NANOBIOPHOTONIK

SCHWERPUNKT

Einblicke ins Leben

Mit den Methoden der Nanobiophotonik die kleinsten Werkstatten des Lebens entschliisseln

Petra Schwille

Die Geheimnisse lebender Materie aufzuklaren, er-
fordert ein Verstandnis biologischer Prozesse bis hin-
ab zur molekularen oder gar atomaren Ebene. Dabei
sind bildgebende Verfahren, mit denen sich lebende
Organismen auch im submikroskopischen MaRstab
untersuchen lassen, unerlasslich. Hier hat sich das
Feld der Nanobiophotonik etabliert, das die drei Eck-
pfeiler des Gebiets im Namen tragt: Mithilfe des Lichts
(phos) soll das Leben (bios) in der Nanowelt unter die
Lupe genommen und aufgeklart werden.

ohl keine andere Wissenschaft wird so von

optischen Methoden bestimmt wie die Bio-

logie. Wenn es darum geht, die komplexen
Strukturen und Prozesse des Lebens zu verstehen,
kommt der Anschauung eine ganz besondere Be-
deutung zu. Charles Darwin untersuchte noch ganze
Organismen, um seine Evolutionstheorie zu entwi-
ckeln und um zu verstehen, wie die belebte Natur
sich organisiert und fortpflanzt. Doch bereits erste
einfache Mikroskope haben die Tiir zu einer neuen
Welt aufgestofien: So beobachteten Robert Hooke
und Antony van Leeuwenhoek damit einzelne Zellen.
Insofern konnte man die ersten Mikroskopentwickler
als die Urviter der Biophotonik bezeichnen, die der
Sammelbegriff fiir die vielfiltigen, meist bildgebenden,
optischen Methoden ist, die helfen sollen, biologische
und medizinische Fragestellungen aufzuklaren.

Heutzutage gilt eine Zelle nicht mehr in erster Linie
als kleinste Einheit der Organismen, sondern als eine
Fabrikationsanlage von — in molekularer Hinsicht -
gigantischen Ausmafien und immens komplexer Orga-
nisationsstruktur, in der molekulare Maschinen (in ers-
ter Linie Proteine) mit hochster Prézision spezifische
Aufgaben erfiillen. Diese neue Sicht auf biologische
Systeme, die mit der revolutiondren Aufklarung der
DNA-Doppelhelixstruktur durch Watson und Crick
im Jahr 1953 angefangen hat, ist ganz entscheidend
von physikalischen Techniken geprigt, die Einblicke
in kleinste Strukturen ermdglichen. Dazu zéhlen die
Rontgenkristallographie, die Elektronenmikroskopie
sowie die Rastertunnel- bzw. Rasterkraftmikroskopie.
Die Nanobiophotonik ergénzt diese etablierten Verfah-
ren und erschliefit neue Bereiche.
Die Genomik, also die Aufklarung der auf der zellu-

ldren DNA niedergeschriebenen Information in Form
der Basensequenz, ist bereits fiir viele Organismen weit

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim  1617-9437/07/1212-35

@
@
0
N
T
(S}

Abb.1 Fluoreszenzmikroskopische Auf-
nahmen, wie hier von Fibroblasten, ge-
héren langst zum Standardrepertoire

der Biophotonik und zeigen mithilfe
verschiedener Fluoreszenzmarker die
Verteilung zelluldrer Substanzen.

voran geschritten. Doch wenn es darum geht, diese
Information auf Proteinebene in der sog. Proteomik

