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Die Entwicklung neuer Methoden in der Fluoreszenzmikroskopie auf
Basis reversibler chemischer Reaktionen

Zum besseren Verstindnis lebender Organismen sind Informationen iiber die
Organisation und Struktur zelluldrer Bausteine und deren detaillierte Funktion
unerlésslich. Seit kurzem erlauben neue fluoreszenzmikroskopische Methoden,
die Beugungsgrenze der optischen Mikroskopie zu umgehen und dadurch Struk-
turen kleiner als 200 nm aufzulosen. Einige dieser Methoden basieren auf der
photophysikalischen Schaltung der Fluoreszenz durch Bestrahlung mit Licht.
In dieser Arbeit wurde der Ansatz der lichtunabhéngigen Hochauflésungsmi-
kroskopie verfolgt. Dazu wurde die reversible Bindung von Kupfer(II) an einen
Liganden genutzt, welche die Fluoreszenz der Sonde ausschaltet. Mit dieser Son-
de wurde eine Auflésung von 20nm erreicht, mit der strukturierte Filamente
von Zellen, weit unter der klassischen Beugungsgrenze, aufgelost werden kon-
nen. Auferdem konnte gezeigt werden, dass die chemisch schaltbare Sonde eine
Moglichkeit zur aberrationsfreien Kolokalisation in biologischen Proben ist.
Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Methode der Hochauflosungsmikro-
skopie, bietet einen alternativen Ansatz zu lichtgetriebenen Mechanismen, um
Strukturen unter der Beugungsgrenze aufzulosen. Hiermit lassen sich Probleme,
wie etwa Phototoxizitdt und eine hohe Hintergrundfluoreszenz vermeiden, die
bei anderen Methoden mit den hohen Lichtintensitédten einhergehen. Eine Li-
mitierung der Methode liegt in der Natur der genutzten reversiblen chemischen
Reaktion der Sonde. Die Kinetik der Reaktion begrenzt die Kontrolle iiber die
Dauer der An/Aus-Zusténde.






Development of novel methods based on reversible chemical
reactions for fluorescence microscopy

To improve knowledge on living organisms it is essential to gain information on
the organization and structure of cellular building blocks. Recently, new fluore-
scence microscopy methods have been established that circumvent the diffrac-
tion barrier of optical microscopy and allow resolving structures below 200 nm.
Some of these methods are based on photophysical switching by irradiation with
light.

This thesis describes the approach of light-independent high-resolution micros-
copy. To this end, the mechanism of reversible binding of Cu(II) to a ligand has
been used, which leads to a quenching of the probes fluorescence. This approach
yielded a resolution of 20nm, allowing to resolve structured filaments below
the classical resolution limit. Additionally, I could show that the probe allows
aberration-free colocalization in biological samples.

The method developed within this thesis allows an alternative approach for high-
resolution microscopy without being based light-driven. Thereby problems like
photo toxicity and background noise are reduced as compared to existing ap-
proaches using high excitation intensities. A limitation of the presented method
is the mechanism of the reversible chemical reaction used to switch the probe.
The kinetic of the reaction is limiting control over the duration of on/off-states.
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1. Einleitung & Grundlagen

Die ersten Mikroskope wurden zwischen Ende des 16. Jahrhunderts und Anfang des
17. Jahrhunderts nahezu zeitgleich von Zacharias Janssen [1] und Galileo Galilei [2]
entwickelt (vgl. Abb. 1.1). Seit der Erfindung dieser ersten Gerite, die im Wesent-
lichen nur aus zwei Linsen bestanden, hat die Mikroskopie eine lange Entwicklung
hinter sich. So gab es beispielsweise technische Weiterentwicklungen auf Grund von
besser geschliffenen Linsen und der Benutzung von mehreren Linsen, was eine Verbes-
serung der Vergroferung mit sich bringt. Aus Sicht der biologischen und medizinischen
Forschung ist besonders ein Name mit der Mikroskopie verkniipft: Anton von Leeu-
wenhoek. Er gilt als die Person, die die Mikroskopie zur Anwendung in der Biologie
brachte [3]. Von Leeuwenhoek gelang es gegen Ende des 17. Jahrhunderts einzelne
Zellen zu beobachten. Thm werden unter anderem die Entdeckung von roten Blutkor-
perchen, Bakterien und Protozoen zugeschrieben. Die Bedeutung der Mikroskopie fiir
die Biologie wird auch dadurch deutlich, dass es 1665 mit einem Mikroskop gelang,
einzelne Zellen zu beobachten, die dann von ihrem Entdecker Robert Hooke als cel-
lula, Kdémmerchen, bezeichnet wurden, was ihnen ihren heutigen Namen verlieh [4].
Solche Mikroskope, wie sie fiir die Forschung in der Biologie benutzt wurden, erreich-
ten etwa 275 x Vergroferungen. Dadurch gelang es unter anderem auch Zellkerne und
die Brown‘sche Molekularbewegung zu beobachten [5]. Fiir die einfache Mikroskopie,
die darauf basiert, dass eine Probe mit Licht durchleuchtet und das Objekt anschlie-
fsend auf das Auge abgebildet wird, sind Objekte mit der Grofe der Zellkerne an der
Grenze des Beobachtbaren (vgl. Abb. 1.2) [6]. Objekte unterhalb dieser Grenze sind
so klein, dass eine Vergroferung nicht mehr zu einer scharfen Abbildung fithren kann.
Viele interessante biologische Strukturen, wie zum Beispiel Ribosomen, einzelne Pro-
teine, aber auch Strukturen, die von mehreren Proteinen ausgebildet werden kénnen,
besitzen jedoch eine Grofle, die unter eben dieser Begrenzung liegt. Ein interessantes
Beispiel fiir die Begrenzung der Auflésung in der Lichtmikroskopie ist die Abbildung

Probe Mikroskop Auge

Abbildung 1.1.: Schema der Funktionsweise eines einfachen Lichtmikroskops. Ein Ob-
jekt wird beleuchtet. Das transmittierte Licht wird mit Hilfe von zwei
Linsen auf die Netzhaut fokussiert, was zu einer Vergrofserung fiihrt.
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Abbildung 1.2.: Schematische Darstellung des Aufldsungsvermogens des menschli-
chen Auges und eines Mikroskops. Viele biologisch relevante Struk-
turen bleiben weit hinter dem Auflésungsvermogen des Mikroskops

verborgen.
des Zytoskeletts von Zellen.

Das Zytoskelett

Das Zytoskelett ist verantwortlich fiir einige der grundlegenden Zelleigenschaften. Es
nimmt nicht nur eine wichtige Rolle dabei ein, den Zellen eine dufere Struktur zu
geben, um sie moglichst robust gegeniiber &ufseren Einfliissen zu machen; unter an-
derem spielt es auch eine Rolle bei der Strukturierung im Inneren der Zelle. Viele
Zellen wechseln ihre Form, oder bewegen sich auf Grund von &ufseren Einfliissen. Bei
der Zellteilung z. B. zieht das Zytoskelett die Chromosomen auseinander und teilt die
Zelle in zwei Untereinheiten auf. Das Zytoskelett unterteilt sich in drei Klassen von
Filamenten (vgl. Tab. 1.1) [6].

Die Aktinfilamente bestehen aus zwei Stréangen von aneinander gereihten Aktin-Mono-
meren, die sich umeinander wickeln. Jedes dieser Filamente hat einen Durchmesser von
5—9nm. Aktinfilamente organisieren sich zu Biindeln, die zwei-dimensionale Netzwer-
ke ausbilden kénnen. Aktinfilamente sind nicht nur fiir die Stabilitéit der Zelle wichtig,
sie organisieren auch den intrazelluldren Transport.

Mikrotubuli sind langliche, hohle Rohren, die aus den Tubulin-Proteinen gebildet wer-
den. Der Durchmesser von Mikrotubuli betragt 25 nm. Diese Rohren bilden lange und
sehr starre Strukturen aus, die von einem zentralen Punkt in der Zelle, dem Zentro-
som, ausgehen. Die Hauptaufgabe der Mikrotubuli ist zum einen der Transport von
Vesikeln durch Zellen und die Bildung des Spindelapparates wihrend der Zellteilung,
iiber den die Chromatiden zu den beiden Enden, der in der Teilung befindlichen Zelle,
gezogen werden.

Die dritte Unterklasse sind die Intermediérfilamente. Die Struktur dieser Klasse ent-
spricht mehreren Stringen, die ringformig, mit einem Durchmesser von ca. 10 nm,
angeordnet sind. Diese grofle Unterklasse umfasst viele verschiedene Filamente, die
sich auch in ihrer rdumlichen Anordnung und Organisation unterscheiden. Die Auf-
gaben der Mikrofilamente héngen stark davon ab, um welches Filament es sich genau



handelt. So sind die Laminfilamente beispielsweise fiir die Reparatur der Hiille des
Zellkerns nach der Mitose verantwortlich.

Diese Informationen iiber die strukturelle Anordnung der Proteine zu einem Filament,
oder die Verteilung der Filamente in der Zelle, lassen sich auf Grund der geringen Gro-
$e der Strukturen nicht mit der herkémmlichen Lichtmikroskopie gewinnen. Dadurch
ist es nicht moglich, eine Beschreibung der Zelle zu entwickeln, die sowohl Wechsel-
wirkungen als auch Funktionen des Zytoskeletts deterministisch beschreibt. Auf Basis
dieser Limitierung haben sich in den letzten Jahren verschiedene Mikroskopiemethoden
etabliert, die in der Lage sind, Informationen hinter der Grenze der Lichtmikroskopie
zu gewinnen. Dazu gehoren unter anderem die Rontgen- und Elektronenmikroskopie
sowie verschiedene Nahfeldmethoden, auf die im Folgenden kurz eingegangen wird.

Unterklasse H Aktinfilamente | Mikrotubulin ‘ Intermediarfilamente ‘
Durchmesser 5 — 9nm 25nm 10nm
0558
00000
0000
0000 |
Struktur 000

R&umliche Anordnung

Tabelle 1.1.: Das Zytoskelett: Ubersicht iiber die Gréfe und Struktur der einzelnen
Untergruppen des Zytoskeletts.

Rontgenmikroskopie

Bei der Rontgenmikroskopie wird Licht mit einer Wellenldnge von 10nm — 1 pm be-
nutzt. Da die Auflésung eines Mikroskops stark von der Wellenlédnge, die benutzt wird,
abhéngt (vgl. Kap. 1.1), erlaubt es die Rontgenmikroskopie Strukturen aufzulosen, die
eine Grofe von 20—30nm haben. Nachteilig bei der Rontgenmikroskopie ist zum einen
die Strahlungsquelle, da diese sehr intensiv sein muss, wie z. B. bei der Synchrotron-
Strahlung und zum anderen gibt es keine Linsen, die fiir Rontgenstrahlung geeignet
sind. Deshalb muss hier auf Fresnel-Zonenplatten zuriickgegriffen werden. Auf Grund
der Strahlung ist die Réntgenmikroskopie nicht fiir in vivo Experimente geeignet. Des
Weiteren besitzen Rontgenmikroskope eine aufwéindige Hardware, die die Anschaffung
und den Unterhalt sehr teuer machen. Im Gegensatz zur Elektronenmikroskopie, kon-
nen biologische Proben naturbelassen bleiben. Es sind keine speziellen Praparationen
notwendig und auch die Probendicke spielt keine essentielle Rolle [7-9].



KAPITEL 1. EINLEITUNG & GRUNDLAGEN

Elektronenmikroskopie

Ahnlich wie bei einem Rontgenmikroskop, wird auch bei einem Elektronenmikroskop
die kleine Wellenldnge ausgenutzt. Hierzu werden Elektronen auf eine Energie von
FEyin = 100keV beschleunigt. Damit ergibt sich fiir die De-Broglie-Wellenlédnge der
Elektronen zu:

B = Qm}(L)Ekin ~ 4pm (1.1)
Hier gibt mg die Ruhemasse der Elektronen an und h ist das Plancksche Wirkungs-
quantum und Fiy;, die kinetische Energie der Elektronen. Die daraus folgende Auf-
16sung im pm-Bereich kann jedoch auf Grund der hohen Aberrationen, die in diesen
Mikroskopen vorliegen, nicht erreicht werden. Das wirkliche Auflésungsvermdégen von
Elektronenmikroskopen liegt bei ca. 1 nm. Die Elektronenmikroskope unterteilen sich
in Mikroskope, die die transmittierten Elektronen detektieren, wie z. B. das Trans-
missionselektronenmikroskop (TEM), und jene, welche von den Elektronen induzierte
Signale messen (Riickstreuungsmikroskope), wie z. B. das Rasterelektronenmikroskop
(REM). Bei der Elektronenmikroskopie liegen die groften Nachteile in der Probenvor-
bereitung. So ist es meist notig die Proben mit einer diinnen leitfdhigen Schicht zu
iiberziehen. Zusétzlich muss bei der TEM die Probe in sehr diinnen Schichten mit einer
Dicke von 10 — 500 nm préapariert werden. Des Weiteren sind Elektronenmikroskope
(EM) extrem teuer in Anschaffung und Unterhalt und sehr anfillig fir Artefakte, die
durch die Probenpréparation entstehen kénnen. In vivo Messungen sind auch bei der
EM auf Grund der Probenvorbereitung und Schidigung des Untersuchungsobjektes
durch den Elektronenstrahl unmdglich [9, 10].

Nahfeldmikroskopie

Neben den gesamten Methoden, die auf Ausnutzung von Wechselwirkungen zwischen
hochenergetischen Teilchen, wie Elektronen oder auch Neutronen, oder hochenergeti-
scher, elektromagnetischer Strahlung, wie etwa Rontgenstrahlung, und Materie beru-
hen, gibt es noch ein grofles Feld von so genannten Nahfeld-Methoden. Der bekanntes-
te Vertreter dieser Gruppe ist das Rasterkraftmikroskop (Atomic Force Microscope,
AFM) [11]. Mit einem AFM wird eine Probe in sehr geringem Abstand abgetastet.
Dazu wird ein Messkopf ( Cantilever) iiber die Probe gefahren und die Krifte, die auf
diesen wirken, gemessen. Der Cantilever besitzt dabei die Eigenschaft, dass die Spitze
einen Durchmesser von gerade einmal 5 — 15 nm besitzt. Mit einem AFM lassen sich
somit Oberflachen sehr genau, mit einer Auflésung von 0,1 — 10 nm, abtasten [12].
Diese Methode lésst sich auch durch Modifikation der Spitze, z. B. durch die spezi-
fische Bindung von Proteinen, erweitern, um Kréfte, die bei der Proteinfaltung oder
-entfaltung wirken, zu untersuchen [13-15]. Der offensichtliche Nachteil dieser Metho-
de liegt jedoch darin, dass es nur moglich ist, Oberflichen abzubilden.

Ein anderer bekannter Vertreter der Gruppe der Nahfeldmikroskope ist das optische
Rasternahfeldmikroskop (Scanning Nearfield Optical Microscope, SNOM). Dabei wird
eine Aperturspitze in geringem Abstand {iber die Probe gefiihrt. Durch eine kleine Off-
nung an der Spitze, iiblicherweise 20 — 100 nm, kann Licht, in Form eines evaneszenten
Feldes, aus der Spitze austreten und die Probe beleuchten. Da die Probe nicht im
Fernfeld sondern im Nahfeld beleuchtet wird, gilt hier die Beugungsbegrenzung nicht



(vgl. Kap. 1.1). Dadurch kénnen Auflésungen im Bereich einiger weniger Nanometer
erreicht werden [16]. Auch bei dieser Methode kénnen nur Oberflachen untersucht wer-
den und es herrscht eine Limitierung beziiglich rapider Anderungen in der Hohe der
Probe.

Optische Fernfeldmikroskopie

Obwohl jede der oben beschriebenen Methoden es ermoglicht, Strukturen sehr ge-
nau zu untersuchen, sind fast alle Untersuchungsmoglichkeiten auf fixierte Zellen be-
schrankt. Die Problematik bei der Arbeit mit fixierten Zellen liegt darin, dass keine
Informationen {iber dynamische Prozesse gewonnen werden kénnen und durch den
Eingriff in den natiirlichen Metabolismus der Zellen auch grundlegende biologische Ei-
genschaften verédndert werden koénnen [17]. So fithrt beispielsweise eine Fixierung von
Zellen mit Hilfe von Methanol zu einer Zerstérung der Aktinfilamente in den Zellen
[18].

Alle bisher erwdhnten Methoden sind nur dafiir geeignet, Objekte zu untersuchen,
die keinem dynamischen Prozess unterliegen - dies ist jedoch in der zellularen Umge-
bung so nicht gegeben. Betrachtet man die Zelle als ein in sich geschlossenes System,
ohne dass Stimulationen der Zelle von auflen auftreten, befindet sich das Innere der
Zelle in einem dynamischen Zustand. So wird beispielsweise das Zytoskelett der Zelle
durchgéngig neu organisiert, Proteine werden degradiert und neu produziert und es
werden Informationen iiber Boten-RNAs vom Zellkern an die Ribosomen versendet.
Um ein Verstdndnis {iber diese dynamischen Prozesse zu erhalten, ist es notig, zeitab-
héngig zu messen. Werden zuséatzlich noch die Zellen stimuliert, zum Beispiel durch
die Aktivierung von Rezeptoren auf der Zellmembran, reagiert die Zelle auf eine solche
Stimulation iiber Signalkaskaden und Proteinproduktion oder -degradation. An einem
solchen Signalweg sind viele unterschiedliche Proteine beteiligt und um einen Infor-
mationsgewinn zu erreichen, sind zeitabhéngige Messungen unerlasslich. Hier bieten
zeitaufgeloste Messungen eine grofiere Informationsdichte als z. B. die Untersuchung
von fixierten Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten [6].

Neben den Methoden der Elektronen- und Rontgenmikroskopie, die allerdings nur bei
toten Objekten verwendet werden konnen, dafiir aber eine optische Auflésung im Be-
reich einiger Nanometer bieten, den Nahfeldmikroskopiemethoden, die lediglich fiir die
Beobachtung von Zelloberflichen geeignet sind, aber ebenfalls mit einer sehr hohen
Auflésung, gibt es noch die optischen Fernfeldmikroskopiemethoden. Hierbei werden
die zu untersuchenden Ziele, wie z. B. Proteine, spezielle DNA Sequenzen oder Boten
RNAs, mit selbstleuchtenden Markierungen versehen und mit Hilfe eines Mikroskops
abgebildet. Da die Markierung der Zelle nicht invasiv ist, kann somit die zeitliche Ent-
wicklung der Untersuchungsobjekte, mit einer Zeitauflosung in Bereichen zwischen
Mikrosekunden und Tagen, beobachtet werden. Nachteilig bei diesen optischen Me-
thoden ist allerdings die Beugungsbegrenzung, die die Visualisierung von Strukturen
mit Grofen unterhalb von ca. 300 nm verhindert.

Auf Basis der Vor- und Nachteile dieser Mikroskopiemethoden wird deutlich, dass es
einen Bedarf an anderen Techniken gibt, die vor allem fiir die Untersuchung von leben-
den Organismen und eine zeitaufgeloste Mikroskopie geeignet sind. Da, beispielweise
bei der molekularen Interaktion zwischen Proteinen, kleine Objekte - weit unter der
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Abbildung 1.3.: Die Entstehung von Interferenzmustern durch Abbildung eines Emit-
ters durch eine Linse.

Beugungsgrenze der optischen Mikroskopie - eine Rolle spielen und deren quantitative
Erfassung zum Verstdndnis der Prozesse in Zellen notwendig ist, sollte diese Technik
eine Auflésung im Bereich einiger Nanometer besitzen.

Ein Kandidat, der das Potential hat alle Bediirfnisse zu erfiillen, ist die optische Fern-
feldmikroskopie. Auch wenn diese Methode auf den klassischen Mikroskopen, die mit
Licht im sichtbaren Spektrum arbeiten, basiert, haben sich durch Weiterentwicklungen
neue Moglichkeiten und Techniken entwickelt, um verschiedene Objekte gleichzeitig zu
untersuchen, um die Diffusion einzelner Molekiile zu beobachten und um Auflésungen
von 10 — 50nm zu erreichen. Die herausstechendste Verdnderung gegeniiber der Mi-
kroskopie vor dem 20. Jahrhundert und gleichzeitig die Grundvoraussetzung fiir die
modernen Mikroskopietechniken ist die Entwicklung der Fluoreszenzmikroskopie von
August Kohler und Carl Reichert zu Beginn des 20. Jahrhunderts [19]. Proben wer-
den nicht mehr mit Licht durchleuchtet, stattdessen wird kurzwelliges Licht benutzt,
um fluoreszente Molekiile anzuregen, die darauthin selbst Licht aussenden kdnnen
(vgl. Kap. 1.3). Basierend auf diesem Prinzip ist es moglich, mit Hilfe von Filtern die
Farbkanéle voneinander zu separieren und somit mehrere Objekte gleichzeitig zu mes-
sen, oder durch die Anderung der Fluoreszenzintensitét in einem scharf abgegrenzten
Bereich auf Konzentrationsanderungen zu schliefien (wie im Fall der Fluoreszenzkor-
relationsspektroskopie, FCS [20-22]). In Kombination mit modernen Detektoren, die
in der Lage sind einzelne Photonen zu registrieren, ist es moglich einzelne Farbstof-
fe zu detektieren. Auf Basis dieser Einzelmolekiildaten haben sich auch Methoden
etabliert, die in der Lage sind die Beugungsbegrenzung zu umgehen (vgl. Kap. 1.6:
Lokalisationsmikroskopie).

1.1. Beugungsbegrenzung

Wie bereits erwahnt, unterliegt die Fernfeldmikroskopie der Beugungsbegrenzung. Die-
se Grenze betrifft jegliche Abbildung, die auf Gaufs “scher Optik aufbaut. Geht man
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davon aus, dass sich ein punktférmiger Lichtemitter im Raum befindet, der iiber eine
Linse auf eine Bildebene projiziert wird, gilt das Huygens‘sche Prinzip analog zu der
Beugung des Lichts an einer Kreisblende (vgl. Abbildung 1.3). Da die Wellenlédnge
des Lichtes um mehrere Groflenordnungen geringer ist als der Durchmesser der Linse
D = AB, ist die Anzahl der Elementarwellen, die von der Linse ausgehen mit N = %
entsprechend grofs. Der Gangunterschied g zwischen der ersten und der letzten Ele-
mentarwelle betrigt g = D sin . Wenn die Bedingung g = kX erfiillt ist, gibt es eine
konstruktive Interferenz, fiir g = (k + %))\ herrscht destruktive Interferenz. Betrachtet
man die Lichtintensitdt J an einem Punkt P in der Brennebene im Abstand [ von
der Linse, so lisst sich fiir die konstruktive Interferenz die Bedingung PA — PB = z\
aufstellen, wobei z = 0, £1,£2, ... ist. Es folgt direkt fiir die Maxima:
zZA

sin p = v (1.2)

Da die Winkel im Allgemeinen recht klein sind, lasst sich der Sinus durch sin(z) =

linear annahern zu: \
z

p=7 (1.3)
Der Gangunterschied zwischen zwei benachbarten Wellen betrigt dsin ¢. Die Phasen-
differenz ergibt sich somit zu ¢ = 27r§ sin . Jede Elementarwelle hat eine Amplitude
A, wobei zu der benachbarten Elementarwelle eine Phasendifferenz von § vorliegt. A
ist die Amplitude aller einzelnen Elementarwellen. Ein Maximum ergibt sich, wenn alle
Wellen in Phase sind, sprich § = 0 und § = 227. Mit Hilfe der Maximumsbedingung
1.2 lasst sich dies umformulieren zu:

d-sing = z\ (1.4)

Da jede Elementarwelle auch als Amplitudenzeiger beschrieben werden kann, ergibt
sich fiir die Summe der Amplitudenverteilung ein Zusammenhang, der durch einen
Kreis mit Radius r gegeben ist:

A/

"7 2sin(6/2) (1.5)

Der Gesamtphasenwinkel umspannt also den Phasenwinkel N und die Gesamtampli-
tude ergibt sich zu:

N6  sin(mNdA!sinyp)

A= 2rsin7 (1.6)

sin(mdA =1 sin )

Benutzt man die Phasendifferenz § = 27r% sin ¢ und den Zusammenhang D = N -d so
folgt:

o sin(m DA~ sin )

A=N (1.7)

7DA " lsing

Um die Intensitdtsverteilung zu erhalten, muss die Amplitude quadriert werden

I(p) = A%(p). Benutzt man noch die Definition der sinc-Funktion, sinc(z) = w,
folgt:

I(p) = A%sinc?(DrA " tsin @) (1.8)
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Abbildung 1.4.: Die Punktabbildungsfunktion eines Emitters, der iiber eine Linse ab-
gebildet wird (Bessel-Funktion).

Da die sphérische Bessel-Funktion nullter Ordnung Jy eben diese sinc-Funktion ist,
wird im Allgemeinen die Intensitdtsverteilung iiber die Bessel-Funktion angegeben zu:

I() ~ JE(DrA tsing) (1.9)

Von besonderem Interesse fiir das Auflésungsvermogen eines Mikroskops ist die Lage
der ersten Minima. Diese liegen bei den Nullstellen der Bessel-Funktion zg = 0,61 (vgl.
Abbildung 1.4). Auf Grund dieser Nullstelle der Bessel-Funktion fiihrte Lord Rayleigh
das Rayleigh-Kriterium ein. Er definierte den Winkel unter dem zwei Objekte mittels
eines Teleskopes gerade noch auflésbar sind, auf die doppelte Entfernung von der
Nullstelle der Bessel-Funktion:

a=1,22\/r (1.10)

Wobei r die Objektivoffnung des Teleskopes ist.

Im Fall der Mikroskopie wird besonders ein anderer Name mit der Definition des
Auflésungsvermogens verbunden. Ernst Abbe definierte mit Hilfe der Numerischen
Apertur (NA), NA = n- sin«, mit n dem Brechungsindex des Immersionsmediums
und o dem halben Offnungswinkel des Objektives (vgl. Abbildung 1.5), das Rayleigh-
Kriterium um. Die folgende Gesetzméfigkeit wird als die Abbe‘sche Auflésungsgrenze

bezeichnet:
1,22\

Betrachtet man einige Spezialfille der Abbildung zweier Objekte iiber eine Linse, kann
man fiir den Fall von zwei weit voneinander entfernten Objekten eine gute Unterschei-
dung durchfiihren. Befinden sich die Objekte nahe der Auflésungsgrenze, gibt es schon
eine deutliche Uberlagerung der Punktabbildungsfunktionen (Point-Spread Function,
PSF), was dazu fiihrt, dass die beiden Maxima kaum noch voneinander zu trennen
sind. Liegen die Objekte zu dicht beieinander, d < d;n, ist eine Auflésung der zu

(1.11)
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Abbildung 1.5.: Die Numerische Apertur wird durch die Brechzahl des Immersions-
mediums und den halben Offnungswinkel o berechnet.
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Abbildung 1.6.: Die Beugungsbegrenzung fiir die Mikroskopie: Sind zwei Emitter weit
voneinander entfernt (d > d,;,) lassen sich Objekte gut voneinan-
der unterscheiden. Bei d = d,;, zeigt die resultierende Superposi-
tion schon eine betrichtliche Verwischung im Bereich zwischen den
Emittern. Fiir den Fall, dass beide Objekte sehr nah beieinander sind
(d < dpmin) entsteht eine Superposition, die alle Details iiber die Emit-
ter verbirgt.

Grunde liegenden Verteilung unméglich (vgl. Abbildung 1.6) [23-26]. Fiir rotes Licht
(A = 650nm) und ein Olimmersionsobjektiv liegt dieses Limit somit bei ca. 250 nm.
Um diese Grenze in kleinere Bereiche zu driicken, werden auch andere Wellenldngen
benutzt (Rontgenstrahlung, Neutronen, Elektronen), was jedoch wiederum zu anderen
Einschrankungen fiihrt.

Neben der Beugungsbegrenzung, die die Auflésung limitiert, treten bei allen Fernfeld-
mikroskopiearten noch andere Probleme auf, die mit der Wechselwirkung von Strah-
lung mit Materie zusammenhéngen. Bei der Abbildung von Photonen im sichtbaren
Spektrum, spielen diese Aberrationen eine grofe Rolle.

1.2. Aberrationen

Bei Aberrationen oder auch Abbildungsfehlern handelt es sich um eine ganze Klasse
moglicher Abweichungen von der idealen Optik. Einige dieser Fehler kénnen durch ge-
schicktes Anordnen von Linsen unterdriickt werden. Die meisten Fehler spielen jedoch
immer noch eine Rolle in der optischen Mikroskopie. [23, 27|

Spharische Aberrationen

Die sphérische Aberration tritt auf, da Linsen im Allgemeinen keine Kugeln sind. Ach-
senferne Strahlen werden nicht in den Brennpunkt der Linse gebrochen (vgl. Abb. 1.7).
Dieser Fehler kann durch asphérisches Schleifen von Linsen zwar eliminiert werden,
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(a) Sphérische Aberrationen fithren zu unter- (b) Astigmatismen fithren zu der Erzeugung
schiedlichen Brennpunkten auf der optischen von Brennlinien anstatt Brennpunkten.
Achse.

Abbildung 1.7.: Sphérische Aberration und Astigmatismus

dies ist jedoch komplexer als eine Linse sphérisch zu schleifen und wird deswegen meist
nur in teuren und komplexen Linsensystemen, wie z. B. Objektiven, durchgefiihrt.

Astigmatismus

Der Astigmatismus tritt auf, wenn das Licht, das ein Objekt aussendet, schrig in eine
Linse féllt. In der horizontalen Ebene treten durch die perspektivische Verkiirzung
kiirzere Brennweiten auf (vgl. Abb. 1.7). Der Astigmatismus kann nicht durch spezielle
Schleifverfahren oder Oberflachenbeschichtungen beseitigt werden. Die Linsen in einem
mikroskopischen Aufbau sollten deswegen immer mittig zentriert sein, so dass keine
Objekte fern der optischen Achse abgebildet werden. Der Astigmatismus zeigt sich
dadurch, dass in der Fokusebene keine Brennpunkte auftreten, sondern Brennlinien.

Koma

Bei dem Koma handelt es sich um eine Kombination aus sphérischer Aberration und
Astigmatismus (vgl. Abb. 1.8). Hierbei zeigt sich der Abbildungsfehler durch das Ent-
stehen einer Art Schweif um die Punktabbildungsfunktion einer Lichtquelle. Auch das
Koma kann durch Schleifen unterdriickt werden. Objektive, die diesen speziellen Schliff
aufweisen, heifsen Aplanate.

Chromatische Aberrationen

Neben den geometrischen Fehlern treten auch wellenléngenabhéngige Fehler auf. Gera-
de diese chromatischen Aberrationen spielen in der Fluoreszenzmikroskopie eine grofe
Rolle, da oftmals mehrere biologische Objekte in einer unterschiedlichen Farbe mar-
kiert sind und gleichzeitig abgebildet werden sollen. Grund fiir diesen Abbildungsfehler
ist die Tatsache, dass Licht mit einer kurzen Wellenlénge stérker gebrochen wird, als
Licht mit einer grofsen Wellenlédnge (vgl. Abb. 1.8). Dieser Effekt ist auch fiir die spek-
trale Zerlegung von weifem Licht in einem Prisma verantwortlich. Bei Mikroskopob-
jektiven wird deswegen grofser Wert auf die Farbkorrektur gelegt - diese korrigierten
Objektive heiken Apochromaten. Kommt es trotzdem zu chromatischen Aberrationen,
z. B. durch weitere optische Komponenten im Detektionsstrahlengang, miissen nach

10
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(a) Das Koma zeigt sich durch die Erzeugung (b) Chromatische Aberrationen fithren zu un-
von Phantombildern, die wie eine Art Schweif terschiedlichen fokalen Ebenen fiir Licht mit un-
wirken. terschiedlicher Wellenldnge.

Abbildung 1.8.: Koma und chromatische Aberration

der Datenakquise mathematische Methoden angewendet werden, um die Daten {iber-
lagern zu koénnen. Dazu wird meistens ein Bild mit einer perfekten Kolokalisation
aufgenommen und anhand von deutlich erkennbaren Strukturen eine Transformati-
onsmatrix erstellt und mit einem der Farbkanéle multipliziert.

1.3. Fluoreszenzmikroskopie

Neben der Verbesserung von optischen Systemen, die wiederum mafigeblich zur Verbes-
serung der Mikroskopie beigetragen haben, spielte auch die Entdeckung und Anwen-
dung der Fluoreszenz eine entscheidende Rolle fiir die moderne Mikroskopie. Obwohl
das Phénomen der Fluoreszenz schon Anfang des 20. Jahrhunderts in der Mikro-
skopie Anwendung fand, dauerte es 50 Jahre, bevor mit der Entdeckung eines griin-
fluoreszierenden Proteins (GFP) die Fluoreszenzmikroskopie Einzug in die Zellbiologie
erhielt [28-30]. Gerade in den letzten Jahren hat die Bedeutung der Photophysik und
das Bediirfnis nach einem Verstédndnis der Prozesse eines Farbstoffes stark zugenom-
men, um damit neue Moglichkeiten fiir die Mikroskopie zu eréffnen (vgl. Abbildungen
B.1 und B.2 im Anhang). So war es auf Basis eines Verstindnisses der Photophysik von
fluoreszenten Proteinen moglich, die Molekiilstruktur der chromophoren Systeme zu
variieren. Damit einhergehend wurden Farbstoffe entwickelt, die in der Lage sind, Licht
im nahezu kompletten sichtbaren Farbspektrum zu absorbieren und emittieren. Durch
die Manipulation der Farbstoffe ist es auch moglich die Photostabilitat und die Quan-
tenausbeute zu verbessern. Die modernen Ansétze, um mit Fluoreszenzmikroskopie
die Auflésungsgrenze zu umgehen, waren ohne ein tiefes Verstdndnis der Photophysik
gar nicht moglich. So ist es bei speziellen Farbstoffen moglich die Fluoreszenz zu akti-
vieren (Photoaktivierbare Fluoreszente Proteine, pa-FP), oder aber Farbstoffe durch
Einstrahlung von Licht gezielt aus- und wieder anzuschalten (Photoschaltbare Farb-
stoffe). Diese beiden Mechanismen bieten die Grundvoraussetzungen fiir eine ganze

Klasse an Hochauflosungsmikroskopiemethoden, auf die spéter eingegangen wird (vgl.
Kap. 1.6).

11
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Absorption

Die Absorption von Licht, welches im sichtbaren und ultravioletten Spektrum liegt, be-
ruht im Normalfall auf elektronischen Ubergéingen. Ein Elektron wird aus dem HOMO
(Highest Occupied Molecular Orbital) in das LUMO (Lowest Unoccupied Molecular
Orbital) tiberfithrt. Das bedeutet, dass das Fluorophor aus dem Sp-Zustand, dem
Grundzustand, in den néchst héheren Zustand, den Si-Zustand, angeregt wird. Da
bei Raumtemperatur der angeregte Zustand nahezu unbesetzt ist, entspricht das HO-
MO dem Singulettzustand Sy. Hier sind alle Molekiilorbitale vollstdndig besetzt und
das hochste besetzte Orbital ist durch ein Elektronenpaar mit entgegengesetztem Spin
bevolkert. Durch Besetzen des LUMO wird das Molekiil in einen Zustand gebracht,
bei dem das HOMO und das LUMO jeweils ein Elektron mit entgegengesetztem Spin
enthalten. Das LUMO kann dabei erst durch Zufuhr von Energie im Bereich von 1,5
bis 3eV erreicht werden. Diese Menge an Energie kann thermisch, F = kT ~ 25 meV
bei 20 °C, nicht zugefiithrt werden. Ein Photon im sichtbaren Spektrum mit einer Wel-
lenlénge von 490 nm hingegen besitzt nach £ = hv eine Energie von etwa 2,5eV, was
der Menge an Energie entspricht, um ein Molekiil anzuregen. Dieser Ubergang vom
Grund- in den ersten angeregten Zustand, geschieht auf einer Zeitskala von 10715 s (vgl.
Abb. 1.9). Da diese Absorption zu schnell ist, um Einfluss auf die Atomkerne zu haben,
gilt das Franck-Condon-Prinzip. [31] Der wahrscheinlichste Ubergang (¥, |fi|¥s, ) mit

A
E| s

>
R

Abbildung 1.9.: Potentialkurven fiir den Grund- und den ersten angeregten Zustand
(rot). Die eingezeichneten Wellenfunktionen (blau) eines harmoni-
schen Ostzillators stellen eine Ndherung fiir die Schwingungszustédnde
dar.

12
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dem Dipoloperator f in den angeregten Zustand kann iiber die Wahrscheinlichkeits-
dichte |(¥g, || ¥s,)|* berechnet werden. Im Normalfall ist der Gleichgewichtszustand
R des S1 Zustandes gegeniiber dem Grundzustand leicht verschoben. Dadurch ist die
Wahrscheinlichkeit, in einen schwingungsangeregten Zustand zu gelangen, erhoht (vgl.
Abb. 1.9). Es existieren aber, je nach Potentialkurve, mehrere mogliche Uberginge.
Fiir den Fall, dass viele Molekiile gleichzeitig beobachtet werden, hat man mehrere Bei-
trage zu der Gesamtiibergangswahrscheinlichkeit. Dies spiegelt sich dann im molekiil-
bzw. farbstoffspezifischen Absorptionsspektrum wider. Strahlt man Licht mit einer
bestimmten Wellenldnge A auf ein Ensemble von Molekiilen, wird ein Teil der einge-
strahlten Photonen entsprechend der Ubergangswahrscheinlichkeiten absorbiert. Der
absorbierte Anteil wird durch den Extinktionskoeffizienten €*(\) angegeben. Setzt man
als Grundannahme voraus, dass die eingestrahlte Lichtintensitét Iy so klein ist, dass
nur eine geringe Besetzungswahrscheinlichkeit des angeregten Zustandes erreicht wird,
folgt, dass der Extinktionskoeffizient unabhingig von der Intensitit I ist. Die Uber-
gangswahrscheinlichkeit ist dagegen abhéngig von dem Anregungslicht. Es ergibt sich
die Abhéngigkeit aus Formel 1.12:

dl
i —e*(AN)I(x) (1.12)
Die Losung dieser Differentialgleichung ist das Lambert-Beersche-Gesetz (vgl. Formel
1.13) |24].

I(z) = Iye= W= (1.13)

Bei dieser Formel ist x ein Produkt aus der Anzahl der Molekiile pro beleuchteter Fla-
che (Konzentration ¢) und Dicke der Probe (d). Da es in automatisierten Instrumenten
moglich ist, direkt die Abnahme der Intensitét Iy/I nach dem Passieren der Probe zu
messen, lasst sich die Formel weiterhin vereinfachen zu:

E() = —In <[;> — (V) -c-d (1.14)

In der Entwicklung der Spektroskopie wurde jedoch standardmékig statt dem natiirli-
chen Logarithmus der dekadische Logarithmus verwendet. Hieraus folgt die Definition
des gebréauchlichen dekadischen molaren Extinktionskoeffizienten e(\) = log(e) - €*. Die
Abnahme der Intensitdt, die Extinktion F, wird somit mit der Formel 1.15 beschrie-
ben:

E(\) =e(\)-c-d (1.15)

Strahlungslose Uberginge und Lumineszenz

Wie schon bei der Absorption beschrieben, wird ein Fluorophor im Allgemeinen in
einen schwingungsangeregten S7-Zustand getrieben, von wo aus eine Vibrationsrela-
zation (VR) es dem Fluorophor erméglicht, strahlungslos in den energetisch giinstigs-
ten Si-Zustand zu relaxieren. Alternativ kann der Farbstoff auch iiber Anregung in
hohere Zustidnde, wie z. B. den S-Zustand iiber innere Konversion (Internal Con-
version, IC) in den Sj-Zustand zuriickfallen (vgl. Abb. 1.12). Alle diese Vorgénge
geschehen auf einer Zeitskala von Picosekunden. Befindet sich der Farbstoff nach VR
im energetisch gilinstigsten Sj-Zustand, hat er die Moglichkeit von hier aus in einen

13
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Stokes-Verschiebung
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Abbildung 1.10.: Die Stokes-Verschiebung am Beispiel des Farbstoffes Atto 620.

anderen Zustand iiberzugehen. Hierbei ist anzumerken, dass das angeregte Fluoro-
phor in einem Zeitbereich von mehreren Nanosekunden kurzfristig stabil ist, dies ist
die Fluoreszenzlebensdauer. Auf Grund der metastabilen Natur dieses Zustandes, gibt
es mehrere Moglichkeiten die {iberschiissige Energie zu dissipieren. Ein mdéglicher Pro-
zess, iiber den der Farbstoff strahlungslos in den Grundzustand fallen kann, ist die
Wechselwirkung mit den Losungsmittelmolekiilen (Non-Radiative Relaxation, NRR).
Andere Uberginge finden unter Emission eines Photons statt. Alle Ubergéinge von
dem angeregten in den Grundzustand, bei denen ein Photon emittiert wird, werden
als Lumineszenz bezeichnet. Die Energiedifferenz, die zwischen dem Anregungsvor-
gang Sy — S; und dem Emissionsvorgang S7 — Sp auf Grund der strahlungslosen
Vibrationsrelaxation vorhanden ist, wird als Stokes-Shift bezeichnet und &ufsert sich
durch eine Rotverschiebung der Fluoreszenz im Vergleich zum absorbierten Licht (vgl.
Abb. 1.10). Alle Ubergiinge, die unter Emission eines Photons direkt vom S; in den
So-Zustand fiithren, werden als Fluoreszenz bezeichnet (vgl. Abb. 1.12).

Neben den fluoreszenten Ubergingen gibt es noch eine andere Klasse von Uber-
gingen, die unter Strahlungsemission stattfinden, der Phosphoreszenz. Phosphores-
zenz beschreibt dabei einen Ubergang, der unter Anderung des Spins eines Elek-
trons stattfindet. Grundvoraussetzung ist, dass sich ein Farbstoff zunéchst im an-
geregten Singulett-Zustand, dem Sj-Zustand, befindet. In diesem Zustand sind die
Spins der Elektronen im HOMO und LUMO antiparallel ausgerichtet, s; = +1/2 und
sg = —1/2, der Gesamtspin des Fluorophors liegt bei S = 2-(s1 + s2) +1 = 1. Auf
Grund der Spin-Bahn-Kopplung ist es jedoch quantenmechanisch erlaubt, dass fir
schwere Molekiile auch Ubergéinge vom S; in den ersten angeregten Triplett-Zustand
Ty méglich sind. Der Ubergang wird als Inter-System-Crossing (ISC) bezeichnet. Bei
diesem Triplett-Zustand sind die Spins der Elektronen parallel angerichtet, so dass
der Gesamt-Spin sich zu S = 2-(1/2 + 1/2) + 1 = 3 ergibt (vgl. Abb. 1.11). Die
Ubergéinge zuriick in den Sj-Zustand sind zwar mdoglich, aber im Vergleich zu der
Fluoresenziibergangswahrscheinlichkeit sehr unwahrscheinlich. Darum ist die Verweil-
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LUMO | *

HOMO* | * * _T1
v |

Singulett angeregter angeregter

Grundzustand  Singulett Triplett S j
Zustand Zustand O ——— . e
(a) Fluorophore konnen Triplett-Zustédnde an- (b) Durch einen Spinumklapp (ISC) gelangen
nehmen. Bei diesen Zustdnden ordnen sich die die Fluorophore in den Triplett-Zustand 77 von
Spins der Elektronen parallel zueinander an. wo aus sie unter Phosphoreszenz relaxieren kén-

nen.

Abbildung 1.11.: Triplett-Zustand und Phosphoreszenz

dauer des Fluorophors im T7j-Zustand sehr viel langer als im S;-Zustand. Man spricht
von der Triplett-Lebensdauer, welche in Bereichen zwischen 7p ~ 1076 — 10%s liegt
[32, 33].

Die Gesamtheit, der hier behandelten photophysikalischen Phanomene, ldsst sich mit
Hilfe eines Jablonski-Diagrammes darstellen (vgl. Abb. 1.12). In Griin sind die Absorp-
tionsvorgénge dargestellt, nach der Absorption relaxiert das Fluorophor {iber Vibra-
tionsrelaxation und eventuell innere Konversion (gelb) in den niedrigsten S;-Zustand.
Von dem angeregten Zustand aus, kann das Molekiil entweder strahlungslos (hellblau)
oder unter Aussendung eines Photons (Fluoreszenz, rot) in den Grundzustand tiber-
gehen. Durch Anderung des Spins ist es moglich, den Triplett-Zustand anzunehmen
(blau), aus dem der Ubergang in den Grundzustand unter Phosphoreszenz mdglich
ist. Das Diagramm ist nicht auf diese Prozesse beschréankt und kann erweitert werden,
um zu skizzieren, wie weitere Effekte ein chromophores System beeinflussen kénnen.

