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1 Einleitung

In den letzten Jahren wurde verstirkt die computergestiitzte Katalogisierung und funktionale
Analyse der Genome und Proteome von Einzelzellen und vielzelligen Organismen weiterent-
wickelt. Diese Arbeitsrichtung nutzt umfangreiche quantitative Messdaten von Metaboliten,
Lipiden, Proteinen und Transkripten, die die empirische Grundlage der modelltheoretischen
Beschreibungen komplexer zelluldrer bzw. interzelluldrer Prozesse bilden. Haufig werden fiir
diese Untersuchungen Modellorganismen ausgewihlt, die eine Vielfalt biologischer Eigen-
schaften und/oder Fahigkeiten aufweisen, jedoch moglichst einfach aufgebaut sind und/oder
andere praktische Vorteile besitzen. Ein, bei Untersuchungen von Photosynthesemechanismen
und photosyntheseabhingigen Wachstumsprozessen hiufig verwendeter, Modellorganismus
ist die eukaryotische einzellige Griinalge Chlamydomonas reinhardtii, die photoautotroph
kultiviert werden kann. Diese Alge ist transformierbar und besitzt ein vollstindig sequenzier-
tes Genom. Sie kann sich praktisch unbegrenzt vegetativ vermehren, aber auch sexuell

fortpflanzen und bietet somit die Moglichkeit, klassisch-genetische Analysen durchzufiihren.

Leicht kultivierbare photoautotrophe Algen werden aufer in der Grundlagenforschung, auch
in biotechnologischen Anwendungen — z.B. im Bereich der biologischen Energiewandlung —
verwendet. Sie werden hédufig in Bioreaktoren angezogen, in denen physikalische und chemi-
sche Bedingungen liber einen weiten Bereich kontrolliert und optimiert werden kdnnen. Unter
geeigneten Wachstumsbedingungen weisen Algenkulturen oft eine groBere Produktivitit der
Zellen auf, als sie bei hoheren Pflanzen zu beobachten ist. Chlamydomonas-Zellen sind ver-
gleichsweise klein; so betrdgt das Zellvolumen wihrend des vegetativen Zellzyklus etwa
50-3500 pum?. Im Vergleich zu hoheren Pflanzen ist in einer Algensuspension die Konzentra-
tion der Biomasse allerdings gering. So enthilt beispielsweise 1 ml einer {iblichen
Konzentration zwischen 10° und 10" Algenzellen. Quantifizierungen von Metaboliten oder
Makromolekiilen, die zur Modellierung von zelluldren Prozessen genutzt werden, werden
meist im Zellensemble vorgenommen. Tatsdchlich unterliegt jedoch jede Algenzelle einer
individuellen Entwicklung, die die Identifizierung charakteristischer allgemeingiiltiger Sys-
temparameter erschwert. Durch bestimmte Verfahren, wie Synchronisierung, ist es moglich,
die Entwicklungszyklen der einzelnen Algenzellen zu koordinieren. In einer solchen Syn-
chronkultur kann der hochstmogliche Grad an Homogenitit in Bezug auf zelluldre Parameter
erreicht werden. Jedoch ist auch bei der Synchronisierung nicht davon auszugehen, dass zu

beliebigen Zeitpunkten eine komplette Einheitlichkeit aller Zellen vorliegt. Unabhdngig von



den Aufzuchtbedingungen sind die Messdaten jedoch stets das Ergebnis von Ensemblemes-

sungen, sofern Beobachtung bzw. Signalgewinnung nicht an einzelnen Zellen erfolgt.

An einer statistisch relevanten Anzahl von Einzelzellen konnen beispielsweise durch etablier-
te fluoreszenzspektroskopische Methoden wie der Durchflusszytometrie zu einem bestimmten
Entwicklungszeitpunkt wichtige Zellparameter charakterisiert werden. Einige biochemisch
relevante Daten sind jedoch nur durch Verfahren messbar, deren Messdauer die Dynamik
zelluldrer Prozesse deutlich iibersteigt. Fiir derartige Messungen ist die Zellfixierung Voraus-
setzung, durch die alle metabolischen Prozesse im Zellensemble unmittelbar gestoppt werden.
Hierbei muss allerdings sichergestellt werden, dass die Fixiermethode selbst die Messgrof3e

nicht veridndert.

Ziel dieser Arbeit ist es, biochemisch relevante Messgro3en in-vivo und in-vitro mit Hilfe

optischer Verfahren zu identifizieren und zu quantifizieren.

Zunichst wird ein Messplatz zur Analyse der durch duflere Faktoren beeinflussbaren Chloro-
phyllfluoreszenz einzelner lebender Chlamydomonas-Zellen beschrieben. Der Autbau dieses
Messplatzes umfasst die Etablierung einer empfindlichen Messtechnik und die Entwicklung
einer geeigneten Immobilisierungsmethode. Mit den gemessenen wachstumsabhédngigen Da-
ten konnen Aussagen iiber den Photosyntheseapparat bzw. den Zustand einzelner Zellen

getroffen werden.

Im zweiten Teil der Arbeit werden die bildgebende konfokale und die nichtlineare Mikrosko-
pie angewendet. Die nichtlineare Mikroskopie hat den Vorteil einer hoheren Ortsauflosung. Es
besteht neben der Signalgebung durch Fluoreszenzanregung die Moglichkeit der Erzeugung
der Zweiten Harmonischen (SHG) an biophotonischen Strukturen, wie der zelluldren Stirke.
Durch geeignete Bilddatenanalyse werden anhand einer statistisch relevanten Zahl von Ein-
zelzellmessungen wachstumsabhéngige Zellparameter quantifiziert und deren Verteilung im
Zellensemble bestimmt. Anhand dieser Verteilungen kénnen mit Hilfe von modelltheoreti-
schen Ansdtzen Parameter des Stirkemetabolismus ermittelt werden, die messtechnisch
unmittelbar nicht zugédnglich sind. Da die Bilddatenanalyse eine simultane Messung mehrerer
Zellparameter erlaubt, konnen diese auf Einzelzellebene korreliert werden. Analysiert werden
die Volumina der Zellen und die Volumina subzellularer Strukturen, wie Nuclei, extranucleéire
DNA und Stirkegranula. Des Weiteren ermdglicht die Bilddatenanalyse die relative Konzent-
rationsbestimmung von zelluldren Komponenten, wie der DNA bzw. Stirke. Durch die
statistische Analyse der Messwerte wird gezeigt, dass viele zelluldre Eigenschaften, wie das

Volumen und der zelluldire DNA- bzw. Stirkegehalt, einer Lognormalverteilung mit wachs-
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tumsabhéngiger Parametrisierung entsprechen. So ist erstmalig die Verteilung des zelluldren
Stirkegehalts in einer Chlamydomonas-Population in der Wachstumsphase bzw. nach indu-

ziertem Stdrkeabbau verfolgt worden [1].

2 Physikalische Grundlagen der nichtlinearen
Mikroskopie

Ernst Abbe [2] lieferte die theoretischen Grundlagen der modernen Optik fiir die Konstruktion
von Linsensystemen mit geringer sphérischer und chromatischer Aberration. In Zusammenar-
beit mit Carl Zeiss und Otto Schott konnte die Qualitit der optischen Elemente soweit
verbessert werden, dass sie nicht mehr der limitierende Faktor fiir das Auflésungsvermdgen
eines optischen Systems waren, sondern die physikalischen Eigenschaften des Lichts selbst.
Im folgenden Abschnitt wird auf die fundamentalen Prozesse der Wechselwirkung von Licht
und Materie eingegangen und die grundlegenden physikalischen Eigenschaften optisch abbil-
dender Systeme werden erldutert. Fiir weiterfiihrende Betrachtungen wird auf die

entsprechende Fachliteratur verwiesen.
2.1 Wechselwirkung von Licht mit Materie

Die Wechselwirkung zwischen Materie und elektromagnetischen Wellen wird durch die
Maxwellgleichungen beschrieben. Basierend auf diesen Gleichungen wird der Zusammen-
hang zwischen dem elektrischen Feld E und der im Material induzierten Polarisation P

hergestellt:

P=e,yVQFE +e, 7V ®F,-E, +e,yV ®F,-E, - E, +... 2.1)

Dabei ist & die elektrische Feldkonstante und 7™ der frequenzabhingige elektrische Suszep-
tibilitdtstensor mit dem Grad m. Die Suszeptibilitit y charakterisiert die Antwortfunktion der
Materie bei der Wechselwirkung mit dem elektrischen Feld. Fiir schwache Strahlungsfelder ist
der erste Term in Gleichung (2.1) dominant und es besteht ein linearer Zusammenhang zwi-
schen Polarisation und elektrischem Feld. Der Suszeptibilititstensor " beschreibt
beispielsweise die Einphotonenabsorption und die Reflexion. Bei hoheren elektrischen Feld-
stirken (typischerweise > 10° V/m) treten zunehmend anharmonische Elektronenbewegungen
im Material auf, sodass die Terme hoherer Ordnung (m > 1) in Gleichung (2.1) an Relevanz
gewinnen. Beispiclsweise beschreiben 3 die Summen- und Differenzfrequenzmischung

(parametrische Verstirkung) bzw. als Spezialfall die Generation der Zweiten Harmonischen
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(SHG) und #® die Zweiphotonenabsorption, die Erzeugung der Dritten Harmonischen
(THG), die kohdrente Anti-Stokes-Ramanstreuung (CARS), die Selbstphasenmodulation, die
Selbstfokussierung und die Vierwellenmischung. Meist sind die Komponenten des Suszeptibi-
litdtstensors komplexe GrofBlen. Eine makroskopische Beschreibung des frequenzabhéngigen
Verhaltens von Materialien wird durch die komplexe Brechzahl n gegeben. Im Bereich

schwacher Absorption kann der imaginire Anteil vernachléssigt werden.

n= \/1 + Zreal - iZimag = nreal - inimag (22)
2.2 Lineare und nichtlineare Absorption
Gleichung (2.1) beschreibt die Wechselwirkung von Licht und Materie. Im Bereich niedriger

Lichtintensitéten ist die vorherrschende Form der Wechselwirkung die Einphotonenabsorpti-

on. Bei zunehmenden Feldstédrken ist die Mehrphotonenabsorption moglich.
2.2.1 Einphotonenabsorption und linearer Absorptionsquerschnitt

Atome oder Molekiile besitzen eine Vielzahl von Energiezustinden zwischen denen ein Ab-
sorptionsprozess stattfinden kann. Befindet sich das Molekiil in einem angeregten Zustand,

besteht die Moglichkeit strahlend oder strahlungslos zu relaxieren.

Solange es im Ergebnis der Absorption zu keiner wesentlichen Besetzung hoherer Anregungs-
zustinde kommt, gilt das Lambert-Beer’sche Gesetz, welches das Verhéltnis von einfallendem

1y zu transmittiertem Photonenfluss / beschreibt.

ODz—log(iJ:c-gl -l (2.3)
[0

Hierbei ist OD die optische Dichte, / die Schichtdicke des Mediums, ¢ die Absorberkonzentra-

tion und &; der molare Extinktionskoeffizient bei der Wellenlénge A.

Im Modell des klassischen Oszillators ist die Oszillatorstiirke f;x ein MaB fiir die Ubergangs-
wahrscheinlichkeit eines Atoms bzw. Molekiils zwischen den beiden Energiezustinden E; und
E;. Aquivalente GroBen sind das Ubergangsdipolmoment g, der Einsteinkoeffizient B und der

Absorptionswirkungsquerschnitt o;. Der Zusammenhang zwischen fund o ist gegeben durch

[3]:

dmg,co 1 1 1
£ :% ot 2 di= 1,2958-1014[;]!“%?@ dA (2.4)

mit der Elektronenmasse m,, der Elektronenladung e, und dem Integral iiber die spektrale



Bandbreite des Absorptionsbandes. Unter Annahme der maximalen Ubergangswahrschein-
lichkeit (f = 1) kann in Abhéingigkeit von der Absorptionsbandbreite eine Abschitzung der
GroBenordnung von o zu 107 < o3 < 10 cm? erfolgen. Zwischen dem molaren Extink-
tionskoeffzienten &, und dem Absorptionswirkungsquerschnitt o; besteht der Zusammenhang:

NA
In(10)

£, =0, (2.5)

N4 bezeichnet hierbei die Avogadrokonstante.

2.2.2 Mehrphotonenabsorption und nichtlineare

Absorptionsquerschnitte

Die Besetzung eines Energiezustandes durch eine Mehrphotonenabsorption kann iiber eine
nichtsimultane stufenweise Anregung realer Zwischenniveaus oder durch eine simultane An-
regung Ulber virtuelle Niveaus erfolgen (Abb. 1). Die Wahrscheinlichkeit der Anregung iiber

reale Niveaus ist grofSer als liber virtuelle Niveaus.

Im Jahre 1931 entwickelte Maria Goppert-Mayer die theoretische Beschreibung, dass zwei
Photonen mit geeigneten Energien ein Molekiil oder Atom simultan anregen konnen [4]. Kurz
nach Entwicklung der ersten Laser gelang Kaiser und Garrett im Jahre 1961 an einem
CaF,:Eu”"Kristall der experimentelle Nachweis der simultanen Zweiphotonenabsorption
(TPA) [5]. Die TPA in einem organischen Molekiil wurde 1966 durch Schifer und Schmidt
am Rhodamin B nachgewiesen [6]. Eine erste Abschitzung des Dreiphotonenabsorptions-
querschnitts fiir Naphthalen- und Anthrazen-Kristalle wurde 1964 durch Singh und Bradley
gegeben [7].

Bei der TPA muss die Summe der Energie beider Photonen dem Energieabstand zwischen
Grund- und angeregtem Niveau entsprechen (Abb. 1). Gegeniiber der Einphotonenabsorption
gelten bei der TPA andere quantenmechanische Auswahlregeln [8]. Es konnen energetische
Zusténde besetzt werden, flir die ein Einphotoneniibergang bzw. eine Einphotonenabsorption
(SPA) quantenmechanisch ,,verboten® ist (,,optisch dunkle Zustinde*). Ein Beispiel hierfiir
sind die Carotinoide, die im Lichtsammelkomplex LHC II der Photosynthese vorkommen. In
solchen symmetrischen Molekiilen (mit Inversionszentrum), muss der einphotoneninduzierte
Ubergang zwischen Zustinden verschiedener Paritiit verlaufen. Ein optischer Ubergang vom
Grundzustand Sy in den angeregten Zustand S; ist in Carotinoiden nicht moglich, da beide
Zustinde gleiche Paritit besitzen. Bei der TPA wird ein virtuelles Zwischenniveau angenom-

men (Abb. 1). Auch hier dndert sich bei jedem Ubergang die Paritit. Da dies zweimal



geschieht, bleibt die Paritit insgesamt erhalten. Bei groBBeren Molekiilen verlieren die Aus-
wahlregeln, beispielsweise durch eine zusitzliche Spin-Bahnkopplung, an Stringenz.
Eigenzustinde, deren Besetzungen urspriinglich nur im Ergebnis eines Einphotonenabsorp-
tionsprozesses moglich waren, sind jetzt auch im Rahmen eines simultanen
Zweiphotonenabsorptionsprozesses erreichbar. Daraus konnen differierende Linienformen der
Ein- und Zweiphotonenabsorptionsspektren resultieren. Beispielsweise zeigt Rhodamin B bei
der TPA eine Blauverschiebung der Absorptionsbanden bzw. bildet sich eine Absorptionsban-
de um 400 nm heraus, die bei der SPA nicht zu beobachten ist [9].

S

Abb. 1: Termschema der Anregung eines Molekiils. Der angeregte Zustand kann sowohl {iber
Einphotonenabsorption (SPA) als auch iiber simultane Zweiphotonenabsorption (TPA) erreicht wer-
den. Die energetischen Zusténde bei der SPA und TPA sind aufgrund der Auswahlregeln voneinander

verschieden.

Agieren mehrere Photonen simultan miteinander, so muss diese Interaktion innerhalb der
Lebenszeit des virtuellen Niveaus erfolgen. Die Lebensdauer dieses Niveaus lédsst sich aus der

Heisenberg’schen Unschérferelation abschétzen.

AE-AZ‘ZthW.A%-AtZL (2.6)

2r
Hier ist £ die Energie, ¢ die Zeit und 7 = h/2z mit der Planck-Konstante 4. Fiir sichtbares
Licht betrigt die Zeitunschirfe A ~ 107 s. Hierbei steht ¢ fiir die Lichtgeschwindigkeit und A
fiir die halbe Wellenliinge des fiir den Ubergang benétigten Photons.

In erster Ndherung kann der Zweiphotonenabsorptionsquerschnitt ozp als das Quadrat des

Einphotonenabsorptionsquerschnitts o;p multipliziert mit der Lebensdauer A¢ des virtuellen



Niveaus abgeschitzt werden: 0,, =0, P2At [4]. Dementsprechend ergibt sich der Dreiphoto-
nenabsorptionsquerschnitt als Produkt der dritten Potenz von o;» und dem A¢ von zwei
virtuellen Niveaus: o,, = o,,’At* . Die Absorptionsquerschnitte besitzen folgende Einheiten

und GréBenordnungen':

Oip Osp Osp
10-18 cm’ 10-50 cm's 10 cm’s’
Photon - Molekiil Photon - Molekil Photon ? - Molekiil

Tabelle 1: Grofenordnung und Einheiten von Ein- und Mehrphotonenabsorptions-
querschnitten.
Typische Anregungsleistungen fiir Anwendungen in der Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM)
sind fiir die Einphotonenanregung =~ 100 pW/cm? und fiir die Mehrphotonenmikroskopie
(MPM) 10°~10° W/cm? (Abschnitt 3.4).

2.3 Optische Effekte hoherer Ordnung - Erzeugung der

Zweiten Harmonischen

Als Spezialfall der parametrischen Verstidrkung wird bei der Generation der Zweiten Harmo-
nischen (SHG) die Grundwelle in eine Signalwelle der doppelten Frequenz umgesetzt. Fiir die

SHG ist der zweite Term aus Gleichung (2.1) von Relevanz:
PY =g yDQE (r) E(r) 2.7)

Die Suszeptibilitit ¥ zweiter Ordnung ist ein Tensor dritter Stufe mit 3 x 3 x 3 =27 Eintré-
gen, welche die Wechselwirkung von Materie und Licht charakterisieren. Durch Symmetrie-
iiberlegungen kann die Anzahl unabhéngiger Tensorelemente auf 6 x 3 = 18 reduziert werden
[10]. Weitere Symmetrieliberlegungen fiihren zu dem Ergebnis, dass ein SHG-Signal nur an

Materialien beobachtet werden kann, die keine Inversionssymmetrie aufweisen [10, 11].

Deutlich wird dies bei raumlicher Inversion der Koordinaten 7 in Gleichung (2.7):

PO = 2,40 @ B (r)- Ey(r)—=2=>—P? = 5, P @ [- E,(r)|- |- £.(+)] 2.8)

cm’s
Photon - Molekiil

! Zu Ehren von Maria Goppert-Mayer gilt: 1 GM =10



Diese ist nur noch erfiillt, wenn ¥ =0 [11]. In diesem Fall ist jedoch auch die induzierte

Polarisation gleich null, und folglich resultiert auch kein SHG-Signal.

Eine Betrachtung zum Entstehungsprozess eines SHG-Signals kann auf atomarer Ebene er-
folgen. Innerhalb der Wechselwirkung mit einem elektromagnetischen Feld verhélt sich jedes
Atom wie ein oszillierender Dipol und strahlt bestimmte Frequenzen ab. Wenn die Strah-
lungsfelder von fundamentaler Wellenldnge und induzierter Dipolstrahlung so angepasst sind,
dass sie iiber eine groBe Anzahl von Atomabstidnden konstruktiv interferieren, wird als Spezi-
alfall der Summenfrequenzbildung Strahlung der doppelten Frequenz in Ausbreitungsrichtung
des einfallenden Lichtfeldes emittiert. Aus Griinden der Impulserhaltung gilt, dass die Pha-

sendifferenz zwischen ein- und ausfallender Welle gleich null ist [12]:
Alk| =k,| = |2k, | =0 (2.9)

Hier beschreibt |k|=na/c den Wellenvektor, wobei n der Brechungsindex, @ die Kreisfrequenz
und ¢ die Lichtgeschwindigkeit ist. Aufgrund der Dispersion im Material gilt im Allgemeinen
die Beziehung: n(2w) # n(w). Die Dispersion kann unter Ausnutzung des Eftekts der Doppel-
brechung kompensiert werden [10]. Je besser die Phasenanpassungsbedingung erfiillt ist,

desto mehr Energie der fundamentalen Wellenldnge wird in das SHG-Signal konvertiert.
2.4 Auflosungsvermogen optischer Systeme

Eine Punktlichtquelle strahlt isotrop in alle Raumrichtungen Licht ab. Mit Hilfe eines opti-
schen Elements kann davon jedoch nur ein Bruchteil erfasst werden. Der Sinus des halben
Offnungswinkels « des optischen Elements multipliziert mit der Brechzahl n des umgebenden

Mediums wird als numerische Apertur (N.A4.) bezeichnet:
N.A.= nsin% (2.10)

Wird die Punktlichtquelle mit Hilfe des optischen Elements, welches typischerweise kreis-
formig ist, auf einen Schirm abgebildet, ist ein kreisférmiges Airy-Beugungsbild zu
beobachten. Dieses besteht aus einem zentralen hellen Spot (Maximum) gefolgt von alternie-

renden konzentrischen dunklen (Minima) und hellen (Maxima) Ringen (Abb. 2 und 3).

Der Radius r,, ~des ersten Minimums héngt von der Wellenlédnge des Lichts und der N.4. des
Objektivs ab:

!
Py =d = 0.61-20

2.11)



Nach dem Rayleigh-Kriterium konnen zwei benachbarte Strukturen gleicher Intensitit dann
noch lateral aufgelost werden, wenn das Hauptmaximum der einen Struktur mit dem ersten
Intensitdtsminimum der anderen Struktur zusammenfillt. Der Abstand beider Objekte darf
folglich nicht geringer als d sein. Gleichung (2.11) gilt fiir Objekte, die mit inkohédrentem
Licht beleuchtet werden. Fiir mit kohdrentem Licht bestrahlte Objekte vergrofert sich das
Auflésungslimit auf [13]:

d=0.82 A
N.A

(2.12)

Neben den Hell-Dunkel-Kontrasten in lateraler Ausdehnung sind diese auch in axialer Rich-
tung zu beobachten. Die daraus resultierende axiale Auflosung kann iiber die Betrachtung des

dreidimensionalen Beugungsmusters der Punktlichtquelle definiert werden.

Das erste axiale Minimum z,,;, wird beobachtet bei:

2A,n
(NAY

(2.13)

Z min

Zu beachten ist, dass die Tiefenauflosung linear vom Brechungsindex n des Immersionsmedi-
ums zwischen Objektiv und Probe und quadratisch vom Kehrwert der N.4. des Objektivs

abhingig ist. Das Verhéltnis von lateraler zu axialer Auflosung betragt:

Zinin _ 3,28n

min

Faw  NA. (2.19)

Diese Werte gelten fiir ein ideales optisches System. Die in der Realitdt erreichbare Auflésung
ist abhingig von der Qualitit der optischen Komponenten, dem Bildkontrast und den Eigen-
schaften der Probe. Einfluss haben hier die Aberration, die Art der Beleuchtung bzw. die

Anzahl der Signalphotonen und die Streuung des Signal- bzw. des Anregungslichts [14].

2.4.1 Beschreibung der Abbildungseigenschaften eines optischen
Systems
Die Abbildungseigenschaften eines optischen Systems konnen mit Hilfe der Punktbild-
funktion h()‘é) (,,Point Spread Funktion®, PSF) quantifiziert werden. Es werden Effekte wie
Beugung an Aperturen bzw. die Aberration an abbildenden Komponenten beriicksichtigt.
Fiir Berechnungen von Beugungserscheinungen im Rahmen der klassischen Optik vereinfacht

sich die PSF unter Annahme der folgenden Naherungen. In der Kirchoff’schen Ndherung wird

angenommen, dass das Feld vor und in der Apertur nicht verdnderlich ist [15]. In der paraxia-



len Ndherung werden nur kleine Abstdnde bzw. kleine Winkel zur optischen Achse zugelassen
(sinae = o). In der Debye-Ndherung werden nur geometrische Strahlengénge betrachtet. Insbe-
sondere werden Beugungseffekte vernachlissigt. Im Folgenden soll unter Anwendung dieser
Néherungen die rdumliche Intensitdtsverteilung der Abbildung einer Punktlichtquelle durch
ein optisches System berechnet werden. Aufgrund der zylindrischen Symmetrie in einem sol-
chen System ist ein Wechsel des Bezugssystems vorteilhaft. In den dimensionslosen

Zylinderkoordinaten # und v kann die laterale Koordinate v geschrieben werden als:

\/:2—7[n-sing x*+y° =2—7[N.A.-r (2.15)
A 2 A

Hierbei ist 7 = 1/x2 + y2 der Abstand zur optischen Achse.

Die axiale Koordinate u mit z als Abstand zum Brennpunkt kann geschrieben werden als:

T, . ng:2_7z(N.A.)2

u:2—n -S1n z (2.16)
A 2 A n

Damit ist die aktuelle Feldverteilung im Fokalvolumen gegeben durch [13]:

i 1 p2r . up’
h Y)=4- _ Plp,® — O-¥Y)+— ®
n#) o) [ [ e ~fspsoso— )+ e 1
2

Mogliche Aberrationen des optischen Systems werden durch die komplexe Pupillenfunktion
P(p, ©) beriicksichtigt (p entspricht der radialen Koordinate in der Pupillenebene und @ dem
Azimut) [13]. Fiir den aberrationsfreien Fall ist P =1 und Gleichung (2.17) vereinfacht sich
zu [16]:

. 2
h(u, v) =2 A-exp M Ilexp(— i up }]O (vp),adp (2.18)
. 20 | 2
4sin —
2
Hierbei ist
Y
J, (v) = —J- exp(i(m® +vcos0))dO® (2.19)
27 %0

die Besselfunktion m-ter Ordnung.
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Um das Zentrum des Fokalvolumens ergeben sich dann die Intensitdtsverteilungen in lateraler

und axialer Richtung [13]:

2J (v) ?
Laterale Komponente: 1(0,v) = ( : j 1, (2.20)
v
2
4 sin(jj
Axiale Komponente: 1 (u,O) = ——=| I, (2.21)
u

In Abb. 2 sind die nach Gleichung (2.20) und (2.21) berechneten Intensititsverteilungen dar-
gestellt. Sie zeigen ein typisches Beugungsbild mit einem zentralen Maximum und mehreren
benachbarten lokalen Extrema. Die laterale Verteilung hat das erste lokale Minimum an der
Stelle vy(m) = 1,22n. Mit Gleichung (2.15) wird der Zusammenhang zum in Gleichung (2.11)
aufgefiihrten lateralen Auflosungsvermogen hergestellt. Die axiale Verteilung hat das erste
lokale Minimum an der Stelle uy(m) = 4n. Mit Gleichung (2.16) ergibt sich das in Gleichung
(2.13) definierte axiale Auflosungsvermogen. Zwei Punktlichtquellen sind gerade dann noch
auflosbar, wenn das Intensitdtsmaximum der einen mit dem ersten Minimum der anderen

Lichtquelle zusammenfallt (Abb. 3).

1 1 1
0.8+ L
3
. 0.6 .
=
]
G 0.4 i
-
£
0.2 L
-10 -5 0 5 10

Up Vo [w]

Abb. 2: Berechnete laterale (rot) bzw. axiale (blau) Intensititsverteilung in Abhéingigkeit der
Ortskoordinate als Vielfaches von m. Das erste Minimum der lateralen Verteilung befindet sich an

der Position vo(m) = 1,227, das der axialen Verteilung an der Position uy(n) = 4.
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Abb. 3: Nach Gleichung (2.20) berechnetes Beugungsbild mit dem Abstand Av= 1,227, bzw. r,.
In Falschfarben dargestellt sind die berechneten Intensititswerte, blau: niedrige Intensitéten, rot: hohe

Intensitdten. Als Schnittbild ist die Intensitit in Abhdngigkeit der Ortskoordinate x eingezeichnet (rot).

Fiir ein reales optisches System ist die vorhergehende Betrachtung jedoch nur innerhalb der
angegebenen Niherungen giiltig. Weiterhin ist die Annahme einer Punktlichtquelle unzutref-
fend. Im Allgemeinen wird in einem optischen Mikroskop das Objekt beleuchtet. Die
gesamten Abbildungseigenschaften des optischen Systems ergeben sich daher aus dem Pro-
dukt der PSF des beleuchtenden und der PSF des abbildenden Systems
PSFGes(x,5,2) = PSFBei(X,,2) PSF 4pp(%,,2).

In einem Laser-Scanning-Mikroskop beschreibt die PSFp,; die Lichtverteilung des Laserspots.
Die PSFp,; ist abhingig von der Wellenldnge des Anregungslichts, der N.4. des Mikroskopob-
jektivs, der Beugung des Anregungslichts an der Objektivpupille, den im optischen System
hervorgerufenen Aberrationen und den Probeneigenschaften. Mit zunehmender Eindringtiefe
und in Abhéngigkeit der Streueigenschaften der Probe bzw. des umgebenden Mediums wer-

den die PSFg.; und PSF 4, verformt [17].

Bei der Streuung kann zwischen der Rayleigh- und der Mie-Streuung unterschieden werden.
Die Rayleigh-Streuung erfolgt an Objekten (Streuzentren), deren geometrische Ausdehnung

im Vergleich zur Wellenlidnge des verwendeten Lichtes sehr viel kleiner ist. Die Intensitét des
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Streusignals ist proportional zum Kehrwert der vierten Potenz der Wellenliange: 7 oc 1/4*. Die
Mie-Streuung ist weniger stark von der Wellenldnge abhédngig und tritt an Objekten auf, die
grofer als ein Zehntel der verwendeten Wellenldnge sind. In der Mikroskopie von biologi-

schen Proben dominiert die Rayleigh-Streuung.

2.4.2 Abschatzung des Fluoreszenzphotonenflusses unter den

experimentellen Bedingungen der Laser-Scanning-Mikroskopie

Die Bildqualitét in der Laser-Scanning-Mikroskopie héngt neben dem Auflésungsvermdgen

wesentlich von der Anzahl der zur Verfiigung stehenden Signalphotonen ab.

Die Zahl der innerhalb des Anregungsvolumens pro Zeit erzeugten Fluoreszenzphotonen FP

ergibt sich zu:
FPznde3r Calp%(F,t) (2.22)

Es beschreiben 7 die Fluoreszenzquantenausbeute, o;» den Absorptionsquerschnitt, %(F,t)
den Anregungsphotonenfluss und C = ¢(7,¢)N, die Zahl der Molekiile innerhalb des Fokal-
volumens. Hierbei sind ¢ die Stoffkonzentration und N, die Avogadrokonstante. Unter
Beriicksichtigung der Detektionseffizienz ¢ des gesamten Detektorsystems (Raumwinkel des
Objektivs, Transmissionsverluste) ergibt sich die Zahl der nachweisbaren Signalphotonen zu
p = ¢FP.

Ein typisches Beispiel ist die Mikroskopie einer mit Fluoreszein angeférbten biologischen
Probe (¢ =1-10 nMol/l). Die Anregungsleistungen in einem konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop (siehe Abschnitt 3) variieren um eine GréBenordnung und liegen im Bereich von
100 uW—-1 mW [18, 19]. Bei einer Wellenldnge von 488 nm entspricht der Fokaldurchmesser
in etwa dem Durchmesser des Beugungsscheibchens 2raiy von 0,5 um. Das Anregungsfokal-
volumen betrigt demnach ~1-10"°1 und enthidlt C=6 Fluorophormolekiile. Mit einem
Anregungsphotonenfluss von #= 6,34-10% Photonen/cm?s und einem Absorptionsquerschnitt
von ojp= 2,55-10"16 cm? werden demnach 1-10° Photonen/s absorbiert. Bei einer Integrations-
zeit pro Bildpixel von 2 pus, einer Fluoreszenzquantenausbeute 7=0,8 und der
Detektionseftizienz ¢ = 0,2 erreichen nur p ~ 400 Photonen/Pixel den Photomultiplier (PMT).
Mit einer Quanteneffizienz des Photomultipliers von 10 % stehen ~ 40 Signalelektronen pro
Pixel an der Photokathode zur Verfiigung. Dieses Ergebnis entspricht in etwa den Verhéltnis-
sen, wie sie bei einer qualitativ guten biologischen Probe herrschen. Im realen Experiment

hingt das Ergebnis von vielen Faktoren ab. Zu nennen sind hier die Konzentration und die
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Verteilung der Fluorophore, aber auch deren photophysikalische Eigenschaften. Nicht zuletzt
spielen natiirlich auch Qualitdt und Eignung der optischen Komponenten bzw. Anregungs-
quellen eine entscheidende Rolle [18]. Letztlich kann festgestellt werden, dass in den meisten
Anwendungen der konfokalen Mikroskopie mit einer sehr geringen Zahl (p < 1000) von Sig-
nalphotonen pro Pixel zu rechnen ist. Der Fluoreszenzphotonenfluss skaliert zunéchst linear
mit dem Anregungsphotonenfluss. Bei hohen Anregungsphotonenfliissen miissen jedoch farb-

stoffspezifische Sittigungs- und Ausbleicheffekte beriicksichtigt werden.

2.4.3 Sattigungs- und Ausbleicheffekte der Fluorophore bei hohen

Anregungsintensitaten

Die Emissionsrate eines Fluorophors ist durch die Zahl von mdglichen Anregungs- und Rela-
xationsprozessen pro Zeiteinheit definiert. Die maximale Emissionsrate ist daher durch die
Lebensdauer der beteiligten angeregten Zustinde festgelegt. Fiir Fluoreszein mit einer Fluo-
reszenzlebensdauer von =~4,4ns ergibt sich eine maximale Emissionsrate von
FPu= 2,27-108 Photonen/s. Dieser Wert wird unter den im vorherigen Abschnitt definierten
experimentellen Bedingungen bei dem maximalen Anregungsphotonenfluss von
1,3-10** Photonen/cm?s bzw. einer Anregungsleistung von 1 mW erreicht [19]. Eine weitere
Erh6éhung der Anregungsleistung fiihrt nicht zu einem hoheren Fluoreszenzsignal, da der
Grundzustand des Fluorophors zunehmend entleert wird. Fluoreszenzsittigung tritt folglich
verstirkt bei hohen Anregungsphotonenfliissen bzw. bei Farbstoffen mit hohem Absorptions-

querschnitt und langer Fluoreszenzlebensdauer auf.

Ein Farbstoffmolekiil kann ohne zu dissoziieren nur eine endliche Zahl z von Fluoreszenzzyk-
len durchlaufen. Diese ergibt sich aus dem Quotienten der Fluoreszenzquantenausbeute 7 und
der Quanteneffizienz Qe zu z = 1/Qe. Die Lebensdauer des Molekiils # wird durch den Quoti-
enten aus der Zahl der Fluoreszenzzyklen und der maximalen Emissionsrate zu ¢ = z/FP,,

beschrieben.

