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(57) Hauptanspruch: Verfahren zur Fluoreszenzmessung
an einzelnen Analytmolekiilen in einer Probe, wobei die
Probe mindestens zwei mit unterschiedlichen Fluoreszenz-
markern markierte Analytmolekile und/oder mindestens
ein mit mindestens zwei unterschiedlichen Fluoreszenz-
markern markiertes Analytmolekul enthalt, wobei die Fluo-
reszenzmarker spektral verschiedene Fluoreszenzemissio-
nen besitzen, mit den Schritten:

— Beleuchtung der Probe in einem Messvolumen mit einer
einzelnen Laserlinie zur Anregung der Fluoreszenzemissi-
on der mindestens zwei unterschiedlichen Fluoreszenz-
marker,

— Detektion der Fluoreszenzemission mit mindestens zwei
Detektoreinrichtungen, die zur Lichtdetektion in verschie-
denen Spektralbereichen entsprechend den spektralen
Fluoreszenzeigenschaften der unterschiedlichen Fluores-
zenzmarker ausgelegt sind, und

— Durchfuihrung einer Kreuzkorrelations- und/oder eine Ko-
inzidenzanalyse von Detektorsignalen der Detektoreinrich-
tungen,

dadurch gekennzeichnet, dass

— die Beleuchtung der Probe mit einer derart hohen Anre-
gungsintensitat erfolgt, dass die unterschiedlichen Fluores-
zenzmarker gemeinsam durch 2-Photonen-Absorptionen
angeregt werden, und

—eine Erfassung eines Kreuzkorrelations- und/oder Koinzi-
denzsignals erfolgt, das daflr charakteristisch ist, ob die
Probe das mindestens eine mit mindestens zwei unter-
schiedlichen Fluoreszenzmarkern markierte...
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren und Vor-
richtungen zur Fluoreszenzmessung, insbesondere
zur Koinzidenz- oder Kreuzkorrelationsanalyse an
mit mindestens zwei unterschiedlichen Fluoreszenz-
markern markierten Analyten in einer Probe.

[0002] Die Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie
(FCS) ist als hochstempfindliches optisches Verfah-
ren zum Nachweis von dynamischen Eigenschaften
einzelner Molekile oder Molekilverbindungen oder
von geringsten Konzentrationen fluoreszierender
Substanzen allgemein bekannt. Bei einem herkdmm-
lichen Fluoreszenz-Korrelationsspektrometer wird
mit einem Mikroskop ein Laserstrahl in die Probe ein-
gekoppelt und auf ein Messvolumen von ca. 107"° | (1
fl) fokussiert. Das Messvolumen ist so klein, dass
sich im zeitlichen Mittel weniger als ein fluoreszieren-
des Molekul darin befindet. Die Fluoreszenz der inte-
ressierenden Probenmolekiile wird durch eine Korre-
lationsanalyse der Detektorsignale erfasst. Das Mi-
kroskop ist zur dreidimensionalen Positionierung des
Messvolumens ausgelegt, wie dies z. B. mit einem
Konfokalmikroskop mdglich ist.

[0003] Bei der Konfokalspektroskopie wird ein La-
serstrahl zur Fluoreszenzanregung auf einen beu-
gungsbegrenzten Punkt in der Probe fokussiert. Eine
Punktblende (sog. ,Pinhole") in der Bildebene, in der
der Anregungspunkt abgebildet ist, dient als Feldb-
lende, mit der Fluoreszenz und Streulicht, das von
Orten aulierhalb des Fokus ausgeht, ausgeblendet
wird. Die Beobachtung einzelner Molekiile im Mess-
volumen wird durch die dynamischen Molekuleigen-
schaften (Diffusionkoeffizient) in der Probe bestimmt.
Um in der zur Verfugung stehenden kurzen Messzeit
fur ein annehmbares Signal-Rausch-Verhaltnis genu-
gend Photonen zu detektieren, mussen bei der her-
kdmmlichen Konfokalspektroskopie relativ hohe An-
regungsintensitaten (im Bereich von ca. 100 kW/cm?)
verwendet werden. Dies ist jedoch problematisch, da
die Stabilitat der ublicherweise verwendeten Markie-
rungsfarbstoffe (z. B. Fluorescein-, Rhodamin- und
Cyanin-Derivate) beschrankt ist.

[0004] Eine Weiterentwicklung des FCS-Verfahrens
fur heterogene Systeme, in denen molekulare Wech-
selwirkungen zwischen verschiedenen Analyten beo-
bachtet werden sollen, wird in WO 99/34195 A1 mit
der Zweifarben-Kreuzkorrelationsanalyse beschrie-
ben. Bei diesem Verfahren werden mindestens zwei
Fluoreszenzfarbstoffe an einen oder mehrere Analy-
ten als Marker gebunden. Die Fluoreszenzfarbstoffe
sind so gewahlt, dass sie spektral verschiedene Flu-
oreszenzmaxima besitzen. In einem Messaufbau,
der schematisch in Eig. 9 illustriert ist, werden die
Farbstoffe mit zwei Lasern 21, 22", die auf die jewei-
ligen Farbstoffabsorptionen abgestimmt sind, ange-
regt. Mit zwei spektral auf die verschiedenen Fluores-

