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Zusammenfassung / Abstract

In der Fluoreszenzmikroskopie konnen punktformige fluoreszierende Lichtquellen, wie z.B. einzelne
Fluorophore mit Nanometergenauigkeit lokalisiert werden, indem das erwartete Fluoreszenzbild
(Punktabbildungsfunktion) gefittet wird. Wenn jedoch der Abstand zweier fluoreszierender Molekiile
kleiner ist als der durch das Rayleigh-Kriterium gegebene Abstand, versagt diese hohe Aufldsung,
weil sich die beiden Punktabbildungsfunktionen iiberlagern und weil die Photonenstatistik bei
einzelnen Farbstoffmolekiilen aufgrund von Photozerstorung eingeschrénkt ist. Hier wird eine Technik
fiir die ultrahochaufléosende Kolokalisation zweier konventioneller Farbstoffmolekiille mit
Nanometergenauigkeit prasentiert. Die Technik basiert auf der kiirzlich entwickelten spektral-
aufgelosten  Fluoreszenzlebensdauermikroskopie (SFLIM), die es ermdglicht, gleichzeitig
Fluoreszenzintensitit, Fluoreszenzlebensdauer und das Emissionsmaximum aufzunehmen, indem zwei
spektral separierte Detektoren verwendet werden. Im Rahmen dieser Arbeit werden Parameter
evaluiert und ein theoretischer Ansatz entwickelt, so dass jedes detektierte Photon verldsslich der
entsprechenden Farbstoffsorte zugeordnet werden kann. Durch das Benutzen von DNA als ein rigides
molekulares Lineal und Simulationen, um die entwickelten Analysemodelle und Fehlerabschédtzungen
zu {berpriifen, konnte gezeigt werden, dass Abstinde bis zu 10 nm + 6 nm zwischen einzelnen

Molekiilen gemessen werden konnen.

In fluorescence microscopy, localization of point-like fluorescent sources such as single
fluorophores can be achieved with nanometer-resolution by fitting the expected microscopic image
(point-spread function, PSF) or by simple centroid-finding algorithms. However, if the distance
between two fluorescent molecules is smaller than that given by the Rayleigh criterion, high resolution
localization fails due to the overlap of the molecules' PSFs and the limited number of photons emitted
by single fluorophores. Here, a technique for ultrahigh-resolution colocalization of conventional single
fluorescent dyes with nanometer accuracy using two spectral characteristics, i.e. the fluorescence
lifetime and the emission wavelength, is presented. The technique is based on the recently developed
Spectrally-resolved Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (SFLIM) of single molecules, which
enables simultaneous detection of intensity, fluorescence lifetime and emission maximum by using
two spectrally separated detectors. This work focuses on the evaluation of parameters and the
development of an theoretical approach so that every photon detected is reliably assigned to the
corresponding dye species. Using DNA as a rigid molecular ruler system and simulations to test the
developed models for analysis and error estimation, it is shown that the distance between single

molecules can be measured down to 10 nm with an error of 6 nm depending on photon statistics.
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L. Einleitung

Nach Beendigung des Human Genome Projects und nachdem im Laufe der letzten Jahre viele
RNS und Proteinstrukturen hochaufgeldst untersucht werden konnten, fokussieren sich die
biologisch relevanten Fragestellungen auf die Wechselwirkungen und Prozesse innerhalb der
Grundbausteine einer Zelle. Es wurden entscheidende Fortschritte hinsichtlich eines besseren
Verstidndnis des kontrollierten Transports von Substanzen in und aus dem Zellkern und deren
Lokalisation in Zellen erarbeitet. Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie, der
Fluoreszenzmikroskopie von Proteinen und enzymatisch eingebauten Nukleotiden und neuer
in situ Hybridisierungstechniken konnten verschiedene Strukturen im Zellkern identifiziert
und teilweise auch ihre biochemischen Aufgaben aufgekldrt werden [1-3]. Zu diesen Sub-
strukturen gehoren beispielsweise die Replikationszentren [4-7], die neue DNS synthetisieren
und nur wihrend der S-Phase des Zellzyklus gebildet werden, und die Transkriptionszentren
[8-10], in denen DNS in mRNS umgeschrieben wird. Die Funktionsweise dieser Zentren oder
Maschinen basiert auf der Dynamik der funktionellen Organisation und Architektur der
beteiligten Proteine und Nukleinsduren. Leider existieren aber gerade dariiber, d.h. iiber die
Abstdnde der beteiligten Biomolekiile und die Dynamik dieser 3D-Architektur, bisher wenig
Daten [11].

Eine Methode um dynamische Prozesse in Proteinen [12-15] aufzul6sen, wird durch die
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) Theorie beschrieben. Der FRET-
Mechanismus basiert auf einer abstandsabhéngigen Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen
zwei Farbstoffmolekiilen.. Der Abstandsbereich, der mit FRET beschrieben werden kann,
liegt zwischen 2-8nm. Da die Grof3e der lebenswichtigen ,,Bio-Molekularen Maschinen* im
Bereich von einigen 10 Nanometern liegt und die Auflosungsgrenze der konventionellen
Fluoreszenzmikroskopie bei ~ 200 nm lateral und ~700 nm axial liegt [16], besteht ein hoher
Bedarf an Techniken, die sogenannte Auflosungsliicke, die einerseits durch das Rayleigh-
Kriterium und andererseits durch die Reichweite von FRET begrenzt ist, zu iiberwinden. In
vielen dieser Bio-Molekularen Maschinen befinden sich zudem nur eine kleine Anzahl
bestimmter Interaktionspartner, so dass es flir die Erforschung ihrer Funktionsweise
notwendig ist, Abstinde zwischen einzelnen Molekiilen mit hoher Pridzision zu messen. Die
Bestimmung von Abstinden in einem Bereich zwischen 10-200 nm wird als Prizisions-
distanzmessung bzw. Kolokalisation bezeichnet. Dazu bedarf es neuer optischer, nicht-

invasiver Methoden, die das dynamische Zusammenspiel der wechselwirkenden Proteine und
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Nukleinsduren mit hoher rdumlicher und zeitlicher Auflésung bestimmen konnen. Auch wenn
mit Hilfe neuer laserspektroskopischer Verfahren mittlerweile eindrucksvoll unter Beweis
gestellt wurde, dass einzelne Molekiile (Farbstoffe) in Losung [17-19], auf Oberflichen oder
in Gelen [20,21] und selbst in Membranen [22,23] lebender Zellen mit hohem Signal-zu-
Rausch Verhiltnis detektiert werden konnen, sind bisher keine Ergebnisse iiber Prézisions-

distanzmessungen zwischen einzelnen Farbstoffen bekannt.

Neuere Methoden zur Uberwindung der Aufldsungsgrenze der optischen Mikroskopie sind (i)
die nachtrigliche Bildverarbeitung mit Computern [24], (if) Nahfeldmikroskopietechniken
(NSOM) [25], (iii) Point-Spread-Function (PSF) Engineering durch stimulierte Emission
(STED) [26], (iv) die 4 Pi Mikroskopie [27] und (v) die Wellenfeld Mikroskopie [28]. Als
Nahfeldtechnik erlaubt NSOM die Detektion einzelner Farbstoffe nur in der &dufBeren
Zellmembran und kann damit nicht fiir die (Struktur)-Aufklarung in Zellen eingesetzt werden.
Alle anderen hochauflosenden Methoden konnten bisher noch nicht fiir die
Einzelmolekiildetektion eingesetzt werden. Die derzeit am héufigsten angewendete Methode
zur Uberwindung der optischen Aufldsungsgrenze stellt die konfokale Mehrfarben-
Mikroskopie dar [29,30]. Hierbei werden verschiedene Laser zur effizienten Anregung
spektral verschiedener Farbstoff verwendet und das Emissionssignal iiber mehrere Strahlteiler
aufgeteilt. Die Prizision dieser Verfahren wird aber aufgrund der unterschiedlichen

Anregungslaser stark durch sphérische und chromatische Abberationen eingeschriankt [31,32].

Zur Umgehung der chromatischen Abberationen wurde von Lacoste et al. [33] eine neue
Methode der Mehrfarben-Kolokalisation beschrieben, die auf der Verwendung von
Farbstoffen beruht, die bei der selben Wellenlinge angeregt werden konnen aber
unterschiedliche Emissionsmaxima besitzen. Diese Eigenschaften haben z.B. (i) kleine
Energie-Transfer Beads (20-40 nm; TransFluoSpheres, Molecular Probes) oder (if) Halbleiter
Nanokristalle, sogenannte Quantum Dots (QDs) [34]. Beide zeigen eine starke Fluoreszenz
und sind bei weitem stabiler als die konventionellen Farbstoffe [35], was zur Folge hat, dass
die Anzahl der pro Emitter detektierbaren Photonen wesentlich hoher ist. Andererseits
verhindert der relativ groBe Durchmesser der Fluoreszenzbeads von 20-40 nm ihren Einsatz
zur Strukturaufkldrung in kleinen molekularen Maschinen mit dhnlichem Durchmesser. QDs
besitzen den Nachteil, dass sie starke Fluoreszenzschwankungen aufweisen, teilweise fiir

mehrere Sekunden in Abhidngigkeit von der Anregungsleistung nicht leuchten (sogenannte
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off-states). Diese off-states fiihren zu stark zerrissenen PSFs der QDs, was wiederum die
Préazision der Lokalisation stark verschlechtert. Da alle Emitter bei der selben Wellenldnge
angeregt werden, treten im Anregungsarm keine chromatischen Abberationen auf. Dieser
Umstand wird auch bei hochaufgeldsten Distanzmessungen auf Einzelmolekiilebene, die auf
der spektral aufgelosten Fluoreszenzlebensdauermikroskopie [36,37] (engl.: Spectrally-
Resolved Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (SFLIM)) basieren, ausgenutzt. In
Verbindung mit einem konfokalen Scanning-Mikroskop wird das Fluoreszenzsignal hier in
zwei Spektralbereiche separiert und auf zwei Detektoren registriert. Eine PC-Einsteckkarte fiir
zeitkorreliertes  Einzelphotonenzéhlen ermdglicht die simultane  Aufnahme  der
Fluoreszenzintensitit, der Fluoreszenzlebensdauer und des Emissionsmaximums. Durch eine
geeignete Wahl von Farbstoffen, kann gewihrleistet werden, dass die Farbstoffe mit einer
vergleichbaren Effizient bei 635 nm angeregt werden kdnnen. In dieser Arbeit werden die
Farbstoffe Cy5.5 und BodiPY630/650 verwendet, die durch einen abgestimmten Strahlteiler
(bei ~ 675 nm) im Detektionsarm spektral so getrennt werden, dass das Cy5.5 Signal
ausschlieBlich auf dem langwelligen und das BodiPy630/650 Signal hauptsidchlich auf dem
kurzwelligeren Detektor registriert wird. Die Anregung mit gepulsten Diodenlasern im roten
Spektralbereich (635 nm) fiihrt eine reduzierte Hintergrundfluoreszenz in biologischen Proben
nach sich. Das somit verbesserte Signal-zu-Rausch Verhiltnis erhoht die Sicherheit der
Identifizierung der einzelnen Farbstoffe. Hinzu kommt die wesentlich einfachere
Probenvorbereitung, d.h. Experimente in wissriger Umgebung konnen mit Leitungswasser

durchgefiihrt werden.

Bisher wurden vor allem Mehrfarben Kolokalisationsexperimente an einzelnen Molekiilen
durchgefiihrt [38,39]. Neben der Farbe, d.h. dem Emissionsmaximum, kann auch die
Fluoreszenzlebensdauer bzw. eine mit der Fluoreszenzlebensdauer korrelierte Zeitinformation
fiir Prézisionsdistanzmessungen genutzt werden. Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass die
Fluoreszenzlebensdauer einzelner Molekiile auf Oberflichen oder in Gelen ebenso als
eindeutiges Identifizierungsmerkmal verwendet werden kann [36,40]. Zuséitzlich konnte
gezeigt, werden, dass mit Hilfe der Koinzidenzanalyse nach gepulster Laseranregung eine
eindeutige Bestimmung der Anzahl der Emitter durchgefiihrt werden kann [41]. Bei
Verwendung der Fluoreszenzlebensdauer als Identifizierungsmerkmal in Kombination mit
effizienten Musterkennungsverfahren [42] sollte die Prézision der Abstandsbestimmung

deutlich verbessert werden, da keine storenden chromatischen Abberationen auftreten. In
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Verbindung mit SFLIM sollten daher Abstinde im Bereich < 50 nm zwischen einzelnen

Molekiilen mit hoher Prizision selbst in lebenden Zellen bestimmbar sein.

Die im Rahmen dieser Arbeit gestellte Fragestellung lésst sich auf das in Abb. I-1 gezeigte
Bild reduzieren. Ein mit Farbstoffen markiertes dreidimensionales Objekt wird mit Hilfe eines
SFLIM Aufbaus untersucht. Aus der Messung wird ein sogenannter SFLIM-Datensatz
erhalten, der beziiglich der Zeitinformation und der spektralen Information klassifiziert
werden kann. Aus dem Datensatz heraus soll eine Aussage liber die Struktur des Objekts
getroffen werden. Um den Datensatz entsprechend zu analysieren, wird eine effiziente

Kolokalisationstheorie bendtigt, die sowohl die Zeitinformation der Farbstoffe wie die

Abb. I-1
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spektrale Information der Farbstoffe ausnutzt. Die Entwicklung dieser Kolokalisationstheorie,
steht im Mittelpunkt dieser Arbeit. Die Kolokalisationstheorie liefert als Parametersatz die
Positionen der einzelnen Molekiile. Die Effizienz bzw. die Giite einer Kolokalisationstheorie
wird durch die Genauigkeit der Positionsbestimmung charakterisiert. Wenn Strukturen mit
einer Grofe zwischen 10-50 nm aufgelost werden sollen, muss der Fehler APos in der
Bestimmung der Positionen in der Grofenordnung von einigen Nanometern liegen. Als
Faustregel kann eine Obergrenze fiir APos von 5 nm angenommen werden. Neben den
Positionen sollte eine Kolokalisationstheorie einen Schitzer fiir den Fehler APos liefern.
Diese = Fehlerabschitzung  ist  entscheidend  fiir die = Anwendbarkeit  des
Kolokalisationsalgorithmus. Da ein perfektes Eichsystem nicht zur Verfligung steht, kann nur
iiber Simulationen gezeigt werden, ob die geschétzten Fehler mit dem tatsdchlichen Fehler
vergleichbar sind. Dazu miissen aus den bekannten GesetzmiBigkeiten und Eigenschaften der
Farbstoffe komplette SFLIM-Datensitze simuliert werden, die dann mit Hilfe des
Kolokalisationsalgorithmus analysiert werden kdnnen. Nur wenn der geschétzte Fehler und
der tatsdchliche Fehler innerhalb einer solchen Simulationen vergleichbar sind, kann der

Kolokalisationsalgorithmus auf reale Datensitze angewendet werden.

Fiir die zu entwickelnde Kolokalisationstheorie wird die axiale Komponente der Farbstoffe
vernachldssigt. Diese Reduzierung der Objekte auf 2 Dimensionen ist gerechtfertigt, da ein 3
dimensionales Objekt immer als eine Uberlagerung von mehreren x-y Ebenen beschrieben
werden kann. Wenn gezeigt werden kann, dass der Kolokalisationsalgorithmus in 2
Dimensionen funktioniert, kann der Algorithmus immer auf 3 Dimensionen erweitert werden,
ohne dass die erarbeiteten GesetzméBigkeiten verloren gehen. Die innere Struktur basiert auf
der Struktur der Musteranpassung- (Pattern Matching) bzw. Mustererkennungsmethode

(Pattern Recognition), die zur Identifizierung von einzelnen Molekiilen entwickelt wurde.

Abb. I-2

y-Richitung,

x-Richtung



I. Einleitung 6

Eine weitere Vereinfachung besteht darin, dass nur zwei verschiedene Farbstoffmarkierungen
gleichzeitig betrachtet werden. Prinzipiell kann jede Struktur mit zwei verschiedenen
Farbstoffmarkierungen aufgelost werden, wenn die Position des einen Farbstoffmolekiils
festgehalten wird, und nur die Position des anderen Molekiils variiert wird. Aufgrund des
begrenzten Auflosungsvermdgen der verwendeten Mikroskope verteilt sich die Fluoreszenz
der beiden in Abb. I-1 gezeigten Farbstoffmolekiile innerhalb einer x-y Ebene auf ein
Beugungsbild (siehe in Abb. I-2 ). An jedem Ort (x,y) des Fluoreszenzbildes muss angegeben
werden, wie viele Photonen von Farbstoff 1 (@) bzw. wie viele Photonen von Farbstoff 2 (e)
stammen. Die GroBle des in Abb. I-2 gezeigten Fluoreszenzbildes betrdgt 1x1um, und die
Molekiile haben einen Abstand von 35 nm. Die Aufgabe besteht somit darin, aus den lateralen
Komponenten der Farbstoffe (sieche Abb. I-1) einen Abstand der beiden Farbstoffe zu

bestimmen.
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II. Theorie

In diesem Kapitel soll eine Zusammenstellung der mathematischen Techniken und eine
Einfiihrung in die methodischen Grundlagen gegeben werden. Einerseits werden fiir die
spéteren Betrachtungen wichtige Zusammenhinge erldutert und definiert, und zum anderen
soll eine Zusammenstellung aller relevanter statistischer Verfahren [45,46] gegeben werden,
die fiir die Entwicklung der in Kapitel IV und Kapitel V dargestellten Theorie zur

Kolokalisierung von Molekiilen auf Oberfldchen bendtigt werden.
I1.1. Statistische Grundlagen

Wenn eine Zufallsgrofe X um einen Erwartungswert <X> verteilt ist, dann muss
grundsdtzlich zwischen verschiedenen Verteilungstypen unterschieden werden. Zum einen
kann X einer diskreten Wahrscheinlichkeitsverteilung {P(X)} folgen, wenn es sich bei X um
eine diskrete ZufallsgroBe mit den Elementen {x;} (i=1, 2, ...) handelt, oder X folgt einer
kontinuierlichen Wabhrscheinlichkeitsdichtefunktion p(X), wenn X alle Werte in einem

bestimmten Wertebereich annehmen kann.

Aus einer Verteilung von X kann der Erwartungswert <X> berechnet werden, und zwar im

diskreten Fall nach GI. II-1 a.

<X >=3xP(x.),P(x,)={P(X =x,)}
l GLTI-1 a

und im kontinuierlichen Fall nach GI. II-1 b.

<X>=jX-p(X)~dX
GLII-1h

Der Erwartungswert wird auch als erstes Moment oder als Mittelwert der ZufallsgroBle X
bezeichnet, und ist ein MaB fiir das Zentrum der Verteilung {P(X)}. Wenn die P(x;) als
Massen aufgefasst werden, so wiirde <X> den Schwerpunkt angeben. Eine besondere

Bedeutung kommt dem zweiten zentralen Moment Vx zu.
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Ve=>(x,=<X>)’-P(x;)

v, =j(X—<X>)2-p(X)-dX
GL 11-2

Vx wird als Varianz bezeichnet. Die Wurzel der Varianz ist die Standardabweichung ox, die

ein MaB fiir die Streuung der Verteilung um den Erwartungswert darstellt.

oy =AVy
GLTI-3
Der bekannteste Vertreter einer diskreten Wahrscheinlichkeitsverteilung ist  die
Poissonverteilung. Eine ZufallsgroBe X heif3t poissonverteilt wenn sie die abzdhlbar unendlich
vielen moglichen Werte k=0, 1, 2, ... mit den Wahrscheinlichkeiten Poisson(k;A) annehmen

kann.
ﬂﬁ
Poisson(k; 1) = Tl exp(—1)
' GL -4

A wird als Parameter der Verteilung bezeichnet.

Die Werte <X>,Vx und ox der Poissonverteilung kdnnen wie folgt berechnet werden.

k

=, A
<X>=>k-—-exp(—-1)=1
2k

k

v, =i(k—z)2-%exp(—z)=/1

k=0
oy =2

GLTI-5
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Die Poissonverteilung zeichnet sich also dadurch aus, dass Erwartungswert gleich der Varianz
ist. In Abb. II-1 sind die Funktionen Poisson(k;5) (O),Poisson(k;10) (CJ), Poisson(k;15) (I)
und Poisson(k;20) (O)ftir A=5, 10, 15, 20 aufgetragen.

Der bekannteste Vertreter unter den kontinuierlichen Wahrscheinlichkeitsdichtefunktionen ist

die Normalverteilung, eine ZufallsgroBe X heiflt normalverteilt wenn die Dichte N(X;a,w) die

folgende Gestalt hat.

N(X;a,w)=

1
. exp(—— - —_—
N2 o 2 ’
GLTT-6

a und o sind die Parameter der Verteilung. N(X;a,m) ist eine symmetrische Verteilung und

der Wertebereich geht von -oo bis +00. <X>,Vx und ox lassen sich nach GI. 1I-7 berechnen.

7 1 I (X-a)
<X>=|X- cexp(—— ——2)-dX =a
JX e =/

% 1 1 (X-a)
Oy =0

GL11-7
Aus einer Wabhrscheinlichkeitsdichte ldsst sich durch Integration ableiten, mit welcher

Wahrscheinlichkeit P die Grofle X in einen Bereich [X, X+AX] fallt.

X+aX

P(Xe[X,X+AX])= [p(X)-dX
: GL TI-8

Neben den Verteilungen iiber eine Zufallsgrofle, werden auch oft Verteilungsfunktionen V(X,
Y, Z, ...) von mehreren ZufallsgroBen betrachtet: Da in dieser Arbeit immer nur zwei
ZufallsgroBen miteinander verteilt sind, wird im folgenden die Betrachtung auf den
Zufallsvektor (X,Y) mit den Elementen {x;} und {y;} beschrinkt. Eine Frage, die sich stellt,
ist, ob die ZufallsgroBen miteinander korreliert oder unabhidngig voneinander sind. Diese
Fragestellung kann anhand einer Kovarianzuntersuchung tberpriift werden. Im weiteren

Verlauf wird V(X,Y)={P(X,Y)} gesetzt.
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Bei einer Kovarianzuntersuchung wird die Mischung zwischen den Zufallsgrofen X,Y
bestimmt, indem eine Kovarianzmatrix fiir das zweite zentrale Moment aufgestellt wird. Die
Berechnung des zweiten zentralen Moments bendétigt auch die ersten Momente der Verteilung
{P(X,Y)}. Die ersten Momente werden im folgenden als o, die zweiten zentralen Momente

als u bezeichnet. Eine Kovarianzmatrix hat die Form aus GI. 11-9.

(/Jxx /JXY]
Hyx  Hyy
GL 11-9

Die einzelnen Eintrdge bestimmen sich wie folgt.

Hxx :ZZ(xi _aXX)Z 'P(xi’y./):VX » X xx :szi .P(xi’y'/)
T i

Hyy zzz(yi —ay )’ P(x,y;)=Vy, oy ZZZ% P(x,y;)
i i

My = Hyy =20 (X% =y ) (yi =@y ) P(x,7,)
i
GLTI-10
Die Zweiten Momente pxy und pyx sind nichts anderes als die Varianz Vx und Vy der
GroBen X und Y beziiglich der Verteilungen {P«(X)} bzw. {Py(Y)}. Die Mischung liegt in
den Termen pxy und pyx, die auch als Kovarianz der Zufallsgroflen X, Y beziiglich der
Verteilung {P(X,Y)} bezeichnet werden. Aus der Kovarianzmatrix heraus definiert sich die
GroBe Covy" (siehe Gl. II-11), deren mogliche Werte zwischen 0 und 1 liegen. Ein Wert von
ungefdhr Null bedeutet, dass die ZufallsgroBen miteinander unkorreliert, also unabhéngig
sind.
Cov," :‘—'uxy ‘
VX -vy
GLTI-T1

Je mehr Covy" gegen 1 geht, umso korrelierter sind die GroBen.

In der Praxis sind solche Kovarianzmatrizen relativ einfach zu berechnen, da die Verteilung
{P(X,Y)} entweder schon bekannt ist oder aus den Verteilungen {P(X)} und {P(Y)} gut

berechnet werden kann.
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Wenn die Groen X,Y unabhingig sind, dann gilt fiir die Verteilung {P(X,Y)}.

{P(X.Y)}={P(X)}-{P(Y)}
GLTI-12
Wobei {P«(X)} und {Py(Y)} die Wahrscheinlichkeitsverteilungen fiir die GroBle X bzw. Y

sind. Fiir den kontinuierlichen Fall gilt natiirlich entsprechend.

(X Y)=p(X) p,(Y)
GLTI-13
Sehr oft stellt sich auch die Frage, wie eine Funktion f(X,Y) verteilt ist, wenn der
Zufallsvektor (X,Y) der Verteilung p(X,Y), bzw. einer Wahrscheinlichkeitsverteilung
{P(X,Y)} gehorcht.

Wird z.B. eine Addition f(X,Y)=Z=X+Y der GroBen X und Y betrachtet, dann berechnet sich
die Verteilung p(Z) der GroB3e Z aus p(X,Y) nach Gl. 1I-14.

b
p(Z)=[p(X,Z-X) dX
‘ Gl I11-14

Die Grenzen werden durch die moglich Werte von X bestimmt, fiir die Z=X+Y erfiillt ist.
Geht man davon aus, dass die GroBBen X und Y unabhingig sind, dann kann nach Gl. II-13 die
Gleichung GI. 1I-14 umgeformt werden, indem unter dem Integral von Gl. 1I-14 p(X,Z-Y)
gleich p«(X)-py(Z-X) gesetzt wird.

p(Z)=[p.(X) p,(Z-X)-dX
’ GL. T1-15

Der Ausdruck in Gl. II-15 wird als Faltungssatz der totalen Wahrscheinlichkeit bezeichnet. Im
diskreten Fall mit den Wahrscheinlichkeitsverteilungen {Py(X)} und {P,(Y)} ergibt sich GL.
I1-16.

P(Z)=) P(x,) P(Z~x,)

GL1I-16
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Der in GI. II-16 beschriebene Zusammenhang wird auch als Satz der totalen Wahrschein-

lichkeit bezeichnet.

Das in GI. II-15 gezeigte Integral stellt den mathematischen Formalismus einer Faltung dar.
Wird angenommen, dass die Grolen X und Y einen Wertebereich von - ... oo iiberspannen,
dann erstreckt sich der Wertebereich von Z ebenfalls von - ... o0 und die Integralgrenzen
konnen auf a=-o0 und b= festgesetzt werden. Wird vorrausgesetzt, dass die Verteilungen
Px(X) (pr(X)-dXZI) und py(Y) (fpy(Y)-dYZI) auf 1 normiert sind und einen Erwartungswert
<X> bzw. <Y> bzw. eine Standardabweichung ox bzw. oy besitzen, dann koénnen die
entsprechenden Groflen <Z> und oz (siehe Gl. 1I-17) angeben werden, ohne explizit eine
Faltung durchfiihren zu miissen und ohne, dass explizit eine bekannte Verteilungsfunktion

px(X) bzw. py(Y) angesetzt werden muss.

F= Tp(Z)~dZ: TTpx(X)-py(Z—X)-dX-dZ “
s —c0—0 a
U

—38

1 % 1 °
Z>=—-|Z-p(Z)-dZ =—- X)Z-p(Z-X)-dX-d7
<Z> Fjw p(Z)dZ = pr( )-Z-p(Z=-X) o

8

—

—3

PAX)(Z-<Z>) p(Z~X)-dX -dZ

, 17 , N
o, :—~I(Z—EZ) -p(Z)~dZ=—-j
" Fe ©

8

GLTI-17

Die in Gl. II-17 (a) — (c) angegebenen Integrale lassen sich vereinfachen. Die Integrale
miissen von oben nach unten gelost werden. Gl. 1I-17 (a) wird gelost, indem zuerst die
Integration liber Z ausgefiihrt wird, und u=Z-X substituiert wird. Ohne die entsprechenden

Zwischenschritte anzugeben, ergibt sich.

F= Tp(Z)-dZ:]

GLII-18

Dass Integral F kann dann in GIl. II-17 (b) eingesetzt werden. Mit der gleichen Substitution

wie oben, ergibt sich fiir <Z>.

< Z>=< X >+<Y >|

GLTI-19



II. Theorie 13

Der Mittelwert <Z> kann also geschrieben werden, als die Addition der Mittelwerte <X> und
<Y> der Verteilungen py(X) bzw. py(Y). <Z> und F werden in Gl. II-17 (c) eingesetzt. Dies

liefert fiir 67 den Zusammenhang aus GI. 11-20.

2 2 2
O, =0y t0y

GLT1-20
Diese Zusammenhédnge gelten fiir jede Faltung unter der Vorraussetzung, dass sich der

Wertebereich von -0 ... o erstreckt.

I1.2. Grundlagen zum Verhalten von Farbstoffen und dem Abklingverhalten

der Fluoreszenz

In kondensierten Phasen verlduft die Fluoreszenzemission im allgemeinen in einem Vier-
Stufen Zyklus: (a) elektronische Anregung vom elektronischen Grundzustand Sy in einen
angeregten elektronischen Zustand S;; (b) interne Relaxation im angeregten Zustand; (c)
strahlende oder nicht-strahlende Deaktivierung vom angeregten Zustand zum Grundzustand,
bestimmt durch die Lebensdauer des angeregten Zustandes; und (d) interne Relaxation im
Grundzustand. Fiir kleine Molekiile in kondensierter Phase verlduft die Schwingungs- und
Rotationsrelaxation im allgemeinen auf der Picosekunden Zeitskala, wéhrend die
Lebensdauer des angeregten Zustandes im Subnano- bis Nanobereich liegt. Dementsprechend
ist der Fluoreszenzzyklus hauptsidchlich durch die Absorptions- und Emissionsschritte

bestimmt (Abb. 1I-2).

Schwingungs-

relaxation Singulett

Triplett

ISC

4

Abb. II-2:

l}
, 2 Potentialkurven und Fluores-
Absorption| . .
zenzzyklus eines einzelnen

Molekiils. (ISC: intersystem

Fluoreszenz crossing )
@ustand

\ /
Ly

Schwingungs-
relaxation

Koordinate

Energie

v
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Gelegentlich kann ein Farbstoffmolekiil {iber intersystem crossing in einen Triplettzustand
iibergehen (siche Abb. II-2). Auf der Einzelmolekiilebene driickt sich das durch sogenanntes
Blinken aus, da der Triplettzustand eine Lebensdauer im ps- bis ms-Bereich hat. Bei der
folgenden Behandlung der Fluoreszenzlebensdauer wird das Farbstoffmolekiil zur

Vereinfachung als Zweiniveausystem behandelt.

Die Ubergangsrate k aus dem angeregten Zustand in den Grundzustand kann fiir ein einzelnes
Farbstoffmolekiil als konstant angesehen werden, k=Const. In diesem Fall ldsst sich die

Anregungswahrscheinlichkeitsdichte p(t) schreiben als.

p(t)=exp(—k-t)
GLTI-21
Von p(t) kann auf die Wahrscheinlichkeitsdichte pe(t) geschlossen werde, die angibt, mit

welcher Wahrscheinlichkeit ein Photon zum Zeitpunkt t emittiert wird.

p.(t)=k-p(t)=k-exp(=k-t)
GLTI-22
Durchlebt ein Farbstoff mehrere Anregungszyklen in einem gepulsten Lichtfeld und werden
die emittierten Photonen und deren =zeitlicher Abstand zum entsprechenden
Anregungszeitpunkt detektiert, so zeigt ein Histogramm {iiber diese Abstinde ein

exponentielles Abklingverhalten.

1.4
In der Praxis sind die Pulse des 1.2
Anregungslichtfeldes  nicht  unendlich 1]
schmal, sondern besitzen eine endliche g 0.8
Linge mit der Pulsform Puls(t). Von Puls(t) = 0.5
lasst sich auf die 0.4
Anregungswahrscheinlichkeitsdichte AW(t) 0.2
schlieBen. 0y 3 i 2 3 T n
Zeit [ns]
AW (t)oc Puls(t
(v (v Abb. I1-3:
Anregungswahrscheinlichkeitsdichte
Da der Extinktionskoeffizient eines AW(t)

Farbstoffmolekiils eine zeitunabhingige

GroBe ist, wird das Zeitverhalten von AW(t) proportional zu Puls(t) sein. Um nun pea(t) zu
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berechnen, greift man auf Gl. II-15 zuriick. Fiir die Zeit t, welche angibt, wann ein Photon

emittiert wird, nachdem es zum Zeitpunkt t, angeregt wurde, gilt:

t=t,+t,
Gl 11-23
Die Emissionswahrscheinlichkeit pes(t) nach endlicher Anregung lédsst sich entsprechend

schreiben als:

Pult)=[AW(L,)p(1=t1,)-dt,
0
Gl 11-24

ta kann nur Werte zwischen 0 und t annehmen, sonst wire die Gleichung GI. 1I-23 nicht
erfilllt. Die Transformation in GIl. 1I-24 wird als Faltung zwischen der
Anregungswahrscheinlichkeitsdichte und der Emissionswahrscheinlichkeitsdichte bezeichnet.
In dieser Betrachtung wurde der Einfluss des Detektors vernachldssigt. Wird zu einem festen
Zeitpunkt ty ein Photon auf den Detektor geschickt, und wird dann die Zeit gemessen, an der
das Photon detektiert wird, dann wéren die Zeitpunkte, an denen der Detektor anspricht, nicht
immer gleich ty sondern um t, herum verteilt. Dies wird als endliches Ansprechverhalten des
Detektors bezeichnet, und die Verteilung dieser Ansprechzeiten ist durch die
Wabhrscheinlichkeitsdichte RF(t) gegeben. Um nun die Wahrscheinlichkeitsdichte p(t) zu
bestimmen, welche die Detektionszeitpunkte eines Photons beschreibt, dass von einem
Molekiil stammt, dass zu einem bestimmten Zeitpunkt ts angeregt wurde und zu einem
anderen Zeitpunkt tg emittiert hat, muss p.a(t) nochmals mit RF(t) gefaltet werden. p(t) wird

wiahrend dieser Arbeit auch als Grundwahrscheinlichkeit bezeichnet.

p(t)= [ po(t) RE(t=1t")-dr
0
GL 1I-25

Da weder AW(t) noch RF(t) unabhédngig voneinander messbar sind, wird eine gemeinsame

Wabhrscheinlichkeitsdichte GF(t), die auch als Gerdtefunktion bezeichnet wird, definiert.

t
GF(t)=[AW(1")-RF(1~1")-dt"
’ GL 11-26
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Mit deren Hilfe kann p(t) aus GI. II-25 geschrieben werden als:

p(t)=[GF(t') - py(t—t)-dt
’ GLI11-27

Die Funktion GF(t) ist {iber eine Messung einer nicht fluoreszierenden Streulichtprobe

zuginglich.

Bei den oben gefiihrten Uberlegungen wurde bisher davon ausgegangen, dass sich die sowohl
Anregung, Emission und Detektion in einem unendlich grofen Zeitfenster abspielen. Fiir
einen gepulsten Laser als Lichtquelle gilt aber, dass das Zeitfenster eine endliche Grofie taax
hat. Die Photonenzeiten tyiixo werden bei einer SPC-Karte in der Regel quasi kontinuierlich
abgespeichert (8ps Zeitauflosung). Fiir die nachgeschaltete Datenanalyse werden die Zeiten
aber in diskrete Zeitabschnitten zusammengefasst (typischerweise in 195ps Kanile). Dies
bedeutet, dass sich das Zeitfenster ty,y in eine gewisse Anzahl N von Zeitkanilen t; mit einer
Breite At aufspaltet. Bei dieser Diskretisierung geht die Grundwahrscheinlichkeitsdichte p(t)
aus Gl. 1I-27 in eine diskrete Grundwahrscheinlichkeit {P(t;)} tiber.

i+

P(t;)= [ p(t)-dr

Gl 11-28

Ein wichtiger Operator ist die Funktion, die einer Exponentialfunktion in einem bestimmten

Zeitfenster tyax eine mittlere Zeit Tk, zuordnet.

Wieder werden die zwei Fille einer diskreten Verteilung {Pg,(ti)} und einer kontinuierlichen

Funktion pgyp(t) unterschieden.

Prglt) = —exp(~), [ pryf-di=1
r[l—exp(-Pe)y T
T
fept X )mep- 2,
Poft) =2 T exp(~2), Y P () =1, £, = (i-0.5)- A1
[1-exp(->2)]

Gl 11-29
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Das Zeitfenster ty,, wird so gewihlt, dass gilt tyax=N-At.
Der Operator TEXPK(pExp) bildet dann die Verteilung pexy(t) auf eine mittlere Zeit Tgy," ab, und

der Operator TExpD({PEXp}) bildet die Verteilung {Pgyy(ti))} auf eine mittlere Zeit TExp{P} ab
(siehe GL. I1-29).

v [1-exp(~"m ). (e g )

TEpr(pExp) = TExpp(z-"tMax) = 2 ¢ £
[1—exp( —%)]
At N - At
At-exp(——) N-At-exp(— ) At
D P
TExp ({P}) = TExp{ }(T’.tMax) - Az—t - N - At 7
[1—€XP(—7)] [1—exp(— . )]
Gl 11-30
)
10 =1s
; Abb. 11-4:
- : * A: Die Wirkungsweise der Operatoren
= Texp (Titmax) (—) und Teep!(Titvax) (—) fiir
s o Lebensdauern von 0 bis 10 ns
‘_: 0 EISLb Sd;u [ ]15 2
5 B: Teilausschnitt fiir Lebensdauern von O bis
5 4 2ns.
= 2 tMax betrdgt 10ns
Uh 2 ] B ] 10

Lebensdauer 1 [ns]

Die Operatoren aus GI. II-30 kdnnen als ein Projektor einer Lebensdauer in ein Zeitfenster
tmax aufgefasst werden. Wenn die mittleren Zeiten TExpp(r;tMax) bzw. TEXP{P} (T;tmax) (siehe Gl.

I1-30) gegeniiber der Lebensdauer aufgetragen werden, ergibt sich das Bild in Abb. I1-4.

Deutlich ist zu erkennen, dass die Kurven Tgx,'(T;tmax) und TExp{P}(T;tMaX) ein typisches
Sattigungsverhalten zeigen, was bedeutet, dass, je groBer t wird, Tgy," und TEXP{P} immer

mehr gegen einen Wert Ts streben, der durch tyvax/2 festgelegt ist. Fiir grole Lebensdauern
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sind die Werte von Tg,,” und Tgy,""' praktisch identisch, nur bei kleinen t weicht Tgy,!"' von

TEpr ab, da der kleinst moglichste Wert fiir TExp{P ' nicht Null sondern At/2 ist.

lim Ty, = lim T, =T =1, /2

A—w —0 Exp
. P _
élﬁ?; T, =0
limT,,"" = At/2 Gl 1131

A0
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11.3. Die laterale und axiale Auflosung eines konfokalen Mikroskops

Jedes optische Instrument wirkt als beugende Offnung, und entwirft von einem unendlich
entfernten Punkt keinen scharfen Bildpunkt, sondern ein Beugungsbild. Das Beugungsbild
einer Punktlichtquelle wird als PSF bezeichnet (PSF': Point Spread Function). Das konfokale
Mikroskop aus Abb. I1I-6 ist gleichzusetzen mit einer Abbildung einer Punktlichtquelle auf
einen Punktdetektor [16]. Das konfokale Mikroskop reduziert sich dann auf die in Abb. II-5
gezeigte Situation. Im weiteren Verlauf wird das Objektiv durch eine einzige Linse vom

Radius a angenihert.

(X17y1)
Abb. I1-5:
Abbildung in einem idealen
konfokalen Mikroskop
a
—
(x.y)

) Punktlichtquelle

(X27Y2)
Punktdetektor

Die Symmetrie eines Mikroskops kann durch Zylinderkoordinaten (p,a,z) beschrieben
werden. Es wird davon ausgegangen werden, dass die Abbildungseigenschaften des
Mikroskops rotationssymmetrisch sind. Auch wird im ersten Schritt die Abhédngigkeit von z

vernachldssigt. Die Aufgabe besteht darin, das Beugungsbild PSF (siehe Abb. II-5) einer
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Punktlichtquelle aus der Ebene (x,y) in der Ebene (x,,y2) anzugeben. Mit Ry wird die Radiale
Komponente in Ebene der Apertur der Linse bezeichnet, r bezeichnet die radiale Komponente
in der ebene (x;,y;) und R die radiale Komponente in der Ebene (x,,y2). Zur besseren
Darstellung werden die hergeleiteten Intensitétsverteilungen in Abhéngigkeit von r’ bzw. R’

r’ | =r bzw. |R’

angegeben, mit =R. 1’ bzw. R’ konnen also auch negative Werte annehmen.
Alle hergeleiteten Intensitétsverteilunge sind rotationssymmetrisch um die Position r’=0 bzw.
R’=0. Fiir die Berechnungen im weiteren Verlauf wird zuerst die Vergroerung M der Linse
gleich 1 gesetzt. Die Abbildung aus der Ebene (x,y) in die Ebene (x,,y2) kann in zwei
Teilschritte zerlegt werden. Zuerst wirkt das konfokale Mikroskop wie ein Fernrohr (blauer
Strahlengang in Abb II.5) indem es einen Punkt P(x,y) aus (x,y) in (X;,y;) abbildet. Die
Impulsantwort h;(v) des Fernrohrs in der Ebene (x;,y;) konnen in Zylinderkoordinaten

geschrieben werden als:

fjA(a)-J(,(vv)-da-&da
h](V): = =2-

2zl

”da-a-da
00

A(S)-Ty(v-5)-5-dS

S Ly

Gl 11-32

Dabei wird angenommen, das jeder Punkt auf der Linse eine ebene Welle aussendet. v und 6
sind jeweils normierte dimensionslose GroBen (siche Gl. II-33). Die Grofe v wird in

Abhingigkeit von r’ angegeben:

R
o=—L0<6<1
a

2r-NA
V= .
A Gl 11-33

Abb. 11-6:

0.8 (==): A(J) fiir gleichméBige Beleuchtung

(==): A(J) fiir eine Beleuchtung mit
einem rotationssymmetrischen

0.4l Gaussprofil.

0.61

A(B)

0.2

U002 04 06 08 1 12 14 16 18 2
&
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A(J) stellt die Aperturfunktion dar, die angibt, wie die Apertur der Linse ausgeleuchtet ist.
Wird angenommen, dass die Linse gleichmédBig beleuchtet ist, so gilt: A(6)=1 fiir 0<6<1, und
A(J)=0 fiir alle anderen d. Ein solches A(9) stellt die Kurve (=) in Abb. II-6 dar.

Jo(v-8) in GI. II-33 steht fiir die Besselfunktion O-ter Ordnung. Die GI. II-33 ldsst sich

analytisch 16sen und ergibt fiir die Impulsantwort h;(v):

hv)=2.20

v Gl. 11-34

Fiir die Intensitétsverteilung I,(v) in der Ebene (x,,y;) gilt:

2

_JI(V)
A%

Lv)=|hv) = ‘2
Gl 11-35

Ji(v) steht fiir die Besselfunktion 1-ter Ordnung. I;(v) aus GIl. 1I-35 ist in Einheiten von v in
Abb. II-7 aufgetragen. Die erste Nullstelle von I;(v) liegt bei v=3.832.

12
Abb. I1-7:

X 1,(v) fiir das A(8) (—) aus Abb. I1I-5
i 0.8
E
& 0.6
& 0.4]

0.24

Die Verteilung I;(v) stellt das Beugungsbild fiir eine Punktlichtquelle in einem
konventionellen Mikroskop dar. Will man zwei Punktlichtquellen in einem konventionellen
Mikroskop aufldsen, dann miissen die Punkte gerade einen Abstand von Av=3.832 haben. Die
zweite Punktquelle muss in der ersten Nullstelle der Intensititsverteilung der ersten
Punktquelle liegen. Wird Av iiber Gl. 1I-33 auf die reale GroBe r’ umgerechnet, dann ergibt
sich ein Ar=0.61-A/NA.
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In Abb. I1-8 ist die Uberlagerung Iy(v) (siehe (==) in Abb. 11-8) von I;(v-Av/2) und I;(v+Av/2)
(siehe (==) in Abb. II-8) dargestellt, Iy(v)=Li(v-Av/2)+I;(v+Av/2). 1;(v-Av/2) steht fiir eine
Punktlichtquelle an der Position -Av/2 und I;(v+Av/2) steht fiir eine Punktlichtquelle an der
Position +Av/2. Iy(v) nimmt fiir v=0 einen Wert von 0.735 an. Das in Abb. II-8 dargestellte
Verhalten wird als Rayleigh-Kriterium bezeichnet. Zwei Punktlichtquellen sind demnach
dann auflosbar, wenn das lokale Minimum zwischen den Punktpositionen 73.5% von der

Maximalintensitdt betragt.

1 .
0.5
Abb. 11-8: —
(—)3 Die Ul?erlagerung IU‘(V)' von F; 061
zwei Punktlichtquellen mit einer )
Intensitéitsverteilung I,(vtAv/2) aus 2 g4l
GL. 111-4 3
0.2

Das Rayleigh-Kriterium dient spiter dazu, fiir ein konfokales Mikroskop den Abstand Avions
zu bestimmen. Um das Beugungsbild PSF eines konfokalen Mikroskops angeben zu konnen,
muss zusitzlich der rote Strahlengang aus Abb. II-5 beriicksichtigt werden. In dieser
Abbildung wird ein Objekt aus der Ebene (x;,y;) in die Ebene (x,,y2) transformiert. h;(v) in
der Ebene (x;,y;) stellt dabei die Impulsantwort auf eine Punktlichtquelle in der Ebene (x,y)
dar. Gefragt ist nach der Impulsantwort h,(V), mit V=271-NA/A):(R’/M), in der Ebene (x2,y>),
wenn in der Ebene (X;,y;) eine Punktlichtquelle liegt. Da M=1 angenommen wurde, gilt v=V.
Der rote und blaue Strahlengang in Abb. II-5 sind identisch, da mit der gleichen Linse
abgebildet wird. Daraus folgt, dass fiir die Impulsantwort h,(V)= hy(v) gilt:

hy(v)=h(v)
= 1L,(V)=1,(v)=1,(V)

Gl 1I-36

Da die Gleichheit zwischen h,(v) und h;(v) gilt, miissen auch die Intensititsverteilungen I;(v)

und [(V) =I»(v) identisch sein. Fiir die kombinierte Impulsantwort h;,(v) gilt.

hyy(V)=h (V) -hy(v)
Gl 11-37
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Aus hj(v) liasst sich die resultierende Intensititsverteilung I;5(v) bestimmen, die das

Beugungsbild einer in der Ebene (x,y) befindlichen Punktlichtquelle in der Ebene (X3,y»)
beschreibt.

4

Inp(v)= |h12(v)|2 - |h1(V)'h2(V)|2 =1,(v)-1,(v)= ‘2 ’ JI\(/V)

Gl 1I-38
In Abb. II-9 ist I;2(v) (==) aus GIl. 1I-38 und I;(v) (©) aus GI. II-35 aufgetragen. I;5(v) ist

deutlich schmaler als I;(v) ist, und die Nebenmaxima sind bei I;5(v) stark unterdriickt.

