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} Die Zeiten sind vorbei, in denen Licht-
mikroskopiker ihre Zeit nur an Mikroskopen
verbrachten und stundenlang beobachteten
und zeichneten. Mikroskope werden heute
vor allem zur Dokumentation von Szenen und
Abliufen sowie fiir zwei-, drei- und mehrdi-
mensionale Messungen verwendet. Die Mog-
lichkeiten der analogen und digitalen Bild-
verbesserung, Aufzeichnung und Analyse
haben die Arbeitsweise von Okularen an Bild-
schirme und Videogerite verlagert. Viele
Lichtmikroskopiker verwenden die Okulare
nur noch zu Beginn der Arbeit, um die Ob-
jektebene einzustellen und steuern dann Sze-
nenfolge, Fokus, Filterwechsler und Aufnah-
megeriite per Keyboard und Joystick. Neben
dieser Erleichterung, die durch ergonomi-
sches Design der Mikroskope fiir alle, die
dennoch viel am Mikroskop selbst arbeiten,
abgerundet wird, ist durch die neuen Tech-
nologien eine Vielzahl von quantitativen Ver-
fahren erschlossen worden. Mikroskope mes-
sen heute Konzentrationen, Enzymaktiviti-
ten, Stofftransport, pH-Wert-Anderungen in
der Zelle und die Genexpression. Neben den
Ortskoordinaten sind fast immer tiber die In-
tensitit Konzentrationsmessungen, iiber
Fluoreszenz- und spektrale Verfahren Stoff-
zuordnungen und iiber Videosequenz-Analy-
sen Stofftransport- und -Umsatz-Messungen
moglich. Bereits vor 15 Jahren, als sich die
elektronische Renaissance der Lichtmikros-
kopie abzeichnete, die uns die heutige, na-
hezu uniiberblickbare Methodenvielfalt ge-
bracht hat, haben die Autoren den Begriff
»Dielebende Zelle als MeBkiivette“ geprigt.
Damit weitet sich der Einsatzbereich der Mi-
kroskopie in der Biologie heute weit in die mo-
lekulare Biologie, Biochemie und Genetik aus.

Einige der zahlreichen neuen MeBverfah-
ren und Entwicklungen sowie absehbare
"Itends sollen hier vorgestellt werden. Sonder-
zubehor, Video-Einrichtungen und Bildver-
arbeitungs-Soft- und Hardware werden spi-
ter gesondert besprochen.

Weiterentwicklung der Optik

Aberrationsfreie Optiken, die das Errei-
chen der Abbeschen theoretischen Aufls-
sungsgrenze erlauben, stehen schon seit lin-
gerer Zeit zur Verfiigung. Dies wurde aller-
dings meist mit komplizierten viellinsigen
Systemen erzielt, die bei Verfahren, bei de-
nen mit Licht gegeizt werden muf3 (Fluo-
reszenz, Lumineszenz), Nachteile boten.
Heute bieten fast alle Hersteller die flexi-
bleren, auf unendlich korrigierten Optiken
im neuen Design an, das von Jahr zu Jahr
Steigerungen der Lichtstirke und damit bril-
liantere Abbildungen der Fluoreszenzpripa-
rate gebracht hat. Die Front der Entwick-
lung befal3t sich zur Zeit mit der Erh6hung
des Arbeitsabstandes in ,long working di-
stance“- und ,extremely long working di-
stance“-Objektiven und der Erhéhung der
Numerischen Apertur (N.A.) (z.B. 1.4 bei
100x und 63x-Objektiven). Letzteres ist
besonders wichtig fiir die heute meistens
angewandte Epi-Fluoreszenz, weil dabei die
Lichtstirke des Objektivs mit dem Quadrat
der VergréBerung abnimmt, aber mit der 4.
Potenz der N.A. zunimmt.

Fiir alle, die mit groBeren Objekten ar-
beiten (Larven, Gewebeschnitte), sind die
duBerst praktischen Ubersichtsobjektive ein
dramatischer Fortschritt, wobei erstmals
0,5x-Objektive mit Bilddiagonalen von 5 cm
zur Verfiigung stehen (s. Tabellen zu tech-
nischen Daten, S. 73 ff.). Diese Entwick-
lungstendenzen haben dazu gefiihre, daf die
bis in die siebziger Jahre geltende gegensei-
tige Verwendbarkeit der Objektive in Mi-
kroskopen verschiedener Hersteller inzwi-
schen fast vollig aufgegeben wurde. Die
Hersteller gehen verschiedene Wege im
Design, wobei Nikon mit seiner CF160-Op-
tik am radikalsten mit den "Iraditionen ge-
brochen hat und mit den deutlich lingeren
Objektiven (60 mm Abgleichlinge) — kom-
biniert mit der Tubuslinse von 200 mm
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Brennweite — deutliche Vorteile bei der Fle-
xibilitit der einsetzbaren Kontrastverfahren,
bei der Lichtstirke, dem effektiven Pupil-
lendurchmesser und der Qualitit des 0,5x-
Objektives erzielt.