zenzmaxima abgestimmten Detektoren 31°, 32" wird
die Fluoreszenzemission aus der Probenkammer 10’
erfasst. Die Detektorsignale werden einer Kreuzkor-
relations oder Koinzidenzanalyse unterzogen. Die
Konzentration der Probe und die GréRRe des Messvo-
lumens sind so gewahlt, dass zu einem Messzeit-
punkt im Messvolumen héchstens ein Molekul vor-
handen ist. Durch Auswertung von zeitlichen Korrela-
tionen oder Koinzidenzen in den Detektorsignalen
kann erfasst werden, ob sich zum Messzeitpunkt ein
Analyt mit dem einen oder anderen oder beiden Mar-
kierungsfarbstoffen im Messvolumen befunden hat.
Mit der Zweifarben-Korrelationsanalyse kénnen mo-
lekulare Assoziations- oder Dissoziationsvorgange,
wie z. B. die Bildung oder das Aufbrechen von chemi-
schen Bindungen, in Echtzeit gemessen werden.

Stand der Technik

[0005] Die Zweifarben-Technik gemalt WO
99/34195 A1 besitzt aber auch Nachteile, die die An-
wendbarkeit und die Genauigkeit des Verfahrens ein-
schranken. Zur Anregung der Fluoreszenzemissio-
nen der Markierungsfarbstoffe sind gewdhnlich ver-
schiedene Laser 21°, 22" erforderlich, deren Foci zeit-
lich stabil und mit einer Genauigkeit von Bruchteilen
eines Femtoliters an einem Messpunkt gebildet wer-
den mussen. Es ist ein erheblicher experimenteller
Aufwand zur Justierung und Stabilisierung der Anre-
gungslaser erforderlich. Des Weiteren muss das Ab-
bildungssystem zur Erzielung einer genutgenden
Ortsauflésung in Bestrahlungsrichtung (z-Richtung)
abbildungsseitig ein Pinhole vorgesehen sein, auf
das das Messvolumen abgebildet wird. Eine weitere
Beschrankung betrifft die verfligbaren Farbstoffsyste-
me. Die Markierungsfarbstoffe miissen bei allen An-
regungswellenlangen eine hohe Lichtstabilitat besit-
zen. AuRerdem missen die verwendeten Markie-
rungsfarbstoffe hohe Quantenausbeuten aufweisen.

[0006] Von W. Denk et al. wird in ,Science", 1990,
Band 248, Seiten 73-76, ein Verfahren zur Scan-
ning-Fluoreszenzmikroskopie mit 2-Photonen-Laser-
anregung beschrieben. Es wurde festgestellt, dass
bei 2-Photonen-Anregung Lichtschaden an den Mar-
kierungsfarbstoffen und auch lichtinduzierte Zersto-
rungen der Zellumgebung in biologischen Proben
vermieden werden. Allerdings erfordert die 2-Photo-
nen-Anregung extrem hohe Photonen-Flussdichten
der GréRenordnung von 10%' Photonen/cm?, um die
gleichzeitige Absorption von zwei Photonen inner-
halb des Wirkungsquerschnittes der Farbstoffmole-
kile zu bewirken. Die 2-Photonen-Anregung war bis-
her auf die Scanning-Mikroskopie beschrankt.

[0007] In der Publikation von J. B. Shear in "Analyti-
cal Chemistry News & Features", September 1999,
Seiten 598A-605A wird die Anwendung von Fluores-
zenzmessungen nach Mehrphotonen-Anregungen in
der bioanalytischen Chemie beschrieben und darauf
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hingewiesen, dass bei diesen Messungen wegen der
Empfindlichkeit der Detektion moglichst viele Mole-
kile in den Anregungsprozess einzubeziehen sind.
Weitere Hinweise zur Mehrphotonen-Anregung bio-
logischer Proben werden in DE 195 33 092 A1 und
WO 97/11355 A1 gegeben.

Aufgabenstellung

[0008] Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein verbes-
sertes Verfahren zur Fluoreszenzmessung auf der
Basis einer Kreuzkorrelations und/oder Koinzidenza-
nalyse anzugeben, mit dem die Nachteile insbeson-
dere der herkdbmmlichen Zweifarben-Technik vermie-
den werden. Das erfindungsgemafRe Verfahren soll
mit einem vereinfachten Messaufbau realisiert wer-
den, ohne dass Einschrankungen in Bezug auf die
Genauigkeit und Stabilitdt hingenommen werden
mussen. Die Aufgabe der Erfindung ist es auch, ver-
besserte Korrelations- und/oder Koinzidenzmessvor-
richtungen zur Fluoreszenzmessung mit einem ver-
einfachten Aufbau anzugeben.

[0009] Diese Aufgaben werden mit einem Verfahren
und einer Vorrichtung zur Fluoreszenzmessung mit
den Merkmalen gemall dem Patentanspriichen 1
bzw. 8 geldst. Vorteilhafte Ausfuhrungsformen und
Anwendungen der Erfindung ergeben sich aus den
abhéangigen Anspriichen.

