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Kurzzusammenfassung

Die quantitative Biophysik konnte in den vergangenen Jahren viele bedeutende Fortschrit-
te erzielen. Unter Zuhilfenahme verschiedener Fluoreszenzspektroskopietechniken gelang es,
neue Einsichten in die Selbstorganisation des Zellinneren und die Dynamik zelluldrer Pro-
teine zu gewinnen. Fiir die pharmakologische, medizinische und biophysikalische Forschung
ist neben der Proteindynamik auch das Versténdnis zellularer Mechanismen und Reaktio-
nen auf externen Stress von héchster Bedeutung. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit
der rdumlich aufgelosten Stressantwort zelluldrer Fluide. Intrazelluldrer Stress wird {iber
die rdumlich spezifische Antwort nanoskopischer Sensoren in lebenden Zellen quantifiziert.
Hierbei wird ausgenutzt, dass diese molekularen Sensoren durch die Wechselwirkung mit
ihrer Mikroumgebung photophysikalische Verédnderungen zeigen. Diese Stressantwort ver-
schiedener Zelllinien, hervorgerufen durch chemotherapeutische, oxidative und hyperosmo-
tische Behandlung, kann demnach mit Hilfe von Lebenszeit- und Intensitdtsmessungen der
Fluoreszenz bestimmt werden. Die kompartimentspezifische Untersuchung von HeLa (hu-
mane Zervixkarzinom)-Zellen mit Hilfe des molekularen Rotors DASPMI zeigt sowohl im
chemotherapeutischen als auch im oxidativen Stresszustand, hervorgerufen durch Cisplatin
und HsOs,, einen deutlichen Riickgang der mitochondrialen Viskositat. Zusétzlich zu die-
sen Untersuchungen wird ein schneller Segmentierungsalgorithmus fiir die Zuweisung zellu-
larer Kompartimente im Phasorraum vorgeschlagen. Diese Methode nutzt die Funktionalitét
molekularer Rotoren, ihre Lebenszeitfraktionen abhéngig von ihrer Mikroumgebung zu ver-
dndern wahrend sie zur selben Zeit grofitenteils von der Fluoreszenzléschung unbeeinflusst
bleiben. Mit Hilfe von CellRox-DeepRed, einem durch Oxidation aktivierten molekularen
Sensor, lasst sich in HPV (humanes Papillomavirus)-positiven HeLa-Zellen ein Riickgang von
Antioxidantien nach der Behandlung mit Menadion und der damit einhergehenden Hemmung
der Glutathion-Peroxidase nachweisen. In diesem Projektabschnitt wird die Sensitivitit ver-
schiedener Auswertemethoden gepriift um geringe Unterschiede in Lebenszeitmessungen zu
detektieren. Uber die FRET-Effizienz des molekularen Klappsensors fCrH2 lassen sich Infor-
mationen iiber den Gedrangtheitszustand zelluldrer Fluide unter verschiedenen osmotischen
Bedingungen gewinnen. Dieser Sensor wird sowohl in der nukleoplasmischen als auch zyto-
plasmischen Region exprimiert und ist in der Lage, rdumlich aufgelost Aussagen tiiber die
Gedrangtheit der betreffenden Fluide zu treffen. Es zeigt sich, dass f{CrH2 fiir die Unterschei-
dung verschiedener osmotischer Bedingungen in lebenden Zellen sehr gut geeignet ist und
osmolaritdtsunabhéngig intrazelluldre Unterschiede, wenn auch gering signifikant, mit seiner
Hilfe aufgedeckt werden kénnen. Um rdumlich-zeitliche Korrelationen in zelluldren Fluiden
quantifizieren zu kénnen und dem Lehrstuhl eine neue Mikroskopietechnik zur Verfiigung
zu stellen, wird ein optischer Aufbau entwickelt, beschrieben und mittels geometrischer und
Fourieroptik charakterisiert. Das Setup ermoglicht mittels Verwendung der invertierten Licht-
blattmikroskopie schnelle Fluoreszenzbildgebung mit freier Messbereichswahl.
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Abstract

Over the past years major progress has been made in the field of quantitative biophysics
regarding the self-organization of the cellular interior and protein dynamics by a multitu-
de of fluorescence measurement techniques. Beyond mere dynamics, understanding cellular
mechanisms and responses to external stress is of great importance for pharmaceutical and
medical, as well as biophysical research. This thesis focuses on the spatially resolved stress-
response of cellular fluids. Methods to quantify cellular stress are based on the locus-specific
feedback given by nanoscopic molecular sensors inside living cells. These stress-translating
molecules are known to change their photophysical properties through interaction with their
micro-environment. The photophysical response to chemotherapeutical, oxidative and hype-
rosmotic stress induced by various stress-agents in different cell lines before and after drug
treatment are analyzed by fluorescence lifetime and intensity measurements. Exploring the
compartment-specific response of HeLa (human cervical carcinoma) cells to chemotherapeu-
tical and oxidative stress with the help of the molecular rotor DASPMI reveals a significant
decrease of mitochondrial viscosity after treatment with cisplatin as well as HoOs. Additionaly,
a rapid and novel segmentation algorithm separating cellular compartments in phasor space
is proposed. This phasor segmentation technique is based on the functionality of molecular
rotors that shift their fluorescence lifetime contributions with respect to their surrounding
and furthermore demonstrate negligible affinity to fluorescence quenching effects. CellRox-
DeepRed, a sensor photoactivated by reactive oxygen species, reveals a decline of antioxidants
in HPV (human papilloma virus)-positive HeLa-cells after the menadione-induced suppression
of glutathione synthesis. In this context, several evaluation techniques are investigated, focus-
sing on their reliability to distinguish small measurement differences in fluorescence lifetime
data sets. Intracellular crowding measurements elucidate the ability of a crowding-sensor,
fCrH2, to differentiate cellular fluids under different osmotic conditions. The folding and un-
folding dynamics of this FRET-sensor, expressed in the nucleoplasmic and cytoplasmic region
of HeLa-cells, provides information on the crowding-state of their surrounding. In this project
the excellent sensitivity to hyperosmotic stress as well as the much lower but still measurable
locus specifity of this molecular sensor is presented. In the scope of enabling spatiotempo-
ral correlation measurements, a custom made microscope is described and characterized by
means of geometrical as well as Fourier optics. The presented spectroscopic setup enables fast
and scalable wide-field fluorescence applications utilizing the technique of inverted light-sheet
microscopy.

R fyl_llsl

www.manharaa.com




www.manharaa.com




Publikationen

Artikel

1. A. Veres, O. Stiehl und M. Weiss, Monitoring Subcellular Stress Response via a Cell-
permeant Rotor Dye. Journal of Fluorescence, (2018), 28(2), S 605 - 613.

2. C.M. Ferencz, G. Guigas, A. Veres, B. Neumann, O. Stemmann und M. Weiss, In
Vitro Reconstitution of the Endoplasmic Reticulum. Current Protocols in Cell Biology,
(2017), 76, S 11.22.1 - 11.22.16.

3. C.M. Ferencz, G. Guigas, A. Veres, B. Neumann, O. Stemmann und M. Weiss, Shaping
the endoplasmic reticulum in vitro. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Biomem-
branes, (2016), 1858(9), S 2035 - 2040.

Konferenzbeitrage

1. Andreas Veres, Sven Bauernfeind und Matthias Weiss, Topological and geometrical
properties of mitochondrial networks. DPG-Friithjahrstagung, Poster, (2015).

2. Andreas Veres, Csilla Ferencz und Matthias Weiss, Sub-diffraction imaging of cellular
organelles. DPG-Friithjahrstagung, Poster, (2014).

3. Andreas Veres und Matthias Weiss, Pitfalls and artifacts in two-focus fluorescence
fluctuation spectroscopy. DPG-Friithjahrstagung, Poster, (2013).

www.manharaa.com




www.manharaa.com




Inhaltsverzeichnis

Kurzzusammenfassung 3
Abstract 5
Publikationen 7
Vorwort und Aufbau der Arbeit 13
I. Einleitung 17
1. Grundlagen 19
1.1. Die eukaryotische Zelle . . . . . . . . . ... ... . 19
1.2. Photophysik und Fluorophore . . . . . . . . .. .. ... .. .. .... 22
1.2.1. Fluoreszenz . . . . . . . . . . . ... 22

1.2.2. Die Lebenszeit der Fluoreszenz und Fluoreszenzléschung . . . . 24

1.2.3. Forster Resonance Energy Transfer . . . . . . .. .. ... ... 25

1.3. Fluoreszenzmikroskopie . . . . . . . . . . .. ... oL 25
1.3.1. Epifluoreszenzmikroskopie . . . . . . ... ... 26

1.3.2. Laserabtastmikroskopie . . . . . . . . ... ... L. 28

2. Materialien und Observablen 30
2.1. Zellkultur . . . . . .. 30
2.2. Molekularer Rotor - Viskositat . . . . . . .. .. .. ... ... ..... 31
2.3. Redox-Sensor - oxidativer Stress . . . . . . . .. .. ... ... ... .. 32
2.4. Crowding-Sensor - lokale Gedrangtheit . . . . . ... . ... ... ... 33

3. Messmethoden und Datenauswertung 36
3.1. Fluorescence Lifetime Measurement Techniken . . . . . . . . . . .. .. 36
3.1.1. Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy . . . . . . . . .. .. 38

3.1.2. Fluorescence Lifetime Point Measurement . . . . .. .. .. .. 40

3.2. Datenauswertung . . . . . . . . ..o 41
3.2.1. Korrektur der Ankunftszeithistogramme . . . . . . .. . .. .. 41

3.2.2. Auswertung tiber Kurvenanpassung . . . . . . . .. ... .. .. 42

www.manharaa.com




Inhaltsverzeichnis

3.2.3. Phasor - Theorie und Methode . . . . . .. ... ... ... .. 43

3.2.4. Phasor-Analyse experimenteller Ankunftszeithistogramme . . . 46

3.2.5. Fehler und Fehlerrechnung . . . . . . . ... .. ... ... ... 48

3.2.6. Statistische Signifikanz und Signifikanztests . . . . . . . . . .. 51

Il. Zelluldre Reaktionen auf in vivo Stress 53
Motivation und Projektiibersicht 55
4. Molekularer Rotor als viskositatssensitiver Stresssensor 57
4.1. Materialien und Methoden . . . . . . . . .. ... ... ... ... ... 58
4.1.1. Zellbehandlung™ . . . . ... 58

4.1.2. FLIM-Experimente™ . . . . ... ... .. ... ... ... ... 59

4.1.3. Autofluoreszenz-Messungen . . . . . . . .. .. ... ... ... 59

4.2. Sensorspezifische Stressantwort und Viskositatssensitivitat . . . . . . . 60
4.2.1. Lebenszeitanalyse . . . . . . . .. ... 0oL 60

4.2.2. Fraktionsanalyse . . . . . .. . ... Lo 61

4.2.3. Autofluoreszenz von Cisplatin . . . . . . .. ... .. ... ... 67

4.3. Kompartimentseparation mittels molekularer Rotoren . . . . . . . . .. 70
4.3.1. Phasor-Slicing . . . . . . . . .. 71

4.3.2. Resultate . . . . . . .. ... 74

4.3.3. Sperzifitatscharakterisierung . . . . . ... ... 75

4.4. Diskussion . . . . ..o 7
4.4.1. DASPMI in der Anwendung als Stresssensor . . . . . . .. ... 7

4.4.2. Viskositatsspezifitat und Phasor-Slicing . . . . . . . . . .. .. 78

4.4.3. Zusammenfassung . . . ... ..o 78

5. Oxidativer Stress in lebenden Zellen 80
5.1. Materialien und Methoden . . . . . . . . . . .. ... ... .. ..... 81
5.1.1. Vorbereitung der HeLa- und U20S-Zellen . . . . . .. ... .. 81

5.1.2.  Fluoreszenzmikroskopie und Intensitatsmessung . . . . . . . .. 82

5.1.3. FLIM-Experimente . . . . . . . ... .. .. ... ... .... 83

5.1.4. FLPM-Experimente . . . . . . . .. ... .. ... ... ..... 83

5.1.5. Priifung der Autofluoreszenz von Menadion . . . . . .. .. .. 83

5.2. Photophysikalische Charakterisierung des Redox-Sensors . . . . . . . . 84
5.2.1. Verteilungsverhalten der Ankunftszeithistogramme . . . . . . . 84

5.2.2. Korrelation der Photonenankunftszeiten . . . . . . . .. .. .. 85

5.3. Intensitatscharakteristik der Stressantwort . . . . . . . .. .. ... .. 88
5.4. Lebenszeitcharakteristik der Stressantwort . . . . . . .. . .. ... .. 89
5.4.1. Analyse tiber doppelexponentielle Kurvenanpassung . . . . . . . 89

5.4.2. Phasor-Analyse . . . . . .. ... 94

5.4.3. Zellensemble-Phasor-Analyse . . . . . ... ... .. ... .... 99

5.5. Diskussion . . . . ... 103
5.5.1. Zuverlédssigkeit der verwendeten Auswertemethoden . . . . . . . 103

Ol Ll Zyl_i.lbl

www.manharaa.com




Inhaltsverzeichnis

5.5.2. Diskussion der Resultate . . . . . . . . ... ... ... 105

6. Kompartimentspezifische intrazellulare Gedrangtheit 109
6.1. Materialien und Methoden . . . . . . . . . .. ..o 111
6.1.1. Transfektion der Zellen . . . . . . . . ... ... ... ... ... 111
6.1.2. Herstellung von hyperosmotischem Mikroskopiemedium . . . . . 111
6.1.3. Experimente . . . . . . . . ... L Lo 111

6.2. Resultate . . . . . . . . . . 114
6.2.1. Unterscheidbarkeit intrazelluldrer Gedréangtheit . . . . . . . .. 115
6.2.2. Lokale Gedrédngtheitszunahme unter Stresszunahme . . . . . . . 120
6.2.3. Modellbildung - Osmolaritdt und FRET-Effizienz . . . . . . . . 122

6.3. Diskussion . . . . . ... 124
6.3.1. Intrazellulare Unterschiede der Gedréngtheit . . . . . . . . . .. 124
6.3.2. Lokale Auswirkung der Osmolaritdtsunterschiede . . . . . . .. 126
6.3.3. Zusammenhang der Osmolaritiat und der FRET-Effizienz . . . . 127

l11. Invertierte Lichtblattmikroskopie und Rauschanalyse: Konzept

eines neuen Mikroskops 129
Motivation und Zielsetzung 131
7. ldee und Umsetzung 134

7.1. Weitfeldfluoreszenzmikroskopie . . . . . . . . ... ... 134
7.2. Transport- und Kommunikationsmessung . . . . . . . . . . .. ... .. 135
7.3. Aufbau und Konstruktion des Mikroskops . . . . . . . ... ... ... 137
7.4. Komponenten . . . . . . . . ... 137
7.4.1. Akustooptischer Deflektor . . . . . . . ... .. ... ... ... 139
TA42. Laser . . . . ... 140
7.4.3. Galvanometer-Scanner . . . . . . .. .. ... L. 140
7.4.4. Objektiv . . . . . .. 140
7.4.5. Mikroskopietisch . . . . . ... 0oL 141
7.4.6. Photomultiplier . . . . . . . .. ... ... .. ... 141
747 Kamera . . . . . ..o 141

7.5. Strahlfihrung im Anregungs- und Detektionspfad . . . . . . . .. . .. 142
7.5.1. Berechnung der Strahlfithrung . . . . . . .. .. ... ... ... 143
7.5.2. Punkt- und Lichtblattanregung . . . . . . ... ... ... ... 143
7.5.3. Detektion der Fluoreszenz iiber PMT und Kamera . . . .. .. 148

8. Charakterisierung und erste Anwendung 151
8.1. Theoretisches Auflosungsvermogen . . . . . . . . . .. ... ... ... 151
8.1.1. Anregungsfunktion - Laterale Auflosung . . . . . . .. ... .. 152
8.1.2. Detektionsfunktion - Axiale Auflosung . . . . . . . ... .. .. 156

8.2. Methoden, Anwendungen und Resultate . . . . . ... ... ... ... 160
8.2.1. Kreuzkorrelationen aus Eindetektor-Aufnahmen . . . . . . . .. 160

11

Ol LaCN Zyl_ﬂbl

www.manharaa.com




Inhaltsverzeichnis

8.2.2. Bildgebung (imaging) . . . . . . . ... 162

IV. Zusammenfassung und Ausblick 167
9. Wesentliche Ergebnisse und zukiinftige Projekte 169
9.1. Viskositdtssensitiver Stresssensor - DASPMI . . . . .. ... ... ... 169
9.2. Redoxsensitiver Stresssensor - CellRox-DeepRed . . . . . . . . . .. .. 170
9.3. Crowding-Sensor - fCrtH2 . . . . . . ... ... ... ... ... ... 171
9.4. Invertierte Lichtblattmikroskopie und Rauschanalyse . . . . . .. . .. 171
V. Appendix 175
VI. Register 181
Literaturverzeichnis 183
Abbildungsverzeichnis 196
Tabellenverzeichnis 198
Abkiirzungsverzeichnis 200
Physikalische GroBen 203

www.manharaa.com




Vorwort und Aufbau der Arbeit

Was das Leben ist und was es ausmacht sind Fragen,
die wir vielleicht nie werden vollstindig kldren kénnen.
Aus personlicher wissenschaftlicher Sicht ist es jedoch

unbefriedigend es dabei bewenden zu lassen, der
Neugier den Riicken zu kehren.

Die grundlegendste Aussage, die sich iiber das Leben an sich treffen lasst, ist, dass
es weit entfernt vom thermodynamischen Gleichgewicht stattfindet. Genauer gesagt
ist es ein standiges ,Ringen um Entropie“, wie es Schrodinger in seinem Buch ,Was
ist Leben® bereits im Jahre 1944 beschrieb. An diesem ,Ringen um Entropie“ sind
mannigfache zellulire Prozesse wie die Proteinsynthese, die Sicherstellung rdumlich
spezifischer Energieversorgung, Entsorgung von Schadstoffen und die Koordination der
Zellteilung beteiligt, um nur einige Wenige zu nennen. Im Allgemeinen werden diese
Mechanismen unter den Sammelbegriffen der Homdéostase und der Proliferation zu-
sammengefasst 2 B4 Da diese Prozesse oder deren AuBerungen oftmals physikalisch
messbar sind, befasst sich die Biophysik im Allgemeinen mit dem Quantifizieren physi-
kalischer Observablen biologischer Proben. Einige, in diesem Zusammenhang messba-
ren Grofen, sind die Art und Geschwindigkeit zellularer Proteindynamik, Systematik
der Nahrungssuche und des Wachstums von Zellen, Adaptation an externe Stresso-
ren und intrazellulare Reaktionskinetiken. Die besondere Herausforderung, quantitative
Aussagen iiber ein sich stindig veranderndes System zu treffen, liegt dabei in der In-
terpretation der Resultate, da die Zeitskala, auf der zellulédre Verdanderungen ablaufen,
von wenigen Mikrosekunden bis mehreren Stunden reicht, und immer nur ein Bruchteil
der Gesamtdynamik betrachtet werden kann.

Das am Lehrstuhl begonnene Projekt , Life - the art of noise?“ hat sich zum Ziel
gesetzt, einen Ordnungsparameter fir die Lebendigkeit (aliveness) von Zellen zu fin-
den - die Frage nach dem Leben an sich auf die Frage nach dem Lebensbeginn und dem
Lebensende von Einzellern einzuschrinken. Das Vorhaben geht auf die Uberlegung zu-
riick, dass der Ubergang zwischen Leben und Tod kein sprunghafter Zustandswechsel
ist, sondern ein kontinuierlicher Prozess, dessen Zwischenzusténde und raumzeitliche
Verdnderungen messbar sein sollten. Um dieses Vorhaben umzusetzen, ist es notwendig,
die Observablen, die diese universelle Grofle - das Leben eines Einzellers - definieren,
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Vorwort und Aufbau der Arbeit

ausfindig zu machen und geeignete Sensoren zur Wiedergabe ausgewdahlter zellularer
Parameter zu finden.

Fir die zellulire Analyse sind bereits einige Messmethoden entwickelt worden, die
auf der Dynamik der Fluoreszenzintensitat aufbauen. Einige populédre Beispiele sind
FCS (fluorescence correlation spectroscopy)!®’ und FRAP (fluorescence recovery after
photobleaching)© 8 die Riickschliisse von der zeitabhingigen Intensitit der Fluo-
reszenz auf zellulare Prozesse wie die Proteindynamik oder Reaktionskinetiken zulas-
sen. Auch die fluoreszenzmikroskopische Charakterisierung zelluldrer Strukturen wie
des endoplasmatischen Retikulums® %11 oder des mitochondrialen Netzwerks™? ist
von Interesse, um topologische und zelltypische Gesetzmafigkeiten und pathologische
Zustandsanderungen aufzudecken. Populédre Mikroskopiemethoden, die auf der Intensi-
tét der Fluoreszenz beruhen und die Bildgebung lebender Zellen erlauben, sind SPIM
(single plane illumination microscopy)™™ und STED (stimulated emission depletion
microscopy) 'Y, wobei letztere Messmethode zu den héchstauflssenden Mikroskopie-
techniken gezahlt wird und im Jahre 2014 mit dem Nobelpreis fiir Chemie geehrt wurde.

Neben der Intensitét ist die Lebenszeit der Fluoreszenz eine weitere physikalische Ob-
servable, deren Dynamik durch verschiedene Sensortypen ausgenutzt werden kann und
Riickschliisse auf zelluldre Zustdnde und Zustandsédnderungen erlaubt. Das Prinzip die-
ser Sensoren ist eine spezifische Reaktion auf die zellular lokale Umgebung, die eine
charakteristische photophysikalische Veranderung der Sensoren bewirkt. Photophysi-
kalische Zusténde und deren Verdnderungen sind damit indirekte Messgrofien biolo-
gischer Observablen und erfordern im Allgemeinen die biophysikalische Eichung mit
Hilfe verschiedener Modelle, um die kausale Verkniipfung zwischen Biologie und Phy-
sik herzustellen.

Die meisten physikalischen Messmethoden, die erfolgreich zur Analyse biologischer Pro-
ben verwendet werden, sind in modernen kommerziellen Mikroskopen implementiert
und optimiert. Diese Methoden beschrianken sich aber im Allgemeinen auf lokal be-
grenzte Messungen der Fluoreszenzintensitat und -lebenszeit. Eine besonders innovative
Messmethode mit dem Potential, raumzeitliche Kommunikation auf kurzen Zeitskalen
zu quantifizieren, ist jedoch mit keinem derzeit erhaltlichen kommerziellen Mikroskop
moglich. Aus diesem Grund ist es nétig, einen optischen Aufbau zu konzeptionieren, der
diese vielversprechende Messmethode und die Erforschung zelluldrer Kommunikation
erméglicht. Es folgt ein kurzer Uberblick iiber die Themen dieser Arbeit.

Zunéichst werden in Teil I elementare biologische und physikalische Grundlagen im Be-
zug zu dieser Arbeit vorgestellt. Die biologischen Grundlagen behandeln den Aufbau
typischer eukaryotischer Zellen, die physikalischen die Photophysik von Fluorophoren
und die Fluoreszenzmikroskopie. Im Anschluss wird auf allgemeine Zellkulturmethoden
und -materialien eingegangen, und die verwendeten molekularen Sensoren im Hinblick
auf ihre Wechselwirkung mit der zelluliren Umgebung diskutiert. Die verwendeten
Messmethoden, die Auswertung der Datensatze, die Fehlerrechnung, die Diskussion
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Vorwort und Aufbau der Arbeit

allgemeiner Fehlereinfliissse und Signifikanztests schliefen die Einleitung ab.

Teil IT dieser Arbeit befasst sich mit der Analyse zelluldrer Fluide unter physiologi-
schen Bedingungen und Stresskonditionen und dem Vergleich beider. Dabei werden
verschiedene Aspekte zellularer Reaktionen auf in wvivo-Stress im Besonderen iiber
die Fluoreszenzlebenszeit des jeweiligen Sensors untersucht. Zur Untersuchung zel-
lularer Fluide stehen drei verschiedene fluoreszente Sensortypen zur Verfiigung: Ein
viskositédts- und polaritdatssensitiver molekularer Rotor, ein durch oxidative Reaktio-
nen aktivierbarer Fluorophor und ein Sensor, dessen molekulare Klappdynamik durch
die Gedrangtheit der Umgebung beeinflusst wird. Zunéchst wird gepriift, ob der mole-
kulare Rotor DASPMI (4-/4-(Dimethylamino)Styryl]-N-Methylpyridinium Iodide) ver-
schiedene Stresskonditionen und intrazellulare Viskositatsunterschiede zwischen Mit-
ochondrien, dem Zytoplasma, dem Nukleus und den Nukleoli wiedergeben kann. An-
schlieBend wird unter Zuhilfenahme der Auswertemethode Phasor in Verbindung mit
DASPMI ein Algorithmus zur Zellkompartimentseparation vorgestellt!'®). Der Farb-
stoff CellRox-DeepRed wird als nédchstes auf seine Fahigkeit gepriift, den oxidativen
Stresszustand der Zelle iiber seine Fluoreszenzlebenszeit wiederzugeben. Zuletzt wird
im Kontext zellularer Stressuntersuchungen mit Hilfe von Sensoren die Gedréngtheit
(Crowding) %) intrazelluldrer Fluide durch osmotischen Stress verdndert und mittels
des Sensors fCrH2 untersucht.

In Teil IIT wird ein neues Mikroskop vorgestellt, mit dem eine Reihe spektroskopischer
Messverfahren wie FCSI7 PCF (pair correlation function)!*8 und SOFI (superresolu-
tion optical fluctuation imaging) 1129 2122 fiir den Lehrstuhl zuginglich werden. Die
Arbeiten im Rahmen des Projektes beinhalten die Planung, den Einkauf der benttigten
Komponenten und die Vorjustage des Mikroskops. Der Aufbau und die Funktionsweise
des Mikroskops werden beschrieben und das laterale und axiale Auflésungsvermogen
mit Hilfe numerischer Berechnungen, der Strahlen- und Fourieroptik charakterisiert.

Abschliefend werden in Teil IV die wesentlichen Ergebnisse der Arbeit zusammen-
gefasst, zukiinftige Projekte diskutiert und auf offene Fragen eingegangen.

In dieser Arbeit sind Randbemerkungen durch abgesetzte Textpassagen im vorliegenden
Format gekennzeichnet. Sie haben die Funktion sowohl auf spatere Inhalte zu verweisen
als auch zusatzliche Begleitinformationen zu vermitteln, unter anderem auch solche, die
nicht explizit Thema der Arbeit sind.
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Grundlagen

In diesem Kapitel werden biologische und physikalische Grundlagen vorgestellt, die
zum Verstindnis der vorliegenden Arbeit notwendig sind. Hierzu zéhlen der elemen-
tare Aufbau eukaryotischer Zellen mit Bezug zu den durchgefithrten Experimenten,
die Photophysik von Fluorophoren, im Besonderen die Fluoreszenz und Lebenszeit
dieser sowie der strahlungslose intermolekulare Energietransfer. Die Beschreibung der
Fluoreszenzmikroskopie als Methode zur Bildgebung fluoreszenter Molekiile, am his-
torischen Beispiel eines Epifluoreszenzmikroskops und dessen Weiterentwicklung, dem
Laser-Abtastmikroskop vervollstandigt die Beschreibung der wesentlichen Grundlagen.

1.1. Die eukaryotische Zelle

Eukaryotische Zellen sind selbstorganisierende und replikationsfihige Organismen. Sie
bestehen aus einer Vielzahl von Kompartimenten, die bis auf wenige Ausnahmen von
Membranen umgeben sind. Diese Membranen definieren die Grenze der Komparti-
mente, deren Inhalt als Fluid aufgefasst werden kann. Das jeweilige kompartimentali-
sierte Fluid stellt eine komplexe Zusammensetzung vieler verschiedener Molekiile dar,
die die Homoostase und Teilungsfihigkeit der Zelle gewahrleisten. Diese Fluide haben
charakteristische physikalische Auswirkungen auf die in dieser Arbeit verwendeten mo-
lekularen Sensoren. Fiir Informationen zur Molekularbiologie der Zelle, die tiber die
Inhalte dieses Kapitels hinausgehen wird auf die einschligige Fachliteratur* ¥ verwie-
sen. Eine typische eukaryotische Zelle ist in Abb. 1.1 zu sehen.

Hier werden einige Bestandteile einer typischen eukaryotischen Zelle mit Bezug zu den
durchgefiihrten Experimenten vorgestellt. In dieser Arbeit wurden fir samtliche Experi-
mente Hela (Henrietta Lacks - human cervical carcinoma cells)- und/oder U20S (hu-
man bone osteosarkoma epithelial cells)-Zellen verwendet. Sofern eine regionsspezifische
Untersuchung der zellularen Fluide moglich ist, wird diese genannt und angegeben, in
welchen Kapiteln diese auf ihre Reaktion auf in vivo-Stress gepriift werden. Die Auswahl
der untersuchten Fluide erfolgt je nach rdumlicher Anreicherung der Stresssensoren. Die
Akkumulation und lokale Spezifitat der Sensoren wird in Kapitel 2 erlautert.
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Kapitel 1. Grundlagen

Raues ER Nukleolus

Nukleus
Mitochondrion

B . (___ﬁ)
P <

Zytoplasma

Glattes ER / Golgi-Apparat
Zellmembran

Abbildung 1.1.: Skizze einer typischen eukaryotischen Zelle. Gezeigt ist ein beispielhaftes
Mitochondrion, der Nukleus (Zellkern), ein Nukleolus, das raue- und das glatte ER, der Golgi-Apparat,
das Zytoplasma und die Zellmembran. Der Golgi-Apparat und das ER sind nicht Thema dieser Arbeit.
Die typische GroBe eukaryotischer Zellen bewegt sich zwischen 10 pm und 100 pm ). Die Abbildung
wurde der Publikation 23] entnommen und beschriftet.

Zytoplasma

Das Zytoplasma ist ein wéssriges Gemisch aus vielen tausend unterschiedlichen Protei-
nen¥, die unter anderem ihre Rolle als katalytische Molekiile einnehmen, verschiedenen
Organellen wie dem Golgi-Apparat und den Mitochondrien, und dem Zytoskelett, das
der Zelle Stabilitat verleiht. Das Zytoplasma fillt den Zellinnenraum, hat die Konsis-
tenz eines Gels?¥, ist ein dicht gedringtes Fluid (crowded) 2?1?6127 und weist als Folge
davon anomale Diffusion®® auf. Anomale Diffusion ist ein Spezialfall der brownschen
Bewegung mit langreichweitigen Korrelationen und tritt in nicht-newtonschen Fluiden
mit viskoelastischen Eigenschaften aufl?”). Das Zytoplasma ist von einer selektiv per-
meablen Membran, der Zellmembran, umgeben. Es besteht zu 80—85 % aus Wasser und
zu 10 — 15 % aus Proteinen. Der Rest besteht aus kleinen Mengen von DNA (desoxy-
ribonucleic acid), RNA (ribonucleic acid), Lipiden, Polysacchariden sowie organischen
und anorganischen Molekiilen % 31,

In Kapitel 6 wird die selektive Permeabilitat der Zellmembran genutzt, um durch den Effekt
der Osmose [Kapitel 2.4] den Wassergehalt des Zytoplasmas zu verringern und damit die
Gedrangtheit des zytoplasmischen Fluids zu erhohen. Dort wird das Lebenszeitverhalten
eines FRET (Fdrster resonance energy transfer)-Sensors unter iso- und hyperosmotischen
Bedingungen mit Bezug auf das Crowding gemessen. In Kapitel 4 werden spezifische
Reaktionen des molekularen Rotors DASPMI im Zytoplasma auf chemotherapeutischen
und oxidativen Stress gepriift.
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1.1. Die eukaryotische Zelle

Mitochondrien

Mitochondrien stellen die Energieversorgung der Zelle tiber den Citratzyklus sicher.
Sie bilden ein topologisch dynamisches und tubulires Netzwerk im Zytoplasma 233
das dem raumlichen Energiebedarf der Zelle angepasst ist[¥ 34, Auf ihrer im Inne-
ren gefalteten Oberflache, der inneren mitochondrialen Membran, wird durch die ATP
(adenosine triphosphate)-Synthase im Rahmen der Atmungskette ADP (adenosine di-
phosphate) zu ATP phosphorylliert. Als Nebenprodukt der Atmungskette werden freie
Sauerstoffradikale [ROS (reactive oxygen species)] in den Mitochondrien gebildet!®°,
Die Mitochondrien werden durch die &uflere mitochondriale Membran vom Zytoplasma
getrennt und spielen eine bedeutende Rolle im Alterungsprozess % 7, der seit Jahren
im Fokus der Forschung steht.

In Kapitel 5 wird CellRox-DeepRed, ein durch ROS aktivierbarer Sensor, zum Nachweis oxi-
dativen Stresses in den Mitochondrien verwendet. In Kapitel 4 wird mit Hilfe von DASPMI
die Wirkung von chemotherapeutischem und oxidativem Stress auf die Mitochondrien un-
tersucht.

Nukleus

Der Nukleus, auch Zellkern genannt, enthélt das Nukleoplasma, das hauptséachlich aus
Chromatin und RNA besteht. Im Nukleoplasma wird im Rahmen der Interphase die
DNA repliziert 8. In der Nukleusmembran befinden sich die Kernporen, die den Kom-
munikationsweg zwischen dem Nukleus und dem Zytoplasma darstellen. Dieser Aus-
tausch zwischen Nukleoplasma und Zytoplasma wurde von Gratton et al.[*”) mit Hilfe
der Messmethode PCF nachgewiesen.

Die Reaktion des Zellkerns auf oxidativen Stress und das Chemotherapeutikum Cisplatin
wird in Kapitel 4 anhand von vorliegenden FLIM (fluorescence lifetime imaging microsco-
py)-Messungen an HelLa-Zellen mit der Phasor-Methode untersucht. Des Weiteren widmet
sich Kapitel 6 der Untersuchung der Gedrangtheit und der Anderung dieser GréBe mit Hilfe
des FRET-Sensors fCrH2. In Teil Il wird ein neues Mikroskop vorgestellt, mit dessen Hilfe
die Kommunikation zwischen Nukleoplasma und Zytoplasma quantifiziert werden kann
und welches die hierfiir benotigte Methode PCF auf effiziente Weise moglich macht.

Nukleoli

Nukleoli, auch Kernkorperchen genannt, beinhalten hauptséchlich RNA und spezifische
Proteine und besitzen keine eigene Membran. Sie sind meist zentral im Nukleus zu
finden und nehmen an der Produktion der Ribosomuntereinheiten teil ",

Die Reaktion der Kernkoérperchen auf das Chemotherapeutikum Cisplatin wird in Kapi-
tel 4 anhand von vorliegenden FLIM-Messungen mit der Phasor-Methode analysiert und
diskutiert.
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Kapitel 1. Grundlagen

1.2. Photophysik und Fluorophore

Fluorophore sind Molekiile, die nach der Anregung durch eine Lichtquelle Fluoreszenz-
photonen aussenden. Mit ihrer Hilfe konnen spezifische Regionen in Zellen mittels eines
Fluoreszenzmikroskops [Kapitel 1.3.1] sichtbar gemacht werden. Zur zelluldren Farbung
stehen drei Moglichkeiten zur Verfiigung: Ein immunmarkierter Farbstoff wird in die
Zelle eingebracht, der spezifisch an bestimmten Strukturen andockt [IHC (immunohi-
stochemistry)|, die Zelle wird mit einem Fluoreszenzfarbstoff behandelt (labeling), oder
ein bestimmter DNA-Vektor wird eingeschleust, der die Zelle dazu veranlasst, ein fluo-
reszentes Protein zu synthetisieren. Letztere Methode stellt die sogenannte transiente
Transfektion dar.

Zur Untersuchung der Sensoren stehen zwei wesentliche Observablen zur Verfiigung:
Die Intensitat (fluorescence intensity), die von der Anzahl der pro Zeiteinheit abgege-
benen Photonen in einem bestimmten Wellenlangenbereich abhangt und die Lebenszeit
(fluorescence lifetime), die angibt, wie lange ein Molekiil im angeregten Zustand ver-
bleibt.

Die in dieser Arbeit verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe sind DASPMI und CellRox-
DeepRed. Der FRET-Sensor fCrH2 ist ein transfizierbarer Vektor.

1.2.1. Fluoreszenz

Fluoreszenz ist ein elektronischer Relaxationsprozess eines Molekiils im angeregten Zu-
stand, der unter Aussendung eines Fluoreszenzphotons erfolgt. Die wesentlichen Anre-
gungszustidnde eines Fluorophors sind in Abb. 1.2 gezeigt. Neben den elektronischen
anregbaren Zustédnden gibt es noch rotatorische und vibronische Zusténde, in welche
sowohl die Anregung wie auch die strahlungslose Relaxation eines Molekiils erfolgen
kann 1.

Der elektronische Ubergang vom ersten angeregten Zustand S; in den Grundzustand
So wird Fluoreszenz genannt. Nach der Belichtung mit einem Laser befindet sich der
Fluorophor in einem elektronisch, vibronisch und rotatorisch angeregten Zustand. Fluo-
rophore werden in der Regel nicht in den S} Zustand angeregt, sondern in einen vibro-
nischen Zustand des ersten elektronisch angeregten Zustands. Diese Gesetzmafigkeit
wird durch das Franck-Condon-Prinzip? beschrieben. Nach der Anregung in einen
vibronischen und rotatorischen Zustand des S; Niveaus kann der Fluorophor tiber IC
(internal conversion) strahlungslos in den S; Zustand relaxieren. Von dort hat er die
Moglichkeit, entweder unter Aussendung eines Fluoreszenzphotons in den Sy Zustand
zu relaxieren, oder mit sehr viel geringerer Wahrscheinlichkeit tiber ISC (intersystem
crossing) in den Triplettzustand 77 zu wechseln. Im Zustand Tj verweilt das Molekiil
dunkel und relaxiert gewohnlich tiber Phosphoreszenz in den Grundzustand Sp. Die
Rotverschiebung der Fluoreszenz, Aey < Aget, wird Stokesverschiebung (Stokes-shift)
genannt und ermdéglicht die fluoreszenzmikroskopische Bildgebung*3). Abb. 1.3 zeigt
das Absorptionsspektrum und das durch die Rotverschiebung entstandene Emissionss-
pektrum eines Fluorophors.
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1.2. Photophysik und Fluorophore

Jablonski-Diagramm

e

i i Interne
{ i Konversion Intersystem-
R Crossing

ST

Phosphoreszenz
1=10%s .. 10%s

T

Absorption

Fluoreszenz
=10"s .. 107s

So

Abbildung 1.2.: Jablonski-Diagramm. Die Grafik zeigt die wesentlichen Anregungszusténde eines
Fluorophors. Sy bezeichnet dabei den Grundzustand, S; den ersten elektronischen Anregungszustand
und 77 den Triplettzustand. Die grauen Linien oberhalb von Sy, S1, Sz und 77 zeigen die Rotations-
und Vibrationsniveaus des Fluorophors. Anregungen in hohere Energieniveaus als S; (elektronisch
und/oder vibronisch/rotatorisch) relaxieren strahlungslos unter IC in den ersten angeregten Zustand
S1. Von dort kann Fluoreszenz, S; — Sy oder ISC, S; — Ty erfolgen. Den Ubergang T — Sy nennt
man Phosphoreszenz. Die Zeitskala der Fluoreszenz ist im Nanosekunden-Bereich, die der Phosphores-
zenz im Sekunden-, Minuten- und Stundenbereich messbar. Durch rote, orange und griine Wellenmus-
ter ist symbolisch die Fluoreszenz, ausgehend von S7, bzw. die Phosphoreszenz, ausgehend von T7, in
rotatorische und/oder vibronische Zusténde gezeigt. Die Existenz der rotatorischen und vibronischen
Energiezustiande ist die Ursache fiir die Rotverschiebung der Fluoreszenz (Stokes-shift). Abbildung:
LTB Lasertechnik Berlin 4.

Absorption Emission

stokes-shift

—_—

A

Abbildung 1.3.: Der Stokes-shift. Gezeigt ist die Rotverschiebung des Absorptionsspektrums ei-
nes Fluorophors. Das Emissionsspektrum (rot) tritt bei hoheren Wellenldngen, also geringeren Ener-
gien, als die Absorption (griin) auf. Die Rotverschiebung kann als diejenige Energiedifferenz zwischen
Anregung und Relaxation des Fluorophors verstanden werden, die durch strahlungslose Relaxations-
prozesse gegeben ist. Der Stokes-shift erlaubt die Trennung der Emission und der Absorption durch
wellenldngenspezifische Filter und schafft die Grundlage zur Fluoreszenzmikroskopie.
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Kapitel 1. Grundlagen

1.2.2. Die Lebenszeit der Fluoreszenz und Fluoreszenzloschung

Neben der Intensitat der Fluoreszenz ist die Lebenszeit der Fluoreszenz eine weitere
wichtige Messgrofie, welche die Abklingungszeit des fluoreszenten angeregten Zustands
beschreibt. Die Lebenszeit der Fluoreszenz ist bei der Messmethode FLIM [Kapitel
3.1.1] die zentrale Auswertegrofie. Der Vorteil bei der Lebenszeitmessung gegeniiber
der Intensitdtsmessung ist eine geringere Fehleranfalligkeit gegeniiber Streuungs- und
Bleichprozessen #9146 Die Lebenszeit eines Fluorophors ist eine robuste und universelle
Grofle, die fest mit der Photophysik der Farbstoffmolekiile und ihrer Interaktion mit
der Umgebung verkniipft ist.

Die Lebenszeit der Fluoreszenz wurde bereits im Jahre 1919 von Stern und Volmer ")
und im Jahre 1926 von Gaviola*®l untersucht. Der Prozess, der hierbei zeitlich aufgelést
gemessen wird, ist der in Kapitel 1.2.1 beschriebene elektronische Ubergang S; — Sy
und ist im Nanosekundenbereich zu finden. Der Zerfall des angeregten elektronischen
Zustands S; folgt der G1. (1.1)16]. N(7,) bezeichnet dabei die Anzahl der Molekiile im
angeregten Zustand in Abhangigkeit der Photonenankunftszeiten 74 der Fluorophore.

d 1
G N@a) = = (ks k)N (ra), - N(7a) = Aexp(=7a/7) + B, 7= 1=

(1.1)

Gl (1.1) beschreibt die Verteilung der Photonenankunftszeiten eines Ensembles des-
selben Fluorophortyps. Die Zerfallskonstante 7 ist die Lebenszeit des Fluorophors. In
dieser Gleichung beschreibt k¢ die Rate der Fluoreszenz und k,, die Rate der strah-
lungslosen Prozesse, die vorzeitig zur Relaxation des Fluorophors fithren.

Der Prozess, der die Lebenszeit von Fluorophoren verringern kann, wird Fluoreszenz-
16schung (quenching)*? genannt. Hierbei wird die Energie eines Fluorophors auf Um-
gebungsmolekiile strahlungslos tibertragen, &y, in Gl. (1.1) steigt an und die Quanten-
ausbeute Q» des Donor-Molekiils sinkt®”. Die Quantenausbeute @ ist direkt propor-
tional zur Lebenszeit 7. Die Gl. (1.2) zeigt diesen Zusammenhang mit der Quenching-
Konstante kquant-

QA - kquantT (12)

Es werden zwei Prozesse unterschieden, die zur Fluoreszenzloschung fithren: Die dy-
namische Fluoreszenzloschung (dynamic quenching) bewirkt, dass die Lebenszeit des
Donormolekiils wihrend eines Stofles mit einem Akzeptormolekiil reduziert wird. Bei
der statischen Fluoreszenzloschung (static quenching) bindet der Fluorophor an Nach-
barmolekiile. Dabei bleibt die Lebenszeit des Donormolekiils erhalten, es nimmt ledig-
lich die Intensitat der Fluoreszenz ab. Beide Prozesse konnen in Abhéngigkeit von der
Konzentration der Donor- und Akzeptormolekiile durch die Stern-Volmer-Gleichung®”!
beschrieben werden. Die strahlungslose Energietibertragung von einem Donor- zu einem
Akzeptormolekiil kann ebenfalls zur Verringerung der Fluoreszenzlebenszeit fiihren.
Dieser Effekt wird FRET genannt, mit welchem sich der nédchste Abschnitt befasst.
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1.3. Fluoreszenzmikroskopie

1.2.3. Forster Resonance Energy Transfer

FRET ist die strahlungslose Energietibertragung von einem angeregten Donor- zu einem
Akzeptor-Fluorophor. Wenn zwei Fluorophore im Forster-Abstand Rp = r zueinander
stehen, betragt die Effizienz dieser Energietibertragung Errgr = 50 %. FRET ist ein
abstandssensitiver Effekt und tritt bei Absténden zwischen Donor- und Akzeptormo-
lekiil im Bereich weniger Nanometer auf.

1
1+ (r/Rp)°
In Gl. (1.3) ist r der Abstand der Molekiile voneinander und Ry der Forsterradius. Der
Forsterradius Ry ist abhingig vom Uberlapp des Emissionsspektrum des Donors mit
dem Absorptionsspektrum des Akzeptors, der Orientierung beider Molekiile zueinan-
der, der Quantenausbeute des Donors und dem Brechungsindex des Mediums in dem
der Sensor beobachtet wird. Ry wird im Allgemeinen berechnet 51,

EFRET = (13)

Gl. (1.3) kann mit Hilfe Fermis goldener Regell® hergeleitet werden, wenn man die
Fluorophore als Dipole idealisiert. Als Hamiltonoperator wird hierbei der Dipol-Dipol-
Wechselwirkungsoperator und als Niherung fiir die Zustandsdichte das Uberlappintegral
des Donor-Emissionsspektrums und des Akzeptor-Absorptionsspektrums verwendet.

Es gibt zwei Mess- und Auswertemethoden, um FRET-Effizienzen [Eprgr| zu messen
und zu quantifizieren: SE-FRET (sensitized emission-FRET) und LT-FRET (lifetime-
FRET)PU. LT-FRET nutzt das Prinzip der resonanten Energieiibertragung von Donor
zu Akzeptor und der damit einhergehenden Verdnderung der Lebenszeiten dieser. SE-
FRET verwendet dagegen das Verhaltnis der Emissionsintensitiat des Donors und des
Akzeptors, um auf FRET-Effizienzen zu schliefen. In dieser Arbeit wird nur LT-FRET
verwendet.

1.3. Fluoreszenzmikroskopie

In diesem Abschnitt wird das Epifluoreszenzmikroskop als historisch erstes Fluoreszenz-
mikroskop ohne zusétzliche Tiefendiskriminierung und dessen Weiterentwicklung, das
Laser-Abtastmikroskop [LSM (laser scanning microscope)|, vorgestellt. Ein kommerzi-
elles LSM ist das Leica-TCS-SP5, das fiir alle Experimente dieser Arbeit verwendet
wurde. Beide Mikroskoparten werden in der invertierten Bauweise beschrieben.

Fluoreszenzmikroskope nutzen die Rotverschiebung der Fluoreszenz fiir die Bildge-
bung. Das wesentliche Element eines solchen Mikroskops ist der dichroitische Filter,
der einen bestimmten Wellenlangenbereich reflektiert und einen anderen transmittiert.
Zur Bildgebung fluoreszenter Molekiile kann man zwei Mikroskoparten unterscheiden:
Die konfokalen Mikroskope wie LSM 3 und Spinning-Disc®¥, die entweder eine, oder
eine von Vielzahl Lochblenden fiir die Tiefendiskriminierung der Probe nutzen auf der
einen, und einfache Epifluoreszenzmikroskopel® ohne zusétzliche Tiefendiskriminie-
rung auf der anderen Seite. Die Tiefendiskriminierung in der Fluoreszenzmikroskopie
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Kapitel 1. Grundlagen

sorgt dafiir, dass nur eine diinne Schicht der angeregten Fluoreszenz detektiert wird.
Mit ihrer Hilfe lassen sich Schnitte fluoreszierender Proben aufnehmen, die spater zu
einem dreidimensionalen Bild zusammengesetzt werden konnen.

1.3.1. Epifluoreszenzmikroskopie

Bei einem Epifluoreszenzmikroskop [Abb. 1.4] wird im Allgemeinen eine Quecksilber-
dampflampe als Lichtquelle verwendet, da deren Licht spektral vom ultravioletten bis
zum infraroten Wellenlingenbereich reicht ®® und damit die meisten Fluorophore an-
geregt werden konnen.

Im ersten Schritt wird mit Hilfe einer Blende aus dem spharisch abgestrahltem Licht
ein paralleles Lichtbiindel selektiert, und iiber einen spektralen Bandpassfilter der fluo-
rophorspezifische Anregungswellenldngenbereich ausgewahlt.

Da in dem durch die Lochblende selektierten Strahlbiindel auch nichtparallele Strahlen
enthalten sind, wird das Biindel mit Hilfe einer weiteren, viel kleineren Lochblende
(pinhole) gereinigt. Das Prinzip hierbei ist, dass nur solche Strahlen, die parallel auf
eine Linse treffen, im Fokusabstand der Linse fokussiert werden. Bei der sphérischen
Abstrahlung der Quecksilberdampflampe enthélt das Strahlbtindel also auch divergente
Strahlen, die beim Fokussieren nicht die Lochblende passieren kénnen.

Der Strahl wird hinter der Lochblende wieder aufgeweitet und auf einen dichroitischen
Spiegel gelenkt, der das Anregungslicht in das Objektiv reflektiert. Jeder angeregte
Fluorophor sendet Fluoreszenzphotonen aus, die, abhangig von ihrer Position in der
Probenebene, unter einem gegeniiber der optischen Achse gekippten Winkel das Ob-
jektiv verlassen. Die Fluoreszenzstrahlen werden vom Dichroiten transmittiert und von
einer Linse auf einen Kamerasensor fokussiert. Damit wird jeder Ort aus der angereg-
ten Probenebene auf einen individuellen Ort auf dem Kamerasensor abgebildet.

Die Bildgebung erfolgt beim Epifluoreszenzmikroskop ohne bewegliche Teile. Im De-
tektionsstrahlengang konnen weitere Optiken angebracht werden, die den Strahlversatz
lateral zur optischen Achse und damit die Vergroflerung des Mikroskops erhohen. Bei
einem Epifluoreszenzmikroskop wird die gesamte Probe gleichzeitig beleuchtet.
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1.3. Fluoreszenzmikroskopie

optische Achse
Probe

Lochblende
(pinhole) Filter

Lichtquelle

Linse ¢ +

.
T

Dichroit Lochblende

Kamera

Abbildung 1.4.: Skizze eines invertierten Epifluoreszenzmikroskops. Die Abbildung zeigt
den schematischen Aufbau eines invertierten Epifluoreszenzmikroskops. Bei einem invertierten Mikro-
skop erfolgt die Anregung und die Detektion der Fluoreszenz in entgegengesetzter Richtung. Griin
ist der Anregungsstrahlengang, rot der Detektionsstrahlengang gezeigt. Die Lochblende nach der
Lichtquelle filtert aus dem abgestrahltem Licht der Quelle ein schmales Strahlbiindel. Das durch den
Filter gelenkte Licht wird spektral auf den Anregungswellenldngenbereich des jeweiligen Fluorophors
begrenzt und auf eine Lochblende (pinhole) fokussiert. Die Linse parallelisiert anschliefend den
Anregungsstrahl, der iiber den Dichroiten reflektiert und in das Objektiv gelenkt wird. Das Ob-
jektiv fokussiert den Anregungsstrahl auf die Probe und regt dort Fluorophore an. Jeder Fluorophor
emittiert abhéngig von seiner Position in der Probenebene Fluoreszenzphotonen, die unter entspre-
chend gekippten Winkeln als parallelisierte Strahlen das Objektiv verlassen. Der Fluoreszenzstrahl
wird vom Dichroiten transmittiert und tiber eine Linse auf den Sensor der Kamera fokussiert. Der
gestrichelte Detektionspfad zeigt die Abbildung eines anderen Punktes auf den Kamerasensor.
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Kapitel 1. Grundlagen

1.3.2. Laserabtastmikroskopie

Bei der Laserabtastmikroskopie [LSM, Abb. 1.6] wird als Lichtquelle ein Laser verwen-
det. Dieser sendet einen monochromatischen, kohdrenten Strahl aus, der direkt ohne
Strahlreinigung verwendet werden kann. Der Laserstrahl wird von einem Dichroiten
reflektiert und auf ein System aus zwei orthogonalen Galvanometern gelenkt. Nach
einer Strahlaufweitung wird die hintere Objektivapertur beleuchtet und ein beugungs-

begrenzter Fokus mit dem Radius dy” in der Probenebene erzeugt:

I 0.61 \ex

7 NA
In Gl (1.4) ist Aex die Wellenldnge des Lasers und NA die numerische Apertur des
Objektivs. Uber das senkrecht zueinander gekoppelte System der Galvanometer kann
der Eintrittswinkel in das Objektiv und damit der Fokus in der Probenebene verfahren
werden.

(1.4)

Wiéhrend des Abtastvorgangs wird die Position der Galvanometer mit Bezug zur Mess-
zeit registriert. Die Fluoreszenz nimmt den riickwértigen Weg bis zum Dichroiten (des-
canning), der das Fluoreszenzlicht transmittiert. Der Strahl wird anschlieBend auf eine
Lochblende (pinhole) fokussiert, die nur Licht aus der Fokusebene durchlisst und da-
mit fiir die Tiefendiskriminierung der Probe [Abb. 1.5] sorgt. Dies ist notig, da die
Detektion der Fluoreszenz in gegensatzlicher Richtung zur Anregung erfolgt. Ein Mi-
kroskop, bei dem die Detektion senkrecht zur Anregung erfolgt, wird SPIM %l genannt.
Fluoreszenz oberhalb der Probenebene wird vor die Lochblende und Fluoreszenz un-
terhalb der Probenebene hinter die Lochblende fokussiert und damit bei der Detektion
geblockt. Anschlieend wird der detektierte Fluoreszenzstrahl auf eine APD (avalanche
photo diode) oder SPAD (single photon avalanche diode) fokussiert. Das zeitlich auf-
geloste Fluoreszenzsignal wird im Anschluss mit der Galvanometerposition verkniipft.
Auf diese Weise lassen sich einzelne Ebenen der Probe als Fluoreszenzbilder aus dem
zeitkontinuierlichen Fluoreszenzsignal rekonstruieren. Verfihrt man die Probe in der
Hohe, so lédsst sich durch die wiederholte Abtastung eine dreidimensionale Aufnahme
der Probe anfertigen.

Probenebene Bildebene
Lochblende
(pinhole)

Abbildungsrichtung

Abbildung 1.5.: Funktionsweise einer Lochblende zur Tiefendiskriminierung. Gezeigt ist die
schichtselektive Abbildung einer Ebene nach der vollstdndigen Abtastung. Strahlen, die aus anderen
als der zentralen Ebene emittiert werden, blockt die Lochblende ab. Rot sind Strahlen gezeigt, die aus
der zentralen Fokusebene stammen. So entsteht die Tiefendiskriminierung der Probe, auch ,optical
sectioning® genannt.
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1.3. Fluoreszenzmikroskopie

2D Abtastung

Lochblende
(pinhole)

Galvanometer
Spiegel

~N

Dichroit

Abbildung 1.6.: Skizze eines invertierten Laser-Abtastmikroskops (LSM). Bei einem in-
vertierten Mikroskop erfolgt die Anregung und die Detektion der Fluoreszenz in entgegengesetzter
Richtung. Griin ist der Anregungsstrahlengang, rot der Detektionsstrahlengang gezeigt. Als Lichtquelle
wird bei einem LSM ein Laser verwendet. Der Laserstrahl wird iiber den wellenldngenselektiv reflektie-
renden Dichroiten auf den Galvanometer-Spiegel gelenkt. Anschlieend wird der Anregungsstrahl
iiber einen Teleskopaufbau, bestehend aus zwei Linsen, aufgeweitet und auf die hintere Aperturebe-
ne des Objektivs parallelisiert. Der Galvanometer kann elektronisch gesteuert den Anregungsstrahl
unter verschiedenen Winkeln in das Objektiv lenken. In der Abbildung ist nur ein Galvanometer fiir
die Ablenkung in z-Richtung eingezeichnet. In einem LSM wird ein weiterer Galvanometer mit ortho-
gonaler Rotationsachse verwendet, um den in z-Richtung abgelenkten Strahl zusétzlich in y-Richtung
abzulenken. Uber diese elektronisch gesteuerte Ablenkung wird die Probenebene zweidimensional ab-
getastet. Das beleuchtete Volumen ist im Falle eines LSM im Gegensatz zum Epifluoreszenzmikroskop
[Abb. 1.4] beugungsbegrenzt und damit wesentlich kleiner. Der Fluoreszenzstrahl nimmt den riickwér-
tigen Weg bis zum Dichroiten, der Fluoreszenzwellenlingen transmittiert. Eine Linse fokussiert den
Detektionsstrahl auf eine Lochblende (pinhole), die fiir die Tiefendiskriminierung der Fluoreszenz
verantwortlich ist. Das zeitkontinuierliche Fluoreszenzsignal wird mit Hilfe eines APD oder SPAD
detektiert.
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Materialien und Observablen

In diesem Kapitel werden sensorspezifische biologisch-physikalische Observablen und
zugrundeliegende zellulare Mechanismen vorgestellt, die in dieser Arbeit gemessen wur-
den. Viskositat und Polaritit der zellularen Umgebung beeinflussen den molekularen
Rotor DASPMI. Der oxidative Stresszustand zellulérer Fluide kann iiber den oxidierba-
ren Fluorophor CellRox-DeepRed nachgewiesen werden. Auf osmotische Verdnderungen
in zelluldren Fluiden reagiert der Sensor f{CrH2, der FRET als Funktionsprinzip verwen-
det. Des Weiteren wird auf die jeweilige zellulare Lokalisation der Sensoren eingegangen
und allgemeine Zellkulturarbeiten werden beschrieben.

