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Hochauflosende
Lichtmikroskopie

@ Neben markierungsfreien Techni-
ken ist die Verbesserung der raumli-
chen Auflosung zur Zeit eines der
wichtigsten Gebiete der optischen
Mikroskopie. In den letzten beiden
Jahren gab es hier spektakulare Fort-
schritte. Die Beugungsgrenze hat ih-
re Bedeutung als Maf$ fur die best-
mogliche  optisch-mikroskopische
Abbildung verloren. Die neuen
Techniken erzielen stattdessen eine
raumliche Auflésung von wenigen
zehn Nanometern, und das auch in
schwierigen Proben wie lebenden
Zellen. Damit dringt die optische
Mikroskopie in Bereiche vor, die bis-
lang der Elektronenmikroskopie
vorbehalten waren. Bestehen bleiben
alle Vorteile optischer Untersuchun-
gen, vor allem ihre geringe Invasivi-
tat.

Aus chemischer Sicht ist bedeut-
sam, dass die neuen Verfahren auf
grundlegenden fluoreszenzspektro-
skopischen Verfahren aufbauen. Da-
mit sind durch neue spektroskopi-
sche Techniken und neue Chromo-
phore weitere Fortschritte zu erwar-
ten.

Die raumliche Auflosung her-
kommlicher, gut etablierter Verfah-
ren wie der konfokalen Mikroskopie
oder der Zweiphotonenmikroskopie
ist beugungsbegrenzt. Damit ist in
der Ebene senkrecht zur optischen
Achse des Mikroskops mit sicht-
barem Licht nur eine Auflosung von
etwa 200 nm, auf der dazu senkrech-
ten Achse von etwa 500 nm zu errei-
chen. In den letzten drei Jahren ha-
ben sich, aufbauend auf Arbeiten aus
den 1990er Jahren, zwei Verfahren
etabliert, mit denen in der optischen
Mikroskopie Auflosungen weit un-
terhalb der Beugungsgrenze moglich
sind: Die Stimulated-Emission-De-
pletion(STED)-Mikroskopie und die
Photoactivated Localization Micros-
copy (PaLm), auch als Fluorescence
Photo Activation Localization Mi-
croscopy (Fparm) und STorM (Sto-
chastic Optical Reconstruction Mi-
croscopy) bezeichnet (Abbildung 1).

STED-Mikroskopie

@ Die Stimulated-Emission-Deple-
tion(STED)-Mikroskopie hat die
Gruppe um Stefan Hell entwickelt.
Die grundlegende Idee besteht in der
Kombination eines normalen, beu-
gungsbegrenzten Strahls zur Fluo-
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Abb. 1. Bilderzeugung in der STED- und (F)PaLm/Storm-Mikroskopie. STED: Das Bild entsteht durch Rasterscannen
einer Intensitdtsnull (gelb: STED-Strahl). (F)Paim/Storm: Das Gesamtbild entsteht durch Zusammensetzen von N

Weitfeld-Einzelbildern mit einzelnen jeweils neu photoaktivierten Molekiilen. (griin: beugungsbegrenztes Detekti-

onsvolumen)

reszenzanregung mit einem raum-
lich uberlagerten, frequenzverscho-
benen STED-Strahl zur Anregung
stimulierter Emission.” Das Intensi-
tatsprofil dieses zweiten Strahls wird
so geformt, dass im Brennpunkt die
Intensitat in der Mitte des Strahlpro-
fils null ist. Die Wahrscheinlichkeit,
mit der die Fluorophore durch die-
sen STED-Strahl in den Grund-
zustand gepumpt werden, hangt ex-
ponentiell von dessen Intensitét ab.
Dies gilt dann auch fur die Wahr-
scheinlichkeit, dass sich die Fluoro-
phore im Fokus im elektronisch an-
geregten Zustand befinden. In der
Mikroskopie wird nun die Intensi-
tatsnull im Fokus des STED-Strahls
uber die Probe gerastert. Im Prinzip
lasst sich mit ausreichend grofSer In-
tensitat des STED-Strahls so eine be-
liebig hohe
Praktisch

sind unter anderem nicht-lineare op-

Auflosung  erzielen.
auflosungsbegrenzend

tische Prozesse, welche die Fluoro-
phore bleichen.

STED-Mikroskopie in der Praxis

@ Im letzten Jahr wurden die Kon-
zepte der STED-Mikroskopie prak-
tisch umgesetzt. Inzwischen sind
Gerite auf dem Markt.

