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Neue Methoden und Systeme
der Mikroskop-Photometrie.

Von

W. O. REUTER und H. WASMUND

Der gegenwirtige Stand der mikroskop-photometrischen Tech-
nik und der Moglichkeiten des Einsatzes dieser Untersuchungsme-
thoden wird hiermit in einer Ubersicht aufgezeigt, wobei sich die
Beispiele hauptsichlich auf Mikroskop-Photometer der MPV-Reihe
(Ernst Leitz, Wetzlar) beziehen, fiir andere Gerite jedoch ebenfalls
Giiltigkeit besitzen.

Automation der Mikroskop-Photometrie.

In der einfachsten Version eines Mikroskop-Photometers erfolgt
die Bedienung manuell. Manuell betrifft dabei die Bedienung der
Mikroskopfunktionen ebenso, wie die Einstellung und Justierung
der Elektronik, als auch das Auslésen des eigentlichen Mefvor-
gangs. Dieses Vorgehen ist vertretbar bei einfachen Plug-Extink-
tionsmessungen oder bei der Fluorometrie, st68t aber schon hier
auf Grenzen und fiihrt vor allem bei der Extinktionsbestimmung
zu fehlerhaften Messungen. Der Grund dafiir ist die meist inhomo-
gene Verteilung des zu vermessenden Materials in Zelle und Ge-
webe. Der Ausgleich des Verteilungsfehlers (MENDELSOHN 1966)
wird heute mit Hilfe von Scanningverfahren durchgefiihrt, bei de-
nen das Objekt mit sehr kleinen MefBfeldern in Schritten von
0,25 um oder 0,5 pm liickenlos in einem maander- oder kammfoérmi-
gen Muster abgetastet wird (GOLDSTEIN 1977). Die komplizierte
Steuerung der dazu notwendigen optisch-mechanischen Komponen-
ten und die Speicherung und Verarbeitung der riesigen Datenmen-
gen die dabei anfallen, machten den verstirkten Einsatz von Elek-
tronik notwendig.

Die Einfiihrung des Computers brachte die wohl wesentlichsten
Neuerungen auf dem Gebiet der klassischen Mikroskop-Photometrie
mit sich. Heute sind Tischrechner und Mikroprozessoren, aber auch
groBe Computer selbstverstindliches Glied in der MeBkette. Der
Rechner kontrolliert alle Mikroskop-Funktionen wie Beleuchtung,
Ein- und Ausschalten von bestimmten Strahlengéingen; er wechselt
die Objektivvergroflerung, justiert in Verbindung mit einer TV-
Kamera den Fokus, steuert Scanningtisch und Monochromatoren
und speichert und verarbeitet letztendlich die anfallenden Daten.
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Scanning.

Als Ergebnis des absorptions-photometrischen Abscannens einer
Zelle erhilt man, neben den statistischen Daten zu Transmission
oder Extinktion, die Fliche des Objekts sowie die Kern-Plasma-
Relation in bezug auf Fliche oder optische Dichte. Zusitzlich be-
steht die Moglichkeit, den abgescannten Bereich in verschiedener
Form graphisch darzustellen. Punktmatrix, MeBwertmatrix, Schnell-
ausdruck, Picture Print und 3-D Plot (Abb. 1—3) sind dabei die
am héufigsten verwendeten Moglichkeiten. Auch die Verteilung von
Extinktion oder Transmission im abgescannten Bereich kann aus-
gedruckt werden und an diese Information eine weitere Berechnung
angekniipft werden.
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Abb. 1—3: Datenausdrucke auf dem Display eines Rechners. A (oben): Scanning
Bild eines Leukocyten als Punktmatrix. Die Meflpunkte im Kern sind zur Unter-
scheidung vom Cytoplasma nicht dargestellt. B (unten links): Schnellausdruck. Be-
stimmten Extinktionsbereichen im Objekt sind im Datenausdruck bestimmte alpha-
numerische Zeichen zugeordnet. C (unten rechts): Picture Print. Darstellung der
Extinktionsverhiltnisse in einem Leukocyten als Grauwertbild.
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Scanning-Verfahren in der Mikro-Fluorometrie stieBen bis
heute auf Schwierigkeiten, da man bei Benutzung normaler Licht-
quellen und Abtastschritten von 0,25um bis 0,5 pm nur sehr schwer
in der Lage ist, angeregte Fliche im Objekt und MeBfliche genau
aufeinander abzustimmen. Dies fiihrt zu Fadingerscheinungen in
der Umgebung der MeBstelle und damit zu Verfidlschungen des Ge-
samtergebnisses. )

