Fluorescentie microscopie: principe en

toepassingen

Dr. H.J. Tanke; Laboratorium voor Cytochemie en Cytometrnie,
Ruyksuniversitert Leiden, Wassenaarseweg 72, 2333 AL Leiden

1. Wat is fluorescentie?

Sommige stoffen kunnen geabsorbeerde
energie weer afstaan door licht uit te zen-
den Men noemt dit verschynsel lumin-
escentie. Indien de geabsorbeerde energie
In de vorm van licht is opgenomen, spreekt
men van fotoluminescentie, waarby on-
derscheid wordt gemaakt tussen fluor-
escentie en fosforescentie Fluorescentie
1s gedefinieerd als het uitzenden van licht
tiydens (eigeniijk “‘zeer kort na’’) de absorp-

tie van licht van een andere lichtbron

De eigenschappen van fluorescentie zin
het best te verklaren door de fysische
aspekten van fluorescentie nader te bekij-
ken. De energie van een molecuul wordt
bepaald door de electronenenergie, en de
vibratie- en rotatieénergie van de atomen

Men onderscheidt o.a. de grondtoestand
en de eerste aangeslagen toestand van de
electronen. in figuur 1 zyn tevens enkele
vibratie- en rotatietoestanden getekend.
Voor het optreden van fluorescentie wordt
licht geabsorbeerd, waarbi electronen
overgaan naar een hoger electronenniveau
en een hogere vibratietoestand (proces
wordt excitatie genocemd) Terugkeren
naar de eerste aangeslagen toestand gaat
gepaard met het verlies aan wibratie-
energie (warmte); terugkeren naar de ver-
schillende vibratieniveau’s van de grond-
toestand kan gepaard gaan met fluor-
escentie De zogenoemde ‘“‘life-time” van
de electronen in de aangeslagen toestand
is zeer kort, minder dan 1 pico sec Als de
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Figuur 1

Energiediagram met gequantiseerde electronen-, vibratie- en rotatietoestanden, met daarin de over-
gangen die tot fluorescentie kunnen feiden
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excitatielichtoron uitgeschakeld wordt, zou
het fluorescentieverschinsel zelf niet veel
langer duren dan enkele nanosec Fluor-
escerende stoffen heten ook wel fluoro-
chromen of fluoroforen Een tweede vorm
van luminescentie is fosforescentie, waar-
py andere energieovergangen betfokken
zijn. De fosforescentie “Ife-time”’ is veel
roter De emissie kan seconden, zelfs mi-
nuten duren
De energie van het hicht wordt gegeven
door de wet van Planck, die zegt dat de
energie rechtevenredig 1s met de frequen-
tie (omgekeerd evenredig met de golf-
jengte) van het licht. De geabsorbeerde
energie wordt niet volledig omgezet in
smisste, er ontstaat ook warmte (vergeljk
de lengte van de pijl = energie in figuur 1).
Het uitgezonden fluorescentielicht i1s der-
halve van hogere golflengte (lagere ener-
gie) dan het geabsorbeerde licht (Wet van
Stokes). Het verschil in excitatie- en emis-
siegolflengte vormt de basis voor het waar-
nemen van fluorescentie. Fluorescen-
tiemicroscopie heeft doorgaans te maken
met de golflengten in het zichtbare gebied
van het spectrum (400-700 nm) en het na-
bije ultraviolet (UV) (300-400 nm)
De ratio tussen de uitgezonden en de
geabsorbeerde energie wordt de ‘‘quan-
tum efficiency’’ genoemd (Q). De Q waarde
geeft een indruk van de relatieve intensiteit
van een bepaald fluorochroom Tydens
aanstralen van het fluorochroom neemt de
Q waarde in de regel af Dit proces noemt
men bleking Het is 0 a het gevolg van fo-
tochemische reakties, dte tot ontleding van
fluocrochroom moleculen kunnen voeren.
Er zin omstandigheden en stoffen
(zuurstof en zware metalen), die een rem-
mend effect hebben op de fluorescentie.
Laatstgenoemden gaan een interactie aan
met de electronenconfiguratie van het
fluorochroom, hetgeen vaak tot een reduc-
tie van de Q waarde leidt. Dit proces wordt
“quenchin” (= remming) genoemd

