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Ondanks het feit dat de lichtmicroscoop 
een van de oudste wetenschappelijke in- 
strumenten is, zijn er nog steeds nieuwe 
ontwikkelingen rond dit instrument. Die 
ontwikkelingen spelen zich af op twee ge- 
bieden, enerzijds op het puur technische 
vlak, zoals het gebruik van nieuwe opti- 
sche geometriën en lichtbronnen, en an- 
derzijds op het gebied van de toegepaste 
contrastvormende mechanismen. Wat de 
technische ontwikkelingen betreft heeft 
vooral de ontwikkeling van de confocale 
microscopie voor een doorbraak gezorgd. 
De kenmerkende eigenschap van deze 

,$ . *  
vorm van microscopie is dat er selectief 

I’-+ naar één enkel volume-element in het 
monster gekeken wordt, zodat het mogelijk 
is om met behulp van scantechnieken 
3-dimensionale beelden op te nemen. 
Voor elke beeldvormende techniek is het 
essentieel dat er een contrastvormend me- 
chanisme aanwezig is. Voorbeelden van 
contrastvormen die gebruikt worden bin- 
nen de microscopie zijn: absorptie (door- 
vallend licht), reflectie, interferentie, 
polarisatie, fluorescentie, Raman ver- 
strooing enz.. 
Voor biologische toepassingen speelt met 
name de fluorescentie-microscopie een be- 
langrijke rol. In fluorescentie-microscopie 
wordt gebruik gemaakt van moleculen die 
blauw of UV licht absorberen en vervol- 
gens bij een langere golflengte (roodver- 
schuiving) licht uitzenden. In figuur 1 is 
schematisch weergegeven hoe dit in zijn 
werk gaat. Het fluorescerende molecuul 
bevindt zich aanvankelijk in de grond- 

*- toestand So en wordt door absorptie van 
een foton met energie hvA in de aangesla- 
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gen toestand SI gebracht. Daarna treedt er 
een zeer snelle interne conversie op naar 
het laagste energieniveau binnen SI. 
Tenslotte keert het molecuul na enige tijd 
(ns) terug naar de grondtoestand onder 
emissie van een ”fluorescentie foton” met 
energie hvF. 

De kracht van het gebruik van fluoresce- 
rende moleculen in de microscopie schuilt 
in de selectiviteit van het kleuringsproces. 
Er kunnen b.v. fluorescerende moleculen 
gebruikt worden om selectief cel-organel- 
len te labellen, ionen-concentraties te 
quantificeren of mebraanpotentialen te be- 
palen. Door gebruik te maken van meerde- 
re fluorescerende labels kan ook b.v. naar 
correlaties tussen processen gekeken 
worden 
Het gebruik van fluorescerende probes is 
echter niet geheel zonder problemen. Veel 
van de complicaties rond het gebruik van 
fluorescerende probes zijn terug te voeren 
op het feit dat er gekeken wordt naar de 
fluorescentieintensiteit. Dit betekent dat 
factoren die de fluorescentieintensiteit 
beïnvloeden, zoals absorptie effecten in 
het monster, intensiteitsvariaties van de 
lichtbron en het wegbleken van de fluor- 
escerende probe onder invloed van het ex- 
citatielicht, fouten kunnen introduceren. 
Een probleem dat zich voordoet bij gebruik 
van meerdere labels is dat het fluorescen- 
tielicht uitgezonden wordt in een brede 
golflengteband In figuur 2 is een voor- 
beeld gegeven van een aantal bekende 
fluorescerende moleculen fluoresceine, 
tetramethylrhodamine, Iissamine rhodami- 
ne B en Texas Red. Het zal duidelijk zijn 
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Figuur i 

\crossing 
fluorescence 

Een schematische weergave van de energieniveaus in een fluorescerend molecuul (Jablonski 
diagram) 

Figuur 2 

P 

De emissiespectra van een aantal veel gebruikte fluorescerende moleculen 
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-- 
dat door de overlap van de emissiebanden 
van de diverse fluorescerende moleculen 
het moeilijk IS om de signalen van de ver- 
schillende moleculen goed van elkaar te 
Onderscheiden. 

