= Diese Bilder zeigen Filamente von Vimentin in
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Im 16. Jahrhundert notierte der italienische
Arzt Girolamo Fracastoro, dass zwei hinterei-
nander angeordnete optische Linsen ein Ob-
jekt naher und vergrolert erscheinen lassen
sollten. Damit beschrieb er wahrscheinlich
zum ersten Mal ein Mikroskop. Optische Lin-
sen kannte man damals schon als Brille. Fra-
castoros Idee, sie gezielt zur VergréRerung
kleiner Gegenstande einzusetzen, war jedoch
neu. Es sollte aber noch bis zum Anfang
des 17. Jahrhunderts dauern, bis die ersten
Lichtmikroskope gebaut wurden. Wann das

Scharfer als das Licht erlaubt

19. Jahrhundert wurden die Lichtmikro-
skope immer leistungsfahiger. Doch stief}
ihre Technik an eine Grenze: Die VergroRe-
rung lieB sich nicht beliebig steigern. Der
Jenaer Physikprofessor Ernst Abbe und der
englische Physiker Baron Rayleigh erkannten
fast zur gleichen Zeit: Sobald feine Objektde-
tails ungefdhr so eng beieinander sitzen wie
es der Wellenlange des Lichts entspricht,
kann ein Mikroskop sie nicht mehr voneinan-
der getrennt abbilden. Schuld daran sind die
Welleneigenschaften des Lichts. Eine Optik
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Forscher Giberwinden die Grenzen der Lichtmikroskopie

genau geschah, ist unklar. Historisch gesi-
chert ist jedenfalls, dass der niederlandische
Brillenmacher Hans Janssen und sein Sohn
Zacharias im Jahr 1608 auf der Frankfurter
Messe ein Mikroskop vorfiihrten. Ein Jahr
spater prasentierte Galileo Galilei in Rom
sein erstes Gerat.

Allerdings waren diese ersten Lichtmikro-
skope kaum brauchbar, denn sie litten unter
fehlerhaften Linsen. Der Durchbruch gelang
erst dem Niederldnder Antonie van Leeu-
wenhoek mit einem radikal vereinfachten
Design: Sein Mikroskop bestand nur aus
einer einzigen Linse, es war also eigent-
lich eine Hochleistungslupe. Dafiir hatte van
Leeuwenhoek diese Linse mit einer zuvor
unerreichten Prazision geschliffen. Bei fast

300-facher VergroRerung entdeckte der Nie-

derldnder die damals voI||g unbekannte We

einer Zelle. Das Protein ist ein Element des Zell-
skeletts von Wirbeltieren. Das Bild im Hinter
wurde konventionell aufgenommen, das im w
feld des Mikroskops mit einem STED-Mikropskop,
das die Beugungsgrenze der klassischen Lichtmi-
kroskopie durchbricht.

kann es nicht unendlich scharf biindeln: Die
Brennpunkte der Strahlen bliihen unweiger-
lich zu ,Brennflecken” auf. Diese Flecken
sind mindestens eine halbe Wellenlénge
des eingesetzten Lichts groR. Alle feineren
Strukturen innerhalb dieser Flecken sind im
Mikroskopbild nicht mehr erkennbar.

Ernst Abbe begriindete
1873 wissenschaft-
lich prazise,
dass die
Auflo-
9




->sung eines optischen Mikroskops nie Gber
die ,halbe Wellenlange des blauen Lichts
um ein Nennenswertes hinausgehen wird”.
Blaues Licht hat die kiirzeste Wellenldnge
im sichtbaren Spektrum, die Halfte davon
entspricht rund 200 Nanometern (Milliards-
tel Meter). Wegen dieses ,.Abbe-Limits”
konnen Lichtmikroskope Objekte, die kleiner
sind, nicht mehr abbilden. Dazu gehéren zum
Beispiel die meisten Viren. Es gilt auch fiir
alle Molekile des Lebens, selbst wenn viele
davon auBerordentlich grol8 sind. Beson-
ders fiir die Biowissenschaften musste es
demnach ein schoner Traum bleiben, durch
das Mikroskop den Tanz der Molekiile in
lebenden Zellen — also live — entrétseln zu
kdnnen.

