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1 Einleitung

Die hier vorliegende Arbeit beschiftigt sich als zweiter von mindestens zwei Teilen mit
dem (Nach-) Bau einer funktionierenden und gleichzeitig preisgiinstigen Kapillar-
elektrophorese-Apparatur. Durch den ersten Teil, der von Bernhard Schwabe ebenfalls
in Form einer Zulassungsarbeit zum ersten Staatsexamen geschrieben wurde, ist die
Themenstellung meiner Arbeit bereits vorgegeben.' Da es bisher nicht moglich war, die
Fluoreszenz der Farbstoffe an den DNA-Molekiilen zu detektieren, sollte dies mein
Auftrag sein.

Die grundlegenden Theorien der Kapillarelektrophorese und ihre Verwendung in
Wirtschaft und Forschung sind von Bernhard Schwabe in seiner wissenschaftlichen
Hausarbeit genauso beschrieben worden, wie der geplante Einsatzbereich fiir die von
uns entwickelte Apparatur. Das angestrebte Ziel ist noch immer, diese im physikalisch
chemischen Praktikum fiir Studierende der Chemie und im Besonderen der Biochemie
einzusetzen. Auch der Aufbau der Apparatur und die bereits von Schwabe eingesetzten
Bauteile mdchte ich als bekannt voraussetzen diirfen. Da diese beiden Arbeiten eng
aneinander gekoppelt sind, wollte ich Wiederholungen weitestgehend vermeiden.

Die Arbeit enthélt zundchst einen theoretischen Teil. Das erste Unterkapitel stellt dabei
die verschiedenen und gut erhéltlichen Fluoreszenzfarbstoffe vor. Mit dem Hinter-
gedanken, den bereits ausgewéhlten Farbstoff ROX eventuell durch einen empfindlich-
eren und damit leichter detektierbaren zu ersetzen, werden einige Abschétzungen und
Berechnungen vorgenommen, um herauszubekommen, welcher Farbstoff am stdrksten
fluoresziert.

Es folgt in einem weiteren Unterkapitel die Beschreibung der fiir uns interessanten
Lasertypen. Ohne das Wissen iiber deren Funktionsweise liee sich ndmlich ein Teil der
aufgenommenen Spektren nicht erkldren. Aus demselben Grund schlieBt sich im
folgenden Kapitel die Beschreibung der Arbeitsweise des verwendeten Spektrometers
an. SchlieBlich wird der theoretische Teil noch mit einem Kapitel iiber die Trennung der
DNA-Fragmente in der Kapillare erginzt. Dieses Kapitel hat zwar nur bedingt mit der
eigentlichen Themenstellung meiner Arbeit zu tun, andererseits kdnnte ohne eine
ordentliche Auftrennung der DNA nach ihrer Grofle auch keine sinnvolle Detektion
iiber die optischen Elemente erfolgen. AuBlerdem empfinde ich die bisherige Dar-
stellung zu diesem Thema als zu verkiirzt, wenn man bedenkt, dass die Trennung der

Fragmente die eigentliche Aufgabe dieser Apparatur ist.

" [Vgl.: Schwabe, 2003]



In Kapitel 3 werden Uberlegungen angestellt, wie der Detektor am besten eingestellt
werden muss, um die vom Farbstoff ausgesandten Photonen zu groBtmoglichen Teilen
auffangen zu kénnen.

Der grofite und auch wichtigste Teil dieser Arbeit ist jedoch der experimentelle Teil. In
diesem Bereich der Arbeit werden zunidchst alle Bemiihungen beschrieben, die ich
angestrengt habe, um die Fragen zu kldren, die sich aus den bereits von Schwabe
durchgefiihrten Experimenten ergeben hatten. Im weiteren Verlauf werden dann samt-
liche Experimente aufgefiihrt, mit deren Hilfe ich versucht habe, die Fluoreszenz der
Farbstoffmolekiile zu detektieren. Nachdem diese Aufgabe erfreulicherweise gelungen
ist, schlie3t meine Arbeit mit einigen Aufnahmen, die ich mit Hilfe des Computers von
den Trennungsvorgingen der Fragmente erhalten habe.

Tatsdchlich lieBe sich noch einige Arbeit in die Feinabstimmung der Apparatur in-
vestieren, was aufgrund der begrenzten Zeit, die flir eine Staatsexamensarbeit zur Ver-
fligung steht, jedoch nicht moglich war.

In Abbildung 1.1 sieht man die Apparatur, wie sie zum Zeitpunkt des Abschlusses

dieser Arbeit aussah.

pillarelektrophorese-
% Apparatur
L

Abb. 1.1: Kapillarelektrophorese-Apparatur mit Hochspannungsgert (links oben) und
angeschlossenem Rechner (rechts).



2 Theoretischer Teil

2.1 Fluoreszenzfarbstoffe

2.1.1 Funktionsweise der Kapillarelektrophorese

Eines der wichtigsten Bestandteile zur Durchfiihrung einer Kapillarelektrophorese ist der
fluoreszierende Farbstoff, mit dessen Hilfe die DNA-Fragmente markiert werden.

Wie bereits in der Arbeit von Bernhard Schwabe beschrieben, ist der Fluoreszenz-
farbstoff an die DNA-Fragmente gebunden. Durch die angelegte Hochspannung werden
die sich im leicht basischen Milieu befindlichen Nukleinsdurenanionenreste mit den
daran befindlichen Fluoreszenzfarbstoffmolekiilen durch eine Kapillare gezogen. Sobald
ein Fluorophor im ,,Fenster* der Kapillare erscheint und mit dem Licht eines Lasers
angestrahlt wird - in unserem Fall mit einer Wellenldnge von 532 nm - fangt der Farb-
stoff an, Licht einer definierten Wellenldnge zu emittieren. Diese Fluoreszenz sollte dann
von einem geeigneten Detektor gemessen werden.

Wegen der Wichtigkeit der Fluoreszenzfarbstoffe mochte ich zunéchst noch einmal auf

deren Funktionsweise eingehen.

2.1.2 Prinzip der Fuoreszenz
Fluoreszenz entsteht iiber einen Prozess mit mehreren Schritten, welcher vor allem bei
Polyaromaten und Heterocyclen stattfindet. Das Diagramm in Abb. 2.1.1 stellt diesen

Prozess schematisch dar.

S

Abb. 2.1.1:

Darstellung der einzelnen Schritte

Anregung (1), Schwingung (2) und

Emission (3) eines Fluorophoren

[Vgl.: Physikalische Chemie: Prinzip
» von Franck-Condon, 2004]
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2 [Vgl.: Schwabe, 2003, S. 11 ff]



In Abb. 2.1.1 sind die Schwingungsniveaus des elektronischen Grundzustandes Sy und
die des ersten elektronisch angeregten Zustandes S; dargestellt. Der Abstand zwischen
den Atomen eines Molekiils im Grundzustand ist kleiner als im angeregten Zustand.
Dies ist in der Abbildung dadurch gekennzeichnet, dass das Minimum der oberen Kurve
S| im Koordinatensystem nach rechts verschoben ist.}

Der erste Schritt bei der Fluoreszenz ist die Anregung der Farbstoffmolekiile durch die
Bestrahlung mit einer externen Quelle.* In unserem Fall ist die Anregungsquelle der
Laser mit der Wellenlédnge 532 nm. Diese Anregung nennt man Absorption. Sie lduft in
der Weise ab, dass ein Elektron aus einem bindenden n-Orbital in den Aromaten des
Farbstoffes in ein antibindendes m*-Orbital angehoben wird.> Nach dem Franck-Condon
Prinzip &ndert sich der Kernabstand wihrend des Elektronensprungs nicht. In der
Darstellung bedeutet dies, dass der elektronische Uberginge "vertikal" stattfinden, d.h.
ein Elektron, das aus dem untersten Schwingungsniveau von Sy nach S; angeregt wird,
"landet" in S; nicht im untersten Schwingungsniveau, sondern auf einem hoheren. Im
zweiten Schritt relaxiert das Molekiil in den untersten Schwingungszustand des
elektronisch angeregten Zustandes S;. Von diesem kehrt es dann im dritten Schritt unter
Emission eines Photons wieder in den Grundzustand S, zuriick. Auch dies geschieht
wiederum nach dem Franck-Condon Prinzip. Das Elektron gelangt deshalb meist in ein
etwas angehobenes Schwingungsniveau aus Sy und relaxiert von dort in das unterste
Schwingungsniveau (in der Abbildung 2.1.1 nicht eingezeichnet). Die Folge ist, dass
das Fluoreszenzlicht energiedrmer ist als das Licht, mit dem angeregt wurde. Demnach
besitzen die emittierten Photonen eine grofere Wellenlinge.®

Es gelangen jedoch nicht alle angeregten Molekiile iiber den ,,Umweg* des Schrittes (2)
in den Grundzustand zuriick, sondern sie geben ihre Energie teilweise an ihre Umgebung
ab, ohne dabei zu fluoreszieren.’

Ein guter Fluorophor zeichnet sich durch eine starke Absorption des eingestrahlten Lichts
aus. Angegeben wird diese Eigenschaft im molaren Extinktionskoeffizienten €. Des
Weiteren ist eine hohe Quantenausbeute @ > 0,7 erstrebenswert.® Die Quantenausbeute
ist das Verhiltnis zwischen der Anzahl der emittierten und der Anzahl der absorbierten

Photonen pro Zeiteinheit.

3 [Vgl.: Franck-Condon-Prinzip, 2004, S. 1]
*[Vgl.: Johnson, 1996, S. 1]

> [Vgl.: Becker, 1983, S. 72]

6 [Vgl.: Franck-Condon-Prinzip, 2004, S. 1]

" [Vgl.: Johnson, 1996, S. 1]

¥ [Vgl.: TIB MOLBIOL: Formate, 2004, S. 1]



_ __Anzahl der emittierten Photonen
~ Anzahl der absorbierten Photonen’

@ (GL. 2.1.1)

Die Quantenausbeute reagiert empfindlich auf die Umgebung der Fluorophoren. Sie
andert sich z.B. mit dem pH-Wert oder der Temperatur des Losungsmittels und kann,
gebunden an DNA-Fragmente oder Proteine, auch durch diese Anbindung stark
beeinflusst werden. '’

Tatsdchlich habe ich auch keine Absolutwerte fiir die Stirke der Fluoreszenz der
einzelnen Farbstoffe gefunden. Lediglich die Aussage, dass man keine solchen Werte

erhebe, da sie bereits bei geringen Verdnderungen der Bedingungen abweichen wiirden.

2.1.3 Eigenschaften der gebriuchlichsten Fluorophore

Vier Uibliche Fluoreszenzfarbstoffe, mit denen DNA-Molekiile markiert werden, sind die
unter den folgenden Abkiirzungen bekannten Farbstoffe FAM, JOE, TAMRA und
ROX." Thre Strukturformeln sind in Abb. 2.1.2 abgebildet. Es ist sehr leicht ersichtlich,

dass alle vier Fluorophore Polyaromaten sind.

FAM (blau) JOE (griin)
Cl Cl

Abb. 2.1.2: Strukturformeln der vier typischen Fluoreszenz-
farbstoffe FAM, JOE, TAMRA und ROX [aus: Butler,
2001, S. 154]

?[Vgl.: TOPIC 7.3: Quantum yield, 2004, S. 1]
% [Vgl.: PROMEGA: Fluorophore Characteristics, 2004, S. 3]
"' [Vgl.: Butler, 2001, S. 154]



In einem anderen Farbstoffsystem der Firma Applied Biosystems, PowerPlex 16, wird
anstelle des Farbstoffes FAM der Farbstoff Fluorescein (FL) eingesetzt. AuBerdem
enthilt das System den roten Farbstoff namens CXR.'? Dabei handelt es sich jedoch um
denselben Farbstoff wie bei ROX. Ublich ist auch die Verwendung des Farbstoffes NED,
der, ebenfalls gelb, oftmals den Fluorophor TAMRA ersetzt."

Im Folgenden sind sdmtliche Absorptions- und Emissionsspektren der bereits erwéhnten
Fluoreszenzfarbstoffe abgebildet. Erginzt wird dies noch durch die Spektren der
Farbstoffe TET und HEX. Lediglich das Absorptionsspektrum von NED konnte ich nicht

finden.

Abb. 2.1.3: Absorptions- und Emis-
sionsspektrum von 5-FAM bei 490/520
nm in Puffer mit pH 9.0 [aus:
] MOLECULAR PROBES: Spectra-5-
350 400 450 500 550 600 650 |FAM/pH 9.0] Der griine Balken steht
Wavelength (nm) fiir den Laserstrahl bei 532 nm.

Absorption
T T T T T T T
Fluorescence emission

Abb. 2.1.4: Absorptions- und Emis-
sionsspektrum von 6-JOE bei 530/560
nm in Puffer mit pH 9.0 [aus:
MOLECULAR PROBES: Spectra-6-
350 400 450 500 550 600 650 |JOE/pH 9.0] Der griine Balken steht fiir

Absorption

N N NN NN N N NN S S

Fluorescence emission

Wavelength (nm) den Laserstrahl bei 532 nm.
s €
B L 8 |Abb. 2.1.5: Absorptions- und Emis-
2 - & | sionsspektrum von 6-TET bei 520/550
| S [nm in Puffer mit pH 9.0 [aus:
“ |MOLECULAR PROBES: Spectra-6-

400 250 500 Ts20 600 e%0 700 |TET/pH 9.0] Der griine Balken steht
Wavelength (nm) fir den Laserstrahl bei 532 nm.

"2 [Vgl.: BUTLER: Chapter 5, 2004, S. 18]
3 [Vgl.: Butler, 2001, S. 154]



|
5 &
2 § |Abb. 2.1.6: Absorptions- und Emis-
= ¢ |sionsspektrum von 6-HEX bei 535/570
£ |nm in Puffer mit pH 9.0 [aus:
MOLECULAR PROBES: Spectra-6-
400 450 500 's550 600 650 700 |HEX/pH 9.0] Der griine Balken steht
Wavelength (nm) fiir den Laserstrahl bei 532 nm.
£ jg Abb. 2.1.7: Absorptions- und Emis-
2 | L & | sionsspektrum von 5-ROX bei 580/610
1 (S |nm in Puffer mit pH 7.0 [aus:
J = |MOLECULAR PROBES: Spectra-5-
450 500 530 600 6%0 700 ss0 |ROX/pH 7.0] Der griine Balken steht
Wavelength (nm) fiir den Laserstrahl bei 532 nm.
] [ |Abb. 2.1.8:
] — |Das Abs.-Maximum von Fluorescein
— — | bei 490 nm und das dazugehorige Em.-
] — [Maximum bei 514 nm [aus: R-Q
— — |PROBES, 2004, S. 7] Der griine
] F— |Balken steht fiir den Laserstrahl bei
300 400 500 600 700|532 nm.
_ [ | Abb. 2.1.9:
] — | Das Abs.-Maximum von TAMRA bei
— L | 555 nm und das dazugehorige Em.-
] — |Maximum bei 580 nm [aus: R-Q
— — |PROBES, 2004, S. 7] Der griine
— | Balken steht flir den Laserstrahl bei
300 400 500 600 700|532 nm.

Die Firma Applied Biosystems hat Angaben zur Empfindlichkeit der Farbstoffe gemacht,
jedoch nur vergleichende Werte, keine absoluten. Hierbei fehlen aber sdmtliche An-

gaben, unter welchen Bedingungen diese Werte erhoben wurden.'

' [Vgl.: APPLIED BIOSYSTEMS: Prism™.-Tips 5, 2004, S. 4]
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Abnehmende Empfindlichkeit

Farbstoff FAM JOE/TET ROX

Sensitivitit  100%  100% 12%

Abb. 2.1.10: Relative Angaben zur Empfindlichkeit von sieben
Fluoreszenzfarbstoffen [Vgl: APPLIED BIOSYSTEMS: Prism'™-
Tips 5, 2004, S. 4]

Die Angaben zur Empfindlichkeit lassen sich jedoch erkldren, wenn man die
ausgesendeten Wellenldngen des verwendeten Lasers kennt. Das System ABI Prism 310
verwendet einen Argonionenlaser, der Licht der Wellenldngen 488 nm und 514 nm
aussendet.'® Betrachtet man nun die Absorptionsmaxima von FAM, JOE und TET, so
liegt das Maximum von FAM bei ca. 490 nm und die Maxima von JOE und TET bei
etwa 520 nm, also in Bereichen der Laseremissionen. Bei der Anregung mit der
grofleren Wellenldnge des Lasers erreicht man bei HEX ungefdhr 50% des
Absorptionsmaximums, bei TAMRA etwa 25% und bei ROX lediglich ein Achtel.
Diese Werte fiir die Empfindlichkeit entsprechen jedoch nicht genau den zu
erreichenden Empfindlichkeiten mit unserem Laser, da dieser Licht der Wellenlénge
532 nm emittiert. In den Abbildungen 2.1.3 bis 2.1.9 habe ich unseren Laserstrahl bei
530 nm jeweils durch einen griinen Strich gekennzeichnet.

Die Eignung der einzelnen Farbstoffe bei einer Anregung durch unseren Laser wird in

Kapitel 2.1.4 diskutiert.

2.1.4 Annahmen zur Eignung der einzelnen Fluorophore
Zunichst sollte klar sein, dass alle Farbstoffe fiir uns unbrauchbar sind, deren
Emissionsmaximum im selben Wellenldngenbereich liegt wie die Laserstrahlung. Denn
um die Emission der Farbstoffe detektieren zu kénnen, muss die Laserstrahlung vor dem
Detektor herausgefiltert werden. Liegen Laserstrahlung und Fluoreszenz jedoch zu dicht
beieinander, so wiirde mit dem Laserlicht immer auch die Fluoreszenz des Farbstoffes
weggefiltert. Aus diesem Grund scheiden die Farbstoffe FAM und Fluorescein fiir uns
eigentlich schon aus. Trotzdem werde ich sie unten bei meinen Abschitzungen mit
bedenken.
Wie in Kapitel 2.1.3 beschrieben, hat die Firma Applied Biosystems Angaben zur
Empfindlichkeit der Farbstoffe gemacht. An den Absorptionskurven sollte man die

' [Vgl.: Butler, 2001, S. 155]
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Empfindlichkeit bei einer Bestrahlung mit Licht der Wellenldnge 532 nm selbst ab-
schitzen konnen.

Zu funf Fluoreszenzfarbstoffen habe ich Angaben zur Quantenausbeute und dem molaren
Extinktionskoeffizienten gefunden, siehe Tab. 2.1.11 Zusammen mit diesen Werten ldsst

sich der am besten geeignete Farbstoff finden.

Fluorophor FL FAM  JOE ROX
Mol. Ext.-Koeffizient € 91.000 79.000  71.000 82.000
[lecm” *mol']

Quantenausbeute © 0,9 0,9 0,6 0,7

Tab. 2.1.11: Angaben zum molaren Extinktionskoeffizienten ¢ und der Quanten-
ausbeute ®@. Die Werte von FL und FAM wurden bei pH 9,0 gemessen, alle anderen
Werte bei pH 7,0 [Vgl.: PROMEGA: Fluorophore Characteristics, 2004, S. 5]

Fir die Farbstoffe HEX und TET betragen die Werte fiir den molaren Extinktions-
koeffizienten 73.000 (I + cm™ « mol™)."® Die passenden Quantenausbeuten konnte ich
jedoch nicht finden.

Bei einer Laserleistung von etwa 1 mW und der Annahme, dass 70% dieser Leistung

nicht von der Kapillare gestreut wiirden, erhilt man eine Leistung von 7 » 10 % Dieser

Wert, dividiert durch die Energie pro Photon von 3,7 « 107" J bei 532 nm, ergibt
schlieBlich die Anzahl der vom Laser ausgestrahlten Photonen, die von der Kapillare

nicht gestreut werden.

710% J
Nkap = 370707 57

~1,910% 5" (Gl. 2.1.2)

Die Extinktion, der Teil der vom Laser eingestrahlten Photonen, der tatsdchlich von den
Molekiilen absorbiert wird, hingt unter anderem vom molaren Extinktionskoeffizienten
der Farbstoffe ab. AuBlerdem von der Konzentration der Farbstoffmolekiile und der

Schichtdicke. Berechnen lésst sich dieser Wert nach Gleichung 2.1.3."
EXt(Dye) =cede- E(Dye) (Gl 213)

Fiir die Konzentration der Farbstoffe wurde der Wert 10”7 mol « I' angenommen und der

Innendurchmesser der Kapillare betrigt 7,5 « 10~ cm.

' [Vgl.: SYNTHETIC GENETICS: Dye Chart, 2004, S. 1]
7 [Vgl.: Schwedt, 1995, S. 223 f]

12



Die Zahl der tatsdchlich absorbierten Photonen errechnet sich aus dem Produkt von N,
und Ext(pye).

