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Auflichtphotometrie von Mikroautoradiogrammen

fiir quantitative Einbaustudien an Einzelzellen*

P. D6rMER und W. BRINKMANN

Institut fiir Hiématologie der Gesellschaft fiir Strahlenforschung, Miinchen,

Assoziation mit EURATOM (Leiter Prof. Dr. W. Stich)

Eingegangen am 23. Mai 1970

Incident Light Photometry of Micro Autoradiograms for Quantitative Incorporation Studies with Single Cells. By
means of micro-autoradiography incorporation studies of labelled compounds can be performed at the cellular
level. The procedure described here aims at determining the amount of substances in terms of moles, incor-
porated into single cells.

140 is used as a label, since in contrast to tritium, the influence of §-self-absorption of this isotope is negli-
gible. Bvery autoradiograph is exposed together with a standard consisting of *C-methacrylate. Hereby the
relation of grain density to radioactivity in an autoradiograph is given. Grain counts are performed in an inci-
dent light microphotometer which makes use of the linear relationship between silver grain number and amount
of light reflected by the grains. Therefore, measurements are performed in an integrating manner. The usual
transmitted light is available for selecting the labelled cells for measurement.

* Studie im Rahmen des Assoziationsvertrages EURATOM-GSF fiir Himatologie Nr. 031641 BIAD.
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All photometer readings are converted into digital values, and are punched on a tape for further processing in
a computer. By comparing the standard grain densities with the grain counts over the cells the absolute radio-
activity in a cell is calculated. The specific activity of the labelled compound is used then to evaluate the incor-
porated amount in terms of moles. Examples of incorporation rates of 1#C-thymidine into different maturation
stages of human erythroid bone marrow cells are given.

Zusammenfassung. Durch die Mikroautoradiographie sind Einbaustudien markierter Verbindungen in einzelne
Zellen moglich. Hier wird ein Verfahren unter Zuhilfenahme der mikroskopischen Auflichtphotometrie beschrie-
ben, das die Bestimmung in einzelne Zellen eingebauter Substanzen in Mol erlaubt.

Zur Markierung werden C-Verbindungen benutzt, da *C im Gegensatz zu Tritium in Mikroautoradio-
grammen einem vernachldssigbaren Fehler der §-Selbstabsorption unterliegt. Jedes Autoradiogramm wird mit
einem 14C-Methacrylat-Standard zusammen exponiert, so dafl die Beziehung zwischen Schwérzung und Radio-
aktivitit bekannt ist.

Das Ausmessen der Schwirzung iber Standard und Zellen erfolgt mikroskopphotometrisch im Auflicht.
Dabei wird von der linearen Beziehung zwischen Silberkornzahl und der von ihr im Auflicht reflektierten Licht-
menge Gebrauch gemacht. Deshalb haben die Messungen integrierenden Charakter. Die wechselweise Um-
schaltung auf Durchlichtbeobachtung ermdglicht die Auswahl der markierten Zellen nach morphologischen
Gesichtspunkten.

Alle Messungen werden digital umgewandelt und aunf Lochstreifen gestanzt zur Weiterverarbeitung durch
einen Elektronenrechner. Aus dem Vergleich der Reflexionsintensitét iiber dem Standard und iiber den einzel-
nen Zellen 148t sich die absolute Radioaktivitdt in den Zellen berechnen, und aus dieser mit Hilfe der spezi-
fischen Aktivitit der 14C-Verbindungen die Menge in Mol. Beispiele unterschiedlicher Thymidin-Einbau-
geschwindigkeiten in verschiedene Reifeklassen des menschlichen erythropoetischen Knochenmarks werden

gegeben.

