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1 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, einzelne fluoreszenz-kodierte Nanopartikel von der
Groflde 20-40 nm bei diffusiven Durchgéngen durch ein konfokales Fokalvolumen
mit einem Radius von 200-300 nm identifizieren und charakterisieren zu kénnen.
Hintergrund hierbei ist, dass durch die Kodierung eine groRe Anzahl
verschiedener Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen in Kkurzer Zeit in einem
einzelnen parallelen Reaktionsansatz untersucht werden kann, was
insbesondere bei Massendurchsatzverfahren, wie z.B. der DNA-Analyse oder
der Analyse von Glycokonjugaten, von Vorteil ist.

Zunachst wurde hierzu eine konfokale Mikroskopapparatur mit einer gepulsten
Ti:Sa-Laserquelle zur Zweiphotonen-Anregung aufgebaut und detektionsseitig
die emittierte Fluoreszenz in drei spektralen Regionen separat aufgezeichnet.
Die aus den Messungen erhaltenen Daten wurden dann mit einer selbst
programmierten Software ausgewertet. FUr die parallelisierten Messungen
mussten effektive Identifikationsalgorithmen programmiert, evaluiert und getestet
werden. Hierzu war es erforderlich, zur Differenzierung geeignete Charakteristika
der auftretenden Photonenbursts zu finden und die zur Verfugung stehenden
Nanopartikel diesbezuglich zu analysieren.

Aus den Absorptions- und Emissionsspektren der Partikel zeigte sich bei den
mehrfach gefarbten Typen, dass insbesondere bei der Zweiphotonen-Anregung
effektiv nur das am langwelligsten emittierende Fluorophor Photonen abgibt.

Es stellte sich heraus, dass hierfiir effektive Férster-Resonanz-Energietransfer-
Prozesse (FRET) verantwortlich sind, die durch grof3e Spektralliberlappungen
und kleinen Fluorophorabstanden in den Partikeln begtinstigt werden.

Dadurch, dass die Unterscheidung mehrfach angefarbter Partikeltypen anhand
ihrer Fluoreszenzemissionen durch FRET-Prozesse erschwert ist, wurde
zunachst die parallele Unterscheidung einfach angefarbter Typen untersucht. Fir
diese Typen wurden dann Uuber multiple Messungen typenreiner Proben
Filterverteilungen der Identifikationsparameter aufgenommen und abgeschéatzt,
inwiefern die ldentifikationsalgorithmen in der Lage sein sollten, sie zu
unterscheiden. Um Einflisse von Burstliberlappungen und peripheren Passagen
zu quantifizieren, wurde eine Simulation programmiert und die verschiedenen
Algorithmen auf die resultierenden Zeitspuren angewendet.

Die Effizienz verschiedener Algorithmen die einzelnen Typen zu differenzieren,
wurde dann zunéachst an flnf Einpartikelsystemen getestet wobei eine nahezu
hundertprozentige Identifikation erreicht wurde. Die Anwendung der Algorithmen
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auf alle moglichen Permutationen an Mehrkomponentensystemen zeigte
teilweise geringflugig héhere Fehlerraten als bei den Einkomponentensystemen,
allerdings konnten einzelne Nanopartikel immer noch mit einer Sicherheit von
mehr als 95 % identifiziert werden.

Bei der Analyse von einzelnen Fluoreszenzbursts konnten weitere interessante
Phanomene beobachtet werden. So zeigten Messungen der Fluoreszenz-
lebensdauer an Ensembles einiger Partikel und bei der Einzelburstfluoreszenz-
lebensdauer aller Partikel eine Abhangigkeit von der Anregungsleistung. Die
Begriindung liegt hierbei in der Zunahme &aulerst effektiver zusatzlicher FRET-
Wege angeregter Zustédnde. Daruber hinaus wurden Effekte auf die
Fluoreszenzlebensdauer als Funktion der Partikelgrélle beobachtet. Der
Vergleich von Partikeln verschiedener GréRRe zeigte eine Reduzierung der
Lebensdauer mit zunehmender Partikelgrée, was durch die Verdnderung der
Populationsverhaltnisse zugunsten der schneller relaxierenden Fluorophore im
Kugelkern bedingt ist. Weitere Effekte auf die Komponenten der
Fluoreszenzabklingdynamiken konnten durch verdnderte Geometrie und
multiplen Homoenergietransfer erklart werden.

Bei der Autokorrelationsanalyse zeigte sich eine stark typenspezifische
Abhéangigkeit des Fokalvolumens von der Laserleistung, die proportional zur
jeweiligen Anregbarkeit der Partikel war.

Zusammenfassend ist es gelungen, extrem effiziente Identifikationsalgorithmen
fur diffusive Durchgénge einzelner Nanopartikel zu entwickeln.

Zukunftige Arbeiten werden sich mit der selektiven Bestickung der
verschiedenen Partikel mit unterschiedlichen Liganden und parallelisierten
Messungen ihrer Interaktionen mit Zielmolekdilen, wie z.B. Lektinen, befassen. In
einer in ChemBioChem [12] verdffentlichten Arbeit, konnte unsere Arbeitsgruppe
bereits zeigen, dass die Belegung von einfach gefarbten Nanopartikeln mit
unterschiedlichen Oligosacchariden die Messung von relativen Lektin-
Bindungsaffinitdten erlaubt. Diese Messungen lassen sich mit dem in dieser
Arbeit entwickelten Verfahren nun auf die simultane Messung von Affinitdten und
Kreuzaffinitdten ganzer Oligosaccharid-Bibliotheken erweitern. Die durch FRET-
Prozesse verursachte Differenzierungsproblematik bei mehrfach angefarbten
Nanopartikeln wird sich in zuklnftigen Entwicklungen durch selektive Anregung
der unterschiedlichen Absorptionsbanden, die auch als Kodierungsmerkmal
verwendet werden kdnnen, umgehen lassen.
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2 Einleitung

Sequenzierungen von DNA, Analysen von Glykoproteinen und die Suche nach
geeigneten, pharmakologisch wirksamen Molekilen stellen aufgrund der hohen
Komplexitdt der Systeme wund der enormen Anzahl durchzufihrender
Einzelmessungen spezielle Anforderungen an die Wissenschaft. Aus diesen
Forschungszweigen entstand das Gebiet der Massendurchsatzanalysen (HTS,
High-Throughput-Screening), welches diese Herausforderungen z.B. mit
umfangreichen Molekiilbibliotheken sowie Miniaturisierung und Automatisierung
der Systeme bewaltigt. Zwei grundlegende Konzepte werden hauptséachlich
angewendet. Zum einen die Microarrays, auch Biochips genannt, und zum
anderen Mikrofluide Systeme [1]. Die Microarraysysteme zeichnen sich hierbei
dadurch aus, dass auf engstem Raum ein Bereich mit einem bestimmten
Liganden markiert ist, welcher dann potentiell mit einem anderen Molekl
interagiert. Der Nachweis der gebildeten Komplexe erfolgt meist unter Detektion
von Fluoreszenz. Mikrofluide Systeme, wie sie z.B. in der Analysentechnik ,,Flow-
Cytometry” benutzt werden, weisen mehrere spektroskopisch differenzierbare
Liganden in einem Einzelmessvolumen auf. Potentielle Reaktionen mit einem
durch einen zuséatzlichen Marker gekennzeichneten Zielmolekil kénnen auf
diese Weise simultan fur eine Vielzahl mdglicher Kombinationen getestet
werden. Optimierungspotential besteht hierbei in der Entwicklung von
Ligandensystemen, die eine Vielzahl unterscheidbarer Spezies erlauben. Eine
Technik, die dies ermdglicht, ist die Nutzung von Nanopartikeln als
Tragermaterial der Liganden. Diese Partikel kbnnen mit verschiedenen Markern
in variierenden Konzentrationen ausgestattet werden, was als ,Multiplexing“ oder
auch ,Barcoding® bezeichnet wird [2-6]. Ein Nachteil dieser Techniken liegt darin,
dass sowohl Ligand als auch das Zielmolekll markiert sein missen. Die zumeist
kleinen Liganden erfahren hierdurch in der Regel keine strukturellen
Veranderungen. Bei den gréleren Zielmolekilen, wie z.B. Proteinen, kann die
Markierung die biologische Wirkung unter Umstdnden stark beeintrachtigen,
wobei das Ausmal} von der Markierungsposition abhangt [7]. Aus diesem Grund
wird an einer Vielzahl labelfreier Detektionstechniken wie z.B. Surface Plasmon
Resonance [8], Coherent Anti-Stokes Raman Scattering [9], Deep Nulling
Microscopy [10] und Photothermal Interference Contrast Microscopy [11]
geforscht.
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Des Weiteren arbeiten die gangigen Multiplexing Systeme mit Partikeln im
Mikrometerbereich, was es notwendig macht, ein aktives Transportsystem
anzuwenden und somit GréRenabschatzungen von Komplexen durch
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) ausschlie3t. In einer vorherigen
Veréffentlichung  hat  unsere  Arbeitsgruppe  gezeigt, wie relative
Bindungsaffinitdten von Lektinen mit kohlenhydratmarkierten fluoreszierenden
Nanopartikeln tGber das Agglomerationsverhalten mittels FCS gemessen werden
kénnen. Hierzu war keine Markierung des Lektins erforderlich [12].

In der vorliegenden Arbeit soll das Prinzip des Multiplexing auf 20 nm grofl3e
fluoreszente Partikel unter Zweiphotonen-Anregung erweitert werden. Hierbei
muUssen die hohe statistische Varianz der Partikel, die durch geringere
Fluoreszenzintensitat bedingte schlechtere Datenqualitat sowie
Energietransferprozesse innerhalb der Partikel berlcksichtigt werden. Ein
Groldteil der Arbeit widmete sich der Entwicklung, Programmierung und
Erprobung geeigneter Identifikationsalgorithmen und Evaluationssoftware fir die
Fluoreszenzparameter. Weiterhin galt es diesbezliglich eine genaue
Charakterisierung der Nanopartikel und deren Fluoreszenzparameter bei
variierenden Bedingungen in dem Messaufbau durchzufiuihren, auftretende
Effekte zu quantifizieren und potentiell unterscheidbare Typen zu sondieren.
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3 Theoretische Grundlagen

3.1 Grundlagen der Fluoreszenz

Die Relaxation aus elektronisch angeregten Zustdnden unter Emission
elektromagnetischer Wellen des sichtbaren Spektrums Ildsst sich in
Phosphoreszenz und Fluoreszenz unterteilen. Phosphoreszenz geschieht aus
einem angeregten Triplett-Zustand und Fluoreszenz aus einem angeregten
Singulett-Zustand. Die Zeitkonstanten der Relaxation Uber Fluoreszenz und
Phosphoreszenz unterscheiden sich aufgrund der Auswahlregeln flr
elektronische Dipolibergdnge um mehrere GréRenordnungen. Bei dem Molekdl
im S4-Zustand ist das Elektron im angeregten Orbital mit jenem im Grundzustand
gepaart und die Rickkehr daher drehimpulserlaubt. Beim T-Zustand sind die
Elektronen hingegen ungepaart was einen drehimpulsverbotenen Ubergang
bedingt. Hieraus resultieren Lebensdauern der angeregten Zustédnde von
ungeféhr 10®%s bzw. 107s.

82 ?: : 2
__1IC SC ] 1
S, 'z

|

! 2

L & 1] ﬂ T

op 1P Y [ ] 1 —l_1

Fluoreszenz !
Absarption Phosphoreszenz

S, ‘e -

0

Abbildung 3.1: Darstellung der Singulett- und Triplett-Zustdnde mit den dazugehdrigen
Vibrationszustdnden im  Jablonski-Diagramm.  Weiterhin  sind  die
Zustandsibergange durch Lichtanregung mit einem und zwei Photonen,
Relaxation unter Fluoreszenz und Phosphoreszenz sowie Internal-Conversion
(IC) und Inter-System-Crossing (ISC) dargestellt.

Zu beachten ist, dass Molekille im T4-Zustand wéahrend der Lebensdauer des
Zustands fir Fluoreszenz nicht zur Verfugung stehen und sich somit die
Konzentration der anregbaren Fluorophore temporér verringert. Das betroffene
Fluorophor erscheint dunkel und steht erst nach erfolgter Phosphoreszenz
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wieder fUr Fluoreszenz zur Verfligung. Diese An-Aus-Zustande werden auch als
Blinking bezeichnet.

Die Anregung erfolgt in der Regel Uber Licht einer spezifischen Wellenlange, z.B.
durch Laserlicht. Die Anregung und Relaxation mittels Photonen werden auch als
stimulierte Absorption und spontane Emission bezeichnet. Ein weiterer Prozess,
die stimulierte Emission, spielt z.B. flr Laser eine Rolle. Hierbei induziert ein
Photon die Emission eines weiteren Photons aus einem angeregten Zustand.
Dieses hat die Eigenschaft, kohdrent zum induzierenden Photon vorzuliegen. Die
fur diese Ubergdnge benétigten bzw. frei werdenden Energien und die daraus
resultierenden Wellenldngen A des Lichts ergeben sich aus (3.1) und (3.2).

— o (3.1)

1

E; - E

A== (3.2)

E; und E; stellen hier die potentielle Energie der Ausgangs- und Endzusténde dar,
h ist die Planck’sche Konstante, ¢ die Lichtgeschwindigkeit und v die Frequenz
der Strahlung [13]. In allen Grund- und angeregten Zustdnden kénnen die
Molekiile in verschiedenen Vibrationszustanden (0, 1, 2 ..., n) vorliegen.

Die Absorption eines Photons mit der Energie AE = hv erfolgt innerhalb von
107 s in einen hoheren Schwingungszustand von S oder S,, was fiir den Kern
nicht ausreicht, um seine Position signifikant zu &ndern. Dadurch wird ein breites
Spektrum schwingungsangeregter Zustdnde mit variierender Wahrscheinlichkeit
populiert. Dies ist das Franck-Condon Prinzip. Als nachstes folgt innerhalb
einiger Picosekunden die Relaxation in den niedrigsten Schwingungszustand
durch Energieabgabe an das umgebende Medium. Dieser Prozess wird als
interne Konversion (Internal Conversion; IC) bezeichnet. Von hier erfolgt dann
die Ruckkehr wunter Aussendung eines Photons in einen héheren
Schwingungszustand von S;, welcher wiederum rasch schwingungsrelaxiert.
Alternativ kann das Moleklil unter Spinumkehr vom Si-Zustand in den
T4-Zustand Ubergehen (Inter-System-Crossing; 1ISC). Zusammenfassend sind die
Zustandslibergédnge im sogenannten Jablonski-Diagramm dargestellt, siehe
Abbildung 3.1. Hieraus ist weiterhin ersichtlich, dass die Energie der emittierten
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Photonen im Allgemeinen etwas geringer als die der Absorbierten ist. Es kommt
zu einer Rotverschiebung (Stokes-Shift) des Emissionsspektrums in Relation
zum Absorptionsspektrum. Kashas Regel sagt aus, dass unabhé&ngig von der
Anregungswellenldnge bedingt durch die schnelle Relaxation in den niedrigsten
Schwingungszustand ein konstantes Emissionsspektrum beobachtet wird [14].
Dies gilt jedoch nur, wenn die Fluorophore im jeweiligen Medium schnell durch
Stolrelaxation den niedrigsten Schwingungszustand erreichen kénnen. Bei
polaren Fluorophoren kann es in gefrorenen Ldsemitteln oder eingebettet in
Polymermatrizen, wie z.B. den in dieser Arbeit verwendeten fluoreszierenden
Nanospheres, dazu kommen, dass die Relaxation unvollstdndig ist und die
Anregung am Absorptionsmaximum bzw. der roten Flanke zu einer zusétzlichen
Rotverschiebung des Emissionsspektrums fiihrt. Dies hat seine Ursache darin,
dass bevorzugt Fluorophore mit einer starkeren Van-der-Waals-Bindung
angeregt werden, da sie bei niedrigeren Wellenldngen absorbieren und
emittieren.

Um Licht im sichtbaren Spektralbereich von 380-750 nm zu absorbieren, muss
das Molektil im Normalfall Uber ein extensives, delokalisiertes
n-Elektronensystem verfigen. Nach dem ,Teilchen im Kasten“ Modell gilt, dass
mit zunehmender Ausdehnung des n-Systems, weniger Anregungsenergie
bendtigt wird. Es existieren weiterhin auch andere interessante fluoreszente
Systeme, wie z.B. CdSe Halbleiter Nanokristalle (1-7 nm) genannt Quantum Dots
[15]. Sie emittieren mit zunehmendem Durchmesser langwelliger und zeichnen
sich durch ein schmales Emissionsspektrum sowie eine breitbandige Anregung
aus. Diese Eigenschaften pradestinieren sie zum Farbkodieren von
Polystyrolkugeln im Mikrometermalistab, den sogenannten Microspheres in der
Technik des Multiplexing (2, 4].
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3.2 Fluoreszenz iiber Zweiphotonen-Anregung

Wie im Kapitel 3.1 beschrieben erfolgt die Anregung der Fluoreszenz im
Allgemeinen Uber ein Photon geeigneter Wellenlange. Es ist aber auch méglich
die erforderliche Energie durch mehrere Photonen bereitzustellen. Diese Form
der Anregung Uber zwei Photonen halber Energie wurde bereits 1931 von Maria
Goppert-Mayer vorhergesagt [16].

Die Zweiphotonen-Anregung erfordert sehr hohe Lichtleistungen, da die beiden
Photonen quasi simultan in 107 bis 107'® Sekunden absorbiert werden mussen.
Des Weiteren ist der Sy - S1 Ubergang iiber zwei Photonen drehimpulsverboten,
was dazu fihrt, dass die Zweiphotonen-Absorptionsquerschnitte der meisten
Fluorophore mit 10™° (cm4s)/Photonen verglichen mit 107"® cm? fur den Fall der
Einphotonen-Absorptionsquerschnitte sehr klein sind [17-20]. Fur die
Photonenflussdichte drehimpulsverbotener Ubergénge bedeutet dies Werte von
etwa 10°' Photonen/(cm?s), was im Allgemeinen durch gepulste Lasersysteme
wie z.B. einem modengekoppelten Titan-Saphir Laser, erméglicht wird. Der erste
experimentelle Nachweis wurde daher erst 30 Jahre spater durch das
Aufkommen geeigneter Lasersysteme von Kaiser und Garret realisiert [21].

Bei vielen Fluorophoren erscheint das Zweiphotonen-Absorptionsmaximum
relativ zum doppelten des Einphotonen-Absorptionsmaximums blauverschoben.
Die Erklarung hierfur liegt darin, dass aufgrund von Paritdtsauswahlregeln bei
der Zweiphotonen-Anregung die Population héherer Schwingungszustédnde als
bei der Einphotonen-Anregung bevorzugt wird. Dies erklart auch, dass die
starken lokalen Absorptionsmaxima der Zweiphotonen-Anregung meist mit
schwachen lokalen  Absorptionsmaxima  der  Einphotonen-Anregung
Ubereinstimmen [22, 23].
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3.2.1 Vorteile der Zweiphotonen-Anregung

Die simultane Absorption von zwei Photonen flihrt zu einer quadratischen
Abhé&ngigkeit der Fluoreszenzintensitdt von der Anregungsleistung. Ein
willkommener Effekt hiervon ist, dass nur im unmittelbaren Fokalvolumen
Fluoreszenz ermdglicht ist. Da die quadrierte Intensitat in longitudinaler Richtung
mit z* abnimmt, liegt eine hohe intrinsische Tiefenauflésung vor. Bei der
Einphotonen-Anregung hingegen muss eine Lochblende benutzt werden, um
Licht, welches nicht aus dem unmittelbaren Fokalvolumen kommt, zu blockieren
[24]. Typische Fokalvolumina liegen bei weniger als einem Femtoliter [25-27].

Bei der von Webb et al. realisierten Zweiphotonen-Mikroskopie wird die
automatische Tiefenscharfe der Zweiphotonen-Anregung ausgenutzt um
dreidimensional selektiv Photobleaching durchzufihren [28]. Insbesondere
Berland et al. adaptierten die Prinzipien der Zweiphotonen-Anregung fiir die
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie, wobei das definierte Fokalvolumen zu
einer apparativen Vereinfachung fihrt [29, 30]. Die Zweiphotonen-Anregung
eignet sich, aufgrund des raumlich stark limitierten Fokalvolumens in welchem
Photobleaching ablauft, auch zur Reduzierung von Photodegradation in kleinen
Probenvolumina, wie z.B. Zellen mit wenigen Fluorophoren [24, 28].

Fir die Untersuchung von anderweitig nicht zuganglichen Zustdénden und den
involvierten Mechanismen ist die Zweiphotonen-Anregung ein wertvolles
Werkzeug. Sie ermoéglicht es, Zustdnde, die fur Einphotonen-Anregung
Symmetrielibergangsverboten sind, wie z.B. den S4-Zustand im Photosystem 1/,
zu populieren und zu untersuchen [31, 32].

Ein weiterer apparativer Vorteil der Zweiphotonen-Anregung liegt darin, dass es
wesentlich effektiver und einfacher ist, Anregungs- vom Emissionslicht zu
trennen. Bei der Einphotonen-Anregung ist die Unterscheidung vom Stokes-Shift
abhéngig. Dieser ist aber im Normalfall nicht so ausgepréagt, dass die Spektren
komplett voneinander separiert werden kdénnen. Das Anregungsspektrum mit
zwei Photonen hingegen liegt naturgemaf sehr stark rotverschoben gegen das
Emissionsspektrum vor.
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3.3 KenngréBen der Fluoreszenz

Zwei wichtige Groflen, die das Fluoreszenzverhalten eines Molekils
charakterisieren, sind die Fluoreszenzlebensdauer z und die Quanteneffizienz
Q. Die Quanteneffizienz gibt an, wie viele der zuvor absorbierten Photonen
wieder als Photon emittiert werden, statt die zugefilhrte Energie Gber
nichtradiative Prozesse abzugeben. Kommerziell erhaltliche Fluorophore haben
heutzutage eine nahezu hundertprozentige Quanteneffizienz im optimalen
Lésemittel. Fluoreszenz ist ein zufalliger, statistischer Prozess und die
Fluoreszenzlebensdauer ist als die durchschnittliche Verweilzeit der Molekile im
angeregten Zustand definiert.

3.3.1 Die Fluoreszenzlebensdauer

Die Fluoreszenzlebensdauer einer durch einen infinitisimal schmalen &-Puls
angeregten Ausgangspopulation r, wird durch zwei Zeitkonstanten beeinflusst,
die die Relaxation in den Grundzustand charakterisieren. Zum einen kann die
Relaxation unter Strahlungsabgabe mit der dazugehdrigen Zeitkonstant 7
erfolgen. Dies ist eine molekilspezifische Gréf3e. Zum anderen kann die Energie
nichtradiativ abgegeben werden, was durch die Zeitkonstante %,,, beschrieben
wird. Die nichtradiativen Prozesse werden stark durch externe Faktoren wie z.B.
dem umgebenden Ldsemittel beeinflusst.

DO~ 4 ki)

nt) = n e(%fj

(3.3)

Die strahlungslose Ruckkehr in den Grundzustand wird durch eine Vielzahl von
Parametern beeinflusst und kann unter multiplen Mechanismen ablaufen. Als
Beispiele seien hierzu statisches und dynamisches Quenching sowie
Energietransfer-Prozesse genannt (siehe Kapitel 3.3.2 und 3.3.3) [33]. Es ist
ebendiese Empfindlichkeit der Fluoreszenzlebensdauer bezuglich verschiedener
Parameter, die sie zu einem wichtigen spektroskopischen Werkzeug macht.
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Der in Gleichung (3.3) beschriebene monoexponentiale Abfall hat nur Giltigkeit,
wenn das beobachtete Fluorophorensemble, Gber welches gemittelt wird, eine
uniforme Umgebung aufweist. Kann das Ensemble in zwei Subpopulationen
differenziert werden, so weisen diese unterschiedliche Lebensdauern auf und es
resultiert ein biexponentieller Abfall, der als Superposition zweier
monoexponentieller Abfélle gesehen werden kann. In Gleichung (3.4) ist dieses
Prinzip far beliebig viele Subpopulationen verallgemeinert, wobei 7 die
Lebensdauern der einzelnen Populationen mit den Amplituden ¢; darstellt. Die
Population n() ist hier durch die zu ihr proportionale messbare
Fluoreszenzintensitat /(z) substituiert.

IH) = Y ae (%fj (3.4)

Fur in Lésemittelmischungen oder in Polymeren eingebettete Fluorophore, wie
z.B. bei den verwendeten Nanospheres, kbnnen keine diskreten Lebensdauern
erwartet werden, da jedes Fluorophor im Prinzip eine einzigartige Umgebung
aufweist. Es ergeben sich vielmehr Lebensdauerverteilungen und es muss ¢; in
Gleichung (3.4) durch Verteilungsfunktionen o, substituiert werden. Weiterhin
muss integriert statt summiert werden. Alternativ wird, insbesondere in der
Polymerforschung, der Ausdruck des gestreckten Exponentialabfalls benutzt,
wobei £ mit den Lebensdauerverteilungen zusammenhéangt, siehe Gleichung
(3.5).

1) = Ta,e<_%)dr

7=0 (3.5)

i = 1 ]

Transiente Effekte, die direkt nach der Anregung erfolgen, wie z.B.
Kollisionsquenching oder resonanter Energie-Transfer (RET), kédnnen zu nicht-
exponentiellen Abklingdynamiken fihren. Es versteht sich, dass fir komplexere
Fluoreszenzabfallmodelle erhéhte Datenqualitdt wie auch Datenquantitat
erforderlich ist. Es wurde von Koéllner et al. berechnet, dass, um einem
monoexponentiellen Abfall mit einer Abweichung von zehn Prozent eine
Lebensdauer zuzuordnen nur 185 Photonen notwendig sind. Erhdht sich die
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Komplexitat des Systems auf einen biexponentiellen Abfall, so sind hierflr
bereits 400000 Photonen notwendig [34].

Aus der Vielzahl der Techniken, die die Fluoreszenzlebensdauer nutzen, seien
hier ,Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy* (FLIM), ,Burst Integrated
Fluorescence Lifetime“ (BIFL) und ,Fluorescence Intensity and Lifetime
Distribution Analysis“ (FILDA) beispielhaft genannt [35-38].

3.3.2 Photobleaching und Quenching

Wann immer Fluoreszenzmessungen insbesondere bei hohen Anregungs-
intensitaten durchgefuihrt werden, missen Zerstérungsprozesse der Fluorophore
berticksichtigt werden, die zur Erniedrigung der Fluoreszenz beitragen [39, 40].
Beim sogenannten Photobleaching wird das Fluorophor durch die hohe
Lichtleistung in seiner Struktur so verandert, dass es nicht mehr fluoreszent ist.
Dies geschieht z.B. Uber die Reaktion metastabiler Zustdnde mit
Sauerstoffradikalen [39]. Das Entfernen von Sauerstoff bzw. die Verwendung von
Radikalfangern wie L-Ascorbinsdure kann das Photobleaching reduzieren.
Eggeling und Ambrose haben abgeschatzt, dass optimierte Fluorophore im
Schnitt 10° bis 10° Fluoreszenzzyklen durchlaufen kénnen bevor sie irreversibel
gebleicht werden [41, 42]. Die Fluoreszenztechnik FRAP (Fluorescence
Recovery After Photobleaching), nutzt das Photobleaching aus, um Aussagen
Uber die Mobilitat der Fluorophore zu treffen [43].

Weitere Effekte, die die Fluoreszenzintensitdt / reduzieren, werden als
Quenching bezeichnet. Hierbei kann zwischen statischem und dynamischem
Quenching unterschieden werden.

Iy

= 1+ KO = 1+ k[0 3.8

Beim statischen Quenching bildet das Fluorophor einen nichtfluoreszenten
Komplex mit dem Quencher. Das dynamischen Quenching Uber Kollisionen wird
durch die Stern-Volmer Gleichung (3.6) beschrieben [44]. K stellt hierbei die
Stern-Volmer Konstante dar, [Q] ist die Quencher Konzentration, 7 ist die
ungequenchte Fluoreszenzlebensdauer und k, die biomolekulare Konstante des
Quenchings. Der Kontakt zwischen Fluorophor und Quencher fuhrt dazu, dass
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das Fluorophor deaktiviert wird. Der Mechanismus des Quenchings, wie z.B.
Elektronentransfer, ISC oder Spin-Bahn-Kopplung, variiert hierbei je nach
Fluorophor-Quencher-Paarung [45].

3.3.3 Resonanter Energie-Transfer

Ein Spezialfall des Quenchings ist der sogenannte resonante Energie-Transfer
zwischen einem Donor-Fluorophor und einem oder mehreren Akzeptoren. Fir
RET ist es notwendig, dass sich das Absorptionsspektrum des Akzeptors mit
dem Emissionsspektrum des Donors Uberlappt [46]. RET des Foérster-Typs
erfolgt hierbei ohne intermediate Photonen, Uber eine Dipol-Dipol-
Wechselwirkung und erlaubt alle Transferprozesse, bei denen Kkeine
Spindnderung beim Ubergang des Akzeptors involviert ist.

Sowohl klassische als auch quantenmechanische Uberlegungen fiihren zu
ahnlichen physikalischen Beschreibungen von RET. Mit den resultierenden
Gleichungen (3.7) und (3.8) lasst sich aus den spektroskopischen Eigenschaften
von Donor und Akzeptor sowie der Quanteneffizienz des Donors, die
Zeitkonstante des Energietransfers ky(r) sowie der Foérster-Abstand Ry
berechnen. Dieser ist als Molekllabstand definiert, bei dem die Transfereffizienz
E 50 % betragt (3.10).

_OpK? ( 9000 (In10

kr(r
r 0 \1287° Ny

. JT Fp(A)e,(A)A dA (3.7)
0

9000 (In10) ° Op =

RS = =D [ Fp(A)e,(A)NdA (3.8)
128707 N7 0
Dabei sind: 0, = Quanteneffizienz des Donors ohne Akzeptor
n = Brechungsindex des Mediums
N = Avogadrozahl
& = Extinktionskoeffizient des Akzeptors bei 4

kK’ = Orientierungsfaktor der Ubergangsdipole
F,(4) = Fluoreszenzintensitat des Donors
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Wie effizient diese Prozesse stattfinden, héngt also im Wesentlichen von zwei
Faktoren ab, zum einen vom Abstand zwischen den Fluorophoren » und zum
anderen vom Grad der Spektraliberlappung. k7(r) hdngt des Weiteren noch von
der Fluoreszenzlebensdauer des Donors 7;p...- in Abwesenheit von RET ab.

6
kr(r) = ! (RO ) (3.9)

3 fDonor \ ¥

(3.10)

R,’
E = -

R06 + r

Da Forster-Abstédnde im Allgemeinen im Bereich von 2 bis 6 nm liegen und die
Effizienz des Prozesses umgekehrt proportional zur sechsten Potenz des Radius
ist (siehe Gleichungen (3.9) und (3.10)), eignet sich RET hervorragend zur
Abstandsbestimmung in Biomolekilen [47]. Weiterhin kann die durch RET
erfolgte Verkirzung der Donorfluoreszenzlebensdauer und das Aufkommen der
Akzeptorfluoreszenz als Indikator fir erfolgte Fusionen bei intrazelluldre
Transportvesikeln genutzt werden [48]. Ein Beispiel fiur die Effizienz von RET-
Prozessen sind die Lichtsammelkomplexe der Photosysteme [49] sowie kinstlich
hergestellte Multifluorophorsysteme [50-52].

lic
N S W— S1

= e s

Akzeptor 1 Donor Akzeptor 2

Abbildung 3.2: Darstellung der RET Wege anhand von Jablonski-Diagrammen mit einem Donor
und zwei Akzeptoren, welche sich innerhalb der relevanten Férster Radien
befinden.
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Im Normalfall lauft der RET-Prozesses von einem sich im Si-Zustand
befindlichem Donormolekil zu einem im Grundzustand befindlichem
Akzeptormolekill eines anderen Typs ab (FRET in Abbildung 3.2). Wenn
Absorptions- und Emissionsspektrum eines Fluorophors nur wenig Stokes-Shift
aufweisen, so besteht aulerdem die Mdglichkeit eines Homotransfers bei dem
Donor und Akzeptor Fluorophore des gleichen Typs sind [53]. Dieser Prozess
wird auch als Energy Hopping bezeichnet [54, 55]. Weiterhin sind Uber den
Formalismus des Férster-Typs RET-Prozesse zwischen angeregten Zustanden
erlaubt. Der RET-Prozess zwischen zwei angeregten Singulett-Zustdnden wird
hierbei als Singulett-Singulett-Ausléschung (SSA) bezeichnet. Findet RET
zwischen einem angeregten Singulett- und einem angeregten Triplett-Zustand
statt, so wird dies auch als Singulett-Triplett-Ausléschung (STA) bezeichnet [56,
57]. Die Transferwege dieser RET-Prozesse sind als SSA und STA in den
Jabloski-Diagrammen von Abbildung 3.2 dargestellt.

Eine Grundvoraussetzung hierbei ist, dass beide Fluorophore simultan angeregt
werden und somit zeitgleich in angeregten Zustédnden vorliegen. Dies ist
hauptséachlich bei gepulsten, zeitaufgeldsten Messungen der Fall.

Bei der SSA ubertragt ein Fluorophor im S¢-Zustand die Energie an ein zweites
ebenfalls im Si-Zustand befindendlichen. Dieses wird in einen héheren Singulett-
Zustand beférdert, wahrend ersteres in den Grundzustand (bergeht. Nach
erfolgter IC in den Si-Zustand resultiert in der Summe aus zwei angeregten
Fluorophoren die Emission eines einzelnen Photons. Der Nachweis des
SSA-Mechanismus gelingt Uber die Analyse des zeitlichen Abstands zwischen
emittierten Photonen in einem bichromophoren System, welches gepulst
angeregt wird. Fur ein einzelnes emittierendes Fluorophor existiert ein zeitlicher
Minimalabstand fir die konsekutive Abgabe von Photonen, das sogenannte
Photonantibunching. Addition der Interphotonabstédnde, unter der Bedingung,
dass die Pulsbreite wesentlich kleiner als die Fluoreszenzlebensdauer des
Fluorophors ist, ergibt fir den zeitlichen Abstand zwischen den Photonen
unterhalb eines Pulsabstands ein Minimum und Maxima jeweils bei vielfachen
des Pulsabstands, wie in Abbildung 3.3 dargestellt.

In einem System, welches mehr als einen Emitter enthalt, kann innerhalb eines
Pulsabstands pro Fluorophor jeweils ein Photon emittiert werden und es
existieren somit zeitliche Photonenabstéande unterhalb eines Pulsabstands (31 ns
in Abbildung 3.3).
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Pulsabstand = 31 ns Detektierte Photonen
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des Photonantibunchings. Punktiert ist die
Laserpulsfolge angedeutet. Der Bereich A reprasentiert die Interphotonzeit
innerhalb eines Pulsabstands. Die Bereiche B und C stellen Interphotonzeiten
von ,n*Pulsabstand+X“ dar, wobei n hierbei 1 bzw. 2 ist.