1.2

o 087 Abb. 11-9:
% oo (==): I12(v) aus GI. 1I-38
E ' (0): Ii(v) aus GI. II-35
S 04

0.2

- =]
08 6 4

Bis jetzt wurde die Ebene (x;,y;) als eine Spiegelebene angesehen. Wie sieht aber die
Intensitatsverteilung in der Ebene (x,,y2) aus, wenn sich in der Ebene (X,y;) eine mit
Farbstoffen belegte Probe befindet (Abb. II-10). Die Probe kann mit einer Verschiebeeinheit
lateral verschoben werden. Ein Farbstoffmolekiil befindet sich an der Position v;=-2 in der
Ebene (x;,y1), und wird liber Das Intensititsprofil I;(v) der Punktlichtquelle angeregt. 1;(v) hat
bei v;=-2 die Intensitét I,(-2). Der Farbstoff absorbiert in einer bestimmten Zeit N-I;(-2) und
emittiert N’-I;(-2) Photonen. Uber das Objektiv wird der Farbstoff, der aufgrund seiner
geringen GrofBe als Punktlichtquelle aufgefasst werden kann, auf das Beugungsbild N’-I;(-2)
‘Io(v-v2) in der Ebene (x,,y,) abgebildet. Hier gibt v,=2 das Zentrum der Verteilung I,(v-v,)
an. Am Ort des Punktdetektors bei V=v=0 hat das Beugungsbild des Molekiils die Intensitit
N’-1;(-2)-12(-2) (siehe Abb. 1I-10).
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L(v)

L(v)=1(-2)
08 6 -4 2 § 2 4 6 8 10
V=2 ¥

%‘ (XDYI)

Abb. 1I-10:
: Das konfokale Prinzip. Erklarung

siche Text.

J (XZaYZ)

v | V2:2

08 8 4.2 0.2 4 8. 8 1

11('V2):Il('2)

L(v-v,)=L,(v-v,)

Wird mit dem Molekiil die ganze Fliache (x;,y;) abgetastet, und fiir jede Position v; des
Molekiils die Intensitdt N’-I;(v;)-I>(v;) am Detektor gemessen und gegeniiber v, aufgetragen.
Dann ergibt sich ein Intensitédtsverlauf, dessen Form durch I;,(v) beschrieben wird. I;»(v) stellt
somit die PSF fiir ein Molekiil in einem idealen konfokalen Mikroskop dar. Ein ideales

konfokales Mikroskop besteht aus eine Punktlichtquelle und einem Punktdetektor. Abb. 11-10
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beschreibt somit das konfokale Prinzip. Das konfokale Prinzip besagt, das mit Hilfe einer

Punktquelle eine Flache Punkt fiir Punkt abgebildet werden kann.

Aus Ij»(v) kann unter Beriicksichtigung des Rayleigh-Kriteriums der minimale Abstand
Avions bestimmt werden, den zwei Molekiile haben konnen, damit sie gerade noch aufgelost
werden konnen. Fir Avy,e ergibt sich 2.77. Uber die Gl. 11-33 kann Avygys auf einen

tatsdchlichen Abstand Argoms umgerechnet werden (siehe Gl. 11-39).

Gl. 1I-39

Fiir eine Wellenldnge von A=670nm und einer Numerischen Apertur von NA=1.4 ergibt sich
ein Argoms von 211nm. Das Argemr aus Gl I1I-39 stellt das theoretische Minimum fiir die
Auflésungsgrenze in einem idealen konfokalen Mikroskop dar. Bei gleichem A und gleicher

NA ergibt sch in einem konventionellen Mikroskop ein Ar von 291nm.

Bei realen konfokalen Mikroskopen kann niemals davon ausgegangen werden, dass mit einem
Punktdetektor gearbeitet wird. Die aktive Fliche des Detektors hat eine gewisse Ausdehnung.
Limitiert wird die aktive Fldche durch eine Lochblende, mit einem Durchmesser Di. Die
VergroBerung M wurde bis jetzt gleich 1 gesetzt. Bei den verwendeten Objektive in einem
realen Mikroskop liegt M bei 100. Daraus folgt, das V nicht mehr gleich v ist. Die
Intensititsverteilungen I;(v) bzw. I,(V) miissen daher zuerst einmal auf die Verteilungen
¢Li(r”) bzw. p°12(R’) (siehe Gl. I1-40) zuriickgerechnet werden, um die PSF eines Molekiils in

einem realen Mikroskop zu berechnen.

, 2r-NA
A (r)=1,( 2 ')
, 2r-NA R’
R'Iz(R):Iz( 1 ﬁ)
R=M-v

Gl. 11-40

In I,(R’) aus GI. 11-40 wird die Wellenldnge A in Einheiten von pm angegeben.

Das konfokale Prinzip stellt sich in einem realen Mikroskop wie in Abb. III-8 dar. Befindet

sich ein Molekiil an der Position r,’, z.B. r;’=-100nm, dann sendet dieses N’-1-I;(r;”) Photonen
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aus. In der Ebene (X»,y2) werden die Photonen auf ein Beugungsbild N’-(+1;(r;”))(r-[2(R’-
Ry’)) verteilt, R,’=10um=M-1,’. Die gemessene Intensitit ist gegeben durch:

D, /2
PSF(r,)')=N"(,.1,(1r,"))- IRJZ(R’—RZ’)-dR’

-D, /2

Gl 1I-41

r'll(rl ’):r’ll(- 1 Oonln) -

500 -300 200 100 G 100 200 300 400 500
r|

r,’=-100nm
(X19y1)

Abb. 1I-11:
Das konfokale Prinzip in einem
realen Mikroskop. Fiir den

AN
D Durchmesser der Lochblende
(griner Bereich) wurden 50um
angesetzt.
- (X,,Y2)
R.’=10um

Bi
S0-40 -30 -20 10 G 10 20 30 40 50

———

R’IZ(R ’ 'sz)
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Das Beugungsbild rIo(R’-R,”) muss iiber die radiale Ausdehnung, gekennzeichnet durch den
griinen Bereich in Abb. I1I-10, der Lochblende integriert werden (blau schraffierter Bereich in
Abb. II-11)

Wird wieder die ganze Fliache (x;,y;) durch das Molekiil abgetastet dann ergibt sich fiir die
gemessenen Intensititsverteilung PSF(r’) (==) des Molekiils der in Abb. II-12 dargestellte
Verlauf, (A=0.670um, NA=1.4, M=100, D;=50um). Die Halbwertsbreite von PSF(r’) Arys
betrdgt 232nm. Das Farbstoffmolekiil wird nicht kontinuierlich bewegt, sondern nur in
diskreten Schritten durch die Ebene (x;,y;) gefahren wird. Damit sind fiir die Positionen r’
nicht alle Werte moglich, 1’ liegt diskret vor. Der Abstand zwischen den einzelnen Positionen,
die das Farbstoffmolekiil annehmen kann, liegt bei 50nm. Die mogliche Werte fiir r’ sind
gegeben mit r’=0, £50nm, £100nm. Die PSF(r’) ist aus diesem Grund keine kontinuierliche

Verteilung, sondern liegt diskret vor (siehe (CJ) Abb. 11-12).

1:2

1] - Abb. II-12:
7[ \ (==): kontinuierliche Verteilung PSF(r’)
i 087 (0)): diskrete Verteilung von PSF(r”) an
% ik den Positionen r’=0, £50nm, +100nm
5 0.4
(A=0.670pm, NA=1.4, M=100,
0] D;=50pum)

T 2000 0 200 400

Je kleiner der Durchmesser der Lochblende vor dem Detektor gewéhlt wird umso besser wird
die Auflosung. Werden drei verschiedene Lochblenden betrachtet mit einem Durchmesser
von 25pum, 50pm und 100um, dann ergibt fiir die verschiedenen PSF(r’) das in Abb. II-13
gezeigte Verhalten [16].

12

Abb. 11-13: 14
Die Verteilung PSF(r’) fiir drei
verschiedene Durchmesser Dy der | wi 08]
Lochblende. =
E 0.61
=]
( )Z DL=25},L1’1’1 ﬁ 0.4
(==): D;=50pm
(==): DL=100pum 0.29

0 400 -200 0 200 400
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Bei einer gegebenen Laserleistung und einer festen Quanteneffizienz des Farbstoffes, nimmt
die gemessenen Intensitidt am Detektor ab, wenn der Durchmesser der Lochblende verringert
wird. Das Integral iiber die Verteilung rIo(R’-R,’) in GIl. 1I-41 wird kleiner wenn Dp

abnimmt. Den besten Kompromiss zwischen gemessener Intensitidt und Aufldosung stellt ein

D =50pm — 100um dar.

Fiir die in Abb. II-12 gezeigte Verteilung PSF(r’) wurde immer noch vorrausgesetzt, dass die
Apertur des Objektivs gleichméBig beleuchtet wird. Bekanntlich zeigt ein radialer Querschnitt
durch den Laserstrahl aber keine gleichverteilten Intensititsverlauf. Sondern der
Intensitdtsverlauf wird in der Regel durch eine rotationssymmetrische Gaussverteilung
beschrieben. Dadurch verdndert sich die Aperturfunktion A(J) aus Gl. 11-32. A(J) ist gegeben
durch Gl. II-42. In Abb. II-6 (==) ist A(J) fiir ein Gaussprofil mit einem ®s=0.68 dargestellt.

Setzt man dieses A(J) in GI. 11-42 ein, dann verbreitert sich die Impulsantwort h;(v) bzw. die

Intensititsverteilung I;(v) auf h;°(v) bzw. I,°(v).

52
A(S)=exp(-2-
W

A(6) =0 sonst

) fir0<s <1

2

Gl 11-42

Die Intensitétsverteilung I,(V) bleibt unverindert, da fiir die Abbildung von der Ebene (x1,y2)
in die Ebene (x,,y2) das Laserprofil keine Rolle mehr spielt. Ein breiteres I;(v) fiihrt
automatisch zu einer breiteren Verteilung 1;°(r’) und schlieBlich zu einer breiteren PSFY(r’).
Fiir das A(d) mit einem ®s=0.68 ergibt sich die in Abb. II-14 (==) dargestellte Verteilung

PSF(r’) mit einem Arg s von 324nm. (o) zeigt die PSF(r”) fiir eine gleichmiBige Beleuchtung.

1 Abb. II-14:
- (=—): PSFE(r")
w;ﬁ (©): PSF(r’) aus Abb. 1I-12
5 06 (©): Gaussfunktion mit gleichem
3 Ary.s=324nm wie PSFO(r")
By (O): diskrete Verteilung von
o] PSF(r")

Ll T T -.
0 400 -200 0 200 400
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Die Kurve (©) zeigt das zeigt eine Gaussfunktion mit einer gleichen Halbwertsbreite Ary s wie

die Verteilung PSFE(r"). Eine solche Gaussfunktion beschreibt die Kurve PSFS(r’) gut. Erst

fiir r’ mit ‘ r’ | >250nm kommt es zu einer deutlichen Abweichung. Das Balkendiagramm ()

zeigt die diskrete Verteilung von PSFY(r”).

Somit ergibt sich unter den diskutierten Annahmen eine Auflosung Are, im realen konfokalen

Mikroskop von 38 1nm. Ar, kann auch in Abhéngigkeit von Arj s angegeben werden.

Ar

real

=1.18-Ar,; = 38Inm

Gl 11-43

Ay 1st berechnet fiir A=670nm, NA=1.4 und D;=50pum. Werden die analogen Berechnungen
fiir ein D;=100um durchgefiihrt, ergibt sich ein Arps=380nm und eine Auflésung Arye, von

456nm.

2
4 (X1.y1)
(Xl 9y1)
Abb. II-15:
Axiale Auflosung eines konfokalen
Mikroskops

(X27YZ) ’

_*. K P
= (XZ nyz)
1y

Aktive Fliache
des Detektors
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Die GroBe der Lochblende limitiert nicht nur die laterale Auflésung des konfokalen
Mikroskops, sondern auch dessen axiale Auflosung. Die in Abb. II-15 dargestellte Situation

tritt ein, wenn ein 3-dimensionaler Raum durch ein Farbstoffmolekiil abgetastet wird.

Befindet sich das Farbstoffmolekiil in der Ebene (x;,y1)’ an der durch den roten Halbkreis
markierten Position, dann bildet das Objektiv die Fluoreszenz auf das Beugungsbild PSE(r")
in die Ebene (x2,y2)’ ab. In der Ebene (x»,y2) des Detektors ist das Beugungsbild der
Farbstofffluoreszenz breiter als in der Ebene (X,,y2)’. Befindet sich vor der aktiven Flache des
Detektor eine Lochblende mit dem Durchmesser ;D;, dann blockt dieses einen grofen Teil
der Fluoreszenz. Eine Lochblende mit dem Durchmesser ,D;, ,D;>D;, ldsst die gesamte
Fluoreszenzintensitit auf den Detektor. Umso groBer die Lochblende gewdéhlt wird, desto
geringer wird die axiale Auflosung Az des konfokalen Mikroskops. Im Fall eines idealen

konfokalen Mikroskops ist die axiale Auflésung gegeben durch Gl. 11-44:

A-n

Az =14
NA’

Gl. 11-44

Fiir A=670nm, NA=1.4 und n=1.51 ergibt sich ein Az von 722nm.

Der Vorteil eines konfokalen Mikroskop gegeniiber einem konventionellen Mikroskop liegt in

seiner besseren lateralen und axialen Auflosung.
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Die in dieser Arbeit erarbeitete Kolokalisationstheorie basiert auf der in der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. M. Sauer und Prof. Dr. J. Wolfrum entwickelten, einzelmolekiilempfindlichen
und  spektral aufgelosten  Fluoreszenzlebensdauermikroskopie  (Spectrally-resolved
Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy SFLIM) [48]. Daher wird in diesem Teil der
SFLIM Aufbau erldutert. Dieser besteht im wesentlichen aus einem inversen Mikroskop, in
das iiber einen Strahlteiler ein Laserstrahl als Anregungsquelle eingekoppelt wird. Das
Objektiv dient sowohl zur Anregung, als auch zum Sammeln des Fluoreszenzlichtes, welches
tiber einen dichroitischen Strahlteiler vom Anregungslicht getrennt wird. Anschlieend
werden die Fluoreszenzphotonen auf zwei Avalanche Photodioden detektiert. Neben dem
Aufbau sind die verwendetet Farbstoffe von entscheidender Bedeutung. Daher werden
zundchst die Farbstoffe und insbesondere die Kriterien, die Farbstoffe zu geeigneten

Kandidaten fiir Kolokalisationsmessungen mit einzelnen Molekiilen machen, beschrieben.

II1.1. Die verwendeten Farbstoffe

Fiir die Einzelmolekiilspektrosokopie geeignete Farbstoffe miissen sich durch folgende
Eigenschaften auszeichnen: (i) einen hohen Extinktionskoeffizienten & bei der

Anregungswellenldnge A, (ii) eine hohe Quantenausbeute fiir Fluoreszenz ®q sowie (iii) eine

Struktur von Cy5.5 (hell grau
unterlegte Flidche). Der markierte
Bereich stellt den NHS-Ester dar.

(7 —r{j Abb. ITI-1:

0 In der dunkel grau unterlegten Fliche
(o] o] . . .
CH:CH@%HZ_E_NH(CH2)5—E-O_N§ | ;s;zgilget Struktur von Bodipy630/650

o]

hohe Photostabilitit. Kiirzlich wurden eine Reihe einzelmolekiiltauglicher Farbstoffe fiir den

Einsatz in hochaufgelosten Kolokalisationsmessungen auf Basis von SFLIM getestet
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[37,40,41,48]. Ein insbesondere fir Kolokalisationsmessungen auf Basis der
Fluoreszenzseparation wichtiges Ergebnis im Rahmen der Erforschung einzelner Farbstoffe
auf Oberflichen war, dass Fluoreszenzlebensdauer und Spektrum unabhingige, nicht-
korrelierte Eigenschaften einzelner Farbstoffe sind [36]. Dies ist die Voraussetzung, dass die
Fluoreszenzlebensdauer und die spektrale Information unabhingig voneinander verwendet
werden konnen, um jedes einzelne Fluoreszenzphoton einem Farbstoff zuzuordnen. Ein fiir
Kolokalisationsmessungen gutes Farbstoffpaar zeichnet sich dadurch aus, dass die Farbstoffe
moglichst unterschiedliche Fluoreszenzlebensdauern und unterschiedliche Emissionsmaxima
aufweisen. Bei Vorarbeiten kristallisierte sich heraus, dass besonders das Farbstoffpaar
Bodipy630/650 (Molecular Probes, Leiden, Niederlande) und Cy5.5 (Amersham Life Science,
Braunschweig) fiir Kolokalisationsmessungen geeignet ist (fiir Strukturformeln siehe Abb.
[I1-1). Absorptions- und Emissionsspektren des Farbstoffpaares Bodipy630/650 und Cy5.5
sind in Abb. III-2 dargestellt. Obwohl die Emissionsmaxima der beiden Farbstoffe um ca. 45
nm auseinanderliegen, lassen sie sich dennoch mit vergleichbarer Effizienz bei der
Laserwellenldnge von 635 nm anregen. Grund dafiir ist der hohe Extinktionskoeffizient von
ca. 250000 M'em”' der Carbocyaninfarbstoffe.  BodiPy630/650 hat einen
Extinktionskoeffizient von ca. 100000 M"'cm™.

Quantenausbeute der Farbstoff liegen bei 0.25 (CyS5.5) und 0.9 (BodiPy). Aufgrund ihrer

unterschiedlichen Emissionseigenschaften ldsst sich die Fluoreszenz der beiden Farbstoffe

recht gut spektral trennen. Fiir die bessere Zuordnung jedes einzelnen Photons soll zudem die

100 | 100
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Abb. IT1-2:

Absorptions- und Emissionsspektren von Bodipy630/650 (blau) und Cy5.5
(rot). Bei den Absorptionsspektren ist zusitzlich die Anregungswellenldnge
markiert.




II1. Material und Methoden 33

Information der Fluoreszenzlebensdauer verwendet werden. Cy5.5 hat, immobilisiert auf
trockener Oberfliache, eine Fluoreszenzlebensdauer von ca. 1.8 ns, wihrend Bodipy630/650
eine Fluoreszenzlebensdauer von ca. 4.2 ns aufweist. Die verwendeten Oberfldchen bestehen
entweder aus diinnen Glaspldttchen, die bevor die Farbstoffe aufgebracht werden mit 1%iger
wissriger Losung von 3-Aminopropyl-triethoxysilane (4PS) behandelt werden. Oder die
Farbstoff werden in eine Agarose-Matrix eingebettet, die liber ein Spin-Coating Verfahren auf
ein unbehandeltes Glaspléttchen verteilt wird. Um die Farbstoff in die Agarose einzubringen,
wird diese erhitzt (30-40°C). Weitere wichtige Kriterien fiir die Auswahl der Farbstoffe sind
ihre Biokompatibilitdt (d.h. Loslichkeit in Wasser, Koppelbarkeit an Biomolekiile), sowie ihr
photophysikalisches Verhalten. Beispielsweise ist bekannt, dass Carbocyaninfarbstoffe in
Abwesenheit von Sauerstoff lange Triplettzustdande im ms-Bereich zeigen [21,48,49,50,51].
Ausserdem ist aufgrund der flexiblen Polymethinkette des Cy5.5 eine cis-trans-
Isomerisierung mdoglich. Nur das trans-Isomer ist jedoch fluoreszent [52]. Bei dem
Bodipyfarbstoff wurden auf Einzelmolekiilebene vornehmlich seltene und langere Auszeiten
im Bereich vieler Millisekunden gefunden [37]. Die verwendeten Farbstoffe lassen sich tiber

NHS-Ester (siche Abb. III-1) an Aminogruppen binden.

Probe
I

Lichtquelle

Abb. III-3: SFLIM-Aufbau

doysoryin

Detektion

Datenanalyse

Eine Kolokalisationstheorie stellt die mathematische Formulierung einer Datenstruktur dar.
Die Datenstruktur ist aber charakteristisch fiir den Messaufbau. Daher muss, bevor in den
Kapiteln IV und V eine Beschreibung fiir eine spektral und zeitaufgeloste

Kolokalisationstheorie entwickelt wird, zuerst einmal die Datenstruktur eines SFLIM-
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Aufbaus (SFLIM: Spectrally resolved Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) erklart
werden. Schematisch kann ein SFLIM-Autfbau in die in Abb. III-1 dargestellten Komponenten
gegliedert werden.

Ein SFLIM-Aufbau besteht aus einer Lichtquelle und einem Mikroskop, in das die
Lichtquelle eingekoppelt wird. Das Anregungslicht wird mit Hilfe eines Objektivs auf die zu
untersuchende Probe fokussiert. Das Fluoreszenzlicht der Probe wird iiber das gleiche
Objektiv auf die Detektionseinheit gelenkt, die dann mit Hilfe eines Computers ausgelesen
und ausgewertet wird. Die flinf dargestellten Komponenten werden in diesem Kapitel

besprochen.

II1.2. Die Lichtquelle

Die Information eines SFLIM-Aufbaus muss zeitaufgelost sein. Eine zeitaufgeloste
Information verlangt aber eine gepulste Anregung. Unter einer gepulsten Anregung versteht
man ein periodisches An- und Aus-Verhalten der Lichtquelle. Die Bandbreite der
Zeitauflosung wird u.a. dadurch festgelegt, wie schnell man eine Lichtquelle an- bzw.
ausschalten kann. Die Zeitkonstante von Farbstoffen liegt im ns-Bereich. Um solche Zeiten
messen zu konnen, ist eine Bandbreite von > 1 GHz erforderlich. Nur Laser als Lichtquellen
besitzen eine solche Bandbreite, thermische Lichtquellen konnen gar nicht so schnell an- und

ausgeschalten werden.

1.0

0.8+ Periode: 12.5ns
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E 0.6 Abb. I11-4:
g Intensitétsverlauf einer
é 04 gepulsten Laserlichtquelle
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In Abb. III-4 ist das periodische An- und Aus-Verhalten eines Lasers gezeigt. Nur flir einen

bestimmten Zeitbereich, mit einer Breite von 100ps, ist die Laserintensitdt groBer Null. Die

| longitudinal Mode
Abb. I11-5: —

Schematischer Al
Aufbau einer i
g Laserstrahl 7
Laserdiode aktive Zone
|

- senkrechter ™ polierte Seitenflache
Strahlquerschnitt

y

paralleler z
Strahlquerschnitt

Pulse wiederholen sich mit einer Periode von beispielsweise 12.5ns, was einer Repetitionsrate
des Lasers von 80 MHz entspricht. Bei Lasern unterscheidet man zwischen passiv gepulsten
Lasern und aktiv gepulsten Lasern. Zur Klasse der aktiv gepulsten Laser gehort die gepulste
Laserdiode, bei der iiber einen Pulsgenerator ein Spannungspuls an eine Laserdiode gelegt
wird. Die Pulslédnge solcher Pulsgeneratoren liegt bei 50-100 ps. Fiir die in dieser Arbeit
vorgestellten Messungen wurden ausschlieBlich gepulste Laserdioden von der Picoquant
GmbH (Berlin) mit einer Wellenldnge von 635 nm und einer Repetitionsrate von 64 bzw. 40
MHz verwendet. Bei einer Laserdiode handelt es sich um einen Halbleiterlaser []. In Abb. III-
3 ist der schematische Aufbau einer Laserdiode dargestellt. Der Stromfluss geht von oben
nach unten durch die Halbleiterschichtstruktur und die aktive Zone. Bei der aktiven Zone der
Laserdiode handelt es sich um ein p-i-n-Halbleitermedium, z.B. um eine p-
AlGalnP/AlGalnP/n-AlGalnP-Schichtstruktur. Ummantelt ist die aktive Zone z.B. durch eine
n-InP/p-InP/n-InP-Schichtstruktur . Der Stromfluss durch die Laserdiode ist so gepolt, dass
die p-i-n-Diode in der aktiven Zone in Durchlassrichtung, und somit die p-i-n-Diode der
Ummantelung in Sperrrichtung geschaltet ist. Der Strom flieft vorwiegend durch die aktive
Zone, die als Lasermedium dient, so dass es in der Verarmungszone der aktiven Zone, zu

einer Besetzungsinversion kommt. Neben der Eigenschaft als Lasermedium dient die aktive
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Zone auch als Resonator. Aufgrund des groBen Brechungsindexes der verwendeten
Halbleitermaterialien, (n=3-4), kommt es an den Stirnflichen der aktiven Zone beim
Ubergang von dem Halbleiter zu Luft, zur Totalreflexion. Ein Grossteil des Lichts wird
wieder in die aktive Zone zuriick gestreut. Da der Brechungsindex von InP kleiner ist als der
von AlGalnp, npp<naicamp, Wirkt die aktive Zone als ein Wellenleiter. In der aktiven Zone
bildet sich aufgrund von stimulierter Emission, ein starkes Lichtfeld aus. Nur Moden, die
einen bestimmten Winkel zur Normalen der Stirnfliche haben, konnen die Stirnfliche
verlassen. Um die Transmission in eine Richtung zu beglinstigen, wird eine Seitenfliche mit
einer Anti-Reflektions-Schicht (AR) versehen. Das Laserprofil hat die Eigenschaft, dass es
nicht rotationssymmetrisch beziiglich der x-Richtung (siche Abb. III-5) sondern entlang der y-
Richtung wesentlich breiter als in z-Richtung ist. Der Grund hierfiir liegt darin, dass die
aktive Zone in y-Richtung nur eine Ausdehnung von 30nm hat, die Ausdehnung in z-
Richtung betrdgt Sum, hierdurch treten Beugungseffekte auf. Durch diese Beugungseffekte
hat die Laserdiode eine sehr hohe Divergenz 6, in y-Richtung, 6,~30°. Bevor das Licht einer
Laserdiode in das Mikroskop eines SFLIM-Aufbaus eingekoppelt wird, muss es kollimiert
werden und iiber ein eindimensionales, aus Zylinderlinsen bestehendes Teleskop in y-
Richtung aufgeweitet werden. Die Licht der Laserdiode ist linear polarisiert, der
Polarisationsvektor liegt entlang der z-Richtung. Das Polarisationsverhéltnis zwischen z und
y-Richtung liegt in der Regel zwischen 100-500. Uber ein A/4-Plittchen kann die lineare

Polarisation in eine zirkulare Polarisation umgeformt werden
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I11.3. Das Mikroskop Abb. I11-6:
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y einer SFLIM-Anlage
1} X Probe
\ Immersionsol
Sync:40-64MHz
Objektiv
Anregungsfilter
Dichroitischer [
Strahlteiler
Laserstrahl
635nm
L]
100
Tubuslinse :g
Brennweite g
der Tubuslinse:
164.5mm, Zeiss

660 680 700
Wellenlange [nm]

T T
—_—— 600 620 640

Lochblende
Durchmesser: 5S0um bzw. 100um

In Abb. III-3 ist der Aufbau eines Mikroskops des Typs Axiovert der Firma Zeiss (Jena)
skizziert. Bevor das Licht der Laserquelle in das Mikroskop eingekoppelt wird, passiert es
einen Anregungsfilter. Laserdioden haben eine spektrale Halbwertsbreite von 10-20nm. Bei
Laserdioden mit einer mittleren Wellenldnge von 635nm wird ein 635DF10 Anregungsfilter
der Firma Omega Optics (Brattleboro, VT, USA) (siehe (==) Abb. I1I-6) verwendet. Mit dem
Anregungsfilter wird gewihrleistet, dass das Spektrum des eingekoppelten Lichts
tiberwiegend durch das Transmissionsprofil des Filters bestimmt wird. Die Nomenklatur fiir
einen Filter setzt sich aus einer Zentrumswellenlinge Az und der Halbwertsbreite AL des
Transmissionsspektrums zusammen. Fiir einen Strahlteiler ist die Grenzwellenldnge Ar
charakteristisch, die den reflektiven Bereich des Strahlteilers charakterisiert. Fir

Wellenlidngen grofBer als Ag ist der Strahlteiler durchldssig. Der Pulsgenerator der Laserdiode
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steuert nicht nur die Laserdiode, sondern liefert auch ein mit den Laserpulsen korreliertes
Ausgangssignal (siche (—) Abb. II1-6), das im folgenden als Sync bezeichnet wird. Der Sync

spielt eine entscheidende Rolle bei der Nutzung der Zeitinformation der Farbstoffe.

Der kollimierte Laserstrahl wird an einen dichroitische Strahlteiler (640DRLP, siche (=)
Abb. 111-6) reflektiert, und durch ein Olimmersionsobjektiv der Firmen Nikon und Olympus,
mit einer numerischen Apertur NA=1.4, auf die Probe fokussiert. Es wurden nur auf
unendlich korrigierte Objektive mit 100facher VergroBerung verwendet. Das verwendete
Immersionsdl hat einen Brechungsindex von n=1.51. Die Farbstoffprobe wird auf einem
Deckglas immobilisiert. Uber eine Piezoverschiebeeinheit der Firma Queensgate kann die
Probe lateral in diskreten Schritten durch den Fokus geschoben werden. Die Schrittweite

betridgt sowohl in x- wie in y-Richtung 50nm.

Durch das Objektiv wird das Fluoreszenzlicht der Probe gesammelt. Das Fluoreszenzlicht ist
gegeniiber dem Anregungslicht rotverschoben, und kann daher den Strahlteiler passieren.
Uber eine weiter Linse, auch Tubuslinse genannt, wird das Fluoreszenzlicht auf eine
Lochblende mit einem Durchmesser von 50um bzw. 100um fokussiert. Das in Abb. III-6

dargestellte Mikroskop wird als inverses konfokales Mikroskop bezeichnet.
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111.4. Die Detektion

Innerhalb der Detektionseinheit eines SFLIM-Autbaus (siehe Abb. I1I-7) wird die Lochblende
iiber eine Linse mit einer Brennweite f=200mm auf zwei Detektoren abgebildet. Die
Detektoren haben den gleiche Abstand h=2-f (b: Bildabstand) von der Linse. Die Lochblende
befindet sich in einem Abstand g=2-f(g: Bildabstand) vor der Linse.

s ) mmmmmm | ochblende
Abb. II1-7:
Detektionseinheit innerhalb einer
SFLIM-Aufbaus.
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Eine solche 2f-Abbildung hat den Vorteil, dass die Bildgro3e B gleich der Objektgrofie G ist.
Damit bleiben alle in Abschnitt I1.3 hergeleiteten GesetzméBigkeiten liber den Einfluss der
Lochblende in einem konfokalen Mikroskop giiltig. Dadurch, dass die Detektionseinheit in
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einem 2f-Modus aufgebaut wird, werden beide Detektoren iiber eine Lochblende abgebildet.
Somit ist sichergestellt, dass das gleiche Volumenelement in der Probe abgebildet wird. Die
Detektoren werden als Detektor 1, ,,blauer” Kanal, und Detektor 2, ,,roter” Kanal bezeichnet.
Der dichroitische Strahlteiler hat die Eigenschaft, Licht mit einer Wellenldnge kleiner als Ar
zu reflektieren, und Wellenldngen grofBer als Ar durchzulassen. Der dichroitische Strahlteiler
zerlegt somit das Fluoreszenzlicht der Probe in zwei Spektralbereiche (siehe Abb. II1-7, (==):
Emissionsspektrum Bodipy630/650, (==): Emissionsspektrum Cy5.5). Der blauverschobene
Bereich wird auf den Detektor 1 reflektiert und der rotverschobene Bereich gelangt auf den
Detektor 2. Bei den Detektoren handelt es sich um APDs (APD. Avalanche Photo Diode) der
Firma EG&G Optoelectronics (Canada, mittlerweile Perkin Elmer). Diese zeichnen sich
durch eine hohe Detektionseffizienz Dg=70% bei 670 nm, einer kleine aktiven Fldche von
ungefahr 150um Durchmesser, einem schnellen Ansprechverhalten (200-300ps), und einem
breitbandigen Detektionsbereich aus. Das Ansprechverhalten eines Detektors ist korreliert mit
dessen Bandbreite. Um mit einem Detektor eine Zeitinformation, die im Bereich von
Nanosekunden liegt, aufnehmen zu kdnnen, wird eine Bandbreite grofler von 1GHz verlangt.
Bei den verwendeten Detektoren liegt die Bandbreite groBer SGHz. Vor jedem Detektor
befindet sich ein Emissionsfilter, der verhindern soll, dass Streulicht auf den Detektor gelangt.
Die Kombination aus dem dichoitischen Strahlteiler und den zwei Emissionsfiltern wird als

Filtersatz bezeichnet. In dieser Arbeit werden zwei verschiedene Filtersidtze verwendet.

Filtersatz 1: Dichroitische Strahlteiler: 670DRLP
Emissionsfilter 1: 685HQ70+660DF60
Emissionsfilter 2: 690DF60

Filtersatz 2: Dichroitische Strahlteiler: 685DRLP
Emissionsfilter 1: 667DF30
Emissionsfilter 2: 710DF60

Das gemessene Verhéltnis der Intensitét Ir im roten Kanal zu der Gesamtintensitit /= Iz+/p
(Is: Intensitdt im blauen Kanal), wird als F,-Wert (fractional intensity of second detector)

bezeichnet (siehe GI. I1I-1).

_R
I, +1, I
ko8 GL IT-1
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Die mittlere Wahrscheinlichkeit, ein Photon im roten Kanal zu detektieren, wird hier mit prot
bezeichnet. In Abschnitt III.1 wurde gezeigt, dass sich ein Farbstoff durch ein spezifisches
Emissionsspektrum charakterisiert. Mit der geschilderten Detektionseinheit ist es allerdings
nicht moglich, das Spektrum aufzuldsen, sondern das Spektrum wird auf einen Wert prot
reduziert. prot ist somit ein charakteristischer Parameter fiir einen Farbstoff und wird spater

dafiir genutzt, Fluoreszenzphotonen dem entsprechenden Farbstoff zuzuordnen.

I11.5. Die Datenanalyse

Neben der Aufteilung der Photonen in zwei Spektralbereiche, ist es in einer SFLIM-Anlage
moglich, die Photonen nach ihrem Detektionszeitpunkt zu klassifizieren. Zur Auswertung der

Detektoren wird eine PCI-Computersteckkarte der Firma Becker & Hickl (Berlin) des Typs

) SPC Karte
Sync:40-64MHz  : KabeLlllange
o —ey
H H /'. {\ . Sync = Periode
Kabellange
Ly
—
t [akKro
Router | —— [JJcrp —— [1AC o
Mikro
—
Kabellange .
L, £ Periode
tMikro t ’ Mikro
Abb. I11-8: — —
Arbeitsweise einer SPC-Karte ‘ |
................. —|
tMakro

SPC 630 (SPC: Single Photon Counting) verwendet. Eine SPC-Karte arbeitet wie folgt: Das
in Abb. III-6 gezeigte Sync Signal wird auf den Sync Eingang der SPC-Karte gelegt (siche
Abb. III-8). Aus dem Sync Signal kann die Periode des Signals bestimmt werden. Wurde ein
Photon am Detektor 1 oder 2 detektiert, dann sendet der Detektor ein elektronisches Signal
aus. Dieses Signal wird mit einem BNC-Kabel {iber einen Router der Firma Becker & Hickl

auf den CFD Eingang (CFD: Constant Fraction Discriminator) der Karte gelegt (siche Abb.
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I11-8). Solange kein Signal am CFD gemessen wird, befindet sich die SPC Karte im Stop-
Modus. Trifft ein Signal am CFD ein, beginnt die Karte mit der Signalverarbeitung. Dieser
Betriebsmodus wird als inverser Modus bezeichnet. Der Vorteil des inversen Modus liegt

darin, dass die Karte nur dann belastet wird, wenn ein Photon detektiert wurde.

Die maximale Anzahl an Verarbeitungsprozessen, die eine SPC-Karte pro Sekunde
durchfiihren kann, liegt bei 5 Millionen. Die Karte besitzt somit eine Todzeit von 200ns.
Erhidlt der CFD Eingang ein Signal, sendet dieser einen Startpuls an den TAC der Karte
(TAC: Time to Amplitude Converter). Der TAC lddt einen Kondensator bei einer festen
Spannung auf. Die im Kondensator gespeicherte Ladung, ist dann ein MalB fiir die
verstrichene Zeit. Der Ladeprozess dauert solange an, bis ein Signal am Sync Eingang die
Karte wieder auf Stop setzt. Der Kondensator wird ausgelesen, und die Ladung in eine
Mikrozeit t’wiko umgerechnet. Da der Sync periodisch ist, kann mit der Kenntnis der Periode

auf die Zeit tyikr, zuriick gerechnet werden (siehe Gl. I11-2, siehe Abb. II1-8)

_ : o
tMikrU - PerlOde tMikr()

Gl 111I-2

Neben der Zeit tyiko Wird fiir jedes Photon noch eine Makrozeit tyaro gespeichert, welche die
Zeit angibt, die seit dem Startpunkt der gesamten Messung verstrichen ist. Repetitionsraten
von 64 oder 40MHz sind gleich zu setzen mit einer Periode von 15.625ns bzw. 25ns. Die
Periode gibt die Grofe des maximal nutzbaren Zeitfensters an. Von dem maximalen
Zeitfenster werden durch die SPC-Karte je nach Einstellung nur ein effektives Zeitfenster tyax

von 12.5ns bzw. 25ns genutzt.

Mit Hilfe des in Abb. III-8 gezeigten Routers ist es moglich, zwei Detektoren mit einer
einzigen SPC-Karte auszulesen. Die Bandbreite des Routers ist mit 5 MHz genauso grof3 wie
die der SPC-Karte. Der Router arbeitet im sogenannten FiFo- Modus (FiFo: First in First
out). Das erste Signal, dass von den Detektoren am Router ankommt, wird durchgeschaltet.
Der Router besitzt dann eine Todzeit von 200ns, bevor er wieder einsatzbereit ist. Da mit zwei
Detektoren gearbeitet wird, betrdgt im Mittel die effektive Todzeit pro Detektor 400ns, was
einer Bandbreite von 2.5MHz entspricht. Fiir jedes Signal, das vom Router verarbeitet wird,
sendet dieser an die SPC-Karte zusétzlich die Information, von welchem Detektor das Signal
ausgesendet wurde. So konnen spéter die detektierten und verarbeiteten Photonen dem

»roten® bzw. ,blauen” Kanal zugeordnet werden. In der Regel liegt bei zu untersuchenden
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Fluoreszenzproben die maximale Zihlrate unterhalb von 100kHz. Es kann somit davon
ausgegangen werden, dass alle detektierten Photonen auch mit der SPC-Karte nachgewiesen
werden. Die Wahrscheinlichkeit, dass von beiden Detektoren in einem Zeitfenster von 200us

ein Photon detektiert wird, ist sehr gering.

Theoretisch wire es moglich die Zeitinformation kontinuierlich aufzunehmen. In Realitit
wird die Zeitauflosung aber durch die SPC Karte begrenzt. Die bestmoglichste Zeitauflosung
liegt bei 8ps.
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1V. Einfiihrung in die Kolokalisationstheorie

In diesem Kapitel wird ein Modell entwickelt, dass es erlaubt, den Abstand von
kolokalisierten Molekiilen so genau wie mdglich zu bestimmen. Neben den geschitzten
Abstand sollte das Modell auch einen Schétzer fiir den Fehler der Abstandsbestimmung
angeben. Die Distanzen, fiir die das Modell ausgelegt werden soll, liegen im Bereich von 10-
200 nm. Die Obergrenze wird durch das theoretische Auflosungsvermdgen eines konfokalen
Mikroskops bestimmt (siche Abschnitt 11.3). Die Untergrenze wird dadurch festgelegt, dass
Farbstoffe bei Abstinden unterhalb von 10nm in Wechselwirkung [47] zueinander treten
konnen. Fiir diese Aufgabenstellung steht bereits ein Algorithmus zu Verfiigung, der als
klassische Mustererkennung, im englischen auch als ,,Pattern Recognition*, bezeichnet wird.
Die klassische Mustererkennung [42] beinhaltet das Problem, dass der Algorithmus nicht auf
die vollstindige Information des Datensatzes zuriickgreift. Zudem ist der Algorithmus in
seiner kontinuierlichen Schreibweise nicht ausbaubar, er kann also nicht zu einem SFLIM-
Algorithmus erweitert werde, der auf die spektrale und zeitliche Information aufbaut. Die
Aufgabe dieser Arbeit besteht daher darin, eine neue Kolokalisationstheorie zu entwickeln,
welche die Fehler der klassischen Mustererkennung beseitigt. Um einen Algorithmus zu
analysieren, ist ein bekannter Datensatz notig, auf den der Algorithmus angewendet werden
kann. Bei realen Datensétze ist keiner der Parameter, anhand dessen die Giite des Algorithmus
iiberpriifen werden konnte, vorher bekannt. Wiirde z.B. der Algorithmus geédndert werden,
dann ist nicht feststellbar, ob diese Verdnderung eine Verbesserung oder eine
Verschlechterung darstellt. Der Algorithmus muss daher auf simulierte Datensétze
angewendet werden. Dabei sollte die Simulation so gestaltet werden, dass die simulierten
Datensdtze mit realen Datensdtzen zu vergleichen sind. Die innere Struktur -einer

Kolokalisationstheorie ist eng mit dem Informationsgehalt des untersuchten Datensatzes

Abb. IV-1:
Fluoreszenzbild einer Bodipy630/650-Probe
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verkniipft. Es wird daher eine Hauptaufgabe sein, in den folgenden Kapiteln eine geeignete
Parametrisierung fiir einen SFLIM-Datensatz zu finden, die es erlaubt, Farbstoffe zu

charakterisieren und deren Verhalten berechenbar zu machen.

In dieser Arbeit werden nur 2 dimensionale Oberflichenmessungen besprochen. Die
hergeleiteten GesetzmifBigkeiten sind aber auch fiir Losungsmessungen anwendbar. Die
aufgenommenen Bilder bestehen iibergeordnet aus einer sogenannten Spotstruktur. Unter
einem Spot versteht man eine ausgedehnte Anhdufung von Photonen. Die Photonen der Spots
stammen iiberwiegend von der Fluoreszenz der auf der Oberflache befindlichen Farbstoffe. In
der Regel ist ein Molekiil, bzw. ein kolokalisiertes Molekiilpaar mit einem Spot korreliert.
Der Bereich zwischen den einzelnen Spots eines Bildes wird als Hintergrundbereich
bezeichnet. In Abb. IV-1 ist das Fluoreszenzbild einer Bodipy630/650-Probe dargestellt. Die

Spotstruktur des Bildes ist deutlich zu erkennen.

Die mit den Farbstoffen belegten Oberflichen werden abgerastert, indem die Oberfldche in
diskreten Schritten durch den Laserfokus gefahren wird. Dies hat zur Folge, dass die zu
besprechenden Bilder in digitalisierter Form vorliegen. Ublicherweise bestehen die
aufgenommenen Bilder aus 200x200 bis 400x400 Bildpunkten. Die Information ist also nicht
kontinuierlich an jedem Punkt des Bildes gegeben, sondern liegt nur an diskreten Orten vor.
Jeder einzelne Bildpunkt stellt fiir die weiteren Betrachtungen eine Datengrundeinheit dar. Da
die genaue Form dieser Grundeinheit keine Rolle spielt, es ist nicht ratsam von einer gewissen
Ausdehnung zu sprechen, sondern vielmehr bietet es sich an, sich den Informationsgehalt
konzentriert auf eine Stelle vorzustellen. Die Information des Bildes wird somit auf ein 2-
dimensionales Gitter projiziert, wobei jeder Knoten dieses Gitters als Pixel bezeichnet wird.
Der Abstand der Pixel in x- bzw. y-Richtung des Bildes betrdgt hier immer 50nm. Der
Informationsgehalt eines Pixels besteht in erster Linie aus einer gewissen Anzahl von
Photonen. Diese Photonen koénnen in einem SFLIM-Aufbau noch beziiglich einer

Zeitinformation und einer spektralen Information klassifiziert werden.

Es treten zwei Arten von Pixeln auf. Die erste Art beinhaltet ausschlieBlich
Hintergrundphotonen und wird als Hintergrundpixel bezeichnet. Die andere Art beinhaltet
zusitzlich zu den Hintergrund- auch noch Fluoreszenzphotonen, und wird daher als Spotpixel
bezeichnet. Wird in erster Ndherung der Hintergrund vernachldssigt und macht man die

Annahme, dass sich nur ein bestimmter Farbstofftyp auf der Oberfliche befindet, dann haben
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nur noch die Spotpixel eine verwertbare Information, die zu weiteren Analyse genutzt werden
kann. Jeder Pixel wird als unabhédngig von den anderen betrachtet und stellt somit eine
Momentaufnahme des Farbstoffes dar. Alle Pixel werden zusammen gefasst, und beziiglich
ihrer Zeit- bzw. spektralen Information ausgewertet. Die so analysierten Datensétze sollten
Riickschliisse auf das charakteristische Verhalten des Farbstofftyps zulassen. Mit Hilfe dieser
Information konnen qualitative Aussagen getroffen werden, z.B. ob die Fluoreszenz eines
Farbstoffs ,linger” oder ,kiirzer bzw. eher rot- oder blauverschoben ist. Farbstofftypen
kdnnen somit gut miteinander verglichen werden, oder es konnen gewisse Wechselwirkungen

der Farbstoffe in verschiedenen Umgebungen zu untersuchen.

Im Fall von kolokalisierten Molekiilen stellt sich die Situation anders dar. Zwei spektral und
nach der Zeitinformation unterscheidbare Farbstoffe befinden sich jeweils paarweise in
unmittelbarer Ndhe zu einander. In einer solchen Situation werden nicht mehr einzelne
Farbstoffmolekiile, sondern Molekiilpaare betrachtet. Beide Molekiile eines Paares sollen sich
vollig unabhingig voneinander verhalten, d.h. unabhingig voneinander absorbieren und
emittieren. Die Unabhéngigkeit der einzelnen Farbstoffe eines Molekiilpaares hingt aber vom
Abstand zwischen den Partnern ab. Aus der Literatur ist bekannt, dass bei einem Abstand von
weniger als 10nm die Unabhingigkeit aufgehoben wird und die Farbstoffe in
Wechselwirkung zueinander treten. Eine mogliche Wechselwirkung ist der resonanter
Energietransfer, bei dem Energie strahlungslos von dem ,kurzwelligeren* Partner auf den
,langwelligeren Partner tibertragen wird. Die innere Struktur des Kolokalisationsalgorithmus

muss so gewahlt werden, dass auch dieser Fall erfasst wird.

