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Abstract: Mikroskopie im mittleren infraroten Spektralbereich
liefert detaillierte chemische Informationen iiber eine Probe bei
moderater Ortsauflosung und wird daher immer hdufiger fiir
die Charakterisierung von biologischen Proben wie etwa ein-
zelnen Zellen verwendet. Aufgrund der Komplexitit der Pro-
bentopographie sind konventionelle 2D-Bildgebungen jedoch
in ihren Moglichkeiten limitiert, spezifische Informationen zur
Probenzusammensetzung mit subzelluliren Strukturen in
Verbindung zu bringen. Wir stellen hier eine Methode und
detaillierte Versuchsbeschreibungen vor, welche es ermogli-
chen, diese Einschrinkungen durch Kippserientomographie
mit einem konventionellen Infrarot-Labormikroskop zu um-
gehen. Basierend auf dem intrinsischen IR-Absorptionskon-
trast ermoglicht dieser Ansatz, quantitative 3D-Verteilungen
von molekularen Komponenten zu erstellen. Wir demonstrie-
ren die Methode anhand der Quantifizierung der Verteilung
eines exogenen Metallcarbonyl-Komplexes innerhalb einer
Zelle sowie durch die Darstellung der Verinderungen der
Koordinationsumgebung des Komplexes in verschiedenen
Zellkompartimenten.

Chemisch spezifische Verfahren zur Bildgebung von Zellen
und Geweben basieren auf spektroskopischen Techniken,
welche die chemische Zusammensetzung einer Probe erfas-
sen. Die Messungen werden in einer optischen Konfiguration
durchgefiihrt, die Spektromikroskopie bzw. spektromikro-
skopische Bildgebungen erlaubt. Die Mehrheit der chemisch
sensitiven Bildgebungsmethoden basieren entweder auf
Schwingungsspektroskopie oder Roéntgenabsorption.! Im
Rahmen der schwingungsspektroskopischen Methoden hat
sich vor allem die Absorption von Infrarotlicht im mittleren
infraroten Spektralbereich (mid-IR) durchgesetzt, um de-
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taillierte Informationen iiber die molekulare Zusammenset-
zung auf mikroskopischer Ebene zu erhalten. Als mikrosko-
pische Methode wird dieser Ansatz immer héufiger einge-
setzt, um die biochemische Zusammensetzung sowohl von
fixierten als auch von lebenden Zellen und Geweben zu un-
tersuchen, einschlieflich der Aufnahme und Verteilung von
exogenen Stoffen.'"® Die spektroskopische Information ba-
sierend auf der Absorption von IR-Licht ist in einem IR-
mikroskopischen Experiment mit der Ortsinformation einer
2D-Bildgebung verkniipft, welche auf dem Fokalebenen-
array(FPA)-Detektor entsteht. Dies resultiert in der ortauf-
gelosten Information tiber die chemische Zusammensetzung
der gesamten Probe.*¥

Trotz der Fiille an Information in einem 2D-IR-Bild ist
dieses Format immanent beschriankt durch die Schwierigkei-
ten, die einzelnen Teilbeitrige einer komplexen 3D-Struktur
zu einem 2D-Bild aufzuschliisseln.”! Mit den immer mehr
zunehmenden Anforderungen an IR-Experimente miissen
solche Limitierungen beseitigt werden. In einigen Féllen kann
Infrarotmikroskopie in abgeschwichter Totalreflexion (ATR)
hilfreich sein, insbesondere in Situationen, in denen man sich
die geringe Eindringtiefe des evaneszenten Feldes zu Hilfe
nehmen kann, um selektiv ortlich aufgeloste Informationen
zu erhalten; jedoch ist diese Methode nicht generell fiir alle
Fragestellungen einsetzbar.

