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Zusammenfassung

Die RESOLFT-Fluoreszenzmikroskopie wurde entwickelt um eine prinzipiell unbegrenz-
te Auflosung der Fernfeld-Fluoreszenzmikroskopie iiber die Beugungsgrenze hinaus zu er-
moglichen. Bisher wurde die RESOLFT-Mikroskopie einzig iiber die stimulierte Emission
(STED) realisiert, welche sehr hohe Lichtintensititen bendtigt, um die zur Auflésungserho-
hung notige Unterdriickung der Fluoreszenz zu erreichen. Photobleichen begrenzt die ein-
setzbaren Intensitdten und damit auch die erreichbare Auflésung.In der vorliegenden Arbeit
wird die Unterdriickung unerwiinschter Fluoreszenz iiber das reversible Photoschalten zwi-
schen langlebigen Konformationszustinden erreicht, wodurch sehr viel niedrigere Intensi-
titen (W/cm?) als bei STED (GW/cm?) zum Einsatz kommen. Dies vermindert Photostress
und erlaubt die Verwendung einer vergleichsweise einfachen technischen Apparatur. Durch
den Einsatz photoschaltbarer Proteine wurde erstmals ein RESOLFT-Mikroskop mit endo-
gen exprimierbaren Fluoreszenzmarkern realisiert. Es konnte eine Auflosung von 50-100 nm
erreicht werden, die nur durch Aberrationen und durch photophysikalische Eigenschaften der
schaltbaren Proteine beschrinkt ist. Diese Limitationen sind jedoch nicht von prinzipieller
Natur, sondern konnen gezielt iiberwunden werden. So wurde an rsFastLime, einer Variante
des photoschaltbaren Proteins Dronpa, gezeigt, dass fluoreszierende Proteine durch gezielte
Mutagenese im Hinblick auf ihren Einsatz in der RESOLFT-Mikroskopie verbessert werden
konnen.

Abstract

RESOLFT fluorescence microscopy was developed to extend the resolution of far-field mi-
croscopy beyond the diffraction limit. So far, the only way RESOLFT-microscopy has been
realised is to use stimulated emission depletion (STED), which necessitates very high inten-
sities of light to achieve the fluorescence depletion needed for resolution enhancement, ma-
king the attainable resolution mainly limited by photobleaching. In this thesis, the depletion
of unwanted fluorescence is achieved by using a reversible photoswitch between persistent,
conformational states, thereby allowing the use of much lower intensities (W/cm?) as com-
pared to STED (GW/cm?). Photostress is reduced and the experimental setup is simplified.
By using photoswitchable proteins it could be shown for the first time that endogenic ex-
pressable fluorescent markers are compatible with RESOLFT microscopy. A resolution of
50-100 nm was achieved, only limited by aberrations and the photophysical properties of the
switchable proteins. These limitations are not of a fundamental nature but can be systema-
tically overcome. By using rsFastLime, a mutant of the photoswitchable protein Dronpa, it
was shown that a fluorescent protein can be optimized with regard to its use in RESOLFT
microscopy by systematic mutagenesis.
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1 Einleitung und Motivation

1.1 Historische Entwicklung der Mikroskopie in der
Biologie

Das Zusammenspiel der unterschiedlichen naturwissenschaftlichen Disziplinen, der Physik,
Biologie und Chemie fiihrt hdufig zu wesentlichen, neuen Erkenntnissen. Dies ist sehr schén
an der Geschichte der Mikroskopie zu sehen. Das Mikroskop, ein Instrument basierend auf
Erkenntnissen der Physik, und seine laufende Weiterentwicklung durch zahlreiche Forscher
hat sehr oft zu radikal neuen Einsichten in der Biologie gefiihrt. So wurde z.B. durch die
wohl erste dokumentierte Verwendung eines zweilinsigen Lichtmikroskops zur Untersu-
chung biologischer Proben durch Robert Hooke 1664 der Begriff der ,,Zelle* in die Bio-
logie eingefiihrt. Er erkannte in seinem sehr einfachen Mikroskop, welches mit einer Ollam-
pe beleuchtet wurde, durch Unterschiede im Brechungsindex und in der Reflektivitit feine
Strukturen, die durch den Aufbau des Pflanzengewebes aus einzelnen Zellen entstehen. Gra-
fische Abbildungen dieser sowie zahlreicher weiterer Beobachtungen sind in seinem Werk
,»Mikrographia“ [[1]] enthalten.

Ein anderer Pionier in der wissenschaftlichen Betrachtung biologischer Objekte durch
optische Gerite war Anthony van Leeuwenhoek (1632-1723), der es als erster verstand, die
Kunst des Linsenschleifens so zu perfektionieren, dass sein Instrument, bestehend aus ei-
ner einzigen Linse, eine hohere Auflosung bot als die primitiven, mehrlinsigen Mikroskope
jener Zeit. Seine 112 Verdffentlichungen in ,,The Philosophical Transactions of the Royal
Society brachte die Mikrowelt das erste Mal in das Bewusstsein der wissenschaftlichen
Gemeinschaft. 1677 beschrieb er Spermatozoen (Samenzellen) von Insekten und Menschen
und widersprach der damals vorherrschenden Theorie von der Spontanzeugung der kleinsten
Lebewesen. Er wies nach, dass sich Kornkifer, Flohe und Muscheln aus Eiern entwickeln
und nicht, wie man damals glaubte, spontan aus Schmutz oder Sand entstehen wiirden. Er
beschrieb weiter die Querstreifung der Muskulatur und das Netzwerk, das die Zellen des
Herzmuskels bilden. 1683 entdeckte er Bakterien in seinem eigenen Zahnbelag und in dem
von Kontrollpersonen. Auflerdem beschrieb er drei Bakterienformen: Bazillen, Kokken und
Spirillen. Er hiitete die Kunst des Linsenherstellens jedoch als Geheimnis, so dass Bakterien
erst wieder beobachtet werden konnten, als es im 19. Jahrhundert gelang, bessere mehrlin-
sige Mikroskope zu bauen. Dies als abschreckendes Beispiel vor Augen, wird diese Doktor-
schrift versuchen, sdmtliche als wertvoll empfundenen Erkenntnisse meiner Arbeit sorgfiltig
zu dokumentieren.

Dass nicht nur die optomechanische Verbesserung der Lichtmikroskope eine wichtige
Weiterentwicklung sein kann, sondern z.B. auch die Farbung des zu untersuchenden Ob-
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jekts und die dadurch verbundene Kontrasterhohung und/oder Selektivitit bei der Betrach-
tung, ldsst sich historisch zum Beispiel an der Entdeckung der Mastzellen durch Paul Ehrlich
(1854 - 1915) darstellen. Ehrlich entdeckte unter dem Mikroskop im Protoplasma mancher
Blutzellen eine Kornelung, die sich mit Hilfe basischer Farbstoffe darstellen lie8. Er dach-
te, dass es sich um einen Zustand guter Erndhrung handeln miisse und nannte die Zellen
,Mastzellen. Auch andere Gruppen weiller Blutkorperchen wiesen verschiedenartige Gra-
nula auf: Ehrlich konnte sie unterscheiden, weil sich einige mit basischen und andere mit
sauren Farbstoffen anfirben lieBen. Seine Entdeckungen fasste er zusammen in der Publika-
tion ,,Methodologische Beitrige zur Physiologie und Pathologie der Leukozyten* [2]. 1908
wurde ihm zusammen mit Ilya Ilyich Mechnikov der Nobelpreis in Physiologie und Medizin
,»als Anerkennung ihrer Arbeiten iiber die Immunitét* verliehen. In dieser Arbeit werden an-
stelle ,,basischer Farbstoffe fluoreszierende Proteine zur Markierung der Proben verwendet.

Die Weiterentwicklung auf optisch-physikalischer Basis wurde erheblich durch die Ar-
beiten von Ernst Abbe (1840 - 1905) in enger Kooperation mit Carl Zeiss vorangetrieben.
Die von Ernst Abbe entwickelte Theorie zur Bildentstehung im Mikroskop hat den Bau von
Mikroskopen auf eine wissenschaftliche Grundlage gestellt. 1873 entdeckte Abbe eine fun-
damentale physikalische Grenze, die noch heute seinen Namen trigt. Bei der Abbildung
punktdhnlicher Objekte durch eine Linse entsteht als Bild ein Lichtfleck, dessen Radius von
der Wellenlinge des Lichts A und dem Offnungswinkel o der Linse abhiingt. Abbe schloss
aus genaueren Betrachtungen dazu, dass Objekte, die sich in einem Abstand kleiner der hal-
ben Wellenldnge befinden, sich in einem Licht-Mikroskop nicht unterschieden lassen [3]].
Tatsdchlich hingt eine genaue Angabe des kleinsten Abstand Ar von Objekten, die bei einer
Abbildung noch getrennt voneinander wahrnehmbar sind, von mehreren Faktoren ab. Als ein
einfaches Kriterium setzte sich jedoch der von Abbe hergeleitete Ausdruck durch:

Ar = A

2n sin

(1.1

Der Parameter n ist der Brechungsindex der Probe, das Produkt n sin o wird als nu-
merische Apertur (NA) der Detektionsoptik bezeichnet. Die Verwendung einer niedrigen
Wellenldnge und/oder Optiken mit einer hohen numerischen Apertur fiihrt also zu einer ho-
hen Auflosung. In der Lichtmikroskopie ist die Verwendung kleiner Wellenlidngen und hoher
numerischer Aperaturen technisch eingeschrinkt, da die kleinste verwendbare sichtbare Wel-
lenlidnge bei ca. 350 nm liegt und die hochste verfiigbare numerische Apertur bestehender
Optiken/Objektive bei ca. 1,5. Selbst unter den giinstigsten Umsténden liegt also die Auflo-
sung in der Lichtmikroskopie im Bereich von etwa 150 nm.

Diese Auflosungsgrenze beschrinkt den Einsatz der Lichtmikroskopie erheblich. So
konnen beispielsweise Viren, einzelne Gene und eine Vielzahl an Zellorganellen in einem
normalen Lichtmikroskop nicht aufgelost werden. Um die Auflésung weiter zu verbessern
wurden deshalb Mikroskope entwickelt, die nicht auf Licht basieren. Die Entwicklung der
geometrischen Elektronenoptik [4, 5] und des Elektronenmikroskop [6] im Jahr 1932 fiihr-
ten durch die wesentlich kiirzere Wellenldnge der Elektronen gegeniiber sichtbarem Licht
zu einer deutlichen Erhohung der erreichbaren Auflosung. Moderne Elektronenmikroskope
liefern Bilder mit einer Auflésung von bis zu 0,1 nm [7]]. In den frithen Jahren war die Auf-
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kldrung der im Lichtmikroskop unsichtbaren Krankheitserreger (z.B. Viren) eine bedeuten-
de Triebfeder fiir die Entwicklung des Elektronenmikroskops. Leider ist es jedoch nicht fiir
die Untersuchung von lebenden Zellen geeignet, da der hochenergetische Elektronenstrahl
dieser Mikroskope zerstorend auf biologisches Material einwirkt. Des weiteren miissen die
Proben fixiert, in Hartz eingebettet oder gefroren werden, sowie unter einem Hochvakuum
aufgenommen werden, was eine komplexe Probenpréparation bedingt. Durch diese intensive
Vorbehandlung der Proben konnen Artefakte in der Zellstruktur entstehen.

Wihrend der letzten Jahrzehnte wurden weitere Mikroskopiearten entwickelt, die nicht
der Begrenzung durch das Beugungslimit in der Fernfeld-Mikroskopie unterliegen. Dazu
zdhlt das Rasterkraftmikroskop (englisch: Atomic Force Microscope, AFM [8]]), das Ras-
tertunnelmikroskop (englisch: Scanning Tunneling Microscope, STM [9]]) sowie das opti-
sche Rasternahfeldmikroskop (englisch: Scanning Near-field Optical Microscope, SNOM
(1O} 11} 12]). Diese Mikroskopiearten besitzen eine Auflosung nahe oder auf der atomaren
Skala. Da das STM jedoch als Signal den Tunnelstrom zwischen einer atomar feinen Spitze
und der Probe benutzt, konnen nur stromleitende Materialien untersucht werden, was den
Einsatz in der Biologie einschrinkt. AFM und SNOM sind zwar in der Lage, feine Details
biologischer Proben aufzulosen [[13], es kann damit jedoch keine wirkliche dreidimensionale
Bildgebung stattfinden, da alle diese Rastersondenmikroskope von Natur aus oberflichenge-
bunden sind und dadurch auch nicht in das Innere einer Zelle sehen konnen.

Die Fernfeld-Mikroskopie blieb somit trotz der durch die Beugungsgrenze limitierten
Auflosung die in der Biologie bei weitem am meisten verwendete Mikroskopievariante. Es
wurden neue Methoden entwickelt, die einen hoheren Kontrast der zu untersuchenden Probe
ermOglichten, beispielsweise 1902 die Dunkelfeldmethode [14] oder 1934 der Phasenkon-
trast [15) [16]. Besonders aber die Anwendung von Fluoreszenzmarkern erlaubte durch ihre
hohe Spezifizitit und hohen Kontrast die Aufnahme aussagekriftiger und eindeutiger Bilder
bis hin zur Detektion einzelner Molekiile. Durch die Kopplung iiber Antikorper konnen zu-
dem organische Farbstoffe spezifisch an bestimmte Proteine und somit auch an bestimmte
Kompartimente in der Zelle gekoppelt werden. Hier besteht jedoch wiederum der Nachteil,
dass die Zelle bei der Einschleusung des Farbstoffes in den meisten Fillen abstirbt. Durch
Klonierung mit fluoreszierenden Proteinen kdnnen jedoch auch lebende Zellen proteinspe-
zifisch markiert werden. Das Genom des fluoreszierenden Proteins wird hierbei an das Ge-
nom des zu markierenden Proteins angehingt, wodurch die Zelle nun dieses Tandemprotein
herstellt. Das bei weitem am meisten benutzte fluoreszierende Protein ist hierbei das GFP
(englisch: Green Fluorescent Protein [[17]).

Eine aktuelle Methode zur dreidimensionalen Bildgebung von mit fluoreszierenden Pro-
teinen gefarbten biologischen Proben wird im nédchsten Kapitel beschrieben und ihre Limi-
tation durch die Beugungsbegrenzung dargestellt. Danach wird das Prinzip der RESOLFT-
Mikroskopie vorgestellt, das in dieser Arbeit angewandt wurde, um das Beugungslimit zu
tiberwinden. Zum Schluss der Einleitung wird dann auf die Motivation eingegangen, die
RESOLFT-Mikroskopie mit photoschaltbaren fluoreszierenden Proteinen wie asFP595 und
rsFastLime zu verwirklichen.
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Abbildung 1.1: Prinzip eines konfokalen Mikroskop

1.2 Beugungsbegrenzte konfokale Mikroskopie
Prinzip

Obwohl beugungsbegrenzt, fand vor allem die konfokale Mikroskopie [18] hidufige Anwen-
dung in der Biologie und ist auch das Instrument der Wabhl fiir viele Fluoreszenz-Methoden,
beispielsweise fiir die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (englisch: Fluorescence Cor-
relations Spectroscopy, FCS [[19,120]). Da das in dieser Arbeit entwickelte nicht beugungsbe-
grenzte RESOLFT-Mikroskop auf einem konfokalen Mikroskop aufbaut, soll letzteres hier
niher erldutert werden.

Der wesentliche Vorteil der konfokalen Mikroskopie gegeniiber der Weitfeldmikrosko-
pie besteht in der Moglichkeit, optisch die Fokusebene von anderen Ebenen der Probe zu
trennen. Dies geschieht durch den Einsatz einer Lochblende vor dem Detektor. Die kon-
fokale Mikroskopie ermoglicht somit die 3D-Bildaufnahme von dicken lichtdurchlédssigen
Objekten mit einer Unterdriickung der groBBeren optischen Unschérfe von Ebenen au3erhalb
des Fokus gegeniiber der Fokusebene [21]]. Abbildung [I.T|zeigt dies schematisch an einem
konfokalen Fluoreszenzmikroskop.

Die Anregung der Fluoreszenz in der Probe erfolgt durch Laserlicht, der Laser als Licht-
quelle kann hierbei als punktartig betrachtet werden. Die Linse zur Fokussierung auf die
Probe ist in der Praxis ein Objektiv mit einer hohen numerischen Apertur NA, um einen
moglichst kleinen, beugungsbegrenzten Fokus zu erhalten. Die Fluoreszenz der Probe, die
durch das Laserlicht angeregt wird, wird auf eine Lochblende vor dem Detektor abgebildet.
Je weiter der Entstehungpunkt der Fluoreszenz aullerhalb des Fokus liegt, desto mehr wird
die Intensitét der Fluoreszenz aus diesem Punkt durch die Lochblende abgeschwicht. Zur
3D-Bildgebung kann nun die Probe in allen drei Raumrichtungen durch den Fokus gefiihrt
werden, das Signal des Detektors wird dabei fiir jeden gerasterten Bildpunkt gespeichert und
kann auf einem Computer als Bild rekonstruiert werden.
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Auflésung

An Hand einer skalaren Wellentheorie des Lichts ldsst sich die Intensititsverteilung des
Lichts im Fokus herleiten, die zusammen mit der Detektion letztendlich die Auflésung des
konfokalen Mikroskops bestimmt [22]. Diese Intensitétsverteilung han,(x,y, 2) wird als
Punktverteilungsfunktion bezeichnet (englisch: Point Spread Function, PSF). Im Teilchen-
bild des Lichts kann die PSF als Wahrscheinlichkeit dafiir angesehen werden, dass ein be-
liebiges Photon des einfallenden Laserlichts zum Punkt mit den Koordinaten 7 = (z,y, 2)
propagiert. Die laterale Ausdehnung der PSF wird oft als Airy-Scheibe bezeichnet, die durch
die Lage der ersten Minima auf beiden Seiten des zentralen Hauptmaximums begrenzt ist.
Der Durchmesser der Airy-Scheibe ist gegeben durch:

A
Az, Ay = 1.22m (1.2)
Aus dem Radius der Airy-Scheibe ergibt sich das Auflésungskriterium nach Rayleigh:
Az, Ay = 0.61\/NA.
Die axiale Breite des Hauptmaximums der Verteilung ha,, entlang der optischen Achse
ist um ungefihr den Faktor 3 groBer als in lateraler Richtung in der Fokusebene. Die Aus-
dehnung der PSF entlang der optischen Achse betrdgt zwischen den ersten Minima neben

dem Hauptmaximum

nA

Az = 4'OO(NA)2 (1.3)
Besonders fiir die Auflosung in axialer Richtung ist es jedoch von Bedeutung, dass das
detektierte Licht noch durch die Lochblende gefiltert wird. Betrachtet man die beiden Licht-
wege der Anregung und der Detektion, so stellt man fest, dass sie im Prinzip bis auf die
Richtung der Lichtausbreitung identisch sind. Da der Pfad der Photonen aber nicht von ihrer
Richtung abhingt, kann fiir die Wahrscheinlichkeit der Detektion eines Fluoreszenphotons,
das an der Stelle mit der Raumkoordinate 7 emittiert wird, eine Detektions-PSF hpe(7)
angegeben werden. Im theoretischen Fall einer absolut punktformigen Lochblende und der
gleichen Wellenlidnge der Fluoreszenzphotonen wie des Laserlichts ist diese PSF bei ge-
nauem Sitz der Lochblende im Abbild des Fokus ungefihr identisch mit der oben bereits
beschriebenen PSF (hpe; = hane). Das heilt, die effektive PSF hqg ldsst sich als Muliplika-
tion der Wahrscheinlichkeitsverteilung fiir die Anregung ha,, und die Detektion hp; eines

Fluoreszenphotons darstellen:

heff(fj = hAnr(F)hDetO:J) = him«(F) (1.4)

In der oben erwihnten skalaren Wellentheorie zur Berechnung der Punktverteilungs-
funktion kann die PSF mit Hilfe von Besselfunktionen berechnet werden [23]]. In der Praxis
wird der Hauptpeak der PSF oft durch eine Gaussfunktion approximiert. Deshalb wird oft,
wie auch in dieser Arbeit, die so genannte Halbwertsbreite (englisch: Full-Width at Half
Maximum, FWHM) zur Charakterisierung der PSF und somit der Auflosung benutzt.
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Bildgebung

Faltung mit h

0 (x,y) B(x,y)

Abbildung 1.2: Faltung des Bildes von Ernst Abbe mit einer PSF zur Darstellung des ,,Verschmierungsef-
fekts* bei der konfokalen Bildgebung.

Im besten Fall liegt die Auflosung heute iiblicher konfokaler Fluoreszenzmikroskope bei
ca. FWHM 180 nm in lateraler und 500-800 nm in axialer Richtung [24].

1.2.1 Theorie der Bildgebung

Das Abrastern der Probe, d.h. die Bildgebung in der konfokalen Mikroskopie, kann theo-
retisch durch eine Faltung der effektiven PSF h.gz mit dem Objekt O, beispielsweise der
rdaumlichen Verteilung von Fluoreszenzmarker, beschrieben werden. Das Bild B ist dabei
gegeben durch:

B =heg ® O (1.5)

Diese Faltung bedeutet nichts anderes als eine ,,Verschmierung* der Verteilung des Ob-
jekts durch die abbildende Optik, d.h. der effektiven PSF. In Abbildung [I.2]ist dieser Effekt
schematisch dargestellt.

Das Bild B ist somit eine lineare Transformation der Objektverteilung O. Es kann jedoch
zusitzlich durch Rauschen beeintrichtigt sein. So ist z.B das Schottrauschen S des Photo-
nendetektionsprozesses direkt korreliert mit der Signalstidrke 7, da die gemessene Anzahl der
Photoelektronen einer Poissonstatistik mit dem Mittelwert I unterliegt: S o< v/I.

1.3 Uberwindung der Beugungsgrenze in der
Fernfeld-Mikroskopie

In den letzten Jahrzehnten sind mehrere Mikroskopiemethoden, beispielsweise die 4Pi An-
ordnung [25],26]] oder die strukturierte Beleuchtung (englisch: Spatially Modulated Illumina-
tion, SMI [27])), entwickelt worden und haben erhebliche Zugewinne an optischer Auflésung
gerade entlang der optischen Achse erzielt und zu neuen Erkenntnissen in der Biologie ge-
fithrt [28] 29]]. Allerdings tiberwinden alle diese Methoden die Beugungsgrenze nicht wirk-
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lich, sondern reizen ihre Moglichkeiten vollends aus [30]. Die wirkliche Uberwindung wur-
de erst durch Ausnutzung der Farbstoffeigenschaften selbst, wie in dem RESOLFT-Konzept,
realisiert.

1.3.1 RESOLFT-Konzept

Seit den Anfingen der Nichtlinearen Optik [31] wurde dariiber spekuliert, dass ein nicht-
linearer Zusammenhang zwischen der angewandten Intensitit und dem gemessenen Signal
prinzipiell die Auflosung eines fokussierenden optischen Systems steigern kann. Diese Vor-
stellungen blieben aber ungenau und ohne Konsequenzen, da ein konkretes physikalisches
Konzept fehlte. Tatsdchlich stellte sich der Multi-Photonen Prozess, der urspriinglich als
eine Methode zur Auflosungssteigerung angesehen wurde, als dafiir ungeeignet heraus, da
der Auflosungsgewinn aufgrund der nichtlinearen Abhédngigkeit des Fluoreszenzsignals von
der Anregungsintensitit durch das dazu benétigte, iiblicherweise sehr langwellige Laserlicht
kompensiert wird.

Erst in den frithen 1990er Jahren konnten konkrete Konzepte zur Uberwindung des Beu-
gunglimits mit fokussiertem Licht entwickelt werden [32, 33, 134)]. In den Jahren nach 2000
wurde dann gezeigt, dass diese im RESOLFT-Konzept vereint und erweitert werden konnen
[35, 136, 137]. Das RESOLFT-Konzept kann als eine Familie von Methoden verstanden wer-
den, die reversible sittigbare optische (Fluoreszenz-) Ubergiinge benutzen (englisch:: Rever-
sible Saturable OpticalL (Fluorecence) Transitions), um eine Bildgebung oder eine Struktur-
herstellung unterhalb der Beugungsgrenze im Nanometerberich mit fokussiertem sichtbarem
Licht zu erreichen.

Das dazu verwendete Konzept wird in [30, 35, 136, |37, 38] beschrieben und soll hier
nochmals kurz dargestellt werden.

Ausgegangen wird von einem fluoreszenten Molekiil mit zwei unterschiedlichen Zustéin-
den A und B, wobei A und B sich in ihren Detektionseigenschaften unterscheiden miissen
(beispielsweise absorbierend/nicht absorbierend oder fluoreszierend/nicht fluoreszierend).
Der Ubergang A — B kann optisch mit einer Rate kyg = oI angeregt werden (Abbil-
dung a). Die Variablen o und I stellen den Wirkungsquerschnitt des Ubergangs bezie-
hungsweise die Lichtintensitit dar. Die Rate fiir den entgegengesetzten Ubergang B — A ist
gekennzeichnet durch kg . Er kann auch durch Licht, oder durch eine chemische Reaktion,
thermisch usw. angeregt werden aber auch spontan stattfinden. Die Kinetik der molekularen
Zustinde wird durch dN, /dt = —dNg/dt = kgaNpg — kapNa beschrieben, wobei Na g
die normalisierte Besetzungwahrscheinlichkeit des jeweiligen Zustands darstellt. Nach einer
Zeitspanne t > (kap + kpa) " hat die Besetzung der Zustiinde ein dynamisches Gleichge-
wicht mit N° = kpa/(kap + kpa) erreicht. Die Wahrscheinlichkeit fiir das Molekiil, sich
in A oder B zu befinden hingt grundsitzlich von k5 und somit von [ ab:

kpa _ 1 _ 1
(kAB“‘kBA) 1—|—(0’/k’AB)I 1+[/ISat

Bei der so genannten Sittigungsintensitét Ig,, = kpa /o liegt eine Gleichverteilung der
Besetzungswahrscheinlichkeiten mit N3° = Ng° = 1/2 vor. Fiir I > Ig,; gilt kag > kpa,

Ng=1-Ng = (1.6)
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Abbildung 1.3: Einfaches Zwei-Zustands Modell mit einem fluoreszierenden (A)und einem nicht fluores-
zierenden Zustand (B) (a). Der Ubergang A — B wird durch Licht angeregt. Zum Zeitpunkt ¢ = 0 befinden
sich alle Molekiile Im Zustand A. (b) zeigt die Verteilung der Zustinde Ng° und INg° nach dem Erreichen des
dynamischen Gleichgewichts in Abhingigkeit der angewandten Intensitit.

|0:50|Sat
I0=10I3at

—— A—B anregendes Licht  Xj
I Molekiile im Zustand A

Abbildung 1.4: Riumliche Einschrinkung der Molekiile im Zustand A durch Erhchung der Intensitiit I
einer stehenden Welle.

so dass das Molekiil sich praktisch nur noch im Zustand B befindet: N3° — 0. Die Abhén-
gigkeit der Besetzungswahrscheinlichkeit der Zustinde von der angewandten Lichtintensitit
I ist an Abbildung [I.3]b dargestellt. Sie ist hochgradig nichtlinear, wobei der Zustand A in
einer gesittigten Weise entvolkert wird.