[0010] Die Grundidee der Erfindung ist es insbeson-
dere, zur Korrelations-Fluoreszenzmessung an Ana-
lyten mit mindestens zwei Fluoreszenzmarkern auf
einem oder mehreren zu analysierenden Stoffen die
Probe mit einer derart hohen Anregungsintensitat
(Photonenflussdichte) zu beleuchten, dass die Fluo-
reszenzanregung der Fluoreszenzmarker durch
2-Photonen-Absorptionen erfolgt. Die Probe wird mit
einer einzigen Laserlinie beleuchtet. Der Laserstrahl
wird in die Probe an dem gewiinschten Ort des Mess-
volumens fokussiert. Die Fluoreszenzmarker werden
simultan bei einer gemeinsamen Anregungswellen-
lange angeregt, besitzen aber spektral getrennte Flu-
oreszenzemissionen, die mit verschiedenen Detekto-
ren erfasst werden. Die Signale der Detektoren wer-
den einer Korrelationsanalyse (Koinzidenz- oder
Kreuzkorrelationsanalyse) unterzogen. Die 2-Photo-
nen-Anregung von Fluoreszenzmarkern besitzt den
Vorteil, dass Fluoreszenzmarker verwendet werden
koénnen, die ahnliche Maxima in den Anregungsspek-
tren der 2-Photonen-Anregung besitzen, sich jedoch
durch verschieden starke Stokes-Verschiebungen
der Emission auszeichnen.

[0011] Die Fluoreszenzmessung ist auf eine einzel-
molekiilbasierende Analyse gerichtet, bei der das
Mess- oder Beobachtungsvolumen so klein ist, dass
Fluoreszenzfluktuationen von einzelnen Molekilen
detektiert und ausgewertet werden kénnen.

[0012] Erfindungsgemal ergibt sich eine erhebliche
Vereinfachung des Messaufbaus. Die Vereinfachung
besteht erstens darin, dass nur ein Laser zur Anre-
gung benutzt werden muss. Eine weitere Vereinfa-
chung des experimentellen Aufbaus ist gegeben, da
das Anregungsvolumen der 2-Photonen-Anregung in
Ausbreitungsrichtung des Laserstrahls (z-Richtung)
gegenuber dem Anregungsvolumen bei 1-Pho-
ton-Anregung verkleinert wird. Die Wahrscheinlich-
keit der 2-Photoneu-Absorption ist vom Quadrat der
Anregungsintensitat abhangig. Der Absorptionsquer-
schnitt verringert sich deshalb fiir 2-Photonen-Ab-
sorptionsprozesse aulderhalb der Fokalebene in
z-Richtung proportional zu z™*. Es ergibt sich eine in-
harente Konzentration der Anregung auf die Fokale-
bene. Es ist nicht zwingend erforderlich, das Messvo-
lumen auf ein Pinhole abzubilden, da auRerhalb der
Fokalebene ohnehin kein Fluoreszenzlicht in den in-
teressierenden Spektralbereichen emitiert wird.

[0013] Ein weiterer wichtiger Vorteil der 2-Photo-
nen-Anregung gemal der Erfindung besteht in der
hohen Toleranz biologischer Materialen (Zellen, Zell-
bestandteile oder Zellverbunde) gegeniber Infrarot-
strahlung. Zur Anregung einer Fluoreszenzemission
im sichtbaren Spektralbereich durch 2-Photonen-Ab-
sorption ist es ausreichend, wenn mit Laserlicht im
roten oder nahen infraroten Spektralbereich angeregt
wird. Aufgrund der langwelligen Anregung ergibt sich
ein weiterer Vorteil fir das Signal-Rausch-Verhaltnis,
da Anregungs- und Emissionslicht spektral weit von-
einander getrennt sind, so dass stérendes Streulicht
weitestgehend durch optische Filter unterdriickt wer-
den kann, ohne einen Teil des zu detektierenden
Emissionslichts einzubii3en. Ein weiterer Vorteil hier-
bei ist die Reduktion von Falschlicht, was hauptsach-
lich die Fluoreszenz von Verunreinigungen
("Schmutz") betrifft. Diese Fluoreszenz istim wesent-
lichen im kurzwelligen sichtbaren Bereich, also im
Fall von 1-Photonen-Anregung kritisch. Bei einer
langwelligen 2-Photonen-Anregung werden solche
Verunreinigungen mit deutlich geringerer Effizienz
angeregt, so dass hierdurch das  Sig-
nal-zu-Rausch-Verhaltniss — verglichen zur 1-Photo-
nen-Anregung — deutlich héher liegt.

[0014] Gegenstand der Erfindung ist auch eine
Messvorrichtung zur Fluoreszenzmessung an Analy-
ten mit mindestens zwei unterschiedlichen Fluores-
zenzmarkern, bei der die Beleuchtungseinrichtung
durch eine einzelne Laserlinie gebildet wird, die zur
Anregung von 2-Photonen-Absorptionen der Fluo-
reszenzmarker ausgelegt ist. Ein weiteres wichtiges
Merkmal der erfindungsgemafien Vorrichtung be-
steht in der Bereitstellung von zwei Detektoreinrich-
tungen, die zur Detektion der Fluoreszenzemission in
verschiedenen Spektralbereichen eingerichtet sind
und auf die das gesamte, von der Probe (insbeson-
dere vom Anregungsvolumen und auch aus der Um-
gebung des Anregungsvolumens) ausgehende Fluo-
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reszenzlicht abgebildet wird. Die Detektion erfolgt
blendenfrei, eine Pinhole-Blende ist nicht vorgese-
hen. Es ist eine nicht-konfokale Abbildung des Anre-
gungsvolumens auf die Detektoren vorgesehen.