Ein wichtiges Anwendungsbeispiel von IR-Mikroskopie
ist die Untersuchung der zelluldren Aufnahme von pharma-
kologischen Wirkstoffen, welche bislang oft durch Probleme
vereitelt wurde, prézise subzelluldre Verteilungen dieser
Stoffe aus IR-Bildern zu berechnen.” Die Untersuchung
zellinterner metabolischer Prozesse ist ein weiteres Gebiet, in
dem die Bildgebung und die prizise Quantifizierung von
subzelluldren Konzentrationsgradienten von kritischer Be-
deutung sind.[*) Das Konzept, quantitative Information aus
IR-Absorptionsspektren zu gewinnen, basiert auf der
Kenntnis des Strahlengangs durch die untersuchten zelluldren
Strukturen; dieser kann jedoch nicht aus 2D-Bildern er-
schlossen werden. Ahnliche Probleme treten auf, wenn
Raman-Spektroskopie oder CARS zur Bildgebung von zel-
luldren Strukturen eingesetzt werden. Jedoch erlaubt die im
Vergleich zur IR-Strahlung deutlich geringere Tiefenschéarfe
bei Raman-Messungen eine 3D-Rekonstruktion durch Auf-
nahmen verschiedener Fokusebenen entlang der Strahlach-
se.”® Im mittleren infraroten Spektralbereich ist dies jedoch
nicht moglich, da die Tiefenschirfe meist grofer ist als die
Dicke der Zellen.

Dieses Problem konnten wir durch die Entwicklung einer
Methode 16sen, die es uns erlaubt, dreidimensionale tomo-
graphische IR-Datensétze von Zellen zu erstellen. Die prin-
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zipielle Durchfithrbarkeit eines tomographische
Experiments im mittleren infraroten Spektralbe-
reich wurde von Martin et al.”! bereits vorgestellt,
jedoch an einer Synchrotron-IR-Strahllinie. Die
Notwendigkeit von Synchrotron-Strahlung diirfte
die Verbreitung der Methode stark einschrianken.
Wir zeigen hier, dass es mit einem konventionellen
Laborgerit im mittleren infraroten Spektralbereich
moglich ist, subzelluldre Strukturen chemisch spe-
zifisch und tomographisch abzubilden.

Dazu haben wir Kippserien von Transmissi-
onsbildern einer einzelnen Zell-Lage der Epider-
mis von Allium cepa aufgenommen. Experimen-
telle Details sind im Anhang aufgefiihrt und er-
lautert. Der Versuchsaufbau ist in der Supplemen-
tary Figure 1 in den Hintergrundinformationen
(ST) gezeigt. Die Zellen sind ziegelsteinformig an-
geordnet und haben eine GroBe von etwa 180 x
80 x40 um. Abbildung 1 zeigt 2D-Bilder einer
einzelnen Zelle im Absorptionskontrast verschie-
dener ausgewihlter Absorptionsbanden im IR-
Spektrum und Bilder der jeweiligen 3D-Rekon-
struktion. Die 2D-Bilder sind IR-Bilder, in welchen
der Grauwert jedes Pixels der Absorption einer
spezifischen Absorptionsbande entspricht, wobei
weil} die hochste Absorption darstellt. Beispielhaft
ist in der Supplementary Figure 2 (SI) ein Spek-
trum dargestellt, in dem die spezifischen Absorp-
tionsbanden markiert sind.

Als Beispiele zeigen wir 3D-Bilder von drei
ausgewdhlten Banden zelluldrer Bestandteile. Die
Absorption bei 1538 cm™ (Abbildung 1a—e) ist
charakteristisch fiir die Amidgruppe in Polypepti-
den; diese ist im Bereich des Zellkerns oft ver-
starkt. Die Absorption bei 1740 cm™' (Abbil-
dung 1 f—j) wird hauptsdchlich durch die Carbo-
nylgruppe in Estern verursacht. Acetylierte Poly-
saccharide sind hierbei die Hauptbestandteile in
der Pflanzenzellwand. Die Absorption bei
2917 cm™' (Abbildung 1k-o0) ist charakteristisch
fir Alkylketten von Fettsduren. Tomographische
Rekonstruktionen, basierend auf diesen Absorpti-
onsbanden, zeigen deutlich die rdumliche Vertei-
lung der subzelluldren Strukturen, einschlieBlich
Zellwand, Zellkern und einer grof3en Vakuole, die in Abbil-
dung 1 mit V markiert ist, und den groBten Teil des Zellvo-
lumens einnimmt.

