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Kurzzusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Krankheitsbild der NMDA-Rezeptor Enze-
phalitis und der Entwicklung neuartiger Technologien, mit dem Ziel weitere tiefgreifende
Erkenntnisse im Zusammenhang mit dieser Autoimmunerkrankung zu gewinnen.

In einem ersten Schritt werden fiir die Untersuchungen etablierte hochstauflésende Flu-
oreszenz-Mikroskopieverfahren aus dem Bereich der Lokalisationsmikroskopie eingesetzt.
Hierbei kommen spezielle rekombinante monoklonale Patienten aAK gegen die NR1-Un-
tereinheit des NMDA-Rezeptors zur Anwendung. Durch die Lokalisationsmikroskopie wird
die synaptische Rezeptordichte quantifiziert und somit die Auswirkung der aAK auf die
Rezeptormorphologie untersucht. Zusatzlich dazu wurde die Messung mittels Lokalisa-
tionsmikroskopie in einen 10 ym coronalen Hirnschnitt einer Maus etabliert, um so den
néchsten Schritt fiir experimentelle Tierversuche vorzubereiten. Mit Hilfe der genutzten
hochstauflésenden Mikroskopiemethoden konnte auch die Spezifitdt der rekombinanten
monoklonalen Patienten aAK nachgewiesen werden. Als ein hervorzuhebendes Resultat
der umfangreichen Untersuchungen nach Preinkubation mittels rekombinanter monoklo-
naler Patienten aAK wurde eine signifikante Abnahme der synaptischen Rezeptordichte
ermittelt.

Um die gefundenen Erkenntnisse auf Basis der Lokalisationsmikroskopie auch auf Le-
bendzellmessungen zu iibertragen und zu untermauern, war es notwendig, ein neuartiges
hochstauflosendes Mikroskop im Labor zu etablieren. Dieses Mikroskop arbeitet auf Basis
einer speziellen Art der strukturierten Beleuchtungsmikroskopie und ermdglicht somit die
Messung lebender Zellen. Als Beleuchtungsmuster wurden sogenannte Speckle verwendet.
Dadurch konnte ein kosteneffizienter Aufbau realisiert werden, welcher im Bereich von
wenigen Sekunden ein hdchstaufgelostes Bild aufnimmt. Die gezeigte Auflésung war im
Bereich von etablierten Verfahren der strukturierten Beleuchtungsmikroskopie.

Auf Grundlage des entwickelten Mikroskops wurde ein Patent eingereicht und angenom-
men. Das Patent befasst sich mit der Moglichkeit die effektive Beleuchtungsfliche der
Speckle durch die Nutzung von verschiedenen physikalischen Effekten zu reduzieren. Somit
kann der Detektionsbereich verkleinert werden und im Idealfall in einem KEinzelmolekil-
Regime genutzt werden. Das eingereichte Patent {iberfiihrt deshalb viele Varianten der
hochstauflosenden Mikroskopie aus dem Bereich der scannenden Verfahren in den Be-
reich der Weitfeldmikroskopie und verbindet dem entsprechend auch die Stérken beider

Verfahrensbereiche. Es wurde durch Simulationen gezeigt, dass es bei allen Varianten zu



einer Reduzierung der effektiven Beleuchtungsfliche kommt, und somit eine bessere hoch-
staufgeloste Rekonstruktion als bei der normalen Strukturierten Beleuchtungsmikroskopie
ermoglicht.

In einem weiteren Punkt der vorliegenden Arbeit wird eine neuartige Kombinations-
moglichkeit von funktionellen Messungen in Form von Multi-Elektroden-Arrays (MEA)
und morphologischen Messungen entwickelt. Das hier gezeigte ultradiinne (< 100 nm) und
hochtransparente (T >85%) MEA resultiert in einem Design und einer Materialkombina-
tion, so dass es fiir eine solche Verfahrenskombination eingesetzt werden kann. Es konnte
gezeigt werden, dass es bei Untersuchungen mit der Lokalisationsbasierten Mikroskopie-
methodik zu keinen Einfliissen auf die optischen Ergebnisse kommt und die Oberfliche-

neigenschaften durch ihre Spezifitdt Anwendungsvorteile bringen.



Abstract

The present thesis deals with the clinical syndrome of NMDA receptor encephalitis and
the development of novel technologies, with the aim to gain further in-depth knowledge
in the context of this autoimmune disease.

In a first step, established super-resolution fluorescence microscopy techniques from the
field of localization microscopy were used for the investigations. For this purpose specific
recombinant monoclonal patient aAK against the NR1 subunit of the NMDA receptor were
applied. Localization microscopy quantifies synaptic receptor density and thus investiga-
tes the effect of aAK on receptor morphology. In addition to this, measurements by using
localization microscopy were established in a 10 um coronal brain slice of a mouse to pre-
pare the next step for experimental animal studies. With the help of the super-resolution
microscopy methods used, the specificity of the recombinant monoclonal patient aAK can
also be demonstrated. A significant decrease in synaptic receptor density was determined
as a result of the investigations after preincubation with recombinant monoclonal patient
aAK.

In order to transfer and substantiate the findings based on the localisation microscopy
to live cell measurements, it was necessary to establish a new type of super-resolution
microscope in the laboratory. This microscope works on the principle of a special type of
structured illumination microscopy and thus enables the measurement of living cells. As
illumination patterns, speckles were used. This made it possible to realize a cost-efficient
set-up that takes a super-resolution image in the range of a few seconds. The resolution
shown was in the range of established methods of structured illumination microscopy.

A patent was filed and approved on the basis of the microscope that was developed. The
patent deals with the possibility of reducing the effective illumination area of the speckle
by using several physical effects. Thus, the detection area can be reduced and optimally
it can be used in a single molecule regime. The patent presented here therefore trans-
fers many types of super-resolution microscopy from the field of scanning methods to the
field of wide-field microscopy, and thus combining the strengths of both techniques. It has
been shown by simulations that a reduction of the effective illumination area occurs in
all variants, thus enabling a better super-resolution reconstruction than with the normal
structured illumination microscopy.

In a further part of the thesis, a novel combination of functional measurements in the

form of multi-electrode arrays (MEA) and morphological measurements was developed.



The ultra-thin (< 100 nm) and highly transparent (T >85%) MEA shown here results in a
design and material combination allowing it to be used for such a combination. It has been
demonstrated that investigations with the localisation-based microscopy technique do not
affect the optical results and that the surface properties bring application advantages due

to their specificity.
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Die Mikroskopie spielt in vielen Bereichen der biologischen und medizinischen Forschung
sowie als Untersuchungsmethode zur Diagnose und Behandlung von Krankheiten eine
grofle Rolle. Durch die ersten Mikroskope, welche 1637 von Antony van Leeuwenhoek
(1632 - 1732) entwickelt wurden, konnten zum Beispiel schon Karies, der Aufbau von
Friichten oder Samen sowie verschiedenste tierische Augen untersucht werden. Des Weite-
ren wurden 1882 durch Robert Koch (1843 - 1910) mit Hilfe der Mikroskopie die Erreger
der Tuberkulose nachgewiesen. Diese und viele andere Entdeckungen waren nur durch die
Weiterentwicklung von mikroskopischen Verfahren moglich. Eine der bedeutendsten Neue-
rungen in der Mikroskopie wurde durch Carl Zeiss (1816 - 1888), Otto Schott (1851 - 1935)
und Ernst Abbe (1840 - 1905) im 19. Jahrhundert vorangetrieben. Durch die von Ernst
Abbe beschriebene Auflosungsformel [1, 2] konnte erstmals die Auflésung eines Mikroskops
definiert werden. Des Weiteren war es z.B. durch Ernst Abbe moglich, die chromatische
Aberration von Mikroskopen zu berechnen und auf dieser Basis diese zu korrigieren. In
demselben Jahrhundert wurde auch die sogenannte Kéhlersche Beleuchtung durch August
Kohler (1866 - 1948) in der Firma Zeiss entwickelt. Diese ermoglichte eine homogene Aus-
leuchtung des Praparates und somit eine Minimierung des Einflusses der unterschiedlichen
Kontraste bei der Mikroskopie. Weiterhin wurde auch die Praparation von biologischen
Objekten durch die Entwicklung von histologischen Farbungen durch Joseph von Gerlach
(1820 - 1896) optimiert. Jedoch war die Auflésung der normalen Lichtmikroskopie, wie
durch Abbe beschrieben, begrenzt und somit konnten kleinste biologische Strukturen im
nm oder pum Bereich, wie zum Beispiel Viren, nicht dargestellt werden. Diese Auflésungs-
einschréankung hat sich mit der Entwicklung des ersten Elektronenmikroskops durch Ernst
Ruska (1906 - 1988) und Max Knoll (1897 - 1969) im Jahre 1931 geéndert [3]. Gleichzeitig
wurde in der ersten Hélfte des 20. Jahrhunderts die Fluoreszenzmikroskopie entwickelt, bei
der die Strukturen mit Fluorophore markiert und diese zur Fluoreszenz angeregt werden.
Hierbei spielt das von Lord John William Strutt Rayleigh definierte Auflésungskriterium
fiir selbstleuchtende Objekte eine bedeutende Rolle [4]. Weiterentwicklungen von einfachen
Fluoreszenzmikroskopen, wie dem Laser-Scanning-Mikroskop oder dem Multi-Photonen-
Fluoreszenzmikroskop, fiihrten zur Signaldetektion aus tiefer liegenden Geweberegionen
und somit zu einem umfassenderen Erkenntnisgewinn in der biomedizinischen Forschung.
Dies erméglichte gerade in den Neurowissenschaften neue Einblicke um Krankheitsbilder

besser verstehen zu koénnen. In den 1990er Jahren kam es zu einer weiteren Entwicklung
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im Bereich der Fluoreszenzmikroskopie, der sogenannten hochstauflosenden Mikroskopie
(engl. Super-resolution microscopy) [5, 6]. Durch diese Verfahren ist es nun moglich, in Auf-
lésungsbereiche von Nanometern mit einfachen Fluoreszenzmarkierungen vorzudringen,
fir die frither ein Elektronenmikroskop bendtigt wurde [7]. Durch die hochstauflésenden
Mikroskopie-Verfahren war es nun zum Beispiel moglich, kleinste biologische Strukturen
wie Rezeptoren, welche in vielen Krankheitsbildern eine entscheidende Rolle spielen, zu

untersuchen.

Die hochstauflosende Fluoreszenzmikroskopie hat sich in den letzten Jahren zu einem
auflerst wesentlichen Bestandteil bei der Analyse von (zell-) biologischen Fragestellungen
entwickelt [7, 8, 9]. Im Feld dieser Mikroskopieart wurden im letzten Jahrzehnt unter-
schiedlichste Techniken in verschiedenen Anwendungsbereichen etabliert. Diese Techniken
kann man grundsétzlich in zwei grof3e Bereiche unterteilen.

Einer der Bereiche ist die strukturierte Beleuchtungsmikroskopie. Hierzu zéhlt das Weit-
feldverfahren der strukturierten Beleuchtungsmikroskopie (engl. structured illumination
microscopy (SIM)). Bei diesem Verfahren wird durch Vorwissen tiber die verwendeten Be-
leuchtungsstrukturen eine Mehrinformation aus den Aufnahmen gewonnen. Die Verwen-
dung einer Beleuchtungsstruktur mit bekannten Eigenschaften ermoglicht die Aufnahme
von Ortsfrequenzen, die im klassischen mikroskopischen Verfahren nicht verwertet werden
kénnen [6]. Zu diesem Zweck miissen aber bekannte, d. h. gut determinierte, Struktu-
ren in den Objektraum projiziert und anschliefend die Aufnahmen durch entsprechende
Algorithmen so zerlegt werden, dass die hoheren Ortsfrequenzen wieder eindeutig zuge-
ordnet werden konnen. Ferner konnen im Objektraum hohere harmonische Frequenzen
erzeugt und die Beleuchtungsstruktur somit wesentlich verkleinert werden, was wiederum
zu einer Erhohung der Auflosung fiithrt [10]. In einer weiteren Entwicklungsetappe dieser
strukturierten Beleuchtungsverfahren werden auch nicht bekannte Beleuchtungsstruktu-
ren verwendet [11, 12, 13]. Hier sind die Auswertungsalgorithmen allerdings aufwendiger
als beim SIM-Verfahren mit bekannten Strukturen.

Durch eine spezielle Weitfeldbeleuchtung, die ein nichtlineares Antwortverhalten der Fluo-
rophore hervorruft, lasst sich ebenfalls die Auflésung weiter verbessern [14]. Die Probe wird
hierbei mit Licht beleuchtet, dessen Intensitét sinusférmig variiert, wobei die maximale
Intensitdt nahe der Aktivierungsschwelle der Fluorophore liegt. Auch hier ist fiir die Aus-
wertung ein komplexer Entfaltungsalgorithmus notwendig, um das héchstaufgeloste Bild

berechnen zu konnen. Neben diesen Weitfeldverfahren zahlen aber auch die konfokalen Ver-
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fahren, wie die stimulierte Emissionsausbleichungsmikroskopie (engl. stimulated emission
depletion (STED)) zu dieser Gruppe von hochstauflésenden Mikroskopen. Diese Verfahren
verwenden Proben, die vor der mikroskopischen Untersuchung mit Fluoreszenzfarbstoffen
markiert werden. Bei Beleuchtung der Probe mit entsprechenden Anregungswellenldngen
werden die Fluoreszenzfarbstoffe (Fluorophore) zur spontanen Emission von Licht ange-
regt [5]. Durch gezieltes An- und stimuliertes Abregen der Fluorophore wird es moglich, ein
hochstaufgelostes Bild zu rekonstruieren. Weiterhin zahlt auch die sogenannte RESOLFT-
Mikroskopie (engl. reversible saturable optical linear (ﬂuorescence) transitions) zu diesen
konfokalen Verfahrenstechniken. Hierbei werden photoschaltbare Fluorophore verwendet.
Diese werden durch unterschiedliche Wellenldngen zwischen strahlenden und nicht strah-
lenden Zusténden geschaltet, um so ein hochstaufgelostes Bild zu rekonstruieren [15]. Dafiir
wird das Objektfeld, wie in der konfokalen Mikroskopie iiblich, rasterférmig abgetastet.
Aus den einzelnen Aufnahmen lassen sich anschlieffend die Bilder mit hoher rdumlicher
Auflésung zusammensetzen. Nachteilig ist hier zum einen die punktférmige Beleuchtung,
d. h. der mit dem rasterférmigen Abtasten verbundene Zeitaufwand. Verfahrenstechnisch
bedingt wird auflerdem mit einer hohen Laserleistung gearbeitet, um eine moglichst grofie
Auflésung zu erreichen. Dies belastet die Probe und kann zu phototoxischen Effekten fiih-
ren [16].

Der andere Bereich umfasst die lokalisationsbasierten Weitfeldverfahren, welche unter dem
Begriff Einzel-Molekiil-Verfahren (SMLM) zu finden sind. In der Weitfeldmikroskopie wird
das gesamte Bildfeld gleichzeitig ausgeleuchtet und die in diesem Gebiet vorhandenen
Fluorophore angeregt und detektiert. Bei lokalisationsbasierten Verfahren wird hingegen
in jedem Bild nur ein geringer Anteil der insgesamt vorhandenen Fluorophore in den ei-
gentlichen Detektionsprozess einbezogen. Der gréfite Anteil von Fluorophore befindet sich
in einem Zustand, in welchem sie kein Licht emittieren. In den aufgenommenen Bilder
werden die Schwerpunkte der einzelnen Fluorophore ermittelt und anschliefend zu einem
héchstaufgelosten Bild rekonstruiert. Da es sich um eine stochastische Verteilung der an-
geregten Zusténde handelt, werden fiir die Rekonstruktion eines héchstaufgelosten Bildes
in der Regel mehrere zehntausend Bilder benétigt. Dies wiederum begrenzt die Aufnahme-
geschwindigkeit fiir jeweils ein héchstaufgelostes Bild und erschwert somit die Erfassung
von schnellen Prozessen. Bei zu geringen Aufnahmezeiten werden nur Bilder mit unvoll-
stdndigen Strukturinformationen erzeugt. Heutzutage sind viele Varianten des prinzipiell
gleichen lokalisationsbasierten Verfahrens bekannt, beispielhaft sei das dSTORM Verfah-

ren (direkten Stochastischen Optischen Rekonstruktionsmikroskopie) genannt [17, 18].
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Um die Ubergangswahrscheinlichkeit der verwendeten Fluorophore in den Dunkel-Zustand
zu erhohen, werden bei diesen Verfahren oft starke Reduktionsmittel, z.B. Thiole wie (-
Mercaptoethanol oder Mercaptoethylamin, verwendet. Diese Chemikalien sind jedoch in
den verwendeten Konzentrationen fiir lebende Proben toxisch [19], was die Aufnahme
von endogenen, dynamischen Prozessen iiber einen langeren Zeitraum nahezu unmoglich
macht.

Das in der vorliegenden Arbeit (Kapitel 3) von mir entwickelte und dargestellte Speckle-
Mikroskop stellt einen kostengiinstigen Aufbau zu den beschriebenen Verfahren der struk-
turierten Beleuchtungsmikroskopie dar und bildet eine Grundlage fiir die Entwicklung neu-
artiger Techniken im Bereich der héchstauflosenden Mikroskope. Der vereinfachte Aufbau
und die Funktionsweise des realisierten Mikroskops ist somit zu kommerziellen Systemen,
wie zum Beispiel dem Elyra 7 System der Firma Zeiss (Kapitel 3.2.5) [20]), eine kos-
tengiinstige Alternative fiur intravitale Mikroskope. Die fiir das Mikroskop entwickelten,
neuartigen Techniken sind in [21] patentiert und werden in Kapitel 4 beschrieben. Sie er-
moglichen eine Kombination der Vorteile aus dem Bereich der konfokalen und der Weitfeld
hochstauflésenden Techniken und stellen somit einen nachsten Schritt in der Weiterent-
wicklung hochstauflésender Mikroskope dar. Durch die in Simulationen gezeigte Redukti-
on der Grofle des effektiven Beleuchtungsmusters (Kapitel 4) ist es mit diesem Mikroskop
moglich, in den Auflésungsbereich (~20nm) der SMLM-Mikroskopie zu gelangen, aber
ohne die vorher beschriebenen negativ wirkenden Effekte des toxischen Puffers oder der
langen Messzeiten beriicksichtigen zu miissen. Diese neuartigen Techniken ermdglichen
im Zeitbereich der SIM-Mikroskopie (wenige Sekunden), einen Auflésungsgewinn um den
Faktor 10 zu erzielen. Somit liefert diese Arbeit zukiinftige Entwicklungspotenziale und
zeigt neue innovative Ansétze im Feld der héchstauflosenden Mikroskopie auf. Damit ist
es nun moglich biologische Prozesse in kleinsten Struktureinheiten zu beobachten. Dies
fiihrt zu neuem Wissensgewinnen im Bereich der biomedizinischen Forschung und somit

zur Entwicklung neuer Therapieansétze.

Die genannten Techniken der hochstaufgelosten Fluoreszenzmikroskopie werden in der
vorliegenden Forschungsarbeit (vgl. Kapitel 2) zur Untersuchung von Rezeptordichten
verwendet, welche wichtige Aufschliisse iiber das Krankheitsbild der Autoimmunenzepha-
litis liefern kénnen [22, 23, 24]. Es wird beispielhaft fiir die Gruppe der Autoimmunen-
zephalitis auf die N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor (NMDA-Rezeptor) Enzephalitis einge-

gangen und der Einsatz dieser neuen Mikroskopieverfahren in Zellkulturexperimenten ge-
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zeigt [25, 26, 27]. Die Autoimmunenzephalitis stellt eine durch Autoantikérper vermittelte
Gruppe entziindlicher Gehirnerkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS) dar, wel-
che durch neuropsychiatrische Symptome gekennzeichnet sind [28]. Bereits linger bekannt
sind zwei Krankheitsgruppen des Nervensystems, die auch mit Autoantikérpern verge-
sellschaftet sind. Zum einen ist das das paraneoplastische neurologische Syndrom (PNS)
[29] und zum anderen die myasthenen Syndrome im peripheren Nervensystem, welche die
ersten Einblicke auf die Wirkung von Autoantikérpern (aAK) auf die synaptische Funk-
tion zeigten [30]. In den 2000er Jahren wurden bei Patienten Syndrome beschrieben, die
einer paraneoplastischen Enzephalitis dhneln. Jedoch traten diese Symptome ohne Anwe-
senheit von Antikérpern gegen onkoneuronale intrazellulare Proteine auf. Des Weiteren
sprachen die Patienten gut auf die Immuntherapie an. Bei weiterfiihrenden Untersuchun-
gen wurden Autoantikdrper gegen membranstdndige oder synaptische Proteine entdeckt
[22]. In einer Fallstudie wurden Antikorper gegen Proteine nachgewiesen, welche mit ei-
nem Membrankomplex interagieren, der spannungsgesteuerte Kaliumkanéle (engl. voltage
gated potassium channels, VGKC) beinhaltet. Unter Durchfiihrung einer Immuntherapie
und Plasmaaustausch verbesserte sich der neurologische Befund bei beiden Patientengrup-
pen [23]. In einer anderen Fallstudie wurden ausgeprigte neuropsychiatrische Symptome
bei vier jungen Frauen beschrieben, welche ebenfalls Antikérper gegen neuronale Ober-
flachenproteine aufwiesen [28]. Nach der Untersuchung der Antikorper-Spezifitdt stellte
sich heraus, dass diese gegen die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors gerichtet wa-
ren. Alle in dieser Studie untersuchten Probanden hatten ein Ovarialteratom, wobei drei
von ihnen gut auf die verabreichte Immuntherapie ansprachen [24]. Auf Grundlage dieser
ersten Fallstudien wurde in vormals &tiologisch unklaren Patientengruppen eine Vielzahl
verschiedener Syndrome identifiziert, die mit Antikdrpern gegen neuronale Oberflichen-
antigene assoziiert sind. Der Nachweis der Antikérper erfolgte in Seren und Liquor der
Patienten durch Immunreaktion auf Gehirnschnitten oder lebenden Neuronen [31, 32, 33].
Durch diese Immunmarkierung und die daraus resultierenden Reaktivitatsmuster, sowie
Resultate aus der Massenspektroskopie und dem klinischen Phéanotyp konnten neue An-
tigene identifiziert werden. Ein weiterer Schritt war die Entwicklung eines diagnostischen
Tests fiir eine Routine-Untersuchung der neuen Krankheitsgruppe. Dieser Test basiert auf
humanen embryonalen Nierenzellen (HEK 293). Diese werden mit den gesuchten Antige-
nen transfiziert und die Reaktivitdt von Antikérpern im Patienten-Serum oder im Liquor
wird mittels Immunfluoreszenz ermittelt. Zurzeit sind mehr als 15 verschiedene Subtypen

der autoimmunen Enzephalitis bekannt bei denen aAK gegen neuronale Oberflachenanti-
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gene binden. Dabei fithren 10 Subtypen zu einer Enzephalitis [34, 35] und die restlichen
zeigen zerebellare Ataxien oder Funktionsstorungen des Riickenmarks. Jeder Subtyp hat
spezifische aAK gegen das jeweilige neuronale Antigen, welche auch ein jeweils charakte-
ristisches Krankheitsbild mit spezifischen Symptomen bei den Patienten hervorrufen. In
dieser Krankheitsgruppe gibt es aAK gegen pri- und postsynaptische metabotrope Rezep-
toren (GABAB), sowie gegen ionotrope Rezeptoren (NMDA-Rezeptor, AMPA-Rezeptor),
gegen Ankerproteine (Neurexin-3), Vesikelproteine (Amphiphysin) und gegen Ankerpro-
teine im synaptischen Spalt, welche die Pra- und Postsynapse verbinden (Leucine-rich
glioma-inactivated Protein (LGI1)).

Die in der Arbeit gezeigten Ergebnisse stellen einen ersten wichtigen Schritt in der Etablie-
rung der héchstauflosenden Mikroskopie in diesem Forschungsfeld dar. Somit kénnen vor-
her nicht erklarbare Effekte in Modellen gezielter untersucht werden. Weiterhin stellen die
Ergebnisse eine Grundlage fiir weitergehende tiefere Analysen komplexerer Fragestellung
dar. In dieser Arbeit werden die ersten Schritte zur Etablierung von lokalisationsbasierter
hochstauflésender Mikroskopie in Hirnschnitten dargestellt [36]. Hierbei wird spezifisch
auf die Problematik von Streueffekten im Gewebe ndher eingegangen. Es werden Wege
aufgezeigt, um die storenden Streueffekte im Gewebe zu umgehen und somit eine hoch-

staufgeloste Rekonstruktion zu erméglichen.

Im Laufe der Arbeit etablierte sich die Idee, bei solch komplexen Fragestellungen wie
im Bereich der Autoimmunenzephalitis die Kombination von funktionellen (elektrophysio-
logischen) und morphologischen (mikroskopischen) Methoden zu nutzen. Mit einer Kom-
bination von beiden Verfahren in einem zu untersuchenden System, wére es moglich, von
denselben Strukturen zur gleichen Zeit funktionelle und morphologische Informationen
zu erhalten und zu korrelieren. Somit kann eine Abweichung von Korrelationsergebnissen
aus zwei verschiedenen Messungen umgangen und auch kompliziertere Fragestellungen an
einer geringen Anzahl von Probenmaterial untersucht werden. Eine Komponente des neu-
artigen Setups stellt das oben beschriebene Speckle-Mikroskop dar. Fiir die funktionalen
Messungen wurden von mir die komplexeren Fragestellungen von zeitlichen Reizleitungs-
prozessen / Feldpotenzialen mittels Multi-Elektroden-Arrays (MEA) untersucht.

Mit Hilfe von MEAs kénnen Anderungen in der Zellaktivitit und in der Zellpopulation
analysiert werden. Weiterhin kénnen Singnalverarbeitung und -weiterleitung zwischen den
einzelnen Zellen detektiert werden [37, 38]. Die Grundlage bilden hierbei Potenzial- bzw.

Strommessungen nach elektrischer Reizgebung durch Kontaktelektroden, welche homo-
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gen iiber die gesamte Messflache verteilt sind. Dadurch ist eine komplexe Netzwerkana-
lyse moglich [39]. Die MEAs kénnen die neuronalen, aktivititsabhingigen Anderungen
der Grofie, Konnektivitdt oder Aktivierungsmuster von neuronalen Netzen und die Stér-
ke von synaptischen Ubertragungswegen untersuchen [40, 41, 42]. und kommen in den
unterschiedlichsten Groéfien, Formen, Materialien und Designen in den verschiedensten
Forschungsgebieten zum Einsatz. Kommerzielle MEAs bestehen in der Regel aus der Ma-
terialkombination von Titannitrid/Gold-Elektroden, Ti/ITO-Tracks, TiN/ITO Pads mit
elektrisch isolierender SiOs- oder SiN-Oberflache zur Zellaufnahme. Diese Oberflachen
miissen zur Haftung von biologischen Objekten durch den Anwender funktionalisiert wer-
den. Die von mir entwickelten, neuartigen MEAs aus einer Kombination von Indium-Zinn-
Oxid (engl.: indium tin oxide - ITO) fiir die Elektroden und Magnesiumfluorid (MgF,) als
Isolierschicht stellen eine Weiterentwicklung auf dem Gebiet der MEA Technologie dar.
Diese neue Materialkombination ermoéglicht den Einsatz in inversen Mikroskopen und so-
mit die Verwendung dieser optisch hoch transparenten MEAs auch fiir die hochstauflésende
Mikroskopie. Die von mir in [43] publizierten Ergebnisse eréffnen erste Ansétze einer er-
folgversprechenden elektrisch isolierenden MEA Oberfldchenbeschichtung bei gleichzeitiger
Funktionalisierung zur Zellaufnahme. Diese wird eine zusétzliche chemische Behandlung

der Schichten zur Zellaufnahme nicht mehr notwendig machen.

Durch die Etablierung des Speckle-Mikroskops (Kapitel 3 und der in [21] und Kapitel
4 beschriebenen neuartigen Techniken der héchstauflésenden Mikoskopie in Kombination
mit der in [43] und Kapitel 5 beschriebenen hoch transparenten, ultra diinnen und aber-
rationsminimierten Multi-Elektroden-Arrays stehen neue Wege zur Verfiigung, um kom-
plexer werdende Fragestellungen in den biomedizischen Forschungsgebieten bearbeiten zu

konnen.



2 Hoéchstauflésende Mikroskopie im Bereich der NMDA-Rezeptor Enzephalitis 8

2 Hochstauflosende Mikroskopie im Bereich der

NMDA-Rezeptor Enzephalitis

2.1 Einleitung

Zurzeit sind mehr als 15 verschiedene Subtypen der Autoimmunenzephalitis bekannt, bei
denen Autoantikorper (aAK) gegen neuronale Oberflachenantigene binden. Dabei fiih-
ren 10 Subtypen zu einer Enzephalitis [34, 35] und die restlichen zeigen zerebellare Ata-
xien oder Funktionsstérungen des Riickenmarks. Jeder Subtyp hat spezifische aAK ge-
gen das jeweilige neuronale Antigen, was ein jeweils charakteristisches Krankheitsbild
mit spezifischen Symptomen bei den Patienten hervorruft. In dieser Krankheitsgruppe
gibt es aAK gegen pra- und postsynaptische metabotrope Rezeptoren (GABAg; engl.
gamma-aminobutyric acidg) sowie gegen ionotrope Rezeptoren (NMDA-Rezeptor; engl.
N-Methyl-D-Aspartat-receptor, AMPA-Rezeptor; engl. a-amino-3-hydrozy-5-methyl-4-iso-
zazolepropionic acid-receptor), gegen Ankerproteine (Neurexin-3c, Leucine-rich glioma-
inactivated Protein (LGI1)) und Vesikelproteine (Amphiphysin).

Die NMDA-Rezeptor Enzephalitis, welche in dieser Arbeit untersucht wird, wurde erst-
mals 2007 durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dalmau beschrieben [24]. Sie ist die haufigste
Form der aAK vermittelten Enzephalitis. Eine Préadisposition besteht hierbei vorwiegend
bei jungen Menschen bis ca. 35 Jahren [25], wobei mit 80 % ein deutliches Ubergewicht der
Betroffenen bei weiblichen Patienten dokumentiert ist. Die NMDA-Rezeptor Enzephalitis
ist in einem Prozentsatz von ca. 40 % mit dem Vorliegen eines Ovarialteratoms, einem
benignen Tumor mit z.T. neuroektodermalem Gewebe, verbunden. Bei Kindern liegt eher
eine nicht-paraneoplastische Form vor [25]. Lediglich 2 % der Betroffenen weisen eine an-
dere Tumor-Art auf. Bei der histologischen Untersuchung der Teratome von 25 Patienten
konnte in allen Féllen eine Expression von NMDA-Rezeptoren nachgewiesen werden [26].
Bei 80 % der Patienten wurden schon initial in der Krankheitsphase Auffalligkeiten im
Liquor festgestellt, wobei sich im Verlauf der Erkrankung diese Verdnderungen bei fast
allen Patienten zeigten [27]. 60 % der Patienten entwickelten oligoklonale Banden [27] und
eine intrathekale Synthese der anti-NMDA-Antikorper [27, 44]. In Abbildung 1 ist ein cha-
rakteristisches Reaktivitdtsmuster von aAK, welches aus einer Patientenprobe eines mit
Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis erkrankten Patienten gewonnen wurde, gegen die NR1
Untereinheit des NMDA-Rezeptors in einer priméren neuronalen Zellkultur (links) und im

Hippocampus mit der CA1 bis CA3-Region eines coronalen Gehirnschnittes einer Ratte
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Zellkultur Gehirnschnitt

Abbildung 1: Darstellung des charakteristischen Reaktivitdtsmusters von aAK, welche
aus einer Patientenprobe eines mit Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis erkrankten Patien-
ten gewonnen wurde, gegen die NR1 Untereinheit des NMDA-Rezeptors in einer priméren
neuronalen Zellkultur (links) und im Hippocampus mit der CA1 bis CA3-Region eines
coronalen Gehirnschnittes einer Ratte (rechts) [35].

(rechts) zu sehen. Der therapeutische Ansatz bei einer NMDA-Rezeptor Enzephalitis be-
steht einerseits aus der Entfernung des Tumors, sofern vorhanden, und andererseits aus
einer Immunsuppression. Diese kann je nach Schwere auch mit einer Plasmapherese un-
d/oder der Gabe von Immunglobulinen kombiniert werden [45]. Bei der NMDA-Rezeptor
Enzephalitis besteht eine gute therapeutische Prognose, wobei ca. 75 % der Patienten eine
vollstédndige Heilung erfahren oder nur leichte Folgeeinschrankungen behalten [27]. Le-
diglich ein Viertel der Erkrankten behalten schwere neurologische Folgeschdden oder es
kommt zum Tod des Patienten. Nach Monaten oder Jahren kann es bei 20 bis 25 % der Pa-
tienten zu einem erneuten Auftreten der Erkrankung kommen [25, 44]. Weiterhin lasst sich
der Verlauf der NMDA-Rezeptor Enzephalitis in mehrere Phasen unterteilen, die zumeist
in unterschiedlicher Ausprigung durchlaufen werden. In der ersten Phase des Krankheits-
verlaufes treten bei 70 % der Patienten prodromale Symptome auf. Dazu zdhlen Fieber,
Ubelkeit, Erbrechen bzw. unspezifische Symptome dhnlich einer viralen Infektion [25]. In
den ersten zwei Wochen bilden sich dann erste psychiatrische Symptome, wie zum Beispiel
Schlaflosigkeit, Angst, Wahnvorstellungen, Manie oder Paranoia aus. Aus diesem Grund
werden die Patienten auch oft primér einem Psychiater vorgestellt [27]. Diese psychoti-
schen Symptome sowie auftretende Sprachprobleme iiberdecken jedoch meist ein weiteres
sehr haufiges Symptom, und zwar die Stérung im Kurzzeitgeddchtnis [24, 25, 27]. Im wei-
teren Krankheitsverlauf treten dann Bewegungsstorungen wie Dystonien mit erhéhtem
Muskeltonus auf. Diese werden von autonomer Instabilitdt begleitet, was zum Beispiel

durch Hypoventilation, Tachy- und/oder Brachykardie gekennzeichnet ist [24, 46, 47].
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Des Weiteren kénnen in allen Krankheitsphasen der NMDA-Rezeptor Enzephalitis fokale
bzw. generalisierte Krampfanfille auftreten. Jedoch sind diese meist bei dem Patienten
im frithen Stadium zu beobachten. Diesem Krankheitsverlauf schlieft sich dann eine Er-
holungsphase an, die sich tiber lange Zeit, auch Monate und Jahre, erstrecken kann. Diese

kann durch rechtzeitige Einleitung einer Immuntherapie verkiirzt werden [24].

Um neue Therapieméglichkeiten zu entwickeln oder bestehende auszubauen, muss die
Struktur und die Einbettung in die synaptische Struktur des NMDA-Rezeptors bekannt
sein. Die NMDA-Rezeptoren gehoéren genauso wie die AMPA- und Kainat-Rezeptoren
zur Gruppe der ionotropen, Liganden-gesteuerten Glutamat-Rezeptoren (ionotrope Re-
zeptoren). Diese Gruppe von Rezeptoren vermittelt ihren zelluldren Effekt durch den
Aminosaure-Neurotransmitter Glutamat (Glutaminsidure). Die Aktivierung der ionotro-
pen Rezeptoren fiihrt nach einer kurzen Verzogerung (Latenzzeit) von wenigen Millise-
kunden zu einer Offnung. Somit spielen diese Rezeptoren eine Rolle bei der schnellen
synaptischen Ubertragung. Der NMDA-Rezeptor wurde nach einem fiir ihn spezifischen
Agonisten (NMDA) bezeichnet und besitzt in seiner Struktur Bindestellen fiir verschiedene
Liganden wie NMDA, Glutamat oder Glycin (Koagonist). Hierbei reprasentiert die Stelle
fiir die Glycin-Bindung eine Strychnin-insensitive Bindungsstelle. Die Bindung von Glycin
ist fiir die Kanal6ffnung notwendig. Des Weiteren befindet sich in der Pore des Rezeptors ei-
ne spannungssensitive Bindungsstelle fiir Mg?T, was einen sogenannten "Magnesium-Block
(Mg2+—Block)’ hervorruft, welcher die Offnungswahrscheinlichkeit des Rezeptors bei ne-
gativem Membranpotential reduziert. Es existiert zuséitzlich am NMDA-Rezeptor noch
eine Bindungsstelle fiir Polyamin. All diese Agonisten beeinflussen die Kanalleitfahigkeit
des Rezeptors und steuern somit die Rezeptor-Funktion. Wegen des Mg?*-Block setzt die
Aktivierung des NMDA-Rezeptors eine Depolarisierung des Membranpotenzials voraus,
welche den spannungsabhingigen Mg?T-Block 16st und die Pore 6ffnet. Weiterhin ist die
Besetzung der Glycin-Bindungsstelle erforderlich. Die Offnung des NMDA-Rezeptors kann
durch verschiedene Stoffe wie CPP (engl. 3-(2-Carbozypiperazin-4-yl)propyl-1-phosphonic
acid), Phencyclidin, Ketamin oder MK801 (engl. Dizocilpine) verhindert bzw. blockiert
werden. Polyamin kann die Aktivierung des NMDA-Rezeptors verstiarken. Es wird vermu-
tet, dass dies iiber intrazelluldre allosterische Bindungen erfolgt. Der NMDA-Rezeptor ist
permeabel fiir Calcium- (Ca®"), Kalium- (KT) und Natrium-Ionen (Na™). Er weist eine
groBere Permeabilitit von Ca?t als AMPA- und Kainat-Rezeptoren auf. Dies folgt aus der

Durchliissigkeit der Poren, die fiir den NMDA-Rezeptor 5- bis 10-mal hoher fiir Ca?* als
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fiir Na™ und KT ist. Weiterhin zeigt Glutamat an ruhenden Zellen (Membranpotenzial ca.
-70mV) im Gegensatz zu depolarisierten Zellen (Membranpotenzial grofier -50 mV) keine
messbaren Effekte auf NMDA-Rezeptoren. Durch die Depolarisation der Zellen kommt
es zu einem Kationen-Einstrom, welcher vor allem aus Ca?* besteht. Somit generieren
NMDA-Rezeptoren primér keine elektrischen Signale, sondern erzeugen einen Anstieg des
freien intrazelluliren Ca?t Gehaltes in Abhéngigkeit vom Membranpotenzial. NMDA-
Rezeptoren sind durch die Eigenschaft der spannungssensitiven Glutamat-Wirkung beson-
ders wichtig fiir synaptische Plastizitdt und Lernvorgénge. Die klassische heterotetramere
Struktur des NMDA-Rezeptors ist in Abbildung 2 zu sehen. Er besteht aus zwei NR1-
Untereinheiten und zwei NR2-Untereinheiten. Es sind vier Subtypen der NR2-Untereinheit
(A-D) bekannt. Die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors wird im weiteren Verlauf der
Arbeit ndher untersucht. Des Weiteren existiert auch eine NR3-Untereinheit mit den Sub-
typen A und B. Die N-terminale Doméne (NTD) des NMDA-Rezeptors ist genau wie die
Liganden-Bindungs-Doméne (LBD) extrazellular angeordnet. Zudem ist in Abbildung 2
der oben beschriebene Mg?*-Block in der Pore des Rezeptors zu sehen, welcher die Off-
nungswahrscheinlichkeit des Rezeptors reduziert. Der Mg?**-Block liegt in der Transmem-
brandoméne (TMD), welche die Phospholipid Membran durchspannt. Die intrazellulére
C-terminale Doméne des NMDA-Rezeptors kann iiber Modulatoren die Eigenschaften des

Glutamat

extrazellular

intrazellular

Abbildung 2: Schematische Darstellung des NMDA-Rezeptors mit zwei NR1- (griin)
und zwei NR2A-Untereinheiten (blau). In der Mitte der Pore sitzt der spannungsabhén-
gige Mg?"-Block (grau). Die Liganden Glutamat (grau, links) und Glycin (grau, rechts)
sind neben dem Rezeptor dargestellt und kénnen an die jeweilige Liganden-Bindungsstelle
binden. Der Rezeptor durchspannt die Phospholipid Membran (orange Doppelstruktur).
Des Weiteren ist ein moglicher Einstrom von Calcium-Ionen (rot) dargestellt.
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Rezeptors beeinflussen [48]. Dieser Effekt kann sowohl positiv als auch negativ sein und

sich auf die Ionendurchlissigkeit auswirken.

Nachfolgend wird auf die verschiedenen Experimente eingegangen, welche das Verstand-
nis der Pathophysiologie der NMDA-Rezeptor Enzephalitis verbessern sollen. Diese er-
weitern die Erkenntnisse aus funktionellen Daten, welche unabhéngig zu diesen Experi-
menten gewonnen wurden. Im ersten Schritt wurden Voruntersuchungen zur Optimierung
der Féarbeprozeduren (Kapitel 2.2.3) durchgefiihrt. Der Schritt diente zudem zur Fin-
dung der geeigneten Antikérper fiir die unterschiedlichen zu untersuchenden Priparate
(primére hippocampale Neuronenkulturen und 10 gm coronale Hirnschnitte einer Maus).
Dazu wurden verschiedene rekombinante monoklonale NR1-Patientenantikorper getestet
und beziiglich ihrer Bindungscharakteristik im Vergleich zu kommerziellen Antikérpern
verglichen. Auflerdem wurden entsprechende synaptische Marker untersucht, um diese in
spateren Experimenten als Kolokalisationsstrukturen zu verwenden. Dies wird bendétigt,
um die Expression des NMDA-Rezeptors eindeutig synaptischen Strukturen zuweisen zu
kénnen. Dazu zéhlen der postsynaptische Marker Homerl und der prasynaptische Marker
Bassoon. Das in dieser Arbeit beschriebene Verfahren zur Aufnahme von héchstaufgelos-
ten dSTORM-Daten in 10 gm coronalen Hirnschnitten einer Maus stellt eine Neuerung in
der single-Molekiile Lokalisations-Mikroskopie dar. Die Etablierung ist Voraussetzung fiir
die Beantwortung komplexer Fragestellungen im Bereich der NMDA-Rezeptor Enzephali-
tis im Tiermodell und der Entwicklung neuer Therapieformen.

Die Problematik bei Schnitten ist ein hohes Signal auflerhalb des Fokusbereichs, das
bei Weitfeldmikroskopieverfahren (zum Beispiel ¢STORM) entsteht. Zusétzlich sind hohe
Streusignale aus dem Gewebe zu erwarten. Zur eindeutigen Detektion von Lokalisationen
wurde das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis bei dSTORM-Aufnahmen im Gewebe optimiert.
Fiir die Weitfeldmikroskopie im Gewebe sind in den letzten Jahren durch den Einsatz von
adaptiven Optiken neue Moglichkeiten aufgegriffen worden. Diese ermdglichen Aufnah-
men in tiefen Gewebeschichten ohne Verschlechterung des Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses
(SNR; engl. signal to noise ratio). Das vorhandene System der Firma Zeiss (Kapitel 2.2.4)
ist mit keinem solchen System ausgestattet, so dass alternative Strategien angewendet
werden mussten. Um die Effekte des Streulichtes und des Lichtes aufierhalb der Fokusebe-
ne zu minimieren, wurde die Gewebedicke verringert. Wichtig ist hierbei, die neuronale
Netzstruktur nicht zu beeintrichtigen und das Optimum zwischen dem SNR fiir die Loka-

lisationsdetektion und einer intakten neuronalen Netzstruktur zu finden. Diese optimale



2 Hochstauflésende Mikroskopie im Bereich der NMDA-Rezeptor Enzephalitis 13

Gewebedicke gewéhrleistet eine hohe Auflésung bei der Minimierung von Storeffekten.
Aus den gewonnenen Erkenntnissen sollen durch Untersuchung nachgeschalteter Signal-

wege Therapieverfahren entwickelt werden.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturpraparation von primaren hippocampalen Neuronen

Fir die Zellkulturexperimente kamen 18 mm Coverslips in 12-Well Platten zur Anwen-
dung. Zur Erhohung der Zelladhesion wurden die Coverslips fiir ein bis zwei Stunden bei
37°C oder iiber Nacht bei Raumtemperatur mit Poly-D-Lysin inkubiert. Anschlieflend
erfolgte die Entfernung des Poly-D-Lysins und eine zweimalige Spiilung der Coverslips
mit ddH2O. Die so vorbehandelten Coverslips sollten mindestens ein bis drei Stunden bei
Raumtemperatur oder iiber Nacht im Inkubator bei 37°C trocknen. Im néchsten Schritt
wurden Zellen aus dem Hippocampus von Embryonen (Tag 18, E18) aus schwangeren
Wildtyp-Méausen gewonnen. Die Entnahme der Hippocampi und Ablésung des umliegen-
den Gewebes wurde mit einem Skalpell in einer mit HBSS-Losung (siehe Anhang Tabelle
13) befiillten Petrischale durchgefiihrt. Als Néchstes wurden die Hippocampi mit einer ste-
rilen Uhrmacherpinzette in ca. 3ml 0,25 % Trypsin-EDTA-Losung in einen 15 ml Tube fiir
5 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Nach der vorgegebenen Zeit wurde die 0,25 %
Trypsin-EDTA-Losung entfernt und dreimal mit 37°C warmer HBSS-Losung gespiilt. Die
Hippocampi wurden anschlieBend im Plating-Medium (siehe Anhang Tabelle 14) mit einer
verengten Glaspipette trituriert. Im Weiteren erfolgte die Herstellung einer Mischung aus
10 pl Zellsuspension und 10 pl Trypanblau. 10 ul dieser Losung wurden in einer Neubauer-
Zahlkammer auf lebenden Zellen untersucht, welche sich durch Trypanblau im Kontrast zu
toten Zellen unterscheiden. Als Néchstes musste die Dichte der Zellsuspension durch Hin-
zugabe von 37°C warmem Plating-Medium auf ca. 20.000 Zellen/cm? eingestellt werden.
Die so gewonnene Zellsuspension musste anschlielend auf die Coverslips gegeben werden,
so dass die Zellen im Inkubator bei 37°C fiir ca. eine Stunde anhaften konnten. Abschlie-
Bend wurde das Plating-Medium abgezogen und durch 1,3 ml warmes Neurobasal-Medium
(siehe Anhang Tabelle 15) ersetzt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte fiir die dSSTORM
Versuche tiber 14 Tage ohne Medienwechsel [49].
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2.2.2 Praparation von Hirnschnitten

Fiir die Schnittpréaparation wurden die runden, 18 mm grofien Coverslips in einer eigens fiir
die Oberflaichenfunktionalisierung hergestellten Kammer mit einer Silan-Funktionsoberflédche
versehen. Im ersten Schritt wurden dafiir die Coverslips unter einem Abzug fiir 10 Mi-
nuten mit Aceton gereinigt und anschliefend zweimal mit destilliertem Wasser abge-
spilt. Im Anschluss erfolgte die Bedeckung der Coverslips fiir 4 Minuten mit der 2 %igen
APTES/Methanol-Losung. Danach wurden diese zweimal mit destilliertem Wasser ge-
spiilt, abgedeckt und bei Raumtemperatur {iber Nacht in einem Abzug zum Trocknen
belassen. Fiir das nun moégliche Auftragen der 10 um Gewebeschnitte wurde das Gehirn
der M&use nativ entnommen und in Tissue-Tek® eingebettet. Das eingebettete Gehirn
wurde in -25°C kaltem 2-Methylbutan eingefroren, welches durch Trockeneis auf dieser
Temperatur gehalten und bei -80°C bis zum Schneiden gelagert wurde. Aus den so her-
gestellten Tissue-Tek® Blocken erfolgte mit dem Cryotome (CM3050S, Leica, Wetzlar,
Deutschland) die Herstellung der 10 um coronalen Hirnschnitte, welche auf die funktiona-
lisierten Coverslips aufgebracht und bei -20°C in einer eigens dafiir hergestellten Kammer

gelagert wurden.