Beim Einstieg in die Kolokalisationstheorie wird angenommen, dass sich auf einer Oberfléche
nur unabhdngige Molekiilpaare befinden. Ein Spot besteht also nicht mehr nur aus der
Fluoreszenz eines Farbstofftyps, sondern aus einer Mischung der Fluoreszenz von zwei
Typen. Somit stellt sich die Aufgabe, die detektierten Photonen eines Spotpixels zwei
unterschiedlichen Farbstoffen zuzuordnen. In dieser Arbeit wird die spektrale als auch die
zeitaufgeloste Information genutzt, um Farbstoffe getrennt auf einer Oberfliche zu
lokalisieren. Bei einer gegebenen Anzahl von Photonen ist die Kenntnis der
Wahrscheinlichkeitsverteilung fiir einen bestimmten Zeit- bzw. spektralen Parameter
notwendig. Aus diesen Wahrscheinlichkeitsverteilungen fiir die reinen Farbstoffe lédsst sich
dann die Wahrscheinlichkeit fiir eine bestimmte Mischungskombination berechnen, und somit

eine statistische Aussage iiber die Aufteilung der Photonen treffen. Ist die Aufteilung der
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Photonen fiir jeden Pixel eines Spots bekannt, kann das Bild eines Spots in zwei jeweils
einem der beiden Farbstoffe zu zuordnenden Bilder auf gespalten werden, aus denen eine
Abschitzung fiir die genaue Lage bzw. den Abstand der beiden Molekiile berechnet werden

kann.

1V.1. Die Parametrisierung der Information eines Pixels

Um die Wahrscheinlichkeitsverteilungen berechenbar zu machen, spielt die Parametrisierung
der Daten eine entscheidende Rolle. Bei einer SFLIM-Anlage besteht die Datenstruktur eines
Pixel aus dem Parametersatz (I,F,,{d(t))}). Bei I handelt es sich um die Anzahl der
detektierten Photonen und mit F, wird die Abschnitt II1.4 definierte Aufteilung der Photonen
auf zwei Spektralbereiche bezeichnet. Besonders der F,-Wert ist sehr stark durch den
Versuchsaufbau festgelegt. Die Verteilungen beziiglich dieses Parameters konnen daher nicht
immer von einer zur anderen Messung iibernommen werden. I und F, sind dadurch
ausgezeichnet, dass es sich bei ihnen um diskret verteilte Groen handelt. Die Anzahl der
Photonen pro Pixel I, wird in dieser Arbeit als Intensitdt eines Pixel bezeichnet. Theoretisch
sind Photonenzahlen von 0 bis o moglich, in der Praxis wird aber I selten groBer als ~1000,
da die verwendeten Farbstoffe zum einen geringen Absorptionsquerschnitt besitzen und zum
anderen nur eine begrenzte Anzahl an Anregungszyklen iiberstehen, bevor photochemische

Prozesse dazu fiihren, dass der Farbstoff nicht mehr fluoreszieren kann.

12 1800
-—1600
10 3 Abb. IV-2:
% 1 (—): Abklingkurve fiir ein
g & r20 | Pixel mit 125 Photonen.
S F1000 | (—): Abklingkurve fiir ein
% * [ &0 | Pixel mit 126 Photonen.
% ol [ 600 (===): Ab.khr.lgkurve fiir einen
& i Spot mit insgesamt 33780
- 400
2 Photonen

200

o — 0

Tr T T T 1 1 trr rr T
1 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64

Kanalnummer

Im Gegensatz zu I und F; liegt der Zeitinformation eine kontinuierliche Verteilung zu Grunde.

Wie in Kapitel II gezeigt, kann jedem Photon eine Makrozeit tyvakro Und eine Mikrozeit taikro
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zugeordnet werden. Die Zeiten tyvakro legen fest welchem Pixel die Photonen zugeordnet sind.
Die Zeiten tyikro folgen einer Grundwahrscheinlichkeitsdichte p(t). Die Begriffe Abklingkurve
{d(ti)} und Grundwahrscheinlichkeit {P(t;)} bzw. Muster {M(ti)} ({M(t))}={P(t))}) werden im
Folgenden eine zentrale Rolle spielen. Unter einer Abklingkurve {d(t)} versteht man die
Verteilung der gemessenen Photonen in die einzelnen Zeitkanile t;. In der Regel geht man
von N=64 Kanéilen aus, die Breite pro Kanal At entspricht At=12.5/64ns=195ps. Der i-te
Kanal steht fiir eine Zeit #,=(i-0.5)-At. Aus {d(ti)} kann nach Gl. IV-1 ein zeitlicher Mittelwert
T bestimmt werden. Dagegen gibt die Grundwahrscheinlichkeitsdichte p(t) an, mit welcher
Wahrscheinlichkeit ein Photon, zu einem bestimmten Zeitpunkt t detektiert wird. Die mittlere
Zeit T, ist dann die Zeit nach der im Mittel ein Photon detektiert wurde. T, ist charakteristisch
fiir einen Farbstoff. Fiir die spitere Auswertung ist aber notwendig, dass p(t) in eine
Grundwahrscheinlichkeit {P(t;)} iiberfiihrt wird, was nach sich fiihrt, dass auch die Zeit T, in
eine mittlere Zeit Ty Uberfiihrt werden muss. Die Abklingkurve {d(t})} folgt der
Grundwahrscheinlichkeit {P(ti)} des Farbstoffes.

Die Abklingkurven in Abb. IV-2 wurden aus einem Bodipy630/650 Farbstoffprobe generiert,
die trocken auf eine Glasoberfliche aufgebracht wurde. Sie stellen die Abklingkurven fiir
jeweils nur einen Pixel dar. Die Photonenstatistik der beiden Pixel ist praktisch gleich, der mit
der roten Kurve (—) korrelierte Pixel beinhaltet 125 Photonen, der mit der blauen Kurve (—)
korrelierte Pixel 126 Photonen. Trotzdem ist die Variation innerhalb der Kurven betréchtlich.
Werden alle Pixel eines Spots zusammen gefasst und die gemeinsame Abklingkurve ermittelt,
dann ergibt sich ein Bild, wie bei der schwarzen Kurve in Abb. IV-2. Insgesamt beinhaltet
dieser Spot 33780 Photonen. Die schwarze Kurve (==) zeigt ein hohes Mall an Homogenitit,
was impliziert, dass trotz der hohen Schwankungen von Pixel zu Pixel, eine fiir die Pixel

gemeinsame Verteilungsfunktion zu Grunde liegt, die angibt, wie im Mittel die Photonen in
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die einzelnen Zeitkandle verteilt werden. Um die Variationsbreite von einem Pixel zum
Naéchsten besser fassen zu kdnnen, bietet es sich an, die Abklingkurven auf einen Parameter
zu reduzieren, iiblicherweise der Parameter der Lebensdauer t hierzu genutzt, was aber
voraussetzt, dass sich die Abklingkurven innerhalb eines Teilbereiches des gesamten
Zeitfensters exponentiell verhalten. Zur Verdeutlichung wurde in Abb. IV-3 die schwarze
Abklingkurve (==) eines Spots aus Abb. IV-2 einfach logarithmisch aufgetragen Zwischen
dem 16 und 56 Kanal liegt ndherungsweise ein monoexponentieller Abfall vor. Nur in diesem
Bereich ist eine Beschreibung der Abklingkurve durch eine Lebensdauer zu lédssig. Fiir die
Abklingkurven der beiden Pixel ((—),(—)) aus Abb. IV-2 stellt sich in diesem Bereich die
Situation anders dar, besonders bei der blauen Kurve ist ein exponentielles Verhalten kaum
noch zu erkennen. Zusétzlich werden bei einer Beschriankung des effektiven Zeitfensters von
anfianglich 64 auf 40 Kanéle ein Teil der Photonen nicht genutzt. Bei der hier gezeigten Kurve
wiren das 35% der Photonen, was bei den geringen Photonenstatistiken in
Einzelmolekiilexperimenten die Aussagekraft tiber den Parameter t stark beschrankt. Anstatt

der Lebensdauer 7 bietet es sich an den Schwerpunkt T (siehe GI. IV-1).

T=§'Zf,-'d,-
: GL TV-1

einer Abklingkurve als Parameter zu verwenden. /=2d; steht fiir die Gesamtintensitdt des
Pixels und d; ist die Anzahl der Photonen im i-ten Kanal. Der Vorteil liegt darin, dass alle
Photonen eines Pixels verwendet werden konnen. Zusétzlich wird a priori nicht schon ein
gewisses Modellverhalten voraus gesetzt, was bei der Tatsache, dass sich die

Farbstofffluoreszenz nicht immer rein monoexponentiell verhalten, von groBem Vorteil ist.

Im nidchsten Abschnitt soll mit einer detaillierten Einfilhrung in die klassische
Mustererkennung aufgezeigt werden, welche Aufgaben fiir die Weiterentwicklung hin zu

einer SFLIM-Kolokalisationstheorie gelost werden miissen.
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1V.2. Das Prinzip der Mustererkennung mit Hilfe des Abklingverhaltens

In diesem Abschnitt soll es darum gehen, die klassische Mustererkennung soweit zu
verstehen, dass deren Defizite behoben werden konnen. Mit dem Wort klassisch wird der
Stand der Wissenschaft bezeichnet, d.h. den bis jetzt allgemein anerkannten Ansatz zur
Losung des gestellten Problems, den Abstand zwischen zwei kolokalisierten Molekiilen zu
berechnen. Die klassische Mustererkennung ist ausschlieBlich auf die Verwendung der
Zeitinformation beschrinkt. Die Beschrinkung der genutzten Information, ist eines der
Hauptprobleme des Algorithmus, weshalb versucht werden muss, diese Beschrinkung
aufzuheben. Das Anwendungsgebiet sind Bilder von Oberflichen, die mit kolokalisierten
Molekiilpaaren belegt sind. Bei diesen Proben wird davon ausgegangen, dass die Photonen
eines Spotpixel von zwei verschiedenen Farbstoffmolekiilen herriihren. Das Grundprinzip der
Klassischen Mustererkennung beruht auf der Annahme, dass in einem kolokalisierten
Molekiilpaar jeder Farbstoff unabhéngig absorbiert und emittiert, was bedeutet, dass jeder
Farbstoff einer spezifischen Grundwahrscheinlichkeit folgt. Aufgrund der Unabhingigkeit der
Farbstoffe konnen die entsprechenden Grundwahrscheinlichkeiten {P(t))} und {P»(ti)} durch

zwei unabhingige Eichmessungen, bestehend aus einer rein mit Farbstoff 1 oder Farbstoff 2

0087 Abb. 1V-4:
0.07 1 (—): {Py(t)} fiir den
006 Farbstoff 1
= 1 (—): {Px(t)} fiir den
£ "] Farbstoff 2.
GE) 0.04
S 00sd (Die mittleren Zeiten sind
§ . T{p};=2.76ns und
o T{p} :4.14115)
0.01 4
000 ¥y (—): Geratefunktion

T rTrrYrrr U rrrr -,vr - vr - r - rr T 1 TvunT
1 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 {GF(t)}
1
Kanalnummer

belegten Oberfliche, bestimmt werden. Die beiden ermittelten {P;(ti)} und {Px(t;)} werden im
Folgenden auch als Muster bezeichnet. Die Abklingkurve eines Pixel in einem kolokalisierten
Spot folgt einer gemischten Grundwahrscheinlichkeit, die sich als Linearkombination aus den

zwei Mustern {P(tj)} und {P(tj))} berechnen ldsst. Die Aufgabe des klassischen
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Mustererkennungsalgorithmus besteht nun darin, die entsprechenden Anteile von Farbstoff 1

und Farbstoff 2 zu ermitteln.

A priori sind einem nur die beiden Muster bekannt. Die gemessene Abklingkurve {d(t)} eines
Pixels setzt sich aus einem Anteil p fiir den Farbstoff 1 mit einer Grundwahrscheinlichkeit
{Py(t;))}, der einer ,,kurzen“ mittleren Zeit T{p}l zuordnet werden kann (siche Abb. IV-4 (—),
T{p}lz 2.76ns), in der Folge auch als kurzer Kanal bezeichnet, und einem Anteil (1-p) fiir den
Farbstoff 2 mit einer Grundwahrscheinlichkeit {P,(tj)} mit einer ,,l&ngeren* mittleren Zeit
T{p}z (siche Abb. IV-4 (—), T{P}ZZ 4.14ns), hier als langer Kanal bezeichnet, zusammen. Aus
Kapitel II ist bekannt, dass sich die Grundwahrscheinlichkeit als eine Faltung zwischen einer
Gerédtefunktion und einem rein exponentiellen Verhalten beschreiben ldsst. Fiir die in Abb.
IV-4 gezeigten Grundwahrscheinlichkeiten wurde ein rein exponentielles Verhalten mit einer
Lebensdauer von 2ns ({P(ti)}) bzw. 4ns ({Px(t;)}) angesetzt. Diese Funktion wurde dann mit
einer analytisch vorgegebenen Gerdtefunktion {GF(t;)} gefaltet (siche Abb. IV-4 (—), nicht
malistabsgetreu dargestellt).

Aus den beiden Grundwahrscheinlichkeiten {P;(t))} und {P,(t})} ldsst sich die
Grundwahrscheinlichkeit {P;»(ti;p)} kombinieren, welche die Abklingkurve des Pixels
beschreibt, (siche Gl. IV-2).

{Py(tip™ )p=p"™ L P (t,)}+(1-p™ ){Py(t,)}
GLTV-2
Mit Hilfe des so ermittelten Anteils p, kann die Intensitit des Pixels I in eine Intensitdt /,=p-/

fiir den kurzen Kanal und eine Intensitit /,=(7-p)-I fiir den langen Kanal iiberfiihrt werden.

Um das bestmoglichste p zu ermitteln, bendtigt man einen Anpassungstest, der durch
Variation von p die entsprechende Funktion {P,(t;p)} an die gemessenen Abklingkurve
anpasst. Der Anpassungstest beruht darauf, dass eine Grofe, die Likelihood-Funktion, welche
die gemessenen Werte in Relation zu den entsprechenden Modellwerten setzt, je nach
Algorithmus minimiert oder maximiert wird. Der bekannteste Vertreter ist der x’-Test, der
davon aus geht, dass die Messwerte, d.h. die Intensititen d;=d(t;) in jedem einzelnen Kanal
der Abklingkurve, unabhédngig und um den theoretischen Wert I-{P;»(t;;p)} normalverteilt
(symmetrisch) sind. Zudem gehort die Normalverteilung zur Klasse der kontinuierlichen

Verteilungsfunktionen.
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Im Fall der Fluoreszenzspektroskopie werden aber Photonen gezahlt, d.h. die Intensitidtswerte
sind diskret und erstrecken sie sich liber den theoretischen Wertebereich von 0 bis co und nicht
tiber den Bereich -o0 bis co wie im Fall einer normalverteilten Messung. Zweitens ist die
Unabhingigkeit der Zeitkandle nicht mehr gewéhrleistet, da nur eine gewisse Anzahl von
Photonen verteilt werden kann, und somit die Anzahl d; der Photonen im Kanal i von der
Anzahl der Photonen d; im Kanal j, j#1, abhdngt. Ohne Einschrinkung der Allgemeinheit kann
daher davon ausgegangen werden, dass die Intensitdten d; nicht normal, sondern polynomial
verteilt sind. Die Wahrscheinlichkeit Py(p,;1)=Py(p,d;...,dxn,1) fir eine bestimmte Verteilung
{di,...,dn) der Photonen in die Kanéle, wobei N die Anzahl von Kanilen beschreibt, ldsst sich
dann schreiben als.

Popid.dol)=1T] %‘/pﬂ
i=0 it

|:PV(p;I) = I-/'H Pi(t;p)p,(tp)= p-p,(l‘)+(]—p)-p2(t):|

i=0
GLTV-3
Der in Klammern geschriebene Ausdruck in GI. IV-3 gibt die Polynominalverteilung fiir den
Fall an, dass mit einer Grundwahrscheinlichkeitsdichte p(t) gearbeitet werden wiirde. Aus der
Definition von Py(p;]) kann abgeleitet werden, warum die Uberfiihrung der
Grundwahrscheinlichkeitsdichte p(t) in die Grundwahrscheinlichkeit {P(t;p)} fiir die
klassische Mustererkennung von zentraler Bedeutung ist. Ein Verteilung {P(t;p)} kann
empirisch gemessen werden, fiir p(t) miisste eine analytische Funktion bekannt sein. Da aber
fiir die Geridtefunktion im allgemeinen keine analytische Funktion gegeben ist, ist es
unmoglich einen Ausdruck fiir p(t) abzuleiten. Somit wire der in Klammern geschrieben
Ausdruck in GIl. IV-3 nicht definiert. Aus diesem Grund sind alle Datenauswertungs-
programme so geschrieben, dass die Photonen in bestimmte Zeitkanile eingeordnet werden.
Ohne néher auf die mathematischen Umformungen einzugehen, kann die Wahrscheinlichkeit
Py(p;d.....dn,I) in die Kullback-Leibler Diskriminierungsinformation
KLIy(p;1)=KLI(p;d,,...,dn,1), die oft auch als relative Entropie zwischen Messung und Modell

bezeichnet wird, umgeformt werden.

i=1 P,(t;;p)-1 i=1

N d. N
KLI,(p:1)=Y d, h{—} ,1=>4,

Gl TV-4
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KLIy(p;I) wird minimal, wenn Py(p;I) maximal wird. Der Unterschied zwischen den beiden
GroBen liegt darin, dass die Diskriminierungsinformation KLIy(p;I) eine relative Grofle
darstellt, was zur Folge hat, dass verschiedene Abklingkurven nicht miteinander verglichen
werden konnen. Der Grund, warum trotzdem gerne mit einer relativen Grofe wie KLIy(p;I)
gearbeitet wird, liegt darin, dass es sich um eine handliche Groe handelt. Man also nicht
beflirchten muss, das KLIy(p;I) zu gro bzw. zu klein wird, und damit erhebliche
Rundungsfehler auftreten konnen. Innerhalb eines festen Datensatz {d;} ist es nicht notwendig
mit absoluten GréBen zu arbeiten, es reicht daher aus, durch Variation von p den kleinsten

Best

Wert fir KLIy(p®*:I) zu ermitteln. Dieses p entspricht dann der grofiten
Wahrscheinlichkeit Py(p*;I) und somit der besten Linearkombination {P,(t;p®*")}. Die
Anpassung der Linearkombination erfolgt iiber ein Nelder-Mead-Optimierungsverfahren. Die

Best

klassische Mustererkennung ist aber so stabil, dass der Wert p~ nicht vom gewihlten

Optimierungsverfahren abhédngt. Ein Levenberg-Marquart-Verfahren wiére auch denkbar.

Um die innere Struktur des oben beschrieben Algorithmus besser zu visualisieren, bietet es

sich an, diesen auf simulierte Abklingkurven anzuwenden.
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1V.3. Uberpriifung der klassischen Mustererkennung mit Hilfe von

simulierten Abklingkurven

Der Generierung simulierter Abklingkurven liegt die Annahme zu Grunde, dass ein Farbstoff
durch eine bestimmte Grundwahrscheinlichkeit {P(t;)} beschrieben wird. {P(t;)} reicht alleine
nicht aus, um eine simulierte Abklingkurve mit insgesamt I Photonen zu erstellen, vielmehr
bendtigt man ein Ensemble E(t;) von Zeiten, aus dem I Zeiten heraus gezogen werden konnen.
Die Uberfiihrung einer Grundwahrscheinlichkeit aus einem Ensemble kann wie folgt
durchgefiihrt werden. Zuerst einmal muss die Grundwahrscheinlichkeit in ein Histogramm
umgewandelt werden. Bei der Simulation geht man davon aus, dass die
Grundwahrscheinlichkeit aus 64 Zeitkandlen mit einer Breite von 195ps besteht, wobei jeder
dieser Kanile mit einem Faktor F, F=100000, multipliziert wird. F muss hierbei viel groBer
sein als die Anzahl der Kanéle bzw. als die Anzahl I von Photonen. Die so berechneten Werte
N;=F-P(t;) werden noch gerundet. Aus der berechneten Haufigkeitsverteilung kann das
Ensemble E(t;), j=1...Lange(E(t)), bestimmt werden, indem N; mal die Zeit t,=0.5-dt, N, mal

0.6

0.54

0.4

Abb. 1V-5:
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die Zeit t;=1.5-dt usw. in E(t;) hineingeschrieben wird. Die Grofle Lange(E(t;)) von E(t;) hangt
davon ab, wie die N; gerundet wurden, ist aber nur geringfiigig verschieden von 100000. Aus

den so erstandenen Ensemble an Zeiten kann man sich die Abklingkuren generieren.

Dieses Verfahren wurde auf zwei verschiedene Farbstofftypen, zum einen auf Farbstoff 1 mit
einer Lebensdauer von t,=2ns bzw. auf Farbstoff 2 mit t1,=4ns angewendet. Die den

Farbstoffen zu Grunde liegenden Grundwahrscheinlichkeiten sind die in Abb. IV-4
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dargestellten {P(t))} und {P,(ti)}. Bei einer festen Intensitit von I=40 wurden jeweils 10000
Abklingkurven berechnet, bei denen a) alle Zeiten aus dem Ensemble E;(t) ((40:0)4
Mischung), b) alle Zeiten aus dem Ensemble Ex(t;) ((0:40)4 Mischung) und c) 20 Zeiten aus
Ei(ti) und 20 Zeiten aus E,(ti) gezogen wurden ((20:20)49 Mischung). Der Ausdruck (I;:1p);, /=
1;,+1;, bedeutet im weiteren Verlauf eine Mischung, bei der aus einem Ensemble von E(t;) I;
Zeiten und aus einem Ensemble von Ej(t) I, Zeiten gezogen wurden unter der
Vorraussetzung, dass insgesamt [ Photonen gezogen werden. Auf die erzeugten
Abklingkurven wurde jeweils die klassische Mustererkennung mit den Mustern {P;(t))} und
{P,(t)} angewendet und die ermittelten p®*' histogrammiert, Die Balkenbreite des

Best

Histogramme H(p®*) liegt bei 0.01. Fiir (40:0)4 wiirde man ein mittleres <p°*>~1 und fiir

(0:40)40 <p°™'>~0 erwarten. Fiir (20:20)4 erwartet man ein <p =>~0.5. Aus dem

Besty kann man den Fehler Ap™®™ der Mustererkennung ableiten, bei einer

Histogramm H(p
gegebenen Intensitdt I eine Mischung (I;:Ib); zu beschreiben. Definiert man das
Mischungsverhéltnis My, als M;,=I,/I, dann ist Ap®* (siche Gl. IV-5 ) das zweite zentrale

Moment beziiglich M;,.

est ] esi
APB :\/_' Z(pB t_Mzz)Z

n {pBea/}
0.05 GLTV-5
0.04 / \
€ oo v Abb. 1V-6:
: o (©): Hp) fir (20:20)
% ooz 7 \\ (—=—):H(p®*) fiir (100:100)200
0.01 4
| |
I ||
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Wobei n die Anzahl der simulierten Abklingkurven darstellt. Es ist von Bedeutung, dass der

Best.

Fehler Ap”®™ beziiglich My, und nicht beziiglich <p°*>, des Mittelwerts der Verteilung

Best

H(p"™), definiert wird. Geht man davon aus, dass fiir eine Verteilung H(p"*™) allgemein gilt:

My=<p"*">+Ap, und setzt man diesen Zusammenhang in Gleichung Gl. IV-5 ein, dann zeigt

Best

sich, dass man Ap~ schreiben kann als:
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ApBest — i Z(pBest_<pBest >)2+A

pz
—_—
n {pBeAz} h

1

GL 1V-6

Der erste Summand unter der Wurzel in GIl. IV-6 stellt das Quadrat der herkommlich

definierten Standardabweichung der Verteilung H(p"*

) dar, der zweite Summand ist die
quadratische Abweichung von M, zu <p®**>. Der Fehler Ap®* ist somit am kleinsten, wenn

H(p®*") schmal verteilt und der Mittelwert nicht vom Modellwert abweicht.

In Abb. IV-5 sind die Histogramme H(p"™) fiir (40:0)4 (C)) und fiir (0:40)4 (O) dargestellt.

Best Bestzo

Wie erwartet sind die Wahrscheinlichkeiten fiir ein p~ =1 bzw. ein p sehr viel grofer

als fiir alle anderen p®*' Werte, liegen mit 57% im Fall (40:0)4 und 51% im Fall (0:40)4 aber
doch deutlich von 100% entfernt. Fiir die Mittelwerte ergeben sich <p®*>=0.92 ((40:0)4)
bzw. <p®*>=0.13, und die Fehler der Mustererkennung sind Ap®*'=0.16 ((40:0)4) bzw.
Ap®*'=0.22 ((0:40)4).

Anders stellt sich die Situation fiir (20:20)49 dar (siehe (O) in Abb. IV-6). Der Mittelwert der

0.30
025 Abb. IV-7:
Zfz A: =40, B: =200
= il (—): H(T) fiir Farbstoff 1
E 005 (—): H(T) fiir Farbstoff 2
g o000 (W) : H(T) fiir (20:20)4 bzw.
% Zj— (100100)200
= Die rote Linie zeigt die mittlere
7 Zeit der (40:0)40 bzw. (200:0)200
] und die blaue Linie zeigt die
o1 mittlere Zeit der (0:40)4 bzw.
0'00.0 ' 2!5 ' 5!0 ' 715 ' 15.0 ' 125 (01200)200
Zeitlicher Mittelwert T [ns]
Verteilung H(p"™) liegt wie erwartet bei <p>"* ~0.5, der Fehler ist aber mit Ap®*'=0.27 sehr

hoch. Auffillig sind die sehr hohen Wahrscheinlichkeiten fiir p**'=1 bzw. fiir p°**'=0, in Abb.
IV-6 gekennzeichnet mit den beiden roten Pfeilen. Aus dem Histogramm konnen relativ gut
Riickschliisse auf die innere Struktur der klassischen Mustererkennung gewonnen werden.
Wie oben schon angemerkt sucht der Algorithmus nach dem Minimum von KLIy(p), wenn

eine der simulierten Abklingkurven ,kiirzer* ist, als das verwendet Muster {P;(t;)}, d.h. der
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zeitliche Mittelwert T der Abklingkurve ist kleiner als die mittlere Zeit T{p}lz 2.76ns. Dann
liegt das Minimum immer bei p®*'=1. Ist der zeitliche Mittelwert T groBer als die mittlere

Zeit T{p}2= 4.14ns von {P,(t;))} betrigt p°='=0.

Verdeutlichen kann man sich diesen Sachverhalt, indem man wihrend der Simulation nicht
nur die klassische Mustererkennung auf die Abklingkurven anwendet, sondern zusitzlich
noch deren zeitliche Mittelwerte T nach Gl. IV-1 bestimmt und histogrammiert. Als
Balkenbreite dieser Histogramme H(T) wurde 195 ps gewihlt. Neben der Simulation fiir [=40

wurde eine weitere fiir =200 durchgefiihrt.

Die in Abb. IV-7 A dargestellten Verteilungen H(T) zeigen, dass bei (20:20)4 (M) relativ
hiufig der Fall eintritt, dass T kleiner ist als T{p}l (rote Linie) bzw. bzw. groBer ist als T{p}z
(blaue Linie). Alle Abklingkurven mit einem T jenseits der beiden Linien ergeben die

Best ist stark von der

Extremwerte fiir p°*. Die Wahrscheinlichkeit fiir Extremwerte von p
Photonenstatistik abhéngig. Bei der Simulation mit I=200 ergibt sich das in Abb. IV-7 B
gezeigte Bild. H(T) fiir (100:100) (™) zeigt praktisch keine Uberlappung mehr. Fiir
(100:100),90 ergibt sich das in Abb. IV-6 (——) gezeigte H(p>*™). Die Wahrscheinlichkeiten

fiir pP'=1 bzw. fiir p*'=0 sind fast Null.

Aus dem oben gezeigten Verhalten kann man die Behauptung ableiten, dass die klassische

0.8 1

0.4 H
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Mustererkennung ein Algorithmus ist, in dem der zeitliche Mittelwert T quasi als eine
Erhaltungsgrofe angesehen werden kann. Die Linearkombination der Muster, die den

kleinsten KLIv(pB“t;I) Wert liefert, ist die Linearkombination, deren zeitlicher Mittelwert Ty,
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dem zeitlichen Mittelwert T der gemessenen Abklingkurve entspricht. Wie gut der
Erhaltungssatz den zeitlichen Mittelwert erfiillt hingt wieder von der Photonenstatistik ab.
Definiert man die GroBBe AT=T-Tr; und bestimmt wéihrend der Simulation auch noch fiir jede
Abklingkurve AT, dann verteilen sich die AT’s wie in Abb. IV-8. Die Balkenbreite der
Histogramme H(AT) wurde auf 0.2ns festgelegt. Bei [=40 und einer (20:20)49 Mischung ((CJ)
in Abb. IV-8) befinden sich mit einer Wahrscheinlichkeit von 85% alle AT’s in einem Bereich
von [-0.1...0.1]. Bei einer Intensitdt [=200 und einer (100:100),99 Mischung (({J0) in Abb. IV-8)
befinden sich praktisch 100% aller AT’s in diesem Bereich. Trotz der geringen Aufweichung
des Erhaltungssatzes fiir die mittleren Zeiten bei geringen Photonenstatistiken kann man
davon ausgehen, dass auch die Zeit T eine selektive Grofe fiir eine Mustererkennung sein

kann. Im Laufe dieser Arbeit wird noch néher auf diesen Sachverhalt eingegangen.

Ein Algorithmus ist nur dann als Kolokalisationsalgorithmus geeignet, wenn es moglich ist,

einen Fehler fir den Optimierungsparameter abzuschitzen. Ohne die Mdglichkeit A(p™e™)

angeben zu konnen, kann der Fehler fiir die berechneten Abstand zweier Molekiile nicht

angegeben werden. Es fehlt somit schlussendlich eine statistische Aussage dariiber, ob ein

Best Best

Abstand signifikant ist oder nicht. Um den Fehler A(p abzuschdtzen miisste man

) fiir p
die Integrale <p>=[p-Py(p;1)-dp und Vp=f(p-<p>)2 ‘Py(p;1)-dp l6sen. Aus <p> und V, kann

A(p™*") berechnet werden: Ap®*")=v(<p>-p"*)*+V,

[)]

g Abb. IV-9:

2 Bild einer Bodipy630/650
- Oberfliche.

x-Richtung

Die klassische Mustererkennung besitzt in der beschriebenen Form dass Problem, dass nicht
die vollstindige Information eines Datensatzes ausgenutzt wird . Wie schon erwihnt, ist neben

der Zeitinformation aber auch die spektrale Information charakteristisch fiir einen Farbstoff.
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Die optimale Form einer Kolokalisationstheorie nutzt beide Informationen. Um ein Gefiihl zu
bekommen, wie sich die zeitliche und spektrale Information fiir einen Farbstoff verteilt,
wurden zwei verschiedene Farbstoffproben untersucht. Es handelt sich zum einen um eine
Cy5.5-Probe und zum anderen um eine Bodipy630/650-Probe. Beide Proben wurden trocken
auf eine Glasoberfliche gebracht, und mit Hilfe einer SFLIM-Anlage untersucht, indem ein
gewisser Bereich der Probe abgerastert wurde. Ein so entstandenes Bild einer

Bodypy630/650-Oberfliche ist in Abb. IV-9 gezeigt.

Fiir jeden Pixel oberhalb einer Schwellenintensitit [s=30 wurde der zeitliche Mittelwert T und
der F,-Wert bestimmt. Der Grund, warum eine so hohe Schwelle angesetzt wurde, ist, dass
Hintergrundeffekte vernachléssigt werden sollen. Auf diese Tatsache wird noch im Kapitel VI
eingegangen. Die einzelnen Zeiten T (H(T)) und die einzelnen F,-Wert (H(F,)) der Pixel
wurden histogrammiert, die Balkenbreite der H(T) Histogramme liegt bei 195 ps, die der
H(F>) Histogramme bei 0.02. In Abb. IV-10 sind sowohl H**(T) () und HY(T) (0), wie auch
H®*(F,) (—-) und HY(F,) (——) abgebildet. Die Indices BP bzw. CY stechen fiir die

F2-Wert
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0.30 . 1 .' 1 . 1 . 1 . 0.10
1 _ \"'\ /./'\ L
0.25—- \ i /-" \ | 0.08
E 0.20 N\ N = Abb. IV-10:
5 | il (- / o 2 | () HP'(T), (O)}HY(T),
2" / : / [ E | () HY(E), () HT (B
g 010 / . / 1 § | (Erklarung siche Text)
RS ! m
0.05 4 /./ \ "\ /.’ \ 002 ™
J o \hl’.;/'\-}\ +
0.00 -f':'/ "-'”H L] H-l"'~. ' eese- 0.00
0 2 4 6 8 10

Zeitlicher Mittelwert T [ns]

Histogramme, die aus dem Bild der Bodypy630/650- bzw. der Cy5.5-Probe generiert wurden.
Aus Abb. IV-10 ist deutlich zu entnehmen, dass die beiden Farbstoffe sowohl iiber die
zeitliche, wie die spektrale Information relativ gut zu trennen sind, obwohl die
Unterscheidbarkeit nicht bei 100% liegt. Dies ist daran erkennbar, dass sich die Histogramme

H®"(T) und HY(T), sowie H?"(F,) und H*Y(F,) iiberschneiden.

Zur Erweiterung der klassische Mustererkennung um die spektrale Information, miisste der

F»-Algorithmus ebenfalls in einer kontinuierlichen Schreibweise vorliegen. In der weiteren
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Argumentation bezeichnet LF'(p;I) die Likelihood-Funktion der Mustererkennung beziiglich
der Zeitinformation Inf', und LF"(p;I) die Likelihood-Funktion der Mustererkennung
beziiglich der spektralen Information Inf: Der Datensatz auf den die Algorithmen
angewendet werden, ist durch einen Pixel mit der Intensitit I und einem gemessenen (Inf’,
Inf") Wertepaar gegeben. Bei Inf' handelt es sich um eine Abklingkurve {d(t;)), und Inf":ist
gegeben durch einen F,-Wert. Aus beiden Likelihood-Funktionen kann eine resultierende
Likelihood-Funktion LF""(p;I) bestimmt werden, und aus LE"(p;I) kann (p""2)®* bzw. ein
A(p")B*" ermittelt werden. Es stellt sich die Frage, ob es iiberhaupt moglich ist den F,-
Algorithmus in einer kontinuierlichen Schreibweise zu definieren. Die spektrale Information
eines Pixel besteht aus der Anzahl Iz der Photonen im roten Kanal, geteilt durch die
Gesamtintensitit I. Es ergibt sich der F,-Wert: F>=Iz/I. Da Iz wie I eine diskrete GroBe ist, ist
auch F, diskret verteilt. Im kolokalisierten Fall besteht die Fluoreszenz eines Pixels aus einer
Mischung (I;:1;);. Als spektrales Muster fiir einen Farbstoff wéhlt man die GroBe prot. Prot
stellt die Wahrscheinlichkeit dar, mit der ein Photon im roten Kanal detektiert wird. Die
Abklingkurve des Pixel kann nach GI. IV-1 in einen zeitlichen Mittelwert T umgerechnet
werden. In Abb. IV-8 wurde gezeigt, dass der zeitliche Mittelwert eine Erhaltungsgrof3e
darstellt. Die klassische Mustererkennung kann daher auch in der in Gl. IV-7 dargestellten

Form geschrieben werde.

T=p T, +(1-p) T, ,p=0..1

Abb. IV-11: GL IV-7
(m) :Korrelationsfunktion GCY(FZ,T)
(W) :Korrelationsfunktion G®"(F,,T) T,' und T, sind die mittleren Zeiten

der Farbstoffe 1 und 2. Wenn der F,-
10
Algorithmus kontinuierlich definierbar
wire, miisste es moglich sein die

Struktur aus GIl. IV-7 auf den F,-

0.8

Algorithmus zu ibertragen (siehe Gl.
IV-8).

0.g

“Wert

™04

F

FZ = sz 'pRotI‘i‘(]_pFZ)'pRotz
. GL IV-8

Da aber F, diskret ist, kann sz aus GI.

0.0 IV-8 niemals kontinuierlich verteilt

0 2 4 6 8 10
Zeitliche Mittelwert T [ns]
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sein. Bei einer Intensitit I gibt es nur (I+1) verschiedene p™. Es ist somit nicht moglich den
F,-Algorithmus kontinuierlich zu schreiben. Eine Likelihood-Funktion LF"(p;I) kann nicht
definiert werden, und daraus folgt, dass auch kein LF'"(p;I) bestimmt werden kann. Die
klassische Mustererkennung ist in der gewéhlten Form folglich nicht zu einem F;-

Algorithmus kompatibel.

Eine schliissige Kombination der Zeitinformation und der spektralen Information stellt aber
die beste Wahl fiir einen Kolokalisationsalgorithmus dar. Ein solcher Algorithmus wird als
SFLIM-Algorithmus bezeichnet. Aus mathematischer Sicht kann ein solcher Algorithmus nie
schlechter sein als der beste Einzelalgorithmus. Dies wird deutlich, wenn die
Korrelationsfunktionen {G""(F,,T)} bzw. {G“Y(F,T)} zwischen F, und T der beiden
Farbstoffe Bodypy630/650 und Cy5.5 betrachtet werden. Eine Korrelationsfunktion G(F,,T)
gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit welcher ein Wertepaar (F,,T) in einem Pixel auftritt. In
Abb. IV-11 sind {G®"(F,,T)} und {G“Y(F,,T)} aufgetragen. Es ist deutlich zu sehen, dass die
relative Uberlappung der beiden Verteilungen wesentlich kleiner ist, wie im Fall von H*"(T)
und HY(T) bzw. H""(F,) und HY(F,) (siche Abb. IV-10). Ein SFLIM-Algorithmus, dessen
Giite mit der Uberlappung der Korrelationsfunktion verkniipft ist, wiirde also einen

wesentlich kleineren Fehler erwarten lassen.

Um einen SFLIM-Algorithmus zu entwickeln muss die innere Struktur der klassischen

Mustererkennung verdndert werden.
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1V.4. Anpassung der inneren Struktur der klassischen Mustererkennung

I, LF(1,/50;50)
0 LF(0;50)
1 LF(0.02;50)
Abb. 1V-12:
Innere Struktur eines diskreten
Mustererkennungsalgorithmus
49 LF(0.98;50)
50 LF(1;50)

Der oben beschriebene Algorithmus stellt einen kontinuierlichen Anpassungstest dar, bei dem
sich die moglichen Werte von p iiber den Bereich von 0 bis 1 erstrecken konnen. Solch einen

Algorithmus bezeichnet man als einen kontinuierlichen Best-Fit Algorithmus.

Hier zeigt sich aber schon ein Kompatibilititsproblem auf, da, entgegen der kontinuierlichen
Beschreibung des Algorithmus, die Photonenstatistik diskret vorliegt. Hier wird wieder
angenommen, dass die Photonen eines Pixels aus zwei  verschiedenen
Grundwahrscheinlichkeiten stammen. Dann stellt bei einer Intensitit I die Anzahl der
Photonen I; die vom Farbstoff 1 kommen eine diskrete Grof3e dar. Es konnen nur 1,=0,1,...1
Photonen vom Farbstoff 1 kommen. Dieses Argument spricht gegen eine kontinuierliche
Schreibweise der klassische Mustererkennung. Der kontinuierliche sollte in einen diskreten
Algorithmus {iiberfiihrt werden. Dazu verldsst man den Ansatz, dass unendlich viele
Linearkombinationen {P;»(ti;p)} moglich sind. Man geht von einer endlichen Anzahl von
Linearkombinationen aus, und zwar fiir jede mdgliche Mischung (I;:1,);. Der Ubergang von
einer kontinuierlichen zu einer diskreten Schreibweise entspricht somit einem Ubergang von p
zu einem Verhiltnis M,=I;/I, bzw. einem Ubergang von {Pix(t;p)} zu {Pia(t;11/)}. Die
innere Struktur des Algorithmus &ndert sich hierbei gravierend, siche Abb. IV-12. Jede
mogliche Linearkombination {P;x(t;;I;/I) fiihrt zu einem Likelihood-Wert LF(I,/I;I). Bei einer
Intensitét I, kann man nun auf I[+1 verschiedene Likelihood-Werte zuriickgreifen, anstatt nur
auf einen extremen Wert LF(p®*;I). Im Fall von I=50 sind z.B. die Verhiltnisse I,/I=0, 0.02,
...,1 moglich.
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Beim Ubergang zum diskreten Fall muss iiberpriift werden, ob die oben eingefiihrte Kullback-
Leibler-Diskriminierungsinformation KLIy(I;/I;I) (siche Gl. 1V-4) immer noch als
Likelihood-Funktion geeignet ist. Zum anderen muss gekldrt werden, wie man aus der
Verteilung {LF(I,/L;I)}, den besten Schitzer I,** fiir die wahre Intensitit I, ermittelt, und

einen Fehler A(I,"*") angeben kann. Prinzipiell gibt es hierfiir zwei Moglichkeiten.

Zum einen kann man fiir [;>* das ;"™ wihlen, fiir das LF(IlMaX/I;I) extrem wird. Einen
solchen Algorithmus werde ich im Folgenden als einen diskreten Best-Fit Algorithmus
bezeichnen. Dieser Algorithmus ist die diskrete Formulierung der oben beschriebenen

klassischen Mustererkennung.

Oder man berechnet I,**" iiber die GL. IV-9 (a) oder (b).

1 1
DI, LF(1,/1:1) DI, (1/LF(1,/1:1))
I]Best — 11=01 (a) , Oder I]Best — 11=01 (b)
DLF(1,/1:1) D (1/LF(1,/1:1))
1,=0 1,=0
GL V-9

1,55 ist also nach Gl. IV-9 definiert als der Mittelwert der Wahrscheinlichkeitsverteilung
{LF(I,/L;I)} (Fall (a)) oder der Wahrscheinlichkeitsverteilung 1/LF(I;/I;I) (Fall (b)). Der Fall
(a) trifft fiir Verteilungen iiber absolute GroBe zu, {LF(I;/I;I)} wird gleich dem, aus der
Polynominalverteilung abgeleiteten, {Py(I;/I;I)} gesetzt. Der Fall (b) gilt fiir relative GroBen,
und {LF(I,/I;I)} wird gleich KLIy(p;I) gesetzt. Im Folgenden wird man bei dem durch GI. IV-

9 beschriebenen Algorithmus von einem Verteilungs-Algorithmus sprechen.

Der Vergleich zwischen dem diskreten Best-Fit Algorithmus und dem Verteilungsalgorithmus
ist die Aufgabe dieses und des ndchsten Kapitels. Die oben gewéhlten Beschreibungen der
Algorithmen sind so allgemein gehalten, dass die herausgearbeiteten Zusammenhénge fiir alle

diskreten Beschreibungen einer Kolokalisationstheorie giiltig sind.

Die Frage, welcher der beiden moglichen Typen, ein diskreter Best-Fit Algorithmus oder ein
Verteilungsalgorithmus, am besten geeignet ist, kldrt man iiber eine Simulation. Hierzu geht

man von einer Intensitidt [=40 aus und mischt [; Zeiten aus dem Ensemble E,(t;) und I, Zeiten
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aus dem Ensemble E(t;)) zusammen. Fiir jeden mdglichen Wert von I, [,=0,1,...,I, generiert

man einen Satz aus 10000 Abklingkurven.

Es handelt sich prinzipiell um die gleiche Simulation wie im Abschnitt V-3, mit dem
Unterschied, das I; nicht fest vorgeben ist, sondern variiert wird. Auf jede generierte
Abklingkurven wendet man sowohl den diskreten Best-Fit Algorithmus (Index dBF) wie auch

den Verteilungsalgorithmus (Index VA) an und bestimmt das I,***. Am Ende der Simulation

0.05

0.04 4

Abb. IV-13: 0.03
(—): LF(I/LD=KLIy(I1,/L;I) 1
(—): LF(I//L,D=Py(1,/L;1)
(—): Gleichverteilung

LF(L/11)

0.024

0.014

0.00 : . : . : .

stehen fiir jedes (I;:1o); zwei Verteilungen H® (1,5 und HYA(1,®*") zu Verfiigung, aus denen
sich sowohl ein Mittelwert (<I;5*>)%" bzw. (<I,5%>)"4, wie auch die zweiten zentralen

Momente AL, ®*Y)®BF und A(I,2*)"* beziiglich dem bekannten I; bestimmen lassen.

Um die Frage zu kldren, welche Likelihood-Verteilung {LF(I;/I;I)} man bei diskreten
Algorithmen ansetzen muss, wird bei bestimmten Mischungen eine der simulierten
Abklingkurve herausgegriffen. Aus der simulierten Abklingkurve werden die Verteilungen
{KLIv(I;//I;I)} und {Py(I;/I;I)} berechnet. Fiir die in Abb. IV-13 gezeigten Verteilungen
{KLIy(I,/;I)} (—) und {Pv(Ii/LI)} (—) wurde eine Abklingkurve aus einer (12:28)4
Mischung genommen. Es ist bekannt das Py(I;/I;I) maximal wird, wenn KLIy(I;/I;I) minimal
wird. Das I,%*" des Verteilungsalgorithmus muss fiir LE(I;/I;1)=KLIy(I;/I;I) nach GI. IV-9 (b)
und fir LF(Iy/L;I)=Py(I,/I;I) nach GI. IV-9 (a) bestimmt werden. Der Extremwert von
KLIy(Ii/I;I) und Py(I;/L]) liegt bei [,=9, genau auch diesen Wert wiirde der diskrete Best-Fit
Algorithmus als I,”* liefern. Der Verteilungsalgorithmus liefert hingegen im Fall von
LF(L/LI)=KLIy(I,/LI) ein I,**'=20, im Fall von LF(I;/LI)=Pw(I,/LI) aber I,°*'=12. Der
Grund, warum der Verteilungsalgorithmus fiir LF(I,/I;1)=KLIy(I;/I;I) schlecht arbeitet, liegt
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daran, dass die Werte fiir KLIy(I;/I;I) sehr nahe bei einer Gleichverteilung (siche Abb. IV-13
(—)) liegen. Bei einer Gleichverteilung tiber den Parameter I; liegt der Mittelwert immer bei
0.5-1, da I der maximale Wert ist, den I; annehmen kann. Fiir den diskreten Best-Fit-
Algorithmus ist es im Grunde egal, welche Likelihood-Funktion benutzt wird, im Fall des
Verteilungsalgorithmus ist es aber ausschlaggebend, dass man mit absoluten Gréfen arbeitet.
Daher wird im weiteren Verlauf LF(1,/I;1)=Py(1;/I;]) angenommen. Hiermit reduziert sich
Gleichung Gl. IV-9 auf den Fall (a).

Um die Verteilungen miteinander vergleichen zu kdnnen, bendtigt man eine Giitefunktion
GF(I;). Eine Giitefunktion ist die Verteilung eines Giiteparameters GP, der angibt wie gut ein
Modell einen Datensatz beschreibt. Bei einem Gliteparameter muss es sich um einen
absoluten Parameter handeln, sonst wére ein Vergleich zwischen zwei Modellen oder
innerhalb eines Modells nicht méglich. Als Giiteparameter GP fiir die Verteilung H(I,”**") von
1,°* bietet sich die inverse relative Abweichung I/A(I,**) der Verteilung H(I;***") an. Um so
weniger eine Verteilung um das tatsdchlich gegebene I; herum streut desto groBer ist die Giite

des Algorithmus. Das zweite zentrale Moment A(I;**) bestimmt man nach Gl. IV-10.

