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Scharfer als das Licht erlaubt
Forschung liberwindet die Grenzen der Lichtmikroskopie

Im 16. Jahrhundert notierte der italienische Arzt Girolamo
Fracastoro, dass zwei hintereinander angeordnete optische
Linsen ein Objekt ndher und vergroBert erscheinen lassen
sollten. Damit beschrieb er wahrscheinlich zum ersten Mal
ein Mikroskop. Optische Linsen kannte man damals schon als
Brille. Fracastoros Idee, sie gezielt zur VergroBerung 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 genau geschah,
ist unklar. Historisch gesichert ist jedenfalls, dass der nie-
derldandische Brillenmacher Hans Janssen und sein Sohn
Zacharias im Jahr 1608 auf der Frankfurter Messe ein Mikro-
skop vorfiihrten. Ein Jahr spater prasentierte Galileo Galilei in
Rom sein erstes Gerat.

Allerdings waren diese friihen Lichtmikroskope kaum brauchbar,
denn sie litten unter fehlerhaften Linsen. Der Durchbruch gelang
erstdem Niederlander Antonie van Leeuwenhoek mit einem radikal
vereinfachten Design: Sein Mikroskop bestand nur aus einer ein-
zigen Linse, es war also eigentlich eine Hochleistungslupe. Daflr
hatte van Leeuwenhoek diese Linse mit einer zuvor unerreichten
Prazision geschliffen. Bei fast 300-facher VergroRerung entdeckte

Stefan Hell hatin den Nenner der Abbeschen Formel den
Wurzelterm eingefiihrt. Demnach verkleinert sich Ax, der Abstand
zwischen zwei gerade noch zu unterscheidenden Punkten, wenn
die Intensitat | des Lasers steigt, der die Emission der angeregten
Fluoreszenzmolekiile induziert. So kann man berechnen, wie weit
sich die Auflosungsgrenze senken lasst.

der Niederlander die damals véllig unbekannte Welt der Mikroben.
Die Menschheit verdankt dem Lichtmikroskop einen gigantischen
Zuwachs an Wissen iber unsere Welt. Ohne Mikroskopie wére zum
Beispiel die moderne Medizin nicht denkbar.

Im 19. Jahrhundert wurden die Lichtmikroskope immer leistungs-
fahiger. Doch stiefl ihre Technik an eine Grenze: Die Vergrofierung
lieR sich nicht beliebig steigern. Der Jenaer Physikprofessor Ernst
Abbe und der englische Physiker Baron Rayleigh erkannten fast zur
gleichen Zeit: Sobald feine Objektdetails ungefahr so eng beieinan-
der sitzen wie es der Wellenlange des Lichts entspricht, kann ein
Mikroskop sie nicht mehr voneinander getrennt abbilden. Schuld
daran sind die Welleneigenschaften des Lichts. Eine Optik kann es
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Mikroskop

Gitter

Von links fallt eine ebene Lichtwelle auf ein Beu- des Hauptmaximums und der beiden ersten Neben-
gungsgitter als Objekt, das hier drei Offnungen hat. maxima an. Letztere fangt das Objektiv im linken
In den Offnungen bricht die Lichtwelle in einzelne Fall gerade noch ein, das Mikroskop bildet das Gitter

Kreiswellen auf. Diese iiberlagern sich auf dem Weg erkennbar ab. Bei engerem Gitter und unveranderter
zur Offnungslinse des Mikroskops. In den Maxima Wellenldnge des Lichts (rechts) spreizen die Neben-
tun sie das konstruktiv, dazwischen loschen sie maxima sich zu weit fiir das Objektiv auseinander.
sich aus. Die gelben Pfeile deuten die Positionen Das Mikroskopbild enthalt keine Information mehr.

nicht unendlich scharf biindeln: Die Brennpunkte der Strahlen blihen
unweigerlich zu ,Brennflecken" auf. Diese Flecken sind mindestens
eine halbe Wellenldnge des eingesetzten Lichts groB. Alle feineren
Strukturen innerhalb dieser Flecken sind im Mikroskopbild nicht
mehr erkennbar.