2.1. Zellkultur

In diesem Abschnitt wird die allgemeine Behandlung der HeLa- und U208S-Zellen bis
zum Aussden dieser in Mikroskopiekammern (wells), wie auch die verwendeten Zellkul-
turmaterialien beschrieben. Die individuelle projektbezogene Farbung oder Transfekti-
on, wie auch Stressbehandlungen der Zellen sind den jeweiligen Kapiteln zu entnehmen.

Zellkulturmaterialien

PBS (phosphate buffered saline) (Gibco - Thermo Fischer) zum Waschen der Zellen,
DMSO (dimethyl sulfozide) (Gibco - Thermo Fischer) - Losungsmittel fir Menadion.
McCoy (Merck - Sigma Aldrich) - Zellndhrmedium fiir U20S-Zellen, DMEM (Dulbec-
co’s modified eagle medium) (Gibco - Thermo Fischer) - Zellndhrmedium fiir HeLa-
Zellen. FKS (fetales Kdlberserum) (Thermo Fischer), Natriumpyruvat (Thermo Fi-
scher), L-Glutamin (Thermo Fischer) und Penicillin/Streptomycin (Thermo Fischer)
sind Zusatze fir das DMEM-Medium. FuGene6 (Promega) wurde als Transfektions-
reagenz verwendet. OptiMem (Gibco - Thermo Fischer) - Kulturmedium ohne FKS
und ohne Penicillin/Streptomycin zur Vorbereitung von Transfektionen. Fiir die Vor-
bereitung der Transfektionsvektoren wurden Mikroreaktionsgefifie der Firma Eppen-
dorf verwendet. HeLa- und U20S-Zellen wurden in Zellkulturflaschen (Thermo Fischer)
kultiviert.
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2.2. Molekularer Rotor - Viskositat

Vorbereitung der Zellnahrmedien

Das Kulturmedium McCoy fiir U20S-Zellen ist unverandert als Zellndhrmedium nutz-
bar, auf 500 ml DMEM wird 50 ml FKS, 5ml Natriumpyruvat, 5ml L-Glutamin und
5ml Penicillin/Streptomycin gegeben.

Kultivierung der Zellen

HeLa- und U20S-Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit den jeweiligen Kulturmedien,
DMEM fiir HeLa-Zellen oder McCoy fir U20S-Zellen, bei 37°C und 5 % CO, kultiviert
und bei 80 %-iger Konfluenz passagiert und in Mikroskopiekammern ausgesét.

Mikroskopie und Mikroskopiemedium

Als Mikroskopiemedium wird in dieser Arbeit das Kulturmedium DMEM ohne pH-
Indikator Phenolrot mit 5% HEPES (4-(2-Hydrozyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic
acid, N-(2-Hydrozyethyl)piperazine-N -(2-ethanesulfonic acid)) bezeichnet. Dieses trans-
parente Medium wird sowohl fiir die Mikroskopie der HeLa- wie auch der U20S-Zellen
verwendet. Vor der Mikroskopie der Zellen wird das Kulturmedium gegen Mikrosko-
piemedium getauscht. Als Mikroskopiekammern wurden 4-well Probenkammern der
Firma ibidi verwendet.

2.2. Molekularer Rotor - Viskositat

Molekulare Rotoren sind Fluorophore, deren Anregungs- und Relaxationsverhalten
durch ihre unmittelbare Umgebung beeinflusst werden. Sie verfiigen tiber mindestens
einen molekiilinternen Rotationsfreiheitsgrad, der sie als molekularen Rotor klassifi-
ziert. Abb. 2.1 zeigt die Strukturformel des verwendeten molekularen Rotors DASPMI.

DASPMI hat die Eigenschaft, seine Fluoreszenzintensitét und mittlere Lebenszeit (1)
mit steigender Mikroviskositét der Umgebung zu erhohen 5758 Diese Eigenschaft geht
mit dem Riickgang der Rotationsdiffusion in viskoseren Medien einher. Dementspre-
chend werden molekulare Rotoren als Viskositatssensoren eingesetzt. Weiterhin be-
kannt ist, dass DASPMI auf eine Polaritatserhohung des Umgebungsfluids mit einer
Verringerung seiner mittleren Lebenszeit (1) reagiert. Diese Eigenschaft ermdglichte
Ramadass et al.’”) die Messung des mitochondrialen Membranpotentials.

Generell ist die Relaxation S7 — Sy von DASPMI sehr komplex und muss in Wech-
selwirkung mit der lokalen Umgebung betrachtet werden. Eine quantenmechanische
Beschreibung der Relaxationskinetik von DASPMI wird in der Publikation von Aschi
et al. % hergeleitet. DASPMI hat drei Rotationsfreiheitsgrade &, & und &, von denen
einer, &, bei Raumtemperatur nicht anregbar ist. Man kann drei Anregungszustan-
de unterscheiden, die mit verschiedenen Winkelstellungen der Rotationsfreiheitsgra-
de & und &3 assoziiert sind und fiir das Auftreten dreier verschiedener Lebenszeiten
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71, 7 und 73 verantwortlich sind!l: LES (locally excited state), ICTS (intramolecular
charge transfer state) und TICTS (twisted intramolecular charge transfer state). Die
Relaxationszeit des LES liegt unterhalb der Zeitauflosung des verwendeten TCSPC
(time correlated single photon counting)-Systems, im Pikosekunden-Bereich. Fir die
Relaxationszeiten der ICTS und TICTS gilt Gl. (2.1), wobei beide Lebenszeiten im
Nanosekunden-Bereich liegen und damit gut messbar sind.

CH;

Abbildung 2.1.: Strukturformel: DASPMI-Molekiil. Gezeigt sind die Rotationsfreiheitsgrade
&1, & und &5 des Molekiils, die DASPMI als molekularen Rotor klassifizieren. Von diesen dreien
ist & bei Raumtemperatur nicht anregbar. Abhéingig von den Winkelstellungen der anderen beiden
Freiheitsgrade konnen drei verschiedene Lebenszeiten 7, 7o und 73 auftreten, von denen eine, 71,
im Pikosekunden-Bereich, und damit unterhalb des Auflsungsvermégens des verwendeten TCSPC-
Aufbaus ist. 71 wird mit dem LES, 75 mit dem ICTS und 73 mit dem TICTS Anregungszustand
assoziiert. Die Abmessungen des DASPMI-Molekiils sind etwa 0.5 nm x 1 nm. Abbildung iibernommen
aus der Publikation von Aschi et al.[60].

TICTS < TTICTS (2.1)

In Kapitel 4 dieser Arbeit wird DASPMI in HelLa-Zellen zur Entwicklung eines Separations-
algorithmus mit Hilfe der Phasordarstellung verwendet. Zusatzlich wird die regions- und
behandlungsspezifische Reaktion von DASPMI auf zellulédre Stresszustdnde untersucht.
Der Sensor ist ein hydrophiler Farbstoff, der im gesamten Zellinnenraum beobachtet wer-
den kann.

2.3. Redox-Sensor - oxidativer Stress

Chemische Reaktionen, bei denen Elektronen auf einen Reaktionspartner iibertragen
werden, heilen Redox-Reaktionen. Sie bestehen aus dem kombinierten Ablauf einer
Oxidations- und einer Reduktionsreaktion. Das aus dem Alltag bekannteste Beispiel
fiir eine Oxidationsreaktion ist die Verbrennung, also die Reaktion mit Sauerstoff als
Oxidationsmittel. Das Oxidationsmittel wird dabei reduziert, es nimmt ein Elektron
auf und das Reduktionsmittel, der Brennstoff, oxidiert, es gibt ein Elektron ab. Die
Rostbildung auf Metalloberflichen ist ein weiteres Beispiel fiir die Oxidation. Am Bei-
spiel von einem Reduktionsmittel: A und Oxidationsmittel: B, ist die Oxidation [GI.
(2.2)] die Reduktion [Gl. (2.3)] und die gekoppelte Redox-Reaktion in Gl. (2.4) gezeigt.
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2.4. Crowding-Sensor - lokale Gedrangtheit

A— At te, (2.2)
B+e — BT, (2.3)
A+B— At +B".

Im Rahmen der glykolytischen Energiegewinnung in eukaryotischen Zellen reagieren
Glukose als Reduktionsmittel und Sauerstoff als Oxidationsmittel miteinander. Da-
bei wird Glukose zu Kohlenstoffdioxid oxidiert und Sauerstoff zu Wasser reduziert 2.
Die Umkehrreaktion hiervon ist die Photosynthese, die Pflanzen zur Energiegewinnung

nutzen 03]

In Kapitel 5 wird mit Hilfe eines Redox-Sensors, CellRox-DeepRed, der oxidative Stress-
zustand von Hela- und U20S-Zellen lber die Fluoreszenzlebenszeit und -intensitat des
Sensors untersucht. Abb. 2.2 zeigt schematisch die Redox-Reaktion, durch die der Sen-
sor CellRox-DeepRed in den fluoreszenten Zustand iiberfiihrt wird. Vor dieser Reaktion
ist der Sensor nicht fluoreszent. Die Lokalisation dieses Sensors ist auf das Zytoplasma
beschrankt, der Zellkern wird nicht signifikant gefarbt.

— R, ROS — + R,
. - > __
N\ N\
H R, R,
Reduziert Oxidiert
(nichtfluoreszent) (fluoreszent)

Abbildung 2.2.: CellRox-DeepRed: Aktivierung des fluoreszenten Zustands. Die Abbildung
zeigt schematisch die durch ROS ausgeloste Reaktion an CellRox-DeepRed. Die schattierte Kugel
symbolisiert den patentierten Farbstoff, dessen Struktur nicht ndher bekannt ist. Durch die Reaktion
mit reaktiven Sauerstoffspezies wird CellRox-DeepRed in den fluoreszenten Zustand iiberfithrt. Die
Abbildung wurde der Publikation 4 entnommen und beschriftet.

2.4. Crowding-Sensor - lokale Gedrangtheit

In diesem Abschnitt wird der Mechanismus der Osmose vorgestellt, der zur Modulation
der Gedrangtheit zelluldrer Fluide ausgenutzt wird. Im Anschluss wird der Aufbau, das
Funktionsprinzip und die intrazelluldre Lokalisation des verwendeten Crowding-Sensors
beschrieben.

Osmose ist der passive, groflenabhéngige Transport einer Teilchensorte durch eine se-
lektiv permeable Membran wie beispielsweise die Zellmembran. Dieser Mechanismus
versucht die Konzentration derjeniger Molekiile auf beiden Seiten der Membran an-
zugleichen, fiir die diese undurchlassig ist. Eine wichtige Anwendung in der Medizin
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ist beispielsweise die Dialyse bei Nierenversagen, die tiber eine vorgegebene Konzen-
tration von spezifischen Molekiilen bzw. dem Fehlen dieser zur Blutreinigung verwen-
det wird®!. Bei diesem Vorgang wird das Blut aus dem Korper ausgeleitet und iiber
ein System von selektiv permeablen Membranen gereinigt. Neuartige Medikamente er-
hohen die Porengrofie der Blut-Harn-Schranke, um die Filterung von iiberschiissigem
Blutzucker zu begiinstigen. Auch im Kontext erneuerbarer Energien wird die Osmose
in Osmose-Kraftwerken ausgenutzt 0.

Die Osmolaritét einer Losung ist definiert durch das Verhéltnis osmotisch aktiver Teil-
chen und des Bezugsvolumens. Im Gegensatz dazu verwendet die Osmolalitat die Masse
Missung der Losung statt des Volumens Vigsung. Gl. (2.5) zeigt die Definition der Osmo-
laritét, die in dieser Arbeit verwendet wird. c.sy bezeichnet dabei die Osmolaritit, nosm
die Anzahl osmotisch aktiver Teilchen und Vis5une das Volumen des Losungsmittels.

Nosm mosmol
1 — ) m - 2 . 5
Cos VLésung [Cos ] 1 ( )

Die Einheit der Osmolaritit coq, ist 2229 [Gl. (2.5)]. Die Osmolaritéit isotonischer

Losungen, wie z.B zellularer Fluide im physiologischen Zustand zeigt Gl. (2.6). In dieser
Arbeit wird die Einheit der Osmolaritat wie folgt abgekiirzt:

mosmol 03 osmol

Cosm == 300 =: 0.3 Osm. (2.6)
In Kapitel 6 wird durch die Veranderung der Osmolaritat, also die Konzentration osmotisch
aktiver Teilchen pro Volumeneinheit des Mikroskopiemediums, ein Osmolaritatsunterschied
AcCosm, definiert durch Gl. (2.7), zwischen Mikroskopiemedium und dem Zellinneren er-
zeugt.

= C

LOSUNG ZELLE
ACOSI’H — Cosm — Cosm (27)

Der Osmolaritiatsunterschied Acyg, zwischen Mikroskopiemedium und dem Zellinnen-
raum bewirkt, dass Wasser aus der Zelle in die Losung transportiert und damit das
Zellvolumen verringert wird, da die Na® und Cl™-Ionen in der Losung wie auch im
Zytoplasma in hydratisierter Form vorliegen und aufgrund ihrer Grofle die Zellmem-
bran nicht durchdringen kénnen. Die Osmose versucht die Konzentration hydratisierter
[onen auf beiden Seiten der Membran anzugleichen und transportiert Wasser aus dem
Zellinnenraum in das Mikroskopiemedium. Abb. 2.3 zeigt die hyperosmotische Behand-
lung, die in Kapitel 6 Anwendung findet. Durch Zugabe von NaCl (sodium chloride)
in der Losung nimmt die Gedrangtheit des Zytoplasmas durch die Volumenabnahme
der Zelle zu, da das nicht zur Verfiigung stehende Volumen (excluded volume) zu-
nimmt 67681199 " Diese Gedrangtheit eines Fluids kann mittels FRET gemessen und
iiber die FRET-Effizienz quantifiziert werden.
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2.4. Crowding-Sensor - lokale Gedrangtheit
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Abbildung 2.3.: Skizze der hyperosmotischen Behandlung bei ¢t = ;. Die L: Losung und
das Z: Zytoplasma wird durch die selektiv permeable Zellmembran, die durch senkrechte Strichlinien
angedeutet ist, getrennt. Die Membran ist fir Wasser (schwarz) durchlissig und fiir hydratisierte
Na®- und Cl -Tonen (blau) undurchlissig. Links: ¢ < t, : Isoosmotischer Gleichgewichtszustand.
Mitte: t = ty : Hyperosmotische Behandlung. Rechts: ¢ > ty3 : Nach der Behandlung wird sowohl
aus dem Zytoplasma als auch dem Zellkern, Wasser in die hyperosmotische Umgebung transportiert
und das Zellvolumen verringert. Das Zytoplasma ist von diesem Effekt deutlich stérker betroffen als
der Zellkern. Dieser Vorgang ist in der Abbildung durch die Flédchenreduktion angedeutet. Unten ist
jeweils eine exemplarische Zelle mit dem Zytoplasma (griin) und dem Zellkern (rot) gezeigt.

Ein Crowding-Sensor ist ein iiber eine molekulare Briicke verbundener Komplex aus
zwei Fluorophoren. Der Sensor nutzt den abstandssensitiven Energietransfer, FRET 70
als Funktionsprinzip aus. Abb. 2.4 zeigt die beiden Zustdnde des fCrH2-Sensors im
nichtgedrangten und gedréangtem Milieu. Der offene Zustand wird in einfachen newton-
schen Fluiden angenommen, wahrend der geschlossene Zustand in gedrédngten Fluiden
(crowded fluids) beobachtet wird. Sind Donor und Akzeptor im Férsterabstand Rp zu-
einander, betragt die FRET-Effizienz 50 %. Der DNA-Vektor fCrH2 wird im gesamten
Zellinnenraum, sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleoplasma exprimiert.

Crowding

Ereer | E reer |

Abbildung 2.4.: Funktionsweise eines FRET-Sensors. Zu sehen ist der urspriinglich von Boe-
rsma et al. entwickelte Cerulean-Citrin FRET-Sensor, die Funktionsweise ist jedoch identisch zum
verwendeten FRET-Sensor. acGFP1 ist in diesem Beispiel der Donor und mCherry der Akzeptor.
Durch den Energietibertrag sinkt die Lebenszeit des FRET-Sensors. Links: Im offenen Zustand ist
der Energieiibertrag vom Donor zum Akzeptor unwahrscheinlich, die FRET-Effizienz ist also nied-
rig: Errer 4. Rechts: Im geschlossenen Zustand ist der Energietibertrag wahrscheinlich, die FRET-
Effizienz ist hoch: Eprgr 1. Die Abbildung wurde der Publikation ") entnommen und die Beschriftung
den vorliegenden Fluorophoren acGFP1 und mCherry angepasst.
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Messmethoden und Datenauswertung

Die in dieser Arbeit verwendeten Messtechniken sind Methoden zur Lebenszeitmes-
sung von Fluorophoren mit hoher raumlicher Auflosung [FLIM] oder Einzelmessungen
an definierten Orten in zelluldren Fluiden [FLPM (fluorescence lifetime point measu-
rement)]. Dabei ist zu beachten, dass nie das Fluid gemessen wird, sondern ein, in die
Zelle eingeschleuster Fluorophor (z.B. CellRox DeepRed), ein transfiziertes fluoreszen-
tes Protein (z.B. GFP (green fluorescent protein)) oder Proteinkomplex (z.B. fCrH2).
Bei einer Lebenszeitmessung werden Photonenankunftszeiten fluoreszenter Molekiile
mit Bezug zu einem periodischen Laserpuls tiber ein TCSPC-System gemessen, die zu-
allererst als Laborzeit-Ankunftszeit-Vektoren vorliegen.

Da prinzipiell die Art der Verteilungen der Ankunftszeiten bekannt ist [Kapitel 1.2.2],
liegt es nahe, den Laborzeit-Ankunftszeit-Vektor zu histogrammieren, um die Einhiil-
lende mittels verschiedener Auswertemethoden wie der doppelexponentiellen Kurven-
anpassung [Kapitel 3.2.2] oder Phasor [Kapitel 3.2.3] zu analysieren.

Die Datenauswertung liefert charakteristische Parameter der Ankunftszeithistogramme
wie die Fluoreszenzlebenszeiten 7; und zugehorigen Fraktionen );, wobei deren Vertei-
lungen sowohl auf den Mittelwert als auch den Mittelwertsfehler gepriift werden miis-
sen. Des Weiteren konnen diese Verteilungen, je nachdem welcher Zellbehandlung sie
zuzuordnen sind, mit Hilfe von Signifikanztests auf Ubereinstimmung gepriift werden.
Diese Tests werden im letzten Abschnitt dieses Kapitels beschrieben.

3.1. Fluorescence Lifetime Measurement Techniken

Bei den ersten Messungen zur Lebenszeit der Fluoreszenz wurde ein intensitatsmo-
dulierter spektroskopischer Aufbau verwendet, mit dem es moglich war, die Phasen-
verschiebung zwischen Anregungslicht und detektierter Fluoreszenz zu messen!™. Die
Probe wurde hierfiir mit einem Dauerstrichlaser angeregt, dessen Intensitat mit einer
Frequenz moduliert war. Die detektierte Fluoreszenz besitzt die Frequenz der Anre-
gungsmodulation, ist aber aufgrund der Relaxationskinetik der Fluorophore phasen-
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3.1. Fluorescence Lifetime Measurement Techniken

verschoben. Diese Phasenverschiebung entspricht der mittleren Lebenszeit der Fluoro-
phore. Die Lebenszeitmessung im Frequenzregime war die erste Methode, um die Le-
benszeit der Fluoreszenz zu messen und ist seitdem vielfach weiterentwickelt worden,
um auch komplexe Zusammensetzungen verschiedener Fluoreszenzlebenszeiten messen
zu konnen. Dies erfordert jedoch die mehrfache Messung der Probe mit unterschiedlich
modulierten Intensititen (7

Die prominenteste Methode, zur Bestimmung der Lebenszeit von Fluorophoren, wird
TCSPC genannt. Hierbei wird eine fluoreszenzfahige Probe mit einem gepulsten La-
ser angeregt und die Fluoreszenzphotonenankunftszeit 7o relativ zum Anregungspuls
gemessen 47,

Eine zu TCSPC artverwandte Methode wird TGSPC (time gated single photon counting)
genannt und ermoglicht wesentlich hohere Zahlraten als TCSPC bei gleichzeitig niedrigerer
zeitlicher Auflosung(7®l.

Sowohl bei FLIM wie auch bei FLPM sind die beiden gemessenen Grofien die Helligkeit
und die Relaxationscharakteristik des verwendeten Sensors, lediglich mit unterschied-
licher rdumlicher Auflésung und zeitlicher Statistik. Im Falle von FLPM konzentriert
man sich auf ausgewdhlte Orte (Npos ~ 4) und kann Histogramme mit ausgezeichneter
Statistik messen (Nppot & 10°). Bei FLIM ist die raumliche Auflosung (Npes ~ 10°
Pixel) hoch, dafiir die Statistik der jeweiligen Histogramme (Nypo ~ 10%) geringer.

Die Detektionsrate Rqe; muss bei einer Lebenszeitmessung tiber ein TCSPC-System
niedrig im Vergleich zur Laserpulsfrequenz fe, gehalten werden, um den sogenannten
pile-up-Effekt zu vermeiden. Da die Wahrscheinlichkeit ein Photon zu messen mit zu-
nehmender Wartezeit nach dem Laserpuls exponentiell abnimmt, besteht die Gefahr,
bei sehr hohen Detektionsraten hauptsachlich kurze Ankunftszeiten und damit zu kur-
zen Ankunftszeiten verschobene Histogramme zu messen. Dies geht auf die Totzeiten
des TCSPC-Aufbaus wie auch der SPAD zuriick. Empfohlen wird eine maximale De-

tektionsrate RT*["7 welche bei keiner Messung iiberschritten wurde:
1 counts
R~ —fox = 4 % 10° :
det 100f S

Bei einer typischen TCSPC-Messung entsteht eine Verteilung der Photonenankunfts-
zeiten 74, die eine Faltung der geratetypischen Antwortfunktion [IRF (instrument re-
sponse function)] mit dem Ankunftszeithistogramm ist[™). Die charakteristische Form
einer TCSPC-Messung ist in Abb. 3.1 gezeigt. Fiir die Auswertung der Ankunftszeit-
histogramme siehe Kapitel 3.2.

Samtliche Messungen dieser Arbeit wurden an einem kommerziellen LSM-System (SP5 -
Leica Microsystems - Wetzlar - Deutschland) mit TCSPC-Unterstitzung (PicoHarp 300
- PicoQuant - Berlin - Deutschland) durchgefiihrt. FLIMI®! wurde als Messmethode fiir
die Experimente in Kapitel 4 und Kapitel 5 verwendet und FLPM fiir die Experimente in
Kapitel 5 und Kapitel 6.
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Kapitel 3. Messmethoden und Datenauswertung

N /TCSPC-Hlstogramm

>

1, [ns]

Abbildung 3.1.: Charakteristische Form eines TCSPC-Ankunftszeithistogrammes. Gezeigt
ist die Faltung der IRF mit dem einfach- oder multiexponentiellen Zerfall des Ankunftszeithistogram-
mes. Blau ist die IRF gezeigt, die bei kurzen Ankunftszeiten durch das Messgerédt gegeben ist und
typischerweise im Bereich des Maximums des TCSPC-Histogramms zerfillt. Rot ist der Bereich des
Ankunftszeithistogrammes (LT) gezeigt, der fiir die Auswertung verwendet werden kann.

3.1.1. Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy

Bei der Messmethode FLIM wird mit einem LSM ein Gebiet der Grofie Ny x Ny Pixel
iber ein implementiertes Strahlablenkungssystem (gewohnlich ein GM (galvanometer
mirror)-Scanner) abgerastert. Wahrend der sukzessiven Ansteuerung der Orte tiber
den Scanner beleuchtet ein gepulster Laser mit der Pulsfrequenz f., = 10 —40 MHz die
Probe und ein parallel arbeitendes TCSPC-System mit implementiertem Zéhler und
SPAD-Detektoren misst die Ankunftszeiten der Fluoreszenzphotonen mit Bezug zum
Laserpuls. Das PicoHarp-300 TCSPC-Modul speichert die Ankunftszeiten der Photo-
nen beziiglich der Laserpulse wihrend dem Abtastvorgang mit der zuséitzlichen In-
formation, wann eine Zeile im Bild begonnen und beendet wurde. Daraus, und aus
der gewiinschten Anzahl an Pixeln N, in einer Zeile, ldsst sich bestimmen, welche
Ankunftszeiten zum Histogramm eines jeweiligen Pixels beitragen. Diese pixelweisen
Histogramme enthalten die volle Information tiber die raumlich aufgeloste Lebenszeit-
charakteristik der gemessenen Probe. FLIM ist in den meisten kommerziellen LSM
implementiert, wie auch im verwendeten SP5 von Leica.

Die zugédnglichen Einstellungsparameter sind der Ausschnitt der Probe, die Anzahl
der Pixel Npos = Ny x Ny, die GroBe des Messbereichs, die Frequenz der Laserpulse
fex, die Laserintensitdt und die Messzeit T oder alternativ die maximale Anzahl
der gezéhlten Photonen pro Pixel Nphot max- Das Resultat einer FLIM-Messung ist eine
raumlich aufgeloste Matrix von Laborzeit- Ankunftszeit-Vektoren, die sowohl die lokale
Helligkeit der Probe, definiert durch das Integral iiber die pixelweisen Vektoren, wie
auch die Relaxationscharakteristik des verwendeten Sensors, definiert durch die Form
des Histogramms, enthalt.
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3.1. Fluorescence Lifetime Measurement Techniken

Abb. 3.2 zeigt schematisch am Beispiel einer Zelle die einzelnen Schritte der FLIM-
Messung, von der Datenakquise in Form der Ny x Ny-Matrix von Laborzeit-Ankunftszeit-
Vektoren bis zum Histogrammieren derselben Vektoren zu Ankunftszeithistogrammen.
Die auszuwertenden Pixel miissen im Allgemeinen manuell durch den Experimentator
vom Hintergrund getrennt werden. Die ausgewédhlten Histogramme kénnen im An-
schluss ortsaufgelost iiber Phasor oder zusammengefasst iiber die doppelexponentielle
Kurvenanpassung analysiert werden.

[ FLIM-Messung]

Ny
b) Nox Ny )
Laborzeit-Ankunftszeit-Vektoren N>§ X ’_\'y
Ankunftszeit-Histogramme
\
T, [ns] e

>

t[s]

Abbildung 3.2.: Messmethode FLIM am Beispiel einer Zelle. a) Der griin markierte Bereich
symbolisiert das Zytoplasma, der rote Kreis den Zellkern. Wahrend der FLIM-Messung werden pixel-
weise, rdumlich aufgeldst Ny x Ny Laborzeit- Ankunftszeit-Vektoren aufgenommen. b) Exemplarischer
Laborzeit-Ankunftszeit-Vektor. Die blauen Pfeile symbolisieren die periodischen Laserpulse mit der
Frequenz fe. ¢) Die bei der Messung gewonnenen Ny x Ny Laborzeit-Ankunftszeit-Vektoren kénnen,
als Histogramme dargestellt, iiber Phasor oder regionsspezifisch zusammengefasst iiber Kurvenanpas-
sung ausgewertet werden. Zusétzlich zur Lebenszeitcharakteristik, die durch die Zerfallscharakteristik
des Histogramms gegeben ist, definiert das Integral iiber die Ankunftszeithistogramme die lokale Hel-
ligkeit der Probe. In der Abbildung deutet die rote gestrichelte Linie einen einfachexponentiellen Zerfall
des Ankunftszeithistogrammes und den Bereich an, der fiir die Auswertung verwendet werden kann.
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Kapitel 3. Messmethoden und Datenauswertung

3.1.2. Fluorescence Lifetime Point Measurement

Die FLPM-Methode ist eine Variante von FLIM und ist {iber den implementierten
FCS-Messmodus des Leica-TCS-SP5 zugénglich. Im Gegensatz zu FLIM, bei dem ein
Gebiet zur Messung gewahlt wird, werden bei FLPM verschiedene Einzelmessorte aus-
gewahlt. Das TCSPC-Modul registriert wiahrend der Messung, wie auch bei FLIM, die
Ankunftszeit 74 der Photonen mit Bezug zum Laserpuls mit der Frequenz fe,. Fiir diese
Messmethode stand keine kommerzielle Methode zur Datenextraktion zur Verfligung,
weshalb iiber ein selbst entwickeltes Programm die vom TCSPC-System abgespeicher-
ten Bindrdateien zugédnglich gemacht wurden, um die Ankunftszeitvektoren auszulesen.
Die zuganglichen Einstellungsparameter im FCS-Modus sind die Messorte N5, die
Messzeit je Position Ty, die Frequenz der Laserpulse fo, und die Laserintensitat. Das
Resultat einer FLPM-Messung ist ein Laborzeit-Ankunftszeit-Vektor, der die photo-
physikalische Information der lokalen Helligkeit wie auch der Relaxationsprozesse des
verwendeten Sensors enthélt.

a)

[ FLPM-Messung j

b) c)

Ein Ein
T, [ns] }‘/_ffl’x N .
RILEAREERRR ek :
(%) 5
T/ |
~e :
t[s] 1, [ng]

Abbildung 3.3.: Messmethode FLPM am Beispiel einer Zelle. a) Der griin markierte Be-
reich symbolisiert das Zytoplasma, wahrend der rote Kreis den Zellkern darstellt. Die eingezeichnete
ROI markiert den Messort. Wéhrend der FLPM-Messung wird rdumlich aufgelost ein Laborzeit-
Ankunftszeit-Vektor aufgenommen. b) Exemplarischer Laborzeit-Ankunftszeit-Vektor. Die blauen
Pfeile symbolisieren die periodischen Laserpulse mit der Frequenz fex. ¢) Der bei der Messung ge-
wonnene Laborzeit-Ankunftszeit-Vektor kann als Histogramm dargestellt und iiber Kurvenanpassung
ausgewertet werden. In der Abbildung deutet die rote gestrichelte Linie einen einfachexponentiellen
Zerfall des Ankunftszeithistogrammes und den Bereich an, der fir die Auswertung verwendet werden
kann.

Bei niedrigen Zahlraten, Rae ~ 1 x 10* — 2 x 10" ™2 wird nicht jedes Zeitinkrement
im Laborzeit-Ankunftszeit-Vektor wahrend der Aufnahme besetzt. Die besetzten Zei-
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3.2. Datenauswertung

tinkremente enthalten in diesem Fall die Information tiber die Fluorophortransitzeiten
durch das konfokale Volumen. Dann fithrt die Ersetzung der Ankunftszeit 74 durch
Einsen im Laborzeit-Ankunftszeit-Vektor auf die bekannte Zeitreihe (time-trace) einer
FCS-Messung, die tiber ACF (autocorrelation function) ausgewertet werden kann und
Aufschluss iiber das raumlich aufgeloste Diffusionsverhalten des Fluorophors gibt.

3.2. Datenauswertung

In diesem Abschnitt werden die verwendeten Auswertemethoden wie die Kurvenanpas-
sung (curve-fitting) und die Phasor-Auswertung vorgestellt. Im Falle der Kurvenan-
passung wird auf einfach- und doppelexponentielle Modelle zuriickgegriffen, die Phas-
ordarstellung dagegen bendtigt keine explizite Modellannahme. Vor der Auswertung
werden mit einer Maske tiber das FLIM-Bild die zu beriicksichtigenden Pixel ausge-
wahlt. Bei der Auswertung von Ankunftszeithistogrammen iiber Kurvenanpassung ist
die Auswahl der beitragenden Pixel nicht kritisch, da hier die gesamte Information
iiber die Ankunftszeiten in ein gemeinsames Histogramm zusammengefasst wird. Die
Auswahl der auszuwertenden Pixel ist bei der Phasor-Auswertung dagegen ein wesent-
licher Einflussfaktor und nicht vernachléassigbar. Fiir beide Auswerteverfahren wird ein
gemeinsamer Datensatz erstellt, der sowohl fir die Auswertung tiber Kurvenanpassung
als auch fiir die Phasor-Auswertung verwendet werden kann.

3.2.1. Korrektur der Ankunftszeithistogramme

Beim Histogrammieren werden die gemessenen Ankunftszeiten in definierte Zeitinter-
valle der Breite A7ty = 16ps eingeteilt und die Haufigkeit der Photonen in diesen
Intervallen als Histogrammwert N (74) gezahlt. Dieses Vorgehen fiihrt dazu, dass bei
einer Messzeit, die lang genug fiir ein glattes Histogramm ist, auch die unwahrscheinli-
chen Ankunftszeiten 74 > 20ns besetzt werden [Abb. 3.4]. Je glatter ein Histogramm
ist, umso zuverlassiger ist die anschliefende Kurvenanalyse, da das SNR (signal to
noise ratio) geringere Variationen der Fitparameter zulisst. Die Uberbesetzung des
Histogramms fiihrt bei der Analyse iiber Kurvenanpassung [Kapitel 3.2.2] dazu, dass
eine Konstante C (offset) im Fitmodell [Gl. (3.1)] verwendet werden muss.

N(7a) = Aexp(—7a/7) + C (3.1)

Da die Auswertung tiber Phasor [Kapitel 3.2.3] jedoch kein Modell annimmt und ein
Offset in die Transformation mit eingeht, miissen die Histogramme ohne die Konstante
C vorliegen. Aber auch bei der Kurvenanpassung ist es generell vorteilhaft, so we-
nig Anpassungsparameter wie moglich zu verwenden. Aus diesen Griinden wurde eine
phdnomenologische Formel [Gl. (3.2)] fur die Hintergrundkorrektur der Ankunftszeit-
histogramme ermittelt.

N'(ra) = N(ra) — I I RATs NEbms N(n) (3.2)
T, = T, — dcorr, corr — ) .
A A ATANblns - 7-AA,S _TAs

T ATA
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Kapitel 3. Messmethoden und Datenauswertung

In Gl (3.2) bezeichnet K den Korrekturfaktor, der sowohl bei Phasor wie auch bei
der doppel- und einfachexponentiellen Kurvenanpassung auf K = 2 gesetzt wurde.
Tas = 22.4ns ist einheitlich die Ankunftszeit, bei der die Korrektur begonnen wird. Die
Anzahl der verfiugbaren Zeitinkremente Ny, und die hochste messbare Ankunftszeit
Tae Wird bei der zeitlichen Auflésung A7y = 16 ps des verwendeten TCSPC-Systems
durch die Pulsfrequenz des Lasers f., = 40 MHz festgelegt:

1

Nojns = ——
1ns feXATA ?

Tae = 1/ fex = 25 1s.

EAnkunftszeit-Histogramm j [ Hintergrundkorrigiert ]

N A . N(‘[A’max) N' A

i N,(TA,max)
Korrekturbereich

TA,s TA,e
* |

TA,max TA [nS] TA,max '[A [ns]

Abbildung 3.4.: Hintergrundkorrektur der Ankunftszeithistogramme. Gezeigt ist das Vor-
gehen bei der Hintergrundkorrektur. Links: Ankunftszeithistogramm vor der Hintergrundkorrek-
tur. Rechts: Ankunftszeithistogramm nach der Hintergrundkorrektur. Der griine Bereich der An-
kunftszeithistogramme zwischen 75 ¢ und 7o, wird {iber die Anzahl der Zeitinkremente der Breite
ATy = 16 ps gemittelt und als doppelter Wert, K = 2, von jedem Histogrammeintrag abgezogen.
Dieses empirische Vorgehen korrigiert zuverlissig den Grenzwert der Ankunftszeithistogramme und
erlaubt damit die FT fiir die Phasorauswertung. Zusétzlich ist das Maximum des Ankunftszeithisto-
grammes, N (Ta max), gezeigt das als Bezugspunkt fiir die Kurvenanpassung [Kapitel 3.2.2] bei m = 0
verwendet wird

3.2.2. Auswertung iiber Kurvenanpassung

Fiir die Kurvenanpassung in dieser Arbeit wird ein Algorithmus verwendet, der die
ideale Ankunftszeit 74 ;4 als Startwert fiir die Anpassung sucht. Die Parameter dieser
Fitkurve werden anschlieflend fiir die weitere Analyse verwendet. Die Kurvenanpassung
reagiert sehr sensitiv sowohl auf die Anfangswerte als auch den anzupassenden Bereich,
weshalb als Bewertungskriterium das Residuum zwischen experimentellem Histogramm
und Fitkurve gewahlt wird.

Fir die Kurvenanpassung wird zuerst das Maximum der Ankunftszeithistogramme
N(Ta max) gesucht und fir M = 100 Zeitinkremente der Breite A7y = 16 ps nach dem
Maximum je ein einfachexponentieller Fit [Gl. (3.3)] oder doppelexponentieller Fit [Gl.
(3.4)] angelegt. Die einfachexponentielle Kurvenanpassung wird ausschlielich zur Be-
wertung des Kurvenverlaufs der Ankunftszeithistogramme in Kapitel 5 verwendet.
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3.2. Datenauswertung

Fu(ma) = fiexp(—7a/m1) (3.3)

Fu(ma) = &l frexp(—Ta/m1) + (1 — f1) exp(—7a/T2)] (3.4)

Fir diese m € M Kurvenanpassungen wird die mittlere quadratische Abweichung, im
Folgenden Residuenfunktion R(m) [Gl. (3.5)] genannt zwischen normiertem Fit F,(74)
und normiertem Histogramm N (7a) pro Zeitinkrement A7, berechnet:

1 M TA,max
Rm) = 5 X (V(ran) = Pulran)’s D= N — 525 (3.5)
n=1

Dabei bezeichnet 0 < m < 100 den Versatzparameter und Ny, die verfiigbare Zahl der
Histogrammeintrdge. Die Anpassungsparameter fi, 7, und 7o der Kurve F, (7a), fir
welche R(mg) minimal ist, werden fiir die weitere Analyse ausgewéahlt. Der gefundene
Versatzparameter my minimiert damit die Residuenfunktion und legt den Startwert der
Kurvenanpassung auf 74 jq = ﬂ fest. Abb. 3.5 zeigt das charakteristische Verhalten
von R(m).

R(m)

A7

0 mg, 100 m

>

Abbildung 3.5.: Charakteristik der Residuenfunktion. Gezeigt ist die typische Form der Re-
siduenfunktion R(m), die als Bewertungskriterium fiir die jeweiligen Kurvenanpassungen verwendet
wurde. m bezeichnet die diskretisierte Verschiebung des Startwertes fiir die Kurvenanpassung, be-
zogen auf das Maximum N (7A max) des Ankunftszeithistogrammes bei Ta max. Dabei entspricht eine
diskretisierte Verschiebung von Am = 1 einer zeitlichen von A7a = 16 ps.

3.2.3. Phasor - Theorie und Methode

Phasor, auch Cole-Cole-Diagramm genannt, bezeichnet eine Darstellungsart von Funk-
tionen im komplexen Zahlenraum. Sie geht urspriinglich auf die Briider Kenneth S.
Cole und Robert H. Cole zurtick, die sie fiir die Darstellung von frequenzabhéngigen
Permittivititen nutzten®%®. Sie wird auch fiir die Auswertung von FCS-Daten, ge-
nannt Phasor-FCS, verwendet[®?. Mittels der Phasor-Darstellung lassen sich aus den
Verteilungen einer Ankunftszeitmessung eines Ensembles an Fluorophoren die Lebens-
zeiten der einzelnen Fluorophore rekonstruieren. In diesem Kapitel wird die Theorie der
Phasor-Darstellung im Hinblick auf einfach- und doppelexponentielle Ankunftszeithi-
stogramme vorgestellt.
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Kapitel 3. Messmethoden und Datenauswertung

Einfachexponentielle Ankunftszeithistogramme

Im Falle von FLIM bezieht sich die Phasordarstellung auf die Darstellung von Ankunfts-
zeithistogrammen [Kapitel 1.2]. Ein Ankunftszeithistogramm N (74 ) hat im Falle eines
einfachen Fluorophors die Form einer Exponentialkurve:

N(7a) = Aexp (—%) (3.6)

Dabei bezeichnet N (7o) die Verteilung der Photonenankunftszeiten, A die Normie-
rungskonstante und 7 die Zerfallskonstante, nach der die Wahrscheinlichkeit, dass der
Fluorophor ein Photon emittiert, kleiner als A - 1/e ist. Die Fouriertransformation [Gl.
(3.7)] von N(7a) ergibt die Phasor-Koordinaten:

_JoT N(7a) cos (wTa)dTa _JoT N(7a) sin (w7a)dTa
A (N7 (VA
1 wT

R e

In Gl. (3.8) bezeichnet g(w) den Realteil der FT und s(w) den Imaginérteil der FT.
Sowohl der Real- als auch der Imaginérteil sind einheitenlose Grofien. Beide zusammen
bilden einen Vektor (g, s) im komplexen Zahlenraum. Fiir festes 7 und 0 < w < oo
beschreiben die Werte von (g, s) einen Halbkreis im ersten Quadranten des kartesischen
Koordinatensystems mit dem Radius g = 0.5 und dem Mittelpunkt My = (0.5,0).
Fiir festes w und 0 < 7 < oo fahrt der Vektor (g,s) den Halbkreis von rechts (1,0)
(7 = 0) nach links (0,0) (7 — oo) ab und jede Lebenszeit 7 wird auf einen Ort auf dem
Halbkreis abgebildet. Die Kreisfrequenz w muss fiir die Phasor-Darstellung so gewahlt
werden, dass Gl. (3.9) erfillt wird.

(3.7)

(3.8)

2
W= T_:;, Tex > T. (3.9)
Fithrt man FLIM-Messungen durch, wird T, = N, A7s mit NV, der Anzahl verwendeter
Stiitzstellen der zeitlichen Breite A7ty = 16 ps. Fiir alle Phasor-Auswertungen dieser

Arbeit gilt N, = 512 oder Ny, = 1024.

Da fiir die Phasor Darstellung lediglich die Fouriertransformierte bei einem einzigen w
verwendet wird, reicht es die Transformation nur fir dieses w durchzufithren. Damit ver-
ringert sich die Komplexitat K[%3 der numerischen Berechnung von K; = M, log (NG,) auf
K¢ = log (Ny) pro Histogramm. Dabei ist N}, die Anzahl der Stitzstellen der FT.

Doppelexponentielle Ankunftszeithistogramme

Im Allgemeinen liegt in einer heterogenen Losung, wie beispielsweise dem Zytoplas-
ma[*¥, derselbe Fluorophor in verschiedenen Zusténden vor, die alle zu einer bestimm-
ten Lebenszeit 7; fithren konnen. Hierfiir konnen Fluoreszenzloschungsprozesse wie auch

oL fyl_llsl

www.manharaa.com




3.2. Datenauswertung

intramolekulare Zustandsanderungen des Sensors, bzw Reaktionen auf die lokale Um-
gebung verantwortlich sein. Falls die Ankunftszeithistogramme aus zwei Teilhistogram-
men mit verschiedenen Lebenszeiten 7, o und Amplituden f; 5 bestehen, fiithrt die Pha-
sortransformation dazu, dass sich die Phasor-Koordinaten entlang einer Linie anordnen.
Extrapoliert man diese Linie zum Halbkreis, wie in Abb. 3.6 gezeigt, erhilt man iiber
Gl. (3.10) die zugehorigen Lebenszeiten auf dem Universalhalbkreis.

_TA _TA 1ls w
N(7a) = fle( Tl) + f2€( 72) - Tip= ——(1’2)( ) (3.10)
w ga,2)(w)
07 : : ‘ ‘ 07
06! 1 06
05! T, 1 05 T,
—~ 04! T, | =04 @s) T,
@ 03} 1 @ 03}
02} 1 02
0.1 0.1
0 : : : : 0 : : ‘ ‘
0 02 04 06 08 1 0 02 04 06 08 1
9(w,) o(w,)

Abbildung 3.6.: Phasor-Darstellung doppelexponentieller Histogramme. Links: Die
Phasor-Transformation von Ny = 5 - 10* numerisch erstellten Histogrammen, die zufillige Kom-
positionen der beiden Lebenszeiten 7 = 1ns sowie 75 = 5ns enthalten. Der Farbverlauf der Verbin-
dungslinie zwischen 7 und 75 gewichtet die Haufigkeit der jeweiligen Fraktion. Rechts: Die vektorielle
Rekonstruktion mit dessen Hilfe fiir jeden Phasorpunkt der Beitrag \; der Lebenszeit 7; bestimmt wer-
den kann. (g, s) ist ein komplexer Vektor mit Realteil ¢ und Imaginérteil s. Der Vektor zeigt auf einen
Ort auf der Verbindungslinie zwischen 71 und 75. Die Fraktionen \; der Lebenszeiten 7 und 75 kénnen
iiber Gl. (3.11) ermittelt werden.

Im doppelexponentiellen Fall werden fiir die Phasor-Auswertung lediglich zwei Mess-
punkte mit jeweils verschiedenen Fraktionen A; # Ay benotigt. Damit ist gemeint, dass
fiir die Identifizierung der beiden Zerfallskomponenten zwei Messungen der doppelex-
ponentiellen Zerfille notwendig sind, wobei bei beiden Messungen die Fraktionen \;
der 719 verschieden sein miissen. Diese Fraktionen ); sind mit dem jeweiligen Punkt
im Phasorraum (g, s) tiber Gl. (3.11) verkntipft. In Abb. 3.6 zeigt der Vektor (g, s) auf
eine zuféllige Komposition der Lebenszeiten 7 und 7.

o ’(g78)_(glﬂ31)| 1
Aoy = oos) = (sl A =1— ). (3.11)

Bei drei oder mehr Lebenszeitkomponenten wird die Auswertung der Lebenszeiten 7; und
Beitrage \; Gber Phasor deutlich aufwandiger und wird in den Publikationen von Malacrida
et al.[®® und Farzad et al.[®! untersucht und diskutiert.
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Kapitel 3. Messmethoden und Datenauswertung

3.2.4. Phasor-Analyse experimenteller Ankunftszeithistogramme

Im Vergleich zur theoretischen Phasordarstellung [Abb. 3.6, wird in Abb. 3.7 die Cha-
rakteristik der Phasordarstellung experimenteller Ankunftszeithistogramme deutlich.
In der Abbildung fallt auf, dass die Phasorpunkte nicht wie zuvor beschrieben ent-
lang einer Linie, sondern in einem ellipsoiden Bereich angeordnet sind. Die Ursache fiir
die ellipsoide Form ist die Abweichung der Einzelankunftszeithistogramme vom idealen
doppelexponentiellem Verlauf durch das experimentell niedrigere SNR. Die Elongation
deutet auf einen doppelexponentiellen Zerfall der Ankunftszeithistogramme. Eine sphéa-
rische Verteilung im Phasorraum deutet dagegen auf einen im Mittel einfachexponen-
tiellen Zerfall der Ankunftszeithistogramme. Die ellipsoid angeordneten Phasorpunkte
in Abb. 3.7 werden im Folgenden auch zusammengefasst ,, Phasorwolke“ genannt.

A
S Regressionsgerade
05+ Tz Phasorwolke
Tl
4
Universalhalbkreis
0 | , >
0 0.5 19
Phasorschnitt
PN N
I T >
0 A 1 A

max

Abbildung 3.7.: Phasor-Darstellung doppelexponentieller Ankunftszeithistogramme
mit niedrigem SNR. g: Realteil der Ankunftszeithistogramm-FT, s: Imaginérteil der
Ankunftszeithistogramm-FT. In der Abbildung wird der Histogrammcharakter der Phasordarstellung
deutlich, da verschiedene Pixel einer transformierten FLIM-Messung auf denselben Ort im Phasorraum
fallen konnen und damit die jeweiligen Lebenszeiten gewichten. Rote Bereiche sind besonders héufig
und schwarze selten. Die Verteilung der Phasorpunkte ist ellipsoid, die Phasorwolke ist elongiert. Um
die Haufigkeit der jeweiligen Fraktionen Ay = 1 — A zu analysieren, wird die Phasorwolke entlang der
Regressionsgerade auf die Haufigkeitswerte der Phasorverteilung abgetastet. In dieser Abbildung ist
die Projektion von p(\) gezeigt. Der Verlauf der Phasorwolke entlang der Regressionsgerade p(\) wird
»Phasorschnitt® genannt. Die Zuweisung A = 0 bei 72 und A\ = 1 bei 7 fithrt zu p(\) = p(A\1).

Die Phasorwolke wird mittels linearer Regressionsanalyse angepasst, die Schnittpunkte
mit dem Universalhalbkreis definieren die Lebenszeiten 7, und 7. In der Abbildung
wird auch der Histogrammcharakter der Phasordarstellung deutlich, da verschiedene

R fyl_llsl

www.manharaa.com




3.2. Datenauswertung

Pixel einer transformierten FLIM-Messung auf denselben Ort im Phasorraum fallen
konnen und damit die Fraktionen A\; und Ay der Lebenszeiten bestimmen. Die Analyse
der Phasordarstellung entlang der Regressionsgerade ist in Abb. 3.7 gezeigt und wird
in Kapitel 3.2.4 erklart.

Wiéhrend im gezeigten Beispiel jeder Pixel einer FLIM-Messung zu einem Punkt des
Phasorhistogrammes beitragt, ist es ebenso moglich, alle pixelweisen Histogramme ei-
ner Messung zusammenzufassen (binning) und so ein Zellensemble in einem komplexen
Phasorplot darzustellen. Diese Darstellungsart, Zellensemble-Phasor genannt, wird in
Kapitel 5.4.3 genutzt, um Behandlungsarten und Zelltypen direkt gegeniiberzustellen
und zu vergleichen.

Verteilung der Frakionshadufigkeit - Phasorschnitte

Die Abtastung der Phasorhistogramme entlang der Regressionsgerade ergibt eine Ver-
teilung der Lebenszeitfraktionen A zwischen den Grenzlebenszeiten 71 und 75 und wird
»Phasorschnitt p(\) genannt. Diejenigen Phasorpunkte, die nicht auf der Regressi-
onsgerade liegen, werden fiir die weitere Untersuchung nicht verwendet. Der Teil der
Regressionsgerade, der innerhalb des Universalhalbkreises liegt und die Grenzlebens-
zeiten 71 und 7, verbindet, wird auf die Lange Eins normiert. Dabei wird dem Schnitt-
punkt bei der kleineren Lebenszeit 71 der Wert A = 1 und dem Schnittpunkt bei der
grofleren Lebenszeit 7o der Wert A = 0 zugeordnet. Die Zuweisung der Zwischenwer-
te von A ist linear, da die verschiedenen Lebenszeitfraktion in der Phasordarstellung
ebenfalls linear abgebildet werden. Diese Normierung bedeutet gleichzeitig, dass die
Verteilung der Lebenszeitfraktionen p(A\) der Verteilung der Fraktionen der kleineren
Lebenszeit entspricht, p(A) = p(A;). Die mittlere Lebenszeit (7) kann iiber Gl. (3.12)
abgeschétzt werden. In der folgenden Gleichung bezeichnet A; . das Maximum der
Fraktionsverteilung p(\;).

(T) = MmaxT1 + (1 — M max) T2 (3.12)

Rauschkorrektur und Abschneideparameter

Der wesentliche Unterschied zwischen theoretischen und experimentellen Phasorvertei-
lungen liegt in der Statistik der pixelweisen Histogramme, da letztere je nach Messung
weniger als Npnot = 100 Photonen enthalten kénnen. Dadurch sind zusatzliche Para-
meter bei der Phasor-Auswertung der Ankunftszeithistogramme notig.

Eingefithrt wird die Anzahl transformierter Zeitinkremente des aufgenommenen An-
kunftszeithistogrammes N, < Ny und der Glattungsfaktor Ng. Die Anzahl trans-
formierter Zeitinkremente N, muss im Vergleich zur Gesamtzahl Ny, nicht zwingend
reduziert sein, dies ist aber hilfreich, um bei Messungen mit wenigen Photonen je Histo-
gramm die bestmogliche Auflosbarkeit der Lebenszeiten zu gewéahrleisten. Bei FLIM-
Experimenten kommt es teilweise vor, dass Histogramme iiber 74 ~ 8ns gar keine
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Kapitel 3. Messmethoden und Datenauswertung
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Abbildung 3.8.: Glattung der Ankunftszeithistogramme und Auswahl des Phasor-
Transformationsbereichs. Gezeigt ist die Glattung der Ankunftszeithistogramme und die Beschrén-
kung der Phasor-Transformation auf den wesentlichen Bereich des Ankunftszeithistogrammes. Ny ist
der Glattungsfaktor, der bestimmt, iiber wie viele Zeitinkremente die Glattung erfolgt, und N(7a )
der zu glittende Wert des Ankunftszeithistogrammes. Ny, bestimmt den Bereich des Ankunftszeithi-
stogrammes, der fir die weitere Auswertung verwendet wird.

Photonen enthalten. Wéahlt man fiir die Transformation trotzdem den gesamten Be-
reich, Ny, = 1562 liegen zwei Lebenszeiten naher zusammen als bei IV, = 512, da
der Bildraum derselbe bleibt. Dadurch sinkt die Auflosbarkeit der Lebenszeiten in der
Phasordarstellung und die Genauigkeit der Regressionsanalyse nimmt ab.

Die Glattung Ny andererseits muss eingefithrt werden, da ansonsten bei Histogram-
men mit wenigen Photonen aufgrund des niedrigen SNR die Normierungskonstante des
Phasorpunktes, also das Integral iiber das Ankunftszeithistogramm, geringer ausfallt als
fir die zugehorige Lebenszeit erwartet. Dies fithrt dazu, dass Phasorpunkte auflerhalb
des Universalhalbkreises abgebildet werden und die Phasorwolke im komplexen Zah-
lenraum in manchen Fallen vollkommen falsch liegt. In diesem Zusammenhang wurden
vertikal ausgerichtete Phasorwolken beobachtet und solche, deren Regressionsgerade
komplett aulerhalb des Universalhalbkreises lag. Vertikal ausgerichtete Phasorvertei-
lungen deuten auf eine negative Zerfallskonstante 7(; 2). Wenn die Regressionsgerade
der Phasorverteilung andererseits auflerhalb des Universalhalbkreises liegt, bedeutet
dies, dass beide Lebenszeiten 7 und 7 komplex sind. Beide Varianten sind unmaoglich
und miissen deshalb als Fehler klassifiziert werden.

Die Glattung ermoglicht die Transformation aller Histogramme, es muss jedoch be-
riicksichtigt werden, dass diese Korrektur die ausgewerteten Lebenszeiten tendenziell
zu grofferen Werten verschiebt. Die Vorbereitung der Ankunftszeithistogramme fiir die
Phasor-Transformation mit Hilfe der Glattung Ny und der Bereichsauswahl Ny, ist in
Abb. 3.8 gezeigt.

3.2.5. Fehler und Fehlerrechnung

In dieser Arbeit wird grundsatzlich das Ensemblemittel [Index E] der ausgewerteten
Lebenszeiten 7; und Fraktionen \; mit zugehorigem Fehler sy in der Form (7;), £ sp und
(M\i)g £ sg angegeben [Gl. (3.13) und Gl (3.14)]. In den folgenden Gleichungen steht
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3.2. Datenauswertung

G stellvertretend fiir diese Groflen. Zu beachten ist, dass das Auflosungsvermégen des
TCSPC-Aufbaus, PicoHarp 300, bei Spayp, = 16 ps liegt und die Fehler der Resultate
sg diesen Wert teilweise deutlich unterschreiten. Um eine realistische Einschatzung
tatsachlicher Lebenszeitdnderungen zu erhalten, muss der Auflésungsfehler des TCSPC-
Aufbaus spayp, berticksichtigt werden.

