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Reflexionskontrast-Mikroskopie

Einleitung

Inden Jahren 1964 — 1976 wurde iiber verschiedene Unter-
suchungen zur Sichtbarmachung von Zelle/Glas-Kontak-
ten unter Anwendung der Auflichtmikroskopie berichtet
[1, 20, 36, 48]. Diese Verfahren wurden als Interferenz-
Reflexion, Reflexions-Interferenzkontrast, Oberfldchen-
kontrast- und Oberflichenreflexions-Interferenzmikro-
skopie bezeichnet [64]. Um mit Hilfe dieser Mikroskopier-
verfahren den Bildkontrast zu erhéhen, wurden mehrere
optische Ergidnzungsmethoden von einem der Autoren
dieses Berichtes untersucht [62, 63]. In Zusammenarbeit
mit Leica Wetzlar [56, 57] wurde anschliefend ein Mikro-
skopsystem entwickelt, das auf einer Kombination von
Auflicht-Polarisation, mit hochaperturigen (N. A.) Im-
mersionsobjektiven, mit einer Viertel-Lambdaplatte be-
stiickten und einer, in einer konjugierten Aperturebene im
Auflichtstrahlengang befindlichen Zentralblende beruht.
Diese optisch modifizierte Version der Reflexionsmikro-
skopie wurde als Reflexionskontrast-Mikroskopie
(RKM) bezeichnet. Mit der, RKM konnte eine betrédchtli-
che Verbesserung der Bildqualitdt erreicht werden, welche
die Beobachtung schwach reflektierender Mikrostrukturen
und eine Photographie ganzer mikroskopischer Sehfelder
erlaubte.

Die meisten der ersten Anwendungen waren auf die Beob-
achtung lebender Zellen ausgerichtet. Die Untersuchung
von histologischen Routine-Schnitten war durch die kom-
plexen Reflexionsbilder dieser relativ dicken Priparate
beeintrichtigt. Durch die Untersuchung ultradiinner
Schnitte erreichte Cornelese-ten Velde [11, 12] eine signi-
fikante Erweiterung der RKM-Anwendungen.

Diinne mikroskopische Priparate erleiden bei der mikro-
skopischen Bildentstehung keine Stérungen durch die vor
und hinter der Fokusebene befindlichen Bildstrukturen bei
Priparaten, die nicht dicker als einige wenige Mikrometer
sind. Die konfokale Mikroskopie jedoch, liefert auch meist
eine Losung dieser Problems, da sie durch optische Elimi-
nierung der Bilder vor und hinter der Brennebene eine
diinne Schicht des Priparates sichtbar darstellen kann.
Routine-Hellfeldmikroskopie ergibt bei diinnen Schnitten
kein befriedigendes Bild, da, leider, eine Priaparatdicke von
mindestens 2 um erforderlich ist, um hinreichenden Kon-
trast fiir die meisten histologischen Farbungen zu erzielen.
RKM ergab ausreichenden Kontrast, selbst mit nur 35 nm
dicken Schnitten. Der Grund hierfiir liegt in der Licht-
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reflexion als Oberflidchenphinomen: Licht wird an jeder
Grenzfliche von zwei Substanzen mit unterschiedlichen
Brechungsindices reflektiert, und die Reflexion hingt ab
vom Unterschied im Brechungsindex der Firbung und
ihrer Umgebung. Bonnet (pers. Mitteilung), Cornelese-ten
Velde und Prins [14], und Prins et al. [65, 66] machten die
bedeutende Feststellung, daBl viele (immunologische
Marker wie (Peroxidase-generierte) Diaminobenzidinpo-
lymer-Produkte (DABox), Immunogold (-silber), Gold/
Silber Partikel und die Farbungsprodukte der alkalischen
Phosphatase in diinner Schicht starke Reflexion zeigen.
Daher vermag die Reflexionskontrast-Mikroskopie sehr
diinne Schnitte in einem mit einer Auflichtbeleuchtung
ausgeriisteten Mikroskop sichtbar zu machen. Moderne,
hochqualifizierte Routinemikrotome, die in den meisten
Laboratorien vorhanden sind, konnen 0,25 Mikrometer
dicke Plastik-Semidiinnschnitte herstellen, welche einen
zufriedenstellenden Kontrast im RKM zeigen (Abb. 1a).
Eine noch bessere RKM-Darstellung kann man mit ultra-
diinnen (50-100 nm) Epon-, Lowicryl- und Kryoschnitten
erreichen (Abb. 1b—d und 17b). Die dann gewonnene
Bildauflosung liegt nahe der theoretischen Aufldsungs-
grenze des Lichtmikroskops. Soweit es den Bildkontrast
und die rdumliche Auflgsung betrifft, sind diese Bilder mit
die besten, die man in der Lichtmikroskopie erreichen
kann.

Im Reflexionskontrastmikroskop konnen viele konventio-
nelle histochemische Firbungen und immunologische
Marker in dem gleichen Mikroskopfeld simultan beobach-
tet werden und damit leistungsfihige morphologische und
cytochemische Diagnosemdglichkeiten erdffnen. Aus die-
sem Grunde sollte die Einfithrung moderner benutzer-
freundlicher Ultra(kryo)mikrotome in die Routinelabors
ins Auge gefaBt werden. Ein Herstellen von semidiinnen
(Plastik-)Schnitten mit einem Routinemikrotom jedoch, ist
fiir viele Immunodiagnostische Routineverfahren in der
Pathologie ausreichend. Der Vorteil der Reflexionskon-
trast-Mikroskopie in der Biologie und der Diagnostik ist
der, dal RKM eine bessere Darstellung der Markierung auf
oder in der Zelle bzw. im Gewebe gestattet und somit zu
einer gesteigerten Detektionsempfindlichkeit fiihrt. Durch
Anwendung der RKM konnen selbst kleine Ansammlun-
gen von (15 nm) Goldpartikeln direkt sichtbar gemacht
werden, wihrenddem diese mit Hilfe der normalen Licht-
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Abb. Tc: Ultradinner Kryoschnitt einer Rattenniere, geférbt mit Lichtgriin.

mikroskopie nur nach Silberverstirkung detektierbar sind
[14]. Der Reflexionsgrad von Immunogold-Silber im
RKM ist doppelt so grof als das Depolarisations-Signal,
das man mit Auflicht-Polarisationsmikroskopie erreicht
[13]. Kiirzlich zeigten in situ-Hybridisierungsstudien mit-
tels Multicolor-RKM die Detektion von Mehrfach-Immu-
nomakern [70].

Die ersten Optikbauteile, die fiir die Reflexionskontrast-
Mikroskopie von Leitz produziert wurden, waren fiir die
Verwendung mit Endlich-Optik vorgesehen und sind nicht
mehr erhiltlich. Von Leica Wetzlar werden derzeit neue
RKM-Olimmersionsobjektive fiir Unendlich-Strahlen-
gang entwickelt. Mit diesen Objektiven und ein paar Zu-
satzbauteilen fiir RKM wire es dann sehr einfach, ein
modernes Fluoreszenzmikroskop auf der Basis LEICA
DM R-Stativ entsprechend auszuriisten: 1. Ein Olimmersi-

Abb. 1b: Ultradiinner LR White-Schnitt einer Rattenniere, geférbt mit Hématoxilin,
gleiches Gewebe wie 1a.

