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Der Nobelpreis fiir Chemie 2014 wurde zu je einem Dirittel
an Eric Betzig, Stefan Hell und William E. Moerner ,.fiir die
Entwicklung der superhochauflésenden Mikroskopie® ver-
geben. Die Auflosungsbegrenzung fiir optische Mikroskope,
die Ernst Abbe in seiner beriihmten Gleichung vor fast
150 Jahren niederschrieb, wurde allgemein fiir uniiberwind-
bar gehalten:

AXpins AVmin = A/ (2nsina) = 4/2

wobei 4 die Wellenldnge des Lichts, n den Brechungsindex
des Mediums und a den halben Aperturwinkel der Objek-
tivlinse bezeichnen.! Daraus folgt, dass zwei Objekte min-
destens 200 nm oder etwa die halbe Wellenldnge des ver-
wendeten Lichts voneinander entfernt sein miissen, wenn sie
durch Lichtmikroskopie getrennt abgebildet werden sollen.
Den bahnbrechenden Arbeiten der drei Nobelpreistriager ist
es zu verdanken, dass diese Grenze umgangen und optische
Mikroskopie zu Nanoskopie werden konnte. Sie erlaubt
Wissenschaftlern, den Weg einzelner Molekiile in einer le-
benden Zelle zu verfolgen, Molekiile beim Ausbilden von
Synapsen zwischen Nervenzellen im Gehirn zu beobachten
und die Aggregation von Proteinen im Verlauf von Krank-
heiten wie Alzheimer, Parkinson oder Chorea Huntington
aufzul6sen, um nur einige der bisher bewiltigten Herausfor-
derungen zu benennen.”” Wie ist es dazu gekommen?

Die diesjdhrigen Nobelpreistridger entwickelten zwei un-
terschiedliche und voneinander unabhingige Ansétze, um die
Auflosungsbegrenzung zu umgehen. Der eine Ansatz, auf den
wir zuerst eingehen werden, basiert auf der Detektion ein-
zelner Molekiile und ihrer bis auf wenige Nanometer prizisen
Ortsbestimmung®! (Moerner 1989) sowie auf einem Verfah-
ren,” bei dem sehr viele Molekiile, die eine komplexe
Struktur definieren, mit dieser hohen Genauigkeit lokalisiert
werden kénnen (Betzig 1995/2006). Der andere Ansatz, den
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wir danach beschreiben werden, verwendet ein spezielles
Beleuchtungsmuster, um angeregte Fluorophore und ihre
Photonenemission riumlich einzuschrinken® (Hell 1994/
2000).

Im Jahr 1952 schrieb Erwin Schrodinger: ,,/...] Wir ex-
perimentieren niemals mit nur einem Elektron, Atom oder
(kleinem) Molekiil. In Gedankenexperimenten tun wir
manchmal so, als konnten wir es; ) 1989, nach weniger als
vier Jahrzehnten, widerlegte W. E. Moerner diese Aussage,”!
indem er ein einzelnes Molekiil iiber dessen Absorption de-
tektierte. Ein Jahr spiter wies Michel Orrit einzelne Molekiile
auch durch ihre Fluoreszenz nach.”) Wihrend die ersten
Experimente Tieftemperaturexperimente waren,®! wurden
noch im selben Jahr auch einzelne Molekiile bei Raumtem-
peratur detektiert,”) was natiirlich insbesondere fiir biologi-
sche Fragestellungen hochst relevant ist. Mit all diesen An-
sdtzen wurde der Grundstein fiir die Entwicklung der Ein-
zelmolekiilspektroskopie und -mikroskopie gelegt und das
Konzept in die Physik, die Chemie und die Biologie getra-
gen.'”! Damit war der Blick auf ein einzelnes Molekiil und
sein Verhalten nicht mehr wie zuvor durch Ensemblemitte-
lung verstellt. Von den zahlreichen Experimenten aus dieser
Zeit hatte die Entwicklung zur Mikroskopie die weitrei-
chendsten Auswirkungen.

