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Scharfer Blick auf Nanopartikel

Die optische Fernfeldmikroskopie jenseits des Beugungslimits ermdglicht neue Einblicke

in biologische Vorgange auf der Nanoskala.

Christian Schumann und Annette Kraegeloh

Nanopartikel finden sich in immer mehr technischen
Prozessen und Produkten. Inwieweit nanometergrof3e
Teilchen in die Zelle eindringen konnen und wie sie
dort wirken, ist von groBem Interesse, sowohl fiir
niitzliche Anwendungen wie neuartige Medikamente
als auch in Bezug auf schadliche Auswirkungen, etwa
durch Nanopartikel in Alltagsprodukten. Fiir griind-
liche Analysen auf den Langenskalen biologischer
Wechselwirkungen ist es notig, die Beugung als auf-
I6sungsbegrenzenden Effekt in der optischen Fern-
feldmikroskopie zu liberwinden.

iele Vorgange in Zellen laufen auf der Nano-

meterskala ab, etwa wenn Substanzen ins Zell-

innere gelangen und dort weitertransportiert
werden. Auch beim Stoffwechsel innerhalb der Zellen
sind Komponenten beteiligt, deren Gréfle zumindest
in einer Dimension im Nanometerbereich liegt. Da-
zu gehoren zahlreiche Proteine (Durchmesser 3 bis
20 nm) oder die Erbsubstanz DNA (2 nm). Biologische
Membranen, die als duflere Begrenzung der Zelle die-
nen, sind nur 5 nm dick, die Fasern des Zytoskeletts
zwischen 7 und 25 nm. Der Durchmesser intrazellu-
ldarer Membranblaschen liegt bei rund 100 nm.

Nanopartikel spielen zunehmend eine Rolle in tech-

nischen Anwendungen und finden sich in pharma-
zeutischen oder kosmetischen Produkten. Ein be-
kanntes Beispiel sind die Titan- oder Zinkoxidpartikel
in Sonnenschutzcremes. Unsere Arbeitsgruppe unter-
sucht daher die Wechselwirkungen kiinstlich erzeugter
Nanopartikel mit Zellen: Sie kdnnen eine erwiinschte
Zellantwort hervorrufen, etwa im Zusammenhang mit
einer biomedizinischen Anwendung, aber auch eine
unerwiinschte, bei einer unbeabsichtigten Exposition.
Doch hier sind viele Zusammenhénge noch unge-
Kklart, nicht zuletzt wegen der Herausforderungen fiir
die Mikroskopie. Teilchen mit einer Grofe zwischen
1 und 100 nm lassen sich mit herkémmlichen lichtmi-
kroskopischen Verfahren nicht trennen (Abb. 1). Um zu
ermitteln, welche Mechanismen dazu fiihren, dass eine
Zelle auf die Anwesenheit von Nanopartikeln reagiert,
ist es entscheidend, deren Weg in die Zellen sowie ihre
intrazelluldre Position genau zu untersuchen (Abb.2).
Die nétige Abbildungstechnik muss die beteiligten
Wechselwirkungspartner sowohl mit hohem Kontrast
als auch in hoher Auflésung detektieren kénnen. Flu-
oreszenzmikroskopie kann dies leisten — mit ihr ist es
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Um die Wirkung von Nanopartikeln (rot) auf Zellgewebe (hier
menschliche Lungenepithelzellen, griin: Strukturen des Aktin-
zytoskeletts) verlasslich beurteilen zu konnen, ist eine kontrast-
reiche Auflésung im Nanometerbereich nétig.

moglich, biologische und chemische Strukturen gezielt
nachzuweisen. Grundlage hierfiir ist es, das Ziel durch
Anheften fluoreszierender Molekiile (Fluorophore) zu
markieren. Geeignetes Licht regt diese zum Leuchten

an, ein Mikroskop fangt das emittierte Licht auf. Da die

Fluoreszenzphotonen weniger Energie besitzen als die
Anregungsphotonen, lassen sie sich gut voneinander
unterscheiden. Mehr noch: Aufgrund der spezifischen
spektralen Eigenschaften verschiedener Fluorophore
lassen sich unterschiedliche Strukturen innerhalb ein
und derselben Probe gleichzeitig markieren und par-

m Die Uberwindung der Beugung als auflésungsbegren-
zendem Effekt in der optischen Fernfeldmikroskopie
ermoglicht Einblicke auf den Langenskalen biolo-
gischer Wechselwirkungen.

