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STED-Nanoskopie

Fluoreszenzmikroskopie ohne
Beugungsgrenze

STEFAN W. HELL, KATRIN I. WILLIG, VOLKER WESTPHAL
MAX-PLANCK-INSTITUT FUR BIOPHYSIKALISCHE CHEMIE, GOTTINGEN

Mikroskopie mit fokussiertem Licht unterliegt der Beugungsgrenze, was
bisher bedeutete, dass Strukturen feiner als etwa die halbe Lichtwellen-
lange nicht aufgelost werden. Mit neuen physikalischen Ansatzen gelingt
es aber, die Beugungsgrenze in der Fluoreszenzmikroskopie aufzuheben.

B Die erste erfolgreiche Technik ist die Sti-
mulated Emission Depletion (STED-) Mikro-
skopie, die Auflosungen von 50 nm mit bio-
logischen Proben liefert und in physikalischen
Experimenten sogar unter 20 nm erreicht.
STED ist eine Variante des grundlegenden

Konzepts, das sattigbare, reversibel optische
Ubergénge zwischen zwei Zustinden eines
Fluorphors nutzt. Dieses Konzept, RESOLFT
genannt, kann mit sichtbarem Licht und nor-
malen Objektiven prinzipiell molekulare Auf-
losungen erzielen.

Seit dem 17. Jahrhundert war das Lichtmi-
kroskop wie kaum ein anderes Instrument
ein Schliissel zur wissenschaftlichen Erkennt-
nis. Das gilt insbesondere fiir die Biologie,
die zur 3D-Beobachtung von intakten Zellen
auf nicht-invasive optische Verfahren ange-
wiesen ist. Doch die Verwendung fokussier-
ten Lichts unterliegt der Beugungsgrenze, die
von Ernst Abbe entdeckt wurdel!l, Sie besagt,
dass sich in der Bildebene nur Objekte unter-
scheiden lassen, die mindestens um Ad =
2A/(2n sin o) getrennt sind, weil der am Fokus-
punkt entstehende Lichtfleck (Spot) nicht klei-
ner als Ad sein kann. Dabei ist A die Wellen-
lange des Lichts, n der Brechungsindex der
Probe und o der halbe Offnungswinkel des
Lichtkegels. Da A auf 400-700 nm und ¢ auf
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<« Abb. 1: Grundlagen der STED-Mikroskopie.
A, Energietermschema eines Fluoreszenzmole-
kiils: Licht geeigneter Wellenlange kann den
fluoreszierenden, angeregten Zustand S,
mittels stimulierter Emission in den Grundzu-
stand S abregen. B, Mit zunehmender Inten-
sitét /gpe des stimulierenden Lichts verringert
sich die Fluoreszenz aus S, nahezu exponen-
tiell. Uber der ersten markierten Schwelle ist
die Abregung fast komplett, also gesattigt, und
die Fluoreszenz weitgehend geldscht. Weiter
zunehmende Intensitat des stimulierenden
Lichts bedeutet einen héheren Sattigungsgrad
1/1,,- C, Schema eines STED-Mikroskops mit
Anregungs-, Abregungsstrahl, Phasenplatte,
Detektor und Objektiv. In der Fokalebene (x, y)
des Objektivs bildet der Anregungslichtpuls
(griin) eine Scheibe von etwa 250 nm Durch-
messer aus (D, oben), die mit dem zeitlich syn-
chronisierten Abregungslichtpuls tiberlappt

(D, Mitte). Die Phasenplatte bildet den Abrege-
strahl so um, dass er eine zentrale Nullstelle
hat. Das Abregungslicht wird bei niedriger
STED-Sé&ttigung nur im &uBeren Bereich des
Anregungsfokus wirksam. Mit zunehmender
Intensitéat bleibt jedoch ein immer kleiner wer-
dender Bereich von der Abregung ausgenom-
men (D, unten). Abrastern in x, y liefert so Bil-
der mit Auflédsungen weit unterhalb der Beu-
gungsgrenze.
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< 70° begrenzt sind, erschien es
unmdoglich, gleichartige Objekte
unterhalb von 200 nm zu tren-
nen. Abbes Formel galt iiber 100
Jahre lang als uniiberwindbar.
Eine markante Auflosungserho-
hung konnen also nur physikali-
sche Konzepte leisten, die sich
radikal von bisherigen absetzen.