Deutlich wird auch der Trend, mehrere
Kontrast-Verfahren der klassischen Lichtmi-
kroskopie in einem Gerit zu kombinieren
(Hellfeld, Dunkelfeld, differentieller Inter-
ferenzkontrast (DIC), Polarisation, Phasen-
kontrast, Anaxialkontrast, Varelkontrast,
Hoffman-Modulationskontrast u.a.).

Konfokale Mikroskope und andere
3D-Verfahren

Einsatzgebiete der konfokalen Mikros-
kopie sind die Erzeugung von Bildern opti-
scher Schnittebenen bei der Fluoreszenzmi-
kroskopie von dickeren Priparaten, die Re-
konstruktion dreidimensionaler Strukturen
und — was weniger bekannt ist — die Fluo-
reszenzmikroskopie bei sehr niedrigen Ver-
groBerungen (fiir Ubersichten, Ausstrichpri-
parate), die wegen der geringen N.A. der
niedrigen Objektive im konventionellen Mi-
kroskop kaum moglich war [1]. Messungen
schneller Prozesse, wie Muskelkontraktion,
Vorgiinge in lebenden Zellen etc., sind bei
voller értlicher Auflgsung und in Videofre-
quenz oder schneller nach wie vor nur mit
den Geriten weniger Hersteller moglich
(z.B. Noran).

Bei den konfokalen Laser-Raster-Mikro-
skopen gehen die Trends einerseits zu klei-
neren Geriten (,personal confocal®), die
zum 'leil sogar als Zusatz zu Geriiten ver-
schiedener Hersteller genutzt werden kon-
nen. Der zweite Trend ist die Erhéhung des
Tiefenbereiches, in dem die Korrektur der
Objektive optimale Bildqualitit erlaubt. Der
dritte Trend geht zu multispektralen Syste-
men (z.B. Fa. Leica), mit denen mehrere bis
viele Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig ver-
wendet werden konnen. Dies ist bei der
Vielfarben-Fluoreszenz-in situ-Hybridisie-
rung (multicolor-FISH) wichtig. Hier kén-
nen heute schon alle menschlichen Chromo-
somen durch Kombination von Farbstoffen
unterschieden werden. Auch der alte Traum
der echten spektralen Analyse von Bildern
Pixel fiir Pixel ist heute erfiillbar, und meh-
rere Entwicklungslabors arbeiten an der Ver-
besserung und Vereinfachung dieser Anwen-
dung.

Die Einfiithrung der 2-Photonen-Laser-
Raster-Mikroskope hat einen weiteren Fort-
schritt gebracht. Mit ihr ist es moglich, dy-
namische Prozesse in lebenden Zellen mit



noch hoherer Auflgsung und dabei schonen-
der zu untersuchen, da bei der verwende-
ten Wellenlinge (Infrarot) weniger Laseren-
ergie absorbiert wird [2].
Dreidimensionale Darstellungen von
Strukturen oder Fluoreszenzmarkern sind
wichtig fiir die Interpretation topologischer
Verhiltnisse bei komplex geformten Zellen

Abb. 1: Darstellung von Mikrotubuli (25 nm)
und synaptischen Vesikeln (70 nm) im
isolierten Tintenfisch-Axoplasma mit der
AVEC-Mikroskopie. Die Objekte werden
einzeln und in ihrer Bewegung aufgezeichnet,
haben aber den scheinbaren Durchmesser der
Beugungsbilder von etwa 200 nm (Auflo-
sungsgrenze).

oder Organellensystemen. Die Mikroskop-
hersteller widmen sich daher wieder ver-
mehrt dem Problem, auf klassische Weise
Raumbilder zu erzeugen. Neben dem An-
satz schnell alternierender Beleuchtung
durch Aperturteilung mittels elektronisch
modulierter Polarisatoren (Spatial Image
Microscopy, Fa. Zeiss) zeichnet sich ein an-
deres, weitgehend auf einer Softwarelgsung
beruhendes Prinzip dadurch aus, daf es die
volle Apertur nutzt und noch groflere Ab-
bildungstiefe mit der Eigenschaft der Kom-
binierbarkeit mit verschiedenen Durchlicht-
verfahren bietet (Digitaloptisches 3D-Mi-
kroskop, Fa. Schwertner, Jena). Bei beiden
Verfahren erfolgt die Betrachtung durch eine
Shutter-Brille 4 la Cyberspace.