Abb. 1d: Ultradinner Lowicrylschnitt der Rattenniere, aufgezogen auf einen mit
Gelatine beschichteten Objekttréger [14], geférbt mit Hamatoxilin.

onsobjektiv mitA/4-Platte; 2. ein in den Auflicht-Beleuch-
tungsstrahlengang einsetzbares Modul, das den Einschub
eines Schiebers mit verschiedenen Zentralblenden gestat-
tet; 3. ein in den Fluoreszenzilluminator einsetzbaren
Polarisator-Block. — Wenn derart fiir die Reflexions-
mikroskopie ausgestattet, konnen weiterhin die iiblichen
Mikroskop-Funktionen wie Hellfeld und Fluoreszenz ge-
nutzt werden und somit die Anwendung dieser drei
Hauptfunktionen fiir das gleiche Bildfeld vom Préparat
ermdoglichen (Tab. 1).
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Tabelle 1: Mikroskop fir Reflexionskontrast-Mikroskopie.

lich.

r

Ein solches Mikroskop, z. B. ein LEICA DM RX-Stativ
(Abb.I) sollte mit den folgenden Bauteilen bestiickt sein:

1) RKM-Olimmersionsobjektiv (N PLAN 100 x/1.25 Oil
RC) mit vorgefaliter Viertelwellenldngenplatte (Abb. II).
DieA/4-Platte istdrehbar, um die maximale Reflexion des
cytochemischen Markers im Préparat einzustellen. In
diesem Falle ist die Polarisationsebene des reflektierten
Lichtes optimal fiir sein Passieren durch den Analysator.

2) Fluoreszenz-Illuminator mit auswechselbaren Filter-
blocks fiir Auflicht-Fluoreszenzmikroskopie. Einzuset-
zen sind ein POL-Filterblock mit Polarisator, ein neutra-
ler Strahlenteiler und ein Analysator (Abb. III).

3) Reflexionskontrast-Modul RC, einzusetzen in den
Auflicht-Strahlengang des DM RX-Stativs (Abb. IV).
Dieses Modul besitzt zwei Schieber, einen mit verschie-
denen Zentralblenden und einen mit unterschiedlichen
Apertur-Lichtringen. Beide zusammen erméglichen die
RKM-Beleuchtung mit verschiedenen Aperturen und
Einfallswinkeln, wie von Bereiter-Hahn et al. [3] empfoh-
len. Bei Einstellung der Schieber auf eine leere Position,
ist Fluoreszenzmikroskopie mit den geeigneten, selek-
tierbaren Filterblocks des Fluoreszenz-Illuminators mog-

4) Lampenhaus mit Hg-Hochstdruck- oder Xenonlampe,
wie in der Auflicht-Fluoreszenzmikroskopie mdéglich.

\

Reflexionskontrast-Mikroskopie,
eine historische Ubersicht

Reflexionsmikroskopie von biologischen Objekten

Fauré-Fremiet [26] beobachtete schon vor einem halben
Jahrhundert die Morphologie von Zellen auf Glas im auf-
fallenden Licht. Curtis [20] war dererste, der grundlegende
Untersuchungen der Haftzonen von lebenden Zellen auf
Glasoberfldchen durchfiihrte. Er definierte diese Methode
als Interferenz-Reflexions-Mikroskopie. Ferner unter-
suchten Lochner und Izzard [48] die Grundprinzipien der
Bildentstehung wihrend der Beobachtung von lebenden
Zellen. Reflexionsbilder erhielt man auch mit Scanning-
Verfahren [7, 60].

Bei der herkémmlichen optischen Mikroskopie im reflek-
tierten Licht ist das an den oberen und weiteren Linsenfla-
chen des Objektives reflektierte Licht hauptsichlich ver-
antwortlich fiir das in der Abbildung unerwiinschte Streu-
licht, was zu einem reduzierten Bildkontrast fiihrt. Bei
transparenten biologischen Praparaten wird auch Licht von
der Unterseite des Objekttrigers reflektiert. Um bei der
Auflichtmikroskopie von Kohlen das Reflexions-Streu-
licht zureduzieren, entwickelte Stach [71] Aperturblenden

mit Zentralausblendung. Piller [61] fiihrte in der Auflicht-
mikroskopie von Kohlen das Antiflex-Prinzip ein. Hierzu
wird ein niedrigvergroBerndes Olimmersionsobjektiv mit
einer Viertelwellenldngenplatte versehen, die auf der
Frontlinse des Objektives angebrachtist. Linear polarisier-
tes Licht wird in einem Auflichtilluminator gefiihrt und
dort durch einen neutralen Strahlenteiler zum Objektiv hin
abgelenkt. Das von den Linsenfldchen reflektierte Licht
wird durch einen 90° zum Polarisator gekreuzten Analysa-
tor gesperrt. Die von der Objekttriageroberfliche reflektier-
ten Lichtstrahlen passieren die A/4-Platte an der Objektiv-
Frontlinse zweimal, wodurch die Polarisationsebene die-
ses Lichtes um 2 x 45° = 90° gedreht wird und es damit den
Analysator zum Okular hin passieren kann. Mit der An-
tiflex-Ausriistung kann im Prinzip nur das in der Priparat-
ebene reflektierte Licht zur Bildentstehung beitragen.

Einfiihrende Literatur zur
Reflexionskontrast-Mikroskopie

Westphal [78] erortert die allgemeinen Grundlagen der
Bildentstehung bei der klassischen Auflichtmikroskopie
fiir die biologischen Anwendungsfille. Verschueren [77]
behandelt die Methoden und Anwendungen der Auflicht-
mikroskopie in der Zellbiologie. Fiir einen Uberblick tiber

die friihe Entwicklung reflexionsmikroskopischer Verfah-
ren, sollte das Kapitel tiber Reflexionskontrast-Mikrosko-
pie von Pluta in seinem Handbuch »Advanced Light
Microscopy« (1989) herangezogen werden. Eine weitere
Abhandlung der Reflexions-Mikroskopie, zusammen mit
Berichten zu ihrer eigenen Forschung tiber RKM, wurde
von Cornelese-ten Velde in einer Dissertationsarbeit verdf-
fentlicht [11]. Prins et al. [65, 66] diskutierten und verof-
fentlichten Untersuchungen iiber immuncytochemische
Studien an Ultradiinnschnitten. Dieser Art des Einsatzes
stellt eine der vielversprechendsten Anwendungen der Re-
flexionskontrast-Mikroskopie dar, und dies wird mogli-
cherweise zu einer weiteren, bedeutenden Verbesserung
der Bildauflosung in der Immuncytochemie fiihren.