2. Het fluorescentiemicroscoop
Het zichtbaar maken van fluorescentie ver-
eist tenminste drie komponenten fluoro-
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chroom, hchtbron, detectiesysteem (ook,
lichtgevoelig meetsysteem). Daarnaast zijn
filters nodig om de juiste excitatie- en emis-
siegolflengten te selekteren. Een excitatie-
filter wordt gebruikt om de geschikte golf-
lengten door te laten die de lichtbron (bijv
een kwiklamp) wizendt. Het fluoresce-
rende voorwerp wordt met licht van deze
golflengten bestraald en een tweede filter
(sperfilter) scheidt het fluorescentie-emis-
sie licht van het niet geabsorbeerde excita-
tielicht. Efficiente onderdrukking van het
niet geabsorbeerde licht i1s noodzakelijk
omdat het emissielicht vaak slechts een
fraktie van de intensiteit van het excitatie-
licht heeft

Het fluorescentiemicroscoop bevat al deze
elementen. Daarnaast worden optische
lenzen gebruikt om objekten met microsco-
pische afmetingen te kunnen zien. Moder-
ne fluorescentie microscopen maken bina
ultsluitend gebruik van opvallende belich-
ting volgens Ploem (figuur 2b).

Bij opvallende belichting wordt met een en-
kele lens het excitatiglicht op het preparaat
gefocusseerd, en tevens het fluorescentie-
beeld gevormd Om het excitatie- en emis-
stelicht te scheiden wordt een chromati-
sche stralendeler gebruikt, die de eigen-
schap heeft kortgolvig hicht te reflekteren
en licht van langere golflengten door te la-
ten Fluorescentiemicroscopie met opval-
tend licht heeft een aantal belangrijke voor-
delen. Omdat het objectief ook de rol van
condensor vervult, is er slechts een opti-
sche as. Uitljnen betekent focusseren van
het objectief Het geexciteerde microscopi-
sche veld 1s tevens het waargenomen veld.
Fluorescentiemicroscopie met opvallend
licht heeft het ook mogelijk gemaakt niet of
nauwelijks transparante objecten (minera-
len, halfgeleider chips) te bestuderen. Bo-
vendien kan het opvallende systeem ge-
makkelijk gecombineerd worden met elke
vorm van doorvallende belichting (fase
contrast, interferentie contrast volgens No-
marski, helderveld microscopig), omdat
geen eisen aan de condensor gesteld hoe-
ven te worden.
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Figuur 2

Figuur A en B tonen een schematische voorstelfing van een fluorescentiemicroscoop met doorval-

fend, respectievelijk opvallend ficht

Doorgetrokken hjn excitatielicht, stippelliin emissielicht. L = lichtbron; E = excitatiefilter, S = to-
taal reflekterende spiegel, CBS = chromatische stralendeler P = preparaat, F = sperfilter, Oc =

Qcutair, O = objectief, C = condensor

Componenten van het fluorescentiemi-
Croscoop

Excitatielichtbron In vergeliiking met an-
dere vormen van lichtmicroscopie Is een
hoog-energetische lichtbron nodig. De
fluorescentieopbrengst i1s evenredig met
de excitatieenergie. Om vooral zwakke
fluorochromen (lage Q waarde) zichtbaar
te maken is een sterke lichtbron noodzake-
lijk Veelgebruikte lampen ziyn hoge druk
kwiklampen en xenolampen. Nadeel van
deze lampen s hun beperkte levensduur
{tirca 200 uur). Mede daardoor neemt het
gebruik van kleine luchtgekoelde lasers
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toe" bijv. argon lasers voor excitatie met
blauw (488 nm). Verdere ontwikkeling van
halfgeleider lasers, die voldoende blauw of
groen emissie geven, biedt belangrijke toe-
passingsmogelijkheden voor fluorescentie
microscopie.

Filters- Deze worden gebruikt om een ge-
deelte van het spectrum te blokkeren (door
absorptie of door reflectie) en een ander
gedeelte door te laten Er bestaan filters
met verschillende functie en derhalve ver-
schillende transmissiekarakteristiek (figuur
3).
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Het lenssysteemn Bij opvallende belichting
functioneert het objectief tevens als con-
densor De numertieke apertuur (opening
van de lens) i1s derhalve zeer belangrijk De
fluorescentieintensiteit 1s evenredig met de
vierde macht van de numernieke apertuur
(NA) In het algemeen wordt gestreefd
naar lenzen met een zo laag mogelijke ver-
groting (hoog contrast) en een hoge N.A
Om deze hoge apertuur te bereiken wor-
den vaak immersie-lenzen gebrutkt Als im-
mersievioeistof dienen olie, glycerine en
water. Water vertoont geen autofluor-
escentie (= eigen fluorescentie), hetgeen
nuttig kan zin voor bepaalde toepassin-
gen De keuze van objectief en oculair i1s
bepalend voor een optimaal resultaat. Niet
alle objectieven, die als goed bekend staan
voor helderveld microscopie, zyn dat ook
voor fluorescentie toepassingen Vaak zin
ze voorzien van allerler hulplenzen om
lensfouten zoals randonscherpte of chro-
matische aberratie te corngeren. Elke ex-