Die elektronische Revolution

Der Einsatz von Videokameras statt des
menschlichen Auges hat dazu gefiihre, daf3
fast alle klassischen Begrenzungen der
Lichtmikroskopie iiberschritten wurden.
Die von Abbe beschriebene Auflosungs-
grenze gilt nur fiir das Auge, elektronische
Detektoren kénnen um einen Faktor von
etwa 2 besser sein. Restlicht- und Photon-
Counting-Kameras nehmen Bilder von Sze-
nen auf, die fiir das Auge schwarz sind. Kon-
traste konnen durch elektronische Verstir-

kung erzielt werden, wo das Auge kein Ob-
jekt mehr unterscheiden konnte. Bisher qua-
litative Verfahren werden jetzt zu quantitati-
ven und neue Anwendungen werden er-
schlossen. So wird heute von Videomikrosko-
pie oder ,,elektronischer Lichtmikroskopie*
gesprochen [3, 4], worunter die Techniken der
Erzeugung von Bildern im konfokalen Mikro-
skop, bei der Video-Restlichtmikroskopie (vi-
deo-intensified microscopy, VIM) und der
Video-Kontrastverstirkungsmikroskopie (vi-
deo-enhanced contrast, VEC) verstanden wer-
den. Diesen Verfahren ist gemeinsam, daf3
Video- und elektronische Bildverarbeitung
notwendig sind, um die Bilder zu erzeugen
[5]. Dies ist nicht mit der digitalen Bildanaly-
se zu verwechseln, die mit ihren Morphome-
trie-Paketen auch nachtriiglich noch auf alle
Bilder angewandt werden kann.

Die Video-Kontrastoerstéiirkungs-Mikrosko-
pie nach Allen (AVEC), kombiniert mit diffe-
rentiellem Interferenzkontrast nach No-
marski (DIC), eignet sich besonders fiir ex-
treme VergroBerungen an ungefirbten, kon-
trastarmen Objekten wie etwa lebenden Zel-
len. Das AVEC-DIC-Verfahren erlaubt ein
schichtweises Durchfokussieren dreidimen-
sionaler Objekte (x, y-Auflgsung: 0,2 pm, z-
Auflésung (optischer Schnitt): 0,3 pm), da
Bildinhalte vor und hinter der sehr engen
Fokusebene nicht abgebildet werden. Da
die Videomikroskopie teilweise anderen
Prinzipien unterliegt als die konventionelle
Lichtmikroskopie, gelingt es, auch Objekte
zu beobachten, die 10- bis 20mal kleiner sind
als die Auflosungsgrenze der Lichtmikros-
kopie, etwa cinzelne Mikrotubuli (25 nm)
(Abb. 1), kleine Actinbiindel, synaptische
Vesikel (50-70 nm), Bakteriengeif3eln, ein-
zelne Goldpartikel (bis 5 nm Durchmesser).
VergroBerungen bis zu 20.000fach werden
moglich und sinnvoll, so daf erstmals alle
Organellen in lebenden Zellen sichtbar wer-
den [6, 7], von denen die meisten bisher nur
nach Fixierung und Wasserentzug im Elek-
tronenmikroskop nachweisbar waren. Die
typische Ausriistung besteht aus einer steu-
erbaren Video-Kamera (z.B. Chalnikon, Ne-
wvikon), einer DIC-Einrichtung mit de-Sén-
armont-Kompensator zur Einstellung der
lambda/9-Position (serienmif3ig bei Nikon
Eclipse 800) und einer Bildverarbeitungsein-
heit mit analoger und digitaler Kontrastver-
starkung (z.B. Hamamatsu Argus20). Beson-
ders hohe Auflésungen kénnen durch spe-
zielle ,,low shear“~-Wollastonprismen erreicht
werden (Nikon Eclipse 800) [6].

Das Verfahren der Video-Restlicht-Mikros-
kopie (VIM) zum Nachweis schwacher Fluo-
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reszenzen eignet sich zur Darstellung von
Zellorganellen nach Farbung mit Vitalfluo-
reszenzfarbstoffen, zur Immunzytochemie
und zum ,,Ion Imaging* (s.u.). Mit Fluores-
zenzfarbstoffen kann eine simultane Dar-
stellung der Fluoreszenz mehrerer zelluli-
rer Parameter erreicht werden (Abb. 2). Ent-
scheidend fiir die Entwicklung der Video-
Restlicht-Mikroskopie war die Entwicklung
von neuen Farbstoffen mit hoherer Stabili-
tit und besserer Quantenausbeute und die
Entwicklung von Kameras mit hoher Licht-
empfindlichkeit (SI'T; silicon intensified tar-
get) beziehungsweise mit sehr geringem
Dunkelstrom (gekiihlte CCD-Kameras) [8].
Durch die Verfiigbarkeit der neuen hoch-
empfindlichen Restlichtkameras lassen sich
auch Untersuchungen an lebenden Zellen
in der UV- und der [R-Anregung durchfiih-
ren ohne die Zellen durch hohe Farbstoff-
konzentrationen oder Lichtintensititen zu
schidigen, wie Analysen der Chromatinver-
teilung und der Chromosomenbewegungen
und ihrer Pathologie (Mikrokernentstehung,
Anecuploidie, u.a. Verinderungen) wihrend
der Mitose. Ein Einsatzgebiet der Video-
Restlicht-Mikroskopie ist die Fluoreszenz-
in situ-Hybridisierung (FISH). Diese Metho-
de wird zur zytogenetischen Charakterisie-
rung und zur Analyse von Chromosomenab-
errationen (Kinetochor- und Telomer-Mar-
kierung, ,,chromosome painting®, u.a.) her-
angezogen.