Der entscheidende Punkt fiir die Mikroskopie ist, dass das
Intensitétsprofil eines einzelnen Fluoreszenzemitters zwar
der Beugung unterliegt, aber das Zentrum des Profils mit weit
hoherer Prazision bestimmt werden kann: Der Durchmesser
eines fluoreszierenden Molekiils betrigt lediglich ca. 1 nm,
hingegen ist das Fluoreszenzsignal, das durch Beugung in-
nerhalb des Mikroskops erzeugt wird, mit einem Durchmes-
ser von etwa 200 nm sehr viel groBer, wie in Abbildung 1a
und b gezeigt. Diese beugungsbegrenzte Intensititsverteilung
wird als ,,point spread function“ (PSF) bezeichnet und kann
durch eine zweidimensionale Gauf3-Funktion angenidhert
werden (Abbildung 1c). Vorausgesetzt, dass dieses Signal nur
von einem Emitter — einem einzelnen Molekiil — stammt,
kann das Zentrum der PSF und damit die Position des
Emitters mit sehr hoher Prézision (oft Superlokalisation ge-
nannt) ermittelt werden. Die Genauigkeit dieser Positions-
bestimmung hiangt von der Anzahl der detektierten Photonen
ab: Je grofer sie ist, desto schérfer wird die Spitze der PSF
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Abbildung 1. Beugungsbegrenzte Detektion und Positionsbestimmung.
Werden Photonen eines einzelnen Emitters detektiert, bilden sie ein
beugungsbegrenztes Muster, die PSF. a) Reale Messung eines einzel-
nen YFP-Molekiils in einem Bakterium. b) PSF pixeliert auf einer Kame-
ra. c) Die PSF kann durch eine zweidimensionale Gauf-Funktion ange-
nahert werden. d) Das Zentrum der Gauf-Funktion kann mit sehr ho-
her Genauigkeit bestimmt werden.?!

und damit ihre Lokalisierung. Dies driickt sich in einer mo-
difizierten Abbe-Gleichung aus:

AxmimAymin = [l/(Zn sina)]/\/]v

wobei N die Zahl der detektierten Photonen ist. Wird also ein
einzelner Emitter mit 100 Photonen detektiert, so erhdht sich
die Genauigkeit seiner Lokalisation um den Faktor 10 (Ab-
bildung 1d). Diese hochauflosende Mikroskopie erlaubt das
Verfolgen einzelner Molekiile mit einer Positionierungsge-
nauigkeit im Bereich von wenigen Nanometern (FIONA,
1.5nm). Es konnte damit beispielsweise die Hand-iiber-
Hand-Fortbewegung des Motorproteins Myosin V aufge-
deckt™ und die dreidimensionale Bewegung von mRNA-
Molekiilen in Hefezellen mit hoher Genauigkeit visualisiert
werden.?

Fiir die Verfolgung einzelner Molekiile geniigt zwar ein
einzelner Emitter, jedoch reicht dies fiir die korrekte Abbil-
dung einer komplexen Struktur mit zahlreichen Details nicht
aus; dafiir sind viele Emitter als Markierung erforderlich
(Abbildung 2 a). Allerdings lassen sich deren Positionen nicht
mit hoher Prézision bestimmen, wenn sie alle zur gleichen
Zeit angeregt werden, da sich dann ihre PSFs iiberschneiden
(Abbildung 2b). Dies fiihrt zu einem verschwommenen Bild,
wie es in der konventionellen optischen Fluoreszenzmikro-
skopie erhalten wird. Wihlt man hingegen aus der Gesamt-
zahl der Markierungen einen hoch verdiinnten Satz aus, was
getrennte PSFs sicherstellen wiirde, so lasst sich die Struktur
damit leider nicht korrekt wiedergeben. Der Grund liegt im
,Undersampling®, wie es auch aus dem Nyquist-Shannon-
Kriterium folgt.'¥) Es wird also gleichzeitig sowohl eine hohe
Emitterkonzentration fiir das vollstdndige Nachzeichnen der
Struktur als auch eine niedrige Emitterkonzentration fiir
ausreichend getrennte PSFs und die prizise Positionsbe-
stimmung der einzelnen Markierungen benotigt.

