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Der Weg in die Zukunft: 
In-vivo-Pathologie durch 
Laserscan-Mikroskopie

Leitthema

In der bildgebenden klinischen Diagnos-

tik hat es in den letzten Jahren große Fort-

schritte gegeben. Ultraschall, Computer-

tomographie (CT), Magnetresonanzto-

mographie (MRT) und Verfahren der Nu-

klearmedizin ermöglichen eine Diagnos-

tik benigner und maligner Gewebeverän-

derungen mit einer Auflösung im Zenti-

meter- bis Millimeterbereich. Trotzdem ist 

der operativ tätige Arzt bei der endosko-

pischen oder intraoperativen Gewebebe-

trachtung im Wesentlichen immer noch 

auf sein geschultes Auge und die zeitauf-

wändige histologische Bewertung von Ge-

webeproben durch den Pathologen ange-

wiesen [8]. Gleichzeitig werden wissen-

schaftlicher Fortschritt und ökonomische 

Rahmenbedingungen die Diagnostik und 

Therapie verändern. Zum Beispiel wer-

den Ärzte im Bereich der Tumorerkran-

kungen durch verbesserte Screeningver-

fahren und Fortschritte bei minimal-in-

vasiven Verfahren mit einer steigenden 

Anzahl von Tumorvor- und -frühstadi-

en konfrontiert werden. Diese sollten am 

schonendsten und ökonomischsten in ei-

ner Sitzung diagnostiziert und therapiert 

werden. Neue Fluoreszenzverfahren hel-

fen zwar heute schon, Proben gezielter zu 

entnehmen, aber die prinzipiellen Nach-

teile von Biopsien und deren histolo-

gischer Befundung bleiben. Optische Me-

thoden mögen hier in Zukunft eine bes-

sere interoperative Diagnostik ermögli-

chen.

Die histologische Diagnose beruht im 

Wesentlichen auf morphologischen Kri-

terien, die durch eine Anfärbung der ver-

schiedenen Gewebebestandteile (Zell-

kern, Zytoplasma, Bindegewebe) sicht-

bar gemacht werden. Eine intraoperative 

Visualisierung von Zellstrukturen könnte 

im Prinzip intraoperative Diagnostik mit 

der Therapie zu einer Einheit verbinden.

E Neben dem Zeitgewinn ist auch 

eine Verbesserung der Intervention 

durch exakte Darstellung der Ränder 

der pathogenen Veränderungen 

zu erwarten.

Voraussetzungen für eine intraopera-

tive Pathologie sind, wie bei der Histo-

logie, die Erzeugung von Schnittbildern 

aus dem Inneren des Gewebes mit aus-

reichender Auflösung und Kontrastie-

rung. Dies können die klassischen bildge-

benden Verfahren Ultraschall, MRT und 

CT mit einem für die breite Anwendung 

vertretbaren Aufwand nicht leisten. Ob-

wohl Gewebe auf Grund starker Streuung 

und Absorption weitgehend intransparent 

für Licht ist, können spezielle Verfahren 

eine Bildgebung mit subzellulärer Auflö-

sung in Tiefen von 100–200 μm ermögli-

chen. Diese ist ausreichend zur Beurtei-

lung vieler epithelialer Veränderungen. 

Integriert in Sonden, die ins Gewebe ge-

stochen werden, sind sogar tiefere Areale 

zugänglich.

Technische Realisierungen 
der In-vivo-Mikroskopie

Da eine Abbildung dreidimensionaler Ge-

webestrukturen erfolgen soll, muss sicher-

gestellt werden, dass nur die Bildinfor-

mation aus einer Tiefenebene dargestellt 

wird und dass das Abbildungsverfahren 

unscharfe Bilder aus darüber und darun-

ter liegenden Ebenen sowie das im Gewe-

be gestreute Licht ausgeblendet. Verschie-

dene optische Verfahren wurden bisher 

für eine mikroskopische Bildgebung in vi-

vo realisiert und an Haut, Auge und endo-

skopisch zugänglichen Geweben klinisch 

erprobt. Alle Verfahren tasten das Gewebe 

mit einem stark fokussierten Laserstrahl 

in variabler Tiefe ab, um eine Darstellung 

subzellulärer Strukturen mit hoher Auflö-

sung zu ermöglichen [4].