Messende Mikroskopie

Die physikalischen Eigenschaften des
Lichts erlauben nicht nur die Darstellung
von Zellen und Zellstrukturen mit hoher
Auflésung, sondern auch die Erhebung von
MeBdaten. Durch den Einsatz einer Fiille
spezifischer, hochempfindlicher Fluores-
zenz-Farbstoffe ist es moglich, biochemische
und biophysikalische Parameter zu messen
(Tab. 1).

Mit der Technik des lon imaging oder
Ratio imaging werden lonenkonzentrationen
(Ca?, pH-Wert, etc.) und ihre Anderungen
innerhalb einer Zelle quantifiziert. Solche
Messungen werden meist mit zwei Wellen-
lingen gemessen, die zueinander ins Verhilt-
nis gesetzt werden (ratio imaging), weil da-
durch die Messung von der Zelldicke (opt.
Weglinge, ,Kiivetten“-Linge) unabhingig
wird, die sich herauskiirzt. Wichtig fiir das
Ton Imaging sind sehr lichtempfindliche Ka-
meras bei flachen Zellen oder ein schnell ra-
sterndes konfokales Mikroskop bei dicke-
ren Zellen und Zellverbinden (Abb. 3).
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Die Spektralphotometrie und die Spektral-
fluorometrie konnen zur Bestimmung von
Absorptions-Spektren in kleinsten Bildaus-
schnitten und zur Messung schwichster
Lichtmengen beziehungsweise zur Bestim-
mung von Fluoreszenzspektren in kleinsten
Bildausschnitten eingesetzt werden. So wer-
den bei monochromatischer Beleuchtung
endogene (NADPH, Pigmente, fluoreszie-
rende Enzymsubstrate) und exogene Chro-
mophore mef3bar.

Spektrale, bildgebende Messungen wer-
den auch durch die Fourier-interferometrische
Bildanalyse (FIBA) erméglicht. Es wurden
Gerite entwickelt, die zu 256x256 Pixeln
jeweils ein Spektrum mit 256 Stiitzpunkten
im sichtbaren Bereich liefern, bei einer zeit-
lichen Auflésung von wenigen Sekunden.
Dadurch werden spektrale Verinderungen
in der Zelle meBbar, die metabolische oder
Konzentrationsverinderungen anzeigen,
und dies — bei giinstiger Lage der spektra-
len Maxima — fiir mehrere Molekiile simul-
tan.

Das Zellelektrophorese-Mikroskop dient zur
Messung der elektrophoretischen Mobilitit
und damit der Nettoladung von Zellen in
cinem elektrischen Feld. Mit dieser Mikros-
kopiemethode lassen sich Zellen auch mul-
tiparametrisch charakterisieren (Formpara-
meter, Masse iiber die Messung der Brown-
schen Bewegung).

Biochemische Protein-Protein-Interak-
tionen konnen innerhalb einer lebenden
Zelle durch den Einsatz der Fluorescence re-
sonance energy transfer (FRET)-Mikroskopie
ermittelt werden. Hierbei handelt es sich um
ein Verfahren, bei dem Energie von einem
fluoreszierenden Donormolekiil auf ein Ak-
zeptormolekiil iibertragen wird. Durch den
Einsatz geeigneter Fluoreszenz-markierter
Proteine kénnen Wechselwirkungen zwi-
schen Antikérper und Antigen oder zwi-
schen Rezeptor und Ligand ortsaufgelost
untersucht werden.

Kombination optischer Verfahren

Zur strukturellen Zuordnung der Vertei-
lung von fluoreszierenden Molekiilen ist
stets die Kombination von Epi-Fluoreszenz
mit einer hochauflgsenden Durchlichtme-
thode erforderlich, wenn unbekannte Zel-
len, groBe Eizellen oder Embryonen unter-
sucht werden. Verschiedene mikroskopische
Verfahren, wie zum Beispiel die AVEC-Mi-
kroskopie und die Fluoreszenzmikroskopie,
lassen sich auch gleichzeitig anwenden,
wenn fiir beide monochromatisches Licht
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Abb. 2: Mehrfachfluoreszenz einer Co-Kultur aus Mause-Ruckenmarkzellen. Rot: ,,glial fibrillary
acidic protein“ (GFAP, CY-3-gekoppelt) der Gliazellen, grin: 68kD-Neurofilament-Protein der
Nervenzellen (2. Antikdrper FITC-markiert) und blau: DNA-Farbstoff Hoechst 33258. Die Farbstof-
fe wurden einzeln angeregt, mit einer gekiihiten CCD-Kamera (Photometrics) aufgenommen und
dann mit einem Bildbearbeitungsprogramm (Photoshop) in ein Farbbild umgewandelt.

verschiedener Wellenlidnge und die geeig-
neten dichroitischen Strahlenteiler und Fil-
ter sowie zwel Kamerasysteme benutzt wer-
den. In lebenden Zellen, die mit Vitalfarb-
stoffen gefirbt wurden, lassen sich so be-
stimmte Zellorganellen identifizieren und
gleichzeitig morphologische und dynami-
sche Verinderungen beobachten [9] (Abb.
4). Mit der Einfiithrung des GFP (green fluo-
rescent protein) als zelleigenem fluoreszie-
renden Marker fiir exprimierte Proteine ist
es nun auch méglich, durch Kombination mit
der Phasenkontrast- oder DIC-Mikroskopie,
die Expression und Umverteilung bestimm-
ter Proteine innerhalb einer Zelle oder wiih-
rend der Ontogenese zu untersuchen. Mit
Hilfe von GFP lassen sich auch definierte
Zellen in einem Zellverband markieren, und
es kann so untersucht werden, welche Pro-
teine in welchen Zellen bei der Larvalent-
wickung eine wichtige Rolle spielen.