® Die STED-Mikroskopie (Stimulated Emission Deple-
tion) spielt dabei eine Vorreiterrolle und eignet sich
hervorragend, um die Wechselwirkungen synthetisch
erzeugter Nanostrukturen mit biologischen Systemen
zu erforschen.

m Grundlage dafiir ist das Markieren der Zielobjekte mit
Fluoreszenzfarbstoffen, die gezielt,ausgeschaltet” wer-
den mussen, um die Zuordnung des Fluoreszenzsignals
zu bestimmten Strukturen zu ermdglichen.
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Abb.1 Eine Probe mit SiO,-Partikeln von 80 Nanometer GroRe
wurde mit verschiedenen Methoden abgebildet: Konfokal-Auf-
nahme (links), STED-Aufnahme (Mitte) und Rasterelektronen-
mikroskopie.

allel nachweisen. Moderne Optiken und Detektoren
erreichen dabei hohe Empfindlichkeiten und erfassen
unter optimalen Bedingungen einzelne fluoreszierende
Molekiile.

Ein Mikroskop mit Fluoreszenz-Kontrast besteht
im einfachsten Fall aus einem Auflichtmikroskop, das

tiber eine Lichtquelle zur Fluoreszenzanregung verfiigt,

einen dichroitischen Strahlteiler sowie Anregungs-
und Emissionsfilter. Bei der so genannten Weitfeld-
mikroskopie wird die Probe flachig angeregt und die
Fluoreszenz mit einer Kamera detektiert. Ist das Signal
mit unscharfen Bildern von Objekten auflerhalb der
Fokalebene iiberlagert, lasst sich auf diesem Weg je-
doch keine physikalische Tiefenauflosung erreichen,
also Strukturen in Ausbreitungsrichtung des Lichts
trennen.

Dies erméglicht erst die konfokale Mikroskopie.
Sie nutzt im Vergleich zur Elektronenmikroskopie die
hohe Eindringtiefe sichtbaren Lichts in biologisches
Material von bis zu 100 pm zur echten Volumenbild-
gebung mit Auflosung sowohl senkrecht zur Lichtaus-
breitung (lateral) als auch in Ausbreitungsrichtung
(axial). Dabei beleuchtet eine punktformige Quelle die
Probe durch das Objektiv, was dort einen beugungsbe-
grenzten Lichtfleck hervorruft. Dasselbe Objektiv sam-
melt das erzeugte Fluoreszenzlicht. Eine zur punktfor-
migen Lichtquelle konfokale Blende in der Zwischen-
bildebene unterdriickt Signalbeitrage von auflerhalb

intrazellularer Zielort?
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der Fokusebene des Objektivs sehr stark und begrenzt
das Detektionsvolumen des Fluoreszenzsignals in
axialer Richtung [1]. Zur Bildgebung wird das Detek-
tionsvolumen dann in allen drei Raumrichtungen

(x- und y-Achse lateral, z- Achse axial) durch die Probe
gerastert (Abb.3). Die beiden skizzierten Methoden der
optischen Fernfeldmikroskopie unterscheiden sich
dabei von hoher auflosender Elektronen- oder Raster-
sondenmikroskopie zusitzlich durch vergleichsweise
geringe Anforderungen an die Probenvorbereitung,
hohe Bildraten sowie die Moglichkeit, auch lebende
Zellen dreidimensional zu untersuchen.

