STED-Mikroskopie

Lebendzellbeobachtungen jenseits
der Beugungsgrenze

® > Die ultra-hochauflésende Lichtmik-
roskopie hat den Lebenswissenschaften
zu einem beachtlichen Sprung in ihrer
Entwicklung verholfen. Noch vor wenigen
Jahren war es fiir Biologen und Mediziner
undenkbar, Strukturen kleiner als 100 nm
aufzuldsen oder gar dynamische Prozesse
in lebenden Zellen zu beobachten. Die
STED-Mikroskopie (STimulated Emission
Depletion) ermdéglicht der biomedizini-
schen Forschung heute neue Einblicke in
die Welt jenseits der Beugungsgrenze.
Auch wenn die Ultra-Hochauflésung auf
komplexer optischer Technologie beruht,
sind kommerziell erhiltliche STED-Syste-
me ebenso leicht zu bedienen wie kon-
ventionelle, weit verbreitete Konfokalmi-
kroskope. Dieser Artikel erlautert die
Entwicklung der STED-Mikroskopie von
der Idee bis zur neuesten Gerategenerati-
on fiir Lebendzelluntersuchungen.

STED - das Prinzip

Uber 120 Jahre lang schien Abbes Gesetz
Uber die optische Beugungsgrenze uniiber-
briickbar und in Stein gemeiRelt. Fur die
Lichtmikroskopie bedeutet dies in der Pra-
xis, dass einzelne Punkte im sichtbaren

ABB. 1: Das Prinzip der STED-Mikros-
kopie. A: Schematischer Aufbau
eines STED-Mikrokops, B: Die fiir die
STED-Mikroskopie entscheidenden
photophysikalischen Prozesse im
Jablonski-Diagramm. Bei der
STED-Mikroskopie ist die Auflosung
nicht mehr beugungsbegrenzt. Der
minimale Durchmesser des effekti-
ven Fokuspunktes und die dadurch
erreichte Auflésung sind nicht

mehr ausschlieBlich durch die
Wellenldnge A und die numerische
Apertur (n sina) des Objektives
begrenzt. Die Formel zeigt, dass die
maximal erreichbare Auflésung
durch die Farbstoffeigenschaften
(der Parameter I,) und die Menge
des verwendeten STED-Lichts

(1) bestimmt wird.
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Spektralbereich nicht mehr getrennt dar-
stellbar sind, wenn sie lateral weniger als
200 nm voneinander entfernt sind. Mit der
STED-Mikroskopie (STimulated Emission De-
pletion) beschrieb Stefan Hell 1994 eine
Methode, die lediglich mittels Photophysik
und Optik Auflésungen deutlich jenseits die-
ser Beugungsgrenze erreicht [1] und somit
Wissenschaftlern erlaubt, subzellulare Struk-
turen im zweistelligen Nanometerbereich
zu beobachten.

Den schematischen Aufbau eines STED-
Mikroskops erlautert Abbildung 1. Die Basis
eines STED-Systems bildet ein konventio-
nelles Konfokal-Laser-Scanning-Mikroskop.
Der Anregungsstrahl (griin) wird wie tiblich
auf einen Punkt fokussiert, dessen minimale
Ausdehnung durch die Beugungsgrenze li-
mitiert ist. Ein zweiter Laserstrahl (rot) tiber-
fiihrt die angeregten Molekiile wieder in den
Grundzustand. Dieser STED-Strahl wird tiber
einen Phasen-Modulator so verandert, dass
er in der Fokusebene eine Donut-Form auf-
weist. Durch Uberlagerung des Anregungs-
mit dem STED-Fokus wird die Emission von
Fluoreszenzlicht auf das Zentrum des Donuts
beschrankt. Dieser verbleibende, effektive
Fokuspunkt ist durch diesen optischen Trick
erheblich verkleinert, und seine Ausdehnung
liegt unterhalb der Beugungsgrenze. Die
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Probe kann somit analog zur konfokalen La-
ser-Scanning-Mikroskopie abgerastert wer-
den, jedoch mit deutlich verbesserter late-
raler Auflésung. Das Ergebnis ist ein Bild, das
Strukturen im Nanobereich sichtbar macht.