[0015] Durch die 2-Photonen-Anregung mit einem
einzelnen Laser wird nicht nur der Gerateaufwand re-
duziert. Es ergeben sich auch Vorteile fir die opti-
sche Justierung. Das Problem von GréRe und Uber-
lappung von Anregungsvolumen ist ausgeschlossen.
Zusatzliche Detektionsblenden sind nicht erforder-
lich. Werden Fluoreszenzfarbstoffe als Marker ver-
wendet, so ergibt sich als weiterer Vorteil die Tatsa-
che, dass nach der 2-Photonen-Anregung praktisch
keine Triplett-Zustdnde eingenommen werden, so
dass keine Signalverluste Uber die Triplett-Bildung
erfolgen.

[0016] Das Anregungsvolumen ist beim erfindungs-
gemalen Messverfahren kleiner als bei der her-
kémmlichen 1-Photon-Anregung. Dies ermoglicht,
Messungen bei h6heren Probenkonzentrationen von
ungefahr 100 nM durchzufiihren, was Vorteile fiir die
weitere Bewertung der Ergebnisse besitzt. Es kon-
nen aber auch Konzentrationen im nM-Bereich ermit-
telt werden. Es werden kurze Analysezeiten im Be-
reich von einer oder wenigen Sekunden ermdglicht.
Es werden Messungen in lebenden Zellen ermdg-
licht, die die genaue Bestimmung von Kinetiken und
Konzentrationen doppelt markierter Molekule oder
Komplexe erlaubt.

[0017] Wichtige Merkmale der Erfindung bestehen
darin, dass nur ein Anregungsvolumenelement gege-
ben ist, da zwei verschiedene Fluorophore mono-
chromatisch mittels 2-Photonenanregung auf Einzel-
molekulbasis angeregt werden. Die 2-Photonenanre-
gung bietet insbesondere die folgenden Vorteile: es
ist ein physikalisch perfektes Uberlappen der Anre-
gungsvolumenelemente flr beide Fluorophore gege-
ben. Das Anregungsvolumenelement kann gegenu-
ber herkdmmlichen Verfahren verkleinert werden, d.
h. es ist eine Messung von hdheren Konzentrationen
(100 nM und héher) moglich. Es erfolgt eine Detekti-
on ohne Pinhole (Anregungsvolumenelement ist
durch 2-Photonenanregung klein genug). Es wird
eine Multi-Color-Detektion von drei oder mehr Fluoro-
phoren auf Einzelmolekulbasis mdglich, d. h. es kann
eine monochromatische Anregung Uber 2-Photonen
bei z. B. > 800 nm und eine Detektion von verschie-
denen Fluorophoren von 300 bis < 800 nm erfolgen,
ohne dass in diesem Bereich stérende Anregungs-
wellenlangen liegen, wie es bei der CW-Anregung
notwendig ist. Es werden Messungen von Molekiilen,
insbesondere von Molekiilkomplexen mit drei oder
mehr Komponenten, ermdglicht.

Ausfihrungsbeispiel

[0018] Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfin-

dung werden aus der folgenden Beschreibung der
beigefiigten Zeichnungen ersichtlich. Es zeigen:

[0019] Fig. 1 eine schematische Ubersichtsdarstel-
lung einer Messvorrichtung,

[0020] Fig. 2 eine lllustration von molekularen Vor-
gangen, die mit Vorteil mit der Korrelationsmessung
erfassbar sind,

[0021] Fig. 3 Kurvendarstellungen der spektralen
Eigenschaften von Markierungsfarbstoffen,

[0022] Fig. 4, Fig. 5 Messergebnisse zur lllustration
der Quantenausbeute von Markierungsfarbstoffen in
Abhangigkeit von der Anregungswellenlange und der
Anregungsleistung,

[0023] Fig. 6, Fig. 7 Kurvendarstellungen zur lllust-
ration der Genauigkeit und Selektivitat der Korrelati-
onsmessung,

[0024] Fig. 8 Kurvendarstellungen eines beobach-
teten enzymatischen Abbaus einer Substanz, und

[0025] Fig. 9 eine schematische Ubersichtsdarstel-
lung einer herkdmmlichen Messvorrichtung zur Zwei-
farben-Korrelationsmessung (Stand der Technik)

[0026] Die Erfindung wird im Folgenden unter Be-
zug auf 2-Photonen-Anregungen in Testsystemen mit
zwei Fluoreszenzmarkern beschrieben. Entspre-
chende Umsetzungen der Erfindung ergeben sich bei
Mehr-Farben-Anwendungen. Es kdnnen drei oder
mehr geeignete Fluorophore mit einer einfarbigen
2-Photonen-Anregung zur Emission angeregt wer-
den. Dies erlaubt die Vermessung komplexer mole-
kularer und zellularer Prozesse, an denen mehr als
zwei Analyte beteiligt sind.