2.2.3 Immunhistochemische Farbungen von biologischen Proben

Fir die erste Antikorperfarbung zur Darstellung der ersten Zielstruktur wurden die Hippo-
campus-Kulturen fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem Blockpuffer 1 (siehe An-
hang Tabelle 16) behandelt. Zur Farbung intrazelluldrer Strukturen wurde dem Block-
puffer bei Zellkulturen 0,1 % und bei 10 um Schnitten 0,5 % des Detergenz Triton X-100
hinzugegeben. Das Blocken soll unspezifische Bindungen der Antikérper an Zellstrukturen
verhindern. Im néchsten Schritt wurde der erste primér-Antikorper (siehe Anhang Tabelle
7) iiber Nacht bei 4°C im Blockpuffer 2 (siehe Anhang Tabelle 17) inkubiert. Am néchsten
Tag erfolgte dann die Entfernung der iiberschiissigen Antikérper durch sechsmaliges Wa-
schen mit 1x PBS-Loésung bei Raumtemperatur und anschlieend die Inkubation des ersten
sekundéar-Antikorpers im Blockpuffer 2 (siche Anhang Tabelle 8) bei Raumtemperatur fiir
zwei Stunden. Nach einem sechsmaligen Waschprozess mit der 1x PBS-Lésung wurde fiir
die zweite Zielstruktur fiir eine Stunde mit dem entsprechenden Blockpuffer 1 bei Raum-

temperatur geblockt. Anschlieend wurde der primér-Antikorper der zweiten Zielstruktur



2 Hochstauflésende Mikroskopie im Bereich der NMDA-Rezeptor Enzephalitis 15

im Blockpuffer 2 iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am dritten Tag wurden dann die iiber-
schiissigen Antikérper durch einen sechsmaligen Waschprozess mit der 1x PBS-Lésung
entfernt und der sekundér-Antikorper fiir die zweite Zielstruktur im Blockpuffer 2 fiir zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem erneuten sechsmaligen Waschen mit
der 1x PBS-Losung konnte eine DAPI-Farbung, welche an die doppelstriangige Desoxy-
ribonukleinsdure (ddDNS) bindet und somit die Zellkerne als Fluoreszenzsignal sichtbar
macht, durchgefithrt werden. Danach wurde die Zellkultur dreimal mit der 1x PBS-Losung
gewaschen und dann mit 4 %igen PFA fiir 10 Minuten nachfixiert. Nach einem weiteren
dreimaligen Waschschritt wurde die Hippocampus-Kulturen entweder in 1 ml der 1x PBS-

Losung gelagert oder mittels Fluoromount auf einen Objekttréger aufgebracht.

2.2.4 Aufbau und Funktionsweise des Zeiss Elyra P.1 Systems (SMLM)

In Abbildung 3 (Mitte) ist das Elyra P.1 System von Zeiss gezeigt. Dieses kommerzielle
super-resolution Mikroskop arbeitet mit lokalisationsbasiertem Verfahren. Es stehen 4 La-
ser (405nm (50 mW), 488 nm (100 mW), 561 nm (200 mW) und 641 nm (500 mW)) zur Ver-
fiigung, mit denen ein breites Spektrum zur Anregung von gebréuchlichen Fluorophoren
abgedeckt wird. Die Messungen in diesem Kapitel basieren alle auf dem Grundprinzip der
Einzelmolekiil Lokalisations-Mikroskopie (SMLM, engl. single-molecule lokalisation mi-
croscopy). Im Bereich der lokalisationsbasierten Verfahren existieren mehrere Methoden,
um die Beugungsbegrenzung zu umgehen. In der Fluoreszenz-Mikroskopie wird allgemein
die Beugungsbegrenzung durch das Rayleigh-Kriterium beschrieben. Dieses untersucht

die Trennbarkeit von zwei Leuchtpunkten bzw. deren Punktspreizfunktionen (PSF) in

Abbildung 3: Fotographie des Elyra P.1 Systems der Firma Zeiss (Mitte) mit DualCam
Adapter und zwei EMCCD iXon+ (Oxford Instruments - Andor; links) und 3D slicer mit
Phasenplatte und zugehoriger 3D-Doppel-Helix-PSF (rechts).
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der Abbildungsebene eines optischen Systems. Somit kann die Aussage getroffen werden,
ab welchem minimalen Abstand zweier Punktquellen diese am Beobachtungsort separiert
wahrgenommen werden konnen. Hierbei beschreibt die PSF bzw. das Beugungsbild eines
Punktes die Funktion einer Airy-Scheibe. In Abbildung 4a ist eine Intensitétsverteilung
einer Airy-Scheibe in x- und y-Koordinaten zu sehen. Die Abbildung 4b zeigt den Intensi-
tatsverlauf entlang des Schnittes durch den Mittelpunkt dieser Airy-Scheibe. Dargestellt
ist ein typisches Bild einer Beugungsfunktion mit einem Hauptmaximum (0. Beugungs-
Ordnung), in welchem sich ein Grofiteil der Leistung befindet, und kleinere Nebenmaxima
héherer Ordnungen. Zwischen den Maxima liegen die Intensitdtsminima, d. h. die Nullstel-
len der Funktion. In Abbildung 4c bis 4e sind Schnitte durch Airy-Scheiben benachbarter
Punkte mit unterschiedlichen Abstdnden zu sehen. Betrachtet wird der Intensitétsverlauf
in Abhéngigkeit vom Punktabstand (d). Die Abbildung 4c prasentiert den Intensitatsver-
lauf zweier Punktabbildungen mit einem Abstand Ax=d, welcher grofler als das Auflo-
sungslimit (dpyin) ist. Abbildung 4e zeigt den Intensititsverlauf zweier Punktabbildungen
mit Ax kleiner als dpi,. Diese Punkte sind nicht separierbar. In Abbildung 4d ist der In-

tensitatsverlauf zweier Punktabbildungen zu sehen, bei dem Ax dem minimal auflésbaren

a) c) Intensitat
— X
d
d) Intensitat
— X
b) Intensitat d
e) Intensitat
X - X
d

Abbildung 4: a) 2D-Darstellung einer Intensitétsverteilung einer Punktquelle (Airy-
Scheibe) und b) eines Schnittes entlang der X-Achse durch diese Intensitétsverteilung der
Punktquelle. Darstellung der Uberlagerung von Intensitétsverteilungen zweier Punktquel-
len mit unterschiedlichem Abstand (d): ¢) Ax = d > dpin,d) Ax = d = dpin,€) Ax =
d < dnin.
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Abstand (dmin) entspricht. Dieser Zustand entspricht der Grenze, an dem zwei Punktab-
bildungen separierbar sind. In diesem Fall liegt das Hauptmaximum einer Airy-Scheibe
im ersten Intensitdtsminimum der anderen Airy-Scheibe. Durch diesen speziellen Abstand
fallt das Minimum zwischen den beiden Hauptmaxima der Beugungsfunktionen durch
Kurveniiberlagerung auf 73,5 % der maximalen Intensitit ab. Dieser Abfall wurde von Sir
Rayleigh als Grenze fiir die Auflésung bzw. Separierung von zwei Punktbildern definiert.

In Gleichung 1 ist das Auflosungskriterium beschrieben [4].

A A
duin = 0,612 = 0,61

NA n - sin («) (1)

Die dnderbaren Einflussgrofien fiir den kleinstmoglichen Abstand (dp,) zweier Leucht-
punkte sind die Wellenldnge (A) und die Numerische Apertur (NA) eines Objektives. Die
NA setzt sich aus der Brechzahl (n) des Mediums zwischen Objekt und Objektiv sowie
dem Offnungswinkel (o) zusammen. Diese GréBen sind in Abbildung 5 fiir ein Luftob-
jektiv (links) und ein Objektiv mit Immersionsol (rechts) dargestellt. Die Gleichung 1
bezieht sich aber nur auf die laterale Auflosung (x-y-Ebene). Die axiale Auflosung der
Punktbildfunktion (PSF) ist niedriger, was zu einer elliptischen Form der rdumlichen PSF
fithrt. Diese ist gerade bei 3D-Rekonstruktionen bzw. bei 3D-Aufnahmen entscheidend.

Die axiale Auflésung kann durch Gleichung 2 beschrieben werden [2, 50].

20 2.
NA?  (n-sin (@))?

dmin —

(2)

Alle Verfahren der SMLM basieren auf derselben Grundidee, ndmlich das Rayleigh-Krite-

rium zu iiberwinden, indem sie zeitlich aufeinander folgende, rdumlich getrennte PSFs in

Luft

YRRy

Wellenlange A

Abbildung 5: Darstellung der Einflussgréfien Wellenlinge (\), Brechzahl (n) und Off-
nungswinkel («) auf die Auflosung eines Mikroskops. Einfluss von Immersionsélen mit
Brechzahlen n > 1 auf den Offnungswinkel («) im Vergleich zu Standard-Luftobjektiven.



2 Hochstauflésende Mikroskopie im Bereich der NMDA-Rezeptor Enzephalitis 18

dem selben Bildausschnitt erzeugen [51]. Dies wird dadurch realisiert, dass die Mehrheit
der Leuchtmittel daran gehindert wird, Licht zu emittieren, d. h. diese in einen nicht leuch-
tenden Zustand zu tiberfiithren [52, 53]. Andere Verfahren versuchen iiber nicht absorbie-
rende Zustande der Leuchtmittel und das Umschalten zu fluoreszierenden Zustédnden eine
Separation von Emissionspunkten zu erzeugen [54, 55]. Durch einen statistischen Wechsel
zwischen leuchtenden und nicht leuchtenden Zusténden werden bei der Aufnahme einer
Bildreihe unterschiedliche Informationen von den einzelnen Bildern erhalten. Am Ende der
Messung muss aus den Einzelaufnahmen ein héchstaufgelostes Bild rekonstruiert werden.
Das Prinzip ist in Abbildung 6a dargestellt. Um das dort gezeigte Rekonstruktionsprin-
zip durchzufithren, miissen die einzelnen PSFs der Fluorophore separiert werden. Bei der
Rekonstruktion wird die detektierte PSF (siehe Abbildung 6b) mit einer mathematischen
Funktion gefittet. Theoretisch miisste hier als Fit-Funktion die Airy-Scheibe verwenden

werden. Um diesen rechentechnisch intensiven Schritt zu umgehen, wird ein zweidimen-

a) Einzel Aufnahmen
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Abbildung 6: a) Schematische Darstellung des Lokalisationsprinzips an Hand des Schrift-
zuges UKJ. Mit einem beugungsbegrenzten Bild (oben, links), bestehend aus vielen ein-
zelnen PSFs, einer Zeitreihe von Einzelbildern, bei dem unterschiedliche Informationen
zur Schwerpunktslage von verschiedenen PSFs gesammelt werden (rechts), und einem re-
konstruierten Bild, welches aus allen einzelnen Schwerpunktsinformationen zusammenge-
setzt wurde (unten links). b) Bild einer detektierten PSF durch einen Flachendetektor
am Elyra P.1 System und c) die dazugehorige Gauss-Funktion 2- und 3-dimensional zur
Schwerpunktsbestimmung der detektierten PSF.
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sionaler Gau$-Fit aus Gleichung 3 (sieche Abbildung 6¢) genutzt, der eine Naherung zur
Airy-Scheibe darstellt.

) Ae—o,5<(x ;Xxo)2+(y ;yyo)2> .

Hierbei stellen o und oy die Standardabweichungen der jeweiligen Koordinate, A die Am-
plitude der Gauifunktion sowie xg und y, die Koordinaten des Zentrums der Gauf}-Kurve,
also die gesuchte Position der Punktlichtquelle, dar. Die Genauigkeit der Lokalisation
dieses Zentrums héngt von der Anzahl der detektierten Photonen N ab, wobei jedes de-
tektierte Photon als eine separate Ortsmessung mit einer Genauigkeit d betrachtet werden
kann. Der daraus resultierende mittlere Fehler des Mittelwertes einer solchen Messreihe,
dem bei jeder einzelnen Messung der Fehler Ax zugrunde liegt, kann wie folgt dargestellt

werden [56]:

Ax

Axpy = — .
=

(4)
Hierbei ist n die Anzahl der Einzelmessungen in der Messreihe. Aus diesem Zusammenhang
ergibt sich ein mittlerer Fehler fiir die Lokalisationsgenauigkeit des Zentrums (xo, y,) einer

Punktquelle durch:

d A

dLok:ﬁ:m- (5)

An Gleichung 5 ist zu erkennen, dass die Genauigkeit, ein Zentrum des Lichtpunktes zu
lokalisieren, stark von der Anzahl der detektierten Photonen (N) abhéngig ist. So ist bei
einer groflen Anzahl an detektierten Photonen die Genauigkeit und somit die Auflésung
des rekonstruierten Bildes hoch. Deshalb miissen in der Lokalisationsmikroskopie Storef-
fekte wie Hintergrundrauschen minimiert werden [57, 58]. Das Elyra P.1 System besitzt
die Moglichkeit, alle SMLM Methoden anzuwenden. Jedoch hat sich die Arbeitsgruppe
auf die Durchfithrung der dSTORM Mikroskopie spezialisiert. Die dSTORM Mikroskopie
ist ein spezielles Verfahren der Stochastischen Optischen Rekonstruktionsmikroskopie
(STORM). Beide Verfahren basieren auf demselben Prinzip, den grofiten Teil der Fluo-
rophore in einen nicht fluoreszierenden Zustand zu iiberfithren und einen kleinen Teil der
Fluorophore zu detektieren. Im Gegensatz zu STORM benutzt man bei dem dSTORM

Prinzip nur ein Fluorophor und verzichtet auf den Aktivator. Bei bestimmten Pufferbedin-
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gungen und durch Verwendung von hohen Laserleistungen koénnen viele organische Fluo-
rophore zeitweise in einen ,aus®-Zustand tberfithrt werden [59, 18]. Die Riickfithrungen
in einen ,an“-Zustand erfolgt spontan, wobei die Geschwindigkeit der Prozesse durch die
Verwendung eines 405 nm Lasers beschleunigt werden kann. Wie bei allen Verfahren wer-

den hier ebenfalls mehrere tausend Bilder fir die Rekonstruktion aufgenommen [60, 19, 61].

Entscheidend fiir die dSTORM Messungen in dieser Arbeit waren die Laserlinien 561 nm
und 641 nm, wobei meist die kleineren Strukturen (z.B. Rezeptoren) fiir die Anregung
mit 641 nm gefdrbt wurden. Des Weiteren besitzt das Elyra P.1 System neben Stan-
dard Fluoreszenz-Filterwiirfeln fiir die X-Cite Fluoreszenzlampe auch speziell gekittete,
multi-bandige Laser-Filterwiirfel. Diese Filterwiirfel sind ausgerichtet, mehrere Laserlinien
gleichzeitig oder mehrere Laserlinien aufeinander folgend ohne Wechseln des Filterwiirfels
zu verwenden. Fir die Moglichkeit der gleichzeitigen Anregung zweier Leuchtmittel in
der Probe steht im Elyra P.1 System zusétzlich ein sogenannter DualLink Adapter (siehe
Abbildung 3) zur Verfiigung. Der DualLink Adapter besitzt einen weiteren Filterwiirfel,
welcher an die verwendeten Leuchtmittel angepasst werden kann. Mit Hilfe dieses Filter-
wiirfels konnen die Emissionsspektren der zwei Leuchtmittel separiert werden. Bei zu stark
iiberlappenden Emissionsspektren ist eine Separierung nicht immer moéglich. Deshalb muss
fiir jedes Leuchtmittelpaar der DualLink Adapter angepasst und die Verwendbarkeit iiber-
priift werden. Zusétzlich miissen weitere Wechselwirkungseffekte der beiden Leuchtmittel
miteinander untersucht werden. Deshalb wurde in dieser Arbeit hauptséchlich mit einer
sequentiellen Aufnahme der Strukturen gearbeitet. Das Elyra P.1 System verfiigt ebenfalls
iiber die Méglichkeit, 3D-Strukturen aus einer 2D-Aufnahme durch einen speziell angefer-
tigten 3D-slicer in der Eintrittspupille des Objektivs zu rekonstruieren. Hierbei wird die
PSF durch eine angepasste Phasenmaske in eine spezielle 3D-PSF umgewandelt, die je
nach z-Position des Leuchtmittels eine andere Form hat. Eine beispielhafte 3D-PSF einer
definierten z-Ebene ist in Abbildung 3 unter dem Bild des 3D-slicers zu sehen. Fiir diesen
Prozess ist eine vorherige Kalibrierung der 3D-PSF mittels Testcharts durchzufithren. Die

3D-Rekonstruktion wurde derzeit hauptséchlich bei Zellkulturen eingesetzt.
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2.2.5 Analysemethoden zur Kolokalisation von lokalisationsbasierten

Mikroskopieverfahren

Zur Analyse der dSTORM Datensétze wurden hauptséchlich Kolokalisationen zwischen
Rezeptor-Clustern und einem synaptischen Marker untersucht. Das Vorgehen zur Analyse
dieser Kolokalisation ist in Abbildung 7 beispielhaft zu sehen. Die Cluster-Analyse wird
mittels der Software ImageJ durchgefiihrt. In einem ersten Schritt wurde eine vorldufige
Region of Interest (ROI) in der hochstauflosenden Aufnahme des synaptischen Markers,
welcher in Abbildung 7 griin dargestellt ist, ermittelt. Zur endgiiltigen ROI (Maske) Be-
stimmung wurde diese danach binarisiert und um 60nm expandiert. Die Expansion ist
notwendig, um die moglichen artifiziellen Abstdnde der Antikérperbindung mit dem je-
weiligen Fluorophor zu bertiicksichtigen. Mit der so erstellten Maske kann in der Aufnahme
der Rezeptoren, welche in Abbildung 7 in Magenta dargestellt ist, eine Cluster-Analyse
durchgefithrt werden. Die ermittelten Rezeptor-Cluster sind in Abbildung 7 mit Sternen
gekennzeichnet. Uber die ROI kann die Fliche des synaptischen Markers ermittelt wer-
den und die Anzahl der Rezeptor-Cluster in Bezug auf die synaptische Flidche berechnet

werden.

"V

ROI-Bestimmung’ ‘ Cluster-Analyse

Abbildung 7: Verfahrensablauf zur Bestimmung der ,Region of Interest* (ROI) und
zur Cluster-Analyse fiir die Kolokalisationsbestimmung von Rezeptoren und synaptischen
Markern (Maflstab 200 nm). Das obere Bild stellt die Uberlagerung einer Markerstruktur
(griin) und einer Rezeptorstruktur (magenta) dar. Die Markerstruktur wird verwendet,
um eine ROI zu ermitteln. Die ermittelte und expandierte ROI ist im mittleren Bild als
gestrichelte weile Linie dargestellt. Die detektierten Rezeptor-Cluster sind durch Sterne
im rechten unteren Bild zu sehen.
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2.3 Ergebnisse
2.3.1 Etablierung der Antikorperfarbung von synaptischen Markern

Die in Abbildung 8 gezeigten Bilder stellen einzelne Frames einer Bildreihe von dSTORM
Aufnahmen dar. Es ist der Vergleich von priméren hippocampalen Neuronenkulturen
(links) und einem 10 yum coronalen Hirnschnitt einer Maus (rechts) fiir den préasynapti-
schen Marker Bassoon mit dem Fluorophor Alexa Fluor 647 und dem postsynaptischen
Marker Homerl mit dem Fluorophor CF568 zu sehen. Die Aufnahmen im coronalen Hirn-

schnitt wurden im Stratum radiatium der CA1 Region des Hippocampus durchgefiihrt.

Zellkultur * =" 10 pm Schnitt

AlexaFluor 647
Bassoon

Zellktltur

CF568
Homer1

Abbildung 8: Vergleich zwischen Aufnahmen aus einer priméren hippocampalen Neu-
ronenkultur (links) und einem 10 um coronalen Hirnschnitt einer Maus (rechts) fiir zwei
unterschiedliche Fluorophore (Alexa Fluor 647 und CF568). Abgebildet sind die PSF-
Detektionen eines Frames aus einer Bildreihe der zwei Fluorophore Alexa Fluor 647 und
CF568, welche an den prasynaptischen Marker Bassoon (oben) und den postsynaptischen
Marker Homerl (unten) gekoppelt sind.
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Die Aufnahmen beider Strukturen erfolgten sequenziell. Um ein Photobleichen zu verhin-
dern, wurde mit dem langwelligeren Fluorophor (AlexaFluor 647) begonnen. Die chroma-
tische Aberration des Systems wurde durch ein Channel Alignment unter Verwendung von
TetraSpekts Fluoreszenz Beads korrigiert und die Drifterscheinungen, die in unterschiedli-
chem Ausmafl wihrend der Aufnahme auftreten konnen, durch einen in der Zeiss Software
implementierten Drift-Algorithmus. Im Vergleich zwischen der priméren hippocampalen

Neuronenkultur (links) und einem 10 pum coronalen Hirnschnitt einer Maus (rechts) in

a)

Homer 1 Bassoon Merge

Zellkultur

Gehirnschnitt

Abbildung 9: a) Einzelstrukturrekonstruktionen fiir den prasynaptischen Marker Bas-
soon (Mitte) und den postsynaptischen Marker Homerl (links) in der priméren hippo-
campalen Neuronenkultur (oben) sowie im 10 ym coronalen Hirnschnitt einer Maus (un-
ten) sowie die Uberlagerung beider Strukturrekonstruktionen mit 3D-Rekonstruktion in
der priméren hippocampalen Neuronenkultur (rechts). b) Einzelfarbung der vesikuldren
Transportproteine VGlutl (links) und VGat (rechts) im 10 gm coronalen Hirnschnitt einer
Maus (Mafstab 2D-Rekonstruktion 1 pum; MaBstab 3D-Rekonstruktion 400 nm).
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Abbildung 8 sind die verdnderten SNR-~Verhéltnisse der biologischen Strukturen zu sehen.
Es ist ein SNR nahe 1 bei dem langwelligen Farbstoff AlexaFluor 647 in der priméren
hippocampalen Neuronenkultur zu erkennen. Bei kurzwelligen Farbstoffen ist eine Ver-
schlechterung des SNR in der priméren hippocampalen Neuronenkultur festzustellen. Eine
deutliche Verschlechterung des SNR ist sowohl im langwelligen Spektralbereich mit Alexa
Fluor 647 bei der prasynaptischen Markerstruktur Bassoon (Abbildung 8 oben) als auch
im kurzwelligen Spektralbereich mit CF568 bei der postsynaptischen Markerstruktur Ho-
merl (Abbildung 8 unten) im 10 gm coronalen Hirnschnitt einer Maus zu beobachten. Die
Ergebnisse der SMLM-Berechnung (Kapitel 2.2.4) fir die Doppelfarbung (Kapitel 2.2.3)
sind in Abbildung 9a zu sehen [62]. Des Weiteren wurden fiir weitere Experimente die
vesikuldren Transportproteine VGlutl und VGat im 10 um coronalen Hirnschnitt einer
Maus mit dem Fluorophor CF568 etabliert. Die Strukturrekonstruktionen sind in Abbil-
dung 9b zu sehen. Die Rekonstruktionen in der hippocampalen Neuronenkultur zeigen
eine gute Strukturgenauigkeit und wenige Rekonstruktionsartefakte. Im 10 gm coronalen
Hirnschnitt einer Maus ist wie erwartet eine hohe Dichte von post- und prasynaptischen
Strukturen zu erkennen, wobei hier leichte Rekonstruktionsartefakte auftreten. Diese sind

aus einem verschlechterten Kontrast zu folgern.

2.3.2 Etablierung der Antikorperfarbung von NMDA-Rezeptorn

Im néchsten Schritt wurden Antikérper gegen die NR1 Untereinheit des NMDA-Rezeptors
untersucht. Diese Tests wurden an priméren hippocampalen Neuronenkulturen und an
10 um coronalen Hirnschnitten einer Maus durchgefiihrt. Hierfiir wurden verschiedene
Antikérper (sieche Anhang Tabelle 7) auf ihre Bindungseigenschaften iiberpriift. Es stan-
den ein kommerziell erhéltlicher Antikérper sowie Liquorproben von NMDA-Rezeptor En-
zephalitis Patienten zur Verfligung. Zusétzlich wurden rekombinante monoklonale NR1-
Patientenantikorper (003 102; 003 109; 007 168; siche Anhang Tabelle 7) verwendet [63].
Als Erstes erfolgte die Ermittlung der Lokalisation der NMDA-Rezeptoren. Da es sich bei
dem NMDA-Rezeptor um einen iiberwiegend postsynaptisch lokalisierten Rezeptor han-
delt, konnte die Kolokalisation zum postsynaptischen Marker Homerl bestimmt werden.
Sie wurde zuerst in priméren hippocampalen Neuronenkulturen durchgefiihrt. Beispiel-
bilder der resultierenden Féarbungen sind in Abbildung 10 zu sehen. Die Farbungen mit
dem kommerziellen NR1-AK sowie dem Patienten-Liquor zeigten ein deutlich geringeres

Signal als die meisten rekombinanten monoklonalen NR1-Patientenantikérper. Einzig der
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rekombinante monoklonale NR1-Patientenantikrper
003 102 007 168 003 109

Abbildung 10: Beispiel-Bilder einer Rekonstruktion mittels SMLM-Algorithmus einer
Farbung gegen die NR1 Untereinheit des NMDA-Rezeptors mit verschiedenen primér-
Antikérpern und mit einem entsprechenden sekundéar- Antikérper, welcher mit Alexa Fluor
647 gekoppelt ist (links). Vergroferte Bildausschnitte in der oberen Reihe rechts und in
der unteren Reihe unterhalb der Originalbilder. Die obere Bildreihe zeigt die Farbung
mittels eines kommerziell erhéltlichen NR1-AK sowie die Farbung mittels Patienten Liquor
jeweils in Magenta und den postsynaptischen Marker Homer1 in Griin zur Bestimmung der
Kolokalisation. Die untere Bildreihe zeigt die Farbung mittels verschiedener rekombinanter
monoklonaler NR1-Patientenantikorper (003 102; 007 168; 003 109) in Magenta und den
postsynaptischen Marker Homerl in Griin zur Bestimmung der Kolokalisation. (Mafstab
500 nm).

rekombinante monoklonale NR1-Patientenantikérper 003 109 wies ein dhnliches Bindungs-
verhalten wie der kommerzielle NR1-AK und der Patienten Liquor auf. Die beiden anderen
rekombinanten monoklonalen NR1-Patientenantikorper zeigten deutliche Signale und eine
bessere Kolokalisation mit dem postsynaptischen Marker Homerl. Weiterhin wurde mit
beiden hoch affinen rekombinanten monoklonalen Patientenantikérpern Etablierungsver-
suche im 10 gm coronalen Hirnschnitt einer Maus durchgefiihrt. Diese sollten priifen, ob die
beiden ausgewédhlten Antikérper auch eine typische Bindungscharakteristik des NMDA-
Rezeptors aufweisen, der im Kapitel 2.1 in Abbildung 1 (rechts) zu sehen ist. In Abbildung
11 ist auf der linken Seite das Bindungsverhalten des rekombinanten Antikorpers (003
102) im 10 ym coronalen Hirnschnitt einer Maus als Ubersichtsaufnahme abgebildet. Des

Weiteren sind in Abbildung 11 (rechts) die Kolokalisationen der NMDA-Rezeptoren, der
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Abbildung 11: Beispiel-Ubersichtsbild des Hippocampus eines 10 um coronalen Hirn-
schnittes einer Maus mit einer NMDA-Rezeptorfarbung mit den rekombinanten mono-
klonalen NR1-Patientenantikérpern 003 102 und 007 168 und einen Sekundér-Antikérper
gekoppelt mit Alexa Fluor 647 (links). Hochstaufgeloste Kolokalisationsbilder der NMDA-
Rezeptorfarbung (NR1 Untereinheit) in Magenta mit dem postsynaptischen Marker Ho-
merl in Griin (Mafistab 500 nm).

beiden hoch affinen rekombinanten monoklonalen NR1-Patientenantikérper (003 102; 007
168) unter Verwendung eines Sekundér-Antikérpers, welcher mit Alexa Fluor 647 gekop-
pelt ist, zu sehen. Beide rekombinanten monoklonalen NR1-Patientenantikérper zeigen im
10 pm coronalen Hirnschnitt einer Maus eine typische NMDA-Rezeptorfarbung gegeniiber

Homerl.

2.3.3 Untersuchung der synaptischen NMDAR Expression in primaren

hippocampalen Neuronen - quantitative Analyse mittels dSTORM

Als Erstes wurde die Verdnderung der synaptischen Dichte von NMDA-Rezeptoren in
einem Zellkultur-Modell untersucht. In diesem Modell wurden Zellkulturen am Tag 13
nach der Kultivierung (day in vitro - div) fiir 24 Stunden mit aus dem CSF (Cere-
brospinalfliissigkeit, Liquor) aufgereinigten Antikérpern (Konzentration: 20 ug/ml ) ei-
nes NMDA-Rezeptor Enzephalitis Patienten sowie mit auf gleicher Weise gewonnenen
Kontroll-Antikérpern (Konzentration: 20 ug/ml) prainkubiert. Zusétzlich dazu wurde auch
der vorher beschriebene rekombinante monoklonale NR1-Patientenantikérper 003 102 (Kon-
zentration: 1 pg/ml) und ein dazugehoriger Kontroll-Antikorper (Konzentration: 20 pug/ml)
prainkubiert. Diese vier Gruppen wurden nach 24 Stunden mit dem Kulturmedium gewa-
schen und anschlieend mit 4 %igen PFA fixiert. Die so fixierten Zellen wurden dann nach

dem im Kapitel 2.2.3 beschriebenen Protokoll gefarbt. Die NMDA-Rezeptoren wurden mit
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Abbildung 12: a) Beispiel-Aufnahme einer Homerl und NR1 Férbung (MafSibalken
500 nm). b) Balkendiagramm der postsynaptischen Dichte von NMDA-Rezeptoren der vier
Versuchsgruppen (ngontroll-Pat. = 40 (Synapsen), ngiuni-pat. = 30 (Synapsen), p = 0,0023;
NKontroll-IgG. = 40 (Synapsen), NGluN1-monoklonal. = 40 (Synapsen), b= 17 9- 10_8)-

dem rekombinanten monoklonalen NR1-Patientenantikérper 003 102 gegen den postsyn-
aptischen Marker Homer 1 gefarbt. Als Sekundéarfarbstoffe fiir die Rezeptorfarbung wurde
Alexa Fluor 647 und fiir den synaptischen Marker CF568 verwendet. In Abbildung 12a ist
ein Beispiel fiir eine NMDA-Rezeptor Farbung (magenta) mit einer Farbung des postsyn-
aptischen Markers Homerl (griin) nach der Prainkubation mit aufgereinigtem Kontroll-AK
und Patienten-AK eines NMDA-Rezeptor Enzephalitis Patienten zu sehen. Die synaptische
Dichte der NMDA-Rezeptoren wurde dann, wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben, ausgewertet
und ist fiir alle vier Gruppen in Abbildung 12b dargestellt. Wie in Abbildung 12b erkenn-
bar, nimmt die postsynaptische Dichte der NMDA-Rezeptoren nach einer Priainkubation
sowohl mit aufgereinigtem Patienten-AK von NMDA-Rezeptor Enzephalitis Patienten als

auch mit den rekombinanten monoklonalen NR1 Patientenantikorpern signifikant ab.

2.4 Diskussion

Wie in Kapitel 2.3.1 gezeigt, spiegeln die verdnderten SNR-Verhéltnisse die Schwierigkeit
der Weitfeldmikroskopie im Bereich der optischen Eindringtiefe wider [64]. Durch das Ver-
lassen von Gewebemonolayerstrukturen, wie priméren hippocampalen Neuronenkulturen,
hin zu dickeren Gewebestrukturen kommt es zu unterschiedlichen optischen Effekten, wie
zum Beispiel Streuung in unterschiedlichen Gewebeschichten. Zusétzlich zeigt Gewebe ein

unterschiedliches Streuverhalten [65] in unterschiedlichen Spektralbereichen. Daraus fol-
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gen die unterschiedlichen SNRs aus Kapitel 2.3.1 im 10 um coronalen Hirnschnitt einer
Maus. Des Weiteren tritt bei Anregung mittels eines 561 nm Lasers fiir das Fluorophor
CF568 mit hohen Laserleistungen, welche fiir die dSTORM Technik notwendig sind, im
Gewebe eine erhohte Autofluoreszenz auf [66]. Diese Autofluoreszenz ist auch in geringe-
rem Umfang in den Aufnahmen der Zellkultur (Abbildung 8 unten) zu sehen. Weiterhin
sind Absorptionen in Gewebeschichten auflerhalb der Fokusebene fiir die in Abbildung 8
erkennbare Verschlechterung der SNR von Bedeutung. Die Gesamtheit der aufgezéhlten
Effekte kann durch die Reduktion der Schnittdicke des Gewebes beeinflusst werden. Eine
weitere Moglichkeit neben der Reduktion der Schnittdicke stellt die sogenannte Clearing-
Technik dar [67], welche mit einem erheblichen Behandlungsaufwand verbunden ist.

Die Rekonstruktion des postsynaptischen Markers Homerl und des présynaptischen Mar-
kers Bassoon konnte bei der hier gezeigten Schnittdicke von 10 gm durch den SMLM-AI-
gorithmus der Firma Zeiss durchgefithrt werden. Das Experiment zeigt, dass sowohl in
den priméren hippocampalen Neuronenkulturen als auch im coronalen Hirnschnitt einer
Maus beide synaptischen Kompartimente separiert und der synaptische Spalt dargestellt
werden kénnen.

Des Weiteren wurden fir spiatere Experimente die vesikuldren Transportproteine VGlutl
und VGat im 10 um coronalen Hirnschnittgewebe einer Maus etabliert [68]. VGlut ist
dabei Glutamat spezifisch. VGat ist an der Aufnahme von Glycin und GABA in synap-
tische Vesikel beteiligt. Die Etablierung dieser Strukturen wurde mit dem Fluorophore
CF568 durchgefiihrt und wiesen dieselben Problematiken der Multilayerschichtaufnah-
me wie bei den zuvor etablierten postsynaptischen Marker Homerl und prasynaptischen
Marker Bassoon auf. Die Auflésung der Bildrekonstruktionen in priméren hippocampalen
Neuronenkulturen lag im Bereich zwischen 50 nm bis 60 nm. Die Auflésung in den 10 um
coronalen Hirnschnitten einer Maus war um 40% bis 70% reduziert und lag zwischen 70 nm
und 100nm. Dies lésst sich mit den oben erwidhnten Effekten und den daraus resultie-
renden Lokalisationsproblematiken erkldren. Einem verschlechterten SNR kann mit einer
Erhohung der Laserleistung in der Objektebene entgegengewirkt werden. Die Auflésung
ist ausreichend, um zum Beispiel synaptische Marker oder Rezeptor-Cluster qualitativ
analysieren zu kénnen. Durch die oben beschrieben Effekte im Gewebe sind jedoch ver-
mehrte Rekonstruktionsartefakte zu erkennen[69]. Allerdings ist eine starkere Reduktion
der Schnittdicke nicht moglich, da sonst die synaptischen Strukturen zu stark beschnit-
ten werden. Damit wurde aus diesen Ergebnissen die optimale Gewebedicke fiir coronale

Hirnschnitte einer Maus fiir die spateren dSTORM Experimente in Kapitel 5.3 auf 10 um
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festgelegt. Fiir diese Gewebedicke konnten die PSFs sowohl von Alexa Fluor 647 und CF568
vom SMLM-Algorithmus lokalisiert, eine Rekonstruktion durchgefiihrt und die neuronale

Netzwerkstruktur vollstandig dargestellt werden.

Mit diesen Untersuchungen wurden zwei wichtige qualitative Teilergebnisse erzielt. Mit
Hilfe der hochstauflésenden Mikroskopie kann bei einer Doppelfarbung von Homerl und
Bassoon der synaptische Spalt sichtbar dargestellt werden. Dieser liegt im Bereich weni-
ger Nanometer und ist durch Standardmikroskopieverfahren nicht auflésbar [70]. Durch
die oben beschriebene Verwendung von diinnen 10 um Gewebsschnitten konnte mittels
dSTORM der synaptische Spalt nicht nur in priméren hippocampalen Neuronenkultu-
ren, sondern auch in coronalen Hirnschnitten einer Maus gezeigt werden. Somit ist die
Auflésung auch in Multilayergewebestrukturen fiir eine qualitative Analyse von neuro-
nalen Strukturen gegeben. Dies kann gerade bei komplexen Fragestellungen in den Neu-
rowissenschaften, welche durch Zellkulturmodelle nicht oder nur teilweise beschreibbar
sind, von entscheidender Bedeutung sein. Des Weiteren wurde auch versucht, eine 3D-
Rekonstruktion der verschiedenen synaptischen Marker zu etablieren. Eine 3D-Rekon-
struktion von Homerl und Bassoon ist in Abbildung 9a (Ausschnitt rechts oben) gezeigt.
Dies konnte jedoch nur in der Zellkultur mit einer ausreichenden Rekonstruktionsqualitat
und somit Auflésung umgesetzt werden. Das SNR in den 10 um Schnitten war im kurz-
welligen Bereich bei Anregung mit dem 561 nm Laser noch ungeniigend. Somit konnte die
im Kapitel 2.2.4 beschriebene Doppel-Helix PSF nicht genau lokalisiert werden. Dies liegt
auch an einer sehr hohen Dichte von Emittern in einem 10 ym dicken Schnitt. Durch eine
Erhohung der Laserleistung kann die Emitterdichte und somit das Schaltverhalten der
Emitter verbessert werden [56]. Diese eingeschrénkte Lokalisierung hatte eine deutliche
Auswirkung auf die Auflésung. Die Auflésung der 3D-Rekonstruktion der priméren hip-
pocampalen Neuronenkulturen lag im Bereich zwischen 60 nm und 80 nm. Somit konnte
der synaptische Spalt mit einer Grofie um die 100 nm noch in ausreichender Weise darge-
stellt werden. Da die Auflésung bei der 3D-Rekonstruktion im coronalen Hirnschnitt einer
Maus zwischen 110nm und 140 nm und somit deutlich {iber der Grofle des synaptischen
Spalts liegt, ist die Anwendung der dSTORM Technik mit 3D-Rekonstruktion fiir unsere

neurologischen Fragestellungen ungeeignet.

Das verringerte Bindungsverhalten des rekombinanten monoklonalen NR1-Patientenan-

tikorpers 003 109 gegeniiber den anderen rekombinanten monoklonalen NR1-Patientenan-
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tikérpern ist damit zu erkldren, dass es sich hierbei um einen niedrig affinen Antikorper
handelt [63]. Nach der Auswertung der oben beschriebenen Experimente konnte eindeu-
tig bestimmt werden, dass die Bindungsaffinitdten des kommerziellen NR1-AKs und der
Patienten Ligour Proben fiir spatere Versuche nicht ausreichen. Im Gegensatz dazu findet
man fiir die rekombinanten monoklonalen NR1-Patientenantikérper mit den Bezeichnun-
gen 003 102 und 007 168 eine sehr gute Kolokalisation im Bereich des postsynaptischen
Markers Homerl [71]. Diese Bindungsverhalten bzw. diese Bindungscharakteristik ermog-
licht den Einsatz dieser beiden rekombinanten monoklonalen NR1-Patientenantikérper in
spateren Zellkulturexperimenten (Kapitel 2.3.3). In weiteren Versuchen mit einem 10 pym
coronalen Hirnschnitt einer Maus konnte die spezifische Bindung der beiden rekombinan-
ten monoklonalen NR1-Patientenantikorper 003 102 und 007 168 nachgewiesen werden.
Mit den in Abbildung 11 dargestellten Bindungseigenschaften wurde verifiziert, dass bei-
de rekombinante monoklonale NR1-Patientenantikorper fiir nachfolgende Experimente in
Kapitel 2.3.3 geeignet sind und eine gute Affinitdt gegeniiber der NR1 Untereinheit des
NMDA-Rezeptors aufweisen. Wie fiir die Zellkulturexperimente wurde auch fiir spétere
Schnittexperimente der rekombinante monoklonale NR1-Patientenantikoérper 003 102 ver-

wendet, da dieser in groBeren Mengen zur Verfiigung stand.

Die in Abbildung 12 deutlich erkennbare Reduktion der postsynaptisch lokalisierten NMDA-
Rezeptoren korrelieren gut mit funktionellen Messungen, die mittels elektrophysiologischen
Methoden parallel in anderen Arbeiten zu der vorliegenden Arbeit durchgefiithrt wurden.
Sie zeigen eine Reduktion der synaptischen NMDA-Rezeptor vermittelten postsynapti-
schen Strome (Ergebnisse werden nicht gezeigt). Somit ist es durch die vorliegenden Er-
gebnisse moglich, Hypothesen aus funktionellen Messungen durch die morphologischen
Messungen mittels der SRM zu bekréftigen. Dies stellt einen fundamentalen Schritt in der
Erforschung des Krankheitsbildes der Autoimmunenzephalitis dar. Diese Abnahme hat
zur Folge, dass weniger NMDA-Rezeptoren in der Synapse aktivierbar sind. Somit kommt
es zu einem geringeren Ca?" Einstrom in die Zelle, welcher u.a. eine Reduktion der Lang-
zeitpotenzierung bewirkt und in einer Stérung des Lernprozesses und des Gedéchtnisses
resultiert. Dies wurde in Tiermodellen fiir die NMDA-Rezeptor Enzephalitis gezeigt [72].
Weiterfithrende Experimente sollen die molekularen Grundlagen der durch aAK gestorten

Langzeitpotenzierung untersuchen.
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3 Strukturierte Beleuchtungsmikroskopie auf Basis einer

Specklebeleuchtung

3.1 Einleitung

In diesem Kapitel soll die grundlegende Entwicklung eines Super-resolution Mikroskops
auf Basis der strukturierten Beleuchtungsmikroskopie (SIM) beschrieben werden [6]. Die
strukturierte Beleuchtungsmikroskopie hat besonders gegeniiber den im Kapitel 2.2.4 be-
schriebenen lokalisationsbasierten Verfahren den Vorteil der Eignung zum Einsatz in der
Lebendzellanalyse. Dies gelingt durch den Einsatz von niedrigen Laserleistungen und durch
die hohe Aufnahmegeschwindigkeit der Systeme. Das in dieser Arbeit beschriebene System
zéhlt dabei zu dem Feld der Weitfeldmikroskope. Weitfeldsysteme auf Basis der struktu-
rierten Beleuchtungsmikroskopie haben gegeniiber den scannenden Systemen dieser Ver-
fahrensart, wie etwa der STED Mikroskopie, den Vorteil, mit deutlich weniger Laserleis-
tung und mit einer niedrigen Aufnahmezeit zu arbeiten.

Bei der SIM-Mikroskopie handelt es sich um ein Weitfeldverfahren, welches durch die
Beleuchtung der Probe mit Hilfe einer Beleuchtungsstruktur eine Verdoppelung der Auf-
l6sung sowohl in axialer als auch in lateraler Richtung ermoglicht. Fiir ein typisches SIM-
Mikroskop wird als Beleuchtungsstruktur ein Lichtgitter verwendet [50], welches in 3 ver-
schiedene Positionen im Sichtfeld auf der Probe verschoben und an jeder dieser Positionen
in 3 unterschiedlichen Orientierungen aufgenommen wird. Aus diesen Aufnahmen wird
anschlieBemd ein hochaufgelostes Bild berechnet.

