Der Chemie-Preis 2009 wurde Herrn Philip Tinnefeld, Miinchen, in An-
erkennung seiner grundlegenden Arbeiten zur Weiterentwicklung der op-
tischen Einzelmolekiilspektroskopie und ihrer Anwendungen auf biomo-
lekulare Wechselwirkungen verlichen.

Fluoreszenzmikroskopie ,,bottom-up*:
Von Einzelmolekiilen zur Superauflésung

PaiLir TINNEFELD

Die riumliche Auflésungsfihigkeit ei-
nes optischen Mikroskops ist durch
dic Wellenlinge des Lichts begrenzt.
So kénnen mit einem herkémmli-
chen Mikroskop Strukturen, die klei-
ner als 200 bis 300 Nanometer —
also Millionstel Millimeter — sind,
nicht mehr eindeutig voneinander ab-
gegrenzt werden. Diese fundamentale
physikalische Grenze der Lichtmikro-
skopie wird von der Wellennatur des
Lichts und der damit einhergehenden
Beugung verursacht: Licht einer be-

stimmten Wellenlinge, das von ciner
Linse fokussiert wird, kann keine Ob- Philip Tinnefeld, Professor fir
jekte voncinander trennen, die niher  Bjophysik an der Ludwig-Maximilians-
alsungefihr dic halbe Wellenlinge des  Universitit Miinchen, Triger des
Lichts voneinander entfernt sind. Chemie-Preises 2009

Diese seit etwa 140 Jahren bekann-
te Grenze galt allgemein als mit optischen Fernfeldmethoden uniiberwind-
bar. Dem gegeniiber steht das Interesse der Wissenschaftler an Strukturen
von der Grofle einzelner Molekiile und biomolekularer Komplexe. Dy-
namisch interagicrende Zusammenschliisse von Biomolekiilen mit einer
Grofle von 10 bis 100 nm fiihren die fundamentalen molekularen Prozesse
aus, dic in ihrer Summe das Leben ausmachen. Eine héhere Auflésung ist
zwar mit elektronenmikroskopischen Verfahren méglich, doch diese sind
aufwindig und besitzen gewisse Nachteile — zum Beispiel erlauben sie keine
Analyse lebender Strukturen.
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Abbildung 1: A: Schema der Fluoreszenz-Nanoskopie, die durch die Lokalisation einzel-
ner Farbstoffmolekiile und ihrer zeitlichen Trennung Superauflssung erreicht. Wenn beide
Molekiile gleichzeitig leuchten und ihre Anzahl und jeweilige Helligkeit nicht bekannt ist,
dann ist die Strukturinformation aufgrund der Beugung verloren. Durch zeitliche Tren-
nung ihrer Fluoreszenz kénnen die beiden Molekiile sehr genau in der Mitte der Abbil-
dungsfunktion lokalisiert werden. B: Beispiel der Blink-Mikroskopie: Beugungsbegrenz-
tes Bild von Aktinfilamenten auf Glasoberflichen (links); einige Bilder einer Zeitserie, die
die Emission einzelner blinkender Molekiile zeigt (Mitte), und das aus der sukzessiven
Lokalisation der einzelnen Molekiile rekonstruierte Superauflésungsbild (rechts).

Ein erster Durchbruch zur Entwicklung einer Methode, die die Beugungs-
grenze im Fernfeld iiberwindet, wurde mit der Stimulated Emission De-
pletion Mikroskopie bereits 1994 von Wichmann und Hell vorgestellt und
cinige Jahre spiter realisiert. [1] Hierbei werden die fluoreszierenden Farb-
stoffmolekiile in einem konfokalen Mikroskop angeregt. Der Anregungs-
fokus hat dabei einen beugungsbegrenzten Durchmesser von ca. 250 nm.
Durch chrlagcrn mit einem zweiten lingerwelligen Laser, der aufgrund
von destruktiver Interferenz ein Intensititsminimum in der Mitte des Fokus
hat, werden Molekiile im dufleren Fokusbereich iiber stimulierte Emission
abgeregt, was aufgrund der Nichtlinearitit der Abregung zu einer nicht-
beugungsbegrenzten Auflésung fiihrt.

