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Laser in Chemie und Biologie — vom Wasser stoffatom zum Genom
Jirgen Wolfrum, Heidelberg

Licht kann in vidfacher Weise mit chemischen Prozessen in Wechsdwirkung treten. Das
bekannteste Beispid ist die Photosynthese der Pflanzen. Daneben ist Licht und algemen
eektromagnetische Strahlung in @nem weten Welenldngebereich das wichtiggte Hilfamittd,
um Struktur, Eigenschaften und die Dynamik von Molekilen zu ermittn. Pionierarbeiten auf
diesam Gebiet ledete der Chemiker Robet Wilhdm Bunsen in Zusammenarbeit mit dem
Physker Gugav Kirchhoff in Hedeberg durch die Entwicklung der Spektrdanadyse in der
Mitte des vergangenen Jahrhunderts. Noch ganz unter dem Eindruck dieser neuen Entdeckung
schrieb Bunsen am 15. November 1859 an seinen englischen Freund Henry Roscoe [1]: "Im
Augenblick bin ich und Kirchhoff mit einer gemeinsamen Arbeit beschéftigt, die uns nicht
schlafen Iasst. Kirchhoff hat ndmlich eine wunderschone, ganz unterwartete Entdeckung gemacht,
indem er die Ursache der dunklen Linien im Snnenspektrum aufgefunden hat. Hierdurch ist der
Weg gegeben, die soffliche Zusammensetzung der Sonne und der Fixsterne mit derselben
Sicherheit nachzuweisen, mit welcher wir Schwefelsdure, Chlor u.sw. durch unsere Reagentien
bestimmen”. Eine wichtige Voraussetzung fir den Erfolg der Forschungsarbeiten war die
nichtleuchtende Gasflamme des Bunsenbrenners. In die heille Flamme dieses Brenners gab
Bunsen verschiedene Wasserproben, die er auf seinen Wanderungen gesammelt hatte. Auf diese
Weise gdang es, leuchtende Dampfe der im Wasser enthaltenen Saze zu erzeugen. Durch
Vorsetzen eines Spaltes vor die Flamme und Betrachtung des durch ein Prisma spektral zerlegten
Lichtes mit Hilfe eines Fernrohres auf einer Skala wurde von Kirchhoff die Mdoglichkeit der
quantitativen Analyse der Spektren geschaffen. So zeigt das Element Lithium rote, das Element
Natrium gelbe, das Element Kaium blaugrine Spektrallinien in der Flamme. Die sorgfdtige
Analyse von Spektrdlinien ermdglichte Bunsen die Entdeckung und Isolierung ener Reihe bis
dahin unbekannter Elemente, wie z. B. des Casiums, mit seinen kréftigen blauen (lat. "caesius')
Linien im Spektrum. Durch die stirmische Entwicklung der Lasertechnik in der zweiten Héfte
des vergangenen Jahrhunderts ist es nun moglich geworden, in einer Bunsenbrennerflamme nicht
nur das Eigenleuchten zugesetzter chemischer Substanzen zu beobachten, sondern auch die
wéhrend der Verbrennung nur sehr kurzzeitig auftretenden chemisch instabilen Tellchen mit
Laserlicht zum Aufleuchten zu bringen und damit Einblick in den mikroskopischen
Reaktionsablauf in der Flamme zu erhaten [2].
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Neben seiner egenen Biochemie gehdrt die Vebrennung zu den dtesten chemischen
Prozessen, denen dch der Mensch bedient und ohne die man sch sdne Exigenz nicht
vorgdlen konnte. Nachdem Prometheus der Menschheit das Feuer brachte, schickte Zeus
nach der griechischen Sage jedoch Pandora mit ihrer berihmten Blchse. Das wird heute
immer deutlicher. Derzeit werden durch die Erdbevdlkerung von sechs Milliarden jahrlich
fossle Energievorrdte verbraucht, die sch in ewa ener Million Jaren gebildet haben. Die
hierbei entstehenden Schadgtoffe flhren zu unerwiinschten Veranderungen in der Atmosphére
und Biosphédre der Erde. Auch das freigesetzte CO, wird nur reativ langsam wieder aus der
Atmosphére entfernt. Trotz dler Bemihungen um dternative Energiequellen berunen  immer
noch 80-90 % der Wedtenergieversorgung auf der Nutzung von Verbrennungsprozessen.
Durch rasches Handeln bel der Optimierung von technischen Verbrennungsprozessen konnen
langfritige Folgen noch abgemildet werden. Die Entwicklung umwdtfreundlicher und
effizienter neuer Verbrennungsverfahren kann jedoch kaum noch wir bisher auf Uberwiegend
empirische  Weise  durch
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sen zusammenzusetzen und daraus die sichtbaren Wirkungen abzuleiten. Auf diese Wese is
es moglich, die Bildung von Schadsoffen oder den unvollgéndigen Ablauf der Verbrennung
von den Ursachen her zu erkennen und aufgrund dieser Kenntnisse mit Hilfe mathematischer
Moddle rationde Wege =zu optimden Losungen zu finden. De Einstz der
L aserspektroskopie erlaubt nun sowohl eine Uberpriiffung diesser Modellvorhersagen ds auch
direkte Einblicke in die mikroskopische Dynamik der wahrend der Verbrennung ablaufenden
chemischen Elementarresktionen (Abb. 1).
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Beigoid Daen fir die Elementaresktion CO+OH® CO,+H [3]. Die in deratigen
Experimenten  gewonnenen  Arrhenius-Parameter  der  Geschwindigkeitskoeffizienten  enthaten
jedoch nur wenig Informationen Uber den mikroskopischen Resktionsablauf und sind damit
fur den ddallieten Vergleich mit theoretischen Vorherssgen weniger geeignet.  Hierzu
missen Untersuchungen au3erhab des thermischen Gleichgewichtes mit  zustandssdaektierten
Reaktanten ausgefiiht werden. Bel diesen Experimenten konzentriet man sch z. Zt. auf
ausgewahite Elementarschritte von herausragender Bedeutung. Diese lassen sch durch ene
Empfindlichkeitsandyse [4] der Geschwindigketskoeffizienten des in Abb. 2 dargestelten
kinetischen Systems ermitteln. Dabel zeigt sch, dass wichtige makroskopische Eigenschaften
des Verbrennungsvorgangs, z. B. die Ausbreitungsgeschwindigkeit einer Hammenfront und
die lokale Energiefreisstzung, von den relativ einfachen Elementarschritten, wie z. B.
H+O,® OH + O
CO+OH® CO,;+H
kontrolliet  werden. In Abb. 4 ig schematisch ene Anordnung zur zustandsspezifischen
Untersuchung diesr Resktionen gezeigt. Durch Photolyse von Haogenwasserstoffen und

