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Abstract

Near infrared femtosecond laser microscopes provide new tools
for multi-photon fluorescence diagnostics, nonlinear photochem-
istry and nanosurgery within living cells and tissues. Based on two-
photon excited autofluorescence, non-invasive “optical biopsies”
with high spatial resolution can be obtained from the patients. At
TW/cm*light intensities femtosecond laser pulses enable
nanoprocessing with cut sizes between 100 to 300 nm. The
“nanoscalpel” provides the possibility to perform intracellular
surgery of chromosomes and other organelles.

Kurzfassung

Nahe infrarote Femtosekunden-Lasermikroskope stellen neuartige
Werkzeuge fir die Multiphotonen-Fluoreszenzdiagnostik, die
nichtlineare Photochemie und die Nanochirurgie innerhalb von
Zellen und innerhalb von vitalem Gewebe bereit. Basierend auf
der Zweiphotonen-angeregten Autofluoreszenz kdnnen nichtinva-
siv ,optische Biopsien” mit hoher raumlicher Aufldsung von Pati-
enten erhalten werden. Bei TW/cm? Llichtintensitdten erlauben
Femtosekunden-Laserpulse die Nanobearbeitung mit Schnittbrei-
ten von 100 bis 300 nm. Das ,Nanoskalpell” ermaglicht die
Durchfihrung intrazelluldrer Operationen von Chromosomen und
anderen Zellorganellen.
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1 Einleitung

Konventionelle Lasermikroskope in den Biowissenschaften nutzen
ultraviolette {UV) und sichtbare Strahlung fir eine optische Dia-
gnostik und Mikrochirurgie. Eine breite Anwendung haben insbe-
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sondere konfokale Laserscanning-Mikroskope fir 3D-Fluoreszenz-
bilder zellularer Strukturen gewonnen. Ublicherweise wird sicht-
bare Strahlung eines Helium-Neon-Lasers, Argonionen-Lasers oder
Kryptonionen-Lasers sowie die UV-Strahlung von Gasionen-Lasern
und Stickstoff-Lasern eingesetzt. Eine Vielzahl endogener Fluoro-
phore (z.B. Tryptophan, NADH, NADPH und Flavine) sowie exo-
gener Fluorophore (z.B. DAPI, Hoechst, Fura, Indo) besitzt ledig-
lich Absorptionsbanden im UV- und blauen Spekiralbereich. Die
Verwendung von UV- und kurzwelliger sichtbarer Strahlung hat je-
doch die Nachteile der geringen Lichteindringtiefe und des Poten-
tials umfangreicher photochemisch induzierter Zellschadigung.
Eine neue Richtung in der Lasermikroskopie in den Biowissen-
schaften stellt die Nahe- Infrarot- (NIR) Mikroskopie dar, die auf
der Anwendung von Laserstrahlung im Spekiralbereich von
700 nm bis etwa 1100 nm beruht. Dieser Bereich stellt aufgrund
geringer Absorptions- und Streukoeffizienten das ,optische Fenster
von Zellen und Gewebe” dar. Da der Absorptionskoeffizient von
Wasser unter 0.1 cm™ liegt, sind Zellen ohne Hamoglobin, Mela-
nin und Chlorophyll bei diesen Wellenléngen nahezu transparent.
Die Lichteindringtiefen in biologischem Gewebe liegen im Bereich
einiger Millimeter. Wichtigste Anwendungen der NIR-Mikroskopie
sind die Laserpinzette (,optical trap”) [1] und die Multiphotonen-
Mikroskopie [2].

Die Multiphotonenanregung elektronischer Zustande, basierend
auf der simultanen Absorption von Photonen, wurde 1931 durch
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Abb. 1 Prinzip der nichtresonanten Multiphotonenanregung.
Zwei oder drei NIR-Photonen erméglichen durch simultane Ab-
sorption die Emission sichtbarer Fluoreszenzstrahlung und das
Auslésen photochemischer Reaktionen. Multiphotonenprozesse
unter Mitwirkung von mindestens vier Photonen kénnen einen op-
tischen Durchbruch induzieren.