Optische Anordnung

Fiir die biologische Forschung schlug Ploem [62, 63] in
Zusammenarbeit mit Leitz Wetzlar (heute Leica Wetzlar)
[56, 57] folgende optische Anordnung vor (Abb. 2):

1. Hochaperturige Olimmersions-Objektive mit vorge-
fapterA/4-Platte. Leica (Leitz) war der erste Hersteller,
der derartige Objektive (40 x (spiter 50 x) und 100 x
Olimmersionsobjektive fiir RKM) konstruierte, um die
Untersuchung biologischer Objekte bei hoher Auflo-
sung zu ermoglichen. Zeiss (Oberkochen) fertigte ein
Antiflex-Immersionsobjektive 63 x. Die A/4-Platte ist
drehbar, so daf die Reflexion vom Priparat auf den
Maximalwert eingestellt werden kann. Damit ist die
Polarisationsebene des reflektierten Lichts fiir das Pas-
sieren des Analysators in optimaler Position; es kann
nun die Reflexionskontrast-Mikroskopie durchgefiihrt
werden. Wenn die A/4-Platte auf Minimalreflexion
eingestellt wird, ist Auflicht-Polarisationsmikroskopie
moglich.

II. Die Ausriistung eines Auflicht-Fluoreszenzmikro-
skops mit einem Linsensystem vor dem Lampenhaus,
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Abb. Z: Prinzip der Reflexionskontrast-Mikroskopie.

um den Zugriff zu einer mit der oberen Eintrittspupille
des Objektivs konjugierten Aperturebene zu schaffen.
Dies erlaubt hier das Einbringen von speziellen Aper-
turblenden mit Zentralausblendung, die genauestens
auf die Eintrittspupille des ausgewéihlten Objektivs
ausgerichtet sind. Heutige Forschungsmikroskope von
Leica (LEICA DM R) gestatten in ihrer Grundausrii-
stung flir Auflichtmikroskopie ein einfaches Einsetzen
verschiedener Zentralblenden in ein Modul. Es erwies
sich als notwendig, fiir die RKM-Visualisierung von
cytochemisch gefédrbten biologischen Objekten eine
Zentralblende zuzuschalten, wenn sehr geringe Refle-
xionen erkannt werden sollten. Wegen der Transpa-
renz dieser Objekte durchdringt der grofite Anteil des
auffallenden Lichtes den Objekttriger und wird an der
unteren Seite des Glases, wo eine betrichtliche Brech-
zahldifferenz auftritt, reflektiert. Dies fiihrt zu viel
unerwiinschtem Licht im Bildhintergrund wenn keine
Zentralblende im Beleuchtungssystem sich befindet.
Die Funktion des Zentralblendensystems sowie alter-
native optische Losungen zur Reduzierung uner-
wiinschten Reflexionslichtes wird von Cornelese-ten
Velde et al. ausfiihrlich diskutiert [13].

III. Der Austausch eines Filterblocks im Fluoreszenz-
Auflichtilluminator, der normalerweise dichromati-
sche Spiegel enthilt, gegen einen Block mit normalem
Strahlenteiler, einem Polarisator und einem Analysa-
tor.

Fiir die gesamte optische Anordnung, welche eine Refle-
xions-Mikroskopie mit minimalem Anteil von uner-
wiinschtem reflektiertem Streulicht zum Ziel hat, wurde
die Bezeichnung »Reflexionskontrast-Mikroskopie«
vorgeschlagen.

Lebende Zellen

Eine der frithen Anwendungen von Reflexions-Mikrosko-
pieinder Biologie befalt sich mitdem Studium des Haftens
von lebenden Zellen an einer Glasoberfldche (Abb. 3) [1,
20, 36, 48, 62, 63]. Die Bildentstehung bei Zellen, die

Abb. 3: RKM-Bild lebender Zellen durch das Deckglas gesehen, an das die Zellen der
Nierentumor-Zellinie SK-RC-52 (Gural) angeheftet sind.

100

101



Reflexionskontrast-Mikroskopie

' _:} Reflexionskontrast-Mikroskopie

einem Glas-Objekttrager anhaften, wurde von Pluta [64]
diskutiert. Abb. 4 zeigtim Schema einen vertikalen Schnitt
durch eine lebende Zelle auf einem Deckglas. Eine hohe
Reflexion tritt an der Glas/Medium-Grenzflache auf, an der
eine relativ groBe Brechzahldifferenz vorhanden ist. Die
Glas/Zelle-Oberflichenkontakte zeigen den geringsten
Brechzahlunterschied und ergeben einen sehr geringen
Reflexionsgrad. Falls eine diinne Schicht des Mediums
(z. B. unter der Zelle) vorhanden ist oder eine diinne
Plasmaschicht, treten an der Ober- und Unterseite dieser
Schichten Reflexionen auf. Wenn die Dicke der Schichtin
der GroBe der Lichtwellenldnge liegt, dann sieht man im
mikroskopischen Bild aufgrund der Interferenz dieser re-
flektierten Lichtstrahlen Interferenzringe. Es wurden meh-
rere Aspekte der Bildentstehung in der Reflexionskontrast-
Mikroskopie untersucht, wie der Einflu8 konischer Be-
leuchtung, die GroBe der Aperturblende und die Dicke der
Zelle oder der zelluldren Strukturen [1-3, 20, 29, 30, 36,
48]. Reflexionskontrast-Mikroskopie wurde angewandt
im Vergleich und in der Kombination mit anderen mikro-
skopischen Methoden, wie differenzielle Interferenzkon-
trast-Mikroskopie, Hochspannungs-Elektronenmikrosko-
pie, Immunofluoreszenz-Mikroskopie, Immuno-Elektro-
nenmikroskopie, Raster-Elektronenmikroskopie [31, 40],
Phasenkontrast-Mikroskopie und »total internal reflection
aqueous fluorescence« [73]. Andere Studien berichten
iber die Beziehung zwischen Adhésionsmustern und/oder
Ca**-Konzentrationen und Fortbewegung [17, 24, 37, 39,
43, 72], iiber die Assoziation des Mikrofilamentsystems
(Mikroskelettsystems) mit der Zellhaftung [28, 33] und
iber die Beziehung zwischen Zellhaftung und Malignitit
[16, 18, 32, 67].

Bildentstehung

Die Bildentstehung von Objekten im Reflexionskontrast-
Mikroskop wird mit 2 Grundphdnomenen erklirt, d. i.
Interferenz von reflektierten:Lichtstrahlen und selektive
Reflexion. Selektive Reflexion von Licht kann als Refle-
xion bestimmter Wellenldngen vermittels einer Substanz

mithoher Absorption und hohem Brechungsindex fiir diese
Wellenldngen definiert werden. In der Auflichtmikrosko-
pie zeigen gefirbte Priaparate im allgemeinen die Komple-
mentérfarbe des konventionellen Durchlicht-Bildes; z. B.
sieht man eine aufgrund der Absorption der roten Wellen-
langen im Durchlicht blau gefdrbte Struktur im Auflicht-
bild rot. Es werden also die gleichen Wellenldngen, die
absorbiert wurden, reflektiert.