Die konfokale Laserscan-Mikrosko-

pie benutzt eine spezielle Blende vor dem 

Detektor, die so eingerichtet ist, dass sie 

nur Strahlung, die aus dem Fokusvolu-

men stammt, passieren lässt (. Abb. 1). 

Sie ermöglicht Echtzeitdarstellung von 

Schnittbildern parallel zur Gewebeober-

fläche. Der Kontrast wird durch Variation 

der Brechzahl der unterschiedlichen zellu-

lären Strukturen erzeugt. Das Zytoplasma 

erscheint hell und körnig, die Kerne und 

Zellumrisse dunkel. Besonders starke Si-

gnale werden von Melanosomen erzeugt, 

die eine wesentlich größere Brechzahl als 

das umgebende Gewebe besitzen. Es kann 

auch eine Kontrastierung durch exogene 

Farbstoffe, wie Fluoreszein, Acriflavin, 

Tetrazykline oder Kresolviolett erfolgen, 

die topisch aufgetragen bzw. ins Gewebe 

unterspritzt werden. In diesem Fall wird 

nicht das an den Zellen reflektierte Licht, 

sondern die Fluoreszenz der Farbstof-

fe dargestellt, die eine sehr kontrastreiche 
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Abbildung des Gewebes liefert. Die kon-

fokale Mikroskopie ist wie die klassische 

Histologie nur in der Lage, morpholo-

gische Informationen darzustellen.

> Mit der Zweiphotonenmikro-
skopie lassen sich Schnittbilder 
des Gewebes erzeugen

Mit moderner Lasertechnik kann auch die 

Gewebeeigenfluoreszenz, die zusätzliche 

funktionelle oder molekulare Informati-

on enthält, bildgebend dargestellt werden. 

Extrem kurze Laserpulse erlauben es, die 

Dichte der Photonen im Gewebe so stark 

gegenüber einer kontinuierlichen Laser-

bestrahlung zu erhöhen, dass bei Fokus-

sierung auf weniger als einen Mikrome-

ter 2 Photonen aus vergleichsweise ge-

webstransparenten Wellenlängenbereich 

zwischen 700 und 800 nm eine Gewebe-

eigenfluoreszenz auslösen. Da die hierfür 

notwendigen Photonendichten nur im 

Laserfokus herrschen, schafft die Zwei-

photonenmikroskopie in einfacher Weise 

die Möglichkeit, Schnittbilder des Gewe-

be zu erzeugen [3].

Die Autofluoreszenz liefert nicht nur 

morphologische Bilder über die Gestalt 

einzelner Zellen, sondern trägt Informa-

tionen, die für unterschiedliche Zelltypen 

und Stoffwechselzustände spezifisch sind 

[6, 10, 11, 12, 19]. Eine besonders klare Un-
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Objektiv
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Abb. 1 8 Laserscan-Mikroskopie. a Die konfokale Mikroskopie nutzt die konfokale Blende vor dem 
Detektor zur Beschränkung der Bildgebung auf eine Ebene. b Bei der Zweiphotonenmikroskopie er-
zeugen extrem kurze Pulse nur im Laserfokus, der das Gewebe schichtweise abtastet, eine Gewebeei-
genfluoreszenz
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terscheidung gelingt zwischen Kollagen 

und zellulären Strukturen bzw. auch Elas-

tin (. Abb. 2). Neben all diesen Vortei-

len besitzt die Zweiphotonmikroskopie 

den Nachteil, dass sie langsam ist und nur 

relativ kleine Bildfelder mit typischerwei-

se 200×200 μm Größe darstellen kann. Je 

nach Bildqualität werden hierfür 1–60 Se-

kunden benötigt.

Klinische Anwendungen 
und Ausblick

Traditionell sind Dermatologie und Oph-

thalmologie Vorreiter bei der Anwendung 

optischer Verfahren. Die Netzhaut des Au-

ges ist eine komplexe anatomische Struk-

tur mit wichtigen Funktionen, die optisch 

leicht, direkt jedoch schwer zugänglich ist. 

Das Auge nimmt deshalb eine prädesti-

nierte Stellung für diagnostische und the-

rapeutische optische Verfahren ein. Aller-

dings ist bei der Darstellung der Retina der 

Fokussierungswinkel und damit die Auf-

lösung auf etwa 10 μm begrenzt, sodass 

dort eine Darstellung zellulärer Strukturen 

nicht möglich ist [3]. Klinisch sind sowohl 

die konfokale Reflexionsmikroskopie als 

auch die konfokale Fluoreszenzmikro-

skopie mit Fluoreszein oder Indocyanin-

grün etabliert. Für den vorderen Augenab-

schnitt, Kornea, Sklera und Bindehaut be-

steht keine Einschränkung bezüglich des 

Fokussierungswinkels, und es können ein-

zelne Zellen mit subzellulärer Auflösung 

sichtbar gemacht werden [5].

