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Abstract

This thesis presents the first realization of a fluorescence microscope with
a point-spread-function substantially narrowed below 100 nm in all direc-
tions by depletion of the fluorescent state at the outer rim of the focus
using stimulated emission. As a result, the traditional diffraction limit,
set by Ernst Abbe more than 120 years ago, is overcome. Point-spread-
functions are obtained that are, compared to a conventional fluorescence
microscope, three-fold and six-fold narrower in lateral and axial direc-
tions, respectively.

Investigations of bleaching and its dependence on high laser intensi-
ties of the depleting beam are performed on several red dyes. A window
of intensity is found where depletion of the fluorescent state is already
very effective, but bleaching is negligible. The improved resolution is also
demonstrated with samples of live bakers yeast and E. coli bacteria.

In addition, the possible use of the stimulated emission depletion mi-
croscope as an ultrafast tool for imaging dynamics down to the sub-pico-
second range is briefly addressed.

Zusammenfassung

Diese Arbeit stellt die erstmalige Realisierung eines Fluoreszenz-Mikros-
kops dar, dessen Punktabbildungsfunktion wesentlich, d.h. auf unter 100
nm in allen drei Raumrichtungen, eingengt wird. Das wird erreicht durch
Fluoreszenzlöschung mittels stimulierter Emission in den Randbereichen
des Fokus. Dadurch wird die traditionelle Beugungsbegrenzung, formu-
liert von Ernst Abbe vor mehr als hundert Jahren, überwunden. Es werden
Punktabbildungsfunktionen, die lateral bis zu dreifach und axial bis zu
sechsfach schmäler als die eines konventionellen Fluoreszenzmikroskops
sind, gemessen.

Für eine Reihe roter Farbstoffe wird die Verträglichkeit hoher Laserpul-
senergien zur Fluoreszenzlöschung mit deren Bleichverhalten untersucht.
Es wird ein Intensitätsbereich gefunden, bei dem die Fluoreszenzlöschung
bereits sehr effektiv, ein Bleichen jedoch zu vernachlässigen ist. So kann
die erhöhte Auflösung auch an lebenden Zellen der Bäckerhefe und an
Colibakterien gezeigt werden.

Zusätzlich wird kurz auf die mögliche Verwendung dieses Mikroskops
als ultraschnelles bildgebendes Verfahren zur Aufnahme dynamischer Ab-
läufe bis hinab auf einer sub-Pikosekunden Zeitskala eingegangen.
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List of Abbreviations

4Pi Type of scanning microscope using two opposing lenses
coherently[1, 2, 3]

AFM Atomic Force Microscope
APD Avalanche Photo Diode
E. coli Escherichia coli
det. detection
Ar+ Argon-ion (laser)
E-PSF Effective Point Spread Function
em. emission
ex., excit. excitation
fl., fluo. fluorescence
FWHM Full Width at Half Maximum
HWHM Half Width at Half Maximum
HR High Reflector (dichroic mirror)
I5M As 4Pi but wide-field [4, 5, 6]
LB medium Luria Broth medium
MCS Multi Channel Scaler
NA Numerical Aperture of a lens
OPO Optical Parametric Oscillator
OTF Optical Transfer Function
PSF (Intensity) Point Spread Function
SNOM Scanning Near-Field Optical Microscope
STED Stimulated Emission Depletion(of the fluorescent state)
STM Scanning Tunneling Microscope
Ti:Sa Titanium Sapphire Laser
TTL Transistor Transistor Logic (electronic standard)
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