Farbstoffcharakteristika

Uber Farbstoffcharakteristika ist es moglich, unterschiedliche chromophore Systeme
voneinander zu unterscheiden. Direkt zugéngliche Eigenschaften sind das Absorp-
tionsspektrum und das zugehorige Emissionsspektrum. Die oben eingefiihrte Fluo-
reszenzlebensdauer, die angibt, wie lange ein Molekiil im angeregten Zustand ver-
harrt, bevor es unter Emission eines messbaren Photons zerfillt, ist eine weitere Gro-
ke, die dazu beitragt, Farbstoffe zu charakterisieren und es somit auch ermoglicht,
verschiedene Farbstoffe voneinander zu unterscheiden. Dies erreicht man iiber eine
Fluoreszenzlebensdauer-Messung [34, 35]. Obwohl die Lebensdauer eine charakteristi-
sche Grofe der Farbstoffe ist, kann die Umgebung doch dazu beitragen, dass sich die
Lebensdauer drastisch verdndert. Zumeist sind polare Losungsmittel der Grund einer
Lebensdauerdnderung, aber auch die molekulare Umgebung, falls der Farbstoff an ein
Molekiil gekoppelt ist, kann auf Grund von elektronischen Zustdnden hier eine Rolle
spielen. Neben der Lebensdauer ist die Quantenausbeute eine andere wichtige charak-
teristische Eigenschaft von Farbstoffen. Die Quantenausbeute ) gibt das Verhéltnis
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Abbildung 1.12.: Das vereinfachte Jablonski-Diagramm eignet sich, um sémtliche pho-
tophysikalischen Prozesse innerhalb eines Chromophors darzustellen.
Darunter fallen die Absorption von Photonen (griin), die innere Kon-
version (IC, gelb), strahlungslose Ubergéinge (NRR), der Ubergang in
den Triplett-Zustand (ISC) und die lumineszenten Ubergénge (rot).

von emittierten zu absorbierten Photonen an und befindet sich damit immer zwischen
0 und 1. Die strahlungslosen Uberginge zwischen angeregtem und Grundzustand wer-
den mit der Rate ky, angegeben (vgl. Abb. 1.13).

Mit Hilfe dieser beiden Ubergangsraten lisst sich die Quantenausbeute mathematisch
formulieren zu:

r
= 1.16
Q=1 7" (1.16)
Die Lebensdauer des angeregten Zustandes ergibt sich entsprechend zu:
1
A (1.17)

Die Aussendung eines Photons ist ein stochastischer Prozess und lasst sich fiir einfache
Fluorophore mit einem exponentiellen Abfall beschreiben. Das heifst, dass in diesem
Fall 7 den Wert angibt, bei dem die Funktion auf % abgefallen ist, also 63 % der Mole-
kiile ein Photon emittiert haben. Treten bei der Riickkehr in den Grundzustand keine
strahlungsfreien Ubergiéinge auf, spricht man von der intrinsischen Fluoreszenzlebens-
dauer 7, = % Aus den Gleichungen 1.17 und 1.16 und der Definition der intrinsischen
Lebensdauer folgt:

=g (1.18)

Die Formel 1.18 ist wichtig, da als direkte Messgrofse nur die Lebensdauer und die
Quantenausbeute zur Verfiigung stehen.

Wiéhrend der Fluorophor sich im angeregten Zustand befindet, kann dieser durch
verschiedene Prozesse depopuliert werden. Man spricht dann von der Fluoreszenz-
16schung. Eine Unterscheidung der Loschmechanismen erfolgt z. B. durch Differenzie-
rung zwischen Kollisionsloschung und Komplexléschung. Fiir die Kollisionsloschung
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lasst sich die Fluoreszenzabnahme iiber den Stern-Volmer-Plot darstellen. Dazu wird
die Fluoreszenzintensitat F' in Abhéngigkeit der Konzentration an Loschmolekiilen [Q)],
wie zum Beispiel Sauerstoff, Halogene oder Ionen, durch folgende Formel beschreiben:

S
TN s

e S1 A

I knr hw hUF r knr kQ

S hUAkzeptor

S 0
0 — SO, A

(a) Das reduzierte Jablonski-Diagramm zeigt (b) Durch Intermolekulare Wechselwirkungen
die beiden Raten I' und k., die die dominie- gibt es mehrere mogliche Depopulationsprozes-
renden Prozesse sind, um einen angeregten Zu- se, wie Fluoreszenz T', strahlungslose Ubergin-
stand zu depopulieren. ge knr, Kollisionsléschung kg und Forster Re-

sonanz Energietransfer (FRET) kr.

Abbildung 1.13.: Vereinfachtes Jablonski Diagramm.
Fy

Fy gibt hier die Fluoreszenzintensitdt ohne Quencher an, K ist die Stern-Volmer-
Konstante und k£, ist die bimolekulare Loschkonstante. Da die messbare Fluoreszenz-
lebensdauer antiproportional zu der Stofswahrscheinlichkeit korreliert, muss auch die
Fluoreszenzlebensdauer ohne Anwesenheit der Loschmolekiile 79 verwendet werden.
Bei der Kollisionsloschung sind verschiedene Prozesse moglich, die eine Rolle spielen
konnen, wie z. B. Elektronentransfer zwischen den beiden Molekiilen oder durch Kopp-
lung des Spin-Bahndrehimpulses iiber Wechselwirkungen der zwei Molekiilorbitale und
dem daraus resultierenden Intersystem Crossing. Durch Einfiihrung von intermoleku-
laren Prozessen in das Jablonski-Diagramm, lassen sich die konkurrierenden Prozesse
gut darstellen (vgl. Abb. 1.13).

Der letzte intramolekulare Parameter, der hier erwdhnt werden soll, ist die Photosta-
bilitat. Bei der Untersuchung von biologischen Prozessen, die iiber einen Zeitraum von
Minuten oder sogar Stunden geschehen, ist es sehr wichtig, dass ein Farbstoff so lange
wie moglich in der Lage ist, Photonen zu emittieren. Die Photostabilitat von Farbstof-
fen hingt oft von ihrer lokalen Umgebung ab und kann in einigen Féllen beispielsweise
durch Entzug von Sauerstoff stark erhht werden, oder aber auch durch Zusatz von
Reduktions- und Oxidationsmitteln [36-43]. Besonders im Fall einiger Mikroskopieme-
thoden, die im Laufe der letzten Jahre entwickelt wurden, um die Beugungsbegrenzung
zu umgehen, ist es wichtig, dass ein Farbstoff iiber einen Zeitraum von zwanzig Minu-
ten bis hin zu einigen Stunden seine Fluoreszenzeigenschaft behélt. Diese intrinsische
Eigenschaft der Fluorophore wird bei diesen Methoden artifiziell durch Puffersysteme
erhoht. Die Chemikalien, die bei den meisten Farbstoffen eine Erhohung der Stabilitat
erzielen, sind allerdings hoch toxisch (z. B. Methylviologen) und kommen in so hohen
Konzentrationen vor, dass eine Anwendung solcher Puffersysteme fiir in vivo Messun-
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gen nicht in Frage kommt. Eine andere Moglichkeit, die ebenfalls oft eine Erhéhung
der Photostabilitdt zur Folge hat, ist der Entzug von Sauerstoff aus dem Messpuffer.
Dies wird in der Regel {iber Enzyme oder durch Fluten des Puffers mit Stickstoff er-
reicht. Da Zellen Sauerstoff fiir die aerobe Atmung brauchen, ist auch die Nutzung
von sauerstofffreien Puffern in der Mikroskopie von lebenden Zellen nicht praktikabel.

Fluoreszenzl6schung

Wie bereits bei den intramolekularen Eigenschaften der Fluorophore deutlich wird,
spielen nicht nur die spektralen Eigenschaften eine Rolle, auch die Ausnutzung von
Mechanismen, wie der Photoaktivierung oder des Photoschaltens, finden in einigen
Methoden Anwendung. Diese beiden Mechanismen kénnen vereinfacht als der Wechsel
eines Farbstoffes zwischen zwei unterschiedlichen Zustédnden dargestellt werden - einem
hellen, fluoreszenten Zustand und einem dunklen, geléschten Zustand. Da es jedoch
moglich ist, durch das Einbringen von Interaktionspartnern auch intermolekulare Pro-
zesse zu ermoglichen, sind die zu Grunde liegenden Mechanismen der Wechselwirkung
sehr interessant. Da eine Fluoreszenzloschung zwischen zwei molekularen Partnern das
Potential hat, den Prozess des Photoschaltens zu ersetzen, wird im Folgenden auf die
Theorie der Fluoreszenzléschung durch zwei Molekiile eingegangen.

Resonanz Energietransfer

Das Jablonski-Diagramm (vgl. Abb. 1.12) erlaubt ein Grundverstandnis iiber die Vor-
géange, die in einem Farbstoffmolekiil, das mit Photonen wechselwirkt, zu erlangen.
Jegliche bisher betrachtete Art des Energietransfers, geschieht farbstoffintern, durch
Absorption/Emission eines Photons, durch Energiedissipation via Warme oder durch
direkte Wechselwirkung mittels Stofléschung mit einem Léschmolekiil. Sobald die
Farbstoffe jedoch zusétzlich mit anderen Molekiilen, die weit entfernt sind, wechsel-
wirken konnen, fithrt dies zu neuen Phénomenen.

Ein Mechanismus, der weit verbreitet Anwendung findet, ist der Resonanz Energie-
transfer (RET). Der am héufigsten vorkommende Mechanismus ist dabei der Forster
Energietransfer(FRET). Bei diesem Energietransfer wird ein Molekiil, das hochenerge-
tisches Licht absorbieren kann (Donor), in den angeregten Zustand gebracht. Befindet
sich nun ein Molekiil mit einem Absorptionsspektrum, das mit dem Emissionsspek-
trum des Donors iiberlappt (Akzeptor), in der Ndhe des Donors, kann es zu einem
Energietransfer kommen. Dieser Vorgang geschieht nicht iiber die Emission eines Pho-
tons durch den Donor und anschliefsende Absorption des gleichen Photons durch den
Akzeptor, sondern iiber Dipol-Dipol-Kopplung. Die Dipol-Dipol-Wechselwirkung hat
eine fiir molekulare Dimensionen grofe Reichweite von bis zu 10 nm. Fiir diese Art des
Transfers kann das Akzeptormolekiil sowohl ein fluoreszenter Farbstoff sein, der die
aufgenommene Energie durch Emission eines rot-verschobenen Photons wieder abge-
ben kann, als auch ein nicht fluoreszierender Farbstoff, der die Energie strahlungslos,
z. B. iiber innere Konversion, wieder abgeben kann. Eine Grundvoraussetzung fiir das
Stattfinden der Dipol-Dipol Wechselwirkung ist die Ahnlichkeit der Energieniveaus
von Donor und Akzeptor. Der gebrauchlichste Parameter, um diesen Resonanz Ener-
gietransfer zu beschreiben, ist der von T. Forster eingefithrte Forster-Radius Ry [44].
Er beschreibt die Entfernung, auf welche der Energietransfer zwischen zwei Molekii-
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Abbildung 1.14.: Schematische Darstellung des Forster Energietransfers.

len bei 50 % liegt. Die Rate des Transfers zwischen Donor und Akzeptor wird durch
folgende Formel beschrieben:

kr(r) = L <RO>6 (1.20)

D r

Hierbei ist 7p die Fluoreszenzlebensdauer des Donormolekiils ohne Akzeptor und r
die Entfernung zwischen Donor und Akzeptor [30]. Der Resonanzenergietransfer ist
gebrauchlich, um Abstédnde zwischen zwei mit Farbstoff markierten biologischen Pro-
ben zu messen. Die Abstinde zwischen Donor und Akzeptor lassen sich durch die
RS Abhingigkeit sehr genau im nm-Bereich angeben. Es wurden Messungen durchge-
fiihrt, die es erlaubten DNAs zu unterscheiden, die sich in der Lange um ein Basenpaar
unterschieden, was 3,4 A entspricht [45-50]. Die Bestimmung des Forster-Radius ge-
schieht zumeist iiber experimentelle Messungen, kann allerdings auch theoretisch mit
der Formel 1.21 berechnet werden:

9000(In10)x2Qp [ .y
RS = Fp\)ea( M)A 1.21
0 12875 N / p(Meald) (1.21)
0
IO

Hierbei ist J()\) das Uberlappungsintegral, welches sich zusammensetzt aus der kor-
rigierten Fluoreszenz des Donors Fp(\), €4 dem dekadischen molaren Extinktions-
koeffizienten des Akzeptors und der Wellenldnge A. In die Berechnung des Forster-
Radius fliefen auch noch die Quanteneffizienz des Donors @Qp, der Brechungsindex
des Losungsmittels n, die Avogadro Zahl N und der Faktor x ein. Dieser Faktor be-
schreibt die relative rdumliche Anordnung der beiden Dipole und wird tiblicherweise
mit x2 = 2/3 angenommen, was einer frei-drehenden Konfiguration entspricht. Neben
der komplexen Berechnung des Forster-Radius, gibt es noch die Méglichkeit, diesen
Wert experimentell zu bestimmen. Aus Formel 1.20 lésst sich unter der Definition,
dass die Energietransfereffizienz F als Anteil der vom Donor absorbierten Photonen,
die an den Akzeptor weitergegeben werden konnen, folgende Gleichung aufstellen:

kr(r) —_ Rj
ol kr(r)  R§+ 10

(1.22)

Die experimentelle Bestimmung der Energieeffizienz erfolgt iiber die Messung der Fluo-
reszenzintensitit ohne Akzeptor Fp und bei Anwesenheit des Akzeptors Fp 4, respek-
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tive der Fluoreszenzlebensdauern 7p und 7p4:

Fpa TDA
E=1--24_,_ ™4 1.23
Fp D ( )

Statische Fluoreszenzloschung

Die Dipol-Dipol-Wechselwirkung kann auch zu einer strahlungsfreien Relaxation des
Akzeptors fiihren. Wie gezeigt, ist die Abhéangigkeit der Energietransferrate aus Formel
1.20 proportional zu r~% und die Reichweite der Fluoreszenzléschung betrigt mehrere
Nanometer. Tritt eine dynamische Loschung durch Elektronentransfer zwischen zwei
Molekiilen auf, hangt die Loschrate im Allgemeinen exponentiell vom Abstand ab:

kg(r) = Ae B#r=re) (1.24)

Auch bei dieser Formel ist r» der Abstand der Zentren von Farbstoff und Quencher,
re ist der Abstand zwischen den beiden Molekiilen, bei denen eine Wechselwirkung
stattfinden kann, A liegt fiir Orbitalwechselwirkungen bei 107'3s~! und A nimmt
typischerweise Werte um 1A7" an. An dieser Abhéngigkeit wird deutlich, dass die
Fluoreszenzloschung durch Elektronentransfer viel starker mit der Entfernung abfallt
und nur bis ca. 10 A effizient ist.

Der Unterschied zwischen der Kollisionsléschung und der statischen oder Komplex-
16schung liegt darin, dass bei der statischen Loschung die Molekiile einen Komplex
formen, der die Photophysik beeinflusst. Fine Beschreibung der Loscheffizienz erfolgt
durch:

k(r)

Eg=-—"'_
@7 kg + k(r)

(1.25)
k(r) gibt dabei die Ubergangsrate der Loschung an und ks die Dissoziationsrate des
Komplexes. Die dynamische Fluoreszenzléschung wird meist in drei Klassen unterteilt:

1. Intersystem Crossing
2. Elektronenaustausch / Dexter-Energietransfer
3. Photoinduzierter Elektronentransfer

Das Intersystem Crossing tritt hauptséchlich bei Léschung durch sehr schwere Atome
auf, wie z. B. Halogene und Sauerstoff [30, 51|. Wechselwirkungen mit diesen Mo-
lekiilen fiihren dazu, dass der Komplex einen Triplett-Zustand ausbildet, der z. B.
wiederum durch Sauerstoff als Triplett-Quencher in den Grundzustand {iberfiihrt wer-
den kann [52, 53] oder aber durch typische strahlungslose Ubergéinge relaxiert.

Der Elektronenaustausch findet zwischen zwei Partnern, dem Donor Dy und dem Ak-
zeptor Ap, statt. Ahnlich wie bei FRET, handelt es sich beim Elektronenaustausch
um einen Energieaustausch, der vom spektralen Uberlapp abhéngt.

Der Dexter-Energieaustausch hat einen quantenmechanischen Ursprung mit geringen
Wahrscheinlichkeiten. Auf Grund der geringen Wahrscheinlichkeiten sind solche Uber-
gidnge im Ensemble nur bei sehr hohen Konzentrationen von Donor und Akzeptor
beobachtbar. Auf Einzelmolekiilebene sind diese Ereignisse so selten, dass sie nahe-
zu nie beobachtet werden kénnen. Der Dexter-Energietransfer kann dabei sowohl als
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Abbildung 1.15.: Schematische Darstellung des Dexter Energietransfers.

Prozesse, die aufeinander folgen, geschehen, aber auch als gleichzeitiger Elektronen-
transfer stattfinden (vgl. Abb. 1.15) [30, 54, 55].

Der dritte Mechanismus, der Photoinduzierte Elektronentransfer (PET), ist der héu-
figste Loschmechanismus. Hier bildet sich zwischen Donor und Akzeptor ein Kom-
plex [DTA~]. Dabei findet ein Ladungstransfer von Donor auf Akzeptor statt. Dieser
Komplex kann strahlungslos in den Grundzustand relaxieren, danach kann das iiber-
schiissige Elektron des Akzeptors wieder auf den Donor zurtickgehen (vgl. Abb. 1.16).
Bei dem photoinduzierten Elektronentransfer kann der Farbstoff sowohl als Elektro-
nendonor als auch als Elektronenakzeptor vorliegen. Der héufigste Fall ist allerdings,
dass der angeregte Fluorophor als Akzeptor dient (beispielsweise bei der Wechselwir-
kung zwischen Oxazinen und Aminen) [30, 56-58|. Auf Grund der hohen Effizienz
der Fluoreszenzloschung durch PET findet dieser Mechanismus oft Anwendung, um
Wechselwirkungen auf kurzen Distanzen auszunutzen, beispielsweise um die Faltungs-
kinetik von Peptiden oder DNA-Strangen zu messen [59, 60]. Die Energieinderung,
die mit dem PET einhergeht, wird durch die Rehm-Weller-Gleichung beschrieben [30,
57, 61]:

62

AG = B(D*/D) = B(AJA”) = AGo — = (1.26)

Hierbei beschreiben die ersten beiden Terme das Potential des Elektronenaustausches
in Donor D und Akzeptor A, AGq ist die Ubergangsenergie zwischen Grund- und
angeregtem Zustand Sy — S7 und der letzte Term beschreibt die Coulomb-Kraft
des Ionen-Paares. ¢ ist die dielektrische Konstante und d der Abstand zwischen den
Ladungen.

Stern-Volmer-Plots

Wie bei der Kollisionsloschung bereits erwdhnt, ldsst sich die Verdnderung der Fluo-
reszenz mit der Stern-Volmer-Gleichung 1.19 beschreiben. Um zu verstehen, wie sich
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Abbildung 1.16.: Schematische Darstellung des photoinduzierten Elektronentransfers.

dynamische und statische Loschung in Ensemblemessungen unterscheiden lassen, ist
es hilfreich die Stern-Volmer-Gleichung néher zu betrachten.

Zunachst soll der Fall der dynamischen Léschung beschrieben werden. Da die dynami-
sche Loschung auf der Kollision von Farbstoffmolekiilen mit Loschmolekiilen basiert,
lésst sich die mittlere Stofzahl Z in Abhéngigkeit der Quencherkonzentration (@] und
der bimolekularen Diffusionsgeschwindigkeit kq;¢ definieren als:

Z = kar- [@Q) (1.27)

Hierbei wird die zeitabhéngige Rate kqig(t) durch die Smoluchowski-Gleichung be-
schrieben zu:

kaig(t) = 4mrRyDpoN’ 1+L 1.28
7Q

\/mTD FQt
—_———
—0

Geht man davon aus, dass sich das System im Gleichgewicht befindet, fallt der letzte
Term weg. D gibt bei der Gleichung die Summe von beiden Diffusionskoeffizien-
ten an, N’ ist eine Konstante, die die Anzahl der Molekiile in einem Kubikzentimeter
Raumvolumen angibt, mit N/ = 112)[640 =6,02-10%° und Ry gibt die Groke einer virtu-
ellen Kugel an, die das Farbstoffmolekiil beschreibt, den hydrodynamischen Radius.
Unter Einsetzen des Diffusionskoeffizienten D = E’;f’%, der aus der Stokes-Einstein-
Gleichung folgt, mit der Boltzmannkonstanten kp, der Temperatur 7', der Viskositat
n und unter der Annahme, dass beide Molekiile eine dhnliche Grofe mit Radius Ry

besitzen, folgt unter Vernachlédssigung des zeitabhédngigen Terms:

2RT

3
Hierbei gibt R die universelle Gaskonstante an. Geht man davon aus, dass unter nor-
malen Bedingungen nicht jeder Stof, der iiber kgqig gegeben ist, zu einer Loschung
fiihrt, lasst sich der Korrekturfaktor v = lzﬂ definieren. k, gibt in diesem Fall die
Loschrate durch Quenchermolekiile an. Unter diesen Grundannahmen lasst sich eine
Differentialgleichung aufstellen:

T = (ke R fQDIF) + Ll (1.30)

I, (t) gibt die angeregten Molekiile an, k[F*] gibt die Loschrate der angeregten Mo-
lekiile durch alternative Prozesse zur Stofloschung an. Diese Depopulation findet vor

kag = 47TR0DF,QN, = (1.29)
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allem durch Fluoreszenz und innere Konversion (IC) statt, deshalb ldsst sich die Rate
als Summe konkurrierender Prozesse schreiben:

T = ket gkl | 17+ Lt (1.31)
k

Da bei der Beobachtung der Fluoreszenz gewartet wird, bis sich das Gleichgewicht
eingestellt hat, ist die zeitliche Entwicklung gleich 0 zu setzen. Betrachtet man das
Verhéltnis dieser Formel fiir den Fall [()] = 0 und den Fall [Q)] als Variable, erhélt man
die Stern-Volmer-Gleichung aus Formel 1.19, wobei Kgy die Stern-Volmer-Konstante

darstellt.
Fo k4 k(]

F k
Im Fall einer Komplexbildung sieht der Zusammenhang anders aus. Im Gleichgewicht
gilt der Zusammenhang fiir die Gleichgewichtskonstante:

= 1+ Ksv[Q] = 1+ kymolQ] (1.32)

[FQ)
Kg = = 1.33
5 1A (133)
Die Gesamtzahl der Fluorophore ist:
[Flo = [F] + [FQ]. (1.34)

Durch Ersetzen von [F'Q] in Formel 1.33 und Umformung erhélt man fiir die Stern-

Volmer Gleichung;:
F
FO =1+ K,[Q] (1.35)

Eine Grundannahme, die bei der Herleitung der Konstanten eine wichtige Rolle spielt,
ist die Tatsache, dass der Komplex [F'Q)] keine Fluoreszenz zeigt, also komplett geloscht
ist. Anhand der Fluoreszenzintensitéit lassen sich die beiden Prozesse nicht unterschei-
den. Eine Mo6glichkeit der Unterscheidung liegt aber in der Fluoreszenzlebensdauer. Da
beim statischen Loschen nur noch die Farbstoffe fluoreszieren, die kein Loéschmolekiil
gebunden haben, bleibt die Lebensdauer dieser Fluorophore unverandert. Bei der dy-

namischen Loschung hingegen vermindert sich auf Grund der Stofwahrscheinlichkeit
die Fluoreszenzlebensdauer (vgl. Abb.1.17) [30].

Farbstoffklassen

Mit Hilfe von Farbstoffen lassen sich biologisch relevant Ziele, wie Proteine oder Nu-
kleinsduren, markieren und mit Hilfe von modernen Mikroskopen abbilden. Da sich
die Fluorophore in verschiedene Klassen mit sehr spezifischen Eigenschaften gliedern,
ist es essentiell diese Farbstoffklassen zu unterscheiden, da sie zum Teil grundverschie-
dene Charakteristika aufweisen und sich somit auch ihre Anwendbarkeit auf spezielle
Teilbereiche beschrinkt. Das auffalligste Unterscheidungsmerkmal der bedeutendsten
Farbstoffklassen ist ihre Grofse. Organische Farbstoffe, beispielsweise Tetramethylrho-
damin (TMR) (vgl. Abb. 3.2), haben in der Regel einen Durchmesser zwischen 5 A und
1nm und sind die kleinste Klasse der fluoreszenten Marker. Die Grofse der Farbstoff-
markierungen spielt natiirlich eine Rolle. Sind diese etwas grofser als das eigentliche Un-
tersuchungsobjekt, kommt es durch diese Markierung zu sterischen Hinderungen oder
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Abbildung 1.17.: Stern-Volmer-Plots

Abbildung 1.18.: Grokenvergleich der bekanntesten Farbstoffklassen. Links: enhan-
ced GFP (PDB:1KYS [66]); Mitte: Tetramethylrhodamin (TMR);
Rechts: Quantendot.

Verdnderungen der Funktion des Objektes (vgl. Abb. 1.18). Ein anderer Parameter,
der bei der Wahl des Farbstoffes eine Rolle spielt, ist die Photostabilitit, da man in der
Regel die Fluoreszenz eines Farbstoffes {iber einen méglichst langen Zeitraum betrach-
ten mochte. Bei diesem Kriterium bieten die Quantendots einen grofien Vorteil, da sie
eine herausragende Photostabilitdt besitzen - sie konnen auf Grund ihrer Photophysik
nicht zerstort werden. Fluoreszente Proteine sind gegeniiber der Photozerstérung am
anfilligsten, sie bleichen unter normalen Bedingungen innerhalb von Sekunden [62].
Ein weiteres wichtiges Auswahlkriterium ist die Moglichkeit, das Untersuchungsob-
jekt zu markieren. Fiir zelluldre Proteine bieten die farbstoffmarkierten Proteine die
einfachste Moglichkeit. Hier muss einfach ein entsprechender Vektor in die DNA des
Zielproteins eingebunden werden, anschliefend wird das mit dem Farbstoff fusionierte
Protein automatisch von der Zelle hergestellt. Fiir organische Farbstoffe gibt es che-
mische Standardkopplungen, mit denen sich Proteine oder DNA-Strange markieren
lassen. Bei Quantendots ergibt sich die Schwierigkeit der stochiometrischen Markie-
rung. Quantendots bendtigen fiir die Markierung von biologischen Zielen meistens eine
zusétzliche Oberflachenbeschichtung, die aber wiederum das gezielte stochiometrische
Markieren erschwert [62—-65| (vgl. Tabelle 1.2). Eine weitere Klasse, die bisher aber kei-
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Organische Farbstoffe | fluoreszente Proteine | Quantendots
Grofe + o -
Photostabilitat o - -+
Markierung o + (fiir Proteine) -

Tabelle 1.2.: Fluorophorklassen: Vor- und Nachteile der einzelnen Klassen.

ne groke Anwendung findet, sind Nanodiamanten mit einer Stickstofffehlstelle. Diese
Fehlstelle verleiht dem Nanodiamanten eine Fluoreszenz, die nicht photozerstort wer-
den kann. Bei den Nanodiamanten ist nachteilig zu bemerken, dass die Grofse mit ca.
35nm die Grofke der Quantendots noch einmal iibersteigt und die Oberflachenfunktio-
nalisierung, die notwendig ist, um eine stéchiometrische Markierung zu ermoglichen,
viele Probleme bereitet [67-70].

1.4. Der Aufbau moderner Mikroskope

Moderne Mikroskope kénnen von ihrer Konzeption her in zwei separate Bereiche, den
Anregungsteil und den Detektionsteil, zerlegt werden. Den sensitiven Mikroskopen,
wie sie in der Einzelmolekiilspektroskopie und den Hochauflésungsmikroskopen ver-
wendet werden, ist eins gemein, sie besitzen einen oder mehrere Laser zur Anregung
der Fluoreszenz. Laser haben mehrere Vorteile, die sie trotz ihrer relativ hohen Preise,
als Anregungslichtquelle fiir die Mikroskopie favorisieren:

1. ein schmales Anregungsspektrum
2. geringe Pulsbreite bei gepulster Anregung
3. parallele Strahlen

Dadurch, dass das Licht sehr schmalbandig emittiert wird, hat man die Moglichkeit
Fluorophore selektiv anzuregen und z. B. erh6hte Hintergrundfluoreszenz von unab-
sichtlicher Anregung anderer Molekiile zu unterdriicken - ein Problem, das bei bio-
logischen Proben oft eine wichtige Rolle spielt [71]. Ein anderer Vorteil liegt darin,
dass, durch Verwendung zusétzlicher Laser, auch mehrere Farbstoffe parallel angeregt
werden konnen, so dass es moglich ist, mehrere Farbkanéle gleichzeitig zu messen.
Die geringe Pulsbreite spielt eine wichtige Rolle, wenn man die Fluoreszenzlebens-
dauer in einer Probe bestimmen mdochte. Dadurch, dass ein kurzer Anregungspuls
eingestrahlt wird, kann anhand der Zeitdifferenz zwischen Puls und Fluoreszenzpho-
ton die Fluoreszenzlebensdauer berechnet werden.

Die parallele Strahlung ermoglicht es sehr genau kleine Bereiche einer Probe gleich-
méafig zu illuminieren, was wiederum kritische Effekte auf Grund von unterschiedlich
starker Beleuchtung und der Phototoxizitét verringert [72, 73|.

Basierend auf der Anregung mit Hilfe von Lasern, haben sich unterschiedliche Be-
leuchtungsmethoden etabliert, wie z. B. das Weitfeld-Mikroskop (vgl. Abb. 1.19 (a)).
Bei dieser Art der Mikroskopie wird Licht parallel aus dem Objektiv ausgestrahlt.
Dadurch wird ein relativ grofes Feld mit einer hohen Eindringtiefe des Lichtes in die
Probe beleuchtet. Es lassen sich biologische Proben mit einer axialen Integration iiber
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(a) Das Weitfeld-Mikroskop beleuchtet eine (b) Beim konfokalen Mikroskop wird das Anre-

grofte Fliache mit einer Dicke von ca. 1 — 2 pum gungslicht auf einen kleinen Punkt mit einem
mit einem parallelen Laserstrahl. Das Fluores- Durchmesser von ca. 450nm fokussiert. Das
zenzlicht wird mit Hilfe einer CCD-Kamera de- Fluoreszenzlicht wird ebenfalls fokussiert. Mit
tektiert. Hilfe einer Lochblende wird das Hintergrund-

licht vom Fluoreszenzlicht aus dem Fokus ge-
trennt und dann mit einer Lawinen Photodiode
(Avalanche Photodiode, APD) gemessen.

Abbildung 1.19.: Weitfeld und Konfokale Mikroskopie

1 — 2 um abbilden. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass das Fluoreszenzsignal
direkt auf einen 2D-Sensor wie z. B. einen CCD-Chip abgebildet werden kann - dies
ermdglicht die Betrachtung einer recht groffen Fléche, typischerweise mit einer Seiten-
lénge von 40 — 150 pm.

Das konfokale Mikroskop hat seinen Ursprung in den 50-er Jahren des letzten Jahrhun-
derts. Marvin Minsky benutzte eine Lochblende, um das detektierte Fluoreszenzsignal
von einem kleinen beleuchteten Bereich weiter einzuschranken und somit insgesamt nur
noch das Signal aus einem konfokalen Volumen von ca. 300 nm Durchmesser und mit
einer axialen Richtung von 700 nm zu detektieren. Die Einschrinkung dieser Methode
beziiglich der Bildgebung liegt darin, dass ein 1D-Detektor, wie z. B. eine Lawinen-
Photodiode (APD) verwendet wird, um das Signal zu detektieren. Will man eine 2D-
Karte von seinem Signal erstellen, so muss entweder der Laserstrahl {iber die Probe,
oder der komplette Mikroskoptisch muss iiber den Laserstrahl gerastert werden (vgl.
Abb. 1.19 (b)) [74-76].

Das Rastern mit Hilfe des Lasers funktioniert in den meisten Fallen durch das gezielte
Verkippen der letzten Spiegel vor dem Objektiv mit je zwei Piezomotoren. Der Laser-
strahl wird dann an mehreren Punkten in der Probe geparkt und die Fluoreszenz in
diesen Punkten gemessen. Um ein Bild mit 512 x 512 Bildpunkten zu messen, miissen
also ca. 25.000 einzelne Positionen angefahren werden. In jeder Position muss das Fluo-
reszenzsignal fiir einen Zeitbereich von einigen hundert ps bis hin in den ms Bereich
detektiert werden. Ein Problem dieser Methode ist, dass sich das konfokale Volumen
mit dem Kippen der Spiegel leicht &ndert, was zu Unterschieden in der detektierten
Fluoreszenz fiihrt. Diese Fehler miissen im Nachhinein mathematisch korrigiert wer-

26



1.4. DER AUFBAU MODERNER MIKROSKOPE

* * * * * *
A e Pl’Olbe ) **AL:‘; X,
Immersionsol
Objektiv

Abbildung 1.20.: Vergleich des Strahlenverlaufes bei Weitfeld (links) und TIRF Mi-
kroskopie (rechts).

den. Wird statt dem Laser der Mikroskoptisch bewegt, entstehen die Probleme mit der
Anderung des Fokus nicht, allerdings ist ein Mikroskoptisch im Verhiltnis zu einem
Spiegel sehr schwer und das Verfahren mittels Piezomotoren benétigt deutlich mehr
Zeit,.

Die dritte grofe Klasse der Mikroskope, die erwdhnt werden muss, ist die Inter-
ne Totalreflektionsmikroskopie (Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy,
TIRFM). Im Rahmen dieser Arbeit soll dabei lediglich eine der beiden Moglichkeiten
der TIRF-Mikroskopie erwédhnt werden, das Objektiv basierte TIRF. Diese Methode
basiert auf der Weitfeldmikroskopie, das Laserlicht wird jedoch nicht mittig in das
Objektiv eingekoppelt, sondern leicht versetzt. Durch die Anordnung der Linsen in
dem TIRF-Objektiv, wird das Licht zur Mitte hin abgelenkt, so dass es schrig aus
dem Objektiv austritt (vgl. Abb. 1.20).

Bei dem Weg, den das Licht zuriicklegt, trifft dieses fast immer in einem Winkel von
nahezu 90 ° auf die optisch durchlédssigen Medien. Erst im Objektiv wird das Licht zur
Mitte hin gebrochen. Die Linsen im Objektiv sind so beschaffen und angeordnet, dass
es nicht zu Reflektionen kommen kann. Deswegen reicht es, das Objektiv als einfache
Linse mit einem Brechungsindex von n = 1, 51 zu betrachten. Nach dem Austreten aus
dem Objektiv tritt das Licht in ein Immersionsmedium ein, das einen Brechungsindex
von n = 1,515 besitzt. Danach tritt das Licht in das Deckglas mit einer Dicke von
0,17mm und einem Brechungsindex von n = 1,523 ein. Die Probe, die beobachtet
werden soll, befindet sich in der Regel in einem wassrigen Medium, welches einen Bre-
chungsindex von n = 1, 33 besitzt.
Trifft Licht von einem optisch diinneren auf ein optisch dichteres Medium ng > ni,
so wird das Licht nach folgender Gesetzméfigkeit (Snelliussches Gesetz) zum Lot hin
gebrochen:

sin 8 = s (1.36)

n2

Dabei ist o der Einfallswinkel und g der Transmissionswinkel. Trifft jedoch Licht von
einem optisch dichten auf ein optisch diinneres Medium, wie z. B. zwischen Deckglas
und Probenmedium, so wird das Licht vom Lot weggebrochen. Dies kann ausgenutzt
werden, um den der TIRF-Mikroskopie zu Grunde liegenden Effekt zu erzeugen. Im
Extremfall kann es zu einer Situation kommen, bei der das austretende Licht parallel
zur Grenzflache verlauft. Dies ist der kritische Winkel a.. Er kann aus Formel 1.36
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Abbildung 1.21.: Schema des Feldverlaufs, wenn E senkrecht zur Einfallsebene polari-
siert ist.

und iiber die Bedingung 8 = 90° berechnet werden:

sina, = 12 S0 _ 72 (1.37)
ni ni

Wenn Licht unter einem grofseren Winkel als a, einféllt, wird es totalreflektiert.
Diese Theorie ist bisher unabhéngig von der Polarisation des einfallenden Lichts und
basiert rein auf der klassischen Strahlenoptlk Zerlegt man eine einfallende elektro-
magnetische Welle in seine Antelle E und B die senkrecht zueinander stehen und
nimmt weiterhin an, dass das E-Feld senkrecht zu der Einfallsebene steht, 1dsst sich
formulieren (vgl. Abbildung 1.21):

kx E=uvB (1.38)

und

k-E =0. (1.39)

Da das einfallende E-Feld an der Grenzflache kontinuierlich in die reflektierten und
transmittierten Anteile iibergehen muss, gilt:

Eoe+ By, = By, (1.40)

Das einfallende und das reflektierte Licht erfahren die gleichen Materialeigenschaften.
Daraus lésst sich eine weitere Randbedingung aufstellen:

—-B B —-B
€ cosO, + —cos O, = —tcos@t (1.41)
e e Lt

Hierbei stellt i die Permeabilitdt dar. Aus Gl. 1.38 folgen:

B, = E./ve (1.42)
B, = E, /v, (1.43)
Bt = Et/'l}t (144)
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Da Einfallswinkel und Ausfallswinkel gleich sind, ebenso wie v, und v, ldsst sich Formel
1.41 umformulieren:

1 1
oo (E. — E;)cos©, = M—UEt cos O (1.45)
ele tUt

Setzt man in diese Gleichung die Definition des E-Feldes E = Eq cos(k - 7 — wt) fiir die
einfallende Welle sowie einen Phasenversatz fiir die reflektierten und transmittierten
Felder ¢ ein, Et = EO,t cos(/% -7 — wyt + €) und fiir das reflektierte Feld entsprechend,
folgt:

Ne

e
Der Brechungsindex lésst sich durch die Definition n = ¢ in die Formel einfiihren. Das
Einsetzen von Formel 1.40 fiihrt zu den Fresnel-Gleichungen:

(Eo.e — Eoy) cos O, = — By 4 cos O, (1.46)
Mt

Te _one
Eo, L Cos O, L €08 O

L 1.47
Eop.e % cos O, + % cos O ( )
und o o
E, Be cos
Of - e T (1.48)
Epe L-cos O. + M—z cos O

Diese Gleichungen gelten, wenn das E-Feld senkrecht zur Einfallsebene polarisiert ist.
Liegt das E-Feld in der Einfallsebene, lésst sich das transmittierte und das reflektierte
Feld analog herleiten. Besonders interessant ist der Fall der Totalreflektion, also wenn
O, > a ist. Formuliert man Gleichung 1.47 um, ldsst sich der reflektierte Anteil

schreiben als:
cos O, — (sin? o, — sin? 66)1/2

T = 1.49
senkrecht cos @e + (sin2 Qe — SiIl2 9@)1/2 ( )
Der parallele Anteil ergibt sich zu:
.2 2 w2 1/2
sin“ a. cos © sin® o, — sin® ©
Tparallel = < < ( = e) (150)

sin? a,. cos O, + (sin? a,. — sin® ©,)1/2

Die einzige Vereinfachung, die in diese Formel eingegangen ist, ist die Annahme, dass
die Medien eine dhnliche magnetische Permeabilitat p besitzen, und dass Formel 1.37
gilt. Da 90° > ©., > «. gilt, gilt auch sin®, > sina,.. Beide reflektierten Anteile
nehmen also komplexe Werte an [23].

Dieser Sachverhalt lasst sich nur quantenmechanisch mit der Entstehung eines eva-
neszenten Feldes erkldaren. Das heiftt, dass ein elektromagnetisches Feld entsteht, das
direkt an der Grenzflache die eingestrahlte Intensitéat besitzt, dessen Stéarke dann aber
stark abféllt. Der Intensitéatsabfall dieses Feldes kann beschrieben werden als

I(z) = Iye */? (1.51)

wobei d als die charakteristische Eindringtiefe definiert ist, bei der das Feld auf den
1/e-ten Anteil seiner Anfangsintensitit gefallen ist.

.. 92 -1/2
i= 2 <Sm @€—1> (1.52)

4y \ sin® o,
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In der TIRF-Mikroskopie ist der Zusammenhang zwischen der Eindringtiefe des eva-
neszenten Feldes und dem einfallenden Licht vereinfacht, da lediglich s-polarisiertes
Licht verwendet wird [77-79|.

Benutzt man die Formel 1.52, um die charakteristische Eindringtiefe zu bestimmen,
erhélt man Werte im Bereich von 100 nm. Diese hohe axiale Auflésung, die die Auf-
16sung von einem konfokalen Setup in axiale Richtung um fast eine Grofenordnung
unterschreitet, macht die Benutzung des TIRFMs zur Untersuchung von Objekten, die
auf Glasoberflichen immobilisiert werden kénnen und von Zellmembranen besonders
geeignet.

Neben diesen klassischen Mikroskopiemethoden, die sehr weit verbreitet sind, gibt
es einige Mikroskope, die auf den Grundprinzipien der Gauft‘schen Optik basieren.
Das Strukturierte Beleuchtungsmikroskop (Structured Illumination Microscopy, SIM)
beispielsweise nutzt eine Technik, die auf der Erzeugung von Moiré-Ringen basiert.
Dazu wird ein gestreiftes Beleuchtungsmuster in die Probe eingestrahlt. Durch das
Verschieben und Drehen dieses Musters werden unterschiedliche Teilbereiche des Un-
tersuchungsobjektes illuminiert. Nach der Datenaufnahme kann aus den unterschied-
lich beleuchteten Daten ein Bild rekonstruiert werden, bei dem die Auflésung in der
Regel einen Faktor 2—5 iiber der Auflésung eines konfokalen Mikroskops liegt [80-83].
Ein anderer Ansatz, um die Beugungsgrenze in der Mikroskopie zu umgehen, ist die
2-Photonen Mikroskopie. Dabei wird ein Molekiil, das zumeist ein Absorptionsmaxi-
mum im griinen Bereich des sichtbaren Spektrums hat, durch zwei Photonen mit halber
Energie angeregt. Dazu miissen die beiden Photonen innerhalb einer Atto-Sekunde auf
das Fluorophor treffen. Der Vorteil dieser Technik liegt darin, dass viel weniger Hin-
tergrundfluoreszenz durch unspezifische Absorption entsteht und der Fokus, in dem
die Photonendichte hoch genug ist, um die Doppelabsorption zu ermdglichen, viel
kleiner ist, als in einem konfokalen Mikroskop (Faktor 2 — 4). Durch die hohe Wellen-
lange sinkt auch die Wechselwirkungswahrscheinlichkeit der Anregungsphotonen mit
Materie. Dies macht es sehr viel einfacher tief in biologischen Proben, wie z. B. Ge-
webeschnitten, zu messen [84-86]. Die Nachteile dieser Methode liegen in der hohen
Photonendichte, die notig ist, um eine 2-Photonen Absorption zu erhalten und dem
Fakt, dass die Anzahl der geeigneten Fluorophore fiir diese Methode sehr gering ist.
Eine weitere Methode der Beleuchtung von farbstoffmarkierten Proben bietet die Mi-
kroskopie mit flichiger Anregung (Single-Plane Illumination Microscopy, SPIM). Bei
dieser Art der Mikroskopie wird ein neues Feld ertffnet, welches bei allen anderen
bildgebenden Mikroskopiemethoden unzugénglich ist. Viele biologische Proben sind
zu dick, um sie mit einem Weitfeld- oder TIRF-Mikroskop abzubilden. In diesem Fall
bietet SPIM eine Alternative. So wird bei SPIM f{iber ein zweites Objektiv von der
Seite eine Art Lichtebene in die Probe projiziert. Diese Lichtebene basiert auf dem
Gaufs‘schen Strahlprofil und hat eine Dicke von 2 — 5 um zwischen den charakteristi-
schen Halbwertsintensititen in axialer Richtung zum Beobachtungsobjektiv (vgl. Abb.
1.22). Durch geschicktes Einbringen einer zylindrischen Linse in den Detektionsstrah-
lengang kann das verzerrte Fluoreszenzbild genutzt werden, um Informationen iiber
die relative Position von einzelnen Fluoreszenzemittern innerhalb des Lichtfeldes zu
erhalten und somit, durch Rastern der Probe, eine 3D-Rekonstruktion iiber einen Be-
reich von mehreren 10 pm in axialer Richtung zu ermoglichen [72, 87, 88|. Nachteilig
bei SPIM ist der Sachverhalt, dass es auf Grund des Strahlprofiles nicht méglich ist,
Objekte nah an der Oberfliche anzuregen und dass fiir die Detektion der Fluoreszenz
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Abbildung 1.22.: Schema der Mikroskopie mit Hilfe flachiger Anregung (SPIM).

ein Objektiv mit einem hohen Arbeitsabstand vonndéten ist. Die numerische Apertur
fiir solche Objektive liegt in der Regel bei NA = 1,15. Nach der Beugungsbegren-
zung aus Formel 1.11 folgt, dass die Auflésung in einem SPIM im Vergleich zu einem
Weitfeld- oder TIRF-Mikroskop (NA = 1,49) um einen Faktor 0,25 schlechter ist.