Abbildung 4

H.O, mit Hilfe von Excimerlasarn konnen Wasserstoffatome (H) und Hydroxylradikae (OH)
mit definieter Trandationsenergie erzeugt werden. Der  zudandsspezifiscche und  zet-
afgdosde Nachwes der erzeugten Radikde bzw. Atome mit Hilfe der laserinduzierten
Fluoreszenzspektroskopie (LIF-Spektroskopie) erlaubt die Untersuchung der Reaktionen
unter Einzdgofdedingungen. Eine Moddlierung der Reaktionsdynamik kann dann enmd
durch Anwendung der Quantenmechanik Uber die Losung der zeitabhdngigen Schrédinger-
Glechung in dre Raumdimensonen oder durch schrittweise Integration der klassschen
Bewegungsgleichung der Atome auf den ab initio berechneten Potentidhyperfléachen
erfolgen.
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Bindungsbruches  unter  dem
Einfluss der Neubildung ener chemischen Bindung beobachtet werden kann [5]. Das
Uberraschende Ergebnis ist, dass die experimentdlen Werte fir den Andgieg der
Resktionswahrscheinlichkeit  mit  hoherer  Stolenergie der Teillchen  sowohl  mit  den
klassschen wie auch mit den quantenmechanischen Berechnungen sehr gut Ubereingimmen.
Dies last dch wahrscheinlich durch einen Doppelfehler bei der klassschen Rechnung
eklaen. Die klasssche Behendlung unterliegt nicht den Beschrdnkungen durch die
Nullpunktsenergie berticksichtigt aber anderersaits auch nicht den Tunneleffekt. Beide Fehler
heben sch offenbar zufdlig gerade auf.

Im technischen Verbrennungsprozess kommt es nun zu ener komplexen mehrdimensonden
und zatabhdngigen Wechsdwirkung  zwischen der groRen Zahl  von  chemischen
Elementarresktionen und verschiedenen Transportvorgdngen fir Masse, Impuls und Energie
[4] . Zur Erhthung der Geschwindigkeit des chemischen Umsatzes werden meist turbulente
Srémungen  eingesetzt.  Turbuente resktive Strdmungen lassen dch, in Andogie zum

Abbildung 5

laminaren Fdl, durch Losung der Erhdtungsgleichungen fir Masse, Impuls, Energie und
Tellchenmassen smulieren, doch it der Recheraufwand bel einer direkten numerischen
Smulation (DNS) aulerordentlich hoch. Zunédchst missen die kleingen Langenskden der
turbulenten Stromung bel der Ortsdiskretiserung aufgeost werden. Eine turbulente Strémung
kann man durch en Spekirum von Wirbeln dargellen, welches sch typischerweise Uber 3
Grolenordnungen erstreckt. Mit abnehmender Wirbelgroiie nehmen die
Gechwindigkeitsgradienten zu, s0 dass bel den kleinsten auftretenden Wirbeln die viskosen
Kréfte etwa den Traghdtskréften entsprechen. Fir die Beschrelbung der reinen turbulenten
Sromung  benttigt man daher zur Ortlichen Auflésung der  klengen  Strukturen
dreidimensionaer Probleme etwa 10° Gitterpunkte. Betrachtet man nun die resktive Strémung
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in einer Hamme, s0 snd neben den Erhatungsglechungen fir das Strdémungsfeld gekoppelte
Erhdtungglechungen fur dle an der Resktion betaligien Spezies zu 16sen. Sdbst b
einfachen Systemen, wie in der berdts betrachteten Erdgasflanme, sind dies (ber 107
zusitzliche Glechungen. Be chemisch komplexen Sysemen (wie z.B. der Verbrennung von
BezinLuft Mischungen im Ottomotor) bendtigt man  10%-10* Gldchungen.  Zur
Beschreibung des Ablaufs der chemischen Resktionen missen Zatschnitte in der
GroRenordnung von 107 7 Sekunden und Integrationszeiten im Bereich 107 bis 10 Sekunden
benutzt werden. Damit kommt man insgesamt auf 10" bis 10'® Rechenoperationen. Die
léstungsfahigsten  Pardlldrechner erreichen zur Zeit etwa 10' Rechenoperationen in der
Sekunde. Hinzu kommt, dass man in der Praxis meisg nicht an momentanen Strukturen,
sondern an globaen Ergebnissen, wie z.B. mittleren Temperaturen oder Zusammensetzungen,
interessiert ist. Damit solche Aussagen getroffen werden konnten, missten zahireiche direkte
numerische Smulationen flr verschiedene Eingangsparameter ausgefuhrt werden. Aul¥erdem
entsehen Probleme durch die Kopplung der Resktion mit der Turbulenz. Dies igt
hauptsachlich durch die grof3en Dichteénderungen wéahrend der Verbrennung bedingt, die das
Stromungsfeld maligeblich veréndern kdnnen.  Zusammenfassend 1ésst Sch fedtstdlen, dass in
den né&hgen Jaren dne praktikable mathematische  Beschreibung  technischer
Verbrennunggorozesse nur dann moglich is, wenn sowohl die Turbulenz ds auch die
chemische Resktion durch vereinfachte, jedoch in ihren Glltigketsbereichen klar beurteilbare
Modelle beschrieben werden konnen [6].

