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Die Kombination der Streulichtmi-
kroskopie mit etablierten Methoden
der Transmissions- und Fluores-
zenzmikroskopie war ein wesent-
liches Ziel eines gemeinsamen Pro-
jekts der Hochschule Aalen und des
Instituts fiir Lasertechnologien in der
Medizin und MeBtechnik an der Uni-
versitat Ulm. Finanziert wurden die
Forschungsarbeiten durch die Ba-
den-Wiirttemberg Stiftung gGmbH.

Mit bestehenden Methoden fUr die
markierungsfreie Diagnostik von le-
benden Zellen und Gewebe, insbe-
sondere der Autofluoreszenz- und
Raman-Mikroskopie, kénnen vor allem
funktionelle Unterschiede zwischen
verschiedenen Zelltypen erfasst wer-
den. Erganzend kdnnen mit der win-
kel- und wellenldangenaufgeldsten
Streulichtmikroskopie strukturelle und
morphologische Veranderungen von
Zellen und Gewebe untersucht wer-
den - z.B. beim Zelltod oder beim
Eindringen von Tumorzellen in gesun-
des Gewebe. Eine Kombination der
Streulichtmikroskopie mit etablierten
Methoden der Transmissions- und Flu-
oreszenzmikroskopie — einschlieBlich
der konfokalen Laser-Scanning- und
der Lichtscheibenmikroskopie — war
daher ein wesentliches Ziel eines
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Abb. 2: Winkelabhéangige Lichtstreuung vor und nach Inkubation eines Mo-
nolayers von 3T3 Fibroblasten mit Staurosporin; zugehérige Zellmorpholo-

gie (Plan Neofluar 40x/1.30 Ol; ex= 470 nm)

after apoptosis

Abbildung 1: Zweidimensional winkelaufgeléste Messung an einer Hefezelle (links), Mie-Theorie fiir
Vollkugel (Durchmesser 6 pm, n = 1,375, Mitte), Simulation fiir Kugel (6 pm, n = 1,375) mit nicht-
konzentrischer Inklusion (2 pm, n = 1,39, rechts); der Brechungsindex der Umgebung wurde als n =

1,34 angenommen

Forschungsprojekts der Hochschule
Aalen und des Instituts flr Lasertech-
nologien in der Medizin und MeBtech-
nik an der Universitat Ulm.

Ausgangspunkt ist die charakteri-
stische Winkelabhangigkeit der Mie-
Streuung. Abbildung 1 vergleicht
beispielhaft die in zwei Dimensionen
winkelaufgeldste Messung an einer
Hefezelle mit den durch Lésung der
Maxwell-Gleichungen exakt berech-
neten Streulichtspektren einer homo-
genen Kugel sowie einer Kugel mit
einer nichtkonzentrischen Inklusion.
Dieser Vergleich zeigt zum einen, dass
die ringférmige Struktur der Streulicht-
messung durch die sphéarische Form
der Hefezelle bedingt ist. Zum anderen
wird deutlich, dass sich die zusatz-

lichen Oszillationen entlang Kreisbdgen
konstanten Streuwinkels auf den Ein-
fluss des Zellkerns zurtckfuhren las-
sen. Weitere Streuer in der Zelle und
im Zellkern tragen zum Untergrund im
Signal bei und verbreitern die im reinen
Zell-Kern-Modell ausgepragten Oszilla-
tionen.

Biologische Anwendungen konzen-
trierten sich einerseits auf Unter-
suchungen zum  programmierten
Zelltod (Apoptose) und zum Einfluss
pharmazeutischer Wirkstoffe auf die
Zellvitalitat. In einem Beispiel (Abb. 2)
wurde die Apoptose durch 2 uM Stau-
rosporin induziert. Nach ca. 4 Stun-
den fuhrte sie zu einer kugelférmigen
Zellgeometrie, die die Lichtstreuung
deutlich ansteigen lieB und charak-
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Abb. 3: Sphéroide von 3T3 Fibroblasten und HeLa 3B4 Zervixkarzinomzellen
sowie von 3T3 mit infiltrierenden HeLa 3B4 Zellen. Winkelaufgeldste Licht-