Ein wesentlicher Anwendungsbe-
reich optischer Mikroskopieverfah-
ren sind heute zellbiologische Unter-
suchungen. Etablierte molekularbio-
logische und biochemische Ana-
lysen kliren zwar molekulare Wech-
selwirkungen auf, liefern aber keine
dynamischen Informationen. Diese
erhdlt man durch optische Mikro-
skopie. Doch dafiir sind Bildwieder-
holraten von 1 Hz oder mehr erfor-
derlich. Westpahl et al. erreichten
mit STED-Mikroskopie in kleinen
Bildausschnitten sogar Videoraten,
also 28 Bilder pro Sekunde.” Fir
diese hohen Bildwiederholraten war
durch die Wahl der STED-Intensita-
ten ein Kompromiss zwischen Auf-
losung und Signalintensitét erforder-
lich, denn hohere STED-Intensitit
bedeutet zwar hohere Auflosung,
aber geringere Fluoreszenzintensi-
tat. So lief’ sich die Bewegung ein-
zelner fluoreszenzmarkierter synap-
tischer Vesikel (Durchmesser etwa
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40 nm) in funktionalen Axonen ver-
folgen und analysieren.

Untersuchungen dieser Art ver-
bessern noch nicht die axiale Auf-
losung, da die Intensitat des STED-
Strahls in den herkommlichen Ver-
fahren keinen Nulldurchgang entlang
der optischen Achse hat. Hein et al.
projizierten die Intensitatsnull ent-
lang der optischen Achse und errei-
chen dadurch auch in dieser Rich-
tung eine bessere raumliche Auf-
losung. Eine simultane Verbesserung
der Auflosung in allen drei Raum-
richtungen ist dann durch Kombina-
tion von zwei durch verschiedene
Phasenmasken modulierte STED-
Strahlen moglich. Mit diesem Experi-
ment liefen sich beispielsweise mor-
phologische Veranderungen des en-
doplasmatischen Reticulums leben-
der Zellen beobachten.”

Die hohe dreidimensionale Auf-
losung der STED-Technik ist auch
fur materialwissenschaftliche Unter-
suchungen nutzbar. So bildeten Har-
ke et al. Strukturen kolloidaler Mo-
dellsysteme ab.”

Fluoreszenzmikroskopie mit
hoher raumlicher Auflésung

@ Vor zwei Jahren haben fast zeit-
gleich drei Gruppen ein weiteres
Verfahren zur Fluoreszenzmikrosko-
pie mit einer Auflosung unterhalb
der Beugungsgrenze beschrieben;
die Bezeichnungen sind unter-
schiedlich: Paim (Photoactivated
Localization Microscopy),i) FraLM
(Fluorescence Photoactivation Loca-
lization Microscopy)” und SToRM
(Stochastic Optical Reconstruction
Microscopy)” — sie funktionieren
aber alle gleich. Die rdaumliche
Hochauflosung beruht auf der Ab-
bildung einzelner fluoreszierender
Molekule. Das Prinzip wurde erst-
mals Mitte der 90er Jahre beschrie-
ben” und bei tiefen Temperaturen
(1,7K) experimentell umgesetzt.g)
Dabei macht man sich zunutze, dass
die Position eines einzelnen fluores-
zierenden Molekils auf wenige
10 nm genau bestimmbar ist, wenn
das Molekul gentugend weit vom
ndchsten, spektral ununterscheid-
baren fluoreszierenden Molekul ent-

fernt ist. Fur die Positionsbestim-
mung ist das raumliche Maximum
der Photonenverteilung zu ermit-
teln. Abhangig vom Signal-zu-
Rausch-Verhaltnis gelingt dies mit
einer Genauigkeit bis hin zu weni-
gen Nanometern.'”

Bildet man die Emission mehre-
rer einzelner Molekule gleichzeitig
mit einer CCD-Kamera ab, so kon-
nen Bilder mit Videoraten auf-
genommen werden. Dies nutzt bei-
spielsweise die dynamische Mikro-
skopie, um Bewegungen einzelner
nanoskopischer Partikel in biologi-
schen Zellen zu Verfolgen.m Hoch-
aufgeloste statische Bilder einer Pro-
be mit vielen Fluorophoren inner-
halb eines beugungsbegrenzten Ab-
bildungsvolumens entstehen durch
die Zusammensetzung nacheinan-
der aufgenommener Bilder identi-
scher Bildausschnitte. Dabei wird
der fluoreszierende Zustand der
Chromophore in diesen Bildern erst
optisch aktiviert. Wahlt man die
Photoaktivierung so, dass in jedem
Bild nur so wenige Molekiile fluores-
zieren, dass diese einzeln auflosbar

sind, so ist deren Position in jedem
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Bild genau zu bestimmen. Da die
Photoaktivierung ein stochastischer
Prozess ist, fithrt die Kombination
der Bilder im Idealfall zu einem
hochaufgelosten Bild aller Chromo-
phore.

