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Scharfer geht es nicht

Forscher erreichen ultimative Auflésungsgrenze in der Fluoreszenzmikroskopie

Es ist der ,Heilige Gral“ der Lichtmikroskopie: die Trennschérfe dieser Methode so
weit zu verbessern, dass man dicht benachbarte Molekiile einzeln auflésen kann.
Wissenschaftler um Nobelpreistréager Stefan Hell vom Géttinger Max-Planck-Institut
(MPI) fiir biophysikalische Chemie haben nun geschafft, was lange Zeit als unméglich
galt: Sie haben ein neues Fluoreszenzmikroskop entwickelt, MINFLUX genannt, mit
dem sich erstmals Molekiile trennen lassen, die nur Nanometer (millionstel Millimeter)
voneinander entfernt sind. Dieses Mikroskop ist mehr als 100 Mal schérfer als
herkémmliche Lichtmikroskopie und iibertrifft selbst die bisher besten
lichtmikroskopischen Methoden — das von Hell zuerst entwickelte STED und das von
Nobelpreiskollege Eric Betzig erfundene PALM/STORM — um das bis zu 20-Fache. Fiir
MINFLUX nutzte Hell die Starken von STED und PALM/STORM in einem véllig neuen
Konzept. Dieser Durchbruch eréffnet Wissenschaftlern grundlegend neue
M&glichkeiten zu erforschen, wie Leben auf molekularer Ebene ablauft.

(Science, 22. Dezember 2016)

sMit MINFLUX erreichen wir Auflésungen von einem Nanometer, das ist der Durchmesser
einzelner Molekiile — die ultimative Grenze dessen, was in der Fluoreszenzmikroskopie méglich
ist, erklart Stefan Hell, Direktor am MPI fir biophysikalische Chemie. ,Ich bin Uberzeugt, dass
MINFLUX-Mikroskope das Zeug dazu haben, eines der grundlegendsten Werkzeuge der
Zellbiologie zu werden. Mit diesem Verfahren wird es in Zukunft méglich sein, Zellen molekular zu
kartografieren und schnelle Vorgénge in ihrem Inneren in Echtzeit sichtbar zu machen. Das kénnte
unser Wissen Uber die molekularen Ablaufe in lebenden Zellen revolutionieren.”

Der Goéttinger Physiker, der auch am MPI fir medizinische Forschung und am Deutschen
Krebsforschungszentrum in Heidelberg arbeitet, war sich schon lange sicher, dass die
Fluoreszenzmikroskopie mit ihrer Auflésung in die Dimension einzelner Molekule vordringen
kann — unter klassischer Verwendung von fokussiertem Licht und normalen Objektiven.



Zwar hatte der Physiker Ernst Abbe 1873
formuliert, dass die Auflésung von
Lichtmikroskopen auf die halbe
Wellenlédnge des Lichts begrenzt ist — das
sind etwa 200 Nanometer. Und auch mehr
als 100 Jahre spater behélt dieses Abbe-
Limit physikalisch seine Giiltigkeit. Doch
Hell zeigte als Erster mit der von ihm 1994
erdachten und finf Jahre spater
experimentell umgesetzten STED-

Mikroskopie, dass sich diese Grenze
Uberwinden lasst. Prof. Dr. Stefan Hell gemeinsam mit den Erstautoren
der jetzt in Science erschienenen Arbeit Dr. Francisco
Balzarotti, Yvan Eilers und Klaus Gwosch am

STEP und das ein paar Jahre S,pater . Mikroskop (von links) (Foto: Irene Béttcher-Gajewski /
entwickelte PALM/STORM erreichen in Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie)

der Praxis eine Trennschérfe von etwa

20 bis 30 Nanometern — rund zehn Mal besser als das Abbe-Limit. Fiir die Entwicklung dieser
ultrahochauflésenden Lichtmikroskopie-Techniken wurden Hell und Betzig gemeinsam mit ihrem
Kollegen William E. Moerner im Jahr 2014 mit dem Nobelpreis fir Chemie ausgezeichnet.

Starken von STED und PALM/STORM kombiniert

Sowohl STED als auch PALM/STORM trennen benachbarte fluoreszierende Molekile, indem sie
diese nacheinander an- und ausschalten und so sequenziell zum Leuchten bringen. Die beiden
Methoden unterscheiden sich aber in einem wesentlichen Punkt: Die STED-Mikroskopie setzt
einen Donut-férmigen Laserstrahl ein, um das Leuchten der Molekile an genau festgelegten
Koordinaten in der Probe zu unterdriicken. Der Vorteil: Durch den definierten Donut-Strahl weif3
man prézise, an welchem Punkt im Raum sich das gerade leuchtende Molekiil befindet. Der
Nachteil: Den Laserstrahl kann man in der Praxis nicht stark genug machen, um nur ein einziges
Molekil anzusteuern. Bei PALM/STORM hingegen erfolgt das An- und Ausschalten an zufalligen
Orten Molekal fur Molekul — mit dem Vorteil, dass man bereits auf der Ebene einzelner Molekule
arbeitet, aber auch dem Nachteil, dass man deren genaue Positionen nicht kennt und erst
herausfinden muss. In der Praxis I&sst sich so routineméaBig keine molekulare Auflésung erreichen.