1.5. STED

Die bisher beschriebenen Mikroskopiemethoden unterliegen alle der Beugungsbegren-
zung und sind in ihrer Auflésung limitiert. Einige Methoden, wie etwa die Multipho-
tonenmikroskopie, bieten zwar Wege, um die Auflosung zu verbessern, diese Verbes-
serung ist jedoch lediglich um einen kleinen Faktor moglich. Zwei unterschiedliche
Herangehensweisen haben sich aber innerhalb der letzte Jahre durchgesetzt, mit dem
Ziel, die Auflésung in den Bereich einiger Nanometer zu reduzieren. Die erste Metho-
de basiert auf der von Albert Einstein postulierten induzierten/stimulierten Emission
[89]. Man kann die Besetzungsdnderung in einem Zweizustandssystem fiir den Grund-
zustand beschreiben als:

dNo(t) _
at

—No-Bopi-u + Ni-Biyp-u + Ny-Aqg (153)
—_———— —_—— ——
Absorptionsprozesse  stimulierte Emission spontane Emission
Hierbei gibt u = CQ@%’@_U die Strahlungsdichte nach Planck an [90], Bo1, Bip und
Ajp sind die Einstein-Koeffizienten der unterschiedlichen Ubergéinge. Die Stimulierte
Emissions Mikroskopie (Stimulated Emission Depletion, STED) basiert auf Ausnut-
zung zusatzlicher induzierter Emission. Dazu wird in einem konfokalen Mikroskop ein
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Laser implementiert, der eine hohe Leistung bei einer Wellenldnge besitzt, die etwas
langwelliger ist als das Emissionsmaximum des Farbstoffes. Formuliert man dann die
Gleichung statt mit den Einstein-Koeffizienten iiber die Intensitdt des STED-Lasers
Istep und dem molekularen Wechselwirkungsquerschnitt o, so lésst sich die Beset-
zungsanderung des ersten angeregten Zustands formulieren als:

dNq(t
( ) = _NIUISTED/M+NSUISTED/M_ leFl (1.54)
dt ~——
stimulierte Emission Wiederanregung spontane Emission

Hierbei gibt hw die Energie der Photonen an, die im STED-Puls enthalten sind, kg
gibt die Rate fiir die spontane Emission an und Ng beschreibt die Population eines
vibrationsangeregten Zustandes im Grundzustand. Analog lisst sich die Besetzungs-
anderung im vibrationsangeregten Grundzustand beschreiben:

AN (t)
0
= Nyolstep/hw — Nyolstep/hw — N§kor (1.55)
dt ~ 4 ~ ~——
stimulierte Emission Wiederanregung spontane Relaxation

In dieser Formulierung ist der dritte Teil der Gleichung wichtig. Er gibt eine Wahr-
scheinlichkeit fiir eine spontane Vibrationsrelaxation in den Grundzustand, die iiber
k. angegeben wird. Bleiben die fokalen Intensitdten klein genug, ist die Wahrschein-
lichkeit fiir die Vibrationsrelaxation, die in Picosekunden stattfindet, dominierend und
die restlichen Terme kénnen vernachléssigt werden. Daraus folgt, dass Ny — 0 und es
findet nahezu keine Wiederanregung mit dem Laserpuls statt. Dies kann nun verwen-
det werden, um die Farbstoffpopulation im angeregten Zustand soweit zu dezimieren,
dass idealerweise nur noch ein Farbstoffmolekiil, in einem Volumen unter der Beu-
gungsgrenze, im angeregten Zustand bleibt [91]. Um eine solche rdumliche Anordnung
der Fluorophore zu erreichen, wird - zusétzlich zu dem Anregungslaser eines konfo-
kalen Aufbaus - ein weiterer Laser mit geeigneter Wellenldnge und hoher Leistung in
das Mikroskop eingekoppelt. Durch das Einbringen einer Phasenplatte in den Strah-
lengang ldsst sich das Profil des Laserpulses so verdndern, dass es eine Donut-Form
annimmt (vgl. Abbildung 1.23) [92-95].

Die Stiarken der STED-Mikroskopie liegen eindeutig darin, dass inzwischen fiir viele
Farbstoffe eine Lokalisation im Bereich einiger weniger Nanometer mdglich ist. So kann
die maximal erreichbare Auflosung in Abhéngigkeit der eingestrahlten Leistung IsTgp
und der farbstoffspezifischen Sattigungsleistung Ig;¢ beschrieben werden als:

Az = A (1.56)

IstED
NA,/1+ j

Da es sich bei der STED-Mikroskopie um eine Rastertechnik handelt, bei der einzelne
Messpunkte der Reihe nach gemessen werden, ist die Messzeit direkt von der Dichte
der Messpunkte und der Grofe des aufgenommenen Bildes abhéngig. Die Limitierung
dieser Methode ist vor allem darin begriindet, dass fiir die STED-Mikroskopie eine La-
serenergie zur Depopulation notwendig ist, die um mehrere Gréfsenordnungen iiber der
Intensitdat herkdmmlicher konfokaler Mikroskope liegt und der dadurch entstehenden
Phototoxizitédt fiir lebende Objekte. Die hohen Laserintensitéten fithren des Weiteren
dazu, dass die Photozerstorung der Farbstoffe sehr hoch ist. Ein Puffer, bestehend aus
Reduktions- und Oxidationsmitteln, ist jedoch in der Lage, die Photozerstérung zu
minimieren.
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Abbildung 1.23.: Strahlprofil eines STED-Mikroskops. Zunéchst wird ein fokales Volu-
men bei dem Absorptionsmaximum des Farbstoffes angeregt, inner-
halb der Fluoreszenzlebensdauer wird ein STED-Laserpuls in Donut-
Form iiber den fokalen Spot gelegt.
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1.6. Lokalisationsmikroskopie

Neben der STED-Mikroskopie haben sich eine weitere Klasse von Hochauflésungsmi-
kroskopiemethoden etabliert, die sich unter dem Oberbegriff der Lokalisationsmikro-
skopie zusammenfassen lasst. Anders als bei STED basieren die Ansétze der Lokali-
sationsmikroskopie nicht auf einem konfokalen Mikroskop, sondern auf Verfahren wie
der Weitfeld- oder der TIRF-Mikroskopie. Alle Methoden, die sich der Lokalisations-
mikroskopie bedienen, basieren auf dem Konzept, dass die Punktabbildungsfunktion
(Point-Spread Function, PSF) eines Fluorophores eine groffe Halbwertsbreite besitzt,
das Maximum dieser Funktion jedoch sehr genau lokalisiert werden kann (vgl. Formel
1.9) [22, 96, 97]. Eine Punktabbildungsfunktion kann, obwohl sie durch eine Bessel-
Funktion dargestellt werden kann, durch andere Funktionen angenéhert werden. So ist
es meist einfacher und schneller die PSF durch ein Gauf-Kurve anzunihern (vgl. Ab-
bildung 1.24). Obwohl andere Ansétze denkbar sind, ist die Anndherung durch einen
2D-Gauf-Fit am sinnvollsten, um das Zentrum der PSF zu bestimmen (vgl. Formel
1.57) |98, 99].

z2+y2

9o(z,y) = Are 27 (1.57)

Aj gibt die Amplitude der Gauk-Glocke an und s die Standardabweichung vom Ma-
ximum, die Halbwertsbreite (Full Width at Half Maximum, FWHM) der Normalver-
teilung ergibt sich somit zu FWHM = 2sv/2- In2. Da die Punktabbildungsfunktion
jedoch in anderen Worten ausgedriickt das Summenbild vieler einzelner Ereignisse ist,
sprich die Summe vieler Photonen die auf dem Detektor wechselwirken, muss auch
in Betracht gezogen werden, wie die Lokalisationsgenauigkeit des Fluoreszenzmaxi-
mums und die Anzahl der detektierten Photonen korrespondieren. Ein anderer wich-
tiger Parameter, der zu beachten ist, um eine PSF mathematisch anzunéhern, ist die
Pixelgrofse. Nach dem Nyquist-Shannon-Abtasttheorem muss ein Signal mindestens
mit der doppelten Frequenz abgetastet werden, um das zu Grunde liegende Signal zu
rekonstruieren. In der Praxis hat sich allerdings statt dem Faktor 2, wie er von Shan-
non vorgeschlagen wurde [100], ein Faktor 2,2 als Multiplikator fiir die Abtastrate
durchgesetzt. Dadurch, dass der Multiplikator iber dem von Shannon als notwendig
bewiesenem Wert liegt, ist es moglich, Signale, die einem stéirkeren Rauschen unter-
liegen, iiberabzutasten und somit besser zu rekonstruieren. Wendet man das gleiche
Prinzip an, um zu berechnen, wie die Pixelgrofte dpiyel einer CCD-Kamera gewéhlt
werden muss, um eine PSF korrekt abzutasten, ergibt sich:

<dmin_ A -~ A
= 2,2 2,2.2NA " 4,5-NA

dpixel (1.58)
Um also eine Auflésung zu erreichen, die es erméglicht PSFs korrekt anzunédhern, muss
fiir ein Mikroskop mit einem modernen Olimmersionsobjektiv und Licht im sichtbaren
Spektrum eine Pixelgréfe von 70 — 110 nm gewéhlt werden.

Das zweite Kriterium, welches die Giite angibt, mit der eine PSF angendhert werden
kann, ist die Anzahl der detektierten Photonen. Der Standardfehler des Mittelwerts
der Maxima einer Gauk-Glocke in einer Dimension, ((Axz)?), ist gegeben durch:

(1.59)

=2 %

(aa)?) =
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s gibt die Standardabweichung der Gauf-Kurve und N die Anzahl der detektierten
Photonen an. Da die Pixel des Detektors eine gewisse Grofse a haben, lasst sich nicht
feststellen, wo genau in einem Pixel ein Photon detektiert wurde, dadurch wird diese
Formel um einen Fehler fiir die Pixelgrofe erweitert zu:

9 s? +a?/12
<(Ax) > =N (1.60)
Der Faktor a?/12 stammt dabei aus der Annahme, dass auf der Fliche eines Pixels
die Detektionswahrscheinlichkeit konstant verteilt ist und a?/12 ist die Varianz einer
Rechtecksfunktion mit einer Breite a. Dieser Effekt wird als Mosaik-Effekt bezeichnet.
Um auf Grund dieser Basis eine Gaufskurve an eine Photonenverteilung anzundhern,
eignet sich die Methode der kleinsten Quadrate, d. h. dass Formel 1.61 minimiert

werden soll. N )
X2(x) — Z (yz - 2@(m)) (161)

Hier gibt y; die Photonenzahl am Pixel i an und N; gibt den Erwartungswert der
detektierten Photonen einer Leuchtquelle, die sich bei z befindet, an.

02 = Ny(z) + b? (1.62)

Die Varianz o berechnet sich aus der Summe des Photonendetektionsrauschens b und
der Anzahl der erwarteten Anzahl an Photonen N;. Der Rauschparameter b fasst dabei
alle Rauschquellen zusammen: Das Detektorrauschen, auf Grund der elektronischen
Schaltkreise im Detektor und das Hintergrundrauschen, welches auf statistisch verteil-
ten Photonen, die nicht von der Lichtquelle emittiert werden, basiert. Da die Methode
der kleinsten Quadrate verwendet werden soll, gilt: dx?/dz = 0. Es wird Formel 1.61
differenziert und gleich 0 gesetzt. Mit Az = x — x( folgt:

Ay; —0
|

A
Ay; N! 3
Z ya? . <1 - 2 y2z>
i O
Ar = — L (1.63)
NP2 Ayi
NS
Ay;—0
— 1

Der Fehler an detektierten Photonen kann als relativ klein angenommen werden, wo-
durch der letzte Term aus Zahler und Nenner herausféllt. N/ ist die Ableitung von N;
bei zp und Ay; = N;(x¢) — y;. Daraus folgt die mittlere quadratische Abweichung zu:

1
Y (NP /o)

Nahert man die Anzahl der zu erwartenden Photonen im Pixel 7 iber eine Gaufiver-
teilung an (vgl. Formel 1.57), lasst sich diese mit Formel 1.65 schreiben:

{(Az)?) = (1.64)

_ N e_i2/2s2
V2rs

N;i (1.65)
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" ~b=0
—b=1
—b=2

A x (quadr. Mittelwert)

2| NI sl

10' 10° 10° 10*

detektierte Photonen N

(a) Die Gauk-Glocke bietet eine gute Naherung (b) Abhéngigkeit der Lokalisationsgenauigkeit
fiir eine PSF. von der Anzahl detektierter Photonen fiir un-
terschiedliche Rauschstérken b.

Abbildung 1.24.: Gauk-Kurve und Lokalisationsgenauigkeit

Als Gesamtausdruck fiir die mittlere quadratische Abweichung folgt durch Einsetzen
von Formel 1.65 in Gleichung 1.62 und dem weiteren Einsetzen des Gesamtausdrucks
in Gleichung 1.64:

s +a?/12 4y/ms3b?
{(Az)?) = Nt 7 (1.66)
~—_— ~—
Mosaikeffekt Photonenrauschen

Der zweite Term folgt dabei durch das Ersetzen der Summe in Gleichung 1.64 durch
ein Integral. Die Berechnung fiir den zwei-dimensionalen Fall fithrt lediglich zu einer
leichten Modifikation von Formel 1.66:

2 2 412
s* 4 a/12 8mws*b
(A)?) = Z== e (1.67)
~—
Mosaikeffekt Photonenrauschen

Bei hohen Photonenzahlen N wird also der erste Term dominant und die Lokalisati-
onsgenauigkeit ist proportional zu 1/ v/N. Sind die Photonenzahlen aber niedrig, ist
der zweite Term dominant und die Genauigkeit ist umgekehrt proportional zu N (vgl.
Abbildung 1.24) [97]. Ein Fluorophor kann also bei ausreichend emittierten Photonen
genau genug lokalisiert werden, um Auflésungen im Bereich einiger Nanometer zu er-
reichen. In der Mikroskopie von biologischen Proben ist es jedoch selten der Fall, dass
einzeln lokalisierte Farbstoffe vorliegen. Zumeist handelt es sich um mehrere 10 bis hin
zu einigen 100 Farbstoffen, deren PSFs sich superpositionieren und im Gesamtbild zur
Fluoreszenz beitragen. In einem solchen Fall bieten verschiedene Methoden Ansétze,
um trotzdem das beschriebene Prinzip benutzen zu kénnen.

1.6.1. Lichtgetrieben

Zwei Methoden der Lokalisationsmikroskopie, die auf lichtgetriebenen Mechanismen
beruhen, sind besonders verbreitet - die Lokalisationsmikroskopie durch Photoakti-
vierung (Photo-Activated Localization Microscopy, PALM) und die stochastische Re-
konstruktionsmikroskopie (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy, STORM).
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Beide Methoden wurden nahezu zeitgleich entwickelt und obwohl sie sich sehr dhn-
licher mathematischer Verfahren bedienen, ist die Grundidee unterschiedlich. So ba-
sieren beide Methoden darauf, dass mit Hilfe eines Mikroskops Farbstoffe auf eine
CCD-Kamera abgebildet werden. Uber einen den Methoden eigenen Mechanismus
wird dabei erreicht, dass jeweils nur einige wenige Farbstoffe Fluoreszenz emittieren
koénnen, deren Position iiber die PSF sehr genau bestimmt werden kann. Das Zentrum
der Fluoreszenz wird anschlieffend in ein rekonstruiertes Bild eingetragen. Sequentiell
werden anschlieffend andere Farbstoffe abgebildet, bis die Position von geniigend Fluo-
reszenzemittern lokalisiert wurde. Schliefilich werden in dem rekonstruierten Bild die
Hé&ufigkeiten gezdhlt, wobei die Pizel-Anzahl des rekonstruierten Bildes zumeist um
einen Faktor 10 hoher ist als die Ursprungsdaten. PALM basiert auf der Photoaktivie-
rung von photoaktivierbaren fluoreszenten Proteinen (pa-FP). Einer der ersten Vertre-
ter dieser Gruppe Farbstoffe und auch eines der am haufigsten verwendeten Proteine
ist Dronpa. Dieser Farbstoff zeichnet sich dadurch aus, dass er mit einem Extinktions-
koeffizienten von € = 95000 mol !cm~! und einer Quanteneffizienz von ® = 0,85 fiir
ein Protein extrem hell ist. Dronpa lasst sich durch Einstrahlen von Licht mit einer
Wellenlédnge von 390 nm aus einem nicht-fluoreszenten Zustand in einen fluoreszenten
Zustand anregen. Sobald sich Dronpa in einem fluoreszenten Zustand befindet, kann
das Protein in seinem Absorptionsmaximum Licht mit A4, = 503 nm absorbieren mit
einem Emissionsmaximum von Ag; = 517nm. Neben Dronpa wurden inzwischen meh-
rere andere pa-FPs entwickelt, die alle eine Absorption zwischen 500 und 580 nm auf-
weisen. Die Emissionsbanden weisen eine Stokes-Verschiebung von ca. 20nm zu den
Absorptionsspektren auf [62, 101-104]. PALM nutzt diese Photoaktivierbarkeit der
Proteine aus, indem aus einem Anfangszustand, in dem alle Proteine ausgeschaltet
sind, durch Bestrahlung mit UV-Licht einer geringen Intensitét eine kleine Subpopu-
lation an Molekiilen in den fluoreszenten Zustand gebracht wird. Die Molekiile sind
stochastisch verteilt und wenn die Intensitdt des Laserpulses gering genug gewéhlt ist,
sollten so wenig Farbstoffe fluoreszieren, dass die einzelnen PSFs nicht iiberlappen.
Durch Bestrahlen mit einer Laserwellenldnge bei A4, werden die Farbstoffe angeregt
und die Fluoreszenzmaxima konnen lokalisiert werden. Die Proteine werden so lange
bestrahlt, bis alle aktiven Proteine photozerstort sind. Anschliefend werden weitere
neue Aktivierungs-/Abbildungszyklen durchlaufen. Diese Zyklen werden so oft wieder-
holt, bis die Auftragung der Fluoreszenzmaxima die Struktur der Probe ausreichend
genau wiedergibt, oder bis alle Proteine photozerstort sind (vgl. Abb. 1.25) [105, 106].
Der andere photoinduzierte Mechanismus, STORM, basiert nicht auf der Aktivierung
und der anschliefsenden Photozerstérung der Farbstoffe, sondern vielmehr auf dem re-
versiblen Schalten der Farbstoffe zwischen einem hellen und einem dunklen Zustand.
Bei STORM wird ein Konstrukt bestehend aus zwei Fluorophoren, beispielsweise aus
Cy 5 und Cy 3, benutzt, um den geeigneten Farbstoff, in diesem Beispiel Cy 5, zwischen
einem fluoreszenten und einem nicht-fluoreszenten Zustand zu schalten. Der Schaltvor-
gang des Farbstoffes in den geloschten Zustand geschieht mit der gleichen Wellenlénge,
die auch benutzt wird, um den Farbstoff anzuregen, lediglich die Laserintensitét ist ge-
ringfiigig hoher. Die Reaktivierung des Farbstoffes geschieht tiber Anregung der Probe
mit einem griinen Laser, der Farbstoff Cy 3 dient als Aktivierungsunterstiitzung fiir
Cy 5 [107-109]. Parallel zu STORM wurde eine sehr dhnliche Methode entwickelt bei
der das gleiche Prinzip verwendet wird, direct STORM (dSTORM). Bei dSTORM
wird, anders als bei STORM, auf die Aktivierungsunterstiitzung durch einen zweiten
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— ¥

(a) Bei PALM werden der Reihe nach alle pa-
FPs aktiviert und dann abgebildet und photo-
zerstort. Der Prozess ist nicht reversibel, so dass

(b) Bei STORM werden die Farbstoffe stochas-
tisch und reversibel zwischen den beiden Zu-
stdnden geschaltet. Der Vorgang lasst sich sehr

jedes Protein nur einmal abgebildet wird. oft wiederholen.

Abbildung 1.25.: PALM und STORM Schemata im Uberblick.

Farbstoff verzichtet, stattdessen wird Licht sehr hoher Intensitdt verwendet, um den
Farbstoff zu reaktivieren (200x hoher als bei STORM) (vgl. Abb. 1.25) [110, 111].
Es gibt sehr viele Farbstoffe, die sich fir STORM und dSTORM eignen [112-115].
Ihre photophysikalischen Eigenschaften sind besser als die der pa-FPs und sie sind
um ca. einen Faktor 5 kleiner als die groferen Proteine. Die Proteine hingegen bieten
stattdessen den Vorteil, dass sie direkt in Zellen exprimiert werden kénnen und nur
einmal gemessen werden, bevor sie photozerstort werden. Dies ermoglicht nicht nur die
Lokalisation von Proteinen, sondern auch das Zahlen dieser Proteine [101-103]. Wie
bereits mehrfach erwéhnt, basieren diese Methoden auf der Verwendung von zusétz-
lichen Laserlinien und erhohten Laserintensitaten (vgl. Tab. 1.3). Dies vergrofert den
technischen Aufwand, um nanoskopische Bilder zu erzeugen und erschwert von vorn-
herein die Anwendung der Methoden an lebenden Organismen, da hohe Lichtdosen
toxisch auf Zellen wirken [116]. Die Phototoxizitét kann dazu fiihren, dass Zellen bei
der Mikroskopie, auf Grund des durch die Strahlung induzierten Zelltods, unnatiirli-
che Reaktionen zeigen und somit zur Messung von Artefakten beitragen. Unabhéngig

Methode Farbstoff A1 I Ao I
STORM Cy3 & Cy b 633nm 30 W/cm? | 532nm 1W/cm?
dSTORM  Alexa647 & Cy 5 | 647nm 15 mW 514 nm 0,25 mW
PALM Kaede 561lnm 0,2 —-2mW | 405nm 0,04 —4mW

Tabelle 1.3.: Gegeniiberstellung typischer Laserlinien und Intensitidten in photogetrie-
benen Lokalisationsmikroskopiemethoden [105, 108, 110]

von dem Mechanismus des Schaltens ist es offensichtlich, dass ein kritischer Parame-
ter bei der Abbildung von dichten Strukturen das Verhéltnis zwischen der Linge des
fluoreszenten Status 7., und der Linge des dunklen Zustandes 7,4, ist. Je grofser man
Tous wihlt, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit einzelne fluoreszierende Farbstoffe
1nnerhalb der Ausdehnung einer PSF zu haben und desto héher ist die Qualitdt einer
hochauflésenden Rekonstruktion der Fluoreszenzzentren. Simulationen und Vergleiche
zwischen Aufnahmen mit unterschiedlichen Markierungsdichten zeigen, dass ein Ver-

38



1.6. LOKALISATIONSMIKROSKOPIE

héltnis zwischen 100 und 500, je nach Struktur, einen sehr guten Wert fiir % darstellt
[117].

Fiir die Lokalisation der Punktabbildungsfunktionen wurden wéhrend der letzten Jah-
re verschiedene Computeralgorithmen entwickelt, die unabhéngig von der Methode
sind [106, 118, 119]. Eine besondere Herausforderung an die Algorithmen besteht dar-
in, Punktabbildungsfunktionen zu lokalisieren, wenn die Daten verrauscht sind oder
zwei PSFs sehr dicht beieinander liegen. Durch Modifikationen der Mikroskope ist
es auch moglich Informationen tiber die axiale Position von Farbstoffen zu erhalten.
Die Information iiber die z-Position des Fluorophores ist dabei in der Verzerrung der
Punktabbildungsfunktion enthalten. Wird das Fluoreszenzlicht eines Molekiils auf ei-
nem Chip gesammelt, zeigt sich die Defokussierung in einer Erhéhung des Durchmes-
sers der PSF. Anhand des Durchmessers eines Molekiils ldsst sich zwar der Abstand
von der fokalen Ebene abschéitzen, aber die Richtung, in der sich das Molekiil befindet,
ist unklar. Wird eine zylindrische Linse in den Detektionsstrahlengang eines Mikro-
skops zwischen Objektiv und Detektor eingebracht, fiihrt dies zu einer Verzerrung der
PSF in eine Ellipse (vgl. Abb. 1.26).

Um die Asymmetrie der Punktabbildungsfunktion in die Lokalisation mit einzubezie-
hen, wird eine asymmetrische Gaufikurve zur Beschreibung der PSF verwendet:

_9 (=) _9 (y—y0)?
g(z,y) = Aje @ G +b (1.68)
Aj beschreibt die Amplitude des Maximums bei (g, 9) und b einen linearen Versatz
auf Grund des Rauschens. Die Ausdehnung der Punktabbildungsfunktion kann iiber
eine Defokussierungs-Funktion beschrieben werden [109]:

2 3 4

dypy(2) = do\/l + (Zdofc> +A <Zd0fc> +B (Zdofc) (1.69)
Die Tiefenschirfe (Depth of Focus, dof) gibt die Lokalisationsgenauigkeit in axialer
Richtung an, ¢ gibt die Distanz zu der als zentral definierten Fokalebene an. dy be-
schreibt die Breite der Gaufikurve in der Fokalebene, also wenn d,, = d, gilt. Die beiden
hinteren Terme unter dem Bruch dienen dazu, Artefakte, die durch hohes Rauschen
und ungewollte Verzerrungen der PSF entstehen, zu korrigieren.
Die Ausdehnung der Ellipse im Sinne von g—;, dem Verhiltnis des Durchmessers in
x-Richtung zu dem des Durchmessers in y-Richtung, ist abhédngig von der Richtung,
in der die Fokalebene liegt. So gilt fiir die Ausdehnung der verzerrten PSF zweier
Fluorophore die dquidistant iiber und unter der Fokalebene liegen (vgl. Abb. 1.26)

87, 109, 120, 121]:

L psp, ) = D psp ) (1.70)
d, dy

1.6.2. Alternative Mechanismen

Wie bereits am Beispiel von STORM und PALM deutlich wird, handelt es sich bei der
Gruppe der Lokalisationsmikroskopiemethoden, um die Aneinanderreihung von zwei
unabhéngigen Prozessen. Der erste zu Grunde liegende Mechanismus ist das Schalten
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Probe
Deckglas

Objektiv

zylindrische Linse

Linse

CCD-Sensor

(a) Durch Positionierung einer zylindrischen
Linse im Detektionsstrahlengang ist es moglich
aus der PSF 3D Informationen zu gewinnen.

Z=+A

z=-A

(b) Durch die zylindrische Linse wird die PSF
eines Objektes, das sich nicht in der fokalen
Ebene befindet, verzerrt. Dabei ist die Verzer-
rung elliptisch und unterscheidet sich in ihrer
Richtung je nachdem ob das Objekt iiber oder
unter der Fokalebene ist.

Abbildung 1.26.: 3D Mikroskopie in Verbindung mit Lokalisationsmikroskopie.

40



1.6. LOKALISATIONSMIKROSKOPIE

der Probe zwischen einem hellen und einem dunklen Zustand, der zweite, unabhéan-
gig von diesem Prozess, eine Rekonstruktion des Mikroskopiebildes. Da oftmals die
Nutzung von zusétzlichen Laserlinien und/oder hohen Intensititen besondere Anfor-
derungen an das Mikroskop stellt, ist es interessant Mechanismen zum Schalten von
Fluoreszenzemittern zu entwickeln, die unabhéngig von der Einstrahlung von Licht
sind. Da sowohl bei STORM als auch bei PALM Intensitdten benutzt werden, die
iiber der notwendigen Leistung liegen, um einzelne Molekiile abzubilden, fithrt die Er-
hohung der eingestrahlten Photonen zu einer Zunahme der Hintergrundfluoreszenz.
Das wiederum hat Einfluss auf die Genauigkeit mit der die PSFs lokalisiert werden
konnen (vgl. Abb. 1.24). In den letzten Jahren wurden verschiedene Mechanismen
vorgeschlagen, um die Problematik des Photoschaltens zu umgehen. So wurde bei-
spielsweise im Jahr 2005 versucht die intrinsischen photophysikalischen Eigenschaften
der Quantendots zu benutzen. Viele Quantendots haben die Eigenschaft, dass sie nicht
konstant Photonen emittieren, sondern eine zeitliche Verteilung an hellen und dunklen
Zusténden besitzen [122-124]. Dieses Verhalten wird gemeinhin als Blinken bezeichnet.
Mit Hilfe dieser interessanten Eigenschaft wurde versucht eine Lokalisationsmikrosko-
piemethode zu etablieren, die unabhéngig von der eingestrahlten Leistung ist [125].
Obwohl Quantendots im An-Zustand sehr hell sind und sich somit sehr gut lokalisieren
lassen, ist es schwierig die Kinetik zwischen den beiden Zusténden so zu beeinflussen,
dass es moglich ist, dichte Strukturen zu untersuchen.

In den letzten Jahren wurden noch weitere Mechanismen vorgeschlagen, die denkbar
sind. Ein Ansatz beruht auf Ausnutzung des Photoinduzierten Elektronentransfers,
der zwischen einem Farbstoff und der Nukleinsdure Guanin stattfinden kann. Dieser
Mechanismus wird beispielsweise fiir die Entwicklung von Smart Probes ausgenutzt,
kurzen DNA Strangen, die eine Haarnadel-Struktur ausbilden und dadurch PET zwi-
schen Farbstoff und Guanin erméglichen [126, 127|. In diesem Fall muss jedoch das
System, an dem Farbstoff und Base untergebracht sind, sehr sorgféltig gewéhlt werden,
da die End-zu-End Kontaktformationskinetik von der Sequenz und Lénge der DNA,
und damit der Schmelztemperatur, der Umgebungstemperatur, lonenkonzentration
und der Viskositdt des Losungsmittels abhéngt. Die zu Grunde liegende Kinetik ist
jedoch zu schnell fiir lokalisationsmikroskopische Analysemethoden. Durch Modifika-
tion des Systems, um statt einer Haarnadel eine Holliday-Junction zu benutzen und
anstatt dem PET den FRET Mechanismus, liefse sich die Zeitskala der Kinetiken in
brauchbare Zeitbereiche portieren [49, 128]. Das Konstrukt der Holliday-Junction ist
jedoch recht grofs und die Unterdriickung von Wechselwirkungen zwischen unterschied-
lichen Junctions bei dicht markierten Proben - auf Grund der hohen Reichweite von
FRET - problematisch.

Eine andere Herangehensweise basiert nicht auf der Ausnutzung eines intrinsischen
Blinkverhaltens, sondern darauf, dass ein fluoreszentes Molekiil an ein Zielprotein bin-
det und somit zu einer einzelnen Fluoreszenzquelle wird, die das Ziel markiert. Dieses
Fluorophor wird dann, im Fall einer irreversiblen Bindung so lange abgebildet, bis
es photozerstort ist, oder bei einer reversiblen Bindung, bis es wieder wegdiffundiert.
Bei diesem Ansatz kann es jedoch zu Artefakten auf Grund unspezifischer Wechsel-
wirkungen der diffundierenden Fluorophoren in dem Beobachtungsvolumen kommen.
Zusétzlich besteht die Problematik, dass durch die vielen freien Farbstoffe die Hinter-
grundfluoreszenz stark erhoht ist.

Eine andere Moglichkeit basiert auf dem chemischen Schalten von Farbstoffen. So
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kénnen hell fluoreszierende Cyanin-Farbstoffe beispielsweise in Hydrocyanine umge-
wandelt werden, welche keine Fluoreszenz mehr zeigen. Dieser Vorgang kann durch
Oxidation wieder riickgéngig gemacht werden. Bringt man also die nicht-fluoreszenten
Hydrocyanine in Zellen, ware es moglich, mit Hilfe des natiirlichen Metabolismus der
Zellen, die Oxidation respektive der Fluoreszenzwiederherstellung, einzelner Cyanine
zu beobachten [112].

Denkbar wére auch die Ausnutzung einer chemischen Reaktion im thermischen Gleich-
gewicht, die einen Farbstoff zwischen einem hellen und einem dunklen Zustand schal-
tet. Als ein Modellsystem kénnen chemische Ionen-Sonden betrachtet werden. Dabei
wird durch die Bindung eines sondenspezifischen Ions entweder die Fluoreszenz der
Sonde hergestellt oder geloscht. Die Bindungsenergie hangt dabei vom pH-Wert der
Losung und der Temperatur sowie vom Chelat und dem zugehorigen Ion ab. Es wur-
den in den letzten Jahren mehrere Sonden entwickelt, die sensitiv auf die Anwesenheit
von Jonen reagieren [129, 130|. Es wurde gezeigt, dass eine Sonde, deren chromophores
System ein Tetramethylrhodamin ist (TMR) und ein Bipyridin (BiPy) als Chelat funk-
tioniert, sehr sensitiv auf die Anwesenheit von Kupfer-Ionen reagiert. Durch Zugabe
von Kupfersulfat in einer Grofenordnung von 0,1 uM ist es moglich eine Fluoreszenz-
16schung zu beobachten. Bei der Untersuchung der Fluoreszenz auf Einzelmolekiilebe-
ne wurde anschliefsend festgestellt, dass die Fluoreszenz einer einzelnen Sonde nicht
komplett geloscht ist, sondern dass Fluoreszenzfluktuationen auf einer Zeitskala von
Millisekunden bis hin zu Sekunden auftreten [131, 132]|. Basierend auf der Kenntnis
der Zeitskala der Kinetik dieser Sonde wurde im Rahmen dieser Arbeit die Moglich-
keit evaluiert, chemisch getriebene Sonden zur Lokalisationsmikroskopie einzusetzen.
Als Ausgangsgeriist diente dabei die bekannte Sonde aus BiPy und TMR, die unter
Kupferzugabe reversibel geléscht wird.

Die Mechanismen, die bei dieser Sonde die Zustédnde kontrollieren, sind zum einen die
Bindungsenergie zwischen Chelaten und Ion, die Diffusionsrate und Konzentration der
freien Tonen, und damit einhergehend die Stoffwahrscheinlichkeit, und die Wechselwir-
kung zwischen Farbstoff und dem Komplex aus Chelat und Ion. Allgemein l&sst sich
das Prinzip der chemischen Sonden fiir die Lokalisationsmikroskopie stark verallgemei-
nern, so dass sowohl Farbstoff als auch Ligand und Ion durch andere Komponenten
substituiert werden kénnen. Die Effizienz der Fluoreszenzléschung und die Zeitskala
der Fluktuationen sind jedoch sehr anfillig gegentiber Verdnderungen an der Sonde.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Vor dem Hintergrund der beschriebenen Limitierungen der Lokalisationsmikroskopie
sollte in dieser Arbeit die Moglichkeit der Anwendung von chemisch schaltbaren Son-
den evaluiert werden. Der erste Schritt, um Sonden fiir eine solche Art der Hochauflo-
sungsmikroskopie zu entwickeln, besteht in der Charakterisierung der Sonde beziiglich
des Fluoreszenzverhaltens. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Sonde, basiert
dabei auf einem von Dr. A. Kiel entwickelten Design und reagiert mit einer Loschung
der Fluoreszenz auf die Zugabe von Kupfersulfat [131, 132]. Deshalb sollte zunéchst
anhand von Ensemblemessungen die Fluoreszenzloschung in Abhéngigkeit der Kupfer-
konzentration bestimmt werden. Da in Ensembledaten keine Informationen iiber das
Verhalten von einzelnen Farbstoffen zugénglich sind, sollte, basierend auf den Ergeb-
nissen aus den Ensembledaten, mit Hilfe von einzelmolekiilspektroskopischen Metho-
den, ein Versténdnis iiber die Fluoreszenfluktuation, die mit der Loschung einhergeht,
gewonnen werden. Die Grundvoraussetzung, um solche Messungen durchfiihren zu
konnen, ist ein einzelmolekiilsensitives Mikroskop. Dazu sollte im Rahmen dieser Ar-
beit ein TIRF-Mikroskop so erweitert werden, dass es fiir die Lokalisationsmikroskopie
geeignet ist. Dazu zdhlt, aufbauend auf der Theorie aus Kapitel 1.6, die Definition ei-
ner bestimmten Pixel-Grofe, das Bestimmen der charakteristischen Eindringtiefe des
evaneszenten Feldes fiir die TIRF-Mikroskopie und die Berechnung der theoretischen
Lokalisationsgenauigkeit sowie die experimentelle Validierung dieser Genauigkeit. Um
die Eignung der chemisch schaltbaren Sonde im Rahmen der Lokalisationsmikroskopie
zu bestéatigen, sollte schliefslich ein biologisches Ziel markiert und durch eine Lokali-
sationsanalyse hoch aufgelost werden. Voraussetzungen fiir die Mdéglichkeit die Sonde
in einer biologischen Probe zur Anwendung zur bringen, ist die Etablierung eines
geeigneten Protokolls zur Markierung. Deswegen sollten zusétzlich in dieser Arbeit
Simulationen und Messungen durchgefithrt werden, um ein geeignetes Markierungs-
protokoll zu entwickeln.

Des Weiteren war es Ziel eine weitere Anwendungsmoglichkeit der Sonde fiir die op-
tische Fernfeldmikroskopie zu evaluieren, die aberrationsfreie Zwei-Kanal Mikrosko-
pie. Dazu sollten zwei unterschiedliche Proben, die aber mit dem gleichen Farbstoft
markiert sind, iiber die Ausnutzung der chemischen Schaltung, zeitlich voneinander
getrennt, abgebildet werden. Dies sollte iiber die gezielte Zugabe von Kupfer und an-
schlieffende Zugabe eines stirkeren Komplexbildners, um das Kupfer zu entfernen,
erreicht werden.
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3. Experimente & Ergebnisse

Im Folgenden gehe ich zunachst auf Fragen der Charakterisierung der Sonde, in Be-
zug auf die photophysikalischen Eigenschaften, ein. Die erste Charakterisierung er-
folgt anhand von Daten, die mit Ensemblemessungen gewonnen werden kénnen. In
diesem Zusammenhang ist vor allem die Bestimmung der Fluoreszenzloschung wich-
tig. Anschlieffend werde ich auf den Aufbau eines einzelmolekiilsensitiven Mikroskops
eingehen, mit dessen Hilfe Messungen durchgefiithrt wurden, um tiefere Information-
en iiber die Fluoreszenzloschung der Sonde zu gewinnen. Hierbei wurde besonderes
Augenmerk darauf gelegt, die Fluoreszenzfluktuationen, die durch die Komplexierung
von Kupfer auftreten, zu charakterisieren. Im néchsten Schritt wird gezeigt, dass die
Sonde geeignet ist, um Lokalisationsmikroskopie an biologischen Proben zu betreiben.
Unabhéngig von der Lokalisationsmikroskopie, wird die Anwendung der Sonde zur
aberrationsfreien Mikroskopie, ebenfalls in biologischen Proben, gezeigt. Abschliefiend
wird noch gezeigt, dass der Einfluss von Kupfersulfat fiir die Uberlebensfihigkeit von
in Kultur gehaltenen Zellen keine negative Rolle spielt.

3.1. Der Aufbau der chemisch schaltbaren Sonde

IA*A*A*A7A7CfoCfA*A*A7GfoA—A—G—C—G—C—G—G—G—J‘

s
/
T—T—T—T—T—G—C—G—T—T—T—C—G—T—T—C—G—C—G—C—C—C

Abbildung 3.1.: Schema des Sondendesigns. Die Sonde basiert auf einer doppelstrin-
gigen DNA. Der obere Strang tragt ein Bipyridin am 5-Ende, der
komplementére ein Tetramethylrhodamin am 3’-Ende und zusétzlich
ein Biotin am 5-Ende.

Die Sonde ist wie folgt aufgebaut: Als Grundgeriist dient eine doppelstrangige DNA,
bestehend aus 22 Basenpaaren. Die Schmelztemperatur der vollstdndig hybridisierten
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DNA liegt laut theoretischen Berechnungen bei 64 °C [133]. Die Sequenz wurde so ge-
wahlt, dass eine moglichst hohe Schmelztemperatur erreicht wird und es wurde darauf
geachtet, dass kein Guanin in den ersten fiinf Basenpaaren vom Farbstoff enthalten ist,
um mogliche Interaktionen zwischen Farbstoff und Aminoséure auszuschliefen [30]. In
Abbildung 3.1 ist der Aufbau der Sonde detailliert dargestellt. Der obere Strang tragt
am 5'-Ende einen 4,4'Dicarboxy-2, 2'Bipyridin (BiPy) Liganden, der in der Lage ist,
Cu?T-Ionen zu komplexieren (ssO-L, einzelstringiges Oligonukleotid mit Ligand). Der
untere Strang ist am 3’-Ende mit einem Tetramethylrhodamin (TMR) markiert, der
iiber eine Anderung der Fluoreszenz auf die Komplexierung eins Kupfer-Ions durch
den Chelaten reagiert (ssO-F, einzelstrangiges Oligo mit Farbstoff). Zusétzlich tragt
dieses Oligonukleotid ein Biotin am 5’-Ende, um eine Immobilisierung der Sonde an ein
Streptavidin zu ermdglichen. Sind beide Stréange hybridisiert, werden sie im Folgenden
als dsO-FL (doppelstriangiges Oligonukleotid mit Farbstoff und Ligand) bezeichnet.

Der Loschmechanismus

Da als Ziel dieser Arbeit die Anwendung der Sonde fiir die Lokalisationsmikrosko-
pie im Vordergrund steht, ist es wichtig. ein Grundverstéindnis iiber die vorliegende
Fluoreszenzléschung durch die Bindung von Kupfer zu erhalten. Dabei eignen sich
verschiedene Methoden, um Informationen iiber die Fluoreszenzloschung zu erhalten.
So wurde bereits in vorangegangenen Arbeiten mithilfe von Lebensdauermessungen
gezeigt, dass sich die Fluoreszenzlebensdauer der Sonde bei Erhohung der Kupferkon-
zentration nicht verdndert [134]. Dieses Verhalten kann mithilfe der Stern-Volmer-Plots
aus Abbildung 1.17 analysiert werden und bedeutet, dass es sich bei der Loschung,
um eine statische Loschung handelt.

Eine andere Moglichkeit, um den Loschmechanismus zu untersuchen, wurde im Rah-
men der gleichen Arbeit verwendet. So wurde gezeigt, dass die Absorptionsspektren
nicht von der Komplexierung von Kupfer beeinflusst werden. Dieses Verhalten belegt,
dass die Absorption nicht vom Kupfer beeinflusst wird und somit das TMR ein Pho-
ton absorbiert, bevor der Léschmechanismus auftritt. Also erfolgt eine Loschung des
Komplexes aus dem angeregten Zustand.

Eine weitere Moglichkeit, den zu Grunde liegenden Léschmechanismus zu analysieren,
bieten Computersimulationen. Dazu wurden in Kollaboration mit dem AK Pernpoint-
ner (Univ. Heidelberg) molekulare Simulationen durchgefiihrt [154]. Im Rahmen dieser
Arbeit konnten mehrere energetisch giinstige Strukturen fiir den BiPy-TMR-~-Komplex
gefunden werden. Die Struktur aus Abb. 3.2 zeigt das energetisch giinstigste Konstrukt
unter der Annahme, dass beim Chelaten die beiden Stickstoffatome so ausgerichtet
sind, dass sie ein Kupfer-lon binden kénnen. Der Abstand zwischen beiden Ringsyste-
men wiirde bei dieser Struktur etwa 4 — 6 A betragen. Der geringe Abstand zwischen
den Ringsystemen léasst verschiedene Moglichkeiten der Fluoreszenzl6schung zu, so
unter anderem auch den photoinduzierten Elektronentransfer. Neben den energetisch
sehr giinstigen Strukturen im Bereich von unter 10 A, gibt es auch andere Struktu-
ren bei grofseren Absténden, die lokale Energieminima annehmen kénnen. Damit 14sst
sich das Auftreten von hellen und dunklen Zustanden, wie sie mit zeitkorrelierten
Einzelphotonen-Messungen beobachtet werden konnen, erkléren [132].
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Abbildung 3.2.: Eine giinstige Struktur der molekularen Simulationen: Der Abstand
zwischen den Ringsystemen des Tetramethylrhodamin (griin) und des
Bipyridin (grau) betriagt etwa 6 A
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Abbildung 3.3.: Die Fluoreszenz der Sonde kann in guter Néherung durch ein
Zweizustandssystem beschrieben werden, das zwischen einem hell-
fluoreszierendem Zustand Fj; und einem schwach-fluoreszierendem
Zustand Flcy), der durch die Bindung eines Kupfer-Ions eingenom-
men wird, wechselt.