Abbildung [T.4] zeigt wie dieses Verhalten ausgenutzt werden kann, um beliebig schma-
le Regionen des Zustands A zu erzeugen. Das Schema in Abbildung [I.4]ist eindimensio-
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nal, kann jedoch ohne weiteres auf drei Dimensionen erweitert werden. Die einzige allge-
meine Voraussetzung ist, dass die Intensitéitsverteilung / in einem Punkt ein Minimum mit
I(z;) = 0 besitzt. In einer Dimension kann die Nullstelle am besten durch eine stehende
Welle realisiert werden: I(x) = I cos® (2rnz /), mit dem Brechungsindex n und der Wel-
lenldnge des Lichts \. Wenn nun die Intensititsverteilung / (z) auf eine rdumliche Verteilung
von Molekiilen angewandt wird, die sich zunidchst im Zustand A befinden, so werden fiir
Iy > Ig,; praktisch alle Molekiile in den Zustand B gepumpt, mit Ausnahme der Molekiile
in einer sehr schmalen Region um z;. Je groBer nun das Verhéltnis von Iy/Ig,; > 1, desto
schmaler ist die Region, in der der Zustand A noch besetzt ist. Durch eine Taylorentwick-
lung der Intensitidtsverteilung um den Punkt x; kann nun gezeigt werden, dass die FWHM
der resultierenden Verteilung der Molekiile im Zustand A bei Intensitéiten [, > [s,; gegeben
ist durch

A
Apm— 2 (1.7)

/1o /Isat

Der wichtige Zusammenhang Az ~ (Is,;/ ]0)_% gilt im allgemeinen fiir jede angenom-
mene Intensititsverteilung um eine Nullstelle bei x;. Wenn die Nullstelle durch die Fokus-
sierung mit einer Linse (Offnungswinkel o) erreicht wird, und die Fluoreszenz durch die
gleiche Linse erfasst wird, wie in dieser Arbeit, so kann die Auflosung durch folgende Glei-
chung gut angenihert werden [30]:

A

- 2nsinay/1 + Iy/Isas

Diese Gleichung kann als eine Erweiterung des Kriteriums von Abbe (I.I)) angesehen
werden und geht fiir Iy = 0 in dieses iiber. Fiir Iy/Is,; = 100 liegt der Auflosungsge-
winn gegeniiber Abbe ungefihr bei einem Faktor 10. Trotz der Abhingigkeit von Ax von
A/(nsin «) erlaubt Gleichung eine im Prinzip unbegrenzte ortliche Auflosung, die im
wesentlichen nur durch den maximal erreichbaren Faktor Iy/ls,; = € abhingig ist. Da ¢
sozusagen die Intensitét /; in Einheiten der Sattigungsintensitit /g,; angibt, bezeichnet man
e als Sittigungsfaktor. Fiir eine moglichst hohe Auflosung muss also ein moglichst hohes ¢
erreicht werden. Dies kann durch Steigerung der maximalen Intensitdt /, oder durch Ver-
ringerung der Sittigungsintenitit /g, erreicht werden. Is,; = kpa /o ist durch den mole-
kularen Wirkungsquerschnitt o des Ubergangs A — B und durch die Ratenkonstante kpa
des Ubergangs B — A bestimmt, die beide durch die Eigenschaften des verwendeten Mo-
lekiils bestimmt sind. Des weiteren kann /g,; durch den EinfluB} konkurrierender spontaner
Ubergiinge zu dem durch Licht angeregten Ubergang A — B bestimmt sein. Falls diese
spontanen Uberginge iiberwiegen, kann das hier dargestellte RESOLFT-Konzept nicht mehr
angewendet werden.

Ax

(1.8)
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1.3.2 RESOLFT-Mikroskope

Als wohl erste Verwirklichung des RESOLFT-Prinzip kann die STED-Mikroskopie (eng-
lisch: STimulated Emission Depletion) mit Unterdriickung der Fluoreszenz durch stimu-
lierte Emission angesehen werden [32, 34]. Es wurden bereits effektive PSFs mit einer
Halbwertsbreite von kleiner 20 nm erreicht [39, 40]. Durch die STED-Mikroskopie konn-
ten Strukturen in Zellen gezeigt werden, die vorher unzugénglich erschienen [39, 41} 42].
In der STED-Mikroskopie kann nach dem im vorigen Abschnitt dargestellten RESOLFT-
Formalismus der angeregte Singulett Zustand S; eines fluoreszierenden Molekiils als Zu-
stand A des RESOLFT-Konzepts angesehen werden, der durch stimulierte Emission in den
Grundzustand S, (RESOLFT-Konzept: Zustand B) iibergefiihrt wird, so dass die Fluores-
zenz Emission effektiv unterdriickt wird. Der Wirkungsquerschnitt o der stimulierten Emis-
sion liegt gewohnlich in der G6Benordnung des Wirkungsquerschnitts der Absorption eines
Photons durch den Ubergang von Sy nach S; (¢ = 107 — 107!® cm?). Da die stimulierte
Emission mit der spontanen Fluoreszenz-Emission kr ~ (1ns)~! des Ubergangs S; — S
konkurriert, kann die Sattigungsintensitit Is,; durch kr/c angendhert werden. Dies fiihrt
zu Sittigungsintensititen von einigen 10-100 MW/cm? [39] und damit zu der Verwendung
von Spitzenintensititen im GW/cm? Bereich zum Erreichen einer hohen Auflésung. Diese
Bedingung wird am besten durch die Verwendung von Pulsen mit einer Dauer unterhalb
einer Nanosekunde verwirklicht. Da diese Intensititen zu Photostress in der Probe, vor al-
lem aber zur Zerstérung der Fluoreszenz durch Photobleichen fithren konnen [43]], ist eine
STED-Alternative mit einer niedrigeren Séttigungsintensitidt wiinschenswert.

Eine solche Alternative besteht in der Moglichkeit, den Grundzustand eines Molekiils
durch Pumpen in seinen Triplett-Zustand zu entleeren [33]. Im RESOLFT-Konzept ent-
spricht der Grundzustand dem zur Fluoreszenz anregbarem Zustand A (Abbildung [I.3)), der
Tripletzustand dem Dunkelzustand 5. Wegen der 1000fach hoheren Lebenszeit des Triplett-
Zustands (im Vergleich zu der Lebenszeit des S; Zustandes), kann das Fluoreszenzsignal
durch Intensititen unterdriickt werde, die im Vergleich zu STED um den gleichen Faktor
geringer sind. Die Realisierung dieses Konzepts wurde als GSD-Mikroskopie bezeichnet
(englisch: Ground State Depletion) und konnte mit einer erzielten Auflosung von 50 nm rea-
lisiert werden [44]. Der Nachteil der GSD-Mikroskopie liegt jedoch in der hohen Bleichrate
aus dem langlebigen, photoinstabilen Triplett-Zustand.

Im Gegensatz zu STED, dass auf der gesittigten Entleerung des S; beruht, wird bei
SPEM (englisch: Saturated Patterned Excitation Microscopy [45]), auch als SSIM (englisch:
Saturated Structured Illumination Microscopy) bekannt, der Sy Zustand in einer geséttig-
ten Weise entvolkert, wobei dies im Gegensatz zu GSD durch Sittigung des Ubergangs
Sop — 51 geschieht. Man erhilt somit schmale Regionen im nichtfluoreszierenden Zustand
So (RESOLFT-Konzept: Zustand B) umgeben von steil ansteigenden Regionen, in denen
der Fluoreszenzmarker im fluoreszierenden Zustand S; (RESOLFT-Konzept: Zustand A)
vorliegt. Da die gleichen Zustinde und somit die gleichen spontanen Ubergnagsraten wie
in STED beteiligt sind, liegen auch die Sattigungsintensititen im gleichen Groenbereich.
Wegen der ,,invertierten* Aufnahme von schmalen, dunklen Regionen neben hellen, breiten
Regionen bedarf es einer rechnergestiitzen Nachbearbeitung der Daten, und somit muss ein
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exzellentes Signal-zu-Rausch Verhiltnis vorliegen, um Artefakte durch die Nachbearbeitung
zu vermeiden. Die Datenaufnahme erfolgt durch Rotation und Translation linienformiger
Nullstellen mit einem Abstand von \/2n und einer Kamera. Hiermit konnte eine laterale
Auflosung von 50 nm an fluoreszierenden Kiigelchen (englisch: beads) gezeigt werden [46].
Dies demonstriert das Potential eines linienbasierten, parallelisierten Weitfeld-Ansatzes auch
fiir andere Zustands-Paare A — B des RESOLFT-Konzepts.

Der vielversprechendste Ansatz zur Realisierung des RESOLFT-Konzepts besteht in sei-
nem Grundprinzip, Fluorophore reversibel mit Licht zwischen einem fluoreszierendem Zu-
stand und einem Dunkelzustand hin- und herzuschalten. Solch ein Photoschalten kann durch
eine Konformationsinderung des Molekiils zu Stande kommen. In den letzten Jahren wurde
eine wachsende Zahl von reversibel photoschaltbaren organischen Molekiilen [47, 48 149,150]
und von photoschaltbaren fluoreszierenden Proteinen entdeckt, zum Beispiel asFP595 [51]],
E2GFP [52]] und Dronpa [53]. Da die Konformationszustinde dieser Photomarker iiblicher-
weise von Sekunden bis Stunden stabil sind, sind die zur Sittigung der Ubergiinge zu erwar-
tenden Intensitdten und somit der Photostress auf die Probe marginal verglichen zu STED
oder sogar GSD. Die Verwendung von fluoreszierenden Proteinen in der Bildgebung von
lebenden Zellen sowie die zu erwartende niedrige Sattigungsintensitit macht die RESOLFT-
Mikroskopie mit photoschaltbaren Proteinen auBerordentlich interessant.

Auf Grund all der in diesem Abschnitt genannten moglichen Vorteile einer RESOLFT-
Mikroskopie mit photoschaltbaren Proteine soll im weiteren Verlauf eine detaillierte Unter-
suchung der Realisierungsmoglichkeiten, der Limitierungen und der weiterfithrenden Mog-
lichkeiten eines solchen Ansatzes am Beispiel der photoschaltbaren fluoreszierenden Pro-
teine asFP595 (Kapitel [2)), Dronpa und einer fiir die RESOLFT-Mikroskopie verbesserten
Mutante von Dronpa (Kapitel [3) erfolgen. Es wird jeweils die Kinetik der beteiligten Zu-
stande und somit das Séttigungsverhalten in Experiment und Theorie dargelegt und im Hin-
blick auf die Anwendung in der RESOLFT-Mikroskopie optimiert. An Teststrukturen kann
jeweils die Uberwindung des Beugungslimits bei sehr niedrigen Sittigungsintensititen mit
der RESOLFT-Mikroskopie an photoschaltbaren Proteinen gezeigt werden. Eine molekulare
Auflosung bei sehr niedrigen Intensititen und mit Fluoreszenzmarkern, die zur Markierung
von Proteinen in lebenden Zellen benutzt werden konnen, ist somit prinzipiell realisierbar.
Die RESOLFT-Mikroskopie mit photoschaltbaren Proteinen bietet somit ein grof3es Potenti-
al zur Beantwortung zahlreicher, insbesondere biologischer, Fragestellungen.



2 Das photoschaltbare Protein
asFP595

Das Protein asFP595 [51]] kommt in der Seeanemone anemonia sulcata vor. Zur Erlduterung
der Nomenklatur: ,,as“ steht fiir anemonia sulcata, ,,FP* steht fiir Fluoreszierendes Protein
(oder Fluorescent Protein im Englischen), ,,595% bezieht sich auf das Maximum des Emissi-
onsspektrums in nm. Die Sekundérstruktur ist @hnlich zu der des GFP (englisch: Green Fluo-
rescent Protein), das Chromophor ist eingebettet in die so genannte ,,beta-can* (Abbildung
|2;1'[), d.h. das Chromphor wird durch eine Art ,,Tonne* aus beta-Faltblittern umschlossen.
Insgesamt sind 20% der DNA-Sequenz identisch mit der des GFP [51]]. Das Chromophor
wird durch Autokatalyse [54]] gebildet, dhnlich wie bei GFP.

Die Fluoreszenz von asFP595 ldsst sich durch Licht ein- und ausschalten. Licht im griin-
gelben Spektrum (ca. 530-580 nm) fiihrt zu einer Erhohung, blaues Licht (ca. 400-500 nm)
zu einer Erniedrigung der Fluoreszenz-Emission. Als zu Grunde liegende Zustandséinderung
konnte eine Konformationsidnderung, in diesem Fall eine cis-trans Isomerie nachgewiesen
werden [53]].

Abbildung 2.1: Struktur von asFP595. a: Die Gesamtstruktur in einer schematischen Band-Darstellung der
quaterndren Tetramerstruktur zeigt die vier Molekiile in unterschiedlichen Farben und die Chromphore in Rot.
b und c: Trans und cis Konformation des Chromophor im An- und Auszustand. Dargestellt ist die Mutante
asFP595-A143S, deren Struktur im Auszustand zum Wildtyp sehr dhnlich ist. Die Atome sind farbkodiert: C
lachsfarben, O rot, N blau. Die Gitterstruktur reprisentiert die Elektronendichte. Ubernommen von [55].
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Abbildung 2.2: Kontrollierte Unterdriickung der Fluoreszenz von asFP595. (a) Kontrolle der Fluoreszenz
von asFP595 durch eine periodische Abfolge von gelbem (568 nm, Intensitéit [, = 80 W /cm?) Aktivierungs-
und blauem (458 nm, Intensitéit I;, = 60 W /cm?) Deaktivierungslicht. (b) Absorptionsspektrum von deak-
tiviertem asFP595 (griin), Fluoreszenz-Emissionsspektrum von aktiviertem asFP595 (rot, Anregung bei 550
nm), Fluoreszenz- Anregungsspektrum von asFP595 (blau, Detektion bei 610 nm) und differentielles Absorpti-
onsspektrum des Aus- zum Anzustands. Die blau (aus) und gelb (an) schattierten Flichen zeigen den optima-
len Wellenldngenbereich zur Deaktivierung beziehungsweise Aktivierung. (c) Relative maximale Fluoreszenz-
Unterdriickung im ersten Ausschaltvorgang bei verschiedenen Wellenldngen des blauen Deaktivierungslichts
und mit zunehmender Leistung des blauen Deaktivierungslichts. Der Ubersprechen der Aktivierung (Akt-US)
und der Fluoreszenzanregung (Anr-US) resultieren in einer unvollstindigen Unterdriickung der Fluoreszenz
beziehungsweise in einem Ansteigen der Fluoreszenz bei hohen Leistungen des blauen Lichts.

2.1 Spektroskopie

2.1.1 Ausschalt-Effizienz und Wellenlange

Die durch gelbes Licht einschaltbare Fluoreszenz von asFP595 kann durch gleichzeitige Be-
strahlung mit blauem Licht unterdriickt werden (Abbildung [2.2] a). Das gelbe Licht dient
hier neben der Uberfiihrung von asFP595 in den zur Fluoreszenz anregbaren trans-Zustand
auch zum Anregen eben dieser Fluoreszenz. Das blaue Licht fiihrt den trans-Zustand in den
cis-Zustand iiber, dessen Fluoreszenz-Emission wesentlich geringer ist. Dieser Vorgang ist
nahezu reversibel und kann mehrmals bei einer geringen Abnahme der maximalen Fluo-
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reszenz wiederholt werden. Abbildung b zeigt das Aktivierungs- und Emissionsspek-
trum der Fluoreszenz von asFP595 mit einem Maximum bei 572 nm beziehungsweise 605
nm. Das Fluoreszenz-Aktivierungsspektrum ist fast identisch zum Absorptionsspektrum des
Aus-Zustands (Grundzustand). Es ist daher von Vorteil, Licht mit einer Wellenlidnge um 570
nm fiir die Fluoreszenzaktivierung und -anregung zu verwenden (orange gefidrbte Fliche,
»an‘). Andererseits zeigt das differentielle Absorptionsspektrum des An- und Auszustands
(Abbildung b unten), dass die Absorption beim Ubergang in den Anzustand zwischen
400 und 480 nm zunimmt und bei 570 nm abnimmt. Auf Grund dessen wurden verschiedene
Wellenldngen zwischen 400 und 480 nm auf ihre Deaktivierungs-Effizienz der Fluoreszenz
von asFP595 untersucht. Abbildung[2.2]c zeigt die Fluoreszenz von asFP595 bei gleichzeiti-
ger Bestrahlung mit gelbem (568 nm) Aktivierungs- und blauem Deaktivierungslicht bei ver-
schiedenen Leistungen und Wellenldngen (416 bis 514 nm), wodurch die erreichbare Fluo-
reszenzunterdriickung dargestellt werden kann. Die Fluoreszenzunterdriickung steigt mit der
Leistung des blauen Lichts, nimmt jedoch zu hoheren Leistungen wieder ab. Beides, die ma-
ximal erreichbare Unterdriickung und der Riickgang der Unterdriickung bei hohen Leistun-
gen unterscheiden sich bei den unterschiedlichen Wellenlidngen. Bei den verwendeten blauen
Wellenldngen zeigt das Aktivierungsspektrum der Fluoreszenz in Abbildung[2.2(b eine klei-
ne Aktivierungs- und Anregungswahrscheinlichkeit (<5%). Solch eine nicht zu vernachlissi-
gende Aktivierungswahrcheinlichkeit fiihrt zu einem Ubersprechen des blauen Lichts bei der
Fluoreszenzaktivierung (Akt-US) und -anregung (Anr-US), was jeweils zu der beobachteten
unvollstindigen Unterdriickung beziehungsweise dem Riickgang der Unterdriickung bei ho-
hen Leistungen fithrt. Wie vom Verlauf des Aktivierungsspektrum her erwartet werden kann,
werden diese Ubersprecheffekte dominanter fiir die groBeren Wellenliingen, was zeigt, dass
die blauen Wellenldngen kleiner 460 nm am besten fiir die RESOLFT-Mikroskopie geeignet
sind (blau gefirbte Fliche, ,,aus* in Abbildung[2.2]b). Da sich keine messbaren Unterschiede
bei Wellenldngen von 416 bis 458 nm zeigten, wurde blaues Licht bei 458 nm verwendet,
um die Deaktivierung von asFP595 zu kontrollieren. Diese Wellenldnge hat gegeniiber den
noch niedrigeren Wellenlidngen mehrere Vorteile. Erstens mussten fiir die Wellenldngen bei
440 nm und 416 nm Halbleiterlaser (DL100, Toptica Photonics AG, Graefelfing) verwendet
werden, dessen elliptisches Strahlprofil gegeniiber der nahezu perfektem TEM-00 Mode des
Argon-lonen-Lasers bei 458 nm zu hohen Leistungsverlsuten bei der Strahlreinigung (Tele-
skop mit Pinhole) fiihrten. Weiterhin werden die Abbildungseigenschaften von handelsiibli-
chen Mikroskop-Objektiven fiir Wellenldngen <450 nm tiiblicherweise erheblich schlechter,
d.h. Aberrationen nehmen zu, wodurch die Intensitidtsverteilung zum Ausschalten des fluo-
reszierenden Zustandes verzerrt wird, und insbesondere die fiir die RESOLFT-Mikroskopie
erforderliche Nullstelle (Kapitel [I.3.1)) aufgefiillt werden kann.

2.1.2 Sattigungsintensitaten und abgeschatze Auflésung

Abbildung[2.3]zeigt die Fluoreszenz in Abhingigkeit der Leistung des blauen Ausschaltlichts
von 458 nm bei zwei verschiedenen Leistungen des gelben Einschaltlichts. Die Sattigungs-
leistung Pk, ist definiert als die Leistung, bei der die Fluoreszenz auf 50% abgefallen ist,
wobei hier als Nulllinie die minimale Fluoreszenz definiert wird. Fiir 7, = 600 W /cm? ergibt
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Abbildung 2.3: Unterdriickung der Fluoreszenz als Funktion der blauen Intensitét I}, (A = 458 nm) fiir eine
gelbe Intensitit von I, = 600 W /cm? und I, = 80 W/cm? in linearer Darstellung (a) und in logarithmischer
Darstellung (b) zur Hervorhebung der Sittigungsintensitit. In (a) ist die minimale Fluoreszenz hervorgeho-
ben, die durch das Aktivierung-Ubersprechen (Akt-US) des blauen Lichts ungleich Null ist. Das Anregungs-
Ubersprechen (Anr-US) bedingt den Anstieg der Fluoreszenz bei hohen Leistungen Iy,. Die Daten konnen sehr
gut durch Gleichung [2.2] angepasst werden (graue und schwarze Linie, vergleiche Kapitel 2.1.4).

dies eine Sittigungsintensitit von Ig,; = 2 W /cm?, was durch eine Dauerstrichleistung von
nur P, = 1,2nW erreicht wird. Typische Sittigungintensititen in der STED-Mikrospie sind
demgegeniiber um mehrere Groenordnungen grofer und liegen im Bereich von einigen
10-100 MW/cm? [39]]. Da das blaue Ausschaltlicht gleichzeitig mit dem gelben Einschal-
ticht eingestrahlt wird, hingt die Fluoreszenzunterdriickung nicht nur von der Leistung des
blauen Lichts, sondern auch von der Leistung des gelben Lichts ab. Dadurch skaliert die Sit-
tigungsintensitit mit der gelben Leistung I, wie folgt: Is., = I,/300 (bei I, = 80 W /cm?
ist Is,; = 0,27 W/cm?). Die erreichbare Auflosungserhchung in der Bildgebung héngt nun
vom Sittigungsfaktor ¢ = I}, /[s,; ab, da die Auflosung Az durch die modifizierte Abbe-
Gleichung gegeben ist (Kapitel [I.3.1):

A
~ 2nsinay/1+e

Nun ist der erreichbare Séttigungsfaktor jedoch durch den Wiederanstieg der Fluores-
zenz, hervorgerufen durch das Anregungsiibersprechen des blauen Lichts, begrenzt, was ins-
besondere in Abbildung [2.3]b deutlich zu sehen ist. Da die blaue Intensitéit beim Minimum
der Sattigungskurve [,,;, auch wie die Sittigungsintensitit /g, mit der gelben Intensitét
I, skaliert, und zwar wie Iy, = 0,9« Iy (Iyin = 72W/cm? bei I, = 80 W/cm? und
540 W /cm? bei 600 W /cm?), liegt der erreichbare Sittigungsfaktor, bei dem noch kein Wie-
deranstieg der Fluoreszenz stattfindet, bei ca. ¢ = 270. Dies entspricht nach Gleichung [2.1]
einer 16-fachen Auflosungserhohung gegeniiber dem Abbe-Kriterium.

0

ox

2.1
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Abbildung 2.4: Geschwindigkeitskonstanten k,.s = 1/taus der Deaktivierung (a) und k., = 1/t., der
Aktivierung als Funktion der blauen Intensitéit I, beziehungsweise der gelben Intensitit I, (b) ermittelt aus
einem exponentiellen Fit des Aus- bzw Einschaltvorgangs. Zur Fluoreszenzanregung wihrend des Auschhalt-
vorgangs wurde gleichzeitig eine niedrige Intensitit I, des gelben Lichts verwendet. c) Minimale Fluoreszenz
im Vergleich zur Einschaltzeit ¢, liber der Intensitit I, vertikale Linie: In dieser Arbeit zur Bildaufnahme
verwendete Intensitit .

2.1.3 Abtastzeit und -leistung bei der Bildaufnahme

Bei der Abtastung des Bildes sollte die Zeit pro Abtastpunkt oder -linie auf die benétigte Zeit
zur Deaktivierung oder Aktivierung der Fluoreszenz angepasst werden. Die Zeit, die zur
Aktivierung (t,,) beziehungsweise zur Deaktivierung (?,,s) der Fluoreszenz von asFP595
benotigt wird nimmt mit der gelben (/) beziechungsweise blauen (I,,) Intensitit ab (ver-
gleiche Abbildung a und b), wobei die Geschwindigkeitskonstanten k,,s = 1/t,us und
kan = 1/tay, eine lineare Abhingigkeit von der Intensitit /;, des blauen beziehungsweise I,
des gelben Lichts zeigen. Sollte dies auch bei hoheren Intensitdten der Fall bleiben, konnte
man also die Schaltdauern fiir die Besetzung im Ensemble durch beliebig hohe Intensititen
immer weiter verkiirzen, bis hin zu der molekularen Dauer eines einzelnen Schaltvorgangs
von ca. 100 ps [55,56]. Wihrend bei den hier verwendeten Leistungen ¢,,s unter 1ms liegt,
dauert die Aktivierung der asFP595 Fluoreszenz 1-10 s, was die limitierende Zeit fiir das
Abtasten des Bildes darstellt. Die Reduzierung von t,, mit der Leistung I, legt nahe, I,
moglichst hoch zu wihlen. Jedoch unterliegen die angewandten Leistungen einer Einschrin-
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Abbildung 2.5: a) Einfaches Modell des Photoschaltens von asFP595 mit zwei Zustidnden, einem Dunkel-
zustand und einem fluoreszierenden Zustand, jeweils dargestellt mit Grundzustand und angeregtem Zustand
B und B* beziehungsweise D und D*. Der angeregte Zustand kann durch gelbes und blaues Licht mit der
Intensitit I, beziehungsweise I, aus dem Grundzustand angeregt werden. Im angeregten Zustand ist der Uber-
gang zwischen Dunkel- und fluoreszierendem Zustand mit den Wahrscheinlichkeiten ®,,, und ®,,s moglich,
sowie im Grundzustand durch spontane Relaxation von B nach D. Die Emission von Fluoreszenz wird nur
fiir den fluoreszierenden Zustand B angenommen, im Dunkelzustand soll keine Fluoreszenz emittiert werden,
der Ubergang von D* nach D soll strahlungslos erfolgen. Die Energiebarriere zwischen den beiden Zustinden
kann von der Richtung des Ubergangs abhingen. b) Vereinfachtes Modell durch Zusammenfassen der Grund-
und angeregten Zustidnde und der Einfithrung von effektiven Ratenkonstanten k,,, und k,,s. ka,, hdngt von der
Leistung des gelben und blauen Lichts ab, k,,s nur von der Leistung des blauen Lichts und von der spontanen
Relaxationsrate &

aus*

kung. In Abbildung [2.3] sind typische Fluoreszenzunterdriickungskurven bei verschiedenen
Leistungen /, zu sehen. Das Anregungsiibersprechen (Anr-US) des blauen Lichts fiihrt zu ei-
ner minimal erreichbaren Fluoreszenz, die mit zunehmender Leistung I, schnell grofer wird
(Abbildungen [2.3]a und [2.4]c). Diese Charakteristik zwingt zu einem Kompromiss zwischen
Unterdriickungseffizienz und Schaltzeit, was wiederum die Abtastrate bei der Bildaufnah-
me begrenzt. In dieser Arbeit wurde eine Intensitit I, von 600 W/cm? gewihlt, was einer
Abtastzeit von 100 ms pro Bildpunkt bei einer moderaten Unterdriickungseffizienz von 65%
entpricht (Abbildung[2.4]c, vertikale Linie).