, 

Een ander probleem doet zich voor bij het 
quantitatief afbeelden van ionenconcentra- 
ties. Hiervoor zijn verschillende typen fluor- 
escerende probe - ionenindicatoren - 
beschikbaar. Bij een belangrijke klasse 
van ionenindicatoren gaat men er vanuit 
dat de fluorescentieintensiteit een maat is 
voor de ionenconcentratie. Deze aanname 
is echter alleen correct zolang de probe ho- 
mogeen verdeeld is over het monster. Dit 
kan in de praktijk tot dubbelzinnige resulta- 
ten leiden. 
De laatste jaren worden alternatieve fluor- 
escentie-contrastvormen onderzocht die 
de hierboven genoemde nadelen niet ver- 
tonen. Een van deze contrastvormen is ge- 
baseerd op de fluorescentievervaltijd. De 
fluorescentievervaltijd of fluorescentie- 
levensduur, is een maat voor de tijd die het 
fluorescerende molecuui in de aangesla- 
gen toestand doorbrengt. Vaak is er sprake 
van monoexponentieel verval van de fluor- 
escentieintensiteit, zodat deze geschreven 
kan worden als: 

c 

' 

i(t) = ¡,e - UZ (1) 

met T de fluorescentievervaltijd, lo en l(t) 
de fluorescentieintensiteit op respectieve- 
lijk tijdstip O en t 
Het gebruik van de fluorescentievervaltijd 
ais contrastmechanisme in de microscopie 
biedt een aantal belangrijke voordelen. In 
de eerste plaats is de fluorescentielevens- 

,, duur onafhankelijk van bleking, belich- 
4 tings-intensiteit en de probeconcentratie 

(zeer hoge concentraties uitgezonderd) 
Dit maakt deze vorm van contrast zeer ge- 
schikt voor gebruik in de quantitatieve 
fluorescentie microscopie. In de tweede 
plaats kunnen verschillende fluoresceren- 
de moleculen onderscheiden worden op 

-.. basis van hun levensduur. Tenslotte kan 
de fluorescentielevensduur beïnvloed wor- 

den door de lokale chemische omgeving 
van het fluorescerende molecuul. Dit bete- 
kent dat de fluorescentielevensduur ge- 
bruikt kan worden om quantitatieve 
uitspraken te doen over de chemische om- 
geving van de probe. Concrete voorbeel- 
den hiervan zijn het bepalen van 
ionenconcentraties (Ca2+, H + etc.), CO2 
en O2 concentraties en hei al dan niet ge- 
bonden zijn van een probe aan een eiwit 

Instrumentatie 
Het meten van fluorescentievervaltijden 
kan in principe op een aantal verschillende 
manieren gerealiseerd worden. Een van de 
meest gebruikte methoden hiervoor is 
"Time Correlated Single Photon Coun- 
ting". Bij deze techniek wordt het monster 
met een korte lichtpuls geexciteerd waarna 
de tijd gemeten wordt tussen de excitatie- 
puls en de detectie van een "fluorescentie 
foton". Dit wordt vele malen herhaalt zodat 
een waarschijnlijkheidsverdeling van deze 
tijden opgebouwd kan worden. Als er voor 
gezorgd wordt dat er per excitatiepuls niet 
meer dan één "fluorescentie foton" gede- 
tecteerd wordt, dan komt deze waarschijn- 
lijkheidsverdeling overeen met de fluores- 
centievervalcurve. Na analyse (fitten) van 
de vervalcurve kan op nauwkeurige wijze 
de vervaltijd (of vervaltijden voor multi- 
exponentieel verval) bepaald worden. De- 
ze methode is zelfs geschikt om verval- 
curven te meten in zeer kleine monsters. 
Hiervan is een voorbeeld gegeven in figuur 
3. Het gaat hier om een vervalcurve van 
een fluorescerende kleurstof (Calcium- 
Green) opgenomen in een met een confo- 
cale microscoop geselecteerd volume- 
element van c a. 3 pm3 in de kern van een 
cel. Aangezien het opnemen van deze cur- 
ve enkele minuten in beslag nam, zal het 
duidelijk zijn dat deze methode niet ge- 
schikt is voor beeldvorming in een (confo- 
cale) microscoop. 