Mittlerweile hat sich hieraus cin neues Gebiet mit vielfiltigen Ansiit-
zen zur Auflésungserh6hung entwickelt (= Nanoskopie oder Fernfeld-
Superauflssungsmikroskopie). Gemeinsam ist diesen Ansitzen, dass sie das
Schalten der Farbstoffe zwischen einem leuchtenden und einem dunklen
Zustand aufweisen miissen, damit die Fluoreszenz der Farbstoffe getrennt
werden und die Molekiile sequenziell lokalisiert werden kénnen. Hier ha-
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ben sich in letzter Zeit zwei Ansitze durchgesetzt, zum einen das geziel-
te Auslesen, bei dem der Ort durch die Anregungsgeometrie vorgegeben
ist und geschaut wird, ob sich an diesem Ort fluoreszierende Molekiile
befinden (z.B. bei der STED Mikroskopie), zum anderen das Auslesen
der Positionen einzelner Farbstoffmolekiile in einer Probe, wobei die Farb-
stoffe stochastisch zwischen einem An- und einem Auszustand hin- und
hergeschaltet werden. Die letztere Methode hat sich aufgrund ihrer in-
strumentellen Einfachheit — es wird lediglich ein Weitfeld-Mikroskop mit
hochempfindlicher CCD-Kamera benétigt — weltweit in viele Laboratori-
en ausgebreitet. Wihrend also cin Grofiteil der Farbstoffmolekiile in einem
Dunkelzustand pripariert wird, kann die Population der leuchtenden Mole-
kiile, die so verdiinnt vorliegt, dass die Emission cinzelner Molekiile nicht
mehr iiberlappt und abgegrenzte beugungslimitierte Punkte detektiert wer-
den, in der Mitte dieser Abbildungsfunktionen zum Beispiel mit Hilfe einer
Gauflanpassung hochprizise bestimmt werden. Diese Ortsbestimmung hat
je nach Anzahl der detcktierten Photonen eine Genauigkeit von wenigen
Nanometern. Die Orte der Lokalisationen werden anschliefend in einem
neuen 2-D Bild histogrammiert und ergeben farbcodiert das rekonstruier-
te, superaufgeldste Bild. Dieser Prozess ist in Abbildung 1 anhand einzelner
Aktinfilamente dargestellt, die auf einem Deckglas polymerisiert vorliegen.

Ein zentraler Punkt, in dem sich die verschiedenen Ansitze unterschei-
den, die das stochastische Schalten und Positionsauslesen benutzen, sind die
Artund Weise, wie ein Grofteil der Farbstoffmolekiile in einem Auszustand
pripariert werden kann. Hierzu bieten sich zum Einen photochrome Farb-
stoffe an, die mit Hilfe zweier Anregungswellenlingen an- und ausgeschal-
tet werden kénnen. Auflerdem spiclen in diesem Bereich photoschaltbare,
fluoreszierende Proteine wie Derivate des Griin-Fluoreszierenden-Proteins
(GFP) cine Rolle, da sic vor allem fiir die Markierung in lebenden Zellen
geeignet sind. Aus photophysikalischer Sicht sind die verwendeten pho-
tochromen Farbstoffe aber alles andere als ideal und werden schnell pho-
tozerstort. Auch ist die Schaltung mit hiufig kiirzerwelligem Licht nicht
perfekt, wenig reproduzierbar und fiihrt zu zusitzlicher Photozerstérung.
Wir haben in den letzten Jahren einen neuartigen Weg gefunden, um diese
Photozerstérung zu reduzieren und generische Auszustinde, die jeder Fluo-
reszenzfarbstoff aufweist, fiir die Nanoskopie zu nutzen [2]. Dazu werden
transiente Zustinde der Farbstoffe, wie Triplett- und Radikalzustinde, mit
Hilfe von Elektronentransferreaktionen depopuliert.
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Das reduzierende und oxidierende System (ROXS)