Einer der zentralen Nachteile der Lichtmikroskopie
in diesem Zusammenhang war lange Zeit die beu-
gungsbedingt begrenzte Auflosung. Ernst Abbé formu-
lierte schon Ende des 19. Jahrhunderts diese Grenze als

Ax~0,61-—A

n-sina ’
mit der Wellenlénge des Lichts A, dem Brechungsindex
n der Probe und des Immersionsmediums sowie dem
halben Objektivéffnungswinkel «. Die erreichbare
laterale Auflosung ist dementsprechend proportional
zur eingesetzten Wellenlange. Einer Verkleinerung
der Wellenldnge sind jedoch durch photochemische
Effekte bis hin zur Ionisation enge Grenzen gesetzt, vor
allem, wenn es um die Abbildung lebender Zellen geht.
Auch lasst sich die Auflosung nicht wesentlich durch
einen vergrofierten Brechungsindex von Einbett- und
Immersionsmedium steigern.

Geschicktes Ausnutzen der photophysikalischen
Eigenschaften bestimmter Fluoreszenzfarbstoffe tiber-
windet jedoch diese fundamentale Auflésungsgrenze.
Durch selektives ,,Ausschalten® einer Grofizahl der
Fluorophore im abgebildeten Bereich ldsst sich das Flu-
oreszenzsignal auch Strukturen zuordnen, deren Tren-
nung beugungsbedingt nicht moglich ist. Mittlerweile
existiert eine beachtliche Zahl solcher Verfahren [2],
von denen der STED-Mikroskopie eine wichtige Rolle
zukommt. Denn einerseits lief8 sich mit ihr erstmals
die Beugungsgrenze tiberwinden, andererseits verbes-
sert sie die Auflgsung rein physikalisch und muss nicht
weiter numerisch aufgearbeitet werden.

Die STED-Mikroskopie ist wie die konfokale Mi-
kroskopie eine rasternde Abbildungstechnik. Zunéchst
bringt ein Laser die Fluorophore an einem Punkt der
Probe in den fluoreszierenden S;-Zustand. Das gezielte
Ausschalten der Fluorophore geschieht mithilfe eines
zusitzlichen Lasers mit groflerer Wellenldnge (Abb. 3).
Dieser bewirkt, dass die Fluorophore in den elektro-
nischen Grundzustand zuriickkehren. Dabei werden
Photonen der Wellenlédnge des Abregungslasers emit-
tiert (Abb.4). Um so das Detektionsvolumen zu ver-
ringern und damit die Auflésung zu steigern, erzeugt
man mittels einer Phasenmaske durch Interferenz

eine torusformige elektrische Feldverteilung des Abre-
gungslasers in der Umgebung des Anregungsfokus, die
eine zentrale Nullstelle aufweist [3]. So werden die Flu-
orophore im Randbereich des angeregten Fluoreszenz-
punktes wieder ausgeschaltet, und es verbleibt lediglich
ein Signal aus dem scharf definierten Zentrum.

Partikeleigenschaften? zellulare Antwort?

Abb.2  Wie kénnen Nanopartikel in Zel-
len geraten, welchen Weg legen sie in
deren Innerem zurtick, in welchen Zell-
bestandteilen landen sie schlieBlich, und
wie reagieren die Zellen darauf? Dafur

gilt es, die Aufnahmeprozesse, Lokalisa-
tion und Anordnung der Partikel mit
hoher Auflésung und grof3em Kontrast
aufzuklaren.
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STED-Laser

Ein effektives Ausschalten der Fluorophore er-
fordert eine sehr hohe Laserleistung (I >>I,). Eine
erhohte Leistung des Abregungslasers fithrt dazu, dass
der Bereich, in dem eine effektive Abregung erfolgt,
sich weiter in Richtung der zentralen Nullstelle aus-
dehnt und sich das signalgebende Volumen verkleinert
(Abb.5). Die dadurch steigende Genauigkeit ist theore-
tisch nur durch die Laserleistung begrenzt, gemif3

Y S
n-sina V1 + I/ L ’

mit dem Verhaltnis der Abregungslaserintensitat I

zur Sdttigungsintensitét I, die von den spektralen
Eigenschaften des Fluorophors abhéngt. Basierend auf
diesem Prinzip existieren mittlerweile verschiedene
lasertechnische Umsetzungen mit Puls- und Dauer-
strichstrahlquellen.