zu verstehen, stehen wir noch recht weit am Anfang.
Hierbei kommt es nicht allein darauf an, die kodierten
Proteine und ihre Struktur zu identifizieren, sondern
insbesondere auch deren Konzentration, Verteilung
und Funktion zu bestimmen. Die Funktion kann vom
metabolischen Stadium der Zelle abhingen, geht oft
mit Strukturdnderungen (Konformationen) einher und
wird in den meisten Féllen durch hoch komplexe Inter-
aktionsnetzwerke vermittelt. Eines der grofen Rétsel
heutzutage ist, wie sich diese Netzwerke innerhalb ei-
ner zelluldren Organisationseinheit etablieren und auf-
rechterhalten. Mit ihrer Struktur und Dynamik hdngen
viele fundamentale Fragen der Lebenswissenschaften
unmittelbar zusammen: Welche Schliisselmolekiile
steuern, dass die unterschiedlichsten hoch spezialisier-
ten Zellstrukturen aus einer einzelnen undifferenzier-
ten Stammzelle gezielt entstehen? Welche molekularen
Interaktionsmuster unterscheiden eine Krebszelle von
einer gesunden Korperzelle? Woher ,,weif}“ eine Zelle,
ob sie sich in einem jungen oder in einem alten Orga-
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nismus befindet? Schliefilich auch die Frage nach der
Entstehung des Lebens selbst: Wie viele verschiedene
Molekiile mag die erste einfache Zelle enthalten haben?
Und welches Interaktionsmuster hat sich zwischen den
Molekiilen ausgebildet, um die Schliisselfunktionen
lebender Systeme - die Selbstreplikation und die Evo-
lution - zuzulassen?

Bei der Suche nach den Antworten zu diesen
Fragen haben sich in den letzten Jahren optische
Verfahren als die vielleicht wichtigsten Werkzeuge der
biomedizinischen Forschung erwiesen. Dies erklért
sich einerseits aus der hohen Affinitét der Biologen
zu Lichtmikroskopen, andererseits aus der enormen
zeitlichen Dynamik und Flexibilitdt mikrosko-
pischer Methoden. Nicht zuletzt hat die Moglichkeit,
zelluldre Komponenten und Molekiile spezifisch
durch Fluoreszenzfarbstoffe zu markieren, diese
Entwicklung so enorm beschleunigt. Jeder von uns
kennt die tiberaus dsthetischen, vielfarbigen Bilder
zelluldrer Substrukturen, die sich bereits mit einem
einfachen Fluoreszenzmikroskop gewinnen lassen
(Abb.1). Noch faszinierender sind dreidimensionale
Rekonstruktionen, die das Rastern (Scanning) eines
beugungslimitierten Anregungsvolumens in der sog.
Konfokalmikroskopie liefert (Abb.2). Physikalische
Grundlage all dieser Anwendungen ist die Fluores-
zenz, d. h. die spezifische Anregung eines Molekiils
in einen hoheren elektronischen Zustand durch Licht
und die nachfolgende Relaxation in den Grundzu-
stand unter Aussendung eines Photons. Da die hierfiir
erforderliche Photonenenergie bei Raumtemperatur
bzw. der physiologischen Temperatur von 37 °C meh-
rere Groflenordnungen tber der thermischen Energie
kT liegt, ist nach Boltzmann ein spontaner Ubergang
in einen elektronisch angeregten Zustand hochst un-
wahrscheinlich. Dies beschert den Experimentatoren
eine hohe Spezifitat bzw. grofle Signal-zu-Rausch-
Verhiltnisse der gemessenen Fluoreszenz. Hinzu
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Abb.2  Ein modernes Konfokalmikroskop zeigt in vielen Details
den Drosophila-Embryo, unterliegt jedoch prinzipiell der Abbe-
schen Beugungsbegrenzung.
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kommt die Méglichkeit der spektralen Identifikation
verschiedener Fluorophore sowie ihre gleichzeitige
Messung.

Fluoreszenz macht’s moglich

Die Eigenfluoreszenz der natiirlichen Aminosauren
und Nukleobasen ist relativ schwach ausgeprégt und
liegt im nahen UV-Bereich. Zudem ist dies ein spek-
traler Bereich, der sehr nah an derjenigen Energie
liegt, die zur Photoionisation verschiedener Molekiil-
bindungen fithrt. Dies kann leicht die Zelle zerstoren,
denn dass zu viel UV-Licht Zellen schadet, wissen
wir spétestens seit unserem letzten Sonnenbrand. Aus
diesem Grund sind Fluoreszenzfarbstoffe erforder-
lich — meist kleine organische Molekiile mit mehre-
ren aromatischen (Ring-)Systemen und demzufolge
delokalisierten m-Elektronen. Reaktive chemische
Gruppen erlauben es oft auch dem Nicht-Chemiker
auf relativ einfache Weise, diese Farbstoffe nach einer
Art ,,Kochrezept® an die zu markierenden Biomolekiile
zu ,kleben® Schwieriger ist es, diese Molekiile nach
der Markierung wieder effizient und ohne Nebenwir-
kungen in die Zelle bzw. den Organismus, in der bzw.
dem man sie analysieren méchte, zu transferieren.