Diese Art von Mikroskopie basiert auf dem physikalischen Moiré-Effekt. Dieser tritt auf,
wenn man beispielsweise zwei Linienmuster mit einem Winkelversatz zueinander iiberla-
gert. Dabei kommt es zu einem Interferenzeffekt, welcher in Abbildung 13 zu sehen ist und
als sogenannte Moiré-Streifen erscheint. Bei den Moiré-Streifen handelt es sich um ein neu-
es, periodisches Liniengitter bei dem sowohl die Linienbreite als auch der Linienabstand
viel gréBer ist als bei den Ausgangsgittern. Der Moiré-Effekt ist jedoch nicht nur bei Li-
nienstrukturen zu sehen, sondern kommt auch bei nicht linienartigen Ausgangsstrukturen
vor. In der SIM-Mikroskopie wird in kommerziellen Systemen ein Beleuchtungsgitter ver-
wendet, das auf die Anregungswellenldnge der verwendeten Fluorophore in der Fokusebene
des Objektivs abgestimmt ist und das auf die zu untersuchende Struktur abgebildet wird.
Das zu detektierende Interferenz-(Moiré-) Bild besteht aus der bekannten Beleuchtungs-

struktur, also dem Beleuchtungsgitter, und der unbekannten Struktur in der Fokusebene.
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1. Struktur 2. Struktur Uberlagerung
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Abbildung 13: a) Entstehung des Moiré-Effektes bei Uberlagerung von zwei zueinander
verdrehten Linienstrukturen. b) Farbverlaufsdarstellung der Intensitéten bei drei verschie-
denen Beleuchtungsmoglichkeiten. Standard SIM Beleuchtung mit Liniengitter (links),

lattice-SIM Beleuchtung mit punktformigen Gitterstrukturen (Mitte) und Specklebeleuch-
tungsverteilung (rechts) [73, 74].

Die Berechnung des hochaufgelosten Bildes findet im Fourier-Raum statt [6, 73]. Hierfiir
wird das detektierte Bild durch eine Fourier-Transformation von einem ortsaufgeldsten in
ein frequenzaufgelostes (rdumliche Frequenz) Bild iiberfiihrt. Da das Moiré-Muster, das
durch die Uberlagerung von Beleuchtungsstruktur und Objektstruktur im Fourier-Raum
entsteht, hohere Frequenzen beinhaltet, besitzt es im Ortsraum kleinere rdumliche Struk-
turen [14, 75]. Somit kann durch die SIM-Mikroskopie unterhalb des Auflosungskriteriums

gearbeitet und Bilder mit kleinsten Strukturen aufgenommen werden. Neueste Mikrosko-
piesysteme des SIM-Konzeptes arbeiten auf Grundlage des lattice-SIM Prinzips [73, 74].
Um weiterfithrende Fragestellungen aus dem Kapitel 2 zu bearbeiten oder Kombinations-

moglichkeiten, wie in Kapitel 5 beschrieben, zu entwickeln, ist es notwendig, héchstauflo-

sende Mikroskope fiir die Lebendzellanalyse einsetzen zu kénnen.

Die in der Arbeitsgruppe verwendeten lokalisationsbasierten hoéchstauflosenden Mikro-
skope (siehe Kapitel 2.2.4) sind fir diese Art von Untersuchungen limitiert bzw. nicht

geeignet. Zum einen sind die Aufnahmezeiten, welche mehrere Minuten betragen kénnen,

32
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flir die meisten zu untersuchenden Prozesse zu lang und zum anderen wird fiir einige der
lokalisationsbasierten Verfahren ein spezielles Sauerstoff-absorbierendes Puffersystem be-
notigt. Die meist verwendeten Puffersysteme mit Mercaptoethylamine (MEA) sind jedoch
wéahrend einer langeren Messzeit toxisch fiir Zellen [19]. Deshalb war die Entwicklung eines
Mikroskopes auf Basis der strukturierten Beleuchtungsmikroskopie notwendig. Das zu ent-
wickelnde Mikroskop musste zuséatzlich zum Vorteil einer hohen Aufnahmegeschwindigkeit
und einer niedrigen Laserleistung auch eine einfache Handhabung und einen unkomplizier-
ten Aufbau aufweisen. Diesbeziiglich wurde der Mikroskopaufbau tiber eine Streuscheibe
und die Verwendung von sogenannten Speckle realisiert.

Speckle an sich sind ein lange bekanntes optisches Phdnomen. Sie kénnen zum Beispiel
fiir die 3D-Rekonstruktion von Objekten eingesetzt werden, kénnen aber auch stérende
Einfliissse im Bereich der Lasertechnik haben. In der Mikroskopie werden sie oft zum Ho-
mogenisieren von Bildern oder als Beleuchtungsstruktur [12] eingesetzt. Die Beschreibung
eines Specklefeldes wurde schon in den 70er Jahren durchgefiihrt [76, 77]. Fiir die spéi-
tere Betrachtung der Entstehung und der Charakterisierung von Specklefeldern ist der
Begriff der optischen Kohérenz essentiell. Unter diesem Begriff versteht man die Fahigkeit
zweier Wellenziige (hier insbesondere elektromagnetische Wellen) zu interferieren. Diese
Wellenziige besitzen eine feste Phasenbeziehung. Es kommt somit zur konstruktiven oder
destruktiven Uberlagerung bzw. Interferenz. Des Weiteren unterscheidet man zwischen
rdumlicher und zeitlicher Kohérenz von elektromagnetischen Wellen.

Bei allgemeiner Betrachtung ist zu erwdhnen, dass elektromagnetische Wellen oder Quellen
elektromagnetischer Strahlung weder eine rein zeitliche noch eine rein rdumliche Kohérenz
aufweisen. In der Realitdt wird eine partielle Kohérenz sowohl zeitlich als auch rdumlich
auftreten. Im stationdren Fall ist dieser Sachverhalt der partiellen Kohédrenz durch den
normierten, komplexen Kohérenzgrad v und die (komplexen) Kreuzkorrelationsfunktio-

nen I'yy (7) der Wellenziige zu beschreiben [78].

_ F12(7')
\/FH (7‘ = 0)\/F22 (7’ = 0)

M2 (7)
Hierbei werden die einzelnen Teilwellen EJ) (7',1)
B (70) = KT e 1,2} (7)

durch die Amplitude X und dem Wellenzahlenvektor k (E) = 2m/x mit der Wellenlénge

A) ausgedriickt. Des Weiteren liefert die (komplexe) Kreuzkorrelationsfunktion mit der
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Zeitdifferenz 7
12 (1) = (E1 (71,4) B3 (3, + 7)) (8)

ein Ma$B fiir die Ahnlichkeit zweier zeitlicher Verliufe von Wellenamplituden. Dieser Zu-
sammenhang kann auch als wechselseitige Koharenzfunktion verstanden werden. Durch
diesen Zusammenhang aus Gleichung 8 kénnen in Gleichung 9 die Autokorrelationsterme
I'11 (7 = 0) und T'yy (7 = 0) auch durch die jeweilige Intensitéat Iy und Iy der Wellenampli-

tude zur Gleichung

. F12 (7’)
Y12 (T)_ \/H\/E (9)

abgewandelt werden. Anhand von Gleichung 9 kann nun fiir verschiedene Fille ein direkter
Zusammenhang zur Kohéarenz gezogen werden. Hierbei gelten folgende Félle in Bezug zur

Kohérenz von (Teil-)Wellen:

Iz (m)[=1

0<|y2(r)| <1

Im2(T)[=0

Betrachtet man nun beide Félle der Kohérenz, also die rdumliche und zeitliche Kohérenz
separat, so kann die rein zeitliche Kohérenz durch « (7) - es liegt keine rdumliche Separa-
tion der Welle vor - und die rein rdumliche Kohérenz durch v (0) - es liegt keine zeitliche
Differenz zwischen den Wellen vor - beschrieben werden.

Die Entstehung eines Specklefeldes hdngt mit dem optischen Phénomen der Beugung an
Strukturflichen zusammen. Wird eine Phasen- oder Amplitudenstruktur B in der Fliache
S mit kohédrentem Licht beleuchtet, so wird dieses gebeugt. Dies ist in Abbildung 14a
dargestellt. Der Prozess der Beugung durch die Phasen- oder Amplitudenstruktur in der
Fléache S wird im Allgemeinen durch das Fresnel-Kirchhoff“sche Beugungsintegral beschrie-
ben. Des Weiteren wird in dieser Arbeit die Fraunhofer-Néherung des Beugungsintegrals
betrachtet. In der Fraunhofer-N&herung werden kleine Blenden (B — 0) und groBe Ab-
stande (PoPp — o00; PP — o00) also das Fernfeld beriicksichtigt. Hierbei entspricht das

Beugungsintegral in der Fraunhofer-Néherung der Fourier-transformierten Blendenfunkti-
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on fg mit der Wellenldnge A entsprechend Gleichung 10:

2
12 —7(X + )
u(P)z//fB(p,q)e AT ipdg P =P (x,) . (10)

Wird das Fernfeld einer beliebigen statistischen Phasenfunktion ® (p,y) mit fg = ¢*®(P¥)
innerhalb einer kreisférmigen Blendentffnung und 0 auflerhalb dieser Blendendffnung be-
rechnet, so erhélt man im Fernfeld ein Specklefeld (Specklemuster), wie es in Abbildung

14b zu sehen ist. Aus der vorhergehenden Betrachtung koénnen nun einige Eigenschaften

Abbildung 14: a) Darstellung des Beugungsprozesses bei Beleuchtung einer Blende B
vom Objektpunkt Py in den Blendenpunkt Py in der Flédche S und die daraus resultierende
Beugung an der Blende in dem Bildpunkt P. b)Beobachtetes Specklefeld (Interferenzfeld)
in der Fraunhofer-Ndherung im Bildpunkt P als Intensitétsverteilung.

und Zusammenhéinge eines Specklefeldes hergeleitet und erldutert werden. Eine fiir die
Verwendung des Specklefeldes als Beleuchtungsfeld wichtige Eigenschaft ist der Speckle-
kontrast K (Gleichung 11).

K = (11)

»—H‘_S

Der Specklekontrast ist, wie in Gleichung 11 zu sehen, der Quotient aus der Standard-
abweichung o7 und des Mittelwertes der Intensitét I. Wird dieser Specklekontrast nun
fiir eine ideale Verteilung, wie in Abbildung 14b zu sehen ist, berechnet, erhélt man als
Specklekontrast den Wert 1. Diesen Kontrastwert erhélt man also bei voll-entwickelten
Specklefeldern. Hierbei gilt, dass die Phasenvariation grofler als 27 und die Autokorrelati-
on der Phasenverteilung wesentlich kleiner als die Gesamtausdehnung der zur Interferenz
beitragenden Phasenverteilung ist. Somit liegt eine sowohl zeitliche als auch rdumliche,

kohérente Beleuchtung vor. Weiterhin existieren zwei Arten von Specklefeldern, objekti-
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ve und subjektive Speckle. Als Erstes werden die objektiven Speckle betrachtet. Hierbei
handelt es sich um ein Interferenzmuster statistischer Phasenverteilung, welches bei einer
Freiraumausbreitung auftritt. In Abbildung 15b ist ein moglicher Aufbau zu sehen, um ob-
jektive Speckle zu beobachten. Hierbei bilden sich statistische Intensitatsverteilungen im
Abstand z aus. Diese entstehen durch kohérente Superposition von Einzelwellen mit einer
statistischen Phasenlage. Der fiir die statistische Intensitédtsverteilung wichtige Phasenun-
terschied Ap = 27/x.AnAn bei der Transmission der Einzelwellen entsteht durch die Rauheit
und somit durch die statistische Hohenverteilung der Oberfliche und der Brechzahldiffe-
renz An = n; — ng des beleuchteten Objektes. Bei der Betrachtung in Reflexion entsteht
ein Phasenunterschied Ap = 47/x.Ancos (©), wobei © den Einfallswinkel zur Oberfldchen-
normalen und Ah die Héhendifferenz der Oberflache darstellt. Fiir objektive Speckle erhélt
man eine Intensititsverteilung I(x,y) = [u’ (x,y)|?, wobei sich u’ (x,y) aus Gleichung 10
mit fg (p,q) = Ae’® mit einer statistischen Phasenverteilung ® (p,q) und einer Amplitu-
de A (p,q) ergibt. Mittels der so entstandene statistische Intensitétsverteilung kénnen die
nachstehenden Aussagen {iber mittlere Specklegréfien in lateraler und axialer Richtung
getroffen werden. Eine mittlere Specklegrofie dx eines voll-entwickelten Specklefeldes ist
abhéngig von der Gréfle der Amplitudenverteilung der einfallenden Welle in der Ebene
der statistischen Laufzeitunterschiede. Somit ergibt sich fiir eine kreisrunde Beleuchtung

einer Oberflaiche mit dem Durchmesser D, mit der Wellenlénge A und einer Beobachtung

der objektiven Speckle im Abstand z eine mittlere laterale Specklegrofie nach [79] von:

AZ
5w = 1,45 (12)

Die mittlere Specklegréfie in axialer Richtung betragt bei einer kreisrunden Beleuchtungs-

fléche:

A\z?
5 -

02y = 6,7T— 13
2y = 6,72 (13)

Durch die unterschiedlichen Einfliisse des Durchmessers D und des Abstandes z auf die
laterale und axiale Grofle ergibt sich die typische Zigarrenform der Speckle. Des Weiteren
kann man erkennen, dass bei grofien Abstdnden und kleinen Beleuchtungsdurchmessern
(z> D) eine sehr grofie Tiefenausdehung der Speckle vorliegt. Eine weitere wichtige Ei-
genschaft der objektiven Speckle ist die Unabhingigkeit vom Betrachtungswinkel sowie
die Unabhéngigkeit vom Beobachtungssystem. Dies ergibt sich dadurch, dass Speckle sta-

tiondre Interferenzen im Raum sind. Anders als die objektiven Speckle entsteht die Inten-
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Abbildung 15: Darstellung der Ausbildung von a) subjektiven Speckle durch die Abbil-
dung einer rauen Oberflache in die Bildebene und b) von objektiven Speckle im Abstand
z durch die Beleuchtung einer rauen Oberflache.

sitdtsverteilung von subjektiven Speckle durch die kohdrente Superposition von Teilwellen
bei der optischen Abbildung. Dies ist in Abbildung 15a schematisch dargestellt. Bei der
Abbildung der rauen Oberfliche des Objektes kommt es hierbei zur kohdrenten Superpo-
sition von Teilwellen des abgebildeten Teilstiickes der Oberfliche der PSF des abbildenden
Systems [79]. Hierbei entstehen je nach Phasenlage der Teilwellen wiederum hellere oder
dunklere Interferenzen in der Bildebene des optischen Systems. Bei einer solchen Uberlage-
rung ist der optische Wegunterschied Ap abhéngig vom Betrachtungswinkel, vom Abstand
und der Apertur des abbildenden Systems. Damit sind subjektive Speckle im Gegensatz
zu den objektiven Speckle nicht unabhéngig vom Betrachtungswinkel. Genauso wie bei
den objektiven Speckle konnen auch bei subjektiven Speckle Aussagen iiber die mittlere
Specklegrofle in lateraler und axialer Richtung getroffen werden. Hierbei hingt die mittlere
Specklegrofie dx in lateraler Richtung bei subjektiven Speckle von der Wellenldnge A, der

Brennweite f und dem Durchmesser D des Abbildungssystems ab.

Af
O0xgs = 1,4— 14
xss = 1,4 (14)

Die mittleren Speckle in axialer Richtung kénnen durch die Gleichung:

A2
0zgs = 6, 7@ (15)

beschrieben werden.
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkulturpraparation fiir die Speckle-Mikroskopie

Fiir Vorversuche zu den Plastizitdtsmessungen wurden die Zellkulturen, wie in Kapitel
2.2.1 beschrieben, prapariert. Die kultivierten Zellkulturen wurden zwischen Tag 18 und 21
verwendet. In diesen Zellkulturen erfolgte eine Farbung einzelner Zellen unter Zuhilfenah-
me von Mikromanipulatoren (MM3A-LSrH, Kleindiek Nanotechnik GmbH, Deutschland,;
Kapitel 5.1 Abbildung 48a links) mit dem Membranfarbstoff 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3,3’-
Tetramethylindocarbocyanine Perchlorate (DIL), von welchem 1 ul in Glaspipetten gefiillt
wurde [80]. Die Pipette wurde fiir eine Stunde in Zellkontakt belassen, so dass der lipo-
phile Membranfarbstoff die Membrane farben konnte. Danach wurde die Pipette von der
Zelle entfernt. Dies geschah unter Inkubatorbedingungen bei 37°C und 5% Kohlendioxid

(CO2). Der Vorgang wurde pro Kultur mehrere Male wiederholt.

3.2.2 Herstellung von Teststrukturen fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Fir die spétere Untersuchung der Auflésungsgrenze wurden neben QDot-Strukturen und
biologischen Proben definierte Teststrukturen verwendet, deren Herstellung mittels Elek-
tronenstrahllithografie erfolgte. Hierfiir wurde der Fluoreszenzlack SX ARP 672.08/2 Rot
305 mit einer Schichtdicke von 670 nm auf ein Borofloat-Deckglas, welches eine Dicke von
170 pm aufwies, aufgetragen. Die mittels Elektronenstrahl geschriebenen Strukturen wur-
den nach einer Entwicklungszeit von 180s freigedtzt. Somit konnten die Absténde der
einzelnen Strichperioden, wie in Abbildung 30 dargestellt, gemessen werden. Durch die

Elektronenstrahllithografie war es moglich, Strukturabstdnde von 74 nm herzustellen.

3.2.3 Pyrometrische Leistungsmessung

Fir die Leistungsmessungen in Kapitel 3.3.1 wurde ein Pyrometer PM2 mit Luftkiih-
lung der Firma Coherent verwendet. Das verwendete Modell besitzt eine maximale Leis-
tungsgrenze von 3,5 W und einen Empfindlichkeitsbereich zwischen 250 und 1100 nm. Ein
Pyrometer besitzt einen Messkonus (optischer Sumpf), in welchem durch Vielfachreflexi-
on die gesamte Energie des Lichtstrahls absorbiert wird. Zusétzlich besitzen die meisten

Systeme einen Referenzkonus zur Erfassung der Einfliissse der Hintergrundstrahlung. Im
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Messkonus kommt es zu einer Temperaturerhohung AT = E/c, wobei E die Energie des
Laserstrahls und C die Warmekapazitit des Materials des Messkonus darstellt. Die erzeug-
te Temperaturdifferenz wird durch Thermoelemente in eine Thermospannung AU = aAT
umgewandelt. Hierbei ist a die sogenannte Thermokraft der Thermoelemente und somit
eine materialabhéingige Konstante im Bereich von 1075 V/k. Durch Kalibration kann iiber

die gemessene Thermospannung auf die Laserleistung geschlossen werden [81].

3.2.4 Gitterspektrometer

Die Laserspektren in Kapitel 3.3.1 wurden mittels USB-Spektrometer Red Tide USB-650
der Firma OceanOptics aufgenommen. Hierbei handelt es sich um ein fasergekoppeltes
Spektrometer mit einen SMA905 Fasereingang. Das zu untersuchende Licht wird durch
einen Spiegel auf ein Beugungsgitter reflektiert, welches das Licht in seine einzelnen spek-
tralen Bestandteile aufspaltet. Die Aufspaltung erfolgt entsprechend der Beugungsglei-
chung a{sin(0,,) — sin(0;)} = mA, wobei a den Gitterabstand, \ die Wellenlédnge, m die
Beugungsordnung, 6,,, den Einfallswinkel und ©; den Ausfallswinkel darstellt. Das aufge-
spaltene Licht wird tiber einen weiteren Spiegel auf ein CCD Array, bestehend aus 650 px,
gelenkt. Die spektrale Empfindlichkeit des Spektrometers liegt im Bereich zwischen 350
und 1000 nm. Die Auflésung des Spektrometers ist mit 1 nm gegeben [81].

3.2.5 Aufbau und Funktionsweise des Zeiss Elyra 7 Systems (lattice-SIM)

In Abbildung 16 (rechts) ist das Elyra 7 System der Firma Zeiss zu sehen [20]. Dieses
kommerzielle Super-resolution Mikroskop arbeitet mit dem in Kapitel 3.1 beschriebenen
Verfahren der strukturierten Beleuchtung, wobei es sich hier um ein lattice SIM System
handelt (Abbildung 13b, mitte). Es stehen 4 Laser (405nm (50 mW), 488 nm (500 mW),
561 nm (500 mW) und 641 nm (500 mW)) zur Verfiigung, mit denen ein breites Spektrum
zur Anregung von gebrauchlichen Fluorophoren abgedeckt wird. Die Beugungsstrukturen
zur Beleuchtung werden iiber eine Interferenzmaske erzeugt und dann iiber ein Galvano-
meterspiegelsystem iiber die Probe bewegt. Das System verfiigt iiber 5 unterschiedliche
Beugungsgitter. Somit kann fiir jede Wellenlédnge die optimale Beugungsstruktur erzeugt
werden. Das fiinfte Beugungsgitter ist fiir den sogenannten Apotome-Mode ausgelegt. Das
System ist mit einem Quadband-Fluoreszenz Filter fir alle Laserlinien ausgestattet. Die

spektrale Separierung wird mittels DualCam Adapter durchgefiihrt, wobei kurzwelliges
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DualCam,s

Abbildung 16: Fotographie des Elyra 7 Systems der Firma Zeiss (rechts) mit DualCam
Adapter und zwei sCMOS (PcoEdge; links).

Licht auf Kamera 1 und langwelliges Licht auf Kamera 2 verarbeitet wird. Das System
besitzt zwei SCMOS Kameras der Firma PcoEdge und ist bezogen auf den Grundauf-
bau sonst identisch mit dem in Kapitel 2.2.4 beschriebenen Elyra P.1 System. Es besitzt
ebenfalls einen speziell angefertigten 3D-slicer in der Eintrittspupille des Objektivs, um
die 3D-Bilder zu rekonstruieren. Hierbei wird die PSF durch eine angepasste Phasenmas-
ke in eine spezielle 3D-PSF umgewandelt, die je nach z-Position des Leuchtmittels eine
andere Form hat. Eine beispielhafte 3D-PSF einer definierten z-Ebene ist in Abbildung
3 unter dem Bild des 3D-slicers (rechts) zu sehen. Fiir diesen Prozess ist eine vorherige
Kalibrierung der 3D-PSF mittels Testcharts durchzufiihren. Die Phasenmaske und somit
die 3D-PSF sind identisch mit der des Elyra P.1 Systems.

3.2.6 Modell-Sparse Bayesian Learning Algorithmus (M-SBL)

Fir die Auswertung der erhaltenen Bildreihen des Speckle-Mikroskops wurde ein Modell-
Sparse Bayesian Learning Algorithmus (M-SBL) verwendet [82, 83]. Als Modell in diesem
Algorithmus dient ein multipel measurement vector System. Der M-SBL-Algorithmus ist
ein Algorithmus zur Riickgewinnung mehrerer Signale. Hierbei werden zur Riickgewinnung
eines Signals mehrere Messungen unter denselben Stiitzpunkten verwendet. M-SBL wurde
in Speckle-SIM [13, 11] und STORM [84] eingesetzt und erzielte hervorragende Rekon-
struktionsergebnisse.

Wenn eine fluoreszenzmarkierte Probe durch m Beleuchtungsmuster angeregt wird, ist die

entsprechende detektierte Intensitédt in der Bildebene durch Dy, = PSF(r)®{s(r)-emn(r)}
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gekennzeichnet, wobei s(r) die Struktur der Probe, e,,(r) das m-te Beleuchtungsmuster,
PSF(r) die Punktspreizfunktion des Systems und ® die Faltungsoperation darstellt. Im
M-SBL Algorithmus wird diese Formulierung des aufgenommenen Bildes Dy, in eine Ma-
trixschreibweise Y = H X umgeformt, wobei H die PSF Matrix, die in eine Spaltenschreib-
weise umgerechnet wurde, enthélt. Die X-Matrix enthélt den Ausdruck {s(r)-e,,(r)} eben-
falls in einer Spaltenschreibweise. Die D-Matrix beinhaltet in einer Spaltenschreibweise die
Information der aufgenommenen Bilder. Somit sind alle Informationen in Spalten-Vektoren
iiberfithrt worden. Mit den so erhaltenen Matrizen wird eine Suche der optimalen X-Matrix
durchgefiihrt, bei der mit der vorhandenen H-Matrix die Bildmatrix Y rekonstruiert wer-

den kann.

3.3 Ergebnisse

3.3.1 Charakterisierung der Laserquellen

Die Charakterisierung der Laserquellen wurde hinsichtlich der wichtigsten Parameter von
Diodenlasersystemen durchgefiihrt. Hierzu zdhlen sowohl die Ausgangsleistungsabhéngig-
keit der Diodenlaser von der angelegten Spannung bzw. dem daraus resultierenden Di-
odenstrom, um so den optimalen Arbeitsbereich zu finden, als auch das Laserspektrum,
um spéater die Fluoreszenz-Filter optimal auf die Laser anzupassen. In Abbildung 17a
bis 17c sind die entsprechenden Ausgangsleistungen in Abhéingigkeit von der angelegten
Spannung, welche in 0,1V Schritten erhéht wurde, und in Abbildung 17d bis 17f sind
die entsprechenden Emissionsspektren der Diodenlaser nach dem Strahlteiler der drei Di-
odenlaser zu sehen. Die Leistungskurven sind mit dem in Kapitel 3.2.3 beschriebenen
Leistungsmessgerat und Verfahren gemessen worden. Die Aufnahme der Spektren erfolgte
mit einem USB-Spektrometer von OceanOptics mit einer Wellenldngenauflésung von 1 nm.
Der Messbereich dieses Spektrometers liegt werksseitig im Bereich von 350 nm bis 1000 nm.
Bei einer maximal angelegten Spannung von 5V konnte bei Laser 1 (griine Kurve) eine
Ausgangsleistung von 946,6 mW ermittelt werden. Damit liegt die gemessene Ausgangsleis-
tung 5% unter der Herstellerangabe. Bis ca. 3mW ist ein linearer Verlauf der Messkurve
in Abbildung 17a zu sehen. Danach ist ein Abflachen der Kurve zu héheren Spannungen
deutlich zu erkennen. Die Leistungskurve von Laser 2 (blaue Kurve) konnte nur bis zu einer
Spannung von 2V vermessen werden. Bei dieser Spannung wurde eine Ausgangsleistung

von 2,52 W ermittelt. Im gesamten Messbereich zeigt die Kurve einen linearen Anstieg der
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Abbildung 17: a) - ¢) Kennlinien zur Abhéngigkeit der Ausgangsleistung der Diodenlaser
(a) Laser 1 - griin; b) Laser 2 - blau; ¢) Laser 3 - violett) von der angelegten Spannung im
Bereich von 0V bis 5 V. Die Spannung wurde in 0,1V Schritten bis 5V verédndert. Der li-
neare Bereich der Diodenlaser reicht bei Laser 1 und Laser 3 bis ca. 3 V und geht danach in
den Sattigungsbereich iiber, welcher mit einem Abflachen der Messkurve einhergeht. Laser
2 konnte nur bis zu einer angelegten Spannung von 2V vermessen werden, da der Mess-
bereich des Spannungsmessgerites ausgeschopft war. Die maximalen Ausgangsleistungen
betragen: Laser 1 - 946,6 mW; Laser 2 - 2,52 W bei 2 V; Laser 3 - 673 mW. d) - f) Spektren
der drei vermessenen Laser (d) Laser 1 - griin; e) Laser 2 - blau; f) Laser 3 - violett) im
gesamten Messbereich des USB-Spektrometers von Ocean Optics von 350 nm bis 1000 nm
mit einen Ausschnitt (jeweils oben recht) des spektralen Bereiches der Diodenlaser. Die
FWHM der Laser betrigt fiir Laser 1 4nm, fiir Laser 2 1,2nm und fiir Laser 3 1 nm. Die
Maxima liegen bei Laser 1 515 nm, bei Laser 2 465 nm und bei Laser 3 402 nm.



3 Strukturierte Beleuchtungsmikroskopie auf Basis einer Specklebeleuchtung 43

Ausgangsleistung iiber der angelegten Spannung. Fiir Laser 3 (violette Kurve) wurde ein
dhnlicher Verlauf wie fiir Laser 1 beobachtet. Im unteren Spannungsbereich bis ca. 3V
der angelegten Spannung ist ein linearer Verlauf der Ausgangsleistung zu erkennen. Bei
einer hoheren Spannung zeigt sich ein Abflachen der Kurve. Die maximale Ausgangsleis-
tung von Laser 3 wurde bei 5V mit 673 mW gemessen. Damit liegt die Ausgangsleistung
48,6% unter der vom Hersteller angegebenen Ausgangsleistung von 1 W. Die Spektren der
Laserdioden zeigen im Allgemeinen eine fiir Diodenlaser typische kleine spektrale Breite.
Die Halbwertsbreite (FWHM - full width of half maximum) des Spektrums von Laser 1
betragt ca. 4nm und das Maximum liegt bei 515 nm. Das gemessene Spektrum weist eine
Gesamtbreite von ca. 7nm in einem spektralen Bereich von ca. 512nm bis 519 nm auf.
Das Maximum des Spektrums von Laser 2 liegt bei 465 nm und besitzt eine FWHM von
ca. 1,2nm, wobei das gesamte Spektrum dieses Lasers eine spektrale Breite von ca. 4,8 nm
aufweist. Fiir den dritten Laser, Laser 3, ergibt sich ein Maximum bei 402nm und die
FWHM mit ca. 1 nm, wobei dies auch die spektrale Auflésungsgrenze des Spektrometers
darstellt. Das gesamte Spektrum hat eine Breite von ca. 4,1 nm. Des Weiteren wurden fiir

alle Diodenlaser Leistungsschwankungen unter 5 % fiir alle Messpunkte beobachtet.

3.3.2 Kamera Kalibrierung

Der néchste Schritt fiir den Aufbau des Speckle-Mikroskops ist die Kalibrierung der EM-
CCD (Electron multiplying charge-coupled device; Andor iXON Life 888). Die EMCCD
besteht aus einem 1024 x 1024 Pixel-Detektor, wobei jedes Pixel 13 ym x 13 pym grof} ist.
Zusétzlich wurde, wie in Abbildung 18a zu sehen ist, eine Teleskop-Optik zwischen EM-
CCD und Mikroskop-Korper eingebracht. Das Teleskop kann zwischen einer 1-fach, einer
2,5-fach und einer 4-fach Vergréflerung wechseln. Neben den unterschiedlichen Vergrofie-
rungen der Teleskop-Optik wurden auch drei unterschiedliche handelsiibliche Objektive
vermessen. Hierbei handelt es sich um ein 63x Luft-Objektiv (LD Plan Neofluar 63z/0,75
Korr Ph2 M27; Zeiss), 63x Wasser-Immersion-Objektiv (C-Achromat 63x/1,20 W Korr
M27; Zeiss) und ein 100x Ol-Immersion-Objektiv (a-Plan-Apochromat 100z/1,46 Oil DIC
M27; Zeiss). Die Vermessung der Abbildungsgrofie erfolgte mit Hilfe eines Kalibrierungs-
Charts, welches in Abbildung 18a (rechts oben) dargestellt ist. Es wurde fur jede Ver-
groferung des Teleskops immer dasselbe Strichgitter des Kalibrierungs-Charts mit je 4
Strukturperioden untersucht. In Abbildung 18b ist beispielhaft die Struktur mit 500 Li-

nienpaaren/mm zu erkennen, welche zur Kalibrierung des 63x Luft-Objektives verwendet
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Abbildung 18: a) Foto der Kombination von Teleskop-Optik und EMCCD mit Bild eines
Kalibrierungs-Charts (rechts oben). b) Aufnahme der 500 Linienpaare/mm Objektstruktur
mit einer 2,5-fachen Vergroferung durch das Teleskop. ¢) Schnittprofil der 500 Linienpaa-
re/mm Objektstruktur zur Bestimmung der Pixelgrofie mit eingezeichneter Lange von 4
Linienpaaren (blau; 95 px).

wurde. Danach wurde mit Hilfe der Bildverarbeitungssoftware ImageJ, eine OpenSource
Bildverarbeitungsplattform, ein Schnittprofil durch die Struktur erstellt. Dieses Profil ist
in Abbildung 18c fiir die oben genannte Objektiv-Struktur-Kombination zu sehen. Durch
die Bestimmung der Lénge in Pixeln von 4 Perioden der Struktur wurde dann fiir alle
erwahnten Objektive die Pixelgréfle in pm berechnet. Beispielhaft ist die Berechnung in
den nachfolgenden Schritten fiir das 63x Luft-Objektiv mit der in Abbildung 18b und 18¢

gezeigten Struktur dargestellt.

Die Umrechnung der Linienpaare pro mm in die Lénge eines Linienpaares erfolgt durch:

500Linienpaare 5 0.002— .mm o .Mm
mm Linienpaar Linienpaar

4 Linienpaare besitzen somit eine Lange von:

— 8 um.
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Die Pixelgrofle aus den gemessenen 4 Linienpaaren aus Abbildung 18c ergibt sich somit

durch:

4 Linienpaare = 95px und
95px =8um zu

— 84,2 nm.

Die ermittelten Pixel-Groflen fiir alle Varianten sind der nachstehenden Tabelle 1 und die
daraus berechneten Auflésungsgrenzen in Pixeln fiir alle Laserlinien fiir das Abbe - und

Rayleigh - Kriterium den Tabellen 2 und 3 zu entnehmen.

Tabelle 1: Darstellung der ermittelten Pixelgréfien fiir die Vergroflerungen der Teleskop-
Optik unter Verwendung der verschiedenen Objektive

Vergroflerung
1-fach 2,b-fach  4-fach

63x Luft 2123nm  84,2nm  52,9nm
63x Wasser 200,00nm 80,00nm 46,78 nm
100x Ol 127,5nm  50,6nm  31,45nm

Objektive

Tabelle 2: Darstellung der Auflosungsgrenze in Pixeln nach dem Abbe - Kriterium fiir
die Vergroferungen der Teleskop-Optik unter Verwendung der verschiedenen Objektive

Vergroflerung 1-fach 2,5-fach 4-fach

Wellenldnge [nm| 520 465 405 520 465 405 520 465 405
63x Luft 1,63 1,46 1,27 4,12 3,68 3,21 6,55 5,86 5,10
63x Wasser 1,08 097 0,84 2,71 2,42 2,11 463 4,14 3,61
100x Ol 1,40 1,25 1,09 3,52 3,15 2,74 5,66 5,06 4,41

Tabelle 3: Darstellung der Auflésungsgrenze in Pixeln nach dem Rayleigh - Kriterium fiir
die Vergroferungen der Teleskop-Optik unter Verwendung der verschiedenen Objektive

Vergroflerung 1-fach 2,5-fach 4-fach

Wellenlédnge [nm] 520 465 405 520 465 405 520 465 405
63x Luft 1,99 1,78 1,55 5,02 4,49 3,91 799 7,15 6,23
63x Wasser 1,32 1,18 1,03 3,30 2,95 2,57 5,65 5,05 4,40

100x Ol 1,70 1,52 1,33 4,29 3,84 3,34 6,91 6,18 5,38
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3.3.3 Bestimmung der SpecklegroBe

Nach dem Periskop (siehe Abbildung 19 I) wurden die Laserstrahlen durch ein Keppler-
Teleskop, welches aus zwei Achromaten (AC080-010-A-ML und AC254-040-A-ML, Thorl-
abs) besteht, expandiert. Zuséatzlich erfolgte der Einbau einer Blende in die Zwischen-
bildebene (siehe Abbildung 19 II). Diese hat die Funktion einer Modenblende. Im weite-
ren Beleuchtungsstrukturerzeugungsstrahlengang befindet sich ein adaptives Linsensystem
(sieche Abbildung 19 III) bestehend aus den Achromaten Al und A2 (AC254-100-A-ML
und AC254-040-A-ML, Thorlabs) sowie der Streuscheibe in der Fokusebene des adaptiven
Linsensystems und dem Achromaten A3 (AC254-060-A-ML, Thorlabs), welcher zusam-
men mit der Tubuslinse das Beleuchtungsfeld in die hintere Fokusebene (engl. back focal
plan) bzw. die Eintrittspupille des Objektives abbildet. Fiir die Messungen der Speckle-
grofle in Abhéngigkeit vom Abstand der Streuscheibe zum Achromaten A3 sowie fiir die

Abhéngigkeit der Specklegréfie vom Beleuchtungsspotdurchmesser auf der Streuscheibe

Streuscheibe

Abstand A2 Abstand A3

Abbildung 19: Aufbau des Beleuchtungsstrahlenganges zur Erzeugung der optimalen Be-
leuchtungsstrukturen (Speckle). I) Nach dem Lasermodul installiertes Periskop zur Strahl-
einkopplung in den die Beleuchtungsstruktur erzeugenden Strahlengang. II) Keppler-
Teleskop zur Vergroflerung des Laserstrahls sowie zur Strahlformung. Zur Strahlformung
befindet sich eine Irisblende in der Zwischenbildebene des Keppler-Teleskops, welche als
Raumblende bzw. Modenblende dient. Diese filtert die rdumliche Intensititsverteilung
(TEMs) des Laserstrahls und optimiert somit das Strahlparameterprodukt. III) Aufbau
des Strahlengangs zur Erzeugung der Beleuchtungsstruktur hinter dem Keppler-Teleskop
(IT) mit einem adaptiven Linsensystem, welches aus den Achromaten Al und A2 besteht,
eingesetzt zur Strahlformung des Beleuchtungsspots auf der Streuscheibe. Des Weiteren
ist die Streuscheibe in der Fokusebene des adaptiven Linsensystems und ein Achromat
(A3), welcher zusammen mit der Tubuslinse im Mikroskopgrundkorper die Speckle in die
hintere Fokusebene des Objektives abbildet, zu sehen. Achromate A1 bis A3.
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wurde mit einem Filter-Wiirfel gearbeitet, der einen Teil aller Laserlinien transmittiert
bzw. reflektiert. In der Objektebene wurde ein Chromspiegel eingesetzt, welcher fiir alle
Laserlinien stark reflektierend ist, um die Beleuchtungsstrukturen der Objektebene mit
einer 2,5-fachen Vergroflerung durch die Teleskop-Optik (siehe Kapitel 3.3.2)auf die EM-
CCD abzubilden. Als Erstes wurde die Abhéngigkeit der Specklegréfie von der Position
des Achromaten A3 zur Streuscheibe untersucht. Dazu wurde die Position von A3 fiir alle
Laserlinien zuerst in 5mm Schritte grob und spéater in einem ausgewéhlten Bereich in
1mm Schritte verdndert. Somit konnte insgesamt ein Positionierungsbereich hinsichtlich
des Abstandes (Abbildung 19 IIT - Abstand A3) zur Streuscheibe von 60 mm bis 85 mm
untersucht werden. Weiterhin wurde mit einer parallelen Beleuchtung auf der Streuschei-
be mit einem Strahldurchmesser von ~10mm (siehe Abbildung 19 III, Laserspot Bild)
sowie mit konstanten Kameraparametern (Beleuchtungszeit 10 ms, Verstarkungsfaktor 20,
BildgroBle 512 px x 512 px) und Laserleistungen (Laser 1: 0,3 V, Laser 2: 0,1 V| Laser 3:
0,4 V) gearbeitet. Pro Position des Achromaten A3 wurden fiir jede Messung zwei Speckle-
Bilder (B; und Bg) aufgenommen. Um die mittlere Specklegréfie zu ermitteln, wurde die

Kreuzkorrelation I';; des Bildes By mit sich selbst:

'y = (B1By)

und die Kreuzkorrelation I'19 des Bildes B mit dem Bild Bs:

I'i2 = (B1B2)

voneinander subtrahiert:

I'=T11 —T1o.

Aus den so erhaltenen Korrelations-Bildern ergab sich ein Profil-Schnitt des Korrelati-
onspeaks in x- und y-Richtung, der mit Hilfe der OpenSource Software ImageJ erstellt
wurde. Aus diesen Profil-Schnitten konnte mittels Gau-Fit (Software Origin) die Halb-
wertsbreite (FWHM, Full Width at Half Maximum) des Korrelationspeaks bestimmt
und somit die mittlere Specklegréfe ermittelt werden. In Abbildung 20 sind die Ergeb-
nisse der Abhéingigkeitsmessung fiir den Laser 1 mit einer Wellenldnge von 515nm zu
sehen. Auffallig ist bei den in Abbildung 20a gezeigten mittleren Specklegrofien in x- und
y-Richtung, dass sich hauptséichlich die Ausdehnung in y-Richtung stark verdndert. Die
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Abbildung 20: Messung der Abhéngigkeit der Specklegréfie vom Abstand des Achro-
maten A3 von der Streuscheibe bei einer Laserwellenlinge von 515nm. a) Graphische
Darstellung der mittleren Specklegréfie in x- und y-Richtung in Abhéngigkeit des Abstan-
des A3 des Achromaten A3 (Abbildung 19 III) von der Streuscheibe mit eingezeichneten
Auflésungsgrenzen nach Abbe und Rayleigh (griner Bereich). b) Beispieldarstellung von
Specklefeldern in unterschiedlichen Abstdnden A3 des Achromaten A3 von der Streuschei-
be und die dazugehorigen Kontrastfunktionen sowie die Korrelationspeaks. ¢) Graphische
Darstellung der Mittelwerte aus den mittleren Specklegréfien in x- und y-Richtung in Ab-
héngigkeit vom Abstand A3 des Achromaten A3 von der Streuscheibe (schwarz) mit den
Auflésungsgrenzen nach Abbe und Rayleigh sowie die Elliptizitdt der mittleren Speckle-
grofien (z/y) in Abhéngigkeit vom Abstand A3 (Abbildung 19 III) des Achromaten A3
von der Streuscheibe (rot).

mittlere Specklegréfie in x-Richtung befindet sich immer im Bereich der Auflésungsgren-
zen von Abbe oder Rayleigh. Auflerdem betréigt die maximale Abweichung der mittleren
SpecklegroBe (kleinster zu groBtem Wert) in x-Richtung nur ca. 20%. Dagegen nimmt
diese Abweichung bei Betrachtung der y-Richtung einen Wert von 55% an. Zusétzlich da-
zu erreicht die mittlere Specklegréfle in y-Richtung erst ab einem Abstand von A3 zur
Streuscheibe von 75 mm eine Groflenordnung im Bereich der Auflésungsgrenzen. Betrach-
tet man dazu in Abbildung 20c die Elliptizitdt der mittleren Specklegrofie (x/y), so ist

erkennbar, dass mit grofler werdendem Abstand A3 des Achromaten von der Streuscheibe
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der Elliptizitatswert gegen 1 lduft. Dies bedeutet wiederum, dass bei gréfler werdendem
Abstand die mittleren Ausdehnungen der Speckle in x- und y-Richtung &hnlich werden.
Bei einem Abstand von 85 mm kann man sogar in Abbildung 20a und bei der Elliptizitat
in Abbildung 20c erkennen, dass die mittleren Specklegréfien fast identisch sind. In Abbil-
dung 20b sind die Verdnderungen der Specklefelder fiir drei verschiedene Absténde A3 des
Achromaten A3 von der Streuscheibe sowie die dazugehorigen Konstrastfunktionen mit
Korrelationspeak zu sehen. Bei einem Abstand von 60 mm ist sowohl in der Specklevertei-
lung als auch im Korrelationspeak ein Unterschied in x- und y-Richtung zu beobachten.
Bei einem Abstand von 77 mm ist eine Standardspeckleverteilung sowie ein nahezu runder
Korrelationspeak zu sehen. Bei einem grofieren Abstand von 85 mm sind Artefakte in der
Speckleverteilung zu erkennen. Dagegen zeigt sich ein Korrelationspeak und eine Kontrast-
funktion wie bei 77 mm Abstand.

Die analog erhaltenen Darstellungen der Abhéngigkeit der Specklegréfie vom Abstand A3
des Achromaten A3 von der Streuscheibe fiir den Laser 2 mit einer Wellenldnge von 465 nm
sind in Abbildung 21 zu sehen. Betrachtet man in Abbildung 21a die mittlere Speckle-
grofe in x- und y-Richtung, so kann ein &dhnliches Verhalten wie fiir Laser 1 beobachtet
werden. Hierbei sind die Verdnderungen in x- Richtung mit ca. 9% allerdings deutlich klei-
ner als bei Laser 1. Eine dhnliche Reduktion der Abhéngigkeit der mittleren Specklegrofie
vom Abstand A3 ist auch in y-Richtung zu erkennen. Dort liegt die maximale Differenz
bei 32%. Jedoch liegen auch hier die mittleren Specklegrofen bei kleinen Abstianden des
Achromaten A3 in einem Bereich deutlich auflerhalb der erzielbaren Auflésungsgrenze.
Erst ab einem Abstand des Achromaten A3 zur Streuscheibe grofier 72mm wird eine
mittlere Specklegrofie in y-Richtung im gewiinschten Bereich der Auflésungsgrenze erzielt.
Demgegentiber befinden sich alle fiir den Abstand A3 erhaltenen mittleren Specklegrofien
in x- Richtung im Bereich der Auflésungsgrenze und haben, wie schon erwéahnt, nur einen
sehr kleinen Schwankungsbereich von 9%. Wird bei dieser Wellenldnge der Abstand 85 mm
betrachtet, so ist zu erkennen, dass die mittlere Specklegréfie sowohl in x- als auch in y-
Richtung ansteigt. Bei Betrachtung der Elliptizitdt des Korrelationspeak erkennt man in
Abbildung 21c einen Bereich ab ca. 74 mm, bei dem die mittleren Specklegréen in x- und
y-Richtung weniger als 10% voneinander abweichen. In Abbildung 21b sind die Verande-
rungen der Specklefelder fiir drei verschiedene Abstinde A3 des Achromaten A3 von der
Streuscheibe sowie die dazugehorigen Kontrastfunktionen mit Korrelationspeak analog zu
Laser 1 zu sehen. Bei einen Abstand von 60 mm ist sowohl in der Speckleverteilung als auch

im Korrelationspeak ein Unterschied in x- und y-Richtung analog zu Laser 1 zu erkennen.
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Abbildung 21: Messung der Abhéngigkeit der Specklegréfie vom Abstand des Achro-
maten A3 von der Streuscheibe bei einer Laserwellenldnge von 465nm. a) Graphische
Darstellung der mittleren Specklegréfie in x- und y-Richtung in Abhéngigkeit des Abstan-
des A3 des Achromaten A3 (Abbildung 19 III) von der Streuscheibe mit eingezeichneten
Auflésungsgrenzen nach Abbe und Rayleigh (griner Bereich). b) Beispieldarstellung von
Specklefeldern in unterschiedlichen Abstdnden A3 des Achromaten A3 von der Streuschei-
be und die dazugehorigen Kontrastfunktionen sowie die Korrelationspeak. ¢) Graphische
Darstellung der Mittelwerte aus den mittleren Specklegréfien in x- und y-Richtung in Ab-
héngigkeit vom Abstand A3 des Achromaten A3 von der Streuscheibe (schwarz) mit den
Auflésungsgrenzen nach Abbe und Rayleigh sowie die Elliptizitdt der mittleren Speckle-
grofien (z/y) in Abhéngigkeit vom Abstand A3 (Abbildung 19 III) des Achromaten A3
von der Streuscheibe (rot).

