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Photoactivated Localization Microscopy (PALM)

Mikroskopie jenseits der
Auflésungsgrenze
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ABB. 1 PALM-Aufnahme einer Escherichia coli-Zelle mit fluoreszent markier-
tem Chemotaxis Rezeptor. Jeder Bildpunkt entspricht einem einzelnen Protein.
Bild: http://newscenter.lbl.gov/feature-stories/2009/07/06/spontaneous-assembly/
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Die Auflésung konventioneller Licht- und
Fluoreszenzmikroskope ist durch die Gesetze
der Physik limitiert. Genauer gesagt ist das
Licht hierbei der limitierende Faktor. Mit so
genannten Super-Resolution- Mikroskopie-
techniken wie der Photoactivated Localiza-
tion Microscopy (PALM) ist es auch mittels
Fluoreszenzmikroskopie maoglich, eine bis
auf wenige Nanometer genaue Auflésung zu
erzielen.
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as erste Mikroskop wurde bereits 1595 von Hans
Dund Zacharias Hansen entwickelt. Jedoch werden
eher Antonie van Leeuwenhoek, der fiir die Fertigung
seiner Mikroskope berithmt war,und Robert Hooke mit
dieser bahnbrechenden Erfindung in Verbindung ge-
bracht (Abbildung 2a). Hooke veroffentlichte 1665 sein
richtungsweisendes Werk Micrographia [10], welches
detaillierte Zeichnungen von pflanzlichen und tieri-
schen Priparaten enthielt. Hier fillt auch zum ersten
Mal der Begriff der Zelle, mit dem Hooke die pordse
Struktur von Kork beschrieb (Abbildung 2b). Diese
Strukturen sind selbstverstindlich keine Zellen nach
heutiger Definition, dennoch geht der Begriff der Zelle
darauf zurtick. Mit diesen einfachen Mikroskopen ge-
lang es van Leeuwenhoek bereits im 17.Jahrhundert als
erster Bakterien, Protozoen und Spermien zu beobach-
ten und zu beschreiben. Durch permanente Verbesse-
rung in der Fertigung der Mikroskope, technologische
Weiterentwicklungen wie die der Phasenkontrastmi-
kroskopie, das Prinzip des » Differentialinterferenzkon-
trastes und die Entdeckung geeigneter Firbelosungen,
wurde es schlieSlich moglich,immer kleiner werdende
Objekte und Strukturen auch innerhalb von Zellen zu
untersuchen. Allerdings sind auch moderne Mikro-
skope in ihrer Auflosung begrenzt.

Ernst Abbe und die Aufl6sungsgrenze
Der deutsche Physiker Ernst Abbe publizierte bereits
1873 die Theorie der Auflosungsgrenze und zeigte mit
den Formeln Auflosungy , = A/ (2n x sin o) und Auflo-
sung, = 2 A / (n x sin 0))? die Grenzen konventioneller
Licht- oder Fluoreszenzmikroskopie auf [1]. Hierbei
steht A fur die Wellenlinge des Lichts, » fiir die Brech-
zahl des Mediums zwischen der Probe und dem Objek-
tiv und a fiir den halben Offnungswinkel des Objektivs.
Ohne die Formeln im Einzelnen abzuleiten oder zu dis-
kutieren, sollen sie nun angewendet werden, um die
Auflosungsgrenze zu berechnen. Geht man von kurz-
welligem UV-nahem oder blauem Licht mit einer Wel-
lenlinge von circa 380 nm beziehungsweise 400 nm
aus und setzt diese in die Gleichungen ein, so wird Klar,
dass eine Auflosung von maximal 200 nm in der xy-
Achse und 500 nm in der z-Achse moglich ist (Abbil-
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dung 3a). Im Klartext bedeutet das, dass zwei Objekte,
die niher als 200 nm in der xy-Achse und 500 nm in der
z-Achse beieinander liegen, fiir den Betrachter als ein
einziger verwaschener Bildpunkt erscheinen (Abbil-
dung 3b). Dieses Phinomen ist generell unter dem Aus-
druck point spread function (PSF) bekannt (Abbil-
dung 3a).Eine solche Auflosung nahe der theoretischen
Grenze war erst mit moderneren Mikroskopen mog-
lich. Jedoch unterliegen selbst moderne Gerite diesen
physikalischen Beschrinkungen. Da viele intrazellulire
Komponenten wie das aus Mikrotubuli, Aktin und In-
termedidrfilamenten bestehende Cytoskelett oder se-
kretorische Vesikel erheblich kleiner sind oder zu dicht
zusammen liegen, um sie mit konventioneller Mikro-
skopie voneinander getrennt aufldsen zu konnen (Ab-
bildung 3¢), sind Wissenschaftler schon lange bestrebt,
die Auflosungsgrenze zu durchbrechen.

