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Kapitel 1

Einleitung

Daf ich erkenne was die Welt,
Im Innersten zusammenhalt, . . .

JOHANN WOLFGANG VON GOETHE,
FausT, 1. TEIL, VERS382,383

Mit diesem Zitat beschreibt J.W.ON GOETHE die Neugierde des Menschen,
verschiedenste Sachverhalte von Grund auf zu verstelseninadas Innerste hin-
einzuschauen. Im naturwissenschaftlichen Bereich, bessrikr Biologie und
der Medizin, kann dieses Hineinschauen durchaus wortlestanden werden,
denn mit Hilfe der Mikroskopie ist es mdglich, in die Pragarhineinzuschauen
und mit der Erfindung des Mikroskopes durcoBERTHOOKE (1635 —1703) [1]
begann ein immer genaueres Verstandnis in den Naturwidsafbesn.

Das von R. HboKE erfundene Lichtmikroskop arbeitete als ein Durchlichtmi-
kroskop (Transmissionsmikroskop), bei dem das Licht diaenpe das zu unter-
suchende Préparat durchstrahlt und im Okular ein Bild etz&ig Abbildungs-
eigenschaften der Transmissionsmikroskope sind durefaihe von Abwand-
lungen verbessert worden, wie z. B. das Dunkelfeld-Verfalo@er das Phasen-
Kontrast-Verfahren.

Neben der Lichtmikroskopie konnten in der zweiten Halfte 86. Jahrhun-
derts auch andere Mikroskopie-Prinzipien realisiert warddie sich z.B. un-
terteilen lassen in lichtmikroskopische und nicht-licikraskopische Verfahren.
Zu den letzteren gehdren die Raster-Elektronen-Mikrosk@REM), die Raster-
Kraft-Mikroskopie (gebrauchlich ist hierfir eher die eisghe Abkirzung AFM)
oder die Raster-Tunnel-Mikroskopie (RTM) — gemeinsam issdn Verfahren,

1



2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

dass sie eine deutlich héhere Auflosung (bei einem REM bisxzg 5 nm, bei
einem RTM sogar bis zdx = 0.1 nm) als die Lichtmikroskopie bieten. Licht-
mikroskope haben nach denrR EIGH-Kriterium eine Auflosung, die auf etwa
die Halfte der verwendeten Anregungswellenlange besk&hrsin(vig. Kap.2.5).
Die nicht-lichtmikroskopischen Verfahren besitzen aberEinschrankung, dass
sie nur die Oberflachen der Proben abbilden kénnen. Sondtdeis Innere einer
Probe nur dann zugéanglich bzw. die Probe kann nur dann drerdional abge-
bildet werden, wenn sie in diinne Schichten geschnitten.\ldielse Probenpra-
paration ist recht aufwendig und verhindert eine Unteraaghvon biologischen
Proben in ihrer natirlichen Umgebung, da die Zellen dur¢bprachende chemi-
sche Losungen fixiert und stabilisiert werden mussen, unsdimitte anfertigen
zu koénnen. In einem REM erfolgt die Abbildung der Probe zudentochvaku-
um, was ebenfalls nicht einer natlrlichen Umgebung eraispri

Und somit hat die von R. BHOKE schon vor Uber 300 Jahren erfundene
Transmissionslichtmikroskopie einen immer noch hoheti€sieert in der heuti-
gen Forschung, denn sie ermdglicht Messungen, die mit andéarfahren nicht
durchzufiihren sind und die genannten Nachteile der nichtrhikroskopischen
Verfahren werden so zu Vorteilen der lichtmikroskopiscierfahren.

Die lichtmikroskopischen Verfahren arbeiten bertihruogssie stéren das zu
untersuchende Objekt in der Regel nicht. Einer der wichaig§forteile aber ist,
dass Lichtmikroskope nicht auf die Abbildung von Oberflacbeschrankt sind,
sondern auch Bilder aus unterschiedlichen Tiefen einespramenten Probe wie-
dergeben kdnnen, was ebenso zur dreidimensionalen Dangtelerwendet wer-
den kann. Ein zweiter wichtiger Vorteil ist die nicht-desttive Abbildung, was
die Untersuchung biologischer Proben in ihrer natirlichleysiologischen Um-
gebung erlaubt (vgl. Kapt.4). Beide Vorteile zusammen ermoéglichen also die
dreidimensionale Darstellung von intakten lebenden Belled die Informations-
gewinnung aus dem Volumen der Praparate tber die Vielfalhdenen ablaufen-
den Prozesse. Dieser Aspekt wird fir die zukinftige Fonsgho der Biologie,
Pharmazie und Medizin sehr wichtig werden, um z. B. die Witkuan Medika-
menten zu verstehen und zu optimieren oder um die Friheukgrnvon Tumoren
zu verbessern [2-7].

Die lichtmikroskopischen Verfahren lassen sich untegteih Transmissions-
und Fluoreszenzmikroskopie, die sich in einer ersten Bletuag durch die
Gleichheit respektive Unterschiedlichkeit der Wellegjénles eingestrahlten und
detektierten Lichtes auszeichnen. Bei den Transmissidmeskopen wird die
Probe von einer Lampe beleuchtet und das transmittiertiet igrd mit Hilfe



des vergroRernden Objektives auf einen Detektor abgebpifdeeinfachsten Fall
in das menschliche Auge. Bei der Fluoreszenzmikroskopid die Probe zwar
auch von einer Lichtquelle beleuchtet, aber dieses Liclaingg nicht auf den De-
tektor, sondern regt die Probe zur Fluoreszenz an und dasesSkenzlicht wird
auf den Detektor abgebildet.

Biologische Proben zeigen aber im allgemeinen keine Flaeresbzw. nur
eine geringe Eigenfluoreszenz (Autofluoreszenz). Fur dierEszenzmikrosko-
pie missen die Proben deshalb mit Fluoreszenzfarbstoffgrapert werden, um
das zu detektierende Signal in der Zelle zu erzeugen. Dieseendige Prépa-
ration stellt jedoch keinen schwerwiegenden Nachteil dann auf diese Weise
lassen sich sehr spezifisch bestimmte Komponenten der Rrdégben. Es gibt
eine Vielzahl von speziell fiir diese Aufgabe entwickeltéuoifeszenzfarbstoffen.
So kdnnen z. B. nur DNA-haltige Organellen der Zelle angeféral untersucht
werden. Die Fille der Farbemadglichkeiten zeigt z. B. der Bktichtalog der Fir-
ma Molecular Probes [8]. Diese Préaparation muss nicht nodwerweise direkt
vor der mikroskopischen Untersuchung stattfinden und si@uish nicht so auf-
wendig wie eine Vakuum-Praparation bei REM-Messungen, se di& Untersu-
chungszeit kurzlebiger Proben nicht besonders verkurzt wi

Inzwischen lassen sich auch einzelne Proteine und sogaekillel anfar-
ben und mit einzelmolekilspektroskopischen Messungeersunthen, wie von
P. TINNEFELD & M. SAUER [9] beschrieben wurde. Zellen kénnen durch veran-
derte Gensequenzen dazu gebracht werden, Fusionspraterteem urspringli-
chen Protein und einem fluoreszierenden Protein — Abwagdludes natlrlichen
Griin Fluoreszierenden Proteins (GIFR zu bilden.

Mit aktuellen Messaufbauten kénnen auch andere Einzekutgeschon auf
Zellmembranen, d. h. Oberflachen, in ihrer Dynamik abgebiderden [9]. Mit-
terweile konnen diese Messungen auch innerhalb einer Z&ltdfinden und es
kann sogar die Auflésung gesteigert werden [10]. Somit tasax Vorgange auf
molekularer Ebene in einer lebenden Zelle untersuchen.

Aus der Klasse der Fluoreszenzmikroskope sind zunachgipiiioreszenz-
mikroskope zu nennen. Diese beleuchten die Probe ahnlietdigi Transmissi-
onsmikroskope im gesamten Sichtfeld. Dadurch ist auchrsdfs vollstandi-
ge Fluoreszenzbild sichtbar. Durch das Objektiv wird dielder mit kurzwelli-
gem Licht (blau oder ultraviolett) durchstrahlt. Fluonesende Farbstoffe, mit
denen die Probe angefarbt wurde, emittieren ihr (rotveisehes) Fluoreszenz-
licht, das der Experimentator im Okular beobachten kaner Hietet sich nun

Inach der englischen Bezeichnungeén Ruorescent Potein = GFP
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die Mdglichkeit, mit mehreren Farbstoffen verschiedend#héstandteile anzu-
farben und diese aufgrund der unterschiedlichen Farberrldeseszenzlichtes
sowohl simultan als auch differenziert zu beobachten reafee benutzten Farb-
stoffe alle gleichzeitig durch die Lichtquelle angeregtden kbnnen.

Fluoreszenzfarbstoffe ermdglichen Messungen aber nigtdurch ihre emit-
tierte Intensitat. Unterschiedlich angefarbte Zellkonipzente konnen anhand
des unterschiedlichen Emissionsspektrums, also der Fdifferenziert werden.
Dynamische Prozesse innerhalb der Probe, wie Interaktioweschen Proteinen,
konnen das Emissionsspektrum verandern, z. B. aufgrund singhlungslosen
Energietransfers nachORsTER (FRET-Effekt). Eine weitere verbreitete Mess-
grolRe ist die Fluoreszenzlebensdauer, die ebenfalls zatysa der Vorgange
in den Proben verwendet werden kann. Die zusatzlichen likgiten erlauben
noch detailliertere Messungen an den Proben.

Der Vorteil der Fluoreszenzmikroskopie liegt in der Meggder charakteris-
tischen Eigenschaften des Fluoreszenzlichtes, so daslealiensitéat, der Fluo-
reszenzlebensdauer, dem Spektrum und der Polarisatidniggdnformationen
gewonnen werden konnen [11], mit denen sich dann spezieiltersuchungen
zu biochemischen Reaktionen, dem pH-Wert oder dét &anzentration durch-
fuhren lassen [12, 13]. Zusammen mit der hohen Ortsauflésimagdiese Unter-
suchungen von grol3em Interesse in der Biologie und Pharmazie

Mit der Erfindung des Lasers stand eine weitere Lichtquelte=luoreszenz-
anregung zur Verfigung, was zur Entwicklung der Laser-Radtkeroskope fuhr-
te. In diesen Mikroskopen wird die Probe in einem Rasterbegia mit Hilfe ei-
nes in die Probe fokussierten Lasers untersucht. Die gemesdaten der Ras
terpunkte werden anschliel3end zu einem Bild zusammengekater-Raster-
Mikroskope (LSM) lassen sich weiter unterteilen in Ein-Photonen- und Zwei-
Photonen-LSM& Diese Bezeichnung besagt, dass in einem CLSM ein Laser mit
einer Wellenlange benutzt wird, die gerade der Anreguntisalénge des Farb-
stoffes entspricht und dieser somit durch Absorption efPkstons geeigneter
Frequenz in den angeregten Zustand gebracht werden kagineim TPLSM da-
gegen hat der Laser die doppelte Wellenlange. Der Farbsiadf durch einen
Zwei-Photonen-Anregungsprozess zur Fluoreszenz angereg

2nach der englischen Bezeichnungiser $anning Mcroscope

3im Folgenden werden die Ein-Photonen-LSMs auch als kotdok&Ms (engl.: ®nfocal
LSM = CLSM) bezeichnet und die Zwei-Photonen-LSM als TPLS®Isgl.: Two Photon LSM)
bzw. auch Multi-Photonen-LSMs. Diese Bezeichnung lasstauf die urspriinglichen Bauformen
und Wellenlangen zurtickfuhren, auch wenn in neuester deit RPLSMs mit einem konfokalem
Strahlengang realisiert wurden.



Die Zwei-Photonen-Laser-Raster-Mikroskopie ist eine thelaneue Ent-
wicklung im Bereich der Fluoreszenzmikroskopie — sie wurdg €990 von
W. DENK et al. [14] entwickelt —, denn erst mit der Entwicklung von Femto-
sekunden-Lasern (z. B. Titan-Saphir-Laser) steht einee@lmnd effiziente
Laserquelle zur Verfiigung, die die Zwei-Photonen-Anregemmaoglicht und
zudem auch eine leichte Handhabung erlaubt.

Ein Vorteil der doppelten Anregungswellenlange eines TRLE@steht darin,
dass die typischerweise im Infraroten (IR) liegende Wedlege weniger gestreut
wird als die im sichtbaren (VIS) oder ultravioletten (UV) Bah liegenden Anre-
gungswellenlangen eines CLSM. Die geringere Streuung d&ttéhlung ermag-
licht deshalb auch eine groRRere Eindringtiefe des Anreglioiges in die Probe
(pflanzlicher Zellverband oder Gewebeprobe) und erlauimitsAufnahmen aus
tieferliegenden Schichten bei vergleichbar hoher Auflgsuie bei einem CLSM
in geringeren Tiefen — mit einem konfokalem LSM wéren dégarAufnahmen
nur schwierig zu realisieren. Die grof3e Eindringtiefe veuna der hier vorgeleg-
ten Arbeit bei der Untersuchung von GFP-markierten Wuedkdm und bei den
neurophysiologischen Untersuchungen in einem Flieganggenutzt, denn in
beiden Féallen ist ein deutlicher Unterschied beziglichRigrsiologie und inter-
zellularen Interaktion zwischen den Zellen an der Proberftizhe und den tiefer
im Gewebe liegenden Zellen zu erwarten.

Zudem hat die verwendete Wellenlange eines TPLSM Auswgkarauf den
Aufbau des LSM, so dass die Unterscheidung in konfokale unttiphotonen
Laser-Raster-Mikroskope in technologischer Hinsicht \taredl Nachteile zeigt.
Die Laser-Raster-Mikroskope haben die genannten Vorzugeickemikroskope
und der Messung mit Fluoreszenzfarbstoffen. Durch ihrefbé&w haben sie den
weiteren Vorteil, dass das Signal nur dem Fokus und so eesimbmten Positi-
on in der Probe zugeordnet werden kann. Auf diese Weisenassk definierte
Schichten aus einer intakten Probe abbilden, was als digk&iheines LSM zu
,Optischen Schnitterfbezeichnet wird.

LSMs haben aufgrund ihres Rasterverfahrens zwar den Njdass die Auf-
nahme eines Bildes eine gewisse Zeit in Anspruch nimmt, dagbgeten insbe-
sondere TPLSMs gegenuber einem Epifluoreszenzmikroskepeimdem CLSM
die Vorteile der Méglichkeit zu Optischen Schnitten zusanmit einer deutlich
geringeren Schadigung der Proben durch den verwendeten [1&8.

Ein Nachteil der Laser-Raster-Mikroskopie ist das Verfatmar Datenaufnah-
me: die Probe wird punktweise abgerastert, dies ist eiaumiendiger Vorgang.

4engl.: Optical Sectioning
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Dieser Nachteil kann durch Verwendung mehrerer Strahlerlide reduziert
werden [16]. Durch die Parallelisierung des Rasterverfah(@arallel Processing)
verringert sich die Bildaufnahmedauer proportional zur #rzer verwendeten
Strahlen, sofern die Ubrigen Komponenten des Aufbauslgladigiben. So kann
bei Verwendung von 64 Strahlen die Bildaufnahmezeit um dé&tolFé4 verkirzt
werden.

Die hier vorgestellte Arbeit beschaftigt sich mit der Vesberung der multi-
fokalen Zwei-Photonen-Laser-Raster-Mikroskopie im Hiclbbhuf die Beschleu-
nigung der Datenaufnahme, die Erh6éhung der Empfindlichkait der Anwen-
dungsvielfalt.

Die beiden Aspekte der Empfindlichkeit und der VerkirzungBidichtungs-
zeit einer Aufnahme sind durch das zur Verfiigung stehengieaSaus der Probe
eng miteinander verbunden, so dass beide Parameter nichigelgenseitige Be-
einflussung verbessert werden kénnen. Dennoch konnteh Yaravendung einer
hochmodernen CCD-Kamera beide Parameter im Vergleich zumergen Auf-
bau verbessert werden.

Im theoretischen Teil der Arbeit wird zunachst der Zwei-fohen-
Anregungsprozess mit Hilfe bekannter Gré3en aus der Bme@ptik hergeleitet,
so dass auch ohne quantenmechanische Rechnungen die gamidie Eigen-
schaften des Zwei-Photonen-Anregungsprozesses gezergemw konnen. Mit
diesen Eigenschaften wird der grof3e Vorteil der TPLSM verdiich, der darin
besteht, dass die Anregung der Fluorophore nur auf das folkinsen beschrankt
ist. Nachdem der Anregungsprozess diskutiert wurde, besathier folgende Ab-
schnitt die Theorie der Fluoreszenzemission. Die Einsttudg der Anregung
auf das Fokusvolumen hat auch Auswirkungen auf den AufbaeserPLSM,
weshalb das Grundprinzip des TPLSM-Aufbaus zusammen méneiVergleich
mit dem CLSM-Aufbau dargelegt wird. Der anschlie3ende Abgthrlautert die
Grundlagen des Parallel-Processings, also der grundlegefechnologie, um
die Datenaufnahme der LSMs deutlich zu beschleunigen uneése Zeitskalen-
bereiche biologischer Untersuchungen und auch neue Expeté der TPLSM
zuganglich zu machen. Dieses Grundlagenkapitel behandgérhin die Theorie
der lateralen und axialen Auflésung. Anschlie3end werdeai Zi@r benutzten
Fluoreszenzmarker genauer vorgestellt. Zum einen werderEdienschaften
des naturlichen Farbstoffes GFP dargelegt, denn diese®g$lzierende Protein
stellt eine sehr interessante Mdglichkeit zur Anfarbungdgischer Proben dar.
Zum anderen stellen Quantendots eine ebenso interessaigéchkeit zum
Anfarben einer Probe dar. Deshalb werden einfihrend di¢ophgsikalischen



Eigenschaften von Quantendots dargelegt. Zum AbschlesesliKapitels wer-
den weitere Aspekte der TPLSM wie Strahlenschadigung umbiskzfauswahl
diskutiert.

Nach einer Beschreibung des verwendeten Aufbaus mit deeleerz Kom-
ponenten und deren Eigenschaften werden schlie3lich @iezahl der Anwen-
dungsmaoglichkeiten der TPLSM in Biologie, Chemie und Physikand einiger
Experimenten gezeigt, die mit dem vorgestellten Aufbawkigefiihrt wurden.

Die aktuelle Literatur der letzten Jahre zeigt, dass dietighubtonen-Mikro-
skopie trotz ihrer Vorteile noch keine sehr grol3e Verbragtin der angewand-
ten Forschung gefunden hat. Die Anwendungen erstreckénatier dennoch
Uber weite Gebiete der Biologie und Medizin. So werden Untdrangen auf
dem interdisziplindren Gebiet der Gewebetechnologie lyeftihrt, wobei die
Multiphotonen-Mikroskopie zur hochauflosenden 3D-Ddhsitg von Kollagen
und Elastin im Gewebe genutzt wird [17]. Andere Untersugambeschafti-
gen sich mit der Zelladhasion und Zellorientierung in eirtsiiagengerust [18].
Auch hierbei wurde die Multiphotonen-Mikroskopie zur 3RuiStellung des Zell-
verbandes angewandt. In der Neurobiologie ist die Multiphen-Mikroskopie
auch schon angewandt worden [19], allerdings nicht zur tdotdhung der zellu-
laren Vorgéange bei einer Reizleitung, sondern zur Untersughon Interaktionen
verschiedener Zelltypen und von physiologischen Vorgéaragedenen Mitochon-
drien beteiligt sind. In Review-Artikeln werden weitere Aemdungen vorgestellt
[20], die sich mit der Darstellung der zellularen Struktuoed langsam ablaufen-
den Vorgangen in Zellen beschaftigen. Aber die MultiphetoiMikroskopie wird
auch zur Untersuchung der Wundheilung der Kornea [21] urtieen Augen-
krankheiten [22, 23] angewendet. Eine weitere AnwendunhdiésUntersuchung
der ALZHEIMER-Krankheit [24].

Noch seltener als diese anwendungsbezogenen Anwenduagéftuttipho-
tonen-Mikroskopie sind aber Anwendungen der multifokalultiphotonen--
Mikroskopie beschrieben. Hier findet sich noch ein gro3€edran Experimen-
ten, die sich auf die Weiterentwicklung der multifokalen Isphotonen-Mikro-
skopie beziehen [25-27]. Ein geringerer Anteil der in debliRationen beschrie-
benen Experimente nutzt die multifokale MultiphotonerkMgskopie in einem
anwendungsbezogenen Sinne, z. B. zur Beobachtung der linbarakn Protei-
nen [28] oder zum Verstandnis des Vesikeltransportes im&flazellen [29].

Die multifokale Multiphotonen-Mikroskopie bietet abeele Vorteile gegen-
uber der bisher genutzten CLSM und einstrahligen MultipheisMikroskopie.
Dazu gehoren die bekannten Vorteile der TPLSM, wie z. B. disngere Proben-
schadigung und die gro3e Eindringtiefe. Der hier realisi&ufbau erlaubt auch
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eine einfache Probenhandhabung praktisch wie in der klgssn Lichtmikrosko-
pie. Insbesondere aber der Geschwindigkeitsvorteil détifokalen TPLSM ist

fur biologische Untersuchungen wichtig, um die in lebendelien ablaufenden
Prozesse auf neuen Zeitskalen untersuchen zu kénnen.

In Kombination mit einer neuartigen schnellen und empfoigtn EMCCD-
Kamera als Detektor demonstriert die vorliegende Arbat\drteile der multi-
fokalen TPLSM an einigen exemplarischen Anwendungen auBlagsik, Biolo-
gie und Chemie. Die multifokale TPLSM kann, wie die vorliederArbeit zeigt,
erfolgreich fir die Untersuchung von Quantendots, die d¢belme Grundlagen-
forschung zur Biomineralisation, die Untersuchung der Spantphanomene von
Vesikeln in Pflanzenzellen sowie die neurophysiologiscbetersuchungen an
Nervenzellen in einem Fliegengehirn eingesetzt werdededukann mit der mul-
tifokalen TPLSM eine neue Technologie zur flachigen Anrggohne Rastern
realisiert werden, die mit einem konventionellen eindtggm TPLSM prinzipiell
nicht realisierbar ist.

Nach der Demonstration der grundsatzlichen AnwendbadkeiQuantendots
in der TPLSM, kann mit Hilfe der Quantendots die Detektidfisenz und die
maximal erreichbare Auflésung des hier realsierten TPLSMbAus bestimmt
werden. Bei den Experimenten zur Biomineralisation kann éieSM die Struk-
tur aufklaren, wenn das aus zwei flissigen Phasen bestehdodellsystems
durch die grundlegende Reaktion seine Morphologie andérdiEe Untersuchung
der Transportphanomene von Vesikeln in Pflanzenzelleneme@FP-fusionierte
Proteine verwendet, die an den Golgi-Apparaten aggragienel so die Bewe-
gung der Golgi-Apparate entlang des Netzwerkes des Ensioplegschen Reti-
kulums sichtbar machen. Die Bewegung lasst sich quantiéziend durch die
Anwendung von Inhibitoren weiter spezifizieren. Bei den oetiysiologischen
Untersuchungen kann die TPLSM erfolgreich auvivo-Messung der Kalzium-
Dynamik in Nervenzellen des visuellen Systems bei optis&tienulation ange-
wendet werden. Hierbei werden die Vor- und Nachteile desctaedenen Be-
triebsmodi des TPLSM bezuiglich der raumlichen und zeédicAufldsung sowie
der Mdglichkeit zur Bildgebung diskutiert.



Kapitel 2

Grundlagen der Zwei-Photonen-
Laser-Raster-Mikroskopie

Dieses Kapitel beschéftigt sich mit den Grundlagen der ZAA@tonen-Laser-
Raster-Mikroskopie (TPLS®) im Hinblick auf die fiir die nachfolgenden Kapitel
wichtigen Aspekte.

Der Aufbau, der in dieser Arbeit verwendet wurde, gehortiemkKlasse der
Fluoreszenzmikroskope. Bei diesen Mikroskopen werden oed°selbst oder
spezielle Farbstoffe, mit denen die Probe prapariert wuzde Emission von
Fluoreszenzlicht angeregt. In EpifluoreszenzmikroskapehKonfokalen Laser-
Raster-Mikroskopen entspricht die Energie des Anregucigiels dem energeti-
schen Abstand zwischen dem Grund- und ersten Anregungszlider fluores-
zierenden Molekule. Diese Form der Anregung wird als EintBhen-Anregung
bezeichnet, weil die notwendige Energie mit einem einzigaoton Ubertragen
wird. Die Quantenmechanik erdffnet aber noch eine weitedglMhkeit der An-
regung, bei der die Energie der Anregungsphotonen kleisedtlex energetische
Abstand zwischen Grund- und Anregungszustand sein ddidr dalissen aber
mindestens zwei Photonen an der Anregung beteiligt sein.

Die Herleitung des Zwei-Photonen-Anregungsprozessesliti@ der Quan-
tenmechanik zeigt auch noch weitere Effekte auf, die durebeth nicht-linearen
Prozess mdoglich sind. Fur die Mikroskopie ist jedoch nur feei-Photonen-
Anregungsprozess interessant und so zeigt Rdpeine einfache Herleitung des
Anregungsprozesses basierend auf den Grundlagen dersklaess Optik. Mit
dem Ergebnis lasst sich der entscheidende Vorteil der Bhetonen-Anregung

Inach der englischen Bezeichnungvd-Photon-Laser-$anning-Mcroscopy = TPLSM

9



10 KAPITEL 2. GRUNDLAGEN DER TPLSM

gegenuber der Ein-Photonen-Anregung erklaren: die Besktng der Anregung
auf das Fokusvolumen. Vervollstandigt wird die Darstedjaies Fluoreszenzpro-
zesses durch die in Ka.2 beschriebenen theoretischen Grundlagen lber die
Emission des Fluoreszenzlichtes.

Die Anwendung des Zwei-Photonen-Anregungsprozesses@nelL.SM er-
laubt mehrere Varianten der Konstruktion eines LSM. Kafdiskutiert deshalb
der prinzipielle Aufbau eines TPLSM und die Funktion derzeinen Kompo-
nenten. Dabei wird auf die verschiedenen Rasterverfahregegangen, die mit
den Konstruktionsvarianten maglich sind und die ihre jésvigipischen Vor- und
Nachteile besitzen.

Kap. 2.4 geht auf die Theorie des Parallel-Processings ein. Dieidstech-
nik, die die in Kap4 beschriebenen Anwendungen erst ermoglicht, da durch das
Parallel-Processing die notwendige deutliche Erhohumgddéhahmegeschwin-
digkeit erzielt wird. Laser-Raster-Mikroskope, die mit rimem Strahl arbeiten,
haben wie alle Rasterverfahren den Nachteil, dass eine Bildame sehr lang-
sam ist, da an jedem Rasterpunkt der Detektor so lange letligbtden muss, bis
ein ausreichendes Signal aufgenommen worden ist.

Bessere Detektoren und erhdhte Fluoreszenzanregung dérklers Laser
konnen zwar die Belichtungszeit verkirzen, aber die Anrggshdurch mogli-
che Schadigung oder gar Zerstérung der Probe nach obemaedeeundsatzlich
lasst sich das Rasterverfahren nur durch Parallelisieraisg, das gleichzeitige
Detektieren von mehreren Rasterpunkten beschleuniges. igi@irkt eine Be-
schleunigung der Datenaufnahme um den Faktor der Anzalchgkstig detek-
tierter Rasterpunkte. Der in diesen Experimenten verwendaufbau arbeitet
mit 64 Strahlen, so dass sich die Datenaufnahme maximal oendtaktor 64
beschleunigt.

Eine wichtige GrolRRe fur die Mikroskopie ist die Auflosunge $ibt den mi-
nimalen Abstand an, den zwei Objekte in der Probe habenmiufa auf dem
Bild noch getrennt wahrgenommen zu werden. Der theoretisiamergrund der
mit Lichtmikroskopen erreichbaren Auflosung wird in K&p5 dargelegt, wobei
noch zwischen der lateralen und der axialen Auflosung wtiezden wird. Beide
GroRRen sind fur den hier vorgestellten Aufbau wichtig, neibdauch dreidimen-
sionale Aufnahmen gemacht werden kénnen.

In den beiden Kapitel@.6und2.7werden die Eigenschaften der beiden Fluo-
reszenzmarker GFP und Quantendots beschrieben, dennbdielsn Farbstof-
fe bieten interessante Moglichkeiten zur Anfarbung eimebB. Zum Abschluss
dieses Theorie-Kapitels diskutiert Kap8 weitere erwéahnenswerte Aspekte der
TPLSM.



2.1. THEORIE DES ZWEI-PHOTONEN-ANREGUNGSPROZESSES 11

2.1 Theorie des
Zwei-Photonen-Anregungsprozesses

Bei der Fluoreszenzmikroskopie wird die Lichtemission darRuoreszenz an-
geregten Molekulle detektiert. Die Energie der emittiefiduoreszenzphotonen
nehmen die Molekulle zuvor durch Absorption von PhotonenAdesgungslich-
tes auf, die das Molekul (oder allgemeiner auch ein Atom) \enargetischen
Grundzustandg) in einen angeregten Zustafe) bringen, von dem aus es wie-
der in den Grundzustand zurickfallt und ein Lichtquant gemnit Die Energie der
bei der Anregung absorbierten Lichtquanten muss also dergiadifferenzAE
der beiden beteiligten Zustéande entsprechen.

AE = E\e) — E|g> = hVabS (211)

Zur Anregung der Molekile kdnnen dieseoBRschen Frequenzbedingung nach
also Photonen der Frequeng,s (mit h dem R.ANCKschen Wirkungsquantum)
eingestrahlt werden, welche dann absorbiert werden — sieger Fall der Ein-
Photonen-Anregung.

Die Quantenmechanik erlaubt es aber auch, dass die zur éimyegtwendi-
ge EnergieAE durch mehrere Photonen Ubertragen wird, wenn diese Photone
gleichzeitig absorbiert werden und die Summe ihrer Eimesigien der Anre-
gungsenergiAE entspricht. Hierbei treten dann in der quantenmechanisBlee
rechnung sogenannte virtuelle Zwischenzustdndeauf. Die quantenmechani-
schen Berechnungen, die zur Entdeckung der Mehr-Photonesgang fuhrten,
wurden erstmals von MRIA GOPPERTMAYER im Jahre 1931 durchgefuhrt [30].
Die Berechnungen zeigten auch, dass die beteiligten Photunkt die gleiche
Energie bzw. Wellenlange haben missen. In den Aufbaute@wler-Photonen-
Mikroskope findet sich in der Regel nur ein Laser, so dass di¢dPkn alle glei-
che Energie besitzen. Diese beiden Falle sind in Abb.1skizziert. (A) zeigt
den allgemeinen Fall der Zwei-Photonen-Anregung, (B) diee§ang mit zwei
Photonen gleicher Energie.

Die fur die Verwendung in einem TPLSM wichtige Auswirkung @eif den
Fokus beschrankten Anregung aufgrund dieser Zwei-PhotAmeegung lasst
sich durch Betrachtung des Absorptionskoeffizieraegualitativ herleiten.

Die folgende kurze Herleitung des Absorptionskoeffizianbasiert im we-
sentlichen auf den Darstellungen inLKIN & FURTAK [31], HECHT & ZA-
JAC [32] und R.W. BoyD [33]. Diese Darstellungen, die sich auf eine Ein-Photo-
nen-Anregung beziehen, werden durch Elemente der nivh&iden Optik erwei-
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Abbildung 2.1.1: Zwei-Photonen-Anregungsprozess aus dem Grundzugjand
in den angeregten Zustared Uber den virtuellen Zwischenzustajwj: (A) zeigt
die Anregung mit zwei Photonen mit zwei verschiedenen Frequenzenvs,
(B) zeigt die Anregung mit zwei Photonen gleicher Frequenzen v,.

tert, um eine Darstellung des Absorptionskoeffizieraemei der Zwei-Photonen-
Anregung zu erhalten.

Ebenso wie im Fall der Ein-Photonen-Anregung sind auch éeZaei-Pho-
tonen-Anregung alle im folgenden auftretenden materigenen Grol3en sehr
stark von der optischen Frequenbzw. der Wellenlang@ = c/v abhéangig.

Ausgangspunkt fir die Herleitung der Eigenschaften desog®nskoeffi-
zientena ist die Wellengleichung fir elektromagnetische Wellen iatdtie, wie
man sie aus den Maxwell-Gleichungen herleiten kann:

w1 9’E _ 1 9°P(E)
c2 0t2 2 ot?
Betrachtet man den Fall, dass sich die elektromagnetische Weinem lokalen,
isotropen, Iineafen Medium ausbreitetq[sql], so lasst siehddirch das aul3ere
elektrische Feld induzierte PolarisatioR(E) schreiben als
P(E) = eoXE (2.1.3)

mit &y der Dielektrizitatskonstanten undder dielektrischen Suszeptibilitat. Uber
die Definition der dielektrischen Verschiebubglasst sich die im allgemeinen
komplexwertige Dielektrizitatsfunktior definieren:

K=1+x (2.1.4)

(2.1.2)
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Bei der Ausbreitung einer elektromagnetische Welle in Mafd@ann man — aus-
gehend von der Formulierung des zeitlich gemittelten Rogrtektors — folgen-
de Beziehung fur den Absorptionskoeffizientembleiten [31]:

_4rk
" Ao
In dieser Gleichung istg die Vakuumwellenlénge des Lichtes ukgst der kom-
plexe Anteil des BrechungsindexFolgt man der Darstellung in l€IN & FUR-

TAK [31, Kap. 2.4], die mit entsprechenden Modifikationen auictdichte Mate-

rie gilt, kann man nun unter Verwendung der molekularen fiabarkeitp die
dielektrische Funktiorx ableiten. Unter der Annahme, dass die Materie, in der

sich die Welle ausbreitet, nicht magnetisch istf po), ergibt sich der komplex-
wertigen Anteil des Brechungsindexesu:

1
k=ZIm(k) (2.1.6)

Dies kann nun in GI.4.1.5 eingesetzt werden, so dass sich der Absorptionskoef-

fizient a letztendlich auf die Polarisation der MateRezuriickfiihren lasst, wenn
man noch Gl.2.1.4 und Gl. £.1.3 hinzuzieht:

a (2.1.5)

a= A;\—nlm(ler) (2.1.7)

Bis hierher tauchen in den Gleichungen makroskopische @raGg die sich al-
lerdings auch als tber eine grof3e Zahl von Atomen/Molekgtmittelte mikro-
skopische Groéf3en verstehen lassen.

Fir den letzten Schritt der Argumentation wird die PoldiisaP auf mikro-
skopischer Ebene betrachtet. Wird ein Atom/Molekul mitegirlektromagneti-
schen Welle bestrahlt, fangen die Elektronen an, um ihréphinktslage im Mo-
lektlpotential zu schwingen. Die Reaktion der Elektroneindas &ulRere elektri-
sche Feld kann durch das Modell des harmonischen Oszdlatschrieben wer-
den. Der tatsachliche Potentialverlauf fur die ElektromerCoLoumB-Feld des
Kernes wird durch einen parabelférmigen Verlauf angenalsefange sich die
Elektronen in ihrer ,Nullposition” befinden und keine gré&e Schwingungen
um diese Nullage ausfuhren.

Mit diesem Modell berechnet sich die atomare/molekulatad®erbarkeitp,
die durch das &uRere elektrische FEj(F;) am Ort des i-ten Molekills induziert
wird, zu:

b= pEn(r)  und ﬁ:$zﬁi 2.18)
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Das induzierte Dipolmomend; eines i-ten Molekdls, ist desweiteren Uber ein
makroskopisch kleines, aber mikroskopisch dennoch gre8ksnen AV zum
mittleren Dipolmoment pro Einheitsvoluméhgemittelt worden. Somit geht die
atomare/molekulare Polarisierbarkpitiber die PolarisatioR(E) (Gl. (2.1.3) in
den makroskopischen Absorptionskoeffiziente(Gl. (2.1.7)) ein.

Das idealisierte Potential eines harmonischen Oszilagireine gute Nahe-
rung fur das tatsachliche Potential, solange die Feldstdds &ulReren elektri-
schen Feldes im Bereich der charakteristischen atomareistBeteE,iom liegt.
Die charakteristische Feldstérke hat einen Wert von &g~ 5- 101 v/m.

Hat das aul3ere Feld dagegen eine grol3ere Feldstarke — z.Bedimhlung
der Atome/Molektle mit einem entsprechend starken Laseraeht sich die Ab-
weichung des tatséchlich im Molekul vorhandenen Potenam idealisierten
Potential bemerkbar. AbR.1.2zeigt qualitativ diese Abweichung.

= \ : '
5 A | ] reales Potential U ——
S \ ! ideales Potential U - — —
5 !
2o
L
Q
]
IS
L
o
o
Egt
t >
0 ro Auslenkung r

Abbildung 2.1.2: Qualitativer Vergleich des idealisierten Molekulpotentiales
Ui(r) (harmonischer Oszillator) mit dem realen Potentlalr) bei veranderli-
chen Kernabstéandem Im Abstandrg ist ein Elektron mit der Bindungsenergie
Eg in der Nullpunktslage.

Der Ansatz der Polarisation in Gl2(.3 ist solange gultig, wie die Feld-
starkeE des eingestrahlten Lichtes kleiner &gom ist, so dass die Elektronen
nur Schwingungen kleiner Amplitude um die Nullpunktslagisfahren und die
Annahme eines harmonischen Oszillator-Potentials gdextigt ist. Bei der Ein-
strahlung von Laserlicht, insbesondere von gepulstemrlieise ist dagegen die
Intensitat hoch und diese Annahme trifft nicht mehr zu.
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Die Reaktion der Materie auf das auf3ere Feld wird durch diecpigbilitat x
beschrieben, so dass bei Abweichungen vom idealisiertérafalieser Stelle
die Korrekturterme durch eine Potenzreihen-Entwicklueg RlolarisatiorP(E)
ausgedruckt werden kdnnen (vergleiche mit Gl1(3):

PE) = R+P+R+...
ox OB + gox VE2 4 goxPE3 4 .. (2.1.9)

Diese Entwicklung vorP(E) und die héheren Ordnungen vgnmiissen an al-
len Stellen in die Rechnung einbezogen werden und wirkenisietien zuvor
genannten Gleichungen aus.

In BERGMANN & SCHAFER[34] findet man fir die einzelnen Ordnungen der
Suszeptibilitat in den entsprechenden Einheiten folg&ad®enordnungen:

x9~1, xYx~102my, x@ ~102m?V?

Diese hoheren Ordnungen zeigen sich schlief3lich auch imorphenskoeffizien-
ten, der sich jetzt ndherungsweise schreiben lasst als:

a:jirlm(ler()\)) s d+a’~a®+a@) (2.1.10)
Der erste Ternu’ beschreibt die Ein-Photonen-Absorption, der zweite Tafm
die Zwei-Photonen-Absorption — die Terme mit héheren Ondyam beschreiben
dann Multi-Photonen-Prozesse noch héherer Ordnung. Ddéiugs und die phy-
sikalischen Auswirkungen der ersten Ordnung des Absargkioeffizientero (1)
seien an dieser Stelle nicht betrachtet, da diese z. B. zuekikder Erzeugung
der Zweiten Harmonischen fihren und im hier betrachtetdinkEaen Einfluss
auf die Zwei-Photonen-Absorption haben.

In Gl. (2.1.1Q ist sowohl die fur den Zwei-Photonen-Anregungsprozes$iwi
tige Intensitatsabhangigkeit als auch die Wellenlangeaabigkeit des Zwei--
Photonen-Absorptionskoeffizienten erkennbar, da alld3&mné- wie am Anfang
des Kapitels kurz erwéhnt — sehr stark wellenlangen- baguenzabhangig sind,
also insbesondere auch? = a(?()) gilt. Bei der starken Wellenlangenabhan-
gigkeit ist auch anzumerken, dass der Ein-Photonen-Alisagguerschnittr (9
und der Zwei-Photonen-Absorptionsquerschaitf zwar beide fiir die gleiche
WellenlangeA grof3e Werte annehmen kdnnen, so dass eine gleichzeitige Ein
und Zwei-Photonen-Absorption beobachtet werden kannr Abeallgemeinen
werden in den Experimenten die Anregungsbedingungen séahggwlass dieser
Fall nicht auftritt.
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Die oben dargelegten Zusammenhange lassen sich auch miequachani-
schen Rechnungen bestatigen, wie es zum Beispiel von ROADB33] gezeigt
wird.

Die oben genannten Werte fir die GroéRenordnungen der Suszep
tibilitat x bewirken nach Gl. 4.1.7, dass auch der Zwei-Photonen-
Absorptionskoeffizienta® um mehrere GréRenordnungen kleiner ist als der
Ein-Photonen-Absorptionskoeffizientr(?). Damit dennoch Zwei-Photonen-
Anregungsprozesse in grol3er Anzahl stattfinden, muss nacl2G.1Q mit
grol3en Intensitateh gearbeitet werden. Solche grof3en Intensitdten kénnen mit
gepulsten Lasern erreicht werden. Oft werden Titan-Sdpdser (Ti:Sa-Laser)
als Laserquellen fur LSMs verwendet, die mit cw-Ausganggtlegen von etwa
0.5 — 2 W und Pulsdauern im Femtosekundenbereich die gewiémstiohen
Intensitaten liefern. Zum Beispiel erzeugt ein 1 W-Laser Bt fs-Pulsen in
einem 1um? groRen Fokusquerschnitt eine Intensitét von 30 TWicm

Der makroskopische Absorptionsquerschaitst Uber die Teilchenzahldichte
np mit dem molekularen Wirkungsquerschratt genauer dem optischen Absorp-
tionsquerschnitt pro Molekul, verknipft [34, 35]:

a =ngo (2.1.11)

& a9 +a®l=no® 4o (2.1.12)
Hierbei istl die eingestrahlte Laserintensitat umdie Frequenz des Laserlichtes.
Auch in Gl. 2.1.19 wirken sich die héheren Ordnungen varin ¢ aus, ins-
besondere zeigt sich, dass der molekulare Zwei-Photohserationsquerschnitt
o’ = ngo@1 /hv intensitatsabhéngig ist. Dies filhrt zu der bekannten Agessa
dass die Zwei-Photonen-Absorption vom Quadrat der eirgj@dstn Laserinten-
sitatl abhangt. Fur die molekulare Anregungsratgilt zunachst allgemein:

R=0—
hv
mit h dem R.ANCKschen Wirkungsquantunv, der Frequenz des eingestrahlten
Laserlichtes undc dem molekularen Absorptionsquerschnitt. Fir den Fall der
Zwei-Photonen-Absorption verfeinert sich diese FormetHlEinsetzen des in-
tensitatsabhangigen Zwei-Photonen-Absorptionsqueitteho” zu:
|2

R=o" = o®

o~ = (2.1.13)



2.1. THEORIE DES ZWEI-PHOTONEN-ANREGUNGSPROZESSES 17

Hier ist die quadratische Abhangigkeit der molekularenejungsrat® von der
eingestrahlten Laserintensitat

Die Werte fiir die Zwei-Photonen-Absorptionsquerschritt€ liegen in der
GroRenordnung vorr® = 10750 cmf's [34, 36]. Allerdings sind bisher noch
nicht viele Zwei-Photonen-Absorptionsquerschniité von Farbstoffen, die ty-
pischerweise in der Mikroskopie verwendet werden, vergressrden [16].

In den vorherigen Abschnitten ist ein einfacher Weg gezeigtden, um
zu verstehen, wie sich die hohen Feldstarken des Lasedicuf den moleku-
laren Wirkungsquerschniw auswirken und héhere Ordnungert® und o(®
sichtbar werden lassen. Das Ergebnis ist die Intensita#saigkeit des Zwei-
Photonen-Wirkungsquerschnittes?. In den folgenden Abschnitten wird ge-
zeigt, welche Auswirkung diese Intensitatsabhangigkeitder Anwendung in
einem Mikroskop — genauer bei der Fokussierung durch einselL+ hat. Ver-
gleicht man weiterhin noch den Fall der Ein-Photonen-Apson mit dem der
Zwei-Photonen-Absorption, so lassen sich aus diesem Bigenige Vorteile
der Zwei-Photonen-Mikroskopie ablesen.

Wird ein Laserstrahl mit einem gaul3férmigen Strahlprofitafiueine Linse
fokussiert, so bleibt sein Strahlprofil erhalten und funsei Strahlradiusv(z) in
der Nahe des Fokus entlang der Strahlacdt# [35]:

Dabei istwp der Radius des Strahlquerschnittes im Fokus (auch Striédnitgs-
nannt) undA die Wellenlange des Lasers.

Benutzt man einen gepulsten Laserstrahl mit diesem gauigfémstrahl-
profil und einem ebenfalls gaul3férmigen zeitlichen Proél|&sst sich fur seine
Intensitatl (r, @, z,t) in der N&he des Fokus schreiben:

I(r,(p,z,t):EonW#(z)exp( w2(z) )2\/ln— ( 4':2 t)

Dabei istEy die Gesamtenergie im Pulsdie radiale Entfernung von der Strahl-
achsezder Abstand vom Fokus die Zeit undr ist die volle zeitliche Halbwerts-
breite des Pulses, kurz Pulsdauer genannt.
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Fur die Anregungswahrscheinlichkeit pro Puls gilt im Falk Ein-Photonen-
Absorption

00

pip(r,9,2) = 0@ / Mdt

hv
E 2
_ 5050 _ 2
o hy 2(Z)exp( w2(z)r> (2.1.14)

bzw. im Fall der Zwei-Photonen-Absorption:

[oe]

2
pop(r,9,2) = 0@ / (_' “r‘f‘;z’t)) it

—00

=g Eo® ( 2 )2exp(— 4 r2) v2In(2) 1 (2.1.15)
(hv)2 \ mw?(2) WA(2) VAL
Um das entlang der Strahlachse entstehende Signal berezbiri@nnen, muss
die Anzahl der aus dem Laserstrahl absorbierten Photiggmestimmt werden.
Die tatsachliche Zahl der entstehenden Fluoreszenzpotoingt dann noch von
der konstanten Quanteneffiziepdes Farbstoffes ab. Die Zahl der pro Puls absor-
bierten PhotoneN,p4(r, @,2) in einem Volumenelemenii= r dr dpdz berechnet
sich nach:

Nabs(ra o, Z) =NF p(r7 o, Z) av
Hier istng die homogene Volumendichte der Farbstoffmolekile.
Hieraus berechnet sich die Anzahl der pro Puls absorbi@fetonerNypg(2)
in der Tiefez fur die Ein-Photonen-Absorption zu:

21T
NabglP(Z)ZnF//plp(r, @,z)rdrde - dz
00
=g o E0 g, (2.1.16)
hv

Fur die Zwei-Photonen-Absorption ergibt sich dagegen:
21T o
NabSZP(Z> :nF//p%P(r7 (p,z)rdrdq0~ dz
00
2 Eo® v2In(2) 1
()2 VT me(z)

1
—neo —dz (2.1.17)
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Bei der Ein-Photonen-Anregung ist die Zahl der absorbigPtestonerNaps1p(2)
entlang der Strahlachse eine Konstante, d. h. von der &ogitauf der Strahl-
achse unabhangig. Bei der Zwei-Photonen-Anregung dagegieindgr Strahl-
querschnitiA(z) = mw?(z) und damit die Entfernung zur Linse in die Zahl der
absorbierten Photonéy,sop(z) mit ein und dies fuhrtim Fokus zu einer hoheren
Absorption als auf3erhalb des Fokus. ABH.verdeutlicht dies in einer Skizze.

Objektivlinse
2“”0/
I
\z
. |
[ f |
Nabs,lP
z
Nabs,ZP
z

Abbildung 2.1.3: Ein-Photonen- und Zwei-Photonen-Absorptidds.e und
Nabs2p) In Abhéngigkeit des axialen Abstandes/on einer Linse der Brenn-
weite f flr einen Strahl mit gau3férmigem Strahlprofil: im Fokus hat der
Strahl einen Durchmesser vomg (Strahltaille). DieNapsop-Kurve entspricht
der 1/w?(2)-Abhangigkeit eines bRENTz-Profils.

Wie diese Abbildung zeigt, entsteht ein Grol3teil des Flspeazsignals bei
Zwei-Photonen-Anregung im Fokus des Laserstrahls. Dtedeisentscheidende
Vorteil der Zwei-Photonen-Anregung, denn nur hier im Folgisdie Intensitét
hoch genug, um Anregungsprozesse in ausreichender Zaginfisleutliches Si-
gnal zu ermdglichen.

Neben der reziproken Abhangigkeit von der StrahlquerstdiildicheA(z) ist
in Gl. (2.1.17% noch eine weitere Mdglichkeit erkennbar, um ein hoheregiZw
Photonen-Signal zu erhalten, denn die Anregungswahrdatiéieit wird auch
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durch die reziproke Pulsdauey 1 bestimmt: mit kiirzeren Pulsen entsteht ein
hoheres Signal. Die Auswirkungen der Pulsdauer wird von BLUIWEG [37]
ausfuhrlicher diskutiert.

Nach Gl. @.1.10 bzw. Gl. 2.1.1) ware auch eine gleichzeitige Ein-
Photonen- und Zwei-Photonen-Anregung moglich, aber aoffyrder starken
Wellenlangenabhangigkeit der Absorptionsquerschmit® und o(@ fallen im
allgemeinen die Resonanzen im Absorptionsspektrum furPBiotonen- und
Zwei-Photonen-Absorption nicht zusammen.

Geht man auf die in AblR.1.1skizzierte Idee zuriick, so ist die Anregungs-
wellenlange bei der Zwei-Photonen-Anregung gerade doppedrol} ist wie bei
der Ein-Photonen-Anregung. In der Regel wird diese doppkbenlange eine
Wellenlange sein, bei der keine Ein-Photonen-Anregunitfisidet, sondern nur
eine Zwei-Photonen-Anregung. Am Beispiel einer wasserigiung mit einem
Fluoreszenzfarbstoff heil3t dies, dass man mit Licht detéfEingeA ~ 800 nm
in die Probe fokussieren kann, welches die fluoresziereMisekile durch den
Zwei-Photonen-Prozess mit effekiivas 400 nm anregt. Fur die Wellenlange von
A ~ 800 nm findet in der wasserigen L6sung aber keine Ein-Photésorption
statt. Dies bedeutet, dass man nur aus dem Fokus Signdl erhal

Die Tatsache, dass bei der Zwei-Photonen-Anregung dasiSignim Fokus
entsteht, hat auch Vorteile fur den Aufbau des Detektisabi&nganges. Diese
werden in Kap2.3erlautert.

Zum Abschluss dieses Kapitels zeigt die folgende Ahf.4ein Photo mit
dem Unterschied zwischen Ein- und Zwei-Photonen-Anregdag die zuvor be-
schriebenen Zusammenhange in einen Experiment bestatigt.

In diesem Bild werden zwei Laserstrahlen in eine farbstdififfe Kivette
fokussiert. Der obere Strahl zeigt die Ein-Photonen-Aanggmit der Wellenlan-
ge, die der Anregungswellenlange des Farbstoffs entspben untere Strahl hat
die doppelte Wellenlange und kann daher nur durch Zweidttgot-Anregung die
Farbstoffmolektle zur Fluoreszenz anregen.

Man sieht, wie bei der Ein-Photonen-Anregung entlang deageen Strahl-
achse Absorption und damit auch Fluoreszenzemissiorirstizt, wahrend bei
der Zwei-Photonen-Anregung nur aus dem Fokus (durch dehdgelennzeich-
net) Fluoreszenz emittiert wird.
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Abbildung 2.1.4: Ein-Photonen- und Zwei-Photonen-Anregung in einer farb-
stoffgefiilliten Kiivette, aus M.K. 88INSON[38].

2.2 Theorie der Fluoreszenzemission

Neben der Absorption mit Hilfe des Zwei-Photonen-Anregprgzesses ist der
zweite grundlegende Baustein fur die TPLSM die Emission Maorészenzpho-
tonen, denn sie bilden das Signal, das aus der Probe detekitezu einem Bild
zusammengesetzt wird.

Fluoreszenz, oder allgemeiner Lumineszenz, ist ein Vaygaei dem ein Mo-
lekdl von einem angeregten elektronischen Zustand in dektrehischen Grund-
zustand Ubergeht und die freiwerdende Energie durch 8trglabgibt. Allerdings
kann die Fluoreszenz nicht als isolierter Vorgang in einewldWil betrachtet
werden, sondern es gibt noch weitere wichtige Reaktions&amaMolekl, die
mit der Fluoreszenz konkurrieren oder sie stark beeinfiusSaé JABLONSKI-
Diagramn? stellt diese Zusammenhéange ibersichtlich dar.

Zuvor jedoch sollen noch ein paar Anmerkungen zu der zugiiegenden
Physik, die die Struktur desz\BLONSKI-Diagramms erklart, gemacht werden.

Grundlage der atomphysikalischen Beschreibung der eldktoen Struk-
tur von Molekilen ist die Losung dercCBiRODINGERGleichung, die in ihrem
HAMILTON -Operator die kinetischen Energi@nund das Gesamtpotentidj

2nach Alexander Jablonski, 1898 — 1980
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aus der ©uLomB-Wechselwirkung zwischen den Kernen und allen Elektronen
bericksichtigt, die das Molekil formen:

H® = [T +Vhvi]P = EnyaP (2.2.1)

Dabei bezeichnet die Quantenzalulie elektronischen Energieniveausiie Vib-
rations-/Schwingungsniveaus uddlie Rotationsniveaus.

Die Losung der S8HRODINGERGIleichung beschreibt den Potentialverlauf,
dem die Elektronen in der Umgebung eines Atomkerns ungeniein Abhan-
gigkeit der drei Quantenzahlen. Abb.2.1zeigt den tats&chlichen Potentialver-
lauf zusammen mit der parabolischen Naherung eines hasetmm Oszillators,
die fur die niedrigen Energieniveaus eine einfache matkieae Losung der
SCHRODINGERGIleichung erlaubt.
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Abbildung 2.2.1: Vibrations- und Rotations-Energieniveaus eines zweiatomi-
gen Molekils, zusammen mit der parabolischen Naherung des Potentialverla
fes. Rechts sind vergroél3ert die Rotationsniveaus der einzelnenivfisaiveaus
skizziert. Zusammengestellt aus B.HRBNSDEN & C.J. JOACHAIN [39]

Diese Vibrations- und Rotationsniveaus spalten die elaigoten Niveaus
jeweils in eine Anzahl von Unterniveaus auf. Die Energienadektronischen Ni-
veaus liegen im Bereich von einigen Elektronenvolt (eV), \digrationsniveaus
haben dagegen Energien in der Grol3enordnung von 0.1 eVendildie Rota-
tionsenergien sogar nur im Bereich von einigen 0.001 eV fiegetztere ent-
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sprechen der Energie von elektromagnetischen Wellen imefetnfrarot- und
Mikrowellenbereich.

Ein JABLONSKI-Diagramm zeigt nun schematisch diese Energieniveaus fir
den elektronischen Grundzustafgldes Molekiils und die angeregten Singulett-
Zustandes, und S, aul3erdem ist bei der Lumineszenzbeschreibung auch die Be-
teiligung eines ersten angeregten Triplettzustafges beachten, der nur durch
sogenannte verbotene Ubergange zu erreichen ist. ZuddrimsDiagramm auch
meistens die Vibrationsniveaus eingezeichnet.

angeregte Singulett-Zustande angeregter Triplett-Zustand

Absorption/A : 3
_Sl()srp 1on/Anregung —h interne Schwingungs-
10 s 3
Y
[2

Konversion relaxation
SZ

‘ Intersystem
Crossing

Interne Konversion:
—14
10

<

s—107"%

S

Schwingungsrelaxation:
10"%s-107"%

Energie

Intersystem Crossing:

-10 -8 interne
1 0 S — 10 S Absorption Fluoreszenz Konversion

Fluoreszenz:
107s-107s

[ P < Iy p——

¥ Schwingungs- i

Phophoreszenz: So Y relaxation —t_t ¥

-3 Y_ 1y ¥
10 s —100s el Y ] 1

Abbildung 2.2.2: JaBLONSKI-Diagramm: Gezeigt sind die mdglichen Uber-
gange zwischen den Singulett-Zustandgn S; und S sowie dem Triplett-
ZustandT;.

Das ABLONSKI-Diagramm erklart sich am einfachsten anhand der natirli-
chen Reihenfolge der bei der Lumineszenz auftretenden $5efelgt: Anregung,
Relaxation, Energieabgabe.

Die Besetzung der einzelnen Niveaus wird im thermischencBéswicht
durch die BoLTzZMANN-Verteilung beschrieben. Bei Raumtemperatur befinden
sich die Elektronen eines anzuregenden Molekils aufgrendiddrigen Energie
guasi alle im elektronischen Grundzusta®dund praktisch auch alle im nied-
rigsten Vibrationsniveau = 0, so dass die Anregung immer aus diesem Zustand
erfolgt.

Die Anregung eines Molekiils erfolgt durch Absorption vornofimen der
EnergieE = hv (h = PLANCKsches Wirkungsquantunv, = Frequenz des ein-
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gestrahlten Lichtes). Die Absorption erfolgt quasi insaanim Bereich von
10-1% Sekunden (fs-Bereich). Dadurch werden die Elektronen veektreni-
schen Grundzustarfgh, v = 0 in den ersten oder zweiten angeregten Zustnd
oder$S, gebracht. Da die Anregung nicht mit einer Spindnderunguretbn ist,
ist der angeregte Zustand wieder ein Singulett-Zustarel BOHRsche Frequenz-
bedingung (GI.2.1.0) giltimmer noch, allerdings sind die QuantenzahtemdJ
mit einzubeziehen. Durch den geringen energetischen Atbsdar Vibrations-
und Rotationsniveaus und diedPPLERVerbreiterung der Absorptionslinien
kann statt einer atomaren Absorptionslinie ein breitesofttsonsspektrum beob-
achtet werden. Fur die Absorption in Flissigkeiten tragthadas Losungs-
mittel zu einer Verbreiterung der Absorptionslinien beie interschiedlichen
Ubergangswahrscheinlichkeiten zwischen den beteililjigaaus bestimmen die
Form des Absorptionsspektrums mit seiner Breite und evéetuBpitzen.

Nach der Anregung folgt ein Relaxationsprozess, bei dem ddsKkil durch
Schwingungsrelaxation und interne Konversion Energieiamohgebenden Mo-
lekiile als Wéarme abgibt. Der Relaxationsprozess findet agf éleritskale im
Pikosekunden-Bereich statt und ist somit noch ca. um einkio 2000 schneller
als die typische Zeit im Nanosekundenbereich, wahrendidevlelekil im an-
geregten Zustand bleibt. Das Molekul relaxiert von einegeaegten Vibrations-
und Rotationszustand in den niedrigsten Vibrationszusfard0) des angereg-
ten elektronischen Zustand8s Erfolgt dabei ein Ubergang von einem hoheren
angeregten Zustar.1, so bezeichnet man die Ubergéange als interne Konver-
sion. Diese findet auf einer Zeitskala im Bereich vom%0sec. bis 101 sec.
statt, zudem wird keine Strahlung emittiert. Ebenfalls iitkoBekunden-Bereich
(10712 sec. bis 1010 sec.) erfolgt die Schwingungsrelaxation, bei der die Uber-
gange zwischen den Vibrationsniveaus innerhalb einesrelékchen Niveaus er-
folgen. Am Ende dieses Relaxationsprozesses befindet sgcidiekil quasi
immer im niedrigsten Vibrationsniveau des ersten angereglektronischen Zu-
standesS;, v=0.

Der dritte und letzte Prozess bei der Lumineszenz ist diedigagbgabe, die
das Molekul vom angeregten Zustand wieder zurlck in den @&ustand bringt.
Die Energieabgabe kann mit Strahlungsemission (FluongsZhosphoreszenz)
und strahlungslos (Quenching) erfolgen. Fir die Energjabb stehen jetzt meh-
rere Reaktionskandle zur Verfigung, die allerdings mit zefhsEhr unterschied-
licher Wahrscheinlichkeit stattfinden und sich am bestercldulie beteiligten
Energieniveaus gliedern lassen.