Wenn also ein bichromophores System untersucht wird und es tritt kein
Maximum im Bereich unterhalb des Pulsabstands auf, so muss die
Schlussfolgerung daraus sein, dass ein sehr effizienter SSA-Prozess das System
effektiv auf einen Emitter reduziert. Bei Chromophorabstdnden oberhalb des
SSA-Forster-Radius erscheinen wieder Photonenabstdnde unterhalb des
Pulsabstands [56, 58].

Die STA verlduft analog zu SSA Uber einen héheren Triplett-Zustand. Der
STA-Mechanismus jedoch kann nur indirekt Gber kollektive An-Aus-Zusténde in
einem bichromophoren System nachgewiesen werden. Hierbei kann der stabile
Triplett-Zustand dazu flhren, dass, bei groRen STA-Férster-Radien und einer
groRen spektralen Uberlappung, STA dominiert und das Molekill wahrend der
Lebensdauer des Triplett-Zustands dunkel erscheint [59].

Die T,-T1 Relaxation ist ein sehr schneller, nichtradiativer Ubergang, der
aufgrund der Langlebigkeit des Triplett-Zustands und grolien STA-Fd&rster-
Radien dazu fihren kann, dass ein T{-Chromophor als Falle fur eine Vielzahl
sich in der Umgebung befindende Si-Chromophore dient, und somit kollektive
Aus-Zusténden in Multichromophorsystemen verursacht [59, 60].
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3.4 Das Messsystem

3.4.1 Konfokale Einzelmoleklilspektroskopie

Im Gegensatz zu gangigen Ensemblemessungen ist es bei der
Einzelmolekuldetektion mdoglich, die Eigenschaften individueller Molekiile zu
untersuchen, die sonst herausgemittelt werden. Im Prinzip lasst sich das Feld der
Einzelmolekuldetektion in drei Zweige unterteilen. Ein GroBteil beinhaltet die
Identifikation und Analyse statischer Eigenschaften frei diffundierender oder
immobilisierter Molekile. Weiterhin werden Langzeitmessungen zur Analyse von
Mobilitdten und Trajektorien durchgefiuhrt. Als drittes werden individuelle
Dynamiken unter heterogenen Bedingungen oder Konformationsfluktuationen in
Biomolekilen oder Polymeren untersucht. Hierzu kann eine Reihe von
Fluoreszenzeigenschaften wie Intensitdten, Lebensdauern, Emissionsspektren,
Diffusionszeiten und Anisotropien ausgenutzt werden [33]. Die ersten Nachweise
einzelner Moleklile bei Raumtemperatur unter Ausnutzung der Fluoreszenz
gelangen 1990 durch Orrit et al. und Shera et al. [61, 62]. Pionierarbeiten zur
Nutzung der konfokalen Mikroskopie zur Einzelmolekilldetektion wurden von
Rigler et al. geleistet [63-65].

In dieser Arbeit wird der in Abbildung 4.2 dargestellte konfokale Aufbau
verwendet. Hierbei wird das Anregungslicht durch einen dichroitischen Spiegel
auf die Ruckapertur eines Mikroskopobjektivs reflektiert. Das Objektiv fokussiert
das Licht dann zu einem beugungsbegrenzten Fokus auf die Probe. Emittiertes
Fluoreszenzlicht wird von demselben Objektiv gesammelt, kann den Dichroiten
passieren und wird von Photomultiplier Tubes (PMT) oder Lawinenphotodioden
(Avalanche Photo Diode, APD) registriert. Bei Einphotonen-Anregung wird das
Fokalvolumen dadurch begrenzt, dass das Fluoreszenzlicht auf eine Lochblende
fokussiert wird. Dieses blockiert Licht, welches nicht aus dem unmittelbaren
Fokus kommt. Bei der Zweiphotonen-Anregung ist das Fokalvolumen
automatisch durch quadratische Intensitdtsabhangigkeit der Anregung begrenzt,
wodurch die Lochblende redundant wird. Beide Anregungsformen fiihren zu
einem prolaten, rotationsellipsoiden Fokalvolumen von weniger als einem
Femtoliter.

Das Gesetz der beugungsbegrenzten Auflésung und dadurch limitierten
Minimierung des Fokalvolumens eines Mikroskops, welches durch Ernst Abbe
1873 aufgestellt wurde [66], hielt sich sehr lange und wurde vor kurzem durch
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Stefan Hell fiir die Fluoreszenz-Mikroskopie mit der Technik Stimulated Emission
Depletion (STED) umgangen [67]. In der Optik ist der axiale Durchmesser w, des
Fokalvolumens durch die Wellenlange A des verwendeten Lichts und den
Eigenschaften der Linse begrenzt, siehe (3.11).

wp = 124 g6 2 (3.11)
2nsina NA

Hierbei ist » der Brechungsindex und o« der halbe Offnungswinkel des

Mikroskopobjektivs  diese  werden  zur  numerischen  Apertur  NA

zusammengefasst. Beispielsweise bedeutet dies fir die verwendete Apperatur

bei der Anregung mit Licht von 800 nm und einer Numerischen Apertur von 1,15

einen beugungsbegrenzten Fokaldurchmesser von 425 nm.

3.4.2 Stérsignale bei der Fluoreszenzmessung

Ein wichtiger Parameter bei der Einzelmolekuldetektion ist das Signal-zu-
Rausch-Verhéltnis (S/R). Ist S/R sehr hoch, so enthalten nahezu alle detektierten
Photonen relevante Informationen. Im ldealfall ndhert sich das Hintergrund-
rauschen n”: an, wobei n die Anzahl detektierter Photonen darstellt und das
Rauschen nur noch durch die Poisson’schen Signalfluktuationen bedingt ist. Ein
schlechtes S/R Verhaltnis hingegen fuhrt dazu, das das Signal nicht mehr von
Rauschen diskriminiert werden kann. Quellen fur Hintergrundsignale kénnen z.B.
Raman- und Rayleigh-Streuung, fluoreszente Verunreinigungen, auto-
fluoreszente Probenbestandteile und Dunkelzdhlraten der Detektoren sein.
Raman- Streuung ist die inelastische Streuung von Photonen bei der Kollision
mit Molekulen. Die Wechselwirkung mit dem Molekul fuhrt zu einer spezifischen
Energiedifferenz welche aus der Analyse der abgegebenen Photonen ermittelt
werden kann. Rayleigh-Streuung hingegen ist die elastische Streuung von
Photonen bei der Kollision mit Molekilen, wobei kein Energieaustausch erfolgt.
Zu beachten ist, dass bedingt durch die hohen Lichtleistungen bei der
Zweiphotonen-Anregung andere Quellen der Hintergrundfluoreszenz, wie die
sogenannten Hyper-Raman- und Hyper-Rayleigh-Streuungen in Erscheinung
treten [42]. Hierfur wurden Zweiphotonen-Absorptionsquerschnitte von 8102
und 7*10° (cm®s)/Photonen ermittelt. Im quantitativen Vergleich zur
Einphotonen-Anregung zeigt sich jedoch fiur die Raman-Streuung eine
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Erniedrigung um 1-2 GréRRenordnungen und fir die Rayleigh-Streuung um 3-4
Groélienordnungen [68].

Da das Hintergrundrauschen direkt proportional zur Anzahl der Molekile im
Detektionsvolumen ist, flhrt die Minimierung hiervon zur Verbesserung von S/N.
Es existieren verschiedene Techniken zur Reduktion des Fokalvolumens, wie
z.B. Nahfeldmikroskopie, konfokale Mikroskopie und STED [33]. Wird gepulstes
Anregungslicht benutzt, so lassen sich die Lichtstreuungsquellen durch das
sogenannte Time-Gating ausschalten. Hierbei werden die Detektoren jeweils erst
kurz nach dem Puls aktiviert und registrieren somit die instantan gestreuten
Photonen nicht.

3.4.3 Gepulste Titan-Saphir Lasersysteme

Das Akronym ,LASER" steht fur ,Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation“. Ein Laser besteht im Allgemeinen aus drei Hauptkomponenten:
einem verstdrkenden Medium, einer Energiepumpe und einem Resonator. Die
Energiepumpe erzeugt bei geniigend hoher Pumpleistung eine Besetzungs-
inversion im verstarkenden Medium, d.h. die Besetzungsdichte eines hdheren
Zustands wird grofRer als die eines niedrigeren Zustands. Unter dieser
Bedingung Uberwiegt der Beitrag der stimulierten Emission und Licht kann somit
beim Durchgang durch das aktive Medium verstarkt werden [13]. Das vom
verstarkenden Medium emittierte Licht wird im Resonator in multiplen
Durchlaufen verstérkt. Es wird dazu wiederholt durch das verstarkende Medium
geschickt, z.B. Uber zwei Endspiegel, wobei die Verstarkung im aktiven Medium
die Resonatorverluste Ubertreffen muss. Zwischen den Endspiegeln bilden sich
diskrete sogenannte Resonatormoden aus. Ein Endspiegel ist so gewahlt, dass
er bei gentugend hoher Lichtleistung im Resonator einen gewissen Prozentsatz
des Laserlichts auskoppelt. Die erste experimentelle Realisierung eines Lasers
gelang Maiman 1960 mit dem aktiven Medium Rubin [69].

Ti** dotiertes Al,Os ist ein aktives Medium, dessen Ubergang °E nach °T,
entspricht, und zusatzlich die Eigenschaft aufweist, dass die emittiert
Fluoreszenz im Wellenlangenbereich von 660 bis 1000 nm durchgestimmt
werden kann und somit die Messung von Zweiphotonen-Absorptionsspektren
ermoglicht [70].
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Passiert ein starker Laserstrahl ein optisches Medium mit einem nichtlinearen
Brechungsindex, so erfahrt er eine Selbstfokussierung. Dies wird auch als Kerr-
Linse bezeichnet [71]. Durch Optimierung des Resonators wird durch
Selbstphasenmodulation ein modengekoppelter Betrieb des Lasers bevorzugt.
Modenkopplung bedeutet hierbei, dass Mechanismen im Resonator dafir
sorgen, dass sich ein konstanter Phasenversatz der diskreten longitudinalen
Resonatormoden ausbildet und somit die Energie in ultrakurzen Pulsen kumuliert
ist. Die Pulsdauer hangt hierbei von der Anzahl gekoppelter Moden ab und die
Pulsfolge von der Lédnge des Resonators. Fir den passiven modengekoppelten
Betrieb muss gewéhrleistet sein, dass das Laserlicht im gepulsten Modus eine
héhere Verstarkung erfahrt als im CW-Modus (Continuous Wave). Dies kann
zum Beispiel dadurch realisiert werden, dass ein Spalt in die Kavitat eingebaut
wird. Das aktive Medium selbst kann unter geeigneten Bedingungen ebenfalls
den gepulsten Modus bevorzugen. Dies hangt damit zusammen, dass die
Verstarkung im Medium ebenfalls eine rdumliche Abhangigkeit aufweisen kann,
z.B. dadurch, dass der modengekoppelte Betrieb eine bessere Uberlappung mit
dem Pumplaser aufweist [72]. Aufgrund des nahezu instantanen Prozesses ist
diese Modulation im Stande, einen ultraschnellen, sattigbaren Absorber zu
simulieren, welcher Pulsbildung im Femtosekundenbereich erlaubt [71].

Durch die optischen Komponenten im Resonator wird eine Dispersion der
Gruppengeschwindigkeit verursacht, welche die erzeugten, ultrakurzen Pulse
zeitlich wieder verbreitert. Dieser Effekt kann dadurch kompensiert werden, dass
Komponenten mit negativer Dispersion in den Resonator eingebracht werden,
z.B. durch die Nutzung von Prismenpaaren [73]. Bei der Erzeugung ultrakurzer
Lichtpulse wirkt sich die Heisenberg'sche Zeit-Energie-Unschérferelation aus
(3.12) [74].

h
At AE > /(47[) > % (3.12)

Hierbei ist Ar die der Pulsdauer entsprechende Zeitunscharfe und AE die
Energieunschérfe, welche sich in der Spektralbreite widerspiegelt. Der zuvor
spektral sehr schmale Bereich im CW-Modus erfahrt im modengekoppelten
Modus eine starke Spektralverbreiterung, welche antiproportional zur Pulsdauer
ist.
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3.4.4 Lawinenphotodioden

Das Messprinzip der Lawinenphotodioden basiert darauf, dass einfallende
Photonen im aktiven Detektionsbereich Elektron-Loch-Paare erzeugen. Dazu
muss die Energie des Photons gré3er als die Energielicke im aktiven Medium
sein. Fdr Silizium ist diese Energielicke 1,12 eV, was bedeutet, dass die
entsprechenden APDs fur Wellenlangen <1100 nm geeignet sind. Diese
entstehenden freien Ladungstrager sind dann nach einer Verstarkung als
Photostrom messbar. Durch eine zuvor angelegte, sehr starke Grundspannung
kénnen die erzeugten Ladungstrédger so stark beschleunigt werden, dass sie
durch Stollionisation weitere Ladungstrager freisetzen und sozusagen in einem
Kettenprozess eine Lawine lostreten. Im Geiger-Modus wird die Photodiode mit
einer Spannung knapp Uber der Durchbruchsspannung betrieben. Dies flhrt
dazu, dass ein einzelnes Photon bis zu 10° Ladungstrager freisetzt und die
Diode demnach zur Detektion einzelner Photonen befahigt ist. Nach erfolgter
Detektion muss der Photostrom unterdriickt werden, um folgende Photonen
wieder detektieren zu kdnnen. Beim aktiven Unterdricken wird durch
Herabsetzen der Spannung unter die Durchbruchsspannung der Photostrom fir
eine gewisse Zeitspanne unterbrochen. Das zeitliche Minimum hierfur liegt bei
50 ns, woraus die Totzeit der Diode resultiert [75].

3.4.5 Zeitkorreliertes Einzelphotonenzéhlen

Zeitkorreliertes Einzelphotonenzahlen (Time Correlated Single Photon Counting;
TCSPC) ist eine aulRerst sensitive, digitale Technik, die die Zeitdifferenz eines
gemessenen Photons zu einem Synchronisationssignal misst. Diese zuséatzliche
Information  ermdéglicht es, kontinuierlich  Aussagen beziglich  der
Fluoreszenzlebensdauer zu treffen. Das Messprinzip wird schematisch in
Abbildung 3.4 dargestellt. Das Probenvolumen wird mit einer gepulsten
Lichtquelle angeregt. Simultan wird die Pulsrate z.B. mit einer schnellen
Photodiode (SPD) gemessen und als Synchronisationssignal an die
TCSPC-Einheit weitergeleitet.
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Photon L M Stort
APD L CFD JL I _/E) ; Speicher-
adresse
Laserpuls SPD BB CED JL
Neg. L Stop
Amp.

Abbildung 3.4: Flussdiagramm des TCSPC im umgekehrten Start-Stop Modus.

Im umgekehrten Start-Stop-Modus wird durch das Signal eines z.B. von einer
Lawinenphotodiode detektierten Photons eine Spannungsrampe in der TAC-
Einheit (Time to Amplitude Converter) gestartet. Das Stopsignal wird hierbei vom
Synchronisationssignal beigesteuert. Im Folgenden wird die erreichte
Endspannung an die ADC (Analog to Digital Converter) Einheit weitergegeben,
wo sie in digitale Informationen umgewandelt und gespeichert wird.
Verschiedene Pulshéhen wirden bei der Verwendung eines einfachen
Diskriminators zu einer Startzeitvarianz filhren (siehe Abbildung 3.5). Daher wird
ein CFD (Constant Fraction Discriminator) verwendet.
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Abbildung 3.5: Verhalten der Startzeitvarianz bei variierender Pulshéhe. Links, mit einem
Grenzwert Diskriminator. Rechts, mit dem Constant Fraction Discriminator (siehe

Abbildung 3.6).

Der CFD teilt den Puls in zwei Teile, von denen einer um die halbe Pulsbreite
verzdgert und der andere invertiert wird. Nach Rekombination der beiden
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Einzelpulse ist der Schnittpunkt mit der X-Achse weitgehend unabh&ngig von der
Pulshdhe (siehe Abbildung 3.5 und Abbildung 3.6).
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] figen
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/ \— E—
- \/ -
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Abbildung 3.6: Arbeitsprinzip des CFD.

Der zeitlimitierende Schritt bei TCSPC ist die Entladung der TAC-Einheit, welche
einige us dauert. Dies wirde insbesondere bei hohen Pulsfrequenzen im
Megaherzbereich, wie sie bei modengekoppelten Lasersystemen auftreten, zu
standigen Uberladungen fiihren. Daraus folgt fir solche Anwendungen der zuvor
beschriebene umgekehrte Start-Stop-Modus. Ein Nachteil hierbei ist, dass die
aufgenommenen Histogramme eine invertierte Zeitachse aufweisen, was aber
sehr leicht durch die Auswertungssoftware kompensiert werden kann.

Ist die Fluoreszenzrate einer Messung sehr hoch, so kommt es dazu, dass
aufgrund von Totzeiten des Systems nur die ersten Photonen registriert und
somit Uberbewertet werden. Um Verzerrungen der Lebensdauerabklingkurven
durch diese sogenannten pileup Effekte zu verhindern, muss gewéhrleistet sein,
dass pro Puls das Einphotonenkriterium eingehalten wird. Eine Faustregel hierfiir
ist, dass nur in jedem 20.-100. Pulszyklus ein Photon registriert wird, Dies
bedeutet bei einer Pulsrate von 80 MHz eine maximale Z&hlrate von 1 bis 4 MHz.
Gerade bei sehr stark fluoreszierenden Teilchen muss bedacht werden, dass
auch einzelne Photonenbursts dieses Kriterium verletzen kénnen, ohne dass die
durchschnittliche Zéhlrate pro Sekunde im kritischen Bereich liegt.
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3.5 Kurvenanpassung mit dem Levenberg-Marquardt-
Algorithmus

Der Levenberg-Marquardt-Algorithmus (LMA) ist ein mathematisches Verfahren
zur Anpassung der Variablen v einer Modellfunktion f an eine Datenmenge {x,y}
[76, 77]. Er basiert auf der Minimierung der Summe der Fehlerquadrate 4,
welche von Carl Friedrich Gaul} entwickelt wurde.

Ve = J(v;.v,s X;..%,,) [k=1...n] (3.13)

X = an(gk e - J’f]z) —  Minimum (3.14)
k=1
Hierbei stellt g, einen Gewichtungsfaktor dar, der die Standardabweichung des
Datenpunktes berlicksichtigt. Sind z.B. die Messwerte normalverteilt um ihren
Erwartungswert, so gilt ndherungsweise, dass die Varianz der Datenpunkte
konstant ist und alle Datenpunkte gleich gewichtet werden. Bei der Messung von
Photonen ist die Varianz durch Poisson’sche Fluktuationen des Messsignals
gegeben. Daher ist g; bei der Anpassung als y'1 definiert. Hierdurch werden
Datenpunkte mit vielen Photonen, die eine geringere relative Abweichung
aufweisen, stérker bertcksichtigt. Der Algorithmus ist ein iterativer Prozess, zu
dessen Start Schéatzwerte fur die Variablen der Modellfunktion angegeben
werden mussen. Der LMA gehért zu den Gradientenverfahren, d.h. es wird
ausgehend von einem Punkt untersucht, in welche Richtung ° am schnellsten
minimiert wird, also wo die Steigung am gréRten ist. Des Weiteren beachtet der
Algorithmus wie schnell sich diese Steigung &ndert, um zu entscheiden wie grof3
der Schritt in die zuvor bestimmte Richtung sein soll. Andert sich die Steigung
schnell, so werden kleine Schritte gemacht, dndert sie sich langsam, so werden
grélere Schritte gemacht.
Die Steigung und deren Anderung sind mathematisch gesehen die erste und
zweite Ableitung einer Funktion. Im LMA wird dies durch Nutzung der
Jacob’schen und der Hess’schen Matrix realisiert. Gradientenverfahren kénnen
Probleme mit lokalen Minima haben. Deshalb sollte méglichst mehrfach mit
jeweils unterschiedlichen Startwerten arbeiten.
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3.6 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

FCS ist eine hochauflésende rdumliche und zeitliche Analyse sehr stark
verdinnter Molekile, die 1972 von Madge, Elson und Webb entwickelt wurde
[78-80]. Hierzu werden spontane Fluktuationen der Fluoreszenzintensitat mithilfe
der Autokorrelationsanalyse untersucht. Samtliche Parameter, die derartige
Fluktuationen verursachen und beeinflussen, kénnen mit der Methode untersucht
werden. Als Beispiel seien hierzu lokale Konzentrationen und Partikelmobilitdten
sowie inter- und intramolekulare Reaktionen genannt [81-84].

Um die Fluktuationen effektiv und akkurat interpretieren zu kénnen ist es
erforderlich, dass sich im Schnitt 0,1 bis 1000 Molekile im Fokalvolumen
befinden [85]. Dies wiederum bedeutet, dass mdglichst kleine Fokalvolumina
erstrebenswert sind, um in sinnvollen Probenkonzentrationen arbeiten zu kénnen
und stérende Hintergrundsignale zu minimieren. Normalerweise wird bei FCS mit
einem Konfokalaufbau gearbeitet, was effektive Fokalvolumina von
Subfemtolitergréfle und Partikelkonzentrationen im nanomolaren Bereich
ermoglicht.

3.6.1 Die Autokorrelationsfunktion

Die Autokorrelationsanalyse untersucht, inwiefern ein Signal zum Zeitpunkt 7 sich
selbst zu einem spateren Zeitpunkt ¢+z ahnelt. Die normierte
Autokorrelationsfunktion G ist wie folgt definiert:

_ <5Ft5Ft+z> (3.15)

' (F,)’

Die gemessene Fluoreszenzintensitat F; variiert hierbei um einen Mittelwert <F,>,
welcher durch die mittlere Anzahl an Fluorophoren im Detektionsvolumen, deren
Fluoreszenzeigenschaften und der Detektionseffizienz des Systems bedingt ist.
OF, ist nach Gleichungen (3.16) und (3.17) als momentane Abweichung von dem
Mittelwert bezogen auf die Gesamtmesszeit T definiert:

OF, = F, - (F)) (3.16)
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T
[ Fidt (3.17)
0

Ausgangspunkt fur die Fluktuationen ist hier die Brown’sche Diffusion durch ein
vorgegebenes Volumen [86, 87]. Um einer aus experimentellen Daten dieser Art
resultierenden Kurve eine analytische L&sung mit sinnvollen Parametern
anzupassen, mussen einige Vereinfachungen und Definitonen durchgefihrt
werden. Sind die Fluktuationen ausschlieflich durch lokale
Konzentrationsfluktuationen bedingt, so l&sst sich JF, auch wie folgt definieren:

oF = k[W, 5(O'ch’t)dV (3.18)
V

Hierbei sind: x = die Detektionseffizienz des Systems
W, = die Intensitatsverteilung des Anregungslichts im Fokalvolumen
C,,= die lokale Konzentration
Q = die Quantenausbeute
o = der Absorptionsquerschnitt

Die Gleichung (3.18) kann nun in (3.15) eingesetzt werden. Die
Intensitatsverteilung W, kann vereinfachend durch eine 3-dimensionale
Gaul¥form (3.19) beschrieben werden, was insbesondere bei der Zweiphotonen-
Anregung sehr gut zutrifft. Fir die Einphotonen-Anregung stimmt dies nur in
erster Naherung und die Abweichungen hiervon hdngen mit der Ausleuchtung
der Objektivrickapertur und dem Radius der Detektorapertur zusammen [88, 89].

2 2 2
) [
W. = e oo J e\ P (3.19)

r

Hierbei stellt ) den &quatorialen und z, den axialen Fokalradius dar, bei welchem
die Intensitdten auf 1/° abgeklungen sind. Unter der Annahme, dass die
Eigenschaften des Fluorophors in der Messzeit konstant sind und dass die
Partikel frei in drei Dimensionen diffundieren kénnen, vereinfacht sich das
System bereits sehr. Mit dem Einfugen der folgenden Abhé&ngigkeiten der
Diffusionszeit 7z, vom Diffusionskoeffizienten D, (3.20) bzw. (3.21) und fir das
effektive ellipsoide Fokalvolumen V. (3.22)
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2
¥
Tp = 20 Einphotonen-Anregung (3.20)
4D
2
o : (3.21)
Tp = —— Zweiphotonen-Anregung .
8D
Vi = 721’ z, (3.22)

ergibt sich die analytische L&sung der Autokorrelationsfunktion G, fur frei
diffundierende Partikel eines Typs mit den Anpassungsparametern
Diffusionszeit, Teilchenzahl im effektiven Fokalvolumen und Fokalparameter ry/z,
[39, 85, 90].

1 1 1
G, = (3.23)

2
o E”Tj pa|0] T
Tp Zp

Tp

Die Funktionsantwort bei 7= 0, zeigt das Verschwinden des zweiten und dritten
Faktors der analytischen Ldsung und die Amplitude bei G, entspricht dem
Inversen der Teilchenzahl <N> im Fokalvolumen, siehe (3.24).

)i 1 (3.24)

GO = =
Ve (C) - (N)

Sind die Dimensionen des Fokalvolumens aus Kalibrationsmessungen bekannt,
so lassen sich die makroskopischen Konzentrationen <C> berechnen. Des
Weiteren lasst sich durch die Anpassung der Gleichung (3.23) an die
experimentellen Daten die charakteristische Diffusionszeit ermitteln und Uber die
mittlere Teilchenzahl und die Gesamtzahlrate eine durchschnittliche Helligkeit
der Partikel berechnen. Abbildung 3.7 zeigt die Einflisse der Parameter

PartikelgréRe und Partikelkonzentration auf die FCS-Kurven.
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Abbildung 3.7: Links, Einfluss der PartikelgrolRe auf die Diffusionszeit. Hierzu wurde D fir
Partikel verschiedenen Durchmessers nach Stokes-Einstein und z; mit der
Relation (3.21) berechnet wobei fur r, = 450 nm und ryz, = 0,25 angenommen
wurde. Die Kurven wurden dann anhand der Gleichnung (3.23) berechnet.
Rechts, Einfluss der Teilchenzahl von 24 nm Partikeln auf die Amplitude der
FCS-Kurve.

Alternativ lasst sich der Diffusionskoeffizient D auch Uber die Stokes-Einstein
Gleichung (3.25) abschatzen [91].

kT

D= ——
67TNR,

(3.25)

Hierzu muss die dynamische Viskositat 7 des Lésemittels, die Temperatur 7 und
der hydrodynamische Radius Ry des als kugelférmig angenommenen Partikels
bekannt sein. Dieser kann durchaus signifikant von dem tatsachlichen
Partikelradius abweichen. Durch Einsetzen von D in (3.21) lasst sich hierliber
dann die zu erwartende Diffusionszeit beziehungsweise der Fokaldurchmesser
berechnen [29].

Die Herleitung von (3.23) beruht auf der Annahme, dass sich die
spektroskopischen Eigenschaften der Fluorophore in der Messzeit nicht &ndern.
Diese Annahme kann aber ungerechtfertigt sein, wenn z.B. aufgrund von
angeregten Triplett-Zustdnden das sogenannte Blinking auftritt. Dieser Effekt
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macht sich in der FCS-Kurve als =zusatzlicher Buckel bei Kkurzen
Korrelationszeiten bemerkbar. Wenn die Fluktuationen Gp, die nicht durch die
Teilchenbewegung G verursacht werden, wesentlich schneller sind, so sind die
jeweiligen Dynamiken separierbar (3.26). Das Blinking aufgrund der Population
von Triplett-Zustdnden kann hierbei durch einen exponentiellen Abfall
beschrieben werden, wobei 7y die Lebensdauer des Triplett-Zustands darstellt
und 7 den prozentualen Anteil der Moleklle welche sich im Tiplett-Zustand
befinden [92].

GT = GBGF
(3.26)
Gr =]—T+Te[%'fj

Die Aggregation von Biomolekilen ist ein in der Natur weit verbreiteter Prozess.
Beispielhaft seien hier die Lektine genannt, welche an Kohlehydrate auf
Zelloberflachen oder entsprechend markierten Nanospheres binden. Da Lektine
mehrere Bindungsdomanen aufweisen, kommt es zu einer Aggregation der
jeweiligen Substrate, die Uber FCS nachgewiesen werden kann [12]. Mehrere
Parameter kénnen beim Fortschreiten einer Aggregation beobachtet werden.
Zum einen verandert sich Uber die Komplexierung der Teilchen die
durchschnittliche Partikelzahl im Fokalvolumen. Des Weiteren weisen die
Aggregate eine gréRRere Diffusionszeit auf und die Partikelhelligkeit wird gréRer,
da von jedem Monomer Fluorophore zum Komplex beigesteuert werden. Eine
Reihe von Veréffentlichungen von Palmer und Thompson beschreiben die
Analyse von Aggregationen mittels Autokorrelationsanalyse hdherer Ordnung
[93-96].

3.6.2 Die Fluoreszenz-Kreuzkorrelations-Spektroskopie

Wéhrend bei FCS die Selbstahnlichkeit eines zeitlichen Fluoreszenzsignals
untersucht wird, vergleicht die Fluoreszenz-Kreuzkorrelations-Spektroskopie
(FCCS) das zeitliche Fluoreszenzsignal eines Detektors 4, mit einem anderen Fj
(38.27). Es lassen sich daher interagierende Teilchen mit hoher Sensitivitat
untersuchen.
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Die Reaktionspartner werden hierzu mit unterschiedlichen, spektral
separierbaren Fluorophoren versehen und kénnen dann sowohl einzeln tber die

(3.27)

GAB, T

Autokorrelationen G44 und Ggp als auch ihre Interaktion Uber die Kreuzkorrelation
G4 beobachtet werden. Zwar lassen sich auch bei der Autokorrelation
Reaktionen Uber die Zunahme der Diffusionszeit beobachten, allerdings ist eine
relativ groBe Massenzunahme des Komplexes Grundvoraussetzung um in den
FCS-Kurven eine signifikante Diffusionszeitdnderung erkennen zu kénnen. Die
Kreuzkorrelation hat keine derartige Abhangigkeit. Es lassen sich sogar
zusatzlich Uber die Zunahme der Kreuzkorrelationsamplitude mit der Zeit
Aussagen Uber die Kinetiken der Reaktionen treffen [27, 63, 97].

Experimentell werden im Detektionsstrahlengang die Signale durch dichroitische
Spiegel spektral aufgetrennt und separat aufgezeichnet. Unter der
Voraussetzung, dass kein Partikelaustausch in der Probe stattfindet und kein
Fluoreszenzquenching bzw. keine Fluoreszenzerhéhung auftritt, kénnen
Aussagen Uber die Konzentration der entstandenen Komplexe getroffen werden.
Aus den Amplituden der Kreuz- und Autokorrelationen bei 7= 0 Iasst sich mithilfe
der Gleichung (3.28) die Konzentration der gebildeten Komplexe <C4z>
berechnen [26].

G 4B0)

C = (3.28)
< (AB)> Veﬁ (GAA(O) GBB(O))

Meist lasst es sich experimentell nicht verhindern, dass die einzelnen
Fluorophore Nebensignale in den weiteren Detektoren aufweisen. Dies trifft
insbesondere auf das jeweils kurzwelliger emittierende Fluorophor zu, da die
Emissionsspektren in die langwelligeren Bereiche hin abklingen. Dies bewirkt
eine Kreuzkorrelationsamplitude sogar in Abwesenheit gebildeter Aggregate. Der
Term der Eigenkreuzkorrelation G"¢“",; kann (Uber die prozentualen
Nebensignale berechnet werden (3.29). Dieser muss dann zur
Konzentrationsbestimmung der gebildeten Aggregate von (3.27) subtrahiert
werden. Hierbei stellt &y ,das prozentuale Nebensignal des Fluorophors im
kreuzkorrelierten Kanal dar [98].
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Eigen

_ ( 1 J Ena (3.29)
A (Ny) + (Nyp) ) 100 + &y

Bei den ersten experimentellen Umsetzungen von Zweifarben-FCCS wurden die
unterschiedlichen Fluorophore mit einem jeweils passenden Laser angeregt.
Hierbei stellt die akkurate Uberlappung der Laserfoki eine besondere
Herausforderung dar. Die Notwendigkeit, zwei Foki zur perfekten Uberlappung
zu bringen, kann umgangen werden, indem die Fluorophore mit der gleichen
Laserlinie angeregt werden. Dies ist z.B. Gber Zweiphotonen-Anregung mdglich,
da die meisten Fluorophore ein sehr breitbandiges Zweiphotonen-
Absorptionsspektrum aufweisen. So ldsst sich fur Fluorophore mit
unterschiedlichen Emissionsspektren anndhernd das gleiche Fokalvolumen
erhalten [25]. Durch Ausnutzung der Zweiphotonen-Anregung werden auch
komplexere Systeme mit drei oder mehr fluoreszierenden Spezies mdéglich [99].

3.6.3 Fokalvolumeneffekte auf die FCS Analyse

In der konfokalen Einphotonen-Anregung ist das Fokalvolumen im Wesentlichen
durch die Wellenlange des Anregungslichtes sowie den optischen Eigenschaften
des Mikroskopobjektivs und der begrenzenden Lochblende bestimmt. Die
Wellenlange und Numerische Apertur bedingen hierbei den beugungsbegrenzten
Fokaldurchmesser. Da in der Einphotonen-Anregung die Fluoreszenz linear
abhangig von der Anregungsleistung ist, ergibt sich ein sanduhrférmiges
Fokalvolumen. Die Aufgabe der Lochblende ist es nun Fluoreszenz, die nicht aus
dem unmittelbaren Fokus kommt, zu blockieren. Im Allgemeinen wird das
resultierende Volumen als dreidimensional gaulférmig (3.19) angenommen,
genauere Untersuchungen haben aber gezeigt, dass dies nicht genau zutrifft [89,
90]. Eine exaktere Beschreibung ist z.B. ein in radialer Richtung gaufl3férmiges
und in axialer Richtung lorentzférmiges Fokalvolumen. Insbesondere in den
Randgebieten des Fokalvolumens kommt es durch Interferenzen zu weiteren,
wenn auch schwécheren, Fokalbereichen. Nicht gaulRférmige Fokalvolumina
dieser Art kdnnen dazu flhren, dass bei der Analyse der FCS-Kurven weitere
Spezies, anomale Diffusion oder nicht vorhandene Kinetiken interpretiert werden.
Die Minimierung dieses Effekts lasst sich durch unvollstdndiges Ausleuchten der
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Objektivriickapertur sowie einen mdglichst kleinen Durchmesser der Lochblende
erreichen, was allerdings seinerseits das S/R Verhaltnis negativ beeinflusst [89].
Das Fokalvolumen bei der Zweiphotonen-Anregung stimmt wesentlich besser mit
einer gaul¥férmigen Annahme Uberein und benétigt zudem keine Lochblende.
Allerdings zeigt sich eine starke Abhangigkeit von der Anregungsleistung und
den observierten Fluorophoren, siehe Abbildung 3.8. Zum einen spielt die
Sattigung der Fluorophore im Zentralbereich des Fokus eine Rolle. Hierbei
fuhren hohe Anregungsleistungen dazu, dass die Fluorophore im zentralen
Fokus ihre maximale Emissionsrate erreicht haben. Dies hat seine Ursache in
Photonantibunching, stimulierter Emission und Photobleaching und fuhrt dazu,
dass das Anregungsprofil im Zentralbereich nicht mehr gaul3férmig ist, sondern
ein Plateau aufweist. Des Weiteren bedingt eine h6here Anregungsleistung, dass
Molekule im peripheren Bereich, welche zuvor nicht ausreichend Leistung zur
Fluoreszenz erfahren haben, jetzt ebenfalls Photonen emittieren und somit eine
Verbreiterung des Profils erfolgt.
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Abbildung 3.8: Schema des radialen Anregungsprofils unter zunehmender Anregungsleistung
und dadurch verursachter Sattigung. Adaptiert aus [90].