Eine Methode, um die Auflésungsgrenze im Ver-
gleich zur Lichtmikroskopie zu verbessern, ist in der
Elektronenmikroskopie (EM) realisiert. Aus den Glei-
chungen von Abbe wird klar, dass die beschrinkende
Grof3e bei lichtoptischen Mikroskopen die Wellenlinge
des eingesetzten Lichts ist. Der denkbar einfache Ansatz
in der Elektronenmikroskopie ist es, die eingesetzte
Wellenlinge zu verringern, indem ein Elektronenstrahl
anstelle eines Lichtstrahls verwendet wird.Trotz der un-
glaublich hohen Auflésung, die mit Elektronenmikro-
skopen erreicht wird, sind diese vor allem in der Zell-
biologie nur begrenzt einsetzbar. In der Rasterelektro-
nenmikroskopie werden die Priparate fixiert und mit
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ABB. 2 ‘ DIE ANFANGE DER MIKROSKOPIE

a)
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Hooke Mikroskop

halter (circa 1670)

a) Schematischer Aufbau eines von Robert Hooke verwendeten Mikro-
skops. Bild: modifiziert nach http://micro.magnet.fsu.edu/primer/museum/

hooke.html

b) Originalzeichnung der porésen Struktur (,,Zellen“) von Korkpraparaten,

angefertigt von Robert Hooke [10].

Gold bedampft, bevor sie unter Hochvakuum im Elek-
tronenmikroskop betrachtet werden konnen. In der
Durchlichtelektronenmikroskopie werden die Objekte
ebenfalls fixiert, entwissert und in ein Polymermaterial
eingebettet. Dieses wird anschlielend zu Diinnschnit-
ten verarbeitet, die im Elektronenmikroskop analysiert
werden konnen. In beiden Anwendung werden also
nur abgetotete Objekte beobachtet und dynamische
Prozesse konnen nur diskontinuierlich untersucht wer-

DIE AUFLOSUNGSGRENZE - EINE GRENZE DER WAHRNEHMUNG

a) Links: Lichtpunkt in der konventionellen Mikrosko-
pie. Aufgrund der von E. Abbe postulierten Auflésungs-
grenze hat ein Lichtpunkt in der konventionellen Mikro-
skopie eine ellipsoide Ausdehnung von 250 nm in der
xy-Achse und 500 nm in der z-Achse. Rechts: Eine Gaus-
sian-Oberflachenanpassung des ellipsoiden Signals er-
laubt die Lokalisierung dessen Ursprungs. Bild: modifi-
ziert nach http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles|
superresolution/palm/introduction.html

b) Links: Sind zwei Lichtpunkte weiter als 250 nm in xy-
Achse und 500 nm in z-Achse voneinander entfernt, so
kénnen sie als zwei getrennte Signale detektiert wer-
den. Rechts: Liegen die beiden Lichtpunkte nédher zu-
sammen, iiberlagern sich die Signale und kénnen nur
als ein Signal detektiert werden [11].

c) Schematische Darstellung der GréBen verschiedener
biologischer Strukturen mit eingezeichneter Aufl6-
sungsgrenze. Von links nach rechts: eine eukaryotische
Sdugetierzelle, eine Bakterienzelle, ein Mitochondrium,
ein Influenzavirus, ein Ribosom, ein griin fluoreszentes
Protein (GFP) und Thymin [modifiziert nach 12].
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den.Zudem konnen die Proben bei der Priparation be-
schidigt werden, was zu » Artefakten fithren kann.

Eine weitere Methode zur Uberwindung der Auflo-
sungsgrenze ist die Rasterkraftmikroskopie (Atomic
Force Microscopy oder kurz AFM). Bei der AFM wird
eine nanoskopisch kleine Messnadel - ein Cantilever -
welche an der Spitze aus nur noch einem einzigen
Atom besteht, in einem definierten Raster tiber das Pri-
parat gezogen. So konnen Hohenunterschiede im Pri-
parat visualisiert werden und eine Auflosung von bis zu
5 nm erreicht werden. Durch die physische Art der Bild-
aufnahme koénnen zwar auch lebende Priparate ver-
wendet werden, jedoch ist es nicht moglich, intrazellu-
lire Vorginge zu beobachten.

Somit ist die lichtoptische Mikroskopie immer noch
die wichtigste Methode, um intrazellulire Vorginge in
vivo mit einer Genauigkeit im Nanometerbereich zu vi-
sualisieren. Fiir viele dieser Methoden war zunichst
eine weitere Neuerung notig, nimlich die Etablierung

der Fluoreszenzmikroskopie.

ABB. 4 ‘ FLUORESZENZMIKROSKOPIE

4

LASER ccb

(a) Schematischer Aufbau eines inversen Fluoreszenzmikroskops. Der
Aktivierungslaser (X405) und Anregungslaser (Ar*) werden iiber einen

» dichroitischen Spiegel (DM1) parallelisiert. Eine Linse (L1) fokussiert die
Laser und leitet sie auf einen zweiten dichroitischen Spiegel (DM2), der sie
nach oben durch das Objektiv (OBJ) auf das Prdparat (CS) iibermittelt. Die
emittierte Fluoreszenz wird im Objektiv gesammelt und durch denselben
Strahlengang zu DM2 zuriickgeleitet, durch den auch Aktivierungs- und
Anregungslaser gehen. Die emittierten Photonen sind in der Lage DM2 zu
passieren, werden gefiltert (F) und mittels einer Linse (TL) fokussiert. Die
Photonen werden von einer EMCCD (Electron multiplying charge coupled
devices)-Kamera gesammelt und kénnen zu einem Bild verrechnet werden
[9].