Abbes Theorie bietet praktisch nur eine Mag-
lichkeit, die Aufldsung eines Mikroskops zu
steigern: Man verkirzt die Wellenlange des
Lichts. Leider wird aber das Glas der Linsen
schon fiir ultraviolettes Licht undurchsichtig.
Daran scheiterte eine weitere Steigerung
der optischen Auflsung von Lichtmikrosko-
pen. Erst im 20. Jahrhundert zeigte die
aufkommende Quantenphysik einen Aus-
weg auf: Teilchen sind zugleich Wellen, und
Elektronen sind wesentlich kurzwelliger als
Licht. Zudem lassen sich die Strahlen solcher
elektrisch geladener Teilchen mit ,Linsen”
aus elektrischen und magnetischen Feldern
fokussieren. So konnten Elektronenmikro-
skope die Nanowelt erschlieBen und sogar
einzelne Atome abbilden. Allerdings bend-
tigen sie meistens Vakuum und mit Metall
bedampfte Proben. Das berlebt keine Zelle.
Inzwischen gibt es zwar auch schonendere
Verfahren, aber auch diese eignen sich nicht
fur lebende Objekte. So mussten die Forscher
akzeptieren, dass sie molekulare Details nur
an toten Préparaten untersuchen kdnnen.

Damit kdnnen sie aber die komplizierten
Lebensprozesse nur miihsam auf indirekte
Weise entschliisseln.

Lange galt das Abbe-Limit als ultimative
Grenze der Lichtmikroskopie — genauer ge-
sagt, der Fernfeld-Mikroskopie. Fernfeld
heilt, dass das Objektiv des Mikroskops
viele Lichtwellenlangen vom Objekt entfernt
ist. Tatséchlich konnte die sogenannte Nah-
feld-Mikroskopie in den 1980er-Jahren
erstmals das Abbe-Limit bei sichtbarem Licht
durchbrechen. Sie riickt mit einer Prazisi-
onssteuerung eine spitzenfdrmige Optik auf
wenige Nanometer an das Objekt heran —al-
so viel weniger als die Lichtwellenldnge. Al-
lerdings sind ihre Abbildungseigenschaften
kompliziert und kaum auf Zellen und Gewebe
anwendbar. Deshalb blieb die optische Nah-
feld-Mikroskopie eine Spezialanwendung.

WIE SICH DIE GRENZEN DER

AUFLOSUNG UBERWINDEN LASSEN
Die Abbe-Grenze der Fernfeld-Mikroskopie
durchbrach erst Ende der 1990er-Jahre ein
junger deutscher Physiker erfolgreich. Wer
mit Stefan Hell, Direktor am Max-Planck-
Institut fiir biophysikalische Chemie in Got-
tingen, dariiber spricht, hort eine Lebensge-
schichte, die eines lehrt: Auch in den Natur-
wissenschaften muss man grundlegend neue
Ideen oft mit Mut, Optimismus und grofer
Zahigkeit durchsetzen. Hell hat diese Ste-
herqualitat. Als er vor rund zwanzig Jahren
als junger Physiker zundchst in Heidelberg
versuchte, etablierte Wissenschaftler von
seinen Ideen zu {iberzeugen, scheiterte er.
.Das war einfach zu radikal”, sagt Hell im
Ruckblick. SchlieRlich bekam er 1997 am
Gottinger Max-Planck-Institut die Chance,
als Nachwuchswissenschaftler seine Idee
zu verwirklichen. Nach drei Jahren war klar,

dass es tatsachlich funktioniert. Heute ist
Hell ein international beriihmter Wissen-
schaftler, der u.a. 2006 den Innovationspreis
des Bundesprasidenten erhalten hat. Wie
aber funktioniert seine radikal neue ldee?

Um das zu verstehen, miissen wir nochmals
zuriick in das 19. Jahrhundert und Ernst Abbe
tiber die Schulter schauen. Abbe experimen-
tierte damals mit Beugungsgittern. Diese
Glasplattchen mit ihren sehr feinen, paral-
lel eingeritzten Linien gehdren heute zum
Schulunterricht in Physik. Damals waren sie
wissenschaftliches Neuland. Der Abstand
der Linien liegt im Wellenldngenbereich von
sichtbarem Licht, also bei einigen Hundert
Nanometern. Fallt Licht durch so ein Gitter,
dann bricht es dessen parallele Wellenfront
in kleine Kreiswellen auf. Diese wandern in
den Raum jenseits des Gitters. Steht dort ein
Leuchtschirm, dann {berlagern sie sich auf
ihm zu einem hellen Fleck in der Mitte und
einer Reihe kleinere Lichtflecken links und
rechts (Kasten S. 2).