Falls nur die beiden Singulett-Zustan8egund & beteiligt sind, kann es zur
strahlungslosen Energieabgabe, zum Quenching und zureSkzenz kommen.
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Bei der strahlungslosen Energieabgabe wird die Energie atm@/an die Umge-
bung abgegeben. Beim Quenching kollidiert das sich noch ger@gten Zustand
befindende Molekil mit einem anderen Molekil und gibt seinerfie durch
einen inelastischen Stol3 an das andere Molekil ab. Diegerbsirahlungslo-
sen Energieabgaben erfolgen auf einer Zeitskala im Bereioh1® ’ sec. bis
10-° sec. Fur die Fluoreszenzmikroskopie ist aber der dritteedi®eaktions-
kanale am wichtigsten: die Fluoreszenz. Bei der Fluoresgértzdas Molekl
seine Energie in Form eines Photons ab, das vom Molekul ienittird. Die
Zeitskala fur diesen Vorgang liegt im Bereich vorm 2Gec. bis 107 sec., also im
Nanosekundenbereich. Bei allen drei Prozessen befindetlagMolekul (evtl.
noch nach einer Vibrationsrelaxation) wieder im elektsgshen Grundzustartg
mit v = 0. Aufgrund der energetischen Nahe der VibrationsniveassGtundzu-
standess) und einer DPPLER Verbreiterung durch die thermische Bewegung ist
die Fluoreszenz ahnlich wie bei der Absorption nicht momocatisch, sondern es
ist ein Emissionsspektrum zu beobachten, das meistengegekzum Absorp-
tionsspektrum ist. Die Molekile kdnnen die Anregungs-Eiiss-Zyklus viele
hundert mal durchlaufen, bevor der chemisch sehr reaktigeragte Zustand das
Molekul derart verandert, dass es nicht mehr fluoresziean bkezeichnet diesen
Vorgang auch als ,,Ausbleichen” des Fluoreszenzfarbstoffe

Die weiteren Reaktionskanale der Energieabgabe beinhaiteétzlich zu
den beiden Singulett-Zustand& und S; noch den ersten angeregten Triplett-
ZustandT;. Der erste Vorgang bei diesen Reaktionskanalen ist dag ggstem
crossing* bei dem das Molekiil durch einen verbotenen Ulngrgam Singulett-
ZustandS; in den Triplett-Zustandl; Ubergeht (101° sec. bis 108 sec.). Da
dieser Ubergang mit einer Anderung des Elektronenspirisunelen ist, ist die-
ser Ubergang sehr unwahrscheinlich und tritt somit setierseluf. Von diesem
Triplett-Zustand aus gibt es wieder die drei Moglichkeitkem Energieabgabe wie
sie schon beim Singulett-Zustand beschrieben wurdernlstrgslose Energieab-
gabe, Quenching und Emission von Photonen. Da der UbergamgTviplett-
ZustandT; zum Singulett-Grundzustar®j aber ein verbotener Ubergang ist, sind
die Zeitskalen fir diese Ubergange sehr viel groRer als lzeivor beschriebe-
nen Fall: die strahlungslose Energieabgabe und das Qumenbegen beide im
Bereich von 102 sec. bis 100 sec. Aber auch die Emission von Photonen, die
in diesem Fall Phosphoreszenz genannt wird, liegt in dieZeitbereich. Fur
die Phosphoreszenz gilt ebenfalls wie bei der Fluoreszeéags aufgrund der
energetisch dicht liegenden Vibrations- und Rotationsugedes Grundzustan-
des ein Emissionsspektrum statt einer einzelnen Emidsi@beobachtet wer-
den kann. Zusatzlich gibt es in diesem Molekilzustand abeh einen weiteren
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Reaktionskanal: die verzogerte Fluoreszenz. Hierbeigriah zweiter verbote-
ner Ubergang vom Triplett-Zustarid zuriick in den ersten angeregten Singulett-
ZustandS;, von dem aus das Molekul dann ein Fluoreszenzphoton in dexrzu
beschriebenen Weise emittiert. Aufgrund der beteiligtéreaus ist diese Emis-
sion eine Fluoreszenzerscheinung, die aber wegen derteedyo Ubergange in
einen sehr viel langeren Bereich der Zeitskala verscholtemstark verzogert ist.

Die Beteiligung von noch héher angeregten Niveaus @) ist denkbar, aber
dafur ist sehr kurzwelliges Licht notwendig, die statt inezi Anregung auch an-
dere Wechselwirkungen mit dem Molekdil wie eine Dissozratiervorrufen kon-
nen. Zudem werden die Relaxationsprozesse das Molekul @ibblber angereg-
ten Zustanden zuerst wieder in den ersten angeregten 8itguistand bringen,
bevor die Fluoreszenz stattfindet.

Fur die Fluoreszenzmikroskopie ist die zuvor beschrielldnereszenz der
wichtigste Reaktionskanal, der dank der hohen Ubergangsualatinlichkeiten
auch hauptséchlich auftritt.

2.3 Prinzipieller Aufbau eines
Zwei-Photonen-Laser-Raster-Mikroskopes

Zur Erklarung des Funktionsprinzips und zur Verdeutlidhwuder Vorteile der
Zwei-Photonen-Laser-Raster-Mikroskopie wird an diesel&rzunachst kurz die
Epifluoreszenzmikroskopie dargestellt.

Das Prinzip der Epifluoreszenzmikroskopie wird unter aenervon
J.B. AWLEY (ED.) [40, Kap. 1] und D.L. WOKOSIN et al. [41] erklart. Bei
einem Epifluoreszenzmikroskop wird die Probe mit einer WArripe durchleuch-
tet, um die Probe in ihrer gesamten Ausdehnung (x-y-, abgr atRichtung) zur
Fluoreszenz anzuregen. Dies ist das gleiche Prinzip wiesibeim Transmissi-
onsmikroskop, das mit einer Wei3lichtlampe die Probe detathtet.

Ein Lichtmikroskop und ein Epifluoreszenzmikroskop untéesden sich so-
mit nur darin, welches Licht zur Abbildung verwendet wiréiim Lichtmikroskop
wird das transmittierte oder reflektierte Licht einer Larapgebildet, bei Epifluo-
reszenz das Fluoreszenzlicht aus dem Préparat. Bei beidead{opieverfahren
ist das Bild auf dem Detektor dann die Projektion des gesaftebenvolumens
in die Bildebene, wobei sich das scharfe Bild der eingeste{figkussierten) Ob-
jektebene mit den unscharfen Bildern der dartber- und dariegenden Ebenen
Uberlagert.
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Den nachsten Schritt in der Entwicklung der Fluoreszenmwsitopie stel-
len die Laser-Raster-Mikroskope (LSM) dar. Das erste LSM &markonfokales
Laser-Raster-Mikroskop, das 1972 von M.Dc &Rpatentiert wurde [40, Kap. 1
und Referenzen]; dabei wird das Prinzip des konfokalen Mikopes verwen-
det, das von M. NNsSkY realisiert wurde [42, und Referenzen]. Das erste Zwei-
Photonen-Laser-Raster-Mikroskop ist 1990 von VENB und W.W. WEBB et al.
entwickelt worden [14]. Die folgenden Abschnitte gehenadirter auf diese
Art der Fluoreszenzmikroskope ein. Die Realisierung der k3t deshalb erst
so viele Jahre nach den theoretischen Vorarbeiten stattden, weil zunachst
gepulste Laser als Lichtquellen realisiert werden musstenlangzeitstabil ar-
beiteten und eine unkomplizierte Handhabung erlaubtes,eafriihen Labor-
Lasersystemen nicht unbedingt gegeben war.

Im Gegensatz zu Epifluoreszenzmikroskopen arbeiten LSMgimem drei-
dimensionalen Rasterverfahren, bei dem in einem einzelnsteRahritt nur die
Fluoreszenz aus dem Fokus, d. h. einem einzelnen Punktsgemwird. Da der
Fokus nicht nur in der xy-Ebene, sondern auch in verschexu&refen (z-Achse)
die Probe abrastern kann, ist es mit den Laser-Raster-Miépes moglich, ein-
zelne Schichten des Préparates zu untersuchen. Diese déetihiod deshalb
»optischer Schnitt* genannt, denn das Préaparat muss nexsthnitten werden,
um einzelne Schichten zu untersuchen. Im rechten Teil dér 213.1ist dies
skizziert. Damit bieten sich Laser-Raster-Mikroskope ade&hu an, Schichten in
lebenden Zellen mit hoher Auflésung zu untersuchen.

X zu untersuchendes Objekt

m Rasterpunkte mit wenig Signal m  Rasterpunkte mit viel Signal

Abbildung 2.3.1: Idealisiertes dreidimensionales Rasterverfahren: der Laserfo-
kus rastert eine xy-Ebene innerhalb der Probe in einer durch dieizeiRdest-
gelegten Tiefe.
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Prinzipieller Strahlverlauf in LSMs:  Den prinzipiellen Strahlverlauf in den
LSMs zeigt Abb.2.3.2 wobei sich die Abbildung auf den Strahlverlauf im Mi-
kroskop beschrankt und die Darstellung in diesem Abschmdit auf alle in
der Praxis notwendigen optische Komponenten eingehteDAdbildung erlaubt
aber dennoch den Vergleich der Vorteile und Nachteile delelmekonstruktions-
prinzipien.

Bei den LSMs wird ein Laserstrahl tGber einen dichroitischpre§el in das
Objektiv eingestrahlt. Die Wellenlange des Lasers lieglea CLSMs im ultra-
violetten (UV) oder sichtbaren (VIS) Wellenlangenberetie TPLSMs verwen-
den eine infrarote (IR) Wellenlange. Das Objektiv fokudstn Laserstrahl in
das Praparat. Der Laserstrahl regt im Praparat die Fluemesan, die dann wie-
derum vom Objektiv aufgenommen und auf den Detektor abdetovird, wobel
der dichroitische Spiegel fiir das Fluoreszenzlicht hoghgparent ist.

Die Eigenschaft der Zwei-Photonen-Anregung, nur im Fokusieszenz an-
zuregen, wirkt sich auf den Aufbau eines TPLSM aus. Der Aulfish zwar im
Wesentlichen der gleiche wie bei einem CLSM, aber es fehltdanblende, und
gerade dies bietet grol3e Vorteile fir ein TPLSM, welche ing&oden mit Hilfe
der Abb.2.3.2erklart werden.

Die Lochblende: Bei einem CLSM wird mit Ein-Photonen-Anregung gearbei-
tet und so entsteht das Fluoreszenzsignal auf dem gesaretpded Laserslichtes
durch die Probe. Fur die eindeutige Zuordnung des gemassénareszenzsignal
zu der Rasterposition wird deshalb die Lochblende so in deleBéne des Ob-
jektives positioniert, dass die konfokale Abbildung gevigiktet wird und nur die
Fluoreszenz aus dem Fokus durch sie hindurchtritt (vgl.. 282 durchgezoge-
ner Strahlverlauf). Dadurch wird auch die dreidimensiernalflosung maglich.
Fluoreszenz von aul3erhalb des Fokus, die Hintergrund8menz, kann dagegen
das Loch der Blende nicht passieren (vgl. ABIR.2 gestrichelte Strahlverlaufe).
Auch Streulicht aus der Probe wird von der Blende unterdruckt kann nicht
auf den Detektor, z. B. einen Photomultiplier, fallen, der Eiuoreszenzintensitat
registriert.

Bei einem TPLSM stammt das gesamte gemessene Signal auftgudd ei-
Photonen-Anregung aus dem Fokus (vgl. Kag). Es existiert auch keine Hin-
tergrundfluoreszenz, die unterdrickt werden musste. Dahlblende wird also
nicht bendtigt und der Detektor ist in der Bildebene posigdn So wird auch
die konfokale Abbildungsbedingung durch die Positionigryron Detektor und
Fokus, der die einzige Signalquelle ist, erfillt.
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- Detektor

\
/ Lochblende | |

__ Bildebene

T
\ /\ |
Filter
| / \ I \ ‘I

Objektivlinse
Probe
\
s
Fokusebene —_—— .
Strahlengiinge
Anregung und Fokussignal Anregung

— = = Signal aus Fokusebene, nicht im Fokus

Signal aus Fokus

— .=+ Signal nicht aus der Fokusebene — =— = gestreutes Signal

Abbildung 2.3.2: Vergleich des Aufbaus eines CLSM und eines TPLSM. In
beiden Fallen wird ein Laserstrahl (Ultraviolett (UV) oder Infrarot)jiRber
einen dichroitischen Spiegel durch das Objektiv in die Probe fokussiertlie
Fluoreszenz wird vom Objektiv auf den Detektor abgebildet. Der Filterkbloc
das noch in den Detektionsstrahlengang gelangende Anregungslicht.
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Wenn die Lochblende nicht mehr im Strahlengang liegt, sedfetktiv eine
groRere Detektoroffnung zur Verfigung, und es kdnnen alwbr&szenzphoto-
nen in den Detektor gelangen, die aus dem Fokus stammenjratder Probe
gestreut wurden. Im rechten Teil der Abbildub@.2ist ein solcher Strahlverlauf
durch die gestrichelte Linie angedeutet. In einem CLSM wiidiese gestreuten
Photonen nicht mehr das Loch der Blende treffen, was zu eieéoererten Si-
gnal fahrt. Zudem kénnen bei einem CLSM Photonen von auf3edes Fokus
(Hintergrundfluoreszenz) noch in das Loch der Blende hiresitrgut werden, was
zu einem hoheren Rauschsignal auf dem Detektor fuhrt. EirSMPhat also ein
besseres Signal-Rausch-Verhéltnis als ein CLSM.

Desweiteren muss die Lochblende sehr genau positioniedene damit sie
mit dem Fokus zusammen exakt die Abbildungsbedingunglerilie Prazision
dieser Justierung beeinflusst das Signal-Rausch-Verb&l@infalls sehr stark.

Der dichroitische 45°-Filter:  Ein weiteres wichtiges Bauteil aus Aldh3.2ist

der dichroitische 45Spiegel, der zum einen die Aufgabe hat, das Anregungsla-
serlicht in das Objektiv umzulenken, und zum anderen dierEkzenz und das
Laserlichtim Detektionsstrahlengang zu trennen. Die fueig der Wellenlangen
gelingt durch eine dielektrische Beschichtung, die fur dieeyungswellenlan-

ge hochreflektierend, fur die Fluoreszenzwellenlange gixgbochtransparent ist
(fur das Prinzip vgl. dazu KEIN & FURTAK [31]). Je enger die zu trennenden
Wellenlangen bei einander liegen, desto aufwendiger weddnstruktion eines
dichroitischen Spiegels.

Der Sperrfilter:  Ebenso wichtig wie der dichroitische 4Spiegel ist in beiden
Aufbauten der Sperrfilter, der im Detektionsstrahlengamigahen dem dichroiti-
schen Spiegel und der Bildebene liegt. Der Sperrfilter istveatig, da immer ein
kleiner Teil des Anregungslaserlichtes an den optischanpgdmenten reflektiert
wird und zusammen mit dem Fluoreszenzsignal in den Detetsioahlengang
gelangt. Es gelangt ca. 1 % des reflektierten Anregungsbathirch den dichroi-
tischen Spiegel hindurch in den weiteren Detektionsstragdng. Dieser Rest ist
etwa um einen Faktor 100 intensiver als das interessiefidndeeszenzsignal und
wurde das Fluoreszenzsignal auf dem Detektor sehr starktiidgelen. Mit Hilfe
des Sperrfilters, der ab einer bestimmten Wellenlange kdéektierend ist und
so die Anregungswellenlange blockt, kann dieser Rest desgimgslichtes vom
Signal getrennt werden.
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2.3.1 Die verschiedenen Rasterverfahren

Dieser Abschnitt beschaftigt sich mit dem prinzipiellemaBtverlauf im Detek-
tionsstrahlengang, da hier mehrere Realisierungen mosiich Um die Probe
abrastern zu kdénnen, missen Probe und Laserfokus relainander bewegt
werden, was durch zwei Verfahren erreicht werden kann: dalsedrasterverfah-
ren und das Strahlrasterverfahren. Diese werden zusammetemmaglichen
Detektionsmodi in Abb2.3.3dargestellt.

Bei der Probenrasterung wird die Probe unter dem ortsfestearktrahl be-
wegt. Dazu wird meist der gesamte Probentisch mit Hilfee®ehrittmotor- oder
eines piezoelektrischen Antriebes mit sulm-Auflosung in der x-y-Ebene ver-
fahren. Die Aufnahmetiefe entlang der z-Achse kann ebksnfait Hilfe einer
dieser beiden Antriebsarten verandert werden. Betrachaet sen Detektionss-
trahlengang in den Teilen (A) und (B) der Aldh3.3 so sind dort keine bewegli-
chen optischen Elemente zu finden, die den Strahlengangrdsciabeeinflussen
konnten. Da sich bei der Probenrasterung der Laserfokusemam der selben
Position befindet (statischer Anregungsstrahlengan¢gtedt auch der Bildpunkt
in der Bildebene immer an derselben Position. Man kann alsoeimem sta-
tischen Detektionsstrahlengang sprechen. Damit kann etekibr mit kleiner
Detektionsflache verwendet werden. Es kommen also z. B. Rhudtiplier oder
Avalanche-Photodioden in Frage. Allerdings muss bei dieBmbenrasterverfah-
ren der Detektor zu jeder Rasterposition ausgelesen werdkdie aufgenomme-
nen Daten missen unter Beachtung ihrer Rasterposition neireBildverarbei-
tungsprogramm zu einem Gesamtbild zusammengesetzt wdddeRrobenras-
terung ist im Teil (A) der Abb2.3.3gezeigt.

Bei der Strahlrasterung dagegen wird der Laserstrahl Ubeortsfeste Probe
bewegt. Dies gelingt in der x-y-Rastereinheit durch zwei égliehe Spiegel —
der erste fur die x-Richtung, der zweite fiir die y-Richtunge Bpiegelantriebe
haben eine sub-mrad-Winkelauflosung und kénnen zudem mé@rhbBrequenzen
(im kHz-Bereich) angesteuert werden. Die Spiegelrastbeftimuss vor der La-
sereinkopplung in das Mikroskop, also im Anregungsstraddeg, positioniert
werden. So entsteht ein dynamischer Anregungsstrahlgngan

Fur den Detektionsstrahlengang gibt es jetzt auch die Mgt einer sta-
tischen oder einer dynamischen Strahlfiihrung. Diese hdidgektionsmodi be-
zeichnet man als ,non-descanned” Modus im Falle des shatisDetektionsstrah-
lenganges und als ,descanned” Modus im Falle des dynanmdaétektionsstrah-
lenganges. Der non-descanned Modus ist in AbB.3(B) gezeigt, wahrend der
descanned Modus in AbB.3.3(C) skizziert ist.
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Wenn im non-descanned Modus durch die beweglichen Spiegelaker-
fokus die verschiedenen Rasterpunkte in der Probe triéfgtlder zugehdorige
Bildpunkt fur jede Rasterposition an einer anderen StelleemBildebene. Man
bendtigt also einen grof3flachigen Detektor um das Signaletekderen. Fur
ein Rastergebiet von 5& 50 um? und einer 90-fachen VergréRerung bewegt
sich der Bildpunkt in der Detektorebene auf einer 4.%.5 mnf groRRen Fla-
che. Ein Punktdetektor (z.B. eine Avalanche-PhotodiodeD)Rvie im Pro-
benrasterverfahren benétigt demnach eine ebenso grofe Skinsorflache. Fur
den non-descanned Modus bieten sich stattdessen CCD-Kaamefageser non-
descanned Modus hat den Vorteil, dass eine Bildverarbeitliagius den Raster-
positionen und den gemessenen Signalen ein Bild zusammenseuss, entfallt.
Setzt man die Belichtungszeit der Kamera gleich der Zeitzda Rastern aller
Probenpunkte bendtigt wird, so entsteht auf der Kamera eldig zusammen-
gesetzte Bild, das nur noch ausgelesen werden muss. Die$ggichy weil zu
jedem Rasterpunkt ein neuer Bildpunkt belichtet wird, derinareanderen Stelle
auf der Kamera liegt und die zuvor belichteten Bildpunktehhizeeinflusst. Im
Idealfall entspricht die Anzahl aller Bildpunkte der Anzaler Rasterpunkte und
jeder Bildpunkt enthalt nur die Information des zu ihm gepén Rasterpunktes
in der Probe. Auf der Kamera entsteht also Punkt fir PunkBildsder Probe.
Nachteilig wird die Verwendung einer CCD-Kamera, wenn diesalbedingun-
gen nicht erfillt sind. In diesem Fall beeinflussen sich diklfinkte auf der
CCD-Kamera und die erreichbare Aufldsung reduziert sich. Zaomdescanned
Modus muss auch gesagt werden, dass er nur mit einem TPL3Medaverden
kann, denn an der Stelle des Bildpunktes muss bei einem CLSNadieblen-
de fir die konfokale Abbildung positioniert werden. Undeestarr positionierte
Lochblende ist aufgrund des sich bewegenden Bildpunktés einsetzbar — eine
Lochblende dagegen, die sich exakt mit dem Bildpunkt und deeh Geschwin-
digkeit der Rasterspiegel mitbewegt, durfte technisch mireen schwierig zu
realisieren sein.

Die dritte Mdglichkeit der Strahlfiihrung ist in AbB.3.3(C) fur den descan-
ned Modus gezeigt. Der Unterschied im Aufbau — verglichenAhb. 2.3.3(A)
und (B) — besteht darin, dass basierend auf dem StrahlveldsProbenrasterver-
fahrens (Abb2.3.3(A)) die x-y-Spiegelrastereinheit und ein flir Anregungse u
Fluoreszenzwellenlange hochreflektierender Spiegelkchgisdem dichroitischen
45°-Spiegel und dem Objektiv eingesetzt wird. Fir den Anregstrghlengang ist
mit der Spiegelrastereinheit das Strahlrasterverfaheahsiert. Die Fluoreszenz
findet im Nanosekundenbereich statt, die Bewegung der Rpiiges dagegen
im Millisekundenbereich. Die Fluoreszenz ist also um eiRaktor 1§ schneller.
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Dies bedeutet, dass die Rasterspiegel ihre Position, misidesten Anregungs-
laser zum Rasterpunkt in der Probe gelenkt haben, nicht ge@hadben, wenn
die Fluoreszenz aus der Probe auf dem Weg des Anregungsitasgicklauft.
Das Fluoreszenzsignal passiert die Rasterspiegel alspderigyleichen Ablenk-
winkeln, mit dem zuvor der Anregungsstrahl abgelenkt wuRkshalb 1auft das
Fluoreszenzsignal nach den Rasterspiegeln auf der gleftiese wie der Anre-
gungsstrahl, bevor es durch den dichroitischenr@piegel in Richtung Detektor
umgelenkt wird. Man kann auch sagen, dass die RasterspiegBlydamik, die
sie zuvor dem Anregungsstrahl aufgepragt haben, beim €daenzsignal wie-
der herausnehmen. Betrachtet man einen einzelnen Rastiysorentspricht der
Strahlverlauf dem des Probenrasterverfahrens, nur dasssveptische Elemente
(die Spiegel) eingebaut wurden, um den Strahl mit festestEllungen weiterzu-
leiten. Dieser Vergleich eines Einzelrasterschrittesdait Probenrasterung oder
auch die Betrachtung der ,aufgehobenen” Dynamik zeigers das Signal aller
Rasterpunkte in der Probe auf denselben Bildpunkt abgebaldtdt Wie beim
Probenrasterverfahren reicht ein Detektor mit kleinereReonsflache aus (APD,
Photomultiplier). Aber auch hier besteht wie beim Probstaaerfahren die Not-
wendigkeit, das Signal fur jeden einzelnen Rasterpunktide@szn und die Daten
spater mit einem Bildverarbeitungsprogramm zu einem Bildzusenzusetzen.

Vorteile und Nachteile der Rasterverfahren: Die drei vorgestellten Rasterver-
fahren haben Vor- und Nachteile nicht nur hinsichtlich deinierigkeiten beim
experimentellen Aufbau, sondern auch hinsichtlich demgrdbarkeit bei ver-
schiedenen experimentellen Voraussetzungen bzw. Anianden.

In Bezug auf die Datenaufnahmegeschwindigkeit ist der rescanned Mo-
dus des Strahlrasterverfahrens am schnellsten, weil dieeiRpgegel mit hohen
Frequenzen angesteuert werden kdnnen und vom grof3fladdegeRtor, der in
der Regel eine CCD-Kamera ist, sofort die fertigen Bilder awesgei werden kon-
nen. Dies ist bei aktuellen CCD-Kameras ebenfalls mit hohesc®gindigkeit
mdoglich. Am langsamsten ist dagegen das Probenrastenmventaveil die Antrie-
be fur den Probentisch aufgrund der hohen Masse des Pretieedi diesen nur
mit niedrigen Frequenzen bewegen kdnnen. AufRerdem mussleufRasterposi-
tion der Detektor ausgelesen werden. Dies ist aber durateiePAPDs und der
zugehdrigen schnellen Elektronik mit ausreichend hohesc@®sindigkeit mog-
lich.

In Bezug auf den Aufbau sind der non-descanned Modus dedr@stnver-
fahrens und das Probenrasterverfahren ungefahr gleiohiesidy zu realisieren.
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Beim non-descanned Modus ist die Spiegelrastereinheit@aigplexes Bauteil
prazise in den Strahlengang einzubauen, daflr muss deflapbige Detektor
auf die Bildebene justiert werden. Laterale Verschiebungeler Bildebene flih-
ren lediglich zu einer nicht zentrierten Position des Bildesdem Detektor. Beim
Probenrasterverfahren entfallt die Spiegelrastereinbittdessen muss der De-
tektor mit seiner kleinen Detektionsflache prazise in dedihkt justiert werden
— hierbei sind laterale und axiale Position sehr wichtig. @eem CLSM miusste
statt des Detektors die Lochblende sehr exakt positioniertlen, wie dies zuvor
schon erwahnt wurde. Am aufwendigsten ist der descannedudldds Strahl-
rasterverfahrens zu justieren, denn hier muss das Fluaresignal exakt auf der
gleichen optischen Achse wie das Anregungslicht verlgudamit beim Rastern
der Bildpunkt auf dem Detektor immer am gleichen Ort liegtd@on muss der
Detektor wie beim Probenrasterverfahren exakt positromerden.

Im Hinblick auf die Empfindlichkeit haben die ,Punkt‘-Deteken des Pro-
benrasterverfahrens bzw. des descanned Modus Vorteilengbgr einer CCD-
Kamera als flachigem Detektor beim non-descanned Modusii@wek mit APDs
einzelne Photonen detektiert und gezahlt werden, z. B. mitSleCM-Modul von
PerkinElmer und der PMM328-Zahlkarte von Becker & Hickl (viap.4.5.1
und Tab4.5.]). Mit diesen Modellen ist auch eine hohe Datenaufnahméyése
digkeit, genauer Photonenzahlrate, von bis zu 10 MHz mibgligpische CCD-
Kameras konnen aufgrund ihrer geringeren Quanteneffizienza. 50 % (z. B.
PCO SensiCamQE =~ 45 %, oder PCO SensiCam QRE ~ 60 %, beide von
PCO Computer Optics GmbH) keine Einzelphotonen nachweisendie Ein-
zelphotonen werden von der Kameraelektronik nicht als Mesgs(Zahlimpuls,
Count) registriert. Erst mehrere Photonen im selben Pix&wgren einen Count.
Dennoch gibt es auch hier neuere Entwicklungen wie die Andon EMCCD-
Kamera, die sich durch eine hohe Quanteneffizienz@Q&mw 95 % auszeichnet
und zudem einen schnell auslesbaren CCD-Chip mit groRer Riadth besitzt
(vgl. Kap.3.5).

Ein letzter Aspekt, der hier erwéhnt werden soll, bezieth siuf die Auflo-
sung, die bei den drei Verfahren erreicht werden kann. Eungkfquelle in der
Probe wird durch den Detektionsstrahlgang in eir¥AaScheibchen auf den De-
tektor abgebildet. Mathematisch wird diese unscharfe Wiobg durch die Punk-
tantwortfunktion (PSP dargestellt. Ist idealisierend die PSF in allen drei Auf-
bauten gleich, so erreichen alle drei Verfahren die gleisb#0sung im Fokus
(vgl. Kap. 2.5). Aber bei einer streuenden Probe werden Unterschiededrei d

3nach der englischen Bezeichnungitit Spread Einction = PSF
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beobachteten Auflésung auf den Bildern feststellbar, dielddas Rasterverfah-
ren bedingt sind. Die streuende Probe vergréf3ert zwar atdngden Fokus des
Anregungslaser, aber dies geschieht in allen drei Verfahtd die gleiche Art
und Weise. Wird jetzt der Fokus, d. h. das Fluoreszenzlaftden Detektor ab-
gebildet, so ist aufgrund der wieder vorhandenen Streuninigi Probe das A
RY-Scheibchen grél3er als im idealen nicht-streuenden Fall.

Bei Verwendung einer Rasterschrittweite, die der lateralefidd&ung in einer
nicht-streuenden Probe entspricht, liegen auf einem figchDetektor die ARY-
Scheibchen ohne gegenseitige Beeinflussung nebeneinagbdébb. 2.3.4(A).
Ihr Signal kann jeweils einem Kamerapixel zugewiesen werBei einer streuen-
den Probe aber Gberlagern sich die vergrol3ert&y AScheibchen auf dem flachi-
gen Detektor und dies flihrt zu einer schlechteren Auflos@ng Inon-descanned
Modus des Strahlrasterverfahrens, vgl. ABIR.4(B).

(A) (B)

Abbildung 2.3.4: Verschlechterung der Auflésung beim non-descanned Modus
des Strahlrasterverfahrens durch eine streuende Probe.

Die Punktdetektoren der beiden anderen Verfahren — in delit&e@hoto-
dioden mit einer kleinen sensitiven Fache — kénnen aber [slofiio eine nicht-
streuende Probe, als auch fur eine streuende Probe dastg&ignal aus der Pro-
be aufnehmen und der angefahrenen Rasterposition zuordiengilt auch fur
die vergréRerten RY-Scheibchen. Die Streuung des Fluoreszenzsignales wirkt
sich in den rekonstruierten Bildern also nicht negativ aefAluflosung aus. Die
aufgenommenen Bilder des non-descanned Modus wirken dig@trtuung da-
gegen verschmiert, d. h. unschérfer. Es sei noch einmalifiamragewiesen, dass
die Verschlechterung der Auflosung durch die Streuung desgdmgslichtes in
der Probe und den daraus resultierenden vergréRerten Hokiies vorigen Be-
trachtungen nicht eingeht und fur alle drei Verfahren #tri
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2.4 Parallel-Processing in der Laser-Raster-
Mikroskopie — multi-fokale TPLSM

Die TPLSM bietet aufgrund der Mdglichkeit der optischen idtte und aufgrund

der geringen Strahlenschadigung beste Voraussetzungesniersuchung auch
lebender Zellen und der in ihnen ablaufenden Prozesse ddatter Aufbau der
Zelle schon sehr genau bekannt ist, haben in der BiologiesiRragch dem genau-
en zeitlichen Ablauf von Prozessen innerhalb einer ZellBeaeutung gewonnen.

Grundsatzlich wird die Dauer der Bildaufnahme durch dastemsden Si-
gnal bestimmt. Da immer ein komplettes Bild aufgenommen emrsbll, setzt
sich die Aufnahmedauer pro Bild aus dem Produkt von Integmna#eit pro Ras-
terpunkt und der Anzahl der Rasterpunkte, d. h. der BildgréaBsammen. Die
Integrationszeit ist dabei die Zeit, die der Detektor areginRasterpunkt be-
notigt, um ein ausreichendes Signal mit akzeptablem SiBaalkch-Verhaltnis
aufnehmen zu kénnen. Der Integrationszeitraum hangt ingkder Anzahl der
entstehenden Fluoreszenzphotonen zusammen (vgl.2ZkBpdenn je mehr Pho-
tonen pro Laserpuls entstehen, desto kleiner ist die lategiszeit pro Raster-
punkt. T. NELSEN et al. [16] berechnet eine Integrationszeit pro Rasterpunkt
von 100us, was bei einer Bildgro3e von 30B00 Bildpunkten zu einer Mess-
zeit von etwa 10 Sekunden pro Bild fuhrt. Sofern die im Mikmyskeingesetzten
Komponenten, wie Detektor und Rastereinheit zum VerfahesnMikroskopti-
sches (beim Probenrasterverfahren), mit dieser Gesclgheit betrieben wer-
den kénnen, hat das Mikroskop seine maximale Arbeitsgescigkeit erreicht.
Andernfalls wird die Arbeitsgeschwindigkeit von der laagsten Komponente
bestimmt. Die Aufnahmezeit pro Bild bestimmt auch die bitdoben Prozesse,
deren Zeitverhalten noch untersucht werden kann. Prozeiesechneller als die-
se Aufnahmezeit in einer Zelle ablaufen, kdnnen nicht lobtet werden. Daher
ist es verstandlich, dass immer héhere Bildaufnahmegesdigkieiten erreicht
werden sollen, um auch schnelle Prozesse in den Zellensuctezn und verste-
hen zu kbnnen, damit letztendlich ein vollstéandiges Bildflanktionsweise einer
Zelle entstent.

Die notwendige erhdhte Aufnahmegeschwindigkeit pro Bitd,auch schnell
ablaufende Prozesse untersuchen zu kdnnen, kann durdrePRracessing er-
reicht werden. Parallel Processing bedeutet, dass nicdit me ein einziger La-
serstrahl die Probe abrastert, sondern dass mehrereedtiglbichzeitig jeweils
einen Teil des gesamten Aufnahmegebietes rastern. DusdPatallel-Processing
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werden in der Probe mehrere Foki gleichzeitig erzeugt, se deese Methode als
multi-fokale Zwei-Photonen-Laser-Raster-Mikroskopiediehnet wird.

Kap.2.4.1beschreibt die Grundlagen des Parallel Processing, widesger-
weise umgesetzt werden sollten. K&p4.2beschreibt die tatsachliche Realisie-
rung im vorliegenden Experiment und Kah4.3geht auf die Bildverarbeitung
der drei zuvor diskutierten Rasterverfahren ein, durch tieggdmessenen Daten
unter Beachtung der durch den Aufbau gegebenen EigenarBaidér umgewan-
delt werden.

2.4.1 Grundlagen des Parallel-Processing in der
Zwei-Photonen-Laser-Raster-Mikroskopie

Wie zuvor in der Einleitung erwahnt, bedeutet ParalleleRssing, dass das zu
rasternde Gebiet nicht mehr von einem einzigen Strahl, esondon mehreren
Strahlen gleichzeitig abgerastert wird. Die Teilstrahlegrden aus einem einzi-
gen Strahl mit Hilfe eines Strahlteilers erzeugt und sollietereinander gleiche
Eigenschaften haben — die Grinde werden im Folgenden na@nge Die An-
ordnung der Strahlen kann auf zwei Weisen erfolgen: alsiklatter als Linie.

Die matrixformige Anordnung der Strahlen wird von TIENSEN et al. [16]
dargestellt und mit dieser Idee lasst sich auch die Votstglbder Zusammenset-
zung des Gesamtbildes aus Teilbildern am besten nacletodimi Jeder dieser
Einzelstrahlen erzeugt ein Teilbild und alle Teilbilderrden nach der Datenauf-
nahme zum Gesamtbild zusammengesetzt. Rbhlzeigt diese Zerlegung des
gesamten Rastergebietes in die Teilgebiete.

Die matrixmafige Anordnung der Strahlen ist aber mit Prolele hinsichtlich
der technischen Umsetzung und der Bildbearbeitung verburdsb.2.4.1zeigt,
dass die Teilgebiete prazise aneinander anschlie3en ariRedierpositionen der
Teilgebiete sich exakt zu einem grof3en, das Gesamtgebiessenden, gleich-
maRigen Raster zusammensetzen. Es gibt keine Uberlappuiigiligbiete und
die Rasterpositionen der Teilgebiete sind nicht gegenderaversetzt. Dies ist
der Idealfall des Parallel Processing, der eine perfelggelung des Strahlteilers
in Bezug auf die Strahlpositionen verlangt. Diese perfelastidrung ist in der
Praxis aber nur schwer zu erreichen.

Mit der Linien-Anordnung der Strahlen, die im vorliegendegPLSM-Aufbau
verwendet wird, kann wie mit der Matrix-Anordnung der geReschwindig-
keitsvorteil erreicht werden und die Bildverarbeitung kaoreinfach wie bei der
Einzelstrahl-Methode bleiben. Voraussetzung ist abed&rielie perfekte Justie-
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Abbildung 2.4.1: Skizzierung des idealen Parallel Processing: die einzelnen
Kastchen stellen die Rasterpositionen dar (schwarz: Startposition Rixgl)-
jedes Strahles, blau: schon gerasterte Positionen, rot: aktuelle Ragterpp

die dickeren Linien trennen die einzelnen Teilrastergebiete. Hier wird @das G
samtgebiet beispielhaft vonk® Strahlen gerastert. Ein ahnliches Bild zeigt sich
aber auch fiur die Linienanordnung der Foki.

rung der Strahlpostionen, bei der die Strahlpositionendger die Abstande der
Strahlen, die Rasterschrittweite und die Gro3e des Tedgeb) der multi-fokalen

Anordnung mit den Rasterpositionen eines Einzelstrahtaughibereinstimmen
mussen.

Die Linienanordnung der Strahlen ist zwar beziiglich deeldes Parallel-
Processing gleichwertig mit der Matrix-Anordnung, sietéieaber bei der tech-
nischen Realisierung und im Hinblick auf die Vielfalt der Aemdungen viele
Vorteile gegentber der Matrix-Anordnung. Diese Vorteilerden in Kap2.4.2
diskutiert.

Die Zeitdauer der Aufnahme eines Bildes verkurzt sich im lfidéad. h. oh-
ne Uberlappung der Teilrastergebiete, proportional zuzakh der verwendeten
Strahlen, weil sich auch die Grol3e der Teilrastergebietege&trahls gerade um
den Faktor der Strahlanzahl verkleinert. Bei Verwendung &drStrahlen, wie
dies im vorliegenden Aufbau geschieht, verkiirzt sich diénAbmezeit also um
den Faktor 64. Wirde die Bildaufnahme mit einem Einzelstraiiggelsweise
1 Minute dauern, so betragt die Bildaufnahmezeit beim RafBllocessing mit
64 Strahlen nur noch 1 Sekunde. Diese Zahlen verdeutliattess durch das
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Parallel-Processing Prozesse in einer Zelle untersuatttemekdnnen, die auf ei-
ner deutlich kiirzeren Zeitskala liegen.

Neben diesem Geschwindigkeitsvorteil haben die Mehrh&iarfahren den
weiteren Vorteil, dass die vom Laser zur Verflgung gestélistung besser aus-
genutzt wird. Wie in Kap2.8.1noch dargestellt wird, darf die Leistung in einem
einzelnen Strahl nicht zu grof3 werden, da sonst Strahlédschin der Zelle auf-
treten. Die heute zur Verfligung stehenden Laser erzeuganSatahlen, die ein
Vielfaches dieser Leistung haben. Im Hinblick auf die gefen Laser ist z. B.
beim Titan-Saphir-Laser auch eine Mindestleistung notiiggrdamit ein Pulsbe-
trieb Uberhaupt madglich ist. Deshalb wird bei den Einzalgtnethoden immer
ein groler Teil der Laserleistung ohne Nutzen abgeflihrtéBebeispielswei-
se die maximale Leistung ohne Strahlenschaden 5 mW und wirtaser mit
320 mW Leistung verwendet, so mussen bei einer Einzelstethbde 315 mW
nutzlos abgefuhrt werden, wahrend bei einem Mehr-Straktddkop mit dieser
Leistung 64 Strahlen gleichzeitig benutzt werden kénnen.

Anforderungen an den Strahlteiler fur Parallel-Processirg:

Falls mit mehreren Strahlen gearbeitet wird, sollten digdbden Punkte beachtet

werden, denn sie kdnnen fur die Bildaufnahme vermeidbarkl&re darstellen.
Der zur Teilstrahlerzeugung verwendete Strahlteiler naisgolgenden An-

forderungen erfillen, damit gleiche Teilstrahlen erzeugttden:

« Die Teilstrahlen sollten gleiche Intensitat haben, ddimialle Teilbilder die
gleichen Bildaufnahmebedingungen gelten. Intensitatd-damaus resultie-
rende Signalunterschiede kénnen zwar durch Korrektuwfakt zwischen
den Teilstrahlen ausgeglichen werden; dennoch sind Atefa der Bild-
verarbeitung nicht auszuschliel3en, wie im Abschnitt ,Rrote der Bild-
verarbeitung” in Kap2.4.3fur den Fall einer Matrix-Anordnung der Strah-
len diskutiert wird. Desweiteren grenzen die durch dierisigtsunterschie-
de entstehenden Signalunterschiede den effektiv nutzlaneamikbereich
des Detektors ein.

 Die Teilstrahlen sollten gleiche Strahlprofile haben, daathe Teilstrahlen
nach der Fokussierung gleiche Foki bilden, und damit géeighflésung
und Anregungswabhrscheinlichkeiten bieten.

» Fir einen kleinen Fokus ist es auch notwendig, dass alé&gn die volle
Apertur des Objektives ausnutzen (vgl. K2b).
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» Der Aufbau sollte mdglichst gleiche optische Wege fir dllstrahlen
gewahrleisten, so dass die gepulsten Strahlen keinersghtedlichen Di-
spersion unterliegen und nur ein sehr kleiner zeitlichels&z zwischen
den Strahlen entsteht. Dieser zeitliche Versatz, der fiitger aufgebauten
Strahlteiler im ps-Bereich liegt, hat aber den Vorteil, dsisk die einzelnen
Strahlkegel nach dem Austritt aus dem Objektiv zeitlichhhigberlagern.
Falls die Strahlen alle gleichzeitig durch das Objektividan) kann in den
Uberlappenden Regionen der Strahlkegel ein unerwinschieebzenzsi-
gnal entstehen. Dies reduziert die Moglichkeit der opgscBchnitte [43].

* Um die verschiedenen Strahlpositionen in der Probe zuckera, missen
die Teilstrahlen unter verschiedenen Winkeln ins Obje&infallen (siehe
Kap.2.4.2.

Durch einen Strahlteiler mit diesen Eigenschaften wird @aeistet, dass fur
alle Teilbilder die gleichen Aufnahmebedingungen gelted man keine nach-
traglichen Korrekturen einbringen muss, die ansonstenal@folgende Bildver-
arbeitung aufwendiger werden lassen kénnten. Fir eineoblgmatische Bild-
verarbeitung sollten die Foki aul3erdem das oben erwdhatehghallige Raster
(Matrix oder Linie) einhalten.

Damit Parallel Processing mit mehreren Strahlen moglichmsiss auch der
Detektor in der Lage sein, die Signale aller Strahlen glsdig aufzunehmen.
Hier bieten sich CCD-Kameras als geeignete Detektoren an.

Die CCD-Kamera kann als flachiger Detektor auch im non-deszhivho-
dus des Strahlrasterverfahrens verwendet werden. Mitodloaten oder Photo-
multipliern ist dies nur moglich (vgl. Kap2.3.1), wenn die Sensorflache groi3
genug, die Bewegung des Fluoreszenzsignal in der Deteleioeedufzunehmen
und wenn das sequenzielle Auslesen der Daten zu den einZebeerpunkten
und die anschlieRende Bildverarbeitung in Kauf genommed.Won einer CCD-
Kamera kann das komplette Bild ausgelesen werden, wobei fufthreduziert
sein kann. Die Verwendung von Photodioden ist im descannedus! moglich,
verlangt aber eine prazise Justierung des Strahlverlaufésine weitere Optik
zwischen dielektrischem Spiegel und Detektor (vgl. AbIR.3C), um die Bild-
punkte der Foki so weit zu separieren, dass sie auf die eiezdPhotodioden
fallen kbnnen. Diese Optik hat fir den Multistrahl-descaaiModus weitere Si-
gnalverluste und eine aufwendigeren Justierung zur FBlgeu kommt eine auf-
wendige Elektronik, um die Photodioden synchron anzusteuad die Daten
schnellstméglich auslesen zu kénnen — die Verwendung @iizetenzeile redu-
ziert diese Probleme nur teilweise.
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Denkbar ist auch ein Multistrahl-CLSM im descanned Modugrbki miss-
te vor die zuvor erwéhnten Photodioden noch jeweils eindhlende eingebaut
werden. Ein derartiger Aufbau mit einzeln justierbaren hildenden und Photo-
dioden ist aber technisch nur sehr aufwendig aufzubauenstizdsammen mit
der aufwendigen Justierung fir die praktische Anwendurggaignet.

2.4.2 Realisierung des Parallel-Processing —
Aufbau des Strahlteilers

Das Kernstiuck eines multifokalen-TPLSM ist der Strahdteilder aus einem
Strahl des Lasers die vielen Strahlen fur die Rasterung adreRsrzeugt.

Der in diesem Experiment aufgebaute Strahlteiler erzeddstBahlen in ei-
ner Linien-Anordnung. Hervorzuheben ist, dass bei demvudiegenden Auf-
bau die Eigenschaften des Eingangsstrahles in allenrEdileh erhalten bleiben.
Abb. 2.4.2zeigt den prinzipiellen Aufbau des Strahlteilers, wie envio NIEL-
SENet al.[16] realisiert wurde.

hochreflektierende Spiegel, justierbar

\
NS
50%-Spiegel ]

NVAYZ

hochreflektierender Spiegel

zum Mikroskop

Abbildung 2.4.2: Prinzipieller Strahlteileraufbau nach T.B®N.SEN et al. [16]:
Der Strahlteiler besteht aus einem 50%-Spiegel und vier hochreflaidiene
Spiegeln. Die verschiedenen Farben der Strahlen kennzeichnen jeits
Aufspaltungsschritt und verdeutlichen den Strahlverlauf.

Der Strahlteiler in Abb2.4.2besteht aus einem 50%-Spiegel und finf hoch-

reflektierenden Spiegeln, von denen drei justierbar sinft €in Laserstrahl auf
den 50%-Spiegel, so wird er in zwei gleiche Strahlen auifljétet in Abb. 2.4.2),
die noch alle Eigenschaften des einfallenden Strahlesh&lie Abb.2.4.2zeigt,
werden diese zwei Teilstrahlen von den hochreflektierei@eegeln zurtick auf
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Strahlteilerwiirfel Strahlbiindel aus 32 Strahlen

zumy

Mikroskop |\

\

zentraler 50 %—Spiegel

5 HR-Spiegel (links) 5 HR-Spiegel (rechts) vom Laser

Abbildung 2.4.3: Realer Aufbau des Strahlteilers im verwendeten TriM-Scope:
Der Strahlteiler setzt das Prinzip aus ABb4.2um, arbeitet aber mit fiinf hoch-
reflektierenden Spiegeln. Dadurch entstehen am Ausgang des Strehitaits
Strahlblndel mit je 32 Strahlen, die im Strahlteilerwirfel zu einer Linie aus
64 Strahlen zusammengefihrt werden.

den 50%-Spiegel gelenkt und dort ein weiteres Mal aufgéspalvobei ihre
Auftreff- bzw. Aufspaltungspunkte auf dem 50%-Spiegehmnigleich sind, da die
hochreflektierenden Spiegel leicht unterschiedliche &td¢ zum 50%-Spiegel
haben (blau in Abk2.4.9. Dieser Vorgang lasst sich mehrmals wiederholen, wo-
bei sich die Anzahl der Teilstrahlen jeweils verdoppelt. Beier Anzahl von

n Paaren von hochreflektierenden Spiegeln, entstehen in 8tnée 21 Teil-
strahlen, die auf einer Linie liegen.

Abb. 2.4.3zeigt die reale Umsetzung des Prinzips aus Ab#.2 wobei hier
funf Spiegelpaare verwendet werden, die somit eine Linie & Strahlen er-
zeugen. Zudem ist erkennbar, dass die hochreflektiereruleges alle mit Stell-
schrauben justierbar sind. Mit den justierbaren Spiegeéld der Austrittswinkel
der Strahlen aus dem Strahlteiler eingestellt und damih&drdie Strahlpositio-
nen (Abstdnde und Versatz) in der Probe genau justiert wertktnn nach der
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geometrischen Optik bestimmt der Einfallswinkel in dase&Bby, wie weit sich
der Fokus eines einzelnen Strahles in der Brennebene vonptisclien Ach-
se entfernt. Die Vorteile des Strahlteilers mit der lini@mfigen Strahlanordnung
werden zusammen mit den weiteren Komponenten im Rapuber das TriM-
Scope beschrieben.

Ein Vorteil des hier realisierten Aufbaus ist die prinzif@deichte Erweiter-
barkeit, um noch mehr Strahlen zu erzeugen. Es muss |duligirczusatzliches
Spiegelpaar eingebaut werden und danach kann mit der dep@irahlanzahl
gearbeitet werden, sofern der Laser genligend Leistungdénj Einzelstrahl lie-
fert.

Ein weiterer Vorteil dieses Strahlteileraufbaus ist, ddissin Kap.2.4.1ge-
forderte Gleichartigkeit der Strahlen gewahrleistet wartd so fur alle Raster-
gebiete die gleichen Aufnahmebedingungen gelten. Dazukodie sehr gute
Ausnutzung der vorhandenen Laserleistung: bis auf die inumdandenen Ab-
sorptionsverluste der Spiegel wird die gesamte vom Lageverdiiigung gestellte
Leistung auf die Teilstrahlen verteilt. Bei einem Mikrolersaster ist dies nicht
gegeben, wie im folgenden beschrieben wird. Weitere Ausfitden zum Strahl-
teiler finden sich in T. N=ELSEN et al. [16].

Ti:Sa |
laser

Abbildung 2.4.4: Alternativer Strahlteileraufbau mit einem Mikrolinsenraster,
nach J. EWERSDORFet al.[44]. Der Laserstrahl wird von den Linsen und

L, aufgeweitet und beleuchtet das Mikrolinsenraster (ML). Die in der iBzen
bene PFP entstehenden Foki werden durch weitere Linsen und ddgiDinje

die Probe abgebildet. Der weitere Aufbau mit dem dichroitischen Spiegel DM
entspricht einem tblichen LSM.
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Abb. 2.4.4zeigt eine alternative Mdglichkeit, einen Strahlteilerealisieren,
indem ein Mikrolinsenraster verwendet wird (aus EVB=RSDORFet al.[44]).

Vergleicht man den im vorliegenden Experiment verwendétafbau des
Strahlteilers — genauer gesagt das Prinzip der Strahl&aehung mit Hilfe eines
50 %-Spiegels — mit demjenigen, der ein Mikrolinsenrastéreinem aufgewei-
teten Laserstrahl verwendet, so stellt man fest, dass dierleastung bei Verwen-
dung des Linsenrasters nicht gut ausgenutzt werden kanmnzubdBeleuchtung
benutzte Laserstrahl hat ein gaul3férmiges Strahlprofd, rddial stark abfallt.
Deshalb werden die &ufR3eren Linsen des Rasters — und damit miilstRenlen —
deutlich weniger intensiv beleuchtet als die zentral Iretgn Linsen. Falls man
nur den zentralen Bereich des aufgeweiteten Strahles fa@mrelativ gleichmalf3i-
ge Beleuchtung des Linsenrasters benutzt, bleibt ein git#leder Laserenergie
ungenutzt. Beides widerspricht den Anforderungen fur eidealen Strahlteiler,
der die gesamte Laserleistung gleichmaRig auf alle Smaldeeilen soll.

2.4.3 Bildverarbeitung beim Parallel-Processing

Um alle Rasterpositionen der Probe abzutasten, gibt es zwglidhkeiten: ent-
weder das Strahlrasterverfahren oder das Probenragédmen, vgl. Abb2.3.1

Der in Kap.2.4.2angesprochene Aufbau von JEBERSDORFet al.[44] mit
einem Linsenraster ermdglicht eine recht leichte Stratdrang, indem man das
Linsenraster rotieren lasst und alsPMow-Disk verwendet, wodurch auch eine
Echtzeitbeobachtung méglich ist. Weitere Ausfihrungen diPkow-Verfahren
sind z.B.in J.B. BwLEY (ED.) [40, Kap. 1 und Kap. 10] zu finden. Der Aufbau,
der im vorliegenden Experiment realisiert wurde, verwénde der Aufbau von
J. BEWERSDORFet al.[44] ebenfalls das Strahlrasterverfahren im non-desahnne
Modus. Somit ist aufgrund der hohen Frequenz der x-y-Rasegysl von 1 kHz
eine Echtzeitbeobachtung der Probe auf der angeschlos€¥ie-Kamera und
im Okular mdglich.

Wie in Kap. 2.3.1 erwéhnt, sollte aufgrund der sich durch das Rastern be-
wegenden Bildpunkte ein flachiger Detektor, wie eine CCD-Kamneerwendet
werden. Wegen der nicht auftretenden gegenseitigen Bessafig der Bildpunk-
te auf dem Detektor kann der Detektor wahrend der gesamtémaAme eines
Einzelbildes geoffnet bleiben (vergleichbar mit der Déedichtung einer Spie-
gelreflexkamera), so dass sich das Bild auf der CCD-Kamera znsasetzt und
es ausreicht, die Kamera erst nach der kompletten Rasteusaglasen. Dies ist
zudem eine Moglichkeit, die Bildaufnahme zu beschleunigenn die Auslese-
zeit der CCD-Kamera geht nur einmal in die Aufnahmedauer eihnonss nicht
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fur jede Rasterposition dazugerechnet werden, wie es bedmeRrasterverfah-
ren und im descanned Modus notwendig ware. Der CCD-Chip seitfiet grof3
sein, damit er viele Pixel aufnehmen kann und man ein hodhseribles Bild er-
héalt. Da von der CCD-Kamera sofort das fertige Bild ausgelesemaen kann,
ist keine weitere Bildverarbeitung notwendig. Beim Probetaaverfahren und
im descanned Modus des Strahlrasterverfahrens ist dagggenoch eine un-
ter Umstanden aufwendige Bildverarbeitung notwendig, sid-dlgenden noch
diskutiert wird. Eine Echtzeitbeobachtung kann deshathtréo schnell wie im
non-descanned Modus durchgefuhrt werden. Durch eine Baufeinanderfol-
gende Aufnahme mehrerer Einzelbilder ist auch die Aufnalmer Zeitreihe
zur Untersuchung der Dynamik in der Probe méglich. Wird diezBlbildaufnah-
me mit der Ansteuerung der z-Position synchronisiert, soka ebenso einfach
Bilder aus verschiedenen Tiefen der Probe aufgenommen und sm dreidi-
mensionales Bild der Probe erhalten werden. Gerade fur dreg@mensionalen
Aufnahmen ist eine hohe Datenaufnahmegeschwindigkeiselianswert, damit
sich die Probe wahrend der Aufnahmezeit so wenig wie moégkchndert. Auch
die Kombination der 3D-Aufnahme mit der Zeitreihe ist desklum zeitliche
Dynamik im Volumen der Probe zu beobachten, allerdingstemtdierbei eine
sehr grol3e Datenmenge. Der non-descanned Modus bietehilsemer schnel-
len CCD-Kamera eine sehr einfache Bildverarbeitung.

Eine schnelle CCD-Kamera ist wegen der einfacheren Jusgjewech als De-
tektor im Probenrasterverfahren und beim descanned Mddsstebar. Bei die-
sen Verfahren mit feststehenden Bildpunkten soll der Detexti jeder Raster-
position die Intensitat der einzelnen Bildpunkte liefern et Werwendung von
64 Strahlen sind das jeweils 64 Intensitatswerte fur jeddeRassition. Diese
64 Werte kann auch der CCD-Chip theoretisch auf 64 Pixeln detekt Die
grol3e Datenmenge eines ganzen CCD-Bildes von z.B. 512 x 512Hiaah
bei den CCD-Kameras durch Binning und die Definition von Tedkih auf dem
CCD-Chip auf die interessierenden Daten reduziert werdenrd2iezierte Da-
tenmenge pro Bild ermdglicht eine erhéhte Aufnahmegesdiigkeit der CCD-
Kamera.

FUr ein Multistrahl-TPLSM mit 64 Strahlen ergibt sich im Rtnasterverfah-
ren zu jeder Rasterposition ein Datensatz bestehend ausatediaten(x, y, z)
der angefahrenen Position und den 64 Intensitdtsmessweéiie den Fall eines
perfekt justierten Strahlteilers (vgl. Ka@.4.2 brauchte ein Bildverarbeitungs-
programm diese Messwerte nur den Pixeln des Gesamtbilde®minen, wobei
die Teilbilder sich nicht Gberlappen oder gegeneinandesetet sind, wie dies in
Abb. 2.4.5(A) gezeigt ist.
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(A) ideal (B) real

/l

/
/

*

kein Uberlapp der Teilrastergebiete Uberlapp zweier Teilrastergebiete

keine Liicke Uberlapp dreier Teilrastergebiete

Abbildung 2.4.5: Gegenuberstellung eines idealen Rastergitters (A) und eines
realen Rastergitters (B). Beim realen Rastergitter sind die einzelnen glédchma
gen Gitter der Teilrastergebiete gegeneinander verschoben undg@veriach
teilweise.

In der Praxis wird sich der Strahlteiler allerdings nichtmarfekt justieren

lassen wie in Abb2.4.5(A). Stattdessen haben die einzelnen Strahlen gegentber

ihrer idealen Position einen Versatz (Al#h4.5(B)). Auch eine eventuelle Ver-
zerrung des vorgegebenen gleichmaRigen idealen RastersdiarRastereinheit
muss mit einbezogen werden. Diese Verzerrung bedingt ealdbrierung und
Korrekturrechnung der aufgenommenen Daten/Rasterpositidies fuhrt letzt-
endlich dazu, dass der Uberlapp der Teilbilder, der fiir disehiedenen Strahlen
in der Regel noch unterschiedlich sein wird, mittels eingangulationsverfah-
rens aufwendig korrigiert werden muss. Die mit der Triaatjoh berechneten
zweidimensionalen Bilder lassen sich anschlieRend weitegizer dreidimen-
sionalen Volumendarstellung verarbeiten. Die Triangotakann aber auch zu
Problemen fiihren, die im nachsten Abschnitt kurz disktiierden.

Probleme der Bildverarbeitung:

Die hier beschriebenen Probleme bei der Bildverarbeituetgir hauptsachlich
beim Probenrasterverfahren und beim descanned Modus dedr&sterverfah-
rens auf in Bezug auf die Bildrekonstruktion mittels Triaragidn.

Aber schon bei der Datenaufnahme verlangen diese Puréiragahren De-
tektoren mit hoher Geschwindigkeit, um eine hohe Bildrate@esamtbilder zu
ermaoglichen. Die Belichtungszeit/Integrationszeit fislgdRasterposition liegt bei
wenigen Mikrosekunden pro Pixel. Dies macht fur die Ansteng der Detekto-
ren eine aufwendige Hochfrequenzelektronik erforderlich
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Arbeitet man bei diesen Verfahren mit einer CCD-Kamera, setehnt eine
gro3e Datenmenge aufgrund der viele Pixel ohne Informabainch die aktuelle
Computer- und CCD-Kameratechnik ist dieses Problem abericleudlativiert
worden.

Prinzipiell ist der Bildverarbeitung der beiden genannterfahren relativ ein-
fach, durch die notwendige Anwendung der Korrekturreclgrkimnen aber neue
Schwierigkeiten auftreten, die die Erzeugung der Bilderr oo Qualitat der Bil-
der negativ beeinflussen. Die zuvor erwahnte Triangulasibrechenintensiv, so
dass eine Echtzeitbeobachtung verhindert wird. Zudemedsdsich hierbei Bild-
artefakte herausbilden, die die Bildqualitat deutlich neimd In einem friiheren
Experiment [45] hatten die Strahlpositionen nur jeweitseaikleinen Versatz ge-
geneinander, aber dadurch entstanden im berechneten Bdd die Triangulati-
on Streifen, die die Qualitat des berechneten Bildes déutkeschlechterten, wie
in Abb. 2.4.6zu sehen ist. Diese Artefakte lassen sich aber durch eirelgstie-
rung des Strahlteilers beziglich des Versatzes und degzlegz Strahlintensitaten
verringern.

52 = : 52 T T T
50 50| E
) 432
= : E
2 48 S 48r 1
] >
BER s
46 R R ; 486 7
44 | 44 1 1 1
44 46 48 50 52 44 46 48 50 52
x [pm] x [um]

(A) (B)

Abbildung 2.4.6: Triangulation real aufgenommener Rasterpunkte. (A) zeigt die
Messpositionen und die Triangulationsgitter, (B) zeigt das Bild (A) zusammen
mit der Uberlagerung des berechneten, triangulierten Bildes. In desntosaten
Bild (B) sind die Streifen (Intensitatsunterschiede) als Rechenartafiadutken-
nen, obwohl sich eine eher gleichmafige Flache (Intensitat) hatte ergalben

Auch beim non-descanned Modus des Strahlrasterverfakigmen Proble-
me auftreten. Diese betreffen aber die Auflésung in den awigenenen Bildern.
Dieses Problem ist schon in Kap.3.1,Vorteile und Nachteile der Rasterverfah-
ren“ diskutiert worden.
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Fasst man die Kapitél.3und 2.4 zusammen, so hat der non-descanned Mo-
dus des Strahlrasterverfahrens in Bezug auf den Aufbau mit $eahlengang,
die Aufnahmegeschwindigkeit und die einfache Bildveratbedeutliche Vor-
teile gegenliber den anderen beiden Verfahren (Probervadéden und descan-
ned Modus des Strahlrasterverfahrens). Fur die meistemseAgdungen werden
diese Vorteile am wichtigsten sein, wobei es auch sichieAiowendungen gibt,
fur die die Auflosung der wichtigste Aspekt des Mikroskopeufs ist. Flr sol-
che Auflésungs-orientierte Anwendungen wird eines derdrea&hderen Verfah-
ren den Vorzug gegenuber dem non-descanned Modus des&tahlerfahrens
bekommen.

2.5 Theorie der Aufldsung

In diesem Kapitel soll gezeigt werden, wie man von der Beugtiregprie des
Lichtes zu den Formeln fur die erreichbare Auflésung eindgddkopes gelangt.

Grundlage fur die Bestimmung der Aufldsung eines optischeste®ys ist die
Bildentstehungstheorie vonRRST ABBE. Die Ergebnisse fur die Bestimmung
der Auflésung lassen sich aber auch mit der einfacheren@larsg der RAUN-
HOFERschen Beugungstheorie herleiten. Fir die Bestimmung der gwrilpin la-
teraler und axialer Richtung muss in beiden Fallen noch das RGH-Kriterium
fur die Auflésung hinzugenommen werden.

Die nachfolgende Darstellung fasst die Ausfihrungen ausii & FUR-
TAK [31] und BORN & W OLF [46] zusammen.

2.5.1 Erreichbare laterale Auflésung

Ausgangspunkt fir die Herleitung der lateralen Auflosung siie Uberlegungen
der RAUNHOFERschen Beugungstheorie.

