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MIKROSKOPIE

Laser-Mikroskopie
in Histochemie
und Zellbiologie

K.-J. Halbhuber, K. Kénig

Die Laser-Mikroskopie in ihrer gesamten Breite bietet viele Moglich-
keiten fiir die Biomedizin. In den letzten Jahren hat sie die Aussagekraft
morphologischer und zellbiologischer Verfahren im Hinblick auf sensi-
tive und prazise Lokalisation und Erfassung von natiirlichen Zelleigen-
schaften in situ (Enzymaktivitdt, Antigenizitdit, Mobilitdt, Vitalitdt)
revolutioniert. Auch die experimentelle Beeinflussung und das Hand-
ling vitaler Einzelzellen ist durch die Laser-Mikroskopie einfacher
geworden. lhr Einsatz als geeignetes Instrumentarium im Dienst medi-
zinischer Diagnostik und Therapie wird in absehbarer Zeit méglich

sein.

Histochemie

Lichtmikroskopisch-histochemische
Methoden sind in der heutigen moder-
nen Morphologie und Zellbiologie
ebenso essentiell wie in der klinisch
orientierten Bioptat-Diagnostik. Der
hohe Stellenwert ist begriindet durch
die besondere Leistungsfahigkeit. Es
konnen damit Biomolekiile hochsen-
sibel erfaBt und deren biologische
Eigenschaften in ihrer natiirlichen
strukturellen Umgebung belegt wer-
den. Der ortsgetreue Nachweis in
Kryostat-, Paraffin- oder Kunststoff-
schnitten gelingt in der Regel mit
ausgefeilten immunhistochemischen
Techniken, wihrend durch die An-

Abb. 1: Uratoxidase, Leber, Ratte. Reflektanzmode, Ar+-Laser.
Cerium-IV-PRP in den Peroxisomen der Hepatozyten zeigen eine
deutliche Enzymreaktion. Balken: 25 pm.
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wendung katalytisch-histochemischer
Verfahren enzymatische Aktivititen
sichtbar gemacht werden konnen.

In beiden Fillen werden hohe Anfor-
derungen an die Histochemie gestellt:
hohe Sensibilitit, geringe Artefaktan-
félligkeit (Vermeidung von Affinitits-
und Diffusionsartefakten) und maxi-
male Spezifitit (Selektivitit). Dies
kann nur erreicht werden, wenn das
primdre Reaktionsprodukt einerseits
und die Visualisationsreaktion ande-
rerseits optimiert wurden. Im Falle
einer immunhistochemischen Reak-
tion wird der terminale Antikorper
entweder fluorophor- oder enzym-
markiert (intestinale alkalische Phos-

phatase, Peroxidase). Beide Moglich-
keiten sind nahezu gleichwertig.

Zur Detektion von Enzymaktivititen
hat sich neuerdings Cerium I1I als Fil-
lungs-(Capture-)Agens bewdahrt [1].
Hierdurch kann beispielsweise eine
wichtige Enzymklasse, die Phospho-
hydrolasen, licht- wie auch elektro-
nenmikroskopisch besonders qualifi-
ziert und zuverldssig in Schnitten und
Einzelzellen abgebildet werden. Dazu
wird das enzymatisch aus dem Sub-
strat freigesetzte anorganische Phos-
phat durch freie Cerium-Kationen
zu fein amorphem, weifllich geton-
tem Cerium-III-Phosphat besonders
schnell gefillt (primdres enzymati-
sches Reaktionsprodukt, PRP).

Auch H,0,-generierende Oxidasen
(D-Aminosidureoxidase, Uratoxidase,
Monoaminooxidase u. a.) konnen
zuverldssig mit diesem Capture-
Agens histochemisch lokalisiert wer-
den (Abb. 1). Das freigesetzte H,0,
reagiert schnell mit Cerium-III-Katio-
nen zu dem schwerloslichen, gelblich
gefarbten PRP Cerium-III/IV-Perhy-
droxid. Peroxidase- und Cytochrom-
C-Oxidase-Aktivitdt lassen sich orts-
gerecht besonders sensitiv iiber die
Bildung von tiefbraunem Cerium-
oder blau-schwarzen Nickel-DAB-
Komplexen als PRP visualisieren [1,
2).

