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Die Entwicklung neuer, schneller und empfindlicher As-
say-Formate fiir die Krebsdiagnostik ist eine grole Heraus-
forderung fiir die biomedizinische Analytik. Da p53-Auto-
antikorper unabhingige und hochspezifische Tumormarker
mit einem hohen Potenzial zur Fritherkennung einer Erkran-
kung sind, sind sie vermehrt in den Brennpunkt der modernen
Krebsdiagnostik geriickt.!! Das hier vorgestellte Nachweis-
verfahren fiir p53-Autoantikorper beruht auf der Detektion
von fluoreszenzmarkierten, kurzen Peptiden, die von der
Antikorper-Erkennungssequenz des p53-Proteins abgeleitet
wurden. Die Effektivitiat dieser Peptid-Sonden zur Friih-
erkennung und Verlaufskontrolle bosartiger Erkrankungen
wird durch die Detektion individueller p53-Autoantikorper
im klinisch relevanten Konzentrationsbereich, direkt in Seren
von Krebspatienten, demonstriert.

Genmutationen in p53, dem ,,Wichter des Genoms*, sind
die héufigsten genetischen Verdnderungen bei menschlichen
Tumoren®! und fithren hiufig zu einer Immunantwort des
Korpers gegen das Zellkern-Tumorsuppressorprotein pS3 —
das DNA-Transkript des p53-Gens. Es konnte gezeigt werden,
dass das Auftreten von p53-Autoantikérpern in menschlichen
Seren mit einer nahezu 100-proz. Sicherheit auf eine maligne
Erkrankung hindeutet, falls Autoimmunerkrankungen ausge-
schlossen werden konnen.! RoutinemiBig wird die nach
einem heterogenen Verfahren arbeitende ELISA-Technik zur
Detektion von p53-Autoantikérpern eingesetzt, deren Detek-
tionslimit im Bereich von 10~° bis 10-!'m liegt. GroBe
Nachteile dieses Tests sind die Testdauer (im Bereich von
mehreren Stunden) und die hohen Kosten, bedingt durch die
Verwendung von rekombinantem p53-Protein.

Lubin und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die Immunant-
wort von Krebspatienten nicht gegen die mutierte zentrale
Region in der p53-Sequenz gerichtet ist, sondern dass Anti-
korper hauptsidchlich gegen zwei kurze, lineare Peptid-
Epitope aus der N-terminalen Region (der Transaktivierungs-
domiine) des Proteins gerichtet sind.[! Die Nutzung dieser
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Peptide zur Entwicklung eines homogenen, auf Fluoreszenz
basierenden Immunassays ist daher vielversprechend.

Die Sequenzen beider Peptid-Epitope enthalten jeweils
einen Tryptophan-Rest. Das Indolderivat Tryptophan 16scht
effizient die Fluoreszenz einiger umgebungssensitiver Fluo-
reszenzfarbstoffe, die im roten Spektralbereich absorbieren
und emittieren. Hier berichten wir, wie diese Fluoreszenzl6-
schung durch Tryptophan das Design effizienter molekularer
Sonden ermdoglicht, die eine Antikorpererkennung durch
einen starken Fluoreszenzanstieg signalisieren.

Beide immundominanten Epitope wurden N-terminal mit
dem im roten Spektralbereich absorbierenden Oxazinfarb-
stoff MR121 (Abbildung 1a) markiert. Hydrophobe Wech-
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Abbildung 1. a) Struktur des Oxazinfarbstoffs MR121, der zur N-termi-
nalen Markierung der beiden Epitope verwendet wurde (Epitop I:
Aminoséuren 15 bis 29, MR121-SQETFSDLWKLLPEN; Epitop II: Ami-
nosduren 46 bis 65, MR121-SPDDIEQWFTEDPGPDEAPR). b) Relative
Fluoreszenzintensitét (/) einer 108M Losung des farbstoffmarkierten
Epitops I in Gegenwart verschiedener Konzentrationen des Modell-Anti-
korpers BP53-12; alle Messungen wurden in Assay-Puffer durchgefiihrt.
c¢) I, des Tryptophan-Restes in markiertem (——) und
unmarkiertem (----) Epitop I (A =290 nm). d) I, des Farbstoffs in
markiertem Epitop I in Abwesenheit (——) und in Gegenwart (- - - -) eines
100fachen Uberschusses an Modell-Antikorper BP53-12 (Ao = 640 nm).
Abkiirzungen der Aminosduren: A Alanin, D Aspartat, E Glutamat, F
Phenylalanin, G Glycin, I Isoleucin, K Lysin, L Leucin, N Asparagin, P
Prolin, Q Glutamin, R Arginin, S Serin, T Threonin, W Tryptophan.