Abbildung 1B veranschaulicht die fiir die
STED-Mikroskopie entscheidenden photo-
physikalischen Prozesse. Das Jablonski-Dia-
gramm zeigt die verschiedenen Schwin-
gungsniveaus  eines  Fluorophors  im
Grundzustand (S,) und im ersten angeregten
Singulett-Zustand (S,). Anregungslicht einer
bestimmten Wellenldnge (blau) Gberfihrt ein
Molekil vom S -Zustand in den ersten ange-
regten Singulett-Zustand. Der Ubergang
zwischen den Schwingungsniveaus eines Zu-
stands erfolgt strahlungslos durch innere
Konversion. Die Riickkehr des angeregten
Molekiils in den Grundzustand findet spon-
tan unter Emission von Fluoreszenzlicht
(griin) statt. Der Ubergang in den Grundzu-
stand kann auch durch Licht induziert wer-
den (stimulierte Emission, rot dargestellt).
STED-Mikroskope sind so aufgebaut, dass sie
ausschlielich das Fluoreszenzlicht und kein
Licht der Wellenlange des STED-Lasers detek-
tieren. Je nachdem, wo sich ein Fluorophor
im Fokusvolumen befindet, ist entweder Flu-
oreszenz oder stimulierte Emission der domi-
nierende photophysikalische Prozess.

Je starker der STED-Laser ist, desto kleiner
das Volumen, in dem Fluoreszenz moglich ist,
und damit desto hoher die Auflosung. Letzt-
endlich bestimmen die Laserstarke und die
photophysikalischen Eigenschaften des ver-
wendeten Farbstoffs, welche maximale Auflo-
sung mit einem STED-Mikroskop erreicht
werden kann (vgl. Formel in Abbildung 1).

Von der Idee zum Lebend-
zellexperiment

Sobald das Prinzip zum ersten Mal im Labo-
raufbau realisiert worden war, war die Er-
folgsgeschichte der STED-Mikroskopie nicht
mehr aufzuhalten. Immer mehr Forscher er-
kannten die neuen faszinierenden Moglich-
keiten der neuen Technologie. Der Zeitstrahl
in Abbildung 2 fasst die wichtigsten Meilen-
steine der ultra-hochauflésenden STED-Mik-
roskopie von der Idee bis zum Einsatz in Le-
bendzellstudien chronologisch zusammen.
Alles begann im Jahr 1994, als Stefan
Hell die Grundlagen zur STED-Mikrokopie
beschrieb [1]. Im Jahr 2000 wurde das erste
biologische STED-Bild in einer Studie verof-
fentlicht [2]. 2006 folgten wissenschaftliche
Arbeiten, in denen die STED-Mikroskopie
zur Beantwortung biologischer Fragestel-
lungen erfolgreich eingesetzt wurde [3, 4,
5, 6]. Seitdem hat die STED-Mikroskopie in
vielen biologischen Anwendungen Einzug
gehalten. 2006 konnte aulerdem erstmals
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ABB. 2: Meilensteine der STED-Mikroskopie. Die ultra-hochauflésende Mikroskopie ist
langst nicht mehr nur eine Technologie fiir spezialisierte Labore, sondern sie wird heute
schon routinemaRig in der biologischen Forschung eingesetzt. Kommerziell erhiltliche
STED-Systeme sind ebenso leicht zu bedienen wie konventionelle Konfokalmikroskope.
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gezeigt werden, dass die STED-Mikroskopie
auch ultra-hochaufgelste Bilder von Struk-
turen liefern kann, die mit einem autofluo-
reszierenden Protein (FP) markiert sind [7].
Spater wurden neben autofluoreszierenden
Proteinen auch andere genetisch kodierte
Marker fir die hochauflésende STED-Mikro-
skopie in lebenden Zellen eingesetzt [8, 9].

Mit dem Leica TCS STED kam 2007 das
erste kommerzielle STED-System auf den
Markt. In diesem Gerét ist die STED-Mikro-
skopie im tiefroten Spektralbereich realisiert.
2008 wurden erstmals STED-Videos mit
28 Bildern/s und 62 nm Auflésung von Vesi-
kelbewegungen in Neuronen aufgezeichnet
[10] und die ersten STED-mikroskopischen
Lebendzelluntersuchungen mit autofluores-
zierenden Proteinen (FPs) verdffentlicht [11,
12]. Mit dem Leica TCS STED CW hat Leica
Microsystems 2009 sein STED-Portfolio um
ein weiteres System erweitert. Das STED CW
(Continuous Wave) erschlie3t den griin-gel-
ben Spektralbereich fiir die Ultra-Hochauflo-

Konmfokal
F

ABB. 3: Konfokal- und STED-Aufnahme von
Mikrotubuli in lebenden Kyoto-Zellen mit
Tubulin Tracker™ Green markiert.

sung. Es kann fiir eine Vielzahl biologischer
Experimente bis hin zu Lebendzellstudien
eingesetzt werden, da es das Arbeiten mit
Standardfarbstoffen wie Alexa 488, FITC und
Oregon Green 488 sowie den Einsatz gelb
fluoreszierender Proteine wie EYFP, Citrin und
Venus erlaubt. Die in diesem Gerit realisierte
Variante der STED-Mikroskopie verwendet
sowohl fiir die Anregung als auch fir die sti-
mulierte Emission Dauerstrichlaser statt ge-
pulste Laser. Diese Technik wurde erstmals
2007 beschrieben [13].