Das Fluoreszeinmolekiil (7= 0,8 und Qe =2,7-107) wird bei dem oben angegebenen maxi-
malen Anregungsphotonenfluss z ~26.000 Fluoreszenzzyklen durchlaufen und nach einer
Dauer von ¢ = 115 ps zerfallen [19]. Langere Integrationszeiten werden demnach in der Mik-

roskopie nicht zu einer Verbesserung des Signals fiihren.
2.4.4 Bildkontrast und Signalverarbeitung

Neben den optischen Limitierungen durch das Auflosungsvermdgen wird die Abbildungsqua-
litdit in Abhingigkeit der Nachweismethode durch systemeigene Rauschquellen begrenzt.
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Insbesondere bei der digitalen Signalverarbeitung hat die geringe Zahl der Signalphotonen
(p < 1000) Konsequenzen. In diesem Abschnitt erfolgt ein Uberblick iiber den Einfluss dieser
Faktoren. Weiterfiihrende Betrachtungen sind gegeben in [19-21].

Die Erfassung der Informationen einer mikroskopischen Abbildung kann unter Verwendung
des menschlichen Auges oder eines elektronischen Geréts, wie beispielsweise eines Photo-
multipliers (PMT) bzw. einer Charged Coupled Device-(CCD-)Kamera, vorgenommen
werden. Eine parallele Abtastung einer Weitfeldabbildung kann mit Hilfe einer CCD-Kamera
erfolgen, dabei miissen Grofle und Anzahl der Pixel optimal gewdhlt werden (parallele Daten-
erfassung). Das punktweise Abtasten und Digitalisieren von Strukturen in der Laser-
Scanning-Mikroskopie (LSM) erfordert eine Anpassung der Anzahl der Abtastpunkte (serielle
Datenerfassung). Bei der LSM wird das Signallicht haufig mit Photomultipliern (PMT) detek-
tiert. Diese wandeln die auftreffenden Photonen in einen elektrischen Strom um. Hierbei sind
die Orts- und Zeitkoordinate des kontinuierlich iiber die Probe gefiihrten Anregungsstrahls
bekannt. Das analoge Signal des PMT wird mit einem Analog/Digital-(A/D-)Wandler digitali-
siert. Es konnen hier zwei Arten der Signalgewinnung unterschieden werden. Bei der
Punktabtastung (,,Sampling*) ist die Dauer der Messwerterfassung klein gegeniiber der Ver-
weilzeit des Anregungsstrahls im Bildpixel. Folglich kann eine hohe Ortsauflosung erreicht
werden. Demgegeniiber steht die Integration, bei der das Messsignal proportional zu den in
der Pixelverweildauer des Anregungsstrahls erzeugten Signalphotonen ist. Aufgrund der
Strahlbewegung fiihrt dies jedoch zu einem Verlust von Ortsinformationen. Da im Allgemei-
nen nur wenige Signalphotonen pro Bildpixel zur Verfiigung stehen (sieche Abschnitt 2.4.2),

wird bei der LSM meist mit dem Integrationsverfahren gearbeitet.

Entsprechen dem Nyqusit-Shannon-Abtasttheorem muss fiir eine optimale Bilddatenqualitit
die kleinste aufzulésende Probenstruktur auf 2,3—4 Pixel abgebildet werden [19, 21]. Ist die
Anzahl der Abtastpunkte kleiner, gehen Strukturinformationen verloren. Dieser Umstand wird
als Unterabtastung bezeichnet. Eine groflere Anzahl von Abtastpunkten bedeutet hingegen
eine groflere Anzahl von Messwerten ohne zusétzlichen Informationsgewinn. Bei sonst kon-
stanten Einstellungen wird hierbei die Verweildauer des Anregungslichts pro Pixel reduziert.

Resultierend kommt es zum Verlust von Signalphotonen und der Erhohung des Bildrauschens.

Bildrauschen und Kontrast sind eng miteinander verkniipft. Unter dem Kontrast wird das Ver-
hiltnis zwischen dem Signalwert eines Bildpunktes und den Signalwerten der umliegenden
Bildpunkte verstanden. Nach dem Rose-Kriterium muss das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis

(SNR) mindestens fiinf zu eins betragen, damit die Bilddetails physiologisch differenziert
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wahrgenommen werden konnen [22]. Die Quellen des Signalrauschens in der LSM sind vor
allem statistischer Natur wie das Detektorrauschen (Dunkelrauschen, Sekundiremissionsrau-
schen), das Rauschen der Anregungslichtquelle und das Schrotrauschen. Weiterhin besteht die
Moglichkeit, dass der Abbildung systematisches Rauschen aufgeprigt wird, dessen Ursache

beispielsweise mechanische Schwingungen der optischen Komponenten sind.

Das Detektorrauschen wird durch die Erzeugung von thermischen Dunkelelektronen N, im

PMT verursacht und schwankt statistisch um /N, . Das Dunkelrauschen eines PMT ist fiir die

Beschleunigungsspannung von 1000 V definiert und verliert mit abnehmender Spannung an

Bedeutung. Durch Kiihlung des PMT kann das Dunkelrauschen weiter minimiert werden.

Das Rauschen der Anregungsquelle ist relevant im Bereich hoher Photonenzahlen

(p < 10000).

Das Schrotrauschen beschreibt die durch die Poisson-Statistik limitierte Moglichkeit des

quantitativen Nachweises von Photonen, die auf der Interaktion von Quantenobjekten mit

einem Messgerit beruht. Hier ist das Verhiltnis von Signal und Rauschen als SNR = \/E defi-

niert. Fir eine Photonenzahl p <1000 muss die Signalemission nicht mehr als
kontinuierlicher, sondern als stochastischer Prozess betrachtet werden. Das Auflésungsver-
mogen des optischen Systems wird nun von zufdlligen Ereignissen abhingig. Daraus folgend
konnen bei der Messung nicht alle Strukturdetails der Probe aufgeldst werden. Es ist daher
sinnvoll, anstelle von Auflésung von der Auflésungswahrscheinlichkeit zu sprechen [19]. Der
Einfluss des Schrotrauschens nimmt mit groBerer Anzahl zu detektierender Photonen ab. Das

gesamte SNR ergibt sich zu [19]:

2
SNR:\/ 5 N 5 (2.23)
se’(N+N,)(1+q")

Hierbei ist N die Photoelektronenzahl und N, die Dunkelelektronenzahl innerhalb der Mess-
zeit in einem Pixel. Weiterhin ist se ein multiplikativer Rauschfaktor der Sekundaremission

des PMT und ¢ die Peak-zu-Peak-Stabilitit der Anregungslichtquelle (Laser).

Um ein hohes SNR zu realisieren, sollten Fluorophore mit einem hohen Absorptionsquer-

schnitt, einer hohen Quantenausbeute und einer hohen Photostabilitit verwendet werden.

Eine Verbesserung des SNR einer mikroskopischen Abbildung kann auch erfolgen, indem eine

Integration des Signals iiber mehrere Messungen durchgefiihrt wird. Alternativ kann die
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Pixelverweilzeit erhoht werden. Hierbei ist im Allgemeinen der Integration der Vorzug zu

geben, da Bleich- und Séttigungseftekte der Fluorophore eher vermieden werden [19].

Im Experiment sind jedoch die einsetzbaren Anregungsintensititen bzw. die verfiigbare Auf-
nahmezeit limitiert. Neben der Photostabilitdt der Fluorophore spielen probenschidigende
Faktoren, wie die Probenerwérmung oder photophysikalische Verdnderungen (bspw. die Bil-
dung von Zellgiften), eine Rolle. Insbesondere bei Messungen in-vivo muss die Vitalitit der
Proben iiber den Messzeitraum sichergestellt sein. Weiterhin muss die Probe frei von Vibrati-
onen oder Bewegungen sein. Daher werden in der LSM kurze Belichtungszeiten von wenigen
Mikrosekunden pro Bildpunkt verwendet. Das bedeutet, dass nur eine geringe Zahl von Sig-
nalphotonen zur Verfiigung steht. Ein Mikroskopsystem muss folglich so optimiert werden,

dass es unter den gegebenen Randbedingungen moglichst viele Signalphotonen detektiert.

3 Methoden der Mikroskopie

Das Auflosungsvermdgen eines optischen Systems héngt von der Wellenlidnge des verwende-
ten Lichts ab. Im Folgenden wird die Lichtmikroskopie im sichtbaren Spektralbereich
angewandt. Fiir die Beleuchtung bzw. Signaldetektion gibt es verschiedene Konfigurationen
des Mikroskopaufbaus. Erfolgen Beleuchtung und Signaldetektion aus derselben Richtung
mit nur einem Objektiv, wird von der Epi-Detektionsgeometrie gesprochen. Alternativ wird

das Signal nach Transmission durch die Probe detektiert (Transmissionsgeometrie).

Mikroskopiesysteme konnen in zwei Klassen aufgeteilt werden, die Weitfeldmikroskopie und

die scannende Mikroskopie.
3.1 Weitfeldmikroskopie

In der Weitfeldmikroskopie wird ein bestimmter Bereich eines Probenobjekts unter Verwen-
dung eines Objektivs vergrofert abgebildet. Zur Signalgebung kdnnen beispielsweise die
Fluoreszenz oder durch verdnderliche Lichttransmission hervorgerufene Hell-Dunkel-

Kontraste dienen.

Das laterale Auflosungsvermogen in der Weitfeldmikroskopie kann durch Verfahren wie die
strukturierte Beleuchtungsmikroskopie (,,Structured Illumination Microscopy*, SIM) gestei-
gert werden. Hierbei wird das Anregungslicht durch das Einbringen eines Gitters in den
Anregungsstrahlengang oder durch Interferenz zweier kohdrenter Laserstrahlen rdumlich

moduliert. Durch rechentechnische Auswertung der entsprechend modulierten Fluoreszenzab-
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bildungen kann die erreichbare laterale Auflésung maximal um den Faktor zwei gesteigert
werden. Aufgrund des Geschwindigkeitsvorteils gegeniiber der konfokalen Mikroskopie ist
diese Methode insbesondere fiir Lebendzellanwendungen geeignet [23]. In der Weitfeldmik-
roskopie konnen die Untersuchungsobjekte im Allgemeinen nur mit geringer Tiefenauflésung

und oberflachennah betrachtet werden.
3.2 Laser-Scanning-Mikroskopie

In der scannenden Mikroskopie wird das Bild sequentiell aus einzelnen Bildpunkten zusam-
mengesetzt. Eine hdufige Anwendung ist die Analyse von Fluoreszenzsignalen. Hier werden
zur Fluoreszenzanregung innerhalb eines geringstmoglichen Fokalvolumens meist gut
fokussierbare Lichtquellen, wie z.B. Laser, eingesetzt. Durch Platzierung einer Lochblende im
Emissionsstrahlengang kann die rdumliche Auflésung in der Lasers-Scanning-Mikroskopie
(LSM) gesteigert werden, da storendes ,,Out of Focus*“-Licht unterdriickt wird. Es muss hier-
bei die Balance zwischen einem mdglichst geringen Lochblendendurchmesser und einer
ausreichenden Anzahl detektierbarer Signalphotonen gefunden werden, da das Aufldsungs-
vermdgen von der Bildqualitidt bzw. dem Kontrastverhéltnis bestimmt wird (siehe Abschnitt
2.4.4). In der Entwicklung der LSM haben sich zwei Moglichkeiten fiir die Positionierung des
Fokalvolumens in der Probe etabliert. Eine Moglichkeit besteht darin, die Probe zum ortlich
fixierten Fokalvolumen zu bewegen. Aufgrund der mechanischen Tréagheit des Probenhalte-
rungssystems bendtigt dieses Verfahren relativ viel Zeit fliir die Messwertgewinnung.
Wesentlich schneller ist es, die Probe zu fixieren und die Position des Fokalvolumens zu vari-
ieren. Mit galvanischen Spiegeln wird der Anregungsstrahl unter veranderlichem Winkel zur
optischen Achse des Objektivs iiber das Bildfeld gefiihrt. Diese Methode stellt jedoch hohere
Anforderungen an die Bildfeldkorrektur und ist erst mit modernen Hochleistungsobjektiven
anwendbar geworden. Eine Erh6hung der Bildaufnhahmegeschwindigkeit kann durch Parallel-
isieren der Bildpunkterfassung unter Verwendung von Mikrolinsen-Arrays in Verbindung mit
Vielkanaldetektoren erreicht werden. Durch die Auswahl eines geeigneten Lochblenden-
durchmessers kann bei linearen Anregungsbedingungen eine maximale laterale bzw. axiale

Auflésung erreicht werden, die der Beugungsgrenze (Abbe-Limit) entspricht [16].

Als Variante der konfokalen Mikroskopie bietet die 4Pi-Mikroskopie die Moglichkeit, die
axiale Auflosung etwa um den Faktor vier bis fiinf auf 100—-150 nm zu erhéhen [24]. Hierbei
werden zwei gegeniiberliegende Objektive mit hoher numerischer Apertur auf der optischen
Achse angeordnet. Durch Interferenz der beiden Anregungsfoci wird das effektive Fokalvo-

lumen reduziert. Weiterhin kann das von der Probe emittierte Licht in einem groBeren
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Raumwinkel detektiert werden. Neben dem komplexen apparativen Autbau hat diese Metho-

de den Nachteil, dass die Schichtdicke der zu untersuchenden Probe gering sein muss.

Die nichtlineare LSM, bekannt als Mehrphotonenmikroskopie (MPM; Zwei- oder Dreiphoto-
nen-, SHG-Prozesse), bietet die Mdglichkeit, in axialer Richtung die Aufldsung signifikant zu
erhohen. Dabei kann auf die Verwendung einer Lochblende im Strahlengang verzichtet wer-
den. Die MPM ist von zentraler Bedeutung fiir diese Arbeit und wird im Abschnitt 3.4
detailliert betrachtet.

Alle bis hier vorgestellten Methoden sind prinzipiell beugungsbegrenzt, und es gelten die in

Gleichung (2.11) und (2.12) definierten Auflosungsgrenzen.
3.3 Superresolution-Mikroskopie

Bei der Betrachtung von Mikroskopiemethoden, die das Aufldsungsvermogen signifikant
steigern, ist eine Unterscheidung zwischen Anwendungen im Nah- bzw. Fernfeld sinnvoll. Fiir
das optische Nahfeld soll als ein Beispiel die optische Rasternahfeldmikroskopie (,,Scanning
Nearfield Optical Microscopy®, SNOM) ausfiihrlicher dargestellt werden. Hierbei wird nach
dem Prinzip des Rasterkraftmikroskops eine Sonde im Abstand des optischen Nahfeldes tliber
die Probe gefiihrt. Abhdngig von der Sondengeometrie kdnnen laterale Auflosungen bis zu
30 nm erreicht werden [25]. Nachteilig sind die speziellen Anforderungen an die Probenpra-
paration und die vergleichsweise langen Messzeiten. Da die Bildqualitdt auch von der exakten
Abstandspositionierung der Sonde zur Probe abhingt, ist die Wahrscheinlichkeit von Messar-
tefakten relativ groB. Die Auflosung der Probenstrukturen in axialer Richtung ist nicht
moglich. Fiir eine Anwendung des optischen Nahfeldes im sichtbaren Spektralbereich in der
Weitfeldmikroskopie gibt es neben einigen theoretischen Konzepten [26, 27] bereits erste

experimentelle Ansitze [28].

Aufgrund der einfacheren experimentellen Gegebenheiten verwenden Mikroskopiesysteme
meist das optische Fernfeld zur Bildgebung. Die ,,Stimulated Emission Depletion“~(STED-)
Mikroskopie ist ein scannendes Verfahren, in dem die gezielte Fluoreszenzloschung eines
Fluorophors durch ein zweites Strahlungsfeld geeigneter Energie ausgenutzt wird. Ein Anre-
gungsstrahl mit gaulféormigem Strahlprofil wird zur Fluoreszenzanregung der Probe
verwendet. Der fluoreszierende Bereich kann verkleinert werden, wenn zusétzlich ein ring-
formiger (,,Donut-Mode*) Laserstrahl geeigneter Wellenldnge zur Fluoreszenzloschung auf
den gleichen Bildpunkt gerichtet wird. In Abhéingigkeit von der Intensitdt des ringformigen

»Abregungsstrahls“ kann der verbleibende Fluoreszenzbereich theoretisch beliebig klein wer-
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den. Begrenzend wirken hier die Fluorophoreigenschaften, die idealerweise eine hohe Photos-
tabilitidt aufweisen bzw. viele Anregungszyklen ermoglichen sollten. Das STED-Konzept ist
analog der konfokalen Mikroskopie parallelisierbar und kann zur Erh6hung der axialen Auf-

16sung auf die 4Pi-STED-Konfiguration erweitert werden.

Eine weitere Moglichkeit zur Mikroskopie im Weitfeldmodus weit unterhalb des Beugungs-
limits wurde 2006 parallel von drei Gruppen entwickelt. Dieses Verfahren wird als
photoaktivierte [Fluoreszenz]-Lokalisationsmikroskopie (,,[Fluorescence] Photoactivated
Localization Microscopy®, [F]JPALM) [29, 30] oder als statistische optische Rekonstrukti-
onsmikroskopie (,,Statistical Optical Reconstruction Microscopy*, STORM) bezeichnet [31].
Das Funktionsprinzip basiert auf ortlich separierten Fluorophoren, die aufgrund externer Ein-
fliisse bzw. statistischen Verhaltens zwischen dem fluoreszierenden und nichtfluoreszierenden
Zustand wechseln. Der Wechsel des Fluorophorzustandes kann zum Beispiel durch zwei che-
mische Zustinde bzw. Verwendung von Licht zweier Spektralbereiche erreicht werden. Durch
die Kenntnis, dass lediglich vereinzelte Molekiile mit einem Abstand groBer dem klassischen
Auflésungsvermogen (Abschnitt 2.4) in den fluoreszierenden Zustand versetzt werden, kann
deren Ort durch mathematische Algorithmen bestimmt werden. Durch sequenzielles Wieder-
holen der Prozedur kénnen die Ortsinformationen der separierten Fluorophore nacheinander
zu einem Gesamtbild zusammengesetzt werden. Die erreichbare laterale Auflésung liegt im
GroBenordnungsbereich von = 10 nm. Prinzipiell ist das Verfahren auch in axialer Richtung

mit einer Auflésung bis zu 50 nm anwendbar [32].

Die hier vorgestellten Methoden zur hochauflosenden Mikroskopie setzen teilweise an-
spruchsvolle technische Ausstattungen, Fluorophore mit besonderen Eigenschaften oder
aufwendige Probenaufbereitung voraus. Im Vorgrift auf die nachfolgenden Kapitel wurde die
Mehrphotonenmikroskopie als die mit der besten Eignung in Bezug auf Signalgebung, Analy-

segeschwindigkeit, Probenpriparation und erreichbarer Ortsauflosung identifiziert.
3.4 Nichtlineare Mikroskopie

Die am meisten genutzten Methoden der nichtlinearen Mikroskopie sind die zweiphotonenan-
geregte Fluoreszenzmikroskopie (TPFM) und die SHG-Mikroskopie. In beiden Fillen
kommen zur Signalerzeugung hohe elektromagnetische Feldstirken zum Einsatz. Diese wer-
den durch starke Fokussierung eines Laserstrahls mit hochaperturigen Objektiven im
Fokalvolumen erreicht. AusschlieBlich dort findet die Erzeugung des Signallichts statt und im
Gegensatz zur konfokalen Mikroskopie kann bei hohem Kontrastverhéltnis auf den Einsatz

einer konfokalen Blende verzichtet werden. Dies fiihrt zu einem Signalgewinn, da alle, auch
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mehrfachgestreute Signalphotonen, zur Bilderzeugung genutzt werden konnen. Die Anwen-
dung von Lichtpulsen im Femtosekundenbereich senkt den mittleren Energieeintrag bei
gleichzeitiger Beibehaltung der fiir die nichtlineare Wechselwirkung bendtigten hohen Feld-
stairken. Nichtlineare Sekundareffekte, wie Photoschddigung oder Plasmabildung, werden
durch die Begrenzung der maximalen Anregungsleistungen < 10°~10° W/cm? vermieden [33,
34]. Im Folgenden werden die TPFM und die SHG-Mikroskopie vorgestellt, anschlieBend
wird der Einfluss der Dispersion der optischen Komponenten auf die Laserpulse bzw. die

Signalgebung betrachtet.
3.4.1 Nichtlineare Fluoreszenzmikroskopie

Im Gegensatz zur linearen konfokalen Mikroskopie erfolgt bei der zweiphotonenangeregten
Fluoreszenzmikroskopie (TPFM) die Anregung mit Strahlungsfeldern im roten bzw. nahen
infraroten Spektralbereich (Abb. 4). Dies flihrt zunédchst zu einem schlechteren Auflosungs-
vermogen (Abschnitt 2.4). Aufgrund des gesteigerten Kontrastverhiltnisses wird jedoch bei
der Abbildung eines realen biologischen Systems meist eine vergleichbare laterale Auflosung
erreicht. Die axiale Auflosung und die Eindringtiefe konnen gegeniiber der konfokalen Mik-
roskopie erheblich gesteigert werden, da auBlerhalb des Fokalvolumens keine signifikante
Absorption bzw. Fluoreszenz zu erwarten ist. In Abb. 5 ist die hohere axiale Auflosung in
einem Vergleich des Fluoreszenzvolumens einer Coumarin-47-Losung nach erfolgter Ein- und
Zweiphotonenabsorption (TPA) illustriert. Ein weiterer Vorteil der nichtlinearen Mikroskopie
ist die verminderte Streuung des Anregungslichts. Im Vergleich zur linearen konfokalen Mik-
roskopie werden daher hohe Eindringtiefen erreicht. Abhéngig von den Streueigenschaften
der Probe bzw. der Qualitdt der verwendeten Optiken liegen die Eindringtiefen bei der nicht-
linearen Mikroskopie im Bereich von 5-60 um [35] bis hin zu einigen 100 pm [36]. Aufgrund
der geringen Absorption in biologischem Gewebe und der geringen Beeinflussung durch
Streuung wird der zwischen 750 nm und 1100 nm liegende Spektralbereich als ,,optisches

Fenster bezeichnet.

In der TPFM werden diverse Anregungsquellen und Detektoren eingesetzt [37]. Hervorragend
eignen sich spektral durchstimmbare Titan-Saphir-Femtosekunden-(Ti:Sa-fs-)Laser [34], wo-
bei gepulste Lasersysteme mit Pulswiederholraten im MHz-Bereich von Vorteil sind, da hier
der zeitliche Abstand zweier Laserpulse grofer als die Fluoreszenzlebensdauer ist und die
maximal mdgliche Emissionsrate erreicht wird. Die Zweiphotonenabsorptionsquerschnitte
ozp der verwendeten Fluorophore liegen im Bereich von 1-300 GM [9, 38]. Interessant fiir

Anwendungen in den Biowissenschaften sind das griin fluoreszierende Protein (GFP) und
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seine fiir verschiedene Spektralbereiche modifizierten Versionen (1 GM < ozp <200 GM)
[34]. Besonders grofle Zweiphotonenabsorptionsquerschnitte besitzen wasserlosliche Quan-
tenpunkte, wie CdSe-ZnS mit ozp < 50.000 GM [39]. Wohingegen endogene Fluorophore wie
beispielsweise NADH nur sehr kleine Querschnitte op < 10 GM aufweisen [9, 34, 40], wel-
che jedoch fiir die Bildgebung bereits ausreichend sind [41, 42].

‘ ! S,

SPA|TPA |F
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Abb. 4: Termschema eines Molekiils: Anregung und mogliche Relaxationskaniile. Nach erfolg-
ter Einphotonenabsorption (SPA) bzw. nach simultaner Zweiphotonenabsorption (TPA) kann das
Molekiil strahlend (F) bzw. strahlungslos durch interne Konversion (IC) relaxieren. Weiterhin besteht
die Moglichkeit, durch Intersystemcrossing (ISC) einen Triplettzustand zu bevoélkern und von dort

strahlend durch Phosphoreszenz (Ph) bzw. strahlungslos durch ISC zu relaxieren.

Abb. 5: Lokalisation der Fluoreszenz einer Coumarin-47-Losung nach A) Einphotonen
(SPA)- und B) Zweiphotonenabsorption (TPA). Deutlich ist die verminderte axiale Ausdehnung des

Signalvolumens im Ergebnis der TPA zu beobachten.
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Die Anzahl der im Experiment absorbierten Photonenpaare Qs pro Laserpuls kann unter der
Annahme der paraxialen Ndherung und Vernachldssigung moglicher Sattigungseffekte abge-

schitzt werden [43]:

P’c,, i’N.A"
7> (hcd)

Hierbei bezeichnet A die Wellenldnge, # die Planck-Konstante und ¢ die Lichtgeschwindig-

Qabs ~ (31)

keit. Weiterhin  skaliert Qs mit der mittleren Anregungsleistung P, dem
Zweiphotonenabsorptionsquerschnitt o»p, der numerischen Apertur N.A. und mit dem Kehr-
wert der Pulsbreite 7 und dem Quadrat der Pulswiederholrate f. Folglich miissen zum
Erreichen einer mdglichst effizienten Fluoreszenzanregung bei gleicher mittlerer Leistung
Fluorophore mit einem moglichst hohen o»p eingesetzt werden. Fiir das Erreichen hoher An-
regungsintensititen kommen Objektive mit einem hohen Raumwinkel und Laser mit

moglichst kurzen Anregungspulsen zum Einsatz.
3.4.2 SHG-Mikroskopie

Neben der Fluoreszenz kann in der nichtlinearen Mikroskopie auch die SHG des Anregungs-
strahlfeldes als Signalquelle genutzt werden. Ein SHG-Signal ist nur an Systemen
beobachtbar, welche kein Inversionszentrum besitzen bzw. nicht zentrosymmetrisch sind (sie-

he Abschnitt 2.1).

Die ersten Realisierungen der SHG-Mikroskopie wurden unter Verwendung von Nd:Yag-
Lasern an anorganischen Materialien wie Zinnselenit-, Lithiumniobat-, Kaliumhydrogen-
phosphat-(KDP-), Zinkoxid- und Quarzkristallen demonstriert [44, 45]. Nachfolgend wurde
unter Einsatz von Nanosekundenpulsen die Erzeugung von SHG-Signalen in organischen

Strukturen (Kollagenfasern in Rattenschwanzsehnen) nachgewiesen [46].

Die SHG kann nur an Strukturen beobachtet werden, die einen gewissen intra- bzw. intermo-
lekularen Ordnungsgrad aufweisen. Biologische Strukturen, die ein SHG-Signal erzeugen,
werden als biophotonische Kristalle bezeichnet. In Pflanzen bzw. Algen sind das beispielswei-
se zelluldre Strukturen wie Zellwdnde, Membranstapel und Stérke [47]. In tierischem Gewebe
gilt das Kollagen als dominante Quelle fiir SHG-Signale [46, 48-50]. Die Phasenanpassung
bzw. das resultierende SHG-Signal sind vom Polarisationszustand des eingestrahlten Lichts
und von der molekularen Ausrichtung abhédngig. Ein von der molekularen Orientierung unab-
hingiges SHG-Signal kann durch Anwendung von zirkular polarisiertem Licht erhalten

werden. Umgekehrt ist es moglich, unter Kenntnis des Polarisationszustandes durch Untersu-
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chungen der Polarisationsanisotropie strukturelle Informationen, wie beispielsweise Kristall-

orientierung bzw. Kristallfehlstellen, zu erhalten [37].

Innerhalb der pflanzlichen zelluldren Strukturen sind Stirkegranula die Hauptquelle von
SHG-Signalen. Die Granula bestehen aus zwei makromolekularen Bestandteilen; der Amylo-
se und dem Amylopektin. Amylose hat eine amorphe Struktur und trigt nicht zum SHG-
Signal bei. Amylopektin kann in verschiedenen strukturellen Anordnungen (den sogenannten

Allomorphen der Stirke) vorkommen.

Der strukturelle Aufbau der Starkegranula ist nicht abschlieBend aufgeklirt und die Beschrei-
bung der rdumlichen Amylopektinanordnung erfolgt in zwei Modellen unterschiedlicher

GroBenordnung [37]:

Das Amylopektin tritt in Form einer lamellenartigen, aus Nanoschichten bestehenden Struktur
auf, die effektiv in sphérischen Blocken und relativ groBBen konzentrischen Ringen organisiert
ist [47]. Es gibt kristalline Lamellen aus Seitenketten, die in einer doppelhelikalen Struktur
angeordnet sind, und eine groBtenteils amorphe Lamellenkonfiguration, die aus vielen inei-
nander verzweigten Amylopektinbereichen besteht. Die Grofle der so gebildeten Cluster ist

variabel und betrigt im Mittel 10 x 10 x 100 nm?>.

In der libergeordneten Betrachtung bestehen die Starkekorner aus einer Abfolge von kristalli-
nen Bereichen hoher Dichte und stirker ungeordneten Schichten, die enzymatischen
Angriffen besser zuginglich sind und Ausmafle von hunderten von Nanometern annehmen
konnen. Diese alternierenden kristallinen und semikristallinen Ringe besitzen rdumlich modu-
lierte, nichtlineare Eigenschaften und konnen so als dreidimensionale biophotonische

Strukturen fungieren [51, 52].

Im Gegensatz zur Fluoreszenz ist die SHG ein parametrischer Prozess. In der SHG-
Mikroskopie sind daher Photoschddigungen, wie sie bei der linearen konfokalen Mikroskopie
bzw. der MPM auftreten, praktisch nicht zu beobachten [53]. Potenzielle Schidigungen sind
auf in der Probe enthaltene endogene Fluorophore bzw. auf nichtlineare Effekte hoherer Ord-
nung, wie z.B. Plasmabildung, zuriickzufiihren. Wie bei der TPFM werden bei der SHG-
Mikroskopie Strahlungsfelder im roten und infraroten Spektralbereich eingesetzt, die eine
hohe Eindringtiefe ermoglichen. Zusétzlich zur Absorption und Streuung muss der Einfluss

der Doppelbrechung auf die Anregungsintensitit beriicksichtigt werden.
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3.4.3 Einfluss der Dispersion auf die Signalgebung

Das Spektrum der enthaltenen Frequenzen ist umso breiter, je kiirzer ein Lichtpuls ist. Da die
Gruppengeschwindigkeit eine Funktion der Wellenldnge ist, kommt es in einem dispersiven
Medium zu einem zeitlichen spektralen Auseinanderlaufen der einzelnen Frequenzanteile. Bei
positiver Dispersion laufen die spektral langwelligen Anteile des Pulses vor. Fiir einen simul-
tanen Zweiphotonenprozess ist es jedoch notwendig, dass die Summe der Energien der beiden
beteiligten Photonen innerhalb des durch die Heisenberg’sche Unschérferelation festgelegten

Zeitfensters von A ~ 107 s (Gleichung (2.6)) interagieren.

Nach Durchgang durch ein dispersives Medium andert sich die urspriingliche Impulsbreite z;,

(FWHM) zu [33, 34]:

T, = (144 1n2:5))z, 62)

Dabei beschreibt 7,,, die Ausgangspulsbreite und S = DL/ z'mz die Verbreiterung des Pulses.
Hierbei ist D der Gruppengeschwindigkeitsdispersionswert und eine Materialkonstante; L ist

die Lange des dispersiven Mediums.

Zum Beispiel betragen bei einer Wellenldnge von 800 nm die Dispersionswerte D fiir die opti-
schen Materialien CaF, 251 fs?/cm, BK7 445 fs?/cm und SF10 1600 fs*’cm. Ein in der
nichtlinearen bzw. Mehrphotonenmikroskopie (MPM) eingesetztes Objektiv hat einen DL-
Wert von = 5000 fs* [33]. Weitere im System enthaltende Linsen, Umlenkprismen und Filter
vergrofern diesen Wert auf DL > 6500 fs?. In Abb. 6 sind die nach Gleichung (3.2) berechne-
ten Verbreiterungen des Laserimpulses nach Durchgang eines MPM-Objektivs (griin) bzw.
eines MPM-Systems (schwarz) dargestellt. Erfahrt ein 120-fs-Laserimpuls bei Transmission
durch zwei Zentimeter BK7 lediglich eine vernachldssige Impulsverbreiterung von 2 fs
(7w = 122 fs), so ergeben sich fiir ein MPM-Objektiv oder ein MPM-System Impulsverbreite-
rungen von 47 fs (z,,, = 167 {s) bzw. 72 fs (z,,, = 192 fs). Dies fiihrt zu einer Verminderung
der Absorptionsrate um 28 % bzw. 37,5 % (Gleichung (3.1)). Fiir eine optimale Signalerzeu-
gung ist demnach ein moglichst kurzer Laserpuls am Probenort von Vorteil. Ultrakurze
Laserpulse konnen, beispielsweise durch die Verwendung zweier Prismen so vorkompensiert
werden, dass sie nach Durchlaufen der dispersiven Elemente am Probenort eine nahezu un-

veranderte Pulsbreite besitzen.

In der MPM werden meist Lasersysteme, mit einer Pulsbreite > 100 fs (FWHM) verwendet.

Da auch bei dieser Pulsbreite der Einfluss der dispersiven Elemente nicht zu vernachldssigen
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ist, miissen in MPM-Systemen grundsétzlich die geringstmdgliche Anzahl von Optiken ver-
wendet werden. Die resultierende Pulsverbreiterung am Probenort hervorgerufen durch ein
MPM-Objektiv bzw. ein um zusidtzliche Komponenten (z.B. Umlenkprismen) ergédnztes
MPM-System, betrdgt etwa 30 fs (siche Abb. 6). Dies bedeutet unter sonst gleichen Messbe-

dingungen einen Signalverlust von 15 %.

1000
900 ] BK7 2cm - 890 fs?
1 —— MPM-Objective - 5000 fs?
800+ —— MPM-System - 6500 fs?

0 50 100 150 200 250 300
T, [fs]

Abb. 6: In Abhéngigkeit der eingehenden Pulsbreite sind die resultierenden Pulsbreiten nach
Transmission der optischen Komponenten dargestellt. Nach Transmission durch BK7-Glas (2 cm,
griin), einem typischen MPM-Objektiv (blau) und einem MPM-System (schwarz) wurden die Aus-
gangspulsbreiten nach Transmission berechnet. Fiir Eingangspulsbreiten < 200 fs muss im Experiment
die Pulsverbreiterung beriicksichtigt werden. Bei der verwendeten Pulsbreite von 120 fs erfolgt eine

Pulsverbreiterung nach Durchlaufen des MPM-Systems auf 192 fs.

4 Optische Signalquellen wachstumsabhangiger

Zellparameter

Das Ziel dieser Arbeit ist die Quantifizierung biochemisch relevanter Parameter auf Einzel-
zellebene mit Hilfe optischer Methoden und die Bestimmung ihrer Verteilungsfunktionen im

Zellensemble.

In den Biowissenschaften ist die Fluoreszenz von Fluorophoren ein hdufig verwendetes Mess-
signal zur Objektcharakterisierung. Neben der Fluoreszenz kdnnen auch Streuprozesse (z.B.
Ramanstreuung) und nichtlineare Prozesse, wie die Erzeugung der optischen Harmonischen

zur Signalgewinnung, genutzt werden. Es ist bekannt, dass bestimmte zelluldre Strukturen in
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der Lage sind, in Wechselwirkung mit einem starken Strahlungsfeld ein SHG-Signal zu er-

zeugen.