2.1.4 Photophysikalisches Modell der Schaltkinetik

Die beobachtete Schaltkinetik von asFP595 kann sehr gut durch ein einfaches photophysi-
kalisches Modell beschrieben werden, dass den Dunkelzustand D und den fluoreszierenden
Zustand B sowie die zugehorigen angeregten Zustinde D* und B* beinhaltet (Abbildung
a). Da die Abregung von D* und B* um einige Groenordungen schneller ist als jeder
andere im Modell beriicksichtigte Prozess (ns gegeniiber ms bis s), kann die relevante Schalt-
kinetik im Millisekunden bis Sekunden Bereich mit Hilfe eines vereinfachten Zwei-Zustinde
Modells mit der Aktivierungsrate k., und Deaktivierungsrate k,,s beschrieben werden (Ab-
bildung [2.5] b). Nach der theoretischen Beschreibung im Anhang (Kapitel kann die
Intensititsabhingigkeit von k., = a8 V.ly + awly und kaws = al iy + kS, durch

aus
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s, b . (Einheit: cm?) beschrieben werden (g,b: gel-
bes bzw. blaues Licht; an,aus: Aktivierung bzw. Deaktivierung; s: spontan ohne Anregung
durch Licht). Sie sollen im weiteren als effektive Wirkungsquerschnitte bezeichnet werden,
um sie von den im Vier-Zustinde Modell vorkommenden Absorptionswirkungsquerschnit-
ten zu unterscheiden. Die inverse Photonenenergie ~y ist eine nur von der Wellenldnge A
abhingige Konstante (y = \/(hc), h: Planckkonstante, ¢: Lichtgeschwindigkeit im Vaku-
um). Diese wird verwendet da der Wirkungsquerschnitt hier die Proportionalitdtskonstante
zur Photonenzahl pro Sekunde und Flidche, und nicht zur Intensitit /, darstellt. Der spontane
nicht von Licht getriebene Ubergang B — D wird durch die Ratenkonstante kS . beriick-
sichtigt. Insofern alle asFP595 Molekiile sich urspriinglich im Dunkelzustand befinden, kann
der spontane Ubergang D — B vernachlissigt werden. Weiterhin wird angenommen, dass
das gelbe Licht den Deaktivierungsprozess nicht beeinflusst, da seine Wellenlinge gewihlt
wurde um die Fluoreszenzaktivierung moglichst effektiv zu halten, d.h. a5, > a8, ~ 0.

Die Effizienz der Fluoreszenzunterdriickung kann dann ausgedriickt werden durch das Ver-
hiltnis F, der Fluoreszenz bei blauem Licht (F'(1,)) zu der Fluoreszenz ohne blauem Licht

F(I, = 0) (Kapitel |A.1).

— F(1 & I, +ab I
Fn: _( b) — 1+R_b 5 aan g+aan b :
F<O) Ig Clan]g + (agn + agus)]b + k;us

Im Idealfall regt das gelbe Licht selektiv die Aktivierung D — B sowie die Fluoreszenz
B — B* an, wohingegen blaues Licht nur die Deaktivierung B — D anregt. Jedoch unter-
liegen die Ubergiinge einer spektralen Verbreiterung, so dass die Spektren der unterschied-
lichen Ubergiinge iiberlappen (vergleiche Abbildung c¢). Dadurch verlieren die verwen-
deten unterschiedlichen Wellenlingen ihre Selektivitit und kénnen jeweils beide Ubergiinge
induzieren, was als Ubersprechen bezeichnet wird. Wihrend das Ubersprechen durch gelbes
Licht vernachléssigt werden kann (a8, ~ 0), induziert blaues Licht ein nennenswertes Uber-
sprechen der Aktivierung und der Fluoreszenzanregung (vergleiche Akt-US und Anr-US in
Abbildung2.2]c und Abbildung[2.3]a). In Gleichung [2.2| quantifiziert R = oPy,/ (087, ), mit
den Absorptionswirkungsquerschnitten des An-Zustands (B) of und of fiir blaues bezie-
hungsweise gelbes Licht, die Wahrscheinlichkeit fiir unerwiinschte Fluoreszenz durch blau-
es Licht, d.h. das Fluoreszenzanregungs-Ubersprechen. Das Aktivierungs-Ubersprechen des
blauen Lichts, welches zu unerwiinschten aus-an (D — B) Ubergiingen fiihrt, wird durch
ab quantifiziert.

Diesen Ansatz bestitigend, zeigt die experimentell bestimmte Ratenkonstante der Akti-
vierung k,, = 1/t,, einen linearen Zusammenhang mit der gelben Intensitét I, was einem
effektiven Wirkungsquerschnitt von a8, = 0,12 - 107! cm? entspricht (Abbildung [2.4] b).
Die Ratenkonstante der spontanen Deaktivierung kann aus dem y-Achsenabschnitt (/, = 0)
zu kS, = 0,155~ ! bestimmt werden (Abbildung 2.6|a), da k., = a8, I, + kS gilt. Dement-

aus

sprechend wird die Fluoreszenz innerhalb von £ . ~ 7 s deaktiviert, was sehr gut mit den pu-

aus
blizierten Werten in [57]], sowie mit eigenen Anregungs-Abfrage Messungen iibereinstimmt

(Abbildung [2.6/b).
Weiterhin kann die Séttigungkurve bei I, = 600 W /cm? in Abbildung|2.3[sehr gut durch

die Proportionalititsfaktoren a8, a® und a”

2.2)
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Abbildung 2.6: a) Bestimmung von ¢}, der spontanen Relaxation aus

a) dem y-Achsen-Abschnitt von k,;,, (Ausschnitt von Abbildung b).

b) einer Anregung-Abfrage Messung der Relaxation aus dem An- in den Auszustand. Nach vollstindigem
Einschalten mit gelben Licht wurde dies fiir eine Zeit At ausgeschaltet, und danach wieder angeschaltet. Auf-
getragen ist die Fluoreszenz F' bei At, normiert auf die Fluoreszenz bei At = 0. Die durchgezogene Linie ist
eine Anpassung der Funktion A - exp(—At/t3 ) + Fo, mit A,Fy und ¢3¢ als freie Parameter, wodurch sich
3 s zu (7,8 £ 0,8) s bestimmen lésst.

die Gleichung [2.2] beschrieben werden, mit einem Anregungsiibersprechen von R = 0,03
und einem Aktivierungsiibersprechen von a2, = 5,1 - 107! cm?, sowie dem zuvor be-
stimmten effektiven Wirkungsquerschnitt fiir die Aktivierung durch gelbes Licht a§,. Wo-
hingegen die Analyse von weiteren Sittigungskurven bei anderen gelben Intensitéiten /,
zu den gleichen Werten fir R = (0,03 + 0,02), a2, = (5,1 +0,2) - 107* cm? und
as, = (0,12 4+ 0,01) - 107 cm? fiihrt, zeigt der effektive Wirkungsquerschnitt der De-
aktivierung a”  eine Abhingigkeit von I > Wie in Abbildung a, rote Punkte und Linien,
dargestellt. Aus dieser Abhingigkeit resultiert das beobachtete Anwachsen der minimalen
Fluoreszenz mit anwachsender Intensitit /, (Abbildung[2.7]a, griine Punkte, und 2.4¢). Wih-
rend die experimentellen Daten zeigen, dass die blaue Deaktivierungsintensitit bei maxima-
ler Unterdriickung der Fluoreszenz linear proportional zur gelben Aktivierungsintensitit [,
ist, was bedeutet, dass die blaue Intensitidt im Prinzip an jede verwendete gelbe Intensitét an-
gepasst werden kann, verhindert die Abhéingigkeit des effektiven Wirkungsquerschnitts a®_
den Gebrauch hoher gelber Intensitéiten /.

Dieses komplexere Verhalten der Photophysik von asFP595 kann beschrieben werden
durch zwei fluoreszierende Zustéinde B; und B,, wobei der Ubergang von B; nach B, durch
gelbes Licht getrieben wird mit der Ratenkonstante ki5(1;) = a$,7,]; und dem effektivem
Wirkungsquerschnitt af,, der Ubergang By — B jedoch nur spontan mit der Ratenkonstante
ko1 = k5, erfolgt und nicht durch blaues Licht getrieben wird (Abbildung b).Basierend
auf diesem Modell kann die Unterdriickung der Fluoreszenz F;, durch blaues Licht durch
Gleichung [2.2] beschrieben werden, jedoch muss der effektive Wirkungsquerschnitt der De-
aktivierung als intensitdtsabhéngig angenommen werden:
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Abbildung 2.7: a) Effektiver Wirkungsquerschnitt a? . der Fluoreszenz-Deaktivierung durch blaues Licht
in Abhingigkeit der gelben Leistung zur Aktivierung der Fluoreszenz I (rote Quadrate) bestimmt aus der
Anpassung von Gleichung an Fy,(Iy, I;) sowie Anpassung der Gleichung an aP .. Experimentelle
Daten der minimalen Fluoreszenz wie in Abbildung|2.4|c (griine Punkte) sowie Anpassung von Gleichung
(griine Linie). Anteil der Molekiile im Zustand B> nach dem Modell in b). Fiir alle Kurven gelten die gleichen
Parameter (siche Text). b) Erweiterung des Modells aus Abbildung [2.5]durch einen weiteren fluoreszierenden
Zustand B,, der direkt nur an B; gekoppelt ist. Der Ubergang B; — B, wird durch gelbes Licht getrieben,

der Ubergang B, — B erfolgt nur spontan.

b _ a’gusfmax
o> (1) = 2.3)

" ((atave/k31) g + 1)
Dieser Ausdruck kann sehr gut an die experimentellen Daten a® . (I,) (rote Linie in
Abbildung[2.7)a) sowie an den Anstieg der minimalen Fluoreszenz (griine Linie in Abbildung

a) angepasst werden mitab, . = (23 +2)-107' cm? und afyy,/ky; = (1,6 £0,1) -
1072 cm?.

Die minimale Fluoreszenz min(F;,) kann der Fluoreszenz F,, fiir I;, — oo bei Vernach-
liassigung des Anregungs-Ubersprechen gleichgesetzt werden. Dies ist moglich, da bei den
hier verwendeten Leistungen der Anstieg der Fluoreszenz durch Anregung mit blauem Licht
erst bei sehr viel hoheren blauen Intensitéiten als der Intensitit I, bei min(F,) messbar ist,
was durch das ausgeprigte Plateau um min(F},) bei I, = 600 W /cm? in Abbildung [2.3|er-
kennbar ist. Setzt man folglich in Gleichung [2.2|das Anregungs-Ubersprechen R = 0 so gilt
fiir die minimale Fluoreszenz:

b
N ~ 3 _ _ a’an
min(Fy,) = Iilinoo F.(R=0) = o ab (2.4)

Bei hohen Aktivierungsintensititen /, liegt die Bevolkerungsrate von B, weit iiber der
Rate fiir den spontanen Ubergang von B, nach B, was zu einer erheblich erhchten Bevol-
kerung von B fiihrt (blaue Linie in Abbildung a), die nicht durch blaues Licht in einen
Dunkelzustand iiberfiihrt werden kann. Dies vermindert a2, (1) und fiihrt somit zu einer
hoheren minimalen Fluoreszenz.
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Die effektiven Wirkungsquerschnitte der Aktivierung und Deaktivierung air/l l/)aus sind

willkiirliche Parameter und sollten nicht mit den Wirkungsquerschnitten der Absorption
ogn verwechselt werden. Wie im Anhang (Kapitel |A.1) und in Abbildung a darge-
stellt wird, sind die effektiven Wirkungsquerschnitte verkniipft mit den Absorptionswir-

kungsquerschnitten alg)//% fiir die lichtgetriebenen Uberginge D — Dx und B — DBx

tiber die Wahrscheinlichkeiten der @ir/l l/)aus Ubergiinge Dx — B beziehungsweise Bx —

. .8/b  _ Fe/b /b
D'/bain/aus - (I)in/ausolg)/B'
g

s 1071 —~1072! cm? sind eine bis drei GroBenordnungen kleiner als die Absorptions-
wirkungsquerschnitte des Aus-Zustands 0§ ~ 107'% cm? und o2 ~ 107'® cm?, die anhand
Abbildung [2.2]b und Literaturwerten [51]] abgeschitzt werden konnen. Diese Werte fiihren
zu Schaltwahrscheinlichkeiten von ®¢ ~ 0,0001 und ®? = 0,05 fiir die Aktivierung in
den An-Zustand durch gelbes beziehungsweise blaues Licht. Angesichts der Anderungen in
den Absorptionswirkungsquerschnitten vom An- zum Aus-Zustand (of < 0§ und o > op,
unteres Diagramm in Abbildung [2.2] b) sind die Wahrscheinlichkeiten fiir den Ausschalt-
vorgang ®& _ und ®° = vermutlich dhnlich groB, wobei der durch gelbes Licht induzierte
Ausschaltvorgang vernachléssigt werden kann und die Wahrscheinlichkeit des durch blauen
Lichts induzierten Ausschaltvorgangs aus oben genannten Griinden sehr stark von der Inten-
sitiit des gelben Lichts I, abhéingt, d.h. ®¢ &~ 0 und P (I,) ~ P> =~ 0,01 —0, 1. Obwohl
die Absorptionswirkungsquerschnitte sehr viel groBer sind, sind die Ubergangswahrschein-
lichkeiten fiir gelbes Licht sehr viel kleiner als fiir blaues Licht, da die Anregung durch
gelbes Licht zu einem niedrigeren Anregungsniveau, und somit zu einer niedrigeren Wahr-
scheinlichkeit fiir das Uberwinden der Energiebarriere zwischen den beiden Zustinden B
und D fiihrt (Abbildung a). Es soll hier angemerkt werden, dass das reversible Schalten
durch gelbes und blaues Licht somit nur durch die Verdnderung in den Absorptionsspektren
und den Wahrscheinlichkeiten fiir die Ubergiinge zwischen den Zustinden B und D moglich
1st.

Eine Eigenschaft, die bisher nicht in der Photophysik von asFP595 beriicksichtigt wur-
de, ist das Vorhandensein eines nicht reversiblen An-Zustands. Auf solch eine Charakteristik
kann durch den leichten Anstieg des unterdriickten Signals wéhrend der ersten zwei bis drei
Schaltzyklen geschlossen werden (vergleiche Abbildung[2.2]a) und wurde bereits ansatzwei-
se bei den Schaltvorgédngen in einer kristallisierten asFP595 Mutante beobachtet [S3]. Diese
Eigenschaft tritt eindeutiger zu Tage bei hohen Intensititen, wie bereits bei einer Mutante von
asFP595, dem fluoreszierenden Protein KFP1 [S8], gezeigt wurde. Die Schalteigenschaften
von asFP595 gehen komplett verloren in wasserfreien Proben, beispielsweise wenn als Me-
dium Polyvinylalkohol (PVA) verwendet wird. Jedoch ist das Ausmal des nicht-reversiblen
Schaltens sehr abhingig von der Probenpriparation und deshalb nur schwer zu reproduzie-
ren. AuBBerdem ist der Effekt bei den hier verwendetet Intensitdten zu schwach, um bei der
Verwendung von asFP595 als Fluoreszenzmarker in der RESOLFT-Mikroskopie eine Rolle
zu spielen.

Die experimentell bestimmten effektiven Wirkungsquerschnitte

a
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Abbildung 2.8: a) Abnahme der Fluoreszenz bei konstanter Bestrahlung mit gelbem Licht (Intensitit /)
oder gelben und blauem Licht (Intensitit I, = 0,9 - I), experimentelle Daten und Anpassung der Daten
durch Gleichung [2.3] b) Wahrscheinlichkeit des Photobleichens @y, (Punkte) und Anpassung der Daten durch
Py, = PP + Py, (1), wobei Py, (1) oc IH7

2.1.5 Photobleichen

Die maximal anwendbaren Intensititen sind neben dem Riickgang der Unterdriickungseffi-
zienz bei hohen gelben Intensititen durch auftretende Photozerstorung beschrinkt. Photozer-
storung fiihrt zu einem kompletten Verlust der molekularen Fluoreszenz. Solange die Photo-
zerstorungsreaktion linear von der Intensitét /, abhiingt, kann /, ohne Bedenken hinsichtlich
der Photozerstorung erhoht werden, da die Fluoreszenz ebenso linear zunimmt, und somit
bei gleichen Signal und Ausmalf} des Photobleichens die Abtastrate zur Bildautnahme erhoht
und die Beleuchtungsdauer verkiirzt werden kann. Dies ist nicht der Fall fiir nicht-lineare
Bleichprozesse, bei denen die Reaktionsfihigkeit auf Grund von Zwei-Photonen-Prozessen
bei zunehmender Intensitidt ansteigt [59]. Dieses intensitdtsabhingige Photobleichen wird
verursacht durch Absorption von Photonen im ersten elektronisch angeregten Zustand (D,
Bx), was zur Anregung in hohere elektronische Zustinde mit groBBerer Reaktivitit fiihrt. Im
Allgemeinen findet Photobleichen mit einer Ratenkonstante k;, aus dem ersten elektronisch
angeregten Zustand des Fluorophors von asFP595 statt. Eine effektive Konstante der Bleich-
rate k, kann definiert werden tiber die Wahrscheinlichkeit des Photobbleichens ®;, = k7,
wobei 7 die Lebensdauer des angeregten Zustandes darstellt. Die effektive Bleichrate ist
k, = ®rLo57.1:(1+ R) [59], wobei 0§ den Absorptionsquerschnitt im Zustand B fiir gelbes
Licht, v, die inverse Photonenenergie und R = o3y, /(0857,) darstellt. ki, und @1, kdnnen
wegen nicht-linearer Bleichprozesse von der Intensitét abhéingen: @, = @Y + ®,,(I), wobei
@) das Limit zu niedrigen Intensitéiten und ®,(7) die nicht-lineare Charakteristik des Pho-
tobleichens darstellt. Messungen bei hohen gelben Leistungen zeigten nach der Aktivierung
einen zeitlichen Riickgang der Fluoreszenz auf Grund von Photobleichen (Abbildung
a). Dieser Abfall der Fluoreszenz konnte bei verschiedenen Intensitéten /, sowohl ohne und
auch bei gleichzeitiger Bestrahlung durch blaues Licht sehr gut durch einen 3-exponentiellen
Abfall mit Amplituden A; (i=1-3), Ratenkonstanten %; und einem Untergrund ¢ angepasst
werden:
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F(t) = Ajexp (—kit) + Agexp (—kat) + Az exp (—kst) + c. (2.5)

Bei Zeiten unter einer Sekunde pro Bildpunkt kann der anfingliche Abfall der Fluo-
reszenz als der entscheidende Photobleichprozess angesehen werden. Nimmt man an, dass
der entsprechende Exponent £, die effektive Konstante der Bleichrate £, darstellt, kann man
daraus die Wahrscheinlichkeit fiir das Photobleichen bestimmen (typischer Absorptionswir-
kungsquerschnitt fiir fluoreszierende Proteine: o, = 107! cm?, vergleiche [60] und Tabelle
R =0, 03, vergleiche Kapitel 2.1.4). Die Intensitdtsabhingigkeit von @}, (Abbildung 2.§]
b) zeigt, dass der Photobleichprozess nichtlinear ist. Das Photobleichen bei der Bildaufnah-
me nimmt durch diese Nichtlinearitit bei Intensitiiten von I, > 1000 W /cm? erheblich zu,
was vermieden werden sollte. Die Werte von @}, ~ 10~7 — 1075, die fiir asFP595 bestimmt
wurden, sind vergleichbar mit Wahrscheinlichkeiten fiir Photobleichen bei anderen fluores-
zierenden Proteinen [61]. Jedoch weicht die beobachtete Intensitdtsabhéingigkeit mit einem
Exponenten von 1,7 von den in der Literatur genannten Werten von organischen Farbstoffen
ab, bei denen ein einfacher linearer Zusammenhang vorgeschlagen wurde [S9]. Diese Cha-
rakteristik und die Abweichung von einem einfachem mono-exponentiellem Abfall konnte
auf relativ komplexe Photobleich-Prozesse hindeuten, deren Ursache(n) in der komplexen
Photophysik [62]] und/oder der oligomeren Struktur [S3}163,164] von asFP595 zu finden sein
konnten.

2.1.6 Relevanz der spektroskopischen Ergebnisse fir die
Bildaufnahme

Fir die Anwendung von asFP595 in der Raster-RESOLFT-Mikroskopie kann man aus
obigen Ergebnissen fiir das Photobleichen, die Einschaltzeit und die Unterdriickungseffi-
zienz ablesen, dass eine Abtastzeit von 100 ms pro Bildpunkt mit einer Intensitidt von I, =
600 W /cm? einen geeigneten Kompromiss zwischen maximaler Einschaltgeschwindigkeit,
maximaler Unterdriickungseffizienz und minimalem Bleichen darstellt, und deshalb zur Auf-
nahme von Bildern nach dem RESOLFT-Prinzip in dieser Arbeit verwendet wurde.

2.2 RESOLFT-Mikroskopie mit asFP595

2.2.1 Fokale Fluoreszenzverteilung unterhalb des
Beugungslimits

Im Gegensatz zum gelben Licht, das normal auf die Probe fokussiert wurde, wurde das blaue
Licht so prépariert, das eine Null-Intensitétslinie in x-Richtung entstand , die von zwei In-
tensitdtsspitzen in der y-Richtung umgeben ist. Abbildung [2.9) a zeigt das berechnete und
gemessene y-Profil dieser Doppelspitze, die als Ausschalt-PSF (h.,s) bezeichnet wird. Die
Rechnungen wurden fiir die benutzten Wellenlingen von 568 nm und 458 nm mit Hilfe ei-
ner vektoriellen Beugungstheorie durchgefiihrt [65]. Die gemessene Ausschalt-PSF (gestri-
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Abbildung 2.9: Nicht beugungsbegrenzte Punktverteilungsfunktion (englisch: Point-Spread Function, PSF)
und Modulations -Transfer-Funktion (MTF) durch Photoschalten von asFP595. (a) Gemessene und berechnete
Ausschalt-PSF (blau) zusammen mit der Anschalt-PSF, die auch die Fluoreszenz anregt (orange). Durchgezo-
gene Linien wurden berechnet, gestrichelte Linien wurden gemessen. (b) Effektive PSF bei I, = 600 W /cm?
und verschiedenen Intensititen I, = 600 W /cm? (violett) und I, = 0 (orange). Im erstgenannten Fall be-
steht die effektive PSF aus einer beugungsbegrenzten P.SFi,e, (blaue Punkte) und der entsprechenden nicht
beugungbegrenzten PSFresorrr (rote Punkte) (¢ = 0.3, Gleichung[2.6). Die P.SFrrsorrr kann berechnet
werden, in dem man das Aktiverungsiibersprechen des blauen Lichts auf Null setzt. (c) Die entsprechenden
effektiven MT'F' (violett) und M T FresorrT (rot) geben den Zuwachs der Raumfrequenzbandweite iiber das
Beugungslimit (schraffiert) bzw. tiber der Referenz-MTF bei I}, = 0 (orange) an. (d) Effektive PSFs, die in der
selben Weise wie in (b) berechnet wurden, jedoch unter der Benutzung der experimentellen Ausschalt-PSF.

chelte Linie) ist dhnlich zu ihrem berechneten Gegenstiick. Ein entscheidender Unterschied
besteht jedoch in der Tatsache, dass das Minimum nicht Null ist, sondern 1.5% des Spit-
zenwertes betrigt. Die Funktion der Ausschalt-PSF besteht darin, die asFP-Molekiile in den
Aus-Zustand zu schalten, so dass der Bereich, in dem Fluoreszenz entstehen kann, unter
die Beugungsgrenze entlang der y-Achse verkleinert wird. Die so erhaltene Wahrscheinlich-
keit fiir Fluoreszenz in Abhéngigkeit der Raumkoordinaten wird als effektive PSF (h.q) des
Mikroskopes bezeichnet. Abbildung 2.9)b zeigt die effektive PSF, die aus der gemessenen
Ausschaltkurve (Abbildung [2.3) mit Hilfe der berechneten Ausschalt-PSF aus Abbildung
[2.9)a bestimmt wurde (hier ohne Beriicksichtigung der konfokalen Detektion, die in latera-
ler Richtung vernachlissigt werden kann). Ausschaltkurven wie in (Abbildung 2.3)) wurden
noch fiir weitere Anschaltintensititen /, gemessen, so dass die Fluoreszenz fiir jede Kombi-
nation der lokalen Intensitdten von gelben und blauem Licht in Abhingigkeit der Raumko-
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ordinate y bestimmt werden konnte. Abbildung b zeigt die simulierte Verkleinerung des
Fluoreszenflecks fiir I, = I, = 600 W /cm?. Die urspriinglich beugungsbegrenzte GroRe der
PSF von 195 nm FWHM (gelb) ist nun auf 40 nm (violett) verkleinert. Die unvollstindige
Unterdriickung der Fluoreszenz durch das Ubersprechen der Aktivierung in den beiden ver-
wendeten Wellenldngen macht sich am Rand der PSF bemerkbar (Abbildung [2.9/b). Wire
dieses ﬁbersprechen nicht vorhanden, wiirde die effektive PSF aus einer einzelnen schmalen
Spitze ohne beugungsbegrenzten Untergrund bestehen, deren FWHM 20 nm betrdgt (Ab-
bildung 2.9 b, gestrichelte rote Linie). Die Auflésung, die durch das Photoschalten erreicht
wird, ist immer besser als die beugungsbegrenzte Auflosung, da die effektive PSF diesen
Anteil, der unterhalb der Beugungsgrenze liegt, enthilt. In einer guten Ndherung kann die
effektive PSF in einen beugungsbegrenzten Anteil (/1,4¢) und in einen Anteil, der unterhalb
der Beugungsgrenz liegt (hrgsorrr), unterteilt werden:

hest = €hpeug + (1 — €)ARESOLFT (2.6)

mit 0 < ¢ < 1, und mit allen Funktionen 5 auf 1 normiert. Diese Zerlegung ist bei-
spielhaft in Abbildung [2.9)b fiir ¢ = 0, 3 gezeigt; die blau gestrichelte Linie markiert die
beugungsbegrenzte PSF Ay, und die rote Linie die unterhalb der Beugungegrenze liegende
RESOLFT-PSF hrrsorrt. Man beachte die 10-fach kleinere FWHM der RESOLFT-PSF in
dieser Simulation. Die Auflosung unterhalb der Beugungsgrenze kann auch mit Hilfe der
effektiven Modulationstransferfunktion (MTF) des Mikroskops verdeutlicht werden. Die ef-
fektive MTF |Hg(y~1)| ist der Betrag der Fouriertransformierten H.g(y ') der effektiven
PSF, und beschreibt somit die relative Giite der Ubertragung der Raumfrequenzen. Auch hier
wird deutlich, dass die Beugunsbegrenzung durch Anwendung der Ausschalt-PSF iiberwun-
den wird. Im Gegensatz zu einem konventionellen oder konfokalen Mikroskop ist die Band-
breite eines RESOLFT-Mikroskops an sich unlimitiert, da die relative Amplitude der hohen
Frequenzen mit der Steigerung der Intensitét /;, und damit der Sittigung der Fluoreszenzun-
terdriickung ansteigt. Nehmen wir als Kriterium die Frequenz, die mit einer relativen Ampli-
tude von 1% iibertragen wird (Abbildung[2.9|c), so ist die Bandbreite der effektiven MTF bei
einer Ausschaltintensitidt von [, = 600 W /cm? um ungefihr den Faktor 7,8 erhoht. Wie die
effektive PSF kann auch die effektive MTF in einen beugungsbegrenzten Anteil und in einen
Anteil unterhalb der Beugungsgrenze zerlegt werden: | He| = €| Hyeng| + (1 —€)| HrusoLFT|-
Nimmt man das 1%-Kriterium, so zeigt |H |rgsoLrr eine BandweitenvergroBerung um den
Faktor 13 gegeniiber | H |, Falls die Frequenzanteile unterhalb der Beugungsgrenze nicht
durch Rauschen iiberlagert werden, dass durch die beugungsbegrenzte PSF |hpey,| hervor-
gerufen wird, kann die Amplitude von | Hrgsorrr| im Bild durch Multiplikation im Fourier-
raum gesteigert werden. Eine direkte Losung beruht auf der Tatsache, dass das Bild B durch
die Faltung der Objektfunktion O mit der effekticen PSF h.gz gegeben ist:

B = [ehpeug + (1 — €)hrrsorrt] ® O = €Bpeng + (1 — €) BrrsoLrr 2.7

wobei Byeye und Brisorrr das beugungsbegrenzte beziehungsweise das Bild unterhalb
der Beugungsgrenze darstellen. Folglich kann Brgsoprr aus dem ebenfalls aufgenommenen
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beugunungsbegrenzten Bild By, und anschlieBender Subtraktion berechnet werden, ein
geniigendes Signal-zu-Rausch Verhiltnis vorausgesetzt.