(b) Beugungsbegrenztes Fluoreszenzbild eines mit GFP markierten Motor-
proteins, welches selektiv nur an einer Subpopulation von Mikrotubuli
entlanglduft. Aufgrund einer Mutation in der ATP-Bindedomadne sind die
Motorproteine unbeweglich und bedecken so den Mikrotubulus. Auf-
grund der PSF konnen keine einzelnen Molekiile voneinander unterschie-
den werden. Stattdessen ist nur ein einzelner durchgehender Strang zu
erkennen. [14]
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Leuchtende Farbstoffe -

Die Fluoreszenzmikroskopie
Bei der Fluoreszenzmikroskopie [8] spielen Fluoro-
phore eine zentrale Rolle. Diese Atome oder Molektile
werden hierbei mit Licht einer spezifischen Wellen-
linge angeregt, welches sie absorbieren konnen. Das
daraufhin von den Fluorophoren emittierte energieir-
mere, lingerwellige Licht kann anschlie3end detektiert
und schlussendlich auf die menschliche Retina abge-
bildet werden. Fluorophore, die in der Fluoreszenzmi-
kroskopie Anwendung finden, konnen vielfiltiger Na-
tur sein. Im einfachsten Fall wird die Autofluoreszenz
von Stoffen wie Chlorophyll in Pflanzen ausgenutzt,
wobei diese Art von Fluoreszenz generell nicht ge-
wiinscht ist. Sehr viele Stoffe oder Organellen weisen
Autofluoreszenz auf und erzeugen so starkes, unspezi-
fisches » Hintergrundrauschen.

Um jedoch bestimmte Molekiile innerhalb von Zel-
len zu visualisieren, werden diese im Normalfall durch
zusitzliche Stoffe markiert. Durch zum Beispiel mit
Rhodamin fluoreszent markierte Liganden wie Phalloi-
din, die spezifisch an intrazellulire Komponenten bin-
den, konnen gezielt Organellen, Strukturen oder Ein-
zelmolekiile gefirbt werden. Ebenfalls gingige Praxis
ist die Immunfluoreszenz oder Immunohistochemie,
bei der Zellbestandteile mit markierten Antikorpern
sichtbar gemacht werden. Eine weitere Methode, um
Proteine 7n vivo fluoreszent zu markieren, ist sie schon
auf DNA Level mit einem so genannten 7ag zu verse-
hen, das zusammen mit dem Protein exprimiert wird
und ein Fusionsprotein bildet (Abbildung 4a). Diese
DNA Tags codieren beispielsweise fiir fluoreszente Pro-
teine wie das grin fluoreszierende Protein (GFP) aus
der Qualle Aequorea victoria [5] oder das rot fluores-
zierende Protein (RFP) aus der Koralle Acropora mille-
pora [13].Ist die so verinderte DNA die einzige Kopie
eines Gens in dem Organismus, so ist automatisch das
Protein, das durch dieses Gen codiert wird, markiert
und kann mikroskopisch untersucht werden. Diese
Technologie hat in der Biologie zu einem echten Quan-
tensprung der Analysemoglichkeiten gefiithrt und
wurde vor einiger Zeit mit dem Nobelpreis honoriert.

Inzwischen ist eine breite Palette fluoreszierender
Proteine aus verschiedenen Organismen in unter-
schiedlichen Farben kommerziell verfiigbar, um auch
mehrere Proteine simultan untersuchen und unter-
scheiden zu kénnen. Durch intensive Suche und Muta-
genese-Experimente bekannter Proteine wurden auch
besondere Fluorophore entdeckt oder entwickelt wie
zum Beispiel DsRed-E5. Bei dieser DsRed Variante dau-
ert die Faltung und die autokatalytische Bildung des
Chromophors sehr lange, sodass erst nach einiger Zeit
die richtige Konformation erreicht wird, die eine rote
»Emission erlaubt. Bevor es zu dieser Konformation
kommt, bildet sich ein griin fluoreszentes Intermediat.
Diese ,Timer“-Eigenschaft ermoglicht es, das unge-
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fihre Alter eines Proteins zu be-
stimmen und so Riickschliisse auf
Proteinschicksale zu schlieflen. Fiir
Super Resolution Mikroskopietech-
niken wie PALM, die in der Lage
sind, die Auflosungsgrenze zu liber-
winden, sind vor allem die Fluoro-
phore von Bedeutung, deren Fluo-
reszenz sich zuverlidssig kontrollie-
ren ldsst.

Fluorophore fiir die Super

Resolution Mikroskopie
Oft hiingt das Gelingen eines Expe-
rimentes von der Wahl des richti-
gen Fluorophors ab. Es existieren
zur Zeit drei Hauptgruppen von
Fluorophoren, die fiir die Super Re-
solution Mikroskopie Verwendung
finden. Die erste Gruppe wird
generell als photoaktivierbare
Fluorophore bezeichnet. Sie wa-
ren die ersten Fluorophore, deren
Emission kontrolliert beeinflusst
werden konnte. Das Besondere an
diesen fluoreszenten Farbstoffen
ist, dass ihr » Absorptionsspektrum,
also die Wellenlinge des Lichts, die
benotigt wird um eine Fluoreszenz
hervorzurufen, verschoben werden
kann. Dies wird durch die Bestrah-
lung mit violettem oder ultravioletten Licht erreicht.
Dieser Effekt geht meistens mit einem bis zu 100fachen
Anstieg der Fluoreszenz einher.

