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Neuer Meilenstein in der Optischen Nanoskopie:

GFP-Superresolution Imaging von
zellularen Nanostrukturen

Diese lichtoptische Nanoskopie hat das Potenzial, die gesamte mole-
kularbiologische, medizinische und pharmazeutische Forschung zu
revolutionieren und dient der Entwicklung neuer Strategien zur Vor-
beugung, Risikosenkung und Therapie von Krankheiten.

Aus Prof. Cremers Entwicklungen zur Unterschreitung der durch Abbe
1873 postulierten optischen Auflésungsgrenze resultiert das weltweit
schnellste Nanolichtmikroskop, welches die groR3flachige Untersu-
chung supramolekularer Komplexe unter Lebendzellbedingungen
ermdglicht. Dieses Vertico-SMI kann als einziges Nanoskop weltweit
3D-Daten ganzer lebender Zellen in weniger als zwei Minuten auf-
nehmen, wobei das hoch aufgeldste Bild aus mehreren tausend Ein-
zelbildern per Computer zusammengesetzt wird.

Diese Kombination macht das Cremer-Nanoskop einzigartig:

- Weitfeld bis zu 5000 ym? (z.B. mehrere Zellen)

- hochste Auflésung: 10 nm in 2D, 40 nm in 3D, unter Verwendung sichtbaren Laserlichts
- extrem schnell: 30 s fiir komplette Aufnahme (2000 Bilder)

- normale, sehr etablierte Fluoreszenzmolekile wie GFP

- Co-Lokalisation zweier Farbstoffe aus GFP-Familie

- bis zu mehreren Millionen Einzelmolekule pro Gesichtsfeld/Zelle detektierbar

- alle GFP-exprimierenden Zellen/Tiere sofort untersuchbar

- invivo- Aufnahmen von Zellverbinden méglich

Biotechnologische und medizinische Anwendungen (Auswahl)

- Altersbedingte neurobiologische Degenerationserscheinungen

- Krebsrelevante Genominstabilititen durch Umwelteinfliisse

- Viren: ,Andocken” von Viren an Zelloberflachen und intrazellular

- Bakterien: z.B. Entwicklung neuer Antibiotika

- Stammzellen: Reprogrammierung adulter Stammzellen zur Gewebeerneuerung

- Pharmabereich: Wirkstoffscreening und Wirkstoffverteilung

- Hochdurchsatzanlage: Integration moglich

- 3 D-Analyse der Genomstruktur und von Molekularen Zellmaschinen fir lebenswichtige Vorgange
- Materialforschung: z. B. Schadensanalyse.

Die einzelnen Methoden werden standig weiterentwickelt. Es laufen verschiedene Kooperationsprojekte
im biomedizinischen Bereich, weitere Projekte sind in Einreichungs- und Bewilligungsverfahren.



Prototyp des Vertico-SMI: Das erste optische Nanoskop fur den Routineeinsatz,
das schnell genug ist, lebende Zellen zu beobachten

Schnell + weit + nano + in vivo: Mit dieser Kombination setzt sich das Vertico SMI an die Spitze.
SMI (Spatially Modulated lllumination) steht fur eine spezielle Art der laseroptischen Beleuchtung
und Vertico fur die vertikale Anordnung der Mikroskopachse, die es ermdglicht, fixierte, aber auch
lebende Zellen mit einer effektiven optischen Auflésung von 10 Nanometern in 2D zu analysieren.

In  Kombination mit der
Lokalisationsmikroskopie
SPDM  (Spectral Precision
Distance Microscopy) kdnnen
nanoskopische 3D-Aufnahmen
mit einer Auflésung von 40 nm
durchgefiihrt werden.
Einzigartige Auflésung:
Molekule sind im Abstand von
nur 14 nm klar unterscheidbar
(Krebszelle, Abb. li.). Das 3D-
Bild von grin fluores—
zierenden Membranproteinen wird durch die Kombination von SMI und SPDM erreicht. Kleinster
messbarer Abstand zwischen zwei Molekilen ist hier 50 nm (re.).

Vorteile zu vergleichbaren Nanoskopiemethoden:

Die US-Entwicklungen PALM und SIM/OMX arbeiten ebenfalls mit Weitfeldmikroskopietechniken,
verfigen aber nicht Uber diese aulRergewdhnliche Aufnahmegeschwindigkeit, so dass keine Auf-
nahmen von lebenden Zellen mit hohen Molekildichten méglich sind.

Die in Harvard entwickelte STORM-Technologie ist zwar schnell, bendtigt aber einen fur lebende
Zellen schéadlichen pH-Wert.