Konfokale
Reflektanz-Laser-
Scanning-Mikroskopie

Cerium-generierte PRP lassen sich an
Vibratom- und Kryostatschnitten

Abb. 2: 5'-Nucleotidase, Leber, Ratte. Reflektanzmode (rot) —
Autofluoreszenz (grtin), Falschfarben-Overlay, Art-Laser. Cerium-
IV-PRP ist reichlich vorhanden im Bereich der Sinusendothelien
und im Bindegewebe um eine Zentralvene. Balken: 25 pm.
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Abb. 3: Immunhistochemische Darstellung von Cytokeratin (monoklonaler Pancytokera-
tin-Antikérper KL1) in Epithelzellen des Ubergangsepithels, menschlicher Ureter.
APAAP-Technik. Cerium-IV-PRP. Balken: 25 pm.

a: Reflektanz, Falschfarben — Autofluoreszenz-Overlay,

b: selektive Reflektanz,

c: Transmission, Falschfarben - Autofluoreszenz-Overlay,

d: selektive Transmission.

besonders eindrucksvoll mit der

Laser-Scanning-Mikroskopie erfas-

sen. Unter Ausnutzung des konfoka-

len Abbildungsprinzips konnen sehr
geringe Mengen PRP in 30-60 pm
dicken Vibratomschnitten, in 3—10 pm
dicken Kryostatschnitten oder in Par-
affinschnitten im Reflektanzverfahren

— also unter Ausnutzung der vom Pri-

zipitat  reflektierten/riickgestreuten

Laser-Photonen (Argon-lonen-Laser

[Ar*-Laser], 488 nm) — mit hoher

raumlicher Auflosung erfait und

abgebildet werden.

Gegeniiber konventioneller Lichtmi-

kroskopie ergeben sich daraus folgen-

de Vorteile:

1. Screening des PRP-Verteilungsmu-
sters in Schnitten und Einzelzellen
mit der Option einer 3D-Analyse
(s;optical sectioning‘),

2. groBere Auflosung und damit feine-
re Lokalisation,

3. gesteigerte Empfindlichkeit und
damit Erfassung geringerer PRP-
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Mengen und PRP-Konzentratio-

nen.
Umfangreiche Untersuchungen erga-
ben, da3 Cerium-IV-haltige PRP eine
hohere Reflektanzintensitit aufwei-
sen als ihre Cerium-III-Derivate. Es
empfiehlt sich daher, die inkubierten
Schnitte einer Oxidation unmittelbar
vor der Laser-Mikroskopie zu unter-
ziehen [2]. Durch Falschfarben-Over-
lay kann deutlich zwischen Cerium-
IV-PRP in der Reflektanzmethode
und Autofluoreszenz unterschieden
werden (Abb. 2).

Laser-Transmissions-
Mikroskopie

Cerium-IV-PRP sind in der Regel
gelblich-braun getont und absorbieren
daher 488 nm-Photonen der Ar*-
Laser-Strahlung, wodurch eine sen-
sitive  Transmissions-Mikroskopie
moglich wird (Abb. 3). Da der Trans-
missionsmode die Eigenschaft der

Abb. 4: Zwei-Photonen-angeregte Fluo-
reszenz des Mitochondrienmarkers Rho-
damin 123 in vitalen Chinesischen-Ham-
ster-Ovarienzellen mittels Femtosekun-
den-NIR-Mikroskop (Anregungswellen-
l&nge: 777 nm).

Konfokalitit entbehrt, sollten mdg-
lichst diinne Schnitte, z. B. 0,5-1 pm
dicke Kunststoffschnitte (z. B. Epon),
untersucht werden. Bei hinreichend
diinnen Schnitten sind Abbildungen
mit hohem Kontrast und hoher Schir-
fe moglich. Der Kontrast der PRP
kann zusitzlich elektronisch erhoht
werden (digitale Kontrasterhohung).
Besonders bewihrt hat sich das Ver-
fahren auch zur Darstellung fragmen-
tierter DNA in Kernen von Zellen, die
sich im Stadium der Apoptose (pro-
grammierter Zelltod) befinden [3].