Einleitung

Ein Mikroautoradiogramm besteht aus einem Objekt-
trager, aus einer darauf haftenden markierten Probe
und aus einer iiber der Probe befindlichen Kern-
spuremulsion. Wegen seiner geringen Zerfallsenergie
wird Tritium in markierten Verbindungen bevorzugt.
Hierbei lassen sich mikroskopisch die in der Kernspur-
emulsion nach Xxposition und Entwicklung ent-
standenen Silberkérner den Strukturen in cellulidrer
GréBenordnung gut zuordnen.

Es hat nicht an Versuchen gefehlt, aus der Zahl der
durch Trittumverbindungen gebildeten Silberkérner
Riickschliisse auf den relativen Einbau in einzelne
Zellen zu gewinnen. In einer systematischen Studie
von Maurer u. Primbsch [9] wurde jedoch gezeigt,
wie sehr solche Ergebnisse alleine durch die §-Selbst-
absorption in den Proben verfilscht werden konnen.

Die Grenzschicht eines histologischen Gewebsschnittes, aus
der beim Tritiumzerfall noch ein nennenswerter Beitrag zur
Schwirzung der Kernspuremulsion erwartet werden kann,
liegt nach diesen Autoren bei 3 yum. Bei Zellausstrichen fun-
giert die iiber den Kernen befindliche Cytoplasmaschicht
bereits als wirksamer Absorber. Sie ruft alleine durch ihre
Dickenschwankung von Zelle zu Zelle einen Standardfehler
von rund 209/, hervor [8]. In dieser Studie an ausgestrichenen
Leberkernen lag der Koeffizient der p-Selbstabsorption
zwischen 0,56 und 0,2.

Quantitative 14C- Antoradiographie
an Ausstrichmaterial

1. Die f-Selbstabsorption

Fir quantitative Einbaustudien an Einzelzellen
diirfte Kohlenstoff-14 ein giinstiger Kompromil aus
morphologischer Zuordnungsméoglichkeit der Silber-
korner zur Strahlenquelle einerseits und Berechti-
gung zur Vernachlissipung der B-Selbstabsorption
andererseits sein. Die Verteilung der interferometrisch
und planimetrisch ermittelten Flachendichten von
817 ausgestrichenen und Methanol-fixierten Leber-
kernen zeigt Abb.1. Die mittlere Flichendichte liegt
bei 0,072 mg/em? Nach den Daten von Maurer u.
Primbsch [9] entspricht diese Flichendichte einer
Dicke des histologischen Gewebsschnitts von 3 bis
4 pm. Durch Ausmessen elekironenmikroskopischer
Querschnitte solcher Leberkerne [8] ergibt sich jedoch
eine mittlere Dicke von nur 0,94 um. Das bedeutet,
daf die Zellen beim Ausstreichen sehr schnell an den
Objekttrager antrocknen und dabei um ihr Fliissig-
keitsvolumen auf den Objekttriger hin schrumpfen.

In Ausstrich-Autoradiogrammen liegen' demnach
Proben in der Form von flachen Scheiben vor, deren
Dicke im Hinblick auf die Geometrie der Strahlen-
verteilung vernachlassigbar ist. Baserga u. Malamud
[1] geben fiir Kunststoffolien, deren spezifische
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Abb.1. Flichendichten von 817 Leberkernen der Ratte in
Ausstrichprdparaten nach Methanolfixation. Der Mittelwert
liegt bei 0,072 mg/cm?

Dichte etwa der des nassen Gewebes entspricht, eine
Dicke von 16 pm an, durch die gerade 509/, der 11C-
Zerfille absorbiert werden. Da trockenes, fixiertes
Gewebe, wie es in den Autoradiogrammen gewdhn-
lich verwendet wird, eine geringere spezifische Dichte
als nasses Glewebe hat, ergibt eine Abschitzung, daf3
bei den im Ausstrichmaterial gefundenen Flichen-
dichten mit einer 4C-(-Selbstabsorption von weniger
als 10°/, zu rechnen ist. Damit wird, wie in einer
fritheren Studie auch experimentell gefunden wurde
[6], der Fehler durch die *C-f-Selbstabsorption ver-
nachléssigbar.

