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Hochstauflosende Lichtmikroskopie ohne Untergrund

Am KIT entwickelte STEDD-Nanoskopie erméglicht deutlich bessere Bildqualitat bei der Analyse
dreidimensional angeordneter Molekile und Zellstrukturen — Vorstellung in Nature Photonics

Eine Krebszelle unter dem Mikroskop: Das STED-Bild (links) weist einen niedrig
aufgeldsten Untergrund auf; beim STEDD-BIld (rechts) ist der Untergrund unter-
driickt, sodass die Strukturen besser zu erkennen sind. (Abbildung: APH/KIT).

Forscher am Karlsruher Institut fir Technologie (KIT) haben ein
neues Verfahren der Fluoreszenzmikroskopie entwickelt: Die
STEDD-Nanoskopie (STEDD steht fur ,,Stimulated Emission
Double Depletion®) liefert nicht nur hdéchstaufgeloste Bilder,
sondern unterdriickt auch den Untergrund. Daraus ergibt sich
eine deutlich bessere Bildqualitat, von der besonders die Ana-
lyse dreidimensional dicht angeordneter subzellularer Struktu-
ren profitiert. Die Forscher prasentieren STEDD, eine Weiter-
entwicklung der STED-Methode, in der Zeitschrift Nature Pho-
tonics. (DOI: 10.1038/NPHOTON.2016.279)

Lichtoptische Mikroskopie stellt in den modernen Lebenswissen-
schaften eine essenzielle Methode dar. Unter anderem ermdéglicht
sie, lebende Zellen minimalinvasiv zu untersuchen. Konventionelle
Lichtmikroskopie hat allerdings eine auf die halbe Wellenlange des
Lichts — etwa 200 Nanometer — begrenzte Auflésung, sodass feinste
zellulare Strukturen im Bild verschwimmen. In den vergangenen
Jahren wurden verschiedene Verfahren der Nanoskopie entwickelt,
welche die Beugungsgrenze tberwinden und hdchstaufgeltste Bil-
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der liefern. Stefan W. Hell, Eric Betzig und William Moerner erhielten
fur ihre Nanoskopie-Methoden 2014 den Nobelpreis fir Chemie.
Nun haben Forscher am Karlsruher Institut fur Technologie (KIT) die
von Hell entwickelte STED (Stimulated Emission Depletion)-
Nanoskopie so erweitert, dass sich der in den Bildern stets vorhan-
dene Untergrund durch eine modifizierte Bildaufnahme effizient
unterdriicken lasst. Die Bildqualitat ist dadurch deutlich besser, was
vor allem fir die quantitative Datenanalyse von dreidimensional
dicht angeordneten Molekilen und Zellstrukturen von grof3em Vor-
teil ist. In der Zeitschrift Nature Photonics prasentieren die Forscher
um Professor Gerd Ulrich Nienhaus am Institut fir Angewandte
Physik (APH) und am Institut fir Nanotechnologie (INT) des KIT das
neue Nanoskopieverfahren namens STEDD (Stimulated Emission
Double Depletion).

Bei der Fluoreszenzmikroskopie wird die zu untersuchende Probe
mit einem stark fokussierten Lichtstrahl abgerastert, um Farbstoff-
moleklle zur Aussendung von Fluoreszenzlicht anzuregen. Die
Lichtquanten werden Pixel flr Pixel registriert und so das Bild auf-
gebaut. Bei der STED-Nanoskopie wird der zum Abrastern verwen-
dete Anregungsstrahl von einem weiteren Strahl Uberlappt, dem
sogenannten STED-Strahl. Dessen Lichtintensitat liegt ringférmig
um den Anregungsstrahl herum; im Zentrum ist sie null. Auerdem
ist der STED-Strahl zu groReren Wellenlangen hin verschoben. Der
STED-Strahl nutzt einen von Albert Einstein vor 100 Jahren erst-
mals beschriebenen physikalischen Effekt, die stimulierte Emission,
um die Fluoreszenzanregung uberall abzuschalten — aul3er im Zent-
rum, wo der STED-Strahl keine Intensitat besitzt. Dadurch wird die
Anregung eingeschnurt, und es entsteht ein scharferer Lichtfleck fir
die Rasterung. Allerdings gibt es in dem hochaufgel6sten STED-Bild
stets einen niedrig aufgeldésten Untergrund, der zum einen durch
unvollstandiges Abschalten, zum anderen durch Fluoreszenzanre-
gung durch den STED-Strahl selbst verursacht wird.

Die Forschergruppe um Professor Gerd Ulrich Nienhaus hat die
STED-Methode um einen zweiten STED-Strahl erweitert. Dieser
STED2-Strahl folgt dem STED-Strahl zeitverzdgert und léscht das
im Zentrum vorhandene Nutzsignal aus, sodass nur noch die Unter-
grundanregung Ubrig bleibt. ,Beim STEDD-Verfahren werden zwei
Bilder aufgenommen®, erklart Nienhaus. ,Zum ersten und zum zwei-
ten Bild tragen jeweils Photonen bei, die vor beziehungsweise nach
dem Eintreffen des STED2-Strahls registriert werden.” Durch ge-
wichtete Differenzbildung wird das zweite Bild, das nur Untergrund
enthalt, vom ersten Bild, das Nutzsignal plus Untergrund enthalt,
Pixel fur Pixel abgezogen. Ergebnis ist ein hdchstaufgeldstes, un-
tergrundfreies Bild.
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Peng Gao, Benedikt Prunsche, Lu Zhou, Karin Nienhaus and G.
Ulrich Nienhaus: Background suppression in fluorescence nanosco-
py with stimulated emission double depletion. Nature Photonics,
2017. DOI: 10.1038/NPHOTON.2016.279

Das Karlsruher Institut fir Technologie (KIT) verbindet seine
drei Kernaufgaben Forschung, Lehre und Innovation zu einer
Mission. Mit rund 9 300 Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern sowie
25 000 Studierenden ist das KIT eine der grof3en natur- und
ingenieurwissenschaftlichen Forschungs- und Lehreinrichtun-
gen Europas.

KIT — Die Forschungsuniversitat in der Helmholtz-Gemeinschaft
Das KIT ist seit 2010 als familiengerechte Hochschule zertifiziert.
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