Naps = NKap * EXt(Dye) (Gl 2.1 4)

Daraus folgt fiir die Farbstoffe FL, FAM, JOE, TAMRA und ROX bei den oben

angenommenen Werten fiir die Konzentration des Farbstoffes und Innendurchmesser der

Kapillare:
Nabs = (1,9 + 10" ¢ s™) ¢ (107 mol « 1)+ (7,5 + 107 cm) * g(pye)
=1,425+10°mol s cm » s ¢ 1" ¢ gpy (Gl. 2.1.5)
Fluorophor FL FAM JOE ROX

Mol. Ext.-Koeffizient

Nabs [s™'] 1,30+10'" 1,13+10'" 1,0110" 1,17+10"

Tab. 2.1.12: Errechnete Werte fiir die Zahl der absorbierten Photonen pro Sekunde
mit Hilfe von Gleichung 2.1.5 und den Werten aus Tab. 2.1.11

Die Zahl der emittierten Photonen berechnet sich aus dem Produkt der Anzahl
absorbierter Photonen aus Tab. 2.1.12 und der Quantenausbeute ®. Die Werte fiir die

Quantenausbeute sind farbstoffspezifisch und in Tabelle 2.1.13 nochmals angegeben.

NEmiss = NAbs * (D(Dye) (Gl 2.1 .6)18
F]uorophor FL FAM JOE ROX
D (pye) [keine Einheit] 0,9 0,9 0,6 0,7
NEmiss [8”'] 1,17410'" 1,02¢10" 6,06°10"° 8,19¢10"

Tab. 2.1.13: Errechnete Werte fiir die Zahl der emittierten Photonen pro Sekunde
mit Hilfe von Gleichung 2.1.6 und den Werten aus Tab. 2.1.11 und 2.1.12 unter
Anregung im Welleldngenbereich des jeweiligen Absorptionsmaximums

'8 [Schwabe, 2003, S. 44 ff]
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Nun ist jedoch noch zu bedenken, dass die Empfindlichkeit der einzelnen Farbstoffe vom
Wert eins nach unten hin abweicht, wenn die Anregung bei einer Wellenldnge geschieht,
die nicht im Wellenldngenbereich des Absorptionsmaximums des jeweiligen Farbstoffes
liegt. Bei einer Bestrahlung der Farbstoffe JOE bzw. TET und ROX mit 514 nm bendétigt
man daher achtmal soviel ROX-Molekiile wie von den anderen beiden Farbstoffen, um
ein gleich starkes Signal zu erhalten.”” Die oben errechneten Zahlenwerte fiir die
emittierten Photonen pro Zeiteinheit beachten diesen Faktor jedoch nicht.

In den Abbildungen 2.1.3 bis 2.1.9 ist der Laserstrahl der Wellenlinge 530 nm einge-
zeichnet. Die in Tab. 2.1.14 eingesetzten Werte fiir die Empfindlichkeit sind daran von
mir abgeschitzt worden. Mit diesen Empfindlichkeitsfaktoren wurden dann die Er-

gebnisse flir Ngmiss aus Tab. 2.1.13 multipliziert.

Fluorophor FL FAM JOE ROX
Neniss [s”] 1,17010' 1,02¢10" 6,0610'° 8,19+101°
Empfindlichkeit

[ohne Einheit] 0,03 0,02 0,60 0,34
NEmiss(530) [S '] 3,51210° 2,04+10° 3,64+10" 2,78+10"

Tab. 3.1.14: Errechnete Werte fiir die tatsachliche Anzahl der emittierten Photonen
pro Sekunde bei einer Anregung mit der Wellenlédnge von 530 nm

Die stirkste Fluoreszenz sollte sich demnach beim Farbstoff JOE erfassen lassen. Wobei
der Unterschied zwischen JOE und ROX jedoch nicht gravierend ist. Da zudem fertig
bereitete Losungen mit DNA-Fragmenten und den daran gebundenen ROX-Molekiilen
im Handel leicht erhiltlich sind, hat sich mein Vorginger Bernhard Schwabe fiir den
Farbstoff ROX entschieden. Auf dessen Fluoreszenz wurden deshalb auch die Filter
ausgerichtet, die, wie in Abb. 4.4.1 ersichtlich, Strahlung zwischen 580 nm und 630 nm
durchlassen.

Wie in Abb. 2.1.6 zu erkennen ist, hitte der Farbstoff HEX die grofite Empfindlichkeit
bei unserer Laseranregung. Seine tatsdchliche Emissionsleistung kann ich jedoch nicht

errechnen, da ich keine Angaben zur Quantenausbeute dieses Farbstoffes habe.

19 [Vgl.: APPLIED BIOSYSTEMS: GeneScan Reference Guidem, 2004, S. 15]
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2.2 Der Laser

2.2.1 Aligemeine Funktionsweise des Lasers

Bei dem in Kapitel 2.1.2 beschrieben Vorgang der Fluoreszenz wird Energie durch
spontane Emission von Photonen abgegeben.” Diese spontane Emission kommt beim
Laser ebenfalls vor, der eigentliche Lasereffekt geschieht jedoch durch stimulierte
Emission, so wie es der Name bereits zum Ausdruck bringt. Denn Laser ist die

Abkiirzung fiir light amlification by stimulated emission of radiotion.*'

Photonen-
Energie hv

(@) (b) (©)

Abb. 2.2.1: Beispiel fiir Fundamentalabsorption (a), induzierte Emission (b)
und spontane Emission (c) [Vgl.: Bludau, 1995, S. 115]

Um zu verstehen, was stimulierte Emission bedeutet, sollten zunichst die Vorgénge der
Fundamentalabsorption veranschaulicht werden. Dabei wird ein Photon mit der
Energie hv [h = 6,6°10* Js, v = Lichtfrequenz]** auf die Atome, Ionen oder Molekiile
eingestrahlt. Das Photon {ibertrdgt seine Energie auf ein Elektron und regt dieses
dadurch energetisch an, sieche Abb. 2.2.1 (a). Das Gegenteil davon ist die stimulierte
Rekombination. Das eingestrahlte Photon zwingt ein Elektron, vom energetisch hdheren
Zustand in den tieferen zu wechseln. Dabei wird die Energie in Form eines weiteren
Photons abgegeben, welches dieselbe Ausbreitungsrichtung und Energie besitzt wie das
stimulierende Photon, sieche Abb. 2.2.1 (b). Die auf diese Weise entstehende Strahlung
hei3t stimulierte Emission oder auch induzierte Emission. Beide Photonen laufen zu-
sammen und wirken beide als Initialphotonen fiir neue stimulierte Emissionen. Die

Photonenzahl bzw. die Lichtintensitdt wachst daher lawinenartig an, siche Abb. 2.2.2

(©).

2 [Vgl.: Atkins, 1987, S. 485]
! [Vgl.: TURKAN, Der Laser, 2004, S. 1]
22 [Vgl.: Donges, 1988, S. 17]
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Wie leicht zu erkennen ist, sind Fundamentalabsorption und stimulierte Emission
Konkurrenzprozesse. Ob eingestrahlte Photonen absorbiert werden, oder sich durch
stimulierte Emission ,,vermehren®, hingt deshalb davon ab, ob sich die Elektronen
mehrheitlich im angeregten oder im Grundzustand befinden. Im thermodynamischen
Gleichgewicht ist immer letzteres der Fall.”® Eine solche Verteilung ist in Abb. 2.2.2 (a)

zu sehen.

(a) Gleichgewichtsbesetzung
- _e

@ O e o e e

(b) invertierte Besetzung
o _e O o o _e

(c) Laser-Effekt

@)

e

1

@

Abb. 2.2.2: Die einzelnen Schritte beim Laser-Prozess. Vereinfachend wurde
das nicht existierende Zwei-Niveau-System dargestellt. [Vgl.: Atkins, 1987,
S. 485]

Mit Hilfe des Lasers ist es moglich, die Mehrzahl der Atome, Ionen oder Molekiile in
den angeregten Zustand zu bringen, siehe 2.2.2 (b); man nennt diesen Zustand
Inversionszustand. Diese Probe befindet sich zwischen zwei Spiegeln, von denen einer
der beiden halb durchldssig ist. Dieser Bereich des Lasers wird Resonator genannt.

Wenn nun ein Atom oder Molekiil ein Photon spontan emittiert (Abb. 2.2.1 (¢)), so wird

3 [Vgl.: Bludau, 1995, S. 115 f]
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dieses zwischen den Spiegeln hin und her reflektiert. Dabei stimuliert dieses Photon
andere angeregte Atome, lonen bzw. Molekiile zur kohédrenten Emission (Abb. 2.2.2
(c)).24 Durch den halbdurchldssigen Spiegel kann ein Teil der Photonen den Laser
verlassen und somit kommt es zum Laserstrahl.

In Abb. 2.2.2 ist vereinfachend ein so genanntes 2-Niveau-System dargestellt. Ein
solches ist jedoch nicht geeignet, mittels Einstrahlung durch Licht Inversion zu
erzeugen. Dies liegt daran, dass mit dem Anwachsen der Elektronen im angeregten
Zustand auch die Wahrscheinlichkeit filir induzierte Emission in gleichem Malle wichst.
Das Strahlungsfeld, welches die Atome anregt, regt die Atome auch gleichzeitig wieder
ab. Dadurch werden die oberen Energieniveaus wieder entvilkert. Um Inversion zu
erzeugen und um damit Laserlicht zu ermdglichen, bendtigt man daher ein 3-Niveau-

System oder auch, wie in Kapitel 2.2.4.1 beschrieben, ein 4-Niveau-System.>

2.2.2 Verschiedene Lasertypen

Es gibt verschieden Arten von Lasern. Dazu gehdren u. a. die Gaslaser, die
Farbstofflaser, die Halbleiter- oder Diodenlaser, sowie die Festkorperlaser. Alle
funktionieren nach dem unter Punkt 2.2.1 allgemein beschriebenem Prinzip. Von
besonderem Interesse sind fiir uns der Halbleiter- bzw. Diodenlaser und der Festkorper-
laser, da diese beiden in dem von uns verwendeten Laser miteinander kombiniert sind.
Nur mit der Grundlage der Funktionsweise unseres Lasers, kann seine spezifische Licht-

emission erkliart werden.

2.2.3 Der Halbleiter- bzw. Diodenlaser
Die Grundlage eines Halbleiterlasers ist die Leuchtdiode, oft mit LED, die englische
Abkiirzung fiir light-emitting diode, bezeichnet.*® Damit ldsst sich erkldren, warum

Halbleiterlaser ein relativ breites Emissionsspektrum haben.

2.2.3.1 Die Leuchtdiode

LED’s bestehen aus Halbleitern. Solche Halbleiter besitzen, wie auch Metalle und
Isolatoren, ein Leitungs- und ein Valenzband. Die Breite dieser Energiebidnder liegt in
der GroBenordnung von eV. Wihrend sich diese bei Metallen iiberschneiden (Abb. 2.2.3
(a)), sind sie bei Isolatoren durch grofB3e ,,verbotene Zonen* getrennt (Abb. 2.2.3 (b)),

* [Vgl.: Atkins, 1987, S. 485]
» [Vgl.: Donges, 1988, S. 53]
26 [Vgl.: Halliday, 2003, S. 1246 f]
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weshalb bei ithnen die Elektronen nicht vom Valenz- ins Leitungsband gelangen kdnnen.

Bei Halbleitern oder auch Halbmetallen befindet sich ebenfalls eine verbotene Zone

zwischen Valenz- und Leitungsband, die im Vergleich zum Isolator jedoch relativ klein

ist (Abb. 2.2.3 (¢)). Durch thermische Anregung kann die Zone iibersprungen werden,

sodass Elektronen dennoch ins Leitungsband gelangen und somit ein Strom flieen

kann.

~~ N
Leitungsband Leitungsband } Leitungsband |\
>_
— <
verbotene Zone verbotene Zone }
— A
Valenzband —
Valenzband } Valenzband >
(a) (b) (c)

Abb. 2.2.3: Schematische Energiebinderdiagramme. Uberschneidung von
Valenz- und Leitungsband bei Metallen (a); Trennung von Valenz- und
Leitungsband durch breite verbotene Zone bei Isolatoren (b); Trennung von
Valenz- und Leitungsband durch schmale verbotene Zone bei Halbleitern (c).

[Vgl.: Riedel, 1999, S. 175]

Um die Leitfahigkeit zu erhohen, kann man die Halbleitergitter, meist bestehend aus

Elementen der vierten Hauptgruppe, mit Fremdatomen dotieren.

Lei ungs‘t€5d Leitungsband
A A
Donatorpiveau Akzeptorniveay
/
(+) )
Valenzband Valenzband
(a) (b)

Abb. 2.2.4: Energieniveaudiagramme dotierter Halbleiter. Schematische Dar-
stellung eines n-dotierten Halbleiters (a) und eines p-dotierten Halbleiters (b).
[Vgl.: Riedel, 1999, S. 178]

Einerseits lassen sich Elemente der flinften Hauptgruppe einbauen, wie z.B. Arsen. Das

»uberschiissige* Valenzelektron ist nur schwach an den Atomrumpf gebunden. Es liegt
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im Energiebdndermodell in der verbotenen Zone knapp unterhalb des Leitungsbandes
auf dem so genannten Donatorniveau (Abb. 2.2.4 (a)). Schon bei geringer Energiezufuhr
gelangt das iiberschiissige Elektron in das Leitungsband, der Strom kann flieBen. Solche
Halbleiter nennt man n-Halbleiter. Andererseits lassen sich auch Elektronen der dritten
Hauptgruppe einfiigen, z.B. Gallium. Diesem ,,fehlt* ein Valenzelektron, welches es
durch ein Elektron der benachbarten Halbleiter ersetzen kann. Somit wandern
Elektronenleerstellen, auch Defektelektronen genannt. Dazu bedarf es lediglich einer
geringen Energiezufuhr, da das Akzeptorniveau der dotierten Atome dicht iiber dem
Valenzband liegt (Abb. 2.2.4 (b)) Diese Art der Halbleiter nennt sich p-Halbleiter.”’
Wenn nun bei einem reinen Halbleiter ohne Dotierung ein Elektron spontan aus dem
Leitungs- in das Valenzband iiberwechselt, wird dabei ein Photon mit der Energie hv
frei.?® Liegt ein direkter Halbleiter vor, bei dem das Elektron sowohl im Leitungs- als
auch im Valenzband denselben Impuls besitzt, wird diese Energie in Form von Licht
freigesetzt.”

Um eine LED zu erhalten, reicht ein reiner Halbleiter jedoch nicht aus, da sich bei
Zimmertemperatur nicht geniigend Elektronen im Leitungsband befinden, die Licht
emittierend in die Locher im Valenzband zuriickfallen konnten. Auch ein dotierter
Halbleiter allein fiihrt noch nicht zu einer groBen Menge an Emissionsstrahlung. Wie in
Abb. 2.2.4 (a) zu erkennen, gibt es bei einem n-dotierten Halbleiter zwar geniigend
Leitungselektronen, doch nicht ausreichend viele Locher fiir die Rekombination.
Umgekehrt hat ein p-dotierter Halbleiter zwar viele Locher im Valenzband, doch fehlen
die Elektronen im Leitungsband, die dort hineinfallen konnten, siche Abb. 2.2.4 (b).
Notwendig ist demnach ein Halbleiter mit einer groen Anzahl an Elektronen im
Leitungsband und einer ebensogroflen Anzahl von Lochern im Valenzband. Dies erhalt
man beim Zusammenfiigen eines p-dotierten mit einem n-dotierten Halbleiter, wie in
Abb. 2.2.5 schematisch dargestellt. Der angeschlossene Strom dient sowohl der Zufuhr
von Elektronen in die n-dotierte Seite als auch der Zufuhr von Lochern in die p-dotierte
Seite. Elektronen und Locher sind nur durch eine schmale Sperrzone getrennt, weshalb

es zu vielen Rekombinationen kommt.*°

" [Vgl.: Riedel, 1999, S. 175]

¥ [Vgl.: Halliday, 2003, S. 1246]
¥ [Vgl.: Atkins, 1997, S. 575]

30 [Vgl.: Halliday, 2003, S. 1246 f]
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Locherstrom O

aktive Zone

T Elektronenstrom @

Abb. 2.2.5: Ein in Durchlassrichtung betriebener pn-Ubergang. Elektronen
werden dem n-dotierten Material und Locher dem p-dotieretn Material zuge-
fithrt [Vgl.: Halliday, 2003, S. 1246]

Das durch LED’s entstehende Licht ist jedoch nicht monochromatisch, da die Bander
sich iiber einen Energiebereich erstrecken. Die Annahme, dass die Elektronen nur vom
untersten Rand des Leitungsbandes in den obersten Bereich des Valenzbandes gelangen,
ist nur ndherungsweise erfiillt. Es kommt auch vor, dass Elektronen von einem
energetisch hoher gelegenen Bereich im Leitungsband in eine tiefere Stelle des Valenz-
bandes fallen, Abb. 2.2.6 (a). Auf diese Weise werden auch Photonen mit einer hheren

Energie gebildet und es entsteht ein breites Spektrum, siehe Abb. 2.2.6 (b).”!

A ) (a) + (b)

> Leitungsband =

= . [=

Q o=

= N LED aus GaAs,
5 = T = 300K

= z

2 =

g 4 O .:g

2| O :

— Q

m Valenzband kE

> | | g
Ort 1,45 1,50 1,55 eV
Photonenenergie hv

Abb. 2.2.6: Rekombination von Elektronen und Locher aus unterschiedlichen
Energieniveaus (a) und daraus resultierendem breiten Emissionsspektrum am
Beispiel einer GaAs-Leuchtdiode [Vgl.: Bludau, 1995, S. 108]

3! [Vgl.: Bludau, 1995, S. 108]
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2.2.3.2 Funktionsweise des Halbleiterlasers

Eine Leuchtdiode ist noch kein Laser. Es findet ndmlich keine induzierte Emission statt
und es wird auch kein Resonator verwendet. Allerdings kann die LED als Grundlage
des Halbleiterlasers angesehen werden. ™

Kommen ein stark dotierter n-Halbleiter und ein ebenso stark dotierten p-Halbleiter in
engen Kontakt zueinander, so erhilt man eine p-n-Diode. Es entsteht die Situation, wie
in Abb. 2.2.7 (a) schematisch dargestellt. Die Bander der p- und n-Regionen sind
gegeneinander verschoben, doch das Ferminiveau, besitzt einen konstanten Wert. In der
p-Region liegt es daher im Valenzband und in der n-Region im Leitungsband. Beim
Anlegen einer Spannung V, flie3t ein Strom. Dabei bewegen sich Elektronen aus der n-
Region bzw. Locher aus der p-Region in den p-n-Ubergang. Durch das Anlegen der
Spannung V hat sich das Ferminiveau in der n-Region gegeniiber dem in der p-Region
angehoben, wie es in Abb. 2.2.7 (b) zu erkennen ist. Die schmale Grenzschicht enthalt
nun sowohl Elektronen als auch Locher. Es herrscht dort Besetzungsinversion. Die bei
der Rekombination freiwerdende Energie wird in Form von Photonen abgestrahlt, wobei
sich deren Wellenldnge aus der Hohe der Energieliicke ergibt. Die Laseremission ist auf

diese schmale Zone beschrinkt.

4 |eitungsband

E
N
E
R A\ Ferminiveau
G 277777
I
E
Valerizband
p-Zone n-Zone (a) p-Zone Grenzschicht n-Zone (b)

Abb. 2.2.7: p-n-Ubergang ohne angelegte Spannung (a) und nach dem
Anlegen einer Spannung (b) [Vgl.: Kneubiihl, 1988, S. 319]

Der schematische Aufbau eines Diodenlasers ist in Abb. 2.2.5 zu erkennen. Wichtig ist
dabei, dass die Stirnflichen planparallel und poliert sind. Denn aufgrund des hohen
Brechungsindexes der Halbleiter reflektieren sie die Strahlung zu iiber 30%, sodass die
bei den anderen Lasern verwendeten Spiegel nicht notwendig sind. Die Emissions-

intensitdt moglichst gleichwelliger Strahlung hingt stark vom Injektionsstrom ab. Ist

32 [Vgl.: Atkins, 1997, S. 574]
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dieser klein, erhilt man vorwiegend spontane Emission mit hoher spektraler Breite wie
bei einer LED. Erst bei Injektionsstromen iiber dem so genannten Schwellwert, erhélt
man fast nur noch induzierte Emission und damit deutlich schmalere Spektren.33
Dennoch gibt es immer einen kleinen Anteil an spontaner Strahlung und damit auch

einen kleinen Anteil niederwelligeren Lichts.

2.2.4 Der Festkorperlaser

Das aktive Medium im Festkdrperlaser besteht aus Glisern oder Kristallen, die mit
optisch aktiven Ionen dotiert sind. In der Regel sind diese Ionen aus der Ubergangs-
metallgruppe oder der Gruppe der seltenen Erden, da sie unbesetzte innere Elektronen-
schalen besitzen, zwischen denen die Laseriibergidnge stattfinden. Diese inneren Schalen
werden vom Kristallfeld des Wirtskristalls kaum beeinflusst.

Die Dotierung mit Fremdionen betrdgt oft weniger als ein Gewichtsprozent. Der iibliche
Wirkungsgrad dieser Ionen ist sehr klein und liegt typisch bei 0,1 %. Trotzdem lassen
sich mit den Festkorperlasern vergleichsweise hohe Leistungen erzielen, da die Dichte
laseraktiver Ionen mit einer GroBenordnung von ca. 10" cm™ noch um das 10 bis 10*-
Fache hoher ist als beispielsweise beim Gaslaser. Die Anregung geschieht meist mit
Diodenlasern, wie auch in unserem Fall.