Da die Anregbarkeit eines Fluorophors direkt mit dem molekiilspezifischen
Zweiphotonen-Absorptionsquerschnitt zusammenhangt, wird hieraus klar, dass
das Fokalvolumen ebenfalls von der untersuchten Spezies abhangt. Fir die
FCS-Messungen bedeutet dies, dass die Diffusionszeit und Anzahl der Molekile
im Fokalvolumen mit zunehmender Leistung ansteigen, also die Amplitude der
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FCS-Kurve sinkt und ihr Abfall spater erfolgt. Tatsachlich trifft beides zu und
wurde in Veréffentlichungen von Berland et al. beschrieben [90, 100, 101].

Ein weiterer Effekt auf die FCS-Analyse ist dadurch begriindet, dass bei der
Diffusion der Partikel punktférmige Fluoreszenzquellen ohne Eigenvolumen
angenommen werden. Bei kugelférmigen Partikeln wie den fluoreszenten
Nanospheres, deren Radius R relativ zum Fokalvolumenradius r, nicht
vernachlassigbar ist (R/ry>0.2) und in denen eine Vielzahl an Fluorophoren
statistisch verteilt sind, ist diese Annahme nicht mehr gerechtfertigt. Ein Partikel
mit einer signifikanten GroRe fluoresziert bereits sobald sich nur ein Bruchteil des
Partikels im tatsachlichen Fokalvolumen befindet. Daher muss das tatséchliche
Fokalvolumen mit dem Partikelradius korrigiert werden, siehe Abbildung 3.9. Das
Fokalprofil kann fiir Teilchen, deren Radius kleiner als der Fokalradius ist, noch
als gaulférmig angenommen und demnach die Anpassungsgleichung (3.23)
angewendet werden.
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Abbildung 3.9: Einfluss der GréRRe der Partikel (gelbe Kreise) auf die minimale Strecke durch
den Mittelpunkt des Fokus (roter Kreis). Rp= Radius des Partikels; RF= Radius
des Fokalvolumens.

Es ergeben sich dabei fur Teilchenzahl und Diffusionszeit folgende Korrekturen:

r =1 n R2 _ 7'02 + R2 (3.30)
4D 4D

7"02

7’02 RZ

Gy = Gpinr (3.31)
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Hierbei werden die Grélen 7z, und G,,; welche sich aus der Annahme der
Punktférmigkeit ergeben, mit dem Partikelradius korrigiert [102].

Weiterhin muss, wenn mit Partikeln nicht vernachlassigbarer Gré3e bei hohen
Lichtintensitdten gearbeitet wird, die Generierung einer optischen Falle in
Betracht gezogen werden. Elektromagnetische Strahlung kann, wenn sie stark
fokussiert wird, Krafte auf dielektrische Partikel ausiiben. Zum einen wirkt eine
Gradientenkraft orthogonal zum Laserstrahl und hangt von der Fokussierung des
Lichts ab. Weiterhin existiert eine Streuungskraft der auftreffenden Photonen,
welche in Richtung des Photonenimpulses wirkt. Das Verhéltnis dieser Kréfte
bestimmt die Stabilitdt der optischen Falle und ist proportional zur
Anregungsleistung sowie in starken Male abhangig von der verwendeten
Wellenldnge (~4°). Der zu erwartende Effekt ist ein Anstieg der Diffusionszeit mit
zunehmender Laserleistung. Dieser wurde auch in mehreren Veréffentlichungen
beobachtet und als optisches Einfangen interpretiert. Es wurden hierbei
allerdings keine Effekte der Anregungsleistung auf das effektive Fokalvolumen in
Betracht gezogen [103, 104].
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4 Experimenteller Teil

4.1 Die Messapparatur
4.1.1 Der Titan-Saphir Laser

Der in Abbildung 4.1 dargestellte, Eigenbau eines Titan-Saphir Lasers (Ti:Sa)
wird durch einen diodengepumpten Neodym-Vanadat Laser (A =532,1 nm, 5 W,
Verdi Coherent Deutschland GmbH, Dieburg) gepumpt. Das Pumplicht wird
durch die Linse L in das aktive Lasermedium AM, einem gekihlten mit
Titanionen dotierten Saphirkristall, fokussiert.

Verdi
// \ 51
V7o ?M\) Iﬂ]ﬂ\S
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Abbildung 4.1: Aufbau des Titan-Saphir Oszillators. Aktives Medium AM, Prismenpaar P1-P2 ,
Endspiegel ES, Auskoppelspiegel AS, Hohlspiegel HS 1-HS 2, Spalt SP und
Linse L.

Durch die Hohlspiegel HS 2 und HS 1 wird das Laserlicht in das AM fokussiert
und mit dem Pumpstrahl Gberlappt. Die Verkleinerung der Distanz zwischen den
Hohlspiegeln bewirkt, dass der Resonator in einen halbstabilen CW-Zustand
gebracht wird. Aufgrund des nichtlinearen Kerr-Effekts, welcher eine zuséatzliche
Selbstfokussierung bei hohen Intensitdten verursacht, wird erreicht, dass im
gepulsten Betrieb eine bessere Uberlappung des Laserstrahls mit dem
Pumpstrahl vorliegt. Der modengekoppelte Betrieb erfahrt somit eine hdhere
Verstarkung im AM und kann stabil ablaufen [71, 105, 106]. Um den Resonator
in den gepulsten Modus zu bringen, muss ein kleiner Stérimpuls in das System
eingebracht werden, z.B. durch Verschieben des Prismas P2. Zur
Kompensierung der Gruppengeschwindigkeitsdispersion wird auf dem Hin- und



-42 - Kapitel 4: Experimenteller Teil

Rickweg im linken Arm des Resonators ein Prismenpaar P1, P2 durchlaufen
[73]. Im rechten Arm des Resonators kann ein justierbarer Spalt SP zur
zuséatzlichen Stabilisierung der Modenkopplung genutzt werden. Der
Auskoppelspiegel AS weist eine Transmission von ca. 8 % auf. Die emittierten
Laserpulse haben eine Repetitionsrate von 87 MHz, eine Zentralwellenldnge von
ca. 830 nm und eine Pulsdauer von <100 fs bei einer maximalen Leistung von
300 mW.

4.1.2 Der konfokale Fluoreszenzmikroskopaufbau

In Abbildung 4.2 ist der Aufbau des konfokalen Fluoreszenzmikroskops
dargestellt. Die vom Ti:Sa Laser emittierten Laserpulse werden Uber ein Filterrad
R abgeschwdcht und mit einer Strahlaufweitung BE auf den der
Objektivrickapertur entsprechenden Durchmesser gebracht und kollimiert. Ein
Reflex des Laserlichts wird auf eine schnelle Photodiode SPD fokussiert, die den
Synchronisationspuls an die TCSPC Karte (TimeHarp200, PicoQuant GmbH,
Berlin, Deutschland) weitergibt. Der Anregungsstrahl wird nun von einem
dichroitischen Spiegel (BS 1, 715 DSCPXR, AHF Analysentechnik, Tubingen,
Deutschland) auf die Rickapertur des Wasserimmersionsobjektivs (MO, UApo
40x, NA 1.15, Olympus) geleitet, welches dann einen beugungsbegrenzten
Fokus erzeugt. Von den Fluorophoren emittiertes Licht von demselben Objektiv
wieder gesammelt, kollimiert und passiert BS 1 im Spektralbereich 400 bis
715 nm. Anfallendes Streulicht des Anregungslichtes wird durch einen
Zweiphotonen-Sperrfilter (E700sp2, AHF) geblockt. Im Detektionsstrahlengang
wird das Fluoreszenzlicht zundchst durch eine Tubuslinse TL fokussiert,
anschliefend durch eine Linse L wieder kollimiert und sukzessiv durch zwei
weitere dichroitische Strahlteiler (BS 2, 590 DCXR, BS 3, 645 LP, AHF) in drei
unterschiedliche Spektralbereiche (Grin, Rot, Dunkelrot) aufgeteilt. Nach einer
zusatzlichen spektralen Aufreinigung durch drei Bandpassfilter (F1, HQ 535/50;
F2, HQ 615/40; F3, HQ 675/50; AHF) wird das so separierte Fluoreszenzlicht auf
drei Lawinenphotodioden (SPCM-AQR-13, Perkin-Elmer, Dumberry, Kanada)
fokussiert. Die drei resultierenden TTL-Signalstréme (Transistor-Transistor-Logic;
0-5-0 V Rechteckpuls) werden in einen 4-Kanal Router (PRT 400, PicoQuant
GmbH) geleitet, der die Signale mit einer zuséatzlichen Detektorsignatur versieht
und an die TCSPC Karte weiterleitet.



Kapitel 4: Experimenteller Teil -43 -

2P-Sp
(] i
SPD TL Sync
L Stop Start

F3L BS3 BS2

Router

u

Abbildung 4.2: Aufbau des konfokalen Mikroskops. Strahlteiler BS 1-3, Bandpassfilter F 1-3,
Zweiphotonen-Sperrfilter 2P-Sp, Strahlaufweitung BE, Mikroskopobjektiv MO,
Linsen L, Tubuslinse TL, Lawinenphotodioden APD G-R-DR, Filterrad R,
Schnelle-Photodiode SPD.

Abbildung 4.3 verdeutlicht wie das Anregungslicht des Lasers (830 nm +/-30 nm)
von aufkommendem Fluoreszenzlicht (400 bis 700 nm) Uber den Strahlteiler
BS1 und den Zweiphotonen-Sperrfilter separiert wird. Des Weiteren ist
ersichtlich wie der transmittierte Bereich durch Strahlteiler und Bandpassfilter in
drei separate Spektralbereiche aufgeteilt wird.
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Abbildung 4.3: Oben, normierte Filtertransmissionsspektren des ersten Dichroiten, der
Anregungslicht von Fluoreszenzlicht trennt sowie des Zweiphotonen-
Sperrfilters, zusammen mit den Emissionsspektren des Ti:Sa Lasers im
gepulsten sowie kontinuierlichen Modus. Mitte, normierte
Filtertransmissionsspektren der Dichroiten des Detektionsstrahlengangs.
Unten, normierte Transmissionsspekiren der Fluoreszenzfilter vor den
Photodioden.

4.1.3 Die Avalanche Photodioden

Die APDs des Typs SPCM-AQR 13 von Perkin Elmer zeichnen sich durch eine
niedrige Dunkelzdhlrate von <250 Hz aus. lhre Detektionsflache hat einen
Durchmesser von 175 um und die Detektionseffizienz ist wellenlangenabhé&ngig
im Bereich von 400 bis 1050 nm, wobei das Maximum mit 65 % bei 700 nm liegt.
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Abbildung 4.4: Detektionseffizienz der Avalanche Photo Diode in Abhangigkeit von der
Wellenléange.

Wie in Abbildung 4.4 zu sehen bedeutet dies, dass Fluoreszenz in den drei
Spektralbereichen unterschiedlich gut von den APDs detektiert wird. Weiterhin
treten bei hohen Zahlraten Sattigungseffekte auf und es muss ein Korrekturfaktor
angewandt werden, um die korrekten Zahlraten zu berechnen. Ausgabesignal
der APDs ist ein TTL-Puls von 35 ns.

4.1.4 Die Datenaufnahme und Speicherstruktur

Die TimeHarp200 PC-Karte speichert die von den APDs und Router kommenden
TTL-Signale im sogenannten Time-Tagged Time-resolved (TTTR) Format ab.
Hierbei werden im Wesentlichen vier Informationen Uber die detektierten
Photonen festgehalten.

Zuerst wird festgehalten ob das Signal von einem gtiltigen Photon herrihrt. Nicht
gliltige TTL-Signale werden durch Marker und Uberlaufe verursacht. Die Marker
kénnen z.B. dazu genutzt werden, die Position einer Translationsbihne in den
Datenstrom einzufligen. Als zweites, wird durch eine vom Router angefligte
Kodierung notiert, von welcher APD das Signal kommt.

Die makroskopische Zeit ist die dritte Information tber die detektierten Photonen.
Sie wird mit 16 Bit Speicherzuweisung in einer 100 ns Zeitauflésung registriert.
Uberlaufe werden hierbei dadurch verursacht, dass die makroskopische Zeit auf
2'6*100 ns = 6,5536 ms limitiert ist Ubertrifft die Messzeit diesen Wert, so wird
erneut auf Null gesetzt und ein Uberlauf-Ereignis im Datenstrom notiert. Die
makroskopische Zeit gibt somit die Zeitspanne an, die seit dem letzten Uberlauf-
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Ereignis verstrichen ist. In Kombination mit der Anzahl an Uberlauf-Ereignissen
kann sie in eine Gesamtzeit seit dem Messbeginn umgerechnet werden. Als
vierte Information wird die mikroskopische Zeit festgehalten. Diese wird mit 12 Bit
bei einer maximalen Zeitauflésung von 38 ps registriert. Sie gibt im umgekehrten
Start-Stop Modus an, welcher Zeitraum vom detektierten Photon bis zum
nachsten Synchronisationslaserpuls vergangen ist. Eine Repetitionsrate von
87 MHz lasst sich in einen Pulsabstand von ca. 11,5 ns umrechnen. Dies
bedeutet bei der maximalen Zeitauflésung, dass ungefahr 300 Speicheradressen
belegt werden. Die Position der ersten Speicheradresse ergibt sich hierbei durch
die Streckenunterschiede zwischen Photon und Synchronisationspuls.

4.2 Die verwendeten Proben

Fur die Untersuchungen standen Polystyrolkiigelchen (Molecular Probes,
Eugene, Oregon, USA) mit verschiedenen Fluorophoranfarbungen,
verschiedenen Oberflachenbeschichtungen und in verschiedenen GréRen zur
Verfigung. Hierzu gehdren ein Multiplexing Set (C-29096 Komponenten A-G),
ein GroéRenset (F-8888, Komponenten A-C), ein Farbset (F-10720 Komponenten
A-D) und ein einzelner Typ (F-8782).

Farbstoff Farbe A Abs AEm
[nm] [nm]

1 Gelb-griin 505 515

2 Orange 540 560

3 Rot 580 605

4 Karminrot 625 645

5 Dunkelrot 660 680

Tabelle 4.1: In den Nanospheres inkorporierte Farbstoffe mit Absorptions- und Emissionsmaxima
der Farbstoffe.

Tabelle 4.2 fasst die inkorporierten Farbstoffe, Partikelgré3en, Konzentrationen
und Oberflachenbeschichtungen der einzelnen Nanospheres zusammen und
weist ihnen fur die weitere Arbeit eine Typenbezeichnung zu.

Die Literaturrecherche bezlglich der Nanosphere Typenbezeichnung sowie die
Aussage von Molecular Probes, dass haufig Bodipy Farbstoffe zur Anfarbung
benutzt werden, macht es wahrscheinlich, dass Farbstoffe des Bodipy-Typs
(4,4-Difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene) in den Nanospheres benutzt
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werden. Insbesondere stimmen die gemessenen Absorptions- und
Emissionsspektren mit jenen in der Literatur Uberein [50, 51, 107]. Der
Kernkorper dieser Farbstoffgruppe sowie ein Beispiel eines rot emittierenden
Bodipy-Derivats ist in Abbildung 4.5 zu sehen.

4,4-difluoro-1,3,5,7-tetraphenyl-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indacene

Abbildung 4.5: Links, Kernkérper der Bodipy Farbstoffgruppe. Rechts, Bodipy-derivat mit
Emission im roten Spektralbereich.

Typ GroRe Feststoff Konz. Farbstoffe Oberflache Art. Nummer
[nm] [%] [umol/L]

1 20 1 2,19 1 Aldehyd-Sulfat C-29096-A
1a 20 2 4,37 1 Carboxylat F-8888-A
1b 40 5 1,90 1 Carboxylat F-10720-A
1c 100 2 0,06 1 Carboxylat F-8888-B
1d 200 2 0,007 1 Carboxylat F-8888-C
2 40 5 1,90 2 Carboxylat F-10720-B
3 20 1 2,19 3 Aldehyd-Sulfat C-29096-B
3b 40 5 1,90 3 Carboxylat F-10720-C
4 20 2 4,37 4 Carboxylat F-8782
4b 20 1 2,19 5 Aldehyd-Sulfat C-29096-C
5 40 5 1,90 5 Carboxylat F-10720-D
6 20 1 2,19 1+3 Aldehyd-Sulfat C-29096-D
7 20 1 2,19 1+5 Aldehyd-Sulfat C-29096-E
8 20 1 2,19 3+5 Aldehyd-Sulfat C-29096-F
9 20 1 2,19 1+3+5 Aldehyd-Sulfat C-29096-G

Tabelle 4.2: Zusammenfassung der Parameter Grofie, Konzentration, Oberflachenbeschichtung
Farbstoffe, und Typenbezeichnung der zur Verfligung stehenden Nanospheres.
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4.3 Einphotonen-Absorptionsspektren

Die Einphotonen-Absorptionsspektren und Filtertransmissionsspektren werden
am Cary UV-VIS-NIR Spektrophotometer der Firma Varian gemessen. Hierbei
werden die Nanospheres mit bidestilliertem Wasser aus den Stammlésungen zu
0,1 mikromolaren Lésungen verdinnt. Gemessen wird in einer 1cm
Quarzglaskivette. Fur die Transmissionsspektren der Bandpassfilter werden
diese orthogonal zum Strahlengang eingebaut. Bei den Strahlenteilern muss
beachtet werden, dass diese im 45° Winkel zum Strahlengang eingebaut
werden, da sich sonst eine Spektralverschiebung ergibt.

Fur alle Messungen wird eine Auflésung von 1 nm und eine Integrationszeit von
0,5 s/nm gewahlt.

4.4 Einphotonen-Emissionsspektren

Die Einphotonen-Emissionsspektren werden am Fluorolog FL 3-22 der Firma
Jobin Yvon gemessen. Dazu werden die Nanospheres in bidestilliertem Wasser
auf 2 nanomolare Ldsungen verdinnt. Da die Farbstoffe nur einen geringen
Stokes-Shift aufweisen, erfolgt die Anregung jeweils ca. 20 nm unterhalb des
Absorptionsmaximums des jeweiligen Typs um mdglichst das komplette
Emissionsspektrum aufnehmen zu kénnen. Bei den mehrfachangefarbten
Nanospheres werden Messungen bei allen Absorptionsmaxima durchgefihrt. Die
Auflésung betragt hierbei 1 nm und die Integrationszeit 1 s/nm.

4.5 Zweiphotonen-Emissionsspektren

Die Zweiphotonen-Emissionsspektren werden mit dem USB2000 Miniatur Fiber
Optic Spectrometer der Firma Ocean Optics gemessen. Hierzu wird der gepulste
Ti:Sa Laser extern auf die 2 mikromolaren Stammlésungen der Nanospheres in
einer 1 cm Quarzglaskivette fokussiert. Im rechten Winkel zum Strahlengang
wird dann Uber eine Linsenkombination das Fluoreszenzsignal auf den
Fasereingang des Spektrometers fokussiert. Hierbei wurde die Fluoreszenz mit
einer Auflésung von 0,4 nm detektiert. Die resultierenden Spektren sind
Mittelungen aus 10 Messungen mit einer Integrationszeit von 1 s/Spektrum.
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5 Datenauswertung

5.1 Datensegmentierung und Glétten

Zur Datenanalyse mussen zunéchst die Daten der gultigen Photonen anhand der
Router-Information aus dem TTTR-Format gelesen und sortiert werden.

[Anhang C].

Hierbei werden die Informationen der drei resultierenden Datenstrome je nach
weiterer Verwendung in Zeitintervallen kumuliert und bilden drei Zeitspuren. Fir
die FCS-Analyse erfolgt eine Kumulierung in 5 us Segmente. Fir die Analyse der
durch Fokalpassagen von Nanospheres entstandener, einzelner Photonenbursts
im Datenstrom wird eine 1 ms Segmentierung gewahlt.

Um eine genaue Erkennung der Burstgrenzen zu gewahrleisten, wird von jeder
1ms Zeitspur eine geglattete Zeitspur, welche die Poisson’schen
Signalfluktuationen der detektierten Photonen kompensieren soll, erstellt. Zur
Glattung wird ein sogenannter Lee-Filter [108] benutzt. Dabei wird fur die
Rohdaten #; ein laufender Mittelwert 71y, und eine laufende Varianz o’
berechnet, siehe Gleichungen (5.1) und (5.2). Dafur werden jeweils m Segmente
vor und hinter dem zu glattenden Segment betrachtet.

ﬁk = # ]E“m nk+j [k =m...(Anz. Segmente - m)] (5.1)
1 j=m _ _ i
O_kZ > (I’Z _ n)2k+j [k =m...(Anz. Segmente - m)] (5.2)

T Cm+ 1)

AnschlieRend werden die geglatteten Daten Uber die Gleichung (5.3) berechnet,
wobei oy eine Konstante ist, welche die Varianz des Rauschens darstellt.
2

Ok (5.3)

ﬁk:ﬁk+(nk_ﬁk) B B
Ok + Oy

Der Lee-Filter zeichnet sich dadurch aus, dass in Bereichen mit konstanter
Zahlrate der geglattete Wert dem Mittelwert de Zeitfensters entspricht, wahrend
in sich stark andernden Bereichen der geglattete Wert gleich dem ungeglatteten
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ist. Somit wird Rauschen geglattet wéhrend Kontraste erhalten bleiben. Die
Parameter des Filters wurden anhand von Zeitspuren optimiert und haben sich
zum =7 und op= 60 ergeben.

[Anhang D]

5.2 Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer

Die Berechnung der Fluorenszenzlebensdauer in einem definierten Zeitintervall,
sei es ein einzelner Photonenburst oder eine Ensemblemessung tUber mehrere
Sekunden, erfolgt unter Ausnutzung der mikroskopischen Zeitinformationen der
Photonen. Hierzu werden zunachst die Photonen im untersuchten Detektor
anhand ihrer Kanalinformationen in einem Histogramm kumuliert. Nach
Transformation der Kanaldaten in reale Zeitabstdnde zum Synchronisationspuls
wird nun die Abklingkurve an die Gleichungen (5.4) fir monoexponentielles und
(5.5) fur biexponentielles Abklingen angepasst (siehe Abbildung 5.1).

f, =4, e(%ﬂ) (5.4)

ft :AI e(%n) AZ e(_%ﬁj (5.5)

Die Anpassung erfolgt Uber einen Levenberg-Marquardt-Algorithmus, welcher die
Summe der Fehlerquadrate minimiert. Hierflr wird der Bereich der Abklingkurve,
der nicht durch die Gerateantwortfunktion (IRF) Gberlagert ist, ausgewahlt.

Die Qualitat der Anpassung wird iber das BestimmtheitsmaR R’ angegeben.
Hierzu wird zunéchst der Mittelwert der Daten Y nach (5.6) berechnet. Dann wird
die totale Varianz SSr nach Gleichung (5.7) und die Varianz SSi der angepassten
Daten f; nach (5.8) berechnet. Das Bestimmtheitsmal} ergibt sich nun nach (5.9)
und néhert sich im Idealfall 1 an.

[Anhang E, Anhang H]

p7
A (5.6)
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Abbildung 5.1 : Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer anhand der Kanalinformationen der
Einzelphotonen. Links, Photonendatenstrom mit der Kanalinformation. Mitte,
Ausbildung des Histogramms. Rechts, Anpassung eines monoexponentiellen
Abklingens an die Daten aulRerhalb der von der IRF beeinflussten Region.

5.3 Autokorrelations- und Kreuzkorrelationsanalyse

Die Berechnung der Autokorrelationskurve erfolgt sequenziell in den
Korrelationszeitschritten von 7, wobei die erste korrelierte Zeit der gewéhlten
Segmentgrole der FCS Zeitspur von 5 us entspricht. Fir die nachfolgenden
Schritte werden je zwei benachbarte Segmente kombiniert. Hieraus ergibt sich
die folgende Sequenz von Korrelationszeiten: 5, 10, 20, 40.. [us]. Bei einer
Messzeit von 30 Sekunden bedeutet dies 22 Datenpunkte. Wird jeweils bei
jedem ersten Korrelationsschritt einer Serie eine temporare Zeitspur, die aus je
drei benachbarten Segmenten summiert wird, erstellt, so kann nach deren
Abarbeitung mit ihr wiederum eine neue Serie begonnen werden. Auf diese
Weise wird dann eine Vielzahl zusatzlicher Korrelationspunkte berechnet.
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1. Serie 5, 10, 20, 40, 80, 160, 320,... [us]
2. Serie 15, 30, 60, 120, 240,... [us]

3. Serie 45, 90, 180, 360,... [us]

4. Serie 135, 270,... [us]

usw.

Um die Amplitude G, der Autokorrelationskurve fir eine bestimmte
Korrelationszeit aus zwei Zeitspuren a und b zu berechnen, missen zunachst fir
dieses Zeitintervall durchschnittliche Photonenzahlraten P in den Zeitspuren
bezogen auf die Gesamtmesszeit 7,, berechnet werden (5.10)..

PC” = > P — (5.10)
i=0 a,i tM

Nun werden die Differenzen der zu korrelierenden Datenpunkte von diesem
Mittelwert miteinander multipliziert und summiert (5.11) und ergeben den
Korrelationswert K. Im Fall der Kreuzkorrelation ergeben sich die Zeitspuren a
und b aus verschiedenen Detektoren und bei der Autokorrelation sind die
Zeitspuren a und b essentiell dieselbe Zeitspur.

=t B
Ka,br = 'Z: ((Pa,l-,t - Pa,r)<Pb,z‘,t+r — Pbr)) (5.11)
1=

s

Zuletzt erfolgt nun noch eine Normierung der Daten durch eine Multiplikation mit
der Anzahl durchgefiihrter Korrelationen und eine Division mit den miteinander
multiplizierten Photonenanzahlen der jeweiligen Detektoren (5.12).

vy
KT( T ) (5.12)
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An die Daten der Autokorrelation bzw. Der Kreuzkorrelation kann dann die in
Kapitel 3.8 hergeleitete Gleichung (3.23) mit dem Levenberg-Marquardt-
Algorithmus angepasst werden. Der Fokalparameter ry/z, hat sich aus
Kalibrationsmessungen als 0,25 ergeben.

[Anhang F]

5.4 Bursterkennung und —validierung

Begin und Ende eines Photonenbursts in einer geglatteten Zeitspur werden
durch Uber- bzw. Unterschreiten eines Grenzwertes G (3 Photonen/ms)
bestimmt. Dieser ist so gewahlt, dass er Gber dem mittleren Hintergrundrauschen
liegt und zugleich maximale Photonenausbeute der Bursts gewahrleistet.

Der Grenzwert kann auch direkt aus den Zeitspuren mithilfe eines
Zahlratenverteilungshistogramms ermittelt werden. Dies ist z.B. von Interesse,
wenn Aggregationsexperimente durchgefihrt werden sollen, bei denen der
Hintergund nicht aus Dunkelrauschen, sondern aus Signalen besteht und
abhéngig von der jeweiligen Messung ist.

Um zeitspurspezifische Grenzwerte zu ermitteln, werden die Zahlraten pro
Segment Z Uber die gesamte Zeitspur in einem Histogramm kumuliert. Das
Hintergrundsignal, sei es nun durch Dunkelrauschen oder aber durch die
Einzelpartikelfluoreszenz bedingt, liegt statistisch wesentlich haufiger vor als die
tatsachlichen Burstereignisse. Dies flihrt zu einem Histogramm wie in Abbildung
5.2 dargestellt. Uber die Erfillung der Gleichung (5.13) l&sst sich fur diese
Verteilung ein Median sowie durch Substitution von 0,5 durch 0,25 bzw. 0,75 das
erste Quartil 7.Q und das dritte Quartil 3.Q berechnen. Der Grenzwert flr diese
Zeitspur ergibt sich dann aus dem Median plus dem doppelten mittleren
Quartilabstand MQ (5.14).

[Anhang N]
i=Median
=0 - 5 (5.13)

N
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G = Median + (2 MQ)

G = Median + {2 (3.9 ; ]'Q)}

(5.14)

7004 1. Quartil=25,5 Median =33.5
Burstzdhlraten stark verteilt

[t in hoheren Bereichen

3. Quartil = 44

Anzahl Segmente
[3)]
[=]
.

100 120
Photonenzihirate im Segment

Abbildung 5.2: Zahlratenverteilungshistogramm einer Probe mit durchschnittlich zehn
Nanospheres im Schnitt im Fokalvolumen. Des Weiteren angegeben sind die
drei Quartile und der nach (5.14) berechnete Bursterkennungsgrenzwert fir
diese Zeitspur.

Um nur signifikante Bursts zu selektieren, die durch die Passage eines Teilchens
durch das Fokalvolumen hervorgerufen wurden, erfolgt eine Validierung Uber
definierte Mindestanforderungen. Detektierte Bursts muissen in der Summe
mindestens 200 Photonen und eine Mindesthéhe von 20 Photonen in der
untersuchten Zeitspur aufweisen (siehe Abbildung 5.3).

Durch die breiten Emissionsspektren der Nanospheres kann es dazu kommen,
dass nicht nur im dominanten Detektor des jeweiligen Typs primére Bursts
ermittelt werden, sondern simultan in den schwacheren Detektoren sekundére
und tertidre Bursts erkannt werden kdnnen. Sekundare Bursts korrellieren stets
zeitlich mit den primaren Bursts des Typs, da sie aus derselben Fokalpassage
resultieren. Analog hierzu korrelieren die tertidren Bursts mit sekundaren sowie
primaren Bursts.

Photonen, die bei einem validierten Burst in den Detektoren registriert werden,
werden in Hauptsignal und Nebensignale (crosstalk) unterteilt. Hierbei werden,
unabhéngig von der tatsachlichen Signalstarke, die Photonen des Detektors in
welchem der Burst validiert wurde, als Hauptsignal bezeichnet. Die im jeweils
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kirzerwelligen

Spektralbereich detektierten Photonen werden als Nebensignal 1

bezeichnet und die im langerwellig detektiertem Spektralbereich vorhandene

Photonen als

Nebensignal 2. Abbildung 5.4 zeigt die typischen Zeitspuren von

Typ 2 Nanospheres mit erkannten und validierten priméren Bursts. [Anhang G].
Fur die validierten Bursts werden dann folgende Parameter gespeichert:

1.) Burstnummer

2.) Burstgrofe (Anzahl Photonen)
3.) Bursthéhe (Anzahl Photonen)
4.) Burststart (Segmentnummer)
5.) Burststop (Segmentnummer)
6.) Startphoton

7.) Stopphoton

8.) Korrelation
9.) Korrelation

40
301
201
10-

.

Zahlrate

mit Burstnummer in Nebensignal 1 (Burstnummer)
mit Burstnummer in Nebensignal 2 (Burstnummer)

Burst1 Burst 3

Héhen-
Burst 2 grenzwert

grenzwert

w Erkennungs-

300
200 -

100 -

Summe Burstzihlrate

Z GroéRen-
grenzwert

0 10 20 30 40 50 60

Zeit in ms

Abbildung 5.3: Schema der Bursterkennung Gber den Erkennungsgrenzwert und Validierung

Uber die zwei Grenzwerte HOhe und GréRe, am Beispiel von drei
Photonenbursts. Burst 1 erfillt alle Bedingungen, Burst 2 scheitert an der
Mindesthéhe und Burst 3 kann die MindestgréRe nicht erfiillen.
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@ 500 — Griiner Detektor = Hauptsignal
© ] Roter Detektor = Nebensignal 1
E Dunkelroter Detektor = Nebensignal 2
S Validierte primére Bursts
N 400+ -
Q
c
2 i
o 300+
£
o

200

100 -

I M—
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Abbildung 5.4: Typische Zeitspuren der drei Detektoren einer Typ 2 Messung. Erkannte und
validierte primére Bursts im griinen Detektor sind in eine rote Box eingefasst.
Aus Ubersichtsgriinden sind validierte sekunddre und tertidre Bursts der
Zeitspuren nicht gekennzeichnet

5.5 Burstcharakterisierung

Um validierte Bursts weiter zu charakterisieren, werden die Einzelburstanaloga
zu Ensemblefluoreszenzlebensdauer und prozentualer Gesamtphotonen-
verteilung in den Detektoren berechnet. Zur Berechnung der Einzelburst-
fluoreszenzlebensdauer (Burst Integrated Fluorescense Lifetime, BIFL) wird nach
der in Kapitel 5.2 beschriebenen Methodik flir monoexponentielles Abklingen
verfahren. Hierzu wird das durch die Burstgrenzen beschriebene Zeitintervall
Burststart bis Burststop evaluiert und die mikroskopische Zeitinformation von
Startphoton bis Stopphoton kumuliert.

i= Burststop

X.

1

BICR = i=Burststart (5.15)

i= Burststop
> G

i=Burststart




Kapitel 5: Datenauswertung -57 -

Die Photonenverhéltnisse (Burst Integrated Count Ratio, BICR) der Neben-
signale in Relation zum Hauptsignal werden anhand der Gleichung (5.15)
berechnet. Hierbei werden die Photonen in den Detektoren des Nebensignals X
und des Burstsignals C von Burststart bis Burststop summiert und anschlielend
miteinander dividiert. Es werden zwei charakteristische Photonenverhaltnisse,
BICR1 und BICR2 sowie eine charakteristische Fluoreszenzlebensdauer BIFL
berechnet. [Anhang H]

5.6 Generierung der Identifikationsfilterfunktionen

Um eine hochwertige und flexible Identifikation von Photonenbursts zu
gewahrleisten, sind Burstcharakteristika notwendig, die typenspezifisch sowie
unabhangig von der Trajektorie der Teilchen durch den Anregungsfokus sind. Da
auch Aggregationen mit der Methode bestimmt werden sollen, dirfen auch diese
nicht zu signifikanten Veranderungen fiihren, die eine falsche Identifikation
bedingen wirden. BIFL und BICR erfullen diese Bedingungen und bieten sich
daher als Grundlage der Identifikationsfilter an. Eine weitere Mdglichkeit besteht
darin, den Photonenburst zu segmentieren und auf die Nebensignale in die
weiteren Detektoren hin zu untersuchen. Hierbei bietet sich die schon
vorhandene Segmentierung in 1 ms Schritten an.