Im letzten Jahrzehnt hat ein vollig anderes Marker-
molekiil, das sog. Griin Fluoreszierende Protein
(GFP), einen Siegeszug durch die biomedizinischen
Wissenschaften angetreten und diese revolutioniert
(Abb.3). Dieses Molekil kann es in seinen Fluoreszenz-
eigenschaften neben dem Absorptionsquerschnitt, der
Quantenausbeute und der Photostabilitat durchaus
mit einem Laserfarbstoff aufnehmen, weist aber den
enormen Vorzug auf, genetisch kodiert zu sein. Das
heif3t, das GFP lasst sich durch einfache gentechnische
Strategien in fast jedem beliebigen Zellsystem herstel-
len und noch wichtiger: Es lasst sich spezifisch gekop-
pelt an praktisch jedes andere Protein heften. Dieses
enorme Potenzial des GFP fiir bildgebende Methoden
hat in den letzten Jahren geradezu einen Boom auf
ahnliche, strukturell verwandte Proteine oder Mutan-
ten ausgel0st, sodass uns heute nicht nur fluoreszie-
rende Proteine in praktisch jeder Farbe des sichtbaren
Spektralbereichs zur Verfiigung stehen, sondern auch
»intelligente® Varianten derselben. Inzwischen gibt es
Fluoreszenzmarker, die sich nach Belieben durch Licht
aus- und anschalten lassen oder durch Bestrahlung mit
einem kurzen Lichtpuls ihre Farbe veridndern.

Punkt oder Flache?

Neben der Frage nach der spezifischen Markierung
stellt sich auch die nach der effizienten Anregung.

Im Wesentlichen sind dabei zwei Verfahren zu unter-
scheiden: Zum einen handelt es sich um eine flachige
Beleuchtung, die sich tiber einen méglichst grofSen
Bereich (z. B. eine ganze Zelle oder einen Zellverbund)
erstreckt und die Probe dort anregt. Diese Weitfeld-
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Mlumination (auch Fernfeld genannt) dient hauptsach-
lich dazu, verschiedene Bereiche der Zelle gleichzeitig
zu untersuchen, um raumliche Prozesse aufzulésen.
Zur Detektion der Fluoreszenz dienen meist CCD-
oder Videokameras. Zum anderen hat sich die Punkt-
Beleuchtung (konfokal) durchgesetzt, die weniger
auf die parallele Betrachtung verschiedener Bereiche
als auf die effiziente Analyse eines einzelnen Mess-
flecks abzielt. Hochempfindliche Punkt-Detektoren
wie Lawinen-Photodioden (Avalanche Photodioden)
bilden das Signal jedes Messflecks ab.

Die Konfokalbeleuchtung ermdglicht eine hohe
Zeitauflosung im Submikrosekundenbereich sowie
ein hohes Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis von
bis zu 1000. Die Fokussierung auf einen Raumpunkt
geschieht meist, indem ein Objektiv mit hoher nu-
merischer Apertur einen parallelen Laserstrahl auf
einen Punkt fokussiert (Abb.4) oder aber durch spe-
zielle Fasern fiir die Nahfeldmikroskopie. Letztere
erlauben weitaus bessere raumliche Auflésungen bis
in den unteren Nanometerbereich, sind allerdings
auf Oberflachen beschrankt. Aus diesem Grund gibt
es erhebliche Anstrengungen, durch intelligente An-
regungsschemata das von Ernst Abbe beschriebene
Beugungslimit zu unterschreiten bzw. zu umgehen.
Der Beitrag von Stefan Hell in diesem Heft erldutert
eine faszinierende Methode, mit der dies gelingt.