[0027] Der optische Aufbau eines 2-Photo-
nen-Fluoreszenzkorrelationsspektrometers ist sche-
matisch in Fig. 1 illustriert. Das Spektrometer 100
umfasst eine Probenkammer 10, eine Beleuchtungs-
einrichtung 20, eine Detektoreinrichtung 30, einen
Korrelator 40 und ein Abbildungssystem 50. Das Ab-
bildungssystem 50 wird vorzugsweise durch einen in-
vertierten Mikroskopaufbau (z. B. mit einem Olympus
IX70-Mikroskop) gebildet. Die Probenkammer 10 ist
ein anwendungsabhangig gewahltes Behaltnis, in
dem die Probe 11 ruhend oder strémend angeordnet
ist. Die Probe 11 ist eine LOsung oder Suspension der
zu untersuchenden Substanzen oder Partikel. Es
kann vorgesehen sein, dass die Probenkammer 10 in
einer oder mehreren Raumrichtungen beweglich an-
geordnet ist. Die Beweglichkeit der Probenkammer
kann sich erstens auf eine Scan-Bewegung relativ
zum Abbildungssystem 50 zur Rufnahme dreidimen-
sionaler Abbildungen, z. B. dreidimensionaler Kon-
zentrationsverteilungen in der Probe, beziehen. Fer-
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ner ist es moglich, der Probenkammer 10 eine perio-
dische Modulationsbewegung aufzupragen, wie es in
WO 99/34195 A1 beschrieben ist. Die zum Abbil-
dungssystem 50 weisende Wand der Probenkammer
10 besitzt eine derart geringe Dicke, dass der Fokus
12 des Anregungslichts mit einem geringen Abstand
von ca. 400 bis 500 um vom Objektiv 51 gebildet wer-
den kann. Die entsprechende Wand besitzt vorzugs-
weise die Dicke eines Deckglases, wie es in der Mi-
kroskopie verwendet wird. Die Dicke betragt bspw.
ca. 150 bis 190 pm.

[0028] Die Beleuchtungseinrichtung 20 ist ein ein-
zelner Laser, der fir die 2-Photonen-Anregung der je-
weils verwendeten Fluoreszenzmarker ausgelegt ist.
Bei der Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen wird
vorzugsweise ein durchstimmbarer Pulslaser ver-
wendet, wie z. B. ein modengekoppelter Tsunami Ti:
Saphier-Laser (Hersteller: Spectra Physics, Moun-
tain View, CA, Pulsfrequenz 80 MHz, Pulsbreite 100
fs, Durchstimmbarkeit zwischen 700 und 1000 nm).
Das parallele Laserlicht wird tber den dichroitischen
Spiegel 52 (z. B. vom Typ 710 DCSPXR, AHF Analy-
sentechnik, Tibingen, Deutschland) in das Objektiv
51 gelenkt (z. B. 60 x 1.2-Objektiv UplanApo Olym-
pus) und in der Probenkammer 10 fokussiert. Aus
Kalibrierungsmessungen sind die Dimensionen des
Anregungsvolumens r, und z, in der Fokalebene be-
kannt. Der Durchmesser des Fokus in der Fokalebe-
ne betragt z. B. r, = 0.48 pym. Mit einem Verhaltnis
ro/z, = 2.8 ergibt sich ein wirksames Anregungs-Volu-
menelement von ungefahr 0.4 fl.

[0029] In diesem Anregungsvolumen wird je nach
Anwesenheit von Fluoreszenzmarkern eine Fluores-
zenzemission angeregt, die Uber das Objektiv 51,
den dichroitischen Spiegel 52, einen Emissionsfilter
53 (z. B. vom Typ 600 DF 200, AHF Analysentechnik)
zur Unterdriickung des Anregungslichts und eine Op-
tik 54 auf einen zweiten dichroitischen Spiegel 55 (z.
B. vom Typ 595 DCLP, AHF Analysentechnik) gerich-
tet wird. Am zweiten dichroitischen Spiegel 55 wird
der kurzwellige Teil des Fluoreszenzlichtes reflektiert
und durch einen Bandpassfilter 56 auf den Detektor
31 der Detektoreinrichtung gerichtet. Das am dichro-
itischen Spiegel durchgelassene Fluoreszenzlicht
wird ebenfalls gefiltert (Kantenfilter 57) und auf den
Detektor 32 gerichtet. Die Einkopplung in die Detek-
toren erfolgt mit Lichtleitfasern 58 bzw. 59. Die Detek-
toren sind bspw. Avalanche-Photodioden (Typ:
SPCM-200, EG & G Optoelectronics, Kanada). Die
optischen Einkoppelfasern besitzen einen Durch-
messer von 100 ym und sind einzelnen in allen drei
Raumrichtungen justierbar. Die Detektoren 31, 32
sind mit einem Korrelator 40 verbunden. Als Korrela-
tor wird bspw. eine Korrelatorkarte (Typ: ALV-5000,
Hersteller LAV Langen, Deutschland) verwendet. Ab-
weichend vom in Eig. 1 gezeigten Aufbau kann auch
auf die Einkoppelfasern verzichtet und das Fluores-
zenzlicht direkt auf die Detektoren abgebildet wer-

den. Der optische Aufbau kann zusatzlich zur Auf-
nahme von konfokalen Spektren mit einem faserge-
koppelten Spektrometer (Hersteller Ocean Optics,
USA) ausgestattet sein.

[0030] Die Probe 11 in der Probenkammer 10 ent-
halt mindestens zwei mit unterschiedlichen Fluores-
zenzmarkern markierte Analyte und/oder mindestens
einen mit mindestens zwei Fluoreszenzmarkern mar-
kierten Analyten. Gegenstand der Fluoreszenzmes-
sung ist bspw. eine Koinzidenzanalyse der mit den
Detektoren 31, 32 erfassten Fluoreszenzemissionen
der verschiedenen Fluoreszenzmarker. Dies ist sche-
matisch in Fig. 2 illustriert. In der Probe sind bspw.
die Analyten A1 und A2 enhalten, die jeweils mit Flu-
oreszenzmarkern M1 und M2 markiert sind. Die Ana-
lyten sind bspw. Paare von Antikérpern und Antige-
nen, deren Bindungsverhalten untersucht werden
soll. Solange die Analyten A1 und A2 nicht aneinan-
der gebunden sind, passieren sie getrennt zu ver-
schiedenen Zeiten das Anregungsvolumen. Die De-
tektoren 31, 32 liefern zeitlich getrennt Fluoreszenz-
signale, die in Fig. 2 (links, Mitte) schematisch durch
Pfeile P1, P2 symbolisiert werden. Die Fluoreszenz-
signale werden unkorreliert zu beliebigen Zeiten ge-
messen, ein Korrelations- oder Koinzidenzsignal G
ist nicht ableitbar. Nachdem die Bindung zu einem
Analyten A3 erfolgt ist, der die Fluoreszenzmarker
M1 und M2 gemeinsam tragt, wird an beiden Detek-
toren 31, 32 gleichzeitig die Fluoreszenzemission er-
fasst. Entsprechend ist ein Korrelations- oder Koinzi-
denzsignal ableitbar (Fig. 2, rechts unten).