Zu bericksichtigen ist, dass es sich bei diesen Parametern nicht um
typenspezifische Konstanten handelt, sondern dass sie Verteilungen bilden. Dies
ist begrindet durch die statistische Varianz der Nanospheres bezuglich
Fluorophorbeschickung und Grélie sowie Poisson’schen Signalfluktuationen. Zur
Bestimmung der entsprechenden Verteilungen mit einer soliden Statistik werden
multiple Messungen der Einzeltypproben durchgefihrt. [Anhang K, Anhang L]

5.6.1 Der Lebensdauerfilter

Verteilungen der BIFL werden fir alle ausgewdahlten Typen erstellt. Hierzu
werden Histogramme der BIFL im Intervall O bis 10 ns mit einer Schrittweite von
0,1 ns generiert. Um die Datenqualitat der Verteilung zu verbessern werden nur
BIFL-Werte verwendet, deren Anpassungskoeffizient R* gréRer als 0,75 ist. Zur
Vergleichbarkeit verschiedener Typen werden die Daten jeweils mit der Anzahl
der evaluierten Bursts normiert.
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5.6.2 Der Verhéltnisfilter

Fur den Verhdltnisfilter werden Histogramme der zwei BICR-Parameter im
Intervall O bis 2 mit einer Schrittweite von 0,02 kumuliert. Auch hier werden zur
Vergleichbarkeit der Histogramme die Verteilungen mit der Anzahl der jeweils
evaluierten Bursts normiert.

5.6.3 Der Segmentfilter

Da der Segmentfiter jede Millisekunde einzeln untersucht, werden
Nebensignalverteilungen der Detektoren als Funktion der Anzahl detektierter
Photonen pro Millisekunde im Hauptsignal ¢ benétigt. Das bedeutet fiir jede
mdgliche Photonenanzahl in einem Segment des Hauptsignals zwei
Nebensignalverteilungen. Hierfir werden alle Bursts in der Messreihe eines Typs
auf eine bestimmte Photonenanzahl in einem Segment der Burstdetektorzeitspur
untersucht. Die beiden resultierenden Nebensignale x werden in Histogrammen
kumuliert. Hierbei ist N die Anzahl der Segmente, die ¢ Photonencounts im
Burstdetektor aufweisen.

Die Daten folgen einer Gauly’schen Verteilung um einen Mittelwert. Mit der
Gleichung (5.16) kann das mittlere Nebensignal X fiur eine bestimmte
Photonenzahl berechnet werden. Mit Gleichung (5.17) kann dann die
Standardabweichung o der Verteilung um diesen Mittelwert bestimmt werden.

N
>
v -0 (5.16)

X,
¢ N

~ ] 5 (5.17)
O-C \/(N— 1)%( Cl )

Wird fur alle validierten Bursts in einer Einzeltyp-Messreihe das Nebensignal als
Funktion des Hauptsignals pro Segment in einem Punktdiagramm aufgetragen,
so resultiert eine Punktwolke. Abbildung 5.5 veranschaulicht wie die Parameter
X und o hieraus bestimmt werden kénnen.
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Abbildung 5.5: Links, Punktwolke aus der Auftragung von Burstdetektorzdhiraten gegen die
dazugehdrigen Zahlraten eines Nebensignals
Photonenbursts. Farbintensitdt und GréRe der Datenpunkte spiegeln die
Haufigkeit der Ereignisse wieder. Rechts, fir eine spezifische Zahlrate (25
Photonen) in den Photonenbursts generiertes Histogramm eines Nebensignals
zusammen mit einer Gaul3-Anpassung der Daten und den daraus angepassten

Parametern Mittelwert und Standardabweichung.

resultierend aus multiplen

Die berechneten Mittelwerte und Standardabweichungen sind nur dann
reprasentativ, wenn sie aus einer genigend gro3en Datenmenge N ermittelt
wurden. Dies trifft bei den Einzelpartikelmessungen aber nur fir die niedrigen
Photonenzahlraten zu. Segmente mit hohen Zahilraten sind statistisch selten.
Mittelwert und Standard-
abweichung im niedrigen Zahlratenbereich eine Gerade angepasst. Mithilfe der
Anpassungsparameter lassen sich dann die Mittelwerte und Standard-
abweichungen flr héhere Zahlraten extrapolieren.

Daher werden den experimentellen Daten fir
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5.7 Burstidentifikation

Die Identifikation eines Photonenbursts erfolgt Uber die Berechnung von
Gesamtsicherheitsfaktoren GSF im Vergleich zweier Typen. Der GSF ergibt sich
wiederum aus der Multiplikation einzelner unabhéngiger Sicherheitsfaktoren SF.
Diese sind das Ergebnis aus der Division der Bestimmungswahrscheinlichkeiten
der einzelnen Typen bei der Anwendung der jeweiligen Filterfunktionen.

Mit jeder Filterfunktion I&sst sich demnach ein Sicherheitsfaktor berechnen, d.h.
es resultiert ein SF fur den Lebensdauerfilter, pro Nebensignal ein SF fur die
Verhéltnisfilter und analog hierzu pro Nebensignal ein SF fur die Segmentfilter.
Fur eine positive ldentifikation muss gelten, dass die Gesamtsicherheitsfaktoren
eines Typs in Relation zu allen anderen Typen, die Photonenbursts im jeweiligen
Detektor hervorrufen kdénnen, gréfder als 10 ist. Daraus folgt, dass dieser Typ
eine mindestens 10-mal hdéhere Wahrscheinlichkeit aufweist als alle anderen
mdglichen Typen. Bei der Anwendung des Segmentfilters kdénnen noch
zuséatzliche Identifikationskriterien wie Mindestbestimmbarkeit und Mindest-
wahrscheinlichkeit angewendet werden. [Anhang M; Anhang []

5.7.1 Identifikation mit Lebensdauer- und Verhéltnisfiltern

Bei den Lebensdauer- und den Verhaltnisfiltern wird direkt mit den normierten,
typenspezifischen Verteilungen der ldentifikationsparameter gearbeitet. Dazu
werden zunachst bei dem zu identifizierende Burst die Parameter BIFL und BICR
bestimmt. Nun werden innerhalb der jeweiligen Filterverteilung die Schnittpunkte
des Parameters X mit den jeweiligen Filterverteilungen der zu vergleichenden
Typen j und k ermittelt. Die korrespondierenden Y-Werte entsprechen den
typenspezifischen Haufigkeiten H, deren Quotient nach Gleichung (5.18) den
Sicherheitsfaktor zwischen diesen beiden Typen ergibt.

H. .
SF., = —>/ (5.18)
'k

Hx,k

In Abbildung 5.6 ist Beispielhaft das Vorgehen fir die Sicherheitsfaktor-
berechnung anhand von BICR-Filterverteilungen dargestellt. In dem konkreten
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Beispiel ergibt sich ein SF von 7,5. Dieser SF alleine erfullt die
Identifikationskriterien zwar noch nicht, da aber noch ein weiterer SF aus den
zweiten BICR Filterverteilungen berechnet wird, ist es wahrscheinlich, dass beide
SF miteinander multipliziert den GSF-Mindestwert von 10 Uberschreiten.

Liegt der berechnete BICR Uber 2, so liegt ein sekundarer oder tertidrer Burst
vor. In einem solchen Fall wird der BICR invertiert und die relevante
Filterverteilung des primaren Bursts genutzt.

Resultierende

S 0,3 - Haufigkeiten e

& H, = 0,06

< 0,2 H = 0,008

’ u I

E ] \ /A AN A SF =0,06 /0,006 = 7,5

= \

£ 0,1 \ A Ny

S . A

Z 0,0-ME—M-—ﬁA'I-IJ-I-I~l-l-l-%éﬁ-ﬁ-ﬁ-ﬂ-ﬁ-ﬂ-ﬂ-ﬂ
0,1 02 03 04 05

BICR des zu BICR

identifizierenden Bursts

Abbildung 5.6: Filterverteilungen eines BICR Parameters von Typ 1 und 2 Nanospheres.
Berechnungsschema eines Sicherheitsfaktors flr einen zu identifizierenden
Burst aus den Filterverteilungen.

5.7.2 Identifikation mit dem Segmentfilter

Bei der Identifikation mit dem Segmentfilter ergeben sich Faktoren fir jede
einzelne Millisekunde des Photonenbursts (5.20). Die Wahrscheinlichkeiten P
eines Segments fir die zu vergleichenden Typen werden Uber die
Gaulverteilungen anhand von Gleichung (5.19) ermittelt.

Hierzu wird die zu der im untersuchten Segment vorhandenen Photonenzahl ¢ im
Hauptsignal zugehérige Verteilung des Nebensignals angewendet und das
tatsachliche Nebensignal x des Segments eingesetzt. Unter Ausnutzung der
Daten fur mittleres Nebensignal X und der korrespondierenden Standard-
abweichung o der Nebensignalveteilung ergibt sich dann pro Filter eine
Zugehorigkeitswahrscheinlichkeit fur dieses Segment. Diese fuhren dann nach
Gleichung (5.20) zu einem Faktor im Vergleich zweier Typen j und k.
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P. = e (5.19)
,J
o, jN2m
P .
F = XJ (5.20)
/ P
x,k

Die Sicherheitsfaktoren SF werden dann multiplikativ fir den gesamten Burst
nach Gleichung (5.21) berechnet. Da wiederum beide Nebensignale evaluiert
werden, ergeben sich zwei SF, die miteinander multipliziert werden kénnen.

Burststop Burststop Pl j
i=Burststart i=Burststart Pl k

Der Segmentfilter ermdglicht es, zusatzliche Identifikationskriterien zur
Optimierung der ldentifikationen anzuwenden. Das zu untersuchende Segment
muss innerhalb einer Standardabweichung eines der angewendeten
Segmentfilter sein. Hierdurch wird die Verfalschung des SF durch Ausreil3er
(siehe Abbildung 5.7, Segment B1) verhindert. Diese Bedingung fuhrt nun dazu,
dass nicht alle Segmente eines Bursts identifizierbar sind und erméglicht die
Einfuhrung einer Mindestbestimmbarkeit. Simulationen haben gezeigt, dass ein
sinnvoller Grenzwert hierfur bei 35 % liegt. Die Anwendung dieses Grenzwertes
verhindert die Zuordnung eines Bursts durch eine kleine Minderheit an
bestimmbaren Segmenten.
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Abbildung 5.7: Schema der Berechnung eines Faktors fiir ein Segment eines zu
identifizierenden Bursts aus Segmentfilterverteilungen zweier Typen j und k.
Zur besseren Ubersicht ist nur jede dritte Standardabweichung dargestellt.

Als weiteres Zusatzkriterium wird die Mindestwahrscheinlichkeit eingefihrt. Die
Gesamtwahrscheinlichkeit einer Burstidentifikation ergibt sich aus der Mittelung
der Zugehdrigkeitswahrscheinlichkeiten aller evaluierten Segmente. Liegen diese
Gesamtwahrscheinlichkeiten fur alle Typen bei sehr niedrigen Prozentsatzen, so
kénnen dennoch gultige Sicherheitsfaktoren resultieren, wenn z.B. alle Typen
auller einem bei 1 % liegen und jener bei 11 %. Die Datenqualitat ist in diesem
Fall jedoch so schlecht, dass von einer Identifikation abgesehen werden muss.
Bei der Grenzwertfindung fir die Mindestwahrscheinlichkeit muss ein sinnvoller
Kompromiss zwischen Fehlerausschluss und Zunahme nicht identifizierter Bursts
gefunden werden. Die Grenzfindung fir diesen Parameter wurde Uber die
Optimierung der Identifikationsresultate der Einzelproben durchgefiihrt. Hierbei
ergab sich ein Optimum bei einer Mindestwahrscheinlichkeit von 55 % fur die
Gesamtwahrscheinlichkeit bei der Untersuchung eines einzelnen Nebensignals
und von 75 % bei der Mittelung der Wahrscheinlichkeiten beider Nebensignale.
Die Anwendung der Grenzwerte kann Fehler minimieren, wéahrend der
Prozentsatz nicht identifizierter Bursts in sinnvollen Grenzen gehalten wird.
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6 Ergebnisse

6.1 Charakterisierung der Nanosphere-Typen

Um die verschiedenen Typen der Nanospheres zu charakterisieren und um
festzustellen, welche von ihnen bei einzelnen Passagen durch das Fokalvolumen
zu unterscheiden sind, wurde fur die Nanospheres Absorptions-, Fluoreszenz-
und Diffusionsparameter bestimmt.

6.1.1 Absorptions- und Emissionsspektren

Die Einphotonen-Absorptionsspektren dienen dazu, erste Erkenntnisse Gber den
Farbstoffgehalt der  Nanospheres zu erhalten. Insbesondere die
mehrfachangefarbten Typen 6 bis 9 sind hierbei von Interesse.

Typ4d
_ | Typ7
A abs-max™ 620 nm Py =
abs-max 1

A

1,0
0,8-
0,6-
0,4-
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0,0-
1,0 1Typ5
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Abbildung 6.1: Normierte Einphotonen-Absorptionsspektren aller verschieden geféarbten Typen
1 bis 9. In den Graphen sind weiterhin die lokalen Absorptionsmaxima in nm
angegeben. Die Typen 1 bis 5 sind einfach angefarbt (gelb-griin; orange; rot;
karminrot und dunkelrot). Die mehrfachangefarbten Typen 6 bis 9 enthalten
Farbstoffkombinationen der Typen 1, 3 und 5.
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Anhand der Absorptionsspektren in Abbildung 6.1 Iasst sich erkennen, dass auch
bei den mehrfach angefarbten Typen alle Fluorophore in signifikanten Mengen
durch den Hersteller in den Nanospheres inkorporiert wurden. Tabelle 6.1 fasst
die aus unnormierten Absorptionsspektren erhaltenen Verhéltnisse der
Absorptionen der drei involvierten Farbstoffe fir mehrfach und einfach
angefarbte Typen zusammen. Hierbei wurde fur jeden der drei Farbstoffe auf den
am starksten absorbierenden Typ normiert. Uber die Zweiphotonen-
Emissionsspektren in Kombination mit dem Filtersystem des Detektions-
strahlengangs und den Quantenausbeuten der APDs lassen sich die
anzunehmenden Zahlraten in den drei Spektralbereichen berechnen (vgl. Tabelle
6.2). Die Zweiphotonen-Emissionsspektren spezifizieren die Nanospheres auf
die benutzte Messapparatur. Uber die Emissionspektren der einfach angeférbten
Typen kénnen Aussagen bezilglich der Anregbarkeit der Fluorophore getroffen
werden. Des Weiteren lasst der Vergleich der Absorptions- und Emissions-
spektren der mehrfach angefarbten Typen Ruickschliisse beziglich Energie-
transfer zwischen den inkorporierten Farbstoffen zu.
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Abbildung 6.2: Normierte Einphotonen- und Zweiphotonen-Emissionsspektren aller Typen. Die
Einphotonen-Anregung erfolgte jeweils 20 nm unterhalb des ersten
Absorptionsmaximums der Farbstoffe und die Zweiphotonen-Anregung mit dem
gepulsten Ti:Sa Laserlicht (830 nm +/- 30 nm). Des Weiteren sind die lokalen
Emissionsmaxima beider Anregungsformen in nm angegeben.
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Typ Absorptionsverhiltnisse Int. Max | Int. Max. | Alem max

Grin Rot Dunkelrot 1p 2p in nm
1 (20 nm) 1,00 0,00 0,00 100,0 6,1 +17
2 (40 nm) - - - 52,2 60,4 + 3
3 (20 nm) 0,00 0,69 0,00 7,4 72,7 +7
4 (20 nm) - - - 4,8 100,0 +12
5 (20 nm) 0,00 0,00 1,00 1,7 95,3 +10
6 (20 nm) 0,61 0,90 0,00 37,5 96,8 +7
7 (20 nm) 0,42 0,00 0,58 11,0 34,5 +14
8 (20 nm) 0,00 1,00 1,00 1,1 50,4 +12
9 (20 nm) 0,62 0,73 0,43 214 70,9 +10

Tabelle 6.1: Normierte Absorptionsverhéltnisse der mehrfach angefarbten Nanospheres 6 bis 9
und der entsprechenden einfach angefarbten Typen 1, 3 und 5 fiir die Farbstoffe
Grin, Rot und Dunkelrot. Fir alle Typen normierte Maximalintensitaten unter
Einphotonen- und  Zweiphotonen-Anregung sowie Rotverschiebung der
Emissionsspektren.

Im Vergleich zu den Einphotonen-Emissionsspektren zeigen jene ber
Zweiphotonen-Anregung zwei Effekte. Erstens ist in allen Fallen das
Emissionsspektrum um 3 bis 17 nm rotverschoben (Tabelle 6.1). Trotz

Uberpriifung der Kalibration des Spektometers der Zweiphotonen-Anregung iber
die Bestimmung verschiedener Laserlinien kann bei derart kleinen Differenzen
nicht ausgeschlossen werden, dass der beobachtete Effekt von apparativen
Unterschieden herriihrt. Ahnliche Rotverschiebungen bei Fluorophoren wurden
bereits von Bestvater et al. beschrieben [109], hier zeigte ein Bodipy Farbstoff
die starkste Verschiebung mit 61 nm. Es wurde jedoch keine Erkldrung publiziert.
Weiterhin zeigt der Vergleich der funf verwendeten Farbstoffe (Typen 1 bis 5),
dass die relativen Fluoreszenzintensitaten bei der Einphotonen-Anregung von
Typ 1 nach Typ 5, d.h. von kurzwelliger zu langwelliger Anregung, abnimmt. Bei
der Zweiphotonen-Anregung ergibt sich eine genau gegenlaufige Tendenz,
wobei hierbei zu beachten ist, dass jeweils mit demselben Zweiphotonen-
Anregungslicht gearbeitet wird, und somit zwangslaufig nicht an den jeweiligen
Zweiphotonen-Absorptionsmaxima angeregt wird.

Bei den mehrfach gefarbten Nanospheres zeigt der Vergleich der Einphotonen-
Absorptionsspektren mit den Einphotonen-Emissionsspektren eine Tendenz,
nach der die relativen Anteile der Fluoreszenzintensitat kurzwellig emittierender
Fluorophore zugunsten der langwelliger emittierenden Fluorophore verschoben
werden. Da hierbei jeweils unterhalb des kurzwelligsten Absorptionsmaximums
angeregt wurde, ist die Fluoreszenz der langwelliger emittierenden Fluorophore
primar durch Energietransfer zu erklaren. Dies ist insbesondere gut bei den
doppelt angefarbten Typen 6 (Grin+Rot) und 8 (Rot+Dunkelrot) zu erkennen.
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Der Typ 7 (Grin+Dunkelrot) macht in der Hinsicht eine Ausnahme, als dass er
nur sehr wenig Transfer aufweist. Beim dreifach angefarbten Typ 9 fallt auf, dass
das rote Emissionsmaximum nahezu vollstdndig verschwindet. Aus den
Emissionsspektren ist bereits ersichtlich, dass die Typen 7 und 9 wahrscheinlich
nicht und die Typen 5 und 8 nur sehr schwer bei einer Einphotonen-Anregung
voneinander zu unterscheiden sind.

Bei den Zweiphotonen-Emissionsspektren ist die Bevorzugung der langwellig
emittierenden Fluorophore noch wesentlich starker ausgepragt. Wéhrend bei der
Einphotonen-Anregung noch teilweise starke Intensitdten der kurzwelliger
emittierenden Fluorophore zu beobachten sind, kann bei der Zweiphotonen-
Anregung effektiv nur noch das jeweils am langwelligsten emittierende
Fluorophor beobachtet werden. Dies flihrt dazu, dass die Typen 5, 7, 8 und 9, die
als langwelligsten Emitter das dunkelrote Fluorophor inkorporiert haben,
essentiell dasselbe Emissionsspektrum aufweisen. Gleiches gilt fur die Typen 3
und 6 mit dem roten Fluorophor. Die Ursache hiervon liegt in zwei Punkten. Die
Quanteneffizienz bei der Zweiphotonen-Anregung mit einer Zentralwellenlénge
von 830 nm steigt mit zunehmendem Emissionsmaximum der Fluorophore an
(Tabelle 6.1), wodurch sich ein Anteil der zusatzlichen Verschiebung erklaren
l&dsst. Das komplette Verschwinden aller kurzwelligeren Emissionen in den
mehrfach angefarbten Typen macht aber einen effizienteren Energietransfer
angeregter Zustande als weitere Ursache wahrscheinlich (siehe Kapitel 3.3.3).
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Abbildung 6.3: Spektraliberlappung der Farbstoffe 1, 3 und 5 (gelb-griin, rot, dunkelrot) in den

mehrfach angefarbten Nanospheres 6 bis 9 zur Abschatzung des Vorkommens
von hetero FRET.
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Die FRET-Effizienz hdngt im Wesentlichen von der Spektraliberlappung des
Emissionsspektrums des Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors
sowie dem durchschnittlichen Molekilabstand von Donor zu Akzeptor
zusammen.

In Abbildung 6.3 ist gut zu sehen, dass fur die Farbstoffkombinationen griin mit
rot sowie rot mit dunkelrot eine starke spektrale Uberlappung auftreten. Es liegt
auf der Hand, dass hier sehr effiziente Energietransferprozesse vom S¢-Zustand
des Donors, also dem kurzwelliger emittierenden Molekil, zum Sy-Zustand des
langwelliger emittierenden Akzeptors mdglich sind.

Mit den vom Hersteller angegebenen durchschnittlichen Fluorophoranzahlen pro
Partikel Nz und dem Kugelradius r, sowie der Annahme, dass die Fluorophore
statistisch verteilt sind, lasst sich durch L&ésen der Gleichung (6.1) ein
durchschnittlicher Fluorophorabstand ¢r; in dem Partikel berechnen. Hierbei

muss darauf geachtet werden, dass die Fluorophore auch auf dem &uRersten
Rand der Kugel liegen kénnen. Der Nominalradius der Kugel muss daher um den

durchschnittlichen Fluorophorabstand korrigiert werden.

4 3
VKugel _ 3 é a (I/' + ¢Fl) (6.1)
Ny Npy

Ppr = 3

Es ergeben sich durchschnittliche Fluorophorabstande fur die verschieden
grollen Nanospheres im Bereich von 3 bis 6 nm, was wiederum typischen
Férster-Radien entspricht, siehe Tabelle 6.4. Die spektrale Uberlappung sowie
die durchschnittlichen Fluorophorabstande erkldren somit den Energietransfer
der mehrfach angefarbten Typen 6, 8 und 9. Da der spektrale Uberlapp im Falle
der Kombination griin mit dunkelrot (Typ 7) sehr viel kleiner ist, erklart sich auch
der wesentlich geringere Energietransfer.

Der effizientere Energietransfer bei der gepulsten Zweiphotonen-Anregung lasst
sich durch das Aufkommen zuséatzlicher RET-Wege erkldren. Werden simultan
mehrere Fluorophore angeregt, so kann es zu RET zwischen den angeregten
Spezies kommen. Da hierfir die Uberlappung des Absorptionsspektrums der
jeweiligen angeregten Spezies mit dem Emissionsspektrum des Donors
verantwortlich ist, kbnnen hieraus andere Fdérster-Radien resultieren, die sich als
effektiver erweisen [56, 57].
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Aus den Absorptions- und Emissionsspektren der einfach angefarbten
Nanospheres in Abbildung 6.4 ist weiterhin ersichtlich, dass die verwendeten
Fluorophore nur einen geringen Stokes-Shift aufweisen und somit signifikante
Spektraliberlappungen zeigen. Dies fihrt dazu, dass es ihnen méglich ist einen
FRET-Homotransfer durchzufihren. Fir diese Art der Donor-Donor-
Energiewanderung in Bodipy Farbstoffen sind in der Literatur Férster-Radien von
47 bis 67 Angstrom zu finden [53, 110-112].
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Abbildung 6.4: Emissions- und Absorptionsspektren aller fiinf einfach angefarbten Typen. In
einem Graphen sind jeweils die Spektren desselben Farbstoffs mit
Kennzeichnung der Spektraltiberlappung, die das Energy Hopping erméglicht,
dargestellt.

Die Effizienz des Homotransfers lasst sich bei einem Férster-Radius von 60
Angstrom und einem Interfluorophorabstand von 4 nm mit Gleichung (3.8) auf
92 % abschatzen. Die Zeitkonstante des FRET kann mittels Gleichung (3.7) und
einer Donor-Fluoreszenzlebensdauer des freien Farbstoffs von 7, = 5ns auf
2,2ns’ Uberschlagen werden. Aufgrund der statistischen Verteilung der
Fluorophore werden immer auch kleinere Abstdande vorhanden sein. Des
Weiteren ist der Férster-Radius auch noch von der Orientierung der Fluorophore
zueinander abhangig. Dies fuhrt zu einem willkirlichen Weg der Energie durch
das Nanosphere, ahnlich der Brown’schen Diffusion von Teilchen in Lésung. Zu
Vergleichszwecken wird angenommen, dass die Energie einen geradlinigen Weg
zur Kugeloberflache nimmt von wo bevorzugt emittiert wird (siehe Kapitel 6.1.3).
Es resultieren fur ein im Mittelpunkt angeregtes Fluorophor bei den
verschiedenen Partikelgréf3en die folgenden Haufigkeiten fir den Homotransfer:
24 nm =5;43 nm =10; 100 nm = 24; 200 nm = 49.
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6.1.2 Zeitspuren und prozentuale Gesamtphotonenverteilung auf die
Detektoren

Um akkurate Aussagen bezuglich der Gesamtphotonenverteilung der einzelnen
Typen unter Zweiphotonen-Anregung machen zu kénnen und um einen ersten
Eindruck bezlglich der Photonenbursts bei Einzelpassagen von Nanospheres zu
erhalten wurden Messungen mit dem konfokalen Mikroskopaufbau durchgefihrt.
Insbesondere die Zeitspuren der mehrfachangeféarbten Nanospheres sind hierbei
von grofem Interesse. Die Abbildung 6.5 und die Abbildung 6.6 zeigen jene
Typen, die voneinander nicht zu unterscheiden sind. Die Energietransfer-
prozesse sind offenbar so effizient, dass jeweils nur der am langwelligsten
emittierende Akzeptor fluoresziert. In Abbildung 6.5 ist zu sehen, dass im
Vergleich der grun+rot gefarbte Typ 6 nicht mehr Zahlrate im griinen Kanal
aufweist als der nur rot geférbte Typ 3. In Abbildung 6.6 ist zu sehen, wie alle
Typen, die dunkelrote Fluorophore enthalten, jeweils nahezu nur Photonen-
zahlraten im dunkelroten Kanal zeigen und unabh&ngig von der weiteren
Farbung die beiden anderen Kanéle keine signifikanten Zahlraten aufweisen. Als
weiterer Faktor kommt hinzu, dass eben jene Fluorophore, die langwelliger
anzuregen sind, auch einen gréReren Zweiphotonen-Absorptionskoeffizienten
aufweisen.
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Abbildung 6.5: Ausschnitt aus den Zeitspuren der Typen 3 und 6 in den drei Detektoren.
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Abbildung 6.6: Ausschnitt aus den Zeitspuren der Typen 5, 7, 8 und 9 in den drei Detektoren.

Aus den so gemessenen Zeitspuren lassen sich nun die prozentualen
Gesamtphotonenverteilungen fir alle Typen unter Zweiphotonen-Anregung
ermitteln. Ein Vergleich der Resultate aus der Berechnung Uber Emissions- und
Filtertransmissionsspektren mit den Daten aus der Zeitspuranalyse (siehe
Tabelle 6.2), zeigt, dass insbesondere bei stark Uberlappendem Emissions-
spektrum eines Donor-Fluorophors mit dem Absorptionsspektrum eines
Akzeptor-Fluorophors nahezu nur der langwelligste Emitter zu beobachten ist.
Dies ist jeweils in den mehrfach angefarbten Typen 6, 8 und 9 der Fall, wobei
diese Nanosphere-Typen nicht mehr Uber die Donor-Fluoreszenz von dem
einfach angefarbten Nanosphere-Typ unterschieden werden kénnen. Allerdings
weist Typ 6 eine verdnderte prozentuale Gesamtphotonenverteilung in den
Kanale Rot und Dunkelrot auf. Die einzige mehrfach angefarbte Spezies, die nur
eine sehr geringe Spektraliberlagerung aufweist, ist der Typ 7. Hier ist
zumindest in der Summe Uber die Zeitspuren noch eine geringe Donor-
Fluoreszenz erkennbar.
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Uber Zeitspuren Uber Spektren
Typ Griin Rot Dunkelrot | Griin Rot Dunkelrot
1 91,8 49 3,2 95,0 50 0,0
2 75,9 19,1 50 73,2 25,2 1,5
3 1,2 71,1 28,5 0,3 91,4 8,3
4 2,8 24,9 72,3 0,0 34,3 65,7
5 24 0,6 97,0 0,0 0,0 100,0
6 5,0 56,9 38,1 21,5 73,3 53
7 12,0 0,0 88,0 70,7 0,6 28,7
8 2,7 3,4 93,9 0,1 57 94,2
9 6,9 2,3 90,8 73,4 1,7 24,9

Tabelle 6.2: Prozentuale Gesamtphotonenverteilung auf die drei Detektoren berechnet Uber
Spektren und Zeitspuren.

Bei naherer Betrachtung der auftretenden Fluoreszenzbursts lassen sich des
Ofteren Bursts, die wie der Typ 9 Burst in Abbildung 6.6 eine Art Blinking
aufweisen, finden. Da es sich hierbei um frei diffundierende Partikel handelt,
kann dies natirlich durch wiederholtes Hinein- und Hinausdiffundieren in das
Fokalvolumen erklart werden. Eine alternative Erkldrung stellt das Auftreten
eines sich im Triplett-Zustand befindenden Fluorophors dar, welches als
Energiefalle fir das Multifluorophorsystem tiber den Mechanismus der Singulett-
Triplett-Ausléschung fungieren kann [59]. Diese Hypothese kénnte durch
Messung immobilisierter Nanospheres bestétigt werden.

Bei den Bursts der mehrfach angeférbten Nanospheres die zumindest eine
gewisse Zahlrate des kurzwelliger emittierenden Fluorophors aufweisen fallt auf,
dass die Fluoreszenz des kurzwelliger emittierenden Fluorophors meistens am
Ende eines solchen Photonenbursts auftritt. Die Begrindung hierfir liegt
wahrscheinlich darin, dass durch Photobleaching oder Anregung die unmittelbare
Umgebung des Donor-Fluorophors von geeigneten RET-Akzeptoren befreit
wurde. Ob es sich hierbei um destruktives Photobleaching oder einen reversiblen
Sattigungsprozess handelt, lieRe sich ebenfalls durch Messungen an
immobilisierten Nanospheres zeigen.
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6.1.3 Gesamtfluoreszenzlebensdauern

1,04 Experimentelle Daten
| Monoexponentielle Anpassung
Biexponentielle Anpassung
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Abbildung 6.7: Fluoreszenzabklingkurven fiir die Typen 1 im griinen Detektor, 4 und 5 im
dunkelroten Detektor, in ihren jeweils starksten Detektoren zusammen mit einer
monoexponentiellen und einer biexponentiellen Anpassung.

Ein erstes Indiz bezlglich der Unterscheidbarkeit der Spezies Uber ihre
Fluoreszenzlebensdauern kann mit den Ensemblefluoreszenzlebensdauern der
einzelnen Typen in den jeweils fiir die Spezies dominanten Detektoren erhalten
werden. Der in Abbildung 6.7 sichtbare zeitliche Versatz der Abklingkurven hat
seine Ursache in Wegstreckenunterschieden des Fluoreszenzlichtes zu den
Detektoren. Der zuséatzliche Weg von 30 cm bis zum dunkelroten Detektor ergibt
mit der Lichtgeschwindigkeit von c¢ =299792 km/s eine Zeitdifferenz von
ungefahr einer Nanosekunde.

Besonders informativ wéren in diesen Messungen die Fluoreszenzlebensdauern
der Donor-Fluorophore in mehrfach angeférbten Typen, da sich hier eine kleinere
Zeitkonstante im Vergleich zum einfach angefarbten Typ aufgrund von FRET
ergibt. Da der Energietransfer jedoch hdéchst effektiv ist, kommen keine
ausreichenden Zahlraten fir eine entsprechende Auswertung zustande. Die
Auswertung der Fluoreszenzlebensdauern erfolgt nach dem in Kapitel 5.2
dargestellten Schema. Es wird sowohl mono- als auch biexponentielles
Abklingen mit dem Levenberg—Marquardt-Algorithmus angepasst. Generell
gelingt hierbei die biexponentielle Anpassung geringfligig besser. Die Daten der
monoexponentiellen Anpassungen sind von der Qualitdt der Anpassung an die
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Experimentaldaten etwas schlechter, weisen daftr aber durchgehend eine

geringere Streuung der angepassten Lebensdauern auf.
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Typ | Anpassung A T A, T2 R?

1 Monoexp. : 1 4,21 +/- 0,07 - - 0,9860
Biexp.: | 0,38 +/-0,04 | 1,46 +/- 0,11 | 0,62 +/- 0,04 | 5,88 +/- 0,29 | 0,9997

2 Monoexp. : 1 3,96 +/- 0,04 - - 0,9986
Biexp.: | 0,73 +/-0,08 | 3,01 +/-0,15 | 0,27 +/-0,08 | 7,78 +/-1,36 | 0,9998

3 Monoexp. : 1 4,36 +/- 0,05 - - 0,9994
Biexp. : - - - - -

4 Monoexp. : 1 3,64 +/- 0,03 - - 0,9988
Biexp.: | 0,37 +/- 0,20 | 2,06 +/- 0,50 | 0,63 +/- 0,20 | 4,86 +/- 1,07 | 0,9997

5 Monoexp. : 1 2,68 +/- 0,05 - - 0,9972
Biexp.: | 0,49 +/-0,18 | 1,58 +/- 0,25 | 0,51 +/- 0,18 | 4,51 +/-3,21 | 0,9998

6 Monoexp. : 1 4,09 +/- 0,05 - - 0,9991
Biexp. : - - - - -

7 Monoexp. : 1 2,33 +/- 0,03 - - 0,9934
Biexp.: | 0,55 +/-0,05 | 1,30 +/- 0,08 | 0,45 +/- 0,05 | 3,47 +/-0,24 | 0,9998

8 Monoexp. : 1 2,79 +/- 0,01 - - 0,9969
Biexp.: | 0,44 +/-0,08 | 1,55 +/-0,12 | 0,56 +/- 0,08 | 3,76 +/- 0,26 | 0,9999

9 Monoexp. : 1 2,74 +/- 0,02 - - 0,9966
Biexp.: | 0,49 +/-0,10 | 1,58 +/-0,17 | 0,51 +/- 0,10 | 3,88 +/- 0,39 | 0,9998

Tabelle 6.3: Ensemblefluoreszenzlebensdauern der Typen in den jeweils dominanten Detektoren
Uber monoexponentielle sowie biexponentielle Anpassung zusammen mit den
jeweiligen Bestimmtheitskoeffizienten bei einer Anregungsleistung von 150 mW.

Im Vergleich zu Literaturdaten bezuglich der Fluoreszenzlebensdauern von
Bodipy Farbstoffen in Losungen, die im Bereich von 4,0 - 6,5 ns liegen, fallt auf,
dass innerhalb der Nanospheres tendenziell kirzere Lebensdauern ermittelt
werden [110, 112-114]. Des Weiteren existiert ein schwacher Trend zu kiirzeren
Lebensdauern mit zunehmendem Emissionsmaximum. Um abzuschéatzen, ob
und in welchem Umfang die Anregungsleistung einen Effekt auf die angepassten
Fluoreszenzlebensdauern hat, wurden umfangreiche Messreihen der Einzeltypen
bei variierender Anregungsleistung durchgefihrt.