Hierbei wird die Ausbreitung des elektrischen Feldes vareePunktquelle
durch eine Offnung in einer Blende bis zu einem Beobachtumddpuntersucht.
Die folgende Abb2.5.1skizziert die Geometrie fur die Beugungstheorie mit den
fur die nachfolgenden Rechnungen notwendigen Bezeichnungen

Vom QuellpunktP(x,y) geht eine Kugelwelle aus, die am Puk,§) die
Offnung der Blende trifft und dort ein elektrisches Feld basjeman der Glei-
chung:

= A j(wt-kR
E= Re
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a1

Abbildung 2.5.1: Die Standardgeometrie der Beugungstheorie mit Bezeichnung
der notwendigen Elemente der Rechnung nackIK & FURTAK [31]: P(X,Y)

ist der QuellpunktP(X,¥) ist ein Punkt in der Blendenebene, wobei die Blende
durch die offene Flaché&, gegeben ist?’ (X, y') ist der Beobachtungspunkt. Der
Koordinatenursprung liegt im Punki. Die AbstandeD, D’ zwischen den drei
Ebenen sind real deutlich gréf3er, da die Darstellung hier in z-Richtustgugeht

ist.

Wird die Offnung in der Blende als punktférmig idealisien, wird die Ofnung
zum Ausgangspunkt einer Sekundarwelle im#sENSschen Sinne. Fir die am
Beobachtungspunk (x,y') ankommende Welle I&sst sich das elektrische Eeld
der Sekundarwelle in Abhangigkeit von der urspunglichegédwelle berechnen.

Eine endlich groRBe Offnung kann als Summe unendlich viel@mitesimaler
Offnungen angesehen werden. Am Beoabachtungspunkt tberlagh alle Se-
kundarwellen zum resultierenden Feld und somit ergibtisigiinem allgemeinen
Ansatz das Beugungsintegral zu:

a1
E’:C// fE e *Ryg (2.5.1)
Jo R,

Hier ist, wie in Abb.2.5.1teilweise auch zu sehef’ das elektrische Feld am
Beobachtungspuni®, E das elektrische Feld in der Blendenéffnuog die Fl&-

che der Blendenéffnund®’ der Abstand zwischen Blendenoffnung und Beobach-
tungspunk®’ undC ergibt sich durch die exaktere Rechnung des hier jetzt nicht
diskutierten RESNEL-Formalismus z«€ = i/2. Dazu kommt die Transmissions-
funktion 7(X,¥), mit der eine unterschiedliche Amplitudentransmissioreialb

der Offnung beschrieben wird, aber verallgemeinert auelidge der Offnung in
der Blendenebene angegeben werden kann.
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Die beiden RadieRundR' lassen sich mit Hilfe des Satzes desTRAGORAS
durch die Koordinaten der Quellen- und Blendenebene bzvBléaden- und Be-
oachtungsebene ausdriucken. DrRABNHOFERSChe Beugungstheorie fuhrt nun
durch eine Reihenentwicklung um die Abstarigiebzw. R’0 eine lineare Nahe-
rung ein:

ReRo— (Z9%— (L) baw. R~Ro— (- (Ly  (25.2)
Ro Ro R Ro
Diese Naherung ist nur fur den Fall des Fernfeldes gultigyn) grof3 und die
Blendendffnung (alséX, §)) klein ist, oder mathematisch ausgedrickt, wenn gilt:

X< VRA  und  [§] < v/RoA (2.5.3)

Die weitere Rechnung beinhaltet eine Koordinatentransdtion, die die ur-
spriinglichen Koordinaten voiR und P’ sowie die Wellenlang@d kombiniert in
(u,v) ausdruckt. Mit einer weiteren Naherung fuhrt dies zu deneBnds:

/ N —i 27T(UKH-V)
E'(uv) = 2Aé F\’oR/o // dxdy (2.5.4)
_ ade 1
= 2Aé RoR, T(u,v)
wobei: T(u,v) = // 12T URH) g (2.5.5)

Diese Gleichung beinhaltet in der Gleichheit vofu,v) mit dem Doppelinte-
gral Uberf (X, ¥) das wichtige Ergebnis, dass die elektrische Feldvertgitiram
Beobachtungspuni’ im Falle der RAUNHOFER-Beugung propotional zur Fou-
riertransformierter (u,v) der Transmissionsfunktiof(X,y) ist, alsoT = .7 (T).

Dieses Ergebnis erlaubt es nun, die elektrische Feldiwnteund somit auch
die Intensitatsverteilung in der Brennebene des Mikroskktives zu berech-
nen, wenn eine Punktlichtquelle durch dieses Objektiv leine Linse abgebil-
det wird. Denn zum einen stellt die Objektivlinse eine Kidisige Offnung in
der zuvor genannten Blendenebene dar, zum anderen lasgegjem, dass eine
Linse bewirkt, dass die quasi-parallelen Strahlen, diehrder FRAUNHOFER
Bedingung erst in sehr groBen Abstéand@nam Beobachtungspunkl zusam-
menlaufen, schon in der endlichen Entfernung der Brennweidtr Linse zusam-
mengefihrt werden (vgl. Abl2.5.2. Auch mathematisch lasst sich zeigen, dass
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mit der Linse das gleiche Beugungsmuster wie ohne Linseedtitdder Durch-
messer der beugenden Offnung, der in die Rechnung eingeldt,dabei dann
auch durch die GroR3e der Linse mitbestimmt, falls keinenide2n Blenden betei-
ligt sind.

Nahezu parallel Ly
’ > o
° M ,

i I |H F
\0' =sin~l & /
- f2

(a) (b)

e~ ]
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<)) R?tv

(@Y

Abbildung 2.5.2: FRAUNHOFER-Beugung (a) ohne und (b) mit Linse nach
KLEIN & FURTAK [31]. Mit Hilfe der Linse wird das eigentlich in sehr grol3er
Entfernung von der beugenden Offnung entsteherrleURHOFERSChe Beu-
gungsmuster in die Brennebene der Linse gebracht, die sich im kleindren A
stand der Brennweit& hinter der beugenden Offnung befindet.

Driickt man die Fouriertransformierigu,v) und ihre verallgemeinerten Ko-
ordinaten(u,v) durch Polarkoordinatefp, ) aus, und nimmt man an, dass die
Punktlichtquelle auf der optischen Achse liegt, so wird [exgiertransformation
Gl. (2.5.5 zu:

fo 2m
T(p,p) = / F / g 12mpfeodo-¢) 4o df (2.5.6)
0 0

Dieses Integral lasst sich mit deeBsEL-Funktion nullter Ordnungdg l6sen:

=2 J1(2ﬂfop)

T(p) = 2mnfg 1Top (2.5.7)

dabei ist); die BEssEL-Funktion erster Ordnung urmreduziert sich fur die oben
genannten Bedingungen aaf=r'/(AR;), und beinhaltet neben den bekannten
GroBemt undR;, noch den radialen Abstamtides Beobachtungspunktes von der
optischen Achse.
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Den qualitativen Verlauf deT (p)-Funktion zeigt der Graph zu2 w)/w),
die quadrierte Darstelluni@J;(w)/w)]? spiegelt somit den qualitativen Intensi-
tatsverlauf des Beugungsmusters in der Brennebene der LiademBeide Gra-
phen sind in Abb2.5.3gezeigt, zusammen mit einem qualitativen zweidimensio-
nalen Bild der Intensitatsverteiludg? in der Brennebene. Das zentrale Maximum
des zwei-dimensionalen Intensitatsverlaufes wird¥AScheibchen genannt.

2.231

i
1.22n t

y-Achse

-1.22t

normierte Funktionswerte

»)

§ & o
LI |

-2.231
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2.67n

w-Achse

x-Achse

Abbildung 2.5.3: Die BEessEl-Funktionen J; und J? und das ARY-
Scheibchen: Im linken Bild ist der qualitative Verlauf dee&sEL-Funktionen
2J;(w)/w und [2)(w)/w]?> dargestellt, im rechten Bild ist der zwei-
dimensionale Verlauf der quadriertere 8sEl-FunktionJ;? gezeigt, der als A
RY-Scheibschen bezeichnet wird. Die Markierungen der x-AchserpeieePo-
sitionen der Maxima wieder, die Markierungen der y-Achse dementspnetib
Positionen der Minima. Zudem sind die Funktionswerte aufR3erhalb des kfisten
nimums um den Faktor 20 vergréRert, um die Ringe besser sichtbar zumache

Der Radius des IRY-Scheibchens lasst sich berechnen zu:

Ao
L 061A R0 _ e 1M 258
" Airy o N-Aop] (2358)

Fur den Ausdruck nach dem zweiten Gleichheitszeichen vidldeBeziehungen
fo/Ry = sinB undN.A.qpj. = 1 sinB benutzt, die zum einen ausdriicken, dass die
Blende unter dem halben Offnungswini&tom Bildpunkt aus gesehen erscheint
und zum anderen enthalt die Definition der Numerischen ApéitA.qp; die
Aussage, dass die Punktlichtquelle — bei einem Mikroskop&tbbe — in einem
Medium mit dem Brechungsindexliegt, wahrend das Bild im Medium Luft mit

n =1 liegt.
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Die zuvor beschriebene Betrachtung hat gezeigt, dass eimiliehtquelle
durch eine kreisférmige Blende in einir-Scheibchen statt in einen Punkt ab-
gebildet wird. In einer allgemeineren Formulierung wirdean optischen System,
das idealerweise keine Bildfehler aufweist, die Punktanwoktion (PSF) zuge-
wiesen, die beschreibt, wie eine Punktlichtquelle durchagdische System in ein
beugungsbegrenztes Bild (dasr&-Scheibchen) abgebildet wird.

Es stellt sich die Frage, welchen minimalen Abstand zweikBichtquellen
haben durfen, damit ihre Bilder, also die beidemrr®A-Scheibchen, noch als ge-
trennt, d. h. aufgeldst, wahrgenommen werden.

Die Lésung ist das RyLEIGH-Kriterium, nach dem die beideniRy-Scheib-
chen noch als getrennt gelten, wenn bei den Intensitaésyeri das Maximum
des zweiten Scheibchens in das erste Minimum des ersteib8lhas fallt. Ne-
ben dieser Definition eines Auflésungskriteriums gibt eshnidalbwertsbreiten-
Kriterium oder auch dasRRoOW-Kriterium. Diese Definitionen fihren zu an-
deren Vorfaktoren (Halbwertsbreiten-Kriterium: 0.51ts@861, SSARROW-Krite-
rium: 0.48 statt 0.61), aber der grundlegende Zusammenti@nGrofRen ist der
gleiche [42]. Die Uberlagerten Intensitatsprofile beimyREIGH -Kriterium zeigt
die folgende Abb2.5.4
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Abbildung 2.5.4: Intensitatsverlaufe von iy -Scheibchen: Das linke Bild zeigt
die Intensitatsverlaufe (Profile durch dier¥-Scheibchen) zweier noch auflos-
barer Punktlichtquellen und das Summenprofil (blaue Kurve), das r&lite
zeigt die Intensitatsprofile der 1IAY-Scheibchen mit ihren unterschiedlichen
FWHM bei einem CLSM (schwarze Kurve), einem CLSM mit doppelter Wellen
lange, die auch ein TPLSM verwendet (gestrichelte Kurve) und eindosS VP
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Fuhrt man die zuvor beschriebenen Uberlegungen weitendetfiman fir die
laterale Auflosung\x und die axiale Auflésundz folgende Beziehungen (vgl.
dazu auch J.B.RvLEY (ED.) [40, Kap. 1]):

Ao

Ax = 051 2.5.9
N-A b} (2.5.9)

Ao
Nz = 2——— 2.5.10
1 (N.Aopj)? ( )

Die zuvor genannten Gleichungen gelten fur Ein-Photon8M&, so dass mit den
typischen Werten vog = 400 nm,n = 1.33 als Brechungsindex (von Wasser)
innerhalb der zu untersuchenden PraparateNiAcoy,; = 1.2 fir die numerische
Apertur eines Ol-Immersions-Objektives eine theoregscAufloésung voriix ~
0.15 um erreicht werden kann. Praktisch wird eine Auflésung vorstiperweise
Ax =~ 0.3 um erreicht.

Laut [40, Kap. 28] ist die bei einem TPLSM erreichte Auflésdiagt identisch
mit der Auflésung eines CLSM, denn hier wirken sich die niche&ren Effek-
te der Zwei-Photonen-Anregung auch auf die Auflésung aushNign obigen
Gleichungen2.5.9 und 2.5.10 wére bei der TPLSM aufgrund der verwendeten
doppelten Wellenlange (im Vergleich zum CLSM) eine halb ste duflosung
zu erwarten, aber es muss beachtet werden, dass bei ZweireheProzessen
die PSF quadriert in die Rechnung einbezogen werden musd)#H verbessert
die Auflésung in einem TPLSM von einem doppelten auf eineraetvs-fachen
Wert im Vergleich zu einem CLSM. Das Halbwertsbreitenkriter lautet fir ein
TPLSM (vgl. mit Gl. 2.5.9 fur die beiden Anregungswellenlangen):

0.37Ao
AX = 2.5.11
N.A.ob;] ( )

In einer exakteren Betrachtung gelangen W.RREEL et al. [47] bis auf kleine
Korrekturen zu dem gleichen Ergebnis.

Im rechten Bild der Abb2.5.4ist dieser Auflésungsunterschied anhand der
Intensitatsverlaufe der RY-Scheibchen zu sehen: die durchgezogene Linie ent-
spricht dem ARY-Scheibchen im CLSM (Ein-Photonen-Anregung), die gestri-
chelte Linie entspricht einer Ein-Photonen-Anregung naipgklter Wellenlan-
ge, wéahrend die blaue Linie einiRy-Scheibchen im TPLSM (Zwei-Photonen-
Anregung mit doppelter Wellenlange) zeigt.

Der in diesem Abschnitt dargelegte Formalismus lasst SithFRESNEL--
Beugungstheorie erweitern, die statt der linearen NaheBln@.5.2 fir RundR
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eine quadratische Néaherung verwendet und so auch flr kiefestande als in
der RAUNHOFER-Bedingung Gl. 2.5.3 gultig wird. Im Rahmen diesesRES
NEL-Formalismus lasst sich auch die Wirkung einer Linse exdiaschreiben, es
werden auch die fokussierenden und phasenwirksamen Elgisn der Linse
in die Transmissionsfunktion mit einbezogen. Auch deeBNEL-Formalismus
fuhrt bei Abbildung einer Punktlichtquelle qualitativ zumRY-Scheibchen als
Intensitatsverteilung in der Bildebene.

2.5.2 Erreichbare axiale Auflésung

Die Darstellung im vorigen Abschnitt hat die Ausbreitung ddektrischen Fel-
des betrachtet, wenn das Feld einer Punktlichtquelle w#errRAUNHOFER
Bedingung durch eine Linse abgebildet wird. Das Ergebnidiestntensitatsver-
teilung in der Brennebene der Linse, die letztendlich zur Besbung des latera-
len Aufldsungsvermogens des abbildenden optischen Systmendet werden
kann.

In diesem Abschnitt wird gezeigt, wie die elektrische Feldeilung im ge-
samten Fokusbereich berechnet werden kann. Diese Erumgteter Ergebnis-
se des vorigen Abschnittés5.], die nur auf die Brennebene beschrankt waren,
erlaubt zusammen mit der Anwendung desvREIGH-Kriteriums die Beschrei-
bung der axialen Aufldsung eines optischen Systems.

Die Darstellung zur axialen Auflésung in diesem Abschnitied auf den
Ideen der RAUNHOFER- bzw. FRESNEL-Beugung des vorigen Abschnitt2s$. 1
Betrachtet man AblR2.5.2 so ist verstandlich, dass in beiden Fallen eine Kugel-
welle auf den Bildpunk®P’ zusammenlauft. Die Entstehung dieser Kugelwelle
erklart sich durch die exakte Rechnung deEENEL-Beugung an einer Linse.

Diese Kugelwelle ist der Ausgangspunkt flr die DarstellimgBORN &
WOLF [46, Kap. 8.8], welche hier zusammengefasst vorgesteiltt.wi

Vorausgesetzt wird eine Geometrie, die in ABlh.5skizziert ist. Die erwahn-
te Kugelwelle tritt durch die zirkulare Apertur mit dem Dhroesser @ hindurch
und lauft im Fokus im Abstand der Brennweitezusammen. Der Fokus bildet
den Koordinatenursprun@. Ein PunktP’ im Fokusbereich wird durch die Ko-
ordinaten(x,y,z) bzw. durch den Ortsvektd® beschrieben. Ein Punk) auf der
WellenfrontW in der Aperturdffnung wird durch die Koordinatég,n,{) be-
schrieben. Es wird weiter vorausgesetzt, dass die LangeRwowie der Radi-
usader Apertur klein sind verglichen mit der Brennweftedie auch dem Radius
der zusammenlaufenden Wellenfront der Kugelwelle ertbprAulRerdem ist der
Aperturradius viel groR3er als die Wellenlanges> A.
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Abbildung 2.5.5: Geometrie fiir die Berechnung der elektrischen Feldverteilung
im Bereich des Fokus bei der Beugung einer zusammenlaufendensspéinr
Welle an einer zirkularen Apertur, auDBN & W OLF [46]. Der Koordinatenur-
sprung liegtin O im Fokus.

Die zum Fokus hin zusammenlaufende Kugelwelle wird nachldemGENSs-
FRESNEL-Prinzip beschrieben durch:

ik f iks
E(P) = — Ae // s (2.5.12)
Oo

Dabei istdSein Element der Wellenfrorw/, die durch die Linse bzw. die Blen-
deno6ffnungop mit dem Radius hindurch propagiert.

Diese Gleichung lasst sich mit der Nahersagf = —g- Rund der Beziehung
dS= f2dQ in das sogenanntedBYE-Integral umschreiben. Mit der Einfilhrung
von Zylinderkoordinaten fiiP’ undQ und der Definition der dimensionslosen Va-
riablen (u,v, @), die jetzt die Position vo®’ beschreiben, lasst sich dagByE-
Integral in einem Zwischenschritt zunachst in einen Rdal&u,v) und einen
Imaginarteil.”(u,v) aufspalten. Die in diesen beiden Teilen auftretenden Inte-
grale lassen sich mit Hilfe deravMEL-Funktionen l6sen, die von E.dMMEL
schon 1885 eingefuhrt wurden und wiederum diesBEL-Funktionen enthalten:

Un(uv) = Z(_l)s(\_lj)n+zs~]n+23(v>

s=0

Va(uv) = S0 (5) " aneaty)

u
s=0
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Zur einfacheren Berechnung défu, v)- bzw..# (u,v)-Funktionen wird noch un-
terschieden, ob die Variabl€n,v) im geometrischen Schatten, d. h. dem Schat-
tenbereich der geometrischen Optik, liegan'y| < 1) oder nicht (u/v| > 1).

Diese Losungen fig’(u,v) und.”(u,v) beschreiben — eingesetzt in das-D
BYE-Integral — das elektrische Feld in der N&he des Fokus. zurakteisie-
rung der axialen Auflésung ist der axiale Intensitatsvdriau betrachten. Da
| = |[E(P")|? ist, gilt fiir die Intensitatsverteilung im Fokusbereick @leichung:

2 2 2
[(u,v)=1lop- (é) [Ulz(u,v)+U22(u,v)} mit:  lg= (H?ZLA’> (2.5.13)
Hierbei istlg die Intensitat im Fokusu = v = 0). Eine equivalente Gleichung lasst
sich mit den lLoMMEL-Funktionenvj(u,v) ausdriicken.

Mit dieser Gleichung lasst sich das folgende Bild (ABI&.§ berechnen, dass
die Intensitatsverteilung im Bereich des Fokus anhand vaphisten, d. h. Linien
gleicher Intensitat, zeigt. Es ist interessant, aus degevbiFormeln die Intensi-
tatverteilung in der Fokusebene zu berechnen. Zb.13 reduziert sich auf die
Beziehung:

2 2 2
1(0,) = 4loim (Ul (”’V):zuz (U’V)) — 1o (2‘]1—\/(\')) (2.5.14)
Man sieht, dass sich gerade die Formel fir eir¥AScheibchen ergibt, wie sie
sich schon als Ergebnis des vorigen Abschni&téslergeben hat.

Die Intensitatsverteilung entlang der optischen Achse Q) ergibt sich aus
der zweiten Formulierung der GR.6.13. Mit Vp(u,0) = 1 undV1(u,0) = O re-
duziert sie sich zu:

, 2
I(u,0) = uizlo(z— 2c04u/2)) = Io (S'”é%‘l)) (2.5.15)

Der Verlauf von Gl. 2.5.15 ist in Abb. 2.5.7dargestellt. Die erste Nullstelle die-
ses axialen Intensitatsverlaufes liegt bei 2121’ /a? (Koordinatenursprung im
Fokus,A’ = Wellenlange im Medium des Objektes).
Nimmt man die Beziehungesy f = sinf, N.A.qpj = nsin@ undA’ = Ag/n
zu Hilfe, so kann man fur die Auflésung schreiben:
Ao
N.A.opj 2
Diese Gleichung spiegelt dasaR.EIGH-Kriterium wieder, bei dem das Maxi-

mum eines zweiten Fokus gerade mit der ersten Minimum désreFokus zu-
sammenfallt.

Az=2n (2.5.16)
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Abbildung 2.5.6: normierte Intensitatsverteilung im Fokusbereich fur eine kon-
vergierende sphéarische Welle, ausi\ & W OLF [46]: Dargestellt sind die Iso-
photen (Konturlinien gleicher Intensitat) in einer meridionalen Ebene, die die
optische Achse enthélt und die Fokusebene schneidet. Die gestricheiien L
kennzeichnen die Grenzen des geometrischen Schattens. Wird die Algjilou

die optische Achse rotiert, so entsteht die dreidimensionale Intensitatsvagteilu
im Fokusbereich, die in der Fokusebene dagvyAScheibchen mit den umge-
benden dunklen Ringen (hier die Minima entlang der v-Achse) wiedergibt.
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Abbildung 2.5.7: normierter Intensitatsverlauf(sinx)/x)? entlang der Opti-
schen Achse und Anwendung des\YREIGH-Kriteriums zur Auflésungsbe-
stimmung: Links: Der Intensitatsverlauf entlang der Optischen Achse gemaf
Gl. (2.5.15, die x-Achse korrespondiert mit der u-Achse in ABb.6zur bes-
seren Vergleichbarkeit. Rechts: Zwei axiale Intensitatsverlaufe urahdgber-
lagerung. Das Maximum des zweiten Profiles fallt in das Minimum des ersten
Profils, so dass diese beiden Foki nach deaw R IGH -Kriterium noch als zwei
auflosbare Foki gelten.
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2.6 GFP — ein naturlicher Farbstoff

In den Messungen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrtievy wurden
verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe benutzt. Einer vesedi ist der natirliche
Farbstoff GFP, der in diesem Abschnitt etwas genauer bietehr werden soll.

GFP istdie Abkurzung furmin fluoreszierendesrBtein. Dieses Protein ist ein
natiirlich vorkommendes fluoreszierendes Molekill, das filekularbiologische
Anwendungen sehr interessante Eigenschaften hat.

Das GFP wurde in der Quallenakequorea victoriaentdeckt und erstmals
1962 von O. SIIMOMURA et al. [48] als Begleitprotein des ebenfalls fluores-
zierenden Proteins Aequorin beschrieben. Diese Gruppehbete flir GFP erste
spektrale Eigenschaften: eine Emissionswellenldnge @8mm und eine Anre-
gungswellenlange im Bereich 470 nm — 475 nm.

Der Beginn des wissenschaftlichen Interesses an GFP waunagh mit der
ersten Klonierung des nattrlichen GFPs durch D.RA$HERet al.[49], denn es
konnte gezeigt werden, dass GFP, das in andere Organisnmenkioniert wurde,
in diesen Organismen ebenfalls fluoresziert. Dies bededast die Gensequenz
des GFP alle Informationen enthalt, um das fluoreszieremdiziR vollstandig
zu bilden. Es ist also keine weitere Modifikation des PrateirB. durch Enzyme
notwendig, um das Protein vollstandig funktionsfahig zwchen. Solche even-
tuell zellspezifischen Prozessierungsschritte waren achi¢il, denn z. B. kénn-
ten sich Enzyme aus dem Quellorganismus (den Zellen derdeépyalvenn sie
hypothetisch zur Bildung des GFP notwendig waren, negafidi@uZellen des
Zielorganismus auswirken. Zudem ist jeder zusatzlicheé&ssierungsschritt eine
mdogliche Fehlerquelle, die das Ausbilden des fluoreszaee®roteins im Zielor-
ganismus verhindern kann, wenn der Schritt nicht ausgefihd. Das Anféarben
der Probe ware dann misslungen.

Die Struktur des GFP wurde durch Kristallstruktur- und Beuggmusterana-
lyse erst 1996 unabhangig durch MR@O et al. [50] und F. YANG et al. [51]
aufgelost. GFP besteht aus 238 Aminosauren, aus denenfsigfraltblatter und
eine a-Helix ergeben. Dig3-Faltblatter bilden einen Zylinder, der dae-Helix
umschliel3t, die entlang der Zylinderachse verlauft. Déindgr hat einen Durch-
messer von etwa 3 nm und eine Hohe von etwa 4 nm. Die chromehuppe
ist an diea-Helix angelagert und besteht aus den Aminosauren Seniasifyund
Glycin, deren Seitenketten miteinander reagieren undubedszierende chromo-
phore Gruppe bilden. Abl2.6.1zeigt die Zylinderstruktur des GFP.

Wie man in Abb.2.6.1erkennen kann, liegt die chromophore Gruppe nahezu
perfekt in der Mitte des Zylinders. Dadurch ist die chrommhGruppe vor aul3e-



2.6. GFP — EIN NATURLICHER FARBSTOFF 61

Abbildung 2.6.1: Zwei zueinander gedrehte Gesamtansichten der Tonnenstruk-
tur des GFP (aus F.ANG et al. [51]). Zu erkennen sind die ef-Faltblatter

(1 — 11 nummeriert), die die &uBere zylinderférmige Struktur dieses Praigins
den. Das zentral angeordnete Fluophor ist von oben und unten duirslizes
abgedeckt, so dass es von auf3eren Einflissen geschutzt ist.

ren Einflissen, wie z. B. Enzyme, pH-Wert oder fluoreszenhisde Prozesse,
gut geschutzt. Dieser Schutz ist sogar so gut, dass das GElrdla Behandlung

mit Glutaraldehyd und Formaldehyd, wie sie zur Herstelluag histologischen

Schnitten notwendig ist, nicht beeinflusst wird [52]. Auéske Weise kann auch
totes Gewebe mit Hilfe der Fluoreszenz untersucht werden.

Die Hauptanwendung von GFP ist dennoch die Untersuchundelmmdem
Gewebe. Der Schutz der chromophoren Gruppe ist durch dieefmtruktur der
B-Faltblatter unter nattrlichen Bedingungen sehr gut, lesdhigdurch sehr hohe
(11 -12) [53,54] oder sehr niedrige pH-Werte (mitgWerten um 4.5) [55] wird
das Anregungsspektrum verdndert, aber bei diesen extrphiéflerten kommt
das Protein an die Grenze zur Denaturierung. Auch Temperatdie sich deut-
lich von den natirlichen Bedingungen unterscheider 65 °C), lassen das GFP
denaturieren [54]. Allerdings gibt es auch Varianten dePGlie gezielt so veran-
dert wurden, dass der Schutz durch den Zylinder verringedtwnd die chromo-
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phore Gruppe starker auf die molekulare Umgebung reagieren. Somit erhalt
man einen umgebungssensitiven Farbstoff. Durch den niefr morhandenen
Schutz der chromophoren Gruppe bei diesen extremen pHeWeerandert sich
auch das Spektrum des GFP [54].

Das Spektrum von natiirlich vorkommendem GFP (wt&R§t am komple-
xesten. Fur die Anregung hat es ein Hauptmaximum bei 395 n@7-A61 und ein
Nebenmaximum bei 470 nm — 475 nm, wobei die Anregung bei 392unginer
Emission von 508 nm fuhrt, die Anregung mit 475 nm verschaetEmission
auf 503 nm [56]. Oft wird auch eine wtGFP-Emissionswellagki von 504 nm
genannt. Das Anregungsspektrum, genauer das Verhalmieakn Maxima zu-
einander ist zudem konzentrationsabhangig [54], es verasdth mit dem pH-
Wert [53-55] und reagiert auf Temperaturanderungen [5d¢hAdie lAngere An-
regung mit intensivem UV-Licht verandert die Relation derxviza zugunsten
des Nebenmaximums [57-59].

Es ist interessant, dass das GFP seine Struktur autonomsbéden kann,
die Proteinfaltung kann auch in einem zellfreiarvitro-System stattfinden [60].
Die einzige Notwendigkeit bei der Bildung des GFP ist die Asarheit von
Sauerstoff, der fur einen Dehydrierungsschritt bei der Bilgl der chromopho-
ren Gruppe bendtigt wird [56, 61, 62]. Auf das ausgebildefd®at Sauerstoff
keinen Einfluss mehr [63]. Inwieweit der Sauerstoffgehadt @eschwindigkeit
des Dehydrierungsschrittes verandert, wurde bisher oitetrsucht [64].

Die Faltung des GFP kann effektiv stattfinden, wenn es bei Remperatur
oder darunter expremiert wird, bei hoheren Temperaturemmidie Effektivitat
der Faltung deutlich ab [65, 66] — fur die Qualle in ihrer miatthen Umgebung
stellt dies aber kein Problem dar. Fir die Anwendung des @Blogischen Ex-
perimenten ist eine h6here Temperatur winschenswert lezdie Faltung ef-
fektiv ablauft. Durch eine Dreifach-Mutation konnte eiricdee GFP-Variante her-
gestellt werden, die dennoch die positiven Fluoreszeensithaften des wtGFP
besitzt [59, 67].

Mutationen der nattrlichen Gensequenz werden auch veetieunmu die chro-
mophore Gruppe zu verandern und so die spektralen Eigeiscltes Proteins
zu veréandern. Ohne hier auf die chemischen und biologisble¢ails einzugehen,
lassen sich durch diese Mutationen sechs Klassen von flieresden Proteinen,
die auf dem wtGFP (Klasse 1) basieren, herstellen.

Ein Uberblick liber die Details der Mutationen und die Eigdrasten der GFP-
Varianten ist bei R.Y. TIEN [68] dargestellt.

“nach der englischen Bezeichnungtdatype GFP = wtGFP
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In die Klasse 2 féllt das EGFPr{panced geen fuorescent potein), eine eben-
falls griine Variante des GFP, die aber heller fluoreszisrtlab wtGFP. Die Klas-
se 3 stellt Varianten mit veranderten Anregungsspektrgemgjéer dem wtGFP
zur Verfugung. Klasse 3-GFPs fehlt das 470 nm-Anregungsmanr. Die Muta-
tionen der Klassen 4, 5 und 6 verandern das EmissionsspekieuProteine und
man erhélt die blau-, cyan- und gelb-fluoreszierenden Wterades GFP, die ent-
sprechend BFP, CFP und YFHyb-, oyan-, yellow-fluorescent mtein) genannt
werden. B B

GFP wird hauptsachlich eingesetzt, um spezielle Proteirgnem Zielorga-
nismus zu markieren und so beobachtbar zu machen. Dazu igi@ehsequenz
des Zielproteins durch die GFP-Sequenz erganzt und desrgalismus produ-
ziert Fusionsproteine, bei denen jedes Zielprotein mitageginem GFP fusio-
niert, d. h. markiert ist. Ist das Fusionsprotein in der €alh einem Ort stark
konzentriert, so reichen 300 bis 3000 GFPs aus, um eineneklejrinen Fleck
in der Zelle vor dem Autofluoreszenz-Hintergrund der unneat&n Zellberei-
che zu sehen [69]. Dieser Aspekt, dass relativ wenige Fdzerezmolektle durch
starke lokale Konzentration einen hohen Kontrast gegaerddra Zellhintergrund
erzeugen und somit gut beobachtbar werden, wird bestéatighddie erfolgrei-
chen Messungen von GFP-makrierten Vesikeln in lebenderzélaegllen, die in
Kap.4.4beschrieben werden. GFP hat zudem die positive Eigensdazi es in
sehr vielen interessanten Fallen die Funktionalitdt defp#ateins nicht negativ
beeintrachtigt. Somit kann auch die Funktion eines Ziggns in einem Orga-
nismus durch Fluoreszenzmarkierung untersucht werdee. Bbersicht tiber die
Anwendungsmoglichkeiten findet sich ebenfalls bei R.¥IEN [68, und Refe-
renzen].

Es konnte auch gezeigt werden (wie auch R.¥IEN [68, und Referenzen]
wiedergibt), dass das GFP und seine Varianten sich auch iifé ¢es Zwei-
Photonen-Prozesses zur Fluoreszenz angeregen lasseassndiel Varianten des
wtGFP auch fur Experimente benutzt werden kdnnen, die desnesten Ener-
gietransfer nach @BRsTERausnutzen. Das Potential des Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfers (FRET) war auch eine Motivation zur Ecitlung der spektral
veranderten Mutationen des GFP.

FRET kann beispielsweise fir kalziumsensitive Messungewesadet wer-
den: zwei FRET-fahige GFP-Varianten (z. B. CFP und YFP) sind ébeCal-
modulin-Molekul (CaM) miteinander verbunden. In einer kafafreien Umge-
bung ist das Calmodulin-Molekul gestreckt. Deshalb ist da® @m YFP so
weit entfernt ist, dass ein Energielibertrag nicht staifinkiann. Eine Anregung
des CFP filhrt zu einer Emission des CFP. Bindet'Can das CaM, so éndert
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es seine Konformation und winkelt sich ab. Der Abstand zZimescCFP und YFP
nimmt deutlich ab und es kann ein Energielibertrag stattiintian beobach-
tet die YFP-Emission, obwohl weiterhin das CFP angeregt.vd@amit weist die
spektrale Anderung durch den FRET eine Veranderung d&s-Reaus nach.

Eine Kombination der GFP-Fusion mit dem FRET ermdglichtisfltich die
dynamische Untersuchung der Interaktion von Proteinemier éebenden Zelle.
Die Proteine kdnnen einzeln durch ihre Farbe in der Zelldhebtet werden, tritt
der FRET auf, weil die Proteine miteinander interagierendiedGFP-Varianten
sich deshalb sehr nahe kommen, so kann diese Interaktich éure Farbande-
rung ebenfalls in der Zelle beobachtet werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das GFP vieldé/italie Fluo-
reszenzuntersuchungen bietet. Es ist ein natirlicher&szenzfarbstoff, der sich
auch in vielen weiteren als seinem Stammorganismus expremlasst, es sind
keine weiteren Bearbeitungsschritte bei der Erzeugung eradig (z. B. durch
stammorganismusspezifische Enzyme), es wird immer eipi@iin mit einem
GFP markiert (1:1-Markierung) und das GFP beeinflusst diekffonalitat des
Zielproteins in sehr vielen Fallen nicht negativ. Nacligeit allerdings die Not-
wendigkeit der genetischen Veranderung des Zielorgarsstie Gensequenz des
GFP muss in die Sequenz des Zielproteins hineinkloniertiarerDieser Schritt
ist aufwendig und kann auch scheitern, z. B. an der Starkeeterendeten Pro-
motoren. Allerdings ist die alternative, spezifische Ahtirg von Proteinen durch
Farbstoff-markierte Antikdrper ebenfalls aufwendig, wathese Antikdrper erst
gefunden und hergestellt werden miussen. Auch die GroReEleka&nn nachtei-
lig sein, wenn es z. B. Poren der Kernmembran passieren salldiel Funktiona-
litdt des Zielproteins negativ beeinflusst wird.

Neben dem GFP gibt es auch noch weitere bioluminiszenteiReottin GFP-
ahnliches Protein mit derselben chromophoren Gruppe waordien KorallerRe-
nilla reniformis gefunden. Inzwischen sind aber auch eine Vielzahl von wezite
fluoreszierenden Proteinen kommerziell erhaltlich, die den RiffkorallenAn-
thozoa Heteractis crispaund Discoma spoder der Quallenarhequorea coru-
lescensstammen. Im Internet findet sich das Angebot dieser oft figucolors®
genannten fluoreszierenden Proteine.
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2.7 Photophysik von Quantendots

Im Rahmen dieser Arbeit sind Experimente mit verschiedeneor&szenzmar-
kern durchgefuhrt worden. Zu diesen Markern gehdrten auiehsalgenannten
Quantendots, deren photophysikalischen Eigenschaftdntsilweise deutlich
von anderen Farbstoffen unterscheiden. Deshalb soll diophysik der Quan-
tendots in diesem Abschnitt genauer beschrieben werden.

Quantendots sind kleine Kristalle aus Halbleitermatenigkeinem Durchmes-
serD im Bereich vonD ~2 nm — 10 nm, weshalb sie auch Nanokristalle genannt
werden. Abb.2.7.1zeigt einen GroRenvergleich von Quantendots und anderen
vergleichbaren Fluoreszenzproben wie FITC, GFP oder flamesnden Latex-
kugelchen.

FITC GFP gdot qrod SAV MBP IgG
(x35)
it
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i x bead
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Abbildung 2.7.1: GréRRenvergleich von Quantendots und vergleichbaren Objek-
ten aus X. MCHALET et al.[70].

Die Begrenzung der Ausdehnung des Halbleiters kann in allenmen-
sionen erfolgen: eine Einschrankung um eine Dimensiort fitheiner ,quantum
well“, eine zweidimensionale Einschrankung ergibt einggtum wire* und eine
Einschrankung in drei Dimensionen erzeugt schlie3lichsdigenannten ,quan-
tum dots®, die exakter als Nanokristalle bezeichnet werden

Im Folgenden werden die wichtigsten photophysikalischigeschaften der
Quantendots beschrieben.

Die ,Uberlagerung” der atomaren Energieniveaus fiihrt imeei Festkorper
zur Bildung der energetischen Bandstruktur. Die fur das jeyesHalbleiterma-
terial charakteristische Bandliicke besitzt eine eneigeti8reite im Bereich von
einigen Elektronenvolt (eV). Ein typisches Quantendotdvial ist CdSe, also ein
Halbleiter aus Materialien der Spalten 11+VI des Periogstsms der Elemente.

Fur die Beschreibung der photophysikalischen Eigensanételie Berech-
nung der Energieniveaus der Elektronen im Halbleiter notige Das Ergebnis
einer genaherten Rechnung fir die quantenmechanischerifelition der Elek-
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tronen isl eine vom Wellenvekt@rabhangige Beschreibung der kinetischen Ener-
gie Ein. (K) durch
R2k?

P (2.7.1)

Exin. =

wobei der Elektronimpul$ durchp = Ak eingegangen ist. Die Funktian® (R)
beschreibt die effektive Masse des Elektrons, in die auckohluss des periodi-
schen Potentials auf die Elektronenbewegung eingeht.

In einem Halbleiter reicht die Raumtemperatur mit ihrer [grevon etwa
Etr raum= 24 meV aus, um die intrinsische Leitfahigkeit zu erzeugen.aage-
regtes Elektron hinterlasst ein Loch im Valenzband, dagigsnstandiges posi-
tiv geladenes Teilchen betrachtet werden kann. Das Elekinal das Loch kon-
nen sich aber nicht nur durch den Halbleiterkristall beweg®ndern aufgrund
der CouLomB-Wechselwirkung auch miteinander in einen gebundenerafdst
ubergehen. Das so entstehende Elektron-Loch-Padn-feaar) ist ein Quasi-Teil-
chen und wird als Exziton X bezeichnet. Dieses Exziton Igisbtmit einem Was-
serstoffatom oder mit Positronium in der Art vergleicheasslzwei entgegenge-
setzt geladene Teilchen sich um ihren Schwerpunkt bewdgi@ndas Exziton
l&sst sich ebenso wie fur das Wasserstoffatom didn-@indungsenergi&g in
verschiedenen Anregungszustanddrerechnen:

__we 1
Be = 2(411E0EN)2 N2 (2.7.2)

Dabei istn die Hauptquantenzahl des Exziton unt die reduzierte Masse des
e -h-Paares. Aufgrund der sehr viel kleineren reduziertesddaind der hohe-
ren Permittivitdte im Vergleich zum Wasserstoffatom ist die Bindungsenergie
des Exziton€Eg mit typischerweisdeg < 100 meV viel kleiner als die Wasser-
stoffbindungsenergie vog 4 = 13.6 eV. Dementsprechend groRer ist auch der
Radius des Exzitonsx im Vergleich zum BDHRschen Radius des Wasserstoff-
atoms ¢y = 5.29x 10~ m). Fiir CuCl betréagt erx = 1.1 nm, fiir GaAs erreicht
erry =125 nm gemal der Gleichumg = ﬁbm fur den Radius des Exzitons.
Die Gesamtenergie des Exzitons ergibt siclEgu= Eq — Eg mit der Bandliicken-
energieEy. Aufgrund der kleinen Energigg ~ 100 meV ist die Exzitonenenergie
nur geringfugig kleiner als die Bandliickenenergie.

Zu Beginn der 1980er Jahre wurden die ersten Berechnungenui@mtén-
dots gemacht, die die GroRRe eines Halbleiternanokristaitiderticksichtigten.
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Die Gro3e eines Nanokristalls liegt mit einigen hundertanisvenigen hundert-
tausend Atomen zwischen dem atomaren Grél3enbereich unGdi#benbereich
eines typischen Festkorpers, so dass anzunehmen ist,iddsartkristalle eine
Mischung aus atomaren und festkorpertypischen Eigensrhaeigen, die sich
auch in den Ergebnissen der Berechnung der EnergieniveausgBausdrickt.
Besonders interessant wird in diesem Fall die Betrachtundegztonen, deren
Durchmesser ahnlich dem der Nanokristalle ist. Unter denahme, dass das
e -h-Paar nur innerhalb des Kristalls existieren kann, ttiél Kristalloberflache
einen unendlich hohen Potentialwall dar, der das ExzitaeimNanokristall ein-
sperrt. So lasst sich das Exziton quantenmechanisch wjg&ichen im Kasten*
beschreibeh Die Lésung der SBHRODINGERGleichung liefert fiir die Energie-
niveauskEc eines , Teilchens im Kasten* den Ausdruck:

1
- 8urr2n?

wobein wieder die Hauptquantenzahl ist undlen Abstand zwischen den Be-
grenzungen des Kastens darstellt, in diesem Fall also dechBwesser des Nano-
kristalls. In V.1. KLimov [71] findet man die folgende Darstellung, die die Band-
lickenbreite des QuantenddEg(QD) in Bezug zur Bandlucke eines typischen
Festkorper-Halbleitergg o ausdriickt:

Ec (2.7.3)

2
Eg(QD) ~ Ego+ Zh_“—frzz (2.7.4)
In dieser Form wird besonders deutlich, dass mit abnehmmeibedius des Na-
nokristalls die Bandlucke gro3er wird. Zudem findet man bei Manokristallen
anstelle der kontinuierlichen Bander eine Bandstruktur mskréten Niveaus, die
allerdings noch nicht den atomaren Niveaus entsprechenwilid die Mischung
atomarer und Festkorper-Eigenschaften deutlich, wie el smuAbb. 2.7.2skiz-
ziert ist.

Diese rdumliche Eingrenzung beeinflusst die Energiensatas Exzitons.
Falls der Kristallradiug ungefahr gleich grol3 oder auch kleiner als der Exzi-
tonenradiusy ist, wird das Exziton dazu gezwungen die erlaubten Eneirgéen
ausEc anzunehmen. Aus diesen Betrachtungen ergibt sich fir dieRetealle
die wichtige Erkenntnis, dass die Exzitonenenergie duirelsdoRe des Nanokris-
talls beeinflusst werden kann. Letztendlich bedeutet diégrand der Verande-
rung der Bandliickenbreite auch, dass die Emissionswetigalder Nanokristalle

5im Englischen: onfinement = C
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CdSe Bulk Semiconductor CdSe Quantum Dot (QD)
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Abbildung 2.7.2: Veranderung der Bandstruktur beim Ubergang vom Festkor-
per (links) zum Nanokristall (rechts) aus V.l.LKov [71]. Beim Nanokristall
konnen die diskreten Energieniveaus innerhalb eines Bandes mit Netatien
zeichnet werden, die &hnlich der atomaren Notationen sind.

durch Veranderung ihrer Gro6l3e variiert werden kann. Sodkmeren die CdSe-
Nanokristalle in einem tiefen Rot bei einem Radius voa 5 nm, wahrend sie
bei einem Radius von= 0.7 nm blau leuchten. AbI2.7.3zeigt Klivetten, die
mit Quantendots unterschiedlicher GroBe=(0.9 nm bisr = 2.4 nm) gefullt sind
und aufgrund der Anregung mit UV-Licht in verschiedenernbearfluoreszieren.
Die Quantendots mit einem Radius vor= 2.4 nm haben eine Bandliicke von
etwaEg = 2 eV und emittieren in Orange, die Quantendots mit einem Raain

r = 0.9 nm besitzen eine Bandliicke von etlagp—= 2.7 eV und leuchten dement-
sprechen blau.

Radius (nm)
0.9 1.4 1.9 2.4

Abbildung 2.7.3: Losungen von CdSe-Quantendots unterschiedlicher Grol3e, die
unter UV-Beleuchtung in verschiedenen Farben leuchten, aus Vi [71].
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An der Grenzflache eines Festkorpers zu einem anderen Klabeler zum
Vakuum verandert sich das periodische Potential der Atompfé des Kristall-
gitters deutlich im Vergleich zum Inneren des Festkorpersch die veranderte
Bandstruktur in der Grenzflachennéhe entstehen Energarsydie innerhalb der
Bandliicke liegen, und Uber die die Elektronen sowohl strajglos als auch mit
Strahlungsemission (sogenannte in-gap ,,deep-trap* Eomseelaxieren konnen.
Diese Oberflachendefekte fihren zu einem Ladungstradesvemnd dies beein-
trachtigt die gewlinschte Emission.

Es hat sich gezeigt, dass eine Umhullung des Nanokristallsinem Materi-
al, das eine gro3ere Bandliicke besitzt als das KernmatigdProbleme der che-
misch aktiven Oberflache und der beeintrachtigten Emidseseitigt. Durch die
abgedeckten Bindungen des Kernmaterials zum Hullenmbter@ndert sich die
Kern-Bandstruktur nur wenig, so kénnen die Ubergange deeragten Elektro-
nen zwischen den unveranderten Niveaus der Bander stattfidddem bewirkt
die Hulle eine Veranderung der Wellenfunktionen des Eteidrund des Loches,
die sich positiv auf die elektronische Zugéanglichkeit darddus des Kernmateri-
als und die photochemische Stabilitat auswirkt, wodurahNbnokristall langer
im Experiment genutzt werden kann.

Core/Shells

(Normalized)

40 +

Emission Intensity

Tt T
450 500 550 600 650 700 750

Wavelength (nm)

Abbildung 2.7.4: Normierte Emissionsspektren von Kern- und Kern/Hulle-
Nanokristallen aus BROVSKY (QUANTUM DOT CORPR) [72].

Die durch die Umhillung veranderte Elektron-Wellenfuohtibewirkt eine
Rotverschiebung des Absorptionsspektrums im Vergleichirzene reinen Kern,
wéahrend die Verdnderung der Loch-Wellenfunktion zu dedletén Photostabili-
tat fuhrt. Schliel3lich ist die deutlich erhdhte Quantehause auf den starkeren
Uberlapp der beiden Wellenfunktionen durch die Einschuaigkauf den Kern-
bereich zurtickzufihren. Die Quantenausbeute steigt unt aletb0 % bis zu
160 % [72, 73] wie in Abb2.7.4zu sehen ist.
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Zu den weiteren Eigenschaften der Quantendots gehorteitebrAnregungs-
spektrum und ihre von der Nanokristallgro3e abhangige athEmissionslinie.

Aufgrund der zuvor beschriebenen Eigenschaften der Néstake bezig-
lich der Energieniveaus der Exzitonen und eines rdumlicigegrenzten Teil-
chens kdnnte man ein Anregungsspektrum mit diskreten Amgglinien erwar-
ten. Die Auspragung dieser Linien ist aber von der Kristélkg abhangig: je
groRRer der Kristall ist, desto mehr verbreitern sich dieidmnund das Spektrum
Lverschmiert* in Richtung des breiten Anregungsspektrumnes Festkorpers.
Aufgrund von Inhomogenitaten der Nanokristalle variieig Breite der einzel-
nen Anregungslinien der Quantendots. Zusammen mit demsatiiedlichen Ab-
sorptionsquerschnitten ergibt die Uberlagerung der eétdaten Linien das zu be-
obachtende Anregungsspektrum. Die folgende Abbildiiigbzeigt beispielhaft
die Anregungsspektren fur CdSe-Nanokristalle untersdblest Grolie.

2 -
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s g 2
g £ g
4 B =
s % g

1 o
g g 3
g £ s
= 8 g

<

0r —= 0
L N . A
L PP L L L - L 400 500 600 700
300 350 400 450 500 55C 600 650 700 750
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Abbildung 2.7.5: Anregungsspektren von CdSe-Nanokristallen unterschiedli-
cher GroRRe, aus C.B. WRRAY et al. [74]: (A) zeigt die Absorptionssprektren
von CdSe-Nanokristallen verschiedener Grol3e. Die Nanokristallenhedire
Umhillung. Je groRer der Kristall wird, desto weniger ausgepragt sirfstdik-
turen und die erste Anregungsspitze verschiebt sich zu groReremidatien.

(B) zeigt das Absorptions- und das Emissionsspektrum eines Nandknsia

D = 3.7 nm Durchmesser. Die erste Anregungsspitze des Absorptionsgpsktru
hat die gleiche Form wie das Emissionsspektrum, ist allerdings blauvéestho

Abb. 2.7.5A zeigt deutlich, wie das Anregungsspektrum bei Verklaimer
der Kristallgro3e zunehmend mehr diskrete StrukturenikgtbDie erste Anre-
gungsspitze bei der jeweils grof3ten Wellenlange versthiieb mit abnehmender
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Kristallgrof3e zu kirzeren Wellenléangen, also héherendterr Beides lasst sich
durch die mit abnehmender Kristallgrof3e groRer werdendellBeke und die
ebenfalls zunehmenden Abstande der Niveaus in den Bandemasekristal-

le erklaren (vgl. Gl. 2.7.4). Diese erste Anregungsspitze reprasentiert auch die
Grundzustandsenergie des erzeugten Exzitons.

Als eine weitere wichtige Grol3e der Anregung wird der Absonswirkungs-
guerschnitt angegeben, denn er charakterisiert die Effizimit der ein Atom
bzw. Molekil oder eben auch ein Quantendot angeregt werden. IDie Quan-
tendots, die fur die in Kap4.1 beschriebenen Experimente verwendet wurden,
besitzen einen sehr grol3en Zwei-Photonen-Absorptiokamgsquerschnitt von
mehr alsogpets= 30000 GM [75].

In Abb. 2.7.5B ist neben einem Absorptionsspektrum auch das Emissions-
spektrum einen Nanokristalls dargestellt. Hier fallt aldss der Nanokristall nur
eine schmale Emissionslinie zeigt, die zudem bei allen gumgswellenlangen
zu beobachten ist. Um diese Eigenschaft der Nanokristalleezrstehen, ist es
notwendig, neben den atom-ahnlichen Eigenschaften aechaditkbrper-Eigen-
schaften zu betrachten, die die Nanokristalle trotz iheemgen Grol3e besitzen.
Mit ihrer Grol3e von einigen hundert bis zu wenigen hundesttad Atomen ge-
horen zu den Festkorper-Eigenschaften noch die Gitteisgunwgen, deren Ei-
genschaften durch das Phononen-Modell beschrieben wefderlie Quanten-
dots ist die Interaktion des Exzitons mit den Phononen vafdgr Bedeutung.
Nach der Anregung durch ein Photon befinden sich das ElektnodnLoch des
Exzitons in ihren jeweiligen angeregten Zustanden. MifeHiler Phononen kon-
nen sie in ihre jeweiligen Grundzustande an der Bandkamagiezen. Wenn das
Elektron und das Loch von diesen Grundzustéanden aus rekamdm, emittieren
die Nanokristalle ein Photon mit der definierten Energie Eimissionslinie, die
der Bandlickenenergie entspricht.

Diese einfache Beschreibung der Emission eines Nanoksistadd in der
Realitat allerdings durch weitere Relaxationspfade kongslexein weiterer Pfad
beinhaltet einen AGER-dhnlichen Prozess, der in Quantendots sehr viel wahr-
scheinlicher ist als in typischen Festkorpern [71].

Insbesondere kann das angeregte Elektron nicht Gber dikelLfwischen
dem Grund- und ersten angeregten Zustand im Leitungsbanidili@ von Ein-
Phononen-Prozessen relaxieren. Stattdessen kann dasklekeinem AJGER-
ahnlichen Prozess diese Energie an das Loch abgeben urtdrsdem Grundzu-
stand Ubergehen, wahrend das Loch nun aufgrund der geriigeauabstande
durch Phononen ohne Probleme in seinen GrundzustandeetaX{ann, wie dies
in Abb. 2.7.6skizziert ist.
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Abbildung 2.7.6: Schematisches Energieniveaudiagramm fuir Elektronen (oben,
schwarze Kreise) und Lécher (unten, weil3e Kreise), aus L.\AN&\et al.[76].
Aufgrund der geringen effektiven Elektronenmasse sind die AbstdedEner-
gieniveaus des Elektrons deutlich grof3er als die der Niveaus deg$.och

Die Photophysik der Nanokristalle ist immer noch Gegerssttueller For-
schung und soll deshalb in diesem Ubersichtsabschnitt déthillierter diskutiert
werden.

Zu den auffalligsten Phanomenen der Photophysik der Néstake gehort
ihre Eigenschaft des ,Blinkens”. Darunter versteht man dgegiart der Quanten-
dots zwischen Zustanden mit hoher und vernachlassigbarerdszenzemission
umzuschalten. Man kann vereinfacht sagen, die Fluores#ensitat der Quan-
tendots wird in einem zeitlich zuféalligen Muster ein- undsgeschaltet. Dabei
sind die Zeitdauern fir die beiden Zustande nicht auf bestarZeitskalen fest-
gelegt, sondern sie folgen einem sogenannten ,power landi&iAN- und AUS-
Zusténde. Dies bedeutet, dass die Zeitdauern der beidé@ndesdirekt mit ihren
Wahrscheinlichkeiten des Auftretens verbunden sind:

P(Tan/aus) [ o Tra (2.7.5)
an/aus

Hervorzuheben fir das Blinken ist, dass es unabhangig isdeo@ul3eren Bedin-
gungen wie Temperatur, eingestrahlter Laserleistung ddemolekularen Um-
gebung. Fir die Erklarung des Blinkens existieren mehrerdéli®. Am haufig-
sten wird angenommen, dass ein Ladungstrager des Exanahsscheinlich das
Elektron aufgrund seiner geringeren effektiven Massechluirhotonenabsorp-
tion in die Umgebung des Nanokristalls abgegeben wird undisageladener
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Nanokristall zurtickbleibt. Der geladene Quantendot kaeiteshin mit Photo-
nen angeregt werden, aber in diesem Fall entsteht ein weieerh-Paar zusam-
men mit dem zurlckgebliebenen Ladungstrager. In diesemlRoingstrager-
System wird die Rekombinationsenergie deshePaares nicht als Photon abge-
strahlt, sondern in einemWGER-ahnliche Prozess zur Anregung des zurtickge-
bliebenen Ladungstragers benutzt. Von diesem Anregusgsrd kann der zu-
rickgebliebene Ladungstrager durch Phononen-Relaxatia@einen Grundzu-
stand zuriickkehren. Dieser Zyklus hat zur Folge, dass ttetzZAnregung und
der damit verbundenen Erzeugung deshePaares keine Emission auftritt — der
Quantendots befindet sich im AUS-Zustand. Nach einer gewigsit gelangt der
in der Umgebung gefangene Ladungstrager des ersténRRaares wieder zurtick
in den Nanokristall und rekombiniert mit dem zuvor zurtidigebenen Ladungs-
trager, diesmal unter Emission eines Photons. Der Quaoteisd wieder im AN-
Zustand.

Dies ist eine haufig anzutreffende Erklarung des Blinkersatlerdings nur
mit bestimmten Annahmen das ,power law* erfullt. Aber nicdloir wegen dieser
noch unvollstandigen Erklarung ist ein genaues Verst&mles Blinkens wichtig.
Das exakte Verstandnis der Photophysik des Blinkens kanm idglichkeiten
zum Verhindern des Blinkens aufzeigen, was im Hinblick awef \derwendung
der Quantendots als Fluoreszenzfarbstoff grol3e Bedeuingim langer AUS-
Zustand eines Quantendots kann mit einem ausgebleichtbatéth verwechselt
werden — ganz abgesehen von der Tatsache, dass wahrend 8egustandes
keine Informationen Uber die markierte Probe aufgenommenden kdonnen.
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2.8 Weitere Aspekte der
Zwei-Photonen-Laser-Raster-Mikroskopie

In diesem Abschnitt sollen noch weitere Aspekte zur ZwedtBhen-
Mikroskopie erwahnt werden, die nicht im Rahmen der vorigexpikel erklart
werden konnten.

2.8.1 Strahlenschadigung und Ausbleichen der Proben

Bei der Auswahl der Laserleistung muss ein Mittelweg gefanderden zwi-
schen der Signalstarke und der Schadigung der Proben. Na¢B.G15 bzw.
Gl. (2.1.1% nimmt das Fluoreszenzsignal mit dem Quadrat der Anregoteys
sitat zu, aber nach K. &NIG et al. [36] kann schon eine mittlere Strahlleistung
von 10 mW dazu fuhren, dass nach 10 Aufnahmen fast alle wateten Zellen
(Chinese Hamster Ovary Cells (CHO-Zellen)) ganzlich zerstiind. Wie auch
von D. HELLWEG [37] erw&hnt, kommt es wegen der kurzen Pulsdauern im Fem-
tosekundenbereich und der kleinen Fokusgréf3e zu sehr ISgizenintensitaten,
die im TW/cn?-Bereich liegen kénnen. Auch wenn die Strahlenschadigungen
den dazugehérigen zugrundeliegenden Prozessen nocluateiitiert untersucht
wurden, so ist schon deutlich geworden, dass Pulsdauer efidniinge des be-
nutzten Laserlichtes grofRen Einfluss auf die Starke derdsgindg haben. Weitere
Ausfiihrungen zu diesem Aspekt finden sich z. B. bei IONG et al.[77,78]. Es
sollte auch nicht auf3er acht gelassen werden, dass diestimigjee Energie zu
einer Erwarmung des Zellinneren fihren kann [79].

Zusammengefasst kann also die Fokussierung eines Laddsstr eine Zelle
den Zellmetabolismus verédndern; es sind aber Untersuemuoigne Zellschadi-
gung von 30 Minuten moglich, falls die mittlere Leistungemé mW liegt [36].

In einem Ubersichtsartikel wird sogar eine Untersuchungmabryozellen tiber
einen Zeitraum von 20 Stunden erwahnt [80]. Und auch von RV@ LIS [81]
und J.M. UIRRELL et al.[82] wird von deutlich geringeren Strahlenschadigun-
gen bei Untersuchungen mit einem TPLSM berichtet, so dass¥arellen sich
normal entwickeln konnten, nachdem von ihnen Uber einetnaien von 24 Stun-
den alle 15 Minuten ein 3D-Bild aus 5 Schichten aufgenommemleuBei einer
gleichen Untersuchung mit einem CLSM waren die Zellen sclamih® Stunden
nicht mehr teilungsfahig. Allerdings wurde auch gezeigssibei einem TPLSM
die Photozerstérung im Fokus deutlich groR3er ist als barei€LSM.

Die dennoch geringere Gesamtschadigung der Proben wétkhaiht nur po-
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sitiv auf das zu untersuchende Praparat aus, sondern atideraGesamtunter-
suchungszeitraum des Praparates, der durch die Verwdailisdauer der Fluo-
reszenzfarbstoffe, mit denen das Préparat angefarbt wheséimmt wird. Die
Farbstoffe kbnnen mehrfach zu Fluoreszenzemission agigeserden. Es sind
aber nicht beliebig viele Anregungen mdglich, da die Fafist mit denen die
Zellen meist angefarbt werden, nach einer gewissen AnzethAwvregungen, d. h.
von Laserpulsen, zerstort werden. Dies bezeichnet manasd@usbleichen des
Farbstoffes. In einem konfokalen Mikroskop wird nur dasn@igaus dem Fokus
detektiert, es findet aber auch aul3erhalb des Fokus eingémgales Farbstoffes
statt (vgl. Abb.2.1.4. Bei einer 3D-Bildaufnahme mit einem CLSM werden so-
mit viele Farbstoffmolekile angeregt, deren Signal niatektiert wird, weil sie
aulRerhalb des Fokus liegen. Diese nicht-notwendige Amgegerringert dann
den Gesamtuntersuchungszeitraum, denn bei nachfolgéndaahmen sind die
Farbstoffe teilweise ausgeblichen. Es kann auch nichtema$dossen werden,
dass die chemischen Fragmente des zerstorten Farbstiokemesche Wirkung
auf die Zelle haben.

