ) = ± 0, 1 ns, σ(θK) = ± 5◦

Gelenkstäbe in Vesikeln
In Kapitel 4.2.4 wurde davon ausgegangen, dass die Gelenkstäbe in einem Gleichgewicht
zwischen einer geknickten und einer gestreckten Konformation vorliegen. Bei den Werten
der in Vesikel eingelagerten Gelenkstäbe kann nun jedoch davon ausgegangen werden,
dass die Moleküle nicht in geknickter Form vorliegen. Die lange Komponente der Fluo-
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reszenzabklingzeit (λex = 375 nm, λem = 420 nm) entspricht mit τ2 = 3,4 ns jeweils dem
Wert für Cou-OSTK im Vesikel. Aus den kurzen Komponenten, sowie aus den Fluores-
zenzquantenausbeuten, wurden die FRET-Effizienzen und die Donor-Akzeptor-Abstände
berechnet. Die Werte für Rexp in den Vesikeln (siehe Tabelle 4.12) sind mit 2,5 – 2,6 nm
die größten Abstände für Donor und Akzeptor (ausgenommen Rexp(φ) für Cou-G-O-DBD
in PBS) und zeigen, dass die Gelenkstäbe in der gestreckten Form vorliegen.
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Abbildung 4.17: Stationäre (λem = 600 nm) (oben) und zeitaufgelöste (λex = 340 nm,
λem = 420 nm (links) und λex = 450 nm, λem = 550 nm (rechts))
(unten) Anisotropiekurven der Gelenkstäbe in PBS (schwarz) und in
LUV (rot)

Um die Interkalation der Gelenkstäbe genauer zu untersuchen, wurden die stationären
und zeitaufgelösten Depolarisationsmessungen mit den Gleichungen 2.18, 2.21, 2.22 und
2.23 ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.14 zusammengefasst. In Abbildung 4.17
oben sind die Anisotropiekurven der stationären Depolarisationsmessungen von dem Ge-
lenkstab Cou-G-O-DBD in PBS (schwarz) und im Vesikel (rot), die bei einer Emissi-
onswellenlänge von λem = 600 nm aufgenommen wurden, zu sehen. Die Kurve für den
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Gelenkstab in PBS zeigt eine Anisotropiewerte um 0, weil der Farbstoff frei in der Lö-
sung rotieren kann. Dieser Wert verändert sich deutlich, wenn der Farbstoff in die Vesikel
eingelagert wurde. Der mittlere Wert für die Anisotropie des Cou-Teils des Stabs zeigt
eine deutliche Hinderung der Rotation mit Werten von r = 0,10 für Cou-G-O-DBD und
r = 0,19 für Cou-G-S-DBD. Auch der DBD-Teil der Moleküle ist stark in seiner Ro-
tation eingeschränkt, sodass die Anisotropie Werte von 0,14 – 0,15 erreicht. Die Werte
sind gut mit denen der anderen FRET-Paar zu vergleichen und zeigen, dass der Einfluss
der Membran auf die Rotation der Gelenkstäbe ähnlich ist, wie für die kürzeren FRET-
OSTK-Stäbe.
Aus den Werten der zeitaufgelösten Anisotropie, die nach dem wobble-in-a-cone-Modell
angepasst wurden, ist nur ein kleiner Einfluss auf die Rotationskorrelationszeiten von Cou
und DBD zu erkennen. Allerdings ist die deutliche Einschränkung der Rotation durch die
jeweilige Grenzanisotropie (r∞ = 0,11 – 0,20) und die daraus resultierenden Kegelwinkel
zu erkennen. Aus den Werten ergibt sich, dass sowohl der Cou- als auch der DBD-Teil
nur noch in einem Kegelwinkel von θK = 30◦ – 40◦ rotieren können (siehe Tabelle 4.14).
Das bedeutet, dass die Farbstoffe zwar in ihrer Rotation eingeschränkt sind und nur noch
in dem jeweiligen Kegelwinkel rotieren können. Diese Einschränkung hat jedoch keinen
Einfluss auf die Geschwindigkeit der Rotation, die sich in der Rotationskorrelationszeit
widerspiegelt.