Schwieriger ist es hingegen, die 1,5%ige, nicht erwiinschte Intensitdt im zentralen Mi-
nimum der experimentellen Ausschalt-PSF zu beriicksichtigen (Abbildung [2.9)a). Um dies
zu zeigen, ist in Abbildung [2.9]d die berechnete effektive PSF dargestellt, die aus der ge-
messenen Ausschalt-PSF in Abbildung a resultiert. Verwendet man I, = 30 W/ cm?,
so kann man erwarten, dass sich die effektive PSF in y-Richtung von 210 nm auf 120 nm
FWHM einschniiren lisst. Verwendet man jedoch I, = 600 W /cm?, so zeigt diese Simulati-
on, daf} die verbleibende 1,5%ige blaue Intensitit auch im zentralen Minimum Fluoreszenz
16scht und den Anteil der RESOLFT-PSF an der effektiven PSF erheblich verringert. Der
Auflosungsgewinn bei hohen Intensititen ist folglich eingeschrinkt, wodurch wiederum die
Anwendung von sehr hohen Sittigungsfaktoren mit asFP595 nicht sinnvoll ist und somit
keine hohen Auflosungen erreicht werden. Nichtsdestotrotz kann man bei der Anwendung
von [, = 30 W/ cm? erwarten, dass sich die effektive PSF um den Faktor 1,7 auf ungefihr
120 nm einschniiren ldsst. Nach Gleichung 2.6 bedeutet dies fir die RESOLFT-PSF eine
Einschniirung um den Faktor 2,3, also auf ca. 90 nm FWHM.

2.2.2 Fluoreszenz-Mikroskopie unterhalb der Beugungsgrenze

Das Protein asFP595 existierte zur Zeit der hier entstandenen Aufnahmen nur als Tetramer,
was seinen Einsatz als Fluoreszenzmarker in der Biologie einschriankt. Nichtsdestotrotz kann
die Funktionsfihigkeit dieses RESOLFT-Mikroskops durch den Einsatz von Teststrukturen
gezeigt werden. Zu diesem Zweck wurden speziell modifizierte Mikroskopiedeckgliser ver-
wendet, in die durch ein lonenstrahlbearbeitungsverfahren parallele Vertiefungen eingearbei-
tet wurden (Fraunhofer Institut IISB, Erlangen), die 10 ym lang, 0,5-1pm tief und 100-200
nm breit waren. Die Abstidnde zwischen den Vertiefungen variierten von 100 nm bis 300 nm.
Um die Struktur zu markieren, wurde das Deckglas in eine gepufferte asFP-Losung einge-
taucht, wodurch sich das asFP durch Adsorption an das Glas und somit auch in den Struk-
turen anlagerte. Der Proteiniiberstand, der nicht adsorbiert wurde, konnte abgespiilt werden.
Nachdem die Ausschalt-PSF mit ihrem zentralen Minimum mit der Anschalt-PSF iiberla-
gert wurde und die Vertiefungen in der y-Richtung ausgerichtet wurden, konnte die Probe
mit einer Bildpunktgrée von 20 nm in y-Richtung, der Richtung der zu erwartenden Auflo-
sungserhohung, abgerastert werden. Die Bilder wurden mit einer Verweilzeit von 50ms pro
Bildpunkt aufgenommen, die Intensititen betrugen I, = 600 W/cm? und I, = 30 W/cm?.
In Abbildung [2.10] sind Bilder eines gleichen Bereichs der Probe dargestellt, die nach-
einander ohne (a) und mit (b) Anwendung der blauen Ausschalt-PSF aufgenommen wurden.
Durch die Markierung mit asFP595 werden die Vertiefungen als helle Linien sichtbar. Ver-
gleicht man die beiden Bilder, so kann man eine moderat hohere y-Auflosung in (b) feststel-
len. Der Grund fiir die nur méige Verbesserung liegt in der Tatsache, dass der unbearbeitete
Bilddatensatz aus (b) Anteile der beugungbegrenzten PSFj,,, enthilt, welche die im Bild
enthaltenen feineren Elemente verschleiern. Aus diesem Grund wurde Gleichung ange-
wandt, mit € = 0.3, entnommen aus Abbildung @ c. Das so erhaltene Bild (c) legt nun
Strukturen offen, die in (b) nur schwer erkennbar sind und in (a) vollkommen fehlen. Die
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Abbildung 2.10: Nicht beugungsbegrenzte Fluoreszenzmikroskopie mit asFP595. Mit asFP595 markierte
nanofabrizierte Rillen in SiOs, aufgenommen ohne (a) und mit (b) der blauen Ausschalt-PSE. In ¢ wurde b
mit entsprechender Wichtung von a abgezogen. d stellt den durch einen Richardson-Lucy (RL) Algorithmus
bearbeiteten Datensatz aus a dar, e ist das entsprechende Gegenstiick basierend auf b. f zeigt das Bild aus b
nach der Bearbeitung mit einem Wiener-Filter (lineare Entfaltung). g vergleicht Linienprofile an den gestrichelt
markierten Stellen in den Bildern a und c, in grau beziehungsweise blau. h zeigt den analogen Vergleich fiir
a und f; i vergleicht die Profile aus d und e. Die 35%ige Modulationstiefe der Fluoreszenzmaxima des linear
entfalteten Datensatzes (h) im 100nm Abstand zeigen, dass die Auflosung auf Distanzen <100nm extrapoliert
werden kann. Der scharfe Abfall des Signals neben den Maxima sind das Kennzeichen eines Sittigungsprozess
und von RESOLFT-Mikroskopie im Allgemeinen.
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Verbesserung wird auch im Profil (g) sichtbar. Hier wird deutlich, dass durch die Anwen-
dung der Ausschalt-PSF klar voneinander getrennte lokale Maxima des Fluoreszenzsignals
in 100 nm Abstand sichtbar werden. Beleuchtet man die Probe nur mit gelbem Licht, so
ist diese Information im Fluoreszenzsignal nicht enthalten. Die lokalen Maxima des Fluo-
reszenzsignals befinden sich an den Réndern der Vertiefungen, dazwischen ist jeweils ein
lokales Mimimum sichtbar. Daraus lédsst sich schlie3en, dass in den Vertiefungen selber das
Protein nicht homogen verteilt ist. Die Proteinkonzentration an den Réndern der einzelnen
Vertiefungen ist durch Adsorption am Glas grofler als in der Mitte der jeweiligen Vertiefung.

Deutlicher als durch die Subtraktion wird diese Bildinformation noch durch die An-
wendung einer linearen Entfaltung (Wiener-Filter) hervorgehoben (Abbildung [2.10|f,h), und
nochmals effizienter durch die Anwendung eines nichtlinearen iterativen Richardson-Lucy
Algorithmus (Abbildung 2.10]e) [66]. Um einen angemessenen Vergleich zu gewihrleisten,
wurden beide unbearbeiteten Datensdtze aus (a) und (b) diesem Algorithmus unterzogen.
Das Ergebnis in (d) bzw. (e) bestitigt noch einmal die erreichte Auflosungserhhung. Ab-
bildung [2.10] i zeigt typische Linienprofile an den gestrichelten Linien in (d) und (e). Ein
wichtiges Ergebnis dieser Bearbeitung ist, dass der Richardson-Lucy Algorithmus alleine
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nicht in der Lage ist, die Strukturen in einem 100 nm Abstand aufzuzeigen, wohingegen
der RESOLFT-Datensatz diese Strukturen mit einer Modulationstiefe von bis zu 30% klar
voneinander trennt.

Um diese Ergebnisse weiter zu bestidtigen wurden zwei Negativ-Kontrollexperimente
durchgefiihrt. Zum einen wurde das asFP595 aus den Vertiefungen entfernt, und diese da-
nach mit einer Losung eines organischen Fluorophors gefirbt, welches ein dhnliches Emis-
sionsspektrum wie das Protein aufweist (Atto 532, Atto-Tec GmbH, Siegen). Die Bilder, die
durch Anregung bei 568 nm erhalten wurden, waren praktisch mit den beugungsbegrenzten
Bildern in Abbildung [2.10|a identisch. Im zweiten Kontrollexperiment wurde die Form der
Ausschalt-PSF in eine normale PSF iibergefiihrt. Es wurde kein Auflosungsgewinn beob-
achtet. Alle gewonnenen Daten deuten somit darauf hin, dass die Steigerung der Auflosung
zuriickgefiihrt werden kann auf das gesittigte Schalten des asFP595 vom An- in den Auszu-
stand.

2.2.3 Ergebnisse der RESOLFT-Mikroskopie mit asFP595

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Anwendung des Fluoreszenzproteins asFP in der
RESOLFT-Mikroskopie eine Auflésung von 50-100 nm erreicht werden kann, und somit
die Beugungsgrenze durchbrochen wurde. Trotz der experimentellen Probleme wie einer
1,5%igen Intensitdt im idealerweise 0%igen Minimum der Ausschalt-PSF und der unvoll-
standigen Fluoreszenzunterdriickung mit einer Effektivitit von nur 70% konnte gezeigt wer-
den, dass neben der Ausnutzung der stimulierten Emission bei der STED-Mikroskopie, die
sehr hohe Intensititen erfordert (=*GW/cm?, Kapitel, auch die RESOLFT-Mikroskopie
mit reversibel schaltbaren Fluoreszenzzustinden bei sehr niedrigen Intensititen (=W/cm?)
realisierbar ist. Zu dem wurde die RESOLFT-Mikroskopie zum ersten Mal durch den Einsatz
eines fluoreszenten Proteins als Marker realisiert, wodurch im Prinzip auch die Markierung
lebender Zellen zu Untersuchungszwecken in der Biologie moglich ist.



3 Die photoschaltbaren Proteine
Dronpa und rsFastLime

Das Ziel ist es, schaltbare Proteine zur Markierung biologischer Zellen zu verwenden. Dies
ist mit asFP595 nur eingeschriankt moglich, da es sich um ein Tetramer handelt. Durch die
GroBe und die vernetzenden Eigenschaften des Proteins kann die Struktur und die Funk-
tion der Zelle stark beeinflusst werden, was natiirlich im allgemeinen unerwiinscht ist. Im
Hinblick auf biologische Anwendungen wurde deshalb als weiteres photoschaltbares Pro-
tein Dronpa untersucht. Dronpa ist ein Monomer und wurde 2004 zum ersten Mal in einer
Publikation veroffentlicht [S3]. Das Chromophor sitzt wie bei asFP595 in dem so genann-
ten ,,beta-barrel [[67]] und besitzt zwei Zustinde, einen fluoreszierenden (B) und einen nicht
fluoreszierenden (A), zwischen denen durch Licht unterschiedlicher Wellenlédnge reversibel
geschaltet werden kann. A und B unterscheiden sich im Gegensatz zu asFP595 stark in ihren
Absorptionseigenschaften. Das Absorptionsmaximum befindet sich bei 390 nm fiir A und
503 nm fiir B mit einem isosbetischen Punkt bei 428 nm [53]]. Das Maximum des Emissi-
onsspektrums von B befindet sich bei 522 nm. Der fluoreszierende Zustand 5B kann mit Licht
der Wellenldnge 488 nm in den Dunkelzustand A iiberfiihrt werden. Der umgekehrte Prozess
von A nach B findet spontan auf einer Zeitskala von Stunden statt [68]], kann jedoch ange-
regt durch Licht der Wellenldnge 405 nm auf sehr viel kiirzeren Zeitskalen stattfinden. Dieser
Prozess ist reversibel und wurde bei Messungen an einzelnen Molekiilen bis zu 100mal nach-
einander beobachtet [69]. Eine fiir die Aufnahme von Bildern wichtige Eigenschaft ist die
Geschwindigkeit dieses Schaltvorgangs im Ensemble, da ein schnelles Schalten die Aufnah-
mezeit pro Bild verkiirzt sowie das irreversible Photobleichen, d.h. die Fluoreszenzabnahme
im Ensemble iiber mehrere Schaltvorgiinge, verringern konnte. Es wurde deshalb in unserer
Arbeitsgruppe gezielt nach Mutanten von Dronpa gesucht, die eine schnellere Schaltzeit be-
sitzen, d.h. dessen Ubergangswahrscheinlichkeiten von Zustand A nach B und/oder B nach
A bei gleicher Intensitit des treibenden Lichts hoher liegen als die von Dronpa. Durch Aus-
tausch der Aminosdure Valin, codiert an der Stelle 157 der Gensequenz von Dronpa, gegen
Glycin konnte eine solche Mutante gefunden werden [70]. Auf den Austausch der Aminoséu-
re bezieht sich die Bezeichnung der Mutante als Dronpa-V157G. In der Literatur [[7/0] wurde
dieser Mutante die Bezeichnung ,,rsFastLime* verliehen (rs: reversible photoswitching, Fast:
schnelleres Schalten, Lime: sichtbare Farbe des Proteins in einer hochkonzentrierten Wasser-
16sung im Tageslicht). Dieser Name wird auch in dieser Arbeit verwendet. Die Halbwertszeit
des Ausschaltvorgangs bei gleicher Intensitidt von Licht der Wellenldnge 488 nm ist bei rs-
FastLime um den Faktor 50 kleiner als bei Dronpa, das Photobleichen ist um einen Faktor 4
reduziert [70].
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Abbildung 3.1: Experimenteller Aufbau zu Realisierung des RESOLFT Konzepts mit den photoschaltbaren
Proteinen Dronpa und rsFastLime. Fiir Details siehe Text.

3.1 Experimenteller Aufbau

Fiir die spektroskopischen Untersuchungen und die Aufnahme von Bildern mit Auflésungs-
erhohung nach dem RESOLFT Prinzip mit Dronpa und rsFastLime wurde ein experimentel-
ler Aufbau entworfen und realisiert (Abbildung [3.1)).

3.1.1 Optik

Fiir die Fluoreszenzanregung und das Ausschalten von Dronpa und rsFastLime wurde die
488 nm Linie eines luftgekiihlten Argon-Lasers verwendet, fiir das reversible Einschalten ein
Diodenlaser mit einer Wellenldnge von 405 nm (DL100, Toptica Photonics AG, Miinchen).
Ein schmalbandiger Bandpass-Filter (,,Laser Clean Up*, LCU) trennte die 488 nm Linie des
Argon-Laser von den restlichen emittierten Laserlinien. Schwankungen in der Ausgangs-
leistung des Argon-Lasers wurden mit einem ,,Laser Power Controller* (LPC, Brockton
Electro-Optics Corp., Brockton, MA, USA) ausgeglichen. Ein Strahlteilerwiirfel ST spaltete
den 488 nm Strahl im Verhéltnis 50 zu 50. In allen 3 Strahlarmen befand sich ein akustoop-
tischer Modulator (AOM; fiir 488 nm: AOTE.nC und AA.MOD.nC, fiir 405 nm: AA.MTS.
130AA, beide: AA Optoelectronic, St Remy les Chevreuse, France) zur Leistungsregulie-
rung sowie zum schnellen An- und Ausschalten des Strahls im ps -Bereich. Zur manuellen,
groben Regulierung der Leistung diente eine drehbare \/2-Platte mit einem nachgeschalteten
Polarisator (Pol). Das Teleskop, bestehend aus 2 Linsen und einem Pinhole (PH), diente zur
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Aufreinigung und Aufweitung des Strahls. Vor der Uberlagerung der beiden 488 nm Strahlen
durch einen weiteren 50:50 Strahlteiler wurde die Phasenplatte (PP) in einen Strahlengang
zur Modulation der PSF fiir das Ausschalten gesetzt. Im 405 nm Strahlarm wurde eine regu-
lierbare Blende eingesetzt, wodurch die Pupille des Objektives unterleuchtet werden konn-
te, und somit die GroBe der Anschalt-PSF reguliert wurde. Dadurch konnte eine moglichst
homogene Leistungsverteilung fiir den Anschalt-Vorgang im Bereich der Abfrage-PSF er-
reicht werden. Die Uberlagerung der beiden Farben geschah durch einen Dichroiten (DC1;
440dcxr, AHF Analysentechnik AG, Tiibingen). Das Objektiv fokussierte alle 3 Wellenfron-
ten auf die Probe, die iiber einen piezogetriebenen Tisch (scanning table 17ANCO001/MD,
Melles Griot, Cambridge, England; Genauigkeit nach Herstellerangabe: 5 nm, aktive Riick-
kopplung) in allen drei Raumrichtungen bewegt werden konnte. Das von der Probe kommen-
de Fluoreszenzlicht wurde durch einen weiteren Dichroiten (DC2; 495dcxr, AHF Analysen-
technik AG, Tiibingen ) und einen Bandpass (BP; HQ523/70, AHF Analysentechnik AG,
Tiibingen) vom Laserlicht getrennt. Die Tubuslinse L1 fokussierte das Fluoreszenzlicht auf
die Offnung des Detektors (APD, avalanche photodiode; SPCM-AQR-13 FC, PerkinElmer
Optoelectronics, Fremont, CA, USA), die gleichzeitig als konfokales Pinhole diente.

3.1.2 Elektronik

Das Signal der APD wurde iiber einen Multikanal-Analysator (MCD-2, FAST ComTec Com-
munication Technology GmbH, Oberhaching; minimale Zeitauflosung: 125ns) in den Com-
puter eingelesen. Der Start-Trigger dieses Analysators diente als globaler Trigger fiir das
Experiment. Hierauf wurde die Steuerung des piezogetriebenen Probehalters und die Abfol-
ge der Lichtpulse synchronisiert. Der Piezotisch wurde durch eine Digital/Analog Wandler-
karte (PCI-6733, National Instruments Corporation, Austin, TX, USA) angesteuert. Diese
lieferte auch die Analogspannungen, mit deren Hilfe die Leistungen, die durch die AOM
transmitiert wurden, geregelt werden konnten. Die Pulsabfolge wurde durch einen Pulsgene-
rator (Model 9514 Pulse Generator, Quantum Composers, Bozeman, MT, USA) gesteuert,
der zeitlich variable TTL-Pulse erzeugte. Hierdurch wurde eine in Eigenbau hergestellte
Schaltung angesteuert, die bei TTL-high die Spannung der Digital/Analog Wandlerkarte zur
Leistungsregulierung an den AOM durchschaltete, ansonsten diese aber blockierte, d.h. den
AOM blockte.

3.2 Dronpa

Ein grundsitzlicher Unterschied von Dronpa gegeniiber asFP595 ist das unterschiedliche
Ubersprechverhalten der zum Ein- und Ausschalten sowie zur Anregung der Fluoreszenz
verwendeten Wellenlidngen. Bei asFP595 wird durch die Einschaltwellenldnge von 568 nm
auch gleichzeitig die Fluoreszenzemission effizient angeregt. Bei der Ausschaltwellenlinge
von 458 nm findet hingegen kaum Fluoreszenzanregung statt. Die Abfrage-PSF mit ihrem
lateralem Maximum bei y=0 (Abbildung|2.9|a) kann somit auch zur Fluoreszenzanregung ge-
nutzt werden. Die Ausschalt-PSF mit ihrer Nullstelle bei y=0 schaltet bei gleichzeitiger An-
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wendung die Fluoreszenz wie gewiinscht nur in den Randbereichen der Einschalt-PSF aus.
Anders verhilt sich dies bei Dronpa. Hier regt die Ausschaltwellenlidnge von 488 nm auch
gleichzeitig effektiv die Fluoreszenz an, wo hingegen die Einschaltwellenlidnge im Vergleich
dazu nur sehr ineffektiv die Fluoreszenz anregt. Dadurch kann die Fluoreszenz nicht mit der
Einschalt-PSF bei 405 nm abgefragt werden. Die Ausschalt-PSF mit ihren zwei Maxima
neben x=0 regt wiederum die Fluoreszenz effektiv in den Randbereichen der Einschalt-PSF
an, wodurch die effektive Unterdriickung der Fluoreszenz in den Randbereichen gegeniiber
der Mitte der Einschalt-PSF bei gleichzeitiger Anwendung beider PSFs nicht moglich ist.
Dieses Problem kann umgangen werden, in dem man das Einschalten, das Ausschalten und
die Fluoreszenzanregung zeitlich entkoppelt. Zudem wurden zur Abfrage und zur Anregung
der Fluoreszenz unterschiedliche PSFs benutzt. Die zeitliche Abfolge der PSFs ist in Ab-
bildung dargestellt. Im weiteren soll dieses Verfahren als Anregungs-Abfrage Methode
bezeichnet werden. Zunédchst wurde Dronpa in einem moglichst homogenen, breiten Bereich
eingeschaltet (405 nm). Danach erfolgte das Ausschalten (488 nm). Bei spektroskopischen
Messungen wurde bei diesem Ausschalten eine ,,normale‘ PSF angewandt, wie sie durch ei-
ne moglichst homogene, phasengleiche Ausleuchtung der Objektivpupille entsteht. Bei der
Bildaufnahme im RESOLFT Modus wurde diese PSF durch eine geeignete Phasenverteilung
in der Objektivpupille so geformt, dass durch destruktive Interferenz eine Nullstelle der In-
tensitit in der Mitte der PSF des 488 nm Ausschalt-Lichts entsteht, so dass dort nichts ausge-
schaltet wird. Nach diesem Ausschalten folgte eine Abfrage mit Fluoreszenzanregungslicht
(488 nm) mit einer normalen PSF. Die zeitliche Lange der Abfrage durch 488 nm ist durch
das gleichzeitige Ausschalten begrenzt, im Fall der RESOLFT-Bildaufnahme wird durch das
Ausschalten der Fluoreszenz in der Mitte der Abfrage-PSF der durch die Ausschalt-PSF be-
dingte Unterschied zur Stirke des Fluoreszenzsignals am Rand der Abfrage -PSF mit der
Abfragezeit kleiner, was wiederum die Auflosung verkleinert. Es muss deshalb ein Kom-
promiss zwischen Signalhohe (bedingt durch Ausschaltzeit und -intensitéit) und Abfall des
Fluoreszenzsignals wihrend der Abfragezeit gefunden werden. Nach der 1. Abfrage wurde
Dronpa wieder durch eine breite Einschalt-PSF (405 nm) moglichst homogen aktiviert. Zum
Schluss erfolgte zum Vergleich noch eine Abfrage (488 nm) zur Erfassung des konfokalen
Referenzbildes.

Zunichst wurde die Effizienz des Pumpen von Dronpa in den Dunkelzustand bei ver-
schiedenen 488 nm-Intensitdten untersucht. Dronpa wurde dazu in einer PVA-Schicht auf ei-
nem Mikroskopiedeckglas immobilisiert (Kapitel[A.3.2)). Ein exemplarisches zeitaufgelostes
Fluoreszenzsignal ist in Abbildung[3.3|a und b zu sehen. Zuniéchst wurde durch blaues Licht
(405 nm, 400 W/cm?, 20 ms) Dronpa eingeschaltet. Die durch blaues Licht angeregte Fluo-
reszenz ist auf der Skala von [3.3p nicht zu erkennen. Danach erfolgt das Ausschalten durch
griines Licht (488 nm, 2,7 kW/cm?, 100 ms). Durch die gleichzeitige effektive Anregung der
Fluoreszenz ist der Ausschaltvorgang sehr gut zu beobachten. Die durch die weiteren Pul-
se angeregte Fluoreszenz ist nur sehr schwach, weshalb dieser Abschnitt in [3.3b vergroBert
dargestellt ist. Der erste Puls (Abfrage, 488 nm, 80 W/cm?, 5 ms) dient der Abfrage der ver-
bleibenden Fluoreszenz am Ende des Ausschaltpulses. Die Abfragezeit und -leistung wurden
so klein gewihlt, dass innerhalb der Messgenauigkeit kein Ausschalten wihrend der Abfra-
ge erkennbar ist. Es folgten nun nacheinander ein weiterer Einschalt- (405 nm, 400 W/cm?)
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SPEKTROSKOPIE

Einschalten Ausschalten Abfrage 1 Einschalten Abfrage 2

AlA

BILDAUENAHME

. Abfrage inschal Abfrage
Einschalten Ausschalten RESOLET-Bild Einschalten KONEOKAL-Bild

Abbildung 3.2: Typische zeitliche Folge der PSFs bei Spektroskopie-Messungen und zum direkten Vergleich
der RESOLFT-Bildaufnahme mit der konfokalen Bildaufnahme.

und Abfragepuls (488 nm, 80 W/cm?), um das Referenzsignal des eingeschalteten Zustan-
des zu erhalten. Die Aufnahme des Referenzsignals erfolgt erst nach dem Ausschalten, da
wihrend dieser hohen Intensitéit auch der Hauptteil des irreversiblen Photobleichens iiber
einen gesamten Anregungs-Abfrage Zyklus stattfindet. Zur Bestimmung der Effizienz des
Ausschaltens (mit Korrektur des irreversiblen Photobleichens) wurde das relative Verhiltnis
des Signals durch Abfrage 1 im Vergleich zum Signal durch Abfrage 2 herangezogen. Da
das Fluoreszenzsignal durch die begrenzte Intensitidt und Dauer der Abfragepulse sehr nied-
rig ist, wurden in Abbildung [3.3a und b 30 Anregungs-Abfrage Zyklen aufaddiert, um ein
befriedigendes Signal-zu-Rausch Verhiltnis zu erreichen. Durch das anfidngliche Einschalten
bei jedem Zyklus wurde sichergestellt, dass das reversible Ausschalten durch die Abfrage 2
wieder invertiert wurde.