2.8.2 Farbstoffauswahl, Ausbleichen der Farbstoffe

Um Fluoreszenzmikroskopie betreiben zu kdnnen, muss céePmit einem
Farbstoff markiert werden. An die Farbstoffe werden mehiedingungen ge-
stellt: zum einen muissen sie in ihrem Anregungsspektrundéeiverwendeten
Wellenlange, bzw. dem zweifachen der Anregungslasermiléltge, ein Absorp-
tionsmaximum haben, so dass auch noch geringe Farbstaffktnationen in der
Probe detektiert werden kdnnen. Zum anderen sollten sk togisch auf die
Probe wirken, damit auch Untersuchungen an lebenden @pjelber lange-
re Zeitraume maoglich sind. Falls mit den Farbstoffen bestienZellkomponen-
ten gefarbt werden sollen, missen die Farbstoffe spezifisatiese Zellkompo-
nenten binden. Fir eine effiziente Anregung ist die Grol3eZaes-Photonen-
Absorptionsquerschnittes® des Farbstoffes wichtig. Wie in Kag.1 erwahnt,
liegt 0@ in der GréRenordnung von etwa 1 cm’s. Es gibt aber auch Ent-
wicklungen von neuen, speziell auf die Zwei-Photonen-kikiopie abgestimm-
ten Farbstoffen, deren Absorptionsquerschnitt um 3 — 4 &r6fdinungen groler
ist. Drei dieser Farbstoffe (ASPT, APSS, BBTDOT) werden vdh. BHAWAL -
KAR et al.[83] vorgestellt.

Neben der Fluoreszenz durch explizite Farbstoffe gibt e alie Autofluo-
reszenz der Zelle, d. h. einige der Molekdle, die die Zellbawen, kdnnen auch
zur Fluoreszenz angeregt werden. Eine Auswahl von auteftzenten Molekilen
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sind z. B. Tryptophan, Kollagen, Elastin, NAD(P)H, FAD, FMRorphyrin und
das hell fluoreszierende, aber dennoch nattrliche GFP.(€hglen Fluorescent
Protein) (siehe folgendes Kap.6) oder auch manipulierte Arten von Zellmole-
kilen wie z. B. das mantGTP [2, 3, 36, 84, 85]. Die Autofluoregzst allerdings
deutlich schwécher als die Farbstofffluoreszenz, laut KWDING et al. [86] er-
gibt sich ein Faktor von~25 im Vergleich zum Farbstoff Coumarin 314. Um
diesen Faktor verlangert sich auch die Belichtungszeir&aéhahme, wenn die
Autofluoreszenz statt der Farbstofffluoreszenz detektied. Derart verlangerte
Belichtungszeiten kdnnen nicht in jedem Experiment toteseerden, z. B. bei
der Beobachtung schnell ablaufender Prozesse in der Zeltk2rd kann die Au-
tofluoreszenz meist erst im UV effektiv angeregt werden.

2.8.3 \Vorteile der TPLSM aus Sicht der Anwendung

Neben den schon in den vorherigen Abschnitten erwéhnteteiér wie gerin-
gere Probenschadigung durch Einschrankung der Fluoreszesgung auf das
Fokusvolumen, hdheres Signal-Rausch-Verhaltnis gegerddreCLSM gibt es
noch weitere Vorteile eines Zwei-Photonen-Mikroskopéshier kurz dargestellt
werden sollen.

Durch die Verwendung einer grol3eren Wellenlange (etwa elbmm grol3
wie bei einem CLSM) hat ein TPLSM eine grol3ere Eindringtigfedurch auch
tieferliegende Schichten abgebildet werden kénnen, wabersuchungen an
Nervenzellen wichtig ist, da die Zellen nahe der Oberflacble anders verhal-
ten kbnnen als Zellen, die tiefer im Gewebe fester in ihre Ebumg eingebun-
den sind [13]. GroRRere Wellenlangen werden auch wenigdreggsso dass ein
TPLSM in stark streuendem Gewebe (z. B. Nervengewebe) lzeBdder als ein
CLSM liefert. AuR3erdem tragen auch die gestreuten Photoonen Signal bei,
ohne die Auflésung zu verschlechtern. Bei einem TPLSM stanatiei?hotonen
aus dem Fokus, dessen Grol3e die Auflosung bestimmt. Bei ein@W@Liirden
die gestreuten Photonen aufgrund der eingesetzten Loutbleerlorengehen.



Kapitel 3

Versuchsaufbau

In diesem Kapitel werden die Gerate beschrieben, die firvddregenden Auf-
bau des Zwei-Photonen-Laser-Raster-Mikroskopes (TPL&MRahmen dieser
Arbeit verwendet wurden, und es werden einige ihrer Eigeaiten dargelegt, die
fur die Auswertung benétigt werden.

Kap. 3.1 beschreibt das TPLSM im Uberblick und zeigt auf, welche &era
verwendet wurden und wie der generelle Strahlverlauf im SLfur die Anre-
gung und die Detektion verlauft. Zudem wird die SteuerurgAigbaus durch die
teilweise selbstprogrammierte Software beschrieben. B&zharakterisiert den
verwendeten MaiTai-Laser und dessen Wellenlangenabgigigder Ausgangs-
leistung. Fur einige Experimente wurde noch der vorherigasuchsaufbau ver-
wendet, deshalb wird der in diesem vorherigen Aufbau vedetaie Vitesse-
Laser mit seinen Eigenscahften charakterisiert. In Kapwird das TriM-Scope
mit den optischen Komponenten zur Strahlaufbereitung, 8&ahlteiler und der
Spiegelrastereinheit beschrieben. Das anschliel3endeSKapeht auf das inverse
Mikroskop Olympus IX70 ein, mit dem die Fluoreszenzuntehaingen gemacht
wurden, das aber auch fur Durchlichtaufnahmen geeignenistiesem Kapitel
werden auch die benutzten Filter zur Selektion der Emisswetienlangen vor-
gestellt. Das KapiteB.5 geht schliel3lich auf die Andor iXon EMCCD-Kamera
ein, die mit ihrem integrierten Elektronenvervielfachelettron multiplier, EM)
eine neue Art von CCD-Detektor darstellt. Dazu wird die EMCCD+¢aa im
Hinblick auf ihre Empfindlichkeit durch Messung einer Konzationsreihe cha-
rakterisiert.

77
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3.1 Aufbau des multifokalen Zwei-Photonen-
Laser-Raster-Mikroskopes im Uberblick

Dieses Kapitel beschreibt in einem Uberblick den AufbauideRahmen dieser
Arbeit realisierten TPLSM in Bezug auf die verwendeten Getdttd den Strahl-
verlauf sowie die Ansteuerung der Geréte flr eine erfobfpeDatenaufnahme.

Aus dem theoretischen Kapit@l3 werden die fir ein TPLSM benétigten
Gerate ersichtlich. Dazu kommt fur das hier realisiertetiimkiale TPLSM ei-
ne Strahlvervielfachereinheit (vgl. Kap.4).

Als Laserquelle dient ein SpectraPhysics Mai-Tai LaserSiiahlrastereinheit
ist zusammen mit dem Strahlteiler Bestandteil des LaVisiatd®i TriM-Scope,
als Mikroskop wird ein Olympus 1X70 verwendet und als DeteKtingiert eine
Andor iXon EMCCD-Kamera. Diese Gerate ermoéglichen zusammigrimem
selbstgebauten Filterhalter den Aufbau eines Multistid@LSM. Den Strahlver-
lauf zwischen genannten wichtigsten Gerate zeigt die falgeAbb.3.1.1

An dieser Stelle sei erwahnt, dass ein 3 mm dicker Filter au8®BGlas im
Mikroskop vor den Okularen zum Schutz der Augen eingebduties gegebe-
nenfalls Reste des Anregungslasers, die in diese Richtuagggh, unterdrickt.

In Abb. 3.1.1(A) ist in einer Ubersicht der Strahlverlauf durch die Kompa-
ten des TPLSM dargestellt. Innerhalb des TriM-Scope (Abb.1(B)) durchlauft
der Laserstrahl zuerst eine Prismenanordnung zur Digpesisdmpensation. Die
Dispersionskompensation sorgt dafirr, dass die Pulsdader Laserpulse nicht
durch die optischen Komponenten verlangert wird. Danach der Laserstrahl
in der Strahlvervielfachereinheit in bis zu 64 Strahlengatéilt. Die reale Aus-
fuhrung wird genauer in Kag2.4.2und Kap.3.3 dargestellt. Die Linie aus den
bis zu 64 Strahlen wird anschlielBend (ABbl.1(C)) von der Spiegelrasterein-
heit in der x- und y-Richtung abgelenkt, um die Probe in der&déen x-y-Ebene
abzurastern. Eine Teleskopanordnung zwischen dem Tridp&Sand dem Mi-
kroskop — bestehend aus der Rasterlinse und der Tubusling#tet schliel3lich
die erzeugten vielfachen Laserstrahlen auf, so dass digukgkes Mikroskopob-
jektives vollstandig ausgenutzt wird, um die erreichbarkenAuflosung nicht zu
verringern. Eine genauere Beschreibung des TriM-Scopestfsich in Kap 3.3,
Abb. 3.1.1 (C) zeigt auch den weiteren Strahlverlauf innerhalb des d4ko-
pes. Die aufgeweiteten Laserstrahlen werden vom dichobiéin 45-Spiegel in
Richtung des Objektives umgelenkt. Die in der Probe entatdhéluoreszenz
wird vom Objektiv aufgenommen und passiert den fur die Fdaeazwellenlange
hochtransmittierenden Dichroiten. Reste des Anregungdicistes werden von
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Abbildung 3.1.1: (A) Die wichtigsten Gerate des multifokalen TPLSM-
Aufbaus. Zusatzlich ist noch der selbstgebaute Filterhalter fiir die Emsssion
filter zwischen Mikroskop und EMCCD-Kamera eingezeichnet. (B) Detaidlier
Strahlverlauf innerhalb des TriM-Scopes: Blenden B1 und B2 zur Bisdie-
rung; Spiegel M2 zum Umlenken des Strahles in die Dispersionskompenation
aus den Prismen P1 und P2; Endspiegel ES Zur Reflektion des Strahteshau
Spiegel M3 mittels eines Hohenversatzes; Strahlteiler zum Erzeugen deil-64
strahlen. (C) Detaillierter Strahlverlauf innerhalb des Mikroskopes: AimkPP
konvergieren alle aus dem Strahlteiler kommenden Strahlen und diesdrRPunk
wird durch das Teleskop aus Raster- und Tubuslinse in die rlickwarpgetux

des Objektives abgebildet.
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einem Sperrfilter geblockt. Das Fluoreszenzlicht kannrinaky des Mikroskopes
entweder zur Beobchtung ins Okular oder zur Messung auf di€EDtKamera
gelenkt werden. Zwischen der abbildenden Tubuslinse désoskopes und der
EMCCD-Kamera kénnen in einem selbstkonstruierten Filtéehalerschiedene
Emissionsfilter platziert werden. Das Mikroskop mit den ayamen optischen
Komponenten wird genauer in Kap.4 beschrieben, wahrend die Eigenschaften
der EMCCD-Kamera in Ka@B.5dargelegt werden.

Die Steuerung des Mikroskopes erfolgte mit Hilfe von drei @aitern, da die
Integration aller Steuerungen in ein einziges Messprograime zu aufwendige
und umfangreiche ergdnzende Programmierung des Mesaproges erfordert
hatte. Dennoch konnte ein anwendungsfreundlicher AufsafMessroutinen rea-
lisiert werden, denn die Spiegelrastereinheit bedarf esdthreiner Messung kei-
ner Anderung der Parameter. So konnte das herstellere®jenerungsprogramm
des TriM-Scopes (Messprogramm: Imspector, LaVision Bioewf einem ei-
genstandigen, ersten PC die Ansteuerung der Spiegekawteit und der TriM-
Scope-Schrittmotoren ausfuhren. Auf dem zweiten PC siewas herstellerei-
gene Programm (Andor iXon EMCCD-Kamerasteuerungsprogragien)aten-
aufnahme der EMCCD-Kamera. Dieses Programm wurde mit Komasandd
Messparametern vom dritten PC aus versorgt und angestBuestder wichtigs-
ten Aktionen war das Starten der Bildaufnahme in einem Symesationsmodus,
bei dem die eigentliche Aufnahme eines Bildes durch ein eggeBynchronisati-
onssignal ausgeldst wurde. Dieses Synchronisationdggreugte der dritte PC,
der auch die restliche Steuerung einer Messroutine Uberr{dtessprogramm:
DaVis, LaVision). Diese beschriebene Synchronisatiorsetwen den Geraten ist
zur Ubersicht in der folgenden AbB.1.2skizziert.

Unter einer Messroutine ist z. B. die Aufnahme eines Bildpedsgaus ver-
schiedenen Tiefen der Probe, die Aufnahme einer Bildreiherschiedenen An-
regungswellenlangen oder auch die Aufnahme einer Zegraim Visualisierung
der Dynamik innerhalb einer Zelle zu verstehen. Der drit@ Kentrolliert die
Abarbeitung einer Messroutine unter Beachtung der gegebklessparameter
durch Ansteuerung der einzelnen Gerate einschliel3lichAdsfsens der Bild-
aufnahme durch das Senden des oben genannten Synchorssegnals.

Fur die in Kap.4.5 beschriebenen Zeilenrasterungen wurde die Bildaufnah-
me in einer direkten Weise mit der Spiegelrastereinheitlsgonisiert, wie es in
Abb. 3.1.3skizziert ist. Diese zeitkritische Anwendung hatte mit deftware-
basierten Ansteuerung durch die Messroutinen nicht regligzerden konnen.
Stattdessen wurde ein Synchronisationssignal der Spiesgeteinheit verwendet,
das jeweils am Anfang einer Rasterzeile ausgesendet wurde.
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TriM-Scope Andor Mai Tai z-Piezo externer
Rasterspiegeleinheit iXon EMCCD fs—Laser Shutter
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Abbildung 3.1.2: Ansteuerung der Gerate und Synchronisation der Ansteue-
rung. PC1 steuert das TriM-Scope mit dessen Schrittmotoren und deyeSpie
rastereinheit. PC2 steuert die EMCCD-Kamera und bekommt Steuerumgsko
mandos und Parameter von PC3. PC3 steuert den MaiTai-Laser, denoz-P
den externen Shutter und gibt das Synchronisationssignal an PC2.

TriM-Scope LED-Array Andor Mai Tai z-Piezo externer
Rasterspiegeleinheit iXon EMCCD fs—Laser Shutter
Signal-
aufbereitungs— | | » com 4
elektroni Synchronisation coM 3
PIO 2
CoM 1 COM 2
CEES\ . PC3

Abbildung 3.1.3: Ansteuerung der Gerate und Synchronisation der Ansteuerung
beim Zeilenrasterverfahren. PC1 steuert wiederum das TriM-Scopdeassien
Schrittmotoren und der Spiegelrastereinheit. PC2 steuert die EMCCD-ldamer
die in diesem Fall aber mit einem Synchronisationssignal von der Spidgelras
reinheit gestartet wird. Dieses Signal startet auch Uber eine Verriggschal-
tung das LED-Streifenmuster. PC3 steuert wiederum den MaiTai-Ldeerz-
Piezo und den externen Shutter.
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Dieses Synchronisationssignal |6st die Bildaufnahme deCEM-Kamera
aus, deren Belichtungszeit mit Hilfe der Zeilenfrequenz Rasterspiegel gera-
de so gewahlt wurde, dass eine definierte Anzahl von getast&eilen auf dem
Bild integriert werden konnte. Zudem konnte tber diese &siahtete Synchro-
nisation auch die Bewegung des in Kdpb beschriebenen LED-Streifenmusters
nach einer definierten Verzégerung gestartet werden. Disclegidende Unter-
schied zum zuvor beschriebenen Messmodus ist der Start eesributine durch
das Starten der Spiegelrastereinheit und somit des Symshtmnssignals.

3.2 Charakterisierung des
SpectraPhysics MaiTai-Lasers

Als Quelle fur die zur TPLSM notwendige Laserstrahlung tliemiesem Aufbau

der MaiTai Laser von SpectraPhysics. Bei diesem Laser hiagsleich um einen
Titan-Saphir-Laser (Ti:Sa-Laser), der eine gepulsteanotie (IR) Laserstrahlung
abgibt. Die Spezifikationen der emittierten Strahlung smdab. 3.2.1 zusam-

mengefasst.

Um diese Laserstrahlung zu erzeugen, vereinigt der Maidaer zwei La-
ser in einem Gehause: zum einen den dioden-gepumpten efiegerdoppel-
ten Festkorperlaser, zum anderen einen vom diesem Festlaspr gepumpten
Ti:Sa-Laser. Diese beiden Laser sind zusammen mit den ndigen Elementen
der Steuerungselektronik im Laserkopf untergebrachtefgentliche Strahlungs-
quelle dient eine Laserdiode, die zwecks einer besserepdmturstabilisierung
der Diode und des Laserkopfes im Netzteil untergebracht ist

Ausgangspunkt fur die Laserstrahlung ist die Umwandluegtescher Ener-
gie in Licht, wie sie in der Laserdiode stattfindet. Die Rekambon der Elektro-
nen-Loch-Paare im p-n-Ubergang fiihrt zur Emission der isaishlung.

Der Festkdrperlaser besteht aus einem Neodym-dotierteurvitVanadat-
Kristall (kurz Nd:YVOy-Kristall). In dieser Kristallmatrix bilden die Nd-lonen
das aktive Lasermedium und fuhren zu einer Emission mit delteiMange von
1064 nm. Die sehr gute Ubereinstimmung der Emissionsliaid_dserdiode von
809 nm mit der starken Absorptionslinie desNdiihrt zu einem effektiven Pum-
pen des Lasermediums. Dies erklart auch die NotwendigkeiTdmperatursta-
bilisierung der Laserdiode, denn mit einer Temperaturéudg verschiebt sich
die Emissionswellenlange der Laserdiode und das Pumpart&aicht mehr so
effektiv stattfinden.
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Um den Ti:Sa-Laser effektiv pumpen zu kdnnen, muss dieriofeal 064 nm-
Strahlung des Nd:YV@KTristalls in sichtbare 532 nm-Strahlung umgewan-
delt werden. Diese Frequenzverdopplung geschieht in ein@mum-Triborat-
Kristall (LiB3Os, LBO-Kristall). Der LBO-Kristall ist in den Resonator des
Nd:YVOg4-Lasers eingebaut.

Durch einen dichroitischen Auskoppelspiegel des Nd:¥\R&sonators wird
praktisch die gesamte 532 nm-Strahlung mit einer LeisturgS/W nach auf3en
zur Verfigung gestellt und kann im Laserkopf des Mai-Tasérd zum Pumpen
des Ti:Sa-Lasers benutzt werden.

In einem Titan-Saphir-Laser ist das aktive LasermediumnainTi3*-lonen
dotierter Saphir-Kristall. Die Absorption dieses Maté&siarstreckt sich Giber einen
Bereich von ca. 400 nm bis 600 nm, das nutzbare Emissionsapekeicht von
etwa 670 nm bis 1000 nm.

Der Ti:Sa-Laser als zweiter Bestandteil des Laserkopfdsaétimeben dem
Ti:Sa-Kristall einen akusto-optischen Modulator (AOMY féine regenerative
Modenkopplung und Prismen zur Dispersionskontrolle fiégr Erzeugung kurz-
er Pulse. Die Emissionswellenlange wird durch eine Pris®aguenz und eine
positionierbare Spaltblende eingestellt.
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Abbildung 3.2.1: Wellenlangenabhangigkeit der AusgangsleistBnge(A ) des
Lasers und der Laserleistung nach dem ObjelRiiy (A ).

Fur die Auswertung der mit dem TPLSM aufgenommenen DateshieésAb-
hangigkeit der Ausgangsleistung — genauer der Leistung dam Mikroskop-
objektivPop;. (A), d. h. der tatséchlich in der Probe applizierten Leistungr-der
eingestellten Wellenlange wichtig. AbB.2.1zeigt diesePop; (A )-Abhangigkeit
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fur den vorliegenden Aufbau. Bei der Messung wurden die Leggwerte ver-
glichen, wie sie vom MaiTai-Steuerungsprogramm des Higssaind von einem
Leistungsmessgerat (Messgerat: Coherent Fieldmaster @SsKdpf: Coherent
LM-10 HTD Quad Head) aufgenommen wurden.

Man sieht, dass die beiden Kurvepp; (A) undPsorward A ) nicht parallel zu
einander verlaufen. Ursache ist die nicht konstante Trasssom der optischen
Komponenten lber den eingestellten Wellenlangenberdidheiner Kalibrie-
rungsmessung lasst sich aber zu jeder Messung die an die Betibferte Leis-
tung berechnen, wenn zu jeder Messung die Laserleistungliend/ellenlange
durch die Messroutine/Steuerungscomputer protokoiierden.

Zum Abschluss fasst die folgende Tabedl.1 die wichtigsten technischen
Spezifikationen des MaiTai-Lasers zusammen [87].

Tabelle 3.2.1:Ausgewahlte Spezifikationen des SpectraPhysics MaiTai-Lasers
[87]

SpectraPhysics MaiTai Ti:Sa-fs-Laser

Wellenlangenbereichey 780 nm — 920 nm
mittlere LeistungP > 650 MW @ 850 nm
Pulsdauer <100 fs @ 850 nm
Repetitionsrate 80.0 MHz

Stabilitat

(2 h-Periode, konstante Temperattt °C) < 2%

raumliche Mode TEMo
Strahldurchmesser (#°-Punkte) <2 mm
Strahldivergenz (voller Winkel) < 1 mrad
Polarisation >500:1 horizontal

Charakterisierung des CoherentVitesse Ti:Sa-fs-Lasers:
Fur die Experimente, die in den Kap.2, Kap. 4.3 und Kap.4.5.1beschrieben
werden, ist noch der vorherige Aufbau des TPLSM verwendetem Bei die-
sem Aufbau fungierte statt des MaiTai-Lasers der Ti:ShafserVitessaler Firma
Coherent als Strahlungsquelle.

Der Vitessel aser arbeitet vom Prinzip her wie der MaiTai-Laser. Esdedin
auch um einen Ti:Sa-Oszillator, der von einem dioden-ggpiemFestkérperla-
ser gepumpt wird. DeYitesselLaser ist allerdings ein festfrequenter Ti:Sa-Laser,
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stattdessen kann seine Ausgangsleistung in einem Berechijrien stabilen ge-
pulsten Betrieb erlaubt, geregelt werden.

Die folgende Tabell&.2.2fasst einige Herstellerangaben zu den technischen
Daten des Lasers zusammen.

Tabelle 3.2.2: Ausgewahlte Herstellerangaben des CohekétgsseTi:Sa-fs-
Lasers [88], (X bzw. Y bezeichnet die x- bzw. y-Achse im Strahlprofi

Coherent Vitesse Ti:Sa-fs-Laser

WellenlangeAex 800+ 1 nm

cw-LeistungP 600 — 950 mW

Pulsdauer <100 fs

Repetitionsrate 80.0+ 0.2 MHz

Stabilitat

(2 h-Periode, konstante Temperattt °C) < 1%

Strahldurchmesser (am Austrittsfenster) X:1.965 mm, 32&.mm
Strahldivergenz X:0.56 mrad, Y: 0.80 mrad
Polarisation >100:1 horizontal

Zu der Pulsdauer desVitesselLasers ist zu bemerken, dass sie nach Messun-
gen von D. HELLWEG [37] am Austrittsfenster des Laser 80 fs betragt und durch
Anwendung der Dispersionskompensation des vorherigerlSMRPAufbaus auf
etwa 42 fs in der Probe reduziert werden kann.
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3.3 Charakterisierung des
LaVision Biotec TriM-Scope

Das TriM-Scope der Firma LaVision Biotec ist ein kombiniertgerat, das alle
optischen Komponenten enthdlt, die in einem TPLSM zwisalemn Laser und
dem Mikroskop zur Strahlaufbereitung notwendig sind.

Die Strahlaufbereitung bei einem multi-fokalen Zwei-Rin@n-Laser-Raster-
Mikroskop — oft auch als Mitifocal Multiphoton Mcroscope (MMM) bezeich-
net, woraus sich die Bezeichnung TriM-Scope ableitet — ushfdie folgenden
Komponenten: die Dispersionskompensation, den Strétend die Spiegelras-
tereinheit. Dazu kommen noch als hilfreiche KomponentarnAgischwéacher um
die Laserleistung zu regulieren und eine Teleskopano@aunReduzierung des
Strahldurchmessers. Es lasst sich auch noch eine weitlegkdpanordnung zwi-
schen den Rasterspiegeln und dem Mikroskop dazuzahlenedi®drchmesser
der Strahlen wieder aufweitet, um die rickwartige Apertes Mikroskopobjek-
tives vollstéandig auszuleuchten.

Die folgende Abb.3.3.1zeigt den Strahlverlauf innerhalb des TriM-Scopes
und die wichtigsten Komponenten sind gekennzeichnet.

Im Folgenden werden die wichtigsten Komponenten des Trddp&s genauer
beschrieben.

Dispersionskompensation: Die Dispersionskompensation besteht aus einer
Anordnung von zwei SF10-Prismen mit gefaltetem Strahleggand einem End-
spiegel, der den Laserstrahl zurtick zum Anfang der Dispeskompensation re-
flektiert, wobei der Strahl aber leicht hohenversetzt ist,au den nachfolgenden
Komponenten zu gelangen.

Strahlteiler: Das Kernstlck eines TPLSM mit Parallel Processing ist dahbt
teiler, der aus dem einen Strahl des Lasers die vielen $trédint die Rasterung der
Probe erzeugt. Der Strahlteiler basiert auf dem Konstwukprinzip des Strahl-
teilers, der von T. NELSEN et al. [16] entwickelt wurde.

Der Strahlteiler des TriM-Scopes erzeugt 64 Strahlen, diemer Linie lie-
gen. Hervorzuheben ist, dass durch dieses Konstruktimzgprdie Eigenschaf-
ten des Eingangsstrahles in allen Teilstrahlen erhalieibdxh. Die Eigenschaften
und Vorteile dieser Strahlteilerkonstruktion sind schetadliert in Kap.2.4.2be-
schrieben worden. Der prinzipielle Aufbau des Strahltsilst in Abb.2.4.2dar-
gestellt, wahrend Abl2.4.3ein Foto der realen Konstruktion des Strahlteilers im
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Abbildung 3.3.1: Innenansicht des LaVision Biotec TriM-Scope: der Strahlen-
gang innerhalb des TriM-Scope ist eingezeichnet (rot) und die wichtidg&im-
ponenten sind gekennzeichnet.

TriM-Scope zeigt. Der theoretische Vorteil des Strahdtesiider leichten Erweiter-
barkeit ist im TriM-Scope nicht vorgesehen. Stattdessem ldurch Verschieben
des zentralen 50 %-Spiegels und Einfuhren eines hochrieflektien Spiegels die
Strahlanzahl in mehreren Schritten jeweils halbiert werd#e Ubrigen Strahlen
enthalten dann jeweils die doppelte Laserleistung.

Der Strahlteiler von T. NELSEN et al. [16] verwendet zwei Stufen des oben
beschriebenen Strahlteilers und erzeugt so eine matnmdér 8x 8-Anordnung
der Foki. Die linienférmige Anordnung der 64 Strahlen bietleer aufgrund der
Anwendungsorientierung einige Vorteile von der technescAusfihrung bis zur
praktischen Anwendung. So wird nur eine Strahlteilershdnétigt, statt zweier
Stufen fur die matrixformige Anordnung. Dies ermdglichhen technisch viel
einfacheren Aufbau, denn die Spiegelsubstrate konnenran {(Brol3e reduziert
werden — in der zweiten Strahlteilerstufe der matrixforeamg\nordnung missen
prinzipbedingt deutlich grél3ere Spiegel als in der erstafeSerwendet werden.
Kleinere Spiegel haben aber den Vorteil, dass sie aufgremchgerer Uneben-
heiten eine bessere Qualitat haben. Zudem wird die Jusgeter Strahlen einfa-
cher, wenn nur ein Strahlteiler vorhanden ist.
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Die linienférmige Strahlanordnung ermdglicht auch UbeeaigréReren Be-
reich ein homogeneres Rastergebiet, d. h. eine gleichm&igeteilung des An-
regungslasers uber das Rastergebiet. Die ideale matriigérBtrahlanordnung
mit grof3en Fokiabstanden wie in Kap.4.1lasst sich nur schwer realisieren,
dazu kommen unter Umstanden gré3ere Probleme in der Bildbeztang (vgl.
Kap. 2.4.3. Deshalb ist es einfacher, mit einer Matrixanordnung ntétirlen
Fokiabstanden im 2um-Bereich das gesamte Gebiet abzurastern. Dies fuhrt al-
lerdings zu deutlich breiteren inhomogenen Randern des igabietes. Diese
werden mit der Linienanordnung vermieden. Die beiden foige Bilder der
Abb. 3.3.2 zeigen den Vergleich der Homogenitat der Rastergebiete augen
der Fluoreszenzintensitaten aus einer Rhodamin 6G-Ldsbegmatrixformiger
und linienférmiger Strahlanordnung. In beiden Fallen wdid Strahlanordnung
Uber das gesamte Rastergebiet gerastert. Zu erkennersstiddinken und rech-
ten Rander der linienformigen Strahlanordnung schmaler Somit grenzen die
Réander des Rastergebietes die Grol3e des Rastergebietes indBézute homo-
gene Fluoreszenzanregung nicht ein.

Abbildung 3.3.2: Vergleich der Homogenitat der Rastergebiete bei matrixfor-
miger und linienférmiger Strahlanordnung. Links die Fluoreszenz eined&h
min 6G-Ldsung bei Verwendung der matrixférmigen Strahlanordnungjluke
das gesamte Rastergebiet rastert. Rechts die gleiche Art der Fluarési®fer-
wendung der linienférmigen Strahlanordnung. Der Balken im linken kleilein

hat eine Lange von 10m, im rechten kleinen Bild ist die Linie der 64 Foki etwa
30 um lang.

Die linienférmige Anordnung der Strahlen erlaubt im norsecinned Modus
auch die Verwendung eines Spektrometers als Detektor,dieriinie der Laser-
foki kann bei stehenden Rasterspiegeln auf den Eintritisdpa Spektrometers
abgebildet werden. Zudem kann die Linie durch eine y-Rastpquasi verlangert
werden, indem die Foki parallel zur Linie der Foki bewegt aear.
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Fur ein grol3es Rastergebiet mussen die Rasterspiegel in xy-Riachtung
bewegt werden. Die reine x-Rasterung, d. h. Bewegung der Eakrecht zur Li-
nienanordnung, ermoéglicht neben einem sehr homogenendeasgte auch eine
sehr schnelle Bildaufnahme, denn die Rasterspiegel konneaimeir Frequenz
von vy = 1 kHz betrieben werden, so dass die Signalstéarke und dien@estig-
keit der CCD-Kamera die Bildaufnahmegeschwindigkeit besé&mn®bwohl die
Bewegung in der y-Richtung fehlt, hat das Rastergebiet eirfgeghaisdehnung in
y-Richtung von etwa 3@m. Legt man die x-Richtung auf 70m fest, so lassen
sich in diesem Rastergebiet problemlos auch grol3e PflanEmzatersuchen,
die eben eine solche GroRe haben. Dabei ist es unerhelbiche @ellen einzeln
vorliegen, z. B. als Suspensionszellen, oder sich im Zdiled befinden.

Spiegelrastereinheit. Die Spiegelrastereinheit besteht aus zwei VM500-Spie-
gelantrieben der Firma GSI Lumonics, die auf zueinandekreehten Achsen in
einem Gehéause montiert sind. Die zugehorige Steuerurkgseiek ist zusammen
mit der Stromversorgung des gesamten TriM-Scopes ebgnfallriM-Scope un-
tergebracht. Bei den Spiegelrastereinheiten der VM50 ®andelt es sich um
Drehspul-Galvanometer (moving-magnet galvanometeg)jdich eine angelegte
Spannung den angetriebenen Spiegel verdrehen und so ddara8piegel tref-
fenden Laserstrahl ablenken kénnen. Die Tabe3l&?2 3.3.3und3.3.4am Ende
dieses Kapitels fassen die wichtigsten technischen Datsaramen und geben
auch die Daten der Ansteuerungselektronik wieder.

Die Ansteuerungselektronik besteht aus der SC2000-Mikrootler-Karte
und zwei MiniSAX-Treiberkarten, die die Computersteuerdeg VM500-Spie-
gelmotoren ermdglichen. Dabei wandelt die SC2000-Kartelgjigalen Befehle
des Computers in die Steuerspannungen fir die beiden Spiegeen um. Diese
Steuerspannung wird von den beiden MiniSAX-Karten aufibetreind die auf-
bereiteten Steuerspannungen werden an die VM500-Motoegengegeben. Ein
Positionsrickmeldungssignal wird von den MiniSAX-Karaufgenommen und
an die SC2000-Karte zur Verarbeitung weitergeleitet.

weitere Komponenten: Die vorigen Abschnitte beschrieben die wichtigsten
Komponenten des TriM-Scopes, in diesem Abschnitt sollechraie weiteren
Komponenten des TriM-Scopes erwahnt werden.

Bevor der Laserstrahl in die Dispersionskompensationitjndiurchlauft er
einen Abschwacher zur Regelung der Strahlintensitat unel ®aheskopanord-
nung zur Anpassung des Strahldurchmessers.
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Der Abschwécher besteht aus eingif2-Plattchen und einem nachfolgenden
Dunnschichtpolarisator und arbeitet nach dem Prinzip d&rayzten Polarisato-
ren. DasA /2-Plattchen kann durch einen Schrittmotor gedreht werDen fest
eingebaute Dunnschichtpolarisator legt durch seine Almg die Polarisation
fur den weiteren Strahlverlauf fest, wobei allerdings diksrizontale Polarisation
durch die Eigenschaften der folgenden optischen Kompeneint Gerat schon
festgelegt ist und der DUnnschichtpolarisator auf diesezbotale Polarisation
einjustiert wird.

Nach dem Abschwécher wird der Durchmesser des Lasergtrdhteh eine
Teleskopanordnung zweier Linsen reduziert, um den Stuatiinesser an die
Strahlteilerspiegel anzupassen und die Strahldiverges# dsers zu kompensie-
ren. Zudem l&sst sich so erreichen, dass flr verschiedejekttvb deren jewei-
lige rickwartige Apertur vollstandig ausgeleuchtet wikahderenfalls wiirde die
effektive Numerische Apertur und somit auch die erreicel#arflésung reduziert.

Nachdem der Laserstrahl die Dispersionkompensation undSdahlteiler
durchlaufen hat, treten aus dem Strahlteiler zwei Blndeljg@® Strahlen aus,
die aufgrund des Konstruktionsprinzipes des Strahltiliie gleichen Eigen-
schaften wie der Eingangsstrahl haben. Das eine Binddl driff einen Pola-
risator, der die Polarisation um 9@dreht, das andere Strahlblindel behélt seine
ursprungliche Polarisation.

An dieser Stelle des Strahlenganges ist ein Schrittmattidibener Shutter
positioniert, mit dem eines dieser beiden Strahlblindetjebeder auch keines
geblockt werden kann.

AnschlieRend werden die beiden Strahlbtindel in einem Batesnswirfel
zusammengefihrt, so dass die Strahlen abwechselnd eingedisn Polarisa-
tionen besitzen. Es ensteht so die Linie aus 64 Lasersirahiealternierender
Polarisation in den einzelnen Strahlen.

Nachdem die 64 Strahlen die Spiegelrastereinheit durtdridwaben, wird ihr
Strahldurchmesser von einer Teleskopanordnung bestehender Rasterlinse
(f =50 mm) und der nachfolgenden Tubuslinge< 180 mm) um den Faktor
180/50 = 3.6 aufgeweitet. Diese Aufweitung ist fur alle 64 Strahlenwsdig,
damit die rickwartige Apertur des Mikroskopobjektiveslstiindig ausgenutzt
wird, um die héchste Auflésung zu erreichen.

Die folgenden Tabeller3.3.1, 3.3.2 3.3.3und 3.3.4fassen die wichtigsten
technischen Daten des TriM-Scopes zusammen, sofern sieimiden Spezifika-
tionen der weiteren Gerate genannt werden.
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Tabelle 3.3.1: Ausgewdéhlte Spezifikationen des LaVision Biotec TriM-Scope
[89]

LaVision Biotec TriM-Scope

Dispersionskompensation 120 fs in der Objektebene, fur
eingehende Laserpulslange von 100 fs,
und abhangig vom benutzten Objektiv

Polarisation 500:1 horizontal, eingehender Strahl
alternierend s-p-s-p-s-p-.. .,
ausgehende Strahlen

Transmissionsgrad >70% @710 nm—980 nm
Anzahl der Foki 1,2,4,8,16, 32,64

per Software einstellbar
zeitlicher Abstand ~680 fs

benachbarter Strahlen

Fokusgrofie beugungsbegrenzt, abhangig
vom benutzten Objektiv:
300 nm fur x63-Objektiv, 1.4.A.

maximale Rasterfrequenz 1.2 kHz

Tabelle 3.3.2:Ausgewahlte Spezifikationen der GSI Lumonics VM500-Raster-
spiegelantriebe [90, 91]

GSI Lumonics — Optical Scanners VM500
galvanischer Drehspulmotor mit kapazitiver Positionknieldung

Spiegelapertur 4—-6 mm
maximaler Stellwinkel  +50°
Stellwinkel (typisch) +6.2
Rasterfrequenz (typisch) 1.0 kHz
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Tabelle 3.3.3: Ausgewahlte Spezifikationen der GSI Lumonics MiniSAX-
Treiberkarte [92, 93]

GSI Lumonics MiniSAX — Miniature Single Axis Driver
Ansteuerungs-/Treiberelektronik der VM500-Motoren

Eingangsspannung +3V, differentiell
fur Steuerbefehle fur vollen Winkel

Ausgangsspannung +3V, differentiell
zur Motorpositionierung  fir vollen Winkel

Tabelle 3.3.4. Ausgewahlte Spezifikationen der GSI Lumonics SC2000-
Schnittstellenkarte [94]

GSI Lumonics SC2000 — Two Axis Scan Controller
Schnittstellenkarte zur Steuerung der MiniSAX-Karten,

Ansteuerung Computergestitzt an PC-Schnittstelle
Uber serielles Datenkabel
oder elektronisch tber Steuersignaleingdnge

MiniSAX-Schnittstelle doppelte D/A-Wandler mit3 V, 16 Bit
zur Erzeugung der Steuerspannung
fur MiniSAX-Karte,
dazu 16 Bit-A/D-Wandler fur
Positionsrickmeldung von MiniSAX-Karte

PC-Schnittstelle RS232-Schnittstelle mit bis zu 115 kBaud
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3.4 Charakterisierung des
Olympus 1X70-Mikroskopes

In diesem Aufbau wurde als Mikroskop das Olympus 1X70 verdetnDas IX70
ist ein inverses Lichtmikroskop, das sowohl fur Durchligellfeld-Mikroskopie
als auch fur Fluoreszenzmikroskopie verwendet werden.kann

Der inverse Aufbau ermoglicht einen einfachen Zugang zob®won oben
ohne ein stérendes Objektiv, wodurch eventuelle Maniparianh der Probe leicht
maglich sind. Auch im Hinblick auf den Aufbau eines TPLSMteteein inverses
Mikroskop den Vorteil einer einfacheren Strahlfiihrungr Bé&n Epifluoreszenz-
betrieb besitzt das IX70 eine Quecksilberdampflampe (Hgy&) mit zugehori-
gem Kondensor, die am hinteren Zugang angebracht ist.

Neben einem Binokular ermdglicht ein linksseitiger Ausgaleg IX70 den
Anschluss eines Detektors, der in der Regel eine Kamerabist,aaich ein Spek-
trometer sein kann. In einer Kassette unterhalb des Obg=kgind bis zu vier
Halterungen fur Spiegel und Filter untergebracht. Im egd¢inden Aufbau ent-
hielt die Kassette einen Halter mit dem dichroitischef-8piegel und darunter
dem Zwei-Photonen-Sperrfilter, der die Reflexionsreste aweguingslichtes aus
dem Fluoreszenzsignal herausfiltert. ABlal.1zeigt die Transmissionskurven des
Dichroiten und des Sperrfilters.

100

Dichroit 680DCSPXR——

80 AT, v "-"_\‘_ 2P-Sperrfilter E7T00SP------

60 A

40 4

Transmission [%)]

20 A

0 T T T T T T T T 2 T T T
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
Wellenlange\ [nm]

Abbildung 3.4.1: Transmissionskurven des Dichroiten 680DCSPXR und des
Zwei-Photonen-Sperrfilters E700SP, beide Filter von AHF Analysentk &G

Zu erkennen ist, dass beide Filter in ihrer jeweiligen Fiowkftr die Anre-
gungswellenlange hochreflektierend sind bzw. keine Tréssaon besitzen, und
fur das Fluoreszenzlicht im VIS-Bereich hochtransparemt.si
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Anstelle der Fluoreszenzbeleuchtung mit Hilfe der Hg-Lamard im vor-
liegenden Aufbau der Laserstrahl durch den hinteren Emganlas Mikroskop
eingekoppelt, so dass der Strahlengang flr ein TPLSM imestesxd Modus, wie
in Kap. 2.3.1beschrieben, realisiert wird. Die in Kap.3 erwahnte Tubuslinse
ist im Abstand ihrer Brennweitef (= 180 mm) von der hinteren Apertur des Ob-
jektives positioniert. Dadurch passieren alle 64 Strathdénkonvergent aus dem
TriM-Scope austreten, vollstandig die hintere Apertur.

Fur die Messungen wurden drei Objektive verwendet: das PlgtPlanApo
60x / 1.20W, das Olympus UPlanApo/IR 60x / 1.20W und das OlysnpUM-
PlanFL/IR 40x / 0.80W. Alle Objektive haben eine gro3e Nusare Apertur, um
eine hohe Auflésung zu ermdglichen (vgl. G1.%.8 auf Seite53). Die Objekti-
ve sind alle Wasserimersionsobjektive, bei denen ein Bropestilliertes Wasser
fur eine Brechungsindexanpassung zur Probe sorgt. Das kfEkiy hat zudem
einen grof3en Arbeitsabstand vdr= 3.4 mm, der insbesondere fiir die Untersu-
chungen von Nervenzellen im Gehirn einer lebenden Fliegeemalig ist (vgl.
Kap.4.5).

Fur Experimente mit Mehrfachfarbungen der Probe koénneschésdene
Emissionsfilter in einen selbstkonstruierten Filterhaklengesetzt werden, der
zwischen dem linksseitigen Ausgang des IX70 und der CCD-Kamesitioniert
ist.

Die folgenden Tabell8.4.1fasst die wichtigsten Spezifikationen des Olym-
pus 1X70-Mikroskopes zusammen.

Zum Schluss zeigt AblR.4.2die Transmissionskurven der verwendeten Emis-
sionsfilter fur CFP, GFP und YFP.
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Abbildung 3.4.2: Transmissionskurven der Emissionsfilter fur CFP, GFP und
YFP, alle drei Filter von AHF Analysentechnik AG



3.4. CHARAKTERISIERUNG DES OLYMPUS IX70-MIKROSKOPES 95

Tabelle 3.4.1: Ausgewdahlte Spezifikationen des Olympus IX70 Mikroskopes
[95, 96]

Olympus IX70 inverses Lichtmikroskop

Mikroskopmodell IX70
Mikroskoptyp inverses Durchlicht-/Fluoreszenzmikrogsko

Lasereinkopplung rackwartiger Eingang
fur TPLSM-Betrieb  (eigentlich fur Hg-Lampe)

zusatzliche Optik dichroitischer 45piegel:

fur LSM-Betrieb 2P-Strahlteiler 680DCSPXR,
Sperrfilter gegen Reste des Anregungslasers:
2P-Sperrfilter E700SP,

AHF Analysentechnik AG
Detektoranschluss linksseitiger Ausgang

mit Tubuslinsef =180 mm
Emissionsfilter D480/40M fur CFP

HQ520/40M fir GFP
HQ535/30M fur YFP
AHF Analysentechnik AG

Objektive Olympus UPlanApo 60x/ 1.20 W,

mit Arbeitsabstand d = 0.25 mm
Olympus UPlanApo/IR 60x /1.20 W,
d=0.28 mm
Olympus LUMPIlanFL/IR 40x / 0.80 W,
d=34mm
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3.4.1 z-Positionierung der Beobachtungsebene

Fur dreidimensionale Aufnahmen oder eine exakte FestggdanBeobachtungs-
ebene innerhalb der Probe ist eine prézise PositionierenRasterebene entlang
der z-Achse, d. h. der optischen Achse des Objektives, matige

Diese Positionierung kann durch einen schrittmotorarefetnen Feintrieb
des IX70 realisiert werden oder wie im vorliegenden Aufbauct ein piezo-
elektrisches Stellelement (z-Piezotranslator). Derez&translator ist ein Modell
P-721.10 von PI (Physik Instrumente GmbH) mit dem Steuétde662.LR . Der
z-Piezotranslator hat eine Positionsriickmeldung, dieStegierspannung durch
das Steuergerat aktiv so regelt, dass die tatsachlichgdPosiit der eingestellten
Position Ubereinstimmit.

Nach Kap.2.5.2liegt die praktisch erreichbare axiale Auflésung Bei=
0.7 um, so dass in der Programmierung des TPLSM eine typischeskéebchritt-
weite vondzpieo= 0.1 um ausreichend ist.

Die folgende Tabelle.4.2 fasst die wichtigsten Spezifikationen des Piezo-
translators und des Steuergerates zusammen.

Tabelle 3.4.2:Ausgewahlte Spezifikationen des z-Piezotranslators von Pl (Phy-
sik Instrumente GmbH) [97, 98]

Pl Piezotranslator P-721.10

z-Piezotranslator Modell P-721.10
Steuergeréat Modell E-662.LR
LVPZT Position Servo Controller
Computerschnittstelle RS-232
D/A-Wandler 12 Bit Auflésung
maximaler Stellweg 100m
minimale Schrittweite 0.025m
Positionssensor LVDT

3.4.2 Bestimmung der PSF / Auflésung

Bei der Beschreibung eines Mikroskopes ist die Auflésung eicbtige Grole.
Deshalb zeigt dieser Abschnitt eine Moéglichkeit auf, didldsung des IX70 zu
bestimmen.
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Nach Kap.2.5.1definiert sich aus der Uberlagerung zweigrA-Scheibchen
der Abstand zweier Punktlichtquellen, die noch als getrammrgenommen wer-
den konnen. Wird das Halbwertsbreiten-Kriterium zur Déifami der Auflosung
verwendet, so haben zwei noch als getrennt geltende Peikjliellen gerade
den Abstand der vollen Halbwertsbreite (FWHM) des Intetspfils eines A
RY-Scheibchens. Dieser Ansatz ermdglicht die Bestimmung ddéiosung, in-
dem der Laserfokus Uber eine moglichst kleine (d. h. mimgtesstim den Faktor
funf kleiner als die theoretische Auflésung) Fluoreszemttjuelle gerastert und
zu jeder Rasterposition die Fluoreszenzintensitat gemesgd, also das Inten-
sitatprofil des Fokus aufgenommen wird. Dieser Ansatz ist &b vorliegenden
Aufbau nicht realisiert worden, die Spiegelscanner undGi®-Kamera hatten
fur diese Aufgabe in einer eigenen Ansteuerung aufwendigrogrammiert wer-
den missen.

Zur Auflésungsbestimmung wurde stattdessen die FWHM des /&cheib-
chens/der Punktantwortfunktion (PSF) mittels eines Aatodationsalgorithmus
aus einer Bildserie von Punktlichtquellen berechnet.

Als Punktlichtquellen wurden Quantendots (Qdot 605 S&nadin Conjuga-
tes, Quantum Dot Corporation) verwendet, die eine interfSivereszenz zeigen
und sehr photostabil sind verglichen mit typischen Fluogegfarbstoffmoleku-
len. Quantendots werden genauer in Ké&g.beschrieben, hier soll die Tatsache
ausreichend sein, dass sie als sehr kleine Lichtquellerasi @ls Punktlichtquel-
len — dienen. Die Bestimmung der PSF stellt eine AnwendungQuantendots
dar und wird deshalb im Detail im Ergebniskapitel K4l beschrieben.

Fur das 40x-ObjektivN.A. = 0.80, Wasserimmersion) wurde eine PSF mit
einer FWHM vonAx = 560 nm gemessen. Fir das 60x-ObjektiVA. = 1.2,
Wasserimmersion) zusammen mit der internen 1.5-fach ¥8egung des Olym-
pus IX70-Mikroskopes betragt die gemessene FWHM der ®&&F 350 nm.

Weitere Details zur Berechnung der PSF werden in Kapdargestellt.
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3.5 Charakterisierung der
Andor iXon EMCCD-Kamera

Im vorliegenden TPLSM-Aufbau wurde als Detektor eine CCD-lEaarvom Typ
iXon EMCCD der Firma Andor verwendet. Bei dieser Kamera hareteich um
eine neue Generation von sogenannten ,back-illuminatectrein-multiplying*
CCD-Kameras, die sich durch eine sehr hohe Quanteneffiziémen en den
CCD-Chip integrierten Elektronenvervielfacher, ein gersgrauschsignal und
eine hohe Bildrate auszeichnet.

Ublicherweise ist auf der Vorderseite des CCD-Chips die Pixedtur mit
Leiterbahnen und weiteren Komponenten wie z. B. Mikrolinaafgebracht und
der CCD-Chip wird von der Vorderseite beleuchtet. Bei den bHekiinated
CCD-Kameras wird der CCD-Chip von der Rickseite beleuchtet. VésilTaa-
germaterial des Chips auf der Riickseite im Bereich der semsifiiache deutlich
dunner hergestellt wird, wird eine hohe Quanteneffizienz waiccp > 90 %
erreicht.

Die Elektronen-vervielfachende Eigenschaft des CCD-Chigssit aus ei-
nem zwischen dem Ublichen Ausleseregister und dem Auslestévker geschal-
teten Verstarkungsregister. Die Elektronen der einzelpeel durchlaufen die
Zellen dieses Schieberegisters und werden dabei durcloSis&ion vervielfal-
tigt, denn die Zellen des Verstarkungsregisters liegereangm deutlich hoheren
Potential (zwischen 40 V — 60 V), als es zum reinen Transpoarschen den
Zellen notwendig ware. Durch diese Elektronenvervieltaxthkénnen auch sehr
schwache Signale auf ein Niveau verstarkt werden, das altedes Rauschens
der nachfolgenden Ausleseelektronik liegen.

Abb. 3.5.1skizziert dieses Prinzip der Elektronenvervielfachumg.linken
Teil der Abb.3.5.1ist die Ausgangssituation gezeigt: einige Elektronen blefin
sich in einer Zelle (R1), deren Potentialtiefe der normalektIpannung (normal
clocking voltage) entspricht. Im rechten Teil der ABIb. list der Transfer in die
nachste Registerzelle (R3) dargestellt. Dabei liegt diedle Z2aef dem deutlich
hoheren Verstarkungspotential. Der Verstarkungsfakamnkdurch die software-
gesteuerte Anderung des Verstarkungspotentials vanienden.

Die GroRRe des CCD-Chips von 512 512 Pixeln erlaubt bei einer Pixel-
grofRe von 16um x 16 um ein grol3es Sichtfeld bei einer gleichzeitigen hohen
Pixelauflésung. Bei einer Vergrol3erung von x40 durch das Kiibjentspricht
ein Pixel somit 400 nnmx 400 nm in der Probe, bei einer Vergrol3erung von x90
entspricht ein Pixel 177 nnx 177 nm. Diese Pixelauflésung ist besser als die
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Transfer direction »

B . B e

Abbildung 3.5.1: Prinzip des Verstarkungsregisters der EMCCD-Kamera [99]:
Links: Ausgangssituation mit einigen Elektronen in der Registerzelle RhtRec
Elektronenvervielfachung beim Transport in die néchste Registerz8lguRth
das hohe Verstarkungspotential, das eine Stof3ionisation bewirkt.

beugungsbegrenzte Auflosung der Foki und dennoch umfas€@i-Chip eine
maximale Flache von ca. 90m x 90 um. Dieses Sichtfeld ist somit immer noch
ausreichend, um einzelne Pflanzenzellen zu untersuchen.

Fur den empfindlichen Nachweis des FluoreszenzlichteasRaduschen des
Detektors die begrenzende Gréf3e. Deshalb kann der CCD-Chifsndier iXon
EMCCD-Kamera bis aufccp = —70 °C gekuhlt werden (mit angeschlossener
Wasserkuhlung bis altcp = —90°C), so dass das thermische Rauschen auf ein
Minimum reduziert wird und schwache Signale immer noch bakrder Rausch-
schwelle liegen.

Die hohe Bildrate wird durch die hohe Pixelausleserate voNH2 erreicht.
Die in einem Experiment erreichbare Bildrate h&ngt von deséthlichen Bild-
gréRe und der Belichtungszeit ab. Es kann mit Binning geabweierden, wo-
bei mehrere Pixel des CCD-Chips zu einem Pixel zusammengefadstls ein
Pixel ausgelesen werden. Es ist auch moglich, nur Teilbleeetles CCD-Chips
auszulesen. Die Kamera erlaubt zudem den Frametransfeeldbei dem die
Belichtungszeit so lang ist, wie es dauert, den CCD-Chip ausznldn diesem
Frametransfer-Modus erreicht die Kamera eine Bildrate vi@hBildern pro Se-
kunde (bei einem %4-Binning und einem 256256 Pixel groRen Teilbild).

Schlie3lich erlaubt die Digitalisierung der Daten mit 14 &iten grof3en Dy-
namikbereich der detektierten Signale, d. h. die gemesdatensitatswerte kon-
nen in einem Wertebereich van=0...16 384 dargestellt werden.
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Die folgende Tabelle8.5.1 fasst die wichtigsten Spezifikationen der Andor
iIXon EMCCD-Kamera zusammen.

Tabelle 3.5.1:Ausgewéahlte Spezifikationen der Andor iXon EMCCD-Kamera
[100,101]

Andor iXon EMCCD-Kamera

Modell Dv887DCS-BV
back-illuminated Sensor
mit 550 nm Antireflex-Beschichtung
Anzahl Pixel 512x 512
Pixelgrofie 16um x 16 um
Quanteneffizienz
(@ Tcep = —20 °C) >90% @ 500 nm — 650 nm
Rauschen (typisch)

ohne Verstarkung 100e@ 10 MHz

mit EM-Verstarkung <le @ 10 MHz
Ausleserate 10 MHz
Bildrate 32 bps =200 bps
D/A-Wandler 14 Bit Auflésung
CCD Empfindlichkeit 23 e/count
Elektronen-Vervielfaltigung

Verstarkungsfaktor 1 — 1000-fach

typische CCD-Chip TemperaturTccp = —70 °C

3.5.1 Empfindlichkeit des TPLSM unter typischen Messbedin-
gungen

Um die Empfindlichkeit der iXon EMCCD-Kamera unter typischeikiskopie-
Bedingungen zu demonstrieren, wurde eine Konzentratioamer beiden Fluo-
reszenzfarbstoffe CFP und YFP vermessen. Von diesen beidkmbgen wurde
jeweils ein Tropfen von 2@l auf den Objekttrager gegeben und mit den Strah-
len in einer reinen Zeilenrasterung mit der Frequepz 1.011 kHz abgeras-
tert, so dass eine leuchtende Flache vonu8b x 27 pm entstand. Uber die-
se Flache wurde das mittlere Signal berechnet. Die Beligjszeit betrug mit
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tgLz crp= 10 sec. bei der CFP-LOsung doppelt so lange wie bei der YFBAgs
(taLz,yrp = 5 sec.). Im Detektionsstrahlengang befand sich jeweilgagehorige
Emissionsfilter (CFP: D480/40M, YFP: HQ535/30M).

Die Laserleistung betrug bei der CFP-Probe 157 mW bei eineegAmgs-
wellenlange vomey, = 830 nm, bei der YFP-Probe war die Leistung 86 mW bei
Aex = 910 nm. Bei diesen Leistungen liegt die maximale Leistung3trahl deut-
lich unter 10 mW — dem Wert, der fiir die biologischen Probechnanschéadlich
ist (vgl. Kap.2.8.1).

100000 3
] —e— CFP A,=830nm
—— YFP A,,=910 nm

10000

1000 +

Intensitat [counts]

100 3

10 A

1 ML | T L | T L | T oo
0.01 0.1 1 10
Konzentration c|iM]

Abbildung 3.5.2: Konzentrationsreihe einer CFP- und einer YFP-LOsung unter
typischen Messbedingungen.

Die Abbildung3.5.2zeigt, dass CFP bis zu einer Konzentration egpp =
0.1 uM unter den gegebenen typischen Messbedingungen detekdieten kann.
YFP kann sogar bis zu einer Konzentration \aygp = 0.01 uM detektiert wer-
den, wobei fur beide Losungen bei der geringsten Konzeotratas Signal um
einen Faktor 1.4 Uber dem Rauschen des Dunkelbildes lag. Biacble, dass
das YFP in einer geringeren Konzentration als das CFP detbktiist, durfte am
grof3eren Zwei-Photonen-Wirkungsquerschnitt gegenidrar@FP liegen, wie es
auch von BD BOSCIENCESCLONTECH [102] qualitativ durch die Angabe der
Helligkeit ausgedrtickt wird.
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Kapitel 4

Anwendungen der multifokalen
Zwei-Photonen-
Laser-Raster-Mikroskopie

Die Geréate, die im vorigen Kapit@ beschrieben und im vorliegenden TPLSM-
Aufbau verwendet wurden, erlauben mit ihrer Empfindlichked Geschwindig-
keit die Anwendung der Zwei-Photonen-Laser-Raster-Mikpas auf neue Fra-
gestellungen in der Biologie, Chemie und Physik.

Die folgenden Kapitel beschreiben Experimente, die griiBtls mit diesem
neuen Aufbau gemacht wurden.

Das erste Kapitel (Kapt.1) zeigt die prinzipielle Fahigkeit des Nachweises
von Quantendots mit dem Multistrahl-TPLSM. Es kénnen dimz&uantendots
auch noch mit sehr kurzen Belichtungszeiten beobachtetemetd diesem Ka-
pitel wird auch die Anwendung der Quantendots als Quask#ahtquelle zur
Bestimmung der PSF des Mikroskopes beschrieben, um damihaxemal er-
reichbare Auflésung des hier realisierten TPLSM-Aufbalschitzen zu konnen.

In Kap. 4.2 wird die Methode der Bildaufnahme ohne Rasterung vorgestellt
Dabei sind die Foki in einer:88-Matrixanordnung so eng benachbart, dass sie ei-
ne leuchtende Flache bilden. Zwar lasst sich auch mit einerel@en Strahl ein
lateral ebenso grol3er Fokus erzeugen, aber dabei gehtidie Auflosung verlo-
ren. In der hier beschriebenen Methode einer leuchtendahé&lbleibt dagegen
die axiale Aufldsung erhalten, da auch die Schicht deB &nregenden Foki die
axiale Ausdehnung eines einzelnen Fokus besitzt.

Kap. 4.3 diskutiert die Anwendung der Multistrahl-TPLSM in der Chemi
Ein neues Untersuchungsgebiet ist die Selbstorganisatiorganischer Materie,

103
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wie sie bei der Schalenbildung biomineralisierender Oggaan, z. B. bei Diato-
meen (Kieselalgen), vorkommt. Bei der Untersuchung einesionetischen Mo-
dellsystems zur Schalenbildung konnte auch das MultisrBLSM erfolgreich

bei der Fragestellung nach dem inneren Aufbau des Mod&isys eingesetzt
werden.

In der Biologie haben die fluoreszierenden Proteine als Ekmanzfarbstof-
fe eine grol3e Bedeutung gewonnen. In einem mit dem hier iexédis TPLSM-
Aufbau durchgefihrten Experiment wurden mit GFP fusideiéroteine zum
vivo-Lokalisierung von strukturellen Komponenten der mit dewligsApparat
assoziierten Transportvesikel in Wurzelzellen benutztKap. 4.4 werden die
Messungen beschrieben, die die Untersuchung der DynandildenLokalisie-
rung dieser GFP-markierten Vesikel ermdglichen.

Die hohe Bildrate des hier realisierten Multistrahl-TPLSNaabt auch neue
Untersuchungsmethoden in der Neurophysiologie. Kapbeschreibt die Mes-
sungen zur Ausbreitung des Kalzium-Signals in Nervenzgllge es nach visuel-
ler Stimulation in den richtungs-selektiven Neuronen giRkegengehirn entsteht.

4.1 Bestimmung der maximal erreichbaren
Auflosung mit Hilfe von Quantendots

Eine wichtige GroRe zur Charakterisierung eines Mikroskaptdie erreichba-
re Auflosung, die angibt, welchen minimalen Abstand zweieRtg in der Probe
noch haben dirfen, um sie noch als getrennt zu detektieereinfacht ausge-
drickt bestimmt die Auflosung, welche Details in der Protkeenbar sind. Wie
in Kap.2.5beschrieben, wird eine Punktlichtquelle durch das opiystem des
Mikroskopes in ein ARY-Scheibchen abgebildet. Genauer gilt dies fir optische
Systeme mit kreisrund begrenzten optischen Komponentienz 8. Lochblen-
den. Im Allgemeinen fuhrt die Abbildung der Punktlichtgeedurch das optische
System zu einer elektrischen Feldverteilung in der Bildebdre durch die Punk-
tantwortfunktion (PSH beschrieben wird. Fiir eine Punktlichtquelle besitzt die
PSF die kleinste Ausdehnung, so dass die Bestimmung der RBFleuBestim-
mung der maximal erreichbaren Auflosung des betrachteteéscbpn Systems
mit Hilfe z. B. des R\YLEIGH -Kriteriums ermoglicht.