A(IIBeSZ)=\/i' Z(IlBest _11)2

n {IIBe.vt/l
GLTV-10

0.6 —
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Wobei n die Anzahl der simulierten Abklingkurven pro Mischung ist, und I, die bei der
Mischung vorgegebene Intensitit fiir den Farbstoff 1 darstellt.
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In Abb. IV-14 sind die Verteilungen fiir die Mischungsverhéltnisse (40:0)49, (0:40)4 und
(20:20)4 aufgetragen. Im Fall der Mischung (20:20)4 ((@): H® (1,2, (——): HYA(1,5Y)
fallt sofort auf, dass bei dem Verteilungsalgorithmus die Wahrscheinlichkeiten fiir die
Extremwerte [;°*'=0 zw. 1,°*'=40 sehr klein sind, im diskreten Best-Fit-Fall zeigt sich das
oben schon im kontinuierlichen Best-Fit-Modus gezeigte Verhalten (siche Abb. 1V-6), dass
die Wahrscheinlichkeiten fiir die Extremwerte grofler sind als flir alle anderen IlB“t. Die
Mittelwerte liegen wie zu erwarten mit (<I;**>)®"=20 und (<I,%*>)"4=20 genau bei [;=20.
Die Verteilung des Verteilungsalgorithmus erscheint aber homogener, was sich auch darin
ausdriickt, dass mit A(I,%*)V4=6.449 die Streuung der Werte von I,°* wesentlich kleiner als

bei dem diskreten Best-Fit-Algorithmus mit A(I;*)*®F=10.507 ist.

Auch im Fall der Mischungen (40:0)40 ((C): H®F(1,%®), (—=—): HYA(1,®*")) und (0:40)4 ((D):
HEF(LBY, (=) HYA(1,%*Y) erscheinen die Verteilungen des Verteilungsalgorithmus
homogener, die Mittelwerte (<I;**>)"* weichen aber mit 31 (40:0)4 und mit 10 (0:40)4 sehr
stark von I;=40 bzw. I;=0 ab, was in einer groBen Streuung A(I;°*)'* von 10.074 bzw.
11.124 resultiert. Dagegen liegen die Mittelwerte (<I;%*>)®" bei 37 ((40:0)4) und 5
((0:40)40) mit einer Streuung A(I,**")*®" von 6.411 und 8.716.

Berechnet man nun die Giitefunktion GFdBF(Il) (siche Abb. IV-15 (——)) und GFVA(I)) (siche
Abb. IV-15 (—=—)) fiir alle Mischungen (0:40)4 ... (40:0)4 dann zeigen sich zwei
unterschiedliche Bereiche. Links und Rechts der blauen Linien in Abb. IV-15 ist die Giite des
diskreten Best-Fit Algorithmus besser, innerhalb der blauen Linien zeigt der

Verteilungsalgorithmus eine bessere Giite.
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16 " 1 " 1 " 1 "
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1] Abb. IV-15:
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= 104
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: 0] P B (=): GFF (1), (=): GFA(1)
3 ded B, ol
49 lIi;\l/l—.;7\7;;//.;.777/’/7//”’ \\\\\\
$ [
2 T T T T T T T
0 10 20 30 40

Anteil |, fir eine Mischung (1,:1,),
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Das prinzipielle Verhalten bleibt auch erhalten, wenn man die gleiche Simulation fiir ein
=200 (siche Abb. IV-15 (=): GF®® (1)), (==): GF¥*(1})) durchfiihrt, obwohl sich die Form
der Kurven stark verdndert. Fiir alle Mischungen (0:200)200 ... (200:0)20 liegt die Giite
oberhalb der Giitefunktion fiir die Simulation mit [=40. Dies war zu erwarten, da als
Gliteparameter die inverse relative Abweichung angenommen wurde und man mit einer
grofleren Photonenstatistik schmalere Verteilungen (siehe auch Abb. IV-7), und damit eine
bessere Unterscheidbarkeit erwartet. Greift man auf die Verteilungen H(T) aus Abb. IV-7 A
und B zuriick, so ist die folgende Aussage moglich: Umso hoher die Intensitét I desto besser
sind die Verteilungen H(T) der Farbstoffe 1 und 2 getrennt, und umso grofer wird die Giite
der Algorithmen. Allgemein héngt der Fehler in der Unterscheidung von zwei Farbstoffen

anhand eines Parameters von der Uberlappung der Verteilungen des Parameters ab.

Die aus einem Datensatz tiber eine Kolokalisationstheorie ermittelte Information, ist immer
mit einem Fehler behaftet. Die genaue Kenntnis dieser Fehler ist wichtig, da nur so die zu
treffenden Aussagen statistisch erhdrtet werden konnen. Wenn auf einen simulierten
Datensatz zuriick gegriffen wird, dann konnen die Fehler dulerst exakt ermittelt werden, da
immer die der Simulation zugrunde liegende Information genutzt werden kann. So ist z.B. fiir
einen Pixel die exakte Mischung bekannt, und diese kann mit der berechneten Mischung
verglichen werden. Nun will man die entwickelten Algorithmen auf reale Datensitze
anwenden, bei denen a priori der exakte Wert niemals bekannt ist. Der exakte Fehler muss bei
einem gegebenen Datensatz direkt aus dem Algorithmus ohne Vorkenntnis des tatséchlichen
Wertes geschitzt werden. Der oben in Gl. IV-10 definierte Parameter A(I;°™) stellt den
exakten Fehler fiir den Intensititsanteil 1,2 dar, er gibt also an um + wieviele Photonen der

berechnete Wert 1,5

im Mittel vom tatsachlichen Wert I; abweichen kann. Mit diesem
Fehler konnen spédter die Fehler der Folgeaussagen abgeschitzt werden, z.B. der Fehler des
Abstandes zwischen den kolokalisierten Molekiilen. Da Die Intensitét I fest vorgegeben ist,
gilt fir den Fehler A(IL®™) fir LP=I-1,"*" AL"*")=A(1,**"). Bei simulierten Daten ist es
immer moglich den Wert I; anzugeben, weshalb A(IlBeSt) nach Gl. IV-10 bestimmt werden
kann.

Im weiteren Verlauf besteht nun die Aufgabe darin einen guten Schiitzer sA(I;%*)®"VA fir

die exakten Fehler A(IlBeSt)dBF’VA zu finden. Dabei greift man auf die Tatsache zuriick, dass in

der diskreten Schreibweise fiir jedes mogliche I; eine Wahrscheinlichkeit Py(I;/I;I) bestimmt
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werden kann. Aus der ermittelten Wahrscheinlichkeitsverteilung {Pv(I,/I;I)} ldsst sich dann

Best

die Standardabweichung p,A(I;""") berechnen.

PVA(LBES[): ZPV(II/I"I)'(IJ_<II >p, )2 9ZPV(II/I"I)£I
[] []

<I;>,=>P(1,/1;1)1,
I
GL IV-11

<I;>p, in GI. IV-11 stellt den Mittelwert der auf 1 normierten Verteilung {Py(I;/;I)} dar. Von
p AP kann  auf AL P)BRVA geschlossen  werden. Die  Transformation
p AT ALY BEYA  muss  der  Definition  des  Algorithmus  folgen.  Der
Best

Verteilungsalgorithmus selektiert den Mittelwert <I;>p, von Py(I,/I;I) als B UL

die Transformation reduziert sich dann auf die Gleichheit sA(7;”*")""=p,AI,**"). Im Fall des

:<II >PV=

diskreten Best-Fit Algorithmus selektiert man den Maximalwert M pBest=pMax s

Py(I/L;I). Im Allgemeinen muss man davon ausgehen, dass I;V"™

nicht gleich dem Mittelwert
<I;>p, entspricht. Bei der Transformation p,A(I;”*")—sA(I,**)*®" ist es daher notwendig die

Abweichung (IlMaX-<Il>pv) mit ein zu berechnen. SA(IlBe“)dBF berechnet sich dann wie folgt.

SA(IIBest)VA :PV A(IlBest)

SA(IIBest)dBF — \/PV A(]IBest)Z +(]1Max_ < 1] >PV )2
GLITV-12

Die Uberpriifung, wie sich die sA(I;"**)®®""* verteilen und ob der Schitzer geeignet ist, kann
wieder nur iliber eine Simulation erfolgen. Der Aufbau der Simulation folgt den oben
beschriebenen Ablauf, mit dem Unterschied, dass bei einer festen Intensitit 1=40 nun
insgesamt 410000 mal per Zufallsgenerator ein I; zwischen 0 und 40 erzeugt wird. Jede dieser
Mischungen (I;:I2)40, [,=I-I; wird nach dem bekannten Prinzip eine Abklingkurve {d(t)}
zugeschrieben, auf die dann sowohl der diskrete Best-Fit Algorithmus, wie der
Verteilungsalgorithmus angewendet wird. Fiir jede Abklingkurve ist nun die

Wabhrscheinlichkeitsverteilung Pv(I,/I;I) bekannt, aus der dann pVA(IlB est

), und nach den oben
definierten Transformationen SA(IlBeSt)dBF und rA(IP®)"* berechnet werden kann. Der
Zufallsoperator fiir I; wurde so programmiert, dass fiir jedes mdogliche I;, 1;=0 ... 40, die
gleiche Hiufigkeit von 10000 angesetzt wird. Jede simulierte Abklingkurve {d(t)} ist

unabhéngig von den anderen, und zieht damit ein unabhingiges Py(I;/I;]) nach sich. Fiir jedes
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I, sind somit ~10000 unabhingige p,A(I;**')-Werte gegeben, aus denen ein mittlerer Schétzer
<sA(I P BF> bzw. <sA(I%*)V*> und deren Streuung bestimmt werden kann. In Abb. IV-16
sind bei [=40 fiir alle I; sowohl die Fehler A(I,**%)®" (—=—) und A(I,®*%)"* (—=—), sowie ihre
mittleren Schitzer <sA(I;**)®"> (—) und <sA(I;**")V*> (=) und deren Streuung () bzw.

(I) aufgetragen.

IEN Abb. IV-16:
' AT 1=40:

Fehler von 1,%* bei bekannten 1;:

(___): A(IlBest)dBF

(___): A(IlBest)VA

Fehler von 1;%* ohne

Beriicksichtung von I;:

( ): <SA(IlBeSt)dBF>

(_): <SA(IlBeSt)VA>

(1), (I): Streuungsintervalle

] 0 5 3 . Erklarung griine und blaue
Anteil I, fur eine Mischung (,:1,), Intervalle siehe Text

Aus Abb. IV-16 kann man entnehmen, dass im diskreten Best-Fit Modus die Werte des

mittleren Schitzers <gA(I,>*")*F

> im Intervall zwischen 9.18 — 9.65 liegen. Die Funktion
<sA(LB*Y)BE> yon I, ist somit in guter Ndherung durch eine Gleichverteilung zu beschreiben.
Damit ist <sA(,"*)®"> in 1. Niherung nur eine Funktion von I,
<A(IP4) ™ > =< A(1,°*")™F>(]), und unabhingig von der Mischung. Zusitzlich fillt auf,
dass sich der Fehler A(I,**)*®" zum groBten Teil innerhalb des Streuungsintervall von
sA(LP*Y)B" befindet. Diese Bereiche sind durch die griinen Intervalle in Abb. IV-16
gekennzeichnet. Die mit den roten Pfeilen kennzeichneten Intervalle geben die Bereiche an, in
denen die sA(L 2" bzw. sA([;2*)"* den exakten Fehler unterschitzten, und die schwarzen
Pfeile geben die Bereiche an, in denen der Fehler iiberschitzt wird. Der rote Bereich ist im
diskreten Best-Fit Modus eindeutig am kleinsten. Zusitzlich liegen die Werte nur geringfligig

iiber dem Streuungsintervall von sA(I;**")®5F. Es lisst sich ableiten, dass sA(I;**")*®F ein guter

Schitzer fiir A(I, %" ist.
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Besty VA
)" zu

Im Verteilungsmodus stellt sich die Situation anders dar. Der Definition von sA(I;
Folge (siche Gl. IV-12) ist <sA(I,**")"*> immer kleiner als <gA(I;**)*®**>. Trotzdem
verwundert es, dass <sA(I;"*)"*> so stark von der Gleichverteilung abweicht. Neben der
starken Abweichung von einer Gleichverteilung, fdllt ebenfalls auf, dass sich das
Streuungsintervall von sA(I;®*)"* und A(I,®*)"* nur fiir kleine Bereiche, in Abb. IV-16
dargestellt durch die blauen Pfeile, iiberschneidet. GroBiten Teils liegen die Werte von
APV deutlich unterhalb des Streuungsintervall, schwarze Intervalle, der Fehler wird

Best\VA
“H'? ebenso

somit {iberschétzt. Fiir die mit roten Pfeilen markierten Bereiche liegt A(I;
deutlich oberhalb dem Streuungsintervall. Verglichen zum diskreten Best-Fit Modus zeigt der
Schitzer im Verteilungsmodus eine unbefriedigende Ubereinstimmung mit dem Wert

A(I . Best)VA.

Die oben durchgefiihrten Simulationen stellen eine 1-dimensionale Messung dar. Es wurde
immer nur jeweils ein Pixel mit einer Gesamtintensitit, bzw. einer vorgegebenen Mischung,
(I:Ip)1 betrachtet. Im Grunde sind die bis jetzt abgeleiteten Zusammenhinge nur ausreichend,
um den Fall fiir eine Losungsmessung umfassend zu beschreiben. Im Gegensatz zu einer
Losungsmessung, bei der ein Molekiilpaar durch den Fokus schwimmt, daher zu einer
bestimmten Makrozeit nur ein gemessenes Parameterpaar vorliegt, muss bei einer
Oberflichenmessung beriicksichtigt werden, dass jeder dieser 1-dimensionalen Messpunkte,
Pixel genannt, zu einem Ensemble von Messpunkten gehort, dem Spot. Bei einer
Oberflichenmessung legt die Makrozeit den Pixel fest, in den ein Photon einsortiert wird.
Die Auswertung startet aber erst wenn ein ganzes Ensemble von Messpunkten, in unserem
Fall ein Bild bestehend aus Spots, aufgenommen wurde. Somit spielt fiir die Datenauswertung

die Makrozeit keine Rolle.

Abb. IV-17:

Kolokalisierter Spot bestehend aus zwei 2-
dimensionalen Gaussfunktionen mit einem Abstand
von 38 nm. Farbe der Schattierungen siehe Text.

Eine Simulation, die eine solche Messung beschreibt, muss daher 2-dimensional aufgebaut

werden. Alle die oben ermittelten GesetzméBigkeiten behalten ihre Richtigkeit. Der Datensatz



I'V. Ergebnisse und Diskussion - Einfiihrung in die Kolokalisationstheorie 71

in einer 2-dimensionalen Simulation stellt der in Abb. IV-17 abgebildete kolokalisierte Spot
dar. Ein solcher Spot besteht aus zwei Teilspots fiir Farbstoff 1 und Farbstoff 2. Der Abstand
der Molekiile betrdgt 38nm, die Gesamtgrofle des Bildes ist (1x1)um. Fiir die beiden Teilspot
wurde eine 2-dimensionale Gauss-Verteilung, als Intensitéitsverteilung angesetzt. Innerhalb
des Gesamtspots zeichnen sich 3 Bereiche ab, ein Bereich hoher Intensitdt in der Mitte des
Spots, indem ebenfalls eine groBe Uberlappung der beiden Teilspots auftritt, dargestellt durch
die gelbe Schattierung. Zudem Bereiche mit geringer Intensitit am Rande des Spots, in denen
tiberwiegend nur Farbstoff 1, rote Schattierung, oder Farbstoff 2, griine Schattierung,
vorliegen. Wird ein solches Bild zuriick reduziert auf eine 1-dimensionale Betrachtung, dann
sind Mischungen mit I; bzw. I, viel groBBer als I, bzw. I; korreliert mit einer geringeren
Gesamtintensitit, und Mischungen mit [,~I, korreliert mit einer hohen Gesamtintensitit. Um
abzuleiten wie sich die unterschiedlichen Typen bzw. der Fehler einer diskreten
Kolokalisationstheorie bei einem solchen Datensatz verhilt, benétigt man einen kompletten

simulierten zeitaufgelosten Datensatz.
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1V.5. Simulation eines kompletten zeitaufgelosten Datensatzes

Abb. IV-18:
Lage der statistisch verteilten
Punktlichtquellen (yc,xc)

Um einen kompletten zeitaufgelosten Datensatz zu simulieren, muss man sich ein Bild einer
mit kolokalisierten Farbstoffpaaren belegten Oberfliche simulieren. Hierbei geht man von den
folgenden Annahmen aus: Der Abstand der einzelnen Pixels betrdgt SOnm, sowohl in x- wie
in y-Richtung, die Gesamtgréf3e der erzeugten Bilder ist frei wéhlbar, fiir die im Folgenden
gezeigten Bilder betrdgt sie 200x200Pixel, also umgerechnet 10x10um. Auf diese Oberfldche
verteilt man statistisch einzelne Molekiile des Typs 1. Bei einer solchen Auflosung sind die
auf der Oberfliachen statistisch verteilten Molekiile als Punktlichtquellen aufzufassen (siche
Abb. IV-18). Die Lage der Punktlichtquellen des Typs 1 sind gekennzeichnet durch einen
Satz von Positionen (ycxc). Jedem dieser Punkte wird ein Punkt (yc’ xc’) zugeordnet, der flir
den entsprechend kolokalisierten Farbstoff des Typ 2 steht. Die Positionen (yc’ xc”) weichen
statistisch in einem Bereich von (-1 ... +1) Pixel in x-Richtung bzw. y-Richtung von (ycXxc)
ab. Neben der Lage der Molekiile wird auch die Gesamtzahl Ic,esl bzw. Ic,es2 von Photonen
festgelegt, die ein einzelnes Molekiil des Typs 1 oder 2 emittieren kann. Bei realen Proben
liegt Iges in einem Bereich von 5000-20000 Photonen. Fiir die folgenden Bilder wird von
einem Iges =lgess=5000 fiir jedes Molekiil ausgegangen. Die Spotintensitit wurde bewusst
nicht zu hoch angesetzt, da in der Regel nicht davon ausgegangen werden kann, dass bei

simulierten Daten alle Einfliisse auch vollstdndig realititsnah kopiert werden konnen.

Aus Abschnitt I1.3 ist bekannt, dass in einem Lichtmikroskop diese Photonen nicht alle auf
einen Pixel fallen, sondern aufgrund von Beugungseffekten an den optischen Instrumenten,

tiber mehrere Pixel verteilt sind. Diese jedem Spot zu Grunde liegende Verteilungsfunktion,
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wird PSF genannt. Innerhalb dieser Simulation wird fiir die PSF eine Gauss-Funktion

angenommen. Die PSF lidsst sich schreiben als:

2(x—(xpbzw.x."))’

2(y=(ycbzw.y."))’
p )-exp(— (y=(yc 2ZW Ye )))

PSF(x,y):LZ-exp(—

Gl TV-13

o ist 2 mal die 1o-Abweichung der Gussverteilung, die in dieser Simulation 2.5 Pixel betragt.
Um auf die Pixelstuktur der Bilder angewendet werden zu konnen, muss PSF(X,y) zuerst in

die diskrete Intensitétsverteilung {Spot(m,n)} fiir einen Spot tiberfiihrt werden,

n

z | exp(_Z(x—(xcbzzw.xc'))z)‘dx. f exp(_Z(y—(ycbzzw.yc'))z)'dy

(n-1) @ (m-1) @

Spot(m,n) =1, -
i

GLTV-14

Die Schreibweise wird der normalen Matrixschreibform angepasst, wobei m (m=1..200) fiir

Zeilenvektoren und n (n=1..200) fiir Spaltenvektoren steht.

Abb. IV-19:

Das iiber den Operator Spot(m,n) (siche GI.
IV-14) gaussverbreiterte Bild B; der
Punktlichtquellen (ycxc) aus Abb. IV-18.
Iges =5000

Der Operator Spot(m,n) wird sowohl auf den
(Ycxc)-Satz, wie auf den (yc’xc’)-Satz

angewendet. In Abb. IV-19 ist das so

Abb. 1V-20:
Die Uberlappung der Bilder B; und B,
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erzeugte Gauss-verbreiterte Bild fiir den (ycXxc)-Satz des Farbstoffs 1 dargestellt. Die so
erzeugten Bilder werden im Folgenden als B, und B, bezeichnet. Abb. IV-20 zeigt die
Uberlappung der Bilder B; und B,. Gelb steht fiir die Bereiche mit hoher Uberlappung, die
roten bzw. grilnen Schattierungen stehen flir Bereiche, in denen vorwiegend Farbstoff 1 (rot)

bzw. Farbstoff 2 (griin) beitragt.

Um so realitdtsnah wie moglich zu sein, muss beriicksichtigt werden, dass die Intensitét I in
einem Pixel um den statistischen Mittelwert Ipsp=Spot(m,n) herum schwanken kann (siche
Abb. IV-21). Die Verteilung der diskreten Intensititen folgt der aus Kapitel III bekannten
Poisson-Statistik (siehe Gl. TV-15).

A=Ipsp wird als Parameter der Verteilung bezeichnet. {Poisson(k;A)} gibt die
Wabhrscheinlichkeit an das ein Pixel, der im Mittel die Intensitdt I besitzt, eine Intensitit k

(k=0..0) zeigt.

Abb. IV-21:
Poissonverrauschte Bild B;}

Poisson(k; 1) = Z—k/-exp(—l) yk=0.0
GLITV-15
Fiir ein gegebenes Ipsr werden die Wahrscheinlichkeiten Poisson(k;lIpsp) flir die Intensititen
k=0 ... N nach Gl. IV-15 berechnet, wobei N viel grofler als Ipsr sein sollte. In der Regel wird
N=1000 gesetzt. Es wird das ermittelte Poisson(k;50) mit einem Faktor F multipliziert, auch
hier wird mit F=10000 eine sehr grofe Zahl gewihlt. Ny=F-Poisson(k;50) wird zur nichsten
ganzen Zahl auf- oder abgerundet. Jedem k ist nun eine ganze Zahl Ny zu geordnet, Ny>0.

Jetzt kann ein Ensemble Ex(Ipsr) erstellt werden, das Ny mal 0, N; mal 1 usw. enthilt. Aus

dieser Menge wird dann zufillig eine Intensitét I heraus gezogen die dann den Intensitdtswert
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des Pixels (m,n) darstellt. Am Ende erhilt man zwei Poissonverrauschte Bilder B,® (siche

Abb. IV-21) und B,*.

Den beiden Farbstofftypen 1 und 2 werden nun die Grundwahrscheinlichkeiten {P;(t))} und
{P,(t)} aus Abb. IV-22 zugeordnet. Auf die Bilder B;® und B,® wird der bekannte

0.08

0.07

0.06

Abb. IV-22:

Die Grundwahrscheinlichkeiten {P;(t;)}
(—), {Pa(t)} (—) aus Abb. IV-4 und die
Grundwahrscheinlichkeit {Py(t)}  fiir
den Hintergrund (—)

0.05

0.04

0.03

Wabhrscheinlichkeit

0.02

0.01 4

0.00 . . . . . T - ; »
0.0 25 5.0 75 10.0 125

Zeit [ns]

Algorithmus fiir die Zeitauflosung angewendet, in dem fiir einen Pixel aus BN der
Pixelintensitit entsprechend viele Zeiten aus den Ensemble E(t;) gezogen werden, fiir einen
Pixel aus B\® werden die Zeiten aus Es(t;) gezogen. Die Zeiten werden den entsprechenden
Zeitkanalnummern zugeordnet. Das Resultat sind die beiden zeitaufgeldsten Bilder B;" und

B,".

Das Intensitdtsrauschen ist nicht die einzige Storung die einbezogen werden muss, auch einer
von der Fluoreszenz der Farbstoffe unabhédngiger Hintergrund muss beriicksichtigt werden.
Der Hintergrund setzt sich zum einen aus einem Rest Streulicht, das durch die Filter vor den
Detektoren nicht vollstindig unterdriickt werden konnte, und zum anderen aus dem
thermischen Rauschen des Detektors zusammen setzt. Im Mittel kann davon ausgegangen
werden, dass zwischen Iy=2-4 Photonen pro Kanal nicht von der Fluoreszenz der Farbstoffe
herrithren. Auch der Hintergrund ist ebenfalls Poisson verteilt. Das Intensitdtsbild By wird mit

A=Iy aus GIl. IV-15 berechnet.

Fiir die Streuung eines Photons aus einem externen Lichtfeld heraus, wird angenommen, dass
ein gleichzeitiger Prozess vorliegt, was impliziert, dass das =zeitliche Verhalten des

Streulichtes der Gerétefunktion GF(t) der SFLIM-Anlage folgt (siche auch Abschnitt I1.2).
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Fir das thermische Rauschen des Detektors kann vorausgesetzt werden, dass die
Wahrscheinlichkeit fiir ein  Photon fiir alle Kanédle gleich gro3 ist. Die
Grundwahrscheinlichkeit {Py(t;)} fiir den Hintergrund kann geschrieben werden als (siehe Gl.

IV-16).

{P,(t,)} = Ag -{GF(t, )} + A, -1/64, G(t,) =1
i GLTV-16

Asr und Arg stellen jeweils den Anteil fiir das Streulicht und das thermische Rauschen dar.
Die in Abb. IV-22 dargestellte Grundwahrscheinlichkeit {Py(t))}, wurde mit Ag;=0.1 und
A1r=0.9 berechnet. Wie bei den Bildern BlT und BzT lasst sich aus By und der
Grundwahrscheinlichkeit {Py(t;)} das Bild By" bestimmen.

Die vollstindige Simulation liefert sowohl die beiden Intensititsbilder B;® und B} fiir
Farbstoff 1 und Farbstoff 2, sowie die beiden zeitaufgelosten Bilder B, und B,". Und fiir den
Hintergrund entsprechend die Bilder By und By'. Aus den zeitaufgelosten Bildern wird das
zeitaufgeloste Gesamtbild BGesT generiert und aus den Intensititsbildern wird das

Gesamtintensititsbild Bges zusammen gesetzt.

Die Bilder BGeST und Bges stellen den zeitaufgelosten Datensatz dar, auf den die
Kolokalisationstheorie angewendet wird. Hier stellen sich zwei Aufgaben: Einerseits geht es
darum, die beiden diskreten Algorithmustypen zu testen, andererseits soll der Fehler des
Algorithmus abgeschétzt werden. Wie im letzten Abschnitt wird zwischen einem absoluten
Fehler, der aus dem Vergleich von einem bekannten Parameter und einem berechneten
Parameter bestimmt werden kann, und einem geschitzten Fehler, der alleine aus dem
Algorithmus und dem Datensatz heraus ohne Vorkenntnis bestimmt werden kann,

unterschieden.

Der Ablauf der Analyse des Datensatzes besteht darin, dass zuerst die zwei im letzten
Abschnitt definierten Algorithmustypen, diskreter Best-Fit- und Verteilungsalgorithmus,
angewendet werden um das Bild Bges auf zwei Teilbilder Bx bzw. By zuriickrechnen. Die
Annahme besteht dann darin, dass Bx bzw. By rein mit dem Farbstoff 1 bzw. Farbstoff 2
korreliert sind. Alleine die Bilder Bx bzw. Bp reichen aber nicht aus um die gestellten
Aufgaben zu beantworten. Zusdtzlich bendtigt man also noch einen Algorithmus der die

Bilder Bk und By auf einen Satz von Parametern reduziert, die es moglich machen Bx und By
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mit den Bildern B; und B, zu vergleichen. Die Bilder B; und B, sind beschrieben durch die
Positionen (ycxc) und (yc’xc’), die jeweils die Lage der Molekiile angeben. (ycxc) und
(yc’ xc’) stellen absolute Groflen dar. Diese stellen im weiteren Verlauf die Referenz dar, im
Vergleich zu der die Giite des Kolokalisationsalgorithmus ausgemacht werden kann. Um die
den Referenzpositionen entsprechenden Positionen aus den Bildern Bk und By zu bestimmen,
wendet man einen Schwerpunktsalgorithmus an. Ein Schwerpunktsalgorithmus bildet die
Gesamtheit eines Spot auf dessen Schwerpunkt ab. Unter der Annahme, dass der
Schwerpunkt des Spot der Lage des Fluoreszenzmolekiils entspricht, bildet der
Schwerpunktsalgorithmus einen Spot also auf die Molekiilposition ab. Hiermit ist der

Schwerpunkt eines Spots ein guter Schitzer fiir die Referenzposition (yc xc) bzw. (yc’ X¢”).

Auf den Datensatz wird somit ein in sich verschachtelter Algorithmus, bestehend aus
Kolokalisationsalgorithmus und Schwerpunktsalgorithmus, angewendet. Dies fiihrt das
Problem nach sich, dass der Fehler nicht mehr einem der beiden Algorithmen zugesprochen
werden kann. Wiirde z.B. der Fall vorliegen, dass der Fehler des verschachtelten Algorithmus
hauptsédchlich durch den Fehler des Schwerpunktsalgorithmus bestimmt wére, dann stellt die
oben beschriebene Simulation keine befriedigende Losung dar, den diskreten Best-Fit mit
dem Verteilungsalgorithmus zu vergleichen. Die Einfliisse der beiden verschachtelten

Algorithmen miissen daher effizient getrennt werden.

Im folgenden wird die oben skizzierte Wirkungsweise des verschachtelten Algorithmus
detailliert besprochen. Dabei wird das Augenmerk darauf gerichtet, wie die beiden
Algorithmen getrennt betrachtet werden konnen, um unabhingige Aussagen treffen zu
konnen. Die  Wirkungsweise des  diskreten  Best-Fit-Algorithmus und  des
Verteilungsalgorithmus wurde in Abschnitt IV.4 ausfiihrlich beschrieben. Beide Algorithmen

Best Best .
L5 wird dem

liefern fiir jeden Pixel der Bilder Bges' und Bges einen Intensititswert I
»kurzen Kanal“ zugesprochen, der fiir den ,,kurzen* Farbstoff 1 steht, und 11,2 wird dem,
mit dem ,,Jangen* Farbstoff 2 korrelierten, ,,Jangen Kanal* zugesprochen. Die so entstandenen
Bilder Bx und Bp werden mit Hilfe des Schwerpunktsalgorithmus analysiert. Der

Kolokalisationsalgorithmus liefert zusétzlich zu Bx und By aber auch noch ein Bild E, in dem

Best Best

der geschétzte Fehler sA(I;” ) von I, vermerkt ist. Der Fehler fiir [, Best folgt direkt aus dem
Kolokalisationsalgorithmus und bendtigt keine Vorkenntnisse, die nur fiir eine Simulation
gegeben sind. Die Bilder Bk, By und E werden also so bestimmt, als handle es sich um reale

Daten.
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Um statistisch fundierte Aussagen treffen zu konnen, bendtigt man den Vergleich zwischen
Bk und Bp und den Bildern B; und B,. Dabei greift man auf den Differenzvektor
APosk 1 =("APosk 1,”APosk 1) zwischen dem  bekannten  Positionsvektor PosRl,z
(PosR1=(yc,xc),P0sR2=(yc”xc’)) und dem berechneten Positionsvektor

PosAK,LZ(XPosAK,L,yPosAK,L) zurlick (siehe GI. IV-17).

APos ., = Pos*12 — Pos" k.1
GL TV-17

Um die Positionen PosAK,L zu bestimmen, wird ein bestimmter Bereich um jeden einzelnen
Spot Spotx und Spot;. in den Bildern Bx und B herausgeschnitten. Fiir jeden Pixel dieses
Fensters wird dessen Position in x- bzw. y-Richtung mit der Pixelintensitidt gewichtet. Der
Bereich wird so gewéhlt, dass die richtigen Positionen PosR1=(yc,Xc) jeweils im Zentrum des
Bereichs liegen. In dieser Simulation wurde der Bereich auf 21x21 Pixel festgelegt. Die

genaue Form des Schwerpunktsalgorithmus stellt sich wie in Gl. IV-18 dar.

A
Pos“ k =

PIEDY

Ges n=x.—10m=y.—10

1 x,+10  y.+10 n
e -Spot . (m,n)
m

] x,/+10  y./+10 n
A
Pos" L =—- Z Z ( j-SpotL(m,n)

Ges n=x.-10m=y,'-10 m
GLTV-18
Das Resultat ist die mittlere Position Pos™k . Die Abweichung APosk. stellt eine absolute
GroBe dar, da sie in Referenz zu einer bekannten, also nicht geschitzten GroBe, berechnet
wird. Aus der Verteilung H(APosk) von APosky ldsst sich somit der absolute Fehler

A(APosk 1) des kombinierten Algorithmus berechnen (siehe auch Gl. IV-33).

Um vom verschachtelten Algorithmus auf die reine Mustererkennung schlieen zu konnen,
wird das unabhéngige Verhalten des Schwerpunktsalgorithmus benotigt. Hierzu bietet es sich
an, die statistischen Abweichungen aufzulisten, die sich im Fehler A(APosk,1.) niederschlagen.
Der erste Fehler besteht darin, dass die Intensitdten im Bild Bges um den wahren Wert herum
Poisson verteilt sind, der zweite Fehler riihrt daher, dass die zeitaufgeloste Kolokalisation
einen Fehler in der Zuteilung [-I; und I, nach sich fiihrt. Wenn nachdem unabhingigen
Fehler des Schwerpunktsalgorithmus gefragt wird, dann ist der Fehler zu berechnen, der nur
aus dem Poisson-Rauschen abgeleitet werden kann. Betrachtet man einen Spot aus dem

Gesamtbild Bges, dann setzt sich dieser aus zwei Teilspots zusammen. Unter der Annahme,
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dass die Intensitéit I in einem bestimmten Pixel um den wahren Wert von I herum Poisson
verteilt ist, dann muss die folgende Aussage zutreffen, dass auch die Intensitdten I; bzw. I
des Pixel in den beiden Teilbildern Poisson verteilt sind. Auf den ersten Blick erscheint diese
Aussage trivial, besonders im Hinblick darauf, dass bei der oben beschriebenen Simulation,
dass Gesamtbild aus zwei Poisson verrauschten Teilbildern zusammen gesetzt ist. Bei realen
Daten ist a priori diese Vorkenntnis aber nicht vorhanden. Es muss gezeigt werden, dass nur
wenn die Groflen I; und I, Poisson verteilt sind, auch die Grof3e I: /=1I;+1, Poisson verteilt ist.
Wenn die Wahrscheinlichkeiten einen Wert k; bzw. k; fir I und I, zu finden unter der

Annahme das <I;> und <I,> die Mittelwerte fiir [; und I, darstellen gegeben sind durch:

k
. <[, >" _
Poisson(k,;<1, >)=—~1"—.e"") [k =0.0
1 1 k/ 1
/!
<I,>" ;
Poisson(k,;<1,>)=—2"— e [k, =0.0
2 2 k / 2
!

GLTV-19

, dann besteht die Aufgabe darin, die Wahrscheinlichkeit P(k;(<I;>+<I,>)) fiir einen Wert k,
k=0 ... 0, anzugeben. Fiir P(k;(<[;>+<I[,>)) muss dann gelten.

<I>*

P(k;(<1I,>+<1, >))= Poisson(k;<1>)= o

e ™" k=0.0 (a)

<I>=<I,>+<I,>(b) G 1720

Wobei Poisson(k;<I>) die Poisson-Verteilung von I um dessen Mittelwert <[> darstellt. Die
Gl. IV-20 (a) darf nur erfiillt sein, wenn die GI. IV-20 (b) erfiillt ist. Das folgt daraus, dass gilt
1;+1,=I. Fir den Beweis wird der Satz der totalen Wahrscheinlichkeit aus Abschnitt II.1
genutzt, indem fiir jedes mogliche k, k=0 ... «o, alle Moglichkeiten aufsummiert werden, fiir

die gilt k,+k,=k. Hier wird die Berechnung fiir k=0,1,2 durchgefiihrt.

Fir k=0 gibt es nur eine Mdglichkeit fiir die k; und k, gleich Null sind. Fiir die
Wahrscheinlichkeit P(0;<I>) gilt dann:

P(0;(<I,>+<1,>))=Poisson(0;,<1,>)- Poisson(0;,< 1, >)
= eI el mh2) = (<12 — Poisson(0;< 1 >)

Gl TV-21
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Fiir k=1 gibt es die Moglichkeiten k;=0 und k,=1 bzw. k;=1 und k,=0, somit ergibt sich fiir
P(1;<I>).

P(l;(<1I,>+<1,>))= Poisson(0;,< 1, >)- Poisson(1;< 1, >)+ Poisson(1;< 1, >)- Poisson(0;< 1, >)
:e(7<[,>). <]2 > _e(7<12>)+ <]1 > _e(7<[1>) _e(7<12>)
=(<I,>+<1I,>) e (<)

= Poisson(1;< I >)

Gl TV-22

Die Moglichkeiten fiir k=2 sind gegeben durch k;=0, k,=2 bzw. k=1, k,=1 und k,;=2, k,=1.
P(2;<I>) lasst sich also schreiben als.

< 12 >2 (—=(<I;>+<1,>)) (—=(<I;>+<1,>)) < 11 >2 (—(<I;>+<I,>))
P(2;(<11>+<12>))=—2 e TR < ] > ], > et TR +T-e e

2
— (< ]1 >+< 12 >) .exp(—(<1,>+<12>))
2

= Poisson (2;<1 >)

Gl TV-23

Fir k>2 lauft der Beweis analog. Damit ist die Behauptung bewiesen, dass ein
poissonverrauschtes Bild als eine Summe aus zwei ebenfalls poissonverrauschten Teilbildern
geschrieben werden kann. Um den Fehler des reinen Schwerpunktsalgorithmus abzuschétzen,
wird der Fehler des Kolokalisationsalgorithmus vernachléssigt, und es wird davon
ausgegangen, dass die Fehler beider Teilbilder Bx und Bp nur einer Poisson-Verteilung

unterliegen.

Nun wird nach Gl. IV-14 eine 2-dimensionale Gauss-Verteilung (siche Abb. IV-23) mit einer
Spotintensitdt Iges generiert. Die Grofle des Fensters in Abb. 1V-23 sind 21x21 Pixel, der
Mittelpunkt des Fensters liegt somit im 11 Pixel in x- wie in y-Richtung. Genau im
Mittelpunkt des Fensters liegt auch das exakte Zentrum der Gauss-Verteilung. Diese a priori
symmetrische Funktion wird iiber den oben erkldrten Poisson-Algorithmus verrauscht.
Insgesamt wurden 10000 Bilder erzeugt und mit dem Schwerpunktsalgorithmus analysiert.
Die Verteilungen H(APos®;Iges) der Differenzvektoren APos™'=(*APos™’ ,YAPos>") zwischen
dem berechneten Schwerpunkt und dem exakten Schwerpunkt sind in Abb. IV-24
(—):HCAPos* :Ies), (——):HCAPos™;Iges)) fiir drei verschiedene Gesamtintensititen
IGes=2500 ( ), Lges=5000 (rote Kurven) und Ige=7500 (blaue Kurven) dargestellt.

Die Verteilungen sind vollstindig symmetrisch. Die Mittelwerte der Verteilungen
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H(APos®";IGe,) liegen relativ genau bei Null. Wie zu erwarten wird die Breite der Verteilung
immer geringer fiir grofere Intensititen. Auch die Abweichung zwischen der x- und der y-
Position ist relativ gering. Fiir alle Histogramme H(APosSP;IGes) wurde eine Balkenbreite von
2.5 nm angenommen. Die Fehler A(APosSP;IGeS) der Verteilungen werden wie oben bestimmt
und liegen bei A(APos®";2500)=(2.46nm,2.46nm), A(APos*";5000)=(1.76nm,1.76nm) und
A(APos®";7500)=(1.45nm,1.44nm). Die Fehler sind duBerst homogen in x- und y-Richtung.

Nicht immer kann davon ausgegangen werden, dass einem Spot eine rein symmetrische

Intensitétsverteilung zu Grunde liegt. Es stellt sich daher die Frage, wie sich das Verhalten

0.5

0.4
g g 0.3
> g 02
=
0.1
0.0 T T T T T T T T T T T T T T T
x-Achse -20 -15 -10 5 0 5 10 15 20
“APos* (—), APos™ (—s—)
Abb.IV-23: Abb.1V-24:
2-dimensionale (—): H(*APos*";2500)
Gaussverteilung (—=): HCAPos®";2500)

(—): H(“APos**;5000)
(——): HCAPos*";5000)
—): H(*APos*";7500)
)

——): HCAPos*";7500)
(—): H(

des Schwerpunktsalgorithmus verdndert, wenn eine gewisse Asymmetrie in der
Intensititsverteilung auftritt. Um diesen Sachverhalt zu kldren, wird die gleiche Simulation
auch fiir einen asymmetrischen Spot **"Spot(p,s) durchgefiihrt. *Y™Spot(p,s) wird erzeugt,
indem zu der symmetrischen Intensitétsverteilung aus Abb. IV-23 ein gewisser Anteil p,s der
asymmetrischen Intensititsverteilung aus Abb. IV-25 dazu gemischt wird. Insgesamt wurden
fiinf verschiedene *"Spot(p,s) erzeugt fiir ein p,s=0,0.1,0.5,0.9 und 1. Wobei p,s=0 ein rein

symmetrischer und p,=1 ein rein asymmetrischer Spot darstellt. Der asymmetrische Spot
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wurde so generiert, dass sich die Asymmetrie nur beziliglich der x-Achse auswirkt, entlang der
y-Achse ist der Spot, wie der Spot in Abb. IV-23, symmetrisch. Die Gesamtintensitdt der
"¥MSpot(pas) Intensititsverteilungen wurde jeweils auf Ig.=5000 festgelegt. Wie bei der
symmetrischen Verteilung konnen die Verteilungen beziiglich der Abweichung entlang der x-

und y-Achse analysiert werden. Die Verteilungen werden mit H(APosSP;pas) bezeichnet.

Fiir die Abweichung in y-Richtung sollte es unabhingig sein, ob man den Spot “*™Spot(0)
oder den Spot *¥™Spot(1) analysiert. Die Verteilungen H(’APos"";0) (=) und H(*APos"";1)

Abb. 1V-25:
o Asymmetrische  Intensitdtsverteilung. Die
§ Asymmetrie wirkt sich nur entlang der x-Achse
e aus. Entlang der y-Achse ist die Verteilung
symmetrisch.
x-Achse
0.5 0.6 Abb.IV-26:
| |B A:
04- ﬂ ; (—): H("APos™";0)
1 ]<3_—>: H(*APos™";1)

(=): H*APos*";0)

] (=): H*APos®";1)

(—-): HCAPos®;0.1)
- (—a—): H(*APos"";0.5)

01 J \ o7 //. \\J \ j (—+—): H(*APos®";0.9)

OO IIIII T T 0 0 IIIIIII

0.3

0.24

Wahrscheinlichkeit

YAPos® [nm] *APos® [nm]

(==) sind deckungsgleich (sieche Abb. IV-26 A). Die Standardabweichungen der Verteilungen
liegen bei 1.76nm bzw. 1.75nm. Der Unterschied driickt sich erst innerhalb der H(yAPOSSP;paS)
aus. In Abb. IV-26 B sind die Verteilungen fiir pas=0 (==),pas=0.1 (—*—),pas=0.5 (—4—),p.s=0.9
(——) und p,—=0 (=) dargestellt. Die Verteilungen streuen relativ gleich breit. Die

Standardabweichungen liegen in der beschriebenen Reihenfolge bei 1.76nm, 1.75nm, 1.81nm,
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1.84nm und 1.82nm. Dagegen wird der Mittelwert der Verteilungen beziiglich der Mitte des
Fensters im 11. Pixel bei zunehmender Asymmetrie immer mehr nach Rechts verschoben. Die

Abweichung betragt bei der rein asymmetrischen Verteilung 35nm, d.h. fast einen Pixel.

Neben dem Poisson-Rauschen, stellt die begrenzte Anzahl von Stichproben eine Rauschquelle
dar. Dieser Rauschfaktor wird im Folgenden als Stichprobenrauschen bezeichnet. Im oben
beschriebenen Fall betrigt die Stichprobe 10000 Poissonverrauschte Intensitdtsverteilungen,
die alle auf die gleiche Grundverteilung zuriickgreifen. Um das gezeigte Verhalten eindeutig
dem Einfluss der Poisson-Statistik zuschreiben zu konnen, muss gezeigt werden, dass das

Stichprobenrauschen vernachléssigbar ist.

Eine solche Uberpriifung kann zum einen dadurch stattfinden, das man die Stichprobenzahl
verkleinert oder vergroBert, und die selben Verteilungen H(AP()sSP ;Iges) und H(APosSP ;Pas)
und diese mit den in Abb. IV-24 und Abb. IV-26 A und B gezeigten vergleicht. Es wire aber
wiinschenswert, wenn die Uberpriifung analytisch iiber eine Formel gelost werden kénnte.
Die Berechnung wird nur fiir die Abweichung in x-Richtung durchgefiihrt, da beide
Richtungen unabhingig sind, und die Uberlegungen analog auch fiir die y-Richtung gelten.
Man weiB, dass aus den 10000 generierten Spots jeweils ein Schwerpunkt x, i=1 ... 10000,

bestimmt wird. Alle x,' werden dann zu einem gemeinsamen x. aufaddiert (siehe Gl. IV-24)

Wenn die Verteilung der x.' bzw. deren Standardabweichung o' bekannt ist, dann gilt fiir die

oy
1
o.=.>.(c)
i=1

Gl IV-25

Standardabweichung o, von x:

Da alle Xci gleich verteilt sein miissen, gilt fiir alle Gcii O'ci:4\7, i=1 ... 10000. Damit reduziert

sich die Gl. IV-25 zu:

o, =+10000-%

Gl TV-26
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Um den mittleren Schwerpunkt x. zu berechnen, muss x. noch durch die GroB3e

Stichprobenmenge geteilt werden. Fiir X, und dessen Standardabweichung G, gilt dann:

—cC

2
X, = >0, =——=
° 10000 © 10000 10000

Gl TV-27

Y ist also die GroBle, die bestimmt werden muss. Dafiir wird der Schwerpunktsalgorithmus aus

Gl. IV-18 fiir die x-Richtung wie folgt um geschrieben.

] 21 21 ) ] 21 21 ) ’
> 2 n-Spot,(mn)~x,' = D> (n—x)-Spot,(m,n)=
iIGes n=1 m=1 iIGes n=1 m=1
: 52 GL IV-28

Bei Spot; handelt es sich um i-ten generierten Spot, Iges ist die Gesamtintensitét dieses Spots,
und Spoti(m,n) bezeichnet die Intensitit im m,n-ten Pixel des Spots. Die in Gl. IV-28
gewdhlte Schreibweise lisst sich dadurch erkldren, dass der Schwerpunktsalgorithmus auch
als eine Variation der GroBe x' aufgefasst werden kann, unter der Voraussetzung, dass GI.
IV-28 erfiillt ist. Der Fehler von x.' driickt sich dann in der méglichen Abweichung von der
Summe S; aus Gl. IV-28 bezogen zu dem exakten Wert von S; aus. Die Abweichung von S,
beruht darin, dass die Intensititen Spotj(m,n) um den exakten Wert herum poissonverteilt
sind. Fiir den Fehler A(Spotj(m,n)) von Spotj(m,n) kann dann VSpot;(m,n) angesetzt werden:

A(Spoti(m,n))= \/Spoti(m, n).