Bei einem Abstand von 77 mm wird wie bei Laser 1 eine Standardspeckleverteilung so-
wie ein nahezu runder Korrelationspeak beobachtet. Bei einer weiteren Vergroflerung des
Abstandes auf 8 mm bilden sich Artefakte in der Speckleverteilung. Diese Artefakte sind
auch im Korrelationspeak durch einen runden Halo um den eigentlichen Korrelationspeak
zu erkennen.

Als Letztes werden die analogen Messergebnisse fiir Laser 3 mit einer Wellenldnge von
402 nm betrachtet. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Abbildung 22 dargestellt. Die
mittleren Specklegrofien in x- und y-Richtung (siehe Abbildung 22a) zeigen auch bei die-
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ser Wellenlénge ein dhnliches Verhalten wie bei Laser 2 beziiglich beider Richtungen. Die
Werte in x- Richtung sind fast bei jedem Abstand A3 des Achromaten A3 von der Streu-
scheibe im Bereich der Auflésungsgrenze, wobei die Messpunkte von 60 mm und 65 mm
leicht oberhalb der Auflésungsgrenze liegen. Demgegentiber wird in y-Richtung wie schon
bei den anderen Laserwellenldngen eine Reduzierung der mittleren Specklegrofie mit zu-
nehmendem Abstand A3 des Achromaten A3 von der Streuscheibe beobachtet. Hier ist
jedoch klar festzustellen, dass die mittlere Specklegréfle den Bereich der Auflésungsgrenze

nur erreicht, aber fiir keinen Abstand innerhalb der Grenzen liegt. Der Mittelwert der
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Abbildung 22: Messung der Abhéngigkeit der Specklegréfie vom Abstand des Achro-
maten A3 von der Streuscheibe bei einer Laserwellenlinge von 402nm. a) Graphische
Darstellung der mittleren Specklegréfie in x- und y-Richtung in Abhéngigkeit des Abstan-
des A3 des Achromaten A3 (Abbildung 19 III) von der Streuscheibe mit eingezeichneten
Auflésungsgrenzen nach Abbe und Rayleigh (griner Bereich). b) Beispieldarstellung von
Specklefeldern in unterschiedlichen Abstdnden A3 des Achromaten A3 von der Streuschei-
be und die dazugehorigen Kontrastfunktionen sowie die Korrelationspeaks. ¢) Graphische
Darstellung der Mittelwerte aus den mittleren Specklegréflen in x- und y-Richtung in Ab-
héngigkeit vom Abstand A3 des Achromaten A3 von der Streuscheibe (schwarz) mit den
Auflésungsgrenzen nach Abbe und Rayleigh sowie die Elliptizitét der mittleren Speckle-
grofien (z/y) in Abhéngigkeit vom Abstand A3 (Abbildung 19 III) des Achromaten A3
von der Streuscheibe (rot).
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mittleren Specklegrofie erreicht nur zwischen 78 mm und 79 mm die Auflésungsgrenze. Fiir
die Elliptizitdt wird in diesem Bereich ebenfalls der maximale Wert von ca. 0,9 erzielt. In
Abbildung 22b sind analog zu Laser 1 und Laser 2 die Verdnderung der Specklefelder fiir
drei verschiedene Abstdnde A3 des Achromaten A3 von der Streuscheibe sowie die dazu-
gehorigen Konstrastfunktionen mit Korrelationspeaks zu sehen. Bei einem Abstand von
60 mm ist sowohl in der Speckleverteilung als auch im Korrelationspeak ein Unterschied

in x- und y-Richtung analog zu Laser 1 und Laser 2 sichtbar. Des Weiteren wird eine
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Abbildung 23: Darstellung der Messergebnisse der Abhéngigkeit der mittleren Speckle-
groffen und verwandter Parameter vom Beleuchtungsspotdurchmesser auf der Streuschei-
be. Der Beleuchtungsspot wurde zwischen 10 mm und 3 mm variiert. a) Graphische Dar-
stellung der mittleren Specklegréfle in x-Richtung fiir die 3 Laser in Abhéngigkeit des
Beleuchtungsspotdurchmessers auf der Streuscheibe mit eingezeichneten Auflésungsgren-
zen nach Abbe und Rayleigh (griner Bereich). b) Graphische Darstellung der mittleren
Specklegrofle in y-Richtung fiir die 3 Laser in Abhéngigkeit des Beleuchtungsspotdurch-
messers auf der Streuscheibe mit eingezeichneten Auflésungsgrenzen nach Abbe und Ray-
leigh (griiner Bereich). ¢) Graphische Darstellung der Mittelwerte der mittleren Speckle-
groffen in x- und y-Richtung in Abhéngigkeit des Beleuchtungsspotdurchmessers auf der
Streuscheibe mit den Auflésungsgrenzen nach Abbe und Rayleigh (griner Bereich). d)
Sowie die Elliptizitdt der mittleren Specklegrofen (x/y) fiir die 3 Laser in Abhéngigkeit
des Beleuchtungsspotdurchmessers auf der Streuscheibe.
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deutliche Verschiebung zu hoheren Grauwerten des Kontrastpeaks beobachtet. Bei einem
Abstand von 77mm ist analog zu Laser 1 und Laser 2 eine Standardspeckleverteilung
sowie ein nahezu runder Korrelationspeak zu sehen. Auch hier werden bei Vergréflerung
des Abstandes auf 85 mm kleinere Artefakte in der Speckleverteilung erkennbar.

Nach der Untersuchung und Festlegung des Abstandes A3 des Achromaten A3 von der
Streuscheibe (Kapitel 3.4) folgte die Messung der Abhéngigkeit der mittleren Specklegrofie
vom Beleuchtungsspot auf der Streuscheibe durch die Variation der Achromaten A1l und
A2 (siehe Abbildung 19 IIT). Hierfir wurde die Position des Achromaten A1 festgehalten
und nur der Achromat A2 verschoben. Somit konnte die Gréfle des Beleuchtungsspots
auf der Streuscheibe variiert werden. Der Spotdurchmesser auf der Streuscheibe wurde
von 10 mm auf 3 mm reduziert und so analog zum Achromaten A3 die mittlere Speckle-
grofle in x- und y-Richtung iiber die Korrelation von zwei Specklefeldern bestimmt. Es
wurden Messungen fiir alle 3 Laserwellenldngen durchgefiihrt. In Abbildung 23 sind die
Messergebnisse der mittleren Specklegréfien in x- und y-Richtung sowie der Mittelwert
der mittleren Specklegrofien und die Elliptizitdt x/y der mittleren SpecklegroBen darge-
stellt. Wird in Abbildung 23a und 23b die mittlere Specklegréfie in Abhéngigkeit vom
Spotdurchmesser von allen Lasern betrachtet, ist zu sehen, dass sich die mittlere Speckle-
grofle in x-Richtung bei Verdnderung des Spotdurchmessers nur unwesentlich dndert und
sich immer im markierten Bereich der Auflésungsgrenze bewegt. Dagegen ist bei Betrach-
tung der y-Richtung deutlich eine Abhéngigkeit zwischen Beleuchtungsspotdurchmesser
und der mittleren Specklegrofie zu beobachten. Diese Beobachtungen sind fiir alle drei La-
ser identisch, aber unterschiedlich stark ausgepriagt. Laser 2 besitzt eine deutlich kleinere
Abhéngigkeit des Beleuchtungsspots in y-Richtung als Laser 3. In y-Richtung erreichen
die mittleren Specklegréfien den markierten Bereich der Auflésungsgrenze bei einem Spot-
durchmesser von 8 mm. Die Mittelwerte der mittleren Specklegréfien erreichen schon bei
einem Beleuchtungsspotdurchmesser grofier als 6 mm den markierten Auflésungsbereich
(Abbildung 23c). Die Elliptizitdt nimmt mit grofleren Beleuchtungsspotdurchmessern zu
und besitzt bei 8 mm bei allen drei Lasern ihr Maximum. Hinzu gréfleren Beleuchtungs-

spotdurchmessern sinkt die Elliptizitdt der Speckle leicht ab.
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3.3.4 Bestimmung der Specklebewegung in Abhangigkeit von Drehzeit und

angelegter Spannung

Die Bewegung der Speckle wurde bei Drehung der Streuscheibe (Ground glass 100mm
62620; Koérnung 220; Edmund Optics) in Abhéngigkeit von ihrer Rotationszeit und der
am Getriebemotor (MFA/Como Drills 919D Series; Ubersetzung 6:1) angelegten Span-
nung untersucht. Der zeitliche Ablaufplan bzw. die zeitliche Triggerung der Komponen-
ten Laser, Kamera und Streuscheibe ist als Zeitstrahl in Abbildung 24a dargestellt. In
Abbildung 24b ist der Strahlengang mit der Streuscheibe sowie die direkte Aufhdngung
des Getriebemotors mit der Rotationsachse der Streuscheibe zu sehen. Die Belichtung der
Streuscheibe mit dem Laser erfolgte fiir eine Zeit t; =4 ms. Nach einer Pause von t, = 1ms
wurde die nédchste Position angefahren. Diese Bewegung erfolgte mit einer variablen Zeit
trot (1 ms bis 8 ms) und einer variablen Motorspannung Vi, (1V bis 12V) und wurde
im Weiteren untersucht. Um mogliche mechanische Probleme beim Anhalten der Streu-
scheibe zu vermeiden, erwies sich die Festlegung einer Ruhezeitt,,;, =1s zwischen jedem
Zyklus (Belichtung und Drehung) als notwendig. Diese Schritte erfolgten zwecks Statistik
40-mal. Die Charakterisierung wurde auf Vorwissen basierend auf anderen Haltesyste-
men nur mittels Laser 1 bei einer angelegten Diodenspannung von 0,3 V fiir ein optimales

SNR durchgefiihrt. Die weiteren Untersuchungen erfolgten mit einer Bildgréfle von 512
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Abbildung 24: a) Zeitlicher Synchronisationsverlauf der Komponenten Laser, Kamera
und Streuscheibe fiir die Aufnahme und Bestimmung der Specklebewegung fiir die unter-
schiedlichen Laserwellenldngen und die Spannung-Rotationszeitpaarungen. b) Darstellung
des optischen Strahlengangs im Bereich der Streuscheibe sowie die direkte Authdngung
des Getriebemotors mit der Rotationsachse der Streuscheibe.
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x 512 px und einer Vergroflerung am optischen Teleskop von 2,5x. Fiir die so erhaltenen
Bildreihen konnte mittels Kreuzkorrelation zwischen zwei aufeinander folgenden Speckle-
feldern eine Verschiebung des Korrelationspeaks der Specklefelder sowohl in x- als auch
in y-Richtung bestimmt werden. Diese Vorgehensweise ist jedoch durch eine notwendige
Korrelation von aufeinander folgenden Bildern begrenzt. Existiert keine oder nur eine ge-
ringe Korrelation, was bei zeitlich langen Streuscheibenbewegungen der Fall ist, miissen
die Bildreihen visuell iberpriift werden. Bei kompletten nicht korrelierten Specklefeldern
wurde ein Maximalwert fiir die Specklebewegung eingesetzt. Aus den erhaltenen Verschie-
bungen des Korrelationspeaks bzw. aus der Verdnderung von zwei aufeinander folgenden
Specklefeldern wurde im Anschluss ein Mittelwert der Verschiebung bzw. der Specklebe-
wegung fiir jeden Messpunkt in x- und y-Richtung ermittelt. Diese Vorgehensweise ist
angewandt worden, da es sowohl mechanische als auch elektrisch/steuerungstechnische

Artefakte geben kann. Aus den beiden Bewegungsrichtungen ergibt sich zum Schluss eine
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Abbildung 25: a) Abbildung der Specklebewegung in Pixel in x- und y-Richtung sowie
die daraus resultierende vektorielle Darstellung der Specklebewegung fiir den Laser 1 in
Abhéngigkeit von der Spannung am Getriebemotor und der Rotationszeit der Streuschei-
be. Die Pixelbewegung der Korrelationspeaks von aufeinander folgenden Specklefeldern
ist frabcodiert. b) Bildreihe von drei aufeinanderfolgenden Specklefeldern bei einer Ro-
tationszeit von 1ms und einer Spannung von 12V (links) und den daraus resultierenden
Summenbildern einer Bildreihe von 40 Bilder (rechts).
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vektorielle Bewegung der Specklefelder. Die so ermittelten Specklebewegungen sind fiir
Laser 1 und fiir die einzelnen Bewegungsrichtungen in Abbildung 25a in einem Farbdia-
gramm in Abhéingigkeit von der Streuscheibendrehzeit und der angelegten Spannung am
Getriebemotor dargestellt. Die ermittelten Pixel-Werte der Verschiebung der Korrelati-
onspeaks wurden unter Beriicksichtigung der theoretischen PSF-Grofle fir die einzelnen
Laser in ,,PSF-Bewegungen“ umgerechnet. Hierbei sind die Werte fiir die theoretische PSF
nach Abbe aus Tabelle 2 verwendet worden. Somit kann die benttigte minimale Bewegung
von einer PSF-Grofle direkt aus den Farbdiagrammen abgelesen werden. Aus Abbildung
25a ist zu erkennen, dass sich die Specklebewegung hauptséchlich aus Bewegungskompo-
nenten in x-Richtung zusammensetzt. Die Bewegung in y-Richtung ist bei den mdglichen
Drehzeit-Spannung-Paaren eher zu vernachldssigen und immer kleiner als 1 Pixel. Um
eine Aussage {iber eine minimal benétigte Bewegung des Specklefeldes treffen zu kénnen,
wurde als Grenzwert fiir die Specklefeldbewegung die Bewegung um eine Halbwertsbrei-
te einer PSF festgelegt. Diese betrédgt fiir den Laser 1 ca. 4,15 px. Bei Betrachtung der
vektoriellen Bewegung des Specklefeldes unter diesen Gesichtspunkten ist zu erkennen,
dass erst bei langer Drehzeit von 7ms und 8 ms eine signifikante Specklebewegung bei
einer angelegten Spannung von 1,5V erzeugt werden konnte. Mit dieser direkten Getrie-
beiibersetzung auf die Rotationsachse der Streuscheibe sind bei Drehzeiten von 1 ms und
Spannungen > 7,5V Specklefelddnderungen (griiner Bereich) erkennbar. Die Bewegung
der Streuscheibe reicht bei iiber 8,5V aus, um ein komplettes neues Specklefeld zu gene-

rieren. Fin weiterer zusétzlicher Fakt bei dieser Getriebeiibersetzung und Halterung sind
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Abbildung 26: Abhéngigkeit der Specklebewegung bei gleichbleibender 12V Spannung
am Getriebemotor, aber schrittweiser Reduzierung der Rotationszeit unter 1ms. (links)
Darstellung des gesamten Messbereiches des Teilversuches. (rechts) Vergroerung der Ab-
fallflanke bei kleinen Rotationszeiten um 850 us.
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die sichtbaren sehr scharfen Ubergéinge der Specklefeldbewegung. In Abbildung 25b sind
auf der linken Seite drei aufeinander folgende Einzelaufnahmen der Bildreihe fiir die Be-
stimmung der Specklebewegung beispielhaft fiir 12V am Getriebemotor dargestellt. Von
Bild zu Bild ist eine komplette Anderung der Specklefelder sichtbar. Um die Untersuchung
zu vervollstdndigen, wurde fiir eine hohe Spannung von 12V eine minimale Rotationszeit
ermittelt. Hierfiir wurde die Rotationszeit schrittweise bei gleichbleibender Spannung re-
duziert (Abbildung 26). Es zeigte sich, dass es moglich ist, die Rotationszeit bei einer 6:1
Getriebemotoriibersetzung und einer direkten Aufhingung bis ca. 840 us zu reduzieren

und trotzdem eine komplette Specklefeldverdnderung zu erzeugen.

3.3.5 Bestimmung der Specklebewegung in Abhangigkeit von der Ruhezeit t,,,

Es ist fiir die realisierten mechanischen Aufhdngungen des Streuscheibensystems notwen-
dig, eine entsprechende Ruhezeit t,,;, nach der Drehung der Streuscheibe zu ermitteln und
zu definieren (siehe Abbildung 24). Die Wiederholrate der Bildaufnahmen (Bildaufnahme-
zyklus) wurde schrittweise von 1000 ms reduziert und jeweils 20 Bilder mit einer Aufnahme-
zeit von 4 ms bei einer definierten Wiederholrate aufgenommen. Aus den Aufnahmezyklen,
welche in Abbildung 24 dargestellt sind, kann die Ruhezeit durch die Bildaufnahmezyklus-
zeit (tzykius), die Rotationszeit (tror) und die Aufnahmezeit (t;) folgendermafien berechnet

werden:

truh = tzyklus —t1 — trot. (16)

Die Verstirkung der Kamera wurde dem Laser angepasst, um eine Uberbelichtung bzw.
eine Unterbelichtung zu vermeiden. Die Bildgréfle der aufgenommenen Bilder betrug 128
x 128 px. Das erste Bild ist das Referenzbild, da es ohne vorausgegangene Bewegung auf-

genommen wurde (Ruhebild). Der Kontrast der weiteren Bilder kann tiber:

Standardabweichung der Grauwerte
Mittelwert der Grauwerte (17)

Bildanzahl

Kbewegt =

berechnet werden. Die Verdnderung des Bildaufnahmezyklus und die daraus resultieren-
den Kontrastveranderungen in den Specklefeldern in Abhéngigkeit von 4 Spannungen (9 V
bis 12V) sind in Abbildung 27 dargestellt. Die ermittelten Kontrastwerte fiir die unter-

schiedlichen Bildaufnahmezyklen wurden jeweils mit einer oberen und unteren Schranke
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Abbildung 27: Darstellung der Kontrastverdnderung bei unterschiedlichen Spannungen
(9V bis 12V) bei Reduzierung des Bildaufnahmezyklus. Die gestrichelte Linie stellt den
Mittelwert aller Ruhebilder dar, wobei die Ruhebilder die ersten Bilder einer jeden Mess-
reihe ohne Specklebewegung sind. Der griine Bereich stellt den Toleranzbereich mit der
oberen und unteren Schranke, welche durch eine Toleranzgrenze von 10% um die Mittel-
werte der Ruhebilder bestimmt wurden, dar.

versehen. Diese Schranken stellen bei der entsprechenden Bildaufnahmezykluszeit den ma-
ximalen (obere Schranke) und den minimalen (untere Schranke) Wert des Kontrastes in
der Bildreihe dar. Des Weiteren wurde iiber den Kontrast des oben erwidhnten Ruhebildes
aus allen unterschiedlichen Bildaufnahmezykluszeiten ein Mittelwert (gestrichelte Linie in
Abbildung 27) berechnet und ein Toleranzbereich von 10 % um den Mittelwert aufgetragen
(griiner Bereich in Abbildung 27). Daraus ist zu erkennen, dass bei grofien Aufnahmezy-
kluszeiten und allen vier Spannungen der Kontrastwert im Toleranzbereich liegt. Erst bei
Aufnahmezykluszeiten unter 100 ms ist eine Kontrastreduzierung sichtbar. Dies ist ins-

besondere bei hohen Spannungen (12V) sehr gut zu erkennen. Im linken Bereich von
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Abbildung 27 ist deutlich zu beobachten, dass mit einer Aufnahmezykluszeit von 50 ms
bei allen Spannungen der Kontrast im unteren Bereich des Toleranzbereiches liegt. Wird
mit kurzen Aufnahmezykluszeiten gearbeitet und somit auch mit kurzen Ruhezeiten, er-
gibt sich fiir grofile Spannungen (12 V und 11 V) eine signifikante Reduktion des Kontrastes
der bewegten Specklefelder und es kommt hier zu einer Verschmierung des Specklefeldes.
Bei einer Spannung von 10V sind die Kontrastwerte bis zu einer Aufnahmezykluszeit von
18 ms (entspricht einer Ruhezeit von 13 ms) zwar auflerhalb des Toleranzbereiches, fallen
jedoch erst unter 18 ms wie bei hoheren Spannungen stark ab. Erst bei einer Spannung von
9V liegen alle Kontrastwerte auch bei kleinen Aufnahmezykluszeiten in einem akzeptablen

Bereich, aber dennoch an der Grenze des angestrebten Toleranzbereiches.

3.3.6 Erweiterung auf ein Immersions-Objektiv (63x Wasser)

Die in den vorhergehenden Kapiteln untersuchten und als optimal nachgewiesenen Einstel-
lungen und Parameter miissen noch fiir das spéter ebenfalls zum Einsatz kommende 63x
Wasser-Immersions-Objektiv iiberpriift werden. Hierfiir wird sowohl die mittlere Speckle-
grofle, analog Abbildung 23 in Kapitel 3.3.3, als auch die Verschmierung, analog Abbildung
27 in Kapitel 3.3.5, fiir die Optimierung der Parameter betrachtet.

In Tabelle 4 sind die Werte und die Grenzbereiche fiir die mittleren Specklegréfien in
x- und y-Richtung sowie der Mittelwert aus x- und y-Richtung sowie die Elliptizitat der
mittleren Specklegrofen x/y unter Verwendung eines 63x Wasser-Immersions-Objektivs
im Vergleich zu Werten fiir ein 63x Luft-Objektiv (Kapitel 3.3.3 bis 3.3.5) zusammen-
gestellt. Man erkennt deutlich, dass fir das 63x Wasser-Immersions-Objektiv die Werte
fiir die mittlere Specklegréfie sowohl in x- als auch in y-Richtung fiir Laser 1 unter den
Werten des 63x Luft-Objektivs liegen. Aber auch die Elliptizitdt mit 0,96 deutet auf einen
nahezu runden Korrelationspeak hin und somit auf d&hnliche mittlere Ausdehnungen der
Speckle in alle Raumrichtungen. Die mittleren Specklegréfien fiir Laser 1, 2 und 3 befin-
den sich deutlich iiber dem gewiinschten Grenzbereich des Wasser-Immersions-Objektivs,
zeigen aber Abweichungen kleiner 50 % vom idealen Grenzbereich. Der Trend der Abwei-
chungen wird sogar stérker, je ndher der UV-Bereich kommt. Zusétzlich ist bei Laser 2
und Laser 3 eine deutliche Verschlechterung der Elliptizitdt zu beobachten. Diese folgt,
wie in den vorherigen Kapiteln schon beschrieben, aus einer Vergréflerung der mittleren
Specklegréfle in y-Richtung. Nach der Untersuchung der Positionen der Achromate und

den damit verbundenen mittleren Specklegréfien wurde noch die Rotationszeit (Kapitel
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3.3.5) vermessen. Hierzu musste die Verschmierung, also der Kontrast des Bildes nach der
Bewegung, betrachtet werden. In Tabelle 5 sind die ermittelten Kontrastwerte fiir das 63x
Wasser-Immersions-Objektiv mit den dazugehorigen Grenzwerten und im Vergleich dazu
die zu verwendenden Kontrastwerte fiir das 63x Luft-Objektiv dargestellt. Fiir die Ermitt-

lung der Kontrastwerte wurden analog zu den Untersuchungen in Kapitel 3.3.5 20 Bilder

Tabelle 4: Darstellung der normierten mittleren Specklegrofien (NMS) in x-, y- und
xy-Richtung (Mittelwert aus x- und y-Richtung) sowie die Elliptizitat x/y der mittleren
SpecklegroBe (mSg) bei Verwendung des 63x Wasser-Immersions-Objektivs im Vergleich
zu dem 63x Luft-Objektiv mit angegebenem Grenzwertbereich fiir die minimale Auflésung.
Grenzwertbestimmung iiber die ermittelten Beugungsgrenzen aus den Tabellen 1 bis 3.

63x Wasser-Objektiv ~ 63x Luft-Objektiv

Werte Grenzwerte Werte
untere obere
Laser 1
NMS x-Richtung [px] 4,29 2,71 3,3 4,52
NMS y-Richtung [px] 4,46 2,71 3,3 5,01
NMS xy-Richtung [px] 4,38 2,71 3,3 4,77
Elliptizitdt x/y der mSg 0,96 1 1 0,9
Laser 2
NMS x-Richtung [px] 4,10 2,42 2,95 4,34
NMS y-Richtung [px] 4,79 2,42 2,95 4,39
NMS xy-Richtung [px] 4,44 242 2,95 4,37
Elliptizitdt x/y der mSg 0,86 1 1 0,99
Laser 3
NMS x-Richtung [px] 3,92 2,11 2,57 3,77
NMS y-Richtung [px] 5,13 2,11 2,57 4,46
NMS xy-Richtung [px] 4,52 2,11 2,57 4,115
Elliptizitdt x/y der mSg 0,76 1 1 0,85

Tabelle 5: Darstellung der ermittelten Kontrastwerte nach Rotation mit einer Ruhezeit
von 35ms fiir das 63x Wasser-Immersions-Objektiv mit den dazugehorigen Grenzwerten

sowie die Kontrastwerte nach einer Ruhezeit von 45ms bzw. 15ms fir das 63x Luft-
Objektiv.

63x Wasser-Immersions-Objektiv 63x Luft-Objektiv
Kontrastwerte Grenzwert Kontrastwerte
truh = 3D ms unterer oberer tpn,=45ms t.n=15ms
Laser 1 0,86 0,81 1,0 0,86 0,81
Laser 2 0,85 0,81 1,0 0,83 0,82

Laser 3 0,86 0,81 1,0 0,82 0,70




3 Strukturierte Beleuchtungsmikroskopie auf Basis einer Specklebeleuchtung 61

aufgenommen. Das erste Bild wurde als Vergleichs-Kontrastwert verwendet, welcher den
Mittelwert des Toleranzbereiches bildet. Der Toleranzbereich wurde ebenfalls mit einer
Schwankung von 10 % um den Mittelwert angenommen. Wird der Kontrastwert fiir alle
drei Laser bei Verwendung von 35 ms Ruhezeit (Tabelle 5) betrachtet, liegen diese exakt
im Toleranzbereich. Bei Verringerung der Ruhezeit konnte jedoch festgestellt werden, dass

die Kontrastwerte stark abfallen und den Toleranzbereich verfehlen.

3.3.7 Untersuchung der Rekonstruktion von Teststrukturen

In diesem Kapitel soll die Erzeugung von hochaufgelosten Bildern mit dem Speckle-
Mikroskop im Vordergrund stehen. Hierfiir werden unterschiedliche Strukturen betrach-
tet. Zum einen sollen nicht organische Strukturen wie Quantum-dot (QDot)-Cluster oder
iiber Fotolithografie hergestellte Auflésungsstrukturen untersucht und zum anderen orga-
nische Strukturen wie dendritische Spines dargestellt werden. Als Erstes wird iiberpriift,
bei welcher Bildanzahl eine Rekonstruktion mittels M-SBL Algorithmus (Kapitel 3.2.6)
[83, 13, 11] auswertbar ist und was die optimalen Parameter fir die Rekonstruktion sind.
Die Analyse-Parameter wurden mit Hilfe von dendritischen Strukturen ermittelt, wel-
che beziiglich ihrer Struktur-Stimmigkeit im Vergleich zum EPI-Fluoreszenzbild gepriift

wurden. Des Weiteren zeigten sich ausgewédhlte QDots geeignet, um die Parameter zur

EPI 20 Bilder 50 Bilder 100 Bilder 200 Bilder

QDots

Dendrtische
Struktur

Abbildung 28: Gegeniiberstellung einer Punktstruktur bestehend aus QDots (MafBstab
500nm) und einer flichigen dendritischen Struktur (Mafstab 1 um) zur Bestimmung der
bendtigten Bildanzahl fiir eine Rekonstruktion mittels M-SBL Algorithmus [83, 11] und da-
zugehoriges EPI-Fluoreszenzbild (links). Darstellung der Rekonstruktionen der flachigen
dendritischen Struktur und der QDot Struktur nach einer bestimmten Anzahl zur Re-
konstruktion verwendeter Bilder (rechts). Die Bildanzahl zur Rekonstruktion wurde von
20 Bildern zu 200 Bildern erhoht. Die hochaufgelosten Rekonstruktionen wurden mittels
M-SBL Algorithmus berechnet.
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Abbildung 29: Beispielaufnahmen von QDot-Cluster (obere Bildreihe) und dendritischen
Strukturen (untere Bildreihe) als EPI-Fluoreszenzbilder und den dazu gehorigen hochauf-
gelosten Rekonstruktionen mittels M-SBL Algorithmus [83, 11]. (Mafistab: QDots 500 nm;
Dendritische Strukturen, grofie Bilder 4 um und kleine Bilder 1 um). Es sind verschiedene
Strukturen dargestellt. Die Bilder zeigen einzelne QDots bis hin zu QDots Clustern mit
mehreren QDots in einem kleinen Raumbereich sowie sich stark tiberlappende oder feine
dendritische Strukturen.

Rekonstruktion zu bestimmen. Die Parameterbestimmung erfolgte fiir jedes Objektiv und
jede Teleskop-Vergroferung auf der EMCCD und wurde um die Bestimmung der beno6tig-
ten Bildanzahl zur Rekonstruktion erweitert. In Abbildung 28 ist fiir eine QDot-Struktur
(obere Reihe), bestehend aus zwei Punkten und einer flachigen dendritischen Struktur
(untere Reihe), eine Rekonstruktionsreihe mit unterschiedlicher Bildanzahl und das dazu-
gehorige EPI-Fluoreszenzbild zu sehen. Die gezeigten Bilder wurden mit dem 63x Wasser-
Immersions-Objektiv aufgenommen. Um die Auflésungsgrenze des Systems zu bestimmen,
wurden in einem ersten Schritt die genannten dendritischen Strukturen und die QDot
Strukturen verwendet. In Abbildung 29 sind diese rekonstruierten Strukturen, welche mit
dem 63x Wasser-Immersions-Objektiv mit einer NA von 1,2 aufgenommen wurden, dar-
gestellt. Zu diesem Zweck wurden ebenfalls, wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben, durch Elek-
tronenstrahllithografie Fluoreszenz-Testcharts hergestellt. Hierfiir wurden unterschiedliche

Herangehensweisen untersucht. Eines der resultierenden Fluoreszenz-Testcharts ist in Ab-
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Elektron-Mikroskop Aufnahmen
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Abbildung 30: (links) Elektronen-Mikroskop Aufnahmen des Fluoreszenz-Testcharts,
welches durch Elektronenstrahl-Lithografie hergestellt wurde, in unterschiedlichen Ver-
groflerungen. Zu sehen sind Linienstrukturen im Bereich von mehreren pm bis zu weni-
gen 100 nm GroBe. (rechts) EPI-Fluoreszenz-Aufnahme (oben) und hochaufgeloste Rekon-
struktion (unten) der kleinsten Strukturen im Bereich von wenigen 100 nm des Fluoreszenz-
Testcharts.

bildung 30 zu sehen. Die Struktur besteht aus einem mit Farbstoff beladenen Lithografie-
Lack. Weiterhin wurden keine starken Abweichungen in den Rekonstruktionsergebnissen
aller Strukturen durch die in Kapitel 3.3.1 beschriebenen geringen Schwankungen in der
Laserleistung beobachtet. Diese Beobachtungen zeigten sich bei einer hohen Anzahl von

mehr als 100 Einzelrekonstruktionen.

3.3.8 Vergleich verschiedener Systeme nach Strukturauflosung und Einsatzgebiet

Fiir den Vergleich vorhandener Systeme mit dem neu entwickelten und realisierten Speckle-
Mikroskop wurden unterschiedliche Beispiele von moglichen neuronalen Strukturen aufge-
nommen und in Abbildung 31 dargestellt. Es erfolgten dSTORM Messungen an Rezeptor-
Clustern und neuronalen Strukturen mit dem Elyra P.1 System. Unter Verwendung des
neu aufgebauten Speckle-Mikroskops und des kommerziellen Elyra 7 lattice-SIM Systems
wurden ebenfalls Messungen an neuronalen Strukturen durchgefiihrt, wobei am Elyra 7 mit
einem 63x Ol-Immersionsobjektiv mit einer NA von 1,4 gearbeitet wurde. Zum Vergleich
herangezogen kénnen insbesondere die neuronalen Strukturen, die mit allen drei Systemen,

einem lokalisationsbasierten System, dem lattice SIM System und dem Speckle-System
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Abbildung 31: Darstellung unterschiedlicher hochaufgeloster Strukturen mittels den im
Labor der Sektion fir Translationale Neuroimmunologie vorhandenen Systemen. (links)
dSTORM Aufnahmen mittels Elyra P.1 System: (links) NMDA-Rezeptor-Cluster mit post-
synaptischen Marker Homerl (Maflstab 500 nm) sowohl in 2D (oben) als auch in 3D (un-
ten) und (rechts) neuronale Struktur (Aufnahmezeit ~ 30s mit 1000 Bildern, Mafstab
4 pm). (rechts) Vergleich von neuronaler Struktur (links) aufgenommen mit dem Elyra 7
lattice SIM System (Aufnahmezeit ~ 1,5s mit 15 Phasen, Mafistab 4 um) und (rechts)
aufgenommen mit dem neu aufgebauten Speckle-Mikroskop (Mafistab 4 yum).

aufgenommen wurden. Zu erkennen sind visuell unterschiedliche Strukturauflésungen, die
sich durch scharfe oder unscharfe Bilder zeigen. Das neu entwickelte Speckle-System zeigt
im Vergleich eine hohe Strukturerkennbarkeit bei gleichem Mafistab und ldsst somit neben

den Vorteilen zur Lebendzellanalyse auch eine hohe Auflésung erwarten.

3.4 Diskussion

Die Ausgangsleistung und das jeweilige Spektrum der verwendeten Lasersysteme wurden
in den Untersuchungen analysiert und die Ergebnisse in den vorangegangenen Kapiteln
dargestellt. Bei den verwendeten Lasern handelt es sich um Diodenlaser (Lasertack GmbH,
Kassel), welche eine kompakte kostengiinstige Laservariante mit hohen Ausgangsleistungen
im Vergleich zu Festkorperlasern darstellt. Fiir das entwickelte System wurden Diodenla-
ser mit der Wellenlénge 405nm und 1 W Ausgangsleistung (Laser 3), 465 nm und 4,6 W
Ausgangsleistung (Laser 2) sowie 520 nm mit 1 W Ausgangsleistung (Laser 1) verwendet.
Diese Lasersysteme und die dazugehorigen Treiber sind in Abbildung 32a zu sehen. Alle
Lasersysteme wurden mit einer zusétzlichen Temperatursteuerung zur Kiithlung geliefert

und, wie in Abbildung 32a (rechts) gezeigt, in eine selbst entwickelte Haltevorrichtung ein-



3 Strukturierte Beleuchtungsmikroskopie auf Basis einer Specklebeleuchtung 65

o i Diodentreiber
_‘c»,‘ — omamnsept»{(— | . g

- dichroitischer

Spiegel 1 : ¢ M

dichroitischer
Spiegel 2

Abbildung 32: a) Diodenlaser-System mit optischen Komponenten zur Justierung des
Strahlprofils und der Strahlfithrung sowie Diodentreiber zur Ansteuerung der Diodenlaser.
b) Aufbau des Lasermoduls bestehend aus den Diodenlasern (Laser 1 bis Laser 3), zwei
dielektrischen Spiegeln fiir jeden Laser und der Kombinationsoptik (dichroitische Strahl-
teiler) fiir die Nutzung alle drei Laserlinien in einem optischen Strahlengang.

gepasst. Dieses selbst entwickelte Gehduse soll die empfindlichen Diodenlaser vor Staub
schiitzen und zusétzlich die Reflexionen der Justage-Prismen (Abbildung 32a) blocken.
Zu den ausgewahlten vorjustierten Optiken der Diodenlaser gehoren eine Kollimations-
optik, welche sich direkt am Diodenlaser befindet, und zwei Justage-Prismen. Die beiden
Justage-Prismen, die auf die jeweiligen Laserwellenldngen angepasst sind, um das typisch
ovale Strahlprofil der Diodenlaser [81] annédhrend in ein rundes Strahlprofil zu transfor-
mieren (Abbildung 32a), sind im Strahlengang integriert worden. Die entwickelte Hal-
tevorrichtung ermoglicht es zusétzlich, die Diodenlaser in das vorhandene Cage-System
von Thorlabs aufzunehmen. Hierbei ist jeder Diodenlaser durch zwei zuséitzliche dielek-
trische Spiegel (BB1-E02, Thorlabs) justierbar. Wie in Abbildung 32b zu erkennen ist,
werden die drei Diodenlaser mit Hilfe von dichroitischen Strahlteilern (DMLP425R und
DMLP490R, Thorlabs) miteinander gekoppelt und iiberlagert. Die Uberlagerung erfolgte
in zwei Schritten, so dass sichergestellt wurde, dass im resultierenden Strahlengang die
Lichtwege identisch sind.

Die Leistungskurve von Laser 1 zeigt, dass die vom Hersteller angegebene Ausgangsleistung

von 1 mW nahezu erreicht wird. Die leichten Verluste sind durch die Justage-Elemente am
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Diodenlaser zu erklaren, welche auch vom Hersteller in diesem Bereich angegeben werden
(Datenblatt Min 0,85 W Lasertack - New Laser Generation GmbH). Bei der Vermessung
von Laser 2 wurde erwartet, schon im niedrigen Bereich der angelegten Spannung ho-
he Ausgangsleistungen zu messen. Bei der Detektionsobergrenze des Leistungsmesskop-
fes wurde bei 2V der angelegten Spannung eine Ausgangsleistung von 2,52 W erreicht.
Die gemessenen Ausgangsleistungen dieses Diodenlasers sind jedoch fiir die Nutzung im
Speckle-Mikroskop durchaus ausreichend. Bei Laser 3 ist zu erkennen, dass die maximale
Ausgangsleistung bei ca. 670 mW liegt. Dieser Wert ist ebenfalls ausreichend fiir die Ver-
wendung im System, liegt jedoch deutlich unterhalb der vom Hersteller angegebenen 1 W
Ausgangsleistung. Die Verluste von 48,6% lassen sich zum Teil auf die Justage-Elemente
im Diodenlaser zuriickfiihren. Solch hohe Verluste bei Diodenlaser im Bereich von 405 nm
sind aber durchaus zu erwarten. Dies resultiert aus Schwierigkeiten, das pn-Material, ge-
rade in einem so hohen Leistungsbereich (~1 W), exakt herzustellen und zu strukturieren
[85]. Die Abflachung der Leistungskurve bei hohen angelegten Spannungen bei Laser 1 und
Laser 3 im oberen Leistungsbereich zeigt den typischen Ubergang in den Sittigungsbereich
der linearen Kennlinie und ist ein typisches Diodenlaser-Verhalten [81].

Neben der Ausgangsleistungskennlinie ist noch das spektrale Verhalten der Diodenlaser
von grofler Bedeutung. Die jeweiligen Spektren der Diodenlaser wurden immer vor und
nach den dichroitischen Strahlteilern gemessen, um so eine Beeinflussung durch die Strahl-
teiler auszuschlieflen. Es wurden keine Verdnderungen der Spektren durch die Bauelemente
beobachtet. In den Abbildungen 17d bis 17f sind die entsprechenden Emissionsspektren
der Diodenlaser nach dem Strahlteiler zu sehen. Die Spektren zeigen im Allgemeinen eine
kleine spektrale Breite, was fiir Diodenlaser typisch ist [81]. Das Maximum vom Laser 1
liegt nicht wie im Datenblatt bei 520 nm, sondern bei 515 nm. Dieser Fakt ist fiir die spétere
Auswahl von Fluorophoren oder Filtersystemen von Bedeutung. Alle anderen Diodenla-
serspektren sind im vom Hersteller genannten Bereich wiederzufinden. Bei der Charakte-
risierung der Diodenlaser féllt auf, dass die spektrale Breite der Emissionslinie abnimmt,
wenn man zu Diodenlasern mit kleineren Wellenldngen iibergeht. Dieses Verhalten ist auf

die pn-Ubergéinge zuriickzufiihren und eine typische Beobachtung bei Diodenlasern [81].

Bei Betrachtung der ermittelten Kamera-Pixelgroflen fiir die unterschiedlichen Teleskop-
vergroflerungen sollte in der realen Anwendung mit einer 2,5-fachen Teleskopvergrofierung
gearbeitet werden. Diese Schlussfolgerung resultiert aus der Erfahrung, dass fiir eine op-

timale Rekonstruktion der Bilder eine Pixelgrofie von ca. 80 nm bis 100 nm anzusetzen ist
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[58, 60]. Damit kann die PSF auf ausreichend Pixel fiir eine Subpixel-Abtastung aufge-
teilt werden. Wird dagegen die Pixelgrofie zu klein gewéhlt, kann sich das SNR deutlich
verschlechtern [86]. Dies resultiert daraus, dass in diesem Fall zu wenig Photonen pro
Pixel detektiert werden kénnen [58]. Bei der Betrachtung von kommerziellen Mikroskopie-
Systemen, wie das Zeiss Elyra P.1 System (Kapitel 2.2.4), kann diese Erfahrung bestétigt
werden. Das 100x Ol-Immersion-Objektiv besitzt im Elyra P.1 System eine Pixelgrofe
von 92,59 nm mit einer Vorvergréflerung von 1,6 und 138,89 nm bei einer Abbildung ohne
Vergroflerung, wobei fiir dSTORM Aufnahmen immer die 1,6-fache Vergroflerung verwen-
det wird. Das 63x Wasser-Immersion-Objektiv besitzt im Elyra P.1 System hingegen eine
Pixelgrole von 143,37 nm bei einer 1,6-fachen Vorvergroflerung und liegt damit noch im
Bereich einer verwendbaren Pixelgrofie fir die Lokalisationsmikroskopie [58, 60]. Dieses
Objektiv wird jedoch selten fiir dISTORM Messungen eingesetzt, da die Auflésungsverbes-
serung deutlich geringer ist als bei dem vorher beschriebenen 100x Ol-Immersion-Objektiv.
Fiir einen Vergleich des Speckle-Mikroskops mit einem kommerziellen SIM-Mikroskop (Ely-
ra 7 lattice SIM; Zeiss) betrachten wir die Pixelgrofie eines solchen SIM-Systems. Das
Elyra 7 System besitzt als Standard Objektiv ein 63x Ol-Immersion-Objektiv mit einer
NA von 1,4. Bei einer Standardeinstellung ergibt sich eine Pixelgréfie von 61,73 nm bei
einer Vorvergroferung von 1,6, wobei in der SIM-Mikroskopie im Gegensatz zur Lokalisa-
tonsmikroskopie, zu dem auch das Speckle-Mikroskop mit den entsprechende Algorithmen
zahlt, mit mehr Stiitzstellen gearbeitet werden muss [6]. Des Weiteren wird mit hoheren
Laserleistungen gearbeitet, um die reduzierten Photonendetektionen auszugleichen. Diese
unterschiedliche Pixelgrofle spielt eine entscheidende Rolle bei der Schwierigkeit, diese un-
terschiedlichen Verfahren zu kombinieren. Kann jedoch bei der Speckle-Mikroskopie mit
denselben Pixelgréflen wie in der Lokalisationsmikroskopie gearbeitet werden, stellt das
Speckle-Mikroskop die gewlnschte Briicke zwischen den beiden Mikroskopieverfahren dar.
Bei keiner Vorvergroflerung ergibt sich fiir dieses System eine Pixelgrofie von 94,56 nm.
Bei Betrachtung der in Kapitel 3.3.2 ermittelten Pixelgréfien ist aus den beschriebenen
Betrachtungen die optimale Teleskopvergrofierung fiir das Speckle-Mikroskop ein Wert von
2,5x%. Somit liegen die Pixelgrofien bei den hauptséchlich verwendeten 63x Objektiven an-
nahernd bei 80 nm und es sollte zu einer optimalen Rekonstruktion und Photonenausbeute
kommen. Nur bei dem 100x Objektiv konnte auf eine VergréBerung verzichtet werden, um
die Pixelgrofle bei 127,5nm zu belassen. Die bei einer 2,5-fachen Teleskopvergréfierung
ermittelte Pixelgrofle von 50,6 nm kdnnte bei schwachen Fluoreszenzsignalen zu einem

schlechten SNR-Verhéltnis fithren oder eine Erhéhung der Laserleistung bedeuten [86].
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Dies fiihrt jedoch zu Limitierungen, wie ein schnelleres Ausbleichen der Farbstoffe oder
die Uberschreitung der Leistungsbelastung der organischen Probe [16]. Bei Betrachtung
der Tabellen 2 und 3 kénnen die eben getroffenen Aussagen bestétigt werden. Fiir alle 3
Laserwellenléngen wird die PSF auf ca. 3 Pixel abgebildet. Diese Pixelverteilung stellt in
den meisten Fillen eine ausreichende Verteilung der PSF fiir eine subpixelgenaue Abtas-

tung dar.