2. Geometrie der Strahlenverteilung

Abb.2 zeigt die gemessene Verteilung der Silberkorn-
dichte tber und auBerhalb eines 4C-Thymidin-
(“C-TdR-)markierten menschlichen Erythroblasten-
kerns. Ein nicht unerheblicher Teil der Silberkérner
findet sich auBerhalb des Kernes. Wenn die Kern-
durchmesser gegen Unendlich streben, wird der An-
teil der Silberkorner iiber den Kernen gegen 1009/,
streben. Eine Sattigungskurve fiir zunehmende Kern-
durchmesser ist daher zu erwarten. Das Experiment

Silberkorndichte

Zellkern

Abb.2. Verteilung der Silberkorndichte iiber und auBerhalb
eines isoliert liegenden, 14C-TdR-markierten Erythroblasten-
kerns im Ausstrichpréparat mit einem Kerndurchmesser
von 11,2 pm o
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Abb.3. Beziehung zwischen der Grofe “C-TdR-markierter
ausgestrichener Erythroblastenkerne und der #ber den
Kernen befindlichen Fraktionen aller von den jeweiligen
Kernen aus entstandenen Silberkérner

{(Abb. 3) entspricht im wesentlichen dieser Erwartung.
Die Kerndurchmesser von ausgestrichenen Siduger-
zellen liegen in der GréBenordnung zwischen 6 und
18 ym. Fiir diesen Bereich wurden die MeBwerte einer
linearen Regression zugeordnet. Hierbei ergibt sich
fiir den Einzelwert ein einfacher Streubereich von
16,3%/,. Werden 100 Messungen durchgefiihrt, so hat
der Mittelwert noch einen Standardfehler von 1,69/,.
Es besteht zwar die Moglichkeit, alle von einer
Zelle ausgehenden Silberkérner zu zéhlen oder zu
messen, doch liegen die Zellen auch in den Aus-
strichen meist so dicht beieinander, daB sich ihre
Radien der Strahlenreichweite iiberschneiden. Des-
halb ist es meist von Vorteil, nur die Silberkérner
direkt iiber dem Kern oder der Zelle zu zéhlen oder zu
messen, und mit Hilfe des jeweiligen Durchmessers
des Melfeldes und der Regression der Abb.3 die
Gesamtsilberkornzahl zu berechnen.

3. Auflicht-Silberkornphotometrie

Die visuelle Zdahlung der Silberkorner ist eine miih-
selige und ungenaue Prozedur. Exponiert man nur bis
zu einer geringen Silberkorndichte, um visuell gut aus-
zéhlen zu konnen, sind moglicherweise tiber potentiell
markierten Zellen noch keine Silberkérner nachweis-
bar. Entscheidet man sich fiir eine hohere Silberkorn-
dichte, werden die visuelle Zéhlung schwieriger und
der Fehler durch die Ermiidung beim Zihlen grofier.
Zahlreiche Versuche mikroskop-photometrischer Sil-
berkornzihlungen in Mikroautoradiogrammen sind
deshalb unternommen worden. Fir die in der Einzel-
zell- Autoradiographie gegebenen Bedingungen hat
sich die Photometrie im Auflicht als glinstiges Ver-
fahren erwiesen [7,12]. Ein groBer Vorteil liegt in der
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Abb.4. Frfassung und Verarbeitung der vom Mikroskop-
Auflicht-Photometer gelieferten Daten. Abkiirzungen: SEV
= Sekundir-Elektronen-Vervielfacher; ADW = Analog-
Digital-Wandler; EDV = Elektronische Datenverarbeitung

Linearitit der Bezichung zwischen der Zahl der
Silberkérner und der von ihnen remittierten Licht-
menge. Deshalb kann im Gegensatz zur Absorptions-
photometrie integrierend gemessen werden.

