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Kurzzusammenfassung

In dieser Arbeit wird das Potential der zeitaufgeldsten LIF in drei beispielhaften
Féllen, die in je einem Kapitel vorgestellt werden, untersucht. Die behandelten
Systeme sind recht unterschiedlich, was die Vielfalt der Probleme, die mit Hilfe der
Laserspektroskopie analysiert werden konnen, zeigt.

ps-LIF an zweiatomigen Molekdlen

Im ersten Kapitel werden OH-Molekile in atmospharischen Flammen unter-
sucht. Nach Anregung eines einzelnen Rotationszustands mit einem schmalban-
digen und abstimmbaren ps-UV-Laser wurde die Fluoreszenzemission mit hoher
zeitlicher und spektraler Auflosung detektiert. Durch eine detaillierte Analyse der
Spektren konnte die durch Stdl3e mit umgebenden Molekilen induzierte Dynamik
in einem Vibrationszustand des elektronisch angeregten Zustands verfolgt werden.
Mit diesem Aufbau war es erstmalig mdglich, einige RET Raten direkt in einer
atmospharischen Flamme zu messen. Es konnte die totale RET Rate fur das ange-
regte Rotationsniveau bestimmt werden. Desweiteren konnte die Rotationsvertei-
lung innerhalb des angeregten Vibrationszustands durch ein einfaches Modell fur
zustandsspezifischen RET beschrieben werden.

ps-LIF in Fllssigkeiten

Im zweiten Kapitel wird die Bindung von fluoreszenzmarkiertem GTP an ein G-
Protein mit spektroskopischen Methoden untersucht. Das Bindungsereignis konnte
sowohl an einer Anderung der Fluoreszenzintensitat als auch an einer Anderung
der Fluoreszenzlebensdauer festgestellt werden. Die untersuchte Reaktion stellt ein
Modellsystem fir ein Screening-System dar. Die durchgefiihrten Messungen zei-
gen, dal} sich der Aufbau zu einem leistungsfahigen HTS-System erweitern l1al3t, das
sich gegenuber bestehenden Systemen durch einige Vorteile auszeichnen wirde.

Parallelprocessing in der Zweiphotonenmikroskopie

Im dritten Kapitel wird der Aufbau und die Erprobung eines Zweiphotonenmi-
kroskops dargestellt. Im Unterschied zu tblichen Zweiphotonenmikroskopen, die
mit einem Strahl arbeiten, wurden zur Anregung der Fluoreszenz 64 Laserstrahlen
simultan verwendet. Es wird ein neues Verfahren der Strahlaufteilung vorgestellt.

Die Art der Datenaufnahme mit einer CCD-Kamera ist ebenfalls eine Neuerung
in der Zweiphotonenmikroskopie. Sie hat den Vorteil, dal3, auch wenn die Fluores-
zenz beim Austritt aus dem untersuchten Objekt gestreut wird, ohne Einschréankung
der Auflésung gearbeitet werden kann, solange die Signale der einzelnen Strahlen
noch voneinander getrennt werden kénnen.
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Einleitung

Die Laserspektroskopie ist eine Mel3technik, die zur Analyse verschiedenster Pro-
zesse in Physik, Chemie, Biologie aber auch in technischen Anwendungen verwen-
det wird. Parallel zur Entwicklung der Laser wurden in den letzten Jahrzehnten
(zum Teil sehr spezielle) LasermeRverfahren entwickelt, in denen die besonderen
Eigenschaften des Laserlichts eingesetzt wurden. Den Verfahren gemeinsam ist,
dald Laser benutzt werden, um das zu untersuchende Objekt mit Licht zu bestrah-
len und dal3 dann die Absorption des Laserlichts, am Objekt gestreutes oder von
ihm als Fluoreszenz emittiertes Licht detektiert wird. Die Verfahren sind berth-
rungslos, das heif3t, das untersuchte Objekt wird durch die Messung nicht gestort.
Durch Fokussierung des Laserlichts kann eine gute Ortsauflésurigi{m) und

durch Verwendung von gepulsten Lasern eine hohe Zeitauflosumngfs) erreicht
werden.

Darlber hinaus zeichnet sich besonders laserinduzierte Fluoreszenz (LIF) da-
durch aus, daR sie sehr empfindlich und selektiv ist. Uber die Fluoreszenzintensi-
tat konnen Molektlverteilungen bildgebend visualisiert werden oder auch absolute
Konzentrationen gemessen werden. Anhand des Fluoreszenzspektrums kann die
Spezies identifiziert oder bei kleinen Molekllen sogar der Quantenzustand ange-
geben werden. Die Polarisation der Fluoreszenz enthalt Informationen Uber die
Beweglichkeit bzw. Diffusionsgeschwindigkeit der Molekile. Die Fluoreszenzle-
bensdauer wird von der Umgebung, in der sich die Molekiile befinden, beeinfluf3t.
Es kann also eine Vielzahl von spektroskopischen Merkmalen ausgenutzt werden,
um verschiedene Informationen Gber das untersuchte Objekt zu erhalten.

Durch die standige Weiterentwicklung sowohl der Laser als auch der Detekto-
ren wird der Einsatzbereich der Laserspektroskopie kontinuierlich erweitert. Einen
Uberblick tiber verschiedene Verfahren findet man in [1].

In dieser Arbeit wird das Potential der zeitaufgelosten LIF in drei beispielhaf-
ten Féallen, die in je einem Kapitel vorgestellt werden, untersucht. Die behandel-
ten Systeme — damit verbunden auch die spezielle Fragestellung jedes Kapitels
— sind recht unterschiedlich, was die Vielfalt der Probleme, die mit Hilfe der La-
serspektroskopie analysiert werden kdnnen, zeigt. In allen Fallen wird jedoch ein
Kurzpulslaser mit Pulsdauern im ps- bzw. fs-Bereich zur Anregung verwendet und
die anschliel3ende Fluoreszenzemission zeitaufgelost detektiert. Aus dem zeitlichen
Verlauf der Emission kénnen dann Rickschlisse auf die Umgebung der angeregten
Molektle gezogen werden. Die zur Anregung verwendeten Laser sind jeweils spe-
ziell an das untersuchte System angepalit und sind daher in den drei Experimenten
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2 EINLEITUNG

unterschiedlich. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgt in allen Fallen Gber inten-
sivierte CCD-Kameras mit extrem kurzen Verschlul3zeiter2(0 ps), die erst in
jungster Zeit entwickelt wurden.

Der Einflul3 von StéRen mit Molekilen der Umgebung auf das
Fluoreszenzspektrum

Im ersten Kapitel wird ein zweiatomiges Molekil in der Gasphase untersucht —
genauer gesagt das OH-Radikal in einer atmosphé&rischen Flamme. OH-Molekiile
kommen als Zwischenprodukt bei den chemischen Reaktionen, die bei der Verbren-
nung ablaufen, vor und sind deshalb von grundlegendem Interesse fir das Verstand-
nis der Vorgénge in Flammen. Besonders die Konzentration der OH-Molekiile ist
wichtig fur einen Vergleich mit Modellrechnungen. Ein qualitatives Bild der OH-
Verteilung kann man relativ leicht mit Hilfe von LIF erhalten. Bei einer Quantifi-
zierung der Fluoreszenzintensitat, d. h. der Umrechnung des Signals in eine Kon-
zentration, kommen aber Effekte, die durch St6l3e der angeregten Molekiile mit an-
deren Molekilen der Umgebung hervorgerufen werden, erschwerend hinzu: Durch
einen Stol3 kdnnen die angeregten Molekdle die durch die Absorption des Laserpho-
tons gewonnene Energie teilweise oder ganz verlieren — also den Quantenzustand
wechseln —, ohne dabei Fluoreszenz zu emittieren. Das heil3t, von den urspringlich
angeregten Molekulen tragt ein von der jeweiligen Umgebung der Molekile abhan-
giger Bruchteil nicht zur Fluoreszenz bei. Um fur die jeweilige Umgebung aus dem
Fluoreszenzsignal die Konzentration berechnen zu kénnen, missen die Raten, mit
denen die verschiedenen Energietransferprozesse ablaufen, bekannt sein. Im Kapi-
tel 1 wird ein neues Verfahren, mit dem Raten fur Rotationsenergietransfer, d. h.
die stoRinduzierte Anderung der Rotationsquantenzahl, gemessen werden kénnen,
vorgestellt.

Da hier ein einzelner Quantenzustand angeregt werden sollte, muf3te ein schmal-
bandiger und abstimmbarer ps-Laser zur Anregung verwendet werden. Dieser La-
ser wurde an der Universitat Bielefeld entwickelt. Durch hohe spektrale Auflosung
bei der Detektion konnten die Emissionen einzelnen Quantenzustanden zugeordnet
werden und so die Besetzung im angeregten Zustand rotationsaufgelost bestimmt
werden. Anhand der Veranderung der Spektren konnte die Veranderung der Beset-
zung und daraus die Raten fur Rotationsenergietransfer ermittelt werden.

Das Hauptziel dieses Kapitels ist die Erlauterung des Mel3prinzips — namlich
die Gewinnung der Besetzungsdynamik aus der detaillierten Analyse transienter
Spektren. Daher ist der Vergleich der Ergebnisse mit anderen Messungen und die
Beziehung der Technik zu in der Flammenspektroskopie tblichen MelRverfahren
knapp gehalten. Der an den speziellen Problemen der Flammenspektroskopie in-
teressierte Leser, sei auf die angegebenen Referenzen verwiesen. Eine Einfihrung
in die Spektroskopie des OH-Molekils und insbesondere die Notation der Zustan-
de und Ubergange findet man u. a. in [2] und [3]. Der wesentliche Teil des ersten
Kapitels ist in [4] vero6ffentlicht.



EINLEITUNG 3

Die Erkennung chemischer Reaktionen anhand spektroskopi-
scher Merkmale

Im Unterschied zum ersten Kapitel, werden im zweiten Kapitel groRere Mofekiile

in Flussigkeiten untersucht. Die Grof3e der Molektle und die starke Wechselwir-
kung mit dem Losungsmittel bringen es mit sich, dal3 die Absorptions- und Emissi-
onsspektren kontinuierlich sind. Der Laser brauchte also nicht mehr schmalbandig
und abstimmbar zu sein, sondern hier kam es eher auf moderate Intensitaten pro
Puls, um die Molektle nicht zu dissoziieren, und hohe Pulswiederholfrequenz, um
trotzdem ein gutes Signal zu bekommen, an.

Ziel, der im zweiten Kapitel dargestellten Messungen, ist es, anhand der Fluo-
reszenz festzustellen, ob es zu einer spezifischen Bindung zwischen zwei bestimm-
ten Molekilen kommt. Der Grundgedanke ist auch hier — &hnlich wie oben —, daf?
die Fluoreszenzemission von der Umgebung der Molekile abhéangt. In diesem Fall
entstehen die unterschiedlichen Umgebungen nicht durch die verschiedenen Berei-
che der Flamme, sondern dadurch, dafl? die Molekule, wenn sie nicht binden, ganz
von Ldsungsmittelmolekilen umgeben sind, wéahrend sie, wenn sie aneinander bin-
den, durch den Reaktionspartner teilweise vom Losungsmittel abgeschirmt werden,
oder sogar ihre eigene Konformation andern.

Die Erkennung spezifischer chemischer Reaktionen ist von grof3em Interesse
bei Grundlagenfragen der Biologie, z. B. bei der Untersuchung von Protein-Ligand
Interaktionen, aber auch bei angewandten Fragen, wie in der Pharmakologie bei
der Suche nach neuen Medikamenten. Ein optisches Verfahren ist hier besonders
vorteilhaft, weil es schnell ist und durch den Einsatz bildgebender Verfahren par-
allelisiert, d. h. fur viele verschiedene Substanzen simultan durchgefiihrt werden
kann.

Zeitaufgeltste Spektroskopie mit hoher, dreidimensionaler Orts-
auflésung

Die Moglichkeit, Informationen tber die Umgebung der angeregten Molektle oder
Reaktionen mit anderen Molekulen, aus spektroskopischen Merkmalen zu erhalten,
macht es reizvoll, die Spektroskopie mit hoher Ortsauflésung zu kombinieren, um
z. B. in lebenden Zellen Reaktionen, die bei physiologischen Vorgangen ablaufen,
direkt beobachten zu kdnnen.

Im dritten Kapitel wird der Aufbau eines Laserscanningmikroskops beschrie-
ben, mit dem die dreidimensionale Verteilung der Fluoreszenzlebensdauer in einem
Objekt mit einer Ortsauflosung im Mikrometerbereich gemessen werden kann. Mit
einem solchen Mikroskop ist es z. B. mdglich, die Aufnahme und Wirkung von
Arzneistoffen an einzelnen Zellen zu verfolgen.

Dieses Kapitel nimmt den groé3ten Raum der Arbeit ein, weil der experimentelle
Aufwand hier am hochsten ist. Zur Steigerung der Bildaufnahmegeschwindigkeit,

Fir Physiker-Verhaltnisse schon sehr groRe Molekiile mit einem Molekulargewichk@a.



4 EINLEITUNG

die relativ gering ist, weil es sich um ein Raster-Verfahren handelt, wurde der La-
serstrahl in mehrere Teilstrahlen aufgespalten und die Probe simultan mit allen Teil-
strahlen abgerastert. Dies und die Art der Detektion sind wesentliche Neuerungen
und Unterschiede des hier aufgebauten Systems gegeniber anderen Laserscanning-
mikroskopen.

Die einzelnen Kapitel sind jeweils mit einer Einleitung versehen, in der die zu-
grundeliegende Fragestellung genauer erlautert wird. Ebenso schliel3t jedes Kapitel
mit einer Zusammenfassung, in der die wichtigsten Ergebnisse wiedergegeben wer-
den. Am Schluf3 der Arbeit befindet sich eine Zusammenfassung aller Kapitel. Die
Reihenfolge der Kapitel entspricht der zeitlichen Abfolge der Experimente und der
sich aus den jeweiligen Ergebnissen weiter entwickelnden Fragen.



Kapitel 1

Zeitaufgeldste Messung des
Rotationsenergietransfers in A2XF
(v'=2) beim OH-Molekdl in
atmospharischen Flammen

1.1 Laserinduzierte Fluoreszenz zur Konzentrations-
messung in Flammen

Laserinduzierte Fluoreszenz (LIF) ist eine haufig eingesetzte Technik beim Nach-
weis von Minoritatenspezies in Flammen [5, 6]. Die Vorteile dieser Methode lie-
gen in der hohen Sensitivitat, Selektivitat und der Moéglichkeit, zweidimensionale
Bilder der Verteilung der Molekile aufzunehmen. Es ist allerdings schwierig, die
Fluoreszenzintensitat mit der Konzentration der Molekile, an der man interessiert
ist, in Verbindung zu bringen, weil Sto3e mit den Molekulen der Umgebung den
LIF-Prozel} storen. Dies gilt fur die Fluoreszenzemission, da die angeregten Mo-
lekille Rotations- und Vibrationsenergietransfer (RET/VET), Depolarisation und
Quenching ausgesetzt sind. Aber auch RET im Grundzustand kann die Zahl der
angeregten Molekdle beeinflussen, wenn z. B. hohe Laserintensitaten, die die Anre-
gung sattigen, verwendet werden [7]. Die verschiedenen sto3induzierten Prozesse
im angeregten Zustand sind in Abbildung 1.1 schematisch dargestellt. Um den sto-
renden Einflul3 der St63e auf das Fluoreszenzsignal auszuschalten, miissen sowohl
Anregung als auch Detektion der Fluoreszenz auf Zeitskalen stattfinden, die kurz
gegenuber der mittleren Stof3zeit sind. Dies macht bei atmospharischem oder héhe-
rem Druck den Einsatz von Pikosekunden-Technik nétig. Pikosekunden-LIF wur-
de sowohl fur den eindimensionalen [8, 9] als auch zweidimensionalen Nachweis
[10, 11] von OH in Flammen eingesetzt.

Eine Strategie den Einfluld der Stél3e auf das LIF Signal zu beriicksichtigen,
wenn die apparativ aufwendige Pikosekunden-LIF nicht eingesetzt werden kann, ist
es, die Konzentrationen aller Majoritatenspezies simultan zum Fluoreszenzsignal zu

5



6 RET IN ATMOSPHARISCHEN FLAMMEN

RET VET Q spontane Em.

Rotationsniveaus
| in A, v'=2

nach A, v'=0,1

Absorption stim. Emission

nach X

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Energietransferprozesse’tin A
Zustand { = 2) des OH-Molekiils. Q steht fir Quenching. Der elektronische
Grundzustand ist mit X bezeichnet.

messen und anschliel3end das Fluoreszenzsignal auf der Basis von gemessenen oder
berechneten Ratenkonstanten fir die verschiedenen Stol3prozesse zu korrigieren.

Im Falle des OH-Molekuls wurden detaillierte Ratengleichungsmodelle zur Si-
mulation der Dynamik des angeregten Zustands entwickelt [12]. Diesen Modellen
liegen allerdings wenige experimentell bestimmte Ratenkonstanten zugrunde.

RET Ratenkonstanten wurden fir den A-Zustand des OH-Molekdlls (), 1)
bei Temperaturen vosDOK oder in der Nahe vom500K gemessen; alle Messungen
wurden bei niedrigem Druck<( 100 mbar) durchgefiihrt. Ein Uberblick Uber diese
Messungen wird in [12] gegeben.

Da die Ratengleichungsmodelle typischerweise 40 Rotationszusténde fiir jeden
Vibrationszustand des elektronisch angeregten Zustands berticksichtigen, missen
mindestens 1600 zustandsspezifische Ratenkonstanten fir jeden Stol3partner be-
kannt sein. Bisher sind weniger als 1% dieser Konstanten gemessen worden, und
dies zumeist unter Bedingungen, die stark von den Bedingungen, wo sie benutzt
werden, abweichen. Daher werden in den detaillierten Modellen Annahmen tber
das Verhalten der Ratenkonstanten, z. B. Skalierungsregeln wien@8té order
sudden[13, 14]) oder ECS dnergy corrected sudd¢h5]), benutzt. Diese Re-
geln beschreiben die Abhangigkeit der Ratenkonstanten von anderen Grof3en wie
der Temperatur und dem Quantenzustand. Mit Hilfe der Regeln werden die vielen
zustandsspezifischen Ratenkonstanten aus wenigen Basiskonstanten berechnet.

In diesem Abschnitt wird die erste Messung von RET Ratenkonstariten3)
beim OH-Molekul, die in atmospharischen Flammen durchgefihrt wurde, darge-
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stellt. Untersucht wurden eine vorgemischte, stéchiometrische Methan-Luft- und
Methan-Sauerstoff-Flamme.

Angeregt wurden dieP;;(12.5) und Q,(16.5) A — X Ubergange der (2,0)-
Bande des OH-Molekils mit einem Pikosekundenlaser. Die Emissionsspektren
wurden zeit- und spektralaufgelost mit einer Kombination aus hochauflésendem
Spektrometer und intensivierter CCD-Kamera, die eine sehr kurze Verschlul3zeit
hatte, detektiert. Die Auflosung des Spektrometers reichte aus, um die Emissionen
einzelner Rotationszustande zu trennen. Durch eine genaue Analyse des zu einem
bestimmten Zeitpunkt aufgenommenen Spektrums konnte die Rotationsverteilung
der Besetzung des angeregten Zustands zu diesem Zeitpunkt ermittelt werden. An-
hand der Abfolge der Spektren, die zu verschiedenen Zeiten aufgenommen wurden,
konnte die Dynamik des angeregten Zustands verfolgt werden. Aus diesen Daten
konnten zustandsspezifische RET Ratenkonstanten berechnet werden.

Die einzelnen Schritte (1.) der Aufnahme der Spektren, (2.) der Berechnung
der Besetzung aus den Spektren und (3.) der Berechnung der Ratenkonstanten aus
der Besetzung werden in den folgenden Abschnitten (1.2 — 1.4) beschrieben. An-
schlief3end werden die so erhaltenen Werte mit Daten aus der Literatur verglichen,
sowie die Vor- und Nachteile des Mel3verfahrens, das an sich schon eine Neuerung
darstellt, gegentiber anderen Verfahren zur Bestimmung von Ratenkonstanten dis-
kutiert (1.5). Das Kapitel schlief3t mit einer Zusammenfassung (1.6).

1.2 Der experimentelle Aufbau

Abbildung 1.2 zeigt den experimentellen Aufbau. Zur Anregung der Fluoreszenz
wurde ein Pikosekunden-Raman-Excimerlaser, der an der Universitat Bielefeld ent-
wickelt wurde, verwendet. Der Laser ist im Detail in anderen Arbeiten [16, 17, 18]
beschrieben; daher soll hier nur das Funktionsprinzip dargestellt werden:

Der Strahl eines abstimmbarern, schmalbandigen KrF-Excimerlasers (EMG
150, Lambda Physik) wird in eine Hochdruckgaszedielfar Kr) fokussiert. Dort
wird der Puls durch stimulierte Brillouinstreuung (SBS, [19]) reflektiert; der reflek-
tierte Puls hat eine steile Anstiegsflanke { ns). Gegenuber [16] wurde der Ex-
cimerlaser in zwei Punkten modifiziert, um das Strahlprofil des SBS-Pulses zu op-
timieren. Zum einen wurde die Cassegrain-Optik entfernt, zum anderen wurde der
Oszillator-Strahl mit einem Teleskop vergrof3ert und in einem einfachen Durchlauf
durch die Verstarkerrohre verstarkt. Diese beiden Malinahmen fiihren zu geringerer
Strahldivergenz und einem besseren Verhaltnis von schmalbandiger Laserstrahlung
zu breitbandigem Untergrund.

Die steile Anstiegsflanke des SBS-Pulses wird in einem Zweifachdurchgang
durch einen weiteren KrF-Verstarker (EMG 101, Lambda Physik) verstarkt, redu-
ziert aber den Gain des Verstarkers dabei so sehr, dafd der nachfolgende Teil des
Pulses nur wenig verstarkt wird. Das Ergebnis ist ein Puls mit einer intensiven, kur-
zen Spitze am Beginn und einem etiims langen, schwachen Schwanz. Die Spitze
wird vom Rest des Pulses durch stimulierte Ramanstreuung in Methan abgetrennt
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Brenner
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Abbildung 1.2: Experimenteller Aufbau zur Aufnahme der zeitaufgeldsten Emissi-
onsspektren.

und Gber ein Pellin-Brocha-Prisma zum Experiment geleitet. Dieser Aufbau liefert
schmalbandige, durchstimmbare Laserpulse3@iitps Dauer und.5 mJ Energie

bei Wellenlangen ur268nm und einer Pulsrate vdiHz. Die Strahlung ist zu 80%
linear polarisiert. Die Polarisationsrichtung kann mit einer Méfatte eingestellt
werden; ein drehbares Glan-Thompson-Prisma polarisiert den Strahl vollstandig.

Der Strahl wurde mit einer sphérischen Linge=f{ 200 mm) in das Abgas einer
vorgemischten, stdchiometrischen Methan-Luft- oder Methan-Sauerstoff-Flamme,
die bei Atmosphérendruck brannte, fokussiert. Die Flammen wurden mit folgenden
Gasflissehbetrieben:0.12 sim CH;,, 1.2 slm Luft bzw. 1.0 sim CH;, 2.0 sim O,.

Die Temperatur der Flammen wurde mittels Rayleigh/Raman-Streuung gemessen
(siehe z. B. [17]).

Die Fluoreszenz wurde mit ein@d0 mm Linse auf den Eintrittsspalt {0 pzm)
eines Spektrometers (Acton Resear¢h, = 3.8, 3600 Linien/mm, geblazed flr
240 nm) abgebildet. Als Detektor wurde eine intensivierte ps-CCD Kamera (LaVi-
sion PicoStar) verwendet. Die Kamera besteht aus einem schnellen Bildverstarker
[20], der faseroptisch an eine 12bit CCD-Kamera gekoppelt ist. Der Bildverstarker
hat eine minimale Offnungsdauer véf ps.

Um das Offnen des Bildverstarkers mit den ps-Laserpulsen zu synchronisieren,
ist eine prazise Triggerung des Bildverstarkers notig. Dazu wird ein schwacher Re-
flex des SBS-Strahls auf eine schnelle Photodiode gelenkt, die dann den Triggerpuls
fur den Bildverstarker liefert. Der Jitter zwischen Laser und Bildverstéarker betrug
in diesem Experiment:150 ps [21]. Die Zeitdifferenz zwischen Laserpuls und Off-

1sim = Standardliter / Minute
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Abbildung 1.3: Anregungsspektrum des OH-Molekils, das mit dem ps-Laser in
einer Methan-Sauerstoff-Flamme aufgenommen wurde. Die beobachteten Linien
konnten der (2,0)- bzw. (3,1)-Bande dé& « X211 Ubergangs des OH-Molekiils
zugeordnet werden.

nen des Bildverstarkers konnteif0 ps Schritten mit einem passiven Kabeldelay,
das in die Triggerleitung geschaltet war, eingestellt werden. Eine Feineinstellung
an der Bildverstarkerelektronik erlaubte kleinere Schritte a2010 ps.

Die Offnungsdauer des Bildverstarkers wurde nicht auf den minimalen Wert
sondern auft00 ps (FWHM) eingestellt, um das Fluoreszenzsignal zu erhéhen. Zur
Aufnahme eines Emissionsspektrums wurderLaserpulse pro Kamerabild inte-
griert und jeweils 50 Bilder gemittelt, d. h. 1000 Laserpulse trugen zu einem Spek-
trum bei. Die Mittelung Uber viele Laserpulse verbreiterte die effektive Pulsdauer,
die Gber den Zeitverlauf des Rayleighstreulichts gemessen wurd&)@p$. Zwei
Effekte tragen dazu bei: Zum einen ist der Mittelwert vieler Pulse breiter als ein
einzelner Puls, wegen des Jitters zwischen Laser und Kamera, zum anderen ist das
Signal die Faltung aus dem Zeitverlauf des Rayleighstreulichts und der Offnungs-
dauer des Detektors.

Es befinden sich mehrere Rotationslinien der (2,0)- und (3,1)-Bandé’des-

X211 Ubergangs des OH-Molekiils im Abstimmbereich des Lasers. Ein Anregungs-
spektrum ist in Abbildung 1.3 dargestellt. In den folgenden Messungen wurden die
Py1(12.5) und @4, (16.5) Ubergange der (2,0)-Bande angeregt.

Wegen der langen Mittelungsdauer muf3te bei der Aufnahme der Spektren auf
Wellenlangendrifts des Lasers geachtet werden. Daher wurde die Wellenlange des
Lasers bei den Messungen standig mit einem Etalon beobachtet, um zu gewébhrlei-
sten, daf3 sie exakt der Molekilabsorption entsprach.
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1.2.1 Die Kalibrierung des Aufbaus

Um die Emissionsspektren analysieren zu kénnen, ist es nétig, die Form der Spek-
trometerfunktion exakt zu kennen. Sie wurde mit einer Quecksilberdampflampe
gemessen. Die Form konnte gut durch einen gaul3férmigen Peak mit exponentiell
abklingenden Fliigeln beschrieben werden [17] — Funktionenswi€’, Gauf3-

Profil oder Voigt-Profil, die haufig zur Modellierung von Spektrometerfunktionen
eingesetzt werden, stimmten nicht mit dem beobachteten Profil Gberein.

Auch die wellenlangen- und polarisationsabhéngige Nachweiswahrscheinlich-
keit muld bei der Auswertung der Spektren bericksichtigt werden. Sie wurde mit
einer Deuteriumlampe und einem Polarisator gemessen. Da der nachgewiesene
Spektralbereich allerdings recht klein war {O0nm), war die Nachweiswahrschein-
lichkeit fast konstant<{ 2% Variation tiber den gesamten Bereich). Wichtiger war
die chromatische Aberration der Quarzlinse, mit der die Fluoreszenz auf das Spek-
trometer abgebildet wurde. Sie fuhrte zu einer wellenlangenabhé&ngigen VergrolRe-
rung, die ebenfalls die gemessenen Spektren beeinflul3te. Die Grol3e dieses Effekts
(~ 10%) wurde mit einem feinen Drahtgitter bestimmt, das mit der Deuterium-
lampe beleuchtet und auf den Eintrittsspalt des Spektrometers abgebildet wurde.
Wurde nun ein Bild mit der Kamera aufgenommen, hing der Abstand der Gitter-
drahte (in Pixel) von der Wellenlangenposition ab. Diese Werte\esshangigen
VergroRerung wurden zur Korrektur der Spektren verwendet. Eine Rechnung, in
die die Geometrie des Aufbaus sowie die bekannte Dispersion von Quarz eingin-
gen, lieferte dieselben Ergebnisse.

1.3 Die Berechnung der Besetzung im’ = 2 aus den
Emissionsspektren

Abbildung 1.4 zeigt zwei typische Emissionsspektren der (2,1)-Bande, die zu ver-
schiedenen Zeiten nach der Anregung Bg$12.5) Ubergangs aufgenommen wur-
den, zusammen mit einer Simulation. Neben der spektralen Nachweiswahrschein-
lichkeit wurden die Spektren noch bezuglich Polarisationseffekten korrigiert — dies
wird im folgenden Abschnitt beschrieben. Die kleine Graphik in Abbildung 1.4
zeigt die Detektionszeitpunkte relativ zum Zeitverlauf des anregenden Laserpul-
ses. Diese Kurve wurde aus dem Rayleigh-Signal erhalten und kann gut durch ein
Gaul3-Profil angepalit werden. Die Zeitachse ist so gewahlt, ¢alkns dem Ma-
ximum des Laserpulses entspricht. Die Zeitpunkte, bevor der Laserpuls sein Ma-
ximum erreicht, sind daher negativ angegeben. Das obere Spektrum in Abbildung
1.4 ist zu einem frihen Zeitpunkt £ —0.5 ns), wo noch wenig RET stattgefunden
hat, aufgenommen worden. Man erkennt drei starke Linien, diefdeid)- und
R-Ubergéngen, die von dem einen durch den Laser bevélkerten Rotationszustand
ausgehen, entsprechen. Die kleineren Linien entstehen durch RET und gehen von
anderen Rotationszustanden aus.

Die Struktur des Emissionsspektrums andert sich rasch, wie an dem unteren
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Abbildung 1.4: Typische Emissionsspektren der (2,1)-Bande nach Anregung des
Py1(12.5) Ubergangs: (a) zu einem friihen Zeitpunkt, wo noch wenig RET stattge-
funden hat, (b® ns spater, wo RET die Struktur der Emission stark geé&ndert hat.
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Spektrum in Abbildung 1.4, das bei= 1.5 ns aufgenommen wurde, zu sehen ist.
Obwohl das Spektrum recht kompliziert ist, stimmen Simulation und Messung sehr
gut Uberein.

Fir die Simulation der EmissionsspektrEn) wurden die Linienpositionen,
und Einsteind-Koeffizienten aus dem Lifbase-Programm [22] verwendet. Jede Li-
nie wurde mit der Spektrometerfunktigrgefaltet und entsprechend der Population
des Rotationszustandsgewichtet:

I = > nN(@),F'@E)- A®) - f(A = Ao(d)- (1.1)

i=alle Linien

N'"und F’ stehen hier fir die Rotations- und Spinquantenzahl des Niveaus des an-
geregten Zustands.

Die Besetzung des angeregten Zustands wurde mit linearen und nicht-linearen
Fitalgorithmen aus dem gemessenen Spektrum berechnet. Die lineare Ausgleichs-
rechnung wurde mit Hilfe von Singulérwertzerlegung (s. u.) durchgefuhrt. Fur die
nichtlineare Ausgleichsrechnung wurde ein spezieller Algorithmus [23] verwendet,
der lineare und nicht-lineare Parameter unterschiedlich behandelt. Dieser Algo-
rithmus ist beim Fitten von Emissionsspektren, wo viele lineare und wenige nicht-
lineare Parameter im Modell auftauchen, stabiler als die tblichen Verfahren zur
L6sung der Normalengleichungen.

Die lineare Ausgleichsrechnung lauft auf das Losen eines linearen Gleichungs-
systems hinaus. Ein gemessenes Spektrum, d. h. ein Vektor, der die fur jedes Wel-
lenlangenintervatlgemessene Intensitat enthalt, wird durch Multiplikation mit ei-
ner geeigneten Matrix in den Vektor der Besetzung der einzelnen Niveaus tberfuhrt.
Die Rechnung laRt sich sehr schnell durchfiihren und das Ergebnis ist eindeutig. Die
physikalischen Details des Problems, wie z. B. Linienpositionen und Spektrometer-
funktion, sind in der Matrix enthalten. Beim Fitten der Emissionsspektren wurden
die Niveaus mitNV' = 0 — 17 und F' = 1,2 (=36 Parameter) berlcksichtigt. Die
Ubrigen Fitparameter waren ein fur alle Wellenlangen konstanter Untergrund sowie,
im Falle des nicht-linearen Algorithmus, Ursprung und Skalierung der Wellenlan-
genachse.

Schwierigkeiten ergeben sich beim Fitten, wenn zwei Parameter nicht eindeu-
tig sind, was z. B. auftritt, wenn sich die zugehdrigen Linien im Spektrum stark
Uberlappen. Dies ist insbesondere am Bandenkop2&$mm der Fall. Gluck-
licherweise sendet jeder Rotationszustand aber nicht nur eine sondern drei starke
Emissionslinien aus. Selbst wenn eine davon sich mit einer anderen Linie tber-
lagert, sind die anderen ungestort oder werden von Linien eines dritten Zustands
Uberlagert; dies verhindert zum grof3en Teil Uneindeutigkeiten der Parameter. Man
kann den Effekt der Linientuberlagerung — ungentigende Auflosung des Spektro-
meters fuhrt zu denselben Problemen — quantitativ durch Singulé&rwertzerlegung
(SVD = singular value decompositipder Matrix M, die die Besetzung mit dem
Spektrum verbindet, analysieren. Mit Hilfe der SVD kann die Madrxgeschrie-

2Das sind die Wellenlangen, die vom Spektrometer auf ein Pixel der Kamera abgebildet werden.
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ben werden als
M=UWVT, (1.2)

wobei ¥ eine Diagonalmatrix un@d und V' orthogonale Matrizen sind. Die Ein-
trage vonWW werden Singuldrwerte genannt. Sehr kleine Werte (im Extremfall
Nullen) werden durch schlechte Auflésung des Spektrometers oder Uneindeutig-
keiten wegen der Uberlappung der Linien verursacht (oder mathematisch: durch
eine schlechte Konditionszahl der MatriX). Diese kleinen Werte erzeugen mehr-
deutige oder numerisch instabile Losungen bei der Berechnung der Besetzung aus
dem Spektrum. Die Kehrwerte der Singularwerte sind mit den Fehlern der Beset-
zungen verkntpft, d. h. mit Hilfe der SVD kann direkt Gberprift werden, wieviele
signifikante Informationen aus einem Spektrum gewonnen werden kdnnen. So wur-
de die Zahl der Rotationszustande, deren Besetzung sinnvoll aus dem beobachteten
Spektralbereich bestimmt werden konnte, und damit die Zahl der Fitparameter mit
Hilfe der SVD ermittelt. Aul3erdem kénnen die Fehler der berechneten Besetzungen
durch Fehlerfortpflanzung aus der Unsicherheit der MeRdaten abgeschatzt werden.
Eine Einfihrung in die Verwendung von SVD bei der Losung linearer Ausgleichs-
probleme findet man in [24].