Der Motor im Laserlicht

1886 hat Carl Benz in ener kleinen Garage in Ladenburg bel Heidelberg das erste Automobil
gebaut. Er ware dcher Uberrascht, wenn er sehen wirde, wie seine Erfindung inzwischen das
Angesicht der Wdt verdndert hat. Nicht er selbst, sondern seine Frau Berta hat  mit ihren
beiden Sbhnen am 4. August 1888 die erste Automobilreise von Ladenburg nach Pforzheim
unternommen. Es gab keine Tankgelen, man musste an Apotheken anhdten, um Benzin zu
kaufen, die Vedopfung der Benzinlgtung wurde mit Hilfe von Bertas Hutnadd, ein
Kurzschluss in der dektrischen Anlage mit Hilfe enes Strumpfbandes besatigt. Immer noch
ig en Ende des Angieges der Verkehrsdichte in Deutschland, insbesondere im Hinblick auf
Erweaterungen der EG, nicht abzusehen. Aber neben den schtbaren Verdnderungen, sind es
insbesondere weniger direkt schtbare Wirkungen, die bedenklich simmen. Abbildung 6 zeigt
en solches Beagid, das ich den Heren Kollegen Fiedler (Karlsuhe) und Vol3 (Stuttgart)
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im Prozess sdbst Konzentrationen und Temperaturen mit hoher Zeit- und Ortsauflésung zu
bestimmen. In den Verbrennungsraum eingebrachte Sonden stdren dabel die Strémungs- und
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mit enigen Zentimegtern Hohe, aber typischewese nur enem hdben Millimeter Dicke
geformt. Dieses Lichtband regt die Telchen entlang des Querschnittes zu Fuoreszenz- und
Streuprozessen an. Das dabel  emittiete  Licht wird durch Filter separiet und  mit
bildverstarkten Kameras detektiert. Haufig werden dazu Excimer-Gadaser verwendet, deren
gepulster  Anregungssrahl  auch das Signdlicht nur fir kurze Zet auftreten l&sst. Dies
emoglicht die zetliche Separation des Signds von kontinuierlichen Strahlungsprozessen wie
beispidsweise dem Eigenleuchten der Hamme. Die sdektive Detektion bestimmter Spezies
wird durch Laser-induziete Huoreszenz (LIF) ermdglicht, wenn die Anregungswdlenlénge
in Resonanz mit einem dektronischen Ubergang des gewiinschten Molekiils ist. Dartiber
hinaus muss auch auf der Sete der Sgnddeektion mit Hilfe von Fltern ein spektraes
Fender zur Detektion genutzt werden, in dem nur die gewinschte Telchenat emittient.
Gerade be Hochdruckanwendungen, wie der motorischen Verbrennung, it es aufgrund der
spektrden Linienverbreiterung unerlésdich, sowohl bel der Anregung, as auch der Detektion,
auf maximae Sdektivitdt zu achten. Es gilt, ene geeignete Anregungsweleniange zu finden,
bel der zB. das Schadstoff-Molekil Stickoxid (NO) auch in Anwesenheit storender Spezies
(vor dlem Sauedoff und Kohlenwasserstoffe) unter Hochdruckbedingungen  selektiv
angeregt werden kann und die von enem Lasarsysem in auseichender Intenstét gdiefert
wird. Darliber hinaus muss ein geeigneter spekirder Bereich zur Detektion gefunden werden,
in dem Interferenzen durch andere Molekile und durch Streuprozesse ausgeschlossen werden.
Absorptionsspektren &hdern mit dem Druck ihre Form und damit éhdet sch auch die
goektrae Uberlappung von Laserprofil und Absorptiondinie. Fir eine Quantifizierung der
Huoreszenzintengtdten muss dieser Effekt genau bekannt sain, ebenso wie die Grerzen der
lineeren Signdabhangigkeit von der Anregungsntensté. Diese Daten konnten fir den
Nachweis von Stickoxid (NO) durch Untersuchungen an einem Hochdruckbrenner (100 bar)
gewonnen werden [7]. Dabe zeigte sich, dass die Detektion des zu kirzeren Welenldngen
verschobenen NO-Huoreszenzlichts  ("Anti- Stokes-Detektion”) den  storungsfreen  NO-
Nachweis nach Anregung der NO A-X (0,2) Bande im ultravioletten Spektrabereich erlaubt
[8]. Hierba werden OH-Inteferenzen vermieden, de  Sauerdoff-Einfluss  die
Kohlenwassersoff-Huoreszenz  und die Ramandreuung in  fetten Fammen weitgehend
unterdriickt, da bel diesen Prozessen Uberwiegend zu langeren Welenldngen verschobenes
Stre- und Huoreszenzlicht auftritt. Die Abschwéchung von Anregungs- und Signdlicht im
Brennraum durch Absorption kann detallliet untersucht und be der Signdauswertung
beriickschtigt werden [9]. Dieses NO-Detekionsschema wurde ersmas an einem optisch
zuganglichen Ottomotor eingesetzt und quantitetive, zweidimensonae
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Stickoxidkonzentrationsfelder gewonnen. Der Forschungsmotor der Firma DamlerChryder
(Abb. 7) gewédhrt optischen Zugang zum gesamten Vebrennungsaum. Auf  enen
Einzylindermotor (Hatz) i ene Verbrennungkammer mit quadratischem Querschnitt
aufgesetzt, deren Wande aus miteinander verklebten, 2 cm starken Quarzplatten bestehen. Der
Motor arbeitet nach dem Viertakt-Prinzip mit enem Kompressonsverhdtnis von 10:1. Die
Anordnung von Ventilen und Zindkerze ist oben in Abb. 7 zu sehen. Der Verbrennungsmotor
kan mit gasformigen und mit flissgen Brenndoffen betrieben werden und erzeugt unter den
hier untersuchten Betriebsbedingungen Spitzendriicke um 20 bar. Abb. 8 zegt ene
Gegentibergdlung der smultan aufgenommenen Einzdpulsmessung von quantitativen NO-
Konzentrationsverteilungen  und Temperaurfddern. Be Aufnahmen  (Detektionszeitpunkt
352° Kurbewinkd (KW),
12° KW nach Zindung)
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im Ottomotor Betriehsbedingungen  nach
O+N2—>NO +N Zundung ener  gochio-
N+0O02 — NO+O merichen (I = 1,0
Propan/Luft-Mischung - sind
.ﬁjﬁ"'d““. m Position der Mel3ebene Sarke Schwenkungen

) e Tea P gt 0 BT a5 | é gVentil a Ziundkerze
sowohl der raumlichen

BN o BN B e B Struktur  as  auch  der

2000

[ = )
(=] [éa] (=]

M] inresadwa )

o
&)

&
=
o
i<
=
X~
i<
o
=

[

-
o
=L
=
2
®
b=
=
[}
N
c
o
X7
o
p=4

Abstand zur Ziindkerze [cm]

0 20 0
1016 NO Molekiile/cm3 Temperatur [K]

Konzentration der NO-
Vertelung zu sehen. Dabe
folgt der Bereich, innerhadb dessen NO detektiert werden kann, deutlich der Zone hoher
Temperaiur, wie aufgrund des NO-Bildungsmechanismus nach Zeldovich [10], der die stark
temperaurabhangige Umsatzung des wéahrend der Vebrennung gebildeten  atomaren
Sauergoffs (O) mit dem Luftstickstoff (N2)

O+N2 ® NO+N

N+O, ® NO+O
beschreibt. Die NO-Konzentrationsvertellung zeigt in viden Falen innere Strukturen und
Inhomogentitéten, denen Andoga in der Tempeaurvertelung fehlen. Das  Stickoxid-
Konzentrationdeld dokumentiert aufgrund sainer  geringen  Bildungsgeschwindigkeit  die
Temperaturgeschichte der Flammenentwicklung.  Zonen, die im  Velasl der
Flammenaudbreitung kurzzeitig Uberdurchschnittlich hel3 waren, snd auch nach Ausgleich

der Temperaturinhomogenitdt an ener erhdhten NO-Konzentration zu erkennen. Dies wird

Abbildung 8
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besonders deutlich, wenn Profile der sSmultan ermittelten  NO-Konzentrations-  und
Temperaturfelder verglichen werden (Abb. 8). Es ist zu erkennen, dass die Temperatur hinter
der Hammenfront (innerhadb von weniger ds 5 mm) enen nahezu homogenen Wert um 2000
K bea Schwankungen um 100 K errecht. Gleichzatig durchlauft die NO-Konzentration en
augeprégtes Maximum in der Mitte des Brennraumes. Hier begann die FHamme ihre
Entwicklung, es sand dso fir die langse Zet die fir die NO-Bildung notwendige hohe
Temperatur zur Verfigung. Die glachzatig auftretenden starken Schwankungen der NO-
Konzentrationsvertellung und die NO-Konzentrationsspitzen lassen sch zum  Uberwiegenden
Antel nicht mit momentanen Temperaturmaxima korrdieren. Se dnd ene Folge von
Temperatur-und  Stromungsanhomogenitéten wahrend der Ausbreitung der  Flamme. Durch
detallliete Moddlierung und sorgfdtige Kontrolle  der Strémungs- und
Verbrennungsbedingungen im Motor (z.B. Abgasriickfihrung) sollte sch daher eine bessere
Homogeniserung und Absenkung der Temperaturvertellung und damit ene wesentliche
Reduktion der priméren NO-Bildung erreichen lassen. Abb. 9 zegt, dass inzwischen
experimentelle Ergebnisse und Moddlrechnungen, die im Rahmen ene europdschen
Zusammenarbeit mit der Firma Volvo (Schweden) an enem redidischen Otto-Motor erhaten
wurden, gut Ubereingimmen. Kirzlich gdang auch edmds die quantitative Bestimmung von
Stickoxidkonzentrationen  in - e@nem  seriennahen Dieselmotor  (DamlerChryder  [9)).
Insgesamt it der Betrag moderner Laserdiagnostik zur Beobachtung der Gemischerzeugung,
Zindung, Verbrennung und Schadgoffbildung insbesondere bel der Entwicklung moderner
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direkt einspritzender Otto- und Diesdmotoren mit geringem  Kraftsoffverbrauch  und
niedrigen Emissonswerten, nicht mehr wegzudenken.