Das von uns verwendete Auflicht-Mikroskop-
photometer wurde in fritheren Arbeiten ausfiihrlich
beschrieben [4,7]. Es besteht optisch aus einer kom-
binierten Durchlicht— Auflicht-Einrichtung, so dal
die Zellen im Durchlicht nach morphologisch-cyto-
logischen Gesichtspunkten ausgesucht, und ihre
Silberkdérner dann im Auflicht gemessen werden
konnen. Es besteht sowohl beleuchtungsseitig als
auch meBseitig die Moglichkeit einer variablen Aus-
blendung der zu messenden Objektdetails unter
Sicht des Auges. Der MeBfehler liegt niedriger als bei
der visuellen Zihlung [7]. Die Mefidaten werden
digital umgewandelt und auf Lochstreifen gestanzt
(Abb.4). Thnen konnen 8 verschiedene Gruppen-
zeichen zugeordnet werden. Bei der elektronischen
Datenverarbeitung ist daher die Identifizierung und
separate Behandlung von 8 verschiedenen Daten-
gruppen, z.B. in Form verschiedener Zellarten,
moglich.

4. Standardisierung

Die erhaltenen Digitalwerte einzelner markierter
Zellen sind zundchst nur Relativwerte fiir die ein-
gebauten Mengen einer markierten Verbindung. Die
Moglichkeit bietet sich an, auf jedem Autoradio-
gramm einen radioaktiven Standard mitzuexponieren.
Zunichst sind iber die MeBwerte der Standards
moglicherweise unterschiedliche Filmschichtdicken
verschiedener Autoradiogramme erkennbar und kor-
rigierbar. Hierin besteht eine Fehlermdoglichkeit der
14C. Autoradiographie. Nur Emulsionen, wie z.B. der
Strippingfilm ARI10 der Fa. Kodak, die eine ange-
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néihert konstante Schichtdicke auf einem Autoradio-
gramm gewahrleisten, sind geeignet.

In einer Versuchsreihe kann jedes Autoradiogramm
mit Standard individuell lange exponiert werden, da
die Standardschwirzung eine Bezugsgrofie zum
Vergleich der Ergebnisse verschiedener Autoradio-
gramme bietet. Das wihrend der Exposition gefiirch-
tete Fading bedarf bei der Verwendung von Stan-
dards ebenfalls keiner Beriicksichtigung. Anderer-
seits erlaubt der Vergleich der Standardschwérzung
it der Schwirzung iiber den Zellen eine Berechnung
der Radioaktivitdt in den einzelnen Zellen. Aus der
spezifischen Aktivitdt der benutzten markierten
Verbindung 1486 sich dann die in die einzelne Zelle
eingebaute Menge in Mol berechnen. Dabei gilt
folgende Beziehung:

Eingebaute Menge = A4 g—g [Mol].

A Lichtwert aller von einer Zelle aus entstandenen Silber-
korner;

B mittlerer Lichtwert der Standardschwirzung;

C pro Messung erfaBtes Standardvolumen;

D Standardaktivitit pro Volumen;

E spezifische Aktivitit der markierten Verbindung.

Friihere, in der Tritium-Autoradiographie unter-
nommene Versuche einer quantitativen Autoradio-
graphie mit Standards stammen von Ritzén [10,11].
Unsere Standards bestehen aus ¢C-Polymethyl-
Methacrylat, das mit einem Ultramikrotom zu etwa
5 um dicken Plittchen geschnitten wird. Die exakte
Dicke jedes Plittchens wird interferometrisch er-
mittelt. Die Standardplittchen sind neben unmar-
kierten Referenzplattchen auf Deckgliser aufgeklebt.
Letztere sind durch eine fortlaufende Nummer ge-
kennzeichnet. Je ein Deckglischen wird auf einem
Objekttrager befestigt und dann gemeinsam mit den
zu untersuchenden Zellen unter Film gebracht und
exponiert. Nach der Entwicklung und Fixation wird
das Deckglischen vorsichtig unter dem noch nassen
Film herausgelost, so daB es fiir neue Autoradiogram-
me zur Verfiigung steht.