Die hieraus erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung 6.8 dargestellt. Hier lasst
sich erkennen, dass die Fluoreszenzlebensdauern der meisten Typen nahezu
unabhéngig von der Anregungsleistung sind. Aufféllig ist, dass die drei am
kurzwelligsten emittierenden Typen 1 bis 3 bei niedrigeren Anregungsleistungen
eine Abhangigkeit mit linearer Abnahme der Lebensdauer zeigen. Bei héheren
Leistungen wird bei Typ 1 und 3 dann ein Plateau erreicht wahrend bei Typ 2 die
Abhé&ngigkeit sogar wieder in einen linearen Anstieg Ubergeht. Die Absenkung
der Lebensdauer mit zunehmender Anregungsleistung bei den schlechter
anzuregenden Fluorophoren ist ein weiteres Indiz daflir, dass bei hoher gepulster
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Anregungsleistung zusatzliche RET Wege eréffnet werden, die die Lebensdauer
verkirzen. Gerade die schlechter anzuregenden Fluorophore werden erst bei
héherer Anregungsleistung die Bedingung, zwei Fluorophore simultan in héheren
Anregungszustédnden zu haben, erflllen kénnen. Interessanterweise weist der
Typ 6, der als Kombination aus 1 und 3 betrachtet werden kann, keinen
entsprechenden Trend auf. Bei den langwelliger emittierenden Nanospheres ist
auffallig, dass die Typen 5, 8 und 9, die das dunkelrote Fluorophor beinhalten,
sehr ahnliches Verhalten und Absolutwerte zeigen, wahrend der Typ 7, der
ebenfalls dieses Fluorophor aufweist, eine um 0,3 ns kirzere Lebensdauer zeigt.
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Abbildung 6.8: Fluoreszenzlebensdauern nach monoexponentieller Anpassung der einzelnen
Typen im jeweils dominanten Detektor als Funktion der Anregungsleistung.
Gezeigt sind jeweils die Mittelung aus 15 Einzelmessungen zusammen mit der
daraus ermittelten Standardabweichung als Fehlerbalken.

Da die 20 nm Nanospheres eine relativ grolle Varianz bezlglich der
tatsachlichen PartikelgrélRe aufweisen (Variationskoeffizient CV = 20 %) wurden
aullerdem noch Vergleichsmessungen mit grélieren Nanospheres durchgefihrt,
um mdgliche Effekte der Partikelgrof3e zu quantifizieren. Aus der Tabelle 6.4
geht eine klare Tendenz bezuglich Partikelgrofle eines Typs und der
resultierenden Fluoreszenzlebensdauer 7z hervor. Aus den nach (6.1)
berechneten Ergebnissen fir den durchschnittlichen Fluorophorabstand ist
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ersichtlich, dass sich der zu beobachtende Unterschied in den Fluoreszenz-
lebensdauern nicht mit einem besseren Energietransfer aufgrund von kleineren
Fluorophorabstanden erklaren lasst, da fir alle Nanosphere-Gréfden &hnliche
Werte berechnet wurden und die geringen vorhandenen Unterschiede nicht mit
den Trends der Lebensdauern korrelieren.

Der biexponentielle Abfall der Fluoreszenzabklingkurven weist jedoch auf zwei
Subpopulationen an Fluorophoren hin. In der Tat liegt es nahe, zwei Arten von
Fluorophoren zu postulieren. Zum einen solche, die am Rand der Kugel liegen
und somit durchschnittlich weniger RET Partner in ihrer Nahe haben, aber in
Kontakt mit dem umgebenden Lésungsmittel sein kénnen. Zum anderen solche,
die im Inneren der Kugel liegen, daher von anderen Fluorophoren
eingeschlossen sind und starker gequencht werden, siehe Abbildung 6.9.

Abbildung 6.9: Schematische Darstellung der untersuchten Typ 1 Nanospheres der Gré3en 20,
40, 100 und 200 nm mit Kugelkern und Kugelschale, die die Aufenthalts-
volumina der zwei Subpopulationen zeigen.

Uber den berechneten durchschnittlichen Fluorophorabstand lassen sich die
entsprechenden Aufenthaltsvolumina der Populationen Vgae und Ve
berechnen (6.2). Anschliel3end lassen sich sowohl fir die Kugelschale als auch
fur das Innere der Kugel absolute Anzahlen fir die jeweiligen Fluorophore
berechnen sowie direkt der Quotient R, gebilden werden (6.3).
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VSchale (6.3)

VKern
Die hierbei erhaltenen Verhaltnisse korrelieren linear mit den kleiner werdenden
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Fluoreszenzlebensdauern der monoexponentiellen Anpassung fur die
Nanospheres der Grélien 20, 40 und 100 nm. Fir die 200 nm Partikel wird dann
abweichend hiervon ein noch starkerer Abfall beobachtet.
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Abbildung 6.10: Links, normierte Fluoreszenzabklingkurven der vier Typ 1 Nanospheres bei
170 mW Anregungsleistung, 1:1000 Verdidnnungen und starker Signal-
schwéachung durch Graufilter. Rechts, mono- und biexponentielle Anpassungs-
ergebnisse als Funktion des Fluorophorverhaltnisses Schale zu Kern.

Durch eine genaue Betrachtung der Abklingkurven in Abbildung 6.10 und dem
Vergleich insbesondere der Resultate flir die exaktere biexponentielle
Anpassung, fallt auf, dass sich, zumindest fir die Nanospheres der Gré3en 20,
40 und 100 nm, klare Tendenzen ergeben.
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Partikel NFIuo. T rien® \"/ 2 ¢Fl RA"
(< in nm) [ns] [1000nm™] [nm]
1a (24 nm) 180 3,45 4.2 3,98 3,58
1b (43 nm) 350 2,99 33,5 5,92 1,87
1c (100 nm) 7400 2,56 503,6 4,52 0,32
1d (200 nm) 110000 2,27 4186,6 3,45 0,11
3 (20 nm) 180 4,4 4,2 3,98 3,58
3b (43 nm) 350 4,0 33,5 5,92 1,87
5 (20 nm) 180 2,8 4,2 3,98 3,58
5b (43 nm) 350 2,2 33,5 5,92 1,87

Tabelle 6.4 : Fluoreszenzlebensdauern der monoexponentiellen Anpassungen als Funktion der
PartikelgréRen (24, 43, 100, 200 nm). Berechnete Partikelvolumina,
Fluorophorabstande und Fluorophorverhaltnisse.

Aufgrund der héheren Anzahl benachbarter RET Partner ist anzunehmen, dass
die Population mit der kirzeren Lebensdauer im Kugelkern vorliegt. Das erklart
auch die Zunahme der Amplitude dieser Lebensdauerkomponente mit
zunehmender Kugelgréfe. Die Population mit der ldngeren Lebensdauer ist
demnach in der duReren Kugelschale zu finden.

Die Verkirzung der Lebensdauer der Schalenpopulation kann durch
geometrische Betrachtung erklart werden. Der innersphérische Einflussbereich
zu den jeweils ndchsten RET Partnern eines sich auf der Kugeloberflache
befindenden Fluorophors ist ein Kugelsektor. Hierbei stellt das Fluorophor selber
den Mittelpunkt dar, der durchschnittliche Flurophorabstand den Radius des
Einflusskugelsektors und der Radius des Nanopartikels bedingt den maximalen
Offnungswinkel. Mit zunehmendem Partikelradius nahert sich dieser Kugelsektor
einer Halbkugel an. Die Argumentation beziglich der Lebensdauer ist hierbei,
dass ein grolleres Einflussvolumen wiederum mit einer Zunahme potentieller
RET Partner einhergeht, wsas wiederum die Lebensdauer verkurzt.

Die sich im Kugelkern befindenden Fluorophore erfahren bezlglich des
Einflussvolumens der Fluorophore keinerlei Veranderungen. Daher sollte diese
Lebensdauerkomponente im Prinzip konstant bleiben. Wie lasst sich also die
zunahme der Lebensdauer erkldren? Die genaue Untersuchung der
Amplitudenverhéltnisse der Einzelkomponenten zeigt, dass sie zwar dem durch
geometrische Schlussfolgerungen rationalisiertem Trend folgen, dies aber in
einem wesentlich geringeren Male tun, als durch die tatsachlichen
Volumenverhaltnisse von Kugelkern zu Kugelschale zu vermuten ist. Eine
Erklarung diesbezlglich ist, dass bevorzugt Uber die Fluorophore der
Kugelschale emittiert wird. Im Kugelkern angeregte Fluorophore wirden
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demnach Uber multiples Energy Hopping ihre Energie an die aulieren
Fluorophore abgeben, welche dann die Energie als Photonen emittieren. Die
zuvor bestimmten Fluorophorabstdande und die in Abbildung 6.4 dargestellten
Spektraliberlappungen machen einen sehr effizienten Homotransfer
wahrscheinlich. Da die Wahrscheinlichkeit dieses Prozesses direkt mit der
Anzahl potentieller RET-Partner innerhalb eines bestimmten Abstands
zusammenhangt, wird auch klar, warum bevorzugt von der Kugelschale emittiert
wird. Da sich durch die FRET-Prozesse ein Zeitversatz proportional zur Anzahl
der Transfere ergibt, kann vermutet werden, dass die Erhdéhung der
Lebensdauerkomponente der Kernpopulation hierdurch verursacht ist. Die Daten
der 200 nm Nanospheres sind mit den zuvor beschriebenen Schlussfolgerungen
nicht ohne weiteres zu erklaren. In einer Veréffentlichung von Schniepp et al.
wurden starke Verhaltensunterschiede aufgrund des Ubergangs der
PartikelgroBe vom Uberwellenldngenregime der Mie-Resonatoren zum
Unterwellenlangenbereich gezeigt. Der Durchmesser von 200 nm bei einer
Anregungswellenlédge von 830 nm macht diese Erklarung aber unwahrscheinlich
[115]. Eine weitere mdgliche Rationalisierung wéare, dass in haufig nur Teile der
relativ gro3en Nanopartikel in das Fokalvolumen eindringen und ein Grol3teil der
Energie aus diesem illuminierten Bereich in die Partikelvolumina die sich nicht im
Fokalvolumen befinden transferiert wird aus welchem dann die abgegebene
Fluoreszenz nicht mehr detektiert wird. Dieser Begriindung entsprechend musste
eine Antiproportionalitat zwischen maximaler Bursthéhe und BIFL bestehen, die
Daten der Fluoreszenzbursts der 200 nm Nanospheres zeigen allerdings keine
Korrelationen von GréRe oder Bursthéhe mit den Einzelburstfluoreszenz-
lebensdauern.

Der Vergleich der ,Typ 1a“ 20 nm gro3en Nanospheres mit jenen aus dem
Multiplexing-Set (Typ 1), zeigt, dass sie eine kirzere Fluoreszenzlebensdauer
und zugleich eine héhere Partikelhelligkeit (15000 Cpp / 10000 Cpp; bei 100 mW
Anregungsleistung, ohne Filterabschwachung) aufweisen. Die Schlussfolgerung
ist, dass bei den helleren Partikeln eine hdhere Fluorophorkonzentration und
demnach auch ein kleinerer durchschnittlicher Fluorophorabstand vorliegt, was
zu verbessertem Quenching und kirzeren Lebensdauern fuhrt.
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6.1.4 FCS-Messungen

Uber die FCS-Messungen lassen sich sowohl die durchschnittliche Teilchenzahl
im Fokalvolumen als auch die charakteristischen Diffusionszeiten der
fluoreszierenden Partikel mit der Gleichung (3.23) berechnen. Ersteres
ermoéglicht es, akkurat die Proben so zu verdlinnen, dass sie einheitliche
Konzentrationen aufweisen und zugleich einzelne Diffusionsereignisse in den
Zeitspuren zu beobachten sind. Uber die Diffusionszeiten wiederum lésst sich
eine Aussage Uber die durchschnittliche Teilchengréfle treffen. Somit kann
Uberpruft werden, ob die Proben monodispers vorliegen und in der weiteren
Anwendung koénnen Aussagen Uber die PartikelgréRe bei Aggregationen
getroffen werden.

Typ 1
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Abbildung 6.11 : Abh&ngigkeit der nach Gleichung (3.23) angepassten Diffusionszeiten von der
Anregungsleistung fir alle neun verschieden angefarbten Nanospheres.
Gezeigt ist jeweils der Mittelwert aus 15 Messungen mit der Standard-
abweichung als Fehlerbalken. Im rechten Graphen sind alle Typen gezeigt, die
einen dunkelroten Farbstoff inkorporiert haben und im linken Graphen alle
anderen Typen. Den Mittelwerten wurde eine Gerade angepasst und diese
zum Y-Achsenabschnitt verlédngert.

Im Theoriekapitel 3.6.1 zu FCS wurden die Diffusionszeiten fir 24 nm Partikel
mit 2,2 ms und far 43 nm Partikel mit 4,0 ms Uber die Stokes-Einstein-Gleichung
abgeschétzt (siehe Abbildung 3.7). Es fiel auf, dass insbesondere bei hohen
Anregungsleistungen die Abweichungen von diesen Schatzwerten mit den
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langwelliger emittierenden Nanospheres systematisch zunahmen. Um diesen
Effekt genauer zu untersuchen, wurden Messungen mit allen verschieden
angefarbten Nanospheres unter variierender Anregungsleistung gemacht. Uber
die Y-Achsenabschnitte der Anpassungsgraden in Abbildung 6.11 bei einer
theoretischen Anregungsleistung von 0 mW |&sst sich die Partikelgréfie
abschatzen, ohne dass Effekte wie eine optische Falle oder Sattigung der
Fluorophore eine Rolle spielen.

Die Y-Achsenabschnitte zeigen diesbezuglich einige Auffalligkeiten. Wie erwartet
weicht der Typ 2 in seinem Absolutwert von allen anderen signifikant ab, da es
sich hierbei um ein 40 nm Partikel handelt. S&mtliche Typen aus dem
Multiplexing Set (Typen 1,3,5,6,7,8 und 9) weisen vergleichbare Diffusionszeiten
auf, wobei jene Typen, die den dunkelroten Farbstoff enthalten, geringfiigig
grolkere Werte liefern. Da es sich hierbei wahrscheinlich um Partikel einer
Charge handelt, die alle dieselben durchschnittliche Partikelgrofle aufweisen
sollten, kann dieser Unterschied z.B. dadurch begriinden werden, dass der
relevante Detektor besser justiert war. Die 20 nm grofden Typ 4 Nanospheres,
die aus einer anderen Charge stammen, weisen einen etwas kleineren Wert auf.

Typ GréRe Tdiff(0) Amax Steigung
[nm] [ms] [nm] [ms/W]
1 20 2,65 +/- 0,24 503 0,04 +/-2,2
2 40 4,67 +/- 1,30 540 19,8 +/-9,6
3 20 3,16 +/- 0,75 577 22,4 +1- 6,2
4 20 2,37 +/- 0,62 620 27,7 +1-8,7
5 20 3,29 +/- 0,94 660 40,3 +/- 8,4
6 20 2,73 +/- 0,49 504 + 578 18,2 +/- 4,5
7 20 3,16 +/- 0,75 504 + 658 32,3 +-7,1
8 20 3,18 +/- 0,40 580 + 660 24,6 +/- 4,0
9 20 3,22 +/- 0,62 504 + 580 + 660 33,0 +/- 6,0

Tabelle 6.5 : Zusammenfassung der Resultate aus den Linearanpassungen der Diffusionszeiten
in Abhangigkeit von der Anregungsintensitét. Zu beachten ist die Korrelation von
GréRe und extrapolierten Diffusionszeiten sowie der Zusammenhang von
langwelligstem Absorptionsmaximums mit der Steigung der Anpassungsgerade.

In Tabelle 6.5 ist auffallig, dass die Steigungen der Linearanpassungen der
einfach angefarbten Typen 1 bis 5, offensichtlich mit langwelligerem Absorptions-
maxima der Fluorophore ansteigen. Insofern korreliert der Effekt der
Anregungsleistung auf die Diffussionszeiten fur diese Typen sehr gut mit den in
Kapitel 6.1.1 ermittelten Anregbarkeiten der Fluorophore unter Zweiphotonen-
Anregung. Dies weist auf eine VergréRerung des Fokalvolumens fur das
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jeweilige Fluorophor hin, wie z.B. in [90, 100, 101] beschrieben. Abbildung 6.12
zeigt beispielhaft fir den Typ 5 die FCS-Kurven bei variierender Anregungs-
leistung. Die Amplituden der FCS-Kurven nehmen mit zunehmender Leistung ab,
wahrend die angepassten Diffusionszeiten ansteigen. Nimmt die Diffusionszeit
linear mit der Steigung S zu, so bedeutet dies flr den Fokalradius ro eine
Zunahme nach Gleichung (3.21) mit $"°. Da die Amplitude antiproportional zum
Fokalvolumen sein muss und dieses wiederum proportional zum Wachstum der
Halbachsen des Ellipsoiden, muss die Amplitude folglich mit $** sinken. Eben
diese Verhaltensweisen finden sich in den beiden unteren Graphen der
Abbildung 6.12 wieder.

(]
() o°
2 3 200
= =
3 £
< 2 © 0.6
t
2
1. £ 0,3
o
2
1E-5 1E-3 0,1 10 1E-5 1E-3 0,1 10
Zeitin s Zeitins
o 1
o »
z, E
-y =P\
£ - 10
< B
I7)
=2
£
1 - . O 6]
50 100 150 200 50 100 150 200
Anregungsleistung in mW Anregungsleistung in mW

Abbildung 6.12: FCS Kurven der dunkelrot einfach angefarbten Typ 5 (20 nm) Nanospheres im
dunkelroten Detektor bei variierender Anregungsleistung. Links oben,
unnormierte Kurven zeigen den Effekt auf die mittlere Teilchenzahl im
Fokalvolumen. Rechts oben, normierte Kurven verdeutlichen die Abhangigkeit
des Parameters Diffusionszeit. Die unteren Graphen zeigen die Abhangigkeiten
der angepassten Parameter Diffusionszeit und Amplitude (inverse Teilchenzahl)
von der Anregungsleistung.

Weiterhin lasst sich in Tabelle 6.5 fur die mehrfach angefarbten Typen sehen,
dass die Steigungen ihrer Linearanpassungen jeweils zwischen den Werten der
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einfach angefarbten Typen liegen, deren Farbstoffe sie enthalten. Die
Begriindung hierfir findet sich darin, dass die Anregung von peripher
passierenden Fluorophoren nicht nur von Anregungsleistung und Anregbarkeit
des Typs abhangt, sondern ebenfalls von der lokalen Konzentration des
Fluorophors. Des Weiteren sollten sich fir die mehrfach angefarbten
Nanospheres zwei Intensitdtsniveaus ergeben, da die verschiedenen
Fluorophore ineinander verschachtelte verschieden groRe Fokalvolumina
aufweisen. Zuerst tragt nur das leichter anzuregende Fluorophor zur Intensitét
bei. Dringt das Partikel weiter in Richtung des Zentrums des Fokalvolumens ein,
so passiert es die Anregungsgrenze des schwerer anzuregenden Fluorophors,
welches dann tUber FRET zur Intensitat des ersten Fluorophors beitragt. Sind die
Unterschiede der Fokalvolumina sehr grof3, so kann es dazu kommen, dass zur
Auswertung hauptsachlich Passagen des leichter anzuregenden Fluorophors
beitragen, welche nicht in das spezifische Fokalvolumen des schwerer
anzuregenden eindringen.

Es ergeben sich aus diesen Grinden Zwischenwerte der Steigungen der
Linearanpassungen der einfach angefarbten Nanospheres, wobei die Tendenz
zu einem der beiden Werte von den Fluorophorverhdltnissen und den
Unterschieden der involvierten Fokalvolumina der beteiligten Spezies abhéngt.

6.1.5 Auswahl der Typen fiir die Burstidentifiktionsanalyse

Aus den zuvor dargestellten Charakterisierungen der einzelnen Typen geht klar
hervor, dass mit dem momentanen System die Partikel jeweils nur anhand des
am langwelligsten emittierenden Fluorophors zu identifizieren sind.
RET-Prozesse und die jeweils schwéachere Anregbarkeit der kurzwelliger
emittierenden Fluorophore fihren dazu, dass die mehrfach angefarbten Typen
dasselbe Emissionsmuster wie die einfach angefarbten Typen aufweisen. Daher
kénnen sie nicht von den jeweils einfach angefarbten Typen anhand ihrer
Detektierbarkeit in den Detektoren unterschieden werden. Die Fluoreszenz-
lebensdauer scheidet als Differenzierungswerkzeug ebenfalls aus, da nur die
Akzeptorfluoreszenz in den mehrfach angeférbten Partikeln beobachtet werden
kann und diese kaum durch den Donor beeinflusst wird. Die Auswahl der Typen
fur die parallelisierte Detektion ist somit auf die finf einfach angefarbten
Nanospheres beschrankt.
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6.2 Charakterisierung der Filterverteilungen

6.2.1 Charakteristika der Lebensdauerfilter

Der Lebensdauerfilter versucht mittels der typenspezifischen Photonenburst-
Fluoreszenzlebensdauer nach der in Kapitel 5.7.1 beschriebenen Methodik den
detektierten und validierten Bursts Identitdten zuzuweisen. Um Aussagen
bezlglich der Effizienz der Filterfunktion basierend auf den BIFL-Verteilungen
der einzelnen Typen zu machen, muss zunachst von jedem Typ eine statistisch
aussagekraftige Anzahl Bursts untersucht und die BIFL-Werte in Histogrammen
kumuliert werden. Dann I&sst sich anhand der Streuung und der Uberschneidung
der resultierenden Verteilungen sehen, ob hiertiber effektiv zwischen den Typen
unterschieden werden kann.
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Abbildung 6.13: Histogramme der Einzelburst-Fluoreszenzlebensdauern BIFL der funf
ausgewahlten Typen mit einer Mindesthéhe von 20 Photonen und einer
Mindestgrée von 150 Photonen und die berechnete GauR-Verteilungen.

Bei der Begutachtung der Verteilungen in Abbildung 6.13, fallt sofort auf, dass
die Verteilungen eine grolie Varianz aufweisen. Bezlglich des Herstellers ist die
Streuung der PartikelgréRe der 20 nm Partikel mit einem Variationskoeffizienten
von 20 % angegeben. Dieser ist als Verhaltnis der Standardabweichung zum
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Erwartungswert definiert. Wie bereits in Kapitel 6.1.3 gezeigt, ist die
Fluoreszenzlebensdauer abhdngig von der Partikelgrole und daher ist von
dieser Seite her bereits mit einer Streuung der BIFL-Werte zu rechnen. Des
Weiteren hat sich in den Ensemble-Messungen gezeigt, dass bei den Typen 1
bis 3 die Fluoreszenzlebensdauer bei niedrigen Anregungsleistungen abhé&ngig
von der Anregungsleistung ist. Daher werden Fluoreszenzbursts, die aus
peripheren Passagen herriihren und daher eine geringere Anregungsleistung
erfahren  haben, eine andere Fluoreszenzlebensdauer zeigen, als
Fluoreszenzburst die durch Passagen durch das Zentrum des Fokalvolumens
entstanden sind.

Aus dieser Argumentation folgt, dass die Streuung der BIFL-Werte bei den
leichter anzuregenden Typen 4 und 5 kleiner sein sollte als bei den schwerer
anzuregenden Partikeln 1 bis 3. Die Halbwertsbreiten der Gau3-Anpassungen in
Abbildung 6.13 korrelieren gut mit den in 6.1.3 beobachteten Abhé&ngigkeiten von
der Anregungsleistung der Typen 1 bis 3. Die Typen 4 und 5 folgen trotz nicht zu
beobachtender Abhé&ngigkeiten in den Ensemble-Messungen ebenfalls dem
Trend der Halbwertsbreiten.

Werden die Gesamtlebensdauern 7., der Messserien, die zu den Histogrammen
gefuhrt haben, mit den Zentralwerten 7. der GaulR-Anpassungen
(4,21; 3,96; 4,36; 3,64; 2,68 ns) verglichen, so fallt auf, dass die Zentralwerte
generell etwas niedriger liegen. Da der Hauptunterschied in der Bestimmung
dieser zwei Lebenszeiten in der Selektion von bestimmten Photonen liegt ist
anzunehmen, dass die Abweichungen durch den Burstselektionsprozess bedingt
sind. Daher wurden weitere Auswertungen durchgefiihrt, bei denen eben diese
Auswahlkriterien variiert wurden.

Parameter, die die Fluoreszenzlebensdauer einzelner Photonenbursts
beeinflussen, sind die Fluorophorkonzentration, die PartikelgréRe und die
Partikeltrajektorie. Alle diese beeinflussenden Parameter spiegeln sich ebenfalls
in der maximalen Bursthéhe wieder.

Abbildung 6.14 zeigt wie eine zunehmend strengere Auswahl der Bursts mittels
des  Kriteriums  ,Mindestbursthéhe® zu  einer  Verschiebung  der
Zentrallebensdauer in den Histogrammen fiihrt. Dieser Effekt kann fir alle Typen
beobachtet werden, was bedeutet, dass die Abhéangigkeit von der
Anregungsleistung in den Ensemble-Messungen fir die Typen 4 und 5
wahrscheinlich nur durch die starkeren Emissionen der Bursts, die aus zentralen
Passagen resultieren, Uberdeckt wurde.
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Abbildung 6.14: Links, GauR-Anpassungen der BIFL Verteilungen von Typ 2 Nanospheres bei
Burstmindesthéhen von 10 bis 350 Photonen in Schritten von jeweils 10
Photonen. Die Zentralwerte der Anpassungen sind als Ortslinie miteinander
verbunden. Rechts, zentrale Fluoreszenzlebensdauern und Burstanzahlen als
Funktion der Burstmindesth&he fur alle finf Typen.

Weiterhin zeigt Abbildung 6.14 wie die strengere Auswahl der Photonenbursts zu
kleineren Maximalwerten und Halbwertsbreiten der Gaul3-Anpassungen fihrt. Im
Graphen der Abhé&ngigkeit der Burstanzahl von der Burstmindestgréfie Iasst sich
anhand der X-Achsenabschnitte sehen, dass die Helligkeit der Partikel mit
l&ngerwelliger Emission grof3er ist. Zur Vergleichbarkeit muss der Typ 2 hierbei
mit dem Faktor 0,5 korrigiert werden, da es sich um ein 40 nm Partikel mit der
doppelten Fluorophorbeschickung handelt.

Durch die dhnlichen Ensemble-Fluoreszenzlebensdauern und die durch Varianz
der Partikelgrélie sowie Abhangigkeit von der Anregungsleistung verursachten
Streuung der BIFL-Werte ergeben sich breite Verteilungen, die eine grofRe
Uberschneidung aufweisen. Daher eignet sich der Lebensdauerfilter nicht zur
alleinigen Identifikation der Photonenbursts, kann aber als unterstitzender Filter
mit den anderen Filtern kombiniert werden.
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6.2.2 Charakteristika der Verhéltnisfilter

Der Verhaltnisfilter versucht mittels der typenspezifischen Photonenemissionen
in die drei Detektoren nach der in Kapitel 5.7.1 beschriebenen Methodik Uber die
Verhéltnisse der detektierten Photonen (BICR, Burst Integrated Count Ratio),
den Bursts Identitdten zuzuweisen. Auch fur die Verhaltnisfilter resultieren durch
die Auswertung einer statistisch aussagekréftigen Anzahl Bursts in Proben eines
Typs charakteristische BICR-Verteilungen, welche es ermdéglichen, Aussagen
bezlglich der Anwendbarkeit und Effizienz der Filter zu treffen.
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Abbildung 6.15: Histogramme der beiden Einzelburstphotonenverhaltnisse ,BICR* der im
grinen Kanal detektierbaren Typen 1 und 2.

In Abbildung 6.15 sind die Verteilungen der im grinen Detektor evaluierten
Photonenbursts der Typen 1 und 2 dargestellt. Die BICR1-Verteilungen mit dem
Nebensignal 1 des roten Kanals zeigen nahezu keine Uberschneidungen. Die
BICR2-Verteilungen des dunkelroten Kanals hingegen weisen signifikante
Uberschneidungen auf. In den meisten Féllen wird es méglich sein, Uber die
Kombination der beiden Filterverteilungen die Identifikation eines Photonenbursts
durchzufihren.
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Roter Detektor = Hauptsignal
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Abbildung 6.16: Histogramme der beiden Einzelburstphotonenverteilungen ,BICR* der im roten
Kanal detektierten Bursts.

Bei den in Abbildung 6.16 dargestellten BICR-Verteilungen der drei im roten
Kanal detektierbaren Photonenbursttypen féllt als erstes das Fehlen des Typs 2
im linken Teil und des Typs 4 im rechten Teil auf. Dies liegt daran, dass es sich
hierbei um sekundére Bursts handelt, die in den entsprechenden Verteilungen
eine wesentlich starkere Zahlrate im Nebensignal aufweisen und daher BICR-
Werte von uber 2 generieren. Tritt im Burstidentifikationsprozess ein solcher
BICR-Wert auf, so wird er invertiert und die jeweils relevanten Filter der priméren
Bursts angewendet.

Die BICR2-Verteilungen der Typen 2 und 3 mit dem Nebensignal 2 im
dunkelroten Kanal weisen eine nahezu hundertprozentige Ubereinstimmung auf,
jedoch lassen sich die beiden Typen effektiv Gber die BICR1-Verteilungen
differenzieren. Fir die Unterscheidung der Typen 3 und 4 ermdéglichen die
BICR1-Verteilungen bereits eine relativ gute Differenzierung. Uber die BICR2-
Verteilungen kénnen die beiden Typen dann eindeutig unterschieden werden.
Das Auftreten zweier Maxima fir die Typen 2 und 3 im rechten Graphen der
Abbildung 6.16 kann so erklért werden, dass die Detektorflachen der involvierten
APDs jeweils leicht seitenversetzt zum Abbildungsquerschnitt der detektierbaren
Fluoreszenz justiert waren und somit abhangig vom Weg des Partikels durch das
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Fokalvolumen verschieden starke Nebensignale detektierbar waren. Da jedoch in
keiner weiteren Detektorkombination mehr als eine Maximum fir einen Typen
nachzuweisen war, ist diese Erklarung fraglich.

Dunkelroter Detektor = Hauptsignal
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Abbildung 6.17: Histogramme der beiden Einzelburstphotonenverteilungen ,BICR® der im
dunkelroten Kanal detektierten Bursts.

In den BICR1-Verteilungen mit dem Nebensignal 1 im grinen Kanal zeigen sich
nur sehr geringe Unterschiede fur die Typen 3 bis 5, da sie aufgrund ihrer
Emissionsspektren und des gewahlten Filtersystems nicht in den grinen
Detektor emittieren. Der Typ 2 taucht hier nicht auf, da es sich um tertidre Bursts
mit héheren Zahlraten im Nebensignal handelt. Die Typ 2 Bursts kbnnen daher
Uber die BICR1-Verteilungen sehr gut von den anderen drei Typen
unterschieden werden, was insbesondere vom Typ 3 mit den BICR2-
Verteilungen sonst nicht méglich wéare. Die Differenzierung der Typen 3 bis 5
untereinander gelingt dann mit den BICR2-Verteilungen mit dem Nebensignal 2
im roten Detektor, welche nahezu keine Uberschneidungen untereinander
aufweisen.

Zusammenfassend zeigen die BICR-Verteilungen der unterschiedlichen
Nanosphere-Typen in den Detektoren, dass mit den Verhéltnisfiltern eine
effektive Identifikation einzelner Photonenbursts mdéglich ist. Hierbei kann aber
noch keine Aussage bezlglich moéglicher Stéreinfliisse in den parallelisierten
Messungen getroffen werden.
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6.2.3 Charakteristika der Segmentfilter

Der Segmentfilter versucht mittels der typenspezifischen Photonenemissionen in
die drei Detektoren nach der in Kapitel 5.7.2 beschriebenen Methodik den Bursts
Identitdten zuzuweisen. Hierbei werden die Bursts in 1 ms Segmente unterteilt
und die einzelnen Segmente eines Bursts hinsichtlich der Nebensignale
untersucht.

Aus der Auftragung der fir die Segmentfilter ermittelten Mittelwerte und
Standardabweichungen fiir die beiden Nebensignale, lasst sich abschéatzen
inwiefern die Verteilungen streuen und sich Uberschneiden. Dann kd&nnen
Aussagen getroffen werden, ob die Filter zur Burstdifferenzierung geeignet sind.
Weiterhin kénnen mit den aus Linearanpassung ermittelten Parametern
idealisierte  Bursts des jeweiligen Detektors zusammen mit den
Konfidenzbereichen fir die beiden Nebensignale visualisiert werden.

Hauptsignal = Griiner Detektor
Nebensignal 1 = Roter Detektor
Nebensignal 2 = Dunkelroter Detektor
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Abbildung 6.18: Ausschnitte aus den beiden Verteilungen der Segmentfilter fiir die Typen 1 und
2. Die Hauptsignal-Photonen pro Segment im griinen Burstdetektor sind gegen
die Nebensignale pro Segment im roten und dunkelroten Detektor aufgetragen.
Die Graphen bestehen jeweils aus den Mittelwerten des Nebensignals und den
ermittelten Standardabweichungen.

Im grinen Detektor treten nur Bursts der Typen 1 und 2 auf, wobei sich die
beiden Typen primar Uber das Nebensignal 1 im roten Kanal differenzieren
lassen. Das Nebensignal 2 im dunkelroten Kanal der beiden Typen weist eine
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relativ hohe Uberlappung auf, ist aber dennoch nicht génzlich ungeeignet fir die
Differenzierung. In Tabelle 6.6 sind die Parameter aus den Linearanpassungen
der relevanten Segmentfilter dargestellt, welche zur Extrapolation der Daten fiir
hoéhere Zahlraten verwendet werden. Diese resultieren bei den Typ 1 Bursts aus
der Anpassung der Werte von 0 bis 75 Photonen pro Segment und bei den Typ 2
Bursts aus einer Anpassung der Werte von 0 bis 150 Photonen pro Segment
(siehe Abbildung 6.18).

Filter Wert Nebensignal 1 (Rot) Nebensignal 2 (Dunkelrot)
Steigung 1 Y1(0) Steigung 2 Y2(0)

1-G X 0,047 0,28 0,041 0,76

c 0,046 0,55 0,04 0,86

2-G X 0,20 0,80 0,10 0,87

c 0,07 0,94 0,06 0,94

Tabelle 6.6: Parameter der Linearanpassungen von Mittelwert und Standardabweichung der
beiden Nebensignale im roten und dunkelroten Detektor fur die im griinen Detektor
detektierbaren Typen 1 und 2.