1.3.1 Polarisationseffekte

Bei der Interpretation der Spektren muf3 der Einflul3 des linear polarisierten Laser-
strahls, der zur Anregung verwendet wurde, bericksichtigt werden.

Regt man einen Dipolubergang eines Molekils mit linear polarisiertem Licht
an, so ist der angeregte Zustand entlang der Polarisationsrichtung ausgerichtet [25],
d. h. Zustande, die sich in ihrer; Quantenzahl unterscheiden, haben nicht die
gleiche Besetzunf). Der angeregte Zustand ist nicht isotrop und demzufolge ist
auch die emittierte Fluoreszenz zu einem gewissen Grad polarisiert [26]. Eine an-
dere Folge ist, dal3 die tblichen EinsteirKoeffizienten, die fur isotrope Zustén-
de gelten, nicht mehr die korrekten Linienstarken wiedergeben. Die Linienstérken
mussen dann durch zusatzliche Polarisationsfaktoren korrigiert werden. Diese Po-
larisationseffekte sind bei Anregung eir@dJbergangs besonders stark.

Abbildung 1.5a zeigt Spektren, die nach Anregung @eg16.5) Ubergangs
mit horizontal bzw. vertikal polarisiertem Laser aufgenommen wurden. Man er-
kennt, dal sich die Intensitat d@rEmissionslinie mehr als verdoppelt, wenn man
von horizontaler zu vertikaler Polarisation wechselt, wahrend sich die Intensitét der
R-Linie nur wenig andert. Ein Effekt dieser GroRenordnung muf3 nattrlich be-
ricksichtigt werden, wenn aus den Linienstarken die Besetzungen des angeregten
Zustands berechnet werden sollen.

Die Situation wird dadurch erschwert, dal’ der Grad der Ausrichtung von meh-
reren GroR3en beeinflul3t wird. Zum einen reduziert sich die Ausrichtung bei hohen

SWurde der nicht-lineare Fitalgorithmus verwendet, wurden die Fehler der Besetzung mit Hilfe
der Kovarianzmatrix berechnet.

4Ausrichtung soll hier bedeuten, die Besetzung hangt nur|won| ab — im Unterschied zu
Orientierung, wo die Besetzung fiém ;» und—m ;. unterschiedlich sein kann.
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Abbildung 1.5: Spektren, die mit unterschiedlicher Laserpolarisation nach Anre-
gung desQ,;(16.5) Ubergangs aufgenommen wurden: (a) bei friihen Spektren
beobachtet man eine sehr starke Ausrichtung, (b) auch Zustande, die durch RET
bevdlkert wurden, sind noch ausgerichtet.



DIE BERECHNUNG DER BESETZUNG 15

Laserintensitaten durch Sattigungseffekte bei der Anregung. Daruber hinaus ist die
Ausrichtung auch zeitabhangig, da Sté3e mit Molektlen der Umgebung auch den
m Zustand des OH-Molekils &ndern kénnen [27]. Dieses Phdnomen wird mit
Depolarisation bezeichnet. Weil Depolarisation und RET simultan ablaufen, kon-
nen die Effekte schwer getrennt behandelt werden, da sie beide die Intensitat der
emittierten Linien beeinflussen.

Abbildung 1.5b zeigt Spektren, die mit unterschiedlicher Laserpolarisation bei
t = 0.8 ns aufgenommen wurden. Die Linien, die vom laserangeregten Niveau
emittiert werden, zeigen nun eine geringere Ausrichtung, wahrend die Linien der
durch RET bevolkerten Niveaus ebenfalls Ausrichtungseffekte zeigen!
Theoretisch gibt es drei Méglichkeiten, Ausrichtungseffekte zu vermeiden:

1. Vollstéandige Sattigung bei der Anregung,

2. Anregung unter dem sog. magischen Winkel, d. h. Anregung mit einem li-
near polarisierten Laser, mit einem Winkel voh7° zwischen dem elektri-
schen Feld und der vertikalen Achse, und Detektion der horizontal polarisier-
ten Komponente der Emission.

3. Die Aufnahme dreier Spektren, wobei der Laser jeweils entlang: der:-
Achse polarisiertist. Addiert man die Spektren mit gleichen Gewichté) (
erhalt man ein Spektrum, das frei von Polarisationseffekten ist.

Die Verwendung eines unpolarisierten Lasers fuhrt nicht zum Ziel, sondern verur-
sacht eine Ausrichtung entlang der Ausbreitungsrichtung des Strahls. Dies wurde
bei zahlreichen Messungen, die der Literatur entnommen werden kdnnen, aul3er
acht gelassen.

Hier wurde der dritte Weg, die Polarisationseffekte zu beseitigen, gewéhlt. Dazu
wurden Spektren mit vertikal und horizontal polarisierter Anregung aufgenommen.
Die fehlende dritte Polarisationsrichtung ist die Ausbreitungsrichtung des Strahls.
Aus Symmetriegrinden — die Emission wurde nicht polarisationsaufgeldst nach-
gewiesen — ist diese Polarisationsrichtung der vertikalen aquivalent. Daraus folgt,
dal3 die Summe aus horizontalem und vertikalem Spektrum, wenn die Spektren mit
1/3 bzw.2/3 gewichtet werden, frei von Polarisationseffekten sein sollte.

Es zeigte sich allerdings, dal3 ein zusatzlicher Skalierungsfakter die abso-
luten Signalstarken aller horizontalen und vertikalen Spektren aufeinander skaliert,
bendtigt wurde. Die Ursache fir die Notwendigkeit des Faktors ist vermutlich die
polarisationsabhéangige Transmission des Spektrometevsirde aus der Gesam-
tintensitat von Spektren berechnet, die zu einem frilhen Zeitpunkt aufgenommen
wurden, wo die Einfllisse der Sto3e auf das Spektrum minimal waren:

¢ — o/ Tn)gem. (1.3)

(Iv/[h)theor.

Hier steht(7,/1I;,)neor, flr das Intensitatsverhaltnis, das man theoretisch fir lineare
LIF ohne Berticksichtigung von Sto3en erwartet((94 bei P-Anregung [28]).
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Dann wurden die Spektren flr horizontale/§c gewichtet) und vertikale2(/3
gewichtet) Laserpolarisation fur jeden einzelnen Zeitpunkt addiert. Die so erhalte-
nen Spektren wurden fur die Berechnung der Besetzung verwendet.

1.3.2 Die Zeitabhangigkeit der Besetzung

Die Ergebnisse des Fits sind in Abbildung 1.6 fur die Methan-Sauerstoff-Flamme
in logarithmischer Darstellung gezeigt. Die Abbildung enthalt fir verschiedene
Zeitpunkte die Besetzung in den einzelnen Rotationszustanden=n 2; dabei
sind die Werte fur beide Spinzustandé = 1,2 getrennt dargestellt. Qualitativ
sind die Ergebnisse bei der Methan-Luft-Flamme &hnlich, weshalb nur die Daten
der Sauerstoff-Flamme gezeigt werden.

Im folgenden sollen unter dem Begriff ,Bad” alle Niveaus degustandsq{’ =
2), aulBer dem durch den Laser angeregten, zusammengefal3t werden. Die Besetzung
des laserangeregten Niveaus wird mibezeichnet.
Drei Dinge lassen sich direkt aus Abbildung 1.6 ablesen:

e Zu Beginn ist nur ein Rotationszustand besetzt. Von diesem Zustand aus-
gehend werden die Ubrigen Zustande bevélkert. Solange die Anregung an-
dauert, ist der Transfer vom, in das Bad der dominierende Prozess; RET
innerhalb des Bads oder Rucktransfenjnst von geringer Bedeutung.

e RET Prozesse, die den Spinzustand andern, laufen deutlich langsamer ab,
als die, die den Spinzustand erhalten. Dieses Verhalten ist schon theoretisch
vorhergesagt [29] und auch in anderen Experimenten beobachtet worden [30]
— besonders bei StoRen mit Wasser, das den wichtigsten Stof3partner in einer
Methan-Sauerstoff-Flamme darstellt.

e Nach der Anregung beginnt sich die Besetzung einer Boltzmannverteilung
anzunahern. Allerdings wird die gesamte Besetzung dabei gleichzeitig auch
durch Verlustprozesse wie Quenching und VET verringert. Zu der Zeit, zu der
eine Verteilung nahe dem thermischen Gleichgewicht erreicht wird, ist das
gesamte Signal auf 10% des Maximums abgefallen. D. h. ohne Detektion mit
kurzer Belichtungszeit wird immer eine nicht-thermische Rotationsverteilung
beobachtet, weil elektronisches Quenching und RET gleichzeitig (und mit
vergleichbarer Geschwindigkeit) ablaufen.

1.4 Die Modellierung der Dynamik des angeregten
Zustands

Man kann die Dynamik im angeregten Zustand mit einem Ratengleichungsmodell
beschreiben [12]:
dn

=RV +Q+ P+ A+(H)X)n (1.4)
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Abbildung 1.6: Die Besetzung einzelner Rotationszustdnde des OH-Molekils in
v' = 2 zu verschiedenen Zeiten. Die Besetzungen wurden aus Spektren, die in einer
stochiometrischen Methan-Sauerstoff-Flamme aufgenommen wurden, berechnet.
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Abbildung 1.7: Zeitverlauf der Besetzung im durch den Laser angeregten Niveau
n; und den ubrigen Niveaus il = 2 ng.q bei der Methan-Sauerstoff-Flamme.

Hier stehtn flr einen Vektor, der je einen Eintrag fur die Besetzung jedes berlck-
sichtigten Niveaus enthélt. Fur die Modellierung wurden Zustéande’'aus2 mit

N' = 0...20und F' = 1,2 verwendet. Zusatzlich wurde noch ein Niveau des
Grundzustands, das mit, bezeichnet wird, aufgenommen. Es ist nicht nétig, wei-
tere Niveaus des Grundzustands in das Modell mit einzubeziehen, da es nur um die
Modellierung der Dynamik ind-Zustand geht.

Es wurden keine Niveaus aus anderen Vibrationszustanden néber? be-
ricksichtigt. Das heil3t, in diesem Modell wird Rucktransfer wor= 0,1 nach
v' = 2 vernachlassigt. Dies ist aber wegen der groRen Energieliicke zwischen den
Vibrationszustadnden und dem starken Quenching keine ernsthafte Einschrankung.
Zum Beispiel ist beim Wasser der Wirkungsquerschitt fur VET etwa zehnmal klei-
ner als der Wirkungsquerschnitt fir Quenching [31].

R, V, @, P und A sind Matritzen fur RET, VET, Quenching, Pradissoziation
und spontane Emission. Ein Eintrag dieser Matrizen zZB. steht fiir die Raten-
konstante fir RET von einem Ausgangsniveéau einem Endniveati.®> Die Dia-
gonalelemente der Matrizen geben die totale Verlustrate, der ein Niveau aufgrund
des zugehdrigen Prozesses ausgesetzt ist, an.

Die Matrix X beschreibt die Laseranregung. Sie hat nur vier von Null verschiedene
Eintrage:

Xx,x = Xl,l = _17 Xx,l = Xl,:l: =1L (15)

5Im Vergleich zu [12] ist die Reihenfolge der Indices vertauscht.
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~(t) ist die Anregungsrate und ist durch

V(t) = guBay I (1) (1.6)

gegeben. Wobej, fir das Uberlappungsintegral zwischen spektralem Laserprofil
und Molekulabsorption steht3, ; ist der Einstein Koeffizient fir Absorption und

I(t) die Laserintensitat. Das zeitliche Profil vét) wurde durch ein Gaul3-Profil,

das an den Zeitverlauf des Rayleigh-Signals angepal3t wurde, dargestellt. Im Maxi-
mum hattey einen typischen Wert voh - 10° s™. Der EinfluR der Mittelung der
MeRdaten auf die Losung der Differentialgleichung wird im Anhang diskutiert.

Da keine Endniveaus fur VET, Quenching, Pradissoziation und Fluoreszenz in
das Modell aufgenommen wurden, sind diese Matrizen diagonal. Das bedeutet,
diese Prozesse konnen von diesem Standpunkt aus nicht voneinander unterschieden
werden. Die Daten fuP und A wurden dem Lifbase Programm entnommen. Beide
Matrizen sind allerdings von geringer Bedeutung, da die Prozesse verglichen mit
VET und Quenching sehr langsam ablaufen.

Die kombinierten Verluste durch VET und Quenching wurden aus der Abnahme
der Gesamtbesetzungih = 2 berechnet. Die Gesamtbesetzung ist in Abbildung
1.7 dargestellt. Man erkennt, dal3 die Gesamtbesetzung nach der Anregung expo-
nentiell mit einer Zeitkonstante vait5 ps abklingt.

Auch wenn der Zerfall einfach exponentiell erscheint, heil3t das noch nicht, daf}
Quenching und VET fur alle beteiligten Niveaus gleich sind, weil so viele Niveaus
zur Gesamtbesetzung beitragen, dafld es unmdéglich ist, individuelle Lebensdauern
Zu bestimmen.

In der Tat wurde eine Abnahme der Quenchingrate mit zunehmender Rotations-
quantenzahl in einigen Untersuchungen beobachtet [32] - [35]. Die Variation hangt
von der Temperatur ab und geht bei steigender Temperatur zuriick [36]. Trotzdem
wurde hier ein Wert vori@ + V);; = —(675 ps)~! fur alle Zustédnde # z ver-
wendet, da wenig Uber die Abhangigkeit des VET von der Rotationsquantenzahl
bekannt ist [37]. Im Falle der Methan-Luft-Flamme ergab dasselbe Verfahren einen
Wert von(Q + V);; = —(730 ps) .

Als Modell fur die zustandsspezifischen RET Ratenkonstanten wurde eine ein-
fache Skalierungsregel, die im wesentlichen vom Energieabstand der beteiligten
Niveaus abhéangt, verwendet:

E’,
Ri; = (270 +1)exp (T ]T>-Roexp(—oz|Ej—Ei|) P47 (L7)
B
Ri; = =) Ry, (1.8)
ki

Hier stehtE; fur Energie undJ; far den Drehimpuls des Niveays Die ersten
beiden Faktoren in Gleichung (1.7) sind eine Konsequenpdasiple of detailed
balancing das eine Boltzmannverteilung mit der richtigen Temperatur als Gleich-
gewichtsverteilung gewahrleistet [15]. Dieses Modell wurde zur Beschreibung der
Dynamik innerhalb des Spinzustanfls = 1 verwendet. Der andere Spinzustand
F' = 2 wurde vernachlassigt, da seine Besetzung klein gegeriiberl war.
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Flamme TIK] | o[10 2 cm] | Ro[1/s] | |Rii1|[ns ]

(a)

Methan-Sauerstoff 3010 | —2.9+ 0.5 | 2.34 - 10'6 3.24+0.3
Methan-Luft 2170 —2.5+0.8 | 3.2-10%Y 3.3+0.3

Tabelle 1.1: Werte fuee und R, fir die RET-Matrix sowie Raten fir totalen RET
(W =2, N =11,F =1).

Die einzigen freien Parameter, die in Gleichung (1.4), die die Besetzungsdyna-
mik im angeregten Zustand beschreibt, enthalten sind, befinden si¢hi und
a. Diese beiden Werte wurden durch einen Fit der Rechnung an die Ergebnisse
der Messung bestimmt. Das Ergebnis dieser Anpassung liefert eine totale RET Ra-
te fir das angeregte Nivea\l' = 11, F' = 1 von |R;;| = (310 £+ 30 ps) ! fur
die Methan-Sauerstoff-Flamme uhf,;| = (300 + 30 ps) ! fur die Methan-Luft-
Flamme. Die zugehorigen Werte varund R, sind in Tabelle 1.1 dargestellt. Aus
diesen Werten kénnen die zustandsspezifischen RET Raten fur beliebige Niveaus
berechnet werden.

Die berechneten Zeitverlaufe fis; und das Bad sind zusammen mit den ex-
perimentellen Daten in Abbildung 1.7 dargestelli; steigt stark an, sobald die
Anregung einsetzt. Nach der Anregung falltzunachst schnell ab, weil sowohl
RET als auch VET/Quenching Verlustprozesse sind. Nahert sich die Rotationsver-
teilung dem Gleichgewicht an, verlangsamt sich die Abnahmenyamd verlauft
parallel zum Bad.

Die gleichzeitige Messung der Besetzung vieler Rotationszustande erlaubt es
im Prinzip, die Skalierungsregeln fur die zustandsspezifischen RET Raten zu testen
und zu optimieren. In Abbildung 1.8 sind die nach Gleichung (1.4) berechneten
Besetzungen einzelner Rotationszustande zusammen mit den Ergebnissen der Mes-
sung fur drei Zeiten dargestellt. Die absoluten Werte der Simulation wurden dabei
nur in einem Wert#{ = 0 ns, N = 11) auf den Wert der Messung skaliert —

d. h. in allen Graphen sind alle simulierten Werte mit demselben Faktor multipli-
ziert worden. Messung und Simulation passen recht gut zueinander. Abweichun-
gen treten bei kleinen Werten fiy’ auf. Dies konnte eine Folge der einfachen
Skalierungsregel sein. Es bliebe zu Uberprufen, ob andere Regeln, wie IOS oder
ECS, oder kompliziertere Beziehungen, wie das von Kienl@/.[38] vorgeschla-
geneenergy-corrected-sudden exponential-and-power-gap daveiner besseren
Ubereinstimmung fiihren. Eine andere Ursache fir die Abweichungen wéren
abhangige Verluste (Quenching oder VET).
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Abbildung 1.8: Vergleich der berechneten und experimentell bestimmten Besetzung
einzelner Rotationszustande fur drei verschiedene Zeiten. Die Daten beziehen sich
auf die Methan-Sauerstoff-Flamme.
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Niveau oH,0[A?]
=2, N' =11, F" = 1 [diese Arbeit]| 106 £ 15(< 130)
o' =0,N' =10, F' = 2 [45] 110 + 30
o =0,N' =10, F' = 1[38] 107 + 15
o' =0,N' =12, F' = 1 [38] 08 =+ 20

Tabelle 1.2: Wirkungsquerschnitte fir totalen RET von OHXAfir StéRBe mit
Wasser.

1.5 Diskussion

1.5.1 Vergleich mit Raten firv' =0, 1

Beim OH-Molekul sind bisher nur RET Raten und Wirkungsquerschnitte'fes
0,1 gemessen worden. Die Werte fur beide Vibrationszustande unterscheiden sich
nur geringfugig. Um die hier gemessene totale RET Rate mit diesen Werten verglei-
chen zu kdnnen, wird zunéchst eine obere Grenze fir den RET Wirkungsquerschnitt
von Wasser berechnet.

Das Abgas der Methan-Sauerstoff-Flamme setzt sich im wesentlichen aus fol-
genden Bestandteilen zusammen [39]: Wasser (39%),(C0%), CO (15%). Was-
ser ist dabei der wichtigste Stol3partner, nicht nur weil es den gré3ten Anteil stellt,
sondern auch weil sein Wirkungsquerschnitt etwa dreimal gro3er als der des CO
ist [12]. Querschnitte fir das CO sind unbekannt.
Berucksichtigt man nur das Wasser als Sto3partner, bekommt man folgenden Wir-
kungsquerschnitt:

R
o = U _130+15 A%
vnx
n = 2
kT’
kT MH,0 * MOoH
v = _ :u = —_—,
T mu,o0 + Mowu

wobein die absolute Anzahldichte in der Flammedie Relativgeschwindigkeit
der Sto3partner ung der Molenbruch des Wassers ist. Dieser Wertdistellt
eine obere Grenze dar, weil alle anderen Sto3partner vernachlassigt wurden. Ver-
wendet man den NWirkungsquerschnitt fir COund CO — was in Ermangelung
besserer Daten gelegentlich getan wird (z. B. [40]) — kommt mairadfl 06 A’
Dies ist im Rahmen der Mel3genauigkeit derselbe Wert wie flir vergleichbare Rota-
tionszustéande im’ = 0. In Tabelle 1.2 werden die verfigbaren Werte miteinander
verglichen.

Es ist auf den ersten Blick Uberraschend, dafl3 der RET in der Methan-Luft-
Flamme schneller als in der Sauerstoff-Flamme ist, weil hier das Wasser durch
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Flamme TIK] | ke [107%cm?3/s] | keg [1071%m3 /5]
(a) (b)
Methan-Sauerstoff 3010 13.34+1.4 13.0
Methan-Luft 2170 99+1.0 10.14

Tabelle 1.3: Effektive Geschwindigkeitskoeffizienter, die aus diesen Messun-
gen gewonnen wurden (a) und mit Werten aus [38}fie 0 berechnet wurden (b).
Definition und Bedeutung der Geschwindigkeitskoeffizienten findet man in [40].

den grof3en Stickstoffanteil verdinnt wirgi,o = 0.17, xn, = 0.72). Die Luft-
Flamme ist jedoch kalter, was zu einer hoheren Stol3rate fuhrt. Fur Stickstoff wur-

den Wirkungsguerschnitte fir totalen RET fur OHB™ (v' = 0) von etwa40 A
gemessen [41] - [44]. Verwendet man diesen Wert, bekommt man einen effektiven
Geschwindigkeitskoeffizienten fir die Luft-Flamme voin1 - 107'° cm?/s. Dies
stimmt gut mit dem hier beobachteten Wert 09 + 1) - 107'° cm? /s Gberein. In
Tabelle 1.3 sind die Werte fur beide Flammen gegentubergestellt.

1.5.2 \Vergleich mit anderen Mel3verfahren

Die hier verwendete Methode, die Emissionsspektren zu analysieren, ist direkt. Die
spektrale Auflosung wird benutzt, um die Besetzung des angeregten Zustands zu
einer bestimmten Zeit zu bestimmen. Die Zeitauflosung erlaubt es, die Dynamik
der Besetzung zu verfolgen. Diese Technik ist effizienter als andere Verfahren, wo
entweder zeitlich integrierte Spektren aufgenommen werden, oder der Zeitverlauf
in einem engen spektralen Fenster registriert wird. Die hier verwendete Auswerte-
technik fuhrt von den Mef3werten zu den Raten und nicht umgekehrt, wie andere
Methoden, wo ein Satz von Raten angenommen wird und dann auf dieser Grund-
lage mit Hilfe eines Modells versucht wird, ein Spektrum zu simulieren, das den
Mel3daten gleicht. Die hier benutzte Technik erlaubt es, durch Fehlerfortpflanzung
die Ungenauigkeit der berechneten Raten aus der Ungenauigkeit der Mel3daten zu
bestimmten. So kann sofort erkannt werden, ob ein Ergebnis signifikant ist oder
nicht. Bei der anderen Methode kann nur eine Sensitivitatsanalyse aller Parameter
des Modells zeigen, welcher Parameter signifikant ist und welcher nicht. Denn die
bloRe Ubereinstimmung der Simulation mit der Messung hei3t noch nicht, daR der
zugehdrige Parametersatz bedeutungsvoll ist, solange nicht ausgeschlossen werden
kann, dal3 auch andere Parameter genauso gut sein kénnten.

Limitierungen durch den experimentellen Aufbau kdnnen bei dieser Methode
anhand der Fehlerfortpflanzung erkannt werden. Z. B. |43t sich der Einflul3 des
Signal/Rausch-Verhéltnisses oder der Spektrometerauflosung analysieren. So kon-
nen die EinfluRgrof3en, die die Genauigkeit der Raten bestimmen, erkannt werden
und entschieden werden, wo sich eine Optimierung lohnt.
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1.6 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde die Aufnahme von LIF von OH-Molekilen in atmosphari-
schen Flammen mit hoher zeitlicher und spektraler Auflosung beschrieben. Es wur-
den vorgemischte, stochiometrische Methan-Luft und Methan-Sauerstoff-Flammen
untersucht. Es wurde ein Einflul3 der Laserpolarisation auf die beobachteten Spek-
tren festgestellt, der bei der anschlieRenden Auswertung beriicksichtigt werden
mul3te.

Durch Analyse und Modellierung der Emissionsspektren konnte der Zeitverlauf
der Besetzung der einzelnen Rotationszustandé #a 2 ermittelt werden. Totale
sowie zustandsspezifische RET Raten konnten aus diesen Besetzungsdaten auf der
Grundlage eines Ratengleichungsmodells berechnet werden. Die Ergebnisse dieser
Rechnung waren:

1. Ubergénge, die den Spinzustand andéinh= 1 < 2) sind deutlich langsa-
mer (ca. zehnfach) als die, die den Spinzustand erhalten.

2. Der Wirkungsquerschnitt fur totalen RET von Wasser 106 + 15 A” st
gleich dem flure’ = 0. Das heif3t, dal’ der RET beim OH nicht stark vom
Vibrationszustand abhangt, was schon Messungeh-in0, 1 zeigten.

3. Die zustandsspezifischen Raten konnten durch eine einfache Skalierungsregel
beschrieben werden.

4. Wird keine Detektion mit kurzer Offnungsdauer verwendet, wird immer ei-
ne nicht-thermische Rotationsverteilung beobachtet, da Quenching und RET
simultan ablaufen.



Kapitel 2

ZeitaufgelOste
Fluoreszenzspektroskopie in
FlUssigkeiten zur Erkennung
chemischer Reaktionen

Die Erkennung chemischer, speziell biochemischer Reaktionen spielt eine grof3e
Rolle in der Biologie, Medizin und Pharmazie. Insbesondere bei der Suche nach
neuen Arzneimitteln besteht zur Zeit ein groRer Bedarf an Verfahren, die in der

Lage sind, die Bindung zwischen zwei Molekilen schnell zu erkennen.

Oft interessiert man sich fir ein bestimmtes Zielmolekul (z. B. ein Protein), das
durch Bindung eines anderen Molekils in seiner Funktion blockiert oder aktiviert
werden soll. Die Bindung soll dabei hoch spezifisch sein, d. h. ausschlief3lich das
Zielmolekdl soll gebunden werden. Das Molekul, das diesen Zweck erfllt, wird
haufig ,Hit* genannt; um es zu finden, missen sehr viele Testsubstanzen auf ihre
Reaktivitat hin untersucht werden.

Im Gegensatz zur traditionellen Chemie werden die Testsubstanzen dabei nicht
mehr gezielt synthetisiert sondern durch zufallige Reaktionen erzeugt (kombinatori-
sche Chemie). Auf diese Weise erhélt man eine grof3e Zahl verschiedener Molekiile,
unter denen dann der Hit gesucht wird. Alternativ dazu kann der Hit auch in einer
Sammlung verschiedener Naturstoffe gesucht werden.

Allgemein steht man also vor dem Problem, daf3 eine grol3e Bibliothek von Test-
substanzen auf ihre Reaktivitat mit einer Zielsubstanz untersucht werden soll. Ver-
fahren, die dieses Problem angehen, werden unter dem Begriff ,Hochdurchsatz-
screening” (HTS = high throughput screening) zusammengefalit. Angestrebt sind
dabei Verfahren, die in der Lage sind, etivé Testsubstanzen pro Jahr, d. h. einige
zehntausend pro Tag, zu untersuchen. Dies lal3t sich nur erreichen, wenn sowohl
die Verarbeitung der Proben als auch die Analyse der Reaktionen so parallelisiert
werden kann, daf3 viele Proben gleichzeitig untersucht werden kdnnen.

Werden die Reaktionen in Losung untersucht, kommen dabei Mikrotiterplat-
ten zum Einsatz, die ca. 96, 400 oder 1000 Reaktionsgefalie auf einer Flache von

25
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8 x 12 cm? haben. Kann einer der Reaktionspartner fest an eine Oberflache gebun-
den werden, ohne daf’ dadurch die Reaktivitat beeintrachtigt wird, konnen deutlich
hohere Integrationsdichten durch Verwendung sogenannter Biochips erreicht wer-
den. Dabei werden zum Beispiel zuerst die Testsubstanzen geordnet an verschie-
dene Bereiche mikrostrukturierter Substrate gebunden, und anschlieRend wird das
Zielmolekul Uber das gesamte Substrat gegeben. Auf diese Weise konnten Reak-
tionen zwischen Oligonukleotiden mi6® Substanzen pro chuntersucht werden

[49].

Die Verarbeitung wird durch Roboter weitgehend automatisiert. Die Analyse
kann durch den Einsatz bildgebender optischer Verfahren ebenfalls parallelisiert
werden.

In diesem Kapitel soll ein Verfahren, das zum Einsatz beim Hochdurchsatz-
screening geeignet ist, vorgestellt werden. Als Modellsystem dient dabei ein
menschliches G-Protein und dessen Bindung an GTP.

Im ersten Abschnitt wird die Bedeutung des Modellsystems und das Mel3prinzip
erlautert. Danach wird der experimentelle Aufbau, mit dem es méglich war, Spek-
trum und Zeitverhalten der Fluoreszenz zu messen, dargestellt (2.2). Die folgenden
Abschnitte beschreiben die Durchfiuhrung der Messungen (2.3), sowie die dabei
erhaltenen Spektren und Fluoreszenzabklingkurven der Substanzen (2.4). Im Ab-
schnitt 2.5 werden die Ergebnisse diskutiert und mit anderen Verfahren verglichen.
Das Kapitel schliel3t mit einer Zusammenfassung (2.6).

2.1 Das Modellsystem: Rab3A und mantGTP

2.1.1 Allgemeines tber G-Proteine

Dieser Abschnitt soll die Bedeutung des hier untersuchten Modellsystems erlau-
tern. Dabei ist es unumganglich, einige Begriffe der molekularen Zellbiologie zu
verwenden. Eine allgemeine Einfihrung in die Molekularbiologie der Zelle wird in
[50] gegeben.

Unter dem Begriff G-Proteine werden eine grof3e Zahl verschiedener Proteine,
die in der Lage sind, GTPzu binden und zu GDP umzuwandeln, zusammengefaft.
Sie spielen eine wesentliche Rolle bei der Steuerung verschiedener Zellfunktionen
(u. a. Signaltransduktion, Proliferation, Proteinsynthese, Vesikeltransport). Allen
gemeinsam ist, daf3 sie in zwei Zustanden auftauchen, in einer inaktiven Form, wenn
GDP an das Protein gebunden ist, und einer aktiven Form, wenn GTP gebunden ist.
Diese zwei Zustande machen die G-Proteine zu molekularen Schaltern.

Man unterscheidet zwei groRe Gruppen nach Molekulargewicht und Aufbau
(Monomer oder Trimer). Das hier untersuchte G-Protein gehort zu den sogenann-
ten kleinen GTP-bindenden Proteinen, die aus einer einzelnen Aminosaurekette mit
einem Molekulargewicht zwischeri und36 kDa bestehen. Diese werden wieder-
um in mehrere Familien unterteilt (u. a. ras, rab, rho). Einen Uberblick lber die

1GTP = Guanosintriphosphat, GDP = Guanosindiphosphat
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Abbildung 2.1: Die Aminosauren beim p21, die an der GTP-Bindung beteiligt
sind (aus [54]).

Funktion der kleinen GTP-bindenden Proteine findet man in [52, 53, 54].

Der genaue Ablauf der Prozesse, an denen die G-Proteine mitwirken, ist zur
Zeit noch Gegenstand intensiver Forschung. Am besten untersucht sind bisher die
p21** Proteine, weil Mutationen der ras Gene mit Krebserkrankungen in Verbin-
dung gebracht werden. lhre Struktur wurde durch Rontgenbeugung bestimmit.

Die Aminoséuresequenzen vieler kleiner G-Proteine wurden analysiert und man
fand in allen Féllen 5 Bereiche mit charakteristischer Sequenz, die anhand der drei-
dimensionalen Struktur von p21 fir die GDP/GTP-Bindung und die GTPase Ak-
tivitat des Proteins verantwortlich gemacht werden. Abbildung 2.1 zeigt die Lage
von GTP und die an der Bindung beteiligten Aminoséuren beini’p21

In eukariontischen Zellen werden die G-Proteine nach der Translation noch am
C-terminalen Ende der Aminosaurekette modifiziert. Diese Modifikation scheint
fur die Lokalisation der G-Proteine in der Zelle entscheidend zu sein. Z. B. wird
beim Rab3A eine stark hydrophobe Geranylgeranyl-Kette an die letzte und drittletz-
te Aminosaure (jeweils Cystein) angefuigt. Diese Kette scheint dafiir verantwortlich
zu sein, dal3 Rab3A gut an Membranen binden kann.