Fokussierende nanoskopische Methoden wie STED und ISOSTED erreichen zwar schnelle Auf-
nahmen in kleinen Arealen, wiirden allerdings fir einen grof3en Bereich, wie er mit der Weitfeldmi-
kroskopie erfasst werden kann, wiederum zu lange brauchen, da zuerst viele Einzelbereiche na-
noskopisch erfasst werden mussen.

Endlich mdglich: Molekile zéhlen in extremen Weitfeldaufnahmen
mit gewohnlichen Fluoreszenzmolekilen aus der GFP-Gruppe

Einsatz konventioneller, sehr gut etablierter und preisgiinstiger Fluoreszenzfarbstoffe, wie des 2008
nobelpreisgekrénten GFP (green fluorescent protein) mit seinen Farbvarianten, bis hin zu weit ver-
breiteten ,Alexa“- und Fluoreszeinfarbstoffen méglich.

Grundlage fur diese SPDM;nymoa Sind Blinking-Ph&nomone, ausgeldst durch reversibles Bleichen.
Es sind einzelne Molekile gleicher Spektralfarbe detektierbar.

Zahlen einzelner Molekiile bis zur Dichte von 1000/um? - derzeit durchfiihrbar in einer Region von
5000 pm®.

In einem groRen Gesichtsfeld lassen sich bis zu mehrere Millionen Einzelmolekiile eines bestimm-
ten Typs lokalisieren.

Aussagen Uber Aktivitdt von
Proteinen oder Genen durch
Ortliche Bestimmung einzelner
Molekile (z. B. Wirksam-
keitskontrolle  von Medika-

menten).
Weitfeldaufnahmen von Mem-
branauslaufern von vier

Brustkrebszellen (Abb.): Sogar
im extremen Weitfeld (hier 4300
pmz) ist noch Nano mdglich (hier
Lokalisationsgenauigkeit ca. 16
nm). Im Ausschnitt wurden 15.000 Lck-Tyrosinkinase-Molekiile gezahlt, markiert mit dem gangigen
Fluoreszenzprotein YFP (Yellow Fluorescent Protein) (aus Lemmer et al., Journal of Microscopy, im
Druck).
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Grolle des messbaren Areals abhéngig von Markierungsdichte und verf[]gbaren Lasern — zukinfti-
ge EntW|ckIung der Arbe|tsgruppe gehen in Richtung Aufnahmen in einer Region von 200 ym x 200
pgm (40 000 ym ) durch Einsatz eines starkeren Lasers, bzw. einer besseren Lichtquelle.

Zuklnftig nicht nur Aufnahmen von Zellverbanden, sondern auch ganzer Zebrafische denkbar.

Vorteile zu vergleichbaren Nanoskopiemethoden:

Diese kdnnen nur photoschaltbare und photoaktivierbare, d.h. spezielle, teure Fluoreszenzfarbstoffe
einsetzen.

Die erreichte Molekildichte ist um Faktor 30 besser als die beste konventionelle Lichtmikroskopie,
und dies bei einer 20 mal besseren raumlichen Auflésung.

Eine einzige Laserwellenlange geeigneter Intensitat genlgt bei SPDM,nymoq fUr das Photoschalten
eines bestimmten Molekiiltyps — zwei Laserwellenldngen sind hingegen notwendig bei photoschalt-
baren Fluoreszenzmolekillen (weitere technische Vereinfachung).

SPDM,nymod ISt einfach, schnell, 6konomisch und universell fir die Probenaufbereitung einsetzbar

Beachtlicher Vorteil fir Forscher im biologisch-medizinischen Bereich:

Alle mit GFP (oder RFP, YPF)-markierten Genkonstrukte (weltweit Millionen vorhanden) kdnnen
nun nanoskopisch genauso einfach wie bei der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie betrachtet wer-
den.

In den weltweiten Labors existieren kultivierbare Zellen, die grin-leuchtende Proteine herstellen, fir
fast jede biologische oder medizinische Fragestellung. Es gibt bereits viele transgene Tiere, welche
grune fluoreszierende Fusionsproteine in sich tragen, vom Fadenwurm iber die Fruchtfliege bis hin
zu Wirbeltieren wie Zebrafisch, Maus, Primaten. Somit ist vielféltiges Untersuchungsmaterial be-
reits vorhanden und kann ohne zusétzliche Bearbeitung einfach wie gewohnt fiir die normale Kon-
fokale Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt werden.

Co-Lokalisationsmikroskopie: Zwei Proteine — zwei Farben
Wo 2CLM der FRET-Technik Uberlegen ist

120.000 einzelne Molekile im Zellkern gezéhlt (220 pmz)

Mit Erweiterung der SPDM lassen sich zwei verschiedene Fluoreszenzmolekiile detektieren (2CLM,
2Colour Localisation Mikroscopy)

Markierung beider Proteine mit géngigen Fluoreszenzmolekilen; Messung durch verschiedene
Fluoreszenz-Emissions-Wellenlangen

Verteilung und Anzahl der Proteine ermdglicht Aussagen Uber ,Hot Spots“, Zentren erhdhter Pro-
teinaktivitat.