Ax=0,61-

Zerstorerisches Bleichen

Da die Entwicklung verschiedener STED-Implemen-
tierungen in kommerzielle Systeme schon weit fort-
geschritten ist, riicken immer mehr die praktischen
Aspekte in den Mittelpunkt, die den Einsatz im For-
schungsalltag betreffen. Die beiden Hauptkriterien,
die STED neben der verbesserten Auflosung von der
konventionellen konfokalen Mikroskopie unterschei-

Phasenplatte

anderung des Abstandes zwischen Pro-
be und Objektiv (axial entlang der z-Ach-
se) variieren. Mit STED-Laser entspricht
der Aufbau einem STED-Mikroskop.

den, sind das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis (Signal to
Noise Ratio, SNR) sowie das Vorhandensein geeigneter
Fluorophore. Aufgrund des verringerten Detektions-
volumens nimmt bei gleicher Markierungsdichte
die Anzahl der Fluorophormolekiile und damit die
Zahl der emittierten Photonen pro Rasterpunkt ab.
Entsprechend ist — selbst bei idealer Detektion - das
SNR geringer. Méglichkeiten, das SNR durch ldngere
Pixelintegrationszeiten oder wiederholtes Mitteln der
Daten zu verbessern, hdngen maf3geblich von den
photophysikalischen Eigenschaften des Fluorophors
ab, insbesondere dem ,,Photobleichen®

Hierbei handelt es sich um all jene Prozesse, die eine
lichtinduzierte Zerstérung der Fluorophore auslésen.
Somit stehen sie fiir eine Abbildung nicht mehr zur
Verfiigung. Dadurch nimmt die Signalstarke immer
weiter ab, bis kein Kontrast mehr vorhanden ist. Bei
der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie beruht
das Phianomen hauptséchlich auf Reaktionen, die
von langlebigen Triplett-Zustanden ausgehen (Abb. 4).
Das gilt ebenso fiir die konfokale Mikroskopie, bei
der zwar das Detektionsvolumen begrenzt ist, nicht
jedoch das Anregungsvolumen. Das heif3t, simtliche
Bleichprozesse finden auch in den Lichtkegeln ober-
und unterhalb der Fokalebene statt und zerstoren
die dortigen Fluorophore, bevor sie tiberhaupt zum
Einsatz kommen. Die Einwirkung des intensiven Abre-
gungslasers auf Molekiile im Triplett-Zustand bei der

Schwingungs- { :‘%:chwingungsrelaxation, T<200fs
zusténde — S
A
\\ Abb.4 Mithilfe des sog. Jablonski-Dia-
Fluoreszenz stimulierte \‘ gramm:s lassen sich die im STED-Schema
’w Emission _’_T involvierten molekularen Zustande und
Anregung N> ,/ ! Ubergange kompakt veranschaulichen.
(\YVSJ @‘&’ / Nach Anregung kann ein Fluorophor-
/i3 . Molekil entweder ein Fluoreszenz-Pho-
Schwingungs- / ton emittieren oder durch stimulierte
) —a— relaxation / Emission zuriick in den elektronischen
gﬁ?g:]”dgeu"gs'{ b T~5ps K Grundzustand (So) Gberfiihrt werden.
"Q’ 2; AuBerdem besteht eine gewisse Wahr-

So
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scheinlichkeit dafir, in den Triplett-
Zustand (T;) zu wechseln.
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STED-Mikroskopie verstirkt diesen Effekt zusdtzlich.
Um diesen Bleichmechanismus zu unterdriicken, gibt
es verschiedene Ansitze. Zum Einen ldsst bei Systemen
mit gepulsten Lasern eine verringerte Repetitionsrate
bzw. eine gesteigerte Rastergeschwindigkeit den Mole-
kiilen geniigend Zeit, den Triplett-Zustand wieder zu
verlassen [4]. Zum Anderen konnen auch chemische
Reaktionen die Molekiile im Triplettzustand reduzie-
ren bzw. oxidieren [5]. Beides entleert den Triplett-
Zustand auf nichtstrahlende Weise und vermindert
die Wahrscheinlichkeit des Photobleichens. Die
Fluorophore stehen dann wieder fiir die Bildgebung
zur Verfiigung. Dies setzt allerdings eine hinreichend
hohe Diffusionsrate in der Probe voraus, die bei hoch-
viskosen Einbettmedien jedoch nicht gegeben ist.
Schliefilich tritt noch ein STED-spezifischer Bleichme-
chanismus auf: Fluorophore im S;-Zustand absorbieren
Photonen des Abregungslasers und erreichen dadurch
hoher angeregte Singulett-Zustinde, in denen sie mit
hoherer Wahrscheinlichkeit der Zerstdrung anheim-
fallen [6].

