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Wir prasentieren dreidimensionale fluoreszierende sub-pym-Strukturen, die
nicht photobleichen und in Glas eingebettet sind, um Weitfeld-, Konfokal-

und Multiphotonen-Mikroskope zu kalibrieren. Dieses neuartige und robuste
Werkzeug ermoglicht vielfaltige Messungen, z.B. zur Objekttisch-Neupositio-
nierung, Detektor-Dynamik, Feldhomogenitat, lateralen und axialen Auflosung,
spektralen Form und Intensitat sowie zur Lebensdauerdynamik des Systems

1 Kontext

Fluoreszenzmikroskope werden
in vielen biologischen, medi-
zinischen und materialwissen-
schaftlichen Labors eingesetzt,

die mit hohem Qualitatsan-
spruch bestimmte Leistungen
garantieren. Allerdings werden

Glas-
substrat

diese Gerate meist als Bildge-
bungs- und nicht als Messinst-
rumente angeschafft, weil sich
ihre verschiedenen Komponen-
ten nicht gemeinsam kalibrieren
lassen.

Tatsachlich sind Fluoreszenz-
mikroskope - besonders in
konfokaler Ausfuhrung — sehr
komplexe Instrumente. Sie
bestehen aus Objektiven, Posi-
tioniereinrichtungen, optischen
Elementen, Detektoren, Anre-
gungsquellen, Abtastsystemen
etc., die im Orts-, Spektral- und
Zeitbereich jeweils unterschied-
liches Ansprechverhalten zei-
gen. Die Gesamtreaktion des
Mikroskops ist eine Faltung der
einzelnen Reaktionen seiner
Elemente.

Bestehende Konzepte fur die
(provisorische) Kalibrierung von Fluores-
zenzmikroskopen verwenden fluoreszie-
rende Kugelchen (beads) zur Erfassung der
lateralen Auflésung, auBerdem Pikrinsaure
fUr die Fluoreszenzlebensdauer, breitban-
dige Emitter fur die spektrale Empfindlich-
keit, oberflachengravierte Objekttrager fir
die Repositioniergenauigkeit, und so wei-
ter. Allerdings besitzen die meisten dieser
Hilfsmittel wesentliche Nachteile, manche
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eher EinzelmaBnahmen, weil
damit jeweils nur ein indivi-
dueller Aspekt des Mikroskops
kalibriert werden kann. Bei-
spielsweise werden fluoreszie-
rende Polystyrol-Mikrokugeln
oft eingesetzt, um die Auflo-
sung konfokaler Mikroskope
zu bestimmen, allerdings eben
nur bei definierter Anregung
um 488 nm und Emission um

Bild 1: (a) Typische Kalibrations-Objekttrdger mit eingravier-
ten fluoreszierenden Strukturen im Glas, (b) Ubersichtsauf-
nahme dieser fluoreszierenden Strukturen (Aey. = 405 nm,
Aem = von 495 nm bis NIR)

mussen z.B. bei niedrigen Temperaturen
aufbewahrt werden (4-6°C) und sind nur
kurz lagerfahig (<12 Monate), oder es sind
Einweg-Produkte anstatt haltbar zu sein.
AuBerdem unterliegen sie dem Effekt des
Photobleichens (photo-bleaching), der als
permanente Zerstérung der fluoreszieren-
den Zustande definiert ist.

Insgesamt sind dies also keine anwen-
derfreundlichen  Werkzeuge, sondern

530 nm [1]. Was ist aber mit
dem spektralen und zeitlichen
Antwortverhalten? ~ Zudem
erfordert die korrekte Vorberei-
tung dieser Proben mehr als 14
Stunden [1].