Vorteile zu vergleichbaren Nanoskopiemethoden:

Blick in einen Knochenkrebszellkern: Mit normaler Fluoreszenzmikroskopie sind Strukturdetails
nicht erkennbar (Abb. |.). Mit der Zweifarben-Co-Lokalisationsmikroskopie 2CLM (r.) lassen sich
70.000 Histonmolekile (rot: RFP-H2A) und 50.000 Chromatinremodellings-Proteine (griin: GPF-
Snf2H) in einem Gesichtsfeld von 470 um? und einer ~optischen Schichtdicke* von 600 nm lokalisie-
ren. Markiert wurde jeweils mit gewdhnlichen Fluoreszenzmarkern.

2CLM ist die einzige Methode in
der optischen Nanoskopie, welche
Co-Lokalisation im Weitfeld mit
konventionellen  Fluorochromen
wie GFP ermdoglicht.

Mit der 2CLM sind durch die hohe
Auflésung wesentlich genauere
Aussagen uber mogliche Protein-
interaktionen mdoglich als mit der
fur diese Fragestellung bevorzugt
eingesetzten FRET-(Fluorescence
Resonance Energy Transfer)
Technik. Dies ist von groRRer
Bedeutung fur die Untersuchung
,Biomolekularer Maschinen* in der
Zelle, da dort der Abstand zweier
Proteine oftmals erheblich grélRer
ist als der mit FRET analysierbare
Bereich (wenige nm).

Konfokale 2CLMZweifarben-
Fluoreszegzmikroskopie Co-Lokalisationsmikroskopie




Markt fir das optische Nanoskop

- Enormer weltweiter Bedarf besteht in den Instituten fur die molekularbiologische, medizinische und

pharmazeutische Forschung.
Stand der Technik ist die Arbeit mit konfokalen Fluoreszenzmikroskopen, die jedoch keine moleku-
lare Auflosung ermdglichen. Da nahezu jedes mittlere und gréRere Institut in diesen Bereichen tber
ein konfokales Fluoreszenzmikroskop verfugt (Kosten ca. 250 T€), wéaren diese Institute potenzielle
Abnehmer eines optischen Nanoskops.

- Pharmakonzerne: Wirkstoffscreening. Zusétzlich kann durch das Zéhlen der Molekile festgestellt
werden, wie viele Wirkstoffmolekile tatsachlich den Ort ihrer Bestimmung erreichen.

- Krankenhauser, kleinere Labors und Arztpraxen: Diagnostik mit einfacherer Nanoskopversion

- Automatisierungsanlagen fur Hochdurchsatz-Screenings: Hier ist das Nanoskop integrierbar.
Untersuchungen kénnen vorgenommen werden in Mikrotiterplatten im 96er oder 384er well-Format.
Neben Zellkernen und bestimmten Zellarealen kdnnen ganze Zellen oder Zellverbédnde, wie z.B.
Teile von durchsichtigen Zebrafischlarven untersucht werden.

- Materialforschungseinrichtungen fiir z.B. zur Schadensanalyse. Hierzu kénnen Fluorochrome in
Risse eingebracht und so Bruchstellen analysiert werden. Prinzipiell eignet sich die lichtoptische
nanoskopische Untersuchung fir jedes Material, auf welches man Fluorochrome aufbringen kann
oder welches selbst fluoresziert.

Patentportfolio

In USA, Europa bzw. Deutschland sind alle Basispatente erteilt. Das Patentportfolio umfasst Mikrosko-
pie, Fluoreszenzfarbstoffnutzung, Genommarkierung, Hochdurchsatzverfahren (HTS) und Computersi-
mulation.

Preisvarianten und Markteinfihrung

- Prototypen kdnnen fur Testzwecke an der Universitat Heidelberg hergestellt werden.

- Materialpreis pro Geréat: 100 TE Euro zuziglich der Kosten fiir die Kamera. Zum Vergleich: Das
einzige auf dem Markt erhdltliche optische Nanoskop, das weit weniger leistungsféhig ist als die hier
beschriebene Erfindung, kostet tber 1 Million Euro.

- Downscaling ist im Unterschied zu anderen Nanoskopen mdoglich: ,Abgespeckte” Formen fir be-
stimmte Fragestellungen in Diagnoselabors oder Arztpraxen einsetzbar (ab 10 TE Materialwert).

— Mit einem geeigneten Lizenznehmer im Optikbereich ist eine Markteinfihrung des Nanoskops ab
sofort méglich.
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