»Physiologische Workstations*

Fiir das Arbeiten mit lebenden Zellen
sind im Bereich der Physiologie Spezialtech-
niken erforderlich, die eine Verdnderung der
Mikroskopkonzeption verlangt haben, damit
Mikromanipulatoren, Mikroinjektionspipet-
ten und Ableit-Elektroden, Petrischalen,
Gewebebider, Thermokammern und Zell-

kultur-Superfusionskammern etc. Platz fin-
den. Alle groBen Hersteller bieten daher
heute Physiologie-Mikroskope mit folgen-
der Ausstattung an: aufrechtes Mikroskop,
feststechender Objekttisch mit Aufnahmen
fiir die Zusatzgerite, dafiir zur Fokussierung
bewegliche Objektive, ,,long distance* und
Wasser-Immersions-Objektive, hochfahrba-
re Objektive auf einer Schiene statt auf dem
Revolver (z.B. Zeiss, Nikon) und Schwin-
gungsisolierung des Tisches. Wichtig bei
diesen Mikroskopen ist die Korrektur der
Optik von 340 nm (zur Anregung fiir Ca*
und pH-Farbstoffe) bis in den nahen IR-
Bereich. Bei 800-1000 nm sind viele Gewe-
be vollig transparent, so dall durch IR-VEC-
DIC die Positionierung von Patch-clamp-
Pipetten tief im Schnittpriparat moéglich ist
[10]. In diese Gruppe gehoren z.B. die Mi-
kroskope Leica DM LFS, Nikon PhysioSta-
tion E600FN und Zeiss Axioskop 2 FS.

Optische Manipulationstechniken

Moderne Mikroskope werden immer
ofter auch zur Manipulation des Objekts
benutzt. So kénnen Zellen mit Licht defi-
nierter Wellenlidnge angeregt und chemische
Reaktionen ausgelost werden, Zellen oder
Zellbestandteile kénnen im Laserfokus ge-
fangen und bewegt oder in Sekundenbruch-
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Abb. 3: Zeitliche Ausbreitung der Ca?*-
Konzentrationswellen von der basalen zur
apikalen Seite in den Zellen eines Pankreas-
Acinus nach Stimulierung mit CCK-8(10° M).
Das Ca?* wurde im konfokalen Laser-Raster-
Mikroskop mit dem Farbstoff Fluo-3-AM
nachgewiesen und in den gesetzten Fenstern
quantifiziert (Noran Odyssee, Filter 488/
515nm). Bildintervall 30 s.
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teilen verdampft werden [2].

Fiir ein Laser-Strahl-Stichmikroskop beno-
tigt man einen eingekoppelten Stickstoff-
Laser (337 nm) und eventuell einen HeNe-
Ziel-Laser. Es dient zur mikroskopischen
Material-Ablation, Entfernung von Organ-
ellen, Chromosomen, Durchtrennung von
Zellfortsitzen, Ausschneiden von Zellen
und Zellgruppen aus Schnitten u.4. Mikro-
skopische Objekte (Organellen, Zellkerne,
Partikel, Zellen) konnen aber auch mit dem
Focus eines abgeschwichten Laserstrahls

(Nd-YAG-Laser, 1064 nm) gefangen und zer-
storungsfrei bewegt werden: Laserpinzette
(Laser tweezers, Laser trap).

Die UV-Blitzphotolyse erlaubt die geziel-
te, rasche und ortlich definierte Freisetzung
von Wirkstoffen in der lebenden Zelle durch
Aktivierung geschiitzter (,,caged®) Verbin-
dungen (geschiitztes Ca®, geschiitztes ATP,
Calmodulin, Transmitter etc.). Sie kann aber
auch fiir Messungen von Diffusions- und
Bindungseigenschaften fluoreszierender
Molekiile in der Zelle durch ,,Fluorescence
recovery after photobleaching (FRAP)* einge-
setzt werden.

Neben den mechanischen Mikromani-
pulatoren gibt es auch Zusatzgerite fiir die
Mikroskopie im definierten Magnetfeld (Magne-
todrom) fiir Studien mit magnetischen Mi-
kropartikeln (z.B. an Antikorper gekoppelt),
zur Analyse magnetischer Eigenschaften
(Biomineralisation, magnetotaktische Bak-
terien) und zum Studium von Zellreaktio-
nen in homogenen und inhomogenen Ma-
gnetfeldern variabler Feldstirke [11].

