3D molekulare Mikroskopie

735

Hochaufgeloste Visualisierung
einzelner Molekile auf ganzen Zellen
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Biological systems are dynamic and three-dimensional but many tech-
niques allow only static and two-dimensional observation of cells. We
used three-dimensional (3D) lattice light-sheet single-molecule locali-

zation microscopy (dSTORM) to investigate the complex interactions

and distribution of single molecules in the plasma membrane of whole

cells. Different receptor densities of the adhesion receptor CD56 at
different parts of the cell highlight the importance and need of three-
dimensional observation and analysis techniques.
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A Abb. 1: Workflow eines 3D-dSTORM-Experiments mittels Gitter-Lichtblatt-Beleuchtung. (1) Das
Gitter-Lichtblatt (magenta) wird mithilfe eines Anregungsobjektivs auf die biologische Probe
fokussiert. (2) Fluoreszenzmarkierte Zellen werden schrittweise durch das Gitter-Lichtblatt gefah-
ren. (3) Fluoreszenzsignale einzelner Farbstoffe werden mithilfe eines Detektionsobjektivs ein-
gesammelt. (4) Einzelmolekiilsignale werden mithilfe einer sensitiven Kamera aufgenommen und
abgespeichert. (5) Einzelbilder der verschiedenen Ebenen werden in Fitting-/Rekonstruktions-
Software eingelesen und die Position einzelner Fluorophore mit Nanometer-Genauigkeit lokalisiert.
(6) AbschlieBend werden die hochaufgeldsten Bilder der verschiedenen Ebenen libereinander
gelegt wodurch die dreidimensionale Verteilung einzelner Rezeptoren untersucht werden kann.
Graphik erstellt mit BioRender.com.
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B Die Zelle ist der Grundbaustein des
Lebens auf unserer Erde. Sie ist nur wenige
Mikrometer groB und dennoch in der Lage,
auf vielfdltige Signale und Umweltverdnde-
rungen zu reagieren und mit anderen Zellen
zu kommunizieren. Eine Schliisselrolle neh-
men hierbei Rezeptoren ein, die in der du3e-
ren Plasmamembran der Zelle verankert sind
und seit Beginn des 20. Jahrhunderts inten-
siv erforscht werden [1]. Sie konnen mithilfe
von Antikorpern oder fluoreszierenden Pro-
teinen selektiv markiert und mikroskopisch
untersucht werden [2]. Obwohl die Fluores-
zenzmikroskopie die Lebenswissenschaften
revolutioniert und zum Verstdndnis von
vielen Krankheiten beigetragen hat, ist die
Standard-Fluoreszenzmikroskopie in der
raumlichen Auflosung und Empfindlichkeit
begrenzt. Dies fiihrte dazu, dass die Organi-
sation einzelner Molekiile in der Plasma-
membran von Zellen nicht oder nur auf der
basalen - d. h. auf der mit der Deckglasober-
fliche in Kontakt stehenden - Membran
adhérenter Zellen mittels interner Totalre-
flektionsfluoreszenzmikroskopie (TIRFM)
untersucht werden konnte [3].

Limitationen der Super-Resolution-
Mikroskopie

Auf der einen Seite besteht eine Diskrepanz
zwischen der von Ernst Abbe formulierten
Auflésungsgrenze im Bereich von 200-300
Nanometern und der GroBe von Proteinen im
Bereich weniger Nanometer. Diese Liicke
konnte durch die Entwicklung hochaufgelos-
ter Mikroskopietechniken, der Super-Resolu-
tion-Mikroskopie-Methoden, z. B. der einzel-
molekiilempfindlichen direct stochastic
optical reconstruction microscopy (dSTORM)
geschlossen werden [2, 4]. dSTORM nutzt
kommerziell erhéltliche Fluoreszenzmarker,
wie bspw. farbstoffmarkierte Antikorper, die
in einem thiolhaltigen Schaltpuffer unter
Laserbestrahlung an- und ausgeschaltet wer-
den. Dieses ,Blinken“ wird zur rdaumlichen
Trennung und exakten Positionsbestimmung
(Lokalisation) einzelner Fluoreszenzmarker
und schlieBlich zur Rekonstruktion eines
hochaufgelosten Bilds verwendet. Mithilfe
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A Abb. 2: 3D-Gitter-Lichtblatt-dSTORM-Bild einzelner CD56-Rezeptoren auf 293T-Zellen. Man
erkennt klar die Anhdufung der Rezeptoren an Zell-Zell-Kontaktflachen.