In dieser Arbeit werden sowohl die Fluoreszenz als auch die SHG als Signalquellen verwen-
det, um die zelluldren Parameter zu messen. Fiir die statistische Analyse bzw. fir

modelltheoretische Ansatze werden diese zelluldren Parameter in Form des zelluldren Zu-

standsvektors Z = {v, pl,...pN} zusammengefasst. In diesem Vektor sind das Zellvolumen v

— als unmittelbare Konsequenz des Zellwachstums — separat und alle weiteren die Zelle cha-

rakterisierenden Parameter durch py enthalten.

In den folgenden Abschnitten werden die Fluoreszenzparameter des zelluldren Photosynthe-
seapparats, der zelluldre, nucledre und extranucleire DNA-Gehalt und die Anzahl der in der
Zelle enthaltenen Nuclei bzw. extranucledren DNA-Bestandteile analysiert. Weiterhin werden

der zelluldre Stiarkegehalt und die Anzahl der zelluldren Starkegranula quantifiziert.
4.1 Endogene Signalquellen

Abhéngig vom Organismus sind in biologischen Objekten endogene Fluorophore in unter-
schiedlichen Konzentrationen enthalten. Fiir die in dieser Arbeit relevanten Objekte sind es
vor allem Chlorophylle bzw. Carotinoide, die ein Fluoreszenzsignal liefern. Die enthaltende

Stirke ermoglicht aufgrund ihrer biophotonischen Struktur die Erzeugung von SHG-Signalen.
4.2 Exogene Signalquellen

Neben Nutzung der endogenen Fluorophore besteht die Mdglichkeit, bestimmte Zielmolekiile
— wie z.B. Desoxyribonukleinsdure (DNA) — mit einem zugefiihrten Fluorophor zu markieren.
Hierfiir eignet sich der Fluorophor Propidiumiodid, der durch Diffusion in die ggf. vorbehan-
delte Zelle gelangt und sich dort selektiv an die DNA bindet. Ein GroBteil der in der Biologie
verwendeten Markerfluorophore ist fiir den lebenden Organismus toxisch und wird daher im
Allgemeinen nur in-vitro angewandt. Eine interessante Alternative bietet die Gentechnik. Ein
fluoreszierendes Protein (z.B. GFP) kann durch geeignete Verfahren in die Zelle eingeschleust
und dort anschlieend durch zelleigene Prozesse synthetisiert werden. Das zunéchst als dis-
tinktes Molekiil innerhalb der Zelle vorliegende Protein kann weiterhin genspezifisch mit
einem Zielprotein zu einem Fusionsprotein fusioniert werden. Das griin fluoreszierende Prote-
in (GFP) ist ein in der Qualle Aequorea victoria natiirlich vorkommendes Protein. Seit seiner
Entdeckung 1961 [54, 55] wurden verschiedene Varianten des Proteins mit verdnderten spekt-
ralen Eigenschaften erzeugt. In dieser Arbeit wird neben GFP das gelb fluoreszierende YFP

eingesetzt.
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5 Biochemisch relevante Modellorganismen und

weitere biologische Proben

Alle biochemischen Prozesse photoautotropher Organismen sind direkt oder indirekt mit der
photosynthetischen CO,-Fixierung und der daraus resultierenden Reduzierung von Kohlen-
stoffverbindungen verbunden. Der Aufbau photoautotropher Organismen kann in der
Komplexitit variieren. Hohere Pflanzen bestehen sowohl aus photosynthetisch aktiven als
auch aus heterotrophen Zellen. Letztere bilden Gruppen von funktionell und morphologisch
verschiedenen Zellen, die komplexe Interaktionen mit den photosyntheseaktiven Zellen ein-
gehen. Einzellige photoautotrophe Algen bilden ein {iberschaubares biologisches System, das
in der Erforschung von Photosynthese- und Biosyntheseprozessen viele Vorteile gegeniiber
hoheren Pflanzen aufweist. Im Folgenden werden die Alge Chlamydomonas reinhardtii und
als Vertreter der hoheren Pflanzen Arabidopsis thaliana und Lysimachia nummularia vorge-
stellt. Weiterhin werden die in verschiedenen Experimenten verwendeten nativen

Stirkegranula betrachtet.
5.1 Die niedere Pflanze Chlamydomonas reinhardtii

Chlamydomonas reinhardtii ist eine eukaryotische einzellige Griinalge, die in vielen zellulé-
ren Eigenschaften mit hoheren Pflanzen iibereinstimmt. Sie besitzt die Moglichkeit der
vegetativen Vermehrung (Mitose) und der sexuellen Fortpflanzung (Meiose), kann jedoch
beliebig lange im vegetativen Modus verweilen. Chlamydomonas reinhardtii bildet unter ge-
eigneten Aufzuchtbedingungen bei hoher Reproduktionsrate genetisch gleiche Individuen.
Unter experimentell steuerbaren Bedingungen produzieren die entsprechenden Stdmme der
haploiden Alge zwei Typen von Gameten, welche als ,,mt+* und ,,mt-“-Typ bezeichnet wer-
den. Die sexuelle Fortpflanzung ermoglicht die Kreuzung von genetisch verschiedenen
Individuen. Die Verfligbarkeit zahlreicher zellwandloser Mutanten erleichtert das Einbringen
definierter genetischer Informationen in das Genom oder Plastom des Organismus (Kern-
oder Plastidentransformation). Aus diesem Grund findet die Alge Chlamydomonas in der bio-

logischen Grundlagenforschung als Modellorganismus vielfdltige Verwendung [56].

Im photoautotrophen Zustand besitzt die Alge einen Chloroplasten pro Zelle, der etwa zwei
Drittel des Zellvolumens einnimmt. Der Nucleus mit dem Grofteil der zelluliren DNA nimmt
hingegen nur einen relativ kleinen zelluldren Volumenanteil ein. Je nach Wachstumsstadium
betragt das Zellvolumen zwischen 50-3500 pm?. Die Algen (Wildtyp) werden durch die

Zellwand begrenzt. Die Alge verfiigt iber zwei Flagellen, die die aktive Fortbewegung in
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fliissiger Umgebung ermodglichen und auch bei der geschlechtlichen Fortpflanzung von Be-

deutung sind. Abb. 7 zeigt eine schematische Darstellung einer Chlamydomonas-Zelle.

Photoautotrophe Algen kdnnen im Labor unter relativ einfachen Bedingungen mit einer hohen
Produktivitét kultiviert werden. Sie liegen als Suspension vor, deren Zellkonzentration expe-
rimentell festgelegt werden kann. Eine geeignete Konzentration erfiillt folgende Kriterien:
Jede Alge kann als isoliertes System betrachtet werden, welches nahezu den gleichen Auf-
zuchtbedingungen unterliegt. Externe Faktoren, wie Licht, Nihrstoffangebot und Temperatur,
sind gleich. Weiterhin sind zelluldre Interaktionen vernachlissigbar, wie z.B. die Aufnahme
von Stoffwechselprodukten und/oder Signalstoffen benachbarter Algen. Durch die Synchroni-

sierung kann ein Hochstmall an Homogenitét der Zellkultur erreicht werden.

Flagellum

Zellwand
kontraktile Vakuole
Vakuole
Mitochondrium
Augenfleck
Nucleolus

Zellkern
Lipidkorper
Ribosomen
Golgi-Apparat
endoplasmatisches Retikulum
Starkegranulum
Chloroplast
Pyrenoid

Abb. 7: Schematische Darstellung der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii.

Die Synchronisierung (d.h. die Angleichung des Zellzyklus) kann durch geeignete Randbe-
dingungen erfolgen. Photoautotrophe Zellen, wie beispielsweise einzellige Algen, werden
hdufig durch eine Kombination einiger Randbedingungen konditioniert. Hierfiir wird oft der
natiirliche Tag-Nacht-Zyklus unter Nutzung des ubiquitdren 24-Stundenrhythmus imitiert [57-
59]. Eine tégliche Verdiinnung der Suspension mit frischem Ndhrmedium und die stetige Be-
gasung mit atmosphérischer Luft, die in der Regel mit CO, angereichert ist, sorgen fiir einen
Néhrstoffiiberschuss und eine konstante Produktivitit der Zellen iiber viele Zellzyklen [60].
Eine kontinuierliche Durchmischung der Suspension stellt homogene Aufzuchtbedingungen
sicher, sodass alle Zellen den gleichen Wachstumsparametern ausgesetzt sind. Der Zellzyklus

wird so angeglichen, dass die Zellen etwa zum Ende der téglichen Lichtphase oder in der

29



Dunkelphase innerhalb eines kurzen Zeitfensters die Tochterzellen freisetzen. Zu Beginn jeder
Lichtphase sind in der Suspension folglich nur junge Zellen vorhanden, die die bestmogliche
Ubereinstimmung aller biochemischen Parameter besitzen. Das Zellwachstum, hervorgerufen
durch die photosynthetische Biosynthese einer Vielzahl zelluldrer Bestandteile, fiihrt schliel3-
lich zur Zellteilung.

Synchronisationsverfahren existieren fiir diverse Zell- und Gewebetypen, z.B. fiir Prokaryoten
[61], eukaryotische Algen [62, 63], Pflanzenzellen und Gewebe [64, 65], niedere heterotro-
phe Eukaryoten [66], Siugetierzellen [67, 68] und eukaryotische Parasiten von
Saugetierzellen [69, 70].

5.2 Die hohere Pflanze Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana wird ebenfalls als Modellorganismus in der Biologie verwendet. Sie ist
leicht kultivierbar und représentiert sehr gut viele Aspekte der Physiologie hoherer Pflanzen.
Ihre Wuchshohe betridgt nur wenige Zentimeter. In der Landwirtschaft gilt die Pflanze als
Unkraut und ist auch unter dem Namen Acker-Schmalwand bekannt. Arabidopsis besitzt nur
ein relativ kleines Genom von 125 Megabasen, das bereits im Jahr 2000 vollstindig sequen-
ziert wurde [71]. Der Generationszyklus vom Keimen des Samens bis zur erneuten
Samenreife betrdgt etwa vier bis sechs Wochen. Eine Vielzahl von Mutanten ist frei verfligbar.
Die Pflanze bietet die Moglichkeit, genetische Manipulationen (Transformationen) relativ

leicht durchzufiihren.
5.2.1 Mesophyllprotoplasten von Arabidopsis thaliana

Durch das Fehlen einer Zellwand konnen Protoplasten sehr gut DNA aufnehmen. Deshalb
sind sie als Ausgangsmaterial zur Herstellung transgener Pflanzen geeignet. Aufgrund ihrer
geringen GroBe (& ~ 50 um) ist es moglich, viele gleichartige Protoplasten aufzukonzentrie-
ren und messtechnisch besser zuginglich zu machen. Protoplasten werden beispielsweise
durch enzymatische Behandlung aus einem Pflanzenzellverbund gewonnen. Hierbei 16sen
Enzyme, wie Cellulasen oder Pektinasen, die pflanzlichen Zellwédnde auf, wiahrend die intra-
zelluldren Bestandteile — wie etwa der Nucleus, das Cytoplasma oder die Zellmembran —
vollstidndig intakt bleiben. Die so verbleibenden zellwandlosen ,,Zellen* (Protoplasten) neh-
men eine Kugelform an (siehe Abschnitt 7.4, Abb. 10). Protoplasten haben gegeniiber intakten
Pflanzen mehrere Vorteile. Da sie separiert in Losung vorliegen, entfallen die im Zellverbund
vorhandenen interzelluldren Transportprozesse. Andererseits konnen alle Protoplasten einer

Suspension direkt zugesetzte Substanzen aufnehmen. Damit kann eine grofle Anzahl von Zel-
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len zeitgleich biochemisch und/oder physiologisch beeinflusst werden. Nachteilig wirkt sich
das Fehlen der Zellwand auf die mechanische Stabilitdt aus. Ein Platzen der Protoplasten
muss durch die Aufbewahrung in einem Medium mit gleichem Wasserpotenzial (osmotischer

Druck) verhindert werden.

Eine gro3e Anzahl von Protoplasten kann vor allem aus dem Mesophyll eines Blattes isoliert
werden. Die in dieser Arbeit verwendeten Mesophyllprotoplasten wurden nach der in [72]

beschriebenen Methode pripariert.
5.3 Die hohere Pflanze Lysimachia nummularia

Zur Optimierung und Kalibrierung der in Abschnitt 8.1 vorgestellten Messapparatur fiir die
Puls-Amplituden-Modulation-(PAM-)Fluorimetrie wird die in wéssriger Umgebung kultivier-
bare Pflanze Lysimachia nummularia verwendet. Sie besitzt eine geringe Wuchshohe von nur

5 cm; dabei variieren Lénge und Breite der Blitter zwischen 1,5 und 2,5 cm.

5.4 Native Starke

Starkegranula sind ein Stoffwechselprodukt und konnen aus Algen bzw. Pflanzen isoliert
werden. Vor der Verwendung im Experiment miissen die Stirkegranula auf mogliche Verun-
reinigungen durch (endogene) Fluorophore analysiert werden. Da die Stirkegranula in fester
Form als Pulver vorliegen, erfolgt die Aufnahme der Absorptionsspektren in Reflexion. Als
Vergleich dient ein Weillstandard. Der gemessene Reflexionsgrad R steht in einem proportio-
nalen Verhiltnis zur Konzentration des Fluorophors. Neben der diffusen Reflexion kdnnen
zusitzliche Phdnomene wie Totalreflexion, Einfach- und Mehrfachstreuung das Messergebnis
beeinflussen. Unter der Voraussetzung, dass die Streuung S gegeniiber der Absorption 4 deut-
lich iiberwiegt, konnen experimentell ermittelte Reflexionsspektren mit der Kubelka-Munk-

Funktion KMF korrigiert werden [73]:

KMF(R@=§=% 5.1)

o0

Im Experiment wurden mit einem Zweistrahlspektrometer (V-670, JASCO) und einer mit
Bariumsulfat beschichteten Ulbrichtkugel die Reflexionsspektren in einem Bereich von 400—
2000 nm aufgenommen und mit der KMF korrigiert. Als Weillstandard wurde Magnesiumoxid
(ABCR, 99,95%, Karlsruhe, Deutschland) verwendet.

Bei den untersuchten Kartoffel- und Maisstarkegranula (Merck, Darmstadt; Sigma-Adrich,
Seelze, Deutschland) ist im Spektralbereich von 400-900 nm keine Absorption zu beobachten
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(Abb. 8). Im nahen Infrarotbereich (1000—2000 nm) sind Obertonschwingungen erkennbar,
die dem mit den Granula assoziierten Wasser zugeordnet werden konnen. Besonders intensiv

ist die Absorptionsbande bei 1940 nm [74].
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Abb. 8: Absorptionsspektren von drei untersuchten Stirkearten. Im Spektralbereich von 400—

900 nm sind keine signifikanten Absorptionen potenzieller Verunreinigungen vorhanden (korrigiert

mit der Kubelka-Munk-Funktion).

6 Beschreibung der Mikroskopieplattform

(experimenteller Aufbau)

Die Basis fiir die experimentellen Aufbauten bildete ein inverses konfokales Laser-Scanning-
Mikroskop (Nikon TE2000, Eclipse C1+). Das Mikroskop bot die Moglichkeit, die Probe
sowohl in Transmission als auch in Epi-Detektionsgeometrie zu untersuchen. Oberhalb der
Probenposition befand sich ein Kondensor (N.A4. = 0,52) bzw. wahlweise ein Mikroskopobjek-
tiv. Je nach Anwendung konnten eine Halogenlampe zur Probenbeleuchtung und ein

Photomultiplier (PMT) zur Signaldetektion ausgewéhlt werden.

Mit einem motorisierten Verschiebetisch konnte die Probe relativ zur optischen Achse des
Objektivs positioniert werden. Die Proben befanden sich in speziellen Kammern, die Be-
obachtungen {iber einen Zeitraum von mehreren Stunden ermdglichten. Verwendet wurde eine
Probenkammer (MiniCeM, Jenlab), die aus zwei Deckgldschen (& =40 mm) und einem
zwischenliegenden gasdurchldssigen Silikonring bestand. Das Probenkammervolumen betrug
3 ml. Wenn nur ein Deckglas verwendet wurde, konnte die Probenkammer durch einen Tem-

peraturregeleinsatz und einen sekundiren Wasserkreislauf temperiert werden. Das hierfiir
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verwendete Wasser wurde in einem externen 5 1 fassenden Behilter mit Hilfe eines Thermos-
taten (ESs, Medingen) auf = 1 K temperiert. Das effektive Probenkammervolumen reduzierte
sich in diesem Fall auf 1 ml. Weiterhin konnten zur Immobilisierung einzelner Zellen ver-

schiedene Immobilisierungsverfahren implementiert werden (Abschnitt 7).

immobilized single cell
T e

objective

motorized top position

cw fiber laser
epi-fluoresence 1030 nm
\ (hallogen-, Hg-high
pressure lamp, LED’s)
bottom position telescope

\ laser tweezers, \
fs-lasers, LEDs
bandpass- 60 um
filter multimode
i : photomultiplier fiber
: beamsplitter
observation e

prism o

ports: (20% top port) laser
top: 100% diode
left: 100%

bottom: 100%

pre-

pulse LED LED

right: 80% top: 20% amplifier|| generator 1 2
front: 80% top: 20%

boxcar- i
Laserdiode: low intensity integrator LED-driver
modulated light at 633 nm | T
LED 1: actinic light at 480 nm analog-digital control
LED 2: saturable light at 470 nm converter PC

Abb. 9: Messplatz fiir die Fluoreszenzmessung an einzelnen Zellen.

Unterhalb der Probenposition befand sich ein motorisierter automatischer Revolver mit sechs
Objektiven, deren Abstand zur Probe mit einer Genauigkeit von 50 nm eingestellt werden
konnte. Das Mikroskop besal3 ein sogenannte ,,unendliche Optik“. Das bedeutet, dass der
Strahlgang quasiparallel verlduft und das Objektiv erst nach der Tubuslinse ein reelles Zwi-
schenbild erzeugt. Die Brennweite der Tubuslinse betrug 200 mm, sodass fiir das Ein- bzw.
Auskoppeln von Licht in drei Ebenen ausreichend Platz zur Verfligung stand. Die oberen zwei
Ebenen konnten mit je sechs Filtersidtzen bestiickt werden. Ein Filtersatz bestand typischer-
weise aus einer Kombination von je einem Bandpassfilter fiir das Emissions- und das

Anregungslicht und einem dichroitischen Strahlteiler. Die erste obere Ebene wurde fiir die
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konventionelle Weitfeldmikroskopie mit den wéhlbaren Anregungslichtquellen Quecksilber-

hochdrucklampe bzw. Halogenlampe oder ,,Light Emitting Diodes* (LED) genutzt.

In der zweiten Ebene ermdglichte ein extern angebrachtes modulares Filtersystem, das Licht
mehrerer Quellen gleichzeitig einzukoppeln (z.B. fiir den Betrieb der ,,optischen Pinzette* in

Kombination mit Fluoreszenzanregung).

Die dritte Ebene diente der Messwerterfassung und dem Anschluss der konfokalen Laser-
Scanner-Finheit. Hier konnte iiber Prismen bzw. Strahlteiler das von der Probe emittierte
Licht auf verschiedene Ports gelenkt werden (Abb. 9). An den ,,Top“-Port war das Okular
bzw. wahlweise eine CCD-Kamera (DS-QilMc, Nikon) angeschlossen. Der ,,Front“-Port
konnte fiir den Anschluss einer Kamera verwendet werden. Der ,,Left“-Port wurde zur integ-
ralen Fluoreszenzdetektion mit einem PMT belegt. Der ,,Bottom‘“-Port enthielt keine
optischen Komponenten und war deswegen insbesondere fiir Anwendungen interessant, bei
denen die Dispersion ein kritischer Faktor ist. Daher wurde hier die konfokale Einheit

(Eclipse C1+, Nikon) des Mikroskops angeschlossen.

In Abb. 9 ist der experimentelle Aufbau dargestellt, der zur Charakterisierung des Photosyn-
theseapparats einzelner Zellen angewendet wurde (Abschnitt 8). Fiir die Laser-Scanning-
Mikroskopie wurde der Aufbau entsprechend den experimentellen Erfordernissen modifiziert

(Abschnitt 9.2).

7 Methoden der Zellimmobilisierung

Es werden sowohl Untersuchungen in-vivo als auch an fixierten Organismen vorgenommen.
Diese sind zum einen Chlamydomonas-Zellen, zum anderen Gefrierschnitte und Meso-

phyllprotoplasten aus Blattern der Pflanze Arabidopsis thaliana.

Eine Einbringung der Blatter bzw. der Gefrierschnitte zwischen zwei Deckglédsern ist unprob-
lematisch. Protoplasten und Algenzellen miissen dagegen fiir Untersuchungen immobilisiert
werden. Die Immobilisierung von lebenden Chlamydomonas-Zellen ist erforderlich, da sich
dieser Organismus mithilfe seiner Flagellen fortbewegen kann. Auch in-vitro wirkt sich die
Brown’sche Molekularbewegung in der umgebenden Fliissigkeit auf die Chlamydomonas-

Zellen und Mesophyllprotoplasten aus und stort die Messung.

Problemrelevante Methoden zur Zellimmobilisierung sind die Verwendung von Adhésionsob-

jektragern, die ,,optische Pinzette* (,,Optical Tweezers*), die Patch-Clamp-Methode und die
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Mikrofluidik. Da fiir diese Arbeit die Immobilisierungsmethoden von grundlegender Bedeu-
tung sind, werden sie jeweils vorgestellt, die Vor- und Nachteile erldutert und die
Implementierung in den apparativen Aufbau beschrieben. Eine Ubersicht der Immobilisie-

rungszeiten der einzelnen Methoden ist in Tabelle 2 gegeben.

Chlamydomonas-Zelle
Probe

Immobili- In-vivo In-vitro Mesophyll-
sierungsmethode protoplast
Adhisionsobjektrager

Poly-L-Lysin <15s <30 min -

Vectabond <30s 3-5h >1h
Optische Pinzette 20s-1h - > 10 min
Patch Clamp >6h - > 10 min
Mikrofluidik - - >23h

Tabelle 2: Zusammenstellung der durchschnittlichen Immobilisierungszeiten der Proben bei

verschiedenen Immobilisierungsmethoden.

In Abhéngigkeit der messtechnischen Erfordernisse ist es unter Umstinden sinnvoll, mehrere
Methoden zu kombinieren. Vorteilhaft ist hier beispielsweise die Moglichkeit, Kontrollexpe-
rimente durchzufiihren. So konnen die unterschiedlichen Einfliisse — beispielsweise
mechanische bzw. thermische Belastungen — der jeweiligen Methode auf die Probe bestimmt
werden. Mogliche Artefakte, die durch die Art der Immobilisierung hervorgerufen werden,
konnen so ausgeschlossen werden. Weiterhin ist es moglich Immobilisierungsmethoden, wie
die Patch-Clamp-Methode bzw. die Nutzung mikrofluidischer Strukturen, die keine gezielte
Auswahl von Zellen zulassen, durch die Anwendung der ,,optischen Pinzette* zu ergénzen.
Hierdurch konnen mehrere Zellen gezielt ausgewidhlt und im Beobachtungsfeld des Mikro-
skops untersucht werden. Eine Kombination aus drei Methoden zur Zellmanipulation ist

beschrieben in [75].
7.1 Adhasionsobjekttrager

Modifizierung der physikalischen Eigenschaften der Glasoberflache oder spezielle Beschich-
tungen konnen die Adhésion und damit die Immobilitit der zu untersuchenden Objekte an der
Objekttrageroberfliche erhohen (Adhdsionsobjektriger). Wichtig dabei ist, dass es zu keiner
messverfilschenden Wechselwirkung zwischen dem Untersuchungsobjekt und dem Objekt-

trager kommt.
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Im Experiment wurden die zu untersuchenden Proben iiber einen Zeitraum von mehreren
Stunden in wissriger Umgebung bei definierter Temperatur gemessen. Eine geeignete Zell-
kulturkammer (MiniCeM) wurde in Abschnitt 6 dargestellt. Sie hat allerdings den Nachteil,
dass nur ein bestimmter Deckglastyp mit einem Durchmesser von 40 mm zur Anwendung
kommen kann. Kommerziell erhiltliche Adhdsionsobjekttriger haben meist ein Standardfor-
mat von 75 x25mm. Daher werden die in dieser Arbeit verwendeten Deckgliser
(d=0,17 mm, & =40 mm) eigenstindig prapariert. Zur Anwendung kommen eine Poly-L-
Lysin-Losung (0,01 %, P4707 Sigma-Aldrich, Deutschland) und die Vectabond-Reagenz (SP-
1800, Vector Laboratories, Burlingame, USA); dabei werden die von den Herstellern empfoh-
lenen Protokolle eingehalten (Anhang Al.1). Die mit Vectabond behandelten
Adhisionsobjektrager wiesen ein hoheres Immobilisierungsvermdgen und eine ldngere Wir-
kung auf (Tabelle 2). Deshalb wurde diese Préparationsmethode zur Herstellung der
Adhésionsobjektrager verwendet. Die jeweils in geringen Mengen (= 40 Stiick pro Messserie)
praparierten Deckgldser wurden bis zur Verwendung aber maximal 14 Tage staubfrei bei

Raumtemperatur bevorratet.

Adhésionsobjektrager weisen gegeniiber den nachfolgend aufgefiihrten Methoden ein relativ
schwaches Immobilisierungsvermdgen auf. Dies ist insbesondere durch die sphérische Geo-
metrie der Untersuchungsobjekte bedingt. Dadurch besteht nur eine vergleichsweise geringe
Wechselwirkungszone zwischen der Oberfliche des Adhidsionsobjekttrigers und der Probe.
Die Methode kann daher nicht fiir /n-vivo-Anwendungen an Chlamydomonas-Zellen verwen-
det werden. Fiir /n-vitro-Anwendungen ist sie dagegen hervorragend geeignet (Tabelle 2). Mit
der Mikroskopie kdnnen in einem Bildfeld von 200 x 200 um etwa 200 Zellen gleichzeitig

iiber einen Zeitraum von mehreren Stunden analysiert werden (Abschnitt 10 ff.).
7.2 Optische Pinzette

Experimentelle Anordnungen, die unter der Einwirkung von starken Lichtfeldern zur Manipu-
lation dielektrischer Materie in der Lage sind, werden ,,optische Fallen® bzw. ,,optische
Pinzetten* genannt. Als dielektrisch werden alle nichtmetallischen Stoffe bezeichnet, deren
Ladungstrager nicht frei beweglich sind. Daher sind solche Stoffe nur sehr schwach oder gar
nicht elektrisch leitend. Die physikalischen Grundlagen einer ,,optischen Pinzette* konnen im
Wellen- und im Teilchenbild diskutiert werden [76-80]. Im Wellenbild wird die Fokussierung
eines Laserstrahls als eine ortsabhdngige Verteilung des elektrischen Feldes mit einem starken
Intensititsgradienten in Richtung des Zentrums des Fokalvolumens beschrieben. In einem

sich im Fokus befindlichen Partikel wird durch das elektrische Feld ein Dipolmoment indu-
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ziert, das mit zunehmender Feldstirke groBer wird. Diese Wechselwirkung flihrt zu einer
Kraft in Richtung des Ortes maximaler Lichtintensitit. Im Teilchenbild kann jedem Photon
ein Impuls zugeordnet werden. Bei der Reflexion bzw. Brechung eines Lichtstrahls kommt es
so zu einem Impulsiibertrag auf das Partikel. Die daraus resultierende Kraft ist zum Ort

hochster Laserintensitit gerichtet (Anhang A1.2, Abb. 1).

,Optische Pinzetten® werden in der Wissenschaft vielfiltig eingesetzt. Gegeniiber anderen
Verfahren zur Manipulation oder Immobilisierung von Zellen besitzen sie den Vorteil, dass sie
ein vollstdndig steriles Arbeiten erlauben. Die experimentellen Anordnungen von ,,optischen
Pinzetten* konnen sehr komplex sein. Angefangen bei Anwendungen mit nur einem Fokus
werden auch Pinzetten mit mehreren separat steuerbaren Foci angewendet [81]. Im Experi-
ment wird die Wellenldnge des Lichtes so gewdhlt, dass das betreffende Objekt moglichst
keine Absorption aufweist. Insbesondere fiir biologische Anwendungen sind Laser im infraro-
ten Spektralbereich mit einer Ausgangsleistung von wenigen Milliwatt bis hin zu einigen Watt
gebrduchlich. Je nach Probenbeschaffenheit wird die maximal einsetzbare Leistung durch die
verbleibenden Absorber und damit einhergehender Probenerwdrmung beschrinkt. Bei Aus-
wertung von Fluoreszenzsignalen muss eine mogliche Zweiphotonenabsorption der

endogenen Fluorophore beriicksichtigt werden [82].

Die in dieser Arbeit verwendete ,optische Pinzette“ nutzt einen Dauerstrich-
,cW*-)Faserlaser (YLM-5-LP-SC, IPG Laser) bei einer Wellenldnge A= 1030 nm und einer
Ausgangsleistung von 5 W. Im Allgemeinen sind Mikroskopobjektive fiir diesen Wellenlan-
genbereich nicht mehr geeignet. Sie weisen eine deutliche Fehlanpassung in Entspiegelung,
Transmission und vor allem in der sphérischen Aberration auf. Bei gleichen Strahlparametern
befinden sich die Foci von sichtbarem und infrarotem Licht nicht mehr in einer Ebene. Eine
Teleskopanordnung bietet die Moglichkeit, die Fokalebene zu variieren und gleichzeitig die
Eingangspupille des Objektivs optimal auszuleuchten. Durch Vorexperimente mit Polystyren-
kugeln (=2 um und & =25 um; PPs-2, PPs-25 Surface plain, Kisker; Anlage A1l.2,
Abb. 2), wurde eine zweifache VergroBerung als die optimale Teleskopkonfiguration ermittelt.
Mit einem speziell aufeinander abgestimmten Linsenpaar (BE02M-B, Thorlabs) wurde eine

sehr geringe Wellenfrontverzerrung von nur 0,001134 erreicht.

Die Krifte, die eine ,,optische Pinzette* auf die Partikel ausiibt, liegen im Bereich von weni-
gen Pico- bis hin zu einigen Nanonewton. Das erlaubt die Manipulation von Objekten mit
einem Durchmesser von 5-50 pm [83]. In dieser GroBenordnung liegen auch Chlamydomo-

nas- bzw. Protoplastenzellen.
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Die in dieser Arbeit aufgebaute und verwendete ,,optische Pinzette ist in der Lage, vitale
Chlamydomonas-Zellen zu immobilisieren (Tabelle 2). Die Kraft, die zur Immobilisierung
dieser Zellen aufgebracht werden muss, liegt im Bereich von 35 pN [84]. Die von der ,,opti-
schen Pinzette ausgeiibten Krifte sind rdumlich nicht isotrop verteilt. Abhingig von der
verwendeten Strahlgeometrie ist in Richtung der optischen Achse eine verminderte ,,Immobi-
lisierungskraft* vorhanden. Dies fithrt dazu, dass bei zu geringen Feldstirken die Algen
aufgrund ihrer aktiven Bewegung entlang der optischen Achse den Fokalbereich verlassen
konnen. Einer beliebigen Feldstirkenerhohung stehen jedoch folgende Tatsachen entgegen.
Der zelluldre Aufbau einer Alge ist sehr inhomogen, sodass Organelle oder andere Strukturen
innerhalb der Zelle verschoben werden konnen. Dies kann zu Stress bis hin zum Tod der Alge
fiihren. Weiterhin verursacht die im infraroten Spektralbereich verbleibende Absorption des

Wassers und der endogenen Pigmente eine Erwdrmung des Organismus.

Unter den im Experiment gegebenen Strahlgeometrien waren bis zu einer Leistung von
300 mW keine Schéidigungen oder Verdnderungen der Zellen bzw. keine signifikante Tempe-
raturerhdhungen (< 0,01 K/min) des umgebenden Mediums zu beobachten. Bei diesen
Leistungen gelang es den Zellen, sich erst nach wenigen Sekunden bis zu einigen Minuten zu
befreien. Unter Anwendung der doppelten Leistung von 600 mW konnte eine Temperaturer-
hohung des umgebenden Mediums von etwa 0,2 K/min festgestellt werden. Nach einer Zeit
von 5-10 s war der Zelltod zu beobachten, der meist von einem plotzlichen Aufreiflen der

Zellwand begleitet wurde.

Der Vorteil gegentiber den anderen vorgestellten Methoden ist, dass ein gezieltes Auswihlen
und Manipulieren einzelner Zellen ermoglicht wird. Aus diesem Grund kann die optische
Pinzette mit einer Leistung <300 mW als unterstiitzende Methode zur Zellselektion bei An-

wendung der Patch-Clamp-Methode und der Mikrofluidik eingesetzt werden.
7.3 Patch-Clamp-Methode

Eine weitere Methode ist die Immobilisierung der Zellen durch eine Mikropipette. Diese be-
stehen meist aus gezogenen Glaskapillaren, deren Offnungen zur Vermeidung scharfer Kanten
poliert sind. Uber einen flexiblen Schlauch werden die Pipetten mit einem Mikromanipulator
(CellTram Air, Eppendorf) verbunden, mit dessen Hilfe der Ansaugdruck variiert wird (An-
hang A1.3, Abb. 4). Die Pipette konnte iiber einen Verschiebetisch in alle Raumrichtungen
positioniert werden (Anhang A1.3, Abb. 3).
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Zur Vermeidung von mechanischem Stress kommt es bei dieser Methode neben dem korrekt
einzustellenden Ansaugdruck sehr auf die Wahl des richtigen Kapillardurchmessers an. Die
Pipetten (Typ II, Eppendorf) haben an der probenseitigen Offnung einen AuBendurchmesser
von 65-95 um und einen Innendurchmesser von 3,5—15 um. Sie sind damit an die GréB3e der
Chlamydomonas-Zellen bzw. Mesophyllprotoplasten angepasst (Anhang A1.3, Abb. 5). Die
kritische Phase der Immobilisierung ist das Ansaugen der Zellen und Protoplasten an die Pi-
pette. Bei den mechanisch stabileren Chlamydomonas-Zellen hat die Patch-Clamp-Methode
den Vorteil, dass die Zellen iiber einen Zeitraum von mehreren Stunden weitgehend unbeein-

flusst immobilisiert werden kénnen (Tabelle 2).