Die lebende Zelle in ihren vier Dimensio-
nen

Die Herausforderung der modernen bio-
logischen und medizinischen Forschung
besteht darin, méglichst umfassende Infor-
mationen iiber die Abldufe in der lebenden
Zelle zu erhalten. Die neuen hochstaufls-
senden und quantitativen Verfahren der
elektronischen und computergestiitzten
Lichtmikroskopie kénnen direkt zu Studi-
en der Dynamik zelluldrer Strukturen und
Prozesse genutzt werden. Diese Technolo-
gie ist eine zukunftstrichtige Methode zur
orts- und zeitaufgelosten Bestimmung von
morphologischen Parametern, aber auch von
Enzymaktivititen, lonen und Antigenen in
der lebenden Zelle (Konzentrationen, Kon-
zentrationsverinderungen, pH-Wert, zytoso-
lisches Ca?*, Viskositit, etc.) (‘Tab. 1).

Dynamische Verhaltensweisen sind ganz
essentiell mit Leben an sich verbunden:
»Where there is life, there is motion.* Zel-
len ,funktionieren® in vier und mehr Di-
mensionen (2D oder 3D riumlich, Zeit,
Konzentration). Es gibt keinen anderen ad-
dquaten Weg, diese Dynamik und Komple-
xitdt zu beschreiben und zu analysieren als
das Erstellen und Auswerten von Bildse-
quenzen. Die MeBergebnisse liegen als Film
vor, das heif3t mit riumlicher und zeitlicher
Auflésung. Bei schwacher VergroBBerung
konnen Werte fiir viele Zellen in einem Feld
gemessen werden, bei starker Vergroerung
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mifit man die regionale Verteilung des Para-
meters in verschiedenen Bereichen und
Ausliufern einer Zelle [12].

Der rasche Fortschritt bei der Erforschung
der Dynamik in der lebenden Zelle wurde vor
allem dadurch ermdoglicht, dal durch die
Kombination von Licht-Mikroskopie und di-
gitaler Bildverarbeitung eine Vielzahl neuer
Verfahren verfiigbar wurden, die es erlauben,
die Abldufe in der lebenden Zelle direkt zu
studieren. Das heif3t, Mengen, Konzentratio-
nen, Transport und Stoffwechsel intrazellu-
ldrer Substanzen kénnen in der Zelle analy-
siert werden, ohne daf diese wie bisher ho-
mogenisiert werden mull. Ebenso werden
Morphologie, Verteilung, Interaktion und
Bewegung intrazellulirer Feinstrukturen ent-
weder direkt oder nach Einfiithrung spezifi-
scher Fluoreszenzmarker bestimmbar. Da die
meisten Messungen beriihrungslos und in der
lebenden Zelle ablaufen, wird sich die Ent-
wicklung immer mehr in Richtung ,,Die le-

bende Zelle als MeBkiivette“ bewegen.

Abb. 4: Kombination von Verfahren am
gleichen Objekt. Mikrotubuli in einer flachen
neuronalen Stammzelle. Oben, filamentare
Strukturen werden mit Hilfe der AVEC-
Mikroskopie sichtbar gemacht und kénnen
mit indirekter Immunofluoreszenzmikroskopie
(unten, SIT-Kamera, grin pseudocoloriert)
eindeutig als Mikrotubuli identifiziert werden.
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A. Feinmorphologische Parameter

BN

© o

Bessere Visualisierung und Auflésung durch
Video-Kontrastverstarkungsmikroskopie (z.B.
AVEC-DIC)

. Sichtbarmachung von Zellen und ihren Ausléau-

fern in dicken Gewebeschnitten (IR-VEC-DIC,
Anaxial-Kontrast-VEC)

. Selektive Sichtbarmachung fluoreszenzierender

Komponenten, Autofluoreszenz (Restlicht-Video-
mikroskopie, VIM)

. Zahl, Ort und Formparameter freier Zellen (z.B.

durch Video-Mikrointerferometrie)

. Zahl, Ort, Formparameter, Grof3e und Gesamt-

flache der Zellorganellen nach Farbung mit or-
ganellenspezifischen Vitalfarbstoffen:
* Endosomen, Lysosomen, Golgi-Apparat,
endoplasmatisches Reticulum, Mitochon-
drien, Kern, u.a. (VIM)

Quantitative Morphometrie

Chromosomendefekte (Hybridisierung und De-
tektion mit Fluoreszenz (VIM) oder kolloidalem
Gold (EPI-POL)

. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

. Dickenprofil der Zelle (d.h. optische Weglange

fur die Berechnung von intrazellularen Konzen-
trationen)

10. Dreidimensionale Darstellung von Zellen und

Geweben (konfokale Laser-Raster-Mikroskopie)

B. Biochemische Parameter

1.

2.