76



4 Ergebnisse und Diskussion 4.3 Cou- und DBD-funktionalisierte Polyproline

4.3 Cou- und DBD-funktionalisierte Polyproline an
Goldnanopartikeln

Die Reaktionsgleichung für die Festphasenpeptidsynthese von Cys-5-Pro-Cou ist in Ab-
bildung 4.18 dargestellt (Strukturformel siehe Abbildung 3.6).
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Abbildung 4.18: Reaktionsgleichung für die Synthese von Cys-5-Pro-Cou

Im ersten Schritt wird mit Hilfe von Piperidin die Fmoc-Schutzgruppe am Cystein abge-
spalten. Während der Kupplungsreaktion mit DIPEA, HOBt und TBTU wird die erste
Fmoc-geschützte Prolineinheit durch die Bildung einer Peptidbindung an das Cystein ge-
koppelt. Durch mehrfaches Wiederholen der ersten beiden Schritte, wird die Polyprolin-
kette bis zur gewünschten Länge synthetisiert. Wird im Kopplungsschritt Cou bzw. DBD
anstatt Prolin verwendet, wird die Polyprolinkette mit dem Farbstoff funktionalisiert. Mit
TFA, TIS, EDT und Wasser wird das Polyprolin von dem Wang-Harz abgespalten und
gleichzeitig wird die Trt-Schutzgruppe abgespalten.
Im Folgenden werden die synthetisierten, farbstoffmarkierten Polyproline in PBS charak-
terisiert. Als Modell für die spätere Verwendung von OSTK-Stäben in einer Einzelmolekül-
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FRET-AFM-Nanoskopie wurden sie an Goldnanopartikel gekoppelt. Dabei wurde der Ein-
fluss der AuNP auf die spektroskopischen Eigenschaften der Farbstoffe, z.B. hinsichtlich
eines nanopartikelbasierten Oberflächenenergietransfer, untersucht.

4.3.1 Cys-x-Pro-Cou

In diesem Kapitel werden die spektroskopischen Eigenschaften der mit Cou funktionali-
sierten Polyproline erläutert und ihre Bindung an 5 nm große AuNP untersucht.

Cys-x-Pro-Cou in PBS
Die Verbindungen mit 5, 8, 11 und 14 Prolineinheiten, die mit Cumarin funktionalisiert
wurden, zeigten keine Unterschiede in den Fluoreszenzanregungs- (λem = 420 nm) und
-emissionsspektren (λex = 340 nm) verglichen mit dem freien Farbstoff Cou. Das Ab-
sorptionsmaximum liegt um λmax,abs = 346 nm und das Fluoreszenzmaximum liegt um
λmax,em = 415 nm (siehe Tabelle 4.15 und Abbildung 4.19 links).
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Abbildung 4.19: Fluoreszenzanregungs- (λem = 420 nm) (durchgezogen) und
-emissionsspektren (λex = 340 nm) (gestrichelt) für Cou in PBS
(schwarz) und Cys-5-Pro-Cou (rot) (links) und Fluoreszenzabkling-
kurven (λex = 340 nm, λem = 420 nm) für Cou, Cys-5-Pro-Cou und
AuNP-Cys-5-Pro-Cou (grün) (rechts)

Betrachtet man jedoch den Verlauf der jeweiligen Fluoreszenzabklingkurve (λex = 375 nm,
λem = 420 nm) in Abbildung 4.19 rechts (beispielhaft für Cys-5-Pro-Cou) wird deutlich,
dass sich der Verlauf von einem monoexponentiellen Verlauf mit einer Abklingzeit von
τ = 4,1 ns des freien Cou in PBS zu einem biexponentiellen Verlauf, durch die Bindung
an die Prolineinheiten, verändert.
Die Anpassung der Abklingkinetiken nach Gleichung 2.4 ergeben eine kurze Komponente
um τ1 = 0,7 – 1,5 ns und eine längere Komponente τ2 = 3,8 – 3,9 ns, die sehr nah an der
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Abklingzeit des freien Cou in PBS liegt. Wie in Kapitel 4.2.1 bereits beschrieben, zeigt
der Cumarinvorläufer Cou eine starke Umgebungssensitivität auf. In unpolarer Umgebung
liegt der 1(ππ∗)-Zustand oberhalb des 3(nπ∗)-Zustands und so ist die ISC -Rate sehr effi-
zient, was durch eine kurze Fluoreszenzabklingzeit deutlich wird. Die lange Komponente
ist für alle vier Verbindungen der Cumarineinheit in PBS zuzuordnen. Für die kurzen
Komponenten lässt sich schlussfolgern, dass sich der Farbstoff durch seine freie Rotation
auf bzw. in die Helixstruktur der Polyproline einbettet, was zu einer unpolareren Umge-
bung führt und wodurch Wechselwirkungen mit den Prolineinheiten möglich sind. Diese
Vermutung wird dadurch unterstützt, dass die kurze Komponente der Abklingzeiten mit
zunehmender Kettenlänge des Polyprolins kürzer wird. Das bedeutet, dass die Mikroum-
gebung des Cumarins unpolarer wird bzw. Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den
Prolineinheiten und der Cumarineinheit gebildet werden. Dass sowohl die Abklingzeit für
Cou in PBS als auch eingebettet in das Polyprolin ermittelt wurde, lässt den Schluss zu,
dass beide Strukturen in der Lösung vorliegen.

