Pressekonferenz 25.April 2005:

Mit 4P1 In die Nanowelt der Zellen

- - .
5 T - T T
& y
B § &
- L L B
I ’ = L s . ’ T T gl L
i . - e - =
il ¥
ol T _ r e . ;
. 5 e £l
hﬁ . ] %
1 - ¥ & - rig
| £
- F Li ‘_I_‘:. e o)
L o o i T b
i -

-‘1 i

Christoph Cremer

Kirchhoff Institut fir Physik/Netzwerk ,,BioMolekulare Maschinen,
Universitat Heidelberg

Institute for Molecular Biophysics /The Jackson Laboratory &
University of Maine



Ziel: (Licht) Optische Analyse zellularer
Nanostrukturen (,,BioMolekulare
Mikroskopie*)

Zellulare Nanostrukturen:Komplexe Gebilde aus biologischen
Makromolekulen (,,BioMolekulare Maschinen®).

Probleme:

- Zellen haben einen typischen Durchmesser von 15— 20
Mikrometer (1 Mikrometer = 1/1000 Millimeter)

- ,,BloMolekulare Maschinen® sind viel kleiner (bis zu
Bruchteilen von Mikrometer)

- ,,Konventionelle*Lichtmikroskope haben eine optische Best-
Auflosung von etwa 0.2 Mikrometer in der Objektebene und
von etwa 1 Mikrometer senkrecht dazu.



Lichtoptische Auflosung:

Kleinste Struktureinzelheit, die noch unterschieden werden
kann. Das bedeutet: Fur die Analyse einer raumlichen Struktur
wird eine Auflosung benotigt, die wesentlich besser ist.

Konsequenz:

Die Nanowelt der Zellen erfordert eine
Erhohung der lichtoptischen Auflosung!

Dilemma:

Aufgrund der Wellennatur des Lichtes scheint eine solche
Verbesserung UNMOGLICH zu sein (Ernst Abbe, 1873)



Losung: Uberwindung der klassischen Auflosungsgrenze
durch

Konfokale Laser Scanning Fluoreszenzmikroskopie
Prinzip:

e Das Objekt wird “Punkt-far-Punkt* durch einen scharf
fokussierten Laser-Strahl (,,gescannt®) und so zur
Aussendung von Licht (Fluoreszenz) angeregt;

e Das Fluoreszenzsignal wird ,,Punkt-fur-Punkt* mithilfe
eines hochempfindlichen Sensors gemessen;

 Das Bild wird auf elektronischem Wege punktweise
elektronisch rekonstruiert (ahnlich wie beim Fernseher)



Erste Schritte zur Realisierung

Anregung einer Objektfluoreszenz in einer Region mit
einem Durchmesser von ca. 0.4 Mikrometer, z.B.
durch einen Laser-UV-Mikrostrahl

Anultraviolet Laser microbeam for 257 nm

Fig. 2: Production of a fluorescing spot
in the object plane by Laser-uv-micro-
uradiation. The objective 1s a Zeiss
Ultrafluar 100/1.25 Glve, and the speci-
men a Zeiss quartz object micrometer,
on which the fluorescing spot is pro-
duced. The distance between two lines
matches 10 pm.

C. Cremer et al. Microsc. Acta 75: 331-337 (1974)



Technische Realisierung in einem ,,konventionellen*

Laser-Scanning-Fluoreszenzmikroskop
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could be displayed in a DIC-like image (Hamilton and Wilson,
1984). [For the basics of digital image processing, see Castleman
(1979), Baxes (1984), Gonzales and Wintz (1987), Chanter 10 in
Inoue (1986), and Chapters 13 and 14, this velume.]

The integrated circuit chip could also be displayed with
contrast reflecting the nature of the local circuit elements, for
example, wih the variation in photon-induced current in the circuit
under observation superimposed on the confocal image of the chip
made with reflected light (Wilson and Sheppard, 1984).

In addition to the Oxford group, the brothers Cremer and
Cremer (1978} of Heidelberg designed a specimen-scanning
laser-illuminated confocal microscope. This epi-flucrescence
system was equipped with (1) a circular exit pinhole, in front of
the first PMT, whose diameter was equal to the principle maxi-
mum of the diffraction pattern; and (2) an annular aperture, in
front of a second PMT, whose opening corresponded to the first
subsidiary maximum of the diffraction pattern. The output of
the two PMTSs was used to provide displays of autofocus as well
as surface contour and fluorescent intensity distribution meas-
urements.