Fig. 1  Principle of non-resonant multi-photon excitation. Two or
three NIR-photons may induce visible flvorescence and photoche-
mical reactions by simultaneous absorption. Multiphoton proces-
ses involving at least four photons may induce optical breakdown.
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Abb. 2 Schematische Darstellung eines
Multiphotonenmikroskops mit der Méglichkeit
der réumlich aufgelosten Darstellung (i) der
Fluoreszenzintensitit (3D-Imaging), (ii) des
Fluoreszenzspektrums  (Mikrospektrofluoro-
metrie), [iii] der Fluoreszenzlebensdauver (-
mapping, 4D-Mikroskopie) und (iv) fir nano-
chirurgische Eingriffe. Die empfindliche De-
tektion ist mittels Baseport-Detektor méglich.

Fig. 2 Schematic presentation of a mulfi-
photon microscope setup with the possibility
of spatially resolved (i) fluorescence intensity
imaging (3D imaging), (ii) fluorescence spec-
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troscopy [microspectrofluorometry), (i flu-
orescence lifetime mapping (r-mapping, 4D
microscopy) and (iv) for nanosurgery. The
sensitive detection is possible with a baseport
detector.

Frau Goppert-Meyer [3] in ihrer Promotion vorausgesagt, 1961
durch Kaiser und Garret an Leuchtkristallen realisiert [4] und 1990
durch Denk, Strickler und Webb erstmals an biologischen Zellen
durch Kombination eines 100 fs-Farbstofflasers mit einem Scan-
ningmikroskop realisiert [2]. Die nichtresonante Zweiphotonen-
und Dreiphotonen-Anregung intrazellulérer Fluorophore (Abb. 1)
erfordert Photonenflussdichten von > 10 em™s”" bzw. Lichtinten-
sitaten im MW/cm?* bis GW/cm>Bereich. Diese werden durch
beugungsbegrenzte Fokussierung des NIR-Strahls mit einem Ob-
iektiv hoher numerischer Apertur > 1 in einem Sub-Femtoliter Fo-
kusvolumen erzielt. Prinzipiell lassen sich derartige Lichtintensita-
ten bereits bei Einkopplung eines 100 mW cw Lasers erreichen
[5], effizienter erfolgt die nichtlineare Fluoreszenzanregung je-
doch mit ultrakurzen Pulsen im Watt- und Kilowatt-Bereich und mitt-
leren Leistungen < 10 mW. Das geringe Fluoreszenzanregungsvo-
lumen kann mittels Strahlscanner mit typischen Strahlverweilzeiten
von wenigen Mikrosekunden pro Voxel Gber das Target geschoben
und die Fluoreszenz dreidimensional mit Submikrometer-Auflsung
effizient detektiert werden.

2 Aufbau eines Femtosekunden-
Lasermikroskops hoher réaumlicher und
zeitlicher Auflésung

Neben der raumlich aufgelésten Detektion der Fluoreszenzinten-
sitat |(x,y,z), konnen das Emissionsspektrum |(x,y,z,A), Mikrospek-
trofluorometrie und die Fluoreszenzlebensdauer (t(x,y,z); =-map-
ping) erfasst werden. Die Abbildung 2 stellt schematisch unser mo-
difiziertes Laserscanning-Mikroskop dar, das sowohl konfokale
3D-Einphotonen-Mikroskopie als auch 4D-Multiphotonen-Mikro-
skopie (I +7) ermdglicht und auf der Einkopplung der NIR-Strahlung
eines kompakten 1 W, 80 MHz Ti:Saphir-Lasers (,Vitesse”, Cohe-
rent) mit 80 fs Ausgangspulsbreite basiert. Infolge der optischen
Dispersion kommt es bei Transmission der ultrakurzen Pulse insbe-
sondere durch Mikroskop und Zellkammer zu einer Pulsverbreite-
rung auf Werte um 180 fs an der Probe. Typische Werte fir die Di-
spersion und Transmission des Gesamtsystems sind 5000 fs? und
30 % [6].