[0031] Umgekehrt kann auch die Zerlegung des
Analyten A3 in Teilkomponenten detektiert werden,
wie dies bspw. bei der Beobachtung des enzymati-
schen Abbaus eines zweifach mit Fluoreszenzmar-
kern gelabelten Substrats von Interesse ist. Allge-
mein werden mit dem beschriebenen Messverfahren
vorzugsweise alle chemischen Reaktionen oder phy-
sikalischen Ablaufe erfasst, bei denen eine chemi-
sche Bindung zwischen getrennten Analyten herge-
stellt oder eine vorhandene Bindung aufgeschnitten
oder entsprechend eine physikalische Assoziation
oder Dissoziation durchgefiihrt wird. Dem Messver-
fahren sind alle Analyten (Substanzen) zuganglich,
die auf den verschiedenen Seiten der jeweils herzu-
stellenden oder zu trennenden Verbindung mit Fluo-
reszenzmarkern markierbar sind.

[0032] Die Signalerfassung mit den Detektoren und
die Korrelationsanalyse erfolgen in an sich von den
FCS-Techniken bekannter Weise. Mit den Detektoren
erfolgt eine Fluoreszenzmessung in vorbestimmten
Zeitfenstern. Die Breite der Zeitfenster wird anwen-
dungsabhangig gewahlt. Sie wird vorzugsweise auf
die mittlere Aufenthaltsdauer der Analyten im Mess-
volumen eingestellt. Die Aufenthaltsdauer ist insbe-
sondere von der Molekil oder TeilchengréRe und
-beweglichkeit abhangig und kann gemessen oder
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theoretisch abgeschatzt werden. Die in den Zeitfens-
tern erfassten Photonenzahlen werden in den beiden
Detektionskanélen verglichen. Zur Koinzidenzanaly-
se erfolgt der Vergleich gleichzeitiger Zeitverlaufe.
Die Kreuzkorrelationsanalyse ist auf den Vergleich
zeitlich versetzter Ablaufe gerichtet. Die Korrelationa-
nalysen werden mit an sich bekannten Algorithmen
zur Verarbeitung der Signale der verschiedenen De-
tektionskanale durchgefuhrt.

[0033] Aufder Grundlage der Koinzidenzanalyse ist
eine Konzentrationsmessung maoglich. Aus der Star-
ke der erfassten Koinzidenzen (Amplitude von Koin-
zidenzsignalen) wird ein MaR fur die Zahl der doppelt
markierten Molekile oder Teilchen in der Probe ab-
geleitet.

[0034] Die mit dem Korrelator 40 durchgefihrte
Kreuzkorrelations oder Koinzidenzanalyse der De-
tektorsignale erfolgt vorzugsweise in bekannter Wei-
se, wie es in WO 99/34195 A1 beschrieben ist. Die
dort offenbarten Einzelheiten zur Signalanalyse wer-
den vollstandig durch Bezugnahme in die vorliegen-
de Beschreibung einbezogen.

[0035] Es kann insbesondere analog zu dem in WO
99/34195 A1 beschriebenen Verfahren vorgesehen
sein, dass wahrend der Fluoreszenzanalyse mittels
eines Strahlscanners und/oder eines Probensan-
triebs zwischen der Probe und der Beleuchtungsein-
richtung eine Relativbewegung eingestellt wird. Es
erfolgt eine Erhéhung der Fluktuationsbewegungen,
die Diffusionszeiten werden niedriger. Das Messvolu-
menelement kann durch die Probe gescannt werden.
Bei Einstellung dieser Relativbewegung ist gegebe-
nenfalls das Zeitfenster der Koinzidenanalyse anzu-
passen.

[0036] Als Fluoreszenzmarker M1, M2 werden vor-
zugsweise Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, wie sie
bspw. aus der Fluoreszenzmikroskopie bekannt sind.
Es werden Farbstoffpaare ausgewahlt, die bei einer
ausgewahlten Wellenldnge ahnliche Absorptions-
querschnitte aufweisen und spektral separierbare
Fluoreszenzspektren bei hoher Photostabilitat besit-
zen. Als Markerpaare werden bspw. die Farbstoffe
Rhodamin Griun/Texas Rot, Fluoreszein-Derivate (z.
B. Alexa 488/Alexa 594) oder molekularbiologische
Farbstoffe wie grin fluoreszierende Proteine
(GFP)/rot fluoreszierende Proteine (RFP) verwendet.
Anstelle von Farbstoffen oder fluoreszierenden Pro-
teinen kénnen auch andere fluoreszierende Substan-
zen oder Partikel, z. B. sog. Quantum Dots, als Fluo-
reszenzmarker eingesetzt werden. Es kénnen auch
autofluoreszierende Proteine, wie z. B. GFP, dsRED,
autofluoreszierende Biomolekilen, z. B. Tryptophan,
Tyrosin, oder Flavine, oder autofluoreszierende orga-
nische Molekulen verwendet werden. Das beschrie-
bene Verfahren kann auch zur Erfassung von Ra-
manstreuung oder oberflachenverstarkter Ra-

manstreuung (surface enhanced raman scattering,
SERS) ausgelegt sein.