(@)= 2 C; (313)
e =5((0)) = | 77— 2~ (G’ (3.14)

Im Projekt tiber die ortsaufgeloste Gedrangtheit zelluldrer Fluide [Kapitel 6] werden
FRET-Effizienzen aus Lebenszeiten berechnet. Dort wird der angegebene Fehler mit
Hilfe der Fehlerfortpflanzung [Gl. (3.15)] aus den Fehlern der Lebenszeiten berechnet.
Betrachtet man Differenzen oder Summen von fehlerbehafteten Groflen Gq und Go,
miissen die Fehler der Einzelgréfien sg, und sg, quadratisch summiert werden, um den
Fehler der Summe oder Differenz [Gl. (3.16)] zu erhalten.

v = (G = JZN (g—fs> (3.15)

T
— — 2 2
SD = SSumme/Differenz — \/ SG; + SGy (316)

Fehler der Hintergrundkorrektur

Um die Genauigkeit der Hintergrundkorrektur [Gl. (3.2)] zu priifen, wurden experi-
mentelle Histogramme nach Kapitel 3.2.2 mit zusatzlicher Konstante C im doppel-
exponentiellen Modell angepasst. Der Wert von C tberstieg in keinem Fall ~ 0.2%
des Maximalwertes N (7a max) = 1. Damit kann festgehalten werden, dass die Hinter-
grundkorrektur nach der beschriebenen Vorgehensweise in Kapitel 3.2.1 in allen Fallen
zuverlissig den Grenzwert der Ankunftszeithistogramme angleicht und eine zuséatzliche
Konstante C im Modell iiberfliissig macht:

lim N(7a) — 0.

TA—0OO

Alligemeine Fehler der Kurvenanpassung

Die Resultate der doppelexponentiellen Kurvenanpassung 71, 7 und f; sind abhéngig
vom SNR der Ankunftszeithistogramme, der Auspragung des Histogrammmaximums,
der Auspragung der IRF, der Anfangswerte der Anpassung, der Zahl der Fitparame-
ter und des Startwertes 74 ;9. Da der Verlauf der Ankunftszeithistogramme generell
nach dem Maximum von einer Rechtskrimmung zu einer Linkskrimmung wechselt,
und die Anpassung erst nach diesem Wendepunkt begonnen werden darf, ist die Wahl
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Kapitel 3. Messmethoden und Datenauswertung

des Startwertes 74 iq kritisch. Verwendet man als Startwert 744 einen festen Wert,
der zwischen Wendepunkt und Histogrammmaximum liegt, fliet in die Anpassung ein
Spektrum aus Lebenszeiten ein, die eigentlich Teil der IRF und nicht der Photophysik
des Fluorophors zugehorig sind. Verwendet man einen festen Startwert, der zu weit
rechts liegt, werden grofle Lebenszeiten gegeniiber kleineren wegen dem SNR des Hi-
stogramms bevorzugt. Generell ist auch moglich, dass die Ankunftszeithistogramme
hohere Linearkombinationen aus Lebenszeiten enthalten, die aber iiber die Kurvenan-
passung nicht mehr zuverlassig bestimmt werden konnen. Der vorgestellte Algorithmus
filtert in allen Fallen zuverlassig den Fitbereich mit zugehorigem 74 ;q, der am besten
dem Modell des doppelexponentiellen Zerfalls gleicht.

Alligemeine Fehler der Phasortransformation und Phasorauswertung

Bei der Auswertung mittels Phasor darf nicht unerwahnt bleiben, dass sich ein zwei-
oder mehrkomponentiger Histogrammzerfall, bei dem jeweils zwei oder mehr Lebens-
zeiten benachbart sind, gleichermaflen ellipsoidférmig im Phasorplot zeigt. Die Schwie-
rigkeit der Separation in einem solchen Fall liegt darin, dass die Lebenszeit 7 entlang
des Universalhalbkreises nicht linear skaliert.

Berechnet man die Differenz zweier Phasorvektoren bei w = 1 i, von denen ersterer
auf 7 und zweiterer auf 7 + 7 zeigt und bildet den Betrag Appasor(7, 07), erhilt man
Gl. (3.17). Hierbei sind 7 und 07 einheitenlose Lebenszeiten bzw. Lebenszeitdifferenzen.
Das Vorgehen ist in Abb. 3.9 zu sehen.

S \
0.5+
(9,8)[1+91] A phasor (T,01)
(9,9)[1]
0 | T >
0 0.5 1 g

Abbildung 3.9.: Skalierungsverhalten der Lebenszeiten im Phasorplot. Gezeigt ist die Skiz-
ze zur Herleitung des Abstandes zweier Lebenszeiten im Phasorplot. Da die Skalierung nicht linear
verlduft, ist der Abstand zwei grofler Lebenszeiten im komplexen Zahlenraum kleiner als zwei kleiner
bei gleichem zeitlichen Abstand J7.

oT
VIL+ (z+07)2(1+12)

Das heift, dass die Trennung zwei kleiner Lebenszeiten 7, und 71 + 07 im Phasorraum
einfacher ist als die Trennung zwei groflerer 75 und 75 + 07, wenn der zeitlich Ab-

Aphasor (I? 6_7—) - (317)
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3.2. Datenauswertung

stand 07 identisch ist. Man erhalt eine mindestens invers quadratische Abhangigkeit
fir Appasor(7,97) bei zunehmendem 7.

Da die lineare Regressionsanalyse den Phasorraum homogen bewertet, ist der Fehle-
reinfluss bei kleineren Lebenszeiten 7 tendenziell kleiner als bei grofleren Lebenszeiten
T9. Die lineare Regressionsanalyse richtet den Vektor, wie auch den Schwerpunkt der
Hauptachse, geméafl der lokalen Haufigkeit der Phasorpunkte in der Phasorwolke aus.
Sind viele Phasorpunkte in einer kleinen Umgebung zu finden, erhéht sich die Genauig-
keit der linearen Regression lokal im Phasorraum. Die Fehleranfilligkeit der 7 und 7
kann bei Messungen mit einer besonders grofien Fraktion grofler Lebenszeiten deshalb
ausgeglichen sein. Sind die Fraktionen im Phasorraum hauptséchlich bei der kleineren
Lebenszeit zu finden, wird der Fehler der grofleren Lebenszeit 7, umso grofier. Diese
Tendenz ist immer vorhanden und sollte bei der Betrachtung der Phasorhistogramme
berticksichtigt werden.

Die experimentellen Phasorpunkte sind im Phasorraum in einer Umgebung des theoreti-
schen Ortes zu finden, deren Gréfe invers von der Pixelhelligkeit, dem Integral tiber das
Ankunftszeithistogramm, abhiangt. Im Falle von doppelexponentiellen Ankunftszeithi-
stogrammen liegt dieser theoretische Ort auf der Verbindungslinie der Lebenszeiten im
Phasorplot. Trotzdem kann man nicht folgern, dass ein experimenteller Phasorpunkt,
der auf der Verbindungslinie liegt, fehlerfrei ist.

3.2.6. Statistische Signifikanz und Signifikanztests

Um tber eine quantitative Grofle eine zuverlassige Aussage treffen zu kénnen, wird
diese in Experimenten viele Male gemessen. Histogrammiert man die Resultate dieser
Grofle, erhalt man eine Verteilung, die nach der Normierung aussagt, wie wahrschein-
lich es ist, bei einer zusitzlichen Messung einen bestimmten Wert zu erhalten. Wird
dieselbe Grofie nun unter zwei verschiedenen Bedingungen gemessen, erhélt man analog
zwei Verteilungen. Die Frage ist dann, ob diese Verteilungen sich wesentlich unterschei-
den. Eine intuitive Beantwortung dieser Frage ist moglich, wenn man die Mittelwerte
der Verteilungen mit den zugehorigen Standardabweichungen betrachtet. Unterschei-
den sich die Mittelwerte mindestens um den Mittelwert der Standardabweichungen der
Einzelverteilungen, kann man sagen, dass die Verteilungen nicht derselben Grundge-
samtheit angehoren. Das heifit die verschiedenen Messbedingungen spiegeln sich in den
Erwartungswerten der Einzelverteilungen wider.

Im Allgemeinen sind die Unterschiede in den Messwerten gering und deren Signifi-
kanz auf diese einfache Weise nicht zu beurteilen, da zur Charakterisierung zweier
Verteilungen die ersten beiden Momente, der Mittelwert und die Standardabweichung,
meistens nicht ausreichen. An dieser Stelle werden zur Bewertung signifikanter oder
nicht signifikanter Unterschiede statistische Tests verwendet.

Am Anfang aller Signifikanztests steht die Grundannahme, auch Nullhypothese ge-
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Kapitel 3. Messmethoden und Datenauswertung

nannt, dass die beiden Verteilungen zufillige Kompositionen von Einzelwerten dersel-
ben Grundgesamtheit sind. Im Anschluss wird der p-Wert nach einem testtypischen Al-
gorithmus berechnet. Der p-Wert beschreibt die Wahrscheinlichkeit im Intervall [0 — 1],
bei einem zufélligen Experiment gleiche oder extremere Werte als die gemessenen zu
erhalten. Zuletzt wird der p-Wert mit dem Signifikanzniveau « verglichen, wobei « frei
wahlbar ist. Je kleiner der p-Wert ist, umso geringer ist die Wahrscheinlichkeit, dass
die beiden zu priifenden Verteilungen derselben Grundgesamtheit angehéren. Wenn der
p-Wert kleiner als das Signifikanzniveau ist, p < «, wird die Nullhypothese verworfen,
die beiden Verteilungen gehoren dann nicht zur selben Grundgesamtheit. Fir p > «
wird die Nullhypothese angenommen und die beiden Verteilungen werden als nicht si-
gnifikant unterschiedlich bewertet.

In dieser Arbeit wird der Kolmogorow-Smirnow-Test®” und der Wilcoxon-Ranksum-
Test ¥ angewendet. Letzterer wird auch Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, Mann-Whit-
ney-U-Test oder vereinfacht U-Test genannt. Beide sind parameterfreie Signifikanztests,
im Gegensatz zum bekannten T-Test[® welcher die Normalverteilung der Einzelver-
teilungen voraussetzt. Die Grundvoraussetzung, die bei allen Signifikanztests erfiillt
werden muss, ist die statistische Unabhéngigkeit aller Messwerte. Der Kolmogorow-
Smirnow-Test verwendet den Mittelwert der Einzelverteilungen und der Wilcoxon-
Ranksum-Test den Median der Einzelverteilungen, um eine Entscheidung beztiglich der
Unterscheidbarkeit zu treffen. Fiir letzteren Test miissen die zu vergleichenden Gréfien
identisch verteilt sein. Die Grundeinstellung fiir das Signifikanzniveau ist a = 0.05.
Wenn auch Unterschiede bei o« = 0.01 vorhanden sind, wird dieses Signifikanzniveau
fiir die Diskussion der Ergebnisse verwendet. Im Allgemeinen wird das niedrigstmogli-
che Signifikanzniveau angegeben.

Ol Ll Zyl_ﬂbl

www.manharaa.com




Teil Il.

Zellulare Reaktionen auf in vivo Stress

www.manharaa.com



www.manharaa.com




Motivation und Projektiibersicht

Die folgenden Projekte befassen sich mit der Untersuchung von in vivo Stresszusténden
in lebenden HeLa- und U208S-Zellen im Hinblick auf die Wiedergabe der Zellreaktionen
mit Hilfe verschiedener fluoreszenter Sensoren. Das Ziel ist die Charakterisierung und
Bewertung der Sensoren beziiglich ihrer Sensitivitat und damit der weiteren Verwend-
barkeit fiir zukiinftige Projekte. In diesem Zusammenhang sind die messbaren Gréfien
die Fluoreszenzintensitédt und die Fluoreszenzlebenszeit der jeweiligen Sensoren, siehe
Kapitel 1.2. Konzeptionell werden drei Klassen an fluoreszenten Sensoren verwendet:
ein molekularer Rotorfarbstoff [DASPMI], ein Redox-Sensor ohne nihere Spezifikation
durch den Hersteller [CellRox-DeepRed] und ein FRET-Sensor [fCrH2].

90] [91] [92] [93] [94] [95] [96]

Im Fokus dieses Projektes sind oxidativer Stress! , osmotischer Stress
und chemotherapeutischer Stress®”%8!. Diese Auswahl an Stresskonditionen ist interes-
sant, da osmotischer und oxidativer Stress in enger Verbindung mit neurodegenerativen
Erkrankungen wie Alzheimer und Parkinson und einigen weit verbreiteten Zivilisati-
onskrankheiten 9 1001101 stehen. AuBerdem verursacht die Behandlung mit Chemo-
therapeutika oxidativen Stress und beeintréchtigt damit die Mitosefdhigkeit der Zellen.
Alle untersuchten Stresskonditionen storen die Homéostase der Zellen auf eine spezifi-
sche Weise. Die beschriebenen Storungen konnen in dreierlei Zusammenhang betrachtet
werden. Zum einen als Symptom bestimmter Krankheitsbilder, zweitens als Folge der
Chemotherapie und schliellich als moglicher Parameter einer Gleichung, die das Kon-
tinuum zwischen Leben und Tod beschreibt. Die Bedeutung der Stressszenarien fiir die
medizinische und die biophysikalische Forschung wird am Anfang der jeweiligen Kapi-
tel motiviert.

Oxidativer Stress wird entweder direkt, durch Zugabe von HyO, (in HeLa-Zellen), oder
indirekt durch Zugabe von Menadion (in HeLa- und U20S-Zellen) hervorgerufen. Im
ersten Fall wird die Wiedergabe des Stresszustandes durch DASPMI, im zweiten Fall
durch CellRox-DeepRed gepriift.

Cisplatin wird in HeLa-Zellen als chemotherapeutisches Reagenz verwendet, um Un-
terschiede zwischen dem unbehandelten und behandelten Zellzustand tiber die Fluo-
reszenzlebenszeiten von DASPMI zu untersuchen. Dieses Kapitel befasst sich mit einer
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alternativen Auswertung iiber Phasor. Die Messungen wurden, bis auf die Autofluores-
zenzmessungen an Cisplatin, von Olivia Stiehl im Rahmen ihrer Dissertation durchge-
fithrt.

Des Weiteren wird in Kapitel 6 der FRET-Sensor f{CrH2 verwendet, um raumlich auf-
gelost die Zunahme der Gedréangtheit in HeLa-Zellen nach der Behandlung mit hype-
rosmotischem Mikroskopiemedium mit spezifischer Osmolaritit zu messen.

Tab. 3.1 fasst die Experimente dieser Projekte zusammen. Alle verwendeten Sensoren,
Mess- und Auswertemethoden sowie Zelltypen sind nach Kapiteln aufgefiihrt. Zusétz-
lich zu den Stresszustdnden wurde die Autofluoreszenz der Stressreagenzien in wvivo

gepriift.

Kapitel Zelltyp Stress Reagenz  Sensor Messung Analyse
4 HeLa Oxidativ H,0, DASPMI FLIM*  Phasor
Chemoth. Cisplatin Phasor

- ohne -  FLIM DE-Fit

- ohne - AF DE-Fit

5 HeLa, U20S Oxidativ Menadion CellRox  FLPM DE-Fit
FLIM DE-Fit,

Phasor

E-Phasor
-ohne - AF - ohne -
6 HeLa HyperOsm. NaCl fCrH2 FLPM DE-Fit

Tabelle 3.1.: Zusammenfassung der Experimente dieser Arbeit. Die Tabelle gibt eine Uber-
sicht {iber die durchgefithrten Experimente, die in vivo Bedingungen, die Reagenzien, Sensoren, die
Messmethoden und die Auswertemethoden, die Bestandteil dieser Arbeit sind. Ein * markiert nicht
selbst durchgefithrte Messungen, zu denen im Rahmen dieser Arbeit eine alternative Auswertung tiber
Phasor erstellt wurde. AF bezeichnet Messungen der Intensitdt der Autofluoreszenz und FLIM so-
wie FLPM die verwendeten Methoden zur Lebenszeitmessung. DE-Fit bezeichnet die Auswertung
mittels doppelexponentieller Kurvenanpassung. E-Phasor ist die Abkiirzung fiir die Zellensemble-
Phasor Auswertung. Die Sensoren DASPMI (molekularer Rotor), CellRox-DeepRed (Redox-Sensor)
und fCrH2 (Crowding-Sensor) wurden fiir die Untersuchung zelluldrer Fluide verwendet. Cisplatin,
Menadion, HoOs und NaCl sind die Stressreagenzien fiir chemotherapeutischen, oxidativen und os-
motischen Stress. In der Tabelle bedeuten Leerzeilen unterhalb eines Parameters, dass diese konstant
gehalten wurde.
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Molekularer Rotor als viskositatssensitiver
Stresssensor

Ziel dieses Projektes ist es, iiber Phasor [Kapitel 3.2.3] eine alternative Auswertung zu
vorhandenen FLIM-Experimenten zu zeigen, die Olivia Stiehl im Rahmen ihrer Disser-
tation durchgefiihrt hat. Hierbei wird DASPMI sowohl in seiner Rolle als Stresssensor
fiir screening-Anwendungen als auch viskositdtssensitiver molekularer Rotor fiir die
bildgebende Zellkompartimentseparation untersucht.

Olivia Stiehls Resultate waren, dass DASPMI kompartimentspezifisch mit einer mittle-
ren Lebenszeitverschiebung zu hoheren Werten in zellularen Fluiden mit hoherer Mikro-
viskositat reagiert, und dass diese Lebenszeiten durch Stressbehandlungen wie chemo-
therapeutischen Stress und oxidativen Stress zusétzlich zu hoheren Werten verschoben
werden. Die Mikroviskositit steht in engem Zusammenhang mit der Gedringtheit 102
zelluldrer Fluide und ist damit ein Hinweis auf die beschleunigte oder verlangsamte
Reaktionskinetik im untersuchten Medium. Das Chemotherapeutikum Cisplatin wirkt
zytostatisch auf viele Krebsarten, indem es DNA-Quervernetzungen verursacht und
damit die Apoptose bei schnellteilenden Zellen, wie Krebszellen, einleitet 193104 Cis-
platin verursacht dariiber hinaus, wie auch das Stressreagenz H,O,, oxidativen Stress[®”)
und greift in die Homoostase lebender Zellen ein.

Die Bildgebung von zelluldren Kompartimenten und Fluiden (imaging), wie auch ihre
Reaktion auf verschiedene Stresszusténde (drug-screening), ist wichtiger Bestandteil
biophysikalischer Forschung.

Stringari et al.l'%] gelang es in diesem Zusammenhang, den Entwicklungszustand von
Caenorhabditis elegans-Keimzellen tiber Phasor und FLIM zeitaufgelost zu erfassen.
Hierfiir verwendeten sie die Haufigkeitscharakteristik der Phasor-Darstellung in Zu-
sammenhang mit den spezifischen Lebenszeiten autofluoreszenter, intrazellularer Fluo-
rophore wie Collagen, Flavin, Porphyrin und einiger mehr. Gemessen an den unter-
schiedlichen Lebenszeiten der lokalen Autofluoreszenz zeigt die Produktion der ver-
schiedenen Proteine eine grofiere oder geringere Haufigkeit im Phasorraum, die wieder-
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Kapitel 4. Molekularer Rotor als viskositatssensitiver Stresssensor

um mit dem Entwicklungszustand der Zellen korreliert. Anhand dieser Informationen
lasst sich das Zellstadium iiber die Darstellung seiner Lebenszeiten charakterisieren.

Eine weitere innovative Moglichkeit der Klassifikation von Zellen oder in Zukunft auch
Zellkompartimenten ist in der Publikation von Christiansen et al.['% gezeigt. Dort
wird mit Hilfe von deep-learning Algorithmen tiber die Strukturerkennung verschiede-
ner Zelltypen und zellularer Kompartimente deren Fluoreszenzmarkierung vorherge-
sagt.

Fiir die Bildgebung der Mitochondrien ist des Weiteren die Methode FaLM (flicker as-
sisted light microscopy) %7 geeignet. Diese verwendet spezielle Fluorophore, die durch
die Fluktuation des mitochondrialen Membranpotentials auf kurzen Zeitskalen akti-
viert und deaktiviert werden konnen und sich durch ein charakteristisches Flackern der
Fluoreszenzintensitéit zeigen.

Mit Hilfe des K-Means-clustering-Algorithmus ' konnte Stiehl FLIM-Daten dazu ver-
wenden, Zellbereiche beziiglich der gekoppelten Intensitat und Lebenszeit der Fluores-
zenz in verschiedene Klassen einzuteilen. Analog zum K-Means-Algorithmus wird am
Beispiel von Phasor-Slicing eine Methode vorgeschlagen, die zur Identifikation zellulé-
rer Kompartimente verwendet werden kann und auf der Funktionsweise von molekula-
ren Rotoren beruht.

4.1. Materialien und Methoden

In diesem Abschnitt werden die Methoden vorgestellt, die im folgenden Projekt An-
wendung finden. Dieses Projekt ist in Zusammenarbeit mit Olivia Stiehl entstanden,
die FLIM Experimente an DASPMI-markierten Hel.a-Zellen durchgefiihrt hat. Dabei
wurden die Zustdnde: unbehandelt, Cisplatin-Behandlung und der oxidative Stresszu-
stand, verursacht durch HyOs, untersucht. Die Durchfithrung der FLIM-Experimente
ist aus der Arbeit ,On the crowding state of cellular and biomimetic fluids“! von
Olivia Stiehl entnommen und wird zitiert. Die Messungen zur Autofluoreszenz von Cis-
platin [Kapitel 4.1.3] wurden nachtraglich durchgefiihrt, um falsch-positive Resultate
auszuschlielen.

4.1.1. Zellbehandlung!!!

HeLa-Zellen wurden geméafl den in Kapitel 2.1 beschriebenen Methoden kultiviert und
den folgenden Abschnitten entsprechend mit Cisplatin oder HyOy behandelt. Der mo-
lekulare Rotorfarbstoff DASPMI wurde von der Firma Sigma-Aldrich gekauft. Die En-
semblegrofie belduft sich auf N = 5 physiologische, N. = 8 Cisplatin-behandelte
und N = 6 HyOs-behandelte Zellen.
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4.1. Materialien und Methoden

Chemotherapeutische Stressbehandlung

Fir die chemotherapeutische Stressbehandlung wurden HeLa-Zellen fiir 20 h in einer
Losung aus Kulturmedium [DMEM] mit 14 nM Cisplatin bei 37 °C inkubiert. Die Far-
bung erfolgte mit 10 pM DASPMI in Kulturmedium fiir weitere 60 min. Anschliefend
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen.

Oxidative Stressbehandlung

Fir die oxidative Stressbehandlung wurden zwei Losungen angefertigt, Losung A: Kul-
turmedium mit 300 pM HyO5 und 10 pM DASPMI und Losung B: Kulturmedium mit
10uM DASPMI. HeLa-Zellen wurden zuerst fiir 30 min in Loésung B, nach Medium-
wechsel fiir weitere 30 min in Losung A inkubiert. Auf diese Weise konnten die Zellen
fiir 60 min mit DASPMI und 30 min mit HyO4 behandelt werden. Im Anschluss wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und das Kulturmedium gegen Mikroskopieme-
dium mit 300 pM H,O4 getauscht.

4.1.2. FLIM-Experimentel!l

FLIM-Experimente wurden gemafl Kapitel 3.1.1 mit folgenden Einstellungsparametern
durchgefiihrt: Anregung durch gepulsten Laser mit der Wellenldnge A\ex = 470 nm und
der Frequenz f,, = 40 MHz. Detektion im Wellenldngenbereich Ayt = 500 — 550 nm
sowie Alger = 647 — 703nm. Der kurzwellige Detektionsbereich wird im Folgenden
yeriner Kanal“, der langwellige ,,roter Kanal“ genannt. Weitere Einstellungsparameter
waren die Bildgrofie: Ny x Ny = 512 x 512 und die Pixelgrofie: ps = 120nm. Die Mes-
sungen wurden entweder durch die maximale Photonenzahl Ny, = 1500 oder zeitlich
durch die maximale Messdauer pro Zelle auf T,,.s = 7 min begrenzt.

4.1.3. Autofluoreszenz-Messungen

Fir die Cisplatin-Autofluoreszenzmessungen wurden HeLa-Zellen nach Kapitel 4.1.1
mit Cisplatin behandelt und ohne Farbung durch DASPMI gemessen. FLIM-Experi-
mente nach Kapitel 3.1.1 wurden mit einem gepulsten Laser Aoy = 470 nm, fx = 40 MHz
fiir Tihess = 7min durchgefiithrt. Fiir diese Messungen wurde die hochstmogliche La-
serintensitat ohne signifikanten Bleicheinfluss verwendet, um sicherzustellen, dass der
maximale Einfluss der Autofluoreszenz erfasst wird, und ein Vergleich zu den vorhande-
nen FLIM-Messungen moglich ist. Weitere Mikroskop-Einstellungen waren: BildgroSe:
Ny x Ny = 512 x 512, Pixelgrofe: ps = 190 nm, Pinhole: PH = 2 AU, Abtastfrequenz:
fscan = 400 Hz. Autofluoreszenz von HyOs ist in den verwendeten Wellenlangenberei-
chen Alger = 500 — 550nm (griner Kanal) und AXgey = 647 — 703nm (roter Kanal)
nicht zu erwarten und wurde nicht untersucht.
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Kapitel 4. Molekularer Rotor als viskositatssensitiver Stresssensor

4.2. Sensorspezifische Stressantwort und
Viskositatssensitivitat

Wesentliche Ergebnisse

Die Grenzlebenszeiten von DASPMI dndern sich unter Stressbehandlung
nicht signifikant, die Stressantwort des molekularen Rotors ist auf die An-
derung fraktioneller Beitrage der Lebenszeiten beschrankt. In seiner Rolle
als Stresssensor ist die Sensitivitat von DASPMI auf oxidativen Stress in
den Mitochondrien am hochsten. DASPMI weist den Mitochondrien die
niedrigste, den Nukleoli die hochste Viskositat zu.

Im folgenden Abschnitt werden die Resultate der Phasor-Auswertung vorgestellt. Die
Ergebnisse der Stressantwort werden nach Lebenszeiten und Lebenszeitfraktionen ge-
trennt untersucht. In Kapitel 4.2.1 werden die Lebenszeiten 7 und 7 mit Hilfe der
Phasor-Methode aus dem gesamten Zellbereich der FLIM-Messungen ermittelt. Im
Anschluss folgt in Kapitel 4.2.2 die kompartimentspezifische Fraktionsanalyse der aus-
gewerteten Lebenszeiten. Hierbei wird die Spezifitit von DASPMI auf Anderungen der
Umgebungsviskositiat nach der Behandlung mit HoO5 und Cisplatin untersucht. Zuletzt
wird in Kapitel 4.2.3 der Einluss der Autofluoreszenz von Cisplatin auf die Ergebnisse
quantifiziert.

4.2.1. Lebenszeitanalyse

Betrachtet man die Lebenszeiten 7 und 75 in der Phasordarstellung, also die Schnitt-
punkte der Regressionsgerade durch die Phasorwolke mit dem Universalhalbkreis, fallt
auf, dass sich diese im Mittel in allen Behandlungsféllen nicht signifikant &ndern. Tab.
4.1 zeigt die gemittelten Lebenszeiten (77) und (75) mit dem Fehler des Ensemblemit-
telwertes s je Behandlungszustand.

Die Verteilungen der mittleren zellspezifischen Lebenszeiten 7; beider Behandlungsarten
wurden iiber den Wilcoxon-Ranksum-Test bei einem Signifikanzniveau von a = 0.01
auf Ubereinstimmung mit den Verteilungen der physiologischen Kondition gepriift. Der
Test ergab, dass die Verteilungen der 7; behandlungsiibergreifend derselben Grundge-
samtheit entstammen. Daher ist es gerechtfertigt, die jeweiligen Lebenszeiten tiber alle
Behandlungszustande, physiologisch, Cisplatin-behandelt und HyOs-behandelt zu mit-
teln und das Resultat mitsamt des Mittelwertsfehlers anzugeben. Die mittleren Lebens-
zeiten im griinen und im roten Kanal mit den entsprechen Indizes ,, g und ,r sind in
Gl (4.1) gezeigt.

T, = 0.70 = 0.01 ns, Toe = 2.55 4+ 0.02ns

(4.1)
71, = 1.16 =2 0.01 ns, Tor = 3.43 £0.03 ns
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4.2. Sensorspezifische Stressantwort und Viskositatssensitivitat

DASPMI griiner Kanal roter Kanal
LEBENSZEITEN | (1) + sg [ns] (7)) £ sg [ns] | (11) £ sg [ns] (72) & sg [ns]

Physiologisch | 0.69+£0.01  253+0.03 | 1.144£0.01  3.42+0.01
Cisplatin \ 0.67 +0.01 2.58 +0.04 \ 1.11 4+ 0.01 3.37+0.04

Hy0, 0.75 £0.02 2.55 £ 0.03 1.22 £0.02 3.52 £ 0.03

Tabelle 4.1.: Behandlungsspezifische Lebenszeiten von DASPMI in HeLa-Zellen.
Die Tabelle zeigt die Ubersicht iiber die drei behandlungsspezifischen Lebenszeiten im griinen
(AXget = 500 — 550 nm) und im roten (Alger = 647 — 703nm) Kanal. 7 und 75 bezeichnen dabei die
Lebenszeiten, die tiber die Schnittpunkte der Phasorregressionsgerade mit dem Universalhalbkreis ge-
wonnen werden. Die Fehlerangaben sg sind der Fehler des Mittelwertes. Der Wilcoxon-Ranksum-Test
bewertet die Lebenszeitverteilungen der Cisplatin-behandelten Zellen wie auch der HyOs-behandelten
Zellen, je im Vergleich mit der Lebenszeitverteilung physiologischer Zellen als eine Grundgesamtheit
bei dem Signifikanzniveau von o = 0.01 im griinen wie auch im roten Kanal. Hier ist auch zu be-
obachten, dass die Fehler sg der grofleren Lebenszeit (m5) systematisch grofier als die der kleineren
Lebenszeit (71) sind [Kapitel 3.2.5].

Die Erkenntnis dieser quantitativen Untersuchung ist, dass sich die Lebenszeiten von
DASPMI, also die Relaxationszeiten der Moden, unter Stressbehandlung, nicht signi-
fikant dndern. Dies ist ein Hinweis darauf, dass im Verhéltnis zu den Lebenszeiten, die
mit der intramolekularen Relaxation, ICTS und TICTS verbunden sind, das DASPMI-
Molekiil zu einem nicht signifikanten Anteil iiber Stofirelaxationen (quenching) Energie
an umgebende Molekiile tibertragt. Die wesentlichen Auswerteparameter des moleku-
laren Rotors in seiner Funktion als Stresssensor miissen also die Fraktionsbeitrége \;
der Lebenszeiten 7; sein. Dieser Untersuchung widmet sich der néchste Abschnitt.

4.2.2. Fraktionsanalyse

Im letzten Abschnitt wurde gezeigt, dass sich die Lebenszeiten 7 und 7 von DASPMI
unter verschiedenen Behandlungen nicht signifikant éndern. Aus diesem Grund kann
die Untersuchung des molekularen Rotors auf die Analyse der Lebenszeitfraktionen je
Behandlungszustand und der Fraktionsverschiebungen unter Stresseinfliissen reduziert
werden. Die behandlungs- und kompartimentspezifische Auswertung der hiaufigsten Le-
benszeitfraktion A ) max im roten und griinen Kanal wird in diesem Kapitel erklart und
vorgestellt. Hierfiir wird zuerst auf die Erstellung der Fraktionsverteilungen (Phasor-
schnitte) und im Anschluss auf die stressabhdangige und die stressunabhdngige Reaktion
von DASPMI in den verschiedenen zelluldren Kompartimenten eingegangen.

Fraktionsverteilungen und Phasorschnitte

Fir die kompartimentspezifische Auswertung der Lebenszeitfraktionen miissen die pi-
xelweisen Histogramme, die den verschiedenen Kompartimenten der Zelle zugehorig
sind, fiir die Phasorauswertung mit Hilfe von Masken ausgewéahlt werden. Diese Aus-
wahlmasken wurden von Olivia Stiehl im Rahmen ihrer Dissertation!!! mit Hilfe des
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Kapitel 4. Molekularer Rotor als viskositatssensitiver Stresssensor

K-Means-Algorithmus erstellt und separieren das Zellinnere in die Bereiche der Mito-
chondrien, des Zytoplasmas, des Nukleoplasmas und der Nukleoli. Abb. 4.1 zeigt das
Resultat einer solchen Separation, mit der die erwdhnten zelluliren Kompartimente
getrennt und mittels Phasor einzeln untersucht werden konnen.

Mitochondrien Nukleoplasma
Nukleoli

Zytoplasma

Abbildung 4.1.: K-Means-Zellkompartimentseparation. Gezeigt ist das Resultat einer
Zellkompartimentseparation mit Hilfe des K-Means-Algorithmus. Diese Methode wurde in der Dis-
sertation von Olivia Stiehl verwendet und ermoglicht die selektive Auswahl derjenigen Pixel fir die
Phasor-Auswertung, die den jeweiligen Kompartimenten zugeordnet werden. Braun ist das Zytoplas-
ma, orange die Mitochondrien und weify das Nukleoplasma gezeigt. Die Nukleoli werden rot hervorge-
hoben.

Um die fraktionellen Beitrage der Lebenszeiten 71 und 7 zu bestimmen, wird nach den,
in Kapitel 3.2.4 beschriebenen Methoden vorgegangen. Die Analyse muss fiir DASPMI
nach Kanalen getrennt durchgefiithrt werden. Fiir die Fraktionsanalyse werden zunéchst
die den vier zellularen Kompartimenten zugewiesenen pixelweisen Histogramme in ge-
trennten Phasor-Plots dargestellt. Im Anschluss wird eine Regressionsgerade je Zelle
aus allen pixelweisen Histogrammen berechnet. Entlang dieser Regressionsgerade wer-
den die einzelnen Phasorhistogramme der jeweiligen Kompartimente abgetastet. Fiir
eine Zelle wird somit dieselbe Regressionsgerade zur Analyse der Lebenszeitfraktionen
aller vier Kompartimente verwendet.

Nachdem fiir jede Zelle und alle vier Kompartimente der Lange nach normierte Pha-
sorschnitte vorliegen, koénnen diese kompartimentspezifisch tiber alle Zellen desselben
Behandlungszustandes gemittelt werden. Die Ensemblegrofie wird hierbei von der ge-
ringsten Zahl gemessener Zellen, dem physiologischen Zustand, bestimmt. Die je Zelle
und je Kompartiment erstellten Phasorschnitte werden iiber fiinf Zellen gemittelt, mit
einem gleitenden Mittelwert Ny = 5 geglattet und auf den Maximalwert der Verteilung
P(Amax) normiert. Im Folgenden wird die stresssensitive Reaktion von DASPMI und die
behandlungsunabhangige Unterscheidbarkeit der Kompartimentviskositaten beschrie-
ben.
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Stressantwort von DASPMI

In diesem Abschnitt wird die stresssensitive Reaktion von DASPMI in physiologischen,
Cisplatin-behandelten und H5Os-behandelten HeLa-Zellen betrachtet. Dabei wird un-
tersucht, wie die zelluliren Kompartimente auf externen Stress reagieren und ob diese
Einfliisse durch die Fraktionsanalyse von DASPMI unterscheidbar sind. Letztere Ana-
lyse wird mit Hilfe des Wilcoxon-Ranksum-Tests durchgefiihrt.

In Abb. 4.2 ist grau schattiert der mittlere Phasorschnitt p(A) = p(A;) der gesamten
Zelle je Behandlungsart im griinen und roten Kanal zu sehen. Das Maximum der Pha-
sorschnitte liegt bei physiologischen Zellen bei A(g1) max & 0.75 und verschiebt sich bei
stressbehandelten Zellen zu kleineren . Dies ist dquivalent zu einer starkeren Gewich-
tung der groferen Lebenszeit 7, und bedeutet, dass DASPMI auf die Anderung seines
Umfeldes iiber die Zunahme seiner mittleren Lebenszeit (1) reagiert. Die Lebenszeit-
erh6hung deutet an, dass die Viskositat der zelluldren Fluide unter Stressbehandlung
im Mittel zunimmt. Die Viskositdtserhohung ist hier eine qualitativ aus der Fraktions-
verringerung und damit der mittleren Lebenszeiterhohung abgeleitete GroSe.

Die kompartimentspezifische Untersuchung der maximalen Lebenszeitfraktion A(g ;) max
mit Hilfe des Wilcoxon-Ranksum-Tests [Tab. 4.2] zeigt, dass eine Fraktionsverschiebung
unter Stressbehandlung im Nukleus, im Zytoplasma und den Nukleoli behandlungs-
iibergreifend im Rahmen eines Signifikanzniveaus von bis zu a = 0.05 nicht nachweisbar
ist. Dies liegt an der Breite der Einzelverteilungen p(A) der kompartimentspezifischen
Fraktionen [Abb. 4.2], da der Mittelwert Agr),max Sich in fast allen Fallen durch die
Cisplatin-behandlung und noch stérker durch die HyOo-Behandlung verringert [Abb.
4.3]. Die Nukleoli im roten Kanal zeigen dagegen eine stiarkere Fraktionsverschiebung
durch die Cisplatin-Behandlung als durch die HyO5-Behandlung und bilden damit die
einzige Ausnahme von dieser Regel.

Die beiden auffallendsten Anderungen der Fraktionen kénnen im mitochondrialen Be-
reich beobachtet werden: Zum Einen durch die HyO5-Behandlung, welche bei einem
Signifikanzniveau von a = 0.05 auftritt, und zum Anderen durch die Cisplatin-Be-
handlung, die sich im roten Kanal bereits bei @ = 0.01 zeigt, dafiir im griinen Kanal
ausbleibt. Dagegen zeigt sich im Rahmen dieser Untersuchung in keinem Komparti-
ment ein signifikanter Unterschied zwischen der Cisplatin-Behandlung und der HyOo-
Behandlung.

Viskositatssensitivitat von DASPMI

Von der Stressbehandlung unabhéingig zeigt DASPMI verschiedene Fraktionsbeitra-
ge A(gr),max der kleineren Lebenszeit 71 in den Mitochondrien, dem Zytoplasma, dem
Nukleoplasma und den Nukleoli. Diese Eigenschaft charakterisiert DASPMI als visko-
sitatssensitiven molekularen Rotor.

In diesem Abschnitt wird die Kompartimentviskositdt mit dem Fraktionsbeitrag ver-
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W-RS-TEST | griin rot

Y- P-C P-H CH |P-C P-H CH
Zytoplasma 0/0 0/0  0/0 0/0  0/0  0/0
Nukleoplasma | 0/0 0/0  0/0 0/0  0/0  0/0
Nukleoli 0/0 0/0 0/0 |0/0 0/0 0/0

Mitochondrien | 0/0 /0 0/0 |1/r 1/0  0/0

Tabelle 4.2.: Signifikanztest: Regionsspezifische Fraktionsverschiebungen der DASPMI-
Lebenszeiten unter Stressbehandlung. Wilcoxon-Ranksum-Test fiir & = 0.05 und a = 0.01. Die
Reihenfolge der Angabe ist ,a = 0.05/a = 0.01% Getestet wurde die Signifikanz der Verschiebung
VON A(g 1), max D€l den verschiedenen Behandlungen. Signifikante und nicht signifikante Unterschiede
sind durch boolesche Werte abgekiirzt. 0: Kein signifikanter Unterschied bei farblich zugehorigem a.
1: Signifikanter Unterschied bei farblich zugehorigem «. Folgende Vergleiche sind gezeigt: P-C: Un-
behandelt - Cisplatin-behandelt, P-H: Unbehandelt - HoOo-behandelt, C-H: Cisplatin-behandelt -
H50O5-behandelt. Einheitlich im griinen und roten Kanal sind die statistisch signifikanten Fraktionsver-
schiebungen durch die Behandlung mit HyO4 in den Mitochondrien bei o = 0.05 zu sehen. Der stérkste
Unterschied der Fraktionsmaxima Ay max ist im roten Kanal zwischen dem physiologischen und dem
Cisplatin-behandelten Zustand bereits bei @ = 0.01 zu sehen. Zwischen dem Cisplatin-behandelten
und dem H5Os-behandelten Zustand ist weder im griinen noch im roten Kanal ein signifikanter Un-
terschied tiber die Auswertung der Phasorschnitte feststellbar.

kniipft. Dadurch konnen Kompartimenten mit niedrigem A(g ) max hohe mittlere Le-
benszeiten und damit hohe Viskositdten zugeordnet werden. An dieser Stelle ist noch
unklar ob die Wiedergabe der umgebenden Fluidviskositédt durch DASPMI in beiden
Kanélen einheitlich ist. Vorerst wird deshalb auf die Angabe tatséachlicher Viskositéats-
verhéltnisse verzichtet und stattdessen die ,scheinbare” Kompartimentviskositat dis-
kutiert. Aus Abb. 4.3 (griner Kanal) kann nun die folgende Ordnung der scheinbaren
Kompartimentviskositaten I'y abgelesen werden:

I‘g,Nukleoli > I‘g,NukleoplaLsma > Fg,Zytoplausma > Fg,Mitochondrien-

Im roten Kanal tauschen Nukleoplasma und Zytoplasma ihre Rollen, die Grenzféille,
dass die Nukleoli die hochste scheinbare Viskositat und die Mitochondrien die gerings-
te zeigen, bleiben aber gleich. Aus Abb. 4.3 (roter Kanal) kann folgende Ordnung der
scheinbaren Kompartimentviskositéten I', aus den maximalen Fraktionen A, nax abge-
lesen werden:

Fr,NukIeoli > Fr,Zytoplasma > 1—‘r,Nukleoplasma > Fr,Mitochondrien-

Die Fraktionen A(g;) max zeigen im griinen wie auch im roten Kanal einheitlich, dass
die Mitochondrien von den untersuchten Zellkompartimenten die geringste und die Nu-
kleoli die hochste scheinbare Viskositat aufweisen. Daher kann geschlossen werden, dass
fir diese beiden Kompartimente die Ordnung der scheinbaren Viskositaten I' mit der
tatsdchlichen Viskositatsordnung tibereinstimmt. Da die Fraktionen Agmax und A max
im Nukleoplasma und im Zytoplasma entgegengesetztes Verhalten zeigen, konnen diese
Kompartimente beziiglich ihrer Viskositat lediglich zwischen den Mitochondrien und
den Nukleoli eingeordnet, im Rahmen dieser Untersuchung jedoch nicht nédher unter-
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4.2. Sensorspezifische Stressantwort und Viskositatssensitivitat

schieden werden.

Beide Eigenschaften von DASPMI, sowohl die gleiche Reaktion in den Nukleoli und
den Mitochondrien im griinen und roten Kanal als auch die unterschiedliche Reakti-
on im Zytoplasma und Nukleoplasma in beiden Kanalen, kénnen genutzt werden, um
mit Hilfe der Phasordarstellung einen Algorithmus zur Zellkompartimentseparation zu
entwickeln. Diese Idee wird im néchsten Kapitel verfolgt und umgesetzt.

gruner Kanal roter Kanal

1 Unbehandélt ' ] 1 Unbehandélt
)\g,max
=
= 0.5
0! 0!
1 | Cisplatin 1 | Cisplatin
g,max Af,l'l'IﬁX
= =
= 0.5 = 0.5
0! 0
1+ 1F
H202 HZO2 \
2 2
S 05| = 0.5
O 0 | &
0 . 0 0.5 1
A A

Abbildung 4.2.: Phasorschnitte entlang der Regressionsgerade. Gezeigt sind die iiber fiinf
Zellen gemittelten und mit dem Glattungsfaktor Ny = 5 geglétteten Schnitte durch die Phasorwolken
entlang der Regressionsgerade. Die Phasorschnitte stellen die Verteilungen der Fraktion A = Ay der Le-
benszeit 71 entlang der Verbindungslinie zwischen 7, und 75 im Phasorplot dar. Links: Griiner Kanal:
Alget = 500 — 550 nm, Rechts: Roter Kanal: Alget = 647 — 703 nm. Die kompartimentspezifischen
Phasordarstellungen fiir die Phasorschnitte wurden mit Hilfe von Regionsmasken erstellt, die durch
den K-Means-Algorithmus bestimmt wurden. Diese kompartimentspezifischen Masken sind in Abb.
4.1 durch die verschieden eingefarbten Kompartimente gezeigt. Die gezeigten Phasorschnitte sind farb-
lich nach Kompartimenten markiert. Zytoplasma: rot, Mitochondrien: blau, Nukleoplasma: magenta,
Nukleoli: schwarz. Grauschattiert ist das Gesamtprofil, also die Summe aller Phasorschnitte, gezeigt.
Die héufigste Fraktion, Ag max und Ay max, ist durch das Maximum der Fraktionsverteilungen gegeben.
Agmax und A max verschiebt sich unter Cisplatin- wie auch HoOs-Behandlung zu kleineren Werten.
Dies ist dquivalent zu einer Erhohung der mittleren Lebenszeit (7).
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1 T T T

riiner Kanal
08! |

Summe Mito. Zyto. Nukleus  Nukleoli

roter Kanal
08 ,

Summe Mito. Zyto. Nukleus  Nukleoli

Abbildung 4.3.: DASPMI-Lebenszeitfraktionen aller Behandlungsarten. Gezeigt ist die regi-
onsspezifische Positionsauswertung der hiufigsten Lebenszeitfraktion (g 1) max- Die Verringerung der
gezeigten Fraktionen bedeutet eine stérkere Gewichtung der gréfleren Lebenszeit 7o gegentiber der klei-
neren Lebenszeit 7. Oben: Ag max im griinen Kanal (AXger = 500 — 550 nm). Unten: A, max im roten
Kanal (A)get = 647 — 703 nm). Die Fehlerbalken sind der Fehler des Mittelwertes sg tiber Neey = 5
Zellen. Das Balkendiagramm ist nach den Zellregionen Mitochondrien (Mito.), Zytoplasma (Zyto.),
Nukleoplasma (Nukleus), Nukleoli und der Summe all dieser in je drei Sdulen, den Behandlungszustén-
den entsprechend, unterteilt: Unbehandelt: schwarz, Cisplatin-behandelt: blau und HyOs-behandelt:
rot. Im Mittel reagiert DASPMI auf alle Behandlungsarten mit einer Erhohung seiner mittleren Le-
benszeit (7). Im griinen Kanal zeigt sich konsistent, in allen Kompartimenten, die Verschiebung der
héufigsten Fraktion Ag max in Richtung der grofleren Lebenszeit 7, unter Stressbehandlung. Die Ver-
schiebung zur grofieren Lebenszeit beziiglich des physiologischen Zustands ist am stéarksten bei der
H502-Behandlung, gefolgt von der Cisplatin-Behandlung. Die Tendenz zur grofieren Lebenszeit 7o
kann fir jeden Behandlungszustand nach Kompartimenten geordnet werden. Die hochste aus den
Fraktionen ableitbare mittlere Lebenszeit () zeigen die Nukleoli, gefolgt vom Nukleoplasma, danach
das Zytoplasma und an letzter Stelle die Mitochondrien. Im roten Kanal ist die behandlungsspezifische
Ordnung bei den Nukleoli und in der Summe der Phasorschnitte gebrochen, dort sind die Verschiebun-
gen bei den Cisplatin-behandelten Zellen am stiarksten. Auch die Reihenfolge der mittleren Lebenszeit
(1) ist eine andere. Nukleoli und Mitochondrien besetzen hier ebenfalls das grofite und kleinste (),
das Zytoplasma und das Nukleoplasma tauschen aber ihre Position.
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4.2. Sensorspezifische Stressantwort und Viskositatssensitivitat

4.2.3. Autofluoreszenz von Cisplatin

Im letzten Kapitel wurde der grofite tiber die Phasorschnitte nachweisbare Einfluss auf
zellulare Fluide durch die Cisplatin-Behandlung in den Mitochondrien ermittelt. Wah-
rend signifikante Unterschiede zwischen unbehandelten und stressbehandelten Zellen
ausschliellich in den Mitochondrien ab einem Signifikanzniveau von o = 0.05 nachge-
wiesen werden konnten, war durch die Cisplatin-Behandlung eine signifikante mittlere
Lebenszeiterhohung bereits ab o = 0.01 im roten Kanal vorhanden.

Cisplatin wirkt tiber die Quervernetzung doppelhelikaler DNA und mtDNA (mitochon-
drial DNA)-Strange!0 104110 Dyrch diese Kopplung kénnte das Fluoreszenzspek-
trum des DNA-Cisplatin- und mtDNA-Cisplatin-Konstruktes die DASPMI-Fluoreszenz
im grilnen und roten Kanal verfdlscht haben. Um die Moglichkeit der Verfdlschung
auszuschliefen und den Einfluss der Autofluoreszenz zu quantifizieren, wurden Auto-
fluoreszenz-Experimente [Kapitel 4.1.3] an Cisplatin-behandelten Zellen ohne DASPMI-
Farbung durchgefiihrt. Insgesamt wurden Neegyar = 11 Zellen nach der Cisplatin-
Behandlung gemessen. Sowohl die Lebenszeiten 7 o als auch die Intensitit F' des au-
tofluoreszenten Cisplatin werden ausgewertet und mit Hilfe verschiedener Modelle der
Einfluss der Autofluoreszenz auf die DASPMI-Lebenszeiten untersucht.

Lebenszeitcharakteristik der Autofluoreszenz

Zur Bestimmung der Lebenszeiten des autofluoreszenten Cisplatins ist es nicht mog-
lich, rdumliche Unterscheidungen zwischen Zellkompartimenten zu treffen, da hierfir
das SNR des Nukleoplasmas nicht ausreicht. Deshalb wird pro Zelle und Kanal je ein
Histogramm erstellt und dieses mittels doppelexponentieller Kurvenanpassung [Kapi-
tel 3.2.2] ausgewertet. Man erhélt die Lebenszeiten in Gl. (4.2) mit den Indizes ,,g“ im
grinen und ,r“ im roten Kanal.

T, = 0.47 £ 0.01 ns, Toe = 2.53 £ 0.02ns,

(4.2)
71y = 0.44 £ 0.01 ns, Tor = 1.97 £ 0.03 ns.

Die kleinere Lebenszeit 71 des autofluoreszenten Cisplatin ist im griinen und roten
Kanal sehr éhnlich, die grofiere Lebenszeit 7, unterscheidet sich um A7 ) &~ 0.5ns
zwischen den Kanélen. Im Vergleich mit den mittleren kombinierten Lebenszeiten von
Cisplatin und DASPMI [Tab. 4.1] sind die Lebenszeiten des autofluoreszenten Cis-
platin geringer. Dies gilt jedoch unter Vorbehalt, da die Phasor-Methode durch den
notwendigen Einsatz des Glattungsfaktors Ny prinzipiell grofiere Lebenszeiten als die
Auswertung tiber die doppelexponentielle Kurvenanpassung ergibt.

Falls jedoch eine Verfilschung der vorhandenen FLIM-Messungen an Cisplatin-behan-
delten Zellen durch die Autofluoreszenz vorhanden ist, miissen diese Messungen gegen-
iiber den Messungen an physiologischen Zellen in beiden Kanélen kleinere Lebenszei-
ten aufweisen. In Kapitel 4.2.1 sicht man, dass tatsachlich die Lebenszeiten 75, , der
Cisplatin-behandelten Zellen um etwa 0.02—0.04 ns kleiner sind als die Lebenszeiten der
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Kapitel 4. Molekularer Rotor als viskositatssensitiver Stresssensor

unbehandelten Zellen. Dieser Unterschied ist jedoch mit Hilfe des Wilcoxon-Ranksum-
Tests als nicht signifikant bewertet worden. Um den Einfluss der Autofluoreszenz auszu-
schlieflen, wird im néchsten Kapitel deren Einfluss auf die gemessene Gesamtintensitat
untersucht.

Einfluss der Autofluoreszenz auf die Gesamtintensitat

Fir die Intensitdtsuntersuchung der Autofluoreszenz kénnen mit Hilfe der Durchlicht-
bilder die Nukleoplasmaregion (Nukleoplasma und Nukleoli) und die Zytoplasmaregion
(Zytoplasma und Mitochondrien) getrennt untersucht werden. Die folgende Beschrei-
bung wird sowohl auf die Nukleoplasmaregion als auch auf die Zytoplasmaregion an-
gewendet.

Der Intensitdtswert F' pro Pixel ergibt sich jeweils aus dem Integral iiber das zuge-
horige Ankunftszeithistogramm. Fiir jede der Neenar = 11 Zellen existiert regionsspe-
zifisch der pixelweise Mittelwert puc und die zugehorige Standardabweichung o¢. Der
Index ,,C* bezeichnet die Mittelung tiber eine Region pro Zelle. Mittelt man weiterhin
iiber alle Zellen, erhélt man den Ensemblemittelwert der Autofluoreszenz je Pixel und
Region &g und die mittleren Standardabweichungen (. Der Index ,,E“ bezeichnet die
Mittelung tiber das Zellensemble. g und (g haben ebenfalls eine Standardabweichung,
0¢, und o, Genannte Grofen sind in Gl. (4.3) aufgefiihrt.

Mo = <F>C7 oc
&8 = tpoy = (F)c)g» Ot (4.3)
CE = Mocgr  Op

Fasst man die Standardabweichung der Autofluoreszenz je Zelle o¢, die Standardab-
weichung des Ensemblemittelwertes der Autofluoreszenz iiber alle Zellen o, und die
Standardabweichung der Standardabweichungen tiber alle Zellen o¢, zusammen, lasst
sich der kumulative Fehler 0k [Gl. (4.4)] definieren. Diese gibt die groBtmogliche Ab-
weichung der Autofluoreszenzintensitit von &g an.

0k = 0¢ + 0¢y + 0¢y (4.4)

Berechnet man die Groflen in Gl. (4.3) auch fir FLIM-Daten, deren Fluoreszenzsignal
eine Kombination aus DASPMI-Fluoreszenz und Cisplatin-Autofluoreszenz ist, kann
die kombinierte Fluoreszenz-Autofluoreszenz und Autofluoreszenz in Abb. 4.4 gezeigt
werden. Um den Einfluss der Autofluoreszenz auf die FLIM-Daten zu quantifizieren,
werden zwei Modelle Ry und R, [Gl. (4.5)] verwendet. Das Modell R; zeigt den mittleren
Einfluss der Autofluoreszenz gegeniiber der kombinierten Fluoreszenz-Autofluoreszenz.
Das Modell Ry zeigt den maximal moglichen Einfluss der Autofluoreszenz mit dem
kumulativen Fehler dx.

(€g)ar
(e)r

(&g + Ok )AF
(&g — 0x)F

R, =

R fyl_llsl
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4.2. Sensorspezifische Stressantwort und Viskositatssensitivitat

Abb. 4.4 zeigt die Ergebnisse der Modellbetrachtungen R; und Ry. Der mittlere Ein-
fluss Ry der Autofluoreszenz von Cisplatin ist nicht signifikant. Der maximale Einfluss
Ry konnte die kombinierten Lebenszeiten der DASPMI-Fluoreszenz und Cisplatin-
Autofluoreszenz verringern. Ry zeigt im griinen Kanal den grofiten Einfluss der Au-
tofluoreszenz, im roten Kanal kann die Autofluoreszenz generell vernachléssigt wer-
den. Betrachtet man die Lebenszeiten von DASPMI bei physiologischen und Cisplatin-
behandelten Zellen im griinen Kanal [Tab. 4.1], féllt auf, dass diese im Rahmen ihrer
Fehler tibereinstimmen. Ein messbarer Einfluss auf die vorhandenen FLIM-Messungen
durch die Autofluoreszenz von Cisplatin kann deshalb ausgeschlossen werden.

800

¢
E 700 .[
600
500
400 I
300 T
200
100
0
Zyt. Nuk. Zyt. Nuk.
Ry=7% R;=5% Ry=1% R;=1%
R,=14% R,=13% R,=5% R,=5%

Abbildung 4.4.: Intensitdtsanalyse der Cisplatin Autofluoreszenz. Gezeigt ist die regionsspe-
zifische kombinierte pixelweise Fluoreszenz (DASPMI-Fluoreszenz + Cisplatin-Autofluoreszenz) und
Cisplatin-Autofluoreszenz £g im griinen und roten Kanal: Zyt.: Zytoplasmaregion, Nuk.: Nukleo-
plasmaregion. Zum Ensemble der kombinierten Cisplatin-Autofluoreszenz und DASPMI-Fluoreszenz
haben Ncor = 8 Zellen beigetragen. Die schwarzen Balken jeweils rechts neben den griinen und
roten zeigen die mittlere pixelweise Autofluoreszenz von Neenar = 11 Cisplatin-behandelten Zellen
ohne DASPMI-Férbung. Die Intensitdt der kombinierten Fluoreszenz im griinen Kanal ist in der Nu-
kleoplasmaregion ~ 30 % geringer als in der Zytoplasmaregion. Im roten Kanal ist die Intensitdt der
Fluoreszenz in der Nukleoplasmaregion ~ 5 % hoher als in der Zytoplasmaregion. Die Autofluoreszenz
& ist im griinen Kanal deutlich grofler als im roten Kanal und in der gesamten Zellregion je Kanal
sehr dhnlich. Dies zeigt eine grofitenteils einheitliche Verteilung von Cisplatin in der Zytoplasma- und
der Nukleoplasmaregion. Die Fehlerbalken zeigen den kumulativen Fehler ik [Gl. (4.4)]. Gezeigt sind
auch die numerischen Ergebnisse der Autofluoreszenzuntersuchung iiber die Fallbetrachtungen Ry und
R5. Im roten Kanal ist der Einfluss konsistent geringer als im griinen Kanal. Wahrend die Bewertung
iiber Ry keinen signifikanten Einfluss nahelegt, konnte nach Ry eine Verfdlschung der kombinierten
DASPMI-Lebenszeiten moglich sein.
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Kapitel 4. Molekularer Rotor als viskositatssensitiver Stresssensor

4.3. Kompartimentseparation mittels molekularer
Rotoren

Wesentliche Ergebnisse

Phasor-Slicing erméglicht die Einteilung des Zellinneren mit Hilfe des
molekularen Rotors DASPMI in drei verschiedene Gebiete. Verschiedene
Bereiche des Phasorraumes kénnen den Mitochondrien, dem Nukleoplas-
ma und den Nukleoli zugeordnet werden. Die Methode verwendet die
Fraktion der DASPMI-Lebenszeiten als einziges Separationskriterium.

