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Zusammenfassung

Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine vielseitig einsetzbare Untersuchungsmethode für
biologische Proben, bei der Biomoleküle selektiv mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert
werden, um sie dann mit sehr gutem Kontrast abzubilden. Dies ist auch mit mehreren
verschiedenartigen Zielmolekülen gleichzeitig möglich, wobei üblicherweise verschiedene
Farbstoffe eingesetzt werden, die über ihre Spektren unterschieden werden können.

Um die Anzahl gleichzeitig verwendbarer Färbungen zu maximieren, wird in dieser
Arbeit zusätzlich zur spektralen Information auch das zeitliche Abklingverhalten der
Fluoreszenzfarbstoffe mittels spektral aufgelöster Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie
(spectrally resolved fluorescence lifetime imaging microscopy, sFLIM) vermessen. Dazu
wird die Probe in einem Konfokalmikroskop von drei abwechselnd gepulsten Lasern mit
Wellenlängen von 485 nm, 532 nm und 640 nm angeregt. Die Detektion des Fluoreszenz-
lichtes erfolgt mit einer hohen spektralen Auflösung von 32 Kanälen und gleichzeitig
mit sehr hoher zeitlicher Auflösung von einigen Picosekunden. Damit wird zu jedem
detektierten Fluoreszenzphoton der Anregungslaser, der spektrale Kanal und die An-
kunftszeit registriert. Diese detaillierte multidimensionale Information wird von einem
Pattern-Matching-Algorithmus ausgewertet, der das Fluoreszenzsignal mit zuvor erstell-
ten Referenzpattern der einzelnen Farbstoffe vergleicht. Der Algorithmus bestimmt so
für jedes Pixel die Beiträge der einzelnen Farbstoffe.

Mit dieser Technik konnten pro Anregungslaser fünf verschiedene Färbungen gleichzei-
tig dargestellt werden, also theoretisch insgesamt 15 Färbungen. In der Praxis konnten
mit allen drei Lasern zusammen insgesamt neun Färbungen abgebildet werden, wobei
die Anzahl der Farben vor allem durch die anspruchsvolle Probenvorbereitung limitiert
war. In anderen Versuchen konnte die sehr hohe Sensitivität des sFLIM-Systems genutzt
werden, um verschiedene Zielmoleküle voneinander zu unterscheiden, obwohl sie alle mit
demselben Farbstoff markiert waren. Dies war möglich, weil sich die Fluoreszenzeigen-
schaften eines Farbstoffmoleküls geringfügig in Abhängigkeit von seiner Umgebung ändern.
Weiterhin konnte die sFLIM-Technik mit der hochauflösenden STED-Mikroskopie (STED:
stimulated emission depletion) kombiniert werden, um so hochaufgelöste zweifarbige
Bilder zu erzeugen, wobei nur ein einziger gemeinsamer STED-Laser benötigt wurde.

Die gleichzeitige Erfassung von mehreren photophysikalischen Messgrößen sowie deren
Auswertung durch den Pattern-Matching-Algorithmus ermöglichten somit die Entwicklung
von neuen Methoden der Fluoreszenzmikroskopie für Mehrfachfärbungen.
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Abstract

Fluorescence microscopy is an important and near-universal technique to examine biolog-
ical samples. Typically, biomolecules are selectively labelled with fluorophores and then
imaged with high contrast. This can be done for several target molecules simultaneously,
using different fluorophores that are usually distinguished by their spectra.

This thesis describes a method to maximize the number of simultaneous stainings. Not
only the spectral information but also the temporal information of the fluorescence decay
is exploited by means of spectrally resolved fluorescence lifetime imaging microscopy
(sFLIM). Using a confocal laser scanning microscope, the sample is excited by three alter-
natingly pulsed lasers at 485 nm, 532 nm, and 640 nm. Fluorescence light is detected on
32 spectrally separated detection channels with high time resolution of a few picoseconds.
Thus, in this setup, we record the excitation laser, the spectral channel, and the time
of arrival for each fluorescence photon. This detailed multi-dimensional information is
then processed by a pattern-matching algorithm that compares the fluorescence signal
with reference patterns of the used fluorophores to determine the contribution of each
fluorophore in each pixel.

Using this technique we imaged five different stainings per excitation laser, implying
that 15 simultaneous stainings should theoretically be achievable. Current constraints
in the sample preparation procedure limited the number of simultaneous stainings to
nine. In additional experiments, we exploited the sensitivity of the sFLIM system to
image several different target molecules simultaneously with the same fluorophore, taking
advantage of slight changes in the fluorescence behaviour of the fluorophore due to
environmental changes. We also combined sFLIM with stimulated emission depletion
(STED) to perform super-resolution multi-target imaging with two stainings that operated
with one common STED laser.

Thus, the simultaneous exploitation of several photophysical parameters, in combination
with algorythmic evaluation, allowed us to devise novel modes of multi-target imaging in
fluorescence microscopy.
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1 Einleitung

1.1 Vorteile der Fluoreszenzmikroskopie
Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine sehr mächtige und viel genutzte Untersuchungs-
methode, mit der insbesondere biologische Proben sehr gut abgebildet und analysiert
werden können. Ein großer Vorteil dabei ist die selektive Markierung ausgewählter
Biomoleküle, zum Beispiel mittels Antikörpern mit Fluoreszenzfarbstoffen1, wodurch
eine Abbildung mit sehr gutem Signal-zu-Hintergrund-Verhältnis ermöglicht wird [1].
Ein weiterer Vorteil ist die geringe Invasivität, so dass auch lebende Zellen und sogar
lebende Organismen untersucht werden können. So lassen sich dynamische Vorgänge
zeitaufgelöst beobachten [2–4]. Die Weiterentwicklungen Konfokalmikroskopie [5, 6] und
Multiphotonen-Mikroskopie [7] ermöglichen dreidimensionale Aufnahmen bis in tiefe
Gewebeschichten hinein, mit höherem Kontrast und besserer Auflösung [8, 9].

Für die Untersuchung lebender Zellen eignen sich besonders die gentechnisch an
Zielproteine koppelbaren fluoreszierenden Proteine [10, 11], wie auch chemische Tags
für die Färbung lebender Zellen mit organischen Fluorophoren [12, 13]. Spezifische und
effiziente fluoreszierende Sonden sind über einen weiten spektralen Bereich verfügbar [14]
und ermöglichen die Untersuchung vieler biologischer Komponenten, teilweise sogar mit
Einzelmolekül-Empfindlichkeit [15, 16].

1.2 Fluoreszenzmikroskopie mit mehreren Farben
Für viele Anwendungen in Biologie und Medizin ist es äußerst wichtig, gleichzeitig mehrere
Ziele und deren Interaktionen beobachten zu können. Dafür werden mehrere verschiedene
Zielmoleküle gleichzeitig mit verschiedenen Fluorophoren markiert. Diese müssen über die
unterschiedlichen Fluoreszenzeigenschaften ausreichend gut voneinander unterscheidbar
sein, was oft über unterschiedliche Spektren [17–19] erreicht wird. Am einfachsten und
deshalb auch am häufigsten werden für Mehrfarben-Aufnahmen Fluorophore verwendet,
deren Emissionsspektren sich nur minimal überlappen, so dass Farbfilter im Mikroskop
ausreichen, um jeweils im Wesentlichen nur das Licht einer Färbung durchzulassen. Auf
diese Weise sind typischerweise bis zu drei oder vier Farben möglich, die gleichzeitig auf
verschiedenen spektralen Kanälen oder nacheinander mit verschiedenen Filtereinstellungen
auf demselben Detektor erfasst werden. Die besten Ergebnisse erzielt man dabei, wenn
zur Unterscheidung der Farbstoffe nicht nur das Fluoreszenzlicht spektral gefiltert wird,
sondern auch die unterschiedlichen Absorptionsspektren ausgenutzt werden, indem die
Farbstoffe nacheinander jeweils mit einem auf den Farbstoff abgestimmten Laser angeregt
werden. Abbildung 1.1 zeigt beispielhaft die Spektren von drei Fluoreszenzfarbstoffen,
die sich in dieser Kombination gut für Dreifarben-Aufnahmen eignen.

Für mehr Farben oder bei stärkerer spektraler Überlappung gibt es Methoden, die
Signale auseinander zu rechnen, wie zum Beispiel das spektrale Phasorverfahren [20–22],
eine nichtnegative Matrixfaktorisierung [23] oder die Singulärwertzerlegung [19]. Dafür

1Die Begriffe Fluoreszenzfarbstoff, Farbstoff und Fluorophor werden in dieser Arbeit weitgehend synonym
benutzt, teilweise je nach Kontext auch die Begriffe Farbe und Färbung.
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Abbildung 1.1: Beispielhafte Spektren von organischen Fluoreszenzfarbstoffen
Dargestellt sind die Absorptions- und Emissionsspektren2 der organischen
Farbstoffe ATTO 488 (blau), Alexa Fluor 568 (grün) und ATTO 647N
(magenta). Dies ist ein gutes Beispiel für einen Satz von drei Farbstoffen,
deren Spektren sich wenig überlappen, und die sich deswegen relativ gut
mit spektralen Filtern voneinander trennen lassen.

muss die Aufnahme mit hoher spektraler Auflösung (hyperspektral) erfolgt sein, zum
Beispiel mittels Fourierspektroskopie [19]. Damit konnten bisher bis zu sieben oder acht
Farben gleichzeitig genutzt werden [19, 22, 24].

Alternativ zur Ausnutzung spektraler Unterschiede können verschiedene Fluoreszenz-
farbstoffe auch durch ihr zeitliches Abklingverhalten mittels FLIM3 voneinander un-
terschieden werden [25–29]. Dazu muss das Fluoreszenzsignal mit hoher Zeitauflösung
detektiert und anschließend immer auseinander gerechnet werden, zum Beispiel durch
einen Pattern-Matching-Algorithmus [30–32] oder mittels zeitlichem Phasorverfahren
[20, 33, 34]. Auch die Kombination von spektraler Unterscheidung und FLIM, sFLIM4

genannt, wurde schon erfolgreich angewendet, sowohl auf Ensembleniveau als auch für
einzelne Moleküle [20, 35–37].

1.3 Hochauflösende Fluoreszenzmikroskopie
Die Auflösung der klassischen Fluoreszenzmikroskopie ist durch Beugung begrenzt auf
ungefähr die halbe Wellenlänge des verwendeten Lichtes [38]. Um eine feinere Auflö-
sung zu erzielen, wurden diverse Techniken der hochauflösenden Fluoreszenzmikroskopie
entwickelt, mit denen die Beugungsgrenze umgangen werden kann [39, 40]. Eine dieser

2Die Farbstoffe waren bei der Vermessung in PBS (phosphatgepufferte Salzlösung mit pH 7,4) gelöst. Die
Emissionsspektren, vor allem von ATTO 647N, sind am kurzwelligen Ende nicht vollständig vermessen,
weil es jeweils in der Nähe der Anregungswellenlänge durch Streulicht zu Störungen kommen würde.
Die Spektren sind jeweils im Maximum auf 1 normiert.

3FLIM: fluorescence lifetime imaging microscopy, Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie
4sFLIM: spectrally resolved fluorescence lifetime imaging microscopy, spektral aufgelöste Fluoreszenz-

lebensdauer-Mikroskopie. In der Literatur findet man neben sFLIM auch die Schreibweisen SFLIM
und λFLIM.
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1.4 Unser sFLIM-System

Techniken ist die STED5-Mikroskopie, bei der ein speziell geformter STED-Strahl die
Fluoreszenzfarbstoffe, die sich etwas neben dem Zentrum des Anregungsfokus befinden,
abregt, bevor sie fluoreszieren können. Dadurch verkleinert sich das effektive Anregungs-
volumen, aus dem das Fluoreszenzlicht kommt [41]. Die STED-Mikroskopie ist prinzipiell
auch mit mehreren spektral voneinander getrennten Farbstoffen möglich, was aber einen
großen Aufwand bedeutet, unter anderem weil gewöhnlich jeder Farbstoff seine eigenen
Anregungs- und STED-Laser benötigt, und weil das ganze System sehr exakt justiert
werden muss [42, 43].

1.4 Unser sFLIM-System

GepulstehLaser
hhlhhhlhhhlhhhlhhhlhhhl

Konfokalmikroskop
(CLSM)

Detektorhmith32hspektralen
Kanälen

TCSPC

Synchronisierung

Pattern-Matching-
Algorithmush

Ergebnisbild

Abbildung 1.2: Prinzip von sFLIM
Drei abwechselnd gepulste Laser mit Wellenlängen von 485 nm, 532 nm
und 640 nm regen die Probe an, während diese im Konfokalmikroskop
(CLSM) Pixel für Pixel abgerastert wird. Das Fluoreszenzlicht wird spek-
tral auf 32 Detektionskanäle aufgeteilt und mit einer TCSPC-Elektronik
zeitlich vermessen. Ein Pattern-Matching-Algorithmus verarbeitet für
jedes Pixel die gesamte multidimensionale Information, bestehend aus
Anregungslaser, Emissionsspektrum und zeitlicher Abklingkurve des Fluo-
reszenzlichtes, und berechnet daraus ein buntes Ergebnisbild, das sich
aus den einzelnen Signalen der verschiedenen Färbungen der Probe zu-
sammensetzt.

Ein wichtiges Ziel dieser Doktorarbeit war, bei der Fluoreszenzmikroskopie die Anzahl
gleichzeitig verwendbarer Färbungen zu maximieren. Dazu wurde ein konfokaler Aufbau
des Mikroskops gewählt (CLSM6), bei dem die zu untersuchende Probe Pixel für Pixel
abgerastert wird. Die Anregung erfolgt über drei abwechselnd gepulste Laser mit Wellen-
längen von 485 nm, 532 nm und 640 nm. Die Detektion des Fluoreszenzlichtes erfolgt mit
einer hohen spektralen Auflösung von 32 Kanälen und gleichzeitig mit sehr hoher zeitlicher
Auflösung mittels TCSPC7. Damit wird zu jedem detektierten Fluoreszenzphoton der
Anregungslaser, der spektrale Kanal und die Ankunftszeit registriert. Diese detaillierte
multidimensionale Information wird von einem Pattern-Matching-Algorithmus ausge-
wertet, indem das Fluoreszenzsignal mit zuvor erstellten Referenzpattern der einzelnen
Farbstoffe verglichen wird. Der Algorithmus bestimmt so für jedes Pixel die Beiträge

5STED: stimulated emission depletion
6CLSM: confocal laser scanning microscope, Konfokalmikroskop
7TCSPC: time-correlated single-photon counting, zeitkorrelierte Einzelphotonenzählung
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1 Einleitung

der einzelnen Farbstoffe. Das Ziel dieser sehr genauen und komplexen Vermessung des
Fluoreszenzsignals ist, auch einander sehr ähnliche Farbstoffe anhand ihrer kleinen Unter-
schiede eindeutig voneinander unterscheiden zu können, um somit insgesamt möglichst
viele Farben gleichzeitig nutzen zu können. Die Arbeitsweise des sFLIM-Systems ist in
Abbildung 1.2 skizziert.

Mit dieser Technik konnten pro Anregungslaser fünf verschiedene Färbungen gleich-
zeitig dargestellt werden, also theoretisch insgesamt 15 Färbungen (Kapitel 4.1). In der
Praxis konnten mit allen drei Lasern zusammen insgesamt neun Färbungen abgebildet
werden (Kapitel 4.1.4), wobei die Anzahl der Farben vor allem durch die anspruchsvol-
le Probenvorbereitung limitiert war (Kapitel 3.1.1). In anderen Versuchen konnte die
sehr hohe Sensitivität des sFLIM-Systems genutzt werden, um verschiedene Strukturen
voneinander zu unterscheiden, obwohl sie alle mit demselben Farbstoff markiert waren
(Kapitel 4.2). Weiterhin konnte die sFLIM-Technik mit der hochauflösenden STED-
Mikroskopie kombiniert werden, um so hochaufgelöste zweifarbige Bilder zu erzeugen,
wobei nur ein einziger gemeinsamer STED-Laser benötigt wurde (Kapitel 4.4). Diese
Ergebnisse wurden bereits veröffentlicht, wie insgesamt große Teile dieser Dissertation:

[44] Thomas Niehörster, Anna Löschberger, Ingo Gregor, Benedikt Krämer, Hans-
Jürgen Rahn, Matthias Patting, Felix Koberling, Jörg Enderlein und Markus Sauer.
„Multi-target spectrally resolved fluorescence lifetime imaging microscopy“. In:
Nature Methods 13.3 (März 2016), S. 257–262. issn: 1548-7091. doi: 10.1038/
nmeth.3740 .
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Ausgewählte Aspekte der Fluoreszenz

Bestimmte Moleküle können durch Licht energetisch angeregt werden und anschließend
diese Energie in Form von Licht wieder abstrahlen. Diesen Vorgang nennt man, wenn er
schnell abläuft, Fluoreszenz1. Die Anregung geschieht in der Regel durch die Absorption
eines einzelnen Photons, und die Abstrahlung durch die Emission eines einzelnen Photons,
wobei das abgestrahlte Photon aufgrund der Stokes-Verschiebung meistens weniger
Energie und somit eine größere Wellenlänge hat als das zuvor absorbierte Photon. [45, 46]

2.1.1 Spektren

Das Absorptionsspektrum eines Stoffes gibt an, wie gut dieser wellenlängenabhängig
Licht absorbiert, und das Emissionsspektrum gibt die spektrale Verteilung des emittierten
Lichtes wieder, die in der Regel unabhängig von der gewählten Anregungswellenlänge ist
[46, 47]. In der Einleitung in Abbildung 1.1 sind die Absorptions- und Emissionsspektren
von drei beispielhaft ausgewählten organischen Fluoreszenzfarbstoffen dargestellt. Man
sieht dort gut die Stokes-Verschiebung.