Nach dem Gesetz der Gausschen Fehlerfortpflanzung ist dann der Fehler AS, der Summe S,

aus Gl. TV-28 und damit auch der Fehler o, von x. gleich:
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, 21 21 ‘ 2 2
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=0, sieheGl.
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Gl TV-29

Gl. IV-29 kann verwendet werden um X zu berechnen, in dem man iiber alle Spot; mittelt. Der
gemittelte Spot <Spot> ist aber in guter Néherung durch den der Simulation zu Grunde
liegende PSF und einer mittleren Gesamtintensitit <Ig.s> gegeben. X, ist das bekannte

Zentrum der PSF.

Will man z.B. ¥ fiir die symmetrische Intensititsverteilung berechnen, wird eine 2-
dimensionale unverrauschte Gaussfunktion als PSF angesetzt, deren Zentrum im 11-ten Pixel
liegt und diese in GI. IV-29 eingesetzt. Je nach angesetzter Gesamtintensitét ergibt sich dann
fiir 2, 0.05 Pixel fiir Ig=2500, 0.0353 Pixel fiir Ig.=5000 und 0.0289 Pixel fiir IG=7500.
Mit dem bekannten Abstand von 50nm zwischen den Pixeln ldsst sich der Schwerpunktsfehler
¥ in nm umrechnen: (2=2.5nm,lg.s=2500), (Z=1.77nm,Is=5000) und (Z=1.44nm,l.s=7500).
Aus den berechneten X’s ergibt sich fiir die o.’s, 0.=0.0250nm, .~=0.0177nm und
6.~0.0144nm. Die o.’s sind somit ungefdhr einen Faktor 100 kleiner als die
Standardabweichungen der Verteilungen H(APosSP;IGeS) aus Abb. 1V-24. Das
Stichprobenrauschen kann somit vernachléssigt werden. Aus dem Vergleich der berechneten
>’s aus GL. IV-29 mit den simulierten Verteilungen H(*APos*";2500), H(*APos"";5000) und
H(*APos*";7500) bzw. deren Standardabweichungen fillt auf, dass Gl. IV-29 einen sehr guten
Schatzer fiir die Streuung eines poissonverrauschten Spots darstellt. Der Vorteil liegt darin,
dass man keine zeitaufwendige Simulation durchfiihren muss, man benétigt nur die PSF des
Spots und dessen Gesamtintensitdt und kann die mittlere Abweichung des Schwerpunkts von
der exakten Lage des Molekiils angeben. Bei genauerer Betrachtung der Gl. IV-29 fillt auf,
dass die Summe S; die Standardabweichung entlang der x- bzw. y-Richtung der PSF darstellt.
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Bei der 2—dimensionalen Gauss-Funktion aus Abb. IV-23 betrigt die Standardabweichung fiir
die x- bzw. y-Komponente 2.5 Pixel, was 125 nm entspricht. Die Standardabweichung der
asymmetrischen PSF aus Abb. IV-25 betrigt entlang der x-Achse 2.58 Pixel (129 nm) und
entlang der y-Achse, wie erwartet, 2.5 Pixel (125 nm). Man kann also sagen, dass eine

schmalere PSF weniger stark streut im Schwerpunktsalgorithmus.

Das Verhalten des Schwerpunktsalgorithmus bei verschiedenen Intensititsverteilungen kann
wie folgt zusammen gefasst werden. Bei symmetrischen Verteilungen liefert der Algorithmus
im Mittel den exakten Schwerpunkt. Bei asymmetrischen Spots zieht der Algorithmus einen
relativ groBen Fehler nach sich, da der berechnete Schwerpunkt um eine gewisse Distanz
gegeniiber dem exakten Schwerpunkt verschoben ist. Es muss daher unter allen Umstdnden
vermieden werden, dass die symmetrische Punktabbildungsfunktion eines Molekiils verzerrt
wird. Das erfordert zum einen eine gute Justage des Mikroskopautbaus Zum anderen muss
iberpriift werden, ob die Aufteilung durch den Kolokalisationsalgorithmus zu einer
Abweichung von der Symmetrie fiihrt. Wenn dies der Fall ist, dann sollte dieser Fehler

korrigiert werden konnen. Auf diesen Zusammenhang muss wéhrend der Simulation geachtet

werden.
4 . 1
2, . 2,
° .
. Abb.IV-27:  Relative Lage der Farbstoffmolekiile
S EEREERY SEREERE . zueinander, innerhalb eines kolokalisierten Spot.
2. . °,
3 2

Fiir die eigentliche Simulation eines zeitaufgelosten Datensatzes kann die Frage nach dem aus
dem Poissonrauschen heraus resultierende Fehler des verschachtelten Algorithmus durch Gl.
IV-29 gelost werden. Benotigt wird die PSF fiir beide Molekiile und die mittlere Intensitit der
Spotg und Spot;. Die PSF ist aus der Simulation bekannt, es handelt sich um eine
symmetrische Funktion. Die mittlere Intensitit <IGeSK> bzw. <IGeSL> wird dadurch bestimmt,
dass alle vollstindig im Bild Bx bzw. By liegende Spots aufsummiert und gemittelt werden.
Bei der gewidhlten Form der Simulation wurde angesetzt, dass die Position der Molekiile bis +

1 Pixel voneinander abweichen konnen. Es stellt sich daher bezogen auf die Lage der
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Molekiile die in Abb. IV-27 dargestellte Situation dar. Mit 1 wird die Position des Molekiils
des Farbstofftyps 1 bezeichnet, die Positionen 2, — 24 bezeichnen 4 mogliche Positionen des
kolokalisierten Molekiils des Typs 2 dar. Zu jeder Position 2; aus dem Quadranten 1 gibt es
mit gleicher Wahrscheinlichkeit eine Position 23 aus dem Quadranten 3. Dementsprechend
gibt es auch fiir jede Position 2, mit gleicher Wahrscheinlichkeit eine Position 24. Die
Quadranten werden im Uhrzeigersinn von rechts oben bis links oben durch gezdhlt (siche
Abb. IV-27). Die Verzerrung der Spots wird immer entlang der Verbindungslinie zwischen
den Positionen der beiden Farbstoffe stattfinden. Somit kénnen aufgrund der Wahl des
Bereichs der Abweichungen der Positionen die mittleren Spots <Spotx> und <Spot >
symmetrisch erscheinen, obwohl jeder einzelne Spot verzerrt sein kann. Alle Spot’s miissen
daher vor der Summation so gespiegelt werden, dass das Zentrum der zu Grunde liegenden
PSF fiir den Farbstoff 2 immer im zweiten Quadranten liegt. Das bedeutet z.B. fiir die
Position 24, dass der Spot der aus dieser Molekiilposition resultiert zuerst an der Ebene M

und dann an der Ebene M, gespiegelt werden muss.

Aus den so ermittelten GroBen ldsst sich der unabhingige Fehler =X und T des
Schwerpunktsalgorithmus aus Gl. IV-29 abschidtzen. Da man bei dem =zeitaufgeldsten
Datensatz von einer symmetrischen PSF ausgeht, kann man annehmen, dass im Mittel der
Schwerpunkt der Spot’s mit der wahren Position des Molekiils gleichzusetzen ist. Dies
bedeutet, dass X den Gesamtfehler einer nicht ndher spezifizierten Verteilung

H(APosSPK,L;IGeSK’L) darstellt.

Nach der Anwendung des verschachtelten Algorithmus auf den zeitaufgeldsten Datensatz
stehen die folgenden GroBen zur Verfiigung. Die wahren Positionen der Molekiile Pos®,,
sowie die berechneten Positionen Pos*k 1 und die daraus resultierenden Differenzvektoren
APosk;, bzw. deren Verteilung H(APosk,) sind bekannt. Zusidtzlich sind die mittleren
Intensitéten <IGeSK> bzw. <IGeSL> und die Fehler =¥ und ¢ bekannt. H(APosk,.) stellt die
Verteilung des verschachtelten Algorithmus dar. Eine Aufgabe besteht aber darin, die beiden
Algorithmen zu trennen. Dazu muss aber von H(APosk 1) auf eine Verteilung H(*°""APosk 1)
geschlossen werden kdnnen, wobei K""APOSK,L den Differenzvektor darstellt, der alleine aus
dem Kolokalisationsalgorithmus stammt. Bei den oben eingefiihrten Verteilungen handelt
sich jeweils um Verteilungen um einen Vektor. Man muss sich daher H(APosk;) und

H(K"”APOSK,L) als zwei Verteilungen vorstellen, und zwar eine Verteilung der x-
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Komponenten und eine Verteilung der y-Komponenten der Vektoren APoskp und

KorrAP OSK,L-
Bei der Korrektur wird von der folgenden Beziehung ausgegangen:

APos, , ="""APos, + APos*" k.
GIL TV-30
d.h. es wird davon ausgegangen, dass die beiden Algorithmen des verschachtelten
Algorithmus unabhingig von einander sind. Die gemessene Abweichung APosk , setzt sich
zum einen aus der Abweichung des Schwerpunktsalgorithmus und zum anderen aus der
Abweichung des Kolokalisationsalgorithmus zusammen. Da alle Gréfen kontinuierlich
verteilt sind und deren Wertebereich sich von - ... o erstreckt, gilt nach Gl. aus Kapitel III,
dass sich H(APosk,.) als eine Faltung zwischen den Verteilungen H(APosSPK,L;IGeSK’L) und

H(®*""APosk 1) schreiben lisst (siche G1. IV-31).

H(APos, , )= H(*"APos, , )® H(APos™ 1 ;1,,,*" )
GLTV-31
Von den oben aufgefiihrten Verteilungen ist nur H(APosk,.) zugénglich, deren Mittelwert
<APosk 1 >=(<"APosk 1 >,<’ APosk 1 >) und Standardabweichung o(APosk 1)=-
(c(*APosk 1),0(’APosk 1)) sind durch die Simulation bestimmt. Den Einfluss des
Schwerpunktsalgorithmus steckt in der Grofe X. Um den Fehler der Verteilung
H(K°"AP0sK,L) abschitzen zu koOnnen, muss deren Mittelwert <K°"AP0sK,L>=-
(<ROTAPOsK 1>, <" K" APosk 1 >) und  Standardabweichung (" APosk )=-
(6(*®"APosk 1),6(""APosk 1)) berechnet werden. Da der oben beschriebene
Zusammenhang iiber die Faltung besteht, kann nach den im Abschnitt II.1 hergeleiteten
GesetzmiBigkeiten fiir gefaltete GroBen, <“*"APos* x> und o(*""APos*"x ) bestimmt
werden.
<K APos . | >=<"APos, , >

y,Korr Yy
<""APos , >=<’APos , >

o(**"APos , )’ = o(APos, , )’ - %’

o(**"APos , )’ = o(APos, , )’ — 2~
Gl TV-32
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Aus den Standardabweichungen und den Mittelwerten kann tiber die Relation

A("APosy. , ) = \/O'(XAPOSK,L ) +<’APos,. , >*

A("APos, |, )= \/O'(’VAPOSK’L)2+<’VAPOSK‘L >?

Al KorAPos ki) = \/ o( “KorAPos XL )2 +< K APos KL >?

A(y’K"”APosK)L) = \/a(y’K””APosK,L ) +<"K"APos . >?
Gl TV-33

auf den absoluten Fehler A(APosk;) und A(K"”APOSK,L) geschlossen werden. Bei den

0.30
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Differenzvektoren APosk, und K”"APOSK,L liegt der theoretische Wert immer bei Null. Uber
die Fehler A(APosk;1), ¥ und A(K""APOSK,L) kann eine Aussagen iiber die Giite des
kombinierten Algorithmus und den reinen Kolokalisationsalgorithmus getroffen werden.
Umso kleiner A(APosk;) bzw. A(K"”APOSK,L) werden, desto groBer ist die Giite. Zum
anderen ist es moglich, beide Typen des Kolokalisationsalgorithmus miteinander zu

vergleichen.

Zuerst wurde ein vollstindiger zeitaufgeloster Datensatzes mit folgenden Annahmen
simuliert: Der Hintergrund wird vernachlissigt. Fiir das zeitaufgeloste Gesamtbild Bges' gilt

dann: BGeST =B,"+B,T , und flir das Gesamtbild Bges gilt: Bges=B;+B,. Die Spotintensitét Iges
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wurde mit  Iges =lgess=5000 fiir beide Bilder gleich  gewidhlt, und als
Grundwahrscheinlichkeiten fiir die beiden Farbstoffe wurden {P;(t))} und {P»(tj)} aus Abb.
IV-22 angenommen. Die Tatsache dass die Farbstoffe 1 und 2 gleich stark leuchten wird als
Idealfall fiir kolokalisierte Molekiile bezeichnet. Die BildgroBBe wurde auf 400x400 Pixel
festgelegt. Es wurde ein Bild mit insgesamt 64 Spots untersucht. Auf die Bilder Bges' und
Bges wird sowohl der diskrete Best-Fit Modus (Index dBF) wie den Verteilungsmodus (Index
VA) angewendet. Die Spots in den Bildern dBFBK und dBFBL bzw. V2Bk und VABL wurden mit
dem Schwerpunktsalgorithmus analysiert und die Verteilungen * H(APosk,) und
VAH(APosK,L) ermittelt. Neben den Teilbildern dBFBK und dBFBL bzw. VABK und VABL stehen
noch die Fehlerbilder “®*E bzw. VAE zur Verfiigung. Aus dBFBK, dBFBL, VABK und VABL

kénnen die mittleren Spots <**"Spotc>, <*®FSpot;>, <"*Spotx> und <"*Spot; >, sowie die

dBF dBFI

mittlere Spotintensitit < Iesw>, <BMges™>, <VMges™> und <V*lges—> ermittelt werden, mit
deren Hilfe X bestimmt werden kann. Aus den Verteilungen dBFH(APOSK,L) bzw.
VAH(AP()SK,L) kann unter Beriicksichtigung von X auf die Statistik der GroBen

dBF,K VA,K
T APosk 1, bzw. T APosk 1, geschlossen werden.

In Abb. IV-28 A sind die Verteilungen dBFH(APOSK,L) fiir den kombinierten Algorithmus mit
diskreter Best-Fit Mustererkennung gezeigt, (—) steht fiir BIH(*APosk), (——) fir
BFH(APosk), (—) steht fiir ®"H(*APos.), und (—-) fiir “®"H(’APos; ). Als Balkenbreite der
Histogramme wurden 2.5nm angenommen. Die Verteilungen haben alle ungefihr die gleiche
Standardabweichungen und Mittelwerte. Die Fehler der Verteilungen berechnen sich zu

IBFA(APoOsK)=(4.99nm,5.13nm) und “®FA(APos;)=(5.21nm,4.83nm). Die Fehler sind sehr

0.028

] Abb. IV-29:
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homogen, nicht nur beziiglich der x- und y-Komponente, sondern auch im Vergleich von

,kurzem* und ,,Jangem* Kanal.

Entsprechend zu Abb. IV-28 A sind in Abb. IV-28 B die Verteilungen fiir den kombinierten
Algorithmus im Verteilungsmodus aufgetragen. Die Verteilungen ““H(APosky) sind
ebenfalls homogen, Standardabweichung und Mittelwert sind fast identisch. Doch fallt auf,
dass die Verteilungen wesentlich breiter sind als im Fall des diskreten Best-Fit-Modus, was
die Fehler mit Y*A(APosk)=(6.52nm,6.63nm) und V*A(APos)=(6.80nm,6.56nm) im ungefihr

1.5nm groBer ausfallen ldsst.

Fiir die Spots in Bk und By sollte im Mittel eine Gesamtintensitidt von 5000 herauskommen,
genaue Werte werden spiter angegeben. Was auffillt ist, dass die Gesamtfehler deutlich
grofer sind verglichen mit dem reinen Poissonfehler des kombinierten Algorithmus, der in der
GroBenordnung von 1.7 - 1.8 nm liegen sollte. Diese Abweichung ldsst vermuten, dass der
Kolokalisationsalgorithmus die Spots, bezogen zu der vorgegebenen PSF der Simulation,
verzerrt. Uberpriifen kann man diese Behauptung indem man sich die mittleren Spots
<IBFSpotx>, <BFSpot >, <V*Spotx> und <'*Spot,> betrachtet. Wichtig ist, dass die Spots,
wie oben beschrieben, aufsummiert wurden, so dass bezogen zur Position des Farbstoff 1 der
Farbstoff 2 immer rechts unten liegt (siche Abb. IV-27). In Abb. IV-29 sind die Querschnitte
Qx und Qy des Spot’s <®FSpoty> entlang der x-Achse und y-Achse dargestellt ((==):
Querschnitt entlang der x-Achse, (==):Querschnitt entlang der Y-Achse). Aufgetragen sind Qy
und Qy tiber die Pixel des Spot’s, zusitzlich wurde <dBFSp0tK> auf 1 normiert. Zum Vergleich
ist eine Gauss-Funktion mit einer Standardabweichung von 2.5 Pixel aufgetragen. Es wird
deutlich, dass Qx und Qy im Vergleich zur symmetrischen Gaussfunktion (—) deutlich
verzerrt sind. Der Mittelpunkt von Qy liegt bei 11.0223, was einer Abweichung vom exakten
Mittelpunkt bei 11 von 1.12nm entspricht. Fir Q, liegt der Mittelpunkt bei 11.06827,
entsprechend ist die Abweichung vom exakten Wert 3.41nm. Diese Abweichung gibt Anlass
zur Uberlegung, ob es moglich ist, den Kolokalisationsalgorithmus so umzuschreiben, dass
die Abweichung von der Symmetrie reduziert wird. Auf diese Erweiterung wird im Kapitel V

eingegangen.

Es muss noch iiberpriift werden, ob die Abweichungen zwischen diskretem Best-Fit-Modus
und Verteilungsmodus statistisch signifikant sind. Das Vorgehen ist wie bei den

Uberlegungen fiir den Schwerpunktsalgorithmus. Fiir jeden Pixel kann auf einen Fehler, der



I'V. Ergebnisse und Diskussion - Einfiihrung in die Kolokalisationstheorie 92

ausschlieflich aus dem Kolokalisationsalgorithmus entspringt, zuriick gegriffen werden. Aus
den Fehlerbildern “®E und Y*E kann die geschitzte Abweichung sA(I;**") der Intensitit I,
entnommen werden. Anstatt in Gl. IV-29 den Poissonfehler einzusetzen, wird nun der Fehler
aus dem Kolokalisationsalgorithmus eingesetzt. Fiir jeden untersuchten Spot ergibt sich ein

Fehler *okr in der Bestimmung des Schwerpunktes nach Gl. IV-34.

21 21 E 2
Oy = \/ZZ(n—xPosA)z —(Im’j)

n=1 m=1 Ges

2 =< O > Gl TV-34

In Gl. IV-34 steht E(m,n) fiir den Wert aus einem der Fehlerbilder 4BFE und VAE, IGes 1St die
Gesamtintensitit des Spots und *Pos® steht fiir die x-Komponente des berechneten
Schwerpunkts. Fiir die y-Komponente schreibt sich die Gleichung analog. Werden die *okr
aller Spots aus dBFBK, dBFBL, VABK und VABL gemittelt ergeben sich die Fehler X’dBFZKTK,
xdBFy b VAT R und *VASrt. Fiir die oben durchgefiihrte Simulation ergeben sich die
folgenden Werte: xdBFy X=3.77nm, *BFyF=3.88nm, *VAT5=3.51nm, *VAZr=3.44nm.
Fiir die y-Komponente sind die Zxr Werte vergleichbar. “®*Zxr™, ®FZxr", YAZkr™ und
VAT k1t stellen den Fehler fiir die Genauigkeit der Kolokalisation dar. In den Fehlern 4By
und T impliziert ist bereits das Poissonrauschen, da in Abschnitt IV.4 gezeigt wurde,
dass sA(I,®*%)*®" in 1. Néherung nur von der Intensitit I abhingt. Damit wird die vom
Poissonrauschen verursachte Abweichung von I zum Erwartungswert von I direkt mit in das
Bild “®*E eingerechnet. Fiir die Fehler YAZ™ und YAZk 1" gilt dies nicht, da sA(I;**")* iiber
die moglichen Mischungen (I;:I,); bei einem festen I variiert. Aus den Fehlern dBFy r und
dBFy - ldsst sich analog zu Gl. IV-27 das Stichprobenrauschen abschitzen, indem x’dBFZKTK,
“dBFy " durch die Wurzel der Stichprobenmenge, V64, geteilt wird. Das
Stichprobenrauschen liegt somit in der Grof3enordnung von 0.48 nm und ist damit iiber einen
Faktor 10 kleiner als die aus der Simulation bestimmten Fehler “®**A(*APosk) und
BEACAPoOs ) bzw. YAA(*APosk) und YAA(*APos;). Fiir die y-Richtung ergebt sich ein

identischer Wert. Somit sind die Fehler statistisch signifikant unterscheidbar.

dBF L VA K VA L :
Iges >, < "Iges > und <" “lges > ergeben sich aus

Die mittleren Intensititen <dBFIGeSK>, <
den Bildern “®"Bg, “®"B,, Y*Bk und Y*By, und betragen 5050.1, 4908.4, 4933.3 und 5025.1.

Mit Hilfe der Fehler ®'gX, ®Fsl VASK ynd VAS lassen sich die Fehler 4BFA(APosk) und
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9BFA(APos;) bzw. YAA(APosk) und Y*A(APos;) nach GL. IV-32 berechnen, und mit G1. IV-33
kann auf die Fehler "P*A°"APosk) und “PFAC°"APosk) bzw. YAA(*"APosk) und
VAA(“""APosy) des reinen Kolokalisationsalgorithmus zuriickgerechnet werden. Es ergeben
sich die Fehler “®FA(®°""APosk)=(4.67nm,4.82nm) und “®**A(°"APosk)=(4.89nm,4.49nm)
bzw. bei VA" APosk)=(6.27nm,6.39nm) und YAA*°""APosk)=(6.57nm,6.32nm). Im Mittel

kann wieder von ungefdhr 1.5nm Unterschied im Fehler ausgegangen werden.

Umso groBer der Fehler, desto kleiner ist die Giite des Algorithmus. Die durchgefiihrte
Simulation wiirde somit die Aussage zulassen, dass der diskrete Best-Fit-Modus die bessere
Beschreibung fiir einen Kolokalisationsalgorithmus als der Verteilungsmodus darstellt. Die
bis jetzt herausgearbeiteten Erkenntnisse reichen noch nicht aus, um die Frage nach der besten
Beschreibung zu kldren. Eine Vielzahl von Einfliissen wurde ausgeblendet, beispielsweise
wurde der Hintergrund noch nicht beriicksichtigt. Gerade aber der Hintergrund wire bei
realen Daten ein entscheidender Faktor, da er unkorreliert ist und somit eine grofle Verzerrung
der Spots Spotk und Spot;. nach sich fithren miisste. Auch wurde davon ausgegangen, dass
sich ein Farbstoff alleine durch eine mittlere Grundwahrscheinlichkeit {P(t))} beschreiben
lasst. Es wird sich zeigen, dass diese Annahme bei realen Farbstoffmolekiilen nicht zutrifft.
Auf diesen Sachverhalt wird im Kapitel ,,Anpassung der Kolokalisationstheorie an reale
Datensitze* eingegangen. Und vor allem wurde bis jetzt noch nicht gezeigt, dass mit Hilfe der
spektralen Information eine Verbesserung der Giite der Kolokalisationstheorie erreicht
werden kann. Die oben gewihlte Form der Simulation wurde aber so flexibel gehalten, dass
ohne Weiteres die genannten Faktoren mit einbezogen werden kénnen. Alle Faktoren miissen
nun Schritt fiir Schritt abgearbeitet werden. Der erste Schritt liegt darin zu {liberpriifen, ob es

moglich ist den Kolokalisationsalgorithmus zu symmetrisieren.

Um spéter verschiedene Simulationen miteinander vergleichen zu kénnen, bietet es sich an,
die Giite des Algorithmus auf einen Parameter zu reduzieren. Diesen Parameter wird der
Abstandsfehler A(AAbst) darstellen. Neben richtige Abstand Abst der Molekiilpaare ist aus
der Simulation der aus den Positionen PosAK,L berechnete Abstand Abst® bekannt (siehe GI.

IV-35).

Abst = ‘Post — PosAz‘

Abst 4 = ‘Pos 4% — Pos AL‘

Gl TV-35
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Abst®, wird in nm angegeben, im Idealfall ist Abst*=0, und umso groBer Abst* wird, desto
schlechter ist die Giite des Algorithmus. Aus dem Abstand Abst und Abst” lisst sich eine
Differenz AAbst=/Abst-Abst"' / berechnen. Aus allen Spots der Bilder der Bx und By ergibt
sich somit eine Verteilung H(AAbst). Analog kann aus der Standardabweichung c(AAbst)
und der Abweichung des Mittelwertes <AAbst> vom theoretisch zu erwarten Wert der Fehler
fiir die Bestimmung des Abstandes abgeleitet werden. Theoretisch wiirde man erwarten, dass
alle Abstinde Abst gleich groB sind wie die berechneten Werte Abst™. Der theoretische Wert
fiir AAbst liegt also bei AAbst=0. Der Abstandsfehler A(AAbst) kann somit geschrieben

werden als:

A( Adbst ) = Jo( Adbst )’ + < Adbst >
GLTV-36
Fiir den diskreten Best-Fit Modus ergibt sich ein Abstandsfehler fiir die durchgefiihrte
Simulation von A(AAbst)®®*=10.62nm. Der Verteilungsalgorithmus liefert einen Fehler von
A(AAbst)*=16.88nm. Wie zu erwarten, ist der Fehler deutlich grofer als im diskreten Best-
Fit Modus. A(AAbst) stellt einen absoluten Fehler dar. Wie oben schon mehrmals erwihnt,
sind die absoluten Fehler nur innerhalb einer Simulation bestimmbar. Wird der Algorithmus
auf einen realen Datensatz angewendet, bendtigt man eine Moglichkeit den Fehler A(AAbst)
abzuschitzen. Der geschitzte Fehler A(Abst®) basiert auf den geschitzten Fehlern
okt =CoxrJokr) und oxr-=C‘oxr-, oxr") aus Gl. IV-34. A(Abst") kann aus GI. IV-35

abgeleitet werden und berechnet sich wie folgt.

A( Abst™)

2
B Abst* '\/((XUKTK )2 +(XO-KTL )2) '(XPOSAK_XPOSAL)z + ((yJKTK )2 +(yJKTL)2) '(yPOSAK_yPOSAL)2
S

Gl 1V-37

Der Faktor 2 in Gl. IV-37 ergibt sich dadurch, dass okts und oxt Schitzer fiir die
Standardabweichung der Verteilungen H(APosk 1) sind, bendtigt wird aber die mittlere Breite
der Verteilung H(APosk,1) um A(Abst™) richtig abzuschitzen. Da H(APosk,,) symmetrisch
verteilt ist (siche Abb. IV-28), ist die mittlere Breite aber gleich 2 mal die
Standardabweichung der Verteilung. Wenn {iber alle Spot’s aus BBy und **'B. bzw. iiber
alle Spots aus "“Bg und “*Bp gemittelt wird, ergibt sich fiir die geschitzte Abweichung
A(Abst*)®®F=10.80nm und fiir A(Abst™)*®"*=9.82nm. Wieder zeigt sich, dass der Schéitzer im

Verteilungsmodus den tatsdchlichen Fehler unterschitzt. Dagegen liegen im diskreten Best-
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Fit Modus der Schitzer und der tatsdchliche Fehler sehr eng beieinander. Wichtig ist dass der
Schitzer den tatsdchlichen Wert iiberschitzt, so kann man spéter bei der Anwendung des
Algorithmus auf reale Daten davon ausgehen, dass der geschitzte Fehler die Obergrenze fiir

den tatséchlichen Fehler angibt.

Die oben durchgefiihrte Simulation stellt einen Idealfall fiir ein kolokalisiertes Molekiilpaar
dar. Zudem stellt der bis jetzt verwendete Algorithmus in seiner diskreten Best-Fit-Form die
diskrete Schreibweise der klassischen Mustererkennung dar, die zur Zeit den aktuellsten
Stand in der Kolokalisationstheorie beschreibt. Als Regel gilt, dass der Abstandsfehler eines
Kolokalisationsalgorithmus den kleinstmoglichsten signifikanten Abstand angibt. Bei einem
A(AAbst) von ungefdhr 10nm, gegeben durch den diskreten Best-Fit-Algorithmus, ist die
diskrete Mustererkennung im Idealfall in Lage den Giiltigkeitsbereich einer
Kolokalisationstheorie von 10 bis 200 nm voll auszuschopfen. Der kleinstmoglichste
signifikante Abstand stellt den Schwellwert einer Kolokalisationstheorie dar. Bei realen
Daten, die verglichen zum Idealfall weiteren Storeinfliissen unterliegen, liegt der Fehler aber
oberhalb des Schwellwertes. Im nichsten Kapitel wird es nun darum gehen, den Algorithmus

soweit zu modifizieren, dass der Schwellwert unter 10 nm gedriickt wird.
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V. Erweiterung der Kolokalisationstheorie

Im letzten Kapitel konnte ein Problem der bis jetzt verwendeten Kolokalisationstheorie
herausgearbeitet werden. So handelt es sich bei der im Kapitel definierten Form um einen
pixelorientierten Algorithmus. Wird ein Pixel betrachtet, der durch eine Intensitdt I und eine
Abklingkurve {d(ti)} beschrieben ist, dann wird nur auf diese beiden Parameter
zuriickgegriffen, um eine Aufteilung in einen ,,kurzen®, bzw. ,langen* Kanal durchzufiihren.
Dabei wird vernachléssigt, dass jeder Pixel zu einem Spot gehort, dem wiederum eine PSF zu
Grunde liegt. Geht man davon aus, dass ein kolokalisierter Spot in zwei Teilspots Spotkx und
Spot,. aufgeteilt wird. Wird weiterhin angenommen, dass ein Farbstoffmolekiil durch den
Mikroskopautbau auf eine symmetrische PSF abgebildet wird, dann sollte im Mittel Spotk
und Spot;, auch symmetrisch sein. Im Kapitel IV konnte gezeigt werden, dass dies gerade
nicht der Fall ist (siche Abb. IV-29). Bekannt ist, dass ein asymmetrischer Spot einen
relativen grolen Fehler in der Bestimmung des Schwerpunkts nach sich fiihrt. Der
Kolokalisationsalgorithmus muss daher umgeschrieben werden, so dass eine symmetrische

PSF einen symmetrischen Spot nach sich fiihrt.

V.1. Symmetrisierung des Kolokalisationsalgorithmus

Im letzten Kapitel konnte gezeigt werden, dass ein Kolokalisationsalgorithmus in einer
diskreten Schreibweise die in Abb. IV-12 gezeigte innere Struktur hat. Bei einer
Pixelintensitdt I ist fiir jeden moglichen Wert von I;, eine Wahrscheinlichkeit Py(I;/I;I)
bekannt. Aus der Verteilung {Pvy(I;/[;I)} wird dann das Maximum im diskreten Best-Fit

Best stellt den

Modus, oder der Mittewert im Verteilungsmodus als 1,5 heraus selektiert. 1,
wahrscheinlichsten Wert fiir I; dar. Bei einem kolokalisierten Spot, bestehend aus der

Fluoreszenz zweier unterschiedlicher Molekiile, wird jeder Pixel als unabhéngig angesehen.

Es wird von der folgenden Hypothese ausgegangen, dass die PSF der Farbstoffmolekiile
bekannt ist und durch eine 2-dimensionale Gauss-Funktion beschrieben werden kann. Dann
ist es moglich, fiir jeden Pixel des kolokalisierten Spots anzugeben, mit welcher
Wabhrscheinlichkeit Pg(I;;I) eine bestimmte Intensitét I gemessen wird, wenn I; Photonen vom

Farbstoff 1 emittiert wurden.
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Unter genannten Vorraussetzungen ist es moglich anzugeben, wie viele Photonen A; im Mittel
vom Farbstoff Typ 1 im Pixel (m,n) detektiert bzw. wie viele Photonen A, vom Farbstoff

Typ2 detektiert werden.

2-(m=-y.) 2-(n—x.)
A =1g, N, -exp(—"———=%) exp(~——5")
y a)x
2-(m=-y.") 2-(n—x.")
AZZIGQSZ'NZ'exp(_ 2 < )'exp(_ 2 . )

@, @y Gl V-1

Tges' bzw. Iges® geben die Gesamtzahl der von Farbstoff 1 oder Farbstoff 2 detektierten
Photonen an. N; und N; stellen Normierungsfaktoren dar, und (xc,yc) ist die genaue Lage von

Farbstoff 1 bzw. (x¢’,y¢’) ist die genaue Lage von Farbstoft 2.

Die Wahrscheinlichkeit Px(I;), dass von einem Farbstoffmolekiil des Typ 1 bei einer einzigen
Messung I; Photonen im Pixel (m,n) detektiert werden, ist dann iiber die Poisson-Statistik
festgelegt. Das gleiche gilt fiir die Wahrscheinlichkeit Pg(I,), also der Wahrscheinlichkeit,
dass bei einer einzigen Messung I, Photonen vom Farbstoff 2 im Pixel (m,n) detektiert

werden.

1,

A
P (1,)= 11/ ~exp(=1,)
i
A,
P (I,)= ;/ ~exp(—1,)
2 Gl V-2

Die Wahrscheinlichkeiten Pg(I;) und Pk(I») sind unabhingig voneinander. Es soll gelten:
I,+1,=1
Gl V-3

Mit der Bedingung aus Gl. V-3 kann man die Wahrscheinlichkeit Ps(I;;I), I Photonen im Pixel

(m,n) zu messen, unter der Annahme das I; Photonen von Farbstoff 1 kommen, schreiben als:

Py(1,:1)=P.(1,)-P,(I-1,),1,=0..1
Gl V-4
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Ps(I;;I) zeigt somit die gleiche Struktur wie Py(I;/I;I), und kann somit genutzt werden die
Kolokalisationstheorie zu symmetrisieren, indem der Algorithmus nicht mehr auf die

Verteilung {Py(I;/;1)} sondern auf die Verteilung {Pv(I,/L;I)-Ps(I;;I)} zuriickgreift.

Die oben aufgestellten Annahmen sind natiirlich niemals bei einem realen Datensatz gegeben.
Weder die exakte Lage des Farbstoffmolekiils noch die Gesamtzahl der detektierten Photonen
sind anfdnglich bekannt. Die Symmetrisierung muss daher iterativ aufgebaut werden. Zuerst
lasst man iiber den Datensatz die nicht symmetrisierte Form des Algorithmus laufen, also den
Algorithmus, der nur auf die Verteilung {Pv(I,/I;I)} zuriickgreift. Aus dem Algorithmus
heraus schitzt man fiir jeden kolokalisierten Spot die Schwerpunkte Pos*k und Pos®|, und die
Gesamtintensititen IGeSK und IGeSL der Teilspots Spotx und Spotr.. Wichtig ist, dass wiahrend
der folgenden iterativen Anndherung die Gesamtintensititen immer mit den gleichen
Gesamtintensititen Igesw und Iges gearbeitet wird, d.h. Igest und Iges- diirfen nicht angepasst
werden. Im ersten Iterationsschritt untersucht man den Datensatz mit dem symmetrisierten
Algorithmus. Fiir jeden Spot setzt man anstatt (xc,yc) bzw. (x¢’,yc’) und Ic,esl bzw. Ic,es2 in Gl.
V-1 die geschitzten Werte ein und bearbeitet Gl. V-2 - Gl. V-4. Am Ende stehen nun die
Teilspots Spotg” und Spot;’, die wieder anhand ihrer Schwerpunkte Pos*x’ und Pos®y’
analysieren werden konnen. Bei der Iteration 2 greift der symmetrisierte Algorithmus dann
auf die Positionen PosAK,L’ zuriick. Auch der symmetrisierte Algorithmus kann wieder
entweder in einem diskreten Best-Fit Modus oder einem Verteilungsmodus unterschieden
werden. Um die Giite des Algorithmussees fiir die Iterationen 1 ... N anzugeben, wird der im

Abschnitt IV.5 definierte Parameter A(AAbst) verwendet, der den absoluten mittleren Fehler

in der Abstandsbestimmung angibt.

Die oben beschriebene iterative Symmetrisierung wird auf einen zeitaufgeldsten Datensatz
angewendet. Der Unterschied zu dem im letzten Kapitel besprochenen Datensatz liegt darin,
dass man nicht mehr davon ausgeht, dass beide Farbstoffe gleich stark leuchten. Man nimmt
vielmehr an, dass innerhalb eines kolokalisierten Spot 1065122500 Photonen vom Farbstoff 1
und IG652=7500 Photonen vom Farbstoff 2 kommen. Diese UngleichmédBigkeit in der
Photonenausbeute der verschiedenen Farbstofftypen entspricht eher der realen Situation. Je
groBer die Differenz in der Helligkeit der Farbstoffe ist, desto groBer wird die vom nicht
symmetrisierten Kolokalisationsalgorithmus verursachte Verzerrung der PSF sein. Ein
weiterer Unterschied in der Simulation besteht darin, dass die exakten Positionen (xc,yc) und

(xc’,yc’) der Farbstoffe nicht mehr (-1 .. +1) Pixel in beide Richtungen voneinander
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abweichen konnen, sondern nur noch (0 .. +1) Pixel. Damit wird gewéhrleistet, dass sich die
verursachte Asymmetrie nicht herausmittelt. In Abb. V-1 sind die Funktionen
A(AAbst)dBF(Iteration) (—) und A(AAbst)"*(Iteration) (—) aufgetragen. Insgesamt wurden 50
Iterationsschritte durchgefiihrt.

Die Werte A(AAbst)®®"(0) und A(AAbst) *(0) geben den Fehler des nicht symmetrisierten
Algorithmussees an. Wie vermutet wurde liegen die Fehler mit A(AAbst)™BF(0)=13.01nm und
A(AAbst)V*(0)=20.92nm deutlich oberhalb der Werte die aus der Simulation mit
gleichmiBiger Helligkeit ermittelt wurden. Dies ist nur dadurch zu erkldren ist, dass die

Asymmetrie zunimmt.

Abb. V-1:
(—): A(AAbst)™®F(Iteration)

E (—): A(AAbst)"*(Iteration)
g (—): A(AAbst) " (Iteration)
<
3
B (——):A(AAbst) VA5 (Iteration)
*7 mit falschen Startparametern
0 T T T T T T Y T T
0 10 20 30 40 50

Iterationen

Das Verhalten der beiden Modi ist vollig verschieden. Im diskreten Best-Fit Modus (siche
(—) in Abb. V-1) sinkt A(AAbst)*®" ziemlich schnell nach 3 Iterationen auf einen Wert von
10.9Inm. Das Minimum (untere griine Linie in Abb. V-1) ist aber nicht stabil, mit
zunehmender Iterationszahl steigt A(AAbst)™f wieder stark an. Der Verlauf von
A(AAbst)™®F(Iteration) stellt keine befriedigende Losung dar, da der Parameter A(AAbst) nur
innerhalb einer Simulation definiert ist. Wiirde man die Symmetrisierung im diskreten Best-
Fit Modus iiber einen realen Datensatz laufen lassen, dann wére es unmoglich abzuschétzen,

wann der Algorithmus sein Optimum erreicht hat.

Der Verlauf im Verteilungsmodus (siehe (—) in Abb. V-1) ist wesentlich besser, da er sich
asymptotisch einem Minimum nihert. Der minimale Wert von A(AAbst)"*, 11.14nm, obere

griine Linie in Abb. V-1, liegt aber oberhalb des Minimums des diskreten Best-Fit Modus.
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Zusitzlich sind 12 Iterationen ndtig, bevor A(AAbst)® (Iteration) kleiner ist als
A(AADbst)*™BF(0), und erst bei Iteration 40 hat A(AAbst)*®F(Iteration) sein Minimum erreicht.
Da jede Iteration Rechenzeit bedeutet, ist es wiinschenswert, die Anzahl der Iterationen so

gering wie moglich zu halten.

Aus dem oben gezeigten Verhalten der beiden Modi kann abgeleitet werden, dass eine
Kombination der beiden Modi die optimale Losung fiir das Symmetrisierungsverfahren
darstellen wiirde. Die Kombination der beiden Algorithmen wirkt sich nur in der Wahl der
Startparameter aus. Es wurde gezeigt, dass die iiber den nicht symmetrisierten diskreten Best-
Fit Algorithmus bestimmten Schwerpunkte wesentlich besser die exakten Positionen der
Molekiile beschreiben, als die aus dem Verteilungsalgorithmus bestimmten Schwerpunkte. Es
bietet sich daher an, fir die Startwerte der Schwerpunkte “®*Pos®k und “®"Pos*_
anzunechmen. Als Startparameter fiir die Intensititen werden die aus dem nicht
symmetrisierten Verteilungsmodus ermittelten VAIGeSK und VAIGCSL angenommen. Es ist
wichtig, die Startparameter wie beschrieben festzulegen, wiirden z.B. auch die Intensititen
aus dem diskreten Best-Fit Modus generieren werden, dann wiirde der folgende Algorithmus
eine schlechtere Giite zeigen (sieche Abb. V-1, (——) im Vergleich zu (—)). Mit dem

BF A BF A A K VA
Startparametersatz {d Pos K,d Pos L,V IGes ,V

IGeSL) startet man die Symmetrisierung, die
im Verteilungsmodus betrieben wird. Diesen Modus bezeichnet man als VA;dBF-Modus.
Beim dBF;VA-Modus handelt es sich somit um den Verteilungsmodus mit gemischten

Startparametern.

Das Verhalten des VA;dBF-Modus ist ebenfalls in Abb. V-1 (—) dargestellt. Von dem Wert
bei Null A(AAbst)"*®F(0)= A(AADbst)(0), sinkt A(AAbst)"“*®F(Iteration) schlagartig auf
einen Wert von 12.53nm. Ist somit schon nach einer Iteration besser als A(AAbst)*®"(0). Nach
8 Iterationen ist A(AAbst) *“®f(Iteration) besser als der minimale Wert von
A(AAbst)™BF (Iterationen) und schon nach 24 Iterationen hat A(AAbst)'**®F(Iteration) sein
Minimum erreicht. Das Minimum MinA(AAbst)VA;dB F liegt mit 10.12nm deutlich niedriger als
die Minima des reinen diskreten Best-Fit bzw. des reinen Verteilungsmodus. Der VA;dBF-

Modus stellt somit die ideale Form einer Symmetrisierung dar.

Aus Abschnitt IV.4 ist bekannt, dass der geschitzte Fehler SA(Ile““)G‘BF fir ein festes I
praktisch gleichverteilt ist. Ebenso wie bei der Simulation mit gleich hellen Molekiilen,

IGeSIZSOOO und IGeSZZSOOO, sollte bei der Simulation mit unterschiedlicher Helligkeit,
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Iges =2500 und 1065227500, die Gesamtintensitit Ig.=Iges' +1ces fiir einen kolokalisierten Spot

Besty@F hur von I abhingt, sollte der Fehler ok in der Bestimmung der

gleich sein. Da sA(I;
Schwerpunktspunkte der Spot Spotkx und Spot;, im Grunde gleich sein. Dies bedeutet, dass das
Minimum MinA(AAbst)VA;dBFZIO.12nm durch den am Ende von Kapitel IV berechneten Wert

A(Abst™)*®*=10.80nm abgeschiitzt werden kann.

Mit Hilfe des Symmetrisierungsalgorithmus ist es moglich, auch Datensdtze, die nicht dem
Idealfall der gleichméBigen Helligkeit beider Farbstoffe entsprechen, so zu analysieren, dass

der Abstandsfehler den Schwellwert von 10nm erreicht.

Im weiteren Verlauf besteht die Aufgabe darin iiber die spektrale Information den
Schwellwert weiter zu reduzieren. Die spektrale Information ist charakterisiert durch den F»-
Wert, d.h. dem Verhéltnis zwischen der Anzahl Iz der detektierten Photonen im langwelligen

Detektor und der Gesamtzahl I der detektierten Photonen in beiden Detektoren.

Im Gegensatz zur Zeitinformation, gegeben durch eine Abklingkurve {d(t;)}, handelt es sich
bei F> um keine Verteilung. Es ist daher unmdglich, den Kolokalisationsalgorithmus fiir die
spektrale Information in gleicher Art und Weise zu formulieren, wie den auf der

Zeitinformation basierenden Algorithmus.
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V.2. Korrelation zwischen Intensitiit und F,-Wert

Unm ein tieferes Verstdndnis zu bekommen, wie sich der F>-Wert fiir verschiedene Intensititen
I verteilt, wird die Korrelationsfunktion {G(F,,I)} analysiert. Diese Funktion gibt an, mit
welcher Wahrscheinlichkeit ein Parameterpaar (I,F,) innerhalb eines Pixel auftritt. {G(F,I)}
wird aus realen Datensidtzen ermittelt, indem von einer trocken auf einer APS-Oberfldache
aufgebrachten Farbstoffprobe ein Fluoreszenzbild aufgenommen wird. Von jedem Pixel
dieses Bildes, dessen Intensitdt I oberhalb einer Schwelle Is=30 liegt, wird (I,F,) bestimmt.
Alle (I,Fy)-Paare werden beziiglich dem F,-Wert und I histogrammiert. Die Schrittweite
entlang der F,-Achse betrdgt 0.02 und entlang der I-Achse 4 Photonen. In Abb. V-2 ist die

10

0.8

Abb.V-2:

Rote Verteilung:

Korrelationsverteilung {G®>°(F,,I)} fiir
eine Cy55-Probe.

06

F-Wert

Blaue Verteilung:
Korrelationsverteilung {G"°™(F,™,Ip")}
fiir eine BodyPy630-650-Probe

0.z

0o
0 20 40 B0 80 100 120 140 160 180 200

Intensitét |
Korrelationsfunktion {G(F,™,Ip")} jeweils fiir eine Cy5.5-Probe ({GZ(F,,I)}, rote
Verteilung) und eine Bodypy630-650 Probe ({G°™(F,,I)}, blaue Verteilung) aufgetragen.
Die CyS5.5-Probe hat einen mittleren Fo-Wert prot von 0.82, die Bodypy630-650 Probe zeigt
ein pro=0.32.

{G(F,I)} =zeigt keine Korrelation zwischen F, und [. Dagegen ist aber die
Standardabweichung SDg; der F,-Verteilung bei einer festen Intensitét I mit I korreliert ist.
Umso groBer die Intensitdt I, desto weniger streuen die F,-Werte. Es muss eine Beziehung
zwischen der Verteilung von F, und I bestechen. Wenn es moglich ist, diese
Wahrscheinlichkeitsverteilung {P(F,,1- F2;prot)} flir einen Farbstoff anzugeben, dann sollte es
auch moglich sein, die Wahrscheinlichkeitsverteilung fiir eine Mischung von Farbstoffen
anzugeben, was wiederum erlaubt, eine auf dem F,-Wert basierende Kolokalisationstheorie zu

entwickeln.
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Um {P(F,,1- Fa;prot)} abzuleiten, stellt man sich die in Abb. V-3 skizzierte Situation vor. Ein
Molekiil emittiert ein Photon, das auf einen Strahlteiler vor den beiden Detektoren trifft. Das

Photon kann entweder den Strahlteiler passieren und

Abb. V-3 im roten Kanal detektiert zu werden, oder abgelenkt

zq/ahrs)cheinlichkeit: werden, und im blauen Kanal detektiert zu werden.
_pRot

/ Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Photon den roten
- / Kanal erreicht, wird als prot bezeichnet. Sendet das
Wahrscheinlichkeit:

v pRot

Molekiil insgesamt I Photonen aus, dann haben I

Photonen den roten Kanal erreicht, und I-Izx den

blauen. Interessant ist, wie Ig um den Mittelwert

<Ig> verteilt ist.