Bei der Konfokalanregung wird immer nur jeweils
ein Raumpunkt in der Gréflenordnung der halben
Wellenldnge detektiert. Eine zwei- oder dreidimen-
sionale Abbildung lasst sich daher nur erreichen,
indem der Laserstrahl die Probe abrastert und ein
Auswerteprogramm anschliefSend die punktweise
aufgenommenen Daten zu einem Bild zusammensetzt.
Dieser Prozess ist allerdings recht zeitaufwandig, da
iiblicherweise ein Flichenbereich von mehreren hun-
dert Mikrometern in jeder Dimension zu analysieren
ist. Daraus folgen meist Aufnahmegeschwindigkeiten
von maximal einigen zehn Bildern pro Sekunde, was
die Analyse von Vorgangen im Milli- oder gar Mikro-
sekunden-Zeitbereich verhindert. Gerade dort aber
spielen sich viele wesentliche Prozesse wie molekulare
Erkennungsreaktionen, Proteinbewegung oder Kon-
formations- bzw. Strukturanderungen ab, wobei letz-
tere meist charakteristisch fiir die biologische Informa-
tionsiibermittlung sind.

Gleich zwei Wiinsche auf einmal

Das hochste Ziel der zell- und molekularbiologischen
Forschung ist es gegenwirtig, physiologische Funk-
tionen der genauen Lokalisation und zeitlichen Dyna-
mik einzelner an einem Prozess beteiligter Proteine
zuzuordnen, wobei die rdumliche Auflosung idealer-
weise im Nanometerbereich, die zeitliche im unteren
Mikro- bis Nanosekundenbereich liegen sollte. Beides
gleichzeitig zu erreichen, ist beim gegenwirtigen
Stand der Technologie nahezu unmaoglich, wobei we-
niger Detektoren und Optik die Messung limitieren
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als die Fluoreszenz und Stabilitat der eingesetzten
Farbstoffe und damit das erwartete Messsignal. Bei
Raumtemperatur und im wissrigen Medium sendet
ein Farbstoffmolekiil ungefihr 10° Photonen aus, be-
vor der Laser es irreversibel zerstort (Bleichen). Auch
die Photonenzdhlraten selbst sind limitiert. Die end-
lich kurze Fluoreszenzlebensdauer bewirkt, dass eine
gewisse Beleuchtungsintensitit zu einer Sattigung des
Fluoreszenzsignals fithrt, wenn der Laser nicht schon
weit unterhalb dieser Werte den Farbstoff bleicht. Um
diese Probleme zu umgehen, wurden in den letzten
Jahren ungleich stabilere und damit ,,hellere” Fluores-
zenz-Quantenpunkte verwendet. Diese Teilchen sind
allerdings deutlich grofier und sperriger als einfache
Farbstoffmolekiile und storen daher signifikant die
biologische Funktion vieler markierter Proteine.

Da es gegenwirtig beim Studium zelluldrer Pro-
zesse nicht moglich ist, die zeitliche und die raumliche
Auflosung gleichzeitig voll auszuschopfen, gibt es im
Bereich der Fluoreszenzspektroskopie zwei Hauptstof3-
richtungen. Die eine, intuitiv sehr eingdngige Methode
ist das sog. Einzelmolekiil-Imaging bzw. - Tracking.
Dieses hat sich zum Ziel gesetzt, die Fluoreszenz-
mikroskopie zum duflersten Sensitivitatslimit zu trei-
ben und zu analysieren, wo sich einzelne Biomolekiile
oder andere biologisch aktive Partikel (z. B. Viren)
in einer lebenden Zelle oder einem Organismus be-
finden und wie sie sich dort bewegen. Daraus lassen
sich Aussagen tiber biologische Prozesse im Bereich
zwischen Millisekunden und einigen Sekunden bis
Minuten ableiten. Intelligente Detektionsschemata
und entsprechende Datenprozessierung ermoglichen
rdumliche Auflésungen bis in den Nanometerbereich.
Hierbei wird die Zelle tiblicherweise flachig angeregt,
und die Detektion der Fluoreszenzsignale geschieht
mithilfe einer ultrasensitiven Kamera. Der Artikel von
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Abb.3 Das Griin
Fluoreszierende
Protein (GFP), hier
die dreidimensio-
nale Réntgen-
struktur, hat sich
alsidealer Fluo-
reszenzfarbstoff
flr die Nanobio-
photonik erwie-
sen.
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Abb.4 Beim konfokalen Mikroskop wird die Probe mittels eines
Objektivs punktformig beleuchtet. Eine zweidimensionale Ab-
bildung ergibt sich durch Abrastern der Probe und das rechner-
gestitzte Zusammenfiigen vieler Einzelaufnahmen. Charakteris-
tisch fir die konfokale Mikroskopie ist die Lochblende, die das
Licht passieren muss, bevor es auf den Detektor trifft und die es
ermdglicht, Proben schichtenweise abzulichten.