In een microscoop zal echter in de regel 
ook bij lange na niet de nauwkeurigheid 
vereist zijn die van spectroscopische me- 
thoden verlangd wordt. Het ligt dus voor de 
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Figuur 3 
Een fluorescentievervalcurve van een 3 wm3 groot volume-element in een met CalciumGreen ge- 
kleurde celkern, opgenomen m b.v een confocale microscoop en een standaard spectroscopische 
techniek. 

% 

hand om nauwkeurigheid in te leveren voor 
snelheid. Dit kan bijvoorbeeld door het 
aantal kanalen waarin de vervalcurve 
wordt geregistreerd drastisch te re- 
duceren. 
In onze opstelling hebben we gekozen voor 
een systeem gebaseerd op time-gating met 
slechts twee kanalen in plaats van de 1024 
kanalen in de spectroscopische methode. 
De werking van het systeem is schema- 
tisch weergegeven in figuur 4. Op t = O  
wordt het monster geexciteerd met een 
korte (ns) Iichtpuls Vlak na de excitatiepuls 
wordt het eerste detectiekanaal geopend 
en na een aantal ns weer gesloten Vervol- 
gens wordt het tweede detectiekanaal ge- 
opend en weer na een aantal ns gesloten 
Deze hele procedure wordt enige honder- 
den malen herhaald om voldoende intensi- 

teit in de twee detectiekanalen le accumu- 
leren. De verhouding van de intensiteit in 
de twee kanalen is nu een maat voor de 
fluorescentielevensduur. Voor een mono- 
exponentieel verval geeft deze methode in 
principe de correcte vervaltijd, terwijl voor 
multi-exponentieel verval een soort effec- 
tieve vervaltijd bepaald wordt. De nauw- 
keurigheid van de methode is zeer redelijk. 
Als we uitgaan van c a. 250 gedetecteerde 
"fluorescentie fotonen" dan is de fout in de 
vervaltijd minder dan 10%. Het grote voor- 
deel ts dat we nu in c.a. 40 ps een vervaltijd 
kunnen bepalen Als we dit vergelijken met 
de spectroscopische methode die eerder 
behandeld is, dan zien we dat daar van de 
orde van 106 "fluoescentie fotonen" geme- 
ten worden in een aantal minuten terwijl de 
nauwkeurigheid c.a. 1% bedraagt. 

k.. 
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Figuur 4 
Het principe van time-gating voor de bepaling van vervaltijden. 

k Figuur 5 is een schematische weergave 
van de door ons gebruikte opstelling. In 
principe wordt gebruik gemaakt van een 
conventionele Confocale Laser Scan 
Microscoop (CLSM) met een gemodificeer- 
de lichtbron en detectiesysteem. De Iicht- 
bron bestaat uit een standaard laag-ver- 
mogen CW Ar+-laser met daarachter een 
Electro Optische Modulator (EOM). Deze 
modulator produceert in combinatie met 
een pulsgenerator een 25 MHz pulstrein 
van nanoseconde lichtpulsen voor excitatie 
van het monster. De detectie van het fluor- 
escentie signaal verloopt via een snelle fo- 
tomultiplier gekoppeld aan een discrimi- <" nator en twee time-gated counters. De 
time-gating is hier gerealiseerd met behulp 
van snelle (1 ns stijgtijd) ECL elektronica. 
Nadat voldoende signaal geaccumuleerd 
is worden de twee counters uitgelezen 
door een computer die, nadat een heel 
beeld opgebouwd is, een fluorescentie- -- levensduurbeeld weergeeft op het compu- 
terscherm. 

Toepassingen 
Door gebruik te maken van de verschillen 
in fluorescentielevensduur van probes is 
het mogelijk om deze gescheiden waar te 
nemen zelfs als er sprake is van grote over- 
lap van de emissie spectra Een (test) voor- 
beeld van deze toepassing is gegeven in 
figuur 6 Het monster was in dit geval een 
alge (gymnodinium nagasakiense) die 
twee fluorescerende materialen bevat. De 
alge bevat van nature chlorofyl en is daar- 
naast gekleurd met een fluorescerend 
(FITC) antilichaam dat specifiek het buiten- 
membraan kleurt. Het chlorofyl heeft meer- 
dere vervalcomponenten waarvan de 
belangrijkste vervaltijden c.a. 0,í ns en 0,6 
ns zijn terwijl het fluorescerende anti- 
lichaam een vervaltijd heeft van 1,l ns. 
Voor het registreren van levensduurbeel- 
den van dit monster hebben we gebruik ge- 
maakt van twee tijdsvensters (gates) met 
een gelijke breedte van 1,8 ns. Het eerste 
tijdsvenster start vlak na de excitatiepuls 
en het tweede direct daarachter. 
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Figuur 5 
Een schematische voorstelling van de door ons gebruikte confocale fluorescentielevensduur micro. 
scoop 

