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Det digitala holografiska
mikroskopet — innovativ teknik
for analys av levande celler

Bakgrund

Dagligen arbetar ett stort antal forskare och kliniker
med analyser av primadra cellkulturer och etablerade
cellinjer, ddr de anviander en mdngd olika cellbio-
logiska tekniker for att analysera celldelning,
aktivering, celldod, cytotoxicitet, cellcykelreglering,
migration, med mera. Levande celler dr transparenta i
vanliga mikroskop, vilket gor att man ofta maste
tillsatta fargdmnen som tas upp av cellerna for att
mojliggora detektion. Det digitala holografiska
mikroskopet dr en ny metod som kombinerar faskon-
trastmikroskopi med digital holografi (figur 1).
Metoden kréaver att man har tillgang till laser, digital
holografisk uppstallning (Fresnel-uppsattning),
mikroskopobjektiv, svartvit kamera (CCD) med global
slutare, eventuellt faskontrastuppstdllning och
tillhorande faskontrastobjektiv. Det mikroskop som nu
anvants av forfattarna ar HoloMonitor™ M2. Det nya
mikroskopet som kommer att tas i bruk under 2010
heter HoloMonitor™ M3 (figur 2).

Holografi dr en metod ddr man spelar in tre-dimen-
sionell (3D) information fran ett objekt med hjdlp av
interfererande vagfronter. Faltet holografi har nyligen
genomgatt ett paradigmskifte med anvdndandet av
digital holografi dar de sparade bilderna processasien
dator istdllet for att framkallas pa en fotografisk plat.
Interferensmonstret som spelas in av bildsensorn
komprimerar 3D-informationen av objektet till en
enda bild. Digital holografi ger information om fas-
skiftet (®) av det laserljus som har reflekterats eller
transmitterats genom objektet. Fasskiftet kan
oversdttas till optisk tjocklek (L), vilken kan métas med
en upplosning pa nanometerniva och bestams av
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objektets refraktiva index (n), vaglangden (1), tjock-
leken (t), brytningsindex pa djupet i zeta-led, n(z) och
delta zeta, dz, enligt formel (1) nedan:
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Digital holografi dr ndr informationen i ett inter-

ferensmonster fangas upp pa en digital sensor och
anvands for att rakna ut bildinformation med hjilp av
en dator. Interferensmonstret uppstar nar ljuset fran
en koherent ljuskillas delas i tva delar, ddr den ena
stralen, objektstralen, far gd genom ett prov, till
exempel en cell, medan den andra stralen, referens-
stralen, gar opaverkad forbi. De tva stralarna sam-
manfors sedan igen och skillnaden mellan de tva talar
om hur mycket ljuset har bromsats ndr det passerat
genom provet (figur 3). Det finns ocksa varianter dar
endast en strale anvands, sa kallad in-line holografi.
Informationen i interferensmonstret maste bearbetas
for att ge en bild, men ndr utrdkningen dr gjord
innehaller den fardiga bilden bade en bild av ljusets
amplitud och av dess fas, ndgot som skiljer digital

Sammendrag

Bakgrund: Digital holografi &r en ny teknik som de senaste fem aren anvants
for att studera levande celler. Tekniken utgér en innovativ, icke-forstérande
metod som mojliggor studier av levande celler dver tid.

Material och metoder: Litteraturen har valts ut genom att séka péa redan

cellstudier samt PubMed-s6kningar.
Resultat och sammanfattning: Digital holografi ger kunskap om cellernas

kan méatas ger unik information om cellantal, cellernas area, tjocklek och

relativt billig, snabb och enkel att anvanda.
Nyckelord: Digital holografi, cellstudier, cancer, viabilitet, brytningsindex
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kénda forskargrupper och féretag som arbetar bade med digital holografi och

brytningsindex, som kan &ndras under olika férhallanden. De parametrar som

volym, vilket kan omvandlas till proliferation, viabilitet och celldéd. Tekniken ar