Die Anwendung der so gefundenen Parameter auf einen idealisierten
gauldférmigen Photonenburst im griinen Detektor resultiert in den in Abbildung
6.19 dargestellten Photonenbursts. Es lasst sich hierbei erkennen, dass die
Typen zwar relativ unterschiedlich sind, es aber bei schlechter Datenqualitat im
Grenzbereich zwischen den beiden Typen zu ldentifikationsproblemen kommen
kann.
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Abbildung 6.19: Aus den Parametern der Linearanpassungen der Segmentfilter berechnete,
normierte Photonenbursts in den drei Detektoren fir die im griinen Detektor
detektierbaren Typen 1 und 2. Die Balken stellen das normierte Hauptsignal
dar und fur die beiden Nebensignale ist jeweils das Konfidenzintervall von
einer Standardabweichung angegeben.
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Im Detektor des roten Spektralbereichs treten drei verschiedene Bursttypen auf.
Die Photonenbursts des Typs 2 sind hierbei sekundare Bursts. Sie werden
generell von einem stérkeren, korreliert detektierten Burst im griinen Detektor
begleitet und zeichnen sich daher durch ein starkes Nebensignal im grinen
Kanal aus. Ein weiterer auftretender sekundéarer Burst ist durch den Typ 4
verursacht. Hier kénnen die primaren Bursts im dunkelroten Kanal detektiert
werden und es liegt folglich ein starkes Nebensignal im dunkelroten Detektor vor.
Der dritte detektierbare Bursttyp im roten Detektor ist ein primé&rer Photonenburst
des Typs 3, welcher ein moderates Nebensignal im dunkelroten Kanal aufweist.
Die Photonenbursts der Typen 3 und 4 weisen weiterhin nahezu Kkein
Nebensignal im griinen Kanal auf, was sich durch die scharf abfallenden griinen
Flanken der jeweiligen Emissionspektren erklart.

Hauptsignal = Roter Detektor
Nebensignal 1 = Griiner Detektor
Nebensignal 2 = Dunkelroter Detektor
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Abbildung 6.20: Ausschnitte aus den beiden Verteilungen der Segmentffilter fiir die Typen 2, 3
und 4. Die Hauptsignal-Photonen pro Segment im roten Burstdetektor sind
gegen die Nebensignale pro Segment im griinen und dunkelroten Detektor
aufgetragen. Die Graphen bestehen jeweils aus den Mittelwerten des
Nebensignals und den ermittelten Standardabweichungen.

Auch in Abbildung 6.20 lasst sich durch den Ubergang von experimentellen zu
glatten Daten sehen, aus welchem Datenbereich die in Tabelle 6.7 aufgelisteten
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Anpassungsparameter resultieren und ab wo die Daten in Abbildung 6.20
extrapoliert wurden.

Filter Wert Nebensignal 1 (Griin) Nebensignal 2 (Dunkelrot)
Steigung Y(0) Steigung Y(0)
2R X 4,43 9,41 0,49 1,51
c 1,096 6,62 0,21 1,41
3-R X 0,003 0,55 0,56 1,58
c 0,012 0,79 0,24 1,53
4-R X 0,031 0,45 3,33 10,92
c 0,14 0,84 1,91 9,70

Tabelle 6.7: Parameter der Linearanpassungen von Mittelwert und Standardabweichung der
beiden Nebensignale im griinen und dunkelroten Detektor fir die im roten Detektor
detektierbaren Typen 2, 3 und 4.

In der folgenden Darstellung der idealisierten resultierenden Bursts ist gut zu
erkennen, dass sich hier fur die Differenzierung der drei Typen keine Probleme
ergeben sollten. Die sekundaren Typ 2 und Typ 4 Bursts zeigen jeweils ein
Nebensignal, welches starker als das Hauptsignal ist.
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Abbildung 6.21: Aus den Parametern der Linearanpassungen der Segmentfilter berechnete,
normierte Photonenbursts in den drei Detektoren fur die im roten Detektor
detektierbaren Typen 2, 3 und 4. Die Balken stellen das normierte Hauptsignal
dar und fur die beiden Nebensignale ist jeweils das Konfidenzintervall von
einer Standardabweichung angegeben.

Es treten Uberlappungen zwischen Typ 2 und Typ 3 im Nebensignal des
dunkelroten Detektors sowie zwischen den Typen 3 und 4 im Nebensignal des
grinen Detektors auf. Diese werden aber durch den jeweils anderen
Segmentfilter, der sich sehr deutlich unterscheidet, kompensiert.
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Hauptsignal = Dunkelroter Detektor

Nebensignal 1 = Griiner Detektor

Nebensignal 2 = Roter Detektor
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Abbildung 6.22: Ausschnitte aus den beiden Verteilungen der Segmentfilter fir die Typen 2, 3, 4
und 5. Die Hauptsignal-Photonen pro Segment im dunkelroten Burstdetektor
sind gegen die Nebensignale pro Segment im griinen und roten Detektor
aufgetragen. Die Graphen bestehen jeweils aus den Mittelwerten des
Nebensignals und den ermittelten Standardabweichungen.

Im dunkelroten Kanal kénnen vier verschiedene Bursttypen detektiert werden.
Hierbei handelt es sich um die primaren Bursts der Typen 4 und 5 sowie um die
sekundaren Bursts des Typs 3 und die tertidren Bursts des Typs 2. Die Typen 3
bis 5 weisen aufgrund ihrer Emissionsspektren nahezu kein Nebensignal im
grinen Kanal auf. Das Nebensignal 1 wird daher nur zur Differenzierung des
Typs 2 von den anderen Typen angewendet. Beziglich des Nebensignals 2 im
roten Kanal unterscheiden sich alle Typen aulRer Typ 2 und 3 stark voneinander.
Diese Uberlappung kann aber effektiv durch das Nebensignal 1 kompensiert
werden.

Aus der Darstellung der resultierenden Photonenbursts zeigt sich erneut, dass
sich die Bursttypen fundamental voneinander unterscheiden und eine
problemlose Differenzierung gewéhrleistet ist.
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Filter Wert Nebensignal 1 (Griin) Nebensignal 2 (Rot)
Steigung Y(0) Steigung Y(0)
2-DR X 6,00 15,05 1,29 3,01
c 2,29 14,08 0,34 2,68
3-DR X 0,004 0,52 1,40 3,50
c 0,013 0,76 0,56 3,53
4-DR X 0,002 0,39 0,15 0,83
c 0,014 0,667 0,087 0,99

5-DR X 0,0008 0,316 0,002 0,196
c 0,013 0,58 0,013 0,43

Tabelle 6.8: Parameter der Linearanpassungen von Mittelwert und Standardabweichung der
beiden Nebensignale im griinen und roten Detektor fur die im dunkelroten
Detektor detektierbaren Typen 2, 3, 4 und 5.

Die tertidren Typ 2 Bursts zeichnen sich dadurch aus, dass beide Nebensignale
starker als das Hauptsignal sind. Bei den sekundaren Typ 3 Bursts ist nur ein
Nebensignal grof3er als das Hauptsignal.
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Abbildung 6.23: Aus den Parametern der Linearanpassungen der Segmentfilter berechnete,
normierte Photonenbursts in den drei Detektoren fir die im dunkelroten
Detektor detektierbaren Typen 2, 3, 4 und 5. Die Balken stellen das normierte
Hauptsignal dar und fir die beiden Nebensignale ist jeweils das
Konfidenzintervall von einer Standardabweichung angegeben.

Zusammenfassend zeigen die Verteilungen der Segmentfilter der
unterschiedlichen Nanosphere-Typen, dass in den Detektoren eine effektive
Identifikation einzelner Photonenbursts mdéglich sollte. Uber die
Zusatzbedingungen Mindestbestimmbarkeit und Mindestwahrscheinlichkeit
(Kapitel 5.7.2) sollte es weiterhin mdglich sein, auftretende Stéreinflisse zu

kompensieren.

sein
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6.3 Anwendungen der Filterfunktionen

6.3.1 Simulation von Burstiiberlappungen

Um aussagekraftige Resultate beziiglich der Filterperformance in nicht idealen
Fallen wie partiellen Burstiberlappungen oder simultanen peripheren Passagen
bekommen und vergleichen zu kénnen, wurde eine Simulation programmiert, die
idealisierte Bursts verschiedener Typen und GréfRen schrittweise miteinander
Uberlappen lasst [Anhang J].

Griiner Detektor
Roter Detektor
Dunkelroter Detektor
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Abbildung 6.24: Schrittweise Uberlappung von idealisierten Typ 2 Bursts mit idealisierten Typ 4
Bursts.

Hierzu wurden zunéchst idealisierte Bursts fir alle Typen berechnet, indem ein
gauldférmiges Burstprofil angenommen wurde und fiir das Hauptsignal tber die
Gleichung 6.4 die Photonen P pro Segment berechnet wurden. Hierbei wurde fur
den Maximalwert w = 200 Photonen, fir den Erwartungswert ? =50 und fur die
Standardabweichung o = 15 Photonen gewahlt. Fir die Evaluation simultaner
peripherer Passagen wurde einer der Bursts zusatzlich mit dem Skalierungs-
faktor S verkleinert.Die beiden Nebensignale wurden dann mit den aus den
Segmentfiltern ermittelten Steigungen berechnet.

canf )|

Aus den so berechneten, aus 100 Segmenten bestehenden Bursts wurde dann
eine Zeitspur generiert, in welcher zwei ausgewéhlte Typen in 100 Schritten

P(l) = (Swe

[i=0-100] (6.4)
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miteinander zum Uberlappen gebracht werden (siehe Abbildung 6.24). Im
Idealfall sollte es eine Filterfunktion schaffen, jeweils 100 primare Bursts pro Typ
in dieser Zeitspur korrekt zu identifizieren. Des Weiteren gilt bei starken
Nebensignalen, dass potentiell auch je 100 sekundére und tertidre Bursts
erkannt werden kénnen. Dieser Idealfall kann natirlich nicht erreicht werden, da
es durch die Burstuberlappung dazu kommt, dass Bursts nicht mehr separat,
sondern als geschlossene Einheit erkannt werden (Gap Bridging). Dies
geschieht, sobald sich zwei Bursts in einer Zeitspur soweit nahern, dass die
Licke zwischen ihnen auf ein Niveau oberhalb des Erkennungsgrenzwertes
gehoben wird. Dadurch verringert sich die Gesamtanzahl erkennbarer Bursts.
Hierbei ist von Interesse, ob dem fusionierten Burst keine, eine falsche oder eine
richtige ldentitdt zugeordnet wird. ldealerweise sollte, wenn ein Teil des
fusionierten Bursts qualitativ ndher am Ideal eines Typs liegt, dem Gesamtburst
die dem Teil entsprechende ldentitdt zugewiesen werden. Kann auf diese Weise
keine korrekte Identitdt zugewiesen werden, so ist es auf jeden Fall die
Zuweisung keiner Identitat vorzuziehen.

Detektor Griin Detektor Rot Detektor Dunkelrot
o ]
O 1,04 1,0
m 1,6
0,8- 0,8- o \
Gap Bridging 4 5| Gap Bridging
0,6- 0,6- /
—BICR1
0,8 —BICR2
0,4- 0,41
0,2 0,2 0,41 .
Typ 1: Primér Typ 3: Primér J Typ 3: Sekundar
0,0 . . . — 0,0 ; . . — 0,0 . . . i
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Prozentuale Uberlappung

Abbildung 6.25: Entwicklung der BICR-Werte innerhalb der drei Detektoren mit zunehmender
Uberlagerung der Bursts bei der Uberlappungssimulation von einem Typ 3
Burst mit einem Typ 1 Burst.

In Abbildung 6.25 l&sst sich fiir den roten und den dunkelroten Detektor gut
erkennen wie bei etwa 27 % das Gap Bridging eintritt. Durch den
Zusammenschluss nehmen die relevanten BICR-Werte instantan einen neuen
Wert an, der im gunstigsten Fall auRerhalb der Bereiche anderer Typen liegt. Da
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sich beide BICR-Werte zugleich verandern, ist zumindest bei den idealisierten
Fallen die Wahrscheinlichkeit, dass beide verdnderten GroéRen simultan in die
Konfidenzintervalle eines anderen Typs fallen, relativ gering. Sind sich die beiden
Uberlappenden Typen von ihrem Emissionsmuster sehr ahnlich, wie z.B. die
Typen 1 und 2, so sind die Chancen grof3, dass die durch die Mittelung
resultierenden Zahlratenverhéaltnisse noch im Bereich eines dieser Typen liegen.
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Abbildung 6.26: Links, Entwicklung der prozentualen Bestimmbarkeit des Bursts und rechts die
Entwicklung der Durchschnittswahrscheinlichkeit der bestimmbaren Segmente
jeweils innerhalb der drei Detektoren bei der Uberlappungssimulation von
einem Typ 3 Burst mit einem Typ 1 Burst.

Eine Fehlidentifikation kann nur dann zustande kommen, wenn durch die
Uberlappung simultan beide Identifikationsparameter der Verhéltnis- oder
Segmentfilter so beeinflusst werden, dass sie im Bereich eines anderen Typen
liegen. Bei genauer Betrachtung der Zahlratenverhaltnisse der einzelnen Typen
wird Klar, dass bei idealisierten Bursts im Prinzip nur die Uberlappungen von Typ
1 mit Typ 3 sowie von Typ 3 mit Typ 5 diese Bedingung erfillen. In allen anderen
Féllen fuhrt das Gap Bridging dazu, dass nur einer oder aber keiner der
Parameter in den Bereich eines anderen Typen féllt und der fusionierte Burst
nicht identifiziert werden kann. Da in der Realitdt die Zahlratenverhaltnisse
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einzelner Bursts mit groflen Streuungen behaftet sind (siehe Kapitel 6.2.2),
kénnen durchaus auch andere Kombinationen zu Problemen fiihren.

Auch bei der Benutzung des Segmentfilters zeigen sich die Auswirkungen des
Gap Bridgings in den Detektoren Rot und Dunkelrot. Dadurch, dass der so
vereinte Burst im Prinzip aus zwei Teilen unterschiedlicher Typen besteht,
reduziert sich fur den Fall, dass gleich groRe Bursts Uberlagert werden, die
prozentuale Bestimmbarkeit sofort auf ca. 50 %. Im Normalfall fUhrt die
Kombination zweier Segmente unterschiedlicher Bursts dazu, dass das
entstehende Segment als Ausreil3er gewertet wird. Dadurch verringert sich die
prozentuale Bestimmbarkeit. Dies l&sst sich in Abbildung 6.26 fur den griinen
Detektor gut beobachten. Sinkt nun durch Ausrei3er oder durch anderweitige
Beeinflussungen die Bestimmbarkeit eines Bursts unter den durch die
gepunktete Linie dargestellten Mindestwert, so wird automatisch keine ldentitat
aufgrund mangelhafter Datenqualitdt zugewiesen. Gleiches gqilt fir die
Grenzwerte der Durchschnittswahrscheinlichkeit der bestimmbaren Segmente.
Die Simulationen der Burstiberlappungen flhren bei Segment- und
Verhaltnisfilter fir nahezu alle Typen zu &hnlichen Resultaten. Allerdings muss
bedacht werden, dass die Verwendung idealisierter Bursts dem Verhaltnisfilter
zugute kommt, da es nahezu unméglich ist, durch Uberlappung idealisierter
Bursts beide BICR-Verhéltnisse simultan in den Bereich eines anderen Typen zu
bringen. Im Realfall steigt diese Wahrscheinlichkeit sicherlich an. Die
Burstkombinationen, die Fehlidentifikationen aufgrund ihrer Emissionsspektren
vermuten lassen, zeigen in den Simulationen tatsachlich erhéhte Fehlerraten.
Zum einen trifft dies fur die Uberlappung von Typ 1 Bursts mit Typ 3 Bursts zu,
welche zu Fehlidentifikation als Typ 2 Bursts fihren kann. Zum anderen kann die
Uberlappung von Typ 3 Bursts mit Typ 5 Bursts, zu fehlerhaft identifizierten Typ
4 Bursts fuhren.
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Abbildung 6.27: Filterperformance der Verhaltnis- und Segmentfilter der beiden kritischen
Kombinationen Typ 3 mit 1 und Typ 5 mit 3 bei variierendem GréRenverhaltnis
der Uberlappenden Bursts zueinander. Die schwarze Flache stellt
Fehlidentifikationen, die graue Fldche nicht identifizierte Bursts und die
schraffierte Flache korrekt identifizierte Bursts dar.

Der Vergleich der Performance fir die beiden problematischen Kombinationen in
Abbildung 6.27 zeigt, wie der Prozentsatz der Fehlerkennungen bei dem
Segmentfilter durchgehend niedriger als bei den Verhaltnisfiltern ist.
Insbesondere bei einem ungunstigen GréRenverhaltnis der Bursts zueinander,
kann es zum totalen Versagen des Verhéltnisfilters kommen. Generell 1asst sich
hierbei sehen, wie in unklaren Fallen der Segmentfilter eher eine
Nichtidentifizierbarkeit =~ wéahlt, wahrend der Verhéltnisfilter eher zu
Fehlentscheidungen tendiert.
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6.3.2 Identifikationsresultate bei typenreinen Proben

Eine erste Einschatzung der Gite der einzelnen Filterfunktionen kann Uber ihre
Anwendung auf die typenreinen Proben erhalten werden. Hierbei sollte es zu
mdglichst vielen korrekten ldentifikationen kommen. Fur den Fall, dass keine
positive Identifikation mit dem Filter mdglich ist, sollte es vorzugsweise zu einer
Nichtldentifikation (identifizierter Typ = 0) kommen.

Typ1 Typ2 Typ3 Typ4 TypsS

Lebensdauerfilter Pos.= 4,5 0,5 0,6 0,7 1,6
N.l.= 95,0 99,3 99,3 99,2 98,4

Neg.= 0,5 0,2 0,1 0,1 0,0

Verhaltnisfilter Pos.= 95,0 96,5 99,6 98,6 99,7
N.l.= 3,0 3,4 0,3 1,4 0,2

Neg.= 1,3 0,1 0,1 0,0 0,1

Verhaltnisfilter Pos.= 95,6 96,8 99,4 98,3 99,7
+ Lebensdauerfilter N.l.= 2,8 3,1 0,5 1,7 0,2
Neg.= 1,6 0,1 0,1 0,0 0,1

Segmentfilter Pos.= 96,0 93,3 99,6 96,9 99,9
N.L.= 2,6 4,0 0,3 0,8 0,0

Neg.= 1,4 2,7 0,1 2,3 0,1

Segmentfilter Pos.= 84,4 90,5 92,6 96,0 99,8
+ Zusatzbed. N.L.= 14,5 9,0 7,3 3,5 0,1
Neg.= 1,1 0,5 0,1 0,5 0,1

Segmentfilter Pos.= 84,4 90,9 92,6 95,9 99,8

+ Zusatzbed. N.l.= 14,5 8,6 7,2 3,6 0,1
+ Lebensdauerfilter Neg.= 1,1 0,5 0,2 0,5 0,1

Tabelle 6.9: Effizienz der verschiedenen Filterarten bei der Anwendung auf Proben mit nur
einem Typ. Angegeben sind jeweils die Prozentsatze richtig, falsch und nicht
identifizierter Photonenbursts.

Wie bereits aus den Verteilungen der Filter zu erwarten war, eignet sich der
Lebensdauerfilter nicht zur alleinigen Identifikation. Nahezu alle Bursts waren bei
seiner Verwendung nicht identifizierbar. Der Verhaltnisfilter hingegen funktioniert
fur alle funf Typen mit Fehlerquoten von unter 1,3 % sehr gut. Die Quote der
nicht identifizierbaren Bursts liegt bei weniger als 3,5 %. Die zusatzliche
Verwendung des Lebensdauerfilters fihrt hierbei nur zu geringfligige
Verédnderungen. Die Verwendung des Segmentfilters ohne Zusatzbedingungen
weist insbesondere fir die Typen 2 und 4 erhdhte Fehlerquoten von 2,7 % und
2,3 % auf. Durch die Verwendung der Zusatzbedingungen lasst sich die
Fehlerquote fir diese beiden Typen auf 0,5 % senken. Die strengeren
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Bedingungen flihren jedoch dazu, dass ein erhdhter Prozentsatz der Bursts
aufgrund schlechter Datenqualitdt von der Identifikation ausgeschlossen wird.
Dieser Prozentsatz liegt im Allgemeinen unter 15 %, wobei der Anteil der durch
die Zusatzbedingungen eliminierten Bursts mit der Helligkeit der Nanospheres
korreliert. Dies macht durchaus Sinn, da die Datenqualitat im hohen Malde von
der Anzahl der detektierten Photonen eines Bursts abhé&ngt, welche wiederum
direkt von der Partikeltrajektorie sowie der spezifischen Helligkeit des Typs
abhangt.

:l Griiner Detektor
1000 - Roter Detektor
Probe
- Dunkelroter Detektor
|

2000

1000

Burstanzahl

3000

2000

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Identifizierter Typ Identifizierter Typ

Abbildung 6.28: Identifikationsergebnisse des Segmentfilters. Links, nur Segmentfilter. Rechts,
Segmentfilter mit den Zusatzbedingungen Mindestbestimmbarkeit und
Mindestwahrscheinlichkeit.

Aus der Darstellung der identifizierten Bursts innerhalb der verschiedenen
Detektoren in Abbildung 6.28 lasst sich sehen, wie die Verteilung primarer,
sekundérer und tertidrer Bursts mit der Zé&hlratenverteilung der Typen in die
verschiedenen Detektoren zusammenhangt. Des Weiteren lasst sich hieraus
erkennen, welche Typen zu welchen Fehlidentifikationen fiihren kénnen. Durch
Einsatz der Zusatzbedingungen kénnen diese verhindert werden, wobei die
Anzahl nicht identifizierter Bursts ansteigt.
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Eine alternative M&glichkeit, Bursts mit schlechter Datenqualitat auszuschliel3en,
ist eine strengere Auswahl anhand der Burstvalidierungskriterien Mindestgrée
und Mindesthéhe. Wie bereits in Abbildung 6.14 gezeigt, bewirkt dies jedoch eine
signifikante Verringerung der Anzahl der validierten Bursts, so dass abgewéagt
werden muss, wo der Schwerpunkt der Untersuchung liegen soll. Eine
Verbesserung des Prozentsatzes korrekt indentifizierter Bursts geht demnach
immer einher mit einer Verringerung der Gesamtanzahl identifizierter Bursts.

6.3.3 Identifikationsresultate bei Mischungen mehrerer Typen

Bei der Untersuchung von Mischungen mehrerer Typen tritt die zusatzliche
Problematik auf, dass Bursts eines Typs durch periphere Passagen anderer
Typen gestdrt werden kdénnen bzw. dass sich die Bursts zweier Typen
gegenseitig Uberlappen. Um diese Faktoren zu minimieren, wurden die
gemischten Proben im Vergleich zu den reinen Proben nochmals um den Faktor
10 verdunnt.

Fur die Mischungen wurden die beiden, zuvor bestimmten, effektivsten
Filtersysteme evaluiert. Zum einen wurde der Verhaltnisfilter in Kombination mit
dem Lebensdauerfilter, der bei den reinen Proben sehr gut abgeschnitten hat,
bewertet. Hier ist zu erwarten, dass sich eventuelle Stérbedingungen negativ
auswirken und zu Fehlidentifikationen fiihren. Weiterhin wird der Segmentfilter
mit Zusatzbedingungen in Kombination mit dem Lebensdauerfilter angewendet.
Dieser hat bei den reinen Proben die kleinsten Fehlerraten aufgezeigt. Allerdings
ist zu erwarten, dass ein signifikanter Anteil an Bursts aufgrund minderer
Datenqualitat als nicht identifizierbar klassifiziert wird.

Zuerst wurde gepruft, inwiefern Fehlidentifikationen bei allen Mischungen aus
zwei Typen eine Rolle spielen. Um eine bessere Ubersicht zu gewéhrleisten und
um Partikelpassagen nicht mehrfach zu z&hlen, werden hierbei stets nur die
primaren Photonenbursts ausgewertet. Sind mehrere Typen vorhanden, die in
demselben Detektor ihren primaren Burst haben, so kann hier natirlich nur
gemutmaldt werden, dass die jeweils korrekte Identitdt zugewiesen wurde.
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Abbildung 6.29: Identifikationsresultate von finf Mischungen aus je zwei verschiedenen Typen
mit den beiden effizientesten Filtersystemen. Fehlidentifikationen sind schwarz,
korrekte ldentifikationen hellgrau und nicht identifizierbare dunkelgrau
dargestellt. Links, Identifikationsergebnisse mit dem Segmentfilter + Zusatz-
bedingungen. Rechts, Identifikationsergebnisse mit dem Verhéltnisfilter.

Abbildung 6.29 zeigt die Identifikationsresultate der effizientesten Filtersysteme
auf funf Mischungen zweier Nanosphere-Typen. Der Segmentfilter weist stets
eine héhere Rate an nicht identifizierten Bursts auf, was auf den Ausschluss von
Bursts mit unzureichender Datenqualitét zurlckzufihren ist. Die Mischung von
Typ 1 mit Typ 3 weist Fehlidentifikationen von Typ 2 Bursts auf, wobei der
Segmentfilter im direkten Vergleich weniger Fehlidentifikationen aufweist. Sowohl
das Auftreten wie auch das bessere Abschneiden des Segmentfilters wurden
bereits zuvor Uber die Uberlappungssimulation dieser Kombination
prognostiziert. In der Mischung von Typ 1 mit Typ 4 tritt bei dem Verhaltnisfilter
zuséatzlich noch eine Fehlidentifikation eines Typ 2 auf. Bei allen anderen
Kombinationen sind bei beiden Systemen keine weiteren Fehler aufgetreten.
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Abbildung 6.30: Identifikationsresultate von fiinf Mischungen aus je zwei verschiedenen Typen
mit den beiden effizientesten Filtersystemen. Fehlldentifikationen sind schwarz,
korrekte Identifikationen hellgrau und nicht identifizierbare dunkelgrau
dargestellt. Links, ldentifikationsergebnisse mit dem Segmentfilter + Zusatz-
bedingungen. Rechts, Identifikationsergebnisse mit dem Verhaltnisfilter.

Die Identifikationsresultate der Ubrigen funf Permutationen an Mischungs-
systemen zweier Nanosphere-Typen sind in Abbildung 6.30 dargestellt. Auch
hier zeigt der Segmentfilter kontinuierlich héhere Ausschlussraten. Die
Kombination der Typen 3 und 5, welche ebenfalls in der Uberlappungssimulation
zu Fehlidentifikationen fuhrte, ist hier unauffallig. Allerdings fallt die Kombination
von Typ 2 mit Typ 5 durch falsch identifizierte Typ 4 Bursts auf, wobei erneut der
Segmentfilter eine kleinere Fehlerrate aufweist. In der Kombination Typ 3 mit Typ
5 tritt der gleiche Fehler auf, wobei hierbei nur der Verhaltnisfilter betroffen ist.
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Abbildung 6.31: Identifikationsresultate von fiinf Mischungen aus je drei verschiedenen Typen
mit den beiden effizientesten Filtersystemen. Fehlidentifikationen sind schwarz,
korrekte Identifikationen hellgrau und nicht identifizierbare dunkelgrau
dargestellt. Links, Identifikationsergebnisse mit dem Segmentfilter + Zusatz-
bedingungen. Rechts, Identifikationsergebnisse mit dem Verhaltnisfilter.

In Abbildung 6.31 sind die Identifikationsresultate von funf verschiedenen
Mischungen aus je drei Typen Nanospheres dargestellt. Wie in den vorherigen
Mischungen zweier Typen fallt auch hierbei die héhere Ausschlussrate des
Segmentfilters auf. Typische Fehlidentifikationen treten wieder in den
Kombinationen auf, in denen entweder Typ 1 und Typ 3 simultan vorliegen bzw.
wo Typ 3 mit Typ 5 vorliegt. Der Verhaltnisfilter zeigt zudem noch die Tendenz
falsche Typ 4 Bursts bei anderen Kombinationen zu identifizieren.
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Abbildung 6.32: Identifikationsresultate von funf Mischungen aus je drei verschiedenen Typen
mit den beiden effizientesten Filtersystemen. Fehlidentifikationen sind schwarz,
korrekte Identifikationen hellgrau und nicht identifizierbare dunkelgrau
dargestellt. Links, Identifikationsergebnisse mit dem Segmentfilter + Zusatz-
bedingungen. Rechts, Identifikationsergebnisse mit dem Verhaltnisfilter.

Die weiteren Kombinationen dreier Nanosphere-Typen, die in Abbildung 6.32
dargestellt sind, zeigen dieselben Tendenzen bezuglich Fehleridentifikationen
und nicht identifizierten Bursts wie sie schon fur die zuvor beschriebenen
Kombinationen erldutert wurden. Bei der Kombination 2+3+4 kénnte aufgrund
der nicht vorhandenen Typ 3 Bursts ein Pipetierfehler aufgetreten sein. Im
direkten Vergleich hat auch bei den Mischungen aus drei Typen der
Segmentfilter kontinuierlich kleinere Fehlerraten.
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Abbildung 6.33: Identifikationsresultate von drei Mischungen aus je vier verschiedenen Typen
sowie einer Mischung aus finf verschiedenen Typen mit den beiden
effizientesten Filtersystemen. Fehlidentifikationen sind schwarz, Kkorrekte
Identifikationen hellgrau und nicht identifizierbare dunkelgrau dargestellt. Links,
Identifikationsergebnisse mit dem Segmentfilter + Zusatzbedingungen. Rechts,
Identifikationsergebnisse mit dem Verhaltnisfilter.

In Abbildung 6.33 sind noch einige Mischungen mit vier bzw. eine Mischung, die
alle finf Nanosphere-Typen enthalt, dargestellt.

Die variierenden Anzahlen identifizierter Bursts bei den verschiedenen Typen
sind dadurch begriindet, dass zwar annahernd equivalente Konzentrationen tber
die FCS-Messungen eingestellt wurden, die Burstvalidierung aber auch
zusatzlich von der Partikelhelligkeit abhéngt. Dementsprechend wurden die
ldngerwellig emittierenden Nanospheres ofter identifiziert und die mit 40 nm
doppelt so groRen Typ 2 Nanospheres, welche die doppelte Menge an
Fluorophoren enthalten, ebenfalls 6fter nachgewiesen.

Zusammenfassend haben beide Filtersysteme bei Mischungen von Nanosphere-
Typen gute Resultate erziehlt. Generell zeichnet sich der Segmentfilter durch
kleinere Fehlerraten aus. Auf der anderen Seite treten bei dem Verhaltnisfilter
kleinere Raten an nicht identifizierten Bursts auf.
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7 Ausblick

Eine erste praktische Anwendung der in dieser Arbeit entwickelten
Identifikationsalgorithmen ist die Bestlickung der fluoreszenz-kodierten
Nanospheres mit biologisch relevanten Liganden, um diese auf Wechsel-
wirkungen mit konkreten Zielmolekilen zu untersuchen. Hierbei missen die
Algorithmen, je nachdem ob das Zielmolekll tber eine oder mehrere aktive
Bindungsstellen verfigt, um die Erkennung der Wechselwirkung mit dem
jeweiligen Zielmolekul erweitert werden.
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Abbildung 7.1: Schema der Protein-Nanosphere-Wechselwirkung fir Proteine mit einer
Bindungsstelle sowie Proteinen mit mehreren Bindungsstellen. Des Weiteren
sind die Emissionsspektren der Einzelkomponenten sowie der gebildeten
Aggregate gezeigt.

Steht nur eine Bindungsstelle zur Verfligung, so muss das Zielmolekil zuséatzlich
mit einem Marker versehen werden, dessen simultane Fluoreszenz die relative
Wechselwirkung mit dem jeweiligen Nanopartikel anzeigt. Dies bedeutet
detektionsseitig eine Erweiterung auf vier APDs, siehe Abbildung 7.1. Stehen
jedoch mehrere Bindungsstellen zur Verfigung, wie z.B. bei den Lektinen, so
fuhrt eine passende Ligand-Protein-Kombination zur Aggregation der
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Nanopartikel [12]. Hier kann eine erfolgte Wechselwirkung der Ligand-Protein-
Kombination Uber die Photonenbursth6he nachgewiesen werden, wobei Uber
den absoluten Wert Aussagen Uber die Bindungsaffinitdten der Kombinationen
getroffen werden kénnen. Des Weiteren kann es, wenn mehr als eine spezifische
Wechselwirkung vorliegt, zur Bildung von Mischaggregaten kommen. Hier
erlaubt die Untersuchung des Emissionsmusters des Aggregats direkte
Aussagen zu den relativen Bindungsaffinitdten der involvierten Liganden zu
treffen, es kann jedoch zu zwei Problemen kommen. Zum einen kdénnen
unspezifische Aggregationen nur bedingt von tatsachlichen Wechselwirkungen
unterschieden werden. Zum anderen werden peripher passierende Aggregate
aufgrund der geringeren Fluoreszenz in ihrer GroéRe unterschatzt. Eine
zusatzliche Markierung der Proteine kann hierbei zumindest eine Unterscheidung
von unspezifischen Aggregationen ermdéglichen.

Da bei sehr grolden Aggregaten die Gefahr des ,optical trapping” besteht, muss
durch Einsatz eines Choppers gewahrleistet werden, dass die Aggregate wieder
aus dem Fokalvolumen herausdiffundieren kénnen.

Laser 1
Synchronisation

APD
Laser2 Laser3 ¢ | DR

Abbildung 7.2: Schema des konfokalen Mikroskopaufbaus mit Absorptionsbandenspezifischer
Anregung durch drei gepulste Laser mit zeitlichem Versatz zur effektiven
Identifikation beliebig vieler verschiedener Nanopartikel.

Bei dem aktuellen Messsystem ist es aufgrund von &uferst effektiven FRET-
Prozessen schwierig die mehrfach angefarbten Nanopartikel von den einfach
angefarbten zu unterscheiden.
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Diese Problematik liel3e sich mit drei gepulsten Laserdioden deren Wellenlangen
den Absorptionsmaxima der mehrfach angefarbten Nanospheres entsprechen,
umgehen (siehe Abbildung 7.2). Die Pulsfolgen der drei Laserdioden werden mit
einem zeitlichen Versatz von z.B. 22 ns aneinander gekoppelt wobei einer der
Laser als Synchronisationssignal fur die TCSPC-Karte verwendet wird. Wichtig
hierbei ist, das der Zeitversatz gentigend grof3 gewahlt ist, so dass die einzelnen
Fluoreszenzdynamiken komplett abgeklungen sind.
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Abbildung 7.3: Oben links, Absorptionsspektrum des dreifach angefarbten Typs 9. Unten links,
schematische Darstellung der resultierenden drei Abklingdynamiken in einem 66
ns Zeitfenster bei einem zeitlichen Versatz der Diodenpulse von 22 ns. Rechts,
aus Kombination der mikroskopischen Zeit- und Detektorinformation
aufschlisselbare Parameter Lebensdauer und Intensitat einer Typ 9 Messung.

Es entsteht ein Zeitfenster von 66 ns, in welchem je nach den in den
Nanospheres vorhandenen Fluorophoren bis zu 3 Abklingdynamiken zu
beobachten sind. Uber die verschiedenen Farbkombinationen sind dann bis zu 9
charakteristische Nanopartikel unterscheidbar (siehe Abbildung 7.3). Auf diese
Weise kann somit unterschieden werden, ob die jeweilige Fluoreszenz in einem
Detektor direkt oder Uber FRET-Prozesse verursacht wurde und dadurch trotz
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nicht unterscheidbarer Emissionsspektren einfach von mehrfach angeférbten
Nanospheres differenziert werden.