M ullver brennung unter optischer Kontrolle

Ein weteres wichtiges Ziel moderner Verbrennungsforschung ist die Erarbeitung von Strategien
zur nachhaltigen Resourcenschonung und Minderung der CO,-Emissionen. Einen wichtigen
Beitrag kann hier die Entwicklung neuer Kraftwerkstechnologien mit hohem Wirkungsgrad in
Form der kombinierten Gas- und Dampfturbinensysteme (GUD) und der Aufbau von Anlagen mit
Kraft-Wéarme-Kopplung leisten. Auf diesem Wege kann auch der regenerative Energietrager
Abfal optima in die Energieversorgung eingebunden werden. Immer noch wird in Deutschland
ein Grofdeil des Mills einfach auf Deponien abgelagert. Daraus ergeben sich Geféhrdungen des

Extraktive Sensoren
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Sensor :
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%

400°C

Primarluft = Brennbett-
Temperaturverteilung

Sekundarluft

Abbildung10

Grundwassers, aber daneben auch noch ein weiterer negativer Umwelteffekt: Die organischen
Bestandteile des Abfalls wandeln sich nur tellweise in Kohlendioxid (COy), zu einem grof3en Tell
in Methan (CH,;) oder andere Kohlenwasserstoffe um. CH4 hat gegentiber CO, ein um einen
Faktor 28 hoheres Treibhauspotential. Es ist aso sinnvoller, diese organischen Bestandteile zu
verbrennen. In dem gegenwartig gultigen Kreidauf- Wirtschaftsgesetz wird die thermische
Entsorgung von Abfal unter Ausnutzung des Energieinhaltes auf die gleiche Stufe gestelt wie die
Wiederverwendung, so dass in Zukunft tber 30 Millionen Tonnen Ml thermisch entsorgt, d.h.
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verbrannt werden missen. Um eine Reduzierung des Abfalvolumens um bis zu 90 % und eine
wirksame Zersetzung organischer Komponenten zu erreichen, muss die Verbrennung vollstandig
sein. Ein besonderes Problem igt dabe die starke Inhomogenitét der Brennstoffe Mull,
Klarschlamm und Biomasse. Fir ein Minimum an Schadstofffreisetzung und eine Nutzung der
entstehenden  Reststoffe, z.B. der Schlacke im  Strallenbau, muss der gesamte
Verbrennungsprozess standig in einem optimierten Zustand betrieben werden. In Zusammenarbeit
mit der Firma Martin in Minchen wurde vom Physkalisch-Chemischen Ingtitut der Universitét
Heidelberg im Rahmen eines Projektes der Heidelberger Akademie der Wissenschaften ein neues
Konzept zur Feuerungsregelung von Millverbrennungsanlagen entwickelt (Abb. 10). Hierzu
wurde zunéchst eine Infrarot-Kamera an der Decke des Feuerraumes der Mllverbrennungsanlage
ingaliert. Mit Hilfe eines schmalbandigen optischen Filters kann die Kamera durch die Flammen
hindurch die Wérmestrahlung des brennenden Mills ungestort von der Strahlung heiler
Verbrennungsabgase oder der Emission von Ruld erfassen [11]. Ein Bildverarbeitungsprogramm
bestimmt aus den Infrarotaufnahmen momentane Temperaturvertellungen auf dem Brennbett. Die
schnelle Ansprechzeit des Kamerasystems erlaubt die Auflésung von Temperatur schwankungen,
die mit konventionelen Thermoelementen im Feuerraum nicht nachvollzogen werden kodnnen.
Die hildgebenden Eigenschaften der Infrarotkamera werden nun benutzt, um entsprechend den
jeweiligen Temperaturwerten die Verbrennungduft zwischen den enzelnen Rostbereichen so
umzuverteilen, dass eine Verglechmddgung des Verbremungsablaufs eintritt. Als Steuerung
wird dabel eine "fuzzy" Regelung eingesetzt. Hiermit konnen nicht nur zwei oder drei sondern
Hunderte von Parametern gleichzeitig erfasst werden. Dabel it es nicht notwendig, die
mathematisch-physikalischen Zusammenhénge im Detail zu kennen, sondern es wird eine der
menschlichen Sprache und Denkweise nahekommende “"unscharfe® Beurtellung {wie. z.B.
wenig/normal/vid) benutzt. Anschaulich ldsst dch das Vorgehen am Beispid des Verhatens
eines Autofahrers in der Kurve erlautern. Dieser handelt nicht nach dem Motto: drehe das
Lenkrad bel einem Kurvenradius von 187 m und einer Geschwindigkeit von 83 knm/Std. auf den
Winkd 16 Grad 23 Min. Er kennt auch nicht die mathematisch formemédige Darstellung der
momentanen Bewegung seines Automobils. Er handet vidmehr "fuzzy" nach dem Konzept:
kommt der StralRenrad zu nahe, dann schlage ich das Lenkrad noch ein Stick weiter ein.
Insgesamt erhdlt man durch Einsatz der Kamera verglichen mit konventioneller Anlagenfahrweise
verminderte Emissonen und eine Verbesserung der Schlackequalitét, so dass diese ohne
aufwendige Nachbehandlungsverfahren {wie z.B. energieaufwendige Einschmelzung) fir den
Einsatz im Stral3enbau geeignet ist. Der stabile und gleichméliige Verbrennungsprazess minimiert
die Schadstoffe im Abgas und vermindert auch deren Konzentrationsschwankungen, so dass die
nachgeschalteten Renigungsanlagen optima  arbeiten  konnen. Fur die wéahrend der