In Kapitel 4.2.2 wurde gezeigt, dass die Maxima der Fraktionsverteilungen von DASPMI
in den vier verschiedenen Kompartimenten, dem Zytoplasma, den Mitochondrien, dem
Nukleoplasma und den Nukleoli bei verschiedenen A(g 1) max, aber gleichen mittleren Le-
benszeiten 71 und 75 liegen [Kapitel 4.2.1]. Das heifit, die Kompartimente ordnen sich
in der Phasorwolke entlang der Regressionsgerade an. In der Fraktionsanalyse wurde
die unterschiedliche Fraktionsgewichtung der Kompartimente mit der Viskositétssensi-
tivitiat von DASPMI erklirt. Ubernimmt man die Ordnung der Fraktionsmaxima aus
Kapitel 4.2.2 und bildet diese in einer Phasorskizze ab, ergibt sich Abb. 4.5.

0]
5 o
s O 9 o
S 3 § <
\ \Q’ (@) (%) [e
X (3] o <
S S & 3 O
2 X Q <
0.5 1 2/ > N S

[500 - 550] nm

griner Kanal

0 I . >
0 0.5 1 g

[647 - 703] nm AA
roter Kanal

Abbildung 4.5.: Phasor-Slicing-Idee. Gezeigt ist die Anordnung der Zellkompartimente in der
Phasorwolke. In der Skizze werden je Kompartiment gleich breite Fraktionsbeitrage A\ zur Darstel-
lung verwendet. Im roten Kanal ist die Anordnung der Kompartimente dhnlich zum griinen Kanal,
mit dem Unterschied, dass Zytoplasma und Nukleoplasma ihre Positionen tauschen. Sowohl die Ge-
meinsamkeiten als auch die Unterschiede beider Kanéle werden von dem Phasor-Slicing-Algorithmus
genutzt, um die Mitochondrien, das Nukleoplasma und die Nukleoli anhand ihrer Position in der Pha-
sorwolke zu identifizieren. Nach der Zuweisung kénnen die kategorisierten Phasorpunkte im Bildraum
unterschiedlich eingeférbt werden und zeigen Position und Gréfie der Kompartimente.

In diesem Kapitel werden die unterschiedlichen Fraktionsgewichtungen von DASPMI
in den Zellkompartimenten ausgenutzt, um die Phasorwolken des griinen und roten
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4.3. Kompartimentseparation mittels molekularer Rotoren

Kanals an spezifischen Stellen zu trennen, und einen Algorithmus zu entwickeln, der
die jeweiligen Phasorpunkte mit den Zellkompartimenten verkniipft. Dieser Separati-
onsalgorithmus ist im ,,.Journal of Fluorescence* publiziert.

Da DASPMI auf zellulire Umgebungsfaktoren wie Polaritat®” und Viskositiat®” vom
Behandlungszustand unabhéingig mit einer Fraktionsverschiebung reagiert '™11P8! ent-
stand die in diesem Abschnitt verfolgte Idee, Zellkompartimente mit Hilfe der Darstel-
lung im Phasorraum voneinander zu trennen und einen Algorithmus zu entwickeln, der
speziell auf molekulare Rotoren ausgelegt ist. Die Ordnung der Zellkompartimente im
Phasorraum ist in Abb. 4.5 gezeigt. In diesem Kapitel wird die Phasor-Slicing-Methode
vorgestellt, einige mit DASPMI gefarbte und aus den Fraktionsbeitragen rekonstruierte
HeLa-Zellen gezeigt und die Sensitivitat wie auch die Fehleranfélligkeit der Methode
untersucht.

4.3.1. Phasor-Slicing

Die Punkte im Phasorraum sind mit jenen im Bildraum tber die F'T' des jeweiligen Hi-
stogramms verkniipft. Phasor-Slicing verwendet fiir die Gebietstrennung im Bildraum
eine Zweiteilung der Phasorwolke im Phasorraum sowohl im griinen als auch im roten
Kanal. Theoretisch kénnte jeder Kanal fiir die Unterteilung in je vier Gebiete, wie in
Abb. 4.5 gezeigt, verwendet werden. Allerdings sind die Verteilungen der Einzelkom-
partimente breit gegeniiber den Fraktionsunterschieden [Abb. 4.2], weshalb je Kanal
héchstens zwei Bereiche der Phasorwolke fiir Phasor-Slicing verwendet werden kénnen.

Die Segmentierung der Phasorwolke ist aufgrund des starken Uberlapps der Kompar-
timentspezifischen Phasorschnitte rein phdnomenologisch. Die Identifikation der Zell-
kompartimente und deren Lokalisation ist sowohl durch Erfahrung als auch durch die
Publikation von Ramadass et al.!'"!] moglich, der die kompartimentspezifische Reakti-
on von DASPMI im Rahmen seiner Dissertation ] untersucht hat.

Abb. 4.6 zeigt das Vorgehen bei Phasor-Slicing. Der Separationsalgorithmus verwendet
von den acht moglichen Gebieten, vier je Kanal, insgesamt nur drei: beide Gebiete im
griinen Kanal, A und B, und tiberwiegend kleine Lebenszeitfraktionen im roten Kanal,
C. Der Index ,,g“ bezeichnet den griinen Kanal und ,r den roten Kanal.

Zunéchst wird die Phasorwolke im griinen Kanal entlang der Regressionsgerade py(A)
auf diejenigen A, und A\, (von kleinen (A = 0) zu grofien (A = 1) aufsteigend) abge-
tastet, fiir die Gl. (4.6) gilt. Der Index ,u“ bezeichnet den unteren Haufigkeitswert und
-0 den oberen Haufigkeitswert entlang p,, die fiir die Gebietstrennung im Phasorraum
verwendet wird.
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Abbildung 4.6.: Die Phasor-Slicing Methode. Gezeigt ist die Bildrekonstruktion iiber die
Separation der Phasorgebiete. a) griiner Kanal (AMget = 500 —550nm) und b) roter Kanal
(AXget = 647 — 703 nm) zeigen die Représentationen der FLIM-Bilder im Phasorraum mit der ein-
gezeichneten Regressionsgerade, die an der Stelle A = 1 den Halbkreis fiir 7 und an der Stelle A =0
denselben fiir 75 schneidet. Fir A gilt bei dieser Normierung A = A;. ¢) und d) sind die entsprechenden
Schnitte durch die Haufigkeitsverteilungen der Phasorpunkte in a) und b). A ) max SOWi€ D(g 1) max
markieren die hdufigste Lebenszeitkomposition zwischen 7 und 75. Uber eine phénomenologische Sepa-
ration, gezeigt durch die rote gestrichelte Linie in ¢) (\) o und d) Ap, .. ist es mdglich, die HeLa-Zellen
in drei relevante Bereiche einzuteilen: das Nukleoplasma, A, das Zytoplasma, B und die Nukleoli,
C. e) Uberlagerung der drei mittels Phasor-Slicing getrennten Regionen. f) K-Means-Resultat der
Kompartimentseparation, Dissertation Olivia Stiehl[].

pg,u()\pg,u) =0.15- Pg,max; pg,o()\pg,o) =0.85- Pg,max (46)
Ay A
() = = (4.7)

Der Mittelwert (A), wird nach Gl. (4.7) berechnet. Anschlieend wird die Phasorwolke
an der Stelle (\) ¢ orthogonal zur Regressionsgerade in zwei Bereiche eingeteilt: ten-
denziell grofere: A > (A), und tendenziell kleinere Lebenszeitfraktionen: A < (A),. Die
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groferen Lebenszeitfraktionen entsprechen tendenziell kleineren mittleren Lebenszeiten
(1), die kleineren Fraktionen tendenziell groBeren (7).

Die groBeren Fraktionen werden dem Zytoplasma und den Mitochondrien (Zytoplasma-
region: B), die kleineren dem Nukleoplasma und den Nukleoli (Nukleoplasmaregion: A)
zugeordnet. Die Phasorpunkte, die den beiden Regionen zugeordnet werden, konnen im
Anschluss in den Bildbereich tibertragen werden, da der Ursprung jedes Phasorpunktes
mit einem Koordinatenvektor (x,y) im Bildraum verkniipft ist. An dieser Stelle wird
noch keine genauere Unterscheidung zwischen dem Nukleoplasma und den Nukleoli
getroffen. Eine Unterscheidung zwischen dem Zytoplasma und den Mitochondrien ist
iiber Phasor-Slicing mit dem molekularen Rotor DASPMI nicht moglich, da deren Pha-
sorschnitte zu stark iiberlappen.

Die Nukleoplasmaregion wird im Bildraum morphologisch geschlossen und fiir die Se-
paration der Phasorwolke im roten Kanal als Maske verwendet. Nur diejenigen Phasor-
punkte im roten Kanal, die aus der Nukleoplasmaregion stammen, werden weiter ver-
wendet. An dieser Stelle wird ausgenutzt, dass das Zytoplasma und das Nukleoplasma
im roten Kanal ihre Positionen tauschen, sieche Abb. 4.5. Durch diesen Positionswechsel
spaltet sich die Nukleoliregion durch die zytoplasmische von der Nukleoplasmaregion
ab und kann durch eine weitere Trennregel vom Nukleoplasma getrennt werden. Die
Nukleoplasma-Phasorwolke des roten Kanals wird entlang derjenigen Regressionsgera-
de p;(A), die iiber das gesamte Phasorpunkteensemble berechnet wird, abgetastet und
Ap, ., gesucht:

pr,m()\pnm) = 0.55 - pr,max‘

Bei A, wird die Nukleoplasma-Phasorwolke orthogonal zur Regressionsgerade in zwei
Bereiche geteilt und nur die Phasorpunkte werden fiir die Abbildung in den Bildraum
verwendet, fir die gilt:

A< Ap, (4.8)

Die Bildbereiche der Phasorpunkte, fur die Gl. (4.8) gilt, werden den Nukleoli (C)
zugeordnet. Im letzten Schritt werden unzusammenhéangende Pixel und kleine Objek-
te im Bildbereich aus der Rekonstruktion entfernt. Dieser Schritt ist nicht zwingend
notwendig, wird aber zur Entfernung von Artefakten genutzt. Wenn die Statistik der
pixelweisen Ankunftszeithistogramme niedrig ist, Npno < 100, kann diese Mafinahme
dazu fithren, dass in der Rekonstruktion leere Bereiche zwischen Nukleoplasma und
Zytoplasma [Abb. 4.8] oder Locher in der Rekonstruktion entstehen.

Phasor-Slicing verwendet ausschliefllich die Lebenszeitfraktion A\ als Zuweisungspa-

rameter und liefert vergleichbare Resultate zur K-Means-Methode [Abb. 4.6]1%). Tm
nachsten Kapitel werden einige Kompartimentzuweisungen gezeigt.
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4.3.2. Resultate

Nach Anwendung des in Kapitel 4.3.1 beschriebenen Algorithmus auf FLIM-Daten kon-
nen in vielen Féllen bekannte Zellkompartimente wie das Nukleoplasma, die zytoplas-
mische Region und die Nukleoli in den Phasor-Slicing-Bildern identifiziert werden. Der
Algorithmus ergibt bei physiologischen Zellen in allen Féllen glaubwiirdige Separations-
resultate, wahrend je nach Behandlung im Falle von Cisplatin die Erfolgsquote auf 80 %
und nach HyO,-Behandlung weiter auf 30 % sank. Eine Rekonstruktion wird erfolgreich
genannt, falls alle drei Bereiche, die zytoplasmische Region, das Nukleoplasma und die
Nukleoli, zugewiesen werden konnen. Abb. 4.7 zeigt eine Zusammenfassung erfolgrei-

cher Separationen am Beispiel von physiologischen, Cisplatin- und HyOs-behandelten
HeLa-Zellen.

Abbildung 4.7.: Phasor-Slicing Resultate. Gezeigt sind die Resultate der Komparti-
mentseparation tiber Phasor-Slicing. Die Nukleoli sind rot, das Nukleoplasma weifl und das Zyto-
plasma sowie Mitochondrien gelb markiert. Uber Phasor-Slicing ist keine Unterscheidung zwischen
dem Zytoplasma und den Mitochondrien moglich. Wahrend bei physiologischen Zellen [Phys. a), b),
c¢)] die Rekonstruktion in allen Féllen erfolgreich war, sank die Erfolgsquote bei Cisplatin-behandelten
Zellen [Cis. d), e), f)] auf ~ 80 % und bei Zellen, die oxidativem Stress ausgesetzt waren [Oxid. g),
h), i)], weiter auf ~ 30 %.
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4.3.3. Spezifitatscharakterisierung

Bei Betrachtung der Intensitétsbilder beider Kanéle in Abb. 4.8 fillt auf, dass die iiber
Phasor-Slicing rekonstruierte Information bereits in der Helligkeit der Bilder enthalten
ist.

Um zu prifen, ob Phasor-Slicing unter ausschliefllicher Verwendung der Fraktions-
beitrdge A von DASPMI typische Zellregionen wie die zytoplasmische Region, das Nu-
kleoplasma und die Nukleoli voneinander separieren kann, werden aus den pixelweisen
Histogrammen besonders heller Pixel durch einen Histogrammrekonstruktionsalgorith-
mus neue Histogramme mit limitierter Photonenzahl N, erstellt. Diese Begrenzung
der Statistik betrifft helle Pixel starker als dunklere, und gleicht, je nach dem Schwel-
lenwert der maximalen Photonenzahl Ny je Ankunftszeithistogramm, die Intensitét
der Bilder an.

Die Histogrammrekonstruktion wahlt im ersten Schritt ein gleichverteilt zufélliges Zeit-
inkrement aus den Ny, = 1562 moglichen und zéhlt ein Photon in dem gewdhlten
Inkrement A7a zum neuen Histogramm, wenn die im Anschluss gezogene, gleichver-
teilte Zufallszahl kleiner oder gleich dem Wert N(74) im urspriinglichen normierten
Histogramm ist. Wenn das Integral des erstellten Histogramms Ny erreicht, wird die
Rekonstruktion abgebrochen. Auf diese Weise wird im Laufe vieler Ziige das Histo-
gramm mit der urspriinglichen Lebenszeitcharakteristik rekonstruiert, mit der Freiheit
die Photonenzahl, und damit die Helligkeit und zugleich das SNR des Histogramms
nach oben zu limitieren.

Diese Herangehensweise erlaubt es, die Helligkeitsinformation der pixelweisen Histo-
gramme untereinander anzugleichen und die Separationsmethode Phasor-Slicing al-
lein von der Lebenszeitinformation abhiangig zu machen. Die Resultate der Komparti-
mentseparation einer ausgewahlten Zelle mit verschiedenen maximalen Helligkeitswer-
ten sind in Abb. 4.8 gezeigt.

Um die Unabhéngigkeit der Phasor-Slicing-Methode von der Intensitdt deutlich zu
machen, wird das SNR mancher Histogramme deutlich reduziert. Diese Signalreduk-
tion fithrt dazu, dass die Kompartimentspezifitdt der Rekonstruktion in Abb. 4.8 mit
sinkender Photonenzahl je Histogramm ebenfalls zurtickgeht. Um eine vollige Unab-
hangigkeit der Separation von der Helligkeit nachzuweisen, miissten alle zur Separation
verwendeten Pixel eine Mindesthelligkeit von etwa Ny = 1000 Photonen haben. Die-
se Mindestphotonenzahl wird von Gratton et al.l''?l, vom Einsatzzweck unabhéngig,
generell bei Anwendung der Phasor-Methode empfohlen.
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Phasor-Slicing v Intensitatsbilder

Rekonstruktion griner Kanal

Nphot: 1500

20 ym

Nphot= 750

Nphotz 375

20 um

Nphot: 188

20 um _20um_

Nphot: 94

20 ym

Abbildung 4.8.: Phasor-Slicing unter Helligkeitsequilibrierung. Gezeigt sind die Resultate der
Kompartimentrekonstruktion unter sukzessiver Equilibrierung des Helligkeitsprofils am Beispiel einer
physiologischen HeLa-Zelle. Links: Phasor-Slicing-Resultate. Rechts daneben die maximale Photo-
nenzahl pro Pixel Npuot. Rechts: Intensititsbilder bei angegebener Photonenzahl Ny im griinen
und roten Kanal. In den Rekonstruktionen sind Nukleoli rot, das Nukleoplasma weify und das Zyto-
plasma inklusive Mitochondrien gelb dargestellt. Wahrend bei a) die volle Statistik, Nphoy = 1500, zur
Auswertung bereitsteht, wurde diese bei den folgenden b), c), d), e) jeweils halbiert b) Npnot = 750,
¢) Nphot = 375, d) Nphot = 188, €) Npnot = 94. Es wurden aus den urspriinglichen pixelweisen Hi-
stogrammen, wie im Fliefitext beschrieben, neue Histogramme mit limitierter Photonenzahl erstellt.
Mithilfe dieser pixelweisen Ankunftszeithistogramme wurde anschlielend Phasor-Slicing durchgefiihrt.
Bei den Beispielen ¢), d), und e) sind keine Helligkeitsunterschiede im FLIM-Intensitétsbild zu er-
kennen, trotzdem erfolgt noch die Separation in physiologisch relevante Bereiche. Bei ¢) und d) wird
jeweils nur ein Nukleolus nicht erkannt. Selbst bei €), Npnot = 94, ist die Zelle noch in zwei Bereiche,
die Nukleoplasmaregion und die Zytoplasmaregion, unterteilbar.
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Kernaussagen

DASPMI eignet sich als viskositatssensitiver Stresssensor sowohl fiir
screening-Anwendungen als auch zur Zellkompartimentseparation iiber
die Phasor-Slicing-Methode. Die Spezifitat fir screening-Anwendungen
ist unter oxidativem Stress in den Mitochondrien am hochsten. Die vis-
kositdtsabhangige Kompartimentseparation ist bei der Anwendung auf
physiologische und Cisplatin-behandelte HeLa-Zellen erfolgreich, die Spe-
zifitdt nimmt bei zunehmendem Stress, insbesondere dem oxidativen ab.

4.4.1. DASPMI in der Anwendung als Stresssensor

Es konnte gezeigt werde, dass die Mitochondrien unter Stressbehandlung verschiede-
ne fraktionelle Verschiebungen in der Phasordarstellung zeigen, was den Einsatz der
Phasordarstellung fiir screening-Anwendungen erméglicht. Cisplatin verursacht in eu-
karyotischen Zellen wie die meisten Chemotherapeutika oxidativen Stress!'%7 und
im mitochondrialen Bereich die Quervernetzung der mtDNA. Dariiber hinaus verur-
sacht generell, auch durch andere Substanzen induzierter oxidativer Stress, DNA- und
mtDNA-Quervernetzungen 113

Die Fraktionsverringerung von A, jax im roten Kanal kann in Mitochondrien durch
die Cisplatin-Behandlung bereits ab a = 0.01 nachgewiesen werden, durch die HyOo-
Behandlung erst ab a = 0.05. Daraus wird geschlossen, dass die Quervernetzungen in
den Mitochondrien durch die Cisplatin-Behandlung zu einem tendenziell hoheren Vis-
kositédtsanstieg fithren als durch die HyOs-Behandlung. Der Unterschied kann jedoch
nicht grofl sein, da zwischen der Cisplatin-Behandlung und der HyOs-Behandlung im
direkten Vergleich kein signifikanter Unterschied in der Position der Fraktionsmaxima
A(g.r),max Dachgewiesen werden kann.

Als Stresssensor eignet sich DASPMI fiir die Untersuchung des Zytoplasmas, des Nu-
kleoplasmas und der Nukleoli in Verbindung mit der Phasor-Analyse nicht. In die-
sen Regionen konnen mit Hilfe der Phasorschnitte bis zu einem Signifikanzniveau von
a = 0.05 keine wesentlichen Fraktionsverschiebungen durch die getesteten Stressbe-
handlungen nachgewiesen werden.

In den Experimenten konnte nach allen Behandlungsarten eine mittlere Lebenszeiter-
hoéhung von DASPMI beobachtet werden, nur in Einzelfallen, wie den Nukleoli im roten
Kanal, eine Lebenszeitverringerung. DASPMI reagiert auf die Viskositatserhohung der
Mikroumgebung mit einer mittleren Lebenszeiterhohung und auf einen Polaritéatsan-
stieg mit einer mittleren Lebenszeitverringerung. Deshalb wird darauf geschlossen, dass
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der Einfluss der Polaritiat auf den Sensor deutlich geringer als der der Viskositét ist.

4.4.2. Viskositatsspezifitat und Phasor-Slicing

Dartiber hinaus wurde ein Algorithmus fiir die Separation zelluldrer Fluide entwickelt,
der im Zusammenspiel mit DASPMI in vielen Fallen erfolgreich funktioniert und publi-
ziert wurde!"® . Durch den zusitzlichen K-Means-Algorithmus konnte die Ursache fiir
das Gelingen der Phasor-Slicing-Methode nachgewiesen werden. Der Grund liegt darin,
dass die einzelnen Kompartimente beziiglich ihrer Viskositdten verschieden sind und
damit die Lebenszeiten, die den Relaxationen ICTS und TICTS zugewiesen werden, je
nach zelluldrer Umgebung mit der Fraktion A gewichtet werden.

Die sukzessive Verringerung der Histogrammstatistik ergab, dass bereits ab einem In-
tegralwert von N,no ~ 100 Photonen pro Histogramm eine grobe intrazellulare Un-
terscheidbarkeit anhand der Lebenszeitfraktionen moglich ist. Es wurde gezeigt, dass
Phasor-Slicing auch ohne die Intensitatsinformation der Histogramme eine komparti-
mentspezifische Separation in mindestens zwei Bereiche, die Nukleoplasmaregion und
die Zytoplasmaregion, ermoglicht. Die Spezifitat geht jedoch bei niedrigen Helligkeits-
werten und bei Zellen unter Stressbehandlung deutlich zurtick. Uberlappen sich die
Verteilungen der Einzelkompartimente zu stark, ordnet die Phasorseparation zu viele
Pixel des einen Zellkompartiments einem anderen zu. Im griinen Kanal wirkt sich dies
durch das Verschwimmen der Grenze zwischen Nukleoplasma und Zytoplasma aus. Im
roten Kanal macht sich dieser Fehler durch Ausfransungen der Nukleoli und dem Ver-
schwimmen der Nukleoligrenzen bemerkbar.

Obwohl DASPMI im Zusammenhang mit Phasor-Slicing in vielen Féllen hinreichend
spezifisch auf die zellulire Umgebung reagiert hat, ist der molekulare Rotorfarbstoff
nur mit Einschrankungen fiir die Zellkompartimentseparation geeignet. Ein wesentli-
cher Nachteil dieses molekularen Rotors ist das kontrare Lebenszeitverhalten in zugleich
polaren und viskosen Medien, da polare Umgebungen die Relaxation begiinstigen und
viskose Umgebungen die Relaxation behindern. Dariiber hinaus ist die Relaxation von
DASPMI sehr komplex und bewirkt ein breites Fraktionsspektrum im Phasorraum
welches bei komplexeren Separationen zu Falschzuweisungen fithrt. Zusétzlich ist es,
ebenso wie andere Fluorophore, von Fluoreszenzloschungsprozessen beeinflusst, auch
wenn dieser Einfluss nicht signifikant ist.

4.4.3. Zusammenfassung

Zusammenfassend kann man sagen, dass Phasor-Slicing eine interessante Methode zur
Zellkompartimentseparation darstellt und sich weitere Untersuchungen mit alternati-
ven molekularen Rotoren lohnen. Dariiber hinaus kénnten die vorliegenden Ergebnis-
se die Entwicklung hydrophiler molekularer Rotoren mit hoherer Viskosititsspezifitéit
motivieren. Die Methode lasst sich automatisieren, auf modernen Rechnern paralle-
lisieren und ermoéglicht durch die Anwendung der FFT (fast Fourier transformation)
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hohe Durchsétze. Im Hinblick auf pharmazeutische Anwendungen im Zusammenhang
mit der kompartimentspezifischen Lokalisation von Wirkstoffen (drug screening) konn-
te diese Methode Anwendung finden. Auch zur Analyse von chemotherapeutischem
Stress, insbesondere durch Cisplatin, konnte die Sensitivitdt von DASPMI ausreichend
sein und im medizinischen Bereich Anwendung finden.

79

www.manharaa.com




Oxidativer Stress in lebenden Zellen

Ein Paradoxon des Metabolismus und des Lebens ist, dass obwohl der Grofiteil der Le-
bewesen Sauerstoff zum Leben benoétigt, das Sauerstoffmolekiil ein hochreaktiver Stoff
ist und freie Sauerstoffradikale [ROS] bilden kann!'*4l. ROS sind hochreaktive Mole-
kiile, die zusédtzliche Elektronen enthalten und sowohl DNA und Membranen, als auch
wichtige zellulare Proteine oxidieren konnen. Bekannte Folgen oxidativen Stresses sind
DNA-Strangbriiche und DNA-Quervernetzungen 13,

Oxidativer Stress ist nicht gleich der Freisetzung von ROS. Eine geringe Menge ROS ist
sogar notwendig fiir die Signaltransduktion und Regulation des Zellmetabolismus!!*"!
und damit generell gesundheitsfordernd M6 718l Dieser Effekt bei im Allgemeinen
schéadlichen oder giftigen Substanzen wurde bereits von Paracelsus formuliert und wird
Hormesis genannt. Zu hohe ROS-Werte storen dagegen die Zellreplikation und fiih-
ren unter anderem zu Herzkreislauferkrankungen™% oder beschleunigen den Verlauf
der Alzheimer-Erkrankung, wobei letzterer Zusammenhang umstritten ist2%. Auch
im Zusammenhang mit der Parkinson-Krankheit!"?!) oder dem Alterungsprozess!??
steht oxidativer Stress im Fokus der Forschung. Der Bezug zur Medizin ist ebenfalls
vorhanden, da eine Vielzahl von Chemotherapeutika oxidativen Stress verursachen,
der wiederum die Therapieeffizienz verringert!"?3l und krebsfreie Zellen ebenfalls sché-
digt'?4. Dariiber hinaus werden Sauerstoffradikale wie das Hyperoxid-Anion O,-~ und
Singulett-Sauerstoff '0,1'%%) auch bei der Fluoreszenzmikroskopie freigesetzt!'26] und
sind fiur das frithzeitige Bleichen von Fluorophoren (photobleaching) verantwortlich.
Weitere wichtige Sauerstoffradikale sind das hochreaktive Hydroxyl-Radikal (HO-),
Wasserstoffperoxid (HyO,) und viele mehr1?7,

Eukaryotische Zellen haben zur Kompensation von oxidativem Stress verschiedene Mit-
tel, unter anderem das Enzym Glutathion-Reduktase, das fiir die Wiederherstellung
von oxidiertem Glutathion!'?®!, dem wichtigsten intrazelluldren Antioxidant, verant-
wortlich ist und eine Reihe komplexer biochemischer Pfade!'29 1301 [131J1132] © dje nicht
Thema dieser Arbeit sind. Ein weiterer moglicher Einfluss in der Regulation reaktiver
Sauerstoffspezies ist die Ca?*-Konzentration der Zelle. Diese Wechselwirkung ist Ge-
genstand der Forschung!**? und im Detail noch nicht vollstandig verstanden. Bekannte
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Antioxidantien aus dem Alltag sind Capsaicin!'®¥, der Wirkstoff, der Chili-Schoten die
Schiirfe verleiht, Vitamin C!'%! und das Lycopersium der Tomate 36,

Aus medizinischer und biophysikalischer Sicht ist also die Entwicklung und Priifung
von Redox-Sensoren ein wichtiger Bestandteil der Forschung. Der in diesem Projekt
verwendete Redox-Sensor CellRox-DeepRed [Kapitel 2.3] wird durch die Reaktion mit
reaktiven Sauerstoffspezies in den fluoreszenten Zustand tiberfiihrt. Im Rahmen die-
ses Projektes wird gepriift, ob und in welcher Weise dieser Farbstoff den Einfluss von
oxidativem Stress auf HeLa- und U20S-Zellen in vivo tiber eine Verdnderung seiner
Fluoreszenzlebenszeit und Fluoreszenzintensitét frithzeitig wiedergeben kann.

5.1. Materialien und Methoden

In diesem Abschnitt wird die Vorbereitung und oxidative Stressbehandlung der HeLa-
und U20S-Zellen vorgestellt. Aulerdem werden die Intensitatsmessungen und die FLIM-
und FLPM-Experimente beschrieben. Die Zellensemblegrofle je Experiment ist in Tab.
5.1 gezeigt.

Alle Experimente wurden an einem Leica-TCS-SP5-PicoQuant-TCSPC-System mit ei-
nem Leica Olimmersionsobjektiv mit der VergréSerung Mop; = 63 und der numerischen
Apertur NA = 1.4 durchgefiihrt. Die Pixelzahl wurde auf N, x Ny = 512 x 512 festge-
setzt. Die Pinhole-Grofle PH = 2 AU wurde in allen Experimenten verwendet. Weitere
experimentelle Parameter sind in den folgenden Abschnitten aufgefiihrt.

INT. FLIM FLPM
ZELLEN U T U T U T |
HeLa | 27 17 | 31 65 | - 5 |
U208 || 31 23 | 75 125 | - -

Tabelle 5.1.: Zellensemblegriofle: Intensitdtsmessung (INT.), FLIM-Experimente, FLPM-
Experimente. Zelltypen: HeLa und U20S. Die Tabelle zeigt die je nach Behandlung ausgewertete
Anzahl der HeLa- und U20S-Zellen fiir die verschiedenen Experimente. U: unbehandelte Zellen, T
Menadion-behandelte Zellen.

5.1.1. Vorbereitung der HeLa- und U20S-Zellen

Als Stressreagenz wurde Menadion (Merck - Sigma Aldrich) und als oxidativer Stress-
sensor der Farbstoff CellRox-DeepRed (Thermo Fischer) verwendet. HeLa- bzw. U20S-
Zellen wurden am Vortag der Messung in 2-well Probenkammern (ibidi) ausgesét. 10 mg
kristallines Menadion wurde zur Herstellung der Menadion-Losung in 6.25 ml DMSO
gelost, gertihrt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zellen wurden anschlieend
fiir 1h bei 37°C in 1 ml DMEM unter Zugabe von 10nl Menadion-Losung inkubiert,
was einer Konzentration von 100 pM entspricht. Die Zellen wurden anschlieflend ein-
mal mit PBS gewaschen. Die Farbung mit CellRox-DeepRed erfolgte unter Zugabe von
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1ml einer Losung die aus 10 ul CellRox-DeepRed und 2495 nl DMEM hergestellt wurde.
Inkubation fiir weitere 30 min bei 37 °C, einmaliges Waschen mit PBS und Medium-
wechsel auf 1 ml Mikroskopiemedium [Kapitel 2.1] schliefen den Vorbereitungsvorgang
ab.

5.1.2. Fluoreszenzmikroskopie und Intensitatsmessung

Fiir die Intensitatsmessungen wurden folgende Einstellungsparameter am Mikroskop
verwendet: Pixelgrofle: ps = 240 nm, Photomultiplierspannung U,.. = 900 V, Photomul-
tiplier Detektionsbereich AMget = 640 — 700 nm, Laser: Festkorperlaser Ao, = 633 nm
einheitlich bei der Leistung P, ~ 600 pW, Abtastfrequenz f.an = 400 Hz. Die Option
frame-average wurde auf den Wert N,, = 3 eingestellt. Bei dieser Option werden N,,
Bilder hintereinander aufgenommenen und anschliefend gemittelt. HeLa- und U20S-
Zellen sind in Abb. 5.1 im unbehandelten und Menadion-behandeltem Zustand gezeigt.

b) HelLa + Menadion

d) U20S + Menadion

M

Abbildung 5.1.: Intensitéitsbilder der HeLa- und U20S-Zellen vor und nach der
Menadion-Behandlung. Aufgrund der langen Behandlungsdauer kénnen nicht die selben Zellen so-
wohl im unbehandelten als auch behandelten Zustand untersucht werden. a) HeLa-Zelle Unbehandelt,
b) HeLa-Zelle nach der Menadion-Behandlung. Die in b) eingezeichnete ROI zeigt die Selektion der
auszuwertenden Pixel, bzw. der zugehorigen pixelweisen Histogramme. ¢) U208S-Zelle unbehandelt,
d) U20S-Zelle nach der Menadion-Behandlung. Reaktive Sauerstoffspezies werden beim Zellmeta-
bolismus, auch im unbehandelten Zustand, vorwiegend in den Mitochondrien gebildet. Die CellRox-
DeepRed-Signalerhthung im mitochondrialen Bereich ist in der Abbildung zu sehen. Wéhrend in a)
und c) die mitochondriale Struktur im zytoplasmischen Bereich deutlich erkennbar ist, sieht diese in b)
und d) diffus und nicht intakt aus. Diese Defekte sind bei HeLa-Zellen bereits in den Intensitétsbildern
deutlich erkennbar.
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5.1.3. FLIM-Experimente

Die Anregung von CellRox-DeepRed erfolgte mit einem gepulster Laser mit der Wellen-
lange Aex = 640 nm und der Pulsfrequenz fo« = 40 MHz bei niedrigen Laserintensitaten.
Die Abtastfrequenz war fs.., = 400 Hz, der Detektionsbereich: Ayt = 647 — 703 nm.
Die Pixelgrofie wurde an die Zellgrofle angepasst. Fiir den verwendeten Laser in Kom-
bination mit dem Objektiv ergibt sich nach Gl. (1.4) eine maximale Pixelgrofie von
Ds,max = 520 nm, die bei keiner Messung iiberschritten wurde. Die Messdauer wurde be-
grenzt auf maximal T},es = 10 min und die Photonenzahl pro Pixel auf Nppe, = 1000,
je nachdem welche Grenze zuerst erreicht wurde. Die Zellensemblegrofie fiir diese Ex-
perimente ist in Tab. 5.1 gezeigt.

5.1.4. FLPM-Experimente

Einzelne FLPM-Messungen wurden fiir 7;,.,s = 30s an Menadion-behandelten HeLa-
Zellen sowohl im Nukleoplasma als auch im Zytoplasma geméfl der Beschreibung in
Kapitel 3.1.2 durchgefiihrt. Die Zellensemblegrofie fiir diese Experimente ist in Tab.
5.1 gezeigt. Die Anregung von CellRox-DeepRed erfolgte mit einem gepulster Laser mit
der Wellenldnge Aoy = 640 nm und der Pulsfrequenz f., = 40 MHz. Detektionsbereich
war Alget = 647 — 703nm. Abb. 5.2 zeigt eine Menadion-behandelte HeLa-Zelle mit
den markierten Messorten.

Abbildung 5.2.: FLPM-Messung in einer HeLa-Zelle. Die Abbildung zeigt eine mit CellRox-
DeepRed gefiarbte HeLa-Zelle nach der Behandlung mit Menadion. Die Behandlung mit Menadion
ist an der diffusen Struktur der Mitochondrien erkennbar. ROI; (Nukleoplasma) und ROIy (Zyto-
plasma) markieren die beiden Messorte der FLPM-Messungen. CellRox-DeepRed firbt lediglich die
zytoplasmische Region, die Kernhiille ist fiir den Farbstoff impermeabel.

5.1.5. Priifung der Autofluoreszenz von Menadion

An einigen HeLa- und U208S-Zellen wurde die Autofluoreszenz von Menadion ge-
priift. Hierfiir wurden Zellen nach Kapitel 5.1.1 mit Menadion behandelt und ohne
CellRox-DeepRed-Farbung Fluoreszenzmikroskopieexperimente, wie in Kapitel 5.1.2
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beschrieben, durchgefiithrt. Im Detektionsbereich A)\ge; = 647 — 703 nm konnte keine
Autofluoreszenz von Menadion nachgewiesen werden. Eine Auswertung wurde daher
nicht durchgefiihrt.

5.2. Photophysikalische Charakterisierung des
Redox-Sensors

In diesem Kapitel werden allgemeine photophysikalische Parameter des Redox-Sensors
CellRox-DeepRed ermittelt, die fiir die weitere Untersuchung notwendig sind. Zum
Einen wird das Lebenszeitverhalten von CellRox-DeepRed mit Hilfe von zwei Model-
len, der einfachexponentiellen und der doppelexponentiellen Kurvenanpassung, gepriift
und bewertet. Zum Anderen wird die Korrelation aufeinanderfolgender Ankunftszeiten
auf Abhéngigkeiten wie den Memory-Effekt 37 untersucht. Diese Untersuchung soll die
Moéglichkeit ausschliefen, dass der Aufbau der Ankunftszeithistogramme in Abhéngig-
keit der Laborzeit einer bestimmten Systematik gehorcht.

5.2.1. Verteilungsverhalten der Ankunftszeithistogramme

Da tiber den verwendeten Farbstoff CellRox-DeepRed zum Zeitpunkt der Untersuchun-
gen keine Informationen beziiglich des Verteilungsverhaltens vorlagen, wurde sowohl die
einfach- wie auch die doppelexponentielle Charakteristik der Ankunftszeithistogramme
nach Kapitel 3.2.2 gepriift und mit dem Mafl der mittleren quadratischen Abweichung
R(m) pro Zeitinkrement A7y = 16 ps in Abhéngigkeit des optimalen Startwertes mg
bewertet.

Bezogen auf das einheitlich bei 75 max = 1.71 ns bestimmte Histogrammmaximum sind
die mittleren Startwerte fiir die doppelexponentielle Kurvenanpassung (mg) wie auch
die mittlere absolute Ankunftszeit, bei der die Anpassung beginnt, (74 ;4) je Behand-
lungsart und Zelltyp in Tab. 5.2 gelistet. Bei der einfachexponentiellen Kurvenanpas-
sung wurde in allen Fallen (mg) = 100 ermittelt.

STARTWERTE | HeLa U208
DE-Fit U T U T
(mo) = S, 2747 21+11 | 2249 21+ 8

(Taja) £sp [ns] [ 214£011 2.05+0.18 | 2.06£0.14 2.05+0.13

Tabelle 5.2.: Startwerte der doppelexponentiellen Kurvenanpassung. Gezeigt sind die Mit-
telwerte der Startpunkte (mg) mit der Standardabweichung s,,, in Einheiten der Zeitinkremente der
Breite A7y = 16 ps. Ta iq ist der Startwert der Kurvenanpassung bezogen auf den Nullpunkt 74 = Ons
des Ankunftszeithistogrammes.

Bei der Bewertung der Histogrammcharakteristik ist sowohl der Ensemblemittelwert
der Abweichung (R(my))g je Behandlungszustand und Zelltyp, wie auch dessen Streu-
ung sg ein Qualitdtsmaf fir die Zuverlédssigkeit der Ergebnisse. Die Resultate der Prii-
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fung sind in Tab. 5.3 gezeigt. Man erkennt dort, dass die Anpassung iiber ein doppel-
exponentielles Modell mindestens dreimal geringere Abweichungen, R..s = 3.2 — 4.2,
von den experimentellen Daten zur Folge hat. Dies ist ein signifikanter Unterschied
und lasst den Schluf} zu, dass die tatséchliche Photophysik von CellRox-DeepRed in
lebenden HeLa- und U20S-Zellen tendenziell einen doppelexponentiellen Charakter
hat. Dies gilt jedoch unter Vorbehalt, da die sukzessive Erweiterung der Multiexpo-
nentialitdt des Anpassungsmodells die Unterschiede zwischen Experiment und Theorie

prinzipiell verringert 38!,
RESIDUEN HeLa U HeLa T U20S U U20S T
(R(mo))g - 107 | (R(mo))g £ 56 (R(mo))y £ 55 (R(mo))g £se (R(mo))g £ sp
SE-Fit ‘ 68.2+2.0 102+ 6.4 61.5+1.5 743+ 1.5
DE-Fit ‘ 16.3 4+ 2.0 28.7 £ 2.5 19.1+14 19.34+ 1.3
Rires | 4.2 3.6 3.2 3.8

Tabelle 5.3.: Residuen: Vergleich einfach- und doppelexponentieller Kurvenanpassung.
Die Tabelle zeigt die ensemblegemittelte Abweichung der Kurvenanpassungen pro Zeitinkrement
(R(mg))g von den auf N(7aiq) = 1 normierten Histogrammen und den Fehler des Mittelwertes sg
[Kapitel 3.2.5]. U: unbehandelte Zellen. T: Menadion-behandelte Zellen. Fiir jede Behandlungsart
und Zelltyp wurde tiber das in Tab. 5.1 gezeigte Ensemble gemittelt, um (R(mg))g zu erhalten. SE-
Fit: Kurvenanpassung mit einfachexponentiellem Modell [Gl. (3.3)]. DE-Fit: Kurvenanpassung mit
doppelexponentiellem Modell [Gl. (3.4)]. In der Tabelle sind die Residuen in den Zeilen SE-Fit und
DE-Fit mit dem Faktor 107 skaliert gezeigt. Ryes ist das Verhiltnis SE-Fit/DE-Fit der Residuen
von einfachexponentieller und doppelexponentieller Kurvenanpassung.

5.2.2. Korrelation der Photonenankunftszeiten

In diesem Kapitel wird gepriift, ob abhéngig davon, welche Photonenankunftszeit 75
zuerst gemessen wird, die darauffolgend gemessenen Ankunftszeiten einer bestimmten
Tendenz gehorchen. Die Annahme ist, dass nach einer kleinen Ankunftszeit bevor-
zugt kleine Ankunftszeiten oder grofie Ankunftszeiten gemessen werden. Um diese An-
nahme der zeitlichen Korrelation zu priifen, wurden FLPM-Messungen an Menadion-
behandelten HelLa-Zellen nach Kapitel 5.1.4 sowohl im Nukleoplasma als auch im Zy-
toplasma durchgefiihrt.

Korrelationen zwischen den Ankunftszeiten konnen auf verschiedenen Zeitskalen vor-
handen sein. Wahrend der Messung diffundieren die Farbstoffmolekiile durch das kon-
fokale Volumen, dessen Radius durch das Rayleighsche Auflésungskriterium 9 [G1.
(5.1)] angendhert werden kann:

~0.61)

T UNA
Hier bezeichnet r, den Radius des konfokalen Volumens, Aoy = 640 nm die Wellenlange
des Lasers und NA = 1.4 die numerische Apertur des Objektivs. Im ersten Schritt

— 0.325 pm. (5.1)
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ist es wichtig, eine Abschétzung fir die Zeitskalen zu treffen, auf der nach Korrelatio-
nen gesucht werden soll. Als Kriterium fiir die Wahl der Zeitskalen wird die mittlere
Transitzeit der Fluorophore durch das konfokale Volumen, bestimmt durch das mitt-
lere Verschiebungsquadrat [MSD (mean squared displacement)] fir zweidimensionale
normale Diffusion [Gl. (5.2)]1*9) verwendet.

MSD(t) = (r(t))* = 4Dgigt (5.2)

In GL (5.2) bezeichnet ¢ die Laborzeit, Dgg die Diffusionskonstante von CellRox-
DeepRed und r(t) die im mittel zurtickgelegte Strecke nach der Zeit t. Die zurtickgelegte
Strecke wird auf r(t) = 2r, festgelegt. Da die Diffusionskonstante von CellRox-DeepRed
unbekannt ist, muss eine Annahme beziiglich der Transitzeit getroffen werden, die auf
hochstens At = 100 ps festgelegt wurde. Nach Gl. (5.2) ergibt dies eine maximale Dif-
fusionskonstante Dgig max, die CellRox-DeepRed nicht tiberschreiten sollte:

pm?

Ddiff,max = 1056 —
S

Im Folgenden werden die gemessenen Ankunftszeiten der Zeitreihe 74 () wie in Abb. 5.3
gezeigt in Zeitfenster der Breite At = 100 ps linear zur Laborzeit ¢ eingeteilt. Die jeweils
erste Ankunftszeit 75 ; in dem Zeitfenster bestimmt das i-te Fenster. Den gemessenen
Ankunftszeiten in den Zeitfenstern 74 ; der Breite At wird der Mittelwert (75) und die
Standardabweichung o zugewiesen.

[ FLPM Ankunftszeit-Laborzeit-Zeitreihe }

25 T T
T, [Ns] 20l N |
15+ Ta2 -
10 A 1
5 l -
- At

0 100 | | 0O 300 (400 500 600 700 800 900 1000
t[us]

Zeitfenster At

Abbildung 5.3.: FLPM-Messung - CellRox-DeepRed - Laborzeit- Ankunftszeit-Zeitreihe
7a(t). Die Abbildung zeigt die Auswahl der Zeitfenster mit der jeweils ersten Lebenszeit 74 ;. Der
Graph zeigt die erste Millisekunde (1000 ps) einer FLPM-Messung. Der Wertebereich A7y zwischen
0—25ns wird durch die Pulsfrequenz f., = 40 MHz des Lasers vorgegeben. Die Auflésung der Zeitreihe
betrdagt 0t = 100 ns. Dies entspricht in etwa der Totzeit des SPAD. Bei dieser hohen Zeitauflosung
entsteht nur selten der Fall, dass zwei Photonen im selben Zeitinkrement §t gemessen werden. Wurden
trotzdem zwei oder mehr Photonen im selben Zeitinkrement gemessen, wird nur die erste Ankunftszeit
verwendet. Die Breite der Zeitfenster At kann frei gewédhlt werden, in der Auswertung wurde sie auf
At =100 ps, At = 10ps oder At = 1ps gesetzt. Die aufeinanderfolgenden 74,1, 742 und 74 3, in der
Abbildung durch rote Punkte gekennzeichnet, nummerieren aufsteigend die erste Lebenszeit 74 ; der
Zeitfenster 1, 2 und 3.
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5.2. Photophysikalische Charakterisierung des Redox-Sensors

Tragt man nun (74) gegen 74 ; auf, erhalt man fir ROL; im Nukleoplasma und ROIL,
im Zytoplasma die beiden Graphen in Abb. 5.4.

[ROIl: Nukleoplasma } [ ROl : Zytoplasma }

<7,>[ns]

20

10
7o [NS] 7pi 8]

15 2

Abbildung 5.4.: Ankunftszeit-Ankunftszeit-Korrelation der CellRox-DeepRed Photonen-
ankunftszeiten ((7a) (7a,i)). Gezeigt ist die mittlere Ankunftszeit (7o) der At = 100 ps Zeitfenster,
wobei die 74 ; aufsteigend sortiert sind. Der Mittelwert (74) ist rot, die Standardabweichung der Zeit-
fenster o ist blau dargestellt. Links: Auswertung der FLPM-Messung im Nukleoplasma, (ROI; in
Abb. 5.2). Rechts: Auswertung der FLPM-Messung im Zytoplasma (ROIs in Abb. 5.2). Die schwarze
horizontale Linie in beiden Graphen ist diejenige Ankunftszeit ((74)),, , um die die Funktion (74) (7 ;)
fluktuiert. Im Nukleoplasma erhilt man ((7a)),, ~ 4ns, im Zytoplasma ((74)),, = 3ns. Die Fluktua-
tionen sind im Nukleoplasma deutlich grofier als im Zytoplasma, da CellRox-DeepRed das Nukleoplas-
ma nur schwach farbt. Man erkennt weder im Zytoplasma noch im Nukleoplasma einen systematischen
Zusammenhang zwischen 74 ; und ((7a)) .,

Die mittleren Photonenankunftszeiten, bezogen auf den Nullpunkt des Ankunftszeithis-
togrammes 74 = Ons, kénnen fiir das Nukleoplasma zu ({(74)),, =~ 4ns und im Zyto-
plasma zu ((74))., = 3ns bestimmt werden. Da die Lokalisation des Farbstoffes laut
Hersteller auf den zytoplasmischen Bereich begrenzt ist[4, kann die Messung im Nu-

kleoplasma als Kontrollmessung aufgefasst werden.

Die beschriebene Korrelationsuntersuchung wurde auch fiir Zeitfenster der Breite

At =10ps und At = 1ps durchgefithrt. Unter der Annahme, dass Dgg < Ddiff max
gilt, représentieren die letzten beiden Zeitfensterbreiten den quasistatischen Zustand
von CellRox-DeepRed wahrend der FLPM-Messung. Ein statistischer Zusammenhang
zwischen einer beliebigen ersten Ankunftszeit 74 ; und dem Mittelwert darauffolgender
Ankunftszeiten (75) in den getesteten Zeitfenstern konnte nicht nachgewiesen werden.
Dies bedeutet, dass der zeitliche Aufbau des Ankunftszeithistogrammes von CellRox-
DeepRed ein markovscher Prozess!'*! auf den untersuchten raumzeitlichen Skalen ist.
Die Reihenfolge der Photonenankunftszeiten kann im Falle von CellRox-DeepRed also
nicht vorhergesagt werden.
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Kapitel 5. Oxidativer Stress in lebenden Zellen

5.3. Intensitatscharakteristik der Stressantwort

Wesentliche Ergebnisse

Die oxidative Stresszunahme durch die Menadion-Behandlung ist in
HeLa- und U20S-Zellen durch die Intensitdtserh6hung von CellRox-
DeepRed nachweisbar. Diese Intensitatserhohung kann durch die Erho-
hung der Zahl aktivierter Sensormolekiile erklért werden.

Ob Menadion eine wesentliche Zunahme oxidativen Stresses und damit einen messba-
ren Effekt auf die Intensitiat von CellRox-DeepRed hat, wird in diesem Kapitel iiber
Fluoreszenzmikroskopieexperimente ermittelt. Hierfiir wurden sowohl Hel.a- wie auch
U20S-Zellen gemafl Kapitel 5.1.1 behandelt und nach Kapitel 5.1.2 unter einheitli-
chen Bedingungen gemessen. Fiir die Auswertung der Intensitdtserhohung durch die
Menadion-Behandlung wurde die Ensemblegrofie Neey in Tab. 5.1 verwendet. Der Hin-
tergrund der Intensitdt wurde bei Npney = 5 fiir die Auswertung abgeschnitten. Alle
Pixelwerte, die heller waren, wurden gemittelt, um so eine mittlere pixelweise Inten-
sitat pro Zelle I,, zu erhalten und die Zelle zuverlassig vom Hintergrund zu trennen.
Das Ensemblemittel (/) mit dem Fehler des Ensemblemittelwertes sg ist in Tab. 5.4
angegeben. Die prozentuale Intensitdtserhohung A (I,,) kann iber Gl. (5.3) mit den
Indizes T': fiir Menadion-behandelte Zellen und U: fiir unbehandelte Zellen berechnet
werden.

Loy
A(lLy,) = << Jer 1) x 100 % (5.3)
{Tav)g,u
INTENSITAT U T T/U-1
TEST <IaV>E + SE <IaV>E + SE A <Iav> [%]
HeLa 2141 27+ 2 ~ 28 %
U208 26+ 1 3041 ~15%

Tabelle 5.4.: Intensititsspezifitit von CellRox-DeepRed in HeLa- und U208S-Zellen. Ge-
zeigt sind mittlere pixelweise Intensititswerte (Iny)p. sg ist der Fehler des Ensemblemittelwertes.
U: unbehandelte Zellen, T: Menadion-behandelte Zellen. Die prozentuale Intensitédtserhéhung wur-
de iiber Gl (5.3) berechnet. In beiden Zelltypen ist eine Intensitdtserhchung von CellRox-DeepRed
nachweisbar. In HeLa-Zellen ist die Zunahme der mittleren Intensitdt hoher als in U208S-Zellen.

Das Ergebnis der intensitétsspezifischen Untersuchung von CellRox-DeepRed zeigt
sowohl bei HeLa- als auch bei U20S-Zellen eine Intensitétserhchung A (I,,) unter
Menadion-Behandlung. Die Intensitatserhohung je Zelltyp ist in Tab. 5.4 gezeigt und ist
bei HeLa-Zellen grofier als bei U20S-Zellen. Hiermit ist die Aktivierung von CellRox-
DeepRed durch ROS nachgewiesen und quantifiziert.
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5.4. Lebenszeitcharakteristik der Stressantwort

In diesem Kapitel wird mit Hilfe der doppelexponentiellen Kurvenanpassung [Kapitel
3.2.2] und der Phasor-Analyse [Kapitel 3.2.3] untersucht, ob CellRox-DeepRed neben
der bereits nachgewiesenen Intensitdtserhohung [Kapitel 5.3] auch mit einer Lebens-
zeitverschiebung auf zunehmenden oxidativen Stress reagiert.

Es zeigt sich, dass die Resultate empfindlich von der Auswertemethode abhéngen, da
die gemessenen Reaktionen in allen Fallen gering sind. Ob ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Verteilungen der Menadion-behandelten Zellen und der unbehan-
delten Zellen vorliegt, wurde tiber Signifikanztests gepriift. Als Signifikanztests werden
der Kolmogorow-Smirnow- und der Wilcoxon-Ranksum-Test bei einem Signifikanzni-
veau von a = 0.01 verwendet. Hierbei muss festgehalten werden, dass ein signifikanter
Unterschied zwar einen tatsachlichen, wesentlichen Unterschied bedeutet, die fehlende
Signifikanz jedoch zur Bewertung der tatsdchlichen Unterscheidbarkeit im Allgemeinen
nicht ausreicht und weiterer Uberpriifung bedarf. Da jedoch in Féllen fehlender Si-
gnifikanz gleichzeitig die Verteilungen der Auswertegrofien wesentlich tiberlappen und
in der tiberwiegenden Zahl der Félle beide Signifikanztests einheitlich bewerten, wird
geschlossen, dass die fehlende Signifikanz gleichzeitig die fehlende Unterscheidbarkeit
bedeutet.

5.4.1. Analyse iiber doppelexponentielle Kurvenanpassung

Wesentliche Ergebnisse

Die Auswertung iiber die doppelexponentielle Kurvenanpassung ergibt,
dass in HeLa-Zellen eine signifikante Erhohung der CellRox-DeepRed-
Lebenszeiten nach der Menadion-Behandlung beobachtet werden kann.
In U20S-Zellen sind wesentliche Anderungen der Auswertegrofen iiber
diese Methode nicht nachweisbar.

Die Auswertung der Ankunftszeithistogramme iiber die doppelexponentielle Kurvenan-
passung verwendet das Modell Gl. (3.4). Histogrammiert wurden diejenigen Lebenszei-
ten 79, deren Verlaufskurve die Residuenfunktion R(m) [Gl. (3.5)] minimiert haben.
Fir die Fraktionsanalyse \; der 7; werden die Vorfaktoren f; und Lebenszeiten 7; aus
der Kurvenanpassung geméafl Gl. (5.4) verkntipft, sodass die Fraktion \; direkt propor-
tional zum Integral iiber das jeweilige Ankunftszeithistogramm mit den Parametern f;
und 7; ist. Die Mittelwerte der Lebenszeiten 71, 75, die paarweisen Lebenszeitdifferenzen
75 — 71 und die Fraktionen \; der kleineren Lebenszeit 77 sind in Tab. 5.5 zusammen-
gefasst. Die Verteilungen genannter Auswertegrofen sind in Abb. 5.5 fiir HeLa- und in
Abb. 5.6 fir U20S-Zellen gezeigt und bilden die Grundlage fiir die Beschreibung der
Auswertegroflen und ihr Verhalten unter der Menadion-Behandlung.
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Kapitel 5. Oxidativer Stress in lebenden Zellen

JiTi
A = ;
i+ (1= fi)r
Man erkennt bei HeLa-Zellen in Abb. 5.5 und Tab. 5.5 bei beiden Lebenszeiten 7, und
Ty die deutliche Verbreiterung der Verteilung unter Menadion-Behandlung, sowie die
Verschiebung der Mittelwertes zu grofleren Lebenszeiten. Die Verteilungen der paar-
weisen Lebenszeitdifferenzen m — 71 sind in unbehandelten und Menadion-behandelten
HeLa-Zellen annahernd gleich. Die Menadion-Behandlung bewirkt eine leichte Erho-
hung der Lebenszeitdifferenzen, die jedoch nicht signifikant ist. Dies bedeutet, dass bei
Kenntnis und korrekter Zuweisung einer der beiden Lebenszeiten 71 oder 75, die jeweils
andere im Mittel vorhergesagt werden kann. Die Verteilung von \; zeigt ebenfalls so-
wohl eine Verbreiterung der Verteilung, als auch eine Verschiebung des Mittelwertes zu
grofferen Werten. Damit kann festgehalten werden, dass die Menadion-Behandlung in
HeLa-Zellen einen signifikanten Effekt zur Folge hat, der sich sowohl auf die Mittelwer-
te der Lebenszeiten als auch der Lebenszeitfraktionen von CellRox-DeepRed auswirkt,
die paarweisen Lebenszeitdifferenzen jedoch nicht betrifft.