Fur die Bestimmung der erreichbaren Auflosung des hier redés TPLSM-
Aufbaus wurden sogenannte Quantendots als Fluoreszatogledlen verwendet.

Inach der englischen Bezeichnungim Spread Finction = PSF
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Auch wenn die Quantendots mit ihrem Durchmesser eine \etdlare GroR3e
wie fluoreszierende Proteine (GFPs) haben und gré3er atchgFarbstoffmo-
lektle O = 1 nm) sind, so sind sie dennoch klein genug, um sie im Rahmeemdie
Messungen als Punktlichtquellen anzusehen. Dazu komredtiesidhabungsvor-
teile der Quantendots, insbesondere ihr héherer ZweiePkatAbsorptionsquer-
schnitt, die eine einfachere Messung als mit Einzelmoksk@frlauben.

Der erste Abschnitt dieses Kapitels zeigt zunachst diejpielle Anwendbar-
keit der Quantendots im TPLSM-Aufbau. Im zweiten Abschwittd die Detek-
tionseffizienz des vorliegenden TPLSM-Aufbaus berechbet. dritte Abschntt
stellt die Bestimmung der maximal erreichbaren AuflosunglddsSM mit Hilfe
der Quantendots vor.

4.1.1 Grundséatzliche Beobachtbarkeit der Quantendots

In einer ersten Messung wurde untersucht, ob die Quanteterhaupt mit dem
hier realisierten TPLSM-Aufbau beobachtet werden kdnnen.

In diesem Experiment sind Quantendots des Typs ,,Qdot 6@ptitvidin Con-
jugates” der Quantum Dot Corporation untersucht worden (Riantendots wur-
den so auf einem Objekttrager aufgebracht, dass sie zwlat; dizer immer noch
separiert auf der Oberflache lagen. Dazu ist der ObjekitrAaggichst mit einer
2 %-igen teilweise biotinylisierten BSA-LOsung behandetirden, dann wurde
ein Tropfen der etw&gpot = 10 nM Quantendot-Losung aufgebracht. Nach ei-
ner Einwirkzeit von ca. 30 s hatten die Streptavidin-untkilllQuantendots an
das Biotin in der BSA/Biotin-Oberflache gebunden. Der Rest depf&ns wur-
de abgespult und der Objekttréager im Luftstrom getrockvit. einem Deckglas
geschutzt konnten die Quantendots dann mit dem TPLSM wdetrsverden.

Die Laserleistung, die Helligkeit der Quantendots und drgEndlichkeit der
EMCCD-Kamera erlaubten eine Echtzeitbeobachtung der Quodwite mit einer
Belichtungszeit vorig z = 0.2 sec und einer Bildrate von etwag e = 4 Hz.
Anhand der Bildstruktur und des Blinkens konnten die Quardendientifiziert
und die z-Position so einjustiert werden, dass die Quantsratharf abgebildet
wurden.

Das Ergebnis dieser ersten Messung ist, dass die Quarge@dots 605 mit
dem hier realisierten TPLSM-Aufbau gut beobachtbar sind.d@e gegebenen
Einstellungen, die auch fur typische Zell-Mikroskopiazalimen verwendet wur-
den, sind sogar kurze Belichtungszeiten der EMCCD-Kamera daisniter zu
tsLz = 2 ms moglich.
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Die Bilder wurden bei einer Anregungswellenlange v = 800 nm und
einer Leistung vorByaitai = 1.074 W mit dem 40-fach Objektiv (vgl. TaB.4.])
aufgenommen. Die Rasterspiegel wurden nur in der x-Richtungimer Fre-
guenz vorvky = 1.011 kHz angetrieben, so dass ein Rasterbereich mit einer Gro-
e von 30um x 30 um entstand. Bei dieser Rasterbereichsgrof3e reichte es
aus, die Bilder als Teilbilder mit einer Grof3e von 128128 Pixeln ohne Bin-
ning von der EMCCD-Kamera auszulesen. Die BelichtungszeitEMCCD-
Kamera betrug bei Zell-Mikroskopieaufnahmen typischesem, 7 = 0.1 s, wo-
durch sich mit der benétigten Auslesedauer des CCD-Chips eldiedgjuenz von
Vserie= 8.9 Hz ergab. Der CCD-Chip war aligcp = —65 °C gekuhlt und die in-
terne Verstarkung der EMCCD-Kamera war auf einen Wert g&4aware= 200,
entsprechend einem realen Verstarkungsfaktorgren100, eingestellt. Mit die-
sen Parametern wurden 100 Bilder aufgenommen.

(A) tBLZ =100 ms (B) tBLZ =10 ms
(C) tgiz =2ms (D) tg z =1 ms, gemittelt

Abbildung 4.1.1: Bilder von Quantendots bei verschiedenen Belichtungszeiten:
(A) Einzelbild mittg z = 100 ms. (B) Einzelbild mitg .z = 10 ms. (C) Einzel-
bild mit tg_.z = 2 ms. (D) gemitteltes Bild mitg z = 1 ms. Das gemittelte Bild
entstand aus den 100 Bildern der aufgenommenen Serie.
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Abb. 4.1.1zeigt Einzelbilder der Quantendots aus den Bildserien micBel
tungszeiten von 100 ms (A), 10 ms (B) und 2 ms (C). Die Quantarslot! auf
diesen ungemittelten Bildern trotz des typischen RauschensMCCD-Kamera
bis herunter zu einer Belichtungszeit vignz = 2 ms noch gut erkennbar. Sofern
das Experiment eine Aufnahmezeit zulasst, um mehrere Bilitézln zu kdnnen,
ist auch eine Belichtungszeit va#) z = 1 ms erreichbar. Ablt.1.1(D) zeigt ein
solches gemitteltes Bild.

Dass sich die Quantendots auch bei solch kurzen Belichteitgazeobach-
ten lassen, liegt an ihrem sehr grof3en Absorptionswirkgugschnitt, der sie
auch bei einer Zwei-Photonen-Anregung als sehr helle Ekrmemzobjekte er-
scheinen lasst.

Dass es sich bei den beobachteten Objekten um Quantendadisithéel? sich
schon wahrend der Echtzeitbeobachtung mit der EMCCD-Kamechdlas Blin-
ken der Quantendots feststellen. Die folgende Abh.2 zeigt beispielhaft die
Zeitspuren einiger Quantendots, die im nebenstehendemBitlliert sind.

Fur die Zeitspuren wurde in jedem Bild der Sere={100) der Intensitatsmit-
telwert der kleinen ,,Region of Interest“ (ROI) um den jewgdn Quantendot be-
rechnet. Man erkennt in diesen Zeitspuren sowohl schnglieken (Spur ROI 1)
als auch lange AUS-Zustande (Spur ROI 2), die man sogar natreAusbleichen
verwechseln kann (Spur ROI 3, die sich bis zum Ende im AUSahdsbefindet).

In den Spuren ist kein bindres Umschalten zwischen zwei idem Wer-
ten zu finden, denn die Ubergange der Quantendots zwiscimer\btie und dem
AUS-Zustand erfolgen rein zufallig und sind nicht mit der iBletungszeit der
EMCCD-Kamera synchronisiert. Deshalb registriert man éithitete Bilder, bei
denen die Quantendots ihren Zustand z. B. nach 2/3 der Beligbeit wechseln
oder vielleicht nur fir einen kurzen Augenblick wahrend Befichtungszeit im
AUS-Zustand waren. Diese Bilder zeigen dann Intensitateweie zwischen den
beiden Grenzwerten liegen. Der obere Grenzwert, also diennade Intensitat,
entsteht fir Quantendots, die sich wéhrend der Belichtwigdauerhaft im AN-
Zustand befinden, der untere Grenzwert entsteht demealspreé fir dauerhaft
im AUS-Zustand befindliche Quantendots.
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Abbildung 4.1.2: Zeitspuren dreier Quantendots aus ABl..1(A), die ein un-
terschiedliches Blink-Verhalten zeigen: schnelles Blinken (ROI 1), lénge S-
Zustande (ROI 2) und ein sehr langer AUS-Zustand bis zum Ende diehBe
tungszeit (ROI 3). Zur besseren Darstellung der untersuchten Quiatsavurde
Abb. 4.1.1(A) hier aufgehellt. Wahrend der ersten zwei Sekunden der Belich-
tungszeit war der Laser aus, so dass kein Signal detektiert werdeteko
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4.1.2 Bestimmung der Detektionseffizienz

Nachdem diese ersten Messungen gezeigt haben, dass diee@i@a mit dem
hier realisierten TPLSM beobachtbar sind, wurden weiteessdngen zur Ab-
schatzung der Detektionseffizienz des TPLSM und zur Abgdngtder erreich-
baren Auflosung des TPLSM gemacht.

Die Bestimmung der Detektionseffizienz des hier realiseieLSMs erfolgt
in zwei Schritten: als erstes wird die Photonenemissidadrarechnet, die unter
den gegebenen Bedingungen von den Quantendots ausgesaddatswzweites
wird aus den aufgenommenen Bildern der EMCCD-Kamera die Ratdadek-
tierten Photonen berechnet. Das Verhaltnis der beideroRantaten bezeichnet
die Detektionseffizienz.

Der sehr grof3e Absorptionswirkungsquerschnitt der vedetan Quanten-
dots QDots 605 fuhrt bei der verwendeten LaserleistungRgyirai = 1.074 W
zu einer Anregung der Quantendots oberhalb ihrer Sattggnegze. Aus diesem
Grund kann die Photonenemissionsrate mit Hilfe der métidfluoreszenzlebens-
dauer der Quantendots und der Repetitionsfrequenz desOasas berechnet
werden. Vernachlassigt man einige Fluktuationen, so kanRldoreszenzlebens-
dauer von Quantendots mit einem monoexponentiellen Vielkeschrieben wer-
den [103, 104]. Nach einem ersten Laserpuls befindet zunputditt noch der
BruchteilF der Quantendots im angeregten Zustand gemalf

F—gtt (4.1.1)
und kann ein Fluoreszenzphoton emittieren. Die folgende Al..3zeigt diesen
Funktionsverlauf zusammen mit den im Folgenden verwendettervallen der
Laserpulse.

Die in diesem Experiment verwendeten Quantendots ,Qdot 86%ttieren
bei der Wellenlang@e, = 605 nm. Die Fluoreszenzlebensdaodetragt fir die-
se Quantendots = 14.5 ns [105]. Normiert man die Flache unter obiger Kurve
(Abb.4.1.3 auf 1, um auszudrticken, dass der Quantendot das Fluozpsusan
mit Sicherheit irgendwann emittieren wird, so kann man dah¥§cheinlichkei-
ten angeben, mit denen diese Emission in einem bestimmtervai stattfinden
wird. Mit der Intervallangey, = 12.5 ns, die dem zeitlichen Abstand der Laser-
pulse entspricht und dem Indéex 1,2,3,... fir die Bezeichnung der Intervalle,
berechnen sich die Wahrscheinlichkeiten zu:

itp

pi:% / et dt 4.1.2)
(i=Dtp
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Abbildung 4.1.3: Zeitlicher Verlauf der Wahrscheinlichkeit, mit der sich ein
Quantendot im angeregten Zustand befindet. Diese Wahrscheinlichisgitieht
auch dem Bruchteil einer Menge von Quantendots, die sich nach derrigaih
im angeregten Zustand befindet. Zusatzlich sind die Intervalle der legserr
onsrate entspricht. Die Prozentzahlen geben die Wahrscheinlichkdissder
Quantendot in dem entsprechenden Intervall sein Fluoreszenzotitiiert. T
bezeichnet die Fluoreszenzlebensdauer der Quantendots, ETeldmmet den
Erwartungswert flr den Zeitpunkt einer Fluoreszenzemission.

Nach dieser Gleichung findet eine Fluoreszenzemissiorrhattedes ersten In-
tervalls von 0 ns bis 12.5 ns mit einer Wahrscheinlichkert pp = 57.8 % statt,
fur die folgenden sechs Intervalle betragen die Wahrsthbkeitenp, = 24.4 %,
p3s = 10.3 %, ps = 4.4 %, ps = 1.8 %, ps = 0.78 % undp; = 0.33 %. Fir die
Photonenemissionsrate wird mit diesen Wahrscheinlitbkeunachst der Erwar-
tungswertE T fir den Zeitpunkil der Fluoreszenzemission berechnet:

7
ET=) piity (4.1.3)
i=1

Mit den oben genannten Werten ffir undt, ergibt sich der Erwartungswert zu
ET = 21.38 ns. Nach dieser mittleren ZdiT hat der Quantendot sein Photon
emittiert und kann wieder angeregt werden. Das Inverse voarispricht somit
einer maximalen Anregungsfrequenz der QuantendotdyoRax = 46.78 MHz.
Diese maximale Anregungsfrequenz wird durch Quantenamslyeauf die tat-
sachliche Emissionsfrequerfgx = yfex max reduziert. Mity ~ 40 % fur die
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verwendeten Qdots 605 [105] ergibt si€k, = 1871 MHz. Diese Emissions-
frequenz gilt fir den Fall, dass der Quantendots kontitialemit dem gepulsten
Laser bestrahlt wird. Da aber die Bilder im Multizeilen-Maduit allen 64 Strah-
len aufgenommen wurden (vgl. Kap.5.2, wird ein Quantendot nur wéhrend
des Bruchteils der Belichtungszeit des Bildes vom Laser b@stder dem Ver-
haltnis von Fokusgréf3e zu Rasterzeilenlange entsprictdenrMessungen wurde
das 40x-Objektiv (vgl. Tal8.4.1) verwendet, fur das sich die FWHM der PSF zu
Ax = 560 nm bestimmt (vgl. folgenden Abschnitt in diesem Kapaial Bestim-
mung der PSF als maximal erreichbare Auflésung). Die Rastemkinge betrug

|, =40 um, so dass ein Quantendot im Bruchi@il= 1.4 % der Belichtungszeit
vom Laser getroffen wird. Damit reduziert sich die effektRhotonenemissions-
rate feir. auf fer = Bfem = 26194 kHz. Innerhalb der kirzesten verwendeten
Belichtungszeit der EMCCD-Kamera vtg) 7 = 5 ms hat ein Quantendot somit
Nem = feff. tgLz = 1310 Photonen emittiert.

Im zweiten Schritt der Berechnung der Detektionseffiziena wiie Photo-
nendetektionsrate pro Quantendot berechnet, die von de&Z@EDAKamera de-
tektiert wird. Dazu wird nach Abzug des Hintergrundes diemsitat einzelner
Quantendots gemittelt. Fiir= 6 Quantendots ergibt sich eine mittlere Zahlra-
te? von lgmcep = 15250+ 2919 cf/s. Durch den auf dem CCD-Chip integrier-
ten Elektronenvervielfacher kann eine Verstarkung desegeemen Signals er-
zielt werden, bevor das Signal als Bild mit seiner entspredae Zahlrate an-
gezeigt wird. In einer Kalibrierungsmessung wurde der teksingsfaktor be-
stimmt zufBemcep = 75. Laut den technischen Daten der EMCCD-Kamera ent-
spricht ein Count des A/D-Wandlers 23 Elektronen, die im CCDpGhrizeugt
wurden — man erhélt also den Umrechnungsfaktes 23 e /c. Zusammen mit
der Quanteneffizienz des CCD-Chips vpa= 85 % ergibt sich eine Photonen-
detektionsrate vorigpmcep = 5500+ 1053 Hz. Dies entspricht einer Anzahl von
Nget = 27.5+5.3 Photonen, die innerhalb der kiirzesten verwendeten Betighkt
zeit vontg z = 5 ms detektiert wurden.

Aus der Photonenemissionsrate der Quantendots und denrfeimoketektions-
rate der EMCCD-Kamera ergibt sich somit die Detektionsefiziges hier reali-
sierten TPLSM-Aufbaus zerp sy = femcep/ fer. = 0.021, also

ErpLsm = 2.1 %.

Ursachen fir diese geringe, aber dennoch typische Deteieffizienz sind die
geringe Numerische Apertur des Objektives MdrA. = 0.80 und die Trans-

2gemessen in counts pro Sekunde, c/s
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mission des Objektives volipop, = 85 % bei 500 nm (verfugbare Angabe des
Herstellers). Dazu kommen die Transmissionen des Stilghiteind des Zwei-
Photonen-Sperrfilters (vgl. TaB.4.1), die beide beilkjier > 90 % bei 500 nm
liegen. Schlief3lich sind innerhalb des Olympus 1X70 Milkases noch weitere
optische Elemente mit Luft-Glas-Grenzflachen vorhandermemen weitere Ver-
luste auftreten.

4.1.3 Bestimmung der PSF als maximal erreichbare Auflésung

Die Anwendung der Quantendots kann weiterhin zur Auflosbegismmung be-
nutzt werden, indem die Quantendots als Punktlichtqueltgitren und so die
Bestimmung der Punktantwortfunktion (PSF) als maximalienkeare Auflosung
ermaoglichen.

Um die PSF zu bestimmen, wurden Serien von je 100 Bildern dan@u-
dots aufgenommen. Die 64 Foki der rasternden Linie haberilgwinen Ab-
stand von etwa\yzeje = 0.5 um zueinander. Daraus ergibt sich die Frage, ob
sich die Foki gegenseitig beeinflussen und so die Auflésuré@ndern. Deshalb
wurden die Quantendots auch in einer zweiten Messung miemam einzel-
nen Strahl abgerastert. Fur die Aufnahmen mit allen 64 &matvurden die
Quantendots mit einer Wellenlange vag, = 800 nm und einer Laserleistung
von Buaitai = 1.074 W angeregt. Die Rasterspiegel bewegten sich nur in der
x-Richtung mit einer Frequenz vowy = 1.011 kHz und erzeugten ein Raster-
gebiet mit einer Gréf3e von 3148m x 25.8 um. Die Fluoreszenz wurde vom
x60-Objektiv (vgl. Tab3.4.1) aufgenommen und durch die 1.5-fach vergrof3ernde
Zwischenlinse des Mikroskopes mit einer resultierendefa@fen Vergrof3erung
auf die EMCCD-Kamera abgebildet, wobei kein weiterer Emissiitter in den
Detektionsstrahlengang eingesetzt war. Der CCD-Chip walfgth = —60 °C
gekuhlt und der interne Verstarkungsfaktor der Kameraugedgofiware = 250,
entsprechend einem realen Verstarkungsfaktor yen860. Die Parameter fur
die Einzelstrahlrasterung wurden derart gewahlt, dasBddsles Rastergebie-
tes in Rhodamin 6G ebenso homogen aussah wie das Bild des emt&tHah-
len gerasterten Gebietes. Damit fanden sich folgende Raearfur die Einzel-
strahlrasterung: der Laser regte die Quantendots wiedsmtidey = 800 nm bei
Puvaitai = 1.074 W an und die Rasterspiegel arbeiteten wieder mit einderzZei
frequenz vorvy = 1.011 kHz. Der Strahl bewegte sich in y-Richtung mit einer
Schrittweite vonAyschiit = 1054 nm. Der Rasterbereich war allerdings einge-
schrankt auf eine Gro3e von 20u8n x 16.2 um. Um die geringere Anregung
aufgrund des verwendeten Einzelstrahls (anstelle all&t&hlen) auszugleichen,
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ist die Belichtungszeit aug, 7 = 5 s gesetzt worden. Die restlichen Parameter der
EMCCD-Kamera blieben unverandert. Eine Aufnahme bestandwiider vori-
gen Multistrahl-Messung aus einer Serie von 100 Bildern.

(A) 64 Strahlen (B) Einzelstrahl

Abbildung 4.1.4: Quantendot-Bilder zur Bestimmung der PSF, aufgenommen
im Multistrahl- und Einzelstrahlbetrieb: (A) Bild gerastert mit allen 64 Strahlen,
(B) Bild gerastert mit einem Einzelstrahl.

Abb. 4.1.4zeigt zwei Aufnahmen der Quantendots, die im MultizeileneMs
mit allen 64 Strahlen bzw. im TPLSM-Modus mit einem Einzelst aufgenom-
men wurden, um die Beeinflussung der PSF durch die eng benéambaki zu
untersuchen.

Die PSF bestimmt sich aus dem Intensitatsprofil eines eiepeQuantendots
und zur Auswertung wurden die im folgenden kurz beschriebemathemati-
schen Zusammenhé&nge benutzt.

Es seif (x) die PSF. Zu dieser Funktion lasst sich d@URIER-Transformierte
Z(w) und die Autokorrelationsfunktiod\(w) = (f ® f)(w) berechnen. Dazu
erlaubt die folgende Beziehung die Berechnung der PSF ausudekdtrelation:

FiR@) = —=|F () (4.1.4)
9—1{\/\/519*%}(@} — () (4.1.5)

Die FoURIER-Transformierte der Autokorrelationsfunktich{A} entspricht also
bis auf Faktoren dem Quadrat dep GRIER-Transformierten der PSF.

Zu der aufgenommenen Serie von 100 Bildern I&sst sich recfasicti das Au-
tokorrelationsbild berechnen und darauf die beidewRIER-Transformationen
(Z bzw..Z 1) anwenden.
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Ein Profil durch das zentrale Maximum des Ergebnisbildespeitht der ge-
suchten PSF. Die folgende Abb.1.5zeigt die beiden PSFs, die mit dem obigen
Vorgehen aus den beiden Datensétzen berechnet wurden.
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Abbildung 4.1.5: Vergleich der Einzelstrahl- und Multistrahl-PSF, berechnet
aus den beiden Bildern der Ab#.1.4 mit Hilfe des Autokorrelationsverfah-
rens. Man erkennt, dass die Multistrahl-PSF eine gréRere FWHM bésitdiea
Einzelstrahl-PSF.

Der Vergleich zwischen der Einzelstrahimessung und dersiites mit allen
64 Strahlen zeigt, dass die PSF der Einzelstrahlaufnahweas etchmaler ist als
die PSF der Multistrahlaufnahme. Die vollen Halbwertsierei(FWHM) betra-
gen bei der Einzelstrahl-PSF 1.3 Pixel, bei der Multistfa8F 1.9 Pixel. Bezieht
man die Kantenlange eines Pixels auf dem CCD-Chip vomi6und die be-
nutzte VergréRerung von x90 ein, so ergibt sich die FWHM dezé&strahl-PSF
ZU AXes = 235 nm und die FWHM der Multistrahl-PSF Zxys = 345 nm. Die
Foki beeinflussen sich demnach gegenseitig und die PSFeverbisich im Mul-
tistrahlbetrieb. Nimmt man die PSF als vergleichbares Malie Auflésung, so
ist die Auflosung im Multistrahlbetrieb schlechter, alliexgs liegt die Auflosung
in diesem Fall immer noch im Bereich der typischen erreichib&uflosung eines
TPLSM von calAxgyp, = 300 nm (vgl. Kap2.5.1).

Zu beachten ist, dass bei den Messungen festgestellt wdeds, auch die
tatséchliche PixelgréRe der CCD-Kamera eine Rolle spieltnDach W.R. ZP-
FEL et al.[47] berechnet sich fur die theoretische Auflosung die FWHNkha

FWHMpeq = 0.38%, (4.1.6)

wobei diese Formel fiir eind.A. > 0.7 gilt.
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Betrachtet man die Auflosung des x40-Objektives (vgl. TaB.1 auf Sei-
te 95), so wird im Vergleich der eventuelle Einfluss der tatsétidn Pixel-
groRe auf dem CCD-Chip deutlich. Mgy = 820 nm undN.A. = 0.80 er-
halt manFWHMyeq = 382 nm. Die EMCCD-Kamera hat eine Pixelgré3e von
16 um x 16 um, was bei einer 40-fachen VergréRerung eine effektivelgi&Be
von 400 nmx 400 nm ergibt, d. h. ein Bereich aus der Probe mit dieser Grol3e
wird auf genau ein Pixel abgebildet. In diesem Fall bestirals die Pixelgrol3e
die Auflésung und die theoretische, bessere Auflésung kam eireicht werden.

4.2 Flachige Anregung — Abbilden ohne Rastern

Die TPLSM bietet viele Vorteile fur die Fluoreszenzmikropke aufgrund der
IR-Anregungswellenlange: eine geringe Streuung, damibureden eine grolde
Eindringtiefe, und dazu eine hohe, beugungsbegrenztelicheuflosung.

Ein Nachteil der Laser-Raster-Mikroskope — wie aller Ragidahren — ist
die niedrigen Bildrate aufgrund des zeitaufwendigen, pualgen Abrasterns der
Probe. Zwar lasst sich die Bildrate durch Parallel-Proogsand eine kirzere
Belichtungszeit pro Pixel deutlich erhéhen. Dennoch wirdlBildrate durch das
Prinzip des Rasterverfahrens limitiert. Diese Limitieruvigd aufgehoben und die
hdchste Bildrate wird erreicht, wenn auf das Rasterverfakieznichtet werden
kann und stattdessen alle Punkte der Probe gleichzeitigraggund detektiert
werden kdnnen.

Mit diesem Experiment, das in Zusammenarbeit i . NIELSEN durch-
gefuhrt wurde, konnte gezeigt werden, dass es moglichirs, Bildaufnahme
ohne Rastern in einem TPLSM zu realisieren, ohne dabei deriMder hohen
axialen Auflésung zu verlieren.

Die hier beschriebenen Messungen wurden noch mit einenereahAufbau
durchgefuhrt, der aber prinzipiell dem in K&gbeschriebenen Aufbau entspricht.
Der wichtigste Unterschied des friheren Aufbaus zum aldnelufbau besteht
im Strahlteiler, dessen Aufbau in T.IBLSEN et al.[106] beschrieben ist, und der
statt einer Linie aus 64 Foki einex8-matrixférmige Anordnung der Strahlen er-
zeugt. Im friheren Aufbau wurde der festfrequente Cohargessefs-Laser ver-
wendet. Anstelle des TriM-Scopes wurden bis auf die Spiagereinheit noch
selbstgefertigte Komponenten (Dispersionskompenalieleskop zur Strahlauf-
weitung) verwendet.

Um die Bildaufnahme ohne Rastern zu realisieren, werden detéfde zwi-
schen den Foki so weit reduziert, dass die Fokusvolumirengei zu Gberlappen.
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Dadurch wird die gesamte Probenflache im Bereich der Foki lmaré€szenz an-
geregt und das Rasterverfahren ist nicht mehr notwendigFBkébstande kon-
nen reduziert werden, indem — nach der geometrischen Omtik auf das Ob-
jektiv zulaufenden Strahlen kleinere Winkel mit der ogtise Achse bilden. Als
Objektiv wurde das Olypmus x60, 1IN A., Wasserimmersions-Objektiv verwen-
det. Betrachtet man die Durchmesser der Foki von etwaf.4so0 ist ein Abstand
von etwa 0.5um zwischen den Foki sinnvoll, damit die Foki sich zu Uberkpp
beginnen. In einer abschatzenden Rechnung ergibt sich égexiFokiabstand
und das benutzte Objektiv ein relativer Winkel vgn= 166 purad zwischen den
einfallenden Strahlen. Dieser Winkel wird durch das Tedgskur Strahlaufwei-
tung um den Faktor 3 vergrof3ert. Bei einem gegebenen Abstam@tchhlen am
Ausgang des Strahlteilers vag; ~ 3.3 mm, muss der Abstand zwischen dem
Strahlteilerausgang und Teleskbp- 7 m betragen, um die berechneten Winkel
zu erhalten. Diesen Aufbau mit allen Komponenten zeigtaligende Abbildung.

Dispersionskompensation

I Priparat z—Piezo
Coherent Vitesse: \ /
802 nm, 1 W, 80 MHz Strahlaufweitungs— —
Pulslinge innerhalb teleskop I
der Probe 41 fs / \ r

g

A dichroitischer
%\97 . Spiegel

nrAa
o

Abschwicher

N\

Strahlteiler

Abbildung 4.2.1: Aufbau des Multistrahl-TPLSM fir das Experiment zur Ab-
bildung ohne Rastern.

Die Justierung der Strahlen fand in einer Rhodamin 6G-L6sstay, und
die experimentell gemessenen Abstande betrigea 0.47 um in X-Richtung
unday = 0.53 um in y-Richtung bei einem gegebenen Abstand der Strahlen am
Strahlteilerausgang voast x = 3.3 mm in x-Richtung undist y = 3.7 mm in
y-Richtung.

Die folgende Abbildungt.2.2zeigt im linken Teil die Fluoreszenz einer Rho-
damin 6G-L6sung, wie sie von den zur flachigen Anregunggusin 64 Strahlen
erzeugt wird. Im rechten Teil sind die Intensitatsprofils dem Fluoreszenzbild
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gezeigt, die im linken Teil durch die Pfeile markiert sindird Vergleich ist auch
das Intensitatsprofil eines Einzelstrahles gezeigt.
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Abbildung 4.2.2: Fluoreszenzbild und Intensitatsprofile bei flachiger Anregung:
Links: Fluoreszenzbild einer Rhodamin 6G-LAsung, angeregt vorzdeeiner
leuchtenden Fléache justierten Strahlen. Rechts: Intensitatsprofile ausldem
reszenzbild von den mit den Pfeilen markierten Positionen.

An den Intensitatsprofilen erkennt man eine Uber einen Berean etwa
2.5 um relativ konstante Intenstitat (Kurven mit den ausgegillQuadraten und
den Kreuzen) zusammen mit den Flanken, deren SteilheitetefFldnken eines
Einzelstrahls entspricht. Das Profil mit den Kreisen zegtttichere Schwankun-
gen, die sich aber durch einen etwas zu grol3en interfokabsteAd und durch ei-
ne nicht perfekte Justierung des Strahlteilers erklaresela. Falls der Strahlteiler
nicht exakt justiert ist, treffen nicht alle Strahlen inigleer Weise die riickwartige
Apertur des Objektives und bekommen so unterschiedlictemsitaten. Auch die
Qualitat der Strahlteilerspiegel kann hier zu untersdiikdn Strahlintensitaten
und somit zu Variationen des Fluoreszenzsignals fuhrendiBse Unterschiede
aber statisch im Aufbau begrindet sind, lassen sie sichiffiér dessung durch
eine Kalibrierung herausrechnen. Aus der VergroRerundpelestzten Objektives
(x60, 1.2N.A., W) und der Pixelgré3e der CCD-Kamera lasst sich die Grof3e der
homogen leuchtenden Flache zu @8r8 x 3.7 um berechnen.

Als Beispiel fur die zwei-dimensionalen Abbildungsfahigka zeigt die fol-
gende Abb.4.2.3das Fluoreszenzbild von Latexklgelchen (Molecular Prpbes
mit 400 nm Durchmesser. Die einzelnen separat liegenderlkkign sind klar
voneinander getrennt abgebildet.

Auf eine biologische Anwendung bezogen zeigt die folgente.A.2.4das
Hellfeld- und das Fluoreszenzbild von drei aneinandeeletn Hefezellen. Da
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2 um

Abbildung 4.2.3: Fluoreszierende Latexkigelchen, aufgenommen mit dem Auf-
bau fir die flachige Anregung.

das Hellfeldbild ein gré3eres Sichtfeld besitzt, zeigt@ahmen den Bereich an,
der von der leuchtenden Flache angeregt wird. Das Fluanebié dieser flachi-
gen Anregung ist im rechten Teil der Abh2.4gezeigt. Da in dieser Darstellung
sich das Hellfeld- und das Fluoreszenzbild zueinanderrsnverhalten, ist der
zellfreie Bereich in der Bildmitte im Hellfeldbild dunkel unoh Fluoreszenzbild
hell. Man erkennt dennoch die drei von der flachigen Stratmtimung angeregten
Zellen bzw. Teile davon im Fluoreszenzbild.

-
+

Abbildung 4.2.4: Hellfeld- und Fluoreszenzbild von Rhodamin 6G-gefarbten
Hefezellen bei flachiger Anregung: Links im Hellfeldbild ist der Berei@sd
Fluoreszenzbildes durch den weil3en Rahmen markiert. Rechts im Fleozesz
bild erkennt man die drei Hefezellen und den zellfreien Zwischenrawsenn
linken Hellfeldbild wieder.

:

Fluoreszenz

Hellfeld

Die laterale Ausdehnung lasst sich auch mit einem einzejmelen Fokus
erreichen, aber damit geht die axiale Auflésung verloren.auniberprufen, ob
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mit der oben beschriebenen flachigen Anordnung der Straliéeaxiale Auflo-
sung eines Einzelstrahles erhalten bleibt, wurde die sargéa ,sea response‘-
Kurve aufgenommen (vgl. [107]), das ist die Signal-Antwidtirve, die man er-
halt, wenn der Fokus sich von einem nicht-fluoreszierendedivn (z. B. dem
Deckglas) in ein fluoreszierendes Medium (hier die RhodarirL6sung) hin-
einbewegt und das entstehende Floureszenzintensitiabgjggen die jeweilige
axiale Position des Fokus auftragt. Fur eine idealisietekpweise Auflosung
wurde sich eine senkrechter Anstieg von Null auf die maxaratensitat erge-
ben. FUr reale Auflésungen zeigt die Kurve eine ansteigetalek€&, die umso
steiler ist, je besser die Aufldsung ist. Aus theoretischbarlégungen [108] ge-
langt man zu folgender Gleichung fiir das Signal, aus der xiEeaAuflésung
berechnet werden kann.

Almr Z— 2 1
| = — |=+arcta 4.2.1
@ = GgraetT N g | (42
. nA
wobei zr = 1'169(N.A.2) (4.2.2)

Mit den Wertenn = 1.33, A = 800 nm undN.A. = 1.2 ergibt sich fir die Breite
der ansteigenden Flanke ein Wert \@ni= 0.86 um. Dieser Wert ist vergleichbar
mit den praktischen Werten vadxz = 0.7 um, die in Kap.2.5.2genannt wurden.
Abb. 4.2.5zeigt im linken Teil die drei Antwort-Kurven, die zum eineerd
theoretischen Kurve nach GHK..J) entsprechen und die sich aus der Messung
ergeben, wenn zum Zweiten uber alle Strahlen gemittelt ader Dritten nur
ein einzelner Strahl betrachtet wird. Man erkennt bis af Bauschen im Be-
reich vonz = 10 um bisz= 14 um eine sehr gute Ubereinstimmung der theore-
tischen Kurve mit der Kurve eines Einzelstrahles. Die Uller@d Strahlen bzw.
die gesamte angeregte Flache gemittelte Kurve zeigt dagggen nicht so stei-
len Anstieg der Flanke, die Auflosung ist demnach nicht sovgatdie eines
Einzelstrahles. Betrachtet man die Antwort-Kurven allea8en einzeln, so fin-
det man, dass die axialen Positionen der Fgkin Gl. (4.2.1 nicht alle gleich
sind, sondern eine Verteilung mit einer Breite vmn= 0.2 um bilden. Die Breite
der ansteigenden Flankg hangt dagegen nicht vom betrachteten Einzelstrahl ab.
Mittelt man die Antwort-Kurven aller Einzelstrahlen, sonbekt die unterschied-
liche axiale Positiorzy; die beobachtete Verbreiterung der ansteigenden Flanke,
wie sie fur alle Strahlen gemittelt gemessen wurde. Moglichisachen fir die
unterschiedlichen axialen Fokuspositionen kdnnen Alierran in den optischen
Komponenten oder Defekte der Strahlteilerspiegel sein.
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Abbildung 4.2.5: Vergleich der ,sea response” -Kurven bei flachiger Anregung
mit der theoretischen Kurve und einem aufgeweiteten Einzelstrahl gleBiider
Be: Links ist der Vergleich gezeigt fur die ,sea response” -KurVien 84 Strah-
len, eines Einzelstrahls und der theoretischen Kurve naci@lL.Y. Rechts ist
der Vergleich der ,sea response” -Kurve aller 64 Strahlen mit eineaiBes
flache von 4um x 4 um mit der ,sea response” -Kurve eines aufgeweiteten
Einzelstrahles mit 4m Durchmesser gezeigt.

Hervorzuheben ist, dass in den Bereichen aul3erhalb derd-Birkgemes-
senen Kurven flach verlaufen. Dies bedeutet, dass sich dhal&n nicht gegen-
seitig beeinflussen. Obwohl sich die zum Fokus hin konvezgigen Strahlkegel
raumlich Uberlappen, findet in diesen Uberlappungsbeseiaiber- und unter-
halb der Foki keine Zwei-Photonen-Anregung statt, weilctiudie Konstruktion
des hier verwendeten Strahlteilers ein kleiner zeitlidkesatz zwischen den ein-
zelnen Strahlen vor-680 fs (vgl. Tab.3.3.1auf Seite91) entsteht — die Laser-
pulse durchlaufen die Strahlkegel also nicht gleichzaitigl kdnnen sich nicht
gegenseitig beeinflussen. In anderen Experimenten, innddige,,sea respon-
se” -Kurve mit einem multifokalen TPLSM-Aufbau gemesserraay fiihrte die
Uberlagerung der Strahlkegel dagegen aufgrund des fedrergitlichen Versat-
zes zu einem zusatzlichen Anstieg des Fluoreszenzsiginaties Bereichen au-
Berhalb der Flanke [108]. Dazu kommt, dass dieses unenitengtuoreszenz-
signal mit kleiner werdendem Fokiabstand ansteigt, weil (dieerlappungsbe-
reich der Strahlkegel n&her an die Foki heranrtickt und sdimiZwei-Photonen-
Anregungswahrscheinlichkeit nach G2.1.15 ansteigt.

Der rechte Teil der Abb4.2.5zeigt den Unterschied in den ,sea response* -
Kurven zwischen der leuchtenden Flache aus den 64 Strahte@inem einzelnen
grol3en Fokus, dessen Durchmesser der Grof3e der leuchtelddee entspricht.
Es ist deutlich zu erkennen, dass die ansteigende Flankeudttenden Flache
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sehr viel steiler ist als die ansteigende Flanke des groBkuask-Dies bedeutet,
dass bei gleicher lateral ausgeleuchteter Flache diesakiglosung der flachigen
Anregung deutlich besser ist.

Mit dem vorliegenden Aufbau lasst sich eine Flache von etwa¥x 4 um
anregen. Obwohl diese Flache relativ klein ist, lassendarhit interessante Un-
tersuchungen durchftihren: z. B. kdnnte die Diffusion Flepemz-markierter Mo-
lekule auf einer Membranoberflache beobachtet werdenbeii&lommt es auf
eine hohe Bildrate bei gleichzeitig gro3er Anregungsflacheuan das Molekiil
Uber einen langeren Weg verfolgen zu kdnnen. Auch die Aufreabon Stoffen in
eine Zelle kbnnte untersucht werden. Dabei kann mit demegwhden Aufbau
ein Bildstapel entlang der z-Achse sehr schnell aufgenonmueeden.

Die relativ kleine Flache des aktuellen Aufbaus kdnnte i verbesserten
Aufbau auf etwa 1@um x 10 um vergrol3ert werden, wenn ein starkerer Laser und
eine bessere Optik mit einer exakteren Einkopplung deht&tnan die riickwar-
tige Apertur des Objektives verwendet werden. Die erholatgetleistung ergibt
einen Faktor 2 in der Strahlanzahl und mit der verbesseneik €ollte die Anzahl
der Strahlen um einen Faktor 5 erhéht werden kénnen. Dieegsdite Einkopp-
lung in das Objektiv ermoglicht dann auch eine homogenenmedung Uber die
gesamte Flache.

4.3 Selbstorganisation in der Chemie:
Morphosynthese sternformiger Titandioxid/
Siliziumdioxid-Schalen

Kieselalgen, genaudBacillariophyta sind Hauptbestandteil des Meeresphyto-
planktons und sind Hauptprimérproduzenten organischeffeStsie bilden also
einen wesentlichen Teil der Basis der Nahrungspyramidee@ugtzeugen sie als
oxygene Phototrophe einen grofl3en Teil des atmospharissheerstoffes. Kie-
selalgen, die auch Diatomeen genannt werden, leiten ihaened aus ihrer Hille
aus Siliziumdioxid ab, die die Zelle als mineralischer Ranangibt und schutzt.
Neben den Diatomeen gibt es noch weitere biomineralisigr&rganismen,
die ebenfalls kompliziert geformte anorganische Gehauder die hauptséch-
lich aus glasartigem Siliziumdioxid bestehen [109, 110tk jlingerer Zeit wur-
den Details Gber den Siliziumstoffwechsel verkieselndegaDismen entdeckt,
unter anderem bisher unbekannte Enzymklassen [111, 1&d].ein hochspe-
zialisiertes Membrankompartiment, das fur die Schalelioiy verantwortlich
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ist [113,114]. Das Membrankompartiment wird ,silica dejios vesicle* (SDV)
genannt und findet sich in vielen weiteren einzelligen \@s&inden Lebewesen
wieder [115]. Das Verstandnis des Schalenbildungsprezekann als Vorbild
dienen fur die Entwicklung biomimetischer Verfahren zursiellung komplexer
hierarchisch strukturierter Materialien [116].

In der Arbeitsgruppe ,Anorganische Chemie I* an der FakdlitiChemie der
Universitat Bielefeld wurde von B. D. VOLKMER und S. TUGULU ein biomime-
tisches Modellsystem zur Schalenbildung entwickelt. Daxi®isystem besteht
aus einem Oltropfen, der mit Hilfe eines Mikroinjektions®ms in eine wassri-
ge Lésung eingebracht wird. Der Oltropfen enthalt eine mosre@ Metalloxid-
Vorstufe und wird durch zuséatzliche Tenside stabilisiBre Metalloxid-Verstufe
wird in der wassrigen Losung hydrolytisch zersetzt, so dia$san der Ol/Wasser-
Grenzflache eine mineralisierte Schale bildet. Dieses Msydtem zeigt ent-
scheidende charakteristische Ahnlichkeiten mit bioldgés Systemen und ist
daher fiir die ersten Untersuchungen gut geeignet. Zu detichkaiten geho-
ren die GroRe des Oltropfens, der mit einem Durchmesserdveril0 pm bis
d = 100 um vergleichbar ist mit der Grol3e eines einzelligen Organsnies
gibt einen ,Silizium-Metabolismus*, der die monomere Kiksiure aus einer
Speicherform freisetzt und die Schalenbildung findet amremembranartigen
Oberflache statt. Wichtig ist auch die intrinsische Sedlosttnierung des Scha-
lenbildungsprozesses, da der Oltropfen nur eine begréfenge der Metalloxid-
Vorstufe enthalt. Besonders wichtig ist die EigenschaftMesdellsystems, dass
durch den Zusatz von organisch ausgewahlten Additivenrdisene Selbstorga-
nisierungsprozesse induziert werden kénnen, die zu den@j#tomplex geform-
ter Hohlschalen fuhren.

Der Versuchsaufbau bestand aus einem Mikroinjektionssygbestehend
aus einem Eppendorf Mikromanipulator 5171 mit einem Eppendransjec-
tor 5246), durch dessen Glaskapillare mit einem Offnungguuesser vom ~
35 um der Oltropfen in die wassrige Lésung injiziert werden kienDie wassri-
ge Losung befand sich in einer offenen PTFE-Kammer, dereriBodn einem
runden Deckglas (Durchmessks 25 mm) gebildet wurde und so die mikrosko-
pische Beobachtung im Transmissionsmodus erlaubte. Deomitkroskopische
Beobachtung wurde auf einem inversen Mikroskop (OlympusO)Xmit einer
am seitlichen Ausgang angeschlossenen CCD-Kamera (Hita¢i€¢29 3CCD
RGB-Kamera mit 795596 Pixeln) durchgefihrt.

Die grundlegende Reaktion, die zur Morphosynthese stamd@r Schalen
mit sehr groRer Ahnlichkeit zu den Schalen von Radiolaridntfifindet statt,
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wenn ein Chlorcyclohexan-Tropfen, der Arachidinsaure meeiKonzentration
voncy = 42.4 mM enthalt, in eine wassrige Lésung aus stark verdiinntem Cetyl-
trimethylammoniumbromid (CTAB, Konzentratiaiy = 55.6 mM) eingebracht
wird. Dazu wird eine frisch praparierte Ubersattigte Probdie Glaskapillare ge-
fullt und die Kapillare anschlieend im Fokus des Obijeldigesitioniert. Durch
leichten Uberdruck in der Glaskapillare wird der Tropferlia wassrige Losung
hineingedrtckt, bleibt aber an der Spitze der Kapillaregle@in Auf diese Weise
kann der scharf abgebildete Tropfen in einer Zeitserie eit@CD-Kamera be-
obachtet werden. Eine weitere Bewegung des Tropfens wirdieden, um den
Emulsionsvorgang nicht zu storen.

Mit Hilfe der Videomikroskopie konnten die folgenden Sediwvahrend einer
Zeitserie Uber 30 Minuten beobachtet werden, die in deefulgn Abb4.3.1zu
sehen sind.

15 min

T 100 pm 100 pm

Abbildung 4.3.1: Hellfeldbilder einer Zeitserie der spontanen Emulgierung ei-
nes Tropfens Chlorcyclohexan, der Arachidinsaure enthalt, nacroMjkktion
in eine wassrige Losung von CTAB.

Einige Minuten nach der Mikroinjektion des Oltropfens i dvassrige L6-
sung bilden sich in einem ersten Stadium wellenférmige Birhgen auf dem
Tropfen. Im zweiten Stadium wachsen von der Oberflache desfdms fllissig-
keitsgeflllte Stacheln in die wassrige Losung hinein, die é&nge von bis zu
| =90 um und einen typischen Durchmesser wb& 3 um bisd = 15 um errei-
chen.

3Chlorcyclohexan hat eine spezifische Dichte ey = 1.0 g/cn?, so dass ein Tropfenauf-
trieb in der wassrigen Losung verhindert wird.
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Bei der vorliegenden Zusammensetzung des Oltropfens undadsrigen Lo-
sung gibt es eine kritische Groél3e der Stacheln, ab der ined&tadium die Sta-
cheln beginnen sich einzuschniren und sich so eine Koromawhmikroskopi-
schen Oltropfchen bildet. Die Bildung dieser Mikroemulsitsipfchen setzt sich
weiter fort, bis der urspriingliche Tropfen groRtenteilfaiéen ist. Ahnliche dy-
namische Selbstorganisationsprozesse wurden unter deicBeang ,spontane
Emulgierung” schon beschrieben [117-121]. Allerdingsdiraiese Emulgierung
unter den gewahlten experimentellen Bedingungen nur daitiy wenn die Ten-
side in den beiden Komponenten gegensinnige Ladung besiies legt den
Schluss nahe, dass die elektrostatische Wechselwirkursglzen den Tensiden
einen grofRen Anteil an der Triebkraft dieses Vorgangesl#ii{124].

Im dritten Stadium zeigte sich mit der gewahlten Zusammensg zwar die
interessierende sternférmige Morphologie, allerdings diases Stadium nicht
stabil, wenn die typischen Siliziumdioxid-Vorstufen Tetrethoxysilan (TMOS)
oder Tetraethoxysilan (TEOS) verwendet wurden. Durch dievéndung einer
Titandioxid- oder einer Titandioxid/Siliziumdioxid-Vetufe, die eine wesentlich
geringere Hydrolysestabilitat besitzen, lasst sich dagedstadium so stabilisie-
ren, dass sich bei den gegebenen experimentellen BedingRaemtempera-
tur, wassrige Lésung mit pH: 7) eine robuste verkieselte sternformige Mor-
phologie ausbilden kann. Friihere Experimente fanderdaligs stets unter stark
sauren oder basischen Bedingungen statt [125, 126]. Shbieffmdglicht die
Verwendung von Tetrgert-butylorthotitanat (TBOT) die Bildung robuster mine-
ralisierter Schalen in einem Zeitraum von wenigen MinutenSiunden (je nach
den gewahlten experimentellen Bedingungen). Verandedevan Vergleich zum
vorigen Experiment noch die Konzentration der wéssrigen B-LAsung von
cw = 0.0556 mM aufcy = 0.556 mM. Abb.4.3.2zeigt wieder die vier Stadien
bei der Bildung der sternférmigen Morphologie, die auch B¢#taildung genannt
werden kann.

Die drei ersten Stadien gleichen denen der spontanen Eenuitgj ohne
TBOT (vgl. Abb. 4.3.1), vom frisch injizierten Tropfen mit glatter Oberflache,
Uber das zweite Stadium mit welliger Oberflache zum dritteadi@m, in dem
sich die Stacheln ausbilden. In diesem Fall schniren sglstiicheln aber nicht
ab, sondern wachsen weiter und bleiben auch nach 50 Minatem stabil. Die
Stacheln erreichen eine Lange von bislge= 100 um bei einem durchschnittli-
chen Durchmesser valg = 1 um.

Die Stacheln sind in der wassrigen Losung stabil, allerslizgysetzen sie sich
an der Luft relativ schnell. Die rasterelektronenmikrgskchen Aufnahmen in
Abb. 4.3.3an gefriergetrockneten Proben zeigen die mineralisigrehlscha-
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Abbildung 4.3.2: Hellfeldbilder einer Zeitserie der Bildung einer sternférmigen
Morphologie an einem Tropfen Chlorcyclohexan, der ArachidinsGndsTBOT
enthalt, nach Mikroinjektion in eine wassrige Losung von CTAB. Diese Alifn
men wurden im Differential-Interferenzkontrastverfahren gemacht.

len mit einer durchschnittlichen Wandstarke vigp= 1 um, wahrend die Sta-
cheln verschwunden sind. Die Hohlschalen selbst bestalseaiaem mesoporo-
sen Netzwerk von teilweise miteinander vereinigten Titaghdolloiden. Letz-
tere haben einen typischen Durchmesser &ior= 40 nm bisds = 70 nm. Der
Verlust der Stacheln bei der Trocknung deutet auf einengetimgen Mineralan-
teil in den Stacheln hin.

Abbildung 4.3.3: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von sternférmi-
gen Titandioxid/Siliziumdioxid-Schalen aus einem Mengenansatz. Links: typi-
sche Morphologie einer luftgetrockneten Probe robuster mineralisiartedéh.
Rechts: Bruchstellen in der Probe lassen mineralisierte rohrenférmigeeBtac
erkennen.
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Die typische Grol3e der Stacheln lasst sich aus diesen Aufeiatzu einem
Durchmesser von etwdy = 400 nm bisds = 600 nm bestimmen, bei einer Wand-
starke von etwavs = 60 nm. Eine energiedispersive Rontgenfluoreszenzanalyse
(EDX) bestatigte, dass sowohl in den Hohlschalen als audemnStacheln Titan
und Silizium vorliegen.

Die Bildung der sternférmigen Stacheln aus der Hohlschatauseist aller-
dings stark konzentrationsabhangig. Systematischet\@arider Tensid- und \Vor-
stufenkonzentrationen ergaben, dass einheitliche stenige Partikel bei einer
TBOT-Startkonzentration von 4 Gewichts-% entstehen. BareliBOT-Konzen-
tration von 3 Gew.-% kommt es — wenn auch verlangsamt — wiederBil-
dung der Mikroemulsionstropfen, wahrend bei einer TBOT-*@ntration von
5 Gew.-% sich massiv mineralisierte Schalen ohne radidietitmgen oder Sta-
cheln um den Oltropfen herum bilden.

Interessant ist die Frage, wie die Stacheln zusammengessedz d. h. ob die
sich bildenden Stacheln mit der Metalloxid-Vorstufe aumd@ltropfen gefillt
sind, um daraus Ruckschlisse auf den Bildungsprozess ddreBtaziehen zu
konnen. Die Fahigkeit eines TPLSM, optische Schnitte andhmen, erlaubt es
in die Stacheln hineinzuschauen.

Fir die Fluoreszenzmikroskopie wurde die Olphase mit damrészenzfarb-
stoff Coumarin 153 in einer Konzentration vogys3= 3.23 mM (1 mg/mL) ange-
farbt. Mit der so angefarbten Chlorcyclohexan-Losung lieR die zeitliche und
raumliche Entwicklung der Olphasen-Verteilung im Troptem den Stacheln in
Echtzeit verfolgen. Da die beiden flissigen Phasen sich ma@imischen und der
Coumarin-Farbstoff hydrophob ist, stellt die Fluoreszetensitat ein Maf3 fir
die Coumarin-Konzentration dar und zeigt direkt die Veueg der Olphase in
der wassrigen Losung an.

Der Aufbau zur Fluoreszenzmikroskopie in diesem Experimesispricht
dem Aufbau des Multistrahl-TPLSM aus Kap2, also dem Multistrahl-TPLSM,
bei dem die Strahlen in der&-Matrix angeordnet sind und die Komponenten
des TriM-Scopes bis auf die Spiegelrastereinheit in Eigaskuktion entstan-
den. Als Laser wurde der Cohoerent Vitesse benutzt. Die Awgsjeistung betrug
Riitesse= 800 mW, wovon aufgrund der Transmissionsverluste in dersdpn
Komponenten und eines Abschwachers nagh,.= 30 mW in die Probe gelang-
ten. Als Detektor wurde eine PCO SensiCam CCD-Kamera (228024 Pixel,
12 Bit Graustufen) verwendet, wobei allerdings nur ein iegsrerender Bereich
von 734 x 575 Pixeln ausgelesen wurde. Somit rasterten die Laselestraine
Flache in der Probe von 4¥m x 44 um ab.
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S0 um

Abbildung 4.3.4: Repréasentative Fluoreszenz- und Hellfeldbilder der Randbe-
reiche der Oltropfen mit den ausgebildeten Stacheln aus dem vorsaiéenfr
System und dem System mit Titandioxid-Vorstufe. Links sind die Fluoreszen
bilder zu sehen, rechts die Hellfeldbilder. Oben sind die Oltropfen abgebil-
det, die zum vorstufenfreien System gehoren. Zu erkennen ist, dzses Sta-
cheln nur wenig ausgebildet sind. Unten sind die Oltropfen des Systemsmit de
Titandioxid-Vorstufe abgebildet. Diese Stacheln sind zahlreicher untictear
ausgepragt, weil sie durch die Titandioxid-Vorstufe stabilisiert werawhdeut-

lich weniger zur Emulgierung neigen.

Abb. 4.3.4zeigt repréasentative Fluoreszenz- und Hellfeldbilder Rendbe-
reiche von Oltropfen wahrend der Ausbildung der Stacheln.

Die Bilder der oberen Reihe zeigen Oltropfen, die keine Mexadl-\orstufe
enthalten, die Oltropfen der Bilder der unteren Reihe erghalagegen die Titan-
dioxid-Vorstufe zur Stabilisierung. Zu erkennen ist, dias$iauptteil des Oltrop-
fens und in den Stacheln die Fluoreszenzintensitat selohfemig ist, was auf
eine gleichmafige Verteilung des Losungsmittels Chloteykan schliel3en lasst.
Es besteht also ein kontinuierlicher Ubergang zwischen @émopfen und den
Stacheln. Die Stacheln wachsen demnach aus der Oberflasiitdepfens her-
aus und erhalten dabei einen kontinuierlichen Nachschubld&lloxid-Vorstufe
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aus dem Oltropfen, weil sie ja an der Basis eine direkte Veng mit dem
Hauptteil des Oltropfens besitzen. Diese Eigenschaft dasiruierlichen Uber-
ganges zwischen Oltropfen und Stacheln ist in beiden Systethh. dem System
ohne und dem System mit der Metalloxid-Vorstufe, zu beotsach

Diese Experimente fihren zu dem Schluss, dass die Bildungtéheln
Im vorstufenfreien und vorstufenhaltigen System durchliéhe Selbstorgani-
sationsprozesse vermittelt wird, was auch eine tensidtite Krimmung der
Grenzflache zwischen den nichtmischbaren Flussigkeitestkiiel3t. Es lasst sich
auch ausschliel3en, dass komplexe Tensidaggregate, z. Blamallare Stab-
chenstrukturen, die u.a. aus hydratisierten Lecithiredtbn entstehen [127], an
der Bildung der Stacheln beteiligt sind.

Fur die am Anfang des Kapitels beschriebene Fragestellungiung der
komplexen Hohlschalen von Kieselalgen ist das vorliegdexjgeriment nur ein
Ansatz, der einige Aspekte des natirlichen Biomineralisigsprozesses imitiert
und so nur einen entfernten Bezug zu den Organismen hat, diaufie der Evo-
lution vielfaltige, hochspezialisierte makromolekuldemponenten entwickeln
konnten. In dem Sinne eines engeren biologischen Bezugassliéb das vorlie-
gende Modellsystem noch verbessern, sobald neue Kemmntibes den Verkiese-
lungsprozess und die beteiligten zellularen Komponengsvognen wurden.

Der Beitrag der Multistrahl-TPLSM lasst sich auch noch vesaen, denn
wahrend der Messungen zeigte sich, dass selbst die st&tdeheln der Olphase
mit der Metalloxid-Vorstufe ab einer grof3eren Lange abteac vermutlich unter
der Krafteinwirkung der sich bewegenden Foki. Die Verwerglainer empfindli-
cheren Kamera, z. B. der im aktuellen Aufbau verwendeten At EMCCD-
Kamera, erlaubt es, die Leistung pro Strahl zu reduzierehdemnoch ein aus-
reichend hohes Signal zu detektieren, so dass aufgruneédezierten Leistung
die Kraftwirkung verringert wird und der Rasterungsvorgaveniger oder idea-
lerweise keine zerstorende Wirkung auf die Stacheln hat.
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4.4 Lokalisierung struktureller und regulatorischer
Komponenten von COP1-umhduliten Vesikeln
in lebenden Wurzelzellen

Die Untersuchung des Golgi-Apparates in Pflanzenzellggegenstand aktueller
Forschung, da die genaue Funktionsweise und die Interaktibanderen Zell-
kompartimenten noch nicht vollstandig bekannt ist und @aktkenntnisse tber
den Golgi-Apparat von Saugetierzellen nicht ohne WeitagsPflanzenzellen
Ubertragen werden kénnen.

Der Golgi-Apparat (GA) ist eine zentrale Organelle des 8einspfades einer
Zelle. Der GA besteht aus mehreren durch Membranen begrehiihlrdumen,
die Ubereinander gestapelt sind und Zisternen genanneweler GA besitzt ei-
ne eindeutige Polaritat, d. h. die Zisternen unterschesddmin ihrer Struktur und
Funktion je nach ihrer Lage. Die beiden Pole des Golgi-Apfeerbezeichnet man
als cis und trans Seite. Die cis-Seite ist die konvexe Séi¢emeistens zum En-
doplasmatischen Retikulum (ER) und zum Zellkern gewandD&.trans-Seite
ist die konkave Seite, die zur Plasmamembran zeigt. Im GAlareProteine ge-
faltet und post-translational modifiziert. Glykoproteemnalten hier inre Zucker-
reste. Neben der Proteinmodiikation werden aber auch &atysride und Lipide
im GA gebildet. Dazu gehoren ein grol3er Teil der Zellwandy®accharidketten,
Proteoglycane, Membranlipide oder auch Glycolipide, didnneren der Zister-
nen synthetisiert werden.

Der GA steht mit dem Endoplasmatischen Retikulum in Verbimgjundem
vom ER Versikel, die die sekretorischen Proteine zur Wegterbeitung enthal-
ten, abgeschnurt und anschlielBend vom GA aufgenommen werdeler Re-
gel nimmt die cis-Seite Substanzen in den Golgi-Apparatuaf auf der trans-
Seite verlassen sie ihn. Die folgende ABbl.1skizziert den Aufbau des Golgi-
Apparates und seine Beziehung zum ER.

Die Golgi-Apparate von Saugetieren und Pflanzen unterdehesich derart,
dass in tierischen Zellen der GA aus mehreren ZisternepeS8tédesteht, die sich
dicht beieinander in der Nahe des Zellkerns und des ER beijma@flanzlichen
Zellen dagegen besteht der GA aus mehreren Zisternenk$tdpeim gesamten
Cytoplasma verteilt liegen, und die so einen dispersen Ggbgiarat ergeben.

In vivo-Untersuchungen mit fluoreszenzmarkierten ProteinendeieGolgi-
Apparat adressieren, zeigten, dass die freibeweglichenirGRflanzenzellen
Membran-Material und Proteine mit anderen Zellkompartitae austauschen
[128-136]. Beim Vesikeltransport verschmilzt bzw. entstké Vesikel-Hille aus
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Abbildung 4.4.1: Skizze des Golgi-Apprates, des Endoplasmatischen Retiku-
lums (ER) und der zwischen ihnen ausgetauschten Transportvesil&l Gl
COP2. TGN bezeichnet das Trans-Golgi-Netzwerk.

ER

der GA- bzw. ER-Membran. Ein weithin akzeptiertes Modelldggsdass die In-
tegritdt des GA abhéngig ist von einem koordinierten Fluss Vesikeln zum
GA hin bzw. vom GA weg. Bei der anterograden (Vorwarts-) Bewegpwerden
COPZ umbhiilite Vesikel verwendet, bei der retrograden (RickwjiBswegung
werden die Vesikel mit einer Hulle aus COP1 gebildet.

Untersuchungen an Saugetierzellen ergaben [137-13%,dlaCOP1-um-
hillten Vesikel einen Durchmesser von 75 nm und ein Gewiohtca. 650 kDa
bis 700 kDa haben und dass die Hulle dieser Vesikel aus sidrschiedenen
Proteinen bestehtr-COP, 3-COP, 3’-COP, y-COP, 5-COP,e-COP und{-COP.
Diese liegen als Vorstufen-Komplexe im Cytosol verteilt void werden an der
GA-Membran durch Aktivierung durch die GTPase Arfl rekeiti

Der anterograde und retrograde Transport findet gleidgzstiatt und muss
gut koordiniert sein, um in einem Gleichgewicht zwischen eiden Transpor-
trichtungen den individuellen Charakter der Golgi-Stapegéehalten. Werden die
Transporte unterbunden, so wird das Gleichgewicht gestiiftdie Struktur der
Golgi-Stapel bricht zusammen. Zum Beispiel stabilisieg Bézgift Brefeldin A
die inaktive Form des regulatorischen Proteins Arfl. Dikr8&on wird so ver-
hindert und die Struktur des GA bricht zusammen.