2.1.2 Zeitliches Abklingverhalten

Die Relaxation eines angeregten Moleküls in den Grundzustand ist ein stochastischer
Prozess. Die mittlere Verweildauer des Moleküls im angeregten Zustand wird dabei
Fluoreszenzabklingzeit oder Fluoreszenzlebensdauer τ genannt. Sie liegt bei den in dieser
Arbeit verwendeten Fluoreszenzfarbstoffen typischerweise in der ungefähren Größenord-
nung von 1 ns (vergleiche Tabelle A.7) und ist abhängig von den Übergangsraten kr für
radiative Übergänge (mit Emission eines Photons) und knr für sonstige nichtradiative
Übergänge: [46]

τ = 1
kr + knr

(2.1)

Misst man für viele Anregungszyklen desselben Moleküls oder verschiedener gleich-
artiger Moleküle jeweils die Zeit t zwischen Anregungsphoton und Fluoreszenzphoton
und histogrammiert die Werte, erhält man einen exponentiellen Zerfall, sowohl für die
Population des angeregten Zustands als auch für die Intensität I des Fluoreszenzsignals:
[46]

I(t) = I0 exp
(

− t

τ

)
(2.2)

Im Idealfall ist der zeitliche Verlauf mono-exponentiell wie in Gleichung 2.2, aber er
kann auch multi-exponentiell sein, etwa wenn es mehrere Subpopulationen der Farb-
stoffmoleküle oder verschiedene Zerfallspfade gibt. In der Praxis reicht dann oft das

1oder, bei zeitlich stark verzögerter Abstrahlung aufgrund eines quantenmechanisch verbotenen Über-
gangs, Phosphoreszenz.
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2 Theoretische Grundlagen

bi-exponentielle Modell mit den zwei Abklingzeiten τ1 und τ2 und den beiden relativen
Amplituden A1 und A2 aus:

I(t) = I0A1 exp
(

− t

τ1

)
+ I0A2 exp

(
− t

τ2

)
(2.3)

Abbildung 2.1 zeigt beispielhaft eine gemessene Abklingkurve des an einen Antikör-
per gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffs ATTO 647N sowie die Kurve des zugehörigen
bi-exponentiellen Modells. Bei noch mehr Exponenten wird deren Bestimmung zuneh-
mend schwierig und ungenau. [46, 48]
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Abbildung 2.1: Zeitliches Abklingverhalten von ATTO 647N mit Antikörper
Der Fluoreszenzfarbstoff ATTO 647N, gekoppelt an einen sekundären
Antikörper Ziege gegen Kaninchen, wurde mittels TCSPC vermessen.
Das zugehörige TCSPC-Histogramm (schwarz) hat eine zeitliche Auf-
lösung von 8 ps. Zur Zeit t = 0 ns wird die Probe durch einen kurzen
Laserpuls angeregt, wodurch das gemessene Fluoreszenzsignal in die Höhe
schnellt, um anschließend allmählich wieder abzusinken. Die angefittete
bi-exponentielle Abklingkurve (magenta) besteht aus einer langsamen
Komponente mit der Abklingzeit τ1 = 3, 90 ns und der relativen Ampli-
tude A1 = 0, 62 (blau) sowie aus einer schnellen Komponente mit der
Abklingzeit τ2 = 0, 66 ns und der relativen Amplitude A2 = 0, 38 (rot).
Zusätzlich ist noch das Hintergrundsignal (grün) berücksichtigt.

2.1.3 Einfluss der Umgebung
Die Fluoreszenzeigenschaften eines Farbstoffmoleküls werden immer auch von seiner
unmittelbaren Umgebung beeinflusst. So können sich die Spektren und das zeitliche
Abklingverhalten in Abhängigkeit vom Lösungsmittel und von darin gelösten Stoffen
ändern. Eine Rolle spielen dabei zum Beispiel polare oder unpolare Stoffe sowie Ionen
und der pH-Wert. Auch Zellbausteine wie Proteine oder die DNA2 können einen Einfluss
haben. Besonders groß ist dieser Einfluss zum Beispiel beim DNA- und RNA3-Bestandteil

2DNA: deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure
3RNA: ribonucleic acid, Ribonukleinsäure
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2.2 Grundprinzip der STED-Mikroskopie

Guanin sowie bei der Aminosäure Tryptophan, die jeweils über photoinduzierten Elektro-
nentransfer (PET) die Fluoreszenz löschen können, was über eine erhöhte nichtradiative
Übergangsrate zu einer verkürzten Fluoreszenzabklingzeit führt (siehe Gleichung 2.1).
Auch kann es durch diese Einflüsse zu einem komplexen multi-exponentiellen Abklingver-
halten kommen. [46, 49–52]

Der Förster-Resonanzenergietransfer (FRET) ist ein Beispiel für eine Wechselwirkung
mit einer größeren Reichweite von typischerweise 3 nm bis 6 nm, wobei die Anregungs-
energie vom Donor auf einen Akzeptor übertragen wird. Dabei wird beim Donor-Molekül
die Fluoreszenz gelöscht, so dass seine Fluoreszenzabklingzeit abnimmt. [46, 53]

Besonders relevant für die Fluoreszenzeigenschaften ist auch die Kopplung des Farb-
stoffmoleküls an das Ziel der Färbung, zum Beispiel über Antikörper oder über das
Pilzgift Phalloidin, welches unter anderem auch Tryptophan enthält. Die Bindung des
Farbstoffmoleküls erfolgt dabei meistens kovalent, was die elektronische Struktur des
Moleküls und somit seine Fluoreszenzeigenschaften beeinflusst. Diesen Einfluss kann es
immer geben, auch wenn die Bindung nicht direkt am aromatischen Ringsystem4, welches
für die Fluoreszenz verantwortlich ist, ansetzt. [46, 54, 55]

2.2 Grundprinzip der STED-Mikroskopie

Die STED-Mikroskopie ist ein konfokales Verfahren, bei dem die zu untersuchende Probe
Pixel für Pixel abgerastert wird. Dabei werden jeweils die Farbstoffmoleküle angeregt, die
sich im Fokus des Anregungslasers befinden, und anschließend wird ihr Fluoreszenzlicht
detektiert. Man kann dabei die Auflösung verbessern, indem man das effektive Volumen,
aus dem die Fluoreszenz kommt, verkleinert. Dazu wird die Probe mit einem speziell
geformten STED-Strahl beleuchtet, der die angeregten Moleküle durch stimulierte Emis-
sion zurück in den Grundzustand befördern soll, bevor sie spontan emittieren. Dieser
STED-Strahl bekommt durch eine spezielle Phasenplatte einen ringförmigen Querschnitt
mit einer Nullstelle im Zentrum, und in dieser Form wird er gemeinsam mit dem Strahl
des Anregungslasers in die Probe fokussiert.

Im Zentrum des Fokus werden nun die Farbstoffmoleküle normal durch den Anre-
gungslaser angeregt und aufgrund der Nullstelle des STED-Strahles nicht von diesem
beeinflusst, so dass sie normal fluoreszieren können. Dagegen werden die Farbstoffmo-
leküle, die etwas neben dem Zentrum des Fokus sitzen und dort auch noch angeregt
werden, durch den STED-Laser durch stimulierte Emission zurück in den Grundzustand
befördert, so dass sie nicht mehr zur Fluoreszenz beitragen. Auf diese Weise wird der
effektive Anregungsfokus verkleinert, theoretisch beliebig klein bei entsprechend starkem
STED-Laser. Zur Veranschaulichung dieser Auflösungsverbesserung ist in Abbildung 2.2
die laterale Intensitätsverteilung im Fokus schematisch dargestellt.

In der Praxis ist die erreichbare Auflösung durch diverse Aspekte begrenzt. So muss
unter anderem der STED-Strahl sehr exakt justiert werden, damit seine Intensität im
Zentrum des Fokus möglichst nah bei Null ist. Auch müssen die Farbstoffmoleküle sehr
photostabil sein, da sie sehr viele Anregungszyklen durchmachen müssen, während sie
nur bei einem Bruchteil davon zur Bildgebung beitragen. Insgesamt wird bei der STED-
Mikroskopie wesentlich mehr Leistung in die Probe eingestrahlt als bei herkömmlicher
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie, was die Probe aushalten muss, und was insbesondere
lebende Zellen beeinträchtigen kann.

4Eine beispielhafte Strukturformel des Fluoreszenzfarbstoffs ATTO 488 inklusive des aromatischen
Ringsystems befindet sich im Ergebnis-Teil in Abbildung 4.7.
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Abbildung 2.2: Veranschaulichung der Auflösungsverbesserung mit STED
Schematisch dargestellt ist die laterale fokale Intensitätsverteilung des
ursprünglichen Anregungslasers (schwarz), des STED-Lasers (rot) sowie
des daraus resultierenden effektiven Anregungsfokus (blau).

Um eine hohe Effizienz der stimulierten Emission zu erreichen, ist es sinnvoll, Anregungs-
und STED-Laser so zu pulsen, dass der STED-Puls kurz nach dem Anregungspuls kommt,
und den STED-Puls zeitlich auf ungefähr 40 ps zu strecken. Damit reduziert man auch
die Wahrscheinlichkeit von unerwünschter Multiphotonen-Anregung durch den STED-
Puls. Die Wellenlänge des STED-Lasers sollte eher aus dem langwelligen Bereich des
Emissionsspektrums des verwendeten Fluoreszenzfarbstoffes gewählt werden, um eine
Anregung durch den STED-Laser weitgehend auszuschließen. Außerdem erhält man
dadurch zwischen Anregungs- und STED-Laser ein gut für die Detektion der Fluoreszenz
geeignetes Wellenlängen-Fenster, da dort gewöhnlich das Emissionsmaximum liegt. [41]
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3 Material und Methoden

3.1 Probenvorbereitung
Dieses Kapitel beschreibt, wie Zellen auf Deckgläsern für die spätere Vermessung vorbe-
reitet wurden. Dazu wurden mit verschiedenen Färbemethoden gezielt einzelne Teile der
Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert.

3.1.1 Protokoll-Optimierung
Für gute Mehrfachfärbungen war es nötig, nicht nur die beteiligten Einzelfärbungen
zu optimieren, sondern auch die Kompatibilität der Färbungen untereinander zu ge-
währleisten. Ziele dieser Optimierungen waren hochspezifische Färbungen mit wenig
Hintergrund, annähernd gleich intensive Färbungen bei Farbstoffen, die vom selben Laser
angeregt wurden, und gut unterscheidbare Zielstrukturen, um die Qualität der Ergebnisse
einschätzen zu können.

Um diese Ziele zu erreichen, wurden zunächst die Einzelfärbungen getestet und gege-
benenfalls optimiert. Stellschrauben waren dabei unter anderem die eingesetzten Kon-
zentrationen und allgemein das Protokoll zur Fixierung und Permeabilisierung (siehe
Kapitel 3.1.6). Nur ein Teil der ausprobierten Einzelfärbungen (z. B. diverse Antikörper)
stellte sich dabei als geeignet heraus. Anschließend musste ein einheitliches Protokoll für
alle Färbungen zusammen entwickelt werden, wobei Kompromisse nötig waren. Für die
Qualität der Färbungen spielte hier auch ihre Reihenfolge eine Rolle.

Besonders große Kompatibilitätsprobleme bereitete zunächst das Click-Protokoll (siehe
Kapitel 3.1.8), das unter anderem alle Phalloidin-Färbungen unmöglich machte, indem
es das Aktin-Zellskelett zerstörte, und das auch die Fluoreszenz von fluoreszierenden Pro-
teinen beeinträchtigte. Ausschlaggebend dafür waren bei der Click-Reaktion entstehende
reaktive Sauerstoffspezies sowie das eingesetzte Kupfer. Abhilfe brachten enzymatischer
Sauerstoffentzug und die Bindung des Kupfers durch EDTA1 nach der Reaktion. Dieses
aufwändig optimierte Protokoll namens ClickOx, das nun zu den anderen Färbungen
kompatibel ist, führte zu einer eigenen Veröffentlichung:

[56] Anna Löschberger, Thomas Niehörster und Markus Sauer. „Click chemistry for the
conservation of cellular structures and fluorescent proteins: ClickOx“. In: Biotech-
nology Journal 9.5 (Mai 2014), S. 693–697. issn: 1860-7314. doi: 10.1002/biot.
201400026 .

3.1.2 Zellkultur
C2C122- oder U2OS3-Zellen wurden in DMEM4 mit 10 % FCS5, 100 U/ml Penicillin,
100 µg/ml Streptomycin und 1 mM L-Glutamin kultiviert. (Bezugsquellen für diverse

1EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid, Ethylendiamintetraessigsäure
2C2C12: murine Muskelfaser-Zellen
3U2OS: humane Osteosarkom-Zellen
4DMEM: „Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium“, Nährmedium für Zellkultur
5FCS: fetal calf serum, fötales Kälberserum
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3 Material und Methoden

Materialien und Geräte sind im Anhang A.1 aufgeführt.) Die Zellen konnten mindestens
zwei Tage lang bei 37 °C und 5 % CO2 auf Präzisions-Deckgläsern der Dicke 170 µm
anwachsen.

3.1.3 Transfektion

Bei der Transfektion nehmen Zellen Plasmid-DNA auf, um anschließend die darin kodier-
ten Proteine selbständig zu exprimieren. Diese Proteine, die auch um einen fluoreszieren-
den Teil erweitert sein können, werden oft von der Zelle an der üblichen Stelle eingebaut,
also z. B. das Kernhüllen-Protein Lamin C in der Kernhülle oder das Protein Fibrillarin
in den Nukleolen.

Für die Transfektion mit Lamin-C-GNAEGR-EGFP6 [57] oder Fibrillarin-mRFP7

wurden die Zellen nach 24 h Wachstum auf Deckgläsern mittels FuGene HD nach Anleitung
des Herstellers transfiziert. Der Transfektions-Mix wurde dazu in DMEM (ohne FCS,
Penicillin oder Streptomycin) gelöst. Anschließend konnten die Zellen 24 h lang weiter
wachsen.

3.1.4 Behandlung mit EdU

EdU (5-Ethinyl-2′-Desoxyuridin) kann von Zellen während der DNA-Replikation an
Stelle von Thymidin in die neugebildete DNA eingebaut werden. Dazu wurden die
Zellen nach 24 h Wachstum auf Deckgläsern (bzw. unmittelbar nach einer eventuellen
Transfektion) für weitere 24 h mit EdU (1:1000) behandelt. Alternativ, um nur sehr neu
synthetisierte DNA zu markieren, wurde EdU erst 2 h vor der Fixierung zugegeben, siehe
Abbildung 4.5 (d).

3.1.5 Mitochondrien-Färbung

Mitochondrien wurden mittels MitoTracker Orange gefärbt. Dazu wurden die Zellen
40 min lang bei 37 °C und 5 % CO2 mit 500 nM MitoTracker inkubiert.

3.1.6 Fixierung und Permeabilisierung

Bei der Fixierung werden Zellen in ihrem aktuellen Zustand konserviert und dabei gleich-
zeitig abgetötet. Anschließend müssen sie permeabilisiert werden, um innere Zellbereiche
für die folgenden Behandlungsschritte zugänglich zu machen. Sie werden dann noch
abgesättigt, um die unspezifische Bindung von Antikörpern zu minimieren. Im Detail
wurde folgendes durchgeführt:

Die Zellen wurden kurz in 37 °C warmem PBS8 gespült und dann 15 min lang bei 37 °C
mit 40 g/l Formaldehyd in PBS fixiert. Alle weiteren Schritte erfolgten bei Raumtempe-
ratur. Die Zellen wurden kurz in PBS gespült, 8 min lang in 0,1 % Triton X-100 in PBS
permeabilisiert, 5 min lang in PBS gewaschen, mindestens 20 min lang mit 50 g/l BSA9

in PBS abgesättigt und vor den weiteren Behandlungsschritten kurz in PBS gespült.

6EGFP: enhanced green fluorescent protein, ein grün fluoreszierendes Protein
7mRFP: monomeric red fluorescent protein, ein rot fluoreszierendes Protein
8PBS: phosphate-buffered saline, phosphatgepufferte Salzlösung, pH 7,4
9BSA: bovines Serumalbumin
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3.1 Probenvorbereitung

3.1.7 Immunfluoreszenz und Färbung von F-Aktin mittels Phalloidin

Bei der Immunfluoreszenz können die unterschiedlichsten Ziele mit spezifischen Antikör-
pern markiert werden. Wenn man geschickt Antikörper aus verschiedenen Wirten kombi-
niert und ggf. die Markierungsreihenfolge anpasst, sind so verschiedene Markierungen
gleichzeitig in derselben Zelle möglich. Eine weitere unabhängige Markierungsmöglichkeit
bietet das Pilzgift Phalloidin, das sehr spezifisch an das Zellskelett aus F-Aktin bindet.
Das Vorgehen im Einzelnen:

Die Zellen wurden 45 min lang in PBS mit primären Antikörpern inkubiert, mindestens
5 min lang in PBS gewaschen, 30 min lang in PBS mit Farbstoff-gekoppelten sekundären
Antikörpern inkubiert und erneut mindestens 10 min lang in PBS gewaschen. Eine
eventuelle 45 min lange direkte Immunfluoreszenz für α/β-Tubulin erfolgte nach der
indirekten Immunfluoreszenz, um Kreuzreaktionen zu vermeiden. Farbstoff-gekoppeltes
Phalloidin wurde entweder zum Mix mit den sekundären Antikörpern gegeben oder
in einem separaten Schritt mindestens 30 min lang inkubiert. Konzentrationen und
Bezugsquellen sind im Anhang A.2 aufgelistet.

3.1.8 DNA-Färbung mittels Click-Chemie (EdU)

Die neugebildete DNA von mit EdU vorbehandelten Zellen (siehe Kapitel 3.1.4) wur-
de im Anschluss an die anderen Färbeschritte gemäß dem ClickOx-Protokoll [56] ge-
färbt. Die Reaktionslösung hierzu enthielt 100 mM Ascorbinsäure (aus Natriumascorbat),
1 mM – 2 mM CuSO4, 10 g/l Glucose, 1 % Glycerol, 2 U Glucose-Oxidase, 40 U Katalase
und 8 µM Farbstoff-gekoppeltes Azid (ATTO-488-Azid oder Alexa-Fluor-647-Azid). Als
letztes wurde die Ascorbinsäure hinzugegeben, weil sie die Reaktion startet. Die Reaktion
lief 10 min lang unter Ausschluss von Licht. Anschließend wurden die Proben kurz in
PBS gespült und dann 10 min lang in 10 mM EDTA in PBS inkubiert.

3.1.9 DNA-Färbung mit DRAQ5

Als letzte Färbung wurden die Zellen 5 min lang mit 1 µM DRAQ5 in PBS inkubiert und
dann mindestens 10 min lang in PBS gewaschen.

3.1.10 Nachfixierung und Einbettung der Zellen

Nach Abschluss aller Färbeschritte wurden die Zellen 5 min lang mit 40 g/l Formaldehyd
in PBS nachfixiert, mindestens 5 min lang in PBS gewaschen und zuletzt in Mowiol10

zwischen Deckglas und Objektträger eingebettet und somit zusätzlich konserviert.