Neben den G-Proteinen gibt es weitere fur jedes G-Protein spezifische Prote-
ine, die die Aktivitat der G-Proteine beeinflussen, indem sie den Austausch von
GDP und GTP hemmen (GDI) bzw. fordern (GEF) oder die GTPase Aktivitat hem-
men (GIP) bzw. steigern (GAP)Diese Proteine kdnnen auch in die Verteilung der
G-Proteine eingreifen, indem sie Bindungen zu einer Membran l6sen, oder selbst

2GDI = GDP dissociation inhibitor, GEF = guanine nucleotide exchange factor, GAP = GTPase-
activating protein, GIP = GTPase-inhibiting protein.
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Akzeptor Kompartiment

Abbildung 2.2: Hypothetisches Modell zur Funktionsweise der rab-Proteine (aus
[55]). Das rab-Protein (dicker, schwarzer Strich) wird auf der Donorseite durch
GEF aktiviert und bindet an ein Vesikel, das zur Akzeptorseite wandert. Dort wird
das rab-Protein durch GAP deaktiviert und bindet an die Akzeptormembran. Durch
GDI wird das rab-Protein von der Membran geldst und wandert durch das Cyto-
plasma zurtick zur Donorseite, wo es wieder aktiviert wird. V und T sind Molekiile,
die das spezifische Andocken des Vesikels an das richtige Kompartiment gewahrlei-
sten. Es wird vermutet, dal3 die Bindung von V an T nur bei aktiviertem rab-Protein
stattfinden kann. Eine direkte Wechselwirkung von V und dem rab-Protein konnte
aber bisher nicht nachgewiesen werden.

an der Membran lokalisiert sind und nur dort ihre Aktivitat entfalten. Die lokale
Konzentration von aktiven und inaktiven G-Proteinen wird also auch von diesen
Proteinen beeinfluf3t.

Das hier untersuchte G-Protein, Rab3A oder auch smg p25A genannt, gehort
zur rab Familie und kommt beim Menschen im wesentlichen im Gehirn vor. Es
spielt beim Vesikeltransport in Synapsen eine Rolle. Abbildung 2.2 zeigt ein hypo-
thetisches Modell seiner Funktionsweise. Das rab-Protein wird auf der Donorseite
durch GEF aktiviert und bindet an ein Vesikel, das zur Akzeptorseite wandert. Dort
wird das rab-Protein durch GAP deaktiviert und bindet an die Akzeptormembran.
Durch GDI wird das rab-Protein von der Membran gel6st. Dies kann z. B. dadurch
geschehen, dafd GDI die hydrophobe Geranylgeranyl-Kette umhllt. Dann wandert
das rab-Protein durch das Cytoplasma zurtick zur Donorseite, wo es wieder aktiviert
wird.

Die Untersuchung von G-Proteinen ist von grundlegendem Interesse, um zu ei-
nem besseren Verstandnis der Organisation der Ablaufe in einer Zelle zu kommen.
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Molekule, die das Verhalten der G-Proteine beeinflussen und so in ihre regulato-
rische Funktion eingreifen, sind potentiell von pharmakologischer Bedeutung. Ein
Screening-System, mit dem die Protein-Ligand Interaktion untersucht werden kann,
ist daher auch fur Anwendungen interessant.

Optische Methoden haben den Vorteil, schnell und bertihrungslos, d. h. ohne
Eingriff in das zu untersuchende System, zu arbeiten. Die Kinetik der GTP/GDP-
Bindung kann mit fluoreszenzmarkiertem GTP oder anhand der Eigenfluoreszenz
der Proteine untersucht werden. In dieser Arbeit wird fluoreszenzmarkiertes GTP
(mantGTP) verwendet.

2.1.2 Die Struktur von mantGTP

Man erhalt mantGTP aus GTP, wenn am 2’ oder 3'-Kohlenstoff der Ribose, eine
N-Methyl-Anthranilolyl-Gruppe (mant) angefugt wird [56]. Es gibt 2’- und 3'-
Isomere, die bei Raumtemperatur imVerhaltnis 40:60 vorliegen [57]. Die Umwand-
lungsrate zwischen beiden Formen ist klein { s7!). In Abbildung 2.3 ist die 2’
Konfiguration gezeigt.

Das Absorptionsspektrum ist in Abbildung 2.4 gezeigt. Der breite Peak um
350nm ist dabei charakteristisch fur die mant-Gruppe [58]. Der Peakioeim und
die Schulter be280nm sind auf das Guanin zuriickzufihren [59]. Die mant-Gruppe
zeigt eine starke Fluoreszenz. Die Quantenausbeute hangt von der Polaritat des
Losungsmittels ab und liegt bei Anregung 3it) nm zwischen 0.24 (Wasser) und
0.93 (N,N-Dimethylformamid)[56]. Diese starke Abhangigkeit macht mantGTP zu
einem guten Sensor fur die Umgebung, in der es sich befindet.

Die Farbstoffmarkierung darf die Bindung des GTP an das G-Protein nicht be-
hindern. Dies ist nicht ohne weiteres gegeben, da das GTP selbst ein recht kleines
Molekdl ist. In Abbildung 2.1 sieht man, daf} die OH-Gruppe am 2’-Kohlenstoff
der Ribose (im Falle von p2%) nicht an der Bindung an das G-Protein beteiligt
ist, d. h. eine Farbstoffmarkierung an dieser Stelle sollte die Bindung nicht behin-
dern.

2.1.3 Das Melprinzip

Zum Nachweis der Bindung des mantGTP an das G-Protein wird die starke Um-
gebungsabhangigkeit der Quantenausbeute des mantGTP ausgenutzt. Solange das
mantGTP frei ist, ist es im wesentlichen von Wassermolekilen umgeben und die
Quantenausbeute ist klein. Man kann also ein niedriges Signal erwarten. Bindet es
an das G-Protein, wird es zum Teil vor St63en mit dem Lésungsmittel abgeschirmt,
das Signal sollte also steigen. AulRerdem ist es dann den Gegebenheiten an der Bin-
dungsstelle am G-Protein ausgesetzt, d. h. man kann das mantGTP als Probe fur
die lokale Polaritat ansehen. Insbesondere der Unterschied zwischen mantGTP und
mantGDP ist interessant, weil dies Ruckschlisse auf Konformationsunterschiede
zwischen der aktiven und inaktiven Form des Proteins ermoglicht.

Am Signalanstieg kann man also nicht nur das Bindungsereignis als solches
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Abbildung 2.3: Die Struktur des mantGTP Molekdls.
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Abbildung 2.4: Das Absorptionsspektrum von mantGTP (— — —) (aus [56]). Der
Absorptionskoeffizient hat folgende Werte:= 22600 M~ cm™! (A = 252 nm)
unde = 5700 M~tcm~! (A = 350 nm). Die durchgezogene Linie zeigt das Ab-
sorptionsspektrum von Anthraninolyl-GTP.
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erkennen, sondern aus der Hohe des Anstiegs auch etwas tber das G-Protein lernen.
Im folgenden Abschnitt wird beschrieben, wie die Unterschiede in der Fluores-
zenz zwischen gebundenem und ungebundenem mantGTP aufgenommen wurden.

2.2 Der experimentelle Aufbau

Der gesamte Aufbau ist in Abbildung 2.5 schematisch dargestellt. Zur Anregung
wurde ein modengekoppelter Nd:YAG-Laser (Coherent Antares), der bereits intern
frequenzverdoppelt wird, verwendet. Der austreterd@eam Strahl wurde in einem
BBO-Kristall nochmals verdoppelt. Mit Hilfe eines Pellin-Broca-Prismas wurde
der266 nm Strahl von de’32 nm getrennt und Uber zwei Umlenkspiegel zum Ex-
periment gelenkt. Der Laser liefert Pulse von 100 ps Dauer mit einer Repetitionsrate
von 76 MHz. Die mittlere Leistung de&$6 nm Strahls betrug.5 mW. Durch einen
Fresnel-Rhombus konnte die Polarisationsrichtung des Laserstrahls eingestellt wer-
den. Bei den folgenden Messungen wurde mit vertikaler Laserpolarisation gearbei-
tet. Die Stabilitat des Lasers ist nur maRig. Sowohl die Strahllage, als auch die
Intensitat sind Schwankungen unterworfen. Dies fuihrt zu Signalschwankungen von
ca. 15% (siehe Abbildung 2.6).

Der Strahl wurde mit einer Quarzlins¢ (= 200 mm) in eine Quarzkivette
fokussiert. Die Kivette hat Abmessungen Binx 20 x 2 mm?®, sie wurde unter
einem Winkel von ca40° in den Strahlengang gestellt, so dal3 der direkte Reflex
von der Oberflache in Richtung auf das Spektrometer jedoch deutlich neben den
Eintrittsspalt fiel. Der Strahldurchmesser am Mef3ort befrtignm der Weg durch
die Kuvette2.5 mm, d. h. das angeregte Volumen(si pl grof3.

Die Fluoreszenz wurde mit einem Aluminiumspiege2@mm, f = 350 mm),
der im rechten Winkel zum Laserstrahl stand, auf den Eintrittsspalt eines Spektro-
meters (Oriel Multispec) abgebildet. Vor dem Spektrometer befand sich ein Kanten-
filter zur Unterdrtickung von Laserstreulicht (Schott WG 295) und ein Glan-Prisma
zur Analyse der Fluoreszenzpolarisation. Das Glan-Prisma hat eine nutzbare Off-
nung von2 x 2 cn? und einen Akzeptanzwinkel vafi5°. Die Stellung wurde so
gewahlt, dal’3 entweder horizontal polarisiertes Licht (E-Feld in Spaltrichtung) oder
vertikal polarisiertes Licht (E-Feld senkrecht zur Streuebene) durchgelassen wurde.

Im Spektrometer wurde ein Gitter mit 400 Linien pro mm, dasfilmm gebla-
zed ist, benutzt, mit dem sich ein sichtbarer Spektralbereich vonligtwan ergab.

Die Spaltbreite betrug bei allen Messunge?2 mm. Als Detektor wurde der ps-
Bildverstarker und die CCD-Kamera, die im Abschnitt 3.2.4 genauer beschrieben
werden, verwendet. Die Kamera war dabei so orientiert, dal? die Wellenlangenachse
in x-Richtung (—640 Pixel) und die Ortsachse in y-Richtungg() Pixel) lag. Da

keine Ortsauflésung notig war, wurde in dieser Richtung mit maximalem Binning
(ybin = 32) gearbeitet. In x-Richtung konnte das Bild ohne Verlust an spektraler
Auflésung um einen Faktor 4 komprimiert werden. Die Rohdaten haben also ein
Format vonl60 x 15 Pixeln. Durch das Binning verbessert sich das Signal/Rausch-
Verhaltnis deutlich.
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Abbildung 2.5: Der experimentelle Aufbau.
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Abbildung 2.6: Histogramm der Signalschwankungen. Die Standardabweichung
betragt 15%.

2.2.1 Die Triggerung des Experiments

Zur Triggerung des Bildverstarkers, die mit hoher Genauigkeit erfolgen muf3, um
eine gute Zeitaufldsung zu erreichen, wurde38imMHz Sinussignal des optoaku-
stischen Modulators, der die Modenkopplung im Laser herbeiftihrt, verwendet. Die
Laserpulse werden synchron zu den Nulldurchgangen der Sinuskurve emittiert.
Dieses Signal wurde durch einen Diskriminator (Orté¢ MHz) in 38 MHz ECL-

Pulse umgewandelt, die Gber das programmierbare passive Kabeldelay geleitet wer-
den und den Bildverstarker triggern. Der Bildverstarker wird also nuBtiiHz
getriggert, so dald nur jeder zweite Laserpuls zur nachgewiesenen Fluoreszenz bei-
tragt. Der Bildverstarker wurde unabhangig von der Bildaufnahme kontinuierlich
getriggert. Allerdings wurde die MCP nur fur die Dauer der Bildaufnahme un-
ter Hochspannung gelegt. Die Offnungsdauer des Bildverstarkers betrug bei allen
Messungerz00 ps.

Die inhibit Leitung, Uber die der Bildverstarker ein- und ausgeschaltet wur-
de, sowie die CCD-Kamera wurden mit einer programmierbaren, digitalen
Ein/Ausgabe-Karte (Bestec buffered P1O) gesteuert. Dabei wurdim/digit Lei-
tung jeweils50 ms vor Beginn der CCD-Belichtungszeit aui gelegt (d.h. der
Bildverstarker wurde eingeschaltet), damit die MCP voll aufgeladen war, bevor die
CCD-Belichtungszeit begann. Die Spannung an der MCP betrug bei allen Messun-
gen800 V, die Belichtungszeiten je nach Signalstarke zwiscieand500 ms.

Die Steuerung des Experiments wurde mit der Davis Software (LaVision) unter
Windows durchgefihrt; die Aufnahme der Daten konnte damit weitgehend automa-
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Abbildung 2.7: Der linke Graph zeigt das Spektrum einer Hg-Lampe. Rechts ist die
Wellenldngenzuordnung der beobachteten Linien und die Regressionsgerade darge-
stellt.

tisiert werden.

2.2.2 Die Charakterisierung des Mel3systems

Um die Wellenlangenskala festzulegen, wurde das Spektrum einer Quecksilber-
dampflampe aufgenommen und die beobachteten Linien Werten aus der Literatur
[51] zugeordnet (Abbildung 2.7). Drei Linien lagen im Sichtbereich des Spektro-
meters. Die Wellenlangenskala wurde mittels linearer Regression bestimmt.

Die Nachweiswahrscheinlichkeit der Fluoreszenz ist abhangig von der Wellen-
lange. Mehrere Faktoren tragen dazu bei: die Reflektivitat des Spiegels und des Git-
ters sowie die Quanteneffizienz der Photokathode. Die Effizienz des Gitters hangt
darUber hinaus auch von der Polarisation des einfallenden Lichts ab. Um die gemes-
senen Spektren korrigieren zu kdnnen, wurde das kontinuierliche Spektrum einer
Halogen Eichlampe (Oriel) fur beide Stellungen des Glan-Prismas aufgenommen.
Das Spektrum der Eichlampe ist an einigen Stitzstellen bekannt — Zwischenwerte
wurden mittels Spline-Interpolation berechnet. Die Korrekturfaktoren fiir jede Wel-
lenlange wurden ermittelt, indem das interpolierte Spektrum der Eichlampe durch
das gemessene Spektrum dividiert wurde. So wurden fir beide Polarisationsrich-
tungen Korrekturprofile erhalten, mit denen im folgenden alle gemessenen Spektren
multipliziert wurden (siehe Abbildung 2.8).

Die Zeitauflosung wurde analysiert, indem ein Zeitprofil des Rayleighstreulichts



2.3. DIE DURCHFUHRUNG DER MESSUNG 35
] l ] l ] l ] l ] l ] 16 ] l ] l ] l ] l ] l ] l ]
E 6 |- - 14 |- -
i i Interpolation ] 12 b ]
2 S -\ -
< \
S 4 - BLOF T
s ] 208 .- S
B ’ o - -
C | 4 & | -
Z, 2 2 06 [ horizontal i
© .
% = < 04 ----- vertikal —
5 o =" - 02 | -
N I T R I oo Lol d ol o by lydy]

350 400 450 500
Wellenlange (nm)

550

380 400 420 440 460 480 500 520

Wellenlange (nm)

Abbildung 2.8: Der linke Graph zeigt das vom Hersteller angegebene Spektrum der
Halogenlampe mit der Interpolation. Rechts sind die beiden Profile zur Korrektur
der spektralen Nachweiswahrscheinlichkeit dargestellt.

des Lasers aufgenommen wurdedbbildung 2.9 zeigt das erhaltene Profil. Die
Halbwertsbreite betragt etvea0 ps, was den Herstellerangaben zum Bildverstarker

entspricht. Der Jitter bei der Triggerung muf3 also deutlich kleiner sein, da er die
Zeitaufldsung nicht reduziert.

2.3 Die Durchfihrung der Messung

2.3.1 Die Herstellung der Lésungen

Die Experimente wurden in Losungen mit folgenden Konzentrationen durchge-
fuhrt: mantGTP10 M, GTP 10 M und 10 mM, Rab3A5 uM. Alle Lésungen
wurden mit einem Endvolumen voi0 ul, die in die Klvette gegeben wurden,
hergestellt. Die Kivette wurde bevor eine Losung hineingegeben wurde mehrmals
mit Wasser gespult und danach getrocknet. Zur Zugabe der Substanzen wurde die
Klvette aus dem Aufbau herausgenommen. Die Halterung war allerdings so repro-
duzierbar, daf3 die MelRwerte direkt miteinander verglichen werden kdnnen. Alle
Messungen wurden beD °C durchgefihrt. Im folgenden wird beschrieben, wie
die Losungen hergestellt wurden.

Als Puffer wurde eine wassrige Losung vot mM Hepes,0.5 mM MgCls,

3Dazu wurde der Kantenfilter vor dem Spektrometer entfernt und ein entsprechender Wellenlan-
genbereich eingestellt.
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Abbildung 2.9: Gemessener Zeitverlauf des Rayleighstreulichts zur Charakterisie-
rung der Zeitauflosung. Die Halbwertsbreite des Signals betragt2tivas. Die
durchgezogene Linie ist ein angepalites Gaul3-Profil.

100 mM NaCl undl mM DTT verwendet.

Das G-Protein [68] war in einem Puffer a2 mM Tris-HCI (pH 8.0), 45 mM
NaCl,5mM MgCl,, ImM DTT und 50% Glycerin geldst. Die Konzentration betrug
360 M. Von der G-Protein Losung wurden38 ul in die Mel3losung gegeben, so
dal3 sich eine Konzentration vén:M ergab.

MantGTP [69] lag in einer L6sung voh mM vor. Diese Losung wurde mit
Wasser bis zu einer Konzentration vait) ,M verdinnt. Von dieser Losung wurden
10 pl in die MeRRl6sung gegeben, um die gewiinschte Konzentration %@ zu
erhalten.

Um eine100 mM GTP Lésung zu erhalten, wurdér2 mg GTP (0 pmol) in
100 pl Wasser gel6stl0 ul dieser Losung wurden weiter mit Wasser verdunnt, und
so eine zweite GTP Losung mit einer Konzentration ¥on M hergestellt.

2.3.2 Die Aufnahme zeitaufgeloster Spektren

Um das Zeitverhalten der Substanzen zu untersuchen, wurde bei verschiedenen Ein-
stellungen des Kabeldelays jeweils ein Kamerabild aufgenommen. In der Regel
wurden 150 Bilder in Zeitschritten van1 ns aufgenommen. Der insgesamt aufge-
nommene Zeitbereich varb ns ist ausreichend, da der Abstand der Laserpulse nur
rund13 ns betragt.

Fur jedes Bild wurde ein Uber alle Zeilen gemitteltes Profil berechnet und als
Zeile in einem Datenpuffer abgelegt. Man erhalt so eine Matrix, in der eine Zeile
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das Emissionsspektrum zu einem bestimmten Zeitpunkt und eine Spalte den Zeit-
verlauf bei einer bestimmten Wellenlange darstellt.

Zur Korrektur der Rohdaten wurde zunachst das Dunkelbild der CCD-Kamera
abgezogen. Dann wurde jede Zeile mit dem Profil fir die entsprechende Polarisati-
onsrichtung zur Korrektur der spektralen Nachweiswahrscheinlichkeit multipliziert.
Schlie3lich wurden die Daten durch die Belichtungszeit der CCD-Kamera dividiert,
um die Messungen unabh&ngig von der Belichtungszeit vergleichen zu kénnen.

Die Zeitprofile, die im folgenden verwendet werden, wurden berechnet, indem
Uber alle Spalten der Datenmatrix, d. h. Uber alle Wellenlangen, gemittelt wurde,
nachdem alle Korrekturen angebracht waren. Die Spektren (Abbildung 2.14 ausge-
nommen) sind Uber alle Zeilen, d. h. tGber alle Zeitintervalle, gemittelt.

2.3.3 Die Auswertung der Fluoreszenzabklingkurven

Zur Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauern wurde eine doppelt exponentielle
Abklingkurve mit Hilfe eines nicht linearen Fit-Algorithmus an die MelRwerte an-
gepalit.

Ipip(t) = Aje™/™ 4 Aye™/™ 4 C (2.1)

Als MaR der Giite des Fits wurde dié-Funktion herangezogen. Fur die Fehlef
wurden jeweils 15% des MelRwerts angesetzt.

o 1K Lyem(ts) — Iri(ts) ’
-y (=) @2

Um die Fehler der Fitresultate abzuschatzen, wurde die Bootstrap-Methode [24]
verwendet. Dabei werden aus dem Datensatz, der untersucht wird, zofaNer-
tepaare ausgewahlt und so ein ,neuer” Datensatz, bei dem einige Mel3werte doppelt
vorkommen und einige fehlen, konstruiert. An diesen Datensatz wird die Fitfunkti-
on angepaldt und man bekommt einen neuen Satz von Fitparametern. Dies wird ftr
viele zuféllig aus den Originaldaten ausgewdahlte Datensatze wiederholt. Die Stan-
dardabweichung der dabei erhaltenen Fitparameter ist als Fehler der Fitparameter
angegeben.

Die erhaltenen Fluoreszenzlebensdauern sind in den Tabellen 2.2 und 2.3 in der
Diskussion zusammengestellt.

2.4 Die Spektren der Substanzen

Bei allen Messungen konnte keine Polarisation der Fluoreszenz nachgewiesen wer-
den, d. h. die Messwerte waren im Rahmen der MelRgenauigkeit fir beide Stellun-
gen des Glan-Prismas gleich. Fur das GTP und mantGTP ist dies nicht verwun-
derlich, da die Molekiile sehr klein sind. Uberraschend ist, daR keine Anisotropie
beim Rab3AmantGTP Komplex beobachtet wurde. Allerdings sind die Messun-
gen durch die Laserschwankungen verrauscht, so dafd Anisotropiert uxtarcht
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Abbildung 2.10: Eigenfluoreszenz der Kiivette. Im Vergleich dazu ist das Spektrum
von 10 uM mantGTP dargestellt.

nachgewiesen werden kdnnen. Eine mogliche Erklarung fir die fehlende Anisotro-
pie ist, dal3 die Methyl-Antranilolyl-Gruppe (mant), die fir die Fluoreszenz verant-
wortlich ist, unabh&ngig vom GTP und damit auch unabhangig vom Protein um die
C-O oder C-C Bindung zwischen GTP und mant rotieren kann.

Im folgenden sind nur die Ergebnisse fir vertikal polarisierte Fluoreszenz dar-
gestellt.

2.4.1 Kuvette und Puffer

Zunéchst wurden die leere Kivette und die Pufferlosung untersucht. Die Klvette
zeigte eine deutliche Eigenfluoreszenz, die allerdings nicht so stark war, dal3 sie die
folgenden Messungen behinderte. Das Spektrum der Eigenfluoreszenz ist in Abbil-
dung 2.10 gezeigt. Wurde die Kuvette mit Pufferlésung gefullt, ergab sich keine
Anderung der Fluoreszenz, d. h. eine Pufferfluoreszenz ist nicht nachzuweisen.
Die Eigenfluoreszenz tritt in allen weiteren Messungen auf und wird von den
Daten abgezogen. Da die Kuvettenfluoreszenz aber eine kurze Abklingzeit von
0.92ns hat, die deutlich unter der des mantGTR (s) liegt, ist der Untergrund nur
in den ersted ns nach der Anregung relevant. Der Zeitverlauf der Kivettenfluores-
zenz ist zusammen mit der mantGTP Fluoreszenz in Abbildung 2.13 dargestellt.
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Abbildung 2.11: Spektren von GTP, mantGTP und Rai3a2ntGTP. Um die Form
besser vergleichen zu kdnnen, sind die Spektren auf einen Mittelwert von Eins nor-
miert.

2.4.2 GTP und Rab3A

Bei den Messungen zur Interaktion des mantGTP mit dem G-Protein kommt GTP in
zwei Konzentrationen zum EinsatZ) mM und 10 pM. In diesen Konzentrationen
wurde GTP zunéchst allein untersucht.

Bei einer Konzentration voih0 ;M wurde keine GTP Fluoreszenz beobachtet.
Bei der10 mM GTP LOsung konnte eine kurzlebige Fluoreszenz, die zum blauen
Ende des Spektrums hin ansteigt, beobachtet werden. Das Spektrum ist in Abbil-
dung 2.11 dargestellt, das Zeitverhalten in Abbildung 2.12. Die Fluoreszenz ist im
Maximum etwa so stark wie die mantGTP Fluoreszenz, allerdings ist die Lebens-
dauer so kurz und das Spektrum so unterschiedlich, dal3 die Stérung zu vernachlas-
sigen ist (siehe auch Abbildung 2.14).

Das Protein wurde nur in einer Konzentration viopM verwendet. Bei dieser
Konzentration wurde keine Fluoreszenz des Proteins in dem gewéhlten Wellenlan-
genbereich beobachtet.

2.4.3 mantGTP

Die Fluoreszenz des mantGTP soll als Indikator fur eine Bindung des mantGTP an

das G-Protein dienen. Daher wurde das mantGTP sowohl allein, als auch in ver-

schiedenen Mischungen mit dem G-Protein und GTP untersucht. Bei der Bindung

an das G-Protein treten zwei Veranderungen der mantGTP Fluoreszenz auf: 1. die
Intensitat steigt um den Faktor 25 an. 2. die Lebensdauer fall vors auf4.38ns.
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Abbildung 2.12: Zeitverhalten der GTP Fluoreszenz und doppelt exponentieller Fit.

Ansatz || Ansatz Il | Ansatz Ill | Ansatz IV |
mantGTP| 10 uM 10 uM 10 uM | ~ 10 uM
GTP | 10mM| 10uM 10 4M | =~ 10mM
Rab3A 5 uM 5 uM ~ 5 uM

Tabelle 2.1: Zusammensetzung der verschiedenen Ansatze, mit denen die Bindung
des mantGTP an das G-Protein untersucht wurde.

Die Spektren, die fur mantGTP allein und an das G-Protein gebunden aufge-
nommen wurden, sind in Abbildung 2.11 dargestellt. Dabei sind die Spektren, um
ihre Form besser vergleichen zu kdnnen, so normiert, dal3 sie den gleichen Mit-
telwert von Eins haben. Es ist kein Unterschied im Spektrum zwischen gebunde-
nem und freiem mantGTP festzustellen. Das Maximum der Fluoreszenz liegt bei
A = 450+ 1nm. Das Zeitverhalten der mantGTP-Fluoreszenz ist in Abbildung 2.13
(ungebunden) und in Abbildung 2.15 (gebunden) dargestelit.

Eine Ubersicht der verschiedenen Ansatze, die untersucht wurden, ist in Ta-
belle 2.1 dargestellt. Ansatz | enthalt mantGTP und das G-Protein in etwa gleichen
Konzentrationen aber einen tausendfachen GTP UberschuR. Da GTP und mantGTP
um dieselbe Bindungsstelle am G-Protein konkurrieren und etwa gleiche Bindungs-
konstanten haben, sollten praktisch alle mantGTP Molekile ungebunden sein, da
die Bindungsstellen im Verhaltnis der Konzentrationen besetzt werden. Tatsachlich
wurde im wesentlichen dasselbe Verhalten wie bei reinem mantGTP beobachtet.
Abweichungen wurden nur unmittelbar nach der Laseranregung festgestellt. Sie
lassen sich aber auf Fluoreszenz vom GTP zurtckfuhren.
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Abbildung 2.13: Zeitverhalten der mantGTP-Fluoreszenz zusammen mit einem
doppelt exponentiellen Fit. Zusatzlich ist noch das Zeitverhalten der Eigenfluo-
reszenz der Klivette angegeben.

Abbildung 2.14 zeigt den Verlauf der Fluoreszenzemission von Ansatz | inner-
halb einer Nanosekunde. Zusatzlich sind die Spektren von reinem mantGTP und
GTP sowie deren Summe, die das gemessene Spektrum von Ansatz | recht gut
reproduziert, dargestellt. Das erste Spektram: (0.4 ns) ist zu Beginn der Laser-
anregung aufgenommen, wo noch kaum Fluoreszenz emittiert @ifdps spater
ist die Fluoreszenz in voller Starke vorhanden und wird auf der kurzwelligen Seite
des Spektrums vom GTP dominiert. Die GTP Fluoreszenz klingt allerdings schnell
ab und das Spektrum gleicht sich immer mehr dem von reinem mantGTP an. Zwei
Nanosekunden nach der Anregung sind keine Unterschiede zwischen mantGTP und
Ansatz | feststellbar; die Lebensdauer entspricht der von ungebundenem mantGTP.
Es liegt also nahe, dal3 das mantGTP nicht vom GTP und dem G-Protein beeinfluf3t
wird.

2.4.3.1 Rab3AmantGTP

Ansatz Il enthdlt GTP, mantGTP und das G-Protein in etwa gleichen Kon-
zentrationen, d. h. hier sollte ein Komplex aus mantGTP und dem G-Protein
(Rab3AmantGTP) vorliegen. Im Vergleich zu reinem mantGTP wird eine deut-
lich starkere Emission (ca. 25mal starker) beobachtet. Auf3erdem &andert sich die
Fluoreszenzlebensdauer vorl ns auf4.38 ns (Abbildung 2.15). Man kann die
Bindung also sowohl an der Stéarke der Emission als auch an deren Zeitverhalten
erkennen.
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Abbildung 2.14: Entwicklung der Emission von Ansatz | unmittelbar nach der La-
seranregung. Das beobachtete Spektrum entsteht durch Uberlagerung von GTP-
und mantGTP-Fluoreszenz.
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Abbildung 2.15: Zeitverhalten der Rab3AantGTP Fluoreszenz.

Hat das mantGTP an das G-Protein gebunden, wird es von diesem hydrolysiert
und zu mantGDP umgewandelt. Dabei wurde in einer anderen Arbeit (mit einem
anderen G-Protein [57]) ein Ruckgang der Fluoreszenz um 10% beobachtet.

Die Fluoreszenzintensitat von Ansatz Il wurde daher Uber eine Stunde in Ab-
standen von 5 Minuten gemessen. Dazu wurden jeweils 100 Bilder bei einer Be-
lichtungszeit von 20 ms gemittelt. Zwischen den Messungen wurde der Laserstrahl
geblockt. Es wurde keine Abnahme der Fluoreszenz beobachtet (siehe Abbildung
2.17), allerdings liegt die relative Standardabweichung bezogen auf den Mittelwert
der Intensitat bei 0.09, d. h. ein Effekt von 10% ware schwer nachzuweisen. Diese
hohe Schwankung wird durch die Instabilitdt des Lasers verursacht. Um genauere
Ergebnisse zu bekommen, mufite die Laserleistung simultan mitgemessen werden.

Zusatzlich zur Intensitat wurde wéahrend dieser Stunde auch die Fluoreszenz-
lebensdauer gemessen. Abbildung 2.16 zeigt die dabei erhaltenen Werte. Die in
Tabelle 2.2 angegebene Lebensdauer ist der Mittelwert aus diesen Messungen.

2.4.3.2 Verdrangung des mantGTP durch GTP

In den Ansatz 1l wurden zusatzlich nodh ul der 100 mM GTP-LOsung gegeben,

so daR — abgesehen von der Anderung des Gesamtvolumengvanf 110 il —
dieselben Konzentrationen wie im Ansatz | vorlagen. Da jetzt wieder ein grofer
UberschuR an GTP vorhanden ist, sollte das mantGTP aus der Bindung mit dem
G-Protein verdrangt werden. Um diesen Effekt zu untersuchen, wurde die Fluores-
zenzintensitat eine halbe Stunde lang aufgenommen — zuerst in Abstandersyon
dann in Schritten voi0, 60 und 300 s. Die Werte sind in Abbildung 2.17 zusam-
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Abbildung 2.16: Schwankungen der Fluoreszenzlebensdauer beim
Rab3AmantGTP bei wiederholter Messung.
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Abbildung 2.17: Starke der mantGTP Fluoreszenz unter verschiedenen Bedin-

gungen.

Links ungebunden,

in der Mitte an das G-Protein gebunden, rechts

Verdrangung des mantGTP durch GTP. Das Signal ist auf das mittlere Signal

des Rab3AmantGTP Komplexes normiert.

Der Mittelwert des ungebundenen

mantGTP liegt bei).041.



2.5. DISKUSSION 45

L D R R R e e
3 L B mantGTP:Rab3A Fluoreszenz _
lineare Regression
R k=9.310's' 4
= |
> 2 -
<
£ R i
1 - L
L o b e e s a1

0 2000 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Zeit (s)

Abbildung 2.18: Abnahme der Fluoreszenz bei der Verdrangung von mantGTP
durch GTP aus der Bindung mit dem G-Protélh=€ 20 °C).

men mit den Werten fur ungebundenes und gebundenes mantGTP dargestellt. Die
drei Bereiche in der Graphik entsprechen den Ansatzen Il, 11l und IV.

Die Fluoreszenz nimmt nach Zugabe des GTP schnell ab und ist eine halbe Stun-
de spater auf ein Flinftel des Anfangswertes abgeklungen. Nimmt man die Fluores-
zenz als ein Mal3 fur die Menge des gebundenen mantGTP, kann aus dem Zeit-
verlauf der Fluoreszenz die Ratenkonstante fur die Spaltung des RaaB#&TP
Komplexes berechnet werden. In Abbildung 2.18 ist die Fluoreszenz logarithmisch
gegenuber der Zeit aufgetragen. Man erkennt, dal3 die Fluoreszenz exponentiell
abklingt, wie es fur eine einfache Verdrangungsreaktion zu erwarten ist, bei dem
ein Partner in groRem Uberschul3 vorhanden ist. Lineare Regression liefert eine
Ratenkonstante voh= 9.3 - 10~* s! (bei einer Temperatur votp °C).

2.5 Diskussion

In diesem Abschnitt sollen die beobachteten Effekte, wie die Intensitats- und Le-
bensdauerdnderung, mit Daten aus der Literatur verglichen werden. Bisher wurde
Rab3A noch nicht mit mantGTP untersucht. Es gibt jedoch Arbeiten zum mantGTP,
in denen andere G-Proteine (u. a. #21G,) verwendet wurden. Diese Experimen-

te kommen den hier vorgestellten Messungen am néachsten. Daher wird im folgen-
den meist auf diese Experimente Bezug genommen.
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2.5.1 Die Intensitatsanderung bei der Bindung an Rab3A

Neal et. al.[57] haben die Kinetik der Bindung von mantGTP an Pp24° und
Mutanten dieses G-Proteins untersucht. Dabei wurde zur Anregung des mantGTP
eine Wellenlange voi50 nm benutzt. Bei Bindung an das G-Protein wurde ein
3.2facher Anstieg der Fluoreszenz beobachtet. Dieser Wert liegt deutlich unter dem
hier gemessenen Faktor voh.