Mullverbrennung gebildeten Stickoxide konnen katalytische Verfahren eingesetzt werden, die
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jedoch enen hohen Invedtitionsaufwand erfordern (20 — 30 Millionen DM in  enem
Grofkraftwerk fur die Installation des Katalysators, der zudem nur eine begrenzte Lebensdauer
hat). Durch Einsatz von mathematischer Modelierung und Lasermesstechnik lassen sich
kostengiinstigere  nichtkatalytische Verfahren entwickeln. Ein  einfach zu handhabendes
Reduktionsmittd it Harnstoff ((NH2).CO)), der durch Hydrolyse in NHsz und CO, umgewandelt
werden kann. NH; liefert Uber die Elementarreaktionen
OH + NH3; ® H,0 + NH;
H+NH; ® H,+NH,
NH.-Radikale, die in nur wenigen gaskinetischen Stoen NO zu molekularem  Stickstoff
reduzieren.
NH; + NO ® N+ H,O
® N, + OH + H.
Dabei entstehen freie H und OH-Radikale, so dass sich in einer Kettenreaktion aus NH3; wieder
NH,-Radikale nachbilden konnen. Abb. 11 zeigt das Ergebnis einer numerischen Lésung des
Systems der gewohnlichen Differentidgleichungen fir die chemischen Elementarschritte bel
der Reduktion von NO durch Zugabe von Harngoff zusammen mit der agebraischen ideden
Gaggleichung fur die im Rauchgas nach der
Verbrennung  vorhandenen  Randbedingungen
(kongtante Temperatur und Druck). Unter
“ diesn Bedingungen entfdlt die Losung der
60 Impuls- und Energieerhdtungsgle chungen.
80 Man  ekent die Aushildung  enes
charakteristischen , Temperaurfensters®  fur die
10 700 800 900 1000 1100 nichtkatalytische sdektive Reduktion von NO.
Temperatur [*C] Bei tiefen Temperaturen (unterhab 750 °C) it
die Radikakonzentration im Rauchgas zu klen,
s0 dass keine NH;-Radikale zur Reduktion von NO gebildet werden konnen. Auf der
Hochtemperaturseite (ab ca. 950 °C) setzen die Oxidationsregktionen des NHs en, die be

(=}
=
o
©
S
{=2]
(2]
=
(@]
=}
X
>
©
(4}
02
@)
z

Abbildung 11

weiterer Temperaturerhthung zur  zuséizlichen Bildung von NO aus NHs; fihren. Bem
Einsatz des nichtkatdytischen Verfahrens muss jedoch gewdhrleiset sain, dass im Rauchgas
kein NHs; verbleilbt. NH; kann mit SOs, das ebenfals oft im Rauchgas vorhanden igt, zu
Ammoniumhydrogensulfat reegieren und as korrosver Fesdtoff audfdlen und die Anlagen
schédigen. Benutzt man zum NHs-Nachweis eine chemische Anadyse mit Absaugvorrichtung,
0 ehdt man lange Messzeiten (> 60 min), und es besteht die Gefahr von Fehlmessungen
auffgrund der langsamen Eingelung der Gas Oberflachen-Gleichgewichte fir NHs  und
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moglicher  heterogener  Resktionen.  Fir  ene  in-Stu-NHs-Konzentrationamessung  im
Rauchgaskand wurde deher auf der Basis dnes °CO0,-Wellenleiterlasers ein  Laser-
Mel3system entwickelt [12]. Durch Auswahl enes spektrden Fendters (geringe Absorption
von H,O und 2C0, im Rauchgas), Ausnutzung der Koinzidenz zwischen der *3C0,-Laserlinie
und der NHs-Absorptiondinie sowie Einsaiz der differentidlen Absorption kénnen NHs-
Konzentrationen von 1 ppm (10°) berihrungsfreé kontinuierlich nachgewiesen werden. Die
gegenlber einer chemischen Andyse wesentlich verkirzte Messzeit ermdglicht den Einsatz
des Gedes zur Regdung der Reduktionsmittedzugabe bea den sak  schwankenden
Verbrennungsbedingungen, wie se in Millheizkraftwerken vorkommen. Durch Uberlagerung
der Strahlung zweier Halbleiterlaser be 760 bzw. 812 nm ist in dnlicher Weise auch en
smultaner in-stu-Nachweis fir Sauerstoff und Wasser mit grol3er Genauigkeit und guter
Zeitauflosung (1 Sekunde verglichen mit einer Verzogerungszeit von ca 100 Sekunden bel
extraktiven Standardsensoren, s. Abb. 10) moglich. Mit den in Abb. 10 dargestellten optischen
Regdsysemen [13] lassen dch die Emissonen von Dioxinen und Furanen bel  der
Mullverbrennung auf unter 10 Pico(10'?)-Gramm pro Kubikmeter Rauchgas reduzieren.
Diessr Wert liegt um enen Faktor 10 unter der Menge, die aus ener einzigen Zigaette
kommt! Aber dieses Argument dlein kann die emotiondlen oder ideologischen Bedenken in
der Offentlichkeit meist nicht zerstreuen. Es miissen andere Ebenen angesprochen werden.
Als Mitglied einer Beratergruppe der Stadt Wien, in der nach enem Brand (an der faschen
Sdlel) in der Millverbrennungsanlage die Gefahr bestand, dass man die Anlage ganz
schlield, konnte ich miterleben, dass der egentliche Durchbruch in der dffentlichen
Akzeptanz nicht durch die technische Optimierung der Anlage, sondern durch die Umsstzung
der ba enem Besuch in Japan beobachteten Konzepte efolgte. In Jgpan nutzt man die
Abwéame der Mlllverbrennung zum Betrieb verschiedener Einrichtungen der kommunaen
Infrastruktur  wie etwa Schwimmbéder, Kindergarten, Seniorenwohnanlagen u.a Dadurch
betent in der  Offentlichkeét ene  deutlich  podtivere  Hatung  gegentiber
Millverbrennungsanlagen und jeder Stadtbereich bemiiht sch um ene solche Einrichtung.
Die entsorechende Losung der Stadt Wien zeigt Abbildung 12. Nach der &uferlichen
Geddtung der Anlage durch den Kingler Friedenseich Hundertwasser ist  diese
Verbrennungsanlage nun ein Teil der touristischen Attraktionen der Stadt Wien.
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Das einzelne Molekil im Laserfokus