Die wichtigsten Vertreter der Festkorperlaser sind der Rubin- und der Neodymlaser. Der
Neodymlaser wird im folgenden Kapitel beschrieben, da dieser auch in unserem

Lasermodul eingebaut ist.

2.2.4.1 Neodymlaser

Der Neodymlaser funktioniert nach dem bereits oben erwéhnten Prinzip eines 4-Niveau-
Systems. Eine schematische Darstellung findet sich in Abb. 2.2.8.

Das 4-Niveau-System hat den Vorteil, dass sich nur wenige lonen im angeregten
Zustand befinden miissen, um Inversion zu erlangen. Zunichst werden die lonen durch
Lichteinstrahlung angeregt und gelangen aus dem Grundzustand O in einen der
angeregten Zustdnde, die zur Vereinfachung in einem Energieband 3 zusammengefasst
sind. Von dort gehen sie in das mittlere Energieniveau 2 iiber. Die Ubergangs-
wahrscheinlichkeit 3 = 2 ist dabei sehr hoch, sodass kaum Ionen durch spontane oder
induzierte Emission direkt von 3 nach 0 zuriickfallen. Der Ubergang 3 = 2 verliuft

ohne Lichtemission. Der Energiezustand 2 ist metastabil, weshalb sich die Atome in

33 [Vgl.: Kneubiihl, 1988, S. 319 ff]
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diesem Energieniveau anhdufen. Die Inversion entsteht nun zwischen dem langlebigen
angeregten Zustand 2 und dem angeregten Zustand 1. Der Ubergang 1 = 0 verlduft wie
der Ubergang 3 = 2 ohne Lichtemission und so schnell, dass Zustand 1 quasi nicht

besetzt ist.

3 - %L ,

Laser-
Pumpe iibergang

; ki

Abb. 2.2.8: Schematische Darstellung eines 4-Niveau-Systems. [Vgl.: Donges,
1988, S. 56]

1

Wenn N die Anzahl der Ionen ist, gilt demnach:

AN=N; — N; = N, (GL. 2.2.1)

Inversion zwischen Zustand 1 und 0 ist somit bereits erlangt, wenn sich nur wenige
Tonen im Zustand 2 befinden.**

Der am hiufigsten verwendete Festkorperlaser ist der Neodymlaser, bei dem die
Laserstrahlung von Nd**-Ionen erzeugt werden. Diese werden in der Regel durch
Dotierung in einem YAG-Kristall (Yttrium-Aluminium-Granat: Y3Als0,,) eingebaut,
wobei etwa 1% Y>'-Ionen durch Nd*'-Ionen ersetzt werden. Anders, als vereinfachend
in Abb. 2.2.8 dargestellt, gibt es nicht nur ein Energieniveau fiir den Zustand 1 sondern
mehrere. Unter iiblichen Betriebstemperaturen findet jedoch nur genau ein Laseriiber-
gang 2 > 1 statt. Das dabei entstehende Photon hat eine Wellenldnge von 1064 nm. Der
unter normalen Bedingungen erreichte Zustand 1 liegt lediglich 0,24 eV {iber dem
Grundniveau 0, weshalb er bei Zimmertemperatur quasi unbesetzt ist.”> Den Inversions-
zustand erhdlt man meist iiber optische Anregung mit GaAs-Diodenlasern. Deren
emittierten Photonen von 805 nm bis 809 nm Wellenldnge entsprechen dem Energie-

niveau eines der Pumpbinder im Nd-Laser.*®

** [Vgl.: Donges, 1988, S. 56 f]
> [Vgl.: Eichler, 1990, S. 140 ff]
36 [Vgl.: Kneubiihl, 1988, S. 340]
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2.2.5 Der Griin-Laser

Der von uns verwendete Laser der Firma Roithner Lasertechnik entspricht dem in Abb.
2.2.9 schematisch dargestellten Griin-Laser. Der einzige wichtige Unterschied ist, dass
in unserem Fall nicht ein YAG-Kristall mit Neodym dotiert wurde. Es liegt stattdessen
ein Nd:YV04-Laser vor. Der Kristall besteht aus Yttrium Orthovandat.

Laserresonator

Laserdiode 808 nm A
/s

ND:YAG

KTP

1064 nm und 532 nm

Pumpsystem

Abb. 2.2.9: Schematischer Aufbau eines frequenzverdoppelnden Griin-Lasers
[Vgl.: Kittel, 2002]

Diese Art von Lasern werden nach ihrem Funktionsprinzip auch DPSS-Laser (engl.:
diode pumped solid state-Laser) genannt. Die Laserdiode funktioniert nach dem unter
2.2.3.2 beschriebenen Prinzip und emittiert Photonen der Wellenlinge 808 nm. Uber
ein Linsensystem werden diese auf den mit Nd dotierten Yttrium-Orthovandat-Kristall
fokussiert. Dieser ist auf der Strahlungseingangsseite mit einem Spiegel bedampft, der
fiir Strahlung der Wellenlinge 808 nm durchléssig ist. Dieser Kristall produziert
Photonen der Wellenldnge 1064 nm, deren Frequenz durch den sich dahinter befind-
lichen KTP-Kristall (Kaliumtitanylphosphat, KTiOPO4)’’ verdoppelt wird. Das haupt-
sdchlich ausgestrahlte Licht hat demnach eine Wellenldnge von 532 nm und ist somit
griin.”® Neben diesem griinen Licht emittiert der Laser aber auch die Strahlung der

Wellenldnge 808 nm und 1064 nm, wie in Abb. 4.2.1 deutlich zu erkennen ist.

7 [Vgl.: LOT ORIEL GRUPPE: Laser, 2004]
¥ [Vgl.: LASPRO, Digi_Art, 2004]
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2.3 Das Spektrometer

Um die mit dem Spektrometer gemessenen Spektren des emittierten Laserlichts
interpretieren und verstehen zu konnen, sollte die Funktionsweise und der Aufbau
dieses Arbeitsgerdtes zundchst verstanden werden. Im folgenden Kapitel werden

deshalb die theoretischen Grundlagen kurz erliutert.

2.3.1 Huygenssches Prinzip

Nach der Modellvorstellung des Physikers Christian Huygens kann jeder Punkt einer
Wellenflache als Ausgangspunkt einer neuen Welle, der so genannten Elementarwelle,
betrachtet werden. Im gleichen Medium breitet sich diese Elementarwelle mit derselben
Geschwindigkeit aus wie die urspriingliche Welle.” In Abb. 2.3.1 ist die Ausbreitung

einer solchen Elementarwelle abgelichtet.

b

Abb. 2.3.1: Entstehende Kreiswelle (ElementérWelle) an einer
Wellenfront am Beispiel einer Wasserwelle [aus: Hecht, 2001, S. 691]

2.3.2 Interferenz von Wellen

In Abb. 2.3.2 (a) ist eine Blende mit zwei Spalten eingezeichnet, an denen jeweils
kreisférmige, kohdrente Elementarwellen entstehen.

In diesem Fall handelt es sich um Lichtwellen, wobei um L; und L, graue und

. . . . . . 1
schwarze Kreise gezogen sind. Die Radien nehmen von Kreis zu Kreis um —- A zu. In

dem dargestellten Momentbild der Wellenausbreitung stehen die grauen Kreise fiir die
Wellenmaxima und die schwarzen fiir die Wellenminima. Die in Abb. 2.3.2 (a) in rot
eingezeichneten Hyperbeln durchlaufen die Schnittpunkte jeweils zweier grauer bzw.
schwarzer Kreise. An diesen Hyperbeln werden die aus L; und L, auslaufenden
kohdrenten Wellen zur maximalen Intensitit verstirkt. Auch die Schnittpunkte der
grauen mit den schwarzen Wellen fiithren zu Hyperbeln (in Abb. 2.3.2 (a) nicht einge-
zeichnet), auf denen sich die aus L; und L, ausgehenden Wellen gegenseitig aus-

16schen.

9 [Vgl.: Hundt, 1974, S. 176]
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(b)

v

Abb. 2.3.2: Momentbild der Wellenausbreitung zweier kreisformiger Elementarwellen
(a) [Vgl.: Gerthsen, 1966, S. 336]; Darstellung des Gangunterschieds As des durch zwei
Spalte hindurch tretenden Lichts (b) [Vgl.: Gerthsen, 1966, S. 351]

Das beschriebene Phiinomen der Uberlagerung zweier Wellen bezeichnet man als
Interferenz. Gelangt das Licht, ausgehend von L; und L,, auf einen Schirm, lassen sich
helle und dunkle Streifen darauf erkennen. Der mittlere helle Streifen A wird als
Interferenzstreifen nullter Ordnung bezeichnet. Zu beiden Seiten folgen helle Streifen
der ersten, zweiten, ..., n-ten Ordnung.40

Der Abstand L;L, wird mit g bezeichnet, der Winkel des gebeugten Strahls im
Vergleich zu dem durchlaufenden Strahl mit a. As ist der so genannte Gangunterschied
zwischen benachbarten Gitterdffnungen.

Damit gilt:

As=g-esina (GL.2.3.1)

Betrdgt nun der Wert fiir As ein ungeradzahliges Vielfaches einer halben Wellenldnge

[(n+1) % ], so wird die Strahlung in den dazugehdrigen Winkeln o ausgeldscht.*! Fiir
die Winkel a, fiir die As ein ganzzahliges Vielfaches der Wellenlédnge A ist (2n % ),

entsteht hingegen die groBte Verstirkung.**
As=gesina=z*A (z=0,1,2,...) (Gl.2.3.2)

* [Vgl.: Gerthsen, 1966, S. 335 f]
I [Vgl.: Gerthsen, 1966, S. 351]
2 [Vgl.: Gerthsen, 1966, S. 351]
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2.3.3 Beugung am Gitter
In einem Spektrometer trifft die Strahlung jedoch nicht auf eine Blende mit nur zwei

Offnungen sondern auf ein Gitter mit N Spalten, sieche Abb. 2.3.3.

3

Abb. 2.3.3: Das Beugungsgitter [Vgl. Gerthsen, 1966, S. 352]

Auch in diesem Fall werden die Maxima durch Gleichung 2.3.2 beschrieben. a sei der
Winkel, unter dem der Gangunterschied benachbarter Strahlen A betrégt. Die Helligkeit
auf dem Schirm zwischen dem Maximum nullter und erster Ordnung entsteht durch

Uberlagerung der Strahlen mit einem Gangunterschied zwischen 0 und A.

Fiir die Richtung a,, ist der Gangunterschied zum benachbarten Strahl % A. Wie in

Punkt 2.3.2 erldutert, wird die Strahlung in dieser Richtung ausgeldscht. Betrachtet

man Richtung a4, betrdgt der Gangunterschied zum benachbarten Strahl % A, zum
tiberndchsten jedoch % A. Somit wird auch die Strahlung in dieser Richtung geldscht.

Dasselbe gilt fiir die Strahlung mit Richtung oy, bei der der Gangunterschied zum

drittndchsten Strahl % A betrigt. Fiir alle diese Richtungen der Strahlen liee sich

deshalb auf dem Schirm ein dunkler Interferenzstreifen erkennen. Ist die Zahl der
Gitterspalten N hinreichen grof3, wird die Flache zwischen den durch Gleichung 2.3.2
bestimmten Maxima so dicht mit dunklen Streifen durchsetzt, dass sie dunkel erscheint.
In den Maxima ist somit die gesamte gebeugte Intensitit in hellen, schmalen
Interferenzstreifen vereinigt.

In Abb. 2.3.5 ldsst sich ein solches Spektrum, erzeugt mit einem Beugungsgitter,
erkennen. Aus Gleichung 2.3.2, As=gesina =2z A (z=0,1, 2,...), ldsst sich

leicht erkennen, warum in den von uns aufgenommenen Spektren bei 1064 nm ein so
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grofler Peak zu erkennen ist, vergleiche Kapitel 4.2.1. Liegt der Peak erster Ordnung

fiir z =1 bei 532 nm, so muss der Peak zweiter Ordnung mit z = 2 bei 1064 nm liegen.

(a) (b)

A N/

Abb. 2.3.4: Der Abstand der Maxima von sich tliberlappenden Spektral-
linien ist kleiner (a) bzw. groBer (b) als die ,,Halbwertsbreite® der
Signalberge [Vgl.: Gerthsen, 1966, S. 352]

Die Existenz mehrerer Ordnungen hat dabei entscheidende Vorteile. Enthdlt das
untersuchte eingestrahlte Licht Strahlung unterschiedlicher Wellenldngen, so kdnnen
diese ndmlich nur dann getrennt dargestellt werden, wenn der Abstand ihrer Maxima
grofBer ist als die ,,Halbwertsbreite® der Peaks. Ist dies nicht der Fall, so erscheinen die
Signale der beiden Wellen(ldngen) als ein Peak, siche Abb. 2.3.4.

Liegen die Maxima zweier Wellenldngen in erster Ordnung noch so dicht
nebeneinander, dass sie als ein Signal erscheinen, so verdoppelt sich ihr Abstand nach
Gleichung 2.3.2 fiir die zweite Ordnung mit z = 2 (siche Abb. 2.3.5).

Dies kann geniigen, um spektrale Komponenten auflosen zu konnen.*

M A

) \

2. 1. 0. 1. 2. Ordnung

Abb. 2.3.5: Ein mit einem Beugungsgitter erzeugtes idealisiertes Spektrum
[Vgl.: Gerthsen, 1966, S. 352]

# [Vgl.: Gerthsen, 1966, S. 351 f]
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2.3.4 Abnahme der Intensitit mit zunehmender Ordnung

Das in Abb. 2.3.5 abgebildete Gitterspektrum ist idealisiert dargestellt. In Wirklichkeit
wird die Lichtintensitdt schwécher, bzw. die Signalberge werden kleiner mit zu-
nehmender Ordnung.**

Um das Problem veranschaulichen zu konnen, wird davon ausgegangen, dass die
Elementarwellen alle parallel und gleichméBig iiber die Spaltbreite verteilt die Spalt-

ebene verlassen. Die Anzahl der Elementarwellen wird auf 60 festgelegt.

Genau wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben, 16schen sich diejenigen Elementarwellen
gegenseitig aus, die einen Gangunterschied von % A zueinander besitzen. Fur die
geradlinige Ausbreitungsrichtung gibt es zwischen den Elementarwellen keinen
Gangunterschied (siche Abb. 2.3.6 (a)), weshalb man fiir die nullte Ordnung ein
Helligkeitsmaximum erhélt. Fiir einen bestimmten Winkelwert o > 0 betrégt der

Gangunterschied zwischen der ersten und der 60. Elementarwelle gerade As = % A. Flr

einen groBBeren Winkel o 16schen sich dann sowohl die erste und die 59. sowie die
zweite und die 60. Welle aus. SchlieBlich ist der Winkel o so grof3, dass Welle eins
gegen Welle 31, Welle zwei gegen Welle 32, usw. ... und die 30. gegen die 60. Welle
um As = % A verschoben sind, siche Abb. 2.3.6 (b).

. — —
. — —
. — —
—> _>_> — / —
—> _>—> - 02 \ -
_ — —
_ — —
_ — —

(@ (b) (©

Abb. 2.3.6: Beugung am Spalt. Geradlinige Ausbreitung senkrecht zum Spalt mit
Helligkeitsmaximum (a); Zusammenfassung der Wellen 1 bis 30 (rot) und 31 bis 60
(weiB3) zu jeweils einem Biindel mit dem Gangunterschied As = 1/2 A (b); sowie
Zusammenfassung der Wellen 1 bis 20 (rot), 21 bis 40 (wei}) und 41 bis 60 (blau) zu
drei Biindeln mit dem jeweiligen Gangunterschied As = 1/2 A (c) [Vgl.: Harbeck,
1973, S. 419]

# [Vgl.: Harbeck, 1973, S. 423]
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Fiir diese Richtung herrscht vollige Dunkelheit. Zwischen den beiden Randwellen betréagt
der Gangunterschied As = A, sodass fiir das erste Beugungsminimum gilt:

A
sin o, = d (Gl. 2.3.3),

wenn d die Spaltbreite ist.
Wichst Winkel o weiter, so findet wieder ein Teil der Wellen kein ,,Pendant® mit dem

Gangunterschied % A, weshalb bis zu einem erneuten Maximum, der ersten Ordnung, die

Helligkeit wieder zunimmt. Dieses Maximum erster Ordnung liegt bei:

sinos = % % (Gl.2.3.4)

In diesem Fall lassen sich die Wellen in drei Biindel zusammenfassen, siche Abb. 2.3.6

(c), die sich jeweils im Gangunterschied um % A unterscheiden. Nun 16scht Welle eins

Welle 21 aus, die zweite die 22., usw. ... und die 20. 16scht die 40. Welle. Ein Drittel der
Wellen, ndmlich Nummer 41 bis 60, bleiben unbeeintrachtigt. Da sich jedoch nur noch
dieses Drittel ausbreiten kann, hat das Maximum erster Ordnung auch nur eine Intensitit
von ca. 33% im Vergleich zum Maximum nullter Ordnung.

Allgemein gilt, dass immer dann ein Minimum auftritt, wenn der Gangunterschied
zwischen den Randwellen ein ganzzahliges Vielfaches von A betrdgt, da man dann eine
geradzahlige Anzahl von Wellenbiindeln erhélt, von denen sich immer zwei gegenseitig
ausloschen. Dunkelheit bei der Beugung am Spalt tritt also in folgenden Richtungen auf:

A
sina = " (1=1,2,3,..) (Gl.2.3.5)

Ist dagegen der Gangunterschied zwischen der ersten und der letzten Elementarwelle ein
ganzzahliges Vielfaches der Wellenlédnge plus eine halbe Wellenldnge, so bleibt immer
ein Biindel {ibrig, welches nicht ausgeldscht werden kann. Die Maxima liegen demnach
bei:

2n+1 A
sina = S5 — ¢ n=1,2,3,..) (Gl. 2.3.6)

Fiir das zweite Maximum bleibt jedoch nur noch ein Fiinftel der Strahlung, fiir das dritte
Maximum ein Siebtel iibrig, sodass die Intensititen im Vergleich zum Maximum nullter

Ordnung im entsprechenden Verhéltnis schwicher werden, siehe Abb. 2.3.7.
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1 Intensitat
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desina

Abb. 2.3.7: Beugungsfigur eines Spaltes mit abnehmender Intensitét
vom nullten bis zum zweiten Maximum [Vgl.: Schadmand, 2000,
Kapitel 16, S. 4]

An den Gleichungen 2.3.5 und 2.3.6 lésst sich sehr leicht erkennen, dass fiir kleiner

werdende Spaltbreiten d der Wert sin o immer groBer wird.*

Dass die Spektren und Spektrallinien eines Gitterspektrums mit hdéherer Ordnung
lichtschwécher werden, hat seinen Grund darin, dass jede einzelne Gitteroffnung
wiederum als Spalt wirkt und eine Beugungsfigur wie in Abb. 2.3.7 erzeugt, die wegen
der Feinheit der Gitter6ffnungen sehr in die Breite gezogen ist. Die Gittermaxima liegen
hauptsédchlich innerhalb des Maximums nullter Ordnung dieser Beugungsfigur, die

deshalb zur Seite hin an Intensitiit verlieren.*°

2.3.5 Aufbau eines Gitterspektrometers

Die meisten Gitterspektrometer sind anders als die bisher beschriebenen so aufgebaut,
dass das Licht nicht das Gitter durchquert, sondern dass es am Gitter reflektiert wird,
siche Abb. 2.3.8. Moderne Gitter werden derart hergestellt, dass man eine reflektierende
Aluminiumschicht auf eine planparallele Glasplatte aufdampft. Die Metallschicht wird
anschlieBend eingeritzt.

Diese Art von Gitter hat jedoch einen entscheidenden Nachteil. Es wird ndmlich der
grofite Teil des einfallenden Lichts spiegelnd reflektiert und zwar in nullter Ordnung.
Diese entstehende Wellenfront ist fiir spektroskopische Zwecke jedoch vollig
unbrauchbar, da sich simtliche Wellenlingen des eingestrahlten Lichts tiberlagern,

siehe Abb. 2.3.5.