In einem Experiment wurde eine einzelne Chlamydomonas-Zelle immobilisiert und die Frei-
setzung der Tochterzellen iiber einen Zeitraum von 3,5 h beobachtet (Abschnitt 8.4). Die
Immobilisierung der zellwandlosen, mechanisch instabilen Protoplasten gelang weniger hiu-
fig. Nur etwa 10 % der Versuchsobjekte konnten ohne Schiadigung erfolgreich immobilisiert
werden. Nachteilig bei der Patch-Clamp-Methode war der relativ groe experimentelle Auf-
bau in der Ndhe der Probe. Weiterhin war jede Pipette lediglich einmal und mit besonderer
Vorsicht zu benutzen. Da die Probenkammer duBerlich zugédnglich sein musste, war es not-
wendig bei Langzeitmessungen einem Verlust bzw. einer Konzentrationsinderung des
Néahrmediums oder Temperaturschwankungen durch entsprechende Mallnahmen entgegenzu-

wirken.
7.4 Mikrofluidik

Der Vorteil bei mikrofluidischer Zellimmobilisierung ist ein permanenter Austausch des
Néhrmediums. Somit wird eine genaue Kontrolle bzw. Manipulation der Umweltfaktoren
ermoglicht. Im Rahmen der Mikrofluidik kénnen rdumliche Strukturen zur Objektimmobili-
sierung relativ einfach hergestellt werden. Die gewliinschte Struktur wird am Computer
entworfen und mit einem hochauflésenden Drucker auf eine Folie oder auf ein Glassubstrat
ibertragen. In einem photochemischen Prozess wird mit Hilfe eines lichtempfindlichen Lacks
auf einem Siliziumwafer ein ,,Positivstempel* erzeugt. Dieser Stempel wird anschlieend mit
einem fliissigen Polymer (z.B. PDMS, bei biologischen Anwendungen) iibergossen. Nach
Aushértung wird die enthaltende dreidimensionale Struktur mit einem Plasmaverfahren an ein

Deckglas gebunden (Anhang A1.1, Abb. 6).

Die so erzeugten Mikrostrukturen enthielten in ausgewihlten Bereichen parallel nebeneinan-
der angeordnete Mikrokanéle. Die gewihlte GroBe der Mikrokanidle war vor allem fiir die

Immobilisierung von Protoplasten geeignet. Ein Kanal war 50 um breit und die gesamte Brei-
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te aller Kanile betrug 500 um. Zellen mit einem Durchmesser von > 60 um wurden am Ka-
naleinlass immobilisiert. Kleinere Objekte immobilisierten sich auch an den Kanalbiegungen

(Anhang A 1.3, Abb. 7).

Abb. 10: Mit einer mikrofluidischen Struktur immobilisierter Mesophyllprotoplast.
A) Unmittelbar nach der Isolation und B) nach 23 h. Zwar wurde ein Grofiteil der Protoplasten inner-
halb dieser Zeitspanne zerstort, jedoch blieb mindestens ein Protoplast der beobachteten Population
intakt. Die in (B) zu beobachtenden schwarzen Punkte sind Bakterien, die aufgrund von nicht-

axenischen Bedingungen wéhrend des Experiments gewachsen sind.

Es zeigte sich, dass die Mikrofluidik schonender als die Patch-Clamp-Methode war, sodass
auch die mechanisch instabilen Mesophyllprotoplasten immobilisiert werden konnten. In ei-
nem Experiment wurde die Langzeitauswirkung bei mikrofluidischer Zellimmobilisierung
untersucht. Hierfiir wurden Mesophyllprotoplasten zwei Stunden nach der Isolation verwen-
det und am Einlass eines Mikrokanals immobilisiert. Die Stromungsgeschwindigkeit des
Mediums innerhalb der Kanéle betrug = 100 pm/s. Der auch nach 23-stiindiger Beobach-
tungszeit noch intakte Protoplast ist in Abb. 10 gezeigt. Da in diesem Experiment auf
axenische Bedingungen verzichtet wurde, sind die in diesem Zeitraum im umgebenden Medi-

um gewachsenen Bakterien als schwarze Punkte erkennbar.
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8 Nachweis der Diversitat zellularer Parameter einer
synchronisierten Chlamydomonas-Kultur unter

Anwendung der PAM-Fluorimetrie

Die Chlorophyllfluoreszenz liefert Informationen sowohl {iber den physiologischen Zustand

photoautotropher Organismen als auch tliber ablaufende Photosynthesereaktionen [85].

Durch Vergleichsmessungen der sich in den definierten Situationen adndernden Chloro-
phyllfluoreszenz konnen Informationen zum Zustand bestimmter Bereiche des
Photosyntheseapparats, beispielsweise des Photosystems II (PS II), gewonnen werden. Zur
Charakterisierung des Photosyntheseapparats ist die Puls-Amplituden-Modulation-(PAM-)

Fluorimetrie weit verbreitet [86, 87].

Nach erfolgter Absorption befinden sich die Antennenpigmente (Chlorophyll a und b, Caroti-
noide) des PSII in hoheren elektronisch angeregten Zustinden. Neben dem
Anregungsenergietransfer (EET) kann jedes Pigment des Antennensystems iiber strahlende
oder strahlungslose Deaktivierungskanile in den Grundzustand relaxieren. Ein schneller EET
(10" s™) zum bzw. iiber das Reaktionszentrum P680 ist die treibende Kraft der weiteren pho-

tochemischen Prozesse bei der Photosynthese.

Im photophysikalisch dunkeladaptierten Zustand des Photosystems sind die Reaktionszentren
P680 ,,offen”. Im ,,offenen” Zustand ist der Quinonakzeptor Q4 vollstindig oxidiert und die
Reaktionszentren wirken als Senke fiir die iiber den EET einlaufende Anregungsenergie. In
dieser Situation ist der EET der dominierende Relaxationskanal und Ursache dafiir, dass die
Zahl der fluoreszierenden Pigmente und das Fluoreszenzsignal Fy des Antennensystem jeweils
ein Minimum erreichen. Bei groBen Anregungsintensititen (~ 10'® Photonen/cm?s) werden
die Reaktionszentren ,,geschlossen®, da der Quinonakzeptor O, vollstindig reduziert wird. Sie
konnen tiber den EET keine Anregungsenergie mehr aufnehmen, und ihre Funktion als Senke
geht verloren. Die Anregungsenergie verbleibt im Antennensystem, mit dem Ergebnis, dass
die Zahl der strahlend relaxierenden Pigmente ebenso wie das Fluoreszenzsignal F), des An-
tennensystems jeweils ein Maximum erreichen. Durch Messung der Fluoreszenz (£, F,, etc.)
in unterschiedlichen physiologischen Situationen des Photosyntheseapparats ist es also mog-
lich, Informationen iiber Ratenverhiltnisse der einzelnen Relaxationskanile und letztendlich
iiber aktuelle strukturelle und biochemische Eigenschaften des Photosyntheseapparats zu ge-

winnen.
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Ein typischer Verlauf einer Messsequenz unter Verwendung eines kommerziellen Fluorime-

ters (FMS2; Hansatech Instruments) ist in Abb. 11 gezeigt.

In einer dunkeladaptierten Pflanze (Arabidopsis thaliana) sind zunichst sdmtliche Reaktions-
zentren gedffnet. Erfolgt eine intensititsschwache Anregung (Messlicht < 1.9-102 W/m?) mit
dem Ergebnis, dass die Zahl der angeregten Zustidnde im Antennensystem sehr viel kleiner als
die Zahl der Reaktionszentren ist, wird nur ein vernachlissigbarer Teil der Reaktionszentren
in den geschlossenen Zustand iibergehen; die Ratenverhéltnisse der einzelnen Relaxationska-
ndle bleiben ungestort. Die beobachtete Chlorophyllfluoreszenz hat ein Minimum und es wird

der minimale Fluoreszenzwert Fy gemessen.

{F — —— Weak measuring light alone
Saturating pulse, PS Il closed
Actinic light, PS Il partially closed

Fluorescence Signal [a.u]

P

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600
Time [s]

Abb. 11: Typische Fluoreszenzsignale bei einer Messroutine an einem Blatt der Pflanze Arabi-

dopsis thaliana. Erlauterungen siche Text. Messdaten sind [88] entnommen.

In dieser Situation erfolgt eine weitere Anregung des Photosyntheseapparats mit einem so
intensiven, sittigenden Lichtpuls (= 2500 W/m?), dass sédmtliche Reaktionszentren geschlos-
sen werden. Es wird ein maximaler Fluoreszenzwert F,, gemessen. Die Differenz zwischen F)
und F, ist der variable Fluoreszenzwert F,,. Dieser ist proportional zum Anteil der absorbier-
ten Lichtenergie, die bei der Photosynthese genutzt wird, wenn sich alle Reaktionszentren im
gedftneten Zustand befinden. Der Quotient F\/F), ist ein MaB fiir die maximale photochemi-
sche Effizienz und quantifiziert den Anteil des von den Antennensystemen des PSII
absorbierten Lichts zur Reduktion des Q4 [87]. Die im Anschluss an den sittigenden Lichtpuls
unter alleiniger Verwendung des schwachen Messlichts gemessene exponentielle Abnahme

des Fluoreszenzsignals erlaubt die Abschitzung der maximalen Elektronentransportrate.
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Der Photosyntheseapparat kann weiterhin mit kontinuierlichem aktinischem Licht konstanter
Intensitdt stimuliert werden (= 245 W/m?), das gleichzeitig zum schwachen Anregungslicht
eingesetzt wird. Dies hat eine teilweise SchlieBung des PS II bzw. die Anpassung der Relaxa-
tionskandle fiir eine Dauer im Bereich mehrerer Minuten zur Folge. Bei Zugabe der

sattigenden Lichtpulse steigt dann das Fluoreszenzsignal nur noch leicht an [87].

Nach Abschalten des aktinischen Lichts wird unmittelbar wieder das minimale Fluoreszenzle-
vel Fy gemessen. Bei Zugabe der séttigenden Lichtpulse konnen wiederum die maximalen
Fluoreszenzsignale F), erreicht werden. Diese Signalintensitdten sind im Vergleich zu dem an
der dunkeladaptierten Pflanze gemessenen Wert zundchst geringer und steigen im Verlauf der

Zeit wieder an. Der Parameter F), reagiert also sensitiv auf dulere Einfliisse.

Untersuchungen der Photosyntheseaktivitit von pflanzlichem Material auf zelluldrer Ebene
liegen bereits vor [89, 90]. Die biologischen Proben wurden jedoch nur im Zellverbund
(Blattmaterial) oder als bewegungsunfihige Alge mit einem Durchmesser von 600-800 um
untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Chlamydomonas-Zellen in-vivo analysiert, die
mit einem Zelldurchmesser von 10-25 um vergleichsweise klein sind und sich durch ihre
Flagellen selbststindig fortbewegen konnen. Die Messung der Chlorophyllfluoreszenz an
einzelnen Chlamydomonas-Zellen erfordert daher die Kombination eines effizienten Immobi-
lisierungsverfahrens mit einer sehr empfindlichen Nachweismoglichkeit der sehr schwachen
Fluoreszenzsignale. Ein Ziel dieser Arbeit ist es, zundchst die einwandfreie Funktionsfahig-
keit der Messapparatur nachzuweisen. Das Potenzial der Methode wird bei der Ermittlung
und Verfolgung der Variabilitidt des zelluliren Parameters F\/F, in einer synchronisierten

Chlamydomonas-Kultur liber den Zeitbereich verschiedener Wachstumsstadien demonstriert.

Die Messapparatur ist im Rahmen eines interdisziplindren Verbundprojekts realisiert worden
und wird in der Folge der Kldarung weiterer biochemische Fragestellungen bzw. der Messung

von Chlorophyllfluoreszenz-Parametern und deren Interpretation dienen.
8.1 Beschreibung der PAM-Messapparatur

Das Fluoreszenzsignal Fj ist relativ schwach (= 5-10* Photonen/s, siehe Abschitzung Anhang
A3). Zur Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verhiltnisses bei der Messung derartiger Signa-
le eignen sich phasenempfindliche Nachweismethoden (Lock-In-Technik oder Boxcar-
Integration). In dieser Arbeit wurde unter den vorhandenen experimentellen Bedingungen der

Boxcar-Integration mit festem Abtastzeitpunkt der Vorzug gegeben. Aussagekriftige Messer-
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gebnisse konnten mit einer Pulsfolgefrequenz der Anregungslichtquelle von 300 Hz bei einer

Pulsbreite von 15 ps erzielt werden.

Fiir die Messung von F, wurde als Anregungslichtquelle eine Laserdiode (ML520G54-01,
Mitsubishi Electric) bei einer Wellenldnge von 637 nm eingesetzt. Das aktinische Licht bzw.
die sittigenden Lichtpulse F,, lieferten zwei LEDs (M490L1, Thorlabs). Die Intensititen und
Dauer der Emission wurden durch je ein Treibermodul (LED DA1, Thorlabs) gesteuert.

Das Licht wurde iiber eine Anordnung von Strahlteilern (Deckglas bzw. Pellicle) und einer
Linse (f=30 mm) in eine Multimode-Lichtleitfaser (M14L, Thorlabs) mit einem Kerndurch-
messer von 50 pm eingekoppelt. AnschlieBend wurde es mit Hilfe einer Asphire (f= 15 mm)
kollimiert und unter Verwendung eines dichroitischen Spiegels (SP725, Semrock) zusammen
mit dem Licht der ,,optische Pinzette* in den zweiten Port des Mikroskops eingekoppelt. Ein
weiterer dichroitischer Spiegel (488-F2, AHF) transmittierte ausschlieBlich das Fluoreszenz-
licht. Die in der Fokalebene ausgeleuchtete Fliache hatte einen Durchmesser von 20 pm. So
wurde sichergestellt, dass jeweils nur die immobilisierte Zelle angeregt wurde. Das Fluores-
zenzsignal wurde mit einem PMT (R1463, C7319 Hamamatsu) aufgenommen (Abb. 9), dem
Signaleingang des Boxcarintegrators (SRS, 250) zugefiihrt und liber zehn Messungen gemit-
telt. Das analoge Boxcarsignal wurde digitalisiert (RedLab 1208FS, Meilhaus) und vom in
LabVIEW (National Instruments) geschriebenen Messprogramm ausgewertet. Die Uberwa-
chung und Stabilisierung der Anregungsintensititen erfolgte mit Hilfe von
Siliziumphotodioden (PDA10A, Thorlabs). Vor Beginn jeder Messung wurden die Intensita-
ten der Lichtquellen am Probenort mit einem Leistungsmessgerdt (Nova 2, Ophir) bestimmt
und die Parameter des Messprogramms entsprechend kalibriert. Nach jeder Messung wurden
neben dem Zeitstempel und dem Fluoreszenzsignal auch die bereits errechneten F,/F,,-Werte
abgespeichert. Der apparative Fehlerbereich, verursacht durch Schwankungen der Anregungs-

intensitdten und der Signaldetektion, wurde auf weniger als + 2 % minimiert.
8.2 Ermittlung der optimalen Gerateeinstellungen

Die Optimierung der Messapparatur erfolgte mit Hilfe von Blattproben der Wasserpflanze
Lysimachia nummularia. Mogliche Beeinflussungen durch das im Experiment genutzte Im-
mobilisierungsverfahren wurden so ausgeschlossen (Anhang A4). Nachdem die optimalen
Geriteeinstellungen identifiziert wurden, konnte die einwandfreie Funktionsféhigkeit der Ap-
paratur anhand von Langzeitexperimenten demonstriert werden. Hierbei war es moglich,
F\/F,, Giber einen Zeitraum von > 24 h erfolgreich auf zellularer Ebene zu bestimmen. Das in

der Literatur bekannte zeitabhingige Verhalten des F,/F,-Wertes unter verschiedenen Start-
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lichtbedingungen bzw. unterschiedlichem Lichtstress konnte nachgewiesen werden ([87, 91],
Anhang A4, Abb. 11). Bei stirkerer Beleuchtung wird ein weiterer Relaxationskanal, das
nichtphotochemische Quenchen (NPQ), verstirkt gedffnet und die Fluoreszenzabstrahlung
vermindert. Dieser Effekt kann mehrere Stunden andauern; deshalb ist u.a. eine absolute
Quantifizierung der Effizienz des PS II nicht ohne Weiteres mdglich [87]. Unter gleichen
Startbedingungen ist F\/F,, jedoch ein guter Wert, um relative Verdnderungen im PSII zu
quantifizieren. Die im Experiment ermittelten F\/F,,-Werte liegen zwischen 0,65-0,75 leicht
unterhalb des als optimal geltenden Bereichs von 0,79—0,84. Ursache hierfiir kdnnen neben
den Lichtverhéltnissen vor Beginn der Messungen auch weitere Faktoren sein. Beispielsweise
wurde die Pflanze in einem Volumen von nur 3 ml vermessen, sodass Nahrstoffmangel insbe-

sondere CO,-Mangel von Relevanz sein konnte.

8.3 Praparation und Immobilisierung einzelner

Chlamydomonas-Zellen

Die Algen wurden einer unter definierten Bedingungen in einem Lichtthermostaten wachsen-
den Synchronkultur entnommen [1]. Die Lichtphase hatte eine Dauer von 12 h. Zu jedem
Messzeitpunkt wurden der Kulturrohre ~ 10 ml Algensuspension entnommen und in volliger
Dunkelheit zum Messplatz transportiert. In einem Teil der Experimente wurden die Messun-
gen der Suspension bei Lichtthermostattemperatur (34 °C), im anderen Teil bei
Raumtemperatur (21 °C) durchgefiihrt. Am Messplatz wurde nach der Dunkeladaption von
20min ein Teil der Algensuspension mit Néhrlosung auf eine Konzentration von

~ 100 Algen/ml verdiinnt und in die temperierte Probenkammer (MiniCeM) eingesetzt.

Fiir die Immobilisierung der Algen erwies sich die Patch-Clamp-Methode am geeignetsten.
Im Experiment wurde eine Mikropipette (Typ II, Eppendorf, Deutschland) mit 3,5 um Innen-
durchmesser verwendet. Da diese Methode eine offene Probekammer voraussetzt, wurde der
durch Verdunstung bedingte Wasserverlust durch Zugabe der entsprechenden Menge destil-

lierten Wassers alle 30 min kompensiert.

8.4 Effizienz des Photosystems II - Messung des Quotienten

F./F, — an Chlamydomonas reinhardtii

Um das Potenzial und die Zuverlédssigkeit der Messapparatur zu demonstrieren, wurde an
einer einzelnen Alge der F\/F,-Wert liber einen Zeitraum von 5 h bestimmt. Die Alge wurde
der Synchronkultur 12 h nach Beginn der Lichtphase entnommen, in der auf 21 °C temperier-

ten Probenkammer immobilisiert und dann vermessen.
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Abb. 12: Entwicklung einer iiber die Dauer von fiinf Stunden immobilisierten Chlamydomo-
nas-Zelle. A-D) Die Teilabbildungen wurden im Abstand von 75 min aufgenommen. In C und D ist

eine bindre Zellteilung zu erkennen.

Zu Beginn der Messung, und nachfolgend im Abstand von 75 min, war die Alge (J =~ 14 um)
fiir 30 s dem Starklicht einer Halogenlampe (/ = 0,65 W/cm?) ausgesetzt. Wiahrend der Belich-
tungsphase erfolgte jeweils eine Weitfeldaufnahme (Abb. 12). Unmittelbar nach der
Halogenlampenbestrahlung sind alle Reaktionszentren geschlossen und der Quotient F\/F),
nimmt einen Minimalwert an. Innerhalb eines Zeitraums von 15 min werden die Reaktions-
zentren des PSII wieder gedffnet und F,/F, steigt auf Werte im Bereich von
0,65-0,7 an (Abb. 13). Im ersten Teil der Messung (¢ < 1 h) sind im Gegensatz zu den Mes-
sungen an Bléttern intakter Pflanzen (vgl. Anhang A4, Abb. 12) stirkere Fluktuationen des
F,/F,,-Werts zu beobachten, welche auf Befreiungsversuche der Alge zuriickzufiihren sind.
Die in der zweiten Messhilfte (#> 2,5 h) verstirkt auftretenden Schwankungen sind auf Ver-
dnderungen innerhalb der Zellstruktur zuriickzufiihren, die durch den beginnenden

Zellteilungsprozess ausgelost werden (Abb. 12, B-D). Nach der Halogenlampenbestrahlung
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und der anschlieBenden Offnung des PS II innerhalb von 15 min bzw. dem Erreichen eines

F\/F,,-Werts im Bereich von 0,65-0,7 ist eine tendenzielle Erhéhung von F\/F,, zu beobach-

ten.
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Abb. 13: Die F,/F,-Werte einer Chlamydomonas-Zelle, die mit der Patch-Clamp-Methode
immobilisiert wurde. Die Umgebungstemperatur betrug 21 °C. An den Positionen A—D) wurden die
in Abb. 12 gezeigten Weitbildaufnahmen gemacht. Wéhrend eines Messzeitraums von 5 h wurde F,/F,,
bestimmt. In dieser Zeit wurde die Alge im Abstand von 75 min mit einer Halogenlampe
(I= 0,65 W/cm?) bestrahlt. Nach ca. 3 h sind verstirkte Fluktuationen von F,/F),, zu beobachten. Die
Ursache hierfiir sind strukturelle Verdnderungen innerhalb der Zelle, erzeugt durch den Zellteilungs-

prozess (Vgl. Abb. 12, C-D). Der zelluldre Parameter F,/F,, reagiert sensitiv auf dullere Einfliisse, wie

Lichtverdnderungen und intrazelluldre Prozesse (z.B die Zellteilung).

Um die Wachstumsabhingigkeit des Zellvolumens und des F,/F,-Wertes zu untersuchen,
wurde an acht Tagen jeweils mit Beginn der Lichtphase jede Stunde eine nach dem Zufalls-
prinzip selektierte Zelle immobilisiert und der F\/F,-Wert iiber einen Zeitraum von
30—45 min gemessen. Nach einer Wartezeit von 10 min wurden ein mittlerer F\/F,,-Wert und
die zugehorige Schwankungsbreite berechnet. Die Messungen erfolgten bei Temperaturen von
21 °C (Abb. 14, A—E) und 34 °C (Abb. 14, F-H). Parallel wurde das Zellvolumen gemessen
Hierzu sind die entsprechenden Weitfeldaufnahmen ausgewertet worden, in denen die Halb-
achsen (a, b) der ellipsenformigen Zellen bestimmt wurden. Das Zellvolumen berechnet sich
dann zu V = 4/3-rab’. Das Zellvolumen nimmt im Tagesverlauf zu und kann durch eine

Boltzmann-Wachstumsfunktion beschrieben werden. Die Messwerte streuen jedoch stark um

diese Fitfunktion.
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Abb. 14: Wachstumsabhingiger mittlerer Quotient F,/F,, und Zellvolumen. F\,/F,, (linke Ordi-
nate) wurde jeweils stiindlich in einem Zeitraum von > 30 min, nach Immobilisierung mittels Patch-
Clamp-Methode, gemessen. Nach einer Wartezeit von 10 min wurde das arithmetische Mittel gebildet.
Die Messwerte streuen stark um die iiber den Tagesgang ermittelte Regressionsgrade. Der ermittelte
Anstieg m liegt zwischen 2,7-107 und 7,7-107 (21°C; A-E) und 27,9-10 und 3-107 (34 °C; F-H). Als
Maf fiir die Streuung ist die Standardabweichung (SD) angegeben. Das Zellvolumen (rechte Ordinate)
entspricht einer Boltzmann-Wachstumsfunktion. Ein zusétzlich zur Einzelzellanalyse im Zellensemble
mit Hilfe eines kommerziellen PAM-Fluorimeters gemessener Datensatz belegt die einwandfreie

Funktion der Messapparatur (A).
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Zu Bestitigung der Funktionsfahigkeit der Messapparatur wurde F,/F,, parallel an einem
Zellensemble mit dem kommerziellen PAM-Fluorimeter (FMS2) gemessen (Abb. 14, A). Um
eine ausreichende Signalqualitdt zu erreichen, musste die aus dem Lichtthermostat stammen-
de Algensuspension durch Zentrifugieren (50g) aufkonzentriert werden. Die Messsignale
reprisentieren folglich einen Mittelwert aus 7-10° Algenzellen. Es ist deutlich zu erkennen,
dass ein Grofteil der F,/F,-Werte sowohl bei den Einzelzellanalysen als auch bei den Ensem-
blemessungen im gleichen Bereich von 0,6-0,7 liegt, wobei von Beginn bis zum Ende der
Lichtphase ein leichter Anstieg zu verzeichnen ist. Der Anstieg der Regressionsgeraden vari-
iert zwischen 2,7-10°-7,7-107 bei einer Umgebungstemperatur von 21 °C (A—-E) sowie
zwischen 7,9-10™* und 3-107 bei 34 °C (F—H). In allen Messserien streuen die Messwerte stark
um die Regressionsgerade (Abb. 14, A—H). Die Heterogenitit der Parameter Volumen und
F,/F, wird auch bei den Messungen an unterschiedlichen Zellen aber gleichem zelluldrem
Entwicklungsstadium festgestellt. Fiir die gemessenen F,/F,-Werte wird dies in Abb. 15 deut-
lich. Hier werden die in Abb. 14 einzeln dargestellten acht Messtage in einer Grafik

zusammengefasst.
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Abb. 15: F,/F,-Werte aus Abb. 14. Klar erkennbar ist die starke Heterogenitit, der zu jeder Stun-
de gemessenen F,/F,-Werte. Weiterhin ist eine Variabilitit im Tagesgang zu beobachten. Auffillig ist,
dass die Zellen bei einer Temperatur von 34 °C hohere Werte bzw. eine grofere Zellfitness aufweisen

als die Zellen die bei 21 °C gemessen wurden.

Der Parameter F\/F,, zeigt wihrend der Wachstumsphase eine leichte Zunahme, die von der

Umgebungstemperatur abhdngig ist. Mit Ende der Lichtphase bzw. beginnender Zellteilungs-
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phase (12 h) ist jedoch wiederum eine leichte Abnahme zu beobachten. Zellen bei hoherer

Umgebungstemperatur (34 °C) weisen generell hohere F\/F,,-Werte auf.

8.5 Effizienz des Photosystems II - Interpretation der

Messergebnisse

Bei der Photosynthese wird Lichtenergie mit Hilfe von katalytischen Prozessen in chemische
Energie umgewandelt [91]. Mehrere regulative Prozesse sorgen flir eine optimale Anpassung
an die Umgebungsbedingungen, wie beispielsweise Licht- und Néhrstoffangebot [91]. Infor-
mationen iiber den physiologischen Zustand photoautotropher Organismen, wie auch iiber
ablaufende Photosynthesereaktionen konnen durch Vergleichsmessungen der sich dndernden
Chlorophyllfluoreszenz erhalten werden. Der F,/F,-Wert ist eine empirische Grofle und be-
schreibt, in welchem Ausmall das von den Antennensystemen des Photosyntheseapparats
(PS II) absorbierte Licht zur Reduktion des Quinonakzeptors Q4 verwendet wird. Eine absolu-
te Quantifizierung des Photosyntheseapparats ist mit diesem Parameter ohne
Berticksichtigung einiger Randbedingungen nicht mdglich. Der F\/F,-Wert kann jedoch als

relativer Parameter dazu dienen, die Effizienz des PS II zu charakterisieren [87].

Ein F,/F,-Wert im Bereich von 0,79-0,84 gilt fiir viele Pflanzen als optimal und entspricht
der maximalen Effizienz des Photosyntheseapparats. Biotische und abiotische Umwelteinfliis-
se auf den photoautotrophen Organismus, wie z.B. Nihrstoff- und Lichtangebot,
Schadlingsbefall, Temperatur und pH-Wert, konnen geringere F\,/F,-Werte bewirken [92, 93].
Die Alge Chlamydomonas reinhardtii wird in Laborkulturen in einem Ensemble aus mehreren
tausend Individuen pro Milliliter Nahrlosung kultiviert. Es ist daher eine plausible Annahme,
dass durch die Konkurrenz um Umweltressourcen der Organismus bzw. der Photosyntheseap-
parat beeintridchtigt wird. Da der Chloroplast etwa zwei Drittel des Zellvolumens einnimmt
und ein zentrales Organell des Primédrstoffwechsels ist, ist es eine berechtigte Annahme, dass

der Quotient F,/F,, den Gesamtzustand bzw. die Zellfitness beschreibt.

Die innerhalb kurzer Zeitrdume (30 min—1 h) und bei konstanten Umweltbedingungen gemes-
senen maximalen F\/F,-Werte liegen im Bereich von 0,4-0,8 (Abb. 14) und somit unterhalb
der als optimal geltenden Werte von 0,79-0,84. Es wird eine starke Heterogenitit der zellulé-
ren Messwerte F\/F, und Zellvolumina wéhrend der Wachstumsphase und zu definierten
Zellentwicklungsstadien beobachtet. Qualitativ kann die Zunahme des Zellvolumens durch

eine Boltzmann-Wachstumsfunktion und die Zunahme des Quotienten F,/F,, durch eine linea-
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re Regression beschrieben werden. Die Messwerte streuen jedoch stark um die Fitfunktionen
(Abb. 14). Fiir die Zellvolumina ist dies zu erwarten, da diese im Ensemble zu jedem Zeit-
punkt der Wachstumsphase durch eine Lognormalverteilung beschrieben werden kénnen [94],
die gemessenen Zellen jedoch aus der gesamten GroBenverteilung zufillig ausgewéhlt wur-
den. Wihrend das Zellvolumen sicher und direkt gemessen werden kann, wird der zelluldre

Parameter F\/F), vielfiltig beeinflusst.

Nach Immobilisierung und fortlaufender Messung ist, wie auch bei den hoheren Pflanzen,
eine Zunahme der F,/F,,-Werte zu beobachten (Abb. 13). Die Ursache hierfiir ist wahrschein-
lich, dass die Algen in einem Lichtthermostat bei relativ hohen Lichtintensititen (in
Abhingigkeit der wachstumsabhidngigen Zelldichte /= 130-300 W/m?) aufgezogen wurden.
Es ist daher nicht auszuschlieBen, dass die Dunkeladaption iiber einen Zeitraum von 20 min
nicht ausreichend ist, um den Quinonakzeptor Q4 vollstindig zu oxidieren. Im Lichtthermos-
taten gibt es in Abhédngigkeit von der Zelldichte bzw. der lokalen Position unterschiedliche
Beleuchtungsstérken. Es ist daher moglich, dass die gemessene Heterogenitét der F\,/F,,-Werte
in jeweils verschiedenen Entwicklungsstadien teilweise von diesen Lichtbedingungen abhin-
gig ist (Abb. 14). Dem steht jedoch die Tatsache gegeniiber, dass die Algensuspension im
Lichtthermostaten kontinuierlich durchmischt wird und folglich alle Algen gleichermallen von
den wechselnden Lichtintensitdten betroffen sein sollten. Auch miisste die Heterogenitit ver-
starkt zum Ende des Lichtzyklus auftreten, da hier die optische Dichte der Algensuspension
aufgrund des groferen Zellvolumens zunimmt. Es ist daher davon auszugehen, dass die Stark-
lichtbedingung im Lichtthermostaten eine systematische Verminderung der F\/F,,-Werte, aber

keinen grofBeren Einfluss auf die festgestellte Heterogenitit zur Folge hat.

Eine weitere Beeintrachtigung der F,/F,-Werte bzw. der Zellfitness wird durch die Immobili-
sierung der Zelle gegeben. Wihrend der Immobilisierung einzelner Chlamydomonas-Zellen
sind leichte Bewegungen und vereinzelt stirkere Befreiungsversuche der jeweiligen Zelle zu
beobachten. Diese flihrten dazu, dass die unter diesen Umstinden gemessenen F,/F,-Werte
(z.B. Abb. 13, A = 8 %) stirker schwanken als die im intakten Zellverbund gemessenen (An-
hang A4, Abb. 12, A+2 %). Diese Schwankungen werden bei der Angabe der in Abb. 14
aufgefiihrten Mittelwerte durch Angabe des Fehlerbereichs beriicksichtigt und liegen deutlich

iiber dem messtechnisch bedingten Fehler.

Anzunehmen ist, dass kleine Zellen, wie sie zu Beginn der Lichtphase vorliegen, stirker
durch die Immobilisierung beeinflusst werden als groflere Zellen zum Ende der Wachstums-

phase. Dies deckt sich zundchst mit den F,/F,-Messwerten. Diese zeigen bei einer
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Umgebungstemperatur von 21 °C und iiber den Zellentwicklungszyklus einen Anstieg der
linearen Regression. Diese Zunahme der Zellfitness deutet darauf hin, dass die gréBeren Zel-
len weniger stark durch die Immobilisierung beeinflusst worden sind (Abb. 14, A—E). Jedoch
ist bei einer Umgebungstemperatur von 34 °C nur noch ein sehr schwacher Anstieg der F\/F,-
Werte wihrend der Entwicklungsperiode festzustellen (Abb. 14, F—H). Hieraus kann ge-
schlossen werden, dass die Immobilisierung zwar potentiell einen Einfluss auf die F,/F,-
Werte bzw. die Zellfitness hat, dieser jedoch nicht von der Zellgrofe abhéngig ist und folglich

nicht die Ursache fiir die gemessene Heterogenitét ist.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Zellfitness durch duBlere Umwelteinfliis-
se, beispielsweise Lichtangebot und Umgebungstemperatur bzw. physiologische Prozesse
innerhalb der Zellen, wie die Zellteilung beeinflusst wird. Die hier vorgestellte Methode er-
moglicht prinzipiell die parallele Erfassung von fluoreszenzspektroskopischen und
morphologischen Parametern an einzelnen lebenden Algenzellen {iber lange Zeitrdume. Mit
diesem Ansatz wurde u.a. festgestellt, dass der Photosyntheseapparat durch den Zellteilungs-
prozess beeintrachtigt wird und eine Heterogenitit der Zellfitness im Zellensemble zu
bestimmten Entwicklungsstadien existiert. Die Ursache hierfiir kann im Rahmen dieser Arbeit
nicht vollstindig geklart werden. Mdglich ist beispielsweise eine Zell-zu-Zell-Heterogenitit
der Photosynthese. Da die Photosynthese die Grundlage fiir das zelluldre Wachstum ist, hat
eine mogliche Heterogenitit zwangslaufig auch Auswirkungen auf wachstumsbezogene zellu-

lare Parameter, wie z.B. den zelluldren DNA- und Stirkegehalt im Zellensemble.

9 Nichtlineare Mikroskopie und Bilddatenanalyse zur
In-vitro-Erfassung von wachstumsabhadngigen

zellularen Parametern

Statistisch gesicherte Aussagen iiber die Verteilung biochemischer Parameter bzw. iiber die
Homogenitédt oder Heterogenitit einer Zellkultur sind nur moglich, wenn zu einem Zeitpunkt
Messwerte einer statistisch relevanten Anzahl von Zellen bestimmt werden konnen. Eine
Moglichkeit bieten die Bilddatenanalyse und ihre Anwendung in der Laser-Scanning-

Mikroskopie.
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9.1 Rechnergestiitzte Bilddatenanalyse und -auswertung

Die Bilddatenanalyse bezeichnet einen Prozess, bei dem quantitative, strukturelle und funkti-
onelle Messungen an einem Bild vorgenommen werden [95]. Fiir die Erfassung spezifischer
Messparameter bei ausreichend statistischer Datensicherheit ist es hdufig sinnvoll, bestimmte
Auswerteroutinen zu automatisieren. Hier wird unterschieden zwischen der mit dem Mess-

vorgang parallel ablaufenden Bildanalyse und der Nachbearbeitung der Bilddaten.