Aufgrund des zeitlichen Versatzes der Farbstofffluoreszenzen ist es bei
Beschrankung auf die drei Farbstoffe griin, rot und dunkelrot zudem mdéglich, mit
nur einem Fluoreszenzdetektor zu messen.

Sind die drei kodierenden Farbstoffe weiterhin in unterschiedlichen
Konzentrationen vorhanden, werden sich mit diesem Verfahren sogar beliebig
viele unterschiedliche Nanopartikel unterscheiden lassen.
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}
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{/« uaSunfqy uawyvusny, /{
£(0) wamax
{ {4(1) wanyaxi(d) pr10yAunyas<-q}(q Sun3uipag<ddepragan) ji
¢qaanep/(e yaeys-q doys)=ddepragan
{4(1) wanjaxé(p) prioNAunds<-e}(q sunsuipag<ddepiaqan) 1
‘e aanep/(e 1aeys-q dojs)=ddepraqan}
((q" doys<e"doys)pp(q dojys>e 11e)s)pp(q JaE)S<e )Ie)S)) JI
{{4(1) wIngaaé(3) [ra0Aunds<-q}(q Sunduipag<dderiaqan) Ju
¢qaonep/(qyaeys-e dojs)=ddepragon
{4(1) wanjaaé(p) [rr0qAunas<-e}(q Sunduipag<ddepragan) y1
‘e aonep/(q yieys-e doys)=ddepraqan}
(e doys<qdoys)»p(e doys>q 11e)s)®p(q 1e)s>e Jae)s)) )t
{4(1) wanjaa {£() [0y Aunas<-q(p) |10y Aunas<-e} (e sunduipag<ddepragan) ji
£(0'1xq 19nep)/e aonep=ddepoqon}
((q"doys>e™doys)pp(q 1reIs<e 1ieys)) Ji
{4(1) uangaa £(3) 10y Awpas<-q¢(p) (110N Awjds<-e}((e SunSurpag/)>ddefraqan) j1
£((0°1+& 19nep)/(q Jtonep))=ddepraqon}
((q” doys<u™doys)p2p(q 31E)S>E 11uS)) J1} AS|D
{{4(1) wanjaa () prroyAun)as<-q¢(p) 110 Aunas<-e}
(((¢"3un3uipag/)>ddepaqan) (e Sunuipag<ddepragon)) j1
£((0'1+9q 19nep)/(e aonep))=ddepoqon}
((q”_doys==e¢"doys)||(q 1aes=¢"11e)s)) Ji
{4(1) winjaa}((q doys>e doys)p2p(q JaeIs>e Jau)s)j
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{4(0) wamaa}((qdoys<e™ doys)p2p(q JaeIs<e Jae)s))j|

‘p=ddepraqan spqnop

<(). )sangAwjdf<-q= PO mgAuw)dS<-e= 3 jI0ys)

{(aonepysangAundd<-q= q Jonep‘()ranepisingAundd<-e= e aonep juin

{()doys)sangAun)as<-q= q doys ‘()doys)singAwos<-e= e dojys juryn

(OrresysangAunds<-q= q pae)s‘(pae)sysangAundf<-e= e Jae)s juryn}

An}

(q SunSuipog jeoy) Jsuod‘e” un3uipag Jeoy) JSU0I‘qy ., IsIng ey, 3sing)
TLI0YISIng Jul

{/x uaSunfqy uarwyvusny../ {{
‘urg=+syud{ ¢{g=doysatp=)ae)sd{g=1onep)sing
{g=Xeunsang:(=assd013)s.ing:g=doys)s.angg=).1e)s)sing
{
{ ‘{SunppurIoLId<<uId:(,, ou 3s$30.13)sapullA d19y0y pun, )jpurid
£(,,(3 Ss) 1w wAYdIIqqe wwesSoag,,)purad
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‘++ee
{£(qq‘(s+xeunsing))adel [ )singAunas<-q e}
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{{‘uig=xeunsing}(xeunsing<uig) Jiiuig=+3ss0a3)s.ng}
((proysaay L.<yroows)) j1
{¢syud=)ae)soin=yae)sysang}
((P1oysaay L=>Ad1qypoows || p==11) 297 PIOYSIIYL<Y)oows) y1
{£((1-m)payyoow s Aundd<-q ool [=Ad1Jyroowis} (<) 1
{(1)papoow SAUNI3<-q el [ =yjoows
{(11)3dea | pauurgAundd<-qadel =uig
}
(++11¢ azisAeLreurg>1 ¢ 0=11) Joy
POy uUIUNSINg=ulmuxeuw)sing
£(0=9553015)s.Ing ‘p=Ionep)sing‘()assaorurgAur}dg<-qfa9e.1 | =dzise.rieur juin
{p=uruxeunsing‘p=sjud‘g=dosd‘g=3.1esa‘g=dojsysang ‘g=jpieis)sing JuIy N
{0=Ad1Jroowis ‘p=yjoowi§ dqnop
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{(J@xeunniosqy) [ qxXeunnjosqyAugas<-1q3[y
{{{xew=] qxeunnjosqy} (] gXeunnjosqy<xeu)j
‘(xeunsangAundd<-[elaqpgAerieising=xeu}(++e [[JeZUY>E (=€) 10}

‘o=curgo=curg o=rurg yuin

{g=XBW‘)=gXBUN[0Sq Y )= XBWIN[0SqV )= (XBW)IN[0OSqY Ui}

‘e‘r‘aonep‘doysyae)s yuin

£795530.15°95590.15 [RUISLIO‘YIIA I[qNOP

{g=auou ‘[=siseq *g=sddaagyndjsing 3jqnop

£(0=99ZIS* ()=CIZIS‘ ()=pIZIS‘ ) =EIZIS‘ ) =7IZIS‘()=]IZIS Jul

‘0gasdasoyngAunas<-1q3fy= 3 yynd jur

‘Ozasdosoyngiunas<-aqdy=  q yndjur

‘OrasdasyngAundd<-aqs|iy= ¢ yndjur

£0qo Y[eIss0IDAwIS<-1qS[[y= (2 $S0.1d Jeoy)

£02q N[BISs0IDAwIB<-1q3[[y= dq $S0.Id Jeo[)

£0)ed Y[e)$S0IDAMPIF<-I1qS[[V= B $S0.1D Je0[)

{()oe N[e)ss0aDAu1IS<-1qS[[y= dE $S0.1d Jeoy)

{(eq q[BISSOIDAUNIZ<-1qS[[V= BqQ $S0.ID Jeo[)

£0qe [BISS0IDAUNI3<-1qS[[V= Q& $S0.1d Jeo[)

f0oyuroppqAunAs<-1q3[ly= P 10ysn

‘(aziskerreurgAunos<-1q3[y=  9z1s yuin

‘{0cdiyezue)sangAunds<-1q3[y= €[yezuy 31oysn

‘OzaryezueysingAuad<-1q3[y= g[yezuy oysn

f0r1amyezueisingAwpd<-1q3[v=[[yezuy 310ysn

}
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‘EATARUWEITOISTHUIG P JUIN TATAIWWEISO)STHUIG S 5. UI[)

‘TATAIWWEIZOISTHUIG P 5. JUI() “IqEQ VAL, SIIBLL, JSUOD

“1q7A IRI Ly SV, JSUOD AQ[( IRLLy SIIRA] JSUOD ‘IqArLIRISING 4 . }SING

‘1qzAerre)sing.. . )sing iqqierieising., . 3sing “Iqs[v. urnuwas|y)
soneNsIng3un)idamMsny proa

{ /sSunyosorioyoradg oyostureud g,/
{(HoneUIULIAIJOJI0 D AU)s)SINqOAUIs<-&

‘(pmupdwry mpysfunyabs=apmijdury mpysdw
{(QunagrympisAur)yabs=ownayrympisAw

‘(pmypdwry mpysSwromunayrrmpisiuruonnjosay Awdpmidury AurawnagijAur
Sumypdip Awyy~ X Aw‘apungyezuy Awuiqa.aenbs)iajpowered)ympis
{(UONBUIULINIJOJI0 AW X AW ung[yezuyAu‘uiqarenbs)uoneururidnoqyQjoo)
{(daenbsiyOAwrSumydIpg Auryy~ X Aw‘regzuyappungyezuy Aur‘uigasenbs)asenbs 1go

{ {imaeysygAwr] pauurgagrpAw(d[qnop)=[nrjurqaaenbs
{(@aspyoAm(s1ayowered 1]y 1asn eyep)ouny aasn-eyep)=[uyy X Aw}
f0=1) oy

‘0=4
¢[1]s130mwered=wnayITAwm
{([1]s1ar9ureaed)s)sinqaunajIjAunas<-e
[o]s10rowered=apnypdw y Aw
{([o]saapueaed)sysangapmdury Auyos<-e
{Q=TeAjng|

{([onu0d2p ‘erepYy
“mejop jurid wy 9nejop djen[ead” wij ‘saajouiesed ‘redzuy ‘Jepzuy )IZIIuIw wIf

‘K = A aasne)eps) = ) Iasn'ejepi[uonduny Iy Aul = duny Iasn‘ejep
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{41013 <<u1dé(,, SUMIAIYISIdqan JJIpsing Aerreyy,, )jpurid} (yepzuy<deaynepyi
SHaeAnEg|
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}
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£(39spOAunIB<-e=)aspO A
sopjungyezuyAw=jepzuy
0" [=)1BISI] Jeoly
£0 = aaenbsiyd 3yqnop
£0=10=IT'0=q‘0=8umydIm‘g=yepzuy ‘7=Iedzuy‘)=tesyne| yui
}
(599 Je0P LR JSANG)ILY::JIpsang proa
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¢ 1-doysygAw<(l SyreysygAw=({ yur) 1oy
‘=1
f0=opfundyiy yuin
{(pauurgayr Ay Aw) uiquydz
(s)unod‘pre)spTAw‘udjeqAun) Suruuiqayiy
S+ uareg=Diludre A} (+-H11(1-+d0)S)UIAT)> 11 IR)SYUIA=I) 10}
{fo=[]uareqAu} (++1£6+S)UN0I>11 £0=1) 10}
{o=lnlopryAw} (++1 600 T>11 £0=1) 0}
{o=Inlpouurgoyryfur} (++ £601>11 £0=N) 10}
{fo=[nlSumuydrm Awio=[nlyy~ xAw}  (++11 {g+opqundyezuyAusi (=) 10y
([0 T+SIunod]yIoys) Mau= udeqAw
‘[o1+omundyezuyAw]a[qnop Mau= Sumyoipg Aux
‘[o1-+aung[yezuyAw|o[qnop mau= W Ahu
Hlorthuin mou= pauurgayrAw [ororyurn Mou= oprjAw
S1+(doysyrg Aw-yaeysyng Aun)= apungyezuyAw
{(1+(01/dorsag)) roys n)=doysyrg Kur £(1/21eIsHA) (10Ys1)=}aeIsHJ At
$1+(318)S)udA-d0)S)UIA T )=S)unod jurn)
£0d FAund3. d A $(011e)S)UIAFAUIIF<-8=).1B)SYUIA JUI(}
f0=)1e)s 0=‘0=11 yuIn
}
(udye(q ;)I0ys() JSU0I ey, Ising‘do)s)ig 110Yys) JSU0IYILISI] JIOYS() JSUOD)

dnjag::apsing proa

/5 UDIqULIDAUISSDLY 2fipisang 4ap uduoyyunfsffiisng. /
{wuaSunyospiaystadg ayos @/} apsing~::dpsing

{ {o=opjundyiJyezuyAu ‘g=opjungyezuyLw
{o=doysygAw {g=)a1e)s)fAw {Q=tTourmnuwsingAu {()= uonnjosaYAw
¢0=daenbsiyDAw {p=apnypdwrympisfur {)=owpajrympisiw
£0=U0NRUIULIIIIOJI0D AW {)=)asjjOAw (0= spmijduryAu ¢g=ownayjAw}
0 opipsang::aypsang
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{/x uaSunfqy uawyvusny . /{
{
eaIq{ fe<<uidi(,, 10413 10134933, )puLid }:ymejop
Heaaq
{
/€ PUN T 101232 UI S)s.ang d1p anj Soreuy/{
{(I9A) gy IdAYSING Aunas<-[elaqgAerie)sing
{([eurS110/79s890.13)(3[qNOP)=Y 104
{£0=79552043}(0>73559043)J1
ssdoaagyndysang-7assa015=7ass2043
£(0001/(3 pnd..1onep))=sdarsapndysing
{(ya9A) gy Iaa)sang Aunas<-[elaqpgierie)sang
‘(s1seq) [yaaA)sIng Aur)as<-[elaq | gAerie)sing
¢(eurdr10/3s$90.13)(A[qNOP)=119A
{£0=95520.13}(0>3s59013)J1
ssdaaagyndysang-assa015=9s59043
£(0001/(q” yynd1onep))=sdoroyndisang
{
{S++lemg] [Twgleqr@auweadoysiguig}
((L=isnpowasa[ury)p29(9921s=>¢uig))jt
{S++zmgl[Twglzar gauweadoysiquig}
((L=isnpowasapury)» 9 ([AZ1s=>7uIg))Jt
SEUIG=+735590.13 {TUIG=135590.15
{(1)ddea  pouuigAunad<-1qq ddel=[uig
{(1ddea L pouulgAunad<-1qzq ddel =guig
{(1)ddea ] pouulgAunas<-1qeq ddel L =culg
}
(++1 fp+doys>1 fyaeps=i) a0y
¢()assa0a3)saingAwyas<-[elaqgAerie)sing= [eurdLio
{1+(ae)s-doys)=  aanep
¢(0doysysangAunad<-[elaqygAerieysing=  doys
{OpaeysysangAunad<-[elaqrgierie)sing=  jie)s
£0=795530.13 {()=35590.13
}
(++ei[yeZUY>E {(=¢) 10}
}
((o<eryezuv)li(0<zryezuy)|i(0<ryezuy)) u_*
1L ased
/%9- [2118d 21p 4nf Soppuy’./y
(p) yams

/xUIL0]Y2)2(] UIP12q UIIIPUD 1P .n.w.-.\ MQNSuv\%\
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{ ‘o=leel[nl¢ar@oumesdoystyuig}
(++i9aZIS>BE {0=8E JUI) 10J}(+-+1£9IZISSTIQ=11 Jul) 10§
{fo=[ee][nlzargourmesso)siquig}
(++BEL[IZIS>BE ()= JUI) JOJ}(+-+11¢ [IZISSIIEO=11 Jul) a0}
{<[9az1s]yuin mou=[n]eq1@IWUIEIZ0ISTHUIG } (+-+1:99ZIS>11E0=11 Ju1) d0}
{<[1ozs]yuin mou=[nlz@1@awuEIBo)sTHUIG ) (+-+11¢ [9ZIS>11E0=11 Ju1) d0J
£[99z1s] Ui MoU=¢Q T EIWWEIS0)SIHUIY
[19218] ;U Mou=7q [ qRWWEIS0)SIHUIY
{{1+eaxeunnjosqy=9dzis}asp
{{1+1axeunnosqy=93z1s} (€ AXEUNN[OSqY <[ XEUN[OSq Y )T
{{1+zaxeunnjosqy=13z1s}3sd
{1+1axeunn[osqy=[azIs}(zaXeunn[osq V<[ Xeunn[osqy)ji
Ho<Iyezuy) w_

(L=isnpowdsaury) yi
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0=qTMqEISINLI0=CTMAEISINLI 0=q [ MqEISINILI‘0=8 [ Mq©)ISINL] d]qnop
0= 2T Hopeg 0=> T 1oP[e‘0=p o] 10peq dlqnop
£0=079T Jope‘0=q T 10nef ‘0=, I Iopjey d[qnop
S0=11 AN =T 10D B ‘0=[ 10} ] d[qnop
{0=HAD0=P1AD0=P 1A 0=2TAD 0=411D°0=¥ 11D dIqnop
{(XX)998.1 | pouUIgAUnaF<-[ (291 =1 A\ UIG .mcuuNhob_ar._..ouwuk_ot_ar.—.éu..T_at_am”cuu—‘_Sv_sm..oucu\_ot_sm”cuv:ot_ar._ dqnop
£0=qg SON0=tg SNL0=qY SO 0=V Soq L0=TAOP B Q=D T10P B 0=qT10P B ounm‘_ot_am,ou&..eaw_nm on«,foﬁ_n,._ dqnop
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}

(@aeys yurn‘exaeys juin‘qadA L, yuin‘edd£ y yuin‘sdA LG . dqnop
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sadAysingaresaudd proa
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{(1onepuruAurnepxXew Aw1nepMpIsiu‘onepAeAu‘s)singyezu yAu‘onep)uimpis
¢(assa0a3uru Aur Igxew s 13MPIsA ISABAUIS)SING[YLZUY AW UISSI013)
JumpIs

{¢OxeunsangAunag<-[1loweN= [1]oyaoy()sisanqaunayijAundd<-[1loweN=[1]ownajry
{()1anepysangAunas<-[1joweN= [1]1onepi()asssoid)sangAunas<-[1joweN= [1]uasss0.i3}
(++1 isysangyezuy Aw>1 Q=1 yuip) J0y

‘[oT+s1sanguezuy Awi[do[qnop mau =awndjIy ([Q1+s)singyezuyAw]juin Mau = dyd0y
‘[o1+s1sangyezuyAwi[jui) Mou = Janep {[Q[+SIsIngUezuyAW]juli) MU = UISSI0IS
£0=oWnIYIT, d[qnop

£0=9Y20Y.‘)=I9NEP,‘)=UISSI0I3, JuI

}

(0<sysangyezuyAur) j1

}

A)sIpsIng proa

(uagunydmqepiepue)

/w2uauiD. 1T uaIquLIDAUISSD]Y 4P uyunfsffiisng.,,
{
/xUaSunfqy uaruyvusny ./

{ {/u Suniarsypyiur uapquian g/ }(++1 $6+YI A[YRZUYAWSI $Q=11) 0]
Vs Suniarsipiuy uapqorn ./} (++1 SgHYRZUYAWSI (0=1T) 10§
£0=11 JuIN) {[QI+YeZUYAW]JUI) MIU=D 3sSIOIZAWI
‘[o1+HYeZUY Awi[yur) Mou=q 3ssd0a3Aur ¢[[-+[yezuyAw]jur) Mau=e 3ssa0aFAw
‘[0T+IyezuyAwurn MIU=3SYILUISSI0I) AU

{[0T+UPAIYRZUY AW Ul MIU=0q & YIdAKW

{(0T+UPAIYRZUY AW Ul MIU=q8 > YIdAKW

‘(0T+uAIYeZUY AW JuIn MU=k ¢ YIdAKw

S[0T+HUDATYRZUYAW]IUIN) MIU=D (& YIIAAUWIS[( [+ A[YeZUY AW ]JUI) MIU=ED YIIAKW
S[OT+YID ATYBZUY AW ]IUI) MIU=QD YIIAAW [Q[+YIIA[YRZUY AW |JUI) MIU=qE [IIAAW
S[0T+UI AIYeZUY AWI[JUI) MIU=D8 YIIAKW [ [+YIIA[YRZUYAW]JUI) MAU=Dq YIdAAW
[OT+UP AIYeZUY AWI[JUI) MU= B( YIIAAUIS[Q [+UII A [YeZUYAW[JUI() MIU=) YIdAKW
S[0T+HUPATYRZUY AW JUIN) MU= q YIIAKUI ¢[Q[+IIA[YBZUYAW]IUI) MU= & 1AW
f[o1+HIyeZUY AW])ul) MIU=)" 1I9I[3.110Juno ) Aur
‘[01+HYeZUY AWI[yur) MU= }II[.1I0JUNO) A
f[0T+HIyeZuY AmI[jur) MIU=E" 1IdI[2.LI0YJUNO)Aux
{[01+Iyezuy Awiyurn mMau=s)an3Lw
{[01+IyezUY AW ]yurn Mau=)131[PL10unAw
‘[01+HYeZUYAWI[JuI) MIU=Z)IdI[[2.LI0N AW
‘[0T-+HYeZUY AW [Hur) MIU=[)IdI[[LI0NAW
{[o1-+IyrZUYAW]juIn Mou=d[ v Aw

1Y

£(38S90U3NLIYISAUI/YII AJUNODXBAAUI) (JUI) = YII A [YeZUY AW
£() Y12 AIUNODXEN AW <-)STH SV =119 AJUNOD XA AUX
£()95590.13NLIYISAUI)IZ<-)STH B[ V=35S9013NLIYIS At
{0=UIAqeZzUYAW {00 [=[yezuyAw

}An}
(QSTHBIV« u 11v)dnjos: :omme.30)s1yayIT proa
{/xBunyasgrayd10dg SYISIWBUAP ,/}() SWUIEIZOISIYIJI T~: DWW EIZOISIYIJIT
{

fOSIHBIV)dngas 9 pag= 2 pag.aio)juno)Lw
{q pag= q pagaioDjunodAul ‘e pag= € pag.i0)juno)Aun
$1°0= NRIGIPITAW (0= [ezuyAw
U = WUy fAuw
}
(STHSIIV » uPWAS[[Y 9 pag Jeo‘q pag Jeoj‘e pag jeoy
‘WNWIXEWIJI] A[qNOP JSUOI WNWITUTWIJIT [qNOP JSU0I)
QUINIRIS0)SIYIJI: ;oW RIS 0)SIYIJI]

SWNWIXEWIJI = WINWIXEWdJI AU

/x9ISIPSING US[qELIBAUISSE[Y] 9P UdUODNUNJSILISNZ ./
{} Oasipsang~::9sipsang

{

{(JuaSunydnmqepiepue)s

{fo=[11XypuapAur} (++1:01>1¢0=1 yur)10§

0= dydoyAeLw (= YI0ympIsAu {)0000I= dYIOYurmAuié(= dYIoyXew Aur
£0=9ss9013AAUI{ )= ISSIOITMPISAW {0000 [= I$S01FuTwAUI{)=$S20ISX LW AW
0= JonepAeAw(= Jonepmpisiuri)QQQQ[= Jonepurmiu {g= JIInepxewsur

$0= AWNIYIARAW £(= JWNIPIMPISAUW ()= WHIJIUIWAW (= dWNIJIXew Aur
0= zuea)ansAuw {(= gZurLIONAW ()= [ZueLIoyAuI

‘Zuy= s)sIngUezuyAu = ploysaayAw (0= dssdoiurunsingAw ‘e=dweN}
(ZUY 110YS() ‘829 }SANY) A)SIPSANG::)SIsANG

{Surupuuey)Aw winjaa}Isuod() unwy YD AuNas: :a)s1RyIpsIng 310ys)
{sysangyezuyAw winyaa}isuod() s)singyezuyAunas::a)siajipsaing 1oysn
{} OarsippIpsIng~::astpRyIPsANg

{soy= uonnjosayAururuy It YDAwzuy= s)singyezuyAurie=weN}
(S9Y 8O ISUOI UTW[AUURYD JI0YS() JSUOIZUY JI0YS() }SUOIB, . JJIPSINgG)
ASIPHPSING::NSIPHIPSIng
{
/5 UI0)II( 19MZ UdIdpUE AP Sojeuy ./
{
{ {1 @duwre3o)siy)dowmea3o)siyoney<- [ANSIPSING }(L=({SnPOwdSIuIy)jl
{{(1@owure130)sIH oW eIS0)SIYaWNIYI <~ [ (AISIPsAng }
((GnN==7320Y2)799(L={Snpowdsa[ur))jt
(01 @assdoaSurunsing AundS<-1HS[v)assdoisurunsing Auryas<-[ qajsipsing
{
S(IHBNY 9 1pag‘q page 1pog
‘OaumoapxewAunds<-[qASIPsIng ‘QoumnapuiuAunas<- 1 qasipsing)
QUINIEIS0ISIYIJIT MIU= J@awweaso)sig
{(Soy‘ TuIuPUURYI [ [Yezuy 1H [ JAeLIed)I)sing)
ASIPHIPSING Mau= [AISIPJITIsANG
}
(L=isnpowdasajurg)yt
{(Iyezuy THI AR LIR)SING)I)ISIPSING MU= T@RIsmsang}
(0<1Iyezuy) 31
{()araeySunsooyny AundS<-HS[v= Sy Je0yy
{09 gaaALI0QUN0)AWRS<-THS[[V= d sunsuipag jeoy
£0q yaaarI0puno)AwRs<-1H3V= q sunsuipag jeoy
‘0 qIaALI0DIUN0)AUNIS<-IHS[[V= ¢ Sun3uipag jeopy
fOrquiupuuey)LundS<-IH3[IV= [ulUPUUEYD JI0ys()
‘Or1amyezuesing Aupd3<-1H3[IV= Tyezuy yuy
S0T@PAYMNIAUNIB<-THBV= IaY2 [00q
}
(
SNPOWASIUIF JUI() THEAARLIBYITISANG . FPPSING
THTQACLIEJIISING R . JINSING TH [ JACLILJIISING . JJIPSING
‘IHEAeLIR)SINg ;. . ISANGTH 7 ARLIR)SING o ISING TH [ qARLIR)SING 5 ISING
‘EANSIPRTISING P . ASIJINSANG TANSIPJIPSING D ASIPJIPSANG
‘LAAISIPPITISING P NSIRJINSING €IASIPSING . AsIpsng
‘TAASISING P, ANSIPSING [ qASIPSANG P 3)
EOUIIEIZ0)SIH 7 ;. JUIUIIE 1YOJI[‘TUIELS0)SIH P . JUIUIIE 1yoyIy
‘[ QAWWEAZ0)STH P SWWEIZ0ISIYJITTHSIIV » UPWIS[[V)
QW IS0)STHIUN)IdIMSNY PIoA
/5 UTBUE IS SALIRAQI ] 5/

dWIWE.I30)S1Y)S.Ing 9P IpodPn) b |
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((0)9sYdV ™~ XAua8<-8 195> 9559043) J1
{(1+ee)asyPy XAuI3<-8 19s=gasyoy jul
{(eR)ISYIY XAuI)IS<-& JIS=[IsYIV Jur
}
(++eBi66>BR)=1E JUI) 10}
{
{yeaaqi(ee)q assaoaswoui<-e Jas}
((79sYdV>q 9559013) 299 (]ISYIY=<q 3$590.13)) J1
{ea1q¢(66)q 95013 WdUI<-E IS}
((66)9sYdV XAw)ad<-8 33s<q 95590.13) J1

{ea.1q4(0)q 2ssa0a3AmwduI<-2 38} ((0)aSYdY XAUNIZ<-8 }9s>q 98530.13) J1

{(1+e8)asyPy XAuI3<-8 19s=gasyoy Jul
{(eR)ISYIY XAuI)dS<-8 JS=[asYdVy jur
}

(++vBi66>BR)=1E JUI) 10}

{

{$eoaqé(ee)e assaoadAwoul<-e Jas}
((7asydy>e 9553013)2929(]3SYIV=<¥ 3553013)) JI
{a1q4(66)e 955013 KuIdUI<-8 138 ((66)ISYIV XAWIF<-8 Jas<e 9s530.35) J1
{yeaaqi()e assa0a3 uduI<-8 )98} ((0)9SYdY XAUaS<-8 )as>e 9s530.35) J1
{(1+ee)asyPy XAuNI3<-8 19s=gasyoy jul
{(e)asydy XAu)IZ<-e 1Is=[3sydV jur
}

(++eEige>rEip=tE JuI) 10J

(97 194 ,3559043) (A[qNOP)=2" 9853013
£(q Y19A,95590.13) (9[qnop)=q 9ss30.13
(€ 19A,9553013) (A[qnOp)=e 3s$30.13
£()35530.15)sang Aundd<-[noureN=3s53013
£ gyIaAIsINgAundS<-[nouweN=2" Y124
{OzuaaasingAunds<-[njoweN=q 1A
{0 1y19AIsIng Awpas<-[1jaweN=t"y19A

}

(4++1 fsysangyezuy Kws1y $0=11) 10§

¢g=uonisod yuin
{
{£(0q ¥ HA)Iq & QIoAKmdulI<-2 Jas}(([-95$90434e1Iy>dq & HA)) JI
{4(qe 9  HA)qe 2 YIoAKwdulI<-8 Jas}(([-95$9043461Iy>qe 0 HA)) JI
{£(873q  HA)® 9q yroakudui<-e 3as}(([-95$90434eLIy>E 9 HA)) JI
{£(07qe HA)Y qe yaaakwdui<-e as}(([-95$90134R11y>d qe HA)) )
{£(80 HA)®Y aaakwdul<-& )35} ((]-9589013Ke11y>8d HA)) JI
{4(49 HA)QY yraakwdui<-e J3s}((1-95830134e11y>qd HA)) JI
{{(qe " HA)qE Yaaakwdui<-g Jas}(([-9ss2003Ler1y>qe HA)) JI
{{(Ge HA)E qaaakudui<-8 )as}((-9882018Ke11y>oe HA)) JI
{£(Oq HA)q yaaiundui<-8 19s}((1-9859013Ke11y>2q HA)) JI
{{(eq HA)eq yraakwdui<-& J3s}(([-9ssa013Lerry>eq HA)) JI
(3 HA)? Y1oafudui<-e Jas
{(q HA)Q YA unui<-g 198 {(8 HA)E YIIAAWOUI<-B }9S
{$1-9852013Ke11y=0 HA}(1-9559013 11y <d HA) n
{¢1-0ssa048Ke11y=q HA}(1-9ss90a3 er1y<q HA) n
{{1-9sso0a3Keray=t HA }(]-9ss90134e1IyV <€ HA) n
£(3s89013N1IYIS/((q 9559043+ 3s53043))/(83553043))(Jul) =0q & HA Ui
£(3853013N11YIG/((q 3589015+ 95530.13))/(979s53013))Qui=qe > HA  IuIin
£(3559013PLIYIS/((B95520.43)/(q 9559045+ 9s$9043)))Qui=e 29 HA Ul
£(3s590a3NLIYIS/((995590.13)/(q 9sS90I3+E 98890.13)))(Jul) =0 qe HA Ui
£(3853013N11YIG/((8~3559043)/(373559043)))Jun)=ed HA Ul
£(9552043)1L1YdS/((q9589043) /(3 3552015)))QUD)=qd> HA Ui
£(3s52013NLIYIS/((q 9ss9043)/(€ 98890.13)))QuD)=qe HA Ul
£(3559013N1IYIS/((979559013) /(8 3559013)))QuI)=d8 HA Ui
£(9853013111Y2G/((973559045)/(q 3s89015)))QUD)=dq HA Ui}

£(9s82013)LIYdS/((82s52043)/(q 3ss2013)))Ju)=eq HA Ui
£(9882043NLYIS/(0 YIA))(UN=0 HA Ui
£(9552043LYIS/(q YI9A))GUD=q HA  IuIN
£(9s82013N1YdS/ (B YI2A))QUD=E HA  JuI()
£(9 419A,9553043) (I[qNOP)=d 3s$30.13
£(q YI9A,35590.13) (3[qnop)=q 3ss3013
(8 Ya3A,35590.135) (A[qnop)=e 3553013
£()9ss20.13)sang Aun)aS<-[N]oweN=2s52013
{()gyaaasangAundg<-[njoweN=>" 1A
£O7yIAISINgAUnIS<-[1]oweN=q (124
{0 1yIaMsIngAundd<-[njoweN=e" oA
£0=0 3SS9043{()=( 95530.I3{)=8 35530.13:()=3553013
}
(++11 isysangyezuy Aur>1n o=1r) 10§
QU AIYeZUY AUI)IS<-B )95=35530.15K .11y JuI)
£()3559013)LIYISAUIIT<-€ JIS=3$SI0ITPLIYIS d[qnop
£0=2 YI9A‘Q0=( YJIIA‘Q=E UJIA d[qnop
£0=2" 35530.43°0=( 95530.13°¢g=t 35590.13°)=19NBP‘)=3s$90.3 I[qnop
f0=1yuin

}

TyoyI)owmes

{1
{{¢++zueajon3Lu {(3)a3onsAwdui<-e Jas} (s0<q) )1
{{EnyPLIouNfuUI<-e )38} ((1001==P) P (100[==2))}!
{ {(3)9 131 AI0YJUNOD) AWIUI<-E J3S} (37 IZUIID<D YAIA)JT
{£(3)q 1RIPRLIOYPUNOD AWIUI<-E 13S} (q IZUIID<q YIIA)JI
{¢(d)r 11311103 uUN D AWOUI<- IS} (B IZUIID<E YIIA)JI
{4+ 7zuerI0o At () I[P LI AWduI<-E Jas} (1001>pP)3!
{$++T1ZuRLI0y AW (3) (1A LION AUIdUI<-8 )38} (1001>)31
()9 VAwduI<-8 Jas}
(66>9) 31
I+
{¢++zueajansAu £(3559015%)a)on3LAwduUI<-8 13s}(0"7>q) JI
{{(assa0a3 a1 P LI  UN U UI<-E IS} (100 I==P) (100 1==2))}!
{¢++zzuerioAur $(3s$3015°9) )AL AU UI<-€ J3S}(T0O[>P)J!
S+ ]ZURLIONAUI £(35$3045°9) [1IAN[A.LIONAUdUI<-8 J3s} (100 [>I)J!
£(98890.13%9)9VAwduI<-8 IS
H(001(®)0u) =2 juin
£()9 pag110D))un0)AmIIZ<-8 J9S=0 9ZUII  JBO[)
£0q pagLi0DIuno)AuIS<-8 J35=q 9ZUdI)  Jeopy
‘(e pagrioDuno)Am)aoS<-e JIs=e 9ZUdIY)  Jeop
£()assa0.3)sangAunad<-[1oweN=3ss3043  juIn
()0 AuRsd<-[ujoweN=  p ioysn
£() 110 Aunad<-[njoweN= 3 ja0ys(
() gyIoasangAundd<-[noweN= 2 Y194 d[qnop
f0zyansingAunag<-[njoweN= q g1 dqnop
(0 1yaaAsIngAunas<-[njoweN= € YA d[qnop
{0ssanq@OMAunds<-[noweN=  q jeoy
f0sysanqaupdrAunas<-[njoweN=  © jeoy
}

(++H1 isysangyezuy Aws1r £0=1r) 1oy

f0=11yuin

‘ouaIuImAwI=} yeoyy

}

(87198, JWIEAS0)SIYIYI )W W BAS0)SIYIUIIFI::)SIPSANg  PIOA

Te

/x ISQL12Y212dS 2151
{(QuipayrpuruAw ‘dupayxew A’

QUM PISAW QWNIJI[ACAW S)SING[YRZUY AW QWIIJIT)I[qNOPMPIS
{(uPoYuIUAW YO Y X eW AW DYIOYMPISAWIYIOYARAW S)SING[YZU Y AUIIYIOY)JUIMPIS

q:ISIpsANg. ProA
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{

{{:[e] [n]Kerreop =+ [ee] [n] Keare g 7} (+-+eesxeunniosqy>ee {=te) 105}
(++IEXRUN[OSq V>IN O=1Y) 10§
{f00s=xeunnjosqv}(p0s<xeunnjosqy) jr
{{7xXeunnjosqy=xeun[osqy}asp
{¢1xeunnjosqy=xeunnjosqy}(zxeunnjosqy<[xeunnjosqy) ji
{Q=Xeunnjosqy*g=ee‘Q=1juIn
}
(ZXeUnNOsqy Juif) [XEUN[OSqY JUI() ‘KCLIIZ 4y JUI) KCLICI[IY 15 JUIY)