Ein besonderes Beispiel in dieser speziellen Probe ist die
Identifizierung und Lokalisierung des Zellkerns. Die mikro-
skopischen Bilder sowohl im sichtbaren als auch im IR-
Spektralbereich (Abbildung 1) zeigen mehrere zellinterne
Strukturen in der Grofenordnung eines Zellkerns. Insbe-
sondere zwei dieser Strukturen, die in Abbildung 1b,e mit A
und B gekennzeichnet sind, iiberlappen sogar. Jedoch wird
durch die unterschiedliche Intensitdt der Absorptionsbanden
bei 1538cm™! (Abbildung 1b-¢) und 2917 cm™' (Abbil-
dung 1k-0) eine unterschiedliche Zusammensetzung der
beiden Strukturen offensichtlich. A zeigt dabei eine niedri-
gere Absorption der Alkylketten bei 2917 cm ™ als B, was auf
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Abbildung 1. 3D-tomographische IR-Bilder von Zellen aus Allium cepa basierend auf
dem Absorptionskontrast unterschiedlicher molekularer Komponenten. a) 2D-IR-
Bild im Absorptionskontrast bei 1538 cm™'. b—e) 3D-Rekonstruktionen bei

1740 cm™" aus verschiedenen Perspektiven. f) 2D-IR-Bild im Absorptionskontrast
bei 1740 cm™". g—j) 3D-Rekonstruktionen bei 1740 cm™". k) 2D-IR-Bild im Absorpti-
onskontrast bei 2917 cm™". I-0) 3D-Rekonstruktionen bei 2917 cm™' aus verschie-
denen Perspektiven. a, 3, Yy markieren drei Punkte auf der Zellwand als visuelle
Hilfe zum besseren Verstindnis der Orientierung der Abbildungen. A und B mar-
kieren die Positionen der beiden Strukturen, die im Text diskutiert werden. V mar-
kiert die Position der Vakuole. Maf3stabsbalken 50 pum.

einen niedrigeren Lipidgehalt hindeutet. Im Falle von 2D-
Bildern konnte dieser Unterschied im spektralen Absorpti-
onsverhalten eine Zugehorigkeit zum Zellkern in keinem der
beiden Fille ausschlieffen, da die Absorption ebenso in Be-
reichen unter- und oberhalb der Struktur entstehen konnte.
Im Gegensatz dazu sind die 3D-Bilder eindeutig. Abbildung 2
zeigt Ausschnitte aus einer Rekonstruktion, welche die de-
taillierte Struktur der fraglichen Zellkomponenten hervor-
heben. Nur die Struktur A liegt dabei in der gleichen Ebene
wie die Zellwand. Struktur B liegt auf einer Ebene auf3erhalb
der Zelle und erstreckt sich noch iiber die Zellwand hinaus,
was eine Zugehorigkeit zum Zellkern ausschlie3t. Zudem ist
die Struktur A in Abbildung 1k-o kaum sichtbar, was einen
niedrigen Lipidgehalt aufzeigt, wie dies fiir einen Zellkern zu
erwarten ist.”! Die Struktur B scheint ein Tropfen mit einem
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wurde) sein kann (siehe Hintergrundinformatio-
nen).

Wir haben die Moglichkeiten getestet, IR-To-
mographie anzuwenden, um die subzelluldre Ver-
teilung exogener Stoffe zu untersuchen. Dazu
haben wir die 3D-Verteilung eines Trisaqua-Tris-
carbonyl-Rheniumkomplexes Rheniumkomplexes
[Re(CO);(H,0);] (1, siehe Supplementary
Scheme 1 (SI) fiir eine Darstellung der Struktur)
gemessen. Komplex 1 ist ein weithin verbreitetes
Synthon fiir die Herstellung von CO-freisetzenden
Molekiilen, einer neuen Klasse von pharmazeuti-
schen Wirkstoffen, die derzeit getestet wird.!"!]