Der deutlich hohere Faktor hangt wahrscheinlich mit der hier verwendeten An-
regungswellenlange vat66 nm zusammen. Es gibt zwei mdgliche Erklarungen:

1. Mit 266 nm wird nicht die mant-Gruppe, deren Absorptionsmaximum bei
350 nm liegt, sondern das Guanin angeregt. Die Energie mul3 also zunachst auf die
mant-Gruppe transferiert werden, bevor Fluoreszenz emittiert wird. Es ist moglich,
dal dieser Prozel3 — ebenso wie die Fluoreszenzemission der mant-Gruppe — dem
Quenching durch das Lésungsmittel unterworfen ist. Dadurch kénnte die Quanten-
ausbeute bei Anregung mi66 nm noch viel starker als bei Anregung riii0 nm
(Faktor 4) vom Losungsmittel abhangen. Die Quantenausbeute des mantGTP bei
Anregung mi266 nm ist bisher nicht gemessen worden.

2. Mit 266 nm kann man auch die Aminoséuren Tryptophan (W) und Tyrosin
(Y) anregen, die im G-Protein enthalten siBilV, 9xY [61]). Die Energie kann
von den Aminoséuren auf das mantGTP Ubertragen werden, wenn sich die Amino-
séauren nah genug beim mantGTP befinden. Remeieral. [60] haben bei dem
heterotrimeren G-Protein Gei der Bindung von mantGFS* eine Zunahme der
Fluoreszenz um einen Faktor 16 beobachtgt & 280 nm) und zum Teil auf Ener-
gietransfer vom Tryptophan zurtickgefuhrt. In Untersuchungen mit mutieaten
G-Proteinen, in denen gezielt an einer Stelle der Aminosaurensequenz Tryptophan
durch Phenylalanin ersetzt wurde, konnte Energietransfer vom Tryptophan auf das
mantGTP nachgewiesen werden [62]. Auch Experimente mit Transducin liefern
Hinweise auf Energietransfer vom Tryptophan auf GTP [63]. Weil der Energie-
transfer aber stark von der genauen Konformation des Proteins und insbesondere
der Bindungsstelle fur das GTP abhangt, kann der Einflul3 des Tryptophans beim
Rab3A nur vermutet werden, da keine genauen Daten zur Struktur bekannt sind.

Fur die Proteine, bei denen der Energietransfer nachgewiesen wurde, lagen de-
taillierte Informationen zur Konformation aus Kristalluntersuchungen vor. Mit Hil-
fe dieser Daten und dem Vergleich mit gezielt mutierten Proteinen konnte das Ver-
halten der Fluoreszenz konsistent gedeutet werden.

Fehlen diese Strukturdaten kénnen aus dem Verhalten der Fluoreszenz Ruck-
schlusse auf die Umgebung der Bindungsstelle gezogen werden. Insbesondere die
Unterschiede zwischen mantGTP und mantGDP kdnnen Hinweise auf die Dynamik
des Proteins bei Aktivierung liefern. Hier gibt es kein einheitliches Bild; es wur-
den verschiedene G-Proteine untersucht und sowohl keine [57], kleine — die oben
erwahnten 10% [57] — oder grof3e [60] Unterschiede zwischen der mantGTP und
mantGDP Fluoreszenz gefunden.

4N-Methyl, 2'-O-Anthranilolyl-Guanosin 5’-O-Thiotriphosphat
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GTP | mantGTP| Rab3AmantGTP
Ay 0.5 0.33 6.66
Ay 9.5-1073 0.25 7.82
7 [ns] | 0.26 £0.01 | 5.4+0.2 4.38 +0.06
5 [NS] 2 2.2 2.0+£0.3
2 0.16 0.31 0.30

Tabelle 2.2: Ergebnisse der zweifach exponentiellen Fits an die Zeitverlaufe der
Substanzen.

Kivette| mantGTP| Rab3AmantGTP

A 0.103+5-107% | 0.50 £ 0.01 12.24+0.3
7 [ns] 0.924+0.02 | 4.7+0.06 3.86 4 0.04
2 1.2 0.50 0.56

Tabelle 2.3: Ergebnisse der einfach exponentiellen Fits an die Zeitverlaufe der Sub-
stanzen.

2.5.2 Die Fluoreszenzlebensdauern

Die hier gemessenen Fluoreszenzlebensdauern der einzelnen Substanzen sind in
Tabelle 2.2 und 2.3 zusammengefal3t.

Hazlett et. al. [64] haben Fluoreszenzlebensdauern und Anisotropien von
mantGTP allein und bei der Bindung an verschiedenép®roteine mit modulier-
ter Anregung £., = 351 nm) und phasensensitiver Detektion gemessen. Aufgrund
dieser Me3methode wurden alle Daten im Frequenzraum analysiert; als Modell zur
Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer wurde einfach-exponentielles Abklingen
benutzt. Zum Vergleich wurden die hier gemessenen Abklingkurven von mantGTP
und Rab3AmantGTP durch einen einfach-exponentiellen Zerfall angefittet. Dabei
ergab sich ein2-Wert, der etwa doppelt so groR ist wie bei den Fits mit zweifach-
exponentiellem Zerfall.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 2.3 angegeben. Der Wert4voms fir das
mantGTP weicht etwas vom Wert von Hazlett ab, der fur freies mantGTP in wassri-
ger Losung beb °C eine Lebensdauer var22 ns angibt. Angesichts der Tatsache,
dai3 die Werte mit vollig unterschiedlichen Mel3verfahren unter etwas anderen Be-
dingungen (Lésungsmittel und Temperatur) gewonnen wurden, ist die Differenz
zwischen den Werten nicht erstaunlich.

Beachtet werden sollte auch der Unterschied zwischen den Werten in Tabelle
2.2 und 2.3, der den Einflu3 des Modells, das an die Daten angepal3t wird, verdeut-
licht. Hier wird die Schwierigkeit klar, das richtige Modell zu wahlen, in Fallen,
wo die Vorgange so komplex sind, dal3 kein Modell aus der Physik heraus gerecht-
fertigt werden kann. Auch Lacowicz [65] weist darauf hin, daR die bloRe Uberein-
stimmung eines Modells mit den Daten noch nicht bedeutet, daf} die Parameter des
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Modells eine physikalische Bedeutung haben. So sollten die Werterfioht mit

den mittleren Lebensdauern eines Zustands im mantGTP identifiziert werden.
Unabh&ngig vom Modell liegen die Werte fur Rab8&antGTP unter denen flr

mantGTP. Dies steht im Gegensatz zu den Messungen von Hazlett, wo ein Anstieg

der Fluoreszenzlebensdauer &uf 9 ns abhangig vom Protein beobachtet wurde.

2.5.3 Die Ratenkonstante fir die  Spaltung des
Rab3A-mantGTP Komplexes

Fir Rab3A ist die Ratenkonstante fur die Spaltung des Rabh8AGTP Komple-

xes bisher nicht gemessen worden. Der hier bestimmte Wert fur die Spaltung des
Rab3AmantGTP Komplexes voh = 9.3 - 10~ s ! liegt in derselben GroRenord-
nung wie Werte, die fur p2%* Proteine (zwischen 1.6 und 10-*s™! [57, 66]) und

G, (ca.3 - 1073 s ! [67]) angegeben wurden.

2.5.4 Nachweisgrenzen

Die Messungen wurden alle mit jeweil80 pl Losung durchgefuhrt. Tatsachlich
vom Laserstrahl angeregt wurden aber nur eivdaul, d. h. das Probenvolumen
konnte ohne Signalverlust aof il verkleinert werden. 119.5 ul befinden sich bei
einer Konzentration vom0 ;M etwa3 - 10'? Molekdile.

Die Eigenfluoreszenz der Kivette und die Schwankungen des Lasersystems
stellen die gréf3ten Fehlerquellen in diesem Experiment dar. Wenn die Laserlei-
stung simultan mitgemessen wirde und die Kivette durch eine mit geringerer Ei-
genfluoreszenz ersetzt wirde, kdnnte mit deutlich kleineren Konzentrationen gear-
beitet werden.

2.6 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde gezeigt, wie mit Hilfe zeitaufgeloster Spektroskopie che-
mische Reaktionen nachgewiesen werden kénnen. Die Bindung konnte sowohl an
einer Anderung der Fluoreszenzintensitat als auch der Lebensdauer erkannt wer-
den. Dabei hat die Messung der Fluoreszenzlebensdauer gegeniber einer Intensi-
tatsmessung den Vorteil, dal3 sie unabhéngig von der Konzentration der Substanz
ist. AulRerdem wurde die Ratenkonstante fur die Spaltung des RalaBAGTP
Komplexes erstmals bestimmt.

Im Unterschied zu friheren Messungen zum mantGTP, die mit Photomultipli-
ern und scannenden Monochromatoren durchgefuhrt wurden, konnte das gesamte
Emissionsspektrum simultan mit einer intensivierten CCD-Kamera aufgenommen
werden. Durch sehr kurze Verschluf3zeiten des Bildverstarkers, der synchron zu
einem modengekoppelten ps-Laser B&itMIHz getriggert wurde, konnte die Fluo-
reszenzlebensdauer direkt gemessen werden.
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Um mehr Gber die Dynamik der G-Proteine zu erfahren, ware es sinnvoll, simul-
tan die mantGTP- und die Eigenfluoreszenz der Proteine aufzunehmen. Moglichst
noch mit verschiedenen Anregungswellenlangen, mit denen man dann wahlweise
Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin anregen kann.

Der hier benutzte Aufbau kénnte zu einem Screening-System fir Molekdle, die
an die GTP Bindungsstelle eines G-Proteins binden, erweitert werden, indem auf
die spektrale Auflosung verzichtet wird und stattdessen die Fluoreszenz bildgebend
aufgenommen wird. Dann kénnten viele Reaktionsgefal3e (z. B. eine Mikrotiter-
platte) gleichzeitig beobachtet werden. Durch Lichtleiter zur Beleuchtung und De-
tektion lieRe sich ein sehr kompakter Aufbau realisieren, bei dem auch kleine Sub-
stanzmengen untersucht werden kénnen.

Eine Messung wiurde so ablaufen, dal3 zundchst mantGTP und das G-Protein
in gleichen Konzentrationen in die Gefal3e gegeben werden, so dafl} das mantGTP
an das G-Protein bindet. Dann kdnnte in einem zweiten Schritt in jedes der Ge-
faRe eine andere Testsubstanz im Uberschuf? hinzugegeben werden. Kommt es zur
Verdrangung des mantGTP, sollte dies an einer Anderung der Fluoreszenz zu er-
kennen sein. Es sind keine Waschschritte und keine Immobilisierung erforderlich,
sofern die Testsubstanzen nicht selbst fluoreszieren. Dieses Verfahren ware deutlich
einfacher als sogenannte Enzym-Assays.



Kapitel 3

Parallelprocessing in der
Zweiphotonenmikroskopie

Optische Mikroskopie zéhlt auch heute noch zu einem der wichtigsten Untersu-
chungsverfahren in der Biologie, obwohl inzwischen mit elektronenmikroskopi-
schen und nahfeldmikroskopischen Verfahren bessere Ortsauflésung erreicht wird.

Der Grund hierfur liegt darin, daf3 die optische Mikroskopie wichtige Vorteile
gegeniber den anderen Verfahren hat: Es konnen mit relativ geringem Aufwand bei
der Probenvorbereitung lebende Objekte betrachtet werden. Die optische Fernfeld-
mikroskopie ist schonend, so dal3 in gewissen Grenzen physiologische Vorgange
bei lebenden Zellen beobachtet werden kdnnen, ohne die Zellen dabei zu beschadi-
gen. Es kénnen nicht nur Oberflachen, sondern auch Strukturen aus dem Volumen
abgebildet werden. Die Fluoreszenzmikroskopie bietet durch sehr spezifische An-
farbetechniken, die sich in den letzten Jahren stark weiterentwickelt haben und auch
jetzt noch verbessert werden, hervorragende Kontrastmdglichkeiten. Mit empfind-
lichen Detektoren kdnnen auch Spezies, die nur in geringen Konzentrationen (bis
hin zu einzelnen Molektilen) vorliegen, nachgewiesen werden.

Spektroskopische Merkmale der Farbstoffe kbnnen dazu benutzt werden, nicht
nur die Strukturen des Objekts zu visualisieren, sondern auch Informationen tber
die Umgebung der Farbstoffmolekdle zu liefern. So gibt es z. B. spezielle Farbstof-
fe, die auf den pH-Wert oder die €aKonzentration sensitiv sind.

Meist wird heute nur die Intensitat der Fluoreszenz oder das Spektrum aufge-
nommen. Die Fluoreszenzlebendauer kann jedoch zusatzliche Merkmale liefern,
so konnten z. B. Membran, Cytoplasma, Nucleoli und Zellkern einer Zelle, die mit
den Farbstoffen DiO und EtBr gefarbt wurde, anhand der Fluoreszenzlebensdauern
voneinander unterschieden werden [71].

Ein Nachteil der Epifluoreszenzmikroskopie ist, dal3 nur diinne Objekte kon-
trastreiche Bilder liefern, da das gesamte Objekt zur Fluoreszenz angeregt wird.
Die Fluoreszenz der Teile des Objekts, die nicht in der Fokalebene des Objektivs
liegen, wird unscharf abgebildet und verteilt sich diffus Uber das Bild. Hochaufl6-
sende Bilder dicker Objekte kbnnen nur aufgenommen werden, wenn das Objekt in
dinne Schichten geschnitten wird, die dann nacheinander untersucht werden. Die-

50



3.1. LASERSCANNINGMIKROSKOPIE 51

ser Nachteil tritt bei Laserscanningmikroskopen (LSM), mit denen dreidimensio-
nale Bilder von bis zu einigen hundert Mikrometer dicken Objekten aufgenommen
werden kénnen, nicht auf. Es konnte z. B. intaktes Nervengewebe mit einem LSM
untersucht werden [72].

In diesem Kapitel wird ein LSM beschrieben, mit dem sowohl dreidimensiona-
le Bilder der Fluoreszenzintensitat als auch der Lebensdauer aufgenommen werden
kénnen. Im Gegensatz zu Ublichen Mikroskopen wird die Probe hier mit mehre-
ren Strahlen simultan abgerastert, um die Scangeschwindigkeit zu erhéhen. Die
Aufteilung des Laserstrahls in viele Teilstrahlen und die simultane Detektion der
Fluoreszenz stellen wesentliche Unterschiede und Neuerungen des hier beschriebe-
nen Aufbaus gegenuber anderen LSM dar.

Im ersten Abschnitt wird die Funktionsweise eines LSM allgemein beschrieben.
Daran schlief3t sich ein Abschnitt an, in dem das in dieser Arbeit aufgebaute LSM
dargestellt wird (3.2). Im Abschnitt 3.3 werden die Messungen, die zur Charakte-
risierung des Mikroskops durchgefiihrt wurden, beschrieben. Das Kapitel schlief3t
mit einer Diskussion (3.4) und einer Zusammenfassung (3.5).

3.1 Laserscanningmikroskopie

Das Prinzip eines LSM ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Der Laserstrahl wird auf-
geweitet und Uber einen Umlenkspiegel in das Mikroskopobjektiv gelenkt. Das Ob-
jektiv fokussiert den Strahl in das Objekt hinein, wo Farbstoffmolekile, mit denen
das Objekt angefarbt wurde, oder Substanzen, die natirlich im Objekt vorkommen,
zur Fluoreszenz angeregt werden. Das Fluoreszenzlicht wird mit demselben Ob-
jektiv wieder aufgenommen und auf einen Detektor abgebildet. Das Objekt wird
punktweise vermessen, indem entweder der Strahl oder das Objekt rasterartig be-
wegt wird.

Die Fahigkeit optische Schnitte durch das Objekt zu legen, die den Hauptvorteil
gegenuber der Epifluoreszenzmikroskopie darstellt, kann auf zwei Arten realisiert
werden:

1. Konfokales LSM: Eine Lochblende vor dem Detektor sorgt dafir, daf3 nur
die Fluoreszenz aus dem Fokus des Laserstrahls nachgewiesen wird. Die
Fluoreszenz, die in den Ebenen unterhalb und oberhalb der Brennebene des
Objektivs entsteht, wird defokussiert auf die Lochblende abgebildet und von
ihr aufgefangen. Dieser Mikroskoptyp ist in Abbildung 3.1 dargestellt.

2. Multiphotonen LSM: Die Farbstoffmolektile werden nur mit zwei oder mehr
Photonen+«{ > 2) zur Fluoreszenz angeregt. Diese Art der Anregung hangt
stark von der Intensitat der Laserstrahlung ab [*) und findet daher nur
im Laserfokus effizient statt. Da die Anregung schon auf ein kleines Volu-
men beschrankt ist, ist die Lochblende vor dem Detektor zur Unterdriickung
ungewinschter Fluoreszenz nicht notig.
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Abbildung 3.1: Prinzip eines Laserscanningmikroskops.

Diese beiden Methoden werden in den folgenden Abschnitten néaher dargestellt und
miteinander verglichen. Einen Uberblick tiber die Laserscanningmikroskopie findet
man in [73].

3.1.1 Konfokale LSM

Ein wichtiger Parameter eines Mikroskops ist die Ortsauflosung. Da es sich bei der
Laserscanningmikroskopie um eine Fernfeldtechnik handelt, sind hier, genau wie
bei der klassischen Mikroskopie, die numerische Apertur des Objektivaind
die Wellenlange des Lichtsdie entscheidenden Parameter. Die laterale Auflésung
eines konfokalen Mikroskops ist durch
0.8\

gegeben [73].

Die axiale Auflosung hangt von der Grof3e der Lochblende vor dem Detektor
ab. Eine untere Grenze stellt aber die Schéarfentiefe des Objektivs dar [74, 75]:

1.4 nA
=N

Wobein der Brechungsindex im Objekt ist. Typische Werte fur die Wellenlange
und die numerische Apertur sindk = 500 nm (Argon-lonen-Laser)NA = 1.4
(Ol-lImmersions Objektiv). Damit |aRt sich theoretisch eine Auflésungivbh,m
lateral und0.36 m axial erreichen; praktisch wird meist eine Auflosung von etwa
0.3 um lateral,0.7 um axial erreicht.

(3.2)
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Ein Nachteil der konfokalen Mikroskopie ist, dal3 das gesamte vom Laser durch-
strahlte Volumen zur Fluoreszenz angeregt wird, aber nur ein kleiner Bruchteil der
Fluoreszenz genutzt wird. Dies hat einige unerwiinschte Konsequenzen.

e Es flhrt zu einem relativ schlechten Signal/Rausch-Verhéltnis, da das Signal
auf einem hohen Pegel von Fluoreszenz aus anderen Tiefen des Objekts de-
tektiert werden muf3. Erschwert wird die stérungsfreie Detektion der Fluo-
reszenz auch noch dadurch, dal3 sich die Wellenlangen von Laserstrahlung
und Fluoreszenz meist nur wenig voneinander unterscheiden, so dal3 Filter
mit sehr steilen Kanten nétig sind, um zwar das Laserstreulicht, nicht aber
die Fluoreszenz zu unterdriicken.

e Wird die Fluoreszenz aus dem Fokus auf dem Weg zum Detektor im Objekt
gestreut, tragt sie nicht mehr zum Signal bei, da sie nicht scharf auf die Loch-
blende abgebildet wird.

e Der Farbstoff wird auch aul3erhalb des Fokus ausgebleicht. Dies hat einer-
seits zur Folge, dalR bei Anwendungen, wo das Ausbleichen die MeRRzeit
beschrankt, nur eine begrenzte Anzahl von Schnitten in verschiedenen Tie-
fen aufgenommen werden kdnnen. Denn beim Abrastern einer Ebene wer-
den auch die Teile des Objekts in anderen Tiefen ausgebleicht. Andererseits
erhoht es die Schadigungsrate des Objekts. Die genauen Vorgange bei der
Schadigung von Organismen durch Licht sind noch nicht verstanden. Ei-
ne Ursache scheint jedoch die Bildung vor('A) aus Grundzustands,
durch Quenching der Triplet-Zustéande des Farbstoffs zu sein. Die angeregten
Sauerstoffmolekile sind sehr reaktiv und fihren wahrscheinlich zur Scha-
digung des Farbstoffs und der Probe. Durch Entfernung des Sauerstoffs bei
fixierten (toten) Zellen [76] oder die Zugabe von Substanzen, die den Singlet-
Sauerstoff quenchen [77], konnte das Ausbleichen bzw. die Schadigung deut-
lich verlangsamt werden.

e Da die Laserstrahlung entlang des gesamten Strahls absorbiert wird, ist die
Eindringtiefe bei stark angefarbten Praparaten nur begrenzt.

Diese Nachteile treten bei der Zweiphotonenmikroskopie nicht oder nur in schwé-
cherer Form auf.

3.1.2 Zweiphotonen LSM

Zum ersten Mal demonstriert wurde die Zweiphotonenmikroskopie von Beait.

[78]. Im Unterschied zum konfokalen LSM werden die Farbstoffmolekile bei ei-
nem Zweiphotonenmikroskop nur durch Absorption von zwei Photonen angeregt.
Die Anregungswahrscheinlichkeiteines Molekuls ist fur Intensitaten unterhalb
der Sattigungsintensitat quadratisch von der Laserinterisaih&ngig:

2
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Wobei o der Querschnitt fir Zweiphotonenabsorptiondie Frequenz und die
Pulsdauer des Lasers ist. Es sind bisher wenige Querschnitte fir Zweiphotonenan-
regung gemessen worden, doch sie liegen in der GréRenordumgvdid —>’cm's.
Die Intensitat ist proportional zur Anzahl der Photonen in einem Ryjsund um-
gekehrt proportional zur Flache des Straliland der Pulsdauer

. hl/Nph

= (3.4)

Nimmt man eine homogene Verteilung der Farbstoffmolekile mit einer Dichte
an, so ist die Anzahl der in einer Tietein einer Schicht der Dickdz angeregten
Molekule gleich

N2
Naps(2) = npVp =npA(z)dz p = nFUA(I:;t dz. (3.5)

Das heil3t, die Absorption ist umgekehrt proportional zur Strahlflache. Daher findet

die Anregung bei der Zweiphotonenmikroskopie im wesentlichen im Fokus statt.

Eine zweite wichtige Abhangigkeit, die charakteristisch fir Zweiphotonenabsorpti-

on ist, kann man in Gleichung (3.5) erkennen: Bei konstanter Pulsenergié )

ist die Absorption umgekehrt proportional zur Pulsdauer.

3.1.2.1 Abschéatzung der Signalstarke

In diesem Abschnitt soll anhand von Gleichung (3.5) die Signalstarke in einem
Zweiphotonenmikroskop abgeschéatzt werden, um einerseits einen Uberblick tber
die GrolRenordnungen der einzelnen Parameter zu geben, und andererseits die Zeit,
die zur Aufnahme eines Bildes n6étig ist, zu berechnen.

Einflu der Anregung
Nimmt man an, dal’ der Fokus beugungsbegrenzt ist und mit einem Objektiv mit
numerischer Apertur NA erzeugt wird, kann man die Fokusflache abschatzen:

0.8A)° A2
A=2mr?=2 ~ 3.6
e (2 NA> NA? (3.6)
Furdz kann man
d 22 (3.7)
7 ——5 .
NAZ
ansetzen [73]. Damit erhalt man fur die Zahl der pro Laserpuls angeregten Molekile
N2
Nabs = QTLFO')\—Z}Z (38)

Da meist Laser mit hoher Repetitionsrgtéin Hz) verwendet werden, ist es
praktischer, statt der Photonenzahl pro Puls die DurchschnittsleiBteng v N, f
zu benutzen. Man bekommt damit fur den Fluoreszenzphotonenfluf3

2npyo AP?

@ = rYNabe - hQCth Y

(3.9)
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wobei~y fur die Quanteneffizienz flr Fluoreszenzemission des Farbstoffs steht.

Typische Werte fir die einzelnen Parameter sind: Farbstoffkonzentiatioh
das entspricht einer Dichte ven- = 3-10*cm™3, v =1, P = 1mW, f = 76MHz,
t = 50 fs. Damit erhalt man einen FluoreszenzphotonenfluBven3 - 107 s,

Offenbar kann ma® durch Erh6hung der Durchschnittsleistung steigern. Bei
zu hohen Werten kommt es allerdings zu unerwiinschten Effekten, wie Zellschadi-
gung, Selbstfokussierung und Plasmabildung. Diese Effekte setzen der nutzbaren
Leistung eine obere Grenze. Einen konkreten Wert fur diese Grenze anzugeben,
ist jedoch schwer, da insbesondere die Schadigung von lebenden Zellen noch kaum
verstanden ist. Die oben angenommenenW geben die Erfahrung von Konig
et. al.[79] wieder, wonach eine Leistung vdnmW bei A = 700 — 800 nm und
t = 150 fs verwendet werden konnte, ohne dal3 Veranderungen im Stoffwechsel der
dort untersuchten Zellen nachgewiesen werden konnten.

Bei Leistungen vor2 — 3 mW wurden Veranderungen in den Mitochondrien
nachgewiesen und die Zellteilungsrate war reduziert. Wurden Leistungeh von
6 mW benutzt, waren 100 % der Zellen nicht mehr fahig, sich zu teilen; Leistungen
von > 10 mW fuhrten zu sofortigem Tod und Fragmentation der Zellen.

Die gesamte Lichtenergie, mit der die Zellen bestrahlt werden, hat keinen Ein-
flul auf die Schadigungsrate, da Zellen z. B. mehr als hundertmalmiiy unter-
sucht werden konnten, ohne dal’ Veranderungen auftraten, wéahrend Kiaribaf
schon wahrend des ersten Scans abstarben. Bisher ist noch nicht geklart, ob die
Durchschnittsleistung, die Pulsleistung oder die Pulsintensitat die Schadigungsra-
te bestimmen. Daher ist es schwer, diese Ergebnisse auf Experimente mit anderen
Parametern (Pulsdauer, Fokussierung) zu Ubertragen.

Eine andere Moglichkeit, das Signal zu steigern, ist eine Erh6hung der Farb-
stoffkonzentration. Diese Mdglichkeit ist allerdings ebenfalls begrenzt, da die mei-
sten Farbstoffe giftig sind und in hohen Konzentrationen die Zellen schadigen.

EinfluR der Detektion
Das gemessene Sigrtahangt von der Sammeleffizienz der Optjider Nachweis-
wahrscheinlichkeiy und der Integrationszeif.; des Detektors ab.

S = Oeqt g (3.10)

Da fur den Nachweis der Fluoreszenz dasselbe Objektiv wie zum Fokussieren
verwendet wird, kann die Lichtsammeleffizienaus der numerischen Apertur des
Objektivs berechnet werdert ist durch das Verhéltnis des Raumwinkeéls der
vom Objektiv aufgenommen wird, zum vollen Raumwinkel gegeben.alger
halbe Akzeptanzwinkel des Objektivs, so gilt fir

Q =27(1 - cos(a)) (3.11)

Mit der Definition der numerischen ApertdfA = 5 sin(«) ergibt sich daraus fur
die Sammeleffizienz:

Q 1-cos(a) 1-y/1-sin’(a) 1-/1-(NA/p? (3.12)

T A 9 - 9 2

€
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Fir eine kleine numerische Apertaf 4 /n < 1) bekommt man daraus die bekann-
te Formel:

2
€= M (3.13)
4
Fir eine hohe numerische Apertdf4/n ~ 1) kann man Gleichung (3.12) so

nahern:

e==—/= (3.14)

mit A = 1 — NA/n. Das heif3t insbesondere, daR3 die Effizienz nicht mehr qua-
dratisch mit der numerischen Apertur ansteigt. Fur das hier verwendete Objektiv
bekommt mare = 0.3.

Eine genauere Diskussion der Nachweiswahrscheinlichkeit, in der die Art der
Detektion bertcksichtigt wird, befindet sich in Abschnitt 3.4. Fir diese Abschét-
zung soll zunachst ein Wert ven = 0.01 angenommen werden.

Um ein Signal vort = 10—100 Photonen aufzunehmen, was fur brauchbare Bilder
etwa die minimale Anzahl darstellt, sind demnaoéh y:s Integrationszeit pro Punkt
notig.

Typischerweise besteht ein Scan aus3€d. x 300 Bildpunkten. Fur ein kom-
plettes zweidimensionales Bild mussen asd(0° Punkte aufgenommen werden,

d. h. die Mel3zeit fur ein Bild betragdp s.
Wie die Mel3geschwindigkeit gesteigert werden kann, wird im Abschnitt 3.1.3 be-
schrieben.

3.1.2.2 Die Auflésung bei der Zweiphotonen-LSM

Die nichtlineare Absorption erzeugt ein dreidimensional begrenztes Anregungsvo-
lumen und legt damit die Auflésung des Mikroskops fest. Geht man von einem
beugungsbegrenzten Strahl aus, kann man die Auflosung berechnen. Man erhalt
dabei Werte, die mit der Auflésung eines konfokalen Mikroskops, das mit der halb-
en Wellenlange wie das Zweiphotonenmikroskop arbeitet, vergleichbar sind (siehe
z. B. [73]).

Eine weitere Erh6hung der Auflosung ist — abgesehen von einer Erniedrigung
der Wellenlange — durch Erhéhung der numerischen Apertur oder durch den Ein-
satz anderer nichtlinearer Techniken méglich.

Vergrol3erung der Apertur Die numerische Apertur der verwendeten Objekti-
ve stellt ein Maximum dar. Die effektive numerische Apertur kann aber durch die
gleichzeitige Verwendung von mehreren Objektiven, deren Brennpunkte sich Uber-
lagern, gesteigert werden. Verwendet man zwei Objektive, die mit einem Winkel
von 180° gegeinander gerichtet sind, spricht man von 4Pi-Mikroskopie [80], bei
zwei oder mehr Objektiven mit anderen Winkeln zueinander stdviikroskopie

[81].
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Ausnutzung nichtlinearer Effekte: Durch die Nichtlinearitat bei der Zweipho-
tonenanregung erreicht man eine Auflésung, die etwa doppelt so gut ist, wie es
nach der Beugungsbegrenzung bei der verwendeten Laserwellenlange zu erwarten
ware. Auf ahnliche Weise erhdht Dreiphotonenanregung die Auflésung. Andere
nichtlineare Effekte, die zur Erhéhung der Auflésung vorgeschlagen wurden, sind
das Ausbleichen des Grundzustands [82] oder Fluoreszenzléschung durch stimu-
lierte Emission [83]. Dadurch, dal3 diese Prozesse gesattigt werden kdnnen, sind
aufgrund von Rechnungen trotz beugungsbegrenzter Laserstrahlen sehr starke Gra-
dienten der Fluoreszenzemission zu erwarten.

3.1.2.3 \Vorteile der grol3eren Anregungswellenlange:

Ublicherweise werden bei der Zweiphotonenmikroskopie gepulste Laser im nahen
Infrarot (A ~ 700—1200nm) eingesetzt. Dieser Wellenlangenbereich hat gegentber

den kurzeren Wellenlangen, die bei der konfokalen Mikroskopie verwendet werden,
einige Vorteile:

e Die Streuung und Absorption im Gewebe ist geringer. Daher ist die Tiefe,
in der noch Bilder aufgenommen werden kdnnen, groRer als bei der konfo-
kalen Mikroskopie. Es spielt auch keine Rolle, ob das Fluoreszenzlicht auf
dem Weg zum Detektor gestreut wird, da das Anregungsvolumen die 3D-
Auflésung festlegt.

e Da nurim Fokus Laserenergie absorbiert wird, ist das Ausbleichen sowie die
Schadigung durch das Licht auf die Fokalregion beschrankt. Dies ermoglicht
es, lebende Organismen deutlich langeBQfach [84]) als bei der konfokalen
Mikroskopie zu beobachten.

e Die Wellenlange der Fluoreszenz unterscheidet sich stark von der Anregungs-
wellenl&ange. Daher ist es leicht, das Laserstreulicht zu unterdriicken.

e Werden Wellenl&angen im sichtbaren Spektralbereich zur Zweiphotonenanre-
gung genutzt, kbnnen damit Zellbestandteile zur Eigenfluoreszenz angeregt
werden, was sonst nur durch Bestrahlung mit UV-Licht, das die Zellen sehr
stark schadigt, moglich ist.

Die verwendeten Laser liefern Pulse im Femto- bis wenige Pikosekundenbe-
reich mit Repetitionsraten von typischerweieMHz.! Hinderlich bei der Ver-
breitung der Zweiphotonenmikroskopie, trotz der Vorteile, die sie gegenuber der
konfokalen Mikroskopie bietet, war bisher die Komplexitat der fs-Laser. Durch die
Entwicklung neuer, komplett festkbrperbasierter Laser sind in den letzten Jahren
die Voraussetzungen flir eine weitere Verbreitung der Zweiphotonenmikroskopie
geschaffen worden. Einen Uberblick tiber neuere Festkorperlaser, die zum Einsatz
in der Zweiphotonenmikroskopie geeignet sind, findet man in [86].

LAuch cw-Laser wurden in der Zweiphotonenmikroskopie verwendet [85].
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3.1.3 Parallelprocessing

Im Abschnitt 3.1.2.1 wurde abgeschétzt, dal’ ettva notig sind, um ein Bild bei

einer Laserleistung voh mW aufzunehmen. Diese Zeit ist zu grof3, um schnelle
physiologische Vorgadnge beobachten zu kénnen. Ein Beispiel ist die Untersuchung
der Reizleitung in Nervenzellen [72]. Hier wurden die Vorteile der Zweiphoto-
nenmikroskopie benutzt, um hochaufldsende Bilder aus intaktem Nervengewebe zu
erhalten. Andererseits verhinderte es die langsame Aufnahmegeschwindigkeit bei
der Zweiphotonenmikroskopie, die Reizleitung bildgebend zu verfolgéelingt

es, die Aufnahmegeschwindigkeit zu steigern, stellt dies eine Erweiterung des Ein-
satzbereichs der Laserrastermikroskopie dar.

Eine Mdoglichkeit, die Bildaufnahmegeschwindigkeit zu steigern, liegt in ei-
ner effizienteren Ausnutzung des Laserlichts. Die Laser, die in der Zweiphoto-
nenmikroskopie eingesetzt werden, liefern Durchschnittsleistungen im Bereich von
100 — 1000 mW — in die Probe fokusiert werden davon tblicherwdise10 mW,

d. h. 99% der verfligbaren Laserleistung werden nicht genutzt. Man kann die Effi-
zienz steigern, indem man den Laserstrahl in viele Teilstrahlen, die an unterschied-
liche Orte der Probe fokussiert werden, aufteilt.

