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iISCAT-Mikroskopie

Interferenz von Licht macht einzelne
unmarkierte Proteine sichtbar
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iSCAT microscopy is a powerful tool for the optical detection and visuali-
zation of small nanoparticles, down to single unlabeled proteins. In this
overview, we give an introduction to the method “s principles and benefits
and show how it can be applied to monitor protein secretion of single liv-
ing cells with single-protein sensitivity at millisecond temporal resolution.
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B Der menschliche Korper ist ein komple-
xer Organismus, dessen Funktionsweise auf
einer duBerst vielschichtigen und detaillierten
Kommunikation verschiedenster Zelltypen

iiber eine Vielfalt an Botenstoffen beruht. Um
diese Prozesse zu verstehen und moglichen
Fehlfunktionen vorzubeugen oder diese zu
behandeln, ist es notwendig, die zelluldren

Ablaufe im Detail zu untersuchen. Eine kriti-
sche Komponente stellt dabei die Sekretion
von Proteinen durch (stimulierte) Zellen dar,
die beispielsweise innerhalb des Immunsys-
tems eine wichtige Rolle spielt. Hier konnen
diese Proteine von anderen Zellen wahrge-
nommen werden und verschiedene Reaktio-
nen und Prozesse in der Immunabwehr aus-
losen.

Die Untersuchung solcher Sekretionspro-
zesse birgt einige Herausforderungen. Tradi-
tionelle Methoden, wie Massenspektrome-
trie, antikorperbasierte Nachweisverfahren
(z. B. ELISA) oder Durchflusscytometrie (z. B.
FACS), sind sehr aufwendig, langwierig und
bendtigen das Markieren der Probe mittels
Isotopen oder fluoreszenten Molekiilen. Das
Markieren von Proteinen ist weitverbreitet
und fiir einen GroBteil der biologisch moti-
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<« Abb. 1: Prinzip der
iSCAT-Mikroskopie. A,
Aufbau: Weitfeldbelich-
tung der Probenober-
flache mit einem Laser,
Aufsammeln des teil-
weise reflektierten
Lichts sowie eines Teils
des vom Teilchen
gestreuten Lichts mit
dem Objektiv und
Umlenkung auf einen
Kamerasensor. B, von
der Kamera registrier-
0 2 tes Interferenzsignal
zweier einzelner Protei-
ne. MaBstab: 1 um
(aus [8]). C, Der iSCAT-
Kontrast skaliert linear
mit der Masse des Pro-
teins (aus [5]).
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vierten Mikroskopie unumgéanglich. Jedoch
fiihrt das Einbringen eines Markers zwangs-
laufig zu einem Eingriff in den biologischen
Prozess und zu einem gewissen Filter, der
Proteine, die nicht markiert und vielleicht
nicht bekannt sind, buchstiablich unerkannt
im Dunkeln lasst. Die Sensitivitat der genann-
ten Methoden liegt in der Regel weit oberhalb
von einzelnen Molekiilen und erfordert hdu-
fig den Einsatz von ganzen Ensembles von
Zellen, um eine zur Detektion ausreichende
Menge an Proteinen zur Verfligung zu stel-
len. Dies steht jedoch oft im Widerspruch zu
dem Wunsch, Messungen an einzelnen Zellen
vornehmen zu konnen, um fundamentale Pro-
zesse leichter zu isolieren und verstehen zu
konnen. Das Ziel sind also Techniken, die in
der Lage sind, ganz ohne den Bedarf an Mar-
kern einzelne Proteine in Echtzeit aufzulo-
sen.

In den vergangenen Jahren wurden ver-
schiedene Methoden in diese Richtung ent-
wickelt. Die Verwendung von komplexen
nano-optischen Techniken, basierend auf ver-
schiedenen Technologien, wie oberflachen-

verstarkte Raman-Spektroskopie (SERS), Plas-
monik oder Mikroresonatoren, erreichen
heute die notige Empfindlichkeit fiir die
Detektion einzelner Proteine [1]. Diese Metho-
den beruhen jedoch — neben der Notwendig-
keit von Oberflachenfunktionalisierung — auf
der elektromagnetischen Feldverstiarkung in
einem sehr kleinen Sensorbereich und erfor-
dern zudem oft eine statistische Interpreta-
tion des Signals.