Um nun mathematisch eine Verteilungsfunktion {P(Ir,I-Ig;prot)} fiir die moglichen Werte von
Iz, Ig=0 ... I herzuleiten, muss (pR0t+(1-pR0t))I nach seinen Binomialkoeffizienten entwickelt
werden. Der Ausdruck (proct(1-prot)) steht fiir den Fall, dass I mal eine ja/nein-Entscheidung
durchgefiihrt wird, mit eine Wahrscheinlichkeit von pgre flir ja und (1-prot) fiir nein. Die
einzelnen Binomialkoeffizienten geben an, mit welcher Wahrscheinlichkeit ein Zustand z.B.

mit 20 mal ja und I-20 mal nein aufgetreten ist. Die Gesamtwahrscheinlichkeit betrigt 1.

d 1!

+ ]_ [: . ]R. ]_ 1’1R;]
(pRut ( pRot)) IRZ_OIR/(I—IR)/ pRot ( pRot)

P(Ipd=Ig:Pros)

GL V-5

Jeder, mit P(Ig,I-Ig;prot) bezeichnete, Term der Summe in Gleichung Gl. V-5 ist nichts
anderes als die Wahrscheinlichkeit, dass Ig Photonen im roten Kanal und I-Ig Photonen im
blauen Kanal detektiert werden. Unter der Voraussetzung I Gesamtphotonen detektiert

wurden und eine Wahrscheinlichkeit pro, fiir das Erreichen des roten Kanals vorliegt.
Somit ldsst sich die Verteilungsfunktion P(Ig,I-Ir; prot) schreiben als:

I/

:T‘_I)/.pfaotlk '(]_pRot)171R ’IR =0..1
R* R/

GL V-6

P(Ig, I =1y, Do)
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In Abb. V-4 ist {P(Ir,I-Ir;prot)} fir =50 Gesamtphotonen, und einem pgr,=0.45 (blaues
Histogramm) und pr=0.80 (rotes Histogramm) iiber die Werte von Ig=0 ... 50 aufgetragen.
Die blaue Kurve {P(Ig,50-Ir;0.45)} ist breiter als die rote Kurve {P(Ig,50-Ig;0.80)}. Dies kann
sehr einfach mathematisch gezeigt werden, wenn die Eigenschaften von {P(Igr,I-Ig;prot)}

erarbeitet werden.

Zuerst wird der Erwartungswert <Ig> der Verteilung P(Ig,I-Ir;prot) bestimmt.

I-Ip _

[R.pRotIR.(]_pRot) _].pRot
GL V-7

L 1!
<Ip>=)———
IR:OIR-/'(I_IR)-/

Mit Hilfe des Erwartungswertes <Ig> lassen sich die Varianz Vy und die Standardabweichung

oRr bestimmen.

! 1!
Ve =Ve(Pr )= ) ————"
ke DRkt ;)IR/-(I—IR)/

Or :\/Z:\/Y"\/(pfam _pRutZ) -

(Ix—<Iy >)? 'pRoz]R '(1_pRot)171R =1(Dra _pR0t2)

. V-8

Die Varianz Vgr(prot) besitzt bei einem festen I ein Maximum bei pro=0.5, das ist auch der

Grund warum die Verteilung {P(Ir,50- Iz;0.45)} breiter ist {P(Ir,50- Ir;0.80)}.

Um die Verteilung {P(F,,1-F2;prot,])} zu bestimmen, auf der die in Abb. V-2 dargestellte
Korrelation {G(F,,1)} beruht, wird die folgende Transformation durchgefiihrt:
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1

I,—>F, ZTR

Gl V-9

Der Erwartungswert <F,>, die Varianz Vy; und die Standardabweichung cp, der Verteilung

{P(F2,1-F2;prot,])} lassen sich aus Gl. V-7 und Gl. V-8 berechnen.

<F, => pp,

1
Vi, :7'(pRot _pRotz)
1
GFZ :ﬁ. (pRot_pRotz)
GL V-10

Die Standardabweichung zeigt eine Wurzelabhéngigkeit von der Intensitét.

V.3. Die spektrale Kolokalisationstheorie

Mit Hilfe der in Gl. V-6 hergeleiteten Verteilungsfunktion P(Ig,I-Ir;prot) fiir die spektrale
Information ldsst sich die Kolokalisationstheorie erweitern. Fiir einen Pixel wird der
Parametersatz (I,F,) angenommen. Aus dem F, Wert ldsst sich Iz berechnen. Unter der
Annahme, dass I; Photonen von Farbstoff des Typs 1 kommen, der durch pRot1 charakterisiert

wird, und I, Photonen von Farbstoff des Typs 2, mit einem pRotz, kommen, gilt [;+ I,=I.

Dementsprechend gilt fiir die Intensitédt im roten Kanal:

GLV-11

Die Wahrscheinlichkeit P(Ig;L,I;) Ir Photonen im roten Kanal zufinden ist bei einem Pixel mit

einer Intensitét [ und einer Mischung (I;:1,); durch die Summe in GI. V-12 gegeben.

P(lz;11,)= ZP(IRI’II _IR];pRotI)'P(IRz’IZ _IRz;pRatz)
{1R1+1R2:1R)

Gl V-12
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Wobei die Summation in Gl. V-12 iiber alle Zustinde geht, fiir die Gl. V-11 erfiillt ist. [ und I,
werden wihrend der Summation konstant gehalten. Gl. V-12 stellt die Grundgleichung fiir die
spektrale Kolokalisationstheorie dar. In einem Pixel mit der Intensitit I konnen alle
Mischungen (I;:I);, [;=0 ... T auftreten. Nach GIl. V-12 ist fiir jede Mischung ein P(Ig;LI;)
gegeben.

Die Wirkungsweise des spektralen Algorithmus kann anhand eines Zahlenbeispieles
verdeutlicht werden. Es wird ein Pixel mit I=50 Photonen betrachtet, von denen Iz=20
Photonen im roten Kanal detektiert wurden. Prinzipiell sind fiir den Pixel die Mischung
(0:50)s0 ... (50:0)s0 moglich. Fiir jede Mischung wird nach der Wahrscheinlichkeit P(20;50,1;)
gefragt. Fiir die Mischung (0:50)s ist [;=0, und damit ist auch IR1=0. Es gibt also nur einen
Fall fir den gilt Iz'+Ig?=20, und zwar dass Iz*=20 ist. P(20;50,0) ist gegeben durch die
Wahrscheinlichkeit P(20,30;pR0t2), da P(O,O;pRotl) gleich 1 ist.

P(20;50,0) = P(20,30; p,,,” )
Gl V-13

Fiir die Mischung (1:49)s ist I,=1, die mdglichen Werte fiir Iz sind 0 und 1, und P(20;50,1)

ist somit durch die Summe aus GI. V-14 gegeben.

P(20;50,1)=P(0.1; p,,' )-P(20,29; pp..” )+ P(10; pa,’ )-P(19.30; p,.° )
Gl V-14

Fiir die Mischung (2:48)s ist Ix'=0,1,2, d.h. es ergibt sich ein P(20;50,2) aus Gl. V-15.

P(20;50,2)=P(0,2; py,, )-P(20,28; pr,’ )+ P(L1; pr,' )-P(19.29; pr.” )+ P(2,0; pr,,’ )-P(18,30; .. )

GLV-15
I, P(20;50,1,)
0 P(20;50,0)
1 P(20;50,1)
Abb. V-5:
Innere Struktur eines spektralen
Kolokalisationsalgorithmus fiir einen Pixel mit
[=50 und Ir=20
49 P(20;50,49)

50 P(20;50,50)
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Die Verteilungen P(IRl’Z,II,Z-IRI’Z;ple’Z) konnen jeweils nach Gl. V-6 berechnet werden. Der
einzige Parameter, der bekannt sein muss, ist prot -, und dieser kann fiir einen Farbstofftyp
aus einer Eichmessung bestimmt werden. Fiir die anderen Mischungen laufen die
Berechnungen analog. Am Ende steht fiir jedes mogliche I; ein Wert P(20;50,1;). Die innere
Struktur des Algorithmus stellt sich wie in Abb. V-5 dar.

Die Verkniipfung der inneren Struktur aus Abb. V-5 mit der Struktur aus Abb. IV-12
bedeutet, dass die spektrale Kolokalisationstheorie beziiglich der diskreten Mustererkennung

iiber die Zeitinformation vollig kompatibel ist.

In der Regel besteht bei realen Daten eine Messreihe immer aus mehreren kolokalisierten
Bildern des gleichen Typs. Um Rechenzeit zu sparen ist es daher ratsam sich eine Schablone
Distr,(I) zu erstellen. Dabei wird fiir eine festes I, fiir alle Mischungen (Ii:I2); und alle
moglichen Izg=0 ... T das P(Ig;LI;) bestimmt. Distg,(I) stellt eine Matrix dar, deren x-

Komponente die Mischung und deren y-Komponente das Ir angibt. Eine solche Matrix hat

P(l,.50-1,;0.3) |

Abb. V-6:

Schablone Distg,(50), die mit

den roten Pfeilen markierten

Verteilungen,  stellen  die
I Verteilungen der reinen

- | Farbstoffe dar.

Wahrscheinlichkeit

0 Intensitat |

(I+1)x(I+1) Elemente. In Abb. V-6 ist Distg,(50) aufgetragen, die Prot > der beiden Farbstoffe
wurden mit pro'=0.7 und pre=0.3 festgelegt.

Die in Abb. V-6 mit den roten Pfeilen markierten Verteilungen stellen die Verteilungen fiir
die Mischungen (0:50)so und (50:0)s¢ dar. In diesen beiden Félle kommen alle Photonen von
Farbstoff 2 bzw. von Farbstoff 1. Damit sind diese beiden Verteilungen durch P(Ig,50-1g;0.3)
und P(Ig,50-1Ir;0.7) gegeben. Das Arbeiten mit Schablonen spart Rechenzeit, da wenn mehrere

Bilder auswertet werden miissen, jedes P(Ig;I,I;) nur einmal berechnet werden muss.
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V.4. Unabhiingigkeit von spektraler Information und Zeitinformation

Wenn die spektrale Kolokalisationstheorie mit der Kolokalisationstheorie iiber die
Zeitinformation kombiniert werden soll, gilt es noch festzulegen, wie die
Wahrscheinlichkeitsverteilung ~ {Py(I;/I;I)} aus der  Zeitinformation mit  der
Wabhrscheinlichkeitsverteilung {P(Ig;I,I;)} aus der spektralen Information zu {Pg(I;;1)}

kombiniert werden muss.

Unter der Voraussetzung, dass die Zeitinformation unabhidngig von der spektralen

Information ist, kann {Pg(I;;I)} geschrieben werden als:

P.(1,,;1)=P,(1,/1;1)-P(1,;1,1,)
G 1 14 1 R 1/ Gl V.13
Innerhalb eines Pixel mit der Intensitdt I kann fiir jede mdgliche Mischung die
Wahrscheinlichkeit aus der Zeitinformation mit der Wahrscheinlichkeit aus der spektralen

Information multipliziert werden.

Ob die Unabhingigkeit der beiden Informationen =zutrifft, kann gut anhand der
Korrelationsfunktion {G(F,,T)} aus Abb. IV-11 {iberpriift werden. In Abb. IV-11 sind die
Korrelationsverteilungen {G""(F,,T)} und {G“Y(F,,T)} aufgetragen. {G""(F,,T)} und
{G“Y(F,,T)} wurden aus einer Bodypy630/650 bzw. einer Cy5.5 Probe generiert. Dabei
handelt es sich um die gleichen Proben, aus denen auch die Korrelationsfunktionen
{G™(F,,I) und {G®™(F,,I)} in Abb. V-2 generiert wurden. In Abschnitt I1.1 konnte gezeigt
werden, dass zwei GroBlen X und Y gerade dann unabhéngig voneinander sind, wenn deren
gemeinsame  Wahrscheinlichkeitsverteilung {P(X,Y)} unkorreliert  ist. Eine
Wahrscheinlichkeitsverteilung {P(X,Y)} ist dann unkorreliert, wenn der Kovarianzwert

Covy" (siche GI. II-11) gegen 0 geht. Aus der Verteilung {G®'(F,,T)} in Abb. IV-11 ergibt

sich ein Kovarianzwert Covr"> von 0,17. Covr' ist so nahe bei Null, dass davon ausgegangen

werden kann, dass {G®"(F,,T)} unkorreliert ist und damit F, und T unabhéngig sind.

Damit sind die Voraussetzungen fiir Gl. V-13 erfiillt. Nun ist es moglich, eine in sich
schliissige Kombination der beiden Informationen durchzufiihren. Der Kolokalisations-
algorithmus, der auf beide Informationentypen spektral wie zeitlich zuriickgreift, wird als

SFLIM-Algorithmus bezeichnet. Die innere Struktur des Algorithmus ist diskret, somit
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bleiben alle getroffenen Aussagen, welche die diskrete Schreibweise betreffen, giiltig. Man
unterscheidet auch beim SFLIM-Algorithmus zwischen einem diskreten Best-Fit Modus und
einem Verteilungsmodus. Der wahrscheinlichste Wert ;"™ fiir I ist entweder gleich dem
Maximalwert [;"** der Verteilung {P(I;;I)} beim diskreten Best-Fit Modus, oder gleich dem
Mittelwert <I;>p, von {Pg(I;;)}. Die Fehler von I,°* werden analog zur Gleichung GL. IV-
12 abgeschitzt.

Wie in Kapitel IV sollte der SFLIM Algorithmus anhand von simulierten Daten untersucht

werden.

V.5. Erweiterung des zeitaufgelosten Datensatzes zu einem SFLIM-Datensat;

Ein Datensatz, der sowohl einen Zeitparameter als auch einen spektralen Parameter
besitztwird als SFLIM-Datensatz bezeichnet. Die Simulation eines SFLIM-Datensatzes greift
auf den zeitaufgelosten Datensatz aus Kapitel IV zuriick. Der zeitaufgeloste Datensatz besteht
aus zwei Intensititsbildern B; und B, und zwei zeitaufgelsten Bildern B," und B,". Auf die
Bilder B; und B, wird ein Algorithmus angewendet, der jeder Pixelintensitit eine Intensitét Ig

fur den roten Kanal zuordnet.

Zuerst wird fiir jeden Pixel aus B; I mal eine Zufallszahl Z zwischen 0 und 1 gezogen. I stellt
die Pixelintensitdt dar. Wird davon ausgegangen, dass B; mit dem Farbstoff 1 korreliert ist,
und dieser durch ein pRot1 charakterisiert wird, dann ist IR1 gerade die Anzahl von
Zufallszahlen aus der Menge{Z} fiir die gilt: Z<pR0t1. Fir das Bild B, wird analog
vorgegangen. Dabei wird vorausgesetzt, dass der Farbstoff 2 durch ein proi” charakterisiert ist.
Das Resultat sind zwei spektral aufgeloste Bilder B,® und B}, Aus B\® und B,® wird dann

das spektral aufgeloste Gesamtbild B*=B 1R+BgR berechnet.

Fiir den vollstaindigen SFLIM-Datensatz, anhand dessen der SFLIM-Algorithmus getestet
werden soll, gelten wieder die Idealbedingungen: kein Untergrund und Iges =lGes=5000. Die
pRotl’2 der beiden Farbstoffe wurden wie in Abschnitt V.3 mit pR0t1=O.7 und pR0t2=0.3
festgelegt. Die Positionen (ycXc) und (yc’ xc’) kénnen in einem Bereich von (-1 ... +1) Pixel

variieren.
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Die Analyse des Datensatzes lduft analog zu Kapitel IV, am Ende steht somit der
Abstandsfehler A(AAbst) bzw. der geschitzte Abstandsfehler A(Abst™). Fiir den diskreten
Best-Fit Modus des SFLIM-Algorithmus ergibt sich ein A(AAbst)®®"=5.54nm. Der
Verteilungsalgorithmus liefert einen Fehler von A(AAbst)'*=7.90nm. Die geschitzten Fehler
liegen bei A(Abst™)BF=6.54nm und A(Abst*)*®"=6.37nm. Wieder trifft zu, dass der Schitzer
A(Abst™) besser im diskreten Best-Fit Modus funktioniert. Zusammenfassend kann behauptet
werden, dass der Abstandsfehler im Vergleich zum Kolokalisationsalgorithmus allein {iber die
Zeitinformation um einen Faktor 2 kleiner ist. Der Schwellwert des SFLIM-Algorithmus liegt
bei ungefdhr 5nm, ist somit kleiner als der kleinste Abstand des Giiltigkeitsbereichs, 10-

200nm.

Symmetrisiert man den Algorithmus nach dem im Abschnitt V.1 beschriebenen Verfahren,
zum einen fiir einen Datensatz mit Iges =lges>=5000 (siche Abb. V-7 (—)) und zum anderen
fiir einen Datensatz mit Iges =2500 und IGesz=5000 (siche Abb. V-7 (—)), dann ergibt sich fiir
die Funktionen A(AAbst)(Iteration) das in Abb. V-7 dargestellte Bild.

27 Abb. V-7:
104 IGeslzlGe52=5000:
(—): A(AAbst) 4“BF (Iteration)
8 -
6 TGes =2500, Iges>=7500:
| (—): A(AAbst) 4B (Tteration)
44
). (=): A(Abst*)®®"=6.54nm
0 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50

Iterationen

Die durch (==) dargestellte Linie in Abb. V-7 stellt den A(Abst™)BF=6.54nm im Idealfall dar.
Beide Verteilungen A(AAbst)VA;dBF(Iteration) in Abb. V-7 haben nach ungefiahr 20 Iterationen
einem stabilen Wert von 5.02nm (IGeSIZIGCSZZSOOO) und 6.77nm (IG651=2500, IG652=7500)

dBF

erreicht. Diese beiden Werte lassen sich wieder relativ gut mit A(Abst*)®BF abschitzen.

Der SFLIM-Algorithmus verhélt sich gleich wie die diskrete Mustererkennung aus Kapitel

IV. Die Giite ist aber um einen Faktor 2 besser.
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V.6. Zusammenfassung der Kapitel IV und V

In den Kapiteln IV und V ging es darum, eine passende Beschreibung fiir eine
Kolokalisationstheorie zu entwickeln. Der Ausgangspunkt war der klassische
Mustererkennungsalgorithmus in seiner kontinuierlichen Schreibweise. Diese innere Struktur
erlaubt es nicht, dass der Algorithmus zu einer SFLIM-Kolokalisationstheorie, basierend auf
einer zeitlichen und spektralen Information, ausgeweitet werden kann. Der Algorithmus muss
zuerst in eine diskrete Schreibweise umgeformt werden. Innerhalb eines diskreten
Algorithmus gibt es zwei verschieden Modi, den diskreten Best-Fit und den
Verteilungsmodus. Diese beiden Modi wurden miteinander verglichen. Ohne
Symmetrisierung stellt der diskrete Best-Fit Modus die bessere Beschreibung fiir einen
diskreten Algorithmus dar. Der Schwellwert liegt im Idealfall, d.h. bei gleich viel emittierten

Photonen von Farbstoff 1 und 2, bei 10nm.

Uber die Symmetrisierung des Algorithmus kann auch fiir Datensitze mit unterschiedlich
hellen Farbstoffen die Giite des Algorithmus im Idealfall berechnet werden. Die diskrete
Mustererkennung wurde durch die zusétzliche spektrale Information zu einem SFLIM-
Algorithmus ausgebaut. Der Schwellwert des SFLIM-Algorithmus liegt bei ungefidhr 5 nm.

Die Giite ist somit um einen Faktor 2 besser als bei der reinen diskreten Mustererkennung.

Der entwickelte SFLIM-Algorithmus beruht auf den zwei Hauptannahmen, dass die
Zeitinformation der Farbstofffluoreszenz durch eine mittlere Grundwahrscheinlichkeit {P(t;)}
parametrisiert wird, und dass zum zweiten die spektrale Information durch einen mittleren
Parameter prot beschriecben wird. Um die Symmetrisierung nachdem im Abschnitt V.1
beschriebenen Verfahren durchzufiihren, ist es einerseits notwendig, die PSF eines Molekiils
zu kennen, andererseits muss die PSF durch einen analytische Funktion beschrieben werden

konnen. Diese beide Annahmen miissen anhand von realen Datensitzen {iberpriift werden.
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VI. Anpassung der Kolokalisationstheorie an reale Datensiitze

Um die in Kapitel IV und V entwickelte SFLIM Kolokalisationstheorie an reale Datensitze
anzupassen, werden die grundlegenden Annahmen an Eichmessungen {iberpriift. Als
Eichmessung wird ein Datensatz bezeichnet, der aus einer Oberfliche besteht, die nur mit
einem bestimmten Farbstofftyp belegt ist. Bei den verwendeten Farbstoffen handelt es sich
um Bodipy630/650 und Cy5.5. Die Proben wurden nach zwei verschiedenen Verfahren
hergestellt. Zum einen wurde eine mit APS (Aminopropylsilan) behandelte Oberfliche mit
reinem Farbstoff belegt. Zum anderen wurde der an eine einzelstringige DNS gekoppelte
Farbstoff in eine Agarose-Matrix eingebettet, die dann auf ein unbehandeltes Glasplittchen

aufgebracht wurde.

Ein SFLIM-Datensatz besteht aus einem Intensitdtsbild B;, einem Intensitéitsbild B! fiir den
Jroten Kanal, und einem zeitaufgelosten Bild B'. B' kann zerlegt werden in ein
zeitaufgelostes Bild Br' fiir den ,roten* Kanal bzw. ein Bg' fiir den ,blauen® Kanal. Jeder
Datensatz wird gleich analysiert, indem insgesamt vier verschiedene Verteilungen bestimmt
werden: eine Grundwahrscheinlichkeit {P(t))} (siche Abb. VI-1 A), eine Verteilung H(T) des
zeitlichen Mittelwertes T (siehe Abb. VI-1 B), eine Verteilung H(F,) der F,-Werte (siche
Abb. VI-1 C) und eine Verteilung H(I) (siche Abb. VI-1 D), die angibt wie hdufig eine

=
=

022

020

o Abb. VI-I:

0.12

Die aus einer
oo Eichmessung einer
- Bodipy630/650

" m A 41 Probe abgeleiteten
s Tl Verteilungen.

gl A {Pt)}

B: H(T)

C: H(Fz)

D: H(I)

Wahrscheinlichkeit
°
Wahrscheinlichkeit

0.06

Haufigkeit

0.04

Wahrscheinlichkeit

T T T T T T
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bestimmte Pixelintensitét in den Bildern vorkommt. Fiir die Verteilungen {P(t;)}, H(T), H(F>)
und H(I) werden nur Pixel betrachtet, deren Intensitdt oberhalb einer Schwelle Is liegen. Die
Schwelle liegt in der Regel bei Is=30. Bekannt ist, dass ein Farbstoff auf seine Umgebung
reagiert. Wird ein Farbstoff in verschiedenen Umgebungen eingebracht, dann werden sich die
Verteilungen H(T) und H(F;) verdndern. Der Schwerpunkt dieser Verteilungen wird sich zu
grofleren bzw. kleineren Werten verschieben. Das prinzipielle Verhalten der Farbstoffe wird
aber gleich bleiben. Die in Abb. VI-1 gezeigten Verteilungen wurden von einer
Bodipy630/650 Probe auf einer APS Oberfliche ermittelt. Fiir die Messung wurde der
Filtersatz 1 aus Abschnitt 1.4 verwendet. Bei diesem Filtersatz liegt das prot der
Bodipy630/650 Farbstoffe zwischen 0.3 und 0.4. Somit bekommen beide Kanile ausreichend

Photonen, um statistische Aussagen treffen zu konnen.

0.05

Abb. VI-2:

(—=—), (—=—): nicht
deckungsgleiche
Grundwahrscheinlichkeit {Pr(ti)}
und {Pg(t)}.

0.04 4
0.03 4

0.02 -
(—), (—): deckungsgleiche
Grundwahrscheinlichkeit {Pgr(ti)}
und {PB(tl)}

Wahrscheinlichkeit

0.014

0.00

Zeit [ns]

Auf einer APS-Oberflache liegt das Cy5.5 Molekiil mit hoher Wahrscheinlichkeit in seiner
nichtfluoreszierenden Cis Konfiguration vor. Die Grundwahrscheinlichkeit {P(t;)} setzt sich
in einer SFLIM-Anlage aus der Information von zwei Detektoren zusammen. Somit kann
{P(t))} als Summe einer Grundwahrscheinlichkeit fiir den ,,roten* Kanal {Pr(t})} bzw. aus
einer Grundwahrscheinlichkeit fiir den ,blauen® Kanal {Pg(t))} geschrieben werden. In
Kapitel IV und V wurde vorrausgesetzt, dass die beiden Detektoren vollstéindig identisch sind.
In Realitdt sind zwei Detektoren aber in ihrem Ansprechverhalten niemals vollig gleich.
Zusitzlich muss beriicksichtigt werden, dass die Signale der beiden Detektoren {iber BNC
Kabel der Liange Lr bzw. Lp (siche Abb. II-) zum Router transportiert werden. Ein BNC
Kabel besitzt eine endliche Laufgeschwindigkeit, was bedeutet, dass das Signal beziiglich der

Zeit der Einspeisung in das Kabel eine gewisse Verzogerung Atk erfahrt. Atg hingt von der
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Kabelldnge ab (ca 4ns Verzogerung pro 1m Kabelldnge). Da jedes BNC Kabel eine gewisse
Toleranzlidnge besitzt, ist es duBerst schwierig, die Lingen Lr bzw. Lp identisch lang zu
wihlen, was zur Folge hat, das AR fiir den ,Joten® Kanal und Atg® fiir den ,,blauen‘ Kanal
nicht gleich sind. Bei einer festen Kabellinge Ls zwischen dem Sync Ausgang des
Pulsgenerator der Laserdiode und dem Sync Eingang der SPC-Karte, bedeutet eine Differenz
zwischen Atg® und Atg” das {Pr(t})} und {Pg(t;)} nicht deckungsgleich im Zeitfenster liegen
(siche Abb. VI-2, (——) und (—=—) ). {Pr(t)} und {Pg(t))} (siche Abb. VI-2, (—) und (—) )
werden dann als deckungsgleich bezeichnet, wenn die Schwerpunkte Tr," und Tigr,” der
beiden Geritefunktionen fir den ,,roten* Kanal und den ,,blauen* Kanal identisch sind. Eine

Moglichkeit zur Bestimmung von T{GF}R und T{GF}B wird im folgenden Abschnitt aufgezeigt.

VI.1 Uberfiihrung einer gefalteten Abklingkurve in ein rein exponentielles

Abklingverhalten

Im Kapitel II wurde gezeigt, dass sich die Grundwahrscheinlichkeitsdichte p(t) eines
Farbstoffmolekiils als Faltung zwischen einer Gerdtefunktion GF(t), die sich aus der
zeitlichen Anregungsverteilung der externen Lichtquelle und dem Ansprechverhalten des
Detektors zusammensetzt, und der exponentiellen Emissionswahrscheinlichkeitsdichte des
Farbstoffes, schreiben ldsst (siche Gl VI-1). Aus p(t) ldsst sich dann die
Grundwahrscheinlichkeit {P(t;)} ableiten:

jGF(u)-exp(—(t_u))-du
T

p(t)=— »
| [GF(u)-exp(- “) ). du-dr
0o ‘ GL VI-1
Zeitu Zeit t-u
Zeit t
1.4
1.2' e,
Abb. VI-3:
Mathematischer Ablauf der = s
Faltung, Die rote Kurve (—) stellt | & 5]
GF(t) dar, die grine Kurve (—) die | &
Exponetialfunktion exp(-t/t) und | g UB;
die gelbe Kurve () die Funktion | & ]
d(t,u).
0.21

U0 02 04 08 08 1 12 14 16 18 2
Zett [ns]
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tmax 1St die GroBe des Zeitfensters. Ohne Einschrankung der Allgemeinheit kann angenommen

werden, dass GF(t) eine auf 1 normierte Wahrscheinlichkeitsdichte darstellt (siehe Gl. VI-2).

[GF(1)-dr=1
) Gl VI-2

Zuerst wird nur das Integral betrachtet:

j‘GF(u)-exp(—(t;u))-du
0
Gl VI-3

Anhand der Abb. VI-3 kann der genaue mathematische Ablauf einer solchen Faltung erklart
werden. Die rote Kurve stellt die Gerdtefunktion GF(t) dar und die griine Kurve die
Exponentialfunktion exp(-t/t), in diesem Fall mit einer Lebensdauer von 2 ns. Bei der
Berechnung des Integrals, wird fiir alle Zeiten u von 0 bis t der entsprechende Wert GF(u) mit
dem Wert exp(-(t-u)/t) multipliziert. Es wird nun die Funktion d(t,u) definiert, fiir die jeder
Wert u in GF(u)-exp(-(t-u)/t) gleich GF(u)-d(t,u) ist (siche Gl. VI-4 sowie Abb. VI-3, gelbe

Kurve).

0 t<u
d(tu)= exp(——(t_u) t>u
T
GL VI-4

Da fiir Zeiten t mit t<u d(t,u)=0 ist (siche auch Abb. VI-4), sind in diesem Fall fiir u alle
Zeiten von 0 bis ty.x moglich. Diese Transformation hat zur Folge, dass man das

Faltungsintegral aus Gl. VI-3 umschreiben kann:

jGF(u Jeexp(-L=% ) gy = TXGF(u )-d(tu)-du
’ ‘ ’ Gl VI-5

Diese Transformation ist eine vollig unterschiedliche Interpretation der Faltung. Das
linksseitige Integral von Gl. VI-5 hat den Nachteil, dass die Zeit t die Integralgrenze darstellt,
fiir die nachfolgenden Betrachtungen ist diese Schreibweise nicht geeignet, daher wird im

weiteren mit p(t) aus GL. VI-6 gearbeitet.
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[GF(u)-d(t,u)-du
p(t)=—1
J.J-GF(u)-d(t,u)-du-dt
v GL VI-6

Zur Uberpriifung sind in Abb. VI-4 die beiden Grundwahrscheinlichkeiten p(t) aus Gl. VI-1
(+) und p(t) aus GI. VI-6 (o) dargestellt. Beide Funktionen sind identisch.

0.4
£,
03] o e
—~ *" ¢ Abb. VI-4:
E ¢ Grundwahrscheinlichkeiten p(t)
g o029 ° ® aus GI. VI-1 (+) und p(t)aus Gl.
g : ® VI-6 (0)
A & &
& &
014 @ ®
& ®$$
@ g &
& P @
D‘? . . . $$$?$%$®$®I®$mm
0 2 3 B 8 10 12
Zett [ns]

Aus p(t) (Gl. VI-6) ldsst sich die mittlere Zeit T,™**' ermitteln.
Thgx I Max

J.GF(u)-lij‘t‘d(t,u)-dt}du
0

| [GFu)-t-d(tu)-du-ar |
T, = [ep(1)d == = e
0 j IGF(u)-d(t,u)-dwdt J-GF(u)-{J‘d(t,u}dt]du
0 0 0 0
Tt Gl VI-7

Die Integrationen iiber u sowie iliber t sind miteinander vertauschbar. Fiir die weiteren
Berechnungen wird eine analytische Gerétefunktion GF(t) (sieche Abb. VI-5) generiert. Fiir die
weiteren Betrachtungen, spielt die genaue Form der Gerdtefunktion keine Rolle. Der zeitliche

Mittelwert Tgr von GF(t) liegt bei 0.8ns. Diese Funktion GF(t) wurde auch fiir Simulationen

verwendet.
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In Gl. VI-7 wird zuerst die Integration {iber t durchgefiihrt. Dabei miissen die Integrale I; und

I, berechnet werden.

L) (), i(w) ()

I,(u)= Mfd(t,u)-dt,lz(u)z

1u)= [ ep-L")ar =

T Subst.: v=t-u

T Subst.: v=t-u

Iz(u)=T"€xp(—(t_”))-dt

(tMax_“)
=u-i(u)+
0

I Mgx

jt-d(r,u)-dt

(yfax—t)

exp(—z) -dv
T

0

ij(u)
(ytax =)

I (v+u)-exp(—z)-dv
T

0

v-exp(—z)-dv
T

i)(u)

() (), 1w ()

GL VI-S
Abb. VI-6:
A: Die Funktionen i;(u) (—) und i(u)
(—) fir einen Bereich von

u=0...12.5ns und t=2ns.
B: Die gleichen Funktionen 1;(u) (—)
und i(u) (—) im Bereich u=0..3ns
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Die Funktionen I;(u) und I»(u) lassen sich bestimmen, und in Abhdngigkeit zweier neuer
Funktionen 1;(u) und i,(u) ausdriicken Die beiden Funktionen i;(u) (—) und iy(u) (—) sind fiir

u von 0 bis tya=12.5ns und 1=2ns in Abb. VI-6 A dargestellt.

Diese Funktionen werden im zweiten Schritt (sieche GIl. VI-7) noch mit GF(u) gewichtet.
GF(u) aus Abb. VI-6 geht fiir Zeiten u>3ns sehr schnell gegen Null. Daher ist fiir 1;(u) und
i2(u) praktisch nur der Bereich von u=0..3ns von Bedeutung (siche Abb. VI-6 B). In diesem
Bereich ist aber 1;(u) in guter Ndherung konstant und i,(u) linear abhingig von u. I;(u) und

I>(u) konnen geschrieben werden als.

Ii(u)=i(u)=m,

iu)=m, u=I,(u)=m, - u+m,-u
2 2 2 1 2 Gl V-0

Wird die Wichtung mit GF(u) und die Integration iiber u durchgefiihrt, so ergibt sich fiir
TpNéherung.

kt kt Ndherur
Tpexa = Tpexa (tMax) ~ Tp e (tMax ’TGF) = TGF + TExp (tMax - TGF "T)

GL VI-10
Toe = Ju-GF(u)-du

(tyax—Tor )

v
TExp(tMlu —Typit)= J. v exp(—;)w[v

0

T, kann also niherungsweise als die Linearkombination des zeitlichen Mittelwertes der
Geritefunktion Tgr und des zeitlichen Mittelwertes einer Exponentialfunktion Ty, mit der
Lebensdauer t in einem Zeitfenster mit der Lange (tvax-Tcr) ausgedriickt werden. Wie genau
der zeitliche Mittewert der Geritefunktion bestimmt wird, wird im nichsten Abschnitt

genauer erliutert.

Zur Uberpriifung der oben eingefiihrten Niherung, wird eine Funktion Abw(t) (siehe Gl. VI-
11) definiert, welche die Abweichung des exakten zeitlichen Mittelwertes T,™*' einer
gefalteten Grundwahrscheinlichkeitsdichte p(t) mit der Lebensdauer t von der oben

hergeleiteten Niherung T, """ (siche Gl. VI-10) angibt.
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AbW(T) = AbW(T; 1y, ) = [T,% (130, )= T, (1, )

P

GLVI-T]
Aus Abb. VI-7 A kann entnommen werden, dass selbst fiir eine Lebensdauer von 10ns die
Abweichung nicht groBer ist als 0.005ns=5ps. Die Funktion Abw(t) ist abhidngig von der

Grofie des Zeitfensters. Je kleiner

0.005
das Zeitfenster wird, desto grof3er —
werden die Abweichungen. Im % Y
Fall  tya—=10ns, liegt die ;%/ 0.0031
Abweichung bei t=10ns bei g 0.002-
0.0066ns=6.6ps (siche VI-7 B). ;% 0001
frs)

Bei diesen geringen

Lebensdauer [ns]

Abweichungen kann  immer

davon ausgegangen werden, dass Abb.VI-7:
gegang ’ @ Die Funktion Abw(t) fiir ein Zeitfenster
jede gefaltete tvax=12.51s
Grundwahrscheinlichkeit p(t) in Dle Funktion AbW(‘C)fl,lI' ein Zeitfenster
tMax=10nSs

eine rein exponentielle
Grundwahrscheinlichkeitsdichte

d(t,Tgr) (siehe Gl.VI-4) umgerechnet werden kann, dass die gleiche mittlere Zeit liefert. In
Abb. VI-8 sind die beiden Grundwahrscheinlichkeitsdichten p(t) und d(t,Tgr) fiir ein t=2ns
und ein Tgr=0.8ns dargestellt. Die griine Kurve ist die Faltung, die rote Kurve stellt das

exponentielle Verhalten dar.

06
o 05
g, Abb.VI-8:
E ' (—): p(t) aus G1.VI-6
% 0.3 (—): d(t,Tgr) aus GI. VI-4
g 0.2 1=2ns, Tgr=0.8ns
= 017
0n p) ] B B 10 12
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Bislang wurde vernachlissigt, dass keine kontinuierliche, sondern eine in Zeitkanile verteilte
Information, vorliegt. Es muss daher untersucht werden ob die in GL.VI-11 beschriebene

Néherung auch fiir eine diskrete Zeitinformation zutriftt.

Zuerst werden gefaltete Grundwahrscheinlichkeitsdichten p(t) mit einer Lebensdauer
zwischen 0 bis 10ns generiert. Diese werden in eine diskrete Grundwahrscheinlichkeit {P(t;)}

umgerechnet. Aus jedem {P(t;)} 14sst sich dann die mittlere Zeit Ty,; bestimmen.

64
Tpy =2t P(1,))
i=1 GLVI-I2

Typ; sollte sich wie in Gl. VI-11 zusammen setzen aus dem Mittelwert Tgr; der diskreten

Geritefunktion {GF(t)} und der mittleren Zeit Ty einer diskreten Exponentialfunktion

{Exp(t)}.

64
T,or, = D1, -{ GF(1,)} = 0.8000092646 s
=z Gl VI-13

Der Wert ist also etwas grofer als im kontinuierlichen Fall. Um den Wert T gy, zu erhalten,
wird Tygry in eine Kanalnummer Ky umgerechnet, indem Tgr; durch dt=(25/128)ns geteilt
und dann aufgerundet wird. Fiir Ky ergibt sich 5. Daraus folgt, dass das Zeitfenster fiir die

Exponentialfunktion 64-5=59 Kanile betréigt, der Wert T g,y ergibt sich aus der Summe:

59 t 1 59 t
T,., =Norm-) t -exp(——),——= ) exp(——
{ Exp } ; p( ’Z') Norm ; p( ‘[)
Gl VI-14

Wie oben wird Abw"(1) als Differenz zwischen dem Wert T p, und der Summe T 1+ T gxp:

definiert:

Abw"(7) = ‘T{P} ~(Tory + Ty, )‘
GLVI-1S
Die rote Kurve (—) in Abb. VI-9 stellt die so ermittelte Funktion Abw"(t) dar. Zum

Vergleich ist die Kurve Abw(t) (—) aus Abb. VI-8 A aufgetragen. Die Abweichungen

zwischen den beiden Kurven sind sehr deutlich. Zuvor wurde gezeigt, dass besonders fiir
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kleine Lebensdauern der diskrete Mittelwert T,k sehr stark vom kontinuierlichen Mittelwert
Texp abweicht. Daher ist es ratsam, Ty, nicht durch Tgry+TExpy, sondern durch
TGry+Texp(tmax-TGry;T) anzundhern (siehe Gl. VI-10). Die blaue Kurve (—) in Abb. VI-9

zeigt die auf diese Art berechnet Funktion Abw™(1):

AbWK(T) = T;’P,‘ _(T{GF} + TExp(tMux _TGF"T))‘
GL VI-16

0.006 1

0.005-3
% 0A004-f Abb. VI-9:
H 0003_5 (—): Abw"(1) aus Gl. VI-15
FR (—): Abw(t) aus Abb. VI-8 A
2 0002 (—): Abw*(t)aus GI. VI-16
5 ]
< 0.001]

0.000 : T T T T

0 2 4 6 8 10

Lebensdauer [ns]

Diese Kurve ist fiir kleine Lebensdauern praktisch deckungsgleich mit der schwarzen Kurve
und zeigt nur bei groBen Lebensdauern geringfligige Abweichungen. Die Zeit Tryp(tmax-
T(cry;7) hiingt bei einem gegebenen t und einem bekannten tyax nur von der Zeit T gr, ab. Mit
Hilfe von GIl. VI-16 ldsst sich ein Anpassungstest formulieren. Um {Pg(t))} und {Pg(t)} in
einer Eichmessung zu bestimmen, werden von jedem Pixel des Bildes By, dessen Intensitit
oberhalb einer Schwelle Is liegt, die Abklingkurven {dr(t;))} und {dg(ti)} im ,roten* wie im

,blauen® Kanal bestimmt. Alle Abklingkurven werden auf 1 normiert und aufsummiert. Bei

013 Abb. VI-10:

] - A: {Pg(t)} einer Bodipy630/650 Probe.
Einfach logarithmisch. Schwarze
Linie stellt die exponentielle
Néherung fiir den Bereich zwischen
den senkrechten schwarzen Linien
dar.

B: Lineare Skala. Die schwarze Kurve
Stellt die Verteilung der
Untergrundphotonen in die
Zeitkandle dar. Der rot markierte
Bereich wird im Text erldutert.
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der in Abb. VI-10 A dargestellten Grundwahrscheinlichkeit {Pg(t;)} einer BodiPy630/650
Probe wird der Bereich zwischen den beiden schwarzen Linien, durch eine

Exponentialfunktion exp(-t/t) angendhert.

Die Kanalnummern des markierten Bereich liegen zwischen 15 und 40 Das bestimmte t wird
in Gl. VI-16 eingesetzt. Tp; wird zwischen den Kanalnummern 1 und 40 bestimmt und tyax
wird gleich 40-25/128ns gesetzt. Nun kann Tygr; solange variiert werden bis Abw"(t) Null
wird. Das gleich Verfahren wird auf {Pgr(t))} angewendet. Am Ende stehen dann die
Schwerpunkte T{GF}R und T{GF}B der beiden Geritefunktionen fiir den ,,roten” und ,,blauen®
Kanal zu Verfiigung. Die Differenz AT gr; von Tigr" und Ty, gibt an, wie die beiden
Kanile gegeneinander verschoben werden miissen. In Abb. VI-10 A ist {Pg(t)} einfach
logarithmisch aufgetragen. Die schwarze Linie gibt die exponentielle Ndherung fiir den
Bereich zwischen den Kanalnummern 15 und 40 an. In Abb. VI-10 B ist {Pg(t;)}linear
aufgetragen. {Pg(ti)} stellt eine Mittelung iiber insgesamt 7733 Pixel dar. Die Intensitit eines
Pixels besteht nicht alleine aus Fluoreszenzphotonen, sondern beinhaltet ebenfalls
Untergrundphotonen. Pro Pixel werden unter den gewéhlten experimentellen Bedingungen im
Mittel vier Untergrundphotonen detektiert, 3 Photonen auf dem ,,blauen* Kanal und 1 Photon
auf dem ,,roten” Kanal. Die Verteilung der Untergrundphotonen in die Zeitkanile ist in Abb.
VI-10 B durch die schwarze Kurve dargestellt. Das Signal zu Rausch Verhéltnis S/N im
»blauen* Kanal liegt bei S/N=25. Aufgrund dieses groBen S/N-Wertes lassen sich die hohen
Wabhrscheinlichkeiten fiir die Zeitkandle im rot markierten Bereich nicht durch
Untergrundeffekte erkldren. Stattdessen kann diese Erhohung auf die begrenzte Grofle des
Zeitfenster ty,x zuriickgefiihrt werden. Ein Farbstoff mit einer Lebensdauer t hat eine gewisse
Wabhrscheinlichkeit, Photonen zu emittieren, deren Zeitabstand tg zwischen Anregung und
Emission grofBer ist als die Periode des Lasers. Solchen Photonen werden durch die SPC-
Karte eine Mikrozeit tyiko=tg-Periode zugeordnet (sieche auch Kapitel III). Dies fiihrt zu einer
Erhéhung der Grundwahrscheinlichkeitsdichte fiir kleine Zeiten (sieche Abb. VI-11). Die
Verteilung der Photonen in die Zeitkandle mit einem tg>Periode ist rein exponentiell. Aus der
in Abb. VI-9 gezeigten Beschreibung einer Grundwahrscheinlichkeitsdichte p(t) durch eine
rein exponentielle Grundwahrscheinlichkeitsdichte d(t,Tgr), kann die Wahrscheinlichkeit po,
dafiir das ein Photon in das Zeitfenster emittiert wird und die Wahrscheinlichkeit p.;, dass ein

Photon aus dem Zeitfenster heraus emittiert wird, berechnet werden.
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po und p.; sind abhingig von der Lebensdauer t des Farbstoffes, der Grofle des Zeitfensters

tmax Und der Periode. Durch den in Abb. VI-11 beschriebenen Zusammenhang muss Awa(r)

aus Gl. VI-16 umgeschrieben werden zu:

Abw* (1) =

T{P} — Dy '(T{GF; +TExp(tMax —T4riT))— P, .TExp(tMax"T)‘

GLVI-18

Mit Gl. VI-18 und dem daraus resultierenden Anpassungstest fiir den Schwerpunkt T gr, der
Geréatefunktion kann immer gewihrleistet werden, dass {Pr(ti)} und {Pg(ti)} deckungsgleich
iibereinander liegen. Fiir die in Abb. VI-2 gezeigten {Pgr(t))} und {Pg(ti))} (sieche (—=—) und
(—=—)) ergibt sich ein ATgr; von 0.22ns, was ungefdhr der Breite eines Zeitkanals von
0.195ns entspricht. Der beschriebene Anpassungstest erfordert so wenig Rechenaufwand, dass
er direkt in die Datenaufnahme eingebaut werden kann. Es ist moglich, wihrend einer
Eichmessung die Kabelldngen Lr und Lg so anzupassen, dass ATgr; gleich Null wird. Die
Anpassung von Lr und Lp konnte tiber einen Frequenzgenerator erfolgen, der z.B. das Signal

eines Detektors so verzogert, dass Atg" und Atg” gleich sind. Alternativ kann die
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Zeitinformation nachtriglich angepasst werden. Zusétzlich werden von {Pgr(ti)} und {Pg(t)}
die ersten drei Zeitkandle und die letzten drei Zeitkandle abgeschnitten, so dass die
deckungsgleichen Grundwahrscheinlichkeiten {Pgr(ti)} und {Pg(t))} (siche (==) und (=) Abb.
VI-2) eine Lidnge von 55 Zeitkanédlen haben. Die Transformationen, die an {Pr(t})} und
{Ps(t)} durchgefiihrt werden, miissen auch auf die Bilder Bx' und Bg' angewendet werden.
Aus B'=By" + Bg' kann die Grundwahrscheinlichkeit {P(t})} ermittelt werden (siche Abb.
VI-1 A). Im folgenden kann die Abweichung zwischen den Grundwahrscheinlichkeiten

{Pr(t)} und {Pg(t;)} vernachlissigt werden

In Abschnitt IV.3 wurde beschrieben, wie aus einer Grundwahrscheinlichkeit {P(t;)} auf eine
Abklingkurve {d(ti)} mit einer Intensitét I geschlossen werden kann. Fiir alle Pixelintensititen
I einer Eichmessung, beschrieben durch die Verteilung H(I) (siehe Abb. VI-1), werden 10000
Abklingkurven generiert. Jede Abklingkurve wird auf ihren =zeitlichen Mittelwert T
umgerechnet. Aus den 10000 Werten fiir T kann eine Verteilung Hg(T,I) bestimmt werden.