holografi fran traditionell ljusmikroskopi, som bara
ger information om ljusets amplitud. En annan unik
egenskap dr att bilden som tas i efterhand kan rdknas
ut pa samtliga fokusavstand, ndgot som gor tekniken

val lampad for langtiddstudier av prover ddar omfoku-
sering utgor ett problem. Resultatbilden har ocksa
mycket hog upplosning i transversell led eftersom
fasinformationen kan bestdmmas ner till delar av en
vaglangd. Fasinformationen i bilden bestams av hur
mycket ljuset har bromsats ner pa sin vig genom
provet, och ar kopplat till bade brytningsindex, dess
faktiska tjocklek och dess torrmassa.

Holomonitor™ M2 (Phase Holographic Imaging AB,
Lund, Sverige) kombinerar faskontrastmikroskopi med
digital holografi. Ljuskdllan dr en 0.8mW HeNe-laser
pa 633 nm. Den digitala holografiska uppstallningen
dr monterat pa ett faskontrastmikroskop (Nikon).
Referensstralen dr placerad i en svag vinkel mot
objektstralen och bildinformationen rekonstrueras
med hjdlp av en Fresnel-approximation, dar bilden
forst fokuseras i odndligheten och spatialfiltreras for
att eliminera den virtuella bilden och nolltermen, och
samtidigt sampla ner och centrera den reella bilden.

Abstract

Background: Digital holography is a novel technique which has been used for
about five years to study living cells. The technique is an innovative, non-
destructive method with possibilities to study living cells over time.

Materials and methods: The literature in this paper was selected on the
basis of already known research groups and companies in the field working
with both digital holography and cell studies, as well as PubMed search.
Results and conclusions: Digital holography is a method that gives us
information about the refractive index of cells, which can change under dif-
ferent circumstances. The unique measurable parameters are the cell number,
cell area, thickness and volume, which can be transformed to proliferation,
viability and cell death. The technique is cheap, fast and simple to use.
Keywords: Digital holography, cell studies, cancer, viability, refractive index

Figur 1. Adherenta
PC3-celler (prostata
cancer) som odlats i
cellodlingskdrl och
fotograferats i
faskontrast (a),
hologram (b), seg-
menterade celler i
hologram (c) samt
tredimensionell (3D)
bild (d).

Digital holografi ar helt icke-forstorande for cellerna
man studerar, eftersom den har den unika fordelen att
man inte behover tillsdtta ndgot fargamne till cellerna
fore analys. Cellernas kondition analyseras med hjdlp
av ett segmenteringprogram som bygger upp en
databas av fotograferade celler och ddirmed far man
unika matvarden pa olika cellparametrar sdsom
cellarea, celltjocklek, form och optisk tithet. Dessa
parametrar kan tillsammans med annan information
Oversdttas till antalet celler i det fotograferade
omradet, eller konfluens (celltithet) som maits i
procent. Da man gor matningar pa celler 6ver tid, kan
informationen som erhalls fran mjukvaran oversittas
till celldelning (proliferation), celldd, viabilitet,
migration, mm. Det dr ocksd intressant att tillsdtta en
substans och méta eventuella forandringar i cell-
populationen over tid. Exempelvis kan man tillsitta
olika koncentrationer av aktiverande, inhiberande
eller toxiska substanser till celler (dosrespons) och

Figur 2. Det digitala holografiska mikroskopet
Holomonitor™ M3.
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Figur 3. Schematisk bild over stralgangen. Ljuset fran en
laser delas upp i tva stralar, en objektstrdle (rod) och en
referensstrale (bld). Objektstrdlen passerar genom provet
och ljuset sprids 6ver en kamera (CCD-sensor) med hjdlp
av ett standard mikroskopobjektiv. Interferensen mellan
objekt- och referensstrale bildar ett monster pd kameran.

studera fordandringar i cellantal, cellarea, tjocklek och
volym over tid. Eftersom analyserna med det digitala
holografiska mikroskopet i sig inte paverkar cellerna
ar det ett utmarkt verktyg att anvdnda for studier 6ver
langre tid, ddr man kan ta bilder och erhalla
madtvdrden sd ofta man vill.