(5.4)

Bei der Auswertung der U20S-Zellen in Abb. 5.6 und Tab. 5.5 zeigt sich jedoch ein
anderes Bild. Man erkennt bei keiner der beiden Lebenszeitverteilungen 7, oder 7 ei-
ne Verdanderung der Breite unter Menadion-Behandlung. Eine Mittelwertsverschiebung
von 7 ist im Ansatz vorhanden, bei 71 nicht erkennbar und in beiden Féllen nicht signi-
fikant. Auch die Verteilung der Lebenszeitdifferenzen zeigt keine wesentliche Anderung.
Die Verteilung der Fraktion )\; zeigt keine Anderung der Breite, eine Verschiebung des
Mittelwertes zu hoheren Werten ist im Ansatz vorhanden.

Allgemein fillt auf, dass simtliche als signifikant bewertete Anderungen der Lebens-
zeiten und Lebenszeitfraktionen unter Menadion-Behandlung positiv sind. Unter den
nicht signifikanten Anderungen ist die einzig negative die Anderung der kleineren Le-
benszeit A7, in U208S-Zellen, die jedoch nur etwa halb so grofl wie der zugehorige
Mittelwertsfehler ist.
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5.4. Lebenszeitcharakteristik der Stressantwort

DE-FIT | (r) =+ sg [ns] (M) £ sg (12) £ sg [ns] (12 — 1) £ sg [ns]
HeLa U 0.811 £0.018 0.1564 £0.013 1.476 £0.012 0.664 £0.012
HeLa T 0.906 +£0.020  0.220 £ 0.014 1.606 £ 0.017 0.699 4+ 0.014
A (T-U) | 0.095+0.026 0.066 +0.019 0.130 + 0.021 0.035 £ 0.018
U20S U | 0.870£0.015 0.169 +0.010 1.533 £ 0.009 0.664 = 0.011
U20S T | 0.864£0.010 0.197 +=0.007 1.551 £ 0.006 0.687 £ 0.008
A (T-U) | —0.006 +0.018 0.028 +0.012 0.018 +0.011 0.023 £0.014

Tabelle 5.5.: Mittelwerte der behandlungs- und zelltypspezifischen Parameter von
CellRox-DeepRed - doppelexponentielle Kurvenanpassung (DE-Fit). Diese Tabelle fasst die
Ergebnisse aus Abb. 5.5 und Abb. 5.6 zusammen. Gezeigt sind die gemittelten Lebenszeiten (1), (12)
mit dem zugehorigen Fehler des Mittelwertes sg der HeLa- und U20S-Zellen aus der Auswertung mit-
tels doppelexponentieller Kurvenanpassung (DE-Fit) sowie die mittlere Fraktion (\;) der Lebenszeit
(11) ebenfalls mit zugehorigem Fehler sg. (12 — 71) ist die paarweise gemittelte Differenz der beiden
Lebenszeiten. U: unbehandelte und T: Menadion-behandelte Zellen. A bezeichnet den Unterschied der
Lebenszeiten- und Fraktionen zwischen unbehandelten und Menadion-behandelten Zellen. Rot sind
diejenigen Unterschiede in (1), (2), (A1) und (75 — 71) hervorgehoben, die sowohl vom Kolmogorow-
Smirnow- als auch vom Wilcoxon-Ranksum-Test bei o« = 0.01 als signifikant bewertet wurden. Im
Falle von HeLa-Zellen zeigen sowohl (1) als auch (3) eine signifikante Erhchung des Mittelwertes,
wobei die Erhéhung bei (12) grofler als bei (71) ist. Auch die Fraktion (\;) nimmt signifikant zu. Im
Falle von U20S-Zellen ist weder bei den Lebenszeiten (71), (2) noch bei der Lebenszeitfraktion (A1)
eine signifikante Anderung iiber die doppelexponentielle Kurvenanpassung feststellbar. Die gemesse-
nen Anderungen sind in der GroBenordnung der Fehler oder sogar, wie im Fall von (71) negativ. Die
paarweise zeitliche Distanz (r2 — 71) ist bei beiden Zelltypen, sowohl bei Menadion-behandelten als
auch bei unbehandelten, im Rahmen der angegebenen Fehler. Die Verteilungen von 75 — 7 wurden in
allen Fillen sowohl vom Kolmogorow-Smirnow- als auch vom Wilcoxon-Ranksum-Test bei o = 0.01
als derselben Grundgesamtheit zugehorig bewertet.

91

ol Lalu Zyl_ﬂbl

www.manharaa.com




Kapitel 5. Oxidativer Stress in lebenden Zellen
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Abbildung 5.5.: Verteilungen der CellRox-DeepRed-Parameter in HeLa-Zellen, ausge-
wertet iiber die doppelexponentielle Kurvenanpassung (DE-Fit). Gezeigt sind die Vertei-
lungen der Lebenszeiten a) 7y, b) 7o, deren Paardifferenzen: ¢) 7o — 71 und die Verteilung der
Fraktionen d) A; der kleineren Lebenszeit 7 in unbehandelten und Menadion-behandelten HeLa-
Zellen, gewonnen iiber die Auswertung mittels doppelexponentieller Kurvenanpassung (DE-Fit). Die
Balkenbreite der Histogramme betrdgt 670 = 0.05ns, d(m2 — 1) = 0.05ns und 6A\; = 0.05. Zu
den Verteilungen tragen Neenu = 31 unbehandelte und Neent = 67 Menadion-behandelte HeLa-
Zellen bei. Rot ist die Verteilung unbehandelter Zellen, grau die Verteilung Menadion-behandelter
Zellen gezeigt. Bordeauxrot zeigt sich der Uberlapp beider Verteilungen, Lebenszeiten und Fraktio-
nen, die sowohl Teil der Grundgesamtheit behandelter als auch unbehandelter HeLa-Zellen sind. Al-
le Verteilungen sind auf den Integralwert eins normiert. Die Mittelwerte sind durch farbige, senk-
rechte, gestrichelte Linien in den Graphen angezeigt. Die Mittelwerte der Lebenszeiten vor (U)
und nach (T) der Menadion-Behandlung sind (7); = 0.81 & 0.02ns, (r1); = 0.91 & 0.02ns,
(2)y = 1.48 £0.01ns, (12)p = 1.61 £ 0.02ns. Der Mittelwert der paarweisen Lebenszeitdifferen-
zen betrégt (75 — 71); = 0.66 = 0.01ns und (75 — 71) = 0.69 £ 0.01 ns. Die Mittelwerte der Fraktion
A1 sind (A1) = 0.1540.01 und (A1) = 0.2240.01. Der angegebene Fehler ist der Fehler des Ensem-
blemittelwertes sg. Ein Stern markiert den signifikanten Unterschied durch die Menadion-Behandlung
bei o = 0.01 sowohl iiber den Kolmogorow-Smirnow- als auch den Wilcoxon-Ranksum-Test. Die Zu-
sammenfassung der Mittelwerte und Mittelwertsdifferenzen ist in Tab. 5.5 gezeigt.
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Abbildung 5.6.: Verteilungen der CellRox-DeepRed-Parameter in U20S-Zellen, aus-
gewertet iiber die doppelexponentielle Kurvenanpassung (DE-Fit). Gezeigt sind die Ver-
teilungen der Lebenszeiten a) 7y, b) 7o, die Verteilungen der paarweisen Lebenszeitdifferenzen
c) 72 — 71 und die Verteilung der Fraktionen d) A; der kleineren Lebenszeit 71 in unbehandel-
ten und Menadion-behandelten U208S-Zellen, gewonnen iiber die Auswertung mittels doppelexpo-
nentieller Kurvenanpassung (DE-Fit). Die Balkenbreite der Histogramme betrigt o712 = 0.05ns,
d(m2 —71) = 0.05ns und 6A; = 0.05. Zu den Verteilungen tragen Neenu = 76 unbehandelte und
Neet,t = 128 Menadion-behandelte U20S-Zellen bei. Rot ist die Verteilung unbehandelter Zellen,
grau die Verteilung Menadion-behandelter Zellen gezeigt. Bordeauxrot zeigt sich der Uberlapp bei-
der Verteilungen, Lebenszeiten und Fraktionen, die sowohl Teil der Grundgesamtheit behandelter als
auch unbehandelter U208S-Zellen sind. Alle Verteilungen sind auf den Integralwert eins normiert. Die
Mittelwerte sind durch farbige, senkrechte, gestrichelte Linien in den Graphen angezeigt. Die Mittel-
werte der Lebenszeiten vor (U) und nach (T) der Menadion-Behandlung sind (1), = 0.87 & 0.02 ns,
(T1)p = 0.86 £ 0.02ns, (72); = 1.53 = 0.01 ns, (72) = 1.55 £ 0.01 ns. Die Mittelwerte der paarweisen
Lebenszeitdifferenzen sind (12 — 71); = 0.6640.01ns und (75 — 7)1 = 0.69£0.01 ns. Die Mittelwerte
der Fraktion A sind (A1), = 0.17£0.01 und (A;) = 0.2040.01. Der angegebene Fehler ist der Fehler
des Ensemblemittelwertes sg. Die Zusammenfassung der Mittelwerte und Mittelwertsdifferenzen ist
in Tab. 5.5 gezeigt.
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Kapitel 5. Oxidativer Stress in lebenden Zellen

5.4.2. Phasor-Analyse

Wesentliche Ergebnisse

Die Auswertung tiber Phasor ergibt, dass HeLa-Zellen eine signifikan-
te Anderung der CellRox-DeepRed-Lebenszeiten nach der Menadion-
Behandlung zeigen: Die kleinere Lebenszeit verringert sich unter
Menadion-Behandlung, die gréflere erhoht sich. Damit ist das Ergebnis
im Hinblick auf die doppelexponentielle Kurvenanpassung nicht konsis-
tent. Wesentliche Anderungen der Auswertegroéfen sind in U20S-Zellen
auch tiber Phasor nicht nachzuweisen.

Die Auswertung iiber Phasor scheint auf den ersten Blick die einfachere Wahl zu sein,
um die Lebenszeiten 7y o aus FLIM-Daten zu gewinnen, da ein definierter Algorithmus
zwischen Ein- und Ausgabe zur Verfiigung steht [Kapitel 5.4.2]. Die Problematik bei
dieser Analyse liegt aber darin, dass die Fehler der resultierenden Phasorpunkte vom
SNR der pixelweisen Ankunftszeithistogramme und damit von der lokalen Helligkeit der
Probe abhéngen. Da aber strukturbedingt Helligkeitsunterschiede in den Fluoreszenz-
bildern lebender Zellen vorhanden sind, existiert ein genauso breites Fehlerspektrum
wie das Helligkeitsspektrum des aufgenommenen FLIM-Bildes. Deshalb ist es fiir die
Phasorauswertung notig, nur diejenigen pixelweisen Histogramme auszuwahlen, die zur
untersuchten Struktur gehéren und damit einen Mindesthelligkeitswert besitzen. Die
Auswahl iiber eine Maske ist beispielhaft in Abb. 5.1 gezeigt.

In dieser Analyse wird fiir jeden Pixel der ausgewdhlten Region ein Ankunftszeithi-
stogramm erstellt und iiber Phasor ausgewertet. Damit besteht das Phasorhistogramm
aus ebensovielen Einzeleintragen wie Pixel der Zelle ausgewertet werden. Fiir die Aus-
wertung werden die ersten N, = 512 Eintrége der Ankunftszeithistogramme nach dem
detektierten Histogrammmaximum bei 7a max verwendet. Das verwendete Zeitintervall
entspricht somit T, =~ 8ns. Die Histogramme werden zusatzlich, wegen des niedrigen
SNR, mit dem Parameter Ny = 20 geglattet.

Da sehr viele Phasorpunkte nicht auf der Regressionsgerade liegen und eine Projektion
dieser Punkte auf die Regressionsgerade nicht ohne tiefergehende Annahmen moglich
ist, werden zur Bestimmung der Fraktionsbeitrage \; die Phasorschnitte verwendet und
deren Maximum bei A\j max ausgewertet. Die Fraktion Aj yax bei der Phasorauswertung
entspricht damit nicht der mittleren Fraktion (\;), die bei der doppelexponentiellen
Kurvenanpassung zuganglich ist.

Bei der Phasorauswertung wird die maximale Fraktion der kleineren Lebenszeit Aj max
aus den Fraktionsbeitragen entlang der Regressionsgerade nach Kapitel 3.2.3 [Abb. 3.7
ermittelt. Um diese Fraktion zu bestimmen, werden die Phasorschnitte entlang der li-
nearen Regressionsgerade abgetastet und der Abstand von der grofleren Lebenszeit 7
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5.4. Lebenszeitcharakteristik der Stressantwort

zum Maximum der Phasorschnitte, geteilt durch den Abstand zwischen den Lebenszei-
ten 7 und 7y als Beitrag Ay max der Lebenszeit 71, verwendet.

Die Verteilungen der Lebenszeiten 7y 2, Lebenszeitdifferenzen 7 — 7 und maximalen
Fraktionen der kleineren Lebenszeit A; nax sind fiir HeLa-Zellen in Abb. 5.7 und fir
U20S-Zellen in Abb. 5.8 gezeigt. Die Mittelwerte und Mittelwertsverschiebungen sind
in Tab. 5.6 zusammengefasst und bilden die Grundlage fiir die Beschreibung der Aus-
wertegroffen und deren Verhalten unter Menadion-Behandlung.

Man erkennt in Abb. 5.7 und Tab. 5.6 bei beiden Lebenszeiten 7, und 7, in HeLa-
Zellen eine Verbreiterung der Verteilung unter Menadion-Behandlung, wie auch ei-
ne Verschiebung des Mittelwertes. Die Verbreiterung der Verteilungen ist bei 75 und
T9 — 71 deutlich, bei 7 schwécher. Bei 7y ist die Verschiebung des Mittelwertes unter
Menadion-Behandlung negativ, bei 1, positiv. Beide Verschiebungen werden einheitlich
von beiden Signifikanztests als wesentlich eingestuft. Die paarweisen Lebenszeitdiffe-
renzen 7, — 71 verschieben sich unter Menadion-Behandlung bei der Phasor-Auswertung
im Gegensatz zur doppelexponentiellen Kurvenanpassung signifikant zu gréfieren Wer-
ten. Die Verteilung der maximalen Fraktionen A\ max zeigt keine Auffélligkeiten, weder
eine Verbreiterung noch eine Verschiebung des Mittelwertes und wird auch von den
Signifikanztests als nicht wesentlich bewertet.

In Abb. 5.8 und Tab. 5.6 erkennt man bei keiner der beiden Lebenszeitverteilungen
71 und 7y eine signifikante Veranderung der Breite unter Menadion-Behandlung in
U2085-Zellen. Mittelwertsverschiebungen sind sowohl bei 71, 7o, Ajmax als auch bei
Ty — 71 erkennbar, aber nur bei 7 und 7 — 7y signifikant. Die Verschiebung von 7
wird nur vom Wilcoxon-Ranksum-Test als signifikant bewertet. Die Verteilung der
maximalen Fraktion A;.x zeigt ansatzweise eine Verschmalerung der Breite unter
Menadion-Behandlung. Eine Verschiebung des Mittelwertes zu hoheren A jax ist im
Ansatz vorhanden, ist jedoch nicht signifikant.

Die Phasor-Auswertung zeigt, dass die Fraktionen A; jax der Lebenszeiten 71 weder in
HeLa- noch in U208S-Zellen behandlungsiibergreifend signifikant unterschiedlich sind.
Dies ist bereits anhand der Fehler s sichtbar, die sich in der Grofenordnung der An-
derung A\; max befinden.
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Kapitel 5. Oxidativer Stress in lebenden Zellen
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Abbildung 5.7.: Verteilungen der CellRox-DeepRed-Parameter in HeLa-Zellen, ausge-
wertet iiber Phasor. Gezeigt sind die Verteilungen der Lebenszeiten a) 71, b) 72, die paarweisen
Lebenszeitdifferenzen c¢) 7 — 71 und die Verteilung der maximalen Fraktionen d) A1 max der kleineren
Lebenszeit 7 in unbehandelten und Menadion-behandelten HeLa-Zellen, gewonnen tiber die Auswer-
tung mittels Phasor. Die Balkenbreite der Histogramme betriagt 67y 2 = 0.05ns, §(m2 — 71) = 0.05ns
und 6A; = 0.05. Zu den Verteilungen haben Neen,uy = 31 unbehandelte und Neen v = 67 Menadion-
behandelte HeLa-Zellen beigetragen. Rot ist die Verteilung unbehandelter Zellen, grau die Vertei-
lung Menadion-behandelter Zellen gezeigt. Bordeauxrot zeigt sich der Uberlapp beider Verteilungen,
Lebenszeiten und Fraktionen, die sowohl Teil der Grundgesamtheit behandelter als auch unbehan-
delter HeLa-Zellen sind. Alle Verteilungen sind auf den Integralwert eins normiert. Die Mittelwerte
sind durch farbige, senkrechte, gestrichelte Linien in den Graphen gezeigt. Die Mittelwerte der Le-
benszeiten in unbehandelten (U) und Menadion-behandelten (T) Zellen sind (71); = 0.97 £ 0.01ns,
(11)p = 0.94£0.01ns, (12); = 1.45 4+ 0.01ns, (12) = 1.55 £ 0.01ns. Die Mittelwerte der paarweisen
Lebenszeitdifferenzen sind A(mo —71)y = 0.49+0.02ns und A(7o—71)7 = 0.61+£0.02 ns. Die Mittelwer-
te der maximalen Fraktion Ai max sind (A1 max); = 0.40£0.01 und (A1 max)p = 0.39£0.01. Ein Stern
markiert den signifikanten Unterschied durch die Menadion-Behandlung bei o = 0.01 sowohl iiber den
Kolmogorow-Smirnow- als auch den Wilcoxon-Ranksum-Test. Die Zusammenfassung der Mittelwerte
und Mittelwertsdifferenzen ist in Tab. 5.6 gezeigt.
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Abbildung 5.8.: Verteilungen der CellRox-DeepRed-Lebenszeiten in U20S-Zellen, aus-
gewertet iiber Phasor. Gezeigt sind die Verteilungen der Lebenszeiten a) 7y, b) 7, die Ver-
teilung der paarweisen Lebenszeitdifferenzen c¢) 7 — 71 und die Verteilung der maximalen Frak-
tionen d) A1 max der kleineren Lebenszeit 79 in unbehandelten und Menadion-behandelten U20S-
Zellen, gewonnen iiber die Auswertung mittels Phasor. Die Balkenbreite der Histogramme betrigt
0112 =0.05ns, §(m2 —71) = 0.05ns und A1 max = 0.05. Zu den Verteilungen haben Ny = 76
unbehandelte und Neen,r = 128 Menadion-behandelte U208S-Zellen beigetragen. Rot ist die Ver-
teilung unbehandelter Zellen, grau die Verteilung Menadion-behandelter Zellen gezeigt. Bordeaux-
rot zeigt sich der Uberlapp beider Verteilungen, Lebenszeiten und Fraktionen, die sowohl Teil
der Grundgesamtheit behandelter als auch unbehandelter U20S-Zellen sind. Alle Verteilungen
sind auf den Integralwert eins normiert. Die Mittelwerte sind durch farbige, senkrechte, ge-
strichelte Linien in den Graphen angezeigt. Die Mittelwerte der Lebenszeiten in unbehandelten
(U) und Menadion-behandelten (T) Zellen sind (71)y; = 0.981 4 0.003ns, (71)p = 0.970 4 0.002 ns,
(T2)y = 1.465 £ 0.007 ns, (72) = 1.488 £ 0.005 ns. Die Mittelwerte der paarweisen Lebenszeitdifferen-
zen sind (mp — 71)y = 0.484 £ 0.009ns und (72 — 71) = 0.518 & 0.006 ns. Die Mittelwerte der ma-
ximalen Fraktion A; sind (A1 max)y = 0.368 £ 0.010 und (A1 max) = 0.386 £ 0.010. Der angegebene
Fehler ist der Fehler des Ensemblemittelwertes sg. Ein Stern markiert den signifikanten Unterschied
durch die Menadion-Behandlung bei o = 0.01 sowohl iiber den Kolmogorow-Smirnow- als auch den
Wilcoxon-Ranksum-Test. Die Zusammenfassung der Mittelwerte und Mittelwertsdifferenzen ist in Tab.
5.6 gezeigt.

97

BRE 3J|_t|5|

www.manharaa.com




Kapitel 5. Oxidativer Stress in lebenden Zellen

PHASOR | (1) % sg [ns]

<)\1,max> + SE

(19) £ sg [ns]

(19 — 11) £ sg [ns]

HeLa U 0.965 £ 0.005 0.398 £0.011  1.453 £0.014 0.487 £ 0.019
HeLa T 0.939 £ 0.005 0.391 £0.011  1.553 £ 0.013 0.614 £ 0.017
A (T-U) —0.026 £ 0.007 —0.007 £ 0.016 0.100 = 0.019 0.127 £ 0.025
U20S U 0.981 +0.003 0.368 £0.010  1.465 £ 0.007 0.484 £ 0.009
U205 T 0.970 £ 0.002 0.386 £ 0.010  1.488 +0.005 0.518 £ 0.006
A (T-U) —0.011£0.004 0.018 £0.014  0.023 +=0.009 0.034 £ 0.011

Tabelle 5.6.: Phasorauswertung der CellRox-DeepRed-Parameter in HeLa- und U20S-
Zellen. Gezeigt sind die iiber Phasor ausgewerteten gemittelten Lebenszeiten (1) und (73) sowie die
gemittelte Fraktion (A1) von CellRox-DeepRed in Menadion-behandelten (T) und unbehandelten (U)
HeLa- und U20S-Zellen. (15 — 71) zeigt die paarweise Differenz der beiden Lebenszeiten 7o und 7.
Rot markierte Unterschiede werden sowohl vom Kolmogorow-Smirnow- als auch Wilcoxon-Ranksum-
Test bei a = 0.01 als signifikant bewertet. Bei U208S-Zellen wird die Verschiebung von (72) nur vom
Wilcoxon-Ranksum-Test als signifikant bewertet. Die Verschiebung der Fraktion (A1) wird von keinem
der beiden Tests bei o = 0.01 als signifikant bewertet. Die groBte Anderung ist in HeLa-Zellen bei
dem Lebenszeitmittelwert (m2) zu sehen. Die Verschiebungen von (71) unter Menadion-Behandlung
sind sowohl bei HeLa- als auch bei U20S-Zellen einheitlich negativ. Die zeitliche Distanz (r2 — 71)
der paarweisen Lebenszeiten nimmt sowohl bei HelLa- als auch bei U20S-Zellen signifikant zu. Diese
Anderung wird durch den Kolmogorow-Smirnow- und den Wilcoxon-Ranksum-Test bestitigt. Bei
U20S-Zellen ist die Zunahme der paarweisen Lebenszeitdifferenzen nach der Menadion-Behandlung
deutlich geringer als bei HeLa-Zellen. Desweiteren fallt auf, dass die Fehler sg der gréfleren Lebenszeit
(T2) systematisch groBer sind als die der kleineren Lebenszeit (71) [Kapitel 3.2.5]. Dieser Effekt kommt
durch die dichtere Darstellung grofler Lebenszeiten im Phasorplot zustande.

Raumliche Verteilung der Lebenszeitfraktionen

Mit Hilfe der Phasorauswertung ist es auch beim Redox-Sensor CellRox-DeepRed mog-
lich, den Phasor-Slicing-Algorithmus zur Zellkompartimentseparation [Kapitel 4.3.1]
anzuwenden, um raumliche Fraktionsheterogenitédten innerhalb des Zytoplasmas auf-
zudecken. Hierfiir wird bei beiden Zelltypen im Phasor-Histogramm entlang der linea-
ren Regressionsgerade das Maximum ppax bei der héufigsten Fraktion \j max gesucht
und an dieser Stelle eine Lotgerade zur Regressionsgeraden erstellt. Alle Phasorpunkte,
die tendenziell zu geringeren oder grofleren Fraktionsbeitrdgen gehoéren, werden unter-
schiedlich gefarbt in die Bildebene tibertragen, um Heterogenitidten zu finden, wie sie
im Fall von Phasor-Slicing vorhanden waren und dort die Kompartimentseparation
moglich machten. Mit Hilfe dieser Separationsmethode konnte allerdings keine raumli-
che Abhéngigkeit der verschiedenen Fraktionen gefunden werden. Tendenziell kleinere
Lebenszeitfraktionen A < A\j max und tendenziell groBlere A > A jnax sind homogen tiber
das Zytoplasma verteilt.
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5.4. Lebenszeitcharakteristik der Stressantwort

5.4.3. Zellensemble-Phasor-Analyse

Wesentliche Ergebnisse

Die Auswertung tiber Zellensemble-Phasor ergibt, dass die CellRox-
DeepRed-Lebenszeiten in Hela-Zellen eine signifikante Erhéhung nach
der Menadion-Behandlung zeigen. Dieses Ergebnis ist in Ubereinstim-
mung mit der doppelexponentiellen Kurvenanpassung. Wesentlich gerin-
gere, negative Anderungen der Lebenszeiten sind in U20S-Zellen iiber
diese Methode nachweisbar.

Um das SNR der Phasor-Auswertung zu erhéhen und eine bessere Ubersicht iiber die
Verdnderung der Lebenszeitpopulationen zu erhalten, wird je ein Histogramm pro Zelle
erstellt und nach Kapitel 3.2.3 transformiert. Auf diese Weise erhélt man je gemesse-
ner Zelle einen Eintrag im Phasorraum. Die Zahl der Phasorpunkte je Zustand und
Zelltyp ist damit identisch zur Groe des jeweiligen Zellensembles [Tab. 5.1]. Bei dieser
Auswertung wird auf die Angabe einer Fraktion verzichtet, da sich nur sehr wenige
Phasorpunkte der Zellen direkt auf der Regressionsgerade befinden. Es werden eben-
falls Ny, = 512 Eintrage nach dem Histogrammmaximum bei 7a max verwendet, um die
Resultate mit der gewohnlichen Phasor-Auswertung vergleichen zu kénnen. Verwendet
man N, = 1024 Eintrage erhalt man jedoch dasselbe Resultat. Wegen dem deutlich
besseren SNR kann der Glattungsfaktor auf Ny = 1 gesetzt und damit ausgeschaltet
werden. Diese Auswertemethode verdndert somit die Ankunftszeithistogramme im Ge-
gensatz zur die Phasor-Analyse in Kapitel 5.4.2 nicht.

Die Phasor-Verteilungen der Lebenszeiten 7 o, sind fiir HeLa-Zellen in Abb. 5.9 und
fiir U20S-Zellen in Abb. 5.10 zu sehen. Die Mittelwerte und Mittelwertsverschiebungen
sind in Tab. 5.7 zusammengefasst und bilden die Grundlage fiir die Beschreibung der
Auswertegroflen und deren Verhalten unter Menadion-Behandlung.

Waiéhrend sich bei den U20S-Zellen die Verteilung der Zellen, ob behandelt oder un-
behandelt, im selben Bereich der Phasor-Darstellung befindet [Abb. 5.10], ist dies bei
HeLa-Zellen [Abb. 5.9] nicht der Fall. Tatséchlich ist die Phasor-Darstellung der un-
behandelten HeLa-Zellen der Darstellung der U20S-Zellen insofern dhnlich, dass sich
dort alle Zellen entlang einer Linie anordnen. Menadion-behandelte HeLa-Zellen deuten
jedoch das Vorhandensein zweier unterschiedlicher Populationen, Pop. 1 und Pop. 2 im
Phasorhistogramm an. Die zusétzliche Population (Pop. 1) zeigt, dass sich die CellRox-
DeepRed Lebenszeiten tatsidchlich andern und nicht nur, wie im Falle von DASPMI,
die Lebenszeitfraktionen [Kapitel 4].

Fasst man die beiden Populationen Pop. 1 und Pop. 2 zusammen und betrachtet die

Phasorwolke Menadion-behandelter HeLa-Zellen als ganzes, konnte diese auch so inter-
pretiert werden, dass eine dritte Lebenszeiten 75 vorhanden ist, die durch die doppelex-
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Kapitel 5. Oxidativer Stress in lebenden Zellen

ponentielle Kurvenanpassung nach Kapitel 3.2.2 herausgefiltert wurde, und aufgrund
des niedrigen SNR der Phasor-Analyse nicht ins Gewicht fiel.

Betrachtet man die Anderung der CellRox-DeepRed-Lebenszeiten 71 5 durch die Me-
nadion-Behandlung in HeLa-Zellen iiber die Zellensemble-Phasor-Auswertung in Abb.
5.9 und Tab. 5.7, erkennt man, dass beide Anderungen, sowohl A7 als auch Ar,
positiv sind. Das heif3t, in HeL.a-Zellen bewirkt die Menadion-Behandlung eine Lebens-
zeiterhohung von CellRox-DeepRed. Dieses Ergebnis stimmt qualitativ mit dem Resul-
tat der doppelexponentiellen Kurvenanpassung iiberein. Die Anderungen der CellRox-
DeepRed-Lebenszeiten durch die Menadion-Behandlung in U20S-Zellen iiber die Zell-
ensemble-Phasor-Auswertung in Abb. 5.10 und Tab. 5.7 sind dagegen wesentlich ge-
ringer und negativ. Die Untersuchung der statistischen Signifikanz der Lebenszeitver-
schiebungen bei dieser Auswertemethode ist nicht moglich, da das Zellensemble die
Phasorverteilung definiert.

E-PHASOR | 7y [ns] 7 [ns]

HeLa U 1.10 1.53
HeLa T 1.23 1.78
A (T-U) 0.13 0.25
U20S U 1.18 1.62
U20S T 1.11 1.60
A (T-U) -0.07  -0.02

Tabelle 5.7.: Lebenszeiten von CellRox-DeepRed in der Zellensemble-Phasor Betrach-
tung. Gezeigt werden die Zellensemble-Phasor (E-PHASOR) Lebenszeiten 71 und 75 von CellRox-
DeepRed in HeLa- und U20S-Zellen. Die Tabelle fasst die Lebenszeiten 7 und 75 von Abb. 5.10
und Abb. 5.9 zusammen. Rot sind die Differenzen zwischen behandeltem und unbehandeltem Zellzu-
stand A (T-U) hervorgehoben, die sich aus den Messungen mit und ohne Menadion-Behandlung
ergeben. In U20S-Zellen erhilt man Lebenszeitverringerungen (quenching): At (r.yy = —0.07ns
und A7y r.yy = —0.02ns, und in HeLa-Zellen Lebenszeiterhohungen: A7 (r.yy = 0.13ns und
ATQ,(T—U) = 0.25 ns.
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Abbildung 5.9.: Zellensemble-Phasor Darstellung der CellRox-DeepRed Lebenszeiten in
HeLa-Zellen. Die Abbildung zeigt die Zellensemble-Phasor Darstellung der Ankunftszeithistogram-
me aller gemessener HeLa-Zellen. Je Zelle wird ein Ankunftszeithistogramm erstellt und transfor-
miert. Die Anzahl der Phasorpunkte in der Phasordarstellung entspricht damit der Zellensemblegrofie
in Tab. 5.1 fiir HeLa-Zellen. Neen,u = 31, Neen,r = 67, Index U: unbehandelte HeLa-Zellen, Index
T: Menadion-behandelte HeLa-Zellen. Die Regressionsgerade minimiert die Abweichungen zu allen
Phasorpunkten und verbindet 71 und 72, mit 7 < 72. a) Unbehandelte HeLa-Zellen, b) HeLa-Zellen
nach der Menadion-Behandlung. Rechts ist jeweils der vergrofierte relevante Ausschnitt der Phas-
ordarstellung (ZOOM) gezeigt. Man erkennt eine Erhohung der Lebenszeiten 71 und 75 nach der
Menadion-Behandlung, bezogen auf den physiologischen Zustand. Dabei féllt auf, dass in der Phas-
ordarstellung der Menadion-behandelten Zellen die Verteilung der unbehandelten Zellen enthalten zu
sein scheint, unter Menadion-Behandlung jedoch eine zusétzliche Fraktion bei grofleren Lebenszeiten
vorhanden ist. Eine mogliche Trennung beider Populationen in Pop. 1 und Pop. 2 ist durch die roten
gestrichelten Linien gezeigt. Die Population Pop. 1 wird durch Ng ~ 20 Zellen gebildet. Wertet
man die volle Phasorwolke unbehandelter und Menadion-behandelter HeLa-Zellen mit Hilfe der Re-
gressionsgerade aus, erhélt man die Lebenszeiten 71 y = 1.10ns und 7y = 1.53 ns fiir unbehandelte
HeLa-Zellen und 71 v = 1.23ns und 7o v = 1.78 ns fiir Menadion-behandelte HeLa-Zellen.
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Abbildung 5.10.: Zellensemble-Phasor Darstellung der CellRox-DeepRed Lebenszeiten
in U20S-Zellen. Die Abbildung zeigt die Zellensemble-Phasor Darstellung der Ankunftszeithisto-
gramme aller U20S-Zellen. Je Zelle wird ein Ankunftszeithistogramm erstellt und transformiert. Die
Anzahl der Phasorpunkte in der Phasordarstellung entspricht damit der Zellensemblegréfie in Tab. 5.1
fiir U20S-Zellen. Neenj,u = 76, Neen,v = 128, Index U: unbehandelte HeLa-Zellen, Index T: Menadion-
behandelte HeLa-Zellen. Die Regressionsgerade minimiert die Abweichungen zu allen Phasorpunkten
und verbindet 71 und 7o, mit 71 < 7». a) Unbehandelte U208S-Zellen, b) U20S-Zellen nach der
Menadion-Behandlung. Rechts ist jeweils der vergroerte, relevante Ausschnitt der Phasordarstel-
lung (ZOOM) gezeigt. Man erkennt keine signifikante Anderung der Lebenszeiten 7, und 75 nach
der Menadion-Behandlung. Die Verteilungen der Phasorpunkte im Phasorraum zeigen im Vergleich
von unbehandelten U208S-Zellen und Menadion-behandelten U208S-Zellen qualitativ dasselbe Verhal-
ten. Man erhélt die Lebenszeiten 7 iy = 1.18 ns und 75 y = 1.62 ns fiir unbehandelte U20S-Zellen. Fiir
Menadion-behandelte U20S-Zellen erhélt man 7 v = 1.11ns und 7ot = 1.60 ns.
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5.5. Diskussion

Kernaussagen

CellRox-DeepRed reagiert in Hela-Zellen spezifisch auf die oxidative
Stresszunahme mit einer Erhohung sowohl der Intensitit als auch der
Lebenszeit. In U20S-Zellen ist zwar die Lebenszeitveranderung nicht si-
gnifikant, die Intensitdtserhohung aber trotzdem messbar. Fiir die quan-
titative Verkniipfung von Fluoreszenzlebenszeit und oxidativem Stress ist
der Sensor nicht geeignet. Die Fluoreszenzintensitit kann als Eichgrofie
in zukiinftigen Experimenten verwendet werden.

In diesem Kapitel werden die Resultate aller Experimente mit CellRox-DeepRed in
HeLa- und U20S-Zellen zusammengefasst und diskutiert. Als Uberblick und Diskus-
sionsgrundlage dient hierfiir die Zusammenfassung der signifikanten Lebenszeitunter-
schiede, Fraktionen und Lebenszeitdifferenzen in Tab. 5.8, die durch die Menadion-
Behandlung nachweisbar sind. Die Signifikanztests Kolmogorow-Smirnow und Wilcoxon-
Ranksum werden verwendet, um eine Entscheidung beziiglich der Lebenszeitdénderun-
gen zu erhalten. Als Signifikanzniveau wird stets o = 0.01 verwendet. Schwarz mar-
kierte (K,W) bedeuten dort keine signifikanten Unterschiede, rot markierte (I, W)
signifikante Unterschiede der Lebenszeitmittelwerte bzw. Mediane. Im Rahmen die-
ser Diskussion wird deutlich, warum die Klassifizierung und Bewertung eines grofiten-
teils unbekannten Farbstoffes in seiner Verwendung als Redox-Sensor schwierig ist und
grindlicher Untersuchung bedarf.

Betrachtet man den Auflésungsfehler des TCSPC-Systems spay, im Vergleich zu den
Mittelwertsverschiebungen fillt auf, dass samtliche signifikante Anderungen gleichzei-
tig grofler als der Auflosungsfehler sind. Ebenso werden von den Signifikanztests keine
Anderungen die kleiner als der Auflssungsfehler sind als wesentlich bewertet.

5.5.1. Zuverlassigkeit der verwendeten Auswertemethoden

Vergleicht man die Auswertemethoden untereinander, kann festgehalten werden, dass
die einfache FLIM-Phasor-Methode zur Extraktion der Lebenszeiten durch die lokalen
Helligkeitsunterschiede zellularer Proben sehr fehleranfallig ist. Dies liegt auch daran,
dass im Mikroskop-Messmodus keine Mdoglichkeit besteht, eine Mindestphotonenzahl,
aquivalent zu einem minimalen SNR, einzustellen. Lediglich die maximale Photonen-
zahl je Pixel kann gewahlt werden. Dadurch kann es vorkommen, dass wenige, sehr helle
Regionen, wie z.B. einzelne Mitochondrien, die Statistik der gesamten Zelle bestimmen.
Wahlt man nur diejenigen Pixel fiir die Auswertung, die eine Mindesthelligkeit iiber
einen Schwellenwert besitzen, schwankt die Anzahl der Phasorpunkte von Auswertung
zu Auswertung. Im Falle des Sensors CellRox-DeepRed hétte die Messzeit auf mindes-
tens Tiess = 30 min je Zelle erhoht werden miissen, um die Heterogenitat der Helligkeit
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soweit auszugleichen, dass die Phasor-Auswertung der FLIM-Daten zuverldssige Ergeb-
nisse liefert. Aus personlicher Erfahrung wird diese Methode fiir quantitative Auswer-
tungen erst ab einer Photonenzahl Ny, ~ 2000 fiir sinnvoll erachtet. Fiir qualitative
Untersuchungen reichen bereits Photonenzahlen ab Npyer =~ 500.

SIG. HeLa U208
TESTS Ti A Ty AT T A Ty AT

DE-Fit | KW KW KW KW| KW KW KW KW
SHIFT | (+) (+) () )| ) () () (£
Phasor | KW KW KW KW| KW KW KW KW
SHIFT | () () () )| ) () () (+)

E-PH - - - - : - _ _
SHIFT | (+) - - ) - () -

Tabelle 5.8.: Signifikante Anderungen der CellRox-DeepRed Parameterverteilungen - Al-
le Auswertemethoden. Die Tabelle fasst die Resultate der Verteilungspriifungen der 7, m, 70 — 71
und A in HeLa- und U20S-Zellen mittels Signifikanztests bei a = 0.01 zusammen. Bei der doppelexpo-
nentiellen Kurvenanpassung gilt A = A1, bei der Phasorauswertung gilt A = A jax. In allen Féllen wird
gepriift, ob sich die Verteilung der 7;, AT = 79 — 71 und A, gemessen in unbehandelten Zellen von den
Verteilungen in Menadion-behandelten Zellen bei o« = 0.01 signifikant unterscheiden. K steht dabei
fiir Kolmogorow-Smirnow-Test und W fiir Wilcoxon-Ranksum-Test. Der Kolmogorow-Smirnow-Test
priift den Unterschied der Mittelwerte, der Wilcoxon-Ranksum-Test den Unterschied der Mediane.
Die Richtung der Mittelwertsverschiebung ist in der Zeile SHIFT gezeigt. (+): Verschiebung unter
Menadion-Behandlung zu groBeren Lebenszeiten, (-): Verschiebung unter Menadion-Behandlung zu
kleineren Lebenszeiten. Schwarz zeigt dabei, dass die Verteilungen von unbehandelten und behan-
delten Zellen als nicht signifikant unterschiedlich beziiglich der CellRox-DeepRed Lebenszeit erachtet
wurden, rot, dass signifikante Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten Zellen beziig-
lich ihrer Verteilungen gefunden wurden. Auswertung der Ankunftszeithistogramme iiber DE-Fit:
doppelexponentielle Kurvenanpassung, Phasor: Auswertung tiber Phasor, E-PH: Auswertung iiber
Zellensemble-Phasor. In fast allen Fallen bewerteten der Kolmogorow-Smirnow- und der Wilcoxon-
Ranksum-Test die Verteilungsunterschiede einheitlich. Im Fall der Phasorauswertung in U20S-Zellen
ist die Verschiebung von 7 nach dem Kolmogorow-Smirnow-Test insignifikant, nach dem Wilcoxon-
Ranksum-Test signifikant. Die Ergebnisse der Zellensemble-Phasor-Auswertung lassen sich nicht iiber
statistische Tests priifen, da dort das Zellensemble die Grenzlebenszeiten definiert.

Bei der doppelexponentiellen Kurvenanpassung werden alle pixelweisen Histogramme
zu einem Ankunftszeithistogramm zusammengefasst, das in allen Fallen ein ausgezeich-
netes SNR hat. Die Problematik dieser Methode sind die Modellannahme an sich, die
Zahl der Fitparameter und der Einfluss der IRF bei kurzen Zeiten. Diese Einfliisse
konnen jedoch mit dem vorgestellten Algorithmus verringert werden, sodass unter der
Annahme, dass die Verteilung einen doppelexponentiellen Charakter hat, der Bereich
ausgewahlt wird, der am besten der Modellannahme gehorcht. Diese Auswertemethode
liefert vergleichbare absolute Lebenszeiten zur Phasor-Methode bei einer maximalen
Variation des Startwertes von A7y ;q = 0.45ns. Fiihrt man die Auswertung mit festem
Startwert 74 jq durch, erhalt man fiir CellRox-DeepRed etwa halb so grofie Lebenszeiten
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bei doppelter Streuung der Fitparameter. Dies konnte daran liegen, dass der verwende-
te Fit-Algorithmus quenching-Prozesse herausfiltert, die mit einer dritten oder vierten
Lebenszeiten 73, 7, verkniipft wéren.

Liegt ein Zellensemble vieler Messungen unter gleich gewahlten Bedingungen vor, lassen
sich die Starken beider Methoden, namlich die Modellfreiheit der Phasor-Methode mit
dem ausgezeichneten SNR der Ankunftszeithistogramme einer gesamten Zelle verkniip-
fen. Mit Hilfe dieser Methode erhalt man in HeLa-Zellen qualitativ dieselben Resultate
wie lber die doppelexponentielle Kurvenanpassung. Dariiber hinaus ermoéglicht die
Zellensemble-Phasor-Methode eine Ubersicht iiber eine ganze Messreihe mit allen we-
sentlichen Informationen, den Lebenszeiten, Fraktionen und Populationsanordnungen
in einem Graphen. Diese Methode ist ohne Einschrankungen zu empfehlen.

5.5.2. Diskussion der Resultate

Lebende Zellen setzen im Rahmen der Zellatmung, ob iiber den Citratzyklus oder
die glykolytische Energiegewinnung, ROS frei. Sie haben die Féhigkeit beispielsweise
durch die Bildung von Glutathion (GSH) tiber die Glutathion-Peroxidase ein starkes
Antioxidant zu synthetisieren, das der unkontrollierten Zunahme freier Radikale im Zy-
toplasma!'*? entgegenwirkt'?® und wihrend der Messzeit aktiv ist. Obwohl wihrend
der Experimente kein wesentlicher Intensitédtsriickgang von CellRox-DeepRed beob-
achtet wurde, kann ohne weitere Untersuchung nicht ausgeschlossen werden, dass der
Sensor nach der Aktivierung durch ROS, durch zellulire Antioxidantien deaktiviert
werden kann. Weiterhin ist unbekannt, wie hoch die spezifische Aktivierungseffizienz
von CellRox-DeepRed ist.

Der wesentliche Wirkmechanismus von Menadion beruht auf der Storung der Glutathion-
Synthese["3. Dies fithrt bei hohen Menadion-Dosierungen zu einer Anhiufung zyto-
toxisch wirksamer Mengen freier Sauerstoffradikale. Diese zytotoxische Wirkung von
Menadion konnte belegt werden durch Menadion-Dosen tiber 100 pM, die bei beiden
Zelllinien zum Zelltod fithrten. Dartiber hinaus erzeugen iiberschiissige ROS Unter-
schiede in der Permeabilitit der mitochondrialen Membran ™4 und fithren zum Abbau
intrazellulérer Antioxidantien, was wiederum die Apoptose einleitet 145 [146],

Die herstellerseitig angegebene Intensitatserh6hung von CellRox-DeepRed durch die
oxidative Stresszunahme in lebenden Zellen ist sowohl in HeLa- als auch in U20S-Zellen
nachweisbar und liegt zwischen (I,,) = 15 — 28 %. Die Anderungen sind offensichtlich
signifikant und wurden deshalb nicht tiber statistische Tests untersucht.

Die Priifung der Wirkung von Menadion auf HeLa- und U20S-Zellen zeigt im Rahmen
der Lebenszeitauswertungen kein tiiber alle Untersuchungsverfahren konsistentes Bild.
Die doppelexponentielle Kurvenanpassung zeigt bei allen drei gepriiften Groflen: 7 o
und \; deutliche Unterschiede zwischen HeLa- und U20S-Zellen auf. Diese Unterschie-
de zwischen den oxidativen Stresszustinden lassen sich in HeLa-Zellen mit Hilfe von
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Signifikanztests bestétigen, wihrend bei U20S-Zellen die Anderungen sehr gering und
statistisch nicht signifikant sind.

Bestétigt wird das Ergebnis der doppelexponentiellen Kurvenanpassung letztlich durch
die Zellensemble-Phasor Auswertung, bei der deutlich zu sehen ist, dass bei HeLa-Zellen
durch die oxidative Stressbehandlung eine neue Population, ,Pop. 1“, von Zustédnden
und Lebenszeiten erzeugt wird, wahrend bei U20S-Zellen behandlungstibergreifend die
Populationsverteilungen annahernd gleich bleiben. Wahrend bei HeLa-Zellen die Po-
pulation 2 in Abb. 5.9 b), dem unbehandelten Zustand in Abb. 5.9 a) zugeordnet
werden kann, steht die Population 1 fir sich. Fiir diese Anordnung der Phasorpunk-
te Menadion-behandelter HeLa-Zellen gibt es zwei Erklarungsmoglichkeiten. Entweder
kommt die Population 1 durch Messausreifler oder durch extreme zelluldre Stresszu-
stdnde zustande. Gegen die Theorie als Messausreifler spricht, dass die Population 1
durch N &~ 20 HeLa-Zellen, etwa einem Drittel des Ensembles, gestiitzt wird. Nimmt
man also an, dass ,,Pop. 1¢ nicht durch Messausreifler zustandekommt, gibt es zwei
Moglichkeiten, die Anordnung der Phasorpunkte zu erklaren. Diese Moglichkeiten wer-
den im Folgenden qualitativ diskutiert.

Entweder hat CellRox-DeepRed drei Lebenszeiten 11, 75, 73 oder einen molekularen
Rotorcharakter. Drei Lebenszeiten zeigen sich im Phasorraum durch eine dreieckige
Anordnung der Phasorpunkte, deren Ecken auf dem Universalhalbkreis liegen. Diese
Form wird angedeutet, erfiillt aber nicht alle Kriterien fiir eine eindeutige dreifachexpo-
nentielle Zerfallscharakteristik der Ankunftszeithistogramme. Ordnet man die Lebens-
zeiten geméaf Gl. (5.5) den Ecken des Phasorpolygons in Abb. 5.9 b) zu, zeigt sich, dass
auf der Verbindungslinie zwischen 7, und 73 keine Phasorpunkte zu finden sind.

T <T9 < T3 (55)

Das bedeutet, dass extreme Lebenszeitunterschiede 73 — 7 nicht vorkommen. Durch
die doppelexponentielle Kurvenanpassung erhielt man ebenfalls das Ergebnis, dass die
Lebenszeitunterschiede 7 — 77, mit 75 > 7, dhnlich bleiben. Da der Fit-Algorithmus
[Kapitel 3.2.2] aber immer die zwei grofiten Lebenszeiten des Ankunftszeithistogram-
mes herausfiltert, konnen die angepassten Lebenszeiten entweder zur Population 1: 7 o
oder zur Population 2: 75 3 gehéren. Wahrend die Information iiber die Populationszu-
gehorigkeit tiber die doppelexponentielle Kurvenanalyse nicht ohne weiteres zuganglich
ist, erhélt man tiber Phasor die Sicherheit, dass auch wenn CellRox-DeepRed drei Le-
benszeiten zeigt, Kombinationen der Lebenszeiten 73 und 7; nicht vorkommen. Das
Vorhandensein dreier Lebenszeiten kann somit weder ausgeschlossen noch bestétigt
werden, hierfiir wére ein deutlich gréfleres Zellensemble je Zelltyp und Behandlungszu-
stand notig.

Ein angenommener molekularer Rotorcharakter andererseits wiirde die Anordnung der
Phasorpunkte entlang je einer Linie im Phasorraum erkléren. Fiir diese Theorie miisste
die Beweglichkeit eventueller Rotationsachsen von CellRox-DeepRed je nach Aktivie-
rungszustand unterschiedlich sein. Nach dieser Uberlegung ordnen sich die Populatio-
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nen Pop. 1 und Pop. 2 entlang zweier zueinander gekippter Regressionsgeraden an. Die
Verteilung der Zellen je Population entlang der Regressionsgerade gibt dann das Visko-
sitatsspektrum der Populationen wieder. Fiir den molekularen Rotorcharakter spricht
das Argument, dass Kombinationen aus 75 und 73 nicht vorkommen. Um den Rotorcha-
rakter nachzuweisen miissten weitere Experimente in unterschiedlich viskosen Medien
in vitro durchgefithrt werden.

Die Ankunftszeit-Ankunftszeit-Korrelationsuntersuchung an CellRox-DeepRed liefer-
te keine statistische Abhangigkeit einer bestimmten und darauffolgender Photonenan-
kunftszeiten. Dies muss nicht zwingend fiir andere Fluorophore gelten, dieselbe Un-
tersuchung eines Kollegen, Christopher Greve, am EKAR-Sensor["*” brachte jedoch
dasselbe Resultat hervor. Insbesondere im Zusammenhang mit der raumlichen Auflos-
barkeit von Fluoreszenzloschungsprozessen wéire die Aufdeckung eines solchen Effektes
interessant gewesen. Die Messungen schliefen diesen Effekt nicht grundséatzlich aus.
Lediglich auf den untersuchten Zeitskalen, begrenzt auf ein konfokales Volumen, ist
kein Zusammenhang sichtbar.

Eine weitere Untersuchung befasste sich mit der rdumlichen Verteilung von gréfe-
ren oder kleineren Fraktionsbeitragen als der héufigsten Fraktion A; . mit Hilfe der
Phasordarstellung an einzelnen HeLa- und U20S-Zellen. Eine dhnliche Untersuchung
fithrte in Kapitel 4 zu der Moglichkeit, zellulire Kompartimente zu separieren. Im
Falle von CellRox-DeepRed zeigt sich jedoch ein homogenes Bild der raumlichen Ver-
teilung von Ay < Apmax und A\; > Aq pax. Da fiir die Auswertung der gesamte zytoplas-
mische Bereich, der tiber eine Mindestintensitit verfiigt, gewahlt wurde, und dieser
durchaus heterogene, mitochondriale Strukturen erkennen lasst, wéire die Wiedergabe
dieser Strukturen moglich gewesen. Ein Grund fiir die raumlich homogene Verteilung
der Fraktionen konnte der Warburg-Effekt8/149 sein, nachdem in Krebszellen im
gesamten zytoplasmischen Bereich die glykolytische Energiegewinnung gegeniiber der
ATP-Synthese iiber die Atmungskette bevorzugt wird und mit der Energiegewinnung
durch die Mitochondrien konkurriert. Die verwendeten Néhrmedien enthalten hohe
Glukosekonzentrationen, was diesem Mechanismus zusatzlichen Raum bietet und eine
homogene Freisetzung glykolytischer ROS beglinstigt.

Auch wenn ein durch CellRox-DeepRed nachweisbarer Effekt in U20S-Zellen durch
die Menadion-Behandlung sichtbar war, zeigten HeLa-Zellen den Einfluss oxidativen
Stresses wesentlich starker. Daher stellt sich die Frage, was die Gemeinsamkeiten und
Unterschiede beider Zelltypen sind, welche die unterschiedliche Reaktion auf oxidati-
ven Stress erklaren und verkniipfen konnten. Zum Teil geht der erhohte oxidative Stress
in den behandelten Zellen auf die Hemmung der Glutathion-Synthese durch Menadi-
on zuriick. Dies ist ein Effekt, der vermutlich in beiden Zelllinien gleichermaflen stark
ausgepragt ist. HeLa-Zellen sind allerdings HPV (human papilloma virus)-positive Zel-
len 1201151 wihrend die U208S-Zelllinie hiervon nicht betroffen ist. Eine mogliche Ur-
sache fiir die durch CellRox-DeepRed in Hela-Zellen verstarkt wiedergegebene Intensi-
tatserhohung wie auch Lebenszeitverschiebung konnte an der bereits oxidativen Stress

107

BRE 3J|_t|>|

www.manharaa.com




Kapitel 5. Oxidativer Stress in lebenden Zellen

verursachenden Infektion HPV an sich liegen 2. AuBerdem kénnte die Fihigkeit der
Zellen, zusatzlichen oxidativen Stress zu kompensieren durch HPV reduziert sein. Die-
ser Zusammenhang ist Gegenstand der Forschung!'®*!1'*% und noch nicht vollstéindig
verstanden.

Der Redox-Zustand von Zellen unterliegt einer Vielzahl regulatorischer zellularer Ein-
griffe, deren Kontrolle durch den Experimentator bestenfalls schwer, realistisch betrach-
tet jedoch aufgrund der Komplexitiat nicht moglich ist. Fiigt man Zellen oxidativen
Stress zu, beginnt ein komplizierter Mechanismus zur Gegenregulation, dessen Inten-
sitdt und Art vom aktuellen Zellzyklusabschnitt und der gesamten Beschaffenheit der
individuellen Zelle abhéngt. Dariiber hinaus muss beachtet werden, dass immer ein
nichtstationdrer Zustand der Zelle gemessen wird, der einige Zeit spater ein anderes
Resultat zur Folge haben konnte.

Aber nicht allen Arten externen Stresses begegnet die Zelle derart vehement, sodass
im Falle von hyperosmotischem Stress tatsachlich stationare Zustdnde innerhalb kurzer
Zeit erreichbar und messbar sind. Das nichste Kapitel befasst sich mit der Auswirkung
von hyperosmotischem Stress auf humane Zervixkarzinomzellen und mit der Messbar-
keit seiner Folgen auf die intrazelluldren Fluide, Zytoplasma und Nukleoplasma, mit
Hilfe des FRET-Sensors fCrH2.
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Die Osmose als Mechanismus zum Ausgleich von intra- und extrazellularer Molekiil-
konzentrationen wurde in der Einleitung, auch mit Bezug zur Thermodynamik, im
Rahmen des chemischen Potentialausgleichs, bereits vorgestellt. Im physiologischen,
isotonischen Zustand einer Zelle ist der Austausch von Wasser mit seiner Umgebung
im isotonischen Gleichgewicht "% [1%6] das heiBt die Wassermenge, die durch die selektiv
permeable Zellmembran in die Zelle stromt, ist im Gleichgewicht mit der herausstro-
menden Menge. Der Prozess der Dehydrierung kann dieses Gleichgewicht storen und
die Form der Zellen beeinflussen. Untersuchungen an U20S-Zellen durch Sukenik et
al.[®7 zeigen, dass unter dem Einfluss hyperosmotischen Stresses eine Abflachung der
Zellen auftritt, wiahrend die Kontaktfliche zum Substrat annahernd gleich bleibt.

Bezogen auf den menschlichen Korper sind drei Arten der Dehydrierung bekannt. Die
isotonische, die sowohl mit dem Verlust von Wasser als auch von Salzen gleichermafien
einhergeht, die hypertonische, bei der im Verhéltnis der Wasserverlust grofler als der
Salzverlust ist und die hypotonische, bei der der Salzverlust den Wasserverlust iiber-
wiegt. Letztere Dehydrierung wird unter anderem paradoxerweise durch iiberméfiges
Trinken nichtisotonischer Fliissigkeiten, wie zum Beispiel destilliertem Wasser hervor-
gerufen. Die isotonische Dehydrierung tritt beim Menschen im pathologischen Fall auch
bei Magen-Darm-Grippen auf, die zu salzhaltigem Fliissigkeitsverlust durch Erbrechen
und Durchfall fiithren.

