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Auf dem Weg von Mikro zu Nano: Optische 3D-Bildgebung in der Herzforschung
Dr. Josef Madl| und Dr. Eva Rog-Zielinska

Fluoreszenzmikroskopie ist ein bedeu-
tendes Werkzeug in der modernen Herz-
forschung [1]. Am Institut fUr Experimen-
telle Kardiovaskulare Medizin (IEKM)
wurden kurzlich zwei der modernsten
gegenwartig verfugbaren Fluoreszenz-
mikroskope installiert, welche einen
detaillierten Einblick in Struktur und Funk-
tion des Herzens erlauben.

Die Methode

Fluoreszenzmikroskopie wird genutzt,
um in biologischen Geweben Molekule
sichtbar zu machen, welche den Aufbau
und die Funktion von Organen darstellen
konnen. Dafur werden die gewUlnschten
Molekule mit speziellen Farbstoffen mar-
kiert. Mit hochsensitiven Mikroskopen
werden die Farbstoffe angeregt und das
daraufhin abgegebene Fluoreszenzlicht
detektiert. Dadurch kann die Verteilung
der Molekule visualisiert werden. Bei
entsprechender Auswahl verschiedener
Fluoreszenzfarben ist es mdglich, meh-
rere MolekUle gleichzeitig zu vermessen.
Fluoreszenzmikroskopie liefert struktu-
relle Daten, kann aber auch funktionelle
Informationen bereitstellen. So kénnen
mit Hilfe von spannungssensitiven Farb-
stoffen oder Kalziumindikatoren Aktions-
potentiale und Kalziumwellen minimal
invasiv verfolgt werden [2].

Biologische Gewebe sind relativ dick,
verglichen mit den GréBenabmessungen
von einzelnen Zellen [1]. Um dennoch
zellulare Strukturen im Inneren von
Gewebepraparaten ansehen zu kénnen,
kann es notwendig sein, die Probe zu
schneiden. Dies kdnnte aber gerade jene
Strukturen verandern oder sogar zersto-
ren, an denen man interessiert ist. Mit
geeigneten Mikroskopen ist es heutzu-
tage maoglich, die Probe rein optisch zu
»Schneiden®. So wird zum Beispiel bei
einem konfokalen Mikroskop ein Laser-
strahl auf einen moglichst kleinen Punkt
in der Probe fokussiert und es wird dann
nur das dort abgegebene Licht detektiert.
Dieser Punkt wird in einer Ebene durch
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die Probe gerastert (Laser scanning con-
focal microscope, Abb. 1), wodurch hoch
aufgeldste Bildschnitte aus dem Inneren
von Praparaten aufgenommen werden
kénnen — ohne sie mechanisch zu zer-
stdren. Eine andere optische ,Schnitt-

Parameter, der am ehesten der Tondauer
entspricht, ist die Fluoreszenzlebens-
dauer. Konventionelle Konfokalmikro-
skope messen meist nur die Farbe und
die Helligkeit. Die Farbe zeigt an, welche
Moleklle wo lokalisiert sind, wahrend
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Abb. 1: A) Herzmuskelgewebe besteht aus vielen Lagen von Zellen und ist relativ dick.
Konfokalmikroskopie erlaubt es, in Gewebepraparationen die gewlnschten Struk-
turen optisch anzusteuern und damit Zellen in einer diinnen Gewebeschicht (1 um) zu
visualisieren. Der Doppelkegel symbolisiert den in das Gewebe fokussierten Laser-
strahl, welcher durch die Probe gerastert wird und so die grin angedeutete optische
Schnittebene erstellt. B) Beispiel eines Préparats aus einem Schweineherz, welches
ohne Konfokaleffekt aufgenommen wurde. Alle Strukturen erscheinen verwaschen. C)
Der gleiche Ausschnitt wie in B), aufgenommen mit Konfokalmikroskopie. Die Strukturen
sind wesentlich klarer. Griin: WGA (ein Marker flr Zellzwischenrdume), rot: Vimentin (Teil
des Zytoskeletts in nicht-Muskelzellen), blau: Hoechst (Zellkerne). Das Praparat w
bereitgestellt von Paula Koenigs, B.Sc.-Studentin am [EKM.

technik” wird bei der Multiphotonen-
Mikroskopie verwendet, welche nicht-
lineare Effekte nutzt, um eine optische
Schnittebene zu erzeugen. Am IEKM
werden seit dem 1. September 2018 ein
Konfokal- und ein Multiphotonenmikro-
skop von Leica betrieben.

Ein Mehr an Informationen
sehen

Ein kurzer Exkurs: Wenn auf einem Kla-
vier eine Partitur gespielt wird, kann ein
gelbter Zuhorer theoretisch fast alle
Informationen auf dem Notenblatt erhor-
chen, ohne dieses zu lesen. Der gehorte
Ton entspricht der Note, die Lautstarke
der Festigkeit des Tastenanschlags und
die Tondauer dem Notenwert. In der
Fluoreszenzmikroskopie korrespondieren
in Analogie dazu die Farbe mit dem Ton
und die Helligkeit mit der Lautstarke. Der

die Helligkeit Auskunft dartber gibt, wie
viele Molekdule sich dort befinden. Eine
Besonderheit der neuen IEKM-Mikro-
skope ist, dass diese auch die Fluores-
zenzlebensdauer messen konnen.