Aus all diesen Griinden, und
insbesondere wegen des Feh-
lens eines Referenzmaterials,
wird die Qualitat von Fluo-
reszenzmikroskopen nicht so
regelmaBig Uberwacht, wie
es ihre Verwendung erfordern
wirde. Dies wird selbst von
Mikroskop-Herstellern wie Carl
Zeiss Microscopy betont [2]:
.In den gut 20 Jahren seit
Einfuhrung konfokaler Laser-
Scanning-Mikroskope  war
keine Festlegung moglich, wie
sich diese Systeme vergleichen lassen.
Niemand kann mit Sicherheit sagen, ob
ein 1990 eingesetztes Gerat A eine bes-
sere oder schlechtere Empfindlichkeit hat,
als ein Gerat B aus dem Jahr 2006. Daher
besteht ein vorrangiger Bedarf an stan-
dardisierten Testproben und Verfahren far
ihren Einsatz.”

Das ideale Referenzmaterial fur die Fluores-
zenzmikroskopie hatte diese Eigenschaften:
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(b)

ionisierenden Laser-
strahl  ausgesetzt.
Die Wechselwirkung
dieses Strahls mit
den lichtempfindli-
chen Substanzen im
Material fuhrt zur
Erzeugung fluores-
zierender Spezies,

330-550 nm

deren Fluoreszenzei-

4-10 pm FWHM
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©
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genschaften (Spekt-
rum, Intensitdt und
Lebensdauer) sich
nach der Dosis rich-
tet, die das Material
empfangen hat.

Die elementa-
re Struktur ist ein
rohrenféormiger
Hohlzylinder  mit

Bild 2: (a) Rekonstruierte konfokale Fluoreszenzaufnahme
(Aexc = 405 nm, A, = 420-700 nm, 40x/1,25) der réhrenfor-
migen Elementarstruktur, (b) Querschnitt der R6hre

e StrukturgroBen unterhalb des Auf-
|6sungsvermogens,
e exakt positionierte und ausgerichtete
Strukturen,
ein breites Anregungsspektrum,
ein breites Emissionsspektrum,
eine kurze Fluoreszenz-Lebensdauer,
kein Photobleichen,
Zuverlassigkeit und Langlebigkeit,
einfache Verwendung und Handhabung.
Argolight, eine Ausgrindung der Uni-
versitat Bordeaux, ist spezialisiert auf ein
Verfahren zum multi-skaligen (sub-um bis
cm) Markieren und Gravieren stabiler flu-
oreszierender 3D-Objekte in transparenten
Materialien. Solche nicht-photobleichbaren
Strukturen in Glas sind ideal fur die Kalib-
rierung von Fluoreszenzmikroskopen geeig-
net. In diesem Beitrag beschreiben wir die
Herstellung und einige Eigenschaften flu-
oreszierender multi-dimensionaler (Raum,
Intensitat, Spektrum, Lebensdauer) Lineale
fur die Kalibrierung und Justage von Weit-
feld-, Konfokal- und Multiphotonen-Mikro-
skopen oder von deren Komponenten.

2 Kalibrations-Objekttrager

Bild 1 zeigt einen typischen Kalibrations-
Objekttrager. Er besteht aus einem Glas-
substrat, das in eine Messingplatte mit den
Abmessungen eines Standard-Objekttragers
eingelassen ist. In das Glas sind verschiedene
Fluoreszenzmuster eingraviert, von denen
jedes fur eine bestimmte Kalibrationsaufga-
be vorgesehen und ausgelegt ist. Im Grunde
dhnelt die Gravur dieser fluoreszierenden
Strukturen einem photographischen Pro-
zess: Ein lichtempfindliches Glas wird einem

einer FWHM-Lange
(Full Width at Half
Maximum), die von
4 bis 10 ym vari-
iert werden kann,
sowie mit einem Durchmesser von 1 bis
2 uym (Peak-zu-Peak) und einer FWHM-
Wandstarke von 330 bis 550 nm, vgl.
Bild 2a & 2b. Aus dieser elementaren
Struktur kénnen komplexere lineare oder
runde 3D-Geometrien aufgebaut werden;
ein Beispiel zeigt Bild 2c. Die Positions-
genauigkeit der Strukturen liegt bei 50 nm.