Es war Eric Betzig, der als erster eine Idee!*! zur Losung
dieses Widerspruchs hatte. Danach sollte eine spektrale Fi-
genschaft der Emitter dazu dienen, sie in Teilmengen zu
isolieren. In den Teilmengen sind die Emitter verdiinnt iiber
die Struktur verteilt, sodass ihre Positionen genau bestimmt
werden konnen. Die Messung einer Teilmenge nach der an-
deren und die anschlieBende Summierung iiber alle Positi-
onsbestimmungen erzeugt dann das Gesamtbild in hoher
Auflosung. In seiner Publikation von 1995 schlug Betzig vor,
als spektrale Eigenschaft die Inhomogenitédt im Anregungs-
wellenlingenbereich der Emitter einzusetzen.'! Es stellte
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Abbildung 2. Prinzip der Lokalisationsmikroskopie. a) La Paloma de la
Paz (P. Picasso, 1961), nachgebildet von fluoreszierenden Molekiilen.
Die Markierungsdichte ist sehr hoch. b) Wird dieses Muster mit kon-
ventioneller Mikroskopie abgebildet, kénnen die einzelnen Markierun-
gen aufgrund von Abbes Formel nicht aufgelést werden. ¢,d) Werden
hingegen vor jeder Aufnahme nur wenige Fluorophore stochastisch in
den fluoreszierenden Zustand tberfiihrt, sind in jedem ,,Frame* nur
wenige beugungsbegrenzte Signale vorhanden, die mit hoher Prizision
lokalisiert werden konnen. e) Die Summe aller Positionierungen fiihrt
dann zum pointilistisch rekonstruierten, superhochaufgelssten Bild.?®

sich allerdings heraus, dass dieses Kriterium schwierig in ei-
nem allgemeinen Kontext einsetzbar ist.

Einmal mehr war es W. E. Moerner, der, nachdem der
Stein ins Rollen gebracht war, mit einem wichtigen Experi-
ment zur weiteren Entwicklung beitrug: Als er Mutanten des
griin fluoreszierenden Proteins (GFP) untersuchte, stief3 er
auf eine seltsame photophysikalische Eigenschaft der T203F-
Mutante.['! Sie fluoreszierte bei Einstrahlung mit Laserlicht
von 488 nm, ging aber nach einiger Zeit in einen dunklen
Zustand tiiber. Faszinierenderweise war die Mutante aber
nicht irreversibel geblichen, sondern konnte bei Einstrahlung
von Licht einer Wellenldnge mit 405 nm wieder in den fluo-
reszierenden Zustand {iiberfiihrt werden. (Abbildung2c).
Diese Entdeckung war der Ausgangsunkt fiir die Suche nach
weiteren GFP-Mutanten mit dhnlichen photophysikalischen
Eigenschaften. Dabei stand diese Suche allerdings vorerst
nicht im Kontext superhochauflésender Mikroskopie.['")