Die zweite Gruppe besteht aus photoschaltbaren
Fluorophoren, die sozusagen einen optischen ,An“
und ,Aus“ Schalter besitzen. Bestrahlung mit einer be-
stimmten Wellenlinge hat zur Folge, dass die Fluoreszenz
verschwindet und das Fluorophor ,abgeschaltet” wird.
Nach Anregung mit einer anderen bestimmten Wellen-
linge lisst sich die Fluoreszenz wiederum ,anschalten®.

Fluorophore der dritten Gruppe werden im Allge-
meinen als photokonvertierbare Fluorophore be-
zeichnet. Diese Farbstoffe sind in der Lage, nach Anre-
gung mit einer bestimmten Wellenlinge ihre Emissi-
onswellenlinge zu einer anderen zu verschieben. Sie
konnen somit nach Anregung eine griine Emission ins
rote verschieben.

Hydrophilic
Coating

Synthetische Fluorophore

und Quantumpunkte
Synthetische Farbstoffe und anorganische Quantum-
punkte sind Fluorophore, die ebenfalls Anwendung in
der Super Resolution Mikroskopie finden. Synthetische
Fluorophore, die die oben genannten Eigenschaften
aufweisen, sind Varianten von Rhodaminderivaten, Cya-
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ninfarbstoffen und Alexa Fluor®-Farbstoffen. Diese or-
ganischen Kohlenwasserstoffe gehoren zu den Polyme-
thin-Farbstoffen, die eine quartire Ammoniumgruppe
als Elektronenakzeptor und eine tertiire Aminogruppe
als Elektronendonator besitzen. Sie sind in der Lage,
durch die besondere Anordnung der Elektronen (delo-
kalisiertes m-Elektronensystem) Licht zu absorbieren.
Quantumpunkte sind anorganische Nanokristalle, die
aus einem CdSe-Kern in einer ZnS-Hiille und hydrophi-
ler Beschichtung bestehen (Abbildung 5¢). Bei diesen
Nanokristallen bestimmt die Grof3e des Kerns das Emis-
sionsprofil.

Diese Farbstoffe konnen entweder reversibel pho-
togeschaltet oder irreversibel photoaktiviert werden.
Sie zeichnen sich vor allem durch ihre Helligkeit, ihre
Photostabilitit und gutem Kontrast gegentiiber dem
Hintergrund aus. Die Menge an emittierten Photonen
pro Molekiil entspricht zudem einem Vielfachem der
Menge, die fluoreszente Proteine emittieren konnen.
Da die Genauigkeit, mit der ein Molekiil lokalisiert wer-
den kann, von der Anzahl an detektierten Photonen ab-
hingt, sind diese Fluorophore ideal, da eine grofle
Menge an Photonen detektiert werden kann. Das Pro-
blem der synthetischen Fluorophore und Quantum-
punkte liegt darin, sie an das gewtinschte Ziel zu bin-
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ABB.5 | DURCHSCHNITTLICHE GROREN VON FLUOROPHOREN UND ANTIKORPERN

Cy5 ist ein synthetisches Fluorophor mit einer Emission im roten Bereich bei 670 nm (a).

Es ist signifikant kleiner als beispielsweise ein Quantumpunkt (c) mit durchschnittlich 5 nmim
Durchmesser oder die typische rohrenformige Struktur (beta-Fass) eines fluoreszenten Pro-
teins (d). Diese Marker sind im Vergleich zu einem primiren oder sekundiren IgG Antikorper
(b) mit einer durchschnittlichen GroRe von 12 bis 15 nm jedoch verhaltnisméRig klein. Bild:
modifiziert nach http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/superresolution/palm/introduction.html.
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den. Es gibt zwar synthetische Fluorophore, die ohne
zusitzliche Adaptoren spezifisch an ein bestimmtes
Ziel binden koénnen, jedoch miissen die meisten von ih-
nen und alle Quantumpunkte an primire oder sekun-
dire Antikorper konjugiert werden. Erst durch spezifi-
sche Antikorper ist es moglich, die Farbstoffe gezielt an
ein bestimmtes Ziel zu binden. Da Antikorper nicht
durch die Zellmembran frei diffundieren kOnnen, miis-
sen die Zellen dafiir fixiert und permeabilisiert wer-
den. Das Problem hierbei ist, dass Zellen den Fixie-
rungsprozess mit zum Beispiel Paraformaldehyd nicht
uberleben und es zu Artefakten durch Quervernetzun-
gen der Zellkomponenten oder erhohtem Hinter-
grundrauschen durch Autofluoreszenz kommt.