Der Strahlengang zur Speckleerzeugung ist in Abbildung 19 zu sehen. Das beschriebe-
ne Keppler-Teleskop dient der Vergroflerung der Laserstrahlquerschnitte, um die optima-
len Specklegrofien zu erzeugen. Die Modenblende innerhalb des Keppler-Teleskops filtert
storende Effekte hoherer Transversalmoden (TEM; engl. Transverse Electromagnetic Mo-
de, [81]) des Diodenlaserstrahlprofils heraus und verbessert das Strahlparameterprodukt.
Durch das Ausléschen von Moden héherer Ordnung wird der Specklekontrast des Be-
leuchtungsfeldes verbessert [79]. Jedoch besitzt die Irisblende keine idealen Eigenschaften
einer Lochmodenblende und filtert somit nicht alle héheren TEMs. Somit ist kein TEMgj,
was ein Gaufiprofil bedeuten wiirde, moglich. Die Abstdnde der Achromaten im Keppler-
Teleskop wurden so festgelegt, dass in einem Abstand von mehr als 3 m keine signifikante
Verdnderung des Strahldurchmessers beobachtet wurde. Somit kann von einem schwach
divergenten Laserstrahl ausgegangen werden. Dies ist fiir die weitere Strahlformung durch
das adaptive Linsensystem (Abbildung 19 III), bestehend aus Al und A2, wichtig, da
diese keine Divergenz des Laserstrahls ausgleichen miissen. Daher konnte mit einfacher
geometrischer Optik fiir die Positionierung der Achromate und den daraus erzeugten
Spotdurchmesser gerechnet werden. Auf Basis der Untersuchungen der Abhéngigkeiten
der Specklegrofie von den in Kapitel 3.3.3 beschriebenen Parametern Spotgréfie und Ab-
stand von A3 zur Streuscheibe wurde die 2,5-fache Vergréflerung der Teleskop-Optik vor
der EMCCD gewéhlt, da hier die besten Ergebnisse fiir eine Rekonstruktion zu erwarten
waren. Da bei einer 1-fachen Vergroflerung die Strukturen auf eine zu geringe Anzahl von
Pixeln abgebildet werden, fiihrt dies zu einer Verschlechterung der Messergebnisse beziig-
lich der Specklegrofle. Die 4-fache Vergroflerung hingegen verringert bei den bendétigten
niedrigen Laserleistungen den Kontrast der abgebildeten Speckle auf der EMCCD, der
dann ebenfalls zu einer Verschlechterung der Messergebnisse beziiglich Specklegréfie fiih-
ren wiirde [86, 79]. Dies kann zwar durch hohere Laserleistungen korrigiert werden, jedoch
besteht bei hoheren Laserleistungen immer die Gefahr, dass héhere Moden anschwingen,

welche nicht durch die Modenblende gefiltert werden und dadurch ebenfalls den Kontrast
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verschlechtern und die Messergebnisse beeinflussen [81]. Somit wurde versucht, in jedem
Experiment mit der optimal bené6tigten Lasereinstellung zu arbeiten. Das Ziel der Unter-
suchungen der Abhéingigkeit der Specklegrofie vom Abstand A3 des Achromaten A3 war
es, die kleinstmogliche FWHM der Speckle zu erzielen, welche aber noch im Bereich der
Auflésungsgrenze des optischen Systems liegen sollte. Zusétzlich zu den mittleren Speckle-
groffen wurden die Kontrastfunktionen des Specklefeldes betrachtet. Wie im Abschnitt 3.1
schon erldutert wurde, ist daraus die Anzahl der tiberlagerten Specklefelder ersichtlich [79].
Diese Auswerteschritte wurden fiir alle drei Laserwellenldngen durchgefiihrt, um am Ende
eine gemeinsame optimale Position des Achromaten A3 fiir das Arbeiten mit allen drei
Laserwellenldngen zu erhalten. Beginnend mit Laser 1 (Wellenlédnge 515 nm) konnte die op-
timale Position des Achromaten A3 gefunden werden. Die entsprechenden Parameter sind
in Abbildung 20 in Kapitel 3.3.3 dargestellt und beschrieben. Die dort préisentierten Ergeb-
nisse zeigen, dass sich erst ab einem Abstand A3 des Achromaten A3 zur Streuscheibe von
75 mm die mittlere Specklegroflie in x- und y-Richtung im Bereich der Auflésungsgrenzen
von Abbe und Rayleigh befinden. Bei Betrachtung der Elliptizitdt in Abbildung 20c¢ wére
der Abstand A3 des Achromaten A3 von der Streuscheibe von 85 mm der optimale Ab-
stand fiir den Laser 1, da hier dieselben Specklegréfien in x- und y-Richtung vorliegen. Bei
Betrachtung des Specklefeldes in Abbildung 20b (unteres Bild) féllt jedoch beziiglich eines
Abstandes von 85 mm auf, dass es eine ungleichméflige Intensitatsverteilung im Speckle-
feld gibt. Zuséitzlich dazu ist an der Form der Speckle zu erkennen, dass keine optimale
Abbildung der Beleuchtungsstruktur vorliegt. Wird hingegen das Specklefeld bei einem
Abstand von 77mm (siehe Abbildung 20b mittleres Bild) betrachtet, bei dem die Auf-
l6sungsgrenzen in beiden Richtungen erreicht werden, ist eine typische Speckleverteilung
zu erkennen. Gleichzeitig ist die Abweichung von der Elliptizitdt bei 77 mm nur ca. 7%.
Fiir kleine Abstdnde von 60 mm zur Streuscheibe (siehe Abbildung 20b oberes Bild) sind
deutlich groflere Speckle gerade in y-Richtung zu erkennen. Das Specklefeld bei diesem
kleinen Abstand lasst eine Art Verschmierung der Speckle in y-Richtung vermuten. Eben-
falls sind in Abbildung 20b die zur Ermittlung der mittleren Specklegrofie verwendeten
Korrelationspeak dargestellt. In diesen Korrelationspeak sind sehr gut die Abweichungen
von einer runden Form in x- und y-Richtung sichtbar. Gerade am Beispiel kleiner Abstéin-
de zur Streuscheibe ist eine deutliche Elliptizitdt anhand des Korrelationspeak zu sehen.
Werden zusétzlich noch die Kontrastfunktionen der Specklefelder betrachtet, aus denen,
wie im Abschnitt 3.1 beschrieben, die Anzahl der tiberlagerten Specklefelder erkennbar ist,

ist anzumerken, dass in allen Beispielen kein reines Specklefeld vorliegt. Bei Realisierung
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von groferen Abstinden deutet die Verschiebung der Kontrastfunktion auf die Uberla-
gerung von maximal 2 Specklefeldern hin [79]. Dieses zweite Specklefeld kann durchaus
durch Reflexionen von der Streuscheibe oder von anderen optischen Bauteilen innerhalb
des Mikroskops hervorgerufen werden. Ein anderer Grund fiir das Auftreten besteht darin,
dass es sich hierbei um die Speckle des Laserstrahls bzw. hoherer TEMs handelt. Diese
Speckle im Laserstrahl sind deutlich bei Betrachtung des Laserstrahls zu erkennen und
auch fur Diodenlaser durchaus typisch [81]. Bei kleinen Absténden A3 des Achromaten
A3 von der Streuscheibe (60 mm) ist eine leicht starkere Verschiebung der Kontrastfunk-
tion nach rechts zu beobachten. Dies hat eine héhere Anzahl von iiberlagerten Speckle-
feldern als Ursache. In dieser Kontrastfunktion befinden sich maximal 3-4 Specklefelder
[79]. Dieser Fakt kann aber auch eine Ursache fiir die Verschmierung des Specklefeldes in
y-Richtung sein. Um die Auswahl der optimalen Beleuchtungsstruktur weiter zu vereinfa-
chen, kann der Mittelwert der mittleren Specklegréfien in x- und y-Richtung ausgewertet
werden. Dieser Mittelwert stellt die Gesamtheit der mittleren Specklegréfle im vorliegen-
den Specklefeld dar. Der Verlauf ist in Abbildung 20c (schwarze Punkte) dargestellt. Wird
nur der beschriebene Mittelwert betrachtet, so ist die allgemeine mittlere Specklegrofle des
Specklefeldes ab einem Abstand A3 von ca. 71 mm im Bereich der Auflésungsgrenzen und
erreicht zwischen 76 mm und 77 mm ein Minimum. Somit wird fiir Laser 1 dieser Bereich
als moglicher Arbeitsabstand festgelegt.

Als Nachstes wurde Laser 2 mit einer Wellenldnge von 465 nm mit den oben schon ge-
nannten Parametern getestet, um den Arbeitsabstand zu bestimmen. Wie in Kapitel 3.3.3
beschrieben, gibt es wie bei Laser 1 auch bei Laser 2 ein dhnliches Verhalten der mittleren
Specklegrée in Abhéngigkeit vom Abstand A3 des Achromaten A3 von der Streuschei-
be. Die mittleren Specklegréfien in x- und y-Richtung ndhern sich bei gréfler werdendem
Abstand an, welches in der Elliptizitat in Abbildung 21c sehr gut zu sehen ist. Bei einem
Abstand A3 des Achromaten A3 von der Streuscheibe von 85 mm ist eine Verringerung
der Elliptizitdt zu erkennen. Somit kommen allein aus dieser Betrachtung nur Bereiche
zwischen 70 mm und 80 mm fiir Laser 2 als Arbeitsbereich in Betracht. Erst ab einem
Abstand A3 von 74mm sind geringe Abweichungen in x- und y-Richtung in der mitt-
leren Specklegréfie und eine Elliptizitdat grofler 0,9 zu sehen. Somit wird der mdogliche
optimale Abstand A3 weiter eingegrenzt und muss iiber 74 mm liegen. Im Gegensatz zum
Mittelwert der mittleren Specklegréfen bei Laser 1 kann in Abbildung 21c¢ keine weitere
Einschrankung iiber den Mittelwert erreicht werden, da dieser Mittelwert der mittleren

Specklegrofie im zuerst erwédhnten Bereich von 70 mm bis 80 mm bei jedem Linsenabstand
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immer in derselben Grofienordnung liegt. Aus den Specklefeldern in Abbildung 21b ist
eindeutig zu erkennen, dass ein Abstand gréfler 80 mm nicht sinnvoll wére. Im Beispielbild
(85 mm) sind viele Artefakte und zum Teil sehr flichige Beleuchtungsstrukturen zu er-
kennen, welche sich auch im Diagramm in Abbildung 21a widerspiegeln. Im Gegensatz zu
Laser 1 sind fiir Laser 2 bei kleinen Abstdnden keine direkt sichtbaren Verschmierungen
in y-Richtung sichtbar. Die leichten Unterschiede sind nur im Korrelations-Peak selbst fur
diesen kleinen Abstand gegeben. Die dargestellten Kontrastfunktionen unterscheiden sich
anders als bei Laser 1 ebenfalls nicht. Daraus ist die Schlussfolgerung zu ziehen, dass bei
genauer Betrachtung aller Kontrastfunktionen nur eine Uberlagerung von zwei Speckle-
feldern innerhalb der Beleuchtungsstruktur existiert [79]. Dieses zweite Specklefeld kann,
wie oben schon beschrieben, mehrere Ursachen haben. Analog zu Laser 1 sieht auch das
Beispiel-Specklefeld bei einem Abstand A3 von 77 mm sehr gut aus. Bei Betrachtung des
Korrelationspeak (Abbildung 21b, mittleres Bild) sind kaum Unterschiede in x- und y-
Richtung der mittleren Specklegréfie zu beobachten. Dieser ist in dem oben erwédhnten
Bereich des Abstandes A3 von mehr als 74 mm bis ca. 80 mm identisch (gezeigtes Beispiel
bei 77 mm). Somit kann fir diese Wellenldnge kein komplett eingeschriankter Bereich fiir
den Abstand A3 des Achromaten A3 benannt werden.

Als Letztes wurde analog zu Laser 1 und Laser 2 die Abhéngigkeit der Specklegrofie
vom Abstand A3 des Achromaten A3 zur Streuscheibe fiir Laser 3 untersucht. Hierbei
ist ein dhnliches Verhalten wie bei Laser 2 zu beobachten. Jedoch wird in y-Richtung
die Auflésungsgrenze nie erreicht. Bei Betrachtung der Zusammenhénge (Abbildung 22c)
des Mittelwertes der mittleren Specklegrofle fiir beide Richtungen kommt fiir diese La-
serwellenldnge nur der Positionierungsbereich von 77 mm bis 79 mm als Arbeitsbereich in
Betracht. In diesem Bereich liegt der Mittelwert der mittleren Specklegréfie im Bereich
der Auflésungsgrenze. Wird nun die Elliptizitidt des Korrelationspeak aus Abbildung 22c
(rote Punkte) mit dem gerade beschriebenen Bereich verglichen, so wird der optimale
Bereich fiir diese Laserwellenldnge noch einmal verkleinert. Dies liegt daran, dass die El-
liptizitdt erst ab einem Abstand von 78 mm auf ca. 0,9 steigt. Somit ist der Bereich fur
Laser 3 zwischen 78 mm und 79 mm optimal. Werden in diese Betrachtungen nun noch
die Specklefelder sowie die Kontrastfunktionen und Korrelationspeak aus Abbildung 22b
einbezogen, wird der gerade beschriebene Bereich bestétigt. Bei einem kurzen Abstand
von 60 mm (Abbildung 22b, oberes Bild) ist eine Verschmierung des Specklefeldes in y-
Richtung deutlich zu erkennen, welche ebenfalls in dem Korrelations-Peak sichtbar wird.

Auflerdem weist die Kontrastfunktion eine starke Rechtsverschiebung auf, die wie bei La-
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ser 1 auf eine Uberlagerung von mindestens drei Specklefeldern hindeutet und auch die
Verschmierung erkldren konnte [79]. Bei der Betrachtung der Specklefelder und ihrer Ei-
genschaften bei groflieren Abstdnden ab 77 mm ist zu erkennen, dass hier eine deutlich
bessere Elliptizitdt des Korrelationspeak vorliegt. Aus den Kontrastfunktionen ist ersicht-
lich, dass eine Uberlagerung von nur zwei Specklefeldern vorliegt [79], wobei die Griinde
schon fiir die beiden beschriebenen Laserwellenldngen diskutiert wurden.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass fiir eine optimale Beleuchtungsstruktur fir
alle drei Laserwellenldngen ein eher groflerer Abstand A3 des Achromaten A3 von der
Streuscheibe notwendig ist. Hierbei spielt Laser 2 eine untergeordnete Rolle, da bei dieser
Wellenldnge der gréfite nutzbare Abstandsbereich von 74 mm bis 80 mm ermittelt wur-
de. Der optimale Abstand fiir Laser 1 wurde zwischen 76 mm und 77 mm und fiir Laser
3 zwischen 78 mm und 79mm erzielt. Somit liegt keine eindeutige Uberschneidung der
Abstandsbereiche vor. Jedoch kann der Positionierungsbereich der Linse fiir die Laser-
wellenlédnge 405 nm (Laser 3) auf einen Abstand von 77mm reduziert werden. Dies ist
unter der Voraussetzung, dass die Elliptizitdt der mittleren Specklegroe als schwéchere
Optimierungsbedingung angenommen wird, moéglich. Unter dieser Annahme wurde der
Achromat A3 auf einen Abstand von 77 mm von der Streuscheibe platziert und erzeugt
die im Mittel optimalen Beleuchtungsstrukturen fiir alle Laserwellenléngen.

Nach der Festlegung des Abstandes A3 des Achromaten A3 von der Streuscheibe wurde die
Abhéngigkeit der mittleren Specklegréfie vom Beleuchtungsspotdurchmesser untersucht.
Das Verhalten der mittleren Specklegréfie in x- und y-Richtung dhnelt bei Variation des
Beleuchtungsspotdurchmessers den vorher ermittelten Abhéngigkeiten bei Variation des
Abstandes A3 des Achromaten A3 von der Streuscheibe. Aus diesen beiden Ergebnis-
sen kann als Riickschluss gesagt werden, dass im Strahlengang eine Blende vorhanden
sein muss, welche die y-Richtung beschneidet. Vermutlich ist diese Blende der verwendete
Einkoppel-Strahlteiler am Mikroskopgrundkorpereingang. Dieser kann jedoch im jetzigen
Aufbau nicht verdndert werden und stellt fiir zukiinftige Verdnderungen ein Verbesse-
rungspotenzial dar. Aus der Evaluierung von x- und y-Richtung ist ein Beleuchtungsspot-
durchmesser von ca. 8 mm optimal, um so mittlere Specklegréfien in beiden Dimensionen
innerhalb des markierten Toleranzbereiches zu erzeugen. Diese Festlegung wird bei Be-
trachtung des Mittelwertes der beiden mittleren Specklegréfien in Abbildung 23c noch
einmal untermauert. Die ermittelten 8 mm stellen eine Grenze dar, bei die der Mittel-
wert fiir alle Laser im gewiinschten Bereich der mittleren Specklegréfien liegt. Es ist aber

auch moglich, falls der Beleuchtungsspotdurchmesser zu grof ist und somit zu viel Leis-
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tung verloren geht, den Spot auf bis zu 6 mm Durchmesser zu reduzieren, da bei dieser
Beleuchtungsspotgrofie nur Laser 3 leicht auflerhalb des gewiinschten Bereiches liegt. Bei
diesem Beleuchtungsspotdurchmesser ist jedoch zu beriicksichtigen, dass die Elliptizitéit
in Abbildung 23d von Laser 1 und Laser 2 bei ca. 0,8 liegt und von Laser 3 deutlich unter
0,8. Somit liegen die Elliptizitdtswerte aller Laser bei einem Beleuchtungsspotdurchmesser
von 6 mm deutlich unter denen fiir 8 mm. Auf Bais dieser Uberlegungen wird letztendlich
in den nachfolgenden Experimenten der Beleuchtungsspotdurchmesser auf 8 mm iiber die
Achromate A1l und A2 eingestellt. Es ist aber moglich, diesen Durchmesser leicht zu ver-
dndern und anzupassen, falls eine hohere Leistung bzw. Intensitit auf der Probe benétigt

wird.

Die Bestimmung der Specklebewegungen mit einer direkten Aufhdngung des Getriebemo-
tors auf der Drehachse der Streuscheibe ist in Kapitel 3.3.4 in Abbildung 25a dargestellt.
Der Fakt, dass sich die vektorielle Specklebewegung hauptséchlich aus Komponenten in
x-Richtung zusammensetzt, ist der Justage der Streuscheibe geschuldet, da die Beleuch-
tung der Streuscheibe genau in der horizontalen Ebene erfolgt. Somit setzt sich die in
Abbildung 25a beobachtete vektorielle Bewegung des Specklefeldes hauptséchlich aus den
x-Komponenten zusammen. In Kapitel 3.3.4 wird beschrieben, dass bei kleinen Spannun-
gen erst bei langeren Drehzeiten eine Specklebewegung auftritt. Dieser Spannungsbereich
ist zwar ideal fiir die Ansteuerung des Getriebemotors, da es hier zu weniger Ansteue-
rungsartefakten kommen kann, aber durch die langen Drehzeiten eher uninteressant fiir
den Betrieb des Speckle-Mikroskops. Wie in Kapitel 3.3.4 beschrieben wird, kann schon ab
einer Spannung am Getriebemotor von 7,5V eine sichtbare Specklebewegung bei 1 ms Ro-
tationszeit beobachtet werden. Wird die Spannung jedoch weiter erhéht, kommt es schnell
zu einer kompletten Specklefelddnderung. Diese relativ scharfe Kante zwischen keiner und
kompletter Bewegung ist der direkten Ubersetzung des Getriebemotors auf die Rotations-
achse der Streuscheibe geschuldet. Durch diesen direkten Antrieb kann das Drehmoment
des Getriebemotors ohne mechanisches Spiel auf die Drehachse der Streuscheibe tiber-
tragen werden. Somit sind nur noch Ansteuerungsfehler des Getriebemotors bei kurzen
Drehzeiten zu beachten. Durch die kompletten Specklebewegungen, welche in Abbildung
25b zu sehen sind, kann auf eine stochastische Verteilung der Speckle in einer Bildreihe
geschlossen werden. Dies kann zu einer Reduktion der zur Auswertung benétigten Bilder
fithren, da statistisch gesehen frither eine homogene Ausleuchtung des gesamten Objekt-

raumes erreicht wird [87]. Dies war bei Haltesystemen iiber eine Zahnradiibersetzung nicht
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der Fall. Weiterhin ist es moglich, mit dieser Aufthdngung unterhalb von 1 ms Rotations-
zeit zu arbeiten. Dies ist in Kapitel 3.3.4 in Abbildung 26 zu sehen. Jedoch waren bei
diesen sehr kurzen Betriebszeiten auch deutlich vermehrte Ansteuerungsausfille des Ge-
triebemotors zu beobachten. Da es sich hierbei um einen einfachen Getriebemotor handelt,
welcher nicht fiir diese kurzen Ansteuerungszeiten konzipiert wurde, waren diese Effekte
zu erwarten. Auf Grundlage der gesamten Untersuchungen ist es jedoch moglich, zu noch

kiirzeren Rotationszeiten zu wechseln, wenn der Getriebemotor verédndert wird.

Bei der Bestimmung der Ruhezeit t.,, in Kapitel 3.3.5 ist fiir grole Spannungen (12V
und 11 V) und Ruhezeiten unter 30 ms bei dem dort verwendeten Streuscheibenantrieb ei-
ne Verschmierung des Specklefeldes und somit eine Reduktion des Kontrastes zu erkennen.
Dieses Ergebnis ist durch die hohen Spannungen und die zu kurzen Ruhezeiten zu erklé-
ren, da diese Zeiten nicht ausreichen, um das System zum Stillstand zu bringen. Somit
existiert immer noch eine kleine Bewegung im System. Weiterhin ist neben dem mecha-
nischen Spiel die Ansteuerzeit des verwendeten Getriebemotors fiir kurze Ruhezeiten eine
Ursache fiir die Verschmierung. Bei einer kleineren Spannung ist kein starker Abfall des
Kontrastes zu erkennen, jedoch treten dort relativ starke Schwankungen auf, was durch-
aus an der Ansteuerung des Getriebemotors liegen kann. Das Arbeiten im angegebenen
Toleranzbereich (griiner Bereich) kann somit ab einer Aufnahmezykluszeit von 50 ms, also
einer Ruhezeit von 45 ms, sichergestellt werden. Dennoch sind die Kontrastwerte bei 20 ms
Aufnahmezykluszeit und einer Ruhezeit von 15 ms ebenfalls noch akzeptabel. In spéateren
Experimenten wird die ldngere Aufnahmezykluszeit verwendet, um die bestmogliche Be-

leuchtungsstruktur zu realisieren.

Die Uberpriifung der fiir optimal befundenen Parameter fiir das 63x Wasser-Immersions-
Objektiv ist insbesondere wichtig, da es sich hierbei um ein Objektiv mit hoherer Nume-
rischer Apertur handelt. Durch die Verwendung solcher Objektive kann es zu stérenden
polarisationsabhéngigen Effekten kommen [88, 89]. Diese fithren zu einer verschlechterten
Auflésung und somit zu grofleren Strukturen. Fiir die Darstellung kleinster Strukturen
ist aber immer eine hohe NA von Vorteil [1, 4] und somit die Untersuchung dieser Ef-
fekte notwendig. Durch Verédnderungen der in Abbildung 19 zu sehenden und in Kapitel
3.3.3 beschriebenen Achromate A1l bis A3 wurde versucht, die in Kapitel 3.3.6 beschrie-
benen Ergebnisse fiir die Vergleichsbetrachtung der beiden Objektive zu korrigieren bzw.

zu optimieren. Jedoch wurde fiir keinen der verwendeten Laser eine optimale Position



3 Strukturierte Beleuchtungsmikroskopie auf Basis einer Specklebeleuchtung 75

gefunden, ohne den Justieraufwand bei einem moglichen Objektivwechsel zu vergrofern.
Da zu einem spéteren Zeitpunkt der primére Einsatzbereich des Speckle-Mikroskops in
erster Linie der Nachweis von Plastizitatsinderungen in vitalen Neuronen sein und die
Kombination mit elektrophysiologischen Methoden angestrebt wird, kommen nur die in
Kapitel 3.2.1 beschriebenen Membranfarbstoffe, die mit Laser 1 (Wellenlédnge 520 nm) an-
regt werden kénnen, zum Finsatz. Hierflir wird das 63x Luft-Objektiv verwendet, weshalb
die optimale Position der einzelnen Achromate belassen werden kann, die fiir das 63x
Wasser-Objektiv ermittelt wurde. Die damit verbundene verstéirkte Zunahme der Ellipti-
zitdt in Abhéngigkeit von der Wellenldnge kann auch auf Aberrationen im zusétzlichen
Detektionsweg (Probe zu Kamera) basieren. Da es keine Méglichkeit gab, ein CCD-Chip
direkt in die Objektebene zu platzieren, konnte diese Vermutung nicht iiberpriift werden.
Ein weiterer Grund fiir die Vergroflerung der mittleren Speckleausdehnung gegeniiber
dem Grenzwert kann die Nutzung von Objektiven mit hohen Numerischen Aperturen
(NA =1,2) und das Arbeiten mit linear polarisiertem Licht sein. Aufgrund eines eventuel-
len polarisationsbasierten Effektes wird in Zukunft angestrebt, mit azimutaler-Polarisation
zu arbeiten [88, 90], um den Polarisationseffekt von Objektiven mit hoher NA zu mi-
nimieren [88, 89]. Bei der Uberpriifung der Aufnahmezykluszeit wurden die in Kapitel
3.3.6 beschriebenen Ergebnisse erzielt. Durch diese Ergebnisse ist eine Ruhezeit von 35 ms
bei einem 63x Wasser-Immersions-Objektiv die minimale Ruhezeit fiir die Bewegung der
Streuscheibe. Die Ruhezeiten fiir beide Objektive liegen in derselben Gréflenordnung von
ca. 40 ms. Mit diesen Untersuchungen ist das neu aufgebaute Speckle-Mikroskop mit zwei
unterschiedlichen Objektiven und drei unterschiedlichen Laserwellenléngen fiir die Erzeu-
gung hdchstaufgeldster Bilder charakterisiert und einsatzbereit. In Abbildung 33 ist das

fertige System zu sehen.

Zur Auswertung der Bilder wurde der M-SBL Algorithmus, welcher zur Berechnung
hochaufgeléster Bilder mittels stochastischer Anregung verwendet werden kann, aus in
der Literatur bekannten Algorithmen [12, 13] ausgewahlt. Mit diesem Algorithmus wurde
in der Literatur die beste Strukturauflosung [83, 13] erzielt. Auf Abbildung 28 ist gut zu
erkennen, dass bei weniger als 100 Bildern insbesondere eine flachige Struktur, wie ein
dendritisches Netzwerk (untere Reihe), nicht vollstdndig rekonstruiert werden kann. Erst
ab 100 Bilder ist die Struktur gefiillt und kann als eine Fliache erkannt werden. Die Rekon-
struktion einer Punktstruktur ist aber schon nach wenigen Bildern (ab 20 Bilder) moglich.

In beiden Féllen sieht man im Vergleich zu dem dazugehorigen EPI-Fluoreszenzbild (links)
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Abbildung 33: Fotografie des Speckle-Mikroskops mit Lasermodul und Spannungsquelle
(links), Streuscheibenaufbau (mittig, griiner Spot) und Mikroskopgrundkoérper (rechts).

eine sehr gute Ubereinstimmung der Strukturen. Des Weiteren wurden die hochaufgelésten
Bilder mit der System-PSF iiberlagert und mit den EPI-Fluoreszenzbildern korreliert. Dies
ergab fiir alle Bilder eine sehr gute Ubereinstimmung von iiber 90 %. Somit kann von einer
erfolgreichen und genauen Rekonstruktion durch den Algorithmus auch bei unbekannten
Strukturen ausgegangen werden. Diese Messreihen vervollsténdigen die Voruntersuchun-
gen zur Nutzung des Mikroskops fiir die Aufnahme hochaufgeloster Bilder. Fiir die Be-
stimmung des exakten Auflésungsvermogens dieses entwickelten Mikroskops wéren spezi-
elle Testcharts notwendig gewesen, die aber im Rahmen dieser Arbeit nicht zur Verfiigung
standen. Trotzdem konnte die Gréflenordnung fiir eine verbesserte Auflésung durch dieses
System iiber QDot- und dendritische-Strukturen (Abbildung 29) und {iber Fluoreszenz-
Testcharts (Abbildung 30) bestimmt werden. Die in Abbildung 29 dargestellten Bilder
wurden mit dem 63x Wasser-Immersions-Objektiv mit einer NA von 1,2 aufgenommen.
Daraus ergibt sich eine Auflosungsgrenze von ungefihr 300 nm fiir den Spektralbereich
der Fluoreszenz, wobei dies nur unter idealen Bedingungen der Fall ist und nicht die im
System vorhandenen Aberrationen berticksichtigt [91, 92]. Dies ist speziell an den QDot
Bildern zu erkennen. Man kann insgesamt aber davon ausgehen, dass die Auflésung durch
das Speckle-Mikroskop und den M-SBL Algorithmus wie bei Standard SIM-Verfahren um

etwa das Doppelte verbessert werden kann. Dies scheint jedoch nicht die maximal erreich-



3 Strukturierte Beleuchtungsmikroskopie auf Basis einer Specklebeleuchtung 77

bare untere Auflésungsgrenze der Bilder zu sein. Laut Literatur ist eine Verbesserung auf
ein Drittel der reguldren Auflésung [83, 13] durch den M-SBL Algorithmus méoglich. Dies
kann jedoch auf Grund der Beschaffenheit der vorhandenen Teststrukturen in den vorlie-
genden Aufnahmen nicht bestétigt bzw. nachvollzogen werden. Aus diesem Grund wurde,
wie in Kapitel 3.3.7 beschrieben, eine Fluoreszenz-Teststruktur mittels Elektronenstrahl-
lithografie geschrieben. Leider ist auch mit diesen Testcharts eine exakte Bestimmung der
Auflésungsgrenze nicht moglich, da bei der Herstellung der Mikrostrukturen Strukturie-
rungsprobleme aufgetreten sind, was in den Raster-Elektron-Mikroskop Aufnahmen zu
sehen ist. Aus diesem Grund konnte auch die Strukturierung eines Siemenssterns nicht
erfolgen, mit dessen Hilfe die Auflosungsgrenze exakt erfassbar gewesen wére [83, 12].
Trotzdem wurde mit dem Luft-Objektiv, wie in Abbildung 30 (rechte Seite) zu sehen ist,
eine zufriedenstellende Rekonstruktion realisiert. Die Auflosungsgrenze des Objektives in
Kombination mit dem Fluoreszenz-Lack liegt bei ca. 500 nm. Die kleinsten noch auflésba-
ren Strukturen haben eine Gréfie von ca. 200 nm. Somit kann auch hier bestétigt werden,
dass die Auflosung wie beim Standard-SIM Verfahren [6] mindestens auf die Halfte redu-
ziert werden kann. Das Ziel, die Etablierung eines funktionsfdhigen Speckle-Mikroskopes,
wurde erreicht. Die genaue Ermittlung der maximal erreichbaren Auflésung ist noch aus-

stehend und wird weiter vorangetrieben.

Zum Abschluss dieses Kapitels soll ein Vergleich der im Labor der Sektion fiir Transla-
tionale Neuroimmunologie vorhandenen héchstauflésenden Mikroskopiesysteme erfolgen.
Das Elyra P.1 System sowie das neu aufgebaute Speckle-Mikroskopie System weisen unter-
schiedliche Vor- und Nachteile auf. Diese ergeben sich aus den jeweils zugrundeliegenden
Verfahrenstechniken. Durch diese Unterschiede kénnen sich diese Systeme exzellent ergén-
zen und zum Beispiel neue Untersuchungsmoglichkeiten bei bestimmten Fragestellungen
ermoglichen.

Ein Vorteil des Elyra P.1 Systems von Zeiss ergibt sich vor allem aus der hohen Auflésung
der lokalisationsbasierten hochstauflosenden Mikroskopie (dSTORM, STORM, Photo-
aktivierte Lokalisationsmikroskopie (PALM)) von Strukturen im Bereich von 50 nm [51,
55]. Somit ist es moglich, kleinste Strukturen, wie Rezeptor-Cluster, zu analysieren, wie
es in Kapitel 2 gezeigt wurde. Jedoch liegt die Aufnahmezeit fiir ein hochaufgelostes Bild
im Rahmen mehrerer Minuten [51]. Dagegen sind mit dem Speckle-Mikroskop mit Auf-
nahmezeiten unter 20 Sekunden deutlich schnellere Bildakquisen hochaufgeloster Bilder

moglich. Die Bildaufnahme liegt jedoch zurzeit mit dem Speckle-Mikroskop in der Gro-
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Benordnung der normalen SIM-Mikroskopie (Elyra 7; Kapitel 3.2.5) [6]. Das bedeutet,
dass die Auflésung nicht geeignet ist, um Rezeptor-Cluster zu analysieren. Jedoch findet
die Starke des Speckle-Systems Anwendung im Bereich von gréfleren Strukturen, wie der
Morphologie synaptischer Dornfortsétze oder bei der zeitlichen Aufnahme von Anderun-
gen der synaptischen Strukturen. Gerade diese morphologischen Anderungen sind durch
die Lokalisations-Mikroskopie erschwert darzustellen, da einerseits die Aufnahmen zeitlich
zu ausgedehnt sind, um schnelle Anderungen zu detektieren, und andererseits durch die
Verwendung von speziellen Imaging-Puffern eine Toxizitét fir die Zellen gegeben ist [19].
Einzig die PALM-Methode wére ohne Imaging-Puffer moglich, benétigt aber photoverin-
derbare Proteine, die in die jeweiligen Zellen integriert werden miissen. Somit ware dort
eine kompliziertere Vorbehandlung notwendig [55].

Damit ergeben sich fiir die beiden Mikroskoptypen Einsatzgebiete, die nach der spezifi-
schen Fragestellung getrennt sind. Deshalb stellt das Speckle-Mikroskop auch eine Erwei-
terung der Aufnahmemdglichkeiten dar und wird vor allem im Bereich der Lebendzell-
untersuchung deutliche Vorteile bringen. Als Konkurrenzsystem zum Speckle-Mikroskop
ist das Elyra 7 lattice SIM System der Firma Zeiss zu betrachten. In Abbildung 31 sind
Aufnahmen mit allen drei Systemen zu sehen. In den Bildern sind insbesondere bei den
neuronalen Strukturen die Vorteile der Strukturierten Beleuchtungsmikroskope im Bereich
der schnellen Bildaufnahme und der detaillierten Rekonstruktion zu erkennen. Die Aufnah-
mezeit im Bild der neuronalen Struktur, welches mit dem Elyra P.1 System aufgenommen
wurde, wurde unter eine Minute reduziert. Mit einer Belichtungszeit von 25ms konnten
so 1000 Einzelbilder aufgenommen werden. Die geringe Bildanzahl realisierte aber keine
vollstdndige Rekonstruktion der Struktur, wie auch in Abbildung 31 zu sehen ist. Da der
Membranfarbstoff DIL bei den benétigten Laserleistungen fiir dSTORM schnell ausbleicht
und damit eine hohere Bildanzahl nicht moglich macht, konnte die Bildanzahl auch nicht
erhoht werden. Dagegen ist die Struktur mittels Speckle-Mikroskop mit nur 300 Bildern
und Elyra 7 lattice SIM mit 15 Phasenbildern in Abbildung 31 sehr gut rekonstruiert. Die
Laserintensitdt des Speckle-Mikroskops und des Elyra 7 Systems war jedoch auch nied-
rig genug, um mehrere 1000 Bilder selbst mit dem schnell ausbleichenden DIL Farbstoff
durchzufiihren. Jedoch musste bei dem Farbstoff und der geringen Laserleistung eine lange
Belichtungszeit von 150 ms am Elyra 7 System eingestellt werden. Somit ist die geringe
Bildanzahl von 15 Phasen nahezu aufgebraucht. Weiterhin ist eine deutlich detailreiche-
re Rekonstruktion der neuronalen Strukturen bei Verwendung des Speckle-Mikroskops zu

erkennen. Es ist weiterhin festzustellen, dass die Bildanzahl bei einem Speckle-Mikroskop
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deutlich reduziert werden kann, wenn mit definierten Specklefeldern das Bild abgetastet
werden kann [11]. Wenn die Auflésung dabei gleich bleibt, verliert das Elyra 7 System
auch den Zeitvorteil gegeniiber dem simplen Speckle-Mikroskop. Diese Reduktion soll als
néchster Schritt folgen. Weiterhin besteht die Optimierung auch in der Verbesserung der
Auflésung des Speckle-Mikroskops, welches im nachfolgenden Kapitel 4 ndher beschrieben

wird.
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4 Flachenreduktion von effektiven Beleuchtungsmustern im

Konzeptsystem

4.1 Einleitung

In den letzten Jahren sind zahlreiche Verfahren entwickelt worden, die das Auflésungs-
kriterium [4] umgehen und somit Bilder von kleinsten Strukturen im Auflésungsbereich
weniger Nanometer aufnehmen kénnen. Dies ist in der medizinischen oder biologischen For-
schung von groflier Bedeutung. Bei den so entwickelten Mikroskopen spricht man von der
hochstauflosenden Mikroskopie oder englisch: super-resolution microscopy (SRM). Wich-
tige Vertreter sind die Mikroskope, welche auf dem Prinzip der strukturierten Beleuchtung
(SIM) [14, 75, 73] oder auf dem Prinzip der STED Mikroskopie [5] basieren und so die
Auflésungsgrenze iiberwinden. Weiterhin zédhlen die lokalisationsbasierten Methoden, wie
die PALM [93, 94] oder die STORM Mikroskopie [17] oder die dSTORM Mikroskopie
[95, 96], zu den weitverbreiteten Methoden der héchstaufgelosten Mikroskopie [62].

Die hier aufgezéhlten Verfahren bzw. Methoden lassen sich in zwei Gruppen unterteilen.
Die erste Gruppe umfasst alle Verfahren, welche durch eine optisch strukturierte Anregung
die Auflésungsgrenze tiberwinden. Hierzu zéhlen sowohl die Mikroskope basierend auf dem
Prinzip von SIM als auch auf dem von STED. Die zweite Gruppe umfasst alle Verfahren,
welche lokalisationsbasiert arbeiten. Dazu zdhlen die Verfahren wie PALM, STORM und
dSTORM.

Im Bereich der lokalisationsbasierten Verfahren wurden in den letzten Jahren verschiedene
neue Techniken wie die FRET-PAINT Mikroskopie [97] etabliert. Im Bereich der struktu-
rierten Beleuchtungsmikroskopie entwickelte sich die neue MinFlux Technik [98], welche
eine Auflésung von bis zu 1nm verspricht. Das im Rahmen dieser Arbeit eingereichte Pa-
tent [21] ist ebenfalls im Bereich der strukturierten Beleuchtungsmikroskopie angesiedelt.
Es basiert auf der Idee, zur Beleuchtung der Probe mehrere Speckle-Felder (Beleuch-
tungsstrukturen) zu verwenden, welche entweder aus denselben oder aus unterschiedli-
chen Interferenzstrukturen mit derselben und / oder unterschiedlichen Wellenlénge beste-
hen. Durch zusétzliche Anwendung von unterschiedlichen physikalischen Absorptions-,
Emissions- und / oder Schalteffekten wird die Beugungsbegrenzung des effektiven Speckle-
Feldes iiberwunden. Damit zdhlt das Konzept zu der Gruppe der strukturierten Beleuch-

tungsmikroskope. In Abbildung 34a ist ein schematischer Aufbau und in Abbildung 34b die
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3) 13

Abbildung 34: a) Schematischer Aufbau des nach [21] beschriebenen Mikroskopkonzep-
tes zur Reduzierung der mittleren Grofle des effektiven Speckle-Feldes. Die wichtigsten
Komponenten dieses Aufbaus sind: (1) Streuscheibe; (2) Strahlkombiner; (3), (8) und (12)
Linsen; (4) Shutter; (5) und (6) Laser; (7) Computer; (9) Hintere Fokusebene des Objekti-
ves; (10) Objektiv; (11) Probe; (13) Detektor; (14) Filter-Wiirfel des Mikroskops; (15) Be-
wegungsvorrichtung fiir die Streuscheibe. b) Schematische Darstellung der Erzeugung einer
verkleinerten effektiven Beleuchtungsstruktur durch Uberlagerung zweier Speckle-Felder
(horizontal und vertikal schraffiert) aus unterschiedlichen Quellen (1) und (2) in der Ob-
jektebene (3). Das effektive Beleuchtungsmuster entsteht nur im Bereich der Uberlagerung
der unterschiedlich schraffierten Speckle-Felder. Nur im iiberlagerten Bereich werden die
Fluorophore (weifler Punkt) angeregt und durch eine Optik (4) auf einen Flachendetektor
(5) abgebildet.
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Idee zur Reduzierung der mittleren Grofle des effektiven Speckle-Feldes dargestellt. Durch
die Uberlagerung des horizontal und vertikal schraffierten Beleuchtungsmusters entsteht
der effektive Bereich, so dass nur eine geringe Anzahl an Leuchtmitteln (weifler Punkt)
eine Fluoreszenzantwort gibt und somit zu einem Nachweis fithrt. Auf diese Weise ist es
moglich, die Auflésung im rekonstruierten Bild zu erhéhen. Wie in der PALM-Technologie
[99] kann man zum Beispiel reversible schaltbare Fluorophore oder Fluoreszenz-Proteine
verwenden. Durch Nutzung von zwei unterschiedlichen Laserwellenldngen, wobei eine der
Aktivierung oder Deaktivierung der Leuchtmittel dient und eine andere zur Anregung,
wéare es moglich, eine, wie in Abbildung 34b erkennbar, verkleinerte effektive Beleuch-
tungsstruktur zu erzeugen. Weiterhin sind verschiedene nutzbare Sattigungseffekte, wie
sie zum Beispiel in der STED-Mikroskopie [100] eingesetzt werden, denkbar. Einige sol-

cher ausgearbeiteten Hypothesen werden in den Kapiteln 4.3.1 bis 4.3.3 néher erlautert.

Durch die Kombination der verschiedenen Effekte und der Uberlagerung der Beleuchtungs-
muster kann im Bereich der Weitfeldmikroskopie ein wichtiger Schritt zu besseren Auflo-
sungen im Bereich der Lebendzellanalyse gegangen werden, da die hier gezeigten Kombina-
tionen die Stérken der Weitfeldmikroskopie mit den Stérken der Punktbeleuchtungsmetho-
den verbinden. Dadurch kénnen gréflere Objektfelder in kiirzeren Zeiten hochstaufgelost

dargestellt werden.

4.2 Methoden

4.2.1 Ubertragung der 2-Photonenabsorption-Mikroskopie auf das Konzeptsystem

In dieser Arbeit wurde ein 2-Photonen Laserscanning Mikroskop LSM 710 der Firma
Zeiss mit einem Ultrakurzpuls-Ti:Saphire (Ti:Sa)-Lasersystem (Chameleon Ultra, Cohe-
rent Inc., USA) eingesetzt und ist in Abbildung 35 zu sehen. Somit konnen Wellenldngen
im roten bzw. nahem infraroten (NIR) Bereich abgedeckt und eine 2-Photonen Anre-
gung fiir viele Farbstoffe realisiert werden. Der Ti:Sa Laser emittiert Licht im Bereich
von 680nm bis 1080 nm. Des Weiteren kann der Ti:Sa Laser durch einen nichtlinea-
ren Kristall (einachsiger BBO-Kristall) frequenzverdoppelt (SHG; engl. secound harmonic
generation) werden und somit den sichtbaren Anregungsbereich (1-Photonen-Anregung)
der Farbstoffe abdecken. Sowohl die Grundwellenlédngen als auch die Harmonischen wer-

den in den typischen LSM Strahlengang eingekoppelt. Des Weiteren ist noch ein Argon-
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Mikroskop

Abbildung 35: Foto des 2-Photonen-Mikroskops LSM 710 der Firma Zeiss. Im Hinter-
grund ist das Ultrakurzpuls-Ti:Saphire (Ti:Sa)-Lasersystem (Chameleon Ultra, Coherent
Inc., USA) zu sehen (Laser). Des Weiteren ist der Strahlengang auf dem optischen Tisch
bis zum Mikroskop abgebildet. Das Mikroskop selbst befindet sich im Vordergrund unter
der schwarzen Abdeckung, welche die empfindlichen SEVs vor Raumlicht schiitzen soll.

Ionen Laser fiir die Anregung bei 488nm im System integriert. Das Filtersystem des
Mikroskops ist auf die 2-Photonen-Anregung durch spezielle Filtersitze angepasst. Im
spiteren Versuch, beschrieben in Kapitel 4.3.1, wurde ein 63x Ol-Immersions-Objektiv
(Plan-Apochromat NA = 1.4, Zeiss, Deutschland) fiir die Untersuchung einer 2-Photonen-
Anregungs- bzw. Detektionsschwelle von Alexa Fluor 488 verwendet. Das 2-Photonen-
Anregungsspektrum sowie das Emissionsspektrum von Alexa Fluor 488 sind in Abbildung
36 zu sehen [101]. Die griine Kurve stellt das 2-Photonen-Absorptionsspektrum von Alexa
Fluor 488 dar. Dieses liegt im Bereich von 750 nm bis 1100 nm. Das Emissionsspektrum
wird durch den 2-Photonen-Absorptionsprozess nicht beeinflusst und zeigt sich im Be-
reich von 500 nm bis 650 nm. Entsprechend Abbildung 36 liegt die optimale 2-Photonen-
Anregung bei 950nm. Da die Laserleistung nur in einem bestimmten Rahmen reduziert
werden kann, wurde fiir das 2-Photonen-Absorptionsexperiment eine Anregungswellen-
lange von 770 nm gewdhlt. Somit kann gleichzeitig auch der Effekt einer reduzierten 2-
Photonen-Absorptionswahrscheinlichkeit betrachtet werden. Zur Ermittlung der Detekti-
onsschwelle fiir spétere Simulationen wurde die Abhéngigkeit des arithmetischen Mittels
vom Mittelwert des Untergrundes (B) und des Signals (S) zur Durchschnittsleistung be-
trachtet.

v
_l_
2]

MUS = =2 (18)
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Abbildung 36: Emissions- und 2-Photonen-Absorptionsspektrum von verschiedenen
Fluorophoren aus [101]. In Griin geplottet die beiden Spektren des verwendeten Fluo-

rophors Alexa Fluor 488 dargestellt als relative Intensitat. In Blau ist der Kernfarbstoff
DAPI und in Rot Alexa Fluor 594 zu sehen.