3.1.11 Kopplung von Farbstoff an Antikörper

Die meisten sekundären Antikörper konnten mit schon angekoppelten Fluoreszenzfarbstof-
fen gekauft werden. Ein Antikörper musste aber erst noch selbst mit Farbstoff kombiniert
werden:

Ziege-gegen-Maus-F(ab′)2-Fragmente wurden mit ATTO 490LS NHS im Beisein von
50 mM NaHCO3 bei pH 8,3 1 h lang inkubiert. Das Produkt wurde mit NAP-5-Säulen
(mit Sephadex G-25) aufgereinigt. Mit einem Absorptionsspektrometer wurde ein Kopp-
lungsgrad von 2,6 Farbstoffmolekülen pro Antikörper und eine Konzentration von 2,45 µM
bestimmt.
10wasserlösliches Einschlussmittel aus Polyvinylalkohol zur Herstellung von Dauerpräparaten

19
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3.2 Küvettenmessungen von spektroskopischen Eigenschaften
Spektroskopische Eigenschaften von freien Farbstoffen sowie von fluoreszierenden Sonden
wurden in Küvetten mit typischerweise 1 µM Farbstoff in PBS (pH 7,4) ermittelt. Ab-
sorptionsmessungen wurden mit einem Spectrophotometer V-650 durchgeführt, während
die Fluoreszenz (Anregung und Emission) mit einem Spectrofluorometer FP-6500 vermes-
sen wurde. Fluoreszenzabklingkurven wurden mit einem zeitaufgelösten Spektrometer
FluoTime 200 gemessen und dann mit der Software FluoFit 4.4.0.1 ausgewertet. Fluores-
zenzlebensdauern wurden auch aus sFLIM-Messungen bestimmt, indem die Abklingkurve
mit der Software Gnuplot gefittet wurde. Die Ergebnisse stehen im Anhang in Tabelle A.7.

3.2.1 Gewinnung von Fibrillarin-mRFP

Ungefähr 106 mit Fibrillarin-mRFP transfizierte U2OS-Zellen (siehe Kapitel 3.1.3) wurden
vom Untergrund abgelöst, mit einer Zentrifuge bei 200 g aufkonzentriert und mit 0,5 %
Triton X-100 in PBS für 20 min – 25 min auf Eis lysiert. Anschließend wurde die Probe mit
ungefähr derselben Menge PBS verdünnt und mit 50 U DNAse I und 5 mM CaCl2 40 min
lang bei Raumtemperatur inkubiert und dann erneut abzentrifugiert. Der Überstand
wurde für die Küvettenmessungen genutzt.

3.2.2 Isolierung von DNA

Ungefähr 106 U2OS-Zellen wurden mit EdU behandelt und später mit ATTO-488-Azid
oder Alexa-Fluor-647-Azid via Click-Chemie gefärbt (siehe Kapitel 3.1.4 und Kapi-
tel 3.1.8). Die DNA wurde mit Hilfe des Kits „nexttec 1-Step DNA Isolation Kit, Tissue
& Cells“ aufgereinigt und dann für die Küvettenmessungen genutzt. Eine Kontrolle mit
U2OS-Zellen, die bis auf die Zugabe von EdU genauso behandelt wurden, zeigte keine
relevante Fluoreszenz.

Das Kit wurde auch verwendet, um unbehandelte DNA für die Vermessung des DNA-
Interkalators DRAQ5 zu isolieren. Die DNA von ungefähr 4·105 Zellen wurde mit 4,5 nmol
DRAQ5 vermischt und dann in einer Küvette vermessen.

3.3 Aufbau des Fluoreszenzmikroskops
Die sFLIM-Messungen wurden bei der Firma PicoQuant in Berlin durchgeführt. Dort
stand ein modifiziertes konfokales zeitaufgelöstes Mikroskop MicroTime 200 mit einer
Piezo-getriebenen Objektivaufhängung, um die Probe zu scannen. Für die schnelle
Vorauswahl von geeigneten Zellen innerhalb einer Probe war das Mikroskop zusätzlich
mit Epi-Fluoreszenz-Beleuchtung und einer EMCCD11-Kamera ausgestattet. Genauere
Angaben zu den verwendeten Geräten und Bauteilen finden sich im Anhang in Tabelle A.2.

3.3.1 Anregung

Die Anregung erfolgte durch drei Laser mit Wellenlängen von 485 nm, 532 nm und
640 nm, die abwechselnd im Abstand von 25 ns gepulst wurden. Die optische Leistung
der Laser wurde an die Färbeintensität der Proben angepasst und betrug typischerweise
3 µW bei 485 nm und 532 nm und 5 µW bei 640 nm. Ein 60×-Öl-Immersions-Objektiv12

fokussierte den Laserstrahl in die Probe und fing das aus der Probe zurückkommende
11EMCCD: electron multiplying charge-coupled device
12Numerische Apertur NA = 1, 45
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3.3 Aufbau des Fluoreszenzmikroskops

Fluoreszenzlicht auf. Ein Wellenlängen-unabhängiger Strahlteiler mit 20 % Reflexion (zur
Seite) und 80 % Transmission trennte das Fluoreszenzlicht vom Anregungslicht. Das
Fluoreszenzlicht wurde auf eine Lochblende mit 50 µm Durchmesser fokussiert und dann
in einer optischen Multimode-Faser mit einem Kerndurchmesser von 50 µm zum externen
sFLIM-Detektions-System geführt.

3.3.2 Detektion

Das Detektions-System bestand aus einem Spektrographen, der mit einem maßgeschnei-
derten Fasereingang und einem Vielkanal-PMT13-Detektor ausgerüstet war, sowie aus
einer speziell angepassten TCSPC-Einheit.

Optik

Das aus der Faser kommende Licht ging durch einen Kollimator und anschließend
durch drei Notch-Filter, die spezifisch die drei Laserwellenlängen unterdrückten. Es traf
dann auf einen Gitter-Spektrographen, der es spektral aufteilte und auf eine 32-Kanal-
PMT-Anordnung mit zylindrischen Mikrolinsen warf. Das benutzte Gitter hatte eine
Gitterkonstante von 600 l/mm und die Blaze-Wellenlänge 500 nm. Es war so justiert, dass
sich der detektierbare Wellenlängenbereich von 482 nm bis 773 nm erstreckte, mit einer
Schrittweite von 9,4 nm zwischen zwei benachbarten PMT-Kanälen. Die PMT-Anordnung
wurde auf 15 °C gekühlt, um die Hintergrund-Zählrate auf ungefähr 500 Hz pro Kanal zu
reduzieren.

Elektronik

Ein maßgeschneidertes Einzelphotonen-Detektionsmodul registrierte zu jedem detek-
tierten Photon den spektralen Kanal. Zusätzlich wurde ein Summensignal aus allen
PMT-Kanälen gebildet und verstärkt, um daraus die Ankunftszeit des Photons zu er-
mitteln. Beide Signale wurden in ein modifiziertes TCSPC-System HydraHarp 400 mit
einem TCSPC-Kanal geleitet. Dort wurde die Ankunftszeit des Photons bestimmt und
zusammen mit der Kanalinformation im TTTR14-Datenformat gespeichert. Zusätzlich
wurden auch Markierungssignale von der Piezosteuerung in den TTTR-Datenstrom mit
aufgenommen, um später daraus die räumliche Information (d.h. das aktuelle Pixel)
rekonstruieren zu können.

3.3.3 Software

Die Steuerung des Experimentes, die Datenaufnahme und die erste Sichtung der Daten
geschahen mit einer modifizierten Version der Software SymPhoTime. Auch einfache
Auswertungen wie eine Falschfarben-FLIM-Darstellung oder eine Analyse des Fluores-
zenzabklingverhaltens waren damit möglich. Später erfolgte dann die eigentliche Daten-
auswertung hauptsächlich mit einer speziell dafür in Matlab geschriebenen Software.

3.3.4 Charakterisierung des Systems und der aufgenommenen Daten

Das gesamte sFLIM-Detektions-System bestehend aus optischer Faser, Spektrograph und
PMT-Anordnung hatte eine Detektionseffizienz von 4 % (langwellig) bis 10 % (kurzwelliges
13PMT: photomultiplier tube, Photoelektronenvervielfacher
14TTTR: time-tagged time-resolved
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3 Material und Methoden

Ende des Detektionsfensters). Die Zeitauflösung betrug 270 ps (Halbwertsbreite der IRF15

inklusive Laserpuls). Die Gesamtzählrate wurde über die Laserleistung auf ungefähr
4 MHz beschränkt, um Verfälschungen des TCSPC-Histogramms durch Totzeit-Effekte
weitgehend zu vermeiden.

Die sFLIM-Aufnahmen waren in der Regel 50 µm × 50 µm groß und hatten 300 × 300
Pixel. Die Aufnahmedauer pro Pixel betrug typischerweise 1,2 ms – 2 ms, womit die
Aufnahme eines ganzen Bildes etwa 340 s – 550 s dauerte. Die hellsten Pixel hatten
typischerweise bis zu 5000 Photonen.

3.4 Erzeugung der Referenzpattern

Einfach gefärbte Zellen wurden mit dem sFLIM-Mikroskop aufgenommen. Um möglichst
gute und reine Referenzpattern zu erhalten, wurden bei der Auswertung nur Bereiche
innerhalb der Zellen ausgewählt, die in den gefärbten Strukturen lagen und genügend
Fluoreszenzintensität aufwiesen, wie es beispielhaft im Screenshot in Abbildung 3.1 darge-
stellt ist. Die Informationen von allen Photonen aus diesen Pixeln wurden dann zu einem
mehrdimensionalen Referenzpattern zusammengefügt. Dieses gab die Photonenhäufigkeit
in Abhängigkeit vom Anregungslaser, vom spektralen Kanal sowie von der Zeit seit dem
letzten Anregungspuls wieder, siehe den weiteren Screenshot in Abbildung 3.2.

Für die Erzeugung der Referenzpattern war es wichtig, dass alle Bedingungen genau
so wie bei den Mehrfachfärbungen waren. Das betraf unter anderem den Zelltyp, das
Färbeprotokoll (inkl. Click-Behandlung), die Laserleistung, die Temperatur und die
Justage des optischen Systems. Außerdem sollten die Proben möglichst frisch sein, oder
zumindest im selben Alter, da manchmal bei älteren Proben veränderte Pattern beobachtet
wurden, verbunden mit einer stärkeren Autofluoreszenz. Die Ursachen dafür waren
vermutlich Dehydration und Zersetzung der zellulären Proben während der Lagerung.

Diese Anforderungen an gleiche Bedingungen waren automatisch erfüllt, wenn zur
Erzeugung der Referenzpattern keine Einzelfärbungen sondern eindeutig identifizierte
einfach gefärbte Teile der Mehrfarben-Aufnahme verwendet wurden.

3.5 Pattern-Matching-Algorithmus zur Datenauswertung

Die sFLIM-Software zur Datenauswertung wurde von Dr. Ingo Gregor aus Göttingen in der
Programmierumgebung Matlab geschrieben [29]. Mit dieser Software können zunächst in
einem ersten Schritt Referenzpattern erstellt und abgespeichert werden. Im zweiten Schritt
wird dann mit Hilfe mehrerer Referenzpattern das Fluoreszenzsignal einer Mehrfarben-
Aufnahme pixelweise analysiert und auf die einzelnen Referenzpattern aufgeteilt. Dieses
Auseinanderrechnen des Signals erledigt ein Pattern-Matching-Algorithmus.

3.5.1 Problemstellung

Die mittels TCSPC gemessene Fluoreszenzabklingkurve eines Fluorophors ist eine Fal-
tung aus IRF und der eigentlichen Abklingkurve. Sie lässt sich beschreiben durch die
Wahrscheinlichkeit p(t) dt, die angibt, wie viele Photonen pro Zeitintervall dt erwartet
werden, in Abhängigkeit von der Zeit t nach dem Laserpuls. Entsprechend gibt bei einer
spektral aufgelösten Messung die Wahrscheinlichkeit p(λ) dλ an, wie viele Photonen pro
Wellenlängenintervall dλ erwartet werden, in Abhängigkeit von der Wellenlänge λ. Nimmt
15IRF: instrument response function, Geräteantwortfunktion
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3.5 Pattern-Matching-Algorithmus zur Datenauswertung

Abbildung 3.1: Screenshot der Patternerzeugung
Oben links ist eine Aufnahme der zur Patternerzeugung bestimmten
Probe abgebildet. In diesem Fall handelt es sich um eine einfach gefärbte
U2OS-Zelle, bei der der Golgi-Apparat mit primärem Antikörper Kanin-
chen gegen Giantin und sekundärem Antikörper Ziege gegen Kaninchen,
gekoppelt an Alexa Fluor 647, gefärbt wurde. Die mittlere Fluoreszenzab-
klingzeit ist in Falschfarben dargestellt. Die Bereiche, die manuell für die
Patternerzeugung ausgewählt wurden, sind rot eingefärbt.
Zusätzlich sind noch drei Streudiagramme aller Pixel dargestellt, wobei
auch hier die ausgewählten Pixel rot eingefärbt sind. Die verwende-
ten Merkmale sind die zweite Kumulante der Abklingzeit, die mittlere
Abklingzeit, die mittlere Wellenlänge und die Standardabweichung der
Wellenlänge (jeweils paarweise von oben rechts über unten rechts nach
unten links). Auch in diesen Streudiagrammen können die Pixel für die
Patternerzeugung ausgewählt werden, was aber in diesem Fall nicht ge-
schah.
Ganz rechts befinden sich diverse Schaltflächen, mit denen man unter
anderem auch Schnittmengen oder Vereinigungsmengen von ausgewählten
Bereichen bilden kann.
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Abbildung 3.2: Multidimensionale Darstellung eines Pattern im Screenshot
Hier ist beispielhaft das Pattern von Alexa Fluor 647 dargestellt, wie es
mit der Auswahl in Abbildung 3.1 erzeugt wurde.
Im rechten großen Bild ist die volle multidimensionale Information abge-
bildet: Vorne rechts auf der spektralen Achse sind die Wellenlängen der
32 spektralen Detektionskanäle markiert. Für jeden einzelnen davon sind
die zeitlichen Abklingkurven dargestellt, wobei nach oben die relative
Photonenzahl (in logarithmischer Darstellung) und auf der Achse vorne
links die Zeit aufgetragen ist. Im zeitlichen Verlauf werden nacheinander
alle drei Laser berücksichtigt, so dass es jeweils drei voneinander unab-
hängige Fluoreszenzabklingkurven gibt.16

Links sind zwei übersichtlichere Projektionen des Pattern dargestellt:
Oben wurden die drei Abklingkurven über alle spektralen Kanäle aufsum-
miert, so dass nur die zeitliche Information übrig bleibt, und unten wurde
über alle Zeiten und Laserpulse aufsummiert, so dass nur die spektrale
Information übrig bleibt, wobei diesmal die relative Photonenzahl linear
dargestellt wird17. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit werden die Pattern
in der Regel vereinfacht so wie links dargestellt, aber die Software arbeitet
natürlich immer mit der vollen multidimensionalen Information.18

16Eigentlich kommt alle 25 ns ein Laserpuls, so dass eine gesamte Periode mit allen drei Lasern 75 ns dauert.
In der Software wird aber jeweils die Zeit kurz vor einem neuen Laserpuls nicht mehr berücksichtigt,
was sich auch in der Darstellung der Pattern widerspiegelt.

17Die Achsenbeschriftungen im Screenshot spiegeln nicht exakt die logarithmische oder lineare Darstellung
wider.

18In diesem Screenshot wird bei logarithmischer Darstellung (rechts und oben links) sehr schwaches Signal
unter der Abszissenachse weggelassen. Das führt vor allem im rechten Teil zu einem übersichtlicheren
Bild, hat aber keine weitere Bedeutung.
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3.5 Pattern-Matching-Algorithmus zur Datenauswertung

man beides zusammen, erhält man die zeitlich und spektral aufgelöste Wahrscheinlichkeit
P (t, λ) dt dλ, die im Folgenden Pattern des Fluorophors genannt wird.

Die zeitlich und spektral aufgelöste Vermessung einer Probe, in der mehrere verschiedene
Fluorophore enthalten sind, ergibt eine Superposition von individuellen Pattern:

I(t, λ) dt dλ =
∑

i

ni Pi(t, λ) dt dλ (3.4)

Dabei bestimmt ni die Menge des Fluorophors i. Eine typische Aufgabe des Algorithmus
ist, nach einer pixelweisen Vermessung einer inhomogenen Probe für jedes Pixel die
passenden ni zu ermitteln.

Dieses Problem mag mathematisch einfach erscheinen, ist aber numerisch herausfor-
dernd, da es einige Hürden für eine einfache Lösung gibt:

• Die Pattern klingen zeitlich exponentiell ab, wodurch sie selbstähnlich sind, und es
ist deshalb nicht möglich, auch nur annähernd orthogonale Koordinaten zu finden.

• Die Photonen folgen einer Poissonverteilung, die stark verrauscht ist, und zwar
besonders dort, wo die Unterschiede zwischen verschiedenen Pattern erkannt werden
sollen19. Dies verhindert die erfolgreiche Anwendung von Algorithmen, die auf der
Methode der kleinsten Quadrate basieren.

• Für die Variablen in Gleichung (3.4) sind sinnvollerweise nur positive Werte zuge-
lassen, was zu Problemen führt, wenn man klassische Methoden der Matrixfaktori-
sierung anzuwenden versucht.

Aus diesen Gründen wurde ein anderer Ansatz gewählt, der auf dem Abgleich von
Mustern basiert, und der im Folgenden beschrieben wird.

3.5.2 Aufbereitung der Rohdaten

TCSPC-Geräte histogrammieren den Fluoreszenzabfall typischerweise mit einer linearen
Zeitskala und einer Klassenbreite20 von wenigen Picosekunden. Bei Photonenzahlen in
der Größenordnung von 1000 pro Pixel existieren dann typischerweise mehr Klassen als
Photonen, erst recht wenn die Photonen auch noch auf verschiedene spektrale Kanäle
aufgeteilt sind. Das macht es schwierig, die Histogramme in dieser Form zu nutzen.
Deswegen werden die Rohdaten zunächst in mehreren Schritten in ein geeignetes Format
überführt.

Als erstes wird die Klassenbreite auf 32 ps erweitert. Diese Auflösung ist noch fein
genug, da die Breite der IRF typischerweise in der Größenordnung von 50 ps bis 100 ps
liegt21.