Das Prinzip der simultanen Verwendung vieler Strahlen istin Abbildung 3.2 dar-
gestellt. Die Probe wird dann nicht mit einem Strahl, sondern mit allen Teilstrahlen
gleichzeitig abgerastert. Dabei werden die Bereiche so gewahlt, dal? jeder Teilstrahl
ein anderes Gebiet des Objekts erfal3t. Die Daten der einzelnen Strahlen werden
anschlieend zu einem Gesamtbild kombiniert. Die Mel3zeit sinkt proportional zur
Anzahl der Teilstrahlen.

Die optimale Anzahl der Teilstrahlen bekommt man, wenn jeder Teilstrahl die
maximal erlaubte Leistung hat, denn die Mel3zeit ist umgekehrt proportional zum
Quadrat der Leistung (dies folgt aus Gl. (3.9)). Eine Erhdohung der Anzahl der
Strahlen reduziert die Mel3zeit nur linear.

Die Erweiterung eines konventionellen Zweiphotonenmikroskops zum Viel-
strahlmikroskop macht neben der Aufteilung des Strahls auch eine andere Detekti-
on der Fluoreszenz notig, da jetzt nicht mehr nur ein Signal sondern die Signale
aller Teilstrahlen simultan aufgenommen werden missen. Dies bedeutet insbe-
sondere, dal3 Photomultiplier, die anderen Detektoren hinsichtlich des erreichten
Signal/Rausch-Verhaltnisses Uberlegen sind (siehe auch [73] Kapitel 12) und die
bisher den Standard darstellen, nicht verwendet werden kdnnen.

In dieser Arbeit wird in den folgenden Abschnitten ein Zweiphotonenmikroskop
beschrieben, bei dem der Strahl eines Ti:Sa-Lasers in 64 Teilstrahlen aufgespalten
wird. Die Detektion erfolgt mit einer (bildverstarkten) CCD-Kamera. Der Bildver-
starker ermoglicht es durch sehr kurze Verschlul3zeiten, die Fluoreszenzlebensdauer
Zu messen.

°In der zitierten Arbeit wurde so verfahren, daf? zunéchst anhand eines langsam aufgenommen
Bildes der interessante Bereich festgelegt wurde. Bei der Verfolgung der Reizleitung wurde dann
eine Zeile in diesem Bereich mit maximaler Geschwindigkeit abgerastert, so daf3 nur Ortsprofile
entlang dieser Zeile aufgenommen wurden.
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Standardverfahren 99 % Mikroskop

1%

mit paralleler Rasterung Mikroskop

Abbildung 3.2: Die Erh6hung der Mel3geschwindigkeit durch Parallelprocessing.

3.2 Der experimentelle Aufbau

Abbildung 3.3 zeigt einen Uberblick tiber den gesamten Aufbau des Vielstrahl-
Mikroskops, das aus vier Komponenten besteht. Als Strahlquelle dient ein Fem-
tosekundenlaser, dessen Strahl im Strahlvervielfacher in mehrere Teilstrahlen auf-
gespalten wird. Die Laserstrahlen werden mit einem Mikroskopobjektiv in die Pro-
be fokussiert, wo sie durch Zweiphotonenanregung Fluoreszenz ausldsen, die dann
von einem flachigen Detektor registriert wird. Die einzelnen Komponenten werden
in den folgenden Abschnitten genauer beschrieben.

3.2.1 Das Lasersystem

In Abbildung 3.4 ist das Lasersystem dargestellt. Dazu gehért neben dem eigentli-
chen Laser ein Autokorrelator, ein Spektrumanalysator und eine Prismenstrecke zur
Dispersionskompensation.

3.2.1.1 Der fs-Oszillator

Bei dem Laser handelt es sich um einen passiv modengekoppelten Titan-Saphir
Femtosekundenlaser, der an der Universitat Bielefeld gebaut wurde [87]. Gepumpt
wird er mit5 W Strahlung eines Argon-lonenlasers (Coherent Innova 200) im Mul-
tiline Betrieb. Der Laser ist passiv modengekoppelt, d. h. in den Resonator sind
Elemente eingebaut, die die Verluste im Resonator abhangig von der Intensitat der
Laserstrahlung machen. Hier sind dies ein Spalt vor dem Endspiegel (harte Blende)
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fs-Laser

800 nm

250 mw

50 fs

76 MHz
CCD-Kamera
Bildverstarker

64 Strahlen Mikroskop

Strahlvervielfacher

Abbildung 3.3: Uberblick tber den gesamten Aufbau zum Zweiphotonenmikro-
skop. Der Strahlengang ist nur schematisch gezeichnet. Die einzelnen Komponen-
ten sind in den Abbildungen 3.4, 3.11 und 3.13 detaillierter dargestellt.
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Abbildung 3.4: Der Ti:Sa-Laser mit Autokorrelator und Spektrumanalysator. Die
Dispersionskompensation ist nicht eingezeichnet.
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und das gepumpte Volumen im Ti:Sa-Kristall selbst (weiche Blende). Bei hoher
Laserintensitat, wie sie im gepulsten Betrieb erreicht wird, kommt es durch nicht-
lineare Effekte zur Selbstfokussierung im Ti:Sa-Kristall, wodurch die Verluste an
den Blenden verringert werden. Diese Art der Modenkopplung wird mit Kerr-Lens-
Modenkopplung bezeichnet und ist heute das Standardverfahren bei Ti:Sa-Lasern.
Zur Kompensation der Dispersion und der Selbstphasenmodulation wird eine Pris-
menstrecke mit zwei Quarzprismen verwendet.

Voraussetzung fur einen erfolgreichen Betrieb eines solchen Lasers sind ein sta-
biler Pumplaser mit gutem Strahlprdfiind ein mechanisch stabiler Aufbau. Der
gesamte Aufbau befindet sich daher auf einem schwingungsgedampften optischen
Tisch (Newport). Der Laser reagiert wegen der grol3en Resonatorlange empfind-
lich auf Temperaturschwankungen und muf3 in moglichst staubfreier Luft betrieben
werden, weil Teile des Resonators (Prismen und Endspiegel) offen sind. Das Labor
ist daher mit einer Klimaanlage temperaturstabilisiert. Der optische Tisch befindet
sich unter einem Zelt, das uber eine Flowbox mit gefilterter Luft gespult wird.

Um die Modenkopplung zu starten, ist es notig, eine Fluktuation der Lasermo-
den zu erzeugen, die sich gegen die cw-Mddeie sonst aktiv sind, durchsetzen
kann. Dies geschieht dadurch, dal3 der Endspiegel, der auf einem Piezo montiert
ist, kurzzeitig in Schwingungen versetzt wird. Sowohl im gepulsten als auch im
cw-Betrieb hat der Laser jeweils ein charakteristisches Strahlprofil, an dem der Be-
triebszustand sofort erkannt werden kann, auch ohne Spektrum oder Zeitstruktur
zu analysieren. Der Laser ist im gepulsten Betrieb bei guter Justierung tber viele
Stunden stabil, sofern der Resonator nicht durch Erschutterung des Tisches gestort
wird.

Der Laser liefert Pulse vasDfs Dauer mit einer Zentralwellenlange veonm.

Die Repetitionsrate betra@é MHz, die durchschnittliche Leistur@p0 mW. Un-
mittelbar hinter dem Auskoppelspiegel wird der Laserstrahl zur Verringerung der
Divergenz durch ein Spiegelteleskop um den Faktor 3 vergrofRert. Der Strahl hat
dann einen Durchmesser vBmm und eine Divergenz vor80 prad (halber Win-

kel). Das Strahlprofil ist gaul3formig.

Ein kleiner Teil des Laserstrahls wird zur Triggerung des Experiments auf
eine schnelle Photodiode (Hamamatsu S5973) ausgekoppelt, ein weiterer Reflex
dient dazu, das Spektrum des Lasers zu registrieren. Dazu wird das Licht unter
streifendem Einfall auf ein Gitter gelenkt. Das Spektrum wird mit einer Linse
(f = 200 mm) auf eine Zeilenkamera (Vistek), die sich in der Brennebene der
Linse befindet, fokussiert. Die Kamera wird unabhangig vom Laset itz aus-
gelesen. Die Daten werden von einem Rechner (Atari ST) aufgenommen und in
Echtzeit dargestellt, so dal? Bandbreite und Wellenlange der Laserstrahlung jeder-
zeit abgelesen werden kénnen. Ein typisches Profil ist in Abbildung 3.5 dargestellt;
die Bandbreite betragth nm.

3Ein Argon-lonenlaser stellt hier noch nicht das Optimum dar; deutlich besser sind diodenge-
pumte Festkdrperlaser.

4Im nicht modengekoppelten Betrieb wurden in der Regel mehrere, stark fluktuierende cw-
Moden simultan beobachtet.
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Abbildung 3.5: Typisches Spektrum des fs-Lasers. Die volle Halbwertsbreite be-
tragt1s nm.

Verschiebt man den Spalt im Resonator senkrecht zum Strahlengang, kann die
Zentralwellenlange um-20 nm variiert werden. Die grolite Stabilitat hat der Laser
allerdings bei einer Zentralwellenlange v&o0 nm, weshalb bei allen Messungen
diese Wellenlange verwendet wurde.

Zur genaueren Charakterisierung der Laserpulse stand ein Autokorrelator zur
Verfigung, mit dem Pulsdauer und Chirp gemessen werden konnten.

3.2.1.2 Der Autokorrelator

Der Autokorrelator ist &hnlich wie ein Michelson-Interferometer aufgebaut. Der
einfallende Strahl wird zunachst in zwei Strahlen gleicher Intensitat aufgespalten.
Die beiden Teilstrahlen durchlaufen dann jeweils einen Arm des Interferometers
und werden mit Hilfe eines zweiten Strahlteilers wieder Uberlagert. Das eine Strah-
lenbiindel tritt aus dem Autokorrelator aus und kann zum Experiment geleitet wer-
den, das andere Bundel wird mit einem dielektrisch beschichteten Hohlspiegel in
einen KDP-Kristall fokussiert und dort frequenzverdoppelt. Die Strahlen werden
dabei so justiert, dal3 sie sich raumlich im Kristall iberlappen. Die frequenzver-
doppelte Strahlung wird mit einem Photomultiplier, dessen Spannung Uber eine
A/D-Karte in einen Steuerrechner eingelesen wird, registriert. Der eine Arm des
Interferometers ist auf einem Piezotranslator montiert und kann in seiner Lange um
etwal00 zm verandert werden. Dadurch konnen die Pulse im KDP-Kristall zeitlich
Uberlagert werden.

Details zur Aufnahme und Auswertung von Autokorrelationskurven kénnen der
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Abbildung 3.6: Autokorrelationskurve des Laserpulses. Die Pulsdauer betragt
ca. 80 fs. Am Anstieg des Signals vor dem Einsetzen des Oszillationen erkennt
man einen leichten Chirp. Durch Kompensation des Chirps kann der Puls auf etwa
50 fs komprimiert werden.

Literatur entnommen werden [87, 88]. An dieser Stelle soll nur insoweit darauf
eingegangen werden, als es fur den Einsatz eines fs-Lasers in der Zweiphotonenmi-
kroskopie wichtig ist.

Zur Aufnahme einer Autokorrelationskurve wird der eine Arm des Autokorre-
lators in seiner Lange durchgefahren und die Intensitat der frequenzverdoppelten
Strahlung fir jede Position gemessen. Entscheidend dabei ist, dal’ die Mel3grol3e
nichtlinear — im Falle der Frequenzverdoppelung quadratisch — von der Intensitat
der einfallenden Strahlen abhangt.

Abbildung 3.6 zeigt eine Autokorrelationskurve des Lasers. Qualitativ kann
man sich den Kurvenverlauf so erkléaren: So lange sich die Laufwege der Strahlen
in den beiden Armen des Autokorrelators um mehr als die Pulslange unterschei-
den, durchlaufen die beiden Pulse den KDP-Kristall zu verschiedenen Zeiten. Die
Pulse interferieren nicht miteinander und jeder Puls wird unabhangig vom anderen
verdoppelt. Dies ist in den beiden Randbereichen der Kurve in Abbildung 3.6 der
Fall.

Die Intensitat der frequenzverdoppelten Strahlen ist proportional zum zeitlichen
Mittel des Quadrats der Intensitat der einfallenden Strahlen. Man bekommt also fur
den Bereich, in dem sich die Pulse zeitlich nicht Gberlappen, folgendes Signal:

Soffset ~ F + ? ~ (E12)2 + (E22)2 = 2@ (315)

Sind die beiden Arme des Autokorrelators gleich lang, interferieren die beiden
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Pulse konstruktiv miteinander und man bekommt folgendes Signal:

Smax ~ ((B1 + E)?)” = 16(E?)° (3.16)

Sind die Wegléangen der beiden Strahlen nur um eine halbe Wellenlange unter-
schiedlich, I6schen sich die Pulse durch destruktive Interferenz aus und das Signal
geht auf Null zuriick. In dem Bereich, in dem sich die Pulse zeitlich Uberlagern,
kommt es also durch den Wechsel von konstruktiver und destruktiver Interferenz
zu periodischen Schwankungen des Signals. Aus der Breite dieses Bereichs kann
daher auf die Pulsdauer zurtickgeschlossen werden. Fur das maximale Signal gilt
Sma,x = 8soffset-

Damit diese Extremwerte erreicht werden, ist es notig, dal’ beide Strahlen exakt
gleiche Intensitat haben und so justiert sind, daf3 ihre Wellenfronten parallel sind —
man spricht dann von interferometrischer Autokorrelation. Anderenfalls kommt es
nur zu teilweiser Verstarkung bzw. Ausléschung und das Signalverhaltnis von 1:8:0
— flr die Falle keine Uberlagerung der Pulse, vollstandige konstruktive Interferenz,
vollstandige Ausléschung — wird nicht erreicht. Alle hier gezeigten Autokorrela-
tionskurven sind so normiert, dafd gil{g... = 1.

Das bisher gesagte gilt fiir nicht gechirpte Pdls@ind die Pulse, die mit dem
Autokorrelator untersucht werden, gechirpt, so Uberlagert sich bei unvollstandiger
Uberlappung z. B. der ,rote“ Anfang des einen mit dem ,blauen® Ende des anderen
Pulses. Da die Frequenzen der beiden Pulse im Uberlappungsbereich unterschied-
lich sind, kann es nicht mehr zu vollstandiger Verstarkung oder Ausléschung kom-
men, so dafld man hier keine Oszillationen beobachtet sondern einen Anstieg des
Offsetlevels. Die Oszillationen setzen erst ein, wenn sich die lokalen Frequenzen in
beiden Pulsen nicht mehr stark voneinander unterscheiden. Durch eine genaue Aus-
wertung der Autokorrelatorkurven kénnen der Betrag des Chirps sowie die Pulsdau-
er bestimmt werden. Das Vorzeichen des Chirps kann an den Kurven nicht erkannt
werden.

Bei genauer Betrachtung von Abbildung 3.6 sieht man, dal3 die Autokorrelati-
onskurve leicht ansteigt, bevor die Oszillationen einsetzen. Die Pulse sind also et-
was gechirpt. Dies entsteht hauptsachlich durch die Justierung und den Auskoppel-
spiegel des Lasers(hm BK 7); die optischen Elemente im Autokorrelatori(mm
Suprasil0.4 mm KDP) tragen nur wenig dazu bei.

3.2.1.3 Die Dispersionskompensation

Wie oben bereits ausgefihrt (siehe Abschnitt 3.1.2) ist eine kurze Pulsdauer in der
Probe vorteilhaft. Durch die Dispersion der optischen Elemente im Strahlengang
insbesondere des Mikroskopobjektivs wird der Puls auf dem Weg vom Laser zur
Probe zeitlich verlangert.

Die Dispersion kann kompensiert werden; um aber die Grof3e der benétigten
Kompensation zu bestimmen, mul3 die Pulsdauer in der Probe gemessen werden.

SMan spricht von gechirpten Pulsen, wenn sich die Momentanfrequenz des elektrischen Feldes
im Verlauf des Pulses andert.
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Abbildung 3.7: Autokorrelationskurve des Pulses in der Probe ohne Dispersions-
kompensation. Die Pulsdauer betr@gd fs. Der Anstieg des Signals vor dem
Einsetzen der Oszillationen ist charakteristisch fur einen gechirpten Puls.

Da es schwer ist, den Strahl in den Autokorrelator zu schicken, nachdem er durch
das Objektiv fokussiert wurde, wurde hier ein anderer Weg verfolgt: Der Strahl
wurde direkt hinter dem Laser in den Autokorrelator geleitet. Die beiden Strahlen,
die aus dem Autokorrelator austraten, wurden in Strahlteiler und Mikroskop einge-
koppelt und in eine Probe fokussiert, die sich zur Zweiphotonenfluoreszenz anregen
liel3 (Coumarin 500 gel6st in Ethylenglycol). Fur jede Stellung des Piezotranslators
im Autokorrelator wurde der Photomultiplier ausgelesen und ein Bild der Fluores-
zenz aufgenommen. Die Fluoreszenz ist als Autokorrelationssignal geeignet, da
sie ebenso wie die Intensitat der frequenzverdoppelten Strahlung im Autokorrela-
tor vom Quadrat der einfallenden Intensitat abhangt. Der Verlauf der Fluoreszenz
gibt die Laserpulse in der Probe wieder, wahrend das simultan dazu aufgenomme-
ne Photomultipliersignal den Zustand der Pulse, wie sie aus dem Laser kommen,
darstellt.

Abbildung 3.7 zeigt eine Autokorrelationskurve der Pulse in der Probe. Man
erkennt im linken Teil die starken Oszillationen. Dort, wo die Oszillationen ver-
schwinden, wird allerdings nicht sofort der Wert 1 erreicht, sondern die Kurve klingt
erst langsam ab. Das ist ein deutliches Kennzeichen fur einen stark gechirpten Puls.
Eine genaue Analyse der Daten ergibt eine Pulsdauerv@80 fs. Das bedeutet,
daBR das Mikroskopobjektiv eine Dispersion vain0 fs> haben muB. Dies deckt
sich mit anderen Messungen [89] an ahnlichen Aufbauten.

Durch die Verwendung einer Dispersionskompensation, die aus zwei SF10-Pris-
men aufgebaut ist, kann die Dispersion des Objektivs vollstandig kompensiert wer-
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Abbildung 3.8: Autokorrelationskurve des Pulses in der Probe bei optimaler Kom-
pensation der Dispersion. Die Pulsdauer bettéég, es ist kein Chirp zu erkennen.
Die kleine Graphik zeigt einen Ausschnitt der Oszillationen.

den, wie Abbildung 3.8 zeigt. Hier ist die Autokorrelationskurve in der Probe bei
optimalem Abstand der Kompensationsprismen gezeigt. Es wird eine Pulsdauer
von 46 fs erreicht. Durch die Verklrzung der Pulse in der Probe steigt das Signal
bei gleicher Durchschnittsleistung des Lasers um den Faldar

Man kann die Dispersionskompensation auch ohne Autokorrelator einstellen,
indem einfach auf maximales Fluoreszenzsignal justiert wird. Dann kann aber nicht
Uberprift werden, ob die Dispersion vollstandig kompensiert wurde, oder ob héhere
Ordnungen (quadratischer Chirp) tbrig bleiben. Dal3 dies bei unseren Pulsdauern
nicht der Fall ist, konnte anhand der Autokorrelationskurven eindeutig gezeigt wer-
den. Eine genauere Diskussion der Chirpkompensation findet man in [88].

3.2.2 Der Strahlvervielfacher

Damit die Probe in vielen Punkten gleichzeitig beleuchtet werden kann, ist es no-
tig, den Laserstrahl in Teilstrahlen aufzuspalten. Dabei sind folgende Punkte zu
beachten:

1. Die einzelnen Teilstrahlen sollten moglichst gleiche Leistung haben, damit
sich die Fluoreszenzsignale, die alle mit demselben Detektor aufgenommen
werden, nicht zu stark voneinander unterscheiden. Die Signalunterschiede
kénnen durch Normierung auf die Anregungswahrscheinlichkeit fir jeden
Teilstrahl eliminiert werden; die nutzbare Dynamik des Detektors wird da-
durch aber reduziert.
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Abbildung 3.9: Prinzip der Strahlaufteilung durch mehrfache Reflexion. Gezeigt ist
die Erzeugung von 8 Teilstrahlen.

2. Um einen kleinen Fokus und damit gute Ortsauflésung zu erreichen, sollten
die Teilstrahlen ein gutes Strahlprofil besitzen.

3. Die gesamte Laserleistung sollte genutzt werden, um eine gute Effizienz zu
erreichen.

4. Um die Zeitauflosung nicht durch Laufzeitunterschiede der Strahlen zu ver-
lieren, sollten sich die Wege der einzelnen Teilstrahlen nicht zu stark vonein-
ander unterscheiden.

5. Damit die Strahlen gut fokussiert werden, missen sie die Apertur des Mi-
kroskopobjektivs voll ausnutzen. D. h. in der Eintrittspupille des Objektivs
mussen sich alle Teilstrahlen Gberlagern und die Eintrittspupille leicht Uber-
strahlen.

6. Damit die Strahlen an unterschiedliche Orte in der Probe fokussiert werden,
mussen sie unter unterschiedlichen Winkeln in das Objektiv einfallen.

Neben dem in dieser Arbeit eingeschlagenen Weg [90], den Laserstrahl aufzu-
teilen, gibt es noch eine andere Arbeit, in der ein anderes Konzept [91] verfolgt
wird. Beide Methoden werden im folgenden beschrieben und miteinander vergli-
chen.
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3.2.2.1 Strahlaufteilung durch mehrfache Reflexion

Das Prinzip der Strahlaufteilung, wie sie in dieser Arbeit realisiert wurde, ist in Ab-
bildung 3.9 gezeigt. Der einfallende Strahl kommt von links unten und fallt unter
45° auf einen 50% Spiegel (BS), d. h. er wird in zwei Strahlen gleicher Leistung
aufgespalten. Der eine Strahl tritt durch den 50% Spiegel hindurch und wird an ei-
nem hochreflektierenden Spiegel (HR), der parallel zum 50% Spiegel ausgerichtet
ist, reflektiert. Der andere Strahl wird an einem anderen hochreflektierenden Spie-
gel (§), der sich in einem anderen Abstand zum 50% Spiegel befindet, reflektiert.
So werden die beiden Strahlen wieder auf den 50% Spiegel geworfen und dort in
4 Strahlen geteilt. Dies kann mehrfach wiederholt werdan (5 wobei sich die

Zahl der Strahlen bei jedem Kontakt mit dem 50% Spiegel verdoppelt. Zum Schluf3
wird das eine Strahlbtindel mit einem Umlenkspiege) (8 die Richtung des an-
deren Bundels uri0° abgelenkt. Auf diese Weise lassen sich mit 2 optischen
Elementer2” Strahlen erzeugen. Jeder Teilstrahl hat dabei das gleiche Strahlprofil
wie der einfallende Strahl. Es wird die gesamte Leistung des einfallenden Strahls
genutzt.

Sind alle Spiegel parallel, so sind auch alle Teilstrahlen parallel. Indem die
Spiegel 0,1 und 2 verkippt werden, kdnnen die Winkel der Teilstrahlen beeinfluf3t
werden. Um die Winkel, die die Strahlen am Ausgang des Strahlvervielfachers
gegenuber der Richtung des einfallenden Strahls haben, zu berechnen, ist es zweck-
malfig, zun&chst die Strahlen zu numerieren.

Die hier verwendete Numerierung der Strahlen ist ebenfalls in Abbildung 3.9
gezeigt. Man bekommt die Binardarstellung der Strahlnummerdem man eine
1 fur eine Reflektion an Spiegel O, 1 oder 2 an die entsprechende binare Stelle der
Zahl schreibt:

n o= > bn)-2' mit (3.17)

bin) = 1 falls Strahl an Spiegel i reflektiert wir
= 0 sonst

(} (3.18)

Man kann sich leicht davon Uberzeugen, dal3 so jeder Strahl eine Nummer erhalt
und keine Nummer mehr als einmal vergeben wird.

Wird ein Spiegel z. B. um den Winkeb; gegentiber dem 50% Spiegel gekippt,
wird der Strahl bei der Reflektion an diesem Spiegel um den Wihkejegenuber
dem Strahl, der durch den 50% Spiegel hindurchtritt, abgelenkt (siehe Abbildung
3.10). Der Gesamtwinkel, den ein Strahl mit der Nummeam Ausgang des
Strahlvervielfachers hat, kann also aus den Kippwinkeln der Spiggelberechnet
werden:

a(n) =25 bi(n)d; (3.19)
Stellt man die Spiegel so ein, dal} gilt

6 = — - 2", (3.20)

DO |2
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Abbildung 3.10: Drehung des Strahls bei Reflektion.

so erhalt man
a(n) = yn, (3.21)

d. h. die Winkel der Strahlen steigen gleichmaRig an; benachbarte Strahlen unter-
scheiden sich jeweils um den Winkel Werden die Teilstrahlen dann mit dem
Mikroskopobjektiv fokussiert, ergeben sich Foki in einem gleichmaRigen Abstand
voneinander. Die Abstande der Foki in der Probe werden durch die Justierung des
Strahlvervielfachers und der VergrofRerung des Objektivs festgelegt. Ein typischer
Wert fur den Winkel isty = 2.5 mrad, bei dem man mit dem hier verwendeten
Objektiv (I = 63) einen Abstand der Foki vor 5 um erhélt.

Damit sich die Strahlen in der Eintrittspupille des Objektivs tberlagern, missen
sie den Strahlvervielfacher mit den richtigen Abstanden verlassen. Die Abstande,
die die Strahlen am Ausgang des Strahlvervielfachers haben, werden durch die Ab-
stande der Spiegel 0,1,2 zum 50% Spiegel festgelegt. Dabei ist der Unterschied der
Abstande BS - HR bzw. BS -;@ntscheidend. Bei der Erzeugung von 8 Teilstrah-
len hat man 3 Freiheitsgrade, so dal3 man 4 Strahlen perfekt Gberlagern kann. Die
anderen Strahlen treffen nicht exakt im selben Punkt Gbereinander. Da die Winkel
der Strahlen aber klein gegeneinander sind, ist der Fehler vernachlassigbar. Fir ei-
ne Einstellung, bei der 8 Strahlen mit einem relativen Winkel ¥6rmrad erzeugt
werden, betragt die Abweichung in der Apertur des Objektivs wenigéiOaisn.

Ein zweidimensionales Raster von Strahlen kann man erzeugen, wenn man den
Laserstrahl zun&chst in einer Richtung in Teilstrahlen aufspaltet und dann jeden
der Teilstrahlen durch einen zweiten Strahlteiler, derdd0fngegentiber dem ersten
verkippt ist, nochmals zerlegt. Fur die praktische Realisierung ist es allerdings
einfacher, die Strahlen nach dem ersten Strahlteiler mit einem Perisk@p°um
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Abbildung 3.11: Der Aufbau des Strahlvervielfachers.

drehen, anstatt den zweiten Strahlteiler zu kippen.

Abbildung 3.11 zeigt den in dieser Arbeit verwendeten Aufbau, mit 8en8
Teilstrahlen erzeugt wurden. Er besteht aus zwei &hnlich aufgebauten Strahlver-
vielfachern, zwischen denen ein Periskop das Strahlbind@bamreht. Als 50%
Spiegel wurden dielektrisch bedampfte Suprasilsubstéate (30 x 2 mm?, Lase-
roptik GmbH) verwendet, die auf der Rickseite entspiegelt sind. Da die Reflek-
tivitat polarisationsabhangig ist und das Periskop die Polarisationsrichtung dreht,
wurde ein Spiegel fur P- und ein Spiegel fur S-Polarisation verwendet. Die hoch-
reflektierenden Spiegel haben eine Reflektivitat von mehd@aigs. Die Gesamt-
transmission des Strahlvervielfachers betrug 91%. Die Unterschiede zwischen den
Teilstrahlen werden im Abschnitt 3.2.4.5 anhand der Zweiphotonenfluoreszenz, die
von den Strahlen ausgel6st wird, diskutiert. Der Abstand des Strahlvervielfachers
vom Mikroskopobjektiv betrug etwa80 mm.

3.2.2.2 Strahlaufteilung durch Mikrolinsenraster

In diesem Abschnitt wird die zweite Methode, die benutzt wird, um den Laserstrahl
in Teilstrahlen aufzuspalten, beschrieben. Die Daten sind [93] entnommen.

Das Prinzip istin Abbildung 3.12 gezeigt. Der Laserstrahl wird aufgeweitet (L
L) und beleuchtet einen Teil einer Scheibe, in die Mikrolinsen geétzt sind. Jede der
Mikrolinsen fokussiert den Teil des Strahls, mit dem sie beleuchtet wird, und bildet
auf diese Weise einen Teilstrahl aus. Die Linsen haben einen Durchmesser von
460 pm und eine Brennweite voeimm. In der Brennebene der Linsen erhalt man
So ein Raster von Foki, die einen Durchmesser von étwa haben.
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Abbildung 3.12: Aufteilung des Strahls durch Mikrolinsenraster (aus [93]).

Die Teilstrahlen werden tber weitere Linsen (Lg) zum Mikroskopobjektiv
geleitet. Dieses Linsensystem sorgt dadr, daf’ die Teilstrahlen kollimiert sind und
die Apertur des Objektivs Uberstrahlen.

Die Mikrolinsen sind hexagonal angeordnet, um mdglichst wenig der Flache
ungenutzt zu lassen. So tragen 90% der bestrahlten Flache zur Ausbildung der Teil-
strahlen bei. Leicht abweichend von einer exakt hexagonalen Anordnung befinden
sich die Linsen auf Spiralen, so dal3 die Foki, wenn die Scheibe rotiert wird, die
Brennebene abrastern. Dabei ist die Steigung der Spiralen so gewahlt, dal3 bei einer
Umdrehung der Scheibe funf Scans durchgefiihrt werden.

Auf diese Weise wurden mit einem Ti:Sa-Laser it W Ausgangsleistung 25
Strahlen mit einer Leistung voh— 7 mW in der Probe erzeugt. Die Probe wurde
abgerastert, indem die Scheibe ffiitHz rotiert wurde.

Die Fluoreszenz aller Teilstrahlen wurde mit einer CCD-Kamera aufgenommen.
Dabei wurde die Belichtungszeit der Kamera so lang eingestellt, dal3 die Mikrolin-
senscheibe mehrere Umdrehungen wahrend der Belichtung des Bildes durchfiuhrte.
Bei dieser Art der Detektion erzeugt jeder Strahl nicht nur an einem Punkt des Bil-
des ein Signal, sondern schreibt eine ganze Spur, die den vom Fokus dieses Strahls
Uberstrichenen Bereich des Objekts wiedergibt, auf das Bild. Da bei einer Um-
drehung der Scheibe jeder Punkt der Objektebene (mehrmals) von einem Strahl
getroffen wird, erhalt man ein zweidimensionales Bild des Objekts.
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3.2.2.3 \Vergleich der beiden Methoden: die Strahlerzeugung

Die Aufspaltung des Laserstrahls durch Mikrolinsen zeichnet sich durch einen kom-
pakten Aufbau aus, da im wesentlichen nur ein optisches Bauteil benotigt wird. Die
Anforderungen an die Prazision des Mikrolinsenrasters sind allerdings hoch, da
z. B. die Brennweiten der Linsen genau uUbereinstimmen missen, um eine gute Tie-
fenauflésung zu erreichen. So konnten bei dem in [93] verwendeten Raster zwei
der finf Segmente der Scheibe nicht benutzt werden, weil die Brennweiten zu stark
von denen der anderen Segmente abwichen.

Die Mikrolinsen sind nicht chromatisch korrigiert. Dies kann bei kurzen Pul-
sen, die ein breites Spektrum haben, die Tiefenauflosung reduzieren, wenn die Foki
durch die chromatische Aberration verlangert werden.

Das Abrastern der Probe wird durch Rotation der Scheibe erreicht und ist da-
mit deutlich einfacher als die herkdbmmliche Methode, bei der die Strahlen durch
Spiegelscanner oder die Probe durch Piezoscanner bewegt werden.

Der Strahlabstand — d. h. auch die BildgroRe — und die Schrittweite beim
Scannen sind beim Mikrolinsenraster durch die Konstruktion vorgegeben. Beim
Spiegelaufbau kann der Strahlabstand durch Justieren eingestellt werden, die
Schrittweite der Scanner kann frei gewahlt werden. In beiden Fallen kann man
den Strahlabstand in der Probe allerdings am einfachsten durch die Vergro3erung
des Mikroskopobjektivs beeinflussen.

Das grofRte Problem bei Verwendung der Mikrolinsen ist die unterschiedliche
Leistung der Teilstrahlen, die dadurch entsteht, daf’ das Strahlprofil des Lasers nicht
homogen ist. Typischerweise haben die Laser, die in der Mikroskopie eingesetzt
werden, ein gaul3formiges Strahlprofil, das nicht trivial zu homogenisieren ist, da es
sich um fs-Pulse handelt.

Das gaul3formige Strahlprofil fihrt dazu, dal3 nur ein Bruchteil des Strahls ver-
wendet werden kann, wenn die Intensitatsunterschiede der Teilstrahlen nicht zu
stark werden sollen. Dadurch ist die Effizienz, die mit dem Mikrolinsenraster er-
reicht wird, mit 10% & 25-6mW/1.4W) niedrig. Die Effizienz des Spiegelaufbaus
ist mit 90% deutlich hoher. Die Erh6hung der Effizienz bei der Zweiphotonen-
mikroskopie und damit die Steigerung der MelRgeschwindigkeit war ein Hauptziel
dieser Arbeit.

Die Signalunterschiede zwischen den Teilstrahlen betragen bei beiden Arten,
die Strahlen zu erzeugen, etwa 50%.

3.2.2.4 \Vergleich der beiden Methoden: die Datenaufnahme

Die Integration des Fluoreszenzsignals auf einem Kamerabild (wie in [93]) ist nur
bei dinnen Proben, die das Licht nicht streuen, moglich. Wird das Fluoreszenzlicht
beim Austritt aus der Probe gestreut, verteilt sich das Signal Uber einen grél3eren
Ortsbereich. Beim Scannen vermischen sich dann die Signale von unterschiedlichen
Punkten der Probe auf dem Bild der Kamera und die Ortsauflésung sinkt.

