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Fluoreszenztechniken, die die optische Aufl�sungsgrenze
durchbrechen, k�nnen Einblicke in die intrazellul�re Orga-
nisation auf molekularer Ebene erm�glichen. In diesem Zu-
sammenhang spielen optisch reversibel schaltbare Molek"le,
so genannte Photoschalter, eine Schl"sselrolle.[1,2] Eine Her-
ausforderung allerdings bleibt das Markieren von Zielmole-
k"len, z.B. intrazellul�ren Strukturen, mit effizienten Pho-
toschaltern. In aktuellen Arbeiten werden dazu entweder
photoschaltbare fluoreszierende Proteine[3] oder Paare von
Fluoreszenzfarbstoffen, bestehend aus einem Reporter und
einem Aktivator in genauer r�umlicher Anordnung zuein-
ander, eingesetzt.[4]

Hier wird gezeigt, dass konventionelle Fluoreszenzfarb-
stoffe direkt als effiziente Photoschalter fungieren k�nnen,
ohne dass ein Aktivatorfluorophor ben�tigt wird. Reversibles
Schalten zwischen einem fluoreszierenden und einem nicht-
fluoreszierenden Zustand wird durch Bestrahlung mit zwei
unterschiedlichen Wellenl�ngen erreicht.[5] Das Konzept der
Bildgebung unterhalb der Aufl�sungsgrenze beruht dabei auf
der stochastischen optischen Rekonstruktion (stochastic op-
tical reconstruction microscopy, STORM):[4,6,7] Die wieder-
holte Aktivierung nur weniger Sonden durch Licht mit an-
schließender nanometergenauer Lokalisation liefert die Ko-
ordinaten f"r jede einzelne Fluoreszenzsonde, die schließlich
zu einem Bild zusammengesetzt werden. Im Unterschied zu
fr"heren Arbeiten[4,7] wird hier ein direkter Ansatz gew�hlt:
Carbocyaninfarbstoffe wie Cy5 oder Alexa647 werden ohne
Aktivator als Photoschalter eingesetzt, sodass komplizierte
Mehrfachmarkierungen von Antik�rpern oder anderen
Zielmolek"len nicht erforderlich sind. Wir bezeichnen diesen
direkten Ansatz als dSTORM (direct STORM), und zeigen
beispielhaft anhand der Fluoreszenzmikroskopie an Mik-
rotubuli- und Actinfilamenten in S�ugerzellen, dass die op-
tische Aufl�sungsgrenze durchbrochen und eine Aufl�sung
von 21 nm erreicht werden kann.

Um die Begrenzung der optischen Aufl�sung in der
konventionellen Mikroskopie zu umgehen, sind unterschied-
liche Ans�tze entwickelt worden. Zu nennen sind hier die
Mikroskopie mit stehenden Wellen (standing wave micros-
copy, SWM),[8] aber auch Ans�tze wie 4PI[9] und I5M[10] sowie
SSIM (saturated structured-illumination microscopy),[11] und

schießlich dynamische Konzepte wie DSOM (dynamic satu-
ration optical microscopy).[12] K"rzlich wurde mit hochauf-
l�senden Mikroskopiemethoden eine laterale Aufl�sung von
20 bis 30 nm und eine axiale Aufl�sung von 50 bis 60 nm
erreicht, wie beispielsweise mit stimulierter Emission (sti-
mulated emission depletion, STED),[1,13–15] STORM,[4,6,7]

durch Verwendung photoaktivierbarer Proteine (photoacti-
vated-localization microscopy, PALM)[3] und weiteren ver-
wandten Techniken.[16–19] W�hrend bei der STED-Mikrosko-
pie die optische Aufl�sung durch effiziente Desaktivierung
des angeregten Singulettzustands erreicht wird, beruhen
STORM und PALM auf reversiblen optischen Eberg�ngen
(reversible saturable optical fluorescence transitions, RE-
SOLFT)[20] zwischen einem fluoreszierenden und einem
nichtfluoreszierenden Zustand, die vergleichbar stabil sind.
Diese fluoreszierenden und nichtfluoreszierenden Zust�nde
k�nnen, im Falle von photoschaltbaren Molek"len, durch
Bestrahlung mit Licht unterschiedlicher Wellenl�nge und
relativ niedriger Intensit�t ineinander umgewandelt werden.
Mithilfe von Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie k�nnen die
Signale einzelner Fluorophore getrennt detektiert werden,
wenn diese einen Mindestabstand zueinander haben, der vom
Mikroskop aufgel�st werden kann. Die genaue Position ein-
zelner Farbstoffmolek"le kann nun nanometergenau durch
Angleichen einer Gauß-Funktion an die Punktabbildungs-
funktion (point-spread function, PSF) bestimmt werden.[21–25]