Das Fluoreszenzsignal wird durch spezielle Sekundérelektronen-Vervielfacher (SEV) nach-
gewiesen, welche zusatzlich auch Messungen in der Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie
(FLIM; engl. Fluorescence lifetime imaging microscopy) ermoglichen. Fiir eine 2-Photonen-
Anregung eines Atoms oder Molekiils werden zwei Photonen benétigt, da die Energie E;
eines Photons nicht ausreicht, um die Energiedifferenz AE der Energieliicke zwischen
dem angeregten Zustand S; und dem Grundzustand Sy zu iiberwinden (AE = E; —
E9 = hvy + hin). Dies liegt daran, dass kein erlaubtes Zwischenniveau (Abbildung 37a)
zwischen den Energieniveaus E; und Eo existiert. Somit miissten die Photonen anné-
hernd gleichzeitig absorbiert werden. Jedoch ermdoglicht die Energie-Zeit-Unschéarferelation
AEAt > h /2 ein kurzes Zeitintervall im Bereich von Femtosekunden fiir die Absorpti-
on der zwei Photonen. Das Energieniveauschema fiir einen 2-Photonen-Anregungsprozess
ist in Abbildung 37a (rechts) im Vergleich zu einem 1-Photonen-Anregungsprozess (Ab-
bildung 37a links) zu sehen. Weiterhin ist fiir einen solchen Prozess eine hohe zeitliche
und rdumliche Photonendichte erforderlich, um die Wahrscheinlichkeit (Zwei-Photonen-
Wechselwirkungsquerschnitt o9p) zu erhdhen, wobei fiir das Emissionsspektrum kaum
messbare Unterschiede erwartet werden. Gleiches gilt fiir das Anregungsspektrum, das aber
eine Rot-Verschiebung in den Infrarot(IR)- Bereich um einen Faktor 2 aufweist. Fiir die
2-Photonen-Absorption wird das Lambert-Beer’sche Gesetz der 1-Photonen-Absorption
dl = — a(\) cI dx durch einen zusitzlichen Absorptionskoeffizienten zu dl = — c[a(A)I+

B(MNI?] dx erweitert, wobei a(\) der Absorptionskoeffizient der 1-Photonen-Absorption,
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Abbildung 37: a) Darstellung der Jablonski-Diagramme als 2-Niveau-Energieschema (Sg
- Grundzustand und S; - angeregter Zustand) mit stark aufgespalteten Unterniveaus (1 bis
5) von einer 1- und 2-Photonen-Absorption. Die Anregungsprozesse bei der 1-Photonen-
Absorption sind durch griine und die Abregungsprozesse durch rote Pfeile markiert. Die
Vibrations-Energie-Relaxation im angeregten Zustand ist durch einen gelben Pfeil darge-
stellt und stellt den Ubergang von hoheren auf niedrigere Unterniveaus in S; dar. Bei der
2-Photonen-Anregung werden die Anregungsprozesse durch hellrote und die Abregungs-
prozesse durch rote Pfeile markiert. Des Weiteren ist das Zwischenniveau abgebildet. Der
gelbe Pfeil stellt wie bei dem 1-Photonen-Prozess die Vibrations-Energie-Relaxation im Sy
dar. b) Vergleichende Darstellung der Schritte eines Multi-Photonen-Prozesses durch einen
Scan-Spot (rot; links) als Standardverfahren der Multi-Photonen-Absorptionsmikroskopie
und eine mogliche Realisierung der Multi-Photonen-Anregung durch zwei Specklefelder
(rot und griin) im Konzeptsystem eines Speckle-Mikroskops (rechts). Die detektierbaren
Fluorophore sind als griine Sterne im letzten Schritt des Auslesens markiert.

B(N) der Absorptionskoeffizient der 2-Photonen-Absorption, x die Schichtdicke und c die
Konzentration darstellt [102].

Die mogliche Umsetzung eines 2-Photonen-Anregungsprozesses in der Speckle-Mikroskopie

mit zwei Specklefeldern (griin und rot; rechts) im Vergleich zu einer normalen 2-Photonen-
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bzw. Multi-Photonen-Anregung mittels eines scannenden Spots (roter Bereich; links) ist in
Abbildung 37b zu sehen. Die Anregung der Fluorophore erfolgt nur in Bereichen bei dem
die Intensitat hoch genug fiir eine Multi-Photonen-Anregung ist. Somit werden nur Fluo-
rophore bei der normalen Multi-Photonen-Anregung im Zentrum des Spots (griine Sterne)
angeregt. Diese Intensitdtsabhéngigkeit kann bei einem Speckle-Mikroskop, wie in Abbil-
dung 37b auf der rechten Seite angedeutet, ausgenutzt werden. Das von mir betrachtete
Konzept beinhaltet, dass die Intensitéat fiir eine detektierbare Multi-Photonen-Anregung
nur in Bereichen, in denen sich zwei oder mehrere Specklefelder iberlagern, erreicht wird.
Somit werden nur Fluorophore aus diesen begrenzten Bereichen detektiert. Weitere Vor-
teile dieses Prozesses sind eine bessere Trennung von Anregungs- und Emissionsspektrum
und die Méglichkeit, Aufnahmen auch in dickeren Gewebeschnitten oder sogar in lebenden
Tieren zu realisieren. Der letzte Fakt hiangt mit der starken Intensitdtsabhéngigkeit der
Absorption zusammen, welche in der Formel des Lambert-Beerschen-Gesetzes deutlich mit
einer quadratischen Abhéngigkeit enthalten ist. Durch diese Abhéngigkeit entsteht nur in
einem kleinen Fokusbereich (kleine Volumina) Emissionslicht. Somit entfallen ein Grof-
teil der storenden Streueffekte und auch die Emission aus anderen Gewebeschichten. Eine
Anwendung eines solchen Effektes ist gerade bei der Weiterentwicklung des realisierten
Speckle-Mikroskops in Richtung Deep Imaging im Bereich der ex-vivo oder sogar in-vivo

Experimente von grofler Bedeutung.

4.2.2 Ubertragung der STED-Mikroskopie auf das Konzeptsystem

Ein weiteres Konzept aus dem von mir mitentwickeltem Patent [21] basiert auf der Ver-
wendung von Emissionseffekten zur Reduktion der effektiven Beleuchtungsflache. Ein typi-
scher Vertreter der Verwendung von Emissionseffekten ist die STED-Mikroskopie [5, 103].
Bei der Adaption auf das entwickelte Konzeptsystem wird das Prinzip der stimulierten
Emissionsausbleichung genutzt, um die effektive Beleuchtungsfliche zu reduzieren. Ahn-
lich wie bei der STED-Mikroskopie, bei welcher ein Beleuchtungsring verwendet wird [5],
um die Fldche des Beleuchtungsspots zu reduzieren, werden hierbei ein oder mehrere
gleiche oder unterschiedliche Specklefelder verwendet, um ein Beleuchtungs- bzw. Anre-
gungsspeklefeld auszubleichen und somit die Anregungsfliche zu reduzieren. Hierfiir kann
sowohl ein STED-Specklefeld mit hoher Intensitéit als auch mehrere STED-Specklefelder
mit jeweils niedrigeren Intensitaten, welche zum Schluss denselben ausbleichenden Effekt

haben, verwendet werden. Dazu ist in Abbildung 38a ein einfacher schematischer Aufbau
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Abbildung 38: a) Schematischer Aufbau eines STED-Mikroskops (links) mit dem Anre-
gungsspot (griin) und dem STED-Donut (rot), welcher durch eine Phasenplatte erzeugt
wird. Das detektierte Licht ist durch das gelbe Signal dargestellt. Das Prinzip zur Ver-
kleinerung der Detektionsfliche ist unterhalb des Aufbaus und das Jablonski-Diagramm
als 2-Niveau-Energieschema (Sp - Grundzustand und S; - angeregter Zustand) mit stark
aufgespalteten Unterniveaus (1 bis 5) des STED-Prinzip rechts zu sehen. Die Anregung
ist durch die griinen Pfeile, die stimulierte Abregung durch die roten Pfeile und das detek-
tierte Licht durch die gelben Pfeile gekennzeichnet. Die Vibrations-Energie-Relaxation im
angeregten Zustand ist durch einen gelben Pfeil dargestellt. b) Vergleichende Darstellung
der Schritte eines STED-Prozesses durch einen Scan-Spot (rot - STED-Donut, griin - An-
regungsspot; links) als Standardverfahren der STED-Mikroskopie und eine mogliche Rea-
lisierung der STED-Speckle-Mikroskopie durch zwei Specklefelder (rot - STED-Specklefeld
und griin - Anregungsspecklefeld) im Konzeptsystem eines Speckle-Mikroskops (rechts).
Die detektierbaren Fluorophore sind als griine Sterne im letzten Schritt des Auslesens
markiert.
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eines STED-Mikroskops (links; Anregungsspot - griin, STED-Donut - rot, Detektionslicht
- gelb) und ein vereinfachtes Jablonski-Diagramm (rechts) als 2-Niveau-Energieschema (S
- Grundzustand und S; - angeregter Zustand) mit stark aufgespalteten Unterniveaus (1
bis 5) zum STED-Prinzip zu sehen.

STED basiert auf einem Laser-Scanning Mikroskop, welches durch einen zusétzlichen
Ausbleichungs-Laser (STED-Laser; Abbildung 38a rote Struktur) erweitert wird [5, 100].
Dieser STED-Laser wird iiber eine Phasenmaske zu einem Phasenring (Donut) geformt.
Der Donut erzeugt eine stimulierte Emission und bleicht so die Probe an dieser Stelle aus.
Durch das Ausbleichen wird die Fluoreszenz aus einem kleineren Bereich detektiert. Der
Ausbleicheffekt héngt von verschiedenen Parametern, wie der eingestrahlten Intensitét (I)
oder der stoffspezifischen Séttigungsintensitét (Isy), ab. Durch die Verwendung des Aus-
bleicheffektes erhélt man eine erweiterte Auflésungsgrenze, wie sie in der nachstehenden

Formel beschrieben wird.

A 1
n - sin(«) 14 1

Isat

dimin = 0, 61

(19)

Die Auflésung bei der STED-Mikroskopie ist somit abhéngig von der Wellenlénge A, der
NA eines Objektives (Brechzahl n des Mediums zwischen Objekt und Objektiv und dem
Offnungswinkel o des Objektives), der eingestrahlten Intensitiit des STED-Lasers I und
der stoffspezifischen Sattigungsintensitét Is,t. Betrachtet man die Formel genauer, so ist zu
erkennen, dass die Auflésung durch das STED-Prinzip nur durch das Verhéltnis von einge-
strahlter Intensitat im STED-Donut zu der Sattigungsintensitit des Leuchtmittels gegeben
ist. Somit kann das Auflésungslimit in der STED-Mikroskopie insbesondere in der depo-
nierten Laserleistung gesehen werden. Des Weiteren ist gerade fiir Lebendzellmessungen
die eingestrahlte Intensitédt von entscheidender Bedeutung und kann auch hier nicht belie-
big erhoht werden. Inwieweit dieses STED-Prinzip fiir die Speckle-Mikroskopie verwendet
werden kann, ist in Abbildung 38b zu sehen. Hier ist das Verfahren der STED-Mikroskopie
(links) mit einer moglichen Einsatz-Variante in der Speckle-Mikroskopie (rechts) verglei-
chend gegeniibergestellt. Auf der linken Seite findet bei der normalen STED-Mikroskopie
die Separierung der zur Fluoreszenz angeregten und detektierten Fluorophore innerhalb
des STED-Donuts (rote Struktur) statt. Auf der rechten Seite ist dieses Ausbleichprinzip
mittels Specklefeld (rot) dargestellt. Die angeregten Fluorophore werden in bestimmten
Bereichen durch das Specklefeld abgeregt. Diese separierten Fluorophore (Abbildung 38

griine Sterne bei Auslesen) konnen dann detektiert werden. Dieses Verfahren der Abregung
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Abbildung 39: Spektrum und wichtige Daten des STED Fluorophores abberior LIVE
515. Maximale Anregung bei 515nm und Detektionsmaximum bei 541 nm. Der Bereich
fir die STED Ausbleichung liegt zwischen 590 nm und 610 nm [104].

ist auch unter Nutzung eines Specklefeldes stark von der Intensitdt im STED-Specklefeld
abhéngig und kann je nach Intensitét/Leistung unterschiedliche Separierungsergebnisse
liefern. Fir die Simulation zum Konzept des Speckle-STED-Mikroskops wird das STED
Fluorophore abberior LIVE 515 verwendet [104]. Das Spektrum des Fluorophores und die

wichtigsten Daten sind in Abbildung 39 zu sehen.

4.2.3 Ubertragung der RESOLFT-Mikroskopie auf das Konzeptsystem

Ein weiterer Konzeptbestandteil ist die Verwendung von photoschaltbaren Proteinen oder
Fluorophoren. Hierbei wird ausgenutzt, dass die photoschaltbaren Leuchtmittel unter Be-
strahlung von Licht zwischen zwei oder mehreren Zustanden geschaltet werden koénnen.
Da die meisten photoschaltbaren Leuchtmittel als photoschaltbare Proteine vorliegen, kon-
zentriert sich dieses Kapitel genau auf diese Gruppe. Fiir die nachfolgenden Betrachtun-
gen wurden, innerhalb der Gruppe der photoschaltbaren Proteine, die zwei Vertreter mit
den Namen rsEGFP und Dreiklang gewéhlt. Die Fluoreszenz-Spektren sowie die Kristall-
strukturen der beiden Proteine sind in Abbildung 40a zu sehen [105]. Zusétzlich ist in
Abbildung 40b auf der linken Seite die typische Schrittfolge in der RESOLFT (englisch:
reversible saturable optical linear (fluorescence) transitions; deutsch: reversibel séttighare
optische (Fluoreszenz-) Ubergiinge) - Mikroskopie dargestellt [106]. Ahnlich wie die PALM-
Mikroskopie [55] werden hier ebenso photoschaltbare Leuchtmittel verwendet. Auf der
rechten Seite der Abbildung 40b ist eine mdégliche Schrittfolge der RESOLF T-Mikroskopie
mittels Specklebeleuchtung zu sehen. In der RESOLFT-Mikroskopie werden die Leucht-
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Abbildung 40: a) Emissions- und Absorptionsspektren des Aus- und An-Zustandes von
zwei schaltbaren Fluoreszenz-Proteinen (rsEGFP2 oben und Dreiklang unten) sowie die
dazugehorige Kristallstruktur der Proteine. In Blau sind die Anregungsspektren und in
Grin die Abregungsspektren im An-Zustand zu sehen. Fiir Dreiklang ist in Violett das
Anregungsspektrum zum Photoschalten im Aus-Zustand dargestellt [105]. b) (links) Typi-
sche Schrittfolge in der RESOLFT-Mikroskopie. Der Aktivierungsspot (violett) aktiviert
die Fluorophore in einem bestimmten Bereich (weifle Sterne). Danach wird durch eine
Ringbeleuchtung (blauer Ring) ein Teil der aktivierten Fluorophore zuriick in den Aus-
Zustand iiberfiihrt. Als Letztes werden die restlichen Fluorophore ausgelesen (blauer Spot;
griine Sterne). (rechts) Mogliche Schrittfolge der RESOLFT-Mikroskopie bei Verwendung
von einer Specklebeleuchtung. Durch ein Aktivierungsspecklefeld (violett) werden in be-
stimmten Bereichen Fluorophore in den An-Zustand (weifle Sterne) iiberfiihrt. Als néchster
Schritt wird durch ein Specklefeld (blau) ein Teil der aktivierten Fluorophore zuriick in
den Aus-Zustand tberfiithrt. Die restlichen Fluorophore (griine Sterne) werden in einem
letzten Schritt durch ein Specklefeld (blau) ausgelesen.
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mittel in einem ersten Schritt meist durch kurzwelliges Licht aktiviert (rsEGFP2: 405 nm;
Dreiklang: violettes Spektrum), d. h. in einen fluoreszenzféhigen Zustand tberfiithrt. Als
nichster Schritt folgt eine Ausschaltung bzw. Deaktivierung (rsEGFP2: blaues Spektrum;
Dreiklang: 405 nm) eines Bereiches der aktivierten Leuchtmittel. Dies erreicht man typi-
scherweise wie bei der STED-Mikroskopie durch einen Donut. Dann werden mit einem
normalen Gaufifokus die restlichen aktivierten Leuchtmittel ausgelesen (rsEGFP2: blaues
Spektrum; Dreiklang: blaues Spektrum). Typischerweise ist die Auslesewellenlinge auch
die Ausschaltwellenlédnge, womit die Leuchtmittel wie rsEGFP2 [107, 15] nach dem Ausle-
sen wieder in einen Aus-Zustand tberfiihrt werden. Bei dreifach schaltbaren Leuchtmitteln
wie dem Dreiklang [108] besteht die Moglichkeit, noch einen separaten Ausschaltprozess
nach dem Auslesen durchzufiihren. Der Ausschaltprozess wird mit einer zusétzlichen Wel-
lenldnge durchgefiihrt, so dass alle Leuchtmittel gleichzeitig in einen Aus-Zustand iiber-
fithrt werden. All diese Vorgénge erfolgen durch zeitlich zueinander versetzte Beleuchtungs-
strukturen. Da bei dreifach schaltbaren Leuchtmitteln mit drei Wellenldngen gearbeitet
wird und somit alle drei Prozesse voneinander getrennt erfolgen, ist dieses Leuchtmittel

zu favorisieren.

4.3 Ergebnisse

4.3.1 Simulation zur 2-Photonenabsorption-Mikroskopie

In Abbildung 41a sind Aufnahmen eines Strukturortes (postsynaptischer Marker Homer1)
mit unterschiedlichen Durchschnittsleistungen des Scan-Lasers zu sehen. Die Aufnahmen
wurden mit 4 Scans pro Bild bei einem Scanausschnitt von 512x 512 px, einer ,,pixel dwell
time* von 4,80 us und einer Wellenléinge von 770 nm durchgefiihrt. Die Laserleistung wurde
zwischen 0% und 1,5% bei einer maximalen Leistung von 3750 mW variiert. Des Weite-
ren ist in Abbildung 41b die Abh&ngigkeit des arithmetischen Mittels vom Mittelwert des
Untergrunds (B) und des Signals (S) zur Durchschnittsleistung (Gleichung 18) zu sehen.
Da das Hintergrundsignal gegeniiber dem eigentlichen Signal nur schwach zunimmt, kann
mit diesem arithmetischen Mittelwert die Zunahme des Signals gut bestimmt werden.
Unter Zuhilfenahme dieser Kurve kann man di, fiir die Simulation optimalsten Aufnah-
meparameter identifizieren. Dieser Bereich ist in Abbildung 41b griin markiert. Fiir ein
optimales Bild wird in den spéteren Simulationen die Durchschnittsleistung von 37,5 mW

verwendet. Aus den Bildern in Abbildung 41a ist visuell sichtbar, dass ab einer Leistung
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Abbildung 41: a) Beispielbilder eines Strukturortes (Homerl) mit unterschiedlichen
Durchschnittsleistungen des 2-Photonen-Anregungslasers zur Bestimmung der Detekti-
onsschwelle der Emission bei einer 2-Photonen-Absorption. b) Graphische Darstellung der
Abhéngigkeit des arithmetischen Mittels von Untergrund und Signal von der eingestrahl-
ten Durchschnittsleistung des 2-Photonen Lasers.

von ca. 15mW die postsynaptischen Strukturen erkennbar werden. Diese Leistung wird
als Grenzwert fiir die spétere Simulation genutzt. Verwendet man nun die Leistung von
37,5mW als maximalen Wert (100 %), liegt die Grenze der 2-Photonen-Anregung bei ca.
40 % der maximalen Leistung. Des Weiteren musste festgestellt werden, dass schon bei
Durchschnittsleistungen iiber 37,5 mW Ausbleichvorgénge in der Probe einsetzen. Dies ist
gut im Kurvenabfall des arithmetischen Mittels von Untergrundsignal und Signal in Ab-
bildung 41b zu sehen. Mit den aus diesem Versuch gewonnenen Informationen kann eine
grundlegende Simulation durchgefithrt werden. Ziel dieser Simulation ist es, die Speckle-
leistungen zu bestimmen, bei denen eine optimale Speckleiiberlagerung erreicht wird. Es
werden dafiir 4 unterschiedliche Anregungskonstellationen naher beleuchtet. Die erste Kon-
stellation ist die Verwendung eines einzelnen Specklefeldes fiir die 2-Photonen-Anregung.
Hierbei entspricht die maximale Leistung aus dem Vorversuch der maximalen Speckleleis-
tung des Feldes. Somit konnen nur Speckle, die iiber 40 % der maximalen Leistung liegen,

ein detektierbares Signal erzeugen. Daraus folgt, dass sich die Grofle des Anregungsfel-
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Abbildung 42: a) Simulation einer 2-Photonen-Anregung durch ein 2-Photonen-
Specklefeld bei 770 nm. Das Anregungsspecklefeld bei 770 nm (Mitte) mit dem dazugeho-
rigen effektiven Beleuchtungsmuster durch die 2-Photonen-Detektionsgrenze bei 40 % der
Maximalleistung (rechts). Das dazugehorige 1-Photonen-Anregungsspecklefeld fiir Alexa
Fluor 488 bei 488nm (links). b) Simulation von 3 unterschiedlichen einfachen Uberla-
gerungsvarianten von normierten Specklefeldern bei 770nm (links und Mitte) und dem
dazugehorigen 2-Photonen-effektiven Beleuchtungsmuster bei einem Anregungsgrenzwert
von 40 % der maximalen Leistung. Variante 1: Anregung bei maximaler Leistung der Aus-
gangsspecklefelder, welche der tatsdchlichen maximalen Leistung entspricht. Variante 2:
Anregung bei maximaler Leistung der Ausgangsspecklefelder, welche 50 % der Leistung
zwischen tatséchlicher maximaler Leistung und Grenzwertleistung entspricht. Variante 3:
Anregung bei maximaler Leistung der Ausgangsspecklefelder, welche der Grenzwertleis-
tung entspricht.
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des gegeniiber dem eingestrahlten Specklefeld bei 770 nm dndert (Abbildung 42a). Das so
neu entstandene effektive Beleuchtungsspecklefeld hat eine um rund 33% kleinere mittlere
Specklegrofie als das Ursprungsfeld bei 770 nm. Als Néchstes werden Varianten betrach-
tet, bei denen, wie im Mikroskop-Konzept [21] beschrieben, zwei Specklefelder benétigt
werden. Diese konnen in einem zeitlichen Versatz zueinander oder durch unterschiedliche
Polarisationsrichtungen gleichzeitig auf die Probe treffen. Hierbei werden nun drei unter-
schiedliche Félle nédher ausgefiihrt. Bei Variante 1 werden zwei normierte Specklefelder
addiert und alle Werte grofier 1 auf 1 zuriickgesetzt. In einem néchsten Schritt werden
der oben bestimmte Grenzwert auf 0,4 und alle kleineren Werte auf null gesetzt. Somit
erhalten wir fiir diese Variante das 2-Photonen-Anregungsfeld, welches in Abbildung 42b
dargestellt ist. In dieser Variante hat das neu entstandene effektive Beleuchtungsspeckle-
feld eine um rund 27% kleinere mittlere Specklegrofie als das Ursprungsfeld bei 770 nm. In
einer nichsten Variante (Variante 2) wurde die maximale Leistung der Speckle auf 50 %
zwischen der Grenzleistung und der maximalen Leistung festgelegt und anschliefend ana-
log zu Variante 1 das 2-Photonen-Anregungsfeld erzeugt. In dieser zweiten Variante hat
das neu entstandene effektive Beleuchtungsspecklefeld eine um rund 52% kleinere mittle-
re Specklegrofie als das Ursprungsfeld bei 770nm. In einer letzten Variante (Variante 3)
wurde die maximale Leistung in den Ausgangsspecklefeldern genau auf die Grenzleistung
aus dem Vorversuch gelegt und erneut das 2-Photonen-Anregungsfeld ermittelt. In dieser
dritten Variante hat das neu entstandene effektive Beleuchtungsspecklefeld eine um rund
160% kleinere mittlere Specklegrofie als das Ursprungsfeld bei 770 nm. Dies ist auch in Ab-
bildung 42b im rechten unteren Bild deutlich zu sehen. Diese Variante ldsst auch gegeniiber
einem Beleuchtungsspecklefeld bei 488 nm eine deutlich verkleinerte mittlere Specklegrofie
erkennen. Im Vergleich dazu liegen die mittleren Specklegréflen der anderen beiden Va-
rianten in der GroBenordnung eines Bleuchtungsfeldes bei 488 nm. In allen Varianten ist

jedoch eine deutliche Separation der einzelnen Beleuchtungsmuster zu beobachten.

4.3.2 Simulation zur STED-Mikroskopie

In Abbildung 43 ist eine Simulation fiir das Fluorophor ,,Abberior LIVE 515“ mit zwei auf-
einander folgenden STED-Specklefeldern dargestellt. Die Simulation zeigt eine mdogliche
Variante unter der Verwendung von mehreren STED-Specklefeldern mit geringerer Inten-
sitdt. Hierbei ist schon nach einer einfachen STED-Abregung eine Separierung des Anre-

gungsfeldes zu erkennen, wobei die mittlere Specklegrofie des neu entstandenen effektiven
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Beleuchtungsspecklefeldes nur geringfiigic um rund 3% kleiner ist als im Specklefeld bei
520 nm. Nach einer weiteren STED-Abregung durch ein sich vom ersten STED-Specklefeld
unterscheidendes STED-Specklefeld ist eine noch deutlichere Separierung des Anregungs-
feldes zu beobachten. Durch den zweiten Ausbleichungsschritt konnte die Tendenz der Re-
duzierung der mittleren Specklegrofie des neuen effektiven Beleuchtugnsfeldes gegeniiber
einem Specklefeld bei 520 nm auf eine Verkleinerung von tiber 10% erhoht werden. Diese
Tendenz kann durch weitere STED-Specklefelder, welche das gleiche STED-Specklefeld
oder kleinere Variationen der STED-Specklefelder sein kéonnen, noch erhéht werden. So-
mit stehen viele Moglichkeiten zur Realisierung eines solchen Systems zur Verfiigung. Des
Weiteren kann die Laserintensitét, welche in diesem Beispiel gering war, ohne schadigen-
de Effekte im Gewebe deutlich erh6ht werden. Somit wird der oben beschriebene Effekt

signifikant vergrofert.

Anregungsspecklefeld H Ausgangsspecklefeld Anregungsspecklefeld
nach STED 1 ] nach STED 2

:..' .

Abbildung 43: Simulation einer STED-Abregung mit zwei aufeinander folgenden STED-
Specklefeldern des Fluorophores ,,Abberior LIVE 515“ nach einer Anregung bei 520 nm
und einer STED-Wellenldnge von 600 nm.

4.3.3 Simulation zur RESOLFT-Mikroskopie

In Abbildung 44 ist eine Simulation zum Konzept der Reduktion des effektiven Speck-
lefeldes unter Verwendung von Aktivierungs- und Ausschaltprozessen zu sehen. In dieser

Simulation werden beide Leuchtmittel (Proteine) aus Kapitel 4.2.3 betrachtet. Dies ist
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notwendig, da sich die jeweilige Ausschaltwellenlinge und somit auch die Specklefelder
stark unterscheiden. Des Weiteren wird davon ausgegangen, dass sowohl zur Aktivierung
als auch zur Ausschaltung eine bestimmte Leistung bzw. Intensitét {iberschritten werden
muss, um das Leuchtmittel in den jeweilig anderen Zustand zu iiberfiihren. Dies wird so-
mit als harte Grenze betrachtet. Die Aktivierungs-, Ausschalt- und Ausleseprozesse fiir die
Erzeugung eines effektiven verkleinerten Beleuchtungsspecklefeldes sind in Abbildung 44a
fiir die Wellenléngen von rsEGFP dargestellt, wobei hier, wie bei der Standard RESOLFT-
Mikroskopie, ebenfalls zu berticksichtigen ist, dass die jeweiligen Specklefelder mit einem
zeitlichen Versatz auf die Probe treffen. Die Wellenldnge 405 nm wird zur Aktivierung ver-
wendet und die benotigte Aktivierungsleistung liegt bei 20 % der maximalen Leistung im
Specklefeld. Die Wellenldnge 491 nm wird sowohl zur Deaktivierung als auch zur Ausle-
sung der Struktur verwendet. Hierbei liegt der Grenzwert, der zur Deaktivierung benétigt
wird, ebenfalls bei 20 % der maximalen Leistung im Specklefeld. Abbildung 44b zeigt die
Erzeugung eines effektiven verkleinerten Beleuchtungsspecklefeldes unter Verwendung des
Fluoreszenzproteins Dreiklang, wobei sich hier die Ausschalt- und die Auslesewellenléngen
unterscheiden. In diesem Beispiel wird zur Aktivierung ultraviolettes Licht von 365nm
verwendet und die Aktivierungsgrenze ebenfalls mit 20 % der maximalen Leistung festge-
legt. Fiir die Ausschaltung wird ein Beleuchtungsspecklefeld mit 405 nm erzeugt und auch
hier die Grenze der maximalen Leistung bei 20 % fixiert. Das Auslesen erfolgt mit einem
Beleuchtungsspecklefeld, erzeugt mit einer Wellenlénge von 491 nm. Die obere Reihe zeigt
in beiden Féllen die Ausgangsspecklefelder, die der Beobachter sehen wiirde. In der unteren
Reihe sind die resultierenden Grenzwertspecklefelder dargestellt. Zusétzlich erfolgte eine
Binarisierung der Grenzwertspecklefelder. Die beiden Grenzwertspecklefelder wurden dann
fiir beide Proteine mit dem Auslesespecklefeld iiberlagert, um so das resultierende ,effek-
tive*“ Auslesespecklefeld zu erhalten. Dieses stellt dann das effektive Beleuchtungsfeld dar,
da nur in den jetzt noch vorhandenen Bereichen eine Fluoreszenz detektiert werden kann.
In der Simulation wurden die Detektionsgrenze bzw. das Detektionslimit der verwendeten
CCD nicht berticksichtig und somit die Prozesse vereinfacht. Im Beispiel von rsEGFP kann
gezeigt werden, dass die mittlere Grofle des effektiven Beleuchtungsspecklefeldes 40% klei-
ner ist als die eines Specklefeldes bei 491 nm. Des Weiteren ist die mittlere Specklegrofie
des neuen effektiven Beleuchtungsspecklefeldes rund 30% kleiner als die eines Specklefel-
des bei 405 nm. Im Vergleich dazu kann unter Verwendung von Dreiklang gezeigt werden,
dass die mittlere Specklegréfie des effektiven Beleuchtungsspecklefeldes gegeniiber einem

Specklefeld bei 491 nm um rund 50% verkleinert ist. Betrachtet man hier ebenfalls das
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Abbildung 44: Schematische Darstellung der Erzeugung eines verkleinerten effektiven
Beleuchtungsspecklefeldes a) fiir das photoschaltbare Protein rsEGFP und b) fiir das pho-
toschaltbare Protein Dreiklang unter Verwendung von Aktivierungs- und Ausschaltgrenz-
werten fiir die entsprechende Wellenldnge aus Kapitel 4.2.3. Die obere Reihe zeigt jeweils
die verwendeten Wellenléngen-abhéngigen Specklefelder zum Aktivieren, Ausschalten und
Auslesen. In der unteren Reihe sind binarisierte Masken des Aktivierungsspecklefeldes
(links) und des Ausschaltungsspecklefeldes (Mitte) sowie das resultierende verkleinerte
effektive Auslesungsspecklefeld (rechts) zu sehen.
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Verhéltnis zu einem Specklefeld bei 405 nm, so erhélt man eine um rund 40% verkleinerte

mittlere Specklegrofie des effektiven Beleuchtungsspecklefeldes.

4.4 Diskussion

4.4.1 2-Photonenabsorption-Mikroskopie

Aufbauend auf den gezeigten 2-Photonen-Absorptionsspektren [101] in Abbildung 36 konn-
te eine Detektionsschwelle (Anregungsschwelle) fir Alexa Fluor 488 ermittelt werden.
Durch diese experimentell ermittelten Daten konnten Simulationen zum Konzept der 2-
Photonen-Speckle-Mikroskopie durchgefiihrt werden. In den Experimenten zur Detektions-
schwelle wurde mit einem 2-Photonen-LSM (siehe (Kapitel 4.2.1) und unter Verwendung
von Photomultipliern gearbeitet. Die Schwelle der Signaldetektion bei Fldchendetektoren
wird auf Grund ihrer anderen Detektionsempfindlichkeit abweichen [109]. Trotzdem liefert
dieses Experiment erste Daten zur Realisierung des Multi-Photonen Konzeptes. Zur Er-
mittlung der Detektionsschwelle mussten jedoch einige Vorversuche durchgefiihrt werden.
Hierzu zéhlt zum Beispiel die Ermittlung der optimalen Scanparameter, um Eckparameter
fur die eigentliche Aufnahme zu bestimmen, die Festlegung der Schrittweiten der Laser-
intensitdten und das Finden einer optimalen postsynaptischen Struktur (Homerl). Der in
Abbildung 42b zu beobachtende Abfall bei mehr als 37,5mW ist auf ein Ausbleichen der
Struktur zuriickzufithren. Die Detektionsschwelle bei 40 % der maximalen Leistung ist in
Abbildung 42a im zweiten Bild von links gut zu sehen und liegt bei 15 mW.

Die auf diesen Vorversuch aufbauenden Simulationen zeigen deutlich die im Konzept be-
schriebene Reduktion des effektiven Beleuchtungsfeldes [21]. Betrachtet man in Abbil-
dung 42a die Simulation eines Anregungsfeldes bei 770nm, sieht man im 2-Photonen-
Anregungsfeld (Abbildung 42 rechts) eine deutliche Separierung der einzelnen Anregungs-
spots im Specklefeld. Des Weiteren sind die so erzeugten Anregungsspots deutlich kleiner
als die Speckle im normalen Anregungsfeld bei 770 nm (Abbildung 42 Mitte). Zusétzlich
ist eine Separierung der einzelnen Anregungsspots auch gegeniiber einem Anregungsfeld
bei 488 nm, welches die Standardanregung von Alexa Fluor 488 ist, zu sehen (Abbildung
42 links). Somit konnte gezeigt werden, dass bei einer 2-Photonen-Anregung mit einem
Specklefeld gegeniiber einer normalen Anregung im sichtbaren Spektralbereich eine bes-
sere Separierung der Anregungsbereiche zu sehen ist. Die Spotgréfien im 2-Photonen-

Speckleanregungsfeld liegt in der Groéflenordnung der Specklegréflen eines Specklefeldes
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Abbildung 45: Vereinfachte schematische Darstellung eines moglichen 2-Photonen-
Speckle-Mikroskop Konzeptes mit den wichtigsten optischen Elementen. Der Laser wird
durch einen Polarisationsstrahlteiler (Pol.-Teiler) in zwei Teilstrahlen aufgespaltet. In je-
den Teilstrahl wird durch ein SLM oder einen anderen Specklegenerator ein Interferenz-
muster (Beleuchtungsmuster) erzeugt. Durch einen weiteren Polarisationsstrahlteiler (Pol.-
Teiler) werden beide Strahlen zusammengefithrt und in ein Mikroskop eingekoppelt.

bei 488 nm.

Die Variante 1, bei der die Leistung der Simulation der maximalen Leistung (37,5 mW)
aus dem Vorversuch entspricht, zeigt ebenfalls eine deutlichere Separierung der einzelnen
Anregungsspots im Anregungsfeld (Abbildung 42 Variante 1 rechts). Jedoch existieren zu-
sdtzlich grofle Anregungsspots innerhalb dieses Anregungsfeldes, welche in der Gréfienord-
nung der mittleren Specklegrofle der urspriinglichen Speckle bei 770 nm liegen. Bei Variante
2, bei der die maximale Leistung der Simulation mittig zwischen der in den Vorversuchen
ermittelten Grenzleistung (15 mW) und der maximalen Leistung (37,5 mW) liegt, ist wie
bei Variante 1 auch eine deutliche Separierung der einzelnen Anregungsspots erkennbar
(Abbildung 42 Variante 2 rechts). Des Weiteren ist die Grofle der Anregungsspots im Ver-
gleich zur Gréle im Ausgangsspecklefeld deutlich kleiner geworden. Die Separierung der
Anregungsspots ist ebenfalls signifikanter als bei Variante 1. Es existieren jedoch nur noch
wenige effektive Beleuchtungsmuster in der Objektebene. Somit kann von einer notwendi-
gen Erhohung der fiir den Prozess bendtigten Bilder ausgegangen werden. Die mittleren
Specklegrofien des effektiven Beleuchtungsfeldes sind deutlich kleiner als die der Ausgangs-
felder bei 770 nm und ebenfalls kleiner als die mittlere Specklegrofie einer Anregung mittels
eines Specklefeldes mit 488 nm. Bei Variante 3, bei der die maximale Leistung der Simu-
lation genau der Grenzleistung (15 mW) aus dem Vorversuch entspricht, sind kaum noch
mogliche Anregungsspots zu erkennen. Die erkennbaren Spots sind deutlich kleiner als die

Grofle der Ausgangsspeckle. Aus diesen einfachen Simulationen sollte die Laserleistung des
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2-Photonen-Anregungslasers zwischen 50 % und 100 % der Grenzleistungen, entsprechend
Variante 1 und Variante 2, fiir optimal separierte Specklefelder liegen. Des Weiteren sind
auch Limitierungen bei der Verwendung typischer Specklefelder zu sehen. Es verschwin-
den gerade bei Variante 3 fast alle Anregungsbereiche. Dies ist darin begriindet, dass in
den Grundfeldern selbst nur wenige Bereiche im maximalen Leistungsbereich (37,5 mW)
vorliegen [79], und kann zum Beispiel durch den Einsatz eines spatial light modulators
(SLM) [110] zur Erzeugung von Specklefeldern oder Intensitdtsmustern verbessert werden
[12]. Die Simulationen auch mit einem einzelnen Specklefeld zeigen aber deutlich ver-
besserte Figenschaften. In Abbildung 45 ist ein sehr vereinfachter schematischer Aufbau
eines moglichen 2-Photonen-Speckle-Mikroskops zu sehen. Hierbei sind nur die wichtigs-
ten optischen Elemente dargestellt. Der Laserstrahl wird durch einen Polarisationsteiler im
Verhéltnis 50:50 in 2 Strahlen aufgeteilt. Jeder einzelne Arm erhélt einen separaten SLM
bzw. Specklegenerator zur Erzeugung der unabhingigen Interferenzmuster. Diese Interfe-
renzmuster werden iiber einen weiteren Polarisationsteiler zusammengefiihrt und in den
Mikroskopkérper eingekoppelt. Dort wird die Probe mit den zwei Beleuchtungsmustern

angeregt.

4.4.2 STED-Mikroskopie

Ein weiteres Konzept zur Reduzierung der effektiven Beleuchtungsstrukturen [21] ist die
Verwendung mehrerer Specklefelder als STED-Specklefeld. Je nachdem, ob man hierfiir
dieselben oder unterschiedliche Specklefelder benutzt, kénnen unterschiedliche Bereiche
der Probe ausgeblichen werden. Des Weiteren kann somit auch die Intensitét/Leistung
des einzelnen Specklefeldes reduziert werden, da der gesamte Ausbleicheffekt auf mehrere
Specklefelder aufgeteilt wird. Dazu miissen die Specklefelder zeitlich kurz nacheinander
auf die Probe treffen. Dieses Prinzip kann dazu genutzt werden, die effektive Beleuch-
tungsfliche eines Specklefeldes deutlich zu reduzieren. Dies wird durch die Simulation
in Abbildung 43 gezeigt. Zusétzlich zeigt die durchgefiihrte Simulation, dass es mdoglich
ist, mit mehreren intensitdtsschwachen Specklefeldern einen Effekt bei der Reduktion der
effektiven Beleuchtungsfliche zu erzielen. Ein méglicher Aufbau eines STED-Speckle Sys-
tems mit nur einem STED-Laser und einem Anregungslaser ist in Abbildung 46 darge-
stellt. In dieser Variante wird der STED-Laser durch eine geschickte Kombination von
Strahlteilerplatten und Spiegeln in 4 Teilstrahlen aufgeteilt [111]. Hierbei muss jedoch be-

achtet werden, dass je nach gewiinschter Anzahl von Teilstrahlen die Strahlteilerplatte so



4 Flédchenreduktion von effektiven Beleuchtungsmustern im Konzeptsystem 101

angepasst werden muss, dass am Ende jeder Teilstrahl dieselbe Leistung besitzt. Jeder
einzelne Teilstrahl lduft durch einen eigenen SLM zur Speckleerzeugung. Somit kdnnen
verschiedene Varianten an Musterkombinationen realisiert werden. Zusétzlich sind in drei
von vier Strahlwegen optische Bauteile fiir eine Variation der optischen Wegldnge vorge-
sehen. So konnen die zeitlichen Absténde At der einzelnen Teilstrahlen nach der Strahl-
vereinigung exakt eingestellt werden, um stérende Effekte, wie Interferenz der einzelnen
Teilstrahlen, auszuschliefen [78]. Die Strahlzusammenfithrung wird wieder iiber Strahltei-
lerplatten realisiert. Fiir die Bestimmung der Teilerverhéltnisse und der Ausgangsleistung
des Lasers miissen die Verluste aller optischen Bauteile einbezogen werden. Daraus er-
gibt sich fiir die Realisierung der STED-Speckle-Mikroskopie auch die Notwendigkeit der
Untersuchung vieler grundlegender Parameter, wie die Anzahl der STED-Specklefelder
fiir eine optimale Reduzierung oder aber auch die Frage, ob die STED-Specklefelder eher
unterschiedlicher Natur oder gleicher Natur sein sollten. Des Weiteren spielt die zeitliche
Komponente der Uberlagerung von STED-Specklefeldern auf der Probe eine entscheiden-
de Rolle. Die optischen Verluste gerade bei der Separierung oder Zusammenfithrung der
STED-Specklefelder sind entscheidend und miissen optimiert werden, da diese zum Schluss

auch die Anzahl der STED-Specklefelder limitieren [112]. Auflerdem wird fiir die Erzeu-

Laser Modul

Laser Modul

Abbildung 46: Schematische Darstellung einer Realisierungsmoglichkeit eines STED-
Speckle Systems mit einem STED-Laser (rot; 600 nm) und einem Anregungslaser (griin;
520nm). Der STED-Laser wird durch ein Strahlteilersystem bestehend aus Spiegeln und
Strahlteilern in 4 separate STED-Felder aufgeteilt. Jedes STED-Feld besitzt einen eigenen
SLM bzw. Specklegenerator, um dieselben oder unterschiedliche Specklefelder zu generie-
ren. Des Weiteren ist jeder STED-Strahlengang mit einer Verzogerungseinheit ausgestat-
tet. Der Anregungslaser besitzt ebenfalls im Strahlengang ein SLM bzw. ein Specklege-
nerator. Die STED-Specklefelder werden iiber Strahlteiler zusammengefiihrt. Sowohl die
STED-Specklefelder als auch das Anregungsfeld wird in das Mikroskop eingekoppelt.
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gung der STED-Specklefelder ein Hochleistungs-Laser bendtigt, da bei einer grolen Anzahl
an STED-Specklefeldern mit Verlusten, wie sie oben beschrieben sind, gerechnet werden
muss. Dieser Laser muss durchstimmbar sein und ein breites Frequenzspektrum abdecken.
Deshalb wird fiir die Entwicklung eines solchen hochstauflésenden Mikroskopie-Systems
eine neue Entwicklung im Bereich der Lasertechnik bendtigt und kann nur durch eine Ko-
operation realisiert werden. Jedoch besitzt die Speckle-STED Mikroskopie gegeniiber der
normalen STED-Mikroskopie [5] einen grofien zeitlichen Vorteil, da es sich bei der Nutzung
von Speckle-Feldern um ein Weitfeld-Verfahren handelt und damit grofle Bildausschnitte

schneller aufgenommen werden kénnen.

4.4.3 RESOLFT-Mikroskopie

Beide in Kapitel 4.3.3 dargestellten Simulationen fiir die zwei betrachteten photoschalt-
baren Proteine zeigen eine deutliche Separierung der Auslesestrukturen in den effektiven
Auslesespecklefeldern (siehe Abbildung 44a und b unten rechts) gegeniiber den norma-
len Auslesespecklefeldern (siehe Abbildung 44a und b oben rechts). Auch die mittlere
Strukturgrofle der durch die Schaltprozesse erzeugten Auslesestrukturen ist gegentiber der
mittleren Specklegréfie der normalen Auslesespecklefelder, wie in der rechten Spalte zu
sehen ist, deutlich reduziert. Somit kann tiber den Weg der RESOLFT-Mikroskopie [15]
mit photoschaltbaren Prozessen das Konzept aus dem von mir mitentwickelten Patent [21]
realisiert und die effektiven Beleuchtungsmuster reduziert werden. Neben der Verwendung
von photoschaltbaren Proteinen aus der RESOLFT-Mikroskopie besteht auch die Még-
lichkeit der Verwendung von photokonvertierbaren Proteinen aus der PALM-Mikroskopie
[113] im dargestellten Patentsystem. Hierfiir kann zum Beispiel mEOS herangezogen wer-
den [105, 114]. Mogliche Aufbau-Varianten sind schematisch in Abbildung 47 zu sehen. In
beiden Varianten a) und b) miissen die verwendeten Pulse der Laser im richtigen zeitlichen
Abstand zueinander die Probe beleuchten, um den beschriebenen Effekt durch Photoschal-
tung zu ermoglichen. Die Vor- und Nachteile des jeweiligen Aufbaus sind aus technischer
Sicht in Folgendem zu sehen. Die Variante, welche drei Lasersysteme (Abbildung 47b)
nutzt, ist raumgreifender, um alle Laser optimal zueinander zu justieren. Sie ist aber
beziiglich Handhabung und allgemeiner Justierung des Strahlenganges einfacher als die
Variante in Abbildung 47a mit zwei Lasersystemen. Bei dieser zuletzt erwdhnten Variante
ist die Justage des Ausschalt- und Ausleselasers kompliziert. Beide Varianten haben die

Limitierung, dass sie nur fiir ein spezielles photoschaltbares Leuchtmittel ausgelegt sind.
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a) Photoschaltung mit 2 Wellenlangen

1- Aktivierungsstruktur
2- Ausschaltungsstruktur
3- Auslesungsstruktur

Laser Modul

b) Photoschaltung mit 3 Wellenlangen

1- Aktivierungsstruktur
2- Ausschaltungsstruktur
3- Auslesungsstruktur

Abbildung 47: Schematischer Aufbau fiir eine Nutzung photoschaltbarer Leuchtmittel
bei denen a) die Auslese- und Ausschaltwellenlénge (blau) identisch und b) die Auslese-
(blau) und Ausschaltwellenlédnge (dunkelviolett) unterschiedlich fiir die Reduzierung der
effektiven Beleuchtungsstruktur ist. Im Fall von identischer Ausschalt- und Auslesewel-
lenlédnge, gezeigt in a) wird der Laser iiber einen Strahlteiler in zwei Strahlen aufgeteilt.
Jeder erzeugte Laserstrahl besitzt einen eigenen SLM bzw. Specklegenerator. Zusétzlich
werden in den Strahlgingen der Ausschalt- und Auslesewellenléngen Verzogerungseinhei-
ten eingebaut. Dies dient zum Erzeugen des Zeitversatzes der Laser auf der Probe. Alle
Laserstrahlen werden dann ins Mikroskop eingekoppelt.