Ernst Abbe begriindete 1873 wissenschaftlich prazise, dass die Auf-
|6sung eines optischen Mikroskops nie Gber die ,halbe Wellenlange
des blauen Lichts um ein Nennenswertes hinausgehen wird". Blau-
es Licht hat die kiirzeste Wellenlange im sichtbaren Spektrum, die
Halfte davon entspricht rund 200 Nanometern (Milliardstel Meter).
Wegen dieses ,Abbe-Limits“ konnen Lichtmikroskope Objekte, die
kleiner sind, nicht mehr abbilden. Dazu gehoren zum Beispiel die
meisten Viren. Es gilt auch fiir alle Molekdile des Lebens, selbst wenn
viele davon auBerordentlich grof3 sind. Besonders fir die Biowissen-
schaften musste es demnach ein schéner Traum bleiben, durch
das Mikroskop den Tanz der Molekiile in lebenden Zellen — also
live — entratseln zu kdnnen.

Abbes Theorie bietet praktisch nur eine Mdglichkeit, die Auflésung
eines Mikroskops zu steigern: Man verkdirzt die Wellenldnge des
Lichts. Leider wird aber das Glas der Linsen schon fir ultraviolettes
Licht undurchsichtig. Daran scheiterte eine weitere Steigerung der
optischen Auflésung von Lichtmikroskopen. Erstim 20. Jahrhundert
zeigte die aufkommende Quantenphysik einen Ausweg auf: Teilchen
sind zugleich Wellen, und Elektronen sind wesentlich kurzwelliger als
Licht. Zudem lassen sich die Strahlen solcher elektrisch geladenen
Teilchen mit ,Linsen” aus elektrischen und magnetischen Feldern
fokussieren. So konnten Elektronenmikroskope die Nanowelt er-
schlieBen und sogar einzelne Atome abbilden. Allerdings ben&tigen
sie meistens Vakuum und mit Metall bedampfte Proben. Das ber-
lebt keine Zelle. Inzwischen gibt es zwar schonendere Verfahren,
aber auch diese eignen sich nicht fir lebende Objekte. So musste
die Forschung akzeptieren, dass sie molekulare Details nur an toten
Praparaten untersuchen kann. Damit kann sie aber die komplizier-
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ABB. A: ABBESCHE AUFLOSUNGSGRENZE VON FERNFELD-LICHTMIKROSKOPEN

ten Lebensprozesse nur miihsam auf
indirekte Weise entschlisseln.

Lange galt das Abbe-Limit als ulti-
mative Grenze der Lichtmikrosko-
pie — genauer gesagt, der Fernfeld-
Mikroskopie. Fernfeld heilt, dass das
Objektiv des Mikroskops viele Licht-
wellenldngen vom Objekt entfernt ist.
Tatsachlich konnte die sogenannte
Nahfeld-Mikroskopie in den 1980er-
Jahren erstmals das Abbe-Limit bei
sichtbarem Licht durchbrechen. Sie
rickt mit einer Prazisionssteuerung
eine spitzenférmige Optik auf wenige
Nanometer an das Objekt heran —also
viel weniger als die Lichtwellenlange.
Allerdings sind ihre Abbildungseigen-
schaften kompliziert und kaum auf
Zellen und Gewebe anwendbar. Des-
halb blieb die optische Nahfeld-Mikro-
skopie eine Spezialanwendung.

JENSEITS DER ABBE-GRENZE

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 Multidiszipli-
nare Naturwissenschaften in Gottingen, dartiber spricht, hort eine
Lebensgeschichte, die eines lehrt: Auch in den Naturwissenschaf-
ten muss man grundlegend neue Ideen oft mit Mut, Optimismus
und groBer Zahigkeit durchsetzen. Hell hat diese Steherqualitat.
Als er als junger Physiker zunéchst in Heidelberg versuchte, eta-
blierte Wissenschaftler von seinen Ideen zu Giberzeugen, scheiterte
er. ,Das war einfach zu radikal”, sagt Hell im Riickblick. 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 Wissenschaftler: 2014 erhielt er fir seine
Entdeckung den Nobelpreis fiir Chemie, gemeinsam mit den US-
Amerikanern Eric Betzig und William Moerner. Wie aber funktioniert
seine radikal neue Idee?