Interferenz von reflektiertem Licht pflegt in den Refle-
xionskontrast-Bildern ungeférbter Préaparate eine dominie-
rende Rolle zu spielen, wohingegen selektive Reflexion als
der dominierendere Modus bei gefirbten Priparaten vor-
ausgesetzt wird [76]. Diese beiden unterschiedlichen
Grundphénomene konnen unterschiedliche Informations-
Inhalte liefern. Interferenz von reflektiertem Licht gibt eine
Information iiber den Zwischenraum zwischen Zelle und
Substrat (z. B. Glas-Oberfliche) oder ganz allgemein tiber
die Abstinde zwischen reflektierenden Grenzfldchen. Se-
lektive Reflexion kann Farbungen (/Substanzen) mit spezi-
ellen Reflexionseigenschaften im Bild hervorheben (meist
intensiver als in der Durchlichtmikroskopie). Der resultie-
rende, verstirkte Bildkontrast kann die Lokalisierung des
cytochemischen Farbeproduktes erleichtern.

Es gibt zwei Methoden, um zwischen diesen beiden Phéno-
menen zu unterscheiden, nidmlich entweder auffallendes
Licht verschiedener Wellenldngen oder unterschiedliche
numerische Beleuchtungsaperturen zu benutzen [3]. Die
Tatsache, daB beide Phdnomene simultan auftreten und
beide zur Bildentstehung vom gleichen Objekt beitragen
konnen, war nicht so sehr bekannt; sie erwies sich aber als
ein Fall fiir die DABox-Detektion [12].

(Immun)cyto- und histochemisch gefirbte
Chromosomen, Zellen und Gewebe

Die mit RKM erhaltenen Bilder geférbter Priparate kann
man mit Hilfe der beiden oben genannten Phidnomene
verstehen oder auf der Grundlage von Reflexions-Erschei-
nungen, wie sie durch optische Grundprinzipien beschrie-

medium n=1,33

glass n=1,52

Abb. 4: Schemazeichnung der Reflexion von Licht-
strahlen an Zellen, die in einem wésserigen Medium
an einem Glassubstrat anhaften (nach Pluta [64]).
Rgm = Reflexion an der Glas/Medium-Grenzschicht;
Rgc = Reflexion des Glas/Zelle-Kontaktes.

ben sind, erkliren. Die Reflexion des Lichtes an einer
Grenzfliche mit gegebenem Brechungsindex s und einem
Absoptionskoeffizienten k wird durch die Fresnel-Glei-
chungen beschrieben. Die Bilder kann man durch Anwen-
dung dieser physikalischen Gesetze auf die geférbte sub-
zellulare Struktur der Préiparate deuten. Die physikalischen
Eigenschaften n und k von Farbstoffen konnen durch den
pH-Wert, die Salzkonzentration und ihre Konstellation
(kristalline oder amorphe Prézipitate) beeinflul3t sein oder
durch die chemischen Bindungen oder elektrostatischen
Krifte, die wihrend der Prdparation auftreten konnen.
Interferenz der Reflexion (nur Unterschiede in n) und
selektive Reflexion (hoher Wert fiir k) konnen beide auftre-
ten, wenn der Farbstoff sich in einer Schicht befindet, die
eine Interferenz der selektiv reflektierten Lichtstrahlen
entstehen 14Bt. Ein Unterscheiden von reiner Selektiv-
Reflexion bzw. Interferenz der Reflexion von Farbstoffen
istnicht angebracht, da die Konstellations-Charakteristika
und die physikalischen Eigenschaften n und k des Farb-
stoffes beide die Bildentstehung bestimmen.

In einem vereinfachten Ansatz konnen in gefarbten Pripa-
raten drei Arten von Reflexionslichtim Reflexionskontrast
unterschieden werden:

1) Depolarisiertes reflektiertes Licht von metallischen (und
doppelbrechenden — d. i. kristallinen oder geordneten
Chromophoren-)Substanzen.

2) Selektivreflexion und

3) helle und dunkle (oft farbige) Interferenzstreifen bzw.
-ringe.

Zu 1). Silberverstiarkte Immunogold-Partikeln werden cha-
rakteristischerweise mit Auflicht-Polarisationsmikrosko-
pie untersucht. Da die Viertelwellenldngenplatte eines
RKM-Objektives drehbar ist, kann man eine optische Ein-
stellung wahlen, die der optischen Konfiguration der Auf-
licht-Polarisationsmikroskopie entspricht. Wenn jedoch
die A/4-Platte des RKM-Objektives auf maximale Hellig-
keit gedreht wird, kann eine Zweifach-Intensitétssteige-
rung des von den silberverstarkten Immunogold-Partikeln
reflektierten Lichtes erreicht werden [13]. Da solche Bilder
oftmals dem menschlichen Auge sehr hell und der Hinter-
grund abgeschwichterscheinen, isteine Gegenfarbung des
Gewebes zu empfehlen.

Zu?2). Selektive Reflexion von Lichtresultiert im allgemei-
nen, gegeniiber den bekannten Absorptionsbildern, in
komplementdr gefirbten Abbildungen (wie oben beschrie-
ben).

Zu 3). In cytochemisch gefirbten Préparaten tragen bei
RKM-Bildern die Interferenz-Erscheinungen meist nicht
zur Information bei. Die Verschlechterung der gesamten
Bildqualitét, die von Interferenzfiguren verursacht werden
konnen, ist durch Herstellung semi- oder ultra-diinner
Schnitte eingrenzbar.

In der Reflexionskontrast-Mikroskopie cytochemisch ge-
fiarbter Praparate erhdlt man oft sehr starken Bildkontrast.
Manchmal kann dies Fluoreszenzbilder vortduschen. Van
der Ploeg und van Duijn [75, 76] schlieen daraus, da83
einige in der Literatur beschriebene Beobachtungen als
Fluoreszenzen angefirbter Strukturen gedeutet werden

[68], in Wirklichkeit aber auf Selektiv-Reflexion beruhen.

Vor 1985 etwa, war die Hauptaufmerksamkeit der Forscher
auf die Anwendung von RKM bei nicht-immunologischen
Firbungen gerichtet. Pera [58, 59] studierte Himatoxylin/
Eosin-gefirbte histologische und cytologische Schnitte. Er
bemerkte, daB beim Drehen der Viertelwellenldngenplatte
auf maximale Helligkeit, wie es fiir RKM geschieht, ein
verstirkter Farbkontrast bei schwach gefédrbten Priparaten
erhalten wurde, die mit konventioneller Mikroskopie nur
gerade eben erkennbar waren. Auch wurde von einer Ver-
besserung der Cytoskelett- Abbildung berichtet, wenn man
Zellen mit Coomassie-Blau [55] und anderen Farbstoffen
unspezifisch anfirbte. Reflexionsbilder von verbesserter
Brillanz und Auflosung, verglichen mit Phasenkontrast
und konventioneller Mikroskopie, wurden (auch [68, 75])
von Lejeune [47] bei Giesma-gefidrbten Chromosomen
erhalten. Wegen der relativ komplexen Bildentstehung im
RKM istesimmer wichtig, die Art des reflektierten Lichtes
zu bestimmen, um irrtiimliche SchluBfolgerungen zu ver-
meiden [75, 76]. Durch Wechsel der Wellenldnge des
auffallenden Lichtes und der numerischen Apertur (wie
von Bereiter-Hahn et al. beschrieben [3]), konnten Opas
und Kalnins [54] nachweisen, daB beispielsweise der Farb-
stoff Coomassic-Brillant-Blau hauptsidchlich Selektiv-Re-
flexion zeigt.

