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Biologische und biomedizinische Anwen-
dungen intrazellularer Laserpartikel
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Microscopic laser particles have emerged as a new type of intracellu-
lar probes for various biological and biomedical applications. Utilizing
some of the unique properties of laser light, laser particles are for-
midable barcoding devices, can sense chemical and physical changes
inside cells, and recently demonstrated biomechanical force measure-
ments with unprecedented temporal resolution. Further developments

are targeting the direct application of laser particles along high
throughput sequencing techniques, as well as deep tissue sensing.
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B Konnen lebende Zellen Laserstrahlung
erzeugen? Gibt es Laser, die so klein sind,
dass sie in eine Zelle passen? Und konnen
Laser selbst in Kleinstlebewesen integriert
werden? Die Antwort auf diese — vielleicht
nicht alltaglichen - Fragen kann mittlerwei-
le jeweils mit ,Ja, sie konnen!“ beantwortet
werden, wie die neuesten Forschungsergeb-
nisse im Bereich der Mikro- und Nanolaser
belegen [1-4]. Zudem ergeben sich mit fort-
schreitender Spezialisierung und Verfeine-
rung der optischen Eigenschaften immer
neue Anwendungsmoglichkeiten.

Intrazellulare Mikro- und Nanolaser

Die Erfindung des Lasers ist eine der groB-
ten technischen Errungenschaften des
20. Jahrhunderts. Die durch den Laser
erzeugte Laserstrahlung besitzt in vielerlei
Hinsicht einzigartige Eigenschaften - vor
allem, wenn man deren Intensitat,
Ausbreitungseigenschaften und spektrale
Reinheit betrachtet. In der biologischen
Bildgebung und Analytik und im medizini-
schen Alltag sind Laser daher oft essen-
ziell und seit langem routinemaBig im Ein-
satz.

Kugellaser

: ¥
Scheibenlaser™

Die fortschreitende Miniaturisierung opti-
scher Bauelemente erlaubt seit kurzem Laser
zu erzeugen, die weniger als 10 um groB sind.
Diese Laserpartikel vereinen das zur Erzeu-
gung des Laserlichts notwendige Verstarker-
medium sowie den ebenfalls bendtigten
Laserresonator. Letzterer verwendet den
optischen Effekt der Totalreflektion und
erlaubt, die mittels stimulierter Emission
erzeugten Photonen innerhalb der Laserpar-
tikel einzufangen. Fiir die Effizienz und letzt-
endlich auch die GroBe verantwortlich ist
hierbei der Brechungsindex der Partikel.
Dieser muss deutlich groBer sein als der
Brechungsindex von Wasser (n = 1,33), um
Licht auch innerhalb wéssriger Umgebungen
wie biologischen Zellen effizient einzufan-
gen. Organische Materialien, z. B. Polystyrol
(n = 1,59) und anorganische Halbleiter
(n > 3), haben sich hierbei als besonders
geeignet etabliert [2—-4]. Grundsatzlich gilt,
dass je groBer der Brechungsindex des Reso-
nators, desto kleiner konnen die Laserparti-
kel werden. Laserpartikel mit einem Durch-
messer von ungefahr 1 um und einer Dicke
von nur 200 nm lassen sich daher z. B. aus
einer Legierung aus AlGalnP (n = 3,5) fabri-
zieren und stellen damit die derzeit kleinsten
Partikel dar [5, 6]. Einzig die Pumpquelle,

A Abb. 1: Funktionsweise mikroskopischer Laser-Partikel und deren intrazellulare Anwendung. A, Optische Simulation des Laserlichts in einem poly-
meren Kugellaser und einem anorganischen Scheibenlaser. Ebenfalls dargestellt ist die vergroBerte Struktur der Whispering Gallery Mode (WGM), wel-
che die Verteilung des elektrischen Feldes Einnerhalb des Laserresonators reprasentiert. Der Pfeil kennzeichnet die Polarisationsrichtung des elektri-
schen Feldes relativ zur Oberflache der Kugel (gestrichelte Linie). B, Konfokalmikroskopie-Aufnahme einer neonatalen Herzmuskelzelle mit einem intra-
zellularen Kugellaser (griin) und fluoreszenzmarkierten Myofibrillen (grau) und DNA (cyan). C, Konfokalmikroskopie-Aufnahme einer Kultur von Kerati-
nozyten mit integrierten Scheibenlasern (magenta) und mit fluoreszenzmarkierten F-Actin (grau) und DNA (cyan). MaBstab in B und C: 10 ym.
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welche die angeregten Zustinde erzeugt,
muss weiterhin extern, typischerweise mit-
tels eingestrahlter Pumplaser, zur Verfiigung
gestellt werden. Dies kann jedoch ohne gro-
Ben Aufwand und Einschrinkung der
Anwendbarkeit realisiert werden und ist
kompatibel mit allen modernen Fluoreszenz-
mikroskopie-Methoden. [7]