Don Lamb und Christoph Brauchle zeigt faszinierende
Beispiele auf, bei denen sich einzelne Molekiile in ih-
rer natiirlichen Umgebung gewissermafien in Aktion
beobachten liefSen. Daraus ergibt sich ein detailliertes
,Filmskript® éiber die riumliche Ordnung intrazellu-
ldrer Prozesse.

Das zweite wichtige Feld der Nanobiophotonik,
tiber das Séren Doose und Markus Sauer berichten, ist
die konfokale Fluoreszenzspektroskopie, mit der sich
biomolekulare Dynamik mit bestméoglicher zeitlicher
Auflésung bis in den Nanosekundenbereich charakte-
risieren ldsst. Eine Vielzahl instrumentell verwandter
Methoden erlaubt es, einzelne Molekiile beim Durch-
tritt durch ein beugungslimitiertes Detektionsvolumen
im wissrigen Medium fiir ein Zeitfenster von rund ei-
ner Millisekunde (bzw. der durch den Diffusions- oder
Transportkoeffizienten der Molekiile gegebenen Auf-
enthaltsdauer im Fokus) zu untersuchen. Damit lassen
sich ihre Translations- und Rotationsgeschwindigkeit,
das Fluoreszenzspektrum, ihre Fluoreszenzintensitét
und -lebensdauer sowie eine Modulation derselben
durch inter- oder intramolekulare biologische Prozesse
prézise analysieren.
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Selbstverstandlich ist die konfokale Spektroskopie
mithilfe von Laser-Scannern jederzeit in eine bild-
gebende Methode zu tiberfithren. Die Grenzen fiir
zellulire Anwendungen sind hierbei sowohl in zeit-
licher als auch in raumlicher Hinsicht recht gravierend.
Zeitlich begrenzen die recht langsamen Scanraten
die Methode erheblich. Oftmals sind die in Zellen
beobachteten Konzentrationen von Biomolekiilen zu
hoch, um in einem beugungslimitierten konfokalen
Volumenelement sinnvolle Einzelmolekiilbetrach-
tungen anzustellen. Auch die starke Fragmentierung
von Zellen in teils unter dem Auflosungslimit liegende
Organellen bringt starke Probleme mit sich, da auf die-
sen Skalen nicht mehr von frei beweglichen Molekiilen
ausgegangen werden kann. In diesem Kontext eroft-
net der Artikel von Stefan Hell zur hochauflésenden
STED-Mikroskopie auch fiir die Einzelmolekiilanalyse
neue Perspektiven — vom generellen gewaltigen Poten-
zial einer minimal- bzw. nichtinvasiven zelluldren
Nanoskopie einmal abgesehen.

Die nachfolgenden drei Artikel sollen die wichtigen
Eckpfeiler der Nanobiophotonik und auch das Poten-
zial der Fluoreszenzspektroskopie aufzeigen, ohne
dabei jedoch den Anspruch zu erheben, dieses vielsei-
tige Feld der Biophysik umfassend abzudecken. Durch
den rasanten Fortschritt der Biowissenschaften wird
die Nanobiophotonik auch in den néchsten Jahren ein
extrem spannendes und inspirierendes Tétigkeitsfeld
fiir Physiker bleiben, das hoffentlich noch viele fas-
zinierende Methoden und Technologien, aber auch
ein préziseres Verstandnis der Lebensprozesse hervor-
bringen wird.
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