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Den Nobelpreis fiir Chemie 2014 teilen sich drei Forscher, die mit ausgekliigelten Fluores-
zenzmikroskopen Auflosungen erzielten, welche lange unerreichbar schienen: der Deutsche
Stefan Hell sowie die US-Amerikaner W. E. Moerner und Eric Betzig.

uch physikalische Gesetze

sind manchmal weniger ab-

solut, als sie scheinen. Als

der deutsche Physiker Ste-

fan Hell sich zu Beginn der
1990er Jahre vornahm, die so genannte
Beugungsgrenze zu uberwinden, sahen die
meisten Fachkollegen in dieser 1873 von
Ernst Abbe formulierten Gesetzmafigkeit
eine unbezwingbare Hurde. Lichtmikros-
kope konnten niemals Strukturen mit we-
niger als etwa 200 Nanometer Durchmes-
ser auflosen. Das war, wie Hell zeigte, ein
[rrtum. Fir den Nachweis, dass Details weit
unterhalb dieser Grenze darstellbar sind,
erhdlt der Biophysiker vom Max-Planck-In-
stitut fur biophysikalische Chemie in Got-
tingen und dem Deutschen Krebsfor-
schungszentrum in Heidelberg im Jahr
2014 zusammen mit den US-Amerikanern
Eric Betzig vom Howard Hughes Medical
Institute und W. E. Moerner von der Stan-
ford University den Nobelpreis fur Che-
mie. Die Bilder, die ihre Methoden erzeu-

gen, zeigen die Welt an der Grenze zwi-
schen Chemie und Biologie.

Die so genannte Beugungsgrenze ist
eine grundlegende Eigenschaft der Optik.
Zwei Punkte, die weniger als eine halbe
Lichtwellenlange voneinander entfernt
sind, zeigen sich als einzelner, verschmier-
ter Punkt. Ebenso ist es auch nicht mog-
lich, den Strahl auf einen Durchmesser von
weniger als der halben Wellenldnge zu fo-
kussieren. Bei sichtbarem Licht sind das
rund 200 Nanometer — etwa die Grof3e ei-
ner Zellorganelle. Unterhalb dessen sind
normale Lichtmikroskope blind.

Gerade Biologen stellt das vor ein Prob-
lem. Um zu verstehen, wie eine Zelle funk-
tioniert, mussen sie einzelne Molektle im
Blick behalten, die 10- oder 100-mal kleiner
sind als diese magische Grenze. Zwar geht
das beispielsweise mit dem Elektronenmi-
kroskop; andere Techniken wie die Ront-
genbeugung zeigen sogar einzelne Atome.
Doch diese Verfahren benotigen extreme
Bedingungen wie Hochvakuum und ener-

giereiche Strahlen, die jedes Leben mit Si-
cherheit toten. Das Lichtmikroskop dage-
gen zeigt die biologischen Vorgange live
und im Prinzip unbegrenzt lange. Aber
eben nicht in hoher Auflésung.

Verraterische Farbstoffe
Mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten Anti-
korpern verfolgen Forscher in Lichtmikros-
kopen Biomolekiile und entschlisseln ihre
Funktion. Das Prinzip ist einfach: Bestimm-
te Farbstoffe lassen sich mit einem Laser an-
regen, worauf ihre Elektronen in einen ener-
giereicheren Zustand gelangen. Anschlie-
end fallen diese wieder zurtick und geben
ein Photon ab — die Molektle leuchten.
Biochemiker heften solche Farbstoffe
an Antikorper. In eine Zelle gebracht, bin-
den diese sich an bestimmte Zielmolekule
und verraten so ihren Aufenthaltsort. Man
sieht dann zum Beispiel, dass bestimmte
Proteine nahe der Zellmembran liegen.
Doch Details unterhalb der Beugungsgren-
ze blieben weiterhin verborgen.



STED-Mikroskopie

Die Details einer Zelle verwischen unter einem normalen Lichtmikroskop
(links), das der Beugungsgrenze unterliegt. Der spezielle Laser eines
STED-Mikroskops (rechts) bringt dagegen nur Strukturen im Strahlzent-
rum zum Leuchten (1), wahrend er schrittweise Uber die Probe fahrt (2),
und ermaglicht so hoch aufgeldste Bilder (3).
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Diese Fluoreszenztechnik lieferte Hell je-
doch das Werkzeug, die Gesetze der Optik
zu Uberlisten. Mit einem quantenmechani-
schen Trick sorgte er dafur, dass nur Mole-
kule an einem bestimmten Punkt mit weni-
gen Nanometern Durchmesser Licht abge-
ben konnen. Der Anregungslaser, in dessen
Strahl die markierten Proteine zu leuchten
beginnen, kann zwar nicht schéarfer fokus-
siert werden, als die Beugungsgrenze er-
laubt. Doch Hell erkannte, dass unter be-
stimmten Bedingungen Proteine nur genau
im Strahlzentrum Licht abgeben.

Dafur verantwortlich ist die so genann-
te stimulierte Emissionsloschung (STED,
stimulated emission depletion), die den
Prozess der Fluoreszenz unterbindet. Nor-
malerweise hebt das Laserlicht Elektronen
in einen angeregten Zustand. Anschlie-
8end fallen sie in den Grundzustand zu-
ruck und senden Photonen aus. Doch ein
zweiter Laser mit niedrigerer Energie
zwingt die angeregten Elektronen auf ei-
nen anderen Weg, so dass ihr Licht eine an-
dere Farbe hat und herausgefiltert werden
kann.

Bei der STED-Mikroskopie erreichte Hell
das mit einem zweiten Laser, der in den Au-
8enbereichen des Lichtflecks des Anre-
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gungslasers einen eigenen, ringformigen
leuchtenden Bereich erzeugt. Dort leert
das zusatzliche Licht die angeregten Zu-
stande der markierten Molekule gewisser-
maflen aus. Nur im Inneren des Rings, im
Zentrum des Anregungslasers, konnen
noch Molekile fluoreszieren.

Dieser STED-Strahl fahrt nun die Probe
ab—und ermoglicht so eine Auflosung weit
jenseits der physikalischen Grenzen des
Lichtmikroskops. Zwei Punkte innerhalb
der klassischen Beugungsgrenze erschei-
nen als getrennt, weil je einer von ihnen
durch den zweiten Laser am Leuchten ge-
hindert wird.
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NOBELPREISTRAGER FUR CHEMIE 2014
Stefan Hell (links) kombinierte speziell ge-
formte Laserstrahlen so geschickt, dass er
die Auflosung seines Mikroskops unabhangig
von optischen Beugungsgesetzen machte.

W. E. Moerner (Mitte) und Eric Betzig (rechts)
gelang es mit einem Trick, einzelne Farb-
stoffmolekiile sichtbar zu machen. Sie sorg-
ten dafiir, dass die leuchtenden Proteine stets
weit genug voneinander entfernt sind, um sie
eindeutig identifizieren zu konnen.
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EinzelmolekﬁlSpektroskopie Bei der Einzelmolekilspektroskopie leuchten immer nur weit

voneinander entfernte, einzelne Proteine. So lasst sich ihre Position
genau bestimmen - sie sind stets im Zentrum der Lichtflecke

im Mikroskop. Sehr viele Aufnahmen, bei denen jeweils andere
Molekile aufscheinen, ergeben dann ein detailliertes Gesamtbild.

Abstand zweier Proteine
mehr als 0,2 Mikrometer

Mikroskop

hoch aufgeldste

einzelnes
Aufnahme

fluoreszierendes
Protein
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