Ein weiteres Problem ist, dass das Markieren mit An-
tikorpern nicht sehr effizient ist und so nur ein Teil der
in der Zelle eigentlich vorhandenen Molekiile beob-
achtet werden kann. Problematisch ist auch der Anti-
korper selbst. Die durchschnittliche Grofle eines Anti-
korpers betrigt circa 12 bis 15 nm (Abbildung 5).In der
Praxis bedeutet das, dass das eigentliche Fluoreszenz-
signal sich nicht direkt am Ziel befindet. Der Antikorper
schafft somit einen Raum zwischen Ziel und Fluoro-
phor in der GroRe des Antikorpers in potenziell allen
drei moglichen riumlichen Achsen. Der Einsatz von An-
tikorpern zur Markierung zellulirer Komponenten ist
in der konventionellen Lichtmikroskopie weit verbrei-
tet. Hier ist jedoch die Auflésung nicht hoch genug, so
dass dieser Abstand zwischen Ziel und Fluorophor
nicht ins Gewicht fillt. Im Maf3stab der Super Resolu-
tion Mikroskopie sind 10 nm allerdings eine Distanz,
die in den gewonnenen Daten Interpretationsspiel-
raum offen ldsst.

Fluoreszente Proteine

Um lebende Zellen beobachten zu konnen, muss auf
fluoreszente Proteine zuriickgegriffen werden, deren
Fluoreszenz ebenfalls kontrolliert werden kann.Im Ge-
gensatz zu den synthetischen Fluorophoren oder
Quantumpunkten, bei welchen nur photoschaltbare
oder photoaktivierbare Fluorophore zu finden sind,
konnen fluoreszente Proteine auch photokonvertier-
bare Eigenschaften besitzen. Da fluoreszente Proteine
wie alle Proteine von DNA codiert sind, miissen sie
nicht als Protein in die Zellen eingeschleust werden.An
das gewtlinschte Protein fusioniert sind sie kovalent ge-
bunden, was zur Folge hat, dass auch alle so exprimier-
ten Proteine in der Zelle markiert sind und beobachtet
werden konnen. Neben den photokontrollierbaren Ei-
genschaften missen sie auch gentigend hohen Kon-
trast gegeniiber dem Hintergrund besitzen, was eines
ihrer grof3ten Probleme darstellt, da sie je nach Fluoro-
phor um ein Vielfaches weniger Photonen emittieren
als synthetische Fluorophore oder Quantumpunkte.
Des Weiteren sollen sie sich moglichst schnell und zu-
verlissig in vivo in die richtige Konformation falten.

4/2012 (42) www.biuz.de

Die photokonvertierbaren Proteine sind potenziell
die Fluorophore, die am geeignetsten fiir die Super Re-
solution-Mikroskopie sind. Jedoch sind die meisten
Proteine dieser Gruppe Dimere oder Tetramere und da-
her fiir das Markieren von anderen Proteinen nicht im-
mer unproblematisch. Hier besteht durch die tetramere
Assoziation der Fusionsproteine die Gefahr, dass das
Protein in seiner Funktionalitit extrem behindert oder
gar ganz blockiert wird. Es gibt jedoch bereits photo-
konvertierbare Fluorophore, die durch Mutagenese so
verindert wurden, dass sie nur noch eine monomere
Struktur aufweisen und somit Probleme wie Mislokali-
sationen oder Dysfunktion minimieren.

Richtungsweisend ist ein Hybridprotein, das so-
wohl photoschaltbare als auch photokonvertierbare Ei-
genschaften aufweist [2]. Das nach der griechischen
Regenbogengottin benannte IrisFP-Fluorophor wurde
urspringlich durch Zufallsmutagenese des EosFP aus
der Steinkoralle Lobophyllia hemprichii entwickelt.
Das urspriinglich tetramere EosFP besitzt photokon-
vertierbare Eigenschaften, die es ermoglichen, eine
griine Fluoreszenz nach Anregung mit Licht einer Wel-
lenlinge von 390 nm irreversibel ins rote zu verschie-
ben. Aus diesem Grund wurde zuerst eine tetramere
Version von IrisFP verfiigbar. Durch weiterfithrende
Mutagenese Experimente konnten spiter eine dimere
und schliellich eine monomere Variante entwickelt
werden.

Nach Anregung mit einem schwachen Laser bei 405
nm wechselt IrisFP reversibel von einem nicht-fluores-
zenten zu einem griin-fluoreszenten Zustand. Wird die
Intensitit des 405 nm Lasers verstirkt,so wird das griine
Emissionsspektrum irreversibel nach rot verschoben.
Die rote Form von IrisFP kann wiederum photoreversi-
bel in eine nicht-fluoreszente Form tiberfiihrt werden,
die wieder aktiviert werden kann (Abbildung 6). Diese
zahlreichen kontrollierbaren Zustinde machen IrisFP
zu einem der potenziell leistungsfihigsten Fluorophore
der Super Resolution Mikroskopie.

Superauflosende lichtoptische Mikroskopie
Zur Zeit existieren zwei Herangehensweisen, um mit
lichtoptischen Geriten die durch die Wellenlinge des
Lichts abhingige Auflosungsgrenze zu durchbrechen.
Die erste Variante ist ein System, das auf einer struktu-
rierten Beleuchtung basiert, wie sie in der Structured
Hllumination Microscopy (SIM) oder Stimulated Emis-
sion Depletion (STED)-Mikroskopie realisiert ist [11].