Dabei h�ngt die Genauigkeit der Positionsbestimmung im
Idealfall nur von der Zahl der Photonen und der Standard-
abweichung der PSF ab und kann mit s/

ffiffiffi

n
p

angen�hert
werden.[21] Durch den Einsatz von effizient und reversibel
schaltbaren Fluorophoren kann deren Emissionsprofil zeit-
lich moduliert werden, sodass zum gleichen Zeitpunkt nur ein
kleiner Teil aktiviert ist und fluoresziert.

Aufbauend auf unseren fr"heren Arbeiten zu photo-
schaltbaren Cyaninfarbstoffen[5] zeigen wir, dass konventio-
nelle Fluorophore wie Cy5 und Alexa647 sehr effizient und
reversibel zwischen einem fluoreszierenden und einem
nichtfluoreszierenden Zustand geschaltet werden k�nnen
(Abbildung 1a), ohne dass ein zweiter Fluorophor als Akti-
vator dienen muss.[4,6, 7, 26] Auf diese Weise k�nnen hochauf-
gel�ste Bilder von intrazellul�ren Strukturen rekonstruiert
werden, wobei k�ufliche Fluoreszenzsonden, beispielsweise
eine große Zahl an Cy5-und Alexa647-markierten Antik�r-
pern, Fab-Fragmenten, Proteinen, Peptiden oder anderen
(Bio-)Molek"len, eingesetzt werden k�nnen.

Der Nachweis, dass einzelne Cy5- oder Alexa647-Mole-
k"le reversibel zwischen einem fluoreszierenden und einem
nichtfluoreszierenden Zustand geschaltet werden k�nnen,
wurde mit einem Cy5-markierten DNA-Doppelstrang er-
bracht, der auf einer Glasoberfl�che immobilisiert und unter
w�ssrigem Puffer mikroskopiert wurde (Abbildung 1a).
Analog zu fr"heren Arbeiten[5] konnten einzelne Cy5-Mole-
k"le und strukturell �hnliche Farbstoffe wie Alexa647 ohne
Aktivator mehrere hundert Mal reversibel geschaltet werden.
Bei der Bestrahlung mit 647 nm emittieren einzelne Farb-
stoffmolek"le eine konstante Zahl an Photonen, typischer-
weise mehrere tausend,[5,6] bevor sie in einen nichtfluores-
zierenden Zustand "bergehen. Die Geschwindigkeitskon-
stante des Ausschaltens, koff, ist linear abh�ngig von der An-
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regungsleistung (Abbildung 1b). Die Reaktivierung mit kon

bei Bestrahlung mit 514 nm ist ebenso linear von der Leistung
abh�ngig (Abbildung 1c). Die ben�tigte Leistung f"r die
Reaktivierung ist etwa 200-mal h�her als f"r Methoden mit
Aktivatorfluorophor, sie liegt jedoch noch immer im mW- bis
mW-Bereich.[4,7] Da sich die lineare Abh�ngigkeit von kon und
koff des reversiblen Schaltprozesses von den Bestrahlungsin-
tensit�ten zur Steuerung der Zahl aktiver Molek"le nutzen
l�sst, k�nnen unterschiedlich dicht markierte Proben mikro-
skopiert werden.