Die Markierungsmethoden

Eine der Starken fluoreszenzmikroskopischer
Methoden ist die Méglichkeit, die zu unter-
suchenden Zellstrukturen gezielt sichtbar zu
machen. Geeignete Fluorophore an die ge-
wiinschte Stelle in den Zellen zu bringen ist
daher einer der entscheidenden Punkte fiir
die Lebendzell-STED-Mikroskopie. Einige
spezielle Anwendungen nutzen mit Farbstoff
konjugierte Antikorper bzw. Antikorperfrag-
mente, um Strukturen in lebenden Zellen zu
markieren. Ein Beispiel ist die Aufzeichnung
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der Vesikel-Dynamik in Nervenzellen [10].
Auch sind einige Substanzen zur direkten
Farbung von Zellstrukturen wie z.B. Tubulin
Tracker™ Green (Invitrogen) kommerziell er-
haltlich (siehe auch Abb. 3).

Meist setzen Biologen jedoch auf gene-
tisch kodierte Marker zur Visualisierung
biologischer Vorgéange in lebenden Zellen.
Dabei werden die Zellen Ublicherweise ge-
netisch so manipuliert, dass sie ein Fusions-
protein aus dem zu untersuchenden Protein
und dem Marker herstellen. Die be-
kanntesten Vertreter der genetisch ko-
dierten Marker sind die autofluoreszie-
renden Proteine. Fir ultra-hochauflésende
Experimente mit dem STED CW in leben-
den Zellen sind die im gelben Spektralbe-
reich fluoreszierenden Proteine EYFP [11],
Citrin [12] und Venus aufgrund ihrer Photo-
stabilitdit besonders geeignet. Mit dieser
Technik kann beispielsweise die reale Gro-
Renverteilung von mit Venus-markierten
Large Dense Core Vesicles (LDVCs) in leben-
den Zellen ermittelt (Abb. 4) und die Dyna-
mik der Vesikel untersucht werden. Mit Hil-
fe der STED-Mikroskopie und dem im roten
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STED-
Aufnahmen der
Vesikel-Bewegung
in lebenden PC12-
Zellen. Die Auflosung
erlaubt, die reale
Halbwertsbreite
(Full Width Half
Maximum, FWHM)
der mit dem auto-
fluoreszierenden
Protein Venus
markierten Large
Dense Core Vesicles
(LDCVs) im Bild
zu messen. Die
unteren beiden
Zeilen zeigen Aus-
schnittvergroBerun-
gen fiir jedes fiinfte
Bild der Zeitreihe
(4,5 s je Bild).

Wellenlangenbereich fluoreszierenden Pro-
tein E2-Crimson (Emissionsmaximum bei
646 nm) konnte auch die Bewegung des
endoplasmatischen Retikulums in lebenden
Zellen beobachtet werden [14].

Neben den autofluoreszierenden Protei-
nen gibt es noch eine Reihe weiterer gene-
tisch kodierter Marker, von denen einige
bereits bei STED-Experimenten eingesetzt
wurden. Sich selbst markierende Protein-
Tags sind nicht autofluoreszierend. Sie sind
jedoch in der Lage, spezifische Bindungen
einzugehen - eine Eigenschaft, die einge-
setzt wird, um Proteine selektiv sichtbar zu
machen. Im Fall des SNAP-Tags, das auf
dem Enzym 0O6-Alkylguanin-DNA-Alkyl-
transferase basiert, reagieren spezielle Sub-
strate (Benzyl-Purin- und Benzyl-Pyrimidin-
Derivate) mit dem Protein-Tag und werden
so kovalent an dieses Tag gebunden. Ist das
Substrat mit einem organischen Farbstoff
konjugiert, kann die fluoreszenzmikrosko-
pische Untersuchung beginnen, sobald der
Substrat-Uberschuss durch Waschen ent-
fernt wurde. Diese Methode ist gegentiber
der Markierung mit autofluoreszierenden

Proteinen sehr flexibel einsetzbar. Ein SNAP-
Tag-Fusionsprotein kann in den verschie-
densten Farben dargestellt werden, da prin-
zipiell jeder organische Farbstoff an das
Substrat gebunden werden kann. Membra-
ngangige Substrat-Farbstoff-Konjugate sind
kommerziell erhdltlich (NEB) und wurden
bereits fiir STED-mikroskopische Untersu-
chungen lebender Zellen eingesetzt [9].