Die zweite Variante nutzt die Eigenschaften photo-
schaltbarer oder photoaktivierbarer Fluorophore, um
sogar einzelne Molekiile innerhalb einer Probe zu de-
tektieren. Ein solches System, das sich diese Technik zu-
nutze macht um die Auflosungsgrenze zu durchbre-
chen, bezeichnet man als Photoactivated Localization
Microscopy oder kurz PALM [4]. Es beruht prinzipiell
auf zwei einfachen Voraussetzungen:
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Die erste ist die Moglichkeit, einzelne Molekiile in-
nerhalb einer Probe detektieren und deren Position auf
wenige Nanometer genau bestimmen zu konnen. Da
ein PALM ein Fluoreszenzmikroskop ist, sind die Auf-
nahmen prinzipiell immer noch beugungsbegrenzt
und unterliegen somit den von Ernst Abbe postulierten
Limitierungen. Da man jedoch weif3, dass ein Signal ei-
ner Aufnahme dem Zentrum eines Fluorophors ent-
springt, kann dieses Zentrum mit Hilfe der Gauf3schen
Verteilung berechnet werden. Die Prizision, mit der die
Position eines solchen Signals bestimmt werden kann,
hingt von der Menge an detektierten Photonen ab, die
von einzelnen Fluorophoren ausgehen. Nicht zuletzt
dank neuer EMCCD (Electron multiplying charge cou-
pled devices) Kameras, die in der Lage sind, sogar ein-
zelne Photonen zu detektieren und leistungsstarken La-
sern ist PALM heutzutage eine einfach anzuwendende
Technik geworden (Abbildung 7).

Die genaue Lokalisierung von Signalen ist allerdings
nur zuverlissig realisierbar, wenn das Hintergrundrau-
schen sehr gering ist. Daher werden solche Super Re-
solution Mikroskope meistens mit einer Technologie
namens TIRF (Total Internal Reflection) kombiniert
[3].Hierbei wird die Probe von unten einem Lichtstrahl
ausgesetzt, der an der Grenze von Deckglas zu Priparat
totalreflektiert wird. Das erzeugt eine evaneszente (ab-
klingende) Welle in das Priparat hinein, von der nur an
der Oberfliche liegende fluoreszente Molekiile zur
Emission angeregt werden konnen. Mit dieser Methode
erreicht man im Durchschnitt eine Eindringtiefe von
100 bis 200 nm in die Probe hinein, was einen Grofteil
der natiirlich auftretenden Hintergrundfluoreszenz in
biologischen Systemen schon stark minimiert, da nur
ein Bruchteil der in der Probe vorhandenen Fluoro-

phore angeregt wird. Das allein reicht jedoch noch
nicht aus, um ein aussagekriftiges hoch auflosendes
Bild zu erhalten, da immer noch zu viele Fluorophore
angeregt werden und es unmoglich wire, diese vonei-
nander zu unterscheiden oder ihren exakten Ursprung
zu bestimmen.

Dabher ist die zweite Voraussetzung die Moglichkeit
einzelne Fluorophore kontrolliert zu aktivieren und da-
mit nur den Ursprung einer kleinen Subpopulation von
Signalen zu bestimmen. Hier kommen die Eigenschaf-
ten der photoschaltbaren Fluorophore zum Tragen. Die
Bildaufnahme bei der PALM Mikroskopie erfolgt des-
halb sequenziell (Abbildung 8): Mit einem Aktivie-
rungslaser werden in einem riumlich begrenzten Feld
einzelne Fluorophore photoaktiviert, photokonvertiert
oder photogeschaltet. Die Stirke des Lasers wird hier-
bei so gering gewihlt, dass statistisch gesehen keine
zwei Fluorophore angeregt werden, die zu nahe beiei-
nander liegen, um sie voneinander unterscheiden zu
konnen. Nur die so aktivierten Fluorophore kénnen
mit einem stindig aktiven Anregungslaser mit einer be-
stimmten Wellenlinge angeregt und ihre Position durch
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ABB. 6 ‘ IRISFP - EIN RICHTUNGSWEISENDES FLUORESZENTES
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a) Photoinduzierte Transformationen von IrisFP. Lichtinduzierte struktu-
relle Veranderungen im Molekiil sind durch Pfeile in der jeweiligen Farbe
der benétigten Wellenlidnge veranschaulicht. CG, cis-griin Iris; tG, trans-
griin Iris; cR, cis-rot Iris; tR, trans-rot Iris [2].

b) Spektroskopisches Profil von IrisFP. Absorptions-, Anregungs- und Emis-
sionsspektra sind durch durchgezogene, gestrichelte beziechungsweise ge-
punktete Linien verdeutlicht. 1. Griines IrisFP. 2. Griines IrisFP vor (griin)
und nach (grau) Bestrahlung mit Licht einer Wellenldnge von 488 nm.