Material och metod

Huvudforfattaren (A. GW) har arbetat inom omradet
cellbiologi och immunologi sedan 1990 och har varit
aktiv med en egen forskargrupp sedan 2002. I tre ar
har huvudforfattaren dven arbetat med att utveckla
cellbiologiska tekniker med det digitala holografiska
mikroskopet HoloMonitor™ M2.

Litteraturen har valts ut genom att soka pa redan
kdnda forskargrupper och féretag som arbetar med
digital holografi och cellstudier samt PubMed-sokningar.

Resultat

De forsta experimenten
Holografin upptdcktes av Dennis Gabor som kallade
den en ny mikroskopisk princip (1). Digital holografi
har anvants sedan 1970-talet och principerna for det
digitala holografiska mikroskopet har nyligen
beskrivits av Kemper och Bally (2). Kortfattat kan man
beskriva digital holografi som en metod som skiljer sig
fran traditionell holografi genom att en digital
bildsensor (charge doupled device - CCD) anvands
istdllet for en fotografisk plat. Interferensmonstret
fran objektet komprimeras som information i en enda
bild. Digital holografi ger information om fasskiftet
hos laserljuset som har reflekterats av eller gatt
igenom objektet (3). Storleken pa fasskiftet bestams av
den optiska tjockleken, vilken beror pa bade bryt-
ningsindex i objektet och objektets tjocklek. Fasskiftet
kan matas med nanometerkdnslighet (4). En stor
fordel med digital holografi ar att man erhaller bade
kvantitativ och kvalitativ information fran ett enda
hologram (5-6). Det digitala holografiska mikroskopet
utgor en kombination av faskontrastmikroskopi och
digital holografi (4, 7-9), och anvands sdrskilt inom
faltet cellbiologi och analyser av cancerceller (10-17).
En forskargrupp i Schweiz anvander det digitala
holografiska mikroskopet och kombinerar upplosning
pa nanometerniva, realtidsanalyser och icke-
forstorande 3D observationer for applikationer pa
framfor allt levande celler inom omradena cellbiologi,
diagnostik, genomik, proteomik och livsmedels-
industri (10, 13, 18). I dessa studier gjordes de forsta
3D-analyserna bland annat pa pollen, amobor och
nervceller. Rappaz et al (13) visade att in vitro-odlade
primarkulturer av embryonala celler fran mus kunde
analyseras med digital holografi och presenteras som
3D-bilder efter numerisk rekonstruktion. Da en
hypoton 16sning applicerades pd nervcellerna sjonk
signalen som madter det optiska fasskiftet i den
centrala delen av cellkroppen. Samtidigt uppmattes ett
Okat fasskifte i de mer perifera delarna av nervcel-

Figur 4A och B. Adherenta mus fibroblastceller L929, odlades i cellodligsmedium och fotograferades i 3D.
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lernas cellkropp, vilket forklaras som ett resultat av att
cellens yta okar (svdller) da den utsitts for hypoton
stress (13). Mdtningarna av cellens tjockleksforandringar
kunde goras med en noggrannhet pa 1 pm. Ett flertal
undersokningar har gjorts pa erytrocyter dar man bland
annat har visat att volymmatningar dr jamforbara med
teknikerna digital holografi, konfokal mikroskopi och en
volymanalysator som mater elektrisk impedans (vanligt
forekommande i hematologiska laboratorier) (19).
Dessutom har erytrocyters sedimentering och mem-
branfluktueringar analyserats (20-21).