* [Vgl.: Harbeck, 1973, S. 418 f]
% [Vgl.: Harbeck, 1973, S. 423]
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1. Ordnung (z =-1)

0. Ordnung (z=0)
1. Ordnung (z=1)

Abb. 2.3.8: Schematische Darstellung eines Reflexionsgitters
[Vgl.: Hecht, 2001, S. 698]

Um die Empfindlichkeit des Spektrometers zu erhdhen, entwarf Robert W. Wood 1910
ein Gitter, wie es vom Prinzip auch in dem von uns verwendeten Spektrometer

eingebaut ist, ein so genanntes blazed grating.”’
2.4 Trennung der Oligonukleotide

Wie in Abb. 2.4.1 zu erkennen, ist die DNA so aufgebaut, dass sie im protolysierten

Zustand pro Nukleotid genau eine negative Ladung enthélt.

o
K k % In blau die Basen
e Adenin

_|O H H e Cytosin
O_z © Cﬁo T e Guanin
N 4 ! e Thymin
2
OH

Abb. 2.4.1: Ausschnitt eines DNA-Einzelstranges, bestehend aus vier
unterschiedlichen Nukleotiden mit jeweils einer negativen Ladung in
basischem Milieu (rot) [Vgl.: Struktur der Nukleinsdure, 2004, S. 3]

7 [Vgl.: Hecht, 2001, S. 696 ff]
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Dies bedeutet, dass das Verhéltnis der Ladung zur GréBe aller Oligonukleotide gleich ist.
Im elektrischen Feld ist daher eine Separation in einer freien Losung nicht moglich. Um
also dennoch eine Trennung mittels Kapillarelektrophorese zu erhalten, muss eine
,.siebende Matrix“ verwendet werden, ein Gel.*® Im Folgenden wird das Wort Kapillar-
elektrophorese, wie in der Literatur iiblich, mit CE abgekiirzt, was fiir das englische
»capillary electrophoresis * steht.

Da das Gel eine so entscheidende Funktion bei der CE innehat, soll zunichst beschrieben
werden, was ein Gel iiberhaupt ist und wie genau damit die Trennung der DNA-Stiicke

ermoglicht wird.

2.4.1 Das Gel

Ein Gel ist eine Materie mit Eigenschaften zwischen einem Feststoff und einer
Fliissigkeit. Es ldsst sich verformen, doch nach Beendigung der Krafteinwirkung nimmt
es seine Ausgangsform wieder an. Es ist elastisch.

Hat man eine stark verdiinnte Losung von Polymeren, so beriihren sich die Molekiile
nicht und die Losung verhélt sich wie eine normale Fliissigkeit. Diese Ldsungen
unterschreiten die so genannte overlap threshold concentration c¢*. Erreicht eine Losung
c*, ist die Konzentration der Polymere gerade so hoch, dass diese sich beriihren, sich
aber nicht iiberschneiden.”’ Steigt die Konzentration der Polymere jedoch an, beginnen
diese zu interagieren. Man spricht von entangled (engl.: verfangenen) Polymeren. Solche
Losungen sind viskos und elastisch, verhalten sich demnach fast wie ein Gel. Lediglich
wenn ihre Form {iber einen lingeren Zeitraum durch Krafteinwirkung verdndert wird,
erhalten sie, anders als ein echtes Gel, ihre Ausgangsform nicht wieder zuriick. Da es
zwischen den Polymeren keine chemische Verbindung gibt, nennt sich diese Art von
,Gel*“ physikalisches Gel.

Ein echtes, chemisches Gel zeichnet sich dadurch aus, dass die Polymere durch
permanente, meist kovalente Bindungen miteinander (verkreuzt) verbunden sind.”
Sowohl in stark verdiinnten Polymerldsungen als auch in physikalischen und chemischen
Gelen lassen sich DNA-Fragmente trennen. Bei der Verwendung chemischer Gele
konnte bisher zwar die hochste Effizienz bei der CE erreicht werden, doch zeigen diese

in der Praxis entscheidende Nachteile.

* [Vgl.: Heller, 1997, S. 3]
* [Vgl.: Heller, 1997, S. 97]
> [Vgl.: Heller, 1997, S. 6]
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(a) (b)
)Q( Lose Anordnung >< Chemische Verkniipfung
der Gelfasern der Gelfasern

Abb.: 2.4.2: Schematische Struktur eines linearen Polymers (a) und
eines Quervernetzten Polymers (b) [Vgl.: Engelhardt, 1994, S. 160]

Damit das chemische Gel nicht durch den Elektroosmotischen Druck (EOF) aus der
Kapillare heraustransportiert wird, muss es mit der Kapillarinnenwand vernetzt werden.
Dies geschieht in der Regel, indem man die Monomerlosung zusammen mit Radikal-
startern und Katalysatoren in die Kapillare einbringt, wo sie dann polymerisiert. Die
Kapillarinnenseite muss z.B. mit einer olefinischen Gruppierung belegt sein, sodass sich
die Monomere bei der Polymerisation gleichzeitig mit diesen Gruppen verbinden
konnen.”' Bei der Polymerisation verkleinert sich jedoch das Volumen der Eingefiillten
Monomerlosung, wodurch Locher im ,Netz*“ entstehen. Dariiber hinaus sind diese
chemischen Gele thermisch nicht ausreichend stabil.”> Des Weiteren ist der Austausch
des Puffermediums in den verankerten Gelen nur unter groem Zeitaufwand moglich, der
Austausch des Gels selbst ist hingegen gar nicht moglich. Dadurch enthalten die
Kapillaren bei Mehrfachverwendung stets einen kleinen Verunreinigungsanteil der zuvor
untersuchten Probe. Diese Nachteile lassen sich durch Verwendung physikalischer Gele
vermeiden, da diese nach jeder Messung ausgetauscht werden kdnnen. Das neue Gel
wird mit Druck eingebracht und damit das alte Gel gleichzeitig aus der Kapillare

entfernt.>

2.4.2 Trennungsmodelle von DNA-Fragmenten

Die theoretischen Modelle zur Trennung der DNA-Fragmente bei der Verwendung von
chemischen und physikalischen Gelen unterscheiden sich dagegen nicht.>* Die in den
Kapiteln 2.4.2.1 und 2.4.2.2 beschriebenen Theorien werden daher fiir beide Arten von

Gelen angewandt.

' [Vgl.: Engelhardt, 1994, S. 163 ff]
2 [Vgl.: Heller, 1997, S. 157]

> [Vgl.: Engelhardt, 1994, S. 163 ff]
* [Vgl.: Heller, 1997, S. 9]
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2.4.2.1 Das Ogston-Modell

Zum einen gibt es das Ogston-Modell. Dieses erklirt die Separation der Oligonukleotide
sehr einfach. Die Molekiile bewegen sich unterschiedlich schnell durch das Gel,
abhingig davon, ob sie Poren finden, durch die sie durchpassen. Kleine Molekiile
bewegen sich schneller als grole, da es viele kleine Poren gibt, durch die die groBen
Molekiile nicht passen, siche Abb. 2.4.3 (a). Nach dieser Logik miisste die Beweglichkeit

der Molekiile, die groBer sind als die Maschen des Netzes, gegen null gehen.™

£ = Gel = I
O @ kleine DNA- O
D@ Molekiile O & 0
O - O
0 O
O O O
O O
O = O = O
(a) (b)

Abb. 2.4.3: Schematische Darstellung des Trennungsprinzips fiir kleine DNA-
Fragmente nach Ogston (a) und dem Reptations-Prinzip (b). Der Pfeil zeigt
die Richtung des angelegten elektrischen Feldes an. [Vgl.: Butler, 2001, S.
144]

2.4.2.2 Das Reptation-Modell

Tatsdchlich ldsst sich aber auch fiir solch groe Molekiile noch eine
Wanderungsgeschwindigkeit, wenn auch eine kleinere, feststellen. Fiir diese grofBen
Molekiile kann das Ogston-Modell jedoch nicht gelten. Das Phdnomen der Wanderung
der groflen Molekiile wird durch das Reptationsmodell (engl. fiir schleichen, schlingeln)
erldutert. Demnach entwirren sich die groBen DNA-Fragmente im elektrischen Feld und
bewegen sich wie eine Schlange durch die Locher im Gel, siche Abb. 2.4.3 (b).

Fiir DNA-Molekiile, deren Radius im zusammengerollten Zustand grofer ist als die
durchschnittliche PorengroBe, hat sich experimentell ergeben, dass ihre Beweglichkeit p*

umgekehrt proportional zu ihrer GroB3e M ist:

w* ~ /M (Gl.2.4.1)

> [Vgl.: Butler, 2001, S. 143]
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Die DNA schlédngelt sich jedoch nicht frei durch das Polymer, sondern es bildet sich im
Polymer eine so genannte ,,R6hre”, durch die sich das entsprechende DNA-Fragment
bewegt, siche Abb. 2.4.4. Diese ,,Rohre hat eine Lénge L und eine Distanz vom einen
Ende zum anderen hy.
Die Beweglichkeit p* der DNA ist auBBerdem gegeben durch den Quotienten dieser
beiden Werte zum Quadrat:

w* ~ (he)?/(Ly)? (Gl.24.2)
Es wird angenommen, dass die Lédnge der Rohre L; proportional zur Gréf8e M der DNA
ist. Fiir Entfernung des einen Endes zum anderen der Rohre hingegen nimmt man an,
dass gilt: hy~ M%3
Je grofer also M ist, desto kleiner wird der Wert fiir p* in Gleichung (Gl. 2.4.2).

Abb. 2.4.4: Darstellung der im Polymer gebildeten ,,Réhre®, die die
Migrationsgeschwindigkeit der DNA bedingt [Vgl.: Heller, 1997,
S. 37]

Die ,,R6hren* orientieren sich im angelegten elektrischen Feld, was immer wichtiger fiir
die Beweglichkeit p* wird, je groer die DNA-Fragmente sind. Ab einer bestimmten
Grofe der DNA bzw. der ,,Rohre” ist die Orientierung im Feld so stark, dass gilt:
hy ~ L

Nach Gleichung 2.4.2 wird die Beweglichkeit der Fragmente damit gro3enunabhéngig.

Eine Trennung ist deshalb auf diese Weise nicht mehr moglich.

2.4.2.3 Trennung der DNA in verdiinnter Losung

Im Jahre 1993 wurde erstmals festgestellt, dass sich DNA-Fragmente auch in niedrig
konzentrierten Losungen mit ¢ < c* trennen lassen. Als Polymer wurde Hydroxy-
ethylcellulose (HEC) verwendet. Getrennt werden sollten doppelstringige (ds) DNA-
Fragmente mit einer Grofe zwischen 72 Basenpaaren (bp) und 23 kbp. Die Trennungen

wurden vergleichend in HEC unterschiedlicher Masse durchgefiihrt. Einmal betrug die
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Masse der HEC-Molekiile 139.000 g + mol™ mit c¢* = 1,80%, bei den Vergleichs-
messungen 1.315.000 g « mol™ mit ¢* = 0,37%. Das experimentelle Ergebnis zeigte, dass
mit der kleineren HEC nur die kleinen bp bis etwa 1000 bp gut separiert werden konnten.
In der Losung mit groer HEC hingegen wurde eine gute Trennung erreicht fiir Oligo-
nukleotide oberhalb 603 bp und das bei HEC-Konzentrationen deutlich unter c*.

Vergleicht man die Ergebnisse mit denen in chemischen und physikalischen Gelen, wird
klar, dass man mit der kleineren HEC und ¢ < c* zwar kleinere Oligonukleotide trennen
kann, die Methode der Wahl ist wegen der besseren Resultate jedoch die CE in hoher
konzentrierten Polymeren, also in physikalischen Gelen. Im Gegensatz dazu erlangt man
fiir die groBen Fragmente mit HEC-Konzentrationen ¢ < c* viel bessere Trennungs-

ergebnisse als in physikalischen Gelen mit ¢ > c* (siehe Abb. 2.4.6).

T 4

=

g 357 ! 72-310 bp . Fragmente folgender

< . 16 GroBlen wurden

< 3 .

° untersucht:

: ' 603 — 23130 : 72- 1078 bp 72 bp, 118 bp,

= 2,5 . 194 bp, 234 bp,

= ) ' : 271 bp, 310 bp,

2 24 . 603 bp, 872 bp,

3 H 1353 — 23130 bp 1078 bp, 1353 bp.

s 15 ‘ ‘ ‘ 2027 bp, 2322 bp,
0 02 0,4 0,6 4361 bp, 6557 bp,

HEC-Konzentration [%] 9416 bp, 23130 bp

Abb. 2.4.6: Darstellung der Auftrennung verschieden groBer dsDNA-Fragmente
mittels einer CE in HEC (M,, = 1.315.000; c* = 0,37%) [Vgl.: Heller, 1997, S.
104]

Bei stark verdiinnten Polymerldsungen konnen jedoch weder das Ogston- noch das
Reptations-Modell als Antwort flir die Trennung der Oligonukleotide herangezogen
werden. Eine mogliche Begriindung ist, dass sowohl die ungeladenen HEC-Molekiile als
auch die dsDNA wenig verformbare Molekiile sind. Die HEC besitzt zudem sperrige
Ethylenoxid-Gruppen an ihren Aufenseiten. Beim Durchlaufen der dsDNA durch die
Polymerlosung werden sich die DNA-Fragmente in den HEC-Molekiilen verfangen,
welche mit durch die Kapillare getragen werden miissen. Je grofer nun die DNA-
Fragmente sind, desto groBer ist auch die Wahrscheinlichkeit, dass sie auf Polymere
treffen und umso mehr Polymere miissen mitgetragen werden. Das Verhiltnis von

Ladung zu Masse verkleinert sich, was wiederum zur Verlangsamung der DNA-
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Fragmente fiihrt. Von den kleinen HEC-Molekiilen kann diese Wirkung fiir die sehr
grolen DNA-Fragmente nicht oder nur sehr begrenzt ausgehen, da kleine HEC-Molekiile

zu leicht sind, um das Verhiltnis Ladung zu Masse entscheidend zu verkleinern.”

2.4.2.4 Einfluss der Polymerkonzentration

Die von uns untersuchten Oligonukleotide liegen im Bereich bis 1000 bp, sodass die
Trennungsmatrix aus einem physikalischen Gel mit einer Polymerkonzentration grofer
als c¢* besteht. Dennoch gibt es auch in diesem Konzentrationsbereich optimalere und

weniger geeignete Konzentrationen fiir das Polymer.

= 250 %T
9 7,0
3 200 &0
€ 150 - 5,0
g 4,0
¥ 100 - N .
5 Abb. 2.4.7: Migrationszeit gegen
‘g 50 7 Polymerkonzentration in einem
€ o : : : . |elektrischen Feld von 200 V/cm in
0 200 400 600 800 |einer 30 cm-langen Kapillare bei
Fragmentlinge (Basen) Zimmertemperatur [Vgl.: Heller,
1997, S. 247]

Bei durchgefiihrten CE mit Polyacrylamid als Trennungsmatrix wurde die Migrationszeit
in einer 30 cm langen Kapillare bei einer angelegten Feldstirke von 200 V/cm fiir
Fragmente im Bereich bis 800 bp in Abhéngigkeit der Polymerkonzentration untersucht.
Wie in Abb. 2.4.7 ersichtlich, steigt bei einer Polymerkonzentration von 7.0%T die
Migrationszeit bis etwa 400 bp linear an. 7.0%T bedeutet, dass im Gesamt-Gel-Volumen
die Masse des Polymers 7% ausmacht. Fiir groere Fragmente flacht die Kurve jedoch ab
und ab etwa 600 bp entsteht ein Plateau. Somit ist eine Trennung der Fragmente in
diesem Léngenbereich nicht mehr moglich. Bei einer Polymerkonzentration von nur
4%T hingegen erhilt man eine fast lineare Steigung der Migrationszeit im gesamten
Fragmentldngenbereich. Insgesamt verdoppelt sich die Migrationszeit beinahe von zwei
auf knapp vier Stunden bei einer Konzentration von 7%T anstelle von 4%T.

Offensichtlich sind die Poren im ,,Gel“ bei 7%T so klein, dass selbst die kurzen
Fragmente lange Zeit benétigen, um hindurchzugelangen. Bei dieser geringen Poren-

grofle gilt anscheinend bereits fiir Fragmente ab 600 bp, dass hy ~ L, ist, da sich die

> [Vgl.: Heller, 1997, S. 99 ff]
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,»Rohren ganz nach dem elektrischen Feld ausrichten. Damit gleicht sich die Geschwin-

digkeit der unterschiedlich langen Fragmente {iber 600 bp an.

2.4.2.5 Einfluss des Elektrischen Feldes

Des Weiteren wurde der Einfluss der Spannung auf die Mobilitit und Trennungs-
eigenschaften bei der CE getestet. Dazu wurde wiederum eine Kapillare mit einer Lange
von 30 cm verwendet und jeweils im Polymer mit einer Konzentration von 4%T
gearbeitet. Wie in Abb. 2.3.8 zu erkennen, sinkt die Migrationszeit mit steigendem
elektrischen Feld. Allerdings gilt fiir Feldstarken tiber 100 V/cm, dass die Kurve aus der
Migrationszeit gegen Fragmentlinge nach oben abflacht. Die starke Ausrichtung nach

dem elektrischen Feld beginnt bei 300 V/cm bereits bei einer Fragmentldnge von 500 bp.

V/em

5 250 - 100
2 200
€ 150 -
S 200 . . .
g 100 - Abb. 2.3.8: Migrationszeit gegen
% 50 | 300 |elektrischen Feld in einer 30 cm-
o / langen Kapillare bei Zimmer-
< 0 0 2(‘)0 4(‘)0 6(‘)0 8(‘)0 temperatur und einer Polymerkon-

zentration von 4%T [Vgl.: Heller,

Fragmentléange (Basen) 1997. S. 248]

2.4.2.6 Einfluss der Temperatur

SchlieBlich wurde der Einfluss der Temperatur auf die Auflosungsfahigkeit mittels CE
untersucht, wobei sdmtliche Untersuchungen bei einer Feldstirke von 150 V/cm und
einer Polymerkonzentration von 5%T durchgefiihrt wurden. Wie in Abb. 2.3.9 ersicht-
lich, gibt es eine proportionale Zunahme der Migrationszeit mit der Basenpaarenanzahl
nur bei einer Temperatur von 60 °C. Wahrscheinlich kann sich eine hohe Ausrichtung
nach dem Feld durch die bei dieser Temperatur starken Bewegungen der Molekiile nicht
einstellen.”” Zu hoheren Temperaturen habe ich keine Angaben gefunden. Diese sollte

man jedoch vermeiden, um die Chemikalien zu schonen.

" [Vgl.: Heller, 1997, S. 246 ff]
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0 200 400 600 800 | Polymerkonzentration von 5%T
Fragmentlidnge (Basen) [Vgl.: Heller, 1997, S. 249]

3 Berechnungen

3.1 Berechnung der Verschiebung des Brennpunkts

Ein Problem bei der Detektion der Fluoreszenzstrahlung ist die richtige Positionierung
des Silizium-Detektors. Nur in der richtigen Position kann diese Strahlung mdoglichst
vollstindig aufgenommen werden. Da das Licht von einem Zwei-Linsen—System
eingefangen, parallelisiert und gebiindelt wird, entsteht ein Fokus des Lichtstrahls, an
dessen Stelle sich der Detektor befinden muss. Die Einstellung geschieht, indem zunichst
der Laser eingeschaltet wird und dessen Strahl ohne eingebauten Filter verfolgt wird. Der
entstehende Fokus kann erkannt werden, indem man ein Stiick Papier in den Strahl hélt.
Er befindet sich dort, wo sich auf dem Papier der kleinstmogliche Punkt abbildet. Auf
diese Stelle muss der Detektor eingerichtet werden. Das Problem ist, dass sich der Fokus
nach Einsetzen des bzw. der Filter verschiebt, jedoch nicht erkennbar ist, wie weit. Der
Laserstrahl ist ndmlich nicht mehr erkennbar, da zu viele Photonen weggefiltert werden.
In Abb. 3.1.1 ist eingezeichnet, wie sich ein konvergierender Lasergang verdndert, wenn

man eine planparallele (Glas-)Platte in den Strahl hélt.

)
Luft Glasfilter

Abb. 3.1.1: Lichtbrechung an den Ubergingen Luft = Glas und Glas = Luft
[Vgl.: KnowHow: Glasweg am Bino, 2004]
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Beim Ubergang zwischen Luft und dem optisch dichteren Glas tritt eine Brechung des
Lichts zum Einfallslot hin auf. Beim Austritt des Strahls aus dem Filter, wird der Strahl
wieder vom Einfallslot weg gebrochen, sodass der einfallende und der austretende Strahl
parallel zueinander verlaufen.

Der Brechungsindex ist in erster Linie eine materialabhingige Grofe. Fir Luft im
Vakuum betrdgt sie n = 1. Des Weiteren ist er jedoch auch wellenlingenabhéngig,
weshalb sich die Angaben zum Brechungsindex immer auf eine bestimmte Wellenlidnge

beziechen.

Es gilt nach Snellius:

sin a
sin =n (Gl. 3.1.1)
Durch diese Lichtbrechung beim Einbau eines Filters in den konvergierenden

Strahlengang wird demnach der Fokus nach hinten verlagert und zwar um die Strecke s,

siehe Abb. 3.1.2.
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Abb. 3.1.2: Verschiebung des Fokus® um die Strecke s; in blau: Der
Strahlengang ohne Glas; in rot: Der Strahlengang mit Glas [Vgl.:
Glasweg am Bino, 2004, S. 2]

Die Strecke s lasst sich berechnen nach der Formel:

s=d0(1- ta_nB_) (Gl. 3.1.2)

tan o
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Werden fiir o und B relativ kleine Winkel angenommen, gilt:

s;do(l- &B—j (Gl. 3.1.3)
sin o
Mit Gleichung 3.3.1 erhélt man somit:
1
s;do(l— ;) (Gl. 3.1.4)®

In unserem Fall sind zwei Filter eingebaut, die laut telefonischer Herstellerangaben
jeweils aus mehreren diinnen Glasplatten der Dicke von einem Millimeter bestehen. Die
Spalte zwischen den Glaspléttchen seien vernachlédssigbar klein, sodass fiir die Dicke d
ein Wert von 4 mm angenommen werden kann, die von auBlen messbare Breite des
Filterglases. Der Brechungsindex eines Bandpassfilters FB 600-40 der Firma Thorlabs
betrdgt laut Firmenangaben n = 2,1 bei einem Lichtstrahl der Wellenldnge 600 nm.