Erst Betzig, der nach einem Abstecher in die Industrie an
die Universitit zuriickkehrte, fiihrte die Fdden zusammen
und machte den letzten Schritt zur superhochauflosenden
Mikroskopie. Er erkannte, dass durch solche Mutanten das
Problem hoher und geringer Markierungsdichte auf einer
Struktur elegant gelost werden kann: Die zu untersuchende
Struktur wird zunichst mit einer GFP-Mutante in hoher
Dichte markiert, welche zu Beginn des Experiments nicht
fluoreszierend ist. Durch einen Laserpuls der passenden
Wellenldnge mit niedriger Intensitdt werden einige wenige
GFP-Mutanten stochastisch in den fluoreszierenden Zustand
tiberfithrt und bilden dann die diinn verteilten Emitter einer
Teilmenge. Sie konnen nach Anregung mit 488 nm sehr genau
lokalisiert werden. Nachdem sie vollstédndig geblichen sind,
wird im folgenden ,,Frame* eine neue Teilmenge von GFP-
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Mutanten aktiviert und der Zyklus beginnt von neuem (Ab-
bildung 2d). SchlieBlich erhilt man das gesamte Bild in Su-
perhochauflosung durch Aufsummieren der einzelnen Emit-
ter aller ,,Frames* (Abbildung 2 e). Die erhebliche Steigerung
der Auflosung auf typischerweise etwa 20 nm wird sehr schon
an zwei Bildern aus Betzigs grundlegender Veroffentli-
chung™ aus dem Jahr 2006 deutlich (Abbildung 3). In dieser
bezeichnete er die Technik als ,,photo-activated localization
microscopy“ oder PALM.

Abbildung 3. Mitochondrien in COS-7-Zellen. a) Durch interne Totalre-
flexionsfluoreszenzmikroskopie (TIRF-Mikroskopie) und b) PALM ge-
wonnene Bilder von Mitochondrien in COS-7-Zellen. Die Mitodchon-
drien wurden mit einem photoschaltbaren fluoreszierenden Protein
(dEosFP) markiert. Wihrend TIRF-Mikroskopie nur die ungefihre Form
der Mitochondrien zeigen kann, erlaubt PALM, Details im Lingenbe-
reich von 20-30 nm sichtbar zu machen, deutlich unterhalb der Beu-
gungsbegrenzung.1*’!

Zusammenfassend miissen also zwei wesentliche Vor-
aussetzungen erfiillt sein. Zum einen miissen die Fluoropho-
re, die die Struktur markieren, kontrolliert schaltbar sein.
Dadurch erreicht man, dass in jedem Bild nur eine geringe
Teilmenge rdumlich getrennter Emitter fluoresziert. Zum
anderen muss jede PSF eines Emitters mit einer angemesse-
nen Modellfunktion angendhert werden, wodurch sich dessen
Position mit hoher Genauigkeit bestimmen ldsst. Am Ende
wird durch Aufsummieren aller Emitterpositionen die
Struktur superhochaufgelost in pointilistischer Weise rekon-
struiert. Neben PALM wurden im Jahr 2006 zwei weitere
Methoden vorgestellt, die verschiedene Mechanismen zur
Schaltung der Fluorophore verwenden: fPALM!” und
STORM,™! gefolgt von zahlreichen weiteren Ansitzen.?

Natiirlich haben PALM und verwandte Verfahren auch
ihre Grenzen. Eine ist die Zeitauflosung, die durch die er-
forderlichen zahlreichen Lokalisierungen und die nachtrag-
liche Bildrekonstruktion eingeschrinkt wird. Auch die feh-
lende dreidimensionale Auflosung war urspriinglich eine Li-
mitierung, denn das Leben spielt sich in drei Dimensionen ab.
Sie konnte jedoch z.B. durch Verwendung des Astigmatis-
mus'™” oder Doppelhelix-PSF-basierter Methoden! iiber-
wunden werden. Ein weiterer Fortschritt stellt die Verwen-
dung verschiedenfarbiger Markierungen dar.!! Auch die
Zeitauflosung ist inzwischen in Richtung Videorate verbes-
sert worden.?