Der passende Fluorophor fiir jeden Zweck
Neben den bisher genannten rein physikalischen

Aspekten sind bei den verschiedenen Moglichkeiten,
Fluorophore an ihre Ziele anzuheften, auch chemische

FLUORESZENZMARKIERTE NANOPARTIKEL

und biologische Parameter von zentraler Bedeutung.
Aufgrund ihrer photochemischen Eigenschaften sind
auch nicht alle Fluorophore gleichermaflen fiir die
verschiedenen STED-Implementierungen geeignet.
Gerade auf diesem Gebiet haben neue Entwicklungen
in letzter Zeit jedoch dazu gefiihrt, ihre Einsatzmog-
lichkeiten zu verbreitern.

Ein iibliches Markierungsverfahren, sozusagen der
Gold-Standard fir die STED-Mikroskopie, ist die so
genannte Immunzytochemie. Dabei firben Antikorper
(Immunglobuline) die interessierenden Zellkompo-
nenten bzw. die Zielmolekiile anhand ihrer Fahigkeit,
spezifische Strukturen zu erkennen. In der einfachsten
Methode ist der Antikorper direkt mit organischen
Fluoreszenzfarbstoffen versehen. Das indirekte Ver-
fahren dagegen setzt zwei Antikérper nacheinander
ein: Der erste — der Priméarantikorper - erkennt die
interessierende Struktur, ist aber unmarkiert. Erst ein
weiterer, sekundirer Antikorper, der wiederum spezi-
fisch an den Priméarantikorper bindet, transportiert die
Fluoreszenzmarkierung. Damit ldsst sich letztlich so-
gar das Signal verstirken, zum Beispiel durch die Bin-
dung mehrerer Sekundér- an einen Primérantikérper.
Die Fluoreszenzmarkierung der Antikérper geschieht
in der Regel auf chemischem Weg durch kovalente
Ankopplung kleiner organischer Fluoreszenzfarb-
stoffe. Eine Reihe dieser Molekiile, wie der Farbstoff
Atto647N, weisen fiir die STED-Mikroskopie geeignete

Nanopartikel konnen aus den unterschiedlichsten anorga-
nischen oder auch organischen Materialien bestehen. Nur
wenige Typen — wie die Quantenpunkte — besitzen eine in-
trinsische Fluoreszenz und sind so unmittelbar mit fluores-
zenzbasierten Methoden nachweisbar. Solche Quanten-
punkte sind auch zur Markierung zelluldrer Strukturen
geeignet und lassen sich wie organische Fluorophore an
Antikorper koppeln. Der Vorteil von Quantenpunkten liegt
in ihrer scharfen Emissionsbande und der hohen Bleich-
stabilitat. Aufgrund ihres sehr breiten Anregungsspek-
trums eignen sie sich aber bisher nicht fir die STED-
Mikroskopie.