Die Abbildungen 3 und 4 demonstrieren zweiphotonenangeregte
Fluoreszenzaufnahmen von vitalen Chinesische-Hamster-Ovar
(CHO)-Zellen, die als Zellmonolayer auf dem 170 ym dicken In-
nenfenster einer miniaturisierten Zellkammer (,MiniCeM”, JenLab

GmbH, Jena) unter sterilen Bedingungen kultiviert und mikrosko-
piert wurden. Dargestellt sind Aufnahmen des DNA-Markers
Hoechst in unterschiedlicher Tiefe von Zellen in Metaphase.
Hoechst weist ein Ein-Photonen-Absorptionsmaximum bei 352 nm
auf. Angeregt wurde bei 800 nm mit 2 mW mittlerer NIR-Leistung.
Die Abbildung 4 demonstriert Beispiele von Fluoreszenzabkling-
kurven von interessierenden intrazelluldren Sub-Femtoliter-Volumi-
na von Zellen mit unterschiedlichen fluoreszierenden Proben, die
durch ,Parken” des NIR-Laserstrahls (Spot-Modus) im gewiinschten
Areal mittels Single-Photon-Counting (,SPC 730”, Becker-Hickl
GmbH, Berlin) gewonnen wurden. Durch Scannen mit Bildaufnah-
mezeiten von 10 bis 60 s konnten sowohl die Fluoreszenzintensitat
als auch die komplette Fluoreszenzabklingkurve pro Pixel in ver-
schiedenen z-Ebenen (4D Aufnahmen) von Hoechstinkubierten
Zellen erstellt werden.

3 Die nichtinvasive hochauflésende
optische Biopsie

Eine vielversprechende Applikation der Multiphotonen-Mikrosko-

pie ist die nicht-invasive ,optische Biopsie hoher raumlicher Aufls-
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Abb. 3 3D-Aufnahmen einer Hoechst-markierten vitalen CHO
Zelle durch Zweiphotonen-Anregung mit 170 fs-Laserpulsen.

Fig. 3 3D images of a Hoechstlabeled living CHO cell obtai-
ned by two-photon excitation with 170 fs laser pulses.
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sung” pathologischer Verdnderungen. So ist beispielsweise erst-
mals die Detektion intrazelluldrer Strukturen durch Zweiphotonen-
Anregung von endogenen Fluorophoren wie NADH, NADPH, Fla-
vine, Porphyrine, Kollagen, Elastin und Melanin mittels NIR-Strah-
lung auch in tiefen Zellschichten der Haut maglich. Die Abbildung
5 demonstriert 3D-in vivo-Autofluoreszenz-Aufnahmen der Haut im
Armbereich. Angeregt wurde bei 800 nm. Zwei Ebenen in 20 und
70 pm Tiefe sind beispielhaft dargestellt. Deutlich sind einzelne
Zellen und fluoreszierende Gewebestrukturen anhand ihrer nichtli-
near angeregten Autofluoreszenz zu erkennen [7].

4 Biovertraglichkeit von Femtosekunden-
pulsen

Untersuchungen zur Biovertraglichkeit ultrakurzer Pulse belegen,
dass eine Femtosekunden-Lasermikroskopie lebender Zellen inner-
halb eines ,optischen Intensitatsfensters” ohne Beeintrdchtigung
des Metabolismus, der Reproduktion und der Vitalitat maglich ist.
So kénnen beispielsweise CHO-Zellen stundenlang bei einer mitt-

n: nucleus

1 b s

Abb.5 In vivo nichtlinear angeregte Autofluoreszenzaufnah-
men von Patienten erlauben nichtinvasive optische Biopsien. Zwei
Aufnahmen aus 20 und 70 ym Gewebetiefe eines tiefenaufgelé-
sten Bildstapels der 800 nm angeregten Autofluoreszenz des
menschliches Armes sind dargestellt. Zellen und fluoreszierende
Gewebestrukturen sind deutlich erkennbar.

Fig. 5 In vivo non-inearly excited autofluorescence images of
patients enable non-invasive optical biopsies. Two images at 20
and at 70 ym depth of a stack of depth-resolved 800 nm excited
autofluorescence images of a human forearm are depicted. Cells
and fluoresent tissue structures are clearly seen.
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_ Laserscanningmikroskop bestrahlt werden,
ohne dass eine Anderung des Teilungsverhaltens der bestrahlten
Zelle sowie der Tochterzellen eintritt (Zellklonierungs-Assay). Ein-
drucksvoll wurde die Biovertrdglichkeit am Beispiel 24 Stunden
lang bestrahlter Hamsterembryonen demonstriert, die nach Rick-
verpflanzung in den Uterus der Mutter gesund zur Welt kamen [8].
Trotz der enormen Lichtintensitdten von GW/cm? kdnnen die mitt-
leren Temperaturerhéhungen von maximal 2 K als unkritisch an-
gesehen werden [9, 10].