Die Moglichkeit, die zellulire Aufnahme von
Metallcarbonyl-Komplexen in 2D-Bildern im
mittleren IR-Spektralbereich darzustellen, wurde
bereits gezeigt."'? Komplex 1 zeigt zwei deutliche
Absorptionsbanden von CO (A1l und E, basierend
auf ihren symmetrischen Eigenschaften) in der
spektralen Region von 2050-1850 cm™' (Supple-
mentary Figure 2 (SI)). Wir haben die Aufnahme

Abbildung 2. Detaildarstellung des Zellkerns der Allium cepa-Zelle. a,b) 3D-Rekon- von 1 durch energiedispersive Rontgenmikroana-
struktion bei 1538 cm™' aus verschiedenen Perspektiven. c,d) 3D-Rekonstruktion lyse (EDXMA, Supplementary Figure3 (SI))
bei 2917 cm™" aus verschiedenen Perspektiven. A und B markieren die Positionen nachgewiesen und dessen Verteilung unter Zuhil-

der im Text diskutierten Partikel. Mafstabsbalken 50 um.

hohen Gehalt an langkettigen Alkanen zu sein,
sehr wahrscheinlich ein Sphirosom (Lipidtropf-
chen). Im optischen Mikroskop unterscheidet man
Zellkerne von Sphérosomen iiblicherweise durch
selektive Farbung.'"”! Dagegen zeigen wir in unse-
rem Versuch, dass diese auch ohne jegliche An-
farbung leicht unterschieden werden konnen.
Verschiedene Strukturen, die von der Zellwand
ausgehen, wie etwa Filamente mit einem Quer-
schnitt von 5-7 um, kénnen ebenso bei 2917 cm™
(A=3.4 um) abgebildet werden, was auf eine gute
Ortsauflosung der Bilder hindeutet. Zu einer &hn-
lichen Schlussfolgerung kommt man bei Betrach-
tung des Abstands zwischen Zellkern und Sphéro-
som in Abbildungl wund Abbildung2. Bei
1538 cm™" (A =6.5 um) ist der Zellkern mit einer
GrofBe von 20-25 um klar begrenzt und abgetrennt
vom nahegelegenen Spéarosom. Im Gegensatz dazu
tiberlappen die beiden Strukturen in 2D-IR-Bil-
dern. Die Supplementary Figure 4 (SI) zeigt, dass
die beiden Objekte mit einem Abstand von 8.5 pm
gemifl dem Rayleigh-Kriterium vollstindig aufge-
lost sind. Die Auflosung in den 3D-Bildern ist
vergleichbar mit derjenigen von 2D-Bildern mit
dem gleichen Gerit. Trotzdem wir die Ortsaufld-  Apbildung 3. 3D-computertomographische Rekonstruktion der zelluliren Verteilung
sung in dieser Bildgebungskonfiguration nicht der Al-Streckfrequenz von 1. A) Rendering des Zellvolumens mit Querschnitten an
quantitativ erfasst haben, und diese als geringer ausgewahlten Stellen. Querschnitte rechts mit den entsprechenden Positionen im
einschitzen als das Beugungslimit, deutet die Zellvolumen links. CW =Zellwand; Nc=Zellkern. Die vertikalen gepunkteten Linien

Mbglichkeit, Objekte im Abstand von 8.5 pm aus- verbinden die Position der héchsten Al-Intensititen in der Zellwand. B) Volumen-
einanderzuh’alten darauf hin. dass die brtsauﬂé darstellung, gedreht um eine vertikale Achse in Schritten von 45° von links nach

. . . rechts von 0° (1) bis 180° (VII). Die Winkelserie wird ergénzt durch ein Transmissi-
sung nicht viel schlechter als das Beugungslimit ., qpiid eines Laserrastermikroskops bei 488 nm, das die detaillierte Struktur der

(~5 pm bei 2917 cm ™' und ~ 10 um bei 1538 cm ™", Zelle zeigt, und durch eines der 2D-IR-Absorptionsbilder, die fiir die 3D-Rekonstruk-
mit der Optik, die in diesen Versuchen verwendet tion verwendet wurden.

