Baden- e
Wirttemberg e-.e
Stiftung e+e

WIR STIFTEN ZUKUNFT

Forschungsergebnisse

Optische Technologien
der Baden-Wurttemberg Stiftung gGmbH

Multiskalige molekulare Bildgebung



Focus Research

Forschung Optische Technologien

Multiskalige molekulare Bildgebung

Dieses Projekt wurde im Rahmen der
Ausschreibung ,,Forschung Optische
Technologien 2010: Multiskalige optische
Messverfahren® finanziert durch die
Baden-Wiirttemberg Stiftung gGmbH.

Die molekulare Bildgebung basiert
derzeit vorwiegend auf der Behand-
lung von Proben mit Farbstoffen oder
fluoreszenzbasierten Marker-Substan-
zen. Die Zugabe derartiger Reagentien
beeintrachtigt jedoch konzeptionell die
zu untersuchende Probe und verandert
diese zumeist irreversibel. Daher kann
es wlnschenswert sein, eine reagens-
freie Methode zur molekulspezifischen
Bildgebung zur Verfligung zu stellen.

Unter den reagensfreien Ansétzen be-
finden sich die Verfahren der Schwin-
gungsspektroskopie. Werden die
Spektren molekularer Schwingungen
— insbesondere Mittelinfrarotspektren
oder Ramanspektren — ortsabhangig
aufgezeichnet, so kommt diese Mittel-
infrarot- oder Ramanmikroskopie einer
reagensfreien, molekularen, haufig als
~hyperspektral® bezeichneten Bildge-
bung gleich. Hierbei liegt die Starke
der Infrarotmikroskopie aufgrund des
groBen Wirkungsquerschnitts im sehr
guten Signal-zu-Rausch-Verhéltnis und,
fur den Fall der Ramanmikroskopie,
aufgrund der kurzeren Wellenlange in
der guten Ortsauflésung.

Im von der Baden-Wirttemberg Stif-
tung finanzierten Projekt ,Multiskalige
molekulare Bildgebung (MMB)“ ist
es erstmals gelungen, groBflachige
Infrarot-mikroskopische Bilder mit der
gezielten Raman-mikroskopischen Un-
tersuchung ausgewahlter Bildbereiche
zu verknUpfen.

In Abbildung 1 wird ein typisches Bei-
spiel auf Basis herkdmmlicher Metho-
den der Schwingungsspektroskopie
(d.h. Infrarot- und Ramanspektrosko-
pie) gezeigt. Die langsamste Methode
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Abb. 1: Vorgehensweise zur multiskaligen Bildgebung bestehend aus (1) rascher Infrarotmikro-
skopie groBer Flachen mit moderater Ortsauflosung, (2) etwas detaillierterer Infrarotmikroskopie
vorausgewabhlter Flachen und letztlich (3) der hochaufgeldsten Messung kleiner Flachen mittels
Ramanmikroskopie (die eingetragenen Werte beziehen sich auf eine durchgehende Messreihe an
Polystyrolkugin auf einem BaF2 Substrat). Zum Vergleich sind typische Zeiten (rot) der bildgebenden
Fouriertransformations-Infrarot (FT-IR) Spektroskopie und (blau) der Ramanmikroskopie dargestellt.

ist in diesem Beispiel das schrittwei-
se Abtasten einer Flache (durch me-
chanisches Verfahren des Objekttra-
gertisches) auf Basis der spontanen
Ramanspektroskopie (,Raman map-
ping“). Die Vermessung verhaltnis-
maBig kleiner Flachen von beispiels-
weise 1 mm?2 erfordert bereits in der
Praxis eine Messdauer von Tagen.
Der hohe Zeitbedarf entsteht hierbei
aus der Notwendigkeit der mecha-
nischen Bewegung sowie dem gerin-
gen Wirkungsquerschnitt der Raman-
spektroskopie. Aufgrund der hdheren
Sensitivitat der Infrarotspektroskopie
erscheint hier aus diesem Grund das
Abrastern im mittleren infraroten Spek-
tralbereich (,FT-IR mapping“) etwas
vorteilhafter, wobei das grundlegende
Problem der mechanischen Bewegung
bestehen bleibt. Ein deutlicher Schritt
zu einer kirzeren Messdauer entsteht
erst bei der Verwendung ortauslo-
sender Detektoren (,FT-IR imaging®).
Zum Beispiel kommt bei der FT-IR
Spektroskopie typischerweise ein ge-
kUhltes Array aus HgCdTe-Detektoren