streuung, Durchlichtmikroskopie und Laser-Scanning-Mikroskopie (Plan
Neofluar 40x/1.3 Ol; ex = 470 nm; det =515 nm)
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teristische Oszillationen in ihrer Win-
kelverteilung verursachte. Interes-
santerweise wurde dieses Verhalten
nicht nur bei Zell-Monolayern (Abb. 2),
sondern auch bei realitatsnahen gro-
Beren Zellspharoiden von ca. 200 pm
Durchmesser beobachtet und auf an-
nahernd kugelférmige Streuer von ca.
20 um Durchmesser (Einzelzellen) zu-
rackgefuhrt.
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konfokalen Systemen wesentlich. Zur
Beschreibung der konfokalen Streu-
lichtmessung unter Bertcksichtigung
der Welleneigenschaften des Lichts
wurden die Berechnungen von der
Monte-Carlo-Simulation auf die inner-
halb der klassischen Physik exakte
Maxwelltheorie ausgedehnt. Durch
Implementierung einer fokussierten
Einstrahlung und eine wesentliche
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Abb. 4: Die normierte Intensitat der Ez-Komponente des elektrischen Felds fiir axiales Scannen (x-
Richtung) bei y = 0. Die Normierung ist bezogen auf die maximale Intensitat des einfallenden, nicht
gestreuten Strahls, siehe (a). Die Streuer sind zuféllig angeordnete Zylinder mit einem Brechungsin-
dex von 1,45, wahrend das umgebende Medium einen Brechungsindex von 1,33 hat. Die Wellenldnge
des einfallenden Lichts betragt 1 pm. Die Ortsauflésung der FDTD-Simulation betrug ein Zwanzigstel

der Wellenldnge

Als Beispiel fur eine markierungsfreie
Tumordetektion konnte das Eindringen
von Krebszellen in ein Spharoid-Modell
von Fibroblasten Uber das verdnderte
Streulichtverhallten nachgewiesen und
durch die charakteristische Fluoreszenz
dieser Krebszellen (mit einem membra-
nstéandigen fluoreszierenden Protein) vi-
sualisiert werden. Wie in Abbildung 3
dargestellt, ndhert sich das Streulicht-
verhalten des 3T3-Spharoids nach Infil-
tration der HelLa 2E8 Tumorzellen dem
der Tumorzellen an.

Zur theoretischen Beschreibung der
Vielfachstreuung, die beispielsweise
bei Messungen an den Spharoiden
auftritt, wird Ublicherweise die Monte-
Carlo-Methode verwendet, welche
auch innerhalb des Projekts eingesetzt
und u.a. in Richtung Polarisationsab-
hangigkeit erweitert wurde. Fur die In-
vivo-Diagnose von oberflachennahen
Gewebeveranderungen mittels Streu-
lichtmessungen sind theoretische Un-
tersuchungen zur Lichtausbreitung in

Erhdhung der numerischen Effizienz
konnten die Maxwellgleichungen flr
die fokussierte Beleuchtung eines
streuenden Mediums mit der FDTD-
Simulation exakt geldst werden. Abbil-
dung 4 zeigt exemplarisch die Berech-
nung der Nahfelder eines fokussierten
Strahls, der in verschiedene Tiefen des
streuenden Mediums fokussiert wurde.
Winkelaufgeldste  Messungen  der
Lichtstreuung bieten gemeinsam mit
etablierten Methoden der Mikrosko-
pie wie Durchlicht- und Fluoreszenz-
mikroskopie, Laser-Scanning- und
Lichtscheibenmikroskopie erweiterte
Maoglichkeiten zur markierungsfreien
Diagnostik von Zellen und Gewebe.
Die Arbeiten innerhalb dieses Projekts
haben gezeigt, dass die Streulichtmi-
kroskopie eine sehr sensitive Methode
mit einer prinzipiellen Auflésung im Na-
nometerbereich darstellt. Die Interpre-
tation der Ergebnisse erfordert jedoch
systematische Berechnungen auf Basis
der Maxwellgleichungen.
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Beispielhaft wurden die Apoptose so-
wie das Einwachsen von Tumorzellen
in Bindegewebe untersucht. Aussage-
kraftige Ergebnisse liefern neben Ein-
zelzellen und kleinen Zellclustern in
Monolayer-Kulturen auch gréBere
Zellspharoide, was eine Anwendung
auf makroskopische Gewebeproben
mdglich erscheinen lasst.
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