Licht als Werkzeug in der Zell- und
Molekularbiologie

Anwendungen in der Herzforschung

Ein beliebtes Motiv in manchen TV-Serien ist der Notarzt, der
den Brustkorb eines Bewusstlosen mit Elektroschocks behan-
delt, um dessen Herz wieder zu kraftvollen Pump-Schlagen an-
zuregen. Was geschieht hier? Die pumpenden Kontraktionen
des Herzens sind in zuckende Mikrokontraktionen (Fibrillatio-
nen) iibergegangen. Molekular bedeutet dies, dass Calcium-
Wellen, welche unkorrelierte Kontraktionen einzelner Herzmus-
kelzellen zum Schlagen des ganzen Herzens koordinieren, in
Partialwellen zerfallen. Es entstehen autonome Zentren, die
unabhangig von Nachbarzentren agieren. Ursache hierfiir ist
u.a., dass sich die geordneten Calcium-Wellen, welche in einem
gesunden Herzen iiber alle Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten)
laufen, an Fibroblasten-Narben eines friiheren, vielleicht sogar
nie erkannten, Herzinfarkts brechen und so zerfallen.

Laser-Mikrostrahl: Von der Mikro-
injektion zur Zellfusion

Fiir das Studium von Details dieser Vor-
ginge haben sich zwei mikroskopische
Techniken als hilfreich erwiesen: der
(Laser-) Mikrostrahl und die optische
Pinzette. Der Mikrostrahl mit einer scharf
in ein Mikroskop fokussierten Kklassi-
schen Lichtquelle wurde bereits 1912
von einer deutschen Arbeitsgruppe [1]
vorgestellt. Heute wird als Lichtquelle oft
ein UV (337 nm) Stickstofflaser (Kosten
ca. 7.000 €) verwendet, der ultraviolette
Pulse von wenigen Nanosekunden Dauer
liefert. In letzter Zeit gibt es auch Vor-
schlidge, einen Titan Saphir-Femtosekun-
den Laser einzusetzen (siehe z.B. [2]),
der allerdings um einen Faktor 10-20
teurer ist, wobei der Mehrpreis aber nur
in einigen speziellen Anwendungen ge-
rechtfertigt ist. Ein breites Feld von bio-
logischen Anwendungen, die an Schnei-
den, Schweien und Bohren in
industriellen Prozessen erinnern, wurde
vor allem von der US Arbeitsgruppe
Berns [3] und von unserer Arbeitsgruppe
(siehe z.B. [4]) aufgezeigt. Hierzu geho-
ren u.a. die Mikrodissektion von Chro-
mosomen [5], das Isolieren von Einzel-
zellen aus Gewebsschnitten (siehe z.B.
[6]) die Mikroinjektion von Makromole-
kiilen, u.a. auch von funktionellen Ge-
nen, in Zellen [7] und die Fusion von Zel-
len unter kompletter Sichtkontrolle [8].

Die optische Pinzette und die EMFA
Technik

Zu dem Laser Mikrostrahl ist 1987 die
optische Pinzette hinzugekommen [9].
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Hier wird ein Infrarot Laser (oft ein im
nahen Infrarot bei 1064 nm arbeitender
Nd:YAG Laser mit einer mittleren Leis-
tung von einigen 100 Milliwatt, Preis ab
15.000 €) ebenfalls durch das Mikroskop-
Objektiv mit hoher numerischer Apertur
fokussiert. Lichtdruck und optische Gra-
dientenkrifte wirken dann so, dass ein
Mikrometer groB3es Objekt im Fokus die-
ses Lasers festgehalten wird. Durch Be-
wegen des Fokus kann man dann Ob-
jekte  gegeniiber ihrer Umgebung
bewegen, z.B. auch im Inneren lebender
Zellen. Beide Techniken wurden erstma-
lig 1989 in einer einheitlichen Mikros-
kop-Apparatur kombiniert [10], so dass
komplette Mikromanipulation von mi-
kroskopischen Objekten, insbesondere
von Zellen [11] und Molekiilen [12] mog-
lich wurde. Die technische Durchfiihrung
ist, zumindest im Prinzip, iiberraschend
einfach. Es werden in den Fluoreszenz-
Beleuchtungsgang eines kommerziell er-
héltlichen Mikroskops zwei halb durch-
ldssige Spiegel eingebaut, iiber die je
einer der Laser der Fluoreszenz-Be-
leuchtung iiberlagert wird. Das Mikros-
kop-Objektiv fokussiert die beiden Laser
in die Brennebene.