Cys-x-Pro-Cou und Goldnanopartikel
Durch die hohe Affinität von Schwefel zu Gold ist es möglich, die Polyproline über die
Cysteineinheit an Gold zu binden. Da die Emissionsbande des Cys-5-Pro-Cou in PBS
gut mit der Plasmonenbande der 5 nm großen AuNP überlappt, wurde die Möglichkeit
eines Energietransfers auf die Goldnanopartikel erwogen. Der Energietransfer der Gold-
nanopartikel zeigt hierbei, wie FRET, eine Abstandabhängigkeit. Diese ist jedoch nicht
R−6, sondern R−4 (siehe Gleichung 2.28 und 2.29). Da die Polyproline in ihrer Form als
α-Helix als gute Abstandshalter zwischen Goldnanopartikel und Cou fungieren, wurden
Untersuchungen zu einer Energieübertragung auf einen „dunklen“ Akzeptor durchgeführt.
Wie aus Tabelle 4.15 hervorgeht, gibt es keinen Einfluss auf die Lage der Absorptions- und
Fluoreszenzbanden des Farbstoffs Cou. Weiterhin gibt es nur einen geringen Einfluss auf
die Fluoreszenzabklingzeiten. Es wäre zu erwarten, dass die Fluoreszenzabklingzeit durch
den Energietransfer von Cou auf die AuNP kürzer wird. In Abbildung 4.19 rechts ist ein
erster Trend in diese Richtung zu erkennen. Durch die Anbindung von Cys-5-Pro-Cou an
die AuNP wird die kurze Komponente von τ1 = 1,5 ns auf τ1 = 0,9 ns verkürzt. Dieser
Trend lässt sich jedoch nicht fortsetzen, da die kurze Komponente für alle Polyproline
gebunden an AuNP bei τ1 ≈ 1,0 ns liegt. Es ist zu vermuten, dass die Abstände des
Farbstoffs zu dem AuNP, durch die freie Beweglichkeit von Cou bzw. die Interkalation
in die Helix, im Mittel für alle Polyproline gleich war. Dadurch ließ sich kein Unter-
schied der Abklingzeiten oder der Fluoreszenzintensität herausarbeiten. Gibt es keine ab-
standsabhängige Veränderung der spektroskopischen Eigenschaften von Cou gekoppelt an
Polyprolineinheiten, ist dies im Hinblick auf die Entwicklung einer Einzelmolekül-FRET-
AFM-Nanoskopie besonders von Vorteil, da vorhandene Einflüsse auf die Fluoreszenz in
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einem solchen Beispiel vermutlich ausschließlich durch FRET zustande kommen.

Tabelle 4.15: Spektroskopische Eigenschaften Cys-x-Pro-Cou-Verbindungen in PBS
und an AuNP mit λem = 420 nm für λmax,abs, λex = 340 nm für λmax,em,
sowie λex = 375 nm und λem = 420 nm für τ

λmax,abs [nm] λmax,em [nm] τ [ns]
Cou PBS 346 415 4,1
Cys-5-Pro-Cou PBS 348 416 1,5 (33 %)

3,9 (67 %)
Cys-8-Pro-Cou PBS 345 414 0,9 (28 %)

3,9 (72 %)
Cys-11-Pro-Cou PBS 344 415 0,9 (33 %)

3,8 (67 %)
Cys-14-Pro-Cou PBS 346 414 0,7 (56 %)