In figuur 6 a en b zijn de intensiteitbeelden 
weergegeven die bij respectievelijk het eer- 
ste en het tweede tíjdsvenster horen. Zoals 
verwacht is de intensiteit in het tweede (ia- 
te) venster lager dan dat in het eerste 
venster. In figuur 6 c is de verhouding van 
figuur 6 a en 6 b weergegeven. Lage grijs- 
waarden komen hier overeen met korte 
fluorescentielevensduren en hoge met lan- 
ge. Er mijn al duidelijk gebieden te onder- 
scheiden met korte en lange levensduren. 
Het levensduurbeeld kan nu gebruikt wor- 
den om twee beelden te construeren, een 

voor de korte levensduren en een voor de 
lange Dit IS gedaan in figuur 7 a en b, 
waarbij ais grenswaarde voor kori/lang een 
waarde van 0,9 ns is gekomen. Het beeld 
met levensduren korter dan 0,9 ns cor- 2 

respondeert met chlorofyl (figuur 7 a) en 
het beeld met levensduren langer dan 0,9 
ns (figuur 7 b) met het fluorescerende anti- 
lichaam. In dit specifieke geval kan de 
fluorescentie van chlorofyl en van het anti- 
lichaam ook gescheiden worden op basis 
van de spectrale eigenschappen. Ter ver- 
gelijking met de resultaten op basis van le- 

'' 
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Figuur 6 
Intensiteitsbeeld van een alge behorende bi] het eerste a) en bi] het tweede b) tijdsvenster. c) Het 
levensduurbeeld 

vensduurcontrast zijn de spectraal ge- 
scheiden beelden van de twee fluoresce- 
rende componenten weergegeven in figuur 
7 c en d. De beelden laten duidelijk zien 
dat scheiding van fluorescentiesignalen op 
basis van de fluorescentielevensduur goed 
mogelijk is. Deze methode is dus zeer ge- 
schikt om fluorescentiesignalen van mole- 
culen die sterk overlappende emissie- 
banden hebben te scheiden. 

Om de verdeling van deze ionen in levende 
cellen te bestuderen wordt gebruik ge- 
maakt van fluorescerende ionenindicato- 
ren. In principe zijn hiervoor twee ver- 
schillende typen voor beschikbaar, intensi- 
teitsprobes en ratioprobes. De werking van 
de intensiteitsprobes zoals b v. Flu03 en 
CalciumGreen is gebaseerd op het feit dat 
de probe in twee toestanden voorkomt in 
het monster, vrij en gebonden aan het ion. 

lonen zoals Ca*+, Na+ en H+ spelen een 
zeer belangrijke rol in levende organismen. 
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Figuur 7 
In a) is de fluorescentie weergegeven met levensduren korter dan 0,9 ns (chlorofyl) en in b) dat met 
levensduren groter dan 0,9 ns (antilichaam). c) en d) op basis van verschillen in emissiespectra ge- 
scheiden beelden van chlorofyl en het antilichaam 

De fluorescentieintensiteit van de probe is 
hoog als deze gebonden is aan het ion en 
laag in de ongebonden toestand Als de io- 
nenconcentratie toeneemt, neemt de hoe- 
veelheid gebonden probe toe en dus ook 
de fluorescentieintensiteit. Het probleem 
bij dit type probe is dat de intensiteit afhan- 
kelijk is van zowel de probe- als de ionen- 
concentratie. Een inhomogene probe- 
distributie geeft du5 dubbelzinnige infor- 
matie over de ionenconcentratie. Verder is 
het niet mogelijk om absolute concentra- 
ties te bepalen. 