Laser-Skalpell

Neben der beschriebenen Anwendung
von Laser-Mikrostrahlen als analyti-
sches Werkzeug werden fokussierte
Laser-Strahlen auch als destruktives
bzw. mikrochirurgisches Werkzeug
(,.intrazelluldres Laser-Skalpell) ein-
gesetzt.
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Tschachotin beschrieb bereits 1912
eine Methode zur Fokussierung kon-
ventioneller UV-Quellen, die er fiir
eine selektive Zellzerstorung einsetzte
[4]. Mit der Entwicklung des Lasers,
insbesondere gepulster Laser-Quel-
len, wurde die selektive und effiziente
Destruktion im  Submikrometer-
Bereich moglich. Zwei Jahre nach
dem Bau des ersten Lasers bestrahlte
Bessis Zellen mit fokussierter Strah-
lung eines Rubin-Lasers [5]. In den
Jahren 1965 und 1969 wurde in
wScience” bzw. ,Nature iiber die
Laser-induzierte Zerstorung einzelner
Mitochondrien bzw. Chromosomen
berichtet [6, 7].

Neue Applikationen wurden mit der
Verwendung von Laser-Mikrostrah-
len zur Mikroinjektion von Fremd-
DNA und zur Zellfusion eréffnet [8].
Die beschriebenen Applikationen der
Laser-Mikroskopie beruhten aus-
nahmslos auf der Verwendung von
Laser-Strahlung im UV- und VIS-
Spektralbereich (Reviews z. B. [9,
10]).

Laser-Pinzette

Bereits 1619 vertrat Keppler die
Hypothese, da3 die Ablenkung des
Kometenschweifs durch den Druck
der Sonnenstrahlung verursacht wird.
1901 erfolgte durch Lebedev der erst-
malige experimentelle Nachweis des
Lichtdruckes. Der Sonnenstrahl-
Druck, eine der wesentlichen Mecha-
nismen der interstellaren Partikeldy-
namik, betrdgt auf der Erdoberfliche
jedoch nur geringe Werte im ng/cm?-
Bereich. Erst durch den Druck der
Laser-Strahlung konnten optische
Krifte generiert werden, die fiir die
optische Mikromanipulation von Ato-
men bis zu Teilchen im Mikrometer-
bereich genutzt werden konnten.

Von ersten Applikationen des Laser-
Lichtdruckes wurde 1970 durch Ash-
kin berichtet [11]. Thm gelang die
Beobachtung, dal mikrometergrof3e
dielektrische Kiigelchen durch den
Druck eines schwach fokussierten
Ar*-Lasers (488 nm, 19 mW) in den
Laser-Strahl gezogen und in Strahl-
richtung beschleunigt werden konn-
ten. Durch zwei entgegengesetzt
gerichtete Strahlen wurde die Sphire
an einem Ort , fixiert“. 1986 konnte
durch die Einfiihrung der Gradienten-
falle unter Verwendung eines einzel-
nen Ar*-Mikrostrahls eine stabile
Lichtfalle (optische Falle) konstruiert
werden [12].
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rste Applikationen dieser Lichtfalle
beziiglich der Mikromanipulation
biologischer Objekte erfolgten zu-
néchst mit dem ungeeigneten 488-nm-
Mikrostrahl [13]. Der ,,Durchbruch®
fiir biologische Applikationen der
Lichtfalle wurde im gleichen Jahr mit
der Verwendung eines Mikrostrahls
im Nahen Infrarot (NIR, 700-1200
nm) erzielt [14]. Durch den Einsatz
von NIR-Mikrostrahlung im ,,Opti-
schen Fenster von biologischen Zel-
len wurde erstmals eine kontakifreie,
sterile, minimal-invasive Mikromani-
pulationvon Zellen und auch von Zell-
bestandteilen im Innern der ungeoff-
neten Zelle moglich [15]. °