In diesem Experiment wird fur jede Position der Probe ein Kamerabild aufge-
nommen und aus diesen Bildern ein Gesamtbild errechnet (siehe Abschnitt 3.3.3).
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Hersteller| Zeiss

Typ | P-Apo
Vergrof3erung 63
N. A. 1.4
Immersion Ol

@Eintrittspupille| 7.3 mm
Arbeitsabstand 90 um

Tabelle 3.1: Daten zum Mikroskopobjektiv.

Solange die Signale, die von den einzelnen Teilstrahlen erzeugt werden, noch auf
den Einzelbildern getrennt werden kdnnen, kann das Signal eindeutig einer Raster-
position zugeordnet werden. D. h. auch wenn die Probe so stark streut, dal’ das
Fluoreszenzlicht im Bild Uber einige Mikrometer verteilt wird, kann ohne Verlust
der Ortsauflésung gearbeitet werden.

3.2.3 Das Mikroskop

Das Mikroskop wurde aus mehreren Komponenten, die im folgenden beschrieben
werden, aufgebaut. Abbildung 3.13 zeigt schematisch das Mikroskop mit Detektor
und Scanner.

Um eine gute Fokussierung der Strahlen und eine hohe Lichtsammeleffizienz zu
erreichen, muf3 ein gut korrigiertes Objektiv mit moglichst hoher numerischer Aper-
tur verwendet werden. In diesen Experimenten wurde ein Zeiss Plan-Apochromat
benutzt. Die Daten zum Objektiv sind in Tabelle 3.1 zusammengefaldt. Die nu-
merische Apertur betragt4; dies ist der grofl3te Wert, der mit einem Objektiv mit
Ol-lmmersion erreicht werden kann. Das Objektiv wurde an einem Piezotranslator
(P-720.00, Physik Instrumente) mit einem Stellweg w0 ;m befestigt, durch
dessen Stellung die Tiefe der Ebene, die in der Probe abgerastert wurde, festgelegt
werden konnte.

Sollen dicke Proben (z. B. Gewebe) untersucht werden, kann es vorteilhaft sein,
ein Objektiv mit Wasser-Immersion zu benutzen, da die Proben in der Regel einen
ahnlichen Brechungsindex wie Wasser haben. Wird mit einem Ol-Immersions Ob-
jektiv tief in eine solche Probe hineinfokussiert, durchlauft das Licht nur eine kurze
Strecke durch das Immersionsél und eine lange Strecke durch die waldrige Probe.
Die Korrektur der Objektive ist allerdings fur den umgekehrten Fall, in dem das
Licht nur einen kurzen Weg durch die Probe zuriicklegt, berechnet. Daher sinkt
die Fokusqualitat eines Ol-Immersions Objektivs bei groReren Tiefen. Dieser Ef-
fekt tritt bei Wasser-Immersions Objektiven nicht auf, da sich hier sowohl tber als
auch unter dem Deckglas Wasser befindet. Allerdings erreicht man mit Wasser-
Immersions Objektiven nur eine etwas geringere numerische Apertur.¥on

Die Laserstrahlen wurden tber einen dielektrischig&nSpiegel, der fuB00 nm
hochreflektierend beschichtet ist, in das Objektiv eingekoppelt. Dieser Spiegel hat



3.2. DER EXPERIMENTELLE AUFBAU 75

CCD-Kamera
Abbildungsoptik

N/

Okular ps-Bildverstarker
N
<} Spiegel (herausnehmbar)
NN

Tubuslinse

' BG 39 Filter

ﬂ S 5 HR 800 nm

z-Piezoversteller

74 &
Probenhalter und xy-Scantisch

Abbildung 3.13: Der Aufbau des Mikroskops mit Scanner und Detektor.
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Abbildung 3.14: Die Transmission von 1 mm BG 39 (aus [94]).

eine hohe Transmission bei anderen Wellenlangen, so dal? die Fluoreszenz, zu der
die Probe angeregt wird, grol3tenteils durch den Spiegel hindurchtritt.

Das Obijektiv ist ein sogenanntes ICS-Objektivei dem das Bild durch eine
Tubuslinse, die sich in einer Entfernung vbd0 mm tber dem Objektiv befindet,
gebildet wird. Zwischen Tubuslinse und Obijektiv verlaufen die Strahlen parallel.
In diesem Teil des Strahlengangs wurde Uber dem Umlenkspiegel ein Eitten (
BG39) zur Unterdriickung von Laserstreulicht eingebaut. Dieses Filterglas hat ei-
ne hohe Absorption im infraroten Spektralbereich und eine gute Transmission im
Bereich zwische’50 und 600 nm (siehe Abbildung 3.14). Es wurde kein verblei-
bendes Laserstreulicht detektiert.

Das Bild konnte wahlweise mit dem Detektor, der in Abschnitt 3.2.4 beschrie-
ben wird, oder Uber einen Aluminiumspiegel, der in den Strahlengang hineinge-
klappt wurde, mit einem Okular betrachtet werden. Das Okular ist hilfreich beim
groben Justieren der Strahlen und beim Positionieren der Probe.

Abbildung 3.15 zeigt das Bild eines Objektmikrometers (Zeiss), mit dessen Hil-
fe der Abbildungsmalfistab festgelegt wurde. Die kleinen Teilstriche haben einen
Abstand vonl0 xm. Im Kamerabild erscheinen sie mit einem Abstand §61Pi-
xel, d. h. ein Kamerapixel entsprichtl 52 pm. Fir die y-Richtung bekommt man
den gleichen Faktor. Durch die Positionen der Striche laf3t sich sehr gut eine Gera-
de legen. Lineare Regression liefert einen Korrelationskoeffizienten voin0 5.

Das Bildfeld des Objektivs ist im beobachteten Bereich also verzerrungsfrei, was
fur diesen Objektivtyp aber auch zu erwarten war.

Sinfinity corrected system



3.2. DER EXPERIMENTELLE AUFBAU 1

il

Abbildung 3.15: Bild eines Objektmikrometers zur Festlegung des Abbildungsmal3-
stabs. Die Teilstriche sinth) zm voneinander entfernt. Ein Kamerapixel entspricht
0.152 pm.

3.2.3.1 Der Scantisch

Das Objekt wurde nicht durch Strahlscannen, sondern durch Verschieben der Probe
abgerastert. Dazu wurde das Objekt auf einem Tisch befestigt, der durch Piezos in
der xy-Ebene verschoben werden konnte. Der ganze Tisch konnte Uber Mikrome-
terverschiebetische in allen drei Raumrichtungen positioniert werden. Die Piezos
(P-286.30, Physik Instrumente) haben einen maximalen Stellweg vori efvuan.
Sie sind rechtwinklig zueinander angeordnet und halten tGber kurze, steife Feder-
stahlbleche einen Rahmen aus VA-Stahl, auf dem der Objekttrager angebracht wird.
Sie werden Uber zwei Hochspannungsnetzteile angesteuert (siehe Abschnitt 3.2.5).
Das Verhalten des Scantisches wurde untersucht, indem das Bild eines bekann-
tes Objekts im Durchlicht mit dem Detektor aufgenommen wurde und die Position
des Objekts fur verschiedene Piezo-Spannungen ausgewertet wurde. Dabei kam es
einerseits darauf an, die Spannungs/Dehnungs-Charakteristik der Piezos aufzuneh-
men, und andererseits festzustellen, ob der Scantisch mit der nétigen Geschwindig-
keit den angelegten Spannungen folgt.

3.2.3.2 Die Positionseichung der Scanner

Als Objekt wurde ein kleines Stlck eines Silizium-Wafers, in den ein quadratisches
Loch geétzt war, benutzt. Dieses Objekt wurde gewéhlt, weil die Kanten des Loches
sehr scharf sind, und man leicht Bilder mit gutem Kontrast erhélt. Das Loch hatte
eine Kantenlange vof.5 mm, so dal3 nur eine Ecke des Lochs im Bild zu sehen
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Abbildung 3.16: Typisches Bild des Lochs im Si-Wafer. Zur automatischen Bestim-
mung der Position der Ecke wurden senkrechte und horizontale Profile ausgewertet.
Neben und unter dem Bild sind die differenzierten Profile dargestellt. Die Position
der Ecke wurde durch die Orte mit der gro3ten Steigung festgelegt.

war. Die Kanten wurden entlang der Kamera-Pixel ausgerichtet.

Abbildung 3.16 zeigt ein typisches Bild des Lochs. Als Mal fir die Position des
Objekts wurden die Koordinaten der Ecke benutzt. Die Position der Ecke laf3t sich
leicht automatisch auswerten, so dal3 die Eichkurven fur den Scantisch weitgehend
automatisch aufgenommen werden kdénnen.

Die Position der Ecke wurde bestimmt, indem zunéchst ein Uber das ganze Bild
gemitteltes, horizontales Profil berechnet wurde. Die Position mit der grof3ten Stei-
gung wurde als Schatzwert fur die x-Koordinate der Ecke verwendet. In einem
Bereich von+30 Pixeln um diesen Schatzwert herum wurde dann ein gemittel-
tes, vertikales Profil berechnet. Die Position mit der gréf3ten Steigung wurde als
y-Position der Ecke benutzt. Die x-Position wurde dann analog aus einem um die
y-Position gemittelten Profil bestimmt. Die so gewonnenen Werte schwanken, wenn
viele Bilder bei unverénderter Position des Tisches aufgenommen werden2 um
Pixel (rms). Dies entspricht einer Ungenauigkeit bei der Positionsbestimmung von
0.2 um. Diese Art der automatischen Positionsbestimmung kann also als hinrei-
chend genau angesehen werden.

Zur Aufnahme der Spannungs/Dehnungs-Charakteristik der Piezos wurde das
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Abbildung 3.17: x-Position in Abhangigkeit von der angelegten Spannung. Die
untere Kurve zeigt die Abweichung von der Regressionsgeraden.

Objekt durch Verandern der x/y-Spannungen in einem Raster bewegt und jeweils
seine Position bestimmt. Um Hystereseeffekte zu vermeiden, wurden die Scanner
dabei immer so bewegt, dal3 zunachst der x-Piezo vom minimalen auf den maxi-
malen Wert gefahren wurde. Danach wurde er auf Null zuriickgefahren und der
y-Piezo wurde um einen Schritt erhéht. D. h. es wurde zum Scannen einer Zeile nur
der Hin- und nicht der Riickweg ausgenutzt.

Man bekommt so eine Kalibriermatrix, mit deren Hilfe die angelegten Span-
nungen mit tatsachlichen Positionen des Objekts identifiziert werden kdnnen. Diese
Matrix wird spater bei der Rekonstruktion der Bilder aus den Rohdaten verwendet.
Weil die x- und y-Position flr ein zweidimensionales Raster bestimmt wurde, kon-
nen auch Kreuzkorrelationen zwischen x- und y-Position, wie sie z. B. auftreten,
wenn die Scannerachsen nicht parallel zu den Zeilen und Spalten der Kamerapi-
xel ausgerichtet sind oder die Achsen nicht unabhangig voneinander sind, erkannt
werden.

Abbildung 3.17 zeigt eine typische Kurve fir die x-Position in Abhangigkeit
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von der Spannung. Man erkennt einen im wesentlichen linearen Zusammenhang.
Am Anfang des Scanbereichs treten merkliche Abweichungen auf und auch im zen-
tralen Bereich ist der Verlauf nicht exakt linear, wie in der unteren Graphik zu se-
hen ist, in der eine Regressionsgerade von den Daten subtrahiert wurde. Zur Kali-
brierung der Fluoreszenzcans wurden daher die gemessenen Positionen verwendet;
Zwischenwerte wurden interpoliert.

3.2.3.3 Die Geschwindigkeit der Scanner

Da zur Positionsbestimmung ungebinnte Bilder (siehe hierzu Abschnitt 3.2.4.1) ver-
wendet wurden, die sofort ausgewertet wurden, war eine Mel3zeit von etwa einer
Sekunde pro Bild nétig. Bei der Aufnahme von Fluoreszenzscans wird der Scan-
tisch mit einer deutlich hoheren Geschwindigkeit bewegt. Die Zeit zwischen zwel
Bildern liegt hier bei etw& ms. Dies ist die minimale Zeit, die bendtigt wird, um

die CCD-Kamera auszulesen.

Um festzustellen, ob die Scanner diese schnelleren Bewegungen ausfuhren kon-
nen, wurde ein xy-Scan des Silizium-Wafers unter den gleichen Bedingungen wie
die Fluoreszenzscans durchgefuhrt. Die Bilder wurden mit maximaler Geschwin-
digkeit aufgenommen und in einem grofR3en Datenpuffer, der erst nach der Messung
ausgewertet wurde, abgelegt. Damit die Kamera mit maximaler Geschwindigkeit
ausgelesen werden kann, muf3 das Bild in y-Richtung allerdings stark gebinnt wer-
den (32fach). Die einzelnen Bilder haben dann eine Gro3e6Hornk 15 Pixel,

d. h. die y-Position der Ecke kann nur noch sehr ungenau bestimmt werden. Da die
schnelle Bewegung aber in x-Richtung stattfindet, gentigt es, wenn die Position in
dieser Richtung genau bestimmt werden kann.

Abbildung 3.18 zeigt die Ergebnisse einer solchen Messung. Die x-Positionen
werden flr jede Zeile gleichmé&Rig angefahren, wie die gleichmalligen Rampen zei-
gen. Jede einzelne Rampe weicht an jeder Stelle des Anstiegs nur um ca. 0.8 Pixel
(rms) vom Mittelwert aller Rampen ab.

Die Steigung einer einzelnen Rampe istim Rahmen der Mel3genauigkeit gleich
der, die beim langsamen Durchfahren des Rasters erhalten wurde.

Die y-Auflésung ist durch die kleine Pixelzahl nur sehr grob, die Kurve ent-
spricht aber den Erwartungen aus den Messungen mit ungebinnten Bildern. Abwei-
chungen treten in der ersten Zeile des Scans (Positioner29) sowohl in der x-
als auch in der y-Position dadurch auf, dal} die Wartezeit zwischen Anfahren der
Startposition und Beginn des Rasterns noch zu kurz eingestellt war.

Die starken Schwankungen am Ende der Profile entstehen dadurch, dal3 die Ecke
durch den y-Piezo ganz aus dem Sichtbereich der Kamera herausgeschoben wurde,
und der Algorithmus zur Positionsbestimmung daher willkirliche Werte liefert.

Zusammenfassend kann man sagen, daf} die Piezos der Geschwindigkeit bei
einem Fluoreszenzscan folgen kdnnen.
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Typ interline progressive scan mit
.lens-on-chip“
Ausfuhrung double-shutter
Pixel 640(H) x 480(V)
Pixel GroRe 9.9 x 9.9 um?
Ausleserate 12.5 MHz
hor. Binning 1...8
ver. Binning 1...32
AD-Wandler 12bit
Ausleserauschen l4e
Konversionsfaktor 7.5 e /Count

Tabelle 3.2: Ausgewahlte technische Daten zur CCD-Kamera.

3.2.4 Der Detektor

Der Detektor hat zwei Aufgaben in diesem Experiment. Zum einen soll er zweidi-
mensionale Bilder der Fluoreszenz der einzelnen Teilstrahlen liefern, zum anderen
soll er durch extrem kurze VerschluR3zeiten die Méglichkeit zur Messung der Fluo-
reszenzlebensdauer bieten. Dementsprechend besteht der Detektor aus zwei Teilen:
einer CCD-Kamera als flachigem Detektor und einem Bildverstarker als Verschlul3.
Die beiden Teile werden im folgenden beschrieben.

3.2.4.1 Die CCD-Kamera

Bei der CCD-Kamera handelt es sich um eine Imager3 (LaVision). In Tabelle 3.2
sind einige Daten zur Kamera zusammengestellt.

Ein wichtiger Parameter der CCD-Kamera ist die Auslesegeschwindigkeit, da
fur jede Scanposition ein Bild aufgenommen wird und die maximale Scangeschwin-
digkeit daher von der Bildaufnahmerate mitbestimmt wird.

Die Kamera ist eine interline-Kamera, d. h. fir jede Zeile, die belichtet wird,
gibt es eine lichtunempfindliche Zeile, die als Speicher dient. Die lichtunempfind-
lichen Zeilen liegen dabei zwischen den belichteten Zeilen. Linsen, die direkt auf
jedem Pixel angebracht sind, sorgen dafur, daf3 das Licht auf die lichtempfindlichen
Pixel fokussiert wird, damit moglichst viel von der Chipflache zum Lichtsammeln
ausgenutzt wird.

Fallt Licht auf die sensitiven Pixel, werden in ihnen freie Ladungstrager er-
zeugt. Die Quanteneffizienz hangt von der Wellenl&nge des einfallenden Lichts ab
und liegt im Bereich vol50 —550nm zwischerd).3 und0.4. Nachdem der Chip be-
lichtet wurde, werden die Ladungen von den lichtempfindlichen Zeilen sehr schnell
(< 200 ns) in die Speicherzeilen geschoben.

Zum Auslesen des Chips werden die Speicherzeilen nacheinander in ein Aus-
leseregister transportiert. Das Ausleseregister kann jeweils eine Zeile aufnehmen
und wird Pixel fur Pixel Gber einen Verstarker und einen A/D-Wandler ausgewertet.
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ybin | Zeit [ms] | Bildrate [Hz]
1 33 30

2 17 59

4 17 59

8 9 111

16 5 200
32 4.2 240

Tabelle 3.3: Auslesezeit der CCD-Kamera in Abhéangigkeit vom vertikalen Bin-
ningfaktor (/bin).

Das horizontale Verschieben vom Ausleseregister in den Verstarker geschieht da-
bei mit12.5 MHz — diese Rate ist wesentlich fiir die Geschwindigkeit des ganzen
Ausleseprozesses.

Das Auslesen der Kamera kann durch sogenanntes Binning beeinflul3t werden.
Dabei werden die Ladungen mehrerer Pixel vor dem Digitalisieren aufsummiert.
Beim horizontalen Binning, bei dem mehrere Spalten zusammengefaldt werden, ge-
schieht dies direkt im Ausleseverstarker, d. h. der Transport der Ladungen lauft
genauso wie ohne Binning ab. Man erhélt daher auch keine Geschwindigkeitsstei-
gerung durch horizontales Binning.

Beim vertikalen Binning werden die Ladungen ganzer Zeilen im Ausleseregister
aufsummiert bevor das Ausleseregister zum Verstarker geschoben wird. In erster
Naherung sinkt daher die Auslesezeit fur ein Bild proportional zum vertikalen Bin-
ningfaktor. Bei grof3en Faktoren macht sich jedoch die Dauer fiir das Transportieren
der Zeilen in das Ausleseregister bemerkbar, so daf3 der Geschwindigkeitsgewinn
dann kleiner wird. In Tabelle 3.3 sind die Auslesezeiten fur ein Bild fur die ver-
schiedenen Binningfaktoren angegeben. Die tatséachlich fur die Aufnahme eines
Bildes bendtigte Zeit ist die Summe aus Belichtungszeit und Auslesezeit.

Neben der Auslesegeschwindigkeit beeinflu3t das Binning das Signal/Rausch-
Verhaltnis. Daher ist auch horizontales Binning, besonders bei schwachen Signalen,
sinnvoll.

3.2.4.2 Rauschen und Linearitat der Kamera

Das Rauschen der CCD-Kamera wird durch zwei Gréf3en bestimmt: das konstante
Ausleserauschen des Verstarkers und die Schwankung der auf einem Pixel erzeug-
ten freien Elektronen. Die Zahl der Elektronen folgt der Poisson-Statistik, das heif3t,
wenn im Mittel n freie Elektronen erzeugt werden, schwankt ihre Zahl ym

(rms). Legt man diese zwei Rauschquellen zugrunde, kann man das Signal/Rausch-

"Dies ist das sogenannte Hardware-Binning. Davon unterschieden werden muRR Software-
Binning, bei dem die Werte mehrerer Pixel nach dem Digitalisieren addiert werden. Vergleiche dazu
auch Gl. (3.26) und GlI. (3.28) im nachsten Abschnitt. Ist die Art des Binnings nicht ausdriicklich
angegeben, ist immer Hardware-Binning gemeint.
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Verhaltnis abschatzen.
Das Signals (in Counts), das ein Pixel liefert, ist die Summe aus konstantem
Dunkelbildu und dem Signal der Elektronen:

s=1u+cn (3.22)

Dabei istc der Konversionsfaktor des A/D-Wandlers (in Counts/Elektron). Die Va-
rianz des Signals ist:

o = (cAn)? + (ey/n)? = (An® +n) (3.23)

An ist dabei das Ausleserauschen in Elektronen.
Das Verhéltnis von Standardabweichung und Signal, von dem der konstante Unter-

grund abgezogen wird, ist:
2
3:\/A—2+1 (3.24)
cn n n

Der erste Term in diesem Ausdruck kommt durch das Ausleserauschen, der zweite
durch die Poisson-Statistik zustande. Bei gro3em Signal dominiert die Zahlstatistik
das Rauschen. Das Ausleserauschen wird erst dann wesentlich, wenn die Zahl der
auf einem Pixel freigesetzten Elektronen so klein ist, dafgitt An?.

Hardware Binning fiihrt zu einer Verbesserung des Signal/Rausch-Verhalthisses,
indem die Elektronen mehrerer Pixel zusammengefaldt werden.

Spp = U + Z cn; =u+ cN (3.25)

Wesentlich ist, dal3 das Ausleserauschen dabei nicht zunimmt. Man bekommt fir
das Signal/Rausch-Verhaltnis den gleichen Ausdruck wie in Gl. (3.24), nur daf3 statt
der Zahl der Elektronen eines Pixels die Gesamtzahl der Elektri¥reuftaucht.

Ohb . An? 1

o~ -\ + N (3.26)

Software Binning, bei dem nach der Digitalisierung die Werte mehrerer Pixel

addiert werden, verbessert ebenfalls das Signal/Rausch-Verhéltnis, allerdings nicht
so stark wie Hardware Binning, da das Ausleserauschen bei jedem Pixel einen Bei-
trag liefert.

T Zaf = in: ((cAn)2 + (c\/ﬁ)Q) = c*(mAn* + N) (3.27)

O mAn? 1
N Nz + i (3.28)
m gibt hier die Anzahl der Pixel, die addiert werden, an.
Man erkennt an den Formeln, dal3 die Zahlstatistik eine obere Grenze fir das
Signal/Rausch-Verhaltnis vorgibt. Durch Binning kann nur der Einflul3 des Ausle-

serauschens gemildert werden, so daf3 sich das Signal/Rausch-Verhaltnis dem durch
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Methode| SNR (n /o)
ohne Binning 4.5
Poisson-Statistik 8.7
Software Binning (x8) 12.9
Hardware Binning (x8 21.3
Poisson-Statistik 24.5

Tabelle 3.4: Der Einfluf3 des Binnings auf das Signal/Rausch-Verhéltnis. Es wurden
folgende Werte angenommefin = 14, n = 75 (das entspricht 10 counts).

die Poisson-Statistik der Elektronen bestimmten Wert annéhert. In Tabelle 3.4 ist
ein Beispiel mit fir diese Kamera typischen Werten durchgerechnet.

Das bisher gesagte gilt fur den Fall, dal3 die freien Elektronen tatsachlich durch
Licht erzeugt wurden und als Signal angesehen werden kdnnen. Es werden jedoch
auch thermisch freie Elektronen auf den Pixeln erzeugt. lhre Zahl steigt proportio-
nal zur Belichtungszeit an, so dal} dieser Effekt nur bei groRen Belichtungszeiten
wichtig wird. Fir das Signal/Rausch-Verhaltnis gilt dann:

u+ e(n+ ngy,) (3.29)

o = A(An®+n+ny) (3.30)
An? 1

7 _ \/M + = (3.31)
cn n n

Das heil3t, der thermische Untergrund macht sich wie ein erhéhtes Ausleserauschen
bemerkbar. Die Rate, mit der die thermischen Elektronen gebildet werden, hangt
stark von der Temperatur ab. Daher wird der CCD-Chip in der Kamera 8ufC
gekuhlt; dann betragt die Zahl der thermischen Elektronénl s~ pro Pixel.

Bei den hier verwendeten Belichtungszeiten von wenigen Millisekunden, kon-
nen die thermischen Elektronen vernachlassigt werden.

Um zu Uberprifen, inwieweit das Rauschen der Kamera tatsachlich diesen Ge-
setzmaligkeiten folgt, wurde das Signal/Rausch-Verhaltnis in Abhangigkeit vom
Signal untersucht. Dazu wurden 100 Bilder bei konstanter Beleuchtung aufgenom-
men und flr jedes Pixel der Mittelwert und die Standardabweichung des Signals
berechnet. Dies wurde fur verschiedene Beleuchtungsstarken wiederholt, um még-
lichst den gesamten Dynamikbereich der Kamera abzudecken. Diese Messung wur-
de einmal ohne Binning und einmal n8itx 16 Binning durchgefuhrt.

Abbildung 3.19 zeigt das so bestimmte Signal/Rausch-Verhéltnis zusammen mit
einem Fit der theoretischen Kurve. Als Parameter gehen in das Modell der Un-
tergrundu, der direkt aus dem Dunkelbild der Kamera abgelesen wurde, und das
Ausleserauschenin sowie der Konversionsfaktar ein. Bei der Messung ohne
Binning bekommt man eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen Fit und Messung
fur die vom Hersteller angegebenen Weite = 14 undc = 1/7.5; bei der Mes-

8Das Signal/Rausch-Verhaltnis SNR ist der Kehrwert von (3.24).



86 ZWEIPHOTONENMIKROSKOPIE

16U | T | T | T | T
140
120
100
80
60
40
20

8x16 Binning

SNR
Frrrrrrrrrrrrrt
I I I

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

100

80 1x1 Binning
60

40

SNR

20

0 200 400 600 800 1000 100
Signal (Counts)

Abbildung 3.19: Experimentell bestimmtes Signal/Rausch-Verhaltnis der CCD-
Kamera: 1.) ohne Binning, 2.) nitx 16 Binning.

sung mit8 x 16 Binning erhalt man die beste Ubereinstimmung fiir etwas andere
Werte: An = 15 undc¢ = 1/7.0. Beide Kurven stimmen aber sehr gut mit dem
theoretischen Modell iberein und bestatigen so die obigen Betrachtungen.

Die Linearitat der Kamera wurde durch Veranderung der Belichtungszeit bei
konstanter Beleuchtung tberprift. Dabei wurde festgestellt, dal’3 die Kamera tber
den gesamten Dynamikbereich linear reagiert, d. h. es kommt zu keinen Sattigungs-
effekten durch zu geringe ,full-well capacity” der Pixel.

3.2.4.3 Der ps-Bildverstarker

Die Verschlul3zeiten von bis 2u2 ns, durch die die Fluoreszenzlebensdauer ge-
messen werden kann, wurden mit einem speziellen Bildverstarker (HRI, Kentech)
realisiert. Er besteht aus einer S20 Photokathodé (@m), einer einstufigen MCP

und einem P47 Phosphorschirm. Bei diesem Bildverstérker wird die Photokathode
durch einen schnellen Spannungspulser flr Zeiten zwistRen 1 ns freigeschal-
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tet; die maximale Wiederholrate betrd@t MHz. Da die Laserpulse mit einer Rate
von nur76 MHz emittiert werden, kann der Bildverstarker, synchron zum Laser, fur
jeden Puls geoffnet werden.

Um Instabilitaten und Drifts beim Offnen des Bildverstarkers zu vermeiden,
wurde die Photokathode kontinuierlich mié MHz getriggert. Ein- und ausge-
schaltet wurde der Bildverstarker durch die Hochspannung an der MCP. Dies wurde
Uber einen TTL-Eingang der Bildverstarkerelektromiibit) gesteuert. Die Hoch-
spannung an der MCP konnte zwisclet V (inhibit = high) und960 V geregelt
werden.

Zur Triggerung des Bildverstarkers wurde ein Reflex des Laserstrahls auf eine
schnelle Photodiode (Hamamatsu S5973) gelenkt. Deren Pulse wurden durch einen
Hochfrequenzverstéarker 16fach auf eine Amplitude von etwa 1V verstarkt und tber
ein programmierbares passives Kabeldelay der Bildverstarkerelektronik zugeflhrt.

Das Kabeldelay besteht agshintereinandergeschalteten Hochfrequenzrelais,
die den Triggerpuls je nach Stellung entweder mit minimaler Verzogerung oder
durch ein Kabel, das eine Verzogerung des Pulses um eine definierte Zeit bewirkt,
weiterleiten. Die Langen der Kabel sind dabei so gewahlt, dal3 sie netto Verzége-
rungen von0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2, 6.4 und 12.8 ns zur Folge haben. Durch
Kombinationen der Kabel kénnen dann VerzégerungeniMais 25.5 ns eingestellt
werden? Das Kabeldelay ist mit einer seriellen Schnittstelle ausgeristet, so daR die
Verzogerungszeit mit dem Computer eingestellt werden kann.

Der Phosphorschirm des Bildverstarkers wurde 1:1 tGber zwei Photoobjektive
(f = 50 mm, fy = 1.4), die mit den Eintritts6ffnungen gegeneinander gerichtet
waren, auf den CCD-Chip abgebildet. Dieser Abbildungsmal3stab wurde gewahlt,
damit die Teilstrahlen auf den Bildern weit genug voneinander entfernt waren, um
mit starkem Binning arbeiten zu kdnnen, ohne den Abstand der Strahlen in der
Probe vergro3ern zu missen. Da der CCD-Chip deutlich kleiner als der Phosphor-
schirm ist, wurde also nur ein Teil des Bildverstarkers verwendet.

Fur den Phosphorschirm des Bildverstarkers wurde P47 verwendet, obwohl des-
sen Effizienz nur etwa ein Drittel anderer Ublicher Phosphore (z. B. P43) betragt,
weil P47 eine relativ kurze Leuchtdauer v ns hat [92]. Bei anderen Phospho-
ren ist diese Zeit bis zu einige Millisekunden lang.

Ein kurzes Nachleuchten des Phosphors ist nétig, damit das Bild, das die Ka-
mera aufnimmt, tatsachlich der aktuellen Rasterposition entspricht und nicht durch
das Nachleuchten des Bildes der vorigen Position gestort wird.

3.2.4.4 Die Kalibrierung des Detektors

Um die absolute Signalstarke aus den Counts der Kamerabilder berechnen zu kon-
nen, ist es noétig, den Umrechnungsfaktor zwischen der Anzahl der an der Photoka-
thode ausgelosten Elektronen und den Counts zu bestimmen. Dieser Faktor hangt

9Zu diesen Zeiten kommt die Durchgangszeit durch das Gerét, diedetwdetragt, natirlich
noch hinzu. Diese Zeit spielt allerdings in diesem Experiment, wo die Pulse mit hoher Repetitions-
rate etwa alld 3 ns kommen, keine Rolle.
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natdrlich von der Spannung an der MCP ab, doch es gehen auch noch andere Gro6-
Ren wie die Effizienz der Abbildungsoptik zwischen Phosphor und CCD-Chip und
die Quanteneffizienz des Chips ein.

Um den Umrechnungsfaktor von Counts in Photoelektronen in Abhéngigkeit
von der MCP-Spannung zu bestimmen, wurden zunachst bei maximaler Spannung
Bilder aufgenommen. Die Verstarkung ist dann so grof3, daf’ einzelne Photoelek-
tronen problemlos nachgewiesen werden kénnen. Dabei wurde mit so geringer
Beleuchtungsstarke gearbeitet, dal3 auf jedem Bild nur wenige Ereigrisse) (
detektiert wurden. Um das Verhéltnis von Signal zu Untergrundrauschen zu op-
timieren, wurde mit8 x 8 Binning gearbeitet. Das Signal eines Photoelektrons
wird dann auf einen3 x 3 Pixel grof3en Bereich komprimiert. Durch einen auto-
matischen Auswertealgorithmus wurden fir alle Ereignisse des Bildes die Counts
bestimmt und in einem Histogramm abgespeichert.

Der Algorithmus suchte jeweils das Maximum im Bild und berechnete die Sum-
me der Counts auf einem um dieses Maximum zentriedten3 Bereich. Die
Summe wurde um das Dunkelbild der Kamera korrigiert und dann als Signal eines
Photoelektrons gespeichert. Deix 3 Bereich wurde geldscht, indem die Werte
durch die entsprechenden Werte des Dunkelbilds der Kamera ersetzt wurden. Dann
wurde wieder das aktuelle Maximum gesucht und ausgewertet, usw. Abgebrochen
wurde, wenn das Maximum sich nur noch um weniger als ein Schwellwert (hier 20
Counts) vom Wert des Dunkelbilds unterschied.

Die Wahl des Schwellwerts hat einen Einflul3 auf den Teil des Histogramms, der
zu den niedrigen Counts gehdort. Wird der Schwellwert zu hoch angesetzt, werden
schwache Ereignisse nicht erkannt, wird er zu niedrig gewéahlt, wird das Rauschen
der Kamera mit steigender Wahrscheinlichkeit als Ereignis erkannt.

Esistallerdings besser, einen eher niedrigen Schwellwert zu wahlen, da man das
Histogramm vom Einflul3 des Kamerarauschens bereinigen kann, indem die ganze
Messung mit abgeschaltetem Bildverstarker wiederholt wird und das Histogramm
von der Messung mit Bildverstarker abgezogen Wir&o wurde hier auch tber-
pruft, dald der Schwellwert von 20 Counts nicht zu hoch war. Fir ein Histogramm
wurden einige tausend Bilder aufgenommen.

Abbildung 3.20 zeigt das um das Kamerarauschen bereinigte Histogramm der
Counts pro Photoelektron bei einer MCP-Spannung &inV. Das Histogramm
deckt einen breiten Bereich ab, wie es fiur eine einstufige MCP zu erwarten ist; im
Mittel erhalt manl 10 Counts/PE.

Um den Umrechnungsfaktor fir andere MCP-Spannungen zu bestimmen, wur-
de eine konstante Lichtquelle bei verschiedenen Spannungen und Belichtungszeiten
aufgenommen und die Ergebnisse auf den Werpb@V skaliert. Abbildung 3.21
zeigt die so erhaltene Abhangigkeit der Counts pro Photoelektron von der MCP-
Spannung. Bei einer Spannung &1 V, die bei den meisten Messungen verwen-
det wurde, betragt der Wert 29 Counts/PE.