Diese Erkenntnisse lassen sich auch auf Pflanzenzelleriradpem, denn
Pflanzen kodieren auch den fundamentalen Satz an Genen,edi€cCOP2-
Mechanismus realisieren. So findet sich in Pflanzen die GIBaslp, die die

“nach der englischen Bezeichnung: COP atomer potein
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Vesikelbildung am ER reguliert. Bei Expression der nichtkionalen Mutante
des Sarlp wird die Vesikelbildung geblockt und im ER sammsgln die zu trans-
portierenden Molekile an, was mit Hilfe einer GFP-Markregugezeigt werden
konnte [136, 140, 141]. In mehreren Pflanzen wurden auch Hugedir die GT-
Pase Arfl gefunden, die auf die Existenz von COP1-umhullesikéIn hindeu-
ten [142—-144]. In einem weiteren Versuch [145] konnten 24lcbe Pflanzen-
Homologe gefunden werden, die am Membrantransport zwisé&te und GA
beteiligt sind. Durch diese Methode wurden einige cDNA+&awen inArabi-
dopsis thalianaOryza sativaBrassica rapaund Rhizinus communigefunden,
die Homologe fur COP1-Coatomer-Untereinheiten kodierem.ddi Veroéffentli-
chung der Genome voA. thalianaund O. sativaliel3en sich auch die Sequenzen
finden, die einen kompletten Satz der sieben mdglichen iArbketereinheiten
kodieren, die den pflanzlichen COP1-Coatomer-Komplex bilden

Weitere Hinweise auf einen COP1-abhangigen Transport imzithen GA
zeigten sich bei der Anwendung des Pilzgiftes Brefeldin A (B&Af Pflanzenzel-
len. Die Ergebnisse eines VerschmelzZetiss GA mit dem ER oder die Bildung
eines BFA-Komplexes, der aus einer Fusion des BFA mit der#stsrne be-
steht, deuten auf die Blockierung eines Arfl-abhangigengpart hin [146,147].
Mehrere Publikationen beschrieben auch eine Kreuzreaktia Antikérpern ge-
gen COP1-Komponenten von Saugetieren mit den Proteinechiedener Pflan-
zenspezies [146, 148-150].

Auch wenn diese Ergebnisse auf molekularer Ebene einen igsameen
grundlegenden Mechanismus fur den Vesikeltransport viesmlassen und die
Integritat des GA deshalb von einem koordinerten Membrasfébhangig ist, so
ist das Wissen Uber den durch die COP-umbhtillten Versikel weiten Mem-
branfluss in Pflanzen noch sehr unvollstandig. So deutechiedene Tatsachen
auf fundamentale Unterschiede in Funktion und Regulatic @@®P-Vesikel-
Transportes zwischen Pflanzen und Saugetieren hin. In Bfiaelien befindet
sich der bewegliche GA immer in der Nahe des ER und es exigasrfir Pflan-
zenzellen typische ER/Golgi-Zwischenkompartiment (ERGI@habekannt als
Vesikel-Tuboli-Cluster, VTC). Diese Unterschiede erfordeme experimentelle
Untersuchung des pflanzlichen Membranflusses.

Fur Saugetierzellen, u.a. CHO-Zellen, wurde die Lokalisigrdere-COP-
und {-COP-Proteine analysiert. Fur Pflanzenzellen existieresediokalisierun-

SKommentar: Das ,Verschmelzen von ER und GA* ist nicht wickligeklart. Golgi-Zisternen
und Trans-Golgi-Netzwerk kénnen offenbar ,verschmelzénich kann sich das ER durch ange-
sammelte Proteine vergrof3ern; eine komplette Verschmeliat aber fraglich.
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gen der Coatomer-Proteine noch nicht und werden mit dem leiscHriebenen
Experiment zum ersten Mal mit Hilfe von GFP-Fusionspraeidemonstriert.

Fur die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen wueddatiellpflan-
ze Medicago truncatulacv. Jemalong gewahlt, weil sie eine Symbiose mit dem
Stickstoff-fixierenden Bodenbakteriu®inorhizobium melilotund Mykorrhiza-
Pilzen eingeht und wéahrend der Formierung der Symbiose egtiédg des Vesi-
keltransportes festzustellen ist.

Im Rahmen der biologischen Préparation der Proben hateiisbwaus der
Arbeitsgruppe ,Molekulare Phytopathologie” des Lehrsuiir Genetik in der
Fakultat fur Biologie der Universitat Bielefeld in einem erstArbeitsschritt die
EST-Datenbank fuM. truncatulanach Homologen fir die Bildung von COP1-
Vesikeln durchsucht. Wie im Folgenden noch genauer beswdmi wird, konnten
ausgewahlte Sequenzen, die die moglichen Coatomer-Umiteean und die re-
gulatorische GTPase Arfl kodieren, aus déntruncatulacDNA-Bibliotheken
isoliert und als GFP-Fusionsproteine expremiert werdeas®und die tbrigen
biologischen Arbeiten dieses Experimentes wurden edsnfah H. DENSOw
durchgefuhrt.

Die in vivo-Lokalisierung der GFP-Fusionsproteine wurde mit Hilfe kien-
fokalen und der Zwei-Photonen-Laser-Raster-Mikroskoptersucht. Die konfo-
kale Mikroskopie wurde an einem Leica DMRE (SDK)-Mikroskagchgefuhrt,
das mit einer TCA-SP2 Konfokalen Raster-Einheit ausgestatte Die Fluores-
zenz wurde mit dem Leica 63x HCX PIAPO OlimmersionsobjeKktiv. = 1.32)
aufgenommen. Das GFP ist mit einer Wellenlange wap = 488 nm ange-
regt und im Bereichem = 500 nm bisAen = 600 nm detektiert worden. Bei
den im Folgenden noch beschriebenen Versuchen, die distbgbMitoTra-
cker Orange oder FM4-64 verwenden, wurde zusatzlich dieegumgswellen-
langeAex = 543 nm eingestrahlt. Bei diesen Doppelfarbungen wurde die-GF
Emission im Bereicem = 500 nm bisAem = 540 nm, die Farbstofffluores-
zenz im Bereich vomen = 580 nm bisAem, = 670 nm registriert. Die Zwel-
Photonen-Laser-Raster-Mikroskopie wurde mit dem im Kapeschriebenen
Aufbau durchgeftihrt, wobei das Olympus 40x LUMPIlanFL/IRS8&immersi-
onsobjektiv N.A. = 0.80) benutzt wurde. Im Detektionsstrahlengang befand sich
der schmalbandige GFP-Emissionsfilter HQ520/40M, und daB @urde mit
Aex. TPLSM = 860 nm angeregt. Die Bildaufnahme erfolgte mit einer Bildxae
Vserie= 1 Hz bei einer Belichtungszeit vag, z = 0.5 s. Um die Auflésung der
Bilder zu erhdhen, sind die Bilder mit der Dekonvolutionsiaie Huygens Es-
sential (Scientific Volume Imaging b.v., Niederlande) liegtiet worden, wobei
vier Iterationen mit einem Hintergrund im Bereich 20 bis 1#@estellt wurden.
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Die Suche in der EST-Datenbank identifizierte mogliche Hoge fir die
sieben Coatomer-Proteine, die an der Vesikelbildung ligtsihd, und es konn-
ten Gensequenzen fir zwei Isoformen §e€OP-Untereinheit sowie die kleine
regulatorische GTPase MtArfl aus den cDNA-BibliothekenMigédicago trunca-
tulaisoliert werden. Zudem konnten dominant aktive Mutatio@@A1L) der GT-
Pase und dominant inaktive Mutanten (T31N) hergestellderr(Bezeichnung
MtArf1-Q71L bzw. MtArf1-T31N). Fir die fluoreszenzmikrosgischen Unter-
suchungen wurden schlief3lich von den Kollegen aus der Edkiiir Biologie
die mGFP6-Fusionen MtArfl::GFP, MftCOP1::GFP und Mt-COP2::GFP in
M. truncatulaexpremiert, wobei anstelle des originalen eGFP das maelifiezi
GFP mGFP6 Verwendung fand [151-157].

Wie die folgenden Abschnitten noch ausfihrlicher bestlemi zeigten die
GFP-Fusionsproteine eine Lokalisierung in kleinen Struéat in den Zellen. Die-
se kleinen Strukturen wandern in einer Actin-abhangigersgVentlang des ER-
Netzwerkes und reagieren auf die Behandlung mit dem InmiBitefeldin A.

Die GFP-Fusionsproteine sind im ,hairy root* -Verfahrerzeargt worden
[158]. Der Erfolg der Fusion zeigte sich in der GFP-Kongolbei der die GFP-
Fluoreszenz nicht an spezifischen Strukturen beobachtelewdconnte, sondern
die Fluoreszenz verteilte sich gleichméfiig im Cytoplasmia,iwder folgenden
Abb. 4.4.2A zu sehen ist.

In Abb. 4.4.2A ist erkennbar, dass das Cytoplasma der ausgewachsenen Wur-
zelzellen als diinnes Band zwischen der zentralen Vakuoldemdellwand sicht-
bar wird. Die Vakuole nimmt wie bei den meisten Pflanzenretden grof3ten
Raum ein, hier bis zu 95 %. Weder in der Vakuole noch in der Zailivist ei-
ne GFP-Fluoreszenz detektierbar, wie im eingesetztebilteder Abb.4.4.2zu
sehen ist. Die Kontrolle zeigt also fir das GFP keine spehiéd okalisierung
innerhalb deM. truncatulaWurzelzellen.

Bei den Wurzelzellen, die mit den GFP-Fusionsproteinen KitAGFP, Mt -
COP1::GFP und Mi-COP2::GFP transformiert waren, zeigte sich auch diese
GFP-Fluoreszenz, aber zusatzlich traten noch zahlreielle Runkte auf. Die
Punkte hatten einen Durchmesser von etiva 1 um und schienen zufallig im
Cytoplasma verteilt zu sein. Diese Art der Lokalisierung mtenfir alle Fusi-
onsproteine beobachtet werden, wie in ABB1.2B (fir MtArf1::GFP), C (fur
Mt{-COP1::GFP) und D (fur Mi-COP2::GFP) zu sehen ist.

Es konnte aber eine starke Variation der Anzahl der fluoeesaden Struk-
turen beobachtet werden. Diese Variation hangt von derlisi&aung der Zellen
innerhalb der Wurzel ab. So zeigt Abb4.2E Zellen von der Wurzelspitze, die
klein und plasmareich sind und bei denen fast das gesamt@l@gina mit den
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Abbildung 4.4.2: TPLSM-Bilder derin vivo-Lokalisierung von Komponenten
der COPI-umhillten Vesikel iMedicago truncatulaWurzelzellen. Die Wurzel-
zellen waren mit MtArf1::GFP, Mi-COP1::GFP bzw. Mi-COP2::GFP trans-
formiert. A: Die GFP-Kontrolle zeigte keine spezifische Lokalisierung deo+lu
reszenzverteilung im Cytoplasma. Ausschnittbild: keine Fluoreszenz idedler
wand (offener Pfeil) und in der Vakuole (geschlossener Pfeil). Balisierung
von MtArfl::GFP auf kleinen Strukturen, die durch das Cytoplasma stroé@ren.
gleiche Beobachtung wie B fur MtCOP1::GFP. D: gleiche Beobachtung wie B
fur Mt{-COP2::GFP. E, F: kontinuierliche Abnahme der Anzahl fluoreszieren-
der Strukturen von der Wurzelspitze (E), Gber einen Bereich ca. lirter fder
Spitze (F) bis zu den Bereichen reifer Wurzelzellen (B,C,D).
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fluoreszierenden Strukturen gefillt ist. Abbh4.2F dagegen zeigt schon éltere
Teile der Wurzel, die ungefdhr 1 cm von der Wurzelspitzeegntfsind. In die-
sen Zellen, die in die Lange zu wachsen beginnen, ist die Wrikzereszierender
Strukturen kleiner als an der Wurzelspitze, aber noch hélisen den ausgereiften
und langgestreckten Zellen, die noch alter und noch wedarder Wurzelspitze
entfernt sind (Abb4.4.2B, C und D).

Die Beobachtung der gleichartigen Lokalisierung der dresefeiedenen GFP-
fusionierten Proteine MtArfl::GFP, MtCOP1::GFP und Mt-COP2::GFP in
den Zellen ist schon fir sich eine wertvolle Erkenntnis rate Untersuchungen
erlaubten auch die Messung von Veranderungen im zeitlideglauf. Und die-
ser zeitliche Verlauf zeigte, dass die fluoreszierendeuk&tren aller drei GFP-
Fusionsproteine sich auf eine typische Weise im Cytoplaseveefgten. Dabei
gibt es Phasen, in denen sich die Strukturen bewegen, votbdn von Phasen,
in denen die Strukturen an einer Position verharren. DigsiiBren zittern dann
allerdings noch aufgrund derR®wnNschen Molekularbewegung. Wie die aufge-
nommenen Zeitreihen zeigen, stoppen die fluoresziererideki@en an definier-
ten Positionen, wobei sich auch mehrere Strukturen an Biogition ansammeln
und zu einer erhdhten Fluoreszenz fihren konnen. Trotzadralten die Struk-
turen ihren individuellen Charakter und wandern nach derp §edegentlich in
unterschiedlichen Richtungen auseinander, wie in Abb3zu sehen ist.

Abbildung 4.4.3: Zeitserie dreier fluoreszierender Strukturen (sehr wahrschein-
lich Golgi-Stapel) in einem Ausschnitt einer mit JHCOP2::GFP transformier-
tenMedicago truncatulaWurzelzelle. Nach einem Stop an einer definierten Po-
sition stromen die drei Strukturen in verschiedene Richtungen, was dig-Ind
dualitat der Strukturen demonstriert.
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Eine quantitative Auswertung ergab, dass verschiedenefim@rende Struk-
turen zu einem Beobachtungszeitpunkt mit unterschiedii€beschwindigkeiten
durch das Cytoplasma stromen. Die maximale Stromungsgéasdigkeit betrug
dabeivnhax = 2.3 um/s. Die Auswertung zeigte weiterhin, dass in Intervallen v
20 s ein Verhaltnis von 40 % stromenden zu 60 % nicht strome&deikturen
fur alle drei GFP-Fusionskonstrukte besteht. Dieses Vigrisdleibt wahrend der
ersten 60 s erhalten, nach 80 s steigt der Anteil der nicbtr&inden Strukturen
auf 71.7 % an, nach 100 s betragt dieser Anteil 74.5 %. Dasupetleass immer
mehr Strukturen immobil werden. Ursache fur die AbnahmeBasveglichkeit ist
die kontinuierliche Bestrahlung der Zellen mit dem Laser,di¢ den in den vori-
gen Kapiteln genannten mikroskopietypischen Parametdrieben wurde. Diese
andauernde Anregung fuhrt nicht nur zu einem AusbleicheG&®-Fluoreszenz,
sondern auch zu einer Probenschéadigung, die sich in Fornediezierten Beweg-
lichkeit ausdruckt. Um die Auswirkung dieser Strahlensigrmdauf die Ergebnisse
zu vermeiden, dauerten die meisten Messurigggung= 120 s und die Bilder
wurden intserie= 1 S Intervallen aufgenommen.

FUr eine genauere Untersuchung des Bewegungsverhaltefisateszieren-
den Strukturen wurden in den Zeitreihenaufnahmen die &trek analysiert, die
sich moglichst lange in der Rasterebene aufhielten undeeBeyegung zeigten.
Abb. 4.4.4 zeigt funf verschiedene Quantifizierungen, deren Beweguogter
ausgewertet wurden und in der folgenden Tabékelaufgelistet sind.

Die Daten der funf Quantifizierungen aus Tah4.1l verdeutlichen das
irregulére Stromungsverhalten der fluoreszierenden ttreik, das sich durch
einen Wechsel von Stromungsphasen und Stopps an einzebsgofen mit
unterschiedlichen Zeitdauern auszeichnet. Dabei vadier Zeitdauer der ein-
zelnen Phasen in sehr grol3en Bereichen: die Stromungsplhasem eine
Dauer von 2 s bis 53 s, die Stopps dauerten von 2 s bis 127 qrEcitend dieser
Variationen zeigt auch die Geschwindigkeit der Strukturenlen Bewegungs-
phasen eine grol3e Variation. Die maximale gemessene Gesbgkeit betrug
Vmax = 2.3 um/s.

Zusammengenommen zeigen die aufgenommenen Zeitreilenkhihd die
Quantifizierungen, dass es sich bei den sich bewegendekiiBen um Golgi-
Stapel handelt, da die fluoreszierenden GFP-Fusionspeotgrade die Golgi-
Stapel als Ziel adressieren.

Unterstitzt wird diese Aussage insbesondere fir das inenliddes-
sungen als Kontrolle verwendete MtArfl durch die Untersungen von
M.H. LEEetal.[159] und M. TAKEUCHI et al.[160], die inArabidopsis thaliana
gezeigt haben, dass fluoreszenzmarkiertes Arfl ebenfakieinen punktférmi-
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Quantifizierung 1 Quantifizierung 2 Quantifizierung 3

Quantifizierung 4 Quantifizierung 5

Abbildung 4.4.4: Bewegungsmuster individueller fluoreszierender Strukturen
im Cytoplasma deM. truncatulaWurzelzellen. Zuriickgelegte Entfernungen
und Zeitdauern wurden fir die verschiedenen Strukturen quantifidiast Stro-
mungsverhalten der einzelnen Strukturen zeigte aber kein definiertésrMus

gen Strukturen inArabidopsisProtoplasten lokalisiert ist. Desweiteren haben
auch A. NEBENFUHRet al.[131] und P. BOEVINK et al.[128] in ihrenin vivo-
Untersuchungen gezeigt, dass an den Golgi-Stapeln adgési€&sFP-markierte
Zuckertransferasen als kleine sich bewegende StrukturelCytoplasma der
transformierten Zellen (Tabak-BY2-Suspensionszellen. lBtattzellen vonNi-

cotiana cleveland)i zu beobachten sind und ein typisches Bewegungsmuster

zeigen. Wiederum gibt es Phasen mit aktiver Stromung, die Rausen un-
terbrochen werden, und wiederum bewegten sich die verdshé@ GAs mit
unterschiedlichen Geschwindigkeiten und einzelne GAehnatinterschiedliche
Geschwindigkeiten wahrend ihrer Bewegungsphasen.devB\K et al. [128]
konnte auch eine maximale Geschwindigkeit vgpax = 2.2 um/s, ahnlich
wie der hier bestimmte Wert, finden. Auch die Abnahme der Ahzer fluo-
reszierenden Strukturen in den alteren Bereichen der Wulzedet auf eine
Lokalisierung an den Golgi-Stapeln hin, denn generell véeét sich die Anzahl
der Golgi-Stapel pro Zelle in Abhangigkeit von den physidehen Bedingun-
gen [161], was sich auch in der Abnahme der Anzahl der Gdigpé in reifen
Zellen wiederspiegelt. In Wurzelspitzenzellen steigtArzahl der Golgi-Stapel
am Beginn der Sekretionsphase auf 300 bis 600 GAs an [162],dwakohe
metabolische Aktivitat ausdrickt, wenn z. B. Maiswurzd&elrol3e Mengen an
Mukopolysacchariden produzieren.



Tabelle 4.4.1:Quantifizierungen der Bewegungsmuster der finf ausgewahlten
fluoreszierenden Strukturen aus Adbt.4

Zeitdauer|g| 24 4 19 2 9 11 6 4
Quantifizierung 1  Entfernunigum] 28 1.8 Stop 1.3 Stop 7.5 Stop 1
Geschwindigkeifum/d 1.16 045 — 065 — 068 — 0.25
Zeitdauers| 9 4 9
Quantifizierung 2 Entfernunigum] 6 Stop 8
Geschwindigkeifum/g 0.67 —  0.89
Zeitdauers| 9 65 7 7 9
Quantifizierung 3  Entfernunigum] 75 Stop 14 Stop 2.3
Geschwindigkeifum/g 0.83 — 0.2 — 0.26
Zeitdauer|g| 14 18 2 2 2 96 4 16 15 23 12
Quantifizierung 4  Entfernunigum] 6.3 Stop 0.7 Stop 2 Stop 3 Stop 55 Stop 6.7
Geschwindigkeifum/g 045 — 035 — 1.0 — 075 — 039 — 056
Zeitdauers| 31 16 53 127
Quantifizierung 5 Entfernunigum] 19 Stop 51.1 Stop
Geschwindigkeifum/gd 061 — 096 —

8€T

WS1d1l 43d NIONNANIMNY v 13LIdVY
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Um die Lokalisierung der drei Konstrukte MtArfl::GFP, MICOP1:.GFP
und Mt(-COP2::GFP weiter zu untersuchen, wurden verschiedenéilotgn
und Farbstoffe angewendet.

Auch die Mitochondrien zeigen ein aktives StromungsveemalNach der An-
farbung der Mitochondrien in den transformierten Zellem dem Farbstoff Mit-
otracker fand sich keine Kolokalisation der GFP-fluoresziden Strukturen und
der Mitochondrien, wie in Abb4.4.5zu sehen ist.

i 40.00 pm

Abbildung 4.4.5: CLSM-Fluoreszenzaufnahmen der Doppelfarbung mit Mito-
tracker von MtArfl::GFP-transformierteM. truncatulaWurzelzellen, um die
Mitochondrien sichtbar zu machen. A: Mitochondrien sind in groRer Anzahl
vorhanden und zeigen intensive Stromungsaktivitat. B: Die mit MtArf1::GFP-
markierten fluoreszierenden Strukturen sind deutlich von den mit Mitotracke
gefarbten Mitochondrien unterscheidbar.

Der Membran-spezifische Farbstoff FM4-64 farbt in einentabdiangigen
Verhalten die Endomembranen in der Zelle an. Nach der Aufreaties Farb-
stoffes in die Zelle wird zuerst die Plasmamembran anggfddnach konzen-
triert sich der Farbstoff in moglichen endozytischen imtediaren Strukturen und
schlie3lich wird der Farbstoff zu pravakuolaren Kompaetmen, der Vakuole
und dem Golgi-Apparat transportiert. Die Farbstoffaumaterfolgt letztendlich
durch eine Art Vesikeltranport, denn von der Plasmamemim@nden angeféarb-
te Teile als Vesikel abgeschnuirt und ins Zellinnere zu ar&telkompartimenten
transportiert. Durch einen anhaltenden Transport gelamggroé3er werdender
Teil des Farbstoffes zu den ersten Zielkompartimenten.dfesen aus erfolgen
Vesikeltransporte zu weiteren Kompartimenten, wobetit jdtz schon angefarb-
ten Membranteile fur die Vesikel verwendet werden. Dur@sdn ,stufenweisen”
Transport gelangt der Membranfarbstoff zu immer weiternmelren der Zelle lie-
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genden Membranen. Das ER und die Hulle des Zellkernes welagegen vom
FM4-64-Farbstoff nicht angefarbt. Aus diesem Farbevéehadrklart sich die Be-
obachtung, dass erst nach einer langzeitigen siebenggmbutikubation des FM4-
64-Farbstoffes eine Kolokalisierung mit den GFP-markiei$trukturen zu sehen
ist, wahrend bei einer nur kurzzeitigen 15-minttigen Irktidn keine Kolokali-
sierung zu beobachten ist. Abh4.6zeigt Aufnahmen der kurzzeitigen und der
langzeitigen Inkubation.

40.00 pm

Abbildung 4.4.6: CLSM-Fluoreszenzaufnahmen der Doppelfarbung mit
FM4-64 von MtArfl::GFP-transformierteM. truncatulaWurzelzellen, um die
Endomembranen sichtbar zu machen, bei einer kurzzeitigen und eineeilang
tigen Inkubation. A: Kurzzeitige Inkubation Gber 15 min. mit FM4-64 fuhut z
einer intensiven Farbung der Plasmamembran, aber die GFP-markiet&n Str
turen werden nicht mit angefarbt. B: Langzeitige Inkubation Gber 7 Stut f
zu einer Doppelfarbung der GFP-markierten Strukturen mit dem Mendnanf
stoff FM4-64, d. h. es kommt zu einer Kolokalisierung des FM4-64 anGieR-
markierten Strukturen.

Zu diesen ersten beiden Ergebnissen der Lokalisierung BErRusionspro-
teine an den Golgi-Stapeln und der Analyse des Bewegungsreugtimmt als
drittes Ergebnis, dass die Bewegung def MNROP-markierten Strukturen entlang
der ER-Tuboli Actin-abhangig ist, was sich durch Untersungfan mit Inhibito-
ren bestatigen lief3. Zudem lieferten die Inhibitor-Untetsungen eine weitere
Unterstltzung fur die These, dass die Fusionskonstrukie @@P1::GFP und
Mt{-COP2::GFP an den Golgi-Stapeln lokalisiert sind, wie ingealden bei der
Beschreibung der Untersuchungen mit dem Inhibitor Brefedddeutlich wird.

Es ist bekannt, dass die Bewegung des Golgi-Apparates vom-Aithment-
system und nicht vom Mikrotuboli-System der Zelle abhangitersuchungen
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von A. NEBENFUHR et al. [131] und P. BOEVINK et al. [128] beschrieben ei-
ne Unterbrechung der Golgi-Stromung nach einer Behandluibhglem Actin-
Cytoskelett zerstorenden Substanzen Cytochalasin D undricitiin A.

In den hier durchgefihrten Messungen fihrte die InkubatminLatruncu-
lin B (2 uwg/ml fur 7 Std.) zu einer kompletten Unterbrechung der Stndgn
(vgl. Abb. 4.4.7 A). Die Stromung setzt aber zumindest mit reduzierter In-
tensitat wieder ein, wenn das Latrunculin B Uber Nacht anagehen wird
(vgl. Abb.4.4.7B).

Abbildung 4.4.7: Wirkung von Latrunculin B als Inhibitor auf Mt
COP1::GFP-transformiert®l. truncatulaWurzelzellen. A: Latrunculin B zer-
stort das Actin-Filament und lasst die Strémung der fluoreszierendekt 8o
vollstandig verschwinden. B: Der Effekt von Latrunculin B ist revestilNach
dem Auswaschen des Inhibitors setzt die Strémung wieder ein.

Im Gegensatz zu den Actin-Filament zerstdrenden Substdrateen die Sub-
stanzen Nocodazol, Colchicin und Propyzamid, die alle aaifMikrotuboli eine
zerstorende Wirkung haben, keinen stoppenden EinflussiaBalvegung der
Golgi-Stapel [131].

Allgemein ist bekannt, dass die Golgi-Stapel in Pflanzdanetng mit dem
ER-Netzwerk verbunden sind. Bei Anwendung des ER-farbendeorésdzenz-
farbstoffes DIOG zeigte sich in den hier durchgefiihrten Messungen, dass die
mit GFP-Fusionsproteinen markierten fluoreszierendenk&tren sich entlang
von ER-Tuboli bewegten, wie in der folgenden Aldb4.8 A zu sehen ist. Dies
wurde auch durch Experimente von POBVINK et al. [128] und C.M. RAINT-
JORE et al. [135] bestatigt, die zeigten, dass sich einzelne Golgp&tantlang
des ER-Netzwerkes bewegen.
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Als weiterer Inhibitor wurde das Pilzgift Brefeldin A (BFA) gawendet. In
einer Konzentration voogga = 100 ug/ml wurde seine Wirkung auf die mit den
GFP-Fusionskonstrukten transformierten Wurzelzelléensancht. BFA verandert
die Morphologie der pflanzlichen Golgi-Stapel [163], undaaden sich auch in
den hier durchgefiihrten Messungen sehr deutliche Verénden in der Morpho-
logie und dem Stromungsverhalten der mit den GFP-Fusiotepen markierten
Strukturen. Dies ist in Abbl.4.8B gezeigt.

Abbildung 4.4.8: Bewegung entlang des ER-Netzwerkes durch Anfarbung des
ER mit dem Farbstoff DiIOg€und Stromungsinhibierung durch Brefeldin A. A:
Der Farbstoff DiIOG offenbart durch ER-Anfarbung, dass die Bewegung der
fluoreszierenden Strukturen entlang des ER-Netzwerkes stattfindeasilz-

gift Brefeldin A reduziert die Stromungsaktivitat deutlich, stattdesse ki
lieren groR3e fluoreszierende Aggregate um den Zellkern und im Cytosol.

Lasst man BFA uber Nacht einwirken, so reduziert sich die Gésmazahl der
fluoreszierenden Strukturen in der Zelle und es bilden siigegroRe Aggregate
mit einem Durchmesser vaiy = 3 um bisda = 4 um. Einige dieser Aggregate
fanden sich in der Nahe des Zellkernes und zeigten keinen8trgsaktivitat, an-
dere Aggregate waren im Cytoplasma verteilt und nur einigeigeeStrukturen
behielten ihre urspringliche Grol3e von etiva 1 um. Auch wenn sich noch eini-
ge wenige fluoreszierende Strukturen im Cytoplasma bewggtardie generelle
Stromungsaktivitat sehr stark reduziert.

Allerdings variiert die Rate der aufeinanderfolgenden rhotpgischen Ver-
anderung nach BFA-Zugabe von Zelle zu Zelle und sogar — wenh suge-
ringerem Ausmalfd — innerhalb einer Zelle von Golgi-Stapebnigi-Stapel, wie
C. RITZENTHALER et al.[146] an Tabak-BY2-Suspensionszellen beobachtete. In
Wurzelzellengewebe ist die Situation aufgrund eines lidrit§sradienten durch
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Diffusion im Gewebe komplexer und fuhrt zu unterschieddiciReaktionen der
einzelnen Golgi-Stapel. Die Wirkung von BFA in Pflanzenzelkt zudem immer
noch Gegenstand aktueller Diskussionen.

In Saugetierzellen bewirkt BFA eine Zerstorung des Golgpagates zusam-
men mit einer Verschmelzung der cis-Zisterne mit dem ER wrdBildung des
so genannten BFA-Kompartimentes aus der trans-Zisterrdg.[16

In den hier durchgefiihrten Messungen konnte dagegen kais®rf der
Golgi-Stapel mit dem ER bei BFA-Zugabe beobachtet werdeattdgissen fan-
den sich BFA-Kompartimente, die als grof3e fluoreszierendgrégate im Cy-
tosol und in Kernn&he sichtbar waren. Dies stimmt mit Beohagen im Mais-
Wurzelzellen und anderen Wurzelzellen tGiberein, in denenfalis eine Aggrega-
tion der Golgi-Stapel im Cytosol und eine Formierung der BFéntpartimente
beobachtet werden konnte [132, 150, 165, 166]. MoglichddEnkgen flr diese
unterschiedlichen Ergebnisse kbnnen sein, dass BFA in gaveebespezifischen
Art und Weise wirkt oder dass die Wirkung des BFA von den Flspeazmar-
kerproteinen abhéangt, die die Golgi-Stapel adressieré8][Bei Verwendung
von Fluoreszenzmarkerproteinen, die sich in der cis-#istéefinden, beobach-
tet man ein Verschmelzen der Golgi-Stapel mit dem ER, bei ¥adung von
Fluoreszenzmarkerproteinen, die die trans-Zisternesadnen, findet man da-
gegen die Bildung der BFA-Kompartimente. Die Beobachtung ésmoierender
BFA-Kompartimente in den hier durchgefiuihrten Experimenégn die Interpre-
tation nahe, dass die GFP-Fusionskonstrukte MtArfl::GREP-COP1::GFP und
Mt{-COP2::GFP alle die trans-Zisterne adressieren. Allesdingd diese Ver-
mutung nicht unterstitzt durch die Untersuchungen von¥pPet al.[149], die
bei Anwendung von Antisera geg@nthalianay-COP,Zea may®-COP undZea
mayse-COP zeigten, dass diese COP1-Untereinheiten und Arflp idgewd in
den cis-Zisternen der Golgi-Stapel der Mais- bAgabidopsisWurzelzellen zu
finden sind. Die in den hier durchgefiihrten Messungen gefn@dkonzentration
der Fluoreszenz in den beobachteten BFA-Kompartimentsih $asit Raum fur
Spekulationen.

Eine weitere Wirkung des BFA ist das schnelle Abldsen der GoatdJnter-
einheiten von den Golgi-Stapeln, das allgemein als erdfekieiner BFA-An-
wendung auf Saugetierzellen angesehen wird. In |dIF-Aaé&gte sich mit Hilfe
von FRET-Messungen, dass sich Arfl::CFP #r@OP::YFP nach BFA-Zugabe
schon nach 15 s bis 30 s vom Golgi-Apparat l6sten und ins Cltgander-
ten [167]. Ahnliche Ergebnisse wurden fur Tabak-BY2-Zeli@funden, hier dis-
soziierten Ay-COP und Arfl innerhalb von 5 min. vom Golgi-Apparat. In den
hier durchgefiihrten Messungen konnte diese Beobachtuergialjs nicht besta-
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tigt werden. Stattdessen blieben die Coatomer-Unterdemdit{-COP1::GFP
und Mt{-COP2::GFP, sowie das regulatorische Protein MtArf1::GKRlen ge-
bildeten BFA-Kompartimenten assoziiert. Es wurde keinean#iche Ausschiit-
tung ins Cytosol registriert. Diese Beobachtung ist auch insMdurzelzellen
gemacht worden bei der Untersuchung des BFA-Effektes aufakealisierung
von Arflp, B-COP, 3’-COP undy-COP [150]. Diese Proteine blieben ebenfalls
weiterhin am BFA-Kompartiment. Fur Arflp lasst sich diese Bachtung erkla-
ren, da in weiteren Untersuchungen gezeigt werden konasgs, Arf1p-GDP mit
einem p23-Rezeptorprotein auf der Golgi-Membran interaf2®, 168, 169].

Die Interpretation der Ergebnisse fuhrt allerdings zu den@hme, dass noch
andere Mechanismen fur den Verbleib der Coatomer-ProtemeBBA-Kom-
partiment zustandig sind und wieder ist die Situation in ¥élzellen anders als in
Tabak-BY2-Zellen. Mit den Ergebnissen der hier durchge&ihMessungen kann
der Aussage von A. BBENFUHRet al.[163] nicht zugestimmt werden, dass das
schnelle Ablésen der Coatomer-Proteine von den Golgi-8taps Cytosol bei
BFA-Behandlung eine universelle Eigenschaft aller eukaigohen Zellen ist.
Die Effekte von BFA hangen vom untersuchten Pflanzenzelltypées bedeutet
nicht, dass die Wirkungsweise von BFA in Wurzelzellen sich dger in BY2-
oder tierischen Zellen unterscheidet, aber die COP1-Pmteaben wahrschein-
lich noch weitere Interaktionen mit Proteinen des GolgpAmtes, die sie in der
Néahe der Bereiche der Golgi-Stapel halten, die fir die Véisilkieing verantwort-
lich sind.

Bei der Untersuchung der Lokalisierung der Coatomer-Untlssien sollten
eigentlich auch einige COP1-umhiillte Vesikel sichtbar d@ie Vesikel sind zwar
zu klein, um sie mit Hilfe der TPLSM oder der CLSM direkt beobi@n zu kdn-
nen, aber es kann angenommen werden, die Vesikel als eifkirAergrund in der
N&he der Golgi-Stapel zu finden. Die aufgenommenen Bildgteeiaber keine
Anzeichen fur die Prasenz irgendwelcher Vesikel. Die flapemzmarkierten Ve-
sikel waren —wenn Giberhaupt — nur in einer sehr geringenWwoahanden. Des-
halb wurden zwei Mutanten des regulatorischen Proteinsrilitérzeugt [170]:
die dominant inaktive Form T31N mit einer kleinen Affinitat TP, und die do-
minant aktive Form Q71L mit einer reduzierten GTPase-A#dtvBeide Formen
wurden wiederum mit GFP fusioniert. Die Messungen mit MIAT31N::GFP
zeigten keine spezifischen Lokalisierungen im Vergleichdeu GFP-Kontrolle,
in beiden Fallen war die Fluoreszenz gleichmaRig im Cytopéaserteilt, wie in
Abb. 4.4.9A zu sehen ist. Nur gelegentlich fand sich eine Lokalisigrtinores-
zierender Strukturen vergleichbar mit der von Arf1.
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Abbildung 4.4.9: Lokalisierung der dominant inaktiven und dominant aktiven
MtArfl::GFP-Mutanten inM. truncatulaWurzelzellen. A: Die Fluoreszenz der
dominant inaktiven Form MtArf1-T31N::GFP ist gleichm&Rig im Cytosol ver-
teilt und zeigt keine spezifische Lokalisierung. B: Die dominant aktiverFor
MtArf1-Q71L fuhrt dagegen zu einem hohen Hintergrund an kleinamglaren
fluoreszierenden Strukturen.

Diese Beobachtung stimmt mit der von CASUDEVAN et al.[171] zur cyto-
plasmatischen Verteilung von T31N-Arf1-GFP in HIRc-Zellgberein. Im Ge-
gensatz dazu berichten M.HEE et al.[159] und M. TAKEUCH]I et al.[160] von
einer Aufnahme der Golgi-Membran ins ERAmabidopsisProtoplasten bzw. ei-
ner Umverteilung des Markerproteins AtErd2::GFP in TaBak2-Zellen. Trotz-
dem bildeten sich fur zwei weitere Konstrukte (AtRerl1B: .G AtSed5:.GFP)
keine ER-Golgi-Hybridkompartimente bei der Expression ¥ofil-T31N. Die
Wirkung von Arf1-T31N kann also unterschiedlich sein.

Die Lokalisierung der dominant aktiven Form MtArf1-Q71GFEP in Me-
dicagoWurzelzellen offenbarte einen komplett unterschiediiciPhenotyp als
fur die dominant inaktive Form MtArf1-T31N::GFP. Dieses n&brukt ist wie
die Wildtyp-Form MtArfl an den Golgi-Stapeln lokalisiedper zuséatzlich ist
in Abb. 4.4.9B ein starker Hintergrund von kleinen granularen fluoregziden
Strukturen zu sehen, die sich im Cytoplasma, aber besondatsriNahe des
Zellkernes befinden. Die Vermutung liegt nahe, dass es s&cldibsen granula-
ren Strukturen zumindest teilweise um COP1-umbhdillte Vésigadelt, denn die
dominant aktive Form des Arfl-Proteins fuhrt dazu, dassMisephologie des
Golgi-Apparates zerstort wird und deshalb auch die Vekiké nicht abgebaut
werden kann und so die Vesikel nicht mit den Zielmembransiofueren kdnnen.
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Die dominant aktive Form MtArf1-Q71L::GFP flhrt somit zitnem Anstieg der
Anzahl der COP1-umhdllten Vesikel.

Dem gegenlber steht die Tatsache, dass in WurzelzellenmdieMt-
Arfl::GFP, Mt -COP1::GFP oder Mt-COP2::GFP transformiert wurden, keine
COP-Vesikel gefunden werden konnten. Fiur diese Beobachibhgg mehrere
Erklarungen:

1. Das Auflésen der Vesikelhtille findet in einem anderen Bbrder Zeit-
skala statt. Ausn vitro-Studien an Liposomen [172] ist bekannt, dass die
Coatomer-Untereinheiten fur etwa 120 s an der Vesikelolobxdl&erblei-
ben. Daraus ergibt sich die Annahme, dass auch in transdeniMe-
dicagoWurzelzellen COP1-umhiillte Vesikel beobachtet werdennkon
denn diese Zeitdauer sollte ausreichend sein, um die Marigeder Vesi-
kel mit den GFP-Konstrukten zu zeigen. Allerdings gibt emé&en vivo-
Informationen Uber die Kinetik des Auflosens der VesikdéhiDie Ergeb-
nisse detin vitro-Messungen kénnen deshalb nicht direkt aufidi®ivo-
Situation Ubertragen werden.

2. Der Raum zwischen dem ER und den Golgi-Stapeln kann von egikéin
sehr schnell Uberbrickt werden. Die Elektronenmikrosképnnte zeigen,
dass die pflanzlichen Golgi-Stapel sehr nahe am ER liege3) 1774]. Ob-
wohl der Membranproteintransport zwischen dem ER und denmiGiAt an
das Cytoskelett gebunden ist [174], kbnnen die Vesikel amidjider Néhe
der Golgi-Stapel zum ER diese Licke sehr schnell durchqueredass es
keine Moglichkeit gibt, die Vesikeh vivo zu beobachten.

3. Der Transport zwischen ER und Golgi-Stapeln kann durckkts Verbin-
dungen in Form von kleinen diinnen Tuboli erfolgen, wie ele#nmikro-
skopischen Untersuchungen vermuten lassen [174]. Dababeés unklar,
ob diese Verbindungen permanent oder nur temporar sindnémealter-
nativen Modell kommt es durch das kontinuierliche Binden éfdibsen
der Coatomere zur Bildung spezialisierter Domé&nen an deniStdgeln.
Dieses Modell schlie3t die Bildung von COP1-umhillten Vesikacht
aus, aber der retrograde Transport kann auch durch sgeBExitusionen
zwischen dem ER und den Golgi-Stapeln erfolgen.

Aber nicht nur die Art des Transportes, sondern auch dasigieVesikel-Fusion
bleibt ungeklart. Fir den anterogranden Transport exesti&xport-Doméanen im
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ER, die sich zusammen mit den Golgi-Stapeln bewegen [136]dé&ili retrogra-
den Transport kann ein vergleichbarer Mechanismus vetraelen. Die Beob-
achtung, dass keine COP1-umhillten Vesikel im Cytoplasmaléeiicago trun-

catulaWurzelzellen gefunden wurden, deutet darauf hin, das®ityipoménen
im ER in enger Nachbarschaft zu den sich bewegenden Gagie8t existieren.
Es ist méglich, dass bindende Faktoren, die fir die Vedtkedion verantwortlich
sind, auch in speziellen Bereichen des ER vorhanden sindURi@rsuchungen
in dieser Richtung kdnnte ein Markierungsprotein flr derograden Transport,
wie z. B. Erd2, zusammen mit MtCOP1 oder M{-COP2 expremiert werden.

Die Ergebnisse der in diesem Experiment durchgefuhrtersiviegen zeigen
deutlich, dass die GFP-Fusionskonstrukte MtArfl::GFP{MOP1::GFP und
Mt{-COP2::GFP an den Golgi-Stapeln lokalisiert sind und sidrdiesen Struk-
turen durch das Cytoplasma bewegen. Aul3erdem zeigen s&eC@431-umhdilite
Vesikel — wenn Uberhaupt — nur in sehr geringer Anzahl vailkarsind, aber ihre
Anzahl durch die dominant aktive Form MtArf1-Q71L deutliadrgrofZert werden
kann. Das Ergebnis der Lokalisierung der Coatomer-Untkedtien an den Golgi-
Stapeln stimmt mit den Ergebnissen von lo@Hy et al. [150] und C. RT-
ZENTHALER et al. [146] Uberein, die mit Antikrpern gegeb-COP aus Sau-
getieren und/-COP ausArabidopsis thalianaine Kreuzreaktion gegen Epitope
auf den Golgi-Stapeln nachweisen konnten. Dennoch gibhégedundamentale
Unterschiede, die die unterschiedliche Organisation oa#ekulare Zusammen-
setzung des Golgi-Apparates in verschiedenen Pflanzeypssil wiederspiegeln
konnten. In mehreren Untersuchungen werden die Golgiebtp torusformi-
ge Strukturen beschrieben und fluoreszenzmarkierte Reokeinzentrierten sich
an den aul3eren Randern der Golgi-Stapel. In den hier durdhgen Messun-
gen mit MtArf1::GFP, M{-COP1::GFP und Mi-COP2::GFP fanden sich in kei-
ner Messung torusférmige Strukturen und die Golgi-Stapleenen immer als
kompakte Punkte mit einer gleichmafiigen Fluoreszenzlerte In den anderen
Messungen wurden allerdings Tabak-BY2-Suspensionszetlen epidermische
Tabak-Blattzellen untersucht, so dass sich wahrscheidlelgefundenen Unter-
schiede in der Erscheinung der Golgi-Stapel und deren Remaétif Inhibitoren
auf die unterschiedlichen biologischen Systeme zurtickfiilkassen.

In den hier durchgefiihrten Messungen hat sich die TPLSM es®rders
brauchbar erwiesen, denn aufgrund der IR-Anregungswéligel konnte das Ge-
webe bis in eine Tiefe von etwap sy = 100 um untersucht werden, mit dem
blauen VIS-Anregungslaser eines CLSM konnten nur bis in €ie& von etwa
Zcism = 40 um Bilder aufgenommen werden.
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AulRerdem sind die Ausbleicheffekte beim IR-Anregungslasees TPLSM
geringer im Vergleich zum VIS-Anregungslaser eines CLSMwOotl die Wur-
zelzellen einer kontinuierlichen Rasterung mit dem IR-Lamesgesetzt waren,
blieben die Zellen mehrere Minuten lang aktiv und es konheneo lang die Be-
wegung der Golgi-Apparate beobachtet werden. Eine Phufiosgung ist aber
dennoch nicht vollstédndig zu vermeiden. Nach etwa einerukdirfallt die Ge-
samtstromungsaktivitat ab. Die Fluoreszenzanregundpéefallerdings kontinu-
lerlich, also auch dann, wenn keine Bilder aufgenommen wurdes Installation
eines Verschlusses, der nur wahrend der Bildbelichtungdesi Anregungsla-
ser zur Probe gelangen l&sst, verringert die Strahlengpinéglentsprechend dem
Verhaltnis von Belichtungszeit zur Bildrate. Der fir die hieirchgefiihrten Mes-
sungen realisierte Aufbau kombinierte den Vorteil der nggren Photoschadi-
gung der TPLSM mit dem Vorteil einer schnellen Bildaufnahnee duter Bild-
qualitat.
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4.5 Neurobiologie:
Optische Kalzium-Messung in Nervenzellen

Eine der herausfordernsten Aufgaben in der Biologie ist di¢etsuchung von
Nervenzellen, die auf Umweltreize reagieren, um zu veestetvie die Vielzahl
von neuronalen Prozessen reguliert wird. Ein wichtigerri@dbei diesen Unter-
suchungen ist das genaue Verstandnis der Dynamik von Kallonen in den
Nervenzellen, denn Anderungen in der cytosolischefi@&nzentration regu-
lieren die Signalverarbeitung Uber die Synapsen der Nestkm. Die bisherigen
Untersuchungen zeigen, dass das Kalzium als sekundarendaffeseine Funk-
tion in einer stark lokalisierten und sehr dynamischen Ad Weise ausubt.

Um die Kalzium-Konzentration in einer Nervenzelle zu ustehen, verwen-
det man die Elektrophysiologie und optische Bildgebundateen, wobei letz-
tere mit C&"-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen, wie z. B. Fluo-4 odezgOn-
Green 488 BAPTA-1, arbeiten. Bei diesen Farbstoffen erhidht die Fluores-
zenzintensitat, wenn in der molekularen Umgebung Kalziemhanden ist. Fur
fundierte Rickschlisse auf die funktionale Relevanz der geemen Signale ist
eine hohe rdumliche und zeitliche Auflosung erforderlidmd der Ort einer sol-
chen Transmitter-Ausschuttung — z. B. in einem Axon oderraikkeinen Seiten-
zweig — und der Zeitpunkt der Ausschuttung — z. B. in Abhangjighiner aul3eren
Stimulation oder in der Reihenfolge einer verketteten Reakitnehrerer Zellen
— exakt bestimmt werden kénnen. Die konventionelle Episaenzmikrosko-
pie wird hierbei durch die besonders in Nervengewebe adaftde Streuung in
der raumlichen Aufldsung stark beeintrachtigt. Ein weitéferteil der TPLSM
macht sich bemerkbar, wenn die neuronale Funktion des ll@sugystems un-
tersucht werden soll. Die verwendeten Anregungswellegdander Epifluores-
zenzmikroskopie oder der konfokalen LSMs liegen in dem Bé&ran dem auch
die Photorezeptoren des visuellen Systems empfindlich Biadurch kann es zu
einer ungewollten visuellen Stimulation kommen, die diestpretation der auf-
genommenen Daten sehr erschwert. Trotz der hohen zeitlichd raumlichen
Auflésung hat das Zeilenrasterverfahren den Nachteil, d@saufgenommenen
Daten auf die raumliche Dimension und Position der Rasterbeschrénkt sind.
Ein Vergleich verschiedener Untersuchungspositione®., im Hauptteil des Ax-
ons, an einer Verzweigung der Zelle und an einer Synapse,dstevergleich
zweier benachbarter Zellen wird dadurch sehr schwierignddie Rasterzeile
wird nicht alle interessierenden Positionen tberstreiaired deshalb mussen die
Daten nacheinander an den verschiedenen Positionen auafigesn werden.



150 KAPITEL 4. ANWENDUNGEN DER TPLSM

Die Auswertung dieser nacheinander aufgenommenen Ddtarbernber nur
indirekte Ruckschlisse auf die Funktionalitat der Zelled@aNervenzellen eine
sehr groRe Reaktionsvariabilitdt von Versuch zu Versuctvaisen — die Zellen
reagieren also bei den aufeinanderfolgenden Messungkenimmer gleichartig.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Experimente durchgefdre zeigen,
dass zum einen die TPLSM prinzipiell anwendbar ist fur digddsuchung von
Nervenzellen des visuellen Systems einer Fliege, und zularan, dass der Auf-
bau eines Multizeilen-TPLSM ebenfalls fir die vivo-Untersuchung von Ner-
venzellen anwendbar ist. Die Praparation der Fliegen umdiditeren biologische
Arbeiten wurden von J. KLB und DR. R. KURTZz durchgefuhrt.

Der Multizeilen-TPLSM-Aufbau stellt eine Méglichkeit daine hohe raum-
liche und hohe zeitliche Auflésung in einem Aufbau zu erreichind dies zu
kombinieren mit der gleichzeitigen Messung an mehrerebéhpositionen — un-
ter passenden Bedingungen also eine quasi bildgebende nedsichzufihren.
Somit lasst sich die Licke zwischen dem schnellen, aberlréutmeschrankten
Zeilenrasterverfahren und dem langsamen, aber bildgelpesapifluoreszenzver-
fahren schlieRen.

In beiden Experimenten wurdem vivo-Untersuchungen an den sogenannten
VS-Neuronen einer ein- bis zwei Tage alten weiblichen Ei&calliphora vici-
na) durchgefuhrt. Der Bereich des Gehirns einer Fliege, dediiNerarbeitung
visueller Bewegungseindriicke zustandig ist — ldidula-Schicht — besteht aus
etwa 60 grol3en, einzeln identifizierbaren Nervenzellees®iNervenzellen wer-
den Tangentialzellen (TCs) genannt. ABlb.1zeigt Gberblicksartig die Lage der
VS-Neuronen im Fliegenkopf/-gehirn.
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Abbildung 4.5.1: Schematische Darstellung des Kopfes einer Fliege (caudale
Ansicht). Die Neuronen des Vertikalen Systems (VS-Neuronen), eisaram-

lung von 10 Zellen, gehoren zu den bewegungssensitiven Tangeligial¢EC)

im Fliegengehirn.
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Durch elektrophysiologische und konventionell mikroskope Experimente
konnte gezeigt werden, dass die Tangentialzellen selakfi\die verschiedenen
Bewegungsrichtungen reagieren, die Uber das visuellei8ymiggenommen wer-
den. Dabei extrahieren verschiedene Gruppen von TCs vedsae Informatio-
nen der Flugbewegung, die durch dynamische Bewegungsnaugtden Augen
der Fliege erzeugt werden. Die VS-Neuronen gehéren zu deppérder Tan-
gentialzellen, die Uberwiegend auf vertikale Bewegungegisren, wobei die
VS2-Neuronen die ipsilateralen Abwéartsbewegungen delekt. Die Reaktion
der Zelle besteht in einer graduellen Depolarisation desbtanpotentials, die
von Spitzen unterschiedlicher Amplitude Uberlagert isthvéad der ipsilateralen
Aufwartsbewegungen dagegen hyperpolarisiert das Merpbtantial.

Mit dieser Reaktion der Zelle ist eine Anderung der intradéten C&*-
Konzentration verbunden, die mit Hilfe der kalziumsemg#tin Farbstoffe Fluo-4
(im ersten Experiment) und Oregon Green 488 (im zweiten Exjsant) als ein
mit der Kalzium-Konzentration korrelliertes Fluoreszsignal sichtbar gemacht
werden kann. Der membran-inpermeable, kalziumsensitarbgtoff konnte in
die Zelle eingebracht werden, nachdem bei der Proben@mtiparin einzelnes
VS2-Neuron im Fliegengehirn exponiert wurde. Bei der Préipan wurde genau
eine einzelne Zelle mit dem Farbstoff gefulit.

Damit die Nervenzellen eine Reaktion zeigen kdnnen, mugsezireen defi-
nierten Reiz des visuellen Systems erhalten. Dies gesdhuetih eine Leiterbah-
nenplatte, die mit 48« 30 LEDs bestiickt ist. Die rechteckige LED-Anordnung
hat eine Grof3e von 14.9 cm 11.5 cm und befindet sich in einem Abstand von
etwa 16 cm oberhalb des Objektives bzw. der Fliege. Die LEiD$\kn so geschal-
tet werden, dass die abwechselnd hellen und dunklen Streife Reckteckwelle
bilden, die Uber das LED-Feld wandert. Die raumliche Wédlege der Recht-
eckwelle betragto = 32° und bewegt sich mit einer Frequenz vegsi; = 8 Hz.
Durch die Computersteuerung kann die Bewegung des Streifgemsuzu defi-
nierten Zeitpunkten ein- und ausgeschaltet werden.

Fur ein ergédnzendes Verstandnis der nachfolgend besehaalExperimente
seien noch kurz einige neurophysiologische Aspekte begydm. Die folgende
Abb. 4.5.2zeigt den typischen Aufbau einer Nervenzelle.

In einer Nervenzelle findet ein gerichteter Informatioassport statt. Die Zel-
le nimmt ein Signal von anderen Zellen an ihren Dendritea,alis dem Zell-
kérper heraus verzweigen, auf. Sobald die von anderenrZeiltgehenden Rei-
ze einen bestimmten Schwellwert Uberschreiten, wird dieeZelbst aktiv und
sendet einen Reiz Uber das Axon zu den axonalen Endverzvggigudie mit
anderen Nervenzellen oder auch mit Muskelzellen verbusith



152 KAPITEL 4. ANWENDUNGEN DER TPLSM

Fortleitungsrichtung X
\ der Impulse Dendriten

Zell-

/ kdrper

5l

B
~ » D ./
5 \*—-:-—-—’L\ e A :

) 3 (c) REM eines Neurons
358
Fortleitungsrichtung Q présynaptische [;%
uon der Impulse <\> \ é

Zelle
Zellkern e w /
Axon- y Y
hiigel /v -7

(a) Neuron

Myelinscheide
4 synaptische Endigung /

Endverzweigungen postsynaptische Zelle

(b) Synapse

Abbildung 4.5.2: Typischer Aufbau einer Nervenzelle, aus N.AAMPBELL &
J.B. REECE[175].

Die Reizleitung in einer Nervenzelle erfolgt durch einerk&iechen Impuls.
Jede Zelle besitzt eine elektrisch polarisierte Plasmaon@m Durch eine ho-
here Konzentration von Anionen befindet sich die Innensd#teZellmembran
auf einem negativen Potential von etwa -70 mV gegenuber d&eAseite der
Zellmembran. Nervenzellen und Muskelzellen besitzen dieigkeit dieses Ru-
hepotential aktiv zu verandern. Diese Potentialandenufigfgren zu den Nerven-
impulsen. Die Elektrophysiologie benutzt Mikroelektrade der Zelle oder auf
der Membran, um die Potentialanderungen zu messen. DiereDel&riten auf-
genommenen Reize kdnnen exzitatorische oder inhibitai¥inkung besitzen.
Exzitatorische Reize fuhren zu einem Anstieg des Membrampials (Depola-
risation), indem lonenkanale gedffnet werden, durch digdfen in die Zelle
stromen. Inhibitorische Reize senken dagegen das Membenij@ ab (Hyper-
polarisation). In diesem Fall werden lonenkanéle flr Aeiogedffnet.

Eine Nervenzelle steht mit vielen anderen NervenzellengrbMdung und
nimmt Reize von diesen auf bzw. gibt Reize an andere Zellerewé@te Schnitt-
stellen zwischen den Nervenzellen werden Synapsen geraimet postsynap-
tische Nervenzelle integriert die eingehenden Reize desypseitischen Zellen.
Dabei haben dendritische Synapsen, die sich naher am Agehhigfinden,
normalerweise einen groReren Anteil an der Veranderungsgssimtpotentials
als weiter entfernt liegende Synapsen.
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Wenn die eingehenden hyperpolarisierden und depolaisien Reize das
Gesamtpotential auf das Schwellenpotential von etwa -5Camhében, wird die
postsynaptische Zelle aktiv und generiert das Aktionsgi@ke Das Aktionspo-
tential kehrt kurzzeitig die Polaritat der Zellmembran ewfa +40 mV um. Diese
starke Depolarisation des Aktionspotential dauert etwai Millisekunden, dar-
an schlief3t sich die Refraktarzeit von etwa zwei Millisekeimén, wahrend der
die Zellmembran hyperpolarsiert ist und kein weiteres ésipotential erzeugen
kann.

Das Axon ist von myelinisierendercBWANN-Zellen umgeben, die eine elek-
trische Isolierung gegen den extrazellularen Raum bewirkBe SCHWANN-
Zellen sind durch RNVIER-Schnlrringe voneinander getrennt und bewirkt qua-
si eine Einteilung des Axon in viele Abschnitte. Wenn die Wsizellen einen
Impuls aussendet, wandert dieser in einer Art Dominoeftiglg Axon entlang.
Das Aktionspotential in einem Abschnitt ist so stark, das&e folgenden Ab-
schnitt das Membranpotential iber das Schwellenpoteadg@blarisiert. Dadurch
wird im folgenden Abschnitt das Aktionspotential ausgel@er Nervenimpuls
als Abfolge der Aktionspotentiale in den einzelnen Axordinstten kann sich
nur vom Axonhlgel zu den endterminalen Axonverzweigungenalisbreiten,
da die einzelnen Abschnitte wéhrend der Refraktarzeit Ipgderisiert sind. Das
Aktionspotential kann somit das Membranpotential desg@riAbschnittes nicht
Uber das Schwellenpotential depolarisieren. Der Aufbaurd@ns mit den isolie-
renden SHWANN-Zellen bewirkt zudem eine hohe Ausbreitungsgeschwiraligk
des Nervenimpulses von bis zu 150 m/s. In unmyelinisiertervéhzellen liegt
die Ausbreitungsgeschwindigkeit dagegen nur bei etwa 3 m/s

Die Signaltibertragung zwischen Nervenzellen findet wigiérnwan den Syn-
apsen statt. Dabei wird zwischen elektrischen und chemis&ynapsen unter-
schieden. Elektrische Synapsen ermdglichen den direkbendang des Aktions-
potentials vom préa- zum postsynaptischen Neuron. In delm&ehbranen der
beiden Neuronen befinden sich lonenkanale, durch die dienkirdme, die im
Verlauf des Aktionspotentials entstehen, direkt zwisctden Neuronen fliel3en
konnen. Dadurch kdnnen Nervenimpulse ohne Zeitverzogenad ohne Verlust
an Signalstarke zwischen den Neuronen Ubertragen werden.

Weitaus haufiger sind allerdings die chemischen Synapsénaden. Bei die-
sen trennt ein enger Spalt — der synaptische Spalt — dierbdidesenzellen. Fur
die Reizubertragung wird das prasynaptische Aktionspiaientein chemisches
Signal umgewandelt. Dieses chemische Signal Gberbricksyleaptischen Spalt
und wird von der postsynaptische Nervenzelle wieder in &htesches Signal
umgewandelt.
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Im Cytosol des Endbereiches der endterminalen Axonverameigdem so-
genannten Endknépfchen, befinden sich zahlreiche syohptigesikel, die ange-
fullt sind mit Neurotransmittermolekilen. Wenn das Akspotential der prasyn-
aptischen Zelle in diesem Endbereich ankommt, depolaresadie Zellmembran
und spannungsabhéngige lonenkanale fif*@anen 6ffnen sich. Der Anstieg
des cytosolischen €& |6st die Fusion der synaptischen Vesikel mit der Zellmem-
bran aus und die Neurotransmitter werden in den synaptisSpalt freigesetzt.
Die Neurotransmitter diffundieren tber den synaptischpaltSur postsynapti-
schen Zellmembran. Rezeptoren auf der postsynaptischémetebran reagie-
ren selektiv auf die Neurotransmitter und 6ffnen ebenseksigl bestimmte lo-
nenkanéle. Die so ausgelsten lonenstrome fiihren zu eiyeol&risation oder
Hyperpolarisation der Zellmembran des postsynaptischemdbten. Die post-
synaptische Nervenzelle hat den Reiz aufgenommen und keensdits mit der
Veranderung ihres Gesamtpotentials reagieren. Die acisgisten Neurotrans-
mitter werden sehr schnell abgebaut oder von den Zellenenvi@dfgenommen,
so dass eine kurze und prazise Reizibertragung erzielt wdweitere Reize
verarbeitet werden kénnen.