JWWEIF0)STHUIGISIoU PIoA

{

o {
‘uloq e yaoAku<-)siyeq=+ [1oq & yroakum
{(n]qe™ > yaoakw<-)siyyeq=-+[1]qe 2 yioafux
1]e70q yaaafu<-)siyeq=+[11e 2q yroakw
3 Qe YIAKu<-)SIyIe=+[11]0" qe yaaakw
{[n]ed gaaakw<-)siyyeq=+[1]ed yroakwm
] g yreALm<siyRIe=+ [11]q0” yaaakuis [11] g yaaakwi<-ysiyyeq=+ [11]qe yr1oaLu

}

(+HIYI A [YeZU Y AW <-)SIYI R A>T =11) 10}

{
[n]o"3ss90a3Kw
q9ss9013 4w

{[]o79ssa0a3AmI<-)sIyIYR Q=+
{[]q assa0a3Am<-)sIyI)e Q=+

{[n]e assa0aB w<-)sIYIE =+ [m]e " assv0a3Aw
¢[n]sandAm<-siyreq=+ [1r]33on3 Awr

{[m]o 3310y UN0 D AW <-)STY I e =+ [n]o 113110 pUNO ) A
¢{[n]q 1IP0I UNOD AW <SR A=+ [n]q 391103 UNOD AWt
¢[n]e a1 0 Y UNO ) AW <-)SIYIN B =+ [n]e 131910 ) uUN0) Aux
f[upadnpRaIoun w<-)sIyR)eq=+ [1yasrpR 10y unAw
HIFARCI(ERRIO INUES R IEI LT LI F4REHIERR RS

(] ppav P Aw<-)SIy YR A=+ [l Ry Aw
[ldPpvAw<)sIyYe Q=+ [n]onv Aw

}

(+HIf[ezu Y Aw<-)siya)e > 0=I1) 10y
f[oor]o”dwoay[gorlq  dway[goy e dudy yur
f0=11yuin

}

(S1Y1d) (Y, QWUIRIS0)SIYIFITT JSU0I)IUIUILIF0)STHISIOUI: ;oUW IS 0)SIYIJIT PIOA

{

{f0=1a£a HA 1A HA MPPPi(IXew‘exew‘ Y7 [ded HA TAEA HE)dwweago)siquigosou}
(asa ) i

{f0=ca1a HA‘cA1IA HY AMPPPi(cxew‘[xew‘ 7 £A1d HA‘€AIA HEIWweiso)siHuIgasdw}
(cara Ha) i

{f0=d£d HA TAEA HA MPPPi(ZXew‘exew’ 7 tded HA‘TAEA HE)dwweago)siquigosou}
(aca Ha) ¥

{£0=6aza HA‘cAzd HA AMPPP(exewr‘zxew’ 7 £Atd HA‘€ATA HE)PWwEIS0)siHuIgaS 1w}
(caza He) N

{£0=1a7d HE*1A7A HY MPPP:(IXewgxew’ 7 [AZA HETATA HY)dwweSo)siuigagou}
(aza HY) ¥

{£0=1a7a HE‘1ATd HA APPP:(zxew [Xew' 7 (A1d HATAId HE)PWweiso)siguIgasou}
ara Ha) »

{:0=6a_H‘€d H 2PPpi(eq_H)PwweIdo)stgasnw<-47_¢d_H} (€A H) I
ﬁcuunuzaol.._22%Wﬁcl..:»:_EEwem_:«w..uEA.mNuunu—:QolEe«_

{f0=1a" H 1A H 29PP:(1d” H)PwweISo)sIHdZPW<-4Z 1A HI (1A H) }
‘() caxeunnjosqyAunad<-s[y=gxew juin
fOzaxeunnjosqy Aupad<-gry=gxew juin
‘0 raxeunnjosqyAundd<-g[ry=[xew juin

}

_ (ZAEA Hx» WIN'EATA HY++ MINTASA HExx 3N

‘€ATA HE»» WNTATA He x5 WNTATA He x5 WU ‘AZ_TAEA_HE® 5 YU
‘AZ_€ATA HI®x» WINAZ TAEA HA® = WIN ‘AZ €ATA HIP x5 IUIN

‘AZ 1ATA_HI®x» WIN'AZ TATA HE® 2 W0 €A Hx SWWEIS0ISIYYIT

TA Hx QWWEIS0)SIYJIT LA Hix JWWEIS0ISIYIJIT BV . UL nv
AZ €A HP» QWWRIS0)SIYdJI|

‘AZ T HP» QWWRISO)SIYNITAZ 1A HP» SWWEI50)s1yd51Y)
QUIMIEIS0)STHISIIN PIOA

{++[q]oassa0ad w}(q yuin) 99859013 AWDUL: : MWW RIF0)STYIJI'T PIOA
{4++[q]q assa0a34w}(q yurn) Q355905 AWdUL: :IWWRIF0)STYIJIT PIOA
{++[qleassa0a3Lur} (q yurn) ©9s$9043AWdUL: :JUIRAS0)SIYIYIT PIOA
{4+[qloq e ymoakw}(qiul))  9q € YIdAKWOUL: DWW ERIS0)SIYIJI PIoA
{{4++lqlqe o yeakw}(qul)) QBT YIdAKWOUL: DWW EIS0)SIYIJI PIoA
{++[qledq yraakw}(qiurn) v oq YIaAKWIUL: DWW RIS0)SIYIYI PIOA
{4+[q]o7 qe yoakw}(qjul) 97 qeT YIdAKWOUL: :DWIWRIS0)SIYIJI PIoA

‘++[qled yaaaku}(q yuin) € YIIAKWOUL: :dWUWRIS0)SIYIJIT PIOA
{4++[q]qd yaoakui}(q yuin) Q9 YIIAAWIIUL: :JWWRIS0)SIYIJITT PIoA
{{++[qlqe yaaakw}(q yurn) Qe YIIAKWOUL: :DUIRIS0)SIYIJI] PIOA

‘++[qloe yaaaku}(q yurn) ¢ YIIAKWOUL: :dWWIRAS0)SIYIYI PIOA
{{++1q]oq yaaaku}(q yurn) 3q YIIAKWOUL: :JWWRIS0)STYIJIT PIOA
{{++[qleq yaaakw}(q yuin) €q YIIAKWOUL: DWW RIS0)SIYIJIT PIOA

{4++[q]0 yaaaku}(q yurn) 9 AW UL: : W W RIS0)SIYIJITT PIOA
{¢++lalq yaoaku}(q yurn) 4 YIAKUdUY: ;U RAS0)STYIJIT PIOA
{++[qle yaoaku}(q yuin) € YIIAAWOUL: DWW RIS0)SIYIJIT PIOA

{s++[q]oran3Aw}(q yurn) 93on3AuduL: :dUWWRAS0)SIYIJIT PIOA

{4++[q]o 1P a0 pUN0 ) At} (q JUIN))d JIINPLIONIUNOD) AWIUL: :JWUIRAS0ISIYIJI| PIOA
[ 313121033 uno) Aw} (q jur [ JIDI[ALI0MIUNO D) AW UL: : W RAT0ISIYIJI T PIOA
q]q JI211103]. o] q3uif))q JI2IPLI0] o] 1 TYaJIY P
S++[qe P uno) Aw }(q JuI))e JIIRLIONIUNO ) AWIUL: :IWWRAT0ISIYIJI| PIOA
! o] 1 L o] 1 TaJIT P
{+[qIravmPpaioyuniu}(q jur))  JISIPLIOUNAWDIUL: :DUIWRIS0)SIYIJIT PIOA
{{4+qlpmenPprIoyAw}(q yur))  Z)IDIPLIOYAWDUL: :JUIWRIS0)SIYIJIT PIOA
{++[qlpadnpaIoyAw}(q Jul)  [IISNPAIOYAWOUL: :IUIWEIS0)SIYIJIT PIOA
{4+ [qlonvAw}(q yurn) AV AWOUL: ;oUW EI30)SIYIJIT PIOA

{¢3s530.18=1+[q]a3on3 A} (3ss90.13 yurn‘q yurn)
B0)sIyayIT proa
{£95590.18=+[q 1191210 UN AW} (38890.13 JUIN‘q JuI))
JIRN[[2LIOY UNAWDUL: ;U EIS0)SIYIJITT PIOA
{£9559018=+[q] 7313121100 Au1} (3553043 JuI‘q JuI))
TIRI[PLIONAWDUL: :dUIUIE, 1OJIT] PIOA
{£95590.18=+[q] 13191][9.110) Aw} (3s$30413 JuUI)‘q JuI))
TIAN[ALION AW UL: : W W eAS0)STYIJIT PIOA
{£35590a8=+[q o[ VAw}(3ss30.3 Juin‘q yuin))
AV AWDUL: :oUIuRIS0)SIYIYIT PIOA

)u)-—Wﬁ uue.

{{wnWIXBWJI T=WNWIXBWJI AW} (WNWIXEWIJI JeoL))
WNWIXBWJITAUIIS: DWW EIS0)SIYIJIT PIOA

{#++104muapfunad<-[njoweN] HynuapAw(+-Hy is)sangyezuy Kw>1 $0=11 juy) 105}
(owuea30)SIYAIRUIPL::)SIPSIng  PIoA

it
{yeaaqi(ee)d assaoaSAwdui<-e )as}
((7asYoY>22553013) 9 (]ISYIY=< 3s$9043)) JI
{ea1qt(66)d 9ssa0a3AwduI<-€ IS}
((66)9sYdV XAuII3<-8 195<d 9559043) J1
{3ea1q4(0)d 9ssa013LwduI<-€ a8}
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Programmquellcodes

A ISQLYO! S /30 1IMA~: 191

{ {(y13 AJuno)Xe A Aur‘assa0adLigagAu)dnyos

£(3SSA0INLIYISAU /I AJUNODXBIAIAUE) (JUI) = YIIA[Yezu Y Aux

£JUNOIXBUI=ILI3 A JUNODXBAJ AW $JILIYIS=3SSI0ISN LIYIS At }
(JunodxXeur JEO[J*PLIYIS JBO[)) I : 1)L

{ {(y1 Auno)xe N Awr‘assaoadpriydgAur)dnyos
£(98890.13)1LIYISAWI/YII AJUNOD XEAAU) (JUT) = YII A[YRZUY AW
() I AIUNOD XEAAUIIS <-IN[IAS[[V=UII AJUNOD)XE A AW
£()95$9013NLIYISAUNIT <-1 LI B[V =9s590.13) L1y At }
(YIS s UIPWIS[IY)IIN1 1)1
{
5! ax/
{(ynody)asordy
{(mody‘g“(31qnop)yoazis‘gyng )N LImy(anody (s (1qnop)J0dzZIS ‘G LyNg )i}
{(nody)0s(PIqnop)yodzis‘L [yng)dimy(anody (s (PIqnop)yodzis‘g [yng)ayLimy
£(onody‘g0s‘(e1qnop)yodzis‘g [yng)Imy(nody‘z zZuy (d1qnop)joazis‘g [yng)NLImy
{(Onodyz Zuy“(d[qnop)yodazis g yng)Namyi (anody T Zuy (31qnop)yodzis  [yng )iy
{(Onody‘z zuy(d1qnop)yoazis‘g [yng)NImy(nody g zuy (1qnop)jodzis Lyng)nLiny
{(mody’z zuy (d[qnop)yoozis‘gyng)oyimyi(snody‘z zuy(dIqnop)yoazis‘gyng)oyLimy
{(nodyz Zuy“([qnop)yodzis‘pyng)NLmy nody‘z Zuy (A[qnop)jodzis‘gyng)dnamy
{(Onody‘z Zuy(a1qnop)yoazis yng )My (nody | Zuy(31qnop)yodzis‘y | yng)iimny
{(nody‘ | Zuy(d[qnop)yoazis‘gyng)Imy(anody | Zuy(d1qnop)yoazis‘ [yng)ayrimy

e

/x OSQ2Y2124S

w_N_@N_wu:_e:%Eﬁ_uu:_E:m:e_ﬁ_mus_a__w

fmau=[n]gyng {tp=naujasp{ironfe4/[eurSio=nau} ((0=j100e4) ® P(0=ileuIS110)))1
¢ ((2q e Ygaaaku)aB<-J7)=[eurdLio

snau=[1]zyng {g=naulaspp{ironyeq/feurstio=nau} ((0=j103e]) P P(0=ileuIs110))51
¢ ((qe 2 yaaakwyas<-J7)=[euisLio

fnou=[1] [ yng {tg=noutasp{ironfeq/feurStio=nau} ((0=i10ed) » P(0=ileuIS110)))1
¢ (e 2q yaakunas<-47)=[euidrio

fndu=[u]g yng{io=naujasp{t1ope/eurdtio=nau}((0=i10n[ed) 3 (0=i[euIdL10))}1
¢ ()9~ qe gaaakw)as<-J7)=[euLio

fmau=[nr] Lyng {to=noujasp {<roppe/reuidrio=nau}((0=i101e1)®P(0=i[eudLI0)))1
¢ (ed yIaAkunad<-gz)=[euisrio

‘nou=[n]gyng {{g=noujosp{t1one,/[eurdrio=nou}((0=i101ed) ®P(0=ilBuIsLI0)))1

£ (O Q1A U3 <-47)=[euIdrio

snau=[n]gyng {:p=noujasp{iiope g/ reursrio=nau}((0=i101 1) (0=i[eusLI0)))1
{((Nqe yaakunds<-J7)=[eursrio
‘nou=[ulpyng{:g=noutosp{:iopje/reuidLio=nou}((0=j100e1) P P(0=i[eursLi0))1

¢ ((mae yIaakundd<-47)=[euisrio
‘nau=[u]gyng{¢g=nou}asp{1onfej/reuidrio=nau}((0=;103e]) 2 (0=;[euISLI0))JI

¢ (2q y19ALuds<-7)=[euisLo

fmau=[n]zyng {tp=noujasp{tiopie/reurdrio=nau}((0=;101 1) (0=i[euIdL0)))1
{(Meq YA uad<-47)=[euIdLio

}

(++11 7 Zuy>11 £=N) 1oy

{ ‘nou=[np1yng{:o=noutasp{:iopyey/[eurdtio=nou}((0=i101e) 3 (0=ifeuIsLio))y
() q3ssa0a3AwpaS<-7)=[eurdrio

‘nou=[n]gyng {¢=nou}osp{t1one/[eurdrio=nou}((0=i101ed) ® P (0=i[BuISLI0)))1
(e 2889013 u1)a8<- 17 )=[euIsLIO

snou=[n] ng {:g=nou}asp{:iopieq/femsLio=nau}((0=i10p3e1) ® P(0=i[eursL0))J1
£((mapny Auydi<-47)=[ewisLio}
(11 £ Zuy>1 £0=N) 1oy

{0=ndu d[qnop
£001/1yezuy)sing=Iopyeq

230N Aud8<-47)(FIqnop)=119A0}
(11 ST ZUY>1E £=1) oy
{nlzisa=[nlgung:mlzana=[nlLyng: M1 Lsa=[nlong: [ rAmna=[1lsyng}
(I F10S>1 40

{9 Qun=+[yezUY)ISINg (|

{ro=Inlcungto=[nlzyng‘o=[nl1yngio=[nlonyng‘o=[1leng
co=InlLyngso=Inloyng o=[nlgmg o=Iulpyng:o=lnlgngo=lnlzyng}

(++I1 {G+7_ZUVY>I1 £0=N) 0y

{fo=Inlpimgio=[nlendo=[n] ng} (++11 {+1 Zuy>N {o=1) 10§
<[glorqnop mou=gyng, diqnop  {[10s]oIqnop mou=gyyng; dqnop
<[roslo1qnop mou=,1yng.. siqnop  {[[gglo1qnop mou=9yyng. sqnop
‘[10g]21gnop Mau=gyyng. afqnop :[s+7_zuy]orqnop mou=ggyng. sqnop
¢[s+7 zuv]o[qnop mou=gyng.. Aqnop [s+g Zuy]dqnop mdu=|jng. dqnop
{[§+2 zuy]oqnop mou=(yng. dqnop :[s+7 zuy]d[qnop mdu=Lyng A qnop
¢[s+z zuy|arqnop mau=gyng sqnop :[s+z zuy|s[qnop mdu=gyng spqnop
{[s+7 zuv]oIqnop mau=pjng. Aqnop ¢[s+7 Zuy|arqnop mau=gjng., qnop
¢[$+T Zuy]o[qnop mou=gyng; dqnop [S+] Zuy]o[qnop Mou=p[yng dqnop
¢Is+1 zuy|o[qnop mou=gyng d[qnop :[s+1 zuy]d[qnop mou=gyng s qnop
{)RagayITAmB<-Z=1 a.1g d[qnop
£0=10PE[0=119 A7 ‘0=]EUISLI0 d[qnop
f0=Iyezuyjsing yu
QU AIYBZUYAWIS<-7Z=7 ZuY {Q[yezuyAu)as<-J7Z=] Zuy jul
S(uam, ‘aed)yuddoj=ynody,. A 114

£0 = [11+qlaedig = [o1-+q]aed
‘Ishxy = [6+alredi[phx) = [g+qlaed[g]ixy = [L+q]aed:[z]ix) = [9+q]red
[e+&muapy]x = [s+qlaed
{hadlx = [p+qlredi[o]x = [e+qlred:[o]x = [z+qlaed:[o]x = [1+q]red
Sred-yod=q yur {(,\\,‘red)ayoans=yad ‘yod , reyd
{<mhno=[rlaed} (++100z>11¢0=ID) 10}
[oozlred , wqdd..} =[11X1°,,68L9SHETIETI W=[0T]X Teyd
£0=11°0=I1 yux
}
(3718 d[qnopaSude| JUIIN0 L IeYII( JUIAIPUIP] Jul
TLSUAIANOP TANINY 21qNOP* [ LSY x1ANOP L AN Y +21qNOP HZ 5 SWWEAZ0ISIYIHIT)
—N>H\_2@E-«‘-Na—ww-_==@:®> proa

{
(005 MqBISSINSIY)TUIL[3(00S  ALINSHNSIY )T UdNIE[3
{ ‘mqeyg=[11]MqesSsHSIY )M PRIA=[1T] A IASHNSOY
{:Mqe)SISIPUIA+MEIS=MqEIS} (0=i MqEIS)JE
10" 0=MQEISISIPUIN
{:00yIman 1abs=mnqeistas {{0=mqesS}(0=>19121MaD)J1
{f0=101y21M3D)} 3spd
{£0101penQ) . ((0° -031 MIYBZUY)/0" ) =) UMD} ([ <M A [YRZUY)JE
{{S(OrMPIIN-BE) )M PIIIN-ER)) < [ee] (] feraeg 7) (31qnop)=+)1o1apen))}
(0=ilee][nAerieg7) yr}
(++BBL(QS>BE Q=88 JUI) 10]
{£0=)10MPIIN} IS
{{ @R [YEZUY AWWNG)=) 1M PN} (0<)II AN [YBZUY )T
{{ ‘eey[ee][n]feareyz=+owung {[ee][n]AelteyZ=+or M [ezuy}
(0=ilee][nlLerreqz) yi }
(++rEBipQS>EE {O=CE JUI) 10)
| PUIAL{0=)IMPININ0=MqEISE0=1YIIMID)
£0=)13LIpENQ =2 W NG )=III A\ [YRZUY
}
(++£00S>11:0=11 Juy) 10y
f0=mq PUIA 0=} MPITIN 0= qEIS" [PIMIDg=)Ia1IpENQ d[qnop
{)=PWmNG (=3I A\ [JRZUY dqnop}
(MqE)SSHNSIY . JANOP° A ASHNSIY 5 A[NOPKBLIBYZ ;. JUI())IWWEISOISTHUIN IS EIS PIOA
/5 MIDUL 2YDIS SILIDIGIT s/

SUISI[- pUN SUIQIIYISIA[I] SIP Ipod[Pn) T



{(urdy)asopy {4 uaSunyosorioysrads ayos a/
{¢([ee]g1apng er)sozigAur)as<-[n] 1 AuI(++Rig>RR )=0E) 10]
{ {([ee]gr1opng ‘ee)zmqeisurg Aunds<-[1] 1oy Am
¢([ee]L1agyng ee)zsiunodurg Aunjas<-[n]aaypi Au
‘(lee]9propng ee) | mqe)surg Aunos<-[n]oyg A
‘([ee]gyaagyng ‘ee)  spunodurg Aunas<-[1] 1 A}
(++eBi(0S>rRi(=0E) 10}
{ {([ee]craopyng ee)dq & YaaAakunas<-[n]raAu
([ee|zraagyng ee)qe > yraalunos<-[]aaygfu
‘([ee]pr1agng ‘er)e dq yaaakunas<-[n]aagAw
{([ee]gr1oyng‘ee)d qe YraALun)as<-[i]aayyAm
¢([ee] L1apyng‘ee)ed YaaAKunas<-[n]aagAu
‘([ee]gsoyng ee)qd yraakunas<-[]aayyfw
{([ee]saopyng ‘ee)qe yraafunas<-[1]ayg Aw
¢([ee]paagyng‘ee)oe YyaaAakunas<-[n]iaiu
‘([ee]gadyng ee)oq yraaLunas<-[n]soyg Aw
‘([ee]zroyng ‘ee)eq yaoafunos<-[n]soyp g Lu}
(++eeig Zuy>eeig=ee) 10j
{ {([ee]p1aayng ee)q ass010Aunas<-[n]1aAu
‘([ee] graggng ee)e assa01Aun)as<-[1]1a31 4 Kw
f([ee] [1oyyng ‘ee)dIv Aunds<-[n]ooypy Lur }
(++BE] ZUY>BEBi)=bE) 10]
{(udy‘e“(31qnop)joazis‘g oy ng ) pea.j=)nsaa
£(urdy‘0s‘(d1qnop)yoazis‘g L Io)yng)peay=)nsox
£(urdy00s‘(a1qnop)y0azIs‘L L 1oJyng) peay=)nsox
£(urdy‘00s‘(31qnop)y0dzIsg [ 1) ng)Peay=)nsa
£(urdy‘00s‘(21qnop)y0azIs‘g 1 1) ng)pedy=)nsaa
{(uidy‘z zuy“(91qnop)joazis g [1a)yng)peay=)nsa.
{(uidy‘z zuy*(AIqnop)jodzis g [1a5yng)pedy=)nsa.l
{(urdy‘z Zuy*(3[qnop)joazis | [ 13 ng) peay=)nsa.
{(uidy‘g zuy“(91qnop)yoazise) [ 12} ng)peay=)nsa.
{(urdy‘z Zuvy(a[qnop)yoazis‘L 1 ng ) pedaj=)nsax
{(urdy‘z Zuy*(3[qnop)Joazis‘9ajyng ) pedaj=)nsax
{(midyz Zuy(3]qnop)JodzIs s Iy ng ) Peady=)nsaa
{(udy‘g”zuy“(91qnop)jodzispayyng)peay=)nsa.r
{(urdy‘ 7z Zuvy*(3[qnop)Joazis‘caagyng ) pedaj=)nsax
{(uidy‘z Zuy*(3[qnOP)JodZIS TI NG ) Pedry=)nsda
{(urdyy” Zuy“(91qnop)yoazis‘y [ 12}y ng)pedy=)nsa.
{(urdy* 1 Zuv(a[qnop)Joazis‘grayng ) pedaj=)nsax
{(urdy* 1 Zuy*(3[qnop)Joazis‘ [ 13 ng ) ped.aj=)[nsa.x
fonn=[ulaapovAm
} aspp
{tonuy s 4250140Y212dg 2151 @/} (0==widy) j1
£(,,q4,,red)uddoj=urdy
£0 = [11+ql1ed £ = [o1+q]1ed
flozhxs = [6+qled: 61X = [8+qled {[gr]ix = [L+q]ed
L1 = [9+q)aed:[p+n]x = [s+qlaed f[1opa3q]x = [p+q]red
‘lolx = [e+qlaed <[olx = [z+qlaed (o]x = [1+q]aed
L68LISPETIETId W=l0TIX 1eYd
‘[lorqnop mou=gragyng.. dqnop:[1oslorqnop mau=grisyng. A[qnop
‘[10§]91qnop Mau=, L1dgyng.. J[qnop:[1os]orgnop Mau=g1agyng., [qnop
([10g]21qnop mou=¢y10)yng ;. AqnOp:[z zuy]d[qnop mou=¢|1a)yng; Aqnop
£[7 zuyorqnop mou=z1a)yng, A[qnop:[ Zuy|o[qnop mou=y1a)ng; dqnop
£[7 zuv]o[qnop Mau=( [1agyng, AqNOp:[g Zuy]d[qnop Mmdu=,1opng. dJqnop
¢[¢_zuv]aqnop mou=913gyng . Aqnop:[z zuy]3qnop Mdu=g1dgyng . dqnop
{[¢ zuy]o[qnop mou=proyyng . Aqnop:[z zuy]dqnop Mou=gIdgyng. dqnop
¢[7 zuy|orqnop mau=ziayyng;. A[qnop:[| zuy|d[qnop mou=py1o)ng; dqnop
{1 Zuy]9[qnop Mdu=g1agyng.. Aqnop:[1 zuy]a[qnop mou=piojyng. dqnop
}

(+-HE A EZUY AW>1T 0=11 uy) 10
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11+4=q
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{rn nhxa=[l e d} € T+a>T15q=T1) 1oy
o=11red-yod=q yur

SG\Cred)agaans=yad

‘yad 4 deyd

{eluu=(nlred} (++11¢00z>11£0=1D) 10§
SURAYRZUYAW=7 Zuy QI ezuyiu=] Zuy jul
‘[o0z]aed aeyd

i wq00ddd\2es 1NN\, } =[lx) reyd
f0=ue‘Q=I1'0=)nsa1 yur

}

(1019 Jur‘ur L 1eyd95ude] Jururdy, ATIA) UISIUIAZIESIINLL:HISINIA PIOA

{¢[q]oAapoyAwr winjax}ysuod(q yur) ANV AW}IS::)38.19)[1] [00q
{Lg[yezuyAw wanjaa}ysuod() I [YeZuyAU)aS::39SI9)I Jul
Sl Awr 93P} (+-+1IE Iy EZUY AW 11 =I1 yul) 10J} ()9S 14~
f
g

{ {CPASNV) 191 Mou=[1r]pprg A
‘aspey=[njoanoyAu }
(L1 Y ezu Y AW 115 =11 jur) doj
£((09552013N11YIS AU1IT <IN S[ V) =550 LIYIS A
(041 AJUNo D) XA AUNIS<-INIS[[V)=YId AJUNOD)XE A AU
£((0as59013N1YISAUNIF<-INABIY)/(O U AIUNO D XE N AUIZ<-INAS(V)) (UD=YIIA[YezuY At
£001=PTIYezu VAW
‘[ IyezuyAw][00q MIU =dANIY AW
{[AMAIYEZUY AW ] JYL] MOU=IIY LI AW
{[qezuyAw=13)[J[yezuy Au
}
(INABNY UPURSY TYBZUY AW 110YS()) JISIINI::JISINIY

/xUIGDL 1y op uauoyyunfsfiisng./
{/xuaSunfqy uawyvusny, /{
{fo=lnlzmqersurgAwo=[nlzsy gdw

‘o=[n]imqeysurg Kwio=[u] rsyunodurg Aw}
(1 F10S>11 S0=11) Joy
{ ‘o=[u]oq e yaoakwig=[u]qe > yroalw
f0=[n]e d0q yaaakuig=[n]o" qe yraakurig=[n]ed yraakwég=[1]qd yraalum
‘0=[n]qe yraakurig=[n]oe yraafurig=[11]oq yroakuiig=[njeq yroakur}
(++11 {6+UDAYRZUY AW £)=11) 10)

{f0=[11q assa0an Awg=[11] e ass0a A =[n]orIV AW} (+-+11 {6-+HyezZUYAW>N {0=11) 10§

‘o=uin

‘0=[g]sazigAm {o=[[]soziSAw¢g=[p]soz1SAw

¢[glo1qnop mau= SIZISAW

([10S]o1qnop Mau= gmqeysurghu ¢[J0S]a[qnop mau= gsyunodurgAw
‘[10s]91qnop Mau [mq 1gAu ¢[0g]oqnop maou= | 1g Aux
‘[oT+ud AlYeZUYAW]d[qnOp MU= 3q ¢ YA
{[o1+UB AlyBZUYAW]3[qROp MU= qe 0 yaaAku
‘[01+yAIYEZUY AW]I[qnOp MIu= [TV REYVA I
f[01+Ud AlyeZU Y AW]d[qnOp MU= 9 qe YAk
{[0T+UIPAIYeZUYAW]D[qnOp Mau= LRI REYWN
‘[01+udAIyEZUY AWI[3[qnop Mau= Q2 yaaAkw
‘[01+UPAIYeZUYAWI[D[qnOp MAu= [LRTREYVNII]
{[0T+UIPAIYeZUYAW]D[qnop Mau= EINTREYVN
{[0T+UBAIYeZUY AWI[3[qnOp Mau= 3q yaaAkw
{[01+UIP AyEZUYAW]I[qnOp MAu= eq AW
f[o1+1yezuyAw]djqnop mou= q 3ssd0.19) Aux
‘lo1+HyezuYy Awi[o[qnop mau= 9552010 A

([0 T+IyeZUYAW]I[qnop Mau= VAW

00 I=IyezuyAw

}

An}

(3unodxewr 3o NLIYIS Jeopy)dn)as: 1)1 PIoA
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/5 UaqDL I 4op uauopyunfsffiisnz./
{
{(ProYsaay LAur)p[oysaay L Aunas<-ddelr],
{£ 1=proysaay L fw}(0==p[oysa.y  Aunyr
{(qenbw wjuno)uedur) JAur)(3.10Ys))=poysaay | Aur
{
{rras il DA w=+[q]00 LAL DA w (1] D ALw=+[q] 00 LD S At
{10009 <<undé(, SumyRaydstqanierie D, )putid} (0 [9zigAw<q) } asp
{
Sl T A w=+[qlo0 T A D AW 1] 1D AAw=+[q] 00 LD A1t
{faoata<<upi(, Sumpaydsiaganierre J, )putid}(opazissw<q) }(0=i(001 %)) 1

Sed ] LD A=+ [e]0 LA D Aw (1] 1D A wi=+[e] 01 DA At
{10019 <<undé(,, Sumpaydstaganierie ), )puLid} (0 19zISAw<e)jr
}asp
sjunod 1 oad syunod L>uanbaayg ypuydasyg // {
Sl rA DA w=+[e]or A DA 1] D AAw=+[e] LD A
{10010 <<undé(,, Sumraaydsiaqanienie D, )purid} (g [azigAm<e)jn
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Frerichs, Sebastian Kiihn, Christian Reichardt, Tim Schéafer und Duncan Wild. Sie haben
durch ihre Hilfsbereitschaft und gute Zusammenarbeit zur Entstehung eines angenehmen
Arbeitsklimas beigetragen und mir mit Tips, in Diskussionen und durch Korrekturlesen dieser

Arbeit weitergeholfen.

Dem Braunschweiger Teil unserer Arbeitsgruppe, Stefan Bode, Jan Framke, Axel Wehling,
Claudia Quentmeier und Pen-Nan Xiao fiir die vielen interessanten Seminare, Gesprache und

Diskussionen.
Joachim Wuttke fur die Bereitstellung des LMA source codes LMFit.

Mein besonderer Dank geht an meine Familie, die mich in vielerlei Weise stets unterstitzt hat

und mit ihrem Glauben an mich mir diesen Weg erméglicht hat. Insbesondere gilt dies meiner

Frau Ruth, die mir in dieser Zeit zwei wunderbare S6hne Niklas und Mattis geschenkt hat und
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Lebenslauf

Am 23.11.1974 wurde ich, Hendrik Hippchen, als Sohn von Eva-Maria und Paul
Hippchen in Thuine geboren. Ich besitze die deutsche Staatsbirgerschaft.
Verheiratet bin ich mit Ruth Hippchen geb. Homeyer und habe zwei Kinder,
Niklas und Mattis.

Von 1981 bis 1985 besuchte ich die Grundschule Darme in Lingen (Ems) gefolgt
von der Orientierungsstufe Laxten in Lingen (Ems) von 1985 bis 1987. Daraufhin
besuchte ich von 1987 bis Ende 1988 das Franziskusgymnasium Lingen (Ems)
und wechselte Anfang 1989 zur Marienschule Lingen (Ems), an der ich 1991 den
erweiterten Sekundarabschluss | erwarb.

Nach Besuch des BGJ Elektrotechnik an den Berufsbildenden Schulen Lingen
absolvierte ich in den Jahren 1992 bis 1995 eine Lehre als Chemielaborant bei
der Bayer AG in Leverkusen.

Daraufhin leistete ich, gefolgt an eine Ubergangsbeschéftigung als
Chemielaborant bei der Kernkraftwerke Lippe-Ems GmbH 09/1995 bis 01/1996,
von 02/1996 bis 11/1996 meinen Grundwehrdienst bei der TechnSpezKp 200 in
Emden. Nach einer befristeten Einstellung als Laborhelfer bei der Béarlocher
GmbH 02/1997 bis 10/1997 sowie einer unbefristeten Einstellung als Laborhelfer
bei der Hagedorn AG 11/1997 bis 8/1998 erwarb ich meine Fachhochschulreife
im Jahre 1999 nach einjahrigem Besuch der Fachoberschule Technik bei den
Berufsbildenden Schulen Lingen.

Im Jahre 1999 begann ich das Studium Chemieingenieurwesen mit Schwerpunkt
Biotechnologie an der FH Aachen Abteilung Jilich im internationalen
Studiengang, welches ich im Jahre 2003 mit dem FH-Diplom erfolgreich
abschloss. Meine Diplomarbeit mit dem Thema ,Enzymatische Trennung von
cis/trans-1,2-Cyclopropandicarbonsédurediethylester® fuhrte ich unter der Leitung
von Prof. Dr. Jeromin durch. Im Verlauf des Studiums absolvierte ich zwei
Auslandssemester am RMIT in Melbourne/Australien.

Im Anschluss an das Fachhochschulstudium begann ich zum Wintersemester
2003/2004 das Master Studium Chemie an der TU-Braunschweig, in dessen
Verlauf ich nach zwei absolvierten Semestern die Zulassung zum Promotions-
studiengang auf Grund der Turbo-Master-Qualifikation erlangte. Seitdem habe
ich meine Forschungstétigkeit als wissenschaftlicher Mitarbeiter am Max-Planck-
Institut fur biophysikalische Chemie in Goéttingen fortgesetzt. Die dabei
durchgeflihrten Arbeiten zum Thema der konfokalen Einzelmolekil-Detektion
von fluoreszenz-kodierten Nanospheres sind Grundlage fur die vorliegende
Arbeit.
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