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F�r die Lebenswissenschaften spielt die Fluoreszenzmikro-
skopie eine wichtige Rolle, obwohl ihre Aufl�sung lange auf
Dr = l/(2NA)> 200 nm begrenzt war. (l ist die Wellenl�nge
des Lichtes und NA die numerische Apertur des Objektivs.)
Mitte der 1990er Jahre entstanden neue Mikroskopiekon-
zepte, die Aufl�sungen jenseits dieser Beugungsgrenze er-
m�glichen. Diesen Konzepten folgend schaltet man die
Fluoreszenz des Farbstoffes so aus, dass Objekte, die n�her als
Dr zusammenliegen, gezwungen werden, nacheinander zu
fluoreszieren.[1, 2] Je nachdem, wie dieses Ausschalten umge-
setzt wird, unterscheidet man zwei Gruppen: Die erste
Gruppe umfasst unter anderem die STED-Mikroskopie
(STED = Stimulated Emission Depletion, stimulierte Emis-
sionsl�schung);[2] hier ist die Koordinate, an der Fluoreszenz
erlaubt ist, durch ein Lichtmuster vorgegeben, das eine In-
tensit�tsverteilung mit einer kontrollierbaren Nullstelle auf-
weist, z. B. ein Doughnut-Muster. Die zweite Gruppe er-
m�glicht Fluorophoren stochastisches Emittieren im Raum in
der Weise, dass innerhalb eines Durchmessers von l/(2NA)
nur ein einzelner Fluorophor leuchtet. Die Emissionskoor-
dinate wird dann bestimmt, indem man die Fluoreszenz auf
eine Kamera abbildet, gefolgt von einer Schwerpunktsbe-
rechnung.[3,4] In beiden Gruppen sind Abbildungen unterhalb
der Beugungsgrenze m�glich, indem man nacheinander eine
repr�sentative Zahl von Farbstoffmolek�len des Objekts
fluoreszieren l�sst und nachweist.[1]

W�hrend einige dieser Techniken bereits auf DNA-Sys-
teme angewendet wurden, gelang bisher noch keine qualitativ
hochwertige Nanoskopie an DNA-Molek�len.[5–7] Dies ist

bedauerlich, da viele Funktionen (wie die Genexpression)
daf�r bekannt sind, durch Biegen, Schleifenbildung, Super-
coiling und anderen Konformations�nderungen reguliert zu
werden, und zwar auf L�ngenskalen unterhalb der Beu-
gungsgrenze.[8] Viele Konformations�nderungen der DNA
geschehen im Bereich von 100 bis 1000 Basenpaaren, ent-
sprechend 35 bis 350 nm, mit der Persistenzl�nge von DNA
(normalerweise ca. 50 nm) als grundlegender L�ngenskala.
Um Konformations�nderungen und Variationen der DNA zu
untersuchen, muss man sicherstellen, dass die vorgegebene
Struktur nicht nur durchgehend gef�rbt, sondern auch
durchgehend detektiert wird. Insbesondere muss zwischen
zusammenh�ngenden DNA-Str�ngen, in mehrere Teilst�cke
zerbrochenen Str�ngen und Anordnungen aus mehreren
�berlagerten Str�ngen unterschieden werden k�nnen.[9]

Diese Anforderungen an die optische Nanoskopie von
DNA-Str�ngen, die mit handels�blichen interkalierenden
Farbstoffen wie YOYO-1 (YOYO) gef�rbt sind, lassen ver-
muten, dass die deterministische Natur der STED-Nanosko-
pie einen grundlegenden Vorteil gegen�ber dem stochasti-
schen Ansatz, der „stochastic ground state depletion followed
by individual molecule return“ (GSDIM, sp�ter auch
dSTORM genannt), hat.[10–12] W�hrend bei der STED-Nano-
skopie wenige Photonen aus der Probe ausreichen, um ein
Molek�l zu identifizieren, h�ngt die Aufl�sung stochastischer
Techniken im Wesentlichen quadratisch von der Zahl der
Photonen ab. Die Genauigkeit wird weiter verringert, wenn
Farbstoffmolek�le mit festem Dipolmoment nicht genau im
Fokus liegen;[13] f�r YOYO-Molek�le ist dies nicht unwahr-
scheinlich, da ihr �bergangsdipolmoment durch Interkalati-
on an helikale DNA gekoppelt ist.[14] Zudem f�hrt eine
Grundzustandsentv�lkerung dazu, dass der Farbstoff in einen
reaktiveren Zustand gepumpt wird.[10–12] Dies hat m�glicher-
weise Sch�digungen oder Br�che der DNA-Str�nge zur Folge
(z. B. durch Elektronentransfer),[5–7] liegt aber der GSDIM-
Methode zugrunde. Im Unterschied dazu ist STED so kon-
zipiert, dass das Molek�l in den Grundzustand gepumpt wird
und so vor Photoreaktionen gesch�tzt sein sollte.[15] Um si-
cherzustellen, dass bei GSDIM nur ein Fluorophor von einem
dunklen in einen hellen Zustand innerhalb eines beugungs-
begrenzten Volumens �bergeht, muss man letztlich die
Farbstoffkonzentration an die Lebensdauer des Dunkelzu-
standes anpassen. Dies ist schwierig, weil der Farbstoff-DNA-
Komplex viele Dunkelzust�nde entlang des DNA-Stranges
annehmen kann.[5–7] Wenn diese Bedingung aber nicht erf�llt
ist, erfolgt die Abbildung der DNA-Str�nge und -Konfor-
mationen nicht durchgehend bzw. unzuverl�ssig. Dies gilt
besonders f�r Punkte, an denen Biegungen und Schleifen-
bildung auftreten; hier ist eine nanoskalige Aufl�sung be-
sonders wichtig. Aus all diesen Gr�nden haben wir uns dazu
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entschlossen, einzelne DNA-Molek�le mit STED-Nanosko-
pie zu untersuchen.