3 Spektrale Eigenschaften
3.1 Spektrum

sowie insbesondere die Untersuchung
chromatischer Aberrationen.

3.2 Lebensdauer

Es wurden Lebensdauermessungen durch-
gefuhrt, auf die wir hier aber nicht naher
eingehen. Sie zeigten eine schnell abklingen-
de Komponente mit ca. 1,5 ns Lebensdauer,
was mit FLIM-Studien (Fluorescence Lifetime
Imaging Microscopy) kompatibel ist.

3.3 Intensitat

Bild 4a zeigt 16 Quadrate, die mit ver-
schieden hohen Dosen elektromagneti-
scher Strahlung eingraviert wurden. In
Bild 4b ist Uber der jeweiligen Positions-
nummer die fur jede Flache gemessene
globale Fluoreszenzintensitat dargestellt.
Sie folgt innerhalb der horizontalen Reihen
von je vier Quadraten vier linearen Trends
mit unterschiedlichen Steigungen. Die Flu-
oreszenzintensitat der eingravierten Struk-
turen ist Uber die Bestrahlungsdosis leicht
einzustellen. Dies ist besonders nutzlich far
die Untersuchung der Dynamik und der
Detektor-Linearitat, zudem konnte damit
ein Ansatz fur die quantitative Fluoreszenz-
mikroskopie eroffnet werden.

4 Fluoreszenz-Stabilitat
und Langlebigkeit der Strukturen

4.1 Stabilitat

Wir haben die Fluoreszenz-Stabilitat der
Strukturen mit quantitativen Experimenten
untersucht, wobei zwei Falle unterschieden
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Bild 3: (a) Typisches Absorptionsspektrum und (b) tatséch-
liches Emissionsspektrum (Lo, = 325 nm) der eingravierten
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Kurvenanpassung.
Sobald die Anre-
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gung beendet wird,
erholt sich die Fluo-
reszenz bis zu ihrem
Ausgangswert. Dies
geschieht innerhalb
einer charakteristi-
schen Zeit und dau-

Bild 4: (a) Konfokale Fluoreszenzaufnahme (\o,. = 405 nm,
Aem = 420-700 nm, 10x/0,3) von 16 quadratischen Struktu-
ren, die mit verschieden hohen Dosen elektromagnetischer
Strahlung eingraviert wurden, (b) Fluoreszenz-Intensitatsni-

veaus dieser Quadrate

werden missen: Bei Weitfeld-Mikroskopen
mit niedrigen Leistungsdichten bleibt die
Fluoreszenzintensitat zeitlich konstant,
wahrend in der konfokalen Fluoreszenz-
mikroskopie die Leistungsdichte hoher ist
und je nach Abbildungsparametern ein
Abklingen der Fluoreszenz auftritt.

Bild 5 zeigt fur ein konfokales Mikroskop
die Entwicklung der Fluoreszenzintensitat
Uber der Aufnahmezeit anhand von 6000
Bildern, die innerhalb von 5 Minuten
erfasst wurden. Der Anregungs-Laserstrahl
bei 405 nm wurde mit einem Mikroskop-
objektiv fokussiert (numerische Apertur
NA = 1,4), die mittlere Leistung auf der
Probe betrug 250 pW. Sowohl die Bilder-
fassungsdauer als auch die Leistungsdich-
te lagen somit deutlich Uber typischen
Abbildungsbedingungen fur biologische
Proben.

Innerhalb der ersten zehn Sekunden ist
eine drastische Abnahme der Fluoreszenz-
intensitat zu beobachten, dann aber ten-
diert sie bei etwa 85% des anfanglichen
Fluoreszenzniveaus in Richtung einer hori-
zontalen Asymptote. Eine dreifach expo-
nentielle Abklingkurve mit drei verschiede-
nen Zeitkonstanten ergibt die genaueste

ert je nach Aufnah-
mebedingungen
einige Sekunden bis
einige Stunden.