Fiir die Darstellung der Effizienz des Ausschaltens bei verschiedenen Leistungen wurde
das Signal iiber die einzelnen Abfragepulse zeitlich summiert und der Quotient aus Ab-
fragepuls 1 zu Abfragepuls 2 gebildet. Die erhaltene Kurve des Quotienten iiber der Aus-
schaltleistung (Abbildung [3.3] ¢) wird als Sittigungskurve bezeichnet, da die Fluoreszenz
zur Ausschaltintensitit stark nichtlinear ist und das Ausschalten bei hohen Leistungen ge-
sattigt wird, d.h. im Idealfall auf Null absinkt und auch fiir ein weiteres Ansteigen der
Ausschaltintenitit diesen Wert beibehilt (Kapitel [[.3.1). Zur Charakterisierung der Sitti-
gungkurve definiert man die Séttigungsintensitit I, bei der fiir die Fluoreszenz F'(Is) gilt:
F(Is) = [F(0) + Finin)/2, wobei das Minimum der Sattigungkurve F},,;,, nicht notwendiger-
weise Null sein muss, wie im Fall von asFP595 dargestellt (Kapitel 2.1.2)). Da die erreichte
Unterdriickung der Fluoreszenz am Ende des Ausschaltpulses nicht nur von dessen Inten-
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sitdt /,,s sondern auch von der Ausschaltdauer ¢,,s abhingt, ergibt sich fiir eine ldngere
Ausschaltdauer von t,,s = 10s eine Verschiebung der Sattigungkurve zu niedrigeren Leis-
tungen (Abbildung [3.3)) c. Die erreichbare Auflosung mit einem RESOLFT-Mikroskop ist
abhingig von der jeweiligen Séttigungsintensitiit des verwendeten schaltbaren Farbstoffes,
da fiir die Auflésung Az in Fall von Dronpa niherungsweise gilt (Gleichung [T.8)):

A
N 2nsin a1 + €

mit € = I,,s/Is, A = 488 nm, dem Brechungsindex n des Immersionsmediums, dem
Aperturwinkel o und der Intensitit /,,s des Ausschaltpulses. Die Auflésung kann bei Dron-
pa nicht nur durch Erhohen der Intensitit /,,s gesteigert werden, die technisch durch die
maximale Laserleistung begrenzt ist, sondern auch durch Verkleinern der Sittigungsinten-
sitit Ig bei verlidngerter Ausschaltzeit ¢,,s. Zum Beispiel musste die Aufnahme der Sitti-
gungskurve fiir ¢,,, = 100 ms bei einer maximalen Leistung von ™2 = 10000 W /cm? ab-
gebrochen werden (3.3k), da die maximal verfiigbare Leistung der Aperatur in diesem Fall
erreicht war. Der maximale Sittigungsfaktor €, liegt bei €., = I22%/Ig = 83, wohinge-

aus

gen bei t,,s = 10s und 7% = 10000 W /cm? ein Sittigungsfaktor von € = 47600 erreicht
werden kann (3.3c). Dies entspricht nach Gleichung [3.1] einer theoretischen Auflésung von
Az ~ 10nm bei t,,s = 100ms und einer Auflésung von Az ~ 1nm bei t,,s = 10s (Ol-
Objektiv wie in dieser Arbeit verwendet, n = 1,51, a = 68°, A = 488 nm). Ein weiterer Vor-
teil einer niedrigeren Ausschaltintensitét liegt vor, falls das irreversible Photobleichen nicht-
linear von der Ausschaltintensitit abhiangt (Kapitel [2.1.5), da die hohe Intensitdt beim Aus-
schaltvorgang den Hauptteil zum irreversiblen Bleichen wihrend eines Anregungs-Abfrage
Zyklus beitrigt. Falls man die Photonenzahl pro Ausschaltpuls wie bei den Sittigungskur-
ven in Abbildung [3.3]c beibehilt (1, - tays = const), dafiir aber eine lingere Ausschaltzeit
wihlt, erhdlt man im Falle von nichtlinearem Photobleichen bei kleineren Leistungen nach
GI3.1] die gleiche Auflésung, da die Sattigungsintenitit /g kleiner wird. Als Nachteil muss
man dabei jedoch eine lingere Aufnahmezeit pro Bild in Kauf nehmen, da die Zeit pro Pixel,
die direkt mit der Zeit pro Anregungs-Abfrage Zyklus korreliert ist, groBer wird.

Es soll nun auf das irreversible Photobleichen von Dronpa niher eingegangen wer-
den. Tragt man das Signal des zweiten Abfragepuls iiber aufeinander folgende Anregungs-
Abfrage Zyklen auf, erhilt man die in Abbildung d zu sehenden Kurven bei den zwei
verschiedenen Ausschaltzeiten, die auch zur Ermittlung der Sittigungskurven in Abbildung
3.3] ¢ verwendet wurden. Bei einer Ausschaltintensitiit von I,,, = Ig ist das irreversible
Photobleichen noch moderat, nach ca. 15 Schaltzyklen ist die Fluoreszenz auf die Hilfte
abgesunken. Geht man jedoch zu hoheren Intensitidten, in diesem Fall zu 7., = 100 - Ig,
nimmt das irreversible Bleichen erheblich zu. Eine Intensitit I, = 100 - Ig wiirde nach
Gleichung 3.1|bei der RESOLFT-Mikroskopie einer Auflosungserhohung um den Faktor 10
entsprechen. Jedoch nimmt auch das Photobleichen pro Zyklus bei dieser Intensitét erheblich
zu, bereits nach einem Zyklus ist bei ,,s = 0, 1 s die Fluoreszenz bereits auf die Hilfte ab-
gefallen. Dies ldsst den Einsatz von Dronpa in der RESOLFT-Mikroskopie bei Schaltzeiten
taus = 100 ms als unmoglich erscheinen. Fiir groBere ¢, wird das irreversible Photoblei-
chen geringer, bei t,,s = 10 ist die Fluoreszenz erst nach 7 Zyklen bei /,,s = 100 - Ig auf

0

Az

(3.1
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Abbildung 3.3: a) Zeitaufgelostes Fluoreszenzsignal, gemittelt iiber 30 Anregungs-Abfrage Zyklen, normiert
auf das Maximum zu Beginn des Ausschaltpulses. b) VergroB3erte Darstellung von a) ab erstem Abfragepuls. c)
Sattigungskurven fiir eine Ausschaltzeit ¢,,s = 100 ms wie in a) sowie einer um 100fach lingeren Ausschalt-
zeit von t,,s = 10s. Neben der Ausschaltdauer wurde auch die Lange der restlichen Anregungs-Abfrage Pulse
(Einschalten und Abfrage) mit dem gleichen Faktor 100 gegeniiber ¢,,s = 100 ms skaliert. Die Intensitéiten
wurden dabei so skaliert, dass die Photonenzahl pro Puls konstant blieb (/,s - taus = const). Die Striche geben
die jeweilige Sittigungsintensitit /g an. d) Abnahme der Fluoreszenz wihrend des 2. Abfragepulses (Abfrage
2) uber aufeinander folgende Anregungs-Abfrage Zyklen zur Charakterisierung des irreversiblen Photoblei-
chens bei 2 verschiedenen Abfragedauern und jeweils zwei verschiedenen Sittigungsfaktoren € = I,/ Is.

die Hilfte abgesunken, d.h. die Wahrscheinlichkeit fiir irreversibles Photobleichen nimmt
mit abnehmender Intensitit ab. Jedoch miisste man hierdurch wiederum eine sehr lange Auf-
nahmezeit pro Bildpunkt in Kauf nehmen. Die Anzahl der Zyklen, die man pro Bildpunkt
durchlaufen kann, um somit ein akzeptierbares Signal-zu-Rausch Verhiltnis zu erreichen,
ist also durch das irreversible Photobleichen begrenzt. Ein weitere Optimierung des Signal-
zu-Rausch Verhiltnis kann durch die Verldngerung der Abfragezeit und/oder Erhohung der
Abfrageintensitit erreicht werden, so dass man ein moglichst gro3es Signal bei noch akzep-
tierbarem Ausschalten der Fluoreszenz erhilt. Diese Optimierung wurde jedoch fiir Dronpa
nicht mehr durchgefiihrt, da wihrend dieser experimentellen Phase bereits bei einer gezielten
Suche nach optimierten Mutanten von Dronpa die Mutante rsFastLime gefunden wurde, die
bessere Schalt- und Bleicheigenschaften als Dronpa besitzt [/0]]. Diese Mutante rsFastLime
wird in den weiteren Kapiteln niher beschrieben werden, wobei zunidchst auf die fiir die
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Abbildung 3.4: Absorptions- (a) und Emissionspektren (b) von Dronpa, rsFastLime und GFP im neutralen
pH-Bereich, normiert auf das jeweilige Maximum. Anregungswellenlidnge fiir Emissionsspektrum: 488 nm.

RESOLFT-Mikroskopie verbesserten Eigenschaften gegeniiber Dronpa eingegangen wird.

3.3 rsFastLime

Da die RESOLFT-Mikroskopie grundsitzlich eine Weiterentwicklung bereits bekannter
Fluoreszenzmikroskope ist, bei der die Verbesserung der Auflosung auf photophysikalischen
Effekten beruht, die durch die Photophysik des Farbstoffes vorgegeben sind, kann eine Opti-
mierung hauptséichlich nur durch eine optimale Ausnutzung dieser Effekte und eine gezielte
Auswahl des eingesetzten Farbstoffes stattfinden. Bei der Verwendung von fluoreszierenden
Proteinen ist man in der Lage, durch Mutationen eine gezielte Optimierung des Proteins
im Hinblick auf die Verwendung als Farbstoff in der RESOLFT-Mikroskopie durchzufiih-
ren. Dies wurde in unserer Arbeitsgruppe erfolgreich durch Mutagenese an Dronpa und der
daraus resultierenden Mutante rsFastLime durchgefiihrt (Stiel et.al. [/0]). Stiel et.al. haben
bereits gezeigt, dass rsFastLime unter Bestrahlung mit Licht niedriger Intensitit (<1 W/cm?),
Quecksilberdampflampe) um ca. den Faktor 50 schneller ausschaltet als Dronpa (bezogen auf
die Halbwertszeit des Ausschaltvorgangs), wohingegen die Geschwindigkeit des Einschal-
tens nahezu unverdndert ist. Diese Messungen wurden an Kolonien von Escherichia coli
vorgenommen, die das jeweilige Protein exprimierten. Die Schaltgeschwindigkeit fiir einen
Ausschaltvorgang reduzierte sich dabei von 30 min bei Dronpa auf 30 s bei rsFastLime.
Durch die schnellere Ausschaltgeschwindigkeit ist eine schnellere Bildaufnahme als bei der
Verwendung des Wildtyps von Dronpa als Fluoreszenzmarker in der RESOLFT-Mikroskopie
moglich. Zudem haben Stiel et.al. eine Reduzierung des irreversiblen Photobleichens beob-
achtet. Bei Dronpa nimmt die Fluoreszenz nach ca. 20 Schaltzyklen auf die Hélfte ab, bei
rsFastLime dauert dies ca. 75 Schaltzyklen. Bei Anwendung dieses Kriteriums ist das irre-
versible Photobleichen also um den Faktor 4 bei niedrigen Intensititen (<1 W/cm?) reduziert.
Das reduzierte irreversible Photobleichen und die schnellere Ausschaltgeschwindigkeit ma-
chen rsFastLime als Fluoreszenzmarker in der RESOLFT-Mikroskopie gegeniiber Dronpa
wesentlich interessanter.



3.3 rsFastLime

37

e[Lmol tem ™ [ o 107 cm?] | & | M35 [nm] | AEm [nm)]
Dronpa 58000 2,23 0,85 503 522
rsFastLime 36000 1,40 0,78 496 518
GFP 71000 2,74 0,79 490 512

Tabelle 3.1: Extinktionskoeffizient ¢, Photonenwirkungsquerschnitt o (jeweils bei 488 nm), Fluoreszenzquan-
tenausbeute ¢ sowie die Wellenldnge beim Maximum der Absorption und Emission von Dronpa, rsFastLime
und GFP im Vergleich.

Zunidchst sollen nun einige allgemeine spektrale Eigenschaften von rsFastLime mit
Dronpa und GFP verglichen werden. GFP wurde als Vergleichsprotein herangezogen, da
die Struktur und der Chromophor von GFP Ahnlichkeiten zu Dronpa und rsFastLime zeigen
und GFP als Fluoreszenzmarker in der Biologie eine herausgehobene Rolle spielt [17]. In
Abbildung sind zum Vergleich die Absorptions- sowie Emissionspektren von Dronpa,
rsFastLime und GFP im neutralen pH-Bereich zu sehen. Die aus den Spektren berechne-
ten Extinktionskoeffizienten e, Absorptionswirkungsquerschnitte o bei 488 nm und Fluores-
zenzquantenausbeuten ¢ sowie das Maximum der Absorption und Emission sind in Tabelle
3.1]zusammengefasst. Um Konzentrationsunterschiede in den eingesetzten Losungen bei der
Auswertung zu beriicksichtigen wurden die Absorptions- und Emissionsspektren auf ein Ma-
ximum des Absorptionsspektrums bei 280 nm, also auf gleiche Konzentration, normiert. Bei
280 nm liegt ein typisches Absorptionsmaximum von Doppelbindungen im so genannten
,backbone* von Proteinen und von aromatischen Gruppen in manchen Aminoséduren. Die
Emissionsspektren wurden zusitzlich auf den Extinktionskoeffizienten normiert. Als Refe-
renzwert fiir e und ® wurden die Werte fiir Dronpa aus [S3]] verwendet.

Der Extinktionskoeffizient e von Dronpa und rsFastLime ist gegeniiber dem Extinktions-
koeffizienten von GFP zwar kleiner, die Quantenausbeute @ ist jedoch dhnlich hoch. Auch
das Maximum der Absorption und Emission liegt bei allen drei Proteinen im selben Wel-
lenldngenbereich. Dronpa und rsFastLime zeigen somit den Charakter eines GFP-dhnlichen
Fluoreszenzmarkers fiir die RESOLFT-Mikroskopie.

Im weiteren sollen die Vorteile von rsFastLime gegeniiber Dronpa bei der Verwendung
als Fluoreszenzmarker in der RESOLFT Mikroskopie an Hand von Messungen belegt wer-
den. Zunichst sollen die Ausschaltgeschwindigkeiten verglichen werden. In Abbildung [3.5|
ist der zeitliche Abfall der Fluoreszenz F' auf Grund des Ausschaltens bei Bestrahlung mit
Licht der Wellenlidnge 488 nm und einer Leistung von 10 W zu sehen. An die Daten
(Punkte) wurde die folgende biexponentielle Funktion angepasst: F' = A exp (taus/t1) +
As exp (taus/t2) + ¢ mit den freien Fitparametern A;, As, t1,t5 und c. Zum groben Vergleich
der Ausschaltgeschwindigkeit dienen die beiden Parameter ¢; und ¢,. Bei rsFastLime ergibt
der Fit ¢t; = 1,9ms und ¢, = 17 ms, bei Dronpa ¢; = 2,6 ms und ¢, = 29 ms. Nach die-
sem Vergleich schaltet rsFastLime um einen Faktor von ca. 1,5 schneller aus als Dronpa.
Dieses Ergebnis weicht sehr stark von den zuvor beschrieben Ergebnis von Stiel et.al ab, die
ein 50fach schnelleres Ausschalten von rsFastLime gegeniiber Dronpa beobachteten. Grund
hierfiir konnten die unterschiedlichen experimentellen Bedingungen sein, wie beispielsweise
die unterschiedliche Art der Proben. Bei Stiel et.al. wurde das Protein in Escherichia coli un-
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Abbildung 3.5: a) Vergleich der Ausschaltgeschwindigkeit von rsFastLime und Dronpa in PVA bei einer
Leistung von P,,s = 10 uW (zur Umrechnung der Leistung in Intensitit: siehe Kapitel und einer Wellen-
lange des Ausschaltichts von A = 488 nm. Die Linien stellen einen biexponentiellen Fit an die Daten dar. b-d)
Vergleich des irreversiblen Photobleichens von rsFastLime und Dronpa. b) Fluoreszenz summiert iiber die Dau-
er des 2. Abfragepuls aufgetragen iiber aufeinander folgender Anregungs-Abfrage Zyklen. Die Ausschaltdauer
betrug 130 ms bei Dronpa und 195 ms bei rsFastLime. Der Sittigungsfaktor € = I,/ Is betrug e = 100. c-d)
Anzahl der Zyklen bis zur Abnahme der Fluoreszenz auf 50% des Anfangswerts. Die Ausschaltzeit gibt die
Linge des Auschaltpules wihrend eines Zyklus an. Die Ausschaltintensitéit war gleich der Sattigungsintensitiit
bei der jeweiligen Ausschaltdauer (c) bzw. betrug das 100fache der Sittigungsintensitit (d).

tersucht, bei den Messungen zu dieser Arbeit wurde das aufgereinigte Protein in PVA auf ein
Mikroskopiedeckglas mit Hilfe der Rotationsbeschichtung aufgebracht (Kapitel [A.3.2)). Des
weiteren sind die Intensititen, die bei den Messungen zu dieser Arbeit verwendet wurden,
um zwei bis drei Groenordnungen hoher als bei den Messungen von Stiel et.al. Dies konnte
bedeuten, das je nach Einbettmedium oder angewandter Intensitit der Vorteil des schnel-
leren Ausschaltens von rsFastLime unterschiedlich ausgeprigt ist. Auch eine komplexere
Photophysik mit weiteren Dunkelzustinden konnte fiir die Diskrepanz dieser Messergebnis-
se verantwortlich sein [[71]. Dennoch bleibt der Vorteil bestehen, dass rsFastLime bei den
hier gezeigten Messungen um einen Faktor von ca. 1,5 schneller ausschaltet als Dronpa.
Ein weiterer Vorteil von rsFastLime, den Stiel et.al. angeben, ist das gegeniiber Dronpa
reduzierte irreversible Photobleichen iiber mehrere Schaltzyklen. Bei ihren Messungen er-
gab sich ein um den Faktor 4 reduziertes irreversible Photobleichen, allerdings wurden die
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Messungen bei sehr geringen Intensititen (<1 W/cm?) durchgefiihrt. Hier soll nun das ir-
reversible Photobleichen unter experimentellen Bedingungen untersucht werden, die néher
an den Bedingungen liegen, wie sie auch bei der RESOLFT-Bildaufnahme in dieser Ar-
beit vorlagen, d.h. insbesondere bei sehr viel hoheren Intensititen (>100 W/cm?). Jedoch
ist es hier sinnvoller, nicht absolute Intensitdten anzugeben, sondern die Intensitit /s auf
die so genannte Sittigungsintensitit /g zu beziehen. Die Sittigungsintensitit ist die Inten-
sitdt /,,s bei der die Fluoreszenzunterdriickung 50% der maximalen Unterdriickung betrigt
und geht in die theoretische Auflosung der RESOLFT-Mikroskopie ein (Gleichung [3.1)). Da
die Sattigungsintensititen von Dronpa (Abbildung [3.3) und rsFastLime (Kapitel [3.4.1)) bei
gleicher Ausschaltzeit unterschiedlich sind, muss man das irreversible Photobleichen unter
RESOLFT-Bedingungen bei dem gleichem Sittigungsfaktor e = 1,5/ s bei beiden Prote-
inen angeben. Da zudem die Séttigungsintensitit noch von der Ausschaltdauer abhingt, wur-
de das irreversible Photobleichen zudem bei unterschiedlichen Ausschaltdauern untersucht.
In Abbildung [3.5]b ist das Fluoreszenzsignal des 2. Abfragepuls iiber der Zahl aufeinander
folgender Anregungs-Abfrage Zyklen dargestellt. Der Sittigungsfaktor e betrug 100, was
nach Gleichung [3.1] einer theoretischen Auflésungserhohung in der RESOLFT-Mikroskopie
um den Faktor 10 entspricht. Um das irreversible Photobleichen quantitativ zu vergleichen
kann man die Anzahl der Zyklen betrachten, nach denen das Fluoreszenzsignal auf 50% des
anfinglichen Fluoreszenzsignals abgesunken ist (Abbildung[3.5)). Bei Dronpa ist dies bereits
beim 2. Zyklus der Fall (vergleiche auch Abbildung [3.3] d), bei rsFastLime erst beim 15.
Zyklus. Dieser quantitative Vergleich wurde nun bei Ausschaltdauern von 1,3 ms bis 195
s durchgefiihrt, jeweils fiir /,,s = Is und /,,s = 100/s. Bei [,,s = Ig ist die theoretische
Auflosungserhohung nach Gleichung [3.1] mit einem Faktor von ca. 1,5 noch sehr moderat,
bei [,,s = 10015 ist die theoretische Auflosung eines RESOLFT-Mikroskops bereits um den
Faktor 10 besser als die Auflosung eines vergleichbaren beugungsbegrenzten Mikroskops.
In Abbildung [3.5]c und d wurde nun das irreversible Photobleichen fiir diese beiden Sitti-
gungsfaktoren charakterisiert. Nach diesem Kriterium ist das irreversible Photobleichen bei
rsFastLime gegeniiber Dronpa bei einem Sittigungsfaktor ¢ = 1 beziehungsweise 100 um
einen Faktor von ca. 3 beziehungsweise ca. 10 reduziert.

Zusammen fassend lédsst sich sagen, dass der entscheidende Vorteil von rsFastLime ge-
geniiber Dronpa beim Einsatz als Fluoreszenzmarker in der RESOLFT-Mikroskopie also das
bis zu einem Faktor von 10 reduzierte irreversible Photobleichen ist. Da durch das gleich-
zeitige Ausschalten wihrend der Abfrage die Dauer und die Intensitit des Abfragpulses
begrenzt ist, bietet das reduzierte irreversible Photobleichen einen entscheidenden Vorteil.
Hierdurch kann die Anzahl der Zyklen, die pro Rasterpunkt in der Bildaufnahme durch-
laufen werden konnen, um einen Faktor 10 gegeniiber Dronpa bei gleichem irreversiblen
Photobleichen erhoht werden. Dies fiihrt zu einem wesentlich besserem Signal-zu-Rausch
Verhiltnis, da die Quanteneffizienz und der Extinktionskoeffizent (Tabelle bei rsFast-
Lime im Vergleich dazu nur unwesentlich schlechter sind als bei Dronpa.
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3.4 Spektroskopie rsFastLime

In diesem Abschnitt soll zunéchst die Unterdriickung der Fluoreszenz von rsFastLime niher
charakterisiert und im Hinblick auf die Anwendung in der RESOLFT-Mikroskopie opti-
miert werden. Dies geschieht durch Optimierung der Unterdriickung und Minimierung des
auftretenden irreversiblen Photobleichens. Es wird dabei ein Anregungs- Abfrage Schema
verwendet, wie es bereits in Kapitel fiir Dronpa dargestellt wurde. Im weiteren Verlauf
soll die Photophysik von rsFastLime untersucht werden. Zur theoretischen Beschreibung der
am Schaltprozess beteiligten Zustinde und Ubergangsraten wird ein zu [69, [72] #hnliches
Modell verwendet und durch Experimente und Simulationen belegt. Insbesondere soll dabei
das Auftreten von zwei Dunkelzustinden untersucht werden, besonders im Hinblick darauf,
inwieweit das Auftreten von mehreren Dunkelzustinden die Anwendung dieses Farbstoffes
in der RESOLFT-Mikroskopie beeinflusst im Vergleich zu der einfachen Annahme, dass nur
ein Dunkelzustand beteiligt ist, wie es in der Darstellung des Grundprinzip der RESOLFT-
Mikroskopie dargestellt wurde (Kapitel [T.3.1].

3.4.1 Fluoreszenzunterdriickung: Charakterisierung und
Optimierung

Die Charakterisierung und Optimierung der reversiblen Fluoreszenzunterdriickung eines
Farbstoffes ist die Grundlage einer optimalen Bildautnahme mit der RESOLFT-Mikroskopie.
Mit rsFastLime wird der zu dem Zeitpunkt des Anfertigen dieser Arbeit beste Farbstoff
aus der Familie der Dronpa-Varianten verwendet, wie in Kapitel [3.3] bereits dargestellt. rs-
FastLime wurde mit Glutaraldehyd auf einem silanisierten Deckglas immobilisiert (Kapitel
[A.3.3). Zur Charakterisierung der Fluoreszenzunterdriickung wurde eine Abfolge der Licht-
pulse wie bereits fiir Dronpa verwendet (Anregungs-Abfrage Zyklus, Kapitel [3.2] Abbildung
a). Zunichst wird rsFastLime mit einem blauem Lichtpuls (A = 405 nm) eingeschaltet,
danach mit einem griinem Lichtpuls ausgeschaltet (A = 488 nm), dessen Intensitit variiert
werden kann, um die Effizienz des Ausschaltens fiir verschiedene Intensititen zu bestim-
men. Es folgt die erste Abfrage der Fluoreszenz durch einen Lichtpuls (488 nm) niedriger
Intensitdt, um den gleichzeitigen Effekt des Ausschaltens moglichst gering zu halten. Nun
wird rsFastLime wieder durch blaues Licht (405 nm) eingeschaltet, um danach das Refe-
renzniveau der Fluoreszenz im eingeschalteten Zustand zu bestimmen, was durch einen 2.
Abfragepuls, identisch zum 1. Abfragepuls, erfolgt. Ein weiterer Zyklus kann nun erfolgen,
in dem zunéchst wieder blaues Licht (405 nm) eingestrahlt wird, um rsFastLime wieder auf
ein als ,,Eingeschalten* definiertes Referenzniveau der Fluoreszenz zu bringen, da wihrend
der 2.Abfrage auch ein moglicherweise nicht zu vernachlédssigendes Ausschalten stattfinden
kann.

Zunichst soll nun auf die Charakterisierung und die Optimierung des irreversiblen Pho-
tobleichens eingegangen werden. Jeder Puls kann dabei zum irreversiblen Photobleichen
wihrend eines Anregungs-Abfrage Zyklus beitragen. Die Veridnderung des irreversiblen
Bleichens bei unterschiedlichen Intensitéiten des Ausschaltpulses, d.h. unterschiedlichen Sét-
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Abbildung 3.6: Messungen zur Optimierung von rsFastLime fiir RESOLFT. a) Detektierte Fluoreszenz wih-
rend der Dauer eines Anregungs-Abfrage Zyklus (summiert iiber 50 Anregungs-Abfrage Zyklen). Leistungen
der einzelnen Pulse: P.;,=100nW, Paps=10000W, P,,s=2000 nW. b) Bleichverhalten bei unterschiedlichen
Einschaltleistungen. Dauer des Einschaltpulses: ¢q;,=10 ms. Weitere Parameter: t,,s=100ms, tapr=12 ms,
P,us=930 W, Paps=200nW. ¢) Sittigungskurven bei unterschiedlichen Einschaltleistungen. Dauer des Ein-
schaltpulses: t.;,=10 ms. Fiir andere Parameter siehe c. d) Séttigungskurven bei verschiedenen Abfragedauern.
Leistung des Abfragepulses: Paps=100nW. Weitere Parameter: ,,s=130 ms, t¢in=20 ms, Pe;,=10nW. e) Sit-
tigungskurven bei unterschiedlichen Ausschaltdauern. Punkte: Daten, Linien: Fit (siehe Text). Leistung und
Dauer der einzelnen Pulse wihrend eines Anregungs-Abfrage Zyklus siche Tabelle [3.2] f) Sittigungsleistung
in Abhingigkeit der Ausschaltdauer mit Fit (siehe Text).
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tigungsfaktoren e = I,/ Is, wurde bereits in Kapiteluntersucht. Im weiteren soll nun der
Einschaltvorgang durch das blaue Licht (A = 405 nm) untersucht werden. Dieses Licht soll
auf der einen Seite einen moglichst vollstindigen Einschaltvorgang aller Molekiile im Fo-
kus gewihrleisten, andererseits soll das irreversible Photobleichen, welches durch den Ein-
schaltvorgang hervorgerufen wird, minimiert werden. Die Bedingung, dass das Einschalten
moglichst vollstindig sein soll, wurde an Hand von Sittigungskurven bei unterschiedlichen
Leistungen F.;, des blauen Einschaltlichts untersucht (Abbildung|3.6|c). Bei der niedrigsten
Einschaltleistung von P = 2nW (schwarze Punkte) weicht die Sattigungskurve deutlich von
den Sittigungskurven bei hoherer Leistung ab. Dies liegt am unvollstdndigen Einschalten, so
dass der Unterschied zwischen dem Fluoreszenzniveau nach dem Ausschalten und dem Fluo-
reszenzniveau nach dem Einschalten geringer wird als bei vollstindigem Einschalten, und
somit die minimale Fluoreszenz normiert auf die Fluoreszenz im eingeschalteten Zustand
grofer ist (die Kurve bei P, = 2nW liegt deutlich iiber den Kurven bei P, > 2nW). Bei
den hoheren Leistungen (P, > 2nW) gibt es keine gravierenden Unterschiede mehr in der
Sattigungskurve, lediglich bei Leistungen des Ausschaltlichts von ungefihr P, > 1000 nW
lassen sich Unterschiede feststellen, nimlich dass die Sittigungskurven bei niedrigeren Ein-
schaltleistungen bereits bei niedrigeren Ausschaltleistungen wieder ansteigen. Dies konnte
an der ungleichen Intensitétsverteilung im Fokus liegen. Bei hohen Ausschaltleistungen wird
rsFastLime auch in den Randbereichen der Ausschalt-PSF effektiv ausgeschaltet. Verwendet
man nun zu niedrige Einschaltleistungen, so werden diese Randbereiche nicht mehr voll-
standig eingeschaltet, was effektiv zu einer Erniedrigung der Ausschalteffizienz fiihrt, also zu
einem Ansteigen der Sattigungskurve. Empirisch kann man nun an den Séttigungskurven ab-
lesen, dass bei einer Ausschaltleistung P,,s < 1000nW (entspricht einem Séttigungsfaktor
von € ~ 100) eine Einschaltleistung von P, = 20 nW ausreicht, um ein moglichst vollstin-
diges Einschalten zu gewihrleisten. Dass eine hohere Einschaltleistung zu einem hoheren
irreversiblen Photobleichen bei ansonsten gleichen Bedingungen fiihren kann, ist in Abbil-
dung [3.6|b zu erkennen, die Abnahme pro Zyklus nimmt fiir hohere Einschaltleistungen zu.
Damit liegt bei einer Einschaltzeit von i, = 10 ms die optimale Einschaltleistung bei unge-
fihr Py, = 20nW. Dies entspricht einer Photonenzahl pro Puls, die bei einer Anderung der
Einschaltdauer beibehalten werden muss, um den gleichen Einschalteffekt zu erzielen, was
durch ein Anpassen der Einschaltleistung gewihrleistet werden kann (P, - te, = const).
Dadurch kann die Optimierung der Einschaltleistung auch fiir andere Einschaltdauern iiber-
nommen werden, beispielsweise um die Linge der Einschaltdauer an die Linge des gesamten
Ausschalt-Abfrage Zyklus, und somit die Aufnahmezeit pro Bildpunkt, anzupassen.