Angew. Chem. 2015, 127, 323327 © 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de 325


http://www.angewandte.de

Angewandte

326

Zuschriften

fenahme der CO-Absorptionsbanden rekonstruiert (Al bei
2021 cm™!' und E bei 1890 cm™!). Die tomographische Bild-
gebung der Al-Streckbande zeigt eine Anreicherung des
Molekiils in der Zellwand und im Zellkern (Abbildung 3). Es
wird hierbei auch deutlich, dass eine Aufnahme von 1 in das
Lipidtropfchen vernachléssigbar ist — eine Erkenntnis, die in
2D-Bildgebungen kaum moglich wire. Vorhergehende 2D-
Bildgebungen und Experimente zur zelluldren Verteilung von
1 hatten Schwierigkeiten mit der Interpretation der IR-Bilder
im Bereich des Zellkerns aufgrund der storenden Topogra-
phie der Zelle." Dagegen ist die Verteilung von 1 zwischen
Zellkern und anderen zelluldren Bestandteilen in Abbil-
dung 3 eindeutig. Um zusitzliche Details aufzuzeigen, ist in
den Hintergrundinformationen ein Video der sich drehenden
3D-Rekonstruktion hinterlegt.

Die Konzentration von 1 kann auf Basis des Lambert-
Beer-Gesetzes (siche Hintergrundinformationen) iiber die
2D-IR-Bilder der Absorptionsbande Al in Abbildung 3 in
den verschiedenen Zellkompartimenten bestimmt werden.
Eine prazise Abschidtzung des Strahlengangs durch die Probe
an den verschiedenen Stellen erfolgt dabei iiber die 3D-Re-
konstruktion. Damit wurde beispielsweise im Zellkern eine
Konzentration von 1 in Hohe von 10 mm errechnet.

Die Verfiigbarkeit der rekonstruierten 3D-Verteilungen
der spektralen Absorptionsbanden ermoglicht die quantita-
tive Analyse der Kolokalisierung endogener und exogener
chemischer Verbindungen durch verschiedene Ansitze der
Korrelationsanalyse. Abbildung 4 zeigt ein Beispiel eines
solchen Ansatzes, in dem — Voxel fiir Voxel der 3D-Verteilung
— die Intensitdten der beiden Absorptionsbanden gegenein-
ander in einem 2D-Histogramm aufgetragen werden (,,Scat-
terplot“).® Absorptionsbanden von riumlich hoch korre-
lierten Spezies ergeben dabei eine Verteilung mit dem
Schwerpunkt um eine Gerade mit spezifischer Steigung. Im
Gegensatz dazu resultieren Absorptionsbanden, die rdumlich
nicht korreliert sind, in vertikalen bzw. horizontalen Vertei-
lungen, oder ganz ohne einen erkennbaren Trend. Verschie-
dene Absorptionsbanden des gleichen Molekiils zeigen eine
gleiche rdumliche Verteilung und dadurch eine enge, diago-
nale Verteilung im Scatterplot (Abbildung 4). Eine Quanti-
fizierung der Korrelation ist eine effiziente Moglichkeit,
spektrale Merkmale zu identifizieren, die in einer Zelle ko-
lokalisiert sind. Es erlaubt zudem die Identifizierung von
Banden des gleichen Molekiils, welche hochkorreliert sein
miissen. Dieser Ansatz ist ein wichtiges Hilfsmittel, um die
Komplexitiit von zelluliren TR-Spektren zu interpretieren.!'