Zum Aufbau einer solchen Apparatur
benétigt man also ein kommerziell er-
hiltliches Fluoreszenzmikroskop, wobei
fiir die Manipulation und Beobachtung
nicht belebter Objekte oft ein aufrechtes
Mikroskop, bei dem das Objektiv von
oben auf die Probe schaut, vorzuziehen
ist. Dagegen ist fiir Anwendungen in der
Biologie meist ein inverses Mikroskop
besser geeignet. Prinzipiell ist der Auf-
bau also sehr einfach. Allerdings liegen,

Abb. 1: Prinzip der EMFA Technik: Ein Erythrozyt wird mit der optischen
Pinzette erfasst und auf die zu vermessende oder zu stimulierende
Zelle gedriickt. Da der chemisch behandelte Erythrozyt sehr viel harter
ist als die Zielzelle (hier ein Fibroblast), wird die Kraft quantitativ

wie so oft, die Schwierigkeiten im Detail:
Zum Beispiel muss die Apparatur fiir je-
den Experiment-Typ leicht modifiziert
werden.

Beide Werkzeuge, Laser-Mikrostrahl
und optische Pinzette, konnen zur Klai-
rung interessanter Teilaspekte der oben
beschriebenen Herzprobleme eingesetzt
werden. Wie oben schon bemerkt, spie-
len bei der Koordination des Schlagens
eines Herzens Calcium-Wellen eine wich-
tige Rolle, und dies kann man an Herzge-
webe in vitro studieren [13].

Calcium-Wellen konnen mit der
optischen Pinzette induziert werden —
in Monolagen von Herzmuskelzellen,
aber auch von Fibroblasten

Hierzu wurden Herzen von Hiihnerem-
bryonen verwendet, die man relativ ein-
fach aus angebriiteten Hiihnereiern iso-
lieren kann. Besser wére natiirlich
menschliches Herzgewebe, das aber
praktisch lebend fiir solche Experimente
nicht verfiighar ist, oder Gewebe aus
Maiuseherzen. Die unten beschriebenen
Experimente stellen daher einen Kom-
promiss dar, mit dem Vorteil der leichten
Verfiigharkeit und dem Nachteil, dass
dies nur begrenzt als Modell fiir mensch-
liche Herzinfarkte verwendbar ist.

Wenn man Kardiomyozyten von Hiih-
nerembryonen zu einem Zellverband re-
konstituiert und eine dieser Zellen me-
chanisch stimuliert, wird Calcium
freigesetzt, das durch geeignete, Cal-
cium-empfindliche Fluoreszenzfarbstoffe
(Orange Green 488, BAPTA-1, AM) sicht-
bar gemacht werden kann. Der Anstieg
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der Calcium-Konzentration koppelt dann
auf Nachbarzellen iiber, so dass sich in-
nerhalb von wenigen Sekunden eine Cal-
cium-Welle iiber das gesamte Gewebe
ausbreitet. Diese reguldre Welle bringt
das Gesamtgewebe zum koordinierten
»,Schlagen®. Die mechanische Stimula-
tion wird mit der optischen Pinzette er-
zeugt, allerdings nicht direkt, sondern
mit einem entsprechend priparierten
Erythrozyten als ,,Griff“ zur Ubertragung
der Kraft. Die Technik haben wir als
,Erythrocyte Mediated Force Applica-
tion“ (EMFA) bezeichnet (13). Details der
EMFA Technik sind in Abbildung 1 dar-
gestellt.