Dennoch treten oberhalb bestimmter Schwellwerte, also auBerhalb
des ,optischen Intensitdtsfensters”, Photoschdden auf. So wurde
bei Bestrahlung von CHO-Zellen mit 170 fs Pulsen ein beeintrach-
tigtes Reproduktionsverhalten, unkontrolliertes Zellwachstum und
Apoptose-typische lethale Wirkungen beobachtet. Ultrastrukturun-
tersuchungen belegen, dass Mitochondrien Haupttargets der Pho-
toschadigung darstellen. Es zeigt sich, dass Strahlung <8 00 nm
ein hoheres Schadigungspotential aufweist als langerwellige
Strahlung. Daher kann eine lineare Wasseraufheizung nicht ver-
antwortlich fir die Photoschadigung sein. Auch belegen unsere
Studien, dass eine 780 nm-induzierte Zellschddigung nicht der Be-
strahlung des Zellkerns bedarf und damit eine primare Schadi-
gung durch Dreiphotonen-Absorption der Kern-DNA ausgeschlos-
sen werden kann. Untersuchungen in Abhdngigkeit von der Puls-
daver t (Abb. 4) zeigen, dass bei gleicher Photonenenergie Fem-
tosekundenpulse destruktiver als Pikosekundenpulse wirken. Die
Zellschadigung folgt néherungsweise einer P?/t-Relation (P: mittle-
re Leistung). Da bei Zweiphotonen-Fluoreszenzaufnahmen die Flu-
oreszenzintensitat der gleichen Relation folgt, weisen Pikosekun-
den- und Femtosekunden-Lasermikroskope das gleiche — durch den
Quotient aus den minimal erforderlichen Leistungen zur Zellscha-
digung und zur Fluoreszenzdarstellung — relative optische Inten-
sitatsfenster fir sichere Mikroskopie auf. In Abhéngigkeit vom De-
tektor und der Fluoreszenzquantenausbeute des Fluorophors sind
Werte von 1 bis 30 iiblich, so dass beim Einsatz von 200 fs Pul-
sen mittlere Leistungen von 100 pW bis 3 mW und beim Einsatz
von 1,8 ps Pulsen 300 pW bis 9 mW empfohlen werden [11].

In Abhdangigkeit von dem verwendeten Fluorophor kénnen aber
auch phototoxische Reaktionen bei Intensitaten im sicheren opti-
schen Intensitdtsfenster infolge photodynamischer Effekte auftre-
ten. So kann eine Zweiphotonen-Anregung des intrazellulgren Flu-
orophors und Photosensibilisators Protoporphyrin IX mit 800 nm-
Strahlung durch Energietransfer die Bildung von hochreaktivem
Singulett-Sauerstoff verursachen und zu fehlender Zellreproduktion
und Letalitat fihren [12]. Dies kann fir eine gezielte photodyna-
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Abb. 6 Zellschadigung in Abhéngigkeit von der Pulsdaver. Dar-
gestellt ist die mittlere Leistung (80 MHz), bei der die Halfte der be-
strahlten Zellen ein unnormales Teilungsverhalten zeigt (50 % Klo-
nierungseffizienz). Diese Zellen teilen sich nicht, produzieren tei-
lungsunféhige Tochterzellen, zeigen ein unkontrolliertes Wachstum
oder einen Apoptose-typischen lethalen Effekt.

Fig. 6 Cell damage depending on the pulse duration. Depicted
is the mean power (80 MHz| at which the reproduction behavior
of half of the cells is impaired (50 % cloning efficiency). These cells
do not divide, produce non-reproductive daughter cells, become
giant cells or undergo an apoptosis-like lethal process.

mische Inaktivierung unerwiinschter Zellen genutzt werden. Eine
Photodynamische Therapie mittels NIR-aktivierter Porphyrine wird
dadurch méglich (Zweiphotonen-PDT).