3,9 (44 %)
Cys-5-Pro-Cou AuNP 344 418 0,9 (41 %)

3,9 (59 %)
Cys-8-Pro-Cou AuNP 345 417 1,1 (44 %)

5,6 (56 %)
Cys-11-Pro-Cou AuNP 358 416 1,1 (39 %)

5,8 (61 %)
Cys-14-Pro-Cou AuNP 339 417 1,0 (43 %)

5,8 (57 %)

Fehlerangaben: σ(λ) = ± 2 nm, σ(τ) = ± 0, 1 ns

4.3.2 Cys-x-Pro-DBD

Im Folgenden werden die spektroskopischen Eigenschaften der mit DBD funktionalisier-
ten Polyproline erläutert und ihre Bindung an 5 nm große AuNP untersucht.

Cys-x-Pro-DBD in PBS
Wie bereits in Kapitel 4.2.2 erläutert wurde, sind die spektroskopischen Eigenschaften
von DBD sehr empfindlich gegenüber äußeren Einflüssen, wie Substitution von einfluss-
nehmenden Gruppen oder der Polarität des Lösungsmittels.
Wie Tabelle 4.16 zu entnehmen ist, hat die Bindung an die Polyprolineinheiten einen deut-
lichen Einfluss auf die photophysikalischen Eigenschaften des Farbstoffs. Die Absorption
wird durch die Bindung um 100 nm und die Emission um 60 – 90 nm (siehe Abbil-
dung 4.20 links) hypsochrom verschoben. Daraus resultiert, dass die Stokesverschiebung
von ∆λ = 164 nm bis hin zu ∆λ = 219 nm größer wird . Diese Ergebnisse zeigen deutlich,
dass die Umgebung des Farbstoffs unpolarer wird.

80



4 Ergebnisse und Diskussion 4.3 Cou- und DBD-funktionalisierte Polyproline

Tabelle 4.16: Spektroskopische Eigenschaften Cys-x-Pro-DBD-Verbindungen in PBS
und an AuNP mit λem = 600 nm für λmax,abs, λex = 400 nm für λmax,em,
sowie λex = 400 nm und λem = 500 nm für τ

λmax,abs [nm] λmax,em [nm] τ [ns]
DBD PBS 448 612 6,4
DBD-5-Pro-DBD PBS 351 531 2,3 (54 %)

13,2 (46 %)
DBD-8-Pro-DBD PBS 344 563 1,5 (60 %)

12,0 (40 %)
DBD-11-Pro-DBD PBS 345 525 1,4 (59 %)

14,4 (41 %)
DBD-14-Pro-DBD PBS 348 526 1,7 (62 %)

13,2 (38 %)
DBD-5-Pro-DBD AuNP 398 463 5,9
DBD-8-Pro-DBD AuNP 401 463 6,0
DBD-11-Pro-DBD AuNP 400 463 6,0
DBD-14-Pro-DBD AuNP 401 463 5,9

Fehlerangaben: σ(λ) = ± 2 nm, σ(τ) = ± 0, 1 ns

In den Fluoreszenzabklingzeiten (siehe Tabelle 4.16) ist ein ähnliches Verhalten wie für
die mit Cou funktionalisierten Polyproline zu erkennen. Durch die Bindung an die Poly-
prolinhelix wird ein biexponentielles Fluoreszenzabklingverhalten des Farbstoffs sichtbar.
Dies kann durch die Bindung verursacht worden sein. Ein ähnliches Verhalten wurde auch
bei DBD-f-OSTK in Kapitel 4.2.2 deutlich. Dort zeigte sich in PBS ein biexponentielles
Abklingverhalten für den Farbstoff, der flexibel an den OSTK-Stab gebunden war. Die
mit DBD funktionalisierten Polyproline zeigen ein ähnliches Verhalten. Es gibt eine kur-
ze Komponente τ1 = 1,4 – 2,3 ns und eine lange Komponente τ2 = 12,0 – 14,4 ns. Die
zweite Komponente zeigt deutlich eine unpolare Umgebung für DBD, die durch das Poly-
prolingrundgerüst bzw. Wechselwirkungen mit diesem, verursacht wird. Die Unterschiede
zwischen den einzelnen Polyprolinen-DBD-Farbstoffen sind vermutlich eher auf Verunrei-
nigungen aus der Synthese, als auf die unterschiedliche Kettenlänge zurückzuführen.