Eine bedeutsame Erweiterung der RKM-Anwendung wur-
de 1982 durch die Beobachtung von Bonnet (unverdffent-
licht) geschaffen, wonach oxydiertes polymerisiertes Dia-
minobenzidin (DABox), das Endprodukt einer Immuno-
peroxidase-Fiarbung, ein starkes Reflexionsvermdgen
zeigt. Dieser Befund wurde benutzt, um eine nicht-radio-
aktive in situ-Hybridisierung mit Peroxidase-DAB als
Marker und RKM als mikroskopische Nachweistechnik
durchzufiihren [44, 45] (Abb. 5). Dies ergab die erste
erfolgreiche Detektion eines eindeutigen Gens auf einem
menschlichen Metaphasechromosom. Eine weitere Erfor-
schung der Reflexionskontrast-Mikroskopie immuncyto-
chemisch gefirbter Zellen wurde an Hand einer genauen
Untersuchung aller Parameter, die an der Bildentstehung
bei dieser neuen Anwendung mitbeteiligt waren, erreicht
[12]: Eine kombinierte theoretische und praktische For-
schungsarbeit zeigte, daB die Bildentstehung der DABox-
Reflexion mehr auf Interferenz der Reflexionen basierte als

Abb. 5: Nicht-radio-
aktive in situ-Hybridi-
sierung einer Maus-
Metaphase, mit bio-

. tinyliertem pUC 1,77
und detektiert mit der
Peroxidase-DAB-Me-
thode [45].
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auf Reflexionen aufgrund von Absorptionseigenschaften.
Weil die Reflexion von DABox primir von seiner Schicht-
dicke (die auf 50-100 nm fiir eine sensitive Detektion von
DABox durch RKM geschitzt wurde) abhéngig ist, wurden
die Restriktionen fiir ein Priparat zur Ausnutzung der
kontraststeigernden Eigenschaften der RKM deutlich: der
Farbstoff muf in einer ultradiinnen Schicht vorliegen.
Dabher lieferten ultradiinne Epon-Schnitte, DABox enthal-
tende oder mit Immunoperoxidase gefirbte Lowicryl-
Schnitte optimale Abbildungen im Reflexionskontrast-
Mikroskop —und ein neues Anwendungsfeld war aufgetan
[12]. Die Reflexionskontrast-Mikroskopie immuncytoche-
misch gefirbter Ultradiinnschnitte wurde in Pionierarbeit
vom Department of Cytochemistry und, von 1989 an, vom
Department of Pathology der Universitit Leiden/Nieder-
lande untersucht. Diese Ultradiinnschnitte lieferten extrem
scharfe mikroskopische Abbildungen, welche die theoreti-
sche Aufldsungsgrenze des Mikroskopserreichten[11-15,
66]. Solche Priparate sind im normalen Hellfeldmikroskop
vollstdndig transparent. An Zellen wurde ein starkes Refle-
xionsvermogen von Immunogold und silberverstirktem
Immunogold nachgewiesen [34]. Cremers et al. [19] ver-
gleichen nicht-radioaktive in situ-Hybridisierungen im
Reflexionskontrast- und Elektronenmikroskop. Die An-
wendung der konfokalen Laser-Scanningmikroskopie im
Auflicht (Reflexion) ergab einen hohen Reflexionsgrad
von DABox und dem Reaktionsprodukt der alkalischen
Phosphatase bei Verwendung von Naphtol-AS-Phosphat
als Substrat und Fast Blue BB als Koppler [6, 69]. Speel et
al. [70] zeigten als erste den Gebrauch vielfach reflektie-
render Immunmarker bei in situ-Hybridisierungsstudien

(Abb.6). Dieses erlaubt die Verwendung mehrerer Marker
z. B. fiir genetische Studien (Tab. 2). Die Behandlung der
Préparate ist von Wichtigkeit: Eine kleine Menge von
Rinderserumalbumin-Fixativ wird iiber die Objekttriger
ausgestrichen (um einen diinnen Protein-Schutzfilm zu
erhalten), damit ein Auflosen der gefarbten Immunreakti-
onsprodukte im Immersionsél, das auf das unbedeckte
Priparat aufgebracht werden muf, zu vermeiden und die
RKM zu erméglichen.

Eine weitere Verbesserung des Bildkontrastes kann man
sogar durch eine computerunterstiitzte Farbumwandlung
digitalisierter RKM-Bilder mittels graphischer Software-
programme erreichen. Ein Bildwandlungs-Beispiel zeigt
Abb. 7.

Abb. 6: Nicht-radioaktive in situ-Hybridisie-
rung in T24-Zellen (menschliche Ubergangs-
karzinom-Zellinie) mit biotinyliertem pUC
1,77, detektiert mit der Alkalischen-Phospha-
tase-Fast-Red-Methode [70].

Tabelle 2: Reflektierende Reaktionsprodukte bei immuncytochemischer Férbung.

Method : Microscopy

Conjugate Reagents Brightfield Reflection Fluorescence
PO H O, + DAB brown white
PO H O, + AEC red yellow*
PO H O, + TMB green/purple red/yellow
PO H,O, + Chloronaphtol purple white/yellow*
APase N-ASMX-P + Fast Red TR  red yellow* red
APase N-ASMX-P + New Fuchsin red yellow* red
APase NBT/BCIP/INT brown white*
APase NBT + BCIP blue/purple orange/yellow*
IGS colloidal gold (1040 nm)  light pink gold
1GSS colloidal gold (1-5 nm) black white
silver enhanced

Autoradiography silver grains black white
PO — horseradish peroxidase
APase — alkaline phosphatase
IGS — immunogold staining
IGSS - immunogold silver staining
* Fixation of enzyme precipitates in a protein matrix is essential; mounting in immersion Oil.

Method of fixation:

Smear air-dried slides with protein-fixative mixture, containing 2 mg/ml bovine serum albumin (BSA) and 2% glutaraldehyde and air-dried.

Reflexionskontrast-Mikroskopie
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Abb. 7: Lokalisation von Immun-Deposits in der Nephrologie. Immunglobulin G -Ablagerungen im Glomerulus einer Maus mit Graft Versus Host Disease-induzierter Lupus-Nephritis,
sichtbar gemacht durch eine indirekte Immunoperoxidase-Markierung; a~d: gleicher, 1 pmdicker Schnitt, gegengeférbt mit Lichtgriin, a)im Hellfeld, b)im kombinierten Durch- und
Auflicht, Hellfeld/RKM, c) im Reflexionskontrast, d) im invertierten Computerbild von c: das digitalisierte Bild von ¢ wurde lediglich invertiert, daher keine Farb- und

Helligkeitsverstarkung.