Fluoreszenzbilder wurden mit Totalreflexionsmikrosko-
pie (total internal reflection fluorescence, TIRF) aufgenom-
men. Die gleichzeitige Bestrahlung mit 647 und 514 nm mit
Anregungsintensit�ten, welche an die Markierungsdichte der
Probe angepasst wurden, sorgte daf"r, dass sich nur ein
kleiner Anteil der Fluorophore zum gleichen Zeitpunkt im
fluoreszierenden Zustand befand. Die genaue Position ein-
zelner Fluorophore wurde durch Angleichung einer Gauß-
Funktion an die gemessene Abbildungsfunktion (Abbil-
dung 1d) mit hoher Pr�zision ermittelt, um aus tausenden von
Einzelaufnahmen ein dSTORM-Bild zu konstruieren.[7]

Durch die Eberlagerung vieler wiederholter Positionsbe-
stimmungen einzelner Cy5-Molek"le an einer DNA (Abbil-
dung 1e) wurde eine Genauigkeit der Positionsbestimmung
von 21 nm ermittelt (Abbildung 1 f).

Die elegante und einfache Anwendung von dSTORM
zeigt sich an der Bildgebung filament�ser Strukturen des
Zytoskeletts (Abbildung 2 und 3). Zur Immunfluoreszenz
von Mikrotubuli wurden COS-7-Zellen zun�chst mit einem
prim�ren Antik�rper und anschließend mit Alexa647-mar-
kierten Fab-Fragmenten behandelt. Durch stochastisches An-
und Ausschalten einer Subpopulation an Alexa647-Farbstof-
fen mit darauffolgender Positionsbestimmung der einzelnen
Molek"le wurden hochaufgel�ste Bilder der Mikrotubuli
konstruiert. Zur Konstruktion eines Bilds wurden dabei ty-
pischerweise 5000–40000 Einzelaufnahmen mit einer Auf-
nahmefrequenz von 5 bis 40 Hz und einer Gesamtmessdauer
von 8 min aufgenommen. W�hrend dieser Zeit wurde keine

nennenswerte mechanische Verschiebung beobachtet, die
eine Korrektur erforderte.

Im Unterschied zu Bildern, die durch konventionelle
Fluoreszenzmikroskopie erhalten wurden, sind in mit
dSTORM konstruierten Bildern eines Mikrotubulinetzwerks
dank der deutlich h�heren Aufl�sung einzelne Mikrotubuli
erkennbar (Abbildung 2c und e). Aus den Schnittprofilen
solcher einzelner Mikrotubuli konnte eine mittlere Breite von
35 bis 50 nm bestimmt werden (Abbildung 2 f und g), die
n�her an der tats�chlichen Breite eines Mikrotubulis (ca.
25 nm) liegt als Messungen in anderen Arbeiten,[27] weil
dSTORM mit kleineren markierten Fab-Fragmenten aus-
kommt und nicht auf eine Kombination aus prim�ren und
mehrfach markierten sekund�ren Antik�rpern angewiesen
ist.[7] Die effektive Aufl�sung von dSTORM ist durch den
Einsatz kleinerer Fluoreszenzsonden somit erh�ht. Des
Weiteren k�nnen zahlreiche k�ufliche Fluoreszenzsonden
(prim�re Antik�rper, Fab-Fragmente, Peptide usw.) direkt
eingesetzt werden.

Anhand von Alexa647-markiertem Phalloidin, einem bi-
cyclischen Heptapeptid, das an Actinfilamente bindet, wird
der Vorteil von dSTORM imVergleich zu anderen Methoden
nochmals demonstriert (Abbildung 3). Hierzu wurden G-
Actinmonomere zun�chst auf Glas polymerisiert und die
Struktur der entstandenen F-Actinfilamente mikroskopiert.
Die konstruierten dSTORM-Bilder zeigen einzelne aufge-
l�ste Actinfilamente mit deutlich h�herem Kontrast als kon-
ventionelle Fluoreszenzmethoden (Abbildung 3a und b). F-
Actinfilamente spielen eine entscheidende Rolle in unter-
schiedlichen Bewegungsprozessen, wie bei der Muskelkon-
traktion und bei Transportprozessen. In vivo werden einzelne
F-Actinfilamente mit einem charakteristischen Durchmesser
von 7 nm nur selten beobachtet, weitaus h�ufiger jedoch in
B"ndeln mit typischen Breiten von 35 nm.[28] dSTORM-
Bilder von Actinfilamenten in COS-7-Zellen zeigen eine
deutliche verbesserte Aufl�sung (Abbildung 3c–e), und in
einigen dichtgepackten Filamenten konnten Unterstrukturen
mit Breiten von 100 nm aufgel�st werden (Abbildung 3 f).