Bei der von uns eingesetzten STED-Nanoskopie wird ein
gepulster Anregungsstrahl mit einem Doughnut-f�rmigen
STED-Strahl �berlagert. Dieser verbietet es allen Farbstoff-
molek�len, die dem Anregungslicht ausgesetzt sind, zu fluo-
reszieren, mit Ausnahme derjenigen, die im Zentrum des
Doughnuts liegen. Durch Rastern der zeitlich gekoppelten
Strahlen �ber die Probe werden die Details des fluoreszie-
renden Objekts zeitlich nacheinander aufgenommen.

Die Bilder wurden mit zwei unterschiedlichen, gepulsten
STED-Wellenl�ngen (568 und 647 nm) aufgenommen. Der
asymmetrische, dimere Cyaninfarbstoff YOYO wird wegen
seiner Helligkeit und der 500fachen Fluorenszenzerh�hung
nach Interkalation h�ufig f�r Einzelmolek�l-DNA-Studien
verwendet. Allerdings neigen interkalierende Cyaninfarb-
stoffe dazu, Lichtsch�den an DNA-Farbstoff-Komplexen zu
f�rdern, was sich in erh�htem Bleichen und Brechen der
DNA (Photonicking) bemerkbar macht. Photonicking kann
drastisch reduziert werden, indem Sauerstoff aus dem Puffer
entfernt wird. Die Wirkung von Sauerstoff auf das Bleichen
bleibt bislang jedoch unklar; die Oxidation der DNA-Ba-
senpaare tr�gt vermutlich zur Bleichwirkung bei.[16] Wir
fanden heraus, dass die Zugabe von b-Mercaptoethanol
(BME) sowohl Photonicking als auch Bleichen reduziert. In
den STED-Aufnahmen wurde festgestellt, dass die h�chste
Photostabilit�t bei Aufnahmen mit 20–50 Photonen pro Pixel
(mit einer Pixelgr�ße von ca. 25 nm) bei einer Pixelintegra-
tionszeit von 100 ms erreicht wurde.

Mit einem STED-Strahl bei 568 nm erhalten wir eine 5–6-
mal bessere Aufl�sung gegen�ber derjenigen von normaler,
konfokaler Mikroskopie (Abbildung 1), die ihrerseits bereits
eine deutliche Verbesserung bez�glich Kontrast und Aufl�-
sung gegen�ber der Epifluoreszenzmikroskopie (Abbil-
dung 2c) bietet. Man beachte die �bereinstimmung in der
Variation der Intensit�t entlang der DNA-Str�nge zwischen
den STED- und den konfokalen Bildern (Abbildung 1). Um
zu untersuchen, �ber welchen Wellenl�ngenbereich STED
noch wirksam ist, wurde STED an DNA auch bei 647 nm
gemessen, wo die Emissionsintensit�t von YOYO nur noch
3% des Maximums betr�gt. Dennoch ist die DNA 3–4-mal
besser aufgel�st als bei herk�mmlicher konfokaler Mikro-
skopie (Abbildung 2). Dies belegt die Anwendbarkeit von
STED �ber einen Bereich von 80 nm. Knicke entlang der
DNA k�nnen durch eine spezifische DNA-Sequenz oder
durch die Bindung von Proteinen oder kleinen Molek�len
auftreten. Abbildung 2 zeigt, dass STED diese feinen Struk-
turen aufl�sen kann, die konfokaler Mikroskopie verborgen
bleiben.