Beispielhaft ist in Abbildung 4 der Scatterplot der Ab-
sorptionsbanden Al und Ea des Komplexes 1 dargestellt.
Dieser Plot wurde sowohl fiir das gesamte Zellvolumen
(Abbildung 4 A) als auch fiir verschiedene Zellkomparti-
mente wie Zellwand (Abbildung 4B) und Zellkern (Abbil-
dung 4 C) berechnet. Dabei wird sofort klar, dass der Scat-
terplot fiir den Zellkern eine hohe Korrelation der Banden
A1 bei 2021 cm™" und E bei 1881 cm™! (hier mit Ea bezeich-
net) zeigt, wihrend die anderen Scatterplots eine deutlich
geringere Korrelation aufweisen. Die Absorptionsbanden im
Zellkern miissen daher von einer bestimmten molekularen
Spezies verursacht werden. In anderen zelluldren Bereichen
zeigt der Komplex 1 eine heterogene Struktur und verursacht
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Abbildung 4. 2D-Histogramme der Absorptionsbanden A1 und Ea in
unterschiedlichen Teilvolumina der rekonstruierten Zelle. A) Scatterplot
des gesamten Zellvolumens. Die Verteilung ist sehr breit und das Auf-
treten von Clustern von Datenpunkten zeigt, dass es Bereiche gibt, in
welchen A1 und Ea korrelieren, aber auch Bereiche, in welchen die
beiden Komponenten unabhingig zu sein scheinen. Die Linie zeigt die
Hauptachse der Verteilung zusétzlich zur 95% Konfidenzellipse dieses
linearen Modells zur Beschreibung der Datenverteilung. B) Scatterplot
aus der Region der Zellwand. Wenn die Analyse auf die Zellwand be-
schrankt wurde, sind die Datenpunkte enger um die Hauptachse ver-
teilt, was auch durch die langgestreckte 95% Konfidenzellipse verdeut-
licht wird. C) Im Bereich des Zellkerns sind die beiden Spezies Ea und
A1 hochkorreliert, wie durch die schmale Konfidenzellipse verdeutlicht
wird. Der statistische Gesamtfehler (RMSE) des Modellangleichs wird
fiir (A), (B) und (C) jeweils reduziert von 38 iber 34 bis zu 14.

daher mehrere Al- und E-Absorptionsbanden und daher eine
geringere Korrelation zwischen beiden. Diese Beobachtung
deutet darauf hin, dass Komplex 1 durch einen spezifischen
Mechanismus in den Zellkern aufgenommen wird, der eine
strukturelle Homogenitdt der Koordinationsumgebung des
Komplexes sicherstellt. Im Gegensatz dazu basiert die
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Wechselwirkung mit der Zellwand auf einer unspezifischen
Bindung des Re-Zentrums mit der Polysaccharidstruktur und
resultiert daher in einer heterogenen Koordinationsumge-
bung.

Die hier vorgestellte Methode zur 3D-tomographischen
Bildgebung im mittleren infraroten Spektralbereich stellt ein
neues Hilfsmittel zur Verfiigung, das die Moglichkeiten der
Mikroskopie im mittleren Infrarotbereich in der Zellphysio-
logie deutlich erweitert. In unserer Studie haben wir gezeigt,
dass Experimente mit Zellen problemlos auf konventionellen
IR-Laborgeriten durchgefithrt werden konnen, welche mit
einem FPA-Detektor und einer thermischen Lichtquelle
ausgestattet sind. Die Moglichkeit, Tomographie im mittleren
infraroten Spektralbereich an einem konventionellen Labor-
gerdt durchzufithren, wird vermutlich groe Auswirkungen
auf die Bedeutung dieser Technik haben. Benchtop-Infra-
rotmikroskope konnen problemlos in einem Zellbiologiela-
bor aufgestellt werden. Wir erwarten daher, dass die Ein-
fiihrung der zelluldren IR-Tomographie die IR-Bildgebung
von biologischen Systemen revolutionieren kann, vor allem in
Kombination mit der optischen Nahfeldmikroskopie mit
Auflosungen unterhalb der jeweiligen Wellenlinge.!'”! Die
Methode ist nicht auf Pflanzenzellen beschrinkt, sondern
kann auch fiir andere Zellen und Proben eingesetzt werden,
die Transmissionsabbildungen im mittleren spektralen IR-
Bereich zuginglich sind.
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