Der Nachweis, dass Laserpartikel auch
direkt in lebende Zellen integriert werden
konnen und dort iiber langere Zeit verweilen,
erfolgte erstmals 2015 [2, 3]. Fast zeitgleich
zeigten hierbei zwei Arbeitsgruppen in
Schottland und den USA, dass verschiedens-
te priméare Zellen und Zelllinien Laserparti-
kel durch Phagozytose in das Zytosol aufneh-
men konnen (Abb. 1). Das optische Pumpen
der Laserpartikel und die kontinuierliche
Messung des Spektrums hatten dabei keine
messbaren Effekte auf die Zellen. Aufgrund
der hohen optischen Effizienz der mikrosko-
pischen Laser liegt die benotigte Pulsenergie,
um ein messbhares Laserspektrum zu erzeu-
gen, im Bereich von 1 pJ bis 1 nJ. Sie ist damit
so klein, dass selbst bei tausenden Pulsen
pro Sekunde keinerlei thermische oder
phototoxische Effekte auftreten, und kann
damit grundséatzlich als biokompatibel ein-
gestuft werden. Gleichwohl konnen Zellen
eine weitaus komplexere Reaktion auf die
Internalisierung solcher Partikel zeigen,
welche im Detail weiter untersucht werden
miissen. Erste Analysen der Genexpression
von Zellen mit und ohne intrazellulare Laser-
partikel zeigten jedoch nur sehr geringe
Effekte [8].

Barcoding von Zellen

Das emittierte Licht der Laserpartikel besitzt
im Wesentlichen die Eigenschaften makro-
skopischer Laser, das heiBt, es ist extrem
hell, breitet sich sehr direktional aus, und ist
monochromatisch. Als Folge sind die Laser-
spektren um viele GréBenordnungen schma-
ler als die konventioneller fluoreszenter
Farbstoffe, wie sie z. B. fiir die Markierung
von Zellen genutzt werden. Da die Wellenldn-
ge jedoch primér durch die GroBe des Reso-
nators bestimmt wird, erzeugen selbst
kleinste, in der GréBenordnung von einigen
Nanometern liegende Unterschiede im
Durchmesser der Laserpartikel, Laserlicht
mit einer unterschiedlichen Farbe. Als Folge
besitz jedes Laserpartikel sein eigenes, cha-
rakteristisches Spektrum. Sie erlauben daher
viele tausende Zellen eindeutig anhand des
Spektrums des intrazellularen Laserpartikels
zu identifizieren (Abb. 2).
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A Abb. 2: Optisches Barcoding zur |dentifizierung einzelner biologischer Zellen. A, Transmissions-
mikroskopie- (oben) und Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahme (unten) zur quantitativen Analyse der
Phagozytose der Kugellaserpartikel durch menschliche Makrophagen. Intrazellulare Partikel
erscheinen griin, Partikel auBerhalb von Zellen erscheinen orange MaBstab, 50 um. B, GroBenver-
teilung der intrazellularen Partikel im Vergleich zur Gesamtverteilung der Partikel. C, Zeitraffer-
Aufnahmen eines intrazellularen Kugellasers, welcher von der Mutterzelle (Fibroblast) Giber meh-
rere Generationen in jeweils eine der Tochterzellen weitergegeben wird. Die Zellen sind wahrend
der Migrationsphase (links), kurz vor der Zellteilung (Mitte), und nach der Zellteilung (rechts) dar-
gestellt. Ebenfalls dargestellt ist das Spektrum des Laserpartikels in den jeweiligen Zellen mit
Angabe des Abstands zweier Lasermoden, welche zur Identifikation des Mikrolasers verwendet
werden. Die Zeit ist in ,Stunden:Minuten® angegeben [9]. GroBe des Bildausschnitts, 100 X100 um?2.

Diese als optisches Barcoding bezeichnete
Technik ist eine der Hauptanwendungsmog-
lichkeiten der Laserpartikel. Es wurde z. B.
verwendet, um Krebszellen wahrend der
Migration durch enge Membranen zu beob-
achten oder mehrere tausend Zellen in einem
Tumor-Sphéroid mehrere Tage lang zu ver-
folgen [5, 6]. Besonders interessant sind die-
se Tracking-Anwendungen in Kombination
mit modernen Durchflusszytometrie-Metho-
den und Einzelzell-Sequenzierung. Diese
ermoglichen es, einzelne isolierte Zellen
mehrmals zu messen und dabei sequenziell
die Fluoreszenzmarker zur Identifikation von
Proteinen oder Basenpaaren auszutau-
schen [8]. Die Anzahl der zu identifizieren-
den Marker ist somit nicht mehr durch die
Bandbreite herkommlicher Fluoreszenzfarb-
stoffe begrenzt und kann dadurch ein extrem
hohes MaB an Multiplexing erreichen.