Einen alternativen Ansatz fiir superhochauflosende Mi-
kroskopie, der auf rdumlich modifizierter Beleuchtung ba-
siert, wurde von Stefan Hell entwickelt. Sein Wunsch war es
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schon zu Beginn seiner Karriere, die Auflosung optischer
Mikroskope unter das Beugungslimit zu verbessern. Wahrend
seines Aufenthalts an der Universitédt Turku in Finnland pu-
blizierte er 1994 ein theoretisches Konzept, um Superhoch-
auflosung zu erreichen: stimulated emission depletion-
(STED)-Mikroskopie.’ Fiir diesen Ansatz sind zwei Laser
erforderlich: Der eine Laser regt wie bei konventioneller
Fluoreszenzmikroskopie die Probe an, wihrend ein zweiter
Laser Molekiile abregt, die sich nicht im Zentrum des An-
regungsbereichs des ersten Lasers befinden (Abbildung 4a).
Die Abregung wird durch stimulierte Emission erreicht, eine
der drei grundlegenden Interaktionen von Licht mit Materie,
neben Absorption und spontaner Emission (Abbildung 4b).
Die Molekiile im Zentrum des Anregungslasers bleiben von
der Wirkung des STED-Lasers unberiihrt und kénnen fluo-
reszieren, jedoch in einem rdumlich deutlich eingeschrank-
teren Bereich. Durch dieses Verfahren sollte die effektive
GroBe der Anregungs-PSF deutlich reduziert werden konnen
(sowohl Anregungs- wie auch STED-Laser unterliegen der
Beugung und haben dadurch jeweils ihre eigene PSF, d.h.
Intensitétsverteilung auf der Probe; siche Abbildung 4a).

Die Reaktionen auf diesen Vorschlag waren teilweise
skeptisch. Dennoch bekam Stefan Hell die Gelegenheit, seine
Idee zu realisieren, als ihm das Max-Planck-Institut in Got-
tingen im Dezember 1996 eine Stelle als Juniorgruppenleiter
anbot. Er hatte Erfolg: Die erste experimentelle Umsetzung
der STED-Mikroskopie gelang im Jahr 2000,*°! wodurch die
axiale Auflosung des Mikroskops um den Faktor 5 von
490 nm auf 97 nm erh6ht wurde (Abbildung 4d), gezeigt an-
hand von 48 nm grof3en Beads, die mit dem Farbstoff LDS 751
markiert waren. Seit diesem ersten erfolgreichen STED-Ex-
periment wurden weitere Experimente durchgefiihrt und
elegante Wege gefunden, um auch die radiale Auflosung zu
erhohen.™ Durch Kombination beider Ansitze konnte
schlieBlich die Auflosung in allen drei Dimensionen deutlich
verbessert werden.*!

Die STED-Mikroskopie baut somit auf drei Gedanken
auf. Der erste ist, stimulierte Emission einzusetzen, um Mo-
lekiile vom angeregten Zustand in den -elektronischen
Grundzustand abzuregen. Dies geschieht durch Uberlage-
rung des STED-Lasers mit dem Anregungslaser. Der zweite
besteht darin, durch Modifikation der STED-Laser-PSF die
Abregungsregion so zu modifizieren, dass in ihrer Mitte keine
Abregung stattfindet (Donutform), wodurch angeregte Mo-
lekiile an dieser Stelle erhalten bleiben und fluoreszieren
konnen. Dies wird momentan durch Phasenplatten erreicht,
die durch konstruktive und destruktive Interferenz das ge-
wiinschte Muster erzeugen. Der dritte Gedanke besteht in der
Sattigung der stimulierten Emission (Abbildung 4d). Davon
und von der verfiigbaren Intensitidt des STED-Lasers hiangt
letztlich die erreichbare Verbesserung der Auflosung ab.
Diese wird durch eine modifizierte Abbe-Formel beschrie-
ben:

Axmim Aymin = j'/ {(2’1 sin C() vV 1 + ISTED/IsaI]