Auch die Haut ist optisch leicht zu-

gänglich und die Betrachtung ihrer Ober-

fläche ist die Grundlage für die Diagnos-

tik vieler Erkrankungen. Zur In-vivo-Mik-

roskopie an der Haut werden zur Zeit ei-

nige klinisch zugelassene Geräte angebo-

ten. Die konfokale In-vivo-Mikroskopie 

wird seit 1997 erfolgreich klinisch erprobt 

[14, 15, 18] und wurde von den Firmen 

Lucid und Optiscan kommerzialisiert. 

Inzwischen wird auch für die Zweipho-

tonenmikroskopie der Haut ein kommer-

zielles Gerät von der Firma JenLab ange-

boten [9]. Der große Vorteil der Zweipho-

tonenmikroskopie, die Verbindung von 

morphologischer Bildgebung ohne Kon-

trastmittel mit der empfindlichen Darstel-

lung von fluoreszierender exogener Stof-

fe und der Gewinnung funktioneller In-

formation wurde u. a. für Penetrations-

studien mit Nanopartikeln [16] und zur 

Quantifizierung von Hautalterung einge-

setzt [7].

> Die Zweiphotonenmikroskopie 
verbindet morphologische mit 
funktionellen Informationen

Im Bereich der Gynäkologie wurde die 

konfokale Mikroskopie bisher nur mit 

dem Ziel eingesetzt, zervikale Dysplasien 

in vivo beurteilen zu können [1, 2, 13, 17]. 

Hierfür wurden entweder spezielle Son-

den entwickelt oder Systeme verwendet, 

die für endoskopischen Einsatz im Darm-

bereich konzipiert waren. Es konnten 

prinzipiell zelluläre Strukturen dargestellt 

und normale von veränderten Geweben 

unterschieden werden [2].

Die In-vivo-Mikroskopie kann Ge-

webestrukturen mit einer der Histolo-

gie vergleichbaren Auflösung darstellen. 

Auch der Kontrast ist in der Regel ausrei-

chend, um sowohl Zell- und Zellkerngrö-

ßen als auch deren Formen bis hin zu ei-

Konfokale Reflexionsmikroskopie Zweiphotonenmikroskopie

250 µm

25 µm25 µm 25 µm

Optische Kohärenztomographie (OCT)

Abb. 2 9 In-vivo-Bildge-
bung der Haut mit OCT 
(oben), konfokaler Reflexi-
onsmikroskopie (links un-
ten) und Zweiphotonen-
mikroskopie (Mitte und 
rechts unten). Während die 
OCT, die die Haut von der 
Oberfläche bis zur Sub-
kutis darstellen kann, kei-
ne zelluläre Auflösung lie-
fert, können konfokale und 
Zweiphotonenmikrosko-
pie einzelne Zellen in Ebe-
nen parallel zur Gewebe-
oberfläche darstellen. Me-
laninhaltige Zellen geben 
bei der konfokalen Mikro-
skopie ein besonders star-
kes Signal (links unten). Die 
Zweiphotonenmikroskopie 
kann Zellen und subzel-
luläre Strukturen wie Zell-
kerne und Mitochondrien 
(Mitte unten) mit gutem 
Kontrast abbilden. Sie 
kann auch zwischen zellu-
lären Strukturen (grün) und 
Kollagen (blau) unterschei-
den (rechts unten)
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ner Tiefe von 100 μm beurteilen zu kön-