Die zur Auswertung eingesetzte Rechentechnik ist derzeit noch nicht in der Lage, alle mogli-
chen Artefakte zu erkennen. Aus diesem Grund ist die Probenprédparation mit groBerer
Prézision vorzunehmen, als es bei der manuellen Bilddatenanalyse notwendig wére. Wihrend
des Messzeitraums ist sicherzustellen, dass die Messbedingungen konstant bleiben. Gegebe-
nenfalls sind mogliche Verdnderungen zu protokollieren und in der Datenauswertung zu
berticksichtigen. Generell ist bei der automatischen Bilddatenanalyse die bestmdglichen Bild-

qualitdt anzustreben [95].

Die Bilddatenanalyse ist in die Abschnitte Bilddatenaufbereitung, Bilddatensegmentierung,

die quantitative Messdatenerfassung und Datenanalyse sowie -ausgabe untergliedert.

In der Bilddatenaufbereitung werden Algorithmen zur Erhohung des Bildkontrasts bzw. zur
Rauschreduktion genutzt. Fiir konzentrationsabhingige Analysen muss sichergestellt sein,
dass die origindren Messwerte durch die Bilddatenanalyse nicht verfdlscht werden. Oftmals
ist hier die Duplizierung des Bilddatensatzes sinnvoll, um in einem Datensatz bei verbesser-
tem Kontrast die strukturellen bzw. morphologischen Analysen — beispielsweise die
Zellerkennung — durchzufiihren und dann mit diesen Bildkoordinaten in dem unverdnderten

Datensatz die zur Signalintensitét proportionalen Stoffkonzentrationen zu bestimmen.

Die Bilddatensegmentierung identifiziert bestimmte Areale unter Verwendung von Segmen-
tierungsmethoden bzw. Objekterkennungsalgorithmen. Diese werden in die drei
Gruppierungen ,,Bottom-up“-, ,,Top-down*- und Hybrid-Methoden unterteilt. Das Bild wird
zunichst groBtmdglich segmentiert und anschlieBend nach Ahnlichkeiten untersucht, um be-
stimmte Objekte in Klassen zusammenfassen zu konnen. Die einfachste Art der
Segmentierung basiert auf der Festlegung eines statisch oder dynamisch angepassten Intensi-
tatsschwellwertes [96]. Voraussetzung dafiir ist, dass sich das zu erkennende Objekt deutlich
vom Hintergrundrauschen abhebt. Weiterhin gibt es sogenannte regionenbasierte Segmentie-
rungsmethoden, deren Grundlage die Annahme ist, dass benachbarte Pixel bzw. die

dreidimensionalen Aquivalente, Voxel, in Bezug auf eine Messgrofe dhnlich sind. Die Basis
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der hier verwendeten Algorithmenklasse wird als ,,Split and Merge* bezeichnet [20]. Die fort-
schreitende Leistungsfahigkeit der Rechentechnik erlaubt es seit den 1990er Jahren, mehrere
Methoden zu parallelisieren. Diese Parallelisierung wird als integrierte Segmentierung be-
zeichnet. Hier ist der morphologische ,,Watershed“-Algorithmus eines der am meisten
benutzten Verfahren zur Objekterkennung [97]. Die ,,Top-down“-Segmentierungsmethoden
sind den menschlichen kognitiven Féahigkeiten nachempfunden. Das bedeutet, dass bestimmte
Modellannahmen in die Algorithmen implementiert werden. Beispielsweise sind das Annah-
men zu Form oder Hiufigkeit der zu identifizierenden Objekte. Die Anpassungen der
Algorithmen wird prinzipiell in mehreren Iterationsschritten vorgenommen, wie es beispiels-
weise auch beim menschlichen Lernprozess der Fall ist. Fiir eine detaillierte Ubersicht der

verwendeten Methoden und Algorithmen siehe z.B. [95, 98].
9.1.1 Beschreibung der Auswerteroutinen zur Objekterkennung

Die zur Analyse der Bilddaten verwendeten Auswerteroutinen gliederten sich in zwei Teile.
Basierend auf den im Programmablaufplan beschriebenen Prozeduren, wurden die Objekte
(Zellen, Nuclide, extrazelluldire DNA, Stirkegranula, Chloroplasten, Protoplasten) identifi-
ziert bzw. die dem Messsignal proportionalen Stoffkonzentrationen (DNA, Stirke) ermittelt
(Abb. 16). Alle Messdaten wurden zusammen mit Parametern, die ein MaB fiir die Giite der
automatisierten Erkennung sind, abgespeichert. In einem zweiten Auswerteschritt wurden die
Messdaten unter Berlicksichtigung der Giliteparameter und der statistischen Analysen grafisch

aufbereitet. Weiterhin konnten die Messdaten auf Korrelationen zueinander analysiert werden.

Vor Beginn der automatisierten Bilddatenanalyse mussten bestimmte Programmparameter
empirisch ermittelt werden. Hierzu zéhlten die Intensitdtsschwellwerte bzw. die Kalibrierung
der Auswertealgorithmen in der Objekterkennung. Die Robustheit der Objekterkennungspro-
zedur wurde in dieser Phase manuell iiberwacht, bewertet und durch Variation der

Programmparameter gezielt verbessert.

Nach Ermittlung der optimalen Programmparameter wurde die im Programmablaufplan (Abb.
16) beschriebene automatisierte Bilddatenanalyse gestartet. Mit Hilfe einer grafischen Benut-
zeroberflache konnte ein erster, dreidimensionaler Bilddatensatz ausgewidhlt werden. In einer
Programmschleife wurden dann nacheinander alle verbleibenden Datensétze eingelesen und
verarbeitet. Als Schnittstelle zwischen dem Rohdatensatz und MATLAB wurde das frei ver-
fiigbare Programm ,,LOCI Tools* verwendet [99]. Neben den Bilddaten wurden auch weitere
relevante Parameter, wie die Wahl des Farbkanals, die Kalibrierfaktoren in lateraler und axia-

ler Richtung und die Intensititskorrekturwerte, eingelesen.
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Initializing MATLAB program variables

Opening file and folder selection window

Setting parameters (threshold, chanel contrast enhancement, tolerance, etc.)
Importing intensity correction data and calibration factors

Importing image data with LOCI Tools

Choosing measurement chanel

Converting intensity values from 12 to 16 bit and correction with reference data

Loop (number of scans per time point)

Loop (number of stacks)

Converting intensity values from 12 to 16 bit

Doubling original image data

Original data

Copied data
Image processing algorithm (contrast enhancement, noise reduction)

Converting to logical images by using thresholds for cell, nucleus
and plastid

Labeling the individual objects (cells, granules, nucleus and plastids)

Using MATLAB function ,regionprops® to get individual object
parameters (pixel list, centroid, convex hull)

Using elliptical fit to get area of the object

Using original data and pixel list to get intensity values of the individual objects

Plotting data

Using centroid coordinates of each individual object in each stack to build spatial object

Determining object volume and summarized intensity (using calibration factors for pixel size
and z-position distance)

Saving parameters of the objects (separate for cells, nucleus and plastids)
Assignment of nucleus and plastids or granular to the corresponding cell

Saving parameter of cells with assigned nucleus and plastids or granules

Abb. 16: Programmablaufplan der Bilddatenanalyse. Erlduterung siehe Text.

Da viele MATLAB-Routinen zur Bildbearbeitung eine Tiefe von 16 Bit voraussetzen, wurden

die 12-Bit-Bilddatensétze entsprechend angepasst. Anschlieend wurde der Datensatz zum
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weiteren Informationsgewinn dupliziert. Ein Datensatz wurde optimiert, um eine optimale
Bilddatensegmentierung sicherzustellen. Die auf diesem Weg ermittelten Bildkoordinaten der
identifizierten Zielobjekte wurden genutzt, um im zweiten unverdnderten Datensatz die Stoff-
konzentrationen zu bestimmen. Die Identifizierung der Objekte bzw. der Stoffkonzentrationen

erfolgte in einer Schleife fiir jede Schnittebene separat.

Das MATLAB-Skript erlaubte die Definition von drei Intensitdtsschwellwerten. Dies ermdg-
lichte neben der Identifizierung von groBeren Objekten, die einen niedrigen Signalpegel
aufwiesen, auch die Erkennung von darin enthaltenden kleineren Objekten, wie die Nuclei
oder Stirkegranula, die ein starkeres Signal lieferten (Abb. 17). Zur Unterstiitzung der Bildda-
tensegementierung wurden sinnvolle morphologische Annahmen getroffen. So war es
niitzlich, eine Zelle durch eine ellipsoide Form zu beschreiben. Die Zentrumskoordinaten
dieser Ellipsen wurden anschlieend verwendet, um aus den zweidimensionalen Objekten der
Bildebene und dem gegebenen Bildebenenabstand die dreidimensionalen Objekte des Bild-
stapels zu konstruieren. Die Koordinaten der Ellipsen ermdglichten dariiber hinaus eine
Zuordnung der Zellen bzw. Protoplasten zu den darin enthaltenen Objekten, wie Nucleus,

extranucledre DNA oder Stirkegranula.

Neben der vollautomatisierten Objekterkennung bestand die Moglichkeit, Teilroutinen manu-
ell abzuarbeiten. Insbesondere bei Analysen des intakten Zellverbundes von Bléttern war eine
automatisierte Erkennung nicht zielfithrend, da hier die Objektdichte (Chloroplasten) zu grof3
war. Eine einfachere Losung war es, zundchst die Chloroplasten manuell zu markieren und

diese anschlieend automatisch auf enthaltende Objekte, wie z.B. Granula, zu untersuchen.

Abhingig von der Datenqualitét und der Objektdichte (Zelldichte im Untersuchungsvolumen)
bzw. des Abstandes zwischen zwei Objekten waren fehlerhafte Objekterkennungen nicht voll-
stindig ausgeschlossen. Daher wurden entsprechende Filteralgorithmen implementiert bzw.
Parameter protokolliert, die die Giite der Objekterkennung qualifizieren und quantifizieren. In
den zweidimensionalen Schnittbildern lieferten morphologische Kriterien Hinweise auf Feh-
lerkennungen. Eine grofe Exzentrizitdt des Ellipsenfits deutete z.B. auf mehrere sehr dicht
gepackte Objekte hin, die als nur ein Objekt erkannt wurden. Die Zusammenfiihrung der in
den zweidimensionalen Schnittebenen identifizierten Objekte zu je einem dreidimensionalen
Objekt erfolgte anhand der Zentrumskoordinaten der gefitteten Ellipsen. Wichen hierbei die
Koordinaten zwischen den Bildebenen um mehr als 5 % voneinander ab, wurden diese Objek-
te verworfen. Aufgrund der ellipsoiden Form der Zellen kam es meist nur in den Bildebenen

mit der grofften Anndherung der Zellen zueinander zu Fehlerkennungen. Im Fall einer derarti-
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gen Fehlerkennung, wurden die Objektparameter dieser Bildebene anhand der fehlerfreien

benachbarten Ebenen extrapoliert und das Ereignis protokolliert.
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Abb. 17: Mit dem LSM aufgenommenes Schnittbild von mit Propidiumiodid gefirbten
Zellen. A) Falschfarbendarstellung des TPF-Signals. B) Die mit dem niedrigsten Intensitdtsschwell-
wert (ISW) 1, automatisch identifizierten Zellen wurden mit einer Ellipse gefittet (griin umrandet). Die
Zentrumskoordinaten sind mit einem roten Punkt gekennzeichnet. C) Mit Hilfe des groeren ISW 2
wurden die Nuclei identifiziert (rote Ellipsen). D) Durch ISW 3 und einer GréBeneinschrankung iden-
tifizierte extranucledre DNA. Es gilt ISW 1< ISW2<ISW3. In (C) und (D) ist der in (B)

gekennzeichnete Bildausschnitt dargestellt.

Aufgrund des begrenzten Dynamikbereiches der Detektion kann in der Messung der proporti-
onale Zusammenhang zwischen Signalintensitdt und Stoffkonzentration verloren gehen.
Intensititswerte, die in der Séttigung lagen, wurden durch einen zweidimensionalen Gauf3fit
extrapoliert. Fiir alle Filter- bzw. Extrapolationsalgorithmen konnten wihrend der Zellerken-
nung und/oder in der Nachbearbeitung Schwellwerte angeben werden, sodass beispielsweise

Objekte, die nicht die Mindestanzahl oder zu viele als fehlerhaft erkannte Bildebenen aufwie-
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sen, verworfen wurden. Jegliche Art der Datenaufbereitung wurde protokolliert, sodass eine
spatere Wichtung des Einflusses auf das Messergebnis moglich war. Fiir die hier beschriebe-
nen Routinen zur Datenauswertung und -aufbereitung wurde das Programm MATLAB (The

MathWorks, Inc. USA) verwendet.
9.1.2 Statistische Datenanalyse

Im Anschluss an die Objekterkennungsprozedur erfolgte die Anwendung weiterer Routinen

zur statistischen Auswertung und grafischen Aufarbeitung.

Ein Ziel der statistischen Analyse ist es, die Haufigkeitsverteilungen der zelluldren Parameter

im Zellensemble zu beschreiben.

Eine gingige Methode ist die Einteilung der Messwerte in dquidistante Klassen, die als His-
togramm grafisch dargestellt werden konnen. Hierbei stellt der Flacheninhalt jedes Rechtecks
die Klassenhdufigkeit dar. Die Hohe jedes Rechtecks entspricht der Haufigkeitsdichte (Hau-
figkeit dividiert durch Klassenbreite). Bei unbekannter Verteilungsform wird die Wahl der
Klassenbreite zundchst willkiirlich vorgenommen. Ein guter Startwert ist, den

n-dimensionalen Datensatz in +/» -Teile zu separieren.

Fiir bestimmte Verteilungen der Messdaten, wie beispielsweise der Normal- bzw. der Log-
normalverteilung, kann die Aufteilung der Klassenbreite nach der Scott‘schen Regel erfolgen
[100]. Die Verteilungsdichte #{x) einer Lognormalverteilung ist bestimmt durch die beiden

Parameter ound g

1 —(ln)c—,u)2
Y(x)= ,
S { 22 D

Zwischen den beiden Parameter o und y besteht der Zusammenhang zur Standardabweichung

SD:
_ _ 1 2 2
SD = ./Var(x) =exp| u+ 50 exp| o~ |—1 9.2)

Der Erwartungswert bzw. der arithmetischen Mittelwert E(x) ergibt sich zu:

E(x) = explu+0.507) 9.3)
Die Lognormalverteilung ist mit der Standardabweichung und dem arithmetischen Mittelwert

vollstindig charakterisiert.
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Neben der Haufigkeitsverteilung ist auch die Korrelation zwischen den Messdaten von Rele-
vanz. Eine erste Einschédtzung kann hier die grafische Veranschaulichung in Form eines
Streudiagramms geben. Ein gravierender Nachteil dieser Darstellungsform ist jedoch, dass
mehrmals auftretende Wertepaare nicht mehr unterschieden werden konnen. Diesem Problem
kann durch eine zusétzliche Wertung — beispielsweise durch eine Farbkodierung — der im

Streudiagramm auftretenden Messwertdichte entgegengewirkt werden. (siehe z.B. Abb. 30).

Quantifizierbar ist die Korrelation zwischen zwei Messwerten durch den Rangkorrelationsko-
effizienten. Als dimensionslose Grof3e liegt sein Wertebereich zwischen null (korreliert nicht)
und dem Betrag von eins (korreliert). Es wurden der Spearman- und der Pearson-
Rangkorrelationskoeffizient ermittelt. Diese Verfahren werden im Folgenden als Spearman-
bzw. Pearson-Test bezeichnet. Im Unterschied zum Spearman-Test fordert der Pearson-Test,

dass es eine lineare Abhingigkeit zwischen den zwei untersuchten Variablen gibt.

9.2 Die Laser-Scanning-Mikroskopie als bildgebendes Verfah-

ren zur parallelen Erfassung subzellularer Parameter

Die Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) ist ein geeignetes Werkzeug, um eine oder mehrere
biologische Probe(n) auf subzelluldrer Ebene dreidimensional abzubilden. Im Folgenden wird
zunéchst der apparative Messautbau zur Datenerfassung mittels LSM beschrieben und eine
physikalische Begriindung der gewdéhlten Geriteeinstellungen gegeben. Anschlieend wird
auf die Eignung der linearen konfokalen bzw. nichtlinearen zweiphotonenangeregten Fluores-

zenzmikroskopie (TPMF) eingegangen.

9.2.1 Beschreibung des experimentellen Aufbaus des

Laser-Scanning-Mikroskops

Fiir das Mikroskop standen mehrere Lichtquellen zur linearen und nichtlinearen Anregung zur
Verfiigung. Fiir die lineare Fluoreszenzanregung waren drei parallel in eine Lichtleitfaser ein-
gekoppelte Laser mit einer Ausgangsleistung <5 mW, ein Halbleiterlaser (408 nm), ein
Argon-lonen-Laser (488 nm) und zwei Helium-Neon-(HeNe-)Laser (532 nm bzw. 633 nm)
verfiigbar. Die nichtlineare Anregung erfolgte mit Hilfe eines Titan-Saphir-Femtosekunden-
(Ti:Sa-fs-)Lasers (Tsunamie, Spektra Physics) der direkt eingekoppelt wurde. Die in den Ex-
perimenten zur Anwendung kommenden Anregungsleistungen wurden {iber Neutralglasfilter

eingestellt.

Der Femtosekundenlaser hatte eine mittlere Leistung von 500 mW bei einer Repetitionsrate

von 80 MHz und einem spektralen Durchstimmbereich von 720-850 nm. Das Laserlicht war
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linear polarisiert (> 500:1) und die Polarisationsebene parallel zum optischen Tisch orientiert.
Das Strahlprofil des Lasers war leicht elliptisch. Die Hauptachse verlief senkrecht zum opti-
schen Tisch und hatte am Laserausgang einen Durchmesser von 2 mm (1/e?). Der Laserstrahl
zeigte ein ,,Beamstearing. Wurde der Strahl mit einem Objektiv in die Bildebene des Mikro-
skops fokussiert, beschrieb die Bewegung des Fokus einen Kreis mit dem Durchmesser von
etwa 20 um. Ein voller Umlauf erfolgte innerhalb von 2 h. Fiir eine dreidimensionale LSM-
Aufnahme mit einer Gesamtaufnahmedauer fiir alle Bildebenen von 1 min musste daher mit
einer lateralen Verschiebung zwischen der ersten und letzten Bildebene von = 0,5 um gerech-

net werden.

Die Ausgangsleistung des Ti:Sa-fs-Lasers war stark von der Justage und dem Raumklima
abhingig. Zur Verbesserung wurde der Laser gegen Luftstromungen gekapselt und kontinuier-
lich mit N, gespiilt. Hierdurch konnte die mittlere Laserleistung auf + 5 % stabilisiert werden.
Innerhalb der fiir die Messungen relevanten Dauer von = 1 us betrugen die Intensititsschwan-

kungen weniger als 10 %.

Am Ausgang des Lasers betrug die Pulsbreite der Lichtimpulse 120 fs (FWHM). Sie wurde
mit einem Autokorrelator (Typ 409-08, Spectra Physics) gemessen. Auf dem Weg zum Pro-
benort bewirkt die Dispersion der im Strahlengang befindlichen optischen Bauelemente eine
zeitliche Verbreiterung der Pulse (,,Chirp*). Solche Pulsverbreiterungen kénnen durch Ein-
bringung eines Prismenpaares in den optischen Strahlengang kompensiert werden
(Vorkompensation). Im Experiment ist dann immer noch die tatsdchliche Pulsbreite am Pro-
benort zu bestimmen [101]. In der Praxis reicht es aber meist aus, vor jeder Messserie die
Vorkompensation mit Hilfe der Maximierung eines der Pulsdauer entsprechenden Referenz-
signals einzustellen. Dies kann beispielsweise ein SHG-Signal sein, das in einem am

Probenort befindlichen Kaliumdihydrogenphosphat-(KDP-)Kristall erzeugt wird.

Aus Platzgriinden wird in der Standardkonfiguration der meisten Laser-Scanning-Mikroskope
das Licht tiber ein Umlenkprisma in die konfokale Laser-Scanning-Einheit des Mikroskops
eingekoppelt. Die Anpassung des experimentellen Aufbaus mit der Konsequenz, dass kein
Prisma fiir die Kopplung notwendig war, fiihrte aufgrund der verringerten Dispersion zu einer
Verbesserung der Gesamtsystemleistung und insbesondere zu einer Signalverbesserung von

20 %.

Vor Beginn jeder Messung wurde die mittlere Leistung am Laserausgang mit einem Leis-
tungsmessgerdt (LD10, Lasermate A, Coherent) gemessen. Fiir die Strahldiagnostik wurden

tiber zwei Pellicle-Strahlteiler (BP108, Thorlabs) zwischen 4-8 % des Lichts ausgekoppelt.
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Alle 10 s wurden die mittlere Leistung (S302C, Thorlabs) bei einer Integrationszeit von
100 ms gemessen und das Spektrum bestimmt. Fiir letzteres wurde das Licht nach einem Dif-
fusor aus Teflon in eine 200 pm Multimodefaser eingekoppelt, die mit einem Spektrometer
(OSM2-400DUYV, Newport) verbunden war. Die im Experiment von Bildpunkt zu Bildpunkt

schwankenden Signalintensitidten wurden mit Hilfe eines Referenz-SHG-Signals korrigiert.
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Abb. 18: Prinzipskizze des Laser-Scanning-Mikroskops. Zur Anregung standen wahlweise das
Licht der cw-Laser oder des Femtosekundenlasers zur Verfiigung. Der Polarisationszustand konnte
durch eine A/4-Verzogerungsplatte von linear zu zirkular polarisiertem Licht gewandelt werden. Mess-

signale konnten sowohl in Epi-Detektions- als auch Transmissionsgeometrie detektiert werden.

In Abb. 18 ist der modulare Aufbau des verwendeten Laser-Scanning-Mikroskops dargestellt.
Die Laser-Scanning-Einheit bestand aus einem kompakten Gehéuse und enthielt alle notwen-
digen Komponenten, wie fasergekoppelte Ein- und Auskoppelports, ein Teleskop zur
Strahlaufweitung des Anregungslichts, einen dichroitischen Spiegel zur spektralen Selektion
von Anregungs- und Emissionslicht, zwei galvanische Spiegel zur x- und y-Ablenkung und
vier Lochblenden (33,3 um; 61,5 um; 102,6 um; 153,8 um) zur rdumlichen Filterung des in
Epi-Geometrie erfassten Signallichts. Uber eine fasergekoppelte Detektorbox konnten nach
einer spektralen Separation bis zu drei Messsignale mit PMTs (R928, Hamamatsu) parallel
detektiert werden. Zwischen Scannereinheit und Objektiv (40 x, N.A4. = 1,3; CFI Plan Fluor,

Nikon) bestand die Mdoglichkeit, optional eine Verzogerungsplatte zur Manipulation des Pola-
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risationsstatus des Anregungslichts einzubringen. Das Signallicht konnte sowohl in Epi- als
auch in Transmissionsgeometrie detektiert werden. Im letzteren Fall wurde das Signallicht
unter Verwendung des Kondensors (Nikon, N.4. = 0,52) bzw. des Mikroskopobjektivs (20 x,
N.A.=0,75; CFI Plan Fluor, Nikon) in Kombination mit einer Linse (LA1131-A, /=50 mm,
Thorlabs) auf den PMT (R1463; Hamamatsu) abgebildet. Die spektrale Selektion erfolgte

iiber Kurz- bzw. Bandpassfilter.

9.2.2 Vergleich von Ein- und Zweiphotonenmikroskopie am Beispiel

von fluoreszierenden Proteinen in Mesophyllprotoplasten

Prinzipiell eignen sich fiir die quantitative Analyse von auf Fluoreszenzsignalen basierenden
MessgroBen sowohl die lineare konfokale Mikroskopie als auch die nichtlineare Mehrphoto-
nenmikroskopie (MPM). Fiir die dreidimensionale Bilddatenanalyse ist eine sehr gute
Bilddatenqualitit mit hoher lateraler und axialer Auflésung notwendig. Ein realistischer Ver-
gleich der Moglichkeiten von Ein- und Zweiphotonenmikroskopie erfolgte in einem
Vorversuch an Mesophyllprotoplasten, die in ihren optischen Eigenschaften Chlamydomonas-
Zellen gleichen, aber eine stabilere Genexpression zulassen. Mesophyllprotoplasten haben
einen Durchmesser von = 50 um und sind etwa zwei- bis fiinfmal groBer als die Algenzellen.
Trotzdem treffen die hier an Mesophyllprotoplasten gewonnenen Erkenntnisse in Bezug auf

die optische Auflésung auch fiir Messungen an Chlamydomonas-Zellen zu.

Eine interessante Anwendung der Fluoreszenzmikroskopie ist die Visualisierung der subzellu-
laren Verteilung von Enzymen, die am Stirkemetabolismus beteiligt sind. Beispielsweise
spielt das Enzym DPE2 (,,Disproportionating Isozyme 2°) beim cytosolischen Metabolismus
des durch den plastiddren Stirkeabbau entstehenden Disaccharids Maltose eine wesentliche
Rolle. Fiir das Experiment wurden zundchst Mesophyllprotoplasten aus Arabidopsis thaliana
isoliert [72] und anschliefend mit einem Vektor, der ein DPE2-GFP-Konstrukt kodiert, tran-
sient transformiert. Das GFP war C-terminal mit dem DPE2-Protein fusioniert. Die so
vorbehandelten Protoplasten enthielten als fluoreszierende Komponenten GFP, Chlorophylle

und Carotinoide. Immobilisiert wurden die Protoplasten mit Hilfe der Mikrofluidik.

Chlorophylle (a und b) haben im sichtbaren Spektralbereich eine breite Absorption im Bereich
der Qy-Bande 600-720 nm und in der Soret-Region bei 4 <480 nm. Carotinoide absorbieren
im Spektralbereich 4 <520 nm. Im Spektralbereich zwischen 500 und 600 nm zeigen beide
eine verminderte Absorption. Dieser Bereich wird als Griinliicke bezeichnet (siche Anhang

A2, Abb. 8). Das genaue stochiometrische Verhéltnis der Chlorophylle und Carotinoide vari-

62



iert in Abhédngigkeit vom Photosyntheseapparat (z.B. Pflanzen und Algen). In Abb. 19 sind
die normierten (680 nm), beziiglich der Streuung nicht korrigierten, Absorptionsspektren der
Protoplasten- und Chlamydomonas-Suspensionen dargestellt. Sie weisen nur geringe qualita-
tive Unterschiede in ihrer Linienform auf. Die scheinbar erhohte Absorption der
Chlamydomonas-Suspension im Wellenldngenbereich > 550 nm ist das Ergebnis der zuneh-
menden Mie-Streuung. Die Fluoreszenz beider Proben entstammt maf3igeblich dem PS II mit
dem Ergebnis, dass Linienform und Maximum der Fluoreszenzemission nahezu identisch
sind. Die Absorption und Fluoreszenz des GFP liegen spektral zu groflen Teilen im Bereich
der Soret-Region der Chlorophylle bzw. der S;-Absorption der Carotinoide. Dies verhindert
die alleinige Anregung des GFP. Zudem wird das vom GFP emittierte Fluoreszenzlicht teil-

weise reabsorbiert (Abb. 19).
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Abb. 19: Absorptions- und Fluoreszenzspektren von GFP im Vergleich zu Mesophyll-
protoplasten- und Chlamydomonas-Suspension. Absorption und Fluoreszenz des GFP liegen zu
groflen Teilen im Absorptionsbereich der Chlorophylle und Carotinoide, sodass eine separate Anre-
gung und ein ungestorter Nachweis der Fluoreszenz des GFP nicht moglich sind. Aus Griinden der
Ubersicht wurde nur das Fluoreszenzspektrum der Chlamydomonas-Suspension dargestellt (siehe

Text).

Mit der Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) wurden Fluoreszenzaufnahmen der Protoplasten
nach Ein- und Zweiphotonenanregung erstellt. Die Aufnahmen erfolgten jeweils in Epi-
Detektion unter Verwendung eines Olimmersionsobjektivs (40 x, N.A. = 1,3; CFI Plan Fluor,
Nikon). Das Beobachtungsvolumen betrug 150 x 150 x 70 um? (Abb. 20). Benachbarte Pixel
hatten einen Abstand in lateraler Richtung von 0,29 pm. Der Abstand der Bildebenen betrug
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I um. Bei Verwendung eines konfokalen ,,Pinholes* mit einem Durchmesser von 62,5 um
betrug die Belichtungszeit pro Bildpixel 1,68 ps. Fiir die spektrale Selektion der Chlorophyll-
und GFP-Fluoreszenz wurden Bandpassfilter (GFP 515/50 nm und Chlorophyll 697/75 nm)
genutzt. Die Detektion der Fluoreszenzsignale erfolgte parallel mit zwei Photomultipliern

(PMT) unter vergleichbaren Geréteeinstellungen.

0 25 5 75 100 125
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Abb. 20: Dreidimensionale LSM-Aufnahmen der Fluoreszenz von Mesophyllprotoplasten
nach Einphotonen- (632,8 und 488 nm) und Zweiphotonenanregung (800 nm). Griin dargestellt ist
die GFP-Fluoreszenz. Rot zeigt die Chlorophyllfluoreszenz. A) Einphotonenanregung bei 632,8 nm.
Es ist ausschlieBlich Chlorophyllfluoreszenz zu beobachten. B) Einphotonenanregung bei 488 nm:
Chlorophyll und GFP wurden simultan angeregt. An der GFP-Fluoreszenz ist deutlich zu erkennen,
dass nicht an allen Protoplasten die Expression des DPE2-GFP-Fusionsproteins erfolgreich war. Die
einzelnen Chloroplasten sind axial nur schwer zu unterscheiden. C) Zweiphotonenanregung bei
800 nm. Im Vergleich zur Einphotonenanregung ist das hohere axiale Auflosungsvermogen zu be-
obachten. Die subzelluldren Verteilungen der DPE2-GFP- bzw. Chlorophyll-Komponenten ist besser
unterscheidbar. Aufgrund der lokalisierteren Anregung ist trotz der Reabsorption durch die Carotinoide

und das Chlorophyll die GFP-Fluoreszenz in mehreren Protoplasten zu beobachten.

Bei der Einphotonenanregung leuchtet das Anregungslicht die Probe in axialer Richtung iiber
mehrere Mikrometer aus. In Vorversuchen wurde ermittelt, dass bei den verwendeten experi-
mentellen Bedingungen die Anregungsleistungen von 3,8 uW (488 nm) bzw. 14 uW (632 nm)
nicht {liberschritten werden diirfen. Hohere Leistungen fithren zu einer Beschiddigung der
Protoplasten. Bei der Anregungswellenldnge 632,8 nm werden ausschlieBlich die Chlorophyl-
le angeregt (Abb. 20, A). Erfolgt die Anregung bei der Wellenlénge 488 nm, werden sowohl
Chlorophyll als auch GFP angeregt (Abb. 20, B). Die erfolgreiche Expression des GFP in den
Protoplasten ist, trotz der Reabsorption der GFP-Fluoreszenz durch die Carotinoide und das

Chlorophyll zu beobachten. Die Zweiphotonenanregung erfolgte mit dem Ti:Sa-fs-Laser bei
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einer Zentralwellenldinge von 800 nm. Die maximal zuldssige Anregungsleistung betrug
7,3 mW. Zur Unterdriickung im Detektionsstrahlengang wurde ein zusétzlicher Kurzpassfilter
(SP720, Semrock) eingebracht. Es wurde der groBtmogliche Durchmesser (154 um) des kon-
fokalen Pinholes verwendet. Sowohl Chlorophyll- als auch GFP-Fluoreszenz werden
beobachtet (Abb. 20, C). Die lokale Verteilung des mit GFP markierten Proteins ist mit der
TPFM wesentlich besser auflosbar und an einer groBBeren Anzahl Protoplasten zu beobachten

(Abb. 20, B-C).

Aufgrund der lokaleren Anregung werden bei der TPFM die Fluorophore (hier das GFP) im
Vergleich zur linearen konfokalen Mikroskopie weniger belastet bzw. bleichen weniger stark
aus. Noch deutlicher wird dieser Effekt bei den Einzelzellaufnahmen sichtbar (Abb. 21). Das
Beobachtungsvolumen hat eine Grofie von 60 x 60 x 55 um?®. Der laterale Pixelabstand be-
trdgt 0,08 um und der Bildebenenabstand 1 um. Die Aufnahmen sind bei -einer

Anregungsleistung von 3 mW und einer Pixelbelichtungszeit von 3,36 pus entstanden.

Abb. 21: Lokale GFP- und Chlorophyllfluoreszenz in einem einzelnen Protoplasten nach
Zweiphotonenanregung. A) TPF-Signale von DPE2-GFP. B) TPF-Signale von Chlorophyll. C) Die

rdaumlich kombinierten Fluoreszenzsignale.

Die Verwendung von GFP als Marker in Geweben von photoautotrophen Pflanzen ist auf-
grund des spektralen Uberlapps mit der Absorption und Fluoreszenz der endogenen
Fluorophore nur bedingt sinnvoll (Abb. 19). YFP dagegen ist ein Protein, dessen Absorptions-
und Fluoreszenzbande (Max: 515 nm und 530 nm) sich im Bereich der Griinliicke befindet

(Abb. 22).
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Abb. 22: Vergleich der Absorptions- und Fluoreszenzspektren von YFP einer Protoplasten-
und Chlamydomonas-Suspension. Absorption und Fluoreszenz des YFP liegen zu groBlen Teilen im

Spektralbereich der Griinliicke.

Die exogenen Fluorophore GFP und YFP sind grofe und kompliziert aufgebaute Molekiile.
Zusétzliche Storungen (z.B. Spin-Bahn-Wechselwirkungen) konnen dazu fiihren, dass das
quantenmechanische Verbot der parallelen Ein- und simultaner Zweiphotonenabsorption an
Stringenz verliert. Im Experiment bietet dies die Moglichkeit, das Strahlungsfeld der Zwei-
photonenanregung spektral so zu platzieren, dass im Ergebnis der Absorption ein strahlend
relaxierendes Niveau der Fluorophore erreicht wird. Bei groferen Molekiilen ist es meist
moglich, das Zweiphotonenabsorptionsspektrum anhand des Einphotonenabsorptionsspekt-
rums abzuschitzen. Ideale Anregungswellenldngen fiir eine Zweiphotonenanregung liegen
aufgrund der Lage der (So—S;)-Absorption fiir GFP im Bereich um 980 nm und fiir YFP um
1030 nm. Beide Proteine besitzen weiterhin im Bereich von 370 nm eine schwache Einphoto-
nenabsorption, was eine Zweiphotonenanregung bei 740 nm ermoglichen sollte. Wihrend
beim GFP bei einer Anregungswellenldnge von 800 nm eine ausreichende Zweiphotonenab-
sorptionen bzw. ein gutes Fluoreszenzsignal zu beobachten war, lieferte YFP bei der minimal
zur Verfligung stehenden Anregungswellenldnge des Ti:Sa-fs-Lasers von 740 nm nur ein
schwaches Signal. Trotzdem ist die erfolgreiche Expression des YFP in den Protoplasten
nachweisbar und es ist eine rdumliche Differenzierung von YFP- und Chlorophyllfluoreszenz

erkennbar (Abb. 23).
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Abb. 23: Dreidimensionale LSM-Bilder von Mesophyllprotoplasten. Dargestellt ist das TPF-
Signal von A) YFP in griin und B) von Chlorophyll in rot. C) Die Uberlagerung beider Fluoreszenz-

signale zeigt eine ortliche Differenzierung der Fluorophore.