Cellrakning - analys av prolifererande celler Gver tid
Automatiska metoder for cellrakning bygger pa
tekniker for att rakna partiklar eller cellkdrnor. For att
dessa tekniker ska fungera pd adherenta celler maste
dessa vanligtvis forst behandlas for att lossna fran
ytan de vaxer pa. Cellrdkning ar darfor ett omrade som
fungerar utmarkt for tekniken digital holografi och
har tidigare utforts med det digitala holografiska
mikroskopet (22). Metoden visades pa flera olika
adherenta prolifererande humana cellinjer. Vi utférde
analysen genom att en gang per dag i upp till fyra
dagar mata det totala fasskiftet pa 15 slumpvis utvalda
omraden i botten pa en cellodlingsflaska. Bade
faskontrastbilder och hologrambilder (figur 4A och B)
frdn alla mattillfdllen sparades automatiskt i en
databas, ddr de enskilda parametrarna sasom cellantal
per bild, cellarea, tjocklek, volym och cellernas
oregelbundenhet kan raknas fram nér som helst.
Maétningarna i proliferationsstudien gjordes fyra dagar
irad for att erhalla fordndringar i celltillvaxt 6ver tid.
Parallellt analyserades cellerna manuellt med en
hemocytometer for att verifiera metoden. Resultaten
jamfordes och korrelationen mellan de tva metoderna
var mycket hog (22). Vi har daven med en cellinje fran
prostatacancer, DU145, jamfort digital holografi och
manuell cellrakning med tva andra val vedertagna
proliferationsmetoder, nimligen radioaktiv matning

Figur 5. 3D-bild av T leukemi
cellinjen Jurkat. Den vdnstra
cellen dr en dod cell med
minskad volym av cellkdrnan,
den hdgra cellen dr en levande
cell med bibehdllen volym av
cellkdrnan.

med hjdlp av 3H-thymidine upptag och MTS-assay,
baserad pa en tetrazoliumforening (Promega Corp.,
Madison, WI). D& vi jamfort resultaten uppnar vi
mycket goda, jamforbara resultat (EI-Schish et al,
opublicerade resultat).

Migration - analyser av cellrorelse

Rorelse av celler dr en central process under saval
embryonal utveckling, sarldkning samt under ett
immunsvar. Tumorbildning och metastaser
uppkommer da celler ror sig, migrerar, och att forscka
finna ldkemedel som forhindrar migration &r ett
aktuellt och viktigt forskningsomrade (23-24). Dubois
et al visade att cellkulturer med cancerceller som
migrerade i matrixgeler in vitro kunde analyseras
tredimensionellt med det digitala holografiska
mikroskopet (15). Flera andra celltyper i rorelse har
analyserats med digital holografi, ndimligen
sedimenterande erytrocyter, HT-1080 fibrosarkom
celler och musfibroblaster (25-26). Fibroblastcellerna i
bada studierna vaxte pa och analyserades i kollagen
och dess rorelser kunde f6ljas pa ett kvantitativt satt
utan nagon inmarkning eller infargning av cellerna.

Celldod

Celld6d i form av programmerad celld6d, apoptos,
utgor ytterligare ett omrade som passar det
holografiska mikroskopiska systemet for inméark-
ningsfria, kvantitativa analyser av celler och
cellorganeller eftersom celler som dor krymper ihop,
minskar i storlek och blir mindre kompakta (27).
Pankreas cancerceller som behandlades med toxiner
uppvisade skillnader i tjocklek jamfort med obehand-
lade celler (12). Skillnaderna mats framfor allt med
hjalp av brytningsindex, vilket foreslas vara mycket
anvandbart for framtida analyser av lakemedels-
behandlade cellers morfologiska forandringar. 3D-
bilder visar ocksa tydligt skillnader mellan levande
och doda celler. Figur 5 visar tva T leukemi celler,
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Jurkat, i 3D. Den vdnstra cellen med insjunken kdrna ar
en dod cell, medan den hogra cellen med en mer
omfattande cellkdrna dr en levande cell.