Es ist allgemein akzeptiert, dass langlebige Zustinde wie Triplettzustinde
entscheidende Zwischenstufen auf dem Weg zur Photozerstérung organi-
scher Farbstoffe sind. Um die Triplettzustinde rasch zu entvélkern, haben
wir vorgeschlagen, redox-aktive Substanzen, d.h. Reduktions- und Oxi-
dationsmittel einzusetzen. Diese reagieren in ciner Elektronentransferreak-
tion mit dem angeregten Triplettzustand des Farbstoffs und iiberfiihren ihn
in das entsprechende Radikalion (siche Schema in Abbildung 2). Da diese
Radikalionen aber ebenfalls potentiell reaktiv sind und somit iiber Nebenre-
aktionen zu nichtfluoreszierenden Photoprodukten fithren kénnen, miissen
auch die Radikalzustinde schnell entvélkert werden. Dies erfolgt dadurch,
dass Reduktions- und Oxidationsmittel in einem reduzierenden und oxi-
dierenden System (ROXS) gleichzeitig cingesetzt werden. Sobald sich ein
Radikalion bildet, reagiert es rasch iiber dic komplementire Redoxreaktion
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Abbildung 2: Das Konzept des reduzierenden und oxidierenden Systems (ROXS): (a) Zu
Grunde liegendes Energieschema, das beschreibt, welche Reaktionswege in Anwesen-
heit eines Oxidationsmittels (oben), eines Reduktionsmittels (Mitte) bzw. von beidem
(unten) méglich sind (S: Singulett, T: Triplett, F: Radikal, P: photozerstért) (b) Fluo-
reszenzzeitspuren (Trajektorien) einzelner Cy5 Farbstoffmolekiile, in Anwesenheit des
Oxidationsmittels Methylviologen (oben), des Reduktionsmittels Askorbinsiure (Mitte)
oder von beidem gleichzeitig (unten). (c) Die Autokorrelationsfunktion des Fluoreszenz-
signals zeigt die Zeitskalen von Intensititsfluktuationen. In Anwesenheit von ROXS wird
nur die Intensititsfluktuation aufgrund einer cis-trans Isomerisierung des Farbstoffs de-
tektiert. Die Lebensdauer aller anderen transienten Zustinde ist massiv verkiirzt und wird

daher nicht mehr detektiert.



Fluoreszenzmikroskopie ,bottom-up®: Von Einzelmolekiilen zur Superauflésung 181

wieder in den Grundzustand und steht wieder fiir Fluoreszenzzyklen zur
Verfiigung. Dieses Prinzip ist in Abbildung 2 anhand des hiufig verwende-
ten Cyanin-Farbstoffs Cy5 dargestellt. In Anwesenheit eines Oxidations-
mittels zeigt der Farbstoff schnelles sogenanntes ,,Blinken®. Die mit Hilfe
ciner Autokorrelation (Abbildung 2c) bestimmten Auszustinde im Milli-
sckundenbereich kénnen der Bildung eines Radikalkations zugeordnet wer-
den. Die Photostabilitit ist unter diesen Bedingungen stark eingeschrinkt:
Das Molekiil wird nach ca. 16 s irreversibel zerstért, wie aus dem schlag-
artigen Verschwinden des Fluoreszenzsignals hervorgeht (Abb. 2a, oben).
Eine weitere Intensititsfluktuation, die in der Autokorrelation auftaucht,
kann der fiir diesen Farbstoff typischen cis-trans Isomerisierung zugeord-
net werden (Abb. 2c). Wird dem Farbstoff alternativ ein Reduktionsmittel
zugesetzt, treten dhnliche Auszustinde auf, die aber mit einer Lebensdauer
von bis zu 60 ms etwas linger lebig sind. Dies wird auf die wiederholte
Bildung von Radikalanionen zuriickgefiihrt, die in diesem Fall nach ca.
26 s cbenfalls zur Photozerstérung fithren. Werden jetzt Reduktions- und
Oxidationsmittel gleichzeitig eingesetzt, verschwinden die Radikalzustinde
in der Intensititsspur vollstindig, und das Molekiil leuchtet gleichmifig
und stabil (Abb. 2b, unten). Die Autokorrelation zeigt ferner, dass bis auf
cis-trans-Isomerisierung keine weiteren Auszustinde mit einer Lebensdauer
>1 ps auftreten.