Die Markierung von Proteinen uber die
Fusion mit einem Fluorogen-aktivierenden
Protein-TAG (FAP) ist eine neue Technik, die
2008 publiziert wurde [15]. Das FAP-Tag
selbst ist nicht fluoreszierend, kann jedoch ein
spezielles Farbstoffmolekiil (Fluorogen) nicht-
kovalent binden, das in diesem Zustand zur
Fluoreszenz angeregt werden kann. Uber-
schiissiges, nicht gebundenes Fluorogen
zeigt keine Fluoreszenz, es muss also nicht
ausgewaschen werden. Der nicht-kovalente
Charakter der Bindung des Fluorogens mit
dem FAP-Tag ist eine weitere Eigenschaft, die
speziell fiir Lebendzellbeobachtungen (ber
langere Zeitraume interessant ist. Das durch
Laserlicht gebleichte Fluorogen kann durch
ungebleichtes ersetzt werden, wodurch mehr
Aufnahmen méglich sind. Abbildung 5 zeigt
ein Anwendungsbeispiel mit STED-Bildern
von Rezeptoren an der Zelloberfliche. Auch
FAP-markiertes, intrazellulares Aktin wurde
bereits mit auf Malachitgriin basierenden Flu-
orogenen in lebenden Zellen dargestellt [8].

Neben den hier erwdhnten gibt es noch
eine Fiille weiterer genetisch kodierter Mar-
ker fiir Lebendzellbeobachtungen. Dazu ge-
horen unter anderem das FIAsH and ReAsH
nicht-kovalent bindende Tetracystein-Motif
(Invitrogen) sowie das dem SNAP-Tag (NEB)
ahnliche Halo-Tag (Promega). Auf diesem
Gebiet sind viele Forschungsarbeiten im
Gange. So werden nicht nur neue autofluo-
reszierende Proteine mit optimierten Eigen-
schaften entwickelt, sondern auch Farbe-
techniken und organische Farbstoffe fiir den
Einsatz in lebenden Zellen optimiert.

Grolles Zukunftspotenzial

Im letzten Jahrzehnt hat die ultra-hochauflo-
sende Fluoreszenzmikroskopie Einzug in die
Biologie gehalten. Immer mehr Forscher wol-
len mehr sehen, als die beugungslimitierte
konventionelle Lichtmikroskopie auflosen
kann. Um die Prozesse des Lebens bis ins
kleinste Detail zu verstehen, ist es unerlass-
lich, die kleinen biologischen Einheiten in der
Zelle aufzuldsen und zu beobachten, wie sie
sich bewegen und interagieren. Diese Struk-
turen sind meist erheblich kleiner als 100 nm
— eine Auflésung, die die STED-Mikroskopie
liefern kann. Die STED-Technologie ist heute
aufgrund der einzigartigen Kombination aus
Ultra-Hochauflésung mit hoher Bildaufnah-
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megeschwindigkeit und der Méglichkeit, op-
tische Schnitte zu erzeugen, die Methode der
Wahl fiir die Beobachtung dynamischer sub-
zellularer Strukturen. Da der Farbstoff direk-
ten Einfluss auf die erreichbare Auflésung
hat, werden zukiinftig optimierte Farbstoffe
und Markierungsmethoden einen entschei-
denden Einfluss auf die Leistungsfahigkeit der
STED-Mikroskope haben. Auch von der sich
schnell entwickelnden Lasertechnologie wird
die STED-Mikroskopie sicherlich profitieren.
Die Pionierarbeiten sind geleistet.

Ultra-hochauflésende Mikroskopie bleibt
nicht langer nur spezialisierten Laboren vor-
behalten, sondern sie wird heute schon
routinemaBig in der biologischen For-
schung eingesetzt. Die ersten Lebendzell-
studien sind publiziert. Spannend bleibt,
welche Antworten Biologen und Mediziner
in den nachsten Jahren auf bisher ungeldste
Fragen finden; Antworten, die helfen, die
Entstehung von Krankheiten besser zu ver-
stehen und die auf Experimenten jenseits
der Beugungsgrenze beruhen.
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