Als zweites wird die Zeitachse der Daten so verschoben, dass der Schwerpunkt der
IRF in allen spektralen Kanälen bei 1 ns liegt. Dieser Schritt ist entscheidend, um damit
Daten aus verschiedenen Experimenten aufeinander abzustimmen (z. B. Patternerzeugung
aus Einzelfärbungen und Patternnutzung mit Mehrfachfärbungen). Ansonsten würden
Fluktuationen der Synchronisation des Lasers mit der TCSPC-Elektronik die zeitliche
Position der IRF verschieben und somit die Genauigkeit der Auswertung verschlechtern.
19Bei der Poissonverteilung gilt für die Standardabweichung σ in Abhängigkeit von der Photonenzahl N :

σ =
√

N
20Ein gebräuchlicher englischer Ausdruck für Klasse ist bin.
21In unserem Fall ist die IRF 270 ps breit, vergleiche Kapitel 3.3.4
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Bei diesem Schritt ist es wichtig, dass der Schwerpunkt der IRF möglichst gut bekannt
ist. Soweit möglich sollte er mit einer eigenen Messung der IRF bestimmt werden. Für
den Fall, dass das nicht geht, sind in der Literatur Algorithmen zur Abschätzung der
IRF aus den Messdaten beschrieben [58], die für sFLIM in der Regel gut funktionieren.

In einem dritten Schritt wird die Klasseneinteilung neu durchgeführt, wobei Klassen
auf Grundlage der Basisauflösung von δ = 32 ps zusammengefasst werden, mit der neuen
variablen Klassenbreite τj :

τj = δ

 1 j < 33

2⌊(j−33)/8⌋ j ≥ 33
(3.5)

Dieser Schritt folgt der Überlegung, dass die Fluoreszenzintensität bei einer Zerfallskon-
stante von 1/τj nach t = 8 τj auf unter 0,1 % abgesunken ist. Deshalb ist es sinnvoll, dass
bei höheren Zerfallszeiten die Zeitauflösung gröber wird, um dort das relative Photonrau-
schen zu reduzieren. Außerdem verringert sich dadurch der Speicherbedarf für die Daten
um den Faktor 5 bis 10, abhängig von der Wiederholfrequenz und der Basisauflösung des
Geräts.

Diese Vorbereitung der Rohdaten muss jeweils nur einmal nach der Aufnahme erfolgen.

3.5.3 Weitere Optimierung der Daten

Um die anteiligen Intensitäten der Fluorophore möglichst schnell und zuverlässig berech-
nen zu können, werden die vorbereiteten Daten noch weiter komprimiert, in Abhängigkeit
vom ausgewählten Satz an Referenzpattern Pi, die alle auf dieselbe Art aufbereitet
wurden wie die zu analysierenden Pixeldaten. Diese weitere Reduzierung der Datenmenge
(d.ḣ. der Klassenzahl) hat erneut die Ziele, das relative Rauschen zu verringern und die
Auswertung zu beschleunigen. Diese Art der Rauschreduzierung ist so wichtig, weil das
Rauschen in erster Linie vom Signal selbst abhängt.

Zunächst werden die Spektren Si(λ) dλ berechnet, durch Aufsummieren über die zeitli-
che Koordinate der Pattern Pi(t, λ) dt dλ. Nun werden alle spektralen Kanäle, bei denen
die Reihenfolge der drei größten Amplituden der Spektren dieselbe ist, zusammengefasst.
Dadurch entsteht die spektral kompakte Darstellung Ti(t, l) dt dλl der Pattern.

Als nächstes wird auch die zeitliche Dimension auf ähnliche Art komprimiert. Dazu
werden alle Histogrammklassen bis zu 1 ns (Schwerpunkt der IRF) addiert. Bei den
weiteren Klassen werden erneut alle Klassen zusammengefasst, bei denen die Reihenfolge
der drei größten Amplituden gleich ist. Dies geschieht für alle spektralen Kanäle einzeln.
Das Ergebnis ist die spektral und zeitlich kompakte Darstellung Ri(k, l) dtk dλl der
Pattern.

Daten von verschiedenen Lasern werden auf dieselbe Art behandelt. Die Daten aus den
Pixeln von Mehrfarben-Aufnahmen werden genauso komprimiert wie die Referenzpattern.

3.5.4 Pattern-Matching

Als letztes muss für die komprimierten Daten für jedes Pixel die Gleichung (3.4) gelöst
werden, indem die Kullback-Leibler-Divergenz ∆KL [59] minimiert wird:

∆KL =
∑

b

Ĩ − Î + Î(ln Î − ln Ĩ) (3.6)
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Dabei steht b für die Histogrammklassen, Ĩ für die gemessenen Daten und Î für die
Approximation, die man aus Gleichung (3.4) mit den kompakten Pattern Ri erhält:

Î = R · n̂ (3.7)

Die Bestimmung des Minimums von (3.6) ist äquivalent zur Maximum-Likelihood-
Methode für Daten mit einem poissonschen Rauschmaß. Die Lösung liefert ein Algo-
rithmus, der von Lee und Seung beschrieben wurde [60], und der bereits bei ähnlichen
Problemen erfolgreich angewandt wurde [23]. Grob beschrieben bestimmt der Algorithmus
von einem geeigneten positiven Startvektor n̂ ausgehend den lokalen Gradienten. Er wählt
die Schrittweite so, dass die Veränderung des Koordinatenvektors n̂ als komponentenweise
Multiplikation mit einem positiven Skaliervektor γ dargestellt werden kann:

n̂i+1 = γ ◦ n̂i (3.8)

3.6 Aufbau des Mikroskops für STED-Aufnahmen
Im Rahmen des sFLIM-Projektes wurden bei der Firma PicoQuant in Berlin auch
hochauflösende STED-Aufnahmen gemacht. Dazu gab es ein MicroTime-200-STED-
System mit einer Piezo-getriebenen Objektivaufhängung, um die Probe zu scannen.
Genauere Angaben zu den verwendeten Geräten und Bauteilen finden sich im Anhang in
Tabelle A.2.

Die Anregung erfolgte durch zwei abwechselnd im Abstand von 100 ns gepulste La-
ser mit Wellenlängen von 640 nm und 660 nm. Zur Abregung wurde ein mit 10 MHz
gepulster STED-Laser mit 765 nm genutzt, mit einer mittleren Leistung von 40 mW22.
Die Anregungslaser wurden zeitlich an den STED-Laser angepasst, um die Abregung
zu maximieren. Das Licht aller Laser gemeinsam wurde in einer Singlemode-Faser zur
optischen Haupteinheit geführt.

Dort gab es einen dichroitischen Spiegel23 zur Trennung von Anregungs- und Fluo-
reszenzlicht. Zwischen diesem Spiegel und dem Objektiv erzeugte eine segmentierte
Phasenplatte einen Donut-förmigen Strahl bei 765 nm, ohne die anderen beiden Laser-
strahlen zu beeinflussen. Ein 100×-Öl-Immersions-Objektiv24 fokussierte den Laserstrahl
in die Probe und fing das aus der Probe zurückkommende Fluoreszenzlicht auf.

Das Fluoreszenzlicht ging durch zwei Detektionsfilter25 und wurde dann auf eine Loch-
blende mit 50 µm Durchmesser fokussiert. Es wurde von einem dichroitischen Strahlteiler26

spektral auf zwei SPAD27-Detektoren aufgeteilt. Das Signal beider Detektoren ging in
ein TCSPC-System HydraHarp 400. Zusätzlich gab es für die schnelle Vorauswahl von
geeigneten Zellen innerhalb einer Probe die Möglichkeit der Epi-Fluoreszenz-Beleuchtung
und eine CMOS28-CCD29-Kamera.

Die Datenaufnahme und -auswertung inklusive Pattern-Matching erfolgten mit der
Software SymPhoTime 64. Die STED-Aufnahmen waren in der Regel 17,3 µm × 17,3 µm
groß und hatten 500 × 500 Pixel. Die Aufnahmedauer pro Pixel betrug typischerweise
1 ms, womit die Aufnahme eines ganzen Bildes etwa 5 min dauerte.
22gemessen bevor das Licht ins Objektiv eintritt
23zt640/752rpc
24Numerische Apertur NA = 1, 40
25RazorEdge LP-664-RU und 697/58-BrightLine-HC
26T-685-LPXR
27SPAD: single-photon avalanche diode, Einzelphoton-Avalanche-Diode
28CMOS: complementary metal-oxide semiconductor
29CCD: charge-coupled device
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Maximierung der Anzahl gleichzeitiger Färbungen

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war, in einer biologischen Probe möglichst viele verschie-
dene Strukturen gleichzeitig sichtbar und unterscheidbar zu machen. Dabei gab es unter
anderem die folgenden Herausforderungen:

• Morphologisch: Die Strukturen sollten aufgrund ihrer Form oder Lage in einer Zelle
klar voneinander unterscheidbar sein, um im Ergebnisbild die korrekte Zuordnung
des Fluoreszenzsignals zum jeweiligen Farbstoff verifizieren zu können.

• Biologisch: Je mehr Ziele gleichzeitig gefärbt werden sollten, umso schwieriger wurde
es, einerseits weil die Anzahl der verfügbaren Ziele und Färbemethoden begrenzt
war, und andererseits weil sich die Färbemethoden gegenseitig behindern konnten
(siehe Kapitel 3.1.1).

• Physikalisch: Die verschiedenen Farbstoffe mussten bei der sFLIM-Auswertung
unterscheidbar sein, um ihr Signal korrekt zuordnen zu können. Die dabei genutzten
Eigenschaften der Fluorophore waren die Anregungs- und Emissionsspektren sowie
das Fluoreszenzabklingverhalten, wobei die besondere Herausforderung in der
Unterscheidung von einander spektral sehr ähnlichen Farbstoffen lag.

Um zu testen, was mit sFLIM erreichbar ist, ging es in einem Teil der Versuche vor
allem darum, den physikalischen Schwierigkeitsgrad zu maximieren, natürlich unter
den Einschränkungen der morphologischen und biologischen Anforderungen. Deshalb
wurden zu jeweils nur einem Laser möglichst viele Farbstoffe mit ähnlichen Spektren aber
unterschiedlichem Abklingverhalten ausgewählt. Die Ergebnisse dazu finden sich in den
folgenden Abschnitten.

In anderen Versuchen ging es darum, wirklich die Anzahl der gleichzeitigen Färbun-
gen zu maximieren. Hierbei waren in erster Linie die biologischen Herausforderungen
limitierend. Die Ergebnisse finden sich in Kapitel 4.1.4.

4.1.1 Fünf Farben für den 485-nm-Laser

Eine fünffach gefärbte U2OS-Zelle wurde mit dem sFLIM-System untersucht, siehe
Abbildung 4.1. Die einzelnen Strukturen, Farbstoffe und Färbemethoden sind in der Bild-
unterschrift (c–g) beschrieben. Bei der Farbstoffauswahl gibt es hier zwei Besonderheiten:

• Der Farbstoff ATTO 488 wurde zweimal verwendet, einmal gekoppelt an Phalloidin,
um das Aktinskelett zu färben (c), und einmal als Azid, um die DNA im Zellkern zu
färben (e). Die zugehörigen Referenzpattern (h,i), dargestellt in grün und blau, sind
deswegen einander sehr ähnlich, aber die kleinen Unterschiede genügen dennoch,
um beide Strukturen klar voneinander unterscheiden zu können, siehe dazu auch
Kapitel 4.2 und insbesondere Kapitel 4.2.1.
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Abbildung 4.1: Aufnahme einer mehrfach gefärbten U2OS-Zelle mit fünf Farb-
stoffen, die alle gut mit dem 485-nm-Laser anregbar sind
(a) Reines Intensitätsbild. (b) Buntes Bild als Ergebnis der sFLIM-
Auswertung. Es setzt sich zusammen aus den Einzelbildern der verschie-
denen Färbungen: (c) F-Aktin, gefärbt mit ATTO-488-Phalloidin (grün),
(d) Golgi-Apparat, gefärbt mit primärem Antikörper Kaninchen gegen
Giantin und sekundärem Antikörper Ziege gegen Kaninchen, gekoppelt
an Alexa Fluor 488 (gelb), (e) DNA im Zellkern, gefärbt mittels EdU und
Click-Chemie mit ATTO-488-Azid (blau), (f) Kernhülle, gefärbt mittels
Transfektion mit Lamin-C-EGFP (magenta), (g) Nukleolen, gefärbt mit
primärem Antikörper Maus gegen Fibrillarin und sekundärem Antikör-
per Ziege gegen Maus, gekoppelt an ATTO 490LS (weiß im Bild, graue
Patterndarstellung).
(h,i) Die fünf zugehörigen Referenzpattern: (h) Fluoreszenzabklingkur-
ven nach den drei alternierenden Laserpulsen, (i) Emissionsspektren. Die
Lücken kommen von einem Filtersystem, das gegen gestreutes Laserlicht
eingesetzt wurde.
Die hellsten Pixel in (a,c–g) entsprechen 5488, 3005, 4573, 2509, 483
und 293 detektierten Photonen.
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4.1 Maximierung der Anzahl gleichzeitiger Färbungen

• Der Farbstoff ATTO 490LS hat eine große Stokes-Verschiebung und ist dadurch
auch schon rein spektral ganz gut von den anderen Farbstoffen unterscheidbar (g).

Die Ergebnisbilder (b–g) zeigen, dass die Zuordnung des Fluoreszenzsignals zu den
einzelnen Strukturen sehr gut funktioniert hat. sFLIM-Aufnahmen mit fünf Farbstoffen
für den 485-nm-Laser sind also erfolgreich durchführbar.

4.1.2 Fünf Farben für den 532-nm-Laser
Eine fünffach gefärbte U2OS-Zelle wurde mit dem sFLIM-System untersucht, siehe
Abbildung 4.2. Die einzelnen Strukturen, Farbstoffe und Färbemethoden sind in der
Bildunterschrift (c–g) beschrieben. Die Farbstoffe haben Emissionsmaxima zwischen
540 nm und 600 nm, und Fluoreszenzabklingzeiten zwischen 1,7 ns und 3,1 ns (Tabelle A.7).
Diese relativ kleinen Unterschiede genügen, um das Fluoreszenzsignal aller fünf Farbstoffe
korrekt den einzelnen Strukturen zuordnen zu können.

4.1.3 Fünf Farben für den 640-nm-Laser
Eine fünffach gefärbte U2OS-Zelle wurde mit dem sFLIM-System untersucht, siehe
Abbildung 4.3. Die einzelnen Strukturen, Farbstoffe und Färbemethoden sind in der
Bildunterschrift (c–g) beschrieben. Erneut genügen kleine Unterschiede in Emissions-
spektren und Abklingverhalten der Farbstoffe, um nach der sFLIM-Auswertung alle fünf
Strukturen klar erkennen zu können.

Reduzierte Auswertung

Eine normale sFLIM-Auswertung verwendet multidimensionale Informationen:
• Es gibt drei verschiedene Laser, die die verschiedenen Farbstoffe unterschiedlich

gut anregen können. Dadurch werden Unterschiede in den Anregungsspektren der
Farbstoffe für die Auswertung genutzt.

• Durch die 32 spektralen Detektionskanäle werden die Emissionsspektren der Farb-
stoffe genutzt.

• Die gemessenen Ankunftszeiten der Photonen nach dem jeweiligen Laserpuls er-
möglichen die Nutzung des zeitlichen Fluoreszenzabklingverhaltens.

Um den physikalischen Schwierigkeitsgrad weiter zu erhöhen und die Grenzen des
sFLIM-Systems zu testen (vergleiche die Einleitung zu Kapitel 4.1), wurde nun bei der
Auswertung ein Teil der Messdaten nicht verwertet, siehe Abbildung 4.4.

Das beste Ergebnis erzielt man selbstverständlich bei Nutzung der maximal verfügbaren
Daten (a). Aber auch, wenn nur noch der für diese Probe relevanteste Laser mit 640 nm
berücksichtigt wird, ist das Ergebnis immer noch sehr gut. Das Rauschen im Bild nimmt
dabei geringfügig zu (b). Wenn nur die spektrale Information des Detektors nach Anregung
mit dem 640-nm-Laser genutzt wird, sind die Grundstrukturen im Bild immer noch gut
erkennbar, aber das Rauschen nimmt deutlich zu. Dies entspricht dem spectral unmixing
mit nur einem Laser (c). Nutzt man ausschließlich die Ankunftszeit der Photonen nach
der Anregung mit dem 640-nm-Laser, dann entspricht das reinem FLIM. Das Bild wird
dann nochmal deutlich schlechter (d).

Für gute Ergebnisse mit fünf Farbstoffen ist demnach die Auswertung sowohl der
spektralen als auch der zeitlichen Informationen des Detektors nötig, wobei ein einzelner
Laser ausreicht. Es sollte also bei drei Lasern möglich sein, insgesamt 15 Farben gleichzeitig
abzubilden, jedenfalls was die physikalischen Herausforderungen betrifft.
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Abbildung 4.2: Aufnahme einer mehrfach gefärbten U2OS-Zelle mit fünf Farb-
stoffen, die alle gut mit dem 532-nm-Laser anregbar sind
(a) Reines Intensitätsbild. (b) Buntes Bild als Ergebnis der sFLIM-
Auswertung. Es setzt sich zusammen aus den Einzelbildern der verschie-
denen Färbungen: (c) F-Aktin, gefärbt mit ATTO-520-Phalloidin (grün),
(d) Zellkern und darin vor allem die Nukleolen, gefärbt mittels Transfek-
tion mit Fibrillarin-mRFP (blau), (e) Mikrotubuli, gefärbt mit direktem
Antikörper Kaninchen gegen β-Tubulin, gekoppelt an Alexa Fluor 555
(magenta), (f) Golgi-Apparat, gefärbt mit primärem Antikörper Kanin-
chen gegen Giantin und sekundärem Antikörper Ziege gegen Kaninchen,
gekoppelt an Alexa Fluor 532 (cyan), (g) Mitochondrien, gefärbt mit
MitoTracker Orange (gelb).
(h,i) Die fünf zugehörigen Referenzpattern: (h) Fluoreszenzabklingkur-
ven nach den drei alternierenden Laserpulsen, (i) Emissionsspektren. Die
Lücken kommen von einem Filtersystem, das gegen gestreutes Laserlicht
eingesetzt wurde.
Die hellsten Pixel in (a,c–g) entsprechen 7181, 6798, 6308, 3514, 4904
und 2967 detektierten Photonen.
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Abbildung 4.3: Aufnahme einer mehrfach gefärbten U2OS-Zelle mit fünf Farb-
stoffen, die alle gut mit dem 640-nm-Laser anregbar sind
(a) Reines Intensitätsbild. (b) Buntes Bild als Ergebnis der sFLIM-
Auswertung. Es setzt sich zusammen aus den Einzelbildern der verschie-
denen Färbungen: (c) F-Aktin, gefärbt mit ATTO-655-Phalloidin (grün),
(d) DNA im Zellkern, gefärbt mit DRAQ5 (blau), (e) Nukleolen, ge-
färbt mit primärem Antikörper Maus gegen Fibrillarin und sekundärem
Antikörper Ziege gegen Maus, gekoppelt an Alexa Fluor 633 (weiß im
Bild, graue Patterndarstellung), (f) Golgi-Apparat, gefärbt mit primärem
Antikörper Kaninchen gegen Giantin und sekundärem Antikörper Ziege
gegen Kaninchen, gekoppelt an Alexa Fluor 700 (gelb), (g) Mikrotubuli,
gefärbt mit direktem Antikörper Kaninchen gegen α-Tubulin, gekoppelt
an Alexa Fluor 647 (magenta).
(h,i) Die fünf zugehörigen Referenzpattern: (h) Fluoreszenzabklingkur-
ven nach den drei alternierenden Laserpulsen, (i) Emissionsspektren. Die
Lücken kommen von einem Filtersystem, das gegen gestreutes Laserlicht
eingesetzt wurde.
Die hellsten Pixel in (a,c–g) entsprechen 4139, 1895, 2159, 942, 4129
und 1509 detektierten Photonen.
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a
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b
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Abbildung 4.4: Reduzierte Auswertung
(a) Ergebnisbild aus Abbildung 4.3. Die komplette verfügbare Information
wurde zur Auswertung genutzt, also das Signal nach allen drei Laserpulsen,
mit Informationen über den spektralen Detektionskanal und die Ankunfts-
zeit jedes Photons. (b) Ergebnisbild nach reduzierter Auswertung, wobei
nur die Photonen nach dem dritten Laserpuls (640 nm) berücksichtigt
wurden, aber mit voller spektraler und zeitlicher Information. (c) Nur
Photonen nach dem dritten Laserpuls wurden berücksichtigt, und nur die
spektrale Information wurde dabei genutzt. (d) Nur Photonen nach dem
dritten Laserpuls wurden berücksichtigt, und nur die zeitliche Information
wurde dabei genutzt.
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4.1 Maximierung der Anzahl gleichzeitiger Färbungen

4.1.4 Neun Farben gleichzeitig
Ein Präparat mit neunfach gefärbten C2C12-Zellen wurde mit dem sFLIM-System
untersucht, siehe Abbildung 4.5. Die einzelnen Strukturen, Farbstoffe und Färbemethoden
sind in der Bildunterschrift (c–k) beschrieben.