Herstellung der Priparate

Semidiinne oder ultradiinne Priparate sind fiir die Reflexi-
onskontrast-Mikroskopie am besten geeignet. Die meisten
modernen Routine-Mikrotome, besonders wenn sie mit
einem Glasmesser ausgeriistet sind, sind fiir RKM sehr
brauchbar. Ultradiinnschnitte fiir die Elektronenmikrosko-
pie konnen unter Benutzung einer Drahtose direkt vom
Diamant- oder Glasmesser auf einen sauberen Objekttriger
gebracht werden. Ebenso kann man Kryo-Ultradiinn-
schnitte direktauf den Mikroskop-Objekttréiger iibertragen
[74]; sie strecken sich dort sehr gut [65]. Das RKM-
Olimmersionsobjektiv wird unmittelbar in das Immersi-
onsdl eingetaucht. Falls mehrere Farbmarker am gleichen
Priparat verwendet werden—so wie bei in situ-Hybridisie-
rungs-Studien [70], konnen sich die verschiedenen gefiirb-
ten Endprodukte im Ol auflgsen. Daher ist es ratsam, das
Priparat miteinem diinnen Film aus Protein-Fixativisung
zu bedecken. Wegen der erhohten Detektionsempfindlich-
keit der RKM ist dieses Verfahren gegen alle Arten von
Kontamination, wie Staubpartikel und innere Artefakte

[15,70] sehr empfindlich. Daher miissen alle Losungen zur
Behandlung und Firbung der Schnitte iiber 0,2 um-Filter
filtriert werden (Schleicher & Schiill, FP030/3).

Anwendungen — eine Ubersicht zur derzeitigen
Forschung mit Reflexionskontrast-Mikroskopie

In der Pathologie werden immunhistologische Untersu-
chungen mit dem normalen Lichtmikroskop oft durch das
nicht immer ausreichend sichtbare morphologische Detail
und den geringen Kontrast von Marker-Substanzen beein-
trichtigt — sowohl bei Paraffinschnitten als auch bei Ge-
frierschnitten. Wenn konventionelle Techniken unzurei-
chende Informationen liefern, um SchluBfolgerungen zu
ziehen, wird die Immuno-Elektronenmikroskopie erfor-
derlich.

Fiir eine bestimmte Zahl der Probleme stellt die Lichtmi-
kroskopie mit dem Reflexionskontrastmikroskop eine ad-
dquate Losung dar. Manchmal liefert eine Kombination
von RKM mit (Immuno-)Elektronenmikroskopie optimale
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Informationen. Fiir verschiedene Préparat-Typen, z. B.
Zellkulturen, Biopsien, etc., sind verschiedene Verarbei-
tungsmethoden, Vor- und Nach-Einbettung in Plastik und
Ultra-Kryotechniken erforderlich. Beziiglich der Beschrei-

stung der Anwendungsmoglichkeiten der RKM, welche
aus gemeinsamen Untersuchungen in unseren Labors her-
vorgingen, mit den Abbildungen 8-20 und einer Zusam-
menfassung in den Tab. 3-5 dargestellt.

Reflexionskontrast-Mikroskopie

bung dieser Methoden wird der Leser auf Cornelese und

Prins [14] und Prins et al. [65, 66] verwiesen. Eine Aufli- Im folgenden werden einige Beispiele von auf der RKM-

Technik beruhender Untersuchungen mitgeteilt.

Tabelle 3: Prinzip-Schema der Reflexionskontrast-Anwendungen.

Subject Original Method Literature
immunolocalization studies at (sub)cellular level in cells LM, FM, IEM [5, 10,21, 22,27, 38,41,
and tissues™ 46, 65]
in-situ hybridization LM, FM, EM [19, 35, 44, 45, 49-51,

70]
autoradiographic detection darkfield microscopy, [4]

epipolarization microscopy

attachment and movement of living cells reflection microscopy [2, 3, 32, 39, 40, 43, 63,

72]
tracer studies of molecules conjugated with a label autoradiography LM, FM, IEM  [52, 53] Abb. 9: Lokalisation von Immundeposits in der Nephrologie; 9a: lgG-Ablagerungen im Glomerulus einer Maus mit Graft Versus Host Disease-induzierter Lupus-Nephritis [9],

dargesfe/ll durcﬁ eine /'nd/'re/fte Immunogold-Markierung [14]. Ultradinner Lowicryl-Schnitt auf mit Gelatine beschichtetem Objekttrager, gefarbt mit Kaninchen-o— Maus-IgG,
anschlieSend rm 15nm kq//01da/em Gg/d—konjug/ertem Ziegen-a-Kaninchen-IgG; 3b: Silber-verstérkte Immunogold-Férbung (IGSS) granulérer Immun-Depoasits im Glomerulus einer
Ratte, der Kaninchen-anti-gp330-Antikdrper injiziert wurden [46]. Ultradiinner Lowicryl-Schnitt auf mit Aminosilan beschicktem Objekttrager, geférbt mit Gold (5 nm), konjugiert an

anti-Ratten-lgG, Silber-Verstérkung. 9c: Lineare Ablagerung von Kaninchen-anti-Laminin-Antikdrpern in der Rattenniere, indirekte Férbung Immunoperoxidase-DAB. Epon-
Ultradiinnschnitt von voreingebettetem Gewebe. y

(radioactive, PO, gold or indirect with a labelled antibody)

detection of small inclusions, fragmented foreign material LM, EM —

detection at LM level of objects below the resolution of ~ PCR, immunoassays -
the LM, due to a bright isolated signal against a dark

background
quality control of cell- and tissue culture LM, phase-contrast microscopy [42] Tabelle 4: fachbereiche.
previewing of EM-ultra thin sectioning of tiny or thin LM of counterstained semithin - -
objects sections Noelpl)ll(l(r)cl)cl)o 513 é e Abb. 10 Lectin-Cyto-
comparison of sequential ultrathin sections for multiple complicated done for small [5] Biomaterial- Fgo rschung chemie der experi-
labels B structures Dermatologie mertelon Aaten
| . . Nephrolithiasis ~ [8].
* see Table 5 Molekularbiologie Lowicryl-Ultradtinn-
Pharmakologie schnitt der Ratten-
Pathologie niere,  geférbt  mit
Parasitologie biotiniliertem ErdnuB-
Pflanzliche Molekularbiologie Agglutinin PNA) ge-
Chirurgie-Forschun g folgtvon Streptavidin-
Zellbiologie PO DAB, gegenge-

férbt mit Hématoxilin.

Abb. 8: Morphologische Verédnderungen der extrazellu-
ldren Matrix wéhrend der Entwicklung einer Glomerulo-
sklerose [41]. Schnitt einer Mausniere mit Lupus-indu-
zierter Glomerulosklerose, gefarbt mit einem anti-
Laminin-Fragment-spezifischen monoklonalen Antikdr-
per. Der in vivo-gebundene monoklonale Antikdrper,
mit Peroxidase konjugiert, wurde mit DAB detektiert,
das Gewebe war in Epon eingebettet (Voreinbettung).
Dergezeigte Ultradiinnschnitt istmit Toluidinblau leicht

gegengeférbt. Abb. 11 Bindung (a) und Internalisation (b) von PO-markiertem cMOv18 auf und in HeLa-Zellen. Epon-Ultradiinnschnitt einer voreingebetteten Zellkultur.
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Abb. 12: Morphologische Charakterisierung einer menschlichen Brustkrebs-Zellinie
(MDA-MB-134-VI); man beachte die typischen Podosomen. Ultradiinner Epon-Schnitt
von fixierten Zellen, die vom Substrat abgekratzt, pelletisiert und in Epon eingebettet
wurden, gegengeférbt mit Toluidinblau.