[0037] Fig.3 zeigt die spektralen Eigenschaften
des Markersystems Rhodamin Griin/Texas Rot. Bei-
de Farbstoffe zeigen eine ahnlich hohe Fluoreszenz-
quantenausbeute und eine gentigende Lichtstabilitat,
um die verwendeten Anregungsintensitaten zu tole-
rieren. Die Spektren (1) und (2) zeigen die Fluores-
zenzemissionen von Rhodamin Griin bzw. Texas Rot
(MM-Ldsungen) bei einer Anregungswellenlange von
830 nm. Die Kurve (3) zeigt den Transmissionsver-
lauf des dichroitischen Spiegels 55. Im Bereich der
kirzerwelligen Fluoreszenz (1) erfolgt die Reflexion
zum Detektor 31. Die Kurven (4) und (5) zeigen die
Transmissionscharakteristik der Filter 56 bzw. 57, die
zur weiteren Verbesserung des Signal-Rausch-Ver-
haltnisses vorgesehen sein kdnnen.

[0038] Die Fig.4 und Fig.5 illustrieren weitere
spektrale Eigenschaften des Markerpaars Rhodamin
Grun/Texas Rot. Zur Ermittlung der optimalen Anre-
gungswellenléange zur 2-Photonen-Anregung wird fur
jeden Farbstoff ein Anregungsspektrum im Bereich
740 nm bis 900 nm aufgenommen. Die Kurvenverlau-
fe in Eig. 4 zeigen ein Anregungsmaximum bei 780
nm flir Texas Rot (Kreuze) und bei 850 nm fur Rhod-
amin Grin (Dreiecke). Fir die Fluoreszenzmessun-
gen wird eine Anregungswellenldnge gewahlt, bei
der beide Farbstoffe mit nahezu gleicher Effizienz an-
regbar sind und/oder bei der beide Farbstoffe ver-
gleichbar starke Fluoreszenzemissionen zeigen. Die
Anregungswellenlange betragt beim dargestellten
Beispiel 830 nm. Fig. 5 zeigt, dass die Anregung bei
830 nm tatsachlich eine 2-Photonen-Absorption be-
wirkt. Fur beide Farbstoffe wurde getrennt die Fluo-
reszenzintensitat in Abhangigkeit von der Anre-
gungsleistung gemessen. Fur beide Farbstoffe ergibt
sich unterhalb der Sattingungsgrenze die fir 2-Pho-
tonen-Prozesse zu erwartende quadratische Abhan-
gigkeit der Fluoreszenzintensitat von der eingestrahl-
ten Leistung. Die doppelt logarithmische Darstellung
liefert die entsprechende linearisierte Form mit Stei-
gung 2.

[0039] Fig. 6 zeigt den Verlauf von Autokorrelati-
onskurven, die mit einer Testldsung von Rhodamin
Grun in den beiden Detektionkanalen aufgenommen
wurden und eine entsprechende Kreuzkorrelations-
kurve zwischen beiden Detektionskanalen. Alle drei
Kurven verlaufen im Wesentlichen gleich. Dies zeigt,
dass die Detektionsvolumen identisch bzw. die De-
tektionsstrahlengange genau auf das Anregungsvo-
lumen justiert sind. Kreuzkorrelationsmessungen an
doppelt markierten (obere Kurve) und einfach mar-
kierten (untere Kurve) DNA-Proben sind in Fig. 7 il-
lustriert. Als Vorteil des Messverfahrens zeigt sich,
dass sich fiur die nicht-korrelierten Proben Kreuzkor-
relationssignale G ergeben, die weniger als 10% der
entsprechenden korrelierten Signale betragen. Damit
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ist der beschriebene Aufbau den herkdmmlichen
1-Photon-Messungen (berlegen.

[0040] Fig. 8 illustriert eine bevorzugte Anwendung
des Messverfahrens zur Ermittlung von Konzentrati-
onen in der Probe. Es wird die Echtzeitmessung von
Enzymkinetiken dargestellt. Ein zweifach markiertes
Substrat (DNA-Probe) wird enzymatisch in einzeln
markierte Produkte zerlegt. Dementsprechend sinkt
die Zahl der erfassten doppelt markierten Molekiile
im Zeitverlauf. Mit zunehmender Konzentration des
zugesetzten Enzyms (Endonuklease EcoRI) wird der
Abfall der Substratkonzentration beschleunigt.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Fluoreszenzmessung an einzel-
nen Analytmolekulen in einer Probe, wobei die Probe
mindestens zwei mit unterschiedlichen Fluoreszenz-
markern markierte Analytmolekile und/oder mindes-
tens ein mit mindestens zwei unterschiedlichen Fluo-
reszenzmarkern markiertes Analytmolekil enthalt,
wobei die Fluoreszenzmarker spektral verschiedene
Fluoreszenzemissionen besitzen, mit den Schritten:
— Beleuchtung der Probe in einem Messvolumen mit
einer einzelnen Laserlinie zur Anregung der Fluores-
zenzemission der mindestens zwei unterschiedlichen
Fluoreszenzmarker,