Dabei ist es durchaus moglich, einzelne
Proteine direkt zu visualisieren, und zwar
einzig iiber das Streusignal, das bei der
Beleuchtung eines solchen Molekiils (etwa
mit einem Laser) entsteht. Dieses an sich sehr
schwache Signal kann mittels Interferenz
detektiert werden, indem man es mit einem
Referenzsignal iiberlagert und damit ver-
stirkt. Die interferometrische Detektion von
gestreutem Licht, kurz iSCAT (interferometric
detection of scattered light), wurde 2004 in
unserer Gruppe entwickelt [2] und unter
anderem zur Detektion von Viren auf einer
Membran genutzt [3]. Die Methode wird seit-
her stetig weiterentwickelt und findet sich
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mittlerweile - in teils abgewandelter Form
und verschiedensten Anwendungsbereichen
- in den Experimenten zahlreicher Gruppen
weltweit wieder [4].

Die Detektion gestreuten Lichts wird
auch in der Dunkelfeldmikroskopie ange-
wendet. Die Grundidee ist simpel: Das zum
Beleuchten der Probe verwendete Licht wird
nicht zum Auge bzw. der Kamera weiterge-
leitet, sondern abgeblockt, etwa durch eine
Blende im Mikroskop oder eine schrég ein-
fallende Beleuchtung. Lediglich das an der
Probe gestreute Licht erreicht den Detektor.
Hier zeigt sich jedoch ein fundamentales Pro-
blem: Der Streuquerschnitt und damit die
Intensitét des gestreuten Lichts skaliert mit
dem Quadrat der Polarisierbarkeit des Teil-
chens. Diese ist wiederum abhdngig vom
Brechungsindex des Teilchens relativ zu
dem seiner Umgebung sowie vom Teilchen-
volumen. Da Teilchen mit einem Durchmes-
ser, der deutlich kleiner als die Wellenldnge
des Lichts ist, hier als Kugel betrachtet
werden konnen, zeigt sich, dass ein Teilchen
mit einem Durchmesser von fiinf Nano-
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A Abb. 2: Prinzip der Zellsekretionsmessung mit iSCAT. A, Platzierung einer einzelnen, lebenden Zelle nahe der iSCAT-Sensorflédche. B, Histogramme
der detektierten Proteine (Anzahl: 503) einer Zellmessung iiber 125 Sekunden auf einer nicht-funktionalisierten Oberflache (blau) sowie auf einer anti-
IgG-funktionalisierten Oberflache (schwarz) im Vergleich zu reinem IgG auf einer nicht-funktionalisierten Oberflache (rot) (aus [8]).
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metern (etwa ein Protein) im Vergleich zu
einem Teilchen mit 50 Nanometer Durch-
messer (etwa ein Virus) tatsdchlich eine
Million Mal weniger Licht streut. Damit
fallt das Streusignal eines Proteins weit
unter das detektierbare Niveau in der
Dunkenfeldmikroskopie.

Um das mit sinkender TeilchengroBe dras-
tisch abfallende Streusignal noch detektieren
zu konnen, wird es in der iSCAT-Mikrosko-
pie nun mit einer Referenzwelle zur Interfe-
renz gebracht. Gleichung 1 zeigt die Inten-
sitdt am Detektor:

S5 S
]dégoc |Eref+Es|2 =

|E, |2+ |E|?+2|E,||E | cos . (1)

Hier ist E?re&das elektrische Feld der Referenz-
welle und E; o< o das elektrische Feld der vom
Teilchen gestreuten Welle, welches wie oben
genannt von der Polarisierbarkeit o und dem
elektrischen Feld des auf das Teilchen ein-
fallenden Lichts 5 abhéngt. Das flir iSCAT
relevante Interferenzsignal ist der dritte Term
in Gleichung 1. Er enthélt neben den Feldern
E?ref und IZ (man beachte die lineare Abhén-
gigkeit vom gestreuten Feld und damit von
der Polarisierbarkeit) noch einen Term cos 6,
der vom Phasenunterschied der beiden betei-
ligten Wellen herriihrt. Das Interferenzsignal
skaliert also nur linear mit dem Volumen und
liberwiegt damit das quadratisch skalierende
Streusignal fiir kleine Teilchen.

<« Abb. 3: Sekretionsdynamik einer einzelnen,
lebenden Zelle unter stetigem Anstieg des pH-
Wertes des umgebenden Mediums. Drei unter-
schiedliche Bereiche kennzeichnen die Sekre-
tion einer intakten Zelle, einer gestressten Zelle
unter erh6htem pH-Wert und die Detektion von
Teilen des Zellinneren auf der Sensoroberflache
nach Eintreten des Zelltods und Auflésen der
Zellmembran (verandert nach [8]).