3.2. Ensemble-Messungen zur Quantisierung der
Fluoreszenzl6schung

Da neben dem Mechanismus der Loschung vor allem die quantitativen Parameter der
Fluoreszenzloschung wichtig sind, wurden verschiedene Ensemble-Experimente durch-
gefiihrt. Besonderer Wert wurde in den Ensemble-Messungen auf die Abhéngigkeit
der Fluoreszenzloschung von der Konzentration an zugegebenem Kupfersulfat gelegt.
Bevor jedoch die Fluoreszenzloschung gemessen wurde, musste ein theoretisches Kon-
strukt entwickelt werden, das die Fluoreszenzloschung gut beschreibt. Basierend auf
der Stern-Volmer-Theorie (vgl. Kap. 1.3) und anderen Arbeiten [131, 132, 134, 135],
musste die bekannte Formel fiir den Fall des Systems, bestehend aus der BiPy-TMR-
Sonde, die durch Kupfer(II)-Tonen geloscht wird, erweitert werden. Ziel der Herlei-
tung dieser Theorie ist es, einen Ausdruck fiir die inverse relative Fluoreszenzloschung
Fy/F([Cu]) zu erhalten, welche sich aus der Stern-Volmer-Theorie ergibt, wobei Fj
die Fluoreszenz ohne Anwesenheit von Loschmolekiilen, in diesem Fall Kupfersulfat,
und F' die Fluoreszenz in Abhédngigkeit der Kupferkonzentration beschreibt.

Eine Grundannahme, die bei der Formulierung dieser theoretischen Beschreibung
vorausgesetzt wird, ist, dass es sich um ein Zweizustandssystem handelt. Das heift,
dass die Sonde, wenn kein Kupfer komplexiert ist, auch keine Wechselwirkung mit
freien Kupfer-Ionen aufweist und mit der Helligkeit Fy, Licht emittiert. Bei Komple-
xierung eines Ions wird die Fluoreszenz nahezu komplett geloscht, so dass nur noch
eine Fluoreszenzhelligkeit von Fryp, < F1, gegeben ist (vgl. Abb. 3.3). Weiterhin liegt
ein thermisches Gleichgewicht vor, das heifit, dass folgende Bedingung erfiillt ist:

Cu®™ + L = [Cul]** (3.1)

Unter diesen Voraussetzungen lassen sich die Kupferkonzentration der ungebundenen
Ionen [Cu| und die Konzentration der freien Sonde [L] schreiben als:

[Cu] = [Cu]p — [CuL} (3.2)

[L] = [L]o — [CuL] (3-3)

Dabei ist [Cu]p die eingestellte Kupferkonzentration, [L]o gibt die Gesamtkonzentration
der Sonde an und [Cull] ist die Konzentration von dem Komplex, bestehend aus Kupfer
und Sonde. Unter Beriicksichtigung der Definition der Gleichgewichtskonstanten, die
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das Verhaltnis zwischen den Konzentrationen von dem Komplex und den Einzelspezies
der Komplexbilder beschreibt, lasst sich die Konstante schreiben als:

_[Cul] [CuL]
K= -0 ~ (Cly = [CuL (1T = [Cul) (34

Auflésen der Gleichung nach [Cul], mit dem Programm Maple, liefert:

1+ K[Cu]o + K[L]O

[Cul] = 5K

V(14K ([Culo+[L]o))2—4K2[Culo[Llo

V142K [Culo + 2K [Llo + K2[Cul} — 2K2(Culo[Llo + K2[LJ3)
B 2K

Wird berticksichtigt, dass ein Zweizustandssystem vorliegt, dessen Gesamtfluoreszenz
F' das Produkt der Fluoreszenz des geloschten Zustands Fyur, mit der Helligkeit ®cyr,
und der Fluoreszenz des hellen Zustands F1, mit @, ist, folgt:

F = @L[L] + Py, [CUL]
—_—— ———

(3.5)

F Fieun)
= ®1,([L]o — [CuL]) + ®cyr,[Cul]
= @L[L]o + ((I)CuL — @L)[CUL]

(3.6)

Mit Einsetzen von Gleichung 3.6, unter Beriicksichtigung von (3.5), folgt fiir den Ver-
lauf der inversen relativen Fluoreszenzléschung in Abhéngigkeit der Kupferkonzentra-
tion % ([Cu]):

By _ o [Lg
F @ [L]g + (Pcyr, — @p) KL
(3.7)
—+/1+2K[Cu]o+2K [L]o+K2[Cu]—2K2[Culo [L]o+ K 2[L]2)
2K
Die Gleichung lésst sich vereinfachen zu:
Fo 2K L]y
F @
2K[L)o + (g2 — 1)
(3.8)

(14 K([Llo + [Culo) — /(T + K([o + [Culo))? — 4K2[Lo[Culy

Mit dieser Gleichung lésst sich fiir ein allgemeines System, wie es zu Anfang beschrie-
ben wurde, eine Stern-Volmer-Auftragung F/F([Cu]), anpassen. Bei gewissen Bedin-
gungen lasst sich die Gleichung jedoch stark vereinfachen. Unter der Annahme, dass
das Reservoir an Kupfer-Tonen nicht merklich durch die Komplexbildung verringert
wird, [Cu]g = [Cu], also wenn mehr freie Ionen vorliegen als Komplexe, [Cul] <« [Cu],
lasst sich das Verhalten der Fluoreszenzloschung iiber eine vereinfachte Formel be-

schreiben [134]:
F 14 K[Cu]y®gu '
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(a) Normierte Absorptionsspektren von der (b) Die Fluoreszenzabnahme der TMR-BiPy

Sonde (dsO-FL, schwarz), dem farbstoffmar- Sonde ohne Kupfer (schwarz) und bei Zuga-
kierten Oligonukleotid (ssO-F, rot) und dem be von Kupfersulfat: 1 uM (rot); 2 puM (griin);
freiem Farbstoff TMR (griin). 4uM (blau); 6 uM (tiirkis); 8 uM (magenta) .

Abbildung 3.4.: Ensemble-Messungen von TMR, Konstrukten.

Es wurde bereits gezeigt, dass die Nutzung von Gleichung 3.9 eine gute Beschreibung
der Fluoreszenzabnahme in Abhingigkeit der Kupferkonzentration fiir den Fall liefert,
dass das beobachtete System die Sonde, bestehend aus Bipyridin und Tetramethylr-
hodamin, ist.

Aufbauend auf dieser theoretischen Beschreibung wurden Ensemble-Messungen durch-
gefithrt, um eine quantitative Beschreibung der Fluoreszenzloschung zu ermoglichen.
Dazu wurden drei tetramethylrhodaminbasierte Proben untersucht. Zum einen wur-
den von der kompletten Sonde, bestehend aus der doppelstrangigen DNA mit dem
Bipyridin und dem TMR, zum anderen von der einzelstringigen DNA, die nur das
TMR tragt und zusétzlich vom ungekoppelten Farbstoff Absorptionsspektren aufge-
nommen (vgl. Abb. 3.4 (a)). In den Spektren wird deutlich, dass die Oligonukleotide
zu der Absorption bei 260 nm beitragen, der Farbstoff im Wesentlichen nur zu der
Absorption um 560 nm. Durch Vergleichen der Absorption am Maximum des DNA-
Peaks und des Farbstoff-Peaks lassen sich, bei Kenntnis der Extinktionskoeffizienten,
Informationen iiber die Effizienz der Farbstoffmarkierung (Degree of Labeling, DOL)
gewinnen sowie iiber die Konzentration der einzelnen Proben. Dazu miissen die relati-
ven Konzentrationen von Farbstoff C'r und Oligonukleotid Cp durch einander geteilt

werden.

por, = &F _ Ar ekF + €260 (3.10)
Co er Ao

Bei dieser Formel gibt A die relative Absorption bei dem Maximum des Farbstoffes

Sonde | Ao | €o0 M~ tem™] | Ap | ep[M~lem~!] | DOL
dsO-FL | 39,13 412000 8,75 89000 1,0

ssO-F | 50,35 182800 20,98 89000 1,0

TMR 6,85 32300 17,26 89000 @

Tabelle 3.1.: Bestimmung des Markierungsverhéltnisses von Farbstoff zu Oligo und
des Verhaltnisses zwischen den Einzelstréngen nach der Hybridisierung.
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(a) Stern-Volmer-Plot der TMR Sonde mit An- (b) Stern-Volmer-Plots vom doppelstriangigen
passung durch Gleichung 3.9. Die Konstante be- Komplex (dsO-FL, schwarz), dem farbstoffmar-
tragt K = (1,42+0,08)-10°M ™!, ®,, = 1 und kierten Oligonukleotid (ssO-F, rot) und frei-
Pyus = 0,04 +£0,01. em Farbstoff TMR (griin). Die Stern-Volmer-

Konstanten wurden bestimmt zu: dsO-FL:
Ksy = (2,76 £ 0,04) - 10°M™*; ssO-F: Ksy =
(0,21 £0,01)-10°M~%; TMR: Ksv = (0,2 +
0,01)-10°M 1.

Abbildung 3.5.: Ensemble-Messungen von TMR-Konstrukten.

an und ep den zugehorigen Extinktionskoeffizienten. exp gibt den Extinktionskoeffi-
zienten des Farbstoffes bei 260 nm an, €269 den Extinktionskoeffizienten des Oligonu-
kleotids und Asgg die relative Gesamtabsorption bei 260 nm. In Tabelle 3.1 sind die
Extinktionskoeffizienten der unterschiedlichen Proben sowie die Absorptionswerte mit
den zugehorigen Kopplungsverhéltnissen aufgetragen. Der Extinktionskoeffizient bei
260 nm fiir den Farbstoff TMR betréigt laut Hersteller 32300 M~ 'cm~!. Wie an den
Werten zu sehen, sind die Markierungsverhéltnisse des ssO-F und das Verhéltnis der
Einzelstrange fiir die Hybridisierung sehr nah bei 1.

Mit Hilfe eines Fluoreszenzspektrometers wurde anschliekend iiber die Abnahme der
Fluoreszenz, bei Zugabe von Kupfersulfat, (vgl. Abb. 3.4 (b)), anhand der Fluores-
zenzintensitdt der Maxima ein Stern-Volmer-Plot erstellt und entweder durch eine
lineare Annéherung (vgl. Gleichung 1.35), oder mit Gleichung 3.9 angepasst. Bei der
Auftragung von % in Abb. 3.5 (a) wird direkt deutlich, dass der Graph iiber eine
hohe Kupferkonzentration besser durch Gleichung 3.9 beschrieben wird, wahrend bei
geringen Kupferkonzentration eine lineare Annéherung moglich ist. Mit Hilfe dieser
linearen Anpassung wurden die Messwerte angendhert und die Fluoreszenzloschung
der unterschiedlichen Proben, iiber die erhaltene Stern-Volmer-Konstante, miteinan-
der verglichen (vgl. Abb. 3.5 (b)).

Durch Vergleich der Stern-Volmer-Konstanten aus Tabelle 3.2 wird deutlich, dass die
Fluoreszenzloschung der doppelstrangigen Sonde (dsO-FL) um einen Faktor 14 stérker
ist, als die Fluoreszenzloschung des Einzelstranges (ssO-F) und des freien Farbstoffes,
die sich in sehr dhnlichen Bereichen bewegen. Anhand dieser Daten ist klar, dass es
zwischen TMR, und freien Kupfer-lonen nahezu keine Wechselwirkung gibt und auch
der Einfluss der DNA auf die Fluoreszenzléschung vernachléssigbar ist. Diese Daten
bestéatigen die Annahme, dass es zwei Zustdnde der Sonde gibt. Zum einen existiert ein
heller Zustand, wenn kein Ion komplexiert ist - wére dies nicht der Fall, wiirden freier
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Farbstoff und/oder das einzelstriangige Oligonukleotid eine ausgepragte Fluoreszenzlo-
schung bei Zugabe von Kupfersulfat aufweisen. Zum anderen gibt es einen geléschten
Zustand, der nur auftritt, wenn ein Chelat in der Ndhe des Farbstoffes ist. Dieser Zu-
stand weist eine starke Fluoreszenzloschung bei Anwesenheit von Kupfersulfat auf.
Da Tetramethylrhodamin sein Emissionsmaximum zwischen 580 und 590 nm hat, ver-
kompliziert dies die Anwendung der Sonde in biologischen Proben, da Proteine in
vielen Féllen eine Autofluoreszenz in dhnlichen Wellenléngenbereichen besitzen [71].
Um dieses Problem zu umgehen, bietet es sich an, die Wellenldnge des Fluorophors zu
dandern. Da es sich bei der Markierung des Amino-modifizierten Oligonukleotids um
ein Standardverfahren handelt, lésst sich leicht ein Strang mit gleicher Sequenz durch
einen beliebigen NHS-modifizierten Farbstoff markieren (vgl. Kap. 5.2). Die Farbstoffe,
die auf ihre Anwendbarkeit getestet wurden, weisen eine Verschiebung des Emissions-
spektrums in den roten Wellenldngenbereich auf. Fiir die Kopplung wurden die zwei
Farbstoffe Atto 620 und Atto 633 ausgewéahlt. Analog zu dem Vorgehen bei der Sonde
mit dem TMR, wurde ebenfalls die Fluoreszenzloschung des freien Farbstoffes durch
Kupfer untersucht. So zeigt die Auftragung der Stern-Volmer-Plots in Abb. 3.6 keine
ausgeprégten Unterschiede zwischen der Fluoreszenzloschung der hybridisierten Sonde
mit dem BiPy-Liganden (Abb. 3.6(a)) und der Fluoreszenzloschung der freien Farb-
stoffe (Abb. 3.6 (b)). Dieses Verhalten wird auch bei der linearen Anpassung deutlich,
mit der die Stern-Volmer-Konstanten aus Tabelle 3.3 bestimmt werden konnten. So
steigt die Konstante fiir die doppelstrangige Sonde, gegeniiber dem Farbstoff, ledig-
lich auf den Faktor 1,3 an, im Vergleich zu einem Anstieg um den Faktor 14 fiir die
Sonde mit dem TMR. Auffillig ist dabei, dass die Loschung der freien Farbstoffe ge-
geniiber der Loschung des TMR geringfiigig erhoht ist. Dies ist auf eine etwas stéarker
ausgeprigte dynamische Loschung zuriickzufiihren. Da jedoch die Fluoreszenzléschung
des Bipyridins mit dem komplexierten Kupfer nicht zu einer so starken Loéschung der
beiden roten Fluorophore fiihrt, wie bei dem TMR, ist die Problematik gegeben, die
Zustande [L] und [CuL] voneinander zu unterscheiden.

Um zu verstehen, weshalb das Verhalten der Fluoreszenzloschung der Sonden mit
einem roten Farbstoff so stark von der Loschung des TMR abweicht, wurde eine Mess-
reihe mit freiem Farbstoff, dem fluoreszenzmarkierten Einzelstrang (ssO-F) und der
hybridisierten Sonde (dsO-FL) durchgefiihrt. Mit Hilfe der Absorptionsspektren wurde
zunéchst sichergestellt, dass die Sonde korrekt markiert und anschliefiend hybridisiert
wurde (vgl. Abb. 3.7 (a) und 3.8 (a)). Anschliefend wurde erneut Kupfersulfat zu den
unterschiedlichen Proben pipettiert und die Loschung der Fluoreszenz iiber Auftra-
gung von 2 ([Cu]) analysiert. Vor allem die Sonde, die auf Atto 620 basiert (vgl. Abb.
3.7 (b)), weist eine Fluoreszenzloschung auf, die stark von der Stern-Volmer-Theorie
und der Gleichung 3.9 abweicht. Interessanterweise gibt es auch Unterschiede bei der

Sonde | Kgy [10°M™!]
dsO-FL | 2,76 % 0,04
ssO-F 0,21 £0,01
TMR | 0,240,01

Tabelle 3.2.: Fitparameter (Stern-Volmer-Konstante) der Anpassung einer linearen
Steigung an die Graphen aus Abb. 3.5.
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(a) Die Fluoreszenzldschung einer Sonde (b) Die Fluoreszenzloschung von freiem Farb-
mit einem Bipyridin Liganden und Atto stoff Atto 620 (schwarz) und Atto 633 (rot).
620 (schwarz), Atto 633 (rot) als Farbstoff. Die Steigung der linearen Anpassung be-
Der Stern-Volmer-Plot zeigt eine Steigung trigt Kezo = (0,54 £ 0,05)-10°M~" und
von Keo = (0,72 £ 0,03)-10°M~" und Kessz = (0,74 +£0,05) - 10°M .

Kesz = (0,94 +0,11) - 10°M 1.

Abbildung 3.6.: Stern-Volmer Plots von roten Farbstoffen im Bipyridin-Komplex und
als freiem Farbstoff

Fluoreszenzloschung zwischen den einzelstriangigen Proben und dem freien Farbstoff,
was ein Indiz dafiir ist, dass die DNA in der Lage ist, mit den Kupfer-Ionen wechsel-
zuwirken.

Die Wechselwirkung von Tonen mit DNA ist bekannt [136-138] und erklért die unter-
schiedliche Fluoreszenzloschung. Nichtsdestotrotz konnte keine effiziente Fluoreszenz-
16schung der beiden Sonden erreicht werden, so dass eine Anwendung des Kupfersen-
sors, basierend auf Atto 620 oder Atto 633, fiir die Lokalisationsmikroskopie zunéchst
nicht in Frage kommt.

Die einfache Kinetik der TMR-basierten Sonde, die als das Schalten zwischen zwei un-
terschiedlichen Zusténden aufgefasst werden kann, ist eine Grundvoraussetzung dafiir,
dass das intrinsische Fluoreszenzverhalten fiir die Lokalisationsmikroskopie benutzt
werden kann (vgl. Kap. 1.6). Fluorophorsysteme, die auf mehr als zwei Zustédnden ba-
sieren, oder bei denen die Helligkeit der Zusténde nicht deutlich trennbar ist, kénnen
unter Umstédnden auch benutzt werden, um in der Lokalisationsmikroskopie Anwen-
dung zu finden. Es ist jedoch sehr schwierig, einzelne PSFs zu visualisieren, wenn keine
deutliche Trennung der Zustdnde moglich ist.

Neben der Stérke der Fluoreszenzléschung, gibt es weitere kritische Punkte, um eine
geeignete Sonde zu entwickeln, deren intrinsisches Verhalten zur Lokalisationsmikro-
skopie verwendet werden soll. Zum einen sind das die Stabilitdt der Sonde in Bezug

Farbstoff | Kgy [10°M~!] (dsO-FL) | Kgy [10° M~!] (Farbstoff)
Atto 620 0,72+0,03 0,54 £ 0,05
Atto 633 0,94 £0,11 0,74 £ 0,05

Tabelle 3.3.: Fitparameter (Stern-Volmer-Konstante) der Anpassung an die Graphen
aus Abb. 3.6.
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(a) Normierte Absorptionsspektren von dem (b) Stern-Volmer-Plots von dem BiPy-Atto 620
BiPy-Atto 620 Komplex (dsO-FL, schwarz), Komplex (dsO-FL, schwarz), dem farbstoffmar-
dem farbstoffmarkierten Oligonukleotid (ssO-F, kierten Oligonukleotid (ssO-F, rot) und freiem
rot) und freiem Farbstoff Atto 620 (griin). Farbstoff Atto 620 (griin).

Abbildung 3.7.: Ensemble Messungen von Atto 620 Konstrukten
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(a) Normierte Absorptionsspektren von dem (b) Stern-Volmer-Plots von dem BiPy-Atto 633
BiPy-Atto 633 Komplex (dsO-FL, schwarz), Komplex (schwarz), dem farbstoffmarkierten
dem farbstoffmarkierten Oligonukleotid (ssO-F, Oligonukleotid (rot) und freiem Farbstoff Atto
rot) und freiem Farbstoff Atto 633 (griin). 633 (griin).

Abbildung 3.8.: Ensemble Messungen von Atto 633 Konstrukten
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(a) Die Sonde, bestehend aus BiPy und TMR (b) Die Stern-Volmer Plots der Kupfer-
zeigt keine Verdnderung der Kinetik. Die Ein- Loschung von der TMR-BiPy Sonde in
zelstrénge der Sonden wurden an unterschied- unterschiedlichen Umgebungen mit pH = 7,0.
lichen Tagen hybridisiert. Dabei ist in rot die Schwarz: MOPS; rot: Wasser; griin: PBS;
frisch hybridisierte Sonde zu sehen. Die Fitpa- blau: MOPS—+Chelex. Die Fitparameter sind in
rameter sind in Tabelle 3.4 zu finden. Tabelle 3.5 zu finden.

Abbildung 3.9.: Stern-Volmer-Analyse von Messungen mit TMR-BiPy-Sonden

auf eine langere Aufbewahrung und zum anderen der Puffer, oder das Losungsmittel,
in dem die Sonde eingesetzt werden kann.

Die Stabilitdt der Sonde ist insoweit kritisch, als dass Wechselwirkungen zwischen
Bipyridin und Oligonukleotiden auftreten kénnen [139]. Um zu iiberpriifen, ob die La-
gerung der Sonde im gefrorenen Zustand einen Einfluss auf die Fluoreszenzloschung
hat, wurde dazu die Sonde hybridisiert und anschliefsend bei —20 °C eingefroren. Einen
Monat spater wurde eine Sonde unter gleichen Bedingungen hybridisiert. Diese beiden
Sonden wurden anschlieffend in einem Fluoreszenzspektrometer auf ihr Loschverhal-
ten untersucht. In Abbildung 3.9 (a) ist deutlich sichtbar, dass es eine Abweichung der
Fluoreszenzloschung bei Zugabe einer geringen Kupferkonzentration gibt, die beiden
Kurven sich aber einem dhnlichen Maximum n&hern. Interessanterweise ist zu sehen,
dass gerade der Verlauf zu Beginn der Kurve einen Einfluss auf die Loschkonstante
hat (vgl. Tab. 3.4). Ob diese Schwankungen auf die Aufbewahrung der Sonde zuriick-
zufiithren sind, oder ob es sich lediglich um statistische Schwankungen handelt, konnte
allerdings nicht geklért werden. Dies spielt aber auch fiir die Anwendung der Sonde
in der Lokalisationsmikroskopie keine Rolle, da die Messungen in Bereichen mit einer
hoéheren Fluoreszenzloschung, bei Kupferkonzentrationen von iiber 2 uM, durchgefiihrt
wurden.

Fiir den anderen Gesichtspunkt, die Abhéngigkeit der Loschung von der lokalen Um-
gebung, wurde das Fluoreszenzverhalten der Sonde in unterschiedlichen Puffern mit
einem pH-Wert von 7,0 untersucht. Als Losung wurden der etablierte MOPS-Puffer

Sonde K[10°M™1] | @, Dous
schwarz, 1 Monat gefroren | 9,90 £ 1,32 1 0,15+0,01
rot, frisch hybridisiert 2,674+0,41 1 0,08 0,02

Tabelle 3.4.: Fitparameter der Anpassung an die Graphen aus Abb. 3.9 (a).
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gewihlt, ein mit Chelex, von kleinsten Mengen an eventuell vorkommenden Ionen,
aufgereinigter MOPS-Puffer, PBS und MilliQ Wasser, welches nachtraglich auf pH 7,0
eingestellt wurde. Bei der Auftragung von Fy/F in Abb. 3.9 (b) konnte keine signifi-
kante Abhéngigkeit der Fluoreszenzléschung von dem verwendeten Puffer beobachtet
werden. Auch bei der Auswertung der Stern-Volmer-Plots mithilfe von Glg. 3.9 wird
deutlich, dass die Streuung der Loschkonstanten relativ hoch ist, obwohl die Graphen
sehr dhnlich verlaufen.

Da im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls die Moglichkeit der aberrationsfreien Zwei-
Kanal-Mikroskopie evaluiert werden sollte, wurde mithilfe des Fluoreszenzspektrome-
ters zusdtzlich die Moglichkeit des gezielten reversiblen Schaltens untersucht. Dazu
wurde, wie in Abb. 3.10 dargestellt, eine Losung der Sonde (schwarz) in MOPS-Puffer
durch Zufiigen von 4 uM Kupfersulfat gezielt ausgeschaltet (rot) und anschliefend
durch Zugabe eines Uberschusses an EDTA wiederhergestellt (griin). Dass die Re-
aktivierung der Sonden durch EDTA nur zu einer Fluoreszenzaktivierung von 90 %
fithrt, ist vor allem auf Verdiinnungseffekte durch Zugabe von Kupfersulfat und das
EDTA sowie auf Photozerstorung zuriickzufithren. Der Grund fiir die Restauration der
Fluoreszenz liegt darin, dass EDTA eine sehr viel hohere Bindungsaffinitit gegeniiber
Cu**-Tonen aufweist, als das BiPy [140, 141].

Zusammenfassung der Ensemble-Daten in Hinsicht auf die
Charakterisierung der Probe

Beruhend auf den Daten aus den Ensemble-Messungen lésst sich festhalten, dass die
Fluoreszenzloschung fiir die Sonde, basierend auf Tetramethylrhodamin als Farbstoff,
am effizientesten ist. Die Loschung ist so stark ausgeprigt, dass bei einer Kupferkon-
zentration von 1 uM schon 60—80 % der Fluoreszenz geloscht ist. Zwei weitere getestete
Farbstoffe wiesen eine weitaus schwéchere Loschung auf. Fiir die TMR-basierte Son-
de konnte des Weiteren festgestellt werden, dass der Bipyridin-Ligand auch bei einer
langeren Aufbewahrung nicht zu einer Einschrénkung der Fluoreszenzloschung fiihrt.
Eine wichtige Charakterisierung der Sonde, beziiglich der Anwendung in biologischen
Proben, besteht darin, dass der Messpuffer keinen Einfluss auf die Loscheflizienz nimmt
- solange der pH-Wert konstant bei 7,0 gehalten wird. Zusétzlich konnte gezeigt wer-
den, dass EDTA ein geeigneter Chelator ist, um Kupfer effizient zu binden und sich
die Fluoreszenz der Sonde somit nahezu komplett wiederherstellen ldsst.

Da in den Ensemble-Experimenten lediglich Mittelwerte iiber die Fluoreszenz vieler
Molekiile gewonnen werden konnen, sind Details der Fluoreszenzloschung nicht zu-
ganglich. Da aber gerade die zeitliche Fluktuation der Fluoreszenz von einzelnen Farb-
stoffen wichtig ist, wurden im Folgenden, mithilfe eines Mikroskops, Einzelmolekiil-

Puffer K[10°M™ Y | @4, D s
MOPS 1,41 4+0,14 1 10,06+0,01
Wasser 1,61+£0,14 1 0,08 + 0,01
PBS 3+0,17 1 ]10,11+0,01
MOPS+Chelex | 1,36 +0,12 1 10,07+0,01

Tabelle 3.5.: Fitparameter der Anpassung an die Graphen aus Abb. 3.9 (b).
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Abbildung 3.10.: Durch Zugabe von EDTA lésst sich die Fluoreszenz der Sonde wie-
derherstellen. Schwarz: Sonde ohne Zugabe von Kupfer; rot: Sonde

nach Zugabe von 4 uM Kupfer; griin: nach Zugabe von einem fiinf-
fachen Uberschuss an EDTA.

Untersuchungen durchgefiihrt. Deswegen wird zunéchst auf den Aufbau der Einzelmo-
lekiil-sensitiven Anlage eingegangen und anschliefsend auf die Datenakquise.

3.3. Charakterisierung des Mikroskop-Setups beziiglich
der Lokalisationsmikroskopie

Da die Anwendbarkeit eines Mikroskops fiir die Lokalisationsmikroskopie nicht von
vornherein gegeben ist, muss zunéchst die Erfiilllung der theoretischen Parameter ge-
wahrleistet werden. Die Parameter, die anzupassen sind, sind zum einen die Pixel-
grofe und die Messdauer. Wie in Kapitel 1.6 gezeigt, muss die Auflésung fiir einen
CCD-Sensor, der in der Lokalisationsmikroskopie verwendet werden soll, nach dem
Nyquist-Shannon-Theorem (vgl. Gleichung 1.58) so gewihlt werden, dass die abzubil-
dende Struktur um den Faktor 2, 2 hoher abgetastet wird. Laut der Abbildungstheorie
von Ernst Abbe (Kap. 1.1), ergibt sich fiir die Halbwertsbreite einer Punktabbildungs-
funktion (vgl. Formel 1.11) ein Durchmesser von:

A

drwHM ~
Fiir die in dieser Arbeit verwendeten Objektive mit einer numerischen Apertur von
NAzeiss = 1,45 und NAnjkon = 1,49, ergibt sich unter Beriicksichtigung des Fluores-
zenzmaximums von Tetramethylrhodamin bei A = 580 nm eine Breite der Punktabbil-
dungsfunktion von ca. 200 nm. Dadurch folgt mit dem Nyquist-Shannon-Abtasttheorem
eine notwendige Pixelgrofse von etwa % = 90nm. Um diese Pixelgrofe zu errei-
chen, wurden in den Detektionsstrahlengang des Mikroskops zwei Linsen eingebracht,
die den Effekt eines Teleskops erfiillen (vgl. Abb. 5.2). Auf Grund einer groben Ab-
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(a) Die Abbildung eines Mikrometerlineals auf (b) Gefiltertes Bild der Mikrometerlinse.
den CCD-Chip. Oben: Griiner Kanal, unten:
Roter Kanal

Abbildung 3.11.: Bestimmung der Pixelgrofse {iber ein Mikrometerlineal

schatzung, wurden in den Detektionsstrahlengang zwei Linsen mit einer Brennweite
von 140 mm und 300 mm eingebracht. Um die Pixelgréfe experimentell zu bestimmen,
wurde eine bekannte Struktur mit dem Mikroskop bei Durchlichtbeleuchtung abgebil-
det. Dazu wurde ein Mikrometerlineal mit einer Skala von 10 um verwendet. Das Bild
wurde im Detektionsstrahlengang iiber zwei Dichroiden bei 640 nm aufgetrennt und
nach dem Passieren von Bandpassfiltern auf zwei unterschiedliche Bereiche der CCD-
Kamera projiziert. Auf der oberen Hélfte der CCD-Kamera wurde, wie in Abb. 3.11
(a) zu sehen, der ,griine* Anteil des Lichtes mit einer Wellenlédnge von 555—615nm ab-
gebildet. Auf den ,roten” Kanal wurde Licht mit Wellenldngen zwischen 640 — 710 nm
projiziert. Das erhaltene Bild wurde mithilfe eines Kantenfilters nachbearbeitet und
anschlieffend die Position der gefundenen Kanten binér gespeichert (vgl. Abb. 3.11
(b)).

Um eine statistische Analyse der Pixelgrofe zu erzielen, wurden jeweils 200 Pixel-
reihen, aus jedem Kanal des bindren Bildes, aus Abb. 3.11 (b) aufsummiert. Dies ist
in Abb. 3.12 (a) fiir den oberen Kanal gezeigt. Danach wurden, wie in Abb. 3.12 (b)
veranschaulicht, mit einer Signalsuche, unter der Voraussetzung, dass vier Signale vor-
liegen, die Verteilung der Kanten angenéhert. Der Abstand zweier Maxima entspricht
dabei dem Abstand zweier Mittelpunkte zweier Striche auf dem Lineal. Anhand der
iiber diese Methode gemessenen Positionen der Spitzen der Signale, wie sie in Tabelle
3.6 aufgetragen sind, wurde anschliefsend der mittlere Abstand zwischen den Peaks zu
114,440, 7 Pixeln bestimmt. Unter Beriicksichtigung des Strichabstandes auf dem Mi-
krometerlineal von 10 um fiihrt dies zu einer Kantenlédnge der Pixel von 87,440, 5 nm.
Mit Hilfe der definierten Pixelgrofe kann sich, basierend auf der Theorie von Thomp-
son, iiber Gleichung 1.67 die theoretische Lokalisationsgenauigkeit eines unbeweglichen
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jeder Zeile im griinen Kanal. griinen Kanal durch eine Signalanpassung mit
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Abbildung 3.12.: Anpassung der experimentellen Daten mit einer Signalsuche.

Punktemitters bestimmen lassen:

s24+a%/12  8nsth?
{(Ax)?) = N/ + 52 (3.12)

a gibt bei dieser Formel die Kantenlinge eines Pixels an, also in diesem Fall:
a =~ 87,5nm. s gibt die Breite der Punktabbildungsfunktion an. Fir den Fall von
TMR sind das etwa 200nm und N ist die Anzahl der detektierten Photonen. Bei ei-
ner theoretischen Rauschstirke von b = 0,7, was einem realistischen Wert entspricht,
ergibt sich der in Abb. 3.13 (b) dargestellte Zusammenhang zwischen Lokalisations-
genauigkeit und detektierten Photonen [97|. Im Fall der Sonde ist es nicht sinnvoll
von einem unbeweglichen Punktemitter auszugehen, da das Streptavidin - mit einem
Durchmesser von 5,8nm - nur iber ein Biotin auf ein an der Oberfliche immobi-
lisiertes BSA-Molekiil mit einem Durchmesser von mehr als 8 nm gebunden ist und
somit durchaus in einem gewissen Bereich rotieren kann. An das Streptavidin ist die
Sonde, bestehend aus einer doppelstriangigen DNA, gekoppelt. Auch hier findet die
Kopplung iiber eine Biotin-Streptavidin-Bindung statt, so dass Potential zur Rotation
vorhanden ist. Des Weiteren besitzt DNA eine gewisse Flexibilitat, wodurch sich das
ungebundene Ende des Doppelstrangs etwas bewegen kann. Geht man von den ex-
tremsten Positionen aus, die der Farbstoff, der am duflersten Ende der DNA befestigt
ist, einnehmen kann - wie in Abb. 3.13 (a) dargestellt - ldsst sich abschétzen, dass sich
der Farbstoff in einem Bereich mit einem Durchmesser von 24 nm befinden kann. Diese
Abschétzung ist relativ realitdtsnah, da zwischen BSA und DNA abstofiende Krifte

Spitze | Position [Pixel| | Fehler
1 88 $0,6
2 202 10,5
3 316 +0,6
4 431,4 £0,7

Tabelle 3.6.: Fitparameter der Anpassung an die Spitzen aus Abb. 3.12
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Abbildung 3.13.: Theoretische Lokalisationsgenauigkeit der Farbstoffe auf dem TIRF-
Mikroskop.

wirken (vgl. Kap. 3.4) und die Position des Farbstoffes somit durch diese Kréfte be-
stimmt wird. Die Anzahl der detektierten Photonen héangt dabei sowohl stark von der
Anzahl und der Qualitat der verwendeten optischen Bauteile im Mikroskop ab als auch
von der Fluoreszenzlebensdauer und der daraus resultierenden Photonenemissionsrate
des Farbstoffes. Da ein Dauerstrich-Laser verwendet wird, kann der Farbstoff, sobald
er in den Grundzustand relaxiert ist, wieder angeregt werden. Bei einer Lebensdauer
von 2,4 ns fiir Tetramethylrhodamin (vgl. Abb. B.4) kénnen héchstens 400000%
emittiert werden, vorausgesetzt, dass ein Farbstoff nach Relaxation sofort wieder an-
geregt wird. Uber die Quantenausbeute, sprich das Verhiltnis von emittierten Pho-
tonen pro absorbierten Photonen, mit QYygr = 0,7, wird noch ein Korrekturfaktor
eingefiihrt sowie iiber die Detektionseffizienz der CCD-Kamera, die bei 95 % fiir den
entsprechenden Wellenldngenbereich liegt. Der Extinktionskoeffizient des Farbstoffes
gibt des Weiteren an, wie wahrscheinlich die Absorption eines Photons ist. Da die
Emission der Photonen in alle Raumrichtungen geschieht, das Beobachtungsfeld des
Objektives aber durch den Offnungswinkel (vgl. Kap. 1.1) a = sin™" (%) ~ 80° be-
grenzt ist, wird auch nur ein Bruchteil der Photonen vom Objektiv gesammelt. Bezieht
man noch die Verluste an Photonen durch die optischen Bauelemente mit ein, erreicht
man pro Farbstoff 20 — 40 detektierte Photonen je Millisekunde. Mit einer Messdauer
von 1ms liefen sich also die Positionen von unbeweglichen Farbstoffzentren zu einer
Genauigkeit von 25 — 50 nm lokalisieren. Typische Messzeiten liegen jedoch meist in
der Gréfenordnung von 30 — 50 ms Belichtungszeit pro Bild, so dass die rechnerisch,
maximal erreichbare Lokalisationsgenauigkeit bei ca. 8 — 10 nm liegt.

Basierend auf diesen theoretischen Uberlegungen, lassen sich mit der Messung der
Streuung der Position der gefundenen Farbstoffzentren, Riickschliisse iiber die Stabi-
litdt des Mikroskops ziehen. Dazu wurden einzelne Sonden, iiber die angesprochene
Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung, auf einer Glasoberfliche immobilisiert und die
Position der PSFs bestimmt (vgl. Abb. 3.14 (a)). Auf dem Bild ist die Verteilung der
Fluoreszenzphotonen bei einer Messdauer von 30 ms aufgetragen. Auf 200 aufeinander-
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(a) Eine typische PSF eines auf der Oberfliche (b) Die zugehorigen Lokalisationen des Fluoro-

immobilisierten TMR. Der Mafsstab entspricht phors in 200 Bildern durch die Lokalisationsana-

100 nm. lysesoftware [119] verarbeitet (vgl. Abb. B.5).
Der Mafsstab entspricht 100 nm.

Abbildung 3.14.: Experimentelle Bestimmung der Schwingungsstabilitit des
Mikroskops.

folgende Bilder wurde eine Lokalisationsanalyse angewendet und die gefundenen Fluo-
reszenzzentren in ein Bild mit zehnfach héherer Auflésung eingetragen, wie in Abb.
3.14 (b) dargestellt. Hierbei gibt die Farbskala aber keine Informationen mehr iiber
die Helligkeit an, sondern iiber die Haufigkeit der gefundenen Lokalisationszentren.
In diesem neuen Bild wurden fiir jede Ansammlung von gefundenen Lokalisationen,
die Verteilung der Positionen betrachtet und die Standardabweichung vom Mittelwert
bestimmt (Abb. 3.15 (a)).

Dabei wurden bewusst die x- und y-Koordinaten der Abweichungen der Lokalisationen
getrennt voneinander betrachtet. Bei einer hinreichend groften Statistik an Fluoropho-
ren, lassen sich iiber die Abweichung der zwei unterschiedlichen Richtungen Riick-
schliisse ziehen. So sind die zwei wahrscheinlichsten Fehlerquellen in dem Aufbau des
Mikroskops gegeben - da der optische Tisch, auf dem das Mikroskop aufgebaut ist,
schwingungsfrei gelagert ist. Die einzigen mechanischen und beweglichen Teile des
Aufbaus sind der Mikroskoptisch, auf dem die Probe liegt und der iiber das Objek-
tiv bewegt werden kann und die CCD-Kamera, die aktiv gekiihlt werden muss und
bei der es auf Grund der Rotation des Liifters zu einer Vibration des CCD-Sensors
kommen kann. Beide Fehlerquellen haben aber unterschiedliche Auswirkungen auf die
Verteilung der Streuung. So fiihrt eine Vibration des Sensors zu einer symmetrischen
Erhéhung der Streuung, wahrend eine Fehlerquelle des Mikroskoptisches eher zu einem
systematischen Drift in eine Vorzugsrichtung fithren wiirde.

Durch Histogrammieren der Standardabweichungen ergeben sich zwei unterschiedliche
Maxima bei der Verteilung (vgl. Abb. 3.15 (b)). Das erste Maximum gibt die Lokali-
sationsgenauigkeit der Probe an. Das zweite Maximum ist wahrscheinlich auf Fehler
zuriickzufiihren, die auftreten, wenn zwei oder mehr Farbstoffe zu nah beieinander
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Abbildung 3.15.: Experimentelle Bestimmung der Schwingungsstabilitdt des
Mikroskops.

liegen, um von der Lokalisationssoftware als getrennte PSFs betrachtet zu werden.
Das Maximum der Verteilung liegt bei 0,17 Pixeln in y-Richtung und 0,2 Pixeln in
x-Richtung, was eine sehr symmetrische Streuung ist. Es liegen also keine systema-
tischen Drifts durch den Mikroskoptisch vor. Unter Beriicksichtigung der Pixelgrofse
von etwa 88 nm, erhélt man fiir die Lokalisationsgenauigkeit: Az = 15— 18 nm. Damit
stimmt die Lokalisationsgenauigkeit der Sonde sehr gut mit der von R. Thompson
vorhergesagten Genauigkeit [97], die fiir das Mikroskop mit ca. 10nm berechnet wur-
de, iiberein. Ob die Lokalisationsgenauigkeit etwas unter der Beweglichkeit der Probe
leidet, oder eine Vibration des CCD-Sensors dafiir verantwortlich ist, bleibt unklar,
ist aber bei der guten Lokalisationsgenauigkeit vernachlassigbar.

Zusammenfassung Charakteristika des TIRF-Mikroskops fiir die
Lokalisationsmikroskopie

Das TIRF-Mikroskop wurde so aufgebaut, dass die Pixel der CCD-Kamera eine Kan-
tenldnge von ca. 88nm aufweisen. Des Weiteren ist die Detektionseffizienz von
20 — 40%‘;‘1@“ des Mikroskops mit anderen, dhnlich aufgebauten, Mikroskopen ver-
gleichbar [118]. Die Lokalisationsgenauigkeit von einzelnen Farbstoffen von 15— 18 nm
befindet sich in guter Ubereinstimmung mit der theoretischen Berechnung von Thomp-
son [97], die sich fiir den verwendeten Aufbau bei etwa 10 nm, bei einer Belichtungszeit
von 30ms, befindet. Durch Bestétigung der theoretischen Werte, lasst sich die Mess-
dauer pro Bild abschéatzen, die bené6tigt wird, um einen Fluorophor ausreichend genau
fiir nanoskopische Ansétze zu lokalisieren (vgl Abb. 3.13 (a)). Um eine Lokalisations-
genauigkeit von unter 20 nm zu erreichen, sollte die Belichtungszeit der Kamera bei
iiber 20 ms gewahlt werden.

Ein weiterer Parameter, der bei der Mikroskopie bedacht werden muss, ist die Auswahl
des Objektives. So ist es fiir die Messung von einzelnen Farbstoffen, die auf der Oberfla-
che immobilisiert sind, sinnvoll, eine moglichst geringe Eindringtiefe des evaneszenten
Feldes zu erreichen. Fiir die Messung von fluoreszenzmarkierten Proteinen in Zellen
hingegen, ist es sinnvoll, die Eindringtiefe nicht zu gering zu wéhlen, da die Zelle sich
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SONDE

im Allgemeinen in einem groferen Abstand von der Glas/Puffer-Grenzflache befindet
als die immobilisierten Farbstoffe. Dazu wurde die charakteristische Eindringtiefe der
verwendeten Objektive fiir das Anregungslicht mit Ap,ser = 532nm berechnet. Nach
der Formel 1.52 lasst sich die charakteristische Eindringtiefe berechnen:

. —1/2
ALaser sin” O
d= -1 3.13
Ay \ sin? O ( )
Der kritische Winkel fiir die Glas/Puffer-Grenzschicht betrigt o = arcsin 7t = 65°

und Abschétzen des Einfallswinkels ©, mithilfe der Numerischen Apertur (78 6,° fiir
das Nikon-Objektiv, und 72,7° fiir das Zeiss-Objektiv mit NA = 1,45) folgt fiir die
charakteristische Eindringtiefe 88,6 nm fiir das Nikon-Objektiv und 112nm fiir das
Zeiss-Objektiv.