Abb. 14: Lichtmikroskopische Autoradiographie der menschlichen Haut; die mit Tritium
markierte Oestradiol-Akkumulation im stratum corneum nach &ulerlicher Applikation
gines Oestradiol-Plaques [52, 53]. Ein 100nm dicker Spurr-Schnitt, Emulsion llfford L4,
Entwicklung Kodak D19b.

Abb. 15: Immuncytochemisch geférbte Leptospiren im Blutausstrich. Das Blut war
experimentell mit Leptospiren (Serumvariante grippotyphosa) infiziert. 15a:1GSS und
15b: PO-DAB. Man beachte die charakteristischen Spiralwindungen, das Bild wurde
(iber ein Blaufilter aufgenommen.

Abb. 13: Beobachtung
einer Zellkultur von
Dickdarmkarzinom-
zellen der Ratte (Zell-
linie CCh31) auf Art
und Weise des Zell-
todes nach Gluta-
thion-Entzug.

13a: Kontroll-Zellen;
13b: Glutathion-ge-
sperrte Zellen. Ultra-
diinnschnitte der ein-
gebetteten  Mono-
schicht, geschnitten
parallel zum Substrat,
gegengefarbt mit To-
luidinblau. Diese Bil-
der wurden aufge-
nommen mit einem
RK-Mikroskop, — aus-
gertistet mit einer Hg-
Lampe, der Vergleich
mit Abb. 12 zeigt den
Einflul8 der Lichtquel-
le (alle anderen Bilder
wurden mit einem
RKM mit Xenon-Lam-
pe aufgenommen).

Abb. 16: Lokalisierung von Schistosoma mansoni-Antigenen durch indirekte Immuno-
gold-Férbung (10 nm Gold) von Eingeweide-assoziierten, zirkulierenden kathodischen
Antigenen. Ultradiinnschnitte mit Lichtgrin gegengeférbt. Beachte: die hellen weillen
Flecken sind starke Reflexionen aufgrund des Hamatin-Zerfalls zurtickzufiihren, die
bereits in ungeférbten Schnitten bemerkt wurden.

Lokalisations-Studien von Steroiden in der
menschlichen Haut

Neelissen [52, 53] entwickelte eine einfache autoradiogra-
phische Methode fiir die Licht- und Elektronenmikrosko-
pie zur Lokalisierung von *H-Oestradiol in der menschli-
chen Haut, nach Permeations-Experimenten in vitro. Eine
Bewertung der Leistungsfihigkeit der RKM-Darstellung
in der hochauflgsenden lichtmikroskopischen Autoradio-
graphie (Abb. 14) ergab: Die Lokalisierung von’H-Oestra-

Reflexionskontrast-Mikroskopie
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Abb. 17: Morphologische Qualitdtskontrolle von geziichteten menschlichen epi-
dermalen Kerationozyten (17a). 17b. Ultradiinner Epon-Schnitt von bioptischer
menschlicher Haut mit Epidermis- und Lederhautteil. Die Melanosomen sind aufgrund
ihres starken Reflexionsvermdgens sichtbar. Epon-Ultradiinnschnitte mit Toluidinblau
geférbt.

diol im menschlichen Stratum corneum war zur Unter-
scheidung zwischen inter- und intrazelluldrer Lokalisation
der Silberkorner im Stratum corneum mittels RKM fast
genau so gut wie mit dem Elektronenmikroskop. Der
Vorteil der RKM gegeniiber der EM besteht in der Mog-
lichkeit, das Préaparat bei relativ geringer VergroBerung zu
iiberblicken und zugleich sogar wenige oder kleine Silber-
korner zu sehen. Es wurde festgestellt, daB} sich die RKM
oft als sehr erfolgreich bei Untersuchungen der Lokalisa-
tion von Steroiden im menschlichen Stratum corneum
erweist und nur fallweise die Elektronenmikroskopie zur
Bestitigung der Resultate benotigt wird.

Vorkommen von Leptospiren in Diagnose-Proben

Die Feststellung selten auftretender Leptospiren in klini-
schen Proben kann man iiber die Kultur treffen. Jedoch
versagt diese Methode manchmal, und sie ist zeitaufwen-
dig. Der Nachweis von nur einigen wenigen Leptospiren an
Hand von Immunfluoreszenz bzw. der Peroxidase-Tech-
nik ist schwierig, da Artefakte, welche wie Leptospiren
aussehen, im Lichtmikroskop Probleme bereiten. Mit
RKM konnen mit Immunogold-Silber gefirbte Leptospi-
ren in Urin- und Serumproben eindeutig sichtbar gemacht
werden (Gravekamp und Prins, pers. Mitteilung). Die Un-
terscheidung zwischen Leptospiren und Artefakten ist hier
leicht zu treffen, auBerdem sind die charakteristischen
Spiralen von IGSS- und PO-DAB-geférbten Leptospiren
in den RKM-Bildern zu sehen (Abb. 15). Der Vorteil der
Reflexionskontrast- gegeniiber der Fluoreszenzmikrosko-
pie besteht in der starken Zunahme des Bildkontrastes der
gefirbten Leptospiren gegen einen dunklen Hintergrund
und in der Vermeidung eines Ausbleichens des Markers,
wodurch das Erkennen selten auftretender Leptospiren viel
leichter ist.

17b

Experimentelle Studien zur Glomerulosklerose

An Versuchsmodellen der Glomerulosklerose ermoglichte
die RKM-Technik es Bergijk et al. [5], die extrazellulire
Matrix(ECM-)Komponente Fibronectin als Hauptbe-
standteil der sklerotischen Lidsion zu identifizieren. Die
Feststellung dieser Ldsionen durch Farbung mit Perjodsu-
re nach Schiff (PAS) sagen in der allgemeinen Nierenpa-
thologie eine progressive Nierenerkrankung voraus. Dies
konnte durch Farbung von ultradiinnen Serienschnitten
desselben Glomerulus mit PAS und verschiedenen anti-
ECM-Antikorpern gezeigt werden. Diese reflexionsmikro-
skopischen Befunde konnten durch Immuno-EM-Untersu-
chungen bestétigt werden.

Pflanzliche Molekularbiologie

Zur Demonstration der Beteiligung von Lektinen bei der
Knotenbildung, brachten Diaz et al. [23] das Lektin-Gen
der Erbse (Pisum sativum L.) in die Haarwurzeln des
Weilklees(Trifolium repens L.) einund zeigten damit, dafl
diese transgenen Wurzeln durch die Rhizobium-Variante,
die normalerweise Erbsenwurzeln aber nicht Weilklee-
wurzeln noduliert, zu Knotenbildung angeregt werden.

