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B Mithilfe hochauflésender Fluoreszenz-
mikroskopie-Techniken lassen sich intrazel-
luldre Strukturen mit hohem Kontrast analy-
sieren und Dynamiken einzelner Molekiile
in lebenden Zellen verfolgen. Die grundle-
gende Idee dieser neuen Methoden liegt dar-
in, die durch Beugung beschriankte Auflo-
sungsgrenze der Lichtmikroskopie geschickt
zu umgehen: Die Fluoreszenz einzelner Fluo-
rophore wird mittels ihrer photochemischen
oder -physikalischen Eigenschaften moduliert
und so die Menge der ,angeschalteten“ fluo-
reszierenden Molekiile in einer Probe kon-
trolliert. In der Lokalisationsmikroskopie wer-
den dann die Positionen der Fluorophore aus
ihren Beugungsmustern bestimmt und
anschlieBend als Koordinaten eines rekon-
struierten Bildes mit einer raumlichen Auf-
losung von wenigen Nanometern dargestellt.
Durch das zeitlich aufgeloste Photoschalten
aller Fluorophore entsteht ein kumulatives,
hochaufgeldstes Bild der untersuchten Struk-
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tur (Abb. 1, [1]). 2014 wurde den Pionieren
der hochauflosenden Methoden, Eric Betzig,
Stefan W. Hell und William E. Moerner, der
Nobelpreis fiir Chemie zuerkannt.

Durch eine gute Kenntnis der verwendeten
Fluorophore und Markierungsstrategien kon-
nen auch absolute Molekiilanzahlen, z. B. die
Anzahl der RNA-Polymerasen in einer Esche-
richia coli-Zelle (Abb. 1C), bestimmt werden
[2]. Auch die Anderung der Anzahl und Ver-
teilung eines Proteins in verschiedenen Pha-
sen des Zellzyklus ist verfolgbar: Das centro-
merspezifische Histon CENP-AC™! der Spalt-
hefe Schizosaccharomyces pombe beispiels-
weise wird — nach Halbierung seiner Anzahl
wihrend der Mitose — nur in der G2-Phase
wieder aufgefiillt [3].

Die raumliche Organisation der Molekiile in
der Zelle und die effiziente Koordination der
verschiedenen intrazellularen Prozesse, z. B.
die parallele Transkription, Replikation und
Segregation desselben DNA-Strangs in E. coli,
héangt stark von den Umwelt- und zellularen
Bedingungen ab [2, 4]. Mithilfe der Einzel-
molekiildaten konnen dreidimensionale Kar-

E. coli RNA-Paly!

RNA-Polymerase-Cluster

A Abb. 1: Fluoreszenzmikroskopie offenbart zelluldre Strukturen. A, fluoreszenzmarkierte
RNA-Polymerasen in schnell wachsenden E. coli (die angedeutete Zellhiille ist gelb punktiert). Die
hochaufgeldste Lokalisationsmikroskopie trennt die Fluoreszenzsignale durch photoschaltbare
Fluorophore zeitlich auf (Fluoreszenzspots einzelner Fluorophore, unten). B, C, Mithilfe der sepa-
rierten Einzelzellmolekiilfluoreszenz kann deren rdumliche Position (griine Koordinate zeigt die
ermittelte Position des Fluorophors) bestimmt werden. Die Aktivierung, Messung und Auswertung
aller Fluorophore (5.000 bis 20.000 Einzelbilder, B, unten) deckt die detaillierte raumliche Organi-
sation der RNA-Polymerasen auf (C, mit angedeuteter Zellhiille). Mit dichteabhangigen Algorith-
men werden die Bereiche starker Polymeraseprasenz (C, griin, mit absoluten Proteinanzahlen)
innerhalb der DNA-gebundenen RNA-Polymerase-Verteilungen auf den Nukleoiden (blaue Cluster)

quantifiziert.
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ten der Verteilung von individuellen Proteinen
sowie von Proteinkomplexen in ihrem zellu-
laren Kontext erstellt werden. Die raumliche
Organisation der Molekiile im Zellvolumen
ist durch dichteabhédngige Clustering-Algo-
rithmen quantifizierbar: Die Verteilung der
DNA-gebundenen RNA-Polymerasen in
schnell wachsenden E. coli beispielsweise
spiegelt auf groBer Skala die Struktur der
Nukleoide wider (Abb. 1C, blau), zeigt aber
im Detail dichtere Bereiche, welche die star-
ke Transkription bestimmter Gene, etwa
der rRNA-Operons offenbart (Abb. 1C, griin,
[2, 4)).
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