
DerChemie-Preis 2009wurdeHerrnPhilipTinnefeld, München,in An-
erkennung seiner grundlegendenArbeiten zurWeiterentwicklung der op-
tischenEinzelmolekülspektroskopie und ihrerAnwendungen auf biomo-
lekulareWechselwirkungen verliehen.
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DieräumlicheAuflösungsfähigkeit ei-
nes optischenMikroskops ist durch
dieWellenlänge desLichts begrenzt.
Sokönnen mit einem herkömmli-
chenMikroskopStrukturen, die klei-
nerals 200 bis 300Nanometer–
alsoMillionstelMillimeter–sind,
nichtmehr eindeutig voneinanderab-
gegrenztwerden.Diese fundamentale
physikalischeGrenzeder Lichtmikro-
skopie wirdvon derWellennatur des
Lichts und der damit einhergehenden
Beugungverursacht: Licht einer be-
stimmtenWellenlänge, das von einer
Linse fokussiertwird, kann keineOb-
jektevoneinander trennen, die näher
als ungefähr die halbeWellenlänge des
Lichtsvoneinander entfernt sind.
Diese seit etwa 140Jahren bekann-
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teGrenzegalt allgemein als mit optischenFernfeldmethoden unüberwind-
bar.Demgegenüber steht dasInteresse derWissenschaftler anStrukturen
von derGröße einzelnerMoleküle und biomolekularerKomplexe. Dy-
namischinteragierendeZusammenschlüssevonBiomolekülen mit einer
Größevon10bis 100 nm führen die fundamentalen molekularenProzesse
aus,diein ihrerSumme dasLeben ausmachen. Eine höhereAuflösung ist
zwar mit elektronenmikroskopischenVerfahren möglich, doch diese sind
aufwändig und besitzen gewisseNachteile–zumBeispiel erlauben sie keine
AnalyselebenderStrukturen.
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Abbildung1: A: Schema derFluoreszenz-Nanoskopie, die durchdie Lokalisation einzel-
nerFarbstoffmoleküle und ihrerzeitlichenTrennungSuperauflösung erreicht.Wennbeide
Moleküle gleichzeitig leuchten und ihreAnzahl und jeweiligeHelligkeit nichtbekannt ist,
dann ist dieStrukturinformation aufgrund derBeugungverloren.DurchzeitlicheTren-
nung ihrerFluoreszenz können die beidenMoleküle sehr genau in derMitte derAbbil-
dungsfunktionlokalisiertwerden. B:Beispiel derBlink-Mikroskopie:Beugungsbegrenz-
tesBildvonAktinfilamenten aufGlasoberflächen (links); einigeBilder einerZeitserie, die
dieEmission einzelnerblinkenderMolekülezeigt (Mitte), und das aus der sukzessiven
Lokalisation dereinzelnenMolekülerekonstruierteSuperauflösungsbild (rechts).

Ein ersterDurchbruch zur Entwicklung einerMethode, die dieBeugungs-
grenzeimFernfeld überwindet,wurde mit derStimulatedEmissionDe-
pletionMikroskopie bereits 1994vonWichmann undHellvorgestellt und
einigeJahrespäterrealisiert. [1]Hierbeiwerden diefluoreszierendenFarb-
stoffmoleküleineinem konfokalenMikroskop angeregt.DerAnregungs-
fokus hat dabei einenbeugungsbegrenztenDurchmesservonca. 250 nm.
DurchÜberlagern mit einem zweiten längerwelligen Laser,der aufgrund
von destruktiverInterferenz einIntensitätsminimuminderMitte desFokus
hat, werdenMoleküle im äußerenFokusbereich über stimulierte Emission
abgeregt,was aufgrund derNichtlinearität derAbregung zu einer nicht-
beugungsbegrenztenAuflösung führt.
Mittlerweile hat sich hieraus ein neuesGebiet mit vielfältigen Ansät-