Die Reduktions- und Oxidationsmittel reagieren dabei gewdhnlich nicht
miteinander, da die einzelnen Reaktionsschritte letztendlich durch die An-
regungsenergic des Farbstoffes angetricben werden und aus chemischer
Sicht der Photozyklus cine Photokatalyse mit dem Farbstoff als Katalysator
darstellt. Dieses Konzept der Photostabilisierung organischer Farbstoffe ist
allgemein anwendbar und klirt auch den Ursprung und die Eigenschaften
des oft unwillkommenen Blinkens einzelner Quantenemitter.

Neben der zum Beispiel fiir die STED-Mikoskopie benétigten héheren
Photostabilitit, bietet das iiber das Blinken Gelernte einen neuen Schalt-
mechanismus fiir die Superauflésungsmikroskopie: Radikalzustinde, die
langlebig genug sind, kénnen dafiir genutzt werden, einen Grofiteil der
Farbstoffmolekiile auszuschalten und die verblicbene Subpopulation aus-
zulesen. Dies ist schlieflich in besonders kontrollierter Form gelungen,
indem ausgesprochen clektronenaffine Farbstoffe wie Oxazine cingesetzt
wurden [3]. Diese Farbstoffe besitzen einen so stabilen Radikalanionen-
zustand, dass es vergleichsweise starker Oxidationsmittel bedarf, um sie
wieder anzuschalten. In Abwesenheit eines Oxidationsmittels kénnen die-
se Farbstoffe sogar dauerhaft ausgeschaltet werden (siche rote und gelbe
Punkte in Abbildung 3).
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Abbildung 3: Fluoreszenzbilder einzelner Molekiile auf einer Glasoberfliche. Die rot
dargestellten Punkte reprisentieren den elektronaffinen Farbstoff ATTOG655. Der griine
Farbstoff Cy3B wurde mit angebracht, um die gleichen Stellen auf der Oberfliche zu
identifizieren, wenn ATTOG55 in einer reduzierenden Umgebung nicht leuchtet (B, D).
Gelbe Punkte reprisentieren Kolokalisierungen der beiden Farbstoffe im Falschfarbenbild.
Die Bedingungen wurden zwischen normalem Phosphat-Puffer (A, C, E) und reduzieren-
dem Puffer (mit Askorbinsiure, Sauerstoff entfernt)(B, D) alterniert. Die roten Farbstoffe
werden voriibergehend in einen metastabilen reduzierten Zustand geschaltet.

Mit diesen Farbstoffen gelang diese superauflésende ,,Blink-Mikroskopie®
sogar in Anwesenheit von Sauerstoff und in Zellen. Ein so erhaltenes Bild
ist beispielsweise in Abbildung 1 gezeigt.

Kiinftig sollen die verwendeten Fluoreszenzfarbstofte gezielt den Umge-
bungsbedingungen in lebenden Zellen angepasst werden, und Strukturen
von biomoleckularen Komplexen in Zellen sollen aufgelést werden. Gene-
rell steht aber schon fest, dass die neuen Techniken der Nanoskopie bisher
unerreichte Einblicke in die Struktur biologischer Zellen erméglichen.
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