Dabei steht Iggp fiir die Intensitdt des STED-Lasers und I,
charakterisiert als molekulare Eigenschaft die Wahrschein-
lichkeit, mit der ein Molekiil stimulierte Emission zeigt.
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Abbildung 4. Prinzip der STED-Mikroskopie a) Intensititsverteilung des Anregungslasers (links), des STED-Strahls (Mitte) und der effektiven PSF
(rechts) durch Uberlagerung.” b) Jablonski-Termschema mit den Ubergingen, die in der STED-Mikroskopie von Bedeutung sind. Fluorophore
werden mit dem Anregungslaser in den S1-Zustand angeregt, wihrend der STED-Laser Molekiile auRerhalb des Zentrums der PSF vom vibroni-
schen Grundzustand von S1 in héhere vibronische Zustinde von SO abgeregt.”! c) Oberes Bild: Schematische Darstellung des ersten STED-
Mikroskops. Unteres Bild: Die PSF von 48 nm grofden Beads, welche mit dem Fluorophor LDS 751 markiert sind, und sowohl mit konfokaler
Mikroskopie als auch mit STED vermessen wurden. Im STED-Bild ist die laterale Ausdehnung der PSF auf 97 nm reduziert.*® d) Die Halbwerts-
breite (FWHM) der effektiven PSF als Funktion der Intensitat des STED-Strahls.®® e) Synaptotagmin in Endosomen. Wihrend das konfokale Bild
beugungslimitierte Endosomen von rund 200 nm zeigt, erlaubt STED die wahre GréRe der Objekte mit rund 30 nm darzustellen. Auch die Intensi-

titsprofile zeigen die deutliche Verbesserung der optischen Auflésung.

In Abbildung 4 e ist ein Beispiel dargestellt, das die Vor-
teile von STED klar zeigt. Synaptotagmin I, das sich als
transmembranes Protein in synaptischen Vesikeln befindet,
wurde in aufgereinigten Endosomen markiert und mit ei-
nerseits konfokaler sowie andererseits STED-Mikroskopie
dargestellt.””! Die hohe Auflssung von STED erlaubt die
Visualisierung kleinster Proteincluster innerhalb der Endo-
somen.

Die besondere Eigenschaft von STED ist die Verkleine-
rung der effektiven PSF des Mikroskops auf physikalischem
Wege, was sowohl fiir einzelne Molekiile als auch fiir ein
Ensemble an Molekiilen verwendet werden kann. Nichts-
destoweniger hat auch STED seine Grenzen. Das grofite
Problem ist die hohe Intensitidt des STED-Lasers, die fiir die
stimulierte Emission benotigt wird, aber auch zu einem
schnellen Ausbleichen der Probe und z. B. der Schédigung von
lebenden Zellen fiithren kann. Dadurch miissen die Fluoro-
phore fiir STED &dufBerst photostabil sein, was ihre Auswahl
einschrénkt.

Die STED-Mikroskopie entwickelt sich jedoch schnell
weiter. Beispielsweise wurde Zwei- und Dreifarben-STED-
Mikroskopie eingefiihrt,” die Entwicklung neuer Fluoro-
phore vorangetrieben,””! die Auflésung in Kombination mit
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Fluoreszenzlebensdauermessungen weiter verbessert®! und
z.B. die hochaufgeloste Untersuchung von Lipid-Rafts zu-
sammen mit Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie ermog-
licht,” um nur einige Fortschritte zu benennen. Kiirzlich
wurde auch eine weitere, STED-dhnliche Methode vorge-
stellt, RESOLFT genannt,*” die auf photoschaltbaren Pro-
teinen beruht und Superhochauflosung mit ca. einer Milli-
onstel der Laserleistung klassischer STED-Mikroskopie er-
laubt.