Sensoren in Herzzellen

Mikrolaser konnen auf vielfdltige Weise als
Sensoren verwendet werden. Hierbei werden
in der Regel Wechselwirkungen des evanes-
zenten Feldes, also dem Teil des Laserlichts,
der aus der Oberfldche in das angrenzende
Volumen eindringt, mit seiner Umgebung
ausgenutzt. So bewirken selbst kleinste
Anderungen des Brechungsindex in der
Umgebung eine Anderung der Resonanz
innerhalb der Laserpartikel und fiihren zu
einer messbaren spektralen Verschiebung
des Laserlichts. Eine solche Anderung findet
z. B. wihrend der Kontraktion von Herz-
zellen statt. Wie unsere Gruppe vor einigen
Jahren zeigen konnte, lasst sich das Kontrak-
tionsprofil von Herzzellen durch intrazellu-
lare Laserpartikel hochaufgeldst und mit
einer exzellenten Zeitauflosung messen
(Abb. 1B, Abb. 3A, [4]). Der Effekt beruht
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A Abb. 3: Anwendung biointegrierter Laser-Partikel als Sensoren in Herzzellen und in Tumor-
Sphéroiden. A, Kontinuierliche Messung der Kontraktilitat einer Herzmuskelzelle mittels eines
intrazellularen Kugellasers. Dargestellt ist die Anderung des Brechungsindex innerhalb der Zelle,
welcher proportional zur Ladngenéanderung der Myofibrillen ist [4]. B, Transmissionsmikroskopie-
Aufnahme eines Tumor-Sphéroids mit integrierten verformbaren Kugellasern (Oltropfen) bei einer
Hohe von z = 20 pm (unten) und z = 122 pm (oben). Der farbige Ausschnitt zeigt eine VergréBe-
rung der Laserpartikel. Die Spektren der Mikrolaser (rechts) zeigen breite Emissionsbanden,
welche eine charakteristische Breite besitzen, wie anhand der Uberlagerung drei verschiedener
Lasermoden zu sehen ist [10]. MaBstab (Zoom), 100 um (10 pm).

dabei wahrscheinlich auf einer noch genauer
zu bestimmenden Dichtednderungen der
Myofibrillen. Die Messung konnte bereits
in vivo angewandt werden, indem die Kon-
traktilitit des Herzens von Zebrafisch-
Embryonen gemessen werden konnte. Auf-
grund der sehr intensiven Strahlung kann
das Laserlicht auch tief innerhalb des
Gewebes detektiert werden. So konnte die
Kontraktion einer einzelnen Zelle in leben-
den Herzgewebeschnitten selbst bei einer
Gewebetiefe von 350 um gemessen werden,
deutlich tiefer als es momentan mit Einzel-
oder Multiphotonen-Mikroskopie maoglich
ist [4].

Messung von Zellkraften

Aufgrund der enormen Bedeutung von Zell-
kraften in der Embryogenese und z. B. in der
Ausbreitung von Tumoren gibt es bereits
eine groBe Anzahl optischer Methoden zur
Analyse biomechanischer Kréfte. Die wenigs-
ten Methoden konnen jedoch innerhalb von
Gewebe angewandt werden, speziell wenn
dieses nicht optisch transparent ist. Um auch
unter diesen schwierigen, aber biologisch
hochrelevanten Bedingungen Zellkrafte zu
messen, haben wir verformbare Mikrolaser
entwickelt. Hierbei kommt es bei einer dufe-
ren Krafteinwirkung zu einer Verformung
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und damit zu einer Veranderung der Geo-
metrie der urspriinglich sphéarischen Mikro-
laser. Als Folge dieser Verformung spalten
die monochromatischen Laserlinien in breite
Banden auf. Ein optomechanisches Modell
kann dann sehr einfach die Breite der Laser-
banden mit der einwirkenden Kraft korre-
lieren. Biologische Krifte von unter einem
Nanonewton konnen so genau gemessen
werden [10]. Als erste Modelle wurden die
Kréfte innerhalb von Tumor-Sphéaroiden
bestimmt, insbesondere auch in Bereichen,
in denen aufgrund der Lichtstreuung kein
Bild der Laserpartikel, sondern nur deren
Spektren gemessen werden konnte (Abb. 3B).
Des Weiteren wurden die Oltropfen in Droso-
phila-Larven injiziert, um biomechanische
Kréfte in vivo zu messen. Als nachstes sollen
die verformbaren Laser auch in Kombination
mit Herzzellen zur Anwendung kommen, um

neben der Kontraktilitdt auch die Kraft der
Herzmuskelzellen zu messen.

Die weitere Verbesserung dieser Technik
ist ein zentrales Forschungsthema unserer
Arbeitsgruppe. Dazu miissen sowohl die
Materialen als auch das Verstandnis der opti-
schen Eigenschaften und die biologischen
Anwendungen weiterentwickelt werden, was
eine spannende, interdisziplindre Herausfor-
derung darstellt. |
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