Zur Untersuchung der komplexen Lichtsch�den, die der
DNA durch den STED-Strahl zugef�gt werden (Basenpaar/
Farbstoff 5:1), wurden nacheinander ein konfokales Bild, ein
STED-Bild und ein weiteres konfokales Bild aufgenommen
(lSTED = 568 nm). W�hrend das zweite konfokale Bild eine
(50� 9)% niedrigere Fluoreszenz durch Bleichen aufweist,
wurde weder im STED noch in der zweiten konfokalen
Aufnahme Photonicking beobachtet. Eine weitere Serie mit
drei aufeinander folgenden konfokalen Bildern zeigte eine
Verringerung des Fluoreszenzsignals um (34� 16) %. STED

hat zwar eine Bleichwirkung, die sich aber kaum von der bei
einer gew�hnlichen, konfokalen Messung unterscheidet.
Weitere Einzelheiten bez�glich STED-Messungen mit einem
niedrigeren Farbstoff/DNA-Verh�ltnis (kompatibel mit Ein-
zelmolek�luntersuchungen von DNA-Protein-Interaktionen)
finden sich in den Hintergrundinformationen.

Wir haben hier gezeigt, dass STED-Nanoskopie Aufnah-
men von DNA bei einer Aufl�sung von ca. 45 nm erm�glicht.
Dieser Wert ist vergleichbar mit der Persistenzl�nge freier
DNA, einer grundlegenden L�ngenskala der Polymerphysik.
Die Variation des Fluoreszenzsignals entlang des DNA-Mo-
lek�ls stimmt gut mit der von konfokaler Mikroskopie �ber-
ein. Dies belegt die Anwendbarkeit von STED auf die Bild-
gebung einzelner DNA-Molek�le und eine k�nftige m�gliche
Verwendung f�r die Untersuchung von Signalvariationen, die
aus sequenzspezifischer Farbstoffbindung oder teilweises
Schmelzen der DNA resultieren. Die von uns gezeigte
Kombination von Hochaufl�sung und Durchg�ngigkeit des
Signals ist von entscheidender Bedeutung f�r die Visualisie-
rung kleiner Konformations�nderungen sowie f�r die opti-
sche Abbildung von DNA.[9] Außerdem konnten wir zeigen,
dass STED �ber einen relativ breiten Wellenl�ngenbereich
(mindestens 80 nm) angewendet werden kann. Bei gr�ßeren
Wellenl�ngen werden in der Regel weniger Lichtsch�den in-
duziert, die Aufl�sungsverbesserung ist gleichwohl noch
deutlich. Da die STED-Technik auf molekularen �berg�ngen
zwischen den beiden grundlegenden Zust�nden eines Fluo-

Abbildung 1. a) Konfokale Abbildung von mit YOYO gef�rbter l-DNA
(Basenpaar/Farbstoff 5:1) mit b) dem entsprechenden STED-Bild
(Rohdaten). Das STED-Bild ist vor dem konfokalen aufgenommen
worden. Maßstab: 1 mm. c) Durchschnitt dreier Linienprofile aus dem
STED- (durchgezogene, rote Linie) und dem konfokalen Bild (gestri-
chelte, schwarze Linie). Die Linienprofile entstammen der Position der
weißen Linien in den obigen Bildern. Die drei deutlichen Spitzen mit
unterschiedlichen DNA-Molek�len werden nur mit STED aufgel�st.
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rophors, d.h. dem Grundzustand und dem ersten elektronisch
angeregten Zustand, beruht, erwarten wir, dass sie sich zur
bevorzugten Methode f�r die optische Erforschung der DNA
auf molekularer Ebene entwickeln wird.

Experimentelles
l-Bakteriophagen-DNA (Amersham Biosciences) wurde mit YOYO-
1 (Invitrogen) gef�rbt, mit einem Basenpaar/Farbstoff-Verh�ltnis von
5:1 und 20:1. Vor den Experimenten wurde die gef�rbte DNA auf
1 mgmL�1 mit entgastem 0.5 � Tris-Borat-EDTA(TBE)-Puffer und
5% (v/v) b-Mercaptoethanol (Sigma Aldrich) verd�nnt und auf mit
Poly-l-Lysin beschichteten Deckgl�schen gestreckt. Details siehe
Hintergrundinformationen.