Mit einem bekannten H(I) konnen die Hp(T,I) zu einem Hg(T) gemittelt werden.

D H(1)-Hy(TI)

Hy(T)=
’ D Hy(1)
GL VI-19

0.30

0.25
g %1 Abb. VI-12:
. (—): H(T) aus Abb. VI-1
2] (—=—): Ha(T)
£ o] (—): Hy'(T)
=

0.05

0.00 v " T T - T h T T

0.0 25 5.0 7.5 10.0 125
T [ns]

Das aus Gl. VI-19 berechnete Hg(T) kann mit der gemessenen Verteilung H(T) aus Abb. VI-1
verglichen werden. Das Bild B; einer Eichmessung besteht aus der Fluoreszenz von mehreren
Farbstoffmolekiilen. Wenn die Behauptung zutrifft, dass jedes Farbstoffmolekiil der gleichen
Grundwahrscheinlichkeit folgt, dann sollte Hg(T) und H(T) identisch sein. Aus Abb. VI-12
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wird aber deutlich, dass H(T) (—) wesentlich breiter ist als Hg(T) (—=—). Eine mdgliche
Erklarung der Abweichung konnte darin liegen, dass fiir jede mogliche Pixelintensitét I
gleichviele Abklingkurven generiert werden. Es stellt sich daher die Frage, wie sich Hg(T)
verdndert, wenn nur der Haufigkeit H(I) entsprechend viele Abklingkurven fiir ein bestimmtes
I erstellt werden. Aus den H(I) vielen Abklingkurven lédsst sich dann ein Hg’(T.,I) erstellen.
Entsprechend der GIl. VI-19 konnen die Hg’(T,I) zu einem Hp’(T) (sieche (—o—) Abb. VI-12)
gemittelt werden. Hg(T) und Hgp’(T) weichen kaum voneinander ab. Daraus ldsst sich
schlieBen, dass die oben getroffene Behauptung, dass jedes Farbstoffmolekiil eines
Farbstofftyps der gleichen Grundwahrscheinlichkeit folgt, nicht zutrifft. Vielmehr zeigen die
immobilisierten Farbstoffmolekiile eine statische Heterogenitit und jedes Farbstoffmolekiil
besitzt eine eigene Grundwahrscheinlichkeit {Pj(t)}. Wird iiber alle moglichen {Pj(ti;t)}

einer Eichmessung gemittelt, dann ergibt sich die gezeigte Grundwahrscheinlichkeit {P(t;)}.

P(t,)=>V.'(z,)-P(t;7,)

Gl VI-20

Die Verteilung {VTj(Tj)} gibt an, wie hiufig eine bestimmte Grundwahrscheinlichkeit {P;(t;)}
auftritt. Nur die einzelnen {Pj(t)} sind monoexponentiell, {P(t)} ist dagegen
multiexponentiell. Die Annahme, dass {P(tj))} monoexponentiell beschrieben werden kann,
stellt daher nur eine Ndherung dar. Von dieser Ndherung wird aber im weiteren Verlauf
nochmals Gebrauch gemacht. Wenn zutrifft, dass jedes Farbstoffmolekiil unabhédngig gesehen
werden muss, dann sollte auch die Beschreibung der spektralen Information durch ein
einziges prot falsch sein. Aus Abschnitt V.2 ist die Wahrscheinlichkeitsverteilung {P(Ig,I-
Ir;prot)} bekannt, die angibt, mit welcher Wahrscheinlichkeit bei einer Pixelintensitdt I und

einem gegebenen proe eine bestimmte Intensitit Ix im ,;roten* Kanal gemessen wird. Mit
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zunehmenden I nehmen auch die moglichen Werte fiir Iz zu. Eine einfache Mittelung von
{P(Ig,I-Ir;prot)} Uber die Intensitdtsverteilung H(I) ist daher nicht mdglich. Die Verteilung
{P(Ig,I-Ir;prot)} muss daher auf eine Verteilung H(F,;prot,I) mit einer festen Balkenbreite AF,
umgerechnet werden, in dem jedem moglichen Wert fiir Ir ein Ir/l zugeordnet wird. Alle
Wahrscheinlichkeiten P(Ig,I-Ir;prot) fiir die gilt 0.02<Ig/I<(i+1)-0.02 werden dem i-ten F,-
Kanal von H(F2;prot,]) Zugeordnet. Die Verteilungen H(F2;prot,]) konnen analog zu Gl. VI-19
zu einem Hp(F2,prot) gemittelt werden. Fiir das Hg(F2,prot) (—°—) aus Abb. VI-13 wurde ein
Prot Von 0.32 angesetzt. Deutlich ist die groBe Abweichung zwischen Hp(F»,0.32) und H(F>)
(—) zu sehen. Jedes Farbstoffmolekiil hat ein unterschiedliches Spektrum, somit ein

unterschiedliches pRmj )

H(F,)= ZVRj(pij)'HB(Fz:pRotj)
/ GL VI-2]

Die Verteilung {VRj(pRotj)} gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit ein bestimmtes pRotj
auftritt. Die genaue Kenntnis der Verteilungen {th('tj)} und {VRj(pRotj)}ist im Hinblick auf
die Kolokalisationstheorie von Bedeutung. Wiirde in einer SFLIM Kolokalisationstheorie
weiterhin mit einem <pgroe> bzw. mit einer mittleren Grundwahrscheinlichkeit {P(t)}
gearbeitet, wiirde dies besonders bei der Nutzung der spektralen Information zu einem Fehler

fihren.

VI.2 Bestimmung der Verteilungen { Vi 7))} und { Vi (pRotj)}

Im ersten Schritt wird die Verteilung {th('tj)} bestimmt. Hierzu bendtigt man die Kenntnis
iiber die Gerdtefunktion. Ist die Gerdtefunktion {GF(t;))} bekannt, dann kann ein Satz von
Grundwahrscheinlichkeiten {Pj(t)} erzeugt werden, mit dem die Verteilung {P(t;)} angefittet

werden kann.

Der genaue Ablauf der Bestimmung von {GF(t;)} wird anhand der Grundwahrscheinlichkeit
{P(t))} aus Abb. VI-1 A erklart. Fiir einen Bereich zwischen den Kanalnummern 12 bis 30
wird {P(t)} monoexponentiell angendhert. Aus dieser Niherung kann ein mittleres t
berechnet werden. Mit diesem t wird eine diskrete exponentielle Verteilung {E(tj)} fiir die

Zeitkandle 1 bis 55 berechnet. Nun wird eine diskrete Startverteilung fiir {GF(t;))} und deren
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Schwerpunkt Tgr, festgelegt. {GF(t)} und {E(t)} werden zur einer Verteilung {D(t;)}
gefaltet. Um zwei diskret Verteilungen miteinander zu falten, wird ein FFT-Algorithmus
(FFT: Fast Fourier Transformation) genutzt. Fiir die Faltung von zwei Verteilungen gilt der
Faltungssatz der Fouriertransformation, der besagt, dass die Fouriertransformation der Faltung
von zwei Verteilungen im Zeitraum gleich dem Produkt der Fouriertransformierten der

einzelnen Verteilung ist:

FFT({g(t,)}®{ f(t,)}) = FFT({g(t,)})-FFT({ f(1,)})

Gl VI-22

Um FFT({E(ti)}) und FFT({GF(t)}) zu bestimmen, werden {E(t;)} und {GF(t)} auf2-55=110
Kanile erweitert. Die Wahrscheinlichkeit fiir die Kanéle 56 bis 110 wird gleich Null gesetzt.
Nun werden FFT({E(t)}) und FFT({GF(t)}) miteinander multipliziert und iiber einen
inversen FFT-Algorithmus zuriick transformiert. Es wird {D(ti)} mit einer Ldnge von 110
Zeitkandlen erhalten, von denen nur die Kanéle 1 bis 55 eine Bedeutung haben. {D(ti)} wird
daher auf 55 Kanidle gekiirzt. Aufgrund des endlichen Zeitfensters muss die gefittete

Grundwahrscheinlichkeit {Pri(ti)} geschrieben werden als:

{ Pr(4;)} = Py - {D(t; )} + p_ - { E(L,)}
Gl VI-23
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0.254 0.04
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Zwischen {Pgi(ti)} und {P(t;)} wird eine Likelihood-Funktion bestimmt, die minimiert wird.
Als Likelihood-Funktion wird die Kullback-Leibler Diskriminierungsinformation aus Gl. IV-
4 verwendet, indem d; durch P(t;) und Px(ti;p) durch Pgi(t;) ersetzt wird. Der Wert fiir I in GI.
IV-4 wird gleich 1 gesetzt. Im weiteren Verlauf werden die Likelihood-Funktionen immer auf
die gleiche Weise definiert. Am Ende dieses Anpassungstests steht wird{GF(t;)} mit einer
optimierten Form und einem optimierten Tgr; erhalten. In Abb. VI-14 A sind die

Startverteilung (—) und die optimierte Verteilung (—) von {GF(t;)} aufgetragen.

In Abb. VI-14 B sind die {P(t))} (—) aus Abb. VI-1 A und {Pri(t))} (—) aufgetragen. Die
Geriétefunktion setzt sich aus einem gewissen Anteil aus dem ,roten” Kanal bzw. dem
,blauen* Kanal zusammen. Wiirde eine Grundwahrscheinlichkeit aus einer Cy5.5 Probe

angefittet, dann ergibe sich eine leicht unterschiedliche Geritefunktion.

Der Schwerpunkt der Gerdtefunktion Ty liegt bei 1.053ns. T gr; liegt also innerhalb des 5
Zeitkanals. Das Zeitfenster tyvax’<tmax-TGry hat eine GroBe von 50 Zeitkanidlen. Aus Kapitel 11
ist bekannt, dass die mittlere Zeit TEXpD einer diskreten Exponentialfunktion nie groBer sein
kann, als die Hilfte des Zeitfensters tyax’. tmax /2 Wird in 100 Abschnitte aufgeteilt und jedem
Abschnitt wird eine Zeit TTj, TTjZ(j-O.S)-tMaX’/(Z100), zugeteilt. Jedes TTj wird dann in eine
Lebensdauer tj, j=1 ...100, umgerechnet. Die T.’s haben einen konstanten Abstand, wihrend
der Abstand der t;’s exponentiell anwichst. Jedem t; wird eine diskrete Exponentialfunktion
{Ej(tit))} zugeordnet, die mit der ermittelten Geratefunktion {GF(t;)} gefaltet wird. Fiir den

Satz von Grundwahrscheinlichkeiten {Pj(t;.tj)} gilt:

{Pj(ti;z-j)}:po '{Dj(ti"fj)}+p—1 '{Ej(ti"rj)}
Gl VI-24
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030- Abb. VI-15:
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2 10l (—): Die beziiglich H(T) optimierte
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Hier stellt {Dj(t;.tj)} die Faltung zwischen {E;(t;.tj)} und {GF(t;)} dar. Fiir {th(Tj)} wird eine
Startverteilung bestimmt und {Pgi(ti)} nach GIl. VI-20 bestimmt. {th(l'j)} wird solange
optimiert bis eine Likelihood-Funktion zwischen {Pri(ti)} und {P(t})} minimal wird. Die
optimierte Verteilung {VTj(Tj)} ist in Abb. VI-15 (—) dargestellt. Das oben beschriebene
Anpassungsverfahren ist sehr rechenaufwendig und liefert nur eine gute Ndherung fiir die
Verteilung {th(Tj)}, da fiir die Bestimmung von {GF(t))} angenommen wird, dass {P(t;)}
monoexponentiell ist. Um die Verteilung {th(rj)} exakter anndhern zu konnen, miisste der
Anpassungstest iterativ aufgebaut werden, indem mit Hilfe von {V{i(Tj)} eine
multiexponentielle Verteilung {E(ti)} bestimmt wird, die wieder in Gl. VI-23 eingesetzt wird.
{GF(t;)} wird dann weiter optimiert, und eine neue Verteilung {V.'} wird bestimmt. Fiir einen
normalen PC ist diese iterative Beschreibung zu rechenaufwendig. Mit einem Computer

Cluster wire der iterative Anpassungstest aber problemlos durchfiihrbar.
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Eine andere Mdglichkeit {VTj(Tj)} zu bestimmen, besteht darin, {th('fj)} aus der Verteilung
H(T) abzuleiten. Aus jeder Grundwahrscheinlichkeit {Pj(tit;))} und der gemessenen
Intensitatsverteilung H(I) ldsst sich analog zu Gl. VI-19 eine Verteilung Hg(T;7;) berechnen.
Mit der Verteilung {Vrj('cj)} lassen sich die Hg(T;t;) zu einem Hg(T) mitteln. Hg(T) kann
dann mit H(T) verglichen werden. Der Vorteil H(T) anstatt von {P(t;)}anzufitten liegt darin,
dass die Linienform der Gerétefunktion kaum noch eine Rolle spielt. Die Unabhéngigkeit von
der Linienform kann gezeigt werden, indem fiir ein t; die Verteilung {Dj(t;.7;)} aus Gl. VI-24
analog zu Abb. VI-9 in eine rein exponentielle Verteilung {PExpj(ti;Tj)} iiberfithrt wird. Mit
{PExpj(ti;Tj)} und {E;(t;tj)} ldsst sich nach Gl. VI-24 ein {Pj(ti;Tj)}ExP (siche Abb. VI-16 (—))

bestimmen. Fiir die Verteilung H(I) wird aus {Pj(ti;Tj)}EXp ein HB(T;TJ')EXP berechnet, dass mit
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Hg(T;tj) verglichen werden kann. Der einzige Parameter der Gerdtefunktion, der fiir
Hp(T;7;)"”® eine Rolle Spielt, ist die Zeit T gr;. Tigr kann iiber zwei unabhingige Methoden
ermittelt werden, und ist somit sehr genau bekannt. In Abb. VI-16 sind HB(T;Tj)EXP (—0—) und
Hg(T;tj) (—) fiir ein 17=4.0528ns aufgetragen. Die Abweichung zwischen den Kurven ist
vernachldssigbar, was den Riickschluss zuldsst, dass auch fiir die Verteilungen Hgp(T;t;) nur
die Zeit Ticr; von Bedeutung ist. Die aus dem Vergleich Hg(T) und H(T) abgeleitete
Verteilung {V{} ist in Abb. VI-15 (—) gezeigt.

Nachdem die Verteilung {Vrj('fj)} bekannt ist, muss die {VRj(pRotj)} bestimmt werden. Der
Vorteil in der Bestimmung von {Vg'(prot)} liegt darin, dass fiir eine gegebene Verteilung H(I)
Hgp(F2,prot) analytisch bestimmbar ist. Der Abschnitt zwischen 0 und 1 wird in 100 gleich
grofe Abschnitte zerlegt, und jedem dieser Abschnitte wird ein prot, Proi=(j-0.5)-0.01,
zugeordnet. {Vi!(proi)} ist dann die Verteilung iiber die Werte fiir proi. Wie fiir {V-,;j('fj)}
wird zuerst eine Startverteilung fiir {VRj(pRotj)} festgelegt, und diese beziiglich H(F,) aus Abb.
VI-1 C optimiert. Die optimierte Verteilung {Vi!(prof)} fiir eine BodiPy630/650 Probe ist in
Abb. VI-17 aufgetragen.
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0.124
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V1.3 Beriicksichtigung des Hintergrundrauschens

Die Verteilungen {V-Cj(l'j)} und {VRj(pRotj)} aus Abb. VI-15 und Abb. VI-17 stehem im
Grunde nicht alleine fiir einen Farbstoff, sondern bezeichnen eine bestimmte Mischung
zwischen Farbstofffluoreszenz und Hintergrundrauschen. Im  folgenden werden
Eichmessungen betrachtet, die an in einer Agarose-Matrix eingebetteten Farbstoffmolekiilen
durchgefiihrt wurden. Die Farbstoffmolekiile sind an eine einzelstringige DNS gekoppelt.
Neben einer Probe aus Bodipy630/650 Farbstoffmolekiilen wurde eine mit CyS5.5

024

Abb. VI-18:
Verteilungen aus

Wahrscheinlichkeit
Wahrscheinlichkeit

einer
"3 BodiPy630/650
Probe (blaue

Kurven) und einer
Cy.5.5 Probe (rote
— Bl| | Kurven).
A: {Pppcy(ti)}
w0 B: Hppcy(T)
1 C: Hppcy(F2)
D: HBP’Cy(I)

8 10 6 8
Zeit [ns] Tns]
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Wahrscheinlichkeit

Farbstoffmolekiilen untersucht. Aus den Eichmessungen wurden die Verteilungen {Pgp cy(ti)}
(siche Abb. VI-18 A), Hgp cy(T) (siche Abb. VI-18 B), Hgp cy(F2) (siche Abb. VI-18 C) und
eine Hppcy(I) bestimmt. Fiir die Messung wurde der Filtersatz 2 aus Abschnitt II-.5

verwendet.

Der Schwellwert Is fiir die Pixelintensititen betrdgt wieder 30 Photonen. Aus den
Grundwahrscheinlichkeiten {Pgp(tj))} und {Pcy(t)} lassen sich die Geritefunktionen
{GFpp(t}))} und {GFcy(t))} ableiten. Mit den Gerétefunktionen lassen sich zwei Séitze von
Grundwahrscheinlichkeiten {PBPj(ti;Tj)} und {PCYj(ti;Tj)} bestimmen. Als Repetitionsrate

wurde 40 MHz gewihlt, als Zeitfenster konnen daher 80 Zeitkandle gewéhlt werden, was
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einem ty.x=15.625ns entspricht. Die Verteilungen miissen noch mit dem Hintergrundrauschen

erweitert werden.

Der Hintergrund ldsst sich direkt aus den Eichmessungen ableiten, indem bestimmte Bereiche

ohne Farbstofffluoreszenz aus den Bildern B;, B" und B;® gewihlt werden (siche Abb. VI-19).

Aus diesen Bereichen ldsst sich eine mittlere Hintergrundintensitit Iy pro Pixel, eine

Grundwahrscheinlichkeit {Py(ti)} und eine Verteilung Hy(F,) ableiten. Je kleiner die

Pixelintensitét I ist, desto mehr spielt der Untergrund eine Rolle. Das berechnete Iy liegt bei 2

Photonen.
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0.030+
0.0254
0.0204
0.0154
0.0104
0.0054
0.000

Abb. VI-19:
Bestimmung der Hinter-
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Fir jede Pixelintensitit lassen sich die Grundwahrscheinlichkeiten {PBPj(ti;Tj)} und

{PCYj(ti;Tj)} aus Gl. VI-24 unter Beriicksichtigung von {Puy(ti))} nach Gl. VI-25 in die
Grundwahrscheinlichkeiten {PBPj(ti;Tj)}, und {PCYj(ti;Tj)} > iberfiihren.

{I)j(ti"z-j)},=(I_IU)'{I)j(ti"Tj)}-i_IU B (1)}

0.32

0.28—-
0.24—-
0.20—-
0.16—-

0.124

Wahrscheinlichkeit

0.08

0-04_/JNL
0.00 4— AN A

T
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Lebensdauer t [ns]

Gl VI-24

Abb. VI-20:
(—): Die beziiglich Hgp(T) optimierte
Verteilung {®"V/}

(—): Die beziiglich Hey(T) _
optimierte Verteilung {€VV}
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Mit Hilfe von {P®fi(tit)}’ und {PY(tit;)}” lassen sich PPHp(T,I;tj) und “YHp(T,Lt))
berechnen, die dann, unter Verwendung von Hpgp(I) und Hcy(I), zu den Verteilungen
BPHB(T;IJ-) und CYHB(T;TJ-) gemittelt werden konnen. Es wird eine Startverteilung fiir
{BPVTj(Tj)} und {CYth(Tj)} festgelegt. {BPVTj(Tj)} und {CYVTj(Tj)} werden solange optimiert,
bis die aus {BP’CYVTj(Tj)} und BP’CYHB(T;rj) berechneten Verteilungen *"Hg(T) und “YHg(T)
den Verteilungen Hpp(T) und Hcy(T) aus Abb. VI-18 B entsprechen. Die so optimierten
Verteilungen {BPVTj(Tj)} (—) und {CYVTj(Tj)} (—) sind in Abb. VI-20 aufgetragen. Die beiden
Verteilungen (®*VJ} und {“YVJ} iberschneiden sich kaum. Die Mittelwert <tgpcy> der

Verteilungen betragen <tgp>=3.71ns und <tcy>=1.28ns.

Auch bei der Bestimmung von {®*"“YVg/(prof)} muss der Untergrund beriicksichtigt werden.
Fiir einen Pixel der Intensitét I liegt ein Mischung ((I-Iy):Igg) zwischen Farbstofffluoreszenz
und Hintergrundrauschen vor. Aus der Verteilung Hy(F;) ldsst sich ein UpRot fur den
Untergrund ableiten. Dann werden fiir alle pRotj der Verteilung {B P ’CYVRj(pRotj)} ein {P(F Ir,(I-
IU)-FIR;pRotj)} nach Gl. VI-6 bestimmt, die dann zu einem {BP’CYP(FIR,(I-IU)-FIR)} gemittelt
werden konnen. Fiir UpRot und einem Iy wird ein {P(UIR,IU-UIR;UpRot)} nach GI. VI-6 bestimmt
(siche Abb. VI-19 (—)). "Iz und "I sind die méglichen Intensititswerte im ,,roten Kanal fiir
die Farbstofffluoreszenz bzw. des Hintergrundrauschens. Nach Gl. V-12 lédsst sich aus
{BPYP(Ig,(I-Iy)-Ir)} und {P(Ix,Iy;"prot)} ein {EPYP(Ig;LI-Iy)} berechnen. {*"CYP(Ig;LI-Iy)}
gibt fiir eine Mischung ((I-Iy):Iy) die Wahrscheinlichkeit an einen Intensititswert Iz im
,roten” Kanal zu finden. Die {BP’CYP(IR;I,I-IU)} werden in ein BP’CYHB(Fz;I,I-IU) mit einer
festen Balkenbreite AF,=0.02 iiberfiihrt. Mit den Verteilungen Hgp(I) und Hey(I) lassen sich
die Verteilungen BP’CYHB(FQ;IU) bestimmen, die dann mit Hgp(F;) und Hey(F2) aus Abb. VI-17

C verglichen werden konnen.

0.7

07 Abb. VI-21:
L 054 (—) Die bezughch HBP(Fz)
g optimierte Verteilung
s Ve e}
5 034
£ (—): Die beziiglich Hey(F2)
= %] optimierte Verteilung
0.1 ] & {CYVRJ(pRotJ)}-

pRoI
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Die optimierten Verteilungen {BPVRj(pRotj)} (—) und {CYVRj(pRotj)} (—) sind in Abb. VI-21

BP,CY

aufgetragen. Die Mittelwert < proc> der Verteilungen betragen <" pro>=0.41 und

<Ypro>=0.91.

V1.4 Anpassung der Kolokalisationstheorie

Mit den Verteilungen {BP’CYVTj(Tj)} und {BP’CYVRj(pRotj)} lasst sich die in Kapitel IV und V
entwickelte SFLIM-Theorie an reale Daten anpassen. Die Annahmen aus Abschnitt VI.2 und
V1.4 war, dass jedes Farbstoffmolekiil ein eigene Lebensdauer t; und ein eigenes Proi besitzt.
Zusitzlich wurde angenommen, das die Gesamtzahl Iges von Photonen, die ein
Farbstoffmolekiil emittiert, unabhéngig von den Parametern t; und pkotj ist. Diese Annahmen
koénnen an einer Eichmessung getestet werden. Aus einer BodiPy630/650 Eichmessung (siche

Abb. VI-22) wurden 3 Spots herausgegriffen. Jeder Spot steht flir ein einzelnes

Abb. VI-22:

Eichmessung einer
BodiPy630/650 Probe. Die rot
markierten Bereiche stehen
fiir 3 einzelne Molekiile.

Farbstoffmolekiil. Von den einzelnen Spots wurden die Verteilungen {Ps;23(ti)}, Hsi23(D),
Hsi23(T) (siche (—o-),(-o-),(-0-) in Abb. VI-23 B) und Hsi23(F2) (siche
(=0-),(—0-),(—o~) in Abb. VI-23 A) bestimmt.

Mit {Ps;»3(t))} und Hs;23(I) lassen sich die Verteilungen BH51,2,3(T) (siehe (—),(—),(—) in
Abb. VI-23 B) berechnen. Aus den Verteilungen Hs;,3(F,) wird das pro¢ der Molekiile
bestimmt, pRothO.40, 0.45, 0.38. Aus pij und Hgj23(I) ergeben sich die Verteilungen
123 H(Fa;prot) (siche (—),(—),(—) in Abb. VI-23 A).
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Die relativen Breiten der berechneten Verteilungen weiche kaum von denen der gemessenen
Verteilungen ab. Aus Abb. VI-23 lésst sich ableiten, dass die oben aufgestellten Annahmen,
dass sich ein Farbstoff durch ein einzelnes pij und eine einzelne Grundwahrscheinlichkeit

{P;(ti,7;)} beschreiben ldsst, richtig sind.

Bei der Anpassung der SFLIM Kolokalisationstheorie an reale Daten muss zuerst das
Hintergrundrauschen beriicksichtigt werden. Dabei wird angenommen, dass sich ein
kolokalisierte Molekiilpaar aus einem BodiPy630/650 Molekiil und einem Cy5.5 Molekiil
zusammen setzt. Das BodiPy630/650 Molekiil wird durch einen Parametersatz (Bprj,BPpRotj)
und das Cy5.5 Molekiil durch den Parametersatz (CYTj’,CYpRotj’) beschrieben. Fiir einen Pixel
aus dem Spot des kolokalisierten Molekiilpaars setzt sich die Intensitit I aus einem
Fluoreszenzanteil Iy und eine Hintergrundanteil Iy zusammen. Fiir jede Mischung (Icy:Igp)i,

ldsst sich eine gemischte Grundwahrscheinlichkeit {Pcy gp(ti)} (siehe Gl. VI-26), sowie nach

GL. V-12 eine Verteilung {“"-®"P("Ig;Ir,Icy)} ableiten.

1 1 1
{ Fey sr(t:)) =%'{Pj”(f,»;”r,»)}+%'{1’jrcy(fp‘cyTjr)}+7U'{Pu(fi)}

Gl VI-26

Die Verteilung Nachdem {“-*"P("Ig;If,Icy)} wird nach Gl V-12 bestimmt. Nach dem oben
beschriebene Verfahren kann fiir jede Mischung die Verteilungen {Y-BPP(Ip: Ik, Iey)} auf ein

{BP-CYP(Ig;LIp=Icy+Igp)} umgerechnet werden.
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Die an das Hintergrundrauschen angepasste  Verteilungen  {Pcy mp(t)}  bzw.
{BP—CYP(IR;I,IFZICYHBP)} konnen in die in Kapitel IV und V entwickelte Theorie eingesetzt
werden, mit dem Unterschied, dass nur Ir Photonen in die entsprechenden Kanile fiir die
Cy5.5 Molekiile bzw. die BodiPy630/650 Molekiile aufgeteilt werden. Im folgenden wird von
einem SFLIM-U Algorithmus gesprochen.

Eine weitere Aufgabe besteht darin aus dem Verteilungen {BP’CYVTj’jv(BP’CYTj,j’)} und

{BP,CYVRj,j’ (BP,CY BP_ BP

pRotj’j’)} heraus, die Parametersitze (= T, pRotj) und (CYrja,CYpRotj’)
abzuschétzen. Dazu werden aus dem Spot des kolokalisierten Molekiilpaares heraus, die
Gesamtzahl Ige, bzw. die Verteilung Hg(I) der detektierten Photonen, die
Grundwahrscheinlichkeit {Pg(ti)}, die Verteilungen Hg(T) und Hg(F;) und der mittlere F,-
Wert prot bestimmt. Die Verteilungen Hg(T) und Hg(F,) zeigen ein vergleichbares Verhalten
wie in Abb. VI-23 gezeigt. Das Stichprobenrauschen dieser Verteilungen hingt von der
Anzahl von Pixeln Np ab, die ein Spot umfasst. In der Regel kann von Np=441 Pixeln
ausgegangen werden. Im Vergleich zu Hg(T) und Hg(F,) ist das Stichprobenrauschen von
{Ps(ti)} abhéngig von Iges. lges liegt normalerweise zwischen 10000-20000. Fiir die weitere

Analyse wird ausschlieBlich {Pg(t;)} betrachtet.

Aus {Pg(ti)} kann das mittlere Mischungsverhiltnis VIcy abgeschitzt werden, dass angibt wie
viel Prozent der Ig.s” Photonen vom Cy5.5 Molekiil kommen. Ige’ steht fiir die Hintergrund

korrigierte Gesamtzahl von Photonen, Iges’= Iges-Np-Iy. Analog zu Gl. VI-26 wird fiir jede

BP_ CY

Kombination (* 1, " tj) eine Grundwahrscheinlichkeit {PsCY-BP

(t))} bestimmt.

N,-1,

B (4))
Gl VI-27

(P (1)) = ]I— (Vly { P, (1,0, )} +(1=VIey )-{ P (1,7, )})+

Ges Ges

Fiir VIcy werden 100 Werte zwischen 0 und 1 festgelegt, VIcy=(i-0.5)-0.02, i=1 ... 100. In
einen Anpassungstest wird (BPTj,CYTj’) solange variiert, bis die Wahrscheinlichkeit

Pr(Vlcy;lges) (siehe Gl. VI-28) maximal wird.

PT (V[CY ’.]Ges) = PV (V]CY ’IGes ).BP Vrj(rj ).CY Vrj'(r'j)
GL VI-28

Py(VIcy;lges) wird nach Gl. IV-3 bestimmt. Wenn das optimale Vicy bekannt ist, dann 14sst

sich nach Gl. VI-29 die beste Kombination (BPpRotj,CYpRotj’) bestimmen.
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I’ " : N,-I
Prot = IG_ ) (VICY'CYpRm] +(1-VI )'BPpRotj )+ ; = 'UpRot
Ges Ges

Gl VI-29

Prot ist das Verhéltnis der Intensitit im ,,roten Kanal Rl Ges zur Gesamtintensitit Iges dar, prot=
RIC,eS/IGeS. Aus Abb. VI-19 sind Hy(F»), und dessen Mittelwert UpRotZO.48575 bekannt. Es wird
die Kombination (BPpRotj,CYpRotj’) gewdhlt fiir die Gl. VI-29 erfiillt ist, und die
Wahrscheinlichkeit szzBPVRj(BPpRotj)- CYVRj’(CYpRotj’) maximal wird.

Der Parametersatz (BPTj,BPpRotj,CYTj’,CYpRotj’) mit der groBten Wahrscheinlichkeit Pg=Pr-Pg,
beschreibt am besten den kolokalisierten Spot. Nachdem die Parameter fiir die beiden
Molekiile festgelegt sind, kann der kolokalisierte Spot mit dem SFLIM-U Algorithmus

analysiert werden. Diese Vorgehensweise wird auch V-SFLIM-U Algorithmus bezeichnet.
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VI.5 Bestimmung der PSF einer Punktlichtquelle

Eine mit Farbstoffmolekiilen belegte Oberfliche kann als Ensemble von Punktlichtquellen
aufgefasst werden. Das Licht jeder Punktlichtquelle wird durch das Mikroskop auf ein
Beugungsbild abgebildet (siche Abschnitt I1.3, sieche Abb. VI-24). Wenn die
Punktabbildungsfunktion PSF des Mikroskops bekannt ist, dann kann nachdem im Abschnitt
V.1 beschriebenen Verfahren der SFLIM-Algorithmus symmetrisiert werden.

Abb. VI-24:
Autokorrelation eines Bildes By

Das Ensemble der Punktlichtquellen eines Fluoreszenzbildes wird mit {xc,yc} bezeichnet.

Dann kann ein Fluoreszenzbild By geschrieben werden als.

B = Yl " -PSF(xc,yc)
e GI. VI-30
Wobei Iges <’ die Gesamtintensitit des Spots des Molekiils am Ort (Xc,yc) ist und PSF(xc,yc)
eine 2-dimensionale Gaussfunktion darstellt (siehe Gl. IV-11). Um aus einem Bild By auf die
mittlere <PSF(xc,yc)> schlieBen zu konnen, wird By mit sich selbst autokorreliert. Bei der
Autokorrelation wird aus By einen bestimmten Bereich R; aus ((==) markierter Bereich in
Abb. VI-24) ausgewihlt. Die Pixel von R; werden mit den Pixeln aus einem Bereich R, ((==)
markierter Bereich in Abb. VI-24) gleicher Groe multipliziert. Der Ursprung von R, ist

beziiglich dem Ursprung von R; um ein Sy bzw. Sy verschoben ist. Die Summe des Produkts
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von R; und R, wird in ein Bild AK (rechtes Bild in Abb. VI-24) an der Stelle (Sx,Sy)
eingetragen. AK aus Abb. VI-24 hat eine GroBBe von 21x21Pixel, was einem Wertebereich
von —10 ... 10 fiir S, bzw. S, entspricht. Werden alle Zeilen bzw. Spalten von AK(Sy,Sy)
aufsummiert, dann ergeben sich die folgenden Profile Q, (—) und Qy (©) (siche Abb. VI-25).

Beide Profile lassen sich durch eine Gaussfunktion (—) anndhern.

o
®
1

Abb. VI-25:

Die Profile Qx (—) und Qy (©) von
AK(Sy,Sy) aus Abb. VI-24.

(—): Gaussfit

©
)
1

0.4 1

Intensitat [w.E.]

0.2 1

00—

Der Gaussfit ergibt fiir beide Richtungen ein wax=wax =max’=7.13 Pixel. Bei dem B; aus
Abb. VI-24 handelt es sich um einen simulierten Datensatz, somit ist <PSF(xc,yc)> bekannt.
Bei <PSF(xc,yc)> handelt sich um eine rotationssymmetrischen Gaussfunktion mit einem

0=0=0,=5 Pixel. Fiir mak gilt in sehr guter Ndherung:

" = \/E'a)x,y
Gl VI-31

Die in Gl. VI-31 beschriebene Néherung gilt nur, wenn die dem Bild B; zugrunde liegende
PSF(xc,yc) symmetrisch ist. In By sind die Molekiile so weit voneinander entfernt, dass sich
die einzelnen PSF(xc,yc) praktisch nicht {iberschneiden. Zusidtzlich wurde das
Poissonrauschen und das Hintergrundrauschen vernachlissigt. Um diese beiden Einfliisse
einzeln zu betrachten, wurde zum einen ein Bild B; ohne Rauschen, aber mit einer hohen
Belegungsdichte der Molekiile generiert (rechtes Bild in Abb. VI-26). Zum anderen wurde
das Bild By aus Abb VI-24 mit Rauschen versehen (linkes Bild in Abb. VI-26).
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Abb. VI-26:

Linkes Bild: B; mit hoher Belegungsdichte der Molekiile aber ohne Rauschen
Rechtes Bild: B; aus Abb. VI-24 mit Rauschen

Fir das rechte B; in Abb. VI-26 ergibt sich ein AK(S.,S,) mit den aufsummierten
Querschnitten Q, (—) und Qy (©) (siehe Abb. VI-27). Fiir das linke B; in Abb. VI-26 ergibt
sich ein AK(Sy,Sy) mit der Querrschnitten Qyx (—) und Qy (©). (—) in Abb. VI-27 stellen die

Gaussfit’s dar.

Abb. VI-27:

Die Profile Qx (—) und Qy (©) von
AK(Sy,Sy) aus dem linken Bild in
Abb. VI-26.

Die Profile Qx (—) und Qy (©) von
AK(Sx,Sy) aus dem linken Bild in
Abb. VI-26.

(—): Gaussfit

Intensitat [w.E.]

0.0 +————

Die Querschnitte lassen sich durch eine Gaussfunktion mit einem konstanten Anteil anndhern.
Der Konstante Anteil ist unterschiedlich stark fur die beiden Bi’s aus Abb. VI-26. Umso
hoher die Belegungsdichte und das Hintergrundrauschen werden, umso groBer wird der
konstante Anteil in der Autokorrelation AK(S4,Sy). Zusétzlich unterscheiden sich im Fall der

hoheren Belegungsdichte die Profile Qx und Qy leicht. Die Werte fiir max™ und wax’ liegen
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zwischen 6.92 und 7.14 Pixel. Trotz der konstanten Anteile in der Gaussfunktion werden die
ermittelten wax™ und wax’ gut durch Gl. VI-30 beschrieben. Somit ist es moglich mit Hilfe

der Autokorrelationsmethode aus einer Eichmessung heraus eine gute Abschdtzung fiir die

PSF des Mikroskops anzugeben.

Fiir die in Abb. VI-22 gezeigten Eichmessung einer BodiPY630/650- Probe ergibt sich ein

oak =7.57 Pixel und ein max’=8.35 Pixel. Das berechnete AK(Sy,S,) ist in Abb. VI-28
gezeigt.

Abb. VI-28:

Das berechnete AK(Sy,Sy) aus in
Abb. VI-22 gezeigten Eichmessung

+ einer BodiPY630/650- Probe.

AK(Sy,Sy) zeigt eine hohe Symmetrie

AK(Sy,Sy) zeigt eine hohe Symmetrie, was es moglich macht die max™ und max” nach Gl. VI-
31 auf ein »,=5.35 Pixel und ein »y=5.90 Pixel umzurechnen. Mit diesen beiden Parametern
ist eine 2-dimensionale Gaussfunktion definiert, mit deren Hilfe der SFLIM-U Algorithmus
bzw. der V-SFLIM-U Algorithmus nach Abschnitt V.1 symmetrisiert werden kann.
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VI.6 Uberpriifung des SFLIM-U Algorithmus bzw. der V-SFLIM-U

Algorithmus mit einem simulierten Datensatz und realen Daten

Eichmessung: BodiPy630/650 und Cy5.5
in einer Agarose Matrix

' ! !

§BPY7 i/BP_\y

! VT.( w) [IIU PSF: o, o,
VAT P

(EYY (Y {Py(t)} Mikroskop
I8 VR( pRot)J

(V. (*"ps})}  |Hintergrundrauschen |

| Farbstofffluoreszenz|

Abb. VI-29:
Aufbau der Kolokalisationstheorie

Farbstoff 1 v
= Kolokalisationstheorie
Cy5s.5
TR TN Farbstoff 2
BodiPy630/650

&®

Lo
» Korrelation

In Abb. VI-29 wird ein schematischer Uberblick iiber den Aufbau der in dieser Arbeit
entwickelten Kolokalisationstheorie gegeben. Mit Eichmessungen werden die Eigenschaften
der Farbstofffluoreszenz, des Hintergrundsrauschens und der Abbildungsfunktion des

Mikroskops charakterisiert. Diese Informationen werden genutzt um ein Bild aus



VI. Ergebnisse und Diskussion - Anpassung der Theorie an reale Daten 143

kolokalisierten Molekiilen zu untersuchen. Ein Kolokalisationsalgorithmus zerlegt das Bild
aus kolokalisierten Molekilen in zwei Teilbilder Bx=Bcy und B;=Bgp. Eines welche die
Position der Farbstoffmolekiile des Typs 1, z.B. Cy5.5 und eines welche die Position der
Farbstoffmolekiile des Typs 2, z.B. BodiPy630/650 festlegt. Aus diesen Bildern kann iiber
den Schwerpunktsalgorithmus eine geschitzte Position der einzelnen Molekiile angegeben
werden, mit deren Hilfe der Abstand zwischen den kolokalisierten Molekiilpaaren berechnet
werden kann. Neben dem Abstand lésst sich aus dem Algorithmus noch ein geschétzter Fehler
A(Abst™) siche Gl. IV-35 angeben. Nur wo eine hohe Korrelation zwischen den Bildern By
und Bp vorliegt, kann von einem kolokalisiertes Molekiilpaar ausgegangen werden. Die

Korrelation ist das Produkt zwischen den Bildern Bk und B, Korrelation=Bk-B;.

Zeitinformation

3.000 - 4.500
B 1.500 - 3.000

Spektrale Information

* s o e

I 0.7500 — 1.000
0.5000 — 0.7500
[ 0.2500 -~ 0.5000

Abb. VI-30:
Zeitinformation und

spektrale
Information fiir
- - N kolokalisierte
B gy S0 4500 Molekiilpaare.

- 1.500

0.5000 - 0.7500
=% I 0.2500 - 0.5000
0 - 0.2500
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Es muss noch gezeigt werden, dass die in Abschnitt VI-4 definierten SFLIM-U und V-
SFLIM-U Algorithmen eine Verbesserung darstellen. Hierzu wurde ein zeitaufgeloster
Datensatz nachdem in Kapitel IV beschriebenen Verfahren und ein spektral aufgeldster
Datensatz nachdem in Kapitel V beschriebenen Verfahren generiert. Fiir die Farbstoffe wurde
angenommen, dass der Farbstoff 1 sich gleich einem Cy5.5 Molekiil verhélt, mit den
Verteilungen {CYVTj(CYrj)} und  {“YVR(“"prot)} und, dass der Farbstoff 2 einem
BodiPy630/650 Molekiil entspricht, mit den Verteilungen {BPVTj(BPrj)} und {®P Ve (® proi)}.
Fir jeden kolokalisierten Spot wurde aus den Verteilungen ein Parametersatz
(Bprj,BPpRotj,CYrjv,CYpRotj’) bestimmt. Zusitzlich wurde ein Hintergrundrauschen mit einem
mittleren Iy=2, einem UpRotZO.48575 und einem {Py(t})} aus Abb. VI-19 in den Datensatz
hinein gerechnet. Das effektive Zeitfenster betrdgt 80 Zeitkanéle. Fiir die Farbstoffe wurde
vorrausgesetzt, dass die Helligkeit gleich ist. Fiir die Molekiile wurde eine Gesamtintensitét
von 5000 Photonen angenommen. Das Signal-zu-Rausch Verhéltnis S/N pro Spot liegt somit
bei S/N=11. Fiir die PSF des Mikroskops wurde »,=5.35 und ®,=5.90 gesetzt. In Abb. VI-30
ist fir die durchgefiihrte Simulation das Intensitétsbild dargestellt. Neben dem Intensitétsbild
sind noch die Bilder fiir die Zeitinformation und die spektrale Information gegeben. Das Bild
fiir Zeitinformation zeigt welchen Zeitlichen Mittelwert T die Pixel haben. Es wurden nur
Pixel mit einer Intensitdt groBer 15 betrachtet. Das Bild fiir spektrale Information zeigt
welchen F»-Wert die Pixel haben. Fiir fast alle Spots gilt, dass alle Pixel ein T zwischen 3
und 4.5 ns und F2 zwischen 0.5 und 0.75 zeigen. Solche Pixel bzw. Spots miissen auch bei

realen Daten gefunden werden, wenn die Probe aus kolokalisierten Molekiilpaaren besteht.

Auf den Datensatz wurde zuerst der reine SFLIM-Algorithmus angewendet ohne Korrektur
des  Hintergrundrauschens und der  Verteilungen {BP’CYVTj’j’(BP’CYrj,j’)} und
{BPOV T (BPYpro9)). Aus der Abstandsverteilung ergibt sich ein Fehler A(AAbst)*™™ von
9.31nm. Im zweiten Schritt wurde ein SFLIM-U Algorithmus auf den Datensatz angewendet.
Innerhalb SFLIM-U Algorithmus wird zwar das Hintergrundrauschen beriicksichtigt, die

BP’CYrj und BP’CYpRotj wurden aber vernachléssigt. Fiir die BodiPy630/650

Verteilungen fiir
Molekiile wurde eine mittlere Grundwahrscheinlichkeit {P®"(t;)}, die aus {BPVTj(Tj)} und den
entsprechenden {PBPj(ti;Tj)} bestimmt wurde, und ein mittleres <®'proc>=0.41 angenommen.
Fir die Cy5.5 Molekiile wurde mit einem mittleren {P“¥(t;)} und einem <" pgo>=0.91
gearbeitet. Als Fehler wurde ein A(AAbst)>™™™Y von 7.30nm bestimmt. Im letzten Schritt

wurde ein V-SFLIM-U Algorithmus angewendet. Bei dem fiir jeden untersuchten Spot aus

den Verteilungen {BP’CYVTj’j’(BP’CYrj,js)} und PPV (BPYpret¥)) heraus, ein optimaler
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Parametersatz  (*"1;,® prot, T, proi ) wurde. Der absolute Fehler A(AAbst)" "™V
reduziert sich auf 5.73nm. Jeder der in diesem Kapitel beschriebenen Anpassungsschritte

erhoht die Giite der Kolokalisationstheorie.
In Abb. VI-31 sind die Verteilungen H(AAbst) (siche Kapitel 1V) aufgetragen. Fiir den

SFLIM-Algorithmus ergibt sich die schwarze Kurve, fiir den SFLIM-U Algorithmus die rote
Kurve und fiir den V-SFLIM-U Algorithmus die blaue Kurve.

0.40

038 Abb. VI-31:

030 (—): H(AADst) fiir den SFLIM-
E 025 Algorithmus
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£ 510l Algorithmus
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Fir die Kurven befinden sich 76%, 86% bzw. 94% aller Fehler innerhalb dem griin

markierten Bereich zwischen 0 und 10 nm.