zum Einsatz. Diese sind jedoch teuer,
in der Pixelanzahl derzeit auf ca. 128 x
128 Pixel beschrankt und erfordern in
der Regel eine Kuhlung mit flussigem
Stickstoff.

Im Rahmen des Projekts wurde ein
Durchbruch in der fur die Infrarot-
Mikroskopie bendtigten Messdauer
erzielt — je nach Vergleich sogar eine
Verkirzung von 18 Stunden auf 5 Mi-
nuten. Dies ist durch die Verwendung
der jetzt verfigbaren Quantenkas-
kadenlaser (QCL) moglich geworden.
Gleichzeitig kdbnnen die Anspriiche an
die Detektion durch die hohe spek-
trale Energiedichte der QCLs gesenkt
werden, sodass auf die Klhlung eines
Detektorarrays mit fliissigem Stickstoff
komplett verzichtet werden kann. Ins-
besondere kommen in Verbindung mit
den leistungsstarken QCLs kostengUn-
stige Mikrobolometerarrays als Detek-
toren in Betracht [1], die zudem noch
mit einer deutlich héheren Zahl an Pi-
xeln verfugbar sind.
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Am Beispiel von Polystyrolkugeln
konnte das Verfahren demonstriert
werden, wobei die multiskalige mole-
kulspezifische Bildgebung von 100 mm?
Bildfeld bei 20 pm lateraler Auflésung
bis hinab zu 0,01 mm?2 bei 2 pm Aufld-
sung gezeigt werden konnte. Flr groB-
und mittelformatige Probenbereiche
kam hierbei eine von uns entwickelte
Variante der Infrarotmikroskopie auf
Basis von durchstimmbaren QCLs so-
wie mikrobolometrischen Detektorar-
rays und fur den kleinformatigen Be-
reich das klassische Raman mapping
zum Einsatz [2].

Erstmalig wurde die Methode an bio-
logischen Proben eingesetzt und mit
der klassischen FT-IR Mikroskopie
verglichen [3,4]. Abbildung 2 zeigt das
mittels Clusteranalyse bearbeitete
hyperspektrale Bild eines in Paraffin
eingebetteten Gewebeschnittes eines
Mausejejunums (Jejunum: Leerdarm,
Teil des Dinndarms).

Abb. 2: Ergebnis der
Clusteranalyse eines
hyperspektralen
Mittelinfrarotbildes
eines Gewebs-
schnittes durch

den Diinndarm einer
Maus. Der Bildaus-
schnitt entspricht
einer Flache von

3,2 x 2,8 mm2 und
basiert auf der
QCL-basierten
Mikroskopie in einem
Spektralbereich von
1030...1090 cm™’!
(9,7...9,2 ym). Die
gesamte Messzeit
betrug 5 Minuten [7].

Das in einem engen Wellenzahlbe-
reich von nur 60 cm-1 gemessene Bild
wurde in nur 5 Minuten akquiriert und
ist offensichtlich bereits geeignet, ver-
schiedene Gewebesegmente klar zu
kontrastieren. Um einen Vergleich mit
herkdmmlichen FT-IR Mikroskopen zu
bewerkstelligen, wurde die identische
Probe mit einem Hyperion 1000 im
Sinne des IR-mapping abgerastert und
mit einem Hyperion 3000 (FT-IR Ima-
ging) vermessen. Um die Messzeit im
Rahmen zu halten, wurde hier nur ein
Ausschnitt von 171 x 171 um?2 spektral
untersucht. Die Messdauer fur diesen
kleinen Bildausschnitt betrug beim FT-
IR-imaging 17 Minuten und beim FT-
IR-mapping 18 Stunden. Mit dem QCL
konnte im Gegensatz dazu bei gleicher
lateraler Auflosung eine 300-fach gré-
Bere Flache in nur 5 Minuten gemes-
sen werden. Umgekehrt musste sich
die QCL-Mikroskopie hierbei auf einen
kleineren Spektralbereich beschranken