Daraus ergibt sich fiir s bei zwei eingebauten Filtern:

s;(204mm)0(1- ﬁ);4,2mm (Gl. 3.1.5)

Die Strecke s, um die der Detektor nach hinten verschoben werden muss, liegt demnach
bei 4,2 mm.

Laut Herstellerangaben liegt der Fokus der verwendeten Linse 01 LDX 063 der Firma
Melles Griot bei 27,1 mm.”® Addiert man die ausgerechneten 4,2 mm hinzu, so kommt
man auf ca. 31 mm. Bei dieser Entfernung wurde auch tatsidchlich die hdochste
Fluoreszenz gemessen.

Wie oben erwdhnt, ist der Wert fiir den Brechungsindex n des Weiteren von der
Wellenlidnge des auf den brechenden Korper eintreffenden Lichts abhidngig. Dies gilt

auch fiir optische Linsen, denn die Linsengleichung fiir diinne Linsen lautet:

1 1 1
T = (n-1) (E -E) (Gl. 3.1.6)

[R; und R, sind die Werte fiir die Brechungsmatrix beim Eintreffen und Austreten des
Lichtstrahls.]®

Der Fokus f ist also von n abhidngig und n seinerseits von der Wellenlidnge. Licht hoherer
Wellenlénge (rot) wird weniger stark gebrochen als Licht niedrigerer Wellenlidnge (blau).

Dies ist in Abb. 3.1.3 schematisch dargestellt.®’

¥ [Vgl.: KnowHow: Glasweg am Bino, 2004]
> [Vgl.: MELLES GRIOT: 01 LDX 063, 2004]
50 vgl.: Hecht, 2001, S. 372 f]

%' [Vgl.: Hecht, 2001, S. 401]
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Abb. 3.1.3: Chromatische Aberration iibertrieben dargestellt [Vgl.: Hecht,
2001, S. 402]

Die Einstellung des Si-Detektors erfolgt mit dem griinen Laserlicht bei einer Wellenldnge
von 532 nm. Die rote Fluoreszenz des Farbstoffes ROX hat eine Wellenlédnge von ca.
604 nm. Der Fokus sollte demnach etwas weiter von der Linse entfernt liegen. Laut
telefonischer Herstellerangaben der Firma Melles Griot unterscheidet sich der Wert der

Brechungsindices jedoch erst in der dritten Nachkommastelle:

Brechungsindex (A = 532 nm) = 1,519
Brechungsindex (A = 605 nm) = 1,516

Da die Einstellung des Si-Detektors nicht so genau sein kann, ist dieses Phinomen der
chromatischen Aberration fiir uns vernachlédssigbar. Interessant wird dies z.B. bei

Fotolinsen, da ohne Korrektur unscharfe Bilder entstehen.®

4 Experimenteller Teil

4.1 Versuchsbedingungen

Dieser Teil der Arbeit beschreibt die Versuche und ihre Ergebnisse, die mit der von

meinem Vorginger Bernhard Schwabe angefertigten Apparatur durchgefiihrt wurden.

In der Zwischenzeit ist der von Bernhard Schwabe fiir seine Experimente entlichene
Laser mit einer Leistung von 5 bis 10 mW® durch das urspriinglich geplante

Lasermodul GLM-1 der Firma Roithner Lasertechnik mit einer Leistung von

62 Vgl.: Gerthsen, 1966, S. 328]
8 [Vgl.: Schwabe, 2003, S. 50]
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ca. 1 - 3 mW ausgetauscht worden,** sodass die Untersuchungen in dieser Arbeit alle

mit diesem durchgefiihrt werden konnten.

Bei dem verwendeten Spektrometer handelt es sich um das CCD-Gerédt der Firma
»Andor Technologies, mit dem man iber den gesamten fiir uns interessanten
Wellenldngenbereich Emissionsstrahlungen messen kann. Wie bereits aus Schwabes
Arbeit bekannt, ist es mit diesem Gerdt moglich, die Signale liber einen selbst
bestimmten Zeitraum zu akkumulieren, um somit das Signal-Rausch-Verhiltnis zu
verbessern. Dariiber hinaus hat man die Moglichkeit, vor der eigentlichen Messung den

Hintergrund aufzunehmen und diesen dann vom erhaltenen Messsignal abzuziehen.

Erinnert sei an das Problem Schwabes, dass sich bisher kein Emissionsspektrum des
Farbstoffs ROX erkennen lies, sondern dass man lediglich einen Signalberg im
gesamten von den Filtern durchgelassenen Wellenldngenbereich von ca. 450 nm bis 700
nm erhalten hat.® Dieser hat seine Form jedoch beibehalten, unabhingig, ob sich der
Farbstoff in der Kapillare befand oder nicht. Die Vermutung lag also nahe, dass die

emittierte Strahlung aus dem Laser stammte.

4.2 Untersuchungen des Laserstrahls

4.2.1 Messungen ohne Filter am Spektrometer

Zunichst wurde noch einmal eine Messung mit der beschriebenen Apparatur
durchgefiihrt, bei der eine ganz neue und unbefiillte Kapillare verwendet wurde.
Sdmtliche Filter wurden ausgebaut und die Hintergrundstrahlung wurde vom
Spektrometer von der gemessenen Strahlung direkt subtrahiert. Im Vergleich zur
Vorarbeit von Herrn Schwabe wurde lediglich der untersuchte Wellenldngenbereich, der
nun von ca. 450 nm bis ca. 1100 nm reicht, verdndert, wie in Abbildung 4.2.1 zu sehen.
Dabei lieB sich neben der grofen und erwiinschten Emission bei 532 nm und der
vergleichsweise geringen Emission im Bereich um 808 nm ein sehr grofer Peak bei
1064 nm erkennen. Die Quelle der Emission bei 808 nm wurde bereits in der Arbeit von
Herrn Schwabe erkannt. Das Licht stammt aus der im Laser befindlichen Laserdiode,

wie auch in meiner Arbeit in Kapitel 2.2.5 genauer erldutert. Die recht grofle Intensitét

[Vgl.: ROITHNER LASERTECHNIK: Lasermodul GLM-Series, 2004]
% [Vgl.: Schwabe, 2003, S. 56 f]
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im Bereich von 1064 nm war jedoch bis dato unerkannt geblieben. Die Herkunft dieser

Wellenlidnge erschien zunichst ritselhaft.

69000 -
59000
49000 |
39000
29000 |
19000 |

9000 k
-1000 : : — :

450 550 650 750 850 950 1050
Wellenlange [nm]

Intensitét [beliebige
Einheiten]

Abb. 4.2.1: Emissionsspektrum des Lasers ohne Filter (blau) [a] und mit
Bandpassfilter (rot) [b]

4.2.2 Herkunft der Wellenliinge bei 1064 nm

Die erste Vermutung war, dass dies die Strahlung sei, die ebenfalls aus dem Laser
emittiert wird. Wie ebenfalls in Kapitel 2.2.5 beschrieben, gelangt die Strahlung aus der
Laserdiode auf einen Festkorperlaser, der Strahlung der Wellenldnge 1064 nm erzeugt.
Diese wird erst dann mittels eines Frequenzverdopplers auf die gewiinschten 532 nm
halbiert. Es erschien aber nicht unwahrscheinlich, dass dennoch ein relativ groBBer Teil

der Strahlung keine Frequenzverdoppelung erfiihre und bei 1064 nm den Laser verlésst.

Abb. 4.2.2: Foto des Lasers mit dem
dariiber befindlichen Bandpassfilter FB
530-10 der Firma Thorlabs, eingebaut in
die Edelstahlfassung

Um diese Vermutung zu bestitigen, wurde zundchst der Bandpassfilter FB 530-10 der

Firma Thorlabs in die Apparatur eingebaut. Dieser sollte laut Werksangaben lediglich
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im Bereich zwischen 517 nm und 545 nm strahlungsdurchlédssig sein, im gesamten
ibrigen Bereich zwischen 200 nm und 3000 nm die Transmission der Strahlung um den
Faktor 10.000 erniedrigen.®® Das vom Hersteller veroffentlichte Transmissionsspektrum
des Bandpassfilters ist in Abb. 4.2.3 zu sehen. Wie in Abb. 4.2.2 zu erkennen, wurde

dieser Filter direkt iiber den Laserausgang eingebaut.

FBS530-10

&0

30

% Transmission

20 '.\I

505 510 515 520 525 530 535 540 545 550 555

Abb. 4.2.3: Transmissionskurve des Bandpassfilters FB 530-10 der Firma
Thorlabs laut Herstellerangabe [aus: THORLABS: FB 530-10, 2004]

Entgegen den Erwartungen hat sich nach Einbau dieses Filters das mit dem
Spektrometer aufgenommene Laserspektrum im Vergleich zu Abb. 4.2.1 [a] nur
unwesentlich verdndert. Der Peak bei 808 nm war zwar verschwunden, doch der Peak
bei 1064 nm war immer noch deutlich erkennbar und auch der Peak bei 532 nm wurde

nicht halbiert, siche Abb. 4.2.1 [b].

Zundchst wurde deshalb an einem Transmissionsmessgerdt getestet, ob der
Bandpassfilter tatsdchlich die Strahlung so filtert, wie laut Hersteller angegeben.
Tatsdchlich entsprach die selbst gemessene Transmissionskurve im Wesentlichen der
des Herstellers. Zwischen 1000 nm und 1100 nm war keine Transmission feststellbar,
sondern lediglich zwischen 520 nm und 541 nm. Ahnlich wie laut Herstellerangaben
betrug die Durchldssigkeit in diesem Bereich ungefdhr 55%. Dass der Signalberg bei
532 nm mit BP-Filter jedoch nicht nur 55% des Signalbergs erlangt sondern, wie in
Abb. 4.2.1 zu sehen, ca. 70%, kann beispielsweise daran liegen, dass sich der Winkel
zwischen einfallendem Laserlicht und dem Filter bei den Messungen leicht veridndert
hat. Wie bei verschiedenen Messungen festgestellt wurde, verdndert sich dadurch die

Filterleistung von Interferenzfiltern merklich. Da die gemessene Strahlung bei 1064 nm

5 vgl.: THORLABS: FB 530-10, 2004]
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demnach durch den Filter hitte weggefiltert sein miissen, war klar, dass der Signalberg

in diesem Bereich eine andere Ursache haben musste.

Die zweite Moglichkeit fiir das Entstehen des Peaks bei 1064 nm war, dass es sich dabei
um die zweite Ordnung der Strahlung bei 532 nm handelt. Dies ergibt sich aus der

Arbeitsweise eines Spektrometers, wie es in Kapitel 2.3 néher erldutert ist.

Fiir diese Moglichkeit sprach, dass sich die Form der Signalberge bei 532 nm und
1064 nm in etwa entspricht und dass der Signalberg der hoheren Ordnung deutlich
kleiner ist, wie in Kapitel 2.3.4 beschrieben. AuBlerdem erschien es somit logisch, dass
der Peak bei 1064 nm auch mit dem eingesetzten Bandpassfilter weitestgehend erhalten
blieb.

o
o =
I ]

Abb. 4.2.4:

Transmission [%]
o o o
N Do
| | |

o ..
1

Transmissionsspektrum des
-0,2 : ‘ Hoch-Pass Filters 03 FCG
510 560 610 489 der Firma Melles Griot

Wellenlinge [nm] 1m Bereich von 520-630 nm

Wenn diese Annahme richtig sein sollte, so miisste der Signalberg bei 1064 nm
verschwinden, wenn der Signalberg bei 532 nm weggefiltert wird. Um dies zu testen,
wurde der bereits bekannte Hoch-Pass Filter 03 FCG 489 der Firma Melles Griot
eingesetzt. Auch von diesem Filter wurde zur Sicherheit ein Transmissionsspektrum
aufgenommen, welches in Abb. 4.2.4 zu sehen ist. Es ldsst sich erkennen, dass die

Transmission im Bereich um 530 nm null betrégt.

Tatsachlich gibt es in Abb. 4.2.5 nur einen sehr kleinen Peak in diesem
Wellenldngenbereich. Im Gegensatz dazu erscheint der Signalberg bei 1064 nm um ein
Vielfaches grofer. Dies ist jedoch unmoglich, wenn jener Peak tatsdchlich die
Darstellung des anderen in einer hoheren Ordnung sein sollte. Dieses Phdnomen allein
hitte deshalb die erste These bestitigt, dass der Peak bei 1064 nm aus dem

Festkorperlaser in unserem DPSS-Laser stammt.

Bei nidherer Betrachtung wurde jedoch klar, dass der Signalberg bei 1064 nm absolut
betrachtet viel niedriger ist als der in Abb. 4.2.1. Wurden sowohl der Hoch-Pass Filter
03 FCG 489 als auch der Bandpassfilter eingesetzt, war kein Signalberg im
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Wellenldngenbereich zwischen 450 nm bis 1100 nm zu erkennen. Diese Ergebnisse
zusammen genommen fiihrten schlieBlich zu der These, dass es sich bei dem Signalberg
bei 1064 nm um eine Zusammensetzung aus zwei Phdnomenen handelt. Hauptsichlich
besteht dieser Peak aus der zweiten Ordnung des Laserlichts mit der Wellenlédnge
532 nm und, zum viel kleineren Teil, aus tatsdchlich mit der Wellenldnge 1064 nm
ausgesandtem Licht. Mit dieser Annahme lieBen sich sédmtliche bisher erhaltenen

Laserspektren unter Verwendung der einzelnen Filter sinnvoll erkléren.
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Abb. 4.2.5: Laserspektrum unter Verwendung des Hoch-Pass Filters
03 FCG 489 der Firma Melles Griot

Hinzu kommen die Aufnahmen, die vom Spektrum einer 4-Watt-Glithlampe gemacht
wurden. In Abb. 4.2.6 [a] ist ein solches Spektrum zu erkennen, welches ohne Filter
gemessen wurde. In Abb. 4.2.6 [b] sehen wir das Spektrum unter Gebrauch des
Bandpassfilters FB 530-10 der Firma Thorlabs. Wie zu erwarten, ldsst sich ein
deutlicher Peak im Bereich um 530 nm erkennen. Des Weiteren sieht man einen
deutlichen, wenn auch viel kleineren Signalberg bei 1064 nm. Dies ist wohl die zweite
Ordnung des Lichts mit der Wellenldnge 532 nm, denn durch den eingesetzten Filter
kann im Bereich 1064 nm eigentlich keine Strahlung hindurchkommen. Wurde
hingegen der Hoch-Pass Filter hinzugezogen, verschwanden wiederum sidmtliche

Signalberge.

Mit dieser Erkenntnis war unser Problem gelost. Die tatséchlich existierende Strahlung
bei 1064 nm konnte durch den Bandpassfilter FB 530-10 herausgefiltert werden. Die
zweite Ordnung der Strahlung bei 532 nm storte uns hingegen nicht, denn das Ziel war
die Arbeit mit einer Si-Diode und nicht mit dem Spektrometer. Bei einer Diode gibt es

jedoch keine héheren Ordnungen.
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Abb. 4.2.6: Aufgenommene Spektren einer Taschenlampenbirne ohne Filter [a] und
mit Bandpassfilter FB 530-10 [b]

4.2.3 Problem des breiten Signalbergs

Ein anderes zu losendes Problem galt dem breiten Signalberg im gesamten von den

Filtern nicht ausgeldschten Wellenldngenbereich zwischen ca. 550 nm und 720 nm, der

schon in der Arbeit von Bernhard Schwabe als Problem aufgetreten ist und dessen

Herkunft bislang ungeklért war, siche Abb. 4.2.7.
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Abb. 4.2.7:
Aufgenommenes
Laserspektrum  mit
folgenden Filtern:
Tief-Pass Filter 03SW
P414 und Hoch-Pass
Filter 03 FCG 489
[aus: Schwabe, 2003,
S. 57]

Der Wellenldangenbereich unterhalb von 550 nm wird durch den Hoch-Pass Filter

abgeschnitten, der Bereich oberhalb von etwa 720 nm von einem damals eingesetzten

Tief-Pass Filter namens 03 SWP 414 der Firma Melles Griot. Mit diesem sollte

urspriinglich die Strahlung bei 808 nm entfernt werden.

Aufgrund der von mir zusétzlich entdeckten Strahlung bei 1064 nm wurde dieser Tief-

Pass Filter durch den Bandpassfilter FB 530-10 ersetzt. Um aber den Signalberg zu

untersuchen, wurden zunichst Messungen gestartet, bei denen lediglich der Hoch-Pass

Filter 03 FCG 489 zum Einsatz kam. Wie in Abb. 4.2.8 zu sehen, ldsst sich wie erwartet

ein deutlicher Peak bei 808 nm erkennen. Ebenfalls sicht man einen kleinen Peak bei
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532 nm. Dies ist der Anteil der Laseremission, den der Filter nicht zuriickhalten konnte.
Deutlich erkennbar ist des Weiteren aber auch der bereits erwihnte Signalberg, der
diesmal natiirlich nicht bei ca. 720 nm abgeschnitten wurde. Vermutet wurde, dass
dieser sich auch weiter in den niederwelligen Bereich erstreckte, wenn auf dieser Seite

nicht der Hoch-Pass Filter eingesetzt worden wire.

Bei einer Vergleichsmessung mit ausgeschaltetem Laser lieBen sich keine
herausragenden Signale erkennen. Dies bedeutete, dass der Signalberg tatsachlich mit
dem Laserlicht zusammenhéngen musste. Es stand ndmlich zur Vermutung, dass durch
den Anodenblock aus durchsichtigem Plexiglas etwas Tageslicht in die Messapparatur
gelangen und die Grundlage fiir den Signalberg sein konnte. Dies konnte aber auBBerdem
dadurch ausgeschlossen werden, dass selbst bei Messungen in einem Raum ohne

Fenster und ohne kiinstliches Licht das Spektrum dem aus Abb. 4.2.8 glich.
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Abb. 4.2.8: Spektrum der Messung des Laserlichts mit dem Hoch-Pass
Filter 03 FCG 489

Um auszuschlieBen, dass nicht etwa das Glas der Kapillare oder die eingebauten Linsen
durch den Laser zur Fluoreszenz angeregt wurden und der breite Signalberg sich somit
erkldren lieBe, wurde der Kopf des Spektrometers aus der Apparatur ausgebaut und
direkt an den Laserausgang gehalten. Lediglich der Filter 03 FCG 489 wurde noch
dazwischen gehalten. Dies musste sein, da andernfalls die Emission bei 532 nm im
Vergleich so riesig geworden wire, dass der Signalberg nicht mehr hitte

wahrgenommen werden kdnnen, wie auch in Abb. 4.2.1 zu sehen ist.
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Abb. 4.2.9: Spektrum der Messung des Laserlichts von 500 bis 1050 nm
mit dem Hoch-Pass Filter 03 FCG 489. Laser direkt am Kopf des
Spektrometers

Abgesehen davon, dass die Intensititen des eingestrahlten Lichts viel hoher ist, stimmt
die Form des Spektrums in Abb. 4.2.9 mit der aus Abb. 4.2.8 {iberein. Dies schien zu
belegen, dass die Strahlung aus dem Laser kommen musste. Die Vermutung lag nahe,
dass die Strahlung demnach aus dem Halbleiterlaser, der in unserem Lasermodul
eingebaut ist, stammt. Nach der Theorie aus Kapitel 2.2.3.2 konnte dies mdglich sein,
wenn Elektronen aus einem hoheren Bereich des Leitungsbandes in einen niedrigeren
Bereich des Valenzbandes fallen und somit energiereichere Photonen erzeugen. In der
Literatur ist dieses Phinomen zwar beschrieben, doch es gab keine Angaben dariiber,
wie grofl die ,,Ausbeute” dieser enrgiereicheren Strahlung ist und bis in welchen
Wellenldngenbereich sich dieses Phdnomen erstreckt. Gestiitzt wurde dies Annahme
jedoch durch einen Internetartikel {iber den Selbstbau eines DPSS-Spektrometers, in
dem in einem Nebensatz geschrieben steht, dass der verwendete Diodenlaser dhnlichen
Typs auch einen kleinen Anteil sichtbaren Lichts erzeugen wiirde.” Auf nihere Anfrage

konnte ich jedoch keine erhellenden Informationen erlangen.

Der Peak bei 532 nm in Abb. 4.2.8 und 4.2.9 ist ungefdhr so hoch ist wie der
Signalberg. Bei beiden Messungen war der Hoch-Pass-Filter 03 FCG 489 eingebaut, der
die Strahlungsintensitit bei 532 nm um den Faktor 10> schwicht. Wenn man bedenkt,
dass die im Halbleiterlaser entstehende Strahlung ungefdhr dieselbe Intensitit haben
muss, wie die aus dem Lasermodul austretende Strahlung bei 532 nm, so wire der
Signalberg ebenfalls ca. 10° Mal schwicher als die eigentliche Strahlung bei 808 nm.