Der Ursprung dieses
Fluoreszenz-Abklin-
gens ist noch nicht
identifiziert. Da sich
die Fluoreszenz wieder erholt, handelt es
sich nicht um Photobleichen, sondern wohl
eher um eine Reorganisation der elektro-
nischen Anordnung der fluoreszierenden
Spezies. Um Messungen innerhalb eines
stabilen Bereichs durchzufihren, muss die
Leistungsdichte der Anregungsstrahlung
hinreichend gering gehalten werden. Die
Leistungsdichte-Schwelle, unterhalb der
eine Anregungs-Sattigung vermieden wird,
richtet sich nach der durchschnittlichen
Leistung auf der Probe, der NA des Mikro-
skopobjektivs und der Anregungswel-
lenlange. Aktuell wird an verschiedenen
Losungsansatzen gearbeitet, um dieses
stérende Abkling-Phanomen zu verringern;
dabei muss aber betont werden, dass es
unseres Wissens keine sub-Mikrometer-
Fluorophore mit vergleichbaren spektralen
Eigenschaften gibt, die nicht photoblei-
chen oder photoblinken.

6 8 10 12 14 16
Quadrat Nr.

4.2 Langlebigkeit

Um diese Art der Kalibrations-Objekttrager
zu einem Referenz-Werkzeug fir die Flu-
oreszenzmikroskopie zu machen, wurden
Anstrengungen unternommen, um ihre
Langlebigkeit nachzuweisen. Tatsachlich
ist der erste, 2006
hergestellte  Pro-

= 100 ,
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8 94 15 Minuten, 6000 Bilder Anpassungs- einsetzbar,  seine
g 96 — P,, = 250 UW auf Probe Koeffizienten: Fluoreszenzstruktu-
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N -
2 ap Zur quantitativen
S ) Analyse  wurden
i beschleunigte Alte-
£ fi rungstests durchge-
‘E B4 fuhrt: Objekttrager
S T T T T wurden vier Mona-
0 200 400 600 800 te lang in einem
Zeit [s] Laborofen bei einer
Bild 5: Entwicklung der Fluoreszenzintensitidt (normiert) ilber erhdhten Tempe-
der Aufnahmezeit bei konfokaler Abbildung einer Struktur ratur von 100°C

mit Ubertrieben hoher Anregungsintensitéat. Die 15%ige Fluo-
reszenzminderung erholt sich innerhalb von ca. fiinf Minuten
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gehalten, und die
Emissionsspektren

wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten
wahrend der Studie Uberwacht. Die Mes-
sungen zeigten bisher keine Veranderung,
weder in der Form noch in der Intensitat
der Fluoreszenz-Emissionsspektren.

5 Fazit und Ausblick

Nicht-photobleichende  fluoreszieren-
de sub-pm-Strukturen sind geeignet, die
Anforderungen an ein Referenz-Werkzeug
zur Kalibrierung und Justage von Fluo-
reszenzmikroskopen zu erflllen. Sie bie-
ten Unterauflésungs-StrukturgréBen von
330 nm in xy- und 4 ym in z-Richtung, so
dass sie fur Mikroskopobjektive mit NA < 1
einsetzbar sind. Um diese Werte fir gro-
Bere numerische Aperturen zu verbessern,
werden neue Verfahren und Bildanalyse-
Algorithmen entwickelt. Die Strukturen
ermoglichen eine hochauflésende Mes-
sung der Verschiebung von Elementen, der
Feld- und Beleuchtungs-Homogenitat, der
lateralen und axialen Auflésung des Mikro-
skop-Objektivs, der Detektor-Dynamik, des
spektralen Antwortverhaltens des Systems
und anderer Eigenschaften.
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