Auflésung jenseits der Beu-
gungsgrenze

Gewohnlich wird ein Fluorophor
so angeregt, dass er bei der Riick-
kehr in den Grundzustand Fluo-
reszenzlicht emittiert. Weil das
anregende Licht der Beugung
unterliegt, kann der raumliche
Fleck fluoreszierender Molekiile
nicht feiner als Ad = 200 nm wer-
den. Es sei denn, man sendet den
Fluoreszenzmarker voriiberge-
hend in einen nichtfluoreszie-
renden Zustand, und zwar so,
dass Fluoreszenz nur noch in
einem engeren Bereich des Spots
zugelassen wird(2 3,

Zur Uberfiihrung in einen
nichtfluoreszierenden Zustand
eignen sich optisch sattigbare
Uberginge, die am Fluoreszenz-
prozess beteiligt sind. Sie mis-
sen reversibel sein, damit der
Marker nicht unwiderbringlich
verandert wird und das entste-
hende Bild verfilscht. Bei diesem
RESOLFT (Reversible Saturable
Optical Fluorescent Transitions)
genannten Konzept sind der Auf-
l6sung keine prinzipiellen Gren-
zen gesetzt. Sie hangt nur von
dem erreichbaren Sattigungsgrad
ab*%! und ldsst molekulare Auf-
losung zu. Der erste Reprasentant
des RESOLFT-Konzepts ist die
STED-Mikroskopie.

STED-Mikroskopie

Licht kann ein Molekiil nicht nur
schlagartig anregen, sondern
auch ein angeregtes mit gleicher
Effizienz wieder abregen. Bei sti-
mulierter Emission (Abb. 1A)
wird die abgestrahlte Energie als
ein weiteres Photon des stimu-
lierenden Lichtstrahls mitgefiihrt,
was keine weitere Rolle spielt.
Abgeregte Molekiile konnen
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sofort wieder angeregt werden,
es handelt sich also nicht um
,Bleichen®.

Entscheidend fiir die Uber-
windung der Auflosungsgrenze
ist die Ubersittigung der stimu-
lierten Emission. Sie ist moglich,
weil es zum fast gdnzlichen Abre-
gen eines Molekiils nur einer
endlichen Intensitit bedarf. Uber-
sdttigen bedeutet also, dass eine
hohere Intensitit verwendet
wird, als zu einer weitgehenden
Abregung des Markers gebraucht
wird. Es zeigt sich, dass die Popu-
lation des angeregten Zustands
und somit die Fluoreszenz etwa
exponentiell mit der Intensitat
des stimulierenden Lichtstrahls
abnimmt. Wenn eine bestimmte
Schwellenintensitét tiberschrit-
ten ist, so ist der Restterm ver-
nachldassigbar und das Abregen
quasi komplett (Abb. 1B). Dies ist
in der gezeigten Messung bei
Intensitatswerten iiber 0,1
GW/cm? der Fall.

An-und Abregung lassen sich
am besten mit Lichtpulsen von
1 ps oder 300 ps bewerkstelligen.
So wird im STED-Mikroskop!? !
das gepulste Anregungs- und
Abregungslicht gleichzeitig in
das  Objektiv  eingekoppelt
(Abb. 1C). Wihrend das Anre-
gungslicht erwartungsgemalB
einen Spot von iiber 200 nm
erzeugt, wird das Abregungslicht
so modifiziert, dass es in der Mit-
te Uber eine Nullstelle verfligt
und den Spot ringformig tiberla-
gert (Abb. 1D). So wird Fluores-
zenz (griin) im Randbereich des
Spots verhindert, wahrend sie in
der Nullstelle erhalten bleibt. Der
fluoreszierende Bereich wird bei
intensiverem Licht weiter einge-
schniirt (Abb. 1D). Rastert man
den verkleinerten Spot durch die
Probe, dann liefert das punkt-
weise registrierte Fluoreszenz-
licht ein deutlich schérferes Bild.
Die GroBe des Spots und damit
die Auflosung folgt einem neuen
Gesetz:

Ad = A .
2n sin a\/l +1/1

sat
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A Abb. 2: Gemessene Fluoreszenzspots mit beugungsbedingter StandardgréBe (links) und im
STED-Verfahren (rechts). Die Verringerung des Spots von 254 nm auf 48 nm Durchmesser bedeu-

tet einen Faktor 25 in der Flache. Das Messprofil in der Mitte belegt die Verscharfung des effekti-
ven Fokus.
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A Abb. 3: Bilder mit Schérfe jenseits der Beugungsgrenze. Verteilung des Proteins SNAP 25 in
der Membran einer Saugerzelle mit normaler Auflosung (links) und mit Uberauflésung durch STED
(rechts). Die durch STED erzielte Aufldsung von 65 nm ermdglicht eine viel aussagekraftigere
Erfassung der lokalen Verteilung von Syntaxin-Clustern. (Proben von J. Sieber, T. Lang aus der

Dabei ist I, die Sattigungsintensitat, also
die Schwelle, bei der die Fluoreszenz eines
Molekiils mit einer gewissen Wahrschein-
lichkeit (~63 %) verhindert wird!® 71 I ist
charakteristisch fiir den verwendeten Farb-
stoff. Erhoht man den Wert /1.,
sert sich auch die Auflésung: Ad — 0.

Abbildung 2 vergleicht den herkémmlichen
Fluoreszenz-Spot mit einem durch STED ver-
schérften. Bei der hier verwendeten Inten-
sitat I wurde der Durchmesser Ad des Spots
von 254 nm auf 48 nm verkleinert. Der Ver-
gleich zeigt eindrucksvoll, wie die Beu-
gungsgrenze mit Hilfe der stimulierten Emis-
sion tiberwunden wird.

Dabei bewahrt das STED-Mikroskop die
Vorteile des konfokalen Fluoreszenzmikros-
kops. Es ist grundsétzlich 3D-fahig und funk-
tioniert unter normalen Umgebungsbedin-
gungen. Auch lassen sich abregende Licht-
felder generieren, welche den Spot in axialer
Richtung einengen und feinere optische
Schnitte als die Konfokalmikroskopie erlau-
ben.

S0 verbes-

Abbildung 3 zeigt die rdumliche Vertei-
lung eines fluoreszenzmarkierten Proteins
(SNAP 25) auf der Zellmembran, das bei der
Fusion von Vesikeln eine Rolle spielt!®l. Die
STED-Aufnahme weist eine wesentlich gro-
Bere Detailfiille auf als das herkdmmlich auf-
geloste Referenzbild. So ist es auch moglich,
Proteine von einzelnen Vesikeln darzustel-
len). Die gegenwirtige Auflosung ist im
Wesentlichen durch technische Parameter
begrenzt, wie die Bleichresistenz der Farb-
stoffe und die Tiefe der Nullstelle. Da prinzi-
piell nichts gegen eine weitere Optimierung
der Abbildungsparameter spricht, kann in
Zukunft mit noch schéarferen Bildern gerech-
net werden. In der Tat ist es uns kiirzlich
gelungen, die SpotgroBe sogar auf 16 nm
(A/50) zu reduzierenll. Die Fahigkeit, Aufls-
sungen dieser GroBenordnung zu erzielen,
wurden bisher nur der Elektronen- und Ras-
tersondenmikroskopie zugeschrieben. Heu-
te steht fest, dass es in der Fluoreszenzmi-
kroskopie keine feste Auflosungsgrenze mehr
gibt. [ |
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