Verglichen mit den Leidungen mechanischer und eektrischer Maschinen der  heutigen
Technik zeigt die Naur in Form der wédhrend der Evolution entwickdten ,,molekularen
Maschinen” wie man mit einem um Grolenordnungen reduzierten spezifischen Materid- und
Energieaufwand be gleichzetig geringem Plaizbedarf Uberlegene Losungen rediseren kann.
Da die optische Auflésungsgrenze eines guten Mikroskops bei ca. 500 Nanometern (500
Milliongd Millimeter) liegt, sdlt sch zunéchgt die Frage, wie man molekulare Maschinen
und einzene Molekile mit ener Grofee von wenigen Nanometern in Lésung Schtbar machen
kann? Elektronen oder Kraftfedd- Mikroskopieverfahren snd nur be ruhenden Proben
enstzbar. Eine degante Losung id, en zusiziches ,leuchtendes’ Molekil zu benutzen,
dessen Licht durch enen Detektor wahrgenommen werden kann. Als leuchtende Molekile
dienen Fabsoffe, die as Fuoreszenzmarker chemisch an das interesserende Biomolekdl
gekoppelt werden. Gute Huoreszenzfarbstoffe geben ihre Energie nahezu vollsténdig in
Form von Licht innerhab weniger Nanosekunden (10° Sekunden) an die Umgebung ab.
Dabe ist das vom Farbstoff abgegebene Huoreszenzlicht leicht rotverschoben, d. h. es
bestzt eine geringere Energie und kann somit spektra vom energiereicheren, kurzwelligeren
Anregungdicht  diskriminiet  werden. Wird zur effizienten  Huoreszenzanregung  von
Farbstoffen ein Laser verwendet, so kann man die schon in der Verbrennungsdiagnostik
bewdhrte  Laser-Induzierter-Fluoreszenz (LIF)-Spektroskopie  einsetzen.  Die  erde
efolgreiche Huoreszenzdetektion enes einzenen Molekils in Lésung gdang T. Hirschfed
im Jahre 1976 [14]. Er fokussete enen Lasarsrahl in ene LOosung, die in ene sehr
geringen Konzentretion hochmarkierte Proteine (jedes Proteinmolekdl war mit  80-100
Huorezenzfarbstoffen markiert) enthidt. Wenn enzelne Proteine zufdllig den Lasarfokus
aufgrund ihrer ,,Brownschen Molekularbewegung® (frele Diffusion) durchwanderten , konnte
Fluorezenzlicht der Farbstoffe mit einem empfindlichen Detektor regidtriet werden. Man
kann dch jedoch leicht vorgdlen, dass en deratig mehrfach markiertes Protein in seiner
biologischen Aktivitdt sark durch die Farbstoffmolekile beantréchtigt wird. In den
folgenden Jahren wurden daher neue Vefdiren zur Huoreszenzdetektion enzelner
Farbgtoffmolekile in Losung entwickdt und optimiert. Es zegte sSch schndl, dass die
Moglichket, en enzenes Farbgoffmolekil in Lésung zu detektieren, nicht so sehr ene
Frage der empfindlichen Detektion der Huoreszenzphotonen, sondern viemehr eine Frage
dar effizienten Unterdriickung des Hintergrundagnds id. Es gibt im wesentlichen dre
vaschiedene  Hintergrundsgnalquelen:  (a) dadtisch  gedreutes  Laserlicht  (Rayleigh-
Streuung) be der Lasarwelenlange, das sehr gut durch entsprechende Filter abgetrennt
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werden kann, (b) undagtisch gestreutes Laserlicht (Raman-Streuung), das proportiond zur
Anzahl der bedrahlten Lésungsmittedmolekile ist und nicht vollsdndig spektra  abgetrennt
werden kann, und (c) die Hintergrundfluoreszenz der Probe, die durch fluoreszierende
Verunreinigungen  oder  Autofluorezenz . (Moleklle, die ohne  Fuoreszenzmarker
fluoreszieren) verursacht wird. Es dauerte daher bis ca. 1990, ds es der Gruppe um R. A.
Kdler [15] in Los Alamos gdang, die Huoreszenz einzener Fabstoffmolekile beim
Durchtritt durch den Lasarfokus zu detektieren. Zur Steigerung des Signd-zu-Hintergrund
Vehdtnisses ba Einzdmolekllmessungen in Loésung hat gch in den letzten Jdhren die
,konfokae Huoreszenzmikroskopie® ds efolgreiche Technik etabliert. Hierbel wird der
Laserstrahl  beugungsbegrenzt Uber ein Mikroskopobjektiv in die Probe fokussert, das
resultierende Huoreszenzlicht wird mit dem gleichen Objektiv gesammdt, ré&umlich mit
Hilfe ener Lochblende gefiltet und auf enen hochempfindlichen Hablaterdetektor
abgebildet. Das resultierende Beobachtungsvolumen liegt hierbe im Berech von enem
Femtoliter (10"° Liter, dies entspricht eénem Wiirfd mit der Kantenldnge von einem
Tausendstel  Millimeter). In enem Femtoliter  befinden sch nur noch ca 10%°
Lésungsmitteimolekile, so dass der Betrag der Raman-Streuung gering gehdten wird.
Dieses geringe Beobachtungsvolumen eraubt die Detektion individudler Farbstoffmolekile
beim Arbeiten mit 10° bis 10! molaren Lésungen [16]. Wenn ein fluoreszierendes Molekill
nun den fokusserten Lasarstrahl aufgrund der Brownschen  Molekularbewegung
durchwandert, durchlduft es in Abhdngigkeit von der engedrahlten Laserintendtét eine
betimmte Anzahl von Anregungss und Emissonszyklen zwischen dem dektronischen
Grundzusand und dem erden edektroniscch angeregten Zustand. Die maximae Anzahl
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Radioaktivitat Markierungen: 2"-1

Farbstoffe

Wellenlange (2.)-p

Multiplexfarbstoffe
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Abbildung 13
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emittierter Photonen wird hierbel durch die Durchtrittszeit durch das Beobachtungsvolumen,
die Huoreszenzabklingdauer und die Huoreszenzquantenausbeute (Anzahl  emittierter
Photonen/Anzahl absorbierter  Photonen) des Huoreszenzfarbstoffes bestimmt.  Mit  einer
Veweldauer im Beobachtungsvolumen von ewa 1 Millisskunde konnen von enem
Farbstoffmolekil bel einer typischen optischen Detektionseffizienz von ca 1-2% wenige
hundert  Fluoreszenzphotonen as sogenannter |, Photonenschauer  (,Burst)  detektiert
werden. Die ldentifizierung der Farbgtoffe kann entweder aufgrund ihrer unterschiedlichen
Fabe (spektrd) oder aufgrund ihrer charakteristischen FHuoreszenzabklingdauer in
Kombination mit der Technik des zeatkorrdierten Einzephotonenzéhlens (TCSPC, time-
correlaed dngle-photon counting) efolgen. Hierbel wird ein  hochrepetierender, gepulster
Laser ds Anregungsquelle verwendet, dessen kurze Lichtpulse im Pikosskundenbereich (10
12 Sekunden) die Fluoreszenzfarbstoffe mehrere tausend ma pro Millisskunde anregen. Im
Experiment werden die zatlichen Absténde zwischen Lasarpuls und Detektion des
emittierten Huoreszenzphotons datitisch efast. Es resultiert eine  Fluoreszenzabklingkurve
im Nanosskundenbereich, die fir jeden Farbstoff eine andere Form oder Steilheit bedtzt. Mit
Hilfe enes ,Multiplexprinzips’, d. h. e@ner Kombination aus spektrder und zetaufgeOster
Information, kann die mit der klassschen radioaktiven Markierung nur madgliche jalnein
Identifizierung  bel Einssiz enes bindken  Codes adf  wesentlich  mer
Markierungamoglichkeiten erweitert werden [Abb. 13]. Benutzt man zur Unterscheidung
enzedner Fabgtoffmolekile en  Musererkennungsverfahren  [17] fir die  experimentel
beobachteten Fluoreszenzabklingkurven, so lésst
gch zB. fur die beiden Farbsoffmolekile bel
Fluoreszenzlebensdauern  von  ener  und  vier
Nanosekunden (10° Sekunden) bereits bei 30
detektierten Fluoreszenzphotonen en
Zuordnungsfehler  unter  10°%  (1%,,) erreichen
[Abb. 14]. Damit kann man Uber die optische