Inthe 1978 article, the Cremers also discussed the possibility
of laser spot illumination using a “4n-point-hologram” that could,
at least in principle, provide long working distance relative to the
small spot size that could be produced.

Carlsson et al. (1985), Amos et al. (1987) and White et al. (1987).
The publications were followed shortly by introduction of laser-
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FIGURE 5. Depth discrimination in a laser-scanning confocal flucrescent mi-
croscape. Compare with Fig. 2. (Courtesy of Dr. H. Kapitza, Car] Zeiss,
Oberkochen.)

Aus: Inoué, Handbook of Biol. Confocal Microscopy (J. Pawley, Ed.; 1995)




Beispiel: Dreidimensionale konfokal mikroskopische Darstellung
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Irina Solovel/T.Cremer, LMU Miinchen



Wege zu einer weiteren Verbesserung der lichtoptischen Auflosung: Frihe
Spekulationen zur 4Pi-Mikroskopie: Grundidee: Je kleiner der Durchmesser
des fokussierten Laserstrahls, desto besser die erreichbare Auflosung
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* deren Abmessungen auberhath der sichibaren Wellentingea legen

Cremer, Chrsioph, Dipl.-Phys; Cremer, Thomas; 7802 Merzhasica



Patentanspruche (1971):

1.) Verfahren zur Darstellung bzw. Modifikation von Objekt-
Details, deren Abmessungen ausserhalb der sichtbaren Wel-
Lenldngen liegen,dadurch gekennzeich-
n e t, daf3
a) eine koharente elektromagnetische Strahlungsquelle
auf eine Flache abgebildet wird, deren Abmessungen
kleiner sind als die Wellenldnge der koharenten
Strahlung,
b) dal3 mittels der von dieser Flache ausgehenden Strah-
lung ein
hergestellt wird,
c) und daf3

2.) Anordnung zur Ausiibung des Verfahrens nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, dass die Hologramme

der auf diese Weise erzeugten Kugel- bzw. Zylinderwellen in
einem moglichst grossen Raumwinkel um S aufgenommen werden



Konfokale Laser Scanning 4Pi-

Microscopy: Grundidee
“Konventionell” konfokal 7-Achse B
versus 4Pi:
a) Laserfokussierung nur b)

Vvon einer Seite . ~

b) Laserfokussierung von
allen Seiten
(Raumwinkel “4P1™)
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Fig. 1

Erste Uberlegungen zum Stefan Hell, MP1 Gottingen (2003)
Prinzip der konfokalen
Laser Scanning
Fluorescence
Mikroskopie mit 4Pi-
3 Punkthologrammen
C.Cremer &T.Cremer,Microsc.Acta Vol.81,Sept.1978




Erfindungsprinzip der 4Pi-Mikroskopie: Realisierung
durch zwel einander gegentberstehende
Hochleistungsobjektive (Stefan Hell)*

AUS:

S. Hell, S.Lindek,

objective 1

C.Cremer, E. Stelzer
Appl. Phys. Lett. 64:
1335-1337 (1994)

objective 2

*S. Hell & E. Stelzer 1992



Technische Realisierung eines (konfokalen) 4P1i-
Mikroskops I: Laboraufbau

(Prof. S. Hell, MP1 Gottingen)

Lichtwege:

Anregung (rot)
Emission (blau)
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Fig.2

Entwicklung und Fertigung: Leica Microsystems (Mannheim), seit
Ende 2004 lieferbar



Das Leica 4Pi-Mikroskop@KIP
(Lieferung & Installation April 2005)

Eigenschaften: Sehr kompakt; Moglichkeit zur Vielfarbenanregung;

genau abgestimmte Paare von Hochprazisionsobjektiven; Moglichkeit

zur Objektrasterung; elektronisch auswéahlbare Anregungswellenldangen;
Bildauswertungsprogramme; Moglichkeiten fiir den Anschlufl verschiedener

Zusatzgeriate, z.B. flir Mobilititsmessungen



Mit dem 4P1-Mikroskop sind vielfaltige Anwendungen
geplant. Beispiele sind zellulare Nanostrukturen in der

-Zellbiologie (hierzu Naheres von Prof.Holstein);

-Genomstrukturforschung (z.B. zur Frage der
strukturgesteuerten Feinregulation der 2 x30,000 Gene 1m
menschlichen Zellkern);

-Pathologie des Zellkerns in der Krebsforschung (z.B. zur
Diagnostik von tumorrelevanten Genominstabilitiaten);

- Augenheilkunde;

-Kardiologie (Proteinkomplexe des Zellkerns).
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