A Abb. 3: Zwei-Farben-3D-Gitter-Lichtblatt-dSTORM-Bild einzelner CD56-Rezeptoren (magenta)
und des Aktin-Cytoskeletts (griin) einer adhérenten, fixierten 293T-Zelle.

der Technik sind Wissenschaftler in der
Lage, einzelne Molekiile auf der Zelloberfla-
che zu zdhlen und mit einer nahezu moleku-
laren Auflosung von etwa 20 Nanometern
darzustellen. Die hochauflosenden, einzelmo-
lekiilempfindlichen Super-Resolution-Mikro-
skopie-Methoden sind jedoch gewohnlich auf
die Abbildung kleiner Bereiche der basalen
Zellmembran mittels TIRFM beschrankt,
wodurch wichtige Informationen iiber die
molekulare Organisation der Plasmamem-
bran verloren gehen. So konnte die Vertei-
lung der Molekiile auf der dem Deckglas
abgewandten Seite der Zelle und an Zell-Zell-

Kontaktstellen bisher nicht quantitativ
erfasst werden.

Gitter-Lichtblattmikroskopie

Zur Abbildung groBerer Volumina eignet
sich die Lichtblattmikroskopie. Mithilfe der
Lichtblattmikroskopie konnen ganze Zellen
auch lebend in kurzer Zeit schonend unter-
sucht werden. Bei der Lichtblattmikroskopie
wird der Laserstrahl zur Beleuchtung der
Probe fokussiert und in eine Ebene aufgefa-
chert. Er bildet somit einen optischen Schnitt,
der eine diinne Schicht in der Probe aus-
leuchtet. Das Fluoreszenzsignal wird von
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einem in einem Winkel von 90° positionier-
ten Objektiv gesammelt und auf einer Kame-
ra abgebildet [5]. Eine moderne Weiterent-
wicklung, die Gitter-Lichtblattmikroskopie,
nutzt optische Gitter fiir die Erzeugung sehr
diinner und besonders schonender Lichtblat-
ter [6]. Das biologische Praparat wird damit
Ebene fiir Ebene abgescannt, wodurch ein
dreidimensionales Bild entsteht (Abb. 1).

Dreidimensionale Rezeptorvisuali-
sierung auf ganzen Zellen

Unsere Motivation war es, die Vorteile beider
Techniken miteinander zu vereinen, um die
molekulare Verteilung von Membranrezep-
toren auf ganzen Zellen zu untersuchen.
Hierbei fokussierten wir uns auf den Adhési-
onsrezeptor CD56, der ein wichtiger Marker
auf natiirlichen Killerzellen ist und an der
Erkennung des humanpathogenen Pilzes
Aspergillus fumigatus beteiligt ist [7].
Erstaunlicherweise detektierten wir mittels
3D-Lichtblatt-dSTORM weniger CD56-Mole-
kiile auf der basalen, d. h. der in Kontakt mit
dem Deckglas stehenden Membran als auf
der oberen, apikalen, frei zuganglichen Mem-
bran (Abb. 2, [8]). Diese Ergebnisse wurden
durch 3D-Lichtblatt-dSTORM-Experimente
mit den beiden Membranproteinen CD2 und
CD45 bestatigt [8]. Die geringere Signal-
dichte auf der basalen Membran kann durch
die schlechtere Zuganglichkeit der Rezepto-
ren auf der dem Deckglas zugewandten Seite
adhérenter Zellen fiir Antikorper erklart wer-
den. Dies deutet darauf hin, dass die bisher
mittels TIRFM bestimmten Rezeptordichten
zu gering sind. Des Weiteren zeigen unsere
Daten, dass sich CD56-Rezeptoren an Kon-
taktstellen zwischen zwei benachbarten Zel-
len ansammeln, was auf eine starke rezeptor-
vermittelte Interaktion der Zellen hindeutet.
SchlieBlich eignet sich 3D-Lichtblatt-
dSTORM fiir die Visualisierung mehrerer
Strukturen gleichzeitig auf ganzen Zellen. So
konnen einzelne CD56-Rezeptoren im Kon-
text des gesamten Aktin-Cytoskeletts von
Zellen in 3D mit nahezu molekularer Auflo-
sung abgebildet werden (Abb. 3).

Zellen sind standig in Bewegung

Meistens werden Zellen zur weiteren mikro-
skopischen Analyse chemisch fixiert. Hierbei
handelt es sich jedoch um ein artifizielles
System, welches der lebenden Zelle lediglich
zum Zeitpunkt der Fixierung dhnelt. Um bio-
logische Vorgange besser zu verstehen, ist
daher eine dreidimensionale Untersuchung
von lebenden Zellen unabdingbar. Hier
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erweist sich die einzelmolekiilempfindliche
Gitter-Lichtblattmikroskopie als sehr vorteil-
haft, da die Zellen durch das feindosierte
Anregungslicht kaum beeinflusst werden
und das Abscannen ganzer Zellen sehr
schnell erfolgt. Zum Beispiel kann so die
Bewegung einzelner Rezeptoren in der Plas-
mamembran und einzelner intrazelluldrer
Vesikel iiber langere Zeitraume in 3D ver-
folgt und untersucht werden [8].
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