Auf Grund dieser Eindringtiefen wurde fiir die Einzelmolekiil-Oberflachen das Objek-
tiv mit NA = 1,49 verwendet, fiir die Zellmessungen das Objektiv mit NA = 1, 45.

3.4. Einzelmolekiilmessungen zur Charakterisierung der
Sonde

Wie in Kapitel 3.2 bereits erwahnt, wurde die relative Fluoreszenzloschung bestimmt.
Wie die Lange der zwei Zustinde, die die Sonde annehmen kann, aber aussieht,
bleibt unklar. Da aber gerade die Zeiten der Zustdnde dariiber entscheiden, ob ei-
ne Fluoreszenzkinetik zur Lokalisationsmikroskopie genutzt werden kann, sollten vor
dem Hintergrund, der aus der Literatur bekannten Kinetik der Sonde, mithilfe des
TIRF-Mikroskops, qualitativ die Langen der Zustdnde bei der Fluoreszenzfluktuation
betrachtet werden.

Vor der Datenakquise musste aber zunichst das Immobilisierungsprotokoll fiir die
Sonde verifiziert werden. Dabei wurde die Sonde folgendermafsen auf einem Kammer-
deckglas immobilisiert:

1. Reinigung der Oberfliche mit Flusssdure

2. Belegung der Oberfliche mit einer Mischung aus BSA und biotinyliertem BSA
durch Adsorption

3. Waschen zum Entfernen von iiberschiissigem BSA

4. Markierung des biotinyliertem BSA durch Neutravidin

5. Waschen zum Entfernen von iiberschiissigem Neutravidin
6. Markierung des Neutravidins mit der Sonde

7. Waschen zum Entfernen von iiberschiissiger Sonde

Fiir die Mischung aus BSA und biotinyliertem BSA wurde ein Verhéltnis von
% = % gewahlt. Treten bei dem Protokoll keine unspezifischen Wechselwirkun-
gen auf, sollte Neutravidin lediglich an die biotinylierten BSA-Molekiile binden und

die Sonde lediglich an das Neutravidin. Dafiir ist es wichtig, dass die Glasoberflache
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(a) Negativ-Kontrolle fiir die Oberflichenbe- (b) Positiv-Kontrolle: Die Oberfliche zeigt eine

handlung. Der Schritt der Inkubation mit Strep- dichte Belegung mit der Sonde bei dem norma-
tavidin wurde iibersprungen, um auf unspezifi- len Protokoll. Der Mafsstabsbalken entspricht
sche Adsorption der Probe zu testen. Der Mafs- 2 pm.

stabsbalken entspricht 2 pm.

Abbildung 3.16.: Uberpriifung der Oberfliche auf unspezifische Adsorption. Die Grau-
Skala reicht von 0 — 60000.

komplett mit BSA belegt ist, um Wechselwirkungen zwischen Glas und Neutravidin
oder Sonde zu verhindern. Um zu testen, ob die Belegungsdichte unabhéngig von den
eingesetzten Konzentrationen ist, wurde also die Menge an Neutravidin und BSA /bio.
BSA-Gemisch variiert. Zusétzlich wurde durch Weglassen des Markierungsschrittes
mit Neutravidin, die unspezifische Adsorption der Sonde an die Glas/BSA Oberflache
getestet. Durch Uberspringen des Markierungsschrittes mit der Sonde, wurde auf das
Auftreten unspezifischer Hintergrundfluoreszenz durch Verunreinigungen getestet (vgl.
Abb. 3.16 (a)). Auf der Aufnahme sind lediglich zwei schwache Fluoreszenzverteilun-
gen erkennbar, die auf Verunreinigungen zuriickzufiihren sind. Auf Teilbild (b) ist eine
Oberflache gezeigt, die eine dichte Belegung mit Farbstoffen aufweist. Besonders helle
Spots sind auf die Bindung zweier Farbstoffe an ein Neutravidin zuriickzufiihren. Wie
in Tabelle 3.7 gezeigt, sind bei den beiden Negativ-Kontrollen keine Fluoreszenzemit-
ter auf der Oberflache vorhanden. Daraus folgt, dass weder unspezifische Fluoreszenz
beim Auslassen der Sonde auftritt noch dass es beim Uberspringen des Neutravidin-
Schrittes eine unspezifische Wechselwirkung zwischen Oberfliche und Sonde gibt.

Die Markierungsdichte innerhalb der einzelnen Kammern auf dem Kammerdeckglas
schwankt sehr stark mit dem Abstand von der Mitte. Dies wird auch in der Tabelle an
den starken Schwankungen der Belegungsdichte innerhalb der gleichen Kammer deut-
lich. Im Rahmen dieser Schwankungen kann die Anzahl der Lokalisationen - bis auf
die beiden Negativ-Kontrollen - bei allen Proben als gleich &hnlich betrachtet werden.
Da die beobachtete Grundfliche etwa 520 um? grof ist, ergeben sich Belegungsdichten
zwischen 0,1 und 0,3 Farbstoffen pro Quadratmicrometer. Dies ist ein guter Wert,
um in der Lage zu sein, einzelne Farbstoffe rdumlich voneinander zu trennen. Aus
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cBsA [35) | CNeutravidin [355] | €Sonde [M] | Lokalisationen
5 0,01 5-10~ 11 82
5 0,01 5-10~1 69
5 0,001 5-10~1 163
5 0,001 5-10~1 101
5 0 5-10~11 4
5 0 5-10711 1
0,05 0,01 5-10~11 92
0,05 0,01 5-10~ 11 60
5 0,01 0 0
5 0,01 0 4

Tabelle 3.7.: Charakterisierung des Protokolls zur Herstellung von Einzelmolekiilober-
flichen. Gezahlt wurde die Anzahl der Lokalisationen in einem einzelnen
Bild, bei unterschiedlichen Konzentrationen von BSA, Neutravidin und
der Sonde.

den gemessenen Belegungsdichten folgt weiterhin, dass das Immobilisierungsprotokoll
spezifisch ist und die Oberfliache vollstédndig mit BSA belegt ist.

Die Oberflichenbelegung des validierten Protokolls (vgl. Abb. 3.16 (b)) fiihrt zu einer
Dichte, die diinn genug ist, so dass einzelne Farbstoffe voneinander unterscheidbar sind
und gleichzeitig dazu, dass genug Farbstoffe in der beobachteten Flache immobilisiert
sind, um eine statistische Aussage treffen zu konnen.

Mit diesen Voraussetzungen ist es moglich, eine quantitative Analyse der Fluktuatio-
nen von vielen einzelnen Sonden durchzufiihren und aus diesen Daten auf die Fluo-
reszenzfluktuationen schliefen zu kénnen. Aus vorangegangenen Daten ist bekannt,
dass die Fluoreszenzfluktuationen, die durch die Bindung von Kupfer an das Bipyri-
din ausgelést werden, langsam genug sind, um mithilfe eines einzelmolekiilempfind-
lichen konfokalen Mikroskops untersucht zu werden [131, 132, 134]. Die Zeitauflo-
sung, die mit Lawinenphotodioden erreicht werden kann, ist jedoch hoéher. So wur-
de die Dissoziationsgeschwindigkeit, die unabhéngig von der Kupferkonzentration ist,
zu vpis = 1,2 + 0,457 bestimmt, die Assoziationsgeschwindigkeit wurde zu vpas =
3,3+ 0,357 'M~! bestimmt. Die sehr genaue Bestimmung dieser Werte basiert da-
rauf, dass mit der hohen Zeitauflosung auch ein gutes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis
vorliegt, mit dessen Hilfe die Lénge der einzelnen Zustdnde gemessen werden kann.
Auf dem TIRF-Mikroskop wurde stattdessen eine andere Methode der Datenanalyse
verwendet. So wurden keine einzelnen Spuren manuell ausgewdhlt und per Schwell-
wertanalyse ausgewertet, stattdessen wurde iiber alle gefundenen Fluorophore mithil-
fe einer Lokalisationsanalyse die Verteilung der Fluoreszenz analysiert. Die Methode
birgt den Vorteil, dass es bei Fluoreszenzhelligkeiten, die bei der Schwellwertanaly-
se sowohl als An-Zustand als auch als Aus-Zustand gemessen werden koénnten, ein
unabhéingiges Kriterium von der Helligkeit gibt. Die Eigenschaft der Beugung wird
dazu ausgenutzt, um die Fluoreszenzverteilung eines Farbstoffes mit einer symmetri-
schen, zweidimensionalen Gauf-Kurve anzundhern. Dadurch lésst sich jedes Bild auf
Punktabbildungsfunktionen absuchen. Untersucht man die Einzelbilder eines Videos,
kann mithilfe der Orts- und Zeitkoordinaten der gefundenen Lokalisationen fiir jeden
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Fluorophor eine Fluoreszenzspur rekonstruiert werden, die nur auf zwei Zustdnden
basiert, gaufverteilte Fluoreszenz und nicht-gaufsverteilte Fluoreszenz. Anhand dieser
,bindren“ Fluoreszenzspuren kann leicht die Lénge der einzelnen Zustdnde bestimmt
werden und in ein Histogramm aufgetragen werden.

Um Fluoreszenzspuren von einzelnen Sonden zu erhalten, wurde, wie bereits zuvor
beschrieben, die Sonde immobilisiert und vor jeder Messung die Kupferkonzentration
erhoht.

Basierend auf dem Ansatz der vorgestellten Auswertung wurden, wie in Abb. 3.17
dargestellt, Fluoreszenzspuren von Farbstoffen aufgenommen und analysiert. So ist in
Abb. 3.17 (a) die Fluoreszenzspur einer Sonde ohne Zugabe von Kupfer dargestellt.
Es treten nur statistische Schwankungen der Fluoreszenz auf und es sind lediglich
zwei Zusténde zu erkennen. Bis zu einem Zeitpunkt von etwa 5 Sekunden zeigt die
Sonde eine konstante Fluoreszenzemission, dann kommt es zur irreversiblen Photozer-
storung. Fir Teilbild (b) wurde eine Kupferkonzentration von 200 nM zugegeben, so
dass schon deutliche Fluktuationen zwischen zwei Zustédnden zu erkennen sind. Die
Fluktuationen sind sehr statistisch verteilt und es gibt sehr kurze helle Zustande, wie
etwa bei 20 — 25 s und relativ lange An-Zusténde, wie bei etwa 16s. Durch Erhéhung
der Kupferkonzentration lassen sich die An-Zusténde beeinflussen. So ist schon bei
400nM CuSOy4 die Lénge der Zusténde verkiirzt. Vor allem in Teilbild (d) wird die
Problematik der Schwellwertanalyse an den Fluoreszenzfluktuationen zwischen 10 und
15 Sekunden deutlich. Hier fithren die sehr kurzen An-Zusténde zu einer Uberlappung
von den beiden Zustdnden, so dass eine Trennung der Zusténde {iber die Intensitit
nicht mehr funktioniert. Nach der Fluoreszenzanalyse mit der vorgestellten Methode,
wurde in Analogie zu den Messungen am konfokalen Mikroskop, die Verteilung der
Zeiten iiber die lokale Dichte mithilfe der folgenden Gleichung gewichtet:

H(At;)

P(At;) =
(&) 0,5 (Atip1 — At;_1)

(3.14)

Die Gewichtung der Haufigkeit eines Zustandes, mit der Dauer At;, geschieht dabei
durch den Abstand zu den néchsten benachbarten Zeiten At;_; und At;11. Die daraus
resultierende, gewichtete Haufigkeit wurde normiert und gegen die Dauern der Zustéan-
de aufgetragen. Die resultierende Verteilung aus Abbildung 3.18, lasst sich iiber einen
bi-exponentiellen Fit beschreiben. Die hell-fluoreszierenden Zustédnde werden durch
die Zugabe von Kupfersulfat immer kiirzer, da die Stofswahrscheinlichkeit proportio-
nal zu der Anzahl an Loschmolekiilen ist und somit auch die Wahrscheinlichkeit ein
Kupfer-Ton zu binden (vgl. Abb. 3.18 (a)). Die Lénge der geloschten Zusténde ist un-
abhéngig von der Kupferkonzentration und basiert lediglich auf der Bindungsstérke
zwischen Jon und Chelat [131]. Dass trotzdem ein Trend in der Statistik zu ldngeren,
nicht-fluoreszenten Zustdnden zu erkennen ist, lasst sich damit begriinden, dass die
Bindung zweier Ionen mit erhohter Konzentration so schnell hintereinander geschieht,
dass der kurze fluoreszente Zwischenzustand nicht beobachtet werden kann (vgl. Abb.
3.18 (b)).

Eine Problematik, die durch eine vollstdndig automatisierte Analyse der Fluoreszenz-
spuren auftreten kann, ist, dass Fluoreszenzspuren, die auf Grund von zwei Sonden,
die an ein Neutravidin gebunden haben, oder Spuren, die auf unspezifische Fluoreszenz
zuriickzufiihren sind, analysiert werden und zu der Statistik bei der Zeitabhéngigkeit
der Zustédnde beitragen. Die Tendenz bei der Analyse iiber die gauformige Verteilung
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von 400 nM Kupfersulfat. von 2 uM Kupfersulfat.

Abbildung 3.17.: Analyse der Fluoreszenzfluktuationen einzelner Sonden bei einer Be-
lichtungszeit von 10 ms pro Bild.

der Fluoreszenz neigt allerdings dazu, dass eine Fluoreszenzverteilung eher als nicht-
fluoreszent gemessen wird. Davon ausgehend, zeigen die Auftragungen in Abbildung
3.18 einen systematischen Fehler in Richtung kiirzerer An-Zusténde als es in Wirklich-
keit der Fall ist. Dieser systematische Fehler ist bei der Interpretation der Messdaten
zu beachten.

Die amplitudengewichteten Fitparameter der Zeiten sind in Tabelle 3.8 aufgetragen.
Diese konnen durch den systematischen Fehler aber nicht als absolute Werte betrachtet
werden und dienen lediglich dazu, den aus den konfokalen bekannten Trend qualita-
tiv zu reproduzieren und eine qualitative Abhéngigkeit von der Kupferkonzentration
zu zeigen. Basierend auf den Grundlagen dieser Analyse, mit der es moglich war,
unterschiedliche Fluoreszenzfluktuationen auf Grund von Unterschieden bei der Kup-
ferkonzentration zu visualisieren, wurde im Folgenden bewiesen, dass die Fluoreszenz-
fluktuationen lediglich von der Kupferkonzentration und nicht von der eingestrahlten
Laserleistung abhangen.
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t[Sek] " t[Sek.]
(a) Wahrscheinlichkeit der Lénge der fluores- (b) Wahrscheinlichkeit der Linge der nicht-
zenten Zustédnde ohne Kupfer (schwarz), mit fluoreszenten Zustande ohne Kupfer (schwarz),
500nM (rot), 2uM (grin) und 10 pM Kupfer- mit 500nM (rot), 2 uM (griin) und 10 pM Kup-
sulfat (blau). fersulfat (blau).

Abbildung 3.18.: Gewichtete Wahrscheinlichkeit der zwei Zustdnde

Kupferkonzentration [uM] | Tan[s] | TAus|s]
0 0,08 | 0,05
0,5 0,05 | 0,08
2 0,05 | 0,09
10 0,04 | 0,11

Tabelle 3.8.: Amplitudengewichtete Fitparameter an den bi-exponentiellen Abfall aus
Abb. 3.18.

Leistungsunabhangigkeit der Fluktuationen

Die grundlegende Motivation dieser Arbeit ist die Entkopplung der Uberginge zwi-
schen fluoreszentem und nicht-fluoreszentem Zustand von der Lichteinstrahlung. Um
zu zeigen, dass die Bindung von Kupfer der zu Grunde liegende Mechanismus hin-
ter den Fluktuationen ist, wurden, analog zu Kapitel 3.4, Messreihen bei verschie-
denen Laserintensitdten und unterschiedlichen Kupferkonzentrationen durchgefiihrt.
Die Auswertung der Daten erfolgte wiederum iiber die Gewichtung der Zusténde und
einen anschliefenden bi-exponentiellen Fit. Um die Abhéangigkeit der Fluktuationen
von der Laserintensitdat zu testen, wurde die Dauer der Zustdnde gegen die einge-
strahlte Leistung aufgetragen (vgl. Abb. 3.19). Wie in Abbildung 3.19 (a) zu sehen
ist, nimmt die Lange der An-Zusténde stark mit ansteigender Kupferkonzentration ab.
Die Laserintensitét spielt ab einer Schwelle von etwa 500 uW keine Rolle mehr. Dies
ist darauf zuriickzufiihren, dass die Farbstoffe bei 500 — 600 uW ihre Séttigung errei-
chen. Vor Erreichen der Sattigung ist das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis so schlecht, dass
die detektierten Fluoreszenzphotonen nicht durch eine Gauk-Kurve anndherbar sind.
Dadurch ist es mit der Analyse nicht mdglich, sinnvolle Fluoreszenzspuren zu rekon-
struieren. Die Lange der An-Zeiten ist unabhéngig von der Kupferkonzentration und
gibt keine Aussage iiber die wirklichen Fluktuationen. Nach Erreichen der Sattigung ist
keine systematische Abhangigkeit der An-Zustdnde in Abhéngigkeit der Laserleistung
zu erkennen, lediglich die Abhéngigkeit von der Kupferkonzentration wird deutlich.
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der eingestrahlten Laserleistung und bei ver- der eingestrahlten Laserleistung und bei ver-
schiedenen Kupferkonzentrationen: ohne Ku- schiedenen Kupferkonzentrationen: ohne Ku-
per: Schwarz; 500nM: Rot; 2uM: Griin und per: Schwarz; 500nM: Rot; 2uM: Griin und
10 uM Kupfersulfat. 10 uM Kupfersulfat.

Abbildung 3.19.: Unabhéngigkeit der Fluktuationen von der Laserleistung

Bei der Analyse der Lénge der Aus-Zeiten verhélt es sich dhnlich (vgl. Abb. 3.19
(b)). Sobald die Sattigungsleistung von 500 uW erreicht ist, bleiben die Aus-Zeiten
konstant, wihrend es bis zum Erreichen der Sattigung auf Grund der Analysemetho-
de zu statistischen Schwankungen kommt. Im Gegensatz zur Unabhéngigkeit von der
Laserleistung existiert aber, wie bei den An-Zeiten, eine Abhéngigkeit von der Kupfer-
konzentration. Anhand der Daten aus den leistungsabhéngigen Messungen lasst sich
festhalten, dass es sich bei der Fluoreszenzloschung nicht um einen lichtgetriebenen
Prozess handelt, was darauf schlieffen lésst, dass die Loschung der Fluoreszenz nur auf
die Komplexierung des Kupfer-lons zuriickzufiihren ist.

Photostabilitat

Ein weiterer wichtiger Parameter bei der Lokalisationsmikroskopie ist die Photostabi-
litdt. Da die Lokalisationsmikroskopie darauf basiert, iiber eine sehr lange Zeit unter-
schiedliche Fluorophore abzubilden, miissen die Fluorophore lange genug in der Lage
sein, Photonen zu emittieren. Dies wird bei den lichtgetriebenen Methoden, wie etwa
STORM (vgl. Kap. 1.6.1) dadurch erreicht, dass die Messungen in einem photosta-
bilisierendem Puffer-System durchgefiihrt werden [42, 142|. Um einen Einblick in die
Photostabilitiat des Tetramethylrhodamins zu gewinnen, wurden verschiedene Proben
auf ihre Lebensdauer vor der Photozerstorung untersucht. Dazu wurde sowohl ein
TMR, der an ein biotinyliertes Polyethylenglycol gekoppelt wurde, um eine Bindung
an Neutravidin zu ermoglichen als auch die hybridisierte Sonde iiber das beschrie-
bene Protokoll immobilisiert und bei Abwesenheit von Kupfersulfat und bei Anwe-
senheit von Kupfer-Ionen vermessen. Dazu wurden mithilfe der Lokalisationsanalyse
die Fluoreszenzemitter in jedem Bild gefunden und ihre Anzahl in Abhéngigkeit der
Zeit aufgetragen. In Abbildung 3.20 (a) ist die relative Haufigkeit der Lokalisationen
von beiden Proben in reinem Puffer dargestellt. Wahrend bei dem TMR (schwarz)
nach ca. 400 Bildern nur noch etwa 10 % der Emitter vorhanden sind, und nach etwa
550 Bildern nahezu keiner mehr, ist die Stabilitdt der Sonde erhoht. Die Sonde weist

69



KAPITEL 3. EXPERIMENTE & ERGEBNISSE

rel. Haufigkeit

(a) Normierter Verlauf der gefundenen Lokali-
sationen pro Frame iiber die Zeit fiir einen im-
mobilisierten TMR Farbstoff (schwarz) und die
Sonde (rot). Nach 400 Bildern ist fast kein Farb-
stoff mehr aktiv (vgl. Filme C.1 (¢)), wihrend
bei der Messung mit der Sonde selbst noch nach
1000 Bildern Lokalisationen gefunden werden

rel. Haufigkeit

1 “'Jlmch M I#Iw i
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(b) Normierter Verlauf der gefundenen Lokali-
sationen pro Frame iiber die Zeit fiir einen im-
mobilisierten Farbstoff bei einer Konzentration
von 2uM Kupfersulfat (schwarz) und fiir die
Sonden bei einer Kupfersulfatkonzentration von
6 uM. Der Farbstoff zeigt eine deutlich héhere
Photostabilitéit, wihrend bei der Sonde kaum

eine Abnahme der Lokalisationen iiber die Zeit
zu erkennen ist (vgl. Filme C.1 (e))

(vgl. Filme C.1 (d)).

Abbildung 3.20.: Photostabilitdt von TMR und der Sonde. Zur besseren Darstellung
sind die Graphen in Abbildung B.10 nochmal einzeln dargestellt.

selbst nach 1000 Bildern noch mehr als 10 % aktive Fluoreszenzemitter auf. Wird den
beiden Proben Kupfersulfat zugegeben, ist das Verhalten leicht verdndert (vgl. Abb.
3.20 (b)). Die fluoreszierende Fraktion an TMR sinkt bei einer Kupferkonzentration
von 6 uM nach 400 Bildern auf knapp 20 % und nach 1000 Bildern auf etwa 10 % ab,
ist also deutlich photostabiler als bei Abwesenheit von Kupfer. Bei der Sonde tritt
nun allerdings die Fluoreszenzkinetik in den Vordergrund, so ist nicht, wie bei der
Photozerstorung, ein exponentieller Abfall vorhanden, stattdessen sind tiber die 1000
Bilder verteilt, durchgéangig etwa 50 % der maximal gefundenen Lokalisationen aktiv.
Die Abnahme an Fluoreszenzemittern durch Photozerstérung iiber diesen Bereich von
1000 Bildern ist also sehr gering. Um diese erhohte Photostabilitdt bei Zugabe von
Kupfer zu verstehen, spielt der Mechanismus der Photozerstérung eine wichtige Rolle.
Photozerstorung geschieht zumeist aus dem angeregten Zustand eines Fluorophors.
Dadurch, dass der Farbstoff mit dem Kupfer-lon wechselwirken kann, geschieht die
Depopulation aus dem angeregten Zustand viel schneller als die eigentliche Lénge der
Fluoreszenzlebensdauer. Mit der verkiirzten Verweilzeit im angeregten Zustand sinkt
auch die Wahrscheinlichkeit der Photozerstorung aus dem angeregten Zustand [36].
Der Unterschied in der Photostabilitdt bei Abwesenheit des Kupfersulfat ist eventuell
auf eine Reaktion des BiPy mit Sauerstoff zuriickzufiihren, aber dies ldsst sich mit den
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen nicht beweisen.

Zusammenfassung der Eigenschaften der Sonde auf Einzelmolekiilebene

Mit Hilfe des einzelmolekiilsensitiven Mikroskops konnte gezeigt werden, dass Fluo-
reszenzfluktuationen der Sonde beobachtet werden kénnen. Die Zeitauflosung des Mi-
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kroskops reicht aus, um fluoreszente An-Zustdnde und geloschte Aus-Zustdnde zu un-
terscheiden (vgl. Abb. B.9). Des Weiteren wurde gezeigt, dass die zu Grunde liegende
Kinetik weitgehend unabhéngig von der eingestrahlten Laserleistung ist und es sich
somit um eine Loschung der Fluoreszenz aus dem S; Zustand des Fluorophors han-
delt. Mit diesen Parametern erfiillt die Sonde die Grundvoraussetzungen, um fiir die
Lokalisationsmikroskopie verwendet werden zu konnen. Eine zusétzliche Eigenschaft
der Sonde ist eine intrinsische Erhhung der Photostabilitdt. Im Gegensatz zu den
Farbstoffen, wie sie bei lichtgetriebenen Methoden verwendet werden, ist die Lebens-
dauer der Farbstoffe allein durch die Anwesenheit des Liganden so stark erhoht, dass
bei 25 Hz {iber einen Zeitraum von 1000 Bildern, was einer Gesamtzeit von etwa 40
Sekunden entspricht, noch etwa 25% der Farbstoffe aktiv sind. Durch Zugabe von
Kupfer ist die Stabilitdt der Sonde sogar noch stirker erhoht, so dass keine wirkliche
Abnahme an Fluoreszenzemittern sichtbar ist. Ein kritischer Parameter fiir die An-
wendbarkeit der Sonde ist nichtsdestotrotz, ob das Verhéltnis der Lénge von An- und
Aus-Zustdnden gering genug ist, so dass einzelne Farbstoffe unter biologischen Bedin-
gungen getrennt visualisierbar sind [117]. Dies wird im folgenden Kapitel untersucht.

3.5. Lokalisationsmikroskopie in biologischen Proben

Um die Applikation der Sonde in biologischen Proben zu testen, wurde eine bekannte
Struktur gewéhlt. Besonders interessante Untersuchungsobjekte fiir Lokalisationsmi-
kroskopiemethoden sind die Elemente des Zytoskeletts (vgl. Kap. 1). Aus dieser Familie
wurde das Tubulinskelett als Ziel ausgewdhlt. Die Markierung des Zytoskeletts fand
nach einem abgewandelten Standardprotokoll statt. Dazu wurde ein biotinylierter Pri-
marantikdrper gegen Tubulin mit Streptavidin und anschliefend mit der Sonde mar-
kiert (vgl. Kapitel 5.6). Im Gegensatz zu der Standardmarkierung iiber farbstoffmar-
kierte Sekundérantikorper, die darauf abzielt, eine moglichst grofe Signalverstarkung
zu erreichen, ist bei der Markierung {iber die verwendete Methode das Verhaltnis zwi-
schen Zielprotein und Farbstoff geringer. Abbildung 3.21 zeigt zwei mafsstabsgetreue
Skizzen, um die Unterschiede der Markierungen darzustellen [143, 144]. Ausgehend
von einem einzelnen Zielprotein, an das ein Primérantikorper bindet, erhdlt man als
Signalamplifikation fiir die gebraduchliche Markierung mit fluoreszenzmarkierten Se-
kundéarantikérpern:

3 Sekundéarantikorper 2 — 8 Farbstoffe

1 Primarantikérper —
P Primarantikorper Sekundarantikorper

(3.15)

Fiir einen realistischen Wert von sechs Farbstoffen pro Sekundérantikérper folgt also
ein Verhéltnis von 18 Fluorophoren pro Primérantikérper. Fiir das verwendete Proto-
koll hingegen ergibt sich ein Markierungsverhéltnis von:

2 — 8 Biotin 0 — 1 Avidin 0 — 3 Sonden

1 Primérantikoérper — — N
P Primé&rantikorper Biotin Avidin

(3.16)

Bei der Markierung {iber die verwendete Methode mit Biotin und Streptavidin ist
zu beachten, dass die angegebenen Werte lediglich die Grenzen angeben, die erreicht
werden konnen. Auf Grund der statistischen Natur sind jedoch geringere Werte zu
erwarten. So wurde bei der Herstellung der Einzelmolekiiloberflichen (vgl. Kap. 5.5)
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(a) Mafstabsgetreue Skizze einer Standardmar- (b) MafRstabsgetreue Skizze der verwendeten
kierung vom Tubulinskelett mit Sekundaranti- Markierung mit der Sonde (vgl. Kap. 5.6).

korpern.

Abbildung 3.21.: Skizze der Markierung von Proteinen mit Antikérpern.

beobachtet, dass es selten mehr als eine Bindung mehrerer Sonden an ein Avidin gibt.
Daraus folgt, dass das Verhéltnis von Fluorophoren pro Primarantikorper eine Gro-
fenordnung unter der Markierungsmethode mit den Sekundérantikérpern liegt. Um
den Einfluss der verschiedenen Stéchiometrien zu simulieren, wurden fiir die beiden
Protokolle, anhand von realitdtsnahen Zufallszahlen, Verteilungen der zu erwartenden
Markierungsdichte durchgefiihrt (vgl. Abb. B.11). In Abbildung B.11 (a) ergibt sich
fiir die zu erwartende Anzahl an Fluorophoren eine Verteilung um einen Erwartungs-
wert mit etwa 14 Fluorophoren / Antikorper. Teilbild (b) stellt die zu erwartende
Verteilung, bei der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Markierung, dar. Neben
der héchsten Wahrscheinlichkeit fiir keine Markierung pro Antikorper, ergibt sich ein
Erwartungswert von 4 Fluorophoren / Antikorper. An diesen Verteilungen wird deut-
lich, wie stark die Markierungsdichte bei den beiden Methoden voneinander abweicht.
Um sterische Einfliisse bei der Farbung des Tubulinskeletts auszuschlieffen, wurde
die Grofse der Markierung, die durch die unterschiedlichen Methoden entsteht, abge-
schitzt. Die Grofe der Komplexe ist bei beiden Methoden recht dhnlich (vgl. Abb.
3.21). Durch die verwendete Markierungsmethode ergeben sich sowohl ein Vorteil als
auch ein Nachteil fiir die Lokalisationsmikroskopie-Messungen:

e (—) Die rekonstruierte Struktur wird nicht so dicht sein wie in einem Fall, in
dem durch die Verwendung von farbstoffmarkierten Sekundérantikérpern eine
dichtere Markierung erreicht wird.

e (+) Das notwendige Verhéltnis 7= ist proportional zu der Farbstoffdichte [117].
Daraus folgt, dass bei einer geringeren Dichte an Fluorophoren die Fluktuationen
nicht so stark in einen Aus-Zustand getrieben werden miissen, was die Anfor-
derungen an den zu Grunde liegenden Mechanismus vereinfacht. Dies verringert
aufterdem die Gesamtzeit, die fiir die Messung notwendig wird.
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Die Messung

Die Messung der Proben erfolgte bei unterschiedlichen Kupferkonzentrationen, um
den Einfluss des Kupfers zu untersuchen. Um unspezifische Fluktuationen und Hin-
tergrundeffekte auszuschlieen, wurde zunéichst eine Messung in MOPS-Puffer durch-
gefiihrt, jedoch ohne Zugabe von Kupfersulfat. In der Bildserie von Abb. 3.22 ist das
markierte Tubulinskelett einer Zelle ohne Zugabe von Kupfer zu sehen. Es sind iiber
den gesamten beobachteten Zeitraum kaum Fluoreszenzfluktuationen wahrnehmbar,
lediglich die Photozerstorung findet statt. Der Film aus Tabelle C.2 (a) zeigt die Pho-
tozerstorung zu Beginn der Messung, der Film aus Eintrag (b) zeigt, dass auch nach
andauernder Photozerstorung, keine Fluoreszenzfluktuationen der verbleibenden Farb-
stoffe beobachtet werden kénnen. Nach ca. 4000 Bildern war keine Fluoreszenz mehr
vorhanden, die Probe war komplett ausgeblichen.

Durch die Zugabe von 12 uM Kupfersulfat lasst sich ein Blinken der Sonden induzie-
ren (vgl. Abb. 3.23). Ein Problem bei der Messung ist allerdings, dass zu Beginn, wie
in dem Film aus Tab. C.2 (c) gezeigt, keine Fluktuationen zu erkennen sind. Dies ist
auf die Autofluoreszenz der Zellen, die zu Beginn der Messung noch présent ist, und
auf defekte Proben, bei denen entweder der Ligand oder der komplette Gegenstrang
fehlt, zuriickzufiihren. Nach einer durchgehenden Anregung der Probe iiber 1,5 Mi-
nuten sind aber die Fluktuationen der Sonden dominant (vgl. Film aus Tab. C.2 (d))
und konnen fiir einen Zeitraum von bis zu 20 Minuten beobachtet werden.

Auswertung der Daten

Um zu testen, ob die Fluktuationen der Fluoreszenz geeignet sind, um ein hochauf-
gelostes Bild der zu Grunde liegenden Struktur zu reproduzieren, wurden mehrere
Zellen, die ein markiertes Zytoskelett besafen, gemessen und die Daten mit einer
Lokalisationssoftware analysiert (vgl. Kap 5.6). Kritische Parameter fiir die Lokali-
sationsanalyse sind zum einen die Markierungsdichte der Proben in Verbindung mit
dem Verhéltnis von 722 und zum anderen die Anzahl der detektierten PSFs, bevor
der Farbstoff einer Photozerstorung unterlduft. Um den Einfluss der Blinkkinetik und
der Markierungsdichte zu untersuchen, wurden unterschiedliche Strukturen, bei un-
terschiedlichen Kupferkonzentrationen untersucht. Fiir eine Struktur mit geeigneter
Markierungsdichte, bei der die Fluktuationen der Sonden die Lokalisation einzelner
Fluorophore zulassen, ergibt sich schon nach der Untersuchung weniger Bilder eine
Rekonstruktion der Struktur (vgl. Film aus Tab. C.2 (e)). Fiir diesen Fall ist in Abb.
3.24 (a) das Summenbild tiber 1000 Einzelaufnahmen gezeigt und in (b) das zugeho-
rige rekonstruierte Lokalisationsbild.

Wird die Menge an Kupfer stark erhoht, in dem Fall von den Daten, die in dem
Film aus Tab. C.2 (f) gezeigt werden, betriagt die Kupferkonzentration 40 uM, so dass
kaum noch Fluktuationen, die sich mit der CCD-Kamera messen lassen, auftreten, ist
es zwar weiterhin moglich einzelne PSFs zu lokalisieren, das rekonstruierte Bild weist
jedoch nach der gleichen Anzahl analysierter Bilder wie in Abb. 3.24 deutlich weniger
Strukturinformationen auf (vgl. Abb. 3.25). Bei einer Analyse von Daten, bei denen
keine Fluoreszenzfluktuationen auftreten wie in dem Film aus Tabelle C.2 (b), konnen
Artefakte in dem Lokalisationsbild auf Grund von einer heterogenen Farbstoffdichte
entstehen. Dies geschieht z. B. wenn sich Filamente kreuzen und somit ein regionales
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Abbildung 3.22.: Eine Probe ohne Zugabe von Kupfer. Man kann lediglich ein sukzes-
sives Bleichen der Probe beobachten, bis kein Farbstoff mehr aktiv
ist. Hier sind die Bilder 1480 — 1491 einer Aufnahme gezeigt (vgl.
Filme (a) und (b) aus Tabelle C.2). Der Mafstabsbalken entspricht
1 pm.
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Abbildung 3.23.: Eine Probe nach Zugabe von 12 uM Kupfersulfat. Man kann anhand
der Einzelbilder getrennte Blinkevents wahrnehmen (vgl. den einge-
rahmten Bereich). Hier sind die Bilder 5900 — 5911 einer Aufnahme
gezeigt (vgl. Filme (¢) und (d) aus Tabelle C.2). Der Makstabsbalken
entspricht 1 um.
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(a) Summenbild {iber 1000 Bilder von einem (b) Rekonstruktion der Lokalisationen der 1000

Tubulinskelett (vgl. Film aus Tab. C.2 (e)). Der Einzelbilder in einem Bild mit 10x hdherer Auf-

Mafstabsbalken entspricht 1 pm. 16sung (vgl. Film aus Tab. C.2 (e)). Der Maf-
stabsbalken entspricht 1 um.

Abbildung 3.24.: Auflésungsverbesserung durch Lokalisationsmikroskopie mithilfe der
Sonde bei einer Kupferkonzentration von 12 uM.

(a) Summenbild iiber 1000 Bilder eines Tubu- (b) Rekonstruktion der Lokalisationen der 1000
linskeletts bei einer Kupferkonzentration von Einzelbilder in einem Bild mit 10x hoherer Auf-
40 uM (vgl. Film aus Tab. C.2 (f)). Der Maf- losung (vgl. Film aus Tab. C.2 (f)). Der MaRk-
stabsbalken entspricht 1 pum. stabsbalken entspricht 1 um.

Abbildung 3.25.: Artefakte durch die Lokalisationsmikroskopie mit der Sonde bei einer
hohen Kupferkonzentration.
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(a) Summenbild iiber 1000 Bilder eines Tubu- (b) Rekonstruktion der Lokalisationen der 1000
linskeletts ohne Zugabe von Kupfer (vgl. Filme Einzelbilder in einem Bild mit 10x hoherer Auf-
C.2 (b)). Der Mafstabsbalken entspricht 1 pm. 16sung (vgl. Filme C.2 (b)). Der Mafistabsbal-

ken entspricht 1 pm.

Abbildung 3.26.: Artefakte durch die Lokalisationsanalyse wenn keine Fluoreszenzfluk-
tuationen vorliegen.

Intensitdtsmaximum zu sehen ist. Solche Bereiche werden in der Analyse als PSF be-
handelt und fithren zu Artefakten bei einem ansonsten leeren Bild (vgl. Abb. 3.26).
Ein weiterer Parameter, der bei der Lokalisationsmikroskopie eine Rolle spielt, ist die
zeitliche Verteilung der Fluktuationen.

Um zu {iberpriifen, ob die gefundenen Lokalisationen eine zeitliche Abhingigkeit auf-
weisen [145], wurde eine Lokalisationsanalyse iiber 14500 Einzelbilder einer Datenauf-
nahme und zusétzlich zu der Héufigkeit der Lokalisationen (vgl. Abb. 3.27 (a)) eine
zeitliche Auftragung der gefundenen PSFs durchgefiihrt (vgl. Abb. 3.27 (b)). Die meis-
ten Stellen des rekonstruierten Bildes weisen dabei keine zeitliche Abhéngigkeit auf,
was ein Indiz fiir eine zeitlich unabhéngige Fluktuation ist.

Zusammenfassung der Daten aus den
Lokalisationsmikroskopiemessungen auf dem TIRF-Mikroskop

Es konnte gezeigt werden, dass die Probenpréiparation mit dem entwickelten Markie-
rungsprotokoll (vgl. Kap. 5.6) geeignet ist, um das Tubulinskelett von Zellen zu mar-
kieren. Die Markierungsmethode fiihrt zu einer diinneren Dichte an Farbstoffen als die
typischen Markierungen iiber Sekundérantikérper, die in der Immunohistochemie ver-
wendet werden. Des Weiteren wurde gezeigt, dass fixierte Zellen die Mechanismen der
Kupferkomplexierung nicht beeinflussen, da bei der Negativ-Kontrolle ohne Kupfer-
sulfat keine Fluktuationen zu beobachten waren. Durch Zugabe von Kupfersulfat, mit
einer Konzentration von 12 uM, konnten Fluoreszenzfluktuationen induziert werden,
deren Kinetik zu Zwecken der Lokalisationsmikroskopie genutzt werden kann. Unter
Einbezug der Photostabilitat ldsst sich festhalten, dass sich iiber einen Zeitraum von
20 Minuten die herbeigefiihrten Intensitatsfluktuationen der Kupfersonde ausnutzen
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(a) Rekonstruktion iiber 14500 Einzelbilder ei- (b) Rekonstruktion iiber 14500 Einzelbilder.
nes Tubulinskeletts nach Zugabe von Kupfer Die Farbskala spiegelt den zeitlichen Verlauf
(vgl. Film C.2 (g)). Die Farbskala spiegelt die des Auftretens der Lokalisation wider. (vgl.

relative Héufigkeit wider. Der Mafistabsbalken Film C.2 (g)). Der Mafstabsbalken entspricht
entspricht 1 pm. 1 wm.

Abbildung 3.27.: Analyse der zeitlichen Verteilung der Fluktuationen.

lassen, um Hochauflésungsmikroskopie zu betreiben. Weitere Beispiele fiir die Anwen-
dung der Lokalisationsanalyse, um ein hochaufgelostes Bild der zu Grunde liegenden
Struktur zu erhalten, sind in den Abbildungen 3.28 und B.12, B.13, B.14, B.15, B.16
im Anhang gezeigt. Um zu veranschaulichen, dass mehrere Farbstoffe, die sich unter
der Beugungsgrenze befinden, voneinander getrennt werden kénnen, ist in Abb. 3.29
der Querschnitt durch die Zelle aus Abb. B.17 gezeigt. Es lassen sich mindestens drei
Fasern voneinander unterscheiden, die im Summenbild durch die Superposition der
einzelnen PSFs nicht auflésbar sind.

3.6. Chemisches Multiplexing

Neben der Umgehung der Beugungsgrenze, um Strukturen besser auflésen zu kon-
nen, spielt in der Biologie besonders die Interaktion zwischen zwei wechselwirkenden
Proteinen eine Rolle. Nahezu jeder Mechanismus in Zellen beruht auf der Interaktion
von Proteinen. Um zu bestimmen, wie die Wechselwirkungen stattfinden kénnen, ist
es deshalb interessant, mehrere Ziele gleichzeitig zu markieren und auf Kolokalisation
zu testen. Die Untersuchung von mehreren Zielen erfolgt in den meisten Fallen durch
Nutzung von unterschiedlichen Farbkanélen. Dadurch entstehen jedoch Abweichungen
auf Grund chromatischer Aberrationen (vgl. Kap. 1.2). Diese Aberrationen fallen be-
sonders bei Methoden der Hochauflésungsmikroskopie ins Gewicht. Eine Losung dieser
Problematik besteht darin, zweimal den gleichen Farbstoff zu benutzen und die Un-
terscheidung der beiden markierten Ziele auf andere Weise zu erreichen. Da bei der
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Abbildung 3.28.: Durch den Einsatz der Lokalisationsmikroskopie in Verbindung mit
intrinsisch blinkenden Proben lésst sich die Auflésung signifikant ver-
bessern(vgl. Abb. B.17). Der Mafstabsbalken entspricht 2 pm.

Sonde eine chemisch reversible Reaktion vorliegt, besteht eine Mglichkeit das chemi-
sche Schalten als zusétzlichen Parameter zu den photophysikalischen Eigenschaften zu
nutzen.

Um die Anwendung der Sonde fiir diese Art des Multiplexing zu testen, wurde eine
Zelle mit einer doppelten Farbung hergestellt. Zum einen wurde ein mit Tetrame-
thylrhodamin markierter Sekundérantikdrper gegen alle Fragmente des biotinylierten
Primérantikorpers (vgl. Kap. 5.6) verwendet, zum anderen wurde die etablierte Mar-
kierung iiber Streptavidin und die Sonde verwendet. Zu Beginn der Messung wurde die
Fluoreszenz der Sonde durch die Zugabe einer Kupferkonzentration von 25 uM so weit
ausgeschaltet, dass keine Fluktuationen mehr zu beobachten waren. Dann wurde die
Fluoreszenz der Sekundarantikérper so lange angeregt, bis diese komplett geblichen
war (vgl. Abb. 3.30 (a)). Anschliefend wurde, wie in Abb. 3.30 (b) skizziert, die Fluo-
reszenz der Sonde durch die Zugabe von EDTA wieder hergestellt. Da, wie bereits bei
den Messungen im Ensemble aus Kapitel 3.2 gezeigt, die Bindung von Kupfer-Ionen
an EDTA stéarker ist als die Bindung des Kupfers durch den Bipyridin-Liganden, ge-
schieht dieser Vorgang quasi instantan.