Fiir die Forschung interessant ist insbesondere die hypertonische Dehydrierung, da diese
auch durch das Trinken von Salzwasser, z.B Meerwasser entsteht, da hierbei ebenfalls
das Salz-zu Wasser-Verhéltnis steigt. In diesem Fall wird Wasser aus dem Zellinneren
in die extrazellulire Matrix transportiert, um dort die Salzkonzentration auszuglei-
chen, wodurch das Zellvolumen schrumpft. Die hypertonische Dehydrierung, ob durch
Wasserverlust oder Trinken von Meerwasser, kann beim Menschen im Extremfall zu
Odemen fiithren>®l. Ein bekanntes Beispiel fiir ein Odem ist der Wasserkopf (Hydro-
cephalus) ', Durch den pathophysiologischen Kontext ist also die Messung intrazel-
luldrer Fluide auf ihre Veranderung durch hyperosmotischen Stress interessant.
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Die Volumenreduktion der Zelle fithrt dazu, dass die Gedréngtheit zelluldrer Fluide
zunimmt. Diese Grofle ist zwar nicht genau definiert, auch aus dem Grund, dass sie
skalenvariant ist, steht aber in enger Verbindung zur anomalen Diffusion (anomalous
diffusion). Generell nimmt die Anomalie der Diffusion zu, sobald das Crowding zu-
nimmt 169

Eine wichtige Entdeckung beziiglich der anomalen Diffusion war, dass die Reaktions-
wahrscheinlichkeit bzw. Interaktionswahrscheinlichkeit von Proteinen unter anomaler
Diffusion gegeniiber normaler Diffusion zunimmt 112 Damit steht das Crowding
in wichtigem Bezug zur Homoostase lebender Zellen!'%. Eine industrielle Anwendung
findet die Erhéhung der Gedringtheit bei PCR (polymerase chain reaction)®! um
die Polymerasegeschwindigkeit zu steigern.

Boersma et al.[™ entwickelte im Jahr 2015 einen FRET-Sensor, mit dessen Hilfe makro-
molekulare Gedrangtheit in Zellen nachgewiesen werden kann. Die Variante f{CrH2 die-
ses transfizierbaren Vektors wird in diesem Projekt verwendet 157, Es handelt sich dabei
um ein gekoppeltes Fluorophorpaar, bestehend aus acGFP1 und mCherry.

In diesem Projekt wird die Gedréngtheit verschiedener zelluldrer Fluide mit Hilfe orts-
aufgeloster FLPM-Messungen in lebenden Hela-Zellen unter drei verschiedenen osmo-
tischen Bedingungen an folgenden Stellen untersucht: Im Nukleus (N), im Zytoplasma
nahe der Zellkernmembran (CN), im Zytoplasma (C) und im Zytoplasma nahe der
Zellmembran (CM). Diese Messorte sind in Abb. 6.1 gezeigt. Die osmotischen Bedin-
gungen sind: isoosmotisch (cosm = 0.3 Osm) und zwei verschiedene hyperosmotische
Zustande (Cosm = 0.6 Osm) und (Cosm = 0.8 Osm), wobei letzterer als Grenzfall der
Publikation von Sukenik et al.['®” entnommen ist. Von der ortsaufgelosten Messung
der Lebenszeiten kann auf die FRET-Effizienzen geschlossen werden, die wiederum mit
der Gedréangtheit des jeweiligen zellularen Fluids verkniipft sind.
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6.1. Materialien und Methoden

In diesem Abschnitt wird die Vorbereitung der HeLa-Zellen und die Transfektion die-
ser mit dem Crowding-Sensor vorgestellt und die Herstellung von hyperosmotischen
Mikroskopiemedien sowie das experimentelle Vorgehen bei FLPM-Messungen beschrie-
ben. Die Zellen wurden wie in Kapitel 2.1 beschrieben kultiviert. Der FRET-Sensor
fCrH2 wurde von der Gruppe um Martin Gruebele (University of Illinois) erworben.

6.1.1. Transfektion der Zellen

24h nach dem Aussden der Zellen in 4-well Probenkammern, mit etwa 5 - 10* Zel-
len/Kammer, wurde zuerst das Zellndhrmedium gewechselt (500 pl pro Kammer). Fu-
Gene6 wurde auf Raumtemperatur (~ 20°C) gebracht und mit einem Vortexer homo-
genisiert. 100 pl OptiMem wurde in ein Mikroreaktionsgefafl gegeben und 3 ul FuGene6
mittig dazugegeben. Auf die Inkubation fiir 5min bei Raumtemperatur folgte die wie-
derum mittige Zugabe von 1 pg fCrH2-DNA. Diese Losung wurde fiir etwa 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieSend gleichméfig auf alle vier Probenkammern
verteilt. Nach 24 h Inkubation bei 37 °C und 5 % CO4 konnten Messungen an den Zellen
durchgefithrt werden.

6.1.2. Herstellung von hyperosmotischem Mikroskopiemedium

Die Osmolaritiat des Mikroskopiemediums wurde mit Hilfe der freundlichen Zusam-
menarbeit des Lehrstuhls Pflanzenphysiologie - Universitiat Bayreuth eingestellt. Diese
erlaubten die Benutzung des Gerédtes Osmomat-030 (gonotec - Berlin), welcher die
Osmolaritét eines Fluids iiber den Effekt der Gefrierpunktserniedrigung %! misst. Un-
ter sukzessiver Zugabe von NaCl wurde die Osmolaritat c.g, des Mikroskopiemediums
[Kapitel 2.1] von urspriinglich ¢,gm, = 0.3 Osm (isoosmotisch) auf cogy = 0.6 Osm (hype-
rosmotisch) bzw. auf cogm = 0.8 Osm (hyperosmotisch) erhoht. Die hyperosmotischen
Mikroskopiemedien wurden einmal wie beschrieben erstellt und fiir alle Messungen
dieselben Medien verwendet, womit eine Streuung der Osmolaritit als Fehlerquelle
ausgeschlossen werden kann.

6.1.3. Experimente

Die Experimente in diesem Projekt sind fluoreszenzspektroskopische Messungen an
HeLa-Zellen im isoosmotischen und hyperosmotischen Zustand. Die Messungen beste-
hen aus fluoreszenzmikroskopischer Bildgebung (imaging) und FLPM-Experimenten.
Je Probenkammer wird eine Zelle im isoosmotischen und hyperosmotischen Zustand
gemessen. Der Ablauf der Experimente ist: Bildgebung, FLPM im isoosmotischen
Zustand, Wechsel des isoosmotischen Mikroskopiemediums auf hyperosmotisches Mi-
kroskopiemedium, Bildgebung, FLPM im hyperosmotischen Zustand. Der Medium-
wechsel war entweder von isoosmotisch, ¢, = 0.30sm auf ¢y, = 0.6 Osm oder
von isoosmotisch auf ¢y, = 0.8 Osm. Je Behandlungsart, 0.3 Osm — 0.6 Osm und
0.3 0sm — 0.8 Osm, tragen N = 16 Zellen zum Ensemble bei.
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Verwendet wurde ein Wasserimmersionsobjektiv mit der Vergréflerung Mop; = 63
und der numerischen Apertur NA = 1.2. Das Pinhole wurde fiir alle Experimente
auf PH = 1 AU = 108.37 um fest eingestellt. Ein gepulster Laser mit der Wellenldnge
A = 470 nm und der Pulsfrequenz f., = 40 MHz wurde bei niedrigen Laserintensitaten
verwendet. Der Detektionsbereich war AAge; = 500 — 550 nm.

Bildgebung

Fluoreszenzbilder wurden mit Ny x Ny = 512 x 512 Pixel, variabler Pixelgrofe und
der Abtastfrequenz fi.., = 400 Hz aufgenommen. Die Option frame-average wurde auf
N,, = 3 eingestellt. Bei dieser Option werden N,, Bilder hintereinander aufgenomme-
nen und anschliefend gemittelt.

Zusatzlich wurden auch die Durchlichtbilder der Zellen aufgenommen. Abb. 6.1 zeigt
Fluoreszenzbilder und Durchlichtbilder von HeLa-Zellen im isoosmotischen und hype-
rosmotischen Zustand. In den Fluoreszenzbildern sind die physiologischen Verédnderun-
gen wie die Ausbreitung der Stressfasern (SF) zu sehen.

FLPM-Experimente

Es werden vier Orte zur Messung gewéhlt von denen zwei klar definiert sind, das Nu-
kleoplasma und das Zytoplasma und zwei weitere tendenzieller Natur sind. Letztere
befinden sich ebenfalls im Zytoplasma, sind aber entweder ,nahe“ am Nukleus oder
,nahe*“ an der dufleren Zellmembran situiert. Die Position dieser Messorte ist in Abb.
6.1 gezeigt. Im Anschluss werden geméf der FLPM-Methode [Kapitel 3.1.2] Experi-
mente durchgefiihrt.

Zuerst wurden die vier Positionen in der Zelle markiert und je Messort fiir 11,65 = 60's
im FCS-Modus des Leica-TCS-SP5-Mikroskops Photonenankunftszeiten gemessen. Im
Anschluss folgt der Wechsel des Mikroskopiemediums auf das hyperosmotische mit
3min Einwirkzeit. Im Falle von U208S-Zellen berichteten Sukenik et al.['*7 dass be-
reits nach 60 s Einwirkzeit der stationare Zustand des Wasseraustauschs erreicht wird.
Da osmotischer Stress im betrachteten Bereich reversibel ist, ist die lingere Einwirkzeit
unproblematisch und wird gewéhlt, um einen hyperosmotischen Gleichgewichtszustand
sicherzustellen. Zuletzt werden an denselben Orten die Messungen im hyperosmotischen
Zustand durchgefiihrt.
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6.1. Materialien und Methoden

Isoosmotisch
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Abbildung 6.1.: Hyperosmotische Behandlung von HeLa-Zellen. Gezeigt sind Durchlicht- und
Fluoreszenzaufnahmen einer HeLa-Zelle mit transfiziertem fCrH2 vor und nach der Behandlung mit
hyperosmotischem Mikroskopiemedium. Anregung mit gepulstem Laser: Aox = 470 nm, fox = 40 MHz.
Links: Durchlicht- und Fluoreszenzbild einer HeLa-Zelle im isoosmotischem Zustand. Es besteht
kein osmotischer Druckunterschied zwischen dem Mikroskopiemedium und dem Zellinneren. Rechts:
Durchlicht und Fluoreszenzbild derselben HeLa-Zelle im hyperosmotischen Milieu. Oben: Durchlicht-
bild der Zelle mit der Markierung der Messpunkte und der Umrandung der Zellmembran sowie des
Zellkerns. Unten: Fluoreszenzaufnahme der Zelle mit der Markierung der Messpunkte und einiger
Stressfasern. 3 min nach dem Mediumwechsel auf das hyperosmotische Medium (hier: ¢ogm = 0.8 Osm)
flacht die Zelle ab, Wasser diffundiert durch die selektiv permeable Zellmembran aus der Zelle in das
umgebende Medium, um die Konzentration osmotisch aktiver Teilchen, hier hydratisierte Natrium-
und Chlorid-Ionen, im Gleichgewicht zu halten. Die Abflachung der Zelle nach hyperosmotischer Be-
handlung ist an der Auspragung der Stressfasern SF zu erkennen. Die Stressfasern sind gut sichtbar,
da die Fokalebene durch die Abflachung nidher an der Adhésionsebene der Zelle liegt als im isoosmoti-
schen Zustand. Messungen N: Nukleus, CN: Zytoplasma (nahe dem Zellkern), C: Zytoplasma, CM:
Zytoplasma (nahe der &ufleren Zellmembran). Die Messdauer je Messort betrug Tiess = 60s. Diese
Abbildung dient als Referenz fir die Bezeichnung ,nahe“, die in diesem Kapitel verwendet wird.
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6.2. Resultate

) Wesentliche Ergebnisse .

Der Crowding-Sensor fCrH2 kann zuverldssig den Unterschied der Ge-
drangtheit zwischen isoosmotischen zellularen Fluiden und solchen unter
osmotischem Stresseinfluss wiedergeben. Die Sperzifitdt des Sensors, in-
trazellulare Unterschiede der Gedréangtheit im isoosmotischen oder hype-
rosmotischen Zustand zu messen, ist allerdings gering und schwankt von
Messung zu Messung. Fiir den Zusammenhang zwischen der Osmolaritét
und der FRET-Effizienz wird ein exponentielles Modell vorgeschlagen.

In diesem Kapitel wird mit Hilfe des FRET-Sensors fCrH2 die Gedréngtheit zellula-
rer Fluide in Hela-Zellen im Nukleoplasma und in der zytoplasmischen Region [Abb.
6.1] untersucht. Anhand der Spezifitét des Sensors wird auch dessen Einsatz als Crow-
ding-Sensor beurteilt. Die angewendete Messmethode wird LT-FRET [Kapitel 1.2.3]

genannt. Die zuginglichen Auswertegréfien sind die Lebenszeit und die Lebenszeitfrak-
tion des FRET-Sensors.

Im Verlauf des ersten Abschnittes wird raumlich aufgelost sowohl die FRET-Effizienz
als auch die FRET-Aktivitat des Sensors untersucht und die intrazellulare Unterscheid-
barkeit der Gedrangtheit mit Hilfe des Wilcoxon-Ranksum-Tests gepriift. Der zweite
Abschnitt befasst sich mit der raumlich aufgelésten Zunahme der FRET-Effizienzen
und der Abhéngigkeit der FRET-Effizienzunterschiede von der hyperosmotischen Stress-
behandlung.

Beide Fluorophore des FRET-Paares fCrH2 sind einfache Fluorophore, die jeweils eine
Lebenszeit im zugehorigen Emissionsspektrum haben und werden Donor und Akzeptor
genannt, siehe Kapitel 2.4 zum verwendeten FRET-Sensor. Bei der Anpassung expe-
rimenteller Ankunftszeithistogramme von FRET-Sensoren erhilt man typischerweise
einen doppelexponentiellen Zerfall, der auf das Vorhandensein von FRET hinweist.

Im grinen Kanal, Al = 500 — 550 nm, sind zwei Lebenszeiten messbar, die mit
zwei Extremfallen des Sensors verkniipft sind. Die Lebenszeit des Donors m tritt auf,
wenn die Fluorophorpaare weit entfernt voneinander sind und kein Energieiibertrag
vom Donor zum Akzeptor erfolgt. Die Lebenszeit des Donor-Akzeptor-Paares mpp tritt
dagegen auf, wenn sich Donor und Akzeptor im Abstand weniger Nanometer zueinander
befinden und der Donor strahlungslos Energie an den Akzeptor tibertragt. Die Auswer-
tung der FRET-Effizienzen erfordert daher lediglich die Messung der Lebenszeiten des
Donors!'%! im grimen Kanal. Um die beiden Lebenszeiten 7 und mpa zu bestimmen,
werden im ersten Schritt die Ankunftszeithistogramme nach der Hintergrundkorrektur
[Kapitel 3.2.1] mit Hilfe des in Kapitel 3.2.2 vorgestellten Fitalgorithmus angepasst.
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6.2. Resultate

Diejenige der beiden Lebenszeiten, die sich bei der Messung unter isoosmotischen Be-
dingungen im Vergleich zu hyperosmotischen Bedingungen am starksten andert, wird
als die Lebenszeit ma des FRET-Paares betrachtet. Die andere Lebenszeit m wird
dem Donor allein zugewiesen.

Da die doppelexponentielle Kurvenanpassung schwankende Donorlebenszeiten ergibt,
obwohl sich die Lebenszeit des Donors mp ohne FRET-Aktivitdt nicht dndern sollte,
wird der Literaturwert von acGFP1: 7p = 2.81 ns der Publikation von Zhang et al.[*67]
entnommen und in einem abgewandelten Anpassungsmodell als Konstante verwendet:

Fiu(ma) = &t foa exp(—7a/ma) + (1 — fpoa) exp(—7a/2.81 ns)]

Bei diesem Anpassungsmodell handelt sich um einen semi-doppelexponentiellen An-
satz, bei dem zwei gekoppelte Vorfaktoren fp =1 — fpa und eine Lebenszeit 71 = mpy
als Freiheitsgrade verfiighar sind. Durch diese Reduktion der Fitparameter wird die
Zuverlassigkeit der Resultate erhoht, gleichzeitig aber auch vorausgesetzt, dass die Le-

benszeitverringerung des Donors allein auf den strahlungslosen Energietibertrag durch
FRET beschréinkt ist.

6.2.1. Unterscheidbarkeit intrazellularer Gedrangtheit

In diesem Abschnitt wird die lokale Gedrangtheit an den vier verschiedenen Messor-
ten in Abb. 6.1 untersucht und geklart, ob die Sensitivitdt des Sensors fir die Un-
terscheidung der Gedrangtheit an den Messorten innerhalb derselben Zelle ausreicht.
Der Zugang zu den FRET-Effizienzen Frrpr erfolgt im Falle von LT-FRET {iber die
Donor-Akzeptor-Lebenszeiten mpa:

Epppr = 1 — 24 (6.1)

™

Der Fehler der FRET-Effizienz sg, ., = sr folgt dem Fehlerfortpflanzungsgesetz [Gl.
(3.15)]. Die Lebenszeitfraktion des Donor-Akzeptor-Paares Apy wird berechnet [Gl
(6.2)], wobei fpa der Vorfaktor von s aus der Kurvenanpassung ist und fpa =1 — fp
gilt.

JDATDA
foa(mpa — ™) + 70
Abb. 6.2 und Abb. 6.3 zeigen die rdumlich aufgeléste Auswertung der FRET-Effizienzen
Ergrer und FRET-Aktivitaten vor und nach der hyperosmotischen Behandlung. Die
FRET-Aktivitat spiegelt sich in der Donor-Akzeptor-Lebenszeitfraktion A\pa wider.
Dabei ist die FRET-Effizienz ein Ma$ fiir die rdumliche Néhe des Donors und des Ak-
zeptors. Die FRET-Aktivitat dagegen ist ein Maf fiir den prozentualen Anteil FRET-
aktiver Fluorophorpaare gegeniiber inaktiven Fluorophorpaaren. In der folgenden qua-
litativen Beschreibung steht der Superskript ,,U* fir Zellen im isoosmotischen Zustand
und ,,/' T fiir Zellen in den jeweiligen hyperosmotischen Zustédnden.

Aps = (6.2)
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0.30sm & 0.6 Osm |
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Abbildung 6.2.: FRET-Effizienzen Frrgr und Fraktionen Apa bei 0.3 Osm und 0.6 Osm.
Oben: Die FRET-Effizienzen der FLPM-Messungen vor und nach hyperosmotischer Behandlung im
Nukleoplasma (N), nahe dem Zellkern (CN), im Zytoplasma (C) und nahe der d&uleren Zellmembran
(CM). Unten: Fraktionen Apa FRET-aktiver Molekiile an denselben Messorten vor und nach der
hyperosmotischen Behandlung. Im Balkendiagramm gezeigt sind absolute FRET-Effizienzen Fprgr
vor (rot) und nach (schwarz) hyperosmotischer Behandlung mit 0.6 Osm Mikroskopiemedium sowie
die Fraktion FRET-aktiver Molekiile A\py davor (blau) und danach (schwarz). Die Fehlerbalken
sind bei Epgrgr die Fehler geméfl dem Fehlerfortpflanzungsgesetz, sp, und bei Apa die Fehler des
Mittelwertes, sg. Die Ansicht ist auf FRET-Effizienzen zwischen Errpr = 20% und Errer = 50 %
und auf zugehorige Fraktionen zwischen App = 60 % bis Apa = 80 % begrenzt.

Betrachtet man die Experimente mit cyg, = 0.3 Osm und ceg, = 0.6 Osm in Abb. 6.2
fallt auf, dass sich die FRET-Effizienzen im Nukleoplasma- und Zytoplasmabereich
sowohl vor als auch nach der hyperosmotischen Behandlung unterscheiden. Im Zyto-
plasma selbst sind die Unterschiede zwischen Zellkernnéhe, Zytoplasma und Zellmem-
brannahe sowohl vor als auch nach der Behandlung gering [Gl. (6.3)].

0.30sm  —  Eper,v < Errer,on ~ Errer,c = Erper,on

0.60sm — Errer,n < Erger,on & Errer,c & Erper,cn
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6.2. Resultate

Die Fraktion A\py FRET-aktiver Molekiile ist vor der Behandlung im isoosmotischen
Zustand an den Messorten etwa gleich. Nach der Behandlung steigt A\pa abhéngig von
der Entfernung vom Nukleus an und ist in Zellmembranndhe maximal. Im Zytoplas-
ma nahe dem Zellkern und im Zytoplasma ist die Fraktion nahezu identisch. Dieser
Sachverhalt ist in Gl. (6.4) gezeigt.

0.30sm  — ApaN = ADA,CN = Apa,c = Apa,cMm (6.4)
0.60sm — )\DA,N < >\DA,CN ~ >\DA,C < >\DA,CM ‘

Betrachtet man die Experimente mit coqn = 0.3 Osm und ¢ = 0.8 Osm in Abb. 6.3
fallt auf, dass sich die FRET-Effizienzen Eprgr im Nukleoplasma und Zytoplasmabe-
reich vor der hyperosmotischen Behandlung geringfiigig unterscheiden. Nach der Be-
handlung ist der Unterschied zwischen Nukleoplasma und Zytoplasmabereich etwas
groffer. Die FRET-Effizienzen FEpgrgr sind im zytoplasmischen Bereich sehr dhnlich.
Diese qualitative Betrachtung ist in Gl. (6.5) zusammengefasst.

0.30sm  —  Epger,v < Errer,on ~ Errer,c = Errer,on (6 5)

0.80sm — EFRET,N < EFRET,CN ~ EFRET,C ~ EFRET,CM

Die Fraktion A\py FRET-aktiver Molekiile schwankt vor der Behandlung im isoosmoti-
schen Zustand. Die hochste Fraktion A\pa wird vor der Behandlung im Zytoplasma nahe
des Zellkerns erreicht, gefolgt vom Zellkern, im Zytoplasma nahe aufleren Zellmembran
und schlielich der geringsten Fraktion im Zytoplasma selbst. Nach der Behandlung
steigt Apa im zytoplasmischen Bereich an und ist in Zellmembrannidhe maximal [Gl.

(6.6)].

0.30sm — )\DA,N < /\DA,CN > )\DA,C ~ >\DA,CM (6 6)
0.80sm  —  Apan < Apa,cN & Apa,c & Apa,om .

Da die FRET-Effizienzen im hyperosmotischen Zustand sowohl bei cqg, = 0.6 Osm als
auch cogm = 0.8 Osm bei Errpr =~ 40 % liegen, wird gefolgert, dass der mittlere Ab-
stand des Donors und Akzeptors r grofler als der Forsterradius Ry des Sensors ist.

Als néchstes wird die qualitative Betrachtung der Unterschiede intrazellularer Ge-
dréangtheit durch eine quantitative Untersuchung mit Hilfe des Wilcoxon-Ranksum-
Tests bei verschiedenen Signifikanzniveaus erganzt. Hierbei wird gepriift, ob und ab
welchem Signifikanzniveau die Spezifitit des FRET-Sensors ausreicht, um die Un-
terschiede der Gedrdngtheit an den vier Messorten wiederzugeben. Da die Donor-
Akzeptor-Lebenszeit die einzige Variable in der Bestimmung der FRET-Effizienz [Gl.
(6.1)] ist, beschrankt sich die folgende Untersuchung auf die FRET-Lebenszeit 7pa und
die FRET-Aktivitat Apa.
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Abbildung 6.3.: FRET-Effizienzen EFrrgr und Fraktionen Apa bei 0.3 Osm und 0.8 Osm.
Oben: Die FRET-Effizienzen der FLPM-Messungen vor und nach hyperosmotischer Behandlung im
Nukleoplasma (IN), nahe dem Zellkern (CN), im Zytoplasma (C) und nahe der dufleren Zellmem-
bran (CM). Unten: Fraktionen Appn FRET-aktiver Molekiile vor und nach der hyperosmotischen
Behandlung. Im Balkendiagramm gezeigt sind absolute FRET-Effizienzen Epgrgr vor (rot) und nach
(schwarz) hyperosmotischer Behandlung mit 0.8 Osm Mikroskopiemedium sowie die Fraktion FRET-
aktiver Molekiile Apa davor (blau) und danach (schwarz). Die Fehlerbalken sind bei Epgrgr die
Fehler geméafl dem Fehlerfortpflanzungsgesetz sy, und bei Apa die Fehler des Mittelwertes, sg. Die
Ansicht ist auf FRET-Effizienzen zwischen Erggr = 20% und Erger = 50 % und auf zugehorige
Fraktionen zwischen Apay = 60 % bis Apa = 80 % begrenzt.

Allgemein bekannt ist, dass das Zellinnere aufgrund vieler tausend verschiedener Ma-
kromolekiile gedringt ist. Guigas et al.['% stellten zudem fest, dass das Zytoplasma

im Vergleich zum Zellkern tendenziell etwas gedrangter ist. Dieses qualitative Ergebnis
zeigen auch Gl. (6.3) und Gl. (6.5).

Um dies zu priifen, kann man die Verteilungen der regionsspezifischen Lebenszeiten
untereinander je vor und nach der hyperosmotischen Behandlung vergleichen. Hierfiir
wurden alle moglichen Kombinationen der vier Messorte verglichen. N-CN: der Zellkern
mit der kernnahen Region des Zytoplasmas, N-C: der Zellkern mit dem Zytoplasma,
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6.2. Resultate

N-CM: der Zellkern mit der membrannahen Region des Zytoplasmas, CN-C: die kern-
nahe Region des Zytoplasmas mit dem Zytoplasma, CN-CM: die kernnahe Region des
Zytoplasmas mit der membrannahen Region desselben und C-CM: das Zytoplasma mit
der membrannahen Region desselben.

Der hyperosmotische Stress, der auf die Zellmembran wirkt, kann durch die Diffe-
renz der Osmolaritaten des Mikroskopiemediums und des Zellinneren durch Acyg, aus-
gedriickt werden. Aus den drei untersuchten osmotischen Zustinden cyg, = 0.3 Osm,
Cosm = 0.6 Osm und cog = 0.8 Osm lassen sich zwei verschiedene Osmolaritatsunter-
schiede, Acysm = 0.3 0sm und Acygn = 0.5 Osm, berechnen. Tab. 6.1 zeigt die Ergeb-
nisse intrazellularer, signifikanter Gedréangtheitsunterschiede bei @ = 0.01 , @ = 0.05
und a = 0.1 unter Verwendung der Osmolaritatsunterschiede Acqgy,.

W-RS TEST W-RS TEST

ACosm = 0.30sm | 7V AU 7T AT |l Acgey =0.50sm | 79 AU 7T \T
N-CN Y - Y Y |N-CN - - Y
N-C Y - Y Y | NC Y - Y
N-CM Y - Y Y ||N-CM Y - Y
CN-C _ - - _|conNc - i
CN-CM - - . .| coNeMm - ]
C-CM - - - - ]JCcCcM - -

Tabelle 6.1.: Regionsiibergreifende Unterschiede der Donor-Akzeptor-Lebenszeiten und
Fraktionen von fCrH2. (Wilcoxon-Ranksum-Test) Statistische Analyse mit Hilfe des Wilcoxon-
Ranksum-Tests (W-RS TEST) bei den Signifikanzniveaus Y, = 0.01, Y, = 0.05 und Y, = 0.1.
Y: Signifikanter Unterschied der Donor-Akzeptor-Lebenszeiten mpa und Donor-Akzeptor-Fraktionen
Apa bei farblich kodiertem «. In allen Féllen ist das niedrigste Signifikanzniveau gezeigt, bei dem ein
signifikanter Unterschied der Verteilungen beziiglich ihres Medianwertes vorhanden ist. Bei hoheren
Signifikanzniveaus als den angegebenen ist per Definition ein Unterschied der Medianwerte vorhanden.
Aus Platzgriinden ist hier 7pa durch 7pa = 79T und Apa durch Apa =: AU"T mit den Superskripten
U: isoosmotischer Zustand und T: hyperosmotischer Zustand abgekiirzt. -: Kein signifikanter Un-
terschied bei den gepriiften o = 0.01 — 0.1. Die Zusammenfassung bezieht sich auf die Verteilung
der Donor-Akzeptor Lebenszeiten mha und Donor-Akzeptor Fraktionen Apa, deren Mittelwerte und
Fehler umgerechnet in FRET-Effizienzen Eprgr in Abb. 6.2 und Abb. 6.3 dargestellt sind. Gezeigt
ist die Signifikanz regionstibergreifender Unterschiede der Donor-Akzeptor-Lebenszeiten mha und de-
ren Fraktionen Apa im isoosmotischen Zustand Acesy, = 00sm (U), Acosm = 0.30sm (T) sowie
Acosm = 0.50sm (T). Die Vergleiche der Messorte untereinander beziehen sich auf N: im Nukleus,
CN: im Zytoplasma nahe des Nukleus, C: im Zytoplasma und CM: im Zytoplasma nahe der dufleren
Zellmembran. Der grofite Unterschied der Donor-Akzeptor-Lebenszeiten ist zwischen dem Nukleoplas-
ma und der zytoplasmischen Region messbar. Die zytoplasmischen Regionen sind untereinander bei
keinem der gepriiften Signifikanzniveaus unterschiedlich beziiglich Tpa und Apa .

Insgesamt erhalt man bei gleichem Signifikanzniveau keine konsistenten Resultate be-
ziglich der Unterscheidbarkeit der Gedrangtheit verschiedener Zellregionen. Wahrend
bei dem Experiment mit Acysn = 0.3 Osm sowohl vor als auch nach der Behandlung
bei v = 0.01 ein Unterschied in der Gedréngtheit des Zellkerns und des Zytoplasmas
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messbar ist, ist dieser Unterschied bei Acysy, = 0.5 Osm und gleichem o weder vor noch
nach der Behandlung vorhanden. Erst bei @ = 0.1 wird dieser Unterschied erkennbar.
Des Weiteren fillt auf, dass bei keinem der gepriiften Signifikanzniveaus in \Y regi-
onsiibergreifende Unterschiede zu finden sind. Dies deutet darauf hin, dass die Zahl
FRET-aktiver Molekiile im isoosmotischen Zustand regionsiibergreifend sehr dhnlich
ist. AuBlerdem fallt auf, dass bei allen gepriften Signifikanzniveaus sich die Gebiete
im Zytoplasma: C, CN und CM beziiglich der gemessenen FRET-Effizienz und dem
Verhéltnis FRET-aktiver Molekiile nicht signifikant unterscheiden.

6.2.2. Lokale Gedrangtheitszunahme unter Stresszunahme

In diesem Abschnitt wird die Reaktion des FRET-Sensors auf die Zunahme osmo-
tischen Stresses im Bezug zum Osmolaritdtsunterschied Acyg, untersucht. Mit den
Osmolaritatsunterschieden Acyg, = 0.3 Osm und Acyg, = 0.5 Osm verkntipfte FRET-
Effizienzunterschiede A Epgrpr werden nach Gl. (6.7) fir jeden Messort berechnet, mit
dem Superskript , T“ fiir hyperosmotisch und ,,U* fiir isoosmotisch. Der Fehler der
FRET-Differenzen sappp,y = sp wird nach Gl. (3.16) berechnet.

AFEpreT = EFTRET - ElE“JRET (6~7)

Abb. 6.4 zeigt die FRET-Differenzen zwischen isoosmotischem und hyperosmotischem
Zustand an allen Messorten. Die Zunahme der FRET-Effizienz A Frpgrgt ist im Vergleich
von isoosmotischem zu hyperosmotischem Zustand an allen Messorten deutlich. Bei der
Behandlung mit Acysn = 0.3 Osm zeigt sich, dass die Zunahme der FRET-Effizienzen
im Zytoplasma nahe dem Nukleus am hochsten ist, gefolgt vom Zytoplasma nahe der
aufleren Zellmembran, und schlieflich am geringsten im Nukleus selbst ausfallt.

Wie schon bei der Behandlung mit dem Osmolaritéatsunterschied des Mikroskopiemedi-
ums von Acesm = 0.3 Osm, ist auch im Stressszenario Acygm = 0.5 Osm der Bereich nahe
des Zellkerns im Zytoplasma mit der groBten Anderung AEprgr verkniipft. Die Zell-
kernnahe Region wird gefolgt vom Zytoplasma und schlieBlich der Region nahe der &u-
feren Zellmembran, wobei die letzten beiden sehr dhnlich sind. Die geringste Anderung
der FRET-Effizienz zeigt, wie zuvor auch, der Nukleus. Die FRET-Effizienzunterschiede
A FErgrpr aller Messorte sind in Tab. 6.2 aufgefiihrt.

An allen Messorten N, CN, C, CM kann durch den Wechsel von isoosmotischem zu
hyperosmotischem Mikroskopiemedium bei o = 0.01 ein statistisch signifikanter Un-
terschied der FRET-Effizienzen und damit der Gedréangtheit nachgewiesen werden.
Tab. 6.2 zeigt den jeweiligen prozentualen Unterschied mit zugehorigem Fehler und die
Bewertung des Wilcoxon-Ranksum-Tests auf Signifikanz.
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Abbildung 6.4.: Zunahme der FRET-Effizienzen in den Stressszenarien Acgsy = 0.3 Osm
und Acosm = 0.50sm. N: Nukleus, CN: Zytoplasma nahe dem Nukleus, C: Zytoplasma, CM:
Zytoplasma nahe der dufleren Zellmembran. Links: Anderung der FRET-Effizienzen AFEpRreT in
den verschiedenen Zellregionen nach hyperosmotischer Behandlung mit 0.6 Osm Mikroskopiemedi-
um. Rechts: Anderung der FRET-Effizienzen AEpggr in den verschiedenen Zellregionen nach hy-
perosmotischer Behandlung mit 0.8 Osm Mikroskopiemedium. Die Fehlerbalken sind die Fehler der
FRET-Differenzen, sp.

W-RS TEST | N<T 0 | eNTD | e | eM™Y)
Acosm = 0.3 Osm Y Y Y
AEpgpr £ sp %) 83:|:09 03+£11 | 92+1.1 | 85+1.2
Acosm = 0.5 Osm Y Y Y
AErrpr % sp (%) | 12. o +£13]13.6+£1.7]12.9+1.7 | 128+ 1.8

Tabelle 6.2.: Regionsspezifische statistische Signifikanz und FRET-Differenzen durch
die hyperosmotische Behandlung. Zusammenfassung der statistisch signifikanten Differenzen der
FRET-Effizienzen bei den Stressszenarien Acysy, = 0.3 Osm und Acegy, = 0.5 Osm. Y: Signifikanter
Unterschied der FRET-Effizienzen zwischen isoosmotischen (U) und hyperosmotischem (T) Zustand
(T-U) bei einem Signifikanzniveau von o = 0.01. Neben dem Resultat des Wilcoxon-Ranksum-Tests
zeigt die Tabelle die numerische Auswertung der FRET-Differenzen AFEgrgrgr in den Stressszenarien
Acosm = 0.30sm und Acysy, = 0.5 O0sm an den vier Messorten, N: im Zellkern, CN: im Zytoplasma
nahe dem Zellkern, C: im Zytoplasma und CM: im Zytoplasma nahe der dufleren Zellmembran, die
in Abb. 6.4 gezeigt ist.
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6.2.3. Modellbildung - Osmolaritat und FRET-Effizienz

An dieser Stelle wird gepriift, wie der FRET-Effizienzunterschied AFpggr mit dem
zunehmenden Osmolaritatsunterschied zusammenhéngt. Hierfiir werden die FRET-
Effizienzunterschiede gegen die Osmolaritdtsunterschiede aus Tab. 6.2 in Abb. 6.5 auf-
getragen. Die Unterschiede AEprpr und Acygn werden betrachtet, da der Nullpunkt
der FRET-Effizienzen im isoosmotischen Zustand von Messort zu Messort schwankt
und keine Vergleichswerte fiir die FRET-Effizienzen von fCrH2 in HeLa-Zellen vorlie-
gen.

Im Rahmen ihrer Fehler sind die FRET-Differenzen AFErrpr an allen Messorten, N,
CN, C und CM ununterscheidbar [Tab. 6.2]. In Abb. 6.5 fallt bei Acos, = 0.3 Osm
auf, dass die Effizienzunterschiede im Nukleoplasma (N) und im Zytoplasma nahe der
Zellmembran (CM) sehr dhnliche Werte haben. Genauso sind auch die Effizienzunter-
schiede im Zytoplasma (C) und nahe am Nukleus (CN) sehr &hnlich. Die Werte von CM
und C néhern sich dagegen bei Acygm = 0.5 Osm an, wahrend der grofite Effizienzun-
terschied im Zytoplasma nahe des Zellkerns (CN) und der kleinste Effizienzunterschied
im Nukleoplasma (N) erhalten bleibt.

Fir die Entwicklung eines Modelles muss eine Initialannahme fiir die Abhéangigkeit von
AFEprer und Acym getroffen werden. Nimmt man an, dass die FRET-Effizienz bei Zu-
nahme der Osmolaritéit nicht unbegrenzt ansteigt, kommt eine saturierende Funktion, in
erster Naherung ein exponentielles Modell [GL. (6.8)], fiir die Beschreibung der FRET-
Effizienzzunahme in Abhingigkeit der Osmolaritétszunahme in Frage. Diese Annahme
kann dadurch begriindet werden, dass bei sehr hohen positiven Osmolaritétsunterschie-
den der Grofiteil des intrazellularen Wassers in das Mikroskopiemedium transportiert
wird und die Zelle auf ein Mindestvolumen schrumpft. Bei dem vorgeschlagenen Modell
handelt es sich um eine rein heuristische Beschreibung der Daten, die gleichzeitig die
Grenzfille und das nichtlineare Verhalten der FRET-Effizienz enthélt.

ACOSI’H
AEprer(Acosm) = AEpRET [1 — eXp <— . )] (6.8)
Dieses Modell [Gl. (6.8)] enthélt bereits die Grundannahme, dass ohne Osmolaritéts-
zunahme keine FRET-Effizienzzunahme existiert:

AErreT(Acosm = 0) = 0.

Bei zwei freien Parametern AERi5r und 7a. und lediglich zwei Osmolaritatsunter-
schieden Acygm = 0.3 Osm und Acyg, = 0.5 Osm kénnen die Modellparameter tiber ein

lineares Gleichungssystem analytisch bestimmt werden. Man erhélt fiir die verschiede-
nen Messorte (N, CN, C, CM) die Modellparameter in Tab. 6.3.

Das beschriebene Modell sagt voraus, dass je Messort verschiedene Grenzwerte der
FRET-Effizienzzunahme erreicht werden konnen. Die hochste Effizienzzunahme wird
im Zytoplasma nahe der aufleren Zellmembran erreicht und die geringste im Zytoplasma
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selbst. Die Grenzfélle der FRET-Effizienzzunahmen bei sehr grofien Osmolaritatsun-
terschieden Acyg,, — 0o ordnen sich wie folgt an:

max max max max
AEgRirc < AEpgprN < AERREron < AERRET.oM-

MESSORTE | Tac [Osm] | AEBSS L [%)]
Nukleoplasma (N) 0.63 21.89
Zytoplasma, nahe dem Zellkern (CN) 0.69 26.42
Zytoplasma (C) 0.50 20.47
Zytoplasma, nahe der Zellmembran (CM) 0.91 30.38

Tabelle 6.3.: Anstiegskonstanten und Grenzwerte der FRET-Effizienzzunahme. Die An-
stiegskonstante ist im Zytoplasma am geringsten, nahe der Zellmembran am grofiten. Der grofite
intrazelluldre Unterschied der FRET-Effizienzzunahme wird zwischen dem Zytoplasma und dem Mes-
sort im Zytoplasma nahe der &ufleren Zellmembran vorhergesagt und betragt im Grenzfall sehr grofler
Osmolaritétsunterschiede A(AEpreT)c.cm ~ 10 %.

14 g
12 R
— 10| 8
S
s ]
o
LIJIL
6 = .
<
— CN: Zytoplasma (Nahe Nukleus)
4 — C: Zytoplasma 1
— CM: Zytoplasma (Nahe Membran)
5| —N: Nukleoplasma |
* Messwerte
0 | | | | |
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Ac___ [Osm]
osm

Abbildung 6.5.: FRET-Differenzen in Abhingigkeit der Osmolaritiatsdifferenzen - Mo-
dellbildung. Gezeigt sind die FRET-Effizienz-Unterschiede AFErrgr bei den untersuchten Osmo-
laritdtsdifferenzen Acosm an den Messorten, N, CN, C und CM. Fir die Abhéngigkeit zwischen
AEpreT und Acysy wird ein exponentielles Modell vorgeschlagen. Die durchgezogenen Linien sind
die Modellvorschlége fiir die einzelnen Messorte, die schwarzen Punkte die Messwerte. Bei diesem
Modellvorschlag handelt es sich um eine rein phéanomenologische Beschreibung der vorliegenden Da-
ten, die sowohl die zwingend saturierende Eigenschaft eines moglichen Verlaufs als auch den Grenzfall
keiner FRET-Effizienzzunahme ohne Osmolaritdtszunahme erfiillt.
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6.3. Diskussion

Kernaussagen

Der Crowding-Sensor fCrH2 reagiert auf die Volumenreduktion der HeLa-
Zellen sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleoplasma mit einer Zunah-
me der FRET-Effizienz. Signifikante Unterschiede konnten in manchen
Fallen auch regionsiibergreifend sowohl vor als auch nach der Behand-
lung mit hyperosmotischem Mikroskopiemedium aufgedeckt werden. Der
Sensor zeigt eine geringe intrazelluldre, aber eine signifikante osmola-
ritdtsspezifische Reaktion. Die exponentielle Abhéngigkeit der FRET-
Effizienzdifferenzen und der Osmolaritatsdifferenzen muss durch weitere
Experimente gepriift werden.

FRET-Effizienzen wurden an zwei wohldefinierten Orten, im Zytoplasma (C) und im
Nukleoplasma (N), sowie an zwei weiteren Orten im Zytoplasma, nahe dem Zellkern
(CN) und nahe der Zellmembran (CM) gemessen. Dabei ist der Messort nahe am Zell-
kern (CN) ungenau, da der Nukleus zum Teil vom rauen ER und vom Golgi-Apparat
umgeben wird und damit einzelne Messungen in diesen Bereich stattgefunden haben
konnen. Da sich weder der Golgi-Apparat noch das ER in den Fluoreszenzbildern mit
transfiziertem fCrH2 vom Zytoplasma abhebt, wird dieser Messort im Rahmen des ge-
nannten Fehlereinflusses diskutiert.

Die jeweiligen Messorte (N, CN, C, CM) werden untereinander im isoosmotischen
und hyperosmotischen Zustand verglichen, um die lokale Spezifitdt von fCrH2 auf Ge-
dréangtheitsunterschiede zu priifen. Dartiber hinaus wird sowohl die lokale Reaktion von
fCrH2 auf Osmolaritatsunterschiede als auch die lokal unterschiedliche Reaktion dieser
diskutiert. Zuletzt wird die Abhéngigkeit der FRET-Effizienz und damit der Gedrangt-
heit von den Osmolaritatsunterschieden an den Messorten und ein mogliches Modell
dafiir diskutiert. Als Signifikanztest wurde der Wilcoxon-Ranksum-Test verwendet, da
dieser den Median der Verteilungen priift, damit robust gegeniiber stark streuenden
Werten und besonders fiir kleine Stichprobengrofien geeignet ist.

6.3.1. Intrazellulare Unterschiede der Gedrangtheit

In Tab. 6.1 wurde beobachtet, dass sich bei allen gepriiften Signifikanzniveaus die Ge-
biete im Zytoplasma, (C), (CN) und (CM) beziiglich der gemessenen FRET-Effizienz
und dem Verhéltnis FRET-aktiver Molekiile nicht unterscheiden. Man kann also ar-
gumentativ alle untersuchten Regionen des Zytoplasmas zu (Z) zusammenfassen. Dar-
aus folgt, dass lediglich die zytoplasmische Region (Z) mit dem Nukleoplasma (N)
verglichen werden muss. Es wird angenommen, dass C, CN, und CM zu derselben
Grundgesamtheit gezahlt werden kénnen und die zugehorigen Signifikanzniveaus mit
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der ODER-Funktion verkniipft oder gemittelt werden kénnen, um zwei mogliche Be-
trachtungsarten zu nennen. Im Falle der ODER-Verkniipfung kann man das hochste
Signifikanzniveau, also die geringste Relevanz, als Abschatzung verwenden. Diese Be-
trachtung wird in Tab. 6.4 vorgestellt.

W-RS TEST W-RS TEST

ACosn = 0.30sm | 7YV 77 AT || Acoen = 0.50sm | 79 7T AT
N-Z(0tax) 'Y Y Y | N-Z(tma) 'Y - Y
N-Z(0tay) [ 0.04 0.04 0.05 || N-Z(cvy) 0.1 - 005

Tabelle 6.4.: Zusammengefasste regionsiibergreifende Unterschiede der Donor-Akzeptor-
Lebenszeiten 7pa und Fraktionen Apa von fCrH2 - Wilcoxon-Ranksum-Test. Gezeigt wer-
den die zusammenfassenden Betrachtungsarten amax und a, der Donor-Akzeptor Lebenszeiten mpa
und Fraktionen App zwischen Nukleus (N) und Zytoplasma (Z): N-Z(max) und N-Z(ayy) vor der
Behandlung (Superskript U) sowie nach hyperosmotischer Behandlung (Superskript T). Farbkodiert:
a = 0.05, a = 0.1. Die Donor-Akzeptor-Lebenszeit 7pa ist hier durch mpa =: 7, die Donor-Akzeptor-
Fraktion Apa durch Apa =: A abgekiirzt. Die Donor-Akzeptor-Fraktion Apa von fCrH2 in isoosmoti-
schen HeLa-Zellen ist hier nicht gezeigt. amax : Verkniipft man in Tab. 6.1 alle Signifikanzniveaus, die
den Nukleus als BezugsgroBe haben: (N-CN), (N-C), (N-CM) mit der ODER-Funktion und fordert zu-
siitzlich, dass alle signifikanten Unterschiede zwischen 79T und AT bei demselben « signifikant sind,
erhilt man ay,,. Damit ist die ODER-Verkniipfung und das Resultat ay,.x eine Abschidtzung der
Signifikanz nach unten. oy, : Mittelt man in Tab. 6.1 alle Signifikanzniveaus, die den Nukleus als Be-
zugsgrofe haben: (N-CN), (N-C), (N-CM) erhdlt man ay,y. Sowohl amay als auch a,y zeigen die starke
Schwankung der Zellen untereinander. Theoretisch sollten 7y im Nukleus und 7 im Zytoplasma in
gleichem Maf unterschiedlich oder gleich sein. Es zeigt sich aber, dass ohne hyperosmotische Behand-
lung eine Unterscheidbarkeit zwischen Nukleus und Zytoplasma beziiglich 7V bei den Messungen mit
Acosm = 0.3 0sm bereits bei a,, = 0.04 gegeben ist, bei den Messungen mit Acysy, = 0.5 Osm jedoch
erst ab a,, = 0.1. Nach der hyperosmotischen Behandlung mit Acysy, = 0.3 Osm ist der Unterschied
der Donor-Akzeptor-Lebenszeit 71 zwischen Nukleus und Zytoplasma bei a,, = 0.04. Nach der hyper-
osmotischen Behandlung mit Acys,, = 0.5 Osm ist kein Unterschied der Donor-Akzeptor-Lebenszeit
zwischen Nukleus und Zytoplasma bei av = 0.1 feststellbar.

Bei der Interpretation der Ergebnisse muss man beriicksichtigen, dass lebende Zellen
sich standig verandernde Organismen sind, deren Zustand individuell vom Zellzyklus
abhingt. Uber die Selektion durch das Auge lassen sich zwar Interphasezellen von Mito-
sezellen unterscheiden, man weifl jedoch nicht in welchem Stadium der Interphase sie
sich befinden. Diese Unsicherheit fithrt zwangslaufig zu teilweise grofien Unterschieden
im Expressionslevel intrazelluldrer Proteine wie auch des Sensors selbst. Dieser Effekt
ist in Tab. 6.1 zu sehen, wo sich die Donor-Akzeptor Lebenszeiten ma ohne Behandlung
bei Acosm = 0.3 Osm unterscheiden, bei Acyg, = 0.5 Osm jedoch nicht. Dariiber hinaus
werden durch hyperosmotischen Stress Regulationsmechanismen in Kraft gesetzt, die
bereits wahrend der Messung wirken. Hefezellen bekémpfen hyperosmotischen Stress
beispielsweise iiber die Produktion von Glycerin, um die Osmolaritit des Zytoplasmas
zu erhohen und damit den Konzentrationsunterschied osmotisch aktiver Teilchen inner-
halb und auBerhalb der Zelle anzugleichen 17 Ein dhnlicher Mechanismus konnte
in HeLa-Zellen ebenfalls dazu beitragen, dass die Ergebnisse verfalscht werden und der
geforderte stationdre Zustand der Zellen nicht erreicht wird oder von Zelle zu Zelle
schwankt.
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Den Gedrangtheitsunterschied zwischen dem zytoplasmischen Bereich und dem Nu-
kleoplasma kénnte die Kondensation der DNA ! im Nukleoplasma erkliren. Die DNA
liegt bereits im physiologischen Zellzustand kompaktifiziert im Nukleus vor['™!. Die
Kondensation der DNA wurde bereits in E. Coli Bakterien von Zimmerman et al.[1™]
untersucht. Thre Ergebnisse deuten darauf hin, das diese Kondensation nicht nur den
Zweck hat, das durch die Polymere eingenommene Volumen zu verringern, sondern wei-
terhin eine Schutzfunktion gegeniiber aufleren Einfliissen darstellt, die besonders beim
Erbgut sinnvoll ist. Die Kondensation der DNA hat zugleich die Volumenreduktion und
damit den Riickgang des ausgeschlossenen Volumens!®” (ezcluded volume) zur Folge,
was wiederum das Crowding und damit die FRET-Effizienz verringert.

Weiterhin fallt in Tab. 6.4 auf, dass die Fraktionen FRET-aktiver Molekiile im Nukleus
und Zytoplasma in allen Stressszenarien intrazellular unterschiedlich sind, wahrend sich
die FRET-Effizienzen im Fall von Acygn = 0.5 Osm bis zu einem Signifikanzniveau von
« = 0.1 nicht andern. Die FRET-Effizienz trifft in diesem Zusammenhang eine Aussage
iiber die mittlere Nahe der Donor- und Akzeptormolekiile, wihrend die Fraktion der
FRET-Aktivitat bestimmt, wie viele Molekiile an der Statistik beteiligt sind. Deshalb
sind diese beiden Gréflen nicht zwingend in gleichem Mafle proportional.

6.3.2. Lokale Auswirkung der Osmolaritatsunterschiede

An allen untersuchten Messorten konnte ein signifikanter Unterschied der FRET-Effi-
zienzen in Abhingigkeit der Osmolaritit gemessen werden. Unter beiden Stresskondi-
tionen Acyem = 0.30sm und Acegm = 0.5 Osm konnte am Messort nahe am Nukleus
(CN) die hochste und im Nukleoplasma (N) die geringste Zunahme der FRET-Effizienz
gemessen werden. Obwohl die Unterschiede im zytoplasmischen Bereich statistisch bis
zu einem Signifikanzniveau oo = 0.1 nicht wesentlich sind, sollen im Folgenden die Ten-
denzen der FRET-Effizienzunterschiede in Abb. 6.4 im Hinblick auf mégliche Ursachen
diskutiert werden.

Im letzten Abschnitt wurde der Unterschied der Gedrangtheit zwischen der zytoplasmi-
schen Region und dem Nukleoplasma sowohl im isoosmotischen als auch in den hyperos-
motischen Zustdnden durch die Kondensation der DNA erklart. Eine zunehmende Kon-
densation der DNA unter stérkerer Volumenreduktion des Zellkerns!'™ kénnte daher
auch erklaren, warum die Gedréangtheitszunahme im Nukleoplasma unter hyperosmo-
tischem Stress sowohl bei Acyg, = 0.3 Osm als auch Acyg = 0.5 Osm im Vergleich zu
allen anderen Messorten am geringsten ist. Die zunehmende Kompaktifizierung kénnte
damit eine zellulare Schutzfunktion darstellen, die bei zunehmendem hyperosmotischen
Stress aktiviert wird.

Um die behandlungsiibergreifend grofite Zunahme der FRET-Effizienzen A Eprpr am
Messort nahe des Zellkerns zu erklaren, wird die Moglichkeit in Betracht gezogen, dass
die Messungen zum Teil im Golgi-Apparat oder dem rauen ER durchgefithrt wurden.
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Weiss et al.'™ haben mit Hilfe von FCS-Messungen nachgewiesen, dass bestimmte

Proteine im Golgi-Apparat anomale Diffusion zeigen und dass dieser Effekt eher von
der Proteinsorte selbst als von der Topologie der Organelle abhéngt. Daher kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die bei beiden Stresskonditionen Acyq, = 0.3 Osm und
Acosm = 0.50sm nahe am Zellkern gemessenen FRET-Effizienzen auf die Topologie
oder die Gedréangtheit im Inneren dieser Organellen zuriickzufiithren sind. Es wird ver-
mutet, dass die Zunahme der FRET-Effizienzen an diesem Messort mit der Kompres-
sion der Zisternenstruktur des Golgi-Apparates!!" 1177 oder des ER zusammenhéngen.
Diese Kompression wiirde das ausgeschlossene Volumen ebenfalls erhéhen und damit
den FRET-Effekt begiinstigen.

Die Mittelwerte der FRET-Effizienzunterschiede an den Messorten im Zytoplasma (C)
und nahe der dufleren Zellmembran (CM) liegen sowohl bei Acygy = 0.3 Osm als auch
bei Acosm = 0.5 Osm zwischen den Messorten im Nukleoplasma und nahe des Zellkerns
und sind bei Acygy = 0.5 Osm nicht unterscheidbar. Daher wird gefolgert, dass die zy-
toplasmische Gedringtheit an beiden Messorten dieselbe ist.

6.3.3. Zusammenhang der Osmolaritat und der FRET-Effizienz

Die lineare Abhangigkeit der Zellhohe und damit des Zellvolumens von der Osmolaritét
wurde bereits von Sukenik et al.'®" im Bereich der Osmolaritdten 0.1 Osm — 0.8 Osm
nachgewiesen. Sie fanden, dass die Zellhohe mit zunehmender Osmolaritét geringer
wird, wihrend die Adhésionsfliche der Zellen an der Probenkammer annahernd gleich
bleibt.

Fir den Verlauf der FRET-Effizienzzunahme in Abhéngigkeit von der Osmolaritéitszu-
nahme wurde ein exponentielles Modell vorgeschlagen, das beide Groflen miteinander
verkniipft. Das Positivresultat des Modells ist, dass es keine unrealistischen Grenzfélle
der FRET-Effizienzzunahme bei sehr hohen Osmolaritédtsunterschieden voraussagt. Die
hochste nach dem Modell erreichbare FRET-Effizienz liegt bei Epgppr &~ 60 %. Dieser
Absolutwert kann je nach Genauigkeit der Donor-Lebenszeit m schwanken, die Gro-
Benordnung ist aber realistisch. Das Negativresultat ist, dass an zwei benachbarten
Messorten, C und CM, der hochste Unterschied der Effizienzzunahmen bei maximaler
Osmolaritatszunahme vorhergesagt wird, was unrealistisch ist, da beide Messorte im
Zytoplasma sind.

Ob sich der Verlauf der FRET-Effizienzzunahme bei weiteren Osmolaritdtsunterschie-
den geméaf des Modelles Gl. (6.8) verhélt, bleibt zu priifen. Da sowohl die Ensemblegro-
e der gemessenen Zellen N o als auch die der verschiedenen Osmolaritéten cg, gering
ist, kann an dieser Stelle keine eindeutige Aussage getroffen werden. Das vorgeschlagene
Modell ist nur fiir die hyperosmotische Stressbehandlung zu verwenden. Fiir hypoos-
motische Stressunterschiede Ac,m < 0 muss beachtet werden, dass bei iberméafiiger
Wasseraufnahme die Zellmembran den osmotischen Druck nicht mehr standhalten und
die Zelle aufplatzen kann.
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Motivation und Zielsetzung

Ziel dieses Projektes ist, einen optischen Messaufbau zu konzeptionieren und umzu-
setzen, der sowohl die Fluoreszenzbildgebung als auch die Rauschanalyse an alternie-
renden Messorten ermoglicht, wobei letztere den Weg zu prominenten Messmethoden
der Biophysik wie FCSI78) und PCF 1780 [18] sffnet. FCS ist eine seit vielen Jahren
mit grofem Erfolg eingesetzte Einpunktmessmethode zur lokal begrenzten Transport-
quantifizierung. PCF dagegen ist eine Messmethode, die iiber die Art und Geschwin-
digkeit intrazelluldrer Kommunikation zwischen zwei beugungsbegrenzten Volumina in
der Probe Aufschluss gibt. Diese Kommunikation kann durch zellulire Stromungen
oder durch normale und anomale Diffusion zustandekommen. Abgrenzende Topologien
wie intrazellulire Membranen koénnen fiir diese Prozesse dagegen eine Barriere dar-
stellen '™ Im einfachsten Fall unterscheidet PCF iiber die Richtungssensitivitit der
Korrelationsfunktion zwischen diesen Alternativen, auch ohne quantitative Aussagen
iiber Kommunikation oder Nichtkommunikation zu treffen. Eine der ersten motivie-
renden Publikationen von Gratton et al.?*) zur Messmethode PCF befasst sich mit
der Permeabilitdtsuntersuchung der Zellkernmembran und der direkten Messung des
Proteintransportes durch die Kernporen.