Man kann das Histogramm, das sich durch das Rauschen der Kamera ergibt, auch nach den
Formeln in Abschnitt 3.2.4.2 berechnen. Auch hier ergibt sich eine sehr gute Ubereinstimmung mit
dem gemessenen Histogramm.
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Abbildung 3.20: Histogramm der Counts pro Photoelektron bei einer MCP-
Spannung vo40 V. Im Mittel bekommt man 110 Counts/PE.
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Abbildung 3.22: Typisches Bild der Fluoreszenz aller Teilstrahlen (ohne Binning).
Das Raster hat einen Abstand vtinum. Die Spannung an der MCP des Bildver-
starkers betru@40 V, die Belichtungszeit0 ms.

3.2.4.5 Einzelbilder der Fluoreszenz der Teilstrahlen

Abbildung 3.22 zeigt ein typisches Bild der Fluoreszenz aller Teilstrahlen, das oh-
ne Binning fur eine Position der Scanner aufgenommen wurde. Als Probe wurde
eine homogene Farbstoffschicht verwendet, daher sind alle Strahlen gleichzeitig zu
sehen. Die Spannung an der MCP des Bildverstarkers betiuy, die Belich-
tungszeitl0 ms, der Abstand zwischen den Strahfenm. Dalfl} die Strahlen in 4
Blocks zu je4 x 4 angeordnet sind, hangt mit dem Aufbau des Strahlvervielfachers
zusammen: Durch die endliche Dicke des 50% Spiegels mussen die Strahlenbtindel,
die links und rechts vom 50% Spiegel austreten, einen Mindestabstand voneinan-
der haben. Dieses Problem tritt in beiden Stufen der Strahlaufspaltung auf, deshalb
bleibt horizontal und vertikal eine Liicke zwischen je 4 Strahlen.

An dem Bild in Abbildung 3.22 |ai3t sich erkennen, wie grol3 die Unterschie-
de zwischen den einzelnen Teilstrahlen sind. Die Fluoreszenzintensitaten der 64
Strahlen schwanken mit einer Standardabweichung von 24% um den Mittelwert;
die grof3te Abweichung vom Mittelwert betragt 56%. Durch Normierung konnen
die Unterschiede zwischen den einzelnen Strahlen und Ubersprechen bei der Aus-
wertung von Scans korrigiert werden (siehe Abschnitt 3.3.3).

Die Breite der Peaks betra@t7 ym (FWHM). Der Grund fur diese grol3e Brei-
te ist die Modulationstransferfunktion (MTF) des Bildverstéarkers. Abbildung 3.23
zeigt zum Vergleich zwei horizontale Profile der Fluoreszenzintensitat, von denen
das eine mit Bildverstarker und das andere direkt mit der CCD-Kamera aufgenom-
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Abbildung 3.23: Horizontale Intensitatsprofile der Fluoreszenz der einzelnen Teil-
strahlen. Mit Bildverstéarker (—), direkt mit der CCD-Kamera aufgenommen (- -

).

men wurde. Ohne den Bildverstarker haben die Peaks eine Breite vorSnum
(FWHM).

Die maximale BildrateZ40 Hz) erreicht man bei der Kamera mit einem verti-
kalen Binningfaktor von 32; das resultierende Bild hat dann nur noch 15 Zeilen. Da
es schwierig war, die Fluoreszenz der einzelnen Teilstrahlen bei dieser Einstellung
voneinander zu trennen, wurde in der Regel mit einem vertikalen Binningfaktor
von 16, d. h. einer maximalen Bildrate v@n0 Hz, gearbeitet. Der tatsachliche
Geschwindigkeitsverlust durch den geringeren Binningfaktor war noch kleiner, da
die Belichtungszeit (typ.1 ms) noch bertcksichtigt werden muf3. Um die anfal-
lende Datenmenge klein zu halten, wurde maximales horizontales Binning (8fach)
verwendet.

Abbildung 3.24 zeigt ein Einzelbild, das mit Binning 8x16 aufgenommen wur-
de. Die Belichtungzeit betrut) ms die MCP-Spannungt0 V. Bilder dieser Art
wurden bei den Scans fur jede Position der Probe aufgenommen und dann weiter-
verarbeitet.

3.2.5 Die Steuerung der Messungen

Der gesamte Ablauf eines Scans wurde mittels einer digitalen Ein/Ausgabe-Karte
(Bestec buffered PIO) von einem PC automatisch gesteuert. Funf Ausgabeleitungen
wurden verwendet: eine fur den Bildverstarker, eine fur die CCD-Kamera und drei
zur Steuerung der Piezos.
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Abbildung 3.24: Typisches Bild der Fluoreszenz aller Teilstrahlen, wie es beim
Abrastern der Probe aufgenommen wurde (Binning 8x16). Die Spannung an der
MCP des Bildverstarkers betriag0 V, die Belichtungszeit0 ms

Zu Beginn eines Scans wurde digibit Leitung des Bildverstarkers aofV
gelegt, d. h. die Hochspannung an der MCP des Bildverstarkers wurde eingeschal-
tet. Vor Aufnahme des ersten Bildes wurde eine Zeit y¥oms abgewartet, damit
die MCP voll geladen war. In dieser Zeit wurden die Piezos auf ihre Startpositionen
gefahren.

Die Positionen der Piezos wurden seriell als digitale 12bit Werte ausgegeben.
Die Daten wurden in drei 12bit Schieberegister, die in Reihe geschaltet sind gela-
den, und dann simultan an drei D/A-Wandler Gbergeben. Dazu waren drei digitale
Leitungen notig: Daten, Takt und Wandler laden.

Die analogen Spannungen der D/A-Wandler, die zwis¢chand 10 V liegen,
wurden dann von Hochspannungsnetzteilen in Spannungen vor-Q@is V (x/y-

Piezos) bzw. 0 bis-120 V (z-Piezo) umgesetzt.

Die Kamera wurde Uber eine weitere Leitung der PIO-Karte, die die Bildauf-
nahme startete, gesteuert. Die Belichtungszeit wurde entweder per Software (im
Bereichl pus —50 ms) festgelegt oder durch die Steuerleitung vorgegeben.

Nach Abschlul? der Belichtung wurde die nachste Scanner-Position ausgegeben
bevor das Auslesen der Kamera gestartet wurde. So konnten die Piezos die nachste
Position anfahren, wahrend das zuletzt aufgenommene Bild ausgelesen wurde.

Die Daten der Bilder wurden direkt in einen grof3en Speicherbereich geschrie-
ben, der vor Beginn des Scans reserviert wurde. Erst nach Abschlul3 des Scans
wurde dieinhibit Leitung wieder aub V gelegt und der Bildverstarker damit ab-
geschaltet. Die Photokathode des Bildverstarkers wurde unabhangig vom Rest des
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Experimentes kontinuierlich mit6 MHz direkt vom Laser getriggert. Dadurch,
daf3 dieser kritische Teil ohne Unterbrechung arbeitete, wurden Einschwingvorgén-
ge und Drifts vermieden.

3.3 Die Messungen

In den folgenden Abschnitten werden einige Messungen, die zur Charakterisierung
des Vielstrahlmikroskops dienen, vorgestellt. Dabei geht es insbesondere um die
Zeit- und Ortsauflosung sowie um die Rekonstruktion zusammenhangender Bilder
aus den Daten der einzelnen Strahlen. Zur Demonstration der Funktionsfahigkeit
wurden einige Messungen mit fluoreszenzmarkierten Bakterien, die im letzten Ab-
schnitt dargestellt werden, durchgefihrt.

3.3.1 Zweiphotonenanregung

Dal} es sich bei den beobachteten Signalen tatsdchlich um Zweiphotonenfluoreszenz
handelt, kann man anhand der Intensitadtsabhangigkeit der Fluoreszenz feststellen.
Die Intensitat der Laserpulse konnte in diesem Experiment auf zwei Arten verandert
werden: zum einen durch Abschwachen des Laserstrahls, und zum anderen durch
Veranderung der Pulsdauer bei gleichbleibender Durchschnittsleistung, indem die
Dispersionskompensation variiert wurde.

Abbildung 3.25 zeigt die Abhéangigkeit des Fluoreszenzsignals von der Durch-
schnittsleistung des Lasers in doppelt-logarithmischer Darstellung. Als Probe
diente der blaue Laserfarbstoff Coumarin 500 (Lambda Physik) gel6st in Ethylen-
glycol (1.5 mg/ml), von dem ein Tropfen auf einen Objekttrager gegeben wurde.
Die MelRwerte lassen sich gut durch eine Gerade mit der Steig@fdeschrei-
ben. Man beobachtet also annahernd die quadratische Intensitatsabhangigkeit, die
man flr Zweiphotonenanregung erwartet.

Verandert man den Abstand der Prismen in der Dispersionskompensation, so
andert sich die Gesamtdispersion des Systems und damit auch die Pulsdauer in der
Probe. Die Anderung der Dispersion in Abhangigkeit vom Abstand der Kompen-
sationsprismen ist durch deren Material (SF10) festgelegt. Man kann also bei be-
kannter Laserpulsdauer und Mikroskopdispersion die Pulsdauer in der Probe flur
verschiedene Stellungen der Prismen berechnen.

Im Falle von linearer Anregung sollte das Fluoreszenzsignal bei konstanter
Durchschnittsleistung tberhaupt nicht von der Pulsdaabhangen, bei Zweipho-
tonenanregung proportional zu', bei Dreiphotonenanregung proportionaltzi
sein.

Abbildung 3.26 zeigt das fur verschiedene Prismenabstdnde aufgenommene
Fluoreszenzsignal. Die durchgezogene Kurve wurde mit den Materialkonstanten
des Aufbaus unter der Annahme, dal3 es sich um Zweiphotonenfluoreszenz handelt,
berechnet. Auch hier passen die Mel3daten gut zur Theorie. Man erkennt an die-
ser Abbildung auch den Nutzen der Dispersionskompensation fiir die nichtlineare
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Abbildung 3.25: Die Abhangigkeit des Fluoreszenzsignals von der Durchschnitts-
leistung des Laserstrahls. Die Steigung der Regressionsgeraden betragt 1.96.

Mikroskopie, da sie das Signal um einen Faktor 7 steigert bzw. die fir einen Strahl
bendtigte Laserenergie um die Wurzel des Faktors erniedrigt. Damit wird die maxi-
male Anzahl von Teilstrahlen, die mit einer gewiinschten Pulsleistung in der Probe
erzeugt werden konnen, erhoht.

3.3.2 Die Zeitauflésung

Die Zeitauflosung des Systems wurde untersucht, indem die Fluoreszenzlebensdau-
ern verschiedener Substanzen bzw. der Zeitverlauf des Laserstreulichts aufgenom-
men wurde. Der Zeitverlauf des Laserstreulichts spiegelt die Offnungscharakteri-
stik des Detektors wieder, da es sich um Femtosekundenpulse handelt.

Abbildung 3.27 zeigt den Zeitverlauf der Coumarin-Fluoreszenz einmal flr den
Fall, dal3 das Coumarin in Ethylenglycol geldst war, und einmal fur den Fall, daf3
sich das Coumarin als Festsubstanz direkt auf der Glasoberflache des Objekttragers
befand!! Der Zeitverlauf unterschiedet sich in beiden Fallen stark voneinander.
Beim gelosten Coumarin beobachtet man eine Lebensdaudr8ns, wahrend die
Fluoreszenz im anderen Fall so kurz andauert, dal? mit diesem Aufbau keine Fluo-
reszenzlebensdauer bestimmt werden kann. Die Breite der Fluoreszenz betragt im
zweiten Fall etwa200 ps, dies entspricht der minimalen Offnungsdauer des Bild-
verstarkers. Auch der Zeitverlauf des Laserstreulichts ergab Mel3kurven mit dieser

Dazu wurde Coumarin in Ethanol gelést und auf den Objekttrager getropft; das Ethanol ver-
dampft rasch und das Coumarin bleibt auf der Oberflache zuriick. Die Konzentration des Coumarins
war so gering gewabhlt, daf3 sich weniger als eine Monolage auf dem Objekttrager ablagerte.
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Abbildung 3.26: Die Abhangigkeit des Fluoreszenzsignals vom Abstand der Pris-
men in der Dispersionskompensation.

Breite.

Die Zeitauflosung des Systems entspricht also den Erwartungen. Gleichzeitig
verdeutlicht dieses Beispiel, wie stark die Fluoreszenzlebensdauer von der Umge-
bung der Molektle abhangen kann. Der extreme Rickgang der Lebensdauer liegt
hier an der starken Wechselwirkung der Coumarin-Molekule mit der festen Oberfla-
che des Objekttragers, wo die Energie sehr schnell von Elektronen oder vom Gitter
aufgenommen und transportiert werden kann.

3.3.3 Die Berechnung der Bilder aus den Rohdaten

Bevor im folgenden Abschnitt die Ortsauflésung des Vielstrahlmikroskops unter-
sucht wird, soll an dieser Stelle zunachst die Rekonstruktion von zusammenhan-
genden Bildern aus den Daten der einzelnen Strahlen dargestellt werden.

Beim Abrastern wird fur jede Position der Probe ein Bild mit dem Detektor
aufgenommen und in einem grof3en Datenpuffer abgelegt (siehe Abbildung 3.24).
Die Verarbeitung der Rohdaten eines Scans geschieht in drei Schritten:

1. die Berechnung des Signals fur jeden Strahl,
2. die Berechnung der Strahlpositionen,

3. das Zusammensetzen der Daten zu einem Bild.
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Abbildung 3.27: Zeitverlauf der Coumarin-Fluoreszenz. 1.) gel6stin Ethylenglycol
(==-), 2.) direkt auf der Oberflache des Objekttragers (—).

3.3.3.1 Die Signalberechnung

Um das Signal, das von jedem Teilstrahl erzeugt wird, zu ermitteln, werden zu-
nachst auf einem rechteckigen Bereich um die Position jedes Strahls die Intensitats-
werte des Bildes — um das Dunkelbild der Kamera korrigiert — gemittelt.

Die Gro3e des Bereichs, Uiber den gemittelt wird, hat einen Einflul3 auf die Qual-
titat des rekonstruierten Bildes. Wird der Bereich zu klein gewahlt, wird ein Teil
des Signal nicht genutzt und das Signal/Rausch-Verhaltnis ist nicht optimal. Wird
der Bereich zu groR gewéhlt, kommt es zum Ubersprechen zwischen den einzelnen
Strahlen. Bei den durch Binning stark komprimierten Bildern, die hier aufgenom-
men wurden, genugte es, fur die Bestimmung des Signals ein Pixel bzw. die zwei
benachbarten horizontalen Pixel zusatzlich zu verwenden.

Wird das Ubersprechen nicht korrigiert, kommt es bei groRBen Kontrasten im
Bild zu ,Geisterbildern®, d. h. ein helles Objekt erscheint nicht nur in dem Bild
des Strahls, der das Objekt tatsachlich getroffen hat, sondern auch schwacher in
den Bildern der benachbarten Strahlen. Dieser Effekt kann beseitigt werden, in-
dem Referenzbilder an einer homogenen Farbstoffschicht aufgenommen werden,
bei denen das Ubersprechen dadurch bestimmt wird, daR? zeilen- und spaltenweise
die Laserstrahlen im Strahlvervielfacher geblockt werden, so dal3 sie keine Fluores-
zenz anregen konnen. Mit Hilfe dieser Daten kann das Ubersprechen durch eine
Inversion korrigiert werden.

Wurde zur Bestimmung des Signals nur ein Pixel verwendet, spielte das Uber-
sprechen keine merkliche Rolle. Bei der Verwendung von drei Pixeln kam es zu
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Abbildung 3.28: Der EinfluR des Ubersprechens zwischen den einzelnen Strahlen
auf das rekonstruierte Bild. Rechts ist ein Ausschnitt eines Scans)(gal( ;m?)
gezeigt: oben ohne Korrektur des Ubersprechens, unten mit Korrektur. Links sind
zwei horizontale Profile dargestellt, die aus den durch Linien gekennzeichneten Be-
reichen der Bilder berechnet wurden.
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leichtem Ubersprechen in das jeweils links benachbarte Bild hinein. Abbildung
3.28 zeigt den EinfluR des Ubersprechens auf das Bild sowie das korrigierte Bild.

Zur Klarheit: Die Ursache des Ubersprechens ist die Vermischung der Signale
der einzelnen Strahlen im Detektor und nicht die Vermischung der Foki in der Pro-
be. Dies kann an den Referenzmessungen und noch deutlicher an einem Vergleich
mit Messungen ohne Bildverstarker, bei denen das Ubersprechen durch die hohere
Ortsauflosung des Detektors viel schwacher ist, erkannt werden. Eine gegenseitige
Beeinflussung der Foki in der Probe wurde nicht beobachtet und ist wegen der Lauf-
zeitunterschiede der Strahlen, die im Strahlteiler entstehen, auch nicht zu erwarten.

Nachdem eventuelles Ubersprechen korrigiert wurde, wurden die Signalstarken
noch mit einem Kalibrierfaktor, der den unterschiedlichen Intensitaten der Teilstrah-
len Rechnung tragt, multipliziert.

Nach diesen Rechenoperationen bekommt man einen Datensatz, der die Signal-
starke der 64 Teilstrahlen fiir jede Rasterposition enthélt. Dieser Datensatz wird im
nachsten Schritt bei der Rekonstruktion eines zweidimensionalen Bildes verwendet.

Bei der Berechnung eines zusammenhangenden Bildes aus den Signalen der
einzelnen Strahlen gehen die Positionen der Scanner sowie die Abstande der Foki
in der Probe ein.

3.3.3.2 Die Positionsbestimmung

Beim Abrastern der Probe wurde ein bestimmter Bereich der Spannung an den
Scanner-Piezos in gleichmafigen Schritten durchlaufen. Die Nichtlinearitat der
Piezos sorgt dafir, dafd dem gleichméaf3igen Raster von Spannungswerten ein ver-
zerrtes Raster von Positionswerten entspricht. Bei der Umrechnung von Spannung
in Position wurden die Kalibrierdaten der Scanner, deren Aufnahme in Abschnitt
3.2.3.2 beschrieben wurde, verwendet.

Abbildung 3.29 zeigt den Ubergang vom gleichmaRigen Spannungsraster auf
das ungleichmaldige Positionsraster anhand der Daten fur einen Strahl. Im linken
Teil der Abbildung sind die Gitter gezeigt und im rechten Teil die Bilder, die sich
ergeben, wenn die gemessenen Signale in dem gleichméaRigen (Spannungs)-Raster
bzw. in dem Positionsraster angeordnet werden. Man erkennt den starken Unter-
schied bei kleinen Spannungswerten, wo eine Anderung der Spannung kaum zu
einer Bewegung der Scanner fihrt.

AulRerdem sieht man, dal3 die beiden Piezos deutlich unterschiedliche Charak-
teristiken haben, da in y-Richtung bei gleichem Spannungsbereich ein deutlich gro-
Rerer Raumbereich Uberdeckt wird.

Man bekommt so die Positions-Signal Wertepaare fur den ersten Strahl. Die
Positionen der anderen Strahlen unterscheiden sich jeweils um einen konstanten
Betrag, ndmlich den Abstand der Foki in der Probe, von denen des ersten Strahls.
Die Abstande der Foki wurden aus einem Bild der Coumarin-Schicht, das ohne
Binning aufgenommen wurde (siehe Abbildung 3.22), ermittelt. Mit diesen Werten
kann man jedem gemessenen Signal eine Position zuordnen.
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Abbildung 3.29: Der Ubergang vom gleichmaBigen Spannungsraster zum Positi-
onsraster. Im linken Teil der Abbildung sind die Gitter gezeigt und im rechten Teill
die Bilder, die sich ergeben, wenn die gemessenen Signale in dem gleichm&Rigen
(Spannungs)-Raster bzw. in dem Positionsraster angeordnet werden.
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Abbildung 3.30: Die Berechnung der Bilder: 1.) das Eintragen der Daten in die
Bildmatrix, 2.) lineare Interpolation der fehlenden Zwischenwerte.

3.3.3.3 Die Rekonstruktion eines zusammenhangenden Bildes

Um ein zusammenhangendes zweidimensionales Bild zu berechnen, wurden die
Daten nun wieder auf ein gleichméafiges Positionsraster umgerechnet. Dabei wurde
auch eine eventuelle Uberlappung der Scanbereiche berticksichtigt.

Die Daten des Scans sind soweit aufbereitet, dal sie als Positions-Signal Werte-
paare vorliegen. Die Aufgabe besteht nun darin eine Flache durdh diez, S)-

Werte zu legen. Stellt man die Konturen (bzw. H6henlinien) dieser Flache in Grau-
stufen kodiert dar, bekommt man ein zweidimensionales Bild der tblichen Form.
Die Schwierigkeit liegt darin, dal3 die Punkte, die von einem Strahl geliefert wer-
den, nicht auf einem gleichméaRigen Raster liegen und dal3 die Raster der einzelnen
Teilstrahlen gegeneinander verschoben sind und sich eventuell Gberlappen.

Es gibt Algorithmen, um Flachen zwischen irregulér verteilten Stltzstellen zu
interpolieren (siehe z. B. [95, 96]). Die Algorithmen sind allerdings sehr zeitauf-
wendig, wenn eine grol3e Zahl von Punkten verarbeitet werden soll. Daher wurde
hier eine einfachere, schnelle Methode benutzt, die im folgenden beschrieben wird.

Zunéachst wird eine Matrix definiert, die das Bild aufnehmen soll. Die Spalten
der Matrix reprasentieren die x-Koordinaten und die Zeilen die y-Koordinaten im
Bild. Zu Beginn wird jeder Eintrag auf Null gesetzt. Dann wird nacheinander ftr
jedes Position-Signal Wertepaar des Scans ermittelt, welcher Zeile und Spalte der
Bildmatrix die Position entspricht und das Signal zum Eintrag der Matrix an dieser
Stelle addiert. Nachdem alle Daten verarbeitet sind, wird jeder Eintrag noch durch
die Anzahl der Daten, die an dieser Stelle einen Beitrag leisteten, geteilt. Dadurch
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wird automatisch auch eine Uberlappung der Scanbereiche beriicksichtigt.

Stellt man nun die Matrix als Pixelgrafik so dar, dal3 jedem Zahlenwert ein Grau-
wert zugeordnet wird, bekommt man ein Bild des Objekts, das beim Scan abgera-
stert wurde. Die Auflosung dieses Bildes ist durch die Zahl der Zeilen und Spalten
der Bildmatrix vorgegeben.

Dieses Verfahren, ein Bild zu erzeugen, ist sehr schnell. Ein Nachteil des Ver-
fahrens ist, daf? die vorgegebene Auflésung passend zur tatsadchlichen Auflésung,
mit der die Probe abgerastert wurde, gewahlt werden muf3. Wird die Auflésung zu
grob gewahlt, werden zuviele Daten in einem Pixel zusammengefaldt und Details
gehen verloren. Wird sie zu fein gewahlt, werden nicht alle Eintrdge der Matrix
von einem Datenpunkt ,getroffen”. Diese Eintrage erscheinen dann als Licken im
Bild; im Extremfall werden die Daten so verstreut in die Matrix eingetragen, daf3
die einzelnen Daten isoliert voneinander liegen.

Dieses Problem kann man beseitigen, indem man die fehlenden Zwischenwer-
te interpoliert. Dazu wurden die Werte auf den Dreiecksflachen, die von je drei
Datenpunkten aufgespannt werden, linear interpoliert (siehe Abbildung 3.30). Die
Flachen, die so erzeugt werden, sind im Unterschied zu mit Splines interpolierten
Flachen nicht glatt. Solange die Auflosung nicht zu fein gewahlit wird, bestehen die
Dreiecke allerdings aus wenigen Pixeln, so dal3 der Unterschied kaum ins Gewicht
fallt.

Alle Bilder, die im folgenden gezeigt werden, wurden mit diesem Verfahren erzeugt.

3.3.4 Die Ortsauflésung

Zur Bestimmung der dreidimensionalen Ortsauflosung des Mikroskops wurden
Scans in der x/y-Ebene und in z-Richtung durchgefihrt.

3.3.4.1 Die Tiefenauflésung

Die Zweiphotonenanregung fuhrt durch die quadratische Intensitatsabhangigkeit
der Anregungsrate automatisch zu einer starken Abhangigkeit des Signals in Strahl-
richtung. Nur unmittelbar in der Nahe des Fokus kommt es zur effizienten Fluores-
zenzanregung.

Fahrt man mit dem Fokus durch eine diinne, homogene Farbstoffschicht hin-
durch und nimmt das Fluoreszenzsignal in Abhangigkeit von der z-Position bei kon-
stanter x- und y-Position auf, kann man, wenn die Farbstoffschicht deutlich dtinner
als die Fokuslange ist, die axiale Abhangigkeit der Anregungsrate messen. Der Zu-
sammenhang zwischen Tiefenauflésung und lateraler Auflésung bzw. numerischer
Apertur des Objektivs ist in Abschnitt 3.1.2.2 dargestellt. Nach der Theorie erwar-
tet man fur gaul3sche Strahlen ein Lorentzprofil; die Halbwertsbreite der Kurve gibt
die axiale Auflésung des Systems an.

Zur Vermessung der axialen Auflosung wurde eine dinne Coumarin-Schicht
auf einem Objekttrager verwendet und die Foki in Schrittentz6pm durch diese
Schicht hindurch bewegt. Abbildung 3.31 zeigt das dabei erhaltene Signal fir einen
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Abbildung 3.31: Die axiale Aufldsung des Mikroskops. Signal einer diinnen
Coumarin-Schicht zusammen mit einem angepaldten Lorentzprofil.

der Strahlen zusammen mit einem Fit eines Lorentzprofils; die Halbwertsbreite be-
tragt2.6 pm (FWHM).

Neben der Breite der Profile wurde auch die absolute Position des Peaks fur
jeden Strahl gemesséh Dabei zeigte sich, daR es eine deutliche Korrelation zwi-
schen der x/y-Position des Strahls und der z-Position des zugehotrigen Peaks gab.
Der obere Teil der Abbildung 3.32 zeigt die Flache, die von den Strahlpositionen
und den z-Koordinaten der Peaks aufgespannt wird. Man erkennt, dal3 es sich im
wesentlichen um eine Ebene handelt. Wird mittels linearer Regression eine Aus-
gleichsebene bestimmt und von den Daten subtrahiert, bekommt man die im un-
teren Teil der Grafik dargestellte Flache. Die z-Koordinaten schwanken hier mit
einer Standardabweichung vori) nm um Null. Eine Schwankung in dieser Grol3e
ist schon aufgrund der Berechnung der z-Koordinaten aus den mit einer Unsicher-
heit behafteten Mel3werten zu erwarten, so dal3 man sagen kann, im Rahmen der
Mel3genauigkeit liegen die Foki aller Teilstrahlen in einer Ebene.

Die Ausgleichsebene, die vom oberen Graphen subtrahiert wurde, gibt die rela-
tive Lage der Fokalebene und der Farbstoffschicht an. Aus der Steigung der Ebene
ergibt sich ein relativer Winkel voR.3°, was bei der verwendeten Probenhalterung
nicht auszuschlief3en ist.

2Dje Position wurde rechnerisch als Schwerpunkt des Profils ermittelt.
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Abbildung 3.32: Oben: Korrelation zwischen der lateralen Position des Strahls und
der Lage des Peaks in z-Richtung. Unten: Dieselben Daten, nachdem eine Aus-
gleichsebene subtrahiert wurde.
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Abbildung 3.33: Horizontale und vertikale Querschnittsprofile durch die Bilder von
Farbstoffkiigelchen. Die durchgezogenen Kurven sind den Daten angepal3te Gaul3-
profile. Die Breite der Profile betragt6 m (FWHM).

3.3.4.2 Die laterale Auflésung

Die laterale Auflosung wurde bestimmt, indem mit Farbstoff geflllte Latexktgel-
chen [97] mit einem Durchmesser vonl um abgerastert wurden. Die Kiigelchen
wurden in Wasser verdiinnt und auf einen Objekttrager gegeben. Nachdem das
Wasser verdunstet war, lagen die Kugeln zum Teil in Haufen, aber auch einzeln auf
der Oberflache des Objekttragers. Abbildung 3.33 zeigt zwei Querschnittsprofile
durch die erhaltenen Fluoreszenzbilder einer einzelnen Kugel.

Die Profile haben eine Halbwertsbreite v pm (FWHM) und lassen sich
gut durch Gaul3kurven beschreiben (durchgezogene Linien). Die Breite der Profile
entspricht tatsachlich der Auflosung des Mikroskops, auch bei Kugeln mitnan
Durchmesser wurden keine schmaleren Profile beobachtet.

Es ist etwas verwunderlich, daf3 diet ym Kugeln nur mit einer Breite von
0.6 um erscheinen. Man konnte eigentlich eine Breite wom62 + 0.42 ym =
0.7 um erwarten. Eine mogliche Ursache fir die Abweichung ist, dal? die Kugeln
nicht vollstandig, sondern nur im Kern mit Farbstoff gefillt sind.

3.3.5 Messungen mit fluoreszenzmarkierten Bakterien

Um zu demonstrieren, daf3 das Mikroskop auch tatsachlich zur Untersuchung bio-
logischer Fragen eingesetzt werden kann, wurden einige Scans mit fluoreszenzmar-
kierten Bakterien durchgefuihrt. Dabei handelte es sich um kleine Bodenbakterien
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vom StammRhizobium melilotj die gentechnisch so verandert waren, dal} sie das
sogenannte Green Fluorescent Protein (GFP) exprimierten. Diese Bakterien spielen
eine Rolle bei der Stickstoffaufnahme von Pflanzen, indem sie den Stickstoff der
Luft in Verbindungen (meist Nitrate) umsetzen, die von der Pflanze weiterverarbei-
tet werden konnen.

Die Bakterien gehen eine Symbiose mit der Pflanze ein, indem sie in die Pflan-
zenwurzel eindringen und Knoten an den Wurzelhaaren bilden. Der Verlauf einer
solchen Infektion liel3e sich gut mit dreidimensionalen, zerstérungsfrei aufgenom-
menen Bildern der Wurzel und der Bakterien verfolgen.

Das GFP dient zur Markierung der Bakterien, die nur etwam grof3 sind.
Dieses Protein hat Absorptionsmaxima Bgb nm und470 nm und emittiert Fluo-
reszenz mit einem Peak b&9 nm [98]. Es laldt sich mit dem Titan-Saphir Laser
zur Zweiphotonenfluoreszenz anregen, tber die die Bakterien gut sichtbar gemacht
werden koénnen.

Die Markierung mit GFP hat zahlreiche Vorteile gegentiber herkdmmlichen Ver-
fahren und gewinnt noch dadurch an Bedeutung, daf3 es gelungen ist, das GFP ge-
zielt an Organellen oder Proteine zu koppeln, ohne dal? diese dabei ihre Funktion
einblften [99]. Durch gezielte Verdnderungen in der DNA-Sequenz, die das GFP
kodiert, konnten aul3erdem &hnliche Proteine erzeugt werden, die andere Emissi-
onsspektren haben, so daf} auch mehrfache Markierungen moglich werden [100].
Zwei Messungen werden im folgenden dargestellt:

e Ein 2D-Scan, bei dem der maximale Stellweg der Piezos ausgenutzt wurde,
so dalf3 sich die Bereiche, die die Strahlen abrasterten, stark Uberlappten. Hier
wurde Uberprift, wie gut sich die Bilder, die von unterschiedlichen Strahlen
erzeugt wurden, decken.

e Eine Serie von 2D-Scans in verschiedenen Tiefen, zur Demonstration der 3D-
Auflésung.

3.3.5.1 Scan uber einen grol3en Ortsbereich

Abbildung 3.34 zeigt das Ergebnis eines Scanslifiit x 100 Schritten, bei dem

der maximale Stellweg der Piezos ausgenutzt wurde. Das Bild zeigt einen Bereich
von etwal20 x 180 um?; das Raster hat eine GroRe viiy:m. Die Belichtungszeit
betrug5 ms, die Offnungszeit des Bildverstarke®) ps; der Detektionszeitpunkt

lag im Maximum der Fluoreszenz. Man erkennt einzelne Bakterien, sowie grof3ere
Bereiche, in denen sich Tropfchen aus geplatzten Bakterien gebildet haben.

Da die Strahlen nur etwa pm voneinander entfernt waren, der Bereich, den
jeder Strahl abrasterte, al#r x 130 xm? groR war, tberlappen sich die Bilder, die
von jedem der Teilstrahlen erzeugt werden, stark. Um zu tberprifen, wie gut sich
die Bilder decken, wurde der Korrelationskoeffizient der Bilder auf den Bereichen,
wo sie sich Uberlappen, berechnet. Die Bereiche, die von einzelnen Teilstrahlen
abgedeckt wurden, sind in Abbildung 3.34 rechts dargestellt.
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Abbildung 3.34: Scan mit GFP markierten Bakterien. Das Raster, das dem Scan
Uberlagert wurde, hat eine Grof3e voin xm. Rechts sind die Bereiche, die von
einzelnen Strahlen abgedeckt wurden, dargestellt. Die Korrelationskoeffizienten
wurden jeweils auf den Uberlappungsbereichen berechnet.
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vertikale Verschiebung horizontale Verschiebung
1.Bild 2.Bild| c | 1.Bild 2.Bild c

0 0 1 0 0 1

0 8 0.91 0 1 0.89

0 16 | 0.89 0 2 0.88

0 24 |1 0.90 0 3 0.84

0 32 ]0.86 7 4 0.82

0 40 |0.85 7 5 0.85

0 48 | 0.82 7 6 0.89

0 56 |0.79 7 7 1

Tabelle 3.5: Korrelationskoeffizienten der Bilder einzelner Teilstrahlen.

