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Parallelisierte Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie
mit Einzelmolekül-Analyse für
pharmazeutische Screening-
Verfahren und medizinische
Diagnostik
(FCS-Sensor)

Das Projekt

Ziel des Vorhabens ist die Entwicklung einer neuen Art der
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS), basierend
auf der Anregung durch das evaneszente Feld eines Wel-
lenleiters. Bei der Totalreflexion zwischen zwei Medien mit
unterschiedlichen Brechungsindices fällt die Lichtintensität
hinter der Grenzfläche nicht abrupt auf Null ab, sondern
klingt exponentiell ab. Dieser Bereich wird als evaneszentes
Feld bezeichnet. Das eingestrahlte Licht – hier von einem
Laser erzeugt – dringt somit noch wenige hundert Nano-
meter tief in das zweite Medium ein. Gibt man der Strah-
lungsenergie innerhalb der Eindringtiefe die Möglichkeit zur
Wechselwirkung, kann sie zurückgehalten werden, z. B.
durch Absorption, Anregung von Fluoreszenz oder durch ein
weiteres Prisma oder einen Wellenleiter, in dem das Licht pro-
pagieren kann. Man bezeichnet dies als abgeschwächte 
Totalreflexion.

Durch die neuartige Fluoreszenz-Korrelations-Spektrosko-
pie sollen molekulare Prozesse an Grenzflächen in vitro so-
wie membrangebundene Prozesse in lebenden Zellen in
Echtzeit verfolgt werden. Das neuartige Verfahren zeichnet
sich durch einen hohen Parallelisierungsgrad bei gleichzei-
tiger Ausweitung der erfassten Messparameter aus und ver-
spricht eine extrem hohe Empfindlichkeit, die unter be-
stimmten Bedingungen sogar ein Monitoring von Einzel-
molekülen gestattet. Zudem ergibt sich eine Vereinfachung
des gerätetechnischen Aufwandes gegenüber existierenden
FCS-Methoden.

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie wurde erstmals
1972 von Magde, Elson und Webb beschrieben. Sie basiert
auf dem Zusammenhang zwischen spontanen Fluktuatio-
nen im Fluoreszenzsignal kleiner Molekülensembles und den
zugrunde liegenden physikalisch-chemischen Prozessen.
Auf diese Weise kann die Dynamik inter- und intramoleku-
larer Vorgänge in Form von Gleichgewichtskonzentratio-
nen, Diffusionsraten, Reaktionskinetiken und Bindungsaffi-
nitäten ohne Störung des Gleichgewichts untersucht wer-
den. Um spontane zeitliche Fluktuationen eines Signals

messen zu können, muss das analysierte System so klein wie
möglich gehalten werden. Erreichen kann man diese Be-
schränkung durch Kombination winziger Messvolumina mit
sehr geringen Konzentrationen der fluoreszierenden Mo-
leküle. Die hohe Empfindlichkeit der Messung molekularer
Interaktionen in kleinen Volumina machte das FCS-Verfah-
ren zur erfolgreichen High-Throughput-Screening Methode
bei der pharmazeutischen Wirkstoffsuche.

Die FCS wird bisher mit Konfokalmikroskopen durchgeführt.
Dabei handelt es sich um Varianten des Lichtmikroskops, die
zweidimensionale optische Schnitte mit mikroskopischer
Auflösung in dreidimensionalen Objekten erzeugen kön-
nen. Mit einem Computer können diese Schnittbilder
schichtweise zu einer räumlichen Darstellung zusammen-
gesetzt werden. Im Gegensatz zur derzeitig konfokal durch-
geführten FCS ist das Ziel des vorliegenden Projektes die
Realisierung von FCS-Messungen auf einem wellenleiterba-
sierten Biochip. In Analogie zur Totalreflektions-Mikrosko-
pie (Total Internal Reflection Fluorescence; TIRF) erfolgt die
Anregung der Fluoreszenz durch das evaneszente Feld des
im Wellenleiter geführten Anregungslicht. In Verbindung
mit der Beobachtung über ein Mikroskop und einen CCD-
Flächensensor lässt sich die FCS damit zum einen erheblich
parallelisieren. Gleichzeitig wird das Anregungsvolumen er-
heblich reduziert – eine Folge der geringen Ausdehnung des
evaneszenten Feldes senkrecht zur Wellenleiteroberfläche –,
was in einer größeren Sensitivität des Verfahrens resultiert. 
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Plattform

Bild 1: Schematische Darstellung der vorgeschlagenen, neuen
FCS-Technologie
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Ein weiterer Vorteil zum gezielten Studium von Molekül-
Interaktionen besteht in der Möglichkeit, einen Bindungs-
partner auf dem Chip immobilisieren zu können. Während
bei konventioneller FCS der Bindungsgrad aus der teils sehr
geringen Verlangsamung der Diffusion des Komplexes ge-
genüber den einzelnen Molekülen abgeleitet werden muss,
wird bei dem vorgeschlagenen FCS-Chip die Verweildauer
eines fluoreszierenden Targets im evaneszenten Feld direkt
durch die Affinität für den immobilisierten Liganden be-
stimmt (die Diffusion durch die extrem dünne Grenzschicht
ist sehr schnell). Aus den Korrelationskurven lassen sich ne-
ben der Dissoziationskonstante auch Anbindungs- und Ab-
bindungsraten bestimmen.