Abbildung 1. Grundprinzip von dSTORM mit dem Carbocyaninfarbstoff Cy5. a) Fluoreszenzbild im TIRF-Modus von Cy5-markierter, auf Glasdeck-
gl4sern immobilisierter DNA in w4ssrigem Puffer. Durch gleichzeitige Anregung mit rotem (647 nm) und gr"nem (514 nm) Laserlicht wurden
einzelne Cy5-Molek"le reversibel zwischen einem fluoreszierenden und einem nichtfluoreszierenden Zustand geschaltet. b,c) Die Geschwindig-
keitskonstanten kon und koff des Schaltprozesses f"r Cy5-markierte DNA in Abh4ngigkeit von der Laserintensit4t. d) Abbildungsfunktion (PSF)
eines einzelnen Cy5-Farbstoffs an einer DNA. Die Position eines einzelnen aktivierten Farbstoffmolek"ls wird durch Angleichen einer Gauß-Funkti-
on an die Abbildungsfunktion genau bestimmt. e) Mehrfache Positionsbestimmung einer einzelnen Cy5-markierten DNA, die reversibel zwischen
dem fluoreszierenden und dem nichtfluoreszierenden Zustand geschaltet wurde. f) Die Iberlagerung der Positionsbestimmung von "ber 50 Cy5-
DNA-Molek"len ergibt eine Genauigkeit von (21�1) nm.

Zuschriften

6268 www.angewandte.de � 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2008, 120, 6266 –6271

http://www.angewandte.de


Die mit dSTORM erhaltenen Ergebnisse stimmen dabei
quantitativ mit jenen von alternativen Methoden "berein.[29]

Dar"ber hinaus k�nnen
in Schnittprofilen weite-
re kleine Strukturen mit
Abst�nden von wenigen
Nanometern erkannt
werden.

Hier haben wir ge-
zeigt, dass kleine, einfach
mit Farbstoffen markier-
te Fluoreszenzsonden,
die in großer Zahl kom-
merziell erh�ltlich sind,
zur hochaufl�senden
Mikroskopie unterhalb
der Aufl�sungsgrenze
eingesetzt werden
k�nnen. Die Grundlage
hierf"r ist der reversible
optische Schaltprozess
von Fluoreszenzfarbstof-
fen wie Cy5 und
Alexa647, der durch si-
multane Einstrahlung
von zwei Wellenl�ngen
gesteuert wird. Eine
Aufl�sung von ca. 20 nm
kann erreicht werden,
ohne dass ein Aktivator-
farbstoff in der N�he des
Fluoreszenzfarbstoffs
positioniert werden
muss, was in Experimen-
ten zu Schwierigkeiten
f"hren kann. Insbeson-
dere ist damit auch der

Einsatz von Fusionsproteinen zur indirekten Markierung mit
organischen Farbstoffen m�glich (z.B. mit einem SNAP-

Abbildung 2. dSTORM an Mikrotubuli in COS-7-Zellen. a) Immunfluoreszenzbild von Mikrotubulin mit einem pri-
m4ren AntikGrper und einem Alexa647-Fab-Fragment als Markierungen. b,d) Konventionelle Fluoreszenzbilder
und c,e) dSTORM-Bilder der markierten Bereiche in (a). f,g) Schnittprofile von benachbarten Mikrotubuli im Ab-
stand von 140 und 104 nm mit entsprechendem dSTORM-Bild.