9.2.3 Messung der Verteilung von Fusionsproteinen am Beispiel der

Phosphorylierung von Starke

Ein wichtiger regulatorischer Prozess in einer Zelle ist die Phosphorylierung, bei der die re-
versible Ausbildung von Phosphatestern z.B. an bestimmten Proteinen erfolgt. Die
Phosphorylierung von Stirke durch die Glucan-Wasser-Dikinase (GWD) ist ein essentieller
Schritt bei der Einleitung des Stirkeabbaus. GWD vermittelt eine Phasentransition der
Glucane im Stdrkegranulum, die die anschlieBende Aktion hydrolytischer Enzyme an der
Granulumoberflache erleichtert [102]. In diesem Zusammenhang ist die Verteilung von GWD

auf der Granulumoberflache von besonderem Interesse.

Ein vereinzeltes natives Starkegranulum (Kartoffel, Wildtyp) wurde auf einem Adhésionsob-
jektrager in wassriger Umgebung immobilisiert. AnschlieBend wurde die Ldosung eines
Fusionsproteins aus GWD und GFP (0,1 pg/ml) hinzugegeben. Das Starkegranulum wurde
mit Hilfe der zweiphotonenangeregten Fluoreszenzmikroskopie (TPFM) in einem Bereich
von 100 x 100 x 18 pm? bildgebend dargestellt. Der laterale Abstand zweier benachbarter
Pixel betrug 0,2 um und der axiale Abstand zweier Bildebenen 0,5 pm. Es wurde eine Anre-
gungsleistung von 10 mW bei einer Zentralwellenlinge von 800 nm eingesetzt; dabei wurde
eine Belichtungszeit von 19,92 ps/Pixel gewéhlt. Zur Verbesserung des Signal-zu-Rausch-
Verhiltnisses wurden die Fluoreszenzsignale jeder Schnittebene aus dem Mittelwert von sechs

Messungen bestimmt.

In einer ortsaufgeldsten dreidimensionalen Darstellung des Fluoreszenzsignals (490—540 nm)
ist klar zu erkennen, dass das GWD auf der gesamten Granulumoberfldche verteilt ist, wobei

es jedoch in einigen ,,Hotspots* hoher konzentriert ist (Abb. 24).
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Length: 1.5 pm

Abb. 24: Verteilung des Fusionsporteins GWD plus GFP auf einem Stirkegranulum. A) Das
gezeigte Bildvolumen hat eine laterale bzw. axiale Ausdehnung von 100 x 100 x 18 um?®. In der drei-
dimensionalen Darstellung sind vereinzelt “Hotspots® des Proteins an der Oberfliche erkennbar.
B) Bildebene bei der axialen Position 17 um. Deutlich zu erkennen ist, dass sich das Fusionsprotein
lediglich an der Oberfldche des Stirkegranulums anlagert. C) Dargestellt ist der in (B) gekennzeichne-
te Bildausschnitt. Das Fusionsprotein kann auf der Granulaoberfldche iiber eine Lénge von etwa

1,5 pm nachgewiesen werden.

Abb. 25: Verteilung des Fusionsproteins GWD plus GFP auf der Oberfliche des Stirke-
Granulums in der Projektion des Fluoreszenzsignals (Schichtdicke 18 pm). Neben einer fast ho-
mogenen Verteilung sind weiterhin ,,Hotspots* mit einer erhohten Konzentration des Proteins zu

beobachten. Der Durchmesser des nativen Starkegranulums betrdgt etwa 70 um.
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Deutlicher ist dies in einer Intensitdtsprojektion des gesamten 18 um dicken Bildvolumens auf
die laterale x-y-Bildebene zu erkennen (Abb. 25). Die Eindringtiefe des Fusionsproteins in
das Starkegranulum kann am besten in einer Bildebene ermittelt werden, in der die Granulu-
moberflidche in etwa parallel zur optischen Achse liegt (Bildebene bei 17 um axialer Position,
Abb. 24, B). In dieser Position konnte die Eindringtiefe mit dem hoheren lateralen Auflo-
sungsvermogen ermittelt werden. Das Protein wurde an dieser Stelle innerhalb einer Dicke

von 1,5 um nachgewiesen (Abb. 24, C).
9.3 Diskussion - lokale Verteilung von Proteinen

Eine zentrale Aufgabe bei der Erforschung des zentralen Kohlenstoffmetabolismus ist die
Klarung der Frage, inwiefern dieser durch die dynamische Verteilung von Enzymen innerhalb
eines Kompartiments beeinflusst wird. Die Eigenschaften der Enzyme konnen hierbei durch
Genmanipulation gezielt beeinflusst werden. Durch Fusion mit fluoreszierenden Proteinen
(GFP bzw. YFP) ist es moglich, Mutanten mit spektroskopischen Methoden zu charakterisie-
ren. Definierte metabolische Einfliisse konnen beispielsweise durch Licht-Dunkel- oder
Dunkel-Lichtiibergidnge oder durch Zugabe bestimmter Komponenten aus dem zentralen Koh-

lenstoffmetabolismus (Glucose, Sucrose oder andere Zuckerderivate) erzeugt werden.

In Vorexperimenten wurde gezeigt, wie leistungsfihig die Mehrphotonenmikroskopie bei der
Analyse und Lokalisierung von fiir den Stirkemetabolismus wichtigen Proteinen auf Einzel-
zellebene ist. Es wurde ein Fusionsprotein aus dem DPE2-Protein und GFP erzeugt und die
spezifische ortliche Verteilung innerhalb eines aus der Pflanze Arabidopsis thaliana isolierten
Mesophyllprotoplasten analysiert. Im Stirkemetabolismus ist das Disaccharid Maltose ein
Abbauprodukt, das im Cytosol der Zelle weiter metabolisiert wird. Hierbei hat das DPE2-
Protein eine zentrale, nicht zu ersetzende Funktion. Seine Lokalisation innerhalb des Cytosols
ist von besonderem Interesse, weil je nach metabolischer Situation die Kohlenstofffliisse ent-
weder von den Chloroplasten in das Cytosol fiihren oder — bei Applikation von exogenen

Kohlenhydraten — stiarker vom Medium in das Cytosol gerichtet sind.

Trotz der hohen mechanischen Instabilitidt der Protoplasten und der betridchtlichen Fluores-
zenzreabsorption durch die endogenen Pigmente ist es gelungen, ein flir die Messung
ausreichend hohes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis zu realisieren. Fiir eine mdglichst unbeein-
flusste Untersuchung an photoautotrophen Organismen eignet sich jedoch aufgrund seiner

spektralen Eigenschaften YFP als Fluorophor besser als GFP.
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Ist die Photosynthese nicht aktiv, ist bei vielen Pflanzenarten der Stirkeabbau wesentlich fiir
Stoffwechsel und Wachstum verantwortlich. Er regelt die intrazelluldren Kohlenstofffliisse,
sodass ein zelluldrer Kohlenstoffmangel verhindert wird [103]. Bei dem Wechsel von Licht zu
Dunkel wechselt die Funktion der plastiddren Stdrke von einer Senke zu einer Quelle des re-
duzierten Kohlenstoffs. Eine weitere wichtige zellulire Senke ist die Biosynthese der

Zellwandmaterialien, ohne die Zellwachstum und Zellteilung nicht méglich sind.

Ein wichtiger regulatorischer Prozess innerhalb des Stirkemetabolismus ist die Glucan-
Phosphorylierung, bei der reversibel Phosphatester gebildet werden. In diesem Zusammen-
hang ist die Verteilung der Glucan-Wasser-Dikinase (GWD) von besonderem Interesse. Ein
Fusionsprotein aus GWD und GFP in Losung (0,1 pg/ml) wurde mit Starkegranula inkubiert
und anschlieBend dreidimensional mit Hilfe der MPM abgebildet. Es wurde festgestellt, dass
das GWD auf der Oberfliche des Stirkegranulums nachweisbar ist. In einigen Regionen
konnte ein verstarktes Fluoreszenzsignal beobachtet werden. Aufgrund der hochkonzentrier-
ten Proteinlosung kann Aggregation nicht vollstdndig ausgeschlossen werden. Dies ist jedoch
unwahrscheinlich, da die ,,Hotspots* — wie auch die schwicheren Fluoreszenzregionen — im-
mer mit der gleichen Dicke von 1,5 um auf bzw. innerhalb der Granulumoberfliche
nachweisbar sind. Weniger wahrscheinlich ist es, dass die Proteine derartig grole Aggregate
bilden. Somit ist davon auszugehen, dass die Proteine bis zu dieser Tiefe in das Granulum

eindringen und sich bevorzugt an bestimmten Regionen des Stérkepartikels binden.
9.4 Fixierung von Chlamydomonas-Zellen

Die innerhalb einer Zelle enthaltenen Fluorophore kdnnen beispielsweise tiber charakteristi-
sche optische Parameter, wie z.B. die Fluoreszenzlebensdauer differenziert werden. Alternativ
besteht die Mdglichkeit, alle storenden Fluorophore aus der Zelle zu extrahieren ohne die
Zielsubstanzen (d.h. die eigentlichen Signalquellen) zu verdndern. Die Extraktion der Pig-
mente ist allerdings unvermeidbar mit der Abtdtung der Zellen verbunden (Ubergang von dem
In-vivo- in den In-vitro-Zustand). Als sehr effiziente und einfache Methode erwies sich die
Behandlung vitaler Chlamydomonas-Zellen mit einer Ethanol-Wasser-Losung [1]. Diese Me-
thode hat neben der Entfernung der endogenen Fluorophore auch die positiven Eigenschaften,
dass alle metabolen Prozesse sofort gestoppt werden und die Zellen in diesem Zustand bei
4 °C mehrere Tage haltbar sind. Dies ist von Vorteil, da die typische Messzeit fiir den Daten-

satz einer statistisch relevanten Zahl von Einzelzellen (> 5000) bei > 4 h lag.
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9.5 Einfluss der Gerateparameter auf die Bildgebung und

Gerateeinstellungen

Zur Maximierung des Auflosungsvermogens in der Laser-Scanning-Mikroskopie muss das
Fokalvolumen minimal sein. Weiterhin wird die Bildqualitidt durch die GroBe des betrachteten
Bildausschnitts, die Anzahl der Bildpixel, den Abstand der Bildebenen, die Verweildauer des
Anregungslichts im jeweiligen Pixel und die Verstirkung des Signallichts bestimmt. Die An-
steuerung der konfokalen Laser-Scanning-Einheit erfolgte mit der Software Nikon EZ-CI
V3.8. Diese ermoglichte es, alle anregungsspezifischen und die in der Epi-
Detektionsgeometrie notwendigen Geréteeinstellungen zu spezifizieren. Lediglich fiir die
Signaldetektion in Transmission mussten die Betriebsspannung des PMT und die elektroni-

sche Nachverstirkung manuell eingestellt werden.

Aufgrund der Forderung nach einem minimalen Fokalvolumen und eines grofBen Raumwin-
kels bei der Erfassung des Signallichts wurde ein Objektiv mit hoher N.4. gewdhlt (40 x,
N.A. =1,3; CFI Plan Fluor, Nikon). Um im Untersuchungsvolumen moglichst viele Zellen
betrachten zu konnen, musste der verwendete Bildausschnitt groBtmoglich gewihlt werden.
Mit zunehmender Vergroferung kam es jedoch in den Randbereichen des Bildausschnitts
aufgrund von Abbildungsfehlern zu einer Verschlechterung der Strahl- bzw. Abbildungsquali-
tat. Hieraus resultiert eine verminderte Anregungs- bzw. Signalintensitét. Bei einer zuldssigen
Abnahme des Signallichts von maximal 10 % wurde der verfiigbare Bildausschnitt experi-
mentell ermittelt. Hierfiir wurde das zweiphotonenangeregte Fluoreszenzsignal einer
Coumarin-120-Losung iiber einen Bildausschnitt von 300 x 300 pum? analysiert und ein zen-

trierter Bildausschnitt von 200 x 200 um? als Beobachtungsfeld ausgewéhlt.

Die Anzahl der Bildpunkte wurde auf 1024 x 1024 Pixel begrenzt. Dies entspricht einer theo-
retischen lateralen Auflosung von 0,2 pum/Pixel. Entsprechend dem Abtasttheorem von
Nyquist und Shanon sind unter diesen Bedingungen laterale Strukturen gréBer als 0,7 um
sicher auflosbar. Der Abstand zwischen den einzelnen Bildebenen wurde auf 0,5 um festge-

legt. Wegen des hohen Datenaufkommens war eine grofere axiale Auflosung nicht sinnvoll.

Die zweiphotonenangeregte Fluoreszenzmikroskopie (TPFM) erfolgte bei einer Anregungs-
leistung von 8 mW, die SHG-Mikroskopie bei 10 mW. Die Belichtungsdauer pro Pixel (,,Pixel
Dwell Time*) wurde der Empfindlichkeit der Detektoren und dem Dynamikbereich des A/D-
Wandlers angepasst. Je nach Signalstirke der zu untersuchenden Probe lag die Belichtungs-

zeit im Bereich von 0,9-30 ps/Pixel. Zur Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses
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wurden die Signale jeder Bildebene aus dem Mittelwert zweier Messungen bestimmt. Die
Linearitdt der Messwerterfassung wurde in Kontrollexperimenten mit Hilfe des Fluoreszenz-

signals einer Coumarin-120-Losung (1 pmol/ml) {iberpriift.

Typische Messzeiten fiir die Aufnahme eines dreidimensionalen Bildstapels betrugen
~ 10 min. Die Bilddaten besaen einen Dynamikbereich von 12 Bit je Farbkanal und wurden

im ,,Image Cytometry Standard* (ICS) abgespeichert.
9.6 Validierung der Messmethode

Aufgrund der komplexen Struktur der Untersuchungsobjekte kann das Messsignal von einer
Vielzahl von Storungen begleitet sein. Zusédtzliche lineare Absorptionen, Reabsorptionen,
Lichtstreuung und im Ergebnis nichtlinearer Wechselwirkung sich ausbildende Storquellen
konnen das eigentliche Messsignal spektral oder zeitlich tiberlagern. In der nichtlinearen Mik-
roskopie wird durch diese Prozesse das Auflésungsvermogen verschlechtert und der einfache
Zusammenhang zwischen Stoffkonzentration und Signallicht geht verloren. Die Aussagekraft
und Giiltigkeit der verwendeten Untersuchungsmethode ist also erst nach einer Untersuchung

der einzelnen, die Messung iiberlagernden bzw. beeinflussenden Prozesse, bewertbar.
9.6.1 Probenbeschaffenheit und Signalgebung

Die unter nichtlinearen Anregungsbedingungen gewonnenen Messsignale, sind unter folgen-

den experimentellen Bedingungen zu bewerten bzw. zu priifen:

L. Alle Storsignale nehmen mit zunehmender Wegstrecke des Anregungslichts durch

das Probenmaterial zu.

II. Eine Absorption und nichtlineare Wechselwirkung des Anregungslichts aul3erhalb

des Fokalvolumens kann vernachlissigt werden.

III.  Die Reabsorption des Signallichts durch endogene Fluorophore ist aufgrund der
Probenpréparation (siche Abschnitt 9.4) vernachléssigbar. In der TPFM ist jedoch

eine Reabsorption des TPF-Signals durch den Markerfluorophor zu erwarten.

IV.  Bei der SHG-Mikroskopie sind die Auswirkungen der Doppelbrechung auf das

Signallicht zu beriicksichtigen.

V. Unter nichtlinearen Anregungsbedingungen ist der Einfluss der Streuung des An-
regungslichts  geringer. Trotzdem ist aufgrund von  Streuung und

Polarisationseffekten ein Verlust der Anregungsleistung zu erwarten.
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Der Einfluss von Streuung und Reabsorption auf das TPF-Signal wurde in einem Vorexperi-
ment untersucht. Hierzu wurde eine mit dem Fluorophor Fluoreszein homogen durchgefarbte
Mikrokugel, die in ihrer Grof3e mit den biologischen Proben vergleichbar war, als Modellsys-
tem genutzt (MF-FITC, & = 10 pm, Microparticles). Die Grof3e des Beobachtungsfeldes des
LSM betrug 15 x 15 um, die laterale Auflésung 0,03 pm/Pixel und der Bildebenenabstand
1 pm. Bei einer Belichtungszeit von 1,68 us wurde eine Anregungsleistung von ~ 10 mW

eingesetzt. Die Detektion erfolgte in Epi-Geometrie unter Verwendung eines Bandpassfilters

(515/30 nm).

In Abb. 26 ist die Fluoreszenzverteilung auf den Kugelschnittflichen der orthogonalen Grof3-
kreise dargestellt. Im x-y-Schnittbild ist zu erkennen, dass die Kugelfliche im Zentrum
nahezu homogen fluoresziert. Zu den Randbereichen nimmt das Fluoreszenzsignal ab, da das
Fokalvolumen nicht mehr vollstdndig innerhalb der Kugel liegt. Die Schnittbilder in axialer
Richtung zeigen mit zunehmender Eindringtiefe eine leichte Deformation der Kreisscheibe,
was mit dem Verlust des Auflosungsvermdgens einhergeht. Ursache hierfiir ist die Streuung
und Reabsorption des Anregungs- bzw. Signallichts (Abb. 26, B, C). Fiir eine qualitative Ab-
schitzung der Beeinflussung durch diese Effekte werden die jeweiligen Signalintensititen der
im Bildebenenabstand aufgenommenen Kreisscheiben aufsummiert und dargestellt. Es wird
eine leichte Abweichung vom idealen Verlauf der Signalintensitit (ohne Beeinflussung) ent-
sprechend einer zum Kugelzentrum symmetrischen Sinusquadratfunktion (Anhang AS)
festgestellt (Abb. 26, D). Aufgrund dieser Ergebnisse und der Tatsache, dass Chlamydomo-
nas-Zellen nicht im gesamten Volumen den Fluorophor enthalten, ist auszuschlieBen, dass bei
Objektgrofen von = 10 pm eine signifikante Verfdlschung des TPF-Signals mit zunehmender

Eindringtiefe erfolgt.

Im Gegensatz zum TPF- ist das SHG-Signal in optisch anisotropen Medien stark von der Ori-
entierung der wechselwirkenden Materie zur Polarisationsrichtung des eingestrahlten Lichts
abhingig. Stirke ist doppelbrechend und folglich existieren fiir unterschiedliche Polarisations-
richtungen des Anregungsstrahlungsfeldes verschiedene Brechungsindizes n. Im einfachsten
Fall gilt fiir die Doppelbrechung D = |n, - n,|. Die Indizes e und o bezeichnen die Brechzahlen
des auBlerordentlichen bzw. ordentlichen Strahls im doppelbrechenden Medium. Ist das Anre-
gungsstrahlungsfeld zirkular polarisiert, bewirkt die Doppelbrechung mit zunehmender
Eindringtiefe ein geometrisches Auseinanderlaufen der verschiedenen Polarisationsanteile.
Dies fiihrt zur Aufweitung des Fokalvolumens, resultierend in der Abnahme der Anregungsin-

tensitdt und einem schwécheren SHG-Signal.
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Abb. 26: Das TPF-Signal einer homogen gefirbten Mikrokugel in Falschfarbendarstellung.
Warme Farben entsprechen hohen, kalte Farben niedrigen Signalpegeln. A) Querschnitt in der x-y-
Ebene. Die Kugelfldache fluoresziert im Zentrum nahezu homogen. In den Randbereichen ist eine Sig-
nalabnahme zu beobachten, da das Fokalvolumen hier nicht mehr vollstéindig innerhalb der Kugel ist.
B) und C) Projektion in z-Richtung (Deckglas bei z = -6 um). Mit zunehmender Eindringtiefe ist eine
leichte Verschlechterung der Auflosung zu beobachten. D) Der Verlauf der Signalintensitit in axialer

Richtung ist anndhernd symmetrisch zu einer im Kugelzentrum zentrierten Sinusquadratfunktion.

Eine weitere Storung der Messung kann durch erhdhte Streuung in der Probe erfolgen. Im
Experiment haben das erzeugte SHG-Signal und die Grundwelle die gleiche Ausbreitungs-
richtung (z-Richtung) [12]. Mit zunehmender Streuung verliert jedoch das SHG-Signal seine
urspriingliche Richtcharakteristik und ein in Epi-Geometrie detektiertes SHG-Signal gewinnt
an Intensitit. Ein quantitativer Vergleich beider Signale ermoglichte es, den Streuverlust des
SHG-Signals in z-Richtung abzuschétzen. Unter Beriicksichtigung der Detektionseffizienzen
wird bei den verwendeten Proben festgestellt, dass die Epi-Detektionskomponente des SHG-
Signals mehr als 250-mal schwécher ist, als die in z-Ausbreitungsrichtung. Die Verluste des in
der Messung genutzten SHG-Signals durch Streuung sind somit vernachldssigbar

[1, Supporting Materials].
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Fiir einen proportionalen Zusammenhang von SHG-Signal und Stoffkonzentration miissen in

der Messung folgende Randbedingungen erfiillt sein:

L. Es diirfen keine Fluorophore in der Probe enthalten sein, die das eingestrahlte

Licht bzw. das SHG-Signal absorbieren.
II. Die zu untersuchende Probe darf nicht streuen.

III.  Die Eindringtiefe des Anregungslichts im doppelbrechenden Material darf einen

bestimmten Wert nicht uiberschreiten.

Die Beeintrachtigung des SHG-Signals durch Doppelbrechung kann fiir Starke mit Hilfe der
Brechzahldifferenz fiir den auBlerordentlichen bzw. ordentlichen Strahl
|ne - n,| = 0,0106-0,0080 abgeschitzt werden [104]. Unter Zulassung eines Gangunterschieds
der Polarisationsanteile von < A/10 =80 nm resultiert eine maximale Materialdicke von
10 um, bei der die Aufweitung des Fokalvolumens bzw. die destruktive Interferenz das SHG-
Signal nur unwesentlich beeinflussen. Unter Verwendung der Brechzahlen eines Beta-
Bariumborat-(BBO-)Kristalls wurde diese Abschitzung im Experiment verifiziert

[1, Supporting Materials].

Fiir unterschiedliche native Stirkegranula (Merck, Sigma, native Kartoffelstirke) wurde im
Experiment bei Eindringtiefen von 8—15 um eine Abschwichung des SHG-Signals um 5 %
festgestellt. Hieraus folgt, dass fiir Zelldurchmesser bis zu 20 pm die quantitative Stérkebe-
stimmung mittels SHG-Mikroskopie nicht kritisch ist, da Chlamydomonas-Zellen maximal
einen Stirkeanteil von 30 % der Gesamtbiomasse aufweisen [1, Supporting Materials]. Dieses
Ergebnis ist im Experiment qualitativ bestdtigt worden. In Abb. 27 ist die Stdrkeverteilung
einer Einzelzelle als laterales und axiales Schnittbild gezeigt. Bis zu einer Eindringtiefe von

12 um ist keine Abschwichung des SHG-Signals zu beobachten.

Die Hauptbestandteile von Stédrke sind Amylose und Amylopektin. Dabei trigt nur das Amy-
lopektin zum SHG-Signal bei [105]. Dies konnte auch aus der Untersuchung von drei
verschiedenen Maisstirken mit unterschiedlichem Gehalt an hochgeordnetem Amylopektin
bestdtigt werden. Erwartungsgemal zeigte die Stirke mit dem hdochsten Anteil an Amylopek-

tin das grofSite SHG-Signal [1].
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Abb. 27: Falschfarbendarstellung der SHG-Signale einer Einzelzelle. Die Farbe Rot zeigt eine
hohe Signalintensitdt und reprisentiert einen hohen Stirkegehalt. Die Farbe Blau entspricht einer
schwachen Signalintensitdt. Die Zelle entstammt einer synchronisierten Kultur nach 6 h Belichtung.
Deutlich ist die Verteilung der Stiarkegranula zu erkennen. A) Querschnitt in der x-y-Ebene. B) und C)
Projektion in z-Richtung. Auch mit zunehmender Eindringtiefe ist keine Abschwéchung des an den

Starkegranula erzeugten SHG-Signals zu beobachten.

9.6.2 Probenpraparation zur DNA- bzw. Starkequantifizierung

Fiir die DNA-Quantifizierung wurde die Fluoreszenz eines exogenen Fluorophors und fiir die
Starkequantifizierung das SHG-Signal der Stirkegranula analysiert. In jedem Fall mussten die
endogenen Fluorophore aus den biologischen Proben entfernt werden (Abschnitt 9.4). Diese
Propenpréparation kann potentiell Einfluss auf die Morphologie der Untersuchungsobjekte
haben oder chemische Verdnderungen der Zielmolekiile hervorrufen. Bei dem etablierten
quantitativen Nachweis der DNA mit Propidiumiodid wirkt die Probeprédparation bzw. Zellfi-
xierung hingegen unterstiitzend. Hier werden durch die Extraktion der endogenen Pigmente
die Membraneigenschaften derart verdndert, dass es zu einer erhdhten Aufnahme des Fluoro-
phors in den Zellen kommt. Der quantitative Nachweis der in den Zellen intrinsisch
enthaltenen Stirke mit Hilfe der SHG-Mikroskopie ist jedoch ein neues Verfahren. Es musste
daher sichergestellt werden, dass es im Ergebnis der Probenpréiparation (Fixierung) zu keiner

das SHG-Signal beeinflussenden strukturellen Verdnderung der Stirke kommt. Ein direkter
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Vergleich der Quantitdt des SHG-Signals von fixierten und unbehandelten Zellen ist aufgrund
der in den unbehandelten Zellen enthaltenen endogenen Fluorophore nicht moglich. Jedoch
konnen fiir diesen Zweck kommerzielle native Starkegranula (Mais-Wildtyp) verwendet wer-
den, die in wissriger Umgebung immobilisiert werden. Die in den Granulavolumina
gemessenen SHG-Signale vor und nach der Zugabe von Ethanol (Endkonzentration 70 %
[v/v]) zeigen eine Ubereinstimmung von > 98 %, woraus geschlossen werden kann, dass diese
Methode der Zellfixierung keine das SHG-Signal beeinflussenden Verdnderungen der zellula-

ren Stirke verursacht [fiir Details siehe 1].

9.6.3 Validierung der SHG-Mikroskopie im Vergleich zu einem

enzymatischen Test

In zwei weiteren Experimenten wurde der mit Hilfe der SHG-Mikroskopie und anschlielen-
der Bilddatenanalyse gemessene mittlere zelluldre Stirkegehalt einer Synchronkultur von
Chlamydomonas-Zellen mit den Ergebnissen eines etablierten enzymatischen Tests verglichen
[1]. Bei der enzymatischen Starkequantifizierung wird die aus der Stirke hydrolytisch freige-
setzte Glucosemenge bestimmt. In der SHG-Mikroskopie ist dagegen ausschlieBlich der
hochgeordnete Amylopektinanteil die Quelle des SHG-Signals.

Zunichst wurde der mittlere zelluldre Stiarkegehalt wahrend der ersten Halfte der Wachstums-
phase zu den Zeitpunkten O h, 2 h, 4 h und 6 h mit dem biochemischen Verfahren und der
SHG-Mikroskopie gemessen. Die Zellen wurden fiir die Messung jeweils fixiert (Abschnitt
9.4). Fiir die mikroskopische Analyse wurde die Immobilisierung mit Adhisionsobjekttragern
in der wissrigen Umgebung einer Zellkulturkammer (MiniCeM) vorgenommen. Die Messung
erfolgte an mindestens 4000 Einzelzellen pro Messzeitpunkt [1]. Die Beschrinkung auf die
erste Hilfte der Wachstumsphase hat den Vorteil, dass in dieser Situation keine Zellteilungen
stattfinden. Zellteilungen wiirden die Zellerkennungsprozedur erschweren und die Analyse
intrazelluldrer Kohlenstofffliisse komplizieren. Neben der moglichen Beeinflussung durch die
Probenpréparation wird daher auch eine vom Wachstumsstadium abhédngige Verdnderung der
Stirkestruktur ausgeschlossen. Die SHG-Mikroskopie und die enzymatische Stirkequantifi-
zierung ergaben fiir Form und Verlauf der Stirkeakkumulation qualitativ vergleichbare

Ergebnisse (Abb. 28, A).

Diese Ergebnisse wurden bestétigt durch ein Experiment zum Stirkeabbau. Nach 6 h Licht-
phase wurde der Stirkeabbau unter zwei Bedingungen induziert: Die Zelle wurden
abgedunkelt oder bei unverdnderter Belichtung mit Dichlorphenyldimethylharnstoff (DCMU),
einem Inhibitor des photosynthetischen Elektronentransports, behandelt [1]. Die Abbaurate
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der Stéirke ist bei Behandlung der Algenzellen mit DCMU gegeniiber den abgedunkelten Al-
gen grofler. In beiden Féllen liefern die Methoden tibereinstimmende Ergebnisse (Abb. 28, B).
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Abb. 28: Stirkeakkumulation (A) und -degradation (B) in synchronisierten Chlamydomonas-
Zellen. A) Mittlerer zelluldrer Stirkegehalt einer Zellsuspension wéhrend 6 h Belichtung. Die Mess-
werte wurden mit zwei Methoden ermittelt, der SHG-Mikroskopie (Quadrate, rechte Ordinate) und
einem enzymatischen Test (Kreise, linke Ordinate). B) Mittlerer zelluldrer Stiarkegehalt einer Zellsus-
pension wéhrend eines durch Verdunklung der Zellen bzw. Zugabe von DCMU induzierten
Starkeabbaus. Die Messwerte wurden entsprechend mit den zwei Methoden SHG-Mikroskopie (Quad-
rate und Diamanten, rechte Ordinate) und enzymatischem Test (Kreise und Dreiecke, linke Ordinate)
ermittelt. Da die SHG-Mikroskopie nur relative Messwerte zuldsst, wurde der zelluldre Starkegehalt
auf den 6 h-Wert normiert. Die Werte wurden jeweils als Mittelwert aus zwei unabhingigen Messun-

gen bestimmt.

10 Quantifizierung des wachstumsabhadngigen zellula-

ren Starkegehalts von Chlamydomonas-Zellen

Enzymatische Tests sind klassische Methoden der quantitativen Stirkemessung. Aufgrund
ithrer geringen Sensitivitit sind die ermittelten Messwerte jedoch immer das Ergebnis einer
Messung an einem nicht differenzierbaren Zellensemble. Mit der SHG-Mikroskopie und an-
schlieBender Bilddatenanalyse konnte erstmalig die direkte Quantifizierung des zelluldren
Stirkegehalts einzelner Zellen fiir eine statistisch relevante Anzahl unter gleichzeitiger Korre-

lation zum Zellvolumen demonstriert werden.
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10.1 Volumenverteilung der Chlamydomonas-Zellen

Chlamydomonas-Zellen bestehen zu einem groB3en Anteil aus Wasser. Ethanol besitzt in hohen
Konzentrationen hygroskopische Eigenschaften. Daher ist bei der Fixierung der Zellen ein
teilweiser Wasserentzug und eine Volumenschrumpfung zu erwarten. Da das Zellvolumen
eine wichtige Messgrof3e ist, und insbesondere als Bezugsgrofle fiir den zelluldren Stirkege-

halt dient, muss sichergestellt werden, dass die Schrumpfung fiir alle Zellen systematisch

erfolgt.
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Abb. 29: Experimentell ermittelte Volumenverteilung von lebenden und entfirbten
Chlamydomonas-Zellen. Neben der kumulativen Darstellung ist im ,,Inlet die Wahrscheinlichkeits-
dichteverteilung (PDF, kurz: Density) dargestellt. Diese entspricht einer Lognormalverteilung.
Lebende und fixierte Zellen wurden mit einem Coulter-Counter bzw. der SHG-Mikroskopie gemessen.
Die Zellen wurden jeweils einer Synchronkultur zum Zeitpunkt A) 0 h Licht und B) 6 h Licht ent-

nommen.

Die Verteilung der Zellvolumina in synchronisierten Chlamydomonas-Kulturen folgt einer
Lognormalverteilung [94]. Fiir den Fall fixierter bzw. lebender Chlamydomonas-Zellen wurde
unter Anwendung der SHG-Mikroskopie bzw. eines ,,Coulter Counter* (Beckman Coulter) die
Verteilungsfunktion ihrer Zellvolumina bestimmt. Dabei konnte fiir die fixierten Zellen eine
systematische Zellschrumpfung von =~ 30 % festgestellt werden. Mit den daraus folgenden
Korrekturfaktoren wurde eine hohe Ubereinstimmung (> 99 %) der mit beiden Methoden

gemessenen, lognormalverteilten, Zellvolumina erreicht (Abb. 29).
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10.2 Heterogenitit des zellularen Starkegehalts

Ein herausragender Vorteil der SHG-Mikroskopie ist die Moglichkeit der parallelen Messung

von Volumen und relativem Stirkegehalt (RCSC) an einer Vielzahl vereinzelter Zellen.

Exemplarisch wurden Volumen und relativer Starkegehalt (RCSC) zu Beginn (0 h) und im
mittleren Bereich (6 h) der Wachstumsphase dargestellt (Abb. 30). In Abb. 30, A und C sind
der RCSC und das korrespondierende Zellvolumen in einem Streuplot dargestellt. Die Ereig-
nishdufigkeit ist durch Farbgebung gekennzeichnet. Zu Beginn der Wachstumsphase (0 h)
besitzen die Zellen ein Volumen im Bereich von 40-160 pm? und einen RCSC im Bereich
von 80—400. Nach 6 h Belichtung kann eine Zunahme des Volumens auf 200900 pm? und
des RCSC auf 400-2500 festgestellt werden.
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Abb. 30: Streudiagramme des relativen zelluldren Stiarkegehalts (RCSC) und der auf das je-
weilige Zellvolumen bezogenen Stirkedichte (CSD). A) und B) Der RCSC bzw. CSD zu Beginn der
Lichtperiode (0 h). C) und D) Zeitpunkt nach 6 h Belichtung. Warme und kalte Farben repriasentieren
hohe bzw. geringe Zelldichten.

Die anndhernd kreisformige Verteilung von zellulirem Volumen und RCSC im Streudia-
gramm zeigt, dass keine signifikante Korrelation zwischen beiden zelluldren Parametern
vorhanden ist. Dies wird auch durch die ermittelten niedrigen Korrelationskoeffizienten 0,08
(0 h) und 0,30 (6 h) bestdtigt [siche auch 1, Supporting Material]. Qualitativ gleiche Aussagen

konnten auch fiir die zelluldren Entwicklungszeitpunkte 2 h und 4 h getroffen werden (Daten
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nicht gezeigt). Die Messungen belegen, dass innerhalb einer synchronisierten Chlamydomo-
nas-Kultur wihrend der Wachstumsphase eine Heterogenitit der zelluldren Parameter

Volumen und RCSC vorliegt.