Dieses sogenannte Beugungshild enthalt die
Bildinformation (ber das Gitter. Abbe er-
kannte, dass man mindestens die beiden er-
sten Flecke, die ,Nebenmaxima“ neben dem
Hauptfleck, als Information braucht, damit
das Bild das Aussehen des Beobachtungs-
objekts erkennbar wiedergibt. In diesem Fall
wadre das Objekt also das Beugungsgitter. Je
naher dessen Gitterlinien zusammenriicken,
je feiner es wird, desto weiter spreizen sich
aber die Nebenmaxima auseinander. Abbe
erkannte, dass dieser Zusammenhang nicht
nur fiir optische Gitter gilt, sondern fiir alle
Beobachtungsobjekte. Daraus folgerte er:
Die Objektivoffnung eines Mikroskops, die
sogenannte Apertur, muss grundsatzlich die
ersten Nebenmaxima des am Beobachtungs-

ABBE SCHE AUFLOSUNGSGRENZE VON FERNFELD-LICHTMIKROSKOPEN

Mikroskop

Grafik: Roland Wengenmayr

Von links fallt eine ebene Lichtwelle auf ein
Beugungsgitter als Objekt, das hier drei Off-
nungen hat. In den Offnungen bricht die Licht-
welle in einzelne Kreiswellen auf. Diese iiber-
lagern sich auf dem Weg zur Offnungslinse des
Mikroskops. In den Maxima tun sie das kon-
struktiv, dazwischen loschen sie sich aus. Die
gelben Pfeile deuten die Positionen des Haupt-
maximums und der beiden ersten Nebenma-
xima an. Letztere fangt das Objektiv im linken
Fall gerade noch ein, das Mikroskop bildet das
Gitter erkennbar ab. Bei engerem Gitter und
unveranderter Wellenlange des Lichts (rechts)
spreizen die Nebenmaxima sich zu weit fiir
das Objektiv auseinander. Das Mikroskopbild
enthalt keine Information mehr.




A STED-Mikroskop: Der Laserstrahl rastert eine
Probe mit Farbstoffmolekiilen (Punkte unten) ab.
Der ausgeleuchtete Fleck ist wegen der Abbe-
Grenze immer mindestens 200 Nanometer breit.
Links: Der Ausschaltestrahl hat ein Profil der
Lichtintensitdt wie ein Donut. Er unterdriickt die
Fluoreszenz der Molekiile (blau).

objekt gebeugten Lichts erfassen kdnnen.
Nur dann enthalt das Mikroskopbild eine
Mindestinformation tber das Objekt. Anson-
sten sieht man im Okular nur gleichférmige
Helligkeit.

Stefan Hell war klar, dass er die Gesetze
der Wellenoptik nicht aushebeln kann. Er
akzeptierte sie. Stattdessen konzentrierte
er sich auf die Beobachtungsobjekte. Und
hier konnte er eine Besonderheit der Bio-
wissenschaften ausnutzen. Ernst Abbes
Beugungsgitter werden — wie auch viele
Objekte unter dem Mikroskop — passiv von
einer Lichtquelle beleuchtet. In der biome-
dizinischen Forschung werden interessante
Molekiile aber mit einem fluoreszierenden
Farbstoff als Marker versehen — sie leuchten
also aktiv selbst. Fluoreszenz heifit, dass
eine Lichtquelle die Farbstoffmolekiile dazu
anregt, selbst wie winzige Nano-Lampen in
einer charakteristischen Farbe, also Wellen-
I&nge, zu leuchten. Und das funktioniert auch
in lebenden Zellen.

.Proteine zum Beispiel kann man nur optisch
unterscheiden, wenn sie an einen Farb-
stoff gebunden sind”, begriindet Hell die
Bedeutung dieser Methode. Er kam auf die
Idee, mit Hilfe dieser molekularen Lampen
die Abbe'sche Beugungsgrenze zu durch-
brechen. Seine Basis war eine etablierte
Mikroskoptechnik, bei der ein sehr scharf
gebiindelter Laserstrahl die Probe abrastert.
Sie erzeugt so Punkt fiir Punkt ein Bild. Diese
Technik erreicht eine besonders hohe Auf-

Mitte: Das breite Profil des Einschaltestrahls er-
innert an eine zerlaufende Eiskugel, er lasst alle
Farbstoffmolekiile im ausgeleuchteten Fleck flu-
oreszieren (rot).