Um Wechselwirkungen zwischen EDTA und dem Tetramethylrhodamin auszuschlie-
fen, wurden, wie in Abb. 3.31 gezeigt, iiber die TMR-modifizierten Sekundarantikorper
einfach gefarbte Zellen angeregt und nach ca. 440 Sekunden andauernder Photozer-
storung wurde EDTA zugegeben. Wie in Teilbild (b) zu sehen, fiihrt das Zupipettie-
ren von 50 uM EDTA zu keiner Verdnderung der Fluoreszenzintensitédt. Als Positiv-
Kontrolle wurde, um die Reaktivierbarkeit der Fluoreszenz der Sonde durch EDTA
zu zeigen, eine Messkammer nach dem Protokoll der Markierung iiber biotinyliertem
Priméarantikorper, Streptavidin und Sonde vorbereitet. Vor der Messung wurde mit
25 uM Kupfersulfat die Fluoreszenz geloscht (vgl. Abb. 3.32). Durch die Zugabe von
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Abbildung 3.29.: Der Querschnitt iiber einen kleinen Bereich in einer Zelle zeigt deut-

lich, wie durch die Lokalisationsmikroskopie, aus der Superposition
mehrerer Farbstoffe, die zu Grunde liegende Struktur aufgelost wer-
den kann (vgl. Abb. B.17). Bei dem Summenbild (schwarz) ist ledig-
lich die Superposition der Fluoreszenz von unter der Beugungsgrenze
befindlichen Farbstoffen sichtbar, wihrend im Lokalisationsbild (rot)
die Farbstoffe deutlich getrennt werden kénnen.
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(a) Das Zielprotein wird mit zwei Methoden
markiert, beide Methoden benutzen dabei den
gleichen Farbstoff (TMR). Durch Zugabe von
Kupfer (orangene Kreise) lassen sich die Sonden
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(b) Nach der Photozerstérung der Farbstoffe
am Antikorper, wird das Kupfer durch die Zu-
gabe von EDTA gebunden, so dass die Sonde
nicht mehr gel6scht ist und fluoreszieren kann.

ausschalten, wihrend die TMR-markierten Se-
kundérantikorper zur Fluoreszenz angeregt wer-
den.

Abbildung 3.30.: Skizze des
Messungen.

Prinzips der chemisch induzierten Multi-Kanal

EDTA nach etwa 35 Sekunden wurde die Fluoreszenzintensitit, wie in Abb. 3.32 (b)
zu sehen, um den Faktor 2,5 erhoht. Neben der Zunahme der Fluoreszenz wird auch
deutlich, dass trotz der nahezu komplett geloschten Probe, eine Photozerstorung zu
beobachten ist. Dieser Fakt ist zum einen auf die Autofluoreszenz der Zelle zuriickzu-
fiihren, zum anderen auf unvollsténdig hybridisierte oder fehlerhafte Sonden. Auffillig
ist auch, dass die Fluoreszenz bei den beiden einfach markierten Proben aus Abb. 3.31
und 3.32 durch die Photozerstérung auf fast die gleiche Intensitit (3,5-10%) abfillt,
obwohl die Anfangsfluoreszenz der Antikorper-Probe viel hoher ist. Dies lasst sich auf
die hohere Fluorophordichte zuriickfithren (vgl. Formeln 3.15 und 3.16). Die Spitze,
die bei Abbildung 3.32 (b) - und spéter auch bei Abb. 3.34 - zu schen ist, ist da-
rauf zuriickzufiithren, dass die Spitze der Pipette bei der Zugabe von EDTA zu einer
Erhéhung der Hintergrundfluoreszenz beigetragen hat. Bei der Zugabe des EDTA in
Abb. 3.31 (b) wurde dieses auf die Losung getropft, sodass die Pipette nicht in den
Messpuffer eingetaucht ist.

In Abb. B.18 (a) ist das Tubulinskelett gezeigt, das durch die Kombination von beiden
Markierungsmethoden markiert wurde. Nach 450 Sekunden kontinuierlicher Anregung
und daraus resultierender Photozerstorung, ist nahezu keine Fluoreszenz mehr zu be-
obachten (vgl. Abb. 3.33 (b)). Erst nach Zugabe von EDTA wird die Fluoreszenz der
Sonde wiederhergestellt, sodass sich das Tubulinskelett, wie in Teilbild (c) gezeigt,
erneut beobachten lasst.

Durch Analysieren des zeitlichen Intensititsverlaufs der doppelt markierten Probe
lasst sich feststellen, dass die Initialintensitat der TMR-markierten (Abb. 3.31 (b))
und der doppelt-markierten Probe 3.34 (a) mit etwa 2,4-107 sehr dhnlich ist und
dass die Fluoreszenzintensitit der doppelt-markierten Probe nach Zugabe von EDTA
ahnlich stark ansteigt, wie in Abb. 3.32 (b), bei der mit der Sonde einfach-markierten

81



KAPITEL 3. EXPERIMENTE & ERGEBNISSE

>

iey

I H B

50 100 150 200 250
(a) Um auszuschliefen, dass EDTA einen Ein-
fluss auf die Fluoreszenz von TMR hat, wurde
eine mit TMR markierte Probe zur Kontrolle
bei 50 uM Kupfersulfat in MOPS-Puffer konti-
nuierlich geblichen und dann EDTA zugegeben.
Der Mafistab entspricht 1 pm.
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(b) Die Photozerstorung fithrt dazu, dass kaum
noch Fluoreszenz in einem Bereich innerhalb
der Zelle (50x 50 Pixel) auftritt. Die Zugabe von
Kupfersulfat nach etwa 440s hat keinen Ein-
fluss.

Abbildung 3.31.: Einfluss von EDTA auf die TMR markierte Proben.
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(a) Die Fluoreszenz von einem Tubulinskelett
bei einer Kupferkonzentration von 50uM ist
stark geloscht, bei Zugabe von EDTA wird je-
doch ein Grofsteil der Fluoreszenz wiederherge-
stellt. Der Mafsstab entspricht 1 um.
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(b) Eine Abnahme der Fluoreszenz trotz der
Anwesenheit von Kupfer-Ionen ist auf die Pho-
tozerstorung von Autofluoreszenz-Verursachern
und defekten Sonden zuriickzufiihren. Durch
Zugabe von EDTA wird ein drastischer Anstieg
in der Fluoreszenz-Intensitét sichtbar.

Abbildung 3.32.: Einfluss von EDTA auf die mit der Sonde markierte Probe.
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(a) Die Fluoreszenz eines doppelt-markierten
Tubulinskeletts bei einer Kupferkonzentration
von 50 uM zu Beginn der Messung weist ei-
ne vollstdndige Markierung durch den Sekun-
darantikorper, der mit TMR markiert ist, auf.
Der Mafsstab entspricht 1 um.
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(c) Durch Zufiigen eines Uberschusses an ED-
TA lésst sich sehr effizient die Fluoreszenz der
Sonde reaktivieren. Der Mafistab entspricht
1 pm.
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(b) Nach 450s ist, auf Grund der Photozersto-
rung des TMR und der Léschung der Sonde
durch das Kupfersulfat, kaum noch Fluoreszenz
vorhanden. Der Mafstab entspricht 1 um.

Abbildung 3.33.: Einfluss von EDTA auf eine zweifach markierte Probe.
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(a) Der zeitliche Verlauf der Fluoreszenz von (b) Durch Zugabe von Kupfer steigt die Fluo-
der mit Antikérper und mit Sonde markierten reszenz von ca. 2,5-10% auf 7,5-10° wihrend
Zelle. die Anfangsintensitéit bei 2,5- 107 liegt.

Abbildung 3.34.: Einfluss von EDTA auf eine zweifach markierte Probe.

Probe von etwa 2,5-10% auf 7,5-10.

Durch das Anpassen von Fluoreszenzintensitdten in Bereichen bei denen eine Ab-
nahme der Fluoreszenz sichtbar ist, kann man des Weiteren auf die Photostabilitat
der beiden Markierungen schliefsen. So fiihrt eine exponentielle Anpassung an die ers-
ten 990 Werte aus Abb. 3.34 (b) zu einer Zeitkonstante von 25 4+ 0, 1s, wéhrend der
Bereich nach Reaktivierung eine Zeitkonstante von 50,4 £ 1s (fiir 990 Einzelbilder)
aufweist. Verwendet man diese exponentielle Anpassung auch, um die Photostabili-
tat der beiden einfach markierten Proben zu analysieren, erhalt man die Werte aus
Tabelle 3.9. Dazu wurden zwei Regions of Interest bei jeder Probe gewéhlt und die
Fluoreszenzabnahme exponentiell angenahert. Dabei ist auffillig, dass der mit TMR

Messung t[s] At

TMR 35 + 0,8

TMR 23,6 =+ 0,5

Sonde (ohne Kupfer) 38,7 + 1,4
Sonde (ohne Kupfer) 116,2 + 15

dop. markiert, Bilder 1 — 990 25 + 0,1

dop. markiert, Bilder 1 — 990 27,2 £ 0,2

dop. markiert, Bilder 8860 — 9850 41 + 0,7
dop. markiert, Bilder 8860 — 9850 | 53,6 £+ 2

Tabelle 3.9.: Exponentielle Anpassung an die Fluoreszenzabnahme iiber 990 Mess-
punkte (vgl. Abb. B.20 und B.21).

markierte Antikérper mit Halbwertszeiten von 23 s & 35 s deutlich weniger photostabil
ist als die Sonde, 38s& 1168, selbst wenn bei dieser kein Kupfer vorhanden ist. Dies
ist mit den Ergebnissen aus den Einzelmolekiilmessungen konsistent (vgl. Kap. 3.4).
Das gleiche Verhalten der beiden Markierungen léasst sich auch in den beiden zeitlich
getrennten Bereichen der doppelt markierten Probe beobachten. So weist der, von der
Fluoreszenz des TMR markierte Zeitbereich zu Beginn der Messung mit 25s & 27 s ei-
ne, zu der Messung mit TMR, vergleichbare Photostabilitit auf, die Lebensdauer des
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von der Fluoreszenz der Sonde dominierten Bereichs nimmt mit 41 s & 53 s um einiges
groflere Werte an, was auf die hohe Photostabilitdt der Sonde zuriickzufiihren ist.
Um die Kolokalisation der beiden Methoden zu testen und um die Markierungsdich-
te von beiden Methoden zu vergleichen, wurden die Daten mithilfe der Manders-
Koeffizienten analysiert (vgl. Kap. 5.7.1). Die Analyse der Manders-Koeffizienten gibt
Aufschluss iiber die Kolokalisation von zwei Bildern, auch wenn die kolokalisierten
Objekte eine unterschiedliche Helligkeit aufweisen. Um die Ergebnisse interpretieren
zu kénnen, wurden das erste Bild der Aufnahme, das einhundertste (mit Abnahme der
Fluoreszenzintensitiat durch Photozerstorung) und das 8.749ste Bild (nach Zugabe von
EDTA) miteinander verglichen. Die Auftragung der Manders-Koeffizienten ist im An-
hang in den Abbildungen B.22 und 3.35 zu finden. Als Negativ-Kontrolle diente der
Vergleich zweier unterschiedlicher Aufnahmen (vgl. Abb. B.18 und B.22 (a)). Wihrend
der Pearson-Koeffizient r,, der Werte zwischen —1 und 1 annehmen kann, auf Grund
seiner Abhingigkeit von der Intensitit zu Fehlern fithren kann, ist der Uberlappungs-
Koeffizient 7, der sich aus der Manders-Analyse ergibt und zwischen 0 und 1 liegt,
besser zur Analyse geeignet. Um auf Kolokalisation der doppelt markierten Probe zu
testen, wurden aus dem Video aus Tabelle C.3 (a) und (b) unterschiedliche Einzelbil-
der zur Analyse verwendet.

Als Beispiele fiir die Farbung mithilfe der Sekundédrantikérper wurde das erste Bild
verwendet, bei dem durch Zugabe von Kupfersulfat die Sonde in den Aus-Zustand
getrieben wurde, und das einhundertste Bild, um den Einfluss der Uberbelichtung,
der im ersten Bild herrscht, zu korrigieren. Als Test fiir die mit der Sonde markier-
te Probe, nach Photozerstorung der Antikérperfluoreszenz und Zufiigen von EDTA,
wurde das Bild Nummer 8.749 genutzt. Als Negativ-Kontrolle diente die Aufnahme
einer anderen Zelle (vgl. Abb. B.22 (a)).

Zur vereinfachten Darstellung der Ergebnisse sind in Tabelle 3.10 der Pearson-Koeffizient

Vergleich zwischen Tp r
1& 100 0,986 | 0,993
1& 8749 0,764 | 0,888
1 & Neg. 0,011 | 0,536
100 & 8749 0,796 | 0,901
8749 & Neg. —0,069 | 0,612

Tabelle 3.10.: Pearson-Koeffizient und Uberlappungs-Koeffizient

rp und der Uberlappungs-Koeffizient = angegeben. An den Werten wird deutlich, dass
die Farbung des Tubulinskelettes, wie zu erwarten, eine hohe Kolokalisation aufweist.
Selbst fiir die Positiv-Kontrolle ist die Streuung der Uberlappungs-Koeffizienten der
Aufnahmen zwischen dem ersten Bild und nach 100 Bildern betréchtlich, so dass ein
Uberlappungs-Koeffizient von 0,9 eine sehr gute Kolokalisation angibt. Die gute Ko-
lokalisation wird bei der Auftragung der Manders-Koeffizienten in Abb. 3.35 noch
deutlicher. Ein Teil der Abweichungen aus Abb. 3.35 (b) ist auf das Problem der
Uberbelichtung zuriickzufithren, das am Anfang auftritt, jedoch unvermeidlich war,
um auch die schwache Fluoreszenz bei der Photozerstorung beobachten zu kénnen
(vgl. Abb. 3.33 (b)). Dass in der Negativ-Kontrolle der Uberlappungs-Koeffizient
Werte zwischen 0,53 und 0,61 annimmt, obwohl die verglichenen Bilder komplett un-
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terschiedlich sind, ist darauf zuriickzufiihren, dass auf Grund der iiber das gesamte
Bild betrachteten, hohen Markierungsdichte, einige Intensitdten dennoch kolokalisiert
sind. Die Auftragung der Manders-Koeffizienten in Abbildung B.22 (b) zeigt aber eine
deutlich andere Verteilung als fiir die Bilder mit hoher Kolokalisation.

Manders-Koeffizienten

(b) Auftragung der

(a) Auftragung der Manders-Koeffizienten fiir

die Kolokalisationsanalyse zwischen dem 1sten
und dem 100sten Bild (Sekundérantikérper-
Farbung) als Positiv-Kontrolle und um den Ein-
fluss der Photozerstérung zu visualisieren.

fir die Kolokalisationsanalyse zwischen dem
100sten Bild (Sekundérantikorper-Féarbung)
und dem 8749sten Bild, nach der Zugabe von
EDTA (Sondenmarkiertes Tubulinskelett).

Abbildung 3.35.: Manders Kolokalisationsanalyse der Positiv-Kontrolle und zwischen
den beiden Farbungen vor Photozerstérung und nach EDTA Zugabe.

Interessanterweise féllt bei der objektiven Betrachtung von Abb. 3.36 auf, dass die bei-
den Markierungsmethoden zu unterschiedlichen relativen Verteilungen der Farbstoffe
innerhalb einer Zelle fiihren. Die Markierung der Sekundarantikoérper scheint vor allem
innerhalb der Zelle zu einer gleichméfigeren Verteilung zu fithren, wihrend die Sonde
vor allem in Nahe der Zellmembran eine gute Markierung erzielt. Ob dieser Effekt auf
die Markierungsmethode zuriickzufiihren ist, oder ob es sich dabei um ein Artefakt
handelt, lasst sich jedoch nicht ohne Weiteres sagen.

3.7. Toxizitat von Kupfersulfat

Eine der Hauptmotivationen von lichtunabhéangiger Lokalisationsmikroskopie besteht
darin, die Phototoxizitéat, die durch hohe Laserleistungen induziert wird, zu vermei-
den.

Da es Untersuchungen gibt, die einen Einfluss von Kupfersulfat auf den Metabolismus
von Zellen untersuchen [146], jedoch keine Untersuchungen mit so geringen Kupfer-
mengen, wie sie im Rahmen dieser Arbeit benutzt werden, wurden die Zellen auf
ihre Viabilitdt nach einer Inkubation mit einer Kupfersulfatlosung untersucht. Dazu
wurden Zellen fiir eine halbe Stunde, was in etwa der Messzeit der Lokalisationsmikro-
skopie entspricht, mit unterschiedlichen Puffern inkubiert. Um die Uberlebensrate zu
testen wurden ebenfalls Zellen in der natiirlichen Zellumgebung mit DMEM gehalten.
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Abbildung 3.36.: Vergleich des Tubulinskeletts nach Zugabe von Kupfer (links) und
nach Photozerstérung der Fluoreszenz des Sekundérantikorpers mit
anschlieRender Zugabe von EDTA (mitte). Rechts ist eine Uberla-
gerung beider Bilder zu sehen wobei Gelb eine gute Kolokalisation
angibt. Der Mafstabsbalken entspricht 2 pm.

Der Einfluss von Kupfer wurde iiber ein DMEM Medium mit 12 uM Kupfersulfat und
iiber PBS mit 12 uM Kupfersulfat getestet. Zuséatzlich wurden Zellen unter gleichen
Bedingungen in MOPS-Puffer mit und ohne Kupfer inkubiert. Nach dreifig Minuten
wurden mithilfe von Trypan Blau die toten Zellen angefarbt und das Verhéltnis der
iiberlebenden Zellen berechnet und in Abbildung 3.37 aufgetragen. Interessanterwei-
se filhrte das Kupfer nicht zu einer erhéhten Toxizitdt, die Zelliiberlebensrate wird
hauptséchlich durch das Medium bestimmt. In DMEM, dem natiirlichen Medium fiir
die Zellen, induziert das Kupfer keine toten Zellen, in PBS mit Kupfer ist lediglich
ein kleiner Teil der Zellen tot, in MOPS-Puffer hingegen sterben alle Zellen innerhalb
kiirzester Zeit (vgl. Abb. 5.6), unabhéngig von der Présenz von Kupfer. Fiir die An-
wendung der Sonde fiir in vivo Experimente muss also das Medium von MOPS zu
PBS gewechselt werden und es sind Untersuchungen notwendig, um zu testen, ob das
Kupfer den Zellmetabolismus anderweitig beeinflusst.

87



KAPITEL 3. EXPERIMENTE & ERGEBNISSE

100 : : : :
95

C

o

- .

N

3

c 85

()]

0

()]

—1 80
Kl § B |

DMEM DMEM+Cu PBS+Cu

Abbildung 3.37.: Histogramm tiber die Anzahl an tiberlebenden Zellen in mit Kupfer-
sulfat versetzten Medien (vgl. Abb. 5.6 & 5.7).
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4. Diskussion & Ausblick

Zur Durchfithrung der Arbeit wurden drei Voraussetzungen postuliert, die erfiillt wer-
den miissen, um Lokalisationsmikroskopie betreiben zu koénnen:

1. Ein Farbstoffkonstrukt, das fiir die Lokalisationsmikroskopie geeignet ist, muss
iiber einen hellen An-Zustand verfiigen (Quanteneffizienz und Extinktionskoef-
fizient miissen hoch sein) und iiber einen dunklen Aus-Zustand (niedrige Quan-
teneffizienz im geloschten Zustand).

2. Der fluoreszente An-Zustand des Konstrukts muss deutlich ldnger sein als die
Belichtungszeit eines Bildes, um eine mdglichst deutliche Photonenverteilung
pro Punktabbildungsfunktion zu erreichen, die fiir die Lokalisationsgenauigkeit
essentiell ist [97].

3. Die Dauer des geléschten Zustands der Sonde héngt von der Markierungsdichte
des untersuchten Objektes ab. Es ist erstrebenswert, dass die Lénge des Aus-
Zustandes zwei Grofenordnungen grofer ist als die des An-Zustandes [117].

Um zu bestimmen, ob eine Sonde diese Eigenschaften erfiillt, um fiir die Lokalisations-
mikroskopie geeignet zu sein, lassen sich notwendige und hinreichende Bedingungen
aufstellen. Eine notwendige Bedingung ist, dass die Sonde spezifisch geléscht wird.
Dies lasst sich in Ensemble-Experimenten anhand der Fluoreszenzloschung der Sonde
im Vergleich zu einer Kontrollsonde ohne Chelaten bestimmen.

Da diese Aussage jedoch lediglich Aufschluss iiber die Effizienz der Léschung gibt, also
iiber das Verhéltnis von Fluoreszenz, die im gel6schten Zustand auftritt und Fluores-
zenz im ungeloschten Zustand, lassen sich keine Aussagen iiber die Eigenschaften der
Zustédnde einer einzelnen Sonde treffen. Mit Hilfe der Einzelmolekiilluoreszenzspek-
troskopie lassen sich diese Informationen iiber einzelne Sonden gewinnen. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden so die Dauern der An- und Aus-Zustidnde einzelner Sonden be-
stimmt sowie ihre Abhéngigkeit von Kupferkonzentration und Laserleistung. Die so
erhaltenen Daten geben Aufschluss dariiber, ob die hinreichenden Eigenschaften zur
Anwendung in der Lokalisationsmikroskopie erfiillt sind.

Basierend auf den Voraussetzungen wurde eine intrinsisch fluktuierende Sonde auf ihre
Anwendbarkeit in der Hochauflésungsmikroskopie von biologischen Proben getestet.
Als Sonde diente hierfiir eine doppelstrangige DNA mit einem Farbstoff (TMR) und
einem Chelaten (BiPy), der ein Kupfer komplexieren kann. Auf Grund der chemischen
Natur dieser Reaktion, wurde diese Methode CHIRON (Chemically Improved Resolu-
tion for Optical Nanoscopy) getauft.
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KAPITEL 4. DISKUSSION & AUSBLICK

Ensemble-Daten iiber die Fluoreszenzloschung der Sonde

Der erste Schritt dieser Arbeit bestand in der Charakterisierung der Sonde mit Hilfe
von Ensemble-Messungen. Basierend auf den Daten von Dr. A. Kiel wurden zunéchst
die Loschexperimente reproduziert und anschliefend in Kollaboration mit Dominic
Riedel (AK Hashmi, Univ. Heidelberg) ein Syntheseprotokoll fiir die Sonde etabliert,
das auf der Benutzung vorgefertigter Oligonukleotide basiert. Dabei wurde festgestellt,
dass die so synthetisierte Sonde eine starke Fluoreszenzloschung im Bereich von unter
1 uM Kupfersulfat zeigt, weshalb hier auch die gréfiten statistischen Schwankungen
auftreten. Insgesamt léasst sich festhalten, dass fiir die Sonden, im Rahmen der schon

Sonde Loscheffiziens [2€1L] [ Kgy[10% M~ 1]
Kiel / AK Kramer 92 % 8500
Schwering / AK Hashmi (1) 85 % 9900
Schwering / AK Hashmi (2) 92 % 2670

Tabelle 4.1.: Vergleich der Parameter der Anpassung der unterschiedlich hergestellten
Sonden mit dem Modell aus Gl. 3.9 (vgl. Tab. 3.4 und [134]).

von Dr. Kiel beobachteten Schwankungen, eine gute Ubereinstimmung der Fluores-
zenzloschung, trotz unterschiedlicher Herstellungsprotokolle, herrscht (vgl. Tab. 4.1).
Um die Erfiillung der notwendigen Voraussetzungen fiir die Lokalisationsmikroskopie
zu testen, musste die Fluoreszenzléschung der Sonde im Vergleich zu einer Negativ-
Kontrolle getestet werden. Die Sonde wurde so konzipiert, dass sie durch Bindung
eines Kupfer-Tons geloscht wird (vgl. Abb. 4.1 (a)). Dadurch kann die Sonde mindes-
tens in zwei Zustdnden vorliegen - in einem hellen und einem dunklen Zustand. Als
Gesamtfluoreszenzintensitét ergibt sich somit Igesamt = Idunkel + Ihell- Da davon aus-
gegangen werden kann, dass sich bei einer geeigneten Kontrollsonde keine getrennten
Zustande beobachten lassen, ist die Fluoreszenzintensitit der Negativ-Kontrolle mit
Ien vergleichbar. Um bei einer Sonde fiir die Lokalisationsmikroskopie eine moglichst
deutliche Unterscheidung von hellen und dunklen Zusténden zu erreichen, darf der
helle Zustand nicht von unspezifischer Loschung beeinflusst werden. Um dies zu iiber-
priifen, wurden sowohl freie Farbstoffe als auch einzelstréingige Oligonukleotide auf
ihre Fluoreszenzloschung untersucht. Dabei war TMR der einzige Farbstoff, der dabei
vom Kupfer nahezu unbeeinflusst blieb. Generell ist fiir die Fluoreszenzmikroskopie
in biologischen Anwendungen, auf Grund der Autofluoreszenz, ein rot-emittierender
Farbstoff vorzuziehen, jedoch weist der am besten geeignete Kandidat aus diesem
Wellenldngenbereich deutlich schlechtere notwendige Grundvoraussetzungen auf als
die griinen Rhodaminderivate (vgl. Tab. 4.2).

Um zu verstehen, ob die Fluoreszenzloschung stark von der Struktur des Farbstof-
fes abhangt, wurden zusétzlich zu der Fluoreszenz des Tetramethylrhodamins noch
drei andere Farbstoffe auf ihr Loschverhalten durch Kupfer untersucht. Die gewéhlten
Farbstoffe Rho 11, Rho 12 und Rho 13 sind allesamt Rhodaminderivate und haben
dghnliche Absorptions- und Fluoreszenzspektren, was vermuten lésst, dass ihre Struk-
tur sehr dhnlich ist. Auffillig an dem Verlauf der Stern-Volmer-Léschung aus Abb. B.3
ist hierbei, dass die Effizienz der Fluoreszenzloschung mit Zunahme der Rotverschie-
bung der Farbstoffe zunimmt. TMR weist allerdings im direkten Vergleich dennoch die
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freier Farbstoff Sonde

Farbstoff | Kgy[103M~1] | Kgy[103M™1]

Atto 620 0,54+ 0,05 0,724+ 0,03
TMR 0,20+ 0,01 2,76 £ 0,04

Tabelle 4.2.: Vergleich der Fluoreszenzeigenschaften von TMR, und Atto 620 als freier
Farbstoff und als Sonde mit Bipyridin

geringste Fluoreszenzloschung auf (vgl. Tab. 4.3). Um zu iiberpriifen, ob die Anwen-
dung von Fluoreszenzsonden, basierend auf Rho 11, sinnvoll ist, sind allerdings noch
zusétzliche Experimente mit der hybridisierten Probe notwendig.

Ein weiterer wichtiger Parameter, der in dieser Arbeit untersucht wurde, ist die Ab-

Farbstoff | A4ps [nm] AR [nm] Kgy [106 M_l]
TMR 556 580 0,03 £ 0,00
Rho 11 o971 595 0,05 40,00
Rho 12 576 601 0,17 40,02
Rho 13 600 625 0,21 +0,02

Tabelle 4.3.: Fitparameter der Anpassung an die Graphen aus Abb. B.3

héngigkeit der Fluoreszenzléschung in unterschiedlichen Puffern, da im Idealfall die
Fluoreszenzloschung nicht von dem verwendeten Puffer abhangt. Bei einem pH-Wert
von 7,0 wurde fiir unterschiedliche Puffer keine nennenswerte Abweichung der Fluores-
zenzloschung voneinander beobachtet (vgl. Tab. 3.4). Anhand der effizienten Loschung
und der Tatsache, dass die Fluoreszenz bei Abwesenheit des Bipyridin-Liganden nicht
nennenswert beeinflusst wird, ldsst sich festhalten, dass die Sonde die notwendigen
Eigenschaften besitzt, um fiir die Lokalisationsmikroskopie verwendet zu werden. Da
bei den Ensemble-Messungen jedoch nicht die Dauer der Zustdnde bestimmt werden
kann, sind die gewonnenen Parameter noch nicht hinreichend fiir die Charakterisie-
rung. Diese Werte kénnen nur in Einzelmolekiilexperimenten bestimmt werden.

Ein weiterer Parameter, der mit Hilfe der Ensemble-Messungen untersucht wurde, war
die Reversibilitdt der Kupferbindung an den Chelaten. So wurde festgestellt, dass die
effiziente Fluoreszenzloschung durch Zugabe von EDTA wieder riickgéngig gemacht
werden kann, so dass diese Fluoreszenzwiederherstellung fiir Multi-Kanal-Messungen
genutzt werden kann. Dabei geschieht die Restauration der Anfangsfluoreszenz zu fast
100 % und quasi instantan (vgl. Abb. 4.1 (b)).

Der Loschmechanismus der Sonde

Anhand der Simulationsdaten, die in Kooperation mit Svenja Wérner (AK Pernpoint-
ner) entstanden sind, ldsst sich eine kurzfristig stabile Konformation zwischen dem
Bipyridin und dem TMR bei einer Entfernung von ca. 6 A ableiten. Wird diese Kon-
formation bei Komplexierung von Kupfer-Ionen wirklich angenommen, wire dies ein
starker Indikator dafiir, dass der zu Grunde liegende Mechanismus der Fluoreszenzl6-
schung der Photoinduzierte Elektronentransfer (PET) ist. In den Simulationen wurde
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(a) Die Sonde wurde so konzipiert, dass sie nur (b) Das Hinzufiigen von Kupfer und EDTA
durch die Bindung von Kupfer effizient geléscht fiihrt zu einer nahezu instantanen Fluoreszenz-
wird. Das Kupfer wechselwirkt also nur mit dem 16schung und Wiederherstellung der Fluores-
Farbstoff, wenn es an den Chelaten gebunden zenz. Die Konzentrationen von Sonde und Kup-
ist. fer lagen jeweils bei 350nM in der Messlosung.
Anschliefend wurden ebenfalls 350nM EDTA
zugegeben.

Abbildung 4.1.: Ensemble-Messungen zur Charakterisierung der Sonde.

aukerdem berechnet, dass es mehrere metastabile Zustdnde mit einer groferen Distanz
zwischen den Ringsystemen von Farbstoff und Chelat gibt. Auf Basis dieser Ergebnis-
se lassen sich Fluoreszenzfluktuationen, die auf einer schnelleren Zeitskala geschehen,
erkldren. Aus den Ensemble-Daten lassen sich auch Riickschliisse {iber das Komplett-
system ziehen. So fillt vor allem bei den Messungen von den Sonden die auf Atto 620
und Atto 633 basieren auf, dass die von Dr. Kiel verwendete Formel, um die Fluores-
zenzloschung zu beschreiben, nicht ausreichend ist (vgl. Formel 3.9). Der sigmoidale
Verlauf, der in den Abbildungen 3.8 und 3.7 zu erkennen ist, ldsst sich durch die voll-
standige Funktion sehr gut annihern (vgl. Formel 3.6). Der Grund dafiir, dass sich
die Kinetik des TMR-BiPy-Konstrukts trotzdem gut mit der Formel von Dr. A. Kiel
beschreiben lésst, liegt darin, dass die Stern-Volmer-Konstante im Vergleich zu den
anderen getesteten Farbstoffen sehr hoch ist. Der Einfluss der Konstante ist in Abb.
4.2 (b) dargestellt.

Einzelmolekiil-Daten zur Charakterisierung der
Fluoreszenzfluktuationen

Aus den Ensemble-Daten kénnen Riickschliisse iiber die Fluoreszenzléschung der Son-
de gewonnen werden. Die effiziente Fluoreszenzloschung ist eine notwendige Vorausset-
zung, die erfiillt sein muss, um eine geeignete Probe fiir die Lokalisationsmikroskopie
zu besitzen. Durch den Vergleich der Fluoreszenz der Sonde mit einer Kontrollsonde,
bei schrittweiser Erhohung der Kupferkonzentration, lasst sich auf den Unterschied
der Fluoreszenz von geléschtem und hellem Zustand schliefen. Eine Frage, die in
Ensemble-Messungen jedoch nicht beantwortet werden kann, ist die absolute Lénge
der fluoreszenten und geléschten Zustdnde, da iiber viele Molekiile und einen lan-
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(a) Simulation des Stern-Volmer-Plots nach (b) Simulation des Stern-Volmer-Plots nach den
den Formeln 3.9 (blau) und 3.6 (schwarz) Formeln 3.9 (schwarz) fiir Ksv = 10-10°M™*
fiir eine Sondenkonzentration von 800 nM und und 3.6 fiir eine Sondenkonzentration von
eine Stern-Volmer-Konstante von Kgy = 800nM und eine Stern-Volmer-Konstante von
10-10°M~! und einer relativen Quanteneffizi- Ksv =10-10°M~! (rot), Ksv =5- 10 M~
enz des geloschten Zustandes ‘1;,2‘: =0.05 (griin) und Ksv = 1-10°M™" (blau), bei einer

relativen Quanteneffizienz des geloschten Zu-
standes % =0.05

Abbildung 4.2.: Simulation der Ensemble-Daten mit den unterschiedlichen Formeln
zur Beschreibung der Kinetik.

gen Zeitraum gemittelt wird. Um zu testen, auf welcher Zeitskala die Fluktuationen
der einzelnen Sonden stattfinden, wurden einzelmolekiilsensitive Messungen auf einem
TIRF-Mikroskop durchgefiihrt (vgl. Abb. 4.3). Von vorangegangenen Arbeiten auf ei-
nem konfokalen Mikroskop waren die Zeitskalen der zu erwartenden Fluoreszenzfluk-
tuationen schon bekannt [131]. Eine Problematik bei der Analyse von Fluoreszenzfluk-
tuationen mit einem TIRF-Mikroskop besteht in der niedrigen zeitlichen Auflésung im
Vergleich zur konfokalen Mikroskopie. Eine Fluktuationsanalyse, um auf die Lange der
Zustéande zu schliefsen, wie dies bei der Untersuchung von chemischen Reaktionen eine
Rolle spielt [131, 132], ist daher sehr ungenau.

Um die Problematik der fiir solche Analysen verwendeten Schwellwertanalyse zu umge-
hen, wurde eine neue Methode der Datenanalyse benutzt. Dabei wird ausgenutzt, dass
die Fluoreszenz, die ein Farbstoff emittiert, der Beugung unterliegt und somit nicht
in einem scharfen Punkt abgebildet wird, sondern in einer Punktabbildungsfunktion.
Da die Punktabbildungsfunktion in erster Naherung der Gauftverteilung &hnelt, ist es
moglich die Daten zu filtern. Dazu werden die Daten nach gaufverteilten Intensité-
ten untersucht und die Orts- und Zeit-Koordinaten der Maxima gespeichert. Ist die
Markierung der Oberflache nicht zu hoch, kénnen Ansammlungen von solchen Inten-
sitdtsmaxima als ein und derselbe Emitter angesehen werden. Durch Auftragung der
Zeitkoordinaten, die zu einem Punktemitter gehoren, konnten neue, bindre Fluores-
zenzspuren rekonstruiert werden.

Mit Hilfe der entwickelten Analysemethode konnten Fluktuationen beobachtet (vgl.
Abb. 4.3 (b)) und eine Abhéngigkeit von der Kupfersulfatkonzentration nachgewiesen
werden (vgl. Kap. 3.4).

Um genauere Informationen iiber Fluoreszenzfluktuationen zu gewinnen, und eventuell
schnellere Kinetiken, als sie mit der Bildwiederholrate einer CCD-Kamera beobachtet

93



KAPITEL 4. DISKUSSION & AUSBLICK

¥* ) * )
Sonde

Intensitét [a.u.]

800000008 5BEYI

0 10 20 30
Glas SeK]
(a) Schema der Oberflichenpréparation zur (b) Auf dem TIRF-Mikroskop konnten die
Messung von Einzelmolekiildaten. Fluoreszenzfluktuationen von einzelnen Farb-
stoffen verfolgt werden. (Kupferkonzentration:
200 nM)

Abbildung 4.3.: Einzelmolekiil-Messungen der Sonde auf einem TIRF-Mikroskop.

werden konnen, zu bestimmen, ist es sinnvoll, eine konfokale Anlage zu verwenden und
einzelne Fluoreszenzspuren zu analysieren. Der Grund dafiir, dass im Rahmen dieser
Arbeit das TIRF-Mikroskop verwendet wurde, liegt darin, dass die Lokalisationsmi-
kroskopiemessungen auch auf diesem Mikroskop durchgefithrt wurden und somit die
Kinetik der Sonde auch auf dem TIRFM messbar sein muss, wobei es jedoch nicht not-
wendig ist, die Kinetik genau zu messen. Die vom Mikroskop nicht messbare schnelle
Fluoreszenzkinetik [132] sowie die grofsen Unsicherheiten bei der Bestimmung einer
Fluoreszenzkinetik (vgl. Abb. 3.18), spielen fiir diese Arbeit somit keine wesentliche
Rolle.

Ein wichtiger Punkt bei der Entwicklung einer Probe, die nicht durch Einstrahlung
von Licht geschaltet wird, sondern deren Kinetik von der Anregung vollig unbeeinflusst
bleibt, ist der Nachweis dafiir, dass keine zusétzliche Kinetik durch die Laserintensitéit
erzeugt wird. Ein Hinweis dafiir, dass die Fluoreszenzloschung lediglich den angeregten
Zustand betrifft, wurde von Dr. A. Kiel mit Hilfe der Absorptionsspektren der Sonde
mit und ohne Kupfer erbracht. So konnte er nachweisen, dass es keine Veranderung
in der Absorption durch das Binden von Kupfer-lonen gibt [134]. Ein weiterer Beweis
dafiir, dass die Loschung aus dem angeregten Zustand - und somit unabhéngig von
der eingestrahlten Leistung - geschieht, wurde im Rahmen dieser Arbeit anhand der
Messungen bei unterschiedlichen Laserleistungen erbracht (vgl. Abb. 3.19). Dadurch
wurde bewiesen, dass eine lichtunabhéngige Fluoreszenzfluktuation der Sonde vorliegt,
wodurch die Entkopplung des Schaltmechanismus in der Lokalisationsmikroskopie von
der Datenaufnahme moglich ist.

Die Charakterisierung des Mikroskop-Setups hinsichtlich
der Lokalisationsmikroskopie
Neben der Entwicklung und Charakterisierung der Sonde ist ein anderer Parameter,

der zur Etablierung einer Lokalisationsmikroskopiemethode unerlésslich ist, der Auf-
bau eines geeigneten Mikroskops. Da die Lokalisationsgenauigkeit einer PSF nicht nur
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mit der Helligkeit der Probe und der Belichtungszeit einhergeht, sondern auch mit der
Pixelgrofse, muss diese fiir die verwendeten Wellenldngen und das benutzte Objektiv
auf einen definierten Wert eingestellt werden. Durch Einbringen einer geeigneten Lin-
senkombination wurde zunéchst die Pixelgrofse der CCD Kamera angepasst. Als Be-
zugswert fiir die Vergrofserung wurde das Nyquist-Shannon-Theorem verwendet. An-
hand der Berechnungen wurde die zu wahlende Pixelgrofe auf dipeoretisch = 89 — 91 nm
fiir Licht mit A = 600nm und eine numerische Apertur von NA = 1,45& 1,49 be-
stimmt (vgl. Kap. 1.6). In Anlehnung an den theoretischen Wert wurde anschlie-
fend mit Hilfe zweier Linsen die Vergrofserung so eingestellt, dass eine Pixelgrofe
von dexperimentell & 88 nm erreicht wurde.

Der zweite theoretische Parameter, von dem die Lokalisationsgenauigkeit abhéngt, ist
die Helligkeit der PSF. Da dieser Parameter farbstoffspezifisch ist, kann er nicht an-
gepasst werden. Allerdings ldsst sich anhand des Vergleiches zwischen der theoretisch
erreichbaren Lokalisationsgenauigkeit und der experimentell erreichten Genauigkeit die
Stabilitat des Mikroskops abschétzen. Mit Hilfe der von Thompson entwickelten Theo-
rie zur Genauigkeitsabschétzung fiir die Lokalisation von Punktabbildungsfunktionen
wurde, fiir die Rahmenbedingungen die im benutzten Mikroskop gelten, die Belich-
tungszeiten abgeleitet, die notwendig sind, um einzelne Farbstoffe mit einer Genau-
igkeit im Bereich einiger Nanometer zu lokalisieren. Die so errechneten theoretischen
Werte wurden mit der erreichten experimentellen Lokalisationsgenauigkeit verglichen
und befinden sich in guter Ubereinstimmung. Um eine moglichst gute Abschiitzung
der Lokalisationsgenauigkeit zu erreichen wurde davon ausgegangen, dass sich der im-
mobilisierte Farbstoff im Rahmen der Groéfse des Konstrukts, das zur Immobilisierung
verwendet wurde, flexibel bewegen kann. Durch Abschétzung der Grofen der einzel-
nen Bausteine, die fiir die Immobilisierung verwendet wurden, konnte die maximale
Bewegungsfreiheit eines einzelnen Fluorophors auf 24 nm bestimmt werden. Da die
Lokalisationsgenauigkeit unter dieser Grofe liegt, ist die Sonde nicht so beweglich, wie
sie es theoretisch sein konnte und die Lokalisationsgenauigkeit, die {iber die Beweg-
lichkeit des Fluoreszenzemitters und die Anzahl der detektierten Photonen gegeben
ist, befindet sich im theoretisch beschriebenen Rahmen (vgl. Tab. 4.4).

theoretisch experimentell
Pixelgrofse 89 — 91 nm 88 nm
Lokalisationsgenauigkeit 10 nm 15 — 18 nm
Beweglichkeit vom Fluoreszenzemitter | fester Punktemitter 24nm

Tabelle 4.4.: Vergleich der Parameter des Mikroskop-Setups.

Lokalisationsmikroskopie mit chemisch schaltbaren Sonden
auf einem TIRF-Mikroskop

Aufbauend auf der Charakterisierung der Sonde - sowohl mit den Ensemble-Messungen,
die Aufschluss liber die notwendigen Eigenschaften der Sonde bieten als auch mit den
einzelmolekiilspektroskopischen Untersuchungen, die Informationen iiber die absolute
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(a) Durch den Einsatz der Lokalisationsmikro- (b) Durch den Einsatz von chemisch getriebe-
skopie werden mehr Details der untersuchten nen Sonden lassen sich Fluoreszenzfluktuatio-
Strukturen offenbart. Der Mafstabsbalken ent- nen zu solchen Zwecken ausnutzen. Der Mafk-
spricht 1 pm. stabsbalken entspricht 1 pm.

Abbildung 4.4.: Hochauflésungsmikroskopische Aufnahmen vom Tubulinskelett.

Lange der Zusténde tragen - und dem Aufbau eines fiir die Hochauflésungsmikroskopie
geeigneten Mikroskops, wurden Messungen an biologischen Proben durchgefiihrt.

So wurde als erster Schritt zur Lokalisationsmikroskopie ein Markierungsprotokoll fiir
tierische Zellen erarbeitet. Das Protokoll wurde so entwickelt, dass die Markierungs-
dichte der Fluorophore nicht zu hoch ist, um Artefakte zu vermeiden. Zur Anwendung
der Lokalisationsmikroskopie in der Biologie bieten sich Strukturen des Tubulinske-
lettes an. Um diesen neuen Ansatz fiir die Lokalisationsmikroskopie zu testen, wurde
das Tubulinskelett von M&ausefibroblasten markiert und nach Zugabe von Kupfersulfat
untersucht (vgl. Abb. 4.4).

Anhand der Messungen wurde eine Einschrinkung der Sonde deutlich. So fiihrt die
verwendete Markierungsmethode zu einer Fluorophordichte, die einige Liicken bei der
Abbildung mit dem Mikroskop aufweist (vgl. Abb. 4.5 (a)), da meistens nur 4—6 Fluo-
rophore pro Primérantikérper vorhanden sind, es aber auch viele unmarkierte Antikor-
per gibt (vgl. Abb. B.11 (b)). Die in Abbildung 4.5 (b) gezeigte Markierungsdichte, die
mit Hilfe der in der Immunohistochemie standardméfig verwendeten Sekundérantikor-
perfarbung erreicht werden kann, ist mit 12 — 18 Fluorophoren pro Priméarantikérper
(vgl. Abb. B.11 (a)) deutlich dichter. Mit der hohen Anzahl an Fluoreszenzemittern
geht in der Fluoreszenzmikroskopie eine héhere Helligkeit einher. Eine markierte Struk-
tur erscheint dadurch deutlich dichter. In der Lokalisationsmikroskopie, wie etwa bei
STORM, bedeutet dies, dass mehr Farbstoffe ausgeschaltet werden miissen, um eine
Visualisierung einzelner Emitter zu ermoglichen. Eine andere Problematik, die mit der
Messung der Fluoreszenzfluktuationen der einzelnen Molekiile einhergeht, ist das Auf-
treten von unspezifischer Hintergrundfluoreszenz. Dieser Effekt setzt sich zum einen
aus der biologischen Autofluoreszenz und zum anderen aus dem Vorhandensein von
unvollstdndig hybridisierten oder defekten Sonden zusammen. Um trotz der Autofluo-
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(a) Die Markierung iiber einen Primérantikor- (b) Die Verwendung des Standardverfahrens

per, Streptavidin und die Sonde fiihrt zu einer mit fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérpern
sehr diinnen Markierungsdichte, bei der Locher (Atto 633) fithrt zu deutlich dichter markierten
auftreten. Die Grofienskala entspricht 1 pm. Strukturen. Die Grofenskala entspricht 1 pm.