Aussagen iiber die Verteilung der Stirke innerhalb des Zellensembles konnen mit Hilfe der
zellularen Stérkedichte (CSD), als Quotienten aus RCSC und Zellvolumen, getroffen werden
(Abb. 30, B und D). Unabhingig vom zelluldren Entwicklungsstand besitzen kleinere Zellen

tendenziell eine hohere Starkedichte.

10.3 Verteilungsfunktion der zellularen Starkedichte und

Modellierung der Rate des Starkeabbaus

Die Verteilung der zelluldren Stirkedichte (CSD) im Zellensemble ist mit einer Lognormal-

verteilung beschreibbar.

In Abb. 31 sind die gemessenen Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen (PDF) der CSD zu
verschiedenen Phasen des Zellwachstums dargestellt. Mit zunehmenden Wachstum bzw. fort-
schreitender Stirkeakkumulation wird die Verteilung breiter und der arithmetische Mittelwert
nimmt zu. Fiir den Fall des Stirkeabbaus ist ein entgegengesetztes Verhalten festzustellen

(Abb. 32, A).
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Abb. 31: Zellulire Stirkedichte (CSD). Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung (PDF; kurz: Distri-
bution Density) der CSD wéhrend der Starkeakkumulation. Chlamydomonas-Zellen wurden alle 2 h
aus einer synchronisierten Kultur geerntet und mittels SHG-Mikroskopie untersucht. Es wird zu jedem
Zeitpunkt eine hohe Ubereinstimmung von Histogramm und der Lognormalverteilung festgestellt. Mit
zunehmender Wachstumsphase wird die PDF breiter und der arithmetische Mittelwert verschiebt sich

zu hoheren Werten.
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Nach einer sechsstiindigen Wachstumsphase wurde der Stdrkeabbau durch Zugabe von
DCMU (unter Aufrechterhaltung der Beleuchtung) eingeleitet. Der gleiche Effekt konnte auch
bei Verdunklung der Zellkultur beobachtet werden ([1], Anhang A7, Abb. 14). Mit fortschrei-
tendem  Stdrkeabbau wird der arithmetische  Mittelwert kleiner und die

Wabhrscheinlichkeitsdichteverteilung (PDF) der CSD schmaler.
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Abb. 32: Gemessene Wahrscheinlichkeitsdichtefunktionen der zelluldren Stirkedichten
(CSD) und berechnete Abbauraten (,,Inlet). A) Zum Zellentwicklungsstand nach 6 h Belichtung
und nach Zugabe von DCMU wurde im Abstand von 1 h die PDF gemessen. Wie auch in Abb. 31
beschreiben die Messwerte zu jedem Zeitpunkt eine Lognormalverteilung, jedoch nehmen arithmeti-
scher Mittelwert bzw. die Breite der PDF mit zunehmendem Stérkeabbau ab. B —D) Theoretische und
empirische Analyse des Stdrkeabbaus nach 1 h (B), 2h (C) und 3 h (D). Im ,,Inlet ist die jeweilig
berechnete Abbaurate der Stirke zwischen zwei aufeinanderfolgenden Messzeitpunkten dargestellt.
Schwarz: PDF der CSD zum Ausgangszeitpunkt; Blau: PFD der CSD zum darauffolgenden Messzeit-
punkt; Rot: PDF der CSD unter der Annahme einer konstanten Abbaurate.

Unter Anwendung eines einfachen Ratengleichungsmodells besteht die Moglichkeit, aus den
Verteilungsfunktionen der CSD die Rate des zelluldren Stirkeabbaus (in Abhédngigkeit des
CSD) zwischen aufeinanderfolgenden Messzeitpunkten zu ermitteln. Die Population wird
hierfiir in N dquidistante Klassen bzw. Subpopulationen der zelluldren Stiarkedichte eingeteilt.
Ausgehend von der Mastergleichung (10.1) wird die Umschichtung dieser Subpopulationen

zwischen zwei aufeinanderfolgenden Zeitpunkten beschrieben:

82



D) (e, 1)+ e 1 ) (10.1)

Der Term ny beschreibt hierbei die Besetzungszahl der Subpopulation an der Stelle £. Es gilt
k < (N —1). Die Verdnderung der Besetzungszahl zu zwei sukzedanen Zeitpunkten wird durch

die Ratenfunktion f(k) beschrieben, die von der zelluldren Starkedichte abhéngig ist.

Die ermittelte Abbaurate der zelluldren Stirkedichte ist in den ,,Inlets* der Abb. 32, B-D dar-
gestellt. Es kann festgestellt werden, dass die Abbaurate mit der zelluldren Stirkedichte
zunimmt. Zur Verifizierung des Modells wurde eine fiir alle Zellen konstante Abbaurate von
=7 angenommen und die zum jeweiligen Folgezeitpunkt zu erwartende CSD berechnet
(Abb. 32, B-D rot gepunktet). Der Vergleich mit der experimentell ermittelten CSD (blau

gestrichelt) zeigt keine Ubereinstimmung und beweist, dass fkeine Konstante ist.
10.4 Diskussion der Ergebnisse

Die Anwendbarkeit der SHG-Mikroskopie und anschlieBender Bilddatenanalyse zur Untersu-
chung des zelluldren Stirkegehalts wurde durch verschiedene Ansitze verifiziert [1]. Zunéichst
wurde der mittlere zelluldre Stirkegehalt durch etablierte enzymatische Analysen quantifiziert
und die Ergebnisse mit denen der SHG-Mikroskopie verglichen; dabei stimmten die Ergeb-

nisse beider Methoden in hohem Malf3e tiberein.

Wihrend der Photosynthese speichert ein photoautotropher Organismus die aufgenommene
Energie vor allem in Stirke. Innerhalb der sechsstiindigen Wachstumsphase wird eine Zu-
nahme des zelluldren Stdrkegehalts beobachtet. In der Dunkelheit nutzt die Zelle die
gespeicherte Energie, um ihren Metabolismus und ihre Biosynthesefunktionen aufrecht zu
erhalten. Der damit verbundene Stirkeabbau kann durch Zugabe von DCMU bei eingeschal-

tetem Licht oder durch Verdunklung der Zellen initiiert werden (Abb. 28).

Die Stérke ist in den Chlamydomonas-Zellen (50—-1000 um?, Abb. 29) in granularer Form
enthalten. Das Volumen eines Stirkegranulums ist etwa zwei GroBenordnungen kleiner als
das Zellvolumen. Das Volumen aller Granula pro Zelle betragt <30 % des Zellvolumens. Die
Beeinflussung des zur Bestimmung des Stirkegehalts genutzten SHG-Signals durch sekundai-
re Prozesse, wie Doppelbrechung, Streuung und Absorption, wurde diskutiert, theoretisch
abgeschétzt und experimentell eingegrenzt. Bei Einhaltung der sich daraus ergebenen experi-
mentellen Bedingungen konnte die Beeintrachtigung des SHG-Signals durch sekundére

Effekte auf unter 10 % realisiert werden.
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Eine relevante Strukturdnderung der Stirkegranula und eine daraus resultierende Beeinflus-
sung des SHG-Signals durch die Vorbehandlung der Chlamydomonas-Zellen mit einer
Ethanol-Wasser-Losung konnten anhand von Kontrollexperimenten ausgeschlossen werden.
Es wurde jedoch eine systematische Schrumpfung der Chlamydomonas-Zellen um = 30 %

festgestellt und die Volumenangaben wurden entsprechend korrigiert.

Die SHG-Mikroskopie mit anschliefender Bilddatenanalyse wurde erstmalig zur quantitati-
ven Stirkeanalyse auf Einzelzellebene angewendet und musste dementsprechend validiert
werden. Die Anzahl der untersuchten Zellen betrug pro Messzeitpunkt mehr als 4000, sodass
eine statistische Analyse moglich war. Es konnte festgestellt werden, dass sowohl das zellulé-
re Volumen als auch der Stirkegehalt einer Lognormalverteilung mit einer vom
Wachstumsstadium abhingigen Parametrisierung folgen. Die arithmetischen Mittelwerte die-
ser Verteilungen zeigen sehr gute Ubereinstimmungen mit den Ergebnissen eines etablierten
enzymatischen Verfahrens (Abb. 28). Die Analyse von drei kommerziellen Starkeproben
(Wildtyp und zwei Stiarkemutanten) ergab, dass die hochgeordneten Strukturen des Amylo-
pektins die wesentliche Signalquelle der SHG sind. Beide Messmethoden stimmen in den
Phasen der Starkeakkumulation und dem induzierten Stirkeabbau in ihren Ergebnissen {iber-

ein. Dies lésst folgende Schlussfolgerungen zu:

Das an den fixierten Chlamydomonas-Zellen innerhalb der sechsstiindigen Wachstumsphase
und nach induziertem Stirkeabbau gemessene SHG-Signal korreliert mit der im enzymati-
schen Test ermittelten Glucosemenge. Hieraus folgt, dass die physikalische Ordnung der
Starkegranula wiahrend der Stiarkeakkumulation und -degradation unverandert bleibt und dass
das Amylopektin als einzige relevante biophotonische Struktur zum SHG-Signal beitrégt.
Eine (qualitative) Auswertung der wéhrend der Wachstumsphase aufgenommenen Bilddaten
ergibt keinen Hinweis auf eine signifikante Zunahme des SHG-Signals aus anderen Bereichen
auBerhalb der Stirkegranula. Letztlich konnte gezeigt werden, dass ausgehend vom
sechsstiindigen Entwicklungszustand und anhaltender Abdunkelung der Zellen sowohl die
enzymatische Stirkequantifizierung als auch die SHG-Signalintensitdten {ibereinstimmend bis

zur Nachweisgrenze abnehmen [1].

Auf Einzelzellniveau zeigen das Volumen und der Starkegehalt (RCSC) der Zellen fiir alle
Messzeitpunkte eine groBe Variabilitit. Wéahrend der sechsstiindigen Wachstumsphase des
Zellzyklus ist keine Plastiden- oder Zellteilung zu beobachten und die gemessene Heterogeni-
tat kann ausschlieBlich den ungeteilten Organellen und Zellen zugeschrieben werden. Ferner

ist der zelluldre Starkegehalt wiahrend dieser Wachstumsphase gering und sekundire optische
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Einfliisse wie Streuung und Doppelbrechung demzufolge minimal. Da die automatische Zell-
identifikation nur Zellen beriicksichtigt, die ein messbares SHG-Signal aufweisen, konnte zu

Beginn der Wachstumsphase die starkebezogene Zellheterogenitét sogar unterbestimmt sein.

Fiir die zelluldren Parameter Volumen und Stérkegehalt werden der Spearman- und Pearson-
Korrelationskoeffizient ermittelt. Der Pearsontest setzt einen linearen Zusammenhang beider
Messgroflen voraus. Dieser konnte auf der Basis der Lognormalverteilung hergestellt werden.
Zwischen zelluldrem Volumen und Starkegehalt besteht keine Korrelation. Der ermittelte Kor-
relationskoeffizient liegt zwischen 0,08 und 0,30. Da die zelluldre Stirkedichte eine Funktion
des Volumens ist, weilit der Korrelationskoeffizient erwartungsgeméll hohere Werte auf

(0,37-0,67) [1].

Es wurde festgestellt, dass grofle Zellen eine geringere zelluldre Stirkedichte aufweisen als
kleine Zellen. Dies bedeutet, dass wihrend des photosynthesegetriebenen Wachstums die Rate

der Stirkeanreicherung von kleinen zu gro3en Zellen abnimmt.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde nach einer Wachstumsphase von 6 h der Abbau der
Stirke induziert. Fiir den induzierten Abbau wurden die zelluldren Verteilungen der Stérke-
dichte (CSD) mit einem einfachen Ratengleichungsmodell beschrieben. Es konnte gezeigt
werden, dass die Abbaurate fiir Zellen mit hoher Stdrkedichte grofer als fiir Zellen mit gerin-
ger Stirkedichte ist. Eine Korrelation zwischen Abbaurate und zelluldrem Starkegehalt konnte

nicht nachgewiesen werden.

Der Starkemetabolismus soll anhand zweier Extremfélle betrachtet werden. Im ersten Fall ist
die Abbaurate der Stirke auf Einzelzellebene einheitlich und unabhingig vom zelluldren Stér-
kegehalt. Mechanistisch kann diese Art des Stirkeabbaus durch ein sequentielles Modell
beschrieben werden, bei dem der Chloroplast mindestens zwei Granula, d.h. je ein metabo-
lisch aktives und inaktives Granulum, besitzt. Bei einer groBBeren Anzahl von Granula, sind
zwei Granulapopulationen zu unterscheiden. Die Abbaurate der Starke wird durch das meta-
bolisch aktive Granulum bestimmt. Die alternative Hypothese lautet, dass die Abbaurate und
der zelluldre Stirkegehalt vollstindig miteinander korrelieren. Mechanistisch steht dieses
Modell im Einklang mit einem hochsynchronisierten Abbau des gesamten zelluldren Stirke-
vorrats. Die hier priasentierten Daten (Abb. 32 und Anhang A7, Abb. 14) unterstiitzen jedoch
keinen der beiden Modi. Eindeutig widerlegt werden kann die erste Hypothese, da die Abbau-
rate keinesfalls konstant ist (Abb. 32 und Anhang A7, Abb. 14). Die Daten deuten vielmehr
auf einen komplexeren Abbaumodus hin, der durch einen weitgehend unbekannten Regulati-

onsmechanismus gesteuert wird. Dieser Mechanismus erlaubt es der Zelle, innerhalb eines
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einzelnen Chloroplasten, den Stdrkeabbau an bestimmten Starkegranula mit variablen Abbau-

raten zu initiieren.

Die Biosynthese von Stirke deckt zwei verschiedene biochemische Prozesse ab: die Vergro-
Berung existierender Granula und die Neuformierung von Stirkepartikeln. Die Initiierung der
Bildung von Stirkegranula leitet sich von der normalen De-novo-Biosynthese des Glycogen
ab, wobei viele biochemische Details nach wie vor unklar sind [106-108]. Das Granula-
wachstum verlduft nach einigen, eng miteinander verkniipften Reaktionen. Hierzu gehoren die
Verldngerung der Glucanketten, die Umwandlung linearer in verzweigte Polyglucanketten,
die lokale Wechselwirkung von a-Glucanen passender Grofe, welche in der Bildung von
Doppelhelices resultieren und die Ausrichtung der Doppelhelices, die schlielich zur Bildung
eines definierten Starkeallomorphs fiihrt. In rasch wachsenden Systemen, wie der kultivierten
Chlamydomonas-Zelle, nehmen sowohl Anzahl als auch Grof3e der Stirkegranula zu. Im Ge-
gensatz zu den Mesophyllzellen von Arabidopsis besitzen ungeteilte Chlamydomonas-Zellen
nur einen einzigen Chloroplasten, daher ist davon auszugehen, dass die zelluldre Starkedich-
teverteilung (CSD) auf die Heterogenitit einer einzelnen Zelle hindeutet. Derzeit kann noch
keine Aussage dariiber getroffen werden, ob der unterschiedliche, zelluldre Stiarkegehalt einen
stark verdnderten intrazelluldren Kohlenstofffluss oder verschiedene Raten der photosyntheti-

schen CO,-Fixierung widerspiegelt.

11 Quantifizierung des zelluldaren Starkegehalts in
Chloroplasten der Pflanze Arabidopsis thaliana
in-vitro

Auch der Stirkemetabolismus hoherer Pflanzen kann mit Hilfe der SHG-Mikroskopie unter-

sucht werden. Diese Technik erlaubt es, Organelle — wie z.B. Chloroplasten — in-situ, also im

intakten Zellverbund eines Blatts, zu analysieren.

Einzelne Chloroplasten der Pflanze Arabidopsis thaliana wurden auf ihre Stiarkekonzentration
und die in thnen enthaltenen Stirkegranula untersucht. Hierfiir wurden der Wildtyp und eine
Mutante (SEX1-8), bei der der Stirkeabbau wéhrend der Dunkelphase stark vermindert ist,

verwendet.
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11.1 Praparation von Blattern der Pflanze Arabidopsis thaliana

und Versuchsbeschreibung

Fiir die Analyse des zelluldren Stiarkegehalts von Blattmaterial gelten die gleichen einschrén-
kenden Bedingungen wie bei der Untersuchung von Algenzellen. Ein Blatt der Pflanze
Arabidopsis besteht aus mehreren Zellschichten, der oberen und unteren Epidermis, dem Me-
sophyll und ggf. dem Leitbiindel. Von Relevanz ist die Region des Mesophylls, da sich dort
ein Grofiteil der Chloroplasten mit der granularen Stirke befindet. Die interessierenden Teile
des Blattes konnen als zellwandlose Mesophyllprotoplasten isoliert werden, welche jedoch
mechanisch sehr instabil sind. Die notwendige Extraktion der endogenen Fluorophore erwies
sich hier als nicht praktikabel. Deshalb wurden die interessierenden Blattbestandteile im in-

takten Zellverbund analysiert.

Eine geeignete Methode, blattartiges Pflanzenmaterial fiir die quantitative SHG-Mikroskopie
zu préparieren, ist das Anfertigen von Gefrierschnitten. Das jeweils in ein Quadratzentimeter
grofle Stiicke geschnittene Blattmaterial wurde zunéchst in gleicher Weise wie die Chlamy-
domonas-Zellen mit einer 70 % [v/v] Ethanol-Wasser-Mischung behandelt und anschlieBend
in Formaldehyd (4 % [v/v]) fixiert. Aus dem entfarbten Blattmaterial wurden orthogonal zur
Blattoberflache Gefrierschnitte des Mesophylls mit einer Schichtdicke von = 30 um angefer-

tigt, die in feuchter Umgebung auf einem Deckglas prépariert wurden.

Apparativ wurden die gleichen Mikroskopieeinstellungen wie bei der Analyse der Chlamy-
domonas-Zellen verwendet (Abschnitt 9.5). Aufgrund des schwicheren Signalpegels wurde
jedoch eine Integrationszeit pro Pixel von 2,64 us fiir die stiarkereiche Mutante (SEX1-8) und
12,72 us fiir den Wildtyp gewihlt. Die Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses ge-
lang durch Verwendung eines Mikroskopobjektivs (20 x MI, N.A4. = 0,75; S-Fluor, Nikon) im
Detektionsstrahlengang.

Die mikroskopischen Bilddaten der Gefrierschnitte zeigten die im intakten Zellverbund be-
findlichen Chloroplasten. Da diese nicht vereinzelt vorlagen, war eine automatische
morphologische Identifizierung nicht sinnvoll. Die Auswerteroutinen wurden so angepasst,
dass die einzelnen dreidimensionalen Chloroplasten manuell markiert werden konnten. Unter
Verwendung dieser Ortskoordinaten wurden die Chloroplasten anschlieBend in Bezug auf
Anzahl der Granula pro Chloroplast, Granulavolumina und zugehdrigem Stirkegehalt bzw.

granulare Stdrkedichte analysiert. Die nachfolgend aufgefiihrten Ergebnisse beruhen auf der
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Analyse von 119 Chloroplasten der SEX1-8-Mutante mit 651 enthaltenen Granula und 70
Chloroplasten des Wildtyps mit 399 Granula.

11.2 Ergebnisse - Starkegehalt der Chloroplasten und Anzahl

der Starkegranula

Aus Analysen, die mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Aufnahmen an nicht-
wachsenden Blittern von Arabidopsis durchgefiihrt wurden, ist bekannt, dass im Mittel vier
bis sechs Stirkegranula pro Chloroplast enthalten sind [109]. Dieses Ergebnis konnte anhand
der SHG-Mikroskopie bestitigt werden. Dariiber hinaus wurde festgestellt, dass die Vertei-
lungsfunktion der in den Chloroplasten enthaltenen Starkegranula einer Lognormalverteilung
entspricht (Abb. 33). Hierbei wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Wildtyp
und der Mutante (SEXI1-8) festgestellt. Der arithmetische Mittelwert liegt bei 5,8
(-0,85; +1,15) fiir den Wildtyp und 5,6 (-0,77; +1,01) fiir die Mutante (SEX1-8). (Der Fehler-
bereich ist in Klammern angegeben.)

Die Volumenverteilungen der Chloroplasten des Arabidopsis-Wildtyps und der Mutante ent-

sprechen ebenfalls einer libereinstimmenden Lognormalverteilung (Abb. 34, A); gleiches gilt

fiir die in den Chloroplasten enthaltenden Starkegranula (Abb. 34, B).
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Abb. 33: Anzahl der Stirkegranula. Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung und Vertrauensintervall
von 95 % (gestrichelt) der Anzahl der Granular pro Chloroplast, A) Wildtyp B) SEX1-8-Mutante. Der
arithmetische Mittelwert liegt in beiden Fillen im Bereich 5,6-5,8.

Aus enzymatischen Messungen ist bekannt, dass der mittlere Starkegehalt der SEX1-8-
Mutante etwa sechsmal hoher ist, als der des Wildtyps [110]. Das SHG-Signal reagiert sensi-

tiv auf strukturelle Verdnderungen des Amylopektins. Folglich ist nur bei gleichbleibender
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Struktur eine relative Messung der Starkekonzentrationen mdglich und aus dem Quotienten

von Starkekonzentration und Volumen die Stirkedichte ermittelbar.

Mit der SHG-Mikroskopie wurde festgestellt, dass die Verteilungen der Stirkedichten der
Chloroplasten (Abb. 34, C) und der Stiarkegranula (Abb. 34, D) durch eine Lognormalvertei-
lung beschrieben wird. Aus dem Vergleich der arithmetischen Mittelwerte bzw. der
Verteilungsbreiten kann geschlossen werden, dass die SEX1-8-Mutante eine etwa flinfmal
hohere Stirkekonzentration aufweist (Anhang A8, Tabelle 3). Da dieses Ergebnis mit den im
enzymatischen Test gemessenen Werten iibereinstimmt, wurde gefolgert, dass die Dichten der

Starkegranula bei Wildtyp und Mutante deutlich verschieden sind.
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Abb. 34: Volumen- und CSD-Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung (PDF, kurz: Distribution
Density) und Vertrauensintervall von 95 % (gestrichelt): Volumenverteilung von A) Chloroplasten und
B) Starkegranula. Als Quotient aus Starkegehalt und Volumen berechnete Stiarkedichte: C) Chloroplas-
ten; D) Starkegranular. Alle zelluldren Parameter werden durch eine Lognormalverteilung beschrieben.
A-B) Es ist eine gute Ubereinstimmung der Chloroplasten- bzw. Granulavolumenverteilung zwischen
Wildtyp (schwarz) und SEX1-8-Mutante (blau) zu beobachten. C-D) Die Stirkedichte ist bei der
SEX1-8-Mutante etwa fiinfmal hoher als beim Wildtyp.

Im Gegensatz zu den rasch wachsenden Chlamydomonas-Zellen, besitzen die untersuchten

Mesophyllzellen von ausgewachsenen Blittern der Pflanze Arabidopsis thaliana iiber den
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Verlauf eines Hell-Dunkel-Zyklus eine weitgehend konstante Anzahl von Stiarkegranula, wo-
bei am Ende des Lichtzyklus der Gesamtstarkegehalt 40-fach hoher liegt. Daher verlauft der
Stiarkemetabolismus groftenteils, wahrscheinlich sogar ausschlieBlich, {iber alternierende
Perioden zunehmender und abnehmender Granulavolumina. Auch hier variiert der Stirkege-
halt pro Chloroplast stark. Bezogen auf das Chloroplastenvolumen beschreibt die Starkedichte

eine Lognormalverteilung.

12 Quantifizierung des wachstumsabhadngigen

zellularen DNA-Gehalts von Chlamydomonas-Zellen

Die Messung von Fluoreszenzsignalen ermoglicht es, Stoffkonzentrationen auf zellulédrer
Ebene mit sowohl linearen als auch nichtlinearen optischen Methoden zu bestimmen. In der
Durchflusszytometrie werden bei einem hohen Durchsatz vereinzelte Zellen angeregt und das
zur Anzahl der Zielmolekiile proportionale Fluoreszenzsignal gemessen. Unter linearen Anre-
gungsbedingungen kommt es mit zunehmender ZellgroBBe bzw. Fluorophorgehalt verstarkt zu
Reabsorption und Streuung. Besondere Komplikationen liegen vor, wenn sich Gréfe und
Gestalt der Zellen im Untersuchungszeitraum éndern. Dann ist durch die gegenseitige Beein-
flussung von Stoffkonzentration und Objektvolumen keine eindeutige Korrelationsanalyse
moglich. Die Coulter-Counter-Methode nutzt als Messsignal die groBenabhidngige Verdnde-

rung des elektrischen Potenzials beim Eintreten des Objekts in ein elektrisches Feld.

Im Allgemeinen werden derartige Methoden unabhingig voneinander eingesetzt und lassen
keine gleichzeitige Messung von Stoffkonzentration und Objektvolumen auf zellulirem Ni-
veau zu. Die gleichzeitige quantitative Bestimmung von Stoffkonzentration und
Objektvolumen ermdglicht hingegen die nichtlineare Fluoreszenzmikroskopie mit der an-
schlieBenden Bilddatenanalyse. Durch die Auswertung der morphologischen Bild- und
Intensititsinformationen ist eine parallele und unabhingige Bestimmung von Volumen und
Stoffkonzentration moglich. Dies ist u.a. bei der Erforschung von Synthesegeschwindigkeiten,

etwa bei Biopolymeren wie der DNA, relativ zur Volumenzunahme von Interesse.
12.1 Praparation und Versuchsbedingungen

Um DNA fluoreszenzspektroskopisch nachzuweisen, musste diese mit einem geeigneten
Fluorophor markiert werden. Die fixierten Zellen (Abschnitt 9.4) wurden hierzu zweimal in

kalter PBS-Pufferlosung gewaschen und fiir 3 h bei 4 °C mit RNAse A (Endkonzentration
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10 pg/ml; Sigma) und Propidiumiodid (2,5ug/ml, Sigma) inkubiert [111, 112]. Bis zur Mes-

sung wurden die Zellen in Dunkelheit bei 4 °C autbewahrt.

Die Zellen wurden in fiinf Entwicklungsstadien untersucht. Dabei wurden neben den Volumi-
na der Zellen, der Nuclei und der extranucledren DNA auch die in jedem Kompartiment
vorliegende DNA-Konzentration bestimmt (Abschnitt 9.1.1, Abb. 17). Weiterhin wurden in
Abhingigkeit des zelluldren Entwicklungsstadiums innerhalb einer Zelle die Anzahl der Nuc-

lei und der extranucledren DNA ermittelt.
12.2 Volumenverteilung der Chlamydomonas-Zellen

Es wurde erneut bestitigt, dass das zelluldre Volumen wihrend der Wachstumsphase bis zum
Einsetzen der Zellteilungsphase durch eine Lognormalverteilung beschrieben wird. Im Ver-
gleich zu den mit der Coulter-Counter-Methode an lebenden Zellen gemessenen Zellvolumina
wurde an den zu den Messezeitpunkten 0 h, 3 h, 6 h, 9 h und 12 h fixierten und untersuchten
Zellen eine systematische Zellschrumpfung von = 30 % festgestellt. Dieses Ergebnis stimmt

iberein mit den Resultaten der SHG-Mikroskopie (vgl. Abschnitt 10.1, Abb. 29).

Die mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie in-vitro und der Coulter-Counter-Methode in-vivo
gemessenen GroBenverteilungen sind in Abb. 35 dargestellt. Hierbei zeigen die Grofenvertei-
lungen zu den Messzeitpunkten 3 h, 6 h, und 9 h nach Beginn der Wachstumsphase fiir beide
Methoden eine gute Ubereinstimmung. Abweichungen sind bei sehr kleinem Zellvolumen
(0 h) und wéhrend der beginnenden Zellteilungsphase (12 h) zu beobachten. Vermutlich wur-
den einige Zellen zum Beginn der Wachstumsphase nicht ausreichend immobilisiert, sodass
aufgrund der Brown’schen Molekular- bzw. Zellbewegung ein scheinbar groBeres Volumen

gemessen wurde.

In der Teilungsphase konnen mit beiden Nachweismethoden zwei Maxima in der Volumen-
verteilung identifiziert werden (Abb. 35, E). Die Hiufung der Zihlereignisse bei
Zellvolumina < 150 pm, ist hierbei iibereinstimmend den bereits freigesetzten Tochterzellen
zuzuordnen. Die ermittelten Volumina der Mutterzellen (> 150 um) weisen jedoch Unter-
schiede auf. Bei Anwendung der Mikroskopie und der Bilddatenanalyse sind diese deutlich zu
kleineren Werten verschoben. In der Teilung befindliche Zellen sind nicht mehr als Ellipsoid
beschreibbar, sondern bestehen aus mehreren, voneinander abgegrenzten Objekten. Mit fort-
schreitendem Teilungsstadium bilden sich zunehmend Hohlrdume zwischen den Tochterzellen
(sieche Anhang A6, Abb. 13). Einerseits ist es moglich, dass bei der Messung der Zellvolumina

mittels Coulter-Counter hierdurch ein scheinbar zu grofles Volumen gemessen wird. Anderer-
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seits ist die hier verwendete Bilddatenanalyse nicht in der Lage, alle Zellen eindeutig zu iden-
tifizieren. Fehlerhaft erkannte Zellen werden in der Haufigkeitsverteilung nicht
beriicksichtigt. Hier ist eine methodische Weiterentwicklung der Zellerkennungsprozedur

unter Verwendung morphologischer Merkmale notwendig.
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Abb. 35: Kumulative Volumenverteilungen (,,Inlet: Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung PDF;
kurz: Distribution Density) der entfirbten und mit Propidiumiodid markierten Chlamydomonas-Zellen
zu den Entwicklungsstadien A) 0 h, B) 3 h, C) 6 h, D) 9h und E) 12 h nach Beginn der Lichtphase.
Die GroBenverteilungen des Coulter-Counters (vitale Zellen) und der Mikroskopieanalyse zeigen nach
systematischer Korrektur eine gute Ubereinstimmung. Lediglich im Bereich kleiner Zellvolumina (A)

und in der Zellteilungsphase (E) sind Abweichungen zu beobachten.
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12.3 Heterogenitat des zellularen DNA-Gehalts

Exemplarisch fiir die mit Hilfe der nichtlinearen Fluoreszenzmikroskopie und anschlieender
Bilddatenanalyse gemessenen zelluliren Parameter sind in einem doppellogarithmischen
Streudiagramm das Zellvolumen, der zelluldire DNA-Gehalt (Abb. 36) bzw. die Volumina von
Zelle und Nucleus (Abb. 37) und die ermittelten Korrelationskoeftizienten (KK) dargestellt.

Zu allen Messzeitpunkten (0 h, 3 h, 6 h, 9 h und 12 h) ist eine Heterogenitit der zelluldren
Parameter beobachtbar. Vom Beginn bis zum Ende der Lichtphase nimmt der zelluldre DNA-
Gehalt zu. Die Zunahme des zelluldren Volumens ist hierbei stirker als die des zelluldren
DNA-Gehalts (Abb. 36). Zelluldres und nucledres Volumen nehmen hingegen etwa gleich
schnell zu (Abb. 37). Am Ende der Lichtphase werden die bereits freigesetzten Tochterzellen
und die noch in Teilung befindlichen Mutterzellen als zwei distinkte Subpopulationen erkannt
(Abb. 36, E und 37, E). Die zelluliren Parameter der Tochterzellen sind hierbei innerhalb
einer kreisformigen Flache verteilt bzw. korrelieren nicht. Dagegen zeigen die zelluldren Pa-

rameter der noch in Teilung befindlichen Mutterzellen eine gegenseitige Abhingigkeit.

Die Korrelationsanalysen mit Hilfe des Spearman- bzw. Pearsontests ergeben fiir die zellulé-
ren Parameter Volumen und DNA-Gehalt innerhalb der  Wachstumsphase
Korrelationskoeffizienten (KK) unterhalb von 0,3; sie sind damit weitgehend unkorreliert.
Zum Beginn der Teilungsphase (12 h) ist in der Population der Mutterzellen eine erhohte Kor-
relation beider Parameter zu beobachten (KK = 0,6). Die Population der Tochterzellen weist
hingegen einen niedrigen KK = 0,4 auf. Zur besseren Ubersicht, werden die beiden Subpopu-
lationen zum Beginn der Teilungsphase getrennt dargestellt. Die Tochterzellen werden hierbei

am Zeitpunkt -1 h aufgefiihrt (Abb. 36, F und 37, F).