Der Grundaufbau von iSCAT ist in Abbil-
dung 1A dargestellt; mithilfe eines Lasers
und eines Objektivs wird die Probenoberfla-
che beleuchtet, wobei das einfallende Licht
teilweise an der Grenzflache zwischen Mikro-
skopglas und Probenfliissigkeit reflektiert
wird und als Referenzwelle agiert. Befindet
sich nun beispielsweise ein Protein in der
Nihe dieser Grenzfliache, streut es das ein-
fallende Laserlicht in alle Richtungen. Ein Teil
dieses Streusignals wird von dem Objektiv
eingesammelt und tiber einen Strahlteiler auf
einen Kamerasensor gelenkt. Hier interferiert
es mit der Referenzwelle und bildet das iSCAT-
Signal. Ein typisches iSCAT-Mikroskopbild ist
in Abbildung 1B dargestellt und zeigt das
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beugungslimitierte Abbild eines Teil-
chens, dessen Kontrast von der oben
erwahnten Polarisierbarkeit abhangt. In
guter Naherung kann man die Dichte
und den Brechungsindex verschiedener
Proteine als gleich betrachten, sodass
einzig die Teilchenmasse als bestim-
mender Parameter fiir den iSCAT-
Kontrast bleibt.
Zusammenhang kann man nutzen, um
das iSCAT-Signal fiir verschiedene Pro-
teine zu kalibrieren. Dies wurde erstmals
2014 von M. Piliarik et al. [5] demon-
striert, die Proteine bis zu einer Teil-
chengroBe von 60 Kilodalton (Albumin)
nachgewiesen haben (Abb. 1C). Im Jahr
2018 verbesserten G. Young et al. [6] die
Signalanalyse und zeigten die Detektion
von Proteinen bis zu 50 Kilodalton, mit
einer Auflosung von 19 Kilodalton und
einer Massengenauigkeit von zwei Pro-
zent, die es ihnen unter anderem erlaub-
te, unterschiedliche Liganden in einem
Streptavidin-Biotin-System voneinander
zu unterscheiden.

Ein weiterer interessanter Aspekt die-
ser Mikroskopiemethode ist die Tatsa-
che, dass das iSCAT-Signal (im Gegen-
satz zur Fluoreszenz) nicht gesattigt wer-
den kann; je groBer die Lichtintensitat
des einfallenden Lichts, desto groBer ist
auch die gestreute und somit die detek-
tierte Intensitat. Theoretisch ermoglicht
dies also die Detektion beliebig kleiner
Molekiile bzw. das beliebig schnelle Tra-
cking von Molekiilen mit hinreichend
groBem Signal. Zuséatzlich stellt das
Hintergrundrauschen der verwendeten
Kameras im Gegensatz zur Detektion
schwacher Signale in Dunkelfeld- oder
Fluoreszenzmikroskopie kein Problem
dar, da das Gesamtsignal in iSCAT durch
die Mischung mit dem Referenzfeld belie-
big angehoben werden kann. In der Pra-
xis wird iSCAT schlieBlich durch die tech-
nischen Eigenschaften der Lichtquelle
und der Kamera sowie durch die mecha-
nische Stabilitat des Aufbaus limitiert
(weitere, detaillierte Informationen fin-
den sich in [4]).

Zusatzlich enthéalt das iSCAT-Signal
neben dem zentralen Kontrast noch eine
weitere, sehr interessante Information:
Das Beugungsbild eines Teilchens ent-
steht durch die Interferenz zweier Wel-
lenformen, zum einen die vom Teilchen
gestreute Welle (eine Kugelwelle) und
zum anderen die am Mikroskopglas

Diesen linearen
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reflektierte Referenzwelle (eine ebene
Welle). Das Beugungsmuster enthalt
mehrere ringformige Nebenmaxima und
-minima, wie man es vom Beugungs-
muster eines kleinen Lochs kennt. Bei
gentigend groBem Signal erlauben deren
Kontrast und Abstand einen Riickschluss
auf den Abstand des Teilchens zur Refe-
renzwelle bzw. der Oberflache des Mikro-
skopglases. Damit sind Aussagen iiber
die relative Hohendnderung des Teil-
chens moglich, sodass beispielsweise die
Diffusion eines Proteins in drei Dimen-
sionen moglich wird [7].