Bei diesem Versuch lag der Fokus auf den biologischen Herausforderungen. Deswegen
wurde die physikalische Schwierigkeit möglichst gering gehalten, indem pro Laser jeweils
nur drei Farbstoffe ausgewählt wurden:

• EGFP (Kernhülle via Transfektion), ATTO 488 (neugebildete DNA) und ATTO 490-
LS (Nukleolen) für den 485-nm-Laser,

• Alexa Fluor 532 (Golgi-Apparat), Alexa Fluor 555 (Mikrotubuli) und MitoTracker
Orange (Mitochondrien) für den 532-nm-Laser,

• und Alexa Fluor 647 (Kernhülle via Antikörper), ATTO 655 (F-Aktin) und DRAQ5
(DNA) für den 640-nm-Laser.

Die Ergebnisbilder (b–k) zeigen, dass die Zuordnung des Fluoreszenzsignals zu den
einzelnen Strukturen sehr gut funktioniert hat. Dabei fallen ein paar Besonderheiten auf:

• Die Fokalebene schneidet für ein optimales Gesamtergebnis die Zellkerne. Manche
Strukturen außerhalb der Fokalebene sind deshalb nicht ganz scharf abgebildet,
siehe zum Beispiel Teile des Aktinskeletts (j).

• Hier fällt auch noch ein waagerechter Streifen am oberen Bildrand auf. Er stammt
vermutlich von einem Probescan vor der eigentlichen Aufnahme, wobei der betroffene
Bereich etwas gebleicht wurde. Gerade die roten Farbstoffe wie hier das ATTO 655
sind dafür vergleichsweise empfindlich (j).

• Manche Färbungen sind nicht spezifisch auf die Zielstruktur beschränkt, sondern
schließen auch noch unspezifischen Hintergrund oder weitere Strukturen mit ein,
zum Beispiel beim Antikörper Sun1 für die Kernhülle (h) oder bei der DNA-Färbung
mit DRAQ5 (k). Solche Effekte versucht man in der Regel durch eine Optimierung
des Färbeprotokolls zu minimieren, was aber gerade bei Vielfachfärbungen aufgrund
der dabei nötigen Kompromisse nicht immer so einfach ist, vergleiche dazu auch
Kapitel 3.1.1.

• Die Transfektion mit Lamin-C-EGFP zur Färbung der Kernhülle (c) hat nur bei
der einen zentralen Zelle funktioniert. Dieser begrenzte Wirkungsgrad ist bei der
angewendeten Art der Transfektion normal. Die Färbung der Kernhülle mittels
Antikörper (h) hat dagegen wie erwartet bei allen abgebildeten Zellen funktioniert.

• Nur die Zelle unten links war in den letzten 2 h vor der Fixierung in der Synthe-
sephase und hat dabei das zugegebene EdU in die neugebildete DNA eingebaut.
Diese ganz neue DNA ist noch sehr inhomogen im Zellkern verteilt. (d)
Bei anderen Präparaten, die vor der Fixierung 24 h lang mit EdU inkubiert wurden,
sind alle Kerne betroffen, und das EdU ist wesentlich gleichmäßiger in den Kernen
verteilt, vergleiche zum Beispiel Abbildung 4.1 (e).

• Insgesamt vier der neun Färbungen zielen auf die Kernhülle (c,h) oder die DNA im
Kern (d,k), was – grob betrachtet – jeweils den Kern als ganzes einfärben könnte,
wodurch diese vier Färbungen morphologisch nur schwer voneinander unterscheidbar
wären. Aber durch die individuellen Unterschiede der Färbungen, vor allem dass
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Abbildung 4.5: Aufnahme von neunfach gefärbten C2C12-Zellen
(a) Reines Intensitätsbild. (b) Buntes Bild als Ergebnis der sFLIM-
Auswertung. Es setzt sich zusammen aus den Einzelbildern der ver-
schiedenen Färbungen: (c) Kernhülle, gefärbt mittels Transfektion mit
Lamin-C-EGFP (magenta), (d) neugebildete DNA, gefärbt mittels EdU
(Inkubationszeit nur 2 h) und Click-Chemie mit ATTO-488-Azid (cyan),
(e) Golgi-Apparat, gefärbt mit primärem Antikörper Kaninchen gegen
Golgin97 und sekundärem Antikörper Ziege gegen Kaninchen, gekoppelt
an Alexa Fluor 532 (gelb), (f) Mikrotubuli, gefärbt mit direktem Anti-
körper Kaninchen gegen β-Tubulin, gekoppelt an Alexa Fluor 555 (rot),
(g) Mitochondrien, gefärbt mit MitoTracker Orange (weiß im Bild, graue
Patterndarstellung), (h) Kernhülle, gefärbt mit primärem Antikörper
Meerschweinchen gegen Sun1 und sekundärem Antikörper Ziege gegen
Meerschweinchen, gekoppelt an Alexa Fluor 647 (blau), (i) Nukleolen,
gefärbt mit primärem Antikörper Maus gegen Fibrillarin und sekundärem
Antikörper Ziege gegen Maus, gekoppelt an ATTO 490LS (gelbgrün), (j)
F-Aktin, gefärbt mit ATTO-655-Phalloidin (grün), (k) DNA im Zellkern,
gefärbt mit DRAQ5 (der Übersichtlichkeit halber nicht ins Gesamtbild
(b) aufgenommen, dunkelrote Patterndarstellung).
(l,m) Die neun zugehörigen Referenzpattern: (l) Fluoreszenzabklingkur-
ven nach den drei alternierenden Laserpulsen, (m) Emissionsspektren.
Die Lücken kommen von einem Filtersystem, das gegen gestreutes Laser-
licht eingesetzt wurde.
Die hellsten Pixel in (a,c–k) entsprechen 5024, 2090, 251, 157, 1270, 828,
2145, 458, 2416 und 4656 detektierten Photonen.
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4.1 Maximierung der Anzahl gleichzeitiger Färbungen

nur ein Kern transfiziert wurde (c), und dass nur ein Kern EdU eingebaut hat, und
das auch nur punktuell (d), sehen alle vier Färbungen einzigartig aus und sind klar
unterscheidbar.

Insbesondere auch aufgrund dieses letzten Punktes lässt sich zusammenfassend sagen,
dass neun gleichzeitige Färbungen biologisch möglich sind und physikalisch für das
sFLIM-System kein Problem darstellen.
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4.2 Ein Farbstoff für verschiedene Strukturen gleichzeitig
Um den physikalischen Schwierigkeitsgrad noch weiter zu erhöhen und das sFLIM-System
zu testen, kann man nicht nur mehrere einander sehr ähnliche Farbstoffe verwenden,
sondern man kann sogar denselben Farbstoff in einem Präparat mehrfach für die Färbung
verschiedener Strukturen einsetzen. Dies wurde teilweise bewusst durchgeführt, siehe
Kapitel 4.2.1 und 4.2.2, und teilweise wurden die vielfältigen Möglichkeiten erst während
der Auswertung bestimmter Aufnahmen erkannt, siehe die späteren Abschnitte.

4.2.1 Drei Strukturen mit ATTO 488
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Abbildung 4.6: Aufnahme einer dreifach mit ATTO 488 gefärbten U2OS-Zelle
(a) Reines Intensitätsbild. (b) Buntes Bild als Ergebnis der sFLIM-
Auswertung. Es setzt sich zusammen aus den Einzelbildern der verschie-
denen Färbungen: (c) Golgi-Apparat, gefärbt mit primärem Antikörper
Kaninchen gegen Giantin und sekundärem Antikörper Ziege gegen Ka-
ninchen, gekoppelt an ATTO 488 (magenta), (d) F-Aktin, gefärbt mit
ATTO-488-Phalloidin (grün), (e) DNA im Zellkern, gefärbt mittels EdU
und Click-Chemie mit ATTO-488-Azid (blau).
(f,g) Die drei zugehörigen Referenzpattern: (f) Fluoreszenzabklingkurven
nach den drei alternierenden Laserpulsen, (g) Emissionsspektren. Die
Lücken kommen von einem Filtersystem, das gegen gestreutes Laserlicht
eingesetzt wurde.
Die hellsten Pixel in (a,c–e) entsprechen 7943, 2663, 6674 und 1777
detektierten Photonen.

U2OS-Zellen wurden gleich dreifach mit dem Farbstoff ATTO 488 gefärbt: Der Golgi-
Apparat mittels Antikörpern, das Aktinskelett mit Phalloidin, und die DNA durch Click-
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4.2 Ein Farbstoff für verschiedene Strukturen gleichzeitig

Chemie. Die Ergebnisse der sFLIM-Auswertung sowie die zugehörigen Referenzpattern
sind in Abbildung 4.6 dargestellt.

Man erkennt an den Pattern sowie anhand der Werte in Tabelle A.7, dass die spektralen
Eigenschaften bei allen drei Färbungen nahezu identisch sind. Beim Abklingverhalten
dagegen zeigen sich kleine Unterschiede, die ausreichen, um alle drei Strukturen ganz
klar unterscheiden zu können. Für diese Unterschiede – bei identischem Farbstoff – gibt
es mehrere mögliche Ursachen (vergleiche Kapitel 2.1.3):

• Verschiedene Pufferbedingungen des Lösungsmittels. Das kommt zum Beispiel bei
lebenden Zellen in den unterschiedlichen Kompartimenten vor, ist hier aber eher
unwahrscheinlich, da die Zellen fixiert und permeabilisiert sind. Beim Färbeprozess
wurde das Lösungsmittel sogar mehrmals ausgetauscht und letztendlich durch
Mowiol ersetzt.

• Bestimmte Stoffe in der unmittelbaren Umgebung des Farbstoffs, etwa polare
oder unpolare Moleküle, die in dem jeweiligen Bereich der Zelle besonders häufig
vorkommen und mitfixiert wurden. Für einen Effekt ist dann in der Regel ein sehr
direkter Kontakt zum Farbstoff nötig,1 was zum Beispiel bei der DNA der Fall sein
könnte.

N

O

O

O

OH

NH2

SO3H SO3H

+
H2N

Abbildung 4.7: Strukturformel von ATTO 488
Gezeichnet nach Informationen vom Hersteller. [61]

• Den größten Einfluss hat bei diesem Präparat vermutlich die Bindung des Farb-
stoffes an das jeweilige Kopplungsmolekül. Diese Bindung ist jeweils kovalent und
hat somit einen direkten Einfluss auf die elektronische Struktur des Farbstoffs,
auch wenn sie natürlich etwas entfernt vom aromatischen Ringsystem ansetzt.
Abbildung 4.7 zeigt die Strukturformel von ATTO 488, einem Rhodamin-Farbstoff
[61, 62]. In der Abbildung ist das Ringsystem unten, während rechts oben die
Carboxygruppe sitzt, über die die Verbindung zum Kopplungsmolekül hergestellt
wird.
Im Falle der Färbung über Antikörper (Golgi-Apparat) kann hier statt der Car-
boxygruppe auch ein NHS-Ester sein, der gut zur Kopplung an Aminogruppen
von Proteinen bzw. Antikörpern geeignet ist (siehe Kapitel 3.1.11). Für die DNA-
Färbung sitzt hier stattdessen eine Azidgruppe zur Kopplung an das in die DNA
eingebaute EdU über eine Click-Reaktion (siehe Kapitel 3.1.8). Und für die Färbung

1Eine mögliche Ausnahme einer Fernwirkung ist der Förster-Resonanzenergietransfer (FRET) mit einer
typischen Reichweite von einigen nm, der hier aber eher nicht erwartet wird.
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des Aktinskeletts wird der Farbstoff fertig an Phalloidin gekoppelt geliefert. [61]
Diese Verbindungen aus Farbstoff und Kopplungsmolekül haben jeweils unterschied-
liche und von freiem Farbstoff abweichende Fluoreszenzabklingzeiten, auch schon
einfach nur in wässriger Lösung, wie man in Tabelle A.7 sieht.

Eine vierte Struktur mit Alexa Fluor 488

Um den physikalischen Schwierigkeitsgrad noch weiter zu steigern, wurde zusätzlich zu
den drei oben beschriebenen Färbungen mit ATTO 488 eine vierte Färbung mit dem sehr
ähnlichen Farbstoff Alexa Fluor 488 durchgeführt, welcher ebenfalls zu den Rhodaminen
gehört [62, 63]. Dabei wurde mittels Antikörpern das Fibrillarin in den Nukleolen markiert.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.8 dargestellt. Man sieht hier ein leichtes Bildrauschen,
aber die Strukturen sind immer noch sehr deutlich erkennbar.

4.2.2 Drei Strukturen mit Alexa Fluor 647

Auch mit dem Farbstoff Alexa Fluor 647 konnten U2OS-Zellen dreifach gefärbt werden,
siehe Abbildung 4.9. Hier sind sich die zugehörigen Referenzpattern sowie die Werte in
der Tabelle A.7 noch deutlich ähnlicher als bei ATTO 488 (Kapitel 4.2.1). Deswegen
gibt es im Ergebnisbild ein teilweise deutliches Rauschen. Trotzdem genügen die feinen
Unterschiede im Fluoreszenzverhalten, um alle drei Strukturen klar unterscheiden zu
können.

Bei diesem Präparat fiel auf, dass der Farbstoff während der Aufnahme mit relativ
hoher Rate photozerstört wurde. Deshalb wurde für den Scan die Pixeldichte reduziert,
um trotzdem gute Ergebnisse zu erzielen. Bei fast allen anderen Aufnahmen waren
es (eindimensional betrachtet) 300 Pixel auf 50 µm, also 6 Pixel/µm. Hier wurden nur
4 Pixel/µm verwendet, um die Bestrahlungszeit zu reduzieren.

Würde man die beiden eigentlich nicht benötigten und besonders schädlichen kurzwel-
ligen Laser bei 485 nm und 532 nm ausschalten, wäre vermutlich die Photozerstörung
drastisch reduziert, und es wären sicherlich insgesamt deutlich bessere Aufnahmen möglich,
mit höherer Auflösung und geringerem Bildrauschen. Allerdings müsste man dann eventu-
ell auch die Aufnahmen zur Erzeugung der Referenzpattern unter denselben Umständen
wiederholen, um kompatible Ergebnisse zu bekommen und damit die sFLIM-Auswertung
zu ermöglichen.

4.2.3 MitoTracker Orange färbt mehrere Strukturen

Nachdem U2OS-Zellen mit MitoTracker Orange gefärbt wurden, konnten aus der sFLIM-
Aufnahme drei leicht unterschiedliche Referenzpattern erstellt werden, mit deren Hilfe bis
zu drei verschiedene zelluläre Strukturen unterscheidbar wurden, siehe Abbildung 4.10:
Mitochondrien, die das eigentliche Ziel der Färbung waren, Vesikel-artige Punkte, die
möglicherweise Endosomen sind, und als drittes Nukleolen, die durch eigentlich unspe-
zifische Färbung in der gesamten Zelle, die sich aber in den Nukleolen akkumuliert,
hervorgehoben werden.