Viele andere Typen von Nanopartikeln lassen sich mithilfe
organischer Fluoreszenzfarbstoffe markieren. Abhangig vom
verwendeten Material kann die Markierung im Inneren oder

55 nm Si0;

Abb.i Fluoreszenzmarkierte SiO,-Nanopartikel (REM-Abbil-
dung). Die Schemata des Partikelaufbaus deuten an, dass der
Farbstoff (iber die Partikelmatrix oder in einer diinnen Schicht
angeordnet werden kann.

auf der Partikeloberflache erfolgen (Abb.i). Durch eine ge-
schickte Prozessfiihrung lassen sich Parameter wie Grof3e
und Morphologie der Partikel oder das Ausmaf3 der Fluores-
zenzmarkierung gezielt einstellen. Auch der eingesetzte
Farbstoff ist prinzipiell frei wahlbar (Abb. ii). Entscheidend fir
die Markierung ist, dass der Fluorophor tGber eine kovalente
Bindung dauerhaft an die Partikel bindet, ohne sich von die-
sen wieder abzul6sen. Nanopartikel auf Basis von Silizium-
dioxid bilden ein sehr flexibles System. Ihre Oberflache lasst
sich durch Kopplung funktioneller Gruppen oder Molekiile
aullerdem weiter modifizieren, sodass auch ihre Oberfla-
cheneigenschaften systematisch einstellbar sind. Nicht wei-
ter veranderte Nanopartikel dieser Art weisen beispielsweise
ein negatives Oberflachenpotential auf.

A
KJ |

Anregung Detektions-

A=635nm fenster
; ~ Abregung
A=750nm
= _— = ' ,
400 500 600 700 800

Wellenldnge A in nm

Abb.ii  Das Spektrum veranschaulicht die Charakteristika des
Farbstoffs Atto647N, der fiir die STED-Mikroskopie einsetzbar
ist. Die Wellenldnge des Abregungslasers ist so gewdhlt, dass
sie nicht zur Anregung des Farbstoffs fiihrt.
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Abb.5 Die Aufldsung ldsst sich durch
Sattigung der stimulierten Emission im
Abregungsvolumen verbessern. Eine ho-

zunehmende STED-Abregungsleistung

Eigenschaften auf, darunter eine hohe Quanteneffizi-
enz und Bleichstabilitét.

Ein Nachteil der durch Antikorper vermittelten
Markierung betrifft die Mikroskopie an lebenden
Zellen. Denn Antikorper kénnen in der Regel nicht
eigenstandig in das Innere intakter, lebender Zellen
vordringen. Um intrazelluldre Strukturen zu markie-
ren, ist es daher zuerst notwendig, die duflere Zellhiil-
le, die Zytoplasmamembran, durch Behandlung mit
oberfldchenaktiven Substanzen durchléssig zu machen,
wobei die Zellen ihre Lebensfahigkeit verlieren. Bis vor
kurzem hat gerade dieser Aspekt dazu gefiihrt, dass
sich die STED-Mikroskopie nur sehr begrenzt fiir die
Untersuchung lebender Zellen eignete.

Ein weit verbreitetes Verfahren zur Markierung von
Strukturen lebender Zellen beruht deshalb auf auto-
fluoreszierenden Proteinen. Der bekannteste Vertreter
hierfiir ist das griin fluoreszierende Protein (GFP),
das iiber ein intrinsisches Fluorophor verfiigt und sich
mithilfe molekularbiologischer Methoden vor Ort in
lebenden Zellen bildet. Um eine zelluldre Struktur zu
markieren, bilden das Fluoreszenzprotein und das
anvisierte Ziel ein ,,Fusionsprotein®. Neben dem GFP
ist mittlerweile eine Vielzahl von Varianten bekannt,
die einen weiten Bereich des sichtbaren Spektrums
abdecken. Obwohl viele dieser Proteine im Vergleich
zu den organischen Fluoreszenzmolekiilen nur eine
geringe Quanteneffizienz und Bleichstabilitat aufwei-
sen, lassen sich in letzter Zeit einige davon erfolgreich
fiir verschiedene, auch fiir reine Anwender verfiigbare
Varianten der STED-Mikroskopie einsetzen.

So bietet sich etwa das gelb fluoreszierende Protein
mit der Bezeichnung Citrine fiir die Darstellung eines
intrazelluldren rohrenartigen Kompartiments an, dem
endoplasmatischen Retikulum (ER). Eine gepulste
STED-Variante bildet damit separierte ER-Strukturen
mit einer gegeniiber der herkémmlichen Konfokal-
technik vierfach verbesserten lateralen Auflgsung ab.
Aufnahmen von Bildsequenzen iiber kurze Zeitspan-
nen zeigen so beispielsweise, wie sich in einem ER-
Netzwerk Einschliisse bilden und auflosen [7].