selwirkungen fiihren zu einer Peptidkonformation, in der die
Fluoreszenz des Oxazinfarbstoffs durch den Tryptophan-Rest
effizient geloscht wird; die relativen Fluoreszenzquantenaus-
beuten @, sind 0.38 (Epitop I) und 0.21 (Epitop II, Ta-
belle 1). Verschiebungen in den Absorptions- und Emissions-
spektren deuten auf Wechselwirkungen zwischen Farbstoff
und Tryptophan sowohl im Grund- wie auch im angeregten
Zustand hin. Diese Daten und zeitaufgeltste fluoreszenz-
spektroskopische Messungen, die nahezu unveridnderte
Fluoreszenz-Lebensdauern ergaben (Tabelle 1), stiitzen das
Modell eines statischen Charge-Transfer-Grundzustandskom-
plexes zwischen Farbstoff und Tryptophan, der nicht oder nur
schwach fluoresziert. Die verbleibende Fluoreszenz kann mit
einem dynamischen Gleichgewicht zwischen einer gefalteten
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Tabelle 1. Spektroskopische Daten des Oxazinfarbstoffs MR121 und der markierten Epitope.[]

Zur Erhohung der Detektionsemp-

Ao [nm] A [nm] P T [ns]  a o [ns] @ e findlichkeit wurden die Fluoreszenz-
MR121 661 673 100 185 100 - 1066 1nten51tatf:n durcl} konfokale Fluc')—
MR121-Epitop I 666 683 038 056 006 211 094 1107 reszenzmikroskopie gemessen. Die
MR121-Epitop I + BP53-12 666 680 0.76 106 0.06 2.16 094 1105  Verwendung von kleinen Anregungs-
MR121-EpitOp 11 667 683 0.21 0.51 0.09 2.00 0.91 1.138 und Detektionsvolumina reduziert
MRI121-Epitop II +PAb1801 666 679 0.56 0.61 0.09 1.89 0.91 1.085 elastische und inelastische Licht-

[a] Die Messungen wurden in Assay-Puffer (100 mm Natriumphosphat, pH 7.7, 0.3 mgmL~! Albumin,
0.05% Tween 20) bei Raumtemperatur durchgefiihrt. ,,, und 4., sind die Absorptions- bzw. Emissions-
maxima der gemessenen Sonden, @, bezeichnet die relative Fluoreszenzquantenausbeute und 7; die

Fluoreszenzlebensdauern mit den entsprechenden Amplituden a;.