Zur weiteren Optimierung der Sittigungskurve wurde nun untersucht, wie sich das un-
vermeidliche Ausschalten bei der Abfrage direkt auf die Sattigungskurve auswirkt. Das Aus-
schalten wihrend der Abfrage ist deutlich in Abbildung [3.6]a wihrend des 2. Abfragepuls
zu sehen. Wihrend des ersten Abfragepuls ist keine merkliches Ausschalten zu sehen, da
die maximale Effizienz des Ausschaltens bereits durch den vorhergehenden Ausschaltpuls
erreicht ist. Es ist somit klar, dass bei einer Mittelung der Zihlrate iiber die Dauer des Ab-
fragepuls die mittlere Zihlrate beim 2. Abfragepuls mit zunehmender Dauer abnimmt, beim
1. Abfragepuls jedoch nahezu konstant bleibt. Somit nimmt auch das als ,,Eingeschalten*
definierte Niveau zur Normierung der Sittigungskurve ab, was sich auf die Séttigungskur-
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taus [ms] Lein [IIIS] T Abf [ms] Pein [HW] PAbf [DW]
1.3 0.2 0.25 1000 10000
13 2 2.5 100 1000
130 20 25 10 100
1300 200 250 1 10

Tabelle 3.2: Puls-Parameter der Sittigungskurven in Abbildung|3.6{d

ve dhnlich auswirkt wie das bereits weiter oben beschriebene unvollstindige Einschalten
durch blaues Licht. Dies ist in Abbildung d dargestellt. Die Sittigungsintensitit nimmt
fiir eine Summation des Signals iiber eine lingere Dauer der Abfragepulse zu, die maximal
erreichbare Fluoreszenzunterdriickung nimmt ab. Deshalb muss man einen Kompromiss fin-
den zwischen einem mdoglichst hohem Gesamtsignal bei langer Integration und einem mog-
lichst geringem Ausschalten wihrend der Abfrage. Dies kann jedoch endgiiltig nur direkt bei
der eigentlichen Bildaufnahme fiir jede Probe individuell entschieden werden, da die Hohe
des Fluoreszenzsignal auch von der Farbstoffkonzentration und -verteilung der jeweiligen
Probe abhingt. Zur Messung der Sittigungskurven (Abbildung [3.6e) wurde eine Leistung
von P,,s = 100nW bei einer Abfragezeit von tap; = 25 ms gewihlt, um zu zeigen, dass
selbst bei einem nennenswerten Ausschalteffekt wihrend der Abfrage noch eine zufrieden
stellende Sittigung der Fluoreszenzunterdriickung erreicht werden kann. Bei einer Ande-
rung der Abfragezeit muss die Abfrageleistung so angepasst werden, dass die Photonen-
zahl pro Abfragepuls erhalten bleibt (Pay¢ - tane = const), wie bereits bei der Optimierung
der Einschaltleistung (s.0.) beschrieben. Dies gewihrleistet eine Vergleichbarkeit der Sét-
tigungskurven bei unterschiedlichen Ausschaltdauern und darauf angepasster Abfragezeit
(taus/tAbf = COIlSt).

Auf Grund der oben dargestellten Untersuchung und Optimierung der Einschalt- und
Abfragepulse wurde fiir einen Vergleich der Sittigungskurven bei unterschiedlichen Aus-
schaltzeiten die in Tabelle [3.2] dargestellten Dauern und Leistungen fiir die Einschalt- und
Abfragepulse verwendet (foin/tans = const, taps/taus = const, Py - tein = const, Papy -
taps = const).

Aus Gleichung|1.6|ergibt sich, dass die Sittigungskurven sehr gut durch folgende Funk-
tion angepasst werden konnen:

F=A.

+ FO 3.2
T B (3.2)

wobei F’ die Fluoreszenz, P, die Leistung des Ausschaltpulses und Ps die Sittigungs-
leistung ist. Da die Fluoreszenz nicht vollstindig ausgeschaltet wurde, musste ein Unter-
grund Fj eingefithrt werden. A + Fj gibt somit das Verhiltnis der Fluoreszenz summiert
tiber Ausschaltpuls 2 zu Ausschaltpuls 1 bei P,,s = 0 an. Die Sittigungsleistungen wurde
durch Anpassung dieser Funktion bestimmt (Abbildung [3.6|f). Es ergibt sich ein reziproker
Zusammenhang zwischen Ausschaltzeit ¢,,s und Séttigungsleistung Ps der durch einen Fit

(rote Linie in Abbildung [3.6/f) bestimmt werden konnte:
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B 1200 ms

Py = nW. (3.3)

taus
Diese Gleichung ermdglicht eine variable Handhabung der Ausschaltzeiten bei der Bild-
aufnahme. Durch eine Steigerung der Ausschaltzeit kann die Zeit pro Bildpunkt und somit
die Aufnahmezeit fiir ein Bild verkiirzt werden. Gleichzeitig kann die notige Leistung zur Er-
reichung eines bestimmten Sittigungsfaktors ¢ = P,,s/Ps bei der jeweiligen Ausschaltzeit
bestimmt werden.

3.4.2 Photophysik von rsFastLime

Um ein besseres photophysikalisches Verstindnis von rsFastLime zu erhalten wurde ein Mo-
dell der am Schaltvorgang beteiligten Zustinde von Dronpa [72] auf rsFastLime iibertragen
und mit Experimenten und Simulationen belegt. Neben den durch 488 nm und 405 nm schalt-
baren, stabilen Zustinden A und B wurde die Existenz eines weiteren, durch 488 nm bevdl-
kerbaren Zustands D gezeigt, der sich nicht durch Licht der Wellenldnge 405 nm entvolkern
lasst, aber mit einer Lebenszeit von ca. 1 ms nach B relaxiert. Dies muf} bei der RESOLFT-
Bildaufnahme beriicksichtigt werden, fiir die bis jetzt von einem reversiblen Photoschalten
von langlebigen Zustinden ausgegangen wurde. Eine nennenswerte Besetzung von D kann
unter Umsténden zu ungewiinschten Nebeneffekten fithren. So kann durch Relaxation aus D
der fluoreszierende Zustand B wieder besetzt werden, wodurch eine effektive Fluoreszenz-
unterdriickung verhindert wird.

Theorie

Das Modell der am Schaltvorgang beteiligten Zustinde und Ubergéinge mit den jeweiligen
Geschwindigkeitskonstanten £ ist in Abbildung a zu sehen. Es besteht aus drei Zustin-
den A, B und D, wobei A und D Dunkelzustinde sind und B ein fluoreszierender Zustand
i1st. Der fluoreszierende Zustand B wird in diesem Modell noch detaillierter betrachtet, in
dem die Ubergiinge zwischen dem elektronischen Grundzustand Sy und dem ersten elektro-
nisch angeregten Zustand S, beriicksichtigt werden. Die Ubergiinge zwischen den Zustin-
den sind entweder spontan oder werden durch griines Licht der Wellenlinge A = 488 nm
und der Intensitét I getrieben (Abbildung . Bei den spontanen Ubergiingen sind die Ge-
schwindigkeitskonstanten k konstant, bei den durch Licht getriebenen Ubergiingen ist die
Geschwindigkeitskonstante proportional zur Intensitidt des Lichts (k ~ I). Die eigentliche
Anregung des Systems findet durch den Ubergang S, — S; mit der Ratenkonstante kq; ~ I
statt. Der Ubergang S; — S findet durch Fluoreszenz und nicht strahlende Ubergiinge
statt, k1o ist iiber die Fluoreszenzlebensdauer ¢, bestimmt (k1y = tl’ol). Da bei den in die-
sem Unterabschnitt beschriebenen Experimenten und Simulationen nur eine Bestrahlung mit
Licht der Wellenldnge A = 488 nm stattfindet, werden in diesem Modell auch nur die da-
durch getriebenen Ubergiinge beriicksichtigt und nicht die durch blaues Licht der Wellenléin-
ge A = 405nm getriebenen Uberginge. Die Geschwindigkeitskonstanten werden mit dem
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jeweiligen Ausgangs- und Endzustand indexiert, zum Beispiel kpg: D ist der Ausgangszu-
stand, B ist der Endzustand, bei Sy und S; werden nur O und 1 als Index verwendet. Die
Besetzung des jeweiligen Zustandes wird mit N bezeichnet, die Dynamik der Besetzungen
kann durch ein System von gekoppelten Differentialgleichungen 1. Ordnung beschrieben
werden, dass hier in Matrixdarstellung angegeben werden soll:

No —ko1 k1o kap  Fkps No
df N _ kor  —(kio + kBa + kBD) 0 0 Ny (3.4)
dt | Na | 0 kpa —kag 0 Na '

Es wird angenommen, dass im Ausgangszustand (t = 0 = %) sich alle Molekiile im
Grundzustand von B befinden (Ng = 1,N; = Np = Np = 0). B wird durch 488 nm
von seinem elektronischen Grundzustand S in seinen 1. elektrisch angeregten Zustand S
angeregt (ko1 = 0¢1 - Np). 0¢; ist ein Photonenwirkungsquerschnitt und kann aus Tabelle
entnommen werden, Np ist die Anzahl der eingestrahlten Photonen (488 nm) pro Sekun-
de. Vernachlissigt man weitere Ubergiinge vom ) in andere Zustinde (z.B Triplett), kann
k1o aus der Fluoreszenslebensdauer ¢;, bestimmt werden (k19 = 1/t19). Die Fluoreszens-
lebensdauer ¢1o wurde experimentell durch zeitkorrelierte Einzelphotonenzihlung zu 2,7ns
bestimmt. Vom angeregten Zustand S; gibt es zwei weitere Relaxationswege: In den Dun-
kelzustand D, der spontan weiter nach B relaxieren kann, oder in den Dunkelzustand A.
Die spontane Relaxation von A nach B kann vernachldssigt werden, da sie im Bereich von
Tagen liegt [70]]. Jedoch besteht eine nicht zu vernachlidssigende Wahrscheinlichkeit dafiir,
dass dieser Ubergang (neben Licht von 405 nm, jetzt nicht betrachtet) auch durch Licht der
Wellenldnge 488 nm induziert wird (kag = oap - Np).

Dieses Modell kann noch vereinfacht werden. Die Uberginge im Singuletsystem von B
finden auf sehr viel kleineren Zeitskalen (ns) statt wie alle weiteren Ubergiinge, beispiels-
weise liegt die Lebensdauer von D nach B bei Dronpa in PVA bei 65 ms [[69]]. Im ns-Bereich
stellt sich somit zwischen Sy und S; ein Gleichgewicht ein, so dass diese Zustéinde fiir Si-
mulationen im ms-Bereich zusammengefasst werden konnen. Die relative Besetzung g von
S; im Untersystem B ergibt sich aus den beiden Geschwindigkeitskonstanten der Ubergiin-
ge im Untersystem B zu g = ko1 /(ko1 + k1o). Die effektiven Geschwindigkeitskonstanten
von B nach A und D sind somit im reduzierten Modell gegeben durch g - kgs beziehungs-
weise g - kgp (Abbildung b). Das lineare Differentialgleichungssystem zur Beschrei-
bung diese reduzierten Modells ldsst sich analog zu dem Gleichungssystem [3.4] aufstellen
(NB = No + N 1)2

Na —kag g - kpa 0 Na
— | Ng = kas  —g- (kpa +ksp) FkpB Ny (3.5)
Np 0 g - kep —kpg Np
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Abbildung 3.7: Modell der Zustinde und Uberginge bei Anregung mit 488 nm (a) und reduziertes Modell
(b).

a)

b)

Experiment und Simulation

Durch Anregungs-Abfrage Experimente und Simulationen konnten die im Modell angegebe-
nen unbekannten Geschwindigkeitskonstanten bestimmt werden (kga, kas, ksp, kpg). Das
Protein rsFastLime wurde dazu in Polyacrylamid (Kapitel eingebettet, da diese Im-
mobilisierung auch bei den Experimenten zur Auflosungserhohung verwendet wurde.
Zunichst wurde kpp bestimmt. Da der Ubergang vom Zustand D in den Zustand B der
einzige Ubergang ist, der im reduzierten Modell nach Abbildung b nicht durch Licht
getrieben wird, lasst sich dessen Relaxation durch die in der zeitaufgelosten Spektroskopie
weit verbreitete Anregung-Abfrage Technik beobachten. Dazu wird rsFastLime zunéchst in
den Zustand D angeregt und danach die Relaxation in den Zustand B beobachtet. Da B der
einzige fluoreszierende Zustand ist, ist die Fluoreszenz bei Anregung durch Licht der Wel-
lenlinge A = 488 nm proportional zur Besetzung von B. Somit kann die Relaxation von
D nach B durch die zeitliche Abfrage der Fluoreszenz von B beobachtet werden, nachdem
eine Besetzung von D stattgefunden hat. Im einzelnen ist der Ablauf des Experiments aus
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Abbildung a ersichtlich. Zunichst soll die Abfolge der einzelnen Lichtpulse bei der An-
wendung der Anregung-Abfrage Technik erldutert werden. Ein erster Puls (Ein, 405 nm, 20
us, 70 uW) dient zunédchst dazu, das System zu initialisieren, d.h. eine evtl. vorhandene Be-
setzung des Zustands A wird nach B iibergefiihrt, wodurch die im Modell angenommene
Anfangsbedingung von B = 1, A = D = 0 sichergestellt werden soll. Danach folgt der
Anregungspuls (Anregung, 488 nm, 100us, 8501W), wodurch der Zustand D besetzt wird.
Direkt nach dem Abklingen des Anregungspuls (abfallende Endflanke, technisch bedingt)
wird die Fluoreszenz, d.h. die Besetzung des Zustand B, durch einen kurzen Puls mit niedri-
ger Leistung abgefragt (Abfrage 1, 488 nm, 5 us, 20 ©W). Dies bestimmt den Referenzwert
der Besetzung von B zum Zeitpunkt At = (. Nach einer variablen Verzogerungszeit At
wird durch einen zweiten Abfragepuls gleicher Intensitit (Abfrage 2, 488 nm, 5 us, 20 uW)
erneut die Fluoreszenz und somit die Besetzung des Zustands B abgefragt. Um ein besseres
Signal-zu-Rausch Verhiltnis zu erreichen, wurde der dargestellte Zyklus an 225 verschiede-
nen Stellen der Probe jeweils 10mal durchgefahren und das Signal aufaddiert. Der Quotient
B, aus der Fluoreszenz wihrend des zweiten Abfragepuls zur Fluoreszenz wihrend des ers-
ten Abfragepuls iiber At ist in Abbildung [3.8]b dargestellt und entspricht der relativen Be-
setzung von B, normiert auf die Besetzung von B zum Zeitpunkt At = 0. Zur Berechnung
der Fehlerbalken wurde der Fehler der Fluoreszenz in einem Abfragepuls mit Hilfe der Pois-
sonstatistik angenommen (Fluoreszenz=Zihlrate F' der APD, Fehler: v/F). Da wihrend der
Verzogerungszeit At keine Lichteinwirkung stattfindet, ist der einzige Ubergang, der zu ei-
ner Verdnderung von B, fiihrt nach dem reduzierten Modell (Abbildung b) der Ubergang
von D nach B. Folglich gilt fiir die relative Besetzung B, in Abhéngigkeit von At:

Br<At) =1+ A(l — e(—k’DB-At))

b

wobei A eine nicht weiter betrachtete Amplitude darstellt und kpp die Ratenkonstante
des Ubergangs von D nach B ist. Durch Anpassen dieser Funktion (freie Parameter: A und
kpg) lieB sich die Lebensdauer ¢t = 1/kpg von D zu (1,6 + 0,4) ms bestimmen.

Um die restlichen freien Parameter des Modells (kgp, kBa, kaB) zu bestimmen und da-
durch die Besetzung der unterschiedlichen Zustinde modellieren zu konnen, um die geeigne-
ten Parameter zur Bildaufnahme mit der RESOLFT-Technik zu finden, wurden zwei weitere
unabhingige Messungen durch eine numerische Simulation angepasst. Zudem bestimmte ei-
ne Messung davon direkt die Abhingigkeit des Anteils der Molekiile, die sich nach einem
Ausschaltvorgang im eigentlich ungewollten Zustand D befinden. Dies ist insoweit von In-
teresse fiir das eigentliche Ziel der Bildaufnahme mit der RESOLFT-Technik, da dadurch
auch nach dem Ausschaltvorgang eine Dynamik im System stattfindet, nimlich durch die
Relaxation des Dunkelzustands D in den fluoreszierenden Zustand 5. Insofern konnte also
die Ausschalteffizienz nicht nur von der Dauer und Leistung des Ausschalpulses abhiingen,
sondern auch von der Zeit, die nach dem Ende des Ausschaltvorgangs bis zur eigentlichen
Bildaufnahme durch den Abfragepuls vergangen ist. AuBlerdem konnte eine Besetzung von
D einen negativen Effekt auf die Effizienz des Einschaltvorgangs haben, da Molekiile, die
sich im Zustand D befinden, nicht durch blaues Licht eingeschaltet werden konnen, sondern
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Abbildung 3.8: Anregungs-Abfrage Experiment zur Bestimmung von kpg. a) Zeitliche Abfolge der Pulse
verschiedenster Intensitdt. b) Relative Fluoreszenz in Abhingigkeit der Verzogerungszeit At (Punkte) und
exponentieller Fit (Linie) zur Bestimmung von kpp zu 1,6 ms~ L.

nur iiber spontane Relaxation in den Zustand B iibergehen. Dadurch kénnte es vorkommen,
dass nicht alle Molekiile sich im Zustand B befinden, obwohl bereits alle Molekiile, die sich
im Zustand A befunden haben durch blaues Licht wieder in den Zustand B gepumpt wurden.
Da die Ratenkonstante kpp der Relaxation von D nach B bereits bestimmt wurde und sich
daraus die Lebensdauer des Zustands D zu tp = 1,6 ms (rsFastLime in PAA) bestimmen
ldsst, ldsst sich abschitzen, dass fiir Ausschaltzeiten t,,s > 10 ms der Anteil der Molekiile
im Zustand D nach dem Ausschalten vernachldssigbar ist, da durch wiederholtes Zuriickfal-
len in den Zustand B die Gesamtwahrscheinlichkeit fiir einen Ubergang in den Zustand A
sehr viel groBer ist als bei einer Ausschaltdauer ¢, < 1ms, da hierbei ein Molekiil, dass
in den Zustand D gepumpt wurde mit einer hohen Wahrscheinlichkeit nicht einen weiteren
Zyklus tiber B durchlaufen kann, und somit auch nicht in A tibergehen kann. Um dies ex-
perimentell zu untersuchen wurde ein Anregungs-Abfrage Experiment durchgefiihrt wie in
Abbildung [3.9] a dargestellt. Zunichst werden durch einen kurzen Einschaltpuls (405 nm)
die Molekiile nach B iibergefiihrt. Danach erfolgt ein Ausschaltpuls (488 nm) variabler Lin-
ge (220 pus bis 110 ms) mit relativ hoher Leistung, wobei die Leistung so angepasst wurde,
dass bei den Pulsen unterschiedlicher Dauer jeweils die Photonenzahl pro Puls gleich blieb
(Paus - taus = const). Dadurch ist es moglich, die Effizienz des Ausschaltens in den Zustand
A am Ende der Pulse direkt miteinander zu vergleichen. Nach dem Ausschaltpuls folgt der
erste Abfragepuls (488 nm) mit relativ niedriger Leistung. Die gemessene Fluoreszenz ist
direkt der Besetzung des fluoreszierenden Zustandes B proportional. Zwischen dem ersten
und zweiten Abfragepuls (beide 488 nm, gleiche niedrige Leistung) liegt eine feste Zeitspan-
ne von 10 ms, wodurch Molekiile, die sich nach dem Ausschalten im Zustand D befinden
praktisch komplett in den Zustand B relaxieren konnen, da die Lebensdauer ¢p von D wie
bereits gemessen 1,6 ms betridgt. Der Quotient aus der Fluoreszenz wihrend des zweiten
Abfragepuls und der Fluoreszenz wihrend des ersten Abfragepuls ist somit der Besetzung
von D am Ende des Ausschaltpulses proportional. Dies ist in Abbildung b dargestellt.
Die gezeigten Fehlerbalken ergeben sich durch die Annahme einer Poissonstatistik fiir den
Fehler in der Zihlrate der APD. Der Quotient betrdgt bei Ausschaltdauern von ¢,,s > 10 ms
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ungefihr 1, was darauf schlieBen lésst, das die Besetzung von D fiir diese Ausschaltdauern
wie erwartet vernachléssigbar ist. Fiir Ausschaltdauern ¢,,s ~ 1ms betrdgt der Quotient 2,
d.h. es befindet sich ein deutlich messbarer Anteil der Molekiile im Zustand D am Ende
der Ausschaltzeit, jedoch lésst sich allein mit dieser Messung noch nicht der relative Anteil
der Molekiile im Zustand D angeben. Um dies zu erreichen wurde die Messung mit Hilfe
einer numerischen Simulation des reduzierten Modells (Abbildung b) beschrieben. Eine
Losung des Gleichungssystems [3.5)kann dazu wie folgt angegeben werden:

Na(t) N
Ng(t) | =eMt | NY (3.6)
Np(t) Np
mit
—kan g - kpa 0
M = kas  —g-(kpa +ksp) FkpB (3.7)
0 g - ksp —kpp

NV ist die Anfangsbedingung fiir den jeweiligen Zustand, mit N = 1, N} = NJ =
falls, wie bei dieser Simulation, sich alle Molekiile am Anfang im Zustand B befinden sollen.
Die Exponentialfunktion e™ kann als Taylorreihe aufgefasst werden:

(0.9]

M-t
M-t __
M= — (3.8)

1=0

b

anhand derer durch Ableitung Gleichung [3.6]als Losung des Differentialgleichungssys-
tems (Gleichung bestétigt werden kann. Das Losen des Differentialgleichungssystem hat
sich nun also auf die Bestimmung von e reduziert. Um die Exponentialfunktion mit einer
Matrix zu berechnen gibt es in dem Programm ,,Matlab“ eine vorgefertigte numerische Rou-
tine mit dem Namen ,,expm*. Diese Methode ist hinsichtlich ihrer Berechnungsgeschwin-
digkeit auf dem Computer gegeniiber anderen numerischen Methoden der Losung von Diffe-
rentialgleichungen wie dem Runge-Kutta-Verfahren wesentlich schneller, da die Losung fiir
jeden beliebigem Zeitpunkt ¢ immer den gleichen Rechenschritt bendtigt, ndmlich das Losen
von eM . t, und nicht wie beispielsweise beim Runge-Kutta-Verfahren proportional zur Zeit
t und zur Anzahl n der Zwischenzeitschritte mit dem Intervall At = ¢/n, und somit der Ge-
nauigkeit, anwéchst. Durch diese schnellere Geschwindigkeit wurde es erst praktikabel, die
Simulation ortsaufgelost mit einer durch die PSF angegebenen Intensitétsverteilung durch-
zufithren. Das Differentialgleichungssystem wurde an jeder Stelle der PSF zur jeweiligen
Intensitidt gelost. Dies ermoglichte die genauere Bestimmung der gesuchten Ratenkonstan-
ten. Hétte man die Ortsabhiingigkeit der Intensitit, die durch die PSF beschrieben wird, nicht
beriicksichtigt, konnte man nur effektive, d.h. iiber eine konkrete Intensititsverteilung gemit-
telte Ratenkonstanten angeben, die nur fiir eine bestimmte Intensititsverteilung, in diesem
Fall eine konfokale PSF, giiltig wiren. Da das durch die Simulation beschriebene Experiment
in einem homogenen Medium, ndmlich rsFastLime in Polyacrylamid (PAA), durchgefiihrt
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wurde, konnte fiir die Simulation eine vektoriell berechnete [65]] konfokale 3D-PSF verwen-
det werden. Die Losung des Gleichungssystems erfolgte ortsaufgeldst in 50 nm Schritten
auf einer Lange von 1 pm in allen drei Raumrichtungen, wobei das Maximum der PSF bei
x =y = z = 500nm lag. Die Polarisation der PSF wurde dabei nicht beriicksichtigt, die
Intensititen in den drei Polarisationsrichtungen der PSF wurden zur Vereinfachung aufad-
diert. Eine beispielhafte Studie dariiber, wie der Einfluss der Polarisation selbst bei einer
uniformen Verteilung der Ubergangsdipole der Molekiile eigentlich beriicksichtigt werden
miisste kann in [73]] gefunden werden. Dort wird gezeigt, dass nicht nur die ortsabhéngi-
ge Verteilungsfunktion der Intensitét, d.h. die PSF, bei der Simulation von lichtgetriebenen
molekularen Ubergingen eigentlich beriicksichtigt werden muss, sondern auch die Vertei-
lungsfunktion der Dipolmomente der Molekiile gegeniiber der Polarisation des Lichts, da
der Wirkungsquerschnitt der Anregung eines Ubergangs auch von dem Winkel zwischen der
Polarisation und dem Dipolmoment abhéngt.