Die Anregung der DNA erfolgte mit einer gepulsten Laserdiode
(PicoQuant) mit Emission bei lAnregung = 470 nm mit einem Spitzen-
bestrahlungswert von 15–65 kWcm�2 in der Probe (durchschnittliche
Leistung von 1–4 mW), synchronisiert mit einem STED-Laser bei
lSTED = 568 und 647 nm �ber eine schnelle Photodiode (OCF-401;
Becker & Hickl GmbH). Der STED-Strahl wurde mit einem aktiv
modengekoppelten (APE) Krypton-Laser (Coherent Inc.) erzeugt,
mit Pulsbreiten von 1.5 ns (568 nm) und 300 ps (647 nm) bei einer
Wiederholrate von 71.25 MHz und H�chstbestrahlungen von 20–
30 MWcm�2 (568 nm) und 210–360 cm�2 MW (647 nm) in der Probe
(Durchschnittsleistung von 45–70 mW (568 nm) oder 130–220 mW
(647 nm)). Eine Vortex-Phasenplatte (RPC Photonics) wurde ver-
wendet, um den f�r STED notwendigen Doughnut zu generieren. Die
Anregungs-und STED-Strahlen wurden mit akustooptischen Filtern
(Crystal Technologies) kombiniert und in ein Stativ (DMI 4000B;
Leica Microsystems GmbH) eingekoppelt, das mit einem 63 �
(NA 1.30, Leica)-�limmersionsobjektiv und einem Drei-Achsen-
Piezo-Scanner (PI) ausgestattet ist. Die emittierte Fluoreszenz wurde
durch einen Band-Pass-Filter (HQ510/40M; Chroma) gefiltert und
konfokal mit einer Avalanche Photodiode (SPCM-AQR-13-FC;
PerkinElmer) und einer Datenerfassungs-Software (ImSpector, MPI
Biophysikalische Chemie G�ttingen) detektiert. Die Pixelgr�ßen
betrugen 25 und 40 nm f�r lSTED = 568 bzw. 647 nm bei einer Pixel-
integrationszeit von 100 ms. Die entsprechenden konfokalen Bilder
wurden mit den gleichen Parametern aufgenommen.
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Abbildung 2. Typische STED-Rohdaten-Bilder von mit YOYO gef�rbter
l-DNA (Basenpaar/Farbstoff 5:1) unter Anwendung von
a) lSTED = 568 nm und b) lSTED =647 nm. Maßstab in (a) und (b):
1 mm. c) Eine Kurve zeigt den Durchschnitt von elf Linienprofilen eines
einzigen DNA-Strangs, mit zugeh�rigen Profilen der Epifluoreszenz
(gepunktete, hellgraue Linie), konfokalen (gestrichelte, schwarze Linie)
und STED-Nanoskopie mit lSTED = 647 nm (strichgepunktete, blaue
Linie) und 568 nm (durchgezogene, rote Linie); die entsprechenden
Halbwertsbreiten wurden durch Anlegen von Ausgleichskurven zu
(300�11) nm (Gauß), (238�5) nm (Gauß), (62�2) nm (Lorentz)
bzw. (42�3) nm (Lorentz) bestimmt. Die Fehlerbalken entsprechen
einer Standardabweichung. Beispiele von DNA-Segmenten mit Biegun-
gen und Knicken, die sichtbar im STED-Bild unter Anwendung von
e) lSTED = 647 nm und g) lSTED = 568 nm, jeweils aber nicht aufl�sbar in
den entsprechenden konfokalen Bildern (d) und (f) sind. Maßstab in
(d)–(g): 500 nm.

Zuschriften

5698 www.angewandte.de � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2011, 123, 5696 –5698

http://dx.doi.org/10.1126/science.1137395
http://dx.doi.org/10.1364/OL.19.000780
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth929
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth929
http://dx.doi.org/10.1126/science.1127344
http://dx.doi.org/10.1002/cphc.200900384
http://dx.doi.org/10.1002/cphc.200900384
http://dx.doi.org/10.1002/bip.21574
http://dx.doi.org/10.1039/b9pp00119k
http://dx.doi.org/10.1016/j.gde.2005.02.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.gde.2005.02.005
http://dx.doi.org/10.1021/ac0496401
http://dx.doi.org/10.1007/s00340-007-2729-0
http://dx.doi.org/10.1007/s00340-007-2729-0
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth.1257
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200802376
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200802376
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200802376
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200802376
http://dx.doi.org/10.1021/nl103472b
http://dx.doi.org/10.1021/ja100079w
http://dx.doi.org/10.1021/ja100079w
http://dx.doi.org/10.1021/ja001047n
http://dx.doi.org/10.1021/ja001047n
http://www.angewandte.de