In Tabelle 3.5 sind die Korrelationskoeffizienten fir vertikal bzw. horizontal
gegeneinander verschobene Bilder zusammengefalit. Sie liegen zwischen 0.79 und
0.91, was zeigt, dal3 sich die Bilder der einzelnen Teilstrahlen sehr gut decken.
Allgemein nimmt die Korrelation ab, wenn der Bereich, in dem sich die Bilder
Uberlappen, kleiner wird. Da sich die Bereiche der Strahlén6, 7 kaum mit dem
des Strahl¢ tberdecken, wurde fir diese die Korrelation mit dem Bild des Strahls 7
berechnet. Die Korrelation ist fur die horizontal verschobenen Bilder etwas kleiner
als fur die vertikal verschobenen, was aber vermutlich auch den Grund hat, dal3 die
Bereiche in vertikaler Richtung groRer sind und daher die Uberlappung auch starker
Ist.

Bei einer ernsthaften Anwendung des Mikroskop wird man die Scanbereiche
natirlich so wahlen, daf3 die Bereiche der einzelnen Strahlen zwar aneinander an-
grenzen, sich aber mdglichst wenig tUberlappen, damit keine redundanten Daten
aufgenommen werden. Die gute Korrelation der einzelnen Bilder zeigt, daf das
Aneinanderfligen der Bilder zu einem Gesamtbild gelingt.

3.3.5.2 2D-Scans in verschiedenen Tiefen

Mit hoherer Auflosung als bei der obigen Messung wurde eine Serie von Scans in
verschiedenen Tiefen durchgefihrt. Dazu wurden jevis@ils 50 Positionen mit ei-
ner Belichtungszeit voh0 ms bei einer Offnungszeit des Bildverstarkers 200ps
aufgenommen; der Detektionszeitpunkt lag im Maximum der Fluoreszenz. Der Be-
reich, der von jedem Strahl abgerastert wurde, hatte eine Grol3e vorxdd. m,
so dalf? die Bereiche benachbarter Strahlen in x-Richtung gerade aneinander stief3en.
Es wurden insgesamt 14 Ebenen mit einem Abstandiv&ingm aufgenommen.

Die Bilder sind, bis auf das erste und letzte der Serie, in Abbildung 3.35 und
3.36 mit eineml0 um Gitter dargestellt. Man erkennt, daf? man nur dann ein Bild
der Bakterien bekommt, wenn die Tiefe, in der das Objekt abgerastert wird, den
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Abbildung 3.35: Mehrere Scans derselben Stelle in verschiedenen Tiefen. Die Ebe-
nen sind jeweild .25 pm voneinander entfernt. Im Bild fir = —5 pum ist das Bak-
terium, fur das in Abb. 3.38 die z-Abhangigkeit dargestellt ist, mit einem Rechteck
gekennzeichnet.
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Abbildung 3.36: Mehrere Scans derselben Stelle in verschiedenen Tiefen. Die Ebe-
nen sind jeweild .25 pm voneinander entfernt. Im Bild fir = 0 um ist das Bak-
terium, fur das in Abb. 3.38 die z-Abhangigkeit dargestellt ist, mit einem Rechteck
gekennzeichnet.
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Abbildung 3.37: Querschnittsprofile durch ein Bakterium fur verschiedene Tiefen.
Man erkennt die Zunahme des Signals, wenn die Fokalebene dem Bakterium na-
her kommt. Die Halbwertsbreite der Kurven ist annahernd konstant und betragt
0.75 pm.

richtigen Wert hat? Ist der z-Wert zu klein, befinden sich die Bakterien unterhalb
der Foki und das GFP wird nicht zur Fluoreszenz angeregt. Nimmt dann der z-
Wert zu, wird das Bild der Bakterien zunehmend klarer, bis es bei zu grol3em z-
Wert wieder verschwindet. In der Mitte der Bilder bleibt ein kreuzférmiger Bereich
wegen der Anordnung der Strahlen in Blocken zd je 4 frei. In Abbildung 3.37

sind Querschnittsprofile in y-Richtung durch ein Bakterium fiir verschiedene Tiefen
dargestellt.

Bei genauerer Betrachtung fallt auf, dal3 es tatsachlich zwei z-Positienen (
—5um, z = 0um) gibt, in denen man ein scharfes Bild bekommt. Die beiden Bilder
sind vollig unterschiedlich, was die Lage und Anzahl der Bakterien betrifft. Das
heif3t, die Bakterien liegen nicht nur in einer Ebene auf dem Objekttrager, sondern
befinden sich auch noch in einer zweiten Eb&npen dariiber — an der Unterseite
des Deckglaschens.

Die beiden Ebenen kdnnen klar voneinander getrennt werden, was bei einem
normalen Epifluoreszenzmikroskop nicht mdglich ware. Dies zeigt, auch wenn die
Bakterien selbst tiber keine auflésbare Struktur verfliigen, die dreidimensionale Auf-
|I6sung des Zweiphotonenmikroskops.

In Abbildung 3.38 sind drei Tiefenprofile aus der Bilderserie dargestellt. Das
eine Profil zeigt das Uber das gesamte Bild gemittelte Signal. Hier sieht man die

BBAus diesem Grund ist auf dem ersten und letzten Bild der Serie gar nichts zu sehen; daher fehlen
die Bilder in der Abbildung.
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Abbildung 3.38: Tiefenprofile der Bilderserie (siehe Abb. 3.35, 3.36) Uber unter-
schiedliche Ortsbereiche gemittelt. Die Bakterien 1 und 2 sind in der Bilderserie
durch Rechtecke gekennzeichnet.

Lage der beiden Ebenen als Maxima. Fur die anderen beiden Profile wurde das
Signal tber einen kleinen Bereich gemittelt, in dem sich ein einzelnes Bakterium

befand. Dabei wurde einmal ein Bakterium vom Deckglas und beim anderen Profil

eins vom Objekttrager gewahlt. An diesen Profilen erkennt man, dal3 die Bakterien
aus der jeweils anderen Ebene nur sehr wenig Signal liefern, wenn das Mikroskop
auf eine der beiden Ebenen scharf gestellt ist.

Quantitative Mikroskopie
Die Signalstéarke, die fur ein einzelnes Bakterium gemessen wird, gibt in erster Na-
herung die Starke der GFP-Expression wieder. Zur quantitativen Auswertung wur-
den die Signale auf einem rechteckigen Bereich, der das Bakterium ganz Giberdeckte
aufsummiert. Alle Bakterien der Bilder fir = —5 ym undz = 0 um wurden so
ausgewertet. In Abbildung 3.39 ist ein Histogramm der so bestimmten Signale dar-
gestellt. Man erkennt einen breiten Peak $1#)0 counts. Der schwache Peak bei
27000 counts kommt vermutlich dadurch zustande, daf3 hier das Signal mehrerer
Bakterien aufgenommen wurde. Dies kann z. B. passieren, wenn die Bakterien
an derselben xy-Position liegen und nur wenig in z-Richtung voneinander entfernt
sind.

Die Messung der Gen-Expression ist interessant, weil man so Informationen
Uber den Stoffwechselzustand eines Organismus auf der fundamentalsten Ebene
erhalten kann.
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Abbildung 3.39: Histogramm der GFP-Signalstéarken der Bakterien.

3.4 Diskussion

3.4.1 Die Auflésung

Die Auflésung, die bisher erreicht wurde® m lateral 2.6 um axial), ist geringer,

als sie fur einen beugungsbegrenzten Fokus zu erwarten ware. Eine Ursache dafur
ist, daf3 der Durchmesser der Teilstrahlen noch etwas zu gering ist und nicht optimal
an den Durchmesser der Eintrittspupille des Objektivs angepalit ist.

Ein zweiter Grund fur die nicht optimale Auflosung ist die Verwendung eines
Ol-Immersionsobjektiv bei Objekten, die sich in wassriger Umgebung befinden. In
[101] wurde gezeigt, dafd schon bei geringen Eindringtiefen eine Verschlechterung
der Auflésung eintritt, wenn der Brechungsindex des Mediums nicht an den der
Immersion angepalit ist.

Die Auflosung sollte die optimalen Werte erreichen, wenn die Strahlen etwas
aufgeweitet werden und ein Objektiv mit Wasserimmersion verwendet wird.

3.4.2 Gegenseitige Beeinflussung der Teilstrahlen in der Probe

Bei der Ausbildung von Teilstrahlen mit Mikrolinsen wurde beobachtet, dal3 die
Tiefenauflosung vom Abstand der Foki abhangt [102]. Dies wurde dadurch erklart,
daf3 es oberhalb und unterhalb der Fokalebene Bereiche gibt, in denen sich die Kegel
der einzelnen Strahlen tberlappen und dadurch die Intensitat so hoch wird, daf’ es
zu einer merklichen Fluoreszenzanregung kommt. Die gegenseitige Beeinflussung
reduzierte die Tiefenauflésung um so starker, je kleiner der Abstand der Foki war.
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Dieser Effekt wurde hier nicht beobachtet. Der Grund hierfur ist, dafl? die ein-
zelnen Teilstrahlen im Strahlteiler leicht unterschiedliche Wege zurticklegen, so dafl3
sie die Probe zu verschiedenen Zeiten durchlaufen. Da sich die Zeiten um mehr als
die Pulsdauer unterscheiden, kédnnen sich die Foki nicht beeinflussen und die Tie-
fenauflosung ist unabhéngig vom Strahlabstand.

3.4.3 Die Signalstarke

In diesem Abschnitt soll die beobachtete Signalstarke mit den Erwartungen nach
den Abschatzungen in Abschnitt 3.1.2.1 verglichen werden. Als Detektor wurde die
CCD-Kamera allein sowie die Kamera mit Bildverstarker benutzt. Als Probe wurde
Coumarin 500 in Glycol geltst verwendet; die Konzentration betragng/ ml

bzw. 105 M.

3.4.3.1 Detektion mit der CCD-Kamera

Bei der Messung ohne Bildverstarker wurde bei einer Laserleistung woW und

einer Belichtungszeit vo60 s ein Signal vor6000 counts (42000 Elektronen) re-
gistriert. Berechnet man mit Hilfe der Gleichungen (3.9) und (3.10), welche Zeit
zur Aufnahme dieses Signal bendtigt werden sollte, kommt marnt auf31 us.

Dabei wurde fir die Quanteneffizienz der CCD-Kamegra 0.3 und fir die Sam-
meleffizienze = 0.3 angenommen. Trotz der Unsicherheit, die durch die ge-
schatzten Werte fur die Quanteneffizienz des Farbstoffs und den Zweiphotonen-
Absorptionsquerschnitt entsteht, liefert die Abschatzung also realistische Werte fur
die Signalstarke.

3.4.3.2 Detektion mit dem Bildverstarker

Bei einer entsprechenden Messung mit dem Bildverstarker wurden bei einer MCP-
Spannung voi40V und200ps Offnungsdauer in0ms Belichtungsze000counts
gemessen; das entspricht 9 countgPhotoelektron (siehe Abb. 3.21) 18000
Photoelektroneni(8 - 10° Photoelektronen/ s). Aus der Messung mit der Kamera
kann der Photonenflul3, der den Detektor erreicht, berechnet werden:
®' = 42000/(0.3 - 60 us) = 2 - 10° s~'. Daraus ergibt sich eine Nachweiswahr-
scheinlichkeit des Bildverstarkers vgn= 9 - 10~

Die Nachweiswahrscheinlichkejtsetzt sich aus zwei Faktoren zusammen: der
Quanteneffizienz der Photokathagleund einem Faktot,,, der die Offnungsdauer
At des Bildverstarkers berucksichtigt.
Der zweite Faktor kann so berechnet werden:

[ gt —to)®(t)dt
CdC - l/f
fo!! ®(t)dt
Dabei stehy fur die Offnungscharakteristik des Bildverstarkers wnélr den Be-

ginn der Detektion relativ zum Laserpuld,/f ist der zeitliche Abstand der La-
serpulse. Nimmt man an, daf} die Fluoreszenz einfach-exponentiell abklingt, im

(3.32)
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Abbildung 3.40: Die Abhangigkeit des Faktatg von der Fluoreszenzlebensdauer
7. Die Kurve wurde furf = 76 MHz und At = 200 ps berechnet.

Maximum detektiert wird und die Offnungscharakteristikine Rechteckfunktion
der BreiteAt ist, ergibt sich daraus

o — (I)At eXP(-t/T)dt _ 1-— eXp(_At/T) |
Jo /1 eXp(—t/T)dt 1— exp(—l/fT)

Die Abhangigkeit vor,. von der Fluoreszenzlebensdaueést fur f = 76MHz und
At = 200 ps in Abbildung 3.40 dargestellt. Fur gro3e Werte vomahert sich,,.
dem Grenzwerf - At an (hier0.015). Fur7 = 4.8 ns (Coumarin in Glycol) ergibt
sichcg. = 0.044; damit ist die Quanteneffizienz der Photokathegle= 0.020.

Dieser Wert ist funfmal niedriger als erwartet — fur kontinuierlichen Betrieb
wird vom Hersteller ein Wert vof.1 angegeben. Der Grund fur die niedrigere
Ausbeute liegt in der Ansteuerung des Bildverstarkers: Bei den kurzen Offnungs-
dauern wird an der Photokathode nicht die Spannung erreicht, die flr einen opti-
malen Betrieb notig ist. Die Spannung zwischen Photokathode und MCP hat dann
im gedffneten Zustand nicht einen Wert ven20 V sondern nur von-20V [103],

d. h. die Photoelektronen werden nicht so stark auf die MCP beschleunigt. Dies
fuhrt dazu, dal® die Wahrscheinlichkeit, Sekundarelektronen auszulésen, sinkt und
die Photoelektronen effektiv nicht zum Signal beitragen.

Die Nachweiswahrscheinlichkeit der CCD-Kamera ist etwa dreihundertfach
grol3er als die des Bildverstarkers (so wie er in diesem speziellen Fall betrieben
wurde). Dazu tragen mehrere Faktoren bei, die im folgenden aufgelistet werden:

(3.33)

1. Die kurze Offnungsdauer des Bildverstarkeig)( Dieser Faktor ist unver-
meidlich und ist der Preis, den man fir die Messung der Fluoreszenzlebens-
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dauer zahlen muR. Man kanrg. durch Anpassen der Offnungszeit an die
Lebensdauer, die gemessen werden soll, steigern. Dabei mul3 man einen
Kompromif3 zwischen Reduktion der Zeitauflésung und Erhéhung der Nach-
weiseffizienz eingehen. Arbeitet man z. B. mit einer Offnungsdauer, die halb
so grol} ist, wie die Lebensdauer, erhalt man einen Wertyon 0.4.

2. Die geringere Quanteneffizienz der Photokathode: Die cw-Quanteneffizienz
der Photokathode ist um einen Faktor 3 geringer als die Quanteneffizienz der
CCD-Kamera.

3. Die Erniedriegung der effektiven Quanteneffizienz durch die Ansteuerung
des Bildverstarkers: Dies reduziert die Nachweiswahrscheinlichkeit um einen
Faktor5. Dieser Effekt konnte durch eine bessere Bildverstarkerelektronik
soweit verringert werden, dal3 die Quanteneffizienz den cw-Wert erreicht.

Selbst bei optimalen Bedingungen (Anpassung w@n verbesserte Ansteuerung
des Bildverstéarkers) ist die Nachweiswahrscheinlichkeit mit Bildverstarker etwa
achtmal geringer als ohne; d. h. die Kamera ist dem Bildverstarker vorzuziehen,
wenn auf die Messung der Fluoreszenzlebensdauer verzichtet werden kann.

Die Nachweiswahrscheinlichkeit ist ein wesentlicher Faktor fur das erreichbare
Signal/Rausch-Verhéltnis. Allgemein haben CCD-Kameras (bzw. Halbleiterdetek-
toren) eine hohere Quanteneffizienz als Photokathoden — auch im Vergleich mit
Photomultipliern sind die Kameras daher in diesem Punkt Giberlegen. Das Problem
der CCD-Kameras ist das hohe Ausleserauschen, das den Nachweis kleiner Signale
verhindert (siehe Gl. (3.24)).

3.4.4 Die Scangeschwindigkeit

Die maximale Scangeschwindigkeit wird durch die Zeit, die zur Integration des
Signals notig ist, bestimmt. Bei Verwendung des Bildverstéarkers sintd ms,

bei Verwendung der Kamera 100 us Belichtungszeit pro Scanposition noétig. In
dem hier verwendeten Aufbau ist die Auslesegeschwindigkeit der CCD-Kamera
der zweite begrenzende Faktor, da fir jede Scanposition ein Bild aufgenommen
wird. Bei gleichzeitiger Aufnahme von 64 Signalen und einer Bildrate2arfps

(fps = frames per secoidst die Pixelratel.3 - 10* s™'. Dieser Wert entspricht
dem, was bei einem herkdbmmlichen Mikroskop mit einem Strahl ohne Messung
der Fluoreszenzlebensdauer erreicht wird.

Die Pixelrate kann durch mehr Teilstrahlen und eine schnellere Kamera gestei-
gert werden. Kommerzielle fs-Ladétiefern eine Leistung vom W bei einer Puls-
dauer vorsofs, d. h. mit einem solchen Laser lassen sich einige hundert Teilstrahlen
erzeugen. Hochgeschwindigkeitskameras sind in der Lage, Big0aups zu lie-
fern® Mit einem optimierten Aufbau sollte daher eine Pixelrate vorbca.0® s !

19Dje Daten beziehen sich auf einen Coherent Vitesse.
15pixelVision: Fast One
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(mit BV) bzw. 2-10° s~ erreicht werden; dies ist etwa hundertmal schneller als bei
herkdbmmlichen Zweiphotonenmikroskopen.

Das Problem der Auslesegeschwindigkeit der Kamera entféllt ganz, wenn die
Strahlen gescannt werden und die Fluoreszenzsignale auf der Kamera integriert
werden (sognon de-scanned detectjober Nachteil dieser Methode besteht dar-
in, dal3 die Aufldsung reduziert wird, wenn das Fluoreszenzlicht beim Austreten
aus der Probe gestreut wird. Dieses Verfahren ist im allgemeinen nur bei dinnen
Objekten geeignet.

3.5 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde der Aufbau eines Zweiphotonen-LSM beschrieben. Mit
diesem Mikroskop ist es moglich, dreidimensionale Bilder dicker Objekte mit hoher
Ortsauflésung zu gewinnen. Im Unterschied zu herkdmmlichen Verfahren arbeitet
das Mikroskop mit 64 Teilstrahlen simultan. Die Aufteilung des Laserstrahls wurde
durch ein neues Verfahren — die mehrfache Reflektion an einem teildurchléassigen
Spiegel — realisiert. Diese Art der Strahlaufteilung zeichnet sich durch folgende
Eigenschaften aus:

e Die Effizienz ist sehr hoch (90%).

e Unabhangig vom Strahlprofil des Lasers werden Teilstrahlen mit annahernd
gleicher Leistung erzeugt.

¢ Alle Teilstrahlen haben dasselbe Strahlprofil wie der Ausgangsstrahl.

Die Fluoreszenzsignale wurden mit einer intensivierten CCD-Kamera nachge-
wiesen. Durch extrem kurze Verschluf3zeiten des Bildverstarkers konnte die Fluo-
reszenzlebensdauer gemessen werden.

Die Probe wurde punktweise vermessen, wobei fir jede Scanposition ein Bild
aufgenommen wurde. Zur Rekonstruktion eines zusammenhéngenden Bildes aus
den Daten der einzelnen Teilstrahlen wurde ein einfacher aber schneller Algorith-
mus implementiert. Diese Art der Datenaufnahme ist erstmalig realisiert worden.

Die Funktionsfahigkeit des Mikroskops wurde an Testobjekten sowie an fluores-
zenzmarkierten Bakterien Uberprift. Dabei wurde die dreidimensionale Ortsauflo-
sung (.6 um lateral 2.6 um axial) sowie die Zeitauflosun@.¢ ns) des Mikroskops
bestimmt.

Aus den Messungen ergeben sich folgende Punkte, die in Zukunft optimiert werden
kénnen:

e Mehr Teilstrahlen durch Verwendung eines leistungsstarkeren Lasers,
e Datenaufnahme mit einer schnelleren Kamera,

e Abrastern der Probe durch Scannen der Laserstrahlen und nicht durch Bewe-
gen des Objekts,
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e Optimierung des Strahlteilers, so dal3 die Strahlen in einem gleichmalligen
Raster angeordnet sind,

e Adaption des Aufbaus an ein kommerzielles Mikroskop.

Die Mel3zeit flr ein mikroskopisches Bild ist umgekehrt proportional zur Zahl
der verwendeten Teilstrahlen. Dabher fiuhrt eine Erhohung der Anzahl der Strah-
len zu einer hoheren Bildrate des Mikroskops und damit zu einer Erweiterung der
Einsatzmaoglichkeiten der Zweiphotonenmikroskopie.

Das Scannen des Laserstrahls hat gegentber dem Bewegen des Objekts den
Vorteil, dal3 die Probenhalterung viel einfacher und robuster konstruiert sein kann.
Die Art der Objekte, die dann untersucht werden kann, ist weniger Einschrankungen
(z. B. bezlglich GroRRe und Gewicht) ausgesetzt als beim Scannen der Probe.

Die Adaption des parallel arbeitenden Zweiphotonenmikroskops an ein kom-
merzielles Labormikroskop bietet den Vorteil, dal3 zusatzlich zur Zweiphotonenmi-
kroskopie die Standardverfahren der Mikroskopie verwendet werden kdnnen.

Die Mel3daten, die mit diesem Aufbau erhalten wurden, sowie Abschéatzungen
zeigen, daf’ durch diese MalRnahmen die Bildrate um einen Faktor hundert gegen-
Uber einem herkdbmmlichen Zweiphotonen-LSM gesteigert werden kann. Damit
werden die Méglichkeiten der Zweiphotonenmikroskopie drastisch erweitert.

Mogliche Anwendungen sind u. a. die Untersuchung der Reizleitung in intaktem
Nervengewebe, die Verfolgung der Aufnahme von Medikamenten in Zellen und de-
ren Reaktionen in der Zellén vivo Gewebeuntersuchungen an Patienten wahrend
einer Operation (optische Biopsie).



Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der Einsatz der zeitaufgelosten Laserspektroskopie in drei
Experimenten demonstriert. Dabei wurde jeweils LIF mit einem ps- bzw. fs-
Laser angeregt und mit einer intensivierten CCD-Kamera mit hoher Zeitauflosung
(< 200 ps) nachgewiesen. Aus dem Zeitverlauf der Fluoreszenz konnten Informa-
tionen Uber die Umgebung, in der sich die angeregten Molekule befanden, erhalten
werden.

ps-LIF an zweiatomigen Molekuilen

Im ersten Kapitel wurden OH-Molekdle in atmospharischen Flammen untersucht.
Mit einem an der Universitat Bielefeld entwickelten, schmalbandigen und abstimm-
baren ps-UV-Laser konnten einzelne Rotationstibergange des OH-Molekdls selektiv
angeregt werden. Die Fluoreszenzemission wurde mit hoher zeitlicher und spektra-
ler Auflosung detektiert. Durch eine detaillierte Analyse der Spektren konnte die
durch Sto63e mit umgebenden Molekulen induzierte Dynamik in einem Vibrations-
zustand des elektronisch angeregten Zustands verfolgt werden. Mit diesem Aufbau
war es erstmalig moglich, einige RET Raten direkt in einer atmosphéarischen Flam-
me zu messen. Es konnte die totale RET Rate fur das angeregte Rotationsniveau
bestimmt werden. Desweiteren konnte die Rotationsverteilung innerhalb des an-
geregten Vibrationszustands durch ein einfaches Modell fir zustandsspezifischen
RET beschrieben werden.

Die im ersten Kapitel vorgestellten Messungen demonstrieren, wie Prozesse,
die von den lokalen Gegebenheiten in der Flamme abhangen, wie z. B. Depolari-
sation und RET die Fluoreszenzemission beeinflussen. Die sto3induzierten Prozes-
se haben Konsequenzen fir quantitative LIF-Experimente, in denen Molekulkon-
zentrationen oder Uber Zwei-Linien-Thermometrie (TLTwo-line-thermometry
Temperaturen gemessen werden sollen. In theoretischen Betrachtungen wurde sto-
Rinduzierten Effekten eine grof3e Bedeutung fur das Ergebnis von TLT-Messungen,
die Ublicherweise mit ns-Lasern durchgefiihrt werden, beigemessen [46, 47, 48].
Bisher hat sich dies aber noch nicht in systematischen, experimentellen Untersu-
chungen ausgewirkt.

Es bleibt zu hoffen, dal3 diese Messungen dazu beitragen, die Schwierigkeiten,
die bei der Quantifizierung von LIF unter nicht stol3freien Bedingungen auftreten,
ins Bewul3tsein der Anwender der in letzter Zeit auch in technischen Problemen
popularer werdenden LasermefRverfahren zu riicken.

118
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ps-LIF in Flussigkeiten

Im zweiten Kapitel wurde die Bindung von fluoreszenzmarkiertem GTP an ein G-
Protein mit spektroskopischen Methoden untersucht. Das Bindungsereignis konnte
sowohl an einer Anderung der Fluoreszenzintensitat als auch an einer Anderung
der Fluoreszenzlebensdauer festgestellt werden. Die untersuchte Reaktion stellt ein
Modellsystem fir ein Screening-System dar. Die durchgefiihrten Messungen zei-
gen, dald sich der Aufbau zu einem leistungsfahigen HTS-System erweitern |af3t,
das sich gegenuber bestehenden Systemen durch einige Vorteile auszeichnen wr-
de: Die Analyse der beim Screening in grol3er Zahl eingesetzten Testsubstanzen
konnte parallelisiert werden, so daf3 viele Reaktionen simultan untersucht werden
konnten. AulRerdem wéaren bei dem Verfahren keine Waschschritte erforderlich,
d. h. die Durchfihrung der Reaktion (daAguid handling wéare aul3erst einfach.

Da diese Schritte bei bisher tUblichen Enzym-Assays sogar mehr Zeit beanspru-
chen als das Uberpriifen, ob eine Reaktion stattgefunden hat, kann man bei einem
Screening-System auf Basis der Experimente in Kapitel 2 einen sehr hohen Durch-
satz erwarten.

Es zeichnet sich ab, dal3 optische Screening-Systeme mit paralleler Verarbei-
tung der Proben in Zukunft ein wichtiges Instrument in der Pharmaforschung sein
werden [70]. Die zeitaufgeloste Spektroskopie bietet sich zum Einsatz in diesem
Bereich an, da der Zeitverlauf der Fluoreszenz etwas uber die Umgebung des Mo-
leklls aussagt.

Die Experimente in Kapitel 2 konnten auch in eine andere Richtung weiterent-
wickelt werden: Die Untersuchung komplizierter Reaktionssysteme, wie sie z. B.
bei der Signaltransduktion in Zellen auftreten. Anhand der Eigenfluoreszenz des
G-Proteins konnten Rickschlisse auf Konformations&nderungen gezogen werden.
Durch Versuche, in denen mehrere, verschieden markierte Komponenten (z. B. GTP
und GEF) simultan verwendet werden, konnten die Wechselwirkungen zwischen
den verschiedenen Molekullen untersucht werden.

Obwohl einzelne Reaktionsketten bei der Signaltransduktion schon gut erforscht
sind, ist die gegenseitige Beeinflussung der Reaktionswege (gogs talk ein
hoch aktuelles Thema in der biologischen Grundlagenforschung. Die zeitaufgeltste
Laserspektroskopie bietet die Mdglichkeit, sich diesen Fragen zu néhern.

fs-LIF mit hoher Ortsauflosung

Im dritten Kapitel wurde der Aufbau und die Erprobung eines Zweiphotonenmi-
kroskops dargestellt. Im Unterschied zu Ublichen Zweiphotonenmikroskopen, die
mit einem Strahl arbeiten, wurden zur Anregung der Fluoreszenz 64 Laserstrahlen
simultan verwendet. Diese Art der Parallelisierung ist sehr jung und wird zur Zeit
nur von zwei anderen Arbeitsgruppen durchgefuhrt [93, 102].

In dieser Arbeit wurde ein neues Verfahren der Strahlaufteilung vorgestellt, das
sich durch folgende Vorteile gegentiber der Aufteilung mit Mikrolinsen (ML), die
von den anderen beiden Gruppen verwendet werden, auszeichnet: Die vorhandene
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Laserleistung wird sehr effizient genutzt (90% gegeniber 10% mit ML). Die Lei-
stung der einzelnen Teilstrahlen ist unabhangig vom Strahlprofil des Lasers, d. h.
auch bei einem gauf3férmigen Strahlprofil werden Teilstrahlen mit annahernd glei-
cher Leistung erzeugt. Beide Eigenschaften fiihren dazu, daf’ bei gegebener Laser-
leistung eine grol3ere Anzahl von brauchbaren Teilstrahlen erzeugt werden kann.

Zur Detektion der Fluoreszenz wurde eine (intensivierte) CCD-Kamera verwen-
det. Fur jede Raster-Position wurde ein Bild der Kamera ausgelesen. Die Daten der
einzelnen Strahlen wurden anschlief3end fur jede Raster-Position ausgewertet und
zu einem Gesamtbild zusammengesetzt. Diese Art der Datenaufnahme ist ebenfalls
eine Neuerung in der Zweiphotonenmikroskopie. Sie hat den Vorteil, dal3, auch
wenn die Fluoreszenz beim Austritt aus dem untersuchten Objekt gestreut wird, oh-
ne Einschrankung der Auflosung gearbeitet werden kann, solange die Signale der
einzelnen Strahlen noch voneinander getrennt werden kénnen.

Abschatzungen, die auf den mit diesem Aufbau erhaltenen Daten beruhen, zei-
gen, dal3 die Geschwindigkeit der Bildaufnahme um einen Faktor 100 gegenuber
einem herkdmmlichen Zweiphotonenmikroskop gesteigert werden kann, wenn ein
leistungsstéarkerer Laser und eine Hochgeschwindigkeitskamera verwendet werden.
Damit wird dreidimensional auflosende Mikroskopie mit Videobildrate mdglich,
die sicherlich zahlreiche Anwendungen in Biologie und Medizin finden wird. Ein
optimiertes Mikroskop befindet sich zur Zeit im Aufbau. Eine Anwendung zur
Krebsdiagnostik ist in Vorbereitung.



Anhang A

Der Einflufd der Mittelung auf die
LOosung der Ratengleichung

Gleichung (1.4) enthalt einen nicht-linearen Tenty,) X, die Laseranregung. Als
Folge dieses Terms ist es nicht dasselbe, ob

a) ein gemittelter Laserpuls benutzt wird, um die Gleichung einmal zu |6sen, oder
b) viele Losungen flur viele Laserpulse gemittelt werden.

In den hier beschriebenen Messungen wurde die Fluoreszenz vieler Laserpul-
se gemittelt und so ein Emissionsspektrum aufgenommen — dies entspricht Fall b).
Bei der Modellierung der Besetzung wurde allerdings nur ein gemittelter Laserpuls,
in den Pulsdauer, Jitter, die Offnungszeit der Kamera und Intensitatsschwankungen
eingingen, verwendet — dies entspricht Fall a). Die Frage ist jetzt, welche Unter-
schiede ergeben sich durch diese zwei Arten der Mittelung in den Ergebnissen, den
RET Raten? Um dies quantitativ zu untersuchen, wurde ein einfacheres drei Niveau
System, das aus einem Niveau im Grundzustandnd zwei Niveaus im angereg-
ten Zustand; undng,q besteht, gewahit. RET findet zwischenund ng.q Statt,
beide Niveaus sind dem Quenching ausgesetzt. In diesem Fall kann Gleichung (1.4)
so geschrieben werden:

dn 0 0 0 Ny
“=lo-e-r R m | ()X (A1)
0 R —Qy — Ry NBad

Fur die Parameter wurden typische Werte angenomnies: 3.0303 ns™!, R, =
0.4ns!,Q =Q,=1.48ns".
Diese Gleichung wurde jetzt auf zwei Arten gelost:

1. Es wurden 500 verschiedene Laserpulse verwendet, die Schwankungen ahn-
lich denen im Experiment hatten, um 500 Lésungen der Gleichung zu be-
rechnen. Diese Losungen wurden gemittelt und mit der Charakteristik des
Detektors gefaltet. (Fall b)
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Pulsenergig n, nach der RET Rate RET Rate relative
mJ] Anregung | (Fall a) [L0° s7!] | (Fall b) [10° s7!] | Differenz
0.5 0.86 3.03382 3.03388 2-107°

5 0.34 3.03380 3.03385 2-107°
25 0.12 3.03114 3.03116 7-107°

Tabelle A.1: Berechnete RET Raten fiir verschiedene Arten der Mittelung.

2. Der Mittelwert der Laserpulse wurde mit der Detektorcharakteristik gefaltet
und zur einmaligen L6sung der Gleichung benutzt. (Fall a)

Die beiden Lésungen flir; undng,q sind in Abbildung A.1 fur verschiedene Werte
der Pulsenergie dargestellt. Die Pulsenergie in dem Experitdénh() war an der
Grenze zur Sattigung, d. b5 mJ steht fur sehr starke Séattigung — also maximalen
Effekt der Nichtlinearitat.

Unterschiede in den Zeitverlaufen erkennt man am Anfang der Profile; das Ab-
klingen istim wesentlichen identisch oder nur zeitlich verschoben, selbst bei starker
Sattigung. Aus den Losungen wurden RET Raten berechnet. Die Ergebnisse sowie
die relative Differenz zwischen der Losung fur Fall a) und b) sind in Tabelle A.1
dargestellt. Die relative Differenz ist in der GroRBenordnung ¥ und damit
bei weitem kleiner als andere Mel3fehler. Der Grund fur diese kleinen Differenzen
selbst fur grol3e Nichtlinearitaten liegt darin, dal3 die Raten die Dynamik innerhalb
des angeregten Zustands beschreiben, wahrend die Laseranregung nur die Art, wie
der angeregte Zustand bevolkert wird, angibt. Die RET Rate wird mehr vom Ver-
haltnisn; zu ng,q beeinflul3t als vom absoluten Wert von
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0.5mJ

0.1

0.01

1E-3

0.1

0.01

1E-3

0.1

0.01

1E-3

Zeit (ns)

—u—n Falla—e— Mo Fall a
—0O—n Fallb—0—n__ Fall b

Abbildung A.1: Losungen des Ratengleichungsmodells fur verschiedene Arten der
Mittelung. Die Pulsenergie beeinflul3t die Grol3e des nicht-linearen Terms.
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