3. Rotes IrisFP (rot) nach der Photokonversion von griinem IrisFP (griin)
mittels Bestrahlung mit Licht einer Wellenldnge von 405 nm. 4. Rotes
IrisFP vor (rot) und nach (grau) Bestrahlung mit Licht einer Wellenlédnge
von 532 nm [2].

die Emission exakt berechnet und aufgezeichnet wer-
den. Das Ausbleichen der Fluorophore nach einer be-
stimmten Zeit verhindert, dass diese erneut angeregt
und lokalisiert werden. Dieser Zyklus wird mehrere
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a) » Differentialinterferenzkontrast (DIC)-Aufnahme einer einzelnen Zelle.
b) Aufnahme der Zelle mit konventioneller beugungsbegrenzter Fluoreszenzmikroskopie. Der Ursprung von einzel-
nen Signalen kann nicht exakt bestimmt werden. Die grobe Verteilung der markierten Proteine ist jedoch gut zu

erkennen.

c) PALM-Aufnahme einzelner Proteine in der Zelle (TIRF-Modus; 100 bis 200 nm in die Probe hinein).
d) PALM-Aufnahme der restlichen Proteine in der Zelle auRerhalb der TIR Fokusebene mit Epifluoreszenz.

e) Uberlagerungsbild von (c) und (d).

f) VergroRerung eines Bereiches von (e). Einzelne Proteine konnen voneinander unterschieden werden.

g) VergroRBerung einer kleinen Ansammlung von Proteinen.

h) VergroRBerung einer grof3eren Ansammlung von Proteinen. [6]

tausendmal pro Aufnahme wiederholt und die einzel-
nen Bildpunkte am Ende zu einem Gesamtbild zusam-
mengefiigt. Die sequenzielle Bildaufnahme hat zur
Folge, dass die Dauer des Aufnahmeprozesses mehrere
Minuten betrigt. Aus diesem Grund sind viele Experi-
mente, die mit PALMs arbeiten, statische Experimente,
also Experimente mit fixierten und damit toten Pro-

4/2012 (42) www.biuz.de

ben,in denen sich nichts mehr bewegt.Ist die Zelle und
alle darin enthaltenen Komponenten fixiert, spielt we-
niger die Aufnahmezeit als die Gesamtmenge an visua-
lisierten Fluorophoren und im Endeffekt die Geduld
des Experimentators eine Rolle.Werden lebende Zellen
betrachtet, so kommt das Problem von sich bewegen-
den Signalen auf. Hier besteht die Schwierigkeit darin,
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ABB. 8
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a) Zu Beginn sind alle photoaktivierbaren Molekiile nicht aktiv und kénnen vom Anregungslaser nicht zu einer
Fluoreszenz angeregt werden. Daher sind noch keine Signale lokalisiert worden. b) Nach einem Impuls mit dem
Aktiverungslaser werden einige Molekiile photoaktiviert und konnen vom Anregungslaser zu einer Fluoreszenz
angeregt werden. c) Die Position dieser aktiven Fluorophore kann nun auf wenige Nanometer genau bestimmt
(schwarze Kreuze) und gespeichert werden (vier Signale in d und f). e) Nachdem diese Subpopulation von Fluoro-
phoren ausgeblichen ist, werden durch den Anregungslaser weitere Molekiile aktiviert, ausgelesen (g) und ausge-
bleicht (i). So befinden sich in h) und j) schon neun Signale im aufbauenden PALM-Bild. Nach vielen dieser Zyklen

(k, m, o, q) sind in der Aufnahme schon Strukturen zu erkennen (50 Signale in | und n) und mit steigender Anzahl der
Signale auch die zugrunde liegende Anordnung der Molekiile (300 Signale in p und r). Nachdem eine groRe Zahl von
Molekiilen aktiviert, lokalisiert und gebleicht wurden (10.000 Signale) sind im fertigen PALM-Bild Strukturen zu
erkennen (t), die in einem konventionellen Lichtmikroskopiebild nicht zu erkennen sind (s) [7].
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ABB.9 ‘ PRAZISION, AUFLOSUNG UND DICHTE VON SIGNALEN
IN PALM-AUFNAHMEN

In a) sind nur Signale dargestellt, die mit einer hohen Genauigkeit lokali-
siert werden konnten. Durch die geringe Dichte an Signalen ist es nicht
moglich zu erkennen, um was es sich bei dem Bild handelt. Kommen mehr
unspezifische Signale hinzu (b und c), wird der grobe Umriss einer Kuh
sichtbar. Details der Kuh kénnen jedoch erst erkannt werden, nachdem
noch mehr unspezifische Signale hinzugefiigt werden (d). Ein Bild kann
nur aus prazise lokalisierten Signalen bestehen, aber das Potential, Fein-
heiten des eigentlichen Bildes aufzulésen korreliert direkt mit der Dichte
an Signalen. Somit ist der Unterschied zwischen dem Bild einer Kuh und
einer willkiirlichen Ansammlung von Punkten die Menge und Dichte von
Bildpunkten [12].

GLOSSAR

Artefakt: Verdnderung einer Probe durch den Prdparations-
prozess oder das Auftreten falscher Signale durch Autofluo-
reszenz in der Fluoreszenzmikroskopie.

Absorption: Aufnahme von Energie aus einfallender Strah-
lung bestimmter Wellenldnge.

dichroitischer Spiegel: ein Spiegel, der nur einen Teil des
Lichtspektrums reflektiert und den Rest passieren ldsst.

Differentialinterferenzkontrast: eine Methode der Lichtmi-
kroskopie, bei der die Unterschiede in der optischen Weg-
ldnge in der Probe vom Mikroskop in Helligkeitsunterschiede
umgewandelt und sichtbar gemacht werden.