Die mittleren geschitzten Fehler A(Abst®) der drei Algorithmen liegen bei,
A(Abst)™=5 70nm, A(Abst*)*"™V=6.07nm und A(Abst™)VS™MU=588nm. Die
absoluten Fehler A(AADbst)™™™, A(AAbst)>™Y und A(AADbst)"*"™™V werden um eine
Faktor FA>""™=1.63 und F,5™™"Y=1 20 unterschitzt. F, ist definiert als A(AADst)/A(Abst™).
Der Grund hierfiir liegt darin, das sowohl das Hintergrundrauschen, wie die Tatsache, dass die
Farbstoffe einer Verteilung iiber die Parameter (Tj,pRotj) unterliegen, einen Rauschfaktor
darstellen, der die Giite des Algorithmus verschlechtert. Im Fall des V-SFLIM-U Algorithmus

V-SFLIM-U

betragt Fa =0.98, der geschétzte Fehler und der

Sowohl der SFLIM Algorithmus, wie der SFLIM-U Algorithmus beriicksichtigen diese
Rauschfaktoren gar nicht oder nur teilweise. Daher kommt es zwangslaufig zu einer
Abweichung zwischen A(Abst®)*™™ und A(Abst®)*™™U und AAAbst)*™™ und

A(AAbst)* ™™V Dass aber auch A(Abst™)" ™™V und A(AAbst) "™V voneinander
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abweichen, ldsst den Riickschluss zu, dass der in Abschnitt V1.4 beschriebene Algorithmus
zur Bestimmung des bestmoglichsten Parametersatzes (BPTj,BPpROtj,CYTj’,CYpROtj’) nur teilweise
funktioniert. Idealerweise wiirden A(Abst™)" "™V yund A(AAbst)" "™ nicht voneinander

V-SFLIM-U__ SFLIM SFLIM-U
Fa =1). F,5""M F,

i -SFLIM-U 1, - . . .
abweichen ( und oV Y kénnen durch eine Simulation

abgeschitzt werden. Da alle fiir die Simulation notwendigen Parameter aus Eichmessungen

) . SFLIM SFLIM-U V-SFLIM-U . ..
bekannt sind, konnen Fa , Fa und Fa sehr genau bestimmt werden. Fiir

FAS MU yund FVSF™MU gilt, dass die Faktoren umso groBer werden, je mehr das Signal-zu-
Rausch Verhiltnis S/N zunimmt, bzw. die Helligkeit der Farbstoff dem Idealfall entspricht.
FAS™™U ynd EoVS™™ VU Jaufen asymptotisch gegen eine Grenzwert. Fiir FA>™"™V liegt der

SFLIM-U

Grenzwert bei 1.59. In der Regel liegt aber Fp ziemlich nahe bei 1.

Je mehr Information in den Kolokalisationsalgorithmus eingebracht wird, je groBer wird die
Giite des Algorithmus. Mit zunehmender Giite steigt aber auch der erforderliche
Rechenaufwand an. Den besten Kompromiss zwischen Rechenaufwand und Giite stellt der
SFLIM-U Algorithmus dar. Der Rechenaufwendigste Schritt innerhalb einer SFLIM-
Kolokaliationstheorie ist die Berechnung der in Abschnitt V.3 definierten Schablone Dist,(I)
fiir die moglichen Pixelintensititen 1. Innerhalb des SFLIM-U Algorithmus kann fiir I=0 bis
hin zu einem festen I=Iyix eine Schar {Distg,(I)} berechnet werden, die fiir eine Vielzahl von
Bildern verwendet werden kann, Innerhalb des V-SFLIM-U Algorithmus muss fiir jeden
kolokalisierten Spot, den Pixelintensititen I entsprechend, eine eigene Schar {Distr,(I)}
bestimmt werden. Wenn eine grofBere Anzahl Nx von kolokalisierten Spots untersucht werden
soll, dann ist die mittlere Rechenzeit fiir den V-SFLIM-U um Ng-mal lénger, als fiir den
SFLIM-U Algorithmus. Fiir ein Bild mit 50-60 kolokalisierten Spots kann die Rechenzeit

mehrere Stunden betragen.

BodiPy630/650
200 Basenpaare

.\: |

\0 Cy5.5
148 Basenpaare

.\: | Abb. VI-32:

Farbstoff markierte DNS-Proben

Im folgenden wird der SFLIM-U Algorithmus auf eine realen Datensatz angewendet. Die

untersuchte Probe besteht aus einer doppelstrangigen DNS angewendet. Die komplementiren
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Strénge der DNS sind an ihrem 5’-Ende jeweils mit einem Cy5.5 und einem BodiPy630/650
Molekiil markiert wurden. Die Liange der DNS betrdgt 200 Basenpaare bzw. 148 Basenpaare
(siche Abb. VI-32).

Die Farbstoff markierten DNS Molekiile werden in eine Agarose Matrix eingebettet. Von
jeder Probe werden mehrere Bilder aufgenommen. Fiir die 148 Basenpaare lange DNS Probe
ist ein Intensitdtsbild in Abb. VI-30 gezeigt. Analog zur Simulation sind wieder die
Zeitinformation und die spektrale Information gezeigt. Relativ hdufig (griin markierte
Bereiche in Abb. VI-30) zeigen die Bilder Spots, fiir die alle Pixel ein T zwischen 3 und 4.5
ns und F2 zwischen 0.5 und 0.75 zeigen. Solche Spots sind wie in der Simulation gezeigt
kolokalisiert. Zusétzlich fillt auf, dass sowohl die PSF der einzelnen Molekiile, wie die
Intensitét der Spots mit der durchgefiihrten Simulation dhnlich sind. Die Datenanalyse der 148
Basenpaare lange DNS Probe, kann also somit, mit der Simulation verglichen werden. Uber
die oben beschriecben Korrelationsmatrix Korrelation=Bgx'By werden die Spots
herausgegriffen, bei denen mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Cy5.5 und ein BodiPy630/650
Molekiil zur Fluoreszenz beitragen, also ein kolokalisiertes Molekiilpaar vorliegt. Innerhalb
einer Agarose Matrix haben die Cy5.5 und ein BodiPy630/650 Farbstoffe in der Regel eine
vergleichbare Helligkeit. Zusétzlich ist die Wahrscheinlichkeit das ein Cy5.5 Molekiil in
einen nichtfluoreszierenden Cis-Zustand iibergeht in Agarose stark unterdriickt. Die
Fragestellung besteht nun darin, ob es moglich ist, die beiden Proben signifikant zu
unterscheiden. Dazu wurden fiir die verschiedenen DNS-Proben 58 bzw. 69 kolokalisierte
Spots untersucht. Fiir jeden kolokalisierte Spots wurde der Abstand zwischen dem Cy5.5
Molekiil und dem BodiPy630/650 berechnet. Aus den Abstinden wurde ein
Abstandshistogramme Hjypo(Abstand) und Hjsg(Abstand) erstellt. Die Balkenbreite der

Histogramme betrdgt 10 nm.

016 Abb. VI-33:
(—): Grundwahrscheinlichkeit
0.08 {PCY(ti)}
(—): Grundwahrscheinlichkeit
{P(t)}
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(==): Grundwahrscheinlichkeit {P(t;)}
aus dem zeitaufgeldsten Bild
einer Farbstoff markierten 148
Basenpaare lange DNS Probe

(—): gemischte
Grundwahrscheinlichkeit
{Pg(ti)}, VIcy=0.665
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Die Kolokalisationstheorie beruht auf der Annahmen, dass sich die Farbstoffe unabhingig
verhalten. Dies kann iiberpriift werden, wenn aus den zeitaufgelosten Bildern der DNS-
Proben heraus eine Grundwahrscheinlichkeit {P(t;)} bestimmt wird. Wenn die Fluoreszenz
der Farbstoffe unabhéngig ist, sollte {P(t)} beschrieben werden durch eine Mischung mit
einem Anteil Viey fiir die mittlere Grundwahrscheinlichkeit {P<¥(t;)} der Cy5.5 Molekiile
und einem Anteil (1-VIcy) der mittleren Grundwahrscheinlichkeit {P®(t)} der
BodiPy630/650 Molekiile. In Abb. VI-33 ist {P(t;))} (==) fiir eine Messung einer Farbstoff
markierten, 148 Basenpaare langen, DNS Probe aufgetragen. Aus {(PYY(t)} (—) und {P"(t))}
(—) wurde mit einem = Mischungsverhidltnis  VIcy=0.665 ein  gemischte
Grundwahrscheinlichkeit {Pg(ti))} (—) berechnet. Zusdtzlich wurde der gemischte
Grundwahrscheinlichkeit, dem Signal-zu-Rausch Verhiltnis des Bildes entsprechend, noch

ein gewisser Anteil Hintergrundrauschen hinzugefiigt.

{P(t))} und {Ps(t))} liegen praktisch deckungsgleich iibereinander. Fiir 200 Basenpaare lange
DNS fiihrt eine analoge Betrachtung zum gleichen Ergebnis. Die Fluoreszenz der
untersuchten Proben stammt somit von wunabhidngigen Molekiilen, somit sind

Voraussetzungen fiir die Kolokalisationstheorie erfiillt.

Neben der Grundwahrscheinlichkeit {P(t;)} kann aus der Messung einer Farbstoff markierten
148 Basenpaare lange DNS Probe auch die Verteilung H(I) und H(F) (siche Abb. VI-34 (==))
bestimmt werden. Mit den Verteilungen {BP’CYVRj’j’(BP’CYpRotj’j’)} und H(I) konnen die
Verteilungen Hey(F») (siehe Abb. VI-34 (—)) und Hgp(F>) (siche Abb. VI-34 (—)) berechnet
werden. Fiir die Verteilungen gezeigten Hcy(F2) und Hpp(F;) wurden ebenfalls das

Hintergrundrauschen mit berticksichtigt.

0.25

1 Abb. VI-33:
0.20 (—) HCY(FZ)

= ] (—): Hep(F2)

% 0.15+ (==): H(F>)
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ERXE einer Farbstoff markierten, 148
§ Basenpaare lange DNS Probe

vos ] (- ): gemischte
| F»-Verteilung Hg(F>),
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Wiirde die Probe keine kolokalisierten Molekiile beinhalten, dann wiirde H(F,) den grau
markierten Verlauf Hg(F,) zeigen. Hg(F») ldsst sich schreiben als VIcy: Hey(F2)+(1- Viey):
Hgp(F2), VIcy=0.665. Im Vergleich zu Hg(F,) zeigt H(F,) jedoch eine deutliche Haufung fiir
F,-Werte zwischen 0.5 und 0.8 (griin markierter Bereich in Abb. VI-34). Dies ldsst den
Riickschluss zu, dass der groffte Teil der Fluoreszenz von kolokalisierten Molekiilpaaren

kommt.

Die ermittelten Abstandshistogramm Hjoo(Abstand) (==) und H4g(Abstand) (==) sind in Abb.
VI-35. gezeigt. Die ermittelten Abstiande zeigen eine relativ breite Verteilung. Abstinde deren
Héufigkeit statistisch um 1 (schwarze Linie in Abb. VI-35) herum verteilt sind werden fiir die
weitere Betrachtung nicht mit beriicksichtigt. Erst ab einem gewissen Abstand Lpns zeigt die
Haufigkeit Hjoo(Abstand) sowie Hjsg(Abstand) einen signifikanten Anstieg. Dieser Abstand
charakterisiert die Linge der DNS. Aus Hiss(Abstand) ergibt sich ein Lpns'**=55nm (siche
rote senkrechte Linie in Abb. VI-35) und aus Hypo(Abstand) ergibt sich ein Lpns2°=75nm
(siehe blaue senkrechte Linie in Abb. VI-35). Unter der Vorraussetzung, dass jedes Basenpaar
eine Linge von 3.4A hat, sollte die 200 Basenpaare lange DNS eine Linge von 68nm haben,

und die 148 Basenpaare lange DNS eine Linge von 50nm. Die aus der Kolokalisationstheorie

12 Abb. VI-35:
101 (==): Hy00(Abstand)

Haufigkeit

(==): Hy43(Abstand)
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heraus bestimmten Léingen LDNS148 und LDstoo stimmen sehr gut mit den theoretischen

Werten uberein.

Der mittlere geschdtzte Fehler fiir die berechneten Abstinde betrdgt bei der Messung der 148
Basenpaare langen DNS 7.23nm und bei der Messung der 200 Basenpaare langen DNS
13.43nm. Die Differenz in den Langen Lpons'™® und Lpng®® ist somit signifikant, da im

Histogramm Hj4s(Abstand) 56 der 69 untersuchten Spot’s einen Abstand kleiner gleich 55 nm
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zeigen. Im Histogramm Hj43(Abstand) zeigen 54 der 58 Spot’s einen Abstand kleiner gleich

75nm.

Der Grund warum auch Abstinde groBer als LDNS148 und LDN5200 ermittelt werden, liegt an der

Tatsache, dass einzelne DNS Molekiile aneinander haften konnen. Dieser Effekt kann durch
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Abb. VI-36:
Rechts: AFM Messung einer 200 Basenpaare langen DNS auf eine
Glitteroberfldche
Links: Histogramm der Lédngen zwischen den Enden der DNS.

eine AFM (AFM: Atomic Force Microscopy) Messung einer mit 200 Basenpaare langen DNS
Molekiilen belegten Glitteroberfliche bestétigt werden (sieche Abb. VI-36). Aus dem AFM
Bild ldsst sich eine Lange Ly zwischen den Enden der DNS bestimmen. Das Histogramm
der berechneten Lg g ist in Abb. VI-36 gezeigt. Mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit lagern

sich zwei DNS Molekiile aneinander und zeigen ein Lg g groBBer 68nm.

Ebenso ist moglich, dass sich eine einzelne DNS Molekiile zusammen falten, was ein Lg.g
keiner als 68nm ergibt. Die Ursache warum sich die DNS so stark faltet ist noch nicht geklért.
Eine doppelstringige DNS hat eine Persistenzldnge Lp von 50nm. Lp gibt die mittlere Linge
an, Uber welche die DNS eine gestreckte Form annimmt. Bei einem Lp=50nm sollte es also
sehr unwahrscheinlich sein, dass sich die DNS vollstindig faltet. Was die Vermutung zu ldsst,
dass die DNS partiell aufschmelzen muss, und iiber einen grofen Bereich einzelstringig
vorliegt. Fiir eine einzelstringige DNS gilt: Lp=5nm. Beziiglich dieser Fragestellung miissen

noch weiter Messungen in spéteren Arbeiten durchgefiihrt werden.
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Bei der verwendeten Agarosematrix kommt ein weiterer Effekt zu trage. So ist nicht immer
gewihrleistet, dass die DNS Molekiile koplanar zur Fokusebene der Mikroskopobjektivs
liegen. In der beschriebenen Kolokalisationstheorie wird aber nur der auf die Fokusebene
projizierte Abstand Abst,,; der Molekiile gemessen (siehe Abb. VI-37). Absty; ist immer
kleiner aus der tatsdchliche Abstand Lg g der DNS.

Fokusebene

Abb. VI-37

Abst,;

Die in Abb. VI-35 gezeigten Verteilungen Hjsg(Abstand) und Hypo(Abstand) sind schliissig
erkldrbar. Es wurde gezeigt, das die durchgefiihrte Simulation gut die Messungen der
Farbstoffmarkierten 148Basenpaaren langen DNS beschreiben. Der aus der Simulation
geschitzte Fehler A(Abst™)*™ ™V betrigt 6.07nm, der aus den realen Daten geschitzte Fehler
liegt bei 7.23nm. Mit dem ermittelten FASFLIM'UZI.ZO kann auf den absoluten Fehler der
realen Daten zurlickgerechnet werden. Der absolute Fehler in der Bestimmung Abstdnde
innerhalb der Messung der Farbstoffmarkierten 148Basenpaaren langen DNS liegt bei 8.68
nm. Im Vergleich mit der durchgefiihrten Simulation, kann die Behauptung unterstiitzt
werden, dass es unter gleichen experimentellen Bedingungen moglich ist mit Hilfe des V-
SFLIM-U Algorithmus Abstinde mit einer Genauigkeit von 6nm zu bestimmen. Mit der in
Abschnitt V.1 vorgestellten Symmetrisierungsmethode, ist die Bestimmungsgenauigkeit
nochmals zu steigern. Mit Hilfe der entwickelte Kolokalisationstheorie konnen also Abstidnde

signifikant mit einer Genauigkeit bestimmt werden, die deutlich kleiner als 10nm ist.

Weitere gehende Betrachtungen werden in den Arbeiten von Herr Andreas Bibricher und Herr
Thomas Heinlein folgen, bei denen ich mich fiir ihre Unterstiitzung im experimentellen Teil

dieser Arbeit bedanken mdchte.
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VII. Zusammenfassung und Ausblick

VIIL 1. Zusammenfassung

In den letzten Jahren zeigt sich ein wachsendes Interesse an der Auflosung und dem
Verstindnis  verschiedene  Strukturen 1im Zellkern. Als Beispiele konnen die
Replikationszentren, die neue DNA synthetisieren bzw. die Transkriptionszentren genannt
werden. Die meisten Prozesse in ,Bio-Molekularen Maschinen” laufen auf
Einzelmolekiilniveau ab. Es bedarf daher mikroskopischer Verfahren, die es erlauben
Abstinde im Bereich < 50 nm zwischen einzelnen Molekiilen mit hoher Prézision selbst in
lebenden Zellen zu bestimmen. Das Gesamtziel stellt die Erarbeitung eines
Koordinatensystems mit Nanometer-Prizision zur Aufklirung der dynamischen 3-
dimensionalen (3D) Architektur lebender Zellen auf Einzelmolekiilniveau dar. Dieses Cellular
Positioning System (CPS) ist dem Globalen Positioniersystem (GPS) analog. Wéhrend
letzteres auf Satelliten-Koordinatenstiitzpunkte im Weltraum basiert, muss auch hier eine
externes, festes Koordinatennetz entwickelt werden, das Referenzstiitzpunkte zur Verfiigung
stellt. Mit Hilfe der in Heidelberg entwickelten Methode zur Identifizierung einzelner
Molekiile auf Oberflichen und in lebenden Zellen, der ,,Spectrally Resolved Fluorescence
Lifetime Imaging Microscopy (SFLIM)“ sollen Abstinde zwischen einzelnen Molekiilen im
Bereich von 10-200 nm aufgrund der unterschiedlichen Emissionsmaxima und des
Fluoreszenzabklingverhalten der eingesetzten  Farbstoffe durch eine effektive
Fluoreszenzzentrenmessung mit einem minimalen Fehler bestimmt werden. Damit werden
Abstandsmessungen in der ,,Aufldsungsliicke” von 10-200 nm, die durch die klassische
Auflésungsgrenze der konfokalen Mikroskope einerseits und der Fluoreszenz-Resonanz-

Energie-Transfer (FRET)-Methode vorgegeben ist, selbst auf Einzelmolekiilebene moglich.

Der SFLIM-Aufbau besteht zum einen aus einer gepulsten Laserdiode, als
Anregungslichtquelle, die mit einer Repetitionsrate von 40-64MHz arbeitet. Zum andere wird
im Detektionsarm das Fluoreszenzlicht iiber einen Strahlteiler in zwei Spektralbereiche
zerlegt und mit zwei unabhingigen Detektoren registriert. Ein SFLIM-Datensatz besteht aus
einem Fluoreszenzbild, einer Zeitinformation und einer spektralen Information. Auf die
Information kann nur an diskreten Orten, Pixeln, zu gegriffen werden. Der Abstand der Pixel
betriagt sowohl in x- wie in y- Richtung des Fluoreszenzbildes 50nm. Aufgrund des limitierten

Auflésungsvermogen des Mikroskops wird die Fluoreszenz der Farbstoffe auf ein
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Beugungsbild, auch Spot genannt, abgebildet. Einem Spot liegt die Abbildungsfunktion (PSF)
des Mikroskops zu Grunde. Die Information jedes Pixels ist gegeben durch eine Anzahl von
detektierten Photonen 1. Fiir jedes Photon ist eine Mikrozeit tyik, bekannt, die angibt wie viel
Zeit zwischen der Anregung des Farbstoffmolekiils und der Detektion des emittierten Photons
verstrichen ist. Fiir die Analyse des Fluoreszenzbildes werden die Zeiten tyixo in diskrete
Zeitabschnitte t; aufgeteilt. Den I Photonen eines Pixels kann somit eine Abklingkurve {d(t;)}
zugeordnet werden. {d(t))} charakterisiert die Zeitinformation. Zusétzlich ist die Anzahl der
Photonen Ix bekannt, die im roten Kanal, Detektor 2, detektiert wurden. Iz bzw. das
Verhéltnis F,=Ig/I charakterisiert die spektrale Information. Die Information eines Pixels kann
somit durch den Parametersatz (I,F,,{d(t))}) beschrieben werden. Um aus einen SFLIM-
Datensatz heraus Abstidnde bzw. Strukturen in nm Bereich auflosen zukonnen, bedarf es einer
Kolokalisationstheorie. Einer Kolokalisationstheorie beruht auf der Annahme, dass sich die
Intensitét I eines Pixels als eine Mischung (I;:1,); schreiben lésst. I; steht fiir die Anzahl von
Photonen, die vom Farbstoff 1 emittiert wurden und I, steht fiir die Anzahl von Photonen, die
von einem Farbstoff 2 emittiert wurden. In dieser Arbeit entspricht der Farbstoff 1 einem
Cy5.5 Molekiil und der Farbstoff 2 einem BodoPy630/650 Molekiil. Fiir eine Mischung
(I;:Ip); wird angenommen, dass sich die gemessene Abklingkurve {d(t;)} durch eine Mischung
{P12(t)} der Grundwahrscheinlichkeiten {P;(t))} und {P,(tj))} schreiben lasst,
{Pra(t)}=11-{P1(t)) } +1- {P2(t;)}. Fiir jede mogliche Mischung (I;:I;);, [;=0 ... I, kann ein
{P2(ti)} berechnet werde, dass mit {d(t)} verglichen werden kann. Dazu wird eine

Likelihood-Funktion Py(I,/I;I) zwischen {d(t;)} und {P;»(t;)} berechnet.

Die spektrale Information eines Farbstoffmolekiil ist durch dessen Emissionspektrum
gegeben. Da mit einer SFLIM Anlage das Spektrum eines Farbstoffs nicht aufgeldst werden
kann reduziert sich die spektrale Information auf einen Parameter prot, der angibt mit welcher
Wabhrscheinlichkeit ein emittiertes Photon am ,,roten Detektor registriert wird. Sind die
einzelnen pRot1 bzw. pRm1 durch Eichmessungen bekannt, dann kann fiir jede mogliche
Mischung (I;:I;); eines kolokalisierten Pixels eine Wahrscheinlichkeit P(Ig;L,I;) berechnet
werden. P(Ig;LI;) gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit ein Iz im roten Kanal gemessen

wird.

Da die spektrale Information eines Pixel unabhingig von der Zeitinformation ist, kann aus
{P(r;LL})} und {Pv(Ii/I)} eine Verteilung  {Ps(I;;I)}  berechnet  werden,
{Pc(I;;D)}={P(Ig;LI})}-{Pv(I,/;I)}, die sowohl die Zeitinformation wie die spektrale
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Information beschreibt. Aus dieser kombinierten Verteilung {Ps(I;;1)} heraus kann zum einen
der hochstwahrscheinlichste Wert I1;°* fiir I, angegeben, zum anderen ist es moglich, den

Best abzuschitzen. Ein solcher Algorithmus wird als

Fehler A(I,®*") fiir die Bestimmung von I
SFLIM Kolokalisationstheorie bezeichnet. Mit der SFLIM Kolokalisationstheorie wird ein
kotlokalisierter Spot in zwei Teilspots zerlegt, die jeweils mit einem der beiden Farbstoffe
korreliert sind. Aus den beiden Teilspots kann iiber einen Schwerpunktsalgorithmus die
Position der Molekiile abgeschétzt werden, und aus den Molekiilpositionen kann der Abstand
der Molekiile abgeschitzt werden. Uber den Fehler A(I;®*") kann sowohl der Fehler der

Positionsbestimmung, wie der Fehler der Abstandsbestimmung angegeben werden.

Fiir eine SFLIM Kolokalisationstheorie ist es entscheidend, dass die geschitzten Fehler der
Positionsbestimmung bzw. der Abstandsbestimmung mit den tatsdchlichen Fehlern
iibereinstimmen. Durch die Simulation von vollstdndigen SFLIM-Datensétze konnte gezeigt
werden, dass die Abweichung zwischen den tatsdchlichen Fehlern und den geschitzten
Fehlern vernachldssigbar ist. Allgemein kann gesagt werden, dass durch die Kombination der
spektralen Information bzw. der Zeitinformation, die Giite des Algorithmus bis zu einem

Faktor 2 verbessert werden kann.

Eine Fehlerquelle des Kolokalisationsalgoritmus beruht darin, dass es sich um einen
pixelorientierten Algorithmus handelt. Jeder Pixel wird unabhédngig von den anderen Pixeln
analysiert. Dabei wird auller acht gelassen, dass der Pixel zu einem Spot gehort, dem eine
bestimmte PSF zu Grunde liegt. Da in der Regel davon ausgegangen werden kann, dass die
Abbildungsfunktion eines Mikroskops in x- wie in y-Richtung symmetrisch ist, kann {iber ein

Symmetrisierungsverfahren die Giite des Algorithmus nochmals verbessert werden.

Bei realen Daten miissen zwei Rauschfaktoren beriicksichtigt werden. Zum einen zeigt ein
Fluoreszenzbild eine gewissen Anteil von Hintergrundrauschen. Zum anderen ist bekannt,
dass nicht jedes Molekiil eines Farbstofftyps durch die gleiche Grundwahrscheinlichkeit
{P(t)} bzw. durch ein pre beschrieben wird. Die verwendeten Farbstoffe zeigen eine
Verteilung {V-,;j('fj)} von moglichen Lebensdauern tj bzw. eine Verteilung (VR (proi)} von
moglichen pro. Jedem 7; kann durch eine eigene Grundwahrscheinlichkeit {Pj(titj)}
beschrieben werden. In dieser Arbeit wurde ein Algorithmus erarbeitet, der den Effekt des
Hintergrundrauschens fast  vollstindig  herausrechnet. Der  so angepasste

Kolokalisationsalgorithmus wird als SFLIM-U Algorithmus bezeichnet. Im zweiten Schritt
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wurde ein Algorithmus implementiert, der einem kolokalisierten Spot einen optimalen
Parametersatz (Bprj,BPpRotj,CYrjv,CYpRotj’) zuordnet (V-SFLIM-U Algorithmus). Beide
Algorithmen arbeiteten hoch effizient und ermdglichen es somit auch reale Datensitze zu
untersuchen. Die in dieser Arbeit verwendeten realen Datensitze bestehen aus DNS-Strangen
unterschiedlicher Linge (148 und 200 Basenpaare), die am einen Ende mit dem Farbstoff
Bodipy630/650 und am anderen Ende mit Cy5.5 markiert werden. Mit einer Persistenzlinge
der DNS von 50 nm betrigt der Abstand zwischen den beiden Farbstoffen dementsprechend
50 bzw. 68nm. Die SFLIM-Datensdtzen dieser beiden DNS-Proben wurden mit Hilfe eines
SFLIM-U Algorithmus untersucht und aus den kolokalisierten Spot wurde der Abstand
zwischen den Farbstoffen bestimmt. Anzahl von Spots Die Abstandsdiagramme dieser beiden
DNS-Proben unterscheiden sich signifikant. Aus den Verteilungen konnte die Lénge der
einzelnen DNS Molekiile berechnet werden. Die berechneten Werte von 55 und 75nm
stimmen sehr gut mit den theoretisch erwartetet Werten iiberein. Zudem war es moglich die
Abstinde der 148 Basenpaar langen DNS mit einem geschitzten Fehler von 7.23nm
anzugeben. Aus einem vergleich von simulierten Datensdtzen und den realen Datensétzen
folgt, dass es prinzipiell mdglich ist Abstinde mit einem Fehler von 6nm zu bestimmen. Die

Fehler liegen somit deutlich unterhalb der Grenze von 10nm.

Mit der entwickelten Kolokalisationstheorie wird es somit in der Zukunft moglich sein auch
3-dimensionale Strukturen mit einer Ausdehnung von mehreren 10nm aufzuldsen. In dieser
Arbeit ist es zum ersten Mal gelungen eine in sich schliissige SFLIM Kolokalistionstheorie zu
entwickeln, die es zum einem erlaubt Abstinde mit sehr hoher Prézision zu bestimmen, und

die gleichzeitig eine mathematisch fundierte Fehleranalyse der berechneten Abstinde liefert.
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VIIL.2. Ausblick

Bis jetzt wurde die entwickelte Kolokalisationstheorie nur auf mit Farbstoffen belegte
Oberflichen angewendet. Ein Ziel besteht darin, kolokalisierte Farbstoff auch innerhalb von
biologisch relevanten Umgebungen zu untersuchen. So besteht ein Ziel darin einzelne
Transkriptionseinheiten in der Zelle zu markieren. In einer Transkriptionseinheit wird eine
Gruppe von Strukturgenen innerhalb einer DNS mit Hilfe einer DNS-abhingigen RNS-
Polymerase transkriptiert. die Transkription der Strukturgene liefert eine m-RNS (m-RNS:
messemger-RNS). Die m-RNS tragt die genetische Information des Gens. Die
Transkriptionseinheiten haben eine Ausdehnung von 40-80nm und die Prozesse laufen

innerhalb von mehreren Sekunden ab. Der Transkriptionszyklus ist in Abb VII-1 dargestellt

Transkriptions-
cinheit Polymerase

\ Gen
Abb. VII-1:

. Transkriptionszyklus
/ ‘ndung

4

Transkript

Wire es moglich sowohl die Transkriptionseinheit, wie bestimmte Genstrukturen innerhalb
der DNS mit verschiedenen Farbstoffen zu markieren, dann konnten mit Hilfe der

Kolokalisationstheorie die folgenden Fragestellungen bearbeitet werden.

e Ob ecine bestimmte Polymerase immer nur ein bestimmtes Gen oder mehrere
verschiedene Gene transkriptiert.
e Wie die Polymerasen bzw. die Transkriptionseinheiten organisiert sind.

e Wie viele Polymerasen sich innerhalb einer Transkriptionseinheit befinden.
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Um diese Fragen zu beantworten, muss in vivo in Zellen gemessen werden. Zusitzlich sollten
gleichzeitig nicht nur 2 sondern mehrere Farbstoffmarkierungen unterschieden werden
konnen. Da eine Transkriptionseinheit eine rdumliche Ausdehnung hat, sollte die
Kolokalisationstheorie nicht nur eine Information iiber die laterale Anordnung der Farbstoffe
sondern auch iiber die axiale Anordnung geben.. Die bis jetzt entwickelten und analysierten
Algorithmen erlauben die Anpassungen an die gestellten Anforderungen, ohne, dass neue
mathematische Beschreibungen erarbeitet werden miissen. Im folgenden werden die

notwendigen Anpassungen schematisch aufgezeigt.

Das Arbeiten in lebenden Zellen hat zur Folge, dass das Hintergrundrauschen betrdchtlich
ansteigt. Zum einen zeigen Zellen im starken MalBle Autofluoreszenz, zum anderen beinhaltet
eine Zelle eine Vielzahl von streuenden Partikeln. Zum anderen muss erwartet werden, dass
die Wechselwirkung der Farbstoffe mit ihrer Umgebung zu nimmt. Was in der Regel nach
sich zieht, dass die Fluoreszenz der Farbstoffe gequencht wird. In Zellen muss daher von
einem geringen Signal-zu-Rausch Verhéltnis S/N ausgegangen werden. Mit dem
abnehmenden S/N Verhiltnis sinkt aber der Kontrast der spektralen Information und der
Zeritinformation. Als Kontrast wird die Unterscheidbarkeit der Farbstoffefluoreszenz vom
Hintergrundrauschen bezeichnet. Durch die in Kapitel VI entwickelte Anpassung des SFLIM-
Algorithmus an das Hintergrundrauschen, ist die Giite des SFLIM-U-Algorithmus praktisch
unabhingig von dem S/N Wert. Diese Tatsache kann durch eine Simulation gezeigt werden,
die auf Datensatz zuriickgreift, der analog zu dem aus Abschnitt V1.6 generiert wurde. Der
Unterschied besteht darin, dass [y=8 gesetzt wurde und die Farbstoffe jeweils im Mittel nur
Icy=Igp=3677 Photonen emittieren. In einem Fenster von 21x21Pixeln um jeden Spot
befinden sich somit gleich viele Photonen, wie fiir den Datensatz aus Abschnitt VI.6 (Iy=2,
[cy=Igp=5000). Auf den neuen Datensatz wird der SFLIM-U-Algorithmus angewendet. Als
A(AAbst)ST-MY ergibt sich 9.66nm. Im Vergleich zu dem ermittelten A(AAbst)*™™-
U=730nm aus Abschnitt VL6 zeigt sich, dass A(AAbst)*™V nur um einen Faktor 1.32

groBer wird, obwohl, dass S/N von 11 auf 2 abnimmt.

Die Innere Struktur des SFLIM-Algorithmus besteht darin, dass fiir eine Pixel mit der
Intensitdt I und dem gemessenen Parametersatz (F»,{d(ti)}), fiir jede mogliche Mischung
(I;:Ip)1 eine Verteilung {Pg(I;;I)} berechnet wird. {Pg(I;;I)} hat die Form eines Vektors mit
der Dimension (I+1). Beinhaltet der Pixel bzw. der kolokalisierte Spot Photonen, die von 3

verschiedenen Farbstoffen stammen, dann miissen die Mischungen (I;:15:13); berechnet
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werden. Die innere Struktur ldsst sich schreiben durch eine Verteilung {Pg(I;,I5;1)}.
{Pg(I1,I5;I)} stellt eine Matrix dar mit der Dimension (I+1)x(I+1). Mathematisch verlangt die
Berechnung von {Pg(I;,I;I)} keine weiteren Arbeiten. Das Problem besteht darin, dass der
Algorithmus einen hohen Rechenaufwand erfordert. Fiir eine herkdmmlich PC ist dieser
Rechenaufwand nicht zu bewiltigen. In der Zukunft kann auf einen Computercluster
zugegriffen werden, der es erlaubt, auch Strukturen, die mit drei und mehr Farbstoffen

markiert sind, zu analysieren.

Wenn 3-dimensionale Objekte lebender Zellen auf Einzelmolekiilniveau, sind durch diese
Arbeit die notwendigen mathematischen Vorarbeiten geleistet worden. In zukiinftigen
Arbeiten muss gezeigt werden, das die Photostabilitdt von Farbstoffen ausreichend ist, um

eine Zelle bzw. einen Transkriptionseinheit 3-dimensional auszuleuchten.

In dieser Arbeit wurden das Augenmerk ausschlieflich auf die Verbesserung der
Datenanalyse der Farbstofffluoreszenz gelegt. Die Abbildungseigenschaften des Mikroskops
wurden auller Acht gelassen. In Zukunft sollen daher die erarbeiteten Methoden zur
verbesserten Datenanalyse mit Methoden zur Optimierung der Abbildungseigenschaften von

Mikroskopen kombiniert werden verbessert werden.

Wenn sich zwei Farbstoffe ndher als 10nm kommen, treten die beiden Farbstoffe in
Wechselwirkung zu einander. Diese Wechselwirkung wird durch die Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET) Theorie beschrieben. Die grundsitzliche Annahme besteht darin,
dass die Ubergangsmomente der beiden Farbstoffe einer Dipol-Dipol Wechselwirkung
unterliegen. Der kurzwelligere Farbstoff wird als Donor (D) und der langwelligere Farbstoff
als Akzeptor (A) bezeichnet. Die Kopplung der Farbstoffe wird durch die beiden GroBen J
und «* beschrieben. Wobei J das Uberlappungsintegral zwischen dem Emissionsspektrum des
Donors und dem Absorptionsspektrum des Akzeptors darstellt und k* die Orientierung der
beiden Farbstoff charakterisiert. Die Kopplung zeigt eine starke Abhingigkeit (1/R%) vom
Abstand R der Molekiile, was die Reichweite der Wechselwirkung auf wenige nm begrenzt.
Im Fall, dass der Donor (D*) angeregt wird, wird mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit Ep
die komplette Energie des Donors auf den Akzeptor transferiert, D*+A—D+A*. Die
Transferrate kr gibt an, wie hdufig ein solcher Prozess in einer bestimmten Zeiteinheit (ns)
stattfindet. Uber die Transferrate kr #ndern sich die Fluoreszenzkinetiken der Farbstoffe.

Durch den FRET Mechanismus wird die Lebensdauer des Donormolekiils im angeregten



VII. Zusammenfassung und Ausblick 159

verkiirzt. Das Akzeptormolekiil wird mit der Transferrate krp gepumpt, was die
Anregungswahrscheinlichkeit zuerst ansteigen ldsst, bevor sie aufgrund der begrenzten
Lebensdauer wieder abnimmt. Die Fluoreszenzkinetiken des Donormolekiils bzw. des
Akzeptormolekiils kdnnen somit genutzt werden, die Transferrate kr, und somit indirekt den
Abstand, zu bestimmen. Da in einer bestimmten Zeiteinheit nur eine diskrete Anzahl von
Energiepaketen, vom Donor auf den Akzeptor transferiert werden kénnen, ist kr zwanglaufig
eine diskrete Grofe. Aus mathematischer Sicht kann somit die Bestimmung von kg mit den
gleichen Formalismen bzw. Algorithmen behandelt werden, die schon fiir die
Kolokalisationstheorie =~ verwendet wurden. Damit wird es moglich sein, den
Kolokalisationsalgorithmus soweit  anzupassen, dass die  Limitierung  der

Abstandsbestimmung aufgehoben werden kann



Literatur

[1] A. I. Lamond, W. C. Earnshaw. Structure and function in the nucleus. Science 280, 547

(1998)

[2] D. L. Spector. Macromolecular domains within the cell nucleus. Annu. Rev. Cell Biol. 9,

265 (1993)

[3] T. Cremer, C. Cremer. Chromosome territories, nuclear architecture and gene regulation

in mammalian cells. Nature Rev. 2,292 (2001).

[4] P. R. Cook. The Organization of Replication and Transcription. Science 284, 1790 (1999)

[5] R. Berezney, M. J. Mortillaro, H. Ma, X. Wie, J. Samarabandu. The nuclear matrix: a
structural milieu for genomic function. /nt. Rev. Cytol. 162A , 1 (1995)

[6] H. Leonhardt, H. P. Rahn, M. C. Cardoso. Intranuclear targeting of DNA replication
factors. J. Cell. Biochem. Suppl. 30/31, 243 (1998)

[7] U. Scheer, D. Weisenberger. The nucleolus. Curr. Opin. Cell Biol. 6, 354 (1994)

[8] D. A. Jackson, F. J. Iborra, E. M. M. Manders, P. R. Cook. Numbers and Organization of
RNA Polymerases, Nascent Transcripts, and Transcription Units in HeLa Nuclei. Molecular

Biology of the Cell 9, 1523 (1998)

[9] A. Pombo, D. A. Jackson, M. Hollinshead, Z. Wang, R. G. Roeder, P. R. Cook. Regional
specialization in human nuclei: visualization of discrete sites of transcription by RNA

polymerase III. EMBO J. 18, 2241 (1999)

[10] D. G. Wansink, O. C. Sibon, F. F. Cremers, R. van Driel, L. de Jong. Ultrastructural
localization of active genes in nuclei of A431 cells. J. Cell Biochem. 62, 10 (1996)



[11] M. C. Cardoso, H. Leonhardt, B. Nadal-Ginard. Reversal of terminal differentiation and
control of DNA replication: cyclin A and Cdk2 specifically localize at subnuclear sites of

DNA replication. Cell 74, 979 (1993)

[12] A. Dietrich, V. Buschmann, C. Miiller, M. Sauer. Fluorescence resonance energy transfer
(FRET) and competing processes in donor-acceptor substituted DNA strands: A comparative

study of ensemble and single molecule data. Rev. in Mol. Biotechnology 82/3, 211 (2002)

[13] T. Ha. Single Molecule fluorescence resonance energy transfer. Methods 25, 78 (2001)

[14] N.G. Walter. Structural dynamics of catalytic RNA highlighted by fluorescence
resonance energy transfer. Methods 25, 19 (2001)

[15] Y. Ishii et al. Communication between troponin-C and —I revealed by single molecule

fluorescence spectroscopy and FRET. Biophys. J 72, WP196 (1997)

[16] J. B. Pawley. Handbook of Biological Confocal Microscopy. 2nd ed., New York, Plenum
Press (1995).

[17] U. Mets, R. Rigler. J. Fluoresc. 4,259 (1994)

[18] S. Nie, N. T. Chiu, R. N. Probing individual molecules with confocal fluorescence

microscopy. Science 266,1018 (1994)

[19] W. P. Ambrose, P. M. Goodwin, J. H. Jett, A. van Orden, H. J. Werner, R. A. Keller.
Single Molecule Fluorescence Spectroscopy at Ambient Temperature. Chem. Rev. 99, 2929
(1999)

[20] K. D. Weston, P. J. Carson, H. Metiu, S. K. Buratto. Room-temperature fluorescence
characteristics of single dye molecules adsorbed on a glass surface. J. Chem. Phys. 109, 7474
(1998)



[21]J. A.Veerman, M. F. Garcia-Parajo, L. Kuipers, N. F. van Hulst. Time-Varying Triplet
State Lifetimes of Single Molecules. Phys. Rev. Lett. 83,2155 (1999)

[22] G. J. Schiitz, G. Kada, V. P. Pastushenko, H. Schindler. Properties of lipid microdomains
in a muscle cell membrane visualized by single molecule microscopy. EMBO J. 19, 892

(2000)

[23]Y. Sako, S. Minoguchi, T. Yanagida. Single-molecule imaging of EGFR signalling on
the surface of living cells. Nature Cell Biol. 2, 168 (2000)

[24] W. A. Carrington, R. M. Lynch, E. D. W. Moore, G. Idenberg, K. E. Fogarty, F.S. Fay.
Superresolution three-dimensional images of fluorescence in cells with minimal light

exposure. Science 268, 1483 (1995)

[25] T. Enderle, T. Ha, D. F. Ogletree, D. S. Chela, C. Magowan, S. Weiss. Membrane
specific mapping and colocalization of malarial and host skeletal proteins in the Plasmodium

falciparum infected erythrocyte by dual-color near-field scanning optical microscopy. Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 94, 520 (1997)

[26] T. A. Klar, S. Jacobs, M. Dyba, A. Enger, S. W. Hell. Fluorescence microscopy with
diffraction resolution barrier broken by stimulated emission. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97,

8206-8210 (2000)

[27] T. A. Klar, S. Jacobs, M. Dyba, A. Enger, S. W. Hell. Fluorescence microscopy with
diffraction resolution barrier broken by stimulated emission. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97,

8206-8210 (2000)

[28] B. Albrecht, A. V. Failla, R. Heintzmann, C. Cremer. Spatially modulated illumination
microscopy: online visualization of intensity distribution and prediction of nanometer

precision of axial distance measurements by computer simulations. Proc. Natl. Acad. Sci.

USA4 97, 8206 (2000)

[29] A. Patwardhan, E. M. M. Manders. Three-colour confocal microscopy with improved

colocalization capability and cross-talk suppression. Bioimaging 4, 17 (1996).



[30] A. Esa, P. Edelmann, G. Kreth, L. Trakhtenbrot, G. Amariglio, G. Rechavi, M.
Hausmann, C. Cremer. Three-dimensional spectral precision distance microscopy of

chromatin nanostructures after triple-colour DNA labelling: a study of the BCR region on

chromosome 22 and the Philadelphia chromosome. J. Microsc. 199, 96 (2000)

[31] E. M. M. Manders. Chromatic shift in multicolour confocal microscopy. J. Microsc. 1885,

321 (1997)

[32] A. M. van Oijen, J. Kohler, J., Schmidt, G. J. Brakenhoff. Chem. Phys. Lett. 292, 183
(1998).

[33] Th. D. Lacoste, X. Michalet, F. Pinaud, D. S. Chemla, P. Alivisatos, S. Weiss. Ultrahigh-
resolution multicolor colocalization of single fluorescent probes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA

97, 9461 (2000)

[34] A. P. Alivisatos. Semiconductor clusters, nanocrystals, and quantum dots. Science 271,

933 (1996)

[35] U. Banin, M. Bruchez, A. P. Alivisatos, T. Ha, S. Weiss, D. S. Chemla. Evidence for a
thermal contribution to emission intermittency in single CdSe/CdS core/shell nanocrystals. J.

Chem. Phys. 10, 1 (1999)

[36] P. Tinnefeld, D. P. Herten, M. Sauer. Photophysical dynamics of single dye molecules
studied by spectrally-resolved fluorescence lifetime imaging microscopy (SFLIM). J. Phys.
Chem. A 105, 7989 (2001).

[37] M. Heilemann, D. P. Herten, P. Tinnefeld, R. Heintzmann, C. Cremer, K. D. Weston, J.
Wolfrum, M. Sauer. High-resolution colocalization of single dye molecules by fluorescence

lifetime imaging microscopy (FLIM). Anal. Chem. 74,3511 (2002)

[38] W. Trabesinger, B. Hecht, U. P. Wild, G. J. Schiitz, Schindler, Th. Schmidt. Statistical

analysis of single-molecule colocalization assays. Anal. Chem. 73, 1100 (2001)



[39] L. Cognet, G. S. Harms, G. A. Blab, P. H. M. Lommerse, Th. Schmidt. Simultaneous
dual-color and dual-polarization imaging of single molecules. Appl. Phys. Lett. 77, 4052
(2000)

[40] P. Tinnefeld, V. Buschmann, D. P. Herten, K. T. Han, M. Sauer. Confocal fluorescence
lifetime imaging microscopy (FLIM) at the single molecule level. Single Mol. 1,212 (2000).

[41] P. Tinnefeld, C. Miiller, M. Sauer. Time-varying photon probability distribution of
individual molecules at room temperature. Chem. Phys. Lett. 345, 252 (2001)

[42] J. Enderlein, M . Sauer. Optimal algorithm for single molecule identification with time-

correlated single photon counting. J. Phys. Chem. A 105, 48-53 (2001).

[43] M. Kollner. Statistische und experimentelle des ultraempfindlichen, selektiven
Nachweises von Biomolekiilen mit Hilfe von Multiplex-Farbstoffen. Dissertation am

Physikalisch Chemischen Institut der Ruprecht-Karls-Universitit Heidelberg (1993)

[44] D. P. Herten. Automatisierung eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops zur
zeitaufgelosten Fluoreszenzdetektion von einzelnen Biomolekiilen. Dissertation am

Physikalisch Chemischen Institut der Ruprecht-Karls-Universitit Heidelberg (2000)

[45] I. N. Bronstein, K.A. Semendjajew. Taschenbuch der Mathematik, 25 Aufl., Stuttgart,
Leipzig, B.G. Teubner Verlagsgesellschaft (1991)

[46] W. H. Press, S. A. Teukolsky, W. T. Vetterling, B. P. Flannery. Numerical Recipes. 2nd
ed., Cambridge, University Press (1997)

[47] T. Forster. Zwischenmolekulare Energiewanderung und Fluoreszenz. Annalen der

Physik 2, 55 (1948)

[48] P. Tinnefeld, K. D. Weston, T. Vosch, M. Cotlet, J. Hotkens, F. C. De Schryver, M.
Sauer. Antibunching in the emission of a tetrachromophoric dendritic system. J. Am. Chem.

Soc. 124, 14310 (2002)



[49] P. Tinnefeld, V. Buschmann, K. D. Weston, M. Sauer. Direct observation of collective

blinking and energy transfer in a bichromophoric system. J. Phys. Chem. 4, 107, 323 (2003)

[50] D. S. English, A. Furube, P. F. Barbara. Single-molecule spectroscopy in oxygen-
depleted polymer films. Chemical Physics Letters, 324, 15 (2000)

[51] K. D. Weston, P. J. Carson, J. A. DeAro, S. K. Buratto. Single-molecule detection

fluorescence of surface-bound species in vacuum. Chemical Physics Letters, 308, 58 (1999)

[52] J. Widengren, P. Schwille. Characterization of Photoinduced isomerization and back-
isomerization of the cyanine dye Cy5 by fluorescence correlation spectroscopy. J. Phys. Chem

4,104, 6416 (2000)



