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Kurzfassung. Am Laserinstitut Hochschule Mittweida (LHM) soll die Einzelmolekuil-Fluores-
zenzmikroskopie fir die biophotonische RNA-Forschung etabliert werden. Das Ziel dieser Ar-
beit ist es, dafur ein Objektiv-basiertes interne Totalreflexionsfluoreszenzmikroskop (engl. total
internal reflection fluorescence microscope, kurz TIRFM) mit einer alternierenden Laseranre-
gung (engl. alternating laser excitation kurz ALEX) im Millisekundenbereich aufzubauen. Wir
haben dafur einen geeignetem Detektionsstrahlengang fir die farbkanalselektionierte Auf-
nahme mit einer scientific CMOS Kamera entworfen. Die zwei Detektionskanale ermoglichen
es Abstandsanderungen mittels Forster-Resonanz-Energietransfer (FRET) auf molekularer
Ebene zu messen. Neben dem Mikroskopaufbau wird in dieser Arbeit die Abbildung und Farb-
kanalselektion der fluoreszenzmarkierten Proben und die modulierte Laseranregung detailliert
dargestelit.

1. Motivation

Erkenntnisse Uber biologische Strukturen und deren Baueinheiten, wie den Ribonukleinsau-
ren, kurz RNA, sind heutzutage unverzichtbar fur die Pharmazie und Medizin sowie den ge-
samten Gesundheitssektor. RNA als eine der wichtigsten Baueinheiten des Lebens ist an vie-
len biologischen Prozessen in der Zelle beteiligt [1]. Dabei ist die Untersuchung und Analyse
von RNA mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie ein Uber Jahrzehnte entwickeltes Verfahren und
heute Stand der Technik. [2]. Bei der TIRFM wird ein Anregungslaserstrahl an den Rand der
hinteren Fokusebene eines Mikroskopobjektives mit hoher numerischer Apertur (NA) fokus-
siert. Der Laserstrahl wird durch das hochnumerische Objektiv Gber den kritischen Winkel der
Grenzflache aus wassriger Probe (optisch dinn) und Objekttrager (optisch dicht, z.B. BK7-
Deckglas) gebrochen und an der Grenzflache zwischen dem Deckglas und der Probe total
reflektiert. Ein Teil der Strahlungsenergie wird dabei als exponentiell abfallendes, evaneszen-
tes Feld in die Probe eingekoppelt. Dort kann es die fluoreszenzmarkierten Biomolekile in
einer Eindringtiefe bis zu wenigen hundert Nanometer anregen. Somit erzielt die TIRFM im
Vergleich zu anderen fluoreszenzmikroskopischen Verfahren ein extrem niedriges Hinter-
grundrauschen [3; 4], das die Untersuchung von fluoreszierenden Einzelmolekiilen erméglicht.

2. Methodik
Unser TIRFM-Aufbau hat vier Hauptbestandteil (Abb. 1). Als Strahlquelle fiir die Anregung

wurden zwei Laserdioden mit einer Wellenlange von 515 nm und 638 nm eingesetzt. Die La-
serleistung konnte durch die Steuersoftware im Bereich von 1 mW bis 150 mW eingestellt wer-
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den. Eine zuséatzliche Kontrolle der Laserleistung erfolgte durch ein Abschwachungsrad (opti-
scher Dichtefilter). Der Laserstrahl wurde dann mittels eines Faserkopplers (Qioptiq) in eine
Glasfaser eingekoppelt und so zum TIRF-Kondensor geleitet.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des TIRFM-Aufbau. A ... Abschwéachungsrad; LWL
... Lichtwellenleiter BP ... Bandpassfilter; LP ... Langpassfilter; SB ... Spaltblende; DCM ...
dichroitischer Spiegel; M ... Spiegel; L ... Sammellinse.

Das Mikroskop basiert auf einem [X71 Stativ mit kombinierten Cell TIRF-Kondensor
(Olympus). Der TIRF-Kondensor hat eine flnf-achsiges Justagesystem, so dass der Anre-
gungsstrahl genau auf die hintere Fokusebene des Olimmersionsbbjektive (NA = 1,5) fokus-
siert werden konnte. Im Filterrevolver wurde ein zweibandiger dichroitischer Spiegel (DCM)
mit einem Langpassfilter (LP) kombiniert. Der DCM reflektierte die Anregungsstrahlung zum
Objektiv und damit zur Probe. Im Gegensatz dazu wurde die Fluoreszenzemission der Probe
durch den DCM und den LP transmittiert und in den Detektionsstrahlengang weitergeleitet.
Das Anregungslicht wurde durch den LP weitestgehend unterdrickt. Im Detektionsstrahlen-
gang wurde die Fluoreszenzemission der Probe durch einen weiteren DCM in zwei Farbeka-
nale separiert und schlieRlich auf eine scientific CMOS-Kamera abgebildet. Fur eine optimale
Abbildung des Mikroskopbildes auf die Kamera wurde eine Sammellinse je Farbekanal einge-
setzt, die eine 1:1 Abbildung gewahrleistete. Je ein Bandpassfilter pro Farbekanal diente dazu,
nur den gewlinschten Wellenlangenbereich zu detektieren und andere Spektralanteile wie z.B.
Reste des Anregungslichts zu unterdriicken. Um das Sichtfeld des Mikroskops auf die Sen-
sorgrofe der Kamera anzupassen, wurde eine Spaltblende mit einer Offnung von 13,3 mm x
6,5 mm an dem seitlichen Kameraausgang des Mikroskops positioniert. Dadurch werden zwei
gleich groRe Bilder beider Farbkanale auf dem Sensor der Kamera ermdglicht. Der gesamte
Detektionsstrahlengang wurde mit eloxiertem Aluminium abgedeckt, um das Licht von aul3en
zu blockieren. Die Anpassung der Abbildung und die Justage des Detektionsstrahlengangs
wurde mithilfe einer selbst praparierten, fluoreszierenden bead-Probe durchgefiihrt (Abb. 2).
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Abbildung 2: Arbeitsschritte der bead-Probenpraparation. (links) verdunnte bead-Probe
wurde auf ein gereinigtes Deckglas pipettiert. (mitte) Uberschussuges Wasser wurde mittels
Zellstoff entfernt. (rechts) Die Probe wurde mit einer Haftkammer (Grace Biolabs) verschlos-