Abbildung 4.5.: Aufnahmen von unterschiedlich markierten Tubulin-Skeletten.

reszenz Hochauflosungsbilder zu erhalten, wurde die erhéhte Photostabilitdt der mit
Kupfer wechselwirkenden Sonden ausgenutzt (vgl. Abb. 3.20 und B.10). Dazu wurden
die Proben zu Beginn der Messungen fiir einige Minuten mit dem Laserlicht bestrahlt,
was zu einer Photozerstorung der weniger photostabilen Fluoreszenzemitter fiihrt. So
konnten anschlieffend die Fluoreszenzfluktuationen der Sonde gemessen werden.

Lokalisationsmikroskopie mit anderen Mikroskopen

Auf Grund der Unabhéngigkeit von der Laserleistung fiir das Schalten zwischen den
unterschiedlichen Zusténden, ldsst sich die Sonde prinzipiell auf jedem Mikroskop an-
wenden, das einen einzelmolekiilempfindlichen 2D-Sensor besitzt. Um dies zu testen,
wurden, in Kooperation mit Tim Kaminski (AK Kubitscheck, Univ. Bonn), einige
Vorexperimente auf einem SPIM gemacht. Trotz der prinzipiellen Kompatibilitét, ist
die Methode des chemischen Schaltens dennoch auf einige Probleme gestoflen. Aus
schutzrechtlichen Griinden ist die Darstellung der Daten leider nicht moglich, jedoch
sollen hier die prinzipiellen Einschrankungen und Lésungsansétze beschrieben werden.
Verbunden mit der flichigen Anregung ist das 25x grofere Anregungsvolumen in z-
Richtung, verglichen mit dem Anregungsvolumen bei der TIRF-Mikroskopie, ein Pro-
blem, da dadurch die Hintergrundfluoreszenz erhéht wird. Dabei spielt nicht nur die
biologische Autofluoreszenz eine Rolle, sondern auch die Funktionsweise der Sonde.
Durch die Kupferkonzentration kann lediglich die Lédnge der An-Zustédnde verringert
werden; befindet sich die Lange der An-Zustiande unter der Belichtungszeit, wird keine
scharfe PSF mehr detektiert, sondern lediglich einige stochastisch verteilte Photonen,
die als Hintergrundrauschen gewertet werden. Zwar ist es auf Grund der Wahrschein-
lichkeitsverteilung mdglich, dass einige PSFs detektiert und angepasst werden, die
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(a) Fluoreszenzverteilung von einem einzelnen (b) Fluoreszenzverteilung von einem einzelnen
Emitter innerhalb einer Zelle mit dem SPIM Emitter innerhalb einer Zelle mit dem TIRFM
aufgenommen. Die Pixelgrofe betragt 106 nm, aufgenommen. Die Pixelgrofe betragt 89nm,
die Belichtungszeit betrug 80 ms. die Belichtungszeit betrug 50 ms.

Abbildung 4.6.: Fluoreszenzverteilung durch einzelne Farbstoffe in Zellen.

Hintergrundfluoreszenz ist jedoch auf Grund der zu kurzen An-Zusténde drastisch er-
hoht, so dass das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis leidet.

Durch den Einsatz eines Spezial-Objektives mit einem besonders hohen Arbeitsab-
stand, wie es bei der Mikroskopie mit flichiger Anregung notwendig ist, und der
daraus resultierenden niedrigen numerischen Apertur, ist des Weiteren die Wahr-
scheinlichkeit, Fluoreszenzphotonen zu detektieren, eingeschrankt. Dies vermindert
das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis der Messung weiter und erschwert die Lokalisation
einzelner Punktabbildungsfunktionen.

Eine weitere Problematik ist in der Probenpridparation gegeben. Da es auf Grund
von Interferenzen nicht moglich ist, auf der Oberfliche der Probenkammer zu messen,
miissen die Proben auf kleinen Kugeln, mit einem Durchmesser von ca. 100 um, im-
mobilisiert und anschliefend in die Probenkammer gelegt werden. Da sich die Fluores-
zenzemitter nun in einem Abstand von 20 — 100 wm von der Oberflidche des Deckglases
befinden, ist die Streuung der Fluoreszenzphotonen im Medium und Zytosol deutlich
hoher als bei einer direkt auf dem Deckglas immobilisierten Sonde. Da die Kugeln mit
den Zellen nicht befestigt werden kénnen, kann es zusétzlich zu kleinen Bewegungen
der Kugeln kommen, was die Lokalisation der Fluorophore veréndert.

Betrachtet man als grobe Abschétzung ein sphérisches Partikel mit einem Radius von
50 pm in Wasser mit einer Viskositat von n = 0,9 mPas bei T' = 293 K, so ergibt sich
eine Diffusionskonstante (vgl. Kapitel 1.3) von:

kT 2

nm
= ~ 500— 4.1
6mnR s (41)

Bei Messungen iiber eine Lénge von ca. 20 — 30 Minuten konnen also deutliche Ver-
schiebungen der Glaskugel auftreten, wodurch die Lokalisationsmikroskopie deutlich
erschwert wird.

In der Summe aller Fehlerquellen erfolgt eine deutliche Verschlechterung des Signal-
zu-Rausch-Verhéltnisses einer PSF. Dies ist in Abb. 4.6, am Beispiel von Punktabbil-
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Parameter SPIM TIRFM
Amplitude 112,3+ 14,7 | 133,6 + 11,9
Offset 57.2+1,2 | 39,3+0,9
Standardabweichung in x [Pixel] | 0,64 +0,08 | 0,57 +0,05
Standardabweichung in y [Pixel] | 0,51 +0,07 | 0,54+0,05
Belichtungszeit 80ms 50 ms

Tabelle 4.5.: Parameter der 2D-Gauf-Anpassung an die PSFs aus Abbildung 4.6.

dungsfunktionen einer TMR-BiPy Sonde innerhalb einer Zelle, gezeigt. Zur Analyse
der Fluoreszenzverteilung wurde ein 2D-Gaufs an diese Daten angefittet.

— S (Z=Te )2 . (¥Y=¥c )2

z=z+A-e
Die Fitparameter, die sich durch die Anndherung ergeben, sind in Tabelle 4.5 aufge-
tragen. So féllt neben dem deutlich schlechteren Signal-zu-Rausch-Verhéltnis auf, dass
die Form der PSF bei der SPIM-Messung deutlich asymmetrischer ist, als bei der PSF
die mit dem TIRFM detektiert wurde. Dies ist auf eine schlechtere Photonenstatistik
zuriickzufiihren.
Um die Problematiken von SPIM zu umgehen sind verschiedene Schritte notwendig.
Zum einen ist eine effizientere Methode zur Immobilisierung der Proben von Noéten,
zum anderen muss die Messdauer erhoht werden um eine bessere Lokalisation der
Farbstoffe zu erméglichen. Mit der Erh6hung der Belichtungszeit wird allerdings auch
die Anwendung der BiPy-TMR basierten Sonde komplizierter, da die An-Zustéinde,
bei der nétigen Kupferkonzentration, kiirzer sind als die Belichtungszeit und somit
das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis leidet. Auf moégliche Modifikationen der Sonde, um
die Zustands-Dauern zu manipulieren wird spéter eingegangen.

Vergleich der unterschiedlichen
Lokalisationsmikroskopie-Methoden

Anhand der im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Daten, konnte gezeigt werden, dass
eine chemisch schaltbare Sonde durchaus geeignet ist, um Anwendung in der Lokalisa-
tionsmikroskopie zu finden. Im Folgenden soll nun die entwickelte Methode CHIRON
mit den bestehenden Methoden STORM und PALM, unter Bertiicksichtigung verschie-
dener Gesichtspunkte, diskutiert werden.

Markierung der Zielproteine

Bei der Markierung der interessanten Proteine, bietet PALM den direktesten Ansatz.
Durch Modifikation der DNA exprimiert die Zelle die Zielproteine direkt mit dem Farb-
stoffkonstrukt. Bei der STORM-Methode sind viele farbstoffmarkierte Sekundéaranti-
kérper erhéltlich, die zum lichtgetriebenen Schalten geeignet sind. Die Markierung von
Proteinen mit der CHIRON-Sonde ist die komplexeste Methode, da ein zusétzlicher
Markierungsschritt notwendig ist.
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Stochiometrie der Markierung

Bei der Stochiometrie der Markierung ist ebenfalls PALM die Methode, die den bes-
ten Ansatz bietet, da jedes Protein, vorausgesetzt es wird korrekt gefaltet, eine genau
definierte Anzahl von Fluorophoren trégt. Bei CHIRON ist das erreichte Markierungs-
verhéltnis der Proteine, mit einem Verhéltnis von ca. 4-6 Farbstoffen pro Priméranti-
korper, deutlich geringer als bei STORM (ca. 14-16 Farbstoffe pro Priméarantikorper)
aber dafiir sind die statistischen Schwankungen auch deutlich héher (vgl. Abb. B.11).

Messdauer

Bei allen Methoden héngt die Messdauer stark von der Fluorophordichte ab. Die Ge-
samtmessdauer ist bei PALM tendenziell am hochsten, da die Farbstoffe der Reihe
nach zerstort werden miissen, was in der Regel mehr Zeit in Anspruch nimmt, als das
photoinduzierte Schalten oder stochastische Fluktuationen. Es ldsst sich unter diesem
Gesichtspunkt aber keine generelle Methode hervorheben.

Voraussetzungen an das Mikroskop

Da bei CHIRON weder hohe Lichtintensitdten noch mehrere unterschiedliche Wellen-
langen benotigt werden, ist der zu betreibende Aufwand am geringsten. Die einzige
Voraussetzung, die fiir die Verwendung der Sonden zur Hochauflésungsmikroskopie er-
fiillt sein muss, ist ein empfindlicher Detektor und ein schwingungsarmes Mikroskop.
Sind diese Bedingungen erfiillt, l&sst sich die Sonde auf jedem mit einem 2D-Detektor
ausgestatteten Mikroskop einsetzen. Bei STORM miissen neben den gleichen Anfor-
derungen an Stabilitdt und Sensitivitdt noch zusétzliche Laser und/oder Laser mit
einer hohen Leistungsdichte verwendet werden. PALM benétigt einen Laser mit einer
sehr hohen Energie (AAnregung < 500nm), um die Farbstoffe zu aktivieren, und ein
schwingungsarmes und sensitives Mikroskop.

Biologische Vertraglichkeit

Neben der Markierung der Zellen, die bei der Anfarbung tiber Antikérper, wie im Fall
von STORM und CHIRON, in den meisten Fallen nur bei fixierten Zellen funktioniert,
bietet die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellte Methode die grofite Vertraglichkeit fiir
die biologischen Proben. Bei STORM ist ein photostabilisierender Puffer notig, um ge-
nug Schaltzyklen vor der Photozerstorung der Farbstoffe zu erlauben. Des Weiteren
werden bei PALM und STORM hohe Laserintensititen bendtigt, welche eine photo-
toxische Reaktion der Zellen verursachen konnen [116]. Zwar wurden mittlerweile in
vivo Experimente in Zellen mit beiden Methoden durchgefiihrt [111, 121], dafiir wurde
aber statt der Markierung {iber Antikorper, ein Protein verwendet, das in der Lage
ist Farbstoffkonjugate kovalent an sich zu binden (SNAP-tag). Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass die Leistungsdichten der Laser zu Artefakten bei dem Zell-
metabolismus fiihren. Die fiir die Sonde notwendigen Kupferkonzentrationen zeigten,
bei der fiir die Messung notwendigen Dauer, zumindest keine toxischen Eigenschaften,
da Kupfer auch in den Puffern vorkommt, in denen Zellen in Kultur gehalten werden.
Daher ist es auch zweifelhaft, ob geringe Kupferkonzentrationen (im mikromolaren
Bereich) einen Einfluss auf den Zellmetabolismus haben.

100



Einstellen der Fluoreszenzkinetik

Alle Methoden basieren darauf, dass der Anwender aktiv Einfluss auf die Kinetik
des Schaltens nehmen kann. Dies ist ein essentieller Parameter, um das nétige Ver-
héltnis %, das von der Markierungsdichte abhangt, anpassen zu konnen. In den
lichtgetriebenen Methoden wird dies iiber die Manipulation der Laserintensitdten er-
reicht, wodurch beide Parameter unabhingig voneinander angepasst werden kénnen.
Bei CHIRON wird lediglich die Léange der fluoreszenten Zusténde durch die Kupfer-
konzentration beeinflusst, wodurch das Einstellen der Dauern der Zusténde nur be-
grenzt moglich ist. Dafiir ist der Schaltmechanismus aber von den Lasern unabhingig
und die eingestrahlte Laserintensitdt kann so gewéhlt werden, dass das bestmogliche
Signal-zu-Rausch-Verhéltnis erreicht wird.

Zusammenfassung von CHIRON

Im Rahmen dieser Arbeit wurde somit gezeigt, dass chemisch getriebene Reaktionen
fiir die Lokalisationsmikroskopie genutzt werden kénnen. Als Sonde diente hier eine
doppelstrangige DNA mit zwei Liganden, einem Bipyridin, das in der Lage ist Kupfer
zu komplexieren und einem Tetramethylrhodamin, das bei Komplexierung des Kup-
fers an das BiPy geloscht wird. Da diese chemische Reaktion reversibel ist und sich
in Zeitbereichen von mehreren hundert Mikrosekunden bis hin zu Sekunden abspielt,
ist die Sonde fiir die Lokalisationsmikroskopie geeignet. Anhand von Einzelmolekiil-
messungen wurde gezeigt, dass die Lokalisationsgenauigkeit von Fluorophoren, wie zu
erwarten, in dhnlichen Gréfenbereichen liegt, wie bei anderen Lokalisationsmikrosko-
piemethoden.

Um die Anwendbarkeit von CHIRON in biologischen Proben zu zeigen, wurde ein
Markierungsprotokoll entwickelt das es ermoglicht das Tubulinskelett von Zellen an-
zufdrben. Hierbei ergab sich aber die Einschrinkung, dass die verwendete Markierung
zu einer inhomogenen Markierungsdichte fithrt, wodurch bei der Abbildung von Fila-
menten Locher auftreten. Eine weitere Problematik liegt darin, dass TMR ein Farbstoff
ist, der Fluoreszenz mit einer Wellenlédnge von unter 630 nm aussendet. Damit fallt die
detektierte Fluoreszenz mit der Autofluoreszenz von biologischen Proben zusammen.
Ein weiterer Faktor, der bei der Abbildung von den Kupfersonden zu einem erhéhten
Hintergrundsignal fiithrt, ist, auf Grund der Komplexitdt des Aufbaus der Sonde im
Vergleich zu einem einfachen Farbstoff, die hohe Anfélligkeit der Sonde gegeniiber un-
vollstandiger Hybridisierung und defekten /unvollstindig markierten Strangen. Diese
Effekte konnten dadurch minimiert werden, dass iiber eine gezielte Photozerstérung
die Hintergrundfluoreszenz minimiert wurde, wéhrend die funktionalen Sonden mit
einer hohen Photostabilitdt davon nur wenig beeintrachtigt wurden. Nichtsdestotrotz
liegen gerade im Aufbau/Design der Sonde, die grofiten Moglichkeiten um CHIRON
weiterzuentwickeln.

Weiterentwicklung der Sonde

Die Sonde wurde so entwickelt, dass sie eine hohe Flexibilitat gegeniiber Modifikatio-
nen aufweist. Somit ist es moglich, die Sonde hinsichtlich ihrer Liganden zu veréndern.

101



KAPITEL 4. DISKUSSION & AUSBLICK

|
L]

(a) Aktuelles Design der Sonde. (b)  Verkniipfung eines Benzylguanin-
Substrates mit Chelat und Farbstoff.
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Abbildung 4.7.: Aufbau der Sonde

Als Grundvoraussetzung ist lediglich gegeben, dass der Farbstoff, zur Kopplung an eine
aminomodifizierte DNA, als NHS-Ester vorliegt, und der Chelat iiber eine Carbonséu-
re an das Oligonukleotid gekoppelt werden kann. Im Hinblick auf die Verbesserung der
Sonde zum Einsatz in der Hochauflésungsmikroskopie birgt vor allem die Substituti-
on des BiPy durch einen anderen Chelaten Potential. Ein Kandidat zur Substitution
ist beispielsweise Dipicolylamin ein vielversprechender Kandidat. Dieser Chelat weist
eine hohere Bindungsenergie gegeniiber Cu?*-Ionen auf als BiPy. Dadurch steht zu
erwarten, dass die Dauer des geldschten Zustands einer entsprechenden Sonde ldnger
ist und somit eine niedrigere Kupferkonzentration fiir die Lokalisationsmikroskopie-
Messung benétigt wird, bzw. Strukturen mit einer hohen Farbstoffdichte aufgelost
werden konnen. Ein weiterer Ansatzpunkt, der im Rahmen des Einsatzes der Sonde
in Zellen gepriift werden wird, ist die Bindung von anderen zweiwertigen Ionen an
den Chelaten und die daraus verédnderte Effizienz der Fluoreszenzloschung. Wenn die
Sonde dahingehend verédndert werden kann, dass die Fluoreszenzléschung auch bei Io-
nen wie Magnesium auftritt, wire das Hinzufiigen von Ionen in biologischen Proben
nicht mehr nétig, da diese auch in der natiirlichen Umgebung von Zellen in entspre-
chenden Konzentrationen vorhanden sind. Durch das Ersetzen des Tetramethylrho-
damins in der Sonde durch einen rot fluoreszierenden Farbstoff, kann des Weiteren
die Problematik der Autofluoreszenz verringert werden. Ein anderer Ansatzpunkt zur
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Weiterentwicklung der Sonde, besteht in der Anderung der Grundstruktur der Son-
de. Da die doppelstringige DNA mit Ionen wechselwirken kann, was beispielsweise
zur unspezifischen Loschung der Fluoreszenz beitragen kann, ist eine Anderung des
Sondendesigns fiir die Anwendung in biologischen Proben sinnvoll. Ein Ansatzpunkt,
der zudem eine effizientere und stochiometrische Markierung von biologischen Pro-
ben erméglicht, ist die Verkniipfung von einem kommerziell erhéltlichen Benzylguanin
(New-England Biolabs) mit der Sonde (vgl. Abb. 4.7). Durch Einbringen eines ge-
netisch modifizierten Proteins (Snap26m, New-England Biolabs) ist es moglich das
Benzylguanin-modifizierte Substrat direkt an ein modifiziertes Protein zu binden, was
die Artefakte durch die komplizierte, antikdrperbasierte Farbung eliminiert [147, 148|.
Der Einsatz von einem SNAP-tag zur Markierung von Proteinen verbindet somit die
Starken der PALM Mikroskopie hinsichtlich der Probenpréparation mit den besse-
ren Fluorophoreigenschaften der Proben, wie sie bei CHIRON und STORM genutzt
werden. Eben dieser SNAP-tag hat es auch ermdoglicht, die ersten in vivo Messungen
von Zellen mit Hilfe von STORM durchzufiihren, da nicht ldnger die Verwendung von
Antikoérpern nétig ist, sondern, analog zu fluoreszenten Proteinen, die Information der
DNA iiber die Proteinsequenz, modifiziert werden kann [111, 121].

Aberrationsfreie Mikroskopie

Neben der Anwendung der Sonde fiir die Hochauflésungsmikroskopie, konnte gezeigt
werden, dass die Moglichkeit besteht, aberrationsfreie Zwei-Kanal-Messungen durch-
zufiihren. Dazu wird eine Probe, die parallel mit einem mit Tetramethylrhodamin
modifizierten Antikérper und der CHIRON-Sonde markiert wird, bendtigt. Zunéchst
wird die Sonde durch die Zugabe einer hohen Konzentration an Kupfersulfat ausge-
schaltet und das TMR der anderen Markierung abgebildet. Nach der Photozerstérung
des TMR kann die Fluoreszenz der Sonde durch EDTA wiederhergestellt werden, was
die Aufnahme einer weiteren Farbstoffmarkierung derselben Wellenlénge erlaubt.

Im Gegensatz zu alternativen Methoden der aberrationsfreien Mikroskopie ist der hier
verwendete Ansatz sehr praktikabel.

Bei Messungen, die auf der Fluoreszenzlebensdauer basieren, treten oft auf Grund der
Umgebung der Fluorophore starke Schwankungen auf, was die Unterscheidung zweier
Farbstoffe erschwert. Sind unterschiedliche Farbstoffe dicht beieinander, ergibt sich fiir
die Uberlappung der Lebensdauern ein multi-exponentieller Zusammenhang, der sehr
schwer anzupassen ist.

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, zwei Fluorophorsysteme aus Donor und Ak-
zeptor zu entwerfen, wobei die Donorfarbstoffe unterschiedliche Absorptionsspektren
haben, aber ihre Energie auf den gleichen Akzeptor iibertragen. Der Nachteil bei dieser
Methode liegt darin, dass mehrere Anregungswellenldngen bendtigt werden und ent-
sprechende Sonden so entwickelt werden miissen, dass zwei unterschiedliche Donore fiir
das gleiche Akzeptormolekiil hohe Ubertragungseffizienzen aufweisen. Fiir diese Art
der Methode wurden bisher auch noch keine biologischen Messungen durchgefiihrt.
Lediglich anhand von Einzelmolekiiloberflichen konnte hier ein Proof-of-Principle er-
arbeitet werden.

Die CHIRON-Sonde ist, nach bestem Wissen, der erste Ansatz, um eine direkte, ab-
errationsfreie Zwei-Kanal-Mikroskopie in biologischen Proben zu ermoglichen. Dabei

103



KAPITEL 4. DISKUSSION & AUSBLICK

wird nicht der Umweg iiber die Messung der Fluoreszenz-Lebensdauer gegangen, statt
dessen werden zwei dhnliche Farbstoffe, die durch chemisches Schalten zeitlich vonein-
ander getrennt werden, abgebildet. Die Anwendbarkeit auf biologische Proben konnte
erneut mit Hilfe des Tubulins von Zellen nachgewiesen werden, wobei hier noch Mes-
sungen ausstehen, um die Trennbarkeit von unterschiedlichen Strukturen zu zeigen.
Dazu wird eine zweite Struktur benétigt, die sich {iber eine Methode markieren lasst,
bei der die Markierungsschritte nicht miteinander wechselwirken.

Kombination der aberrationsfreien Mikroskopie mit STED

Die Ausnutzung der Fluoreszenzloschung durch Kupfer und Restauration durch EDTA
bietet des Weiteren die Moglichkeit, die STED-Mikroskopie weiter zu entwickeln. Gera-
de in der STED-Mikroskopie ist die Messung von mehreren, unterschiedlich markierten
Zielproteinen problematisch. Zum einen bendtigen die Farbstoffe sowohl einen Anre-
gungslaser als auch einen STED-Laser mit sehr hoher Energiedichte, so dass je nach
Probe drei bis vier Laserlinien ben6tigt werden; zum anderen treten die chromatischen
Aberrationen, die bei Verwendung mehrerer Farben eine Rolle spielen, im Verhéltnis
zu beugungsbegrenzter Mikroskopie, stirker ausgepragt auf. Eine Anwendung von der
CHIRON-Sonde in der STED-Mikroskopie kann an dieser Stelle einen Ansatzpunkt
bieten, um nacheinander unterschiedliche Zielproteine mit Hilfe einer aberrationsfreien
nanoskopischen Methode abzubilden.
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5. Materialien & Methoden

5.1. Material & Chemikalien

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien hatten eine p. a. Qualitidt. Die
Losungsmittel der HPLC-Anlage (Acetonitril, Methanol und Isopropanol) wurden von
der Firma Sigma-Aldrich bezogen. Das verwendete Wasser wurde in einer hauseigenen
Milli-Q Anlage aufbereitet. Der MOPS-Puffer (3-(N-Morpholino)propansulfonsiure)
wurde ebenfalls bei Sigma-Aldrich gekauft und in Wasser gelést. Der MOPS-Puffer
wurde bei einer Konzentration von 10 mM mit Natronlauge auf einen pH-Wert von
7,0 eingestellt. Der PBS-Puffer wurde von Sigma-Aldrich als fertig geloster Puffer
mit einem pH-Wert von 7,2 bestellt (enthédlt 130 mM Natriumchlorid und 2,7 mM
Kaliumchlorid). Das Kupfersulfat und das EDTA wurde ebenfalls bei Sigma-Aldrich
erstanden, genauso wie die 0, 1 M Flusssédure. Zur Herstellung der MOPS-Puffer wurde
der Puffer zusétzlich mit Chelex 100 versetzt, um eventuelle Spuren an freien Ionen zu
entfernen, und anschliefend gefiltert. Das Chelex 100 wurde bei Bio-Rad (Miinchen)
gekauft und der pH-Wert des Puffers vor Benutzung noch einmal angepasst. Fiir die
Einstellung des pH-Wertes der Kopplung, sowie der Einstellung des pH-Wertes fiir die
Messpuffer, wurde Natronlauge und Flusssdure verwendet.

Fiir die Messungen auf der Einzelmolekiilanlage wurden spezielle 8-Kammer-Deckgléser
(Lab-Tek™) der Firma Nunc (Thermo Fisher Scientific) benutzt. Die Deckgliser be-
stehen aus einem 0,17mm dicken Deckglas, auf das ein Kunststoff-Kammersystem
gesetzt ist (Brechungsindex des Deckglases ist n = 1,517). Fiir die Préparation der
Oberfliche wurden folgende Chemikalien benutzt:

e biotinyliertes BSA (Bovines Serumalbumin) von Sigma-Aldrich
e BSA (Reinheit > 98 %) von Sigma-Aldrich
e rekombinantes Streptavidin von Roche Diagnostics
e Neutravidin von Pierce
Die benutzten Farbstoffe wurden von unterschiedlichen Herstellern bezogen:
e 5-Carboxy-tetramethylrhodamine N-succinimidyl ester von Sigma-Aldrich
e Atto 620, Atto 633, Rho 11, Rho 12, Rho 13 als NHS-Ester von Atto-Tec (Berlin)

Fiir die Sonde wurden die benétigten Einzelstringe, aus denen das Grundgeriist be-
steht, bei Sigma-Aldrich bestellt.

e Biotin-5-CCC GCG CTT GCT TTG CGT TTT T-3-C7-Amino
e Biotin-5’-CCC GCG CTT GCT TTG CGT TTT T-3-C6-TMR
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Abbildung 5.1.: Der von Sigma-Aldrich verwendete Tetramethylrhodamin-Farbstoff
[149].

Sigma verwendete als Farbstoff fiir die Oligonukleotidsynthese das in Abbildung 5.1
gezeigte Tetramethylrhodamin von Glen-Research. Der zugehorige Gegenstrang mit
dem BiPy-Liganden wurde von Dominic Riedel (AK Hashmi) gekoppelt und zur Verfii-
gung gestellt. Als Grundgeriist fiir den 4,4’-Dicarboxy-2,2’Bipyridin Liganden (Sigma-
Aldrich) diente hierzu ein von Sigma-Aldrich bezogener, festphasengekoppelter Ein-
zelstrang:

e MMT-Amino-5-AAA AAC GCA AAG CAA GCG CGG G-3

Dabei wurde die MMT-Schutzgruppe nach der Synthese des Oligonukleotids mit Tri-
chloressigséure abgespalten. Dadurch wird eine Aminogruppe freigelegt, die iiber einen
C6-Spacer durch eine Phosphodiesterbindung an das 5’-Ende des DNA-Strangs gekop-
pelt ist.

Fiir die Experimente, die in Zellen durchgefiihrt wurden, sind folgende Zelllinien ver-
wendet worden:

e Mausefibroblasten (NIH 3T3) von der DMSZ in Braunschweig
e menschliche Epithelzellen (HeLa) von der DMSZ in Braunschweig
Zusétzlich wurden folgende Materialien verwendet:
e Kulturmedium (DMEM) von Sigma-Aldrich
e Paraformaldehyd (PFA) von Sigma-Aldrich
e TritonX-100 von Sigma-Aldrich
e Fetales Kélberserum (NCS) von der Biochrom AG (Berlin)
e biotinylierter a-Tubulin Antikérper (IgG, monoklonal, Maus) von Invitrogen
e Maus-IgG (H+L) Antikérper mit TMR (IgG, monoklonal, Ziege) von Invitrogen
e TrypLE™ von Gibco / Invitrogen

e Trypan Blau (0,4 %) von Gibco / Invitrogen
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SONDENHERSTELLUNG

5.2. HPLC (High Performance Liquid Chromatography) &
Sondenherstellung

Die Kopplung der Sonden ohne Tetramethylrhodamin erfolgte nach Standardvorschrif-
ten. Je nach Farbstoff wurden dabei unterschiedliche Kopplungsverfahren benutzt, um
moglichst hohe Ausbeuten zu erzielen. Zur Kopplung wurden Oligonukleotide und ein
2 — 5facher Uberschuss an Farbstoff mit NHS-Estern in einem Carbonatpuffer mit
pH=9,0 (bestehend aus Sodium-Bicarbonat bei einer Konzentration von 0,2 M) ver-
wendet. Alternativ wurde die Kopplung in einem Boratpuffer, mit einem pH-Wert
von 8,5 bei einer Konzentration von 0,1 M durchgefiihrt. Die Kopplung erfolgte iiber
Nacht bei Raumtemperatur in einem Schiittler. Nach der Kopplung wurden sémtliche
Proben iiber die HPLC (Agilent 1100) aufgereinigt, um die Probe von freiem Farbstoff
und Salzen zu befreien. Die Aufreinigung per HPLC erfolgte iiber einen Fliissigkeits-
gradienten von 95 % Wasser und 5% TEAA nach 75 % Acetonitril, 20 % Wasser und
5% TEAA. Nach der Aufreinigung der Proben, wurden sie iiber Nacht unter Vakuum
trocken gezogen um Acetonitril-Riickstédnde zu eliminieren und anschlieffend in Wasser
resuspendiert.

Zur Markierung des komplementéren Bipyridin-Strangs, wurde eine Mischung aus der
Dicarbonsiure (BiPy) mit 100 Aquivalenten HBTU und HOBt vereint und im Vaku-
um trockengezogen. Die Carbonsdure wurde anschliefend in 1 ml DMSO und 220 ul
DIPEA resuspendiert und zu dem festphasengekoppelten Oligonukleotid gegeben. Die
Spritze, in der die Reaktion stattfindet, wurde luftdicht mit Parafilm umwickelt und
fiir 1 Stunde geschiittelt. Die Losung wurde anschliefend dreimal mit DMSO und
Acetonitril gewaschen und dann trockengezogen. Anschlieliend wurden die Riickstéin-
de fiir 2Stunden bei 55°C in einer Ammoniak-Losung (25 % wiéssrig) resuspendiert.
Das Ammoniak wurde danach unter Stickstoff entfernt und die Probe mit fliissigem
Stickstoff und unter Anlegen eines Vakuums gefriergetrocknet. Zur Aufreinigung per
HPLC, wurde das markierte Oligo in Wasser gelost.

Die Unterscheidung der Fraktionen fiir die Aufreinigung in der HPLC, geschah iiber
die Detektion der Absorptionsmaxima der Farbstoffe und der Detektion der Absorp-
tion der Aminosduren bei 260 nm.

Die Hybridisierung der Proben erfolgte durch das Erhitzen einer Mixtur der beiden
komplementéren Stringe im dquimolaren Verhéltnis. Diese Mischung wurde langsam
auf 70 °C erhitzt, um mogliche Sekundéarstrukturen der Proben zu 16sen und danach
mit —1°/min auf eine Temperatur von 4 °C gekiihlt, um eine moglichst effiziente Hy-
bridisierung zu erreichen. Die hybridisierten Strange wurden bei —20°C eingefroren
und gelagert. Die Konzentration der gefrorenen Stocklosungen liegt bei ca. 1075 M,
um eine moglichst lange Haltbarkeit zu erreichen.

5.3. Ensemble-Messungen

Die Messungen der Absorption wurden an einem ,Cary 500 Scan“ Spektrometer der
Firma Varian (Agilent Technologies, Boblingen) durchgefiihrt. Die verwendeten Kii-
vetten bestehen aus Quarzglas (Suprasil, Hellma, Miillheim) und wurden mit einem
Probenvolumen von 60 — 100 pl befiillt. Als Anregungslichtquelle dient in dem Spek-
trometer eine Xenon-Blitzlampe, die lichtempfindliche Proben schiitzt. Die Absorpti-
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onsspektren der Probe werden von niederenergetischer Strahlung in hochenergetische
Wellenléingen durchgefahren. Uber die Messung einer lediglich mit Puffer gefiillten
Kiivette wird automatisch eine Hintergrundkorrektur durchgefiihrt. Die Fluoreszenz
wurde in den gleichen Kiivetten mit Hilfe eines ,Cary Eclipse 500 Spektrometers der
Firma Varian (Agilent Technologies, Boblingen) gemessen. Dazu wurden feste An-
regungswellenldngen eingestellt und das Absorptionsspektrum der Probe vom hoch-
energetischen Wellenldngenbereich in den niederenergetischen Bereich gemessen. Die
Anregungswellenldnge wurde gewéhlt, um die Probe iiber das Absorptionsmaximum
anzuregen. Die Detektion der Fluoreszenz geschieht iiber eine PMT, deren Spannung
reguliert und somit die Detektionsempfindlichkeit fiir die Fluoreszenz angepasst wer-
den kann. Die Intensitéit des eingestrahlten und des detektierten Lichts kann zusétzlich
auch {iber je eine Lochblende im Anregungstrahlengang und Detektionsstrahlengang
nachjustiert werden.

Absorptions-Messungen

Zur Bestimmung der Konzentration der Proben und um die Effizienz der Markierung
zu Uberpriifen wurden die Proben in dem Absorptionsspektrometer gemessen. Bei
Kenntnis des Extinktionskoeffizienten e, lasst sich die Konzentration C' der gemessenen
Probe dann iiber das Lambert-Beersche-Gesetz (vgl. Formel 1.13) bestimmen:

A

C=

(5.1)

Hierbei gibt A den auf den Hintergrund korrigierten Absorptionswert an, der direkt
gemessen werden kann und d die Weglénge in der benutzten Kiivette. Um das Markie-
rungsverhéltnis eines Oligonukleotids zu bestimmen, kann einfach das Verhéltnis der
Absorption bei dem Absorptionsmaximum von Aminosduren, A = 260 nm, und dem
Maximum des Farbstoffes betrachtet werden. Der Markierungsgrad DOL ergibt sich
dann zu:

DOL, = AF &K+ €260 (5.2)

er  Aseo

ex F ist bei dieser Formel ein Korrekturfaktor, der eine mégliche Absorption der Farb-
stoffe bei 260 nm miteinbezieht.

Fluoreszenz-Messungen

Die Messung der Fluoreszenz wurde an Proben mit einer Konzentration von 0,3 — 1 uM
durchgefiihrt. Die Gréfe des Probenvolumens betrug 60 —100 pl. Fiir die Untersuchung
der Fluoreszenzloschung wurden Kupferlosungen mit einer Kupfersulfatkonzentration
von 10 — 100 uM in Wasser vorbereitet, um ein Ausflocken des Kupfers zu verhin-
dern. Zur Messung der Fluoreszenzléschung wurden 0,5 — 2 ul der Kupfersulfatlgsung
zu der FarbstofHosung pipettiert und mit einer 100 ul Pipette durchmischt, um ei-
ne moglichst hohe Homogenitét zu erreichen. Die Konzentration des Kupfers wurde
im Nachhinein auf das Gesamtvolumen umgerechnet, um die Stern-Volmer-Plots auf
Verdiinnungseffekte zu korrigieren.
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5.2.: Das selbstgebaute TIRF-Mikroskop

n

Die Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauern erfolgte iiber die FluoTim100 (Pico-
Quant, Berlin). Zur Anregung wurde eine auf 40 MHz gepulste 500 nm LED verwendet

(Sub-nanoLED, PicoQuant

, Berlin). Die Pulsdauer der Diode betrégt 300 ps. Durch

Messung des Zeitversatzes zwischen Anregungslichtpuls und der Detektion der Fluores-
zenzphotonen durch eine PMT, die iiber eine zeitkorrelierte Einzelphotonenzéahlkarte
(TCSPC, TimeHarp 200, PicoQuant, Berlin) ausgelesen wird, kann eine Verteilung
der Photonenankunftszeiten aufgetragen werden. Die Auswertung der Daten erfolg-
te durch exponentielle Anpassung der Daten mit der Software FluoFit (PicoQuant,

Berlin).
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5.4. Aufbau des TIRF-Mikroskops

Das verwendete TIRF-Mikroskop, ist in der Arbeitsgruppe aufgebaut und ein ver-
einfachtes Schema des benutzten Strahlenganges ist in Abb. 5.2 gezeigt. Neben dem
griinen 532 nm Laser (World Star Tech TECGL-30: 30mW Dauerstrich) besteht auch
die Moglichkeit weitere Laserlinien in das Mikroskop einzukoppeln, zur Vereinfachung
wurden diese jedoch nicht miteingezeichnet. Der Laserstrahl wird iiber einen Aufrei-
nigungsfilter von Nebenlinien befreit, bevor er iiber eine Glasfaser in einen AOTF
(AOTF.nC-VIS, AA Optoelectronic, Orsay Cedex, Frankreich) gekoppelt wird. Vor
dem AOTF befindet sich zusétzlich eine manuell einstellbare Lochblende, iiber die
der Laserstrahl soweit eingeschrénkt wird, dass der AOTF nicht iiberstrahlt wird. Der
AQOTF wird tiber eine externe Steuerung so eingestellt, dass nur Licht der gewiinschten
Wellenldnge transmittiert wird, die Intensitidt kann ebenfalls manuell geregelt werden.
Anschlieftend wird der transmittierte Laserstrahl iiber zwei Linsen - um den Strahl
auf den beabsichtigten Durchmesser aufzuweiten - und drei Spiegel in ein inverses Mi-
kroskop (Zeiss Axiovert 200M) eingekoppelt. Im Mikroskop selbst wird das Licht iiber
einen Dichroiden (Dual Line BeamSplitter z 532/633, AHF Analysentechnik), der nur
das Licht mit den Wellenlédngen von 532 und 633 nm reflektiert, in das Objektiv einge-
koppelt. Als Objektiv diente fiir die Einzelmolekiilmessungen ein Nikon-Objektiv mit
der Numerischen Apertur von 1,49 (Nikon, CFI Apochromat TIRF 100x Ol). Als Im-
mersionsmedium diente ein Nikon-Immersionsél mit dem Brechungsindex n = 1,515.
Fiir die Messungen von Zellen wurde entweder ein Olympus-Objektiv (PlanApochro-
mat TIRF 100x, Numerische Apertur: 1,45) oder ein Zeiss-Objektiv (a-Plan-Fluar
100x, 1,45 Ol) mit einem Immersionsdl mit n = 1,518 (Zeiss, Jena) verwendet. Das
Mikroskop wurde so aufgebaut, dass es moglich ist, iiber paralleles Verschieben des
letzten Spiegels vor dem Mikroskop, den Laserstrahl ebenfalls parallel zu verschieben.
Dadurch kann der Einfallswinkel des Anregungslichtes verandert werden um so zwi-
schen Weitfeld- und TTIRF-Mikroskopie zu wechseln.

Das Fluoreszenzlicht der angeregten Farbstoffmolekiile ist durch die Stokes-Verschie-
bung rotverschoben und kann den Dichroiden verlustfrei passieren (vgl. Kap. 1.3). Die
Objektebene wird durch das Mikroskop auf die Bildebene projiziert, in der sich eine
rechteckige Blende befindet. Diese Bildebene wird anschlieffend iiber zwei Linsen, die in
der Art eines Teleskops angeordnet sind, vergrofsert auf den Sensor projiziert. Vor der
ersten Linse befindet sich ein Notch-Filter (Triple-Notch Filter 488/532/631 — 640 nm
(AHF)), der Streulicht vom Laser, das innerhalb des Mikroskops durch Reflektionsef-
fekte in den Detektionsstrahlengang geleitet wird, unterdriickt. Zwischen den Linsen
des Teleskopes befindet sich ein Bandpassfilter, der das Fluoreszenzlicht von unspezifi-
scher Hintergrundfluoreszenz und Wérmestrahlung im nahen infraroten Bereich sepa-
riert. Der verwendete Bandpassfilter (Sperrfilter HQ 585/60 (AHF)) hat eine schmale
Transmissionsbande die auf das Fluoreszenzspektrum von Tetramethylrhodamin aus-
gelegt ist (vgl. Abb. B.6). Als Detektor dient eine CCD-Kamera mit 512 x 512 Pixeln
(Andor iXon®M 897 CCD, Andor, Dublin), bei der durch eine spezielle Sensortech-
nologie (Riickbelichtete Pixel) die Sensitivitéat der Pixel erhoht ist. Durch Elektronen-
vervielfachung kann das Signal von einzelnen Photonen noch weiter verstérkt werden.
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PixelgroRe

Zur Bestimmung der Pixelgrofse wurde ein Mikrometerlineal der Firma Prézisionsoptik
Gera GmbH (Objektmikrometer 1) verwendet. Bei dem Lineal entspricht der Abstand
zweier Messbalken 10 um (vgl. Abb. 3.11). Als Filter zur Bestimmung der abgebildeten
Kanten wurden mit Matlab® (Mathworks) ein Kantenfilter (Sobelfilter) eingesetzt und
anschlieffend wurde, durch Suchen nach Strukturelementen, das gefilterte Binarbild
nachbearbeitet.

Oberflachenmessungen zur Messung der Stabilitat des Setups

Die Charakterisierung der Stabilitdt des Setups erfolgte iiber eine einzelmolekiilpra-
parierte Oberfliche. Dazu wurden die Kammern von einem Lab-Tek™ zweimal fiir
fiinf Minuten mit 0,1 M Flusssédure gereinigt. Nach jedem Reinigungsschritt wurden
die Kammern dreimal mit PBS gespiilt. Im néchsten Schritt wurden die Kammern fiir
eine halbe Stunde mit 200 pl einer Lésung aus BSA und biotinyliertem BSA inkubiert.
Die BSA-Lésung wurde aus einer BSA-Stocklosung mit 575 und einer Stocklosung an
biotinyliertem BSA mit 2%% so gemischt, dass im Verhéltnis ein biotinyliertes Mole-
kiil auf 20-BSA Molekiile kommt. Nach der Inkubation mit dieser Mischung wurde
das Lab-Tek™ dreimal mit PBS gewaschen bevor es mit 200 ul von 10£8 Neutravidin
erneut fiir 30 Minuten inkubiert wurde. Nach einem erneuten dreifachen Waschzyklus
mit PBS wurden die Messkammern mit 200 ul des einzelstrdngigen Oligonukleotids
mit der Biotin- und der TMR-~-Modifizierung fiir 10 Minuten inkubiert. Abschliefend
wurden die Losungen vorsichtig mit einer Pipette von den Oberflachen abgezogen und
die Kammern mit PBS aufgefiillt.

Die Messungen zur Bestimmung der Lokalisationsgenauigkeit fanden bei einer Belich-
tungszeit von 30 ms statt. Es wurden 200 Bilder, bei einer elektronischen Verstarkung
(Gain) von 800, aufgenommen. Eine Vorverstirkung (Pre-Amp Gain) der detektierten
Signale fand um den Faktor 4,9 statt.

Die Lokalisation der PSFs erfolgte iiber die RapidStorm Software von Steve Wolter
(Univ. Wiirzburg) [119]. Anschliefend wurden die Koordinaten der Analyse in einer
Tabelle sortiert und Haufungen von Punkten, innerhalb eines bestimmten Radius,
wurden als ein Fluorophor betrachtet. Uber die Standardabweichung der Lokalisatio-
nen von ihrem jeweiligen Mittelwert wurde fiir alle Punkte eine Statistik erstellt (vgl.
Abb. 3.15 und B.7). Diese Statistik kann durch eine Gaukkurve angepasst werden,
wobei das Zentrum der Verteilung die mittlere Standardabweichung angibt.

Abschitzung der Probengrolle

Zur Abschétzung der Probengrofe wurden in der Protein Data Bank [66] die Grofen
der Proteine gemessen. Das 66, 766 kDa schwere, nahezu globuldre, BSA (RCSB Co-
de: 1E7I) ist ca. 8, 7nm im Durchmesser. Das Zufiigen eines Biotins mit 244 Da spielt
bei diesen Grofenverhéltnissen also keine Rolle. Streptavidin, respektive Neutravidin,
wiegt etwa 60kDa und hat damit einen Durchmesser von ca. 5,8 nm (RCSB Code:
3RY1). Fiir doppelstrangige DNA kann die Linge der DNA mit 2,9 — 3, 4 A angeni-
hert werden. Benutzt man den gleichen Wert auch fiir einzelstrangige Oligonukleotide,
ergibt sich die Lange eines 22-mers zu 7nm. Der C6-Linker, {iber den der Farbstoff
an der DNA befestigt ist, genauso der Linker iiber den das Biotin befestigt ist, hat
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Abbildung 5.3.: Skizze der Oberflache zur Bestimmung von
Einzelmolekiilfluoreszenzdaten.

zusétzlich jeweils eine Lénge von ca. 1nm (154 pm/Bindung).

