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rung im Gewebe werden Antikörper jedoch 
nicht mehr gerecht.

Grenzen herkömmlicher 
Markierungswerkzeuge in der 
modernen Nanoskopie
Zwar konnte die klassische Fluoreszenz-
mikroskopie bedeutend zum Verständnis 
zellulärer und biochemischer Prozesse sowie 
von Krankheiten beitragen, ihre Aufl ösung 
war jedoch lange durch die Wellenlänge des 
verwendeten Lichts, etwa 250 Nanometer, 
begrenzt. Das ist genug, um Proteine zellu-
lären Organellen zuzuordnen, aber unzurei-
chend für die Erforschung vieler zellulärer 
Ultrastrukturen oder gar einzelner Protein-
komplexe. Neue, superaufl ösende Mikrosko-
pietechniken erlaubten es, diese Barriere zu 
umgehen und ermöglichen heute nanoskopi-
sche Studien, also im Bereich weniger Nano-
meter, und damit nahe der Größe von Prote-
inen (Abb. 1A). Für die hochaufl ösende Bild-
gebung bildeten die herkömmlichen Markie-
rungswerkzeuge, also Antikörper und Prote-
in-Tags, jedoch neue Grenzen: Durch ihre 
eigene Größe erzeugen sie sowohl einen 
deutlichen Signalversatz als auch einen Sig-
nalverlust (Abb. 1B). Dies führt zu Bildge-
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ó Die Zelle und die Gesamtheit ihrer Teil-
komponenten, überwiegend Proteine, ist 
ein fundamentaler Baustein des Lebens. 
Anders als bei vielen biochemischen Metho-
den, erlauben moderne bildgebende Ver-
fahren die Untersuchung von Zellen und 
ihrer Einzelkomponenten im weitgehend 
intakten Zustand. Für konventionelle Mikro-
skopieverfahren konnten sich fl uoreszie-
rende Protein-Tags und farbstoffmarkierte 

Antikörper als die zentralen und nahezu 
universell einsetzbaren Werkzeuge zur Pro-
teinmarkierung durchsetzen. Anders als 
Tags wie das grün fl uoreszierende Protein 
können Antikörper als Affi nitätssonden – 
also auch ohne komplexe oder störende 
genetische Manipulationen – direkt einge-
setzt werden. Den Anforderungen neuer 
hochauflösender Mikroskopieverfahren 
sowie den Ansprüchen zur Proteinmarkie-

Fluoreszenzsonden

Innovative affi nitätsbasierte Markie-
rungen für die High-End-Mikroskopie

˚ Abb. 1: Aufl ösung verschiedener Mikroskopieverfahren und Affi nätssonden-abhängiger Aufl ösungsverlust. A, Aufl ösungsbereich häufi g eingesetzter 
moderner Mikroskopieverfahren. SPIM: selective/single plane illumination microscopy; 2PM/3PM: 2/3-photon microscopy; CLSM: confocal laser 
scanning microscopy; SIM: structured illumination microscopy; STED: stimulated emission depletion microscopy; SMLM: single-molecule localization 
microscopy; EM: electron microscopy. B, Aufl ösungsbeschränkungen konventioneller Affi nitätsmarkierungen. Affi nitätsmarker, einschließlich Anti-
körper und Nanobodies, versetzen den eingesetzten fl uoreszierenden Marker gegenüber dem eigentlichen Zielprotein. Der damit verbundene Fehler 
zwischen dem nativen zellulären Zielprotein und dem abgebildeten Farbstoff verringert die Bildaufl ösung. Die Markierungsdichte ist für Antikörper und 
Nanokörper im Allgemeinen auch durch die Zugänglichkeit von Epitopen und sterische Beschränkungen begrenzt. Die resultierende begrenzte Bin-
dungseffi zienz führt zu erheblichen Informationsverlusten in der Bildgebung. Affi nitätssonden mit idealer Größe, Affi nität und Selektivität markieren 
das Zielprotein mit hoher Dichte und Verschieben den eingesetzten Fluorophor nur minimal. Die Daten bilden die tatsächliche Struktur ab.
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zu 1,5 Zentimeter dicken Gewebsschnitten 
[5]. Der Einsatz synthetischer kleiner Affi ni-
tätssonden kann einerseits deutlich größere 
Eindringtiefen ermöglichen, andererseits 
auch wesentlich zur Verbesserung der Mar-
kierungseffi zienz beitragen. Während Anti-
körper bei der Anwendung in Zellkulturen 
normalerwiese eine gute Markierungseffi -
zienz erreichen, leidet diese häufi g im Gewe-
be unter ihrer Größe und Tendenz zur Ver-
netzung [6]. So zeigte die Antikörpervalidie-
rung im Rahmen des Human-Protein-Atlas-
Projekts, welche auf der Basis von Western 
Blots und Gewebe-Mikroarrays durchgeführt 
wurde, dass über die Hälfte der über 5.000 
getesteten kommerziellen Antikörper bei 
Gewebeanwendungen versagen [7]. Demge-
genüber erreichen kleine synthetischen Affi -
nitätssonden aufgrund ihrer reduzierten 
Größe häufi g eine schnellere und größere 
Eindringtiefe in das Gewebe und dement-
sprechend eine höhere Markierungseffi zienz 
(Abb. 3, [7]). Darüber hinaus sind die kleinen 
synthetischen Sonden weniger empfi ndlich 
gegenüber den eingesetzten Gewebereini-
gungsansätzen und Fixierungsmethoden, 
was eine wesentlich einfachere Gewebehand-
habung ermöglichen kann.