Wie kann diese Information in der Herz-
forschung genutzt werden? Die Lebens-
dauer eines Farbstoffes wird durch seine
unmittelbare Umgebung beeinflusst.
Damit ist es zum Beispiel maglich, zwei
Zellpopulationen zu unterscheiden, etwa
gesunde und kranke Zellen, selbst wenn
sie mit demselben Farbstoff angefarbt
sind. Auch wenn Farbe und Intensitat
sich nicht wesentlich unterscheiden, kann
die Fluoreszenzlebensdauer signifikante
Unterschiede aufweisen, die sonst Uber-
sehen wirden (Abb. 2). Warum wird diese
Methode also nicht 6fter genutzt?
Die typische Fluoreszenzlebensdauer
liegt im Bereich von Nanosekunden.
Zur Veranschaulichung: Eine Sekunde
verhalt sich zu einer Nanosekunde wie
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ein ganzes Menschenleben (80 Jahre)
zu der Zeit, die es braucht, ,Fluoreszenz-
lebensdauerbild“ zu sagen (2,5 Sekun-
den). Es ist schwierig, derart winzige
Zeitspannen préazise zu messen.
Der Umgang mit Systemen, welche dies

verwendeten Wellenlange (ca.180nm
fir grines Licht) aufldsen zu kénnen.
Mittlerweile gibt es verschiedene, zum
Teil hochkomplexe Superresolution-
Methoden (Nobelpreis 2014), mit denen
man die optische Auflésung signifikant

X

I Masson’s Trichrome 3

Abb.2: Gewebepraparat aus einem Fischherz, welches sich nach einer Verletzung
regeneriert hat. Links ist eine histologische Farbung zu sehen. Die Farbstoffe farben
verschiedene Zellen mit leicht unterschiedlicher Intensitdt an, aber die Gewebe-
farbung an sich ist relativ homogen und es gibt nur geringe Farbunterschiede, die
Auskunft Uber verschiedene Zellen geben kdnnten. Im Fluoreszenzlebensdauerbild
vom selben Praparat (rechts) sind erhebliche Unterschiede zwischen dem unverletzten
und dem regenerierten Gewebe zu erkennen. Diese Technik erhdht, ohne zusatz-
lichen experimentellen Aufwand, den Gewinn an Informationen. Dieses Praparat wurde

Mikroskopie wurde von Dr. E. Rog-Zielinska (IEKM) durchgeflhrt.

leisten kbnnen, war bislang vorwiegend
hochspezialisierten Mikroskopie-Exper-
ten vorbehalten. Leica hat das Fluores-
zenzlebensdauermodul vollstéandig in die
eigene Systemumgebung integriert. Dies
erlaubt es auch Forschern, deren Haupt-
expertise nicht in der Mikroskopie liegt,
diese Technik effektiv zu nutzen.

Mikro bis Nano:
Am Auflésungslimit

Die raumliche Aufldsung eines Mikro-
skops ist durch die Beugung von Licht-
wellen begrenzt. So sollte es laut Ernst
Abbe (1840-1905) auch bei Nutzung
der besten Optik eigentlich nicht moglich
sein, mit Licht Strukturen einer GroBe
unterhalb von etwa einem Drittel der

von Dr. J. Esser und Prof. Dr. M. Moser (Kardiologie und Angiologie I) bereitgestellt, die I

verbessern kann. Ein einfach zu nut-
zendes, auf Dekonvolution basiertes
Superresolution-Modul ist direkt in die
IEKM-Systeme integriert und ermdglicht
es, die Aufldsung bis 120 nm zu treiben.
Um auch hier eine GréBenvorstellung zu
geben: 120 Nanometer sind jene Lange,
um welche ein Fingernagel in zwei Minu-
ten wéchst.

Bestens aufgestellt
far die Zukunft

Die neuen Systeme am IEKM gehdren
aktuell zu den modernsten kommerziellen
Fluoreszenzmikroskopen weltweit. Laut
Leica ist diese Kombination an High-End-
Bildgebungssystemen in Europa einma-
lig. Die Mikroskopieplattform am IEKM ist

somit optimal aufgestellt, um in den n&ch-
sten Jahren bahnbrechende Beitrage zur
kardiovaskularen Forschung zu liefern.
Die Anschaffung dieser Mikroskope
wurde Uber einen gemeinsamen Grof3-
gerateantrag von Mitarbeitern des IEKM
und der Kardiologie und Angiologie |
sowie der Experimentellen und Klinischen
Pharmakologie und Toxikologie realisiert.
Die Kosten von uber 1,4 Millionen €
wurden gemeinsam von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft (DFG) und dem
Ministerium fUr Wissenschaft, Forschung
und Kunst des Landes Baden-Wurttem-
berg getragen. Die Plattform wird von
Dr. Josef Madl in enger Zusammenarbeit
mit Dr. Eva Rog-Zielinska, Emmy-
Noether-Nachwuchsgruppenleiterin
(4D-Imaging, IEKM), betreut.

Am IEKM wurden zwei hochmoderne
Fluoreszenzmikroskope in Betrieb
genommen, welche zukiinftig die Herz-
forschung in Freiburg unterstiitzen
werden. Diese Systeme bieten neben
etablierten Methoden der 3D-Bild-
gebung auch international einzigartige
Maglichkeiten zur Probenvermessung.
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