Dieser Wert erschien mir als so klein, dass ich die Theorie, dies sei die energiereichere

7 [Vgl.: Laspro: Digi-Art, 2004]
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Strahlung, die im Halbleiterlaser ebenfalls produziert wird, fiir durchaus wahrscheinlich
hielt. Vernachléssigt wurde dabei allerdings, dass sich der Signalberg sowohl in Abb.
4.2.8 als auch in Abb. 4.2.9 noch in den hoherwelligen Bereich oberhalb der 808 nm
erstreckt. Dies hétte nach meiner Theorie aber eigentlich nicht sein kdnnen. Vielmehr

hétte man bei 808 nm eine scharfe Abrisskante erkennen miissen.

Nach dem Eintreffen des Bandpassfilters FB 530-10 der Firma Thorlabs wurden die in
Kapitel 4.2.2 durchgefiihrten Messungen absolviert. Um mdgliche Fehlerquellen
auszuschlieBen, wurden der Laser, das Spektrometer und die Filter nicht in die
Apparatur fiir die CE eingebaut, sondern wie in Abb. 4.2.10 schematisch dargestellt,
auBerhalb der Apparatur aufgebaut.

Hoch-Pass Filter

Ausbreitungsrichtung des Laserlichts
Laser

Abb. 4.2.10: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zum Messen
der Laserspektren mit dem Hoch-Pass Filter 03 FCG 489 und dem

Wie erwartet, ist der groBle Signalberg im Bereich von etwa 550 nm bis 800 nm auf
den Spektren nicht mehr existent. Durch die Kombination beider Filter sollte keine
Strahlung mehr den Spektrometerkopf erreichen, was sich bestétigte. Auch diese
Ergebnisse schienen die Annahme zu bestétigen, dass diese Emission tatséchlich aus
dem Laser stammte und keine Artefakte des Spektrometers sein konnten, da die
Emissionen durch den Bandpassfilter weggefiltert wurden. Aufgrund der Annahme,
dass nun sdmtliche unerwiinschte Strahlung weggefiltert worden sei, schien einer
erfolgreichen Durchfilhrung einer CE nichts mehr im Wege zu stehen. Ein erster

Versuch einer Kapillarelektrophorese wurde gestartet, wie in Kapitel 4.3 beschrieben.

Bei genauerer Betrachtung der in dieser Arbeit abgebildeten Spektren ergibt sich

jedoch ein weiterer Widerspruch. Warum ist in Abb. 4.2.5 der erwihnte Signalberg im
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Gegensatz zu Abb. 4.2.8 und 4.2.9 nicht zu erkennen, obwohl in allen Féllen der Hoch-
Pass Filter 03 FCG 489 zur Messung verwendet wurde?

Der einzige Unterschied bei den Messungen war der Abstand zwischen dem Detektor
und dem orangefarbigen Hoch-Pass Filter. Die Spektren in Abb. 4.2.5 und 4.2.9
wurden aufBlerhalb der Apparatur erstellt. Wiahrend in Abb. 4.2.5 jedoch ein wenige
Zentimeter groBer Abstand zwischen Filter und Detektor bestand, betrug dieser
Abstand in Abb. 4.2.9 nahezu null Zentimeter. Das Spektrum in Abb. 4.2.8 wurde nach
Einbau aller Teile in die Apparatur gewonnen. Durch die Fokussierung des Lichts iiber
das Linsensystem ist der Abstand vom Detektor zum Filter festgelegt, da der Detektor

sich im Brennpunkt des Lichts befinden muss. Dieser Abstand war kleiner als 0,5 cm.

Es erschien deshalb sinnvoll, die Auswirkung dieses Filters auf die aufgenommenen
Spektren zu untersuchen. Tatsdchlich bestitigte sich, dass nur dann der Signalberg zu
erkennen war, wenn sich der Hoch-Pass Filter nahe genug am Spektrometerkopf
befand, also ab etwa 0,5 cm. Wie in Abb. 4.2.11 zu erkennen, wird der Signalberg
immer stdrker, je ndher der Filter an den Kopf des Spektrometers gelangt. Es ist
deshalb kaum noch auszuschlieBen, dass der orange Hoch-Pass Filter selbst fluoresziert
und fiir die Emission verantwortlich ist. Dass der Signalberg immer hoher wird, je
ndher der Filter an das Messgerdt kommt, erklart sich wohl dadurch, dass die
Fluoreszenz des Farbstoffs in alle Raumrichtungen strahlt. Je kleiner der Abstand ist,
desto groBer ist der Raumwinkel, der in den Detektor des Spektrometers féllt. Die

Entfernung vom Laser zum Filter betrug ungefahr 15 cm.

300 -

Abb. 4.2.11: Signalberg
in  Abhéngigkeit der
Entfernung des Filters
03 FCG 489 vom Kopf
des Spektrometers: 0
cm [blau], 0,1 cm
[rosa], 0,2 cm [gelb],
0,3 cm [tiirkis], 0,4 cm
Wellenlange [nm] [violett], 0,5 cm [braun]

Einheiten]

Intensitat [beliebeige

Durchlduft der Laserstrahl zunichst den Hoch-Pass Filter und dann den Bandpass-

filter, wie es Abb. 4.2.10 zeigt, ist kein Signalberg zu erkennen, da der Abstand des
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Hoch-Pass Filters zum Detektor aufgrund der Breite des Bandpass Filters mindestens

0,6 cm betrédgt. Eine solche Anordnung erlaubt der Versuchsaufbau jedoch nicht.

Da diese Emission auf jeden Fall storen wiirde, wurde der Hoch-Pass Filter durch einen
nicht fluoreszierenden Interferenzfilter ersetzt; ein Bandpassfilter derselben Machart

und Firma wie der bereits eingesetzte Bandpassfilter FB 530-10.

4.3 Erster Versuch einer Kapillarelektrophorese

Wie oben beschrieben, schien es zunéchst, als ob sdmtliche Emissionen durch den
kombinierten Einsatz des Hoch-Pass Filters 03 FCG 489 und des Bandpassfilters FB
530-10 herausgefiltert worden seien. Aufgrund dieser Annahme wurde der Versuch
einer kompletten Kapillarelektrophorese unternommen. Dazu wurden zunichst die
Filter, der Laser und der Detektor des Spektrometers in die Apparatur in bekannter
Weise eingebaut. In die vollig unbenutzte Kapillare wurde mit der dafiir vorgesehenen
Spritze unter Druck das Polymer 3100 POP-4 eingefiillt. Am Anodenblock wurde die
mit dem Faktor 1:10 verdiinnten Pufferlosung ,,.Buffer (10 x) with EDTA* eingebracht
und an der Kathode wurde die Size-Standard-Losung Genescan®™ 400 HD mit einer
Verdiinnung im Verhéltnis 1:1 mit hochreinem HPLC-Wasser in den vorgesehenen
Behilter eingefiillt. (HPLC steht fiir High Performance Liquid Chromatography, wofiir
dieses Wasser Verwendung findet.”®) Alle diese Chemikalien sind Produkte der Firma
Applied Biosystems. Die Size-Standard-Losung enthdlt DNA-Fragmente unterschied-
licher Liange, an die Farbstoff ROX chemisch gebunden ist. Die elektrokinetische
Injektion erfolgte bei 10 kV und dauerte etwa 8 Sekunden. Danach wurde die Size-
Standard-Losung durch dieselbe Pufferlosung wie die im Anodenblock ersetzt. Die
Elektroden bestanden in unserem Fall aus einer Silber-Kupfer-Legierung. Auch
wihrend der Elektrophorese wurde eine Spannung von 10 kV angelegt, bei einem Strom
von 0,2 mA. Trotz langen Wartens wurde am Bildschirm des Spektrometers kein Peak

sichtbar.

Zunichst wurde angenommen, dass vielleicht die Konzentration der fluoreszierenden
ROX-Farbstoffe zu niedrig gewesen sein konnte. Aus diesem Grund wurde die
Pufferldsung entfernt und wiederum durch die Size-Standard-Losung ersetzt. Nach einer
guten Stunde mit angelegter Spannung war jedoch immer noch kein Signal zu erkennen,

obwohl sich nun mit Sicherheit viele Farbstoffmolekiile in der Kapillare befinden

8 [Vgl.: HPLC: A Users Guide, 2004]
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mussten. Als nidchstes wurde vermutet, dass iiber das Linsensystem in der Apparatur
eventuell zu wenig Strahlung aus der Kapillare zum Detektor des Spektrometers
gelangte. Dies erschien auch deshalb wahrscheinlich, da der Detektor eine sehr kleine
Oberfldache hatte und bereits winzige Abweichungen vom Brennpunkt der Linse die
Anzahl der detektierbaren Photonen enorm reduzieren miisste. Aus diesem Grund wurde
der Kopf des Spektrometers wieder ausgebaut und direkt iiber die angestrahlte Kapillare

gehalten, wie in Abb. 4.3.1 skizziert.

Kapillare \—.J

Laserstrahl

Abb. 4.3.1: Direktes Auffangen
Laser der Laserstrahlung mit dem
Detektor des Spektrometers

Tatsdchlich wurde kein Filter eingebaut, was bei Messungen mit dem Spektrometer
eigentlich moglich sein sollte, da ein Gitter gewdhlt wurde, welches lediglich den
Bereich von 582 nm bis 617 nm aufgenommen hat, siche Abb. 4.3.2. Im Bereich von
604 nm ist ein Signal zu erkennen, also genau in dem Bereich, in dem der Farbstoff
ROX sein Emissionsmaximum hat. Es erschien daher wahrscheinlich, dass die aufge-
nommene Emission tatsdchlich vom Farbstoff stammte. Merkwiirdig war jedoch, dass
die Strahlung nicht mehr zu erkennen war, wenn der Hoch-Pass Filter 03 FCG 489
zwischen die Kapillare und den Detektor eingebaut wurde. Dies liel3 sich nicht erkléren,
da der Filter im Bereich von ca. 580-630 nm eine Durchldssigkeit von iiber 80% hat,

wie in Abb. 4.2.4 ersichtlich.

Bei weiteren Versuchen stellte sich schlieBlich heraus, dass man dasselbe Spektrum
erhielt, wenn der Laser direkt iiber den Spektrometerkopf gehalten wurde, auch ohne
Kapillare dazwischen und dass mit einem weniger gut auflésenden Gitter des
Spektrometers dieser Peak bei 604 nm nicht zu erkennen war. Es war demnach klar,
dass das Signal bei 604 nm nicht vom Farbstoff stammte. Wahrscheinlich entsteht
dieses Spektrum durch Sittigung des Spektrometers bei direkter Lasereinstrahlung.

Wenn man die Lasereinstrahlung minderte, etwa durch ein Milchglas oder durch
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Verschieben des Lasers, verschwand lediglich das Signal bei 604 nm, stattdessen war
aber trotzdem keine Fluoreszenz des Farbstoffes zu erkennen. Die neue Vermutung war,

dass das Spektrometer zu unempfindlich zur Messung dieser Strahlung sei.
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Abb. 4.3.2: Aufgenommenes Spektrum mit Versuchsautbau wie in
Abb. 4.3.1 dargestellt

4.4 Vorversuche mit Si-Detektor und Voltmeter

4.4.1 Grundlagen fiir Messungen mit Si-Detektor und Voltmeter

Um weiterarbeiten zu konnen, musste deshalb auf das Spektrometer verzichtet werden.
Stattdessen wurde die Strahlung fortan mit einer Siliziumdiode gemessen, die in einen
Stromkreis eingebaut ist. Um mit dem nun verwendeten Siliziumdetektor messen zu
konnen, musste jedoch sdmtliche Strahlung auBler der des Fluoreszenzfarbstoffes
unterdriickt werden, denn mit diesem System hitte nicht unterschieden werden kdnnen,
welche Wellenldnge das eintreffende Licht hat. Zur Erreichung dieses Ziels wurde der
Hoch-Pass Filter 03 FCG 489, welcher ja selbst fluoresziert, durch den Bandpassfilter
FB 600-40 der Firma Thorlabs ersetzt. Dieser sollte die Strahlung des Farbstoffes laut
Herstellerangaben zu ca. 73% durchlassen, die Strahlung des Lasers bei 532 nm jedoch
nur zu weniger als 0,01%.% siehe Abb. 4.4.1. Auch die Uberpriifung der Transmission
an unserem Laborgerit bestitigte den Offnungsbereich zwischen 575 nm und 633 nm.

Die Transmission bei 605 nm lag demnach bei 75%.

% [Vgl.: THORLABS: FB 600-40, 2004]
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Abb. 4.4.1: Transmissionskurve des Bandpassfilters FB 600-40 der
Firma Thorlabs laut Herstellerangabe [aus: THORLABS: FB 600-40,
2004]

Die auf den Detektor eintreffenden Photonen werden in eine Spannung umgewandelt.
Die Anzahl der im Stromkreis flieBenden Elektronen N, ist proportional der Anzahl,
der auf die Photozelle auftreffenden Photonen Np,. Der Strom I ist demnach

proportional zur Anzahl der eintreffenden Photonen Npp: I ~ Npy

Aufgrund der eingebauten Filter sollten es nur Photonen des emittierenden Farbstoffes
ROX sein, die eintreffen. Wenn kein Farbstoff in der Kapillare ist, diirften deshalb

keine Elektronen flieBen.”

Die Spannung U ist proportional zum Strom I, sodass gilt U ~ Npy,. Da die Anzahl der
eingetroffenen Photonen nicht ausreicht, um am Voltmeter eine erhohte Spannung

ablesen zu konnen, wurden groBe Widerstinde in den Stromkreis eingebaut.”’

4.4.2 Messungen mit dem Silizium-Detektor und Voltmeter

Um mit dieser Elektronik arbeiten zu konnen, wurde die Apparatur so gut es ging
verschlossen und auch der durchsichtige Anodenblock verklebt, damit moglichst kein
Fremdlicht zum Silizium-Detektor gelangen konnte. Trotzdem machten sich
Lichtschwankungen im Zimmer bei der Spannungsmessung bemerkbar. Dies ist ein
Zeichen fiir die Empfindlichkeit des Detektors, aber andererseits auch dafiir, dass noch
Licht in die Apparatur gelangte. Um jedoch vergleichbare Werte zu erhalten, wurden

die Messungen in einem fensterlosen und verdunkelbaren Raum fortgesetzt.

" [vgl.: Harbeck, 1973, S. 316]
"' [Vgl.: Harbeck, 1973, S. 309]
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Zunidchst wurde die Apparatur wieder vollig verschlossen und die Spannung mit
ausgeschaltetem Laser gemessen. In Tabelle 4.4.1 sind die mit den unterschiedlichen

Widerstidnden gemessenen Werte aufgelistet:

Widerstand [Megaohm] Spannung [mV]
1 0,15
10 3,10
22 6,58
100 56,80
Tab. 4.4.1

Diese Werte wurden zunéchst als so genannter Hintergrund, als Rauschen der oberhalb
der Wellenldngen des sichtbaren Lichts liegenden Strahlung, angesehen. Dies konnte
jedoch eigentlich gar nicht sein. Denn aufgrund der groflen Energiebandliicke des
Siliziums von 1,124 eV > kénnen nur Photonen mit einer Wellenzahl groBer als ca.
8500 cm™ detektiert werden. Dies ergaben zuvor im physikalisch-chemischen Institut
der Universitit GieBen durchgefiihrte Messungen. Bei Raumtemperatur bedeutet dies in
Dunkelheit, dass lediglich 4,43 Photonen pro Sekunde als Hintergrundstrahlung
detektiert werden konnen, bei einer 1 mm? groBen Detektoroberfliche.” Diese
OberflichengroBe entspricht in etwa der unseres Detektors mit 1,2 mm?2.”* Diese sehr
geringe Anzahl messbarer Photonen konnte die recht hohen gemessenen Spannungen
nicht erkléren.

Wurde der Laser angeschaltet, so stiegen die gemessenen Spannungswerte bei allen

Widerstianden, siche Tab. 4.4.2. Die Messungen wurden erstellt, indem eine leere

Kapillare und dahinter der Bandpassfilter FB 600-40 eingebaut wurden.

Widerstand [Megaohm] Spannung [mV]
1 0,18
10 3,52
22 7,55
100 58,40
Tab. 4.4.2

Dies bedeutet, dass noch Licht des Lasers bis zum Detektor gelangte. Dies musste Licht
der Wellenldnge 532 nm sein, da der Bandpassfilter FB 530-10 auf dem Laser sal3, der

nur dieses Licht durchlief3.

2 [Vgl.: Mellau, 2003, Kap. 2.1.1]
7 [Vgl.: Mellau, 2003, Kap. 2.7.2]
[ [Vgl.: Hamamatsu: Photodiodes, 2004]
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Die gemessenen Werte lassen aber auch erkennen, dass die Spannungen mit und ohne
Laser bei den einzelnen Widerstinden nicht im gleichen Verhéltnis stiegen. Beim 1-
MQ-Widerstand stieg die Spannung um den Faktor 1,2. Beim 100-MQ-Widerstand
stieg sie lediglich um den Faktor 1,03.

Spéter wurde erkannt, dass im dunklen Raum bei ge6ffnetem Deckel der Kiste iiber dem
Detektor die gemessenen Spannungen sanken; bei 100-MQ-Widerstand zum Beispiel

von 56,80 mV auf 15,2 mV.

Wie in Abb. 4.4.3 zu erkennen ist, sind zwei Leuchtdioden in die Elektronik eingebaut.
Waren der 10-MQ- und der 22- MQ-Widerstand eingeschaltet, so leuchtete jeweils eine
Diode. Beim eingeschalteten 100-MQ-Widerstand leuchteten sogar beide Dioden. Da
die Kiste, in der sich die Elektronik befindet, im Inneren mit Aluminiumfolie
ausgekleidet ist, spiegelte sich das Licht dieser Dioden und gelangte somit an den
Detektor. Bei verschlossenem Deckel, der auf der Unterseite ebenfalls mit Aluminium-
folie beklebt ist, wurde das Licht zusédtzlich von oben auf den Detektor reflektiert.
Lediglich beim 1-MQ-Widerstand blieb die gemessene Spannung bei ausgeschaltetem
Laser bei 0,15 mV, mit und ohne Deckel. Dies erscheint auch logisch, da bei diesem
Widerstand keine Leuchtdiode leuchtete. Wurden die Dioden so gut wie moglich mit
Aluminiumfolie abgedeckt, sank die gemessene Spannung beim 100-MQ-Widerstand
noch einmal von 15,2 mV auf ca. 4 mV. Um also die grole Zahl der auf den Detektor

eintreffenden Photonen zu minimieren, wurden die Leuchtdioden deaktiviert.

,,Wand“ Leuchtdwifé

Abb. 4.4.3: Foto der Apparatur aus Vogelperspektive mit zwei
Filtern FB 600-40 der Marke Thorlabs und ,,Wand* zwischen dem
zweiten Filter und dem Detektor
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Wie oben erwihnt, gelangte jedoch auch trotz des eingebauten Bandpassfilters
FB 600-40 Laserstrahlung bis zum Si-Detektor. Aus diesem Grund wurde der gleiche
Bandpassfilter noch ein zweites Mal gekauft und eingebaut, siche Abb. 4.4.3.

Damit kann die Laserstrahlung mit der Wellenlinge 532 nm um den Faktor 10°
reduziert werden, sodass praktisch keine Photonen bis zum Detektor gelangen sollten.
Die Durchlassigkeit fiir die Photonen aus dem Fluoreszenzfarbstoff sinkt jedoch auch,

sollte aber noch bei 0,75 ¢ 0,75 = 0,56, also bei ca. 56% liegen.

Die Strahlung, die von den Filtern nicht durchgelassen wird, wird jedoch nicht
»geschluckt, sondern auf die Linsen reflektiert. Diese sind zwar entspiegelt,
reflektieren aber dennoch einen kleinen Teil des Lichts, welches dann an den Detektor
gelangt. Aus diesem Grund wurde die ,,Wand* zwischen Filter und Detektor eingebaut,
wie in Abb. 4.4.3 zu erkennen. Somit wird das reflektierte Laserlicht vom Detektor
abgeschottet. Diese Wand hat an der Stelle des Filters ein Loch, sodass die gewiinschte

Strahlung passieren kann.

Nachdem diese Umbauten vollzogen wurden, wurden die Messungen mit und ohne

Laser mit leerer Kapillare noch einmal wiederholt. Die Ergebnisse sind in Tab. 4.4.3

aufgefiihrt.
(a) (b)
Widerstand [Megaohm] Spannung [mV] Spannung [mV]
1 0,09 0,09
10 0,11 0,11
22 0,09 0,09
100 0,01 0,04

Tab. 4.4.3: Gemessene Spannungen bei ausgeschaltetem Laser (a) und
bei eingeschaltetem Laser mit leerer Kapillare (b)

An diesen Messwerten ldsst sich deutlich erkennen, dass durch den beschriebenen
Umbau die auf den Detektor einfallenden Photonen enorm reduziert wurden. Man kann
allerdings davon ausgehen, dass nun keine Photonen mehr gemessen wurden, sondern
lediglich ein Rauschen beobachtet wurde. Auch die Einstrahlung des Lasers ist lediglich
bei dem stirksten Verstirker erkennbar.