(,,geloschten“) und einer offenen (,,nicht geloschten*) Kon-
formation des Konjugats erkldrt werden. Messungen der
Tryptophanfluoreszenz der markierten Peptide stiitzen diesen
Mechanismus. Die Fluoreszenzquantenausbeute ist in beiden
Epitopen nach Farbstoffkonjugation stark reduziert und das
Emissionsmaximum erheblich blauverschoben (von 349 auf
337 nm, Abbildung 1c¢), was auf eine hydrophobe Umgebung
fiir den Tryptophan-Rest hindeutet.
In-vitro-Antikorperbindungsstudien mit den farbstoffmar-
kierten Epitopen wurden mit monoklonalen Maus-Antikor-
pern gegen die N-terminale Region des p53-Proteins durch-
gefiihrt. Die Maus-Klone BP53-126 und Pab 18019 erkennen
spezifisch die Aminosduren von Epitop I bzw. Epitop Il in der
humanen p53-Sequenz. Abbildung 1d verdeutlicht, wie die
Zugabe von Antikorpern zu einem starken Anstieg der
Fluoreszenzintensitét fithrt. Der spezifische Erkennungspro-
zess des Antikorpers induziert eine Konformationsdnderung
in der Peptid-Sonde, die die Tryptophan-Farbstoff-Wechsel-
wirkung aufhebt. Dieser aus den spektroskopischen Daten
abgeleitete Mechanismus ist in Abbildung 2 gezeigt. Nach
Zugabe des Antikorpers ist das Emissionsmaximum des
Farbstoffs leicht blauverschoben (Tabelle 1), was anders als
beim Tryptophan-Rest eher auf eine hydrophilere Umgebung
schlieBen lidsst. Um die Eignung dieser Peptid-Sonden zur
Quantifizierung von Antikorpern in homogener Losung zu
testen, wurden die Fluoreszenzintensitéiten von 10~-8M Losun-
gen der beiden farbstoffmarkierten Peptide in Gegenwart
verschiedener Antikorperkonzentrationen gemessen. Wie
Abbildung 1b verdeutlicht, konnen Antikorper bis in den
nanomolaren Konzentrationsbereich nachgewiesen werden.
Die gewonnenen Daten stiitzen das Modell einer Anderung
der Sondenkonformation bei Komplexierung durch den
Antikorper: der Tryptophan-Rest zeigt eine starke Wechsel-
wirkung mit der Bindungstasche, was mit einer reduzierten
Fluoreszenzloschung einhergeht (Abbildung 2).

Abbildung 2. Funktionsprinzip der Peptid-Sonden: Die wegen hydrophober Effekte
bevorzugte geloschte Konformation B des Peptids steht im Gleichgewicht mit einer
~offenen, weniger geloschten Konformation A. Bei spezifischer Antikorpererken-

streuung sowie die Hintergrund-
Fluoreszenz erheblich. Detektionsvo-
lumina in der GroBenordnung von
etwa 1 fL ermoglichen die Beobach-
tung einzelner Molekiile in 10~° bis
10-2m Losungen. Diese konnen anhand von Photonenschau-
ern (,,Fluoreszenz-Bursts“) mit hohem Signal-Rausch-Ver-
hiltnis erkannt werden, die bei der Diffusion einzelner
Molekiile durch das Detektionsvolumen entstehen.”l Bei
Verwendung von roten, gepulsten Diodenlasern als Anre-
gungslichtquellen und von Fluoreszenzfarbstoffen, die im
fernen roten Spektralbereich emittieren, ist diese Technik
eine wertvolle Methode fiir Messungen in humanen Blut-
serum-Proben.! Da die Einzelmolekiil-Spektroskopie ferner
die Detektion von Subpopulationen mit nur geringfiigig
verdnderten spektroskopischen Parametern erlaubt, lassen
sich gebundene und freie farbstoffmarkierte Epitope iiber
ihre unterschiedlichen Fluoreszenzintensitdten (,,Burst-Ho-
hen*) unterscheiden.”! Details zum experimentellen Aufbau
und zur Datenanalyse sind in der Literatur beschrieben.!'”]