zenzurAuflösungserhöhung entwickelt (⇒ Nanoskopie oderFernfeld-
Superauflösungsmikroskopie).Gemeinsamistdiesen Ansätzen, dass sie das
Schalten derFarbstoffe zwischen einem leuchtenden und einem dunklen
Zustand aufweisen müssen, damit dieFluoreszenz derFarbstoffe getrennt
werdenund dieMoleküle sequenziell lokalisiertwerden können.Hier ha-
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ben sichinletzterZeit zwei Ansätzedurchgesetzt, zum einen dasgeziel-
teAuslesen, bei dem derOrtdurch die Anregungsgeometrie vorgegeben
ist und geschaut wird, ob sichan diesemOrtfluoreszierendeMoleküle
befinden (z. B. bei der STEDMikroskopie), zum anderen dasAuslesen
derPositionen einzelnerFarbstoffmoleküleineinerProbe, wobei dieFarb-
stoffe stochastisch zwischen einemAn-und einemAuszustand hin- und
hergeschaltetwerden.Dieletztere Methode hat sich aufgrundihrerin-
strumentellenEinfachheit–eswirdlediglich einWeitfeld-Mikroskopmit
hochempfindlicher CCD-Kamera benötigt–weltweit in vieleLaboratori-
en ausgebreitet. Währendalso einGroßteilderFarbstoffmoleküleineinem
Dunkelzustand präpariertwird, kann diePopulation der leuchtendenMole-
küle,die so verdünnt vorliegt, dass die Emission einzelnerMolekülenicht
mehr überlappt undabgegrenzte beugungslimitiertePunkte detektiertwer-
den, in derMitte dieserAbbildungsfunktionen zumBeispiel mitHilfe einer
Gaußanpassung hochpräzise bestimmt werden.DieseOrtsbestimmung hat
je nach Anzahlder detektiertenPhotonen eineGenauigkeit vonwenigen
Nanometern.DieOrtederLokalisationenwerden anschließendineinem
neuen 2-DBild histogrammiertund ergeben farbcodiertdasrekonstruier-
te, superaufgelösteBild.DieserProzess istinAbbildung1anhand einzelner
Aktinfilamentedargestellt, die auf einemDeckglas polymerisiertvorliegen.
EinzentralerPunkt, in dem sich die verschiedenen Ansätze unterschei-

den, diedas stochastische Schalten undPositionsauslesen benutzen, sind die
ArtundWeise, wie einGroßteil derFarbstoffmoleküleineinemAuszustand
präpariertwerden kann.Hierzu bieten sich zumEinen photochromeFarb-
stoffe an, die mitHilfe zweier Anregungswellenlängenan-undausgeschal-
tetwerdenkönnen.Außerdem spielenindiesemBereich photoschaltbare,
fluoreszierendeProteine wieDerivate desGrün-Fluoreszierenden-Proteins
(GFP) eineRolle, da sie vor allem für dieMarkierunginlebendenZellen
geeignet sind.AusphotophysikalischerSicht sind dieverwendeten pho-
tochromenFarbstoffe aber alles andereals ideal undwerden schnellpho-
tozerstört.Auch ist die Schaltung mit häufig kürzerwelligem Lichtnicht
perfekt, wenigreproduzierbar und führtzuzusätzlicherPhotozerstörung.
Wirhaben in den letztenJahren einen neuartigenWeggefunden, um diese
Photozerstörung zureduzieren und generischeAuszustände, die jederFluo-
reszenzfarbstoff aufweist, für dieNanoskopie zu nutzen [2].Dazuwerden
transienteZustände derFarbstoffe,wieTriplett- und Radikalzustände,mit
HilfevonElektronentransferreaktionen depopuliert.



180 PhilipTinnefeld

Dasreduzierende undoxidierendeSystem(ROXS)

Es istallgemeinakzeptiert, dass langlebigeZustände wieTriplettzustände
entscheidendeZwischenstufen auf demWegzurPhotozerstörung organi-
scherFarbstoffe sind.UmdieTriplettzustände rasch zu entvölkern, haben
wirvorgeschlagen,redox-aktiveSubstanzen, d. h.Reduktions- und Oxi-
dationsmittel einzusetzen.DiesereagierenineinerElektronentransferreak-
tion mit dem angeregtenTriplettzustand desFarbstoffs und überführenihn
in das entsprechende Radikalion (siehe Schema inAbbildung 2).Dadiese
Radikalionen aber ebenfalls potentiellreaktiv sind und somit überNebenre-
aktionen zu nichtfluoreszierendenPhotoprodukten führen können, müssen
auch dieRadikalzustände schnell entvölkertwerden.Dies erfolgt dadurch,
dassReduktions- und Oxidationsmittelineinemreduzierenden und oxi-
dierendenSystem (ROXS)gleichzeitig eingesetztwerden.Sobald sich ein
Radikalion bildet,reagiertesrasch über diekomplementäreRedoxreaktion

Abbildung2:DasKonzeptdesreduzierenden undoxidierendenSystems(ROXS): (a)Zu
Grunde liegendes Energieschema, dasbeschreibt,welcheReaktionswege in Anwesen-
heit einesOxidationsmittels (oben),einesReduktionsmittels (Mitte)bzw.vonbeidem
(unten)möglichsind (S:Singulett,T:Triplett, F: Radikal, P: photozerstört) (b)Fluo-
reszenzzeitspuren(Trajektorien) einzelnerCy5Farbstoffmoleküle, in Anwesenheit des
OxidationsmittelsMethylviologen (oben), desReduktionsmittels Askorbinsäure(Mitte)
odervonbeidem gleichzeitig(unten).(c)DieAutokorrelationsfunktion desFluoreszenz-
signalszeigt dieZeitskalenvonIntensitätsfluktuationen.InAnwesenheitvonROXSwird
nur dieIntensitätsfluktuation aufgrund einercis-transIsomerisierung desFarbstoffs de-
tektiert.Die Lebensdauer aller anderen transientenZustände ist massivverkürzt und wird
daher nicht mehr detektiert.