Bei diesem Experiment ist besonders bemerkenswert, dass nur eine einzige Färbung
mit nur einem Farbstoff bei der sFLIM-Auswertung zu drei unterscheidbaren Strukturen
führt. Die leicht unterschiedlichen Fluoreszenzeigenschaften, siehe Tabelle A.7, kommen
vermutlich hauptsächlich daher, dass der MitoTracker in der noch lebenden Zelle an ver-
schiedenen Orten verschiedene Reaktionen mitmacht. Insbesondere wird er laut Hersteller
in aktiv atmenden Zellen oxidiert, wodurch er überhaupt erst fluoreszierend wird, und
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Abbildung 4.8: Aufnahme von dreifach mit ATTO 488 und einfach mit Alexa
Fluor 488 gefärbten U2OS-Zellen
(a) Reines Intensitätsbild. (b) Buntes Bild als Ergebnis der sFLIM-
Auswertung. Es setzt sich zusammen aus den Einzelbildern der verschie-
denen Färbungen: (c) Golgi-Apparat, gefärbt mit primärem Antikörper
Kaninchen gegen Giantin und sekundärem Antikörper Ziege gegen Ka-
ninchen, gekoppelt an ATTO 488 (magenta), (d) F-Aktin, gefärbt mit
ATTO-488-Phalloidin (grün), (e) DNA im Zellkern, gefärbt mittels EdU
und Click-Chemie mit ATTO-488-Azid (blau), (f) Nukleolen, gefärbt mit
primärem Antikörper Maus gegen Fibrillarin und sekundärem Antikörper
Ziege gegen Maus, gekoppelt an Alexa Fluor 488 (gelb).
(g,h) Die vier zugehörigen Referenzpattern: (g) Fluoreszenzabklingkur-
ven nach den drei alternierenden Laserpulsen, (h) Emissionsspektren. Die
Lücken kommen von einem Filtersystem, das gegen gestreutes Laserlicht
eingesetzt wurde.
Die hellsten Pixel in (a,c–f) entsprechen 4602, 3605, 3027, 1976 und 2635
detektierten Photonen.
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Abbildung 4.9: Aufnahme von dreifach mit Alexa Fluor 647 gefärbten U2OS-
Zellen
(a) Reines Intensitätsbild. (b) Buntes Bild als Ergebnis der sFLIM-
Auswertung. Es setzt sich zusammen aus den Einzelbildern der verschie-
denen Färbungen: (c) Golgi-Apparat, gefärbt mit primärem Antikörper
Kaninchen gegen Giantin und sekundärem Antikörper Ziege gegen Kanin-
chen, gekoppelt an Alexa Fluor 647 (magenta), (d) F-Aktin, gefärbt mit
Alexa-Fluor-647-Phalloidin (grün), (e) DNA im Zellkern, gefärbt mittels
EdU und Click-Chemie mit Alexa-Fluor-647-Azid (blau).
(f,g) Die drei zugehörigen Referenzpattern: (f) Fluoreszenzabklingkurven
nach den drei alternierenden Laserpulsen, (g) Emissionsspektren. Die
Lücken kommen von einem Filtersystem, das gegen gestreutes Laserlicht
eingesetzt wurde.
Die hellsten Pixel in (a,c–e) entsprechen 4705, 3396, 1204 und 2553
detektierten Photonen.
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Abbildung 4.10: Aufnahme von mit MitoTracker Orange gefärbten U2OS-Zellen
(a) Reines Intensitätsbild. (b) Buntes Bild als Ergebnis der sFLIM-
Auswertung. Es setzt sich zusammen aus folgenden Einzelbildern: (c)
Mitochondrien (magenta), (d) Vesikel-artige Punkte, möglicherweise
Endosomen (grün), (e) unspezifische Färbung, angereichert besonders
in den Nukleolen (gelb).
(f,g) Die drei zugehörigen Referenzpattern: (f) Fluoreszenzabklingkurven
nach den drei alternierenden Laserpulsen, (g) Emissionsspektren. Die
Lücken kommen von einem Filtersystem, das gegen gestreutes Laserlicht
eingesetzt wurde.
Die hellsten Pixel in (a,c–e) entsprechen 3718, 3275, 2496 und 1223
detektierten Photonen.
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anschließend in den Mitochondrien angereichert, wo er noch mit Thiolen von Proteinen
oder Peptiden reagiert [64]. Abweichungen von diesem idealen Reaktionspfad führen
vermutlich zu den unterschiedlichen Fluoreszenzeigenschaften an verschiedenen Orten.

4.2.4 Unterscheidung von unspezifischer Färbung
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Abbildung 4.11: Aufnahme einer dreifach gefärbten U2OS-Zelle mit teilweise
unspezifischer Färbung
(a) Reines Intensitätsbild. (b) Buntes Bild als Ergebnis einer erweiterten
sFLIM-Auswertung. Es setzt sich zusammen aus den Einzelbildern der
verschiedenen Färbungen: (c) Golgi-Apparat, gefärbt mit primärem
Antikörper Kaninchen gegen Giantin und sekundärem Antikörper Ziege
gegen Kaninchen, gekoppelt an Alexa Fluor 488 (magenta), (d) F-Aktin,
gefärbt mit ATTO-488-Phalloidin (grün), (e) DNA im Zellkern, gefärbt
mittels EdU und Click-Chemie mit ATTO-488-Azid (blau), (f) Vesikel-
artige Blasen, die eigentlich nicht Ziel der Färbungen waren, aber mit
Hilfe eines passenden vierten Referenzpatterns erkannt wurden (gelb).
(g) Zum Vergleich das Ergebnis der sFLIM-Auswertung mit nur den
ursprünglichen drei Referenzpattern, die zu den drei Färbungen passen.
(h,i) Die vier zur erweiterten Auswertung gehörenden Referenzpattern:
(h) Fluoreszenzabklingkurven nach den drei alternierenden Laserpulsen,
(i) Emissionsspektren. Die Lücken kommen von einem Filtersystem, das
gegen gestreutes Laserlicht eingesetzt wurde.
Die hellsten Pixel in (a,c–f) entsprechen 4799, 4195, 4060, 1516 und
1606 detektierten Photonen.

In der Aufnahme einer dreifach gefärbten U2OS-Zelle fielen außerhalb des Kerns
Vesikel-artige Blasen auf, die eigentlich nicht Ziel einer der drei Färbungen waren, siehe
Abbildung 4.11. Sie wurden bei einer ersten sFLIM-Auswertung der DNA zugeordnet, die
mittels EdU und Click-Chemie mit ATTO-488-Azid gefärbt worden war (g). Deswegen
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liegt die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um freies ATTO-488-Azid handelt, welches
sich während der Färbung unspezifisch in Endosomen anreicherte.

Aus dem Fluoreszenzsignal dieser Blasen konnte ein viertes Referenzpattern erzeugt
werden. Die erneute sFLIM-Auswertung mit allen vier Pattern führte dann zu einer
klaren Unterscheidung aller vier Strukturen (b–f). Falls die obige Vermutung richtig ist,
konnte hier also an EdU/DNA gekoppeltes ATTO-488-Azid von freiem ATTO-488-Azid
unterschieden werden. Man erhält somit im Ergebnisbild eine vierte separate Struktur vom
freien Farbstoff, die man natürlich wahlweise auch einfach als unerwünschte unspezifische
Färbung ausblenden kann.

4.2.5 Unterscheidung von Autofluoreszenz
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Abbildung 4.12: Aufnahme einer einfach gefärbten U2OS-Zelle mit Autofluo-
reszenz
Die Zelle wurde mittels Transfektion mit Fibrillarin-mRFP gefärbt, was
typischerweise im Zellkern und vor allem in den Nukleolen sichtbar ist.
(a) Reines Intensitätsbild. (b) Buntes Bild als Ergebnis der sFLIM-
Auswertung. Es setzt sich zusammen aus zwei Einzelbildern: (c) ge-
wünschtes Bild von Zellkern und Nukleolen (magenta), (d) Autofluores-
zenz (grün).
(e,f) Die beiden zugehörigen Referenzpattern: (e) Fluoreszenzabkling-
kurven nach den drei alternierenden Laserpulsen, (f) Emissionsspektren.
Die Lücken kommen von einem Filtersystem, das gegen gestreutes La-
serlicht eingesetzt wurde.
Die hellsten Pixel in (a,c,d) entsprechen 1963, 1806 und 421 detektierten
Photonen.

Bei der Aufnahme einer nur durch Transfektion mit Fibrillarin-mRFP gefärbten
Zelle, die im Kern und vor allem in den Nukleolen leuchten sollte, fiel relativ starkes
unspezifisches Signal auch außerhalb des Kerns auf, siehe Abbildung 4.12. Aus den hellsten

45



4 Ergebnisse und Diskussion

erwünschten Bereichen im Kern wurde ein Referenzpattern für Fibrillarin-mRFP erstellt.
Aus einer anderen Aufnahme eines nicht gefärbten Präparats wurde ein Referenzpattern
für Autofluoreszenz erstellt. Mit diesen beiden Pattern konnte in der sFLIM-Auswertung
klar zwischen der erwünschten Fluoreszenz im Kern (c) und der Autofluoreszenz (d)
unterschieden werden.

In der Abbildung fallen noch ein paar Besonderheiten auf:

• Der Bildausschnitt ist sehr klein mit einer Seitenlänge von 20 µm beziehungsweise
120 Pixeln, weil die Aufnahme ursprünglich ausschließlich zur Erstellung eines
Referenzpattern für Fibrillarin-mRFP gedacht war. Dafür reicht der Zellkern völlig
aus.

• Das Referenzpattern für Autofluoreszenz hat einen hohen Anteil an zeitunabhängiger
Hintergrundaktivität, auch bei den eigentlich herausgefilterten Laserwellenlängen
(e,f). Das muss daran liegen, dass die Autofluoreszenz im Allgemeinen wesentlich
schwächer als die gewollte Fluoreszenz ist, wodurch das Hintergrundrauschen des
Detektorsystems viel stärker ins Gewicht fällt.

• Das Bild der Autofluoreszenz hat dunkle Löcher bei den Nukleolen (d). Das dürfte
daran liegen, dass bei der Patternerzeugung für Fibrillarin-mRFP auch etwas
Autofluoreszenz eingeflossen ist. Mehr dazu in Kapitel 4.3.4.
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4.3 Untersuchungen zur Genauigkeit

Die Zuverlässigkeit beziehungsweise Genauigkeit der sFLIM-Methode hängt von sehr
vielen Parametern ab. Eine wichtige Rolle spielt dabei die Biologie, das heißt insbesondere
die Qualität der Probenvorbereitung, was auch die Spezifität der Färbungen einschließt.
Erschwerend kommt hinzu, dass natürlich jede biologische Probe einzigartig ist, was
Auswirkungen auf die Reproduzierbarkeit hat.

Weitere Aspekte sind unter anderem die Anzahl und Auswahl der Fluoreszenzfarbstoffe,
die Anzahl der Photonen pro Pixel, die Erstellung geeigneter Referenzpattern und
natürlich der Algorithmus zur Datenauswertung.

Aufgrund dieser vielen Einflüsse ist es unmöglich, den Gesamtfehler der sFLIM-Methode
analytisch anzugeben. Einzelne Aspekte können aber sehr wohl untersucht werden. Die
Ergebnisse davon werden in diesem Kapitel vorgestellt.

In der Praxis kann man oft zusätzlich noch die Gesamtgenauigkeit abschätzen, indem
man visuell das Ergebnisbild auf Stimmigkeit untersucht. Das ist zumindest dann mög-
lich, wenn alle gefärbten Strukturen morphologisch unterscheidbar sind (vergleiche die
Einleitung zu Kapitel 4.1).

4.3.1 Test des Pattern-Matching-Algorithmus
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Abbildung 4.13: Fluoreszenzabklingkurven von den drei Farbstoffen, mit denen
der Pattern-Matching-Algorithmus getestet wurde
Es wurden jeweils sekundäre Antikörper mit gekoppeltem Farbstoff in
wässriger Lösung vermessen. Die Kurven gehören zu Cy3 (schwarz),
TRITC (rot) und Texas Red (blau). Die Abklingkurven sind nicht mono-
exponentiell. Die mittleren Abklingzeiten betragen 1,12 ns, 2,30 ns und
3,36 ns.

Die Fluoreszenzabklingkurven der drei Farbstoffe Cy3, TRITC und Texas Red wurden
in wässriger Lösung sehr genau vermessen, siehe Abbildung 4.13. Diese Daten dienten
als Referenzpattern für Simulationen, um den Pattern-Matching-Algorithmus zu testen,
ohne dabei spektrale Informationen zu nutzen. Die Ergebnisse dieser Simulationen sind
in Abbildung 4.14 und in Abbildung 4.15 (a,c) dargestellt.
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Abbildung 4.14: Genauigkeit des Algorithmus
(a,b) Abweichung der mittleren Amplitude vom korrekten Wert für Cy3
(a) und TRITC (b).
(c,d) Standardabweichung der Amplitude für Cy3 (c) und TRITC (d).
Es wurden 200, 400, 800, 1600, 2400 und 3600 Photonen simuliert (je-
weils unten beginnend, gegen den Uhrzeigersinn). Jeder Punkt in einem
Dreieck steht für eine Mischung der drei Farbstoffe Cy3, TRITC und
Texas Red, wobei die jeweiligen vorgegebenen Konzentrationen in Pfeil-
richtung zunehmen. Die Farbskala gibt den Prozentwert bezüglich der
Gesamtphotonenzahl an.
Die gleiche Auswertung für Texas Red ist in Abbildung 4.15 (a,c) darge-
stellt.
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Abbildung 4.15: Genauigkeit des Algorithmus und Vergleich mit einem Brute-
Force-Ansatz
(a,b) Abweichung der mittleren Amplitude vom korrekten Wert für
Texas Red.
(c,d) Standardabweichung der Amplitude für Texas Red.
Für die Simulationen wurden 200, 400, 800, 1600, 2400 und 3600 Photo-
nen genutzt (jeweils unten beginnend, gegen den Uhrzeigersinn). Jeder
Punkt in einem Dreieck steht für eine Mischung der drei Farbstoffe Cy3,
TRITC und Texas Red, wobei die jeweiligen vorgegebenen Konzentra-
tionen in Pfeilrichtung zunehmen. Die Farbskala gibt den Prozentwert
bezüglich der Gesamtphotonenzahl an.
Die Simulationen für die Werte in (a,c) für Texas Red haben den Pattern-
Matching-Algorithmus verwendet, so wie es auch in Abbildung 4.14 für
Cy3 und TRITC der Fall war.
Die Simulationen für die Werte in (b,d) für Texas Red haben dagegen
mit einem Brute-Force-Ansatz das Maximum der Likelihood-Funktion
gesucht.
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Man erkennt dort, dass der Algorithmus keinen systematischen Fehler liefert, da die
mittleren Amplituden selbst bei nur 200 Photonen schon ziemlich gut mit dem korrekten
Wert übereinstimmen, was bei steigender Photonenzahl nochmal deutlich besser wird.
Die Standardabweichung der Amplitude bewegt sich in der Größenordnung, die man
aufgrund der Poisson-Verteilung der Photonen erwarten würde.2

Es fällt noch auf, dass TRITC die größte Ungenauigkeit der drei Farbstoffe aufweist,
sowohl bei der mittleren Amplitude als auch bei der Standardabweichung. Das liegt
vermutlich daran, dass seine mittlere Abklingzeit zwischen den mittleren Abklingzei-
ten der beiden anderen Farbstoffe liegt. Dadurch konkurrieren seine Photonen beim
Pattern-Matching sowohl mit den langsameren Photonen von Texas Red als auch mit
den schnelleren Photonen von Cy3. Die Photonen von Texas Red und Cy3 dagegen
konkurrieren überwiegend nur mit denen von TRITC, weil die beiden Abklingkurven
von Texas Red und Cy3 sich genügend voneinander unterscheiden, wodurch hier die
Zuordnungen beim Pattern-Matching genauer werden.

Das Pattern-Matching mit drei Farbstoffen führt also zu sehr guten Ergebnissen, auch
ohne spektrale Information. Mit zusätzlicher spektraler Information wird es noch besser,
vergleiche Abbildung 4.4 in Kapitel 4.1.3.

Ähnliche Simulationen zum Test des Algorithmus wurden auch mit den fünf Pattern
der Abbildung 4.1 durchgeführt, diesmal auch mit spektraler Information. Die Ergeb-
nisse lassen sich nicht so einfach grafisch darstellen. Auch hier stimmen die mittleren
Amplituden schon bei 400 Photonen sehr gut mit dem korrekten Wert überein. Die
Standardabweichung liegt im Mittel bei 23 % für 400 Photonen und sinkt für 4000 Photo-
nen auf ungefähr 4 %, natürlich mit kleinen Unterschieden zwischen den verschiedenen
Pattern.

Vergleich mit einem Brute-Force-Ansatz

Ein Brute-Force-Ansatz kommt dem optimalen Ergebnis sehr nahe.[32] Deshalb wurden
die Simulationen mit den Pattern der drei Farbstoffe Cy3, TRITC und Texas Red zum
Vergleich auch mit einem Brute-Force-Ansatz anstelle des Pattern-Matching-Algorithmus
durchgeführt, siehe Abbildung 4.15 (b,d). Die Ergebnisse dort sind nur unwesentlich
besser als die des Pattern-Matching-Algorithmus (a,c).

4.3.2 Variation der Pattern

Eine Frage ist, wie stark die Ergebnisse des Pattern-Matching-Algorithmus variieren,
wenn die Referenzpattern sich leicht ändern, also nicht ganz optimal sind. Um das zu
beantworten, wurden zunächst jeweils für dieselbe Färbung unabhängig voneinander
mehrere Referenzpattern erstellt, aus verschiedenen Aufnahmen von einfach und mehr-
fach gefärbten Proben. Daraus konnten für jede Färbung ein Durchschnitts-Pattern
und die Standardabweichung berechnet werden, siehe Abbildung 4.16. Dabei liegt die
Standardabweichung jeweils in der Größenordnung von 1 % der maximalen Amplitude
des Durchschnitts-Pattern.

Verwendet man nun für das Pattern-Matching die Durchschnitts-Pattern plus oder
minus die Standardabweichung, kann man die Ergebnisse mit dem Ergebnis vergleichen,
das man mit reinen Durchschnitts-Pattern erzielt, siehe Abbildung 4.17.

2Bei einer Poisson-Verteilung ist die Varianz, also das Quadrat der Standardabweichung, gleich dem
Erwartungswert. Hier folgt daraus, mit der relativen Amplitude ni und der simulierten Gesamtphoto-
nenzahl phtot, für die Standardabweichung: ∆ni = (ni phtot)−0,5
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Abbildung 4.16: Durchschnitts-Pattern mit Standardabweichung
Für die Aufnahme in Abbildung 4.6 wurden aus mehreren unabhängig
voneinander erzeugten Referenzpattern Durchschnitts-Pattern gebildet:
(a–c) Fluoreszenzabklingkurven nach den drei alternierenden Laser-
pulsen und (d–f) Emissionsspektren für die drei Färbungen mit AT-
TO 488 von Golgi-Apparat (a,d), Aktinskelett (b,e) und DNA (c,f). Die
Durchschnitts-Pattern sind in schwarz eingezeichnet, die Durchschnitts-
Pattern plus und minus die Standardabweichung in grau. Für die Be-
rechnung wurden 4, 6 und 3 geeignete Pattern genutzt (jeweils a–c und
d–f). Zusätzlich sind in bunt einzelne für ungeeignet befundene Pattern
dargestellt.
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Abbildung 4.17: Ergebnisse bei Variation der Durchschnitts-Pattern
Der Pattern-Matching-Algorithmus ermittelte mit verschiedenen Sätzen
von Pattern aus Abbildung 4.16 für jedes Pixel der Aufnahme in Abbil-
dung 4.6 die Amplituden der Färbungen. Die Streudiagramme zeigen
jeweils die Korrelationen zwischen der Referenzamplitude, die man mit
den Durchschnitts-Pattern erhält, und der ermittelten Amplitude, die
man mit den Durchschnitts-Pattern plus oder minus Standardabwei-
chung erhält.
Die erste Spalte zeigt die Werte für den Golgi-Apparat (a,d,g), die zweite
für das Aktinskelett (b,e,h) und die dritte für die DNA (c,f,i). In der
ersten Zeile wurde jeweils nur das Pattern der dargestellten Färbung
variiert (a–c), in der zweiten Zeile die beiden anderen Pattern einzeln
(d–f) und in der dritten Zeile die beiden anderen Pattern gleichzeitig
(g–i). Im Diagramm ist die jeweilige Änderung des Pattern in der Le-
gende mit + oder − angegeben, zusammen mit der Gleichung für die
lineare Regression. Alle Korrelationskoeffizienten im Modell der linearen
Regression sind größer als 0,99. Die gepunkteten Linien zeigen zusätzlich
die erwartete Streuung durch das Poissonsche Schrotrauschen: A ±

√
A

52



4.3 Untersuchungen zur Genauigkeit

Insgesamt passen dort die Amplituden immer noch sehr gut. Die größten Abweichungen
gibt es bei der DNA, wenn das Pattern der DNA variiert wird (c). Hier gibt es im
ungünstigsten Fall ein systematisch um 7 % zu schwaches Signal und zusätzlich eine
Verschiebung um ungefähr −100 Photonen. In allen anderen Fällen ist die Abweichung
deutlich kleiner.