Die Etablierung der Messmethode PCF fiir den Lehrstuhl ist angelehnt an die Diplom-
arbeit ,,Korrelationsfunktionen zur Messung von Transportkoeffizienten in Simulation
und Experiment” - Andreas Veres - Universitat Bayreuth - 2012 in der unter ande-
rem versucht wurde, auf einem kommerziellen LSM, dem Leica-TCS-SP5, die PCF-
Messmethode zu realisieren, um raumliche Transportprozesse tiber die implementierte
lineare Abtastvorrichtung (linescan) messen zu konnen. Die Etablierung dieser Me-
thode am LSM gelang aufgrund des prinzipiell niedrigen Signals der Messmethode in
Kombination mit der ineffizienten Implementierung der Linienabtastung im Mikroskop
nicht. Der Grund war, dass die spiegelgesteuerte Linienabtastung héchstens mit einer
Frequenz von f.an = 1400 Hz iiber eine geringste Distanz von 4 pm gesteuert werden
konnte, wahrend etwa 70 % der Messzeit fiir Beschleunigungs- bzw. Abbremsphasen
der Galvanometer verwendet werden musste. Bei Kontrollexperimenten in verschiede-
nen Fluorophorlésungen wurden diese Verlustzeiten durch sehr lange Messzeiten aus-
geglichen. Da dies jedoch in lebenden Zellen nicht moglich ist, musste eine zeiteffiziente
Umsetzung der Strahlablenkung gefunden werden, die das Messen an definierten Orten
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erlaubt.

Alle bisherigen Eigenentwicklungen verschiedener Forschungsgruppen, die Zweipunkt-
messungen erlauben und damit raumliche Kommunikation in zellularen Fluiden tiber
PCF aufdecken konnten, verfiigen iiber fest eingestellte Messdistanzen. Diese Limi-
tierung erlaubt es beispielsweise nicht, den Anomalieparameter der Diffusion «, tiber
PCF zu messen. Dariiber hinaus wird die feste Messdistanz dem niedrigen SNR der
Messmethode nicht gerecht, die eine individuelle Distanzeinstellung auf den kleinst-
moglichen Messabstand erfordert. Kommerzielle Mikroskope, die eine PCF-Messung
ermoglichen, sind nicht erhaltlich. Die bekanntesten, von verschiedenen Forschungs-
gruppen entwickelten, fluoreszenzspektroskopischen, Realisierungen der PCF-Methode
werden im Folgenden kurz vorgestellt.

Die simultane Zweipunktmessung mit Hilfe eines Nomarski-DIC (differential interfe-
rence contrast)-Prismas und polarisierter Anregung und Detektion wurde bereits von
Dertinger et al.'®1 zur Messung absoluter Diffusionskonstanten realisiert. Bei dieser
Methode werden die bei der Anregung der Probe nach Polarisationsrichtung rdumlich
separierten Foki bei der Detektion wieder zusammengefiithrt. Dabei ist jedoch der Ab-
stand der erzeugten Foki in der Probe durch das Prisma selbst vorgegeben und nur
durch Bauteilwechsel und Nachjustage verdnderbar. Dittrich et al.!'82 entwickelte des
Weiteren einen Zweipunktmessaufbau, bei dem der Abstand der Foki im Anregungs-
pfad variabel ist, jedoch durch die Einkopplung in eine zweigeteilte Detektorglasfaser
wiederum festgelegt werden muss. Eine weitere bekannte Realisierung der Mehrpunkt-
messung ist Digman et al. iber die kreisférmige Abtastung (orbital scanning) gelungen,
iiber die Verlustzeiten der Spiegelbeschleunigungsphasen umgangen werden 89, In die-
sem Fall ist die Messdistanz entlang des Orbits definiert und damit frei. Die Steuerung
der Abtastung wird aber iiber Galvanometer gelenkt und ist damit ineffizient.

Das Aufdecken intrazellularer Transportwege ist fiir die Biophysik von héchstem In-
teresse und PCF o6ffnet hierfiir den Weg. Die PCF-Methode erméglicht dem Experi-
mentator beispielsweise die Quantifizierung der Stresspropagation in zellularen Flui-
den nach auferen Stoérungen. Die Methode erlaubt es auch, auf einfache Weise durch
zellularen Stress hervorgerufene Stromungen von der brownschen Molekularbewegung
zu unterscheiden. Diese Moglichkeiten heben die PCF-Methode von lokal begrenzten
spektroskopischen Verfahren ab und verdeutlichen die Wichtigkeit der Umsetzung im
biophysikalischen Forschungsfeld.

Dieser Teil der Arbeit befasst sich mit der Konzeption eines Mikroskops, das iiber eine
AOD (accousto optical deflector)-gesteuerte Strahlablenkung schnelle Fluoreszenzmes-
sungen an rdumlich alternierenden Orten erlaubt. Die rdumlich aufgelosten Zeitreihen
der Fluoreszenz konnen anschlieend tiber Korrelationsfunktionen analysiert werden.
Zusétzlich ist der Experimentator in der Lage, iiber die Lichtblattbeleuchtung der Pro-
be beugungsbegrenzte Weitfeldfluoreszenzaufnahmen zu erstellen. In Abb. 6.6 wird die
Idee des Mikroskops skizziert.
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Laser

Lichtblatt-Pfad

AOD-Pfad

PMT

GM

= Stage

Kamera

Abbildung 6.6.: Mikroskop-Konzeptskizze. Gezeigt ist der vereinfachte Aufbau des Mikroskops.
Die Strahlwege sind farblich nach Anregung (griin) und Detektion (rot) gekennzeichnet. Die Beleuch-
tungsquelle ist ein Laser. Der Beleuchtungsstrahl nimmt entweder den AOD-Pfad oder den Licht-
blatt-Pfad tiber den Galvanometer GM zur Probe auf dem Mikroskopietisch (Stage). Die Detektion
fiihrt von der Stage iiber den Galvanometer entweder auf die Kamera oder den Photomultiplier
[PMT]. Die Beleuchtungs- und Detektionspfade kénnen durch elektronisch gesteuerte Spiegel gewéhlt
werden. Von den vier moglichen Kombinationen der Anregung und Detektion: a) AOD — PMT, b)
AOD — Kamera, c) Lichtblatt — Kamera und d) Lichtblatt — PMT sind die ersten drei sinnvoll
nutzbar. a) Fluoreszenz-Korrelationsanwendungen: FCS, PCF, RICS. b), c) fluoreszenzmikroskopi-
sche Bildgebung (imaging), hochstauflosende Fluoreszenzbildgebung SOFT.
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Zwei Mikroskoptypen werden vereinigt, um den Anspriichen der Weitfeldfluoreszenz-
mikroskopie wie auch der Mehrpunktmessung gerecht zu werden. Kombiniert wird ein
Lichtblattmikroskop, bei dem die Beleuchtung antiparallel zur Detektion erfolgt [Ka-
pitel 7.1] und ein Einfokusmikroskop, das entweder an einem festen Ort oder schnell
alternierend an mehreren verschiedenen Orten entlang einer Dimension Fluoreszenz-
messungen ermoglicht [Kapitel 7.2]. Samtliche Mikroskopkomponenten, die in den fol-
genden Unterkapiteln erwahnt werden, sind in Appendix V nach Firmen und Positionen
mit Bezug zum Detailplan des Mikroskops [Abb. 7.3] aufgefiihrt.

7.1. Weitfeldfluoreszenzmikroskopie

Das Konzept der Lichtblattmikroskopie ist sehr populdar und geht auf Zsigmondy et
al. 183 zuriick. Das wesentliche Prinzip bei der Lichtblattmikroskopie [SPIM] ist,
dass die Detektion der Fluoreszenz senkrecht zur Beleuchtungsrichtung erfolgt, womit
die Tiefendiskriminierung in der Probe durch die Lichtblattdicke definiert ist. Das Prin-
zip der Tiefendiskriminierung durch eine Lochblende wurde in Kapitel 1.3.2 vorgestellt.
Bei dem hier vorgestellten Mikroskop handelt es sich jedoch nicht um ein SPIM, da die
Detektion invertiert ist, sie erfolgt antiparallel zur Beleuchtungsrichtung. Das Prinzip
dieser Beleuchtungs- und Detektionsmethode ist in Abb. 7.1 gezeigt.

Durch diese Lichtblattbeleuchtung ergibt sich die Mdoglichkeit einen lateralen Schnitt
der Probe simultan auszulesen, das Lichtblatt zu verschieben, wieder einen Schnitt
auszulesen und dieserart die Probe abzurastern (scanning). Da dabei konstruktions-
bedingt immer derselbe Bereich des Kamerasensors beleuchtet wird, ist der messbare
Ausschnitt in der Probe nur in einer Dimension durch die Grofle des Kamerasensors
limitiert. Als Vorlage fiir diese Mikroskopietechnik dient die Publikation von Lee et
al.'®4 mit dem Unterschied, dass dort sowohl der Beleuchtungspfad als auch der De-
tektionspfad getrennt tiber Galvanometer gelenkt wird. Auf diese Art werden zwar hohe
Bildwiederholraten (frame-rate) erreicht, durch die GroBle des Kamerasensors kénnen
aber nur kleine Ausschnitte der Probe beobachtet werden.
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Abbildung 7.1.: Prinzip der invertierten Weitfeldfluoreszenzmikroskopie. Gezeigt ist die
streifenweise Beleuchtung und Detektion der Probe. a:) Der Laserstrahl wird tiber den Dichroiten
und den Galvanometer auf die Probe gelenkt. Die angeregte Fluoreszenz nimmt bis zum Dichroiten
den rickwéirtigen Weg und wird auf die Kamera abgebildet. In jedem Zeitschritt ¢ = 1,2,3, ... wird
ein Streifen des Fluoreszenzbildes aufgenommen. Die Belichtungszeit der Kamera wird dabei mit der
Bewegung des Galvanometers synchronisiert. Nach der Aufnahme aller Bildstreifen (b)) kénnen diese
manuell zum Gesamtbild (c)) zusammengesetzt werden. Die experimentelle Umsetzung der streifen-
weisen Abtastung der Probe wird durch Lichtbldtter realisiert. Das Wesentliche an dieser Aufnahme-
methode ist, dass jedes beleuchtete Lichtblatt auf denselben Bereich des Kamerasensors abgebildet
wird. Dadurch ist der messbare Ausschnitt der Probe nur in einer Dimension durch das Lichtblatt und
die Grofle des Kamerasensors limitiert.

7.2. Transport- und Kommunikationsmessung

Die Transportquantifizierung itber FCSI') nutzt die Rauschanalyse einer Fluoreszenz-
zeitreihe durch Korrelationsfunktionen. Wird die Intensitéit einer fluoreszenten Probe
mit hoher Zeitauflosung an einem festen Ort gemessen, erzeugt jedes Teilchen, das
in das Beleuchtungsvolumen diffundiert, einen Anstieg der detektierten Fluoreszenz
in Abhéangigkeit von der Laborzeit. Genauso sinkt die Fluoreszenz an jenem Ort, so-
bald ein Teilchen das Beleuchtungsvolumen verlasst. Durch diese Messung erhalt man
eine Fluoreszenzzeitreihe, die die Fluktuation der Fluoreszenzintensitat enthéalt. Die
Zeitskala, auf der diese Fluktuation stattfindet, hangt von der Diffusionskonstante des
untersuchten fluoreszenten Proteins und der Ausdehnung des Beleuchtungsvolumens
ab. Untersucht man die Fluoreszenzzeitreihe mit Hilfe von ACF, lasst sich die charak-
teristische Zeitskala auf der Teilchen das Beleuchtungsvolumen betreten und verlassen
quantifizieren. Diese Zeit ist die mittlere Aufenthaltsdauer der Teilchen im Beleuch-
tungsvolumen und wird Diffusionszeit 74;¢ genannt.

Erweitert man die beschriebene Einpunktmessung auf zwei rdumlich getrennte Orte,
Fokus 1 und Fokus 2, erhalt man zwei verschiedene Fluoreszenzzeitreihen, eine je Mes-
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sort. Beide Fluoreszenzzeitreihen enthalten die Information tiber die lokale Transport-
geschwindigkeit und lassen sich getrennt mit Hilfe der ACF untersuchen. Die Methode
PCF bietet hier zusétzlich die Moglichkeit, die Zeitskala, auf der ein bestimmtes Teil-
chen Fokus 1 verlasst und Fokus 2 betritt, oder Fokus 2 verldsst und Fokus 1 betritt,
zu bestimmen. Wahrend bei ACF eine Fluoreszenzzeitreihe mit sich selbst verglichen
wird, untersucht PCF die Gemeinsamkeiten zweier Zeitreihen. Mit Hilfe der PCF-
Methode lasst sich damit die Kommunikationsgeschwindigkeit der Messorte, Fokus 1
und Fokus 2, bezogen auf eine fluoreszente Proteinsorte quantifizieren. Das Prinzip von
Zweipunktmessungen und deren Auswertung iiber PCF ist in Abb. 7.2 gezeigt.

[ Kommunikation } [ Nichtkommunikation }
® ® ®
® ° ®
P o
o ® ¢ °H.,
Fokus 1 Fokus 2 Fokus 1 Fokus 2
Zeitreihe 1 Zeitreihe 2 Zeitreihe 1 Zeitreihe 2
l PiF I l P;F I
A A
G(w) G(1)
Tc.om Ty - Ty -

Abbildung 7.2.: Prinzip der Kommunikationsmessung durch PCF. Gezeigt ist die Messung
der Transportgeschwindigkeit fluoreszenter Teilchen zwischen den beiden Messorten Fokus 1 und Fokus
2 in einem abgeschlossenen System wie dem Zytoplasma und das Ergebnis der PCF-Auswertung G(7y).
Ein akustooptischer Deflektor beleuchtet abwechselnd die Messorte 1 und 2. Die Beleuchtungsfoki sind
blau-rot und fluoreszente Teilchen durch griine Punkte angedeutet. Die Kommunikationsgeschwindig-
keit zwischen den beiden Messorten wird iiber die Transitzeit 7¢om quantifiziert. Kommunikation:
Die Teilchen koénnen sich frei zwischen den beiden Foki bewegen, die Transitzeit zwischen den Foki ist
durch 7.0, gegeben. Nichtkommunikation: Eine Barriere verhindert, dass dieselben Teilchen sowohl
vom Fokus 1 als auch vom Fokus 2 erfasst werden. Die PCF zeigt das Vorhandensein der Barriere
durch G(7¢) = 0 im gesamten Zeitbereich 7.
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7.3. Aufbau und Konstruktion des Mikroskops

Die Zweipunktmessung wird bei diesem Mikroskopaufbau durch schnelles Umschalten
der Beleuchtungsfoki von einem Messort zum anderen mit Hilfe eines AOD umgesetzt.

7.3. Aufbau und Konstruktion des Mikroskops

Um der Anforderung der variablen Messdistanz und schneller Alternierung im Mehrfo-
kusbetrieb gerecht zu werden, muss eine Strahlablenkungsmethode gefunden werden,
die schneller ist als iiber Galvanometer erzielbare Werte (~ 1ms). Hierfur stehen EOD
(electro optical deflector) und AOD zur Wahl!'%) Optoelektrische Systeme, die den
Pockels-Effekt %6 nutzen, sind zwar sehr Reaktionsschnell (<1 ps), haben aber kleine
Ablenkwinkel (~ 1prad), was den Strahlengang unnétig verldngert. Ein AOD bietet
dagegen einen akzeptablen Kompromiss zwischen der Reaktionszeit und méglichen Ab-
lenkwinkeln. Die Entscheidung féllt deshalb auf ein akustooptisches System mit einer
Schaltzeit 7, =~ 5ps und mittlerem Ablenkwinkel v, ~ 20 mrad.

Der Aufbau ist aufgeteilt in einen alternierenden Einpunkt-Messpfad, auch AOD-Pfad
genannt, und einen Bildgebungs-Messpfad, auch Lichtblatt-Pfad genannt, die iiber elek-
tronisch gesteuerte Spiegel innerhalb T, = 1.5s gewechselt werden kénnen. Es sind
zwei senkrecht zueinander justierte Ablenkungssysteme implementiert, ein AOD und
ein GM, die bei Synchronisation auch den Einsatz des Mikroskops als LSM ermoglichen.

Eine detaillierte Ubersicht des Aufbaus mit den alternativen Beleuchtungs- und De-
tektionspfaden ist in Abb. 7.3 gezeigt. Die Strahlwege in den Anregungspfaden werden
in Kapitel 7.5.2 beschrieben, die Strahlwege der Detektionspfade in Kapitel 7.5.3.

7.4. Komponenten

In den folgenden Unterkapiteln werden wichtige Parameter folgender Komponenten
beschrieben: AOD, Laser, GM, Objektiv, Mikroskopietisch (X-Y-Stage), PMT und
Kamera. Zunéachst wird das Prinzip der Strahlablenkung iiber einen akustooptischen
Deflektor erklért und die Auswahl des Lasers als Beleuchtungsquelle begriindet, da
der AOD und der Laser beziiglich bestimmter Parameter miteinander kompatibel sein
miissen. Als Néchstes folgt die elementare Funktionsweise eines Galvanometers. Diese
Komponente wird ebenfalls fiir die Strahlablenkung genutzt, verfiigt aber iiber kei-
ne Besonderheiten im Vergleich zu anderen GM. Das verwendete Leica-Objektiv wird
vorgestellt, da die Beschreibung der Strahlfithrung Bezeichnungen verwendet, die an
dieser Stelle definiert werden miissen. Erlauterungen zum Mikroskopietisch und den
Detektionsmoglichkeiten der Fluoreszenz tiber PMT und Kamera schlieffen die Kom-
ponentenbeschreibung ab.
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Abbildung 7.3.: Detailplan des Mikroskopaufbaus. Laser: Beleuchtungsquelle,L: Linsen, M: Spiegel, P: Lochblende (pinhole), CL: Zylin-
derlinse, F: Filter, SM: elektronisch gesteuerter Klappspiegel, D: dichroitischer Spiegel, AOD: akustooptischer Deflektor, GM: Galvanometer,
Kamera: rdaumlich aufgeloste Detektion, PMT: einzelphotonensensitive Detektion, X Y-Stage: Mikroskopietisch. Die Funktion der Bauteile beziig-
lich Strahlformung, Polarisation im Anregungs- und Detektionspfad etc. sind dem Flieitext zu entnehmen. Vergleiche auch Abb. 7.7 und Abb. 7.8,
fiir die linearisiert dargestellte Strahlfithrung. Anregung: AOD-Pfad (tiirkis), Lichtblatt-Pfad (griin), PMT-Detektion: (rot—bordeauxrot),
Lichtblatt-Detektion: (rot—rot). Die Abmessungen des Aufbaus sind 1.8 mx1.2m.
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7.4. Komponenten

7.4.1. Akustooptischer Deflektor

Akustooptische Deflektoren sind fiir die Strahlablenkung im Bereich von 7, ~ 20 mrad
geeignet. Sie verfligen tiber hohe Reaktionszeiten im 7, ~ 5 ps-Bereich und sind damit
etwa 100x schneller als Galvanometer 8%, Dariiber hinaus ist ihre Schaltzeit 7, unab-
héangig vom Ablenkwinkel v,. Fiir den geplanten Aufbau wurde der AOD AA.DTSX-
250-488-RS!'¥7 der Firma Pegasus-Optik gewéhlt. Das Funktionsprinzip dieses Ablen-
kungssystems beruht auf der longitudinalen periodischen Kompression eines optisch
transparenten Kristalls (typischerweise (TeO,)) und der damit einhergehenden Ande-
rung des Brechungsindex. Diese Anderung im Brechungsindex des Kristalls fithrt dazu,
dass der Laserstrahl in Abhéngigkeit von der Modulationsfrequenz f, unter verschie-
denen Winkeln ~, aus dem Kristall austritt.

Aex A fa D,
7 2nv, E Vg (7.1)

In GL (7.1) bezeichnet 7, den Ablenkwinkel der ersten Ordnung, e, die Vakuumwel-
lenléinge des Lasers, A f, die Anderung der Frequenz der akustischen Welle, n den Bre-
chungsindex des TeO,-Kristalls und v, die akustische Ausbreitungsgeschwindigkeit im
Kristall. Die Strahlablenkungszeit 7, héingt von der AOD-Apertur D, und der Schallge-
schwindigkeit v, ab. Die experimentell zugianglichen Parameter sind die eingekoppelte
Schallfrequenz f, sowie die Wellenldnge des Lasers \q. Die eindimensionale Modulation
des Kristalls hat zur Folge, dass durch den AOD nur eine Polarisationsrichtung abge-
lenkt werden kann, weshalb zusétzlich zur bestehenden Polarisation des Lasers [Kapitel
7.4.2] ein Polarisationsfilter direkt vor dem AOD zur Filterung nicht ablenkbarer Po-
larisationsrichtungen benétigt wird. Die Ablenkungseffizienz (deflection efficiency) ist
bei einem AOD typischerweise im Bereich von ~ 70% und ist durch das Verhéltnis
der Intensitit der ersten Ordnung zur Eingangsintensitéit definiert. Abb. 7.4 zeigt die
Funktionsweise eines akustooptischen Deflektors. Der AOD sorgt bei diesem Aufbau
fiir die Strahlablenkung in vertikaler Richtung zur Tischebene.

Ei 1. Ordnung
ingang
— 0. Ordnung

Abbildung 7.4.: Funktionsprinzip eines akustooptischen Deflektors (AOD). Der Sender,
Empfinger und der dazwischen angebrachte TeOs-Kristall bilden eine Einheit und werden im Gehéu-
se des AOD in der Weise gekippt montiert, dass die 0. Ordnung des Beleuchtungsstrahls (Eingang),
parallel zur optischen Achse transmittiert wird. Die 1. Ordnung bezeichnet den Anteil des eingekop-
pelten Laserstrahls, der um den Winkel «, abgelenkt werden kann. D,: Aperturdurchmesser des
AOD. Der Sender emittiert akustische Wellen der Frequenz f,, die durch den TeOo-Kristall mit der
Geschwindigkeit v, propagieren und vom Empféanger absorbiert werden.
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7.4.2. Laser

Es wurde ein Cobolt-Calypso™®® cw (continuous wave)-Laser mit der Wellenlinge
Aex = 491nm und schmaler spektraler Breite AA. ~ 0.8 fm gewéhlt, da der AOD
optimiert auf diese Wellenldnge arbeitet und benachbarte Wellenlangen verschieden
stark abgelenkt werden (dispersion). Der Laser sendet bei vorgesehener Installation
einen senkrecht zur Tischebene polarisierten Strahl aus.

Es wurde auch erwogen, einen gepulsten Laser zu verwenden. Dieser ist in Kombination
mit dem AOD ohne weitere Dispersionskorrekturen allerdings ungeeignet, da ein Laserpuls
verschiedene Fourierkomponenten und damit Wellenlangen enthalt, die bei der Ablenkung
des Strahls durch den AOD das GauBprofil in Abhangigkeit von der Anstiegsdauer des
Laserpulses deformieren kénnen. Die Publikation von Ngoi et al.['8] befasst sich mit Kor-
rekturmoglichkeiten, die den Einsatz gepulster Laser fiir AOD-Strahlablenkungssysteme
ermoglichen.

7.4.3. Galvanometer-Scanner

Galvanometer nutzen das Prinzip der elektromagnetischen Induktion und reagieren auf
eine angelegte Spannung mit einer Spiegelrotation, die zur Strahlablenkung genutzt
wird. Fiir die Strahlablenkung in der zur Tischebene horizontalen Ebene wurde der
GM 6215HSM40!%% der Firma Cambridge Technology verwendet. Der GM bildet mit
dem AOD ein X-Y-Ablenkungssystem, mit dem das Mikroskop auch als LSM eingesetzt
werden kann.

7.4.4. Objektiv
Als Objektiv wird ein HC PL APO CS 63x/1.2 CORR €S2 von Leica Microsys-

tems verwendet. Dies ist ein Wasserimmersionsobjektiv mit einer Vergroflerung von
Moy; = 63 und einer numerischen Apertur von NA = 1.2. Es ist fiir Abtastanwendun-
gen (scanning applications) optimiert und chromatisch sowie sphérisch korrigiert. Dies
bedeutet, dass die Arbeitsebene nicht gekriimmt ist und alle Fluoreszenzwellenldngen
im Arbeitsabstand gleichermaflen parallelisiert werden. Umgekehrt werden auch unter
beliebigen Einfallswinkeln auf die BFP (back focal plane) treffende Strahlen in dieselbe
Ebene fokussiert. Abb. 7.5 zeigt ein Leica-Objektiv mit den Bezeichnungen und Mafen,
die in der Strahlbeschreibung [Kapitel 7.5] verwendet werden.
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Gewinde BFA
\

PD Gehause

Beleuchtungs-
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Abbildung 7.5.: Skizze eines Leica-Objektivs. Gezeigt ist der schematische Aufbau des ver-
wendeten Leica Objektivs HC PL APO CS 63x/1.2 CORR CS2 mit den wesentlichen Mafen, die in
den Kapiteln zur Strahlfithrung verwendet werden. Die Abmessungen wurden zum Teil der Objektiv-
Broschiire 91 entnommen, BFA wurde gemessen. BFA:: hinterer Aperturdurchmesser (back focal aper-
ture) BFA = 9.5 mm, BFP: hintere Fokalebene (back focal plane) BFP = 17.5 mm. Die hintere Fokal-
ebene wird beziiglich des Gehduseanschlags (rot), das mit dem Montagegewinde endet, angegeben. Die
Gewindeldnge des Montagegewindes (M25) ist G = 5mm, der Durchmesser ist Gq = 25 mm. FWD:
Arbeitsabstand (free working distance) FWD = 0.3 mm. Der Beleuchtungskonus ist griin gezeigt. Die
Spitze des Konus, in dem das fokale Volumen erzeugt wird, definiert mit dem Geh&useanschlag den
Parfokalabstand PD (parfocal distance) PD = 45mm. ana: maximaler Offnungswinkel des Objek-
tivs, definiert zusammen mit dem Brechungsindex n des Immersionsmediums die numerische Apertur
NA = nsin(ana). Fir das Leica Objektiv gilt NA = 1.2.

7.4.5. Mikroskopietisch

Der Mikroskopietisch bei diesem Aufbau besteht aus der X-Y-Stage MLS203-119% mit
dem Probenhalter MLS203-P2[93 und der Steuerungseinheit BBD202-211%4 der Firma
Thorlabs. Der Mikroskopietisch wird iiber vier Sdulen auf dem optischen Tisch befes-
tigt. Der Strahl wird iiber den Spiegel M8 aus der optischen Achse ausgelenkt und
vertikal von unten in das Objektiv justiert.

7.4.6. Photomultiplier

Fiir die Detektion der Fluoreszenz im AOD-Pfad wird der PMT H7421-401'%! der Firma
Hamamatsu verwendet. Dieser hat einen Detektionsbereich Ay = 300 — 720 nm mit
der maximalen Detektionseffizienz bei A\get = 580 nm. Der Sensordurchmesser betragt
Dpyr = 5mm. Die typische Dunkelzéhlrate (dark count rate) betragt Raax = 100 %ﬂts

7.4.7. Kamera

Fiur die Detektion der Fluoreszenz im AOD- und Lichtblattpfad wird die Kamera DC-
150Q-FI1%  Neo“ der Firma Andor-Technology verwendet. Es handelt sich um eine
sCMOS-Kamera mit einem Detektionsbereich AMget = 400 — 800 nm bei einer Detek-
tionseffizienz Fgo > 30%. Der Sensor hat, bezogen auf die optische Tischebene, die
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Kapitel 7. Idee und Umsetzung

Abmessungen hgensor = 16.6 mm und deensor = 14 mm. Dies entspricht der Pixelzahl
Ny x Ny = 2160 x 2560 bei einer Pixelgrofe von ps = 6.5um. Die maximale Auf-
nahmerate beim Auslesen des gesamten Sensors betrigt RSP, = 100fps. Bei dieser
Kamera besteht die Moglichkeit, nicht den gesamten Sensor, sondern einen minimalen,
zentralen Bereich von Ny x Ny = 12 x 2560 Pixeln auszulesen und dadurch die Aufnah-
merate auf bis zu Rjuay ~ 5000 fps zu steigern. Diese Eigenschaft der Kamera wird bei
der Lichtblatt-Detektion [Kapitel 7.5.3] fir die fluoreszenzmikroskopische Bildgebung

ausgenutzt.

7.5. Strahlfiihrung im Anregungs- und Detektionspfad

In Kapitel 7.5.2 wird die Formgebung, Filterung und Ablenkung des Anregungsstrahls
im AOD- und Lichtblattpfad bis zum Objektiv beschrieben. Kapitel 7.5.3 befasst sich
mit der Formgebung und Filterung der detektierten Fluoreszenz vom Objektiv bis zu
den moglichen Detektionsvarianten, der Kamera und dem PMT. Die Strahlfithrung in
den Anregungspfaden [Abb. 7.7] und den Detektionspfaden [Abb. 7.8] zeigt die mittlere
Ausleuchtung der Linsen. Die Berechnung der Ablenkung und Formgebung verwendet
die Prinzipien der Strahlenoptik [Kapitel 7.5.1].

Samtliche Referenzen zu optischen, mechanischen und elektrischen Komponenten in den
folgenden Kapiteln beziehen sich auf die Konstruktionsansicht [Abb. 7.3] die Strahlfiih-
rung in den Anregungspfaden [Abb. 7.7] und die Strahlfithrung in den Detektionspfa-
den [Abb. 7.8]. Die Indizes der Strahldurchmesser d, und Foki fi, beziehen sich auf die
Komponenten, wie z.B. fr; zu L1. Als Strahldurchmesser werden die 1/e? Durchmes-
ser in Anregungs- wie auch Detektionsrichtung mit Bezug zur jeweiligen Komponente
angegeben. Die Beschreibung der Strahlfithrung verlauft im Anregungs- wie auch im
Detektionsstrahlengang von links nach rechts.

In den Beleuchtungspfaden [Kapitel 7.5.2] werden die Spiegel M1-M5 und SM1-SM2
mit 97 % Reflektivitdt bei A\ex = 491 nm gewdhlt, da minimale Transmissionsverluste
durch die Laserleistung von P, = 50 mW ausgeglichen werden konnen. Die Linsen L1-
L4 wie auch die Zylinderlinsen CL1-CL3 sind im Wellenlangenbereich 350 — 700 nm
antireflexbeschichtete und spharisch korrigierte Plankonvexlinsen ohne chromatische
Korrektur, da der Mikroskopaufbau monochromatische Beleuchtung verwendet. Der
gleichzeitige Einsatz mehrerer Laser mit verschiedenen Wellenldngen im Beleuchtungs-
pfad ist in der vorgestellten Konfiguration also nicht méoglich.

Im Anregungs-Detektionspfad, in dem entweder nur Detektion oder sowohl Anregung
als auch Detektion stattfindet, werden die Spiegel M6-M8, SM3 und der Galvanometer-
Spiegel GM passend zum Emissionsspektrum von GFP 17 mit 99 % mittlerer Reflek-
tivitdt im Bereich 500 — 550 nm gewahlt. Die Linsen L5-L10 sind sowohl sphérisch als
auch chromatisch korrigiert und antireflexbeschichtet.
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7.5.1. Berechnung der Strahlfiihrung

Zur Berechnung der Strahlversitze, Strahldurchmesser sowie Ein- und Ausfallswinkel
in den Anregungs- und Detektionspfaden werden die Gesetze der Strahlenoptik verwen-
det. Diese ist im Vergleich zur Wellenoptik eine Nédherung zur Strahlbeschreibung, bei
nicht beugungsbegrenzten Abbildungen jedoch vollig ausreichend. Das Werkzeug der
Strahlenoptik wird Matritzenoptik genannt und vereinfacht die Berechnung ldngerer
Strahlfithrungen. Bei der Matritzenoptik werden Linsen und freie optische Wege als
Matritzen und Lichtstrahlen als Vektoren dargestellt. Die Strahlfiihrung kann als Ma-
tritzenmultiplikation berechnet werden. Die Matritzen und Vektoren fiir diinne Linsen
L, freie Wegstrecken T und Strahlen B sind in Gl. (7.2) gezeigt. Abb. 7.6 zeigt haufige
Strahltransformationen und die Anordnung zweier Linsen im Keplersystem.

1 0 1 di, = Vv
A N

In Gl. (7.2) bezeichnet die Matrix L eine Linse mit der Brennweite f,. Fiir fokussierende
(konvexe) Linsen wird fi, positiv, fiir konkave negativ gesetzt. Bei dem vorgestellten
Mikroskop werden nur fokussierende Linsen verwendet. T bezeichnet die Transfermatrix
fiir Bereiche ohne optische Komponenten im Strahlengang. Wenn zwei Linsen A und
B im Keplerabstand zueinander sind, gilt dy;, = froa + fus- R bezeichnet den Strahl in
der Hohe V' von der optischen Achse, unter dem Winkel a;, (i: in, o: out) zur optischen
Achse. Die Matritzenmultiplikation muss in umgekehrter Reihenfolge zur Strahlfithrung
berechnet werden. Wendet man Gl. (7.2) auf die Beispiele in Abb. 7.6 an erhélt man
Gl (7.3) und Gl. (7.4).

Ty Ly Tap-Ly-Ty-Ri= R, (7.3)
. /_Difm

R, = (_ ?ﬁ) (7.4)
'fue

7.5.2. Punkt- und Lichtblattanregung

In diesem Abschnitt wird die Strahlfithrung in den Anregungspfaden im Detail be-
schrieben. Abb. 7.7 dient dabei als Bezug fiir die Bezeichnungen im AOD- wie auch im
Lichtblattpfad.

Der Laserstrahl der Wellenlange Aoy = 491 nm tritt aus dem Laser mit einem Durch-
messer diyye = 700 pm aus und wird tiber die Spiegel M1 und M2 auf die optische
Achse der Hohe H,,, = 65 mm horizontal zur Tischebene justiert. Das Kepler-System,
bestehend aus L1 und L2, weitet den Strahl iiber das Verhéltnis ihrer Brennweiten
auf: drp = 4.2mm. Im Abstand fr,; = 50 mm ist die Lochblende P (pinhole) zur zu-
sitzlichen Strahlreinigung angebracht. Der Spiegel M3 fiihrt den aufgeweiteten Strahl
den beiden Beleuchtungspfaden zu.
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Kapitel 7. Idee und Umsetzung

Abbildung 7.6.: Elementare Strahlfiihrung und Keplersystem. Gezeigt sind zwei héufige Bei-
spiele der Strahlfiihrung. Der Lichtstrahl ist griin gezeigt, die optische Achse durch die gestrichelte
Linie. Lx und Ly: Konvexlinsen. a) gezeigt wird ein Linsenpaar im Keplerabstand dy1, = fra + fus.
Ein solches Linsenpaar wird auch Keplersystem genannt. Der Lichtstrahl fallt zentral auf die Linse L,
wird von diesem im Fokusabstand fi,a fokussiert. Der Strahl defokussiert anschlieBend und wird von
der Linse Ly im Abstand von der Linse La [drr, = fua + fup] parallelisiert. Der Strahldurchmesser
D, kann durch das Verhéltnis der Fokusabstinde fro und fip und dem Durchmesser D; des einfal-
lenden Strahls R; berechnet werden. b) gezeigt wird eine typische Strahlfithrung, wenn der Lichtstrahl
R; im Winkel o zur optischen Achse auf die Linse trifft. Strahlversatz parallel zur optischen Achse:
Va = fra tan(oy). Die Strahldurchmesser sind durch die Fokusabstédnde fia und fip verkniipft, der
Ausfallswinkel des Strahls o, kann mit Hilfe der Matritzenoptik berechnet werden.
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7.5. Strahlfihrung im Anregungs- und Detektionspfad

Anregung - AOD-Pfad

Im Falle der AOD-Beleuchtung [a) in Abb. 7.7] wird der Klappspiegel SM1 auf Trans-
mission geschaltet, wodurch der Anregungsstrahl iber den Spiegel M5 auf den AOD
gelenkt wird. Zur Sduberung der Polarisation vertikal zur Tischebene dient der drehbare
Polarisationsfilter F1. Der AOD ist auf einem Goniometer installiert, der die Paralle-
litat des abgelenkten Strahls zur optischen Achse vertikal zur Tischebene sicherstellt.
Die Linse L3 fokussiert den abgelenkten Strahl und richtet ihn parallel zur optischen
Achse aus. Nach L3 wird ein \/4-Plattchen verwendet, um aus der linear polarisierten
Ausgangswelle eine zirkular polarisierte Welle zu erzeugen und so die v/2-fache Anre-
gungseffizienz zu erreichen. Das Keplersystem aus L3 und L4 weitet den Strahl auf
dp4 = 5.6 mm auf und L4 lenkt ihn zusétzlich auf den Galvanometer-Spiegel GM. Die
Ablenkung durch den AOD erfolgt in der orthogonalen Richtung zum Freiheitsgrad
des GM, sodass iiber die synchronisierte Steuerung von AOD und GM eine zweidi-
mensionale Abrasterung der Probe, wie bei einem LSM moglich ist. Der Unterschied
zum LSM an dieser Stelle ist, dass die Abtastrichtungen unterschiedlich schnell gesteu-
ert werden konnen. Das Keplersystem aus L5 und L6 weitet den Strahl wie auch im
Falle der Lichtblattbeleuchtung auf drg = 11.2 mm = wy auf und lenkt ihn parallelisiert
in das Objektiv.

Da der hintere Objektivaperturdurchmesser, BFA: Dgp; = 9.5 mm betrigt, wird das
Objektiv tiberbeleuchtet. Die Abmessungen des Anregungsvolumens in lateraler und
axialer Richtung werden in Kapitel 8.1 berechnet.

Die exemplarische Ablenkung um 7, = 21 mrad in Abb. 7.7 - a), fithrt zu einem au-
Bermittigen Strahlversatz von Vi, ., = 1.6 mm und mit Mop; zu einem Versatz in der
Probe von Vi -, = 25 pm [GL. (7.5)]. Die Beleuchtung erfolgt direkt vor dem Objektiv
unter dem Winkel p; = 8 mrad, der gleichzeitig dem Austrittswinkel 3, der Fluoreszenz
in Abb. 7.8 entspricht.

‘/Outﬂ’o = —7 (75)

Anregung - Lichtblatt-Pfad

Im Falle der Lichtblattbeleuchtung [by, be, ¢ in Abb. 7.7] wird der elektronisch steu-
erbare Klappspiegel SM1 auf Reflexion gestellt. Dieser fithrt den Strahl dem Zylinder-
linsensystem bestehend aus CL1, CL2 und CL3 zu. Die Zylinderlinsen CL1 und CL2
deformieren den symmetrischen Gauflstrahl zu einem senkrecht zur Tischebene ellip-
tisch elongierten Strahl mit den Halbachsen dcpanor = 4.2 mm und depg ver = 16.8 mm.
Die Zylinderlinse CL3 fokussiert den Strahl vertikal zur Tischebene und lésst ihn ho-
rizontal dazu unverdndert. Der Spiegel M4 lenkt den Strahl auf den reflektierenden
Klappspiegel SM2. Ab dieser Stelle nehmen die Lichtblattbeleuchtung und die AOD-
Beleuchtung denselben Weg. Die Linse L4 greift den Strahl von CL3 auf, fokussiert ihn
horizontal zur Tischebene und parallelisiert ihn senkrecht dazu iiber den dichroitischen
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Spiegel D auf den Galvanometer GM.

Wahrend der Strahl vor CL3 senkrecht zur Tischebene elongiert war, ist er auf dem
GM horizontal elongiert und vertikal fokussiert. Zusétzlich stellt das System aus CL3
und L4 ein Keplersystem horizontal zur Tischebene dar, welches den Strahl in dieser
Dimension auf dp4ne = 5.6 mm aufweitet.

Uber das Keplersystem L5, L6 und iiber die Spiegel M6-MS8 wird der Anregungsstrahl
mit dem MaB digpor = 11.2mm in das Objektiv gelenkt und von dis yer = 8.4 mm aus-
gehend auf die hintere Aperturebene [BFP] des Objektivs fokussiert.

Da die hintere Objektivapertur [BFA] Doy = 9.5 mm betrigt, wird das Objektiv mit
drgnor = 11.2mm iiberbeleuchtet. Diese Uberbeleuchtung in der horizontalen fiihrt da-
bei zu einem Lichtblattdurchmesser dg... = 0.5 pm im Arbeitsabstand des Objektivs,
siche Kapitel 8.1.1. Die Hohe des Lichtblattes hZ., kann durch den Strahldurchmes-
ser digver und der Vergroferung des Objektivs Moy; = 63 tiber Gl. (7.6) abgeschétzt
werden. Auf diese Weise wird ein Lichtblatt mit den Abmessungen Gl. (7.7) im Ar-
beitsabstand des Objektivs, senkrecht zur Tischebene erzeugt. Dieses Lichtblatt kann

iiber die Ansteuerung des GM parallel zur Ausdehnung dg,.. in der Probe verfahren

werden.
dLﬁ ver
Reet = . 7.6
heet MObj ( )
Ageet X Noneet = 0.51um x 130 pm (7.7)

Bei einer Ablenkung des Strahls von «, = 100 mrad durch den GM wird bei

fis = 100mm ein Strahlversatz von Viu o, = 10 mm parallel zur optischen Achse er-
reicht. Das Objektiv wird unter dem Winkel §; = 50 mrad beleuchtet. Das Objektiv
parallelisiert Strahlen, die auf die hintere Aperturebene [BFP] fokussiert werden. So-
mit kann L6 und das Objektiv als Keplersystem betrachtet und der Versatz in der
Probenebene Vo, mittels Moy; tber Gl (7.8) berechnet werden. Die Lichtblatter
verlassen unter dem Winkel 9, das Objektiv.

= Tmeo (7.8)

‘/out,ao

Gl. (7.8) beschreibt die Ausdehnung der Fliche senkrecht zu Gl. (7.6). Bei maximal
60 % Ausleuchtung der zwei-Zoll-Linsensysteme kann ein Gebiet von Agean = 41 600 pim?
[Gl. (7.9)] in der Probenebene abgerastert werden.

Agean = 2 X Voutiaw X &y = 320m x 130 pm = 41 600 pm? (7.9)
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{Anregung: AOD-Pfad }

AOD L3 L4 D GM L5 L6 Objektiv FE
a) ‘ H } ‘Vin,vo
di|[ Y, ‘ dia ‘ ‘
150 150 200 200 100 100 200 200 [mm]
[Anregung: Lichtblatt-Pfad }
CL1 CL2 CL3 L4 D GM L5 L6 Objektiv FE

ex
@5 Tdg e

2Vout,ol0

ex
hsheet

d CL2,ver

25 100 150 200 200 100 100 200 200 [mm]

Abbildung 7.7.: Pfade der Punkt- und Lichtblattanregung. Alle Malangaben in [mm]. Die Angaben ,vertikal“ und ,horizontal“ sind auf die
optische Tischebene bezogen. L3-L6: Linsen, CL1-CL3: Zylinderlinsen. D: Dichroit. GM: Galvanometer. FE: Fokalebene der Anregung [FWD]
mit schematischer Darstellung des beleuchteten fokalen Volumens. Der Abstand zwischen CL2 und CL3 ist ein freier Parameter. a) Horizontalan-
sicht AOD-Pfad mit gezeigter Strahlablenkung ~,. b;) Vertikalansicht Lichtblatt-Pfad ohne Strahlablenkung, «, = 0. by) Vertikalansicht
Lichtblatt-Pfad mit gezeigter Strahlablenkung a,, > 0 iiber GM, Beleuchtungswinkel ¢; und Ausfallswinkel d,. ¢) Horizontalansicht Lichtblatt-
Pfad mit beliebigem «.
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Kapitel 7. Idee und Umsetzung

7.5.3. Detektion der Fluoreszenz iiber PMT und Kamera

In diesem Abschnitt wird die Strahlfiihrung in den Detektionspfaden beschrieben. Abb.
7.8 dient dabei als Bezug fiir die Bezeichnungen im AOD- wie auch im Lichtblattpfad.

In der Probe werden Fluorophore entsprechend ihrer Polarisation angeregt [Kapitel
1.2.1] und verhalten sich aus der Sicht des Objektivs wie Punktstrahler. Diese Punkt-
strahler sind im Falle der Lichtblattbeleuchtung ndherungsweise in einer Dimension, der
Lénge des Lichtblattes hgy,., nach angeordnet, weshalb die Strahlform der Detektion
hinter dem Objektiv aus tiberlagerten parallelen Strahlen mit verschiedenen Austritts-
winkeln besteht [Pfad b in Abb. 7.8]. Alle Strahlen, die von Punktstrahlern stammen,
haben hinter dem Objektiv den Durchmesser Dop; = 9.5 mm mit verschiedenen Aus-
trittswinkeln. Die Einzelstrahldurchmesser werden von den Linsen im Detektionspfad
zwar beeinflusst, spielen aber fiir die Detektion selbst eine untergeordnete Rolle. Bei
der Beleuchtung tiber den AOD entsteht die Superposition aus Einzelstrahlen in De-
tektionsrichtung nicht, dort wird gleichzeitig lediglich ein beugungsbegrenztes Volumen
angeregt, das nach der Defokussierung durch das Objektiv unter einem festen Winkel
in den Detektionspfad gelenkt wird.

Detektion - AQOD-Pfad

Die Anregung eines fokalen Volumens in der Beispielrechnung [Gl. (7.5)] unter dem
Winkel ¢; = 8 mrad hat einen Detektionsstrahl mit dem Durchmesser Dop; = 9.5 mm
unter dem Winkel £, = 8 mrad zur Folge. Das Keplersystem aus L6 und L5 verringert
den Strahldurchmesser auf dis = 4.8 mm. Der Detektionsstrahl trifft den Galvanometer
GM mittig und wird vom Dichroiten D transmittiert. Der Strahl wird von L7 parallel
zur optischen Achse auf die Schlitzblende S fokussiert, die fiir die Tiefendiskriminierung
des Detektionsvolumens verantwortlich ist. An der Schlitzblende fithrt der Detektions-
winkel von 3, = 8mrad zu einem vertikalen Fokusversatz von Vg = 4.0mm. Die
Hohe des Detektionsschlitzes h, muss damit fir die volle Abtastung in der Probe-
nebene von 2V, = 50 pm mindestens h, = 8.0 mm betragen. In Detektionsrichtung
hinter der Schlitzblende S befindet sich der Klappspiegel SM3, der bei Reflexion das
detektierte Volumen auf die Kamera lenkt und bei Transmission die Detektion iiber
den PMT ermoglicht. Hierbei lenkt die Linse L8 den detektierten Strahl mit dem
Durchmesser drg = 4.8 mm auf den Sensor des PMT. Steht SM3 auf Reflexion, lasst
sich das Detektionsprofil mit Hilfe der Kamera vermessen. Der beispielhafte Versatz
in der Probenebene Vi ., = 25um fiihrt zu einem Versatz auf dem Kamerasensor
Vout,k = 8.0 mm.

Bei einem gewohnlichen LSM wiirde an der Stelle des Detektionsschlitzes S eine Lochblen-
de (pinhole) eingesetzt. Dies funktioniert jedoch nur mit einer Strahlablenkungsmethode,
die ndherungsweise wellenlangenunabhingig arbeitet, beispielsweise ein Spiegel. Der ver-
wendete AOD ist jedoch wellenlangenabhangig [Gl. (7.1)] weshalb der detektierte Strahl
nicht tber diesen riickgefiihrt werden kann [Kapitel 7.4.1]. Eine ausreichende Tiefendis-
kriminierung eines symmetrischen GauBstrahls (iber einen diinnen Schlitz ist aber, wie in
Kapitel 8.1.2 gezeigt wird, auch moglich.
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7.5. Strahlfihrung im Anregungs- und Detektionspfad

Detektion - Lichtblatt-Pfad

Die Lichtblattpunktstrahler aus dem angeregten Volumen [Gl. (7.7)] im Arbeitsab-
stand des Objektivs erzeugen hinter diesem symmetrische, parallelisierte Gauf3strahlen
unter verschiedenen Winkeln mit dem Durchmesser Dop; = 9.5 mm, die nach der ers-
ten Fokussierung bei L6 parallel zur Tischebene angeordnet sind. Die Ausdehnung des
Lichtblatts nach L6, definiert durch die fokussierten Punktstrahler, betragt vertikal zur
Tischebene hgﬁget,m = 8.4mm. Die detektierten Einzelstrahlen werden tber das Kep-
lersystem L6 und L5 im Durchmesser auf dp; = 4.8 mm halbiert. Das Keplersystem
aus L7 und L5 weitet das detektierte Lichtblatt im Verhaltnis ihrer Brennweiten auf
hdete s = 12.6 mm vertikal zur Tischebene auf. L5 fokussiert die Einzelstrahlen des
Lichtblattes senkrecht zur Tischebene auf den GM.

Im Unterschied zum Beleuchtungspfad wird im Anschluss der Strahl von D trans-
mittiert und von L7 auf die Schlitzblende S im Fokusabstand fi7 = 150 mm fokussiert.
Diese Blende iibernimmt hier die Rolle der Tiefendiskriminierung bei der Bildgebung.
Die Tiefendiskriminierung eines Lichtblattvolumens wurde bereits mit Erfolg durch Lee
et al. '8 getestet und wird deshalb iibernommen.

Das Keplersystem aus L7 und L9 vergroflert den Strahldurchmesser auf dyg = 6.4 mm.
Uber den auf Reflexion gestellten Klappspiegel SM3 nach S wird das Lichtblatt nach
dem spektralen Bandpassfilter F3 auf die Kamera fokussiert. Das Keplersystem aus
L9 und L10 weitet das Lichtblatt in vertikaler Richtung auf: hg;;gemo = 16.8 mm, par-
allelisiert diese Richtung und fokussiert sie auf die Mitte des Kamerasensors.

Da der Galvanometer GM sowohl im Beleuchtungs- als auch Detektionspfad einge-
bunden ist, wird jede mogliche Ablenkung des Lichtblatts durch den GM-Spiegel bei
der Detektion riickgefithrt (descanning). Damit wird jedes detektierte Lichtblatt auf
denselben Ort auf der Schlitzblende S und damit auch auf der Kamera fokussiert.
Dies erlaubt die Fluoreszenzmikroskopie von grofien Gebieten in der Probenebene. Laut
personlicher Kommunikation mit Adal Sabri ist die Abtastung eines Gebietes von bis
710 Agean = 0.13mm? in der Probenebene moglich:

Agean = 1mm x 0.13mm = 0.13 mm?
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2 [ Detektion: AOD-Pfad |
FE Objektiv L5 GM D L7 S L8 PMT
d d Vou d
31) 2V0utv%\"'ﬁ[l%f LS }L D LS L8
100 100 150 150 150 150 [mmi
L9 L10 Kamera

200 400 200 [mm]
| Detektion: Lichtblatt-Pfad |
FE Objektiv L6 L5 GM D L7 S L9 L10 Kamera
b1) dsheet ””” dL5 D
bz) hsheet ”””
hgﬁteet L6 hgﬁéet L7 hgﬁteet L10
200 200 100 100 150 150 200 400 200 [mm]

Abbildung 7.8.: Detektionspfade der Punkt- und Lichtblattanregung. Gezeigt sind die Detektionspfade der Punkt- und Lichtblattanregung.
Alle Maflangaben in [mm]. Die Angaben ,vertikal“ und ,horizontal“ sind auf die Tischebene bezogen. Detektionsrichtung: Objektiv — Kamera.
L5-L10: Linsen. GM: Galvanometer. D: Dichroit. S: Schlitzblende. FE: Fokalebene der Detektion. Vor dem Objektiv in Detektionsrichtung ist
das fokale Volumen gezeigt. a;) AOD-Pfad:, Detektion iiber PMT. ay) Alternativer Detektionspfad der Punktbeleuchtung tiber die Kamera. by)
Lichtblatt-Pfad, vertikale Ansicht, bs) horizontale Ansicht der Lichtblattdetektion.
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Charakterisierung und erste Anwendung

Da der Aufbau tiber kontinuierliche Messdistanzen im Mehrfokusbetrieb verfiigen soll
und der Detektionsstrahl nicht wie bei einem herkdmmlichen LSM vollstandig riickge-
fuhrt (descanning) werden kann, ist die Verwendung eines diinnen Schlitzes (pinslit)
notwendig. Dieser iibernimmt die Rolle der Tiefendiskriminierung von gewohnlichen
konfokalen Aufbauten, bei denen fiblicherweise eine Lochblende (pinhole) eingesetzt
wird. Eine Tiefendiskriminierung des Mikroskops liegt vor, wenn die axiale Ausdeh-
nung des Detektionsvolumens geringer ist als die des Anregungsvolumens.

Uber numerische Berechnungen wird gepriift, ob ein diinner Schlitz in der konfoka-
len Ebene eine Tiefendiskriminierung erlaubt, und wie stark sich die Asymmetrie des
Detektionsschlitzes auf die Asymmetrie der Detektionsfunktion auswirkt. Das latera-
le Auflésungsvermogen wird berechnet, um den Einfluss der Nebenmaxima der PSF
(point spread function) zu priiffen und um sicherzustellen, dass bei der geplanten Aus-
leuchtung der BFA das Rayleighsche Auflosungskriterium erfiillt wird.

Diese Berechnungen sind sowohl fiir den bildgebenden Beleuchtungspfad als auch fir
PCF- und FCS-Messungen wichtig, da in letzteren Fallen die Form der Detektionsfunk-
tion in die Theorie der Korrelationsfunktionen mit eingeht 17/ ['8 Fiir den bildgebenden
Teil ist nur von Wichtigkeit, dass eine Tiefendiskriminierung vorhanden und diese so
gut wie moglich ist.

Im Anschluss wird die Berechnung von raumlichen Kreuzkorrelationsfunktionen vor-
gestellt, wenn die Detektion mit nur einem PMT erfolgt. Zuletzt werden Justagemog-
lichkeiten des bildgebenden Pfades und die erste Anwendung vorgestellt, die vor der
Ubergabe des Aufbaus an Adal Sabri erfolgt ist.

8.1. Theoretisches Auflosungsvermogen

Die Ausleuchtung der BFA entscheidet iiber die Form der PSF und die Intensitit der
Nebenmaxima. Wird die BFA mit einem schmaleren Strahl beleuchtet als der Apertur-
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durchmesser Doy;, entsteht iiber die fouriertransformierende Wirkung des Objektivs
in guter Naherung ein Gaufiprofil. Dabei erzeugt ein diinner Beleuchtungsstrahl eine
breite PSF und ein breiter Beleuchtungsstrahl eine schmale PSF. Je schmaler die PSF
ist umso starker werden die Nebenmaxima derselben gewichtet.

Die Airy-Funktion, die das Intensitatsprofil im Arbeitsabstand des Objektivs beschreibt,
entsteht durch die Ausleuchtung der BFA mit einer ebenen Welle, das heifit einem
Gaufstrahl der Breite wy = oo. Die dazu édquivalente Betrachtung ist die F'T einer
Kreisscheibe mit dem Durchmesser der BFA, Doy;.

8.1.1. Anregungsfunktion - Laterale Auflosung

Ziel dieser Untersuchung ist es, abzuwigen, ob iiber die geplante Uberbeleuchtung der
BFA, Dop; = 9.5mm mit einem Gaufistrahl der Breite wy = 11.2mm, die Quellen
zweier Fluorophore, dargestellt durch zwei PSF auf der Kamera, unterschieden werden
konnen. Des Weiteren soll der Einfluss der Nebenmaxima der berechneten PSF auf die
Maximalintensitat gepriift werden.