Abbildung 3. dSTORM von Actinfilamenten mit Alexa647-Phalloi-
din-Markierung. a) Epifluoreszenzbild und b) entsprechendes
dSTORM-Bild von polymerisiertem G-Actin auf Glas. c) Epifluores-
zenzbild und d) entsprechendes dSTORM-Bild von F-Actinfilamen-
ten in COS-7-Zellen mit Alexa647-Phalloidin-Markierung. e) VergrG-
ßertes dSTORM-Bild des in (d) markierten Ausschnitts. f) Profil-
schnitt durch den in (e) markierten Bereich. Die rote Linie zeigt
eine Halbwertsbreite (FWHM) von 97 nm und entspricht einem
mit Alexa647-Phalloidin markierten Filament.
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Tag).[30] Da auch weitere Fluoreszenzfarbstoffe wie Cy5.5,
Cy7[7] und Alexa680 optisch geschaltet werden k�nnen, sollte
sich dSTORM auf einfache Weise zu einer Mehrfarbenme-
thode ausbauen lassen, um auch Wechselwirkungen von
Biomolek"len mit hoher Aufl�sung zu untersuchen.

Experimentelles
Um die Schalteigenschaften des Carbocyaninfarbstoffes Cy5 in Ge-
genwart und in Abwesenheit des Aktivatorfarbstoffs Cy3 zu unter-
suchen, wurde ein DNA-Einzelstrang mit Cy5 und Cy3 in einem
Abstand von 9 Basenpaaren markiert.[4,7] Der komplement�re DNA-
Strang wurde am 5’-Ende mit Biotin markiert. Eine doppelstr�ngige
DNA wurde aus �quimolaren Konzentrationen der Einzelstr�nge in
50 mm Tris-HCl (pH 7.5) mit 50 mm NaCl hybridisiert (Tris=

Tris(hydroxymethyl)aminomethan). Der DNA-Doppelstrang
(dsDNA) wurde auf einer Glasoberfl�che (LabTek, Nunc), die mit
Streptavidin behandelt wurde, abgelegt.[4] Einzelmolek"lmessungen
wurden in PBS-Puffer (pH 7.4) und 50 mm b-Mercaptoethylamin
(MEA) unter Entfernung von Sauerstoff (0.5 mgmL�1 Glucoseoxid-
ase (Sigma), 40 mgmL�1 Katalase (Roche), 10% (w/v) Glucose
(Sigma)) ausgef"hrt (switching buffer). Die Glaskammern wurden
mit Silicondichtungen verschlossen.

Um die Kinetik des Photoschaltens einzelner Cy5-Fluorophore
an dsDNA zu bestimmen, wurden die Farbstoffe zun�chst durch
Bestrahlung mit 647 nm in den nichtfluoreszierenden Zustand ge-
bracht. F"r die Zahl der ausgeschalteten Farbstoffe "ber die Zeit
ergab sich ein monoexponentielles Verhalten. Erwartungsgem�ß war
koff nicht von der Gegenwart eines Aktivatorfarbstoffes abh�ngig. Die
Reaktivierung (kon) der Cy5-Fluorophore in Gegenwart oder Ab-
wesenheit des Aktivatorfluorophors Cy3 wurde durch gleichzeitiges
Bestrahlen mit 647 nm und 514 nm ermittelt. Auf diese Weise wurde
ein Gleichgewicht zwischen Ein- und Ausschalten erreicht, und aus
dem Verh�ltnis der fluoreszierenden Farbstoffe zur Gesamtzahl,
Mactive/Mtotal = kon/(kon+koff), wurde kon bestimmt.

Affennierenfibroblasten der Zelllinie COS-7 wurden in LabTek8-
Kammern (Nunc) kultiviert. Nach 12–24 Stunden wurden die Zellen
mit 3.7% Paraformaldehyd in phosphatgepufferter Salzl�sung (PBS)
f"r 10 Minuten fixiert. Die fixierten Zellen wurden f"nf Mal mit PBS
gewaschen und 15 Minuten in Blockpuffer (PBS mit 5% Ziegense-
rum (NGS, Sigma) und 0.5% (v/v) Triton X-100) permeabilisiert. F-
Actinfilamente wurden 30 Minuten mit Alexa647-Phalloidin (10�6–
10�7m, bereitgestellt von K. H. Drexhage, Universit�t Siegen) inku-
biert und drei Mal mit PBS 0.1% (v/v) Tween 20 (Sigma) gewaschen.
Mikrotubuli wurden zun�chst 30 Minuten mit monoklonalen anti-b-
Tubulin-Mausantik�rpern (2-28-33, Invitrogen) und anschließend
weitere 30 Minuten mit Alexa647-markierten Ziege-anti-Maus-F-
(ab’)2-Fragmenten behandelt, die als sekund�re Antik�rper dienten.
Ein Markierungsgrad von etwa zwei Farbstoffmolek"len wurde f"r
die F(ab’)2-Fragmente bestimmt. Nach jedem F�rbeschritt wurden
drei Waschschritte mit PBS 0.1% (v/v) Tween 20 ausgef"hrt. Der
PBS-Puffer wurde vor einer dSTORM-Aufnahme durch den „swit-
ching buffer“ ersetzt.