Abbildung 3 zeigt Fluoreszenzintensitéts-Zeitspuren von
5x107""m Losungen der beiden markierten Epitope in Ab-
wesenheit und in Gegenwart von verschieden konzentrierten
Losungen der Modell-Antikorper. Die Zeitspuren der ge-
loschten Epitope zeichnen sich durch geringe Burst-Hohen
mit Zihlraten (Photonens™!) bis zu 20-30 kHz bei einer
Anregungsenergie von 250 uW aus (Abbildung 3a, d). Die
Erkennung durch den Antikorper induziert eine Konforma-
tionsdnderung im Peptid, was zu einer verminderten Charge-
Transfer-Wechselwirkung fiihrt. Folglich konnen hohere
Burst-Raten (Bursts pro Zeit) und Burst-Hohen mit Z#hlra-
ten bis 100 kHz beobachtet werden (Abbildung 3b, c, e, f).
Die etwas niedrigeren Burst-Raten fiir Epitop II (Abbil-
dung 3e, f) lassen sich durch eine geringere Bindungsaffinitét
zum Antikorper erkldren. Um die Anzahl der Bursts oberhalb
eines gegebenen Schwellenwertes zu quantifizieren, wurde
eine automatisierte Burst-Erkennungsroutine benutzt: Zur
effektiven Unterdriickung geldschter (ungebundener) Epito-
pe wurden nur Bursts mit Z&hlraten von mehr als 30 kHz
(Epitop I) oder 20 kHz (Epitop II) gewertet. Die Start- und
Endpunkte der Bursts wurden durch Zihlraten von
5 kHz festgelegt. Mit dieser Erkennungstechnik lag
die Hintergrund-Burst-Rate der Epitope bei 0.04 Hz.
Das Zihlen aller Fluoreszenz-Bursts oberhalb dieser
Schwellenwerte ist eine einfache und schnelle Metho-
de zur Steigerung der Assay-Sensitivitét.

Abbildung 3g zeigt die Bindungsisotherme von
Epitop I, die durch die Titration einer 5x107!'m
Losung mit dem Maus-Antikorper BP53-12 erhalten
wurde. Eine Datenaufnahme von 3 min ist ausrei-

nung liegt das Peptid in einer neuen Konformation C vor, in der die Charge-Transfer-

Wechselwirkungen zwischen Tryptophan und Farbstoff stark reduziert sind. Daraus

resultiert ein Anstieg der Fluoreszenzintensitét.
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chend, um eine 10~''m Antikorperlésung durch eine
um das Sechsfache gegeniiber dem Schwellenwert von
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Abbildung 3. Fluoreszenzsignale (Zihlrate v, gegen die Zeit 1) einer 5 x
10~''m Losung von Epitop I (linke Seite) und Epitop II (rechte Seite) in
Abwesenheit (a, d) und Gegenwart der Modell-Antikorper BP53-12 und
PADb 1801 in Konzentrationen von 10~M (b, €) oder 107'°Mm (c, f). Zusétzlich
sind die Schwellenwerte fiir die Burst-Erkennung eingezeichnet. Die
Daten sind in Zeitintervallen von 1 ms dargestellt (Laseranregungsenergie
in der Probe: 250 uW). g) Bindungsisotherme, die aus der Titration einer
5x107"'"m Losung von Epitop I mit dem Modell-Antikérper BP53-12
erhalten wurde. Die Messungen wurden auf Einzelmolekiil-Niveau durch-
gefiihrt.

0.04 Hz erhohte Burst-Rate (0.24 Hz) zu detektieren. Unter
Siattigungsbedingungen, d.h. bei einer Antikdrperkonzentra-
tion von 10-8M, steigt die Burst-Rate um das 62.5fache an
(2.50 Hz, Abbildung 3g). Der Fehler der gemessenen Burst-
Raten ist hauptsédchlich durch die Dauer der Datenaufnahme
determiniert. Der relative Fehler in den gemessenen Burst-
Raten vy, ist proportional zu N~ fiir N in einem unendlichen
Zeitfenster gezéhlte Bursts. Fiir eine Burst-Rate von 2.5 Hz,
die sich aus 450 detektierten Bursts innerhalb von 3 min
berechnet, ist damit der Fehler zu vernachldssigen. Fiir
kleinere Burst-Raten wie 0.24 Hz liegt der Fehler im Bereich
von 15%. Anders als bei den Einzelmolekiil-Messungen
steigt in Ensemble-Messungen die Fluoreszenzintensitit le-
diglich um das Doppelte an. Die entscheidend verbesserte
Unterscheidung zwischen geloschten und nicht geloschten
Peptid-Epitopen demonstriert den Vorteil der Einzelmolekiil-
Spektroskopie gegeniiber Ensemble-Messungen fiir diagnos-
tische Anwendungen.