Typischerweise liegen die durch die
Optische Falle induzierten Krdfte im
Pico-Newton-(pN-)Bereich. ~ Durch
geeignete Fokussierung eines einzel-
nen NIR-Strahles ist die Erzeugung
von Kriften in Gegenstrahlrichtung
und die Konstruktion einer rdumlich
stabilen Gradientenfalle moglich.
Dadurch konnen Zellen eingefangen
und stabil positioniert werden. Erst-
mals wird damit eine Vielzahl von
Untersuchungen an mobilen Einzel-
zellen moglich. Durch Strahlverschie-
bung wird zudem eine gesteuerte 3D-
Positionierung der Zelle/ Zellorganel-
le gewihrleistet. Dies wird beispiels-
weise in der Laser-gestiitzten In-vitro-
Fertilisation genutzt, bei der im Fall
méannlicher  Infertilitit  einzelne
Spermzellen geringer intrinsischer
Bewegungskraft  kontrolliert ~ der
Eizelle zugefiihrt werden.

Die direkte Proportionalitét von Trap-
ping-Kraft und In-situ-Laser-Lei-
stung ermoglicht den Einsatz der
Lichtfalle als Optischen Kraftmesser.
Die in Gradientenfallen generierten

‘Transmission die vom Objekt reflektierten/durchgelassenen Laser-Photonen gemes-

Glossar

Laser
Lichtverstarker (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation). 1960 gelang
es, die Emission von Lichtstrahlen gezielt zu induzieren. Neben Festkorper-Lasern
(Rubin, Neodymglas) werden Gas-Laser (Helium-Neon, Argon), Halbleiter-Laser
sowie Farbstoff-Laser eingesetzt. Laser-Licht zeichnet sich durch Monochromasie,
Koharenz, geringe Divergenz, extreme Leistungsdichte und hohe Fokussierbarkeit
aus. Dies ermdglicht eine Konzentration von Energie auf kleinste Fléchen.

Scanning

Bei der Laser-Scanning-Mikroskopie wird das zu untersuchende Objekt punktweise
mit einem fokussierten Laser-Strahl abgetastet und das sekundare Licht Uber Photo-
multiplier: gemessen. Bei Reflektanz werden die vom Objekt riickgestreuten, bei

sen. Zudem kann die induzierte Fluoreszenzstrahlung erfaBt und quantifiziert werden.
Aus den Daten kann ein digitales Bild rekonstruktiert werden.

konfokal

Durch entsprechende Blendenanordnung ist es moglich, Fluoreszenzlicht und reflek-
tiertes/riickgestreutes Licht aus nur einer Fokusebene zu detektieren; es entsteht ein
sog. optischer Schnitt. Mehrere solcher Schnitte in verschiedenen Tiefen kénnen die

Information fr ein dreidimensionales Bild liefern.

pN-Trapping-Krifte liegen im Be-
reich zelluldrer Kriifte, wie z. B. die
der ,,Motorproteine“ Myosin, Dynein
und Kinesin. Die Trapping-Krifte
erméglichen das Stretching (Dehnen)
von Makromolekiilen wie DNA oder
RNA und den kontrollierten intrazel-
luléiren Transport von Zellorganellen
[16].

NIR-Gradientenfallen wurden zur

‘Charakterisierung verschiedener Zell-

funktionen genutzt: den Rotationsmo-
tor in begeiRelten Bakterien [17], die
Krifte fiir den Organellen-Transport
[18], das Bewegungsprotein Kinesin
[19] sowie die Elastizititseigenschaf-
ten der DNA [20, 21, 22]. Konig et al.
bestimmten mit 800-nm-Laser-Fallen
die lineare Bewegungskraft humaner
Spermzellen zu ~40 pN [23].

Laboratory

Blutgas
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Klinische Chemie

Klausnerring 4
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Zwei-Photonen-
Mikroskopie

Photonenflufdichten von mehr als
10** Photonen cm™s™ ermoglichen
eine sog. Zwei-Photonen-Anregung,
die auf der simultanen Absorption
zweier NIR-Photonen basiert. So
erlaubt beispielsweise die Zwei-Pho-
tonen-Absorption von NIR-Photonen
im Spektralbereich 700-800 nm die
Anregung von endogenen und exoge-
nen Chromophoren, die im Fall gerin-
ger Photonenfluldichten nur Strah-
lung im UVA-Bereich (320-400 nm)
absorbieren. NIR-Mikrostrahlung ho-
her Photonenfluldichte kann somit
z. B. durch Zwei-Photonen-angeregte
Fluoreszenz neuartige zelldiagnosti-
sche Methoden ermoglichen.