4.3.3 Vergleich der Ergebnisse für verschiedene Sätze von Pattern

Um weiter zu untersuchen, wie sich die Wahl der Referenzpattern auf die Ergebnisse der
sFLIM-Auswertung auswirkt, wurde exemplarisch die Auswertung für die Aufnahme in
Abbildung 4.6 mit verschiedenen Sätzen von Pattern wiederholt. Die Ergebnisse für einen
zweiten unabhängigen Patternsatz sowie die Abweichungen zur bisherigen Auswertung
sind in Abbildung 4.18 dargestellt. Demnach gibt es in diesem Beispiel erneut die größten
Abweichungen bei der DNA, mit bis zu 23 % in einzelnen Pixeln, aber die mittlere absolute
Abweichung liegt bei allen drei Färbungen unter 1 % der Intensität des jeweils hellsten
Pixels der Struktur.

Eine Frage in diesem Zusammenhang ist auch, ob es eine Rolle spielt, ob die Referenz-
pattern aus hellen oder dunklen Aufnahmen erstellt wurden. Zum Beispiel könnte es bei
sehr hellen Pixeln zu Sättigungs- oder Totzeit-Effekten der Detektionselektronik kommen,
was die Pattern beeinflussen würde. Dagegen würde sich ein Hintergrundsignal, wie
zum Beispiel durch Autofluoreszenz, vor allem bei dunklen Pixeln auswirken. Deswegen
wurden für das besonders helle Aktinskelett Referenzpattern zum einen nur aus den
hellsten Pixeln und zum anderen nur aus eher dunklen Bereichen erzeugt. Die zugehöri-
gen Ergebnisse sind in Abbildung 4.19 dargestellt. Auch hier sind in beiden Fällen die
Abweichungen von der ursprünglichen Auswertung eher klein, und die mittlere absolute
Abweichung liegt immer deutlich unter 1 % der Intensität des jeweils hellsten Pixels
der Struktur, obwohl sich die Pattern für das Aktinskelett etwas stärker voneinander
unterscheiden (q,r). Die sFLIM-Methode liefert also in allen untersuchten Fällen auch
mit alternativen Pattern zuverlässige Ergebnisse.

4.3.4 Tests mit schlechten Pattern

Zum Schluss soll hier noch exemplarisch gezeigt werden, was passiert, wenn bei der sFLIM-
Auswertung ungeeignete Pattern verwendet werden. Das kann zum Beispiel passieren,
wenn man nicht alle Hinweise aus Kapitel 3.4 beachtet, oder wenn man eine Mehrfarben-
Aufnahme zur Patternerzeugung verwendet und dabei auch Anteile einer falschen Färbung
erwischt. Die Ergebnisse für zwei Auswertungen mit jeweils einem schlechten Pattern
sind in Abbildung 4.20 dargestellt. Die dafür erzeugten schlechten Pattern stammten von
Proben, die ein paar Tage älter als die auszuwertende Mehrfachfärbung waren, was zu
leicht unterschiedlichen Färbebedingungen oder zu etwas stärker gealterten Proben führen
konnte. Außerdem wurden diese Proben einen Tag nach der Mehrfachfärbung vermessen,
wodurch möglicherweise die optische oder elektronische Justage des sFLIM-Mikroskops
leicht verändert war.

Die Abweichungen von der ursprünglichen Auswertung mit geeigneten Pattern sind
hier deutlich größer als bei allen anderen in den vorherigen Abschnitten beschriebenen
Tests mit alternativen Pattern. In einzelnen Pixeln beträgt die Abweichung bis zu 77 %
der Intensität des jeweils hellsten Pixels der Struktur (g), und auch die über das ganze
Bild gemittelte absolute Abweichung erreicht bis zu 7 % (o).

Im Falle des schlechten Patterns für Aktin geht ein Teil des Aktinsignals (b,f) hinüber
zum Golgi-Apparat (a,e), und gleichzeitig „klaut“ sich das Aktin einen Teil des DNA-
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Abbildung 4.18: Auswertung für zwei unabhängig voneinander erzeugte Pat-
ternsätze
Für die Aufnahme in Abbildung 4.6 wurde ein zusätzlicher Satz von
Referenzpattern erzeugt und für die Auswertung verwendet:
(a) Ergebnis der neuen Auswertung. (b) Reines Intensitätsbild. (c)
Ergebnis aus Abbildung 4.6 zum Vergleich.
(d–f) Bilder der neuen Auswertung für Golgi-Apparat, Aktinskelett und
DNA. (g–i)) Deren Unterschiede zur ursprünglichen Auswertung, wobei
grün eine Zunahme und magenta eine Abnahme des Signals bedeutet.
Die Zahlen in Klammern geben jeweils die Photonenzahl des hellsten
Pixels an. Die mittlere absolute Differenz zwischen beiden Auswertungen
beträgt 15,0, 26,7 und 15,8 Photonen pro Pixel. (g–i)
(j,k) Referenzpattern, wobei magenta, grün und blau die ursprünglichen
Pattern sind, und braun, dunkelgrün und dunkelblau die neuen Pattern.
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Abbildung 4.19: Auswertung mit Pattern aus hellen und dunklen Gebieten
Für die Aufnahme in Abbildung 4.6 wurden zwei zusätzliche Pattern für
das Aktinskelett aus besonders hellen oder dunklen Gebieten erzeugt und
für die Auswertung verwendet, zusammen mit den bisherigen Pattern
für Golgi-Apparat und DNA.
(a–d) Ergebnis der neuen Auswertung mit dem Pattern für Aktin aus
hellen Pixeln: Golgi-Apparat, Aktinskelett, DNA und buntes Gesamtbild.
(e–g) Unterschiede zur ursprünglichen Auswertung, wobei grün eine
Zunahme und magenta eine Abnahme des Signals bedeutet. (h) Die rot
markierten Pixel sind besonders hell und wurden für die Erzeugung des
Patterns für Aktin verwendet.
(i–l) Ergebnis der neuen Auswertung mit dem Pattern für Aktin aus
dunklen Pixeln: Golgi-Apparat, Aktinskelett, DNA und buntes Gesamt-
bild. (m–o) Unterschiede zur ursprünglichen Auswertung, wobei grün
eine Zunahme und magenta eine Abnahme des Signals bedeutet. (p)
Die rot markierten Pixel sind besonders dunkel und wurden für die
Erzeugung des Patterns für Aktin verwendet.
Die Zahlen in Klammern geben jeweils die Photonenzahl des hellsten
Pixels an. Die mittlere absolute Differenz zur ursprünglichen Auswertung
beträgt 9,4, 21,9 und 6,1 Photonen pro Pixel (e–g), sowie 20,4, 33,2 und
13,1 Photonen pro Pixel (m–o).
(q,r) Referenzpattern, wobei magenta, grün und blau die ursprüngli-
chen Pattern sind, cyan das Pattern für Aktin aus hellen Pixeln und
dunkelgrün das Pattern für Aktin aus dunklen Pixeln. (s) Reines In-
tensitätsbild der Aufnahme, aus der die Pattern für das Aktinskelett
erzeugt wurden, vergleiche die Falschfarben-Bilder (h,p).
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Abbildung 4.20: Auswertung mit ungeeigneten Pattern
Für die Aufnahme in Abbildung 4.6 wurden zwei zusätzliche schlechte
Pattern für das Aktinskelett und für die DNA erzeugt und einzeln für
die Auswertung verwendet, zusammen mit den jeweils anderen beiden
ursprünglich verwendeten Pattern.
(a–d) Ergebnis der neuen Auswertung mit dem schlechten Pattern für
Aktin: Golgi-Apparat, Aktinskelett, DNA und buntes Gesamtbild. (e–g)
Unterschiede zur ursprünglichen Auswertung, wobei grün eine Zunahme
und magenta eine Abnahme des Signals bedeutet. (h) Zum Vergleich
das ursprüngliche bunte Gesamtbild.
(i–l) Ergebnis der neuen Auswertung mit dem schlechten Pattern für
DNA: Golgi-Apparat, Aktinskelett, DNA und buntes Gesamtbild. (m–o)
Unterschiede zur ursprünglichen Auswertung, wobei grün eine Zunahme
und magenta eine Abnahme des Signals bedeutet. (p) Reines Intensi-
tätsbild.
Die Zahlen in Klammern geben jeweils die Photonenzahl des hellsten
Pixels an. Die mittlere absolute Differenz zur ursprünglichen Auswertung
beträgt 125,6, 131,1 und 46,3 Photonen pro Pixel (e–g), sowie 18,7, 134,5
und 120,5 Photonen pro Pixel (m–o).
(q,r) Referenzpattern, wobei magenta, grün und blau die ursprünglichen
Pattern sind, dunkelgrün das schlechte Pattern für Aktin und cyan das
schlechte Pattern für DNA.
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4.3 Untersuchungen zur Genauigkeit

Signals (c,g). Dieses Verhalten ist typisch für ungeeignete Pattern, dass das zugehörige
Signal in Teilen des Bildes verstärkt oder abgeschwächt wird, was dann auch die Abbildung
anderer Strukturen verfälscht. Dabei kommt es oft zu Löchern im Abbild einer Struktur,
wie hier bei der DNA (c,g). Zwischen den Abbildungen, die zu geeigneten Pattern gehören,
gibt es dagegen kaum Signalaustausch, wie hier zwischen Golgi-Apparat (a,e) und DNA
(c,g).

Beim schlechten Pattern für DNA ist es ähnlich. Hier verliert die DNA (k,o) fast zwei
drittel ihres Signals an das Aktinskelett, wodurch dort fälschlicherweise der Zellkern
sichtbar wird (j,n). Das Bild des Golgi-Apparates ist in diesem Fall nur wenig verfälscht
(i,m).

Dadurch, dass die hier abgebildeten Strukturen morphologisch unterschiedlich aussehen,
kann man die Fehler im Bild, also die Löcher in der DNA (c) oder den Zellkern im
Aktinskelett (j), leicht bei einer visuellen Untersuchung erkennen. Es ist oft möglich,
auf diese Art das Gesamtergebnis einer sFLIM-Auswertung visuell auf Stimmigkeit zu
untersuchen, und dabei die Qualität abzuschätzen und eventuelle Fehler zu entdecken.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.4 STED-Mikroskopie mit zwei Farben
Da die hochauflösende STED-Mikroskopie wie sFLIM auch ein konfokales Verfahren
ist, bietet es sich an, beide Methoden zu kombinieren, um so hochaufgelöste Bilder
mit mehreren Farben zu machen. Dies ist im Prinzip auch mit herkömmlicher STED-
Mikroskopie möglich, bedeutet dort aber einen recht großen Aufwand und einige Nachteile,
wenn die Farbstoffe spektral voneinander getrennt werden sollen und dabei ihre eigenen
Anregungs- und STED-Laser benötigen [42, 43]. Der große Vorteil von sFLIM ist hier,
dass man spektral sehr ähnliche Farbstoffe nehmen kann, die nur einen gemeinsamen
STED-Laser benötigen.

Um dies auszuprobieren, wurde eine zweifach gefärbte U2OS-Zelle mit dem in Kapi-
tel 3.6 beschriebenen STED-Mikroskop untersucht, siehe Abbildung 4.21. Die einzelnen
Strukturen, Farbstoffe und Färbemethoden sind in der Bildunterschrift (c,d) beschrieben.

5 µm

a b c

d

Abbildung 4.21: STED-Aufnahme einer zweifach gefärbten U2OS-Zelle
(a) Buntes Bild als Ergebnis der sFLIM-Auswertung, normale konfokale
Aufnahme ohne STED-Laser. (b) Buntes Bild als Ergebnis der sFLIM-
Auswertung nach Aufnahme mit STED-Laser. Es setzt sich zusammen
aus den Einzelbildern der verschiedenen Färbungen: (c) Golgi-Apparat,
gefärbt mit primärem Antikörper Kaninchen gegen Giantin und sekun-
därem Antikörper Ziege gegen Kaninchen, gekoppelt an ATTO 647N
(magenta), (d) Mikrotubuli, gefärbt mit primärem Antikörper Maus ge-
gen β-Tubulin und sekundärem Antikörper Ziege gegen Maus, gekoppelt
an Abberior STAR 635P (grün).
Die hellsten Pixel in (c,d) entsprechen ungefähr 5000 und 10 000 detek-
tierten Photonen.

Obwohl sich die beiden benutzten Farbstoffe ATTO 647N und Abberior STAR 635P
sowohl spektral als auch bei den Abklingzeiten nur wenig voneinander unterscheiden
(vergleiche Tabelle A.7), konnten sie in der sFLIM-Auswertung klar voneinander getrennt
werden. Das gilt sowohl für die normale konfokale Aufnahme mit beugungsbegrenzter
Auflösung (a) als auch für die STED-Aufnahme mit deutlich verbesserter Auflösung (b–d).
Die Kombination von sFLIM und STED ermöglicht also mehrfarbige hochaufgelöste
Mikroskopie mit nur einem STED-Laser.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Das Hauptziel dieser Doktorarbeit, mittels sFLIM die Anzahl gleichzeitig verwendbarer
Färbungen bei der Fluoreszenzmikroskopie zu maximieren, wurde erreicht. So konnten pro
Anregungslaser fünf verschiedene Färbungen gleichzeitig abgebildet werden. Zusammen
sind das beim vorliegenden System mit drei Lasern theoretisch insgesamt 15 Färbungen
(Kapitel 4.1). In der Praxis war die maximale Anzahl möglicher simultaner Färbungen
weniger aufgrund physikalischer Einschränkungen begrenzt, sondern sie war vor allem
biologisch durch die anspruchsvolle Probenvorbereitung limitiert. Das zeigt sich auch
darin, dass die intensive Arbeit an der Optimierung der Färbeprotokolle zu einer eigenen
Veröffentlichung führte (Kapitel 3.1) [56]. In der Praxis waren damit immerhin noch neun
gleichzeitige Färbungen möglich (Kapitel 4.1.4).

Das aufgebaute sFLIM-System zeigte eine so hohe Sensitivität, dass sogar verschiedene
Strukturen, die alle nur mit demselben Farbstoff markiert waren, aufgrund kleiner Unter-
schiede im Fluoreszenzverhalten voneinander unterschieden werden konnten (Kapitel 4.2).
Besonders eindrucksvoll gelang das bei einer Dreifachfärbung mit ATTO 488 (Kapi-
tel 4.2.1), aber auch mit Alexa Fluor 647 sowie mit MitoTracker Orange waren jeweils
drei Strukturen unterscheidbar (Kapitel 4.2.2 und 4.2.3). Die hohe Sensitivität konnte
außerdem dazu genutzt werden, um zu unterscheiden, ob ein Farbstoff wie gewünscht die
Struktur eingefärbt hatte, oder ob es sich um unspezifische Färbung dieses Farbstoffs
handelte (Kapitel 4.2.4). Und auch Autofluoreszenz konnte durch sFLIM klar identifiziert
und von der gewollten Fluoreszenz unterschieden werden (Kapitel 4.2.5).

Die Untersuchungen zur Genauigkeit der sFLIM-Technik konnten zeigen, dass der
Pattern-Matching-Algorithmus zuverlässige Ergebnisse liefert (Kapitel 4.3). Die wichtigste
Voraussetzung dafür sind geeignete Referenzpattern, weshalb diese mit besonderer Sorgfalt
erstellt werden müssen, insbesondere natürlich bei einander sehr ähnlichen Pattern
(Kapitel 3.4).

Zuletzt konnte noch die sFLIM-Methode mit der hochauflösenden STED-Mikroskopie
kombiniert werden, so dass zwei Färbungen gleichzeitig mit hoher Auflösung abgebildet
werden konnten. Dabei wurde für beide Färbungen nur ein gemeinsamer STED-Laser
benötigt, was den Aufbau des STED-Systems im Vergleich zu klassischer Zweifarben-
STED-Mikroskopie vereinfacht (Kapitel 4.4).

5.2 Mögliche Verbesserungen

Raum für Verbesserungen bietet sicherlich zum einen die Probenvorbereitung, so dass
bei entsprechender Anstrengung noch mehr als die realisierten neun gleichzeitigen Fär-
bungen möglich werden könnten. Aber auch bei der sFLIM-Methode selbst sind diverse
Verbesserungen denkbar:

• Die Empfindlichkeit des Detektions-Systems könnte durch optische Komponenten
mit höherer Durchlässigkeit, zum Beispiel durch einen dichroitischen Spiegel an
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Stelle des Strahlteilers mit 20 % Reflexion, oder durch einen empfindlicheren De-
tektor gesteigert werden. Die maximale Geschwindigkeit des Detektions-Systems
und somit die Aufnahmegeschwindigkeit ließe sich durch parallele und unabhängige
TCSPC-Kanäle für jeden spektralen Kanal deutlich steigern, weil dadurch Totzeit-
Effekte der Detektionselektronik erst bei wesentlich höherer Gesamtzählrate eine
Rolle spielen würden.

• Theoretisch könnte man die sFLIM-Aufnahmen durch Verwendung mehrerer Anre-
gungsfokusse an verschiedenen Orten in der Probe parallelisieren [8, 9, 65, 66]. Dafür
müsste man allerdings auch die gesamte Detektion entsprechend parallelisieren, was
ein enormer Aufwand wäre, sowohl technisch als auch bei der Justage.

• Die Auswertung könnte durch einen optimierten Pattern-Matching-Algorithmus
beschleunigt werden. Auch sind weite Teile des Algorithmus parallelisierbar, so
dass sie auf mehreren Prozessorkernen gleichzeitig laufen könnten [67]. Die Firma
PicoQuant hat bereits einen deutlich schnelleren Algorithmus für ihr Software-Paket
SymPhoTime 64 entwickelt und konnte ihn zumindest bei den STED-Aufnahmen
der Zweifachfärbung (Kapitel 4.4) erfolgreich einsetzen [44].