tra lens betekent echter een nieuw reflec.
tieviak en derhalve potentieel lichtverlies
Met name voor de excitatie met ultraviolet
licht 1s een dergelijk gecorrigeerde lens
een probleem, omdat de vele glasienzen
nauweliiks noch het nabije UV doorlaten
Vaak 1s de keuze van het objectief een
“deal” tussen beeldkwaliteit en fluor-
escentie intensiteit Moderne objectieven
zyn echter voldoende lichtsterk en geven
een uitstekende beeldkwaliteit

3. Immunofluorescentie

Immunofluorescentie 1s gen van de meest
gebruikte toepassingen van fluorescentie-
microscople De methode Is oorspronkelijk
ontwikkeld door A Coons. indien lichaams-
vreemde stoffen als ewitten of suikers (an-
tigenen genaamd) ingespoten worden in
proefdieren worden hiertegen antihichamen
geproduceerd Deze antiichamen kunnen
gemerkt worden met een fluorescerende
kleurstof als FITC of TRITC, of een van de
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Transmissie karakteristiek van long pass (LP), short pass (SP) band pass (BP) filters, en van chroma-

tische stralendeters (CBS)
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phycobiliproteine kleurstoffen, die voorko-
men In blauwe en groene algen, en recen-
telijk voor IF geintroduceerd zyn. Een
antilichaam-kleurstof verbinding noemt
men een conjugaat. Zo'n conjugaat kan
gebruikt worden om antigenen, die in weef-
sels of cellen voorkomen zichtbaar te ma-
ken. Een belangnk voordeel van de fluor-
escentiemicroscopie hterbij is de grote ge-
voeligheid In vergelijking met het helder-
veld lichtmicroscoop zijn kleurstofconcen-
traties aan te tonen die 100 tot 1000 maal
kieiner ziyn. De hoeveelheid aan te tonen
antigen 1s daardoor ook veel kleiner. Een
grote stimulans voor de immuunfluor-
escentie 1s de ontwikkeling van monocio-
nale antiichamen geweest door Koehler en
Milstein. Dergeljke monospecifieke anti-
lichamen worden door genetisch gemani-
puleerde celien in een kweeksysteem in
onbeperkte hoeveelheden geproduceerd
Voor het aantonen van meerdere antige-
nen kunnen conjugaten met verschillende
excitatie- en emissie eigenschappen ge-

Figuur 4

Immuunfluorescentie kleuring van ¢-GMP 1n de
hersenen van een rat; het by de prikkelgeleiding
betrokken c-GMP werd aangekleurd met een
groen fluorescerend FITC-antiichaam en met
behulp van een speciaal laseraftastmicroscoop
zichtbaar gemaakt (a) bloedvat (b) c-GMP pro-
ducerende ganghoncelien .
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brutkt worden. Met een standaard fluor.
escentiemicroscoop zin zo drie antigenen
In drie kleuren (meestal blauw, groen en
rood) zichtbaar te maken Figuur toont eenp
voorbeeld

4. Microfluorometrie

Theoretische achtergrond: Microfluorome.
trie 1s het meten van de fluorescentieinten.-
siteit van objecten in een microcopisch
veld, met als doel om de hoeveeltheid van
een cellulair macromolecuul te bepalen
Het gaat er hierbij eerst om de relatie te
weten tussen de hoeveetheid fluorochroom
en de fluorescentie Vervolgens de relatie
tussen de hoeveelheid fluorochroom en de
hoeveelhetd cellulaire structuur waaraan
het gebonden 1s Dat laatste 1s vaak erg
moeilyk. Echter uit vergeljkende experi-
menten kan veel informatie worden verkre-
gen. De eerste relatie is theoretisch af te
leiden.