Vi har nyligen gjort en undersokning for att visa att
det digitala holografiska mikroskopet kan anvindas for
att sdrskilja levande celler fran doda celler (El-Schish et
al, manuskript 2010). Vi behandlade fyra olika
adherenta cancer cellinjer med &mnen som &r kdanda for
att inducera celldod. Mdtningarna med det digitala
holografiska mikroskopet gjordes en gang per dag i upp
till tre dagar direkt i cellodlingsflaskan for att erhdlla
eventuella forandringar i celltillvixt over tid. Efter
holografimdtningen trypsinerades cellerna fran
cellodlingsflaskan och inmarktes med FITC-konjugerat
Annexin-V och propidiumjodid (PI) infor en flow-
cytometrisk celldodsanalys. Med digitala holografiska
mikroskopet kunde sma, hopkrympta celler detekteras
samt farre antal celler, mindre area och minskad optisk
tdthet i de celler som behandlats med celldédsindu-
cerande reagenser, jimfort med obehandlade celler (El-
Schish et al, manuskript 2010). I den flowcytometriska
analysen uppmattes en okad inbindning av Annexin-V
och PIi celler som behandlats med gifter, vilket dr ett
valkant tecken pa 6kad celldod. Vi ssmmanfattar att
resultaten som erhalls med de tva teknikerna digital
holografi och flowcytometrisk analys dr jamforbara.
Nasta steg skulle kunna vara att behandla celler med
kidnda @mnen som inhiberar dem i olika faser i
cellcykeln. Hittills har Kemper et al visat att cellmassa
("dry mass”) och celldensitets forandringar i cell cykeln
gdr att mdta med digital holografi hos jastarten Schizo-
saccharomyces pombe (28).
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Figur 6. 3D-bild av

T leukemi cellinjen Jurkat
som binder specifikt till en
yta forbehandlad med anti-
kroppar riktade mot ett
Lewis x-antigen.

Antikroppsarrayer

Tidigare har ett fatal forskargrupper anvant anti-
kroppsarrayer for att analysera och klassificera
leukemier och lymfomceller (29-31). Dessa celler
klassificeras vanligtvis med hjilp av antikroppar mot
"cluster of differentiation” (CD) antigen och analyseras
med flowcytometri. Hir visar forfattarna att resultaten
med en mikroskopisk metod som kallas DotScan™ ar
jamforbara med flowcytometri (29-30). Antikropparna
sitter pa en yta av nitrocellulosa och levande celler
faster specifikt till de olika antikropparna, varvid
densiteten av midngden inbundna celler mits. Aven
adherenta celler dr mdjliga att analysera med liknande
tekniker. Zhou et al (32) studerar coloncancer celler
och visar att olika celltyper binder till olika
antikroppsprofiler som mdts med "fluorescence
multiplexing”. Vi har nyligen gjort studier pa icke-
adherenta leukemi- och lymfomceller och hur de
faster upp till antikropps-coatade glasytor i en
antikroppsarray-baserad analys (figur 6). Vi under-
soker vilka antikroppar som lymfomceller binder till
och vi kan, precis som i vara tidigare studier, erhalla
madtvarden for cellernas antal, area, tjocklek och volym
(opublicerade resultat). Vi ser denna studie bade som
ett satt att klassificera cellerna med avseende pa vilken
eller vilka antikroppar de binder till, men ocksa ett
unikt sitt att erhalla information om cellernas antal,
area, tjocklek och volym. Da cellerna fést upp till
antikropparna behandlas de med ett celldodsindu-
cerande dmne, etoposide, for att mdta om parametrar
sasom cellarea, celltjocklek och volym dndras efter
behandling. Prelimindra resultat visar att cellinjen




Jurkat minskar i tjocklek efter etoposide-behandling
over natt jamfort med obehandlade celler (opubli-
cerade resultat). I planerade fortsatta studier kommer
vi att analysera flertalet olika leukemi- och lymfom-
cellinjer samt tillsdtta olika substanser och studera hur
de paverkar cellens area, tjocklek och volym. Det dr
mojligt att med den hér tekniken dven studera
enskilda celler.