Neu ist ein Verfahren der Fluorometrie, das durch Benutzung
des kohirenten Lichts eines Lasers diese Gefahr umgeht und zu-
sitzlich durch die Benutzung eines schnellen Spiegelscanners den
Abtastvorgang beschleunigt. Die Abbildung 4 zeigt das Ergebnis
eines solchen Laserscans an einer mit Acriflavin-Feulgen geférbten
Zelle von Tetrahymena pyriformis. Damit ist wie in der Absorp-
tionsphotometrie die Erfassung des Parameters Fliche ebenfalls
moglich.
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Abb. 4: Laser Scan einer fluorochromierten Zelle, 3-Dimensionale Darstellung der
Fluoreszenz-Intensititsverhiltnisse.

Kombination von Mikroskop-Photometer und Bildanalysator.

Werden weitere morphometrische Parameter, wie Umfang,
Formfaktor, Schwerpunkt und Projektion, zusétzlich zu photome-
trischen Daten gewtinscht, so bietet dazu eine Kombination aus
Mikroskop-Photometer (MPV 2), Bildanalysator (ASM) und ProzeB-
rechner (PDP 8) alle Moglichkeiten (WASMUND 1979) mit einem
System. Das Ergebnis einer solchen Untersuchung an Tetrahymena-
Zellen ist in Abbildung 5 dargestellt. Eine weitere statistische Bear-

NO FM AR

1 101.3 412
2 105, 1 432
3 87.3 3346
4 174.6 702
S

Parameter mit der Kombination ASM-MPV, PM=Umfang, AR=Fliche, FF=
Formfaktor, FI=Fluoreszenzintensitit,
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beitung der Daten, wie z. B. Korrelations- und Regressionsanalysen,
die Darstellung von Verteilungen und Ausfithrung statistischer
Tests, kann mit Hilfe des Rechners durchgefiihrt werden und gibt
in kiirzest moglicher Zeit ein vollstindiges Bild des Experiments.

Weitere Beispiele zur Automatisation der Mikroskop-Photo-
metrie kommen aus der Mikrospektralanalyse (PLOEM et al. 1974),
Absorption (WasmMunND 1976), Fluorometrie (REUTER 1979) und
Enzymkinetik (PETTE et al. 1979).

Durchflu3-Cytophotometrie.

Die wohl in den letzten Jahren faszinierendste Weiterentwick-
lung der Mikroskop-Photometrie, die Durchfluf-Cytophotometrie
oder Flow-Cytometrie, hat auf den ersten Blick mit Mikroskopie
und Photometrie nicht mehr all zu viel zu tun. Trotzdem spielt das
Objektiv als lichtaufnehmendes System und die Lichtmessung mit
Hilfe von Multipliern oder anderen Photoempfingern hier die glei-
che Rolle wie in der klassischen Mikroskop-Photometrie, so daB
die Flow-Cytometrie durchaus als am Rande der Mikroskop-Photo-
metrie angesiedelt angesehen werden kann.

Das Prinzip der Flow-Cytometrie besteht darin, in einer spe-
ziellen DurchfluBkammer fluorochromierte Zellen in fliissigem
Medium mit hoher Geschwindigkeit am Ort der Anregung und Ver-
messung vorbeizufiihren. Erste Beschreibungen solcher Kammern
stammen von KAMENTSKY et al. (1965, 1969), DITTRICH u. GOHDE
(1969), SPRENGER (1971) und GOHDE (1972). Diese fiihrten zur Ent-
wicklung aufwendiger Systeme mit der Moglichkeit, weitere Para-
meter neben Fluoreszenz-Intensitit zu erfassen und Zellsortierun-
gen durchzufithren (HERZENBERG 1976).

Die Zellsuspension wird im Zentralstrom durch eine Kaniile
herangefiihrt und hydrodynamisch durch Zufiihrung eines zweiten,
partikelfreien Hiillstroms in der Mitte der Kammer stark eingeengt.
Diese hydrodynamische Fokussierung fiihrt zur Vereinzelung der
Zellen und stabiler Ortslage des Zentralstroms. An einem definier-
ten Punkt optimaler Fokussierung erfolgt die Anregung der fluoro-
chromierten Objekte mit Laserlicht oder energiereichen Hochdruck-
lampen und die Vermessung des so erzeugten Fluoreszenzblitzes.
Die photometrischen Signale werden nach geeigneter elektronischer
Vorverarbeitung einem Impulshéhen-Analysator zugefiihrt und
nach ihrer Amplitude klassiert. Die Signalamplitude, d. h. die Inten-
sitit des Fluoreszenzblitzes, ist bei entsprechender quantitativer
Fluorochromierung der Menge der fluereszierenden Substanz pro-
portional. Es gelten dabei die gleichen Bedingungen wie fiir die
klassische Mikro-Fluorometrie.