5 Das Nanoskalpell

Bei einer Erhohung der mittleren Leistungen von Femtosekunden-
pulsen auf Werte zwischen 30 und 50 mW und damit verbunde-
nen Peakintensitdten im TW/cm®*Bereich kann in bestimmten in-
trazelluldren Bereichen infolge von Mehrphotonen-Prozessen ein
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Abb. 7 Intensive 800 nm Femtosekunden-Pulse erméglichen die
Bearbeitung von humanen Chromosomen mit einer Schnittgenau-
igkeit von 110 nm. Aufnahme: Fritzsche, Riemann, Kénig.

Fig. 7 Intensive 800 nm femtosecond laser pulses allow pro-
cessing of human chromosomes with a cut size of 110 nm.

optischer Durchbruch und eine Plasmabildung ausgeldst werden.
Die Schwelle fir den optischen Durchbruch im Zellmaterial liegt un-
ter der von Wasser bzw. vom umgebenen Medium. Dies kann fir
eine hochprézise Bearbeitung intrazelluldrer Strukturen durch Plas-
ma-induzierte Ablation genutzt werden. Durch ein Fein-Tuning der
Laserleistung wird erreicht, dass nur im Zentralteil des beu-
gungbegrenzten Beleuchtungsspots die erforderliche Intensitat fir
einen Materialabtrag erzielt wird. Dadurch kénnen auch Schnitt-
breiten und Bohrlcher mit Abmessungen kleiner als der Beleuch-
tungsspot erzielt und photothermische und photomechanische De-
struktionen der Umgebung vermieden werden. Wir setzen die
Mehrphotonen-induzierte Ablation fir das Schneiden humaner
Chromosomen ein.
Messungen  mit
dem  Kraftmikro-
skop ergeben,
dass dabei hoch-
prazise Dissektio-
nen mit einer
Schnittbreite  von
unter 300 nm mog-
lich sind. Zudem
kénnen  Schnitte
mit partiellem Ab-
trag (Kerben) mit
einer Schnittprazis-
sion von 110nm

erzeugt  werden
(Abb. 7). Dies . .
dirften  weltweit 0.5 min 2 min

die feinsten Laser-
schnitte in biologi-
schen Materialien
sein. Damit sind
chirurgische  Ein-
griffe mit einer Ge-

Abb. 8 Nanochirurgie im Innern einer vi-
talen Zelle. Die kurzzeitige [ps) Einwirkung
von intensiven 170 fs-Pulsen im TW/cm*Be-
reich erméglicht die Dissektion von Chromo-
somen ohne Beeintréichtigung anderer Zell-
bestandteile. Die Zelle iberlebt und teilt sich

navigkeit von ei- anschlieflend.

nem Faktor 500
bis 1000 Mal fei-

ner als die Breite

Fig. 8 Nanosurgery within a living cell.
The short ps illumination with 170 fs pulses
at TW/cm*intensities enables the dissection

eines menscbli— of chromosomes without affecting other cel-
c.hen Haares még-  Jyjar components. The cells survive and un-
lich. Die NIR-Mi-

dergo cell division.
kroskopie eroffnet J

die Moglichkeit, ein ,Nanoskalpell” fir die Durchfihrung von
Operationen im Innern einer Zelle, des Zellkerns oder einer Zell-
organelle zur Verfigung zu stellen. So konnten wir die Durchtren-
nung eines Chromosoms mittels Nanochirurgie im Innern einer sich
in der Metaphase befindlichen Zelle demonstrieren [7, 13]. Die
auBere Zellwand wurde dabei nicht geschadigt, und die Zelle
blieb nach dem Eingriff vital und teilte sich erneut (Abb. 8).

6 Zusammenfassung

Das NIR-Multiphotonen-Mikroskop ist somit weit mehr als ein dia-
gnostisches Instrument mit hoher raumlicher und zeitlicher Aufls-
sung fiir die Untersuchung vitaler Zellen. Es ist auch ein potentiel-
les Werkzeug fir die Erstellung nichtinvasiver optischer Biopsien,
fir die Auslosung hochlokalisierter intrazelluldrer photochemischer
Reaktionen und ist zudem ein minimal invasives Skalpell fir die Be-
arbeitung von Nano- und Mikrostrukturen im Innern von Zellen und
Geweben.
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