Das bedeutet, dass fiir ein weiteres Leuchtmittel weitere Laserstrahlginge mit entspre-
chenden Lasern, die andere Wellenldngen emittieren, benétigt werden. Eine Alternative
eroffnet sich bei Nutzung anderer Lasersysteme, wie z.B. Supercontinuums Laser [115]

oder OPO Systeme [116], die aber kompliziertere Aufbauten notwendig machen.
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5 Multi-Elektroden-Arrays fiir die hochstauflosende Mikroskopie

5.1 Einleitung

Die schnelle Entwicklung der Neurowissenschaften in den letzten Jahrzehnten erméglicht
ein immer besseres Verstdndnis der neuronalen Informationsprozesse und damit ein immer
tieferes Verstandnis von gesunden Reaktionsketten und pathophysiologischen Verdnderun-
gen bei Erkrankungen des zentralen Nervensystems. Bei neuropathologischen Verdnderun-
gen denkt man zuerst an degenerative Erkrankungen, aber auch Einfliisse z.B. durch eine
verdnderte synaptische Transmission bei Fehlregulation des Immunsystems oder durch
andere Krankheitsbilder, wie in neuester Zeit die Corona Symptomatik zeigt, spielen bei
neuronalen Prozessen eine wichtige Rolle. Hierbei kann nicht nur die Krankheit selbst im
Bild und in der Signalgebung untersucht werden, sondern auch die Wirkung von spezifi-

schen Arzneimitteln auf diese Prozesse.

Fiir Untersuchungen neuroimmunologischer Erkrankungen des zentralen Nervensystems
werden neben elektrophysiologischen Methoden (Patch Clamp) auch optische bis hin zu
héchstauflosenden lichtmikroskopischen Verfahren angewandt, die in den letzten Jahren
stetig an Bedeutung gewonnen haben [8]. Mittels hochstauflosender mikroskopischer Ver-
fahren ist es nun moglich, die laterale Auflésungsgrenze der Mikroskope von etwa 250
nm bis auf weniger als 20 nm zu reduzieren und somit Strukturverinderungen bis in den
synaptischen Bereich zu beobachten. Um diese Auflésungen zu erreichen, wurden unter-
schiedliche Verfahren entwickelt, welche mit verschiedenen Beleuchtungsarten bzw. Wirk-
prinzipien arbeiten. Die Verfahren STED [5], RESOLFT [15] und SIM [6] arbeiten mit
bekannten Beleuchtungsmustern, welche jedoch experimentell sehr aufwendig zu erzeugen
sind. Dagegen nutzen die lokalisationsbasierten Verfahren wie PALM [99], STORM und
dSTORM [51] das nichtlineare (statistische) Antwortverhalten von Fluorophoren aus und
koénnen die bisher geringste Auflésung im Bereich von 10 bis 20 nm erreichen. All diese Ver-
fahren konnen fiir verschiedene Fragestellungen, bei denen morphologische Verdnderungen
durch verschiedene Krankheitsbilder ersichtlich sind, im Bereich der Neurowissenschaften
eingesetzt werden. Somit stellen die héchstauflésenden Mikroskopie-Verfahren eine wich-
tige ergdnzende Untersuchungsmethode zu den bereits vorhandenen Verfahren dar, um so

Krankheitsbilder besser verstehen zu konnen.
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Fiir die Betrachtung von zeitlichen Reizleitungsprozessen findet man, wie schon erwahnt,
spezielle Techniken in der Elektrophysiologie. Mit Hilfe dieser Methoden kénnen sowohl
Anderungen in den Zellaktivitdten als auch in den Zellpopulationen registriert und Mecha-
nismen der zelluldren Signalverarbeitung und -weiterleitung zur Diagnostik von Krankhei-
ten herangezogen werden [37, 38]. Grundlage sind Potential- bzw. Strommessungen nach
elektrischer Reizgebung, wobei die Gréfle und Art der Potentiale zellspezifisch sind. Die
Entwicklung der Elektrophysiologie, allgemein zur Untersuchung von Reizleitungsmecha-
nismen iiber Ionenkanile, in den Neurowissenschaften und der Herzphysiologie, begann
schon Mitte des 20. Jahrhunderts und wird getrieben durch immer héhere rdumliche Auf-
16sung, einem sensitiven Nachweis und der Miniaturisierung. Zwei einfache Techniken sind
manuelle und automatisierte Patch-Clamping (Voltage- oder Current-Clamp) oder Zwei-
Elektroden-Voltage-Clamp Messplétze. Hierbei wird mit einer Mikropipette aus Glas, die
einen Draht enthélt, der in eine Elektrolyt-Losung eintaucht, ein Patch (Ausschnitt) aus
einer Membran der Zelle weggezogen und gedffnet. Bei Vorhandensein von Ionenkanélen
kann ein Strom gemessen werden. Eine Aufrechterhaltung unterschiedlicher Ionenkonzen-
trationen in- und auflerhalb der Zelle geschieht iiber Ionenkanéle und -transporter in der
Zellmembran und das sogenannte Aktionspotential entsteht durch einen sensorisch oder
elektrisch stimulierten Reiz. Die Clamp-Techniken ermoglichen Einblicke in das Verhal-
ten der Tonenkanéle in Krankheitsstadien und das Wirken von Analyten. Sie kbnnen aber
keine komplexe Netzwerkanalyse realisieren [39]. Die Betrachtung von Einzelzellen, die
durch die Nutzung der Patch-Clamp-Technik ermdéglicht wird, reicht ebenfalls nicht aus,
um die Kommunikation von Neuronen zu verstehen und zu untersuchen. Hieraus leiten
sich Vorteile der Entwicklung von sogenannten Multielektroden-Arrays (MEAs) ab, die
die Untersuchung von neuronalen, aktivititsabhingigen Anderungen der GroéBe, Konnek-
tivitdt oder Aktivierungsmuster von neuronalen Netzen und die Stérke von synaptischen

Ubertragungswegen erlauben [40, 41, 42].

MEASs konnen:

e die rdumlichen Eigenschaften der Plastizitdt und Konnektivitdt in verschiedenen

Schichten innerhalb eines einzigen Schnittes aufzeigen,

e cine wesentlich langere Aufzeichnungsdauer als herkommliche elektrophysiologische

Techniken ermoglichen,
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e den Einfluss von Stoérungen in den Signalleitungsmechanismen iiber einen grofien

Bereich abbilden und nicht nur in Einzelzellen (Netzwerkanalyse),
e Verdnderungen der Signalleitung auch unter pathologischen Bedingungen aufzeigen,
e an verschiedenen Orten ohne Neusetzen von Elektroden stimulieren,
e an verschiedenen Orten Signale auslesen,

e non-invasive Messungen wahrend der Kultivierungs- und Wachstumsphase ermogli-

chen.

Anwendung finden MEAs z.B. in der Verfolgung der Entwicklung oder der Differenzierung
von Stammzellen, der Entwicklung von Krankheitsmodellen unter Verwendung von Hirn-
schnitten, Geweben oder Zellkulturen (z.B. in der Neurologie oder Kardiologie) und zur
Beurteilung pharmakologischer Manipulationen fiir das Arzneimittel- oder phanotypische
Screening oder von toxikologischen Tests. Die Entwicklung dieser Multi-Elektroden-Arrays
war ein grofler Fortschritt gerade hinsichtlich der Untersuchung von Neuronen in Hirn-
schnitten als komplexe Struktur und wurde von C.A. Thomas [117] schon 1972 eingefiihrt.

Besondere Herausforderungen an die Entwicklung von MEAs sind:
e cine hohe rdumliche Auflésung,
e Robustheit und
e eine sensitive Messwertaufnahme von kleinsten Potentialsignalen.

Somit ist die standige Weiterentwicklung der MEA-Technologie getrieben von dem Wunsch
nach erhohter rdumlicher Auflésung bei der Abtastung der Aktivitdtsmuster sowie verbes-
serten Moglichkeiten zur Analyse und Reduktion der enormen Datenmengen, die bei den

Experimenten im Labor anfallen.

MEAs sind ganz allgemein Chips unterschiedlicher Grofle, Form, Material und Design,
die in der Regel zusétzlich zu Mess- auch Anregungselektroden besitzen. Verschiedene Ar-
ten von Arrays kénnen fiir eine Vielzahl von in-vitro- und in-vivo-Anwendungen genutzt
werden [38, 41]. Gemeinsam ist ihnen eine parallelisierte, korrelierte, tiber einen ldngeren

Zeitraum wiederholte Zellsignalmessung.
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Kommerziell angebotene MEAs bestehen in der Regel aus Titannitrid/Gold-Elektroden,
Ti/ITO-Tracks, TiN/ ITO Pads mit elektrisch isolierender SiOz- oder SiN-Oberfléche zur
Zellaufnahme. Diese Oberflichen missen zur Haftung von biologischen Objekten durch
den Anwender funktionalisiert werden. Eine solche Funktionalisierung kann iiber eine ein-
malige Silanisierung, einen toxischen Prozess, oder durch andere biologische Substanzen
wie Poly-L-Lysine, Gelatine, Collagengele u.a. zur adhésiven Oberflichenmodifikation er-
folgen. Gerade bei anspruchsvollen Zelllinien in Grundlagenexperimenten und speziell bei
Primérzellen ist eine Oberflichenbeschichtung fiir die Aufnahme der Zellkultur hilfreich
oder unabdingbar. Die von mir in [43] publizierten Ergebnisse eréffnen erste Ansétze einer
erfolgversprechenden elektrisch isolierenden MEA Oberflichenbeschichtung bei gleichzei-
tiger Funktionalisierung. Diese wird eine zuséatzliche chemische Behandlung nicht mehr

notwendig machen.

Wie schon beschrieben, werden verschiedenste Techniken im Bereich der neurowissen-
schaftlichen Forschung eingesetzt, um Krankheitsbilder besser verstehen zu kénnen. Je-
doch kénnen diese Techniken alle nur separat angewendet werden. Die von mir entwickel-
te und verfolgte Idee, eine Kombination aus funktionellen (elektrophysiologischen) und
morphologischen Messungen im Bereich der hochstauflésenden Mikroskopie in der neu-
rowissenschaftlichen Forschung, stellt somit einen wichtigen Schritt dar. Hierbei kénnen
hochstauflosende Mikroskope mit Mikromanipulatoren fiir Einzelzellmessungen oder aber
mit Multi-Elektroden-Arrays (MEA) fiir die Netzwerkanalyse kombiniert werden. In Ab-
bildung 48a ist ein MEA-Chip mit 21 Elektroden und eine mégliche Halterung fiir Mikro-
manipulatoren fir diese Applikation abgebildet. Entscheidend fiir eine solche Kombination
ist die Lebendzellfihigkeit des hochstauflosenden Systems. Weiterhin ist die Moglichkeit
von Aufnahmen in tieferen Gewebeschichten von Interesse, da zur Beantwortung komple-
xerer Fragestellungen in-vivo oder ex-vivo Experimente benttigt werden. Somit stellt ein
Konzeptsystem aus Kapitel 4 eine mogliche Variante fiir eine solche Kombination dar. Fir
diese Kombination, welche auf einer von mir entwickelten Idee basiert, wurden in Koopera-
tion mit dem Leibniz-IPHT, der FSU Jena und der EAH Jena erste Entwicklungsschritte
durchgefiihrt. Hierfiir habe ich in ersten Uberlegungen eine geeignete Materialwahl aus
unterschiedlichen Materialkandidaten getroffen. Erste Testversuche fiir Schichtkombina-
tionen und Herstellungsparameter wurden an Beschichtungsanlagen der EAH Jena von
mir in Eigenregie realisiert. Die spéteren Strukturierungen und Beschichtungen in grofier

Stiickzahl sowie die Materialcharakterisierung wurden in direkter Absprache mit mir durch
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Mitarbeiter des Leibniz-IPHT vorgenommen. Die Versuche am Mikroskop sowie die Un-
tersuchungen beziiglich der Oberflicheneigenschaften der Schichten und Schichtsysteme
wurden von mir am Universitdtsklinikum durchgefithrt. Die Charakterisierung der elektri-
schen Eigenschaften der Chips erfolgte durch Mitarbeiter der FSU Jena (/FK) in direkter
Zusammenarbeit mit mir. Da in der héchstauflésenden Mikroskopie aufgrund der obliga-
ten Verwendung von Ol-Immersion-Objektiv mit inversen Mikroskopen gearbeitet werden
muss, sind spezielle Anforderungen an die MEAs zu stellen. Das Prinzip der Kombination

ist in Abbildung 48b zu sehen. Eine notwendige Anforderung ist die hohe optische Transpa-

a) Multi-Elektroden-Array Mikromanipulatoren

20 pm

Au PIN o - Au PIN
biological object hydrophobic/lipophilic MgF, surface

contact pad electrode contact pa\j
ITO tracks o Mg,f; R ' ) ITO tracks '

ultra thin glass substrate

11Tl i

optical excitation/detection

Abbildung 48: a) (links) Mikroskop Bild eines 21-Elektroden Multi-Elektroden-Arrays
mit Zoom (obere Ecke rechts) auf eine Elektrode. (rechts) Foto eines Haltesystems fiir
Mikromanipulatoren mit zwei Mikromanipulatoren der Firma Kleindiek. Aufnahme einer
gepatchten Zelle unter Verwendung des Haltesystems und der Mikromanipulatoren im
Elyra P.1 System der Firma Zeiss. b) Schematische Darstellung des Schichtaufbaus eines
MEAs fiir die Kombination mit einem inversen Mikroskop [43]. Zu sehen ist das Glassub-
strat in Blau, die leitfdhigen Tracks und Elektroden in Orange sowie die Isolierschicht,
welche im zu entwickelnden System auch eine Hafteigenschaft (hydrophob und lipophil)
aufweisen soll, in Griin. Der Kontakt zum Messsystem wird {iber Gold PINs realisiert
(gelbe Spitzen). Die biologische Probe (blau gemustert) befindet sich auf der Oberfléche.
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renz der elektrisch isolierenden Oberflichenmaterialien sowie der elektrischen Leiterbahn-
materialien. Diesbeziiglich fiel fiir erste Untersuchungen die Wahl auf Indium-Zinn-Oxid
(engl.: indium tin oxide - ITO) fiir das elektrische Leiterbahn-, Kontakt- und Pad-Material

und auf Magnesiumfluorid (MgF,) fiir das funktionale Isolationsmaterial.

Eine solche Kombination kénnte zum Beispiel der zeitgleichen Untersuchung und der Kor-
relation von morphologischen und physiologischen Prozessen in demselben Probenmaterial
dienen. Hochstauflosende mikroskopische Techniken kénnen dabei synaptische Rezepto-
rausstattungen und deren Verdnderung untersuchen, wihrend MEA-generierte Feldpoten-
ziale die Netzwerkaktivitit darstellen. Dies ermoglicht Riickschliisse von Anderungen in
einzelnen Synapsen auf das Netzwerk. Dies ist besonders in Hirnschnitten nach Induktion

von LTP oder Priainkubation von Patientenmaterial von groflem Interesse.

5.2 Methoden

5.2.1 Verwendete Beschichtungsverfahren

Das Ziel eines Materialabscheidungsprozesses ist das Aufbringen von Atomen oder Mo-
lekiilen auf eine Festkorperoberfliche. Physikalische Gasphasenabscheideverfahren (PVD;
engl. physical vapour deposition) kann man in drei Teilprozesse unterteilen: die Erzeu-
gung von Partikeln aus dem Targetmaterial und deren Uberfiihrung in die Gasphase, den
Transport in der Gasphase zum Substrat und schliefllich die Anlagerung und Schichtbil-
dung auf einem Substrat. Die Bindungsstéirke zwischen dem Adatom und dem Substrat
wird durch eine Vielzahl von Parametern beeinflusst, wobei Adatom die Bezeichnung fiir
ein fremdes Atom ist, welches nicht an der Substratoberflache reflektiert wurde. Diese Pa-
rameter sind zum Beispiel Energie des Adatoms, Partialdruck, Substrattemperatur usw.
Es bilden sich bei der Anlagerung auf der Substratoberfliche unterschiedliche Wachstums-
modi aus, da sich die Fremdatome durch Oberflichendiffusionsprozesse auf der Oberfliache
bewegen kénnen. Das Schichtwachstum kann man grundsétzlich in drei unterschiedliche

Grenzflaichenmechanismen unterteilen [118, 119, 120].

e Frank-van der Merwe-Wachstum
Die neue Schicht wiachst Monolage fiir Monolage auf dem Substrat auf. Diese Wachs-

tumsform wird oft als Lagenwachstum bezeichnet und tritt auf, wenn die Wechsel-
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wirkung zwischen dem Adatom und dem Substrat gréfler ist als diejenige zwischen

Adatomen untereinander.

e Volmer-Weber-Wachstum
Beim Volmer-Weber-Wachstum entsteht beim Abscheiden keine Flache, sondern klei-
ne Inseln, weshalb dieses Wachstum auch als Inselwachstum bekannt ist. Bei weiterer
Schichtabscheidung wachsen die Inseln soweit, dass sie sich beriihren und somit eine
zusammenhédngende Schicht bilden. Dieses Wachstum tritt auf, wenn die Wechsel-
wirkung der Targetatome untereinander grofler ist als die Wechselwirkung zwischen

Targetatom und Substrat.

e Stranski-Krastanov-Wachstum
Wird eine Kombination aus beiden vorher genannten Wachstumsarten beobachtet,
spricht man vom Stranski-Krastanov-Wachstum. Hierbei wachsen die ersten Mono-
lagen in Form eines Frank-van der Merwe-Wachstums auf. Die weiteren Schichtlagen

bilden auf den ersten Monolagen kleine Inseln nach dem Prinzip des Volmer-Weber-

Wachstums.

w & . S— 8

(a) Frank-van der Merwe (b) Volmer-Weber (c) Stranski-Krastanov

Abbildung 49: Schematische Darstellung der moglichen Wachstumsarten fiir diinne
Schichten. a) Frank-van der Merwe-Schichtwachstum zeigt ein monolagiges Wachstum der
Schicht. Es tritt auf, wenn die Wechselwirkung zwischen Adatomen und Substrat grofier
ist als zwischen den Adatomen. b) Volmer-Weber-Schichtwachstum zeigt ein Inselwachs-
tum auf dem Substrat. Inseln wachsen beim Beschichtungsprozess weiter und bilden im
Verlauf der Beschichtung eine zusammenhéngende Flache. Es tritt auf, wenn die Wech-
selwirkung zwischen den Adatomen grofier als zwischen den Adatomen und Substrat ist.
c¢) Stranski-Krastanov-Schichtwachstum zeigt eine Kombination aus Frank-van der Merwe
und Volmer-Weber-Schichtwachstum [118, 119, 120].

Fir die Schichtherstellung der MEA-Chips wurden zwei Beschichtungsverfahren aus dem
Bereich der physikalischen Gasphasenabscheidung (PVD; engl. physical vapour depositi-
on) verwendet [121]. Das Verfahren des Elektronenstrahlverdampfens (EBE, engl. Electron
Beam Evaporation) wurde fir die Herstellung der MgF,-Schichten eingesetzt, welches ein

thermisches Beschichtungsverfahren fiir Feststoffe [122] ist. Das Beschichtungsmaterial
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(MgF,) wird in einem Tiegel (Schiffchen) im Rezipienten platziert und das Substratmate-
rial (Glassubstrat) gegeniiber auf dem heizbaren Substrathalter befestigt. Die Evakuierung
des Rezipienten erfolgt durch eine Vorvakuumpumpe und bei Erreichen eines Druckes von
< 1-107! Torr durch eine Turbomolekularpumpe auf einen Druck von 1 - 1076 Torr. Das
Aufheizen des Beschichtungsmaterials im Tiegel geschieht nicht tiber das Heizen des Tie-
gels, wie bei anderen thermischen Verfahren, sondern durch einen Elektronenstrahl. Damit
erreicht man mit dem EBE-Verfahren im Gegensatz zu anderen thermischen Beschich-
tungsverfahren hohe Teilchenenergiedichten und kann hohe Verdampfungsraten erzeugen.
Der Elektronenstrahl wird in das Verdampfungsmaterial gelenkt und heizt das Beschich-
tungsmaterial auf. Das Beschichtungsmaterial wird aufgeschmolzen und danach in die
Gasphase tberfithrt. Das Materialgas breitet sich gerichtet im Raum aus und konden-
siert auf dem Substrat. Die Abscheiderate bzw. die Schichtdicke kann direkt durch einen
Schwingquarz gemessen werden. Hierbei misst man die Anderung der Schwingungsfrequenz
des kalibrierten Quarzes. Die Schwingungsfrequenz des Quarzes dndert sich entsprechend
der Dicke der aufgebrachten Schicht aus der Gasphase des Beschichtungsmaterials. In Ab-
bildung 50a ist ein schematischer Aufbau einer EBE-Anlage zu sehen. Fiir die Herstellung
der ITO-Schichten wurde die Kathodenzerstaubung (engl. Sputtern) eingesetzt [123]. Die
genutzte Anlage besteht aus einem Rezipienten, in welchem sich der Probenhalter und
die Sputterquellen mit dem entsprechenden Target (ITO) sowie die zugehorigen Shutter
befinden. Nach dem Einbau der Proben wird der Rezipient durch eine Vorvakuumpumpe
und bei Erreichen eines Druckes von < 1-10~!mbar durch eine Turbomolekularpumpe
auf einen Druck von 1-107° mbar abgepumpt. Nach Erreichen dieses Enddruckes wird der
Rezipient mit Argon als Prozessgas bis zu einem Arbeitsdruck von 5 - 1073 mbar geflutet.
Da es sich beim ITO um ein leitfihiges Targetmaterial handelt, wurde das DC-Magnetron-
Sputtern als Verfahren angewendet. Dieses Verfahren zeichnet sich durch den Beschuss des
Targetmaterials mit Ionen eines Inertgases aus. Dazu wird eine Gleichspannung mit dem
Target als Kathode verwendet. Das Ziinden des Plasmas wird durch eine hohe Spannung
initiiert. Die weitere Ionisierung des Gases ist ein selbsttragender Prozess. Das angelegte
elektrische Feld beschleunigt die positiv geladenen Gasionen, welche dann auf das Target
treffen. Durch den Impulsiibertrag und im Target dadurch ausgeloste Stoflkaskaden kénnen
nun Teilchen aus dem Target herausgeschlagen werden, welche auf der gegeniiberliegenden
Probe kondensieren. Die Ionisierungswahrscheinlichkeit wird in der verwendeten Anlage
weiter gesteigert, indem die Elektronenbahn durch ein von aufien angelegtes Magnetfeld

gekrimmt wird. Das Prinzip wird als Magnetron-Sputtern bezeichnet. Durch den verlén-
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Abbildung 50: a) Schematischer Aufbau einer EBE-Anlage fiir die Diinnschichtherstel-
lung. Im Rezipienten ist das Schiffchen mit dem Beschichtungsmaterial, der Shutter, wel-
cher das Substrat und das Schiffchen rdumlich trennt, sowie der Elektronenstrahl (rot),
welcher durch ein B-Feld in das Schiffchen gelenkt wird, zu sehen. b) Schematischer Auf-
bau einer DC-Sputteranlage fiir die Diinnschichtherstellung. Im Rezipienten ist das Target
und der Substrathalter mit dem Substrat, welche mit einer Spannungsquelle verbunden
sind und als Kathode und Anode dienen, zu sehen. Weiterhin ist der Shutter, welcher das
Target und das Substrat rdumlich trennt, sowie die Plasmakeule, welche sich vom Target
zum Substrat ausbreitet, dargestellt.

gerten Weg der Elektronen steigt die Stofiwahrscheinlichkeit mit den Argon-Atomen. Somit
wird die Ionisierungswahrscheinlichkeit erh6ht, da mehr Argon-lonen erzeugt werden. Da
nun mehr Ionen vorhanden sind, um in Wechselwirkung mit dem Targetmaterial zu treten,
wird mehr Targetmaterial herausgeschlagen und so die Sputterrate deutlich gesteigert. Der

schematische Aufbau einer DC-Sputteranlage ist in Abbildung 50b dargestellt.

5.2.2 Verwendetet Strukturierungsverfahren

Zur Herstellung der MgF,-Strukturen und der ITO Leiterbahnen fiir die MEAs wurde
ein Maskenverfahren verwendet. In einem solchen photolithografischen Strukturierungs-
prozess kann man auf Positiv- oder Negativresiste zuriickgreifen, die iber eine Masken-
struktur belichtet werden. Verwendet man einen Negativresist, vernetzen die belichteten
Bereiche und héarten aus (siche Abbildung 51). Im Falle der MEA-Herstellung erfolgte
die ITO-Strukturierung mit einem Positivprozess und die MgFy-Strukturierung mit ei-

nem Negativprozess. Fiir die komplexere Negativstrukturierung sind die grundlegenden
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Abbildung 51: Beispielprozess: Herstellungsschritte einer Lackstruktur mittels Fotoli-
thografie (Negativprozess) fiir eine nachfolgende Lift-off Strukturierung.

Verfahrensabldufe fiir die Herstellung einer Lift-off Struktur in Abbildung 51 schema-
tisch dargestellt und konnen in [124] nachgelesen werden. Alle Prozessabléufe finden unter
Reinraumbedingungen statt, um jegliche Kontamination mit Staubpartikeln moéglichst zu
vermeiden. Zuerst wird das Substrat mit Aceton und Isopropanol gereinigt und fiir 120
Sekunden bei 100°C ausgeheizt, um alle Wasserreste von der Oberfliche zu entfernen
und so eine gute Haftung des Fotolackes auf der Substratoberfliche zu erméglichen. Da-
nach wird der Fotolack AZ® 5214E der Firma MicroChemicals mit Hilfe einer Pipette
auf die ausgeheizte Probe gegeben. Durch die anschlieBende Nutzung eines Spin Coaters
mit 4840 Umdrehungen pro Minute wird die Dicke des Lacks auf etwa 1,4 pym verringert.
Dieser Lack ermoglicht bei der verwendeten Lackdicke und der weiteren Prozessierung
relativ problemlos eine spétere Lift-off Strukturierung von Schichten bis zu einer Schicht-
dicke von ca. 400 nm. Hierbei wird das Substrat mittels Unterdruck auf dem Drehteller
fixiert. Der nachfolgende Backschritt bei 100 °C iiber eine Zeit von 600 Sekunden trock-
net den Lack. Die fertig belackte Probe wird nun mit UV-Licht belichtet. Dabei gibt die
Chrom-Maske zwischen Lampe und Probe die spéatere Struktur vor. Da dieser Prozess in
Kontaktbelichtung (Probe und Maske in direktem Kontakt) durchgefiithrt wird, kommt es
zu einem 1:1 Ubertrag der Maskenstruktur auf die Probe. Nach einer Belichtungszeit von
10 Sekunden muss die Probe erneut bei 100 °C fiir 900 Sekunden ausgeheizt werden. Dies
ist notig, da bei der vorhandenen Chrom-Maske der Negativprozess genutzt wird. Beim
Umkehrprozess wird die Probe erneut geheizt, damit sich die vorher belichteten Fotolack-
stellen stark vernetzen und so beim Entwickeln nicht gelost werden. Nach Beendigung

des Umkehrbackschrittes wird die Probe erneut fiir 99 Sekunden belichtet. Dies geschieht
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in Flutbelichtung. Nun wird die Probe mit Hilfe des Entwicklers 726MIF entwickelt und

anschlieend mit destilliertem Wasser gereinigt.

5.2.3 Verfahren zur Struktur- und Oberflachencharakterisierung

Fiir die Oberflichencharakterisierung wurde ein Rasterkraftmikroskop (AFM, engl. atomic
force microscope) im tapping mode verwendet (Dimension Edge, BRUKER; Tap300AIl-G,
Bidget Sensors) [125]. Mit dem AFM kénnen quantitative Aussagen tiber die Oberflachen-
topologie getroffen werden. Es wird mit einer Spitze, welche an einem Federbalken (Can-
tilever) angebracht ist, iiber die Oberfliche gescannt. Der Cantilever besitzt eine weiche
Federkonstante und somit eine hohe Resonanzfrequenz (w =10-100kHz). Die Genauigkeit
der Konturbestimmung héngt stark vom Radius der Messspitze ab (allg. r=4-30nm). Es
handelt sich hierbei um monoatomare Spitzen aus harten Materialien (z.B. Diamant oder
Siliziumverbindungen), welche eine pyramidenférmige Struktur aufweisen. Die Auslenkung
der Spitze wird durch die Reflexion eines Laserstrahls gemessen. Dieser wird iiber einen
Spiegel auf der Riickseite des Cantilevers auf eine Viersegment-Photodiode gelenkt. Somit
kann die wihrend des Scannens auf die Spitze wirkende Kraft gemessen werden. Aus der
Kraft wird das Oberflichenprofil, wie in Abbildung 52b zu sehen ist, erstellt. Der Aufbau
eines AFM ist in Abbildung 52a dargestellt. Der Scanbereich eines AFM betragt typi-

scherweise 10-100 gm in x- und y-Richtung. Neben dem beschriebenen Lichtzeigerprinzip

a)
Vierquadranten
Photodiode

Tip-Cantilever

Probenoberflache

Abbildung 52: a) Schematischer Aufbau eines AFM im Contact mode. Zu sehen ist
der Cantilever mit der AFM Spitze (blau), welcher tiber die Probenoberflache (orange)
gefahren wird. Die Verdnderung der Hohe wird mittels Laserstrahl (rot), welcher auf der
Oberseite des Cantilevers reflektiert und durch eine Vierquadranten Photodiode detektiert
wird, vermessen. b) Rauheit einer vermessenen Oberflache in Farbcodierung (oben) und die
Hohenverdnderungen eines horizontalen Schnittes durch die Bildmitte (weifle gestrichelte
Linie; unten) [43].
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kann auch eine kapazitive Messung erfolgen. Diese ist nur bei leitfahigen Materialien nutz-
bar. Es wird die kapazitive Anderung zwischen Messspitze und Oberfliche vermessen und
daraus die Oberflaichentopologie bestimmt. Des Weiteren existieren 3 unterschiedliche Be-

triebsmodi fiir ein AFM. Diese sind:
e Contact mode
e Non-contact mode
e Tapping mode.

Beim Contact mode wird die Spitze stdndig mit einer konstanten Kraft gegen die Ober-
fliche gedriickt. Beim Abrastern der Oberfliche ergibt sich eine Abweichung von der kon-
stanten Kraft, die gemessen wird. Im Non-contact mode rastert die Spitze die Probe be-
rithrungslos ab. Der Cantilever wird nahe der Resonanzfrequenz zum Schwingen angeregt.
Hierbei werden abstandsabhéngige Dampfungen der Oszillation (Oszillationsamplitude,
Phase und Frequenz) des Cantilevers gemessen. Beim Tapping mode wird die Spitze bei

jeder Schwingung auf die Probenoberfliche abgesetzt.

Eine weitere Technik, die zur Schichtcharakterisierung eingesetzt wurde, ist das Raster-
elektronenmikroskop (REM; FEI Helios NanoLab G3 UC, ThermoFisher Scientific) [3].
Bei einen REM handelt es sich um ein Mikroskop, bei dem mit einem Elektronenstrahl
die Probe abgescannt wird. Der Elektronenstrahl wird in der Kathode erzeugt und bis
zur Anode beschleunigt. Danach findet man verschiedene Spulenanordnungen im Strah-
lengang, welche den Elektronenstrahl fokussieren und in x- und y-Richtung ablenken. Die
zu untersuchenden Oberflaichen kénnen so mit einer Vergréflerung von 10 bis 10000-fach
dargestellt werden. Somit ist es je nach Fokussierung des Elektronenstrahls unter opti-
malen Bedingungen méglich, Strukturgréflen von 2 bis 6 nm aufzulésen. In Abbildung 53
ist ein schematischer Aufbau eines REMs und eine seitliche Bruchkantenaufnahme von
einem Glas-Substrat mit einer MgF,-Schicht zu sehen. Bei der Wechselwirkung der Pri-
maérelektronen mit der Probe entstehen unterschiedliche Strahlungsarten, die als Signale
detektiert werden kdnnen. Das sind vor allem die fiir eine Abbildung notwendigen Sekun-
dérelektronen (SE), die riickgestreuten Elektronen aus dem Primérstrahl (BSE), sowie
Bremsstrahlung durch die Wechselwirkung der Primérelektronen mit den Elektronen der
Probe (Rontgenstrahlung). Die Rontgenstrahlung kann zur Elemtaranalyse (EDX) ver-

wendet werden. Jedoch muss die Probenoberfliche fiir REM-Untersuchungen eine gewisse
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Abbildung 53: a) Schematischer Aufbau eines REMs. Zu sehen ist die Kathode an
der Elektronenkanone und die Anode zur Beschleunigung der Elektronen. Danach sind
Spulen angebracht, welche iiber magnetische Felder den Elektronenstrahl in x- und y-
Richtung ablenken und fokussieren. Verschiedene Detektoren erméglichen die Auswertung
der unterschiedlichen Signale. Zu nennen sind hauptséchlich die riickgestreuten Elektronen
(BSE), die Sekundérelektronen (SE) und die Rontgenstrahlung bzw. Bremsstrahlung [3].
Des Weiteren ist eine REM-Aufnahme einer Bruchkante eines Glas-Substrats mit einer
MgFy-Schicht zu sehen.

Leitfdhigkeit aufweisen, um eine Aufladung der Probe zu vermeiden. Besitzt eine Probe
keine entsprechende Leitfahigkeit, so kann sie durch eine zusétzliche Beschichtung, zum

Beispiel mit Kohlenstoff erreicht werden.

Weiterhin wurde die Rontgendiffraktometrie (XRD, engl. X-Ray Diffraction) zur Bestim-
mung der Kristallstruktur bzw. der Kristallinitét der diinnen Schichten eingesetzt [126], da
viele Schichteigenschaften von der Kristallinitdt abhéngig sind. Die Kristalinitit wiederum
wird stark von den Beschichtungsparametern und damit durch die Wachstumsbedingun-
gen beeinflusst. Mittels XRD kénnen Aussagen tiber die Schichtzusammensetzung, die
Wachstumsarten, wie ein- oder polykristallines Wachstum, die Textur und die Korngréfie

getroffen oder die Anderung der Gitterkonstanten beobachtet werden. Insbesondere héin-
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Abbildung 54: Schematische Darstellung der Beugung am Kristallgitter mit 3 Netze-
benen mit dem Abstand d. Es entsteht eine konstruktive Interferenz bei Erfiillung der
Bragg-Bedingung bei einem Einfallswinkel © fiir Wegldngenunterschiede n\=2d - sin ©
[126].

gen die gewiinschten lipophilen und hydrophoben Eigenschaften einer Schicht stark von
den genannten Parametern ab.
Ein ©-20©-Scan ermoglicht Aussagen zur kristallinen Orientierung der Schicht. Hierbei

wird die Bragg-Beugung (Gleichung 20) verwendet.

n-iA= 2dhk’l -sin © (20)

(hkl) sind die sogenannten Millerschen Indizes, welche die Lage der Schar von parallelen
Netzebenen im reziproken Gitter beschreiben. n bezeichnet in der Gleichung die Brechzahl,
A die Wellenlénge, © den Beugungswinkel und d den Gitterabstand. Ein solcher ©-2 ©-Scan
zeigt unter bestimmten Winkeln © Reflexe, fir die die Bragg-Bedingung (Gleichung 20) gilt
(Abbildung 54). Beim Nachweis dieser Reflexe liegen die Netzebenen mit dem Abstand dpx;
parallel zur Oberfliche. Der Netzebenenabstand dpy; ist abhéngig von der Gitterstruktur
der zu untersuchenden Kristalle. ITO und MgF, weisen einfache kubische Gitterstrukturen
auf. Der Netzebenenabstand fiir kubische Gitter ergibt sich aus 1/d2,, = h*+k*+1%/a2 wobei
a die Raumachsen darstellt. Die Gitterkonstante kann aus der Winkellage des Reflexes und
dem daraus berechneten Netzebenenabstand dx; und durch die Zuordnung der Millerschen

Indizes ermittelt werden.
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5.2.4 Verfahren zur optischen Charakterisierung

Die optische Charakterisierung der Schichten erfolgte mittels Spektrometer (Lambda 900,
Perkin Elmer Instruments). Das genutzte Spektrometer scannt vom UV- bis in den NIR-
Spektralbereich (200 - 2400 nm). Es wurden Transmissions-, Reflexions- und Extinktions-
messungen an den Schichtsystemen durchgefiihrt. Fiir die spektrale Zerlegung des Lam-
penlichtes werden in diesem Gerdt Gitter verwendet. Allgemein ist dies aber auch iiber
Prismen méglich [127]. Durch die Erweiterung des Spektrometers mit einer Ulbrichtkugel
konnten die Parameter integral iiber grofie Flichen und Raumwinkel bestimmt werden.
Das Messprinzip mit einer Ulbrichtkugel fiir die Referenz-, Transmissions- und Reflexions-
messung ist in Abbildung 55 zu sehen. Die Absorption ergibt sich aus der Subtraktion von
Transmission und Reflexion. Fiir die Referenzmessung wird ein Weif}-Standard verwendet.
Durch Nutzung einer Ulbrichtkugel wird nicht nur der direkte Anteil der transmittierten

und reflektierten Strahlung sondern, auch der Streulichtanteil im Halbraum beriicksichtigt.

Referenzmessung Reflexionsmessung Transmissionsmessung

Weil3-Standard / Referenz Probe Weil-Standard

Detektor Detektor Detektor

il i T

Einfallendes Licht Einfallendes Licht Einfallendes Licht

Abbildung 55: Dargestellt sind die drei Messschritte eines Spektrometers mit Ulbrichtku-
gel. (links) Darstellung der Referenzmessung mittels Wei-Standard ohne Probe. (Mitte)
Darstellung der Reflexionsmessung in einer Ulbrichtkugel, wobei die Probe den Platz des
Weil-Standards einnimmt und das reflektierte Licht am Detektor gemessen wird. (rechts)
Darstellung der Transmissionsmessung in einer Ulbrichtkugel. Hierbei wird das transmit-
tierte Licht der Probe vermessen, welches in die Ulbrichtkugel eintritt.
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5.2.5 Verfahren zur elektrischen Charakterisierung

Zur elektrischen Charakterisierung der MEA-Strukturen wurden 4-Punktmessungen durch-
gefiihrt. Eine 4-Punktmessung kann allgemein als Van der Pauw Anordung (Abbildung
56a) oder vereinfacht als lineare Anordnung (Abbildung 56b) ausgelegt sein. Fiir die Cha-
rakterisierung der MEA-Strukturen wurde entsprechend der in Abbildung 56b gezeigten
schematischen Messanordnung iiber die zwei &ufleren Elektroden ein Strom angelegt und
tiber die beiden inneren Elektroden das Potential (entsprechender Kontaktpadabgriff) ge-
messen [128, 129]. Die Elektroden wurden dabei iiber eine leitfdhige Folie mit einem defi-
nierten Widerstand miteinander verbunden. Mit Hilfe dieser Verfahrensweise kann iiber-

prift werden, ob die Isolation der MgF,-Schicht (siehe Kapitel 5.3.3) gegeben ist.

a) b)

D

Abbildung 56: a) Darstellung einer 4-Punktmessung nach der Van der Pauw Methode
[129]. b) Darstellung einer einfachen linearen Anordnung von Messspitzen.

5.3 Ergebnisse

5.3.1 Strukturcharakterisierung der MEAs

AFM- sowie Querschnitts-REM-Aufnahmen zeigen in Abbildung 57 die Werte der Rauig-
keits- und Schichtstrukturentwicklung in Abhéngigkeit von Substrattemperatur und Schicht-
dicke. Die Aufnahmen wurden, wie in Kapitel 5.2.3 beschrieben, generiert. Die obere Reihe

zeigt REM-Aufnahmen der MgF,-Schicht auf dem Glas-Coverslip im Querschnitt. Somit
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kann die Kérnung und die Schichtwachstumsstruktur untersucht werden. Die unteren Rei-
hen zeigen AFM-Oberflichen-Aufnahmen der MgFy-Schicht mit den jeweiligen Abschei-
desubstrattemperaturen und Schichtdicken. Zusétzlich sind die RMS-Werte (Oberflachen-
rauheit, RMS - Root Mean Square) der einzelnen Schichten in der mittleren Reihe zu
sehen. Die RMS-Werte variieren von 3,4nm (links), 5,5nm (Mitte) bis 1,47 nm (rechts).
In der unteren Reihe sind vergroflerte Ausschnitte aus den AFM-Aufnahmen der jeweiligen
Oberflachen und ein Rauheitsprofil entlang eines Schnittes (gestrichelte Linie) dargestellt.
Zusétzlich zu den Oberflichenparametern wurde auch die Kristallstruktur von den MgF,-
Schichten, die bei unterschiedlichen Substrattemperaturen aufwuchsen, untersucht. Die

Kristallinitdt hat Einfluss auf die Schichteigenschaften (optische, elektrische und chemi-
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Abbildung 57: (obere Reihe) Querschnitts-REM-Aufnahmen von MgF,-Schichten mit
unterschiedlichen Schichtdicken bei einer Beschleunigungsspannung von 5kV. (untere Rei-
he) AFM-Aufnahmen (5x5um?) mit RMS-Rauheitswerten der Schichtoberflichen und
vergroflerten Bereichen mit den entsprechenden Hohenprofilen (Schnitt bei gestrichel-
ter Linie). Die Helligkeit verdeutlicht die Oberflichenmorphologie der MgF,-Schicht. Die
MgFy-Schichten wurden mit unterschiedlicher Dicke auf verschieden beheizten Glassub-
straten hergestellt. (A) d=350nm, Ts= Umgebungstemperatur (AT), (B) d=265nm,
Ts=400°C, (C) d=110nm, Ts =400°C [43].
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Abbildung 58: ©-20-Scan von MgF,-Schichten mit einer Schichtdicke von 110 nm, die
bei vier verschiedenen Substrattemperaturen hergestellt wurden. Die Substrattemperatu-
ren variierten von AT (schwarz), 200°C (magenta), 300°C (griin) bis 400°C (blau). Die
XRD-Signale des amorphen Glases wurden subtrahiert. Zuordnung der Beugungsreflexe
zu den Gitterebenen (hkl) sind durch gestrichelte Linien gekennzeichnet. Der Scan-Winkel
wurde von 20°bis 70°C variiert. [43].

sche), ist abhéngig vom Schichtwachstum und somit auch von den Beschichtungspara-
metern [130, 131]. Hierfiir wurde ein ©-20-Scan (Kapitel 5.2.3) von MgF,-Schichten mit
einer Schichtdicke von 100 nm durchgefiihrt. Das Ergebnis ist in Abbildung 58 fiir 4 unter-
schiedliche Substrattemperaturen zu sehen. Die XRD-Spektren sind mit dem amorphen
Glassubstrat korrigiert. Die Subsstrattemperatur wurde von AT (ambient temperature)
bis 400°C variiert. Die Haftfestigkeit von biologischem Material, die durch die lipophilen
und hydrophoben Eigenschaften der MgF,-Schicht erreicht werden soll, wurde mit Hilfe
von 10 um dicken coronalen Hirnschnitten einer Maus iiberpriift. Diese 10 um Schnitte
wurden, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, sowohl auf silanisierte Coverslips als auch mit
MgF, beschichtete Coverslips aufgebracht und anschlieBend nach einem Standardfiarbepro-
tokoll aus dem Kapitel 2.2.3 in einem Doppelfarbeprozess mit einem post- (Homerl) und
prasynaptischen (Bassoon) Marker bzw. mit einem postsynaptischen Marker (Homerl)
und einer Rezeptorstruktur (GluA2) geférbt. In Abbildung 59a sind Fluoreszenzaufnah-
men der Kernstruktur (DAPI) bzw. ab Tag 2 die Farbung des postsynaptischen Markers
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an unterschiedlichen Tagen der Farbung zu sehen. In Abbildung 59b ist das Verhalten
der lipophilen und hydrophoben Eigenschaft der MgF,-Schicht wihrend bzw. nach auf-
einanderfolgenden Waschschritten mittels Trypsin dargestellt. Hierfiir wurden Ol- und
Wassertropfen auf die Coverslips gegeben und durch ein Foto die Kontaktwinkel doku-
mentiert. Danach wurden die Coverslips fiir 15 min mit Trypsin bedeckt. Anschlieflend

folgte ein Reinigungsprozess mittels PBS und ein erneutes Aufpipettieren eines Ol- und

a) Kontrolle MgF»
(silane coverslip)

Tag 1

Tag 2

Bild Bild

reinigen reinigen

Trypsin
15 min

Abbildung 59: a) Vergleich der Haftfestigkeit von 10 ym dicken coronalen Hirnschnitten
einer Maus auf einer funktionalisierten MgF,-Schicht (rechts) zu einer silanisierten Ober-
fliche (links) [43]. Die Schnitte sind an den Tagen 1 bis 3 mit einer DAPI-Fiarbung zu
sehen und am Tag 2 und 3 mit der Farbung des postsynaptischen Markers Homerl. b)
Schrittfolge fiir einen simulierten Waschprozess zur Wiederverwendbarkeit der Coverslips
mit MgF,-Schicht. Die Bilder zeigen die lipophilen und hydrophoben Eigenschaften an
Hand von Wasser- und Ol-Tropfen. Die Bilder wurden jeweils nach den Reinigungspro-
zessen bzw. vor der Verwendung des Trypsins, welches der Reinigung der Coverslips von
biologischem Material dient, aufgenommen [43].
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Wassertropfens auf die Coverslips. Dieser Vorgang wurde mehrere Male wiederholt, um
so die tlbliche Reinigungprozedur der Coverslips von organischen Materialien zu simulie-
ren. Der Prozess wurde mit 10 unterschiedlichen Coverslips mit MgF,-Schicht sowie 10
Coverslips, welche mit Silan behandelt wurden, wiederholt. Bei allen Reihen konnte der
Reinigungsprozess, wie in Abbildung 59b zu sehen ist, mehrmals erfolgreich durchgefithrt
werden, ohne dass die gewiinschten Oberflichenfunktionalitdten verloren gingen. Zusétz-
lich lieferten Schnittfarbungen auf bereits mehrmals gereinigten Coverslips dasselbe posi-
tive Ergebnis zur Haftfestigkeit bei einer Drei-Tages-Farbung mit den oben beschriebenen

Strukturen (siehe Abbildung 59).