Zur Einführung des Verfahrens in den pharmazeutischen
Screening-Markt werden Pilotanwendungen aus den Berei-
chen Liganden-Protein-Wechselwirkung und RNA-DNA-Hy-
bridisierung erarbeitet. Im Diagnostik-Bereich zielt die Ent-
wicklung auf die Erforschung von Protein-Protein-Interak-
tionen, z. B. bei pathophysiologischen Prozessen wie Er-
krankungen, die auf falscher Proteinfaltung beruhen (z. B.
Prionen, Creutzfeld-Jakob-Erkrankung) oder auf pathologi-
schen Proteinkomplexen (z. B. Alzheimer). Innerhalb des Pro-
jektes werden auf Basis der wellenleiterbasierten FCS-Ana-
lyseprodukte entwickelt, die die Erforschung des Proteoms
als „drug-target“ verbessern helfen.

Die Kooperation

Das beantragte Vorhaben soll in einem Netzwerk aus eng
kooperierenden Forschungseinrichtungen und Industrie-
partnern bearbeitet werden. Mit Schwerpunkten in den Be-
reichen Wellenleitertechnologie und Mikrostrukturierung,
Anwendung bildgebender Verfahren auf biologische Ob-
jekte, sowie Grundlagen der Interaktion von Biomolekülen
ergibt sich eine ideale Ergänzung der Kernkompetenzen bei
den beteiligten Instituten. Bei allen wesentlichen Kompo-

nenten (Lichtquelle, Biochip, Mikroskop, CCD Sensor) wird
auf der technologischen Seite des Vorhabens das Know-
how jeweils eines Industriepartners eingebracht. In Kombi-
nation mit der Marktkenntnis der Partner auf der Anwen-
dungsseite, stellt der gesamte Verbund eine gute Basis zur
Realisierung und Markteinführung des neuen FCS-Verfah-
rens dar.

Die Perspektiven

In dem geplanten Vorhaben werden Technologien und 
wissenschaftliche Grundlagen erarbeitet, die zur Entwick-
lung eines neuartigen Analysesystems führen, dessen
Marktpotential von den Applikationen in der Bioanalytik 
bestimmt wird. Alle bisherigen Anwendungen der FCS-Ana-
lyse sollten auch mit der neuen Technik zugänglich sein.
Durch die Parallelisierung und die angestrebte hohe Sensi-
tivität der neuen Methode, können Assays vereinfacht und
zugehörige Verfahren beschleunigt und rationalisiert wer-
den. Damit werden sich eine Reihe von neuen Anwendun-
gen ergeben, die einen breiten Einsatz im pharmazeutischen
Screening-Bereich mit einem enormen Weltmarktpotential
erwarten lassen. An der Erschließung neuer Anwendungen
wird parallel im Projekt gearbeitet.

Die biomedizinische Forschung verlagert ihr Interesse im
post-genomischen Zeitalter immer mehr auf die Erforschung
des Proteoms und damit auf die Interaktion zwischen Pro-
teinen. Da die FCS-generierten Analysedaten auf Einzelmo-
lekülebene essentielle Analyseparameter bei der Erfor-
schung der Protein-Protein-Wechselwirkung liefern, er-
möglicht das neue Verfahren die Entwicklung von Analyse-
Produkten, die die Erforschung von Proteinen als „drug-tar-
get“ verbessern helfen. Auch hier besteht im pharmazeuti-
schen und medizinischen Forschungsmarkt weltweit ein
großes Potential. Durch das im Verbund „FCS-Sensor“ ge-
plante Vorhaben soll das Studium bestimmter molekularer

Wechselwirkungen dramatisch vereinfacht werden. Zur
FCS-Analyse ist damit in Zukunft kein komplettes For-
schungsmikroskop mehr erforderlich, sondern nur noch ei-
ne relativ einfache Reader-Technologie. Entsprechend er-
schließen sich dann der FCS-Methode völlig neue Märkte
im Bereich der medizinischen Diagnostik, wo anstatt eini-
ger weniger teurer zentraler Messstationen in Zukunft vie-
le preiswertere, dezentral platzierte FCS-Reader eingesetzt
werden können.

Insgesamt kann die Umsetzung der technologischen Ent-
wicklungen in dem geplanten Vorhaben einen wesentlichen
Beitrag zur Festigung und zum weiteren Ausbau der Spitzen-
stellung Deutschlands in dem Markt für FCS-Syteme leisten.

Das Projekt im Überblick

Parallelisierte Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie mit
Einzelmolekül-Analyse für pharmazeutische Screening-
Verfahren und medizinische Diagnostik (FCS-Sensor)
Technologiefeld / Branche: Life Sciences, Medizinische
Diagnostik, Proteintechnologie, Mikroskopie, Mikrofluidik
Chips, CCD Technologie, Lasertechnologie
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Förderungssumme: 1.207.059 Euro
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