Einzel mol ekl detektion mit Hilfe einer
0.1 7—v—|—v—r—| Huoreszenzmarkierung nun enzelnen
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betimmte Subpopulationen mit leicht veranderten Eigenschaften einen  entscheidenden
Resktionsweg katadysieren oder verhindern. Ebenso ist die Uberprifung der Homogenitét
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Konformationen, die in Ensemblemessungen ,verwaschen® werden, durch das Studium
enzener Molekile zuganglich. Auch in der ,molekularen Fabrik® der Iebenden Zdle laufen
die Resktionen auf Einzemolekilebene a. Wechen Abstand haben z. B. Subgrat und
Enzym ode zwe Enzyme ba enem koopediven Resktionsmechanismus? Arbeiten
Enzyme prozessv? Hier werden fluoreszenzbaserende Einzdmolekligudien im Laufe der
néchsten Jahre entschel dende Einblicke geben [18].
Unabhangig von der jeweligen Problemstelung verhindert die stérende Autofluoreszenz in
bioogisch redevanten Proben (wie begpidswese Blutssren) oft ene  dchere
Einzdmolekildetektion.  Zusdizlich erschweren grofe  und  kostenaufwendige Laser-
gpparaturen, wie se in der Verbrennungsdiagnogstik benutzt werden, die Akzeptanz derartiger
neuer Spekiroskopietechniken und Andyseverfahren fir biologische  Fragestellungen.
Deshdb wurden von uns ergmas kleine gepulste Diodenlaser, die im roten Spektralbereich
emittieren, fir Einzemolekilexperimente eingesstzt [19]. Sehr gut eignen sch hieflr die ds
Pointer verwendeten Diodenlaser, die neben ihrer Robustheit und ihrem geringen
Kogenaufwand erhebliche Vortele be der Detektion in biologischen Medien aufwesen:
Einersaits nimmt die Hintergrundfluoreszenz im roten Spektrabereich (> 600 nm) stark ab, da
dort nur noch wenige biologisch aktive Molekile Licht absorbieren, andererseits wirkt sich
die Abnahme der Rayleigh-Streuung, die proportional zur vierten Potenz der eingestrahlten
Frequenz is, podtiv auf die Nachweisempfindlichkeit aus. Huoreszenzfarbstoffe  mit
unterschiedlichen Abklingdauern, die sch im rotem Spektradbereich mit einem Diodenlaser
bei 630-650 nm effizient anregen lassen und auf dem Markt keum erhdtlich snd, wurden in
der Arbatsgruppevon Prof. K.H. Drexhage (Universitét Siegen) entwickelt [20].
Eine sr reizvolle Anwendung des Einzdmolekilnechweisess in Lésung ig  die
Sequenzierung enes einzenen DNS-Stranges. Bereits 1989 wurde von RA. Kéler en
solcher Vorschlag zur Sequenzierung von bis zu 100 000 DNS-Bausteinen (100 kB) gemacht.
Auch nach den jungsten spektekul&ren Erfolgen bel der Sequenzierung des menschlichen
Genoms snd auf diesem Gebiet noch Uber Jahre erhebliche Forschungsanstrengungen
notwendig. Bisher benutzt man zur Sequenzierung vorwiegend die Methode nach Sanger, die
ene Amplifizierung des gendtischen Materids voraussetzt und auf der geldektrophoretischen
Auftrennung  verschieden langer enzymatisch erzeugter DNS-Fragmente  beruht.  Zur
Rediserung der Einzdmolekilsequenzierung missen nun mehrere Hirden  genommen
werden:

(& von der zu sequenzierenden DNS muss mit Hilfe von farbstoffmarkierten DNS-

Baugeinen und ene Poymease en fabdoffmarkieter  komplementarer
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Tochterstrang synthetisert werden, dabel muss jeder der 4 unterschiedlichen DNS
Bausteine mit einem anderen Farbstoff fir eine eindeutige Zuordnung markiert sein..

(b) én enzelner fabsoffmarkieter DNS-Srang muss  sdektiet  und  zur
Detektionsapparatur Uberfihrt werden.

(¢) durch die Zugabe ener Exonuklease muss der DNS-Srrang von einem Ende her
abgebaut werden.

(d) die dabgebauten farbstoffmarkieten DNS-Bausteine missen unter Wahrung der
Rehenfolge zum Detektionsvolumen transportiet und Uber das Farbgtoffagnds
identifiziert werden,

Pt-Elsktroden

Mikroskop Objektiv |

Diodenlaser

Pulser

Filter

Filter
Lochblende SPC-430

Lawinendiode
| I |

Abbildung 15
Abb. 15 zeagt enen expaimentdlen Aufbau zur Sequenzierung enes enzdnen DNS
Moleklls in  ener  Submikrometerkapillare  (Femtotip) mit  Hilfe von  gepulsten
Hableterlasarn. Das an Biotin  gefundene DNS-Molekidl wird mit e@ner am Ende mit
Streptavidin  beschichteten optischen Faser sdektiert und immobilisert. Nach Zugabe des
Schneideenzyms  (Exonuklease) in die Mikrokepillare werden die einzelnen abgespatenen
DNS-Baugeine aufgrund ihrer negativen Ladung und enes angelegten dektrischen Feldes
aus da Kallae heraus zur Anode gezogen, im Beobachtungsvolumen detektiert und
aufgrund der charakterisischen  Fuoreszenzabklingdauer der  angebrachten  Farbgtoffe
identifiziert. Abb. 16 zeigt das Ergebnis enes solchen Experimentes, das im Rahmen enes
von R. Rigler (Stockholm) koordinierten Verbundprojektes ausgefiihrt wurde [21]. Da der

Laser auf das dinne Ende der Kapillare (Innenmesser ist hier 500 nm, das entspricht der
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Hafte des Detektions-querschnitts des konfokaen Mikroskops) fokussert wird, muss jedes
vorbel-schwimmende Molekil detektiet werden. Neben der Bestimmung der Schneideraten
verschiedener Exonukleasen zeigen diese Experimente, dass die hbisher verwendeten
Schneideenzyme an farbstoffmarkierter  DNS nicht prozessiv  arbeiten, das Enzym macht
mehrere, verschieden lange Pausen. Obwohl der enzymatische Aufbau ener vollgdndig
markieten DNS mit Hilfe ener Polymerase mit Problemen beheftet idt, erscheint ene
tealwese Makierung mit Fabstoffen (z B. der Ersstz von 2 nativen durch 2
fluoreszenzmarkiete DNS-Baugteine) moglich. Die volls#éndige Abfolge der DNS-Baugteine
kann dann durch mehrmaiges
Sequenzieren  der  gleichen
DNS mit unterschiedlichen

Kombinationen von

Exonuklease fluoreszenzmarkierten  DNS
Farbstoffmolekul Baugteinen erhaten werden.
Die  bisher  beschriebenen
Grundlagenuntersuchungen
zur ultraempfindlichen

Andytik von Biomolekilen in
———————
1180 1200 1220 1240 1260 1280 1180 1200 1220 1240 1260 1280