Es ist wichtig zu betonen, dass nicht allein Superhoch-
auflosung die Stirke dieser beiden neuen Mikroskopieme-
thoden ist — Elektronenmikroskopie ist diesbeziiglich immer
noch iiberlegen. Aber durch die Spezifitidt der Fluoreszenz-
markierungen in Kombination mit der Moglichkeit, lebende
Zellen ohne vorausgehende komplizierte Probenpriparation
zu untersuchen, erdffnet die superhochauflosende Mikro-
skopie Einblicke, die durch keine andere Methode gewonnen
werden konnen. Weiterhin erlaubt sie, dynamische Prozesse
in der lebenden Zelle zu verfolgen, was mithilfe der Elek-
tronenmikroskopie ausgeschlossen ist. Vier Beispiele fiir
kiirzlich veroffentlichte Forschungsergebnisse, in denen su-
perhochauflosende Mikroskopie eingesetzt wurde, sind in
Abbildung 5 gezeigt. An ihnen wird ihr Einfluss auf ver-
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Abbildung 5. Aktuelle Beispiele fiir superhochauflésende Mikroskopie
in lebenden Zellen. a) Der Partitioning (Par) Apparatus zur Chromoso-
mensegregation in Caulobacter crescentus wurde durch Zweifarben-
PALM dargestellt. Diskrete lineare Strukturen der ATPase ParA, sind
aufgelost, die den ParB-parS-Komplex zum neuen Spindelpol leiten
(grun: ParA-eYFP, rot: ParB-CFP, verschiedene Stadien von Par). Zelle
A: vor Initiierung der Replikation, Zelle B: wihrend Segregation, Zelle
C: nach parS-Segregation (Mafistab=1 pm).P"! b) Kleine Huntingtin-
Aggregate in neuronaler Modellzelle (PC12m). i,ii) Beugungsbegrenzte
Bilder zeigen die subzellulire Verteilung des mutierten Huntingtin-
Exon-1-Proteins (Htt1-ex1-97Q-eYFP; 16 h nach Transfektion).

Nu = Nukleus, Maflsstab=5 um fiir (i) und 500 nm fur (ii). iii) Super-
hochauflésende (SR) Rekonstruktion durch PALM des einzelnen klei-
nen Huntingtin-Aggregats (Mafstab=>500 nm), welches in (ii) konfo-
kal dargestellt ist. Die umrissene Region wurde verwendet, um die Di-
cke der Faser zu etwa 90 nm zu bestimmen. Dies ist die erste Beob-
achtung kleiner Huntingtin-Aggregate, die vermutlich relevant fiir die
Krankheit sind.’? c) Zweifarben-STED-Bild eines Amphibien-Kernporen-
komplexes (KPK). In der oberen linken Region zum Vergleich die
schlechtere konfokale Auflésung. Die achtfache Symmetrie des KPKs
wurde mithilfe spezifischer Antikérper gegen gp210 (rot) dargestellt. In
einer weiteren Farbe wurde das Zentrum der KPK durch Antikérper, die
fur Nukleoporine spezifisch sind, angefirbt (griin).*?! (d) STED-Mikro-
skopie von Aktin (markiert durch YFP-LifeAct) in Nervenzellen des Ge-
hirns einer lebenden Maus. Dynamische Umorganisation des Aktins in
dendritischen Dornen tiber 12 Minuten mit einer Auflésung von

60 nm.B4

schiedene Forschungsfragen deutlich: Segregation von
Chromosomen in Bakterien,*! Aggregation eines Hunting-
tinproteins in Neuronen,*? der Aufbau des Kernporenkom-
plexes,** und In-vivo-Mikroskopie von Dendriten im Gehirn
einer lebenden Maus.™!

Einzelmolekiilexperimente und die superhochauflésende
Fluoreszenzmikroskopie wurden in der Fachwelt begeistert
aufgenommen. Inzwischen sind diese Methoden kommerziell
erhiltlich, wodurch sie auch von Nichtspezialisten eingesetzt
werden konnen. Damit ist die Moglichkeit geschaffen, sie fiir
viele Fragen im Bereich der Chemie und der Zellbiologie bis
hin zur Medizin einzusetzen.

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Es ist bemerkenswert, dass der Nobelpreis fiir super-
hochauflosende Fluoreszenzmikroskopie im Bereich Chemie
verliehen wurde. Das Problem der Auflosung ist von physi-
kalischer Natur mit wichtigen Anwendungen in der Biologie,
wodurch bereits der interdisziplindre Charakter dieses The-
mas benannt ist. Es sind jedoch Molekiile, die im Zentrum
dieser Methoden stehen — und die wesentlichen Ergebnisse
betreffen Molekiile, molekulare Strukturen und deren Ver-
halten.
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