5.5. Einzelmolekiil-Oberflachen Messungen

Zur Charakterisierung der Proben wurden einzelne TMR-BiPy-Komplexe auf der
Oberfliche von Lab-Teks™ immobilisiert. Dazu wurden die Deckgléser analog zu den
Proben fiir die Messung der Stabilitiat des Mikroskops vorbereitet. Die Glasoberflache
wurde mit Flusssiure (0,1 M) fiir zweimal fiinf Minuten gereinigt. Nach jeder Reini-
gung wurde das Deckglas mit PBS gewaschen. Das BSA wurde zur Immobilisierung fiir
30 Minuten auf der Oberflache inkubiert. Der Inkubation folgten drei Waschschritte
mit PBS, bevor Neutravidin fiir eine halbe Stunde auf der Oberflache inkubiert wurde.
Nach drei erneuten Waschschritten wurde die biotinylierte doppelstrangige DNA mit
BiPy und TMR (510~ M) fiir 10 — 20 Minuten in die Kammern des Deckglases
gegeben. Nach der Inkubation mit der Probe wurde der Uberstand abgezogen und
durch den MOPS-Puffer (pH = 7,0; 10 mM) ersetzt (vgl. Abb. 5.3). Um die Fluores-
zenzfluktuationen bei der Prisenz von Kupfer zu messen, wurden, je nach gewiinschter
Endkonzentration, 1 —2 ul einer Kupferstocklosung zugegeben und die Probe anschlie-
fend mit einer Pipette durchmischt, um eine gleichméfige Verteilung zu erreichen. Die
Aufnahme der Daten erfolgte bei Bildraten von 10 — 30 Hz. Der Pre-Amp Gain wur-
de bei einem Wert von 4,9 konstant gehalten, der Gain variierte zwischen 200 und
800, was lediglich einen linearen Effekt auf die detektierte Signalstirke hat. Bei al-
len Messungen wurde, wenn nicht anders angegeben, eine Laserleistung von 600 pW
verwendet.

Messungen zur Dichte der Probenoberfliche

Fiir die Messungen zur Bestimmung der Probenoberfliche wurden bei unterschiedli-
chen Konzentrationen an BSA /biotinyliertem BSA (19:1) Gemisch und unterschied-
lichen Neutravidin Konzentrationen mit Hilfe der RapidStorm Software die Anzahl
PSFs bestimmt. Die Messungen wurden mit einer Belichtungszeit von 50 ms und fiir
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ein einzelnes Bild durchgefiihrt. Der Gain betrug fiir die Messungen 700 und der Mess-
bereich wurde auf 256 x 256 Pixel eingeschrankt.

Messung zur Darstellung der Fluoreszenzfluktuationen

Um zu messen, ob die Fluoreszenzfluktuationen der Sonde mit der CCD-Kamera des
TIRF-Mikroskops auflésbar sind, wurden mit dem oben beschriebenen Protokoll meh-
rere Oberflachen vorbereitet. Es wurden bei einem Gain von 200, bei einer Bildwieder-
holrate von 30 Hz und einer Belichtungszeit pro Bild von 10 ms, 1000 Aufnahmen pro
Messung gemacht. Um die Abhéngigkeit von der Kupferkonzentration zu untersuchen,
wurde den Proben eine Konzentration von 200 nM, 400 nM und 2 uM Kupfersulfat
zugesetzt. Die Analyse der Filme geschah iiber eine MatLab Routine. Dazu wurde
von den Filmen das Summenbild gebildet. Im Summenbild wurden lokale Maxima als
Punkte ausgewahlt. Um die lokalen Maxima wurde ein Kreis mit einem Radius von
drei Pixeln gewahlt, iiber den der Mittelwert gebildet wurde. Anschliefsend wurde der
Hintergrund durch den Mittelwert von drei zuféllig im Bild gewdhlten Punkten, die
keine lokalen Maxima enthalten, gewahlt und von den Punkten abgezogen. Die Daten
dieser Messungen sind in Abb. 3.17 dargestellt.

Messungen zur Leistungsunabhangigkeit der Fluoreszenzfluktuationen

Die Messungen zur Bestimmung der Fluoreszenzfluktuationen wurden erneut an Pro-
ben durchgefiihrt, die nach oben beschriebenem Protokoll vorbereitet wurden. Fiir die
Messung selbst wurde ein Gain von 200, eine Belichtungszeit von 25 ms und eine Lénge
pro Datenaufnahme von 1000 Bildern gewéhlt. Die Grofe des gewéhlten Messbereichs
auf der CCD-Kamera lag bei 256 x 256 Pixeln.

Um die Filme zu analysieren, wurde entsprechend Kap. 3.2 ein Zweizustandssystem
als Ausgangspunkt gewahlt. Zur Zerlegung der in einem 14 Bit Format gespeicherten
Daten in eine binére Datenreihe, die Aussagen iiber die Art des Zustandes macht, miis-
sen die Fluoreszenzspuren gefiltert werden. Da sich die Einfiihrung eines Thresholds
[122, 123, 131] auf Grund der hohen Schwankungen der Intensitét, v. a. nach Zugabe
von Kupfer (vgl. Abb. 3.17), als nicht praktikabel erwiesen hat, wurde fiir die Analyse
die RapidStorm Software von S. Wolter (Univ. Wiirzburg) verwendet. Dazu wurden
die Filme mit der Software auf gaulformige Intensititsverteilungen untersucht und
die Koordinaten (z, y und ¢) in einer Tabelle gespeichert. Durch Rekonstruktion eines
Bildes, in dem die Koordinaten der gefundenen Lokalisationen eingetragen werden,
erhélt man eine Art gefiltertes Bild. In dem Rekonstruktionsbild wurden Anh&ufun-
gen von Punkten in einem kleinen Radius als einzelner Farbstoff behandelt. Aus den
Punkten, die zu einer solchen Anhéufung beitragen, wurden die Zeitkoordinaten ex-
trahiert und aus diesen Informationen eine binére Fluoreszenzspur rekonstruiert (vgl.
Abb. 5.4). Fiir diese Art der Datenanalyse spielt die Fluoreszenzintensitit keine Rolle
mehr, sondern lediglich die Form der Fluoreszenzverteilung in den einzelnen Punkten.
Dadurch werden Artefakte, die durch Intensitatsfluktuationen oder durch zwei Farb-
stoffe, die zu dicht aneinander sind, vermieden. Ein weiterer Vorteil dieser Methode
besteht darin, dass die Auswertung unabhéngig von der absoluten Fluoreszenzintensi-
tat ist und kein Threshold gewéhlt werden muss. Dadurch lésst sich diese Auswertung
leicht automatisieren. Fiir jede Datenaufnahme wurden tiber 1000 Einzelbilder etwa
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(a) Fluoreszenzspur einer Sonde ohne Zugabe (b) Binére Fluoreszenzspur einer Sonde ohne
von Kupfersulfat. Die Intensitdtsfluktuationen Zugabe von Kupfersulfat. Die Art des Zustan-
beider Zusténde tiberlappen sich. des (An / Aus) ist gegen den zugehorigen Bild-

index aufgetragen.

Abbildung 5.4.: Erzeugung einer bindren Fluoreszenzspur.

500 Fluoreszenzspuren rekonstruiert.

Aus den bindren Spuren ldsst sich schnell die Lénge der einzelnen Zustdnde bestim-
men. Basierend auf diesen Daten, wurden Histogramme {iber die Dauer der Zusténde
des fluoreszenten und des nicht-fluoreszenten Zustands gebildet. Um die Wahrschein-
lichkeit der Zustédnde zu gewichten, wurde eine Dichte-Analyse, basierend auf der
Dichte der Haufungen von Ereignissen, durchgefiihrt. Das heifst, die Haufigkeit mit
der ein Ereignis mit einer bestimmten Linge H(A;) detektiert wurde, wird mit den
Zeitdifferenzen zu den benachbarten Ereignissen gewichtet [134]:

H(At;)
0,5 (Atiy1 — Ati1)

P(At;) = (5.3)

Zur Analyse der Leistungsabhéngigkeit der Fluoreszenzfluktuationen, wurden die Wahr-
scheinlichkeitsdichten mit einer bi-exponentiellen Funktion angenadhert und die resul-

tierenden Zeiten - amplitudengewichtet - gegen die Laserintensitéit aufgetragen. Die

Messung der Laserintensitét erfolgte {iber ein Powermeter der Firma Ophir mit Pho-

tomesskopf (Ophir Orion-PD, Ahrensberg), bevor der Laserstrahl in das Mikroskop

eingekoppelt wird.

Bestimmung der Photostabilitat

Zur Bestimmung der Photostabilitdt wurden drei Einzelmolekiiloberflichen vorbereitet
- davon zwei nach dem Standardprotokoll. Als Messpuffer diente in einem Fall reiner
MOPS-Puffer, fiir die andere Probe wurde ein MOPS-Puffer mit 200 nM Kupfersulfat
verwendet. Fiir die Messung des Tetramethylrhodamins ohne den Liganden, wurde ein
PEG; Linker der Firma Thermo Scientific (EZ-Link® Amine-PEG-Biotin), der eine
Aminomodifikation und ein Biotin tragt, mit dem TMR-NHS Farbstoff markiert und
analog zu Kap. 5.2 aufgereinigt. Die Oberflaichenimmobilisierung erfolgte analog zu
der Immobilisierung der Sonde.

Zur Analyse der Photostabilitdt wurden Filme mit 1000 Einzelbildern aufgenommen
und mit der RapidStorm Software analysiert. Basierend auf den Daten, wurden die
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Lokalisationen pro Bild gezéhlt und der zeitliche Verlauf, auf die Gesamtzahl normiert,
dargestellt.

5.6. Lokalisationsmikroskopie-Messungen

Zur Vorbereitung fiir die Lokalisationsmikroskopie basierenden Messungen wurden
Maéusefibroblasten (NIH, 3T3) in Kultur gehalten. Die Zellen wurden einen Tag vor
der Probenpriparation auf LabTeks™ gegeben, die zweimal fiir fiinf Minuten mit
Flusssdure gereinigt worden sind, und fiir 24 Stunden bei 37°C und 5% Kohlen-
stoffdioxid in einem Brutschrank inkubiert. Als Kulturmedium diente phenolrotfreies
DMEM.

Nachdem die Zellen auf eine geeignete Dichte gewachsen waren, wurde das Medium
iiber einen flinfminiitigen Waschschritt mit PBS ausgetauscht. Darauf folgte fiir 20
Minuten eine Fixierung der Zellen in einer 4 %-igen Paraformaldehyd- (PFA-) 16sung.
Nach der Fixierung wurden die Zellen mit einem Waschschritt, bestehend aus finf
Inkubationen mit PBS fiir je fiinf Minuten, von der Fixierungslosung befreit. Die
Zellmembranen wurden {iber eine dreifsigminiitige Inkubation mit einem PBST-Puffer
(PBS mit 5% NCS und 0,5% TritonX-100) permeabilisiert. Der Puffer wurde wieder
mit einem fiinffachen Waschschritt je fiinf Minuten entfernt. Anschlieffend wurden die
a-Tubulin-Proteine des Zytoskeletts durch eine einstiindige Inkubation mit 1 pg/ml
biotinylierten, monoklonalen, bovinen a-Tubulin-Antikérpern (Maus IgG1, Invitro-
gen, Darmstadt) markiert. Es folgte wieder eine Waschphase, bestehend aus fiinf ein-
zelnen Schritten, bevor die Zellen erneut fiir 30 Minuten mit Streptavidin (10055 in
PBS gelost) inkubiert wurden. Nach der Streptavidin-Markierung erfolgten erneut fiinf
Waschschritte, um iiberschiissiges Protein zu entfernen. Der letzte Schritt bestand aus
einer 30-Minuten-Inkubation mit der DNA-Sonde (200 uM in PBS). Nach der kom-
pletten Markierung wurden die Kammern fiinfmal griindlich mit PBS gewaschen und
anschliefsend der Messpuffer (MOPS, 10 mM) hinzugefiigt.

Das komplette Konstrukt ist im Vergleich zur Grofse des Priméarantikorpers klein, was
ein wichtiges Kriterium fiir die Lokalisationsgenauigkeit darstellt (vgl. Abb. 3.21 (b)).
Die Grofenabschétzung fiir die Antikorper und das Tubulin erfolgte ebenfalls mit Hilfe
der Protein-Datenbank [66] (Codes: 1IGY (IgG-Antikorper), 1TUB (a-Tubulin)).
Die Datenaufnahme erfolgte auf dem TIRF-Mikroskop bei einer Bildwiederholrate von
19,237 Hz und einer Belichtungszeit von 50 ms. Um den Zeitversatz zwischen einzelnen
Messungen zu minimieren, wurde fiir die Messung ein Bildausschnitt von 128 x 128
Pixeln gewahlt. Die Signalverstarkung (Gain) wurde auf 200 festgesetzt und Filme mit
einer Gesamtlénge zwischen 12000 und 20000 Bildern aufgenommen.

Fiir die Auswertung der Daten wurde die RapidStorm Software von S. Wolter (Univ.
Wiirzburg) verwendet. Wenn nicht anders angegeben, wurden, um Artefakte auf Grund
der Autofluoreszenz biologischer Proben zu vermeiden, fiir die Auswertung lediglich
die Bildfolgen verwendet, bei denen die Fluoreszenzfluktuationen einzelner Molekii-
le beobachtbar waren. Zur Rekonstruktion des Lokalisationsbildes wurde ein leeres
Bild mit der zehnfachen Pixelanzahl pro Seite erzeugt, in das dann die Lokalisations-
orte der PSFs eingetragen wurden. Die Farbskala des rekonstruierten Bildes spiegelt
somit keine Intensitat wider, sondern ein Histogramm iiber die Haufigkeiten von PSFs.
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5.7. Messungen zum Chemischen Multiplexing

Zum Abbilden von mehreren Kanélen, ohne dabei durch chromatische Aberrationen
behindert zu werden, wurde zunéchst das Tubulinskelett iiber zwei verschiedene Me-
thoden markiert. Eine Markierung bestand aus der Nutzung von Sekundéarantikorpern,
die andere geschah iiber die Markierung mit der Sonde. Um die Methode zu testen,
wurden die Proben parallel auf drei unterschiedliche Arten préapariert: Zunéchst wur-
den die menschlichen Epithelzellen (HeLa, DMSZ Braunschweig) auf LabTeks™ ge-
setzt und tiber Nacht bei 37°C und 5% COs inkubiert. Nach einer Inkubationszeit
von etwa 18 Stunden wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen (fiir jeweils fiinf
Minuten) und anschliefend mit einer 4 %-igen PFA Loésung fiir 20 Minuten fixiert.
Nach der Fixierung wurden die Kammern fiir 5 x 5 Minuten mit PBS gewaschen, be-
vor sie mit PBST fiir zehn Minuten permeabilisiert wurden. Alle Kammern wurden
fiir eine Stunde mit dem biotinylierten a-Tubulin Antikérper (Invitrogen) inkubiert
(3£2) bevor sie erneut fiir 5 x 5 Minuten mit PBS gewaschen wurden.

Die reine Sekundéarantikorper-markierte Probe wurde nach diesem Waschschritt fiir ei-
ne weitere Stunde mit 10£% von dem TMR-markierten Antikorper gegen IgG (schwere
und leichte Kette) markiert und anschliefend fiinfmal mit PBS gewaschen, um unge-
bundene Antikorper zu entfernen.

Zur Préparation der Probe, die nur mit der Sonde markiert wurde, wurde analog zu
Kapitel 5.6 vorgegangen. Nach dem Entfernen des iiberschiissigen Primérantikorpers
durch Waschen, wurde die Probe fiir 60 Minuten mit 10% Streptavidin inkubiert,
erneut 5 x 5 Minuten gewaschen und dann fiir 30 Minuten mit der Sonde (100nM)
markiert. Nach der Markierung wurde die {iberschiissige Sonde mit drei Waschschrit-
ten zu je fiinf Minuten entfernt.

Zur doppelten Markierung wurde die Probe anstatt mit Streptavidin, fiir eine Stunde
mit einer 1:1 Mischung aus Streptavidin und Sekundérantikérper inkubiert, gewaschen
und mit der Sonde markiert (30 Minuten und 100 nM).

Die Messung der Proben fand in MOPS-Puffer statt. Um die Sonde effizient in den
dunklen Zustand zu schalten, wurde ein Uberschuss an Kupfersulfat verwendet und
zur Reaktivierung die doppelte bis fiinffache Menge an EDTA zugegeben.

Zur Analyse des zeitlichen Verlaufs wurden innerhalb der Zellen Regions of Interest
(ROI) mit 50 x 50 Pixeln gesetzt und die Gesamtintensitdt in Abhéngigkeit der Zeit
aufgetragen.

5.7.1. Manders-Koeffizient

Der Manders-Koeflizient basiert auf dem Pearson-Koeffizienten:

> (Ri — Ruittel) - (Gi — GMittel)

rp = :
\/Z(Ri — Rugittel)? - D (Gi — Ghitter)?

(5.4)

(2

Hierbei geben G; und R; die Grauwerte der beiden zu vergleichenden Bilder an, Gittel
und Ryigtel geben die zugehorigen Mittelwerte der beiden Kanéle an. Da die Sum-
manden auch negative Werte annehmen konnen, ist die Interpretation dieser Werte
schwierig. Auf Grundlage dieser Basis wurde der Manders-Koeffizient entwickelt [150].
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So lisst sich analog zu Gleichung 5.4 ein Uberlappungs-Koeffizient definieren.

Y Ri-G
r=— (5.5)

/;R?- ;Gf

Dieser Uberlappungs-Koeffizient kann nur Werte zwischen 0 und 1 annehmen und
weist somit nicht die Problematik der Interpretation negativer Werte auf. Des Wei-
teren ist dieser Koeffizient unabhéngig von der Intensitdt der Aufnahmen, die durch
Photostabilitat und Helligkeit des Farbstoffes stark beeinflusst werden kann. Bei einer
hohen Anzahl an kolokalisierenden Objekten ist dieser Koeffizient jedoch nicht mehr
eindeutig. Dies kann durch Einfithrung von 72 = ki - ko umgangen werden, wobei gilt:

> RiG;

k= = 5.6

und
> RiG;
kg = = 5.7
i

Hierbei héngt kp linear von der Intensitit des G-Kanals ab (G;), k2 héngt linear von
R; ab. Durch diese Zerlegung des Uberlappungs-Koeffizienten aus Gleichung 5.5 treten
keine Probleme mehr bei hohen Farbstoffdichten auf. Wendet man die Zerlegung an,
konnen analog die Manders-Koeffzienten definiert werden.

>_ Rikolok
=7

M, = (5.8)

und

Z G kolok
> Gi

Bei den beiden Manders-Koeffizienten gilt: G; xolok = G fiir R; > 0 und G kolok = 0
fiir R; = 0. Anders ausgedriickt gibt M; die Summe der Intensitéten von Pixeln aus
dem R-Kanal an, die ein Komplement im G-Kanal haben, geteilt durch die Summe
aller R-Intensitéten.

Der Nachteil am Manders-Koeffizienten ist die hohe Anféalligkeit gegeniiber einem ho-
hen Hintergrund. Deswegen ist das Setzen eines Grenzwertes notwendig. Um die Ko-
lokalisation zu bestimmen wird fiir jeden Pixel i R; gegen G; aufgetragen. Anhand
der Form des Plots lassen sich Riickschliisse auf die Verteilung der unterschiedlichen
Markierungen ziehen (vgl. Abb. 5.5).

Die Analyse der Kolokalisation mit Hilfe der Uberlappungs- und der Manders-Koeffi-
zienten erfolgte mit Hilfe des Programms ImageJ und einem Kolokalisations-Plugin
[151, 152]. Um einen Vergleich fiir die Parameter aus der Analyse zu haben, wurden,
zusétzlich zu den Kolokalisationsanalysen zwischen Antikérper und Sonden-markierter
Probe, Negativ- und Positiv-Kontrollen durchgefiihrt (vgl. Tabelle 3.10, Abb. 3.35 (a)
und Abb. B.22 (b)).

My = (5.9)
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(a) Eine Auftragung von moglichen Verteilun- (b) Bei einer linearen Verteilung der Manders
gen von Manders-Koeffizienten: In griin sind die Koeffizienten, wobei die Steigung # 1 ist, liegt
Koeffizienten fiir eine gute Kolokalisation zu fin- eine Kolokalisation vor, bei der aber Unterschie-
den, rot reprasentiert die Verteilung fiir sich de in der Fluoreszenzintensitét zwischen beiden
ausschlieflende Markierungen. Bildern gegeben sind.

Abbildung 5.5.: Schemata fiir Verteilungen von Manders-Koeffizienten.

5.8. Zytotoxizitat von Kupfer

Um die Toxizitat von Kupfer(II) fiir Zellen zu messen, wurden Zellen in verschiedenen
Medien inkubiert und die Uberlebensrate anhand des Verhiltnisses von lebenden zu
toten Zellen festgestellt.

lebende Zellen — tote Zellen

alle Zellen (5.10)

Uberlebensrate =

Um die Zellen zéhlen zu konnen, wurden die Zellen unter verschiedenen Bedingun-
gen fiir 30 Minuten inkubiert. Danach wurde das Medium abgezogen und durch 1ml
TrypLE™ ersetzt. Nach fiinf Minuten wurden 100 ul der Suspension mit den ab-
gelosten Zellen zusammen mit 100 ul Trypan Blau vermischt und in eine Neubauer-
Zahlkammer gegeben. Mit Hilfe eines Durchlichtmikroskops wurden die toten, mit
Trypan Blau angefiarbten Zellen, gezihlt (vgl. Abb. 5.6 und 5.7).

Inkubationsmedium | lebende Zellen | tote Zellen
DMEM 108 3
DMEM + CuSOy4 158 0
PBS + CuSO4 167 10

Tabelle 5.1.: Gesamtzahl an lebenden und toten Zellen nach Inkubation in verschiede-
nen Medien.
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i

(a) Aufnahme von, fiir dreifig Minuten in (b) Aufnahme von, fiir dreifig Minuten in
DMEM inkubierten und mit Trypan Blau an- MOPS inkubierten und mit Trypan Blau an-
gefdrbten, Zellen. geférbten, Zellen.

Abbildung 5.6.: Untersuchung der Toxizitdt von Kupfersulfat fiir Zellen.

(a) Aufnahme von, fiir dreiBig Minuten in (b) Aufnahme von, fiir dreifig Minuten in PBS
DMEM und 10puM Kupfersulfat inkubierten und 10 uM inkubierten und mit Trypan Blau
und mit Trypan Blau angeférbten, Zellen. angefiarbten, Zellen.

Abbildung 5.7.: Untersuchung der Toxizitdt von Kupfersulfat fiir Zellen.
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A. Abkiirzungen

CHIRON Chemically Improved Resolution for Optical Nanoscopy

TEM
REM
EM
AFM
SNOM
FCS

NA
PSF
GFP
HOMO

LUMO

VR

IC

ISC
NRR
RET
FRET
PET
APD
TIRFM

SIM
SPIM

STED
PALM

STORM

FWHM
pa-FP
dof
TMR
ssO-L
ssO-F

Transmissionselektronenmikroskop

Rasterelektronenmikroskop

Elektronenmikroskop

Atomic-Force Microscope, Rasterkraftmikroskop

Scanning Nearfield Optical Microscope, optisches Rasternahfeldmikroskop
Fluorescence Correlation Spectroscopy,
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

Numerische Apertur

Point-Spread Function, Punktabbildungsfunktion

Griin Fluoreszierendes Protein

Highest Occupied Molecular Orbital, héchstes besetztes Orbital eines
Molekiils

Lowest Unoccupied Molecular Orbital, kleinstes unbesetztes Orbital eines
Molekiils

Vibrationsrelaxation

Internal Conversion, Innere Konversion

Inter-System Crossing

Non-Radiative Relaxation, Strahlungsloser Ubergang
Resonanzenergietransfer

Forster Energietransfer

Photoinduzierter Elektronentransfer

Avalanche Photodiode, Lawinenphotodiode

Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy, Interne
Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie

Structured Illumination Microscopy, Strukturierte
Beleuchtungsmikroskopie

Selective-Plane [lumination Microscopy, Mikroskopie mit flichiger
Anregung

Stimulated Emission Depletion, Stimulierte Emission
Photo-Activated Localization Microscopy, Lokalisationsmikroskopie durch
Photoaktivierung

Stochastic Optical Reconstruction Microscopy, Stochastische
Rekonstruktionsmikroskopie

Full Width at Half Maximum, Halbwertsbreite

photoaktivierbares fluoreszentes Protein

Depth of Focus, Tiefenschérfe

Tetramethylrhodamin

das einzelstrangige Oligonukleotid mit dem Chelaten

das einzelstrangige Oligonukleotid mit dem Fluorophor

121



dsO-FL  das doppelstrangige Oligonukleotid mit dem Fluorophor und dem
Chelaten

DOL Degree of Labeling, Markierungsverhéltnis

MOPS  3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure

HPLC High-Performance Liquid Chromatography,
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

PBS Phosphate Buffered Saline, phosphatgepufferte Salzlosung

BSA Bovine Serum Albumin, Rinder Albumin Serum

NHS N-Hydroxysuccinimid

MMT Methylcyclopentadienyl Manganese Tricarbonyl,
(Methylcyclopentadienyl)mangantricarbonyl

PFA Paraformaldehyd

NCS Newborn Calf Serum, Fetales Kéalberserum

IgG Immunoglobulin G

TEAA  Triethylammonium acetate

HBTU  O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N N’ N’-tetramethyluronium hexafluorophosphate

HOBt 1-Hydroxybenzotrizol

DIPEA  Diisopropylethylamin

DMSO  Dimethylsulfoxid

PMT Photomultiplier Tube, Photoverfielfacher

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

AOTF  Acousto-Optical Tunable Filter, Akustooptischer Filter

TCSPC Time-Correlated Single Photon Counting, zeitkorrelierte
Einzelphotonenzahlung

LED Light-Emitting Diode, Leuchtdiode

PEG Polyethylenglycol

DMEM  Dulbeccos Modified Eagle Medium

ROI Region of Interest
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B. Zusatzliche Grafiken
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Abbildung B.1.: Zeitliche Entwicklung der Publikationen mit Single Molecule Spec-
troscopy auf den Gebieten der Chemie und Physik [155].
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Abbildung B.2.: Zeitliche Entwicklung der Publikationen mit photophysics im Titel
[155].
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Abbildung B.3.: Stern-Volmer-Plots von verschiedenen Rhodamin-Farbstoffen bei Zu-
gabe von Kupfersulfat. Schwarz: TMR; rot: Rhodaminl1; griin: Rho-
damin12; blau:Rhodamin13.
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Abbildung B.4.: Die Fluoreszenzlebensdauer des Tetramethylrhodamin in PBS be-
tragt etwa 2,4 ns.
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Abbildung B.5.: Experimentelle Bestimmung der Schwingungsstabilitidt des Mikro-
skops (vgl. Abb. 3.14).
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Abbildung B.6.

525 550 575 600 625 650
A [nm]

: Charakterisierung des TIRF-Mikroskops: Fiir die Anregung wird ein

Laser mit 532nm verwendet (cyan). Der Laser mit einer Wellenlén-
ge von 532 nm regt den Farbstoff TMR an (Absorptionsspektrum von
TMR in griin). Das Fluoreszenzlicht (orange) wird durch einen Band-
passfilter (schwarz) von Hintergrundfluoreszenz befreit.
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Abbildung B.7.:
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Verteilung der Standardabweichungen fiir die Lokalisation einzelner
Fluorophore (N = 177). Rot: 0,17 Pixel in y-Richtung, griin: 0,12
Pixel in x-Richtung
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t=123 ms t=164 ms t=205 ms

t=246 ms =287 ms =328 ms

t=369 ms t=410ms t=451 ms

Abbildung B.8.: Fiir eine Einzelmolekiiloberfliche zeigen die Farbstoffe keine Fluores-
zenzfluktuationen bis sie photozerstort werden (vgl. Filme C.1 (a)).
Der Mafistabsbalken entspricht 1 pm.
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t=186 ms t=217 ms =248 ms

- LT

Abbildung B.9.: Durch Zugabe von 200 nM Kupfersulfat lassen sich Fluoreszenzfluk-
tuationen induzieren die auf einer Zeitskala stattfinden die sich mes-
sen lédsst (vgl. Filme C.1 (b)). Der Mafstabsbalken entspricht 1 pm.
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200

0 800 1000

(a) Gefundene Lokalisationen von TMR in
MOPS-Puffer.
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(c) Gefundene Lokalisationen von der Sonde in
MOPS-Puffer.
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(b) Gefundene Lokalisationen von TMR in
MOPS-Puffer und bei 6 uM Kupfersulfat.
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(d) Gefundene Lokalisationen von der in

MOPS-Puffer und bei 200 nM Kupfersulfat.

Abbildung B.10.: Relative Haufigkeit der gefundenen Lokalisationen von Farbstoff und
Sonde in Puffer und bei Zugabe von Kupfersulfat.
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(a) Anzahl Fluorophore pro Priméarantikorper (b) Anzahl Fluorophore pro Primérantikorper
bei dem Standardprotokoll zur Markierung. bei dem verwendeten Protokoll zur Markierung.

Abbildung B.11.: Fiir die Abschétzung wurde die Anzahl von Biotin/Farbstoff pro IgG
Antikorper als normalverteilte Zufallszahlen um 5 und mit o = 1,5
angenommen, die Anzahl der Sekundar AK pro Primér AK wurde
als normalverteilt um 2,8 mit ¢ = 0,2 angenommen. Die Bindung
von Avidin an Biotin wurde als gleichverteilte Zufallszahl (0 oder 1)
angenahert, die Anzahl der Sonden, die an ein Avidin binden, wurde
als normalverteilt um 1,2 mit o = 0,4 geschétzt.

(a) Summenbild iiber 14500 Einzelbilder von ei- (b) Rekonstruktion iiber die 14500 Einzelbilder.
nem Tubulinskelett nach Zugabe von Kupfer Die Farbskala spiegelt die Haufigkeit der Loka-
(vgl. Film C.2 (g)). Der Mafstabsbalken ent- lisationen wider (vgl. Film C.2 (g)). Der Mak-
spricht 1 pum. stabsbalken entspricht 1 um.

Abbildung B.12.: Hochauflésung des Tubulinskeletts.
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(a) Summenbild iiber 10000 Einzelbilder von ei- (b) Rekonstruktion iiber die 10000 Einzelbilder.
nem Tubulinskelett nach Zugabe von Kupfer Die Farbskala spiegelt die Haufigkeit der Loka-
(vgl. Filme C.3 (a)). Der Mafkstabsbalken ent- lisationen wider (vgl. Film C.3 (a)). Der Maf-
spricht 2 pm. stabsbalken entspricht 2 pm.

Abbildung B.13.: Hochauflésung des Tubulinskeletts.

(a) VergroRerung eines Summenbildes (vgl. (b) Vergroferung eines Lokalisationsbildes (vgl.
Abb. B.12 (a)). Der Mafstabsbalken entspricht Abb. B.12 (b)). Der Mafstabsbalken entspricht
500 nm. 500 nm.

Abbildung B.14.: Hochauflésung des Tubulinskeletts.
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(a) Summenbild iiber 5000 Einzelbilder von ei- (b) Rekonstruktion iiber die 5000 Einzelbilder.

nem Tubulinskelett nach Zugabe von Kupfer. Die Farbskala spiegelt die Haufigkeit der Lokali-
Der Mafsstabsbalken entspricht 2 pm. sationen wider. Der Mafistabsbalken entspricht
500 nm.

Abbildung B.15.: Hochauflésung des Tubulinskeletts.

(a) Summenbild iiber 5000 Einzelbilder von ei- (b) Rekonstruktion iiber die 5000 Einzelbilder.
nem Tubulinskelett nach Zugabe von Kupfer Die Farbskala spiegelt die Haufigkeit der Loka-
(vgl. Film C.3 (c)). Der Mafstabsbalken ent- lisationen wider (vgl. Film C.3 (c)). Der Mak-
spricht 2 pm. stabsbalken entspricht 500 nm.

Abbildung B.16.: Hochauflésung des Tubulinskeletts.
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(a) Vergroferung eines kleinen Bereichs in dem (b) Vergroferung eines kleinen Bereichs in dem

Summenbild einer Zelle. Der rote Strich gibt zugehorigen Lokalisationsbild. Der rote Strich
den Querschnitt des Intensitdtsbildes aus Abb. gibt den Querschnitt der Auftragung der Loka-
3.29 an. lisationshéufigkeiten aus Abb. 3.29 an.

Abbildung B.17.: Querschnitt iiber einen kleinen Bereich im markierten Skelett der
Zelle aus Abb. B.16

| H L B [ H ; ]
0O 50 100 150 200 250 O 50 100 150 200 250
(a) Aufnahme einer Zelle, die mit einem TMR- (b) Aufnahme nach der Photozerstérung samt-
modifizierten Sekundarantikérper und der Son- licher Fluoreszenzemitter und der Aktivierung
de markiert wurde. In dem Messpuffer sind der geléschten Sonden mit EDTA. Der Mafistab
50 uM Kupfersulfat vorhanden. Der Mafistab entspricht 1 pm.

entspricht 1 pm.

Abbildung B.18.: Markierung von Zellen mit Sekundérantikérpern und {iber Strepta-
vidin in Verbindung mit der Sonde.
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(a) Aufnahme einer Zelle, die mit einem-
TMR modifizierten Sekundérantikfrper mar-
kiert wurde. Der Mafstab entspricht 1 pm.

! . .

0 50 100 150 200 250
(b) Aufnahme einer Zelle, die mit der Sonde
markiert wurde. Der Mafsstab entspricht 2 pum.

Abbildung B.19.: Markierung von Zellen mit Sekundérantikérpern und {iber die Son-
de vor der Photozerstérung und nach der Reaktivierung gelGschter

Sonden mit EDTA
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(a) Fluoreszenzabnahme einer 50 x 50 grofen
ROI bei einer nur mit TMR-modifizierten An-
tikorpern markierten Probe (vgl. Tab. 3.9). Die
Messung fand in MOPS bei einer Konzentration
von 50 uM Kupfersulfat statt.
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(b) Fluoreszenzabnahme einer 50 x 50 grofen
ROI bei einer mit der Sonde markierten Pro-
be (vgl. Tab. 3.9). Die Messung fand in MOPS
ohne Kupfer statt.

Abbildung B.20.: Analyse der Photostabilitéit der unterschiedlichen Markierungen.
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(a) Fluoreszenzabnahme einer 50 x 50 grofen
ROI bei einer mit beiden Methoden markier-
ten Probe (vgl. Tab. 3.9). Die Messung fand in
MOPS bei einer Konzentration von 50 uM Kup-
fersulfat statt.
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(b) Fluoreszenzabnahme einer 50 x 50 grofen
ROI bei einer mit beiden Methoden markier-
ten Probe (vgl. Tab. 3.9). Die Messung fand in
MOPS bei einer Konzentration von 50 uM Kup-
fersulfat und direkt nach Zugabe von 250 uM
EDTA statt.

Abbildung B.21.: Analyse der Photostabilitit der unterschiedlichen Markierungen.

(a) Als Negativ-Kontrolle diente eine, mit bei-
den Methoden, markierte Probe. Die Messung
fand in MOPS bei einer Konzentration von
50 uM Kupfersulfat statt. Der Mafistab ent-
spricht 1 pm.

Abbildung B.22.: Negativkontrolle und
Kolokalisationsanalyse.
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(b) Auftragung der Manders-Koeffizienten fiir
die Kolokalisationsanalyse zwischen dem ersten
Bild und der Negativ-Kontrolle.

die zugehorige Manders



C. Filme auf DVD

(a)

Dateiname: /C.1/a_BiPy_TMR_00Cu.avi

Einzelmolekiiloberfliche der Sonde ohne Zugabe von Kupfersulfat.
Parameter: kein Kupfersulfat, Belichtungszeit: 15ms, At = 41,42 ms,
Mafstabsbalken: 4 um, 100 Einzelbilder, Gain 200, Bildgrofe: 256 x 256
Pixel

Dateiname: /C.1/b_BiPy_TMR_200nMCu.avi

Einzelmolekiiloberfliche der Sonde nach Zugabe von Kupfersulfat.
Parameter: 200 nM Kupfersulfat, Belichtungszeit: 10 ms, At = 31,42 ms,
Mafistabsbalken: 4 um, 100 Einzelbilder, Gain 200, Bildgrofe: 256 x 256
Pixel

Dateiname: /C.1/c_PEG_TMR_00Cu.avi

Einzelmolekiiloberflache eines iiber PEG immobilisierten Farbstoffes.
Parameter: Belichtungszeit: 10ms, At = 71,42ms, Malfstabsbalken:
4 um, 1000 Einzelbilder, Gain 200, Bildgrofe: 256 x 256 Pixel
Dateiname: /C.1/d_BiPy_TMR_0OCu.avi

Einzelmolekiiloberfliche einer Sonde ohne Zugabe von Kupfersulfat.
Parameter: Belichtungszeit: 20ms, At = 41,42ms, Malfstabsbalken:
4 um, 1000 Einzelbilder, Gain 200, Bildgrofe: 256 x 256 Pixel
Dateiname: /C.1/e_BiPy_TMR_200nMCu.avi

Einzelmolekiiloberfliche einer Sonde nach Zugabe von Kupfersulfat.
Parameter: 200 nM Kupfersulfat, Belichtungszeit: 20 ms, At = 31,42 ms,
Mafistabsbalken: 4 um, 1000 Einzelbilder, Gain 200, Bildgrofe: 256 x 256
Pixel

Dateiname: /C.1/f_PEG_TMR_6uMCu.avi

Einzelmolekiiloberfliche einer Sonde nach Zugabe von Kupfersulfat.
Parameter: 6 uM Kupfersulfat, Belichtungszeit: 20ms, At = 31,42 ms,
Mafstabsbalken: 4 pm, 1000 Einzelbilder, Gain 200, Bildgrofe: 256 x 256

Pixel

Tabelle C.1.: Ubersicht iiber die Filme auf der CD/DVD im Anhang
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Dateiname: /C.2/a_TMR_10uM_OCu_frames0-400.avi

Ein mit der Sonde markiertes Tubulinskelett ohne Zugabe von Kupfer-
sulfat, die ersten 20 Sekunden.

Parameter: Belichtungszeit: 50ms, At = 51,74 ms, Mafstabsbalken:
4 um, 400 Einzelbilder, Gain 200, Bildgrofe: 128 x 128 Pixel
Dateiname: /C.2/b_TMR_10uM_OCu_frames1000-4000.avi

Ein mit der Sonde markiertes Tubulinskelett ohne Zugabe von Kupfer-
sulfat, nach ca. 50 Sekunden.

Parameter: Belichtungszeit: 50ms, At = 51,74 ms, Mafstabsbalken:
4 um, 3000 Einzelbilder, Gain 200, Bildgrofe: 128 x 128 Pixel
Dateiname: /C.2/c_TMR_4uM_12Cu_frames0-1000.avi

Ein mit der Sonde markiertes Tubulinskelett nach Zugabe von Kupfer-
sulfat, die ersten 50 Sekunden.

Parameter: 12 uM Kupfersulfat, Belichtungszeit: 50 ms, At = 51, 74 ms,
Mafistabsbalken: 4 pm, 1000 Einzelbilder, Gain 200, Bildgrofe: 128 x 128
Pixel

Dateiname: /C.2/d_TMR_4uM_12Cu_frames5000-6000.avi

Ein mit der Sonde markiertes Tubulinskelett nach Zugabe von Kupfer-
sulfat, nach ca. 100 Sekunden.

Parameter: 12 uM Kupfersulfat, Belichtungszeit: 50 ms, At = 51, 74 ms,
Mafistabsbalken: 4 um, 1000 Einzelbilder, Gain 200, Bildgrofe: 128 x 128
Pixel

Dateiname: /C.2/e_TMR_4uM_12Cu_7500-8500.avi

Ein mit der Sonde markiertes Tubulinskelett nach Zugabe von Kupfer-
sulfat, nach ca. 6 Minuten.

Parameter: 12 uM Kupfersulfat, Belichtungszeit: 50 ms, At = 51, 74 ms,
Mafstabsbalken: 4 pm, 1000 Einzelbilder, Gain 200, Bildgrofie: 128 x 128
Pixel

Dateiname: /C.2/f_TMR_2uM_40Cu_7k-7,5k.avi

Ein mit der Sonde markiertes Tubulinskelett nach Zugabe von Kupfer-
sulfat, nach ca. 6 Minuten.

Parameter: 40 uM Kupfersulfat, Belichtungszeit: 50 ms, At = 51, 74 ms,
Mafistabsbalken: 4 um, 500 Einzelbilder, Gain 200, Bildgrofe: 128 x 128
Pixel

Dateiname: /C.2/g_TMR_4uM_12Cu.avi

Ein mit der Sonde markiertes Tubulinskelett nach Zugabe von CuSOy.
Parameter: 12 uM Kupfersulfat, Belichtungszeit: 50 ms, At = 51, 74 ms,
Mafstabsbalken: 4 um, 14500 Einzelbilder, Gain 200, Bildgrofse: 128 x 128
Pixel

Dateiname: /C.2/h_TMR_4uM_12Cu_11-13k.avi

Ein mit der Sonde markiertes Tubulinskelett nach Zugabe von CuSQOy.
Parameter: 12 uM CuSQy4, Belichtungszeit: 50 ms, At = 51, 74 ms, Malfs-
stabsbalken: 4 um, 2000 Einzelbilder, Gain 200, Bildgrofe: 128 x 128
Pixel

Tabelle C.2.: Ubersicht iiber die Filme auf der CD/DVD im Anhang
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Dateiname: /C.3/a_TMR_4uM_12Cu_5-15.avi

Ein mit der Sonde markiertes Tubulinskelett nach Zugabe von Kupfer-
sulfat.

Parameter: 12 uM Kupfersulfat, Belichtungszeit: 50 ms, At = 51, 74 ms,
Mafstabsbalken: 4 um, 10000 Einzelbilder, Gain 200, Bildgrofe: 128 x 128
Pixel

Dateiname: /C.3/TMR_4uM_6Cu_6-15.avi

Ein mit der Sonde markiertes Tubulinskelett nach Zugabe von Kupfer-
sulfat.

Parameter: 6 uM Kupfersulfat, Belichtungszeit: 50 ms, At = 51, 74 ms,
Mafstabsbalken: 4 pm, 9000 Einzelbilder, Gain 200, Bildgrofe: 128 x 128
Pixel

Dateiname: /Movies/c_BiPy_TMR_2Cu.avi

Ein mit der Sonde markiertes Tubulinskelett nach Zugabe von Kupfer-
sulfat.

Parameter: 2 uM Kupfersulfat, Belichtungszeit: 50 ms, At = 51, 74 ms,
Mafistabsbalken: 4 um, 6000 Einzelbilder, Gain 200, Bildgrofe: 256 x 256
Pixel

Tabelle C.3.: Ubersicht iiber die Filme auf der CD/DVD im Anhang

Dateiname: /C.4/a_Chemplex_50uMCu_500uMEDTA_£1-100.avi

Ein doppelt markiertes Tubulinskelett nach Zugabe von Kupfersulfat.
Parameter: 50 uM Kupfersulfat, Belichtungszeit: 50 ms, At = 51, 74 ms,
Mafstabsbalken: 4 um, 100 Einzelbilder, Gain 200, Bildgrofe: 256 x 256
Pixel

Dateiname: /C.4/b_Chemplex_50uMCu_500uMEDTA_£8500-9000.avi
Ein doppelt markiertes Tubulinskelett in einer Kupferlésung nach 450
Sekunden Photozerstérung und wihrend der Zugabe von EDTA.
Parameter: 50 uM Kupfersulfat, 500 uM EDTA, Belichtungszeit: 50 ms,
At = 51, 74 ms, Mafsstabsbalken: 4 um, 500 Einzelbilder, Gain 200, Bild-
grofe: 128 x 128 Pixel

Tabelle C.4.: Ubersicht iiber die Filme auf der CD/DVD im Anhang
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