Nya tillimpningsomraden for digital holografi
Ytterligare exempel pa intressanta cellbiologiska
applikationer som kan studeras med digital holografi
ar celldifferentiering, sarldkning och tillvaxt av celler
pa olika ytor. Man kan ocksa studera detaljerade
subcellulédra forandringar, eventuella férdndringar i
celler som transfekterats med DNA for att uttrycka nya
proteiner eller med siRNA for att inhibera uttryck av
ett visst protein. Dessa behandlingar kan paverka
cellernas formaga till proliferation, viabilitet eller
migration. Resultaten av den typen av studier hoppas
vi se inom de ndrmaste aren.

Diskussion

Tiotalet grupper runt om i varlden anvander nu den
unika icke-forstorande tekniken digital holografi for
studier av levande celler. Metoden ger ny kunskap om
hur framfor allt @ndringar i cellernas brytningsindex
under olika forhallanden 6ver tid kan omvandlas till
matbar information sdsom proliferation, viabilitet
eller celldod. De hittills mest vdlstuderade celltyperna
ar cancerceller, men metoden passar for alla sorters
eukaryota celler inklusive stamceller, primdra celler
och olika typer av cellinjer. Tekniken kan i framtiden
forhoppningsvis konkurrera med dagens konven-
tionella cellbiologiska metoder da den ar relativt billig,
enkel att anvdnda och ger snabba resultat. En av de
vanligaste metoderna for att skapa fasbilder ar Nomar-
ski Interference Contrast mikroskopi (differential
interference contrast, DIC) (32). Det dr en optisk
ljusmikroskopmetod som anvdnds for att oka kontras-
ten i ofdrgade, genomskinliga prover, som annars ar
svara att se med vanligt ljusmikroskop (33). DIC
anvander interferometrimdtning for att erhélla
information om provets optiska densitet. Ett komplext
ljusmonster producerar en bild sa att objektet upp-
trdder i fargerna svart och vitt mot en gra bakgrund.
P4 det sdttet kan osynliga foremal bli synliga. DIC kan
baseras pa konventionell digital holografi (14, 34, 35).
Fordelarna med DIC &r att metoden ger bdttre kontrast
och skdrpa pa bilderna (36, 37). En annan metod som,
liksom digital holografi, anvands f6r médtningar av
adherenta celler irealtid dr elektrisk impedans. Roche

Diagnostics (Basel, Schweiz) har utvecklat instru-
mentet xCELLigence, en realtids cellanalysator som
analyserar levande celler utan inmdrkning. Med
tekniken mats cellprocesser sdsom proliferation,
cytotoxicitet, invasion, migration och cellviabilitet (38-
40). Aven cellantal, morfologi samt graden av
adhesion kan analyseras med hjilp av ett antal olika
cellbaserade metoder. Likheterna med digital holo-
grafi 4r manga, dd man ocksa kan tillsdtta substanser
och gora matningar av eventuella cellforandringar
over tid. Digital holografi ger ocksa information om
cellens area, tjocklek och volym, samt 3D-bilder, vilket
man inte erhdller med elektrisk impedans.

Sammanfattning/konklusion

Tekniken digital holografi for levande celler har
anvants i cirka fem dr och ar darfor fortfarande en ny
teknik. Med flera forskargrupper pa gang som anvan-
der tekniken hoppas vi pA manga nya spinnande
studier och utvecklande av protokoll for cellanalyser.

Tack

Tack till Crafoordska stiftelsen, Magnus Bergwalls
stiftelse, Malmo allmdnna sjukhus stiftelse for
bekdmpande av cancer samt till Kersti Alm, Lennart
Gisselsson, Emmy Nilsson, Pirkko Harkénen och
Christer Wingren.

Inga intressekonflikter existerar.
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