Ob die entwickelten Peptid-Sonden fiir die Krebsfriither-
kennung und zur Uberwachung des Krankheitsverlaufs ein-
setzbar sind, wurde in einer Studie mit Blutserum-Proben von
Krebs-Patienten und gesunden Spendern untersucht. Hierbei
sollte gezeigt werden, dass die entwickelten Peptid-Sonden
auch von humanen p53-Autoantikorpern erkannt werden. Als
potenziell positive Proben wurden Seren von 40 Brustkrebs-
Patientinnen getestet. Alle Proben wurden 1h bei Raum-
temperatur mit einer 10~''m Losung beider Epitope inkubiert.
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Wihrend die Seren der gesunden Personen Burst-Hohen
<60 kHz fiir 1:10-Verdiinnung und <30kHz fir 1:100-
Verdiinnung aufweisen (Abbildung 4), finden sich in 8 von
40 Seren der Brustkrebspatientinnen deutlich hohere Signale,
die leicht gegen die Signale ungebundener Epitope und die
Autofluoreszenz des Serums diskriminiert werden kénnen
(Abbildung 4c-e). Fiir Serum-Messungen muss der Schwel-
lenwert fiir eine effiziente Diskriminierung zwischen positi-
ven und negativen Signalen entsprechend der Autofluores-
zenzintensitdt und somit der Serum-Verdiinnung gewéhlt
werden. Fiir Serum-Verdiinnungen von 1:100 oder 1:1000
wurde z.B. ein Schwellenwert von 30 kHz verwendet, wih-
rend fiir 1:10-Verdiinnungen ein Schwellenwert von etwa
60 kHz notwendig war. Abbildung 4 e verdeutlicht, dass sogar
in einer 1:1000-Verdiinnung einer positiven Serum-Probe
pS3-Autoantikérper mit einer gemessenen Burst-Rate von
0.16 Hz eindeutig identifiziert werden konnten. Mit derselben
Burst-Erkennungstechnik wurden in negativen Serum-Pro-
ben Burst-Raten von 0.01 bis 0.05 Hz gefunden.
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Abbildung 4. Zeitaufgeloste Fluoreszenzintensitdten einer 1:1-Mischung
beider Epitope (5x107!'m) in verdiinnten Humanserum-Proben. a) 1:10-
und b) 1:100-Verdiinnung einer Serum-Probe eines gesunden Spenders. ¢)—
e) 1:10-, 1:100- bzw. 1:1000-Verdiinnung einer Serum-Probe einer Brust-
krebspatientin mit nachgewiesener p53-Protein-Akkumulation im Tumor-
gewebe.

Um die Ergebnisse mit heterogenen Assays zu vergleichen,
wurden ELISA-Tests mit denselben Serum-Proben in glei-
chen Verdiinnungen durchgefiihrt, wobei rekombinantes,
immobilisiertes p53-Protein als Antigen diente. Wie in
Abbildung 5 dargestellt, sind die Sensitivitdt und der dyna-
mische Bereich der neuen Sonden und des konventionellen
ELISA-Tests vergleichbar. Beim ELISA-Test wird durch
unspezifische Oberflichenadsorption von Serum-Protein
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Abbildung 5. Direkter Vergleich der Sensitivitdt und des dynamischen
Bereichs des neuen homogenen Assays (die Burst-Rate v, entspricht dem
Mittelwert der in einem Zeitfenster von 400s gezdhlten Bursts pro
Sekunde oberhalb eines Schwellenwertes von 30 kHz) mit dem kon-
ventionellen heterogenen ELISA (relative Absorption Agp;sy gemessen
bei 450 nm nach enzymatischer Amplifikation). Gemessen wurde dieselbe
Serum-Probe in verschiedenen Verdiinnungen Ds. Quantitative ELISA-
Tests von Serum-Proben, die weniger als 1:100 verdiinnt sind, werden durch
unspezifische Oberfldchenadsorption erschwert.