Einschränkungen neuer 
Affi nitätssonden
Im Vergleich zu dem riesigen Repertoire ver-
fügbarer Antikörper ist die Anzahl verfüg-
barer proteinbasierter und synthetischer 
Affi nitätssonden noch überschaubar. Bisher 

kierung, was sie für quantitative Studien 
ungeeignet macht. Darüber hinaus sind ihre 
Entwicklung, Produktion und Validierung 
komplex und umfassen häufi g noch immer 
Tierver suche.

Synthetische Affi nitätssonden
Eine Alternative zu Antikörpern und klassi-
schen proteinbasierten Sonden sind rein 
synthetische Affi nitätssonden. Ihre physika-
lische Größe ist, mit Ausnahme von Apta-
meren, deutlich kleiner, was zu einer dras-
tischen Aufl ösungsverbesserung und maxi-
mierten Lokalisierungspräzision führt. Syn-
thetische Sonden umfassen dabei sowohl 
Peptide und peptidomimetische Verbin-
dungen, wie Lifeact, Sylite [3] und Sir-Actin 
[4], als auch Oligonukleotid-basierte Mole-
küle (Aptamere). Insbesondere die pepti-
dischen Sonden haben – dank ihrer geringe-
ren Größe und leicht anpassbaren Eigen-
schaften (Ladung und Hydrophobizität) – das 
Potenzial, Proteine auch   in lebenden Zellen 
ohne genetische Manipulationen zu markie-
ren [2, 4].

Affi nitätssonden in der 
Gewebebildgebung
Neue KI-Deep-Learning-Algorithmen gepaart 
mit verbesserten Gewebereinigungsansätzen 
haben das Potenzial, die Kartierung einzel-
ner menschlicher Organe bis hin zu vollstän-
digen Tieren auf zellulärer Ebene zu ermög-
lichen. Optimierte Verfahren erlauben 
bereits die Kartierung von Proteinen in bis 

bungsartefakten und begrenzt die Aufl ösung 
erheblich [1]. Zur Markierung in hochaufl ö-
senden bildgebenden Verfahren sind klassi-
sche Antikörper daher nicht mehr das Mittel 
der Wahl.

Proteinbasierte Affi nitätssonden
Die Nachfrage nach geeigneten Sonden führ-
te zu neuen konkurrierenden proteinbasier-
ten Affi nitätssonden wie den antibody-derived 
antigen-binding fragments, den single chain 
variable fragments sowie den Nanobodies 
(VHH) (Abb. 2) und einer Reihe von alterna-
tiven molekularen Gerüsten wie der Fibro-
nektin-Typ-III-Domäne. Im Vergleich zu Anti-
körpern haben diese Pro tein-Affinitäts-
sonden eine kleinere Größe, die den signal 
offset reduziert und eine Aufl ösungsverstär-
kung und eine bessere Lokalisierungspräzi-
sion [2] ermöglicht. Da die neuen Affi nitäts-
sonden auf Proteinbasis häufi g nicht mehr 
auf ein oxidierendes Milieu angewiesen sind, 
lassen sie sich, nach einer Transfektion oder 
Transduktion, auch als Marker in lebenden 
Zellen einsetzen.

Auch wenn diese Sonden einen deutlichen 
Aufl ösungsgewinn brachten, so leiden sie 
doch noch immer unter den gleichen schwer-
wiegenden Einschränkungen: Die Sonden auf 
Proteinbasis können nur nach genetischen 
Manipulationen eingesetzt werden, um 
in trazelluläre Komponenten in intakten 
lebenden Zellen oder Gewebeschnitten sicht-
bar zu machen. Diese Verfahren erlauben 
jedoch häufi g keine stöchiometrische Mar-