Um das zu verstehen, miissen wir nochmals zuriick in das 19. Jahr-
hundert und Ernst Abbe ber die Schulter schauen. Abbe experi-
mentierte damals mit Beugungsgittern. Diese Glasplattchen mit
ihren sehr feinen, parallel eingeritzten Linien gehdren heute zum
Schulunterricht in Physik. Damals waren sie wissenschaftliches
Neuland. Der Abstand der Linien liegt im Wellenlangenbereich 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 tberlagern sie sich auf
ihm zu einem hellen Fleck in der Mitte und einer Reihe kleinere Licht-
flecken links und rechts [V

Dieses sogenannte Beugungsbild enthalt die Bildinformation tber
das Gitter. Abbe erkannte, dass man mindestens die beiden ersten
Flecke, die ,Nebenmaxima“ neben dem Hauptfleck, als Information
braucht, damit das Bild das Aussehen des Beobachtungsobjekts
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ABB. B: STED-MIKROSKOP

Der Laserstrahl rastert eine Probe mit Farb-
stoffmolekiilen (Punkte unten) ab. Der aus-
geleuchtete Fleck ist wegen der Abbe-Grenze
immer mindestens 200 Nanometer breit.

Links: Der Ausschaltestrahl hat ein Profil
der Lichtintensitat wie ein Donut. Er unter-

Mitte: Das breite Profil des Einschaltestrahls
erinnert an eine zerlaufende Eiskugel, er lasst
alle Farbstoffmolekiile im ausgeleuchteten
Fleck fluoreszieren (rot). Rechts: Beide Strah-
len sind liberlagert und lassen die Molekiile
auf einem Fleck leuchten, der nun viel kleiner

Damit ware also noch nichts gewonnen. Nun
aber kommt Hells Idee ins Spiel, und die klingt
verbliffend einfach: ,Man muss die fluoreszie-
renden Molekile einfach in einem gréReren Be-
reich des Beleuchtungsflecks dunkel schalten’,
sagt der Physiker, ,dann bekommt man eine hé-
here Auflésung.” Dieses ,Ausknipsen” der meis-
ten leuchtenden Molekile im dulReren Ring des
Flecks ist der entscheidende Trick: Nurin einem
sehr schmalen Bereich in der Mitte des Strahls
leuchten dann noch Molekiile [V )] Dieser
,Restbereich" Iasst sich so klein machen, dass
,es nach unten eigentlich keine Grenze gibt",
sagt Hell. ,Und bei den Molekdilen, die im Licht-
fleck noch angeregt sind*, fahrter fort, ,weil ich
genau, wo die sind."

VON RASTERPUNKTEN ZU BILDERN
Die Information Uber den prazisen Ort

driickt die Fluoreszenz der Molekiile (blau). als 200 Nanometer ist.

erkennbar wiedergibt. In diesem Fall wére das Objekt also das Beu-
gungsgitter. Je naher dessen Gitterlinien zusammenricken, je feiner
es wird, desto weiter spreizen sich aber die Nebenmaxima auseinan-
der. Abbe fand, dass dieser Zusammenhang nicht nur fir optische
Gitter gilt, sondern fir alle Beobachtungsobjekte. Daraus folgerte
er: Die Objektivoffnung eines Mikroskops, die Apertur, muss grund-
satzlich die ersten Nebenmaxima des am Beobachtungsobjekt ge-
beugten Lichts erfassen kénnen. Nur dann enthalt das Mikroskopbild
eine Mindestinformation iber das Objekt. Ansonsten sieht manim
Okular nur gleichférmige Helligkeit.