Fluoreszenzmikroskopie „bottom-up“:VonEinzelmolekülen zurSuperauflösung 181

wieder in denGrundzustand und stehtwiederfürFluoreszenzzyklen zur
Verfügung.DiesesPrinzipistinAbbildung2anhand des häufig verwende-
tenCyanin-FarbstoffsCy5dargestellt.InAnwesenheit einesOxidations-
mittelszeigt derFarbstoff schnelles sogenanntes „Blinken“.DiemitHilfe
einerAutokorrelation (Abbildung 2c) bestimmtenAuszuständeimMilli-
sekundenbereichkönnen derBildung eines Radikalkations zugeordnetwer-
den.DiePhotostabilität ist unter diesenBedingungen starkeingeschränkt:
DasMolekül wirdnach ca. 16sirreversibel zerstört,wieaus dem schlag-
artigenVerschwinden desFluoreszenzsignals hervorgeht (Abb.2a, oben).
Eine weitereIntensitätsfluktuation, die in derAutokorrelation auftaucht,
kannder für diesenFarbstoff typischen cis-transIsomerisierung zugeord-
netwerden (Abb.2c).WirddemFarbstoff alternativ einReduktionsmittel
zugesetzt, treten ähnlicheAuszustände auf,die aber mit einer Lebensdauer
von bis zu 60 ms etwaslänger lebig sind.Dieswirdaufdiewiederholte
BildungvonRadikalanionen zurückgeführt, dieindiesemFallnach ca.
26sebenfalls zurPhotozerstörung führen.Werden jetztReduktions- und
Oxidationsmittelgleichzeitig eingesetzt, verschwinden die Radikalzustände
in derIntensitätsspur vollständig, und dasMolekül leuchtetgleichmäßig
und stabil (Abb.2b,unten).DieAutokorrelationzeigt ferner,dass bis auf
cis-trans-Isomerisierung keineweiterenAuszustände mit einer Lebensdauer
>1µsauftreten.
DieReduktions- undOxidationsmittelreagieren dabeigewöhnlich nicht

miteinander,da die einzelnenReaktionsschritte letztendlich durch die An-
regungsenergie desFarbstoffes angetriebenwerden und aus chemischer
Sicht derPhotozyklus einePhotokatalyse mit demFarbstoff als Katalysator
darstellt.DiesesKonzept derPhotostabilisierung organischerFarbstoffe ist
allgemeinanwendbar undklärtauch denUrsprung und dieEigenschaften
des oft unwillkommenenBlinkens einzelnerQuantenemitter.
Neben der zumBeispiel für die STED-Mikoskopie benötigten höheren

Photostabilität, bietet das über dasBlinkenGelernte einen neuen Schalt-
mechanismusfür dieSuperauflösungsmikroskopie: Radikalzustände, die
langlebiggenug sind,können dafür genutztwerden, einenGroßteil der
Farbstoffmoleküle auszuschalten und die verbliebeneSubpopulation aus-
zulesen.Dies ist schließlich in besonderskontrollierterFormgelungen,
indem ausgesprochen elektronenaffineFarbstoffe wieOxazine eingesetzt
wurden [3].DieseFarbstoffe besitzen einen so stabilenRadikalanionen-
zustand, dassesvergleichsweise starker Oxidationsmittel bedarf,um sie
wieder anzuschalten.InAbwesenheit einesOxidationsmittels können die-
seFarbstoffe sogar dauerhaft ausgeschaltetwerden (sieherote und gelbe
Punkte inAbbildung 3).
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Abbildung 3:Fluoreszenzbilder einzelnerMoleküleaufeinerGlasoberfläche.Dierot
dargestelltenPunkterepräsentieren den elektronaffinenFarbstoffATTO655.Dergrüne
FarbstoffCy3B wurde mit angebracht, um die gleichenStellen auf derOberfläche zu
identifizieren,wennATTO655 in einerreduzierendenUmgebung nicht leuchtet(B,D).
GelbePunkterepräsentierenKolokalisierungen derbeidenFarbstoffe imFalschfarbenbild.
DieBedingungen wurden zwischen normalemPhosphat-Puffer(A,C,E)undreduzieren-
demPuffer (mit Askorbinsäure,Sauerstoffentfernt)(B, D) alterniert.DierotenFarbstoffe
werdenvorübergehend in einen metastabilenreduziertenZustand geschaltet.

MitdiesenFarbstoffengelang diese superauflösende „Blink-Mikroskopie“
sogarin Anwesenheit vonSauerstoff und inZellen. Ein so erhaltenesBild
ist beispielsweise inAbbildung1gezeigt.
Künftig sollen die verwendetenFluoreszenzfarbstoffe gezielt denUmge-

bungsbedingungen in lebendenZellen angepasstwerden, undStrukturen
von biomolekularenKomplexen inZellen sollen aufgelöst werden.Gene-
rell steht aber schon fest, dass die neuenTechniken derNanoskopie bisher
unerreichteEinblicke in dieStruktur biologischerZellen ermöglichen.
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