Rechts: Beide Strahlen sind iiberlagert und lassen
die Molekiile auf einem Fleck leuchten, der nun
viel kleiner als 200 Nanometer ist.

l6sung. Sie unterliegt aber noch dem Abbe-
Limit: Die Optik lasst den Laserstrahl durch
Beugung an ihrer Offnung auf mindestens
den 200-Nanometer-Fleck aufbliihen. In die-
sem Fleck fluoreszieren alle dort befindlichen
Farbstoffmolekiile. lhre Nano-Leuchtpunkte
verschwimmen im Mikroskopbild zu einem
gemeinsamen Punkt.

Damit ware also noch nichts gewonnen. Nun
aber kommt Hell's Idee ins Spiel, und die
klingt verbliiffend einfach: ,Man muss die
fluoreszierenden Molekiile einfach in einem
groReren Bereich des Beleuchtungsflecks
dunkel schalten”, sagt der Physiker, ,dann
bekommt man eine héhere Auflésung.”
Dieses ,Ausknipsen” der meisten leuchten-
den Molekiile im dulleren Ring des Flecks ist
der entscheidende Trick: Nur in einem sehr
schmalen Bereich in der Mitte des Strahls
leuchten dann noch Molekile (Abb. B). Die-
ser ,Restbereich” Idsst sich so klein machen,
dass ,.es nach unten eigentlich keine Grenze
gibt”, sagt Hell. ,Und bei den Molekiilen, die
im Lichtfleck noch angeregt sind”, fahrt er
fort, ,weild ich genau, wo die sind.”

WIE AUS RASTERPUNKTEN AM
COMPUTER BILDER ENTSTEHEN
Die Information tber den prazisen Ort der noch
leuchtenden Molekiile liefert nicht das dem
Abbe-Limit unterworfene Bild, sondern die
Position des Laserstrahls. Das ermdglicht die
moderne Scannertechnik, wie sie auch in
den berihmten Rastertunnel-Mikroskopen
eingesetzt wird. Die Position des Laserstrahls

A Wie der Laserstrahl die Probe abrastert.

steuern Piezokristalle, die elektrische Signale
ultraprézise in winzigste mechanische Bewe-
gungen umwandeln, auf Nanometer genau.
So lassen sich die Rasterpunkte am Computer
tatsachlich zu einem lichtmikroskopischen Bild
zusammensetzen, das nur wenige Nanometer
kleine Strukturen scharf abbildet (Abb. C). Es
ist damit viel schérfer, als es das Abbe sche
Beugungslimit erlauben wiirde. Sogar Video-
sequenzen sind mdglich.

Nun ist noch die Frage offen, wie das Dunkel-
schalten der Farbstoffmolekiile funktioniert.
Dabei hilft die Quantenphysik. Im einfachsten
Fall ist es ein Effekt, den Albert Einstein 1917
vorhersagte. Er heilt induzierte Emissi-
on. Atome und Molekiile besitzen erlaubte
Quantenzustande, in denen sich Elektronen
einer bestimmten Wellenlange aufhalten
dirfen. Da Wellenldnge und Energie in der
Quantenwelt direkt miteinander verkniipft
sind, bilden diese Quantenzustdnde eine
Energieleiter fiir Elektronen. Fallt ein Elek-
tron von einem héheren Zustand, sozusagen
einer hoheren Sprosse, in einen niedrigeren
Zustand ndher am Atomkern, dann setzt es
Energie in Form eines Lichtquants (Photon)
frei. Dessen Wellenlénge passt exakt zu dem
Energiesprung. Dieser Vorgang heilst Emissi-
on und passiert immer dann, wenn Materie
leuchtet. Normalerweise springen die Elek-
tronen irgendwann zuféllig auf die untere
Leitersprosse. Bei der induzierten Emission
jedoch rittelt ein vorbei fliegendes Photon
mit exakt passender Wellenldnge an einem

Elektron auf der hoheren Sprosse und lasst =
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A Stefan Hell hat in den Nenner der Abbe’'schen
Formel den Wurzelterm eingefiihrt. Demnach ver-
kleinert sich Ax, der Abstand zwischen zwei
gerade noch zu unterscheidenden Punkten, wenn
die Intensitit | des Lasers steigt, der die Emission
der angeregten Fluoreszenzmolekiile induziert.
So kann man berechnen, wie weit sich durch die
technischen Tricks die Auflosungsgrenze senken
lasst.