Die Berechnung der PSF verwendet das Konzept der Ewald-Kugel!'®, die im Fre-
quenzraum bestimmt, welche Feldvektoren der Beleuchtung I'(k,, k,) zur Erzeugung
der Airy-dhnlichen Funktion beitragen. Das Intensitatsprofil der Beleuchtung im Real-
raum [ (z,y) kann durch die FT [Gl. (8.1)] berechnet werden.

o) = [ [ 1) Bl k)T by )"0 i, (8.1)

In Gl (8.1) ist I'(ky, k) das Profil des Gaufistrahls vor dem Objektiv, dargestellt im
Fourierraum, T'(k,, k,) die Transmissionsfunktion und B(k,, k,) die Apodisationsfunk-
tion. T'(k,, k,) = 1 fur k,, k, innerhalb der Objektivapertur und T'(k,, k,) = 0 sonst.
Die Apodisationsfunktion B(k,, k,) stellt sicher, dass die Intensitaten aller fokussierten
Strahlen im Arbeitsabstand des Objektivs gleich gewichtet werden 19811199,

/ _(k:% + kz) kn

I'(ky, ky) = exp ((D?bjkONA)Q) . Bl(ky, ky) J \/m (8.2)
Dabei ist k, = f—;n, der Radius der Ewald-Kugel, \ox die Wellenlange des Lasers, n
der Brechungsindex des Immersionsmediums, NA die numerischen Apertur des Objek-
tivs, ko = %“, wp der Strahldurchmesser und Doy; die Aperturdffnung des Objektivs.
Fiir den Aufbau wurde ein Wasserimmersionsobjektiv verwendet, daher gilt n = 1.33.
Weitere Parameter fir die numerische Berechnung sind in Gl. (8.3) aufgefihrt. Nach
numerischer Berechnung von Gl. (8.1) erhalt man die Darstellung der PSF I(x,y), die
in Abb. 8.1 gezeigt ist.
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N =21, K = 2000,
K 2
dk = N, dx ?,
(8.3)
1 1
Lmin = ——Nd[E, Tmax — —NdI,
2 2
Knin = —1Ndk Knax = 1Ndk;
min - 2 ) max — 2 .

y b i
PSF —w=smn
— ) = 9.5 mm
0.8t —w, =11.2mm| |
W= 50 mm
x 0.6 -
_E
0.4r -
0.2r i
0.135
o - = — .
-0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 04 0.6

X pos [“m]

Abbildung 8.1.: Punktspreizfunktion (point spread function) - Schnitt durch das fokale
Volumen im Arbeitsabstand des Objektivs. Die Abbildung zeigt das normierte Intensitatsprofil
der PSF I(z,y = 0) im Arbeitsabstand [FWD] des Objektivs. An der Ordinate ist der 1/e2-Wert der
maximalen Intensitét: I, = 0.135 - Iax [Imax = 1(0,0)] gezeigt. wy bezeichnet den Durchmesser des
gauBiformigen Beleuchtungsstrahls vor dem Objektiv. Gezeigt sind PSF-Profile mit verschiedenen Aus-
leuchtungen der hinteren Objektivapertur [BFA], [Dop; = 9.5 mm]: wy < Dobj, wo = Donj, wo > Dob;
und wy > Dopj. Die deutliche Unterbeleuchtung mit wy = 5mm fithrt zu einer sehr breiten gaufl-
formigen PSF, die nicht das Rayleighsche Aufldsungskriterium erfiillt. Die deutliche Uberbeleuchtung
mit wy = 50 mm fiihrt zur schmalsten PSF, ist aber technisch nicht realisierbar. Der Durchmesser des
Anregungsstrahls wird auf wg = 11.2 mm festgelegt. Die Intensitéit des ersten Nebenmaximums I, bei
diesem Beleuchtungsstrahldurchmesser betragt I,, = 0.008 - I,,,x. Bei wy — oo entspricht die PSF der
FT einer Kreisscheibe mit dem Durchmesser der BFA. Bei wg = 11.2 mm erhélt man folgende Parame-
ter der PSF: Durchmesser 2ry = 0.348 pm und den Abstand der ersten Nebenminima: 2r, = 0.528 pm.
Die Position des ersten Nebenminimums r, definiert das laterale Auflosungsvermogen des Mikroskops.
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Der Radius der berechneten PSF wird zu Gl (8.4) bestimmt. Dieser Wert wird im
nachsten Kapitel zur axialen Auflosung des Mikroskops fiir die Nédherung der PSF
durch ein gauiférmiges Beleuchtungsprofil benotigt.

ro = 0.174 pm (8.4)

Das theoretische Auflésungsvermogen nach Rayleigh bei Aoy = 491 nm und der nume-
rischen Apertur des Objektivs NA = 1.2 ist durch Gl. (8.5) gegeben. Dieses Auflo-
sungsvermogen wird im Grenzfall erreicht, wenn die BFA mit einer ebenen Wellenfront
beleuchtet wird.

1.22 e
d{)ay = m = 0.249 nm (85)

Das theoretische laterale Auflosungsvermogen des Mikroskops erhalt man durch die
Auswertung der ersten Nebenminima r, von I(z,y) in GL (8.1). Man erhalt Gl. (8.6).

rn = 0.264 pm (8.6)

Da das Beleuchtungsprofil keine ebene Wellenfront besitzt, gilt immer r, > di”. Nach
Festlegung der Objektivausleuchtung mit einem Laserstrahl der Breite wy = 11.2 mm
ist zu testen, ob das theoretische Auflésungsvermogen des Mikroskops mit den berech-
neten Positionen der ersten Nebenminima r, = 0.264 pm signifikant eingeschrankt wird.

Fir die Priifung der Unterscheidbarkeit zweier Fluorophore im Rayleigh-Abstand wer-
den zwei numerisch berechnete PSF im Abstand dg¥ = 0.249 um summiert und der
Intensitatsunterschied Ay [Gl. (8.7)] der Summenfunktion [ bestimmt.

AIk = Ik(% :I:dgay/2) — Ik(O) (87)

Man erkennt in Abb. 8.2 einen Intensitatsunterschied A, = 18.4 %. Dies bedeutet, dass
bereits mit einer Kamera, die zehn verschiedene Intensitatswerte unterscheiden kann,
zwei PSF im Abstand d” unterscheidbar sind. Auch die ersten Nebenmaxima der PSF
sind bei dem Beleuchtungsdurchmesser von wy = 11.2mm gering: [, = 0.008 - 1(0,0).

Das néachste Kapitel befasst sich mit der axialen Auflésung, die sowohl die detektierte
Schichtdicke einer Probe als auch die axiale Ausdehnung z; des konfokalen Volumens
bei Korrelationsanwendungen bestimmt.
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1r — PSF1 x=-d2
Al —PSF2 x=d 2
0.8+ - Summe bei d; = 0.249 um
d0
x 0.6
E

0.4r

0.2r
0 - L L
-0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 04 06 0.8 1

Xpos [1m]

Abbildung 8.2.: Laterales Auflosungsvermogen im Beleuchtungspfad. Die Abbildung zeigt
zwei theoretische Punktspreizfunktionen: ,PSF 1“ (schwarz), ,PSF 2“ (rot) und die Summe beider
(blau) im Abstand dy" = 0.249 pm. Die Abszisse 2,05 zeigt den lateralen Versatz der beiden PSF,
die Ordinate die normierte Intensitét I/ln.x. Die beiden theoretischen PSF sind das Resultat der
Beleuchtung des Objektivs mit einem Gaufistrahl der Breite wg = 11.2mm. Die Radien der einzelnen
PSF sind 7, = 0.264 um. Der Intensitdtsunterschied betragt Al = 18.4%. Da Al /2 ~ 10% gilt,
geniigt fiir die Unterscheidbarkeit zweier PSF im Abstand von d;” eine Kamera, die sensitiv fiir
mindestens zehn verschiedene Intensitétswerte ist.

155

www.manharaa.com




Kapitel 8. Charakterisierung und erste Anwendung

8.1.2. Detektionsfunktion - Axiale Auflosung

Zur Berechnung der MDE (molecule detection efficiency) [Gl. (8.8)], die das tatsich-
lich detektierte Volumen repréasentiert, wird nach einer geometrischen Approximation
von Enderlein et al.: Optical collection efficiency function in single-molecule detection
experiments% vorgegangen. Diese Naherung stimmt, wie dort berichtet, gut mit der
fourieroptischen Betrachtung tiberein, ist jedoch numerisch einfacher zu losen. Man
berechnet hierfiir die CEF (collection efficiency function) und das als gauiformig an-
gendherte Beleuchtungsprofil 1(z,y, z) [Gl. (8.9)] im Realraum und bildet das Produkt
der beiden:

MDE(‘xa:%Z) = I(Z‘,y, Z) ’ CEF(Q?,y,Z) (88)

Diese Naherung ist in Anbetracht der geringen Einfliisse der Nebenmaxima der PSF
[Abb. 8.1], zuléssig.

2P, z® +y° 2 o | o Aex ?
($7 Y, Z) ’/TLL)Z(Z) eXp ( WQ(Z) ’ w (Z) Ty +z nro ( )

Gl. (8.9) beschreibt das in z-Richtung elongierte und in = — y-Richtung rotations-
symmetrische Beleuchtungsprofil in der Gauflschen Approximation mit ro = 0.174 pm

[Kapitel 8.1.1, Gl. (8.4)]. ry ist mit dem lateralen Auflosungsvermogen r, verkniipft
[201]

tiber r, = r9y/In(4)*°Y. In der numerischen Berechnung der MDE wird die maxi-
male Laserleistung des Cobolt-Calypso-Lasers P, = 50 mW und die Laserwellenlange
Aex = 491 nm verwendet. Das verwendete Leica-Objektiv ist ein Wasserimmersionsob-
jektiv, daher wird der Brechungsindex von Wasser n = 1.33 verwendet. In Abb. 8.3 ist
die Schlitzblende, fiir die Gl. (8.10) gilt, gezeigt.

1 Umax (2) |Z|
EF = / 24 (0—y)?
C (x7 Y, Z) 27T(1 _ Cos(w)) Umin (2) 22 + (U - y)2
Wmax (V) (810)
w—x
dv
Va2 + v —y)?+ (w”’)ZL in(0)

mit:

Umin(z) max (_ds/27 Yy — |Z| ta’n(w)) )
Umax(2) = min (ds/2, y + |z[ tan(v))) ,

max (—hS/Q, v — /22 tan () — (v — y)2) ,
Wax (V) = min (hs/Q,x + \/|z|2tan2(7,11) —(v— y)Q) :

NA
1 = arcsin <—>
n

Winin (V)
(8.11)
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8.1. Theoretisches Auflésungsvermogen

Abbildung 8.3.: Skizze des Detektionsschlitzes. Die Abbildung zeigt die Abmessungen im Real-
raum (Index ,r*) und die Ausrichtung des Detektionsschlitzes im Mikroskopaufbau. Die Schlitzblende
ist in z-Richtung elongiert, h, = 12 mm. Die Spaltbreite in y-Richtung kann eingestellt werden, fiir die
Berechnung des axialen Auflésungsvermogens gilt d, = 20 pm. Die Detektion erfolgt in z-Richtung ent-
sprechend zu Gl. (8.9). Die Dicke des Schlitzes betragt Dy = 0.5 mm, welche jedoch bei der Berechnung
der MDE nicht beriicksichtigt wird.

Die CEF(z,y, z) [Gl. (8.10)] beschreibt die rdumliche Photonensammeleffizienz (collec-
tion efficiency) der rechteckigen Schlitzblenden-Apertur [Abb. 8.3]. In Gl (8.11) sind
die Integrationsgrenzen von Gl. (8.10) bezogen auf die Abmessungen der Schlitzblende
gezeigt. Die Dimensionen des Schlitzes im Realraum d,, h, sind tiber die Gesamtver-
groferung Myes des Mikroskopaufbaus vom Objektiv bis zur Schlitzblende mit den
Dimensionen des Schlitzes im Probenraum ds, hs verkntipft [Gl. (8.12)]. Die Objektiv-
vergroBerung betragt Moy; = 63. Die Restvergroerung M, ist durch die Brennweiten
der Linsen L5 und L6 zu berechnen [Gl. (8.12)].

Moyp; = 63,
Mo & ~ 100 mm _1

T fie 200mm 2 (8.12)
Myes = Mop; X M, t=63><1:31.5 dy = r hs = hr.

ges j res 2 ’ S Mges ; S Mges

Die Verwendung einer rechteckigen konfokalen Blende erscheint zuerst widerspriichlich,
da die Beleuchtungsfunktion im Allgemeinen rotationssymmetrisch ist. Tatsachlich werden
in kommerziellen Konfokalmikroskopen hexagonale oder quadratische Blenden (pinhole)
verwendet, da bei diesen die Anpassung des Durchmessers an die jeweilige Laserwellenlange
Aex technisch einfacher ist, und im Vergleich mit kreisformigen Lochblenden das laterale
Auflésungsvermogen steigert 2921,

Die geometrische Approximation nach Gl. (8.10) ist ausreichend, da lediglich die Einen-
gung des Detektionsvolumens in axialer Richtung gepriift werden soll. Die obigen Be-
rechnungen gehen von einer Schlitzblende der Dicke Dy = 0 aus, was in der Praxis nicht
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realisiert werden kann. Tatsachlich hat der Schlitz eine Dicke (in Beleuchtungsrichtung:
Tiefe) von Dy = 500 pm.

Fithrt man die Berechnungen in Gl. (8.10) und Gl. (8.8) mit der numerischen Auf-
losung Ax = Ay = Az = 5nm fir die Grenzen [Gl. (8.13)] durch, erhdlt man die
MDE. Die MDE kann durch (z — z)-Schnitte und (y — z)-Schnitte als Intensitétspro-
fil dargestellt werden. Abb. 8.4 zeigt diese Schnitte durch die Beleuchtungsfunktion
I(x,y, z), die CEF und das Detektionsprofil MDE.

Tmin = —0.5 pam, Tmax = 0.5 pan,
Ymin = —0.5 pm, Ymax = 0.5 pm, (813)
Zmin = —4.0 um, Zmax = 4.0 pm.

Im Idealfall, wenn bei einem LSM die Abbildung einer Lochblende in den Arbeitsab-
stand des Objektivs mit den Nebenminima der dort erzeugten PSF zusammenfallt,
fithrt die Lochblende dazu, dass neben der axialen auch die laterale Auflosung des Mi-
kroskops verbessert wird. Dies gilt in erster Linie fiir eine kreisférmige, quadratische
oder hexagonale Blende??. Das laterale Auflésungsvermogen wird in diesem Fall um
etwa 30 % gegentiber dem Auflosungsvermogen eines Epifluoreszenzmikroskops erhoht.

Bei der Tiefendiskriminierung iiber eine Schlitzblende ist zu erwarten, dass sich diese
Auflosungsverbesserung durch die (z — y)-Asymmetrie der Blende in einer (z — y)-
Asymmetrie der MDE zeigt. Um dies zu priifen, wird die Differenz AMDE der (z — z)-
und (y — z)-Schnitte der Detektionsfunktion gebildet und der Maximalwert AMDEgymm
bestimmt:

AMDEgymm = max[MDE(zx = 0,y, 2) — MDE(z,y = 0, 2)|.

Die Berechnung ergibt AMDEgm, = —0.025, also nahezu keinen rédumlichen Inten-
sitdtsunterschied zwischen dem (z = 0)- und dem (y = 0)-Schnitt der MDE. Damit
kann eine laterale Auflosungsverbesserung iiber das Rayleighsche Auflésungskriterium
hinaus ausgeschlossen werden.

Der axiale Radius der MDE wird durch die Schlitzblende von zj = 0.517pum auf
zf = 0.3881m mit dem Superskript i: initial und f: final reduziert. Bei FCS- und
PCF-Messungen wird daher fiir den Streckungsfaktor S des konfokalen Volumens
S = zy/ro = 2.234 erwartet.

Néhert man das konfokale Detektionsvolumen Vi, durch ein Ellipsoid mit den Halb-
achsen a = 2ry, b = 2rg und ¢ = 2z¢, erhalt man:

4 32
Vkon = §7rabc = Er%zo = 0.1251l.
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)
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Abbildung 8.4.: Schnitte durch das Anregungs- und Detektionsprofil. Die Abbildung zeigt
den a) y — z (x = 0)- sowie den & — z (y = 0)-Schnitt durch das gaufiférmige Anregungsprofil. b)
Die CEF fir z = 0 und y = 0. ¢) Die Detektionsfunktion ist im Intensitatsprofil annihernd sym-
metrisch beziiglich der - und y- Achse. d) Die Intensititsdifferenz AMDE der Detektionsfunktionen
MDE(z = 0,y, 2z) und MDE(z,y = 0, z). Der maximale Unterschied betragt AMDEqymm ~ 2.5 %. €)
Das normierte Intensitétsprofil (I/Iax) der Beleuchtungsfunktion (schwarz) sowie der Detektions-
funktion (rot) bei x,y = 0. An der Ordinate ist neben der normierten Intensitit der 1/e*:-Wert der
maximalen Intensitét, I, = 0.135 - I« gezeigt. Die Abszisse zeigt die Position in der Probenebene
an. An der Stelle zp0s = 0 wird in axialer Richtung die maximale Detektionseflizienz erreicht. Das
Anregungsprofil hat einen Radius von z{ = 0.517 um, die Detektionsfunktion zg = 0.388 pm.
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8.2. Methoden, Anwendungen und Resultate

In diesem Kapitel werden die zwei Hauptanwendungen des Mikroskops vorgestellt. Zum
einen wird eine Methode zur Auswertung von raumlichen Kreuzkorrelationen vorge-
schlagen, fiir den Fall der Datenakquise mit nur einem Detektor. Diese Funktion des
Mikroskopaufbaus konnte aus zeitlichen Griinden nicht getestet werden. Zum anderen
wird das Vorgehen bei der Bildgebung erklirt, das fiir diesen Mikroskopaufbau not-
wendig ist, auf Justagemoglichkeiten eingegangen und ein experimentelles Resultat am
Beispiel einer Convallaria-Probe (microscope-test-sample) gezeigt.

8.2.1. Kreuzkorrelationen aus Eindetektor-Aufnahmen

Das folgende Kapitel zeigt, wie bei einer Zweipunktmessung mit nur einem Detektor
fir die Berechnung der Kreuzkorrelation vorgegangen werden muss. Bei dem vorge-
stellten Mikroskopaufbau wird bei der AOD-Beleuchtung die Fluoreszenz verschiede-
ner Foki konstruktionsbedingt mit nur einem PMT gemessen. Wahrend der AOD bei
der Beleuchtung zwischen zwei Positionen x; und xy wechselt, wird die Zeitreihe der
Fluoreszenz in Echtzeit aufgenommen. Man erhalt damit das zeitkontinuierliche Fluk-
tuationsspektrum verschiedener Orte ohne direkte rdumliche Trennung. Die rdumliche
Auflésung in der Zeitreihe ist aber tiber die Aufenthaltsdauer AT, der Beleuchtung
an den Orten z; enthalten. Die Zeitreihe [p(z1,2,t) kann durch N, Perioden und
Npx, = Npx, = Npx = AT, /At Messinkremente je Ort z; klassifiziert werden. Um die
PCF des gemessenen Transportprozesses auszuwerten muss die Zeitreihe Ig (1, x9,t) in
zwel Zeitreihen If(xy,t) und I} (22, t) aufgeteilt werden. Abb. 8.5 skizziert eine Zeitrei-
he I(z1,x9,t) mit farblich kodierten Aufenthaltsorten und die Trennung dieser in zwei
Zeitreihen.

Um zwei Zeitreihen, eine je Messort x;, zu erhalten, muss die Fluktuationsmessung,
wie in Abb. 8.5 skizziert, unterteilt werden. Dabei werden fehlende Messwerte in den
jeweiligen Zeitreihen mit Nullen aufgefiillt. Liegen die getrennten Zeitreihen I}(xq,t)
und I (we,t) vor, ldsst sich unter Berticksichtigung der reduzierten Messpunkte Ny
die PCF [Gl. (8.14)] berechnen.

<IF('r17 t)IF(x27 1+ Tk)>t
<IF(‘T17 t)>t <IF(x27 t)>t

(@) Cateene ),

Die kleinste Korrelationszeit zweier Foki im Abstand Ax = x5 — x; ist durch die Zeitauf-
losung der raumzeitlichen Messung gegeben 7y yin = AT}, + AT,, + At. Bei der Nor-
mierung der Paarkorrelationsfunktion [Gl. (8.14)] muss berticksichtigt werden, dass der
Mittelwert der Zeitreihe (I (z;,t)), durch die Leerstellen das Doppelte von (If(x;,t)),
ist:

—1

G(A.T, Tk) =
(8.14)

(Ip(xi, 1)), = 2 (I (@i, 1)), (8.15)
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(X xa.
IF (X4.0)
A |
F IF (X,1)
ae

Abbildung 8.5.: Aufspaltung einer Zweipunkt-Fluktuationsmessung in zwei Zeitreihen.
Gezeigt wird die Trennung einer Zeitreihe geméfl der Wechselfrequenz des AOD. AT,, bzw. AT,,
ist die Aufenthaltsdauer des Beleuchtungsfokus an einem Ort und At die Zeitauflosung der Messung,
AT,, = NpxAt. Npy: Anzahl der Zeitinkremente At an je einem Ort 21 oder zo. Um die Gemeinsamkei-
ten der Fluktuationen an den beiden Orten x; und 25 mit Hilfe von Paarkorrelationsfunktionen [PCF]
aufzudecken, muss die urspriingliche Zeitreihe Ir(x1,22,t) in die In(x(,2),t) wie dargestellt geteilt
werden. Die Teilungszeitpunkte sind durch die aktuelle Position der Foki gegeben. Aus praktischen
Griinden wéhlt man AT, = AT,,. Die fehlenden Messwerte, im Intervall AT, in I} (z2,t), und AT,
in If(x1,t), werden mit Nullen aufgefiillt, um die Zeitkontinuitat der Zeitreihen zu gewéhrleisten.

Um die Paarkorrelationsfunktion G(Az, 7) zu berechnen, miissen einige Veranderun-
gen und Anpassungen auf Gl. (8.14) angewendet werden, da Ip(z1,t) und Ip(xo,t)
nicht bekannt sind. Im Folgenden wird die Paarkorrelationsfunktion fiir die Zeitreihen
I (x1,t) und Ij(x9,t) berechnet, die durch die Separation von Ig(xy,xs,t) [Abb. 8.5]
entstanden sind.

Fiir die numerische Berechnung ist es vorteilhaft die Paarkorrelationsfunktion, G(Ax, 1)
in G (Az,7y) und G_(Az, 7)) zu unterteilen. Der Grund liegt darin, dass der Uber-
lapp der Zeitreihen keiner monotonen Funktion in Abhéngigkeit der Korrelationsver-
schiebung 7y, wie bei Autokorrelationsfunktionen iiblich, gehorcht. Der Index ,+* be-
deutet, dass die PCF in einem Bereich berechnet wird, bei dem der Uberlapp der
Zeitreihen I}, zunimmt und ,-“, dass der Uberlapp abnimmt. Zusétzlich nimmt der Ge-
samtiiberlapp bei wachsendem 7y in beiden Féllen linear ab. Bei der folgenden Rechnung
wird 7, in Einheiten der Zeitauflosung At behandelt.

1 2Nper Npx—Tk+ I/ (ml q) ) (I/ ('r2 q—+ T )
G (A, my) = — _RILD) ) (2 + —1),
HAme) = 3 2 (2<Iﬁ<x1,t>>t 2 (Tp(aa, 1),

Tt = 2Npx(n — 1) + 1,

q=1

(8.16)
N+ = i(Nper — n),
n=1.Npe — 1,
i=1...Np.
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1 2N"‘““N‘°X_T‘"< It (x4, q) )(I’(x q+7e)
G_(Az, 1) = — _FWLE) g M_Q,
Boend=x 2 3@, 2 o2, 1),

T = Npx(2n — 1) + 1,

N_ = (Npx — ) (Nper — 1),
n=1.Npe — 1,
i=1.Ny— 1.

(8.17)

Iteriert man alle zuldssigen n und 7 in GL. (8.16) und Gl. (8.17), erhélt man die Kreuz-
korrelationen fiir alle moglichen 7y, bis auf 7 xp = 2N« (n — 1)At. Dieses periodische
Tk ND ist wegen der Aufnahmemethode nicht definiert und tritt immer dann auf, wenn
die Verschiebung der Zeitreihen zueinander der Messdauer an einem Ort entspricht.

Wird eine Messung in einer Losung mit frei diffundierenden Teilchen durchgefiihrt,

die der normalen Diffusion gehorchen, ergibt sich die theoretische Form der Paarkorre-
lationsfunktion [Abb. 8.6].

G(Ax,T,)
PCF

>
T

Tcom

Abbildung 8.6.: Theoretische Paarkorrelationsfunktion. Gezeigt ist eine theoretische Paarkor-
relationsfunktion fiir den Fall, dass die beiden Foki iiber normale Diffusion kommunizieren. Das Maxi-
mum der Paarkorrelationsfunktion definiert die wahrscheinlichste Korrelationszeit 7¢on, des Transports
zwischen den Foki im Abstand Az. Diese Korrelationszeit wird auch Transitzeit genannt.

8.2.2. Bildgebung (imaging)

Der bildgebende Teil des Mikroskops iiber die Lichtblattbeleuchtung wurde vor der
Ubergabe des Aufbaus an Adal Sabri ohne Skalierungsjustage getestet. Der Ausgangs-
punkt der Bildgebung ist die, bei der Galvanometerspannung U = 0V auf das Zentrum
des Kamerasensors justierte Abbildung eines Lichtblattes. In diesem Abschnitt wird auf
die freien Parameter der Bildgebung eingegangen, Justagemoglichkeiten fiir die Auf-
nahme tbergangsloser Fluoreszenzbilder vorgeschlagen und die erste Anwendung des
Mikroskops vorgestellt.
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8.2. Methoden, Anwendungen und Resultate

Ansteuerung des Galvanometers und der Kamera

Um ein Fluoreszenzbild einer Probe aufzunehmen, muss der Galvanometer synchron
mit der Belichtungszeit der Kamera betrieben werden. Der Galvanometer kann durch
Anlegen einer Spannung U im Intervall AU,,.x = [—5,5] V um einen zugehorigen
Winkel o,y ausgelenkt werden. Das Spannungsintervall AU < AU,y ist dabei eine
lineare Funktion des Ablenkwinkels «,y mit der Proportionalitédtskonstante kg

AU = kZGMAOJO.

Die freien Parameter bei der Bildgebung sind die Anzahl der Lichtbléatter L, das sym-
metrische Spannungsintervall AU und die Zahl ausgelesener Pixel des Kamerasensors
Q. Uber Uy, = AU/L wird der Spannungsversatz pro Beleuchtungsschritt berechnet.
Dabei bestimmt AU den abzutastenden Ausschnitt der Probe und L die Feinheit der
Abtastung. In jeder Winkelstellung o,y verweilt der GM und damit das Lichtblatt fir
die Belichtungszeit t;,; der Kamera. Sowohl beim Scannen von —U, — Uy als auch in
entgegengesetzter Richtung von Uy — —U, kann je ein Bild der Probe (zwei Bilder je
Periode Ty des GM) aufgenommen werden. Abb. 8.7 zeigt den Zeit- und Spannungs-
verlauf des Galvanometers bei der Aufnahme zweier Bilder.

i

AU| 0

Y

| T |

Abbildung 8.7.: Spannungsverlauf des Galvanometers beim Abtasten. Der Graph veran-
schaulicht den Spannungs-Zeitverlauf U (¢) bei der Aufnahme zweier Bilder tiber die Lichtblattbeleuch-
tung. Der Spannungsverlauf ist fiir die Rechts- (U 1) wie auch Linksrotation (U |) des Galvanometers
gezeigt. Der Galvanometer steuert durch Anlegen des gezeigten Spannungsverlaufs das Lichtblatt
schrittweise durch die Probe im Arbeitsabstand [FWD] des Objektivs. An jeder Position verweilt der
GM und damit das Lichtblatt fiir die Belichtungszeit ti,; der Kamera. Anschliefend wird das Licht-
blatt weitergefahren. Die Abbildung zeigt eine Periode des Galvanometers, wihrend derer zwei Bilder
aufgenommen werden kénnen. AU ist das Spannungsintervall fiir die Aufnahme eines Bildes, TgiLp
die Aufnahmedauer fiir ein Bild und Tgnm die Periodendauer des Galvanometers. In dem gezeigten
Beispiel werden L = 5 Streifen je Bild verwendet. Die Breite dieser Streifen in der Probenebene ist
durch die Dicke des Lichtblattes dSf,.; gegeben. Entsprechend muss die Spannung am Galvanometer
je Bildstreifen um ein Spannungsinkrement Uy, erhoht (rechtsrotierende Aufnahme) oder erniedrigt
(linksrotierende Aufnahme) werden, worauf eine Rotation des GM um ein Winkelinkrement o, folgt.
Diese Rotation des GM zeigt sich bei exakter Justage durch einen Versatz des Lichtblattes um d,.,
im Arbeitsabstand des Objektivs.
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Kapitel 8. Charakterisierung und erste Anwendung

Justage der Lichtblatter und Bildzusammensetzung

Jeder der unter verschiedenen Winkeln ¢, nacheinander beleuchteten Streifen in der
Probenebene mit den Abmessungen hg,., X doi... emittiert ein Lichtblatt, das auf den-
selben zentralen Bereich des Kamerasensors abgebildet wird (descanning). Je Beleuch-
tungsschritt wird dieselbe Anzahl Pixel () des Sensors ausgelesen. Die ausgelesenen L
Lichtblétter der Breite () werden im Rekonstruktionsschritt in Bewegungsrichtung des
GM zusammengesetzt.

Bei einer Initialaufnahme sind zwei Situationen moglich. Entweder wird das beleuch-
tete Gebiet unzureichend oder iberméfig dicht abgetastet. Ersteres fithrt dazu, dass
das zusammengesetzte Bild gestaucht ist, letzteres dazu, dass das Bild gedehnt ist. Die
Anzahl der Lichtblatter L und ausgelesenen Kamerapixel ) miissen bei gleichem AU
zueinander justiert werden, damit das zusammengesetzte Bild iibergangslos erscheint.
Hierfiir stehen drei Wege zur Verfiigung.

[ Undersampling }
Q=4, L=5
Abtastung liickenhaft
W=20p
U-Korr, AU |
/ Ad,
Beleuchtungs- und
Detektionsstrahl Objektiv
W=28p
L-Korr, L=7
Ausgelesener Bereich
der zentralen Kamerapixel W=30p
Q-Korr, Q=6

Abbildung 8.8.: Justagemoglichkeiten bei der Bildgebung - Undersampling. Liickenhafte
Abtastung: Die Fluoreszenz der Probe wird rdumlich nur teilweise gemessen, das Bild ist gestaucht.
Initialsituation bei der unzureichenden Abtastung (Links) und Justagemoglichkeiten (Rechts). Un-
ter den Aufnahmen ist eine kreisformige Probe (griin) und das zusammengesetzte Bild (rot) ohne
zusitzliche Korrektur gezeigt. Korrekturen der Initialsituation sind iiber die Verdnderung des Span-
nungsintervalls AU (U-Korr), der Anzahl der ausgelesenen Lichtblétter (L-Korr, Interpolation) oder
der Anzahl ausgelesener Kamerapixel je Lichtblatt (Q-Korr) moglich. W in [p] ist die Breite des zu-
sammengesetzten Bildes in Pixeln. Die L-Lichtblétter sind nach ihrer Breite, die dem, von der Kamera
ausgelesenen Anteil entspricht, angeordnet. Die Variation von Q entspricht der Verwendung breiterer
oder schmélerer Streifen fiir die Bildzusammensetzung.

Die Spannungskorrektur U-Korr vergroflert oder verkleinert den abgetasteten Bereich
in der Probenebene. Hierbei werden die Spannungsinkremente Uj, angepasst, sodass
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8.2. Methoden, Anwendungen und Resultate

bei gleichem @ und L das zusammengesetzte Bild tibergangslos erscheint. Bei der
Lichtblattzahlkorrektur L-Korr wird versucht, den Uberlapp der Lichtblitter in der
Probenebene durch eine Verringerung von L und bei der Unterabtastung durch ei-
ne Erhohung von L auszugleichen. Zuletzt hat der Experimentator die Moglichkeit,
bei der Pixelzahlkorrektur @-Korr bei gleichem Spannungsintervall AU und gleicher
Lichtblattzahl L Ubergangskanten oder Fehlstellen im zusammengesetzten Bild durch
die Anzahl ausgelesener Pixel auszugleichen. In Abb. 8.8 (Undersampling) und Abb.
8.9 (OQversampling) sind Justagemoglichkeiten gezeigt, mit deren Hilfe L, @ und U
aufeinander abgestimmt werden kénnen.

[Oversampling ]
Q=10, L=5
Abtastung Uberlappt
W=30p
Q-Korr, Q=6

Ad,
Objektiv

Beleuchtungs- und
Detektionsstrahl

W=30p

“ L-Korr, L=3

Ausgelesener Bereich
der zentralen Kamerapixel

(T W=50p

U-Korr, AU }

Abbildung 8.9.: Justagemdglichkeiten bei der Bildgebung - Oversampling. Uberlappende
Abtastung: Das Bild nach dem Zusammensetzen der Lichtblatter ist gedehnt. Initialsituation bei der
Uberabtastung (Links) und Justagemdglichkeiten (Rechts). Unter den Aufnahmen ist eine kreisfor-
mige Probe (griin) und das zusammengesetzte Bild (rot) ohne zusitzliche Korrektur gezeigt. Kor-
rekturen der Initialsituation sind {iber die Verdnderung des Spannungsintervalls AU (U-Korr), der
Anzahl der ausgelesenen Lichtblatter (L-Korr, Interpolation) oder der Anzahl ausgelesener Kamera-
pixel je Lichtblatt (Q-Korr) moglich. W in [p] ist die Breite des zusammengesetzten Bildes in Pixeln.
Die L-Lichtbldtter sind nach ihrer Breite, die dem, von der Kamera ausgelesenen Anteil entspricht,
angeordnet. Die Variation von Q entspricht der Verwendung breiterer oder schmélerer Streifen fir die
Bildzusammensetzung.

In der Praxis muss ein Kompromiss zwischen Gesamtbelichtungszeit, Feldweite und
Auflésung gefunden werden, da die Aufnahmezeit linear mit der Anzahl der Streifen L
wachst und bei sinkendem @ zuriickgeht. Die Justage erfolgt durch die Reduktion freier
Parameter, indem @ festgelegt und das zugehorige Spannungsinkrement Uy, ermittelt
wird. Da die Spannungsinkremente mit den Winkelinkrementen der Beleuchtung linear
verkniipft sind und Uy, - L = AU gilt, kann im Anschluss die Feldweite tiber AU
gewdhlt werden. Diese Aufnahmemethode erméglicht damit die Detektion grofier wie
auch kleiner Bildausschnitte unter Beriicksichtigung der Aufnahmezeit.
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Erste Anwendung - Weitfeldfluoreszenzmikroskopie

Um die Funktion der Bildgebung zu priifen wurden Probeaufnahmen [Abb. 8.10] mit
zwei Feinheiten L = 100 und L = 500 aufgenommen. In beiden Féllen wird bei gleichem
AU derselbe Raumbereich der Probe gemessen, man verwendet lediglich je Abtast-
schritt mehr oder weniger Zeilen () der zentralen Projektion auf dem Kamerasensor.
Die Testaufnahmen wurden an der kommerziellen Convallaria-Probe durchgefiihrt. Es
handelt sich dabei um eine Probe, die fiir Mikroskopjustagen verwendet wird. Man
erkennt, dass eine grobe Abtastung mit L = 100 und @ = 60 zu Artefakten im Bild
fithrt, die in Abb. 8.8 und Abb. 8.9 erldutert wurden. Die Anpassung an den ausge-
wahlten Raumbereich mit L = 500 und ) = 12 ergibt dagegen ein Bild ohne sichtbare
Ubergénge zwischen den Lichtblattern.

a) Nx o

Grobe Abtastung, L=100, Q=60

Feine Abtastung, L=500, Q=12

Abbildung 8.10.: Streifenweise zusammengesetzte Fluoreszenzaufnahme der Convallaria-
Probe ohne Schlitzblende. Beispiclaufnahme einer iiblicherweise fiir Mikroskoptests verfiigha-
ren fluoreszenten Convallaria-Probe mit verschiedenen ausgelesenen Lichtblattpixeln Q und Anzahl
Lichtbldtter L. a) Grobe Abtastung mit L=100 und Q=60. b) Feine Abtastung mit L=500 und
Q=12. Um von der Feinheit unabhéngig den gemessenen Ausschnitt der Probe gleich zu lassen, muss
N, = L x @ konstant gehalten werden. Hier wird sowohl die Q-Korrektur (Q-Korr) wie auch die L-
Korrektur (L-Korr) angewendet. Wahrend bei der groben Abtastung im ZOOM deutliche Artefakte
zu sehen sind, ist die Darstellung bei L = 500 in der ZOOM-Darstellung kontinuierlich. Ny ist bei
der Abbildung durch die Hohe des Lichtblatts hSet . gegeben. Diese Aufnahme ist ohne Schlitzblende
(pinslit) entstanden, die Tiefendiskriminierung des Mikroskops ist hier somit die eines gewohnlichen
Epifluoreszenzmikroskops.
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Wesentliche Ergebnisse und zukiinftige Projekte

Die gantitative Untersuchung lebender Systeme stellt fiir die Forschung durch die Viel-
falt an relevanten Zeit- als auch Léngenskalen eine besondere Herausforderung dar. Die
Grundannahme, dass generische Eigenschaften von Organismen sich durch Fluktuatio-
nen bestimmter Messgrofien zeigen, hat in der Vergangenheit zu grofien Erfolgen in der
biophysikalischen Forschung gefiihrt. Dieses Prinzip anwendend wurden in dieser Ar-
beit durch die Priifung verschiedener Sensoren und Stressszenarien an in vivo-Fluiden
als auch durch die Entwicklung eines neuen Mikroskops Grundlagen fiir zukiinftige
Projekte gelegt, die der Aufdeckung intrazellularen Lebens gewidmet sind.

In diesem Teil der Arbeit werden die wesentlichen Resultate der in vivo-Stressmessungen
in lebenden Zellen als auch der Entwicklungsstand des Mikroskops zusammengefasst
und diskutiert. In diesem Zusammenhang wird auch aufgezeigt, in welcher Weise die
bisherigen Experimente zu zukiinftigen Projekten beigetragen haben, einige ausstehen-
de Experimente vorgeschlagen und auf offene Fragen eingegangen.

0.1. Viskositatssensitiver Stresssensor - DASPMI

Die Untersuchungen am molekularen Rotor DASPMI zeigen sowohl dessen moglichen
Einsatz als screening-Agent fiir Mitochondrien, als auch seine hinreichende Spezifitét
zur Zellkompartimentseparation bei physiologischen HelLa-Zellen. Da der Sensor aber
eine sehr komplexe Relaxationskinetik hat und kontrir auf polare und viskose Mi-
kroumgebungen reagiert, sinkt dessen Spezifitat beziiglich der Lebenszeitfraktion. Die
Priifung eines weiteren molekularen Rotors, 4,4’-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene,
in der Publikation von Kuimova et al.?%% kurz (1) genannt, kénnte interessant sein
und in Kombination mit der Phasor-Slicing-Methode spezifischer auf die lokale Mi-
kroviskositit reagieren als DASPMI, da es [(1)] lediglich einen Rotationsfreiheitsgrad
hat. Die Schwierigkeit bei der Kompartimentseparation iiber Phasor-Slicing ist ndm-
lich nicht nur durch den geringen Unterschied der mittleren Fraktionsverschiebung in
Abhéngigkeit von der Mikroumgebung gegeben, sondern liegt auch an der Breite dieser
Fraktionsverteilungen. Durch die Verringerung der Freiheitsgrade des jeweiligen mole-
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kularen Rotors ist daher eine bessere Auflosbarkeit aufgrund geringerer Streuung der
mittleren Fraktionsverschiebungen zu erwarten. Allerdings ist der erwéhnte molekula-
re Rotor stark hydrophob, was die Farbung der Zellen in einem hydrophilen Milieu
deutlich erschwert. Mikroinjektionsverfahren 4 kénnten aber die Fiarbung trotzdem
ermoglichen.

Die Phasordarstellung bildet bei einem molekularen Rotor ohne signifikante Fluores-
zenzloschung mit charakteristischen Lebenszeiten jede Komposition der Lebenszeiten
entlang einer Linie, der Regressionsgerade, ab. Weist man den Positionen entlang dieser
Linie verschiedene zellulare Zustande zu, ist es moglich von der Position auf der Verbin-
dungslinie auf den zelluldren Zustand zu schlieSen. Auf diese Weise konnte eine Eichung
des physiologischen zellularen Zustands erfolgen. Wenn beispielsweise iiber physiologi-
sche Zellen ein Bereich A < A < Apax einer mittleren Viskositiat von I' &~ 1 mPas
zugeordnet wird, kann bei anderen Zellen das Auftreten von A in dem zugewiesenen Be-
reich Auskunft iiber deren raumlich verteilte Viskositéit geben. Dieses Beispiel bezieht
sich auf viskositétssensitive molekulare Rotoren, und spiegelt bei speziell polaritétssen-
sitiven oder Crowding-sensitiven Rotoren die jeweilige Einflussgrofie nach der Eichung
wider.

9.2. Redoxsensitiver Stresssensor - CellRox-DeepRed

Die Untersuchung des Redox-Sensors CellRox-DeepRed ergab, dass der Sensor auf oxi-
dative Stresszunahme mit einer Lebenszeiterhohung reagiert, auch wenn diese Reaktion
nur in HeLa-Zellen nachgewiesen werden konnte. Die herstellerseitig angegebene Obser-
vable, die Intensitdtszunahme unter oxidativer Stresserhohung, konnte sowohl in HeLa-
als auch U20S-Zellen bestétigt werden. Auch dieser Effekt war in U20S-Zellen schwé-
cher ausgepragt als in HelLa-Zellen, erlaubt aber zukiinftige Eichmessungen, falls der
oxidative Stresszustand der Zelle tiber ein zuséitzliches Verfahren ermittelt werden kann.

Das Ergebnis der Zellensemble-Phasor-Auswertung wirft die Frage auf, ob CellRox-
DeepRed einen molekularen Rotorcharakter hat, da iiber diese Methode in Menadion-
behandelten HeLa-Zellen eine Population von Lebenszeiten beobachtet werden konnte,
die fiir die Lebenszeitverschiebungen im Mittel verantwortlich gemacht werden kann
und in unbehandelten HeLa-Zellen nicht auftrat. Diese Vermutung kénnte durch Mes-
sungen in Losungen mit verschiedenen Viskosititen, aber gleicher Konzentration freier
Sauerstoffradikale gegengepriift werden, da die Freiheitsgrade der Relaxation moleku-
larer Rotoren durch die Umgebungsviskositéit beeinflusst werden.

Wenn andererseits die dreieckige Phasorverteilung von CellRox-DeepRed in Menadion-
behandelten HeLa-Zellen auf einen dreifachexponentiellen Zerfall des Farbstoffes hin-
weist, muss dies iiber ein deutlich grofleres Zellensemble N, ~ 500 tiberpriift werden,
da dreifachexponentielle Histogrammzerfille in das Innere eines Phasor-Dreiecks fallen
und fiir eine sichere Aussage die Fliche des Phasor-Dreiecks ausgefiillt sein sollte®% [50],
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9.3. Crowding-Sensor - fCrH2

Der Crowding-Sensor fCrH2 ist von allen untersuchten Sensoren der Zuverlassigste. Er
reagiert sowohl im Nukleoplasma als auch im Zytoplasma spezifisch auf die Erhohung
zellularen osmotischen Stresses. Fiir die intrazelluldre Unterscheidung kompartiment-
spezifischer Gedrangtheit im gleichen Behandlungszustand reicht die Spezifitat bei klei-
nen Ensemblegréfien nicht aus. Die Mittelwerte der FRET-Effizienzen im Nukleoplas-
ma und Zytoplasma zeigen aber das bekannte qualitative Verhalten, namlich dass das
Nukleoplasma tendenziell weniger gedrangt ist als das Zytoplasma. Eine Eichung der
Gedrangtheit iiber den Anomalieparameter a mit der FRET-Effizienz ist moglich. Hier-
fiir miissen FCS-Messungen mit niedrigen Zahlraten Rge, ~ 1 x 10* — 2 x 10 €42 jp
Losungen mit Crowding-Reagenzien wie Dextran? oder Ficoll %! durchgefiihrt wer-
den, um die Laborzeit-Ankunftszeitvektoren zuséatzlich zu den vorgestellten Methoden
mittels Autokorrelationsfunktionen auswerten zu koénnen.

Da fir die gemessenen FRET-Effizienzen in allen Fallen Errpr < 50 % gilt, wird ge-
schlossen, dass die Féahigkeit des Sensors, hyperosmotischen Stress nachzuweisen bei
dem Osmolaritatsunterschied Acyg, = 0.5 Osm nicht ausgereizt ist und Messungen mit
hoheren Osmolaritdaten auch im Rahmen zukiinftiger Eichmessungen moglich sind.

Sowohl Cisplatin als auch ROS kénnen DNA-Quervernetzungen verursachen. Zukiinfti-
ge Untersuchungen an Cisplatin-behandelten oder oxidativem Stress ausgesetzten Zel-
len mit transfiziertem fCrH2 konnten dazu beitragen, den Einfluss der Quervernetzung
auf die Gedrangtheit der nukleoplasmischen Region einschliellich der Nukleoli zu quan-
tifizieren.

9.4. Invertierte Lichtblattmikroskopie und
Rauschanalyse

Im Rahmen des Mikroskopprojektes wurde zusétzlich zur Planung, dem Einkauf samt-
licher Komponenten und dem Aufbau eine Vorjustage fiir die Bildgebung durchge-
fiihrt. Da der verwendete PMT mit der sehr grofien Detektorfliche von Age ~ 20 mm?
sehr sensitiv auf Umgebungslicht wie den Computermonitor oder auch Betriebsleuch-
ten von Geraten reagierte, musste der Aufbau spaltfrei eingehaust werden. Mit Hil-
fe der Einhausung konnte die Dunkelzéhlrate des PMT von Rge ~ 5 x 10* <ounts
auf Rget ~ 1 x 107 %‘“S reduziert werden. Elementare Steuerungsfunktionen wie die
Galvanometer-Kamera-Synchronisation zur Bildaufnahme wie auch die kontinuierliche
Aufnahme von Fluoreszenzzeitreihen und Echtzeit-Autokorrelationsberechnung wur-
den in LabView implementiert. Nach ersten Testmessungen zur Bildgebung [Abb. 8.10]
wurde der Aufbau an Adal Sabri iibergeben. Zwischenzeitlich ist die Implementierung
von FCS-Messungen und Justage der Weitfeldfluoreszenzaufnahmen abgeschlossen und
die Erweiterung auf die Messung raumlicher Kreuzkorrelationen [PCF] in Arbeit.
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Eine sinnvolle Erweiterung des Aufbaus ware ein Femtosekunden-Laser mit der Wel-
lenlénge Aex =~ 1pm, der die Zweiphotonenanregung im Zentrum des Beleuchtungsvo-
lumens ermoglichen und die komplizierte Justage der Schlitzblende redundant machen
wiirde 2°7, Mit Hilfe der Zweiphotonenmikroskopie sind alle {iblichen spektroskopischen
Verfahren wie FCSP%! PCF und die Fluoreszenzmikroskopie zuganglich. Vor dem Ein-
satz eines solchen Lasers miissten allerdings Untersuchungen mit Kurzzeitpulslasern am
AOD durchgefithrt werden, da die Dispersion am modulierten TeO,-Kristall bei ultra-
kurzen Laserpulsen nicht vernachlissigbar ist. Die Veroffentlichung von Ngoi et al.['8%]
befasst sich mit Moglichkeiten der Dispersionskorrektur im Zusammenhang mit akus-
tooptischen Ablenkungssystemen.

Frithere FRAP-Experimente an einzelnen mitochondrialen Strangen zeigten, dass diese,
obwohl sie in der fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung verbunden scheinen, nicht
zwingend in Kommunikation stehen miissen. Hierfiir wurden einzelne Enden mitochon-
drialer Strukturen gezielt gebleicht. Die Konnektivitat dieser Strukturen konnte in Zu-
kunft ebenfalls durch PCF-Experimente aufgedeckt werden. Das mitochondriale Netz-
werk ist bekannt fiir seine Fusions- und Fissionsdynamik!™?, die sich jedoch durch
iibliche Bildgebungsmethoden nicht auf kurzen Zeitskalen priifen lasst. Dies liegt unter
anderem daran, dass einzelne Mitochondrien als relativ grofie Organellen mit einem
Durchmesser von D,,;;, ~ 200 nm nicht wesentlich von der brownschen Molekularbewe-
gung betroffen sind.

Eine Arbeit von Pawar et al.[?% befasst sich mit der Anisotropie der Diffusion ent-
lang und senkrecht zur Mitosespindel. Sie fanden mit Hilfe von FCS-Messungen, dass
die Diffusion entlang der Spindel gegeniiber der Querrichtung bevorzugt wird. Die Mito-
sespindel konnte iiber PCF néher auf die Kommunikationswege individueller Proteine
untersucht werden, da FCS nur lokale Aussagen ermoglicht.

Hochstauflosende Mikroskopietechniken (superresolution microscopy) wie PALM (pho-
toactivated localization microscopy)?'® und STORM (stochastic optical reconstructi-
on microscopy) 2! werden fiir die Analyse fixierter Zellen verwendet und ermoglichen
Auflésungen unterhalb der Beugungsgrenze. Diese Methoden umgehen die Beugungsbe-
grenzung, indem nur sehr wenige Fluorophore angeregt werden, wodurch der Uberlapp
mehrerer PSF vermeiden wird. Das stochastische Blinken einzelner Fluorophore erfor-
dert jedoch sehr viele Bildaufnahmen. Deshalb ist sowohl die Aufnahmezeit als auch
die Rekonstruktion der Fluorophorpositionen iiber Fitalgorithmen sehr zeitaufwandig.
Im Zusammenhang mit héchstauflosenden Mikroskopietechniken kann zukiinftig SOFI
an diesem Mikroskop realisiert werden. Bei dieser Methode werden viele Fluoreszenz-
bilder einer mit Quantendots gefarbten Probe aufgenommen und fiir jeden Pixel die
zeitabhéngigen Kumulanten verschiedener Ordnungen berechnet. Je hoher die gewahlte
Kumulantenordnung umso hoéher die Auflosungsverbesserung. Das Integral iiber diese
pixelweisen Kumulanten ergibt dann das fertige SOFI-Bild. Fiir diese Mikroskopieme-
thode ist die schnelle Bildgebung hilfreich und erhéht das SNR des SOFI-Bildes. Die
Lichtblattbeleuchtung eignet sich sehr gut als Bildgebungsmethode fiir SOFI, da mit
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9.4. Invertierte Lichtblattmikroskopie und Rauschanalyse

ihr Aufnahmeraten bis zu R..q = 5000 fps moglich sind.

Das beschriebene Mikroskop bietet fiir viele spektroskopische Anwendungen eine Platt-
form und ist frei erweiterbar. Im Rahmen der Transportquantifizierung erlaubt es die
Messung von normaler, anomaler, isotroper und anisotroper Diffusion wie auch intra-
zelluldrer Stromungen.
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Mikroskopkomponenten

Gerate

Komponenten zur Strahlerzeugung und Ablenkung wie auch Detektion, sind in diesem
Abschnitt aufgefithrt. Ein spektral sehr schmalbandiger Laser der Firma Cobolt, AOD
und Zubehor von Pegasus Optik/AA Optoelectronics, Galvanometer mit Zubehor von
Cambridge Technology und Detektion iiber Kamera und PMT von Andor bzw. Hama-
matsu bilden die Grundlage des Erzeugungs-Detektions bzw Ablenkungssystems des
Mikroskops. Thorlabs lieferte die tiber Software steuerbare XY-Stage inklusive Steue-

Ol Ll Zyl_ﬂbl

rungseinheit.
Cobolt
Bezeichnung | Typenbezeichnung | Bezug
DPSS Laser, 50 mW Calypso-491 Laser
Laserkiihlkorper HS-01 Laser
Cambridge Technology
Bezeichnung | Typenbezeichnung | Bezug
Galvanometer 6215HSM40 GM
Controller MikroMax 671XX GM
Scan-Spiegel 6M2106X405100V1 GM
Pegasus Optik
Bezeichnung | Typenbezeichnung | Bezug
Akustooptischer Deflektor AA.DTSX-250-488RS AOD
Elektronischer Oszillator AA.DRFA10Y-B-0-60.150 AOD
Elektronischer Verstarker AA.AMPA-B-34-20.425 AOD
Andor Technology
Bezeichnung | Typenbezeichnung | Bezug
sCMOS Kamera | DC-152Q-FI | Kamera
Hamamatsu Photonics
Bezeichnung | Typenbezeichnung | Bezug
Photomultiplier H7421-40 PMT
Netzteil C8137 PMT
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Mikroskopkomponenten

Thorlabs
Bezeichnung | Typenbezeichnung | Bezug
X-Y Scanning Stage MLS203-1 X-Y Stage
Motor Controller fiir Stage BBD202 X-Y Stage

Optische Komponenten

Optische Komponenten wie Objektiv, Filter, Spiegel und Linsen wurden von den Fir-
men Leica, Thorlabs, Laser 2000, Newport und Semrock je nach Verfiighbarkeit und
Kompatibilitédt verwendet. Dabei wurden im Anregungspfad Plankonvexlinsen und im
Detektionspfad plankonvexe Achromaten eingesetzt. Genauso wurden im Beleuchtungs-
pfad Spiegel mit ca. 97 % Reflektivitat bei Aoy = 491 nm und im Detektionspfad Breit-
bandspiegel mit einer mittleren Reflektivitit von 99 % verwendet.

Leica Microsystems

Bezeichnung | Typenbezeichnung | Bezug
Objektiv, 63 x 1.2 HC PL APO CS 63x /1.2 Objektiv
CORR CS2
Laser 2000
Bezeichnung | Typenbezeichnung | Bezug
Achromat 40 mm, f = 150 mm | SIG-026-1340 | L7

Newport Corporation

Bezeichnung | Typenbezeichnung | Bezug
Polarisator 10LP-VIS-B F1
Quarter-Wave-Plate 10RP04-12 F2
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Mikroskopkomponenten

Thorlabs
Bezeichnung | Typenbezeichnung | Bezug
Spiegel 1”7, 97 % PF10-03-P0O1 M1-M5,

SM1, SM2

Breitbandspiegel 27, 99 % BB2-E02 M6-MS
Linse 1”7, f = 50 mm LA1131-A L1
Linse 2", f = 300 mm LA1256-A L2
Linse 2", f = 200 mm LA1979-A L4
Linse 2", f = 150 mm LA1417-A L3
Achromat 2", f = 200 mm AC508-200-A L6, L9, L10
Achromat 2", f = 100 mm AC508-100-A L5
Achromat 2", f = 150 mm AC508-150-A L8
Zylinderlinse 1", f = 50 mm LJ1695RM-A CL1
Zylinderlinse 1”, f = 150 mm LJ1629RM-A CL2
Zylinderlinse 1”, f = 200 mm LJ1653RM-A CL3

Semrock
Bezeichnung | Typenbezeichnung | Bezug
Breitbandspiegel 17, 99 % SEM-MM2-311-25.4 SM3
Dichroitischer Strahlteiler SEM-LPDO01-488RS-25 D
Spektraler Bandpass Filter SEM-FF03-525/50-25 F3, F4

Systemkomponenten

Systemkomponenten haben die Fiithrung des Anregungs- und Detektionsstrahls zur
Aufgabe und beinhalten Schienen, Reiter sowie Halter fiir optische Komponenten. Die
Komponenten werden auf einem optischen Tisch mit einem 25 x 25 mm Lochraster
mit M6-Gewindeléchern mittels Inbusschrauben fixiert. Der Grofiteil der Systemkom-
ponenten wurde von der Firma Owis erworben, die Systemgrofie und damit die opti-
sche Achshohe auf H,,, = 65 mm festgelegt. Newport lieferte den optischen Tisch und
Thorlabs Komponenten fiir den elektrisch steuerbaren Mikroskopietisch (XY-Stage).

Newport Corporation

Bezeichnung | Typenbezeichnung | Bezug
Tischplatte, 2400 x 1500 mm M-RS2000-58-8 Opt. Tisch
[solator Standfuf}, 600 mm SL-600-428 Opt. Tisch
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Mikroskopkomponenten

Owis
Bezeichnung | Typenbezeichnung | Bezug
Standard Reiter RT 65-20-R SM1-SM3,
L1-L10,
F1-F4,
S
Langlochreiter RT 65-40-R-LL M1-MS,
D
Verstellbarer Schlitz SP 60 S
Erhohter Reiter RT 65-25-R-H Cl1-C13
Spiegelhalter K 50-FGS M1-M8
Spiegelfassung 1" SF-D26-D40 M1-M5
Spiegelfassung 2" SF-D51 M6-MS8
Klappspiegelhalter KSHM 40-LI-MDS SM1
Klappspiegelhalter KSHM 40-RE-MDS SM2, SM3
Adapterplatte fir ... ADP 65B SM1-SM3
... Klappspiegelhalter
Transjustierung TRANS 65L-D35-FGS D, L1
Transjustierung TRANS 65L-D45-FGS L7
Fassung fiir Optik G35-13-D25 L1
Fassung fiir Optik G45-20-D40 L7
Reduziereinsatz EINSD35/25 D
Drehfassung SYS 40 DOH 40-D26 CL1-CL3,
F1-F2
Adapterplatte Drehfassung ADP-S65-S40-20 CL1-CL3,
F1-F2
Halter fiir Trans-Optik 17 OH 65-D25 L2
Halter fiir Trans-Optik 2" OHU 65-D50 L3-6,
L8-L10
130 mm Schiene S65-130-LL F1
200 mm Schiene S65-200-LL M7, M8
300 mm Schiene S65-300-LL M1, M3
400 mm Schiene S65-400-LL L3
500 mm Schiene S65-500-LL L1, L9
700 mm Schiene S65-700-LL CL1, D
Lochblende 30 pm LB 30-D5-G25 P
Goniometer TP 65-W30-W40 AOD
Adapterplatte Goniometer ADP 65B AOD
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Mikroskopkomponenten

Thorlabs

Bezeichnung | Typenbezeichnung | Bezug

Slide Holder fiir Stage MLS203P2 X-Y Stage
Saulenauflage fiir Stage MLSAO01 X-Y Stage
Lineartisch LNR25M/M X-Y Stage
Winkelstiick fiir Stage LNR25P2 X-Y Stage
Winkelstiick fiir Beleuchtung AP90/M X-Y Stage
Grundplatte fiir Lineartisch LNR25P1 X-Y Stage
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