— allerdings wird hierdurch die Interpre-
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tation der gewonnenen Daten im Sinne
der Clusteranalyse nicht beeintrach-
tigt, wie der Vergleich der Analyse-
ergebnisse zeigt. Will man trotzdem
den breiteren Spektralbereich der FT-
IR Spektroskopie gerecht werden, so
kann man die Messdauer auf die Bild-
flache und den Wellenzahlbereich nor-
mieren. Auch in diesem Vergleich der
Flachen- und Bandbreiten-korrigierten
Messdauer schneidet die QCL-basierte
Mikroskopie deutlich besser ab:

Um die praktische Relevanz zumindest
ansatzweise zu illustrieren, wurde die
Methode im Umfeld der zusatzlichen
differentialdiagnostischen Applikation
im Krankheitsbild der colitis ulcerosa,
einer chronisch-entztindlichen Darmer-
krankung, angewendet. Die Differen-
tialdiagnostik basiert neben klinischen,
labor-medizinischen, radiologischen
und endoskopischen Untersuchungen
ggf. auch auf der Entnahme einer
Biopsie. Eines der Erkennungsmerk-
male in histologischen Schnittbildern
sind morphologische Veranderungen
in GroBe und/oder Anzahl von Becher-
zellen im Epithel. FUr die Untersuchung
der Mucin-produzierenden Becher-
zellen in Mausedarm standen QCLs
in den Wellenldngenbereichen von
9,74 ... 9,20 ymund 8,57 ... 7,58 pm
zur Verflgung, welche den Spektral-
bereich der Eigenschwingungen von
Glykoproteinen beinhalten. Die QCL-
basierte Messung dauerte insgesamt
nur 7,5 Minuten, was bei einer mach-
baren Eingrenzung auf die spezifischen
Glykoproteinbanden noch auf deutlich
unterhalb einer Minute reduziert wer-
den kann.

740 s/[mm?cm’']

12 s/[mm?cm’']

0.6 s/[mm? cm™']

QCL-basierte molekulare Bildgebung ist somit selbst unter Beriicksichtigung des (biochemisch motivierbaren) eingeschrankten Wellenlangenbereichs
um ein bis drei GroBenordnungen besser als die herkommliche FT-IR Mikroskopie.
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Insofern scheint es in diesem kon-
kreten medizinischen Anwendungs-
beispiel machbar, kontrastreiche und
fur die Differentialdiagnostik relevante
histologische Bilder auch ohne Farbe-
techniken zu erhalten. Es ist anzumer-
ken, dass die infrarotspektroskopische
Untersuchung zerstérungsfrei ist und
daher derselbe Schnitt nach der QCL-
basierten Spektroskopie fur weitere
Untersuchungen zur Verfigung steht,
d.h. zusétzlich noch fur speziellere
Fragestellungen beispielsweise mittels
Immunohistochemie angeféarbt werden
kdnnte.

Im Laufe des MMB-Projekts sind drei
Publikationen veroffentlicht worden
[1,2,5] sowie zwei Erfindungsmel-
dungen entstanden, die zum Patent
angemeldet wurden. Das Projekt re-
sultierte zudem in drei Bachelorar-
beiten [6-8], einer Masterarbeit [9], und
einer Dissertation [3]. Die Ergebnisse
gewannen den Analyst Best Poster
Award der SPEC 2014 Konferenz.
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Abb. 3: Mucin-
spezifische Falsch-
farbendarstellung
des Verhaltnisses der
Infrarotabsorbanz bei
2 Wellenldngen [2,4]
zur Lokalisation der
Becherzellen in Mau-
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