Die Entwicklung von Markierungssystemen fiir die
STED-Technik an lebenden Zellen steht jedoch erst
am Anfang. Erst vor kurzem gelang es, ein dafiir geeig-
netes rot fluoreszierendes Protein mit der Bezeichnung
TagRFP657 zu entwickeln [8]. Auch selbst-markierende
oder Fluorogen-aktivierende Proteine sind in diesem
Zusammenhang von grofiem Interesse [9, 10].

Obwohl bereits zeitaufgeloste STED-Experimente
durchgefiihrt wurden, bleibt die Frage, ob sich diese
Technik auch fiir Langzeitbeobachtungen lebender
Zellen eignet. Denn ob die hohe Laserleistung Zell-

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

here Leistung des Abregungslasers (rot)
verkleinert den verbleibenden Fluores-
zenzpunkt (grin).

schiden hervorruft, ist nach wie vor wenig untersucht.
Die eingesetzten Laserintensititen im Bereich von

0,4 bis 5 GW/cm® bei gepulsten STED-Systemen liegen
zwar weit unterhalb der Intensitéten der gut etablierten
Multiphotonen-Mikroskopie von 200 GW/cm?, die
Langzeit-Untersuchungen auch lebender Systeme er-
moglicht, die verschiedenen Pulslangen (ca. 200 ps bei
gepulstem STED gegeniiber ca. 200 fs bei Multipho-
tonen-Mikroskopie) lassen einen direkten Vergleich
jedoch nicht zu [1, 11, 12]. STED-Abbildungen lebender
Zellen tiber eine Beobachtungszeit weniger Minuten
hinaus erfordern somit in Zukunft einen ausgiebigen
Nachweis der biologischen Kompatibilitit.

Aufklarung von Nano-Zell-Interaktionen

Unsere Arbeitsgruppe nutzt die STED-Mikroskopie
dazu, Wechselwirkungen von Nanopartikeln mit
menschlichen Zellen zu untersuchen. Mit nanotech-
nologischen Methoden erzeugte Materialien, zu denen
auch Nanopartikel gehoéren, haben eine zunehmende
Bedeutung auf unterschiedlichen Gebieten, zum Bei-
spiel in der Optik, der Tribologie, der Katalyse oder der
Biomedizin. Ihre Wechselwirkungen mit Menschen
und Umwelt sind unter verschiedenen Perspektiven
interessant, denn die gezielte Nutzung von Nanoma-

konfokal

Abb.6 Diese STED-Aufnahme zeigt SiO,-Partikel von 130 nm
GroBe in einer A549-Zelle nach einem Tag Inkubationszeit.
Gelb markiert ist die Zytoplasmamembran und von dieser ab-
geschnirte Membranvesikel, die bei der Aufnahme von Mate-
rie in die Zelle entstehen. Gezeigt ist eine einzelne konfokale
Schnittebene. Kleine Agglomerate lassen sich durch die ver-
besserte STED-Auflésung deutlich trennen (Ausschnitt).
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terialien, beispielsweise in Diagnostik und Therapie,
besitzt ein grofles Potenzial. Demgegeniiber stellt die
Sicherheit nanotechnologisch erzeugter Produkte in
Bezug auf eine unbeabsichtigte Exposition bei ihrer
Produktion und ihrem Einsatz ein weltweit interessie-
rendes Forschungsthema dar. Beide Bereiche erfordern
ein genaues Verstdndnis der Auswirkungen nanoska-
liger Materialien sowohl auf den gesamten Organismus
als auch auf einzelne Zellen.