Im Folgenden wurde in die Kapillare der Farbstoff ROX eingefiillt. Dazu wurde die
bereits bekannte Size-Standard-Losung um das Fiinfzigfache verdiinnt und mittels

Spritze eingefiillt. Die Konzentration der Farbstoffmolekiile musste somit schitzungs-

60



weise noch iiber der liegen, die beim Durchlauf der Elektrophorese erreicht wird. Trotz-

dem konnte keine hohere Spannung gemessen werden als mit unbefiillter Kapillare.

4.4.3 Messungen mit Objekttrigern

Aufgrund der Vermutung, dass der Detektor nicht empfindlich genug sei und dass
lediglich die Konzentration der fluoreszierenden Farbstoffmolekiile erhdht werden
miisste, wurde die Kapillare entfernt. Stattdessen wurde ein Objekttriger, eigentlich
zum Mikroskopieren gedacht, an den Seiten mit Tesa-Film mehrmals umwickelt, um
einen Abstandshalter zu einem zweiten Objekttriger zu haben, welcher darauf gelegt
wurde. In die Mitte der beiden Glasplittchen wurden einige Tropfen der verdiinnten
Size-Standard-Losung getropft, sieche Abb. 4.4.4. Auf diese Weise konnten viel mehr

Farbstoffmolekiile angestrahlt werden als mit der Kapillare.

1) Objekttrager mit Tesafilm umwickelt und mit Size-Standard-
Losung betropft in Frontalansicht

2) Zwei Glasplittchen in Seitenansicht. Hohlraum befiillt mit
Size-Standard-Losung

Size-Standard

Abb. 4.4.4: Objekttrager mit Size-Standard-Losung

Der Laser wurde aus seinem vorgesehenen Platz genommen und mit einem Stativ so
befestigt, dass der Laserstrahl zunichst orthogonal auf die Linse traf, und zwar in deren
Mittelpunkt. Die Glaspldattchen wurden dann vor der Linse befestigt, wobei der
Abstand Linse-Glasplédttchen dem Abstand Linse-Kapillare entsprach. Da in dieser
Aufstellung die zum Verdunkeln genutzte Kiste um den Laser und die Kapillare
entfernt werden musste, kamen nun wieder mehr Photonen bis zum Si-Detektor, denn
der Raum war wegen einiger Birnchen anderer Geréte nicht vollkommen dunkel. Die
gemessenen Spannungen ohne eingeschalteten Laser sind daher etwas erhoht, siehe

Tab. 4.4.4.
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) Tab. 4.4.4:
Widerstand [Megaohm] Spannung [mV] Gemessene
I 0,10 Spannung bei
II 0,12 ausgeschaltetem
III 0,11 Laser und gedftneter
v 0,20 Verdeckkappe vor
den Linsen

Wurde der Laser angestellt, jedoch keine Objekttrager zwischen Laser und Linsen

befestigt, erhielt man die Ergebnisse aus Tab. 4.4.5.

_ Tab. 4.4.5:
Widerstand [Megaohm] Spannung [mV] Gemessene
I 0,11 Spannungen bei
II 0,21 angeschaltetem
I 0,32 Laser und gedffneter
v 1,00 Verdeckkappe vor
den Linsen

Diese Ergebnisse lassen deutlich erkennen, dass bei dieser direkten Bestrahlung trotz
der zwei eingebauten Filter immer noch nicht alle Laserstrahlung weggefiltert werden
konnte. Als die mit dem Farbstoff benetzten Glasplittchen in den Laserstrahl gehalten
wurden, erhohte sich die gemessene Spannung bei Widerstand IV sehr deutlich von
1,0 Volt auf 4,4 Volt. Leider stellte sich heraus, dass ebenfalls 4,4 Volt gemessen
wurden, wenn die Objekttriger ohne Farbstoff in den Laserstrahl gehalten wurden.
Dies bedeutete, dass nicht die Fluoreszenz des Farbstoffes gemessen wurde, sondern
lediglich die der Glaspléttchen. Dieser Versuch hat also lediglich gezeigt, dass
normales Glas aufgrund seiner eigenen Fluoreszenz nicht fiir diese Versuche geeignet

ist, sodass sich weitere Versuche mit dieser Methode eriibrigten.

4.4.4 Messungen mit grofieren Widerstinden

Eine andere Moglichkeit, die Fluoreszenz sichtbar zu machen, war, die Widerstinde
gegen groBere auszutauschen. Mir standen zwei groflere Widerstinde zur Verfiigung,
mit 470 Megaohm und 1000 Megaohm. Die 1-MQ- und der 10-MQ-Widerstinde

wurden gegen diese beiden ausgetauscht.
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Bei diffusem Licht wurde getestet, ob die Widerstinde alle richtig eingebaut waren.

Tatsdchlich haben sich die gemessenen Spannungswerte in etwa im selben Verhéltnis

wie die Widerstdnde erhoht (Tab. 4.

4.6).

Widerstand [Megaohm]

Spannung [mV]

22
100
470

1000

23
110
520

1080

Tab. 4.4.6:
Messung der Span-
nungen bei diffusem
Licht und geodffne-
tem Deckel iiber der
Elektronik

Als nichstes wurde der Si-Detektor noch einmal neu justiert. Dazu wurde eine LED,

die ihr Emissionsmaximum bei 590 nm hat, mit Aluminiumfolie vollig verdunkelt und

nur ganz vorne eine kleine Offnung hineingeritzt. Der Lichtstrahl aus dieser Offnung

wurde dann auf die leere eingebaute Kapillare gerichtet. Dies genau an der Stelle, an

der ansonsten der Laserstrahl die Kapillare trifft. Da die beiden eingebauten

Bandpassfilter FB 600-40 der Firma Thorlabs diesen Wellenldngenbereich durchlassen,

konnte man auf diese Weise den Lichtstrahl verfolgen und genau erkennen, auf welche

Stelle der Detektor eingestellt werden musste, vergleiche Abb. 4.4.5.

Kapillare

LED

Linsen

¢ & BP-Filter
FB 600-40

-

Abb. 4.4.5: Aufbau zur Feststellung des Brennpunktes mit Hilfe
einer Leuchtdiode mit dem Emissionsmaximum bei 590 nm

Bei eingeschaltetem Laser wurden diverse Messungen durchgefiihrt, wobei keine

eindeutigen Ergebnisse erkennbar waren. Auch mit zwei leeren Kapillaren wurden

unterschiedliche Spannungen gemessen. Die Differenz betrug mehr als 1 mV. Dies
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konnte aber nicht nur daran liegen, dass sie nicht in hundertprozentig gleicher Position
eingebaut wurden, da der Vorgang mehrmals wiederholt wurde und immer wieder
dhnliche Werte erreicht wurden. Schliefllich kam ich darauf, dass es an den Ver-
schmutzungen liegen konnte. Nachdem die Kapillaren an den ,,Fenstern® mit Ethanol

gereinigt worden sind, haben sich die Werte auch tatséchlich angeglichen.

Widerstidnde mit 22 MQ und 100 MQ sind zwar weiterhin in der Elektronik eingebaut,
doch wurden mit diesen keine Messungen mehr vollzogen. Die mit den gereinigten
leeren Kapillaren bei mehrmaligem Einbau erhaltenen Werte sind in Tab. 4.4.7

angegeben:

Widerstand [Megaohm] | Spannung [mV]

470 + 0,05 bis + 0,06
1000 - 0,08 bis - 0,03

Tab. 4.4.7

Wurden die Kapillaren mit der fiinfzigfach verdiinnten Size-Standard-Losung befiillt,

so erhielt man bei den beiden Kapillaren die Ergebnisse aus Tab 4.4.8:

Widerstand [Megaohm] | Spannung [mV]

470 + 0,5 bis + 0,7
1000 + 1,0 bis + 1,2
Tab 4.4.8

Diese Resultate lieen eigentlich keinen anderen Schluss zu, als dass tatsdchlich ein
Signal durch die ROX-Ldsung in der Kapillare entstanden ist. Dabei war jedoch noch
nicht klar, ob das Signal tatsdchlich vom Farbstoff stammte. Denn in der Kapillare
befand sich in erster Liniec HPLC-Wasser. Dieses Wasser sollte zwar sehr rein sein,
eventuelle Verschmutzungen waren jedoch kaum auszuschlieBen, sodass die
Fluoreszenz auch davon hétte stammen konnen. Dies konnte jedoch an einem erneuten
Durchgang einer Kapillarelelktrophorese getestet werden. Die Hoffnung war dabei,
dass sich die gemessene Spannung im Vergleich zur leeren Kapillare nicht erhdhen
sollte, wenn das Polymer eingefiillt wiirde. Dies wurde ausprobiert und tatséchlich

anderten sich die Werte fiir die gemessenen Spannungen kaum.
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4.5 Moglichkeit zu Messungen in beleuchtetem Raum

Wie oben bereits erwédhnt, war die Apparatur nicht ganz lichtdicht, sodass immer etwas
Licht bis zum Si-Detektor gelangte, wenn der Raum, in dem die Apparatur sich befand,
erleuchtet war. Auch ohne Laser wurde daher bei Tageslicht mit dem 470-MQ-
Widerstand eine Spannung von ca. 5 mV gemessen. Da diese Spannung viel hoher war,
als die durch die Fluoreszenz erreichbare, hitte man diese in einem hellen Zimmer
niemals erkennen konnen. Um nicht stindig in einem verdunkelten Raum arbeiten zu
miissen, wurde eine Holzkiste angefertigt, die iiber die Apparatur gestiilpt wurde, siche

Abb. 4.5.1.

Abb. 4.5.1: Apparatur unter der Holzkiste mit Hochspannungsgerét
(links) und Voltmeter (vorne)

Die mit dieser Holzkiste gemessenen Werte fiir die Spannung entsprachen jeweils denen,
die im verdunkelten Raum bei vergleichbaren Bedingungen gemessen wurden. Mit

diesem Ergebnis konnte die Apparatur nun auch in hellen Rdumen aufgestellt werden.

4.6 Kapillarelektrophorese mit Si-Detektor und Voltmeter

4.6.1 Zweiter Versuch einer Kapillarelektrophorese

Bevor ein weiterer Durchlauf einer CE gestartet wurde, wurden noch einmal jene
Messungen durchgefiihrt, die unten unter den Punkten eins bis drei beschriebenen sind.
Alle diese Messungen fanden mit dem 470-MQ-Widerstand statt. Die dabei erhobenen

Werte sind in Tabelle 4.6.1 angegeben.
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1. In der unter der Holzkiste befindlichen Apparatur wurde eine leere Kapillare ein-
gebaut und die Spannung U bei ausgeschaltetem Laser gemessen.

2. Der Laser wurde angestellt, die Kapillare blieb leer.

3. Das bekannte Polymer POP-4 der Firma Applied Biosystems wurde iiber die
Spritze in die Kapillare gefiillt.

Diese Ergebnisse fiihrten zum einen zu der erfreulichen Erkenntnis, dass das Polymer
nicht fluoreszierte, was die Moglichkeit einer erfolgreichen CE wahrscheinlich machte.
Mit dem Polymer sank die Spannung sogar im Vergleich zu Messung 2, da anscheinend

Strahlung des Lasers vom Polymer absorbiert oder reflektiert wird.

Spannung [mV]

Messung 1 - 0,17

Messung 2 - 0,03 Tab. 4.6.1 Gemessene
Messung 3 - 0,06 Spannungen unter den oben

angegebenen Bedingungen

Andererseits sieht man jedoch bei diesem starken Verstdrker, dass trotz der beiden
eingebauten Bandpassfilter und der ,,Zwischenwand“ immer noch Strahlung des Lasers
bis zum Detektor gelangt, vergleiche die Werte aus Messung 1 und 2 in Tab. 4.6.1.
AulBlerdem lag die Spannung mit leerer Kapillare diesmal bei — 0,03 mV. In Tabelle
4.4.8 ist die unter gleichen Bedingungen gemessene Spannung angegeben. Sie betrug
+ 0,05 mV bis + 0,06 mV. Der einzige Unterschied war, dass es am Tag der Durch-
fihrung der CE merklich kiihler war. Die verwendete Elektronik ist aber sehr
temperaturempfindlich. Eventuell konnte noch weniger Wiarmestrahlung detektiert
worden sein, was jedoch nur einen kleinen Anteil an dieser Verdanderung haben sollte.
Sicherlich ist auch die Kapillare in einer etwas anderen Position eingebaut worden, was

erheblichen Einfluss auf die Anzahl der detektierbaren Photonen hat.

Die Kapillarelektrophorese wurde wieder mit der Size-Standard-Lsung Genescan® 400
HD bei einer Verdiinnung von 1:50 durchgefiihrt. Mit dieser Konzentration ist in

Kapitel 4.4.4 eine Fluoreszenz gemessen worden.
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Laut Angaben der Mitarbeiter der Firma BJ-Diagnostik in GieBBen, von denen wir die
Chemikalien zur Verfiigung gestellt bekommen haben, verwenden diese diesen
Standard bei einer Verdiinnung von 1:70. Sollte die Fluoreszenz also messbar sein, so
befanden wir uns ungefahr in einem dhnlichen Empfindlichkeitsbereich.

Die Injektion der DNA-Fragmente dauerte 15 Sekunden und dies bei einer angelegten
Spannung von 10.000 Volt. Danach wurde an der Kathode das Gefil mit der
Pufferlosung angebracht, welche sich auch im Anodengefdll befand. Die CE wurde
ebenfalls bei 10.000 Volt durchgefiihrt. Da die Spannung lediglich mit dem Voltmeter
gemessen und angezeigt wurde, diese Werte sich aber stindig dnderten, war es mir nicht
moglich, diese Werte sinnvoll aufzuschreiben. Ich habe es deshalb auch unterlassen, das
Signal als Funktion der Zeit aufzunehmen und dies graphisch darzustellen. Insgesamt
war nur klar, dass wihrend der ersten 15 min die Spannung konstant blieb und sie dann
in den folgenden 5 min immer wieder anstieg, wobei nach jedem Maximum auch ein
Minimum folgte. Ab dieser Zeit ging die Spannung wieder auf den Ausgangswert
zuriick. Dieser Wert wurde bis zum Ende der Messung beibehalten. Dies deutete darauf
hin, dass die DNA-Fragmente alle das ,,Detektionsfenster” der Kapillare passiert haben.

Die in Tab. 4.6.2 angegebenen Werte zu den entsprechenden Zeiten wurden erhoben.

Zeit [min] Spannung [mV]

0bis 15 - 0,06
_ ' Tab. 4.6.2: Gemessne
15 bis 20 +0,2 bis + 0,8 | Maximalwerte fiir die
20 bis 50 -0,06 Spannung wihrend der

CE

4.6.2 Dritter Versuch einer Kapillarelektrophorese

In der Hoffnung, eine bessere Auflosung der Fragmente erreichen zu kénnen, indem
man das Spannungsfeld deutlich erniedrigt und somit auch die Dauer der Trennung
erhoht, wurde die CE ein drittes Mal gestartet. Diesmal dauerte die elektrokinetische
Injektion nur 8 Sekunden, was dazu beitragen sollte, dass die DNA-Teilchen von einem
Punkt aus starteten. Bei zu langer Injektionszeit ist ndmlich die Gefahr gegeben, dass
die zuerst injizierten Fragmente bereits deutlich weiter in die Kapillare vorgedrungen
sind. Dies fiihrt zu einer deutlich schlechteren Auflosung. Da bei der Injektion von nur 8

Sekunden auch die Konzentration der Fragmente kleiner sein musste, wurde bei dieser
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Messung der 1000-MQ-Widerstand eingeschaltet. Auch mit diesem Widerstand konnte
man die Strahlung des Lasers erkennen. Ohne Laser lag die gemessene Spannung bei
— 1,10 mV. Mit eingeschaltetem Laser wurden immerhin — 0,4 mV gemessen.

Da sich auch diesmal die Verdnderungen der Spannungswerte sehr schnell einstellten,
habe ich immer nur die Zeitpunkte der Maxima und deren Werte aufschreiben kdnnen.
Zwischen diesen in Tab. 4.6.3 aufgelisteten Maxima wurden stets Minima mit — 0,3 mV
bis — 0,4 mV erreicht. Erfreulicher Weise war die Zeit bis zur ersten Spannungs-
erhohung etwa dreimal so lang wie beim vorherigen Durchlauf. Dies entspricht dem
Verhiltnis der angelegten Spannungen von 10.000 Volt bzw. 3000 Volt. Auch die Zeit,
in der Maxima zu erkennen waren, war mit 17 Minuten etwa dreimal so lang wie bei
10.000 Volt. Des Weiteren ist die Detektorspannung danach wieder auf ihren Ausgangs-

wert zurlickgegangen.

Die in Tabelle 4.6.3 aufgeschriecbenen Werte fiir die Spannung wurden zu den

angegebenen Zeiten gemessen.

Zeit Zeit
min , sec Spannung [mV] min , sec Spannung [mV]
0 ! 0 - 04 56 ! 20 0,0
47 + 30 +0,4 57 1 00 0,0
48 1 10 +0,4 59 1 00 0.1
49 1 30 +0,4 60 ' 10 015
50 115 +0,3 62 1 30 -0,2
50 ! 30 +0,3 64 ! 00 202
52 1 00 +0,3 65 | 50 - 0.4
54+ 00 +0,2 -
54} 45 +0,1 76 1 00 -0,4

Tab. 4.6.3: Gemessene Spannungen beim dritten Durchlauf einer CE; an-
gegeben wurden jeweils nur die erhaltenen Maxima zu den gegebenen
Zeiten. Die Minima mit ca. — 0,3 mV befinden sich jeweils dazwischen.

Diese beiden Durchldufe einer CE waren nun Indiz genug, dass die erhobenen Werte
keine Zufallswerte waren. Es war demnach klar, dass sich die DNA-Fragmente in
diesem Konzentrationsbereich mit dieser Apparatur detektieren lassen. Um die Signale
der fluoreszierenden Farbstoffe an den verschieden langen DNA-Fragmenten besser
unterscheiden zu konnen und um deren Abstinde voneinander zu erkennen, war die

Messung mit dem Voltmeter allerdings nicht mehr sinnvoll bzw. ausreichend. Aus
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diesem Grund wurden die Daten mit einem Computer aufgenommen und mit diesem

graphisch dargestellt.

4.7 Umwandlung analoger in digitale Werte

Das Ziel war nun, wihrend der Durchfiihrung einer CE, stindig den Wert fiir die
gemessene Detektorspannung gegen die Zeit aufzutragen. Dazu werden die Werte fiir
die Spannung iiber ein Flachbandkabel zu dem speziell dafiir angeschafften Rechner
geleitet. In dem Rechner wurde ein AD-Wandler der Firma MEASUREMENT
COMPUTING eingebaut, der die ankommenden Analogwerte in digitale Werte
umwandelt. Zusatzlich wurde eine Software der Firma SoftWIRE installiert, mit deren
Hilfe man ein Programm zusammenstellen konnte, um diese Digitalwerte in eine Kurve
eines Koordinatensystems zu iibertragen.

Das Programm kann gestartet werden und zeichnet fortlaufend in definierbaren
Zeitabstinden die Werte fiir die gemessene Spannung auf. Die Aufzeichnung kann
jederzeit unterbrochen werden. Die entstehende Kurve kann man wihrend der Messung
beobachten, sie wird jedoch dariiber hinaus auch gespeichert. Die gespeicherten Werte

konnen mit dem Excel-Programm gedffnet und weiter verarbeitet werden.

Das erste Problem war, dass die gemessenen Spannungen im Millivolt-Bereich lagen.
Der AD-Wandler hat fiir so kleine Werte jedoch kein ausreichendes Auflosungs-
vermdgen. Deshalb wurde ein Verstirker mit dem Verstidrkungsfaktor 1000 zwischen-
geschaltet, um in den Grofenbereich von Volt zu gelangen.

Nun ergab sich aber das nédchste Problem, denn bei gleich bleibender Spannung erhielt
man anstelle eines geraden Striches eine Sinuskurve mit einer Amplitude im
GroBenbereich von 0,4 Volt. Dieses starke Rauschen hitte jedoch eine sinnvolle
Messung unmoglich gemacht, denn das zu erwartende kleine Signal wiren darin
verschwunden. Es wurde deshalb die Elektronik mit einem Eisenblech ummantelt,
sodass diese nun besser gegen elektromagnetische Strahlung geschiitzt ist. Auch wurde
die zusitzliche 1000-fache Verstirkung in diese geerdete Metallhiille eingebaut. Die
Amplitude der Sinuskurve verkleinerte sich durch diese MaBnahmen auf einen
Groflenbereich von 0,1 Volt. Die aus diesem Grund bereits von Schwabe vor-
genommene Auskleidung der Kiste um die Elektronik mit Aluminiumfolie erwies sich

demnach als unzureichend.
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Fiir diesen Umbau musste die Elektronik jedoch ausgebaut werden. Um die Si-Diode
danach wieder richtig zu justieren, wurde eine Kapillare mit einer ROX-Farbstofflosung
befiillt. Dazu wurde eine geséttigte Losung hergestellt, aus ca. 1 mg ROX in 1 mL
HPLC-Wasser. Diese Losung wurde dann um das 1000-Fache verdiinnt. Diese
Konzentration reichte aus, um bei richtiger Justage der Diode eine Spannung von
ungefdhr 7 Volt zu messen. Danach musste die Kapillare natiirlich gegen eine saubere
ausgewechselt werden. Ob diese jedoch in exakt derselben Stellung eingebaut wurde,
wie die Kapillare zum Justieren, kann nicht garantiert werden. Leider hat das Justieren
aber gezeigt, dass bereits kleinste Verdnderungen der Einstellung einen gro3en Einfluss

auf die gemessene Spannung haben.