Calcium-Wellen lassen sich auch bei
Maus-Fibroblasten erzeugen (Abb. 2)

Dieses Experiment ist aus folgendem
Grund besonders interessant: Hier han-
delt es sich um eine Monolage von Fibro-
blasten, von denen generell angenom-
men wird, dass sie, im Gegensatz zu den
Kardiomyozyten, nicht erregbar sind und
daher keine Calcium-Wellen auslosen. In
Abbildung 2 ist aber deutlich erkennbar,
dass bei Stimulation mit Hilfe der EMFA
Technik in der Tat Calcium-Wellen iiber
den gesamte Zellrasen laufen. Offen-
sichtlich liegt hier eine physikalisch-che-
mische Randbedingung vor, bei der auch
,Narbengewebe“ fiir Calcium-Wellen
transparent ist. Aufgrund dieser Beob-
achtung kann man nun eine Serie von
Experimenten vorschlagen, welche die
Erhohung der Transparenz von Fibro-
blasten-Narben durch (potentielle) Medi-
kamente zum Inhalt haben. Wenn man
hierbei zunéchst bei dem Hiihnerem-
bryo-Modell und der vergleichsweise ein-
fachen EMFA Technik bleibt, lassen sich
in einer Art ,High Throughput“ Verfah-

Abb. 2: Ausbreitung des Calcium Signals nach
Druck auf einen der Fibroblasten im Zellrasen.
Ganz links: Durchlichtaufnahme. Dann von links
nach rechts drei verschiedene Stadien der Ent-
wicklung der Calcium-Welle, Gesamtzeit ca. 5
Sekunden.
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ren eine Reihe geeigneter Substanzen er-
mitteln, die dann am Maus-Modell und
spéter in klinischen Tests perfektioniert
werden konnten. Am Ende stiinde ein
Medikament, welches das Risiko todli-
cher Fibrillationen reduziert.

Verletzungen durch den Laser-Mikro-
strahl heilen in 18 Stunden aus, bilden
aber Narben

Nicht nur die optische Pinzette und die
auf ihr aufgebaute EMFA Technik kon-
nen dazu beitragen, Probleme im Zusam-
menhang mit Herzinfarkten besser zu
verstehen. Der Laser Mikrostrahl kann
wie ein extrem feines Skalpell eingesetzt
werden, um gezielt Lisionen in Herzge-
weben anzubringen und den darauf fol-
genden Heilungsprozess zu studieren.
Abbildung 3 A (links) zeigt das Ge-
webe unmittelbar nach der Verletzung,
Abbildung 3 B (Mitte) die Situation nach
5 Stunden. Man sieht deutlich wie erste
Zellen in den leeren Bereich einwachsen
und beginnen, die Liicke zu schlieBen.
Nach 18 Stunden ist die Liicke geschlos-
sen (Abb. 3 C). Allerdings handelt es sich
iiberwiegend um dunkle, spindelférmige
Fibroblasten. Es ist also eine der ge-
fiirchteten Narben entstanden. Besser
wére es, wenn der Anteil der im Mikros-
kopbild hell erscheinenden Kardiomyo-
zyten sehr viel hoher, idealerweise 100 %,
wiére. Dann wire die Liicke komplett mit
Herzmuskelgewebe ausgefiillt worden,
d.h. eine Narbe wire gar nicht erst ent-
standen. Da unser Modellsystem wie-

Abb. 3: Laserinduzierte Verletzung in rekonstituiertem Herzgewebe von Hithnerembryo-
nen. Links: Unmittelbar nach der Verletzung. Mitte: Nach 5 Stunden. Rechts: nach 18
Stunden. Die jeweils sichtbare Linie in der Bildmitte ist eine Beschadigung des Objekt-
tragers durch den Laser-Mikrostrahl und damit fiir das Experiment uninteressant.

derum, wie oben, fiir ,High Throughput*
geeignet ist, bietet es sich an, Substanzen
zu suchen, die das Einwachsen von Kar-
diomyozyten fordern. Uberraschender-
weise gibt es bereits ein solches Molekiil:
der ,Insulin Like Growth Factor®, IGF 1.
Méuse oder Schweine, denen man das
Gen fiir IGF 1 (14) ins Genom eingebaut
hat, bekommen nach Herzverletzungen
keine Narben und werden auch viel dlter
als entsprechende Kontrolltiere. Natiir-
lich ist eine solche Strategie beim Men-
schen nicht anwendbar. Daher steht hier
noch eine lange systematische Suche
nach geeigneten Substanzen aus.
Insgesamt zeigt sich, dass eine Kom-
bination von Laser Mikrostrahl und opti-
scher Pinzette ein Instrument darstellt,
das in der Biologie und Biomedizin viel-
seitig einsetzbar ist und als Mikroskopie-
Variante auch leicht erlernbar ist.
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