Cys-x-Pro-DBD und Goldnanopartikel
Da für den DBD-Farbstoff die Emission nicht mit der Plasmonenbande der AuNP über-
lappt, ist hier auch keine abstandsabhängige Beeinflussung der Fluoreszenz zu erwarten.
Gebunden an die AuNP zeigen die Cys-x-Pro-DBD aber ein interessantes Verhalten.
Scheinen die Fluoreszenzemissionsbanden der Cys-x-Pro-DBD in PBS zueinander etwas
willkürlich verschoben, so zeigen sie, gebunden an die AuNP, identische Fluoreszenzemis-
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sionsspektren mit der gleichen Intensität (siehe Abbildung 4.20). Sollte in den Proben in
PBS noch kleine Mengen an ungebundenen Farbstoff vorhanden sein, so wäre dieser in
den Fluoreszenzmessungen sichtbar. Durch die Aufarbeitung nach der Kupplung an die
AuNP mit einem 100 kDa-Zentrifugenfilter kann nun in diesen Proben nur noch funk-
tionalisiertes Peptid vorhanden sein, dass an AuNP gebunden ist, da der freie Farbstoff
kleiner als 100 kDa ist. Daraus resultieren identische Fluoreszenzemissionsspektren für
alle AuNP-Cys-x-Pro-DBD.
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Abbildung 4.20: Fluoreszenzemissionsspektren (λex = 400 nm) Cys-x-Pro-DBD (links)
und AuNP-Cys-x-Pro-DBD (rechts)