und nachfolgende Bindung von Sekundérantikorpern ein
spezifischer Antikorper-Nachweis in Serum-Verdiinnungen
<1:100 erschwert. Im Gegensatz hierzu erlaubt der neue
homogene Test auch Messungen in nur wenig verdiinnten
Serum-Proben (Abbildung 4c). Da der homogene Test In-
kubationszeiten von nur 1h bendtigt, ist er bedeutend
schneller als der ELISA, dessen Durchfiihrung zahlreiche
zeitaufwendige Wasch- und Inkubationsschritte erfordert.
Ferner ist die Synthese grolerer Mengen an Peptid-Sonden
unkompliziert und kostengiinstig im Vergleich zum Einsatz
von rekombinantem p53-Protein. Da mehr als 90 % der p53-
Autoantikorper-positiven Seren von Patienten mit verschie-
denen Krebsarten mit wenigstens einem der beiden unter-
suchten immundominanten N-terminalen Epitope reagie-
ren,!! scheint der hier vorgestellte homogene Test ideal fiir
das schnelle Hochdurchsatz-Screening auf p53-Autoantikor-
per geeignet zu sein. Des Weiteren erlaubt die zeitaufgeloste
Messung der Burst-Rate die Bestimmung der Antikorper-
Bindungskinetiken in Echtzeit. SchlieBlich konnte gezeigt
werden, dass die Einzelmolekiil-Spektroskopie eine elegante
Methode zur effizienten Diskriminierung zwischen Spezies
mit unterschiedlichen Fluoreszenzintensitédten ist. Die klini-
sche Durchfiihrbarkeit des entwickelten Assays stand in den
hier beschriebenen Experimenten nicht im Vordergrund. Die
erhaltenen Ergebnisse weisen aber dennoch darauf hin, dass
rationell entwickelte, fluoreszenzmarkierte Peptid-Sonden in
Kombination mit der Einzelmolekiil-Detektionstechnik neue
Wege zur Fritherkennung maligner Erkrankungen und zur
Verlaufskontrolle direkt aus menschlichen Serumproben
eroffnen konnen. Derzeit wird die Spezifitidt des Assays zur
Detektion von p53-Autoantikorpern unter realen klinischen
Bedingungen getestet. Leider ist ein absoluter Vergleich der
Ergebnisse, die mit dem neuen homogenen Verfahren erhal-
ten wurden, mit dem konventionell eingesetzten ELISA nicht
unproblematisch. Wie gezeigt werden konnte, sind die mit
verschiedenen p53-Autoantikérper-ELISAs von derselben
Serum-Probe erhaltenen Ergebnisse nicht immer konsis-
tent.'!l Diese Diskrepanz resultiert vermutlich aus der Ver-
wendung unterschiedlicher Antigene, verschiedener ,,Cut-
off“-Schwellen und verschiedener Immobilisierungs- und
Passivierungstechniken. Mit dem hier vorgestellten, homoge-
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nen Assay konnten diese Probleme in naher Zukunft
vermieden werden.