5.3.2 Untersuchung der optischen Eigenschaften der MEAs

Die optischen Eigenschaften der beiden Materialien ITO und MgF, wurden mittels einfa-
cher Transmissionsmessungen, wie in Kapitel 5.2.4 beschrieben, untersucht. Fiir die spek-
tralen Untersuchungen sind Deckglaser (R.Langenbrinck GmbH) mit unterschiedlichen
Dicken bis zu einer unteren Grenze von 170 yum und einem Durchmesser von 18 mm mit
beiden Materialien beschichtet worden. Weiterhin wurden die Beschichtungsparameter ab-
héngig von der Beschichtungsmethode variiert. Die Sputterabscheidung des ITOs lief§ eine
Variation des Sputterdruckes, der Sputterleistung und eines nachgeschalteten Heizpro-

zesses der Probe (post-deposition Temperung) zu, wihrend bei der Elektronenstrahlver-
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Abbildung 60: a) Transmissionskurven im sichtbaren Spektralbereich von ITO-Schichten
unterschiedlicher Dicke, bei gleicher Substrattemperatur und Sputterleistung und glei-
chem Arbeitsdruck in der Sputteranlage. b) Transmissionskurven von MgF,-Schichten
unterschiedlicher Dicke und unterschiedlichen Abscheidesubstrattemperaturen sowie eine
Vergleichsmessung des unbeschichteten Substrates (gestrichelte Linie) [43].
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dampfung des MgF, insbesondere die Variation der Substrattemperatur fiir verschiedene
Schichteigenschaften verantwortlich war. Ausgewéhlte Beispiele sind in Abbildung 60 fiir
beide Materialien zu sehen. Mittels der in Kapitel 5.3.1 gezeigten Féarbungen von 10 um
dicken coronalen Hirnschnitten einer Maus wurden Aufnahmen mit einem hochstauflo-
senden Mikroskop durchgefithrt. Hierfiir wurde das in Kapitel 2.2.4 gezeigte Elyra P.1
System verwendet. Die dSTORM Technik dient der Feststellung der optischen Qualitét
der hergestellten Schichten fiir die Verwendung in der hochstauflosenden Mikroskopie. Die
Rekonstruktionen der beiden Doppelstrukturen sind in Abbildung 61 mit der dazugehori-

gen Lokalisationsgenauigkeit fiir die verwendeten Farbstoffe dargestellt [43].
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Abbildung 61: Rekonstruktion von Doppelstrukturen bestehend aus einem postsynapti-
schen Marker (Homer1) und einem prasynaptischen Marker (Bassoon) (links). Rekonstruk-
tion einer Doppelstruktur bestehend aus einem postsynaptischen Marker (Homerl) und
der AMPA-Rezeptoruntereinheit GluA2 (Mitte). Darstellung der Lokalisationsgenauigkeit
fiir beide Farbstoffe bei den unterschiedlichen Funktionalisierungen (rechts) [43] (MaBstab:
grofe Bilder 500 nm und kleine Bilder 200 nm).

5.3.3 Darstellung der elektronischen Eigenschaften der MEAs

Neben den strukturellen und optischen Eigenschaften konnte in [43] ebenfalls gezeigt wer-
den, dass eine diinne (~ 110nm) MgF,-Schicht eine elektrisch isolierende Wirkung be-

sitzt. Dazu wurde eine leitfahige Folie mit einem definierten Widerstand auf die ITO-
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Kontaktelektroden gelegt und somit alle Elektroden, die durch die MgF,-Schicht zuein-
ander elektrisch isoliert waren, miteinander verbunden. Danach wurde, wie in Abbil-
dung 62b dargestellt, eine Spannungs-Strom-Kennlinie aufgenommen. Die entsprechen-
de 4-Punktmessanordnung ist in Abbildung 62a zu sehen. Fiir die Kennlinienaufnahmen
wurden die in Abbildung 62 weifl markierten Elektroden genutzt. Die Spannungs-Strom-
Graphen in Abbildung 62b zeigen die unterschiedlichen Verldufe bei unterschiedlichen
Abgriffen. Bei allen Kurven ist aber ein linearer ohmscher Verlauf zu beobachten, der auf

eine gute Isolation der Elektroden zueinander schlieflen l&sst.

a) b)

electrodes: i !
41-42-43-45 ; Py
——— 41-43-44-45 : S
——— 41-42-44-45 i

Stromstéarke [uA]

Abbildung 62: a) Elektroden-Anordnung auf einem MEA-Chip und Darstellung ei-
ner 4-Punktmessanordnung zwischen den Kontaktpads 41 bis 45. b) Spannungs-Strom-
Diagramm der 4-Punktmessanordnung, der in a) gezeigten Kontaktpads (weile Zahlen)
[43].

5.4 Diskussion

In einem ersten Schritt wurde die Schichtstruktur der MgF, - Schicht mittels AFM und
REM untersucht. Fiir die Analyse der Mikrostruktur kann das Strukturzonenmodell (SZM)
von Movchan und Demchishin herangezogen werden [132]. Bei der Verdampfung wird
die Schichtmikrostruktur durch die Depositionstemperatur, d.h. durch das Verhéltnis von
Substrattemperatur (Ts) und Schmelztemperatur (Tm) des Materials, beeinflusst. Das
Wachstumsmodellschema ist in 3 Strukturzonen unterteilt (Zone 1: Ts < 0,3 Tm, Zone 2:
0,3Tm < Ts < 0,5 Tm; Zone 3: 0,5Tm < Ts). Die Schmelztemperatur von MgF, liegt bei

1536 K. Die Abscheidung der Schichten wurde bei Substrattemperaturen gleich oder unter
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400°C durchgefiihrt. Der resultierende Schichtaufbau kann somit nur durch die Strukturzo-
ne 1 oder Zone 2 beschrieben werden. Die Schichten der Zone 1 (Abbildung 49a); (Ts = AT,
Ts/Tm = 0,19) zeichnen sich durch eine sdulenférmige Struktur mit feinen Faserstrukturen
aus, die durch Hohlraumgrenzen getrennt sind. Die Sdulen sind im Allgemeinen keine Ein-
zelkorner. Sie konnen aus kleineren Koérnern bestehen oder auch amorph sein. Das Wachs-
tum wird in dieser Zone weniger durch eine unzureichende Adatomdiffusion, sondern eher
durch atomare Abschattung bestimmt. Ein derartiger Wachstumsmode deutet auf eine
pordse Realstruktur hin [130]. Bei 400°C abgeschiedene MgF,-Schichten (Abbildung 49b)
und ¢); Ts =400°C, Ts/Tm = 0,44) gehoren bereits zur Zone 2. Dort bilden sich breitere ke-
gelformige bzw. sdulenféormige Korner aus, das Gefiige ist aber weniger 16chrig als in Zone
1 [130]. AuBerdem ist aus der Literatur [130] bekannt, dass dickere Schichten in der Regel
zu raueren Oberflachen fithren, was man beim Vergleich von Abbildung 49b) und c¢) auch
in den AFM Aufnahmen der hergestellten Schichten beobachten kann [130]. Zu beachten
ist aber, dass eine Verdnderung des Materials oder der Abscheidebedingungen (z.B. héhe-
re Abscheidetemperatur) zu einem Wechsel im Zonenmodell und damit zu einer anderen
Mikrostruktur / Gefiige fithren kann [130]. Dariiber hinaus miissen mogliche Wasserein-
lagerungen bei der Nutzung der Chips hinsichtlich des Alterungsverhaltens der Schichten
[130] beachtet werden. Dieses Phéanomen ist jedoch durch eine nachgeschaltete Lagerung im
Vakuum bei diinnen Schichten reversibel. Auf Basis aller durchgefithrten Voruntersuchun-
gen wurden MgF,-Schichten mit einer Schichtdicke von 110nm fiir weitere Experimente
verwendet. Dadurch kénnen mogliche kontraproduktive Einfliisse von dickeren Schichten
vernachldssigt werden [130]. Das Rontgenbeugungsmuster (XRD) (Reflexposition, Hohe
und Breite der Reflexe; Abbildung 58) liefert weitere strukturelle Eigenschaftsinformatio-
nen iiber das Material wie Kristallstruktur, Korngrélen, Defekte der MgF,-Schicht, die
sowohl optische als auch elektrische Eigenschaften und das chemische Verhalten beeinflus-
sen konnen [130]. Die Reflexpositionen der verschiedenen MgF,-Schichten, die bei 27,3°,
40,5°, 43,7°, 53,6°, 56,2° und 68,0°liegen, entsprechen den bekannten (110), (111), (210),
(211), (220) und (301) Reflexen des idealen MgF, Einkristalls. Die Kristallstruktur der
bei Raumtemperatur (AT) auf Glassubstraten abgeschiedenen Schichten ist polykristal-
lin und zeigt schwache (110), (211) und (301) Peaks, wéhrend bei hoheren Temperaturen
(Ts=300°C) die polykristalline Struktur einen ausgepriagten (111)-Peak entwickelt und
der Reflex der (110)-Netzebene zunimmt. Die Reflexe werden mit zunehmender Substrat-
temperatur schmaler. Das bedeutet eine Verdnderung der Kristallitgrofle und der Defekte

in der Schichtstruktur [130].
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Neben der Oberflichenbeschaffenheit und der Kristallstruktur sind fiir die spatere Anwen-
dung auch die optischen Schichteigenschaften von Bedeutung. In Abhéngigkeit von der
Schichtdicke bilden sich entsprechend Interferenzmaxima und -minima bei beiden Schicht-
materialien aus, welche in Abbildung 60 zu sehen sind [78]. Bei ITO-Schichten, die nach
der Beschichtung noch in einem Ofen unter Atmosphére bis 300°C nachgetempert wurden,
ist die Schichtdickenabhéngigkeit der Transmission gut zu erkennen [133]. Diinnere ITO-
Schichten zeigen eine flachere Transmissionskurve im gesamten sichtbaren Spektralbereich,
wahrend es bei dickeren Schichten zur Ausbildung ausgeprigter Maxima und Minima in
der Transmissionskurve kommt. Ein dhnliches Verhalten zeigen auch die MgF,-Schichten.
Diinnere Schichten weisen im Gegensatz zu dicken Schichten ebenfalls eine breite spek-
trale Verteilung ohne Modulationen in der Transmission auf [78]. Im Vergleich zu ITO
ist fiir die MgFy-Kurven jedoch wellenldngenabhingig eine Erhohung der Transmission je
nach Schichtdicke und Beschichtungsparametern gegeniiber dem puren Glas-Substrat im
gesamten Spektralbereich (Abbildung 60b; gestrichelte Linie)zu beobachten. Deshalb wird
dieses Material in der optischen Bauteilentwicklung sowohl als Einfachschicht, aber auch

insbesondere in Schichtsystem fir Antireflexschicht eingesetzt [134].

Fiir ITO-Schichten spielt nicht nur die Transparenz eine entscheidende Rolle, sondern
auch der spezifische Widerstand als Materialeigenschaft, der fiir die Leitfdhigkeit verant-
wortlich ist. Dieser variiert nicht nur mit der Schichtdicke, sondern auch mit der Nachbe-
handlung der Proben durch Tempern [133]. Beim Temperprozess nach der Beschichtung
mit Temperaturen von 250-300°C in einem Ofen unter Atmosphére zeigten sich die besten
spezifischen Widerstdnde. Dies legt nahe, dass es notwendig ist, entweder mit Beschich-
tungsverfahren, die hohe Teilchenenergien generieren, eventuell unter Sauerstoffzugabe
oder mit einer zusitzlichen Nachbehandlung der Schicht zu arbeiten, da die Eigenschaften
der ITO-Schichten umso besser werden, je kristalliner sie aufwachsen [133, 135]. Die elek-
trischen Eigenschaften sind aber auch fir die MgF,-Oberflichenschicht von Bedeutung.
Dieses Material muss isolierend zwischen den ITO-Leiterbahnen und dem zu untersuchen-
den Testobjekt wirken [136]. Dazu muss es dicht gepackt auf dem Substrat wachsen, was
durch hochenergetische Beschichtungsverfahren, z.B. wie im Rahmen der Arbeit in ei-
ner Elektronenstrahlverdampferanlage bei hohen Substrattemperaturen, realisiert werden
kann. Der lineare Verlauf der Spannungs-Strom-Kennlinien in Abbildung 62 deutet auf

ein gut isolierendes Verhalten der MgF,-Schicht hin. Bei Durchbriichen wiirde es zu einer
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Abweichung von der Linearitdt kommen. Die untersuchten Eigenschaften der neuen Ma-
terialkombination ITO/MgF,, die von mir in [43] dargelegt und aufgezeigt wurden, zeigen
die Moglichkeit auf, diese zur Herstellung optisch hoch transparenter und ultradiinner
MEAs einzusetzen. Gleichzeitig konnte in [43] gezeigt werden, dass die MgF,-Oberflache
einen hydrophoben und lipophilen Charakter aufweist, der auch nach mehreren Wasch-
prozessen mit Trypsin erhalten bleibt, wie in Abbildung 59b zu sehen ist. Somit weisen
die MgF,-Oberflachen ein dhnliches Verhalten, wie zum Beispiel durch Silanisierung funk-
tionalisierte Oberflachen auf [43], welche sonst standardméBig zur Haftung organischer
Materialien genutzt werden [36]. Diese Haftungseigenschaft bzw. die lipophile und hydro-
phobe Eigenschaft (Abbildung 59a) wurden an 10 um coronalen Kryohirnschnitten einer
Maus nachgewiesen. Sowohl bei den silanisierten als auch bei den mit MgF, beschichteten
Coverslips sind keine Abloseeffekte der Schnitte zu beobachten. Dies deutet auf einen dhn-
lichen lipophilen Charakter der MgF,-Schicht und der Silan-Oberflache hin. Diese Grund-
eigenschaft kann und soll in weiteren Versuchen so angepasst werden, dass es ohne weitere
Funktionalisierung [49] moglich ist, Zellkulturen bzw. Schnittkulturen auf einer wieder-
holt verwendbaren MgF,-Schicht wachsen zu lassen. Dies wurde in ersten Experimenten
in Abbildung 63 gezeigt.

Des Weiteren spricht die Tatsache, dass die Haftfestigkeit auch nach der Farbung und nach
den Waschzyklen nicht verloren gegangen ist, fiir eine dicht gewachsene Schichtstruktur
und dies auch bei geringen Schichtdicken von ca. 100 nm auf sehr diinnen Glas-Substraten.
Aufgrund dieser Tatsache ist es moglich, Aberrationen im optischen System weiter zu mi-

nimieren [137].

Standard Beschichtung
(PDL)

Abbildung 63: Aufnahme von priméren hippocampalen Zellkulturen am div 14 mit
unterschiedlichen Haftvermittlern auf dem Glas-Substrat. (links) Wachstum der priméren
hippocampalen Zellkultur auf einer 110 nm dicken MgF,-Schicht. (rechts) Wachstum der
priméren hippocampalen Zellkultur auf einer Standard Beschichtung mittels PDL.
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Eine Aberrationsfreiheit konnte durch den Einsatz von hochstauflésender Mikroskopie be-
statigt werden. Hierzu wurden die Strukturen der Doppelfarbung mittels der dSTORM
Technik untersucht. Diese lokalisationsbasierte Technik wurde eingesetzt, da sie sehr anfil-
lig auf kleinste optische Fehler reagiert und bei den gut separierten PSFs Abbildungsfehler
deutlich erkennbar sind. Durch diese Untersuchungen wurde ausgeschlossen, dass es zu
Abbildungsfehlern, hervorgerufen durch die MgF,-Schicht, z.B. durch doppelbrechende
Eigenschaften, kommt [138].

Visuell sind keine Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Oberflichenbeschich-
tungen der Coverslips zu erkennen, da in beiden Féllen die rekonstruierten Strukturen gut
erkennbar sind. Auch aus der Lokalisationsgenauigkeit ist kein Unterschied ersichtlich. Die
dhnlichen Lokalisationsgenauigkeiten zeigen, dass auch mit einer bi-funktionalen 110 nm
dicken MgF,-Schicht keine Verschlechterung des optischen Nachweises verbunden ist, also
keine zusétzlichen Aberrationen durch die diinne Schicht zu erwarten ist. Mit den gezeig-
ten Ergebnissen wurde bestétigt, dass die von mir favorisierte Materialauswahl auch fiir

die zukiinftig angestrebten Gesamtziele optimale Eigenschaften aufweist.

5.5 Ausblick

In weiterfithrenden Arbeiten soll die Funktionalisierung der neuen MEA-Oberfliche genau-
er untersucht werden, um das angesprochene Anwachsen von Zellkulturen oder Schnitt-
kulturen zu verbessern. Weiterhin ist angedacht, durch zusétzliche Nanostrukturierung
wie Mottenaugenstrukturen [139] oder das Einbringen von Nanopartikeln, wie zum Bei-
spiel Gold Nanopartikel [140], das Wachstum der biologischen Strukturen gezielt zu lenken
bzw. zu verbessern. Ein weiteres Ziel fiir zukiinftige Arbeiten wird die Optimierung der
Strukturdicke und die Entwicklung einer optimierten Halterung mit mikroelektronischen
Bauteilen sein. Diesbeziiglich soll eine Mikro- bzw. Nanoelektrik in Kooperation mit der
Industrie entwickelt werden. In diesem Rahmen ist ebenfalls ein passender Mikroskop-
Grundkérper zu designen, welcher die Moglichkeit bietet, sowohl die MEA-Plattform als
auch Manipulatoren fiir kombinierte Einzelzellmessungen mit einem héchstauflésenden Mi-
kroskop zu vereinen. Eine Mdéglichkeit, die von mir verfolgte Idee, diese unterschiedlichen
Verfahren in einem kombinierten Aufbau zusammenzufiihren, ist in Abbildung 64 darge-
stellt. Ein solcher Aufbau besteht aus einem aufrechten Mikroskop System, welches mit
kleinen, meist Luft- oder Wasser-Objektiven fiir die Elektrophysiologie und einem inversen

Mikroskop mit Objektiven mit hohen nummerischen Aperturen fiir die hochstauflésende



5 Multi-Elektroden-Arrays fiir die héchstauflésende Mikroskopie 130

Auflicht

Pipette 1 OX Pipette

\
S
e—g

SRM

Abbildung 64: Darstellung einer Mdoglichkeit der Integration von einer MEA-Plattform
mit Manipulatoren zur Einzelzellableitung und einem hochstauflésenden inversen Mikro-
skop.

Mikroskopie ausgestattet ist. Somit kdnnen beide Systeme separat oder als Systemeinheit
arbeiten. Durch diese neuartige Kombinationsmoglichkeit von héchstauflésender morpho-
logischer Strukturanalyse und funktioneller Einzelzell- und / oder Netzwerkanalyse konnen
neuronale Prozesse mit einem zeitlich und morphologisch héchstaufgelésten innovativen
Verfahren untersucht werden. In einem weiteren zukiinftigen Schritt soll die Kultivierung
von Hirnschnittkulturen auf den MEA-Chip etabliert werden, um ex-vivo Experimente zu
ermoglichen [141]. Diesbeziiglich ist die Verwendung von entsprechenden héchstauflosen-
den Mikroskopen notwendig. Hierfiir eignet sich das in Kapitel 4 beschriebene Konzept
der Multi-Photonen-Speckle-Mikroskopie. Dieses Konzept kann im Rahmen einer Erweite-

rung im Bereich der Spinning Disk Mikroskopie auf die Anwendung optimiert werden [142].

Neben den optischen Verbesserungen miissen auch die Schichtsysteme optimiert werden.
Hierzu sollen weitere optisch hochtransparente Materialien sowohl fiir die Leiterbahnen
als auch fiir die Isolierschicht, zum Beispiel andere Fluorid-Schichten, untersucht werden
[143, 144]. Eine weitere Optimierungsmoglichkeit stellt die Verwendung von hochenerge-
tischen Beschichtungsverfahren wie die Pulsed Laser Deposition (PLD) dar. Bei diesem
Verfahren besitzen die Teilchen in der Plasmakeule, welche durch Laserablation am Target
erzeugt werden, hohe Energien und fiithren zu kompakten Schichten. Die PLD kann gerade
bei I'TO-Schichten sowohl die elektrischen als auch die optischen Eigenschaften deutlich
verbessern [135, 133]. Dieses Verfahren wird in der industriellen Beschichtung kaum ver-
wendet, da es nur fiir kleinflichige Proben einsetzbar ist. Jedoch liegen die MEA Substrate

mit spater maximal 2 Zoll im Bereich der Substratgrofie, die fiir die PLD nutzbar sind.
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6 Zusammenfassende Diskussion

Ein wesentlicher Grundbaustein dieser Dissertation waren Untersuchungen hinsichtlich
der Gewinnung von experimentellen Daten zur Evaluierung neurologischer Krankheits-
bilder. Es konnte gezeigt werden, dass durch rekombinante monoklonale NR1-Antikorper
von Patienten mit NMDA-Rezeptor Enzephalitis die NMDA-Rezeptorfelder in priméren
Neuronen markiert werden kénnen. Zudem konnte mit ihnen die Rezeptordichte mittels lo-
kalisationsbasierter hochstauflésender Mikroskopie quantifiziert werden. Hierfiir wurde im
Labor unter anderem ein Protokoll zur Kalkulation der Rezeptordichteverteilung gegen-
iiber einer synaptischen Marker-Struktur etabliert. Bei diesen Untersuchungen zeigte sich
nach einer Priinkubation mit antikérperhaltigem Liquor eines NMDA-Rezeptor Enzepha-
litis Patienten bzw. mit den rekombinanten, humanen monoklonalen NR1-Antikérpern ge-
geniiber den jeweiligen Kontrollgruppen eine signifikante Reduktion der postsynaptischen
NMDA-Rezeptordichte. Fiir nachfolgende Experimente wurde die Immunfluoreszenzfir-
bung von synaptischen Strukturen sowie von Glutamatrezeptoren an Gehirnschnittprapa-
raten etabliert. Um die stérenden Effekte fiir die Weitfeldmikroskopie, wie zum Beispiel
die Streuung im Gewebe, zu verringern, erfolgte eine Optimierung der Dicke des Gewe-
bes. Das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis in einem 10 gm Hirnschnitt erwies sich dabei fiir
eine Rekonstruktion der Einzeldetektion in der dSTORM Mikroskopie als ausreichend.
Somit wurde die Moglichkeit eréffnet, im Labor hochstauflésende morphologische Unter-
suchungen im Mausmodell durchzufithren. Durch die Etablierung im Bereich der héchst-
auflésenden Mikroskopie kénnen nun genauere Aussagen liber das Bindungsverhalten von
Antikérpern und deren Auswirkung auf die subzelluldren Strukturen im Krankheitsbild
der Autoimmun-Enzephalitis gewonnen werden. Die Auswirkung von rekombinanten, hu-
manen monoklonalen NR1-Antikérpern stellt ebenfalls einen neuen Schritt in der Unter-
suchung des Krankheitsbildes dar, da diese Art von Antikérpern, wie in dieser Arbeit ge-
zeigt wurde, hochspezifisch ist und somit neue Untersuchungsmoglichkeiten eroffnet hat.
Des Weiteren ist die Etablierung von Schnittmessungen von grofler Bedeutung, um die
Untersuchungen von einem Zellkulturmodell in ein Tiermodell zu iiberfithren und somit

komplexere Zusammenhéinge im Krankheitsbild untersuchen und verstehen zu kénnen.

Die in dem Prainkubations-Experiment gewonnenen morphologischen Daten zur Reduk-
tion der NMDA-Rezeptordichte korrelieren sehr gut mit frither gewonnenen funktionellen

Daten. Hieraus ergab sich fiir mich der Ansatz, eine technische Kombination zur simul-
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tanen Aufzeichnung von funktionellen und morphologischen Zusammenhéngen zu entwi-
ckeln. Diese Idee ist insbesondere deshalb von Bedeutung, da gerade bei komplexen biolo-
gischen und/oder biomedizinischen Fragestellungen eine Verbindung zwischen héchstauf-
l6senden morphologischen und funktionellen Datensétzen wichtige Zusatzinformationen
ergeben kann. Durch eine solche Kombination kénnen (sub)-zellular ablaufende Prozesse
sowohl zeitlich als auch rdumlich mit hoher Detailliertheit aufgelést werden. Ein erster
Schritt in Richtung der angestrebten Kombination war die Entwicklung und der Aufbau
eines hochstauflosenden Mikroskopes im Labor, welches auf der Basis der strukturierten
Beleuchtung arbeitet (Kapitel 3). Dieses Mikroskop verwendet als Beleuchtungsstruktur
ein sogenanntes Specklefeld. Fiir den Aufbau des neuen Mikroskops wurden Diodenlaser
als Lichtquelle verwendet, die bei geringen Kosten eine grofie Ausgangsleistung bieten. Al-
le drei verwendeten Diodenlaser konnten Ausgangsleistungen iiber 600 mW erzeugen und
stellten somit eine optimale Lichtquelle fiir den Aufbau dar. Die Bandbreite der Diodenla-
ser lag im Bereich kleiner 4 nm und erlaubte somit eine gute spektrale Separierung. Zur Er-
zeugung der Specklefelder wurde eine einfache Streuscheibe verwendet und ihre Bewegung
durch einen direkt mit der Rotationsachse der Streuscheibe gekoppelten Getriebemotor
realisiert. Mit diesem Aufbau erfolgten die Untersuchungen in Kapitel 3 hinsichtlich der
optimalen Positionen der fiir die Abbildung verantwortlichen Achromate zur Erzeugung
des kleinstmdglichen Specklefeldes. Somit konnten Beleuchtungsstrukturen im Bereich der
Beugungsbegrenzung und daraus folgend kleinstmdogliche Detektionsbereiche erzeugt wer-
den. Weiterhin wurden die Specklebewegungen untersucht. In ersten Experimenten stell-
te sich das mechanische Spiel als grofite Problematik fiir eine Specklefeldbewegung dar.
Durch die umgesetzte direkte Kopplung des Getriebemotors mit der Drehachse der Streu-
scheibe konnte das Spiel minimiert und mit Parameterpaaren von kurzen Rotationszeiten
und hohen Spannungen (siehe Kapitel 3.3.4 bis 3.3.5) gearbeitet werden. Bei dem einge-
setzten Getriebemotor mit einer 6:1 Ubersetzung zeigten sich deutlich scharfe Ubergiinge
im Bereich zwischen keiner Anderung und einer kompletten Anderung des Specklefel-
des. Bei dieser Getriebemotoriibersetzung war es moglich, Rotationszeiten unterhalb einer
Millisekunde bei einer gleichzeitigen kompletten Specklefelddnderung zu erreichen. Durch
diese Getriebeaufhédngung konnte gezeigt werden, dass selbst mit einfachsten Getriebemo-
toren die optimale Streuscheibenbewegung zu einer angestrebten kompletten Anderung
des Specklefeldes fithrt und gleichzeitig das mechanische Spiel reduziert wird. Nachfol-
gend wurde die benétigte Ruhezeit zwischen der Rotation und der Aufnahme iiber eine

Kontrastermittlung des aufgenommenen Specklefeldes ermittelt. Hieraus ergab sich, dass
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Aufnahmezykluszeiten von 18 ms méglich sind, die einer Ruhezeit von 13 ms entsprechen.
Somit sind angestrebte kurze Aufnahmezykluszeiten realisierbar.

Nach der Bestimmung der wichtigsten technischen Aufnahmeparameter des héchstauflo-
senden Mikroskops wurden an verschiedenen Testobjekten die fiir eine Rekonstruktion
der Struktur benétigten Bildanzahlen ermittelt. Hierbei zeigte sich mit Hilfe von QDots,
dass die Rekonstruktion von Punktstrukturen schon nach 10-20 Bildern erfolgreich ist.
Jedoch benotigt man fiir flichigere Strukturen mindestens 100 Bilder, um eine gute Re-
konstruktion der Objekte zu erhalten, wie es am Beispiel von dendritischen Strukturen
beobachtet wurde. Mit diesen so gewonnenen Parametern erfolgte die Durchfithrung von
Untersuchungen sowohl mit QDot Clustern als auch mit weiteren dendritischen Struktu-
ren, aber auch mit Hilfe von selbst entwickelten Fluoreszenz-Testcharts hinsichtlich der
Auflésungsgrenze. Es konnte gezeigt werden, dass die Auflésung mit dem verwendeten 63x
Wasser-Immersions-Objektiv mit einer NA von 1,2 wie beim klassischen SIM auf die Half-
te reduziert werden konnte. Fiir genauere Aussagen zur maximal erreichbaren Auflésung
fehlten im Labor die speziellen Proben beziehungsweise konnten keine Testcharts fiir den
Nanometerbereich unter 200 nm hergestellt werden. Jedoch zeigte sich in den Aufnahmen
der dendritischen Strukturen, dass die gewonnene Auflésung ausreichend ist, um detail-
lierte Aufnahmen der in Zukunft zu untersuchenden priméren Neurone zu realisieren. Im
Vergleich zu dem im Labor vorhandenen lokalisationsbasierten héchstauflésenden Mikro-
skop sind aber Unterschiede in der Auflésung erkennbar. Im Vergleich zum Elyra 7 lattice
SIM System zeigte sich eine detailiertere Auflésung von dendritischen Strukturen. Mit
Hilfe des Speckle-Mikroskops wird es aber nicht moglich sein, einzelne Rezeptor-Cluster
aufzulosen, wie es zum Beispiel durch dSTORM moglich ist. Lebendzellprozesse, wie zum
Beispiel die Verdnderung von synaptischen Strukturen wie Spines in vitalen Neuronen, sind
jedoch schwer durch die lokalisationsbasierten Verfahren darstellbar. Hier wird in Zukunft
der primére Einsatzbereich des Speckle-Mikroskops liegen. Somit ist es fiir die biomedi-
zinische Forschung von grofler Bedeutung, die Vor- und Nachteile des Einsatzbereiches
jedes einzelnen Mikroskopieverfahrens zu kennen und entsprechend der Fragestellung der

geplanten Experimente das richtige Verfahren einzusetzen.

Ein weiterer Bestandteil dieser Dissertation war es, im Rahmen eines eingereichten Inter-
nationalen Patentes [21] Moglichkeiten fiir die Weiterentwicklung eines Speckle-basierten
hochstauflosenden Mikroskops zu untersuchen. Die Idee des von mir und den Partner

der FSU eingereichten Patentes basiert auf der Reduzierung der effektiven Speckle. D.
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h., dass durch verschiedene physikalische Effekte eine Verkleinerung der Bereiche, in de-
nen Fluorophore angeregt und detektiert werden, erzielt werden soll. Hierbei handelt es
sich hauptsédchlich um Absorptions-, Emissions- und Schalteffekte. Die drei Hauptprin-
zipien sind in Kapitel 4 beschrieben und basieren auf der Multi-Photonen-Absorption,
der Stimulierten Fluoreszenz Ausbleichung (STED) und der Photoschaltung. Diese aus
anderen Mikroskopie-Verfahren bekannten Effekte konnen auch im Bereich der Speckle-
Mikroskopie Anwendung finden. Zusétzlich zu diesen Effekten wird im Patent vorausge-
setzt, dass mindestens zwei Specklefelder fiir die Reduktion des effektiven Specklefeldes
eingesetzt werden. In Kapitel 4 ist fir jeden dieser Effekte die Beschreibung des Stan-
dardverfahrens in der Mikroskopie im Vergleich zum Einsatz im Bereich der Speckle-
Mikroskopie dargelegt. Fiir Multi-Photonen-Absorptionsprozesse wurden als Beispiel 2-
Photonen-Absorption Testmessungen durchgefithrt, um eine Detektionsschwelle zu er-
mitteln. Diese wurde als Grundlage fiir Simulationen verwendet. Die Resultate zeigen,
dass durch die Verwendung von mehreren Specklefeldern unter Beriicksichtigung der 2-
Photonen-Absorption eine deutliche Reduzierung und Separierung des effektiven Speckle-
feldes stattfindet. In Simulationen konnten dieselben Effekte sowohl bei der Verwendung
von photoschaltbaren Fluorophoren als auch bei der Ausnutzung der stimulierten Fluores-
zenzausbleichung gezeigt werden. Die beschriebenen potenziellen Verbesserungen sind fiir
Weiterentwicklungen der hochstauflésenden Mikroskopie in den néchsten Jahren nutzbar,
da das Speckle-Mikroskop die Starken der Punktmikroskopieverfahren und der Weitfeld-

mikroskopie geschickt kombiniert.

Ein weiterer Punkt dieser Arbeit befasste sich mit der Kombination vom héchstauflésender
Mikroskopie und funktionellen Messungen in Form von Netzwerkanalysen mittels Multi-
Elektroden-Arrays. Es wurde dargelegt, dass unter Verwendung von speziellen Schicht-
und Elektrodenmaterialien eine aberrationsfreie optische Messung durch die hergestell-
ten ultradiinnen MEAs realisiert werden kann. Dies wurde durch dSTORM Messungen
an 10 um Schnittpriaparaten gezeigt. Hierbei war keine Deformierung der PSF zu erken-
nen, was sich vergleichend auch in den Rekonstruktionsergebnissen in Bezug auf normale
Glas-Substrate ergab. Des Weiteren konnten die isolierenden Eigenschaften einer diin-
nen MgFo-Funktionsschicht durch elektrische Vierpunktmessungen und somit auch die
gute Leitfdhigkeit der ITO-Diinnschicht-Leiterbahnen gezeigt werden. Die hergestellten
Diinnschichtsysteme wurden durch Variation der Schichtdicke und der Beschichtungspa-

rameter zusétzlich in ihren Transmissionseigenschaften auf die jeweiligen Bedingungen
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angepasst. Jedoch existiert insbesondere im Beschichtungsprozess noch Entwicklungspo-
tenzial. Gerade die Transparenz und die elektrische Leitfdhigkeit des Leitungsmaterials
ITO koénnen durch andere Beschichtungsprozesse wie die ,,Pulsed Laser Deposition* noch
weiter verbessert werden. Ein weiterer Vorteil von MgF,-Schichtsystemen besteht in der
Haftvermittlung der Schicht zu organischen Praparaten. Ein Nachweis dieser Eigenschaft
erfolgte experimentell an 10 um Schnittpraparaten. Zusétzlich ist auch die mehrfache Wie-
derverwendbarkeit der Chips ohne Verlust von wichtigen optischen Eigenschaften und der
Haftvermittlung von grofiem Vorteil. Auch hier ist weiteres Entwicklungspotenzial durch
zusétzliche Oberflichenbehandlungen der MgF,-Schicht oder durch Nanostrukturierung

vorhanden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass von mir im Rahmen dieser Arbeit erste Zell-
kultur Experimente mit rekombinanten monoklonalen humanen NR1-Antikérpern durch-
gefithrt und im Weiteren die Aufnahmen von Gewebe im Bereich der lokalisationsba-
sierten Mikroskopie etabliert wurden. Dazu war die eigenstindige Erstellung und Eta-
blierung eines neuen Féarbeprotokolls notwendig. Diese Experimente stellen den néchsten
Schritt fiir ein besseres Verstdndnis des Krankheitsbildes der NMDA-Rezeptor Enzephalitis
dar. Aulerdem wurde selbststédndig und in Eigenverantwortung das Konzept des Speckle-
Mikroskops aufgestellt und realisiert. Das entwickelte und erlduterte System stellt den
ersten Schritt in einem neu ertffneten Feld der héchstauflosenden Mikroskopie dar, indem
die Verfahren der Punktdetektoren mit den Weitfeldverfahren kombiniert werden. Weiter-
hin wurden die mittels Elektronenstrahllithografie hergestellten Teststrukturen entwickelt,
welche im Feld der hochstauflésenden Mikroskopie so noch nicht vorhanden waren. Durch
solche oder weiterentwickelte Struktur-Charts wére es erstmals moglich, alle héchstauf-
lésenden Mikroskopieverfahren mittels eines Testcharts zu charakterisieren und fiir viele
Methoden erstmals eine exakte Auflosung mittels Probe zu messen. Das Konzept des
eingereichten Patentes zur reduzierten effektiven Beleuchtungsmustergréfie wurde zusam-
men mit der Physik entwickelt. Die Simulationen und Vorexperimente im Bereich dieses
neuen Feldes wurden eigenstandig durchgefiihrt. Die momentan und in Zukunft anstehen-
de Realisierung dieses Patentes ergibt sich aus der Realisierung der oben beschriebenen
Kombination der unterschiedlichen Mikroskopieverfahren und wird eine neue Tiir im Be-
reich der hochstauflosenden Mikroskopie fiir verschiedene Fragestellungen 6ffnen, da es
durch diese neuen Verfahren moglich sein wird, in einem Bereich von 50 nm Lebendzell-

untersuchungen durchzufiihren. Als letzter Punkt wurde in dieser Arbeit eigensténdig
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die Entwicklung einer MEA-Plattform fiir die Kombination mit der hochstauflésenden
Mikroskopie vorangetrieben. Das Design, die verwendeten Materialien und Technologien
wurden selbststdndig erarbeitet und untersucht. Diese Plattform stellt in Kombination
mit den Patentverfahren eine neuartige und einzigartige Untersuchungsmoglichkeit von
komplexen Fragestellungen im Bereich der biomedizinischen Forschung dar und ertffnet
neue Moglichkeiten, bestimmte Fragestellungen zu untersuchen und genauere Einblicke in

Krankheitsbilder zu gewinnen.
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7 Anhang
Tabelle 6: chemische Substanzen
Substanzen Firma
Aceton Sigma-Aldrich (320110)
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich (A4503-50G)
B-27® Serum-Free Suplement (50x) Gibco (17504-001)
Cysteamine Hydrochloride Sigma-Aldrich (M6500-25G)
Dulbeccos Phosphate Buffered Saline Sigma-Aldrich (59331C-1000ML)
(DPBS 10x konzentration)
Fluoromount-G SouthernBiotech (0100-01)
HBSS, Calcium und Magnesium, Phe- Life Technologies Ltd, Paisley, U.K.
nolrot (10x) (14025-050)
HEPES (1 M) Life Technologies Ltd, Paisley, U.K.
(15630056)
Kaliumhydroxid (Pellets) Fluka (60370)
L-Glutamin 200mM (100x) Life Technologies Ltd, Paisley, U.K.
(25030024)
MEM (mit Glutamin, Phenolrot; ohne Life Technologies Ltd, Paisley, U.K.

HEPES)

Methanol

Neurobasal® Medium (1x)
Normal Donkey Serum (NDS)
Normal Goat Serum (NGS)
Penicillin-Streptomycin (100x)
Poly-D-Lysin - Losung (50pug/ml)
Tissue-Tek®

Triton X-100

Trypanblau 0,4 %

10 % Pferdeserum

0,6 % Glucose

0,25 % Trypsin-EDTA mit Phenolrot
(3-Aminopropyl)triethoxysilane
2-Methylbutan

(31095-029)

Roth (X948.2)

Gibco (21103-049)
Millipore (S30-100ML)
Pan Biotech (P30-1001)
Gibco (10378-016)
Sigma-Aldrich (P6407)
Sakura (4583)

Merck (1.08603.1000)
Sigma-Aldrich (T8154)
Gibeo (26050-88)

Roth (HN06.3)

Gibeo (25200-056)
Sigma-Aldrich (281778-100ML)
Sigma-Aldrich (59070-11)
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Tabelle 7: Verwendete Primér-Antikérperverdiinnungen
Antikorper Wirtsspezies Hersteller Verdiinnung
VGlut (vesikuldrer Glutamat- Meerschwein, Synaptic System, Gottin- 1:10000
transporter) polyclonal gen, Deutschland
VGat (vesikularer GABA- Meerschwein, Synaptic System, Gottin- 1:2000
transporter) polyclonal gen, Deutschland
NR1 (human, rekombinant; Mensch, PD Dr. Harald Priiss, Ber- 1:500
003 102) monoclonal  lin, Deutschland
NR1 (human, rekombinant; Mensch, PD Dr. Harald Priiss, Ber- 1:500
007 168) monoclonal lin, Deutschland
NR1 (human, rekombinant; Mensch, PD Dr. Harald Priiss, Ber- 1:200
003 109) monoclonal lin, Deutschland
NR1 Maus, mo- Millipore, Burlington, 1:300
noclonal USA
Homerl Meerschwein, Synaptic System, Gottin- 1:300
polyclonal gen, Deutschland
Homerl Hase poly- Synaptic System, Gottin- 1:400
clonal gen, Deutschland
Bassoon Meerschwein, Synaptic System, Gottin- 1:500
polyclonal gen, Deutschland

Tabelle 8: Sekundir-Antikérperverdinnungen mit Fluoreszenzfarbstoffen

Farbstoff Hersteller / Lie- Wirtsspezies Zielspezies  Verdinnung Anwendung
ferant
CF568 Biotium Inc., Esel Meerschwein 1:200 dSTORM
Fremont, USA
Alexa Fluor Life Technolo- Ziege Mensch 1:200 dSTORM
647 gies, Carlsbad,
USA
Alexa Fluor Life  Technolo- Ziege Kaninchen  1:200 Speckle
532 gies, Carlsbad,
USA
Streptavidin Sigma - - 1:1000 Speckle
Cy3 conju- (Spine)
gate
Vybrant Dil Life  Technolo- - - - Speckle
cell labeling gies, Carlsbad, (Spine)

solution

USA
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Tabelle 9: Zusammensetzung der 1x PBS - Losung (50 ml)

Stoffe Menge
DPBS 10x 5 ml
Millipore Reinstwasser 45ml

Tabelle 10: Zusammensetzung der 1M KOH - Lésung (50 ml)

Stoffe Menge
Kaliumhydroxid (Pellets) 2,8055 g
dH50O 50 ml

Tabelle 11: Zusammensetzung der 1M MEA / PBS - Losung (1 ml)

Stoffe Menge
Cysteamine Hydrochloride 0,113 g
1x PBS - Losung 1ml

Tabelle 12: Zusammensetzung dSTORM Puffer (pH~7,9 / 100mM MEA / PBS / 1ml)

Stoffe Menge

1M MEA / PBS - Losung 100 pl

1x PBS - Losung 900 pl

1M KOH - Loésung 24 - 26 pl (pH~7,9)

Tabelle 13: Zusammensetzung HBSS - Losung (250 ml)

Stoffe Menge
HBSS, Calcium und Magnesium, Phenolrot (10x) 20ml
Penicillin-Streptomycin (100x) 1ml

1 M HEPES (1 M) 1,4ml

Mit dH5O auf 200 ml auffiillen
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Tabelle 14: Zusammensetzung Plating - Medium (100 ml)

Stoffe Menge
MEM (mit Glutamin, Phenolrot; ohne HEPES) 88 ml
Penicillin-Streptomycin (100x) 500 pl
10 % Pferdeserum 10ml
0,6 % Glucose 1,333 ml

Tabelle 15: Zusammensetzung Neurobasal - Medium (100 ml)

Stoffe Menge
Neurobasal® Medium (1x) 100 ml
Penicillin-Streptomycin (100x) 500 pul
L-Glutamin 200 mM (100x) 1ml
B-27® Serum-Free Suplement (50x) 2ml

Tabelle 16: Zusammensetzung 10 % BSA / PBS - Losung (100 ml)

Stoffe Menge
BSA 10g
1x PBS - Losung 100 ml

Tabelle 17: Zusammensetzung Blockpuffer 1 (10 % BSA / 10% Serum / PBS / 1ml)

Stoffe Menge
10% BSA / PBS - Losung 900 pl
NGS und / oder NDS 100 ul
Triton X-100 (bei intrazelluldrer Farbung) 1l
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Tabelle 18: Zusammensetzung Blockpuffer 2 (1% BSA / 1% Serum / PBS)

Stoffe Menge
1x PBS - Losung 810 pl
10% BSA / PBS - Losung 90 pl
NGS und / oder NDS 10 ul
Triton X-100 (bei intrazelluldrer Farbung) 1l

Tabelle 19: Zusammensetzung 2% APTES / Methanol - Losung ( 1 ml)

Stoffe Menge

APTES 40 il
Methanol (100 %) 960 pil
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