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Zentrum far Angewandte Forschung ZAFH-PHOTOND
HS Aalen, Reutlingen, Mannheim, Furtwangen, Konstanz, Offenburg

e Multidimensionale Mikroskopie

o Tiefenauflosendes Imaging
o 3D-Laserpinzette
o Multispektrales Imaging

e Photonische Sensorik

e Miniatur-Lasersensor

e Faseroptischer Gassensor _ Referenz
Interferometrie
e Fabry-Perot-Biosensor AX
. . <>
e 4D-Fertigungsmesstechnik Lichtquelle | |:|
Phase e
Ag, AB

/\\'/*\ \/\t:?

geférdert durch die Europaische Union, Européischer Fonds
fuir regionale Entwicklung und das Land Baden-Wirttemberg
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Tiefenauflosung in der Mikroskopie lebender Zellen

Methods:

- Laser-Scanning-
Mikroskopie (LSM)

z=10 ym Zz=15pum Z =60 um

- Strukturierte Beleuchtung

- Lichtscheibenmikroskopie

Probe

- Totalreflexionsmikroskopie
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Tiefenauflosende Totalreflexonsmikroskopie
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Nanotopologie von Zelloberflachen
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Glioblastomzellen mit Tumorsuppressorgen

http://www.jove.com/video/4133/nanotopology-cell-adhesion

[wiu] aauessiq

Cells provided by J. Mollenhauer, Dept. of Molecular Oncology, University of South Denmark, Odense
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Lichtscheibenmikroskopie an 3D Zellsystemen
(CHO-GFP-Mem)

Messparameter:

Strahltaille: Az =5-10 uym
Strahlbreite: Ax = 8 mm
Fokustiefe: Ay =200—-400 pm

Nur Ebenen im Fokusbereich des Mikroskops werden bestrahlt — geringe Lichtdosis
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Nekrose nach Inhibierung der Atmungskette
(Rotenon: 1 uM, 3 h; CellTox: 2 h; A,, =470 nm, A4 =515 nm)
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Einzelschicht: z =50 ym; d <10 uym 3D Rekonstruktion
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Einige Ergebnisse aus 6 Jahren ZAFH — Forschung
- Schwerpunkt , Multidimensionale Mikroskopie®

- Etablierung Strukturierte Beleuchtung, 3D
Laserpinzette (Laboraufbauten)

- Optimierung und vielfache Nutzung
von TIRFM

- Etablierung der Lichtscheibenmikroskopie
Laboraufbau und Ansatz fur kommerzielles Gerat (ZIM-Projekt)

- Promotionen zu 3D Ratio Imaging (Land BW) und winkelaufgeloster
Streulicht-Mikroskopie (BW-Stiftung)

- Neue Forschungsprojekte (u.a. Apoptose in 3D Zellsystemen)
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Ratio Imaging von Redox-Zustanden in Tumorzellspharoiden
mittels Lichtscheiben-Fluoreszenz-Mikroskopie

Ratio Imaqging: Verhaltnis zweier Fluoreszenzbilder

Anwendung: Messung von Anderungen des intrazelluldren Redox-Gleichgewichts

Anderungen des Redox-Gleichgewichts...
...wirken sich auf Zellfunktionen aus.

...zeigen sich unter anderem in einer Anderung des Verhaltnisses
von reduziertem zu oxidiertem Glutathion (GSH/GSSG).

Dooley et al. (2004): Gutscher et al. (2008): Wittig et al. (2013):

e ARTICLES |

w
Imaging Dynamic Redox Changes in Mammalian Cells with Green 2 2 :
Biosensor-Expressing Spheroid Cultures for
Imaging of Drug-Induced Effects in Three
Dimensions

Technical Mote

Fluorescent Protein Indicator

Real-time imaging of the intracellular glutathione
§ redox potential

Rainer wi“i§',vﬂ=na Richter’, Stephanie Wittig-Blaich”,

H | 1 4

£ Marcus Guischer!, Anne-Laure Paulcau’, Laurent Marty?, Thorsten Brach?, Guido H Wabnitz?, PetraWeber', Walfgang S. L. Strauss’, Thomas Bruns’, Toblas P Dick’, and
Andreas | Mg & Tobias P Dick" Herbert Schneckenburger ™