Wir haben iSCAT unter anderem fir
die Echtzeitdetektion und Visualisierung
von Proteinen verwendet, die von ein-
zelnen Zellen sezerniert werden [8].
Dafiir verwendeten wir LAZ388-Zellen,
eine Epstein-Barr-Virus-transformierte B-
Zelllinie. Der iSCAT-Aufbau wurde in die-
sen Messungen um einen Hellfeld- und
einen Fluoreszenzkanal erweitert, die es
erlaubten, die Zellen wahrend eines
Experiments zu lokalisieren und ihre
Viabilitit iiber einen fluoreszenten Mar-
ker (Propidiumiodid) zu kontrollieren.

Fiir das Experiment wurden die Zel-
len in Puffer gewaschen und in eine
Messkiivette aus Plexiglas gegeben.
Nachdem sie sich auf der Oberflache des
Deckglaschens abgesetzt hatten, wurde
eine einzelne, lebende Zelle in der Nahe
der iSCAT-Sensorflache platziert. Ein
Abstand von ca. finf Mikrometern ver-
hinderte, dass die Zelle direkt von dem
Laser getroffen wurde (Abb. 2A).
AnschlieBend wurde das iSCAT-Signal
der Proteine aufgenommen, die in dem
vom Laser beleuchteten Blickfeld auf
dem Deckgldaschen adsorbierten. Abbil-
dung 2B (blau) zeigt das Histogramm der
Signale {iber einen Zeitraum von 125
Sekunden. Der iSCAT-Kontrastbereich
von 0,035 bis 0,36 Prozent entspricht
einer Massenverteilung der Proteine von
100 bis 1.100 Kilodalton. Dieser bereits
erwéhnte lineare Zusammenhang kann
iiber Referenzmessungen an bekannten
Proteinspezies hergestellt werden [5].
Dabei ist zu beachten, dass diese Mes-
sung ohne das Markieren von Proteinen
durchgefiihrt wurde und ein weites Spek-
trum der sezernierten Proteine bzw.
deren Massen zeigt. Aus diesen kann
man einzelne Spezies genauer untersu-
chen, indem man beispielsweise die
Oberfache des Deckgldschens funktio-
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nalisiert, etwa mit Antikorpern, die gegen
Immunglobulin G (IgG) gerichtet sind, wel-
ches von LAZ388 sezerniert wird. Wiederholt
man die iSCAT-Messung so, zeigt sich das
schwarze Histogramm in Abbildung 2B, des-
sen Position und Verteilung mit der in einer
Messung von purem IgG (rotes Histogramm)
ubereinstimmt.

Ein besonderer Vorteil unserer Methode ist
die Moglichkeit, Informationen in Echtzeit zu
erhalten. Damit kann etwa die Dynamik eines
Sekretionsprozesses untersucht werden, was
mit konventionellen Methoden nur sehr auf-
wendig moglich ist. Ein beispielhafter Verlauf
(Abb. 3) der Sekretion einer ,gestressten” Zel-
le (unter stetigem Anstieg des pH-Wertes des
umgebenden Mediums) zeigt, wie zunéchst
zahlreiche Proteine mit Massen von bis zu
400 Kilodalton sezerniert werden. Nach ca.
20 Minuten nimmt die Menge der detektier-
ten Proteine deutlich ab und nach weiteren
50 Minuten wieder sprunghaft zu; in diesem
Moment war die Zellmembran so weit per-
meabilisiert, dass Teile des Zellinneren auf
dem iSCAT-Messbereich registriert wurden.

Diese Ergebnisse verdeutlichen das Poten-
zial der iSCAT-Mikroskopie fiir die Messung
von Sekretionsprozessen individueller, leben-
der Zellen. Die Methode ermdoglicht die Visu-
alisierung einzelner, unmarkierter Proteine
mit einer Zeitauflosung von Millisekunden
und einem vergleichsweise einfachen opti-
schen Aufbau (eine detaillierte Video-Anlei-
tung zur Durchfiihrung dieser Messungen
findet sich in [9]). Weitere, sehr interessante
Projekte fiir diese Art von iSCAT-Messungen
waren beispielsweise die Untersuchung der
Kommunikation mehrerer Zellen miteinan-
der (z. B. zwischen einer T-Zelle und einer
Antigen-prasentierenden Zelle) sowie die sys-
tematische Untersuchung des Einflusses
auBerer Parameter wie Temperatur oder von
Signalstoffen auf die Sekretionsdynamik ein-
zelner oder mehrerer Zellen. |
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