Durch Anpassen der Ratenkonstanten kga, kap und kpp konnten nun die in Abbil-
dung [3.9]b gezeigten Daten durch die Losung des Differentialgleichungssystems (Gleichung
[3.6) sehr gut beschrieben werden. Das Verhiltnis der Fluoreszenz wihrend der Abfrage 2
zu der Fluoreszenz wihrend der Abfrage 1 entspricht dabei in der Simulation am Ende
des Ausschaltvorgangs folgendem Verhiltnis V' der Besetzungen der Zustdnde D und B:
V = (Np + Np)/Ng. Jedoch gab es mehrere Wertekonstellationen der Ratenkonstanten,
die die Daten richtig beschrieben. Dies bedeutet, dass das Verhéltnis V' fiir verschiedene
Tripel der Ratenkonstanten kga, kap und kgp den gleichen Wert annimmt. Um die Zahl
der moglichen Tripel einzuschrinken, wurde als weitere unabhéngige Messung eine Sitti-
gungskurve herangezogen (Abbildung[3.9|c). Die Sittigungskurve beschreibt die Besetzung
von Ng am Ende des Ausschaltvorgangs. Beide Messungen zusammen konnten empirisch
nur mit den in Tabelle [3.3] angegebenen Werten durch die Simulation beschrieben werden.
Aus der Fluoreszenzlebensdauer ¢ (s.0.) und den Ratenkonstanten kg und kpp konnen
die Quanteneffizienten der zugehorigen Uberginge B — A beziehungsweise B — D zu
dpp =6,75-1074 beziehungsweise ®pp = 0,27 - 10~ bestimmt werden (zum Rechenweg
siehe [74]). Dies ist vergleichbar mit in der Literatur genannten Werten [69].

Fiir Bildaufnahmen im RESOLFT Verfahren kann nun mit Hilfe dieser Parameter ab-
geschitzt werden, in welchem Schaltzeitbereich der fluoreszierende Zustand B praktisch
vollstidndig in den Dunkelzustand A gepumpt wird. Bei einer Besetzung von D kann es zu
ungewiinschten Effekten kommen, beispielsweise kann der Zustand B nach dem Ausschal-
ten durch Relaxation von D nach B wieder besetzt werden, wodurch sich die Ausschalteffi-
zienz effektiv verschlechtert. Weiterhin kann der Zustand D nicht durch blaues Licht in den
Zustand B tibergefiihrt werden, sondern nur durch spontane Relaxation, wodurch die Rever-
sibiltit des Schaltvorgangs bei ungiinstig gewihlten Schaltzeiten eingeschrinkt sein konnte.
Insgesamt kann man sagen, das der stabile, durch Licht kontrollierbare Dunkelzustand A
durch den instabilen, nicht durch Licht kontrollierbaren Dunkelzustand D iiberlagert wer-
den konnte, was im Allgemeinen zu den unerwiinschten, oben beschriebenen Effekten bei
der RESOLFT-Bildaufnahme fiihren konnte. An Hand der oben dargestellten Experimente
und Simulationen soll nun abgeschitzt werden, welche Ausschaltzeiten bei der RESOLFT-
Aufnahme diese Effekte vermeiden. Wie in Abbildung zu sehen, ist dies fiir Ausschalt-
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kZBA [ms_l] kZBD [ms_l] OAB [10_21 CmQ] DB [ms]

250 10 5 1,6

Tabelle 3.3: Durch Experimente und Simulationen bestimmte Geschwindigkeitskonstanten des Modells in

Abbildung

dauern um die 100 ms, wie sie auch zur Bildaufnahme (Abbildung [3.T1)) genutzt wurden,
mit Sicherheit gegeben. Der Zustand D ist am Ende der Ausschaltzeit praktisch nicht be-
setzt. Kiirzere Ausschaltzeiten konnten zu etwas geringeren Sittigungseffizienzen fiihren, da
der Zustand D bei gleicher Photonenanzahl mehr bevolkert wird. Der absolute Effekt kann
an den hier vorgenommenen Messungen nur abgeschitzt werden, da man fiir die genaue
Ermittlung Sattigungskurven bei der jeweiligen Ausschaltzeit aufnehmen miisste. Bei den
Ausschaltleistungen zu der Aufnahme der Daten in Abbildung [3.9]b kann die Ausschalteffi-
zienz bei Ausschaltdauern von (¢,,s > 10 ms) durch Wiederbevokerung von 5 aus D um bis
zu 10% (absolut) verschlechtert werden.

3.5 RESOLFT-Mikroskopie mit rsFastLime

Fiir die Bildaufnahmen zur Demonstration der Auflosungserhohung durch die RESOLFT-
Mikroskopie mir rsFastLime gegeniiber der konventionellen konfokalen Bildaufnahme wur-
de die gleiche Pulsabfolge verwendet wie zur Aufnahme der Séttigungsfunktion, d.h zur
Ermittlung der Unterdriickung der Fluoreszenz in Abhéngigkeit der Ausschaltleistung. Dies
ist noch einmal in Abbildung [3.10| dargestellt. Die Ausschalt-PSF wurde jedoch durch das
Einsetzen einer Phasenplatte in die gezeigte Form iibergefiihrt. Durch die gesittigte Unter-
driickung der Fluoreszenz im Randbereich der Anregungs-PSF entsteht somit eine in einer
lateralen Richtung verkleinerte effektive RESOLFT-PSE. Mit dieser RESOLFT-PSF kann
die zu untersuchende Probe nun abgerastert werden, wobei in jedem Pixel die Pulsabfol-
ge mindestens einmal durchgefahren wird. Durch mehrmaliges Durchfahren der Pulsfolge
an einem Pixel und Addition der einzelnen Fluoreszenzsignale wihrend der Abfrage kann
die Helligkeit pro Pixel erhoht werden. Dadurch nimmt man jedoch ein erhohtes irreversi-
bles Photobleichen pro Pixel in Kauf, so dass hier immer ein Kompromif3 gefunden werden
muss. Das letztendliche Bild erhélt man dann durch Addition der zeitaufgeldsten Fluores-
zenz wihrend dem 1. Abfragepuls fiir das RESOLFT-Bild und dem 2. Abfragepuls fiir das
konfokale Referenzbild. Hierbei kann es sinnvoll sein, nicht iiber die gesamte Zeitdauer der
Abfrage zu summieren, da durch die Abfrage rsFastLime ausgeschaltet wird. Wie bereits
bei den Aufnahmen der Séttigungskurven gezeigt (Abbildung e), fithrt das gleichzeitige
Ausschalten zu einer Erhohung der Sattigungsintensitéit und somit zu einer effektiv niedrige-
ren Auflosung. Hier muss wiederum ein Kompromif3 zwischen Auflosung (kurzer Abfrage
-> wenig Ausschalten -> bessere Auflosung) und Helligkeit (lange Abfrage -> mehr Photo-
nen -> besseres Signal-zu-Rausch Verhiltnis) gefunden werden. Die genauen Parameter der
einzelnen Pulse (Dauer,Leistung) konnen aus Tabelle 3.4 entnommen werden. Die gewdhlte
Einschaltleistung und -zeit ergibt ein moglichst vollstindiges Einschalten von rsFastLime im
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Abbildung 3.9: a) Beispiel einer Messung zur Bestimmung der Besetzung von D nach einem Ausschaltvor-
gang. Dargestellt ist die Fluoreszenz, die durch die Abfolge der Pulse (Ein (405 nm), Aus, Abfrage 1, Abfrage
2 (alle 488 nm)) erzeugt wird. Die Lénge des Ausschaltpuls wurde in einem Zeitbereich von 0,1 ms bis 100 ms
variiert, wobei die Photonenzahl pro Ausschaltpuls konstant gehalten wurde (P, - taus = const). Der Abstand
der Abfragepulse wurde konstant bei 10 ms gehalten. b) Fluoreszenz wéhrend der Abfrage 2 im Verhiltnis zu
der Fluoreszenz wihrend der Abfrage 1 iiber der Ausschaltdauer (Punkte, die Fehler ergeben sich aus einer
angenommenen Poissonverteilung der gemessenen Fluoreszenz F', Standardabweichung or des Messsignals
F: op = VF, vergleiche Kapitel . Anpassung der Daten durch einer numerischen Simulation (Glei-
chung . Gezeigt ist das Verhiltnis V' = (Np + Np)/Np am Ende der Ausschaltzeit (Linie). ¢) Messung
der Fluoreszenzunterdriickung von rsFastLime in PAA in Abhéngigkeit der Ausschaltleistung P, s (Punkte;
Einschalten: 100 nW, 2 ms; Abfrage: 1000 nW, 2.5 ms, Auschalten: 13 ms). Anpassung der Daten durch die
Besetzung N am Ende der Ausschaltzeit einer numerische Simulation (Gleichung . d) Simulierte Beset-
zung der Zustinde am Ende der Ausschaltzeit (Gleichung 3.6).
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taus [ms] tein [ms] tAbf [ms] Paus [IIW] Pein [DW] PAbf [HW]
130 20 25 200 200 10

Tabelle 3.4: Puls-Parameter zur Aufnahme von Abbildung|3.11

Bereich der Abfrage-PSF bei gleichzeitiger Minimierung des durch das Einschalten auftre-
tenden Photobleichens (Abbildung [3.6]b,c). Die gewihlte Ausschaltleistung und -zeit ergibt
ein moglichst geringes Ausschalten wihrend der Abfrage und ermdglicht so eine niedrige
Sdttigungsleistung Ps (Abbildung [3.6) d). Die lange Ausschaltzeit von t,,s = 130 ms ge-
wihrleistet, dass der nicht durch blaues Licht (405 nm) schaltbare, mit einer Lebenszeit von
tp = 1,6 ms (Abbildung b) spontan relaxierende Zustand D (Abbildung am Ende
der Ausschaltzeit praktisch nicht besetzt ist (Abbildung [3.9]d), und somit zu keinen Artefak-
ten fithren kann (vergleiche Kapitel [3.4.2)). Bei einer Ausschaltzeit von t,,s = 130 ms betréigt
die Sattigungsleistung Ps nach Abbildung[3.4.1]f ca. 10 nW. Dies entspricht somit nach Glei-
chung|l.8|einer Auflosungserhohung um den Faktor 4,5 gegeniiber dem Abbe-Limit, d.h. die
theoretische Auflosung betrdgt ca. 50nm.

Als Probe zur Demonstration der Auflosungserhohung wurde ein Mikroskopiedeckglas
verwendet, in das mit einem lonenstrahlverfahren Vertiefungen eingearbeitet wurden (Abbil-
dung [3.T1] a). Diese Struktur konnte mit rsFastLime, das in PAA (Polyacrylamid) immobi-
lisiert wurde, ausgefiillt werden (Abbildung b). Vom Fraunhofer-Institut fiir Integrierte
Systeme und Bauelementetechnologie (IISB) in Erlangen wurden die Vertiefungen im Deck-
glas nach folgenden Vorgaben hergestellt: Breite der Vertiefung: 100 nm; Abstand zwischen
zwel Vertiefungen: 100 nm (zwischen erster und zweiter Vertiefung), 125 nm, 150 nm, 175
nm, 200 nm (zwischen fiinfter und sechster Vertiefung); Lange: 10 pm; Tiefe: 500 nm bis 1
pm (kann nur sehr schwer spezifiziert werden). Abbildung[3.11]c zeigt das iiber die Abfrage-
pulse summierte Fluoreszenzsignal (RESOLFT: Abfrage-Puls 1, konfokal: Abfrage-Puls 2).
Gegeniiber dem konfokalen Bild sind in der RESOLFT-Aufnahme die Furchen der Struktur,
in die sich rsFastLime eingelagert hat, deutlicher voneinander getrennt zu sehen. Insbeson-
dere die vier rechten Furchen (Distanz der Fluoreszenzmaxima: ca. 200 nm) sind nur im
RESOLFT-Bild iiber die gesamte Ausdehung in y deutlich getrennt voneinander zu sehen.
Die beiden weiter entfernt voneinander liegenden linken Furchen (Distanz der Fluoreszen-
maxima ca. 400 nm) sind dagegen in beiden Bildern deutlich getrennt voneinander zu sehen.
Da durch die Ausdehnung der PSF in z auch die Verteilung von rsFastLime auferhalb der
Strukturierung des Deckglas erfasst wird, d.h. die praktisch homogene Verteilung oberhalb
des Deckglases, sieht man in den Bildern einen deutlichen, aulerhalb der Furchen nahezu
konstanten, aber niedrigen Hintergrund im Fluoreszenzsignal. Zieht man diesen noch zu-
sétzlich von den Bildern ab, so werden die einzelnen Fluoreszenzspitzen im RESOLF-Bild
noch besser voneinander getrennt (3.1Tk). Der hier abgezogene Hintergrund wurde durch das
Fluoreszenzsignal auerhalb des durch Ionenstrahlen bearbeiteten Bereichs des Deckglas ge-
geben. Sieht man sich jedoch das AFM-Bild (3.11h) an, so stellt man fest, das die eigentliche
Struktur nicht bis zu diesem urspriinglichen Deckglasrand reicht, sondern insgesamt etwas
tiefer liegt. Dies verschlechtert noch einmal die Auflosung der einzelnen Furchen, da dieser
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Abbildung 3.10: oben: Schematische Darstellung der Abfolge der durch die einzelnen Pulse erzeugten PSF
(1-dimensional) zur Bildaufnahme. darunter: Erzeugung der Ausschalt-PSF durch Anwendung einer Pha-
senplatte. Die Phasenverschiebung um \/2 wird durch eine aufgedampfte Schicht MgF5 geeigneter Dicke
auf einer Glasplatte erzeugt. Die gezeigte Ausschalt-PSF wurde gemessen und unterliegt starken Abberatio-
nen. unten: Laterale 2-dimensionale resultierende RESOLFT-PSF, entstanden aus dem geséttigten Photoschal-
ten in den Dunkelzustand durch die Ausschalt-PSF und anschlieBender Abfrage der Fluoreszenz durch die
Abfrage-PSF (Abfrage- und Ausschalt-PSFs gemessen, RESOLFT-PSF berechnet nach Gleichung mit
A=0,9, Fy = 0,1, entnommen aus dem Fit der Sattigungskurve bei ¢,,s = 130 ms in Abbildung@e, und
Ps = 10nW, entnommen aus Abbildung [3.6|f.
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Abbildung 3.11: Experimentelle Demonstration des RESOLFT Prinzips mit rsFastLime. Als Struktur mit
lateralen Dimensionen nahe an der Auflosungsgrenze einer konfokalen PSF wurde ein mit einem lonenstrahl-
verfahren bearbeitetes Standard-Mikroskopiedeckglas verwendet und mit rsFastLime in PAA gefiillt. a) AFM
Aufnahme einer dhnlichen Struktur [75]], nicht exakt identisch mit der Struktur, die fiir die hier gezeigten
Fluoreszenzaufnahmen benutzt wurde, aber unter gleichen Herstellungsbedingungen gefertigt. b) X-Achsen-
Schnitt an der lila markierten Stelle. Die Verteilung des Farbstoffes in der Struktur ist schematisch dargestellt.
c) Fluoreszensignal einer so gefirbten Probe bei einer Bildaufnahme nach dem RESOLFT-Prinzip und kon-
fokales Vergleichsbild. Die Farbkodierung reicht von 0 bis zum Maximum des jeweiligen Bildes. d) Uber der
y-Achse aufsummiertes Signal. Es wurde jeweils auf das Maximum normiert. €) Normierung auf Maximum
und Minimum, wodurch effektiv der Untergrund abgezogen wird. Die bessere Trennung der einzelnen Fluores-
zenzspitzen bei der RESOLFT-Bildaufnahme tritt durch die Unterdriickung des Untergrunds deutlicher hervor.
Die Abstinde der einzelnen Fluoreszenzspitzen variieren, von maximal 400 nm bis ca. 250 nm. Die Angabe
und die Nummerierung der Spitzen und Téler bezieht sich auf die Ermittelung der Modulationstiefe M (siche
Text).
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Abbildung 3.12: Schematische Darstellung der Simulation der gezeigten Auflgsungserhohung an den
Teststrukturen. Oben: Nach einer vektoriellen Theorie [65] berechnete Abfrage- und Ausschalt-PSF. Die
RESOLFT-PSF wurde nach Gleichung[3.10]berechnet (Ps = 10nW, A = 0.86, Fy = 0.14, vergleiche Abbil-
dung[3.TT]unten, hier P,,s = 200nW). Zur Ermittlung der effektiven PSF wurde die Anregungs-PSF (Abfrage
und RESOLFT) mit der Detektions-PSF multipliziert (Gleichung[T.4). Die Detektions-PSF ergibt sich aus der
Skalierung der Abfrage-PSF auf die mittlere Wellenldnge der Fluoreszenzdetektion (525 nm) und einer Faltung
mit einer Kreisscheibe, deren Durchmesser durch die konfokale Detektionsblende bestimmt ist. Das simulierte
Fluoreszenzsignal entsteht durch eine Faltung der PSF mit der Struktur. Die Struktur wird dabei durch eine
Matrix mit den Werten 0 und 1 dargestellt, wobei O dem Deckglas entspricht (kein rsFastLime) und 1 der an-
genommenen homogenen Verteilung von rsFastLime. Die Struktur ist definiert durch folgende Parameter: h -
Lage der Deckglaskante, ¢ - Tiefe der Furchen, a - Abstand der Furchen, b - Breite der Furchen. Diese Parame-
ter werden zur Anpassung der Daten in AbY3.13p,b variiert. Die Faltung der dreidimenionalen effektiven PSF
mit der dreidimensionalen Struktur erfolgt dabei in der Abtastrichtung x, zur Ermittlung des erhaltenen Signals
muss nach der Faltung noch in y und z summiert werden. unten: Vergleich der simulierten konfokalen und
RESOLFT-Bildaufnahme, normiert auf das jeweilige Maximum. Die Modulationstiefe M ist durch Gleichung
[3.9]definiert, in die das Signal in der Spitze und im Tal eingeht.

Ol |1 o
200nm
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Hintergrund nicht abgezogen werden kann, da kein entsprechendes Referenzsignal erfasst
werden kann. Die mit rsFastLime gewonnenen RESOLFT-Bilder dieser Struktur konnen al-
so nicht direkt mit Bildern verglichen werden, die keinen solchen Untergrund zeigen, da sich
die Farbung bei diesen nur auf die Oberflache des Deckglas beschrinkt, wie zum Beispiel bei
der Farbung einer dhnlichen Struktur mit asFP595 in dieser Arbeit (Kapitel[2.2.2). Zudem be-
sitzt die dort gezeigte Struktur zum Teil andere Abmessungen, so ist besonders der Abstand
zwischen den Mitten der einzelnen Vertiefungen bei der Fiarbung mit asFP595 wesentlich
grofer (ca. 500 nm), und durch die Adsorptionseigenschaften von asFP595 sind die Struktu-
ren nicht vollstindig ausgefiillt, es zeigt sich eine erhohte Konzentration von asFP595 an den
Réndern der Vertiefung. Bei rsFastLime ist es hingegen wahrscheinlich, dass die Vertiefun-
gen wegen der geringen Adsorption des Monomers rsFastLime an Glas und der homogenen
Immobilisierung durch PAA praktisch homogen ausgetiillt sind. Die kleinsten Strukturde-
tails sind somit durch die Absténde der einzelnen Vertiefungen gegeben, von Mitte zu Mitte
messen diese zwischen 250 nm und 400 nm und kénnen somit bereits im konfokalen Modus
aufgelost werden, jedoch nur bei der Aufsummierung des Signals in y-Richtung (Abbildung
3.T1]f). Im xy-Bild (Abbildung [3.11|c) sind die nahe beieinander liegenden Vertiefungen im
rechten Teil des Bildes nicht iiber die gesamte Linge in y getrennt voneinander wahrnehm-
bar, wo hingegen dies im RESOLFT Modus iiber die ganze Linge in y moglich ist.

Die Modulationstiefe M zwischen den Spitzen S des und den Téler 7" des Fluoreszenz-
signals ist im weiteren wie folgt definiert:

2.7,
Sy + Seqt’

wobei x die Durchnummerierung der Spitzen und der Tiler angibt (Abbildung [3.11]e).
Die Modulationstiefe M sollte bei einer Erhohung der Auflosung zunehmen. Im RESOLFT-
Modus liegt eine wesentlich hohere mittlere Modulationstiefe mit steil abfallenden Flanken
vor, insbesondere bei den im konfokalen Modus bereits kaum mehr auflosbaren Vertiefun-
gen im Abstand von 250 nm (Tal 2-5, Abbildung [3.11] f). Beim Tal mit der Nr.1 ist keine
wesentliche Steigerung der Modulationstiefe erkennbar, vermutlich da die beiden zugehori-
gen Furchen durch den grofen Abstand (Abstand der Fluoreszenmaxima: 400 nm) bereits
im konfokalen Bild deutlich voneinander getrennt sind.

Um nun eine Abschitzung der zugrunde liegenden PSF bei der Bildaufnahme zu erhal-
ten, und dadurch eine Abschidtzung der maximal erreichten Auflosung bei den hier gezeigten
Aufnahmen zu ermoglichen, wurde nun die Modulationstiefe in Abhingigkeit der Ausschalt-
leistung aus Bildern wie in Abbildung [3.T1] bestimmt und durch eine Simulation, der eine
berechnete PSF zu Grunde liegt, angepasst (zur Erlduterung der Simulation siehe Abbildung
3.12). Die RESOLFT-PSF wurde aus den berechneten PSFs mit Hilfe der Fluoreszenzun-
terdriickung in Abhingigkeit der Ausschaltleistung (Sittigungskurve, Gleichung [3.2)) nach
folgender Formel berechnet:

M, =1 (3.9)

A

1+ PI‘";;S haws(Z, Y, 2

hres(xay)z) - ( ) + FO) hAbf(I7ya Z) (310)
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Abbildung 3.13: a) Vergleich der Ergebnisse der Simulation der Modulationstiefe mit experimentellen Daten.
b) Fluoreszenz in der Spitze (normiert auf den Wert bei P,,s = 0). ¢) In der Simulation verwendete PSF bei
P.us = 0und P,,s = 200 nW mit Angabe der FWHM.

mit der Intensitdtsverteilung der RESOLFT-PSF h,.s, der Abfrage-PSF hay¢, der Ausschalt-
PSF h,.s, der Amplitude der Sattigungskurve A, der Ausschaltleistung P, s, der Sattigungs-
leistung Ps und dem Minimum der Sattigungskurve Fj. Alle PSF wurden dreidimenisonal
berechnet (h = h(x,y, z)).

In Abbildung[3.13a ist die gemessene Modulationstiefe in Abhingigkeit der Ausschalt-
leistung gezeigt, gemittelt iiber M3 bis M5. Es wurde nun versucht, die Ergebnisse der Simu-
lation an diese gemessenen Werte anzugleichen. Dazu wurde die Struktur variiert (Abstand
a, Breite b, Lange [, Tiefe des Hintergrunds ¢, der Wert von a + b wurde konstant bei 250 nm
gehalten, was dem Abstand der Fluoreszenzspitzen S; bis Sg in Abbildung[3.11]e entspricht).
Nun wurde versucht, durch geeignete Wahl der Parameter der Struktur zum einen den Ver-
lauf der Modulationstiefe bestmoglich anzupassen, zum anderen wurde darauf geachtet, dass
die Hohe des Hintergrunds auB3erhalb der Struktur bei P,,s = 0 ungefidhr dem experimentel-
len Wert entspricht (ca. 0.3, siche Abbildung e). Die beste Ubereinstimmung wurde fiir
folgende Werte gefunden: ¢ = 110nm, b = 140nm, [ = 650 nm, ¢ = 350 nm. Dies deckt
sich weitestgehend mit den Vorgaben zur Anfertigung der Struktur (¢ = 100 — 150 nm,
b = 100nm, [ = 500 — 1000 nm). Es ist eine stetige, eindeutige Verbesserung von M bis
ca. P,,s = 200nW zu sehen. Danach werden die Fehler der Messdaten zu grofl um die
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Modulationstiefe noch verlédsslich zu messen, da das Signal mit zunehmender kleinerer PSF
entsprechend abnimmt, wie in Abbildung[3.13|b gezeigt. Die Simulation zeigt hier bereits ei-
ne deutliche Abnahme bei hohen Ausschaltleistungen, die komplett auf diese Verkleinerung
der PSF zuriickgefiihrt werden kann. Fiir die noch groere Abnahme der Fluoreszenz in den
Spitzen bei den experimentellen Ergebnissen fiir P, > 200nW diirfte zum einen irrever-
sibles Photobleichen verantwortlich sein, zum anderen eine Auffiillung der Nullstelle in der
Ausschalt-PSF durch Aberrationen, und damit eine zusitzliche Reduktion der Intensitit der
RESOLFT-PSF (vergleiche Abbildung [2.9)). Da verlissliche Messergebnisse also nur bis zu
einer Ausschaltleistung von P,,s = 200 nW erhalten werden konnten, und somit bei dieser
Leistung die beste Auflosung vorliegt, die experimentell verifiziert werden kann, wurden die
Bildaufnahmen in Abbildung ¢ bei dieser Leistung durchgefiihrt. Um die zugehorige
Auflosungserhohung abzuschitzen zu konnen, sind in Abbildung ¢ die zur Simulation
der Modulationstiefe verwendeten theoretischen PSF bei P, = 0nW und 200 nW zum Ver-
gleich gezeigt. Die FWHM der PSF hat sich bei einer Leistung von P,,s = 200 nW ungefédhr
um den Faktor 3 verkleinert, was somit ungefdahr auch der erzielten Auflosungssteigerung
in Abbildung [3.13| ¢ entsprechen diirfte. Eine absolute Angabe der erzielten Auflosung ist
jedoch nur schwer moglich, da in die hier gezeigte Simulation, mit der die Modulations-
tiefe angepasst wurde, viele vereinfachende Annahmen eingehen, wie die Darstellung der
Struktur oder die Verwendung von berechneten PSFs. So ist z.B die FWHM der gemesse-
nen Abfrage-PSF (200 nm, Abbildung [3.10)), moglicherweise auf Grund von Aberrationen,
grofer als die der berechneten Abfrage-PSF (165 nm, Abbildung [3.13]c). Es kann jedoch
abgeschitzt werden, dass eine Auflosung zwischen 50 nm und 100 nm erreicht wurde.



4 Diskussion und Ausblick

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal experimentell gezeigt, dass die Fernfeld-Mikroskopie
unterhalb der physikalischen Beugungsgrenze mit Hilfe von photoschaltbaren Fluoreszenz-
markern realisiert werden kann. Mit den in dieser Arbeit verwendeten photoschaltbaren Pro-
teinen asFP595 und rsFastLime wurde eine Auflosung in einer Dimension der Fokalebene
von 50-100 nm erreicht. Theoretisch ist die Auflosung jedoch in allen Dimensionen unbe-
grenzt.

Neben der seit einigen Jahren realisierten und bereits auch fiir biologische Fragestellun-
gen angewandten STED-Mikroskopie wurde somit zum ersten Mal die Funktionsfdhigkeit
einer weiteren Unterart der Familie der RESOLFT-Mikroskopie gezeigt und somit deren
Generalitit bewiesen [38]. Da die Konkurrenzprozesse zur Fluoreszenzunterdriickung um
mehrere GroBenordnungen kleiner sind als bei der stimulierten Emission (STED), konnte
eine vergleichbare, zur Auflosungserhohung nétige Sittigung der Fluoreszenzunterdriickung
bereits bei Intensititen erreicht werden, die um ca. neun Groflenordnungen kleiner sind als
bei der STED-Mikroskopie (STED: GW/cm?, photoschaltbare Proteine: W/cm? ). Die ho-
hen Intensititen beim STED-Verfahren fithren zu einem erheblichen Photostress der abzubil-
denden Objekte, beispielsweise durch Photobleichen, welches somit durch den vorgestellten
Ansatz vermieden wird.

Der Beweis, das RESOLFT nicht nur durch die Ausnutzung des Grundzustand des
Singulett-Systems, wie bei STED, sondern auch prinzipiell durch die Ausnutzung anderer
Dunkelzustidnde verwirklicht werden kann, stimulierte die experimentelle Umsetzung weite-
rer RESOLFT-Unterarten wie beispielsweise die Ausnutzung des Triplett-Zustands als Dun-
kelzustand (Ground State Depletion, GSD, [44]) oder die Verwendung von optisch bistabilen
organischen Fluoreszenzmarkern [76].