Ergebnisse

In einer Versuchsserie mit 5 Objekttrigern wurden je
50 MC.TdR-markierte polychromatische Erythro-
blasten des Menschen gemessen. Die Expositions-
zeiten und die mittlere SilberkorngréBe der einzelnen
Objekttrager variierten. Die mittlere Silberkorn-
groBe ist in gewissem Umfang tiber die Entwicklungs-
dauer variabel. Sie entscheidet tiber die Lichtmenge,
die pro Silberkorn bei der Auflicht-Photometrie
remittiert wird.
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Abb.5. Hiufigkeitsverteilung der “C-TdR-Einbauwerte in
270 polychromatischen Erythroblasten des Menschen. Der
Einbau lief  wihrend einer 12miniitigen Inkubation mit
14C-TdR, wie anderswo beschrieben [2], ab

Umgerechnet in inkorporierte Menge “C-TdR
wiesen die Mittelwerte der einzelnen Objekttriger
einen einfachen Streubereich von 10,29/, des Mittel-
werts aller 5 Objekttriager auf. Hierbei ist zu bertick-
sichtigen, daB die polychromatischen Erythroblasten
morphologisch nur unscharf gegen die wesentlich
starker markierten basophilen Erythroblasten abge-
grenzt sind. Dadurch ist die Auswahl der Zellen auf
den einzelnen Objekttrigern moglicherweise ungleich
gewesen, was zur GroBe des Fehlers wesentlich bei-
getragen haben kann.

Die Hiufigkeitsverteilung der Einbauwerte pro
Einzelzelle (Abb.5) #hnelt einer sehr breiten loga-
rithmischen Normalverteilung. Zu diesem Ergebnis
kann tber das Fehlerfortpflanzungsgesetz der metho-
disch bedingte Fehler des Einzelwerts abgeschitzt
werden, der rund 209/, betrigt. Er setzt sich aus dem
MesBfehler von rund 3°/,, dem errechneten Standard-
fehler von 10,2°/, und dem Fehler bei alleiniger
Messung der Silberkdrner iiber dem Kern und Riick-
rechnung auf die Gesamtsilberkornzahl von 16,39/,
zusammen. Offensichtlich ist demnach die breite
Strenung der Haufigkeitsverteilung nur zum geringe-
ren Teil methodisch bedingt und beruht zum gré-
Beren Teil tatsdchlich auf stark unterschiedlichen
Einbauwerten von “C-TdR in die DNS einzelner
Zellen.

Aus der pro Zellkern eingebauten Menge von 14C-
TdR geht hervor, daB die quantitative Autoradio-
graphie Mengen in der Gréfenordnung von 1018 Mol
oder 10-15 g zu erfassen vermag. Durch die mikro-
skopische Interferometrie oder Absorptions-Photo-
metrie sind dagegen Stoffmengen nur in der GréBen-
ordnung von 10-1% g faBbar,
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Abb. 6. Inkorporation von “C-TdR in die DNS verschiedener
menschlicher Erythroblasten-Reifungsstufen wihrend einer
Kuarzinkubation

Durch quantitative Einbaustudien iiber die Zeit
kann gepriift werden, ob verschiedene Zellarten des
Knochenmarks wahrend einer Kurzinkubation mit
10.TdR und Amethopterin [2,6] eine normale DNS-
Synthese wie in vivo aufrechterhalten. Die mit der
»»Markierten-Mitose-Methode* ermittelte DNS-Syn.-
thesedauer normaler mensechlicher Knochenmark-
zellen in vivo betrigt 13— 14 h [14]. Der Thymingehalt
einer menschlichen diploiden Zelle kann errechnet
werden:

DNS-Menge

Molares Basenverhiltnis:
A[T/G/C = 10:10:6,4:6,4

Thyminmenge 6,3 - 10~15 Mol

(DNS-Menge aus [13], Basenverhéltnisse aus [3], Daten fiir

Thymus-Lymphozyt).