Auch die Fluoreszenzabklingkurven zeigen für alle Cys-x-Pro-DBD gekoppelt an die AuNP
das gleiche Verhalten. Verglichen zu den Proben in PBS zeigen sie nun ein monoexponen-
tielles Abklingverhalten mit einer Abklingzeit τ ≈ 6,0 ns, die sehr nah an dem Wert des
freien Farbstoffs in PBS liegt. Im Allgemein scheint die Bindung an die AuNP dafür zu
sorgen, dass nur eine Form des jeweiligen Cys-x-Pro-DBD vorliegt und der DBD-Farbstoff
sich nicht in das Peptid einlagert, sondern mit dem Puffer wechselwirken kann. Wie für
die Cou-funktionalisierten Polyproline, die an AuNP gekoppelt wurden, zeigt sich, dass
auch die DBD-Farbstoffe sehr gut für die Verwendung in einer Einzelmolekül-FRET-
AFM-Nanoskopie eignen. Nach der Bindung an die Goldnanopartikel gibt es keinen ab-
standsabhängigen Einfluss auf die spektroskopischen Eigenschaften der DBD-markierten
Polyproline. So kann bei FRET-Untersuchungen ein Einfluss des Goldes ausgeschlossen
werden und Veränderungen der spektroskopischen Eigenschaften auf eine Energieübertra-
gung zurückgeführt werden.
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In dieser Arbeit wurde die Basis für die Entwicklung einer Einzelmolekül-AFM-FRET-
Nanoskopie basierend auf Cumarin- (Cou) und DBD-funktionalisierten OSTK-Stäben ge-
legt.
Im ersten Teil wurde dafür die Photophysik der Cumarine ausführlich untersucht und
dabei außerdem der Vorteil von 7-Aminocumarinen als Fluoreszenzsonde für Fluoreszen-
zimmunassays in den Mittelpunkt gestellt. Die Bindung von monoklonalen Antikörpern
mAb G100-AG7 und mAb G100-HB9 an acht verschiedene 7-Aminocumarine (siehe Ab-
bildung 3.1) wurde mit verschiedenen fluoreszenzspektroskopischen Methoden charakteri-
siert. Aufgrund der zunehmenden räumlichen Anforderungen, durch die sperrigen Seiten-
ketten, wurde eine Abnahme der Wechselwirkungsstärke zwischen dem jeweiligen Farb-
stoff und den beiden Antikörpern erwartet. Die spektroskopischen Untersuchungen der
Immunkomplexe zeigen deutliche Unterschiede zwischen den beiden Antikörpern in Be-
zug auf Veränderungen in den Fluoreszenzeigenschaften, wie die Verstärkungsfaktoren,
die spektrale Verschiebung der Absorptions- und Fluoreszenzemissionsbanden, die Ver-
änderung der Fluoreszenzabklingzeiten sowie der Anisotropie. Für G100-AG7 wurde im
Allgemeinen eine starke Fluoreszenzverstärkung in Kombination mit einer starken Abnah-
me der Stokesverschiebung in den Immunkomplexen mit den verschiedenen Farbstoffen
gefunden. Im Gegensatz dazu wurde keine, bzw. nur eine geringfügige, Verstärkung der
Fluoreszenzintensität für die G100-HB9-Immunkomplexe beobachtet. Darüber hinaus ist
auch die Stokesverschiebung im Vergleich zu den jeweiligen Farbstoffen in PBS für diesen
Antikörper nur geringfügig beeinflusst. Diese Ergebnisse wurden durch die Anisotropie-
ergebnisse ergänzt. Für den mAb G100-AG7 sind die Anisotropieparameter (r∞ und ϕ)
der verschiedenen Farbstoffen in den jeweiligen Immunkomplexen sehr ähnlich und unter-
scheiden sich deutlich von den Werten in PBS, die eine Bindung des Farbstoffs mit einer
signifikanten Verringerung seiner Beweglichkeit des Farbstoff oder Teilen davon, angeben.
Andererseits werden für mAb G100-HB9 die beobachteten Parameter kleiner und sind nur
geringfügig anders als die jeweiligen Werte in PBS. Dies zeigt, dass die Farbstoffe zwar
an den mAb G100-HB9 gebunden waren, aber anders im Vergleich zu mAb G100-AG7,
z.B. mit einer geringeren Einschränkung der Farbstoffbeweglichkeit.
Die Photophysik der Cumarinfarbstoffe zeichnet sich durch die Bildung eines fluores-
zierenden intramolekularen Ladungstransfer-Zustands (ICT ) aus. Die Polarität der mo-
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lekularen Umgebung spielt eine Schlüsselrolle in Bezug auf die Lage der Absorptions-
und Emissionsmaxima. Im speziellen Fall der 7-Aminocumarine stellt die Bildung eines
TICT -Zustands einen wirksamen konkurrierenden nichtstrahlenden Deaktivierungskanal
dar. Aufgrund der Bindung an mAb G100-AG7 ist die Rotation der Aminogruppe der
Cumarinfarbstoffe stark eingeschränkt und die Bildung des TICT -Zustands wird einge-
schränkt. Daraus folgen eine stärkere Fluoreszenz, längere Fluoreszenzabklingzeiten und
kleinere Stokesverschiebungen. Für mAb G100-HB9 wird nur für DEAC und Cou-476 eine
ähnlich starke Veränderungen in den Anisotropieparametern gefunden, was eine vergleich-
bare starke Bindung dieser beiden Farbstoffe durch den Antikörper anzeigt. Dies lässt sich
durch die Tatsche erklären, dass diese beiden Farbstoffe im Grunde die Stammverbindung
darstellen, die verwendet wurde, um beide mAb zu generieren.
Mit seinen fluoreszenzverstärkenden Merkmalen kann der Antikörper G100-AG7, und für
einige Fluorophore auch mAb G100-HB9, in homogenen Fluoreszenzimmunassays ein-
gesetzt werden. Die Fluoreszenzzunahme der verwendeten Cumarinfarbstoffen durch die
Antikörper ist interessanterweise viel höher als für die bereits Bekannten, die für den
Nachweis von einzelsträngiger oder doppelsträngiger DNA mit fluoreszenzverstärkenden
Antikörpern gezeigt wurde bei der die Erhöhung nur bis zu einem Faktor 4 erreicht wur-
den.132 Mit dem mAb G100-AG7 kann eine Verstärkung um den Faktor 50 erreicht wer-
den, was die Empfindlichkeit des Assays drastisch erhöhen würde. Da mAb G100-AG7
verschiedene Cumarinfarbstoffe mit unterschiedlichen Emissionswellenlängen bindet und
deren Fluoreszenzintensität erhöht, ist dieser Antikörper für Multiplexanwendungen ge-
eignet. In einem Fluoreszenzimmunassay könnte die Bindung von nur einem Antikörper
die Signale von mehreren Farbstoffen, die jeweils spezifisch für ein anderes Analytmolekül
wären, unterschiedlich stark erhöhen. Somit ist ein universelles Werkzeug zur Konstrukti-
on eines kompetitiven Immunassays für die Multianalytendetektion mit unterschiedlichen
Cumarinderivaten, die bei verschiedenen Wellenlängen emittieren, vorhanden (siehe Ab-
bildung 2.15).
Ein mögliches Hindernis für die Anwendung dieser homogenen Assays als Biosensor oder
in der klinischen Diagnostik ist der Einfluss eines „Proteinhintergrunds“ durch die Au-
tofluoreszenz der Probenmatrix, sodass die Messung im Serum schwierig sein könnte. Für
einen Löschassay wurde deshalb zeitaufgelöste Fluoreszenzspektroskopie verwendet, um
dies zu überwinden.133 Ein zeitaufgelöstes Nachweisverfahren könnte möglicherweise auch
für die vorliegenden Cumarinfarbstoffe in Kombination mit Lanthanoiden als Partner in
einem Sandwich-Immunassay verwendet werden. Hier wird die Bindung durch eine Verän-
derung der FRET-Effizienz angezeigt. Durch Verschieben bzw. Verstärken der Fluoreszenz
des Farbstoffs würde die Überlappung mit dem Lanthanoidion verändert und aufgrund
der Zunahme der Quanteneffizienz des Immunkomplexes würde auch der effektive Förs-
terradius erhöht werden, was eine verbesserte FRET-Effizienz ergeben würde.
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Eine andere, leicht modifizierte, Anwendung wäre der Nachweis von einzelsträngiger oder
doppelsträngiger DNA. Der Nachweis der Hybridisierung wurde bereits mit fluoreszenz-
löschenden Antikörpern und fluoreszenzverstärkenden Antikörpern gezeigt.132