Wanneer licht met intensiteit lo op een
kleurstofoplossing valt zal een gedeelte
geabsorbeerd en een gedeelte (I) doorgela-
ten worden. Dus lo-l 1s het geabsorbeerde
gedeelte. Als gevolg van absorptie treedt
(soms) fluorescentie op, met een bepaalde
guantum opbrengst. Er geldt dus:

F = Qo)

waarbi} F de fluorescentie, Q de quantum
efficiency en (lo-1) de absorptie voorstellen
De wet van Lambert-Beer zegt dat de ab-
sorptie A = -log transmissie = -log /o Dit
gecombineerd levert'

F = Q(1-e(exp-A)).

Wanneer A laag is, dwz. de absorptie ter ®
plaatse laag 1s, dan kan dit geschreven
worden als:

F = 10.Q

De fluorescentie-intensiteit is dus recht
evenredig met de excitatie-intensiteit en
met de quantum efficiency. De absorptie
van een kleuraplossing 1s gerelateerd aan .,
de hoeveelheld moleculen Door de fluor-
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gscentie t@ meten is dus kwantitatief de
noeveelheid fluorochroom te bepalen.
Hieruit dient dan de hoeveelheid macromo-
jecuul of antigen in de cel door vergelijking
met behulp van een geschikte standaard te
worden vastgesteld. ) ‘
Toepassingen: Een belangrijke toepassing
petreft het meten van het DNA gehalte van
een cel. DNA, het molecuul waarin de ge-
netische informatie ligt opgeslagen, be-
vindt zich verpakt in chromosomen in de
celkern Een normale cel heeft een vast-
gesteld DNA gehalte (42 chromosomen).
Kankercellen hebben vaak een afwijkend
DNA gehalte. Wanneer cellen gekleurd
worden met een fluorochroom, dat zich
speciﬁek bindt aan het DNA in de kern, en
vervolgens de fluorescentie van deze cel
gemeten wordt, is het DNA gehalte van
eon celkern te meten. Op deze manier zin
normale cellen en kankercellen, als ze ver-
schillen in DNA gehalte, van elkaar te on-
derscheiden. Figuur 5 toont een baarmoe-
derhals uitstrijkje, dat met een DNA speci-
fiek fluorochroom is gekleurd. De grote,
sterk fluorescerende kern is in dit geval
een tumorcel

Figuur 5

5. Fluorescentie microfotografie

De apparatuur die gebruikt wordt voor het
maken van fotografische beelden van een
fluorescerend microscopisch object, kan
variéren van een eenvoudige handbedien-
de camera tot een volautomatische foto-
microscoop, waarmee automatisch de
juiste belichtingstijd wordt bepaald. Dit
laatste 1s een probleem by fluorescentie-
fotografie. De fluorescentie komt van enke-
le punten in het microscopisch veld; meten
van de belichtingstijid betekent dat de
waarde uitgemiddeld wordt over het hele
veld. Er zijn derhalve systemen ontwikkeld
die de belichtingstid meten bij veldbelich-
ting en bij puntbelichting. Ook dan leidt
meten lang niet altyd tot een goed fotogra-
fisch resultaat Hier ziyn twee hoofdrede-
nen voor:

1) Bleking van het object tijdens excitatie
Dit heeft vaak onderbelichte foto’s tot ge-
volg.

2) Reciprocitetsfout van de film. Onder
ideale  fotografische  omstandigheden
bestaat een reciproke relatie tussen de
lichtintensiteit van het object en de belich-
tingstijd. Deze relatie geldt echter voor de

Uitstrijkje van de baarmoederhals gekleurd voor DNA en ewit volgens de acriflavnne-Feulgef\-SlTS
methode B\ blauw excitatie worden gele celkernen (DNA) gezien (links) Als tegenkleuring dient de
+ SITS ewitkleuring, die resulteert in een blauw fluorescentiebeeld als met ultraviolet icht geexciteerd

wordt (rechts).
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commercieel beschikbare films, die ge-
schikt zijn voor belichtingstiyden van 0.01
tot 1 sec. Extreem zwakke intensiteiten ge-
hoorzamen niet aan deze wet, en hebben
veel minder zwarting in de film tot gevolg.
Als consequentie moet langer belicht wor-
den. Echter, bij langere belichting (dus ook
langere excitatie) treedt bleking op, waar-
door nog weer fanger belicht moet worden:
een vicleuze cirkel waaraan nauwelijks lijkt
te ontsnappen

