Fluoreszenzmikroskopie goes High Definition:
Neue Farbstoffsonden erhéhen selbststindig die Auflosung”

Innerhalb des letzten Jahrzehnts wurden verschiedene Ansitze und Verfahren entwickelt, um die
Fluoreszenzmikroskopie von den Fesseln des beugungslimitierten Auflosungsvermdgens zu befreien.

Ein sehr erfolgreicher Ansatz beruht darauf, die Fluoreszenz der Farbstoffe raumlich einzuschranken,
um die Farbstoffe bis auf wenige Nanometer genau zu lokalisieren. Dies wird erreicht indem die
Fluoreszenz der zu untersuchende Probe nicht parallel sondern sequentiell mit Hilfe eines konfokalen
Rastermikroskops aufgenommen wird. In der bekanntesten Ausflihrung dieses Ansatzes, der
,stimulated emission depletion (STED) microscopy” wir dem Anregungsfokus des konfokalen
Mikroskops zusatzlich ein weiterer Lichtstrahl Gberlagert, der die Aufgabe hat, die Fluoreszenz aus
den duBeren Bereichen des Anregungsfokus zu unterdriicken. Der Nachteil der verschiedenen
Methoden zur Auflésungserhdhung liegt in der Tatsache, dass entweder ausgekliigelte physikalische
Modifikationen der Anregung (wie es z.B. bei STED) und/oder computergestitzte Nachbearbeitungen
notwendig sind.

Der Forschergruppe um Professor Philip Tinnefeld an
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der Ludwig-Maximilians-Universitdt (LMU) ist es
gelungen, fluoreszente Sonden zu entwickeln, die
weder eine ausgekligelte Anregung noch eine
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Nachbearbeitung noétig machen. Einsatz dieser
Sonden in einem konfokalen Mikroskop erhéht quasi
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automatisch die Auflésung. Dazu nutzen die Forscher

das photophysikalische Verstdndnis, um eine
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Anregungsleistung Fluoreszenz nicht — wie sonst bei geringen
Fluoreszenzsonden erhéhen durch eine Anregungsintensititen blich
superlineare Fluoreszenzabhdngigkeit von der
Anregungsenergie selbststdndig die Aufldsung.

— linear mit der
Anregungsintensitat ansteigt, sondern starker als
linear ansteigt (superlinear). Diese Superlinearitat
der fluoreszenten Sonden erzeugt in jedem normalen konfokalen Rastermikroskop eine Auflésung
unterhalb des Beugungslimits. Dies liegt darin, dass die Fluoreszenz der Sonden im duReren Bereich
des Anregungsfokus nur schwach leuchten und erst im Zentrum des Fokus stark leuchten.

In diesem Zusammenhang wurde der komplette Entwicklungsprozess dieser Sonden aufgezeigt.
Zunachst wurde das Prinzip, um Sonden mit einem superlinearem Fluoreszenzanstieg zu designen,
erarbeitet. Die Sonden bestehen aus einem zentralen Donorfarbstoff, der von ein bis mehreren
Akzeptoren umgeben ist. Diese Akzeptoren l6schen die Fluoreszenz des Donors bei schwacher
Anregungsintensitdt Uber Energietransfer, zeigen aber aufgrund der Population metastabiler
Auszustande rasch eine Sattigung bei hoheren Anregungsleistungen. Daher kdnnen sie bei hoheren
Anregungsleistungen nicht mehr als Akzeptor fungieren, so dass der Donorfarbstoff selbst leuchtet.
Die Durchfiihrbarkeit der Auflésungserhéhung wurde anhand der Verschmalerung der
Punktabbildungsfunktion einzelner Sonden mit bis zu zwei Akzeptoren demonstriert. Ein
theoretisches Modell zur Beschreibung des Fluoreszenzverhaltens dieser sogenannten ,energy
transfer blockade probes” (ETBPs) zeigt die kritischen Parameter wie die Anzahl der Akzeptoren
sowie die Energietransfereffizienz auf. Somit stellt diese Arbeit einen Grundstein fiir die Entwicklung
neuer fluoreszenter Sonden dar, die selbststandig die Auflésung konfokaler Mikroskopie erhéhen.