Die Moglichkeit der Multiphotonen-
Anregung elektronischer Zustinde
wurde 1931 durch Frau Maria Gop-
pert-Meyer vorausgesagt [24], mit der
Bereitstellung von Lasern 1961 reali-
siert [25] und fiir die Zwei-Photonen-
Fluoreszenzmikroskopie erstmals
1990 genutzt [26]. Konig et al.
demonstrierten Zwei-Photonen-ange-
regte Fluoreszenz mittels Lichtfallen
geringer Leistung [27].

Die Zwei-Photonen-NIR-Mikrosko-
pie erweist sich als zukunftstrichtige
neuartige Methode in der Diagnostik
von Vitalzellen und stellt moglicher-
weise eine wesentliche Verbesserung
gegeniiber konventioneller UVA-
Mikroskopie dar. Insbesondere wird
die Gesamtstrahlungsbelastung ge-
ring gehalten, da eine Absorption der
NIR-Photonen aufierhalb des Fokus-
bereiches vermieden wird und eine

mta 11 (1996) 11
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Fluorophor-Anregung nur in einem
geringen Anregungsvolumen hoher
Photonenfluldichte von ca. 0,1 Fem-
toliter erfolgt. Durch die Abwesenheit
von ,,out-of-focus‘‘-Fluoreszenz wird
Untergrundfluoreszenz ~ vermieden
(Abb. 4).

Mittels Laser-Scanning unter Ausnut-
zung von Femtosekunden-Pulsen
hoher Repetitionsrate (ca. 100 MHz)
wird eine effiziente 3D-Darstellung
ohne Einfiithrung von Lochblenden
moglich und damit eine vollkommen
neuartige Alternative zur konfo-
kalen  Laser-Scanning-Mikroskopie
geschaffen [28]. Zudem kann durch
die Verwendung ultrakurzer Pulse die
ortsabhingige Fluoreszenzabkling-
zeit prinzipiell erfait und somit die
Moglichkeiten konventioneller Flu-
oreszenzmikroskopie wesentlich er-
weitert werden [29]. Durch die Bereit-
stellung kommerziell erhaltlicher
modensynchronisierter  Ti:Sa-Laser
mit Pulsbreiten im Femtosekunden-
Bereich stehen effiziente Anregungs-
quellen fiir Zwei-Photonen-Mikro-
skope zur Verfiigung. Diese Anre-
gungsquellen werden durch die
gegenwirtige Entwicklung kompak-
ter Festkorper-Femtosekunden-Laser
demniéchst wesentlich an Attraktivitit
gewinnen. |
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Zeit moglich sein.

von Lochblenden.

B Die Laser-Mikroskopie ermdglicht eine sensitive und prizise Lokalisa- “
tion und Erfassung von natiirlichen Zelleigenschaften in situ (Enzym-
aktivitit, Antigenizitit, Mobilitdt, Vitalitit).

W Laser-Skalpell und Laser-Pinzette haben die experimentelle Beeinflus-
sung und auch das Handling vitaler Einzelzellen in vitro revolutioniert.

B Die Anwendung der Laser-Mikroskopie als geeignetes Instrumentarium
im Dienst medizinischer Diagnostik und Therapie wird in absehbarer

B Die Zwei-Photonen-Absorption von NIR-Photonen erlaubt im Spektral-
bereich von 700-800 nm die Anregung von endogenen und exogenen
Chromophoren, die im Fall geringer PhotonenfluBdichten nur Strahlung
im UVA-Bereich (320400 nm) absorbieren.

B Die neuartigen Zwei-Photonen-Femtosekunden-Mikroskope erlauben
eine 3D-Darstellung von Zellen und Zellbestandteilen ohne Einfithrung
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