Bij de ratioprobes wordt gebruik gemaakt 
van verschillen in spectrale eigenschap- 
pen van de vrije en gebonden probe. In het 
geval van SNAFL, een H + probe, treedt er 
b.v. een verschuiving in het emissiecpec- 
trum op. Door de verhouding te meten van 
de fluorescentieintensiteit bij twee verschil- 
lende emissiegolflengten kan in principe 
de absolute ionenconcentratie bepaald 
worden. Een complicatie bij het gebruik 
van deze methode is dat de spectrale 
eigenschappen vaak gevoelig zijn voor de * 
lokale chemische omgeving van de probe. 

' 
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ln de praktijk is dan ook een in-situ calibra- 
tieprocdure nodig voor het quantificeren 
van ionenconcentraties met dit type probe. 
Een ander nadeel van dit type probe is dat 
doorgaans gebruik moet worden gemaakt 
van UV-excitatie, wat potentieel schadelijk 
is voor cellen. 
Recent onderzoek heeft aangetoond dat 
het mogelijk IS om ionenconcentraties te 
bepalen op basis van fluorescentielevens- 
duren Het blijkt dat b.v. bij de Ca2+ ge- 
voelige intensiteitsprobe CalciumGreen de 
vrije en gebonden probe niet alleen ver- 
schillende fluorescentieintensiteiten verto- 
nen maar ook dat ZIJ verschillende fluor- 
escentielevensduren hebben. Dit betekent 
dat het fluorescentieverval twee kompo- 
nenten bevat met amplitudes avril en ageb 
en levensduren 7vr,1 en Tg& 

Aangezien de amplitudes avril en ageb 
evenredig zijn met de concentraties en de 
(constante) quantumefficiencies van de 
vrije en gebonden probe, verandert de ge- 
middelde levensduur als de ionenconcen- 
tratie verandert. M.a.w. de gemiddelde 
levensduur zoals die gemeten wordt in on- 
ze microscoop is een maat VOOF de ionen- 

f 

concentratie. Voor een nauwkeurige con- 
centratiebepaling is wel een vereiste dat de 
levensduren van de vrije en van de gebon- 
den probe voldoende ver uit elkaar liggen. 
In het geval van CalciumGreen hebben we 
de levensduren met Time Correlated Sin- 
gle Photoncounting bepaald. De waarden 
van de levensduren zijn 0,41 ns (vrij) en 
3,37 ns (gebonden). 
In figuur 8 a IS het fluorescentieintensiteits- 
beeld gegeven van een met CalciumGreen 
gekleurde hartcel van een rat. De hoge in- 
tensiteit in de celkern suggereert een rela- 
tief hoge Ca2+ concentratie. Dit is in 
tegenspraak met het levensduurbeeld in 
figuur 8 b waar nauwelijks intensiteit ver- 
schillen zichtbaar zijn. Het verschil tussen 
de twee figuren wordt verklaard door een 
ophoping van CalciumGreen in de kern 
van de hartcellen. Na calibratie van de mi- 
croscoop aan een serie buffer-oplossingen 
met probe en een variabele hoeveelheid 
Ca2+ (zie grijswaardenbalk) IS het mogelijk 
om de intensiteiten te vertalen in absolute 
concentraties. Uit de calibratie volgt een 
Caz+-concentratie in de kern van c.a. 20 
nM f 8%. 
€en belangrijke vraag is hoe de nauwkeu- 
righeid van de levensduurmethode zich 
verhoudt tot die van bestaande methoden 

Figuur 8 

horende fluorescentielevensduurbeeld. 
..+. In a) het fluorescentleintensiteitbeeld van een met CalciumGreen gekleurde hartcel en in b) het bijbe- 
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Een eerste quantitatieve vergelijking met 
behulp van een probe die zowel geschikt is 
voor de (emissie) ratiomethode (SNAFL) 
als de levensduurmethode suggereert dat 
de levensduurmethode aanzienlijk minder 
gevoelig is voor variaties in de chemische 
omgeving. Tenslotte wil ik opmerken dat 
het optreden van twee verschillende 
levensduren voor de vrije en de gebonden 
ionenindicator in de praktijk veel voor blijkt 
te komen. De levensduurmethode om 

ionenconcentraties quantitatief af te beel- 
den lijkt dan ook een goed alternatief te zijn 
voor bestaande methodes. 
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