sen und vor Kontaminationen geschutzt.

Die Steuersoftware (Micromanager) diente der Steuerung des Betriebsmodus und der
Belichtungsdauer der sCMOS Kamera (Teledyn) sowie der Laserleistung beider Laserdioden.
Die Modulation der Laserleistung wurde mittels des TTL-fire-Signals der Kamera realisiert.
Dafur wurde das Signal der Kamera auf die ALEX-BOX und von dort auf die Laserdioden
mittels BNC-Kabel tibertragen. Das TTL-fire-Signal der Kamera wurde dafiir mithilfe der ALEX-
Box zu zwei alternierenden TTL-Signalen konvertiert, die so eine alternierende (an/aus) Inten-
sitdtsmodulation beider Laserlinien im ms-Bereich ermdéglichte [5].

3. Ergebnisse

Um die Auflésung und Bildgebung des TIRFM zu testen, wurde ein Dauerpraparat eingesetzt.
Die Aufldsung des Mikroskops ist beugungsbegrenzt und betrégt d,; 1-515 nm = 0,21 pm und
dma=638nm = 0,26 pm. Die theoretische Auflésung der Kamera nach Nyquist betragt d; =
0,15 um und ermdglicht so eine beugungsbegrenzte Abbildung. Die Pixelgrélke der Kamera
muss mindestens 2,3-mal kleiner sein als die Auflésung des Mikroskops [6]. Das Objektiv hat
eine 100-Fach VergroRerung und die Pixelgrole der Kamera ist 6,5 um. Die Auflosung der
Kamera und des Mikroskops kann mit folgender Formel berechnet werden (Rayleigh Kriterium)

[7]:

0,612
mA = TNA

Pixelgrofie

= 2
i ObjektivvergrofRerung 3

Das benutzte Dauerpraparat enthalt fluoreszenzmarkierte Muntjak Zelle (Abb. 3). Die
Belichtungsdauer fur die Aufnahme war 100 ms. Es wurden insgesamte 20 Bilder, also je Farb-
kanal 10 Bilder aufgenommen und gespeichert. Der Zellkern ist mit rot fluoreszierendem TO-
PRO-3 markiert; die restliche Struktur der Zelle, insbesondere das Aktinfilamentgerist, ist mit
orange fluoreszierenden Farbstoffen markiert. Bei der roten Anregung ist daher nur der Zell-
kern im roten Kanal zu erkennen. Dagegen ist bei der griinen Anregung die gesamte Zellstruk-
tur im grinen Kanal sichtbar. Tatsachlich ist ein Teil des orangen Fluoreszenzlichtes auch im
roten Kanal sichtbar. Die Ursache liegt daran, dass das bei griner Anregung ein Teil des Flu-
oreszenzlichtes der orangen Farbstoffe im roten Kanal liegt; man nennt das Durchscheinen
(engl. bleed through). Somit wurde immer bei der griinen Anregung rétliche Fluoreszenz er-
zeugt und von der Kamera detektiert. Mit diesem Aufbau ist es moglich eine fluoreszenzmar-
kierte Probe im ms-Bereich durch einen alternierenden Laser anzuregen und beugungsbe-
grenzt aufzunehmen.
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Abbildung 3: Aufnahme des Dauerpraparates. Die Muntjak Zelle wurde mit drei Fluoropho-
ren: Alexa Fluor 488(Ex495/Em519), Alexa Fluor 555(Ex555/Em571) und TO-PRO-
3(Ex642/Em661) markiert. a) Aufnahme der Zelle bei roter Laseranregung. Linkes Bild ent-
sprich dem griinen Kanal und rechtes Bild entspricht dem roten Kanal. Beide Farbkanéale
sind durch die rote Strichellinie getrennt dargestellt; b) Aufnahme der Zelle bei griiner Laser-
anregung; c) Kombiniertes Pseudo- oder Falschfarbenbild der sCMOS Kamera Aufnahme.

Nachdem wir das TIRF Mirkoskop aufgebaut haben wird nun eine angeschlossener
Mikrofluidik fir die automatisierte Probenpraparation flir Einzelmolekil-FRET-Experiment auf-
gebaut [8].
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