Fur die Untersuchung der Reizubertragung ist ein exaktesafuinis der syn-
aptischen Vorgange notwendig und dabei besitzen die Kaktanen eine grol3e
Bedeutung. Es ist demnach wichtig, die Anderungen dér &nzentration ge-
rade in den Endbereichen der endterminalen Axon-Verzwejgn zu messen.
Die kleine raumliche Ausdehnung dieser Endbereiche unddatieelle Anderung
der C&*-Konzentration erfordert somit eine hohe raumliche undizbe Auflo-
sung. Hier bietet die TPLSM grol3e Vorteile gegentiber deluBpgszenzmikro-
skopie.

4.5.1 Prinzipieller Nachweis der Anwendbarkeit eines TPLSM
zur in vivo-Kalzium-Messung

Im ersten Experiment wurde der Aufbau verwendet, der schdfap. 4.2 und
Kap. 4.3 beschrieben wurde. Den Aufbau aus den selbstgefertigt@empiioen-
ten gibt die folgende Abbl.5.3wieder, die auch die wichtigste Modifikation fur
das erste Experiment zeigt: die Avalanche-Photodiode (ARID Detektion des
Fluoreszenzlichtes, wenn das Multistrahl-TPLSM im desearModus betrieben
wird.

Da dieses Experiment dem prinzipiellen Nachweis der Anwarkkit der
TPLSM zurin vivo-Kalzium-Untersuchung diente, wurde mit nur einem einzel-
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Abbildung 4.5.3: Aufbau des TPLSM flr das erste Experiment aurvivo-
Untersuchung von fluoreszenzmarkierten Nervenzellen.

nen Laserstrahl gearbeitet. Im Strahlteiler wurden déshléd Strahlen aul3er dem
Zentralstrahl geblockt, so dass eine Zeilenrasterung méresinzelnen Linie
durchgefuhrt werden konnte, deren Signal von der Avalaiitibee registriert
wurde. Als Laserquelle wurde ein Coherent Vitesse Ti:Sat asrwendet. Die
Leistung konnte durch einen Abschwécher — bestehend aemip2-Plattchen
und einem Polarisationsfilter — so eingestellt werden, deskeistung des Strah-
les in der Prob@®pope= 10 mW nicht Giberschritt, denn ab dieser Leistung kommt
es zu einer Schadigung der Probe [176, 177]. Die Dispenstongensation redu-
ziert die Lange der Laserpulse anghope~ 45 fs, um eine hohe Zwei-Photonen-
Anregungswahrscheinlichkeit und somit ein hohes Signa¢rzielen. Fir den
descanned Modus wird der dichroitische®4&piegel zwischen Tubuslinse und
Objektiv durch einen hochreflektierenden Spiegel ersetas mit Hilfe einer
Drehkassette, die die Spiegelhalter enthielt, realigrartie. Dadurch konnte auch
auf einfache Weise zwischen dem descanned Modus und denudtpgrzenz-
Modus umgeschaltet werden, um vergleichende Aufnahmerhemazu kon-
nen. Als Objektiv wurde das Olympus LUMPlanFL x40/IR, 0.8 Wwendet
(vgl. Tab. 3.4.1), das mit seinem grof3en Arbeitsabstand & 3.4 mm eine
Abbildung der Nervenzellen in der praparierten Fliegeuta. Die Zeilenraste-
rung wurde umgesetzt durch die Spiegelrastereinheit hesteaus den galva-
nischen Spiegelantrieben der Serie VM2000 der Firma GSldnics, sowie
der zugehdorigen Ansteuerungselektronik der Serie SC20B8MaAtektor fur den
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descanned Modus wurde das Einzel-Photonen-Zahimodul SRQRKL4-FC —
basierend auf einer Silizium-Avalanche-Photodiode — musan mit der Puls-
Zahlkarte PMM328 verwendet. Das temperaturstabilisi®tetonenzahimodul
erzeugt fur jedes detektierte Photon einen TTL-Ausgarigspit einer Ampli-
tude von mindestendpys = 2.5 V und einer Pulsdauer vorp,s= 35 ns, so
dass das Modul eine Geschwindigkeit von mehr als 10 MillioRalsen (counts)
pro Sekunde erreicht (10 Mc/s). Diese Pulse werden dann eorCdmputer-
schnittstellenkarte PMM328 gezahlt. Diese Karte erregthé Zahlrate von tber
Vpmm3zg = 120 MHz, wobei die Pulse bis ZThmms2s = 1.5 ns (FWHM) kurz
sein durfen. Die folgenden Tabelleh5.1und 4.5.2 fassen die Spezifikationen
des Detektorsystems zusammen.

Das TPLSM konnte aber nicht nur im descanned Modus arbestamjern
bei Verwendung des dichroitischen°4Spiegels vor dem Objektiv war auch eine
bildgebende Detektion im non-descanned Modus mdglich.ideesn Fall wur-
de das Fluoreszenzsignal von einer CCD-Kamera registriertnBn-descanned
Modus ist sinnvoll, um die Position der Rasterzeile relativantersuchten Zelle
und zur gesamten neuronalen Struktur zu kontrollieren.Adiereszenz konnte
deshalb auch nicht nur mit dem Laser durch Zwei-PhotonessAdiion angeregt
werden, sondern auch durch eine Quecksilberdampflampeayrelodias Mikro-
skop im klassischen Epifluoreszenz-Modus arbeitete.

Als kalziumsensitiver Fluoreszenzfarbstoff wurde Flue€nta-Kalium Salz

verwendet, dessen Anregungs- und Emissionsspektrum inAblal dargestellt
wird.

100 ~ P D Ve
Fluo—4 A

80
60 -

40 -

normierte Intensitat [%)]

20 ~

0 1 1 1 1 —= 1 1
300 350 400 450 500 550 600 650
Wellenlange\ gy jom [NM]

Abbildung 4.5.4: Anregungs- und Emissionsspektrum des kalziumsensitiven
Fluoreszenzfarbstoffes Fluo-4 Penta-Kalium Salz von Moleculard3rf80].
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Tabelle 4.5.1: Ausgewahlte Spezifikationen des Einzel-Photonen-Zahimoduls
von LaserComponents GmbH [178]

LaserComponents Einzel-Photonenzahimodul SPCM

Modell SPCM-AQR-14-FC
mit Lichtleiteranschluss
(Hersteller PerkinElmer)
Detektortyp Silizium Avanlanche Photodiode
Aktive Sensorflache 176m Durchmesser
maximale Quanteneffizienz 65 % @ 650 nm
maximale Ausgangszahlrate 10 Mt/s

Totzeit zwischen Pulsen 50 ns

Dunkelzéhlrate <100 ds

Ausgangssignal TTL-Puls min. 2.5V, 35 ns
maximale Lichtintensiat TOPhotonen pro Puls (< 1 ns)

aMc/s: Megacounts/second
be/s: counts/second

Tabelle 4.5.2: Ausgewahlte Spezifikationen der Puls-Zahlkarte PMM328 von
Becker & Hickl GmbH [179]

Becker & Hickl Puls-Z&hlkarte PMM328

Modell PMM-328
8 Kanal Photonenzahlkarte
mit schaltbaren Eingangen

Zahlrate > 120 MHz

Eingangspuls Amplitude: 20 mV -1V
Pulsbreite: > 1.5 ns FWHM

Auflésung des Zahlers 16 Bit

weitere Eigenschaften Trigger-Eingang
einstellbarer Schwellwert flir Eingangspulse
beigefiigte Software fir Einbindung in eigene
Messprogramme
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Zwar ist der Anregungsabsorptionsquerschnitt mit effekti = 400 nm nach
Abb. 4.5.4recht gering, aber Abll.5.4zeigt die Spektren fur die Ein-Photonen-
Anregung, die sich unter Umstanden deutlich von denen deti-Biotonen-An-
regung unterscheiden konnen. Die experimentellen Erfejen ergaben aber,
dass mit der verwendeten Anregungswellenlange trotzderawsreichendes Si-
gnal fur die Untersuchungen gemessen werden konnte.

Fir die Datenaufnahme der Zeilenrasterung wurde die PM&1Z3hlkarte
durch eine eigene Programmierung in das Mess- und Stegegonon des
TPLSM integriert. Als Mess- und Steuerungsprogramm wurde EHrogramm
DaVis (LaVision GmbH, Géttingen) in der Version 6.2.0 vendet, dass die
grundlegenden Funktionen fur die Ansteuerung einer CCD-Kanaaderer PC-
Messkarten, sowie zur Bildauswertung zur Verfigung stBlitcch eine selbst-
geschriebene DLL wurde auch die PMM-328 Zahlkarte in DaVfigyebunden
und tber ein Triggersignal wurde die Datenaufnahme mit éde@rasterung syn-
chronisiert.

Fur die punktweise Datenaufnahme mit dem TPLSM im descaiuatls,
die auch bei einer Zeilenrasterung vorliegt, kdnnte einstémerung program-
miert werden, die den Rasterspiegel in Einzelschritten darje Messpunkt be-
wegt, und bei jedem Einzelschritt die Zahlkarte auslieas @irde aber einen Ge-
schwindigkeitsverlust bedeuten, da die Daten zu jedem peds von der Zahl-
karte in den Speicher des Computers transferiert werdentemi€3eshalb wurde
fur diese Messungen eine andere Programmierung gewahkire gleichma-
Bigen linearen Bewegung des Laserstrahles wurden kurzet2eralle definiert
und das Signal in diesen Intervallen gemessen. Zwar bewsdygtier Laser wéh-
rend des Intervalls, aber die Intervalle lassen sich in Abigkeit von der Ras-
terfrequenz so kurz wahlen, dass der Laser nur einen Wegkdagen kann, der
im Rahmen der lateralen Auflésung liegt. So lasst sich das ggene Signal trotz
der Bewegung einem Messpunkt mit der GréRe der lateralen wftp zuord-
nen; eine wesentlich feinere Zuordnung ist wegen der geggbauflosung nicht
notwendig.

Mit diesen Uberlegungen wurde der annahernd lineare Bed&clsinusfor-
migen Strahlbewegung auf 88 % der Amplitude festgelegt. id_dnge dieses
linearen Bereichekinear = 10 um betragen sollte, war die tatsachlich von dem
Laserstrahl tberstrichene Linienlang) = 11.36 um lang. Die Lange/GroR3e
eines Messpunktes wurde Fyesspunkt= 0.1 um gewahlt, so dass trotz der Be-
wegung des Laserstrahles noch eine hohe Pixelauflésungtwanegnem Drit-
tel der lateralen Auflosung des Lasers erreicht wurde. EirstelReeile besteht
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somit aus 100 Messpunkten, die typischerweise mit einele@ieeéquenz von
Vzeile = 200 Hz abgerastert wurden, ein einzelner Datenpunkt hatté eine Be-
lichtungszeit vortg 7 messpunke= 2.5 ms. Die Datenpunkte lassen sich zu einem
Fluoreszenzintensitatsprofil der Zeile zusammensetzendisgn aufeinanderfol-
genden Profile zeigen so den Zeitverlauf des Kalziumsignélder eingestellten
Zeilenfrequenz vowzeje = 200 Hz. Mit diesen Parametern ist die Annahme ge-
rechtfertigt, dass der Laserfokus wahrend der Datenanfeakit quasi stillsteht.
Fur einen stehenden Fokus erreicht der TPLSM-Aufbau eieedle Auflésung
von Axtprsm = 0.4 um und eine axiale Auflésung vakerp sy = 1.0 um. Diese
Werte wurden in einer wassrigen Losung gemessen. Die AuligisuNervenge-
webe wird allerdings aufgrund der Streuung im Gewebe etwdasagger sein.

Es wurden Zeilenrasterungen an unterschiedlich dickemAsrzweigungen
aufgenommen, um die Kalzium-Dynamik in diesen Verzweigamgu verglei-
chen. Die folgende AbBt.5.5zeigt eine Epifluoreszenzaufnahme der Axon-Ver-
zweigungen mit den eingezeichneten Positionen der Zedderungen in einer
dicken und einer diinnen Verzweigung.

Abbildung 4.5.5: Epifluoreszenzaufnahme der endterminalen Axon-Verzwei-
gungen des untersuchten VS2-Neurons. Die eingezeichneten Bailigem die
Positionen der Zeilenrasterungen.

Bei den Untersuchungen wurden Zeilenrasterungen an vedsen Stellen
der axonalen Verzweigungen aufgenommen (vgl. Abb.5. Eine Messung dau-
erte sieben Sekunden und bestand aus der Sequenz, daseedasr8uster drei
Sekunden lang stillstand, sich dann eine Sekunde lang bewed danach wie-
der drei Sekunden lang stillstand. Die Bewegung des Straifisters wahrend der
vierten Sekunde der Messung bt einen Reiz auf das visuediei@yder Fliege
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aus. Die Nervenzelle reagiert mit einer Anderung def'G&onzentration und
dies wiederum fuhrt zu einer Anderung der Fluoreszenzsiténdes kalzium-
sensitiven Farbstoffes.

Fir die Auswertung der zeitlichen Dynamik desCsignales wurde aus den
Zeilenprofilen einer Messposition in einem interessieeendebiet (ROI) der Zei-
le das Signal extrahiert, um das Dunkelbildsignal der CCD-&ankorrigiert und
in die relative Fluoreszenzanderuft§ /Fy umgerechnet. Die Basisfluoreszdiz
wurde aus den Daten der ersten 100 Millisekunden der Medsergghnet. Die
Datenpunkte der relativen Fluoreszenzénderung sindefitidh gegen die Zeit-
punkte der einzelnen aufeinander folgenden Rasterzeifge@agen worden. Die
Datenpunkte haben also einen zeitlichen AbstandAtgsspunk= 5 Ms bei einer
Zeilenfrequenz vowzgje = 200 Hz.

Bei den Zeilenrasterungen wurde auch ein Ausbleichen déstediies beob-
achtet, was auf die andauernde Bestrahlung der Zeile mit easerleistung von
bis zu Pprohe= 10 MW zuriickzufuhren ist. Diese andauernde Bestrahlung und
die Laserleistung sind notwendig, um ein ausreichend h8kggsal fur die hohe
zeitliche Auflésung erreichen zu kdnnen. Zwar kénnte das&@idurch eine noch
hohere Laserleistung deutlich erhdht werden, denn die-Blietonen-Anregung
hangt quadratisch von der Laserleistung ab (vgl. &l.(L3), aber bei Laserleis-
tungen von mehr al®ope= 10 MW konnten bei anhaltender Zeilenrasterung
(Gber einen Zeitraum Voliyessung= 20 min.) Strahlenschaden in Form von hellen
Fluoreszenzblitzen und Blasenbildung der Zellmembran &eluiet werden. Das
Ausbleichen des Farbstoffes konnte in den Signalen dee@@sterungen kor-
rigiert werden, indem eine Zeilenrasterung ohne visueii@8ation aufgenom-
men wurde. Das Fluoreszenzsignal, das eigentlich konstemsollte, zeigte eine
Abnahme, die mit den Parametern einer monoexponentialaktién angepasst
werden konnte. Mit der so erhaltenen Ausbleich-Funktieéin sich die Signale
der Zeilenrasterungen in Bezug auf das Ausbleichen destB#dsskorrigieren.

Die folgende Abbildungt.5.6zeigt die aufgenommenen zeitlichen Dynami-
ken im dicken Hauptzweig des Axons (linkes Bild, rot marleeRasterzeile in
Abb.4.5.5 und im diinnen Seitenzweig (mittleres Bild, grin markiertstBeei-
le in Abb.4.5.5. Der rechte Graph in Abll.5.6zeigt schlie3lich den Vergleich
der beiden Dynamiken.

Das linke und mittlere Bild zeigen jeweils die aufgenommebarten (gru-
ne bzw. rote Kurve) zusammen mit den geglatteten Daten @a@a\Kurve), die
durch Mittelung von je 20 Datenpunkten entstand, alsoizkitiefpass-gefiltert
ist. Das rechte Bild zeigt den Vergleich der roten und griinervi, die beide auf
10 Hz geglattet und normiert wurden. Man erkennt deutlialsscias Ca -Signal



4.5. NEUROBIOLOGIE: OPTISCHE KALZIUM-MESSUNG 161

AFIF, AFIF, AFIF,
2.0 2.0

18 i 18 10 -
16 rum o ""!._
. ‘J *"“vw-u‘ g e
M“% N ¥ N y ——

16
14

'
12 kgl

— 08 — - —
06

1.0
08

7 0 1 2 3 4 5 6 70 1 2 3 4 5 & 7
t[s] t[s] t[s]

1.2 ) !
1.0 vamv‘«’*««\\‘g,ﬁ,-wv \‘\‘.4./'

0.6

0 1 2 3 4 5 6

Abbildung 4.5.6: Zeitverlauf der relativen Fluoreszenzanderdky/ Fy aus den
Zeilenrasterungen der zwei in Abb.5.5markierten Positionen. Links: Zeitver-
lauf der griinen Linie. Mitte: Zeitverlauf der roten Linie. Rechts: Verglaien
beiden Zeitverlaufe mit geglatteten und normierten Daten. Der schwarzerBalk
zeigt die visuelle Stimulation der Zelle an.

im diinnen Seitenzweig des Axons (griine Kurve) schnelleliragilkals im dicken
Hauptzweig des Axons (rote Kurve). Eine erste vorsichtige&tung fur die-
ses vom Durchmesser der Axonverzweigungen abhangige lvarhst, dass die
Kalzium-Konzentration durch den Transport durch die deéembran geregelt
wird. Dies fulhrt zu einer schnelleren €aRegulation in den diinnen Verzwei-
gungen, die ein groReres Oberflachen-zu-Volumen-Verkd&sitzen. Diese In-
terpretation wird auch durch Messungen bestétigt, denfegeuder C&"-Abbau
in dinnen TC-Neuriten schneller erfolgt als in dicken Neurjtwenn deponiertes
Kalzium durch Blitzlicht-Photolyse homogen freigesetztd\il81].

Dieses Ergebnis des unterschiedlichen Abklingens in dégrschiedlich di-
cken Axon-Verzweigungen demonstriert auch die Leistuiiggkeit der TPLSM
im Vergleich zur Epifluoreszenzmikroskopie, denn mit Hitfer konventionel-
len Epifluoreszenzmikroskopie konnte zwar schon festtiesterden, dass die
cytosolische C& -Konzentration in den synaptischen Ausgangsregionen eer b
wegungssensitiven VS-Neuronen durch visuelle Stimutaitioder bevorzugten
Richtung ansteigt, aber aufgrund der begrenzten rdumliaghdreeitlichen Auf-
|6sung der Epifluoreszenzmikroskopie lassen sich nurektkrRuckschlisse auf
die Bedeutung des €a fiir die synaptische Reiziibertragung ziehen. Die so ge-
messenen CGa-Signale spiegeln nur die gesamte cytosolische Kalziurnéwotma-
tion wieder und nicht die Anderungen deraKonzentration nahe der Zellmem-
branoberflache, die direkt relevant sind fir die Neurotmatier-Ausschittung.
Deshalb sind auch die €a-Anderungen in den feinen Axon-Verzweigungen von
grof3em Interesse. In der Epifluoreszenzmikroskopie wedltesse Untersuchun-
gen aber bei der gegebenen grof3flachigen Anregung gestdtt die Streuung
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des Fluoreszenzlichtes aus der Umgebung in das interesdeiGebiet hinein.
Die TPLSM erlaubt dagegen aufgrund der héheren Auflésureggenauere Ana-
lyse dieser Kalzium-Signale.

Um die Ergebnisse der mitdem TPLSM durchgefuhrten Zeirrangen mit
den Ergebnissen der konventionellen Epifluoreszenznkkims vergleichen zu
konnen, konnte der Aufbau auch im Epiluoreszenzmodus duneschalten vom
descanned Modus in den non-descanned Modus mit einer Qlibecampflam-
pe betrieben werden. Dazu wurden der hochreflektierendelendichroitische
Spiegel, die beide in einer Drehkassette eingesetzt wgetaischt und das Fluo-
reszenzlicht wurde von einer CCD-Kamera detektiert. Die gung der Fluo-
reszenz geschah im Epifluoreszenzmodus durch die groRfé&Blieuchtung der
Probe mit der Quecksilberdampflampe. Die Fluoreszenz lef3aich im non-
descanned Modus weiterhin mit dem Laser anregen. In diesdhzéigt das
Bild der wieder als Detektor fungierenden CCD-Kamera das Ekmanzsignal
der Rasterlinie auf ihrer ganzen Lange. In beiden Fallenrdriiekt ein BG39-
Filter Reste des Laseranregungslichtes, fur die Queckdaipepflampe wurde ein
Filterset, bestehend aus einem Anregungsfilter BP420-48Ceumem Sperrfil-
ter BA515 (beide Filter von Olympus Optics Co. (Europa) Gmberwendet.
Die Tabelle4.5.3fasst die wichtigsten Daten der CCD-Kamera zusammen.

Tabelle 4.5.3:Ausgewahlte Spezifikationen der Imager3-CCD-Kamera [182]

LaVision Imager3 CCD-Kamera

Modell Imager3

Hersteller PCO Computer Optics GmbH
Modell des Herstellers SensiCam 370 LS double shutter, nionot
Anzahl der Pixel 128 1024 Pixel (hxv)
PixelgrolRe 6.1um x 6.7 um
Chip-Temperatur -12C

Dynamikbereich 12 Bit

Auslesefrequenz 12.5 MHz

Ausleserauschen 7 - 8 Elektronen
A/D-Umwandlungsfaktor 5&/count

weitere Eigenschaften Trigger-Eingang fir externe

Steuerung der Belichtungszeit
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Auf dem CCD-Chip wurde fir die Epifluoreszenzaufnahmen eirbildiimit
128 x 128 Pixeln festgelegt, um die Bildrate so weit wie moglich ziaéden,
indem die auszulesenden Daten auf das notwendige Mal3 aégvarden. Auf
ein Binning wurde verzichtet, so dass mit dem verwendetefad@-Objektiv
eine Pixelauflosung vohxp = 1.3 um/Pixel erreicht wurde. Die tatsachlich er-
reichte Aufldsung fir diesen Epifluoreszenzmodus wird aladmwgcheinlich eher
durch die Streuung im Nervengewebe anstatt durch die Riflétaing bestimmt,
insbesondere weil mit der halben Wellenlange wie in einerhSIW gearbeitet
wird, und diese im sichtbaren Bereich liegende WellenlamgeéNervengewebe
starker streut als die infrarote Wellenlange eines TPLSM.dRe verwendeten
BildgroRe konnte die CCD-Kamera Bilder mit einer Rate wggie= 14 Hz lie-
fern. Die folgende Abbildung.5.7zeigt eine Bildserie der Axon-Verzweigungen
vor, wahrend und nach der visuellen Stimulation.
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Abbildung 4.5.7: Links: Zeitreihe von Epifluoreszenzaufnahmen des selben
VS2-Neurons wie in Abb4.5.5 (nur jedes dritte Bild der Zeitreihe ist darge-
stellt). Der schwarze Balken unter der oberen Reihe zeigt die visuelle Stimula
tion der Zelle an. Rechts: Zeitverlauf der relativen Fluoreszenzangéa /Fy

aus dem gelb markierten Bereich der Epiluoreszenzaufnahmen.

Das obere linke Bild zeigt in einem Falschfarben-kodiertehd&benbild die
axonalen Verzweigungen des selben VS2-Neurons, das inAbl& gezeigt ist
und zuvor im TPLSM-Modus untersucht wurde. Zudem ist der Blrmarkiert
(gelbe Umrandung), der fir die Auswertung der relativeroFdgzenzanderung
AF /Fy verwendet wurde. Der Zeitverlauf der relativen Fluoregaederung ist
im rechten Teil der Abb4.5.7dargestellt.

Der Vergleich der Zeitverlaufe der relativen FluoreszewsiungAF /Fy zeigt
bei den Zeilenrasterungen im TPLSM-Modus des Mikroskoesgleiche Ver-
halten, das im Epifluoreszenz-Modus beobachtet werdent&ommbeiden Fallen
steigt die Kalzium-Konzentration wahrend der 1 sec. dalemrvisuellen Stimu-
lation kontinuierlich an. Die Zunahme liegt bei 40 % bis 80 &sdFluoreszenz-
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basissignal$y. Nach der Stimulation sinkt die Kalzium-Konzentration ifea
drei Messungen wieder, wobei die Zeilenrasterungen zetpss das Abklingen
des C&*-Signale in den diinnen Axon-Verzweigungen schneller gtk in den
dickeren Verzweigungen.

Mit diesem Experiment konnte demonstriert werden, das$ amic einer
Zwei-Photonen-Anregung Zeilenrasterungen in Nervearethoglich sind und
in vivo-Messungen der Ga-Konzentration wahrend visueller Stimulation erlau-
ben. Im konventionellen Epifluoreszenzmodus konnte dasddkop Daten auf-
nehmen, die als Referenz dienen fiir den Vergleich mit denDdte im TPLSM-
Modus aufgenommen wurden. Hervorzuheben ist, dass miemiesufbau sehr
einfach zwischen den beiden Modi umgeschaltet werden kdemm jeder Mo-
dus hat seine eigenen Vor- und Nachteile. Der Epifluoresredas liefert Bilder
der rdumlichen Verteilung der Kalziumkonzentration, aliegs mit niedriger Fre-
quenz (serie= 14 Hz) und aufgrund der Streuung mit eingeschrankter rameti
Auflosung. Im TPLSM-Modus wird kein Bild aufgenommen, somdes werden
nur eindimensionale Daten entlang einer (kurzen) Liniastegrt. Die Daten-
aufnahme erfolgt dafuir aber sehr schnelidie= 200 Hz) und erlaubt auf diese
Art neue Riickschliisse tiber den genauen zeitlichen Verlaukmgerungen der
Ca’t-Konzentration. Dazu erreicht der TPLSM-Modus eine holenliche Auf-
|6sung von etwd\x = 0.4 um lateral und etw#z = 1.0 um axial. Die Wahl des
Modus héngt also von der Information ab, die man aus den Mgssugewinnen
méchte: der Epifluoreszenzmodus erlaubt die raumlichetBlarsg der C&*-
Konzentration, der TPLSM-Modus dient der Darstellung datichen Verlaufes
der C&*-Konzentration.

Beide Modi lassen keine Schadigung der Probe erkennen,geoldie Leis-
tung des Anregungslaser unt,pe= 10 mW bleibt. In diesem Fall zeigen die
Neuronen auch im TPLSM-Modus das gleiche funktionale Méehadas im kon-
ventionellen Epifluoreszenzmodus beobachtet werden kann.

Im Epifluoreszenzmodus wird eine Anregungsintensitat eedet, bei der
nicht nur keine Probenschadigung, sondern auch kein Aighiele des Fluores-
zenzfarbstoffes auftritt. Der TPLSM-Modus verwendet ezwas héhere Laser-
leistung, die nicht zu einer Probenschéadigung fuhrt, ab&zdem ein ausreichend
hohes Signal ermdglicht, um die hohe zeitliche Auflosungreeiehen. Das Aus-
bleichen des Farbstoffes im TPLSM-Modus wurde ohne viei&timulation, d. h.
ohne Anderung des Farbstoffverhaltens, fiir die beiden eemessenen Posi-
tionen bestimmt. Die monoexponentiell bestimmte Abklgigbetrug in der di-
cken axonalen Verzweigung (rote Markierurrgy = 15.2 sec. und in der diinnen
axonalen Verzweigung (griine Markierung)uen= 6.8 sec. Dieses Ausbleichen
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kann aber durch eine Messung bestimmt und als Korrekturaredgebnisdia-
gramme eingebracht werden. Das Problem des Ausbleichsstssigh aber auch
durch die Verwendung eines empfindlicheren Detektors, idergeringere Anre-
gungslaserleistung erlaubt, oder durch die Verwendungsesiabileren Fluores-
zenzfarbstoffes reduzieren.

Auch wenn der TPLSM-Modus keine Bilder, sondern nur Intétsyro-
file entlang der Rasterlinie liefert, so gibt es dennoch einkspekte, die
den TPLSM-Modus vorteilhafter erscheinen lassen als demvekdionellen
Epifluoreszenzmodus.

Der erste Vorteil des TPLSM-Modus liegt in der verwendetfAnregungs-
wellenl&nge, denn das in der konventionellen Fluoreszémaskopie verwende-
te Licht im VIS- oder UV-Spektralbereich reizt die Photaptoren der Fliege
stark. Obwohl die VS-Neuronen eigentlich sehr spezifisdtBawegung reagie-
ren, werden sie auch durch starke Kontrastdnderungeregesee sie das VIS-
oder UV-Licht bewirkt. Dies macht sich auch in Abh5.7am Beginn des Zeit-
verlaufes durch einen Anstieg der&aKonzentration bemerkbar.

Der zweite Vorteil des TPLSM-Modus ist die bessere raumali@bflésung im
Vergleich mit dem Epifluoreszenzmodus. Die Auflésung istralmeZusammen-
hang mit der Interpretierbarkeit der aufgenommenen Bildehtrder einzige zu
beachtende Aspekt. Wichtiger flr den Vergleich der KalziBignale aus ver-
schiedenen Regionen der Nervenzelle ist das UberspreclseRlugreszenzsig-
nales zwischen benachbarten Zellbereichen bei der Epaenzmikroskopie.
Deshalb ist anzunehmen, dass das Fluoreszenzsignal diieagten einen nicht
zu vernachlassigenden Anteil der Fluoreszenz aus bendehpalickeren und
starker angefarbten Neuriten enthalt. Im TPLSM-Modus stadas Fluoreszenz-
signal nur aus dem Fokusvolumen und deshalb kann das Sigclalggenau der
gerade vom Fokus gerasterten Struktur in der Zelle zugebwerden. Somit las-
sen sich auch benachbarte Strukturen in der Zelle, dereriBikpifluoreszenz-
modus durch die Streuung verschmiert wird, im TPLSM-Modeustlich trennen.

Nachdem mit diesem Experiment demonstriert werden kondéss die
TPLSM grundsatzlich in der Neurobiologie anwendbar ist andh Vorteile ge-
genuber der konventionellen Epifluoreszenzmikroskopsgtteist ein Mikrosko-
paufbau winschenswert, der die Vorteile beider Modi vegeimlso mit hoher
zeitlicher und rdumlicher Auflosung nicht nur einzelne £ejlsondern ganze Bil-
der aufnehmen kann. Einen Schritt in Richtung eines deertiufbaus wird mit
den im folgenden Kapitet.5.2beschriebenen Experimenten vorgestellt.
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4.5.2 Multizeilen-TPLSM zur in vivo-Kalzium-Untersuchung

Der TPLSM-Aufbau, der im vorigen Kapt.5.1 beschrieben wurde, zeigte die
prinzipielle Anwendbarkeit der TPLSM in der Neurobiologlerdings blieb
das Problem bestehen, dass auf der einen Seite ein bildigheaber langsames
Verfahren und auf der anderen Seite ein schnelles, abet-midgebendes Ver-
fahren (Punktrasterverfahren) existiert und beide nicheimem schnellen und
bildgebenden Verfahren vereinigt werden konnten.

Mit dem in diesem Experiment realisierten Aufbau wird di€iskrepanz
durch paralleles Arbeiten mit mehreren Rasterzeilen unerédD-Kamera als
Detektor verringert und unter bestimmten Bedingungen &#evaufgehoben.

Esistauch moglich, die einzelnen Rasterzeilen so dichtaosan zu bringen,
dass es keine Lucken zwischen ihnen gibt. Diese Art einetiMeillenrasterung
ist dann ein bildgebendes Verfahren, das zugleich die heitleche Auflosung der
Zeilenrasterung realisiert. Dabei kann aber die rAumlshigsung aufgrund der
Streuung im Gewebe reduziert werden. Dieser Schritt detiMeilenrasterung
ist im vorliegenden Experiment aber noch nicht realisientden, sondern es wur-
de das parallele Arbeiten mit acht deutlich separiertendRasten demonstriert.

Gegenstand der Untersuchungen in diesem Experiment sattvim die VS-
Neuronen in det.obula-Schicht der TC-Neuronen (vgl. Abh.5.7).

Der Aufbau des Multizeilen-TPLSM entspricht der Beschraipaus Kap3,
mit den hervorzuhebenden Komponenten des Strahlteiler§rilt-Scope, der
die bis zu 64 Strahlen erzeugt, und der EMCCD-Kamera als DmteRte Ka-
mera ist als flachiger Detektor notwendig, da der Aufbau nunon-descanned
Modus betrieben werden kann. Zur visuellen Stimulatiomvisderum die LED-
Leiterplatine oberhalb des Objektives im SichtbereichFlege angebracht.

Aufgrund fehlender technischer Mdéglichkeiten war die gddende TPLSM
(im non-descanned Modus) bisher auf Anwendungen besdhidiekein starkes
Fluoreszenzsignal lieferten oder bei denen die temporaf@®sung keine Rolle
spielte, so dass die Bilder lange belichtet werden konnt@8][Diese Einschrén-
kung konnte durch die Verwendung der Andor iXon EMCCD-Kamertgaho-
ben werden. Abb4.5.8skizziert den in diesem Experiment verwendeten Aufbau.

Mit diesem Aufbau konnte das Multizeilen-Rasterverfahrah zavei Arten
realisiert werden: als Bildrastermodus und als Multizetiedus.

Im Bildrastermodus wird die ganze Linie mit den 64 Foki sowiatder x- als
auch in der y-Richtung bewegt. Auf diese Weise entsteht edngdigen angeregte
Flache in der Fokusebene, deren Fluoreszenz auf die EMCCDekéaaigebil-
det wird und ohne Nachbearbeitung als Fluoreszenzbildedesen werden kann.
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Abbildung 4.5.8: Multizeilen-TPLSM-Aufbau fiir das zweite Experiment zar
vivo-Untersuchung von fluoreszenzmarkierten Nervenzellen.

Voraussetzung fur eine homogene Anregung ist eine nicht@oegRasterschritt-
weite, die deshalb typischerweise unegchiit = 400 nm lag.

Der Multizeilenmodus realisiert die im vorigen Experiméiehe Kap4.5.])
angedachte parallele mehrfache Zeilenrasterung im nscadeed Modus. Es
werden mehrere Zeilen gleichzeitig gerastert und die Elsmenz wird auf den
CCD-Chip abgebildet. Es wird zwar auch wieder ein Bild vom CCD-Clhigge-
lesen, aber dieses zeigt ohne Nachbearbeitung die Irdtsvatlaufe aller parallel
betrachteten Rasterzeilen. Um das Auslesen zu beschleykigen mit Binning
gearbeitet werden. Wird das Binning senkrecht zu den Rastleingestellt, so
kann man idealerweise abwechselnd Pixelreihen mit Sigm&Reihen ohne Si-
gnal zur Trennung der einzelnen Zeilen erhalten. Da pamllelen Rasterzeilen
nicht gebinnt wird, bleibt die Pixelauflésung entlang die&ehse erhalten. Eine
Rasterzeile wird typischerweise auch kirzer sein als eiiterg&nge des Bildes
im Bildrastermodus, so dass auch durch Verkleinerung desiasenden Berei-
ches des CCD-Chips die Datenmenge reduziert und somit die tildes Kamera
erhoéht werden kann.

Die folgende Abbildungt.5.9zeigt eine Sequenz von Bildern der prasynap-
tischen Region eines VS-Neurons wahrend der visuellen &ttrono mit dem in
der Vorzugsrichtung bewegten Streifenmuster. Die Bilderdsn im Bildraster-
modus (BRM) mit einer Frequenz vaRerierm = 8.2 Hz aufgenommen.
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Abbildung 4.5.9: Bildsequenz der prasynaptischen Region eines VS-Neuron
wahrend visueller Stimulation (von links nach rechts verlaufend). Nusjeigde-

te Bild ist dargestellt. Der schwarze Balken zeigt den Zeitbereich derligaue
Stimulation an.

visuelle Stimulation

Die Bilder hatten eine Gro3e von 128 128 Pixeln und die Farbkodie-
rung zeigt in den gelben und roten Farben den Anstieg detivetaFluoreszenz
AF /Ry des kalzium-sensitiven Farbstoffes an. Der Fluoreszestiegyspiegelt so-
mit den lokalen Anstieg der freien intrazellularen Kalzkonzentration wider.
Als Farbstoff wurde in diesem Fall eine Mischung der beidalzikmsensitiven
Farbstoffe Oregon-Green 488 BAPTA 1 Hexa-Kalium Salz unadbH Penta-
Kalium Salz verwendet. Dies ermdglichte es, die geringe $lasireszenz des
Fluo-4-Farbstoffes zu umgehen und dennoch zu einem gew@sal den grol3en
Dynamikbereich des Fluo-4-Farbstoffes auszunutzen. Diegung erfolgte bei
Aex = 820 nm. Man erkennt in den Bildern wéahrend der visuellen Statman
einen deutlichen Anstieg der relativen Fluoresz&R7 Fp, die nach der Stimula-
tion wieder abnimmt.

Im Bildrastermodus kann eine Bildrate von biswg = 20 Hz erreicht wer-
den, sofern die Farbstoffkonzentration in der Zelle agtend hoch ist, um ein
Signal zu liefern, dass oberhalb der Rauschgrenze liegtiEidfetaillierte Unter-
suchung der Kalziumdynamik ist diese zeitliche Auflésurgrédings nicht aus-
reichend. Im Multizeilenmodus liel3 sich eine Bildrate wefie= 89.3 Hz errei-
chen, dieser Modus ist also um einen Faktor 4.5 schnelleiealBildrastermodus.
Im Multizeilenmodus wurden in diesem Experiment nur ach&deZeilen gleich-
zeitig gerastert, wobei die Zeilen einen Abstand von elya,je = 7 um hatten,
um ein Ubersprechen des Fluoreszenzsignals zwischen dlen Ze verhindern.
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Abb. 4.5.10 zeigt eine Gegenulberstellung des Bildrastermodus und des
Multizeilenmodus. Vier der acht Rasterzeilen treffen digiterminalen Axon-
Verzweigungen, wie im rechten Bild des Multizeilenmodus duoFeszenzsignal
zu sehen ist. Die Positionen dieser Zeilen sind im linken Béd Bildrastermodus
markiert und nummeriert.

AAAA
YNEANS

Abbildung 4.5.10: Gegenlberstellung von Bildrastermodus und Multizeilenmo-
dus bei Abbildung einer endterminalen Axon-Verzweigung: Links: Emaiiegle
Axon-Verzweigung im Bildarastermodus, markiert und nummeriert sind cie P
sitionen, die im Multizeilenmodus gerastert wurden. Rechts: Dieselbe kxona
Verzweigung im Multizeilenmodus, vier der acht Rasterzeilen treffen de flu
reszenzmarkierten Neuriten.

Die Auswertung der im Multizeilenmodus aufgenommenen Datdolgt in
gleicher Art und Weise, wie es im vorigen Kap5.1fur den descanned Modus
des TPLSM beschrieben wurde. In den Rasterzeilen wird derdssierende Be-
reich markiert — auch in einer Rasterzeile kann im Querstcteg Neuriten ein
interessanter Bereich festgelegt werden —, das Signallbegeand als zeitlicher
Verlauf dargestellt. Fur die vier Rasterzeilen aus Ahb.1Q die einen Neuriten
treffen, ist der jeweilige zeitliche Verlauf in der folgesrdAbb.4.5.11zusammen
mit einem Ubersichtsbild der Rasterpositionen dargestellt

Man erkennt an den Abbildungeh5.9 4.5.10und 4.5.11(oben), dass die
Neuriten nicht mit einer einzelnen Zeilenrasterung hatiaersucht werden kon-
nen, weil sie zu weit auseinander liegen, um von einer eamziRasterzeile getrof-
fen zu werden. Der Multizeilenmodus erlaubt also die glegitige Untersuchung
der Kalziumsignale in den interessierenden Neuriten nrthddéen temporalen
Auflésung des Multizeilenmodus. Die zeitlichen VerlaufeAinb. 4.5.11(oben)
zeigen, dass im dickeren Neuriten (Nr. 1) die Kalziumkomzgion langsamer
ansteigt als in den dunneren Neuriten (Nr. 3) — dieses Ergdand sich auch
schon in den Experimenten mit dem Einzelstrahl-TPLSM (Kglp.4.5.1). Zum
Vergleich wurde die gleiche Messung auch im Bildrastermahlushgefihrt und
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Abbildung 4.5.11: Zeitlicher Verlauf der Kalziumkonzentration aufgenommen
im Multizeilenmodus (oben) und im Bildrastermodus (unten). Der schwaaize B
ken unter den Zeitverlaufen zeigt den Zeitpunkt der visuellen Stimulation an.

zur Auswertung wurden in den Bildern wieder interessante iBleeemarkiert und
ihr Signal wie zuvor ausgewertet. Die zeitlichen Verlaufelsn Abb.4.5.11(un-
ten) dargestellt. Der zeitliche Verlauf der im Bildrasteduns aufgenommenen
Daten zeigt das gleiche Verhalten wie die Multizeilenmebasen, wenn auch
die temporale Auflosung im Bildrastermodus kleiner ist.

Beide Modi bestatigen also das Verhalten, dass die Kalzinadwatration in
den dianneren Neuriten schneller ansteigt und nach der @tiom auch wieder
schneller absinkt als in den dickeren Neuriten. Als Teildevache fir dieses Ver-
halten nennt [181] die Unterschiede im Oberflache-zu-Ven+werhaltnis zwi-
schen diesen Neuriten. Eine moégliche funktionelle Bedeptler schnellen Kal-
ziumdynamiken kann in ihrem Beitrag liegen, die Neurotrattemausschuttung
in den prasynaptischen Enden der axonalen Verzweigundereler zu kontrol-
lieren [184—186].
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Mit Hilfe der TPLSM und der hier nicht beschriebenen CLSM kimmauch
kleine neuritische Ausstllpungen in der axonalen Endredes VS-Neurons be-
obachtet werden, die bisher noch nicht Gegenstand furddgotntersuchungen
waren. Bei diesen Ausstllpungen, die an die dendritischendddkortikaler Neu-
ronen von Saugetieren erinnern, ist noch unbekannt, obrgteopger postsynap-
tische Funktion haben. Da aber gerade die unterschiedtial®@umregulation in
den Dornen und den Dendriten, von denen sie abstammen, @hége Rolle
bei den kortikalen Dornen spielt, wurde auch die Kalziunaiwik in den Dornen
der VS-Neuronen und dem anschliel3enden axonalen Straegsucit. In Pyra-
midalneuronen von S&ugetieren zeigte sich in den Dornem shnellere Kal-
ziumdynamik als in den zugehdrigen Dendriten [187, 188].Gegensatz dazu
wurde in den VS-Neuronen keine offensichtlich untersdiibd Kalziumdyna-
mik zwischen den Dornen und dem zugehdrigen axonalen Sbhangzwischen
den einzelnen Dornen beobachtet, wie die zeitlichen Vieglder Kalziumkon-

zentration in Abb4.5.12zeigen.
250
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Abbildung 4.5.12: Zeitlicher Verlauf der Kalziumkonzentration in den Dornen
und dem zugehdrigen axonalen Strang. Der schwarze Balken uni&etteer-
laufen zeigt jeweils den Zeitpunkt der visuellen Stimulation an. Links unten der
zeitliche Verlauf berechnet aus dem Bildrastermodus, rechts untereideste
Verlauf berechnet aus dem Multizeilenmodus (mit zwei Zeilen).

Der TPLSM-Aufbau in diesem Experiment konnte in zwei versdanen
Modi betrieben werden: dem Bildrastermodus und dem Mulénenodus.
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Der Bildrastermodus ist vergleichbar mit dem Epifluoresmeodus, der in
Kap. 4.5.1 beschrieben wurde. Auch hier zeigt sich, dass der Bildnastéus
mit einer Bildfrequenz bis zwseie = 20 Hz die geringste temporale Auflo-
sung besitzt. Demgegeniber steht der TPLSM-Modus (desdaktodus mit
Punktrasterverfahren, vgl. Kag.5.1), mit dem eine temporale Auflésung von
Vserie= 200 Hz erzielt werden kann. Die raumliche Auflésung ist im BRL-
Modus aufgrund des Punktrasterverfahrens am besten, ddwagszenzsignal
selbst bei Streuung im Gewebe eindeutig dem Rasterpunkbmiiget werden
kann. Bei den bildgebenden Verfahren — dazu gehéren auchmsglEund Mul-
tizeilenmodus mit der Detektion durch eine CCD-Kamera — @genn sich da-
gegen die Signale benachbarter Rasterpunkte auf dem fladbegektor und das
gesamte Bild erscheint unscharf. Die dritte Art der Deteldroodi sind schliel3-
lich die Zeilenmodi, deren Einschrankung liegt in dem aefZeile beschrankten
Untersuchungsbereich. In diesem Vergleich der Modi figit Blultizeilenmodus
die Liicke zwischen dem Bildrastermodus und dem Einzelzeitetus. Der Mul-
tizeilenmodus ist schneller als der Bildrastermodus ungtzhen gréReren Un-
tersuchungsbereich als der Einzelzeilenmodus, er relmtjaweils nicht an die
jeweiligen einzelnen Vorteile der beiden anderen Modi hera

Fur eine detailliertere Beschreibung des Multizeilenmodusde auch die
Auflosung untersucht. Zunachst ist festzustellen, dassatézil der Zwei-Photo-
nen-Anregung — die Beschrankung der Anregung auf das Fokuseo — hier
in allen Modi erhalten bleibt, die mit der Zwei-Photonenf@gung arbeiten. Die
Verschlechterung der Auflosung findet im Detektionsstradeg statt, wenn ein
flachiger Detektor verwendet wird. Im Bildrastermodus weikh die Auflosungs-
verschlechterung entlang beider Achsen des Bildes aus, Meitizeilenmodus
nur entlang der Achse, die parallel zur Rasterzeile verlasivfern der Abstand
der Rasterzeilen ausreichend groR ist, um ein Uberspre@hteSighale zwischen
den Rasterzeilen zu verhindern.

4.5.3 Auswirkung der Streuung auf die Auflésung

Um die Auswirkung der Streuung im Gewebe auf die Auflésungraensuchen,
wurde mit dem Aufbau dieses Experimentes neben dem Bilarastd dem Mul-
tizeilenmodus auch der TPLSM-Modus realisiert. Dazu warkigrze Rasterzei-
len (Langel; = 15 um) mit moéglichst kleiner Frequenz/4gje = 2 Hz) geras-
tert, wahrend die Bildaufnahme mit moglichst hoher Frequergz.ie = 97 Hz)
erfolgte. Dieses Verfahren ist vergleichbar mit dem Deteldschema, dass im
TPLSM-Modus des vorigen Experimentes angewendet wurde Kap. 4.5.1).
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Im TPLSM-Modus wurde die APD als Detektor mit so hoher Freguausgele-
sen, dass die Rasterspiegel trotz ihrer hohen Zeilenfreggr= 200 Hz) den
Fokus quasi nicht in seiner Rasterposition veranderten.deftit in diesem Ex-
periment benutzten Einstellungen wurde das Signal ausreBE3 nm langen
Bereich der Zeile aufgenommen, also einem Bereich, der derahgchen Auf-
l6sung entspricht, wie sie sich nach Gl.X.6 berechnet bzw. wie sie als typischer
praktischer Wert erreicht wird (vgl. Kag.5.7).

Fur die vergleichende Auflésungsbestimmung wurden Neuramgersucht,
die alle in einer Tiefe vorz = 30 um bisz= 60 um unter der Gewebeoberflache
liegen. Die aufgenommene Zeitreihe zeigt auf den BilderrOd&D-Kamera einen
Fluoreszenzpunkt, der sich auf der Rasterzeile entlangdieimeder ersten Mog-
lichkeit der Auswertung kann aus dieser Zeitreihe nun adexjeBild die Fluores-
zenzintensitat berechnet und in einem Intensitatsprofitdgehdrigen Rasterpo-
sition zugeordnet werden, so dass ein raumliches Intésysitidil der Rasterzeile
wie im TPLSM-Modus (Punktrasterverfahren) entsteht. Inzieeiten Moglich-
keit der Auswertung kénnen die Bilder der Zeitreihe auch @tlerlagert werden,
so dass sich ein Bild wie im Multizeilenmodus ergibt. Herwdreben ist, dass
beide Bilder die gleiche zellulare Struktur mit der exaktighen Reaktion der
Zelle auf die visuelle Stimulation zeigen — fur den Vergteter Auflésung konn-
te also nicht nur die gleiche Probe, sondern sogar der gddetiensatz verwen-
det werden. Die unterschiedliche Auswertung ermoglichtiegliesen Datensatz
raumliche Intensitatsprofile zu erhalten, die im erstehriiaht von der Streuung
im Gewebe beeinflusst sind, im zweiten Fall dagegen den Emfler Streuung
enthalten. Die folgende Abbildung5.13zeigt die raumlichen Intensitatsprofile
eines einzelnen Neuriten im Teil (A), im Teil (B) sind die Ing#t&tsprofile eines
Neuriten mit ungleichmafiger Intensitatsverteilung éatgllt.

In beiden Graphen der AbB.5.13zeigt die dicke, durchgezogene Linie das
Profil, das aus einem Streifen der hellsten zehn Zeilen geltmturde. Die diinne,
durchgezogene Linie gibt das Profil der hellsten Linie im CCR}Biieder. Die
gestrichelte Linie zeigt das Profil, das aus den einzeln&nsitdtswerten der
Zeitreihe des TPLSM-Modus als Punktrasterverfahren zosamgesetzt wurde.

Man erkennt in Abb4.5.13(A), dass der Neurit etwas schmaler erscheint
und das Profil steilere Flanken hat, wenn er im TPLSM-Modugenommen
wurde. Der einzelne Neurit in AbB..5.13(A) hat im TPLSM-Modus eine Brei-
te (FWHM) von brp sy = 2.80 um (gestrichelte Linie), im Multizeilenmodus
betragt die Breite (FWHM) dagegédmy,ii = 3.90 um (diinne durchgezogene Li-
nie). Der Unterschied zum tber 10 CCD-Zeilen gemittelten Pruofieiner Breite
(FWHM) von bgemitt = 3.95 um ist gering.
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Abbildung 4.5.13: Vergleich der raumlichen Fluoreszenzintensitatsprofile eines
einzelnen Neuriten an Stellen mit homogener und inhomogener Fluoresrenzv
teilung. (A): Neuriten mit homogener Fluoreszenzverteilung. Die beidecheu
gezogenen Linien wurden im Multizeilenmodus aufgenommen, die gestrichelte
Linie im Punktrastermodus. (B): Gleicher Vergleich der Intensitatsprafileia
ner Neuritenstelle mit inhomogener Fluoreszenzverteilung.

Mehrere Messungem( 7) am Neuriten aus Abll.5.13(A) ergeben bezo-
gen auf die FWHM einen Unterschied zwischen dem TPLSM-Modub dem
Einzelzeilenprofil vomAbrp sm:ezp= 0.88+ 0.47 um. Wird das tUber 10 CCD-
Zeilen gemittelte Profil zum Vergleich herangezogen, scéigetder Unterschied
AbtpLsm:gemitt = 1.02+0.32 um. Bestatigt wird diese Messung durch Messungen
an zwei weiteren einzelnen Neuriten. Bei diesen betrug deiteBwenterschied
zum TPLSM-MOdU$pr|_SM;Ezp= 0.44+0.34 um bZW-AbTPLSM:EZP: 0.92+
0.31 um. Wird wieder Uber einen 10 Zeilen breiten Streifen gertjtbetragt der
Breitenunterschied zum TPLSM-Moddsrp sm:gemitt= 0.92+ 0.47 pm bzw.
Abrpsm:gemitt= 1.22+0.30 um.

Dies bedeutet, dass die bildgebenden Verfahren (Mulémeibdus, Einzel-
zeilenmodus und Bildrastermodus) eine schlechtere rabenkaflosung besit-
zen, als der TPLSM-Modus als Punktrasterverfahren. DuritteMng mehrerer
Zeilen der CCD-Kamera kann sich die Auflésung noch weiter redea.

An den Intensitatsprofilen in Abb4.5.13 (B) ist zu erkennen, dass mit
dem TPLSM-Modus (gestrichelte Linie) der nicht-fluoredeeBereich zwischen
den beiden fluoreszierenden Bereichen des Neuriten deartligrvortritt als in
den bildgebenden Verfahren (durchgezogene Linien). Aufdder schlechteren
raumlichen Auflésung der bildgebenden Verfahren kann diekkinicht so exakt
abgebildet werden und erscheint daher verschmiert.
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Zusammengefasst zeigen die beiden in diesem Kapiidleschriebenen Ex-
perimente, dass die Anwendung der Zwei-Photonen-LasdeRistikroskopie in
der Neurobiologie fuin vivo-Untersuchungen maoglich ist und zudem wichtige
Vorteile bietet. Dazu wurde im ersten Experiment die ppredle Anwendbarkeit
der TPLSM in einem Aufbau nachgewiesen, der den TPLSM-Madsi®unkt-
rasterverfahren mit einer APD als schnellem Detektor seali. Im zweiten Ex-
periment wurde der Aufbau zum Multizeilenmodus erweitBdbei wurde eine
neuartige, sehr empfindliche und schnelle CCD-Kamera alskideteerwendet.
Fur die Realisierung des Multizeilenmodus ist das PrinzipEtrzeugung mul-
tipler Strahlen von T. NeLSEN et al. [16] angewendet worden.

Die Auflésung definiert sich durch die FokusgroRe bei der gang, ei-
ne anschlieBende weitere Verschlechterung der Auflosunghd&treuung
des Fluoreszenzlichtes auf dem Weg zum Detektor kann duroheAdung
des TPLSM-Modus als Punktrasterverfahren vermieden wer8&emit wird
die IR-Laserstrahlung bei der Anregung weniger gestreutdads VIS-/UV-
Strahlung und die Anregungsauflosung ist tiefer im Gewebgsdreals bei
CLSMs/Epifluoreszenzmikroskopen.

Fur die Neurobiologie mit ihren Untersuchungen am visumegstem bietet
die IR-Strahlung den weiteren wichtigen Vorteil, dass dietBtrezeptoren vieler
Préparate nicht auf die IR-Strahlung reagieren und so eigewwnllte Stimulation
des visuellen Systems verhindert wird. Die aufgenommeregeribwerden durch
das nur zur Datenaufnahme bendétigte Laserlicht nicht isetié

Die TPLSM kann Bilder liefern, die vergleichbar sind mit derid@rn von
Epifluoreszenzmikroskopen. Um eine mdglichst hohe tenipadxaflosung (dies
entspricht auch einer hohen Bildratg.ig zu erreichen, wird mit einer moglichst
hohen Laserleistung gearbeitet, bei der aber noch keirégdBpnimg der Probe auf-
tritt. In den hier durchgefuhrten Experimenten konnte eiaserleistung von bis
ZU Perope= 10 MW pro Strahl verwendet werden und die untersuchten KNeele
len blieben vital und zeigten die aus anderen Experimerg&arinten Reaktionen
bei visueller Stimulation. Bei der verwendeten Laserleigtkam es aber zu ei-
nem Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe, mit denen dig@hzellen angefarbt
waren. Dieses Ausbleichen kann in einer Referenzmessureywasurelle Stimu-
lation untersucht werden und die eigentlichen Messungeméw anschlie3end
mit dieser Referenz korrigiert werden. Das Ausbleicheritsddo kein prinzipi-
elles Hindernis fur die Anwendung der TPLSM in der Neurobgié dar. Zudem
konnte die Laserleistung und somit auch das Ausbleicharered werden, wenn
ein Aufbau mit groRerer Detektionseffizienz und stabileaebBtoffe verwendet
werden.
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Die beiden Aufbauten in den Experimenten erlaubten jeweihrere Be-
triebsmodi, die sich in Bezug auf die rdumliche und temposalésung zum Teil
deutlich unterscheiden, und die teilweise auch so redligierden konnen, dass
eine Mischform zweier Modi entsteht. Mit beiden Aufbautearwein Bildraster-
modus moglich, bei dem die Laserstrahlen ein Gebiet in debbé’rasterten und
ein Bild auf der CCD-Kamera erzeugten (non-descanned Modukap. 2.3.1).
Die Bildrate betrug im ersten Aufbau mit der damals typiscinethdem Stand der
Technik entsprechenden CCD-Kamera mygie= 14 Hz, die im zweiten Expe-
riment verwendete derzeit modernste EMCCD-Kamera erreBlitzaten von
bis zu vserie= 20 Hz. Ursache fur diese geringe Bildrate ist jeweils der grof3
Bildbereich, der fur die Rasterspiegel eine Bewegung entleng-dund y-Achse
erfordert. Der Multizeilenmodus bietet hier einen Auswdgnn er kann nicht
nur wie zuvor beschrieben mit acht weit separierten Zegatisiert werden, son-
dern es kdnnen auch alle 64 Strahlen benutzt werden, die leieBeugen, wenn
die Rasterzeilen direkt aneinander angrenzen. Der Bildiferst zwar kleiner
als im Bildrastermodus, weil die Bildhéhe (y-Achse) durch désmge der Linie
der 64 Foki auflggi = 30 um beschréankt ist. Daflir kann die Bildrate auf etwa
Vserie= 100 Hz erh6ht werden, wie es zuvor flr den Multizeilenmoditsacht
Rasterzeilen beschrieben wurde. Die Auflésung wird allgslso gering sein wie
im Bildrastermodus, der Vorteil der hohen Auflésung senkrealden separierten
Rasterzeilen geht zugunsten der erhdhten Bildrate verloren.

Im ersten Aufbau (vgl. Kap4.5.1) konnte der TPLSM-Modus angewendet
werden, der als Punktrasterverfahren eine einzelne Zeikesterte und durch die
Verwendung einer APD als Detektor sowohl eine hohe rauralials auch ei-
ne hohe temporale Auflosung erreicht. Die raumliche Auflgsishin Oberfla-
chennahe beugungsbegrenzt und erreicht Werteos 0.4 um (lateral), und
ist somit equivalent zur Auflésung kommerzieller CLSMs. Ichtistreuendem
Gewebe gilt dies auch fur den Bildrastermodus. Die tempohaitbsung des
TPLSM-Modus liegt typischerweise begerie = 200 Hz, kann aber auch bis zu
Vserie= 400 Hz erreichen.

Im zweiten Aufbau konnte ebenfalls ein TPLSM-Modus realisiverden, der
allerdings nur fur vergleichende Zwecke der Auflosungsitmsting angewen-
det wurde. Als Detektor wurde die EMCCD-Kamera verwendet,dendie Bil-
der mit dem ,Datenpunkt” ausgelesen wurden. Dennoch kceunté mit diesem
Punktrasterverfahren eine temporale Auflosung von kngpg.= 100 Hz erzielt
werden. Da dieser Modus fur Vergleiche mit dem Multizeilemius benutzt wur-
de, war die Konfiguration der EMCCD-Kamera noch nicht optir&éh Binning
parallel zur Rasterzeile kann die Bildrate noch erhéhen.r8afer auszulesende
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Teilbereich des CCD-Chips nicht auf eine einzelne Zeile bé&sdtirwird — dies
wurde auch die Bildrate erh6hen — ist dieser Multizeilen-Modine Erweiterung
des bisherigen Einzelzeilen-Modus aus dem ersten AufbauTBLSM-Modus
hat in beiden Aufbauten als Punktrasterverfahren den dctass nur ein ein-
dimensionales Fluoreszenzintensitatsprofil entlang dsteReeile und kein zwei-
dimensionales Bild wie im Bildrastermodus aufgenommen wixek. Vorteil des
TPLSM-Modus liegt aber in beiden Aufbauten in der optimatersnutzung der
raumlichen Auflésung.

Der Multizeilenmodus mit klar separierten RasterzeilenlisBh die Lucke
zwischen dem Bildrastermodus und dem TPLSM-Modus, die beideils nur
einen von zwei Vorteilen realisieren kdnnen: entweder diddggbung oder die
hohe temporale Auflosung. Zwar liefert der Multizeilenmsd#aine vollstandigen
zweidimensionalen Bilder, aber die separierten Rasterzeil@auben eine simul-
tane Untersuchung auch weiter von einander entferntektten des Praparates.
Dennoch geben die Multizeilenbilder, die man auch als jlated” Bilder be-
zeichnen kann, einen groben Eindruck der zweidimension&teuktur wieder,
abhéangig von der Anzahl und dem Abstand der Rasterzeilels. ded Multizei-
lenmodus mit allen 64 aneinander angrenzenden Strahlgremdet wird, erhalt
man sogar wieder einen bildgebenden Modus mit erhohterd&@éddaber reduzier-
ter raumlicher Auflésung. So lasst sich die Liicke zwischen Bédrastermodus
und dem TPLSM-Modus schliel3en.

In Bezug auf die Auflosung, besitzt der TPLSM-Modus als Pwadtarverfah-
ren die beste raumliche und temporale Auflésung, sofern etekor eine APD
verwendet wird. Auf diese Weise hat die Streuung im Gewebeekeegative Aus-
wirkung. Falls die EMCCD-Kamera als Detektor im TPLSM-Modeswendet
wird, geht die hohe temporale Auflésung verloren — die Biklnaduziert sich
auf einige Hz —, aber es bleibt der Vorteil der hohen raurelicAuflosung erhal-
ten. Dies gilt auch, falls mit mehreren Rasterpunkten, di¢lad voneinander
separiert sind, gearbeitet wird. Dieser Multizeilen-TRL:-$odus ist im zuvor
beschriebenen Experiment allerdings nicht realisierdeor Die deutliche Tren-
nung benachbarter Rasterzeilen/Rasterpunkte ist notwedeim bei den bild-
gebenden Verfahren fuhrt die Streuung im Gewebe dazu, dasslie Signale
benachbarter Rasterpunkte auf dem Detektor gegenseitigflossen/iberlagern
und im entstehenden Bild somit Details verloren gehen. Aesain Grund ist
auch die Separation der Rasterzeilen im Multizeilenmoduastig, wenn die ho-
he raumliche Auflésung senkrecht zu den Rasterzeilen emalegben soll. Ver-
ringert man den Abstand der Rasterzeilen, wird die raumlihgisung immer
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schlechter, bis sie der Auflosung des Bildrasterverfahratspeacht, wenn die
Rasterzeilen aneinander angrenzen.