Fiir die zelluldren Parameter Zellvolumen und nucledres Volumen sind die KK generell grofer

(0 h-9 h: 0,35-0,65; 12 h Mutterzellen: 0,8).
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Abb. 36: Streudiagramm von zellulirem DNA-Gehalt und Zellvolumen in doppellogarithmi-
scher Darstellung zu den Zeitpunkten A) O h, B) 3h, C) 6 h, D) 9 h und E) 12 h. Kalte und warme
Farben représentieren Bereiche mit wenigen bzw. vielen Ereignissen. Der Zeitpunkt 0 h ist der Beginn
der Lichtphase; am Ende der Lichtphase (12 h) setzt die Zellteilungsphase ein. F) Mit dem Spearman-
bzw. Pearson-Test ermittelte Korrelationskoeffizienten (KK). Die zum Zeitpunkt E zu beobachtenden
beiden Subpopulationen wurden getrennt analysiert. Hier wurden die hochsten KK im Bereich von
0,4-0,6 ermittelt. Die Tochterzellen dieses Zeitpunkts sind als Position -1 h aufgetragen. Wihrend der

Wachstumsphase korrelieren die beiden zelluldren Parameter nicht.
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Abb. 37: Streudiagramm der Volumina von Zelle und Nucleus in doppellogarithmischer Auf-

tragung. Darstellung wie in Abb. 36. Eine schwache Korrelation (KK = 0,35-0,65) besteht wihrend

der Wachstumsphase. Mit beginnender Teilungsphase ist ein Anstieg des KK auf den Wert 0,8 zu be-

obachten.
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12.4 Verteilungsfunktion der zellularen Parameter

Die Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung der zelluliren Parametersdtze Volumina von Zelle,

Nucleus und extranucleire DNA und die in jedem Kompartiment vorliegende DNA-

Konzentration sind durch Lognormalverteilungen beschreibbar (Abb. 38).
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Abb. 38: Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung (PDF, kurz: Distribution Density) verschiede-

ner zellulirer Parameter zu den Messzeitpunkten O h (lila), 3 h (blau), 6 h (hellblau), 9 h (griin),

12 h freigesetzte Tochterzellen (orange) und 12 h Mutterzellen (rot). A) Zellvolumen. B) Zelluldre

DNA-Dichte, berechnet aus dem Quotienten von zellulirer DNA-Konzentration und Zellvolumen. C)

Akkumulierte Nucleivolumina (bei mehr als einem Nucleus pro Zelle wird die Summe der Volumina

angegeben). D) Akkumulierte Nucleidichte. E) Akkumulierte Volumina der extranucledren DNA. F)

Akkumulierte extranucledre DNA-Dichte. Alle aufgefiihrten zelluldren Parameter sind im Ensemble

lognormalverteilt. Im ,,Inlet” sind jeweils die arithmetischen Mittelwerte (Kreis) und die zweifache

Standardabweichung (2o, Diamant) abgebildet. Die Volumina nehmen in der Wachstumsphase schnel-

ler zu als die DNA-Konzentration (d.h., die zellulire DNA-Dichte nimmt ab). Die Subpopulation der

Tochterzellen (12 h) wurde an der Position -1 h aufgefiihrt.
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Das Volumen und die DNA-Konzentration werden auf Einzelzellebene durch Bildung des
Quotienten, als zellulire DNA-Dichte, korreliert (Abb. 38, B, D, F). Dies ermdglicht es, Er-
kenntnisse iiber die Synthesegeschwindigkeiten der DNA relativ zur Volumenzunahme zu
gewinnen. Das mittlere Zellvolumen nimmt in der Wachstumsphase bis zum Einleiten der
Zellteilungsphase (12 h) zu (Abb. 38, A) und ist durch eine Boltzmannfunktion beschreibbar
(Abschnitt 8.4, Abb. 14). Eine Volumenzunahme, ist auch bei den Nuclei und der extranuclea-
ren DNA zu beobachten (Abb. 38, C, E). Die zellulire DNA-Dichte, die pro Zelle
akkumulierten Nuclei und die extranucleire DNA nehmen im Messzeitraum hingegen ab.
(Der Begriff akkumuliert bezieht sich auf die Aufsummierung der Objekte/Konzentrationen
innerhalb einer Zelle; fiir die statistische Betrachtung der individuellen Objekte siche Anhang
A7, Abb. 14). Aus den Messdaten wird gefolgert, dass die Volumina der Zellen, der Nuclei
und der extranucledren DNA schneller zunehmen als die im Kompartiment vorliegenden

DNA-Konzentrationen.
12.5 Nucledre DNA - Zellteilung

Bei der Zellteilung wird die nucledire DNA der Mutterzelle auf die Tochterzellen aufgeteilt.
Die Bilddatenanalyse ermdglicht es, die Anzahl der in den Zellen zum Ende der Wachstums-
phase enthaltenen Nuclei zu bestimmen. Dabei wird jeder entstehenden Tochterzelle ein
Nucleus zugeordnet. Mit den Auswerteroutinen in der Bilddatenanalyse ist die Identifizierung
von Zellen bzw. Nuclei nur moglich, wenn diese eine ausreichende rdumliche Separierung
aufweisen. Insbesondere zum Zeitpunkt der begonnenen Zellteilungsphase (12 h) werden die
Grenzen der Methode deutlich. Bei der Zellfixierung werden unmittelbar alle zelluldren Pro-
zesse, insbesondere der Teilungsprozess, gestoppt. Dementsprechend ist es der
Bilddatenanalyse nur moglich, die Anzahl der pro Zelle enthaltenen Nuclei entsprechend des

zu diesem Zeitpunkt herrschenden Teilungsstadiums zu bewerten.

Es ist bekannt, dass die meisten Eukaryoten eine multiple Zellteilung aufweisen [113]. Auf
Einzelzellniveau erfolgt bei synchronisierten Chlamydomonas-Kulturen die Teilung der Mut-
terzellen erst am Ende der Wachstumsphase und fiihrt, bestimmt durch die Anzahl der Nuclei

pro Zelle (b =0, 1, 2,...), zu einer exponentiellen Zunahme der Tochterzellen 7:
T =2° (12.1)

Im Experiment wurde festgestellt, dass mit zunehmenden Zellvolumen die Mutterzellen meh-
rere Nuclei im Bereich von eins (das entspricht einer bereits freigesetzten Tochterzelle bzw.

einer Mutterzelle, die keine Zellteilung vollfiihrt) bis 16 besitzen (Abb. 39, A). Das multiple
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Teilungsverhalten nach Gleichung (12.1) wurde jedoch nicht beobachtet. Die Haufigkeitsver-
teilung der pro Mutterzelle enthaltenen Nuclei zeigt Maxima an den Positionen 1, 2, 3 und 9
und weicht an den Positionen 3 und 9 jeweils um den Wert eins von der nach Gleichung
(12.1) zu erwartenden Anzahl von Tochterzellen (T=1, 2, 4, 8, 16, ...) ab (Abb. 39, B). Auf-
grund der nur schwach ausgeprigten Maxima in der Hé&ufigkeitsverteilung ist es
unwahrscheinlich, dass experimentelle Bedingungen, wie die unterschiedlich hohe Auflésung
in axialer und lateraler Richtung, zu einer signifikanten Anzahl von Fehlern in der Identifizie-
rung der Nuclei fiihrten. Vielmehr lassen die Ergebnisse den Schluss zu, dass die Teilung der

innerhalb einer Mutterzelle enthaltenen Nuclei mit unterschiedlicher Geschwindigkeit ablauft.
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Abb. 39: Ermittelte Anzahl der Nuclei zum Ende der Wachstumsphase (12 h). A) Die pro Zelle
in Abhédngigkeit vom Zellvolumen ermittelte Anzahl der Nuclei steigt; dabei ist jeder Tochterzelle (7)

ein Nucleus zugeordnet. B) Wahrscheinlichkeitsverteilung der Anzahl der Nuclei pro Zelle.

Diese Heterogenitét der zelluldren Parameter von synchronisierten Chlamydomonas-Zellen im
Ensemble ist aus mechanistischer Sicht schwer erkliarbar. Einzelzellanalysen von Bakterien-
zellen zeigten deutlich, dass isogene Tochterzellen bei weitem nicht identisch sind. Die
Vielfalt wird durch verschiedene Faktoren verursacht, wobei die meisten, trotz genetischer
Gleichheit, funktionaler Natur sind [114] und einer statistischen Verteilung in Bezug auf das
Transkriptionslevel, die Teilung der Transkripte und die geldsten Proteine unterliegen. Die
Anzahl der Kopien vieler Proteine und Transkripte variiert stark und folgt fiir fast alle Prote-
inspezies einer Gammaverteilung [115]. In Pflanzenzellen konnte die Heterogenitét von Zelle
zu Zelle und die uneinheitliche Verteilung von Proteinen im Kompartiment und deren Aus-
wirkungen auf den Metabolismus untersucht werden [116]. Bei der Analyse eukaryotischer

Algenzellen ist die einfachste (und vermutlich wahrscheinlichste) Erklarung fiir die Heteroge-
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nitdt der synchronisierten Chlamydomonas-Zellen, dass die Mehrfachteilung die immanente

Zellvielfalt der bindren Teilung stabchenformiger Bakterien drastisch iibersteigt.

13 Zusammenfassung und Ausblick

Im ersten Teil der Arbeit wurde ein Messplatz zur PAM-Fluorimetrie zur Messung der verén-
derlichen Chlorophyllfluoreszenz an einzelnen Zellen vorgestellt. Die Verwendung eines
kommerziellen Mikroskops, die Implementierung empfindlicher Nachweiselektronik und
einer geeigneten Immobilisierungsmethode ermdglichten es, ein Signal-zu-Rausch-Verhéltnis
zu erreichen, mit dem Fluoreszenzsignale einzelner lebender Chlamydomonas-Zellen gemes-
sen werden konnten. Insbesondere wurden das Zellvolumen und der als MaB fiir die Effizienz
des Photosyntheseapparats bzw. die Zellfitness geltende Chlorophyllfluoreszenzparameter
F\/F,, ermittelt und ein hohes Mall an Heterogenitit dieser zelluldren Parameter in verschie-
denen Entwicklungsstadien der synchronisierten Chlamydomonas-Zellen festgestellt. Die
Chlamydomonas-Algen nutzen die Photosynthese als primdre Energiequelle fiir das zelluldre
Wachstum. Eine variable Effizienz der Photosyntheseleistung zieht notwendigerweise eine
Variabilitidt der wachstumsabhéingigen zelluliren Komponenten, wie DNA bzw. Stirkegehalt,
nach sich. Durch apparative Einschrinkungen war es mit dem aufgebauten Messplatz zur
Einzelzell-PAM-Fluorimetrie nur moglich, jeweils eine Zelle pro Entwicklungsstadium zu
vermessen. Eine Bestimmung der Verteilungsfunktionen zelluldrer Parameter zu definierten
Entwicklungsstadien erfordert jedoch die parallele Erfassung einer statistisch relevanten Zahl
von Einzelzellen. Fiir Korrelationsanalysen werden idealerweise mehrere zelluldre Parameter

unabhéngig, aber parallel an der gleichen Zelle gemessen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die bildgebende Laser-Scanning-Mikroskopie und an-
schlieBende Bilddatenanalyse zur quantitativen Erfassung der wachstumsabhéngigen
zelluldren Parameter angewandt. Ein kommerzielles konfokales Mikroskop wurde um die
Moglichkeit der nichtlinearen Mikroskopie erweitert. Diese hat den Vorteil einer lokalisierten
Anregung. Damit verbunden sind eine hdhere Ortsauflosung und eine insgesamt geringere
Probenbelastung. Die Signalgewinnung kann sowohl durch Fluoreszenzanregung als auch
durch die Erzeugung der Zweiten Harmonischen (SHG) an biophotonischen Strukturen, wie
z.B. der partikuldren Stérke, erfolgen. Die Vorteile der bildgebenden nichtlinearen Mikrosko-

pie wurden bei der Visualisierung der subzelluldren Verteilung von Enzymen demonstriert.

Die statistische Analyse der wachstumsabhédngigen zelluldren Parameter ermdglichte es, ihre

Verteilungsfunktionen im Zellensemble zu bestimmen. Anhand dieser Verteilungsfunktionen
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war es mit Hilfe von modelltheoretischen Ansdtzen mdéglich, zelluldre Parameter zu ermitteln,
die messtechnisch nicht unmittelbar zugénglich sind. Da die Bilddatenanalyse eine parallele
Messung mehrerer Zellparameter erlaubte, konnten diese auf Einzelzellebene korreliert wer-
den. Die morphologischen Informationen der Bilddaten ermoglichten die Bestimmung der
Zellvolumina und die Volumina subzellularer Strukturen, wie Nuclei, extranucledre DNA oder
Stirkegranula. Weiterhin konnte die Anzahl subzelluldrer Strukturen innerhalb einer Zelle
bzw. eines Zellverbunds ermittelt werden. Die Analyse der in den Bilddaten enthaltenen Sig-
nalintensitdten war Grundlage einer relativen Konzentrationsbestimmung von zelluldren
Komponenten, wie DNA bzw. Starke. Mit dem hier vorgestellten Verfahren der nichtlinearen
Mikroskopie und nachfolgender Bilddatenanalyse konnte erstmalig die Verteilung des zellula-
ren Stirkegehalts in einer Chlamydomonas-Population wihrend des Wachstums bzw. nach
induziertem Stirkeabbau verfolgt werden [1]. Im weiteren Verlauf wurde diese Methode auch

auf Gefrierschnitte hoherer Pflanzen, wie Arabidopsis thaliana, angewendet.

Im Ergebnis wurde gezeigt, dass viele zelluldre Parameter, wie das Volumen, der zelluldre
DNA- und Stirkegehalt bzw. die Anzahl der Stirkegranula durch eine Lognormalverteilung
mit wachstumsabhédngiger Parametrisierung beschrieben werden kénnen. Die zelluldren Pa-
rameter, wie Stoffkonzentration und zelluldres Volumen, zeigten keine signifikanten
Korrelationen miteinander. Daraus muss gefolgert werden, dass es ein hohes Mal3 an Hetero-
genitit der zelluldren Parameter innerhalb der synchronisierten Chlamydomonas-Populationen
gibt. Diese Aussage gilt sowohl fiir die bisher als homogen geltenden Synchronkulturen von
Chlamydomonas reinhardtii als auch flir die gemessenen zelluldren Parameter im intakten
Zellverbund an hoheren Pflanzen. Dieses Ergebnis ist insbesondere fiir modelltheoretische
Betrachtungen von Relevanz, die sich auf empirische Daten bzw. zelluldre Parameter stiitzen,
welche im Zellensemble gemessen wurden und somit nicht notwendigerweise den zelluldren

Status einer einzelnen Zelle reprisentieren.

Bei der Analyse des Zusammenhangs von Photosynthese und Wachstum hat die Heterogenitét
der zelluliren Parameter entscheidende Konsequenzen: Erstens, jeder Zellzyklus wird mit
einer heterogenen Zellpopulation initiiert. Zweitens, unabhingig von der Tatsache, dass alle
Zellen innerhalb der Population mit einem HochstmaB3 an identischen externen Umweltein-
fliissen heranwachsen, variiert die Zahl der von einer Mutterzelle gebildeten Tochterzellen
zwischen 2 und 32 [60, 117]. Auf Einzelzellniveau wird die Anzahl der Nachkommen durch
die fortlaufende DNA-Replikation und der Teilung von Nucleus, Chloroplast und Zelle festge-

legt. Sogar in synchronisierten Kulturen unterscheiden sich diese eng miteinander
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verkniipften Prozesse quantitativ (und wahrscheinlich auch zeitlich) voneinander. Diesen Fak-
toren, die die Komplexitit der Zellteilung spezifizieren, gilt es in zukiinftigen Experimenten

auf den Grund zu gehen.
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15 Anhang

Al Zellimmobilisierungsmethoden

Al.1 Adhasionsobjektrager

Die Adhésionsobjektrager wurden nach folgendem Protokoll angefertigt:

1. Vorbehandlung der Deckgléser in zwei Stufen:

a.

b.

Reinigung im Ultraschallbad in einer Aceton-Wasser-Mischung fiir 15 min.
Reinigung in einer Losung, die aus 35 g NaOH in 140 ml destilliertem Wasser
unter stindigem Riihren und der Zugabe von 210 ml Ethanol (96 %) hergestellt

wurde, fiir 5 min.

2. Behandlung der gereinigten Deckgldser mit Poly-L-Lysin:

Zugabe von 25 ml Poly-L-Lysin-Losung zu 225 ml destilliertem Wasser.
Schwenken der gereinigten Deckgléser fiir 5-10 min in der Poly-L-Lysin Lo-
sung.

Abtropfen der beschichteten Deckgldser in einem Rack fiir mindestens 60 s.
Anschliefende Trocknung der Deckglidser im Unterdruckofen fiir 15 min bei

40 °C.

3. Behandlung der gereinigten Deckgldser mit Vectabond:

a.

Zugabe von 7 ml Vectabond-Reagenz zu 350 ml Aceton unter stindigem Riih-
ren.

Eintauchen der gereinigten Deckgléser in die Vectabond-Losung fiir 5 min.
Abspiilen der anhaftenden Vectabond-Losung durch vorsichtiges Eintauchen in
destilliertes Wasser fiir 30 s (Wasserwechsel alle fiinf Eintauchvorgénge).
Abtropfenlassen von iiberschiissigem Wasser und Trocknung im Unterdruck-

ofen bei 37 °C fuir 15 min.

4. Aufbewahrung der Adhésionsobjektrager:

a.

Die fertig préparierten Deckgldser wurden staubfrei und trocken bei Raum-

temperatur (22 °C) fiir maximal 14 Tage aufbewahrt.
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Al.2 ,Optische Pinzette" (,,Optical Tweezers")
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Abb. 1: Kombination einer ,optischen Pinzette“ mit einem konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop. A) Funktionsprinzip der ,,optischen Pinzette*. Die dielektrischen Partikel werden zum Ort
der groBten elektromagnetischen Feldstirke, der Fokalregion, gezogen. B) Eine mit der ,,optischen
Pinzette* immobilisierte Chlamydomonas-Zelle. C) Strahlengang im konfokalen Mikroskop Nikon

TE-2000 in Kombination mit einer ,,optischen Falle*.

Abb. 2: Polystyrenkugeln mit einem Durchmesser von 25 pm. Die Kugeln wurden zur Optimie-
rung der ,,optischen Pinzette verwendet. Die optische Leistung betrug an der Probenposition 10—

500 mW bei einer Wellenldnge von 1030 nm.
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Al1.3 Patch-Clamp-Methode

Abb. 3: Experimenteller Aufbau zur Zellimmobilisierung mit der Patch-Clamp-Methode. Die
Mikropipette kann mit einem manuellen Verschiebesystem mikrometergenau in der nach oben geoft-
neten Probenkammer (Jenlab) in alle Raumrichtungen positioniert werden. Weiterhin ist sie iiber einen
flexiblen Schlauch mit einem Druckmanipulator (Abb. 4) verbunden. Da es sich um einen inversen
Mikroskopaufbau handelt, befindet sich das Objektiv unterhalb der Probenkammer. Die Probenbe-
leuchtung kann sowohl iiber das Objektiv als auch iiber einen Kondensor erfolgen. Dieser kann zur
Detektion des SHG-Signals durch ein weiteres Objektiv ausgetauscht werden. Dabei wird die im Bild

oben rechts sichtbare LED durch einen Photomultiplier ersetzt.

Abb. 4: Druckmanipulator zur Erzeugung eines dosierbaren Unterdrucks zum Ansaugen einer

Zelle an die Mikropipette.
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Abb. 5: Mikropipette mit 10 pm Innendurchmesser. Klar zu erkennen sind die abgerundeten

Kanten.

A1l.1 Mikrofluidik
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CAD file L
A UV light | | B master

s 4

mask |
SRR
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master wafer | glass coverslip

Abb. 6: Technologische Prozesse bei der Herstellung einer mikrofluidischen Anordnung. A)
Die Zeichnung hoher Auflosung wird auf ein im ultravioletten Spektralbereich transparentes Medium,
wie Folie oder Glas, gedruckt. Die Strukturen der so entstandenen Maske werden auf einem Silizium-
wafer, der mit einem photoempfindlichen Lack beschichtet ist, abgebildet. Im Entwicklungsprozess
bleiben auf dem Master-Wafer nur die belichteten Regionen bestehen. B) Die dreidimensionale Struk-
tur des Master-Wafers wird mit einem Polymer {ibergossen. Nach der Aushirtung, wird der Master-
Wafer entfernt und kann erneut verwendet werden. AnschlieBend werden mit einem Plasmareini-
gungsverfahren das Deckglas und der Polymerabdruck dauerhaft miteinander verbunden. C) An den
entsprechenden Stellen wird die mikrofluidische Anordnung mit Versorgungsschlauchen kontaktiert,
die das Zirkulieren eines fliissigen Mediums ermdglichen (Mit freundlicher Genehmigung von Prof.

Beta).
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Durch das Fehlen einer Zellwand sind Mesophyllprotoplasten sehr empfindlich gegeniiber
direkter Krafteinwirkung wie Beriihrungen oder Stromungen. Bei einer moderaten Stro-
mungsgeschwindigkeit von 100 pm/s ist eine zerstdrungsfreie Immobilisierung innerhalb

einer mikrofluidischen Struktur méglich.

Abb. 7: Mit einer mikrofluidischen Struktur immobilisierte Mesophyllprotoplasten. Die Im-

mobilisierung erfolgt sowohl A) am Kanaleingang B) als auch an Kanalbiegungen.

A2 Spektrale Eigenschaften der relevanten Fluorophore
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Abb. 8: A) Extinktionskoeffizient und B) Fluoreszenzsignal fiir Chlorophyll a und b in
Diethylether [118].
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Abb. 9: Absorption- und Emissionsspektrum von Propidiumiodid gebunden an DNA [119].

A2.1 Im Experiment verwendete Lichtintensitaten

In Tabelle 1 sind die zur Charakterisierung des Photosyntheseapparats verwendeten Lichtquel-
len und Intensitdten aufgefiihrt. In dieser Arbeit wurden lediglich das frequenzmodulierte

Messlicht und das séttigende Licht verwendet.

LE/m?s Photonen/cm?s J/m?s nW
Frequenzmoduliertes 0,1 6-10" 0,02 0,006
Messlicht (632 nm)
Aktinisches Licht 1.000 6-10'° 245 77
(450 - 470 nm)
Sattigendes Licht 10.000 6-10" 2450 777
(450 -470 nm)

Tabelle 1: Zur Charakterisierung des Photosyntheseapparats gebriuchliche Anregungsbe-
dingungen. Die Angabe erfolgt in der Einheit Einstein, die gingig in der Biologie ist, bzw. unter
Beriicksichtigung der spektralen Eigenschaften in SI-Einheiten. In der letzten Spalte ist die effektive
Leistung (nW) aufgefiihrt, die auf eine Alge wirkt. Hierfiir wird eine kreisformig bestrahlte Flache mit

einem Durchmesser von 20 pm angenommen.
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Chlorophyllgehalt der Chlamydomonas-Zellen:
pro mg Trockengewicht: 32,5+£5,6 ug [120]
pro Zelle: ca. 8-107% g [121]
Molekulargewicht:

Chlorophyll a: 893,5026 —2—; Chlorophyll b: 907,4862 —=—
mol mol

Spektroskopische Daten von Chlorophyll:

In Losung:
Fluoreszenzquantenausbeute in Losung: 20-35%
Fluoreszenzlebensdauer: 620 ns

Im Photosyntheseapparat:
Fluoreszenzquantenausbeute (PS II offen/geschlossen): 2/8 %
Fluoreszenzlebensdauer: (PS II often): 300 ps

(PS II geschlossen): 1,65 ns

Chlorophyll a Chlorophyll b
Wellenldnge 1 o,-107" [em?] 1 o, -10"[ecm?]
[nm] “ Lnol-cm} & {mol- cm}
450470 111700 4,3 159100 6,1
632 9412 0,4 24723 0,9

Tabelle 2: Ermittelte Extinktionskoeffzienten und Absorptionswirkungsquerschnitte fiir

Chlorophyll a und b unter Verwendungen von Abb. 8 [118, 122].
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A3 Abschitzung des Fluoreszenzphotonenflusses (FPF) bei
Anregung mit schwachem Messlicht und Ahnwendung der
PAM-Fluorimetrie

Nach Gleichung (2.22) gilt fiir die aus dem Anregungsvolumen emittierte Fluoreszenzrate

FP= UIV d’r Co,, 1‘(;7 ,t). Es beschreiben 7 die Fluoreszenzquantenausbeute, o;p den Absorp-

tionsquerschnitt, }(F,t) den Anregungsphotonenfluss und C = c(?,t)N , die Zahl der
Molekiile innerhalb des Fokalvolumens. Hierbei sind ¢ die Stoftkonzentration und N, die
Avogadrokonstante. Unter Beriicksichtigung der Detektionseffizienz ¢ ergibt sich die Zahl der

nachweisbaren Signalphotonen p = ¢-FP. Die Detektionseffizienz ¢=¢, , - @, ist das Pro-

dukt aus der Sammeleffizienz des Objektivs ¢, , , das sich aus dem Verhiltnis des endlichen

QN.A‘

Offnungswinkels des Objektivs zum vollen Raumwinkel ¢, , = ergibt, und der Trans-

missionseffizienz der optischen Komponenten ¢, . Ein Objektiv mit der numerischen
Apertur N.4.=1.4 besitzt eine Sammeleffizienz von ¢, ~ 0,31. Die Transmission aller opti-

schen Komponenten wurde zu 50 % bestimmt. Damit ergibt sich eine Gesamteffizienz von

¢ = ¢N4A. ’ ¢Tmns4 ~ 0,15 .

Fiir im Photosyntheseapparat enthaltendes Chlorophyll gilt eine Fluoreszenzquantenausbeute
von 77= 0.02-0.08. Die zelluldire Chlorophyllkonzentration (Molekulargewicht multipliziert
mit dem zelluldren Chlorophyllgehalt s.0.) betrdgt ¢ =6,7-10""° mol . Multipliziert mit der
Avogadrokonstante ergibt sich die Anzahl von Chlorophyllmolekiilen pro Zelle bzw. pro An-
regungsvolumen zu C ~ 4-10° .

Die detektierbaren Fluoreszenzphotonen p des zelluldren Chlorophylls kénnen demnach auf
p=®-n-C-0c-+=6,8-10" bis 2,7-10° Photonen/s abgeschitzt werden. Multipliziert mit der
Quanteneffizienz des Photomultipliers (2 % @ 700 nm) stehen = 1500 Photoelektronen/s nach

der Photokathode zur Verfiigung.

Der Dunkelstrom des verwendeten Photomultipliers betrdgt bei Raumtemperatur 30 nA bzw.
600 cps. Zur Steigerung des Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses wurden Messverfahren wie das

Lock-In- oder das Boxcar-Verfahren angewandt.
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A4 Effizienz des Photosystems II — Messung des Quotienten

F./Fn, an der Wasserpflanze Lysimachia nummalaria

Ziel der Messungen war es, bei verdnderlichen Umgebungsbedingungen und wéhrend des
Entwicklungszyklus an einzelnen lebenden Chlamydomonas-Zellen die Effizienz des PS II
vergleichbar zu ermitteln. Da zunichst Messartefakte, hervorgerufen durch die Immobilisie-
rung der Chlamydomonas-Zellen, nicht ausgeschlossen werden konnten, erfolgten
Vorversuche im intakten Zellverbund von Bléttern der Wasserpflanze Lysimachia nummula-
ria. Durch Variation der Parameter und Apparatefunktionen der einzelnen Komponenten des
Experiments konnten die besten Messbedingungen (Frequenz und Breite des Anregungsim-
pulses etc.) ermittelt werden. In weiteren Experimenten wurde die zeitliche Stabilitdt der
Messapparatur iiberpriift. Dazu wurde {iber einen lingeren Zeitraum (= 24 h) die Entwicklung
des Quotienten F,/F,, gemessen und an zwei im Vorfeld unterschiedlich priparierten Pflanzen
verfolgt. Die Ergebnisse zeigten, dass der apparative Aufbau mechanisch und elektronisch den

Anforderungen einer Langzeitmessung geniigt.

Vor der Messung ist die Pflanze etwa 4 h Tageslichtbedingungen ausgesetzt worden und wur-
de anschlieBend iiber einen Zeitraum von 30 min dunkeladaptiert. Die Priparation eines
Blattes erfolgte zwischen zwei Deckgldschen in wissriger Umgebung. Das Blatt war weiter-

hin Bestandteil der intakten Pflanze.

Die Messungen erfolgten auf zelluldrer Ebene, innerhalb eines kreisformigen Areals mit dem
Durchmesser von 20 pm. Neben dem schwachen Anregungslicht, erfolgte alle 30 s die Anre-
gung mit sittigenden Pulsen variabler Breite, um den maximalen Fluoreszenzwert F,, zu
ermitteln. Die Ermittlung des variablen Fluoreszenzwertes F), erfolgte unter Verwendung des
iber einen Zeitraum von 10 s vor dem Sittigungsimpuls gemittelten Basisfluoreszenzwerts
Fy. Exemplarisch sind die Fluoreszenzmesswerte fiir die Pulsbreiten 0,6 s und 1 s des Sitti-
gungsimpulses in Abb. 10 dargestellt. In beiden Féllen betrdgt der ermittelte F,/F,-Wert
~ 0,62. Kiirzere Pulsbreiten ergeben bei den verwendeten Abtastfrequenzen eine schlechtere
Datenqualitdt. Langere Pulsbreiten fiihrten hingegen zu keinen qualitativen Verbesserungen
(Abb. 10, B). Daher wurde im Folgenden die Pulsbreite der sdttigenden Pulse zu 0,6 s festge-
legt.
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Abb. 10: Fluoreszenzsignale bei Messlicht und nach Anregung mit dem séttigenden Lichtpuls
alle 30 s. Die Pulsbreite des séttigenden Pulses wurde zwischen A) 0,6 s und B) 1 s variiert, wobei

keine quantitativen Unterschiede zu beobachten sind.

In einem zweiten Experiment wurde die zeitliche Stabilitit der Messapparatur tliberpriift. Ei-
nerseits wurde die Pflanze 1 verwendet, die iiber 4 h dem Sonnenlicht im August ausgesetzt
war und andererseits die Pflanze 2, die zusédtzlich zu den Bedingungen von Pflanze 1 fiir 60 s
mit dem Licht einer Halogenlampe mit einer Intensitdt / = 0,57 W/cm? beleuchtet wurde. Vor
Beginn jeder Messserie wurde jeweils ein Blatt nach einer Dunkeladaption von zehn Minuten
in wiassriger Umgebung in der Zellkulturkammer (MiniCeM) prépariert. Die Blétter waren

nach wie vor Bestandteil der intakten Pflanze.
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Abb. 11: Zeitabhingiger F,/F,-Wert auf zellulirer Ebene an der Wasserpflanze Lysimachia
nummalaria nach variablen Startlichtbedingungen. A) Mittagssonne eines wolkenfreien Tages
(9:00 - 13:00 Uhr) und B) zusitzliche Beleuchtung. F\,/F,, ndhert sich hierbei asymptotisch dem Ma-
ximalwert von ~ 0,75 an. Der halbe Wert wurde nach = 20 min (A) bzw. = 2 h (B) erreicht.
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In beiden Fiéllen ist nach Beginn der Messung eine asymptotische Annéherung an einen ma-
ximalen F,/F,-Wert von = 0,75 zu beobachten (Abb. 11). Fiir den halben Wert benétigte

Pflanze 1 eine Dauer von = 20 min und Pflanze 2 eine Dauer von = 2 h.

Da in einem Zeitraum von 15 h nach Beleuchtung mit intensivem Licht noch ein linearer An-
stieg des F,/F,-Werts zu verzeichnen war, wurde der Messzeitraum erneut verldngert.
Weiterhin wurde die Intensitdt der Beleuchtung vor Beginn der Messung um die Hailfte auf
1=10,29 W/cm? reduziert. Alle weiteren Messbedingungen blieben unverdndert.

Wiederum wurde ein maximaler F,/F,,-Wert von 0,75 erreicht, wobei der halbe Wert nun be-
reits nach = 1 h erreicht wurde (Abb. 12). Nach = 15 h war keine weitere Erhohung des Werts

mehr zu verzeichnen.
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Abb. 12: Zeitabhangiger F,/F,-Wert auf zellulirer Ebene an der Wasserpflanze Lysimachia
nummalaria. A) Nach Beleuchtung mit /= 0,29 W/cm? zu Messbeginn. B) Zusitzliche Beleuchtung
alle 9 h. Ein F/F,-Wert von = 0,70 wurde innerhalb von 4 h erreicht. AnschlieBend stieg dieser linear

auf 0,75 an.

Unter Verwendung des apparativen Aufbaus konnte demonstriert werden, dass der Quotient
F,/F,, auf zelluldrer Ebene zuverléssig iiber einen Zeitraum von mehreren Stunden gemessen
werden konnte. Hierbei wurde festgestellt, dass die an der Pflanze gemessenen F,/F,-Werte

sensitiv auf in der Vergangenheit liegende duflere Umweltfaktoren, wie den Einfluss der

Lichtbedingungen, reagieren.
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A5 Validierung der Messmethode - Fitfunktion des axialen
Intensitatsverlaufs der Mikrokugel

Y=y, +Asin2(7zx_x0]
w

A6 Chlamydomonas-Zellen in der Zellteilungsphase

Abb. 13: Chlamydomonas-Zellen in der Zellteilungsphase. In der Zellteilung sind die sich her-
ausbildenden Tochterzellen miteinander verbunden. Nach Freisetzung sind die Zellen durch ein

Ellipsoid beschreibbar.
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A7 Verteilungsfunktion der zelluldren Starkedichte einer
Chlamydomonas-Suspension und Modellierung der Star-

keabbaurate — Starkeabbau induziert durch Verdunkelung
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Abb. 14: Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion (PDF, kurz: Distribution Density) der zelluléiren
Stirkedichte (CSD). A) Zum Zellentwicklungsstand nach 6 h Belichtung und anschlieBender Ver-
dunklung wurde im Abstand von 1 h die PDF gemessen. Wie auch in Abb. 31 (Abschnitt 10.3) wird zu
jedem Zeitpunkt eine Lognormalverteilung beobachtet, jedoch nehmen arithmetischer Mittelwert bzw.
die Breite der PDF mit zunehmendem Stirkeabbau ab. B-D) Theoretische und empirische Analyse des
Starkeabbaus nach 1 h (B); 2 h (C) und 3 h (D). Im ,,Inlet” ist die jeweilig berechnete Abbaurate der
Stirke zwischen zwei aufeinanderfolgenden Messzeitpunkten dargestellt. Schwarz: PDF der CSD zum
Ausgangszeitpunkt; blau: PDF der CSD zum nachfolgenden Messzeitpunkt; rot: PDF der CSD unter

der Annahme einer konstanten Abbaurate.
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A8 Quantifizierung des zelluldren Starkegehalts in
Chloroplasten der Pflanze Arabidopsis thaliana in-vitro

Value - + Value - +
Density Chloroplast WT Density Chloroplast SEX1-8
Mean 0.3 0.03 0.03 1.5 0.11 0.12
2 Sigma 0.2 0.04 0.07 1.0 0.19 0.26
Density Granular WT Density Granular SEX1-8
Mean 64.7 43 4.9 305.9 15.1 16.6
2 Sigma 73.0 9.8 12.3 322.1 33.6 39.8
Volume Chloroplast WT Volume Chloroplast SEX1-8
Mean 6695.4 749.8 954.0 6676.8 629.2 765.0
2 Sigma | 5674.2 | 1401.9 | 2251.7 6086.5 | 1246.5 | 1808.9
Volume Granular WT Volume Granular SEX1-8
Mean 58.3 5.8 6.9 55.7 43 4.9
2 Sigma 96.9 16.7 22.2 90.4 12.4 15.4

Tabelle 3: Arithmetische Mittelwerte (Mean) bzw. Verteilungsbreiten (2 Sigma) der lognor-
malen Stirkedichteverteilungen von SEX1-8-Mutante und Wildtyp. Neben den berechneten
Werten (,,Value®, fett) ist jeweils der aus dem Vertrauensintervall (95 %) ermittelte Fehlerbereich (-, +)

angegeben. Die SEX1-8-Mutante hat eine etwa fiinfmal hohere Starkekonzentration.
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A9 Quantifizierung des wachstumsabhdingigen zelluldren

DNA-Gehalts von Chlamydomonas-Zellen
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Abb. 15: Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung (PDF, kurz: Distribution Density) verschiede-
ner zelluliirer Parameter zu den Messzeitpunkten 0 h (lila), 3 h (blau), 6 h (hellblau), 9 h (griin) 12 h
freigesetzte Tochterzellen (orange) und 12 h Mutterzellen (rot). A) Zellvolumen B) zellulire DNA-
Dichte berechnet aus dem Quotienten von zelluldirer DNA-Konzentration und Zellvolumen. C) Nuclei-
Volumina D) Nuclei-Dichte E) Volumina der extranucledren DNA. F) extranucledre DNA-Dichte. Alle
aufgefiihrten zelluldren Parameter sind im Ensemble lognormalverteilt. Im ,,Inlet” sind jeweils die
arithmetischen Mittelwerte (Kreise) und als MaB fiir die Breite der Verteilung die zweifache Standard-
abweichung (2o, Diamanten) abgebildet. Die Volumina nehmen im Wachstum schneller zu als die
DNA-Konzentration (d.h., die zelluldire DNA-Dichte nimmt ab). Die Subpopulation der Tochterzellen
(12 h) wurde in Position -1 h aufgefiihrt.
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