4.8 Kapillarelektrophorese mit dem Computer
Der Durchlauf der CE erfolgte in bekannter Weise; mit dem einzigen Unterschied, dass
die Werte nun iiber den Computer direkt in eine Funktion umgewandelt wurden, welche

in Abb. 4.8.2 zu sehen ist.

In die Abbildung wurde von mir nachtriglich die Zuordnung der DNA-Fragmente zu
den passenden Peaks in blau eingezeichnet. Die angegebene Ziffer steht dabei fiir die

Anzahl der Basenpaare, aus der die einzelnen Fragmente bestehen.

Der fiir die Messung verwendete Size-Standard der Firma Applied Biosystems enthielt

die DNA-Fragmente, wie in Abb. 4.8.1 angegeben.

Langen der DNA-Fragmente angegeben in Basenpaaren:

50 bp, 60 bp, 90 bp, 100 bp, 120 bp, 150 bp, 160 bp, 180 bp, 190 bp,
200 bp, 220 bp, 240 bp, 260 bp, 280 bp, 290 bp, 300 bp,

320 bp, 340 bp, 360 bp, 380 bp, 400 bp”

Abb. 4.8.1

7 [Vgl.: ROX 400: Size Standard Peaks, 2004]
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Abb. 4.8.2: Erhaltene Werte fiir die Spannung wéhrend einer CE mit ROX-Size-
Standard. Die zeitlichen Messabstéinde betragen jeweils 2 Sekunde. Injektionszeit: 8
Sekunden; angelegte Spannung wéhrend der CE: 10 kV; Verdiinnung des ROX-Size-
Standards: 1:40.

In Abb. 4.8.3 ist zum Vergleich ein Spektrum des ROX-Size-Standards abgebildet, wie
es von der Firma ,,BJ-Diagnostik* Gieen mit ihrem Analysegerit aufgenommen wurde.
Es ist deutlich zu erkennen, dass das Rauschen viel kleiner ist als in Abb. 4.8.2 und sich
sichtbar grofere Abstinde zwischen den Peaks befinden. Das Auflosungsvermdgen

unserer Apparatur ist demnach noch verbesserungswiirdig.

Anstelle der Zeit ist in Abb. 4.8.3 auf der x-Achse nur die GroB3e der DNA-Fragmente in
Basenpaaren (bp) angegeben. Zeitangaben wiren auch nicht vergleichbar, denn die
Firma ,,BJ-Diagnostik* verwendet diinnere Kapillaren mit einem Innendurchmesser von
50 um und nicht 75 um sowie ein anderes Gel. Die Kapillare ist im kauflichen
Analysegerit ca. 10 cm langer und wéhrend der CE wird eine Spannung von 15 kV

angelegt und nicht nur eine Spannung von 10 kV, wie bei unserer Apparatur.
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Abb. 4.8.3: Vergleichsspektrum des ROX-Size-Standards. Gemessen und aufgezeichnet
mit dem Analysegerit ,,ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer”. In schwarz: Zuordnung
der DNA-Fragmente zu den entsprechenden Peaks. Quelle: Firma ,,BJ-Diagnostik*
GieBen.

In Abb. 4.8.4 ist eine weitere Kurve zu erkennen. Diese stellt das Bild einer Original-
16sung dar, wie sie in selber Konzentration auch in der Firma ,,BJ-Diagnostik* Gielen
verwendet wird. Es handelt sich um eine DNA-Probe eines Mitarbeiters. Eine
Auswertung kann jedoch nicht vorgenommen werden, da mir die Zusammensetzung der
Losung nicht bekannt ist. Diese Probe enthilt neben dem Farbstoff ROX noch weitere
vier Farbstoffe. In wiefern diese Farbstoffe auch detektiert wurden, ist unklar. Der
riesige Peak im Bereich zwischen 800 sec und 900 sec nennt sich Primer Peak.”® Dieser
enthédlt nach Angaben einer Mitarbeiterin der Firma BJ-Diagnostik Gielen sdmtliche
Primer (kurze DNA-Bruchstiicke’’), die bei der im Vorfeld durchgefiihrten Verviel-
faltigung der DNA-Fragmente nicht verbraucht wurden.

6 vgl.: PRIMER PEAK, 2004]
7 [Vgl.: DHGP: Methoden, 2003, S. 1 f]
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Abb. 4.8.4: Erhaltene Werte fiir die Spannung wéhrend einer CE mit einer DNA-Probe.
Die zeitlichen Messabstdnde betragen jeweils 2 Sekunde. Injektionszeit: 8 Sekunden;
angelegte Spannung wihrend der CE: 10 kV

Um zu zeigen, dass man tatsdchlich voneinander unterscheidbare Signale erhdlt und wir
uns somit im Empfindlichkeitsbereich der kiauflich erhiltlichen CE-Apparaturen

befinden, habe ich diesen Primer-Peak abgeschnitten, wie in Abb. 4.8.5 ersichtlich.
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Abb. 4.8.5: Erhaltene Werte fiir die Spannung wéhrend einer CE mit einer DNA-Probe.
Die zeitlichen Messabstidnde betragen jeweils 2 Sekunde. Injektionszeit: 8 Sekunden;
angelegte Spannung wéhrend der CE: 10 kV
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4.9 Das Programm

Da sich bei diesem Programm sehr schnell etwas verdndern oder gar loschen lasst,
mochte ich das Programm in dieser Arbeit kurz beschreiben, sodass es jederzeit schnell
wieder erstellt werden kann. Eine Abbildung des zusammengestellten Programms sieht

man in Abb. 4.9.1.

Strip Chart

Der obere Button mit der Beschriftung Cmd ist der Startknopf. Mit dem unteren Cmd-

Save File

Dialog —> Write File

Abb. 4.9.1

Button lassen sich die Aufzeichnungen der Messungen beenden. Driickt man auf Start,

so beginnt die Messung und das gleichzeitige Speichern der Daten.

Das Symbol mit der Uhr ist der Timer. Mit diesem lésst sich beispielsweise einstellen,
in welchem Zeitintervall die Daten erhoben und eingezeichnet werden sollen. Bei den
Funktionen in den Abbildungen 4.8.2 bis 4.8.4 wurde der Timer so eingestellt, dass alle

500 Millisekunden ein Spannungswert aufgenommen wurde.

Als nichstes folgt der so genannte Al Read. Hiermit wird die Karte eingestellt, von der
die Daten kommen, sowie die Kanile, liber die die Daten flieBen. Aullerdem kann das
Auflosungsvermogen verstellt werden. Es wurde Karte 1 gewéhlt mit dem Namen PCI-
DAS1000, sowie Kanal 0. Es wurde das geringste Auflosungsvermdgen gewihlt, sodass

Werte zwischen -10 Volt und +10 Volt gemessen werden konnen.

Die so verarbeiteten Daten gelangen schlieflich zur Strip Chart. Damit werden die

Daten in ein Koordinatensystem eingezeichnet.

Die beiden unteren Symbole nennen sich Save File Dialog und Write File. Mit ihnen
lassen sich die Daten speichern, um die Dateien spiter mit Excel 6ffnen und bearbeiten

zu konnen.
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4.10 Zusammenfassende Betrachtung der durchgefiihrten Versuche

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass es mit dieser Arbeit gelungen ist, die
bereits von Schwabe fertig gestellte Apparatur so weit zu entwickeln, dass es nun
moglich ist, die Fluoreszenzfarbstoffe an den DNA-Fragmenten zu detektieren und
dadurch deren Trennung aufzuzeigen. Es ist sogar gelungen, im Konzentrationsbereich
zu arbeiten, wie dies auch in dem im Handel erhiltlichen Analysegerit ,,ABI PRISM ®
310 Genetic Analyzer” der Firma ,,Applied Biosystems* geschieht. Dies alles war zu
Beginn dieser Arbeit noch nicht méglich und konnte auch erst nach der Uberwindung

vieler Schwierigkeiten erreicht werden.

Um zu tberpriifen, ob der Laser tatsdchlich nur Licht im Wellenldngenbereich von
530 nm emittiert, wurde das Laserlicht mit dem Spektrometer untersucht. Dabei stellte
sich heraus, dass der Laser zusédtzlich Licht bei 808 nm emittiert, was bereits Schwabe
erkannt hatte und erkldren konnte. Dieses Licht stammt aus dem im Lasermodul
enthaltenen Halbleiterlaser. Zusétzlich wurde jedoch ein sehr groBes Signal bei 1064 nm
entdeckt, siche Abb. 4.2.1. Fiir die Herkunft dieses Signals gab es zwei Theorien. Zum
einen konnte die Strahlung ebenfalls aus dem Lasermodul stammen, was bauartbedingt
durchaus wahrscheinlich war. Andererseits konnte es sein, dass das Spektrometer bei
dieser Wellenlidnge die Strahlung in zweiter Ordnung anzeigte. Die Messungen fiihrten
jedoch erstmal zu Verwirrung. Es wurde namlich ein Filter eingesetzt, der das Laserlicht
bei 532 nm wegfilterte. Dennoch war ein deutliches Signal bei 1064 nm zu erkennen.
Damit schien die Annahme richtig, dass es sich tatsdchlich um emittiertes Licht aus dem
Laser handelte. Es hdtte ndmlich das Signal bei 1064 nm mit diesem Filter nicht mehr
auftreten diirfen, wenn es sich um die zweite Ordnung gehandelt hitte. Doch beim
Einsatz eines Filters, der das Licht der Wellenldnge 1064 nm nicht durchlisst, wurde
das Signal nur unwesentlich kleiner als ohne Filter. Demnach konnte es sich bei dem
Signal auch nicht um Strahlung bei 1064 nm handeln. Bei genauer Uberlegung und
unter Bezugnahme einiger weiterer Spektren, war das Problem schlielich doch
erklarbar. Das Signal setzt sich sowohl aus der Strahlung in zweiter Ordnung als auch
aus tatsdchlich existierendem Licht bei 1064 nm in erster Ordnung zusammen. Dieses
Ergebnis war fiir den Fortlauf des Experimentes unproblematisch, denn das Licht bei
1064 nm konnte weggefiltert werden. Das Licht in zweiter Ordnung sollte uns nicht
storen, denn im Weitern sollte anstelle des Spektrometers eine Siliziumdiode verwendet
werden, um die Fluoreszenz des Farbstoffes zu detektieren. Damit existiert dieses Signal

fiir uns nicht. Aullerdem gab es noch einen breiten, wenn auch vergleichsweise
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niedrigen Signalberg im Bereich zwischen 550 nm und 900 nm, wie beispielsweise in
Abb. 4.2.9 zu erkennen ist. Auch dessen Herkunft war zu Beginn der Arbeit noch vollig
ungeklirt. Erst sehr spdt habe ich feststellen konnen, dass es sich dabei um die Fluores-
zenz des orangefarbigen Filters der Firma ,,Melles Griot“ handelte. Dieser wurde
daraufhin gegen zwei nicht fluoreszierende Bandpassfilter der Firma ,,Thorlabs*
ausgetauscht. Ein weiteres Problem war die richtige Positionierung des Silizium-
Detektors. Dies war nicht ganz einfach. Einerseits musste ich im Dunklen arbeiten, um
tiberhaupt eine eventuell messbare Fluoreszenz zu erkennen, andererseits war auch gar
nicht klar, ob die geringe Anzahl fluoreszierender Farbstoffe iiberhaupt ausreichen

wiirde, um diese durch eine erkennbar hohere Spannung sichtbar zu machen.

Es sollte auch immer auf &duflerste Sauberkeit der Kapillare geachtet werden. Ich hatte
ndmlich zunichst nicht beachtet, dass schon kleinste Verschmutzungen auf der
Kapillare so stark fluoreszieren, dass die geringe Fluoreszenz der Farbstoffe unter

diesem starken Signale verschwindet.

Nachdem es endlich gelungen war, durch Messungen mit dem Si-Detektor die Fluores-
zenz des Farbstoffes wihrend einer CE zu erkennen, musste ein Computer angeschlos-
sen werden, der die Analogwerte in Digitalwerte umwandeln kann. Dazu habe ich — mit
Hilfe der Software der Firma Soft WIRE — ein Programm erstellt, mit dem man die
erhaltenen Digitalwerte in einer Funktion der Zeit graphisch darstellen konnte. Da das
Auflésungsvermogen des AD-Wandlers jedoch nicht hoch genug war, musste das
Signal um den Faktor 1000 verstirkt werden. Mit diesem zusétzlich eingebauten
Verstiarker wurde das Rauschen jedoch so groB3, dass das kleine Signal der Farbstoff-
fluoreszenz darin verschwunden wére. Durch eine Zusitzliche Abschirmung der
Elektronik mit einer Eisenummantelung konnte dieses Rauschen jedoch ausreichend
reduziert werden. Nach der wiederholten Justierung der Siliziumdiode, wurden
schlieBlich brauchbare Abbildungen der gemessenen Spannung, aufgetragen gegen die
Zeit, erhalten. Aufgrund der mangelnden Zeit, musste eine Weiterentwicklung der
Apparatur ausbleiben. Wie es eventuell weitergehen konnte, wird in Kapitel 5

beschrieben.
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5 Ausblick und personliche Einschatzung

Mit dieser Arbeit wurde belegt, dass es mdglich ist, mit unserer Apparatur eine
Trennung der Nukleinsduren nach der GroBe zu erhalten und diese iiber die relativ

einfache Optik und Elektronik sichtbar zu machen.

Das eigentliche Ziel, die Erstellung eines neuen Praktikumsversuchs, ist dabei meines
Erachtens jedoch nur mit Nichten gegliickt. Es stellt sich fiir mich die Frage, ob dies
iiberhaupt ein sinnvoller Versuch im Chemiepraktikum darstellen kann, denn die
Chemikalien sind allesamt sehr teuer und konnen bei Zimmertemperatur nur unzu-
reichend lange gelagert werden. Werden das Polymer und die Pufferldsung jedoch nach
jeder Durchfiihrung wieder entnommen, um beides in den Kiihlschrank zu stellen, geht
zwangsldufig jedes Mal ein relativ grofer Teil der Chemikalien verloren. AuBlerdem
miisste die Apparatur dann auch umgehend gereinigt werden, damit nichts antrocknet.
Bei der Neubefiillung mit dem Polymer vor Beginn eines Praktikumsversuchs, kann es
bei Unachtsamkeit sehr leicht passieren, dass sich in der Apparatur kleine Luftblasen
bilden, die eine CE unmoglich machen. Auch miissen relativ groBe Krifte beim
Befiillen eingesetzt werden. Die Apparatur hingegen erscheint mechanisch nicht sehr
stabil. Sinnvoll wire es meines Erachtens, den Block, an dem das Gel in die Kapillare

gepresst wird, von unten zusétzlich abzustiitzen.

Die Elektronik ist so empfindlich, dass die Apparatur immer erst eine Stunde einge-
schaltet sein muss, bevor mit ihr Messungen durchgefiihrt werden koénnen. Dies liegt an

der groflen Verstirkung.

Ein ebenfalls nicht gelostes Problem wurde bereits in Kapitel 4.7 genannt. Schon
kleinste Verdanderungen der Position des Silizium-Detektors haben enorme Auswir-
kungen auf die Anzahl der detektierten Photonen. Diese Positionierung kénnte zwar
stets beibehalten werden, doch bei jedem neuen Einbau einer Kapillare verdndert sich
die optimale Position des Detektors minimal. Die Kapillare biegt sich nimlich beim

Einspannen immer etwas nach oben und dies in unterschiedlichem MaB.

Sollte tatsdchlich Interesse daran bestehen, diese Apparatur ,,praktikumsfihig zu
machen, wiirde ich als erstes versuchen, das Polymer selbst kostengiinstig herzustellen
und zwar in relativ groBen Mengen, um danach viele Versuchsreihen durchfiihren zu
konnen, ohne mehrere hundert Euro investieren zu miissen. Es miisste z.B. ausprobiert

werden, wie sich die Auflosung der verschieden groen DNA-Fragmente verdndert

77



bzw. verbessert, wenn man die Injektionszeit verkiirzt und stattdessen das angelegte
Feld wiéhrend der Injektion erh6ht. Unser Hochspannungsgerit kann allerdings lediglich
10 kV Spannung erzeugen.

Als nichstes wiirde ich die Apparatur so verdndern, dass sich die Diode in alle drei
Raumrichtungen verstellen ldsst, ohne dabei die Kiste, in der sich die Elektronik
befindet, 6ffnen zu miissen. So lie3e sich bedeutend leichter ein idealer Punkt der Diode
finden, um die Photonen zu detektieren. Ich bin mir ndmlich nicht vollkommen sicher,
ob ich tatsdchlich die beste Position der Diode gefunden habe. Weiterhin sollte die
Fithrung der Kapillare so verdndert werden, dass sich bei ihrem Wechsel ihre Position
nicht verdndert. Vielleicht sollte dariiber nachgedacht werden, die Diode gegen eine
andere mit groBerer Detektionsfliche auszuwechseln. Wahrscheinlich wiirde sich da-
durch aber das Rauschen noch erhdhen. Auch das Problem mit der Befestigung der
Spritze zum einpressen des Polymers in die Kapillare ist noch nicht hinreichend gut
gelost. Die Gefahr, dass diese abbrechen konnte, ist nach wie vor gegeben. Eine

Ersatzspritze hielte ich in jedem Fall fiir anschaffenswert.

In Abb. 5.1 ist der Anodenblock der Apparatur abgebildet. Wenn man die Kapillare mit
Gel befiillen mochte, muss man gleichzeitig den Stopfen herunterdriicken, damit das
Gel nicht in diese Richtung heraus flieBen kann. Man muss den Stopfen jedoch mit so
viel Kraft herunterdriicken, dass dies mit der Hand kaum moglich ist. Es wire sinnvoll,
eine Art Schraubzwinge zu konstruieren, um mit dieser wéihrend der Befiillung mit dem

Gel, den Stopfen herunter zu driicken, um die Offnung somit zu verschlieBen.

Abb. 5.1: Anodenblock der
CE-Apparatur
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6 Firmenliste

Nennung aller von mir neu eingefiihrten Gerédte und Chemikalien.

1.

Filter:

Thorlabs GmbH; Gaussstralle 11; 85757 Karlsfeld; Tel.: 08131-5956-0; Fax:
08131-5956-99; Homepage: http://www.thorlabs.com; Artikelnummern: FB530-
10 / FB600-40; Preis zum Kaufdatum: 85,80 Euro + Mehrwertssteuer, 88,00

Euro + Mehrwertssteuer.

Photodiode:
HAMAMATSU Photonics Deutschland GmbH; Arzberger Strale 10; 82211
Herrsching; Tel.: 08152-375-0; Fax: 08152-2658; Homepage:

http://www.hamamatsu.de; Artikelnummer: S-2386-18K; kostenloses Muster.

Computerzubehor:
ALTERNATE Computerversand GmbH; Philipp-Reis-Strafle 9; 35440 Linden;
Tel.: 06403-90503700 oder: 0180 5-905040: Fax: 0180 5-905020; Homepage:
http://www.alternate.de

e Prozessor: AMD Athlon XP 2600+ : 87,00 Euro

e Mainboard: MSI KT 4AV-L: 56,00 Euro

e Arbeitsspeicher: Infineon DIMM 512 MB: 92,00 Euro

e Gehéiuse: PC-CASE A-330: 44,00 Euro

e Festplatte (IDE): Hitachi HDS722540VLAT20: 54,00 Euro

e (rafikkarte: Asus A7000/T: 36,00 Euro

e (CD-ROM-Laufwerk: Sony CDU 5211: 16,00 Euro

e Maus: Logitech WheelMouse S69 OEM: 12,00 Euro

e Tastatur: Keytronic KT-800: 11,00 Euro
e Kiihler: Sharcon Kiihler CUS3 3400+: 9,90 Euro
e Bildschirm: Samsung SyncMaster 957 DF 19R: 219,00 Euro
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4. Chemikalien:
Applied Biosystems  Europe; Tel.: 06151-9670-5335; Homepage:
http://www.appliedbiosystems.com/index.cfim;
e Puffer: 10x Genetic Analyzer Buffer with EDTA (25mL);
Produktnummer: 402824; Preis: 88.00 Euro.
e Polymer: 3100 Performance Optimized Polymer 4 (POP-4"") (7 mL);
Produktnummer: 4316355; Preis: 455 Euro.
e Kit: ROX-Size-Standard: GeneScan®-400HD [ROX]™;
Produktnummer: 402985; Preis: 405.00 Euro.
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