˚ Abb. 2: Größenvergleich proteinbasierter und synthetischer Affi nitätssonden. Die Größe der verwendeten Sonde korreliert direkt mit der Lokalisie-
rungspräzision und der Eindringtiefe im Gewebe. Proteinbasierte Affi nitätssonden (links) versetzen den eingesetzten fl uoreszierenden Farbstoff um 
6 bis 12 nm gegenüber dem eigentlichen Zielprotein. Der damit verbundene Fehler zwischen dem nativen zellulären Zielprotein und dem abgebildeten 
Farbstoff verringert die Bildaufl ösung. Darüber hinaus beschränken die resultierenden sterischen Beschränkungen die Bindungseffi zienz, was zusätz-
lich zu erheblichen Informationsverlusten führt. Synthetische Affi nitätssonden (rechts) markieren das Zielprotein potenziell stöchiometrisch und mit 
hoher Dichte. Sie verschieben den eingesetzten Fluorophor nur minimal; die Fluoreszenzsignale können die tatsächliche Struktur aufl ösen und erlau-
ben darüber hinaus quantitative Aussagen über das Zielprotein.
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und Gewebe zu einem unentbehrlichen 
Werkzeug werden.
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brangängig und damit direkt auf lebenden 
Zellen anwendbar. Ein häufi g genannter Kri-
tikpunkt ist jedoch die potenzielle Störung 
von Proteinfunktionen. Tatsächlich adressie-
ren niedermolekulare und peptidbasierte 
Liganden vielfach Proteinoberfl ächen, wel-
che in vivo kritische Proteininteraktionen 
vermitteln oder sie sind sogar selbst Frag-
mente oder Mimetika endogener Bindungs-
partner [8].

Perspektive
Affinitätsbasierte Markierungsmethoden 
sind ideal für die effektive und präzise Mar-
kierung endogener Proteine in fi xierten und 
lebenden Zellen und insbesondere in Gewe-
ben. Neue, rein synthetische Affi nitätsson-
den helfen, das volle Potenzial hochaufl ösen-
der Bildgebungsverfahren zur zuverlässigen 
Untersuchung von nativem Gewebe, ohne 
weitere genetische Manipulationen zu entfal-
ten. Bisher sind diese Werkzeuge nur für 
eine begrenzte Anzahl von Proteinen verfüg-
bar und ihre Auswirkungen auf die Funktion 
der markierten Proteine sind teilweise noch 
unzureichend beschrieben. Die Kombination 
verbesserter virtueller Vorhersage [9] mit 
neuen Büchereitechnologien auf Basis biolo-
gisch-synthetischer Phagen [10] oder Hoch-
durchsatzsynthese und Ausleseverfahren 
[11, 12] könnte die Anzahl verfügbarer syn-
thetischer Affi nitätssonden in den nächsten 
Jahren drastisch steigern. Mittel- bis langfris-
tig könnten synthetische Affi nitätssonden 
damit zumindest für High-End-Mikroskopie-
verfahren und beim Studium nativer Zellen 

ist insbesondere die Entwicklung syntheti-
scher Sonden ein komplexer und noch nicht 
vollständig standardisierter Prozess, der die 
Affi nitätsreifung des anfänglichen Liganden 
und seine Konjugation an geeignete organi-
sche Fluorophore beinhaltet. Neben univer-
sellen Ansätzen für ihre Entwicklung und 
Produktion fehlt es auch an einer umfassen-
den Charakterisierung und Validierung der 
neuen Sonden. Für die peptidbasierten Son-
den ist eine Verbesserung zu erwarten, da 
ihre Entwicklung und Synthese nach gut 
standardisierbaren Verfahren stattfinden 
kann.

Im Vergleich zu Antikörpern, bei denen 
das Signal – häufi g unvermeidbar – durch 
überstoichiometrische Zweitantikörperbin-
dung oder Fluorophorkonjugation deutlich 
verstärkt wird, tragen synthetische affi ni-
tätsbasierte Sonden normalerweise eine 
 feste Anzahl von Fluorophoren, häufig 
 einen einzigen. Zwar ermöglicht eine stö-
chiometrische Markierung eine genaue 
Quantifi zierung des Zielproteins, sie redu-
ziert aber gleichzeitig deutlich die Aus-
leseintensität und damit Sensitivität der 
Detektion.

Visualisierung endogener Proteine 
in der lebenden Zelle
Eine besondere Herausforderung für Affi ni-
tätssonden ist ihre Anwendung auf lebenden 
Zellen ohne genetische Manipulation. Anders 
als proteinbasierte Sonden sind synthetische 
Sonden aufgrund ihrer geringen Größe nach 
geeigneten Anpassungen durchaus zellmem-

˘   Abb. 3: Synthetische Affi nitätssonden ver-
einfachen und verbessern Proteinmarkierungen 
im Gewebe. Maus-Hippocampus-Gewebefär-
bung mit Zellkernmarker DAPI (blau), Synapsen-
färbung mit Anti-Gephyrin mAb3B11 (gelb) und 
der peptidbasierten Fluoreszenzsonde Sylite 
(grün). In weiß gezeigt sind die Synapsen, die 
sowohl mit Sylite als auch mAb3B11 markiert 
werden konnten. Oben: 3D-Rekonstruktion des 
Hippocampus-Schnitts. Unten:  volumetrische 
Darstellung des rekonstruierten Abschnitts. Die 
Verteilung vom Sylite ist im gesamten Gewebe 
homogen, während der Antikörper hauptsäch-
lich an Schnittkanten beobachtet wird. Außer-
dem ist eine unspezifi sche Antikörpermarkie-
rung sichtbar, wie die Aggregation auf und im 
Zellkern in der oberen rechten Ecke.
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