• Man könnte die Erzeugung der Referenzpattern in der Software dahingehend
erweitern, dass man auch Linearkombinationen von Pattern bilden kann. Bei der
Erzeugung des Referenzpattern für eine bestimmte Färbung könnte man dann
zum Beispiel einen kleinen Beitrag einer störenden anderen Färbung subtrahieren.
Damit ließen sich möglicherweise Fehler durch schlecht passende Pattern, wie zum
Beispiel die Löcher in Abbildung 4.12 (d), korrigieren. Vielleicht könnte man damit
sogar auch falsche Signalzuordnungen bei eigentlich ungeeigneten Pattern wie in
Abbildung 4.20 beheben oder zumindest reduzieren.

• Möglicherweise könnte man auch automatisiert die Referenzpattern verbessern,
indem man Techniken ähnlich wie beim Blind-Unmixing [23] verwendet. Dabei
müsste der Algorithmus nicht komplett ohne Referenzpattern auskommen, sondern
er könnte die gemessenen Referenzpattern als Startpunkt benutzen, von dem aus er
eine Optimierung der Pattern durchführt.

• Auch Methoden der künstlichen Intelligenz wie das Deep Learning [68] könnten so-
wohl bei der Erzeugung der Referenzpattern als auch insgesamt bei der Auswertung
hilfreich sein.

5.3 Weitere Anwendungsmöglichkeiten
In dieser Doktorarbeit wurde hauptsächlich das Ziel verfolgt, mittels sFLIM viele ver-
schiedene Strukturen gleichzeitig abzubilden, oder einander sehr ähnliche Farbstoffe zu
unterscheiden. Es gibt aber auch noch weitere Anwendungsmöglichkeiten der sFLIM-
Technik.

Insbesondere sind die zahlreichen Anwendungen von FLIM natürlich auch mit sFLIM
realisierbar. So kann man zum Beispiel diverse Fluorophore mittels FLIM als Sensoren
für ihre physikalischen und chemischen Umgebungsbedingungen nutzen, unter anderem
für pH-Wert [69], Temperatur [70], Viskosität [71] und diverse Konzentrationen inkl.
Sauerstoffgehalt [72, 73]. Auch kann man mit der Kombination von FLIM und FRET
sehr genau kleine Abstände im nm-Bereich messen. Das ermöglicht Untersuchungen von
Protein-Protein-Interaktionen oder von Konformationsänderungen eines Proteins [46, 73–
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75]. Während solch eine FLIM-Anwendung in einem Spektralbereich mit einem der drei
Laser geschieht, stehen die anderen beiden Spektralbereiche des sFLIM-Aufbaus immer
noch für andere Aufgaben zur Verfügung, zum Beispiel für weitere FLIM-Untersuchungen
oder für Vielfarben-Fluoreszenzmikroskopie mittels sFLIM.

Die hohe Sensitivität von sFLIM bei der Unterscheidung von Fluoreszenzquellen
könnte es ermöglichen, zusätzlich die Autofluoreszenz zur Bildgebung zu nutzen, und
dabei vielleicht sogar Autofluoreszenz von verschiedenen Quellen zu unterscheiden. Damit
wäre die Abbildung einer Probe sogar ganz ohne vorherige Färbung denkbar, aber
natürlich auch mit zusätzlichen Färbungen. Dies könnte vor allem bei Proben mit viel
Autofluoreszenz, zum Beispiel bei Gewebeschnitten, interessant sein. [67, 76, 77]

Insgesamt lässt sich zusammenfassen, dass die sFLIM-Methode vielseitig anwendbar
ist und großes Potential besitzt.
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A Anhang

A.1 Bezugsquellen

Tabelle A.1: Biologische und chemische Zutaten

Material Lieferant Bestell-
nummer

C2C12-Zellen CLS Cell Lines Service GmbH 400476
U2OS-Zellen CLS Cell Lines Service GmbH 300364

DMEM PAA D6546
Penicillin & Streptomycin PAA

L-Glutamin PAA
Präzisions-Deckgläser Carl Roth LH23.1

Lamin-C-GNAEGR-
EGFP (Plasmid)

Manfred Alsheimer, Zell-
und Entwicklungsbiologie,
Universität Würzburg [57]

Fibrillarin-
mRFP (Plasmid)

Tim Krüger, Zell- und Entwick-
lungsbiologie, Universität Würzburg

FuGene HD Promega E2312
EdU Life Technologies

MitoTracker Orange Life Technologies M7511
ATTO-488-Azid ATTO-TEC AD 488-101

Alexa-Fluor-647-Azid Life Technologies C10340
DRAQ5 Cell Signaling Technology 4084S
Mowiol Carl Roth 0713

Ziege-gegen-Maus-
F(ab′)2-Fragmente Life Technologies A10534

ATTO 490LS NHS ATTO-TEC AD
490LS-31

NAP-5-Säulen mit
Sephadex G-25 GE Healthcare 17-0853-02

DNAse I Roche 10104159001
„nexttec 1-Step DNA Iso-

lation Kit, Tissue & Cells“ Biozym 391010N
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Tabelle A.2: Geräte, Bauteile und Software

Material Lieferant
Spectrophotometer V-650 Jasco

Spectrofluorometer FP-6500 Jasco
zeitaufgelöstes Spektrometer FluoTime 200 PicoQuant

Software FluoFit 4.4.0.1 PicoQuant
MicroTime 200 PicoQuant

MicroTime-200-STED-System PicoQuant
Piezo-getriebene Objektivaufhängung Physik Instrumente

EMCCD-Kamera Andor Ltd.

CMOS-CCD-Kamera UI-3370CP-NIR-GL IDS Imaging Deve-
lopment Systems

Laser 485 nm LDH-D-C-485 PicoQuant
Laser 532 nm LDH-P-FA-530B PicoQuant

Laser 640 nm LDH-D-C-640 PicoQuant
Laser 660 nm LDH-D-C-660 PicoQuant

STED-Laser 765 nm VisIR-765 STED PicoQuant
Phasenplatte EASYDOnut 640/765 nm Abberior

60×-Öl-Immersions-Objektiv
PLAPON 60XOTIRFM Olympus Europe

100×-Öl-Immersions-
Objektiv UPlanSAPO 100X Olympus Europe

optische Multimode-Faser AMS AG
Notch-Filter AHF Analysentechnik AG

dichroitischer Spiegel zt640/752rpc AHF Analysentechnik AG
dichroitischer Strahlteiler T-685-LPXR AHF Analysentechnik AG
Detektionsfilter RazorEdge LP-664-RU AHF Analysentechnik AG
Detektionsfilter 697/58-BrightLine-HC AHF Analysentechnik AG
Gitter-Spektrograph Shamrock SR-163 Andor Ltd.

Gitter SR1-GRT-0600-0500 Andor Ltd.

32-Kanal-PMT-Anordnung H7260-20MOD Hamamatsu Photo-
nics Deutschland

SPAD-Detektor τ -SPAD PicoQuant
TCSPC-System HydraHarp 400 PicoQuant

modifizierte Software SymPhoTime PicoQuant
Software SymPhoTime 64 PicoQuant

Programmierumgebung Matlab The MathWorks, Inc.
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A.2 Antikörper und Phalloidin-Färbungen

Tabelle A.3: Direkte Antikörper

Ziel Wirt Isotyp Farbstoff1 Lieferant Verdün-
nung

α-Tubulin Kaninchen IgG Alexa 647 Cell Signaling
Technology, #5046S 1:50

β-Tubulin Kaninchen IgG Alexa 555 Cell Signaling
Technology, #2116S 1:50

Tabelle A.4: Phalloidin-Färbungen

Farbstoff Lieferant Verdünnung
ATTO 488 ATTO-TEC, AD 488-81 1:100
ATTO 520 ATTO-TEC, AD 520-81 1:1000

Alexa Fluor 647 Life Technologies, A22287 1:100
ATTO 655 ATTO-TEC, AD 655-81 1:100

Tabelle A.5: Primäre Antikörper

Ziel Wirt Isotyp Lieferant Verdünnung
Giantin Kaninchen IgG abcam, ab24586 1:1000

Golgin97 Kaninchen IgG abcam, ab84340 1:1000
Fibrillarin Maus IgG Tim Krüger, Würzburg 1:500
β-Tubulin Maus IgG1 Sigma-Aldrich, T8328 1:200

Sun1 Hausmeer-
schweinchen IgG Manfred Alsheimer, Würzburg 1:800

1Der Name der Farbstoffe Alexa Fluor ... wird hier aus Platzgründen abgekürzt zu Alexa ...
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Tabelle A.6: Sekundäre Antikörper

Ziel Wirt Isotyp/
Fragment Farbstoff1 Lieferant Verdün-

nung

Kaninchen Ziege ganzer IgG ATTO 488 Sigma-
Aldrich, 36098 1:200

Kaninchen Ziege ganzer IgG Alexa 488 Life Technolo-
gies, A11008 1:200

Maus Ziege F(ab′)2 Alexa 488 Life Technolo-
gies, A11017 1:200

Maus Ziege F(ab′)2 ATTO 490LS selbst gekoppelt 1:200

Maus Ziege ganzer IgG Alexa 514 Life Technolo-
gies, A31555 1:200

Kaninchen Ziege ganzer IgG Alexa 532 Life Technolo-
gies, A11009 1:200

Maus Ziege ganzer IgG Alexa 555 Life Technologies 1:200

Maus Ziege F(ab′)2 Alexa 568 Life Technolo-
gies, A11019 1:200

Maus Ziege ganzer IgG Alexa 633 Life Technologies 1:200

Maus Ziege ganzer IgG Abberior
STAR 635P

Abberior,
2-0002-007-5 1:100

Kaninchen Ziege ganzer IgG ATTO 647N Biomol, 611-156-122 1:100

Maus Ziege F(ab′)2 Alexa 647 Life Technolo-
gies, A21237 1:200

Kaninchen Ziege F(ab′)2 Alexa 647 Life Technolo-
gies, A21246 1:200

Hausmeer-
schweinchen Ziege ganzer IgG Alexa 647 Life Technolo-

gies, A21450 1:200

Maus Ziege ganzer IgG Alexa 700 Life Technolo-
gies, A21036 1:200

Kaninchen Ziege ganzer IgG Alexa 700 Life Technolo-
gies, A21038 1:200
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A.3 Spektroskopische Eigenschaften von freien Fluorophoren
und fluoreszierenden Sonden

Tabelle A.7: Spektroskopische Eigenschaften von freien Fluorophoren und fluo-
reszierenden Sonden
Absorptions- und Emissionsmaxima sowie Fluoreszenzabklingzeiten wurden
in wässrigem Puffer (PBS, pH 7,4) gemessen. Abklingzeiten wurden zusätz-
lich aus sFLIM-Messungen ermittelt, bei denen gefärbte U2OS-Zellen in
Mowiol eingebettet waren (grau unterlegte Werte). Bi-exponentielle Abkling-
zeiten und die zugehörigen Amplituden sind dort angegeben, wo es sinnvoll
ist. Die Messungenauigkeit in PBS beträgt höchstens 2 nm bei Wellenlängen
und 0,05 ns bei mono-exponentiellen Abklingzeiten.

Fluoro-
phor1

Kopp-
lung2

Absorp-
tion

Emis-
sion

Abkling-
zeit

Abklingzeit
bi-exponentiell

λabs/nm λem
/nm τ/ns A1

τ1
/ns A2

τ2
/ns

ATTO 488 — 500 521 4,16
AK GaR 503 524 3,43 0,63 3,78 0,37 1,02
Giantin 1,9 0,4 3,0 0,6 1,2

Phalloidin 501 520 3,06 0,64 3,38 0,36 1,00
Phalloidin 3,0

Azid 502 523 4,21
EdU/DNA 503 524 3,98
EdU/DNA 3,1

Alexa 488 — 491 515 4,07
AK GaR 495 520 3,68 0,74 3,97 0,26 1,36
Giantin 2,2 0,5 3,1 0,5 1,2

AK GaM 495 519 3,84 0,82 4,00 0,18 1,46
Fibrillarin 2,8

EGFP — [78] 488 509 2,71
Lamin C 2,1

ATTO — 495 636 2,63
490LS AK GaM 491 628 3,55 0,66 3,94 0,34 1,32

Fibrillarin 2,4 0,38 4,5 0,62 1,1
β-Tubulin 2,8 0,48 4,3 0,52 1,4

2AK GaR = sekundärer Antikörper Ziege gegen Kaninchen („goat anti rabbit“),
AK GaM = sekundärer Antikörper Ziege gegen Maus („goat anti mouse“),
AK GaGP = sekundärer Antikörper Ziege gegen Hausmeerschweinchen („goat anti guinea pig“),
AK α/β-Tub = direkter Antikörper Kaninchen gegen α/β-Tubulin.
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Fluoro-
phor1

Kopp-
lung2

Absorp-
tion

Emis-
sion

Abkling-
zeit

Abklingzeit
bi-exponentiell

λabs/nm λem
/nm τ/ns A1

τ1
/ns A2

τ2
/ns

Alexa 514 — 513 539 4,02
AK GaM 517 542 3,68 0,72 3,97 0,38 1,29
Fibrillarin 2,3 0,37 3,9 0,63 1,4
β-Tubulin 2,6

ATTO 520 — 518 540 3,73
Phalloidin 528 543 3,27 0,75 3,49 0,25 1,21
Phalloidin 3,1

Alexa 532 — 523 546 2,91
AK GaR 529 553 3,17 0,68 3,49 0,32 1,25
Giantin 2,7 0,58 3,5 0,42 1,4

Alexa 555 — 550 564 0,35
AK β-Tub 553 567 0,77 0,19 1,29 0,81 0,53
β-Tubulin 1,7
AK GaM 553 567 0,70 0,16 1,17 0,84 0,52

Mito- — 552 577 1,83 0,28 2,31 0,72 1,57
Tracker Mito 2,5 0,52 3,6 0,48 1,4
Orange Punkte 2,5 0,58 3,4 0,42 1,2

Kern 2,8 0,57 3,7 0,43 1,5
Alexa 568 — 572 595 3,49

AK GaM3 546 567 2,99 0,59 3,36 0,41 0,91
Fibrillarin 2,2 0,54 3,0 0,46 1,1
β-Tubulin 2,1 0,49 3,0 0,51 1,1

mRFP Fibrillarin4 5735 600 1,80 0,37 2,40 0,63 0,70
Fibrillarin 1,8 0,36 2,7 0,64 1,3

Abberior AK GaM 641 655 3,45 0,65 3,72 0,35 0,71
STAR 635P β-Tubulin 2,6 0,57 3,1 0,43 1,4
ATTO 647N — 646 661 3,63

AK GaR 646 662 3,67 0,62 3,90 0,38 0,66
Giantin 2,8 0,56 3,3 0,44 1,5

3Die Fluoreszenzeigenschaften von Antikörper-gekoppeltem Alexa 568 scheinen sich während der Lage-
rung zu verändern.

4Zusammen mit lysierten Zellen, die das fluoreszierende Protein (Fibrillarin-mRFP) exprimiert haben.
5Anregungsmaximum
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Fluoro-
phor1

Kopp-
lung2

Absorp-
tion

Emis-
sion

Abkling-
zeit

Abklingzeit
bi-exponentiell

λabs/nm λem
/nm τ/ns A1

τ1
/ns A2

τ2
/ns

Alexa 633 — 649 665 1,08
AK GaM 630 647 3,16 0,58 3,47 0,42 0,66
Fibrillarin 1,6 0,46 2,7 0,54 0,6
β-Tubulin 1,7 0,45 2,8 0,55 0,8

Alexa 647 — 649 665 1,08
AK GaM 651 667 1,36 0,73 1,44 0,27 0,50
AK GaR 651 667 1,38 0,76 1,47 0,24 0,61
Giantin 1,3

AK GaGP 651 667 1,28 0,67 1,39 0,33 0,44
Sun16 1,7

AK α-Tub 649 665 1,33 0,50 1,58 0,50 0,90
α-Tubulin 1,8
Phalloidin 652 666 1,17 0,58 1,32 0,42 0,41
Phalloidin 1,8

Azid 646 661 0,90
EdU/DNA 648 663 1,83 0,59 2,11 0,41 0,83
EdU/DNA 1,8

ATTO 655 — 663 678 1,81
Phalloidin 666 678 1,68 0,67 1,83 0,33 0,53
Phalloidin 2,4

Alexa 700 — 692 712 0,89
AK GaM 694 714 1,03 0,58 1,16 0,42 0,36

Fibrillarin6 1,1 0,22 2,3 0,78 0,8
β-Tubulin6 1,1 0,14 2,6 0,86 0,9
AK GaR 695 714 1,00 0,58 1,13 0,42 0,33
Giantin 1,0 0,29 1,8 0,71 0,7

DRAQ5 — 6505 673 0,23
DNA7 6685 688 0,35 0,98 0,33 0,02 1,04
DNA 0,5

6In C2C12-Zellen.
7Die Abklingzeit von DRAQ5 ist von der DNA-Konzentration abhängig.
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Abkürzungsverzeichnis
BSA bovines Serumalbumin

CCD charge-coupled device

CLSM confocal laser scanning microscope, Konfokalmikroskop

CMOS complementary metal-oxide semiconductor

DMEM „Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium“, Nährmedium für Zellkultur

DNA deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid, Ethylendiamintetraessigsäure

EdU 5-Ethinyl-2′-Desoxyuridin, kann in die DNA eingebaut werden

EGFP enhanced green fluorescent protein, ein grün fluoreszierendes Protein

EMCCD electron multiplying charge-coupled device

FCS fetal calf serum, fötales Kälberserum

FLIM fluorescence lifetime imaging microscopy, Fluoreszenzlebensdauer-
Mikroskopie

FRET Förster-Resonanzenergietransfer

IRF instrument response function, Geräteantwortfunktion

mRFP monomeric red fluorescent protein, ein rot fluoreszierendes Protein

PBS phosphate-buffered saline, phosphatgepufferte Salzlösung, pH 7,4

PET photoinduzierter Elektronentransfer

PMT photomultiplier tube, Photoelektronenvervielfacher

RNA ribonucleic acid, Ribonukleinsäure

sFLIM spectrally resolved fluorescence lifetime imaging microscopy, spektral
aufgelöste Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie

SPAD single-photon avalanche diode, Einzelphoton-Avalanche-Diode

STED stimulated emission depletion, eine Methode der hochauflösenden
Fluoreszenzmikroskopie

TCSPC time-correlated single-photon counting, zeitkorrelierte
Einzelphotonenzählung

TTTR time-tagged time-resolved, Datenformat für die Erfassung von einzelnen
Photonen
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