Diaz et al. [22] konnten Erbsen-Lectin an den Spitzen
wachsender Wurzelhaare von Erbsen lokalisieren, indem
sie als Ligand Ratten-IgE, ein biotinylierter Antikorper
gegen Ratten IgE und an FITC-gekoppeltes Streptavidin,
benutzten. Beiihnen versagte diese Methode, wenn man sie
bei transgenen Weillklee-Wurzeln anwandte. Jedoch durch
Anwendung von RKM bei Priparaten, welche mit an
Goldpartikel gekoppeltem und silberverstérktem Strepta-
vidin gefdrbt waren, konnten sie zeigen, daB Erbsen-Lectin
in transgenen WeiBklee-Wurzeln funktionell exprimiert
wird.
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Nicht-radioaktive in situ-Hybridisierung

Macville et al. [49, 50] benutzten RKM und TEM zur
Kontrolle von Morphologie und Signal wihrend der Ent-
wicklung von Verfahren zur elektronenmikroskopischen
Voreinbettung nicht-radiaoaktiver RNA in situ-Hybridi-
sierung (ISH). Die erhaltenen RKM-Bilder lieferten Hin-
weise zur Morphologie, die man im TEM sehen kann.

Erkennung von Biomaterialien durch deren
Unterschiede im Brechungsindex

Reflexionskontrast-Mikroskopie wurde zur Untersuchung
von Biomaterial, wie Haut-Ersatz in der Haut und Festi-
gungsmaterial zwischen Knochen und Implantat einge-
setzt. Das Abbauverhalten von Calciumphosphat-Keramik
wurde an einem Méiuse-Modellsystem studiert. Ein Pro-
blem, auf das man bei der Bearbeitung fiir die Elektronen-
mikroskopie trifft, ist der Verlust von Biomaterial wihrend
des Firbevorgangs. Da fiir RKM aber Ultradiinnschnitte
direkt auf Glasobjekttriger aufgebracht werden und die
Biomaterialien unterschiedliche Brechungsindices besit-
zen, ergibt dies oft im RKM starke Reflexionssignale und
eine optimale Abbildung (Abb. 18 und 19).

Transplantations-Forschung

Der Vorgang zur Isolierung von Langerhans’schen Inseln
aus dem Pankreas zum Zwecke einer Transplantation in
Diabetes-Patienten wurde verbessert. Van den Burg et al.
[10] benutzten die Reflexionskontrast-Mikroskopie zur
Kontrolle der Unversehrtheit der Insel und Erhaltung des
Insulin-Inhalts im Zuge der Verbesserung einer Insel-
Isolierungstechnik. RKM wurde eingesetzt, um verschie-
dene Stadien vom nativen Hunde-Pankreas mit den gerei-
nigten isolierten Langerhans’schen Inseln im Hinblick auf
den Grad der Betazellen-Granulation, die nach der Immu-
nogoldfirbung fiir Insulin'sichtbar ist, zu vergleichen
(Abb. 20).

Das Zunehmen der Forschung auf molekularbiologischer
Ebene hat zu mehr Immunlokalisations-Studien von Gen-
Produkten gefiihrt [22, 38] und wird weiter dazu fiihren.
Wichtige Fragen sind: wird das (transferierte) Gen expri-
miert und wo wird das (transferierte) Gen-Produkt lokali-
siert. Ultra-Kryomikrotomie in Verbindung mit RKM ist
fiir diese Untersuchungen zur optimalen Lokalisation vor-
geschlagen worden (Prins, pers. Mitteilung). Der Informa-
tionsinhalt der RKM-Bilder ultradiinner Kryoschnitte ist
vergleichbar mit der von ultradiinnen Plastikschnitten und
erwies sich neben der Zugénglichkeit fiir immunologische
Reagenzien als optimal. Das Ultradiinnschneiden mit
Hilfe eines ultra-Kryomikrotoms (Reichert ULTRACUT
F/FC S) ist heute ein Routinevorgang. Wenn jedoch die
Antigenwirkung durch die Fixation vermindert wird, kann
die Kryosubstitutionsmethode nach Edelmann [25] weiter-
helfen, ndmlich Gefriertocknen und Infiltrieren der Schnit-
te mit Lowcryl in einem Kryosorptions-Gefriertrockner.
Neben der Herstellung von Ultradiinnschnitten dieser in
Lowicryl-eingebetteten Prdparate, konnen auch Semi-
diinnschnitte (0,25 um) angefertigt werden, falls nurmehr
ein Routine-Mikrotom verfligbar ist. Die Markierungs-
Effektivitit von Lowicryl-Schnitten kann geringer sein im

Ultradiinnschnitt.

Tabelle 5: Reflexionskontrast in der Immuncytochemie.

Abb. 18: Histologi-
sches Erscheinungs-
bild von Copolymer-
Matrizen, seit 52 Wo-
chen subkutan in Rat-
ten implantiert; Epon-

— Scharfe Abbildungen von semidiinnen (0,25 pm) und
ultradiinnen (50-100 nm) RKM-Préparaten wegen
Wegfall pré- und post-fokaler Teilbilder.

— Empfindliche Detektionsmoglichkeit vieler Marker:
Immunogold,Immunogold-Silber,Immunoperoxidase
und alkalische Phosphatase.

— Zusiitzlich zu den Immunomarkern, konnen histologi-
sche Firbungen vorgenommen werden, um die mor-
phologische Identifizierung von Zell- und Gewebe-
strukturen zu unterstiitzen.

— Detektion von Vielfach-Immunomarkern bei in situ-
Hybridisierung.

— Stabilitdt des Markers: es gibt kein Fading-Problem
wie in der Fluoreszenzmikroskopie.

— Hoher Kontrast zwischen Marker und Gegenféarbung.

— Leichte Kombinationsmoglichkeit mit Fluoreszenz-
und Hellfeldmikroskopie.

— Alternative zur Elektronenmikroskopie mit geringer
VergroBerung, wenn ein hoher Kontrast des cytoche-
mischen Markers gefordert ist.

— Briicke zwischen Licht- und Elektronenmikroskopie
bei Verwendung ultradiinner Schnitte.

Abb. 19: Degradation von implantiertem Biomaterial. Phagozytiert und zerfallene
Kugeln von injiziertem Hydroxylapatit in einer Rigsenzelle. Ultradiinnschnitte mit
Toluidinblau gegengefarbt.

Vergleich mit der von Kryoschnitten, da bei jenen nur die
Oberfliche fiir Antikorper zuginglich ist.

Zusammenfassend ist festzustellen, dall sich die Refle-
xionskontrast-Mikroskopie als eine vielseitige Darstel-
lungsmethode mit stark kontrastverstirkenden Eigen-
schaften erwiesen hat. Die Detektionsempfindlichkeit ist
im Vergleich zu anderen lichtmikroskopischen Methoden
signifikant gesteigert. Wenn Ultradiinnschnitte verwendet
werden, zeigen die Bilder die beste morphologische Ge-
nauigkeit, die mit der Lichtmikroskopie erreichbar ist.
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