Experimentelles

Die N-terminale Markierung der Peptide mit Fluoreszenzfarbstoffen
wurde mithilfe klassischer Succinimidylester(NHS-Ester)-Chemie unter
Verwendung von Standardlgsungsmitteln der Firma Merck (Darmstadt)
durchgefiihrt. Der Oxazinfarbstoff MR121 (1 pmolL"') und das syn-
thetische Peptid (1 umol L~!) wurden jeweils in Dimethylformamid gelost.
10 pL (10 nmol) der Farbstofflgsung wurden zu 100 pL (100 nmol, 10facher
Uberschuss) der Peptidlosung und 2 pL Diisopropylethylamin gegeben.
Die Losung wurde 3 h bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Das
Konjugat wurde durch Umkehrphasen-HPLC (Hypersil-ODS-S4ule:
Knauer, Berlin; HPLC: Agilent Technologies, Waldbronn) mit einem
Gradienten von 0-75 % Acetonitril in 0.1m wiassrigem Triethylammonium-
acetat gereinigt und in Ausbeuten von ca. 55% erhalten. Die Reinheit der
Produkte wurde mithilfe der Kapillargelelektrophorese bestimmt. Zur
Durchfithrung der Antikorper-Bindungsstudien und Serum-Messungen
wurden die vorgemischten Losungen (Assay-Puffer: 0.1m Natriumphos-
phat, pH 7.7, 0.3 mgmL~! HiihnereiweiBalbumin, 0.05% Tween 20) 1 h bei
Raumtemperatur im Dunkeln stehen gelassen. Der p53-Autoantikorper-
ELISA-Kit wurde von Dianova (Hamburg) bezogen. Die Assays der
Serumproben wurden nach dem vom Anbieter vorgegebenen Protokoll
durchgefiihrt. Die @ -Werte sind auf die Fluoreszenzintensitét des freien
Farbstoffes bezogen. Die Ensemble-Fluoreszenzlebensdauern 7 wurden
mit einem Standardspektrometer fiir zeitkorreliertes Einzelphotonenzih-
len (TCSPC) der Firma IBH (Modell 5000 MC; Glasgow, Grofbritannien)
aufgenommen. Hierbei wurde die Probe mit einer gepulsten Laserdiode
bei 635 nm angeregt (4096 Kanile a 12.5 ps, 5000 Photonen im Maximum-
kanal). Um Polarisationseffekte auszuschlieBen, wurde die Fluoreszenz
unter dem ,,magischen” Winkel von 54.7° detektiert. Die Fluoreszenzab-
klingparameter wurden mit der Methode der kleinsten Quadrate und die
Qualitdt der Anpassung iiber einen y>-Test bestimmt. Wenn ein monoex-
ponentielles Modell die gemessene Abklingfunktion nicht zufrieden-
stellend beschreiben konnte, wurde ein mehrexponentielles Modell zur
Anpassung der Abklingfunktion verwendet [Gl. (1)]. Hierbei sind a; die

1) =1(0))_am, )

prdexponentiellen Faktoren, die die Anteile der angeregten Spezies mit
den Lebensdauern 7; wiederspiegeln. Wegen der begrenzten Zeitauflosung
konnen stark geloschte Populationen mit Abklingdauern kiirzer als etwa
50 ps durch die verwendete Messapparatur nicht erfasst werden.

Der Aufbau fiir Einzelmolekiil-Experimente besteht im Wesentlichen aus
einem inversen Fluoreszenzmikroskop, das mit einem gepulsten Dioden-
laser ausgeriistet ist, der Laserpulse bei 635 nm (100 ps Halbhohenbreite)
mit einer Wiederholungsfrequenz von 64 MHz emittiert (Picoquant,
Berlin). Der kollimierte Laserstrahl wurde iiber einen halbdurchlissigen
Spiegel (645DLRP; Omega Optics, Brattleboro, VT, USA) in ein Ol-
Immersionsobjektiv (100x, NA 1.4; Nikon, Japan) eingekoppelt. Die
mittlere Laserleistung in der Probe betrug 250 pW. Das Fluoreszenzsignal
wurde vom selben Objektiv gesammelt, mithilfe eines Bandpass-Filters
(675RDF50; Omega Optics, Brattleboro, VT, USA) spektral mit einer
100-pm-Lochblende rdumlich gefiltert und auf die aktive Fldche einer
Lawinen-Photodiode (AQR-14; EG&G, Kanada) abgebildet. Das Dete-
ktorsignal wurde mithilfe einer PC-Einsteckkarte (SPC-630; Becker&Hik-
kel, Berlin) aufgenommen. Die Probenlésungen wurden in einen Objekt-
triager mit Mulde pipettiert und mit einem Deckglas verschlossen.

Eingegangen am 18. Juni 2002,
verdnderte Fassung am 18. September 2002 [Z19549]
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