6,8 1012 ¢

Aus der in einem Inkubationsintervall von 8 min
(Abb.6) in die DNS eingebauten Menge von *#C-TdR
148t sich somit die Zeit berechnen, die eine Zellart
benotigen wiirde, um den gesamten diploiden
Thymingehalt der DNS aus angebotenem “*C-TdR zu
synthetisieren.

Aus den Mittelwerten der Ergebnisse (Abb.6), die
von der Inkubation des Knochenmarks einer himato-
logisch gesunden Frau stammen, berechnet sich fiir
die Proerythroblasten eine Synthesedauer von 15,1 h.
Damit lief in vitro eine in ihrer Ceschwindigkeit
etwa normale DNS-Synthese dieser Zellart ab, die
nur von angebotenem C-TdR Gebrauch macht.
Fiir- die polychromatischen Erythroblasten ergibe
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sich jedoch eine Synthesedauer von 46,5 h. Es kann
vorldufig nur vermutet werden, dafl diese Zellart, fir
die in vivo ebenfalls eine DNS-Synthesedauer von
13—14h gefunden wurde [14], entweder trotz
Amethopterinblockade weiter unmarkiertes Thymi-
din-Monophosphat synthetisieren kann, oder daf3 die
DNS-Syunthese durch die Wirkung des Amethopterins
beeintrichtigt wird. Analoge Verhéltnisse haben wir
auch in den verschiedenen erythropoetischen Reife-
klassen der Ratte gefunden [6].

Anhang — Diskussionsfragen

W. Gikde: Wir haben eine Apparatur entwickelt, mit der es
moglich ist, cytophotometrisch 1000 Messungen/sec aus-
zufithren. Wenn man nun die Silberkorner vorzugsweise in
den Zellen entwickeln kénnte, lieBen sich diese Messungen
mit dieser Methode automatisch sehr schnell ausfithren. Sehen
Sie Moglichkeiten dazu?

Amntwort: Versuche, Zellen mit photographischer Emulsion
zu imbibieren, sind tatsichlich unternommen worden (Liters-
tur bei A. Niklas u. W. Maurer: Autoradiographie, in Hoppe-
Seyler/Thierfelder, Handbuch der physiologisch- und patho-
logisch-chemischen Analyse, 10. Aufl. Bd. II, 8. 734—773.
Berlin, Gottingen, Heidelberg: Springer 1955). Wegen der
unterschiedlichen Trockengewichtskonzentrationen einzelner
Zellen und Zellarten, und wegen des damit verbundenen un-
terschiedlichen Aufnahmevermogens von Emulsion dirfte
eine quantitative Erfassung der Radioaktivitit in den
Zellen auf diese Weise jedoch schwierig sein.

W. Gokde: Bei Ausstrichen sind die Zellen sehr flach
(0,5—1,5 pm). Nun kénnte man aber auch so vorgehen, dafl
man die Zellen nach Fixierung in der Kernspuremulsion
suspendiert. Bei Verwendung von Strahlern mit hohem
LET wirden sich die Silberkdrner dann vorzugsweise in der
Zelle befinden, und die Auswertung konnte mit dem Impuls-
cytophotometer erfolgen.

Antwort: Die quantitative Autoradiographie wird von uns
anstelle der viel einfacheren Szintillationszéhlung deshalb
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angewendet, weil eine morphologische Zuordnung der
Radioaktivitit zu den einzelnen Zelltypen erforderlich ist,
wie z.B. Proerythroblasten oder basophile Erythroblasten.
In dieser Hinsicht wird das Impulscytophotometer wohl
keinen Ersatz bieten konnen. Sicherlich wire es aber durch-
aus interessant, methodische Untersuchungen in der von
Thnen skizzierten Richtung zu unternehmen.
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