Een tweede gevolg van langer belichten 1s
een verstoorde kleurbalans. De drie kleu-
renemulsies van een film hebben in princi-
pe hun eigen reciprociteitsfout, waardoor
het nodig is bij langer belichten de ver-
stoorde kleurbalans met compensatiefil-
ters te corngeren. In het algemeen geldt
dat kunstlicht kleurenfilms een lagere reci-
prociteitsfout hebben, waardoor de boven-
genoemde fouten kleiner zijn

Figuur 6

Om toch goede fotografische opnames vap
microscopische fluorescentiebeelden tg
kunnen maken, is het essentieel zoveg|
mogelijk fluorescentie licht te genereren,
Er bestaat fotoapparatuur waarmee auio.
matisch gecorngeerd kan worden voor de
reciprociteitsfout en de optimale belichting
geregeld wordt. Vaak worden goede foto’s
echter verkregen door “‘trial en error”.
Voor de fluorescentiefotografie is het ge-
bruik van kieuren negatieffilm af te raden
Omdat op het kleurennegatief alleen de
complementaire kleuren te zien zijn, is het
voor een buitenstaander die de foto’s ont-
wikkelt en afdrukt, vaak moeilyjk om de
juiste kleurvananten te verkrigen. Beter 1s
het om uit te gaan van een diapositief film,
en hiervan afdrukken in de juiste kleurva-
rianten te maken.

Aantonen van satelliet DNA (genetisch inactief DNA met een nog onbekende funktie) in muize lever-
kernen met behulp van fluorescentiemicroscopie De sequenties werden gehybridiseerd met een
hapteen gemerkte probe, en zichtbaar gemaakt met een fluorescerend antiichaam gericht tegen het

hapteen.
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van fluorescentie-

6. Toepassingen

microscopie
Het gebruik van fluorescentiemicroscopie

neemt sterk toe. Door verbeterde appara-
tuur en reagentia biedt fluorescentiemicro-
scople vaak een goed alternatief voor de
zeer gevoelige methoden, waarby een
radioactieve merker gebrutkt wordt Laatst-
genoemde technieken zijn vaak tijdrovend,
terw))} bovendien aan het gebruik en ver-
werking van radioisotopen strenge eisen
worden gesteld. Het aantonen van speci-
fieke stukjes nucleinezuur in celkernen
was tot voor kort alleen mogehjk met radio-
actief gemerkte nucleinezuur probes, die
zwarte korrels te zien gaven in een aange-
prachte zilveremulsie (zgn. autoradiogra-
fie). Figuur 6 geeft een voorbeeld van het
aantonen van een specifiek nucleinezuur
met behulp van een fluorescentie in situ
hybridisatiemethode, waarbij de radioactie-
ve merker in principe vervangen 1s door
een fluorochroom.

Toepassingen van fluorescentiemicrosco-
pte hebben lange tyd voornamelijk op bio-
medisch gebied gelegen. De mogelijkheid
om cellen en weefsels met behulp van ge-
voehige fluorescentiemicroscopie te kun-
nen bestuderen wordt nog steeds intenstef
gebrutkt by zowel fundamenteel als diag-
nostisch onderzoek Voorbeelden zijn de
studies van chromosomen voor het aanto-
nen van genetische afwijkingen, de immu-
nologische typeringsreacties by nier-
transplantaties en het vinden van zeer
zeldzame, fluorescerend gemerkte kanker-
cellen Daarnaast i1s een toenemend ge-
bruik i andere gebieden waar te nemen.
In de microelectronica dient fluorescentie-
microscopie voor de bestudering van
chips, in de geologie worden aardmonsters
onderzocht om op grond van de fluor-
escentie eigenschappen van het fossiele
ptantenmatenaal voorspellingen te kunnen
doen over de aanwezigheid van olie. Bier-
brouweryen bestuderen de fluorescentie
van gistcellen De echtheid c g leeftijd van

antieke waardevolle voorwerpen 1s soms
vast te stellen door de fluorescentie van de
houtlak te bestuderen- de originele natuur-
fitke lak van een Stradivarius viool fluor-
esceert anders dan de kunsthars van een
moderne viool

Voor verdere verdieping in principes en
toepassingen van fluorescentiemicrosco-
pie kan verwezen worden naar onderstaan-
de literatuur,
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