— Detektion der Fluoreszenzemission mit mindestens
zwei Detektoreinrichtungen, die zur Lichtdetektion in
verschiedenen Spektralbereichen entsprechend den
spektralen Fluoreszenzeigenschaften der unter-
schiedlichen Fluoreszenzmarker ausgelegt sind, und
— Durchfihrung einer Kreuzkorrelations- und/oder
eine Koinzidenzanalyse von Detektorsignalen der
Detektoreinrichtungen,

dadurch gekennzeichnet, dass

— die Beleuchtung der Probe mit einer derart hohen
Anregungsintensitat erfolgt, dass die unterschiedli-
chen Fluoreszenzmarker gemeinsam durch 2-Photo-
nen-Absorptionen angeregt werden, und

— eine Erfassung eines Kreuzkorrelations- und/oder
Koinzidenzsignals erfolgt, das dafiir charakteristisch
ist, ob die Probe das mindestens eine mit mindestens
zwei unterschiedlichen Fluoreszenzmarkern markier-
te Analytmolekdl enthalt, an dem beide Fluoreszenz-
marker gleichzeitig angeregt werden.

2. Verfahren gemaR Anspruch 1, bei dem zur De-
tektion der Fluoreszenzemission eine blendenfreie
Abbildung des Lichtes, das vom Messvolumen und
von der Umgebung des Messvolumens ausgeht, auf
die Detektoreinrichtungen erfolgt.

3. Verfahren gemafR Anspruch 1 oder 2, bei dem
als Fluoreszenzmarker Fluoreszenzfarbstoffe, fluo-
reszierende Proteine, Biomolekiile, organische Mole-
kile, Quantum Dots oder Marker, die zur Erfassung
von Ramenstreuung ausgelegt sind, verwendet wer-
den.

4. Verfahren gemafR Anspruch 3, bei dem als Flu-
oreszenzmarker Fluoreszenzfarbstoffe verwendet
werden, die sich Uberlappende 2-Photonen-Anre-
gungsspektren und unterschiedliche Fluoreszenze-
missionsspektren besitzen.

5. Verfahren gemaR Anspruch 1, bei dem eine
Koinzidenzanalyse der Detektorsignale erfolgt und
aus dem Ergebnis der Koinzidenzanalyse die Kon-
zentration von mehrfach markierten Analyten in der
Probe abgeleitet wird

6. Verfahren gemafl Anspruch 5, bei dem mittels
eines Strahlscanners und/oder eines Probenantriebs
zwischen der Probe und der Beleuchtungseinrich-
tung eine Relativbewegung eingestellt wird.

7. Verfahren gemafl Anspruch 5 oder 6, bei dem
die Koinzidenzanalyse durch Vergleich der in be-
stimmten Zeitfenstern erfassten Fluoreszenzsignale
der verschiedenen Detektoreinrichtungen (31, 32) er-
folgt, wobei die Breite des Zeitfensters im Bereich der
mittleren Aufenthaltsdauer der Analyten im Messvo-
lumen eingestellt ist.

8. Vorrichtung zur Fluoreszenzmessung an ein-
zelnen Analytmolekilen in einer Probe, wobei die
Probe mindestens zwei mit unterchiedlichen Fluores-
zenzmarkern markierte Analytmolekiile und/oder
mindestens ein mit mindestens zwei unterschiedli-
chen Fluoreszenzmarkern markiertes Analytmolekl
enthalt, die umfasst:

— eine Probenkammer, in der die Probe angeordnet
ist,

— eine Beleuchtungseinrichtung mit einem Laser, der
zur Anregung von Fluoreszenzemission der mindes-
tens zwei unterschiedlichen Fluoreszenzmarker mit
einer einzigen Laserlinie eingerichtet ist,

— mindestens zwei Detektoreinrichtungen, die zur
Detektion der Fluoreszenzemission in verschiedenen
Spektralbereichen ausgelegt sind, und

— einen Korrelator zur Kreuzkorrelations- und/oder
Koinzidenzanalyse von Detektorsignalen der Detek-
toreinrichtungen,

dadurch gekennzeichnet, dass

der Laser zur Beleuchtung der Probe mit einer derart
hohen Anregungsintensitat ausgelegt ist, dass die
Fluoreszenzmarker, gemeinsam durch 2-Photo-
nen-Absorptionen angeregt werden, und

— der Korrelator (40) zur Abgabe eines Kreuzkorrela-
tions, und/oder Koinzidenzsignals ausgelegt ist, das
dafur charakteristisch ist, ob die Probe (11) das min-
destens eine, mit mindestens zwei unterschiedlichen
Fluoreszenzmarkern markierte Analytmolekil enthalt
an dem beide unterschiedlichen Fluoreszenzmarker
gebunden sind.

9. Vorrichtung gemal Anspruch 8, bei dem der
Laser bei einer Anregungslinie emittiert, die im roten
oder nahinfraroten Spektralbereich liegt.

7/17



DE 100 35 190 C5

10. Vorrichtung gemal Anspruch 8 oder 9, bei
der ein Abbildungssystem (50) mit Pinhole-freiem
Aufbau vorgesehen ist.

Es folgen 9 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Fig. 1
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