nen. Die Zweiphotonenmikroskopie kann 

darüber hinaus auch Zellen und Zellzu-

stände aufgrund ihrer Fluoreszenzeigen-

schaften unterscheiden. Großer Nachteile 

aller Verfahren sind die kleinen Bildfelder 

und der zum Teil noch hohe technische 

Aufwand. Sicher wird der technologische 

Fortschritt die Geräte in Zukunft kosten-

günstiger und leichter anwendbar ma-

chen. Das Problem, große Volumina mit 

Submikrometerauflösung in begrenzter 

Zeit abtasten zu müssen, bleibt aber prin-

zipiell bestehen. Die konfokale Mikrosko-

pie ist heute in der Lage, etwa 25 Bilder 

eines Feldes von 250×250 μm in einer Se-

kunde zu erzeugen. Für die komplette Ab-

bildung eines 5×5 cm großen Gewebeare-

als bis zu einer Tiefe von 100 μm würden 

damit über 40 Stunden benötigt, wenn ei-

ne Auflösung von einem Mikrometer ge-

wünscht wird. Ein Ausweg aus diesem Di-

lemma ist die Verbindung verschiedener 

bildgebender Verfahren, die mit unter-

schiedlicher Auflösung arbeiten. Fluo-

reszenzbildgebung oder die Kolposkopie 

an der Portio uteri können genutzt wer-

den, um verdächtige Läsionen zu identifi-

zieren und so das zu untersuchende Areal 

einzuengen. Die optische Kohärenztomo-

graphie kann für eine weitere Auswahl be-

stimmter Gewebeareale – vor allem auch 

in der Tiefe – genutzt werden und die Be-

reiche, die in hoher Auflösung darstellt 

werden müssen, stark reduzieren.

Die prinzipiellen diagnostischen Mög-

lichkeiten der hochauflösenden optischen 

Gewebsdarstellung sind heute für die ver-

schiedenen Gewebe bekannt. Anwen-

dungen werden in der gynäkologischen 

Diagnostik am äußeren Genitale und der 

Portio uteri sowie im Rahmen der Lapa-

roskopie gesehen. Vor einem breiten kli-

nischen Einsatz stehen jedoch noch um-

fangreiche technische Entwicklungen, 

speziell auch in der Kombination ver-

schiedener Abbildungsverfahren und na-

türlich der Nachweis des klinischen Nut-

zens.
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Zusammenfassung

Die mikroskopische Begutachtung ist der 

Goldstandard zur Beurteilung pathogener 

Gewebeveränderungen. Nachteile sind Inva-

sivität, eine Limitierung der Diagnostik auf 

den Bereich, aus dem die Gewebeprobe ent-

nommen wurde, und eine Verzögerung zwi-

schen Probenentnahme und Diagnosestel-

lung. Zur Zeit wird an optischen Verfahren 

gearbeitet mit den Zielen, die intraoperative 

Diagnostik zu verbessern und Biopsien ein-

zusparen bzw. eine gezieltere Entnahme zu 

ermöglichen. Besonders auf die In-vivo-Mik-

roskopie wird große Hoffnung gesetzt. Kli-

nische Erfahrungen an Haut, Darm und an-

deren Organen sind ermutigend, wenn auch 

die In-vivo-Mikroskopie noch nirgends als kli-

nischer Standard etabliert werden konnte. 

Noch ist die Technik zu aufwändig und kos-

tenintensiv, es können nur kleine Areale be-

gutachtet werden. Dennoch ist zu erwarten, 

dass technische Fortschritte und die Kom-

bination mit Fluoreszenzdiagnostik und op-

tischer Kohärenztomographie (OCT) zu inte-

ressanten Anwendungen in der Gynäkologie 

führen werden.
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Optische Diagnostik · Optische Kohärenz-
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The way into the future: in vivo pathology 
using laser scan microscopy

Abstract

Microscopy of histological sections is the gold 

standard for the assessment of pathological 

tissue changes. Its disadvantages are inva-

siveness, the limited field of examination, and 

a certain time lag between the initial proce-

dure, i.e. when the sample is taken, and the 

actual diagnosis. Some current research is 

dedicated to procedures to improve the intra-

operative diagnosis, reduce the number of bi-

opsies, or at least allow a more targeted col-

lection of tissue samples. In particular, in vi-

vo microscopy is being investigated for the 

histology-like imaging of superficial tissues. 

Clinical results with skin, colon and other tis-

sues are promising, although in vivo micros-

copy has still not become a standard diag-

nostic procedure. The technology is still com-

plex and expensive. In addition, only limit-

ed areas can by visualized in an acceptable 

time. However, it is expected that in vivo mi-

croscopy, possibly in conjunction with fluo-

rescence diagnosis and optical coherence to-

mography, will find applications in gynecolo-

gy in the future.

Keywords

Optical diagnosis · Optical coherence tomo-

graphy · In vivo microscopy · Multiphoton 

microscopy
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