Als Ergebnis einer solchen Analyse lassen sich z. B. 30000 bis
40000 Zellen in 10—15 Minuten verarbeiten und ergeben ein typi-
sches Verteilungsmuster (GOHDE 1972). Bei der Bestimmung der
DNS-Mengen von proliferierenden Zellen zeigt sich zum Beispiel
die Zellzyklus-Phasenverteilung der Zellen als deutliches Muster im
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Histogramm. G1 und G2-Peak sind klar voneinander zu trennen.
Nach bestimmten mathematischen Operationen (DEAN u. JETT 1974)
wird es moglich, die prozentualen Anteile der drei Zellzyklus-Pha-
sen G 1, S und G2 an der Gesamtpopulation zu berechnen.

Vor allem diese Moglichkeit der Berechnung der Phasenanteile
bestimmt den hauptsichlichen Einsatz der Flow-Cytometry in zell-
kinetischen und populationsdynamischen Studien sowie in der kli-
nischen Forschung und Praxis zur Friih-Erkennung von Tumoren
und Therapiekontrolle nach Zytostatikagabe (ANDREEFF 1975a,b,
GOHDE et al. 1976).

Der hohe Bedienungsaufwand und die Kosten der Flow-Syste-
me haben es bis heute verhindert, dafl dieses Verfahren eine dhn-
lich weite Verbreitung gefunden hat wie die Mikroskop-Photome-
trie selbst. Dies filhrte zu Experimenten unter Verwendung nur
leicht modifizierter Mikroskop-Fluorometer und spezieller adap-
tierbarer DurchfluBkammern. Heute ist es moglich, mit Hilfe nor-
maler Fluoreszenz-Mikrophotometer und Kammeranordnungen nach
STEEN u. LINDMO (1979) oder THAER (1979), Ergebnisse wie mit
groBen Flow-Systemen zu erhalten. Zusitzlich sind mit dem glei-
chen Instrument alle normalen mikroskop-photometrischen Mes-
sungen moglich.

Ausblick.

Die Mikroskop-Photometrie, als Teilgebiet der quantitativen
Mikroskopie, ist heute durch den Einsatz von Rechnern weitgehend
automatisiert. Sie bedarf aber immer noch der stindigen Kontrol-
le und Leitung durch den Benutzer. Fiir vollautomatischen Ein-
satz, vor allem in Anwendungsbereichen auflerhalb der Biologie,
in der klinischen Routine, in Fragen der Werkstoffuntersuchung
und Qualititskontrolle in der Industrie, mufl der Automatisations-
grad weiter erhoht werden. Neben der Einfiihrung von Mikroprozes-
soren zur Verbesserung der Steuermdoglichkeiten wird jedoch in
Zukunft auch der Einsatz von Lasern als Lichtquellen, Autofocus-
Systemen, elektronischem Lichtabgleich und die Erweiterung des
Spektrums moglicher Photoempfénger das Gesicht der Mikroskop-
Photometrie weiter verindern. Den Kombinationsméglichkeiten
mit bildanalytischen Verfahren, vor allem die Erhéhung der Flexi-
bilitit im Austausch von Bildinformationen aus Mikroskop-Photo-
meter und Bildanalysator wird weitere Bedeutung zukommen, und
die Entwicklung von Spezialgebieten mit mikroskop-photometri-
scher Grundlage wie Flow-Cytometry oder Mikrogeschwindigkeits-
messung mit Hilfe optischer Korrelatoren wird nicht stehenbleiben.

Summary.
New Methods and Instrumentation in Micro-Photometry.

Microphotometric instruments have changed rapidly during the
last decade, depending on introduction of computers in micro-
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photometric systems. This short review describes facilities of using
computers for control of microphotometric measurements and data
evaluation. Different computer prints of cells scanned with a mecha-
nical stage or laser-mirror-scanner and components of a combina-
tion of microphotometer and image analysing system are described.
As example of the development of new methods based on micro-
photometry, the principle of flow cytometry is explained, and re-
cent experiments with special flow chambers for adaption to nor-
mal microfluorometers are shortly discussed.
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