Redox-sensitves GFP (roGFP2) Fusionierung roGFP2 mit humanem Transfektion von U251-MG Glioblastom-
Glutaredoxin 1 — Grx1-roGFP2 zellen mit Grx1-roGFP2
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Anregungsspektren von roGFP2
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[Dooley et al., 2004 (modifiziert)]
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Fluoreszenzanregung (norm.)
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Experimenteller Aufbau
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Laserdiode
470 nm

A

Experimenteller Aufbau
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Experiment 1: Anderung des Redox-Gleichgewichts in Zell-
spharoiden unter H,0,-Zugabe
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Experiment 1: Anderung des Redox-Gleichgewichts in Zell-
spharoiden unter H,0,-Zugabe

Fluoreszenzbild bei Fluoreszenzbild bei

Aexe =391 nm A =470 nm Ratio-Bild
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Experiment 2: Anderung des Redox-Gleichgewichts in Zell-
spharoiden durch Staurosporin-induzierte Apoptose

Exprimierung des Sensors

im Zytoplasma
_ i
0.7 [ ] U251MG-L106-RS
| 2 U251MG-L106-MRS il
0,6 v !
’ Exprimierung des Sensors
p g
o ] in den Mitochondrien
5 0,54
3 1 T
o 0,4 1
..CE J
X 0,3-
0,2
0,14
0,0 .
Kontrolle Staurosporin 12 uM, 5 h
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Experiment 2: Anderung des Redox-Gleichgewichts in Zell-
spharoiden durch Staurosporin-induzierte Apoptose

Kontrolle Staurosporin 12 uM, 5 h
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(Exprimierung des Sensors
im Zytoplasma)
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(Exprimierung des Sensors
in den Mitochondrien)
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Zusammenfassung

Simultane Fluoreszenzdetektion von Proben mit unterschiedlichen Anregungs-
jedoch gleichen Emissionsspektren

Messung wahrend der Zugabe eines Wirkstoffs dank Mikrofluidik

Demonstration der System-Funktionalitat anhand zweier Experimente

Ausblick

Calcium Imaging

Messung der Fluoreszenzlebensdauer (bei entsprechender Modifikation)
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Mikrostrukturanalyse im Gewebeverband

- in Kooperation mit ILM, Ulm -
- finanziert durch Baden — Wirttemberg Stiftung gGmbH -

Ziel des Projekts:

=» aus Streulichtmessungen an makroskopischen Gewebeproben
Informationen Uber deren Mikrostruktur erhalten
z.B. Zellkerngrofe

Beispiel: Veranderungen von Zellen bei Apoptose

- S —— .

vor Apoptose nach Apoptose
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Winkelabhangige Streulichtmessungen

www_philiplaven.com ik

240 300

= Anderungen der Zellstruktur
bewirkt Anderung im
Streumuster

210 330

=» Ruckstreuung im Bereich

o o
130° - 230
150 30
120 60

Logarithmic scale 90

Value at outer circle = 9.58E+03

Value at centre = 9.58E-08

Simulation: Kugeln mitd,,,, = 10um

drot  =20pm
Nkuger = 1,37

nMedium = 1'33
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Winkelabhangige Streulichtmessungen

www_philiplaven.com ik

240 300

= Anderungen der Zellstruktur
bewirkt Anderung im
Streumuster ol i

180

=» Ruckstreuung im Bereich

130° - 230°
=» direkter Reflex an der
Glasoberflache e
180° £ 10° ’
Simulation: Kugeln mitd,,,, = 10um

dot  =20pm
Nkuget = 1,37
nMedium = 1'33
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Winkelabhangige Streulichtmessungen

www_philiplaven.com ik

240 300

= Anderungen der Zellstruktur
bewirkt Anderung im
Streumuster %

180

=» Ruckstreuung im Bereich

130° - 230°
=>» direkter Reflex an der
Glasoberflache .
180° + 10° N
Simulation: Kugeln mitd,,,, = 10um
= Streuung symmetrisch ?1th| oy

nMedium = 1'33
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Elastische Lichtstreuung (Mie Theorie):
- Winkelabhangigkeit der Rickstreuung (Latex Beads) -