Zeit (s) Zeit (s) Lésung fuhren zu zahlreichen

Abbildung 17
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interessanten Anwendungen,
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von denen zwe hier noch vorgestellt werden <ollen. Die beste Methode zur
hochempfindlichen Detektion eines Ziemolekils (Nukleinsiure oder Protein) wée scherlich,
wenn man ene farbgoffmarkierte Sonde entwickeln konnte, die nur bel Gegenwart des
Zidmoleklls fluoresziet. Man konnte hohe Konzentrationen der Sonde verwenden und damit
die Wahrschenlichkeit der  Auffindung des Zidmolekils gerade be  séhr  niedrigen
Konzentrationen drastisch steigern. Zudem tragen dle freen Sonden nicht zum gemessenen
Sgnd be. Be de Suche nach danem geeigneten Vefahren zur Kongruktion ener
Hinteligenten* Sonde, die nur dann leuchtet, wenn se spezifisch an ihr Zidmolekil gebunden
hat, zeigte sch, dass Huoreszenzfarbstoffe sdektiv durch den DNS-Baugten Guanin in ihrer
Fluoreszenz gdoscht werden konnen. Unter Ausnutzung dieser Fuoreszenzldschung  kénnen
nun farbstoffmarkierte Oligonukleotide mit ener Schleife-Stamm- oder ,,Haarnadd® - Struktur
gynthetisert werden, die an enem Ende mehrere Guanin- und am anderen Ende mehrere
Cytosinbaugteine tragen. Zwischen den Cytosn- und Guaninbauseinen befindet sch die
Nukleinsauresequenz, die spezifisch an die Zidssquenz binden kann. Aufgrund der
komplement&en Baudeine an den

Target DNA RN TN Enden des Oligonukleotids kommt

&)
OO

€s zZur Aushildung ener
Schleifendruktur: Die

Guaninbaugeine hybridiseren  mit

Absorption relative den Q/tOSI nbausteinen  wodurch

des Farbstoffes o JA242 G
1
aom

Emissionsintensitat

der endstandig an den
Cytosinbausteinen angebrachte
e Fabstoff in  sdner Huoreszenz

geoscht wird. Sind in der Losung
Nukle nsduresequenzen, die
komplementér zur
Schleifensequenz sind, bindet das
Oligonukleotid  unter  Aufhebung
sineg Haarnaddstruktur  an  die

Zidsequenz. De réumlich nahe

rrivvivrivrrres?d
rrerirrerriverivrey
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Guaninbaugteinen  geht  verloren,
der Farbstoff fluoresziert. Da diese

Abbildung 18
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farbstoffmarkierten Oligonukleotide ihre mikroskopische Umgebung sdektiv erkennen, kann
man de ds ,intdligenteé® Huoreszenzsonden bezeichnet (Abb. 18). Mit diesem sowohl
schndlen, ds auch einfachen Verfaren gelingt ene Tausendfache
Empfindlichketssteigerung  bem  Nachweis von  besimmten  Nukleinsuresequenzen.  In
enem homogenen Ted, d. h. ohne Waschsthritte, konnte die Hybridiserung im pikomolaren
Bereich (10> M) neben enem 1000-fachen Uberschuss nicht-hybridiserter , intelligenter”
Fluoreszenzsonden in wenigen Sekunden sicher nachgewiesen werden [22]. Unabhéngig von
der Fragestdlung, ob en bedimmtes Protein oder ene spezidle Nuklensduresequenz
hochempfindlich in enem schndlen homogenen Test nachgewiesen werden <oll, tritt immer
das Problem der Diskriminierung zwischen fraen, farbstoffmarkieten Sonden und
gebundenen Sonden auf. Nicht bel dlen Bindepartnern ist die Entwicklung einer markierten
Sonde mdglich, die nur nach spezifischer Anbindung an das Zidmolekil leuchtet. Es kdnnen
aber auch noch andere Moleklleigenschaften zur Erhthung der Nachweisempfindlichkeat in
homogenen Tests eingesetzt werden. So kdnnen gebundene Sonden eine andere Nettoladung
ds free  Sonden bestzen. Wie in Abb. 19 far das  Sysem

n
Streptavidin

Streptavidin
-10
100 M

Zahlrate

)

Streptavidin
107 M

- Y - :
200 400 600 800 1000

Zeit (ms, 1 ms/bin)

Abbildung 19

Biotin-Streptavidin - gezeigt, konnen damit wenige gebundene Sonden aufgrund  ihrer
unterschiedlichen Ladung von enem groRen Uberschuss an frden Sonden in dnem
gektrischen Fed getrennt werden. Als Anwendungsbespid in der Medizin s& hier die
Friherkennung enes Brugtumors und dessen Velaufskontrolle mit Hilfe enes schnelen
hochempfindlichen homogenen Tests beschrieben. Dabel soll die Konzentration an humanen
Antikorpern - (Anti-MUC1), die gegen en tumorassoziiertes Protein  (unterglykosliertes
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MUC1) gerichtet snd, in Blutseren bestimmt werden. Tumorassoziiete Proteine sind
Einwellgoffe, die vermehrt von Tumorzellen produziet und in die Blutbahn abgegeben
werden. Aufgrund der erhohten Produktion dieser Proteine vermag die Tumorzdle nicht
mehr dle Proteine mit ener kompletten Kohlenhydrathille auszudatten, das Protein ist
unterglykosliert. Gegen die auf der Proteinoberflache fre liegenden Aminosduren reagiert
nun das korpereigene Immunsysem mit der Produktion von humanen Antikérpern. Im Fdle
des Brugttumors werden humane Anti-MUC1 AntikOrper gebildet. Da die Konzentration der
humanen Antikdrper in Blutseren das Tumordadium widerspiegelt, kann damit en neuer Test
zur  Fruherkennung und Verlaufskontrolle einer Tumorerkrankung entwickdt werden. Zu
diesem Zweck werden in ener Kooperation mit der Universtéasfrauenklinik in Heiddberg
immunogen wirkende kurze Peptide (5-20 Aminoséuren) die ba unterglykoslieten MUC1
Proteinen fre liegen synthetisert. Diese MUCI-Epitope, die as Erkennungssequenz fur die
humanen Anti-MUC1-Antikorper dienen werden mit enem Fabstoff und zuséizlichen
Argininbausteinen markiert. Arginin i ene badsche Aminosiure, d. h. Argininbaugteine

tragen be neutrden pH-Werten ene podtive Ladung. Hierdurch wird ereicht, dass im
Gegensatz zu den meiden natlrlichen Protenen das farbstoffmarkierte Epitop in einem
eektrischen Fd aufgrund sainer podtiven Ladung bel neutrden pH-Werten zur Kathode
wandert. Sind hingegen humane Anti-MUC1-Antikorper in der Probe vorhanden, binden die
im starken Uberschuss zugegebenen Epitope an den Bindungsstellen wodurch die positive

Humaner ; N
anti-MUCL MUCL - Epitop Ladung der Epitope durch den Uberschuss
Antikorper + an negaiven Ladungen des natrlichen
e ( )/.

=Dyl . Antikérpers  kompensiert  wird. Durch das
ij— Farbstoff gezidte Handling einzdner  Molekile im

\

elektrischen Feld, konnen die gebundenen
farbgoffmarkierten Epitope in kurzer Zeit

Pt-Anode

Pt-Kathode
von den freien Epitopen getrennt und an der

Anode detektiert werden (Abb. 20). Erste
von uns durchgeflhrte Versuche zeigen,
dass mit diesem Test eine ca Tausendfache
Seigerung der Nachweisempfindlichkeit
gegenliber konventionellen Verfahren

Detektionvolumen

NI R2lol  erreicht wird [23].
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