In der Folge der verdffentlichten RESOLFT-Verfahren haben sich weitere Techniken in
der nanoskopischen Bildgebung entwickelt [77, [/8]], die auch photoschaltbare Proteine und
Farbstoffe wie beispielsweise rsFastLime [[75, /9] verwenden und auf deren gezielten Akti-
vierung und Lokalisierung einzelner fluoreszenter Marker basieren. Da auch bei dieser na-
noskopischen Methode neue Erkenntnisse des generellen Schaltverhaltens von photoschalt-
baren Proteinen wie rsFastLime oder asFP595 von Vorteil sind, leisten die in dieser Arbeit
erarbeiteten experimentellen und theoretischen Ergebnisse zur Photophysik auch hier einen
Beitrag.

Bei STED kommen wegen der benétigten hohen Leistungen iiblicherweise gepulste
fs - ps Laser zum Einsatz. Zudem muss die Fluoreszenzunterdriickung auf einer Zeitskala
kleiner der Fluoreszenlebensdauer des angeregten Zustandes, die bei den meisten Farbstof-
fen bei wenigen Nanosekunden liegt, stattfinden. Dies erfordert eine Synchronisation der
Anregungs- und Abregungspulse im Bereich von Pikosekunden. Durch die hohe Stabilitét
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des Dunkel- und fluoreszierenden Zustands bei den in dieser Arbeit verwendeten photo-
schaltbaren Proteinen, deren Relaxationszeiten im Bereich von Sekunden bis Tagen liegen,
konnen hier Dauerstrichlaser mit sehr niedriger Leistung verwendet werden, wie sie in je-
dem herkdmmlichen konfokalen Mikroskop zum Einsatz kommen, zum Beispiel luftgekiihl-
te Argon-, Festkorper- oder Diodenlaser, eventuell sogar einfache Lichtquellen wie Queck-
silberdampflampen. Die Abfolge und Dauer des Lichts zum Einschalten, Ausschalten und
zur Fluoreszenzanregung der Proteine kann in nahezu beliebiger Weise durch akustoopti-
sche Modulatoren oder mechanische Verschliisse und einer einfachen Synchronisation im
ms-Bereich erfolgen.

Neben dieser einfachen und kostengiinstigen technischen Handhabung kann wegen der
niedrigen bendtigten Intensitit zur Fluoreszenzunterdriickung die Leistung des in die Pupille
eintretenden Lichts auch ohne technisch hohen Aufwand auf eine sehr grofle Fliche in der
Objektebene verteilt werden. Dies hat als Folge der hier prisentierten Ergebnisse den Einsatz
von photoschaltbaren Proteinen in der Weitfeld-Mikroskopie unterhalb der Beugungsgrenze
moglich gemacht [80]. Im Gegensatz zur Verwendung von nur einer Nullstelle der Ausschal-
tintensitit (wie in dieser Arbeit) konnen durch die weitflichige Beleuchtung mit einer sinus-
formigen Ausschaltintensitdt mehrere Nullstellen erzeugt werden, wodurch eine paralleli-
sierte und damit wesentlich schnellere Bildaufnahme moglich ist. Solch eine beschleunigte
Bildaufnahme ist insbesondere bei der Bilderzeugung von dynamischen Vorgéingen in Zellen
ein entscheidendes Kriterium. Daneben ist die Verwendung von fluoreszierenden Proteinen
generell eine der wenigen und bei weitem die am meisten angewandte Methode, Zellen im
lebenden Zustand fiir die Fluoreszenz-Mikroskopie zu markieren.

Zu Anfang dieser Arbeit wurde die RESOLFT-Mikroskopie im STED-Verfahren haupt-
sdchlich mit organischen Farbstoffen durchgefiihrt. Die zu untersuchenden Zellen konn-
ten mit einer Antikorperfirbung markiert werden, was im allgemeinen jedoch eine spe-
zielle Priaparation der Zellen voraussetzt, bei der wiederum die Zellen abgetotet werden.
Es konnte jedoch wihrend der Anfertigung dieser Arbeit gezeigt werden, dass die STED-
Mikroskopie auch mit dem bei weitem am meisten eingesetzten griin fluoreszierenden Pro-
tein GFP moglich ist [81]]. Der Einsatz von GFP als Fluoreszenzmarker ist jedoch bei der
STED-Mikroskopie wiederum durch den auftretenden Photostress eingeschrinkt.

In dieser Arbeit wurde nun gezeigt, dass auch der Einsatz von photoschaltbaren Pro-
teinen in der RESOLFT-Mikroskopie moglich ist, wodurch sich der Anwendungsspielraum
der Fluoreszenzproteine fiir die Mikroskopie unterhalb der Beugungsgrenze noch einmal
erheblich erweitert hat. Zudem bietet der ,,Werkzeugkasten* der Natur bei Proteinen die ein-
zigartige Moglichkeit, diese durch gezielte Mutation ihres Genoms fiir die jeweilige Anwen-
dung zu optimieren. Im Fall von asFP595 und Dronpa wurde dies bereits intensiv betrieben
[[705 55]]. Wie in dieser Arbeit gezeigt, konnte erst die verbesserte Variante von Dronpa, rs-
FastLime, zur hochauflosenden Mikroskopie verwendet werden. rsFastLime weist gegeniiber
Dronpa ein schnelleres Ausschalten und zudem ein reduziertes Photobleichen auf. Bei den
in dieser Arbeit untersuchten mit rsFastLime gefidrbten Teststrukturen konnte hiermit ein
gegeniiber der Farbung mit Dronpa erheblich gesteigertes Fluoreszenzsignal erreicht wer-
den. Dies ermoglichte erst die experimentelle Umsetzung der Auflosungserh6hung in der
RESOLFT-Mikroskopie im Ausschalt-Abfrage Verfahren mit einer Mutante des bekannten
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photoschaltbaren Proteins Dronpa.

Bei der Anwendung des Ausschalt-Abfrage Verfahrens muss beachtet werden, dall wih-
rend der Abfrage auch ein gleichzeitiges Ausschalten der Fluoreszenz stattfindet, welches
effektiv zu einer Verbreiterung des fokalen Spots und damit zu einer Verringerung der er-
reichbaren Auflosung fiihrt. Der spektroskopische Grund fiir diesen Nachteil liegt in dem
Ubersprechen der Ausschaltwellenlinge mit der Wellenlinge zur Anregung der Fluoreszenz.
Somit konnte die RESOLFT-Mikroskopie mit rsFastLime durch eine spezifisch trennbare
Fluoreszenzanregung und -unterdriickung verbessert werden, was beispielsweise durch eine
geeignete Mutagenese moglich sein konnte.

Es wire auch bereits vorteilhaft, wenn man im Fall von rsFastLime das Ubersprechen so
verschieben konnte, dass nicht die Ausschaltwellenldnge, sondern die Einschaltwellenldnge
mit der Wellenlidnge zur Fluoreszenzanregung zusammentfillt, wie es bei asFP595 erfolgt.
Hier war in der RESOLFT-Mikroskopie, wie in dieser Arbeit gezeigt, die einfache, gleich-
zeitige Anwendung der Einschalt-PSF und der Ausschalt-PSF moglich, wodurch ein dyna-
misches Gleichgewicht in der Besetzung der Zustédnde erreicht wurde, in dem im Prinzip eine
beliebig lange Abfrage der Fluoreszenz moglich ist, welche nur durch das Photobleichen be-
schrinkt wére. Signalprobleme wie bei der Ausschalt-Abfrage Methode wiirden vermieden
werden.

rsFastLime bietet gegeniiber asFP595 jedoch einen entscheidenden Vorteil bei der Fir-
bung von Zellen, da es nicht wie asFP595 als Tetramer, sondern als Monomer vorliegt. Bei
der Fusion eines Zellproteins mit einem Fluoreszenzprotein entsteht ein so genanntes Tan-
demprotein. Durch die starke Affinitdt von asFP595 zur Bildung von Tetrameren kann es so-
mit vorkommen, dass mehrere Tandemproteine miteinander verkniipft werden. Dies kdnnte
die Funktionalitit des Zellproteins in der Zelle storen und somit zu biologischen Artefakten
durch die Markierung fiihren. Das Protein asFP595 weist, wie in dieser Arbeit gezeigt (siehe
die Farbung der Teststruktur zu den Bildaufnahmen, Kapitel 2.2.2)) eine Tendenz zur Agglo-
meration auf, die in Zusammenhang mit der Affinitdt zur Tetramerbildung gesehen werden
kann. Die Tetramerbildung von asFP595 konnte durch gezielte Mutagenese und der Bildung
eines funktionstiichtigen Monomers in Zukunft behoben werden. So wurde bereits das fluo-
reszierende Protein DsRed von einem Tetramer durch gezielte Mutation in ein Monomer
ibergefiihrt [82].

Die Verbesserung der RESOLFT-Mikroskopie mit photoschaltbaren Proteinen wird von zwei
Entwicklungen abhingen:

e Verbesserung der photophysikalischen Eigenschaften der fluoreszierenden Proteine im
Hinblick auf ihre Anwendung in der RESOLFT-Mikroskopie, insbesondere als Mar-
ker in lebenden Zellen zur Kldrung biologischer Fragestellungen. Konkret sind dies
optimiertes Schalten mit wenig Uberlapp zwischen Fluoreszenzanregung, Aktivierung
und Unterdriickung, Minimierung des Photobleichens, Monomerisierung der Protein-
struktur und Maximierung der Fluoreszenzausbeute. Durch Optimierung konnen dann
sehr hohe Sittigungsfaktoren der Fluoreszenzunterdriickung und somit sehr hohe Auf-
16sungen erreicht werden, da eine technische Intensititsbeschrinkung durch eine be-
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schrinkte Laserleistung im Grunde nicht besteht.

e Der Einsatz von photoschaltbaren Proteinen in der Weitfeld-Mikroskopie unterhalb
der Beugungsgrenze bietet das Potential, zeitaufgeldst Vorginge in lebenden Zellen
iiber ein groBes Bildfeld aufzunehmen, und somit Vorgiinge in lebenden Proben auf
zellorganeller Ebene sichtbar zu machen.

Das Potential der in dieser Arbeit erstmals realisierten RESOLFT-Mikroskopie mit photo-
schaltbaren Proteinen ist somit noch lange nicht ausgeschopft, und es kann in der Zukunft
mit weiteren bemerkenswerten Entwicklungen und Einblicken gerechnet werden.
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A Anhang

A.1 Theorie des Photoschaltens von asFP595

Im allgemeinen bedeutet der Terminus ,,photoschaltbar, dass ein und derselbe chemische
Stoff zwei Zustinde mit unterschiedlichen Absorptionsspektren besitzt. Der Ubergang zwi-
schen beiden Zustidnden ist reversibel und wird durch elektromagnetische Strahlung indu-
ziert. Reversibilitit ist hier besonders hervorzuheben, da bei nicht reversibler Veridnderung
des Absorptionsspektrum hiufig auch eine chemische Verianderung des Stoffes vorliegt [48]].
Im Fall von asFP595 ist der chemische Stoff ein Chromoprotein mit einem nichtfluoreszie-
renden Dunkel- (Aus-) und einem fluoreszierendem (An-) Zustand. Als einfachster Ansatz
zur theoretischen Beschreibung des Schaltvorgangs dient daher ein Modell mit zwei Zustén-
den, dem Dunkelzustand D und dem fluoreszierenden Zustand B (B fiir englisch ,,Bright®).
Die Ubergiinge zwischen den angeregten Zustinde B* und D* konnen dabei vernachlissigt
werden, solange keine Sittigung dieser Zustdnde stattfindet, d.h. so lange die Besetzung der
angeregten Zustidnde linear zur Intensitit ist, was bei den verwendeten niedrigen Intensitéiten
anzunehmen ist.

Der Ubergang nach B mit der Ratenkonstante k,,, wird als ,,Aktivierung® , der entgegen-
gesetzte Vorgang mit der Ratenkonstante k., als ,,Deaktivierung® bezeichnet. Idealerweise
wird Licht bei unterschiedlichen Wellenldngen verwendet, um selektiv zu aktivieren und zu
deaktivieren oder um die Fluoreszenz von B anzuregen. Jedoch unterliegen die Ubergiinge,
wie bei den meisten photophysikalischen Prozessen bei Raumtemperatur, einer spektralen
Verbreiterung, und somit iiberlappen die unterschiedlichen Ubergiinge spektral. Auf Grund
dessen konnen die unterschiedlichen Wellenldngen ihre Selektivitit verlieren. Die Wahr-
scheinlichkeit, dass Licht einer bestimmten Wellenlinge einen Ubergang antreibt, fiir den es,
technisch gesehen, nicht gedacht ist, nennt sich ,,Ubersprechen“ und muss in jedem mehr-
farbigen Fluoreszenzexperiment beriicksichtigt werden. Im hier beschriebenen Fall kann es
beispielsweise bedeuten, dass eine Wellenliinge beide Ubergiinge treibt. Fiir das Schalten von
asFP595 wurden folgende Wellenlidngen gewdhlt: gelbes Licht bei 568 nm zur Aktivierung
und blaues Licht bei 458 nm zur Deaktivierung. Das gelbe Licht wird auch zur Anregung der

kan
o

kaus

Abbildung A.1:
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Fluoreszenz verwendet. Die GroB3e der Ratenkonstanten k,, und k,,s hdngt zum einen von
der angewandten Laserintensitit /, des gelben und [}, des blauen Lichts (Einheit: W/cm?),
zum anderen von der thermisch induzierten spontanen Konversion ab.

kan agn agn kzsm
kaus B agus ,yg]-g + a/ka)us /ybIb + k;us
Kan agn asn 0
( kaus ) - < O ) ’Yg-[g + ( agus ),ijb + < kZus )
X

aX und a’ _ sind die Aktionswirkungsquerschnitte (Einheit: cm~2) des Ubergangs X fiir
blaues (b) beziehungsweise gelbes (g) Licht, -y ist die inverse Photonenenergie der jeweiligen
Wellenlidnge (Index b beziehungsweise g, ¥ = A\/he, mit der Wellenldnge A, der Planckkon-
stanten / und der Lichtgeschwindigkeit c), k% ist die Ratenkonstante fiir den spontanen, nicht
lichtgetriebenen Ubergang zu X (=an oder aus). Da sich im Ausgangszustand praktisch alle
asFP595 Molekiile im Dunkelzustand befinden, ist die spontane Konversion in den fluores-
zierenden Zustand zu vernachldssigen (£, = 0). Weiterhin kann angenommen werden, dass
das gelbe Licht den Deaktivierungsprozess nicht beeinflusst, da die Wellenlinge so gewihlt
wurde, dass eine sehr effiziente Aktivierung stattfindet (d.h. a8, >> af  ~ 0). Im Gegen-
satz dazu ist das Ubersprechen des blauen Lichts nicht zu vernachléssigen (a2, # 0). Folgt
man dem Modell mit zwei Zustdnden, kann ein System von Ratengleichungen fiir die mo-
lekularen Konzentrationen von D und B aufgestellt werden, was im konfokalen Mikroskop
durch die mittlere Anzahl der Molekiile im Detektionsvolumen (Np und Np ) ausgedriickt

werden kann.
d ND - - kan kaus ND
E ( NB ) N ( kan _kaus ) ( NB ) (Al)

fithrt zu einer exponentiellen Abhéngigkeit von Ng(t)

NB<t> = NB[l - exp<_(kaus + kan)t)} + NB(O) (Az)

Nach einer Zeit t >> 1/(kaus —|—_l<:an) erreicht die Besetzung von D und B ein Gleichge-
wichtsniveau, dass fiir B den Wert Ny annimmt.

— k
Np = — es
B o+ Kaus

wobei Ny, = Np + Np die mittlere Gesamtzahl der Molekiile im Detektionsvolumen
ist. Vernachldssigt man die Anregungssittigung, was bei den angewandten niedrigen Intensi-
taten moglich ist, ist die detektierte Fluoreszenzintensitét /' proportional zur Detektionseffi-
zienz Vg, zur Fluoreszenzquantenausbeute @, zum Absorptionswirkungsquerschnitt o, zur
inversen Photonenenergie -y und zur mittleren Anzahl Ng der Molekiile im fluoreszierenden
Zustand B.

(A.3)

F = Up®p(ogyely + ovyly) Ni (A.4)
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Aus dem Fluoreszenzanregungsspektrum (Abbildung[2.2]b) ist ersichtlich, dass die Fluo-
reszenzanregung fiir gelbes Licht zwar am effektivsten ist, jedoch auch fiir blaues Licht,
obwohl unerwiinscht, nicht zu vernachléssigen ist. Dieses Ubersprechen der Fluoreszenzan-
regung durch blaues Licht kann durch das Verhiltnis R = (o,71,)/(0g7,) von Absorptions-
wirkungsquerschnitt und inverser Photonenenergie bei der blauen zur gelben Wellenldnge
ausgedriickt werden. Um die Deaktivierungseffizienz, und damit die Unterdriickungseffi-
zienz der Fluoreszenz, mit blauem Licht anzugeben, ist es vorteilhaft, die Fluoreszenz bei
einer bestimmten Intensitét des blauen Lichts mit der Fluoreszenz ohne blaues Licht zu ver-
gleichen

F . F(Ig, Ib> _ 1 4 ﬁ agnfg —+ agnlb
I agnjg + (a’gn + a’gus)[b + kzus

" F(Ig7 0) g
Wihrend das Anregungsiibersprechen R zu einem Ansteigen der Fluoreszenz und so-

mit zu einer Verminderung der Deaktivierungseffizienz und Fluoreszenzunterdriickung bei
b

(AS5)

hoheren blauen Intensititen [y, fiihrt, resultiert das Aktivierungsiibersprechen a,, in einer
unvollstindigen maximalen Deaktivierung und Fluoreszenzunterdriickung.
Fn(min) o —— (A.6)
agn + agus

Es ist offensichtlich, dass diese maximal erreichbare Fluoreszenzunterdriickung opti-
miert wird, d.h gegen Null geht, fiir a®, < al ., d.h. fiir ein moglichst kleines Aktivierungs-
tibersprechen durch blaues Licht. Hier soll angemerkt werden, dass die Aktivierungs- und

Deaktivierungswirkungsquerschnitte a 1/1 I;aus willkiirliche Parameter sind und sich von den

Absorptionswirkungsquerschnitten o8/" unterscheiden. Es ist jedoch nahe liegend, dass die
Aktionswirkungsquerschnitte fiir die Ubergiinge zwischen dem dunklen und hellem Zustand

mit o#/" iiber eine Quanteneffizienz @y, /ays verkniipft sind, aZI/l l;aus = @Zﬁ I;aus

o8P wobei
eine kleine Differenz fiir o#/® zwischen An- und Aus-Zustand beriicksichtigt werden muss
(Abbildung [2.2). Weiterhin ist auch ® von der Wellenldnge abhingig, da die Anregung fiir
gelbes Licht in andere Energienieveaus erfolgt wie fiir blaues, wodurch sich die Hohe der
Energiebarrieren unterscheiden, die zwischen den Zustinden D und B liegen [83]. Eini-
ge der oben angefiihrten Ratenkonstanten hingen von der Intensitit / ab. Bei Verwendung
eines hochnumerischen Objektivs, wie in dieser Arbeit, ist die Intensitdt im Detektionsvolu-
men stark ortsabhédngig, und somit variieren auch die Ratenkonstanten innerhalb des Detek-
tionsvolumen stark. Es wurde jedoch gezeigt [59], dass iiber das ganze Detektionsvolumen
effektive Ratenkonstanten k(7 /2) definiert werden konnen, wobei I die Spitzenleistung im
Volumen darstellt. [ ist definiert iiber die durchschnittliche Laserleistung P nach der Objek-
tivlinse und dem lateralen 1/e%-Radius der PSF wy. In einer vergleichenden Studie konnten
die Werte der Ratenkonstanten k,, und k., die durch Integration iiber eine typische PSF
berechnet wurden, sehr gut durch den Wert von k(I/2) beschrieben werden. Die Ortsab-
hingigkeit der Ratenkonstanten im Detektionsvolumen kann somit bei der Bestimmung der
Ratenkonstanten durch die Annahme einer mittleren effektiven Ratenkonstante k(7/2) be-
riicksichtigt werden.
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A.2 Messung der Leistung und daraus berechnete
Intensitat im Fokus

Im den Abschnitten zu asFP595 (Kapitel [2) und Dronpa (Kapitel [3.2)) wurden die Intensi-
titen im Fokus angegeben, im den Abschnitten zu rsFastLime (ab Kapitel [3.3) die direkt
gemessenen Leistungen. Die Messung der Leistung P erfolgte direkt vor der Pupille des Ob-
jektivs, wobei durch eine Blende die Fliche des Leistungsdetektors auf die Pupillenfliche
abgestimmt wurde. Fiir die Leistung im Fokus wurde die Transmission 7" des Objektivs be-
riicksichtigt. Diese ist wellenldngenabhingig, Messungen zeigten jedoch, dass die Transmis-
sion 7' iiber einen groBBen Wellenlidngenbereich (400-600 nm) mit 7'=0.8 angendhert werden
kann. Die daraus resultierenden Intensitdtsangaben I im Kapitel zu asFP595 beziehen sich
auf eine Fldche, die durch die FWHM d der Airy-Scheibe im Fokus bestimmt ist. Es gilt:

P
I = Tﬁ(d/?)Q (A.7)
Die FWHM d der Airy-Scheibe wurde durch eine PSF-Messung bestimmt. Da linear
polarisiertes Licht verwendet wurde, sind die Breiten der Airy-Scheibe in x- und y-Richtung
leicht unterschiedlich, die hier angegebenen FWHM d stellt die mittlere FWHM dar. Die
Leistungs- und Intensititsangaben konnen mit Gleichung und Tabelle [A.T|umgerechnet
werden.

PSF Einschalt Abfrage
FWHM[nm] 400 225

Tabelle A.1: Gemessene mittlere FWHM der PSF in Kapitel

Fiir die Ausschalt-PSF gilt bei einer homogenen Phasenverteilung in der Pupille die
gleiche FWHM wie bei der Abfrage-PSF

Bei der RESOLFT-Mikroskopie gilt wegen der Umformung der Ausschalt-PSF mittels
einer inhomogenen Phasenverteilung in der Pupille (Abbildung [3.12)) ungefihr folgende Re-
lation:

Paus
(225 nm /2)?

Die Spitzenintensitit [y, wie sie bei der Darstellung des RESOLFT-Konzepts in der
Einleitung benutzt wurde (Kapitel [[.3.1] ergibt sich aus den Intensititen bezogen auf das
FWHM durch die Multiplikation mit einem konstanten Faktor. Dies soll im folgenden her-
geleitet werden. Die Airy-Scheibe der PSF kann wie in der Einleitung beschrieben (Kapitel
durch eine zweidimensionale GauBfunktion /(z, y) angenihert werden. Deshalb gilt im

Fokus:
2 2
I(z,y) = Iyexp (-2—“”“’) (A.9)

w02

Tous = 0.5-0.8 (A.8)
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wobei ungeféhr gilt:

d
v2In2

Die Integration iiber die zweidimensionale Gaul3funktion ergibt die Leistung Pr im Fo-
kus:

wp = (A.10)

Pp = [ngo (A.11)

Aus Gleichung[A.T0Jund Gleichung [A.TT]ergibt sich somit folgende Relation zwischen
der Intensitédt / und der Spitzenintensitét /:

Iy=m2-1~07-1 (A.12)

Da P,I und I, sich nur durch konstante Faktoren unterscheiden, kann anstatt der Sit-
tigungsintensitit Ig,, die sich auf die Spitzenintensitit bezieht, auch die zugehorige direkt
gemessene Sittigungsleistung Ps oder die Séttigungsintensitit Is = T'Ps/(m(d/2)?) (Glei-
chung angegeben werden. Der fiir die Auflosungserhohung wichtige Séttigungsfaktor
(Kapitel ¢ = Iy/Isas = I/Is = P/Ps ist unabhiingig von der Angabe als Intensitéit
oder Leistung.

A.3 Protokolle
A.3.1 Pufferléosung PBS

PBS (englisch: Phosphated Buffered Saline) ist eine Pufferlosung, deren Zusammensetzung
in Tabelle [A.3.T] gegeben ist. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von Salzsdure (HCI) und
Natronlauge (NaOH) auf 7,4 eingestellt.

Substanz M, c[mM] c[g/l]
NaCl 58.44 137 8.0
KCl 74.50 2.7 0.2
NaoHPO, - TH,O 268 10 2.68
KH,PO,4 136 1.76  0.24

Tabelle A.2: Inhaltsstoffe der PBS-Losung. M..;: relative Molekiilmasse. ¢c: Konzentration in der Losung.

A.3.2 Rotationsbeschichtung

Das hier gewihlte Protokoll lehnt sich an das in [69] dargestellte Protokoll an. Polyvinyl-
Alkohol (PVA) wurde in PBS (pH 7,4) mit einer Konzentration von 1% aufgelost (1 g PVA
auf 100 ml PBS). Eine hochkonzentrierte Losung des jeweiligen Proteins (30 pug/pul) wurde
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im Verhiltnis 1 zu 10 mit dieser PVA-L6sung gemischt. Ein Mikrokopiedeckglas wurde mit
Hilfe von Unterdruck auf einem Halter in einem Rotationsbeschichter festgesaugt. Es wurde
ein Tropfen von ca. 60 il der Protein-PVA-Losung auf das Deckglas gegeben, und dieses bei
3000 U/min fiir 20 s rotationsbeschichtet.

A.3.3 Immobilisierung mit Glutaraldehyd

Auf ein silanisiertes Deckglas (zur Verfiigung gestellt von Donald Ouw, Abt. Nanobiopho-
tonik, MPI-BPC Gottingen) wurden ca. 60 p] Glutaraldehyd fiir 10 min gegeben und danach
mit deionisiertem Wasser abgespiilt. Auf die mit Glutaraldehyd benetzte Stelle wurde nun
ca. 60 ul einer hockonzentrierten Proteinlosung (30 pg/pl) fiir 10 min gegeben und danach
mit deionisiertem Wasser abgespiilt. Das Deckglas wurde auf einem Objekttrager fixiert,
zwischen Deckglas und Objekttriger befand sich PBS (pH 7,4).

A.3.4 Immobilisierung in Polyacrylamid

Bei der Immobilisierung in Polyacrylamid (PAA) wird die natiirliche Konformation des Pro-
teins in Wasser beibehalten [84]].

Das folgende Protokoll wurde von einem Protokoll zur Herstelltung eines Elektropho-
resegels abgeleitet. Dieses Gel wird in der sogenannten Laemmli-PAGE eingesetzt (PAGE:
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis).

Eine hochkonzentrierte Proteinlosung (30 pg/ul) wurde zunédchst mit PBS-Puffer (pH
7,4) in einem Verhiltnis 1:100 verdiinnt. In diese Losung wurden nun 62,5 pl einer 30%igen
Acrylamidldsung (Rotiphorese Gel 30, ROTH) gegeben. Zur Einleitung der Polymerisation
wurden 15 1 Ammoniumpersulfat (APS, 1%ige Losung) und 15 ul Tetramethylethylendia-
min (TEMED, 1%ige Losung) hinzugefiigt. Das fliissige Gemisch (15 ul) polymerisierte
zwischen einem Deckglas und einem Objekttriger innerhalb von 5 min aus.
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