Der im zweiten Experiment realisierte Aufbau bietet auch ®erteil, dass
zwischen den verschiedenen Modi sehr einfach umgeschadteien kann, ohne
dass das Praparat dabei mit verandert werden muss.

Der Aufbau des zweiten Experimentes ist optimiert auf eioleehEmpfind-
lichkeit, indem die EMCCD-Kamera als Detektor mit einer aKtimchsten
Quenteneffizienz vory > 90 % verwendet wird. Da bei Laserleistungen ober-
halb vonPsope= 10 MW eine Schadigung des Praparates auftritt, kann die Emp-
findlichkeit des Aufbaus im Hinblick auf die zeitliche Aufl@isg nicht durch eine
Erh6hung der Laserleistung erreicht werden, es ist damemdpfindlichere Nach-
weis des Fluoreszenzsignals durch einen empfindlicherézkide notwendig.

Die Erweiterung des ersten Aufbaus auf den Multizeilennsodu einer der
groldten Vorteile des zweiten Aufbaus, denn der Multizerledus erlaubt die
gleichzeitige Untersuchung weiter auseinanderliegeSttekturen einer Nerven-
zelle fur vergleichende Studien. Auch in vielen anderen angungsgebieten,
aber insbesondere in der Neurobiologie, kann der Mulém@ilodus deutliche
Vorteile liefern. So ist beispielsweise bei der Untersuahuon Plastizitats-bezo-
genen Prozessen in den Dornen der kortikalen Neuronen wage8éren oft der
Vergleich der Kalziumsignale an der Dornenspitze, dem Boamsatz und des
zugehdrigen Dendriten wahrend der synaptischen Aktiaibéivendig [189, 190].
Die Anwendung des Multizeilenmodus erlaubt fur diese \@ayle und auch fur
die Vergleiche von benachbarten Dornen direktere Ricksshlaus den Daten,
als es bei der Verwendung des Einzelstrahl-TPLSM-Moduslictog/éare.



Kapitel 5

Diskussion und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die vielfaltigen Anwendumgglichkeiten der
Zwei-Photonen-Laser-Raster-Mikroskopie in den Bereiclerthysik, Biologie
und Chemie gezeigt werden. Hierzu wurde ein weiterentwiek@ufbau mit ver-
besserten Detektionseigenschaften in Bezug auf Aufnatsokgendigkeit und
Empfindlichkeit erfolgreich eingesetzt.

Bestimmung der maximal erreichbaren Aufldésung mit Hilfe von Quantendots

In Kap.4.1wurde die erfolgreiche prinzipielle Anwendung von Hall#eiNano-
kristallen, auch Quantendots genannt, demonstriert.iateg Ergebnis ist zu nen-
nen, dass Quantendots sich auch mit einem Zwei-PhotonesgAnsprozess zur
Fluoreszenz anregen lassen und ihr Einsatz in einem TPL3Mt gwinzipiell
maglich ist.

In den ersten Messungen mit Quantendots konnte auch gewsiden, dass
der hier realisierte TPLSM-Aufbau so empfindlich ist, dais® delichtungszeit
von bis zutg 7 = 2 ms ausreicht, um einzelne Quantendots abzubilden.

Bei diesen ersten aufgenommenen Bildserien zeigten die éudwis auch
bei einer Zwei-Photonen-Anregung die fur sie typische Esghaft des Blin-
kens, wodurch sie in den Bildserien zu identifizieren warendeén aufgenom-
menen Zeitspuren lie3en sich die typischen langeren urmbkém AN- und AUS-
Zustande beobachten, die teilweise sogar fast die gesamtmBetungszeit an-
dauerten.

In einer ersten Anwendung wurden die Quantendots zur Besimgrder De-
tektionseffizienz des hier realisierten TPLSM-Aufbausuien Der Vorteil der
Quantendots gegenuber anderen FluoreszenzfarbstoffémresPhotostabilitéat
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und Helligkeit. Aus den bekannten photophysikalischereksghaften der ver-
wendeten Gerate und der Quantendots lief3 sich die Photomesiensrate der
Quantendots und die Photonendetektionsrate der EMCCD-Kalmeechnen.
Daraus ergab sich eine Detektionseffizienz g sy = 2.1 %, die typisch fur
einen Mikroskopaufbau ist. Begriinden lasst sich die Deiakgffizienz durch
die Transmissionen der optischen Komponenten und die Nsoher Apertur des
benutzen Objektives.

In einer zweiten Anwendung wurde mit Hilfe der Quantendaésrdaximal
erreichbare Auflésung des hier realisierten TPLSMs bei ¥adung einer 90-
fachen VergroRerung bestimmt. Die maximale Auflésung eitisppder Punkt-
antwortfunktion (PSF) des TPLSM-Aufbaus, die angibt, wieffydas Bild einer
Punktlichtquelle auf dem Detektor ist. Da die Quantendatere Durchmesser
von wenigen Nanometern haben, konnten sie fiir diese Urnteusigen als Punkt-
lichtquelle angesehen werden.

Im Zusammenhang mit dieser Messung ist auch die Frage bedatwor-
den, ob die enge Benachbarung der 64 Foki im Multistrahibetdes TPLSM
zu einer Reduzierung der lateralen Auflosung fuhrt. Bei densMiggen wurden
Bildserien aufgenommen, die das Rastergebiet mit den Qudwtsepum einen im
Einzelstrahlbetrieb, zum anderen im Multistrahlbetrieib afien 64 Strahlen ab-
bildeten. Zur Auswertung ist ein Autokorrelationsalgonitus verwendet worden.
Die FWHM der berechneten und normierten PSF entspricht dgmnaderreich-
baren lateralen Auflésung. Die Messungen zeigen, dass irtiditahlbetrieb die
laterale Auflosungixys = 345 nm betragt, wahrend sie im Einzelstrahlbetrieb
mit Axes = 235 nm um etwa 30 % besser ist. Dies bestatigt die Vermutuagg d
die enge Benachbarung der Strahlen in der Fokilinie des Mrdhlbetriebes zu
einem Uberlapp der Fokivolumina fiihrt, wodurch sich diedate Auflésung ver-
ringert.

Flachige Anregung - Bildaufnahme ohne Rastern

Die Zwei-Photonen-Laser-Raster-Mikroskopie hat wie allstBaerfahren den
Nachteil, dass das zu untersuchende Gebiet in einem aedgadigen Prozess
punktweise abgerastert werden muss. Dabei ist es auchalolieth ob die Detek-
tion mit einem schnellen Punktdetektor (APD, Photomukipldescanned Modus
des TPLSM) oder mit einem flachigen, bildgebenden Deteki®@¥-Kamera,

non-descanned Modus des TPLSM) erfolgt. Das paralleleitetenit mehreren

Laserstrahlen (Parallel Processing) reduziert (evelntoieleinem weiteren Ent-
wicklungsschritt) die Aufnahmezeit um zwei Gré3enordremgnd ermdglicht
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es, neue Zeitskalen von biologischen Prozessen zugamnglictachen, wobei das
grundlegende Problem des Rasterverfahrens bestehen bleibt

Einen Ausweg bietet die gleichzeitige Anregung der Flubmyp des gesam-
ten Untersuchungsgebietes, also die flachige Anregung detergebietes, wie
sie in einem Epifluoreszenzmikroskop realisiert ist. DiegdR@#on muss verstand-
licherweise ebenfalls flachig erfolgen, also mit einemdpldenden Detektor.

Epifluoreszenzmikroskope haben allerdings Nachteile ¢pz@uf die ver-
wendete Anregungswellenldnge wie ein CLSM. Die Fluoreszend auch au-
Rerhalb des Fokus erzeugt und das dabei entstehende 8abfigt nicht nur zu
einer erhdéhten Probenschadigung, sondern wird auch (arfychit auf den De-
tektor abgebildet wie in einem Transmissionsmikroskoptztémdlich wird die
Auflésung und die Bildqualitat mit den erkennbaren Probeaitdateduziert.

Ein TPLSM dagegen bietet die Moglichkeit der Optischen &tduDurch die
Anregungswellenlange des TPLSM, die typischerweise imdé Lind doppelt so
grof3 ist wie die Anregungswellenlange eines CLSM, entstabtrduoreszenzsi-
gnal nur im Fokus und somit erhalt ein TPLSM quasi die intdgdise Eigenschaft
zu Optischen Schnitten, die allerdings erst durch das Redesg/der Fokus/Foki
zustandekommen.

Bei den Optischen Schnitten entsteht aul3erdem kein Staisigrden um-
gebenden Schichten und der Farbstoff in den umgebenderchehibleicht
auch nicht aus. So kénnen die einzelnen Schichten der Pnodogfeinander fol-
genden Messungen mit gleicher Qualitat aufgenommen weiderch die IR-
Anregungswellenlange des TPLSM wird zudem die Detektia Flaoreszenz-
signals vereinfacht, denn es kann eine gréf3ere AuswahllgmrFzur Trennung
von Anregungs- und Fluoreszenzlicht verwendet werden pBd&veise missen
die Kanten der Sperrfilter nicht so steil sein wie bei einem KL&in weiterer
Vorteil ist der gréf3ere Abstand zwischen Anregungs- unektginswellenlange,
der es erlaubt, die Anregungswellenlange tber eine grifBseeich zu variieren,
ohne dass der Dichroit ausgetauscht werden muss.

In Kap. 4.2ist gezeigt worden, dass der neue technologische Aspekiader
chigen Anregung in einem TPLSM realisiert werden kann, diee &bbildung
ohne Rastern ermoglicht. Dabei erfolgte die Anordnung ddra&grstrahlen, die
im Strahlteiler erzeugt wurden, in einerx88-Matrix. Die einzelnen Strahlen bil-
deten durch den grol3en Abstand zwischen Strahlteiler upek@bdie nach der
geometrischen Optik notwendigen kleinen Winkel zueinandadurch grenzten
die einzelnen Foki direkt aneinander, so dass es in derdgbit Flache keine
unbeleuchteten Bereiche gab. Die von den Foki beleuchtésh€&A hatte eine
GroRe von etwa = 2.5 x 2.5 um?.
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Intensitatsprofile durch das Fluoreszenzbild der belatehtFlache zeigten
ein deutlich erkennbares Plateau, das sich vom Hintergigndl absetzt. Die
Seitenkanten des Plateaus — erkennbar in den Flanken dasitdtsprofile — be-
sal3en die gleiche Steilheit wie die Flanken, genauer dalealtitensitatsverlauf,
eines einzelnen Fokus. An den Intensitatsprofilen wardifigs erkennbar, dass
die Intensitat innerhalb des Plateaus nicht einen koretaert annahm, wie es
fur eine beleuchtete Flache wiinschenswert ware. Dieserlagenitaten bei der
Anregung innerhalb der beleuchteten Flache lassen siahd@riationen in der
Reflektivitat der Spiegel erklaren, die im Strahlteiler vendet wurden. Die Va-
riationen fuhrten durch das Konstruktionsprinzip desI8tedlers zu Intensitats-
schwankungen zwischen den einzelnen Strahlen. Somitniassle die Inhomo-
geniaten der beleuchteten Flache durch die Verwendung\wérhteger optischer
Komponenten und eine noch prazisere Justierung des Strihlfes beseitigen.
Danach noch verbleibende Inhomogenitaten lassen sich éure Kalibrierungs-
messungen erfassen und aus den Messungen herausrechnen.

Eine gleich grol3e Flache lasst sich auch mit einem einzdtok&ns beleuch-
ten, allerdings hat ein solcher Fokus eine derart groRdeaRiasdehnung (im
Bereich von etwa\z ~ 80 um), die fur praktische Anwendungen nicht geeig-
net ist. Mit dem hier realisierten Aufbau zur flachigen Anreg bleibt die axia-
le Aufldsung wie bei einem Einzelfokus eines TPLSM erhaltéachgewiesen
wurde die axiale Auflésung des Aufbaus zur flachigen Anregiurgh die Mes-
sung der so genannten ,sea response“-Kurve. Hierbei efighbdass die ,sea
response“-Kurve eines Einzelstrahls mit der theoretisrledhneten Kurve Uber-
einstimmt und eine Auflésung vake = 0.86 um erreicht wird. Die Messung der
.Sea response“-Kurve der gesamten angeregten Flache @rgabtwas schlech-
tere axiale Auflosung voAz ~ 3 um, die sich durch die leicht unterschiedlichen
axialen Positionen der einzelnen Foki erklaren lasst. Deine verbesserte Jus-
tierung und bessere optische Komponenten wird sich diese8tg der axialen
Positionen aller Strahlen reduzieren lassen, womit avelaxiale Auflosung der
gesamten Flache als Uberlagerung der axialen Streuung=atizelstrahlen ver-
bessert werden kann.

Nach dem Nachweis der Realisierbarkeit einer flachigen Amggvurde die
praktische Anwendung an zwei Beispielen demonstriert. Zimenekonnten Klei-
ne Latexktugelchen (mit 400 nm Durchmesser), die eng berai;dber dennoch
separiert waren, abgebildet werden. Zum anderen lieRrseiner Gruppe von an-
gefarbten Hefezellen ein Optischer Schnitt durch die arelergrenzenden Zel-
len abbilden, der im Fluoreszenzbild die gleiche Strukgigtzwie das zugehdrige
Hellfeldbild.
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Mit dieser technologischen Verbesserung sind neue Frelgegien denkbar,
die mit bisherigen Techniken nicht zugénglich waren. Sonkérbei einer fla-
chigen Anregung die Molekllbewegung auf einer Membraritdazgre beobach-
tet werden — ein schnellablaufender Vorgang, der aufgrerdB@wegung eine
grof3e Beobachtungsflache bendétigt. Theoretisch kann nenjeldaserpuls ein
Bild der gesamten Flache aufgenommen werden, sofern eing&icbetektor
angewendet wird, dessen Quanteneffizienz sehr grol3 ist,asngeringe Signal
zu detektieren und der schnell genug ist, da aktuelle LageRapetitionsraten
voNn Vi aser= 80 MHz arbeiten. Praktisch ermdglichen eine hohe Empfihked
und eine groR3e Geschwindigkeit eine hohe zeitliche Aufl§sdre fur deartige
Experimente notwendig ist.

Selbstorganisation in der Chemie: Morphosynthese sternfaniger
Titandioxid-/Siliziumdioxid-Schalen

Die Anwendungsmdglichkeit der Zwei-Photonen-Mikroskom der Grundla-
genforschung der Chemie zeigte das Kap#&l am Beispiel der Biominerali-
sation. Ausgangspunkt war hierbei die Fragestellung, wesélalgen ihre har-
te kristallisierte Schale bilden. Fur den dynamischen Sefganisationsprozess
konnte ein Modellsystem realisiert werden, das groRe &hké&it mit dem natr-
lichen System hat und ein grundlegendes Verstandnis deplesem nattrlichen
Prozesse erlaubt. Damit kbnnen dann auch neuartige chemisemimetische
Verfahren entwickelt werden, die sich zur Bildung kompletierarchisch struk-
turierter Materialien nutzen lassen.

Das Modellsystem bestand aus einem Oltropfen (DurchmesseiO um bis
d = 100um), der in eine wassrige Losung eingebracht wurde. Die in Oénop-
fen enthaltene Metalloxid-Vorstufe wurde in der wassriggésung zersetzt und
bildete an der Ol/Wasser-Grenzschicht eine mineralstgchale. Fir ein sinnvol-
les Modellsystem ist die Ahnlichkeit zu den biologischest®ynen entscheidend,
die in diesem Fall in der GréRe der Oltropfen, der Umsetzusgkdeselsaure
aus einer Speicherform und der intrinsischen Selbstteeming des Schalenbil-
dungsprozesses bestand. Dazu kam die Tatsache, dass dierbddung an ei-
ner membranartigen Oberflache stattfand und dass der @gjasisationsprozess
durch den Zusatz von Additiven dynamisch induziert werdamie.

Die grundlegende Reaktion fand statt, wenn ein Arachidiress@athaltender
Chlorcyclohexan-Tropfen in eine stark verdiinnte wassrigeung von Cetyltri-
methylammoniumbromid eingebracht wurde. Uber einen Zeitr von 30 min.
konnte eine ,spontane Emulgierung* beobachtet werdergéredler Oltropfen in
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Mikroemulsionstropfchen zerfiel. Das interessante Stadin dem sich die stern-
férmige Morphologie ausbildete, war allerdings nicht gtatenn als Metalloxid-
Vorstufen Tetramethoxysilan oder Tetraethoxysilan vexet wurden. Die Ver-
wendung einer Titandioxid- oder Titandioxid-/Siliziunedid-Vorstufe fuhrte da-
gegen zur Bildung einer robusten verkieselten sternformigerphologie. Bei
Verwendung von Tetréert-butylorthotitanat entstanden schlief3lich sogar robuste
mineralisierte Schalen. Die Zeitdauer dieses Schalemhjsprozesses lag je nach
Wahl der experimentellen Bedingungen im Bereich von Minuisrsbunden. Die
im Stadium der sternférmigen Morphologie entstandenenh@la blieben auch
nach 50 min. noch stabil und hatten eine Lahg&on bis zuls = 100 um bei
einen Durchmesseals vonds = 1 um.

An gefriergetrockneten Proben zeigte sich, dass die Stac@ den Hohl-
schalen verschwunden waren. Fur die noch vorhandenen ahgierten Hohl-
schalen konnte eine Wandstardkg von dy = 1 um bestimmt werden. Die ener-
giedispersive Rontgenfluoreszenzanalyse zeigte, dassatfilsdthalen und auch
die Stacheln Titan und Silizium enthielten.

Die Bildung der sternférmigen Stacheln aus der Hohlschaieusevar zudem
stark von der Vorstufenkonzentration abhangig. Eine zingerKonzentration
vonc = 3 Gew.-% fuhrte wieder zu der — stark verlangsamten — spentemul-
gierung. Bei einer zu hohen Konzentration vos 5 Gew.-% dagegen bildeten
sich massiv mineralisierte Schalen ohne Stacheln.

Die Vorteile der Anwendung der TPLSM konnten bei weiterendgsuchun-
gen vollstandig genutzt werden, denn als FluoreszenZvwenfiaerlaubte sie die
Farbstoffmarkierung und damit die Sichtbarmachung desremdes untersuch-
ten Oltropfens bzw. seiner Schale und der Stacheln. Diegkéhides TPLSM
zu Optischen Schnitten ermdglichte die Aufnahme von Quneigisbildern durch
den Oltropfen. Die jeweiligen Entwicklungszustande desdpfens kénnen fiir
andere Mikroskopieverfahren nicht in Schnittpraparatgreri werden. Zudem
hat die TPLSM den Vorteil, dass es kein Streusignal aus lbdy@aten Schichten
gibt, das die Auflosung der Optischen Schnitte reduziers be& einem CLSM
die Qualitat der Aufnahmen beeintrachtigen kann.

Somit liel3 sich mit Hilfe der TPLSM die interessante Fragehnaer Zusam-
mensetzung der Stacheln beantworten, wodurch Rickschdigsien Bildungs-
prozess der Stacheln gezogen werden konnten.

Fir die Fluoreszenzmarkierung wurde die Olphase mit deiskaff Couma-
rin 153 angefarbt. Die beiden flissigen Phasen des Modtdlsgsvermischten
sich nicht und da der Farbstoff hydrophob ist, zeigte di@fdazenzintensitat di-
rekt die Verteilung der Olphase in der wassrigen Losung émaDfgenommenen
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Fluoreszenzbilder zeigten eine gleichmaRige Intensitds, auf eine gleichmali-
ge Verteilung des Chlorcyclohexan im Tropfen schlie3ent.|&smit besteht ein
kontinuierlicher Ubergang zwischen dem Oltropfen und d&acisein. Die Sta-
cheln wachsen demnach aus dem Oltropfen heraus und ertalieneinen kon-
tinuierlichen Nachschub der Metalloxid-Vorstufe aus delindpfen. Die gleiche
Beobachtung konnte auch am Vorstufen-freien Modellsystemaght werden.

Die durchgefuhrten Messungen fihren zu der Erkenntnis,diasBildung der
Stacheln im vorstufenfreien und vorstufenhaltigen Sysdench ahnliche Selbst-
organisationsprozesse, inklusive einer tensidverrtettdkrimmung der Flissig-
keitsgrenzflache, zustande kommt. Es ist auch auszusehliglass komplexe
Tensidaggregate an der Bildung der Stacheln beteiligt sind.

Fur die Fragestellung nach der Bildung der komplexen SchalarKieselal-
gen ist dieses Modellsystem ein erster Ansatz, der nur eindarnten Bezug zu
den hochspezialisierten biologischen Organismen hatabler durch die Erfor-
schung des naturlichen Biomineralisierungsprozesses emnbledeiligten zellula-
ren Komponenten noch verbessert werden kann.

Bei den Untersuchungen konnte beobachtet werden, dassadieeBt abbra-
chen, sobald sie eine groRere Lange erreicht hatten. Wrdaieinfir wird die
Kraftwirkung der Foki auf die Stacheln sein, die anderdsftilr eine Optische
Pinzette genutzt werden kann. Mit einem optimierten Auflokeu eine héhere De-
tektionseffizienz besitzt, liel3e sich die Laserleistung somit die Kraftwirkung
auf die Stacheln reduzieren, um die beobachtete Probeatigcing zu vermin-
dern.

Lokalisierung struktureller und regulatorischer Komponenten von
COP1-umhdullten Vesikeln in lebenden Wurzelzellen

Kap. 4.4 demonstrierte die Anwendung des naturlichen Farbstoff® GFle-
benden Wurzelzellen. Untersuchungsgegenstand wareasemi Experiment die
Transportph&dnomene von Vesikeln, die zwischen dem Gapga#at (GA) und
dem Endoplamatischen Retikulum (ER) in Pflanzenzellen aasgetit werden.

Fur die Untersuchungen wurden die Wurzelzellen deraristoamiert, dass
die Hullenproteine (COPs) der Vesikel mit GFP als naturlnhearbstoff fusio-
niert wurden. Durch die geringe Probenschadigung der TPk&MNhten die Wur-
zelzellen Gber einen langen Zeitraum von typischerweiss kinuten problem-
los untersucht werden.

Fur die Untersuchungen wurden die fur den retrograden umer@raden
Transport benutzen Vesikelhtllenproteine@OP1 und M{COP2, sowie das
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zugehdorige regulatorische Protein MtArfl als GFP-Fugiooigine in derMedi-
cago truncatulaWurzelzellen expremiert. Mit dem TPLSM sind dann die Bilder
und Zeitreihen der GFP-Fluoreszenz aufgenommen worden.

Die Messungen zeigten die gleichartige Lokalisierung dEP&usionspro-
teine innerhalb der Zellen. Dies spricht auch fur die glartige Funktionalitat
der Proteine. Sie sind alle drei am Vesikeltransport zvéadaen Golgi-Apparaten
und dem ER beteiligt. Die Zeitserienaufnahmen und die Qli@matungen der
Bewegungsmuster zeigten weiterhin, dass es sich bei deradeteben Struktu-
ren tatsachlich um Golgi-Apparate handelt. Die Quantifueig offenbarte das
irregulare Stréomungsverhalten der Golgi-Apparate in delieZ Die gemessene
maximale Geschwindigkeit vowax = 2.3 um/s passt zu den Ergebnissen ande-
rer Forschungsgruppen fur die maximale Geschwindigk@8].1

Die Zugabe verschiedener Inhibitoren zeigte, dass die Bewgeder Golgi-
Apparate entlang des Actin-Filamentsystems des ER erfBligt Anwendung
der Substanzen Nocodazol, Colchicin und Propyzamid, déedals Microtuboli-
System der Zellen zerstoren, hatte keinen stoppenden &srdiuf die Bewegung
der Golgi-Apprate [131]. Ebenfalls bekannt ist, dass diéirAEilamente zersto-
rende Substanzen Cytochalasin D und Latrunculin A die Bewggien Golgi-
Apparate unterbinden. Mit den Messungen in dem hier dufcihgen Experi-
menten konnte diese Bewegungshemmung auch fur Latruncuéing@wendet
auf dieMedicago truncatulaZellen bestétigt werden. Die vollstandige Unterbre-
chung der Stromungsaktivitat war teilweise reversibelnnvdas Latrunculin B
uber Nacht ausgewaschen wurde.

Zudem zeigte auch die Anfarbung des ER-Netzwerkes mit derbskef
DiOCs, dass sich die mit den GFP-Fusionskonstrukten markiertetgiG
Apparate entlang des ER bewegten.

Des Weiteren wurde die Auswirkung des Pilzgiftes Brefeldimmersucht.
Brefeldin A verandert die Morphologie der Golgi-Apparatelem die Anordnung
der Golgi-Stapel zerstort wird. In Sdugetierzellen vensittt die cis-Zisterne mit
dem ER, wahrend sich aus der trans-Zisterne das BFA-Kompattoildet. Die
BFA-Kompartimente konnten auch in den hier verwendeten Bélazrellen als
grol3e fluoreszierende Aggregate im Cytosol und in Kernnabbkdwhtet werden.
Zu den weiteren deutlichen Anderungen in den Fluoresz&terii gehorte auch,
dass die Gesamtanzahl der fluoreszierenden Strukturehraluad die Gesamt-
stromungsktivitat sehr stark reduziert war.

Die Beobachtung der grof3en fluoreszierenden BFA-Kompartengnden
hier durchgefihrten Messungen legt die Vermutung nahe, diasGFP-Fusions-
konstrukte die trans-Zisterne der Golgi-Stapel adressidintersuchungen ande-
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rer Gruppen zeigen dagegen die Adressierung der cis-des{@d9], allerdings
sind dabei auch andere Pflanzenarten untersucht wordeKlZumg dieser wi-
derspruchlichen Aussage sind deshalb weitere Untersgemumotwendig.

Neurobiologie: Optische Kalzium-Messung in Nervenzellen

Kapitel 4.5 demonstrierte als weitere Anwendung der Zwei-Photoneset-Ras-

ter-Mikroskopie in der Biologie die neurophysiologischent&fsuchungen an
Nervenzellen in einem lebenden Fliegengehirn, wobei dievéiezellen des vi-

suellen Systems auf &uf3ere optische Reize reagieren.

Ziel der Versuche war es, Unterschiede in der Kalzium-Dyikamverschie-
denen Bereichen des Axons und dessen dinnen Verzweigungisteddieren.
Die hochauflésende Untersuchung der Kalziumdynamik ishalbsvon Bedeu-
tung, da durch sie ein besseres Verstandnis der Neurotidgrsuasschittung in
den Synapsen erzielt werden kann.

Die Arbeiten unterteilten sich in zwei Abschnitte, von deder erste die prin-
zipielle Anwendbarkeit der TPLSM in der Neurobiologie demstiert, wahrend
der zweite eine technologische Weiterentwicklung desarsiufbaus vorstellt,
mit der die Messmadglichkeiten des ersten Aufbaus markameiggrt werden
konnten.

Der Aufbau des zweiten Experimentes war optimiert auf eiokehEmp-
findlichkeit, indem die EMCCD-Kamera als Detektor mit einetusl h6chsten
Quenteneffizienz voy > 90 % verwendet wurde. Wegen der mdglichen Proben-
schadigung und des deshalb begrenzten Fluoreszenzsigarads nur so moglich,
die zeitliche Auflosung zu erhéhen.

Zusammengefasst zeigen die beiden in Kapité& beschriebenen Experi-
mente, dass die Anwendung der Zwei-Photonen-Laser-Ristiteoskopie in der
Neurobiologie funn vivo-Untersuchungen moglich ist und zudem wichtige Vor-
teile gegentber den bisherigen Messmethoden bietet.

In den hier durchgefuhrten Experimenten konnte eine Lastuing von bis
ZU Prrope= 10 mW pro Strahl verwendet werden, um ein moglichst hohesabig
zu erhalten und dennoch keine Probenschadigung zu erzebgeuantersuchten
Nervenzellen blieben vital und zeigten die aus anderen fixpaten bekann-
ten Reaktionen bei visueller Stimulation. Das beobachtetsbkeichen des Farb-
stoffes konnte durch eine Referenzmessung korrigiert vmeefidennoch empfiehlt
sich die Optimierung des Aufbaus beziiglich der Detektiffizéenz und die Ver-
wendung stabilerer Farbstoffe, um die Laserleistung unaitsmuch das Ausblei-
chen weiter reduzieren zu kénnen.
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In Bezug auf die Untersuchung der Kalziumdynamik konnte dédsddkop
des ersten Aufbaus im konventionellen Epifluoreszenzm@hisn aufnehmen,
die als Referenz dienten flr den Vergleich mit den Daten,rdig PLSM-Modus
aufgenommen wurden. Die Messung im TPLSM-Modus zeigteainelles Ab-
klingen des Kalziumsignals in den dinnen Axon-Verzweiggmgnd ein lang-
sames Abklingen im dickeren Axon-Strang. In den Messungim@m zweiten
Aufbau konnte diese Kalziumdynamik wieder beobachtet eerd der Schwer-
punkt lag aber in der technologischen Umsetzung des Muérzdodus, um
den bisherigen TPLSM-Aufbau zu erweitern. Dabei wurde @i@eartige, sehr
empfindliche und schnelle CCD-Kamera als Detektor verwerkdetdie Reali-
sierung des Multizeilen-Modus ist das Prinzip der Erzeggomiltipler Strahlen
von T. NIELSEN et al.[16] angewendet worden.

Die Auflésung definiert sich durch die Fokusgrol3e bei der §uang. Da bei
Verwendung von IR-Strahlung sich der Fokus durch Streuunggee vergrofRert
als bei Verwendung von VIS-/UV-Strahlung, ist die Anregsagflésung tiefer im
Gewebe bei TPLSMs besser als bei CLSMs/Epifluoreszenznkiépes. Zudem
findet die Anregung eines Fluorophors nur im Fokus statt - PLIM-Modus
kann also das Fluoreszenzlicht eindeutig der jeweiligerteRagsition zugeord-
net werden. Im Epifluoreszenzmodus dagegen kommt es zu éibensprechen
des Fluoreszenzsignales auf dem Detektor. Benachbarsgrdkturen, deren Bild
im Epifluoreszenzmodus durch die Streuung verschmiert,vi@ssen sich im
TPLSM-Modus deutlich voneinander trennen. Fur die Newlolgie mit ihren
Untersuchungen am visuellen System eines Praparates dietéR-Strahlung
den weiteren wichtigen Vorteil, dass eine ungewollte Skation des visuellen
Systems verhindert wird.

Die beiden Aufbauten in den Experimenten erlaubten jeweihrere Be-
triebsmodi, die sich in Bezug auf die raumliche und zeitlighldsung zum Teil
deutlich unterscheiden.

Mit beiden Aufbauten war ein Bildrastermodus anwendbardbeadsterten die
Foki das Untersuchungsgebiet sowohl in x- als auch in y-Rigpab und lieferten
ein vollstandiges Bild des Untersuchungsgebietes. Beiddauén realisierten
zudem den TPLSM-Modus als Punktrasterverfahren, bei deneine einzelne
Rasterlinie untersucht wurde. Der erste Aufbau verwendetbdi eine APD als
Detektor, wahrend der zweite Aufbau die EMCCD-Kamera beautat zweiten
Aufbau diente der TPLSM-Modus allerdings nur Vergleicheelen. Als dritter
Modus stand in beiden Aufbauten auch der EpifluoreszenzenpaiuVerfiigung.
Dieser Modus diente im zweiten Aufbau nur als Hilfe bei destiénpréaparation,
so dass es ausreichte, das Licht der Hg-Lampe Uber einea&éasfur Probe zu



189

bringen. Der zweite Aufbau realisierte schliel3lich noch d&ultizeilen-Modus
mit deutlich separierten Rasterzeilen.

Das Umschalten zwischen den verschieden Modi konnte irebheAdifbauten
auf einfache Weise lediglich durch Anderung der Datenaufretechnik erfol-
gen, ohne dabei das Préparat oder seine Position andernssemiDadurch las-
sen sich jeweils die speziellen Vor- und Nachteile der dimeaeModi ausnutzen.

Im Epifluoreszenzmodus und im Bildrastermodus werden diepBitéite der
einzelnen Rasterpositionen auf dem Detektor wahrend destBefigszeit gesam-
melt und kdénnen sich, eventuell durch die Streuung im Gewebgrol3ert, auch
Uberlagern. Die von der CCD-Kamera kommenden Bilder habert somei rAum-
liche Auflésung, die durch die Vergréf3erung des Objektived die Pixelgréfie
des CCD-Chips gegeben ist — wenn man den Einfluss der Streuungwal®
auf die Auflésung vernachlassigt, die ansonsten die ratmliuflosung weiter
einschrankt. Fur den ersten Aufbau betrug die Auflostixg- 1.3 um/Pixel. In
beiden Modi definiert die Bildrate die zeitliche Auflosung.tMem ersten Auf-
bau wurde eine Bildrate vonserie= 14 Hz erreicht, die im zweiten Aufbau auf
Vserie= 20 Hz gesteigert werden konnte.

Der Vorteil des Epifluoreszenzmodus liegt in der Bildgeburdiefert Bilder
der raumlichen Verteilung der Kalziumkonzentration im ayaten Rastergebiet
(non-descanned Modus, vgl. Kap3.1). Der Nachteil ist allerdings, dass im Ver-
gleich mit den anderen Modi die rAumliche und zeitliche Asifilig des Bildras-
termodus in beiden Aufbauten am schlechtesten ist.

Im TPLSM-Modus werden dagegen keine Bilder aufgenommerdesomur
Intensitatsprofile entlang der Rasterlinie. Die Datenaufma erfolgt dafur aber
im ersten Aufbau (TPLSM-Modus mit APD, vgl. Kap.5.1) sehr schnell mit ei-
ner Bildrate von typischerweisgserie = 200 Hz. Die Bildrate kann aber auch bis
ZU Vserie= 400 Hz erreichen und erlaubt auf diese Art neue Rickschlimadién
genauen zeitlichen Verlauf der Anderungen def'GKonzentration. Im zweiten
Aufbau konnte ebenfalls ein TPLSM-Modus realisiert werd€RLSM-Modus
mit EMCCD), der aber nur die Einzelstrahl-Variante des eiggen Multizeilen-
Modus mit deutlich separierten Rasterzeilen darstelltefudiurde quasi zu jeder
Rasterposition ein Kamerabild ausgelesen, um den TPLSMuSlodt APD zu
imitieren. Dieser TPLSM-Modus mit EMCCD des zweiten Aufbausrde al-
lerdings nur fur vergleichende Zwecke der Auflosungsbestimg angewendet.
Die EMCCD-Kamera als Detektor erzielte eine zeitliche Aufliggwon knapp
Vserie= 100 Hz. Diese Bildrate kdnnte noch erhéht werden, da die Kordigon
des Aufbaus nicht optimiert war. Die raumliche Auflosungegint in Oberfla-
chenndhe Werte voAx = 0.4 um lateral und etwa\z = 1.0 um axial, und ist
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somit equivalent zur Auflésung kommerzieller CLSMs. Diesembiiche Auflo-
sung wird vom TPLSM-Modus mit EMCCD allerdings nur erreichenm von
der Kamera zu jeder Rasterposition ein Bild ausgelesen wsdstEaber auch
moglich, die gesamte Rasterzeile auf die Kamera abzubildeitigeilen-Modus
mit Einzelstrahl). In diesem Fall reduziert sich die rawié Auflésung paral-
lel zur Rasterlinie auf die Pixelauflésung der Kamera, derenAtbibildung der
gesamten Rasterlinie kann wie ein eindimensionaler Bildrasidus verstanden
werden. Die vergleichende Auflésungsbestimmung mit diésaden Varianten
des TPLSM-Modus im zweiten Aufbau zeigte, dass der TPLSMHiamit EM-
CCD eine bessere Auflosung besitzt als der Multizeilen-ModiisEmzelstrahl.
Die tatsachliche Auflésung konnte nicht bestimmt werdenndalervengewebe
keine Objekte vorhanden waren, die als Punktlichtquellenah konnten und de-
ren PSF hatte vermessen werden kdnnen. Fur die vergleiehéhelssungen wur-
den deshalb kleine Strukturen der Nervenzellen in beidediMbgebildet. Der
Durchmesser eines einzelner Neurit war im TPLSM-Modus mICEED geringer
als im Multizeilen-Modus mit Einzelstrahl. Die aufgrundrd&reuung im Gewe-
be im Vergleich zur PSF vergroRerten Bildpunkte der einzelRasterpositio-
nen Uberlagern sich auf dem CCD-Chip zum verbreiterten Bild drsitén. Im
TPLSM-Modus mit EMCCD wirkt sich die Vergrol3erung der Bildptmkagegen
nicht aus, so dass trotz der Streuung aus dem Signal der Rastemen das Bild
der Rasterlinie berechnet werden kann und einen kleineraritie-Durchmesser
zeigt. Der TPLSM-Modus mit EMCCD hat somit eine bessere AufigsiDies
wird ebenfalls bei der Abbildung einer Neuriten-Verzwaigueutlich. Der klei-
ne Spalt zwischen den Zweigen des Neuriten ist im MultireNéeodus mit Ein-
zelstrahl weniger deutlich erkennbar, da er von den durelstieuung vergrofier-
ten Bildpunkten der Rander der Neuritenzweige tiberdeckt \Wiied Spalt ist im
TPLSM-Modus mit EMCCD dagegen deutlicher abgebildet. Diekkpwieder-
um fur die bessere Auflésung des TPLSM-Modus mit EMCCD, da me&tail3
aus der Probe erkennbar sind.

Der TPLSM-Modus hat in beiden Aufbauten als Punktrastéateen den
Nachteil einer sehr eingeschrénkten Ortsinformation,uda@m eindimensionales
Fluoreszenzintensitatsprofil entlang der Rasterzeile @l weidimensionales
Bild wie im Bildrastermodus aufgenommen wird. Der Vorteil d¢4_SM-Modus
liegt aber bei Verwendung der APD als Detektor in der optenausnutzung der
raumlichen und zeitlichen Auflésung. Bei Verwendung der EMCCaPrera im
TPLSM-Modus reduziert sich allerdings die zeitliche Autlig.

Die Verwendung der EMCCD-Kamera bietet aber als Ausblick dagh¢h-
keit der Erweiterung des bisherigen einzeiligen TPLSM-Modum Multizeilen-
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TPLSM-Modus, da es die Kamera als flachiger Detektor erlaubitere Ras-
terpunkte simultan zu detektieren. Diese Rasterpunkirzsollten aber deut-
lich separiert sein, um den Vorteil der hohen raumlichen @aifhg ausnutzen
zu konnen. Der Nachteil der geringen zeitlichen Auflosung BELSM-Modus
mit EMCCD bleibt allerdings bestehen. Dies ist aber nicht Ableewerten, da
der TPLSM-Modus mit EMCCD und der Multizeilen-TPLSM-Modusrritir
Vergleichszwecke gedacht sind. Fir einen effektiven Meiten-TPLSM-Modus
wird sinnvollerweise eine Anordnung mehrerer APDs vervetnd

Die Wahl des Modus hangt in beiden Aufbauten davon ab, aufhveelnfor-
mation der Schwerpunkt gelegt wird: der Epifluoreszenz-. lEndrastermodus
erlaubt die raumliche Darstellung der &aKonzentration, der TPLSM-Modus
dient der Darstellung des zeitlichen Verlaufes def'GKonzentration.

Der im zweiten Aufbau entwickelte Multizeilen-Modus mitpsgierten Ras-
terzeilen schlief3t die Licke zwischen dem Bildrastermocu$ dem TPLSM-
Modus. Als Detektor fungierte wiederum die EMCCD-Kamera,aliee Bildrate
von bis zuvserie= 100 Hz erreichen kann. Die raumliche Auflésung des Multi-
zeilen-Modus entspricht parallel zu den Rasterlinien deftésung des Bildras-
termodus, senkrecht zu den Rasterlinien ist die Auflosungleiehbar mit der
Auflosung des TPLSM-Modus. Zwar liefert der Multizeilen-tHes mit separier-
ten Rasterzeilen keine vollstandigen zweidimensionaleteBilber die separier-
ten Rasterzeilen erlauben eine simultane Untersuchungwaeitdr voneinander
entfernter Strukturen des Praparates. Mit dem bisheriggrEM-Modus war dies
nicht moglich. Zudem geben die Bilder des Multizeilen-Modbes Verwendung
vieler weniger separierter Strahlen einen groben Einddeckweidimensionalen
Struktur wieder.

Die Vor- und Nachteile des Multizeilen-Modus sind eine Konation der
Vor- und Nachteile des Bildrastermodus und des TPLSM-MoBis raumliche
und zeitliche Auflésung liegt jeweils zwischen den Werten oleiden anderen
Modi. Als Vorteil ist aber aus Sicht der Neurobiologie zu leetgn, dass auch
weiter voneinander entfernte Bereiche des Neurons in eineigen Messung mit
relativ hoher zeitlicher Auflésung untersucht werden kdmrs® dass die immer
auftretenden Schwankungen der neuronalen Antwort beinsteso sukzessiven
Messungen der interessierenden Bereiche sich nicht melvirkes.

Der Multizeilen-Modus mit separierten Rasterzeilen kanainem bildgeben-
den Multizeilen-Modus erweitert werden, wenn bei Verwamglaller 64 Strah-
len die Rasterzeilen direkt aneinander angrenzen. Derdblelgde Multizeilen-
Modus ist dann vergleichbar mit dem Bildrastermodus. DielRiltk ist in diesem
Fall durch die Lange der Linie der 64 Foki dgfx = 30 um beschrankt. Daftr
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kann die Bildrate auf etwaiserie= 100 Hz erhdht werden. Die raumliche Aufl6-
sung wird allerdings so gering sein wie im Bildrastermodasjié@ Foki beginnen,
sich gegenseitig zu beeinflussen.

Die Erweiterung des ersten Aufbaus auf den Multizeilen-Modtellt den
groften Vorteil des zweiten Aufbaus dar, denn der MultereiModus erlaubt die
gleichzeitige Untersuchung weiter auseinanderliegeSttekturen einer Nerven-
zelle fur vergleichende Studien. Derartige Untersuchargged mit dem Einzel-
strahl-TPLSM-Modus oder dem Epifluoreszenzmodus aufgaerdgenannten
Nachteile nicht mdglich.

Zusammengefasst haben diese Experimente gezeigt, da3®d&M prin-
zipiell in der Neurobiologie anwendbar ist und Vorteile gegber den bisheri-
gen Fluoreszenzverfahren bietet in Bezug auf die raumlictiezeitliche Auf-
l6sung, sowie in Bezug auf die Probenbeeinflussung durch weeewinschte
visuelle Stimulation. Die Ergebnisse der bisherigen \fada zur Kalziumdyna-
mik konnten mit der TPLSM bestatigt und verbessert werdes. ddstmal reali-
sierte Multizeilen-Modus mit seinen Varianten (MultizxtModus mit separier-
ten Rasterzeilen, bildgebender Multizeilen-Modus, Meiten-TPLSM-Modus)
schlief3t die Liicke zwischen dem langsamen, nicht hochauttesy Bildraster-
modus und dem hochauflésenden, aber nicht bildgebendenM®L&lus, wo-
bei der Multizeilen-Modus mit seiner erreichbaren Auflégawischen den Auf-
l6sungswerten der beiden anderen Modi liegt, dafiir abe¥aliteile des auf ei-
ne Rasterzeile beschrankten TPLSM-Modus auf ein grol3egdudicteungsgebiet
ausdehnt.

Die Anwendungsvielfalt der TPLSM ist im Rahmen dieser Arlagiteinigen
exemplarischen Experimenten aus den Bereichen der Physikgs? und Che-
mie erfolgreich demonstriert worden. Dennoch lassen sithvenigen Ergan-
zungen des aktuellen Aufbaus noch viele weitere Fragastg untersuchen.

Der z-Piezo diente bisher zur exakten Einstellung der Bduhagsebene in
der Probe. Wird die Ansteuerung des z-Piezo in die Messreutiegriert, so kon-
nen Bilder aus verschiedenen Tiefen der Probe in schnellge Bufgenommen
werden. Diese Bilder kdnnen anschlielRend mit einer entepreten Software in
eine dreidimensionale Volumendarstellung umgerechnedeve Die Kombinati-
on dieser 3D-Aufnahmen mit einer Zeitreihenmessung etldigbUntersuchung
und Darstellung der Dynamik von Prozessen, die im vollsgardZellvolumen
ablaufen. Die dreidimensionale Darstellung ermdglichhs@ine exaktere Lo-
kalisierung der ablaufenden Prozesse. Wird eine Mehrdabbhg der Probe ver-
wendet, so lassen sich auch assoziierte Prozesse, die zviiter entfernten
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Zellbereichen ablaufen kénnten, simultan mit untersuchreKap. 4.4 war diese
Darstellung der Dynamik noch auf eine Einfachfarbung ume einzelne Ebene
beschréankt.

Die Mehrfachfarbung der Probe erfordert die Trennung descleedenen
Emissionswellenlangen. Hierzu bietet sich ein motoriseiFilterrad an, des-
sen Ansteuerung ebenfalls in die Messroutinen integried,wm wiederum ei-
ne schnelle Bildaufnahme zu erméglichen. Zur Unterschejdler Fluoreszenz-
farbstoffe ist auch ein geteilter Detektionsstrahlenggdguble view* -Aufbau)
denkbar, der — versehen mit verschiedenen Filtern fur diestaife — das Fluores-
zenzlicht auf getrennte Bereiche des CCD-Chips lenkt. Diesilatrkeine schnel-
lere Messung im Vergleich zum Filterrad, erfordert abeeeanfwendigere Kon-
struktion des Detektionsstrahlenganges. Neben der gleinpen Detektion und
Lokalisierung verschiedener Zellkomponenten kann dierfféehfarbung zusam-
men mit einer Zeitreihenmessung auch zur Untersuchungyeaubik von selek-
tiven Protein-Protein-Wechselwirkungen in lebendenedeingewendet werden,
indem der Energietransfer zwischen zwei Farbstoffen (z. B @kd YFP) ausge-
nutzt wird, mit denen die interessierenden Proteine amlgefidsioniert wurden.
Auch diese Untersuchung kann mit einer dreidimensionalefn@me kombi-
niert werden.

Eine weitere wichtige Information tiber die Probe ist in deiofeszenzlebens-
dauer enthalten. Wird ein schneller Bildverstarker (z. B.emtech HRI (High
Rate Imager)) vor die EMCCD-Kamera in den Detektionsstratdeggingebaut,
so lassen sich Fluoreszenzlebensdauern auf einfache Mvessen. Der Kentech
HRI erlaubt es, ein Zeitfenster mit einer Breite von 200 ps 0B0Lps zu defi-
nierten Zeitpunkten nach dem Anregungslaserpuls zu oftmehden zu diesem
Zeitpunkt gehdrenden Anteil des Fluoreszenzlichtes zigstrégyen. Das Zeitfens-
ter wird dabei synchron zu jedem Laserpuls, d. h.mjite,= 80 MHz, gedffnet.

Alle genannten erweiterten Messmoglichkeiten erfordeenAdifnahme von
mehr Bildern im Vergleich zu den bisherigen MessmoglicldeiDadurch redu-
ziert sich die zeitliche Auflosung, mit denen die erweiteridessmaglichkeiten
arbeiten konnen. Aus diesem Grund ist die Verbesserung dazkbonseffizi-
enz ein wichtiger Aspekt, damit die interessierende Dykater in der Zelle ab-
laufenden Prozesse auch mit ausreichender zeitlicher fufiyverfolgt werden
kann.
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Kapitel 6

Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte ein schnelles uctdensitives mul-
tifokales Zwei-Photonen-Laser-Raster-Mikroskop reatfisiverden, dessen viel-
faltige Anwendungsmaglichkeiten in einigen exemplare&sctheExperimenten aus
den Bereichen der Physik, Biologie und Chemie demonstriedevekonnten.

Der Aufbau besteht aus einem Titan-Saphir-Femtosekuagdenmit durch-
stimmbarer Anregungswellenlange, dem TriM-Scope als koimltes Gerat mit
den notwendigen Komponenten zur Strahlaufbereitung, démahigiler zur
Strahlvervielfachung und der Spiegelrastereinheit, dietypischen Zeilenfre-
quenzen von 1 kHz arbeitet. Die erzeugten 64 Strahlen werdedMikroskop
vom Objektiv in die Probe fokussiert und erzeugen das Ferenezsignal. Dieses
wird vom Objektiv aufgenommen und auf eine neue moderne CCiéfa mit
integriertem Elektronenvervielfacher abgebildet. DiE$#CCD-Kamera erlaubt
eine schnelle Bildaufnahme von etwa 100 Hz bei einer Quafiieieaz von mehr
als 90 %. Mit diesen modernen Geraten erdffnen sich neuersirdieungsgebiete
in der Biologie, Chemie und Physik.

Halbleiter-Nanokristalle (Quantendots) gewinnen aufigrithrer besonderen
Fluoreszenzeigenschaften zunehmend Bedeutung als Fteomsarker fur die
zu untersuchenden Praparate. Deshalb sind die Quanténdotem ersten Ex-
periment zur Bestimmung der Detektionseffizienz und der Aufhg des hier rea-
lisierten TPLSM angewendet worden. Als erstes Ergebnmiistennen, dass sich
die Quantendots auch in einem Zwei-Photonen-Anregungsepsozur Fluores-
zenz anregen lassen. Ihr hoher Zwei-Photonen-Absorgfigischnitt erlaubte
zusammen mit der hohen Empfindlichkeit der EMCCD-Kamera Beliwdszei-

ten von bis zug z = 2 ms, um einzelne Quantendots abzubilden. Die Detektions-

effizienz bestimmte sich zu einem typischen Wert gg$ s = 2.1 %.

195
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Die Quantendots konnten aufgrund ihrer geringen GroRReilAdflosungs-
bestimmung als Punktlichtquellen angesehen werden. Baélie sich die Fra-
ge, ob sich die 64 in einer Linie angeordneten Foki gegagdseinflussen und
so die Auflésung reduzieren. Die Auswertung von Bildern, dieMultistrahl-
betrieb aufgenommen wurden, ergab eine laterale Auflosond\x = 345 nm,
wahrend sich fir den Einzelstrahlbetrieb eine lateraled@sufhg vorAx = 235 nm
ergab. Die enge Benachbarung der Foki bewirkt demnach eirseMechterung
der Auflésung, die aber dennoch im Bereich der typischen,itérten, Werte
von Ax = 300 nm liegt.

Alle Rasterverfahren besitzen den Nachteil, dass sie dar&irthungsgebiet
in einem zeitaufwendigen Prozess punktweise abrastersani®ie Strahlver-
vielfachung auf 64 Strahlen bietet hier einen Ausweg fumddJntersuchungs-
gebiete von etwa dm x 4 um, denn in einem zweiten Experiment konnte gezeigt
werden, dass die 8 8-Matrixanordnung bei liickenlosem Aneinandergrenzen der
Strahlen eine flachige Anregung ermdglicht. Der VorteikdieMatrixanordnung
der Strahlen ist, dass bei optimaler Justierung die axial#8ung der TPLSM
erhalten bleibt. Diese flachige Anregung mit der axialend&lmung eines Ein-
zelfokus reprasentiert die Fahigkeit eines TPLSM zu OpascSchnitten, die
ein Einzelstrahl-TPLSM erst durch Rastern des Strahleschtrdie praktische
Anwendung dieser flachigen Anregung wurde demonstriettddie Abbildung
kleiner Latexkigelchen (400 nm Durchmesser), die eng hdraat; aber dennoch
separiert waren. In einer zweiten praktischen Anwendummten auch aneinan-
derh&ngende, fluoreszenzmarkierte Hefezellen mit derijf@ohAnregung abge-
bildet werden, wobei die Strukturen des Fluoreszenzbiigeen des Hellfeldbil-
des entsprachen.

Die berthrungslosen und nicht-destruktiven Eigenschafeg TPLSM konn-
ten in einem Experiment zur Biomineralisation, wie sie bei 8ehalenbildung
verkieselnder Organismen stattfindet, erfolgreich eiaggsverden. In diesem
Experiment wurde ein Modellsystem entwickelt, bei dem elindpfen mit einer
Metalloxid-Vorstufe in eine wassrige Losung eingebrachtde. An der mem-
branartigen Grenzschicht der beiden Flissigkeiten fingegmindlegende Reak-
tion statt, bei der sich eine robuste mineralisierte Schatket. Aus der Schale
wachsen zudem Stacheln mit einer Lange von 100und einem Durchmesser
von 1 um heraus. Die Vorstufenkonzentration in beiden fllissigessBh ist bei
der Bildung der Stacheln von entscheidender Bedeutung uité spitimal bei
4 Gew.-% liegen. Die in diesem Experiment untersuchtenifjgssPhasen kon-
nen nicht fir andere Mikroskopieverfahren zu stabilen Brden fixiert werden.
Deshalb bietet sich die TPLSM als optisches Verfahren ztetdanchung der Fra-
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gestellung an, wie die Stacheln aufgebaut und zusammentesel. Die Fluo-

reszenzmarkierung der Olphase mit dem hydrophoben Férigtamarin 153

zeigte in den aufgenommenen TPLSM-Bildern, dass die Stached dem Ol-

tropfen herauswachsen und einen kontinuierlichen Nachsder Metalloxid-

Vorstufe aus dem Oltropfen erhalten. Die durchgefuihrterssvagen fiihren zu
dem Ergebnis, dass die Bildung der Stacheln durch Selbstisegionsprozesse
zustande kommt.

Als eine Anwendung in der Biologie wurde die TPLSM zur Lokigising von
GFP-markierten Strukturen in lebenden Wurzelzellen esat. In diesem Expe-
riment sollten die Transportphdnomene von Vesikeln, dissawen dem Golgi-
Apparat (GA) und dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) aasgeht wer-
den, untersucht werden. Dazu wurden die Hullenproteine E0&r Vesikel mit
GFP fusioniert. Die geringe Probenschadigung des redésid PLSM-Aufbaus
erlaubte eine Langzeitbeobachtung der Dynamik der fluaesmen Strukturen
in der Zelle Uber einen Zeitraum von typischerweise zweilggn. Die beiden
markierten Hullenproteine und das zugehotrige markier@letorische Protein
zeigten alle eine gleichartige Lokalisierung an den Gélgparaten. Dies spricht
fur ihre gleichartige Funktionalitat und Beteiligung am Med#transport. Die be-
obachteten Strukturen zeigten ein irreguléares Stromuwergsiten, wobei eine ma-
ximale Geschwindigkeit von 2.3m/s gemessen werden konnte. Die Zugabe ver-
schiedener Inhibitoren offenbarte, dass die Bewegung digi-Bpparate entlang
des Actin-Filamentsystems des ER erfolgt. Und auch dietzlidde Anfarbung
des ER-Netzwerkes zeigte, dass die Bewegung der mit den G$iBrABkon-
strukten markierten Golgi-Apparate entlang des ER erfdgie zu den Ergeb-
nissen anderer Forschungsgruppen widersprichliche Betlmarergab sich bei
der Anwendung des Pilzgiftes Brefeldin A (BFA). BFA zerstore dilorpholo-
gie der Golgi-Apparate, und es bilden sich die sogenannténi&impartimente,
bestehend aus der trans-Zisterne des GA und dem BFA. Die Betoingcder
fluoreszierenden BFA-Kompartimente legt die Vermutung naass die GFP-
fusionierten Hullenproteine die trans-Zisterne adressiewdhrend von anderen
Forschungsgruppen die Adressierung der cis-Zisternedobdét wurde.

In einer zweiten biologischen Anwendung konnten die Vietder multifoka-
len TPLSM erfolgreich in der Neurobiologie eingesetzt veerdZiel dieses Expe-
rimentes war die optischia vivo-Messung der Kalziumdynamik in Nervenzellen
des visuellen Systems einer Fliege, wenn diese durch bptiBeize stimuliert
wird. Da in neurophysiologischen Experimenten eine hoh&ad#dsung erfor-
derlich ist, werden haufig Zeilenrasterungen einer intsseesnden Stelle der Ner-
venzelle durchgefihrt.
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In einem ersten Aufbau mit einer APD als Detektor zeigte drtSM die
gleichen Ergebnisse zur Kalziumdynamik, wie sie schon afiusreszenzmi-
kroskopischen Untersuchungen her bekannt sind. Die TPLBivhte diese Er-
gebnisse aber in Hinblick auf die raumliche und zeitlichdldsung verbessern,
so dass Unterschiede der Kalziumdynamik zwischen dem éomtauptstrang
und dessen dinnen Verzweigungen deutlich erkennbar wundeten dinnen
Verzweigungen klingt die Kalziumkonzentration schnedlbrals in den dickeren
Bereichen des Axons. Die zeitliche Auflésung dieses erstdhalis betrug typi-
scherweise 200 Hz bis maximal 400 Hz. Die raumliche Auflédagdoei 0.4um
lateral und 1.Qum axial und war somit equivalent zur Auflosung kommerzieller
CLSMs. Die Anwendung der TPLSM fuhrte zu keiner Strahlendhing der
Probe. Der Nachteil dieses ersten TPLSM-Aufbaus mit eirfeéD Ast allerdings
die in den Zeilenrasterungen fehlende OrtsinformationaZkdénnen mit diesem
TPLSM-Modus auch zweidimensionale Bilder aufgenommen amerdber dies
bedeutet den Verlust der zeitlichen Auflésung. Fir eine &xakUntersuchung
der Vorgange in einer Nervenzelle ist aber der Vergleichkdgziumdynamik in
verschiedenen Bereichen der Zelle von Bedeutung und dieslerfeeine Aus-
dehnung des Untersuchungsgebietes.

In einem zweiten Aufbau wurde deshalb der bisherige eilggeil PLSM-
Modus zum Multizeilen-Modus mit separierten Rasterzeilemedert. Die Ras-
terzeilen mit einem Abstand von etwaum erlaubten die gleichzeitige Untersu-
chung von Zellbereichen, die von einer einzelnen Rastermaht abgedeckt wer-
den kénnen. Die separierten Rasterzeilen ermdglichtemzedsen groben raum-
lichen Eindruck des Untersuchungsgebietes, auch wenn dérzkllen-Modus
noch kein bildgebendes Verfahren ist. Der Multizeilen-Msanit der EMCCD-
Kamera als Detektor erreichte eine zeitliche Auflosung v@hHz, die allerdings
noch nicht optimiert war. Die rdumliche Auflosung lag pagbilu den Rasterlini-
en aufgrund der kontinuierlichen Bewegung der Strahlen beRakelauflosung
von etwa 1.3um/Pixel (bei Verwendung des 40-fach Objektives). Senkreah
den Rasterlinien blieb die hohe Auflosung des TPLSM-Modusalerh, sofern
die Rasterzeilen deutlich voneinander separiert waren imBldoreszenzsignale
sich nicht gegenseitig beeinflussten. Der im zweiten TPLAMbau realisier-
te Multizeilen-Modus verwendete acht separierte Rasterzeum die raumli-
che Auflésung nicht zu sehr einzuschranken. Es ist aber aadbrdeiterung zu
einem bildgebenden Multizeilen-Modus mit allen 64 eng lohbarten Strahlen
denkbar. In diesem Fall zeigen die Aufnahmen ein volls@esiBild des Untersu-
chungsgebietes mit einer raumlichen Auflésung entsprettenPixelauflosung
und einer dem Multizeilen-Modus entsprechenden zeitlioheflosung.
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Mit beiden TPLSM-Aufbauten konnte auch ein Bildrastermodealisiert
werden, der ein vollstandiges Bild des Untersuchungsgebietit einer rdum-
lichen Auflésung entsprechend der Pixelauflosung der Kamedaeiner zeitli-
chen Auflésung von maximal 20 Hz lieferte. Der im zweiten Aadlentwickelte
Multizeilen-Modus schliel3t die Licke zwischen dem Bildesstodus und dem
zeilenrasternden TPLSM-Modus. Dementsprechend liegeh die Werte fur
die rdumliche und zeitliche Auflésung zwischen den WertenAddlosung des
Bildraster- und TPLSM-Modus. Die Wahl des Aufnahmemodusnem konkre-
ten Experiment hangt davon ab, auf welche Information dém&cpunkt gelegt
wird: der Bildrastermodus gibt die raumliche Verteilung d@iziumkonzentrati-
on wieder, der TPLSM-Modus stellt den zeitlichen Verlauf Halziumkonzen-
tration an einem bestimmten Ort der Probe dar und der Mu#izéModus er-
laubt die gleichzeitige Darstellung beider Informatiorgnm auch mit geringerer
Auflésung. Ein gemeinsamer Vorteil beider Aufbauten isgsdaufgrund der IR-
Wellenlange des TPLSM eine unerwinschte visuelle Stinanater Nervenzel-
len vermieden wird.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass die Zwei-PhotasenRaster-Mikro-
skopie fur die Anwendung in vielen Forschungsgebieten tgsiR, Biologie und
Chemie geeignet ist und den Experimentatoren viele Voreget, die mit ande-
ren Messmethoden nicht erreicht werden kdnnen.

In diesem Sinne wird die Zwei-Photonen-Laser-Raster-Mikopie sicherlich
noch viele weitere Anwendungsgebiete erschlielen und zissenschaftlichen
Fortschritt beitragen, damit man mingsTscher Neugierde auch in Zukunft in
das Innerste hineinschauen und neue Erkenntnisse gewkanen
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