Stefan Hell war klar, dass er dieses grundlegende Gesetz der Wel-
lenoptik nicht aushebeln konnte. Stattdessen konzentrierte er sich
auf die Beobachtungsobjekte. Und hier konnte er eine Besonder-
heit der Biowissenschaften ausnutzen. Ernst Abbes Beugungsgitter
werden — wie auch viele Objekte unter dem Mikroskop — passiv von
einer Lichtquelle beleuchtet. In der biomedizinischen Forschung
werden interessante Molekile aber mit einem fluoreszierenden
Farbstoff als Marker versehen — sie leuchten also selbst aktiv.
Fluoreszenz heillt, dass eine Lichtquelle die Farbstoffmolekiile
dazu anregt, selbst wie winzige Nano-Lampen in einer charakte-
ristischen Farbe, also Wellenlange, zu leuchten. Und das funktioniert
auch in lebenden Zellen.

,Proteine zum Beispiel kann man optisch nur unterscheiden, wenn
sie an einen Farbstoff gebunden sind”, begriindet Hell die Bedeu-
tung dieser Methode. Er kam auf die Idee, mit Hilfe dieser mole-
kularen Lampen die Abbesche Beugungsgrenze zu durchbrechen.
Seine Basis war eine bereits etablierte Mikroskoptechnik, bei der
ein sehr scharf gebilindelter Laserstrahl die Probe abrastert. Sie
erzeugt so Punkt fiir Punkt ein Bild. Diese Technik erreicht eine be-
sonders hohe Aufldsung. Sie unterliegt aber noch dem Abbe-Limit:
Die Optik lasst den Laserstrahl durch Beugung an ihrer Offnung
auf mindestens den 200-Nanometer-Fleck aufblihen. In diesem
Fleck fluoreszieren alle dort befindlichen Farbstoffmolekiile. Ihre
Nano-Leuchtpunkte verschwimmen im Mikroskopbild zu einem
gemeinsamen Punkt.

der noch leuchtenden Molekile liefert die
Position des Laserstrahls. Das ermdog-
licht die moderne Scannertechnik, wie
sie auch in den berihmten Rastertunnel-Mikroskopen ein-
gesetzt wird. Die Position des Laserstrahls steuern Piezo-
kristalle, die elektrische Signale ultraprazise in winzigste me-
chanische Bewegungen umwandeln, auf Nanometer genau.
Solassen sich die Rasterpunkte am Computer tatsachlich zu einem
lichtmikroskopischen Bild zusammensetzen, das nur wenige Nano-
meter kleine Strukturen scharf abbildet [V H®)]. Es ist damit viel
schérfer, als es das Abbesche Beugungslimit erlauben wiirde. Sogar
Videosequenzen sind moglich.

Nun ist noch die Frage offen, wie das Dunkelschalten der Farb-
stoffmolekiile funktioniert. Dabei hilft die Quantenphysik. Im
einfachsten Fall ist es ein Effekt, den Albert Einstein 1917 vor-
hersagte. Er heilt stimulierte Emission. Atome und Molekile be-
sitzen erlaubte Quantenzustande, in denen sich Elektronen einer
bestimmten Wellenldnge aufhalten dirfen. Da Wellenldnge und
Energie in der Quantenwelt direkt miteinander verknipft sind,
bilden diese Quantenzustande eine ,Energietreppe” fir Elektronen.
Fallt ein Elektron von einem héheren Zustand, sozusagen einer héhe-

ABB. C: DER LASERSTRAHL RASTERT DIE PROBE AB
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ABB. D: BLICK INS ZELLINNERE