G-Actinmonomere vom Rindermuskel (5 mm, Sigma) wurden auf
unbehandelten LabTek8-Kammern in Gegenwart von 10 mm Imida-
zol-Hydrochlorid pH 7.2, 100 mm KCl, 2 mm MgCl2 und 1 mm ATP
polymerisiert. Anschließend wurde die Oberfl�che 60–120 Minuten
mit Alexa647-Phalloidin (10�5–10�7m) inkubiert und drei Mal mit
PBS 0.1% (v/v) Tween 20 gewaschen.

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen im Totalreflexi-
onsmodus (TIRF) wurden an einem Olympus IX-71 mit einem Ol-
immersionsobjektiv (PlanApo 60x, NA1.45, Olympus) ausgef"hrt.
Licht der Wellenl�ngen 514 nm und 647 nm von einem Argon-
Krypton-Laser (Innova 70C, Coherent) wurde mit einem AOTF se-
lektiert und "ber einen Strahlteiler (532/647, AHFAnalysentechnik)
in das Mikroskop geleitet. Das Fluoreszenzlicht wurde spektral ge-

filtert (700DF75 und HQ542LP, AHFAnalysentechnik) und mithilfe
einer EMCCD-Kamera abgebildet (Andor Ixon DV897DCS-BV).
Zus�tzliche Linsen wurden imDetektionsstrahlengang eingebaut, um
eine 100- bis 225-fache Vergr�ßerung und damit eine Abbildungspi-
xelgr�ße von 70 bis 160 nm zu erreichen. Die Anregungsleistungen
der beiden Laserlinien wurden an die Probe angepasst, sodass jeweils
nur eine aufl�sbare Unterpopulation zu gleicher Zeit aktiviert war;
typischerweise wurden Leistungen von 0.25 mW (514 nm) und
15 mW (647 nm) eingesetzt. Filme aus 5000 bis 40000 Einzelbildern
mit Aufnahmefrequenzen von 5 bis 40 Hz wurden aufgenommen. Bei
Anregungsleistungen von 15 mW bei 647 nm wurden f"r einzelne
Farbstoffe etwa 300—500 Photonen in 50 ms detektiert, was einer
ungef�hren Pr�zision der Ortsbestimmung von 15 bis 20 nm ent-
spricht.[21] Unter diesen Bedingungen bleibt ein einzelner Farbstoff
durchschnittlich w�hrend mehrerer Einzelbilder im fluoreszierenden
Zustand und emittiert mehrere tausend Photonen pro Schaltzyklus.

Abbildungsfunktionen einzelner Fluoreszenzfarbstoffe wurden
in jedem einzelnen Bild mit einer Gauß-Funktion angeglichen, und
ihre genaue Position wurde bestimmt. Ausgeschlossen wurden Farb-
stoffe mit geringer Photonenzahl, unsymmetrischer oder vergr�ßerter
Abbildungsfunktion.[7] Zur Darstellung der rekonstruierten Bilder
wurde jeder Pixel in 10 Unterpixel unterteilt, sodass eine Pixelgr�ße
von 16 bis 7 nm erreicht wurde, und jede Positionbestimmung eines
einzelnen Fluorophors wurde einem Unterpixel zugeordnet. Die
Helligkeit in den konstruierten Bildern ist ein Maß f"r die H�ufigkeit
der Lokalisation an einer bestimmten Stelle.
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