Hell hatte die Idee, die Starken beider Techniken in einem neuen Konzept zu verbinden. ,Diese
Aufgabe war alles andere als trivial. Aber meine Mitarbeiter Francisco Balzarotti, Yvan Eilers und
Klaus Gwosch haben hervorragende Arbeit geleistet und die Idee experimentell mit mir
umgesetzt.“ Ihre neue Technik MINFLUX (von englisch minimal emission fluxes, minimale
Emissionsflisse) stellt Hell nun mit den drei Nachwuchswissenschaftlern als Erstautoren im
Fachjournal Science vor.

MINFLUX PALM/STORM

11T nm

Mit dem MINFLUX-Mikroskop kann man erstmals Molekiile optisch trennen, die nur wenige
Nanometer voneinander entfernt sind. Links ist schematisch die Anordnung fluoreszierender
Molekile dargestellt. Wahrend PALM/STORM bei gleicher Molekiil-Helligkeit nur ein diffuses Bild
liefern kann (hier in einer Simulation unter idealen technischen Bedingungen), ist die Anordnung
der Molekile mit dem praktisch realisierten MINFLUX-Mikroskop (Mitte) klar zu erkennen.
(Abbildung: Klaus Gwosch / Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie)
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MINFLUX schaltet — wie PALM/STORM - einzelne Molekile zuféllig an und aus. Gleichzeitig
bestimmt es aber — wie STED — deren exakte Position mit einem Donut-férmigen Laserstrahl, der
im Gegensatz zu STED nicht zum Abregen, sondern zum Anregen der Fluoreszenz benutzt wird.
Liegt das Molekil auf dem Donut-Ring, so leuchtet es; liegt es exakt in seinem dunklen Zentrum,
so leuchtet es nicht, doch man hat seine genaue Position gefunden. Damit diese Position mit
héchster Préazision schnell bestimmt werden kann, entwickelte Balzarotti einen ausgeklugelten
Algorithmus. ,Mit diesem Algorithmus konnten wir das volle Potenzial des Donut-Laserstrahls
ausschopfen®, erlautert der Nachwuchswissenschaftler. Gwosch, dem die Aufnahme der molekular
aufgeltsten Bilder gelang, erganzt: ,Es war ein unglaubliches Gefiihl, als wir zum ersten Mal mit
MINFLUX Molekile auf der Skala von wenigen Nanometern unterscheiden konnten.”

100 Mal bessere Zeitauflésung

Neben der molekularen Auflésung
bietet die Kombination von STED
und PALM/STORM einen weiteren
groBen Vorteil: ,MINFLUX ist im
Vergleich sehr viel schneller: Da die
Technik mit dem Donut-Laserstrahl
arbeitet, kommt sie mit wesentlich
weniger Lichtsignal, das heiBt
Fluoreszenz-Photonen, pro Molekdl
aus als PALM/STORM®, so Hell.
Bereits mit STED konnte man
Echtzeit-Videos aus dem Inneren
lebender Zellen aufnehmen. Doch Mit MINFLUX lassen sich Bewegungen zeitlich genauer verfolgen
nun sei es maglich, die Bewegung als mit der STED- oder PALM/STORM-Mikroskopie. Dadurch ist es

von Molekiilen in einer Zelle mit madglich, sehr viel schnellere Bewegungen einzelner
fluoreszenzmarkierter Moleklle in einer lebenden Zelle sichtbar zu

einer 100 Mal besseren zeitlichen machen. Links: Bewegungsmuster von 30S-Ribosomen
Aufldsung zu verfolgen, wie Eilers (Bestandteile von Proteinfabriken, farbig) im Bakterium E. coli
betont. Er hatte es geschafft, mit (schwarz-weiB). Rechts: Bewegungsmuster eines einzelnen 30S-
MINFLUX die Bewegung von Ribosoms (griin) vergréBert dargestellt. (Abbildung: Yvan Eilers /

Molekiilen in einem lebenden Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie)

E. coli-Bakterium in bisher

unerreichter Zeitauflésung zu ,filmen®. ,Und bei der Geschwindigkeit haben wir die Méglichkeiten
von MINFLUX noch langst nicht ausgereizt®, sagt Eilers. Die Forscher sind Uberzeugt, dass sich
zukunftig selbst extrem schnelle Ablaufe in lebenden Zellen untersuchen lassen — etwa die
Bewegung zellularer Nanomaschinen oder die Faltung von Proteinen. (fk/cr)

Original-Verdéffentlichung

Balzarotti F, Eilers Y, Gwosch KC, Gynna AH, Westphal V, Stefani FD, EIf J, Hell SW: Nanometer
resolution imaging and tracking of fluorescent molecules with minimal photon fluxes.
Science, 22. Dezember 2016.

Weitere Informationen

www.mpibpc.mpg.de/de/hell — Webseite der Abteilung NanoBiophotonik,
Max-Planck-Institut flr biophysikalische Chemie, Géttingen



Kontakt

Prof. Dr. Dr. h.c. mult. Stefan Hell, Abteilung NanoBiophotonik
Max-Planck-Institut flr biophysikalische Chemie, Géttingen
Tel.: +49 551 201-2500, -2504

E-Mail: hell-office @gwdg.de

Dr. Carmen Rotte, Presse- und Offentlichkeitsarbeit
Max-Planck-Institut flr biophysikalische Chemie, Géttingen
Tel.: +49 551 201-1304

E-Mail: carmen.rotte @mpibpc.mpg.de