Die Bilder zeigen Filamente von Vimentin das untere mit einem STED-Mikroskop, seine Methode ,STED-Mikroskop* getauft. STED
in einer Zelle. Das Protein ist ein Element das die Beugungsgrenze der klassischen steht dabei flr das englische Stimulated Emission
des Zellskeletts von Wirbeltieren. Das obe- Lichtmikroskopie durchbricht. Depletion. Derzeit entstehenimmer neue Varianten

re Bild wurde konventionell aufgenommen,

ren ,Stufe’, in einen niedrigeren Zustand naher am Atomkern, dann
setzt es Energie in Form eines Lichtquants (Photon) frei. Dessen
Wellenldnge passt exakt zur Energie des Quantensprungs. Dieser
Vorgang heilt Emission und passiert immer dann, wenn Materie
leuchtet. Normalerweise fallen die Elektronenirgendwann zufallig
auf die untere Stufe. Bei der stimulierten Emission jedoch rittelt
ein vorbeifliegendes Photon mit exakt passender Wellenlédnge an
einem Elektron auf der hdheren Stufe und lasst es auf die tiefe-
re Stufe der Energietreppe fallen (BT RIZ S VWD)
Die Anregungsenergie des Molekils nimmt ein dabei erzeugtes
Zwillingsphoton mit.

SCHALTER FUR NANOLAMPEN

Das Prinzip Zwillingsphotonen zu erzeugen, nutzt der Laser. Ste-
fan Hell allerdings setzt es genau fir das Gegenteil ein: Bei ihm
sorgt ein Laserstrahl fir 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 werden kdnnen. Mit dieser stimulierten
Emission werden die fluoreszierenden, also spontan leuchtenden
Farbstoffmolekiile einfach ,ausgeknipst”. Nur auf einem engen
Fleck in der Mitte bleiben sie verschont, so dass sie ungestort
fluoreszieren kdnnen.

Wihrend also ein erster energiereicher Lichtstrahl fir die Anregung
der Fluoreszenzmarker sorgt, wird ein zweiter eingesetzt, um die
angeregten Fluoreszenzmarker wieder abzuregen, bevor sie Fluores-
zenzlichtemittieren. Der Vorgang nennt sich Fluoreszenzloschung
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(englisch Quenching). Der Trick, um die hdhere Auf-
|6sung zu erreichen, besteht darin, diesen zweiten
Strahl ringférmig tber den ersten zu legen [(XeHE).
Dadurch werden vor allem Marker aus dem Auen-
bereich des ersten Strahls abgeregt, und die Flache
des Fluoreszenzflecks verkleinert sich. Dort kénnen
die Fluoreszenzmolekiile noch immer ungestort
leuchten. Das Lichtfeld der beiden ineinander ge-
schachtelten Strahlen erinnere an ,einen Donut’,
schmunzelt Hell. Dabei lasst sich das Loch in der
Mitte beliebig klein machen — es unterliegt nicht
mehr dem Abbe-Limit. Auf diese Weise haben die
Forschenden inzwischen eine Auflésung von unter
zehn Nanometern erreicht — und damit die vermeint-
liche Aufldsungsgrenze der Lichtmikroskopie um
mehr als das Zehnfache unterboten.
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Hells Gruppe gelangen so erstmals faszinieren- S
de Bilder zum Beispiel von Filamenten des Zell- =
skeletts [(A:1:800)]. Der Max-Planck-Forscher hat

des Verfahrens. Sie nutzen andere Quanteneffek-
te zum ,Dunkelschalten” der Farbstoffmolekiile.
Langst gibt es kommerzielle Versionen des STED-
Mikroskops und seiner Weiterentwicklungen, auch vom Géttinger
Start-up Abberior, das der Nobelpreistrager mit gegriindet hat. Einst
entdeckte van Leeuwenhoek die Welt der Mikroben mit seinen Mikro-
skopen. Und Stefan Hells Erfindung vermittelt uns heute neue, tiefe
Einsichten in die Nanowelt des Lebens.

Mail: me

Schliisselbegriffe

Abbe-Limit, Beugungsgitter, Elektronenmikroskop,
Fernfeld-/ Nahfeld-Mikroskopie, Fluoreszenz, Fluores-
zenzléschung, Rastertunnel-Mikroskop, STED-Mikro-
skop, stimulierte Emission
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