-> es auf die tiefere Sprosse der Energieleiter

fallen. Die Anregungsenergie des Molekiils
nimmt ein dabei erzeugtes Zwillingsphoton
mit (siehe auch TECHMAX, Ausgabe 6).

WIE DER LASER NANO-LAMPEN

AN- UND AUSKNIPST
Das Prinzip Zwillingsphotonen zu erzeu-
gen, nutzt der Laser. Stefan Hell allerdings
setzt es genau fiir das Gegenteil ein: Bei ihm
sorgt ein Laserstrahl fiir einen prasselnden
Regen an Photonen auf den 200-Nanometer-
Lichtfleck. Ihre Wellenlange passt exakt zu
dem Quantensprung, mit dem die Elektronen
wieder in den Grundzustand gebracht wer-
den kénnen. Mit dieser induzierten Emission
werden die fluoreszierenden, also spontan
leuchtenden Farbstoffmolekiile einfach ,aus-
geknipst”. Nur auf einem engen Fleck in
der Mitte bleiben sie verschont, so dass sie
ungestort fluoreszieren kénnen.

Seite

Wahrend also ein erster energiereicher
Lichtstrahl fiir die Anregung der Fluoreszenz-
marker sorgt, wird ein zweiter eingesetzt,
um die angeregten Fluoreszenzmarker wie-
der abzuregen, bevor sie Fluoreszenzlicht
emittieren. Der Trick, um die hohere Auf-
ldsung zu erreichen, besteht darin, diesen
zweiten Strahl ringférmig Uber den ersten
zu legen (Abb. B). Dadurch werden vor
allem Marker aus dem AuRenbereich des
ersten Strahls abgeregt und die Flache des
Fluoreszenzflecks verkleinert sich. Dort kén-
nen die Fluoreszenzmolekiile noch immer
ungestdrt leuchten. Das Lichtfeld der beiden
ineinander geschachtelten Strahlen erinnere
an ,einen Donut”, schmunzelt Hell. Dabei
l&sst sich das Loch in der Mitte beliebig
klein machen — es unterliegt nicht mehr dem
Abbe’schen Limit. Auf diese Weise haben
die Forscher inzwischen eine Auflésung von
unter zehn Nanometern erreicht — und da-
mit die vermeintliche Auflésungsgrenze der
Lichtmikroskopie um mehr als das Zehnfache
unterboten.

Hell's Gruppe gelangen so erstmals, faszinie-
rende Bilder zum Beispiel von Filamenten des
Zellskeletts (Abb. A). Der Max-Planck-For-
scher hat seine Methode , STED-Mikroskop”
getauft. STED steht dabei fiir das englische

Stimulated Emission Depletion. Derzeit entste-
hen immer neue Varianten des Verfahrens. Sie
nutzen andere Quanteneffekte zum ,Dunkel-
schalten” der Farbstoffmolekiile. Inzwischen
hat eine bekannte deutsche Firma auch eine
kommerzielle Version des STED-Mikroskops
auf den Markt gebracht, das nun Einzug halt
in zahlreiche Labore. Und so wird uns Stefan
Hell's Idee ganz sicher neus, tiefe Einsichten
in die Nanowelt des Lebens vermitteln.

Schlagworte: Wellenlédnge des Lichts, Abbe-Limit,
Elektronenmikroskopie, Fernfeld-/Nahfeldmikroskopie,
Beugungsgitter, Fluoreszenz, Scannertechnik, Rastertun-
nelmikroskop, induzierte Emission, Zwillingsphotonen,
STED-Mikroskop

Linktipps: Artikel aus der MaxPlanckForschung Spezial
2009 (iber Stefan Hell
www.mpg.de/801511/W001_Physik-Astronomie_074-
081.pdf

http://www.weltderphysik.de/de/271.php

Erklarvideo zum Deutschen Zukunftspreis
www.deutscher-zukunftspreis.de/videomaterial-2006

WWW.MAXWISSEN.DE

— der Link zur Forschung fiir

Schiiler und Lehrer

Hier finden Sie Hintergrundinformationen und
didaktisches Material zu den jeweils zweimal
im Jahr erscheinenden Ausgaben von BIOMAX,
GEOMAX und TECHMAX. Weitere Exemplare

konnen Sie kostenlos bestellen bei:
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