10" ¢

2pm 3
Spm |+
10pm |]

=» Streuung ist abhangig
von Grolde des
Streuers

10" ¥

107}

Phase funtion

=> je grol3er der Streuer,
desto schmaler
die Oszillationen

107k

1 0-3 1 1 1 |
190 185 200 208 210 215 220

Scattering Angle ©/°

Simulation: Kugeln mitd,,,, = 2um
dior = 5um
dgrijn = 10um
Nuger = 1,59

r"Medium = 1'33



Winkelabhangige Ruckstreuung (Latex Beads) und
Fast Fourier Transformation

Simulation FFT
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10—1390 195 200 205 210 215 220 % 01 02 03 04 0.5 06 0.7 0.8 0o 1
Scattering Angle ® Angular Frequency [1/deg.]
Simulation: Kugeln mitd,,,, = 2um
dior = 5um
dgrijn = 10um
Ngugel = 1,59

r"Medium = 1'33
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Winkelabhangige Ruckstreuung

ublicherweise: Messungen an Zellsuspensionen i

incident becam e > 1
. flat entrance mirror / ﬂ W—’
=» Detektor wird um Probe herum verfahren O

= Probe wird gedreht

scattering medium

optical fibre to detector

[Florian Foschum und Alwin Kienle, 2013]

hier: Messung an vitalen Zellen auf Deckglasern

=>» Adaption an konventionelles inverses Mikroskop
=>» Beobachtung der Probe moglich
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Winkelabhangige Ruckstreuung
- Experimenteller Aufbau -
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Zwischenbild-
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Winkelabhangige Ruckstreuung
- Experimenteller Aufbau -

Probe ,
11— ©)
Aperturblende
Tubuslinse
— " Objektebene Aperturebene
Bertrand-Linse —— —
Lochblende i

Photomultiplier
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Winkelabhéangige Streuung: 3T3 Fibroblasten nach Apoptose
- Staurosporin 1uM/2h-4h-6h-
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Vergleich mit Simulation
- Florian Voit, ILM Ulm -
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Ausblick: Apoptose bei Spharoiden
- Staurosporin 2uM/6h -
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Winkelabhangige Streulicht-Messungen:
Perspektiven und Probleme

- GrolRe der Streupartikel kann abgeschatzt werden;

- Kalibrierung schwierig, da genaue Brechungsindizes
unbekannt

- Vergleich mit Simulation schwierig

=>» sehr viele verschiedene Parameter

- Apoptose kann untersucht werden, tritt aber vermutlich
in Zusammenhang mit anderen Prozessen auf
(z.B. Nekrose)

- 3-dimensionale Proben sollten weiter untersucht werden
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Biophotonik - Gruppe (Hochschule Aalen)

(gefordert durch BMBF, Land Baden-Wurttemberg, Europ. Fonds fur regionale Entwicklung,
finanziert durch Baden-W(urttemberg-Stiftung gGmbH)
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First Announcement

l41S 2014
==

29 June - 2 July 2014, Ulm, Germany

Plenary and Keynote Speakers Include:
B. Tromberg (USA), V. Ntziachristos (D),
P. French (UK), P. Anderson (DK), M. Frenz (CH),

Topics:
- Biomedical Imaging

- Laser Spectroscopy A.V. Priezzhev (RUS), P. Taroni (I), Q. Luo (China)

- Laser-Tissue Interaction V.V. Tuchin (RUS), J. Lademann (D), J. Popp (D)

- Light Microscopy M.R. Hamblin (USA), A. Chiou (Taiwan), V. Vaks (RUS)
- Nano-Biophotonics A. Vogel (D), C. Cremer (D), E. Stelzer (D),

- Novel Devices and Methods R. Rotomskis (LT), V.B. Loshchenov (RUS),
- Clinical Laser Applications S. Andersson-Engels (S), N.M. Shakhova (RUS),
P. Berlien (D), H. Stepp (D)

Conference Chairs: R. Steiner, R. Hibst, H. Schneckenburger (D)
http://lals2014.ilm-ulm.de