Mit dem Wissen über die spektroskopischen Eigenschaften der Cumarine, konnte eine
Charakterisierung funktionalisierter Oligo-Spiro-Ketal-Stäbe und ihrer Eigenschaften als
Membransonden durchführt werden. Die Bindung von Cou an die OSTK-Einheit hat nur
einen geringen Einfluss auf die spektroskopischen Eigenschaften des Cou-Farbstoffs. Bei
den DBD-markierten Stäben wurde die Stokesverschiebung durch die Bindung an das
OSTK-Gerüst reduziert, was einen positiven Effekt auf die spektrale Überlappung mit
dem als Donor fungierenden Cou-Farbstoff hatte, was für die gesamte FRET-Effizienz
vorteilhaft war. Alle Cou- und DBD-markierten Stäben konnten leicht in die Doppelli-
pidschichten der LUV eingebaut werden, was aus der Veränderung der spektralen und
anderer photophysikalischer Eigenschaften, wie der Fluoreszenzdepolarisation, der Cou-
und DBD-markierten Farbstoffe durch den Vergleich mit den jeweiligen Daten in PBS,
hervorging. Während DNA und Peptide, die häufig als Abstandshalter in FRET-Paaren,
verwendet werden, eine große Anzahl von funktionellen Gruppen, wie Amino- und Car-
boxylatgruppen, Phosphate und Zucker, enthalten, ist die Oberfläche der OSTK-Stäbe
hydrophob und minimiert die Optionen für starke spezifische Wechselwirkungen, wie die
Bildung von Wasserstoffbrückenbindungen. Dies macht die OSTK-Stäbe zu Abstandshal-
tern, die sich ideal zur Interkalation in eine Doppellipidschicht eignen. Wegen der spezi-
fischen chemischen Eigenschaften der Farbstoffe befindet sich der Cou-Teil vorzugsweise
an der Lipid-Wasser-Grenzfläche, während der DBD-Farbstoff in die Doppelschicht ein-
gebaut wird. Mit den Cou-DBD-FRET-Paaren kann ein Bereich von 2 nm < R < 8 nm,
was 0,5 R0 < R < 2 R0 entspricht, abgedeckt werden, der sich ideal für Membranstudien
eignet, da biologische Membranen eine Dicke von ca. 5 – 8 nm aufweisen.80