Trockenmasse von Einzelzellen
(Video-Mikrointerferometrie):
* Gesamttrockenmasse
« Verteilung der Trockenmasse
¢ FluBmuster der Trockenmasse
(Lokomotion, Kontraktion und
intrazelluldre Motilitat)
« kinetische Energie der intrazellularen
Motilitat und der Lokomotion

Verteilung und Konzentration von Proteinen und
anderen Antigenen (nach Antikdrper-Mikroinjek-
tion oder Fixierung der Zellen):
« fluoreszenzmarkierte Antikdrper (VIM)
« goldmarkierte Antikdrper (auch fur Re-
zeptormarkierung und Antigentransport-
studien) (EPI-POL)

. Substanzkonzentrationen (monochromatische

Beleuchtung) (Vitalfluoreszenz-Farbstoffe
akkumulieren in der Zelle; in einigen Fallen ist
aber Mikroinjektion zu bevorzugen) (VIM)
« lonen-Konzentration in Cytosol (Ca?*,
Mg?*, Zn2*, K*, Na*, CI") (RATIO IMAGING)
* pH-Wert (H*-Konzentration) (RATIO
IMAGING):
im Cytoplasma
in Organellen
» Endogene, absorbierende Substanzen
(mit bekanntem Spektrum) (RATIO oder
DIFF.-IMAGING)

4.

N P

5.

* Endogene fluoreszierende Substanzen
(mit bekanntem Spektrum) (VIM, FIBA)
(maoglich: Fluoreszenz-Enzymtests)

Messung von Metaboliten durch Luciferase-

gekoppelte Enzymtests, ,metabolic imaging” (an

Gefrierschnitten oder nach Mikroinjektion):
* Lactat, Glucose, ATP

. In situ-Hybridisierung mit fluoreszenz- oder gold-

markierten Proben (EPI-POL, VIM)
« auf zellularer Ebene
« auf Chromosomenebene

. Genexpression (,lux“-Gen, in-situ-Hybridisierung

und Erkennung mit kolloidalem Gold oder
Lumineszenz)

Zellphysiologische Parameter

. Zellbewegung (AVEC, SEQU, SUBTR)

Viskositat des Cytoplasmas (Brownsche Bewe-
gung) (erfordert Mikroinjektion von Standards)

Elastische Eigenschaften von Membranen, Zel-
len, Organellen und Mikrotubuli

Cytoplasmatischer Transport, Axonaler Transport,
Organellenbewegung, Protoplasmastromung
(Bewegungsanalyse-Software):

* Geschwindigkeit, Geradlinigkeit, Ge-
schwindigkeitsfluktuation, Rhythmizitét,
thermische Komponente (Brownsche
Bewegung), Richtungsumkehr, Ruhe-
pausen (SEQU, SUBTR)

¢ Chromosomen-Dynamik in der Mitose
(supravitale UV-Videomikroskopie)

* in vitro-Assay von Motorenzymen
(AVEC-DIC und Bewegungsanalyse; x-t-
Scan mit konfokaler Laser-Raster-Mikro-
skopie fur schnelle Ablaufe im ms-
Bereich)

Zellwachstum (Auslaufer, Axone, etc.) (Bewe-
gungsanalyse und nichtradioaktive Messung

10.

1

[N

12.

13.

14.
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der Trockenmasse durch Bildanalyse von In-
terferenzmikroskopie-Bildern)

Bewegungsintensitat an jedem Bildpunkt (mitt-
lere quadratische Abweichung der Variation der
Pixelintensitat)

Bestimmung der Bewegungsgeschwindigkeit
von Partikeln und gel6sten Makromolekulen,
Bestimmung von Stromungsgeschwindigkeiten
(Laser-Doppler-Velocimetrie-Mikroskop)

Messung von Kréften im mikroskopischen und
molekularen Bereich:
* Mikroskopie im Magnetfeld (,Magnet-
mikroskopie“, Magnetodrom)
» Mikromanipulation von Zellorganellen
mit der Laserpinzette (,laser trap*,
,optical tweezers")

Membranpotential (VIM)
* Plasmamembran
* Organellenmembranen

Exo/Endocytose-Tests (z.B. Aufnahme von
Lumineszenzmarkern)

. Zellphysiologische Regelprozesse: momenta-

ne Freisetzung von geschiitzten Metaboliten
(,caged compounds*) durch Blitzphotolyse zur
Messung der Kinetik der Wiederherstellung des
Gleichgewichts (zur Photoaktivierung ist Video-
mikroskopie nicht erforderlich, wohl aber zur
optimalen Beobachtung der Effekte):

« kauflich erhaltlich sind z.B.: caged ATP,
CAMP, GTP, cGMP, CTP, H*, Ca**, Mg**,IP,,
Transmitteragonisten

Diffusionskoeffizienten bzw. Viskositat: Fluores-
zenz-Erholung nach Photobleichung (FRAP):
* raumlich und zeitlich aufgeldst

Austausch von fluoreszenzmarkierten Verbin-
dungen zwischen Nachbarzellen (erfordert
Mikroinjektion)

Tod der Zelle (Verlust der Farbstoffaufnahme;
live-dead-Farbstoffe)

Allen Video-Enhanced Contrast Microscopy

Differentieller Interferenzkontrast nach Allen und Nomarski

Fluorescence Recovery After Photobleaching

Abkurzungen:

AVEC

EPI-POL Auflicht-Polarisationsmikroskopie
DiC

oder Smith

DIFF Differenzbilder, Bild-Subtraktion
FIBA Fourier-interferometrische Bildanalyse
FRAP

RATIO Verhaltnisbilder, Bild-Division
SEQU SUBTR Sequentielle Subtraktion

VEC Video-Enhanced Contrast

VIM

Tab. 1: An lebenden Zellen oder Gewebeschnitten videomikroskopisch meRRbare Parameter

Video-Intensified Microscopy, Restlichtmikroskopie
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Lichtmikroskopie-Zentren

Die ,,neue” Lichtmikroskopie ist heute
in einer Situation, die vielleicht mit dem
Durchbruch der Elektronenmikroskopie in
der fiinfziger und sechziger Jahren vergli-
chen werden kann. So werden in den USA
bereits an vielen Forschungseinrichtungen
neue Lichtmikroskopie-Zentren oder ,,In-
tegrated Microscopy Facilities* (fiir Licht-
mikroskopie, Elektronenmikroskopie und
computergestiitzte Bildanalytik) eingerich-
tet. An der Universitit Rostock wurde durch
Initiative des Lehrstuhls fiir Tierphysiolo-
gie ein solches ,,Zentrum fiir lichtmikrosko-
pische MeB- und Beobachtungsverfahren*
(www.uni-rostock.de/fakult/manafak/biolo-
gie/alle.htm) eingerichtet. Ein solches Zen-
trum sollte Techniken

der abbildenden Mikroskopie,
der messenden Mikroskopie,
Spezialtechniken fiir das Arbeiten mit le-
benden Zellen,
Mikromanipulationstechniken,
Video-Bild- und Daten-Verarbeitung und
ein Gistelabor umfassen.
Der Schwerpunkt des Zentrums liegt bei
den Techniken, die Messungen mit hoch-
ster rdumlicher, zeitlicher und spektraler
Auflésung an lebenden Zellen erlauben (sie-
he 'Tab. 1). Haupteinsatzgebiete sind Unter-
suchungen zur zelluliren Dynamik des Zy-
toskeletts, der Zellorganellen, der Motoren-
zyme, der Zellteilung, der Chromosomenver-
teilung, der Zell-Proliferation, der L.okomo-
tion und Bewegung von Bakterien, Magnet-
bakterien, hoheren Pflanzen- und Tierzellen
sowie der Wirkung von Substanzen und von
physikalischen Einfliissen auf die Zelle.

Diese Testbatterie kann fiir vielfiltige
Studien eingesetzt werden, die Hinweise auf
die Art und den Mechanismus von Schidi-
gungen auf zelluldrer Ebene durch beliebi-
ge Noxen erbringen. Solche Tests konnten
auf den verschiedensten Gebieten einge-
setzt werden, z.B.

Umwelttoxikologie (Einzelzellen und
neuronale Netzwerke in Kultur, Protozo-
en, durchsichtige Kleinlebewesen, Algen-
zellen),

Analyse der Funktion von Neuronenver-
binden und neuronalen Netzwerken,
Analyse der Wirkungsmechanismen von
Pharmaka an Zellen in Kultur und an neu-
ronalen Netzwerken,

Bestimmung des gesamten Wirkungsspek-
trums einzelner toxischer Substanzen,
pathophysiologische Verinderungen bei
Krankheitsmodellen und an Biopsaten,

Tests auf Zell- und Gewebevertriglichkeit

(Wirkstoffe, Implantat-, Prothesen-Material).
So ist das Rostocker Mikroskopiezentrum ei-
nes der wenigen Labors, die fast das ganze
Spektrum der neuen lichtmikroskopischen
Verfahren anwenden und auch Gastfor-
schern zuginglich machen.

Ausblick

Dramatische Verbesserungen der Optik,
modulare Bauweise der Mikroskope und
Quantifizierbarkeit vieler Verfahren durch
Echtzeit-Bildverarbeitung haben die Lichtmi-
kroskopie in ganz wenigen Jahren, und von
manchen unbemerkt, zu einer der modernsten
und aussagekriftigsten Methoden der Biolo-
gie gemacht. Mit diesen iz vitro-Techniken
wird die Komplexitit der lebenden Zelle oder
auch der vernetzten Zellverbinde wesentlich
addquater erfaf3t als mit den herkémmlichen
punktuellen Methoden (z.B. Einzelenzym-
"Tests), und es werden dabei stets quantitative
Aussagen erzielt. Diese Technologie kommt
auch dem derzeitigen Bedarf nach aussagekrif-
tigen, neuen 7z vitro-Verfahren entgegen, die
in der Zukunft auf einigen Gebieten den Tier-
versuch ersetzen kénnen.

Die elektronische Lichtmikroskopie wird
kiinftig weiter an Bedeutung gewinnen, weil
sie die Briicke von der mikroskopischen Mor-
phologie sowohl zur Zellphysiologie als auch
zur molekularen Zytoarchitektonik und zu
einer dynamischen Biochemie schlagen kann.
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