Wir interessieren uns speziell dafiir, wie Zellen auf
synthetisch hergestellte Nanopartikel reagieren. Eine
solche Reaktion kann sich vielfiltig dufern, beispiels-
weise in einer verdnderten Stoffwechselaktivitat, ausge-
schiitteten Botenstoffen, geschddigten zellularen Struk-
turen bis hin zum Tod der Zelle. Dazu miissen wir
erfassen, ob und wie bestimmte Nanopartikel in Zellen
gelangen, wo sie sich innerhalb einer Zelle anreichern
und wie sie dort vorliegen. Um Vorhersagen anzustel-
len, ob und warum eine bestimmte Partikelsorte eine
starkere oder schwichere Zellreaktion hervorruft, ist
es entscheidend, strukturelle Daten mit den tatsdch-
lich vorliegenden Partikeleigenschaften sowie mit der
hervorgerufenen Zellreaktion in Verbindung zu setzen
(Abb.2). Diese Kenntnisse lassen sich schliefilich nut-
zen, um vertriglichere Nanomaterialien zu entwickeln.
Aufgrund der geringen Gréfle von sowohl Nanoparti-
keln als auch den mit ihnen in Wechselwirkung stehen-
den zelluldren Strukturen ist die STED-Mikroskopie
fiir uns ein wertvolles Werkzeug.

Thre Anwendung hat sich beispielsweise bei der Fra-
ge bewihrt, ob Nanopartikel nach ihrer Aufnahme in
Zellen vereinzelt und somit fein verteilt oder in Form
von Agglomeraten vorliegen [13]. In unseren Unter-
suchungen setzten wir mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Atto647N markierte Nanopartikel unterschiedlicher
Groflen ein (Infokasten). Diese lagen nach ihrer Aufnah-
me zunichst vereinzelt und zumindest voriibergehend
innerhalb von Membranbldschen vor. Erst mit der Zeit
bildeten sich innerhalb der Zellen grofie Agglomerate
(Abb. 6). Diese sind aber nicht nur irgendwo im Inneren
der Zellen, sondern auch innerhalb bestimmter zellu-
ldrer Kompartimente wie dem Zellkern nachweisbar.
In diesen konnten nur sehr kleine Partikel (d = 30 nm)
eindringen, sie bildeten dort Agglomerate aus mehr als
zehn einzelnen Partikeln. Die Tatsache, dass groflere
Partikel (d > 80 nm) nicht in den Zellkern eindringen
konnten, deutet darauf hin, wie die kleineren uiber-
haupt in den Zellkern gelangen, namlich durch Poren
in der Hiille des Zellkerns. Die intrazelluldre Bildung
solcher Partikel-Agglomerate ist ein langsamer Pro-
zess, der {iber einen Zeitraum von mehreren Stunden
bis Tagen ablduft. Um dynamische Prozesse wie die
Partikelaufnahme und ihren intrazelluliren Transport
in lebenden Systemen zu verfolgen, ist die STED-
Technik von héchstem Interesse. In diesem Fall ist die
Frage nach einer Markierung durch Verwendung der
mit einem geeigneten Farbstoff ausgestatteten Nano-
partikel bereits gelost.

32 Physik Journal 10 (2011) Nr. 4

Das Potenzial der STED-Mikroskopie ist zum ge-
genwirtigen Zeitpunkt nur ansatzweise ausgeschopft.
Die Fluoreszenzmikroskopie ist prinzipiell in der Lage,
mehrere Fluorophore simultan abzubilden. Gelingt der
Transfer auf das STED-Prinzip, lassen sich so unter-
schiedlich markierte Strukturen in einer Probe gleich-
zeitig hochaufgelost darstellen [14]. Die Entwicklung
neuer Phasenplatten und die Verwendung neuer und
preiswerterer Laserquellen reduzieren die Komplexi-
tat und die Kosten der Systeme, um einen breiteren
Zugang zur STED-Mikroskopie in der biologischen
Bildgebung und eine Erweiterung der Palette der nutz-
baren Fluorophore zu ermdglichen [15]. Das Arsenal
an Fluorophoren und Markierungssystemen, die sich
eignen, diirfte weiter anwachsen, und die Analyse der
verfiigbaren Abbildungsmethoden im Hinblick auf
ihre biologischen Auswirkungen in lebenden Zellen
sollte dabei hohe Prioritét haben.
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