Emission: Aussendung von Licht einer bestimmten Wellen-
ldnge.

Hintergrundrauschen: Fluoreszenz, die von Fluorophoren
oder autofluoreszenten Komponenten auBerhalb der Fokus-
ebene stammt.

10 | Biol. Unserer Zeit | 4/2012 (42) www.biuz.de

zwischen bereits aufgenommenen und neuen Signalen
zu unterscheiden. Deshalb muss die Bildaufnahme hier
schneller erfolgen als bei fixierten Zellen. Eine schnel-
lere Bildaufnahme heif3t in diesem Fall unter anderem,
dass die Stirke des Lasers erhoht wird. Starke Laser-
strahlung kann allerdings Zellen erheblich schidigen
und so zu verfilschten Informationen fiihren. Daher
sind lebende Objekte prinzipiell auch fiir PALM-Mikro-
skopie geeignet, sie sind jedoch wesentlich schwieriger
zu handhaben, da die Vitalitit und Fitness der Zellen im-
mer kritisch beurteilt werden muss.

Eine Kuh oder nur ein paar Bildpunkte?

Die Dichte an Signalen macht den Unterschied
Eine Besonderheit von PALM ist, dass der Experimenta-
tor bestimmen kann, wie viele Molekiile in der endgiil-
tigen Aufnahme dargestellt werden sollen. So ist es zum
Beispiel moglich, nur Molekiile im fertigen Bild er-
scheinen zu lassen, deren Position auf weniger als
10 nm genau bestimmt werden konnte. Allerdings muss
hierbei beachtet werden, dass man mit steigender Ge-
nauigkeit dieser Grenze natiirlich weniger Bildpunkte
im endgiiltigen Bild erhilt. Werden beispielsweise Pro-
teine untersucht, die im Zellkern lokalisiert sind, und
zieht nur Signale in Betracht, die mit hochster Genau-
igkeit lokalisiert werden konnten, wird man zwar
exakte Informationen iiber die Verteilung und Position
von einzelnen Molekiilen innerhalb des Zellkerns er-
halten - der Zellkern als Ganzes wird jedoch nicht zu
erkennen sein. Erst wenn unspezifischere Signale hin-
zukommen, wird der Zellkern theoretisch sichtbar (Ab-
bildung 9). Eine solche Dichte an Signalen ist jedoch
bei der Super Resolution Mikroskopie praktisch nicht
realisierbar. Zieht man die durchschnittliche Grofie ei-
nes Fluorophors in Betracht, so miisste die komplette
Ebene nur aus photoaktivierten Fluorophoren beste-
hen, was in Zellen nie der Fall sein kann. Dies ist jedoch
auch nicht notig, da das Ziel eines PALM-Experimentes
in der Regel ist, mOglichst akkurate Informationen zur
Lokalisation von Molekiilen zu erhalten.

Es war ein langer Weg bis zu diesem Stand der Tech-
nik. Viele einzelne Aspekte und Voraussetzungen wie
die mathematischen und physikalischen Grundlagen,
Kameratechnik und Fluorophore mussten erst er-
forscht, entwickelt und etabliert werden, um PALM so
anwendbar zu machen, wie es heute von Wissenschaft-
lern tagtiglich getan wird.Aufgrund der langen Bildauf-
nahmeprozedur sind Videos, die vor allem in der Zell-
biologie von grofler Bedeutung sind, nur begrenzt
moglich. Verbesserte Auflosung und schnellere Bildse-
quenzen konnten es sogar ermoglichen, Proteinkom-
plexe wie DNA oder RNA-Polymerasen in Aktion zu be-
obachten. Durch die stindige Weiterentwicklung der
Mikroskope und immer neue Fluorophore mit besse-
ren Eigenschaften darf man gespannt sein, was die Zu-
kunft hier noch bringen wird.
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SUPER RESOLUTION-MIKROSKOPIE | IM FOKUS

Zusammenfassung

Die Auflésung konventioneller lichtoptischer Mikroskope ist
aufgrund physikalischer Gesetze durch die Wellenldnge des
eingesetzten Lichts begrenzt. Die GrGRe vieler essentieller
intrazelluldre Komponenten wie das Cytoskelett oder sekre-
torische Vesikel liegt jedoch weit unter dieser Auflésungs-
grenze. Super Resolution Mikroskopie Techniken wie Photo-
activated Localization Microscopy erméglichen es diese
Grenze zu durchbrechen. Durch kontrolliertes Aktivieren ei-
ner Subpopulation von photoaktivierbaren Fluorophoren in
einer Probe kann die Position eines jeden Molekiils auf we-
nige Nanometer genau bestimmt werden.

Summary

Super Resolution Microscopy

Resolution in conventional light microscopy is restricted by
the borders of physics. The limiting factor is the wavelength
of the used light. Nevertheless, many essential intracellular
components such as the cytoskeleton or secretory vesicles
are in size well below this diffraction limit. Super Resolution
Microscopy techniques such as Photoactivated Localization
Microscopy make it possible to break through this diffrac-
tion barrier. Controlled activation and sampling of a sub-
population of photoactivatable fluorophores enables local-
ization of probes in a nanometric scale.

Schlagworte
PALM, Mikroskopie, Fluorophor, Super Resolution
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