Hohere Bildaufnahmerate

@& Die ersten Demonstrationen der
PALM-Technik beruhten entweder
auf der Photoaktivierung von fluo-
reszierenden Proteinen oder von
Paaren von Cyaninfarbstoffen und
zeigten sehr hohe raumliche Auf-
losung. Allerdings waren diese ers-
ten Umsetzungen fir die meisten
Anwendungen noch ungeeignet: Die
Farbstoffkonzentrationen durfte nur
sehr gering sein, das Anregungs-
volumen musste durch Anregung
uber totale interne Reflexion auf et-
wa 100 nm in der Tiefe begrenzt
werden und die Aufnahme eines
hochaufgelosten  Bildes — dauerte
mehrere Stunden. Alle diese Schwie-
rigkeiten wurden in der Zwischen-
zeit beseitigt.

Zwei technische Anderungen
fithrten zu Bildaufnahmezeiten bis in

Rh6G
in buffer

Abb. 2. Mikroskopie mit stochastischer Photoaktivierung: Atto532(griin)- und Atto565(rot)-
gefirbte Peroxosomen (oben) und Rhodamin-6G-gefirbte Mikrotubuli, jeweils konfokal

(rechtes oberes Eck) und mit Ground State Depletion in den Triplettzustand aufgenommen.*
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den Minutenbereich: Die Bildaufnah-
merate der CCD-Kamera lasst sich
auf die Photoaktivierungskinetik der
Farbstoffe abstimmen. Damit ist es
moglich, Bilder unsynchronisiert mit
hoher Geschwindigkeit (2 Minuten
pro Bild) aufzunehmen.'>"> Bei
schnell schaltbaren Chromophoren
ist eine stroboskopartige Photo-
aktivierung mit 20 ms pro Aktivie-
rung moglich, die wiederum zu kur-
zen Bildaufnahmedauern fiihrt.'”
Diese Experimente erfordern im-
mer Kompromisse zwischen Aufnah-
medauer und Auflosung, da eine ho-
he Auflosung eine lange Belichtungs-
zeit erfordert. So eignet sich Paim fur
die Untersuchung zellularer Trans-
portphidnomene mit Geschwindig-
keiten um 1 pm-s ™. Vorteil der Pho-
toaktivierung hierbei ist, dass mit der
Aufnahme einer einzigen Zelle mehr
als 1000 Trajektorien sichtbar werden
konnen. Sonst mussten viele Zellen

untersucht werden."”

Chromophore fiir
die neuen Techniken

@ Inzwischen gibt es eine Menge
photoschaltbarer Proteine und syn-
thetischer Chromophore, die fir die
neuen Fluoreszenzmikroskopie-
Techniken optimiert sind."” Die
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Auswahl an Chromophoren hat sich
deutlich vergrofert, seit Kklar ist,
dass sich mehrere Mechanismen zur
Photoschaltung zwischen aktiven
und inaktiven Zustanden eignen. So
konnen sich Cyaninfarbstoffe durch
optisches Schalten ohne zusatzli-
chen Aktivator von cis- in trans-Iso-
mere und umgekehrt umwandeln.'”
Ausdehnung auf eine groflere An-
zahl an Fluorophoren verspricht
hier die Entvolkerung des Grund-
zustands durch Ubergange in lang-
lebige inaktive Zustande, wie den
Triplettzustand.'” Dies kann nicht
nur photophysikalisch, sondern
auch chemisch erfolgen.'® Mit der
Menge an Chromophoren ist es nun
auch moglich, verschiedene Farb-

stoffe simultan abzubilden.'”

Dreidimensionale Abbildung

@ Die Schwierigkeiten beim Einsatz
der hochauflosenden optischen Mi-
kroskopie mit stochastischer Photo-
aktivierung sind im Wesentlichen
gelost. Allerdings waren die bisher
beschriebenen Experimente auf die
Abbildung in einer Ebene begrenzt.
Fir dreidimensionale Abbildungen
hat im letzten Jahr die Gruppe um
Zhuang eine Losung prasentiert. Da-
bei erzeugt eine schwache Zylinder-
linse im Strahlengang einen Astig-
matismus. Damit liegt die minimale
Breite der Photonenverteilung fur
die Emission einzelner Molekule
entlang der optischen Achse in ver-
schiedenen Ebenen fir die zwei
Richtungen senkrecht zur optischen
Achse. Eine einfache Kalibriermes-
sung erlaubt dann die Bestimmung
der Position entlang der optischen
Achse mit einer Genauigkeit von et-
wa 20 nm.””

Die beschriebenen Entwicklun-
gen haben in kurzer Zeit dazu ge-
fuhrt, dass mehrere Methoden zur
optischen Mikroskopie mit einer
raumlichen Auflosung weit unter-
halb der Beugungsgrenze zur Ver-
fugung stehen. Es ist zu erwarten,
dass diese Techniken die Grundlage
liefern, um Neuland vor allem in den
Lebenswissenschaften, aber auch in
den Materialwissenschaften zu er-
schliefSen.
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