DBD-Farbstoffe als Akzeptor zeigen einzigartige spektroskopische Eigenschaften, wie
große Stokesverschiebungen, einen starken Einfluss der Lösungsmittelpolarität auf die
Position des Emissionsmaximums sowie auf die Fluoreszenzabklingzeit. Vor allem die
unterschiedliche Lösungsmittelabhängigkeit könnte den Weg für weitere Anwendungen
ebnen. Es könnte eine Veränderung der FRET-Effizienz aufgrund einer Variation in der
molekularen Umgebung des Akzeptors geben, was eine verschiebungsbezogene Verände-
rung der spektralen Überlappung bewirkt, was besonders bei den Gelenkstäben deutlich
wurde. Die nachfolgende Veränderung der FRET-Effizienz könnten für die Polaritätser-
fassung oder in Bindungsassays, bei dem bei der Bindung eines Antikörpers die lokale
Umgebung des Farbstoffs verändert wird, verwendet werden. Da beide Farbstoffe star-
ke Indikatoren für Veränderungen in der molekularen Umgebung sind und sie über die
Verbindung durch die OSTK-Stäbe in der Doppellipidschicht streng co-lokalisiert ist,
sind leistungsfähige multidimensionale Transmembransonden verfügbar. Mit ihnen kön-
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nen zukünftig Veränderungen im Inneren und außerhalb einer Membran gleichzeitig und
unabhängig voneinander detektiert werden. Mit den OSTK-Stäben als Abstandshalter ist
ein Werkzeugkasten vorhanden, um die Länge des Stabs an das zu untersuchende System
anzupassen.

Der letzte Teil beschäftigte sich mit der Synthese und Charakterisierung von Cou- und
DBD-funktionalisierten Polyprolinen und ihrer Kopplung an Goldnanopartikel. Die farb-
stoffmarkierten Polyproline konnten erfolgreich hergestellt werden. Es zeigten sich deutlich
Einflüsse auf die spektroskopischen Eigenschaften der Farbstoffe durch die Bindung an die
Polyprolinhelix. Die Kopplung an die 5 nm großen AuNP konnte erfolgreich durchgeführt
werden. Ein nanopartikelbasierter Oberflächenenergietransfer konnte nicht nachgewiesen
werden. Im Hinblick auf die Entwicklung einer Einzelmolekül-FRET-AFM-Nanoskopie ist
dies besonders wichtig. Dadurch, dass es keine Wechselwirkungen der Farbstoffe mit den
Goldnanopartikeln gibt, können möglich Änderungen der spektroskopischen Eigenschaf-
ten auf den Energietransfer zurückgeführt werden.

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der an eine Goldoberfläche gekoppelten
SH-OSK-Stäbe

Die Erfahrungen, die durch die Kopplung der Polyproline an die AuNP, gewonnen wurde,
kann als gute Grundlage für weitere Arbeiten dienen, bei denen SH-OSTK-Stäbe zunächst
auf Goldoberflächen (siehe Abbildung 5.1) aufgebracht werden. Durch die Verknüpfung
von Rasterkraftmikroskopie und optischen Verfahren können neben der Ramanspektro-
skopie auch fluoreszenzbasierte Methoden zur Bestimmung von Kräften auf molekularen
Skalen verstärkt entwickelt werden.134–136 Durch das Anbringen eines DBD-SH-OSTK-
Stabs an eine AFM-Spitze und das Anregen eines an die Probe gebundenen Cou-OSTK-
Stabs, kann die Rasterkraftmikroskopie mit FRET kombiniert werden. Dabei findet ein
strahlungsloser Energietransfer von dem angeregten Donor zu dem an der Spitze im-
mobilisierten Akzeptor statt. Wegen der 1/R6-Abstandsabhängigkeit des FRET zeigen
nur diejenigen Farbstoffe eine starke Wechselwirkung, die sich am äußersten Ende der
AFM-Spitze befinden und somit der Probe am nächsten sind.137 Mit der Einzelmolekül-
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AFM-FRET-Nanoskopie ist es daher möglich, gezielt die Konformation einzelner Moleküle
durch Krafteinwirkung zu manipulieren und gleichzeitig FRET-Messungen durchzufüh-
ren.3 Diese FRET-Kraftsensoren erlauben Messungen von örtlichen Spannungen bestimm-
ter Proteine in vivo und in Echtzeit, wodurch ihre Belastungsfähigkeit gemessen werden
kann. Dabei können OSTK-Stäbe verwendet werden, die Donor und Akzeptor mit einer
Kraft von einigen Pikonewton auseinanderdrücken und eine veränderte FRET-Effizienz
bewirken.8
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